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Bu tez çalışmasında hipertansiyon tedavisinde kullanılan aliskiren (ALS) molekülünün 
asılı damla cıva elektrot (ADCE) ve camsı karbon elektrot (CKE) yüzeylerindeki 
elektrokimyasal davranışı incelenmiş, elektrot tepkimesine katılan elektron ve proton 
sayıları ile difüzyon katsayısı ve yüzey kaplama katsayısı hesaplanmıştır. Deneysel 
çalışmalarda elde edilen veriler değerlendirilerek indirgenme-yükseltgenme tepkimeleri 
için olası elektrot tepkime mekanizmaları önerilmiştir. Elektrokimyasal davranışı 
belirlenen ALS’nin farmasötik örnekler ve biyolojik sıvılardan nicel tayini için 
diferansiyel puls voltametri (DPV), kare dalga voltametri (KDV), diferansiyel puls 
adsorptif sıyırma voltametri (DPAdSV) ve kare dalga adsorptif sıyırma voltametri 
(KDAdSV) yöntemleri geliştirilmiştir. ADCE yüzeyinde doğrusal çalışma aralığının 
DPV ve KDV yöntemleri için 0,3x10-6M – 8,1x10-6M, KDAdSV yöntemi için ise 
0,4x10-7M – 1,22x10-6M olarak hesaplanmıştır. CKE yüzeyinde doğrusal çalışma 
aralığının DPV yöntemi için 1,5x10-6M – 6,35x10-5M, KDV yöntemi için 3,0x10-6M – 
5,23x10-5M, DPAAdSV yöntemi için 0,4x10-6M – 12,5x10-6M, KDAAdSV yöntemi 
için ise 1,6x10-6M – 1,25x10-5M olarak hesaplanmıştır. Yapılan kalibrasyon 
çalışmalarının analitik parametreleri en küçük kareler yöntemi ile değerlendirilrerek 
geliştirilen yöntemlerin validasyonu yapılmıştır. Farmasötik örnekler ve biyolojik 
ortamlara uygulanan bu yöntemlerle, güvenilir, tekrarlanabilir, yüksek doğruluk ve 
kesinliğe sahip sonuçlar elde edilmiştir.  
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 In this study, electrochemical behavior of drug active metarial used in some 
antihypertensive drug namely as aliskiren (ALS) used in treatment of hypertensive was 
investigated on hanging mercury drop electrode (HMDE) and glassy carbon electrode 
(GCE), number of electrons and protons participated to electrode reaction mechanism, 
diffussion and surface coverage coefficient were also calculated. Experimental results 
were evaluated to purpose the possible electrode reaction mechanism to electrooxidation 
and electroreduction of ALS. Moreover, differential pulse voltammetric (DPV), square 
wave voltammetric (SWV), differential pulse adsorptive stripping voltammetric 
(DPAdSV) and square wave adsorptive stripping voltammetric (SWAdSV) methods 
were developed to its direct determination in pharmaceutical preparations and biological 
samples including human serum and human urine. Linear concentration range on 
hanging mercury drop electrode for DPV and SWV methods were evaluated between 
0,3x10-6M – 8,1x10-6M, and for SWKAdSV was evaluated between 0,4x10-7M – 
1,22x10-6M. DPV method was evaluated between 1,5x10-6M – 6,35x10-5M, for SWV 
method was evaluated between 3,0x10-6M – 5,23x10-5M, for DPAAdSV was evaluated 
between 0,4x10-6M – 1,25x10-5M, and for SWAAdSV was evaluated between 1,6x10-6 
M – 1,25x10-5M. Validation parameters were calculated from analytical parameters of 
calibration studies by using least squared method. Results of these applied methods 
were found to have accuracy, precision, reproducible and high confidence. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Hipertansiyon olacakta bilinen yüksek kan basıncı; tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde 

de oldukça yaygın olarak görülen, önemini her geçen gün artırarak hissettiren bir halk 

sağlığı sorunudur. Hipertansiyonun önemli bir sağlık sorunu olmasında inme, kroner 

kalp hastalıkları, kalp ve böbrek yetmezliği gibi ciddi komplikasyonlara sebep olması 

etkilidir.  

İleri yaş hastalığı olarak bilinen hipertansiyonun görülme yaşı dünyada ve Türkiye’de 

giderek düşmektedir. Özellikle aşırı kiloların kan basıncı üzerindeki olumsuz etkisi 

nedeniyle, 13-14’lü yaşlarda hipertansiyon görülme sıklığı artmaktadır. Gençler 

arasında yaygınlaşan bu hastalığın en önemli nedenlerinden biri de, aşırı miktarda tuz 

kullanımıdır. Türkiye’de kişi başı 18g olan tuz tüketimi dünyaya göre çok yüksek 

miktarda seyretmektedir. 

Dünya Sağlık Örgütü’nün kayıtlarına göre dünyada 1,5 milyardan fazla insanda 

hipertansiyon bulunmakta ve her yıl 7 milyon insan yüksek kan basıncı ve bundan 

kaynaklanan hastalıklar nedeniyle hayatını kaybetmektedir. Yüksek tansiyon kaynaklı 

ölüm nedenlerinin başında; inme, kalp krizi, kalp yetmezliği ve böbrek yetmezliği gibi 

hastalıklar gelmektedir (http://www.bizimsaglik.com, 2012). 

Hipertansiyon tedavi edilebilir bir hastalıktır. Eğer hasta hekimiyle sürekli irtibat 

halinde olur ve ilaçlarını düzenli olarak kullanırsa korkması için bir sebep yoktur. Ama 

hipertansiyon kontrol edilmezse beyin kanamsı, inme, kalp yetersizliği, böbrek 

hastalıkları, aortta yırtılma, koroner arter hastalığı, ani ölüm gibi durumlar daha sık 

görülmektedir ( http://www.turkcebilgi.com, 2012). 

Hipertansiyon tedavisinde ilaç kullanımı önemli bir yer tutmaktadır. Kullaanılan 

ilaçların bazıları herhangi bir biyokimyasal dönüşüme uğramadan bir kısmı ise vücutta 

meydana gelen biyokimyasal dönüşümler sonucunda metabolitlerine dönüşerek 

vücuttan atılmaktadır. Bu sırada ilaçların hedef organlarındaki derişimleri sürekli 

değişmektedir. Bu sebeple, herhangi bir andaki ilaç derişimi, verilen ilaç dozuna ve 

farmakokinetik olayların hangi hızlarda gerçekleştiğine bağlıdır. Etkili bir ilaç tedavisi 
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için ilacın etkisini değiştirebilecek faktörlerin ve etki tarzlarının iyi bilinmesi ve ona 

göre uygun tedavi uygulamalarının yapılması gerekmektedir (Anonim,2008). 

Hipertansiyon tedavisinde ilaç tüketimi arttığından dolayı, tüketilen ilaçların analizleri 

günümüzde önemli bir yer tutmaktadır. Günümüzde tüketilen ilaçların analizlerinde 

genellikle çeşitli kromatografik yöntemler tercih edilmektedir. Kromatografik yöntemler 

dışında spektroskopik, titrimetrik ve voltametrik yöntemler de kullanılmaktadır. 

Bu tez çalışmasında renin inhibitörleri sınıfından olan aliskirenin (ALS) farklı elektrot 

yüzeylerindeki elektrokimyasal davranışı incelenmiş, numunelerden ALS tayini için 

voltametrik yöntem geliştirme çalışmaları yapılmıştır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Tezin bu kısmında hipertansiyon rahatsızlığı ile ilgili kısaca bilgi verilip bu rahatsızlığın 

tedavisinde kullanılan ve renin inhibitörü sınıfında olan aliskirenin bazı özellikleri 

belirtilmiştir. Bu kısımda ayrıca ilaç analizlerine yönelik genel bir değerlendirme 

yapılmıştır.  

2.1 Hipertansiyon 

Halk arasında tansiyon yükselmesi hastalığı denilen hipertansiyon kan basıncında 

meydana gelen sürekli yükselme olarak tanımlanmıştır. Hipertansiyon, insan sağlığını 

ciddi fakat sinsi bir biçimde tehdit eden bir rahatsızlıktır. Yüksek tansiyonun kendisi bir 

hastalık değil, vücutta gelişen bazı hastalıkların yarattığı sonuçlardan biridir. Ancak 

yüksek tansiyon geliştikten sonra kendisi de birçok hastalıkların başlıca nedenini 

oluşturmaktadır. Hipertansiyona halk arasında büyük bir sıklıkla rastlanmaktadır. 

Örneğin, ülkemizde, halkın yaklaşık % 30’unda hipertansiyon olduğu saptanmıştır. Bu 

oran son derece yüksek bir orandır. Tansiyonun yüksekliğiyle yaşamın kısalması 

birbirine paralellik göstermektedir. Çünkü tedavi görmeyen bir hipertansiyon hastasının, 

hipertansiyonun yerleşmesinden sonra ümit edilen yaşam süresi 20 yıl kadardır 

(http://www.saglik.im, 2012). 

Türk Hipertansiyon ve Böbrek Hastalıkları Derneği’nce 2003 yılında yapılan “Türk 

Hipertansiyon Çalışması” hastalığın sıklık ve yol açtığı sağlık sorunlarıyla ilgili önemli 

sonuçlar ortaya koymuştur. Hipertansiyonla ilgili bugüne kadar yapılan en kapsamlı 

çalışmadan aşağıdaki çarpıcı veriler elde edilmiştir(http://www.ahmetalpman.com): 

Hipertansiyon saptananların % 38’inin daha önce hipertansiyon tanısı aldığı, % 62’sinin 

ise ilk kez bu çalışma sırasında hipertansif olduğunu öğrendiği belirlenmiştir. Buna göre 

ülke genelinde hipertansiyonu olan her 3 kişiden 2’si hipertansif olduğunun farkında 

değildir. 

Hipertansiyon kadınlarda daha sık görülmektedir. Erkeklerde % 27,5 sıklıkta görülürken 

kadınlarda bu oran % 36,1’dir. 
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Hipertansiyon hastası olup kan basıncı yeterli kontrol edilenlerin oranı sadece % 21’dir. 

Bu da, 5 hipertansiften 4'ünde kan basıncı kontrolünün yeterli yapılmadığını 

göstermektedir. 

Hipertansiyon saptanan bireylerde yapılan idrar ve kan analizleri ile % 27,4'ünde böbrek 

hasarının göstergesi olan "mikroalbuminüri"nin varlığı saptanmıştır. Her 3 

hipertansiften birinde böbrek hasarı saptanmasının altında yatan neden, hipertansiyonun 

geç fark edilmesi ve yeterince kontrol altında tutulmamasıdır. Bu veriler 

hipertansiyonun tanı ve tedavisinin toplumumuzda önem verilmesi gereken önemli 

sağlık problemlerinden biri olduğunu göstermektedir. 

Yüksek tansiyon hastalığının belirtileri, sabahları ense bölgesinde hissedilen ağrı, nefes 

darlığı, çarpıntı, baş dönmesi, baş ağrısı, sık idrara çıkma olabilir. Daha da önemlisi; 

tansiyon yüksek, hatta çok yüksek olduğu halde bazı hastalarda hiçbir şikâyet 

olmayabilir. 

Yüksek tansiyon; kolesterol yüksekliği, şeker hastalığı, sigara, şişmanlık gibi kalp 

damar hastalığına zemin hazırlayan ve ilerlemesini hızlandıran önemli risk 

faktörlerinden biridir. Bunun için yüksek tansiyon tedavisinde diğer risk faktörlerinin de 

olup olmadığı araştırılmalıdır (http://www.ahmetalpman.com). 

Yüksek tansiyon kesinlikle tedavi edilmesi gereken bir durumdur. Tedaviye başlamadan 

önce, yüksek tansiyonun hangi tipte olduğu ortaya konulmalıdır. Başlıca üç tedavi 

yöntemi vardır. Bunlar ilaç tedavisi, cerrahi tedavi ve alışkanlıkların düzenlenmesidir. 

Yüksek tansiyonun tedavisinde kullanılmakta olan çeşitli ilaçlar vardır. Bu ilaçlar 

değişik yollardan değişik etkiler oluşturarak, tansiyonun kontrol altına alınmasına 

etmektedirler.  

Hipertansiyonlu hastaların ilaç kullanmalarına karşın, günlük tuz alımlarını azaltmaları, 

fazla kilolarından da kurtulmaları gerekmektedir. Kaybedilen her 10 kg’lık fazladan 

kütle kan basıncında 5-20 mmHg gibi bir düşüşe sebep olmaktadır. Yapılan diyetin 

meyve, sebze ve yağ içeriği azaltılmış süt ürünlerince zengin olması da tansiyonun 

kontrol edilmesine yardımcı olmaktadır. Diğer yandan bu kişilerin kesinlikle sigara 

alışkanlığından vazgeçmeleri gerekmektedir. Daha sakin bir yaşamı tercih etmeleri ise 
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kuşkusuz sağlıkları açısından önemlidir. Düzenli olarak yapılan spor çalışmaları ise 

kesinlikle kan basıncının kontrolüne yardım etmektedir. Yürüyüşler, hafif koşular, 

yüzme ülkemizin koşullarında kolayca gerçekleştirilebilecek olan spor çalışmalarıdır. 

Yüksek tansiyon vakaları gerektiği gibi tedavi edildiklerinde, normal yaşam süresini 

kısaltmamaktadır. Tedavi edilmeyen vakalar ise en fazla 20 yıl içinde kaybedilmektedir. 

Bazı etkenler yüksek tansiyonlu hastanın geleceğini olumsuz yönde etkilemektedir 

(http://www.saglik.im). 

2.1.1 Antihipertansif ilaçlar 

Her sağlık probleminin tedavisinde olduğu gibi hipertansiyonun tedavisinde de belirli 

bir aşamadan sonra ilaç tedavisi kaçınılmaz olmaktadır. Hipertansiyonun tedavisinde 

farklı gruplara dâhil ilaçlar kullanılmaktadır. Bu ilaçlar; 

• beta blokerleri 

• kalsiyum kanal blokerleri 

• anjiyotensin dönüştürücü enzim (ADE) inhibitörleri 

• adrenerjik reseptör blokerleri 

• adrenerjik nöron blokerleri 

• anjiyotensin II reseptör antagonistleri (ARA II)  

• tiyazit ve tiyazit benzeri diüretikler 

sınıflarından birine dahil olan ilaçlardır. Bazı durumlarda tedavinin etkinliğini artırmak 

için farklı gruplardaki ilaçların bileşimini içeren ilaçlar da kullanılmaktadır (Taşdemir 

2011). 

  



 6

2.1.2 Aliskiren (ALS) 

  

 (2S,4S,5S,7S)-5-amino-N-(2-carbamoyl-2,2-dimethylethyl)-4-hydroxy-7-{[4-methoxy 
3-(3-methoxypropoxy)phenyl]methyl}-8-methyl-2-(propan-2-yl)nonanamide 

                                                     C30H53N3O6, 

                                                     551.758 g/mol 

Şekil 2.1 Aliskren’in molekül formülü 

Kan basıncının düşürülmesine yardımcı olan aliskiren (ALS), renin enzimini inhibe 

ederek esansiyel hipertansiyonun tedavisinde kullanılmaktadır. Renin inhibitörleri, 

vücudun üretebileceği anjiyotensin II (kan damarlarının daralmasına ve böylece kan 

basıncının yükselmesine neden olur) miktarını azaltmaktadır. Anjiyotensin II miktarının 

düşürülmesi, damarların genişlemesini ve böylece kan basıncının düşürülmesini 

sağlamaktadır. (www.mediapharma.it, 2012) 

ALS’nin hipertansif hastalarda günde bir kez 150 mg ve 300 mg dozlarda uygulanması 

hem sistolik, hem de diyastolik kan basıncında 24 saatlik doz aralığının tamamını 

kapsayan doza bağlı bir azalma oluşturmaktadır. Maksimum kan basıncı düşürücü 

etkinin %85-90'ı 2 hafta sonra gözlenmektedir. ALS’nin plazmadaki yüksek 

derişimlerine oral emilimi takiben 1-3 saat sonra ulaşılmaktadır. Kararlı durum plazma 

derişimlerine ise günde bir kez uygulamayı takiben 5-7 gün içinde ulaşılmakta ve kararlı 

durum düzeyleri başlangıç dozunda elde edilenlerin yaklaşık iki katı olmaktadır. 

İntravenöz uygulamayı takiben kararlı durumdaki ortalama dağılım hacmi yaklaşık 135 
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litredir; bu da ALS’nin damardışı boşluğa büyük ölçüde dağıldığını göstermektedir. 

ALS’nin, plazma proteinlerine bağlanması orta düzeydedir ve konsantrasyondan 

bağımsızdır. Oral uygulamayı takiben dozun büyük kısmı (%78), değişikliğe uğramamış 

ilaç halinde dışkı yoluyla atılmakta, yaklaşık %0,6'sı ise idrardan geri kazanılmaktadır. 

ALS’nin mutlak biyoyararlanımı %2-3'tür. İntravenöz uygulamayı takiben, ortalama 

plazma klerensi yaklaşık 9 litre/saat olarak saptanmıştır (www.ilacpedia.com, 

www.farmacep.com, 2012).  

2.2 İlaç Analiz Yöntemleri 

İlaç analizlerinde genellikle kromotografik yöntemler, özellikle de sıvı kromatografi 

yöntemi tercih edilmektedir. Ancak kullanılan cihazların kurulumunun ekonomik 

olmaması ve kullanımı esnasında oldukça fazla miktarda kimyasal sarf edilmesi bu 

yöntemlerin başlıca dezavantajlarını oluşturmaktadır. Kromotografik çalışmalarda 

kullanılan yöntemin gözlenebilme ve alt tayin sınırı değerleri sistemde kullanılan 

dedektörlere bağlı olduğundan genellikle eser miktarda bulunan türlerin tayini ancak 

yüksek modifiyeli dedektörler kullanıldığında mümkün olabilmektedir. Daha hassas 

dedektörlerin kullanılması ise analiz yöntemini daha karmaşık hale getirirken 

maliyetleri de arttırmaktadır. Günümüzde ilaç etken maddelerin analiz işlemlerinde 

elektrokimyasal yöntemlerden de yararlanılmaktadır. Bunun yanında biyolojik numune 

ve ilaç analizlerinde bu yöntemler gelişen teknolojiyle daha kolay, ekonomik ve 

kullanılır hale gelmiştir. Bu yöntemler ile ilaç etken maddelerin bozucu etkiye 

uğramadan daha yüksek doğrulukta tayinleri yapılabilmektedir. Diğer yöntemlere oranla 

elektrokimyasal yöntemler daha az miktarda ilaç etken madde, çözücü ve tampon 

çözelti kullanımının yanında uygulanabilirliğinin kolay olması, cihaz kurulumlarının 

basit olması, ölçümlerinin hassas olması ve analizlerin ekonomik olması sebebiyle 

tercih edilmektedir (Wang 2000). 

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal hücrede bulunan çözeltinin elektrokimyasal 

özelliklerine bağlı olarak değişen nitel ve nicel yöntemlerden oluşmaktadır. Elektrot ile 

çözeltinin bulunduğu sisteme elektriksel bir değişiklik yapılarak akım, potansiyel, yük 

gibi değişkenlerin ölçülmesine dayanmaktadır (Wang 2006).  
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Tepkimelerin mekanizmasının belirlenmesi, elektrot tepkimelerinin kinetiklerinin 

incelemesinde aşağıdaki elektrokimyasal teknikler sıklıkla kullanılmaktadır. 

• Dönüşümlü Voltametri (DV) 

• Kare Dalga Voltametri (KDV) 

• Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) 

• Normal Puls Voltametri (NPV) 

• Sıyırma Voltametrisi (SV) 

• Kronoamperometri (KA) 

• Kronokulometri (KK) 

2.3 Voltametri 

Elektrokimyasal tepkimelerin kinetiğinin ve mekanizmasının incelenmesinde voltametri 

teknikleri kullanılmaktadır. Durgun bir çözelti ortamında çalışma elektroduna 

uygulanan potansiyele karşı elektrodun vermiş olduğu akımın incelenmesine dayanan 

elektrokimyasal teknikler genel olarak voltametri olarak adlandırılmaktadır (Gosser 

1993).  

2.3.1 Dönüşümlü voltametri (DV)  

Dönüşümlü voltametri, elektroaktif maddelerin incelenmesinde kullanılan en yaygın 

metottur. Bu metot genellikle bir bileşiğin, bir biyolojik materyalin veya bir elektrot 

yüzeyinin elektrokimyasal olarak incelenmesinde ilk uygulanan metottur. DV 

sonuçlarının geçerliliği, geniş bir potansiyel aralığında indirgenme-yükseltgenme 

olaylarının hızlı bir şekilde gözlenebilmesine olanak sağlamaktadır.  

Sulu ve susuz çözeltilerdeki elektrokimyasal çalışmalarda en kullanışlı yöntemlerden 

biri olan DV, kararsız bir ara ürün veya ürünler içeren elektrot tepkimelerinin 

incelenmesinde sıklıkla tercih edilmektedir. DV’de tarama hızları değiştirilerek pik 

parametrelerinin tarama hızı ile değişmesinden, incelenmekte olan dönüşümlerin 

mekanizmaları ile ilgili faydalı bilgiler sağlanabilmektedir (Wang 2000). 

DV’de çalışma elektroduna uygulanan potansiyele karşılık akım ölçülmekte ve elde 

edilen akım-potansiyel grafiğine voltamperogram (voltamogram) denilmektedir ve 
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voltamogramın elde edilmesi aşamasında uygulanan potansiyelin zamanla doğrusal 

olarak değişmesi Şekil 2.2’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2 Dönüşümlü voltametride uygulanan potansiyelin zamanla değişmesi. 

         E1: Başlangıç potansiyeli 

         E2: Tarama yönünün değiştiği potansiyel 

         E3: Bitiş potansiyeli 

E1 ve E2 arasında potansiyel taraması yapılırsa, metot doğrusal taramalı voltametridir. 

E2 potansiyeline ulaştıktan sonra ilk taramaya ters yönde aynı potansiyele veya farklı 

bir E3 potansiyeline geri dönülürse metodun adı dönüşümlü voltametri olur. Her iki 

metotta da alınan cevap akımın potansiyele karşı grafiğe geçirildiği voltamogramlardır. 

Tarama hızı ile pik yüksekliğinin değişimi incelendiğinde, difüzyon, adsorpsiyon ve 

elektron aktarımına eşlik eden kimyasal tepkimelerle ilgili bilgi edinilebilmektedir. İleri 

ve geri taramadaki piklerden kinetik veriler de hesaplanabilmektedir. Elektrot yüzeyinde 

gerçekleşen elektrokimyasal tepkimeler elektrot yüzeyinde ki davranışlarına göre 

tersinir, tersinmez ya da yarı tersinir olarak adlandırılırlar. 

2.3.1.1 Tersinir reaksiyonlar  

Tersinir sistemler, ileri yönde potansiyel taraması sırasında oluşan indirgenme (veya 

yükseltgenme) pikinin, potansiyel taraması geriye çevrildiğinde, indirgenme (veya 

yükseltgenme) sırasında oluşan ürünün yeniden yükseltgenmesinin (veya 
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indirgenmesinin) gözlendiği sistemlerdir.  Tepkime başlangıcında ortamda yalnız O 

maddesi bulunuyorsa ve tepkime; 

    O + ne-               R 

şeklinde bir indirgenme reaksiyonu gerçekleşiyor ise tarama hızı arttıkça akım-

potansiyel grafiği pik şeklinde gözlenir. Potansiyel negatife doğru gittikçe, elektrot 

yüzeyinde O derişimi azalır. Elektrot yüzeyinde O’nun derişimi sıfır olduğunda akım 

sabitlenir. Yüzeyde O derişimi sıfır olunca derişim gradienti (∆C/∆Χ) azalır ve buna 

bağlı olarak da akımın azalması sonucunda akım-potansiyel grafiği pik şeklinde olur. 

Tarama hızı artırıldıkça pik yüksekliği artar.  

Geriye doğru tarama yapıldığında, hızlı taramada elektrot yüzeyinde yeterince bulunan 

R molekülleri yükseltgenmeye başlar ve bir akım oluşur. E0 değerine kadar O 

molekülleri R’ye indirgenir. Ters taramada pozitif potansiyellere gidildikçe R’nin 

yüzeydeki derişimi azalır ve yeterince pozitif bölgede sıfıra kadar azalma görülür. İleri 

taramada elde edilen katodik akım gibi geri taramada da anodik akım meydana gelir. 

Deney esnasında yüzeyde oluşan R türünün çözeltiye doğru difüzlenmesinden dolayı 

anodik akım katodik akımdan biraz daha düşük olur. 

O + ne-                 R şeklinde bir tersinir reaksiyonunun DV voltamogramı Şekil 

2.4’teki gibidir.  

 

 

                 Şekil 2.3 Dönüşümlü voltametride akım potansiyel eğrisi. 
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Tersinir bir mekanizma aşağıda verilen özellikleri sağlamalıdır. Bunlardan bir ya da 

birkaçını sağlamazsa sistem tersinir değildir denir (Bard, 2001) 

• �� � �������
	  

• ∆�� � �� � ��/	� � ��
� �� 

• ���/���� � 1 
2.3.1.2 Tersinmez reaksiyonlar  

Tersinmez bir reaksiyonda, tarama hızı düşük iken elektron aktarım hızı yüksek 

olduğunda sistem tersinir gibi görülebilir. Artan tarama hızı ile anodik ve katodik pik 

potansiyellerinin birbirinden uzaklaşması ve ∆Ep değerinin büyümesi tersinmez 

sistemin bir göstergesi olarak düşünülebilir.  

Tamamen tersinmez bir sistemde ters tarama da pik gözlenmez. Oysa ters tarama da 

pikin gözlenmeyişi sistemin tersinmez olduğunu ispatlamaz. Elektron aktarım 

basamağını takip eden çok hızlı bir kimyasal tepkime varlığında da aynı durum söz 

konusudur. Oluşan ürün, hızlı bir şekilde başka bir maddeye dönüştüğünden geri 

taramada pik gözlenmeyebilir (Bard 2001, Wang 2006). 

2.3.1.3 Yarı tersinir reaksiyonlar  

Bir sistemde akım, hem elektron aktarımı hem de kütle aktarımının katkısıyla oluşuyor 

ise sistem yarı tersinirdir.  

Yarı tersinir sistemlerin aşağıdaki kriterleri sağlaması gerekmektedir. 

• ∆Ep
 
> 59/n mV ve ∆Ep , ν ile artar. 

• Ep
k
, v’nin artması ile daha büyük değerlere (anodik daha anodiğe, katodik daha 

katodiğe) kayar. 

• i
p
, ν

1/2 
ile artar (Bard 2001). 
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2.3.2 DV ile elektrot reaksiyon mekanizmasının belirlenmesi  

DV ile elektrot tepkimesine eşlik eden ve ayrıntıları aşağıda verilen kimyasal 

tepkimelerin varlığı ve mekanizma araştırmaları yapılabilir.  

2.3.2.1 Kimyasal basamağı takip eden elektrokimyasal basamak (CE mekanizması) 

Bir elektrot tepkimesinde önce elektroaktif maddenin oluşması (kimyasal tepkime) ve 

bunu takiben elektron aktarım basamağının (elektokimyasal basamak) meydana gelmesi 

CE mekanizması olarak bilinir. 

A   O  (C) (kimyasal basamak) 

O + ne-   R (E) (elektron aktarım basamağı) 

Kimyasal reaksiyonun gerçekleştiği basamak çok yavaş ve elektron aktarımının 

gerçekleştiği basamak tersinir ise akım kinetik kontrollüdür ve DV’de pik gözlenmez. 

Akım değişen potansiyelle belli bir sınır değerine ulaşır. Elektrot tepkimesi CE’ye göre 

ilerliyor ise aşağıdaki kriterleri sağlar (Bard 2001):  

• Tarama hızı arttıkça i
p

k 
/ v

1/2 
azalır.  

• i
p

a
/i
p

k 
oranı ν ile artar ve bu oran ≥ 1 olması gerekir. 

2.3.2.2 Elektrokimyasal basamağı takip eden kimyasal basamak (EC mekanizması)  

Bir elektrot tepkimesi, sırasıyla elektron aktarım basamağı ve kimyasal basamaktan 

oluşuyor ise EC mekanizması geçerlidir. 

O + ne-   R (E) (elektron aktarım basamağı) 

R              X  (C) (kimyasal basamak) 

E basamağının tamamen tersinmez olması halinde, kinetik veriler incelenemez. E 

tersinir olduğunda C basamağı hızlıysa anodik pik gözlenemez. Ancak C’nin hızı düşük 

ise anodik pik gözlenir.  

Mekanizmamızın CE olması için; 
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• │i
p

a
/i
p

k 
│<1 dir. Ancak ν arttıkça 1’e yaklaşır.  

• i
p

k
/ν

1/2 
oranı v arttıtça çok az da olsa azalır.  

• E
p

k
, tersinir durumdakinden daha pozitiftir.  

2.3.2.3 Elektrokimyasal basamak-kimyasal basamak-elektrokimyasal basamak 
            (ECE mekanizması) 

Elektroaktif tür indirgendikten sonra kimyasal bir reaksiyon sonucu yine elektroaktif 

başka bir türe dönüşür. Bu duruma genellikle organik elektrokimyada çok rastlanır.  

O + ne-   R  (E) (elektron aktarım basamağı) 

R    X  (C) (kimyasal basamak) 

   X + ne-   Y  (E) (elektron aktarım basamağı) 

• i
p

a
/i
p

k 
oranı, artan tarama hızı ile artar ve yüksek tarama hızlarında 1’e yaklaşır.  

• i
p

k
/ν

1/2 değeri tarama hızı ile değişir. 

2.3.3 Puls voltametri (PV) 

Puls yöntemleri elektrokimyasal çalışmalarda belirli aralıklarla çalışma elektroduna 

potansiyel pulsu uygulanmadan önce ve potansiyel pulsu uygulandıktan sonra akım 

ölçümü yapılarak faradayik akımın kapasitif akıma oranının önemli ölçüde arttırıldığı 

yöntemlerdir. Çünkü elektrokimyasal çalışmalarda faradayik akımın kapasitif akıma 

oranının maksimum seviyede olması gerekmektedir (Scholz 2010).  

2.3.4 Diferansiyel puls voltametri (DPV) 

Puls voltametri teknikleri, Barker ve Jenkin tarafından (1952), voltametrik çalışmalarda 

tayin sınırını düşürmek amacıyla önerilmiştir. Böylece, faradayik ve faradayik olmayan 

akım arasındaki oran arttırılarak, tayin sınırları 10-8 M’a kadar düşürülmüştür. DPV’de, 

doğrusal bir potansiyel artışına göre ayarlanmış sabit büyüklükte pulslar (dE/dt), 

çalışma elektroduna belli bir süre uygulanır (Şekil 2.4). İki kez akım ölçülür. Birincisi, 

puls uygulanmadan hemen önce yani tam pulsun başladığı anda potansiyelde bir artış 

olmadan, ikincisi ise, pulsun hemen bitmesine yakın bir bölgede ölçülür. Bu iki akım 

arasındaki fark, puls farkı (∆Ipuls) olarak verilir ve uygulanan potansiyele karşı bu akım 
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farklarının grafiğe geçirilmesiyle diferansiyel puls voltamogramı elde edilir (Monk 

2001, Wang 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.4 Diferansiyel puls voltametride puls tipi uyarma sinyalinin dalga şekli 

2.3.5 Kare dalga voltametri (KDV)  

KDV ise hassas ve hızlı bir analitik metot olmasından dolayı düşük derişimlerde 

çalışmalar yapılabilir. KDV tersinmez sistemlerin kinetik çalışmaları için uygun bir 

metottur. KDV’de çalışma elektroduna uygulanan potansiyel, büyük genlikli bir 

diferansiyel teknik olmasını sağlayan simetrik kare dalgalar şeklindedir. Her bir kare 

dalga döngüsü boyunca akım iki kez ölçülür. Birincisi, ileri yöndeki pulsun hemen 

sonunda (t1) ikincisi ise geri yöndeki pulsun hemen sonundadır (t2) (Şekil 2.5). Bu iki 

akım arasındaki fark uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafiğe 

geçirildiğinde kare dalga voltamogramı elde edilir.  

  
Şekil 2.5 Kare dalga voltametride puls tipi uyarma sinyalinin dalga şekli 

KDV'de net akım hem ileri hem de geri puls akımlarından daha büyüktür. Bu nedenle, 

voltametrik pik genellikle oldukça kolay okunmaktadır. Bu da, yöntemin doğruluğunu 

arttırmakta ve diferansiyel puls voltametriden daha yüksek duyarlılığın elde edilmesini 
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sağlamaktadır (Monk 2001, Osteryoung 1981). Böylece, 1,0 × 10-8 M'a yakın çok düşük 

tayin sınırlarına inilebilmektedir. Kesin sonuç ilgili mekanizmaya ve elektrokimyasal 

türlere bağlı olmakla birlikte kare dalga ve diferansiyel puls voltametri karşılaştırılırsa, 

kare dalga akımlarının benzer diferansiyel puls akımlarından, tersinir ve tersinmez 

sistemler için sırasıyla 4 ve 3,3 kat daha yüksek olduğu söylenebilir (Borman 1982). 

2.4 Sıyırma Voltametrisi (SV) 

Sıyırma voltametri yöntemi, yüksek duyarlılık ve seçiciliğe sahip olduğundan dolayı, 

eser miktardaki elektroaktif türlerin tayininde kullanılmaktadır. Sıyırma voltametri 

yöntemi, karışım analizlerine uygulanabilirliği, ölçüm kolaylığı, çevre, klinik ve 

endüstriyel numunelerde duyarlı analizlere elverişli olması sebebiyle oldukça dikkat 

çekmektedir.  

Sıyırma voltametride analiz iki basamakta gerçekleşmektedir. Birinci basamakta, analizi 

yapılacak eser miktardaki madde, çözeltiden elektrot yüzeyine elektrokimyasal yolla ya 

da adsorpsiyon yoluyla biriktirilmektedir. Analizi yapılacak maddenin biriktirilmesi 

işlemi, çözeltiden indirgenmesi ya da yükseltgenmesi sonucu ya da çözeltide bulunan 

madde, sabit potansiyelde herhangi bir elektrokimyasal değişikliğe uğramadan 

doğrudan elektrot yüzeyine fiziksel adsorpsiyonla biriktirilebilmektedir. İkinci basamak 

olan sıyırma basamağında ise elektroda pozitif (anodik) veya negatif (katodik) yönde 

potansiyel taraması uygulanarak elektrot yüzeyinde biriken madde yükseltgenme veya 

indirgenme ile elektrot yüzeyinden sıyrılarak tekrar çözeltiye geri aktarılmaktadır 

(Wang 2000). Sıyırmada yapılan potansiyel taraması anodik yönde yapılırsa yöntem 

anodik sıyırma voltametri (ASV), katodik yönde yapılırsa katodik sıyırma voltametridir 

(KSV).  

Sıyırma voltametride elektrot yüzeyinde biriktirilen madde miktarı; madde ve çözelti 

özelliği, elektrotun cinsi ve yüzey genişliği, uygulanan potansiyel, biriktirme süresi, 

ortamın sıcaklığı, biriktirme potansiyeli ve çözeltinin karıştırılma hızı gibi faktörlere 

bağlıdır. Bu değerlerin değişmesiyle elektrot yüzeyinde biriktirilen madde miktarı, buna 

bağlı olarakta duyarlılık değişebilmektedir (Wang 2000). 
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2.5 Bulk Elektroliz (BE) 

Bulk elektroliz sisteme verilen elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye dönüşümü 

esnasında indirgenme ve yükseltgenme sayesinde istenilen türlerin elde edilmesidir. 

Bulk elektroliz sayesinde elektrokimyasal olay sonucunda sisteme aktarılan elektron 

sayısı hesaplanabilmektedir. 

Bulk elektroliz uygulaması iki şekilde gerçekleşmektedir: 

Elektroliz süresince sisteme sabit potansiyel uygulanan yönteme sabit potansiyelli bulk 

elektroliz, sisteme değişken potansiyel uygulanarak akımın sabit tutulduğu yönteme 

sabit akımlı bulk elektroliz denilmektedir (Scholz 2010). 

2.6 Kronoamperometri (KA) 

Kronoamperometri kontrollü potansiyel yöntemlerindendir. Durgun bir çözeltide, 

çalışma elektroduna uygulanan potansiyelin “faradayik tepkimenin gerçekleşmediği bir 

potansiyelden, elektroaktif türün elektrot yüzeyindeki derişiminin sıfıra yakın olduğu 

potansiyel aralığında” değiştirilmesine dayanmaktadır. 

Kronoamperometri genellikle elektroaktif türlerin difüzyon katsayılarının veya çalışma 

elektrodunun yüzey alanının hesaplanmasında kullanılmaktadır. Aynı zamanda, elektrot 

tepkimelerinin mekanizmasının belirlenmesiyle ilgili çalışmalarda da kronoamperometri 

verilerinden yararlanılmaktadır. Ayrıca kronoamperometri deneyi sonucunda, zamanın 

bir fonksiyonu olarak akımın ölçüldüğü, akım-zaman grafikleri elde edilmektedir 

(Wang 2000). Bu yöntemde akımın zamanla değişimi Cottrell eşitliğiyle (Eşitlik 2.1) 

verilir: 

                                                  i�t� � �� !√#
√π$                                 �2.1�      

2.7 Kronokulometri (KK) 

Kronoklometri de bir potansiyel basamak tekniğidir. KK deneyi boyunca oluşan akımın 

zamana karşı grafiğe geçirilmesiyle toplam yük bulunmaktadır. Deney sonucunda 

bulunan toplam yük zamana karşı grafiğe geçirilir. Elektrot tepkimesinde akım difüzyon 
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kontrollü ise Cottrell eşitliğiyle ifade edilen akım-zaman ilişkisinin integrali alınmakta 

ve toplam yük ile zaman arasındaki ilişki için aşağıdaki eşitlik (Eşitlik 2.2) elde 

edilmektedir: 

                                             ' � �� !√#
√( √t                                  (2.2) 

Bu eşitlik yardımıyla Q- t1/2 grafiği çizilmekte ve eğiminden elektrot reaksiyonunda 

aktarılan elektron sayısı ve difüzyon katsayısı hesaplanabilmektedir (Bard and Faulkner 

2001). 
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3. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

Tezin bu kısmında ALS’nin tayini için günümüze kadar yapılan çalışmalar, yöntem 

parametreleri ve uygulama sonuçları da verilerek kısaca özetlenecektir. 

Shalini Pachauri ve arkadaşları 2010 yılında, farmasötik dozajlardaki içinde ALS’nin de 

bulunduğu, ramipril, valsartan ve hidroklorotiazit analizi için yüksek performanslı sıvı 

kromatografi (HPLC) yöntem geliştirmesi ve validasyon çalışmaları yapmışlardır. Bu 

çalışmada ALS için geri kazanım değeri %99,7 ve R2 değeri 0,9993 olarak bulunmuştur. 

Sistemin ve metodun yüzde hassasiyeti sırasıyla %0,28 ve %1,87 olarak hesaplanmıştır. 

Aliskiren %0,9 oranında kararlılık göstermiştir. Yapılan çalışmalar ve değerlendirmeler 

sonucunda önerilen HPLC yönteminin doğru ve hızlı kantitatif tayin sağladığı 

belirlenmiştir. 

Micheli Wrasse-Sangoi ve arkadaşları 2010 yılında, tabletlerde ALS’nin tayini için RP-

LC çalışması yapmışlardır. Ticari örneklerinde ALS tayini için analitik bir yöntem olan 

UV-spektrofotometrik yöntem ICH yönergesine göre geliştirilmiş ve valide edilmiştir. 

Bu çalışmada yöntemin doğrusal çalışma aralığının 40-100 µg mL-1 olduğu  ve % geri 

kazanım değerini 80- 120 olarak belirlemişlerdir. Çıkan sonuçlar RP-LC yöntemi ile 

karşılaştırıldığında aralarında anlamlı bir fark olmadığı gözlenmiştir. 

K. Satish Babu ve arkadaşları 2011 yılında, Tabletlerde ALS Hemifumarat’ın tayini için 

kullanımı basit ve hassas bir yöntem olan ters faz HPLC yöntemini geliştirmişlerdir. 

Hareketli faz olarak su, asetonitril ve trifloraasetik asit karışımından oluşan çözeltinin 

kullanıldığı ve akış hızının 0,8mL/dak olarak optimize edildiği bu çalışma C18 analitik 

ayırma kolonu kullanılarak gerçekleştirilmiştir. ALS’nin doğrusal çalışma aralığının 1-

100 µg/mL olarak belirlendiği bu çalışmada gözlenebilme ve alt tayin sınırı değerleri 

sırası ile 0,2- 0,6µg/mL olarak hesaplanmıştır. Geliştirilen yöntem farmasötik dozajlarda 

ALS için tekrarlanabilirlik, doğruluk, güvenirlik ve özgünlük bakımından başarılı bir 

şekilde uygulanmıştır. Uygulanan yöntem iyi bir duyarlılık ve rutin analiz için güvenilir 

sonuçlar sunduğu rapor edilmiştir. 

Maximiliano da Silva Sangoi ve arkadaşları 2011 yılında, hidroklorotiazid ve ALS’nin 

eş zamanlı tayini için bir HPLC yöntemi geliştirme çalışması yapmışlardır. Bu 
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çalışmada ayırma monolitik C18 kolonunda 45 0C’de gerçekleştirilmiştir. Kullanılan 

hareketli faz asetonitril-sodyumfosfat karışımından oluşmaktadır. Çalışmalar 2.4mL/dk 

akış hızında gerçekleştirilmiştir. Yapılan çalışmanın doğruluk, kesinlik, doğrusallık ve 

sağlamlık gibi parametreleri ICH kurallarına göre değerlendirilmiştir. Her iki ilaç için 

doğrusal çalışma aralığı 5-200mg/mL (R2>0,992) olarak belirlenmiştir. Kromatografik 

ayırma 2 dakikada yapılmıştır. Önerilen HPLC yöntemi hidroklorotiazid ve ALS tablet 

dozaj formları için başarılı bir şekilde uygulanmıştır.  

Maximiliano S. Sangoi ve arkadaşları 2011 yılında, misel elektrokinetik kromatografi 

(MEKC) yöntemi kullanılarak ALS ‘nin hidrokloratiazit (HKA) ile eşzamanlı tayini için 

yöntem geliştirmesi ve validasyon çalışmaları yapılmıştır. Optimum koşullar 

kullanılarak ALS için doğrusal çalışma aralığı 60–1200 mg/mL olarak belirlenirken, alt 

tayin ve gözlenebilme sınırı sırası ile 114,15 ve 34,25 mg/mL olarak hesaplanmıştır. 

Aydoğmuş ve arkadaşları tarafından 2012 yılında yapılan spektroflorometri 

çalışmasında insan plazması ve tablette bulunan ALS’nin tayini için optimum 

parametreler belirlenmiştir. Tablet çalışmaları densil klorürlü bikarbonat solüsyonunda 

yapılmıştır. Yapılan tablet ve plazma çalışmalarında ALS için doğrusal çalışma aralığı 

sırası ile 100 – 700 ve 50– 150 ng/mL olarak belirlenmiştir. Gözlenebilme sınırları 

tablette 27,52 ng/mL, plazmada ise 4,91 ng/mL olarak bulunmuştur. Tablet ve 

plazmadaki yüzde geri kazanımları ise sırası ile %100,10 ve % 97,81 olarak rapor 

edilmiştir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

Bu bölümde tez çalışması sırasında kullanılan cihazlar, elektrotlar, kimyasallar, numune 

çözeltilerinin hazırlanması ve deneysel teknikler hakkında bilgi verilmiştir. 

4.1 Kullanılan Sistem Cihazları ve Elektrotlar  

İlaç etken maddenin elektrokimyasal davranışlarının incelenmesi; CHI -760 marka 

elektrokimyasal çalışma ünitesi (Şekil 4.1), BAS C3 (Şekil 4.2) ve BAS CGME (Şekil 

4.3) elektrot hücre standları kullanılarak yapılmıştır.  

Yapılan elektrokimyasal çalışmaların tamamı bilgisayar kontrollü olarak 

gerçekleştirilmiş ve pik parametreleri kullanılan yöntem tarafından otomatik olarak 

belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.1 CHI -760B marka elektrokimyasal çalışma ünitesi 

Deneylerde, çalışma elektrodu olarak 3mm çapında camsı karbon elektrot (GC; BAS 

MF-2012) (Şekil 4.5), CGME hücre standında yer alan cıva kılcalındaki (BAS MF-

2092, 100 µm) asılı damla cıva elektrot, karşıt elektrot olarak Pt tel (BAS MW-1032) 

(Şekil 4.6) ve referans elektrod olarak 3M KCl içerisinde tutulan Ag/AgCl referans 

elektrodu (BAS MF-2052 RE-5B) (Şekil 4.4) kullanılmıştır.  
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Şekil 4.2 BAS C3 elektrot hücre standı ünitesi 

BAS C3 elektrot hücre standı camsı karbon elektrot (Şekil 4.5) yardımıyla yapılacak 

elektrokimyasal analizlerde kullanılmıştır.  

                                         
   

Şekil 4.3 BAS CGME cıva elektrot hücre standı ünitesi 

Elektrokimyasal analizlerde elektrot olarak cıva elektrot kullanıldığında, BAS CGME 

cıva elektrot standı ünitesinden yaralanılmıştır. 
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Şekil 4.4 Ag/AgCl referans elektrodu 

Referans elektrot olarak kullanılan Ag/AgCl referans elektrodu (BAS MF-2052 RE-5B) 

kullanılmadığı zaman 3,0M KCl çözeltisinde bekletilerek referans elektrodun dengede 

kalması sağlanmıştır. 

 
Şekil 4.5 Camsı karbon elektrot 

Camsı karbon elektrot kullanılarak yapılan çalışmalarda, voltametrik analizlerde doğru 

sonuçlar elde edebilmek için elektrodun yüzeyinin temiz olması gerekmektedir. Temiz 

olmayan yüzey farklı sonuçların çıkmasına, fazla artık akıma sebep olmaktadır. Bu 

yüzden ölçüm almadan önce üretici firma tarafından sağlanan alimüna süspansiyonu ve 
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temizleme pedi kullanılarak elektrot yüzeyi mekanik olarak temizlenmiştir. Mekanik 

temizlemeden sonra yüzeyde birikebilecek organik kirliliklerin giderilmesi için elektrot 

belirli bir süre etanol içerisinde ultrasonik banyoda bekletilmiştir. Bunun ardından 

elektrot sıra ile önce saf su ve kullanılan çözücü-destek elektrolit çözeltisi ile 

yıkanmıştır.  

 

 

Şekil 4.6 Pt tel elektrot 

Cıva yüzeyindeki elektrokimyasal çalışmalarda ise, kullanılan cıva standındaki kılcal 

seyreltik nitrik asit çözeltisi ile korunmuştur. Bu kılcal çalışmalardan önce bir süre saf 

su ve kullanılan çözücü-destek elektrolit içerisinde bekletilmiştir. Çalışmalar sırasında 

her voltametrik ölçüm öncesinde 2 damla cıvanın akıtılması şeklinde ayarlama yapılmış 

ve böylece her ölçüm esnasında temiz cıva damlası kullanılmıştır.  

Çözeltilerin hazırlanmasında Elga Purelab marka saf su cihazından elde edilen ultra saf 

su kullanılmıştır. 

Hazırlanan çözeltileri karıştırmak için Chiltern MS21S Model magnetik karıştırıcı 

kullanılmıştır. 

Kullanılan kimyasal maddelerin tartımlarını yapmak için, Gec Avery marka ve Mettler 

Toledo marka elektronik teraziler kullanılmıştır. 

pH ölçümleri, Orion kombine cam pH elektrodu (912600) ve bağlı bulunduğu Thermo 

Orion Model 720 A pH-iyonmetre kullanılarak yapılmıştır. pH elektrodu potasyum 

hidrojen ftalat ve sodyum bikarbonattan hazırlanan ve pH’ları sırasıyla 4,13 ve 8,20 

olan tampon çözeltilerle 25 0C’de kalibre edilmiştir. 
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Çalışma elektrotlarının temizlenmesi ve çözünme işlemleri için ise Ultrasonic LC30H 

marka ultrasonik banyo kullanılmıştır. 

4.2 Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Yapılan çalışmalarda farklı miktarlarda ve farklı saflıklarda kimyasallar kullanılmıştır. 

Kullanılan kimyasallar, saflıkları, formülleri ve temin edildikleri firma aşağıdaki 

tabloda belirtilmiştir; 

Çizelge 4.1 kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal maddenin adı Formülü Saflık derecesi Temin edildiği firma 

Asetik asit CH3COOH % 99,5  

 
                   
                 Merck 

Borik asit B(OH)3 % 99,5 

Nitrik asit HNO3 % 65,0 

Sodyum hidroksit NaOH % 99,0 

Asetonitril CH3CN % 99,9 Sigma-Aldrich 

Azot gazı N2 % 99,9 Oksan Kolektif Şirketi 

Fosforik asit H3PO4 % 85,0  

Pancreac 
Hidroklorik asit HCl % 37,0 

 

4.3 Etken Madde ve İlaç 

4.3.1 Etken madde 

Aliskiren: Açık pembe renkte ve kokusuz toz halinde, %99 saflıkta olan etken madde 

numunesi kullanılmıştır. 

4.3.2 İlaç 

Aliskiren ilaç etken maddesi içeren Rasilez: Kenarları içe doğru eğimli, yuvarlak, açık 

pembe renkli, bir yüzünde "NVR", diğer yüzünde "IL" harfleri yazılı film kaplı tablettir. 
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Her bir film kaplı tablet 150 mg aliskiren baza eşdeğer 165,75 mg aliskiren 

hemifumarat içermektedir.  

4.4 Çözeltiler ve Hazırlanışları 

4.4.1 Britton-Robinson tamponu (BR) 

Destek elektrolit olarak BR tamponu kullanılmıştır. Bu çözelti asetik asit, borik asit ve 

fosforik asit maddelerinin her biri 0,04 M derişime sahip olacak şekilde ana stoklardan 

yeterli miktarda alınarak ölçülü balonda karıştırılmış ve hacmi 1,0 L olacak şekilde saf 

su ile tamamlanmıştır. BR tamponunun pH ayarlaması için 0,1 M NaOH ve HCl 

çözeltileri kullanılmıştır. 

4.4.2 Standart aliskiren çözeltisi 

Çalışmada kullanılan aliskiren (ALS) stok çözeltinin toplam hacmi 10 mL, derişimi 2,0 

mM olacak şekilde katının tartımı yapılmış ve suda çözülerek stok çözelti 

hazırlanmıştır. Hazırlanan stok çözelti +4 ˚C’de ışık almayacak şekilde saklanmıştır. 

Çalışmalarda kullanılacak farklı derişimlerdeki ilaç etken madde çözeltileri belirli 

miktar ana stok çözeltiden alınarak tampon çözeltiyle belirli oranlarda seyreltilerek 

deneyin yapılacağı gün hazırlanmıştır. 

4.4.3 İlaç tablet çözeltilerinin hazırlanması 

Tablet çözeltisi için 10 tablet ayrı ayrı tartılarak 1 tabletin ortalama kütlesi 

belirlenmiştir. Tartımı tamamlanan 10 tablet porselen havanda öğütülerek homojen toz 

haline getirilmiştir. Bir tabletin ortalama kütlesine eş değer miktarda toz tartılarak 100,0 

mL’lik ölçülü balona alınmıştır. Yaklaşık 60 – 70 mL su ilave edilmiş, yaklaşık 1 saat 

maddenin çözünmesi için ultrasonik banyoda tutulmuş ve tam çözünmenin sağlanması 

için toplam hacim 100,0 mL oluncaya kadar saf su eklenmiştir. Çözünmeyen destek ve 

katkı maddelerinin çökmesi için yaklaşık 2 saat +4 ˚C’ de buzdolabında bekletilmiştir. 

Çökme işlemi gerçekleşince ölçülü balondaki karışımın berrak olan üst kısmından 

belirli hacimlerde alınıp BR tamponuyla seyreltilerek analizlerde kullanılmıştır.  
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4.4.4 Serum numunelerinin hazırlanması 

Serum numuneleri sağlıklı, ALS kullanmayan gönüllülerden alınmış ve kullanılıncaya 

kadar -25 ˚C’de dondurucuda saklanmıştır. Yapılan çalışmalar için belirli miktarda 

serum numunesine ALS eklenmiş ve iki kısma ayrılmıştır. Birinci kısımda hazırlanan 

serum numuneleri üzerine asetonitril ilave edilerek, 5000 devir/dakika hızla 5 dakika 

santrifüjlenerek çöken proteinler ayrılmıştır. Analizler sırasında proteinleri çöktürülüp 

ayrılan serum örneğinden 1,0 mL alınarak, 9,0 mL BR (pH: 10,0) tamponu ile 

seyreltilmiştir ve farklı derişimlerde numuneler hazırlanarak analizleri yapılmıştır. 

Diğer kısımda ise proteinler çöktürülmeden aynı işlemler tekrarlanmıştır. 

4.4.5 İdrar numunelerinin hazırlanması  

İdrar numuneleri de sağlıklı, ALS ilacı kullanmayan gönüllülerden alınmıştır. İdrar 

çözeltileri her ölçüm için 1,0 mL idrar numunesi üzerine belirli oranlarda standart stok 

çözelti eklenmiş ve toplam hacim 10,0 mL oluncaya kadar farklı miktarlarda BR 

tamponu eklenerek numuneler hazırlanmıştır. 

4.5 Elektrokimyasal Deneylerin Yapılışı 

Elektrokimyasal deneyler; CHI -760 marka elektrokimyasal çalışma ünitesi, ve 

elektrokimyasal sisteme bağlı BAS C3 elektrot hücre standı ve 20 mL’lik hücrelerde 

gerçekleştirilmiştir. Deneysel çalışmalarda pH’sı optimuma ayarlanmış belli hacimde 

analizi yapılacak çözelti hücreye konulmuş ve çalışmada kullanılacak çalışma elektrodu, 

referans elektrot ve platin elektrot sisteme yerleştirilerek analiz ortamı oluşturulmuştur. 

İlk analize başlamadan önce 10 dakika,  daha sonraki her ölçümden önce 30 saniye azot 

gazı geçirilip, çözelti içindeki çözünmüş oksijenin çözeltiden uzaklaştırılması 

sağlanmıştır. Standart çözelti eklenmeden tanık ortam olarak elektrokimyasal ölçümler 

alınmış ve zemin sinyali olarak kaydedilmiştir. Bu ölçümlerden yararlanılarak, 

çalışmanın potansiyel aralığı belirlenmiştir. Farklı miktarlarda standart ve tablet 

çözeltilerinden eklemeler yapılarak, belirlenen potansiyel aralığında elektrokimyasal 

ölçümler yapılmıştır. 
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4.6 Kalibrasyon Eğrilerin Hazırlanması  

Yapılan voltametrik analiz yöntemlerinde de ALS’nin optimum koşulları belirlenerek 

farklı derişimlerde voltamogramları alınmış pik akımları ölçülmüştür. Her bir ölçüm 

için 5 ardışık ölçüm alınmış ve bu derişime karşılık akım bu 5 ölçümün ortalaması 

olarak kullanılmıştır. Elde edilen ortalama pik akımları, ALS derişimine karşı grafiğe 

geçirilerek kalibrasyon grafikleri çizilmiş ve doğrusal çalışma aralığı belirlenmiştir. 

4.7 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi 

4.7.1 Doğruluk 

Doğruluk değerlerinin hesaplanmasında: ilaç analizinde, üretici firmanın vermiş olduğu 

nominal değer (ND); serum ve idrar analizinde eklenen ilaç etken madde miktarları 

(ND), kalibrasyon eşitliği ve numuneden yapılan ölçümün pik akımı değeri kullanılarak 

hesaplanan deneysel değer (DD) aşağıda verilen eşitlik yardımıyla % geri kazanım 

(%GK) değerlerine dönüştürülmüştür. 

Deneysel çalışmaların % geri kazanım (%GK) değerleri aşağıdaki formül ile 

hesaplanmıştır; 

                                         %*+ � ,,
-, . 100                                           (4.1)    

         DD: kalibrasyon ile hesaplanan değer 

         ND: nominal değer 

         GK: geri kazanım 

4.7.2 Duyarlılık 

Çizilmiş olan kalibrasyon grafiklerinin eğimleri yöntem duyarlılığı olarak 

değerlendirilmiştir. 

4.7.3 Doğrusal çalışma aralığı 

Yapılan çalışmalarda doğrusal çalışma aralığı, çizilmiş olan kalibrasyon grafiklerinin 

regrasyon katsayısının (R2) 0,98 ve daha büyük olduğu derişim aralığı olarak 

belirlenmiştir. 
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4.7.4 Tekrarlanabilirlik 

Pik akımı ve pik potansiyelinin tekrarlanabilirliklerini belirleyebilmek için hazırlanan 

çözeltiler değiştirilmeden aynı gün içinde ve farklı günlerde en az 5 ölçüm alınmıştır. 

Yapılan ölçümlerde bağıl standart sapmalar dikkate alınarak tekrarlanabilirlik 

hesaplanmıştır. 

4.7.5 Gözlenebilme ve alt tayin sınırı 

Oluşturulan kalibrasyon grafikleri en küçük kareler yöntemi ile değerlendirilmiş ve 

aşağıdaki formüller kullanılarak gözlenebilme sınırı (LOD) ve alt tayin sınırı (LOQ) 

değerleri hesaplanmıştır. 

                                                       
m

LOD bs3×
=                                                        (4.2) 

                    

                                                   (4.3) 

 

Sb: başlangıç ordinatının standart sapması 

m: kalibrasyon eşitliğinin eğimi 

4.7.6 Elektron sayılarının hesaplanması 

Elektron sayısını hesaplayabilmek için sabit potansiyelde yapılan Bulk Elektroliz 

yöntemi ve DV yönteminde yapılan çalışmalardan yararlanılmış ve gerekli eşitlikler 

kullanılarak aktarılan elektron sayısı hesaplanmıştır. 

4.7.7 Diğer katsayıların hesaplanması 

Gerekli eşitlikler kullanılarak yük aktarım katsayısı, difüzyon katsayısı ve yüzey 

kaplama katsayıları da hesaplanmıştır. 

  

m

s
LOQ b×

=
10
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA  

Bu tez çalışmasında, çalışma elektrodu olarak asılı damla cıva elektrot (ADCE) ve 

camsı karbon elektrot (CKE) kullanılarak aliskiren (ALS) molekülünün elektrokimyasal 

davranışları incelenmiş ve olası elektrot tepkime mekanizmaları önerilmiştir. Ayrıca 

ALS’nin ilaç formunun nicel analizi için voltametrik yöntemler geliştirilerek analitik 

uygulamaları ve yöntem validasyonuna yönelik çalışmalar yapılmıştır. Elde edilen 

bulgular ve ilgili yorumlar ayrıntılarıyla verilmiştir. 

5.1 ALS’nin Elektrokimyasal Davranışının İncelenmesi 

Tez çalışmasının bu kısmında bazı kimyasal, fiziksel ve farmakolojik özellikleri Bölüm 

2.1’de verilen ALS’nin ADCE ve CKE yüzeylerindeki elektrokimyasal davranışları 

dönüşümlü voltametri (DV), diferansiyel puls voltametri (DPV), kare-dalga voltametri 

(KDV), kulonokulometri (KK), kronamperometri (KA) ve bulk elektroliz (BE) 

yöntemleri ile incelenmiş ve yapılan elektrokimyasal deneylerin sonuçları, olası 

indirgenme ve yükseltgenme mekanizmaları önerilmiştir. Bu bulgular aşağıda ayrıntılı 

verilmiştir. 

5.1.1 ALS’nin ADCE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışının İncelenmesi 

Bu bölümde ALS’nin ADCE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışına ilişkin yapılan 

çalışmalarla ilgili bilgiler ayrıntılı olarak verilmiştir. 

ADCE yüzeyinde gerçekleştirilen çalışmalarda pH’sı 10,0’a ayarlanan BR tamponunda, 

farklı derişimlerde ALS çözeltilerinin 0,0V – (–1,65)V arasındaki potansiyellerde 

voltamogramları alınmış ancak; 0,0V – (–1,0)V arasındaki potansiyel penceresinde her 

hangi bir sinyal gözlenmediği için yapılan tüm çalışmalar (–1,0)V – (–1,65)V arasında 

gerçekleştirilmiştir. Verilen potansiyel aralığında ALS’ye ait voltamogramlar Şekil 

5.1’de verilmiştir. Söz konusu şekilden de görüldüğü gibi, ileri taramada yaklaşık –1,46 

V’de bir indirgenme piki, geri taramada ise –1,43V’de bir yükseltgenme piki 

gözlenmiştir. Hem indirgenme hem de yükseltgenme pikine ait akımların artan ALS 

derişimi ile doğrusal olarak arttığı belirlenmiştir (Şekil 5.1, iç grafik). Buna göre 

gözlenen bu piklerin ALS’nin elektrokimyasal dönüşümünden kaynaklanan pikler olduğu 

ve gözlenen elektrokimyasal dönüşümün tersinir olabileceği düşünülmüştür. 
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Şekil 5.1 Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan dönüşümlü 

   voltamogramlar (iç grafik: katodik pik akımının ALS derişimi ile değişimi, 
   ÇE: ADCE υ: 0,100 Vs-1 pH: 10,0, Eb: –1,00 V, Ed: -1,65 V, Es: -1,00 V ) 

ALS’nin ADCE yüzeyinde elektrokimyasal aktifliğe sahip olduğu belirlendikten sonra 

farklı elektrokimyasal yöntemler kullanılarak ALS’nin elektrokimyasal davranışı 

ayrıntılı olarak incelenmiştir. Bu incelemede, ilk olarak DV yönteminde pH çalışması 

yapılmıştır (Şekil 5.2). ALS derişiminin 0,6 mM olarak sabit tutulduğu çözeltilerin 

pH’ları BR tamponu kullanılarak 2,0 – 12,0 aralığında değiştirilmiş ve voltamogramları 

Şekil 5.2’de verilmiştir. ALS’ye ait olduğu düşünülen indirgenme ve yükseltgenme 

piklerinin pH’nın 7,0’dan küçük olduğu koşullarda şeklinin ve simetrisinin bozulduğu, 

pH’nın 5,0’dan daha düşük olması durumunda ise piklerin kaybolduğu belirlenmiştir. 

Bu sonuç ilk bakışta asidik koşullarda ALS molekülünün elektrokimyasal aktifliğe 

sahip olmadığı şeklinde değerlendirilmesi gerektiğini düşündürse de düşük pH 

değerlerinde ALS molekülüne ait pik veya piklerin cıva yüzeyinde hidrojen aşırı 

gerilimi ile birleştiği şeklinde değerlendirilmesi de mümkündür.   Şekil 5.2’den de 

görüldüğü gibi, uygun pH değerlerine sahip ortamlarda yapılan çalışmalarda indirgenme 

pik potansiyelinin pH ile Ep (V) = – 0,069 pH – 0,789, (R2 = 0,9991) eşitliğine uyacak 

şekilde artan pH ile daha katodik (daha negatif) potansiyellere kaydığı görülmektedir 
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(Şekil 5.2, iç grafik). Pik potansiyelinin pH ile değişmesi indirgenme ve bu 

indirgenmenin karşılığında gözlenen yükseltgenme mekanizmalarına hidrojen iyonunun 

(H+) katıldığı şeklinde değerlendirilmiştir Şekil 5.2’de iç grafik olarak verilen Ep-pH 

grafiğinin eğiminin negatif olması (hidrojen iyonları derişimi azaldıkça pik 

potansiyelinin daha katodik değerlere kayması) indirgenme mekanizmasında elektron 

aktarımından önce protonlanma basamağının olması gerektiği şeklinde yorumlanmıştır. 

İncelenmekte olan mekanizmaya katılan H+ iyonları sayısının elektron sayısına oranı 

Eşitlik 5.1 kullanılarak hesaplanmış ve bu oran 1,16 olarak bulunmuştur. Bu sonuca 

göre elektrokimyasal indirgenme ve karşılığında gerçekleşen yükseltgenme 

mekanizmasında eşit sayıda hidrojen iyonu (proton) ve elektron yer almalıdır.  

                                            E1 � E� � RTnF ln
7Yük:
7İnd: <

2,303n?RT
n@F pH                               �5.1� 

Ep: Pik potansiyeli, V 

E°: Standart pik potansiyeli, V 

R: İdeal gaz sabiti, J/(mol K) 

T: Mutlak sıcaklık, K 

nH: Mekanizmadaki proton sayısı, mol proton/mol molekül 

ne: Aktarılan elektron sayısı, mol elektron/mol molekül 

F: Faraday sabit, C/mol elektron  

[Yük]: Yükseltgenmiş türün analitik derişimi, mol/cm3
 

[İnd]: İndirgenmiş türün analitik derişimi, mol/cm3 
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Şekil 5.2 ALS içeren BR çözeltilerinin farklı pH değerlerinde alınan dönüşümlü  
               voltamogramları, iç grafik: katodik pik akımının pH ile değişimi, (ÇE: ADCE,  
               CALS = 0,6 mM) 

Yapılan çalışmalarda pik parametrelerine tarama hızının etkisinin incelenmesi için DV 

yönteminde tarama hızı çalışması yapılmıştır. Bu amaçla pH’sı optimum pH olan 10,0’a 

ayarlanmış BR tamponunda ALS derişimi 0,60 mM olacak şekilde hazırlanan çözeltinin 

0,05 Vs-1 ile 10,000 Vs-1 arasındaki farklı tarama hızlarında voltamogramları alınmış ve 

bu voltamogramlar farklı tarama hızı aralıklarında Şekil 5.3’de verilmiştir. Şeklin sol 

üst kısmında verilen voltamogramlardan da görülebileceği gibi tarama hızının 50 mVs-1 

ve daha küçük olduğu durumlarda hem indirgenme hem de yükseltgenme pik 

potansiyeli ve bunlara bağlı olarak iki potansiyel arasındaki fark tarama hızı ile 

değişmemektedir. Bu sonuca göre incelenmekte olan elektrokimyasal dönüşüm tersinir 

olmalıdır. Ayrıca indirgenme ve yükseltgenme potansiyelleri arasındaki farkın sıfıra 

oldukça yakın olması söz konusu elektrokimyasal dönüşümlerin adsorpsiyon kontrollü 
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olması gerektiğini göstermektedir (Brett ve Brett 1993; Wang 2000). Şekil 5.3’te sol alt 

kısımda verilen voltamogramlar ise tarama hızı 50 mVs-1 – 100mVs-1 aralığı için 

alınmıştır. Bu voltamogramlar incelendiğinde ise indirgenme pik potansiyelinin tarama 

hızına bağlı olarak Ep(V) = 0,006 log V – 1,425 (R2 = 0,989) eşitliğine uyacak şekilde 

artan tarama hızı ile daha katodik değerlere kaymaya başladığı görülmektedir (Şekil 5.4 

(A)).  

 
Şekil 5.3 Belirli derişimde ALS içeren çözeltilerin farklı tarama hızlarındaki dönüşümlü  
               voltamogramları (ÇE: ADCE, pH:10,0, Eb: -1,00 V, Ed: -1,65 V, Es: -1,00 V) 

 

Bunun yanında söz konusu tarama hızı aralığında anodik pik akımının katodik pik 

akımına oranı bir önceki tarama hızı aralığına göre tersinir mekanizmalar için belirleyici 

olan 1,0 değerinden uzaklaşmaya başlamıştır. Bu gözlemler tersinmez elektrot 
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mekanizmaları için spesifik olsa da yükseltgenme yönünde gözlenen pik ve pik 

potansiyelinin tarama hızının logaritması ile değişimini gösteren grafiğin eğiminin 

0,006 gibi oldukça küçük olması mekanizmanın tersinir olması gerektiğini 

düşündürmektedir. Bu tarama hızı aralığında katodik pik potansiyeli ile anodik pik 

potansiyeli arasındaki fark önceki tarama hızı aralığına göre biraz daha açılmıştır. Pik 

potansiyelleri arasındaki farkın artan tarama hızı ile sıfır değerinden uzaklaşmaya 

başlaması artan tarama hızı ile mekanizmada adsorpsiyonun yanında difüzyonun da 

etkin olabileceğini düşündürmüştür. Tarama hızı değerleri 100 mVs-1 ile 850 mVs-1 

arasında değiştirilerek yapılan çalışmalarda ise Şekil 5.3’te sağ alt kısımda verilen 

voltamogramlar elde edilmiştir. Bu voltamogramlarda indirgenme pik potansiyelinin 

tarama hızı ile daha katodik, yükseltgenme pik potansiyelinin ise tarama hızı ile daha 

anodik potansiyellere kaydığı ve iki potansiyel arasındaki farkın artan tarama hızı ile 

arttığı görülmektedir. Tarama hızının verilen aralıkta değiştirilmesi ile katodik pik 

potansiyelinin tarama hızının logaritması ile Ep(V) = 0,016 log V – 1,436 (R2 = 0,988) 

eşitliğine göre değişmeye başladığı belirlenmiştir. (Şekil 5.5 (A)). Bunun yanında 

tarama hızı arttırıldıkça; 

• pik akımının tarama hızı ile değişim grafiğinin eğimi azalmakta (Şekil 5.4(B) – 

Şekil 5.5(B)) 

• pik akımının tarama hızının karekökü ile değişim grafiğinin eğimi artmakta 
(Şekil 5.4(C) – Şekil 5.5(C)) 

• pika akımının logaritmasının tarama hızının logaritması ile değişim grafiğinin 

eğimi ise 0,942 gibi 1,0 değerine oldukça yakın değerlerden 0,776 gibi 0,50 

değerine doğru kaymaktadır (Şekil 5.4(D) – Şekil 5.5(D)). 
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Şekil 5.4 ADCE Pik parametrelerinin 150-400 mV/s aralığında tarama hızı değişimini  
               gösteren grafikler (A) katodik ve anodik pik akımlarının tarama hızının  
               logaritması ile değişimi, (B) katodik ve anodik pik akımlarının tarama hızı ile  
              değişimi, (C) katodik ve anodik pik akımlarının tarama hızının karekökü ile  
              değişimi ve (D) katodik ve anodik pik akımının logaritmasının tarama hızının  
               logaritması ile değişimi 

Şekil 5.3’ün sağ üst kısmında verilen voltamogramlar ise 1,0 Vs-1 ve daha yüksek 

tarama hızlarında alınmıştır. Bu voltamogramlarda; 

• indirgenme pik potansiyeli ile yükseltgenme pik potansiyeli arasındaki farkın 

diğer tarama hızı aralıklarına göre oldukça açılmış olduğu, 

• anodik pik akımnın katodik pik akımına oranının tersinir mekanizmalar için 

ideal kabul edilen 1,0 değerinden oldukça farklı olduğu, 

• artan tarama hızı ile anodik pikin yayvanlaştığı ve piklerin şeklinin bozulduğu 

görülmektedir. Bu sonuçlar; incelenmekte olan mekanizmanın oldukça düşük tarama 

hızlarında adsorpsiyon kontrollü ve tam tersinir, olan mekanizmanın orta değerlerdeki 
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tarama hızlarında difüzyon ve adsorpsiyonun birlikte etkin olduğu tersinir 

mekanizmaya, çok yüksek tarama hızlarında ise difüzyon kontrollü tersinmez-yarı 

tersinir mekanizmaya doğru değiştiği şeklinde değerlendirilmiştir. 

 
Şekil 5.5 Pik parametrelerinin 400-1200 mV/s aralığında tarama hızı değişimini  
               gösteren grafikler (A) katodik ve anodik pik akımlarının tarama hızının  
               logaritması ile değişimi, (B) katodik ve anodik pik akımlarının tarama hızı ile  
              değişimi, (C) katodik ve anodik pik akımlarının tarama hızının karekökü ile  
              değişimi ve (D) katodik ve anodik pik akımının logaritmasının tarama hızının  
              logaritması ile değişimi (ÇE: ADCE) 

Cıva yüzeyinde adsorpsiyon kontrollü mekanizmalarda literatürde DV sonuçları için 

verilen eşitlikler (Wang 2000; Taşdemir vd. 2010) kullanılarak ALS molekülünün 

ADCE yüzeyindeki elektrokimyasal indirgenmesinde aktarılan elektron sayısı 

hesaplanmış ve tarama hızının 75 mVs-1 - 850 mVs-1 aralığındaki değerleri için aktarılan 

elektron sayısı 1,82±0,15 (N=10) olarak bulunmuştur (Eşitlik 5.2 - 5.5). Mekanizmada 

aktarılan elektron sayısının hesaplanması için ayrıca bulk elektroliz çalışması da 

yapılmıştır. Optimum koşullarda -1,50 V’luk sabit potansiyel uygulanarak yapılan bulk 

elektroliz çalışmasında elektroliz boyunca sistemden elektriksel yük geçmesine ve 
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oldukça yüksek akım değerlerinin kaydedilmesine (birkaç mA) rağmen, yapılan 

elektrolizin pik potansiyeli ve pik akımında kayda değer bir değişikliğe sebep olmadığı 

belirlenmiştir. Sabit potansiyelde yapılan bulk elektrolizin pik potansiyelinde ve pik 

akımında her hangi bir değişikliğe sebep olmaması aynı potansiyelde hem 

indirgenmenin hem de yükseltgenmenin eş zamanlı olarak gerçekleştiği ve elektroliz 

boyunca hücredeki molekül kompozisyonun değişmediği şeklinde yorumlanmıştır.  

ALS molekülleri için difüzyon katsayısı ve yüzey kaplama katsayısı da hesaplanmıştır. 

Yüzey kaplama katsayısının hesaplanmasında aşağıdaki eşitliklerden yararlanılmıştır. 

                                                                          N � '
nF                                                              �5.2� 

                                                                   � � n
	F	ГAG
4RT                                                         �5.3� 

                                                                      ' � IJKГ                                                            �5.4� 

                                                                    � � nFQυ4NO                                                               �5.5� 

Difüzyon katsayısının hesaplanmasında ise elektrokimyasal veriler iki farklı yaklaşım 

kullanılarak değerlendirilmiştir:   

• adsorpsiyon kontrollü mekanizmalar için Garrido ve arkadaşları tarafından 

geliştirilip valide edilen Eşitlik 5.6 (Garrido vd. 1986), 

• KA ve KK verileri için Eşitlik 2.1, 

                                        �  � 1,06 . 10Q I	KRSTU/	VU/	                                                  �5.6� 

Bütün bu hesaplamalar sonucu ortalama difüzyon katsayısı (4,6±0,7)×10–8 cm2s–1 olarak 

hesaplanmıştır. 

Aynı yaklaşımla, yüzey kaplama katsayısının, derişime bağlı olarak (2,4±0,6)×10–11 

molcm-2 − (1,6±0,2)×10-9 molcm-2 aralığında değiştiği belirlenmiştir. Ancak, bu 

parametrenin, derişim ne kadar arttırılsa da 5×10–9 molcm–2 değerinden daha yüksek 

değeri almadığı belirlenmiştir. 
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Yapılan bütün elektrokimyasal çalışmaların sonuçları ALS’nin kimyasal yapısı ile 

birlikte değerlendirildiğinde ALS’nin cıva yüzeyindeki indirgenmesi için önerilebilecek 

mekanizmalar içerisinden en olası mekanizmaların aşağıda önerilen mekanizmalar 

olduğu düşünülmektedir. 

 

 

                             

 

Şekil 5.6 Önerilen olası indirgenme mekanizmaları                                       
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5.1.2 ALS’nin CKE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışının incelenmesi 

Bu bölümde ALS’nin CKE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışına ilişkin yapılan 

çalışmalarla ilgili bilgiler ayrıntılı olarak verilecektir. 

ALS’nin CKE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışı incelenirken ADCE kullanılarak 

yapılan elektrokimyasal çalışmalardaki (Bölüm 5.1.1) yöntemler aynı sıra ile CKE için 

uygulanmıştır. ALS için öncelikle pH’sı 8’e ayarlanan BR tamponunda farklı 

derişimlerde ALS çözeltilerinin 0,0V – (2,0)V arasında DV yöntemi ile 

voltamogramları alınmış, (1,45)V – (2,0)V arasında herhangi bir sinyal alınmadığı için 

çalışmalar 0,1V ile 1,5V arasında gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalar sonucunda elde 

edilen voltamogramlar Şekil 5.7’de verilmiştir. 

                    
Şekil 5.7 Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan dönüşümlü 
               voltamogramlar, iç grafik: katodik pik akımının ALS derişimi ile değişimi 
              (CKE, υ: 0,100Vs-1, pH: 8,0, Eb: 0,10 V, Ed: 1,45 V, Es: 0,10 V) 

Söz konusu şekilden de görüldüğü gibi, ileri taramada yaklaşık 1,05 V’de bir 

yükseltgenme piki gözlenirken, geri taramada her hangi bir pik gözlenmemiştir. 

Gözlenen yükseltgenme pikinin akımının artan ALS derişimi ile doğrusal olarak 

değiştiği belirlenmiştir (Şekil 5.7, iç grafik). Buna göre gözlenen bu pikin ALS’nin 
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elektrokimyasal dönüşümünden kaynaklanan pik olduğu ve geri taramada herhangi bir 

indirgenme pikine rastlanmadığı için bu tepkimenin tersinmez olabileceği 

düşünülmüştür. 

 
Şekil 5.8 ALS içeren BR çözeltilerinin farklı pH değerlerinde alınan dönüşümlü 
               voltamogramları, iç grafik: pik potansiyelinin pH ile değişimi, (ÇE: CKE,  
               CALS: 0,6 mM) 

CKE yüzeyinde elektroaktif olduğu belirlenen ALS’nin söz konusu yüzeydeki 

elektrokimyasal davranışı öncelikle DV yönteminde pH çalışması yapılarak 

incelenmiştir. Bu çalışma için, ALS derişimi 0,6 mM olan çözeltilerin pH’sı BR 

tamponu kullanılarak 1,0 – 11,0 arasında değiştirilmiş ve bu çözeltilerin dönüşümlü 

voltamogramları kaydedilmiştir (Şekil 5.8). pH’nın 1,0 ile 11,0 arasında tutulduğu 

çözeltilerde pik potansiyelinin artan pH ile daha düşük potansiyellere kaydığı 

görülmüştür. (Şekil 5.8) Yani artan pH ile yükseltgenme için gereken potansiyel 

azalmaktadır. Bu durum, yüksek pH değerlerinde molekülün proton kaybetmesinin 

(deprotonasyonun) kolaylaşacağı ve deprotonasyon adımını elektron aktarımının 

izleyeceği varsayımı ile açıklanmıştır. Pik potansiyelinde pH ile gözlenen kaymanın 

pH’nın 3,0 ile 11,0 arasındaki değerlerinde doğrusal olduğu ve pik potansiyelinin pH ile 

Ep (V) = -0,039 pH + 1,251 eşitliğine uyacak şekilde değiştiği belirlenmiştir (Şekil 5.8, 
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iç grafik). Elde edilen bu doğrunun eğim değeri Eşitlik 5.1 ile birlikte 

değerlendirildiğinde mekanizmanın hız belirleyen basamağında aktarılan proton 

sayısının aktarılan elektron sayısına oranı 0,65 olarak hesaplanmıştır.  

 
Şekil 5.9 Belirli derişimde ALS içeren çözeltilerin 10-90 mV/s aralığında tarama  
               hızlarındaki voltamogramları, iç grafik: pik potansiyelinin tarama hızının  
               logaritması ile değişimi (ÇE: CKE, pH: 8,0, Eb: -0,60V, Ed: 1,40V, Es: -0,60V) 

 

ALS’nin CKE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışı incelenirken, DV yönteminde 

tarama hızının pik potansiyeline ve pik akımına etkisi de incelenmiştir. Bu amaçla pH’sı 

optimum pH olan 8,0’e ayarlanmış 0,20 mM ALS çözeltisinin 10 mVs–1 – 1500 mVs–1 

aralığındaki farklı tarama hızlarında voltamogramları kaydedilmiş ve bu 

voltamogramlardan 10 mVs–1 – 90 mVs–1 arasında olanlar Şekil 5.9’da 100 mVs–1 – 

1500 mVs–1 arasında olanlar Şekil 5.10’da verilmiştir. ALS’nin CKE yüzeyindeki 

yükseltgenmesine ait olduğu düşünülen pik potansiyelinin artan tarama hızı ile daha 

anodik değerlere doğru kayması ve ters yönlü taramada herhangi bir indirgenme pikinin 

gözlenmemesi ALS’nin CKE yüzeyinde tersinmez olarak yükseltgendiği varsayımını 

desteklemiştir. Yapılan tarama hızı çalışmasında 10 mVs–1 – 90 mVs–1 arasındaki 

tarama hızı değerleri için pik potansiyelinin, tarama hızının logaritması ile Ep ( V) = 
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0,045 log (υ) + 1,047 (R2 = 0,996) bağıntısına uyacak şekilde (Şekil 5.9, iç grafik), 100 

mVs–1 – 1500 mVs–1 arasındaki tarama hızı değerleri için ise; Ep ( V) = 0,055 log (υ) + 

1,058 (R2 = 0,990) bağıntısına uyacak şekilde (Şekil 5.10, iç grafik) değiştiği 

belirlenmiştir.  

 
Şekil 5.10 Belirli derişimde ALS içeren çözeltilerin 100-1500 mV/s aralığında tarama  
               hızlarındaki voltamogramları (iç grafik pik potansiyelinin tarama hızının  
               logaritması ile değişimi ÇE: CKE, CALS = 0,20mM, pH:8,0, Eb: -0,60V, 
               Ed:1,40V, Es: -0,60V) 

Elde edilen bu bağıntılar literatürde verilen eşitliklerle (Taşdemir vd. 2010) birlikte 

değerlendirildiğinde yük aktarım katsayısı ile aktarılan elektron sayısının çarpımı olarak 

bilinen βn değeri 10 mVs–1 – 90 mVs–1 arasındaki tarama hızı değerleri için 0,58; 100 

mVs–1 – 1500 mVs–1 arasındaki tarama hızı değerleri için ise 0,47 olarak 

hesaplanmıştır. Aynı çarpım, çeşitli tarama hızlarında alınan dönüşümlü 

voltamogramlardaki pik potansiyeli ile yarı pik potansiyeli arasındaki farktan 

yararlanılarak 0,56 olarak bulunmuştur. Aynı parametre için KDV verilerinden 

hesaplanan değer ise 0,63 tür. Yük aktarım katsayısının 0 ile 1 arasında değer 

alabileceği ve bu parametrenin değerinin birçok elektrot için 0,5 olduğu 

düşünüldüğünde, ALS’nin CKE yüzeyindeki yükseltgenmesinin hız belirleyen 
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basamağına 1 elektronun katıldığı söylenebilir. Hız belirleyen basamakta aktarılan 

elektron sayısı 1 olarak kabul edilirse,  yük aktarım katsayısının ortalama değeri 0,56 

civarında bulunur ki; bu, yükseltgenme mekanizmasında oluştuğu varsayılan aktifleşmiş 

kompleksin tepkime koordinatına göre simetri merkezine oldukça yakın bir konumda 

yer aldığı anlamına gelmektedir. 

CKE yüzeyinde yapılan çalışmalarda tarama hızının pik akımına etkisi de incelenmiştir. 

Bu çalışmalarda tarama hızı arttırıldıkça; 

• pik akımının tarama hızı ile değişim grafiğinin eğiminin azaldığı (Şekil 

5.11(A)– Şekil 5.12(A)) 

• pik akımının tarama hızının karekökü ile değişim grafiğinin eğiminin arttığı 

(Şekil 5.11(B) – Şekil 5.12(B)) 

• pik akımının logaritmasının tarama hızının logaritması ile değişim grafiğinin 

eğiminin artarak 0,915 gibi 1,0 değerine oldukça yakın bir değere kadar çıktığı 

(Şekil 5.11(C) – Şekil 5.12(C)) belirlenmiştir. 

 

Şekil 5.11 Pik parametrelerinin 10-90 mV/s aralığında tarama hızı değişimini gösteren  
                 grafikler, (A) Anodik pik akımının tarama hızı ile değişimi, (B) anodik pik  
                 akımının tarama hızının karekökü ile değişimi, (C) anodik pik akımının  
                 logaritmasının tarama hızının logaritması ile değişimi (ÇE: CKE, 
                CALS = 0,20mM, pH:8,0) 
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Şekil 5.12 CKE Pik parametrelerinin 100-1500 mV/s aralığında tarama hızı değişimini  
                 gösteren grafikler (A) Anodik pik akımının tarama hızı ile değişimi, (B)  
                 anodik pik akımının tarama hızının karekökü ile değişimi, (C) anodik pik  
                 akımının logaritmasının tarama hızının logaritması ile değişimi (ÇE: CKE,  
                 CALS = 0,20mM, pH:8,0) 

Tarama hızının pik akımına etkisini gösteren bütün sonuçlar birlikte 

değerlendirildiğinde incelenmekte olan yükseltgenme mekanizmasının tersinmez 

olduğu ve mekanizmada adsorpsiyon ve difüzyon olaylarının birlikte etkin olduğu 

sonucuna varılmıştır. 

Mekanizmada aktarılan elektron sayısının hesaplanması için bulk elektroliz çalışması 

yapılmıştır. Optimum koşullarda 1,50 V’luk sabit potansiyel uygulanarak yapılan bulk 

elektroliz çalışmasında elektroliz boyunca sistemden geçen net elektriksel yük Faraday 

eşitliği ile birlikte değerlendirildiğinde aktarılan toplam elektron sayısı 1,95 olarak 

hesaplanmıştır. Yani ALS’nin CKE yüzeyindeki yükseltgenmesinde her molekül için 

aktarılan toplam elektron sayısı 2 olarak değerlendirilmiştir.  

Mekanizma ve elektrokimyasal davranış ile ilgili yapılan çalışmalar birlikte 

değerlendirildiğinde yükseltgenme olayının ALS molekülünden 1 protonun ayrılması ile 

başladığı, bu adımı elektronların aktarımının izlediği, deprotonasyon olayının bütün 

yükseltgenme olayının hızını belirleyen basamak olduğu şeklinde değerlendirilmiştir. 

Buna göre ALS’nin yükseltgenmesi için aşağıda verilen mekanizmaların önerilmesi 

uygun bulunmuştur. 
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Şekil 5.13 Önerilen olası yükseltgenme mekanizmaları 
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ALS için elektrokimyasal verilerden difüzyon katsayısı ve yüzey kaplama katsayısı 

hesaplamaları da yapılmıştır. Bu molekülün yükseltgenmesinde hem difüzyonun hem de 

adsorpsiyonun etkili olduğu belirtilmişti. Bu çalışmalar sonucunda DV yönteminde, 

ortalama difüzyon katsayısı (8,4 ± 0,2)×10–7cm2s–1 olarak bulunmuştur. KA yönteminde 

Cotrell eşitliği olarak da adlandırılan Eşitlik 2.1 kullanılarak hesaplanan ortalama 

difüzyon katsayısı  (4,3±0,2)×10–7cm2s–1dir. 

ALS moleküllerinin CKE yüzeyine adsorbe olma kuvvetinin bir ölçüsü olan yüzey 

kaplama katsayısı ise ortalama olarak (2,1±0,1)×10-8 molcm-2 olarak bulunmuştur. 

Sonuç olarak, hesaplanan difüzyon ve yüzey kaplama katsayılarının sayısal değerleri, 

mekanizmaya hem adsorpsiyonun hem de difüzyonun etkisinin olduğunu doğrular 

niteliktedir. 

5.2 Voltametrik Tayin Yöntemi Geliştirme 

Bu tez kapsamında incelenen ALS’nin elektrokimyasal davranışları ile ilgili veriler, 

ALS’nin nicel tayini için voltametrik yöntem geliştirilebileceğini düşündürmüştür. 

Voltametrik yöntem geliştirilirken, ALS’ye ait iyi tanımlanmış pikten ve Bölüm 5.1’de 

belirtilen optimum koşullardan yararlanılmıştır. Bu bölümde ise öncelikli olarak cihaz 

parametrelerinin ve seçilen yöntem parametrelerinin optimizasyonu yapılmıştır. Yapılan 

optimizasyon çalışmalarından yararlanılarak ALS’nin voltametrik tayini için yöntemler 

geliştirilmiştir. Geliştirilen her yöntemin ALS’nin farmasötik örneklerde ve biyolojik 

sıvılarda analizine uygulanabilirliği test edilmiştir.  

5.2.1 ADCE kullanılarak geliştirilen voltametrik yöntemler 

Bölüm 5.1.1’de ADCE yüzeyindeki elektrokimyasal davranışı incelenen ALS’nin 

ADCE yüzeyinde pH 10,0’da en yüksek pik akımını oluşturacak şekilde indirgenme 

piki verdiği (Şekil 5.2) ve bu pik akımının artan ALS derişimi ile doğrusal olarak arttığı 

(Şekil 5.1) belirlenmişti. Tezin bu kısmında doğrudan voltametrik yöntemlerde 

diferansiyel puls voltametri (DPV) ve kare-dalga voltametri (KDV) yöntemleri, 

adsorptif sıyırma yöntemlerinde ise sadece KDV yöntemi uygulanarak yapılan nicel 

tayin yöntemi geliştirme çalışmaları ayrıntılı olarak ele alınmıştır. 
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Bu çalışmalarda, uygun derişimde ALS çözeltileri kullanılarak yöntem ve cihaz 

parametrelerinin optimizasyonu yapılmış ve belirlenen optimum parametreler Çizelge 

5.1’de verilmiştir. 

Çizelge 5.1 de verilen optimum koşullarda,  belirtilen yöntemler için çeşitli derişimlerde 

ALS içeren çözeltilerin voltamogramları alınmış ve bu voltamogramlar Şekil 5.14 - 

5.16’de verilmiştir. Bu voltamogramlardaki farklı derişimler için, ortalama pik akımları 

derişime karşı grafiğe geçirilmiş ve kalibrasyon eğrileri oluşturulmuştur. Tüm 

yöntemler için oluşturulan kalibrasyon grafikleri voltamogramlarda iç grafik olarak 

gösterilmiştir. 

Çizelge  5.1 ADCE yüzeyinde ALS analizi için yapılan voltametrik çalışmalardaki  
                    optimum cihaz ve deneysel parametreler 

Parametre DPV KDV KDKAdSV 

Başlangıç potansiyeli, V -1,000 -1,000 -0,25 

Bitiş potansiyeli, V -1,600 -1,650 -1,75 

Tarama hızı, V/s 0,0025 0,0015 0,0015 

Genlik, V 0,025 0,065 0,065 

Frekans, 1/s – 25 25 

Basamak potansiyeli, V 0,005 0,003 0,003 

Örnekleme genişliği, s 0,02 – – 

Puls genişliği, s 0,06 – – 

Puls periyodu, s 0,2 – – 

Durulma süresi, s 2 2 2 

Destek elektrolit BR BR BR 

Destek elektrolit derişimi 0,04 0,04 0,04 

pH 10,0 10,0 10,0 

Biriktirme potansiyeli, V – – -0,25 

Biriktirme süresi, s – – 60 
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Şekil 5.14 Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan DPV voltamogramları  
                 (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi, ÇE: ADCE) 
 

 
Şekil 5.15 Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan KDV voltamogramları  
                 (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi, ÇE: ADCE) 
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Şekil 5.16 Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan KDKAdSV  
                 voltamogramları (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi, 
                 ÇE: ADCE, Ebir: -0,25V, tbir: 60s) 

ALS tayini için ADCE ile yapılan yöntem geliştirme çalışmasındaki kalibrasyon 

parametreleri en küçük kareler yöntemi kullanılarak değerlendirilmiş ve bazı validasyon 

parametreleri hesaplanmıştır. Hesaplanan bu parametreler Çizelge 5.2 de tablo halinde 

verilmiştir. 

Çizelge 5.2 ADCE kullanılarak ALS tayini için geliştirilen yöntemlerin kalibrasyon  
                   verilerinden oluşturulan validasyon değerleri 

Regresyon Parametresi DPV KDV KDKAdSV 

Doğrusal çalışma aralığı, µmol/L 0,3-8,1 0,3-8,1 0,04-1,22 

Resresyon eşitliğinin eğimi (m), AL /mol 0,0092 0,077 0,502 

Regresyon eşitliğinin kesim noktası (b), µA 0,006 0,004 0,003 

Regresyon standart sapması (sr), µA 0,0015 0,008 0,028 

Eğimin standart sapması (sm), AL / mol 0,0002 0,001 0,027 

Kesim noktasının standart sapması (sb), µA 0,0003 0,005 0,002 

Gözlenebilme sınırı (LOD), µmol / L 0,0880 0,175 0,010 

Alt tayin sınırı (LOQ) µmol/ L 0,2932 0,585 0,035 

Regresyon katsayısı (R2) 0,9972 0,9988 0,9830 

Gün içi akım tekrarlanabilirliği (% BSS) 3,20 4,18 1,45 

Günler arası akım tekrarlanabilirliği(% BSS) 4,66 6,09 2,12 

Gün içi potansiyel tekrarlanabilirliği (%BSS) 0,26 0,20 0,16 

Günler arası  tekrarlanabilirliği(% BSS) 0,39 0,29 0,23 
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ADCE kullanılarak ALS için yapılan voltametrik tayin yöntemi geliştirme 

çalışmalarında; 

• ortalama pik akımının ALS derişimi ile doğrusal olarak değiştiği, 

• regresyon katsayısının (R2) 1,00’a yakın olduğu, 

• pik akımı ve pik potansiyelinin gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliklerinin 

oldukça iyi olduğu görülmüştür. Ayrıca geliştirilen söz konusu yöntemlerin 

ALS tayini için uygun olduğu ve; 

• doğrudan voltametrik yöntemlerden DPV‘nin doğrusal çalışma aralığının 

0,3x10-6 M – 8,1x10-6 M (0,17 mg mL-1–4,47 mg mL-1) şeklinde; KDV’de ise 

0,3x10-6 M – 8,1x10-6 M (0,17 mg mL-1–4,47 mg mL-1) şeklinde olduğu, 

• adsorptif sıyırma yöntemlerinin doğrudan voltametrik yöntemlere göre daha 

düşük derişim aralığında doğrusal olduğu (0,04x10-6 M – 1,22x10-6 M (0,02 mg 

mL-1–1,67 mg mL-1) ) 

• kare dalga voltametri yönteminin doğrudan ve adsorptif sıyırma modunda 

diferansiyel puls yönteminden daha duyarlı olduğu, 

• doğrudan voltametrik yöntemlerin ve adsorptif sıyırma yöntemlerinin alt tayin 

sınırlarının µM seviyesinde olduğu,  

• ilaç geliştirme ve kalite kontrolü gibi, daha yüksek derişimlerde ALS içeren 

numunelerin analizi için doğrudan voltametrik yöntemlerin; idrar, serum gibi 

eser miktarda ALS içeren biyolojik ortamlarda ise adsorptif sıyırma 

yöntemlerinin uygun olduğu sonucu elde edilmiştir. 

Bu bulgulardan yararlanılarak, geliştirilen yöntemler ile ALS içeren ilaçlar, idrar ve 

serum gibi biyolojik ortamlarda ALS tayini yapılmıştır. Tayin çalışmasında kullanılan 

numune çözeltileri, Bölüm 4.4.4, 4.4.5, 4.4.6’da belirtildiği gibi hazırlanmış ve bu 

numunelerin geliştirilen yöntemlerle voltamogramları alınmıştır. Alınan bu 

voltamogramların bazıları Şekil 5.17 - 5.19’de verilmiştir. 
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     Şekil 5.17 ALS tayini için yapılan uygulamalarda tablet numuneleri için elde edilen  
                      DPV voltamogramları (ÇE: ADCE ) 

 

 
Şekil 5.18 ALS tayini için yapılan uygulamalarda tablet numuneleri için elde edilen  
                 KDV voltamogramları (ÇE: ADCE ) 
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Şekil 5.19 ALS tayini için yapılan uygulamalarda serum ve idrar numuneleri için  
                 KDKAdSV voltamogramları ( ÇE: ADCE Ebir: -0,25 V, tbir: 60s) 
 
Yukarıda verilen şekillerdeki voltamogramlardan idrar, serum, tablet gibi ALS içeren 

çeşitli ortamlarda ALS’ nin indirgenme pikinin belirgin olduğu ve pik akımının ALS 

derişimi ile değiştiği görülmektedir. Buna dayanarak ilaçlarda, idrar ve serumda ALS 

tayini için voltametrik yöntemlerden DPKAdSV yöntemi dışında tüm yöntemlerin 

geliştirilebileceği sonucuna varılmıştır. Çizelge 5.2’de verilen doğrusal çalışma 

aralıkları diğer bazı parametreler ile birlikte değerlendirildiğinde, idrar ve serum 

numunelerine göre oldukça yüksek miktarda ALS içerdiği bilinen tablet örneklerinde 

ALS tayini için DPV ve KDV yöntemlerinin yeterli olduğu görülmektedir. Bu 

incelemelerden sonra Bölüm (4.4.3)’te anlatıldığı gibi hazırlanan tablet çözeltilerinde 

ALS tayini yapılmış ve bu tayinlerin sonuçları Çizelge 5.3’te verilmiştir. 

Çizelge 5.3 Tabletlerde ALS analizine ait sonuçlar 

Yöntem 
Nominal değer, 

mg 
Bulunan değerler, mg 

Geri Kazanım*, 

% 

BSS**, 

% 

DPV 150 142,81; 146,74; 149,07; 158,39; 169,57 102,21±8,90 7,01 

KDV 150 146,69; 149,56; 150,16; 152,33; 161,31 101,34±4,61 3,67 

*Bulunan değerler için %95 güven seviyesinde . <VW/√X eşitliğine göre hesaplanmıştır. 
**Bulunan değerlerden hesaplanan 5 farklı % geri kazanım için hesaplanan bağıl standart sapma   

Çizelge 5.3’de verilen veriler incelendiğinde tablet örnekleri için geri kazanım değerinin 

%10’dan daha küçük BSS ise % 101,34 – % 102,21 aralığında olduğu görülmektedir. 
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Bu durum geliştirilen voltametrik yöntemlerin ilaçlarda ALS tayini için uygulanabilir 

olduğunun göstergesi olarak yorumlanmıştır.  

Geliştirilen doğrudan voltametrik yöntemlerin tablet örneklerine uygulanmasından 

sonra tablet örneklerine oranla daha düşük derişimlerde ALS içerdiği bilinen idrar ve 

serum numunelerinden ALS tayini için adsorptif sıyırma yönteminin uygulaması 

yapılmıştır. Bu uygulamada Bölüm (4.4.4) ve Bölüm (4.4.5)’te anlatıldığı gibi 

hazırlanan serum ve idrar numunelerinden doğrudan kalibrasyon yöntemi kullanılarak 

ALS tayini yapılmış ve sonuçlar Çizelge 5.4’te verilmiştir.  

Çizelge 5.4 İdrarda ve Serumda ALS analizine ait sonuçlar 

 
Yöntem Elenen, µM Bulunan değerler, µM Geri Kazanım*, % BSS**, % 

İd
ra
r 

KDKAdSV 0,299 0,265; 0,274; 0,278; 0,280 91,72±3,54 7,01 

KDKAdSV 0,674 0,650; 0,666; 0,670; 0,680 98,89±2,94 1,87 

Se
ru
m
 

KDKAdSV 0,317 0,299; 0,309; 0,320; 0,325 98,82±5,83 3,71 

KDKAdSV 0,883 0,785; 0,799; 0,825; 0,898 93,63±9,06 6,09 

 

Çizelge 5.4’teki verilere göre, idrar ve serum ortamında geri kazanım değeri %91,72 ile 

%98,89 oranında değişirken sonuçların kesinliğinin bir ölçüsü olan bağıl standart sapma 

değerleri ise %10’un altında hesaplanmıştır. Bu sonuçlar idrar ve serumda bulunan 

türlerin herhangi bir bozucu etkisi olmadan ve bir ön işlem gerektirmeden geliştirilen 

yöntem ile yüksek doğruluk ve yeterli kesinlik ile ALS tayininin yapılabileceğini 

göstermiştir. 

Elde edilen bu sonuçlara göre, geliştirilen voltametrik tayin yöntemlerinin; 

• tablet, kapsül gibi farmasötik numunelere, 

• farklı tıbbi ve kimyasal amaçlar için idrar, serum, kan gibi biyolojik örneklere, 

• farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaçlar için doku ve organlardan 

hazırlanan numunelere  

güvenli bir şekilde uygulanabileceği söylenebilir. 
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ADCE kullanılarak ALS içeren ilaçlardan, serum ve idrar gibi biyolojik ortamlardan 

ALS tayini yapıldıktan sonra geliştirilen yöntemlerin doğruluk ve kesinlikleri %95 

güven seviyesinde t testi ve F testi kullanılarak literatürde var olan standart yöntem ile 

karşılaştırılmıştır. Bu yöntemlerin kesinlikleri arasında bir fark olup olmadığını 

incelemek amacıyla F testi uygulanmıştır. Fd değerlerini bulmak için Eşitlik 5.7’ den 

yararlanılmıştır. Yöntemlerin doğrulukları arasında anlamlı bir fark olup olmadığını 

belirlemek için ise t testi uygulanmıştır. t testi için Eşitlik 5.8 ve 5.9’dan 

yararlanılmıştır. Hesaplanan değerler Çizelge 5.5’de tablo halinde gösterilmiştir.                                                                   

                                                               J � �WU�
	

�W	�	                                                                    �5.7�  

Z[ �
\∑ �^_-`_aU � b̂U�	 c ∑ � d̂-edaU � b̂	�	 c ∑ �^� � b̂f�	 cg-h�aU

XU c X	 c Xf � g�XU                             �5.8�  

                                   Vjk�klmkn � xU � x	
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Çizelge 5.5 DPV, KDV ve KDAAdSV yöntemlerini HPLC yöntemi ile karşılaştırmak  
                   için hesaplanan t ve F değerleri (ÇE: ADCE) 

Karşılaştırılan Yöntemler tdeneysel tkritik Fdeneysel Fkritik 

DPV -  HPLC 1,67 2,45 5,43 9,01 

KDV - HPLC 1,18 2,45 7,02 9,01 

KDKAdSV - HPLC 2,01 2,57 3,12 6,59 

Geliştirilen yöntemler ile HPLC (Babu 2011) yönteminin doğrulukları ve kesinlikleri 

arasında anlamlı bir fark olup olmadığına bakılmıştır. Verilen eşitliklerden yaralanılarak 

(Eşitlik 5.7-5.9) yapılan hesaplamalara göre her bir ikili karşılaştırma için tdeneysel < tkritik 

olduğu ve Fdeneysel < Fkritik olduğu bulunmuştur. Çizelge 5.5’de verilen bu sonuçlar ise 

yöntemlerin doğrulukları ve kesinlikleri arasında anlamlı bir fark olmadığı şeklinde 

yorumlanmıştır. 
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5.2.2 CKE kullanılarak geliştirilen voltametrik yöntemler 

ALS’nin elektrokimyasal davranışının incelenmesinde CKE yüzeyinde de çalışmalar 

yapılmış ve yapılan çalışmalarda ALS’nin CKE yüzeyinde de elektroaktif olduğu 

belirlenmişti. Bu sebeple, ALS tayini için CKE kullanılarak da voltametrik yöntem 

geliştirme çalışmaları yapılmıştır. Bu çalışmada da ADCE kullanılarak yapılan yöntem 

geliştirme çalışmalarında olduğu gibi optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Yapılan bu 

çalışmalar da belirlenen optimum değerler Çizelge 5.6’da verilmiştir. 

Çizelge 5.6 CKE yüzeyinde ALS analizi için yapılan voltametrik çalışmalarda  
                   belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler  
Parametre DPV KDV DPAAdSV KDAAdSV 

Başlangıç potansiyeli, V 0,200 0,300 0,150 0,450 

Bitiş potansiyeli, V 1,25 1,25 1,200 1,200 

Tarama hızı, V/s 0,0025 0,0015 0,0025 0,0015 

Genlik, V 0,06 0,055 0,06 0,055 

Frekans, 1/s – 35 – 35 

Basamak potansiyeli, V 0,005 0,003 0,005 0,003 

Örnekleme genişliği, ms 0,005 – 0,005 – 

Puls genişliği, ms 0,02 – 0,02 – 

Puls periyodu, ms 0,2 – 0,2 – 

Durulma süresi, s 2 2 2 2 

Destek elektrolit BR BR BR BR 

Destek elektrolit derişimi 0,04 0,04 0,04 0,04 

pH 8,0 8,0 8,0 8,0 

Biriktirme potansiyeli, V – – 0,15 0,45 

Biriktirme süresi, s – – 30 15 

Çizelge 5.6’da belirtilen optimum koşullarda, söz konusu yöntemler için, çeşitli 

derişimlerde ALS içeren çözeltilerin voltamogramları alınmış ve bu voltamogramlar 

Şekil 5.20 - 5.23‘de verilmiştir. Bu voltamogramlardaki farklı derişimlerde ALS içeren 

çözeltiler için, ortalama pik akımları derişime karşı grafiğe geçirilerek kalibrasyon 

grafikleri oluşturulmuştur. Oluşturulan bu grafikler her bir yöntem için şekillerde iç 

grafik olarak gösterilmiştir.  
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Şekil 5.20 CKE Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan DPV  
                 voltamogramları (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi,  
                 ÇE: CKE) 

 
 

 
Şekil 5.21 CKE Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan KDV  
                 voltamogramları (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi,  
                 ÇE: CKE) 



 57

 
Şekil 5.22 CKE Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan DPAAdSV  
                 voltamogramları (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi,  
                 ÇE: CKE, Ebir: 0,15 V, tbir: 30s) 
 

 
Şekil 5.23 CKE Farklı derişimlerde ALS içeren çözeltilerden alınan KDAAdSV  
                 voltamogramları (iç grafik: ALS derişimi ile pik akımının değişimi,  
                 ÇE: CKE, Ebir: 0,45 V, tbir: 15s) 
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CKE kullanılarak ALS tayini için yapılan yöntem geliştirme çalışmalarında elde edilen 

kalibrasyon verileri en küçük kareler yöntemi ile değerlendirilerek ve bazı validasyon 

parametreleri hesaplanmıştır. Bu parametreler ise Çizelge 5.7’de tablo halinde 

verilmiştir. 

Çizelge 5.7 CKE kullanılarak ALS analizi için geliştirilen voltametrik yöntemlerin  
                    kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri 

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdSV KDAAdSV 

Doğrusal çalışma aralığı, µmol/L 1,5-63,5 3,0-52,3 0,4-12,5 1,6-12,5 

Resresyon eşitliğinin eğimi (m), AL /mol 0,049 0,067 0,296 0,839 

Regresyon eşitliğinin kesim noktası (b), µA 0,254 0,879 0,062 0,636 
Regresyon standart sapması (sr), µA 0,093 0,077 0,135 0,324 

Eğimin standart sapması (sm), AL / mol 0,002 0,002 0,012 0,036 

Kesim noktasının standart sapması (sb), µA 0,006 0,020 0,014 0,138 

Gözlenebilme sınırı (LOD), µmol / L 0,348 0,893 0,142 0,493 
Alt tayin sınırı (LOQ) µmol/ L 1,159 2,977 0,474 1,645 

Regresyon katsayısı (R2) 0,9947 0,9963 0,9914 0,9929 
Gün içi akım tekrarlanabilirliği (% BSS) 6,79 8,02 9,40 9,01 
Günler arası akım tekrarlanabilirliği(% BSS) 8,38 9,90 11,60 11,13 

Gün içi potansiyel tekrarlanabilirliği (%BSS) 0,56 0,78 0,26 0,15 

Günler arası  tekrarlanabilirliği(% BSS) 0,70 0,98 0,32 0,18 
 

CKE kullanılarak ALS için yapılan voltametrik tayin yöntemi geliştirme çalışmalarında; 

• ortalama pik akımının geniş aralıklarda ALS derişimi ile doğrusal olarak 

değiştiği, 

• regresyon katsayısının (R2) 1,00’a yakın olduğu,  

• pik akımı ve pik potansiyelinin gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliklerinin 

oldukça iyi olduğu, gözlenmiştir. Ayrıca geliştirilen söz konusu yöntemlerin 

ALS tayini için uygun olduğu ve; 

•  doğrudan voltametrik yöntemlerden DPV‘nin doğrusal çalışma aralığının 

1,5x10-6 M – 63,5x10-6 M (0,83 mg mL-1 – 35,04 mg mL-1) ; KDV’nin ise 

3,0x10-6 M – 52,3x10-6 M (1,66 mg mL-1 – 28,86 mg mL-1) olduğu, 

• adsorptif sıyırma yöntemlerinin doğrudan voltametrik yöntemlere göre daha 

düşük derişim aralığında doğrusal olduğu (DPAAdSV yönteminde 0,4x10-6 M – 
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12,5x10-6 M (0,22 mg mL-1 – 6,90 mg mL-1); KDAAdSV yönteminde ise 

1,6x10-6 M – 12,5x10-6 M (0,88 mg mL-1 – 6,90 mg mL-1) ) 

• kare dalga voltametri yönteminin doğrudan ve adsorptif sıyırma modunda 

diferansiyel puls yönteminden daha duyarlı olduğu, 

• doğrudan voltametrik yöntemlerin ve adsorptif sıyırma yöntemlerinin alt tayin 

sınırlarının µM seviyesinde olduğu,  

• ilaç geliştirme ve kalite kontrolü gibi, daha yüksek derişimlerde ALS içeren 

numunelerin analizi için doğrudan voltametrik yöntemlerin; idrar, serum gibi 

eser miktarda ALS içeren biyolojik ortamlarda ise adsorptif sıyırma 

yöntemlerinin uygun olduğu sonucu elde edilmiştir. 

 Bu bulgulardan yararlanılarak, geliştirilen yöntemler ile ALS içeren ilaçlar, idrar ve 

serum gibi biyolojik ortamlarda ALS tayini yapılmıştır. Bu çalışmada kullanılan 

numune çözeltileri, Bölüm 4.4.4, 4.4.5, 4.4.6’da belirtildiği gibi hazırlanmış ve bu 

numunelerin geliştirilen yöntemler kullanılarak voltamogramları alınmıştır. Alınan bu 

voltamogramlar Şekil 5.24 - Şekil 5.27’de verilmiştir. 

 

       
Şekil 5.24 ALS tayini için yapılan uygulamalarda tablet numuneleri için elde edilen  
                 DPV voltamogramları (ÇE: CKE) 
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Şekil 5.25 ALS tayini için yapılan uygulamalarda tablet numuneleri için elde edilen  
                 KDV voltamogramları (ÇE: CKE) 

                    

 
 

Şekil 5.26 ALS tayini için yapılan uygulamalarda serum ve idrar numuneleri için elde  
                 edilen DPAAdSV  voltamogramları (ÇE: CKE, Ebir: 0,15 V,  tbir: 30s) 
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Şekil 5.27 ALS tayini için yapılan uygulamalarda serum ve idrar numuneleri için elde  
                  edilen KDAAdSV voltamogramları (ÇE: CKE, Ebir: 0,45 V, tbir: 15s) 

Şekillerde verilen dört şekildeki voltamogramlardan, idrar, serum, tablet gibi ALS 

içeren çeşitli ortamlarda ALS’ nin yükseltgenmesine ait pikin belirgin olduğu ve pik 

akımının ALS derişimi ile değiştiği görülmektedir. Buna dayanarak ilaçlarda, idrar ve 

serumda ALS tayini için belirtilen voltametrik yöntemlerin geliştirilebileceği sonucuna 

varılmıştır. Çizelge 5.7’de verilen doğrusal çalışma aralıkları diğer bazı parametreler ile 

birlikte değerlendirildiğinde, ilaçlarda ALS tayini için DPV ve KDV yöntemlerinin, 

idrar ve serum numunelerinde ise adsorptif sıyırma yöntemlerinin uygun olduğu 

düşünülmektedir.  

ALS tayini için hazırlanan idrar, serum ve ilaç numuneleri kullanılarak doğrudan 

kalibrasyon yöntemiyle ALS tayini yapılmıştır. Tablet numunelerinde elde edilen 

sonuçlar % geri kazanım değerleri ve bağıl standart sapma (BSS) değerleri ile birlikte 

Çizelge 5.8’ de verilmiştir. 

Çizelge 5.8 Tabletlerde ALS analizine ait sonuçlar 

Yöntem Nominal değer, mg Bulunan değerler, mg Geri Kazanım*, % BSS**, % 

DPV 150 131,84; 140,33; 145,51; 161,46; 167,35 99,53±12,25 9,90 

KDV 150 145,16; 147,63; 156,72; 158,28; 159,70 102,33±5,49 4,32 
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İdrar ve serum örnekleri içi elde edilen sonuçlar ise Çizelge 5.9 ve Çizelge 5.10’da 

verilmiştir. 

Çizelge 5.9 İdrarda ve serumda ALS analizine ait sonuçlar 

 Yöntem Elenen, µM Bulunan değerler, µM Geri Kazanım*, % BSS**, % 

İd
ra
r KDAAdSV 1,95 1,75; 1,85; 1,98; 2,05 97,82±10,91 7,01 

KDAAdSV 1,95 2,12; 2,25; 2,28; 2,31 99,56±5,91 3,74 

Se
ru
m
 KDAAdSV 2,25 1,73; 1,89; 2,01; 2,04 98,33±11,48 7,34 

KDAAdSV 3,15 2,85; 2,93; 3,08; 3,18 95,56±7,48 4,92 

Çizelge 5.10 İdrarda ve serumda ALS analizine ait sonuçlar 

 Yöntem Elenen, µM Bulunan değerler, µM Geri Kazanım*, % BSS**, % 

İd
ra
r DPAAdSV 1,25 1,10; 1,14; 1,22; 1,28 94,80±10,26 6,80 

DPAAdSV 2,25 2,10; 2,23; 2,30; 2,32 99,44±7,03 4,44 

Se
ru
m
 DPAAdSV 1,75 1,61; 1,68; 1,73; 1,82 97,71±8,02 5,16 

DPAAdSV 5,25 5,05; 5,18; 5,26; 5,35 99,24±3,85 2,44 

 

Çizelge 5.8’de verilen veriler incelendiğinde, bütün yöntemlerde geri kazanım %10’dan 

daha küçük BSS ile % 99,53 – % 102,33 aralığında olduğu görülmektedir. Bu durum 

geliştirilen voltametrik yöntemlerin ilaçlarda ALS tayini için uygulanabilir olduğu 

şeklinde yorumlanmıştır. 

Çizelge 5.9 ve 5.10’daki verilerin ise ALS’nin idrar ve serum örneklerinden adsorptif 

sıyırma voltametri yöntemleri kullanılarak yüksek doğruluk ve kesinlikte tayin 

edilebileceğini göstermesi bakımından önem arz etmektedir. 

Elde edilen bu sonuçlara göre, geliştirilen voltametrik tayin yöntemlerinin; 

• tablet, kapsül gibi farmasötik numunelere, 

• farklı tıbbi ve kimyasal amaçlar için idrar, serum, kan gibi biyolojik örneklere, 

• farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaçlar için doku ve organlardan 

hazırlanan numunelere  

güvenli bir şekilde uygulanabileceği söylenebilir.    
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CKE kullanılarak ALS içeren ilaçlar, serum ve idrar gibi biyolojik ortamlardan ALS 

tayini yapıldıktan sonra geliştirilen yöntemlerin doğruluk ve kesinlikleri %95 güven 

seviyesinde t testi ve F testi kullanılarak literatürde var olan standart yöntem ile 

karşılaştırılmıştır. Bu yöntemlerin kesinlikleri arasında bir fark olmadığını incelemek 

amacıyla F testi uygulanmıştır. Fd değerlerini bulmak için Eşitlik 5.7’ den 

yararlanılmıştır. Geliştirilen yöntemlerden elde edilen geri kazanım değerlerinin 

doğrulukları arasında anlamlı bir fark olup olmadığını belirlemek için ise t testi 

uygulanmıştır. t testi için Eşitlik 5.8 ve 5.9’dan yararlanılmıştır. Hesaplanan değerler 

Çizelge 5.11’de tablo halinde gösterilmiştir.                                                                                              

Çizelge 5.11 DPV, KDV, DPAAdSV ve KDAAdSV yöntemlerinin HPLC yöntemi ile  
                     karşılaştırılmaları için hesaplanan t ve F değerleri (ÇE: CKE) 

F - t testi tdeneysel tkritik Fdeneysel Fkritik 

DPV -  HPLC 1,01 2,45 6,19 9,01 

KDV - HPLC 1,25 2,45 3,01 5,41 

DPAAdSV - HPLC 0,56 2,57 3,54 6,59 

KDAAdSV - HPLC 0,89 2,57 2,82 6,59 

Geliştirilen yöntemler ile HPLC (Babu 2011) yönteminin doğrulukları ve kesinlikleri 

arasında anlamlı bir fark olup olmadığına bakılmıştır. Verilen eşitliklerden yaralanılarak 

(Eşitlik 5.7-5.8) yapılan hesaplamalara göre her bir ikili karşılaştırma için tdeneysel < tkritik 

olduğu ve Fdeneysel < Fkritik olduğu bulunmuştur. Çizelge 5.11’de verilen bu sonuçlar ise 

yöntemlerin doğrulukları ve kesinlikleri arasında anlamlı bir fark olmadığı şeklinde 

yorumlanmıştır. 
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6. SONUÇLAR 

Bu tez çalışmasında ALS ilaç etken maddesinin elektrokimyasal davranışı incelenmiş 

ve elektrokimyasal indirgenme ve/veya elektrokimyasal yükseltgeme mekanizmaları 

önerilmiştir. Ayrıca ALS için voltametrik tayin yöntemleri geliştirilmiş ve analitik 

uygulamaları yapılmıştır. Bu çalışmada elde edilen sonuçları aşağıda kısaca 

özetlenmiştir. 

• ALS’nin elektrokimyasal davranışını inceleme çalışmasında, her iki elektrot için  

BR ortamında optimum koşulları belirlenmiş, indirgenme ve /veya 

yükseltgenme potansiyeli, transfer edilen e- sayısı, transfer katsayısı, difüzyon 

katsayısı, elektrot yüzeyine adsorplanan madde miktarı bulunmuştur. 

• ALS’nin ADCE yüzeyinde pH 10,0’da yaklaşık -1,45V’ta 2e-/2H+ katılımı ile 

adsorpsiyon ve difüzyonun aynı anda etki ettiği tersinir mekanizma ile 

indirgenip yükseltgendiği; CKE yüzeyinde ise pH 8,0’da yaklaşık 1,05V’ta 

adsorpsiyon-difüzyon etkisi ile 2H+/2e- ile tersinmez olarak yükseltgendiği 

belirlenmiştir. 

• ALS’nin hem tablet de hem idrar ve serum numunelerinde tayini için doğrudan 

voltametrik yöntemler ve adsorptif sıyırma voltametri yöntemleri geliştirilmiştir. 

• Geliştirilen yöntemin doğruluğunu belirlemek için, hem tabletlerde hem de 

serum ve idrar örneklerinde geri kazanım çalışmaları yapılmış ve İlaç katkı 

maddelerinin ve serum, idrar gibi örneklerde bulunabilecek diğer türlerin 

herhangi bir etkisinin olmadığı sonucuna varılmıştır. 

• ADCE ve CKE yüzeylerinde geliştirilen doğrudan voltametrik yöntemler ve  

adsorptif sıyırma voltametri yöntemleri için doğrusal çalışma aralıkları ve 

gözlenebilme sınırları belirlenmiştir.  

• Gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliğin BSS değerlerinin hesaplanmış ve bu 

değerlerin % 10’un altında olduğu bulunmuştur. 
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• Yapılan istatistiksel karşılaştırmada geliştirilen voltametrik yöntemlerin %95 

güven seviyesinde literatürde var olan standart yöntem ile doğruluk ve kesinlik 

açısından farksız olduğu belirlenmiştir. 

 
• Daha doğru ve kesin mekanizma önerilmesi için molekül modellerine ve 

geometri optimizasyonlarının teorik hesaplamalar ile yapılmasının uygun 

olabileceği, bulk elektroliz öncesi ve sonrasında kromatografik yöntemler ile 

ortamda bulunan maddelerin analiz edilebileceği, 

 
• Voltametrik sıyırma yöntemi ile kromatografik yöntemlerin entegre edilmesi 

durumunda kromatografik yöntemlerin ayırma gücü ile voltametrik sıyırma 

yöntemlerinin düşük alt tayin sınırlarının birleştirilerek daha fonksiyonel tayin 

yöntemlerinin geliştirilebileceği düşünülmektedir. 
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