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OZET

Doktora Tezi

HIPERTANSIYON TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI ILACLARDAKI ETKEN
MADDELERIN TAYINi ICIN ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERIN
GELISTIRILMESI VE ANALITIK UYGULAMALARI

Ibrahim Hiidai TASDEMIR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Kimya Anabilim Dal1

Danigsman: Prof. Dr. Esma KILIC

Bu tez caligmasinda hipertansiyon tedavisinde kullanilan hidrokloratiyazit (HKA),
indapamit (INDA), peridopril (PER), moeksipril (MOE) ve zofenopril (ZOF)
molekiillerinin asili damla civa elektrot (ADCE) ve camsi karbon elektrot (CKE)
yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglari incelenmis, elektrot tepkimesine katilan
elektron ve proton sayilari ile diflizyon katsayisi ve yiizey kaplama Kkatsayisi
hesaplanmistir. Deneysel caligmalarda elde edilen veriler teorik hesaplama sonuglari ile
birlikte degerlendirilerek indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri icin olasi elektrot
tepkime mekanizmalari onerilmistir.

Elektrokimsal davraniglari belirlenen ilag etken maddelerinin; tablet ve kapsiil gibi
farmasotik drneklerden ve kan, idrar ve serum gibi biyolojik numunelerden tek halde ve
birlikte es zamanli nicel tayini ic¢in voltametrik yontem gelistirme caligsmalari
yapilmistir. Bu caligmalardaher bir ilag etken maddesi i¢in diferansiyel puls voltametri
(DPV), kare dalga voltametri (KDV), diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametri
(DPAdSV) ve kare dalga adsorptif siyirma voltametri (KDAdSV) yontemlerinin
gelistirilmesine yonelik yontem ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir.
Optimum kosullarda yapilan kalibrasyon calismalarinda her bir madde i¢in dogrusal
calisma araligr belirlenmistir. Kalibrasyon verilerinin en kiiciik kareler yontemi
kullanilarak degerlendirilmesi ilegelistirilen yontemlerin baz1 validasyon parametreleri
belirlenerek yontemler valide edilmistir. Gelistirilen yontemlerin tablet, serum ve idrar
numunelerine uygulanmasi ile her bir yontemin performans parametreleri belirlenmistir.
Yapilan uygulama caligmalarinda yontemlerin geri kazanim degerlerinin % 100’e
oldukca yakin oldugu, bununla birlikte giin i¢i ve glinler aras1 akim ve potansiyel
Olciimlerinde bagil standart sapma degerlerinin % 10°dan kii¢iik oldugu belirlenmistir.

Temmuz 2011, 243 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, hidrokloratiyazit, indapamit, peridopril,
moeksipril, zofenopril, asili damla civa elektrot, cams1 karbon elektrot, elektrokimyasal
davranig, voltametrik tayin yontemi, adsorptif siyirma voltametri.



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

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

[brahim Hiidai TASDEMIR

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

Supervisor: Prof. Dr. Esma KILIC

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

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

July 2011, 243 pages

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

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

ADCE Asili damla civa elektrot

AdSV Adsorptif styirma voltametri

ASV Anodik styirma voltametri

BE Bulk elektroliz

BR Britton-Robinson tamponu

BSS Bagil standart sapma

C Analitik derisim (mol cm™, mol L™)

CKE Camsi karbon elektrot

D Difiizyon katsayisi (cm’s ™)

DPAdASV Diferansiyel puls adsorptif styirma voltametri
DPKAdSV Diferansiyel puls katodik adsorptif siyirma voltametri
DPV Diferansiyel puls voltametri

DV Doniistimlii voltametri

Ey; Biriktirme potansiyeli (V)

E, Pik potansiyeli ( V)

E,. Anodik pik potansiyeli ( V)

Epk Katodik pik potansiyeli ( V)

F Faraday sabiti (96485 C mol ")

f Frekans (s™)

HKA Hidrokloratiyazit

INDA Indapamit

ip Pik akimi (A)

ipa Anodik pik akimi (A)

Ipk Katodik pik akimi (A)

KAdSV Katodik adsorptif styirma voltametri

KDAdSV Kare dalga adsorptif siyirma voltametri

Vi



KDKAdSV Kare dalga katodik adsoptif s1yirma voltametrisi

KDV Kare dalga voltametri

KK Kronokulometri

LOD Gozlenebilme sinir1

LOQ Alt tayin sinir1

MOE Moeksipril

n Aktarilan elektron sayisi
PER Perindopril

R Ideal gaz sabiti (J K™ mol™)
R Regresyon katsayisi

s Standart sapma

T Sicaklik (K)

t Zaman (s)

thir Biriktirme siiresi (s)

uv Ultraviole

YPSK Yiiksek performansli sivi kromatografi
ZOF Zofenopril

a Katodik yiik aktarim katsayist
S Anodik yiik aktarim katsayist
AE Puls genisligi (V)

AE Basamak yiiksekligi (V)

II Pi say1s1
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SEKILLER DIiZiNi

Insanda merkezi dolasim sisteminin baslica elemanlar1 ve kan basincit......... 6
HKA’ nin Kimyasal Yap1S1.......c.cocvieiiieiiieiieiiieieeieete et 8
INDA’ NN KiMyasal YAPIST ......v.veveieieeeeeeeceeeeeeseseeeeeeee e eeseses s nees 9
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1. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon olarak ta bilinen yiiksek kan basinci; tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de oldukca yaygin olarak goriilen ve 6nemini her gegen giin attirarak hissettiren bir halk
saglhig sorunudur. Hipertansiyonu bu kadar 6nemli bir saglik sorunu haline getiren
sebepler arasinda, hipertansiyonun; koroner kalp hastaliklari, inme, kalp ve bdbrek
yetmezligi gibi ciddi komplikasyonlara yol agmasi ve gozde ciddi hasarlara sebep
olabilecek etkileri sayilabilir. Yiiksek kan basimncinin kontrol edilmesiyle kalp
yetmezligi ve inme sikliginin yar1 yariya, kalp krizlerinin de dortte bir oraninda
azaltilabildigi bilinmektedir. Kontrol altina alinmamasi durumunda ise kalp, bobrek,
beyin ve gozler basta olmak iizere bircok organda kalici hasarlara sebep olabilecegi

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

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

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

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

. bas ve ense agrisi,

o kulakta ugultu,

o carpint1 hissi,

. yorgunluk hissi

seklindedir.

Yiiksek kan basincindan korunmak igin;

e agir ve yagh yemeklerden,



e tuzdan,
e sigaradan,
e alkolden ve sismanliktan
korunmak, bunlarin yaninda;
e diizenli egzersiz yapmak,
e kan basincini diizenli 6l¢tiiriip kaydetmek,
e hekimin verecegi ilaglar1 diizenli olarak kullanmak

gerekmektedir.

Giliniimiizde yiiksek kan basincinin tedavisinde gerekli tam1 ve teshisler yapildiktan
sonrakullanilan ¢esitli antihipertansif ilaglar mevcuttur. Bu ilaglar;

e anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitdrleri

e adrenerjik reseptor blokerleri

e adrenerjik noron blokerleri

e santral etkikili sempatolitik ilaglar ve diger sempatolitikler

e kalsiyum kanal blokerleri

e beta blokerleri

e anjiyotensin II reseptor antagonistleri (ARA II)

e tiyazit ve tiyazit benzeri diiiretikler
siniflarindan birine dahil olan ilaglardir. Bazi durumlarda tedavinin etkinligini arttirmak

icin farkli gruplardaki ilaglarin bilesimini igeren ilaglar da kullanilmaktadir.

Bunun yani sira; tedavi edici 6zelligi yliksek, daha az yan etkiye sahip, ayn1 anda farkl
rahatsizliklar1 tedavi edebilecek Ozelliklere sahip yeni ilag gelistirme c¢alismalart da
hizla devam etmektedir. Diger saglik sorunlarinda oldugu gibi hipertansiyonda da
tedavinin basarisi i¢in segilen ilacin etki alani, canli biinyede etkiledigi organ/organlar,
etki giicii, tedavi edici dozu, kullanim siiresi, yan etkileri, diger ilaglarla etkilesimi, canli
biinyeden atilma sekli ve toksik etkileri iyi arastirilmalidir. Ilag gelistirme ve
uygulamacaligmalarinda gelistirilen ilaglarin baz1 kimyasal/biyokimyasal, farmakolojik,
ve toksikolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in bu ilaglarin;
e hedef doku ve organlarinin,

e varsa metabolit(ler)inin



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

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

Ilag analiz yontemleri yukarida sayilan sebeplerin yaninda; arastirma, gelistirme ve
kalite kontrol ¢alismalarinda kullanilmak {izere de gelistirilmektedir. Bilinen pek c¢ok
etken madde ve ilag i¢in gelistirilmis analiz yontemleri Amerikan Farmakopesi (USP),

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

Gelistirilen her yeni etken madde i¢in analiz yontemine ihtiya¢ vardir. Mevcut analiz
yontemlerini daha giivenilir, hassas ve uygun maliyetli hale getirebilmek en az yeni
yontem gelistirmek kadar dnemlidir. Gelisen teknoloji ile kullanim1 kolay, hizli cevap
verebilen, otomasyona elverisli ve yliksek hassasiyete sahip yeni cihaz ve teknikler
kullanilarak yeni analiz yontemleri gelistirme caligmalari artan bir hizla devam

etmektedir.

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

e kolay kullanilabilir,

e kisa siirede sonug verebilir,

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

gerektiren,

e diisiik kurulum ve kullanim maliyetine sahip,

e otomasyona uygun ve elverisli

e sonuglar kesin, dogru, hassas ve 6zgiin

olmalidir.

Ilag analizlerinde kullamlan ¢esitli analitik yontemler vardir. Bunlar icerisinde en

yaygin olarak kullanilan1 degisik kromatografik yontemlerdir. Bunun diginda infrared



spektroskopisi, atomik spektroskopi, NMR spektroskopi, kiitle spektrometri
yontemleriyle, titrimetrik ve voltametrik yontemler de kullanilmaktadir.
Bu tez c¢alismasinda, hipertansiyon tedavisinde kullanilan bazi ilaglarda etken
maddeolarak bulunan ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri grubuna
ait olan;

e perindopril

e zofenopril

e mocksipril
molekiilleri ile, tiyazit diiiretikler grubunda bulunan;

e hidrokloratiyazit

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

karsilagtirmalar yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Tezin bu kisminda hipertansiyon ile ilgili kisa bir bilgilendirmeden sonra hipertansiyon
tedavisinde kullanilan ilaglarla ilgili bilgi verilmistir. Sonrasinda tez kapsamindaki
ilaclarin baz1 6zellikleri verildikten sonra s6z konusu ilaglarin tayinine yonelik kaynak
arastirmasinin sonuclar1 verilmistir. Kaynak aragtirmasindan sonra elektrokimyasal
yontemlere deginilmis ve tez c¢alismasinda kullanilan deneysel yontemler kisaca
aciklanmistir. Deneysel yontemlerden sonra elektrokimyasal ¢alismalarda karsilagilmasi

en muhtemel mekanizmalar ile ilgili kisa bilgi verilmistir.

2.1 Hipertansiyon ve Antihipertansif Ilaclar

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

www.saglik.gov.tr).

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

gercekte oldukca giigtiir. Normal sartlarda, kan basinci siirekli olarak 120/80 mmHg



tizerinde olan kisiler hipertansiyon hastaligi aday1 kabul edilmektedir ve bu deger

devamli olarak 140/90 mmHg {izerinde seyrediyorsa hipertansiyondan bahsedilir.

Kan Basma

Sekil 2.1 insanda merkezi dolagim sisteminin baslica elemanlar1 ve kan basinci

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

fazla salgilanmasi sonucu goriilen Cushing hastaligi ve Crohn hastaligi, bobrekiistii



bezinin i¢ kisminin (medulla) tiimorii (feokromositom), aortun kalpten ¢iktig1 bolgedeki
darligi, kafa ici basimncinin artmasi gibi daha dnce gegirilen bir takim rahatsizliklardan
sonra ortaya c¢ikan yiiksek kan basincit problemidir. Hipertansiyona karar verirken
yiiksek tansiyonla basing reaksiyonu arasindaki ayrimin da yapilmasi gerekir. Yiiksek
tansiyon terimi kan basincinin siirekli olarak bazi smirlarin iizerinde kaldigini
belirtirken, basing reaksiyonu tansiyonun heyecanlanma ya da kan igine ila¢ siringa
edilmesi gibi bir uyaran nedeniyle gegici olarak yiikselmesidir. Yiikselmeye yol agan
uyaranin etkisi kaybolunca tansiyon normale doner. Kisinin yasi, cinsiyeti ve 1rki
hipertansiyon siklig1 konusunda belirleyici faktorlerdir. Hipertansiyon siyah irkta ve
kadinlarda daha ¢ok goriilmektedir. Kisi yasinin hipertansiyona olan katkis1 oncelikle
damarlarda yaglanmaya eslik eden anormalliklerdir. Bu durum 6zellikle de kani tagiyan
damarlardaki esneklik kaybi ile aciklanabilir. Ancak yasla hipertansiyon arasindaki bu
baglantiya bazi ilkel toplumlarda hi¢ rastlanmamaktadir. Bu durumda etkili faktoriin
"uygarlasma" ve bununla baglantili tuz kullanimi, asir1 beslenme, hareketsiz ve stresli
yasam gibi faktorlerin belirledigi yasam big¢imi oldugu sdylenebilir. Hipertansiyon ciddi
bir durumdur. Hipertansiyon, kendi basina 6ldiirticii degildir; fakat tedavi edilmediginde
hipertansiyonun sonuglar1 0ldiiriicii olabilir. Hipertansiyon kalbi zorlayarak kalp
yetmezligine neden olabilir. Ustelik ateroskleroz ve bunun yol agabilecegi iskemik kalp
hastalig1 (belli bir bolgede kan akiminin kesilmesi nedeniyle olusan gecici kansizlik
sonucu dokularin oksijen alamamasi) riskini 6nemli Olclide arttirir. Buna ek olarak;
hipertansiyonlu hastalar kanama ve beyindeki kan damarlarinin trombozuna (pihtiyla
tikanmasina) digerlerinden daha kolay yakalanirlar. Hipertansiyon ayrica koroner arter
hastaligina da biiyiik katkida bulunur ki, bu hastalik sanayilesmis toplumlarda Sliimlerin
baslica nedenlerinden  biridir.  Bahsettiklerimizin  hepsi  tedavi  edilmeyen
hipertansiyonun sonuglar1 olup hipertansiyona bagli morbidite (hastalik) ve mortalite

(6liim) biiyiik bir boliimiinii olusturur.

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

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

e Prehipertansiyon (Hipertansiyon aday1) 120-139/80-89 mmHg

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



e Evre 2 hipertansiyon 160—179/100—-109 mmHg
¢ Evre 3 hipertansiyon 180/110 mmHg ve tstii

Bu tez ¢alismasi, asagida bazi kimyasal ve farmakoljik 6zellikleri verilen antihipertansif

ila¢ etken maddeleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar1 kapsamaktadir:

2.1.1 Hidrokloratiyazit (HKA)

H
Cl N\I
HoN _NH
R A
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Sekil 2.2 HKA’nin kimyasal yapisi

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

Kapali formiilii: ~ C;H3CIN304S,

Molekiil kiitlesi: 297,74 g mol™*

Sinifi: Tiyazit grubu ditiretik

Bazi farmakolojik ozellikleri

HKA diiiretik ve antihipertansif bir ajandir. Elektrolit geri emiliminin distal bébrek
tiibiiler mekanizmasini etkiler. Esit miktarda sodyum ve kloriir atiliminin yaninda bir
miktar potasyum ve bikarbonat atilimi da saglar. Ditirez 6zelligi uygulamadan yaklasik
2 saat sonra baglar, 4 saatte doruk noktaya ulasir ve duruma gore 6 ila 12 saat devam
eder. Oral uygulamayi takiben % 65-70 oraninda absorbe olur. Plazma proteinlerine,
Ozelliklede alblimine biiyiik oranda baglanir. Alinan dozun en az % 95’lik kismi idrar
ile degismeden atilir. Tedavi edici dozu hastaya gore degismekle birlikte giinde 12,5 mg

dir (Kayaalp 1998, www.menarini.com 2011, www.saglik.gov.tr 2011).



2.1.2 indapamit (INDA)
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Sekil 2.3  INDA’nm kimyasal yapist

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

Kapali formilii:  C;6H;6CIN;O3S

Molekiil kiitlesi: 365,84 g mol™

Sinifi: Tiyazit benzeri ditiretik

Bazi farmakolojik ozellikleri

INDA farmakolojik olarak tiyazid diiiretiklerde iliskili siilfonamid birdiiiretiktir ve
korteksteki diliisyonu saglayan segmentte sodyumreabsorpsiyonunu inhibe edip idrarda
sodyum ve klorliratilimint ve bir Ol¢iiye kadar potasyum ve magnezyum atilimini
arttirarakidrar ~ ¢ikisiniarttirip — antihipertansif etki  gosterir. Yapilan c¢alismalar
antihipertansif etkisinin 24 saatsiirdiiglinii gostermektedir. Bu etkiler ditiretik
ozelliklerinin zayif oldugudozlarda belirgindir. Belirli bir dozun &tesinde, istenmeyen
reaksiyonlar artmaya devam ederken, tiyazidin ve benzeri diiiretiklerin terapotik etkisi
bir plato’ya ulasir. Tedavietkisiz oldugunda, doz arttirilmaya calisilmamalidir. Tepe
serum derisimlerine ulasmak i¢in gerekli olan silire bir dozdan sonral2 saattir,
tekrarlanan uygulamalar, 2 doz arast1 serum diizeylerindekidegisiklikleri azaltir.
Indepamitinplazma proteinlerine baglanma oram %79’dur.Plasma yarilanma 6mrii 14
ile 24 saat arasindadir (ortalama 18 saat).Sabit duruma 7 giin sonra ulasir. Tekrarlanan
uygulamalar birikime neden olmaz.Baslica idrar (dozun % 70°1) ve feges (%22)
ileinaktif metabolitler halinde elemine edilir. Tedavi edici dozu hastaya gore degismekle
birlikte giinde 1,25 mg civarindadir (Kayaalp 1998, www.biofarma.com 2011,
www.wikipedia.org 2011).



2.1.3 Perindopril (PER)
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Sekil 2.4  PER’in kimyasal yapisi
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IUPAC  isimlendirmesi: (25,3a8,7aS)-1-[(25)-2-{[(2S)-1-etoksi—1-oksopentan—2-
ilJamino } propanoil]-oktahidro-1H-indol-2-karboksilik asit

Kapali formiilii: C19H3:N,05
Molekiil kiitlesi: 368,47 g mol™
Siifi: Anjiyotensin Dontistiiriicii Enzim (ADE)

Bazi farmakolojik ozellikleri

PER anjiyotensin I’i anjiyotensin II’ye doniistiiren enzimin inhibitoridiir
(AnjiyotensinDoniistiiriicii Enzim, ADE). Doniistliriicli enzim ya da kinaz, anjiyotensin
I’1 vazokonstriktoranjiyotensin II’ye cevirirken bir yandan da vazodilator bradikininin
inaktif heptapeptidedegradasyonununa sebep olan bir eksopeptidastir. ADE inhibisyonu,
plazmadaki anjiyotensinll’nin azalmasina neden olarak, plazma renin aktivitesinin
artmasma (renin salimindan negatifgeribeslemeyi inhibe ederek) ve aldosteron

sekresyonunun azalmasina yol acgar.

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

ve en az 24 saat siirer. Tedaviye yanit veren hastalarda, bir ayin sonundanormalizasyona
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ulasilmistir ve bu durum tasifilaksi olusmaksizin siirmektedir. Tedavinin kesilmesi,
rebound etkisine neden olmaz. Genis arter elastisitesiniartirir ve kiigiik arterlerin
ortam/liimen oranini azaltir. Gerekli oldugunda, bir tiyazid diiiretikle yapilan ek tedavi,
ilave tiirde bir sinerjinin olusmasina yol agar. ADE inhibitorii ile tiyazid kombinasyonu,
tek basina diiiretik tedavisinin olusturduguhipokalemi riskini azaltir (www.servier.com,
2011, www.wikipedia.org, 2011, Kayaalp, 1998). PER oral yolla hizla emilir ve doruk
derisimebir saatte ulasir. Emilimden sonra yaklasik % 35-50 oraninda ana metaboliti
olan perindoprilata hidroliz olur. Bundan dolay1 yaklasik % 4—12 oraninda degismeden
idrar ile atilir. Tedavi edici dozu hastaya gore degismekle birlikte 5 mg ile 10 mg

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

2.1.4 Moeksipril (MOE)

_ !
I

Sekil 2.5 MOE’nin kimyasal yapisi

nH

IUPAC isimlendirmesi:(35)-2-[(25)-2-{[(25)-1-etoksi—1-okso—4-fenilbiitan—2-

ilJamino} propanoil]-6,7-dimetoksi—1,2,3,4-tetrahidroizokuinolin-3-karboksilik asit
Kapali formiilii:  Cy7H34N,0;

Molekiil kiitlesi: 498,57 g mol™

Siifi: Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ADE)

Bazi farmakolojik ozellikleri

MOE anjiyo tensin doniistliricli enzim smifindandir. Viicutta anjiyotensin I’in
anjiyotensin II’ye donlismesini engeller. Bu engelleme sonucunda kan basincinda

diisme gozlenir. MOE gerek ayakta, gerekse yatan hipertansif hastalardahastalarin



tansiyonunu; kalp hizinda, pompalama hacminde ve kalp debisinde her hangi bir
degisme olusturmaksizin kontrol altina alan bir kimyasaldir. Kullanan hastalarda

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

R
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O

2.1.5 Zofenopril (ZOF)

Sekil 2.6  ZOF’un kimyasal yapisi

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

Kapali formiilii:  CpH23NO4S,

Molekiil kiitlesi: 429,55 g mol™

Sinifi: Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ADE)

Bazi farmakolojik ozellikleri

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

www.menarini.com 2011,).
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2.2 1lac Analiz Yontemleri

Genis ¢esitlilikteki numunelerin degerlendirilmesinde genelliklefarklt kromatografik
yotemler kullanilmakla birlikte genelde sivi kromatografi yontemi tercih edilmektedir.
Bu yontem kullanilarak elde edilen hassas, 6zgiin, kararli ve hizli sonuglarin diisiik
dozlar i¢inde elde edilebilmesi ve teknigin ¢coklu karisimlara uygulanabilmesi en 6nemli
avantajidir. Ancak, cihaz maliyetlerinin yanm sira kullanilan kimyasallarin miktar1 ve
maliyeti oldukca fazladir. Sivi kromatografi yonteminin yani sira, pek ¢ok ilag etken
maddesinin kromofor gruplara sahip olmasindan dolay1 spektrofotometrik tekniklerde
siklikla kullanilmaktadir. Ancak kromatografik ¢alismalarda kullanilan yontemin
gozlenebilme ve alt tayin st degerleri sistemde kullanilan dedektdre bagh
oldugundan siradan dedektorler kullanildiginda plazma, idrar ve serumda ¢ogu zaman
eser miktarda bulunan tiirlerin tayini miimkiin olmamaktadir. Eser miktarda bulunan
tiirlerin tayini icin daha gelismis dedektor sisteminin kullanilmasi gerekmektedir ki bu
gereksinim analiz yontemini daha karmasik hale getiritken yontemin ekonomik
maliyetini de arttirmaktadir. Spektrofotometrik yontemlerde ise gozlenebilme ve alt
tayin sinir1 degerlerinin diger yontemlere gore goreceli olarak daha yiliksek olmasinin
yaninda kan ve plazma sivilarinda uygulama alanlarinin oldukga kisitli olmasi yontemin
gecerliligini sinirlandirmaktadir. Diger taraftan biyolojik numunelerin ve ilaglarin
analizinde elektrokimyasal yontemlerin kullanimi giderek artmaktadir. Bu artigin
sebebi, kolaylikla ve giivenle kullanilabilen genis c¢esitlilige sahip elektrotlarin,
elektrokimyasal cihazlarin ve elektrokimyasal yontemlerin ticari olarak gelistirilmesidir.
llag etken maddelerinin birgogu voltametrik yontemlerle cevap vermektedir.
Voltametrik yontemlerle saf etken maddelerin analizi, ¢dziinmeyen ilag¢ katki maddeleri,
serumda ve plazmada bulunabilen endojen maddeler gibi bozucu etkilere ragmen
girisim etkisi olmadan duyarh bir bicimde yapilabilmektedir. Voltametrik yontemleri
diger yontemlerden iistiin kilan onemli 6zellikleri; az miktarda etken maddenin ve
coziiciilerin analiz i¢in yeterli olmasi, kurulumunun olduk¢a basit ve diger yontemlere
gore daha ekonomik olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, analitlerin 6n saflagtirma
islemine ihtiya¢ duyulmamasi ve oldukca hassas bir yontem olmasidir (Wang 2000,

Bard ve Faulkner 2001).
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2.3 Kaynak Arastirmasi

Bu bdliimde tez calismasi kapsaminda ele alinan ila¢ etken maddelerinin tayini igin
literatiirde mevcut olan yontemlerin performans parametreleri ve uygulama sonuglari

kisaca Ozetlenmistir.

2.3.1 HKA tayini icin yapilan calismalar

Li Hang vd. tarafindan 2011°de yapilan bir ¢alismada basit bir 6n hazirlik asamasindan
sonra HKA ve Reserpine’nin es zamanl tayini i¢in sivi kromatografisi (SK) yontemi
gelistirilmistir. Bu ¢alismada, idrardaki olasi proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in methenol
kullanilmis olup, ilag¢ karigimi ¢oktiirme basamagindan sonra etil asetat ile dziitlemeye
tabii tutulmustur. Ayirma ve 6ziitlemeden sonra karisimda bulunan Reserpine ve HKA
asetonitril/amonyum kloriir karistmindan olusan tasiyici faz kullanilarak taginmis,C18
kolonu ile ayrilmis ve ultraviyole-goriinlir bolge dedektorii kullanilarak 268 nm’de
Olciim yapilmistir. Bu ¢alismada HKA i¢in dogrusal ¢aligma araligi 0,05 — 20,0 pg/mL
olarak belirlenmistir. HKA i¢in gozlenebilme ve alt tayin sinir1 degerleri sira ile 5,5
ng/mL ve 18,2 ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen bu yontem ile yapilan numune
analizlerinde geri kazanim degerlerinin % 89’dan daha yiiksek bulundugu rapor

edilmistir.

Li Hang vd. tarafindan 2011°de yapilan baska bir calismada HKA, triamterene ve
Reserpine’nin es zamanli tayini i¢in hareketli faz olarak asetonitril/asetik asit
karigtminin kullanildigi biryliksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi
Onerilmistir. Bu yontemde, kat1 faz 6ziitlemesi yapildiktan sonra analitler C18 kolonu
kullanilarak ayrilmis ve 265 nm’ye ayarlanan ultra viyole-goriiniir bolge dedektorii
kullanilmistir. Bu ¢alismada HKA i¢in dogrusal calisma araligi 20,0 — 1600 ng/mL
olarak belirlenirken, gozlenebilme ve alt tayin sinirlarn sirasi ile, 1,70 ng/mL ve 5,5
ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem rat plazmasina ilave edilen HKA
miktarinin tayini i¢in kullanilmis ve % 89,4 ile % 100,8 arasinda geri kazanim degerleri

rapor edilmistir.
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Gonzalez vd. (2011) igersinde HKA nin da bulundugu bazi ila¢ karigimlarinda bulunan
ila¢ etken maddelerinin tayini i¢gin YPSK (LC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu
caligmada hareketli faz olarak formik asit/amonyum format tamponu igeren su (pH 4,1)
ile asetonitril karisimi kullanilmis ve analit molekiillerei C18 kolon ile ayrilmistir.
Numunede bulunan proteinler ¢oktiiriildiigiinde analizin daha kisa siirede
tamamlanacagi belirlenmistir. Bu ¢alismada HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 20,0 —
2000 pg/mL, alt tayin sir1 20,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Yapilan uygulama

calismalarinda % 97,5°ten daha yiiksek geri kazanim degeri bulunmustur.

Tutunji vd. (2010) irbesartan ve HKA’nin es zamanli tayini i¢in kiitle spektrometri ile
kombine SK yontemi oOnermislerdir. Bu c¢alismada plazma proteinleri asetonitril
kullanilarak ¢oktiirtiliip siiziildiikten sonra i¢ standart olarak kullanilan losartan ve analit
molekiilleri C18 kolonu kullanilarak ayrilmistir. S6z konusu calismada HKA i¢in
dogrusal ¢aligma araligir 3 — 88 ng/mL olarak belirlenirken, alt tayin sinir1 1,0 ng/mL
olarak hesaplanmistir. Plazma 6rneklerine standart analitlerin eklenmesi ile yapilan geri
kazanim caligmalarinda HKA i¢in geri kazanim degeri % 90 ile % 110 arasinda rapor

edilmistir.

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

bulunmustur.

Vujic vd. (2009) cilizapril ile HKA’nin idrarda es zamanli tayinine olanak saglayacak
sekilde ultraviyole-goriiniir bolge dedektérii  kullandiklart  bir SK  yontemi
gelistirmislerdir. Kati faz 0Oziitlemesi sonucu hazirlanan numune metanol-fosfat
tamponu karigimindan olusan hareketli faz ile tasinarak C18 kolonunda ayrilmistir.
Gelistirilen bu yontemin 2,4 — 30,0 pg/mL araligindaki HKA derisimleri i¢in uygun

oldugu belirlenmis ve HKA i¢in alt tayin sinir1 2,4 pg/mL olaral hesaplanmistir.
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Yapilan uygulamalarda HKA i¢in geri kazanim degerleri % 95,4 ile % 103,1 arasinda

bulunmustur.

Parekh vd. (2008) HKA, quinapril ve quinaprilatin birlikte tayini i¢in LC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde analiz icin kati faz oOziitlemesi islemi ile
hazirlanan numune, formik asit-asetonitril karisimi ile taginmis ve C8 kolonu ile
ayrilmigtir. Bu yontemde HKA ‘nin dogrusal ¢alisma araligit 5 — 500 ng/mL olarak
belirlenirken alt tayin sinir1 5,06 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulamalarda

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

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

% 103 arasinda hesaplanmistir.

Maggio vd. (2008) losartan potasyum ve HKA tayini i¢in 220-274 nm arasindaki dalga
boylarinda alinan spektral 6l¢iim sonuglarinin kismi en kiiciik kareler algoritmasi ile
degerlendirilmesine dayanan ¢ok degiskenli analiz yontemi 6nermislerdir. Bu yontemde
HKA igin dogrusal ¢alisma araligi 1,06 — 5,70 mg/L olarak belirlenirken alt tayin sinir1
0,21 mg/L olarak hesaplanmistir. Yapilan geri kazanim caligmalarinda numunede

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

Tagliari vd. (2008) cocuklar icin gelistirilen oral siispansiyonlarda bulunan HKA’nin
tayini i¢in hareketli faz olarak sodyum fosfat tamponu/asetonitril karigiminin
kullanildig1 bir SK yontemi O6nermislerdir. Bu yontemde numune ayirma islemi C18
kolon kullanilarak yapilirken, analit tanima islemi ise 254 nm’de ultraviyole dedeksiyon
ile gergeklestirilmistir. Gelistirilen bu yontemde HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 10 —
50 pg/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 ise 1,23 ug/mL olarak hesaplanmstir.

16



Yapilan uygulama ¢aligmalarinda geri kazanim degerleri % 100,9 ile % 102,1 arasinda

bulunmustur.

Obando vd. (2008) farkli su 6rneklerinde losartan potasyum ve HKA’nin es zamanl
tayini i¢in kat1 faz oOziitlemesinden sonra uygulanacak bir kromatografik yontem
onermislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak sodyum dihidrojen fosfat-asetonitril-
metanol karigimi kullanilirken, dedeksiyon 226 nm’ye ayarlamis ultraviyole lamba ile
yapilmistir. Bu yontemde HKA icin dogrusal caligma araligr 0,3 — 1,7 mg/L olarak
belirlenirken alt tayin smir1 0,3 mg/L olarak hesaplanmistir.Farkli su oOrneklerine
standart HKA c¢ozeltilerinden eklemeler yapilarak gergeklestirilen geri kazanim

caligmalarinda yontemin geri kazanim degerinin % 95 ile % 118 arasinda degistigi

belirlenmistir.

Shaikh vd. (2008) bisoprolol fumarat ve HKA’nin tablet 6rneklerinde es zamanh
tayinine olanak saglayacak bir kromatografik yontem onermislerdir. Bu yontemde
hareketli faz olarak fosfat tamponu-asetonitril-tetrahidrofuran karigimi1 kullanilirken,
dedeksiyon i¢in 225 nm’de 6l¢iim yapan ultraviyole sistem kullanilmistir. S6z konusu
yontemde HKA icin dogrusal caligma aralign 125 — 375 pg/mL olarak bulunurken

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

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

civarinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Liu vd. (2008) plazma 6rneklerinde valsartan ve HKA’nin es zamanl tayini i¢in SK
yontemi Onermislerdir. Bu c¢alismada analit molekiilleri su- metanol karisiminda

taginirken, ayirma C8 kolonu kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yontemde HKA igin
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dogrusal ¢aligma aralig1 3,13 — 800 ng/mL olarak bulunurken, geri kazanim degerleri %

85 ile % 105 arasinda rapor edilmistir.

Stolarczyk vd. (2008) bazi antihipertansif ilaglarla birlikte HKA’nin tayini igin
kromatografik ve dansitometrik tayin yontemi énermislerdir. Bu ¢alismada HKA analizi
icin hareketli faz olarak etil asetat- tetrahidrofuran-asetik asit karisimi kullanilmaistir.
HKA i¢in dogrusal ¢aligma araligi 0,02 — 0,38 pg/mL olarak belirlenirken, alt tayin
sinir1 olarak 0,025 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢aligmalarinda geri

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

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

% 103 arasinda bulundugu belirtilmistir.

Kolocouri vd. (2007) diger bazi maddelerin bulundugu ortamda HKA analizi i¢in kati
faz oziitlemesi sonrasinda uygulanabilecek bir kromatografik yontem onermislerdir. Bu
yontemde analitlerin ayrilmasi C18 kolonu ile gerceklestirilirken hareketli faz olarak
asetonitril-amonyum asetat karigimi kullanilmistir. HKA ig¢in belirlenen dogrusal
calisma araligi 0,50 — 200 ng/mL iken yapilan analiz uygulamalarinda geri kazanim

degerleri % 95 ile % 105 arasinda bulunmustur.

Song vd. (2007) amiloride ve HKA karistminin es zamanli tayini i¢in SK (LC/MS/MS)
yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada 6rnek hazirlama asamasinda ¢oktiiriicii olarak
asetonitril kullanilarak biyolojik numunelerdeki proteinler c¢oktiiriilmiis ve analit
karigimi formik asit-amonyum asetat-metanol karisimindan olusturulan hareketli faz ile
tasinmustir. Bu yontemde HKA icin dogrusal ¢alisma araligi iki farkli dogrusal bolgede
1,0-5,0 ng/mL ve 5,0 — 80,0 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 1,0 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Kan plazmasi 6rnekleri kullanilarak yapilan analiz ¢alismalarinda HKA

icin % 96,5 — %105,7 arasinda geri kazanim sonuglari rapor edilmistir.
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Sagirlt vd. (2007) medoksomil ve HKA karisimmin es zamanl tayini i¢in YPSK
yontemi Onermislerdir. 260 nm’ye ayarlanmis ultraviyole dedektdriin kullanildigi bu
caligmada tastyict faz olarak metanol-fosforik asit-trimetil amin karisimi kullanilirken
ayirma islemi siyano kolon kullanilarak yapilmistir. Analiz i¢in onerilen bu yontemde
HKA i¢in dogrusal calisma araligi 0,1 — 4,0 ng/mL olarak belirlenirken, alt tayin sinir1
0,1pg/mL olarak hesaplanmigtir. Uygulama sonucunda hesaplanan geri kazanim

degerleri ise % 99,5 civarinda bulunmustur.

Liu vd. (2007) insan plazmasinda HKA tayini i¢in kiitle spektrometri ile kombine bir
SK yontemi Onermislerdir. Baska bir ila¢ etken madde olan irbesartanin i¢ standart
olarak kullanildig1 bu ¢alismada analit ve i¢ standart, metanol kullanilarak plazmadan
Oziitlenmistir. Su-metanol karisiminin tasiyici faz olarak kullanildigi ¢alismada ayirma
islami C8 kolonu ile gerceklestirilmistir. HKA i¢in dogrusal ¢alisma araliginin 0,78 —
200 ng/mL olarak belirlendigi bu c¢aligmada alt tayin sinir1 0,78 ng/mL olarak
hesaplanmustir. Onerilen yontem kullanilarak yapilan analiz calismalarinda % 88,7 ile %

108,3 arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Vignaduzzo vd. (2006) HKA ve propranolol karistminin analizi igin tiirev
spektrofotometri ve kismi1 en kiiciik kareler seklinde iki farkli spektrofotometrik yontem
onermislerdir. HKA i¢in 277 nm ve 294 nm degerlerinde 6l¢iimlerinin degerlendirildigi
bu calismada 250 — 350 nm arasinda tarama yapilmis ve HKA i¢in dogrusal calisma
aralig1 8,7 — 16,0 mg/L olarak belirlenmistir. HKA icin hesaplanan alt tayin sinirinin
0,37 mg/L olarak hesaplandig1 bu calismada geri kazanim degerleri % 92 ile % 101

arasinda rapor edilmistir.

Baing vd. (2006) ramipril-losartan potasyum-HKA karisiminin analizi igin ters faz-SK
yontemi Onermislerdir. Sodyum perklorat-asetonitril karigiminin tasiyict faz olarak
kullanildig1 bu ¢alismada analit karisimi1 C18 kolon kullanilarak ayrilmistir. S6z konusu
calismada dedektor olarak 215 nm’ye ayarlanan ultraviyole lamba kullanilirken HKA
icin dogrusal caligma aralig1 8,75 — 16,25 pg/mL olarak belirlenmistir. HKA igin alt
tayin sinirt degerinin 0,08 pg/mL olarak belirlendigi bu ¢alismada HKA i¢in % 99-%

100 arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.
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Huang vd. (2006) kaptopril ve HKA karisiminin es zamanli analizi i¢in ters faz-YPSK
yontemi Onermislerdir. Bu c¢alismada asitlendirilen serum Orneklerindeki analit
molekiilleri 6nce eter, sonra diklor metan ile Oziitlenerek analiz numunesi
hazirlanmistir. Dedektor olarak ultraviyole lambanin kullanildigl bu ¢alismada karisim
C18 kolnu ile ayrilmigtir. HKA i¢in belirlenen dogrusal calisma araligi 10 — 1200
ng/mL iken alt tayin smurt ise 3,3 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama

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

Li vd. (2006) HKA’nin kan plazmasindan tayini i¢in bir SK (LC/ESI/MS) yoéntemi
gelistirmislerdir. Bu calismada i¢ standart olarak kullanilan madde eklendikten sonra
analit etil asetat ile Oziitlenmistir. Elde edilen analit su-asetonitril tasiyici fazi ile
taginarak C18 kolon ile ayirma yapilmistir. HKA i¢in dogrusal caligma araliginin 2,5 —
200 ng/mL olarak belirlendigi bu ¢alismada alt tayin smir1 1,0 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen yontem kullanilarak yapilan analiz g¢alismalarinda geri

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

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

o

degistigi rapor edilmistir.

2.3.2 INDA tayini icin yapilan calismalar

Omar, M.A. (2010) INDA ve HKA’mn da bulundugu bazi diiiretik ila¢ aktif
maddelerinin tayini i¢in s6z konusu ila¢ etken maddelerinin eosin ve kursun ile
kompleks olusturmalarina dayanan spektrofotometrik ve spektrofulorimetrik yontemler
gelistirmistir. Sektrofotometrik yontemde dogrusal ¢alisma araligi her iki madde i¢in de
8,0-40,0 pg/mLolarak belirlenirken, spektrofulorimetrik yontemde 0,05 — 0,25 pg/mL
olarak belirlenmistir. INDA icin alt tayin sinir1 spektrofotometrik yéntemde 0,138
ng/mL olarak, spektrofulorimetrik yontemde ise 0,039 pg/mL olarak hesaplanmistir.
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HKA i¢in alt tayin smir1 spektrofotometrik yontemde 0,123 pg/mL  olarak,
spektrofulorimetrik yontemde ise 0,044 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz

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

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

degeri rapor edilmistir.

Zheng vd. (2010) igersinde INDA’nin da bulundugu baz1 doping etkili ilaglarin tayinine
yonelik amperometrik dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde INDA igin belirlenen dogrusal ¢alisma aralig1 3,7 — 3200 pM olarak rapor
edilmistir. S6z konusu yontemde gozlenebilme sinir1 0,95 pM olarak hesaplanmistir.

Yapilan uygulamalarda geri kazanim degerinin % 102 civarinda oldugu belirtilmistir.

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

Alnajjar A.O. (2008) ilaglarda bulunan kaptopril ve INDA’nmn es zamanl tayini icin
UV foto diyot array dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi gelistirmistir. Bu
calismada INDA i¢in dogrusal calisma aralign 0,10 — 40,0 mg/L olarak belirlenirken,
gozlenebilme sinir1 0,045 mg/L olarak hesaplanmistir. S6z konusu ¢aligmada yapilan

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

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

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

arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Ding vd. (2006) INDA tayini i¢in bir SK (LC/ESI/MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde hareketli faz olarak amonyum asetat-metanol karigimi kullanilirken analit
karistmi C18 kolon kullanilarak ayrilmistir. S6z konusu yontemde dogrusal calisma
aralig1 0,10 — 100 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 0,10 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Yapilan uygulama g¢alismalarinda % 90 ile % 94 arasinda geri kazanim

degeri rapor edilmistir.

Hang vd. (2006) INDA tayini i¢in bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde
numune dietil eter kullanilarak 6ziitlenmistir. Oziitleme ile hazirlanan numune
asetonitril-metanol-su karisiminda olusan hareketli faz ile taginmistir. S6z konusu
yontemde dogrusal ¢aligsma araligr 10 — 400 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1
10 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama g¢alismalarinda % 100 ile % 104

arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

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

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

ile % 115 arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Suo vd. (2005) INDA tayini i¢in sivi-sivi dziitlemesini takip eden bir YPSK yontemi
onermislerdir. Oziitleme ile hazirlanan numune asetonitril-tetrahidrofuran-trifloroasetik
asit karigiminda olusan hareketli faz ile taginmistir. S6z konusu yontemde dogrusal
calisma aralig1 0,048 — 200 pg/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 0,048 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 98 ile % 103 arasinda geri

kazanim degeri rapor edilmistir.

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

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

Gao vd. (2005) INDA tayini i¢in metil tersiyer biitil eter kullanarak yapilan sivi-sivi
oziitlemesinden sonra ters faz YPSK yontemi 6nermislerdir. Oziitleme ile hazirlanan
numune asetonitril-2-propanol karisimindan olusan tasiyict faz ile tasimistir. S6z
konusu yontemde dogrusal ¢aligma aralig1 5,0 — 500 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin
smirt 5,0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 96 ile %

102 arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Fei vd. (2005) INDA tayini i¢in ¢oziiniir Mn*" ile INDA arasindaki kemiliiminesans
tepkimesine dayanan bir kimyasal liminesans yontemi Onermislerdir. Bu yontemde
dogrusal ¢alisma aralig1 0,2 — 5000 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 8,0 ng/mL
olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 96 ile % 104 arasinda geri

kazanim degeri rapor edilmistir.
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Ciborowski vd. (2004) INDA ve HKA’nin da bulundugu bazi diiiretiklerin tayini igin
kemiliimiinometrik bir yontem dnermislerdir. Bu yontemde INDA icin dogrusal ¢alisma
araligi 0,5 — 14 pg/mL, HKA icin ise 0,5 — 5,0 pg/mL olarak belirlenmistir.
Gozlenebilme smir1 INDA igin 0,02 pg/mL, HKA igin ise 0,005 pg/mL olarak

hesaplanmuistir.

Wang vd. (2004)INDA tayini igin akisa enjeksiyon ydntemi ile kombine bir kimyasal
liiminesans yontemi onermislerdir. Bu yontemde dogrusal ¢alisma araligi 10,0 — 1000
ng/mL olarak belirlenirken alt tayin smir1 3,4 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan

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

Zendelovska vd. (2003) INDA tayini igin kat1 faz 6ziitlemesini miitakip uygulanacak bir
YPSK yontemi oOnermislerdir. Oziitleme ile hazirlanan numune asetonitril-su
karigimindan olusan tasiyici faz ile tasmip C8 kolonu ile ayrilmistir. Dekdeksiyonun
240 nm’de yapildig1 s6z konusu ¢alismada dogrusal ¢alisma araligi serum 6rnekleri igin
10,0 — 100 ng/mL, tam kan 6rnekleri i¢in ise 50 — 500 ng/mL olarak belirlenmistir. Ayni
ornekler icin alt tayin sinir1 degerleri 10 ng/mL ve 50 ng/mL olarak hesaplanmistir.
Yapilan uygulama ¢alismalarinda % 97 ile % 106 arasinda geri kazanim degeri rapor

edilmistir.

Siislii vd. (2002) INDA tayini icin tiirev spektrofotometri yontemi gelistirmislerdir. Bu
calismada 252,8 nm’de alinan spektrumlarin birinci tiirevleri ile 260,4 nm’de alinan
spektrumlarin ikinci tiirevleri degerlendirilerek yontem gelistirilmistir. Birinci tlirev
caligmalarinda dogrusal ¢alisma araligi 1,0 — 30,0 pg/mL olarak belirlenirken, ikinci
tirev ¢aligsmalarinda ise 1,0 — 35,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Alt tayin sinir1 birinci
tirev yonteminde 0,43 pg/mL olarak hesaplanirken, ikinci tiirev yonteminde ise 0,73
png/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama caligsmalarinda % 100 degerine yakin

geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Saleh vd. (2001) INDA tayini i¢in iki farkli kalorimetrik yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemler asidik ortamda INDA ile Fe*" arasinda gergeklesen tepkimeye

dayandirilmistir. Birinci yontemde dogrusal c¢alisma araligr 1,0 — 12,0 pg/mL olarak
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belirlenirken, ikinci ¢alismalarda ise 4,0 — 18,0 pg/mL olarak belirlenmigtir. Alt tayin
siirt birinci yontemde 0,83 pg/mL olarak hesaplanirken, ikinci yontemde ise 3,1
png/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama caligsmalarinda % 100 degerine yakin

geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Radi A. (2001) INDA tayini icin calisma elektrodu olarak karbon pasta elektrodun
kullanildig1 diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametri yontemi Onermistir. Bu
calismada dogrusal calisma araligi 0,05 — 0,1 uM olarak belirlenirken, alt tayin sinir1

15,0 nM olarak hesaplanmustir.

2.3.3 PER tayini i¢in yapilan ¢caliymalar

Georgakakou vd. (2010) PER analizi ve PER’in plazmadaki ana metabolitlerin
belirlenmesi i¢in bir SK (LC/ESI/MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada analiz
coOzeltisi plazma o6rnegi kati-faz 6ziitlemesine tabii tutularak hazirlanmistir. Amonyum
asetat c¢oOzeltisi-asetonitril-metanol karisiminin hareketli faz olarak kullanildigi bu
calismada PER icin dogrusal ¢alisma araligt 50 — 500 ng/mL olarak belirlenirken alt
tayin sinir1 1,61 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢alismalarinda elde edilen

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

Medenica vd. (2007) tabletlerdeki PER miktarin ve safsizliklarin tayininde
kullanilmak iizere bir ters faz-YPSK yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢calismada tasiyici faz
olarak su-asetonitril karigimi kullanilirken ayirma islemi C8 kolonu kullanilarak,
dedeksiyon ise diyot array detektor kullanilarak yapilmistir. PER icin dogrusal ¢alisma
araliginin 0,01 — 1,0 mg/mL olarak belirlendigi bu caligmada alt tayin smir ise 0,04
png/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢calismalarinda % 100 ile % 105 arasinda

geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

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

uygulamalarinda % 100 civarinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.
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Emara vd. (2003) bazi anjiyo tensin doOniistiirici enzimlerin tayini igin CuO
taneciklerinin reaktdr olarak kullanildigi akis-enjeksiyon yontemi Onermislerdir. Bu
caligma, akisa enjekte edilen ila¢ madde karisitmindaki ilag aktif maddelerinin CuO ile
etkilesimleri sonucu tiirevlendirilmesi ve elde edilen kompleks yapinin ultraviyole-
goriiniir bolgede spektrumlarinin alinmasi temeline dayandirilmistir. PER i¢in yapilan
caligmalarda dogrusal calisma araligir 5,0 — 11,0 pg/mL olarak belirlenirken, alt tayin
stnirt 0,12 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama g¢aligmalarinda % 100

civarinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Stefan vd. (2002) PER tayini i¢in akis sisteminde amperometrik biyosensor dedektor
kullanilan bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yontemde PER’in farkli enantiyo izomerleri
icin farkli analitik parametreler belirlenmistir. S-PER i¢in dogrusal ¢alisma araligi 60,0
— 800,0 nM iken R-PER i¢in 60,0-900,0 nM olarak belirlenmistir. Her iki izomer i¢in
gbzlenebilme sinir1 40,0 nM olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada % 100 civarinda geri

kazanim degerleri rapor edilmistir.

Erk, N. (2001) INDA ve PER tayini i¢cin spektrofotometrik ve kromatografik (YPSK)
yontem gelistirmistir. Bu calismada hem farkli yontemler gelistirilmis hem de
gelistirilen yontemler arasinda karsilastirma yapilmistir. Bu ydntemlerden YPSK
yonteminde hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitril karigimi kullanilmistir.
S6z konusu calismada analit karigimi C18 kolonu ile ayrilirken, dedksiyon 215 nm’ye
ayarlanmis olan ultraviyole lamba ile yapilmistir. Kromatografi ¢alismasinda PER igin
dogrusal calisma aralig1 5,0 — 70,0 pg/mL olarak belirlenirken INDA igin ise 8,0 — 35,0
ug/mL olarak belirlenmistir. Bu maddeler i¢in hesaplanan alt tayin sinirlar1 ise PER i¢in
0,78 upg/mL, INDA icin ise 0,67 pg/mL olarak hesaplanmistir. Caligmalarin
spektrofotometri kisminda ise tiirev ve oran spektrofotometri ¢alismalar1 yapilmistir.
S6z konusu ¢alismalarda PER icin dogrusal ¢alisma araligr 10,0 — 50,0 pg/mL olarak
belirlenirken, INDA igin ise 10,0 — 30,0 ug/mL olarak belirlenmistir. Spektrofotometrik
caligmalarda PER icin hesaplanan alt tayin smir1 degeri 0,79 pg/mL olarak rapor
edilirken INDA icin ise 0,89 upg/mL olarak rapor edilmistir. Yapilan analiz

uygulamalarinda % 98-% 99 arasinda geri kazanim degerleri bulunmustur.
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Staden vd. (2000) PER’in enantiyo izomeri olan R-PER tayini i¢in D-amino asit oksidaz
temelli amperometrik biyosensor gelistirmiglerdir. Bu calismada dogrusal calisma
aralign 20 — 400 nM olarak belirlenirken, gozlenebilme smir1 10 nM olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen biyosensor kullanilarak yapilan tayin calismalarinda % 100

civarinda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Stefan vd. (1999) PER’in enantiyo izomeri olan S-PER tayini i¢in grafit pasta temelli
potansiyometrik membran elektrot gelistirmislerdir. Bu c¢alismada dogrusal calisma
aralignt 10 uM — 10 mM olarak belirlenirken, goézlenebilme sinir1 SuM olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen membran elektrot kullanilarak yapilan tayin ¢alismalarinda

% 100 civarinda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

2.3.4 MOE tayini icin yapilan ¢alismalar

Attia (2010) MOE tayini i¢in karbon pasta elektrot yiizeyinde diferansiyel puls
voltametri yontemi Onermistir. Bu ¢alismada karbon pasta elektrodun yiizeyi sodyum
dedosil siilfat kullanilarak modifiye edildikten sonra c¢alisma elektrodu olarak
kullanilmistir. S6z konusu calismada dogrusal ¢alisma araligi 0,40 — 5,2 uM olarak
belirlenirken, alt tayin sinir1 ise 0,23 uM olarak hesaplanmistir. Piyasada bulunan tablet
orneklerindeki MOE’yi tayin etmeye yonelik yapilan caligmalarda geri kazanim

degerlerinin % 99 ile % 101 arasinda bulundugu ilan edilmistir.

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

bulunmustur.

2.3.5 ZOF tayini icin yapilan ¢alismalar

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

PO

degistigi belirtilmistir.

Carlucci vd. (2010) ilag tabletlerinde ZOF ve HKA’nin es zamanh tayinine yonelik
diyod-array dedektorlii YPSK yontemi onermislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak
su-TFA karisimi kullanilirken analitlerin ayrilmast i¢in C18 kolonu kullanilmistir. S6z
konusu calismada ZOF icin dogrusal ¢alisma araligi 5,0 — 40,0 pg/mL olarak
belirlenirken, HKA i¢in 1,0-20,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu yontemde ZOF i¢in
alt tayin sinir1 0,08 pg/mL olarak hesaplanirken, HKA i¢in ise 0,06 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Yapilan tayin ¢aligmalarinda her iki ilag¢ i¢in geri kazanim degerlerinin

% 99 ile % 100 arasinda bulundugu rapor edilmistir.

Dal Bo vd. (2000) ZOF ve ZOF’un metaboliti olarak bilinen zofenoprilatin plazmadan
tayini icin dedektor olarak kiitle spektrometrinin kullanildigi bir SK yoOntemi
onermislerdir. Bu c¢alismada ZOF i¢in belirlenen dogrusal ¢alisma araligr 1,0 — 300
ng/mL olarak verilirken, alt tayin sinirt ise 1,0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan

analiz ¢caligmalarinda geri kazanim degerleri % 70 ile % 85 arasinda bulunmustur.

Tez kapsamindaki molekiillerin tayinine yonelik yapilan kaynak oOzetlerinden de
anlagilacagi gibi ZOF, MOE ve PER i¢in az sayida tayin yontemi gelistirme calismasi
varken HKA ve INDA tayini igin ise olduk¢a fazla sayida tayin yontemi gelistirme

calismast yapilmistir. Yapilan caligmalarin biiyiik bir bolimiiniin farkli tiirden
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kromatografik yontemler oldugu goriilmektedir. Kromatografik yontemlerin biiyiik bir
kisminda kat1 faz veya sivi-sivi Oziitlemesi basta olmak iizere zaman alict ve oldukca
zahmetli 6n hazirlik ve 6n deristirmeye yonelik ¢alismalarin yapildigi goriilmektedir.
Deristirme ve/veya numune hazirlama amaci ile c¢alismalara ihtiyag duymayan
yontemlerin ise oldukca yliksek maliyetler ile kurulabilen bilesenlere sahip olduklar: bir
gercektir. Ayrica tayin ic¢in yapilan yontem gelistirme c¢aligmalarinda kullanilan
yontemlerin bircogunun sadece tayin i¢in kullanilabildigi, s6z konusu ilag etken
maddesinin  indirgenme-yiikseltgenme davranislari, olast etki mekanizmalari,
farmakolojik 6zelikleri vb. birgok konuda yardimci ve tamamlayict bilgilerin elde
edilemeyecegi agiktir. Bunlarin yaninda elektrokimyasal yontemler;
e hizli ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi,
e kromatografik yontemlere gore oldukca az miktardaki kimyasal gerektirmesi,
e Dbir ¢ok madde i¢in 6n deristirme ve saflastirmaya ihtiya¢g duymamasi,
e gerekli cihaz ve kurumun oldukg¢a basit, ekonomik ve taginabilir olmast,
e yeterince farkli potansiyellerde pik veren maddelerin es zamanli tayinine olanak
saglamasi,
e adsorptif styirma uygulamasi ile ng/mL seviyesindeki derisimlere kadar 6l¢iim
ve tayin yapilmasina olanak saglamasi,

e hizli, tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar vermesi

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

ozelliklerinin belirlenmesine 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir.

2.4 Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, ¢cozelti ortaminda homojen olarak veya elektrot yiizeyinde
heterojen olarak gerceklesen yiik aktariminin incelendigi ve aktarilan yiik miktarinin

madde miktar1 ve elektron sayisi ile iligkilendirildigi analitik yontemlerdir. Bir
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calismada kullanilacak olan elektrokimyasal yontem s6z konusu ¢alismanin amacina ve
igerigine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Bu kisimda sadece tez ¢aligmasinda

yararlanilan elektrokimyasal yontemlerle ilgili kisa bilgi verilmistir.

2.4.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Dontisimlii voltametri; durgun bir ¢dzelti ortamindaki ¢alisma elektroduna uygulanan
ticgen seklindeki potansiyel uyarma (polarizasyon) dalgasinin diizenli bir sekilde
degistirilmesi sonucu olusan akim-potansiyel davranisinin incelenmesine dayanan
elektrokimyasal yontemdir (Brett ve Brett 1992, Wang 2000). Bu yontemde calisma
elektroduna uygulanan potansiyel baslangic ve bitis potansiyelleri arasinda zamanla
diizenli bir sekilde degistirilerek tarama yapilir. Arastirilmasi diisiiniilen 6zelliklere gore
potansiyel taramasi baglangic potansiyelinde sonlandirilabilecegi gibi bagka bir
potansiyel degerinde de sonlandirilabilir. Yine arastirilmasi planlanan o6zellige gore
doniistimlii voltametride tek doniisiim alinabilecegi gibi istenilen sayida doniisiim de
alinabilir. Biitiin bu taramalarda c¢alisma elektroduna uygulanan potansiyele kars

sistemden gecen akim incelenir.

Elektrokimyasal ¢alismalarin mekanizma aydinlatma kisminda, ¢ozelti/elektrot ara
yiizeyinde gerceklesen degisimlerin kinetigi ve termodinamigi ile ilgili nitelikli
bilgilerin elde edilmesinde ve olas1t kimyasal/elektrokimyasal doniigiimler ile bu
doniistimlere eslik eden birtakim elektrokimyasal parametrelerin belirlenmesinde en sik
basvurulan deneysel yontemlerden birisi donilisimli  voltametridir. Dontistimli
voltametrinin yaygin olarak tercih edilmesi bu ydntemin redoks tepkimelerinin
termodinamigi, heterojen elektron transferinin kinetigi ve incelenen tepkimeye
adsorpsiyon-difiizyon gibi tasinim ve tutunma olaylarin etkisiyle ilgili hizli, dogru ve
onemli bilgiler vermesinden kaynaklanmaktadir (Brett ve Brett 1992, Gosser 1994,

Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001).

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

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

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

2.4.1.1 DV’de akim cesitleri ve 6nemli parametereler

Diger elektrokimyasal yontemlerde oldugu gibi voltametrik caligmalarda da kaynagina

bagli olarak isimlendirilen iki farkli akim vardir:

i. Kapasitif akim: Caligmalarda kullanilan ¢6ziicli-destek elektrolit molekiillerinin
caligma elektrodu ¢evresinde bulunan kisimlart uygulanan potansiyel
sonucunda bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorlerin elektriksel
yiiklenmeleri sonucu olusan akima kapasitif akim denir. Baz1 kaynaklarda
arttk akim olarak ta isimlendirilen bu akimin elektron transferi ile ilgisi
yoktur. Kullanilan ¢oziicii-destek elektrolit ¢esidi ve derisimi, sicaklik,

caligma elektrodu cinsi ve yiizey alani, pH ve tarama hizi1 gibi bazi deneysel
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parametrelerden etkilenir. Elektrokimyasal tayin yontemi ¢aligmalarinda bu

akim bileseninin minimum olmasi istenir.

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

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

Dontistimlii voltametride calisma elektroduna uygulanan potansiyel i¢in deneysel olarak

kontrol edilebilecek degisik parametreler vardir:

i. Bagslangi¢ potansiyeli: Calisma elektroduna uygulanacak olan potansiyel
taramasinin  basladigi  potansiyel degeridir. Calismalarda baslangic

potansiyelinin elektron aktariminin olmadigi bir deger se¢ilmesi tercih edilir.

ii. Donme potansiyeli: Potansiyel taramasinin yOniinlin degistirilecegi (anodik

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

iii. Bitis potansiyeli: Potansiyel taramasinin sonlandirilacagi potansiyel degeridir.
Bu deger incelenen ozelliklere gore baslangic potansiyeli ile ayni veya

baslangic potansiyelinden farkli bir deger olabilir.

iv. Anodik tarama: Baslangic potansiyeline gore daha pozitif potansiyel degerine
dogru yapilan potansiyel taramasidir. Bu taramada olas1 yiikseltgenme

davranislart incelenir.

v. Katodik tarama: Baslangic potansiyeline gore daha negatif potansiyel
degerlerine dogru yapilan potansiyel taramasidir. Bu taramada olasi

indirgenme davraniglari incelenir.

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

Onemlidir.
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vii. Segment: Baglangic potansiyelinden dénme potansiyeline kadar yapilan

taramaya veya bu tarama sonucu elde edilen voltamograma segment denir.

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

voltamograma dongii denir.

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

caligmalara 151k tutabilecek farkli parametreleri sunlardir:

i.  Pik potansiyeli (E,): Uygulanan potansiyelin elektron aktarimina sebep oldugu,
faradayik akimin en yliksek degere ulastigi andaki potansiyel degeridir.
Elektrokimyasal ¢alismalarda elde edilebilecek olasi bir pikin potansiyeli;
incelenen molekiiliin yapisal 6zelliklerine, caligmalarin yapildigi calisma
elektroduna, pH’ya, kullanilan destek elektrolit ve ¢oziicli cinsine, sicakliga
ve tarama hizina gore degisiklik gosterebilir. Pik potansiyeli ve pik
potansiyelinde deneysel kosullara goére meydana gelebilecek degisiklik
yapilan elektrokimyasal c¢alismada elde edilecek termodinamik ve kinetik

sonuglar i¢in olduk¢a énemlidir.

ii. Yan pik potansiyeli (E, Ep, Ep1): Pik akiminin en yiiksek degerinin yarisina
ulagtigi noktadaki potansiyel degeridir. Bazi durumlarda yar1 pik
potansiyelinin pik potansiyeline gore daha spesifik ve termodinamik-kinetik

sonuglar i¢in daha kesin sonuglar verdigi bilinmektedir.

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

iv. Pik akimt (ip,, iy.): Uygulanan potansiyel sonucunda meydana gelen elektron
aktariminin  olusturdugu akimdir. Bu akimin biyiikligi; elektron
aktariminakatilan tiirlerin derisimine, bu tiirlerin difiizyon ve adsorpsiyon
ozelliklerine, kullanilan ¢alisma elektroduna ve bu elektrodunun ylizey

alanma, kullanilan destek elektrolit ve ¢oOzilicii cinsine ve derisimine,
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sicakliga ve tarama hizina baglidir. Pik akiminin 6lgiilmesinde farklh
yaklagimlar sergilenmekle birlikte faradayik akimin kapasitif akimdan
farklilasmaya basladigi noktaya ¢izilen teget ile pik akiminin maksimum
degere ulastig1 noktaya cizilen teget arasindaki dik uzakligin Olclilmesi en

dogru yaklagimdir.

v.  Pik alami (4,): Yapilan ¢alismalarda elde edilen pikin altinda kalan alandir.
Bazi1 yazilim programlarinda birimi kulon bazilarinda ise voltamper olarak

verilmektedir.

Dontistimlii voltametride ¢alismalarin yapildigi molekiillere ait karakteristik pikin sekli
ve akimi Sekil 2.8’de sematik olarak gosterilen ve elektrot ylizeyinin ¢ok yakinindaki
difiizyon tabakasinda meydana gelen doniisiimlerden etkilenmektedir (Bard ve Faulkner

2001, Scholz vd. 2010).

Elektrot-Cozelti ara yiizeyi ! Cozelti ortamm (Bulk gozelti)
1

3

Elektrot % 3 .
—p N\
w £ BE—A ol
£

// Donu§umler

TElekn'on transferi

s

Wiizeve adsorbe olan indirgenmis

'\\ Olas1 Kimvasal
Ce=—D
Déniigiimler

ghzeltide

Elekirot viizevi

Sekil 2.8  Elektrokimyasal g¢alismalarda pik seklini ve pik akiminmi etkileyen olasi
dontistimler

2.4.1.2 Cozelti ortaminda bashica madde tasinim cesitleri ve elektron aktarimi

Sekil 2.8’den de goriilecegi gibi elektrot yiizeyinde veya elektrot/cozelti ara ylizeyinde
gerceklesecek olan elektron aktarimi, elektron aktariminmi gergeklestirecek olan tiirlerin
bu bolgelere taginmasini saglayan kiitle aktarimima oldukca baglidir ve bu aktarimin

genel olarak 3 farkli sekilde gerceklestigi bilinmektedir:
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i.  Difiizyon: Atom, iyon veya molekiillerin bolgeler arasindaki derisim farkindan
dolay1 istemli (kendiliginden) gergeklestirdikleri tasinma hareketidir. Bu
tasinmanin hizi sicaklik, tanecik biiyiikliigii ve derisim farki gibi faktorlerden
etkilenir ve s6z konusu tiiriin bolgelerdeki derisimleri esitleninceye kadar

devam eder.

ii. Gog¢ (Migrasyon): Taneciklerin elektrostatik etki ile taginmasidir.
Elektrokimyasal ¢alismalarda calisma elektroduna uygulanan potansiyelin
polaritesine (isaretine) gore hiicredeki tiirlerin elektrot yiizeyine yaklasma
veya elektrot ylizeyinden uzaklasmaya yoniinde hareket ettigi

distiniilmektedir.

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

taginmasi olayidir.

Kiitle aktarimi, birim zamanda birim ylizeye giris yapan veya tasinan madde olarak
tanimlanan ve birimi mol cm?s” olan aki ile Olclilmektedir. Calisma elektrodu
ylizeyine aki ile aktarilan madde miktar1 Nernst-Planck esitligi olarak ta bilinen

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

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

J(x,t) =—D + C(x,t)V(x,t) (2.1)
Bu esitlikteki D; cm’s”' biriminde difiizyon katsayisi, 0C(x,t)/0x ifadesi t aninda,
elektrot ylizeyine x kadar uzaklikta bulunan noktadaki derisim farkinin uzaklik ile
degisimi, Ol1(x,t)/0x terimi t aninda, elektrot yiizeyine uzaklig1 x olan bir noktadaki
tanecigin potansiyelinin uzaklik ile degisimini, z ve C ise sirasi ile elektro aktif tiirlin
yiikii ve derisimini, V(x,t) ise elektro aktif tiirliin x dogrultusundaki hidrodinamik hizini

sembolize etmektedir.

Voltametrik ¢alismalarda Olciilen akim (7) yukarida tanimlanan ve matematiksel esitligi

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

€Y ¢

A, cm? cinsinden elektrodun yiizey alanini sembolize etmektedir. Esitlikteki isareti
ise akimin indirgenme veya yiikseltgenme yoniinde oldugunu ifade etmek igin

kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal doniisiimde her ii¢ kiitle aktarimininda etkin olmasi durumunda Esitlik
2.1’in ¢oziimii oldukga zor ve karmasik olacaktir. Bu zorluk ve karmasa akim ile analit
derisimini baglantilandirmada da ortaya ¢ikmaktadir. Bu karmasanin Oniine; analit
ortammna anlitin derisiminden goreceli olarak daha yiiksek derisime sahip,
elektrokimyasal olarak aktiflie sahip olmayan bir tuz cozeltisi (destek elektrolit)
eklenerek ve ¢alisma siiresince ¢ozeltinin durgun kosullarda tutulmasi (karistirilmamasi)
ile gecilebilir. Boylece elektro aktif tiirlin elektrot yiizeyine tasinmasinda etkin olan tek
faktor diflizyon olacaktir. Bu durumda elektrot yilizeyinin ¢ok yakininda veya elektrot
yiizeyinde gerceklesecek olan elektrokimyasal degisiklik ¢ozelti-elektrot ara yiizeyinde
analit ve lirlin acisindan bir derisim farki olusturacaktir. Bu derisim farki ise elektron
aktariminm1 gergeklestirmis olan tiirtin elektrottan c¢ozeltiye dogru, heniiz elektron
aktarimina katilmamis olan tiirlerin ise ¢ozeltiden elektrot yiizeyine dogru difiizyonuna
sebep olacaktir. Bu sartlarda Fick tarafindan gelistirilen difiizyon yasasina gore;
difiizyon hizi, yani “’aki’’ olusturulan derisim farkinin egimi ile dogru orantilidir ve

Esitlik 2.1°de verilen ilk terim gegerli olacaktir.

aC (x,t)

J(et) = —D——— (2.3)

Olusturulan son esitlikteki aki (J), Esitlik 2.2°de yerine konulursa akim igin;

9C(x, t)
dx

i =nFAD (2.4)

esitligi olusturulmus olur. Bu esitlikten de anlasilacagi lizere deneysel calismanin
(potansiyel uygulamanin) her aninda olusan akim elektro aktif tiirlin derisim fark: ile

dogru orantilidir.
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Elektrokimyasal caligmalarda calisma elektrodu ve ¢aligmalarin yapildig: tiir arasinda

gerceklesen elektron aktariminingerceklesebilecegi iki bolge s6z konusudur:

i. Cozelti — elektrot ara ylizeyi

ii. Elektrot yiizeyi

Elektron aktarimiin c¢ozelti-elektrot ara yiizeyinde gerceklestigi elektrokimyasal
doniistimler kinetik kontrollii veya difiizyon kontrollii sistemler olarak adlandirilirken,
bu aktarimin elektrot yiizeyinde gergeklestigi doniisiimlere ise adsorpsiyon kontrollii
sistemler denilmektedir. Doniisiimlii voltametri, gerceklesen elektrokimyasal degisimin
yukarida verilen iki temel sistemden hangisine ait oldugunu belirlemede en sik
kullanilan deneysel yontemdir. Bunun belirlenmesinde doniisiimlii  voltametri
caligmalarinda elektro aktif tliriin derisimi sabit tutularak tarama hizi ¢aligmasi yapilir.
Bu caligsmalarda potansiyel tarama hizi sistematik olarak degistirilir ve isaretine
bakilmaksizin pik akiminin tarama hizi ile degisimi incelenir. Bu incelemede asagida

tanimlanan grafikler olusturulur:

i. Tarama hizina kars1 pik akimi (i, — v)
ii. Tarama hizinin karekokiine karsi pik akimi (i, — V)

iii. Tarama hizinin logaritmasina kars1 pik akiminin logaritmasi (log i, — log v)

Olusturulan bu grafiklerden birincisinin (i, — v) dogrusal bulunmas: ve iigiinciiniin (log
i, — log v) egiminin 1,0 degerine yaklasmasi incelenen elektrot aktariminin elektrot
yiizeyinde gergeklestigini (adsorpsiyon kontrollii oldugunu) belirtirken; ikinci grafigin
(ip-\/v) dogrusal ve iglincii grafigin egiminin 0,5 degerine yaklasmasi ise incelenen
elektron aktariminin elektrot — ¢dzelti ara yiizeyinde ger¢eklestigini (difiizyon kontrollii
oldugunu) gostermektedir (Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001, Cakirer ve Tasdemir
2010). Doniisiimlii voltametride bu incelemeler yapilirken tarama hizi degerlerinin ¢ok
yiiksek (v > 2,0 Vs)veya cok diisik (v < 20 mVs™) degerlerde olmamasima dikkat
edilmelidir. Zira tarama hizinin saniyede birka¢ mili volt oldugu ¢ok diisiik degerlerde
tutulmas1 durumunda s6z konusu elektro aktif tiirlin elektrot ylizeyine adsorbe olmak
icin yeterli zaman bulacagi ve incelenen doniisiimiin difiizyon kontrollii olsa bile

adsorpsiyon kontrolliiymiis gibi goriilecegi bilinmelidir. Tarama hizinin saniyede birkag
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volt gibi yiliksek seg¢ilmesi durumunda ise adsorpsiyon kontrollii mekanizmalardaki
elektro aktif tiirlin yiizeye yeterince adsorbe olmasi zaman yetersizliginden dolay1
miimkiin olmayabilecek ve bu durumda sistem difiizyon kontrolliiymiis gibi
algilanacaktir. Bundan dolayr doniisiimlii voltametri ¢alismalarinda sistemin
adsorpsiyon kontrollii mii, difiizyon kontrollii mii olduguna karar vermek i¢in yapilan

tarama hiz1 ¢alismas1 makul seviyedeki tarama hizi degerlerinde yapilmalidir.

Doniisiimlii  voltametri calismalarinda tarama hizi ¢alismas1 sadece yukaridaki
sonuglarin elde edilmesi i¢in yapilmaz. Tarama hiz1i c¢alismalari doniisiimlerde
gerceklesebilecek olas1 radikalik ara dirlinlerin tespitinde ve bu ara {rilinlerin
caligmalarin  yapildigr  ortamdaki goreceli kararliliginin  belirlenmesinde de
kullanilmaktadir. Bu tiir caligmalarda segilen tarama hizi degeri 6nem kazanmaktadir.
Ancak ¢ok yiiksek tarama hizi (v > 50 Vs') secilerek yapilan calismalardaoldukca
yiiksek kapasitif akimile karsilasilacagi goz Oniinde tutulmalidir. Bu tiir ¢calismalarda
cozeltiye elektro aktif tiir eklenmeden alinan 6l¢timlerdeki akim degerleri elektro aktif
tiir eklendikten sonra alinan dl¢iimlerdeki akim degerlerinden ¢ikarilarak net akimlarin

kullanilmas1 daha dogru sonuglar verebilmektedir.

Yapilan caligmalarda elektrokimyasal doniisiimiin hangi olay tarafindan kontrol
edildiginin (diflizyon/adsorpsiyon) anlasilmast icin daha detayli calismalar da
mevcuttur. Bu calismalarda yine tarama hizi c¢alismalarinda yukarida verilenlerin

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

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

ii. Tarama hizina karsi pik akimmin derisim ve tarama hizinin c¢arpimina
oran1 (i,/Cv — v)

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

carpimina orant (i,/ vl V)

Bu caligmalarda birinci grafigin azalan bir yaklasim gostermesi, ikinci grafigin makul

degerlerdeki tarama hizlarinda yaklagik olarak sabit kalmasi, ti¢iincii grafigin ise artan
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yonde yaklasim sergilemesi incelenen elektron aktariminin yiizeye adsorbe olan tiirler

ile elektrot arasinda gergeklestigini gostermektedir.

2.4.2 Puls voltametri

Elektrokimyasal caligmalarda daha 6ncede belirtildigi gibi Ol¢giilen akima Faradayik
akim ve Faradayik olmayan (kapasitif) akim bilesenlerinin katkilar1 vardir. Ideal bir
elektrokimyasal calismada hedeflenen isekapasitif akim katkisinin asgari seviyeye
cekilmesidir. Yapilan onca calisma ve iyilestirme g¢abalarina ragmen bir olglimdeki
kapasitif akimin etkisi sifirlanabilmis degildir. Son zamanlarda kapasitif akimin
sifirlanmasi yerine Faradayik akimin kapasitif akima oraninin maksimum olacagi
yontemlerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Belirli araliklarla ¢alisma elektroduna
potansiyel pulslari uygulanan ve puls uygulamalarinin oncesinde ve/veyasonrasinda
akim Ol¢iimii yapilarak Faradayik akimin kapasitif akima oraninin kayda deger sekilde
arttirildigr voltametrik yontemler puls voltametrisi olarak isimlendirilmektedir. Bu
yontemlerde puls seklinin ve dl¢glim zamaninin secilen puls yontemine gore farkliliklar
olsa da genel olarak akim Ol¢iimleri kapasitif akimin Faradayik akima goére ihmal
edilebilecek kadar azaldigi bir zamanda yapilmaktadir. Sekil 2.9°da ¢alisma elektroduna
potansiyel pulsu uygulandiginda her iki akim bileseninin zamanla nasil degistigi
goriilmektedir (Wang 2000, Scolz vd. 2010).

N

Akim

Faradayik akam

Pulsun viiklenme ant

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

tic farkli puls voltametrisinden bahsedilecektir:

2.4.2.1 Normal puls voltametri (NPV)

NPV yonteminde calisma elektroduna Sekil 2.10°da gdosterilen formda bir potansiyel
pulsu uygulanir (Bard ve Faulkner 2001, Zoski vd. 2007, Scholz vd. 2010). Bu
yontemde ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel indirgenme potansiyelinden daha
negatif tutulunca indirgenme, yiikseltgenme potansiyelinden daha pozitif potansiyel
degerlerinde tutulunca yilikseltgenme gergeklesir. Her bir potansiyel pulsu
uygulanmadan o©nce calisma elektrodunun potansiyeli bekleme siiresi olarak
isimlendirilen #, kadarlik zaman diliminde baslangi¢ potansiyelinde tutulur. Bu siirecte
eger calismalarin yapildig elektron aktarimi tersinir ise puls uygulamasinda olusturulan
iriin tekrar baslangic molekiiliine doniiserek baslangigtaki hiicre kompozisyonu
olusturulmus olur. Bu yoOntem baslangic molekiillerinin tekrar olusturulamadigi
(tersinmez) dontisiimler i¢in kullanildiginda ise bekleme siiresinin uzun tutulmasiyla her
bir pulstan sonra baslangi¢c hiicre kompozisyonu elde edilir. Cilinkii bekleme siiresi
uzatilinca elektrokimyasal doniisiim sonucu olusan iiriin elektrot yiizeyinden veya
elektrot yiizeyinin ¢ok yakinindan ¢ozelti igersine diflize olur ve elektrot ¢evresindeki
derisim kompozisyonu baslangictaki haline geri doner. Bu yontemde puls siiresi olarak
bilinen 7, nin birka¢ mili saniye gibi kisa siireler segilememesi veya bekleme siiresinin
birka¢ saniye gibi uzun tutulacagi sartlar kaginilmaz olursa, ¢alisma elektroduna puls

uygulamasindan sonra ¢dzeltinin kisa bir siire karistirilmasi faydali olacaktir.

40



Potansiyel, V

siiresi  Suresi

o
@
g ®
a
g 2
- &
T

2 g
7 .
2 B B
A g 5

g E
3 &
2
8
2 ! lp =
[glr Beldeme  Puls —
]
m

Zaman, s

Sekil 2.10 Normal Puls voltametrisinde kullanilan dalga formu ve yontem
parametreleri

NPV calismalarinda Sekil 2.10’da verilen yontem parametreleri optimize edilerek
yapilan dl¢iimlerde; baz1 kaynaklarda akim,(7), baz1 kaynaklarda ise limit akimi, (ij;,),
seklinde sembolize edilen ve Sekil 2.11°de 4, ve h; olarak gosterilen dalga yiikseklikleri
Olciilir ve bu yiiksekliklerin akim olarak esdegeri Esitlik 2.5’te verilen bagmnti ile
hesaplanir (Scholz vd. 2010):

nFAC\D
=" (2.5)

Jirt

Bu esitlikte:
n: aktarilan elektron sayist (mol e / mol molekiil)
F: Faraday sabiti (96485 C/mol ¢)
A: elektrot alan1 (cm?)
C: elektroaktif tiiriin derisimi (mol/cm?)
D: elektroaktif tiiriin difiizyon katsayisi (sz/ S)

ty: puls siiresi (s)
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Bu esitlikten de anlasildigl lizere, NPV’de akim veya limit akimi elektron sayisi, n,
elektrodun yiizey alani, A, elektroaktif tiirin derisimi, C, ve difiizyon katsayisinin
karekokii, \/D, ile dogru orantili, puls siiresinin karekokii, \/tp ile ise ters orantilidir.
Sekil 2.5’te iki farkli potansiyelde elektrokimyasal doniistime ugrayan bir molekiiliin
normal puls voltamogrami (NPV) ve ayni molekiiliin doniigiimlii voltamogrami (DV)
verilmistir (Scholz vd. 2010). NPV ¢alismalarinda her pulstan sonra ¢alisma kosullari ve
cOzelti bilesimi baslangic kosullarindaki gibi ayarlanabilirse bulunan limit akim
degerleri veya yiiksekliklerinin orani bu doniisiimlerde transfer edilen elektron

sayilarinin oranina esittir.

.
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Sekil 2.11 Iki farkli potansiyelde elektrokimyasal ddniisiime ugrayan bir molekiiliin
normal puls (NPV) ve doniisiimlii voltametri (DV) yontemlerinde alinan
voltamogramlari

NPV, bu yontemde kullanilan elektro aktif tiirlin veya elektrokimyasal doniisiim sonucu
olusan iirlinlin elektrot yiizeyine adsorbe olup olmadigint kontrol etmek i¢in oldukca
faydali ve pratik bir yontemdir. Zira bu yontemde kullanilan baslangi¢ molekiiliiniin
ylizeye adsorpsiyonu soz konusu oldugunda Sekil 2.11°de NPV i¢in verilen
voltamogram dalga seklinden pik sekline doniismektedir (Scholz vd. 2010).
Adsorpsiyonun kuvvetli olmasi, adsorpsiyon durumunda derigimin azaltilmast ve puls

stiresinin kisaltilmasi durumunda bu piklerin sekli daha diizgiin gézlenmektedir.
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NPV c¢aligmalarinda ana dalgadan daha once bir on-dalga gozlenmesi ise elektrot

tepkimesi sonucu olusan iiriiniin elektrot yiizeyine adsorbe oldugunun gostergesidir.

2.4.2.2 Diferansiyel puls voltametri (DPV)

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

 nFACVD 1-o

Al
*.-"TH?: 1+«

(2.6)

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

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

nFAE

g = g =RT (2.7)

esitligi ile verilir. DPV’ de pik akiminin yar1 degerindeki pik genisligine yar1 pik
genisligi denir (YPG) ve puls genliginin makul seviyede kii¢lik oldugu dl¢iimlerde:

3,52RT 53
nF [: " :)

YPG(mV) =

bagintisina esittir. Bu esitlik kullanilarak elektrokimyasal dontisiimde (elektrot

mekanizmasinda) aktarilan elektron sayis1 hesaplanabilir.
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Ayrica DPV’ de alinan potansiyel-akim grafigi NPV’ deki gibi dalga degil pik
seklindedir. Bu yontemde calisma elektroduna uygulanan pulsun sematize edilmis hali
Sekil 2.12°de verilmistir (Scholz vd. 2010). DPV yonteminde kapasitif akimin bu kadar
minimize edilebilmesinin yonteme kattigi en Onemli {stlinliiklerden birisi birkag
nanomolar ve mikro molar seviyedeki bir¢ok tiirlin elektro analizine olanak
saglamasidir. Ayrica bu yontem ile pik potansiyel degerleri yeterince farkli olan ve

karigim halinde bulunan baz: tiirlerin es zamanl tayini de miimkiin olabilmektedir.

T
o]
g Puls siiresi
e (Ormekleme sires)
A — ;
dinci alam Glgimii
4 9
g SAF, iz
o] =
2 | aE ¢ 3
@ d
@
2
&
g
=
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E
2l
&
|
T
A Zaman

Sekil 2.12 DPV yonteminde kullanilan dalga formu ve yontem parametreleri

2.4.2.3 Kare dalga voltametri (KDV)

KDV, basamak sekilli yiiksek genlikteki simetrik kare-dalga formunun {ist-liste
getirilmesiyle olusan potansiyel pulslarinin ¢alisma elektroduna uygulandigir bir
diferansiyel puls teknigidir. Bu yontemde de DPV yonteminde oldugu gibi her bir puls
dongiisiinde 1ki defa akim 6l¢iilmektedir. DPV yonteminden ana farklari ise geri yonde
de puls uygulanmasi sonucu, akimin ileri yonde uygulanan pulsun bitisi ile geri yonde
uygulanan pulsun bitiginde Olgiilmesi ve net akim olarak iki akim arasindaki farkin
alinmasidir (Sekil 2.13). Bu durumda hesaplanan net akim hem ileri yonde uygulanan
pulsun akimindan hem de geri yonde uygulanan pulsun akimindan daha biiyiik
olacaktir. Clinkii ileri yonde uygulanan pulsun akimi pozitif, geri yonlii pulsun akimi ise

negatiftir. Bu durumda elde edilen potansiyel-akim egrisi (voltamogram) yar1 pik
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potansiyeline gore simetrik ve akimi elektro aktif tiiriin derisimi ile dogrusal degisen bir

grafiktir (Bard ve Faulkner 2001, Wang 2000).

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

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

Potansiyel

K—Geri yonti gentik —¥—Tleri yonts gentik —)

Sekil 2.13 KDV’de kullanilan dalga formu ve yontem parametreleri

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

sonunda okunan akim arasindaki farka net akim, (A1), denir ve bu deger:
Ai = nFAA@C\Df (2.9)

esitligi ile ifade edilir. Bu esitlikte Esitlik 2.5°te verilen terimlerin disinda ¢ ve f
terimleri kullanilmistir ve bu terimlerden f, uyarma sinyalinin frekansin1 sembolize
ederken, ¢ boyutsuz net akim fonksiyonu olarak isimlendirilen bir fonksiyonu
sembolize eder. Boyutsuz net akim fonksiyonu, aktarilan elektron sayisi ile basamak

yiiksekliginin ¢carpimina, (n4E), bagh olarak degisir (Scholz vd. 2010).
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2.4.3 Kronoamperometri (KA)

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

bilinen Esitlik 2.10 ile ifade edilir (Wang 2000):

nFAC\D
i(f) = ———¥ 2 (2.10)
VIt

Bu esitlikte kullanilan terimler Esitlik 2.5’te kullanilan terimler ile ayn1 terimlerdir.

Baglangg derisimi

=1
¥
g
3

oldug potansiyel degert

Akim

«, Artan zaman

Y

Artan zamanla elekirot yitzeyindeki
elektroaktf turin derisim azalr

(B)

Yitzeydeld elektroaktf tirin derisiminin
azalmasina paralel olarak akam azahr

Potansiyel
Derisim

A

Faradayik dsubsimiia

=
i

olmadis potansiyel deteri

l
0 Zaman

0 Uzakhk Zaman

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

difiizyon katsayisinin hesaplanmasi i¢in kullanilmaktadir.

24.4 Kronokulometri (KK)

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

ile ifade edilen iki temel yasaya dayanmaktadir:

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

orantilidir.
t
Q= f idt = neF = MVeF (2.11)
o

Bu esitlikte;

0O: Elektroliz boyunca sistemden gegen toplam elektriksel yiik (Kulon, C)

i:  Elektroliz siiresince doniisiimler sonucu olusturulan akim (Amper, A)

t:  Elektroliz siiresi (saniye, s)

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

F: Faraday sabiti (96485 C/mol ¢)

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

son kisim elde edilir.

KK yonteminde sistemden gecen toplam yiikiin ii¢ farkl1 bileseni vardir:

o Elektriksel cift tabakadaki kapasitif yiiklenme i¢in harcanan yiik miktar1 (Qy)
e (alisma elektrodu yiizeyine adsorbe olan elektro aktif tiiriin elektrolizi icin

harcanan yiik miktar1 (Q,gs)
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e FElektrot yiizeyine veya ylizeyin ¢ok yakin bdlgelerine difiizyon ile tasinan

elektro aktif tiirtin elektrolizi i¢in harcanan yiik miktar1 (Qgif)

KK deneylerinde yukarida verilen her ii¢ bilesen i¢in harcanan yiikiin toplami elde edilir
(Brett ve Brett 1992). Bu bilesenlerden diflizyon kaynakli olan iigiincii bilesen Esitlik
2.11°de verilen akim ifadesi yerine KA yontemde verilen Cottrell esitligi yazilinca

hesaplanan yilik miktaridir ve bu akim Egitlik 2.12 ile hesplanmaktadir.

£ *nFACVD nFAC\D  nFACYD _
Quiy = | idt = —  dt=— ¢t = — T (2.12)
0 o VIt Vvt v

KK yonteminde hesaplanan toplam yiike katki veren adsorpsiyon kaynakl ytiik ise:

L) = nFAI 213
cas

esitligi ile hesaplanmaktadir (Wang 2000). Bu esitlikte daha o6nce kullanilan
esitliklerdeki sembollerden farkli olarak 7" sembolii kullanilmigtir. Bu sembol, yiizey
kaplama katsayisi olarak bilinmekte ve mol/cm? birimi ile degerlendirilmektedir. KK
yonteminde elektroliz siiresince zamanin karekokiine karsi sistemden gecen toplam yiik
grafige gecirildiginde Sekil 2.15°te verilen grafik elde edilir. Sekil 2.15°te iki farkli KK
deneyine ait Q-t grafigi verilmistir. Sonuglar1 Sekil A ile gosterilen deneyde, kullanilan
elektro aktif tiir calisma elektrodunun ylizeyine adsorbe olmamakta, B ile gdsterilen
deneyde ise kullanilan elektro aktif tiir calisma elektrodunun yiizeyine adsorbe
olmaktadir. Her iki grafik deneyin baslangi¢ anindaki yiikii hesaplamak {izere ekstrapole
edildiginde, yiik eksenini kesen noktadaki yiik miktar1 A deneyinde sadece elektriksel
cift tabakada gerceklesen kapasitif yliklenme i¢in harcanan yiik miktarini verir. B
deneyinde ise adsorbe olan elektro aktif tiiriin elektrolizi ve elektriksel ¢ift tabakadaki
kapasitif yiiklenme i¢in harcanan yiikiin toplamini verir. Bu deney elektro aktif tiirlerin
bulunmadigi kontrol (tanik) ¢ozeltileri i¢in tekrarlandiginda her iki durum i¢in de zaman
eksenine paralel olan alttaki kesikli ¢izgi elde edilir. Bu ¢izginin baglangi¢ noktas1 (yiik
eksenini kestigi nokta) ile ekstrapolasyon sonucu Sekil A’da elde edilen kesim
noktasiin ayni olmasi, A deneyinde kullanilan elektro aktif tiiriin elektrot yiizeyine

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

caligmalarda kullanilan elektro aktif tiirlerin difiizyon katsayilar1 hesaplanabilir.

0 ’
Elekirot yiizeyine adsorbe
olan tarler igin clde edilen grafik A
Elektrot yazeyine
adsorbe olmayan
tarler igin elde
edilen grafik
R AN,
B dencyinde elektrot
yizeyine adsorbe olan
clektro aktif tirin .
elekirolizi igin harcanan s A ve B deneyleri igin ayn ayn yapilan kontrol
vik miktan Qqgg=nFAT | ,* (tank) deneyinde elde edilen yik degeri
pds ™ Lot (tendk) denewindeclde edden yuk degen
0 tl 2

ekil 2.15 Kronokulometri ¢aligmalarinda elektrot yilizeyine adsorbe olmayan tiirler
yuzey Yy
(A) ve adsorbe olan tiirler (B) i¢in elde edilen yiik-zaman grafikleri

2.4.5 Bulk Elektroliz (BE)

En genel anlamiyla elektroliz, elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye doniistiiriilme
islemidir. Elektrokimyasal anlamda elektroliz ise elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye
doniistimii sirasinda indirgenme ve/veya ylikseltgenme olaylar ile hedeflenen atom,
molekiill veya maddelerin elde edilmesidir. Endiistriyel Olgekte {iiretimin yapildigi
kuruluglarda elektroliz yontemi vazgecilmez bir elektrokimyasal yontemdir. Mikro
Olcekte caligmalarin yapildigi Ar-Ge ve bilimsel arastirma laboratuarlarinda elektroliz
endiistriyel olgekteki kadar fonksiyonel bir yontem degildir. Bu ¢aligmalarda elektroliz
yontemi elektrokimyasal davranisin ve elektrot tepkime mekanizmasinin belirlenmesi
caligmalarinda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi i¢in kullanilmaktadir. Aktarilan
elektron sayisinin hesaplanmasinda iki farkli elektroliz uygulamasi vardir (Brett ve

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

yontemdir.

» Sabit alkiml bulk elektroliz: Elektroliz siiresince sistemden gecen akimin sabit
tutuldugu yontemdir. Bu yontemde akimin sabit olabilmesi i¢in elektrolizin
farkl1 siirelerinde ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel degeri
degismektedir. Farkli zamanlarda farkli potansiyel uygulanmasi bu yontemde

secimli elektroliz yapilmasini imkéansiz kilmaktadir.

Elektroliz yonteminde deney buyunca sistemden gegen elektriksel yiikiin sayimi
yapilmakta ve Faraday yasalar1 kullanilarak elektron sayis1 hesaplanmaktadir. Ancak
elektrolizde gecen zaman ile siradan bir voltametrik yontemde gerceklesen elektrot
tepkimesi i¢in harcanan zaman oldukca farkli Olceklerde oldugundan elektroliz
calismalar1 elektrot tepkime mekanizmalarinin aydinlatilmasinda bazen sonugsuz

kalabilmektedir.

2.4.6 Voltametrik siyirma yontemleri

Voltametrik siyirma yontemleri, eser miktardaki elektro aktif tiirlerin analizi i¢in
gelistirilen olduk¢a yiliksek duyarlilifa sahip elektro analitik yontemlerdir. Bu
yontemlerin yiiksek duyarliliga sahip olmasinin en 6nemli sebebi elektro aktif tiirlin
yontem sonucunda alinan Olglimde sinyal-giiriiltii oranmi kayda deger derecede
artiracak sekilde calisma elektrodu yiizeyine biriktirilebilmesidir. On deristirme
basamag olarak ta kabul edilen bu biriktirme isleminden sonra belirli bir yonde (anodik
veya katodik yodnde) potansiyel taramasi yapilarak siyirma islemi gergeklestirilir.
Biriktirme basamagindan sonra yapilan siyirma basamaginda yiizeye biriktirilen tiir

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

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

yiizeyde yiikseltgenme sonucu biriktirilen madde indirgenerek yiizeyden siyrilir.

Siyirma voltametri yonteminde c¢alisilacak yontem belirlendikten sonra biriktirme
potansiyeli ve biriktirme siiresi i¢in optimizasyon c¢alismasi yapilmalidir. Biriktirme

potansiyeli secimi i¢in yontemin adsorptif olup olmadigina karar verildikten sonra,
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analizi yapilacak ¢ozeltide bulunan tiirlerin potansiyelleri de (6zellikle karisimdaki
bilesenlerin es zamanli tayininde Onemlidir) dikkate alinarak birka¢ biriktirme
potansiyelinde Ol¢limler alinip optimizasyon yapilir. Biriktirme siiresini optimize
ederken optimizasyon c¢ozeltisindeki hedef tiiriin derisimi 6nemlidir. Zira biriktirme
stiresi bir nevi yiizeyin ne kadar siirede hedef tiire doyacaginin bir dl¢iistidiir. Bundan
dolay1 gelistirilecek yontemin olasi uygulama alanlar1 ve bu alanlarda g¢aligmalarin
yapilacagi orneklerde bulunacak madde derisimi gbz Oniine alinarak biriktirme siiresi

optimize edilmelidir.

2.4.7 Elektrokimyada mekanizma calismalari

Elektrokimyasal calismalarda elektrot yiizeyi ve/veya elektrot-¢cozelti ara ylizeyinde
gergeklesen elektron aktarimiin farkli sekil ve tlirlerde olabilmektedir. Bir
elektrokimyasal c¢alismada elektrokimyasal olarak aktif bir tiirlin indirgenmesi ve
yiikseltgenmesinin Sekil 2.16’da sematize edildigi gibi gerceklestigi diigiiniilmektedir
(Bard ve Faulkner 2001, Zoski vd. 2007, Scholz vd. 2010). Sekilden de anlasilacagi
lizere calisma elektroduna uygulanan potansiyelin negatif yonde arttirilmasi (katodik
potansiyel taramasi) ¢alisma elektrodunun enerjisini arttirmaktadir. Bu durumda calisma
elektrodunun elektron(lar) bulunduran en {ist enerjili orbitalinin enerji seviyesi hiicre
icersindeki analitin en alt enerjili bos molekiil orbitalinin (LUMO) enerji seviyesinden
daha yiiksek bir seviyeye cikarildiginda elektrottaki elektron(lar) analitin LUMO
seviyesine aktarilacaktir. Yani analit indirgenecektir. Elektrottan analite aktarilan
elektronlar ¢iftlesmis elektron ciftleri seklinde olursa elektrottan elektron alan analit
orbitali artik indirgenmis tiirin HOMO seviyesini belirleyecektir. Aksine, elektrottan
analite aktarilan elektron sayist indirgenen analitte ¢iftlesmemis elektron olusturacak
sayida ise (tek sayida elektron aktarilmis ise) indirgenmis tiirde ¢iftlesmemis elektron
bulunduran orbital bu tiirliin SOMO (single occupied molecular orbital) seviyesini
belirleyecektir. Bunun yaninda g¢alisma elektroduna pozitif yonde artan potansiyel
uygulandiginda (anodik yonde tarama yapildiginda) ise elektrodun enerjisi azalacaktir.
Bu potansiyel taramasi elektrodun bos orbitalinin enerji seviyesi analitin HOMO
seviyesinden daha alt seviyelere ininceye kadar devam ettirildiginde, analitin HOMO

seviyesindeki elektron(lar) calisma elektroduna transfer edilmis ve elektrot indirgenmis,
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analit yiikseltgenmis olacaktir. Yikseltgenmeden oOnce analitin HOMO seviyesini

olusturan molekiil orbitalleri, aktarilan elektronun sayisina gore ylikseltgenmis tiiriin

LUMO veya SOMO enerji seviyesini olusturacaktir.

A Elektrot | Cézelti
Elektrot | Cazelti i ¢
S T
DY
1 - ? ‘\ sk Indirgenmis tirin
— =t HOMO veya
Analitin en digilk ] = SOMO sevivesi
b enerjih bog molekl A+ He—sik
= orhitali
= g Ebebctrodhn eledorcnlarmm
" debtroda segull yoode sea T l (LUMO) v acaltin LUMK enety
= muf:”“?’ sevipssindandab yilssale olsisk
o K S sehide artmkiigmda clekizodm
Ry T elelaronlarn eliebetronll) analtin UMD sna
ERET)SEWRER aktankr. Yani analit INDIRGENIR
b Analitin en viksek
@ enerjili doln molekil
orhitali
(HOMO)
B
Elektrot | CHzelti Elektrot |Chzelti
©) Z
o a B
3 =
Eggﬁéﬂm
—_— ¥ S
Analitin en digik 3 E ) 5 =
- enerjili bog molekil 'E :n_% E
£ Elekiroda pontif yonde artan nrl::it:.li = E & g \E
= potansivel wypulanddica (LUAIO) E . Eﬁ 1 .“
£ clekirodun orbitallerinn enerjisi 24 f Lot
g el e -E
Cnlesmen elelorodun %
o Setinli A"+ ne A
| ’
—H e e
4 HE:
@ Analitin en villosek - . 'if : A §
o S by
P-oinenl SOMO seviyesi

Sekil 2.16 Elektro indirgenme (A) ve elektro yiikseltgenme (B) olaylarinin sematize

hali

Elektrokimyasal calismalarda calisma elektrodu

ile elektro aktif tir arasinda

gerceklesen elektron aktariminin Oncesi ve sonrasinda herhangi bir kimyasal doniisiim
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gerceklesmiyorsa gozlenebilecek mekanizma c¢esidi 3 tanedir (Brett ve Brett 1992,

Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001):

2.4.7.1 Tersinir mekanizmalar

Elektrokimyasal doniisiime eslik eden standart hiz sabitinin, diflizyona eslik eden
difiizyon hiz1 sabitinden ¢ok daha yiiksek oldugu durumlarda gézlenen mekanizmadir.
Bu kosullarda indirgenen ve yiikseltgenen tiirlerin diflizyon tabakasindan c¢ozelti
ortamina diflizlenmesi i¢in ge¢mesi gereken siireden ¢ok daha kisa siirede hem
indirgenme hem de ylikseltgenme yoniindeki elektron aktarimi gergeklesmektedir. Bir
elektrot tepkimesinin tersinir olabilmesi i¢in doniisiimlii voltametri caligmalarinda

asagida verilen kosullar1 saglamasi gerekir:

e Ters taramada pik gézlenmeli

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

e Anodik pik akiminin katodik pik akimina oran1 1,0 olmal

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

derisim ile degismemeli

Tersinir elektrot mekanizmalar1 i¢in elektrokimyasal c¢aligmalara 11k tutacak bazi

parametreler DV yonteminde asagida verilen esitlikler kullanilarak hesaplanir:

56,6

m

_ 221RT

nF

E,—E;,

,25°C'deE, —E,, = mV (2.14)
Yani, yar1 pik potansiyeli ile pik potansiyeli arasindaki farktan yararlanilarak transfer
edilen elektron sayis1 hesaplanabilecegi gibi pik potansiyelleri arasindaki fark asagidaki

esitlikte kullanilarakta elektron sayisi hesaplanabilir:

57
|E,, — E, |= —mV (2.15)

Do B.c "

54



Bu esitlige gore ise anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasindaki farktan
yararlanilarak aktarilan elektron sayisi hesaplanabilir. Bu mekanizmalarda pik akimi

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir.
i, = 2,69 X 10° ACy/n® DY (2.16)

Bu esitlikte anodik pikler i¢in isaret pozitif, katodik pikler i¢in negatif alinir. Bu

ifadedeki terimler ve birimleri daha once verildigi sekildedir.

Tersinir sistemlerde DV yontemi i¢in yukarida verilen parametreler Sekil 2.17°de

gosterildigi gibi belirlenir (Brett ve Brett, 1992):

Batedk pik potansnye®
™,
S
Al polk potansaeh et

Akim

\\.

Potansiyel

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

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

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

Kim

O +ne—=R E O +ne—=R
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AKim
Al
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Potansiyel Potansiyel Potansiyel

Sekil 2.18 Doniisiimlii voltametri ¢alismalarinda tersinir bir elektrot tepkimesi icin
aliman voltamogramlarda indirgenme ve yiikseltgenme piklerinin bir
birlerine gore konumlari. (A)indirgenmis tiir(R) ile yilikseltgenmis tiirtin (O)
Gibbs serbestlik enerjileri esit, (B) indirgenmis tiiriin Gibbs serbestlik
enerjisi yiikseltgenmis tiirlinkinden daha yiiksek, (C) yiikseltgenmis tiiriin
Gibbs serbestlik enerjisi indirgenmis tlirlinkinden daha ytiksek

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

niF2
= pAT 217
v T ART (217)

Pik akimi i¢in bu esitligin gecerli oldugu durumlarda yilizey kaplama katsayist olarak

tanimlanan terim igin:

r=2 (218)

esitligi gegerlidir. Esitlikler 2.17 ve 2.18 birlikte degerlendirildiginde pik akim1 i¢in:

nFag
= 2.19
** = 4RT (2:19)

esitligi elde edilir. Dikkat edilirse bu esitlikte deneysel olarak kontrol edilebilecek tek
parametre tarama hizidir. Yani Ol¢iimlerde ¢alisma elektrodu igin ayni yiizey alam

olusturulabilen elektrokimyasal deneylerde tarama hizi calismasi yapilarak sadece
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doniigiimlii voltametri yontemi ile elektron sayisi hesaplanabilmektedir (Tasdemir vd.

2010).

2.4.7.2 Tersinmez mekanizmalar

Elektrokimyasal doniisime eslik eden standart hiz sabitinin difiizyona eslik eden
difiizyon sabitinden ¢ok daha kii¢iikk oldugu durumlarda gbzlenen mekanizmadir. Bu
kosullarda indirgenen tiiriin tekrar ylikseltgenmesi veya yiikseltgenen tiirlin tekrar
indirgenmesi icin gereken siireden ¢ok daha kisa bir slirede indirgenen veya
yiikseltgenen tiir difiizyon tabakasindan ¢6zelti ortamma difiizlenmektedir.
Elektrokimyasal olarak bir elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu gosteren ilk
gozlem doniisimli voltametri ¢aligmalarinda ters tarama yoniinde herhangi bir pikin
gozlenmemesidir. Ayrica bir elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu gésteren veDV

caligmalarinda elde edilen en 6nemli gézlemler sunlardir:

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

potansiyel degerlerine kayar,

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

esit bir egim ile degisir.

Tersinmez elektrot mekanizmalarinda pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki

fark:

47,7
mV  (2.20)
TR

1,857RT
|E, — E,, |=———

Y — Epp |= mV, 25°Cde | E, — E, , |=

ruzF

seklinde ifade edilir. Bu esitlikteki a terimi yiik aktarim katsayi olarak isimlendirilen ve

reaktifler ile iiriinler arasindaki simetri eksenini belirleyen bir parametredir.

Tersinmez mekanizmalarda pik akimi da yiik transfer katsayisini igeren bir esitlik ile

verilir:

i, =+299 x 10°nAC+/naD?d (2.21)
o
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Bu esitlikteki n, elektrot mekanizmasinda aktarilan toplam elektron sayisini, #” ise hiz

belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisidir.

2.4.7.3 Yarn tersinir mekanizmalar

Bu tlir mekanizmalarda sistem tersinir mekanizmalar ile tersinmez mekanizmalar
arasinda bir davranig sergiler. Bu sistemler Sekil 2.19(B)’de goriildiigii gibi tarama hiz1
arttikca tersinmez mekanizmalara dogru bir kayma gosterirken diisiik tarama hizi
degerlerinde ise tersinir mekanizmalara dogru kayma gosterir. Yari tersinir mekanizma
ile elektron aktarimi gergeklestiren doniisiimlerin akimlar1 tersinir mekanizmalardaki
akimlardan daha diisiik, tersinmez mekanizmalardaki akimlardan ise daha ytiksektir.
Ayrica yar tersinir mekanizmanin anodik ve katodik pik potansiyeli arasindaki fark
Sekil 2.19 (A)’da goriildiigi gibi tersinir mekanizmaninkine gore daha yiiksektir ve fark
tarama hizi arttikca artar (Brett ve Brett 1992).

S
£
“ g ! B
? /
inir mekanizm:
~ o /
P
- /
- Tersinmez
Tersinir Yan tersinir -
—————— Potansiyel / yd
~ / v
yd
~
7~
Tarama hiz1

Sekil 2.19 (A) Doniistimlii  voltametri c¢aligmalarinda tersinir ve yar1 tersinir
mekanizmalara ait voltamogramlar, (B) tarama hiz1 ile mekanizma
arasindaki baglanti

2.4.7.4 Kimyasal doniisiimlerin de katildig1 mekanizmalar

Elektron aktarimi Oncesinde ve/veya sonrasinda kimyasal doniisiim gergeklesmesi

durumunda karsilagilmast muhtemel mekanizma c¢esitleri artmaktadir (Wang 2000,

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

ReA

Bu mekanizmada,;

» Anodik pik akiminin katodik pik akimina orani 1,0 degerinden kiigiiktiir

» Artan tarama hizlarinda kimyasal basamak tersinmeze dogru kayma

gosterir

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

elektron bagia 30 mV’luk bir degisim gozlenir

» Diisiik tarama hizlarinda yar1 pik potansiyelleri arasindaki fark, (AE, 1)

AE,, = —— (2.22)

Bl nFlnk

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

» Artan tarama hizinda tek elektronluk tersinir elektrokimyasal basamaktan
sonra dimerlesme igeren ve tersinmez bir kimyasal doniisiim gergeklesir.
Dimerlesme olay1 elektrokimyasal doniisiim sonucu iiretilen radikalik
monomere gore ikinci dereceden olacagindan voltamogramin farkli
tarama hizlarindaki sekli kullanilan elektro aktif tiiriin derisimine

oldukca bagimlidir.

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

O +ne <R
R—A

Bu mekanizmada;

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

vermeyecek kadar yiliksek tarama hizlarinda tersinir 6zellik gosterir

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

degisim gozlenir

» Pik akim1 Randles-Sevcik esitligine uyar

e Tersinir kimyasal doniisiimii takip eden tersinir elektrokimyasal doniisiim (C.E;)

A—O

O +ne <R

o Tersinir kimyasal doniisiimii takip eden tersinmez elektrokimyasal dontisiim (C,E;)

A-O

O +ne —R

Bu mekanizmalarda;

» Voltamogram sekilleri sicaklik ile ciddi sekilde degisim gosterir, zira

kimyasal denge sicakliktan ciddi sekilde etkilenmektedir

» Elektrokimyasal denge icin yeterli elektro aktif tiiriin olusmasi ig¢in
zamana ihtiya¢ duyuldugundan diisiik tarama hizi ¢aligsmalarinda tersinir
voltamogramlar elde edilir. Tarama hiz1 arttirildikga  pikler

gozlenmemeye baslar

e Tersinmez elektrokimyasal donilisimden sonra baslangic molekiiliiniin tekrar

tiretildigi tersinmez kimyasal doniisiim (katalitik mekanizma)

O +ne —R

R+A—0O
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Bu mekanizmalarda;

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

degisebilmektedir.

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

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

tersinir ve tersinmez olmasina gore burada belirtilenlerden fazla sayida

ECE mekanizmasinin olabilecegi agiktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu boliimde, deneysel calismalarda kullanilan cihazlar ile donanimlari, ilag etken
maddeleri ile diger kimyasal maddeler, ¢ozeltiler ile hazirlanmalar, ilag tabletlerinin,
serum ve idrar numunelerinin analize hazirlamalar1 ve kullanilan deneysel teknikler

kisaca anlatilmistir.

3.1 Cihazlar ve Elektrotlar

Civa yiizeyindeki elektrokimyasal ¢alismalar BAS marka civa elektrot standi (BAS,
CGME), CHI-760 marka elektrokimyasal ¢aligma iinitesi; camsi karbon yiizeyindeki
caligmalarda BAS C3 kat1 elektrot standi, BAS 100W elektrokimyasal ¢alisma {initesi
ve CHI-760 marka elektrokimyasal ¢caligma iinitesi kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.1).

Kati Calisma Elekirotlar:
RE-58
£
75cm

I

Pt Tel Karsit Elektrotlar

Referans Flektrot

BAS CGME Cwa Stand:

D

Eleltrot Temizleme Seti

il 7
BAS C3 Kat Elekirot Stand1

BAS Kati Flekirot Bulk Elekiroliz Unitesi

Sekil 3.1  Elektrokimyasal ¢aligmalarda kullanilan elektrotlar ve hiicre stantlari
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Voltametrik ¢alismalarda, ¢alisma elektrodu olarak asili damla civa elektrodu (ADCE,
HMDE) ve 3mm c¢apli, BAS marka camsi karbon elektrot (CKE) (BAS MF 2012);
karsit elektrot olarak BAS marka Pt tel (BAS MW-1032); referans elektrot olarak ise
Ag/AgCl elektrot (BAS MF-2052 RE-3M KCI) kullanilmistir. Bulk elektroliz
calismalari, ADCE’deki ilag etken maddelerinin indirgenmesinde aktarilan elektron
sayisinin belirlenmesi i¢in calisma elektrodu olarak yiizey alant 56 cm’olan civa
havuzu, CKE’deki ilag etken maddelerinin ylikseltgenmesinde aktarilan elektron
sayisinin belirlenmesi i¢in ise BAS marka grafit kafes elektrot (BAS MF 2077),
referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot (BAS MF-2052 RE-3M KCl), karsit elektrot
olarak ise Pt tel (BAS MW-1033) kullanilarak yapilmistir. Voltametrik ¢alismalarin
Oncesinde ve sonrasinda referans elektrot ile karsit elektrot kullanilan ¢oziicii-destek
elektrolit c¢ozeltisi ve saf su ile yikanmistir. Calisma elektrodu olarak ADCE’nin
kullanildig1 durumlarda civa standindaki kilcal seyreltik nitrik asit ¢ozeltisi ile
korunmustur. Bu kilcal c¢aligmalarin dncesinde makul bir siire sira ile saf suda ve
kullanilan ¢6ziicii-destek elektrolit ¢ozeltisinde bekletilmistir. Calismalarda kullanilan
civa elektrot standi tam otomatik ve bilgisayar kontrollii olarak ayarlanmistir.
Calismalarda her voltametrik 6l¢lim Oncesinde 2 damla civanin akitilmasi seklinde

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

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

farkli potansiyel araliklarinda elektrokimyasal temizleme islemi de yapilmstir.

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

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

su cihazindan elde edilen ultra saf su kullanilmistir.

pH o6l¢timleri, Thermo Orion Model 720A pH-iyon metre ve ona bagli Orion kombine
cam pH elektrodu (912600) kullanilarak yapilmistir. pH elektrotlar1 kullanimdan
oncehidrojenftalattan hazirlanan pH4,13 ve sodyum bikarbonattan hazirlanan pH 8,20

tampon ¢ozeltileri ile oda sicakliginda kalibre edilmistir.

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

kullanilmustir.

Calisma elektrotlarinin temizleme ve gerekli ¢oziinme igslemlerinde Ultrasonic LC30H

marka ultrasonik banyo kullanilmistir.

3.2 Teorik Hesaplamalar

Calisilan ilag etken maddelerinin geometri optimizasyonu ile her bir molekiil orbitalinin
bagil enerjisi ve elektrostatik yiik yogunlugu Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Bo6liimii’nde bulunan lisansli Gausian 03 paket programi kullanilarak (Frisch vd.

2003) hesaplanmustir.

3.3 Etken Maddeler ve ilaclar
3.3.1 Etken maddeler

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

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

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

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

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

Zofenopril (ZOF): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 98,0 saflikta olup

Menarini’den (Italian Pharmaceutical Group)temin edilmistir.

3.3.2 Tlaclar

Ezide: HKA’ya yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak 12,5
mg HKA icerdigi bilinen Oceanic Pharmachem PVT. LTD India firmasi tarafindan
tiretilen EZIDE®(Hydr0DIURIL) tabletleri kullanilmistir.

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

tabletleri kullanilmastir.

Univacs: MOE’ye tonelik analitik uygulamalarda her tablette 7,5 mg MOE igerdigi
bilinen, Adeka 1ilag A.S., Samsun tesislerinde iiretilenUNIVACS® tabletleri

kullanilmustir.

Uniretic: MOE-HKA karisimina yonelik analitik uygulamalarda her tablette 7,5 mg
MOE, 12,5 mg HKA icerdigi bilinen, Adeka Ilag A.S., Samsun tesislerinde
iiretilen UNIRETIC® tabletleri kullanilmistir.

Coversyl: PER’e yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak
3,395 mg PER’e esdeger 5,0 mg perindopril arjanin tuzu igerdigi bilinen, Servier Ilag ve

Arastirma A.S. Istanbul tesislerinde iiretilen COVERSYL® tabletleri kullanilmugtir.

Coversyl plus: PER— INDA karisimina yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette
etken madde olarak 3,395 mg PER’e esdeger 5,0 mg perindopril arjanin tuzu ve 1,25
mg indapamid igerdigi bilinen, Servier Ilag ve Arastirma A.S. Istanbul tesislerinde

iiretilenCOVERSYLPLUS® tabletleri kullanilmistir.
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Zoprotec: ZOF’a yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak
28,5 mg ZOF’a esdeger 30,0 mg zofenopril kalsiyum tuzu icerdigi bilinen, A.Menarini
Manufacturing Logistics and Services S.r.l. lisansit ile Ufsa ilag¢ A.S. tarafindan

[stanbul’da iiretilen ZOPROTEC® tabletleri kullanilmistir.

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

kullanilmastir.

3.4 Cozeltiler
3.4.1 Britton-Robinson tamponu (BR)

BR c¢ozeltisi glasiyal asetik asit, borik asit ve fosforik asit ¢ozeltilerinden her bir
bilesenin analitik derisimi 0,04 M olacak sekilde gerekli miktarlar 6l¢iilerek hacim 1,0
L olacak sekilde su ile karistirilarak hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin pH’lar1 0,10M
NaOH ve 0,10 M HCI ¢ozeltileri kullanilarak istenilen degere ayarlanmistir. Bu

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

3.4.2 Amonyak-amonyum Kkloriir tamponu

Toplam analitik derisim 1,2 M, pH degeri yaklasik 8,5 olacak sekilde derisik NHj
cozeltisi ile NH4Cl c¢ozeltisinin belirli oranlarda karigtirtlip hacmin 1,0 L’ye
tamalanmasi ile hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerin pH’lar1 0,10M NaOH ve 0,10 M HCI
cozeltileri kullanilarak istenilen degere ayarlanmistir. Bu ¢o6zeltiler hazirlandiktan

sonra kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmigtir.
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3.4.3 Standart ila¢ ¢ozeltileri

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

belirli oranlarda seyreltilmesi ilegiinliik olarak hazirlanmistir.

3.5 lla¢ Tabletlerinin Analize Hazirlanmasi

Her bir ila¢ icin 10 tablet ayri-ayritartilarak 1 tabletin ortalama kiitlesi belirlenmis;
tartilan bu tabletlerin tamami porselen havanda ogiitiilerek toz haline getirilmis;bir
tabletin kiitlesine esit miktarda tartilmis; 100,0 mL’lik o6l¢iilii balona aktarilmistir.
Olgiilii balona yaklasik 75—80 mL etanol konup 30 dakika ultrasonik banyoda ilag¢ etken
maddesinin ¢oziinmesi saglanmis ve hacmi etanol ile 100,0 mL’ye tamamlanmistir.
Coziinmeyen destek ve katki maddelerinin ¢dkmesi i¢in, oda sicaklifinda 2 saat
bekletilmistir. Cokme islemi tamamlandiktan sonra 100,0 mL’lik ol¢iilii balondaki
karisimin berrak kismindan belirli hacimde ¢ozelti alinmis ve kullanilan ¢6ziicii-destek
elektrolitle seyreltilerekanalizlerde kullanilmistir. Tablet ¢ozeltileri kullanilacagi zaman

taze olarak ¢oziicii-destek elektrolitle seyreltilmistir.

3.6 Serum Numunelerinin Analize Hazirlanmasi

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

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

Idrar numunuleri s6z konusu ilact kullanmayan saglikli bireylerden almmustir. Her bir
calisma i¢in 1,0 mL idrar numunesine belirli miktarda standart ilag¢ etken maddesi veya
tablet c¢ozeltisi eklenmis ve toplam hacim 10,0 mL olacak sekilde ¢oziicii-destek

elektrolit ile belirli oranlarda seyreltilerekkullanilmigtir.

3.8 Deneylerin Yapihisi

3.8.1 Doniistiimlii voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢oziinmils oksijeni uzaklastirmak icin, ¢ozeltiden baslangigta 25-30 dakikaargon
veya azot gazi gegirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢ozelti {izerinden
gaz gecirilerek) baslangic ve bitis potansiyeli ayn1 olacak sekilde ayarlama yapilip sabit
tarama hizinda déniisiimlii voltamogramlar kaydedilmistir. Ol¢iim aralarinda 30 s gaz
gecirilmis ve 2 s’lik durulma siiresinden sonra voltamogramlar 6l¢iim yapilmistir. Bu

voltamogramin pik parametreleri yazilim tarafindan otomatik olarak belirlenmistir.

3.8.2 Diferansiyel puls ve kare dalga voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢ozlinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in, ¢ézeltiden baslangigta 25-30 dakika argon
veya azot gazi gegirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢ozelti {izerinden
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
(sadece KDV’de) 5-250 Hz araliginda degistirilerek voltamogramlar kaydedilmistir.

Pik akim1 ve pik sekli dikkate alinarak optimum parametreler belirlenmistir.
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3.8.3 Kronokulometri ve kronoamperometri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢aligma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢Ozlinmils oksijeni uzaklastirmak icin, ¢ézeltiden baslangigta 25-30 dakika argon
veya azot gazi1 gecirilmistir. Inert gaz gegcisi kesildikten sonra (ancak ¢dzelti {izerinden
gaz gegirilerek) doniisiimlii voltametriden elde edilen voltamogramlardan yararlanarak
indirgenme veya yiikseltgenmenin bagladigi ve tamamlandig1 potansiyeller secilerek
yiikiin (coulomb olarak) ve akimin zamanla degisimi incelenmistir. Q-tl/zve i~1/¢"
grafikleri ¢izilerek elde edilen dogrularin egimlerinden diflizyon kontrolli

elektrokimyasal tepkimeler icin difiizyon katsilar1 Esitlik 2.10 ve Esitlik 2.12

kullanilarak hesaplanmistir.

3.8.4 Diferansiyel puls ve kare dalga adsorptif siyirma voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra cihaz parametreleri optimum kosullara ayarlanmis ve c¢oziinmiis oksijeni
uzaklastirmak icin, c¢ozeltiden baslangigta 25-30 dakika argon veya azot gazi
gecirilmistir. Inert gaz gegisi kesildikten sonra (ancak ¢dzelti iizerinden gaz gegirilerek),
biriktirme stiresi 0-300 s; biriktirme potansiyeli ADCE ve CKE’nin kullanimina bagl
olarak adsorptif biriktirmeye wuygunbir potansiyel araliginda (her hangi bir
elektrokimyasal doniistimiin gerceklesmedigi) degistirilip DP ve KD voltamogramlari
kaydedilmis; pik akimmin en yiiksek ve pik seklinin de en uygun oldugu siire ve

potansiyel belirlenmistir.

3.8.5 Bulk elektroliz

Civa elektrot kullanilarak yapilan BE c¢aligmalarinda, belirli derisimde etken madde
iceren 50,0 mL’lik ¢ozeltiler ylizey alan1 yaklasik 56 cm’ olan civa havuzundan olusan
caligma elektroduna, CKE kullanilarak yapilan BE calismalarinda ise grafit kafes tel
elektrodun bulundugu hiicreye eklenmistir. Bu ¢ozeltiye, icinde sadece destek elektrolit
cozeltisi konulmus ve gozenekli bir disk ile deney c¢ozeltisinden ayrilmis bir karsit

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

indirgenme veya ylikseltgenme tepkimesinde aktarilan elektron sayis1 hesaplanmistir.

3.8.6 Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

KDV, DPV. KDAdSV ve DPAdSV yontemlerinde, c¢esitli ilagc etken madde
derisimlerindeki ¢ozeltilerin belirlenen optimum kosullarda voltamogramlari alinmis ve
pik akimlar1 belirlenmistir. Olgiilen pik akimlari, etken madde derisimine kars1 grafige

gecirilip kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve dogrusal ¢alisma araligi belirlenmistir.

3.8.7 Tlaclarda, serumda ve idrarda ilac etken madde analizleri

Destek elektrolit ortamina belirtilen boliimlerdeki gibi hazirlanan ilag tabletleri(Bolim
3.4), serum (Boliim 3.5) veya idrar (B6lim 3.6) numunelerinden belirli miktarda ilave
edilerek KDV, DPV. KDAdSV ve DPAdSV voltamogramlar kaydedilip pik akimlar
Olclilmiistiir. Boliim 3.7.6°daki gibi hazirlanan kalibrasyon egrilerinden, etken madde
miktarlar1 dogrudan hesaplanmistir. Ayrica, aynt numunelerde etken madde miktari
standart katma yoOntemi ile de tayin edilmistir. Bu amacla, destek elektrolit ortamina
ilgili numunelerden belirli miktarda konmus ve ilgili voltamogramlar kaydedilerek pik
akimlart Ol¢lilmiistiir. Sonra bu ¢iizeltiye artan derisimlerde standart etken madde
katilmis ve her bir ilave sonrasi voltamogramlar alinmis ve pik akimlar1 kaydedilmistir.
Katilan standart etken madde derisimlerine karsi pik akimlar grafige gecirilerek
olusturulan standart katma grafiklerinin x-eksenini kestigi noktadan yararlanarak etken

madde derisimleri hesaplanmaigtir.

70



3.9 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
3.9.1 Dogrusal calisma arahgi

Bolim 3.7.6°’da belirtildigi sekilde elde edilen kalibrasyon grafiklerinin regresyon
katsayisinimn (R?) 0,98 ve daha biiyiik oldugu derisim araligi dogrusal ¢alisma araligi

olarak belirlenmistir.
3.9.2 Dogruluk

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

asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir:
o GK = bb * 100 31
D =D (3.1)

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

3.9.3 Tekrarlanabilirlik

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

parametreler i¢in bagil standart sapma degerleri en az 5 6l¢lim i¢inhesaplanmaistir.

3.9.4 Duyarhk

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

derisim bagina sinyal) yontemin duyarlilig1 olarak degerlendirilmistir.
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3.9.5 Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin simir1 (LOQ)

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

(LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ) hesaplanmaistir:

_3Xs,
LoD = (3.2)
m
_ 10X 5y
Log = (3.3)
m

Burada s;, kalibrasyon dogrusunda baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi ve m,

kalibrasyon dogrusunun egimidir.

3.10 Elektron Sayisimin (#) Hesaplanmasi

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

Esitlik 2.8, Esitlik 2.19 ve Esitlik 2.20 kullanilmistir.

3.11 Yiik Aktarim Katsayisinin (f, a) Hesaplanmasi

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

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

Difiizyon katsayisi, adsorpsiyon kontrollii mekanizmaya sahip maddeler i¢in doniistimlii
voltametride tarama hiz1 verileri ile Esitlik 2.18 ve Esitlik 4.3 kullanilarak, difiizyon
kontrollii mekanizmaya sahip maddeler i¢in ise kronoamperometri ve kronokulometri

verilerinin Esitlik 2.10 ve Esitlik 2.12 ile birlikte kullanilmasiyla hesaplanmistir.

3.13 Yiizey Kaplama Katsayisinin (') Hesaplanmasi

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

hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

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

ayrintilartyla verilmistir.

4.1 ila¢ Etken Maddelerinin Elektrokimyasal Davramslarinin incelenmesi

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

maddesi ile ilgili bulgular asagida ayr1 ayr1 agiklanmistir.

4.1.1 HKA’nin elektrokimyasal davranisi

HKA’nin ADCE ve CKE vyiizeylerindeki elektrokimyasal davranislari dontistimli
voltametri (DV), normal puls voltametri (NPV), kare-dalga voltametri (KDV),
kronokulometri (KK), kronoamperometri (KA) ve bulk elektroliz (BE) yontemleriyle
incelenmistir. Yapilan ¢aligmalarda HKA’nin ADCE yiizeyinde elektroaktif olmadig:
belirlenmistir. Bu nedenle, HKA’nin elektrokimyasal davranisi sadece CKE
kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla, oncelikle HKA’nin pH 5,0’da BR tamponunda
farkli derisimlerde hazirlanan c¢ozeltilerinin 0,10-0,90 V araliginda dontistimli
voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1’den
de goriildigii gibi, yaklasik 0,70 V’ta bir yiikseltgenme piki gozlenmistir. Farkl

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

yiizeyindeki ylikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini diistindirmiistiir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl've gire)
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Sekil 4.1  Farkli derisimlerde HKA igeren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlari (i¢
grafik: anodik pik akiminin HKA derisimi ile degisimi) (CE: CKE, v: 0,100
Vs, pH: 5,0, Ej: 0,10 V, Ez: 0,90V, E: 0,10 V)

CKE vyiizeyinde elektroaktif oldugu belirlenen HKA molekiillerinin bu elektrottaki
elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk olarak pik potansiyeli
ve pik akimma pH’nin etkisi arastirilmistir. Bu amacla HKA derisimi 0,85 mM olan
cozeltilerin pH’st BR tamponu kullanilarak 2,0 — 12,0 arasinda degistirilmis ve
doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir. Bu molekiiliin yiikseltgenme piki pH 2,0 —
7,0 araliginda gozlenmis, pH’nin 7,0’den yiiksek oldugu cozeltilerde her hangi bir pik
gozlenmemistir. Bu da, elektrot tepkime mekanizmasinda elektron transferinden 6nce
bir protonlanma mekanizmasinin oldugunu akla getirmistir. Ancak, hem yiikseltgenme
davraniginin inceleniyor olmasi, hem de yiikseltgenme pik potansiyelinin artan pH ile
daha diisiik potansiyellere kaymasi (Sekil 4.2) bu olasilig1 zayiflatmistir. Yiikseltgenme
potansiyelinin artan pH ile daha diisiik degerlere kaymasi, protonlanmis tiiriin

protonlanmamis tlire gore daha zor yiikseltgendigini seklinde degerlendirilmistir.
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Buradan HKA’nin yiikseltgenmesinde hidronyum iyonunun 6nemli bir etkisinin oldugu

sonucuna varilmistir.

Potansivel, V (Ag/AgCIIAM KCl've gire)
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Sekil 4.2 Sabit derisimde HKA igeren c¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
doniistimlii voltamogramlar1 (i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi,
Crxa = 0,85 mM, CE: CKE, v: 0,100 Vs ™)

Yapilan ¢alismalarda pik potansiyelinin pH ile degisim denklemi Ep(V) = —0,069 pH +
1,06 (R’ = 0,9863) seklinde bulunmustur (Sekil 4.2, i¢ grafik). Literatiirde,pik
potansiyelinin pH ile degisimine ait denklem asagidaki gibi verilmektedir (Hilali vd.
2005, El-Desoky vd. 2005, Wang vd. 2006, Oztiitk vd. 2010, Tasdemir vd. 2011,
Erdogan vd. 2011):

RT  [0] , 2,3038RT

E,=E*° ElnﬁiTpH (41)

Bu esitlikte;

Ey: Pik potansiyeli, V

E* Standart pik potansiyeli, V

R: Ideal gaz sabiti, J/(mol K)

T: Mutlak sicaklik, K

n: Aktarilan elektron sayisi, mol elektron/mol molekiil

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

0: Mekanizmadaki proton sayisi, mol proton/mol molekiil

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

gostermektedir.

Sekil 4.2°den de goriildiigii gibi, biitiin pH degerlerindeki elde edilen pikin sekli
diizgiindiir; ancak, en yiiksek pik akimi pH 5,0’da elde edilmistir. Bu nedenle,
mekanizma ile ilgili diger biitlin c¢alismalar, pH’s1 5,0 olan ¢d6zeltilerde

gergeklestirilmistir.

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

sonucu ¢ikarilabilir.

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

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

E =k+ T log? 42
= P mByF (*2)
Bu esitlikte;
Ey: Pik potansiyeli, V
R: Ideal gaz sabiti, J/(mol K)
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T: Mutlak sicaklik, K
n: Hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi, mol elektron/mol
molekiil

Faraday sabiti, C/mol elektron

Anodik ytik aktarim katsayisi

Tarama hizi, Vs

Sabit

Yapilan tarama hizi c¢alismasinda, tarama hizinin pik potansiyeline etkisini
degerlendirmek i¢in, tarama hizinin logaritmasina kars1 pik potansiyeli grafigegecirilmis
ve pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile: E,(V) = 0,056 log V' + 0,65 (R’ =
0,9863) esitligini saglayacak sekilde degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.3, i¢ grafik). Cizilen
bu grafikte elde edilen egim degeri, Esitlik 4.2°de kullanildiginda, anodik yiik aktarim
katsayist olan f ile elektrot tepkimesinin hiz belirleyen basamaginda aktarilan elektron
sayisinin ¢arpimi (nf) 0,45 olarak hesaplanmigtir. Ayrica, nf degeri, doniistimli
voltametride yapilan tarama hizi ¢alismasinda elde edilen voltamogramlardaki pik
potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki farkin Esitlik 2.20’de kullanilmasiyla da,
0,52 olarak hesaplanmistir (Radi vd. 2003, Hilali vd. 2005, Atta vd. 2007). Ayn
parametre, kare dalga voltametride yapilan frekans g¢alismasindan ise, 0,49 olarak
bulunmustur (Radi vd. 2003, Jain vd. 2007). Yiik aktarim katsayisinin O ile 1 arasinda
deger alabilecegi (Brett ve Brett, 1992) ve bir¢cok ¢alisma elektrodu icin bu
parametrenin 0,50 oldugu diisiiniildiigiinde, HKA ’nin yiikseltgenme mekanizmasindaki
hiz belirleyen basamakta 1 elektronun aktarildig1 sdylenebilir. Hiz belirleyen basamakta
aktarilan elektron sayisi 1 olarak kabul edilirse, yiik aktarim katsayisinin degeri 0,45 —
0,50 civarinda bulunur ki; bu, CKE yiizeyinde meydana gelen yiikseltgenme olayinda
HKA yiikseltgenmis forma doniisiirken olusan ara gecis tiirliniin (aktiflesmis kompleks)
HKA ile yiikseltgenmis tiiriin tam merkezinde oldugu anlamina gelmektedir. Yani,
elektrot tepkimesinde olustugu varsayilan aktiflesmis kompleksin, tepkime koordinatina
gore simetri merkezinde yer aldig1 sOylenebilir (Brett ve Brett 1992, Wang 2000, Bard
ve Faulkner 2001). Olgiimlerde alman voltamogramlarn hemen hemen simetrik

olmalar1 da bu varsayimi destekler niteliktedir.
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Sekil 4.3  Sabit derisimde HKA igeren ¢6zelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alinan doniisiimlii voltamogramlar (i¢ grafik: anodik pik akiminin tarama
hiz1 ile degisimi, CE: CKE, Cyga = 2,0 mM, pH: 5,0, E: 0,0V, E;: 0,8 V,
E;:0,0V)

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

HKA’nin yiikseltgenmesinde aktarilan elektron sayisini hesaplamak icin, sabit

potansiyelde bulk elektroliz ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma, pH 5,0’ de 0,85 V sabit
potansiyel uygulanarak gerceklestirilmis (Bolim 3.10) ve elektron sayist 1,87+0,17

79



(N=3) olarak hesaplanmistir. Buna gore, HKA’nin yiikseltgenmesinin, her mol HKA

icin 2 mol elektronunaktarilmasi ile gergeklestigi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.4
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Tarama hizinin HKA’nin pik akimimna etkisi (Cyga= 2,0mM) (a) pik
akiminin tarama hizi ile degisimi, (b) pik akiminin tarama hizinin karekokii
ile degisimi ve (c) pik akiminin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile

degisimi

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

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin e/H" (EC) mekanizmasi {izerinden yiiriidiigiine,

o yikseltgenme tepkimesinekatilan elektron ve proton sayisinin esit

olduguna,

e yiikseltgenmesinde hiz belirleyici basamakta 1, toplamda 2 elektron

aktariminin s6z konusu olduguna,

e yiikseltgenme tepkimesinin c¢ozelti-elektrot ara yiizeyinde difiizyon

kontrollii olarak gergeklestigine,

karar verilmistir.

HKA’nin molekiil
yiikseltgenebilecek

yapisi

fonksiyonel

(Sekil

grubun

2.2) incelendiginde,

bulundugu
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yiikseltgenmenin bu gruplarin hangisi iizerinden gergeklestigine karar vermek oldukca
giictlir. Yikseltgenmenin hangi fonksiyonel merkez iizerinden gerceklestigine 1s1k
tutmak amaciyla, Gausian 3.0 yazilim programi kullanilarak, HKA molekiilii i¢in;

e geometri optimizasyonu,

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

e teorik olarak elektrostatik ylik dagilimu,

e HOMO-LUMO orbitallerinin ve bagil enerjilerinin belirlenmesi,

gibi caligsmalar yapilmis ve ¢alismalarin sonucu kisaca Sekil 4.5’te verilmistir.

Orbital No,  OFgiaL Ener
82 _D_ 0.05147
81 _D_ 002208
20 _D_ 0.02088
79 —D— 0.00705
e —| |- -0 05193
] -0 0892
7% -0, 25268
75 -0,28714
74 -0.29715
71 -0.30352
72 -0, 31016
7 ~0.31680

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

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

Sekil 4.5’ten de goriildiigli gibi, HKA molekiiliiniin en yiiksek enerjili dolu orbitalleri
(HOMO) yapidaki diazin ve siilfonamid kismindaki amid grubu iizerindedir. Ancak, s6z
konusu sekil dikkatle incelendiginde, HOMO orbital grubuna en biiylik katkinin diazin
grubu tarafindan verildigi gorilmektedir. Yani, HKA molekiiliiniin olas1 bir
yiikseltgenme durumunda yapidaki diazin grubunun ylikseltgenmesi en olasi
yiikkseltgenme  olarak  degerlendirilmektedir. ~ Buna  gore, elektrokimyasal

yiikseltgenmede, diazin grubundaki proton yapidan ayrilirken deprotonasyona ugrayan
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yapinin elektron aktararak aktiflesmis kompleks olusturdugu; sonra daha hizli bir
sekilde 1 proton ve 1 elektronun daha aktarilmasi ile yiikseltgenmenin tamamlandigi
sOylenebilir. Bu sonucu Sekil 4.2°de pH’nin artmasi ile ylikseltgenme pik potansiyelinin
daha kiiciik degerlere kaymasi da desteklemektedir. Ciinkii yiiksek hidronyum
derisimlerinde yapidaki H’nin ayrilmasinin diisiik hidronyum derigimlerine gore daha
zor olabilecegi aciktir. pH’'nin 7,0’den yiiksek oldugu durumlarda ise, HKA
molekiiliiniin olas1 bir kimyasal tepkime ile elektrokimyasal olarak aktif olmayan bir
tiire dontismesi, pH’nin 7,0’den yiiksek oldugu durumlarda yiikseltgenme pikinin
gozlenmemesinin sebebi olarak diisiiniilmektedir. Biitiin bu degerlendirmelerden sonra
HKA’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesi i¢in asagidaki olasi tepkime mekanizmasi
onerilmistir. Onerilen mekanizma sonucunda olusan iiriin i¢in olasi rezonans yapilarinin
bulunmasi, s6z konusu firiintin karaliligimi ve Onerilen mekanizmanin gergeklesme

olasiligin arttirmaktadir.

H
Cl Nw Cl Nﬁ Cl N\‘
-2H', -2¢
FN NH =5 N NH = N N
AN 7 I\ VA I\ VA
d o d o d o d o J o ¢ oH

Sekil 4.6 HKA molekiillerinin CKE vyiizeyinde gergeklesen -elektroyiikseltgenme
tepkimesi i¢in 6nerilen mekanizma

Literatiirde HKA molekiiliiniin yiikseltgenmesi ile ilgili iki ¢caligma mevcuttur (Razak
2004, Rezaei ve Damiri 2008). Bu calismalarda, HKA molekiiliniin 2e/2H" ile
yiikseltgendigi belirtilmekle birlikte, bu yiikseltgenmenin molekiiliin hangi fonksiyonel
grubu lizerinden gerceklestigine dair ayrintili  calisma  yapilmamis, sadece
yiikseltgenebilir grup olan diazin grubunun yiikseltgenmesi Onerilmistir. Bu ¢alismada
ise, doniistimlii voltametri, kare dalga voltametri ve bulk elektroliz gibi elektrokimyasal
caligmalarin sonuglar1 teorik hesaplama sonuglar1 ile desteklenerek olasi elektrot

tepkime mekanizmasi i¢in Onerilerin daha kolay yapilabilecegi gosterilmistir.

Bu ¢alismada, ayrica, kronokulometri ve kronoamperometri yontemlerinden elde edilen
veriler de kullanilarak HKA i¢in diflizyon katsayis1 ve yiizey kaplama katsayisi

hesaplanmustir.
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Dontistimlii voltametri verileri ve Esitlik 2.21 kullanilarak HKA i¢in difiizyon katsayisi
(4,3 £ 0,2)x10° ecm’s™" olarak bulunmustur. Ayni parametre, kronokulometri verileri
Esitlik 2.12 ile kullamldiginda ise, (4,1 £ 0,3)x10° cm’s™ olarak hesaplanmistir.
Hesaplanan diflizyon katsayisinin  degeri, difiizyon kontrollii elektrokimyasal
doniistimler i¢in literatiirde verilen degerlerle uyumludur. Zira birgok kaynak kitapta ve
yayimlanmig arastirma makalesinde, difiizyon kontrollii doniisiimler i¢in, difiizyon
katsayisinin 10— 107 mertebesinde oldugu belirtilmektedir (Brett ve Brett 1992, Wang
2000, Bard and Faulkner 2001).

Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasi i¢in kronokulometri ¢alismasinda elde edilen
parametreler ve Esitlik 2.13 kullamlmus ve yiizey kaplama katsayist 10'* molem >
mertebesinde hesaplanmistir. Hesaplanan bu deger, HKA’ nin CKE yiizeyinde diflizyon
kontrollii olarak yiikseltgendigi varsayimini destekler niteliktedir. Ciinkii pek cok
kaynakta adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in yiizey kaplama katsayismm 10~ —
10" molem Zarah@inda oldugu, yani difiizyon kontrollii elektrot tepkimeleri igin
bulunan degerlerden ¢ok daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Brett ve Brett 1992,
Wang 2000, Bard and Faulkner 2001).

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

da incelenen mekanizmanin difiizyon kontrollii oldugu varsayimini desteklemektedir

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

INDA'nin ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davramslart DV, NPV,
KDV, KK, KA ve BE yontemleri ile incelenmistir. Yapilan ¢aligmalarda pH’st 5,0’e
ayarlanan BR tamponunda farkli derisimlerde INDA ¢bzeltilerinin 0,0 — (—1,60) V
arasindaki potansiyellerde voltamogramlari alinmis ancak; 0,0 — (—=1,0) V arasindaki
potansiyel penceresinde her hangi bir sinyal gézlenmedigi i¢in yapilan tiim ¢alismalar
(—1,00 V) — (—1,60) V arasinda gergeklestirilmistir. INDA’ya ait voltamogramlar Sekil
4.7°de verilmistir. Bu sekilde (—1,42) V’de bir indirgenme piki, —1,40 V’de ise bir
yiikseltgenme piki goézlenmektedir. S6z Hem indirgenme hemde yiikseltgenme pikine

ait akimlarm artan INDA derisimi ile dogrusal olarak artt1ig1 belirlenmistir (Sekil 4.7, i¢
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grafik). Buna gore, gozlenen bu piklerin INDA’nin elektrokimyasal déniisiimiinden

kaynaklanan pikler oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 4.7 Farkli derisimlerde INDA igeren ¢ozeltilerin déniisiimlii voltamogramlari
(ic grafik: katodik ve anodik pik akimlarmnin INDA derisimi ile degisimi,
CE: ADCE, v: O,IOOVS_I, pH: 5,0, Ey: -1,00V, E;: -1,60V, Ej: -1,00V).

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

yiikseltgenmis  tiiriin  elektrot yiizeyine farkli kuvvetlerle tutunabilecegini
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diistindiirmiistlir. Tarama hizinin, pik akimina etkisi de incelenmis olup pik akiminin
tarama hizi ile dogrusal degistigi (Sekil 4.8, a) ve pik akimimnin logaritmasinin tarama
hizinin logaritmasi ile dogrusal degistigi belirlenmistir (Sekil 4.8, b). Bu dogrularin
egimleri katodik pik i¢in 1,02; anodik pik i¢in ise, 0,85 olarak bulunmustur. Bu
bulgularagore, incelenen elektrokimyasal doniisiimler adsorpsiyon kontrollii olmalidir.
Yani ¢ozeltideki INDA molekiilleri kullanilan ¢alisma elektrodunun (ADCE) yiizeyine
adsorbe olduktan sonra elektrot-molekiil arasinda elektron aktarimi gergeklesmelidir.
Incelenen elektrokimyasal doniisiimiin adsorpsiyon kontrollii oldugunun diger bir
gostergesi ise anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasindaki farkin
oldukea kiiciik (= 2 mV) olmasidir. Anodik ve katodik pik alanlari oraninin 1’e ¢ok
yakin olmasi, anodik ve katodik tepkimelerde esit sayida elektronun aktarildiginin bir
gostergesi  olarak almmistir. Ciinkii pik alani, pikin olusumuna sebep olan
elektrokimyasal olayda sistemden gecen yiik ile dogrudan iliskilidir. Anodik ve katodik
pik akimlarinin logaritmasinintarama hizinin logaritmas: ile degisimine ait olan
grafiklerin egimlerinin arkli olmasi indirgenmis tiir ile yilikseltgenmis tiirlin elektrot
yiizeyine farkli adsorpsiyon kuvveti ile adsorbe olduklar1 seklinde yorumlanmistir.
Ciinkii pik simetrisi ve pik akimi, aktarilan elektron sayisinin yaninda elektron aktarim
hizina, elektroaktif tiirin elektrot ylizeyine hangi pozisyonda yaklasgtigina ve
elektrot—elektroaktif tiir arasindaki etkilesime bagl olarak degisebilmektedir (Bard ve
Faulkner, 2001). Pik akimmin ve pik akimi logaritmasinin sirasi ile tarama hizi ve
tarama hiz1 logaritmasi ile degisimin yaninda, pik akiminin tarama hizinin karekdokii ile
degisimi incelendiginde ise (Sekil 4.8, c), dogrusal olmayan bir bagint1 elde
edilmektedir. Bu degisimin dogrusal olmamas1 s6z konusu elektrokimyasal doniisiimde
difiizyonun adsorpsiyona gore etkisinin géz ardi edilebilecegi seklinde yorumlanmaistir.
Biitin bunlara ek olarak, NPV yonteminde yapilan c¢alismalarda alinan
voltamogramlarin dalga formu yerine pik seklinde gozlenmesi mekanizmaya

adsorpsiyonun etkisini destekler niteliktedir (Scholz vd. 2010).
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Sekil 4.8  Sabit derisimde INDA iceren ¢dzelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
aliman doniisiimlii voltamogramlar (i¢ grafikler: (a) katodik ve anodik pik
akimlarinin tarama hizi ile degisimi, (b) katodik ve anodik pik akimlarinin
logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (c) katodik ve
anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile degisimi, CE: ADCE,
Cinpa= 0,50 mM, pH: 5,0, Ep: -1,05V, Ez: -1,60V, E;: -1,05V).

Pik parametrelerine, tarama hizinin yaninda pH’nin etkisi de incelenmistir. Hem
indirgenme hem de yiikseltgenme pikinin pH ile degisimi arastirildigi halde kolay
anlagilmas1 bakimindan burada sadece katodik pikler i¢in olan irdeleme verilmistir
(Sekil 4.9). Ciinkii DV verilerindeki pikler pH degistikce Ortiismekte ve sekilden bir
yoruma gidilebilmesi gii¢lestirmektedir. Sekil 4.9 (a)’da goriildiigii asidik bolgede (pH<
7,0) katodik pik potansiyeli artan pH ile daha katodik degerlere kaymaktadir. Pik
potansiyelinin pH ile degisimi -elektrokimyasal tepkimeye hidrojen iyonlarinin
katildigini, pik potansiyelinin artan pH degeri ile daha da katodik degerlere kaymasi ise,
elektron aktarimindan Once bir protonlanma basamaginin  gerceklestigini
diistindiirmustiir. Asidik ortamda, pH degeri arttikca yani hidrojen iyonu derisimi
azaldik¢a, INDA nin indirgenme potansiyeli katodik yénde kaymakta; yani, indirgenme
zorlasmaktadir. Sonug olarak INDA molekiiliinde asidik bélgedeki indirgenmenin
protonlanmis molekiile elektron aktarimi seklinde oldugu diisiiniilmektedir. Bu

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

barindiran fonksiyonel grup elektron aktarimindan 6nce protonlanmalidir.

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

Alam, pA
Alkam, pA
(5

8 10 12 14 16 204 10 12 14 16
Potansiyel, V(Ag/AgCU3M KCI'yve gore) Potansivel, V(Ag/AgCIIM KCl'ye gire)

1,05
& Eov=o0e@-1e (€)
W T Re=0,97ES

Pik Potamsiyeli V
*
]

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

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

sayida protonun mekanizmaya katildigi hesaplanmistir.

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

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

ortamlarda da pH ile pik akimindaki azalma devam etmektedir.

INDA molekiiliine aktarilan elektron sayisin1 bulmak amaciyla pH 4,8°de -1,50V’ta
sabit potansiyelde bulk elektroliz yapilmistir. Ancak bulk elektroliz siiresi beklenenden
uzun tutulsa bile, alinan voltamogramlardan pik akimi ve pik potansiyelinde kayda
deger bir degisikligin gdzlenmedigi belirlenmistir. Bulk elektroliz islemi devam ederken
elektroliz sisteminden ylk gec¢isi ve birka¢ miliamper mertebesinde akim gegisi
gozlenmis ve akimin diizenli bir sekilde azalarak baslangi¢ akiminin %35°1 civarina
indiginde sabit kaldig1 tepit edilmistir. Bu bulgular;

e gozlenen elektrokimyasal doniisiimiin tersinir oldugu

e clektroliz siiresince yaklasik aymi potansiyelde indirgenme-yiikseltgenme

dongiisiinlin kuruldugu

seklinde degerlendirilmistir. Bu gdzlemlere gore bulk elektroliz yontemi ile
mekanizmada aktarilan elektron sayisinin bulunmasi miimkiin olmamistir. Zira, bulk
elektroliz, gozlenen pik akiminda herhangi bir degisiklige sebep olmamis, bundan
dolayr da bulk elektroliz siiresince sistemden gecen yiikiin ne kadarlik kisminin
elektroliz i¢in kullanildigi hesaplanamamistir. Elektrot mekanizmasinda aktarilan
elektron sayisiicin DV yonteminde elde edilen tarama hizi ¢alismalar1 verilerinden
yararlanilarak 0,050\/571— 1,000 Vs 'tarama hizi arh@ginda Esitlik 2.19°dan 1,95+0,1
(N=20) olarak hesaplanmistir.

Biitiin bu bulgular degerlendirildiginde, ADCE yiizeyinde INDA’nin;

¢ indirgenmesinin tersinir oldugu,

e indirgenmesinin asidik ortamda H'/e (CE), bazik ortamda ise e/H ™ (EC)
mekanizmasi lizerinden yiiridiigi,

¢ indirgenme tepkimesine esit sayida proton ve elektronun katildig,

¢ indirgenmesinde toplamda 2 elektronun aktarildigi,

¢ indirgenmesinin ADCE yiizeyinde, adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigi,

e indirgenme ve indirgenmenin karsihiginda gerceklesen yiikseltgenmenin
yaklasik ayn1 potansiyelde gerceklestigi

sonuclari elde edilmistir.
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INDA’nin molekiil yapist (Sekil 2.3), HKA’nin molekiil yapist (Sekil 2.2) ile
karsilastirildiginda her iki molekiilde de ortak fonksiyonel gruplarin bulundugu,
INDA’nin yapisinda HKA molekiilinde bulunmayan ve elektrokimyasal olarak
indirgenebildigi bilinen karbonil grubunun bulundugu goriilmektedir. Bilindigi gibi,
HKA molekiili ADCE yiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif degildir (Boliim 4.1.1)
Bu nedenle INDA’nin elektrokimyasal indirgenmesinin karbonil grubu iizerinden
olabilecegi degerlendirilmistir. Bu ongoriiniin desteklenmesi i¢in i¢in Gausian 3.0

yazilim programi kullanilarak, INDA molekiilii i¢in;

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

verilmistir.

Yapilan teorik hesaplamalarda INDA molekiiliinde en yiiksek negatif elektrostatik yiike
sahip olan grubun karbonil grubu ve LUMO orbitallerinin de yine bu karbonil
grubundaki orbitaller oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gére, INDA molekiiliiniin
olas1 indirgenmesinde aktarilan elektronlarin ilk yerlesecegi orbital karbonil orbitalleri
olmalidir. Ayrica, elektrostatik olarak en negatif fonksiyonel grubun da, yine ayni grup
oldugu diisiiniiliirse, olast protonlanma mekanizmasinda molekiilde, proton baglama
olasilig1 en yiiksek olan grubun yine bu karbonil grubu oldugu ac¢iktir. Bu sonuglara
gore, asidik cozeltilerde gerceklesen indirgenmede, ilk olarak karbonil oksijenin
protonlandig1, protonlanmay takip eden siirecte karbonil oksijeni ile karbon arasindaki
cift bagin oksijen iizerine acildigi, ayn1 anda yeterli negatif potansiyele sahip olan
calisma elektrodundan s6z konusu karbon atomuna elektron aktarildigi, sonra daha hizli
bir sekilde bir proton ve bir elektron daha aktarilarak indirgenmenin tamamlandigi, en
olast mekanizma olarak diisiiniilmektedir. Bazik ortamlarda ise ortamdaki hidrojen
iyonu derigimi diisiik oldugun karbonil grubuna 6nce elektronun aktarildigi ve sonra
molekiiliin protonlandig1 vars ayilmistir. Literatlirdeki karbonil grubunun tersinir olarak
indirgenmesi ile ilgili verilenler de oOnerilen elektrot tepkime mekanizmasini

desteklemektedir.
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Sekil 4.10 Gausian 3.0 yazilim programi kullanilarak INDA molekiilii icin yapilan
molekiiler orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bélgeleri
ve bu orbitallerin bagil enerji degerleri
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H
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Sekil 4.11 INDA molekiillerinin ADCE yiizeyinde gerceklesen -elektroindirgenme

tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

INDA molekiilleri igin difiizyon katsayis1 ve yiizey kaplama katsayisi da hesaplanmustir.

Difiizyon katsayisinin hesaplanmasinda elektrokimyasal veriler li¢ farkli yaklasim

kullanilarak degerlendirilmistir: (i) adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in Garrido ve

arkadaslar1 tarafindan gelistirilip valide edilen Esitlik 4.3 (Garrido vd. 1992), (ii)

KA ve KK verileri i¢in Esitlik 2.10 ve (iii) DV verileri i¢indaha 6nce verilen Esitlik

2.16 — Esitlik 2.19.

ol

i, =1,06 X 10°n?ACvDY?¢}/?
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Biitiin bu hesaplamalar sonucu ortalama difiizyon katsayisi(1,2+0,1)x 10 em?s™ olarak

hesaplanmustir.

Aym yaklagimla, yiizey kaplama katsayisinin, derisime bagli olarak (3,6+0,4)x10™"!
molem ™ — (8,6+0,4)x10"° molem™ arahiginda degistigi belirlenmistir. Ancak, bu
parametrenin, derisim ne kadar arttirilsa da 9x10'° molem™ degerinden daha yiiksek
degeri almadig1 belirlenmistir. Bundan dolay1, ADCE’ta INDA igin 0,0142 cm”’lik bir
elektrot yiizeyinde, yiizey doygunlugunun bir 6l¢iisii olarak bu degerin alinabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu sonuca gére, INDA molekiillerinin ADCE yiizeyine yiizeyin
doygunluga ulastig1 durumda tek tabaka halinde ve ideal kiiresel sekilde adsorbe oldugu
diisiiniiliirse, yiizeydeki her INDA molekiiliiniin ortalama 5.4 nm’ yiizey kapladig

sonucuna varilmistir.

INDA molekiiliiniin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal yiikseltgenme davranisi da
incelenmistir. Bu ¢alismada ADCE kullanilarak yapilan elektrokimyasal caligsmalardaki
yontemler aymi sira ile uygulanmistir. INDA igin pH 8,5°te, tarama hiz1 veya uyarma
frekansi arttirildik¢a daha anodik potansiyellere kayan bir yiikseltgenme piki gézlenmis
ve KD voltamogramlar1 Sekil 4.12°de verilmistir. Ancak bu molekiil i¢in CKE’de bir
indirgenme piki gozlenmemistir. Dolayisiyla CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinin
tersinmez olabilecegini diisiindiirmiistiir. INDA molekiilleri icin CKE yiizeyinde DV ve
KDV yontemleriyle elde edilen bulgular degerlendirildiginde;

o frekans attikca pik potansiyelinin daha anodik potansiyellere kaydigi,

e pik akiminin frekans ile dogrusal degistigi,

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

e pik akiminin, tarama hizinin karekokii ile yliksek tarama hizlarinda dogrusal
olarak degistigi, diisiik tarama hizlarinda ise dogrusal degismedigi,

e pik potansiyelinin, tarama hizinin logaritmas ile dogrusal degistigi

sonuclar elde edilmistir.

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

artan frekans ile pik potansiyelinin anodik degerlere kaymasi, DV yontemindeki artan
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tarama hiz1 ile pik potansiyelinin daha anodik degerlere kaymasi esdegerdir. Buna gore,
tarama hizinin diigiik oldugu durumlarda, taramanin basaladig1 andan yiikseltgenmenin
baslamasina kadar gecen siire, INDA nin yiizeye adsorbe olmasi igin yeterli olur ve bu
tarama hizlarinda incelenen yiikseltgenme olayinin elektrot yiizeyinde gerceklestigi
diisiiniilebilir. Tarama hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise INDA elektrot yiizeyine
adsorbe olmadan yiikseltgenebilir. Yani elektron aktarimmin ne zaman ve nerede
gerceklesecegini etkileyen ana faktdr, INDA tiirlerinin elektrot-¢ozelti ara yiizeyine
difiizyonla tasinmasi ve elektrot ylizeyine adsorplanma olarak degerlendirilmektedir.
Ara degerlerdeki tarama hizlarinda ise mekanizmaya hem adsorpsiyonun hem de
difiizyonun etkisi s6z konusudur. Sonu¢ olarak, yiiksek tarama hizlarinda elektrot
tepkime mekanizmasimin diflizyon kontrollii; diisiik tarama hizlarinda adsorpsiyon
kontrollii, orta tarama hizlarinda ise her iki durumun etkisinin de s6z konusu oldugu

sOylenebilir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3IM KCl'yve gire)
11 10 09 0.8 0,7 0.6 0,5 04 03

a

2 L

Akam, nA

s 10 22 24 Kok (AE) T esaEf

80

Sekil 4.12 INDA’nin gesitli frekanslardaki KD voltamogramlarii¢ grafikler: (a) anodik
pik akiminin frekans ile degisimi, (b) anodik pik akiminin logaritmasinin
tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (c)anodik pik akiminin tarama
hizinin karekokii ile degisimi ve (d) anodik pik potansiyelinin tarama
hizinin logaritmasi ile degisimi (Cjypg = 22,5 uM, pH: 8,5, Ep: 0,30V, E;:
1,10 V, CE: CKE)

KDV yontemi kullanilarak yapilan frekans calismasinda, uyarma frekansinin pik
potansiyeline etkisini degerlendirmek icin, pik potansiyelinin uygulanan sinyalin adim

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

bolgede bulundugu seklinde degerlendirilmistir.

INDA’ nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisina hidrojen iyonlarmin etkisi de
incelenmistir. Bu amagla INDA derisimi 22,5 pM olarak hazirlanan ¢dzeltilerin pH’s1
BR tamponu kullanilarak 2,5-10,0 arasinda degistirilmis ve kare dalga voltamogramlari
almmistir. Bu pH araliginda INDAya ait yiikseltgenme piki gdzlenmistir (Sekil 4.13).
S6z konusu sekilden de goriildiigi gibi, ylikseltgenme pik potansiyeli artan pH ile daha
diisiik anodik potansiyellere kaymaktadir. Artan pH ile pik potansiyelinde gozlenen bu
kayma yiikseltgenme mekanizmasinda hidronyum iyonlarinin énemli bir rol oynadigi
seklinde degerlendirilmistir. Buna gore ortamda bulunan hidronyum iyonlarinin
derisimi azaldik¢a yiikseltgenme olay1r kolaylasmaktadir. Bu sonug¢ yiikseltgenme
mekanizmasinda INDA’dan protonun ayrildigni ve ayrilan protonun ortamdan
uzaklagtirllmasinin devam eden ylikseltgenme olaymi katalizledigi, bunun sonucu
olarak ta yiiksek pH degerlerinde yiikseltgenmenin diisiik potansiyellere kaydigi
seklinde degerlendirilmistir. Yapilan caligmalarda pik potansiyelinin pH ile degisim
bagmtisi: £,(V) = -0,069 pH + 1,12 (R2=0,9806) seklinde bulunmustur (Sekil 4.13, i¢
grafik).
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Potansiyel, V (Ag/AgCI3MKCl'ye gire)
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Sekil 4.13 INDA’nm farkli pH’lardaki KD voltamogramlar. I¢ grafik: anodik pik
potansiyelinin pH ile degisimi (Cjyps= 22,5 uM, CE: CKE)

S6z konusu bu bagintinin egimi (69 mV/pH) Esitlik 4.1 le birlikte kullanildiginda,
yiikseltgenme mekanizmasina katilan proton sayisinin, yine mekanizmaya katilan
elektron sayisina orani hesaplanmis ve 1,17 olarak bulunmustur. Sonug olarak elektrot

mekanizmasina toplamda esit sayida elektron ve protonun katildig1 sdylenebilir.

INDA nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinde aktarilan elektron sayisini hesaplamak
icin pH 8,5’te, 0,70 V sabit potansiyelde bulk elektroliz ¢calismas1 yapilmis ve elektron
sayis1 1,95+0,15 (N=3) olarak hesaplanmustir. Buna gore, INDA’nin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenmesinin, her mol INDA i¢in 2 mol elektronun aktarilmasi ile gerceklestigi
sonucuna varilmistir.
Elektrokimyasal davranisla ilgili bulgular birlestirildiginde, CKE yiizeyinde INDAnin;

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin e/H" (EC) mekanizmasi {izerinden yiiriidiigiine,

e yiikseltgenme tepkimesine katilan elektron ve proton sayisinin esit olduguna,

e yiikseltgenmenin toplam 2¢/2H" aktarimi ile gergeklestigine,

e yiikseltgenmesine segilen tarama hizi degerine gore adsorpsiyonun ve

difiizyonun katkida bulunduguna

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

mekanizmasinin onerilmesi uygun gorilmiistiir.

/OH
N _N Cl
A 7/@ DL Wi 7/@
/NH2 (@) S/NH2
o 0\
O O

Sekil 4.14 INDA molekiillerinin CKE vyiizeyinde gerceklesen elektro-yiikseltgenme
tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

INDA i¢in elektrokimyasal verilerden difiizyon katsayis1 ve yiizey kaplama katsayisi
hesaplandi. Bu molekiiliin yiikseltgenmesinin difiizyon muyoksa adsorpsiyon kontrollii
mi olmasinin tarama hizina bagli oldugu belirtilmisti. CKE yiizeyinde diigiik tarama
hiz1 ¢alismalarinda adsorpsiyon kontrolii s6z konusu oldugundan, tarama hizinin 0,100
Vs™’e kadar oldugu diisiik tarama hizlarinda (I. bolge) difiizyon katsayisi hesaplamasi
Esitlik 4.8; 0,100-0,350 tarama hizlarinda (II bolge) Eslitlik 4.3ve Esitlik 2.19; daha
yiiksek tarama hizlarinda ise Esitlik 2.21 kullanilarak difiizyon katsayist hesaplanmistir.
Bu c¢aligmalar sonucunda DV yonteminde, [.bolgede ortalama difiizyon katsayisi (7,2 +
0,1)x10 cm?s ™, II. bolgede (8,8 + 0,1)x10 *cm?s™'; III. Bolgede ise (1,2+0,1)x107°
cm’s” olarak bulunmugtur. KA yonteminde Cotrell esitligi olarak da adlandirilan Esitlik

2.10 kullamlarak hesaplanan ortalama difiizyon katsaysi (4,8+0,2)x10~"cm?s 'dir.

INDA molekiillerinin CKE yiizeyine adsorbe olma kuvvetinin bir 6lgiisii olan yiizey
kaplama katsayis1 da, difiizyon katsayisinda oldugu gibi 3 farkli tarama hiz1 bolgesinde
hesaplanmustir. L. bdlgede (3,240,3)x10"° molem = II. Bslgede (6,9+0,5)x10"° molem %;
III. Bolgede ise (7,6+0,3)x10"? molem™ olarak bulunmustir. Sonu¢ olarak, bu ii¢
bolgede hesaplanan diflizyon ve ylizey kaplama katsayilarinin sayisal degerleri, diisiik
tarama hizlarinda elektrot tepkimesininadsorpsiyon kontrollii, yliksek tarama hizlarinda
difiizyon kontrollii; ara degerlerde ise her iki olaymn da birlikte etkin oldugunu

gostermektedir.
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Tarama hizina bagli olarak elektrot tepkime mekanizmasinin difiizyon kontrollii yada
adsorpsiyon konrollii olarak degismesi, DV caligmalarinda yapilan bagka bir deneysel
gozlem ile de dogrulanmistir. Bu ¢aligmada, yukarida sinirlari verilen her ii¢ tarama hizi
bolgesinde de 25 dongiilik donilisiimlii voltamogramlar alinmis ve su sonuglar

bulunmustur:

e [ bolgede ilk dongilideki akimin ardisik dongiilerde ciddi sekilde azaldigi ve
ticiincli dongiiden sonra ilk dongiideki akimin % 5 1 seviyesinde sabit kaldig1
gbzlenmistir. Yani tarama hizinin goreceli olarak diisiik tutuldugu durumlarda
elektrot ylizeyi daha ilk dongiilerde molekiil tarafindan bloke edilmekte ve
sonraki dongiilerde INDA molekiillerinin yiizeye erisimi ve elektron aktarimina

katilmasi engellenmektedir.

e II. Bolgede ardisik dongiilerde akim azalmakta ancak ylizeyin tamamen bloke
olup akimin ilk dongilideki akimin % 5 1 gibi seviyelere diismesi icin diigiik
tarama hiz1 caligmalarindakine gore ¢ok daha fazla dongliye ihtiyag

duyulmaktadir.

e [II bolgede ardisik dongiilerde neredeyse ayn1 akim iiretilmektedir. Yani tarama
hizi arttikca kiitle aktarimi ve yilizeyin kaplanmasi icin gereken siire
tamamlanmadan yani adsorpsiyon olmadan elektrokimyasal doniisiim

gerceklesmektedir.

4.1.3 MOE’nin elektrokimyasal davramsi

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

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

derisimlerde MOE igeren ¢ozeltilerin kullanilmasiyla alinan voltamogramlarda, pik
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akiminin artan MOE derisimi ile dogrusal olarak artmasi (Sekil 4.15, i¢ grafik) gbzlenen
bu indirgenme/yiikseltgenme pik ¢iftinin, MOE’nin ADCE yiizeyindeki
indirgenme/yiikseltgenmesine ait oldugu ve bu tepkimenin tersinir olabilecegi sonucunu
dogurmustur. Sekil 4.15’teverilen voltamogramlarin hemen hemen simetrik ve
indirgenme/ylikseltgenme potansiyelleri arasindaki farkin (AE) yaklasik sifir olmasi
MOE’nin ADCE yiizeyindeki indirgenme-yiikseltgenme olaymin elektrot yiizeyinde
gergeklestigini gostermektedir. Ciinkii akim degerinin 0 oldugu eksene gore simetrik
indirgenme-ylikseltgenme pik ¢iftinin gézlenmesi (AE = 0) adsorpsiyon kontrolli
mekanizmalarin, yani elektrot yiizeyinde gergeklesen elektron aktariminin en 6nemli
gostergelerinden birisidir (Brett ve Brett 1992, Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001,
Scholz vd. 2010). Bu durum ile indirgenmis ve yiikseltgenmis tiirlerin yiizeye yaklagik
ayni tutunma kuvveti ile adsorbe olmalar1 sonucunda ve yiizey ile adsorbe olan tiirlerin
Gibbs serbestlik enerjilerinin ayni oldugu durumlarda karsilasilacagi rapor edilmistir

(Gosser 1994) (Sekil 2.18, A).
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Sekil 4.15 MOE’nin déniisiimlii voltamogramlari. I¢ grafik: katodik ve anodik pik
akimlarinin MOE derisimi ile degisimi (CE: ADCE, »: 0,100 Vsﬁl, pH: 5.5,
Ey:-0,7V, Ez: -1,60V, E;: -0,7 V).

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

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

hizinin pik akimina etkisi incelendiginde ise;

PR

e indirgenme ve yiikseltgenme pik akiminin tarama hizi ile dogrusal degistigi,
e pik akimmin logaritmasinin tarama hizinin logaritmas: ile her iki pik i¢in
dogrusal olarak degistigi ve elde edilen dogrunun egiminin indirgenme piki i¢in
1,01; yiikseltgenme piki i¢in ise 0,95 oldugu
e indirgenme ve yiikseltgenme piklerinin akimlarinin tarama hizinin karekoki ile
dogrusal olarak degismedigi
goriilmiistiir. Bu sonuglardan, MOE’nin ADCE yiizeyindeki indirgenme ve
yiikseltgenmesinin adsorpsiyon kontrollii oldugu, yani elektron aktariminin elektrot
yiizeyinde gergeklestigi sonucuna varilmistir. Bunun yaninda NPV yénteminde alinan

voltamogramlarin pik seklinde go6zlenmesi (Scholz vd. 2010) de mekanizmanin

adsorpsiyon kontrollii oldugunu gosteren bir diger sonugtur.

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

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.16 MOE nin voltamogramlarina tarama hizinin etkisi. i¢ grafikler: (a) katodik
ve anodik pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi, (b) katodik ve anodik pik
akimlarinin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (c)
katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile degisimi (CE:
ADCE, Cyor= 0,50 mM, pH: 5,5, E;: -0,70 V, E;: -1,60V, Ej: -0,7 V).

Yapilan ¢alismalarda indirgenme pik potansiyelinin pH ile degisim esitligi, £,(V) =
—0,059 pH—1,04, (R’=0,9961) (Sekil 4.17, i¢ grafik) seklinde bulunmustur. Elde edilen
bu bagmtinin egimi, Esitlik 4.1 ile birlikte degerlendirilerek, indirgenme
mekanizmasina katilan proton sayisinin mekanizmada aktarilan elektron sayisina orani
hesaplanmis ve 0,997 olarak bulunmustur. Bu da MOE’nin indirgenmesinde
mekanizmaya esit sayida elektron ile protonun katildigin1 gostermektedir. Pik
akimlarinin pH ile degisimine bakildiginda, pH arttikca pik akimlarinda 6nemli bir
degism gozlenmemistir. Ancak en yiiksek akim pH 5,5’te elde edildiginden, diger

mekanizma ¢aligmalar1 bu pH’da yapiplmstir.

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

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

kadarlik miktarinin indirgenme i¢in harcandiginin tespit edilmesi miimkiin olmamuistir.

Bundan dolayi, indirgenme olayinda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi ig¢in

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

tarama hiz1 aralifinda ortalama elektron sayist 2,03+0,12 (N=15) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.17 MOE’nin KD voltamogramlarma pH’nin etkisi. I¢ grafik: pik potansiyelinin

pH ile degisimi (Cy0r = 2,0uM, CE: ADCE)

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

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

sonucindirgenme ve ylikseltgenmemekanizmalarina esit sayida elektronun aktarildiginin

yani tersinirligin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Biitiin bu sonuglardan, ADCE yiizeyinde MOE nin;

indirgenmesinin tersinir oldugu,

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

indirgenmesinin ADCE yiizeyinde, adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigi,
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e indirgenme ve indirgenmenin karsiliginda gerceklesen yiikseltgenmesinin
yaklagik ayni potansiyelde gerceklestigi
sonuglarina ulagilmistir. MOE’nin kimyasal formdilii incelendiginde, yapida birden fazla
indirgenebilecek fonksiyonel grubun bulundugu goriilmektedir. Ancak, ADCE
yiizeyinde hangi fonksiyonel grubun indirgendiginin belirlenmesi oldukg¢a giictiir.
Indirgenmenin hangi fonksiyonel grup iizerinden gerceklestigine 151k tutmak amaci ile,
tez kapsamindaki diger maddeler icin oldugu gibi, MOE i¢in de aym teorik
hesaplamalar yapilmis ve;
e vyapidaki en biiylik elektrostatik negatif yiikiin ester oksijeni iizerinde
bulundugu,
e cster oksijeninden sonra en biiylik negatif elektrostatik ylik merkezinin azot
atomunabagli karbonil oksijeni lizerinde bulundugu,
e LUMO grubu orbitallerinin bu iki gruptaki oksijen bolgesinde bulundugu,
e HOMO grubu orbitallerinin komsu karbonil gruplar tarafindan aktiflestirilen

NH grubu ile halka yapisinda bulunan N atomu {izerinde oldugu

belirlenmistir. Yapilan teorik caligmalarin sonuglari Sekil 4.18’de verilmistir. Bu
sonuglara gore, elektron aktarimindan oOnce gerceklestigi diisiiniilen proton
baglanmasinin, ya yapidaki en yiiksek negatif elektrostatik ylike sahip olan ester ya da
karbonil oksijenleri iizerinden gerceklesebilecegi sdylenebilir. Bu merkezlerin proton
baglayabilme yetenekleri, tasidiklari negatif elektrostatik potansiyel degerlerine
bakildiginda, yaklagsik olarak esit goriilmektedir. Protonlanma olaymin ester oksijeni
tizerinden yiiriimesi durumunda, elektrot tepkimesinin MOE molekiiliiniin aldehit ve
alkole doniismesine sebep olacak sekilde pargalanmasina yol actigi diigtiniilmektedir.
Protonlanma olaymin diger alternatif lizerinden gerceklesmesi durumunda ise karbonil
grubunun ilgili OH grubuna indirgendigi mekanizmanin gegerli olacagi
diisiiniilmektedir (Sekil 4.18). Ancak, bu mekanizmalardan ilkinin tersinir olma olasilig1
diisiik oldugundan, olas1 tepkime mekanizmasinin ikinci mekanizma olabilecegi
sonucuna varilmistir. Yapilan deneysel calismalar ve teorik hesaplamalarin sonuglari
birlikte degerlendirildiginde Sekil 4.19°da verilen mekanizmalarin onerilmesi uygun

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

Sekil 4.19 MOE icin ADCE yiizeyinde gerceklesen elektro-indirgenme tepkimesi igin
onerilen olas1 mekanizmalar

Yapilan mekanizma aydinlatma caligmalarindan sonra MOE’nin difiizyon katsayisi ve
yiizey kaplama katsayismin hesaplanmasi icin calismalar yapilmustir. Incelenen
mekanizmanin genis bir tarama hizi aralifinda adsorpsiyon kontrollii olmasindan dolay1
difiizyon katsayisinin hesaplanmasinda adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar igin
gelistirilen ve valide edilen Esitlik 4.3 kullanilmis ve ortalama difiizyon katsayisi
(3,5+0,4)<10 %cm®s™'  olarak  hesaplanmustir.  Yiizey kaplama  katsayismin
hesaplanmasinda ise, Esitlik 2.13 kullanilmis ve ortalama yilizey kaplama katsayisi
(7,240,6)x10™"° molem ? olarak bulunmustur. Hem difiizyon katsayisi hem de yiizey

kaplama katsay1 degerleri MOE’nin ADCE ylizeyindeki indirgenmesinin adsorpsiyon
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kontrollii olarak, yani elektrot yiizeyinde gergeklestigini destekler niteliktedir (Wang,
2000).

Bu calismada, MOE’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranislarina yonelik
caligmalar da yapilmistir. Bu amagla, dncelikle MOE’nin pH 5,0’da, BR tamponunda
farkli derisimlerde hazirlanan ¢o6zeltilerinin 0,65 V — 1,40 V arasinda dontisiimlii
voltamogramlart kaydedilmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.20’de verilmistir. S6z
konusu sekilden de goriildiigii gibi, yaklasik 1,18 V civarinda bir yiikseltgenme piki
gozlenmistir.  Farkli  derisimlerdeki MOE  c¢ozeltileri  kullanilarak  alinan
voltamogramlarin pik akimimnin MOE derisimi ile dogrusal olarak artmas1 (Sekil 4.20, i¢
grafik) belirtilen potansiyelde gozlenen yiikseltgenme pikinin MOE’nin CKE
yiizeyindeki yiikseltgenmesine ait oldugu sonucunu dogurmustur. Bu voltamogramlarda
herhangi bir indirgenme pikinin gozlenmemesi, MOE’nin CKE yiizeyindeki

yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini diislindiirmiistiir.

CKE yiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif oldugu belirlenen MOE’nin s6z konusu
yiizeydeki elektrokimyasal davranisi dncelikle DV yonteminde tarama hizi1 ¢aligsmasi
yapilarak ve tarama hizinin pik potansiyeli ve pik akimma etkisi incelenerek
arastirilmistir. Bu amagla, pH’s1 5,0’a ayarlanmig 0,45 mM MOE ¢ozeltisinin 0,005 Vs~
1= 0,750 Vs araligindaki farkli tarama hizlarinda voltamogramlar kaydedilmis ve bu
voltamogramlar ~ Sekil 4.21°de  verilmistir. =~ MOE’nin CKE  ylizeyindeki
yiikseltgenmesine ait oldugu diisiiniilen pik potansiyeli artan tarama hizi ile daha anodik
degerlere (daha yliksek potansiyellere) kaymasi ve her hangi bir indirgenme pikinin

gozlenmemesi MOE’nin CKE yiizeyinde tersinmez olarak yiikseltgendigi seklinde

degerlendirilebilir.
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Sekil 420 MOE’nin déniisiimlii voltamogramlari. I¢ grafik: pik akiminin MOE
derigimi ile degisimi (CE: CKE, o: O,IOOVS_I, pH: 5,0, Ex: 0,65 V, Eg
1,40V, E;: 0,65 V)

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

bozulma bu varsayimi destekler niteliktedir.
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Potansiyel, V(Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
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Sekil 4.21 MOE nin doniisiimlii voltamogramlarina tarama hizinin etkisi. I¢ grafikler:
(a) anodik pik akiminin tarama hizi ile degisimi, (b) anodik pik akiminin
logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (c) anodik pik
akiminin tarama hizinin karekoki ile degisimi, (d) anodik pik potansiyelinin
tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: CKE, Cyor = 0,45 mM, pH:
5,0, E»: 0,70 V, Ez: 1,40V, E: 0,70 V).

Tarama hizinin pik akimima etkisi de incelenmis vepik akiminmn 0,50 Vs'’den daha
kiiciik oldugu tarama hizlarinda tarama hizi ile dogrusal degismedigi, bu tarama
hizindan daha ytiksek tarama hiz1 degerlerinde ise pik akiminin tarama hizi ile dogrusal

PO

degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.21, i¢ grafik b). Aymi ¢aligmada, pik akiminin tarama
hizinin karekokii ile dogrusal degistigi (Sekil 4,21, i¢ grafik (c)) ve pik akiminin
logaritmas1 tarama hizinin logaritmasina karst grafige gecirildiginde elde edilen
dogrunun egiminin 0,53 oldugu (Sekil 4,21, i¢ grafik (d)) gorilmiistiir. Biitiin bu
sonuglar birlikte degerlendirildiginde, MOE’nin CKE yiizeyindeki ylikseltgenmesinin
difiizyon kontrollii olarak, elektrot/cozelti ara ylizeyinde gerceklestigi sonucuna
varilmistir. NPV calismalarinda elde edilen voltamogramlarin pik sekli yerine dalga

formunda olmasi1 da bu varsayimi desteklemektedir (Scholz vd. 2010).
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Potansiyvel, V (Ag/AgCI3M KCl've gbre)
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Sekil 4.22 MOE’nin doniisimlii voltamogramlarma pH’nin etkisi (I¢ grafik: pik
potansiyelinin pH ile degisimi, CMOE = 0,45 mM, CE: CKE)

MOE’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde, pH’ nin pik
parametrelerine etkileri de arastirilmistir. Bu ¢alisma i¢in, MOE derisimi 0,45 mM olan
cozeltilerin pH’s1 BR tamponu kullanilarak 2,0 — 10,0 arasinda degistirilmis ve bu
cozeltilerin doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.22). pH’nin 3,5’ten
daha kii¢iik oldugu durumda, MOE’nin yiikseltgenme pikinin 1,51 V’den daha anodik
potansiyellerde ¢oziicii piki ile birlestigi yani CKE’nin ¢alisma potansiyelinin disinda
kaldig1 goriilmiistir. pH’nin 3,5 ile 10,0 arasinda tutuldugu c¢ozeltilerde ise, pik
potansiyelinin artan pH ile daha diisiik potansiyellere dogru kaydig1 goriilmiistiir (Sekil
4.22).  Yani artan pH ile yiikseltgenme igin gereken potansiyel azalmaktadir. Bu
durum; yiiksek pH degerlerinde molekiiliin proton kaybetmesinin (deprotonasyonun)
kolaylasacagi ve deprotonasyon adiminmi elektron aktariminin izleyecegi varsayimi ile
aciklanmistir. Pik potansiyelinin pH’ya kars1t grafigi olusturuldugunda ise, pik
potansiyelinin pH ile dogrusal olarak degistigi ve pik potansiyelinin birim pH artisinda
76 mV daha kii¢iik potansiyele kaydigi goriilmiistiir (Sekil 4.22, i¢ grafik). Bu egimden
mekanizmaya katilan proton sayisinin, mekanizmada aktarilan elektron sayisina orani
1,28 olarak hesaplanmistir (Esitlik 4.1). Bu sonug, MOE’nin elektroyiikseltgenme

mekanizmasina esit sayida proton ve elektronun katildig: seklinde degerlendirilmistir.
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Elektrokimyasal tepkimede aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi icin, Bolim
3.10°da anlatildig1 gibi, pH 5,0’da 1,30 V’ta bulk elektroliz calismasi yapilmistir. Bu
caligmada. Yapilan bulk elektroliz calismalar1 sonucunda aktarilan elektron sayisi

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

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

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin H' / ¢” (CE) mekanizmasi iizerinden yiiriidiigiine,

e yiikseltgenme tepkimesine katilan elektron ve proton sayisinin esit olduguna,

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

o yikseltgenmesinin  diflizyon kontrollii olacak sekilde c¢ozelti/elektrot

arayiizeyinde gerceklestigine

karar verilmistir.

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

Onerilmistir.
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Sekil 4.23 MOE’nin CKE yiizeyinde ger¢eklesen elektro-ylikseltgenme tepkimesi icin
Onerilen olas1 mekanizmalar

Elektrokimyasal mekanizma aydinlatmaya yonelik ¢aligmalardan sonra MOE’nin CKE
yiizeyindeki yiikseltgenmesine ait bazi elektrokimyasal parametrelerin belirlenmesi i¢in
caligmalar yapilmistir. Bu c¢alismalarda, elektrot mekanizmasi difiizyon kontrolli
oldugu i¢in, diflizyon katsayisinin belirlenmesinde KA yontemi kullanilmis ve
MOE’nin difiizyon katsayis1 (2,57+0,09)x 10 °cm?s™" olarak hesaplanmistir. Hesaplanan
difiizyon katsayisinin biiyiikliigii, incelenen mekanizmanin difiizyon kontrollii oldugunu
destekler niteliktedir (Brett ve Brett 1994). KK c¢alismalarinda elde edilen sonuclar ise
Esitlikler 2.12 ve 2.13’te kullanilarak yiizey kaplama katsayisi hesaplanmistir. Bu
hesaplamalarin sonucunda yiizey kaplama katsayist (1,27+0,05)x10™"> molem™ olarak
bulunmustur. Hesaplanan yiizey kaplama katsayisinin olduk¢a kiiclik olmasi da
mekanizmanin  difiizyon kontrollii  oldugunun bir baska gostergesi olarak

degerlendirilmistir.

4.1.4 PER’in elektrokimyasal davramsi

PER’in ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglart doniisiimlii DV,
KDV, KK, KA ve BE yontemleriyle incelenmistir. Yapilan ¢aligmalarda PER’inCKE
yiizeyinde elektroaktif olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle, PER’in elektrokimyasal
davranigi sadece ADCE kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla, oncelikle PER’in pH
10,0’da BR tamponunda farkli derisimde c¢ozeltileri hazirlanip DV yonteminde

voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.24’te verilmistir. So6z
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konusu  sekilden de  gorildigi  gibi, yaklasik -1,05 V  civarinda
indirgenme/ylikseltgenme pik ¢ifti gozlenmistir. Farkli derisimlerdeki PER c¢ozeltileri
kullanilarak kaydedilen voltamogramlarda elde edilen yiikseltgenme ve indirgenme pik
akimlarinin PER derisimi ile dogrusal olarak artmasi (Sekil 4.24, i¢ grafik) ve aynm
kosullarda sadece BR c¢ozeltileri kullanilarak alinan Sl¢limlerde her hangi bir pikin
gozlenmemesi bu piklerin PER’in ADCE yiizeyindeki indirgenmesine ait oldugu

seklinde degerlendirilmistir.

Pik Ak p s

Ak, A

04 0.4 0.8 -1.0 12 1A 1.6
Potansivel, V (Ag/AgCLAM KCT've ghre)

Sekil 4.24 PER’in doniisiimlii voltamogramlar1. I¢ grafik: katodik ve anodik pik
akimlarinin PER derisimi ile degisimi(CE: ADCE, o: 0,100Vs ", pH: 10,0,
Ep:-0,40 V, E;z: -1,60V, E;: -0,40 V).

DV yonteminde yapilan 6l¢iimlerde hem indirgenme, hem de yiikseltgenme yoniinde
pik gozlenmesi ve anodik pik akiminin katodik pik akimina oraninin 1,0 degerine
oldukca yakin bulunmast PER’in ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir

olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

PER’in ADCE ylizeyindeki elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesine
yonelik caligmalarda oncelikle DV yonteminde tarama hizinin pik potansiyeli ve pik
akiminaetkisi incelenmistir. Bunun i¢in, pH’s1 10,0’a ayarlanmig 0,2 mM PER
¢ozeltisinin 0,025 Vs — 1,000 Vs arasindaki farkli tarama hizlarinda dénisiimli

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

yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir oldugu seklinde yorumlanmaistir.

Tarama hiz1 ile pik akiminin degisimi i,—v, ip—\/v, log i,—logv grafikleri ¢izilerek
incelenmistir (Sekil 4.25).Katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hiz1 ile dogrusal
degistigi, pik akimlarinin tarama hizinin karekdkii ile ise degisiminin ise dogrusal
olmadigr  belirlenmistir. Sonu¢  olarak, PER’in  ADCE  yiizeyindeki
indirgenme/yiikseltgenmesininadsorpsiyon kontrollii oldugu ve calisma elektrodu ile
PER arasinda gergeklesen elektron aktariminin elektrot yilizeyinde gerceklestigi
sOylenebilir. Pik akiminin logaritmasi, tarama hizinin logaritmasina kars1 grafige
gecirildiginde, elde edilen dogrusal grafigin egiminin katodik pik i¢in 0,99, anaodik pik
icin ise 0,88 olmas1 elektrot tepkime mekanizmasinin adsorpsiyon kontrollii oldugunu

desteklemektedir.

-14

(a) o qua=0730+0,00
Ri= 0,996

Biatodik E 25

Pik Ak, i

08 |

Akam, A

02 |

log(i, J=0,99logd- 6,13
Fe=0,9995
S R N )

s
: o

0.88logd- 6,26
0,9952

7 -13 10 06 -03
Tog (1)
‘

04 0,6 0.3 -1,0 -1.2 -14 -1,6
Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl've gore)

Sekil 4.25 PER’in déniisiimlii voltamogramlarma tarama hizinin etkisi. I¢ grafikler: (a)
katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi, (b) katodik ve anodik
pik akimlarinin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (c)
katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile degisimi (CE:
ADCE, Cpgr = 0,30 mM, pH: 10,0, E;: -0,40 V, E;: -1,60V, E;: -0,40 V).

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

akimi ve pik potansiyeline etkisi de incelenmistir. Bunun i¢in, PER derigimi 5,0 uM

110



olarak ayarlanan ¢ozeltilerin pH’st BR tamponu kullanilarak 2,4 — 10,2 arasinda

degistirilmis ve KD voltamogramlari alinmistir (Sekil 4.26).

18

Alam, pA

-0.9 -1,1 -13 -1.5
Potansiyel, V (Ag/AgCLAM KCl'ye gbre)

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

Sekilden de goriildiigii gibi, ilk iki pH degerinde yapilan 6l¢iimlerde sirasi ile -1,0 V ve
-1,15 V civarlarinda 6n pike benzer bir indirgenme dalgasi gozlenirken ana pik
gozlenmemektedir. pH’nin 4,7 oldugu 6l¢iimde ise s6z konusu 6n pikin potansiyeli
yaklasik 1,20 V degerine kaymakta, bununla birlikte bu 6l¢iimde yaklasik -1,30 V’ta
ana pik gozlenmektedir. Aym dl¢iimler DV’de yapildiginda KDV’de gozlenen 6n pik
tersinmez bir indirgenme olarak gozlenmistir. DV’de gozlenen bu pikin potansiyelinin
artan pH ile daha katodik degerlere dogru kaydigi ve ana pikin gozlendigi pH
degerlerinde bu pikin kayboldugu goriilmiistiir. Sekil 4.24 ve 4.25’te de goriildiigii gibi
ana pik olarak degerlendirilen pik indirgenme/yiikseltgenme pik ciftinden olusmaktadir.
Gozlendigi pH degerlerinde s6z konusu 6n pik ise tersinmez bir davranis sergilemistir.
On pikin parametrelerinin incelenmesine yonelik ¢alismalarda pik akimmin c¢ok kiigiik
olmasi, adsorpsiyondan kaynaklanan bir 6n pik olarak mi, yoksa gergek pik olarak mu
degerlendirileceginin kestirilememis olmas1 ve gozlendigi kosullarda pik potansiyelinin
hidrojen asir1 gerilimine oldukg¢a yakin bir potansiyelde gozlenmesi gibi sebeplerden

dolayr bu pikin parametreleri ile ilgili ayrintili ¢calisma yapilmamistir. Ana pik olarak
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belirlenen, DV’de derisim ve tarama hiz1 voltamogramlart Sekil 4.24 ve 4.25°te verilen
pik 4,7’ye kadarki pH degerlerinde gézlenmemekte, bu pH’dan sonra ise artan pH ile
daha diisiik katodik potansiyellere kaymakta, pH’nin 7’den biiylik olmas1 durumunda
ise s0z konusu pikin potansiyeli pH ile degismemektedir. Diisiik pH’larda ana pikin
gozlenmemesine gerek¢e olarak ana pik potansiyelinin hidrojen asir1 gerilimi ile
cakigmasi olarak kabul edilirse indirgenmenin diisiik pH’larda protonlanmay1 takip eden
elektron aktarimi, yiiksek pH’larda ise elektron aktarimini takip eden protonlanma

seklinde gerceklesecegi onerilebilir.

Mekanizmaya katilan elektron sayisinin belirlenmesi i¢in pH 10,0’dave potansiyelin
—1,35 V’ta sabit tutuldugu kosullarda bulk elektroliz yapilmistir. Yapilan bulk elektroliz
sonucunda elektrolizin pik akiminda ve pik potansiyelinde anlamli bir fark
olusturmadig1 goriilmiistiir. Bu sonug; elektroliz siiresince sistemden gecen yiik
indirgenmeye sebep olsa bile, indirgenen tiiriin tekrar yiikseltgenerek baslangi¢
molekiiline doniistiigii seklinde degerlendirilmistir. AE olarak da isimlendirilen,
indirgenme ve ylikseltgenme pik potansiyelleri arasindaki farkin 0 degerine oldukca
yakin olmasibu varsayimi desteklemektedir. Buna gore bulk elektroliz siiresince
sistemden gecen yiikiin ne kadarlik miktarinin indirgenme i¢in harcandiginin tespit
edilmesi miimkiin olmamistir. Bundan dolayi, indirgenme olayinda aktarilan elektron
sayisinin hesaplanmasi i¢in adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in Onerilen Esitlik
2.19 kullanilmis ve genis bir tarama hiz1 araliginda ortalama elektron sayisi 1,89+0,05
(N=20) olarak hesaplanmistir. Verilen doniisiimlii voltamogramlardaindirgenme ve
yiikseltgenme piklerinin akim ve alan degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu
goriilmektedir. Bu sonug, indirgenme ve ylikseltgenmemekanizmalarina esit sayida
elektronun aktarildigini, yani elektrot tepkimesinin tersinir mekanizmaya sahip oldugu

varsayimini desteklemektedir.

Buraya kadar yapilan caligmalarin sonuglar1 toparlanacak olursa, ADCE yiizeyinde
PER’in;

o yiiksek pH’larda gozlenen indirgenmesinin tersinir oldugu,

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

degisen ve tersinmez olan bagka bir pike sahip oldugu ve bu sinyalin pik olarak
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kabul edilmesi durumunda H'/e" (CE) mekanizmasi iizerinden yiiriiyen bir
mekanizmaya sahip oldugu,
o yiiksek pH’lardaki indirgenmesinde toplam 2 elektronun aktarildigi,
e yiiksek pH’lardaki indirgenmesinin ADCE yiizeyinde, adsorpsiyon kontrollii
olarak gerceklestigi,
o vyiikksek pH’lardaki indirgenme ve indirgenmenin karsiliginda gerceklesen
yiikseltgenmesinin yaklasik ayni potansiyelde gergeklestigi
sonuglarma ulasilmistir. PER’in kimyasal yapisi incelendiginde, yapida birden fazla
indirgenebilecek fonksiyonel grubun bulundugu goriilmektedir. Sadece bu veriler ile
ADCE yiizeyinde hangi fonksiyonel grubun indirgendiginin belirlenmesi oldukca
giictiir. Indirgenmenin hangi fonksiyonel grup iizerinden gergeklestigine 151k tutmak
amaci ile, tez kapsamindaki diger maddeler i¢in oldugu gibi PER i¢in de, ayni teorik

hesaplamalar yapilmis ve;

e vyapidaki en biiylik elektrostatik negatif yiikiin ester oksijeni {izerinde
bulundugu,

e cster oksijeninden sonra en biiylik negatif elektrostatik yiik merkezinin komsu
azot atomu tarafindan aktiflestirilen karbonil oksijeni lizerinde bulundugu,

e LUMO grubu orbitallerinin bu iki gruptaki oksijen bolgesinde bulundugu,

e HOMO grubu orbitallerinin komsu karbonil gruplan tarafindan aktiflestirilen
NH grubu ile halka yapisinda bulunan N atomu {izerinde oldugu

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

Bu sonuglara gore, PER molekiiliinde proton baglama olasiligi en biiylik olan iki
alternatif grubun, yapidaki en yliksek negatif elektrostatik yiike sahip olan bu ester ve
karbonil oksijenleri olmalidir. Protonlanma olayinin esterik oksijen tizerinden yliriimesi
durumunda, elektrot tepkimesinin PER molekiiliiniin aldehit ve alkole doniismesine
sebep olacak sekilde pargalanmasina yol actigi diislinlilmiistiir. Bu pargalanmanin
caligmalarin  yapildigi kosullarda tersinir olamayacagi diisiiniilmektedir. Ester
oksijeninin diisik pH’ya sahip c¢oOzeltilerde daha kolay ve etkin bir sekilde
protonlanabilecegi diisiiniildiigiinde 6n pik olarak degerlendirilen ve DV ¢alismalarinda
tersinmez ve pH’ya bagiml olarak gbzlenen pikin bu parcalanmaya neden olan elektro-

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

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

y Orbital En
Orbital No, U7 o

10§ — 007214

105 _D_ 0 0as52
104 —D— 0,03724
103 < }— -0 00139
LUMD 102 —D— =0 00814
101 —D— =0_01&54

100 {f— -0.2im2

23 —IEI— =0 24822

HOMO 38 -0.27340
37 flf— -0 2790
96 —ffl— -0 283%5
£ -0 29898

*1 Hartree = | .= 272010 eV = 2626 kj/mal

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

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

Yapilan mekanizma calismalarindan sonra PER’in ana pik olarak isimlendirilen ve
yiiksek pH degerlerinde gozlen pike ait diflizyon katsayis1 ve yiizey kaplama
katsayisinin  hesaplanmasi icin ¢alismalar yapilmustir. Incelenen mekanizmanin

adsorpsiyon kontrollii olmasindan dolay1 difiizyon katsayisinin hesaplanmasinda
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adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in gelistirilen ve valide edilen Esitlik 4.3
kullanilmis ve Sekil 4.25’te voltamogramlar1 verilen tarama hizi araliinda ortalama
difizyon Kkatsayist (8,7+0,5)x10 *cm?®s™ olarak hesaplanmistir. Yiizey kaplama
katsayisinin  hesaplanmasinda ise Esitlik 2.13 kullanilmis ve Sekil 4.25°te
voltamogramlar1 verilen tarama hizi aralifinda ortalama yiizey kaplama katsayisi
(9,3£0,7)x10™"" molem ™ olarak hesaplanmistir. Hem difiizyon katsayisinin hem de
yiizey kaplama katsayisinin degerleri PER’in ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin
adsorpsiyon kontrollii olarak, yani elektrot yiizeyinde gerceklestigini destekler
niteliktedir.

4.1.5 ZOF’un elektrokimyasal davranisi

ZOFun ADCE ve CKE ylizeylerindeki elektrokimyasal davranislart DV, KDV, KK,

KA ve BE yontemleriyle incelenmistir.

ZOFun ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesine yonelik
calismalarda oncelikle pH 5,7°de, BR tamponunda, farkli derisimlerde ZOF iceren
cozeltilerin (—0,20) V—(—1,75) V araliginda doniisiimlii voltamogramlar1 alinmistir. Bu
voltamogramlarda —0,75 V’de (PI),—1,25 V’de (PII) ve —1,65 V’de (PIII) pikleri
gozlenmistir. Sekil 4.29°dan da goriildiigii gibi PI bolgesinde gozlenen indirgenme
pikine karsilik gelen bir ylikseltgenme piki varken PII ve PIII bolgeleindeki
indirgenmelere karsilik gelen bir yiikseltgenme piki yoktur. Buna gore PI bdlgesinde
tersinir indirgenme/yiikseltgenme davranmisi gozlenirken, PII ve PIII bdlgelerinde
tersinmez indirgenme gozlendigi sdylenebilir. Ayrica, PI bolgesindeki indirgenmede bir

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

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

verilmigtir.
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Sekil 4.29 ZOF’un doniisiimlii voltamogramina tarama hizinin etkisi. Tarama hiz1 ile
pik akimlarinin degisimi (a) PI (b) PII (c) PIII; tarama hizinin logaritmasi ile
pik akiminin logaritmasin degisimi (d) PI (e) PII (f) PIII (CE: ADCE, Czor
=0,15mM, pH: 5,7, E»: -0,20V, E;: -1,70V, E;: -0,20V)

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

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

icin, pik akimi, tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak degismektedir.

e . 3 20 s
I Pkatodik in{WAY 1458+ 023 T huAm023E+000

1 p anodik ’. Ri=0.0026 ’ o | R ’b
S e | M # s &
£ 10 E ** 202t *
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Sekil 4.30 ZOF’un pik akimimnin tarama hizinin karekoki ile dgisimi (a) PI, (b)
PII ve (c) PII; (CE: ADCE, Czor = 0,15 mM, pH: 5,7, E;: -0,20V, E;: -
1,70V, E;: - 0,20V)

Alam, pA

o
| 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

5.0 . .
0,2 0.3 0.4 0,5 0.6 0,7 0.8

Potansivel. V (Ag/AgCL3MKCl've gire)

Sekil 4.31 ZOF’un déniisiimlii voltamogramina tarama hizinin etkisi. ¢ grafikler: (a)
i,—, log, (b) i,— logv, (c) i,~v (Czor= 0,05 mM, pH: 5,7, Ej: -0,20V, E,: -
0,80V, E;: -0,20 V)

ZOF derisimi Sekil 4.29°daki derisimin 1/3’line dustiriiliip sade PI bolgesini kapsayacak
sekilde potansiyel taramasi ve tarama hizi ¢alismasi yapildiginda bu bolgede yiiksek
ZOF derisiminde gozlenen 6n ve arka pikler kaybolmaktir (Sekil 4.31). Buna gore
yiiksek ZOF derisiminde gozlenen 6n ve arka piklerin madde derisiminden kaynaklanan
adsorpsiyon pikleri oldugu sdylenebilir. Ayrica yiikksek ZOF derisiminde PI
bolgesindeki indirgenme/yiikseltgenme piki igin belirtilen adsorpsiyon kontrollii

varsayimi bu caligma ile desteklenmistir. Cilinkii yapilan bu tarama hiz1 ¢aligmasinda
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elde dilen grafikler (Sekil 4.31, i¢ grafikler) incelendiginde hem katodik, hem de anodik
pik icin adsorpsiyon kontrollii elektrokimyasal doniistimlerin pikleri oldugu

sOylenebilir.

Diisitk ZOF derisiminde biitiin pikleri kapsayacak potansiyel araliginda tarama hizi
caligmas1 yapilip sonucu yiiksek derisimde yapilan tarama hizi sonuglar1 ile

karsilastirildiginda;

e Yiiksek ZOF derisiminde yapilan taramalarda PI indirgenmesinin akiminin PII

indirgenmesinin akimina orani 1 degerinden biiyiik bulunmakta,

e Diisiik ZOF derisiminde yapilan taramalarda ise birinci sonucun aksine PI
indirgenmesinin akiminin, PII indirgenmesin akimina orani1 1 degerinden kii¢iik

bulunmaktadir.

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

maddeden daha yliksek akim olusturabilecektir.

PI, PII ve PIII bolgelerinde gozlenen piklerin potansiyeli tarama hiz1 ile
degismemektedir. Bu davranis ters taramada yiikseltgenme piki veren PI bolgesi igin
beklenen ancak ters taramada yiikseltgenme piki vermedigi i¢in tersinmez mekanizma
olarak tahmin edilen PII ve PIII pikleri i¢in beklenenin disinda bir davranigtir. Yiizeye
adsorbe olan madde ile difiizyon tabakasinda bulunan ZOF molekiillerinin etkilesiminin

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

dalga voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.32)
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Sekil 4.32 ZOF’un KD voltamogramlarma pH’nin etkisi. I¢ garfikler pik
potansiyeli—pH grafigi (a) PI, (b) PII (Czor= 10uM)

Sekil 4.32°den de goriildigi gibi, PI ve PII pikleri ¢alismalarin yapildigr biitiin pH
degerlerinde gozlenmektedir. Bunun yaninda PI ve PII indirgenme pik potansiyellerinin
birim pH artigina karsilik 56 mV daha katodik degere kaydig: belirlenmistir. Buna gore
PI ve PII indirgenmelerinde elektron aktarimindan once protonlanma basamaginin
olmasi gerektigi soylenebilir. Sekil 4.32°de PI ve PII i¢in verilen i¢ grafiklerin
egimlerinden ve Esitlik 4.1°den her iki indirgenmede aktarilan elektron sayis1 kadar
protonun mekanizmada yer aldgi belirlenmistir.  Yapilan pH calismasinda pH’nin
5,7°den daha kiiclik olmas1 durumunda PIII indirgenme piki gézlenmemektedir. Bunun

sebebi ile ilgili iki olas1 agiklamanin yapilabilecegi diistintilmiistiir:

e PIII indirgenmesinin gergeklestigi elektroaktif merkez pH’nin 5,7 den kii¢iik

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

elektrodunun potansiyel sinirlar1 disinda kalmaktadir

Bu durumlardan hangisinin gecerli oldugu kolaylikla agiklanamamkla birlikte, ikinci
durum daha olas1 goriilmektedir. Ciinkii civa ylizeyinde ortamdaki hidronyum
tyonlarinin indirgenip hidrojen gazina doniismesine eslik eden ‘’hidrojen asir1 gerilim”’
pH’ya gore oldukca fazla degismekte ve diisiik pH’larda -1,15 V’a kadar inebilmektedir
(Bard ve Faulkner 2001). Boyle bir durumda hidrojen asir1 gerilimi gozlenen piklerin

akimini 6rtmekte ve gdzlenmesini engellemektedir.

Her bir indirgenme bdlgesinde aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi icin, pH 5,7°de
- 0,85V, - 1,55V ve — 1,75 V potansiyellerde ili¢ ayr1 bulk elektroliz yapilmistir.
Yapilan elektrolizler sonucunda sadece PII indirgenme piki kaybolurken diger piklerin
akim ve potansiyel degerlerinde elektroliz ile bir degisme gdzlenmemistir. Bu sonug PI
bolgesindeki piklerin anodik ve katodik potansiyelleri ayni oldugundan, indirgenme-
yiikseltgenme dongiisii olusturduklar1 seklinde degerlendirilmistir. ikinci ve iigiincii
hiicrelerde yapilan elektroliz caligmalarinin PII bdolgesindeki pikte degisiklikler
meydana getirmesi bu pikin olusumunda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi igin
yeterli degildir. Clinkli bu elektroliz ¢alismalarinda sistemden gegen yiik sadece PII
bolgesindeki indirgenme i¢in degil ikincisinde PI ve PII bolgesindeki indirgenmeler
icin, iiclinciisiinde ise PI, PII ve PIII bolgelerindeki indirgenmeler i¢in harcanmustir.
Yapilan elektroliz ¢alismalarinda her {i¢ elektroliz siiresince de sistemden gegen yiik
miktarlar izlenmis, — 1,55 V’deki hiicreden,— 0,85 V’deki hiicreden gegen yiikiin
yaklasik 2 katinin gectigi, — 1,75 V’deki hiicreden ise — 0,85 V’deki hiicreden gecen
yiikiin yaklasik 2,5 kat1 kadar yiikiin gegtigi belirlenmistir. Buna gore ilk iki hiicredeki
PI ve PII indirgenmesinde esit sayida, PIII indirgenmesinde ise PI ve PII’dekinin yaris1
kadar elektron aktarilmis olmalidir seklinde bir degerlendirme yapilmistir. PI igin,
elektrokimyasal donilisiim adsorpsiyon kontrollii oldugundan, aktarilan elektron
sayisiEsitlik 2.19 kullanilarak hesaplanmis (2,13+0,15) olarak hesaplanmistir. Bu
hesaplama sonucunda PI bolgesindeki elektrokimyasal doniisiim i¢in 2 elektronun
aktarildigi, bulk elektroliz sonucunda bulunan yiik oranlar1 bu sonug¢ ile birlikte
degerlendirildiginde PII icin 2, PII i¢in 1 elektronun aktarilmasi gerektigi

hesaplanmustir.
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Yukaridaki sonuglara gére ADCE yiizeyinde ZOF un;

e bir tersinir, iki tersinmez indirgenme pikine sahip oldugu,

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

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

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

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

belirlenmistir.

ZOF’un molekiil yapisi incelendiginde, yapida birden fazla olsa da indirgenebilecek
karbonil gruplarinin var oldugu goriilmektedir. Yapilacak mekanizma Onerisinde olasi
indirgenmelerin desteklenmesi amaciyla ZOF igin teorik hesaplamalar yapilmis ve;

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

e bu karbonil oksijeninden sonra en biiylik negatif elektrostatik ylik merkezinin
komsu kiikiirt atomu ve fenil grubu tarafindan aktiflestirilen karbonil oksijeni
tizerinde bulundugu,

e LUMO grubu orbitallerinin bu iki karbonil gruplarinda toplandigi,

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

belirlenmistir (Sekil 4.33).

PI ve PII indirgenmelerinde elektron aktarimindan Once protonlanma basamaginin
gerceklesmesi gerektigi belirtilmisti. Buna gore, molekiiliin elektrostatik potansiyelinin
en fazla negatif potansiyele sahip oldugu merkezin protonlanacagi, protonlanma
basamagini, yeterli negatif potansiyele sahip olan elektrottan elektronlarin
aktarilmasmin takip edece8i bir mekanizmanin Onerilmesinin uygun olacagi
diistiniilmiistiir. Buna gore PI’'in en negatif elektrostatik potansiyele sahip karbonil

grubunun, PII’nin ise, diger karbonil grubunun indirgenmesi sonucu olusacagi
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diistiniilmektedir. PIII’iin ise ZOF molekiillerinin kendi indirgenmesinden degil, ylizeye
adsorbe olan ZOF molekiillerinin  katalizorliigiinde  gerceklesen  hidrojen
indirgenmesinin (katalitik hidrojen) iirlinii olmas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Biitlin bu
verilerin 15181nda Sekil 4.34’te verilen indirgenme mekanizmalarinin 6nerilmesi uygun

bulunmustur.

Yapilan mekanizma aydinlatma caligmalarindan sonra gozlenen piklere ait diflizyon
katsayisi ve yiizey kaplama katsaymin belirlenmesi i¢in hesaplamalar yapilmis ve
Esitlik 4.3 kullanilarak PI boélgesindeki pik ic¢in ortalama difiizyon katsayisi
(4,3+0,2)x10™ cm’s ™ olarak bulunmustur. Aym parametre PII bolgesindeki indirgenme
piki icin ise, Esitlik 2.10 ve 2.21’in kullanilmastyla (2,1+0,1)x10" cm?®s™' degeri elde
edilmistir. PIII i¢in Esitlik 4.3°ten hesaplanan ortalama difiizyon katsayis1 (1,5+0,2)x10"
Sem’s'dir. PI i¢in KK ve DV yontemleriyle hesaplananyiizey kaplama katsayisi
(7,8+0,2)x107"" molem 2, PII ve PIII i¢in KK verileriyle hesaplanan yiizey kaplama
katsayilar1 ve sirasiyla (4,840,3)x10" molem ?ve (1,1£0,1)x10™"* molem ™ olarak
bulunmustur. Pik bdlgeleri i¢in hesaplanan diflizyon katsayilar1 ve yiizey kaplama
katsayilarinin degerleri, PI bolgesindeki elektrokimyasal doniisiimiin adsorpsiyon, PII
ve PIII bolgelerindeki doniisiimlerin ise diflizyon kontrollii olarak gerceklestiklerini

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

Sekil 4.33 Gausian 3.0 yazilim programi kullanilarak ZOF molekiilii i¢in yapilan
molekiiler orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bélgeleri
ve bu orbitallerin bagil enerji degerleri
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Sekil 4.34 ZOF molekiillerinin ADCE vyiizeyinde gerceklesen elektro-indirgenme
tepkimeleri i¢in Onerilen mekanizma

ZOFun ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesine yonelik
yapilan c¢aligmalardan sonra, s6z konusu molekiilin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal
davraniginin incelenmesine yonelik g¢alismalar yapilmistir. Bu amagla, ZOF’un pH
5,0’da BR tamponunda, farkli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerinin 0,60 V— 1,30V

araliginda doniisiimlii voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.35’te
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verilmistir. Sekil 4.35’ten de goriildiigli gibi, yaklastk 1,10 V civarinda bir
yiikseltgenme piki gozlenmistir. Farkli derisimlerdeki ZOF c¢ozeltileri kullanilarak
alinan voltamogramlardaki pik akiminin ZOF derisimi ile dogrusal olarak artmas1 (Sekil
4.35, i¢ grafik) s6z konusu pikin ZOF’un CKE vyiizeyindeki yiikseltgenmesine ait
oldugu sonucunu dogurmugstur. Bu voltamogramlarda her hangi bir indirgenme pikinin
gozlenmemesi, ZOF’un CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've gire)
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Sekil 4.35 Farkli derisimlerde ZOF igeren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlar (i¢
grafik: anodik pik akiminin ZOF derisimi ile degisimi, CE: CKE, V:
O,lOOVs_l, pH: 5,0, E,: 0,60 V, Ez: 1,30V, E;: 0,60V).

CKE yilizeyindeelektrokimyasal olarak aktif oldugu belirlenen ZOF’un bu c¢alisma
elektrodu ylizeyindeki elektrokimyasal davraniginin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk
olarak DV yonteminde tarama hizi ¢alismasi yapilmis ve tarama hizinin pik
parametrelerine etkisi incelenmistir. Tarama hiz1 ¢alismasi igin, pH’s1 5,0’a ayarlanmas,
0,56 mM ZOF ¢ozeltisinin 0,100 Vs'— 1,000 Vs~ araligindaki cesitli tarama hizlarinda
doniisiimlii voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 4.36). Bu ¢alismada tarama hizi arttikca
yiikseltgenme pik potansiyelinin daha anodik degerlere (daha yiiksek potansiyellere)
kaydig1 belirlenmistir. Pik potansiyelinin artan tarama hiz1 ile daha anodik degerlere

kaymasi, herhangi bir indirgenme pikinin = gozlenmemesi ile  birlikte
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degerlendirildiginde, ZOF’un CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinin tersinmez oldugu
sonucuna varilmigtir. Yapilan tarama hizi ¢aligmasinda, tarama hizinin pik potansiyeline
etkisini degerlendirmek icin, tarama hizinin logaritmasina karst pik potansiyelinin
grafigi cizilmis ve bu grafikte pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile E,(V) =
0,075 log V' + 1,15 (R* =0,9991) esitligine uyacak sekilde degistigi belirlenmistir (Sekil
4.36, i¢ garafik a). Olusturulan bu grafikte elde edilen egim degeri, Esitlik 4.2°de
kullanildiginda, anodik yiik aktarim katsayisi olan f ile mekanizmada aktarilan elektron
sayisinin (n) ¢arpimi (fn) 1,26 olarak hesaplanmistir. Ayni1 carpim degeri, doniistimlii
voltametri yonteminde yapilan tarama hizi ¢calismasinda elde edilen voltamogramlardaki
pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki farkin Esitlik 2.20°de kullanilmas ile
1,08 olarak hesaplanmistir. Bu parametre ayrica, kare dalga voltametrisi yonteminde
yapilan frekans calismasindan ise 1,18 olarak hesaplanmistir. Yiik aktarim katsayisinin
0 ile 1 arasinda deger alabilecegi ve bu parametrenin degerinin bir¢ok elektrot i¢in 0,5
oldugu diisiiniildiiglinde, ZOF’un CKE yiizeyindeki ylikseltgenmesine 2 elektronun
katildig1 soylenebilir. Mekanizmada aktarilan elektron sayisi 2 olarak kabul edilirse,
yiik aktarim katsayisinin ortalama degeri 0,58 civarinda bulunur ki; bu, ylikseltgenme
mekanizmasinda olustugu varsayilan aktiflesmis kompleksin tepkime koordinatina gore
simetri merkezinde degil, simetri merkezine gore biraz daha {irlinler tarafinda yer aldig1

anlamina gelmektedir.
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Potansivel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye gire)
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Sekil 4.36 Sabit derisimde ZOF igeren ¢ozelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alman donilisimlii  voltamogramlar (i¢ grafikler: (a) anodik pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (b) anodik pik
akiminin tarama hiz1 ile degisimi, (c) anodik pik akiminin logaritmasinin
tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (d) anodik pik akiminin tarama
hizinin karekoki ile degisimi, CE: CKE, Czor = 0,56 mM, pH: 5,0).

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

adsorpsiyon kontrollii olarak elektrot yiizeyinde gerceklestirildigi sonucu ¢ikarilmigtir.

ZOF molekiillerinin CKE vyiizeyindeki elektrokimyasal davranmisina pH’nin etkisi de
incelenmistir. Bunun i¢in, ZOF derisimi 4,0 mM olan ¢6zeltilerin pH’s1 BR tamponu
kullanilarak 1,0 ile 12,0 arasinda degistirilmis ve bu ¢ozeltilerin doniistimlii
voltamogramlart alinmistir (Sekil 4.37). Yapilan bu calismada ZOF’un yiikseltgenme
piki pH’nin 1,0 ile 7,0 arasinda oldugu durumlarda gézlenmis, daha yiiksek pH’ya sahip

cozeltiler kullanilarak yapilan caligmalarda yiikseltgenme piki goézlenmemistir.
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Incelenmekte olan pikin pH’nin 7,0’1n altinda olmasi1 durumunda gdzlenmesi ilk bakista
mekanizmada elektron aktarimindan once bir protonlanma basamaginin olmasi
gerektigini akla getirmistir. Ancak; bu gozlem, hem yiikseltgenme davranisinin
inceleniyor olmasi, hem de artan pH ile yiikseltgenme pik potansiyelinin daha kiiciik
potansiyellere kaymasi (Sekil 4.37) ile birlestirildiginde, proton kaybederek
deprotonasyona ugrayan tiiriin protonlanan tiire gore daha kolay elektron vererek

yiikseltgendigi seklinde degerlendirilmistir.

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

ve protonun katildig1 belirlenmistir.

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

elektronun transfer edildigi hesaplanmustir.

ZOF’un CKE ylizeyindeki elektrokimyasal davranisi ile ilgili bu noktaya kadar elde
edilen sonugclar birlestirildiginde, CKE yiizeyinde ZOF un;

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin H" / ¢” (CE) mekanizmasi {izerinden yiiriidiigiine,

e yiikseltgenme tepkimesine katilan elektron ve proton sayisinin esit olduguna,

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

e yiikseltgenmesinin adsorpsiyon kontrollii olacak sekilde elektrot ylizeyinde

gergeklestigine

karar verilmistir.

127



Potansivel, V (Ag/AgCV3MKCl'ye gire)
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Sekil 4.37 Sabit derisimde ZOF igeren c¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
dontistimlii voltamogramlari, (i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi,
CZOF =4 l’l’lM, CE CKE)

ZOF’un molekill formiilii incelendiginde, ylikseltgenebilecek grup olarak, kiikiirt
atomlarinin bulundugu merkezler ve fenil halkalarindan baska fonksiyonel grubun
olmadigr goriilmektedir. Bu gruplardan hangisinin yiikseltgenecegine, kiikiirt
gruplarinin yiikseltgenmesi durumunda hangi kiikiirt grubunun yiikseltgendigine 1s1k
tutacagi diisliniilen teorik hesaplamalar yapilmistir. Yapilan bu hesaplamalarin 6zeti
ZOF’un ADCE ylizeyindeki indirgenme mekanizmasinin anlatildigi kisimda verilmisti
(Sekil 4.33). Buna gére ZOFun HOMO olarak isimlendirilen en yiiksek enerjili dolu
molekiiler orbitalinin komsu fenil grubu tarafindan aktiflestirilen kiikiirt atomu iizerinde
oldugu belirlenmisti (Sekil 4.33). Yapilan elektrokimyasal ¢alismalarin sonuglari, teorik
hesaplamalarin sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde, ZOF’un CKE yiizeyindeki
yiikseltgenme mekanizmasinin  Sekil 4.38 verildigi sekilde Onerilmesi uygun

bulunmustur.
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Sekil 4.38 ZOF molekiillerinin CKE yiizeyinde gerceklesen elektro ylikseltgenme
tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

Yapilan mekanizma aydinlatma c¢alismalarindan sonra ZOF i¢in CKE yiizeyinde,
difiizyon katsayis1 ve ylizey kaplama katsayisi belirleme caligmalari yapilmistir.
Incelenen mekanizmanin adsorpsiyon kontrollii olmasindan dolayr difiizyon
katsayisinin hesaplanmasinda adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in gelistirilen ve
valide edilen Esitlik 4.3 kullanilmis ve Sekil 4.36’da voltamogramlar1 verilen tarama
hizi araliginda ortalama difizyon katsayist  (1,2+0,06)x10° cm’s'  olarak
hesaplanmistir. Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasinda ise Egsitlik 2.13
kullanilmis ve Sekil 4.36’da voltamogramlari1 verilen tarama hizi araliginda ortalama
yiizey kaplama katsayisi (7,3+£0,5)x10"'"" molem 2 olarak hesaplanmustir. Hem difiizyon
katsayisinin hem de yiizey kaplama katsayisinin degerleri ZOF’un CKE yiizeyindeki
yiikseltgenmesinin adsorpsiyon kontrollii olarak, yani elektrot yiizeyinde gerceklestigini

destekler niteliktedir.

4.2 Voltametrik Tayin Yontemi Gelistirme

Bu tez kapsaminda incelenen ila¢ etken maddelerinin elektrokimyasal davranisleriyla
ilgili veriler, s6z konusu HKA, INDA, MOE, PER ve ZOF olarak sembolize edilen ilag
etken maddelerinin nicel tayini i¢in voltametrik yoOntem gelistirilebilecegini
gostermistir. Voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda, bu maddelere ait iyi
tanimlanmis piklerden ve Boliim 4.1°de belirlenen optimum deneysel kosullardan
yararlanilmistir. Bu nedenle, bu boliimde sadece cihaz parametrelerinin ve segilen
voltametrik yonteme 6zgii parametrelerin optimizasyonu yapilmis ve her etken madde
icin, tek basina ve/veya uygun karisimlart i¢in voltametrik yontem gelistirilmistir.

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

olarak karsilagtirilmasi yapilmistir.

Asagida her bir ilag etken maddesi icin gelistirilen yontemler ve sonuclart ayrintili

olarak irdelenmistir.

4.2.1 HKA tayini icin voltametrik yontemler

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

yapilmis ve belirlenen optimum parametreler Cizelge 4.1°de verilmistir.

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

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

Parametre DPV KDV DPAAdASV | KDAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, V 0,300 | 0,300 0,300 0,300
Bitis potansiyeli, V 1,100 | 1,100 1,100 1,100
Pik Potansiyeli, V 0,720 | 0,725 0,780 0,770
Tarama iz, V/s 0,005 | 0,050 0,005 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,050 0,065 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 | 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,0 5,0 5,0 5,0
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,40 0,40
Biriktirme siiresi, s - - 120 120
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Sekil 4.39 HKA’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
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Sekil 4.40 HKA’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlart (i¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've gbre)
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Sekil 4.41 HKA’nin farkl derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar (i¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;,.: 0,4 V, t3;,: 120 s)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3MKCl'ye giire)
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Sekil 4.42 HKA’nin farkli derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlari (i¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;.: 0,4 V, t3;,: 120 s)

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

validasyon parametreleri belirlenmis ve bu parametreler Cizelge 4.2°de tablolanmistir.
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Cizelge 4.2 CKE kullanilarak HKA analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Validasyon Parametresi DPV KDV DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahg, molL™! 4,0 IOj 4,0 IOj 2,0 IO:z 2,0 IO:z
2,5%10 2,5%10 2,5%10 2,5%10
Regresyon esitliginin egimi(m), ALmol™ 0,040 0,093 0,161 0,322
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 1,17x107° | 3,03x107° | 1,44x107° | 2,69x107°
Regresyon standart sapmasi (s,), A 3,35x107 | 7,1x107 | 9,17x107° | 2,07x107°
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol ™ 0,0014 0,0029 0,0037 0,0084
Kesim noktasimin standart sapmasi (s), A 2,01x107° | 4,26x10°% | 5,29x107° | 1,19x107°
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™! 1,52x107° | 1,37x107° | 9,84x107° | 1,11x10°®
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 5,05x107° | 4,57x107° | 3,28x10° | 3,72x107°
Regresyon katsayisi (R?) 0,9919 0,9927 0,9963 0,9953
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 6,42 7,02 6,48 8,02
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 8,56 9,17 8,75 9,65
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 1,23 1,85 2,01 2,78
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 2,13 2,84 3,05 3,12

*Aymi ¢ozelti kullanilarak aymi giinde yapilan 5 6l¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullanilarak 5 farkh giinde yapilan 5 6l¢iim degeri igin

HKA igin, voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akimmin HKA derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayismimn (R’) 0,99°dan biiyiik oldugu,

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

oldukga iyi oldugu

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

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

e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal cahisma araligimin 2,0x10° M
(5,95 ng mL™") —2,5x10° M (743,8 ng mL ") oldugu,

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

yaklagik 2 kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlari uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

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

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e HKA icin rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 0,04-2,00 pgmL™
(1,34x107 M — 6,68x10°M) oldugu (Schulz ve Schmoldt 2003) gdz oniine
alindiginda gelistirilen voltametrik yoOntemlerin serumda HKA tayinine

uygulanabilecegidiisiiniilmiistiir.

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

voltamogramlar Sekil 4.43 — 4.46’da verilmistir.

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

ilag etken maddelerin tayin yontemleri i¢in de gecgerlidir:

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

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

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

Idrar + BR + 10,1 uM HKA: Optimum kosullardaki BR iizerine HKA derisimi 10,1 pM
olacak sekilde idrar-tablet ¢ozeltisi karisimindan eklenmistir.

BR + 17,6 uM HKA: Optimum kosullardaki BR iizerine HKA derigimi 17,6 uM olacak
sekilde daha standart HKA ¢6zeltisinden eklenmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCUAM KCl've gire)
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Sekil 4.43 HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari

Potansiyel, V (Ag/AgCl/AM KCl've gire)
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g) idrar + BR + 25,2 nM HEA

Sekil 4.44 HKA tayini icin yapilan uygulamalarda Cesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCIAM KCl'ye gre)
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Sekil 4.45 HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAJdSV voltamogramlari

Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye gire)
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) BR +0,352 M HKA

d) Serum + BR + 0,503 pM HEA

e) idrar + BR + 0,503 pA HECA

Sekil 4.46 HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSV voltamogramlari

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

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

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

birlikte Cizelge 4.3 — 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Tabletlerde HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm®, % BSS™, %
DPV 12,5 10,71; 11,11; 11,75; 12,19; 12,63 93,4 +7,7 6,7
KDV 12,5 10,88; 11,38; 12,25; 13,13, 13,50 97,8 +11,1 9,1

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

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.4 Idrarda HKA analizine ait sonuglar.

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

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.5 Serumda HKA analizine ait sonuglar.

Yontem® Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm’, % | BSS™, %
DPVI 30,0 27,75;28,15; 30,05; 31,02; 33,35 100,2 £9.4 7,6
DPVII 75,0 67,88; 68,38; 74,38; 80,01; 82,50 99,5 £10,9 8,9
KDVI 30,0 26,58;26,70; 27,61; 28,98; 31,50 94,2 48,5 7,2
KDV II 75,0 66,75; 70,05; 76,93; 78,48; 81,00 99,5 £9,9 8,0

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

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

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

degerlendirilmistir.

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

idrarda HKA tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.
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4.2.2 INDA tayini icin voltametrik yontemler

Bolim 4.1.2°’de ADCE ve CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenen
INDA’nin ADCE vyiizeyinde pH 4,8’de en yiiksek pik akimi olusturacak sekilde
indirgenme piki verdigi ve bu pikin akimmm INDA derisimi ile dogrusal olarak
degistigi (Sekil 4.7) belirlenmisti. Bundan yararlanarak, ADCE’de INDA’nin nicel
tayini icin DPV ve KDVyontemlerinin gelistirilmesinin  uygun olabilecegi
diistiniilmiistiir. Yontem gelistirme caligmalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin
dogrudan ve adsorptif siyirma modlarinda kullanilmas: ile dort ayr1 yontem
gelistirilmistir. Bu calismalarda, uygun derisimde INDA ¢ézeltileri kullanilarak yontem

ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 ADCE yiizeyinde INDA analizine yonelik yapilan voltametrik calismalar

i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

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

Cizelge 4.6’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin c¢esitli

derisimlerde INDA iceren ¢ozeltilerin farkli voltametrik ydntemlerde voltamogramlari
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alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.47 — 4.50°de verilmistir. Bu voltamogramlardaki
cesitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime karsi grafige gegirilerek
kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu dogrular

sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Sekil 4.47 INDA’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: INDA
derisimiile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.48 INDA’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: INDA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 449 INDA’nin farkli derisimlerdeki DPKAdJSV voltamogramlar (i¢ grafik:
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Sekil 4.50 INDA’nin farkli derisimlerdeki KDKAdSV voltamogramlar1 (i¢ grafik:
INDA derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ej;.: -0,45 'V, t;: 90
s)
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ADCE kullanilarak INDA tayini icin yapilan ydntem gelistirme calismalarindaki
kalibrasyon verileri en kiiclik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.7’ de tablolanmustir.

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

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASYV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahg, molL™ B,9% 10:2 B,9% IO:Z ot IOj ot IOj
2,5%10 2,5%10 4,4x10 4,4x10
Regresyon esitliginin egimi (#), ALmol™ 0,467 1,471 1,231 4,912
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 4,82x107 | 1,52x107° | 9,22x107° | 4,40x107°
Regresyon standart sapmasi (s,), A 3,12x107 | 9,81x107 | 1,09x10% | 4,15x10°®
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol™ 0,013 0,042 0,024 0,100
Kesim noktasinin standart sapmasi (s;), A 9,80x107 | 2,40x1077 | 4,66x107° 1,07x1078
Gézlenebilme simr1 (LOD), molL™! 627107 | 4,88x107 | 1,14x10° | 6,55x107°
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 2,09x107° | 1,63x107° | 3,80x10™° | 2,18x107°
Regresyon katsayisi (R?) 0,9942 0,9942 0,9976 0,9971
Giin ici akim tekrarlanabilirligi(% BSS) * 5,41 7,25 5,84 7,95
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi(% BSS) ** 7,65 8,37 7,85 9,75
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi(% BSS) * 1,05 1,65 2,05 2,13
Giinler aras potansiyel tekrarlanabilirligi(% BSS) ** 2,25 2,15 2,95 3,05

*Aymi ¢ozelti kullanilarak aymi giinde yapilan 5 6l¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullanilarak 5 farkh giinde yapilan 5 6l¢iim degeri igin

INDA i¢in, ADCE kullanilarak voltametrik tayin ydntemi gelistirme ¢alismalarinda;
e ortalama pik akimmnim INDA derisimi ile dogrusal degistigi,
e regresyon katsayismim (R”) 0,99°dan biiyiik oldugu,
e pik akimi ve pik potansiyelinin gilin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin
oldukga iyi oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de INDA tayini igin uygun oldugu ve;
e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢alisma araliklarinin ayni

8,5x107 M (0,31 pgmL ™) — 2,5x107° M (9,15 pg mL™") seklinde ayni oldugu,
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e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal calisma arahigmm 1,0x10° M
(3,65 ngmL™") — 4,4x10” M (160,6 ng mL™") seklinde oldugu,

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

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

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek derigimlerde
INDA icerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin; idrar, serum ve kan gibi eser miktarda INDA iceren biyolojik
orneklerde ise adsorptif styirma ydntemlerinin uygun olabilecegi

sonucuna varilmistir. Ayrica;

o INDA igin rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 15,0— 45,0 ng mL™
(4,1x10°* M —1,2x107"M) oldugu (Chen vd. 2006) goz Oniine alindiginda,
gelistirilen voltametrik yontemlerden adsorptif siyirma voltametrisine dayali
yontemlerin serumdaki tedavi edici INDA miktarmin, dogrudan voltametrik
yontemlerin ise ilag &rneklerindeki INDA tayinine uygulanabilecegini

diistindiirm{istiir.

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

voltamogramlar Sekil 4.51 — 4.54’te verilmistir.
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Sekil 4.52 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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Sekil 4.53 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPKAdSV voltamogramlari
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Sekil 4.54 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDKAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum igeren numunelerde
INDA nin indirgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmnin INDA derisimi ile
degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda INDA tayini i¢in voltametrik yontemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Cizelge 4.7’de verilen dogrusal calisma

araliklar1 diger bazi parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda INDA tayini
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icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada
ilaglarda INDA tayini i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

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

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

Cizelge 4.8 Tabletlerde INDA analizine ait sonuglar.

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

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

Cizelge 4.9 Idrarda INDA analizine ait sonuglar.

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 3,50 3,00; 3,10; 3,45; 3,60; 3,75 96,6 £11,4 9,5
DPV II 14,0 13,05; 13,25; 13,85; 14,25; 14,95 99,1 +6,8 5,6
KDVI 3,50 3,05; 3,15; 3,50; 3,65; 3,75 97,7+10,9 8,9
KDV II 14,0 12,105 13,25; 14,12; 14,65; 15,12 98,9 £10,7 8,7
DPAADSV1 0,20 0,18;0,18; 0,20; 0,21; 0,22 99,0 11,1 9,0
DPAADSV II 0,40 0,34; 0,38; 0,40; 0,42; 0,42 98,0 £10,4 8,5
KDAAdSV1 0,20 0,18; 0,19; 0,20; 0,21; 0,22 99,0 £9,9 8,1
KDAAdSV II 0,40 0,34; 0,37; 0,40; 0,42; 0,43 98,0 £11,5 8,4
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Cizelge 4.10 Serumda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, png Hesaplananlar, ng Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 3,50 3,05; 3,12; 3,42; 3,60; 3,70 96,5 +10,2 8,5
DPII 14,0 13,15; 13,20; 14,00; 14,25; 15,05 99,5 £7,0 5,7
KDVI 3,50 3,05; 3,10; 3,505 3,58; 3,75 97,0 £10,9 9,0

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

DPAADSV 1 0,20 0,17;0,18; 0,20; 0,20; 0,21 96,0 +10,2 8,6
DPAADSV II 0,40 0,32; 0,38; 0,39; 0,40; 0,42 95,5 11,7 8,9
KDAAdASV1 0,20 0,19; 0,19; 0,21; 0,21; 0,22 101,5 £7,5 5,9
KDAAdSV II 0,40 0,35; 0,37; 0,39; 0,42; 0,43 98,0 +10,4 8,5

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

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

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

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

idrarda INDA tayini igin kullamilabileceginin gostergesidir.

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

hazirlanan numuneler
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giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

INDA igin yapilan elektrokimyasal davranis inceleme ¢alismalarinda, INDA nin ADCE
yaninda CKE yiizeyinde de elektrokimyasal aktiflie sahip oldugu belirlenmisti.
Bundan hareketle, INDA tayini i¢in CKE kullanilarak voltametrik ydntem gelistirme
caligmalar1 da yapilmistir. Bu ¢aligmalarda da, aynen ADCE kullanilarak yapilan tayin
yontemi ¢aligmalarinda oldugu gibi, ilk olarak optimizasyon calismasi yapilmis ve

bulunan optimum degerler Cizelge 4.11°de verilmistir.

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

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

Cizelge 4.11’de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin, gesitli
derisimlerde INDA igeren ¢dzeltilerin voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar
Sekil 4.55 — 4.58’de verilmistir. Bu voltamogramlardaki cesitli derisimler i¢in, ortalama
pik akimlar1 derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her

bir yontem i¢in olusturulan bu dogrular sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Sekil 4.55 INDA’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: INDA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Sekil 4.56 INDA’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: INDA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCIV3M KCl'yve gire)
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Sekil 4.57 INDA’nin farkli derisimlerdeki DPAAdJSV voltamogramlar (i¢ grafik:
INDA derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;.: 0,0 V, #3;,: 120 s)

Potansiyel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye gbre)
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Sekil 4.58 INDA’nin farkli derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlar (i¢ grafik:
INDA derisimiile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;.: 0,0 V, ;2 120 s)

CKE kullanilarak INDA tayini igin yapilan ydntem gelistirme calismalarindaki

kalibrasyon verileri en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12 CKE kullanmilarak INDA analizi i¢in gelistirilen voltametrik ydntemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahgi, molL™ 2575)(10:: 275 10:: % 101 % 101
3,75x10 3,75x10 7,25%10 7,25%10
Regresyon esitliginin egimi (#), ALmol™ 0,317 0,413 1,038 1,162
Regresyon esitliginin kesim noktas: (b), A 4,46x107 | 5,72x107 | 2,09x10° | 3,17x107®
Regresyon standart sapmasi (s,), A 3,26x107 | 3,71x107 | 2,02x107° | 2,26x107°
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol™ 0,011 0,012 0,029 0,037
Kesim noktasinin standart sapmasi (s), A 1,78x107 | 2,03x107 | 6,01x10° | 5,65x107°
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™! 1,69x10° | 1,47x10° | 1,74x10° | 1,46x107®
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™" 5,62x107° | 4,90x107° | 5,79x107° | 4,87x107°
Regresyon katsayisi (R%) 0,9923 0,9941 0,9953 0,9928
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 8,75 9,56 9,45 8,95
Giinler arasi akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 10,21 10,75 11,05 11,52
Giin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,35 2,56 2,07 2,24
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,25 3,42 3,78 3,98

*Aymi ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aymi ¢ozelti kullanilarak 5 farkl giinde yapilan 5 6lgiim degeri icin

INDA i¢in, CKE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme calismalarinda

gelistirilen yontemlerin hepsinde;

e ortalama pik akiminin INDA derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisimnin (R) 0,99’dan biiyiik oldugu,

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

oldukga iyi oldugu

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

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

e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal oldugu ve bu yontemlerde dogrusal ¢aligma

araliginin 4,5x10° M (16,46 ng mL™") — 7,25x107° M (2652,3 ng mL™") oldugu,
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e kare dalga voltametri ile diferansiyel puls voltametri yontemlerinin dogrudan
uygulamalarda ve adsorptif siyirma uygulamalarinda yaklagik olarak aym
duyarliliga sahip oldugu,

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

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

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e INDA icin rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 15,0 — 45,0 ng mL™
(4,1x10°* M —1,2x107"M) oldugu (Chen vd. 2006) goz Oniine alindiginda,
gelistirilen voltametrik yontemlerden adsorptif siyirma voltametrisine dayali
yontemlerin serumdaki tedavi edici INDA miktarmin, dogrudan voltametrik
yontemlerin ise ilag Orneklerindeki INDA tayinine uygulanabilecegini

diistindiirm{istiir.

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

voltamogramlar Sekil 4.59 — 4.62°de verilmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgC/3AM KCl'ye giire)
1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5 0.4 03 0.2 0.1
0 L B e e S B e B S e —

6
12
el
5
< 18 CKE
DFV
a) fdrar + BR + 9,56 pM INDA
24 b) Serum + BR + 9,56 pM INDA
¢) SadeceSerum + BR
d) idrar + BR + 19,1 pM INDA
0 e) Serum + BR +19,1 pM INDA

Sekil 4.59 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari.

Potansiyel, V (Ag/AgCIYIM KCl've gire)
10 o0 08 07 06 05 04 03 02 01

6
12
R
£ 18
=2
=
24
a) ldrar + BR +9,56 pM INDA
L b) Serum +BR + 8,56 pM iINDA
30 ¢) Sadece Serum + BR
d) idrar + BR + 19,1 pM IND A
F €) Serum + BR + 19,1 pM INDA
36

Sekil 4.60 INDA tayini igin yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCL3M KCl'ye giire)
1.0 09 0.8 0,7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0,1

0
40
80
< 120
2
= 160
CKE
DPAAASY
200 a) Idrar + BR + 55 nM INDA
b) Serum + BR +55 nM IND4
240 c) SadeceSerum + BR
) idrar + BR + 109 aM INDA
250 e) Serum + BR + 109 nM INDA

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

Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl'yve gire)
1.0 09 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 03 02 0.1

u T T T T
60 |
120
el
2
180 CKE
KDAAQSY
a) idrar + BR +55 nM INDA
240 b) Serum + BR +55 nM iND4
¢) Sadece Serum + BR
) idrar + BR + 109 nM iND 4
200 ) Serum + BR + 109 nM iNDA

Sekil 4.62 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSV voltamogramlari

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

ile degistigi, ilaclarda, idrarda ve serumda INDA tayini icin voltametrik yontemlerin
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gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Bu voltamogramlardan INDA’nin yiikseltgenme
pikinin yaninda ayrica 0,30 V civarinda serumda bulunan iirik asite ait oldugu
diisiiniilen bir pik gézlenmektedir. Bu pikin akimi eklenen INDA ile degismedigi gibi
INDA nin yiikseltgenme pikinin potansiyel ve akimima her hangi bir girisim etkisinin
olmadig1 disiiniilmiistiir. Cizelge 4.12’de verilen dogrusal ¢alisma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda INDA tayini icin DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada ilaglarda INDA tayini

i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

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

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

Cizelge 4.13 Tabletlerde INDA analizine ait sonuglar.

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

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

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanum degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.14 Idrarda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, png Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSS®, %
DPVI 35,0 29,51; 31,04; 34,53; 36,54; 37,14 96,3 £11,9 9,9
DPV II 70,0 63,75; 65,50; 69,25; 71,25; 77,50 99,2 £9.6 7,8
KDVI 35,0 29,17; 31,82; 35,04; 36,03; 37,24 96,6 £11,9 9,9
KDV II 70,0 62,60; 70,00; 72,60; 74,75; 77,50 102,1 £10,1 7,9
DPAADSV 1 0,20 0,17;0,18; 0,20; 0,20; 0,21 96,0 £10,1 8,6
DPAADSV II 0,40 0,36; 0,38; 0,39; 0,40; 0,42 97,5 +6,9 5,7
KDAAdSV1 0,20 0,18; 0,19; 0,21; 0,22; 0,22 101,0 £11,8 9,4
KDAAdSV II 0,40 0,36; 0,37; 0,40; 0,41; 0,42 98,0 +8,1 6,6

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.15 Serumda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSS®, %
DPVI 35,0 30,82;31,24; 34,63; 35,52; 38,53 97,5+11,4 9,4
DPV II 70,0 65,90; 69,80; 70,01; 74,91; 77,52 102,3 £8,1 6.4
KDV 1 35,0 30,41;31,23; 35,04; 36,23; 37,84 97,5+11,4 9,4
KDV II 70,0 64,25; 66,21; 70,63; 73,69; 77,65 100,7 £9,8 7.8
DPAADSV I 0,20 0,18; 0,19; 0,20; 0,20; 0,22 99,0 +£9,2 7,5
DPAADSV II 0,40 0,36; 0,39; 0,39; 0,41; 0,44 99,5 49,2 7,4
KDAAdSV 1 0,20 0,17;0,19; 0,20; 0,21; 0,22 99,0 £11,9 9,7
KDAAdSV II 0,40 0,36; 0,38; 0,39; 0,41; 0,42 98,0 7,4 6,1

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

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

seklinde degerlendirilmistir.

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

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

kesinlik ile INDA nin tayin edilebileceginin gdstergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.2.3 PER tayini icin voltametrik yontemler

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

gelistirilmistir. Bu c¢alismalarda, uygun derisimde PER ¢d6zeltileri kullanilarak yontem

ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16 CKE ylizeyinde PER analizine yonelik yapilan voltametrik ¢caligmalar i¢in
belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V —-0,350 | —0,350 —-0,600 —0,450
Bitis potansiyeli, V —-1,600 | —1,600 —-1,700 —-1,600
Pik Potansiyeli, V —-1,180 | —1,180 —1,400 -1,300
Tarama hizi, V/s 0,004 0,075 0,004 0,075
Genlik, V 0,050 0,050 0,050 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,004 0,003 0,004 0,003
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,7 5,7 5,7 5,7
Biriktirme potansiyeli, V - - -0,500 -0,500
Biriktirme siiresi, s - - 180 180

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

sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Sekil 4.63 PER’in farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar (i¢ grafik: PER derisimi
pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.64 PER’in farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: PER
derisimiile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)

160



-250

-200 -

) Alkam, nA )

—
t’h
=

—
=
=

=0 b

Pik ik, niy

ip(mA)=0,204 ConsfmM)+ 3,08 o

]

R*=0,9889

..,-'

200 400 600  BOO 1000

Cppp, nhd

11 13
Potansiyel, V (Ag/AgCIIAM KCl've gbre)

-7

Sekil 4.65 PER’in farkli derisimlerdeki DPCAdSV voltamogramlar1 (i¢ grafik: PER
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ep;.: - 0,50 V, #3;,: 180 s)
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Sekil 4.66 PER’in farkli derisimlerdeki KDCAdSV voltamogramlar1 (i¢ grafik: PER
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ep;.: - 0,50 V, #,;,: 180 s)

PER tayini i¢cin ADCE kullanilarak yapilan yontem gelistirme g¢alismalarinda elde

edilen kalibrasyon verilerinin en kiiciik kareler yontemiyle degerlendirilmesi ile bazi

validasyon parametreleri belirlenmis ve bu parametreler Cizelge 4.17°de tablolanmustir.
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Cizelge 4.17 ADCE kullanilarak PER analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahgi, molL™ 3:0% 10175 3:0% 10175 10 IOj 10 IOj
1,05x10 1,05x10 9,5x10 9,5x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,039 0,074 0,204 0,834
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 5,0x10° | 7,0x10° | 3,08x10° | 7,50x107°
Regresyon standart sapmasi (s,), A 1,0x107° | 1,3x10° | 3,59x107° | 9,79x107°
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol ™ 0,0013 0,0011 0,004 0,010
Kesim noktasimin standart sapmasi (s), A 1,8x107° | 3,1x10° | 4,05x107"" | 2,20x107
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™! 1,31x107 | 1,25x107 | 5,96x107° | 7,93x107°
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 4,42x107 | 4,17x107 | 1,99x107° | 2,64x107°
Regresyon katsayisi (R?) 0,9947 0,9979 0,9973 0,9988
Giin i¢ci akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 4,41 5,25 6,48 5,95
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 8,65 7,47 7,78 7,62
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,03 2,15 2,05 1,98
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,39 3,45 3,15 2,35

*Aymi ¢ozelti kullamilarak aymi giinde yapilan 5 6lgiim degeri igin
**Aymi ¢ozelti kullamlarak 5 farkly giinde yapilan 5 6l¢iim degeri icin
PER i¢in, voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda;
e ortalama pik akiminin PER derisimi ile dogrusal degistigi,
e regresyon katsayisinimn (R’) 0,99°dan biiyiik oldugu
e pik akimi ve pik potansiyelinin gilin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin
oldukga 1yi oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de PER tayini i¢in uygun oldugu ve;
e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢calisma arliklarinin ayn1 ve
3,0<107 M (0,11 pg mL ™) — 1,05x10° M (3,87 ug mL™") oldugu,
e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diistik derisim araliginda dogrusal oldugu ve dogrusal ¢aligma araliginin 1,010~
M (3,68 ngmL™")— 9,5x10~ M (350,0 ng mL™") oldugu,
e dogrudan voltametrik yontemlerde kara dalga voltametri yonteminin diferansiyel
pulsa gore yaklasik iki kat; adsorptif siyirma voltametri yontemlerinde ise

yaklagik dort kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlari uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

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

sonucuna varilmistir. Ayrica;

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

diisiindiirm{istiir.

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

voltamogramlar Sekil 4.67 — 4.70’de verilmistir.

0,18

ADCE
DPV

L ) Serum + BR+095 uM PER

| Wyidrar+BR +095 )M PER
¢)BR +2.50 pM PER

[ &) Serum + BR + 4,08 uM PER

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

Alam, pA

0,05 -

0,00

05 06 07 085 09 10 11 12 13 14
Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've gire)

Sekil 4.67 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Sekil 4.68 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen KDV

voltamogramlari
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Sekil 4.69 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda g¢esitli ortamlarda kaydedilen
DPKAASV voltamogramlari
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Sekil 4.70 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
KDKAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde
PER’inindirgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akiminin PER derisimi ile
degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda PER tayini i¢in voltametrik yontemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Cizelge 4.17°de verilen dogrusal c¢alisma
araliklart diger baz1 parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda PER tayini
icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada

ilaglarda PER tayini i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

PER tayini i¢in dncelikle Sekil 4.63 — 4.66’da verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle PER derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.18 — 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.18 Tabletlerde PER analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 5,00 4,31; 4,45; 4,70, 4,95; 5,15 94,2 +8,6 7.4
KDV 5,00 4,35; 4,55, 4,92; 5,25; 5,32 97,6 £10,6 8,7

DPAADSV 5,00 4,31;4,91; 5,05; 5,23; 5,35 99,4 10,1 8,2
KDAAdSV 5,00 4,40; 4,90, 5,05; 5,15; 5,30 99,0 +8,5 6,9

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.19 Idrarda PER analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % BSS®, %
DPVI 3,50 3,37; 3,41; 3,50, 3,67; 3,81 101,5 £6,6 5,2
DPVII 15,00 14,50; 14,80; 15,00; 15,75; 16,25 101,7 £5,9 4,7
KDV 1 3,50 3,42; 3,48; 3,65; 3,75; 3,85 103,7 £6,4 4,9
KDV II 15,00 13,75; 14,75, 15,25; 15,35, 16,00 100,1 +6,9 5,6
DPAADSV I 0,25 0,23; 0,24; 0,25; 0,27; 0,28 101,6 £10,3 8,2
DPAADSV II 0,50 0,46; 0,49; 0,51; 0,51; 0,54 100,4 +7,3 59
KDAAdSV 1 0,25 0,22;0,25; 0,25; 0,27; 0,27 100,8+10,2 8,1
KDAAdSV II 0,50 0,49; 0,50; 0,51; 0,53; 0,55 103,2 £6,0 4,7

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.20 Serumda PER analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 3,50 3,24; 3,27;3,52; 3,61; 3,79 99,6 +8,3 6,7
DPVII 15,00 13,62; 13,75; 14,92; 15,00; 16,75 98,7 £10,4 8,5
KDV 1 3,50 3,10; 3,15; 3,38; 3,65; 3,82 97,7 11,1 9,1
KDV II 15,00 13,35; 14,12; 15,00; 15,82; 16,25 99,4 £9,9 8,0
DPAADSV I 0,25 0,22; 0,23; 0,25; 0,26; 0,27 98,4 £10,3 8,4
DPAADSV II 0,50 0,44; 0,48; 0,50; 0,51; 0,53 98,4 +8,5 6,9
KDAAdSV 1 0,25 0,22; 0,24; 0,25; 0,26; 0,28 99,6 £10,3 83
KDAAdSV II 0,50 0,43; 0,46, 0,51; 0,53; 0,54 98,8 £11,7 9,6

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.18’de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10°’dan daha kiiciik BSS ile % 94,2 =% 99,4 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda PER tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.19°daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derigimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda PER tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda PER tayini ile ilgili Cizelge 4.20°de elde edilen veriler, serumda bulunan
tirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir Onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile PER’in tayin edilebileceginin gdstergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.2.4 MOE tayini icin voltametrik yontemler

Bolim 4.1.3’te ADCE ve CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenen
MOE’nin ADCE yiizeyinde pH 5,5’te en yiiksek pik akimi olusturacak sekilde
indirgenme piki verdigi ve bu pikin akiminin MOE derigimi ile dogrusal olarak degistigi
belirlenmisti (Sekil 4.15). Bundan yararlanarak, ADCE’de MOE’nin nicel tayini i¢in
DPVve KDV yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diisliniilmiistiir. Yontem

gelistirme c¢aligmalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan ve adsorptif

styirma modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem gelistirilmistir. Bu ¢alismalarda,
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uygun derisimde MOE c¢ozeltileri kullanilarak yontem ve cihaz parametrelerinin

optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21 ADCE yiizeyinde MOE analizine yonelik yapilan voltametrik ¢alismalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, V -0,700 | —0,700 —-0,800 —-0,900
Bitis potansiyeli, V —-1,600 | —1,500 —-1,700 -1,800
Pik Potansiyeli, V —-1,235 | —1,205 —-1,390 —-1,400
Tarama hizi, V/s 0,005 0,050 0,005 0,075
Genlik, V 0,065 0,050 0,065 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,5 5,5 5,5 55
Biriktirme potansiyeli, V - - -0,500 -0,500
Biriktirme siiresi, s - - 210 210

Cizelge 4.21°de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin c¢esitli
derisimlerde MOE igeren ¢ozeltilerin farkli voltametrik yontemlerde voltamogramlari
alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.71 — 4.74’te verilmistir. Bu voltamogramlardaki
cesitli derisimler icin, ortalama pik akimlari derisime kars1 grafige gecirilerek
kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu dogrular

sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Sekil 4.71 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.72 MOE’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.73 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPKAdSV voltamogramlari (i¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ep;.: - 0,5 V, ;2 210 s)
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Sekil 4.74 MOE’nin farkli derisimlerdeki KDKAdSV voltamogramlar1 (i¢ grafik:
MOE derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ej;.: - 0,5 V, t;,2 210
5)

ADCE kullanilarak MOE tayini i¢in yapilan yontem gelistirme ¢aligmalarindaki
kalibrasyon verileri en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.22°de tablolanmistir.
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Cizelge 4.22 ADCE kullanilarak MOE analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin

kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahgi, molL™ >0% 10:: >0% 10:: 10 101 10 101
3,0x10 3,0x10 1,35x10 1,35x10
Regresyon esitliginin egimi (#), ALmol™ 0,092 0,224 0,201 0,619
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 8,8x107° | 1,38x107 | 1,0x107° 1,01x1077
Regresyon standart sapmasi (s,), A 5,6x10° | 7,510 | 9,0x107 2,3x10°8
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol ™ 0,002 0,003 0,007 0,017
Kesim noktasimin standart sapmasi (s), A 8,0x10° | 1,7x10°% 1,0x107° 2,0x107°
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™! 2,71x107 | 2,23x107 | 1,0x107® 1,1x107
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 9,01x107 | 7,42x107 | 3,3x10°* 3,6x10°%
Regresyon katsayisi (R?) 0,9960 0,9988 0,9894 0,9932
Giin i¢ci akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 3,78 2,99 5,48 4,86
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 6,45 4,78 6,87 8,32
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,05 1,85 2,35 2,31
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 4,26 3,05 3,98 3,45

*Aymi ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aymi ¢ozelti kullanilarak 5 farkl giinde yapilan 5 6lgiim degeri icin

MOE i¢in, ADCE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda;

e ortalama pik akiminin MOE derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisiimn (R’) 0,98’den biiyiik oldugu

e pik akimi ve pik potansiyelinin gilin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin
oldukga iyi oldugu

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

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢alisma araliklarinin ayni
ve 5,010 M (0,25 pg mL™") — 3,0x107°> M (15,0 pg mL™) oldugu,

e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal oldugu ve bu yontemlerde dogrusal ¢aligsma
araliginim 1,0x10° M (4,98 ngmL ™) — 1,35x10° M (673,2 ng mL™") oldugu,

e kare dalga voltametrinin diferansiyel puls voltametriye gore dogrudan
voltametrik yontemlerde yaklasik 2,5 kat, adsorptif siyirma voltametri

yontemlerinde ise yaklasik ii¢ kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlari uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

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

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e MOE ig¢in rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozu belirlenememistir, ancak

gelistirilen voltametrik yOntemlerin yeterli alt tayin sinirmma sahip oldugu

diistiniilmektedir.

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

voltamogramlar Sekil 4.75 — 4.78’de verilmistir.

0.9

ADCE
DPV
07 b 2)Serum+BR+20 uMMOE
by fdrar + BR +2,0 yM MOE
L c)BR+4,5 pMMOE
d) Serum + BR + 7,0 pM MOE
 e)idrar + BR + 7,0 pM MOE

Alam, pA

03 L

01 L

0.8 09 -1.0 -11 -12 -13 -4
Potansiyel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye gore)

Sekil 4.75 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Potansiyvel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye gore)

Sekil 4.76 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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Potansiyvel, V (Ag/AgCI3M KCl'yve gire)

Sekil 4.77 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPKAJdSV voltamogramlari
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Sekil 4.78 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDKAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum i¢eren numunelerde MOE’nin
indirgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmin MOE derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda MOE tayini i¢in voltametrik yoOntemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Cizelge 4.22°de verilen dogrusal calisma
araliklar1 diger bazi1 parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda MOE tayini
icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada
ilaglarda MOE tayini i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

MOE tayini i¢in Oncelikle Sekil 4.71 — 4.74’te verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle MOE derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.23 — 4.25’te verilmistir.
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Cizelge 4.23 Tabletlerde MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm'", % | BSS™, %
DPV 7,5 7,01;7,25;7,51;7,75; 8,20 100,6 7,6 6,1
KDV 7,5 6,99; 7,12; 7,48; 7,65; 8,25 99,9 +8,3 6,6

DPAADSV 7,5 7,005 7,25; 7,56; 7,85; 8,15 100,8 7,6 6,1
KDAAdSV 7,5 7,02;7,35; 7,50, 7,50; 8,12 99,9 +6,6 5.3

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.24 Idrarda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSS®, %
DPVI 10,0 9,36; 9,52; 9,86, 10,00; 10,50 98,5 +5,5 4,5
DPVII 35,0 32,15; 34,75; 35,00; 36,00; 37,00 99,9 +6,5 5,2
KDV 1 10,0 9,12;9,52; 9,96, 10,50; 10,70 99,6 +£8.,2 6,6
KDV II 35,0 32,00; 33,25; 34,65; 35,15; 36,75 98,2 £6,5 53
DPAADSV I 0,50 0,46; 0,48; 0,51; 0,51; 0,52 99,2 6,2 5,1
DPAADSV II 3,50 3,25; 3,47, 3,55; 3,65; 3,72 100,8 £6,5 5,2
KDAAdASV 1 0,50 0,45; 0,47;0,51; 0,52; 0,53 99,2 +8,5 6,9
KDAAdSV II 3,50 3,15; 3,37; 3,58, 3,65; 3,72 99,8 +8,3 6,7

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.25 Serumda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem® Eklenen, png Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSS, %
DPVI 10,0 9,47, 9,62; 9,86; 10,26; 10,74 99,9 +6,4 5,1
DPVII 35,0 33,85; 34,58; 35,45; 36,75; 38,75 102,5 £6,9 5.4
KDVI 10,0 9,34; 9.,48; 9,92; 10,40; 10,60 99,5 +6,9 5,6
KDV II 35,0 31,85;32,15; 34,05; 35,005 36,25 96,7 £6,7 5,5

DPAADSVI 0,50 0,48; 0,49; 0,50; 0,51; 0,51 99,6 £3,2 2,6
DPAADSV II 3,50 3,19; 3,22; 3,45; 3,50; 3,61 96,9 £6,5 5.4
KDAAdASV I 0,50 0,48; 0,49; 0,50; 0,53; 0,55 101,6 +7,8 6,2
KDAAdSV 11 3,50 3,22;3,42; 3,505 3,58; 3,65 99,3 £5,9 4,8

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanum degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.23’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %

10°dan daha kiigiik BSS ile % 99,9 — % 100,8 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda MOE tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.24°teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda MOE tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda MOE tayini ile ilgili Cizelge 4.25’te elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile MOE’nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

MOE i¢in yapilan elektrokimyasal davranis inceleme ¢alismalarinda, MOE’nin ADCE
yaninda CKE yiizeyinde de elektrokimyasal aktiflie sahip oldugu belirlenmisti.
Bundan hareketle, MOE tayini i¢in CKE kullanilarak ta voltametrik yontem gelistirme
caligmalar1 yapilmistir. Bu calismalarda da, aynen ADCE kullanilarak yapilan tayin
yontemi ¢aligmalarinda oldugu gibi, ilk olarak optimizasyon calismasi yapilmis ve

belirlenen optimum degerler Cizelge 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.26’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin c¢esitli
derisimlerde  MOE igeren c¢ozeltilerin  belirtilen  voltametrik ~ yontemlerde
voltamogramlart alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.79 — 4.82’de verilmistir. Bu

voltamogramlardaki ¢esitli derisimler icin, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige
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gecirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.

Cizelge 4.26 CKE yiizeyinde MOE analizine yonelik yapilan voltametrik ¢aligmalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV | DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, V 0,300 0,300 0,500 0,500
Bitis potansiyeli, V 1,300 1,300 1,550 1,500
Pik Potansiyeli, V 1,105 | 1,120 1,340 1,250
Tarama hizi, V/s 0,004 0,050 0,004 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,065 0,065 0,065
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,004 0,002 0,004 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,0 5,0 5,0 5,0
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,500 0,500
Biriktirme siiresi, s - - 180 180
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Potansivel, V (Ag/AcCI3IM KCl'ye gire)
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Sekil 4.79 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Sekil 4.80 MOE’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCU3IM KCl've gbre)
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Sekil 4.81 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar (i¢ grafik: MOE
derigimi, Cyiog, ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;.:0,0 V, f;: 120 s)

Potansiyel, V (Ag/AgCI3AM KCl've gire)
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Sekil 4.82 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar (i¢ grafik: MOE
derigimi, Cyiog, ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;.:0,0 V, f;: 120 s)
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CKE kullanilarak MOE tayini i¢in yapilan ydntem gelistirme ¢aligmalarindaki
kalibrasyon verileri en kiiclik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

parametreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.27°de tablolanmistir.

Cizelge 4.27 CKE kullanilarak MOE analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASYV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahg, molL™ 240 102 240 102 240 IO:z 240 IO:z
1,95x10 1,95x10 2,0x10 2,0x10
Regresyon esitliginin egimi (#), ALmol™ 0,010 0,026 0,116 0,165
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 4,65x107 | 1,67x107° | 1,81x107 | 2,36x107°
Regresyon standart sapmasi (s,), A 5,010 | 8,9x10°® 5,0x107 8,7x107°
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol™ 0,0003 0,0005 0,003 0,0048
Kesim noktasinin standart sapmasi (s;), A 2,3x107 | 4,2x107° 3,7x107"° 8,0x107°
Gézlenebilme simr1 (LOD), molL™! 721107 | 4,81x107 | 9,55x107° | 1,47x10°®
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 2,39x107° | 1,60x107 | 3,18x10™° | 4,88x107°
Regresyon katsayisi (R?) 0,9927 0,9967 0,9951 0,9926
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 7,65 6,78 5,67 6,56
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 9,48 8,92 4,79 8,97
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 3,12 2,98 2,76 2,48
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,49 3,33 3,23 3,96

*Ayni ¢ozelti kullamilarak ayni giinde yapilan 5 6lgiim degeri igin
** Ay ¢ozelti kullamlarak 5 farkl: giinde yapilan 5 élgiim degeri igin
MOE i¢in, CKE kullanilarak voltametrik yontem gelistirme ¢aligmalarinda;
e ortalama pik akimmin MOE derisimi ile dogrusal degistigi,
e regresyon katsayisinimn (R’) 0,99°dan biiyiik oldugu
e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-aras1 tekrarlanabilirliklerinin
oldukga iyi oldugu
gorilmistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de MOE tayini i¢in uygun oldugu ve;
e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢calisma arliklarinin ayn1 ve
2,0x10° M (0,99 pg mL ™)~ 1,95x10* M (97,22 pg mL™) oldugu,
e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal ¢alisma arahgin 2,0 x10° M

(9,97 ngmL™") — 2,0x10° M (997,0 ng mL™") oldugu,
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e kare dalga voltametri yonteminin diferansiyel puls voltametri yontemine gore
dogrudan voltametrik yontemlerde 2,5; adsorptif siyirma yontemlerinde ise
yaklasik 1,5 kat daha duyarli oldugu,

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

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

sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem kullanilarak piyasadaki
mevcut ilaclar ile idrar ve serumda MOE tayini yapilmistir. Tayin calismasinda
kullanilan numune ¢ozeltileri Boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 sekilde hazirlanmis,
bu numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlart alinmis ve bu
voltamogramlar Sekil 4.83 — 4.86’da verilmistir.

Potansivel, V (Ag/AgCIIAM KCl've gbre)
13 12 1,1 1.0 0.9 0,8 0,7 0.6 0.5

0,02

Alam, pA

CEE
DPV

a) Serum + BR +5,8 pM MOE

b) fdrar + BR + 5,8 pM MOE

¢)BR +6,9 pM MOE

d) Serum + BR + 8,0 pM MOE

¢) idrar + BR + 8,0 pM MOE

Sekil 4.83 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl've giire)
13 12 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5
002 —T T —T T

a) Serum + BR + 5.8 ph MOE

033 b fdrar + BR + 5,8 pM MOE
e ) BR + 6,9 pM MOE
o0 L d) Serum + BR + 8,0 pM MOE

e) idrar + BR + 8,0 pM MOE

Sekil 4.84 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda Cesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari

Potansivel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye gbre)
15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05

25 . . . . . .
a0t
< 85 |
g 2
=
= 140 [
F e CEE
195 " DPAAASY
) Serum + BR + T0 nM MOE
'/ b) idrar + BR + 70 nM MOE
25,0 ) BR + 107 nM MOE
I d) Serum + BR + 144 nM MOE
f e)idrar + BR + 144 nM MOE

Sekil 4.85 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAdSV voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCI3AM KCl've gre)
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s / d) Serum + BR + 144 nM MOE
” ¢) fdrar + BR + 144 nM MOE

Sekil 4.86 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSYV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum i¢eren numunelerde MOE’nin
yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akiminin MOE derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda MOE tayini i¢in voltametrik yoOntemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Cizelge 4.27°de verilen dogrusal c¢alisma
araliklar1 diger baz1 parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda MOE tayini
icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada

ilaglarda MOE tayini i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

MOE tayini i¢in dncelikle Sekil 4.79 — 4.82°de verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle MOE derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.28 — 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.28 Tabletlerde MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 7,5 7,01;7,25;7,51;7,75; 8,20 100,6 7,6 6,1
KDV 7,5 6,99; 7,12; 7,48; 7,65; 8,25 99,9 +8,3 6,6

DPAADSV 7,5 7,00; 7,25; 7,56; 7,85; 8,15 100,8 7,6 6,1
KDAAdSV 7,5 7,02;7,35; 7,50, 7,50; 8,12 99,9 +6,6 53

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.29 I1drarda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem® Eklenen, png Hesaplananlar, ng Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 25,0 22,48; 22,80; 24,38; 25,00; 27,50 97,7+10,0 8,3
DPVII 40,0 36,74;39,71; 40,00; 41,14; 42,29 99,9 £6,5 5,2
KDVI 25,0 22,80; 23,35; 24,88, 26,38; 27,40 99,8 £9,7 7,8
KDV II 40,0 36,57; 38,00; 39,60; 40,17; 42,00 98,2 £6,5 5.3

DPAADSVI 3,5 3,16; 3,35; 3,52; 3,67; 3,85 100,3 £9,6 7,7
DPAADSV II 7,0 6,51;6,93;7,11; 7,30; 7,45 100,9 £6,5 5,2
KDAAdASV I 3,5 3,10; 3,45; 3,59; 3,75; 3,88 101,5 +10,7 8,5
KDAAdSV II 7,0 6,35; 6,85;7,25; 7,45; 7,65 101,6 £9,2 7.3

“ortalama + ts/\N, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.30 Serumda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 25,0 24,04; 24,41, 25,03; 26,02; 27,26 101,4 £6,5 5,1
DPVII 40,0 37,01; 37,91; 40,55; 41,00; 43,75 100,1 £8,3 6,7
KDV 1 25,0 23,51;23,88; 24,98; 26,20; 26,69 100,2 £6,9 5,6
KDV II 40,0 37,56; 38,12; 40,00, 40,00; 42,00 98,8 +£5,5 4,5
DPAADSV 1 3,5 3,25; 3,45; 3,625 3,79; 3,85 102,6 £8,8 6,9
DPAADSV II 7,0 6,32; 6,75; 7,00; 7,45; 7,67 100,5 £9,6 7,7
KDAAdSV 1 3,5 3,18; 3,25; 3,505 3,72; 3,82 99,8 £9,9 8,0
KDAAdSV II 7,0 6,12; 6,65; 6,79; 7,01; 7,01 95,9 +6,5 5,5

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.28’de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %

10°dan daha kiigiik BSS ile % 99,9 — % 100,8 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda MOE tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.29°daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda MOE tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.30’da elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile MOE’nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

4.2.5 ZOF tayini icin voltametrik yontemler

Bolim 4.1.5'te ADCE ve CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenen
ZOFun ADCE vyiizeyinde pH 5,7°de en yiiksek pik akimi olusturacak sekilde
indirgenme pikleri verdigi ve bu piklerin akiminin ZOF derisimi ile dogrusal olarak
degistigi belirlenmisti. Bundan yararlanarak, ADCE’de ZOF’un nicel tayini icin DPV
ve KDV yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diigiiniilmiistiir. Yontem
gelistirme caligmalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan ve adsorptif
styirma modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem gelistirilmistir. Bu caligmalarda,

uygun derisimde ZOF ¢ozeltileri kullanilarak yontem ve cihaz parametrelerinin
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optimizasyonu yapilmis ve elde edilen optimum parametreler Cizelge 4.31°de

verilmigtir.

Cizelge 4.31°de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin c¢esitli
derisimlerde  ZOF  iceren  c¢oOzeltilerin  belirtilen  voltametrik  yontemlerde
voltamogramlart alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.87 — 4.90°da verilmistir. Bu
voltamogramlardaki ¢esitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlart derisime karsi1 grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.

Cizelge 4.31 ADCE yiizeyinde ZOF analizine yonelik yapilan voltametrik ¢calismalar
icin belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V -0,150 | -0,150 -0,150 -0,150
Bitis potansiyeli, V -1,800 | 1,800 -1,850 -1,850
0,500 | 0,560 -0,550 -0,580
Pik Potansiyeli, V -1,360 | -1,380 -1,350 -1,400
-1,700 | -1,700 -1,730 -1,780
Tarama hizi, V/s 0,005 0,075 0,005 0,075
Genlik, V 0,050 0,050 0,050 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 0,003 0,005 0,003
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,7 5,7 5,7 5,7
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,0 0,0
Biriktirme siiresi, s - - 180 180
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Sekil 4.87 ZOF un farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlari (i¢ grafikler: her ii¢ pik
icin ZOF derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.88 ZOF un farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlari (i¢ grafikler: her ii¢ pik
icin ZOF derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.90 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPKAdSV voltamogramlar (i¢ grafikler:
ZOF derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ep;,.:0,0 V, #;,: 180 s)

ADCE kullanilarak ZOF tayini i¢in yapilan yOntem gelistirme g¢aligmalarindaki en

yiiksek akim ve duyarlilifa sahip pike ait kalibrasyon verileri en kiiclik kareler yontemi

ile degerlendirilerek bazi validasyon paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler

Cizelge 4.32°de tablolanmustir.
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Cizelge 4.32 ADCE kullanilarak HKA analizi icin gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahg, molL™! 1,5 10:: 2,0 107: 3,0 101 3,0 101
3,5x10 1,95x10 1,05x10 1,05x10
Regresyon esitliginin egimi (#), ALmol™ 0,067 0,208 0,136 0,316
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 2,0x107 | 6,2x107 | 1,27x10° | 3,09x107®
Regresyon standart sapmasi (s,), A 9,3x107° | 2,9x107 | 4,46x10° | 9,64x107
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol ™ 0,003 0,009 0,005 0,010
Kesim noktasimin standart sapmasi (s), A 3,0<10°% | 8,9x10° | 1,07x10° | 1,15x107°
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™! 1,36x107° | 1,28x107° | 2,35x10° | 1,09x107®
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 4,54x107° | 4,29x107° | 7,83x107° | 3,65x107°
Regresyon katsayisi (R?) 0,9834 0,9835 0,9958 0,9949
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 7,65 7,76 6,13 6,79
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 9,67 9,89 8,29 8,96
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,08 2,15 2,98 2,78
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,89 3,75 3,78 3,98

*Aymi ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aymi ¢ozelti kullanilarak 5 farkl giinde yapilan 5 6lgiim degeri icin

ZOF i¢in, ADCE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda;

e ortalama pik akiminin her {i¢ pik i¢in ZOF derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisimnin (R?) 0,98"den biiyiik oldugu

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

oldukga iyi oldugu

gorilmistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de ZOF tayini i¢in uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisinin dogrusal ¢alisma arliklarinin ayni ve

1,5x10° M (0,64 pg mL™")—3,5x10" M (15,03 pg mL ™) oldugu,

e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha

diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal calisma arahigmm 3,0x10° M

(12,89 ngmL ™) — 1,05x10° M (451,0 ng mL™") oldugu,

e kare dalga voltametrinin diferansiyel puls voltametriye goére dogrudan

voltametrik yontemlerde yaklasik iic Kkat,

adsorptif siyirma voltametri

yontemlerinde ise yaklasik 2,5 kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlari uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

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

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e ZOF igcin rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozu belirlenememistir, ancak

gelistirilen voltametrik yOntemlerin yeterli alt tayin sinirmma sahip oldugu

diistiniilmektedir.

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

voltamogramlar Sekil 4.91 — 4.94’te verilmistir.

12

ADCE
DFV
a)fdrar + BR + 15,1 pM ZOF

B)BR + 104 pM ZOF

c)fdrar + BR + 5,82 pM ZOF
d) Serum + BR + 15,1 pM ZOF
€) Serum + BR + 5,82 pM ZOF

Alam, pA

03 05 07 0% 11 13 15 1,7 -19
Potansivel, V (Ag/AgCl've gire)

Sekil 4.91 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari

190



ADCE

KDV
30 - a) idrar + BR + 15,1 pM ZOF
b BR + 10,4 pM ZOF

¢) idrar + BR + 5,82 pM ZOF
24 ) Serum + BR + 15,1 uM ZOF
¢) Serum + BR + 5,82 ph ZOF

03 0.5 0.7 0.9 -11 -13 -1.5 -1.7 -9
Potansiyel, V (Ag/AgCl've gire)

Sekil 4.92 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen KDV

voltamogramlari
128
ADCE
DPEAISY

06 | a) fdrar + BR + 0,69 pM ZOF
b) idrar + BR + 0,23 pM ZOF
c) Serum + BR +0,69 pM ZOF
) Serum + BR +0,23 pM ZOF

&
-

Alam, nA

-12

u . - _
0,20 045 -0,70 -0,95 -1,20 -145 -1,70

Potansiyel, V (Ag/AgCl'ye gire)

Sekil 4.93 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAdSV voltamogramlari
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-300

ADCE
KDKAASV
a)idrar + BR + 0,69 pM ZOF
b)idrar + BR + 0,23 pM ZOF
¢)BR +047 uM ZOF
d) Serum + BR + 0,69 pM ZOF
€) Serum + BR + 0,23 pM ZOF

=240

-180 -

-120 ¢

Alam, nA

60

-0,20 0,45 -0,70 0,95 -1,20 -145 -1,70
Potansiyel, V (Ag/AgCl've gore)

Sekil 4.94 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde ZOF’un
indirgenmesine ait piklerin belirgin oldugu ve pik akiminin ZOF derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda ZOF tayini i¢in voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Cizelge 4.32°de verilen dogrusal caligma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda ZOF tayini i¢cin DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada ilaglarda ZOF tayini

i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

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

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

ZOF tayini i¢in oncelikle Sekil 4.87 — 4.90°da verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle ZOF derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.33 — 4.35’te verilmistir.
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Cizelge 4.33 Tabletlerde ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm'", % | BSS™, %
DPV 30,0 25,78; 26,89; 28,35; 30,00; 30,60 94,4 +8.4 7,2
KDV 30,0 27,21; 28,69, 30,25; 32,15; 33,25 101,0 £10,2 8,1

DPAADSV 30,0 26,51;29,15; 30,25; 32,15; 33,00 100,7 +10,6 8,5
KDAAdSV 30,0 25,85;27,12; 28,56; 30,96; 32,85 96,9 £11,8 9,8

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.34 Idrarda ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 25,0 22,93; 23,45, 23,88; 25,50; 27,40 98,5 49,1 7.4
DPVII 65,0 59.43; 60,82; 62,12; 65,28; 70,85 98,0 +8,7 7,1
KDV 1 25,0 23,13; 23,55, 23,95; 25,25; 27,73 98,9 £9,2 7,5
KDV II 65,0 61,25; 62,34; 64,80; 66,26; 67,08 98,9 +4,8 3,9

DPAADSV 1 1,0 0,89; 0,93; 0,97; 1,00; 1,00 95,7 £6,1 5,2
DPAADSV II 3,0 2,78; 2,83; 2,96; 3,05; 3,10 98,1 £5,7 4,7
KDAAdSV 1 1,0 0,90; 0,93; 1,02; 1,03; 1,09 99,2 £9,5 7,7
KDAAdSV II 3,0 2,72; 2,89; 3,02; 3,12; 3,29 100,3 £9,0 7,2

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.35 Serumda ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, ng Geri Kazanim*, % | BSS**, %
DPVI 25,0 22,90; 23,30; 24,05; 25,63; 27,45 98,749,3 7,6
DPV II 65,0 59,22; 60,69; 62,33; 65,00; 70,29 97,74£8,3 6,9
KDVI 25,0 22,38;22,88; 25,00; 26,13; 27,45 99,1+£10,7 8,7
KDV II 65,0 58,50; 59,71; 65,00; 68,25; 70,85 99,2+10,2 8.3
DPAADSV1 1,0 0,94; 1,00, 1,03; 1,06; 1,09 102,346,8 5,4
DPAADSV II 3,0 2,68;2,76; 3,02; 3,15; 3,28 99,3+10,5 8,5
KDAAdSV1 1,0 0,86; 0,97; 1,00; 1,00; 1,06 97,7£9,2 7,6
KDAAdSV II 3,0 2,71;2,76; 3,15; 3,29; 3,30 101,4+11,9 9,4

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.33’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %

10°dan daha kiigiik BSS ile % 94,4 — % 101,0 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ZOF tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.34°teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda ZOF tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda ZOF tayini ile ilgili Cizelge 4.35’te elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile ZOF’un tayin edilebileceginin gostergesidir.

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

hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

ZOF igin yapilan elektrokimyasal davranis inceleme calismalarinda, ZOFun ADCE
yaninda CKE yiizeyinde de elektrokimyasal aktiflie sahip oldugu belirlenmisti.
Bundan hareketle, ZOF tayini i¢in CKE kullanilarak ta voltametrik yontem gelistirme
caligmalar1 yapilmistir. Bu calismalarda da, aynen ADCE kullanilarak yapilan tayin
yontemi ¢aligmalarinda oldugu gibi, ilk olarak optimizasyon calismasi yapilmis ve

bulunan optimum degerler Cizelge 4.36’da verilmistir.
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Cizelge 4.36 CKE ylizeyinde ZOF analizine yonelik yapilan voltametrik ¢alismalar i¢in
belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV | DPAAASV | KDAAdASV
Baslangi¢ potansiyeli, V 0,300 | 0,300 0,500 0,500
Bitis potansiyeli, V 1,300 | 1,300 1,350 1,350
Pik Potansiyeli, V 1,100 | 1,110 1,115 1,120
Tarama hizi, V/s 0,005 | 0,050 0,005 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,065 0,065 0,065
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 | 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,0 5,0 5,0 5,0
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,500 0,500
Biriktirme siiresi, s - - 120 120

Cizelge 4.36’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin c¢esitli
derisimlerde ~ ZOF  igeren  c¢ozeltilerin  belirtilen  voltametrik  yontemlerde
voltamogramlart alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.95 — 4.98’de verilmistir. Bu
voltamogramlardaki ¢esitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlart derisime kars1 grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCUIM KCl've gire)
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Sekil 4.95 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: ZOF
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCIU3M KCl'ye gore)
13 12 1,1 1,0 09 08 07 06 05 0.4 03

0
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- RI=( 3898
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7 <
2 = Y
3 % g —.."
3l 60
?D 1 1 1 1 1 1 1
100 8
0 15 30 45 60 75 90 103
Crzor. uM
1

Sekil 4.96 ZOF’un farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: ZOF
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl've giire)
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Sekil 4.97 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar (i¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;,.:0,5 V, tp;,-: 120 s)

Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl've gire)
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Sekil 4.98 ZOF’un farkli derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlar (i¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;.:0,5 V, tp;,-: 120 s)

CKE kullanilarak ZOF tayini i¢in yapilan yontem gelistirme ¢aligmalarindaki

kalibrasyon verileri en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.37’de tablolanmistir.
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Cizelge 4.37 CKE kullanilarak ZOF analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin

kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal calisma arahgi, molL™ 2:0% IOj 2:0% IOj 2:0% IO:z 2:0% IO:z
1,0x10 1,0x10 1,0x10 1,0x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,0099 0,0283 0,0243 0,0690
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 1,1x10°% | 4,3x10° | 2,9x107° 7,9x107°
Regresyon standart sapmasi (s,), A 6,4x107° | 1,0x107 | 9,3x107"° 3,9%107
Egimin standart sapmasi (s,,), ALmol ™ 0,001 0,001 0,001 0,004
Kesim noktasimin standart sapmasi (s), A 3,8x107° | 6,0x10° | 1,1x107"° 2,7x1071°
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™! 1,15x10°° | 6,40x107 | 1,37x107° | 1,17x10°®
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 3,84x107° | 2,13x107° | 4,57x10° | 3,89x107°
Regresyon katsayisi (R?) 0,9845 0,9898 0,9880 0,9899
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 8,85 9,16 8,32 8,45
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 10,25 12,52 11,78 12,54
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 3,45 3,65 3,65 4,32
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 4,56 5,63 5,87 5,98

*Aymi ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aymi ¢ozelti kullanilarak 5 farkl giinde yapilan 5 6lgiim degeri icin

ZOF i¢in, CKE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda;

e ortalama pik akiminin ZOF derigimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisimin (R) 0,98"den biiyiik oldugu,

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

oldukgca iyi oldugu

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

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisinin dogrusal cahsma arliklarimin 2,0x10°°
M (0,73 ug mL™") —1,0x10™*M (36,5 pg mL™) oldugu,

e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal calisma arahigmm 2,0x10° M
(8,59 ngmL ") — 1,0x10° M (429,6 ng mL™") oldugu,

e kare dalga voltametri yonteminin diferansiyel puls voltametri yontemine gore
dogrudan voltametrik yontemlerde ve adsorptif siyirma uygulamalarinda

yaklagik 2,8 kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlari uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

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

sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaclar ile idrar ve serumda ZOF tayini yapilmistir. Tayin ¢aligmasinda kullanilan
numune ¢ozeltileri, Boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin  ilgili yontemler kullanilarak  voltamogramlar1 alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.99 — 4.102°de verilmistir.

Potansiyvel, V (Ag/AgCI3M KCl've gire)
13 12 1,1 L0 0.9 0.8 0,7 0,6 0,5

u,uﬂ T T T T T T T
a
0,05
h
0,10
El
3
<015
CKE
DPV
0,20
a) Serum + BR +9,3 pM ZOF
b) Serum + BR + 19,7 pM ZOF
c)idrar + BR + 9.3 pM ZOF
025 d)idrar + BR + 19,7 pM ZOF

Sekil 4.99 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCI3AM KCl've giire)
13 1.2 1.1 1.0 0.9 0.5 0,7 0.6 0,5

< 0,30
3
-
0,45
CKE
DPV
0.60 a) Serum + BR + 9,3 pM ZOF
b) Serum + BR + 19,7 pM ZOF
c) idrar + BR + 9,3 pM ZOF
d) idrar + BR + 19,7 pM ZOF
0,75

Sekil 4.100 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen KDV

voltamogramlari
Potansivel, V (Ag/AsCIIM KCl've giire)
13 12 1.1 1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5
0.0 T T
VAV

T
|~

13,0

Alam, nA

CKE
DPAAISY
a) Serum + BR + 0,81 pM ZOF
b) fdrar + BR + 0,81 pM ZOF
c)BR + 045 yM ZOF
dy Sexrum + BR + 0,081 pM ZOF
e)idrar + BR + 0,081 pM ZOF

26,0

s

Sekil 4.101 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen
DPAAJdSV voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AsCIAM KCl've giire)
13 1.2 11 1.0 0,9 0.8 0,7 0.6 0.5

s\'kjm, nA

CKE
KDAAISY

a) Serum +BR + 0,81 pM ZOF

b) fdrar + BR + 0,81 pM ZOF

©)BR +0,45 uM ZOF

d) Serum + BR + 0,081 uM ZOF

¢) fdrar + BR + 0,081 pM ZOF

.
tn

X3
e

=
[

72

Sekil 4.102 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde ZOF un
yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akiminin ZOF derisimi ile degistigi,
ilaclarda, idrarda ve serumda ZOF tayini i¢in voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Cizelge 4.37°de verilen dogrusal caligma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda ZOF tayini i¢in DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada ilaglarda ZOF tayini

icin gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

llaglarda, serumda ve idrarda ZOF tayini icin hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig: (e§im degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

ZOF tayini i¢in Oncelikle Sekil 4.95 — 4.98’de verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle ZOF derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.38 — 4.40’ta verilmistir.
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Cizelge 4.38 Tabletlerde ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm'", % | BSS™, %
DPV 30,0 28,15; 29,56; 30,85; 31,78;32,15 101,7 +6,8 54
KDV 30,0 27,25; 28,96; 30,56; 31,25; 32,48 100,3 £8,5 6.8

DPAADSV 30,0 27,46; 28,69; 30,15; 31,15; 31,25 99,1 £6,8 5,5
KDAAdSV 30,0 28,15;29,56; 30,25; 30,45; 32,89 100,9 £7,1 5,7

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.39 Idrarda ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm’, % | BSS™, %
DPVI 40,0 36,60; 37,71; 38,23; 40,81; 43,12 98,2 48,2 6,7
DPVII 85,0 77,89; 78,56; 79,95; 82,45; 85,00 95,0 +4,3 3,6
KDVI 40,0 37,12; 37,90; 39,30; 40,40; 43,90 99,3 48,3 6,7
KDV II 85,0 78,98; 79,65, 81,87; 85,12; 87,36 97,2 £52 4,3
DPAADSVI 0,35 0,32;0,33; 0,35; 0,35; 0,35; 96,9 +5,4 4,5
DPAADSV II 3,50 3,25;3,45;3,62; 3,74; 3,76 101,8 £7,6 6,0
KDAAdSV 1 0,35 0,33; 0,33; 0,35; 0,36; 0,37 99,4+6,4 5,1
KDAAdASV II 3,50 3,15; 3,28; 3,39; 3,68; 3,77 98,6 £9,4 7,6

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanum degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.40 Serumda ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, mg Hesaplananlar, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPVI 40,0 35,96; 37,505 38,72; 40,00; 42,00 97,1 £7,2 5.9
DPVII 85,0 78,98; 79,15, 80,25; 83,15; 86,15 95,9 +4,5 3,7
KDV 1 40,0 36,46; 38,50; 40,30; 43,12; 43,96 101,2 £9,7 7,7
KDV II 85,0 77,15; 78,56; 80,15; 87,36; 90,13 97,3 £8,4 6,9
DPAADSV 1 0,35 0,33; 0,35; 0,35, 0,37; 0,38 101,4 £7,1 5,6
DPAADSV II 3,50 3,37; 3,56; 3,67; 3,85; 3,85 104,6 £7,3 5,6
KDAAdSV 1 0,35 0,31; 0,34; 0,36, 0,37; 0,38 100,6+9,9 7,9
KDAAdSV II 3,50 3,20; 3,32; 3,41, 3,55; 3,85 99,03 +8.,9 7,2

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanum degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.38’de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %

10°dan daha kiigiikk BSS ile % 99,1 — % 101,7 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ZOF tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.39°daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda ZOF tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.40’ta elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile ZOF’un tayin edilebileceginin gostergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

4.3 1Ikili Kanisim Halindeki ila¢ Etken Maddeleri i¢in Voltametrik Tayin

Yontemleri

Bu tez kapsaminda incelenen ilag etken maddelerinin bazilar ikili karigimlar1 halinde
ilag formunda piyasada bulunmakta ve yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlar;
HKA-MOE, HKA-ZOF ve INDA-PER karisimlarini igeren ilaglardir. Karisim halinde
bulunan bu ikili etken maddelerin ilaglarda, serum ve idrarda es zamanl olarak tayini
oldukca 6nemlidir. Tezin bu boliimiinde yukarida belirtilen ikili karigimlarin es zamanl
tayini i¢in ¢esitli voltametrik yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla,

etken maddelerin tek basina bulundugu durumlarda elde edilen optimum parametrelerin
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ikili karigimlar i¢in uygun olmayabilecegi diisiiniilmiis ve her ikili karisim igin ayrica

optimizasyon ¢alismas1 yapilarak optimum kosullar belirlenmistir.

INDA ve PER molekiilleri igin ayr1 ayr1 yapilan ¢aligmalarda her iki molekiiliin ADCE
yiizeyindeki indirgenme piklerinin potansiyelleri bir birinden yeterince farkli olmasina
ragmen kili karigimlar i¢in yapilan ¢aligmalarda bu piklerin birlestigi yani karigimda
INDA ve PER igin iyi ayrilmis piklerin elde edilemedigi goriilmiistiir. Bu durumun
INDA ve PER molekiilleri arasindaki olas1 etkilesimlerden ve/veya sdz konusu
molekiillerin ¢alisma elektrodu ile ekilesimlerinden kaynaklandig: diisiintilmektedir. Bu
nedenle bu ¢alismada INDA-PER karisimini iceren numuneler icin voltametrik tayin
yontemi gelistirilmesi miimkiin olmamistir. Asagida HKA-MOE ve HKA-ZOF ikili
karigimlarini igeren numunelerde her bir bilesenin es zamanh tayini i¢in gelistirilen

yontemlerle ilgili elde edilen sonuglar ve ilgili yorumlar verilmistir.

4.3.1 Es zamanh HKA —MOE tayini i¢in voltametrik yontemler

Boliim 4.2°de hem HKA hemde MOE’nin CKE yiizeyinde elektrokimyasal aktiviteye
sahip oldugu ve bunlarin pik potansiyellerinin bir birinden oldukca farkli oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.39, Sekil 4.79). Ayni1 boliimde bu iki etken maddenin ayri-ayri
bulundugu durumlar i¢in dort voltametrik yontemin gelistirildigi ve ilaglarda, idrar ve
serumda s6z konusu yontemler kullanilarak bu molekiillerin tayin edilebilecegi
gosterilmisti. HKA —MOE ikili karigimi i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda ilk olarak
optimizasyon c¢alismast yapilmistir. Bu calismalarda pH 5,0°’da HKA ve MOE
karigimindan aliman DPV ve KDV voltamogramlarinda karigsimdaki her bir bilesen i¢in
bir birinden iyi ayrilmis birer ylikseltgenme piki elde edilmistir (Sekil 4.103, 4.104).
Yapilan diger optimizasyon ¢aligmalarinda ikili karisim icin optimum kosullarin
Cizelge 4.26’da MOE i¢in verilen optimum kosullar ile ayn1 olmasi gerektigine karar
verilmistir. Karisim i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda gelistirilmesi diisiiniilen
DPV, KDV, DPAAdSV ve KDAAASV yontemlerinin her birinde etken maddelerden
birinin derisimi sabit tutulup digerinin derisimi degistirilerek kalibrasyon grafikleri

olusturulmus ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.103 — 4.110°da verilmistir. Hert iki
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belesenin derisimleri ayni anda arttirilarak ta her bir bilesen i¢in ayri-ayr kalibrasyon

grafikleri olugturulmustur (Sekil 4.111 — 4.114).

Potansiyel, V (Ag/AgCLU3M KCl'ye gbre)
14 13 12 11 L0 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00

1

£,(18)= 0.026C,.,(ND + 0.768
R*=09973 5

Alam, pA

0 50 100 150 200 250
Crra.pM

11

Sekil 4.103 Sabit MOE derisiminde HKA i¢in DPV voltamogramlari. I¢ grafik: HKA
derisimiile pik akiminin degisimi, (Cyor = 195 uM, CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
L4 13 12 L1 10 08 08 07 06 05 04 03 02 01 00

K]

15
4 20 | p(rAFE00T2 Com(u)+ 2153 4
= R=0.0034
z -
19 15 Ed
<
2 3w
2 id
6
27 i
s 0
HEA
a1 0 50 100 150 200 250
Criga. pM

35

Sekil 4.104 Sabit MOE derisiminde HKA i¢in KDV voltamogramlar1. I¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, (Cvor = 195 uM, CE: CKE)
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Potansiyvel, V (Ag/AgCV3M KCl've giire)
14 13 12 11 1o 09 0.8 0.7 0.6 05 04 032 02 01 L)

50
130 |
210 —3
p(1A)= 0,123 Cigealah)+ 338
4 RE=0.9077 g
= %
3 Y
< g -
200 | £ o
E
= *
o E
% &
e
4
370 | d
0 500 1000 1500 2000 2500
Cra,nM
HEA
1450

Sekil 4.105 Sabit MOE derisiminde HKA i¢in DPAAdSV voltamogramlari. i¢ grafik:
HKA derisimi ile pik akimmin degisimi(Cyiogp = 220 nM, CE: CKE, Ejp;:
0,5V, t;: 180 s)

Potansiyel, V (Ag/AgCIUIM KCl'ye gire)
14 13 12 11 10 o9 08 07 06 05 04 03 02 01 00

100

300

500 | lip(nA)= 0311 Cra(nM)+ 1189 _.-‘0
< R:=09902 -
= ‘-'
£ &
E 3
“ 700 L 2
< *
900 i »
=150 (’
Py .

0 300 1000 1500 2000 2500
1100 | Caga.nM

1300

Sekil 4.106 Sabit MOE derisiminde HKA i¢cin KDAAdSV voltamogramlari. I¢ grafik:
HKA derigimi ile pik akiminin degisimi (Cyviop = 220 nM, CE: CKE, Ej;.:
0,5V, t;: 180 s)
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Potansiyvel, V (Ag/AgCUIM KCl've gbre)
14 13 12 11 1.0 09 0.8 0,7 0.6 0.5 04 03 0.2

0,0
15 | /-\ / 5
30 HEA
3
g p(14)=0,022 Cag=(uM) + 0,036 ¢
it R =0.994]
S 4 3
< -
=3
E R 2
6.0 Z,
=2 .
=z _..0
! *
*
75
R S
0 50 100 150 200
Cuoz, kM
MOE
9.0

Sekil 4.107 Sabit HKA derisiminde MOE igin DPV voltamogramlari. I¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, (Cpyga = 8 uM, CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/Ag CUAN KCl'ye gire)
14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02
o —— — T — T — T T T T

Akm, pA

18 -

Pik Akimi, pd

wr 48 3 o
80 0 ’
120 0 50 100 150 200
195 Cror. pM

30

Sekil 4.108 Sabit HKA derisiminde MOE i¢in KDV voltamogramlari. I¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Cyga = 8 uM, CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye gire)
1.6 1.5 14 13 12 11 Lo 0.9 0,8 0,7 0.6

o -

200

< ip(nA)=0,113 Cygop (nM)+ 124,05
= R*=0.0031 e 4
3 300 -
300
.‘.
<
5 -
E200F +
400 z __.“
= E 4
100 | ¢
s00 | ipmAY=0,703 Cyeox (M) + 12,707
: Ri=00043
<
0 _ . .
0 500 1000 1500 2000

Crrop. nML

600

Sekil 4.109 Sabit HKA derisiminde MOE igin DPAAdSV voltamogramlari. i¢ grafik:
MOE derigimi ile pik akiminin degisimi (Cyga = 50 nM, CE: CKE, Ej;.:0,5
V, tpir.: 180 s)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3IM KCl'ye gore)

16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04

400

§00

1600
e plnA)= 0,404 Cygor (alD)+ 607,37,
£ 1200 RI=059T6
'3 1200 - »
% Q-"'
1600 1 Eao | ¥
< ¥
= H
a0 e
2000 F Y ip(nA)= 3,067 Copze(uhl) + 38,31
Ri=09521

E

500 1000 1500 2000
2400 | [MOE], nM

Sekil 4.110 Sabit HKA derisiminde MOE i¢cin KDAAdSV voltamogramlari. I¢ grafik:
MOE derigimi ile pik akiminin degisimi (Cpyga = 50 nM, CE: CKE, Ej;::0,5
V, tpir: 180 s)
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Potansiyel, V (Ag/AgCLI3IM KCI'ye gire)

14 13 12 11 10 098 08 07 06 05 04 03 02 0.1 0.0
5 | ip(uA) =0,034 Copey(uM) +0,04 &
= 0,958
."
3
0 50 100 130 200
Cuma, M

Alam, pA

! P08 =0,03] e (D) +0,112g]
§ R=0,993 R,
g5
Ea re
23 .
= K J
= 2 o
*
e 2
0
____________ TR
Caz. pM

MOE

Sekil 4.111 Farkli derisimlerdeki MOE-HKA karistminin DPV  voltamogramlari. ig
grafikler: HKA ve MOE derigimleri ile pik akimlariin degisimi (CE: CKE)

Alam, pA

Potansivel, V (Ag/AgCI/3M KCl'yve gire)

14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02 0l 00
4w
B4
*
94 R
'.0'
L7 ip(uA) =0,082 Ce (WMD) +0,24
14 R=0,9978
50 100 150 200
Crma, BM
20
ip(uA) =0,092 Cueah) +0,50
Rf=10.9966 o
19 -
13
<
= = J
Ew
E .
24 4 # ._.‘
5 kd
_________ »
2 -———d J Cooe
E MOE 0 30 100 150 200
29

Sekil 4.112 Farkl1 derisimlerdeki MOE-HKA karisiminin KDV
grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl'yve gire)
14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02

ip(nA) =0,052 C._-O(n)Ij—-'LS}‘}
F*=10,9969 .

50 +

75 4

]

1

1

'] Pik Ak, nd
5

E 0
= 100 500 1000 1300 2000
E Crza,uM
< 130
125 - 150
<12
150 E o
=
£ 60
1754 .0 0/ emmmaeam === »
0 500 1000 1500 2000
MOE Cuuoe.aM

Sekil 4.113 Farkli derisimlerdeki MOE-HKA karisiminin DPAAdSV voltamogramlari.
I¢ grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE:
CKE, Ep;:0,5 V, tp;-2 180 s)

Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl'ye gore)
14 13 12 11 10 0.9 0.3 0,7 0.6 0.5 0.4 0.3 02 0.1 0.0

1000 1500 2000

Coma. oM

Alam, nA

0
ip(nA) =0,191 CMOEmM)+ 9,43'.‘
RF=09975 .

250
300 -
< -
300 | z *
E 200
= 22
T 100 .
350 | ~*
. d
____________ 3 0 _‘ X L
0 500 1000 1300 2000
Cagoz.uM

400 - MOE

Sekil 4.114 Farkl1 derisimlerdeki MOE-HKA karigiminin KDAAdSV voltamogramlart.
I¢ grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE:
CKE, Ep;:0,5 V, tp;-2 180 s)

HKA — MOE karigimi i¢in, CKE kullanilarak tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda;
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molekiillere ait olan piklerin ortalama akimlarimin HKA ve MOE derisimi ile
dogrusal degistigi,

kalibrasyon esitliklerinde regresyon katsayisinin (R?) 0,99’dan biiyiik oldugu

pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve gilinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

oldukga iyi oldugu

goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de karisim halde bulunan HKA ve MOE

tayini i¢in uygun oldugu veolusturulan kalibrasyon grafiklerinde;

karistmda bulunan MOE’nin  HKA’nin kalibrasyon egimini (duyarliligini)
azalttigi,

karistmda bulunan HKA’nin MOE’nin kalibrasyon egimini (duyarliligini)
arttirdig1 veya degistirmedigi

her iki etken madde i¢in dogrusal ¢aligsma araliginin yaklasik olarak ayni kaldigi,

sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut

ilaclar ile idrar ve serumda MOE ve HKA tayini yapilmistir. Tayin c¢alismasinda

kullanilan numune ¢ozeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmig

ve bu numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlari alinmig ve bu

voltamogramlar Sekil 4.115 — 4.118’de verilmistir.

Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
14 13 12 11 10 09 08 0.7 0,6 05 04

CKE
DFV
a) Serum +BR +4,3 pMMOE + 6,5 pM HKA
) idrar+ BR + 43 ;MMOE +6,5 uM HK4
) Serum + BR +40 uMMOE-+45 uM HEA
) fdrar + BR + 40 yM MOE +45 uM HEA
¢) Serum + BR + 105 pM MOE + 110 M HKA
flarar + BR+ 105 pMIMOE + 110 M HKA

Sekil 4.115 Es zamanli MOE-HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda

kaydedilen DPV voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCI/3IM KCl've gire)
135 125 L1s5 1,05 095 085 0,75 0,65 0,55 0,45

_—:}—T—.__C
el
2 7t
S "¢
 f
1
KDV
2) Serum + BR +4,3 uM MOE + 6,5 pM HKA
h) fdrar + BR + 43 (M MOE + 6,5 1M HKA
©) Serum +BR + 40 \MMOE + 45 uM HKA
) idrar + BR + 40 pM MOE +45 pM HEA
15 ¢) Serum + BR + 103 yM MOE + 110 uM HKA

£ idrar + BR + 105 yM MOE + 110 M HKA

Sekil 4.116 Es zamanli MOE-HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda
kaydedilen KDV voltamogramlari

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl've gire)
1,45 135 125 115 1,05 0,95 0,85 0,75 0,65 0,55 045

-1
—
19
L= €
3 |
‘-—_—"'/e
e f
E9
]
=
79
CEE
DPAALSY
a) Serum + BR + 0,08 pM MOE + 0,11 ph HKA
0 | b drar + BR +0,08 M MOE + 0,11 pM HEA
c) Serum + BR +0,39 pM MOE + 0,43 pM HEA
) fdrar + BR+0,39 uM MOE + 0,43 pb] HKA
&) Serum+ BR -+ 0,91 xM MOE + 0,95 pM HKA
£) fdrar + BR + 0,91 pM MOE + 0,95 ub HEA
119

Sekil 4.117 Es zamanli MOE-HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda
kaydedilen DPAAdSV voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCU/3IM KCl'ye gire)
135 125 L15 1,05 0,95 0385 0,75 0,65 0,55 045

45 -

95
>\e

Akim, nA

CKE
KDAAISY

a) Seruns + BR +0,08 pMTMOE + 0,11 uM HEA
b) firar + BR +0,08 pM MOE + 0,11 i HEA
©) Serum +BR + 0,39 M MOE +0,43 wM HKA
d) fdrar + BR +0,39 pM MOE + 0,43 pM HKA
&) Seruns + BR +0,91 pMMOE + 0,95 uM HEA
fyidrar + BR +0,91 M MOE + 0,95 jM HEA

145 4

195

Sekil 4.118 Es zamanli MOE-HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda
kaydedilen KDAAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum igeren numunelerde MOE ve
HKA’nin yiikseltgenmesine ait piklerin belirgin oldugu ve pik akimlarinin ilgili madde
derigimleri ile degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda MOE ve HKA tayini igin
voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Her nekadar ilaglarda
MOE ve HKA tayini i¢gin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilse de, bu

calismada ilaglarda tayin i¢in dort yontem de kullanilmastir.

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

burada sadece dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Numunelerde MOE ve HKA tayini igin Oncelikle Sekil 4.103-114,’te verilen
kalibrasyon egrileri olusturulmus ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan
ilag, idrar ve serum numuneleri kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle MOE ve
HKA derisimleri hesaplanmigstir. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil

standart sapma (BSS) degerleri ile birlikte Cizelge 4.41 — 4.43’te verilmistir.
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Cizelge 4.41 Tabletlerde MOE-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm’", % | BSS™, %
> | HKA 1,25 1,08; 1,12; 1,18; 1,22; 1,27 93,9 +7,8 6,7
A
2 | MOE 7,50 6,91; 7,05; 7,31, 7,58; 7,85 97,9 +6,4 5.3
> | HKA 1,25 1,10; 1,15; 1,24; 1,33; 1,37 99,3 +11,3 9,1
g MOE 7,50 6,73;7,04; 7,57, 8,13; 8,36 100,9 £11,5 9,1
> | HKA 1,25 1,05; 1,20; 1,24; 1,29; 1,33 97,8 £10,7 8,8
g
<
§ MOE 7,50 6,58; 7,45; 7,63; 7,98; 8,05 100,5 £9,8 7.8
% HKA 1,25 1,07; 1,19; 1,22; 1,26; 1,29 96,6 £8,3 6,9
!

2
g MOE 7,50 6,65;7,38;7,55; 7,62; 7,95 99,1 +£8,0 6,5

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.41°de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10°dan daha kiigiik BSS ile % 93,9 — % 100,5 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilagclarda MOE ve HKA’nin es zamanlh tayini i¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Cizelge 4.42 Idrarda MOE-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Bulunan degerler, pg Geri Kazamm’, % | BSS™, %
> | HKA 2,50 2,25;2,26;2,45;2,55;2,75 98,1 +10,4 8,6
A
2 | MOE 15,00 14,12; 14,27, 15,56; 16,19; 16,25 101,9 £8,5 6,7
> | HKA 2,50 2,24;2,35; 2,46, 2,67; 2,72 99,5 +£10,2 8,2
g MOE 15,00 14,15; 14,95; 15,00; 15,55; 16,23 101,2 £6,4 5,1
% HKA 2,50 2,15;2,25; 2,36; 2,55; 2,55 94,9 +8.,9 7,5
!
<
<
E MOE 15,00 13,55; 13,98; 14,63; 15,81; 15,81 98,4 £8,6 7,0
% HKA 2,50 2,35;2,48;2,59;2,67; 2,71 102,4 £7,3 5,7
<
<
g MOE 15,00 13,45; 14,96; 15,21; 15,78; 15,94 100,5 £8,2 6,6

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.42°deki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derigimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda MOE ve HKA nin es zamanli tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Cizelge 4.43 Serumda MOE-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Bulunan degerler, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
> HKA 7,50 6,85;6,93;7,12; 7,65; 7,78 96,9 7,0 5,8
g MOE 45,00 43,16; 43,66; 44,806; 45,65; 47,25 99,8 +4.,5 3,6
> HKA 7,50 7,05; 7,125 7,35; 7,50; 8,02 98,8 +6,4 5,2
g MOE 45,00 43,25; 43,79, 45,20; 45,85; 45,85 99,5 £3,3 2,7
% HKA 7,50 6,98; 7,25; 7,46; 8,05; 8,25 101,3 +8,9 7,1
Z
E MOE 45,00 40,12; 42,05; 44,80; 48,05; 48,25 99,2 £9.9 8,1
% HKA 7,50 7,04;7,32;7,49; 7,65; 7,88 99,7 £5,3 4,3
Z
a MOE 45,00 41,89; 43,55; 44,57, 45,52; 46,89 98,9 £5,3 4,3

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

Serumda es zamanli olarak MOE ve HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.43’te elde edilen
veriler, serumda bulunan tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir
Onderistirme gerektirmeksizin gelistirilen voltametrik yOntemlerin uygulanmasi
durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli kesinlik ile MOE ve HKA’ nin es zamanli olarak
tayin edilebileceginin gostergesidir.
Bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
o farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amagclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir
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4.3.2 Es zamanh HKA — ZOF tayini i¢in voltametrik yontemler

Bolim 4.2°de hem HKA hem de ZOF’un CKE yiizeyinde elektrokimyasal aktiviteye
sahip oldugu ve bunlarin pik potansiyellerinin bir birinden oldukca farkli oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.39, Sekil 4.95). Ayni1 boliimde bu iki etken maddenin ayri-ayri
bulundugu durumlar i¢in dort voltametrik yontemin gelistirildigi ve ilaglarda, idrar ve
serumda s6z konusu yontemler kullanilarak bu molekiillerin tayin edilebilecegi
gosterilmisti. HKA —ZOF ikili karisimi i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda ilk olarak
optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Yapilan optimizasyon calismalarinda ikili karisim
icin optimum kosullarin Cizelge 4.36’da ZOF igin verilen optimum kosullar ile ayn
olmasi gerektigine karar verilmistir. Karisim icin yontem gelistirme calismalarinda
gelistirilmesi diistiniilen DPV, KDV, DPAAdSV ve KDAAdSV yontemlerinin her
birinde etken maddelerden birinin derisimi sabit tutulup digerinin derisimi degistirilerek
kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.119 —
4.126°da verilmistir. Hert iki belesenin derisimleri ayni anda arttirilarak ta her bir
bilesen i¢in ayri-ayri kalibrasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.127 — 4.130).

Potansivel, V (Ag/AgCI3AM KCl've gire)
13 12 1.1 1.0 09 0.8 0.7 0.6 05 04 03

Alam, pA

<
B g
- -
3 = L *
’.
L p(uA=0,026 Cooe(uhD) + 0,302
. r RE=05911
ZOF M i ey
0 15 30 45 &0 75 90 105
Czor. pM

4

Sekil 4.119 Sabit HKA derisiminde ZOF i¢in DPV voltamogramlari. I¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Cyga = 8 uM, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl've gire)
13 12 1.1 1.0 09 08 0,7 0.6 05 04 0.3

0.0

26 |

Alam, pA

19 |

Pik Akima, pdy

0 13 30 45 60 73 90 1035

Czor, uM

ZOF

Sekil 4.120 Sabit HKA derisiminde ZOF i¢in KDV voltamogramlari. I¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Cyga = 8 uM, CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCIAM KCl'ye gbre)
13 1.2 11 1.0 0.9 03 0.7 0.6 05 0.4 03
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o4
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= : R:=09941
200 20 | %
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210 F _.'
250 | < i
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Sekil 4.121 Sabit HKA derisiminde ZOF igcin DPAAASV voltamogramlari. I¢ grafik:
ZOF derisimi ile pik akiminin degisimi (Cyga = 50 nM, CE: CKE, Ej;;:0,5
V, tpir.: 180 s)
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Potansiyel. V (Ag/AgCIIAM KCl'ye gore)
13 12 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 04 03
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Sekil 4.122 Sabit HKA derisiminde ZOF i¢in KDAAdSV voltamogramlari. I¢ grafik:
ZOF derisimi ile pik akiminin degisimi (Cyga = 50 nM, CE: CKE, Ej;;:0,5
V, tpir.: 180 s)

Potansiyvel, V (Ag/AgCIAMKCl'ye gbre)
1,1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 03 0.2 0,1
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Sekil 4.123 Sabit ZOF derisiminde HKA i¢in DPV voltamogramlari. i¢ grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Czor = 100 uM, CE: CKE)
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Potansivel. V (Ag/AgCI3M KCl'ye gire)
1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1
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6
0 50 100 150 200 250
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Sekil 4.124 Sabit ZOF derisiminde HKA i¢in KDV voltamogramlari. I¢ grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Czor = 100 uM, CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
11 1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5 0.4 0.3
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<
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r RE=0,9926
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\ I &
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S
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Sekil 4.125 Sabit ZOF derisiminde HKA igin DPAAdJSV voltamogramlari. I¢ grafik:
HKA derisimi ile pik akiminin degisimi (Czor = 1 uM, CE: CKE, Epi: 0,5
V, tpir: 180 s)
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Potansiyel, V (Ag/AgCU3IM KCl'ye gore)
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Sekil 4.126 Sabit ZOF derisiminde HKA i¢in KDAAdSV voltamogramlari. I¢ grafik:
HKA derisimi ile pik akiminin degisimi (Czor = 1 uM, CE: CKE, Epi: 0,5
V, tpir: 180 s)

Potansivel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye gire)
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Sekil 4.127 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminin DPV  voltamogramlari. I¢
grafikler: ZOF ve HKA derisimleri ile pik akimlariin degisimi (CE: CKE)

220



Potansiyvel, V (Ag/Ag CLAM KCl've giire)
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Sekil 4.128 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminin KDV voltamogramlari. I¢
grafikler: ZOF ve HKA derigimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCUVIM KCl'ye gire)
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Sekil 4.129 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisimimin DPAAdSV voltamogramlart.
I¢ grafikler: ZOF ve HKA derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE:

CKE, Ep;r: 0,5V, 1.2 180 )
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Potansiyel, V (Ag/AgCI3AM KCl'ye gire)
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Sekil 4.130 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminin KDAAdASV voltamogramlari.
I¢ grafikler: ZOF ve HKA derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE:
CKE, Ep;»:0,5 'V, t;.: 180 s)
ZOF — HKA karigimi i¢in, CKE kullanilarak tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;
e molekiillere ait olan piklerin ortalama akimlarinin ZOF ve HKA derisimi ile
dogrusal degistigi,
e kalibrasyon esitliklerinde regresyon katsayisimn (R”) 0,98’den biiyiik oldugu
e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-aras1 tekrarlanabilirliklerinin
oldukgca iyi oldugu
gorilmistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de karisim halde bulunan HKA ve MOE
tayini i¢in uygun oldugu veolusturulan kalibrasyon grafiklerinde;
e kanisimda bulunan ZOF’un HKA’nin kalibrasyon egimini (duyarliligini)
azalttig1,
e kanisimda bulunan HKA’nin ZOF’un kalibrasyon egimini (duyarliligini)
arttirdig1 veya degistirmedigi
e her iki etken madde i¢in dogrusal ¢alisma araliginin yaklasik olarak ayni kaldigi,

sonucuna varilmistir.
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Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaclar ile idrar ve serumda ZOF ve HKA tayini yapilmistir. Tayin c¢alismasinda
kullanilan numune ¢6zeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis
ve bu numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlari alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.131 — 4.134’te verilmistir.

Potansiyel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye gire)
13 12 1,1 1.0 09 0.8 0,7 0.6 05 04

10

Alkam, pA

CKE
DEY
2) Serum + BR +8,5 M ZOF + 28,0 uM HEA
%) Jdrar + BE + 8,5 pM ZOF + 28,0 pM HEA

¢) Serum + BR +34,0 M ZOF + 85,0 pM HEA
d) fdrar + BR + 34,0 M ZOF +85,0 uM HKA
&) Serum + BR + 60,5 uM ZOF + 160,0 M HKA
ffdrar+ BR + 60,5 jM ZOF + 160,0 M HEA

75

Sekil 4.131 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
DPV voltamogramlar1 (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCIVIM KCl'ye gore)
11 Lo 09 0.8 0,7 0.6 0.5 04

CKE
KDV

a) Serum + BR +8,5 uM ZOF +28,0 yM HKA
b) fdrar + BR +8,5 M ZOF + 28,0 pM HKA

©) Serum + BR + 34,0 M ZOF + 85,0 wM HEKA
@) fidrar + BR + 34,0 M ZOF +85,0 ph HKA
€) Serum + BR + 60,5 uM ZOF + 160,0 pM HKA
£ fidrar + BR + 60,5 uM ZOF + 160,0 pM HKA

Sekil 4.132 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
KDV voltamogramlar: (CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCL3AM KCl'ye giire)
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@) idrar + BR + 0,36 WM ZOF +0,74 pM HKA
&) Serum + BR +0,65 M ZOF + 1,70 M HKA
1) idrar + BR + 0,65 WM ZOF + 1,70 pM HK4

360
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Sekil 4.133 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindecesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAASYV voltamogramlar1 (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye giire)
12 Ll 10 09 08 0.7 0.6 05 04

150

300

Alam, nA

450

CKE
KDAAISY

2) Serum + BR + 0,085 uM ZOF +0,20 pM HKA
h) idrar + BR + 0,085 pM ZOF + 0,20 pM HKA
¢) Serum + BR + 0,36 pM ZOF +0,74 uM HKA
d) filrar + BR + 1,36 pM ZOF + 0,74 uM HKA

e) Seruni + BR +0,63 juM ZOF + 1,70 uM HKA
f) idrar + BR +1,65 M ZOF + 1,70 nM HKA

600

750 -

Sekil 4.134 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSYV voltamogramlar1 (CE: CKE)

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum igeren numunelerde ZOF ve
HKA’nin yiikseltgenmesine ait piklerin belirgin oldugu ve pik akimlarinin ilgili madde
derigimleri ile degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda ZOF ve HKA tayini igin

voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Her nekadar ilaglarda
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ZOF ve HKA tayini icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilse de, bu

calismada ilaglarda tayin i¢in dort yontem de kullanilmastir.

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

burada sadece dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Numunelerde ZOF ve HKA tayini i¢in dncelikle Sekil 4.119-130’da verilen kalibrasyon
egrileri olusturulmus ve bdliim 3.6, 3.7 ve 3.8°de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve
serum numuneleri kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle ZOF ve HKA
derisimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar % geri kazanim degerleri ve bagil

standart sapma (BSS) degerleri ile birlikte Cizelge 4.44 — 4.46’da verilmistir.

Cizelge 4.44 Tabletlerde ZOF-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazanim®, % | BSS™, %
> | HKA 12,5 11,005 11,50; 12,20; 13,20; 13,80 98,7 £11,6 9,4
A
21 zoF 30,0 26,00; 27,25; 28,00; 30,25; 32,00 95,7 +£9.9 8,4
> | HKA 12,5 11,20; 11,55; 12,44; 13,50; 13,80 99,9 +11,4 9,2
@ ZOF 30,0 26,41;28,15; 28,75; 30,11; 30,75 96,1 £7,2 5,9
% HKA 12,5 10,52; 12,50; 12,80; 13,10; 13,30 99,6 +11,1 8,9
<=
g ZOF 30,0 26,60; 27,85; 30,00; 30,00; 30,55 96,6 7,1 5,9
% HKA 12,5 11,205 11,70; 12,40; 13,20; 13,80 99,7 £10,6 8,5
<
<
Q ZOF 30,0 27,15; 28,56; 30,25; 31,00; 33,00 99,9 49,3 7,5

“ortalama + ts/NN, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.44’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10°dan daha kiigiik BSS ile % 95,7 — % 99,9 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ZOF ve HKA’nin es zamanl tayini i¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.45 Idrarda ZOF-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Bulunan degerler, pg Geri Kazamm", % | BSS™, %
> | HKA 25,0 21,50; 22,50; 24,30; 25,20; 27,60 96,9 +11,9 9,9
A
2 | zOF 60,0 54,54; 55,02; 57,45; 60,00; 62,58 96,5 +7,0 5.9
> | HKA 25,0 22,31; 23,79, 25,12; 26,38; 27,12 99,8 £9,7 7,8
g ZOF 60,0 51,08; 54,30; 57,12; 59,55; 59,87 93,9 +7,7 6,6
% HKA 2,5 2,18; 2,29, 2,40; 2,52; 2,75 97,1 +£10,9 9,1
<
<
<«

E ZOF 6,0 5,14; 5,31; 6,00; 6,17; 6,51 97,1 £12,0 9,9
% HKA 2,5 2,38;2,45;2,54;2,71; 2,80 103,0 £8,8 6.8
<
<
@ ZOF 6,0 5,31;5,87;5,99; 6,17; 6,51 99,3 49,2 7,4

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde * Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.45’teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda ZOF ve HKA’ nin es zamanl1 tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Cizelge 4.46 Serumda ZOF-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, Bulunan degerler, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
ng
> HKA 50,0 45,69; 47,96; 53,09; 54,36; 55,16 102,5 £10,1 8,2
g ZOF 120,0 105,1; 108,7; 116,4; 120,5; 124,1 95,8 £8,2 6,9
> HKA 50,0 42,69; 46,87; 49,87; 53,29; 54,61 98,9 +12,0 9,8
g ZOF 120,0 116,9; 120,9; 125,1; 128,5; 131,8 103,9 £6,2 4,8
j % HKA 5,0 4,48; 4,82; 5,02; 5,42; 5,48 100,9 +10,4 8,3
g © | ZOF 12,0 11,15; 11,83; 12,04; 12,97, 13,10 101,8 £8,5 6,7
<« % HKA 5,0 4,52; 4,88; 5,04; 5,29; 5,44 100,7 £8,9 7,2
Q 2 ZOF 12,0 10,77; 11,80; 11,90; 12,48; 13,68 101,1 £11,0 8,8

“ortalama *+ ts/NN, %95 giiven seviyesinde *"Hesaplanan geri kazamim degerleri icin bagil standart sapma

Serumda es zamanli olarak ZOF ve HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.46’da elde edilen
veriler, serumda bulunan tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir

Onderistirme gerektirmeksizin gelistirilen voltametrik yOntemlerin uygulanmasi
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durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli kesinlik ile ZOF ve HKA’nin es zamanli olarak

tayin edilebileceginin gostergesidir.

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

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda bazi ilag¢ etken maddelerinin elektrokimyasal davraniglan ilk kez
incelenmis ve elektrokimyasal indirgenme ve/veya elektrokimyasal yiikseltgenme
mekanizmalart Onerilmistir. Ayrica so6z konusu ilag etken maddeleri i¢in voltametrik
tayin yontemleri gelistirilmis ve analitik uygulamalar1 yapilmistir. Tez caligmasinin

onemli sonuglar1 ve konu ile ilgili baz1 dneriler su sekilde siralanabilir:

e HKA molekiillerinin ADCE yiizeyinde elektrokimyasal aktiflige sahip omadigi,
CKE yiizeyinde tersinmez ve 2e¢/2H" aktrimi sonucunda difiizyon kontrollii bir

mekanizma ile ylikseltgendigi belirlenmistir.

e INDA molekiillerinin hem ADCE hem de CKE yiizeyinde elektrokimyasal
olarak aktif oldugu, ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir, 2e7/2H"
aktrimi ile gergeklestigi, mekanizmaya hem adsorpsiyonun hemde diflizyonun
katkisinin oldugu belirlenmistir. CKE vyiizeyinde ise tersinmez ve diflizyon

kontrollii bir mekanizma ile 2¢/2H" aktrim1 sonucu yiikseltgendigi anlasilmustir.

e PER moelkiillerinin ADCE yiizeyinde 2e¢/2H" aktrimi sonucu tersinir olacak
sekilde indirgendigi ve CKE yiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif olmadigi

belirlemistir.

e MOE molekiillerinin hem ADCE hem de CKE ylizeyinde elktrokimyasal olarak
aktif oldugu, ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir, 2¢/2H" aktrim1 ile
adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigi, CKE ylizeyinde ise tersinmez ve
difiizyon kontrollii bir mekanizma ile 2e/2H" aktrimi1 sonucu yiikseltgendigi

gorilmiistir.

e ZOF molekiillerinin de hem ADCE hem de CKE ylizeyinde elktrokimyasal
olarak aktif oldugu, ADCE ylizeyinde biri tersinir ve adsopsiyon kontrolli,

digerleri diflizyon kontrollii ve tersinmez olan {i¢ indirgenme pikine sahip

228



oldugu belirlenmistir. CKE yiizeyinde ise tersinmez ve difiizyon kontrollii bir

mekanizma ile 2¢’/2H" aktrimi sonucu yiikseltgendigi tahmin edilmektedir.

Elektrokimyasal davranig belirleme c¢aligmalarinda elde edilen parametrelerle
birlikte her bir yonteme ait performans parametreleri optimize edilerek tez
kapsamindaki ilag etken maddelerinin nicel tayini i¢in voltametrik yontemler

gelistirilip valide edilmis ve bu yontemlerin analitik uygulamalar1 yapilmistir.

Ilag gelistirme, kalite ve igerik kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek
derisimlerde ila¢ iceren calisma numunelerinin kullaniminin olast oldugu
durumlaradaki nicel tayinlerde, dogrudan voltametrik yoOntemlerin; idrar ve
serum gibi eser miktarda elektroaktif madde icerdigi bilinen numunelerdeki
nicel analiz ¢alismalarinda ise, adsorptif styirma yontemlerinin kullanilmasinin

gerekli oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsaminda incelenen ila¢ etken maddelerinin canli biinyedeki
rahatsizligin tedavisinde elektron alig/verisine katildig1 belirlenirse, bu ilaglarin
etki mekanizmalariin anlasilmasinda, yan etkilerinin belirlenip bertaraf
edilmesinde ve tedavi etkinliginin arttitilmasinda elektrokimyasal davranig ve
indirgenme/yiikseltgenme Ozelliklerinin 6nemli yer tutacagi agiktir. Buna gore
HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF molekiillerinin etki mekanizmalarinin;
metabolitlerinin baz1 6zelliklerinin, hedef ve etkiledigi organlarin ve vucuttan
elemine edilme yolu ve formunun belirlenmesinde elektrokimyasal ¢alismalarin

sonuglarinin énemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yeni ila¢ sentezi ve eldeki ilaglarin modifiye edilmesinde; tedavi etkinliginin
arttirilmasina  yonelik  ¢alismalarda, geleneksel yontemlerin  yaninda
elektrokimyasal yontemlerin de alternatif bir yol olabilecegi diistintilmektedir.
Zira elektrokimyasal yontemler kullanilarak, gerekli elektrot ve c¢ozelti
bilesiminde, bazi ara iriinlerin ve radikalik tiirlerin olusturulabilecegi,
indirgenme/yiikseltgenme mekanizmalarinin belirlenebilecegi agiktir. Yapilan
calismalarmsonuglart bu baglamda degerlendirildiginde; HKA, INDA, PER,

MOE ve ZOF molekiillerinin elektrokimyasal yontemler kullanilarak modifiye
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edilebilecegi, bu molekiillere mevcut 6zelliklerinin yaninda bazi 6zelliklerin
kazandirilabilecegi, boylelikle tedavi edici Ozelliklerinin degistirilebilecegi

ongoriilmektedir.

Genetik bozukluklar sonras1 goriilen ve/veya genetik bozukluklara sebep olan
saglik problemlerinin erken teshisinde ve tedavi asamasinda elektrokimyasal
caligmalar Onemli bir role sahip olabilir. Soyle ki, s6z konusu saglk
problemlerinin DNA ve RNA’nin yapisinda bazi degisikliklere sebep oldugu
bilinmektedir. Olast rahatsizliklarin etkiledigi DNA/RNA dizisinin ila¢ etken
maddeler ile etkilesimleri elektrokimyasal yontemler ile incelendiginde, bazi
yapisal degisikliklerin sekli, mekanizmasi, hizi ve olusan ara {iriinlerin
kararliliklari ile ilgili bilgilerin elde edilebilecegi ongoriilebilir. Genetik kaynakli
bazi rahatsizliklardan sorumlu genetik materyalin (DNA/RNA) HKA, INDA,
PER, MOE ve ZOF ile etkilesimleri ve bu etkilesimlerin DNA/RNA’nin
elektrokimyasal davranisina etkisi incelenerek, s6z konusu ilag etken
maddelerinin antihipertansif etkinliklerinin yaninda diger bazi rahatsizliklarin

tedavisinde de etkinlige sahip olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilebilir.

flag etken maddelerin elektrokimyasal davranislarinin incelenmesi sonucu elde
edilen veriler ve parametrelerin; ilacin tayinine, saglik probleminin canl
blinyede sebep oldugu bazi degisikliklerin teshisine ve ilag-saglam doku, ilag-
hasarli doku arasindaki etkilesimin belirlenmesine yonelik biyosensor
tasarlanabilecegi diisiiniilmektedir. HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF
molekiillerinin etkiledigi doku ve organlarin, s6z konusu ilag etken madeleri ile
etkilesmeden onceki ve etkilesim sonrasindaki elektrokimyasal davraniglarinin
farki degerlendirilerek, bu ilaclarin hedef doku ve organlardaki etkilerinin

belirlenebilecegi sdylenebilir.

Elektrokimyasal  davramisin  incelenmesinde  ve  deneysel  verilerin
degerlendirilerek olas1 tepkime mekanizmasinin Onerilmesinde, molekiile ait
teorik hesaplamalarin 6nemli bir yere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkd, bir
maddenin elektron alis/verigine katilan orbitallerinin HOMO—-LUMO orbitalleri

oldugu ve radikalik ara firiinlerin olusumunda SOMO orbitallerinin bagil
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enerjilerinin 6nemli oldugu bilinmektedir. Mekanizma Onerme ve ara {iriin
analizine yonelik c¢aligmalarda molekiile ait bu orbital gruplarinin ve bu
gruplarin bagil enerjilerinin belirlenmesi oldukca onemlidir. Bu baglamda tez
calismasinda HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF molekiillerinin elektrokimyasal
davraniglarinin belirlenmesinde teorik hesaplamalar ilk kez kullanilmis ve
deneysel sonuglar hesaplama sonuglari ile desteklenerek epkime mekanizmalar
onerilmistir. Bunun yaninda sézkonusu mekanizmalarin daha ayrintili ve dogru
sekilde aydinlatilmasi i¢in olasi ara iiriinlere ve aktiflesmis komplekslere ait
hesaplamalarin da yapilmast ve en olast mekanizmalarin belirlenmesinin

miimkiin oldugu diistiniilmektedir.

Gerekli 6n caligmalar yapildiktan sonra gelistirilen voltametrik yontemlerin
tayin ve teshis i¢cin kullanilacak olmasit durumunda, elektrokimyasal calisma
sistemlerinin yerinde anliz ve 6l¢lim i¢in tasinabilecegi ve kurulumunun oldukga
basit oldugu bilinmektedir. Bu baglamda; HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF
tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin s6z konusu ilaglar1 kullanan

hastalarin bulunduklar1 yerde tayin ¢aligmalariyapilabilir.

Voltametrik tayin yontemi gelistirme c¢aligmalarinda kullanilan geleneksel
calisma elektrotlarinin potansiyel aralifinda elektrokimyasal aktiflige sahip
olmayan ila¢ etken maddelerinin tayini ve ayni potansiyelde indirgenme ve/veya
yiikseltgenme pikine sahip maddelerin es zamanli tayinine yonelik yapilacak
caligmalarda, modifiye elektrotlarin ve film elektrotlarin kullanilmast 6nemli bir
alternatif olarak one ¢ikmaktadir. Buna gore ADCE yiizeyindeki indirgenme
pikleri ayrilamayan INDA ve PER’in es zamanli tayini i¢in alternatif ¢alisma
elektrotlarinin (modifiye, film veya kompozit elektrotlar gibi) gelistirilmesine
yonelik  caligmalarin  yapilmasinin ~ olumlu  sonuglar  verebilecegi

diistiniilmektedir.

Elektrokimyasal ¢alismalarin  gerekli modifikasyonlar ve iyilestirmeler
yapildiktan sonra tekli ve c¢oklu tayinlerde geleneksel olarak kullanilan ve

kullanilmas1 esnasinda oldukca fazla kimyasalin harcandigi, bazi durumlarda
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yeterli gozlenebilme sinirlari ig¢in oldukca maliyetli bilesenlerin kullanilmasini

zorunlu kilan kromatografik yontemlere alternatif olabilir.

Elektrokimyasal c¢aligmalarda pik potansiyelleri yeterince ayrilamayan
maddelerin es zamanl tayini icin elektrokimyasal yontemlerin kromatografik
sistemler ile kombine halde kullanilanilabilecegi, boylelikle, kromatografik
yontemlerin aymrma gilicii ile elektrokimyasal yontemlerin daha diisiik
derisimlerde c¢aligabilme olanagi birlestirilmis olacagindan, daha etkin
analizlerin yapilabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun i¢in, kromatografik
sistemlere dedektor olarak voltametrik siyirma yontemlerinin adapte edilmesi;
HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF tayininin yaninda diger kromatografik ve
elektrokimyasal tayinlere her iki yOntemin istiinliiklerini birlestirerek yeni

yontemlerin ortaya ¢ikarilmasina olanak saglayacagi diisiiniilmektedir.

232



KAYNAKLAR

Albu, F., Georgit, C., David, V. and Medvedovici, A. 2005. Liquid chromatography—
electrospray tandem mass spectrometry method for determination of
indapamide in serum for single/multiple dose bioequivalence studies of
sustained release formulations. Journal of Chromatography B, Vol. 816, pp.
35-40.

Alnajjar, A.O. 2007. Simultaneous CE Determination of Captopril and Indapamide in
Pharmaceuticals and Human Plasma. Chromatographia, Vol. 68, (No. 5/6),
pp. 437-442.

Anonim. 2010. Web sitesi: http//www.adeka.com.tr, Erisim Tarihi: 15 May1s 2011
Anonim. 2010. Web sitesi: http//www.biofarma.com.tr, Erigsim Tarihi: 16 Nisan 2011
Anonim. 2010. Web sitesi: http//www.ilacabak.com, Erigsim Tarihi: 15 Nisan 2011

Anonim. 2010. Web sitesi: http//www.ilacrehberi.com, Erisim Tarihi: 15 Subat 2011,
20 Mart 2011, 15 Nisan 2011

Anonim. 2010. Web sitesi: http//www.saglik.gov.tr, Erisim Tarihi: 20 Nisan 2011
Anonymous. 2010. http//www.ilacpedia.com, Erigim Tarihi: 15 Nisan 2011

Anonymous. 2010. http//www.menarini.com, Erisim Tarihi: 15 Mart 2011, 20 Nisan
2011

Anonymous. 2010. http//www.wikipedia.org, Erisim Tarihleri: 15, 16, 17 Nisan 2011

Atta, N.F., Darwish, S.A., Khalil, SE. and Galal, A. 2007. Effect of surfactants on the
voltammetric reponse and determination of an antihypertensive drug.
Talanta, Vol. 72, pp. 1438-1445.

Attia, A.K. 2010. Determination of antihypertensive drug moexipril hydrochloride
based on the enhancement effect of sodium dodecyl sulfate at carbon paste
electrode. Talanta, Vol. 81; pp. 25-29.

Baing, M.M., Vaidya, V.V., Sane, R.T., Menon, S.N. and Dalvi, K. 2006. Simultaneous
RP-LC  Determination of Losartan Potassium, Ramipril, and

Hydrochlorothiazide in Pharmaceutical Preparations. Chromatographia,
Vol. 64, (No. 5/6), pp. 293-296.

Bard, A.J., Faulkner, L.R. 2001. Electrochemical Methods, Fundamentals and
Application, 2" edition, John Wiley and Sons inc. New York, USA.

Barek, J., Peckova, K., and Vyskocil, V. 2008. Adsorptive stripping voltammetry of
environmental carcinogens. Current Analytical Chemistry, Vol. 4 (3); pp.
242-249.

Bo, L.B., Mazzucchelli, P., Maezo, A. 2000. Assay of zofenopril and its active
metabolite zofenoprilat by liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry. Journal of Chromatography B, Vol. 749, pp. 287-294.

233



Bond, A.M. 1980. Modern polarografic methods in analytical chemistry, Marcel Dekker
Inc., New York

Bozal, B., Dogan-Topal, B., Uslu, B., Ozkan, SA. and Aboul-Enein, H.Y. 2009.
Quantitative Analysis of Irbesartan in Pharmaceuticals and Human
Biological Fluids by Voltammetry. Analytical Letters, Vol. 42, pp. 2322—
2338.

Brett, C.M.A., Brett, A.M.O. 1994. Electrochemistry, Principles, Methods and
Applications. Oxford University Press, New York, USA.

Carlucci, G. Federico, L.D. and Iuliani, P. 2010. Simultaneous Determination of
Zofenopril and Hydrochlorothiazide in Tablets Using Derivative UV
Spectrophotometry. Analytical Letters, Vol. 43, pp. 2609-2617.

Carlucci, G., Federico, LD. and Iuliani, P. 2010. HPLC-DAD method for the
simultaneous determination of zofenopril and hydrochlorothiazide in oral
pharmaceutical formulations. J. Sep. Sci., Vol. 33, pp. 1717-1722.

Carlucci, G., Federico, L.D. and Iuliani, P. 2010. Simultaneous Determination of
Zofenopril and Hydrochlorothiazide in Tablets Using Derivative UV
Spectrophotometry. Analytical Letters, Vol. 43, pp. 2609-2617.

Chen, W.D., Liang, Y., Zhang, H., Li, H., Xiong, Y., Wang, GJ. and Xie, L. 2006.
Simple, sensitive and rapid LC-MS method for the quantitation of
indapamide in human plasma—application to pharmacokinetic studies.
Journal of Chromatography B, Vol. 842, pp. 58-63.

Ciborowski, M., Icardo, M.C., Mateo, JVG. and Calatayud, J.M. 2004. FI
chemiluminometric study of thiazides by on-line photochemical reaction.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis Vol. 36, pp. 693—700.

Cakirer, O., Tasdemir, I.H. 2010. Electrochemical and Spectrophotometric Methods to
Assay of Risperidone an Antipsychotic Drug in Pharmaceutical and
Biological Samples. Asian Journal of Chemistry, Vol. 22, (8), pp. 6353-
6365.

Ding, L., Yang, L., Liu, F., Ju, W. and Xiong, N. 2006. A sensitive LC-ESI-MS method
for the determination of indapamide in human plasma: Method and clinical
applications. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis Vol. 42,
pp- 213-217.

El-Dosky, H.S., Ghoneim, E.M. and Ghoneim, M.M. 2005. Voltammetric behavior and
assay of the antibiotic drug cefazolin sodium in bulk form and
pharmaceutical formulation at amercury electrode.Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis Vol. 39, pp. 1051-1056.

Elshanawane, A.A., Mostafa, S.M. and Elgawish, M.S. 2008. Development and
Validation of LC Method for Simultaneous Determination of Two Binary
Mixtures Containing Indapamide. Chromatographia Vol. 67, (No. 9/10), pp.
837-840.

Emara, S., EI-Gindy, A., El-Sharbagi, A.N. and Hadad, G. 2003. Utility of copper(II)
oxide as a packed reactor in flow injection assembly for rapid analysis of

234



some angiotensin converting enzyme inhibitors. Analytica Chimica Acta,
Vol. 489, pp.115-123.

Erdogan, D.A., Tasdemir, I.H., Erk, N. and Kilig, E. 2011. Electrochemical Behavior of
Moclobemide at Mercury and Glassy Carbon Electrodes and Voltammetric
Methods for its Determination. Collect. Czech. Chem. Commun. Vol.76 (5),
pp. 423442,

Erk, N. 2001. Comparison of spectrophotometric and an LC method for the
determination perindopril and indapamide inpharmaceutical formulations.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Vol. 26, pp. 43-52.

Ertiirk, S., Cetin, S.M. and Atmaca, S. 2003. Simultaneous determination of moexipril
hydrochloride and hydrochlorothiazide in tablets by derivative
spectrophotometric and high-performance liquid chromatographic methods.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis Vol. 33, pp. 505- 511.

Fei, N., Jiuru, L. and Weifen, N. 2005. Chemiluminescence determination of
indapamide using indapamide-imprinted polymer as recognition material.
Analytica Chimica Acta Vol. 545, pp.129-136.

Frisch, M. J.; Trucks, G. W.; Schlegel, H. B.; Scuseria, G. E.; M. A. Robb; J. R.
Cheeseman; J. A. Montgomery; Jr.; T. Vreven; K. N. Kudin; J. C. Burant; J.
M. Millam; S. S. Iyengar; J. Tomasi; V. Barone; B. Mennucci; M. Cossi; G.
Scalmani; N. Rega; G. A. Petersson; H. Nakatsuji; M. Hada; M. Ehara; K.
Toyota; R. Fukuda; J. Hasegawa; M. Ishida; T. Nakajima; Y. Honda; O.
Kitao; H. Nakai; M. Klene; X. Li; J. E. Knox; H. P. Hratchian; J. B. Cross;
C. Adamo; J. Jaramillo; R. Gomperts; R. E. Stratmann; O. Yazyev; A. J.
Austin; R. Cammi; C. Pomelli; J. W. Ochterski; P. Y. Ayala; K. Morokuma,;
G. A. Voth; P. Salvador; J. J. Dannenberg; V. G. Zakrzewski; S. Dapprich;
A. D. Daniels; M. C. Strain; O. Farkas; D. K. Malick; A. D. Rabuck; K.
Raghavachari; J. B. Foresman; J. V. Ortiz; Q. Cui; A. G. Baboul; S.
Clifford; J. Cioslowski; B. B. Stefanov; G. Liu; A. Liashenko; P. Piskorz; 1.
Komaromi; R. L. Martin; D. J. Fox; T. Keith; M. A. Al-Laham; C. Y. Peng;
A. Nanayakkara; M. Challacombe; P. M. W. Gill; B. Johnson; W. Chen; M.
W. Wong; C. Gonzalez; and J. A. Pople, Gaussian 03, Revision B.03,
Gaussian, Inc., Pittsburgh PA, 2003.

Gao, F., Ding, L., Ma, P. and Wu, F. 2010. Simultaneous Analysis of Zofenopril and Its
Active Metabolite Zofenoprilat in Human Plasma by LC-ESI-MS Using
Pre-Column Derivatization with  p-Bromophenacyl Bromide.
Chromatographia Vol.71, (No. 11/12), pp. 1007-1014.

Gao, X., Chen, J., Mei, N., Tao, W., Jiang, W. and Jiang, X. 2005. HPLC Determination
and Pharmacokinetic Study of Indapamide in Human Whole Blood.
Chromatographia Vol. 61,(No. 11/12), pp. 581-585.

Garrido, J.A., Rodriguez, R.M., Bastida, R.M.and Brillas, E. 1992. Study by cyclic
voltammetry of a reversible surface charge transfer reaction when the

reactant diffuses to the electrode. Journal of Electroanalytical Chemistry
Vol. 324, pp.19-32.

235



Georgakakou, S., Kazanis, M. and Panderi, I. 2010. Hydrophilic interaction liquid
chromatography/positive ion electrospray ionization mass spectrometry
method for the quantification of perindopril and its main metabolite in
human plasma. Anal Bioanal Chem, Vol. 397, pp. 2161-2170.

Gonzalez, O., Iriarte, G., Rico, E., Ferreiros, N., Maguregui, M.1., Alonso, RM. and
Jimenez, RM. 2010. LC-MS/MS method for the determination of several
drugs used in combined cardiovascular therapy in human plasma. Journal of
Chromatography B, Vol. 878; pp. 2685-2692.

Gosser,Jr D.K. 1994. Cyclic Voltammetry, Simulation and Analysis of Reaction
Mechanisms, VCH Publishers,Inc, New York, USA.

Gupta, VK., Jain, R., Lukram, O., Agarwal, S. and Dwivedi, A. 2011. Simultaneous
determination of ramipril, ramiprilat and telmisartan in humanplasma using
liquid chromatography tandem mass spectrometry. Talanta Vol. 83, pp.
709-716.

Hammerich, O., Lund, H. (Editorler), 2001. Organic Electrochemistry, 4t edition,
Marcel Dekker Inc. New York, USA.

Hang, TJ., Zhao, W., Liu, J., Song, M., Xie, Y., Zhang, Z., Shen, J. and Zhang, Y. 2006.
A selective HPLC method for the determination of indapamide in human
whole blood: Application to a bioequivalence study in Chinese volunteers.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis Vol. 40, pp. 202-205.

Hilali, A., Jimenez, J.C., Callejon, M., Bello, M.A. and Guiraum, A. 2005.
Electrochemical study of imipenem’s primary metabolite at mercury
electrode voltammetric determination in urine. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, Vol. 38, pp.768-775

Huang, T., He, Z., Yang, B., Shao, L., Zheng, X. and Duan, G. 2006. Simultaneous
determination of captopril and hydrochlorothiazide in human plasma by
reverse-phase HPLC from linear gradient elution. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, Vol. 41, pp. 644—648.

Ivanovi¢, D., Malenovié¢, A., Jan¢i¢, B., Medenica, M. and Maskovi¢, M. 2007.
Monitoring of Impurity Level of Valsartan and Hydrochlorothiazide
Employing an RP-HPLC Gradient Mode. Journal of Liquid
Chromatography & Related Technologies, Vol. 30; pp. 2879-2890.

Jain, R., Jadon, N. and Radhapyari, K. 2007. Cathodic adsorptive stripping
voltammetric studies on lamivudine: An antiretroviral drug. Journal of
Colloids and Interface Science, Vol. 313, pp. 254-260.

Jain, R., Radhapyari, K. and Jadon, N. 2007. Adsorptive stripping voltammetric
behavior and determination of anticholinergic agent oxybutynin chloride on
amercury electrode. Journal of Colloids and Interface Science, Vol. 314, pp.
572-5717.

Kayaalp, SO. 1998. Rasyonel ve Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, Hacettepe Tas
Kitapeilik, Ankara, Tiirkiye.

Kolocouri, F., Dotsikas, Y., Apostolou C., Kousoulos C. and Loukas Y.L. 2007.
Simultaneous determination of losartan, EXP-3174 and hydrochlorothiazide

236



in plasma via fully automated 96-well format-based solid-phase extraction
and liquid chromatography—negative electrospray tandem mass
spectrometry. Anal Bioanal Chem, Vol. 387, pp. 593—-601.

Li, H. He, J., Liu, Q., Huo, Z., Liang, S. and Liang, Y. 2011. Simultaneous analysis
othydrochlorothiazide, triamterene and reserpine in rat plasma by high

performance liquid chromatography and tandem solidphase extraction. J.
Sep. Sci., Vol. 34, pp. 542-547.

Li, H., He, J., Liu,Q., Huo, Z., Liang, S., Liang, Y., Ito, Y. 2011. Simultaneous
Determination of Hydrochlorothiazide and Reserpine in Human Urine by
LC with a Simple Pre-Treatment. Chromatographia, Vol. 73, pp. 171-175.

Li, L., Sun, J, Yang, P. and He, Z. 2006. Liquid Chromatography—
Electrospraylonization—-Mass Spectrometric Method for the Determination
of Hydrochlorothiazide in Human Plasma: Application to a Pharmacokinetic
Study. Analytical Letters, Vol. 39, pp. 2797-2807.

Liang, Y., Li, H., Chen, WD., Liu, XD., Wang, GJ. and Xie, L. 2006. Simple, Sensitive,
and Rapid LC-MS Method for the Quantitation of Indapamide in Human
Plasma—Application to Pharmacokinetic Studies. Analytical Letters, Vol.
39, pp. 1365-1379.

Liu, F, Xu, Y, Gao, S., Zhang J. and Guo, Q. 2007. Determination of
hydrochlorothiazide in human plasma by liquid chromatography/tandem
mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
Vol. 44, pp. 1187-1191

Liu, F., Zhang, J., Xu, Yu., Gao, S. and Guo, Q. 2008. Simultaneous Determination of
Hydrochlorothiazide and Valsartan in Human Plasma by Liquid
Chromatography/Tandem Mass Spectrometry. Analytical Letters, Vol. 41,
pp. 1348-1365.

Lu, M., Tong, P., Xiao, H., Xia, S., Zheng, X., Liu, W., Zhang, L. and Chen, G. 2007. A
new method for screening and determination of diuretics by on-line CE-
ESI-MS. Electrophoresis, Vol. 28, pp.1461-1471.

Maggio, R.M., Castellano, P.M. and Kaufman, TS. 2008. A multivariate approach for
the  simultaneous  determination of losartan  potassium  and

hydrochlorothiazide in a combined pharmaceutical tablet formulation. Anal
Bioanal Chem. Vol. 391, pp. 2949-2955.

Maya, F., Estela, J.M. and Cerda, V. 2010. Interfacing on-line solid phase extraction
with  monolithic  column  multisyringe  chromatography  and
chemiluminescence detection: An effective tool for fast, sensitive and
selective determination of thiazide diuretics. Talanta, Vol. 80, pp. 1333—
1340.

Medenica, M., Ivanovic, D., Maskovic, M., Jancic, B., Malenovic, A. 2007. Evaluation
of impurities level of perindopril tert-butylamine in tablets, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Vol. 44, pp.1087-1094.

Obando, M.A., Estela, J.M. and Cerda, V. 2008. Simultaneous determination of
hydrochlorothiazide and losartan potassium in tablets by high-performance

237



low-pressure chromatography using a multi-syringe burette coupled to a
monolithic column. Anal Bioanal Chem, Vol.391, pp. 2349-2356.

Obando, M.A., Estela, J.M. and Cerda, V. 2008. Multi-syringe chromatography (MSC)
system for the on-line solid-phase extraction and determination of
hydrochlorothiazide and losartan potassium in superficial water,
groundwater and wastewater outlet samples. Journal of Pharmaceutical and

Biomedical Analysis. Vol. 48, pp.212-217

Omar, M.A. 2010. Spectrophotometric and Spectrofluorimetric Determination of
Certain Diuretics Through Ternary Complex Formation with Eosin and
Lead (IT). J Fluoresc. Vol. 20, pp. 275-281.

Ozoemena, K.I., Stefan, R.I., Van Staden, J.K.F. and Aboul-Enein, H.Y. 2004.
Utilization of maltodextrin based enantioselective, potentiometric

membrane electrodes for the enantioselective assay of S perindopril.
Talanta, Vol. 62, pp. 681-685.

Oztiirk, F., Tasdemir, I.H., Durmus Z. and Kilig, E. 2010. Electrochemical Behavior of
Disopyramide and its Adsorptive Stripping Determination in Pharmaceutical
Dosage Forms And Biological Fluids. Collect. Czech. Chem. Commun.,
Vol. 75, (6), pp. 685-702.

Parekh, S.A., Pudage, A., Joshi, S.S., Vaidya, V.V., Gomes, N.A. and Kamat, S.S.
2008. Simultaneous determination of hydrochlorothiazide, quinapril and
quinaprilat in human plasma by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Journal of Chromatography B, Vol. 873, pp. 59—69.

Radi, A. 2001. Stripping voltammetric determination of indapamide in serum at castor
oil-based carbon paste electrodes. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, Vol. 24, pp. 413—419.

Radi, A. 2003. Square-wave adsorptive cathodic stripping voltammetry of pantoprazole.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis Vol. 33, pp. 687—692.

Razak, O.A. 2004. Electrochemical Study of Hydrochlorothiazide and its determination
in urine and tablets. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
Vol. 34, pp. 433-440.

Rezaei, B., Damiri, S. 2008. Multiwalled Carbon Nanotubes Modified Electrode as a
Sensor for Adsorptive Stripping Voltammetric Determination of
Hydrochlorothiazide. IEEE Sensors Journal, Vol.8, (9), pp.1523-1529.

Ribeiro, D.S.M., Prior, J.A.V., Santos, J.L.M., Lopes, J.A. and Lima, J.L.F.C. 2009.
Exploiting the oxidative coupling reaction of MBTH for indapamide
determination. Talanta, Vol. 79, pp. 1161-1168.

Sagirli, O., Onal, A., Toker, S.E. and Sensoy, D. 2007. Simultaneous HPLC Analysis of
Olmesartan and Hydrochlorothiazide in Combined Tablets and in vitro
Dissolution Studies. Chromatographia, Vol. 66, (No. 3/4), pp. 213-218.

Salehi, H.M., Amin, A.S. and El-Mammli, M. 2001. New Colorimetric Methods for the
Determination of Indapamide and its Formulations. Mikrochim. Acta Vol.
137, pp. 185-189.

Scholz, F. (Editor). 2010. Electroanalytical Methods. Greifswald, Germany.

238



Shaikh, S., Thusleem, 