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Bu tez calismasinda hipertansiyon tedavisinde kullanilan aliskiren (ALS) molekiiliiniin
asili damla civa elektrot (ADCE) ve camsi karbon elektrot (CKE) yiizeylerindeki
elektrokimyasal davranisi incelenmis, elektrot tepkimesine katilan elektron ve proton
sayilan ile difiizyon katsayisi ve ylizey kaplama katsayisi hesaplanmistir. Deneysel
caligmalarda elde edilen veriler degerlendirilerek indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri
icin olast elektrot tepkime mekanizmalari Onerilmistir. Elektrokimyasal davranisi
belirlenen ALS’nin farmasotik ornekler ve biyolojik sivilardan nicel tayini igin
diferansiyel puls voltametri (DPV), kare dalga voltametri (KDV), diferansiyel puls
adsorptif siyirma voltametri (DPAdSV) ve kare dalga adsorptif siyirma voltametri
(KDAdSV) yontemleri gelistirilmistir. ADCE yiizeyinde dogrusal caligma araliginin
DPV ve KDV yéntemleri icin 0,3x10°M — 8,1x10°M, KDAdSV yontemi i¢in ise
0,4x10"M — 1,22x10°M olarak hesaplanmistir. CKE yiizeyinde dogrusal calisma
araligmm DPV yontemi i¢in 1,5x10°M — 6,35x10°M, KDV yontemi icin 3,0x10°M —
5,23x10°M, DPAAdASV yontemi i¢in 0,4x10°M — 12,5x10°M, KDAAdSV yéntemi
icin ise 1,6x10°M — 1,25x10°M olarak hesaplanmustir. Yapilan kalibrasyon
calismalarinin analitik parametreleri en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilrerek
gelistirilen yontemlerin validasyonu yapilmistir. Farmasotik ornekler ve biyolojik
ortamlara uygulanan bu yontemlerle, giivenilir, tekrarlanabilir, yliksek dogruluk ve
kesinlige sahip sonuglar elde edilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT OF VOLTAMMETRIC METHOD FOR ASSAY OF ALISKIREN

Deniz PAMUK

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esin CANEL

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°M — 8,1x10°M, and for SWKAJSV was evaluated between 0,4x107M —
1,22x10°M. DPV method was evaluated between 1,5x10°M — 6,35x10°M, for SWV
method was evaluated between 3,0x10'6M —5,23x10°M, for DPAAdSV was evaluated
between 0,4x10°M — 1,25x10°M, and for SWAAdSV was evaluated between 1,6x107
M — 1,25x10°M. 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.

July 2012, 68 Pages
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A Elektrodun yiizey alani, cm®

ADCE Asili damla civa elektrot

Ag Glimiis

AgCl Glimtis kloriir

ALS Aliskren

BE Bulk elektroliz, sabit potansiyelli kulometri
BR Britton-Robinson tamponu

BSS Bagil standart sapma

C Ana ¢ozeltideki elektroaktif maddenin analitik derigimi, mol/cm’
CKE Camsi karbon elektrot

DV Doniistimlii voltametri

D Difiizyon katsayisi, cm?/s

DPV Diferansiyel puls voltametri

DPAAdASV Diferansiyel puls anodik adsorptif siyirma voltametri
e Elektron

Ey;, Biriktirme potansiyeli V

E, Pik potansiyeli V

E Uygulanan potansiyel, V

E’ Standart potansiyel, V

E, Pik potansiyeli, V

E," Anodik pik potansiyeli

Epk Katodik pik potansiyeli

F Faraday sabiti, 96485 C/mol e’

ip Pik akimi, A

iy’ Anodik pik akimi, A

i Katodik pik akimi, A

KA Kronoamperometri

KDV Kare-dalga voltametri

KDAAdSV Kare dalga anodik adsorptif styirma voltametri
KK Kronokulometri
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NaCl
NPV

Pt
SV

Sb

g3 < 7
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Gozlenebilme sinir1

Alt tayin sinir1

Molarite

Aktarilan elektron sayisi
Sodyum kloriir

Normal puls voltametrisi
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Styirma voltametrisi
Birlesik standart sapma
Egimin standart sapmasi
Mutlak sicaklik, K
Zaman, s
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1. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon olacakta bilinen yiiksek kan basinci; tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de olduk¢a yaygin olarak goriilen, 6nemini her gegen giin artirarak hissettiren bir halk
saglig sorunudur. Hipertansiyonun 6nemli bir saglik sorunu olmasinda inme, kroner
kalp hastaliklar1, kalp ve bobrek yetmezligi gibi ciddi komplikasyonlara sebep olmasi
etkilidir.

Ileri yas hastalig1 olarak bilinen hipertansiyonun gériilme yas1 diinyada ve Tiirkiye’de
giderek diismektedir. Ozellikle asir1 kilolarin kan basinci iizerindeki olumsuz etkisi
nedeniyle, 13-14’lii yaslarda hipertansiyon goriilme sikligi artmaktadir. Gengler
arasinda yayginlasan bu hastaligin en dnemli nedenlerinden biri de, asir1 miktarda tuz
kullanimidir. Tiirkiye’de kisi basi 18g olan tuz tiikketimi diinyaya gore ¢ok yliksek

miktarda seyretmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin kayitlarina gore diinyada 1,5 milyardan fazla insanda
hipertansiyon bulunmakta ve her yi1l 7 milyon insan yiliksek kan basinci ve bundan
kaynaklanan hastaliklar nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Yiiksek tansiyon kaynakli
0liim nedenlerinin basinda; inme, kalp krizi, kalp yetmezligi ve bobrek yetmezligi gibi

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

Hipertansiyon tedavi edilebilir bir hastaliktir. Eger hasta hekimiyle siirekli irtibat
halinde olur ve ilaglarini diizenli olarak kullanirsa korkmasi i¢in bir sebep yoktur. Ama
hipertansiyon kontrol edilmezse beyin kanamsi, inme, kalp yetersizligi, bdbrek
hastaliklari, aortta yirtilma, koroner arter hastaligi, ani 6liim gibi durumlar daha sik

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

Hipertansiyon tedavisinde ila¢ kullanimi onemli bir yer tutmaktadir. Kullaanilan
ilaglarin bazilar1 herhangi bir biyokimyasal doniisiime ugramadan bir kismi ise viicutta
meydana gelen biyokimyasal doniisiimler sonucunda metabolitlerine doniiserek
viicuttan atilmaktadir. Bu sirada ilaglarin hedef organlarindaki derisimleri stirekli
degismektedir. Bu sebeple, herhangi bir andaki ila¢ derisimi, verilen ila¢ dozuna ve

farmakokinetik olaylarin hangi hizlarda gerceklestigine baglidir. Etkili bir ilag tedavisi



icin ilacin etkisini degistirebilecek faktdrlerin ve etki tarzlarinin iyi bilinmesi ve ona

gore uygun tedavi uygulamalarinin yapilmasi gerekmektedir (Anonim,2008).

Hipertansiyon tedavisinde ilag tiikketimi arttigindan dolayi, tiiketilen ilaglarin analizleri
giinlimiizde 6nemli bir yer tutmaktadir. Giliniimiizde tiiketilen ilaglarin analizlerinde
genellikle ¢esitli kromatografik yontemler tercih edilmektedir. Kromatografik yontemler

disinda spektroskopik, titrimetrik ve voltametrik yontemler de kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda renin inhibitorleri sinifindan olan aliskirenin (ALS) farkli elektrot
yiizeylerindeki elektrokimyasal davranisi incelenmis, numunelerden ALS tayini i¢in

voltametrik yontem gelistirme ¢alismalar1 yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Tezin bu kisminda hipertansiyon rahatsizlig ile ilgili kisaca bilgi verilip bu rahatsizligin
tedavisinde kullanilan ve renin inhibitérii sinifinda olan aliskirenin baz1 6zellikleri
belirtilmistir. Bu kisimda ayrica ilag analizlerine yonelik genel bir degerlendirme

yapilmustir.
2.1 Hipertansiyon

Halk arasinda tansiyon ylikselmesi hastaligi denilen hipertansiyon kan basincinda
meydana gelen siirekli ylikselme olarak tanimlanmistir. Hipertansiyon, insan sagligini
ciddi fakat sinsi bir bicimde tehdit eden bir rahatsizliktir. Yiiksek tansiyonun kendisi bir
hastalik degil, viicutta gelisen bazi hastaliklarin yarattigi sonuglardan biridir. Ancak
yiiksek tansiyon gelistikten sonra kendisi de bir¢ok hastaliklarin baslica nedenini
olusturmaktadir. Hipertansiyona halk arasinda biiylik bir siklikla rastlanmaktadir.
Ornegin, iilkemizde, halkin yaklasik % 30’unda hipertansiyon oldugu saptanmistir. Bu
oran son derece yiiksek bir orandir. Tansiyonun yiiksekligiyle yasamin kisalmasi
birbirine paralellik gostermektedir. Clinkii tedavi gormeyen bir hipertansiyon hastasinin,
hipertansiyonun yerlesmesinden sonra iimit edilen yasam siiresi 20 yil kadardir

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

Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklar1 Dernegi’nce 2003 yilinda yapilan “Tiirk
Hipertansiyon Caligmas1” hastaligin siklik ve yol ac¢tig1 saglik sorunlariyla ilgili 6nemli
sonuglar ortaya koymustur. Hipertansiyonla ilgili bugiine kadar yapilan en kapsaml

caligmadan asagidaki ¢arpici veriler elde edilmistir(http://www.ahmetalpman.com):

Hipertansiyon saptananlarin % 38’inin daha once hipertansiyon tanis1 aldigi, % 62’sinin
ise ilk kez bu calisma sirasinda hipertansif oldugunu 6grendigi belirlenmistir. Buna gore
iilke genelinde hipertansiyonu olan her 3 kisiden 2’si hipertansif oldugunun farkinda

degildir.

Hipertansiyon kadinlarda daha sik goriilmektedir. Erkeklerde % 27,5 siklikta goriiliirken
kadinlarda bu oran % 36,1°dir.



Hipertansiyon hastasi olup kan basinci yeterli kontrol edilenlerin orani sadece % 21°dir.
Bu da, 5 hipertansiften 4'linde kan basinct kontroliiniin yeterli yapilmadigini

gostermektedir.

Hipertansiyon saptanan bireylerde yapilan idrar ve kan analizleri ile % 27,4'tinde bobrek
hasarmin  gostergesi olan "mikroalbuminiiri"nin varhigr saptanmigtir. Her 3
hipertansiften birinde bobrek hasar1 saptanmasinin altinda yatan neden, hipertansiyonun
gec fark edilmesi ve yeterince kontrol altinda tutulmamasidir. Bu veriler
hipertansiyonun tanit ve tedavisinin toplumumuzda onem verilmesi gereken Onemli

saglik problemlerinden biri oldugunu gostermektedir.

Yiiksek tansiyon hastaliginin belirtileri, sabahlar1 ense bdlgesinde hissedilen agri, nefes
darlig1, carpinti, bag donmesi, bas agrisi, sik idrara ¢ikma olabilir. Daha da 6nemlisi;
tansiyon yliksek, hatta cok yiiksek oldugu halde bazi hastalarda hicbir sikayet

olmayabilir.

Yiiksek tansiyon; kolesterol yiiksekligi, seker hastaligi, sigara, sismanlik gibi kalp
damar hastaligima zemin hazirlayan ve ilerlemesini hizlandiran O6nemli risk
faktorlerinden biridir. Bunun i¢in yiiksek tansiyon tedavisinde diger risk faktorlerinin de

olup olmadig arastirilmalidir (http://www.ahmetalpman.com).

Yiiksek tansiyon kesinlikle tedavi edilmesi gereken bir durumdur. Tedaviye baslamadan
once, yiiksek tansiyonun hangi tipte oldugu ortaya konulmalidir. Baslica {i¢ tedavi
yontemi vardir. Bunlar ilag tedavisi, cerrahi tedavi ve aligkanliklarin diizenlenmesidir.
Yiiksek tansiyonun tedavisinde kullanilmakta olan cesitli ilaglar vardir. Bu ilaglar
degisik yollardan degisik etkiler olusturarak, tansiyonun kontrol altina alinmasina

etmektedirler.

Hipertansiyonlu hastalarin ila¢ kullanmalarina karsin, giinliik tuz alimlarin1 azaltmalari,
fazla kilolarindan da kurtulmalar1 gerekmektedir. Kaybedilen her 10 kg’lik fazladan
kiitle kan basincinda 5-20 mmHg gibi bir diisiise sebep olmaktadir. Yapilan diyetin
meyve, sebze ve yag igerigi azaltilmis siit iiriinlerince zengin olmasi da tansiyonun
kontrol edilmesine yardimeci olmaktadir. Diger yandan bu kisilerin kesinlikle sigara

aliskanligindan vazge¢meleri gerekmektedir. Daha sakin bir yasami tercih etmeleri ise



kuskusuz sagliklar1 agisindan 6nemlidir. Diizenli olarak yapilan spor caligmalari ise
kesinlikle kan basmcinin kontroliine yardim etmektedir. Yiriiytisler, hafif kosular,
yiizme lilkemizin kosullarinda kolayca gergeklestirilebilecek olan spor ¢alismalaridir.
Yiiksek tansiyon vakalar1 gerektigi gibi tedavi edildiklerinde, normal yasam siiresini
kisaltmamaktadir. Tedavi edilmeyen vakalar ise en fazla 20 yil i¢inde kaybedilmektedir.
Bazi etkenler yiiksek tansiyonlu hastanin gelecegini olumsuz ydnde etkilemektedir

(http://www.saglik.im).
2.1.1 Antihipertansif ilaclar

Her saglik probleminin tedavisinde oldugu gibi hipertansiyonun tedavisinde de belirli
bir agsamadan sonra ila¢ tedavisi kacinilmaz olmaktadir. Hipertansiyonun tedavisinde

farkli gruplara dahil ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar;

e beta blokerleri

e kalsiyum kanal blokerleri

e anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorleri
e adrenerjik reseptor blokerleri

e adrenerjik noron blokerleri

e anjiyotensin II reseptor antagonistleri (ARA 1I)

e tiyazit ve tiyazit benzeri diiiretikler

siiflarindan birine dahil olan ilaglardir. Baz1 durumlarda tedavinin etkinligini artirmak
icin farkli gruplardaki ilaglarin bilesimini iceren ilaclar da kullanilmaktadir (Tasdemir

2011).



2.1.2 Aliskiren (ALS)

CH;

(25,4S,58S,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

C30Hs53N30g6,
551.758 g/mol

Sekil 2.1 Aliskren’in molekiil formiilii

Kan basincinin diisiiriilmesine yardimer olan aliskiren (ALS), renin enzimini inhibe
ederek esansiyel hipertansiyonun tedavisinde kullanilmaktadir. Renin inhibitorleri,
viicudun iiretebilecegi anjiyotensin II (kan damarlarinin daralmasina ve bdylece kan
basincinin yiikselmesine neden olur) miktarin1 azaltmaktadir. Anjiyotensin II miktarinin
diisiiriilmesi, damarlarin genislemesini ve bdylece kan basincinin diisiiriilmesini

saglamaktadir. (www.mediapharma.it, 2012)

ALS’nin hipertansif hastalarda gilinde bir kez 150 mg ve 300 mg dozlarda uygulanmasi
hem sistolik, hem de diyastolik kan basincinda 24 saatlik doz araligmin tamamini
kapsayan doza bagli bir azalma olusturmaktadir. Maksimum kan basinc1 diisiiriicti
etkinin %85-90"1 2 hafta sonra gozlenmektedir. ALS’nin plazmadaki yiiksek
derisimlerine oral emilimi takiben 1-3 saat sonra ulagilmaktadir. Kararli durum plazma
derisimlerine ise giinde bir kez uygulamay1 takiben 5-7 giin i¢inde ulagilmakta ve kararl
durum diizeyleri baslangic dozunda elde edilenlerin yaklasik iki kati olmaktadir.

Intravendz uygulamay takiben kararli durumdaki ortalama dagilim hacmi yaklasik 135



litredir; bu da ALS’nin damardist bosluga biiylik Olciide dagildigini gostermektedir.
ALS’nin, plazma proteinlerine baglanmasi orta diizeydedir ve konsantrasyondan
bagimsizdir. Oral uygulamayi takiben dozun biiyiik kismi1 (%78), degisiklige ugramamais
ila¢ halinde digki yoluyla atilmakta, yaklasik %0,6's1 ise idrardan geri kazanilmaktadir.
ALS’nin mutlak biyoyararlanimi %2-3'tiir. Intravendz uygulamay1 takiben, ortalama
plazma klerensi yaklagitk 9 litre/saat olarak saptanmistir (www.ilacpedia.com,

www.farmacep.com, 2012).
2.2 Tla¢ Analiz Yontemleri

Ilag analizlerinde genellikle kromotografik yontemler, dzellikle de sivi kromatografi
yontemi tercih edilmektedir. Ancak kullanilan cihazlarin kurulumunun ekonomik
olmamasi1 ve kullanimi1 esnasinda oldukg¢a fazla miktarda kimyasal sarf edilmesi bu
yontemlerin baglica dezavantajlarini olusturmaktadir. Kromotografik caligmalarda
kullanilan yOntemin goézlenebilme ve alt tayin simirt degerleri sistemde kullanilan
dedektorlere bagli oldugundan genellikle eser miktarda bulunan tiirlerin tayini ancak
yiiksek modifiyeli dedektorler kullanildiginda miimkiin olabilmektedir. Daha hassas
dedektorlerin  kullanilmas1 ise analiz yontemini daha karmasik hale getirirken
maliyetleri de arttirmaktadir. Gilinlimiizde ila¢ etken maddelerin analiz iglemlerinde
elektrokimyasal yontemlerden de yararlanilmaktadir. Bunun yaninda biyolojik numune
ve ilag analizlerinde bu yontemler gelisen teknolojiyle daha kolay, ekonomik ve
kullanilir hale gelmistir. Bu yontemler ile ilag etken maddelerin bozucu etkiye
ugramadan daha yiiksek dogrulukta tayinleri yapilabilmektedir. Diger yontemlere oranla
elektrokimyasal yontemler daha az miktarda ila¢ etken madde, ¢oziicii ve tampon
cozelti kullaniminin yaninda uygulanabilirliinin kolay olmasi, cihaz kurulumlarinin
basit olmasi, Slgiimlerinin hassas olmasi ve analizlerin ekonomik olmasi sebebiyle

tercih edilmektedir (Wang 2000).

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal hiicrede bulunan ¢o6zeltinin elektrokimyasal
ozelliklerine bagli olarak degisen nitel ve nicel yontemlerden olugsmaktadir. Elektrot ile
¢Ozeltinin bulundugu sisteme elektriksel bir degisiklik yapilarak akim, potansiyel, ylik
gibi degiskenlerin Ol¢iilmesine dayanmaktadir (Wang 2006).



Tepkimelerin mekanizmasiin belirlenmesi, elektrot tepkimelerinin kinetiklerinin

incelemesinde asagidaki elektrokimyasal teknikler siklikla kullanilmaktadir.

e Doniisiimlii Voltametri (DV)

e Kare Dalga Voltametri (KDV)

e Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)
e Normal Puls Voltametri (NPV)

e Siyirma Voltametrisi (SV)

e Kronoamperometri (KA)

e Kronokulometri (KK)

2.3 Voltametri

Elektrokimyasal tepkimelerin kinetiginin ve mekanizmasinin incelenmesinde voltametri
teknikleri kullanilmaktadir. Durgun bir ¢ozelti ortaminda ¢alisma elektroduna
uygulanan potansiyele karsi elektrodun vermis oldugu akimin incelenmesine dayanan
elektrokimyasal teknikler genel olarak voltametri olarak adlandirilmaktadir (Gosser

1993).
2.3.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Doniisiimlii voltametri, elektroaktif maddelerin incelenmesinde kullanilan en yaygin
metottur. Bu metot genellikle bir bilesigin, bir biyolojik materyalin veya bir elektrot
yiizeyinin elektrokimyasal olarak incelenmesinde ilk uygulanan metottur. DV
sonuglarmin gecerliligi, genis bir potansiyel araliginda indirgenme-yiikseltgenme

olaylarinin hizli bir sekilde gozlenebilmesine olanak saglamaktadir.

Sulu ve susuz ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal calismalarda en kullanighi yontemlerden
biri olan DV, kararsiz bir ara iiriin veya Triinler iceren elektrot tepkimelerinin
incelenmesinde siklikla tercih edilmektedir. DV’de tarama hizlar degistirilerek pik
parametrelerinin tarama hizi ile degismesinden, incelenmekte olan doniisiimlerin

mekanizmalar ile ilgili faydal bilgiler saglanabilmektedir (Wang 2000).

DV’de calisma elektroduna uygulanan potansiyele karsilik akim Ol¢lilmekte ve elde

edilen akim-potansiyel grafigine voltamperogram (voltamogram) denilmektedir ve



voltamogramin elde edilmesi asamasinda uygulanan potansiyelin zamanla dogrusal

olarak degismesi Sekil 2.2°de gosterilmistir.

potansiyel

E,
E,

zaman
Sekil 2.2 Dontigiimlii voltametride uygulanan potansiyelin zamanla degismesi.
E;: Baslangi¢ potansiyeli
E,: Tarama yOniiniin degistigi potansiyel

E;: Bitis potansiyeli

E1 ve E2 arasinda potansiyel taramas1 yapilirsa, metot dogrusal taramali voltametridir.
E2 potansiyeline ulastiktan sonra ilk taramaya ters yonde ayni potansiyele veya farkli
bir E3 potansiyeline geri doniiliirse metodun adi doniisiimlii voltametri olur. Her iki
metotta da alinan cevap akimin potansiyele kars1 grafige geg¢irildigi voltamogramlardir.
Tarama hiz1 ile pik yiiksekliginin degisimi incelendiginde, diflizyon, adsorpsiyon ve
elektron aktarimina eslik eden kimyasal tepkimelerle ilgili bilgi edinilebilmektedir. Ileri
ve geri taramadaki piklerden kinetik veriler de hesaplanabilmektedir. Elektrot yiizeyinde
gerceklesen elektrokimyasal tepkimeler elektrot yiizeyinde ki davranislarina gore

tersinir, tersinmez ya da yar1 tersinir olarak adlandirilirlar.

2.3.1.1 Tersinir reaksiyonlar

Tersinir sistemler, ileri yonde potansiyel taramasi sirasinda olusan indirgenme (veya
yiikseltgenme) pikinin, potansiyel taramasi geriye ¢evrildiginde, indirgenme (veya

yiikseltgenme) sirasinda olusan  {iriinlin  yeniden yiikseltgenmesinin  (veya



indirgenmesinin) gozlendigi sistemlerdir. Tepkime baslangicinda ortamda yalniz O

maddesi bulunuyorsa ve tepkime;

O+ne <+—» R

seklinde bir indirgenme reaksiyonu gerceklesiyor ise tarama hiz1 arttikca akim-
potansiyel grafigi pik seklinde gozlenir. Potansiyel negatife dogru gittikce, elektrot
yiizeyinde O derigsimi azalir. Elektrot yiizeyinde O’nun derisimi sifir oldugunda akim
sabitlenir. Yiizeyde O derisimi sifir olunca derigim gradienti (AC/AX) azalir ve buna
bagl olarak da akimin azalmasi sonucunda akim-potansiyel grafigi pik seklinde olur.

Tarama hizi1 artirildikga pik yiiksekligi artar.

Geriye dogru tarama yapildiginda, hizli taramada elektrot yilizeyinde yeterince bulunan
R molekiilleri yiikseltgenmeye baglar ve bir akim olusur. E, degerine kadar O
molekiilleri R’ye indirgenir. Ters taramada pozitif potansiyellere gidildikge R’nin
yiizeydeki derisimi azalir ve yeterince pozitif bolgede sifira kadar azalma goriiliir. Ileri
taramada elde edilen katodik akim gibi geri taramada da anodik akim meydana gelir.
Deney esnasinda yiizeyde olusan R tiirliniin ¢ozeltiye dogru difiizlenmesinden dolay1

anodik akim katodik akimdan biraz daha diisiik olur.

O+ne <«—> R seklinde bir tersinir reaksiyonunun DV voltamogrami Sekil
2.4’teki gibidir.

Sekil 2.3 Doniisiimlii voltametride akim potansiyel egrisi.
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Tersinir bir mekanizma asagida verilen 6zellikleri saglamalidir. Bunlardan bir ya da

birkagini saglamazsa sistem tersinir degildir denir (Bard, 2001)

a k
_ Ept+Ep
2

° EO©

o«  AEp=|E, — Epp| =ZmV
o |ig/ikl=1

2.3.1.2 Tersinmez reaksiyonlar

Tersinmez bir reaksiyonda, tarama hizi diisiik iken elektron aktarim hizi yiliksek
oldugunda sistem tersinir gibi goriilebilir. Artan tarama hiz1 ile anodik ve katodik pik
potansiyellerinin birbirinden uzaklagsmasi ve AEp degerinin biiylimesi tersinmez

sistemin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir.

Tamamen tersinmez bir sistemde ters tarama da pik gézlenmez. Oysa ters tarama da
pikin gbzlenmeyisi sistemin tersinmez oldugunu ispatlamaz. Elektron aktarim
basamagini takip eden ¢ok hizli bir kimyasal tepkime varlifinda da ayni durum soz
konusudur. Olusan f{iriin, hizli bir sekilde baska bir maddeye doniistiiglinden geri

taramada pik gozlenmeyebilir (Bard 2001, Wang 2006).
2.3.1.3 Yan tersinir reaksiyonlar

Bir sistemde akim, hem elektron aktarimi hem de kiitle aktariminin katkisiyla olusuyor
ise sistem yar1 tersinirdir.

Yar1 tersinir sistemlerin agagidaki kriterleri saglamasi gerekmektedir.

e AEp>59/n mV ve AEp, v ile artar.

k
e Ep , v'nin artmasi ile daha biiyiik degerlere (anodik daha anodige, katodik daha

katodige) kayar.

12
ei,v ileartar (Bard 2001).
p

11



2.3.2 DV ile elektrot reaksiyon mekanizmasinin belirlenmesi

DV ile elektrot tepkimesine eslik eden ve ayrintilar1 asagida verilen kimyasal

tepkimelerin varlig1 ve mekanizma arastirmalar1 yapilabilir.
2.3.2.1 Kimyasal basamag takip eden elektrokimyasal basamak (CE mekanizmasi)

Bir elektrot tepkimesinde Once elektroaktif maddenin olusmasi (kimyasal tepkime) ve
bunu takiben elektron aktarim basamaginin (elektokimyasal basamak) meydana gelmesi

CE mekanizmasi olarak bilinir.

A «— O (C) (kimyasal basamak)

O +ne <+«<—> R (E) (elektron aktarim basamagi)

Kimyasal reaksiyonun gergeklestigi basamak ¢ok yavas ve elektron aktariminin
gergeklestigi basamak tersinir ise akim kinetik kontrolliidiir ve DV’de pik gézlenmez.
Akim degisen potansiyelle belli bir sinir degerine ulasir. Elektrot tepkimesi CE’ye gore
ilerliyor ise asagidaki kriterleri saglar (Bard 2001):

k12
e Tarama hizi arttikcai /v azalir.
p

a k

e i /i oran v ile artar ve bu oran > 1 olmasi1 gerekir.
PP

2.3.2.2 Elektrokimyasal basamagi takip eden kimyasal basamak (EC mekanizmasi)

Bir elektrot tepkimesi, sirasiyla elektron aktarim basamagi ve kimyasal basamaktan

olusuyor ise EC mekanizmasi gegerlidir.

O +ne <+«<—> R (E) (elektron aktarim basamagi)

R «— X (C) (kimyasal basamak)

E basamagimnin tamamen tersinmez olmasi halinde, kinetik veriler incelenemez. E
tersinir oldugunda C basamagi hizliysa anodik pik gézlenemez. Ancak C’nin hiz1 diisiik

ise anodik pik gozlenir.

Mekanizmamizin CE olmasi i¢in;

12



a k
o | 1/ | <1 dir. Ancak v arttik¢a 1’e yaklagir.
p P

k 12

e 1 /v oram v arttitca ¢ok az da olsa azalir.
p

k
e E |, tersinir durumdakinden daha pozitiftir.
p

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

Elektroaktif tiir indirgendikten sonra kimyasal bir reaksiyon sonucu yine elektroaktif

bagka bir tiire doniisiir. Bu duruma genellikle organik elektrokimyada ¢ok rastlanir.

O +ne — R (E) (elektron aktarim basamagi)
R — X (C) (kimyasal basamak)
X +ne’ — Y (E) (elektron aktarim basamagi)
a k
e i /i orani, artan tarama hiz1 ile artar ve yiiksek tarama hizlarinda 1’e yaklagir.
p P
k 12

e i /v degeritarama hizi ile degisir.
p

2.3.3 Puls voltametri (PV)

Puls yontemleri elektrokimyasal caligmalarda belirli araliklarla ¢alisma elektroduna
potansiyel pulsu uygulanmadan 6nce ve potansiyel pulsu uygulandiktan sonra akim
Olclimii yapilarak faradayik akimin kapasitif akima oraninin énemli 6lgiide arttirildig
yontemlerdir. Clinkii elektrokimyasal ¢alismalarda faradayik akimin kapasitif akima

oraninin maksimum seviyede olmasi gerekmektedir (Scholz 2010).
2.3.4 Diferansiyel puls voltametri (DPV)

Puls voltametri teknikleri, Barker ve Jenkin tarafindan (1952), voltametrik calismalarda
tayin sinirint diisiirmek amaciyla onerilmistir. Boylece, faradayik ve faradayik olmayan
akim arasindaki oran arttirilarak, tayin sinirlari 10® M’a kadar duistirtilmiistiir. DPV’de,
dogrusal bir potansiyel artisina gore ayarlanmig sabit biiyiikliikte pulslar (dE/dt),
calisma elektroduna belli bir siire uygulanir (Sekil 2.4). Iki kez akim 6l¢iiliir. Birincisi,
puls uygulanmadan hemen 6nce yani tam pulsun basladig1 anda potansiyelde bir artis
olmadan, ikincisi ise, pulsun hemen bitmesine yakin bir bolgede dlgiiliir. Bu iki akim

arasindaki fark, puls farki (Al,us) olarak verilir ve uygulanan potansiyele karst bu akim

13



farklarimin grafige gecirilmesiyle diferansiyel puls voltamogrami elde edilir (Monk

2001, Wang 2000).

S Wy

ZAIAI —J-

Sekil 2.4 Diferansiyel puls voltametride puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli
2.3.5 Kare dalga voltametri (KDV)

KDV ise hassas ve hizli bir analitik metot olmasindan dolay1 diisiik derisimlerde
calismalar yapilabilir. KDV tersinmez sistemlerin kinetik ¢aligmalar1 i¢in uygun bir
metottur. KDV’de calisma elektroduna uygulanan potansiyel, biiyiik genlikli bir
diferansiyel teknik olmasini saglayan simetrik kare dalgalar seklindedir. Her bir kare
dalga dongiisii boyunca akim iki kez olgiiliir. Birincisi, ileri yondeki pulsun hemen
sonunda (¢;) ikincisi ise geri yondeki pulsun hemen sonundadir (#;) (Sekil 2.5). Bu iki
akim arasindaki fark wuygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige

gecirildiginde kare dalga voltamogrami elde edilir.

Sy

Zaman — e

Sekil 2.5 Kare dalga voltametride puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli

KDV'de net akim hem ileri hem de geri puls akimlarindan daha biiyiiktiir. Bu nedenle,
voltametrik pik genellikle olduk¢a kolay okunmaktadir. Bu da, yontemin dogrulugunu

arttirmakta ve diferansiyel puls voltametriden daha yiiksek duyarliligin elde edilmesini
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saglamaktadir (Monk 2001, Osteryoung 1981). Boylece, 1,0 x 10™® M'a yakin ¢ok diisiik
tayin smirlarina inilebilmektedir. Kesin sonug ilgili mekanizmaya ve elektrokimyasal
tiirlere bagl olmakla birlikte kare dalga ve diferansiyel puls voltametri karsilastirilirsa,
kare dalga akimlarinin benzer diferansiyel puls akimlarindan, tersinir ve tersinmez

sistemler icin sirasiyla 4 ve 3,3 kat daha yiiksek oldugu sdylenebilir (Borman 1982).
2.4 Siyirma Voltametrisi (SV)

Siyirma voltametri yontemi, yiiksek duyarlilik ve segicilige sahip oldugundan dolayz,
eser miktardaki elektroaktif tiirlerin tayininde kullanilmaktadir. Siyirma voltametri
yontemi, karisim analizlerine uygulanabilirligi, ol¢lim kolayligi, cevre, klinik ve
endiistriyel numunelerde duyarli analizlere elverisli olmasi sebebiyle oldukca dikkat

¢ekmektedir.

Siyirma voltametride analiz iki basamakta ger¢eklesmektedir. Birinci basamakta, analizi
yapilacak eser miktardaki madde, ¢6zeltiden elektrot yiizeyine elektrokimyasal yolla ya
da adsorpsiyon yoluyla biriktirilmektedir. Analizi yapilacak maddenin biriktirilmesi
islemi, ¢ozeltiden indirgenmesi ya da yiikseltgenmesi sonucu ya da ¢dzeltide bulunan
madde, sabit potansiyelde herhangi bir elektrokimyasal degisiklige ugramadan
dogrudan elektrot yiizeyine fiziksel adsorpsiyonla biriktirilebilmektedir. ikinci basamak
olan siyirma basamaginda ise elektroda pozitif (anodik) veya negatif (katodik) yonde
potansiyel taramasi uygulanarak elektrot yiizeyinde biriken madde yiikseltgenme veya
indirgenme ile elektrot yiizeyinden siyrilarak tekrar cozeltiye geri aktarilmaktadir
(Wang 2000). Siyirmada yapilan potansiyel taramasi anodik yonde yapilirsa yontem
anodik styirma voltametri (ASV), katodik yonde yapilirsa katodik siyirma voltametridir

(KSV).

Siyirma voltametride elektrot yiizeyinde biriktirilen madde miktari; madde ve ¢ozelti
ozelligi, elektrotun cinsi ve ylizey genisligi, uygulanan potansiyel, biriktirme siiresi,
ortamin sicakligi, biriktirme potansiyeli ve ¢ozeltinin karistirilma hizi gibi faktorlere
baghidir. Bu degerlerin degismesiyle elektrot yiizeyinde biriktirilen madde miktari, buna

bagli olarakta duyarlilik degisebilmektedir (Wang 2000).
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2.5 Bulk Elektroliz (BE)

Bulk elektroliz sisteme verilen elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye doniisiimii
esnasinda indirgenme ve yiikseltgenme sayesinde istenilen tiirlerin elde edilmesidir.
Bulk elektroliz sayesinde elektrokimyasal olay sonucunda sisteme aktarilan elektron

say1s1 hesaplanabilmektedir.
Bulk elektroliz uygulamasi iki sekilde gerceklesmektedir:

Elektroliz siiresince sisteme sabit potansiyel uygulanan yonteme sabit potansiyelli bulk
elektroliz, sisteme degisken potansiyel uygulanarak akimin sabit tutuldugu yonteme

sabit akimli1 bulk elektroliz denilmektedir (Scholz 2010).
2.6 Kronoamperometri (KA)

Kronoamperometri kontrollii potansiyel yontemlerindendir. Durgun bir ¢o6zeltide,
calisma elektroduna uygulanan potansiyelin “faradayik tepkimenin ger¢ceklesmedigi bir
potansiyelden, elektroaktif tiiriin elektrot ylizeyindeki derisiminin sifira yakin oldugu

potansiyel araliginda” degistirilmesine dayanmaktadir.

Kronoamperometri genellikle elektroaktif tiirlerin difiizyon katsayilarimin veya calisma
elektrodunun yiizey alaninin hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, elektrot
tepkimelerinin mekanizmasinin belirlenmesiyle ilgili ¢aligmalarda da kronoamperometri
verilerinden yararlanilmaktadir. Ayrica kronoamperometri deneyi sonucunda, zamanin
bir fonksiyonu olarak akimin Olgilildiigli, akim-zaman grafikleri elde edilmektedir
(Wang 2000). Bu yontemde akimin zamanla degisimi Cottrell esitligiyle (Esitlik 2.1)
verilir:

: FACVD
i(t) == = 2.1)

2.7 Kronokulometri (KK)

Kronoklometri de bir potansiyel basamak teknigidir. KK deneyi boyunca olusan akimin
zamana kars1 grafige gecirilmesiyle toplam yiik bulunmaktadir. Deney sonucunda

bulunan toplam yiik zamana kars1 grafige gegirilir. Elektrot tepkimesinde akim difiizyon
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kontrollii ise Cottrell esitligiyle ifade edilen akim-zaman iligkisinin integrali alinmakta
ve toplam yiik ile zaman arasindaki iliski icin asagidaki esitlik (Esitlik 2.2) elde

edilmektedir:

0 = nFi\/;/E\/E

(2.2)
Bu esitlik yardimiyla Q- 1'% grafigi ¢izilmekte ve egiminden elektrot reaksiyonunda

aktarilan elektron sayisi ve difiizyon katsayis1 hesaplanabilmektedir (Bard and Faulkner

2001).
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Tezin bu kisminda ALS’nin tayini i¢in giinlimiize kadar yapilan calismalar, yontem

parametreleri ve uygulama sonuglar1 da verilerek kisaca 6zetlenecektir.

Shalini Pachauri ve arkadaslar1 2010 yilinda, farmasotik dozajlardaki icinde ALS’nin de
bulundugu, ramipril, valsartan ve hidroklorotiazit analizi i¢in yiiksek performansli sivi
kromatografi (HPLC) yontem gelistirmesi ve validasyon ¢aligmalar1 yapmislardir. Bu
calismada ALS i¢in geri kazanim degeri %99,7 ve R? degeri 0,9993 olarak bulunmustur.
Sistemin ve metodun yiizde hassasiyeti sirastyla %0,28 ve %1,87 olarak hesaplanmistir.
Aliskiren %0,9 oraninda kararlilik gostermistir. Yapilan ¢aligmalar ve degerlendirmeler
sonucunda Onerilen HPLC yonteminin dogru ve hizli kantitatif tayin sagladigi

belirlenmistir.

Micheli Wrasse-Sangoi ve arkadaglar1 2010 yilinda, tabletlerde ALS’nin tayini i¢in RP-
LC calismas1 yapmislardir. Ticari 6rneklerinde ALS tayini i¢in analitik bir yontem olan
UV-spektrofotometrik yontem ICH yonergesine gore gelistirilmis ve valide edilmistir.
Bu ¢alismada yontemin dogrusal ¢alisma araligmin 40-100 pug mL™ oldugu ve % geri
kazanim degerini 80- 120 olarak belirlemislerdir. Cikan sonuglar RP-LC yontemi ile

karsilagtirildiginda aralarinda anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir.

K. Satish Babu ve arkadaglar1 2011 yilinda, Tabletlerde ALS Hemifumarat’in tayini igin
kullanim1 basit ve hassas bir yontem olan ters faz HPLC yontemini gelistirmislerdir.
Hareketli faz olarak su, asetonitril ve trifloraasetik asit karistmindan olusan ¢ozeltinin
kullanildig1 ve akis hizinin 0,8mL/dak olarak optimize edildigi bu ¢alisma C18 analitik
ayirma kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. ALS’nin dogrusal ¢alisma araliginin 1-
100 pg/mL olarak belirlendigi bu calismada gozlenebilme ve alt tayin sinir1 degerleri
sirasi ile 0,2- 0,6pg/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem farmasotik dozajlarda
ALS i¢in tekrarlanabilirlik, dogruluk, giivenirlik ve 6zgiinliik bakimindan basarili bir
sekilde uygulanmigtir. Uygulanan yontem iyi bir duyarlilik ve rutin analiz i¢in giivenilir

sonuclar sundugu rapor edilmistir.

Maximiliano da Silva Sangoi ve arkadaslar1 2011 yilinda, hidroklorotiazid ve ALS’nin

es zamanlh tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirme caligmasit yapmiglardir. Bu
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calismada ayirma monolitik C18 kolonunda 45 °C’de gerceklestirilmistir. Kullanilan
hareketli faz asetonitril-sodyumfosfat karisimindan olugmaktadir. Calismalar 2.4mL/dk
akis hizinda gercgeklestirilmistir. Yapilan calismanin dogruluk, kesinlik, dogrusallik ve
saglamlik gibi parametreleri ICH kurallarina goére degerlendirilmistir. Her iki ilag i¢in
dogrusal ¢aligma araligi 5-200mg/mL (R*>0,992) olarak belirlenmistir. Kromatografik
ayirma 2 dakikada yapilmistir. Onerilen HPLC ydntemi hidroklorotiazid ve ALS tablet

dozaj formlar1 i¢in basarili bir sekilde uygulanmaistir.

Maximiliano S. Sangoi ve arkadaglar1 2011 yilinda, misel elektrokinetik kromatografi
(MEKC) yontemi kullanilarak ALS ‘nin hidrokloratiazit (HKA) ile eszamanli tayini i¢in
yontem gelistirmesi ve validasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Optimum kosullar
kullanilarak ALS i¢in dogrusal ¢alisma araligi 60—1200 mg/mL olarak belirlenirken, alt

tayin ve gozlenebilme sinir1 sirasi ile 114,15 ve 34,25 mg/mL olarak hesaplanmustir.

Aydogmus ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan spektroflorometri
calismasinda insan plazmasi ve tablette bulunan ALS’nin tayini i¢in optimum
parametreler belirlenmistir. Tablet ¢alismalar1 densil klortrlii bikarbonat soliisyonunda
yapilmistir. Yapilan tablet ve plazma calismalarinda ALS i¢in dogrusal ¢alisma araligi
strast ile 100 — 700 ve 50— 150 ng/mL olarak belirlenmistir. Gozlenebilme sinirlari
tablette 27,52 ng/mL, plazmada ise 4,91 ng/mL olarak bulunmustur. Tablet ve
plazmadaki ylizde geri kazanimlar ise sirast ile %100,10 ve % 97,81 olarak rapor

edilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde tez calismasi sirasinda kullanilan cihazlar, elektrotlar, kimyasallar, numune

¢oOzeltilerinin hazirlanmasi ve deneysel teknikler hakkinda bilgi verilmistir.
4.1 Kullanilan Sistem Cihazlar1 ve Elektrotlar

Ilag etken maddenin elektrokimyasal davramislarmin incelenmesi; CHI -760 marka
elektrokimyasal ¢alisma tinitesi (Sekil 4.1), BAS C3 (Sekil 4.2) ve BAS CGME (Sekil

4.3) elektrot hiicre standlar1 kullanilarak yapilmastir.

Yapilan elektrokimyasal caligmalarin  tamami  bilgisayar  kontrollii  olarak
gerceklestirilmis ve pik parametreleri kullanilan yontem tarafindan otomatik olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.1 CHI -760B marka elektrokimyasal ¢alisma iinitesi

Deneylerde, calisma elektrodu olarak 3mm ¢apinda camsi karbon elektrot (GC; BAS
MF-2012) (Sekil 4.5), CGME hiicre standinda yer alan civa kilcalindaki (BAS MF-
2092, 100 um) asili damla civa elektrot, karsit elektrot olarak Pt tel (BAS MW-1032)
(Sekil 4.6) ve referans elektrod olarak 3M KCl igerisinde tutulan Ag/AgCl referans
elektrodu (BAS MF-2052 RE-5B) (Sekil 4.4) kullanilmistir.
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Sekil 4.2 BAS C3 elektrot hiicre standi tinitesi

BAS C3 elektrot hiicre stand1 cams1 karbon elektrot (Sekil 4.5) yardimiyla yapilacak

elektrokimyasal analizlerde kullanilmistir.

Sekil 4.3 BAS CGME civa elektrot hiicre standi {initesi

Elektrokimyasal analizlerde elektrot olarak civa elektrot kullanildiginda, BAS CGME

civa elektrot standi linitesinden yaralanilmastir.
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Sekil 4.4 Ag/AgCl referans elektrodu

Referans elektrot olarak kullanilan Ag/AgCl referans elektrodu (BAS MF-2052 RE-5B)
kullanilmadig1r zaman 3,0M KCI ¢o6zeltisinde bekletilerek referans elektrodun dengede

kalmasi saglanmistir.

Sekil 4.5 Camsi karbon elektrot

Cams1 karbon elektrot kullanilarak yapilan ¢alismalarda, voltametrik analizlerde dogru
sonuglar elde edebilmek icin elektrodun yiizeyinin temiz olmasi gerekmektedir. Temiz
olmayan ylizey farkli sonuglarin ¢ikmasina, fazla artik akima sebep olmaktadir. Bu

yiizden 6l¢lim almadan Once iiretici firma tarafindan saglanan alimiina siispansiyonu ve
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temizleme pedi kullanilarak elektrot yiizeyi mekanik olarak temizlenmistir. Mekanik
temizlemeden sonra ylizeyde birikebilecek organik kirliliklerin giderilmesi i¢in elektrot
belirli bir siire etanol igerisinde ultrasonik banyoda bekletilmistir. Bunun ardindan
elektrot sira ile once saf su ve kullanilan c¢oOziiclii-destek elektrolit c¢ozeltisi ile

yikanmuistir.

Sekil 4.6 Pt tel elektrot

Civa yiizeyindeki elektrokimyasal ¢alismalarda ise, kullanilan civa standindaki kilcal
seyreltik nitrik asit ¢ozeltisi ile korunmustur. Bu kilcal caligmalardan 6nce bir siire saf
su ve kullanilan ¢oziicii-destek elektrolit icerisinde bekletilmistir. Calismalar sirasinda
her voltametrik dl¢cim dncesinde 2 damla civanin akitilmasi seklinde ayarlama yapilmis

ve boylece her 6l¢lim esnasinda temiz civa damlasi kullanilmistir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda Elga Purelab marka saf su cihazindan elde edilen ultra saf

su kullanilmistir.

Hazirlanan ¢ozeltileri karistirmak i¢in Chiltern MS21S Model magnetik karistiric

kullanilmustir.

Kullanilan kimyasal maddelerin tartimlarini yapmak i¢in, Gec Avery marka ve Mettler

Toledo marka elektronik teraziler kullanilmistir.

pH olgiimleri, Orion kombine cam pH elektrodu (912600) ve bagli bulundugu Thermo
Orion Model 720 A pH-iyonmetre kullanilarak yapilmistir. pH elektrodu potasyum
hidrojen ftalat ve sodyum bikarbonattan hazirlanan ve pH’lar1 sirasiyla 4,13 ve 8,20

olan tampon ¢ozeltilerle 25 0C’de kalibre edilmistir.

23



Calisma elektrotlarinin temizlenmesi ve ¢éziinme islemleri icin ise Ultrasonic LC30H

marka ultrasonik banyo kullanilmistir.

4.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Yapilan caligmalarda farkli miktarlarda ve farkli safliklarda kimyasallar kullanilmistir.

Kullanilan kimyasallar, safliklari, formiilleri ve temin edildikleri firma asagidaki

tabloda belirtilmistir;

Cizelge 4.1 kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal maddenin adi Formiilii Saflik derecesi Temin edildigi firma
Asetik asit CH;COOH % 99,5
Borik asit B(OH), % 99,5
Merck
Nitrik asit HNO; % 65,0
Sodyum hidroksit NaOH % 99,0
Asetonitril CH;CN % 99,9 Sigma-Aldrich
Azot gazi N, % 99,9 Oksan Kolektif Sirketi
Fosforik asit H;PO, % 85,0
- —— Pancreac
Hidroklorik asit HCI % 37,0

4.3 Etken Madde ve Ila¢

4.3.1 Etken madde

Aliskiren: Acik pembe renkte ve kokusuz toz halinde, %99 saflikta olan etken madde

numunesi kullanilmistir.

4.3.2 lla¢

Aliskiren ilag etken maddesi igeren Rasilez: Kenarlar1 ige dogru egimli, yuvarlak, agik

pembe renkli, bir yliziinde "NVR", diger yiiziinde "IL" harfleri yazil1 film kaph tablettir.
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Her bir film kapli tablet 150 mg aliskiren baza esdeger 165,75 mg aliskiren

hemifumarat icermektedir.
4.4 Cozeltiler ve Hazirlanislan
4.4.1 Britton-Robinson tamponu (BR)

Destek elektrolit olarak BR tamponu kullanilmistir. Bu ¢ozelti asetik asit, borik asit ve
fosforik asit maddelerinin her biri 0,04 M derisime sahip olacak sekilde ana stoklardan
yeterli miktarda alinarak 6lgiilii balonda karistirilmis ve hacmi 1,0 L olacak sekilde saf
su ile tamamlanmistir. BR tamponunun pH ayarlamasi i¢in 0,1 M NaOH ve HCI

¢ozeltileri kullanilmistir.
4.4.2 Standart aliskiren cozeltisi

Calismada kullanilan aliskiren (ALS) stok ¢6zeltinin toplam hacmi 10 mL, derisimi 2,0
mM olacak sekilde katinin tartimi yapilmis ve suda ¢oOzilerek stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti +4 °C’de 1s1k almayacak sekilde saklanmistir.
Calismalarda kullanilacak farkli derisimlerdeki ila¢ etken madde c¢ozeltileri belirli
miktar ana stok c¢oOzeltiden alinarak tampon c¢ozeltiyle belirli oranlarda seyreltilerek

deneyin yapilacagi giin hazirlanmistir.
4.4.3 Tlag tablet cozeltilerinin hazirlanmasi

Tablet c¢ozeltisi icin 10 tablet ayr1i ayri tartilarak 1 tabletin ortalama kiitlesi
belirlenmigtir. Tartimi1 tamamlanan 10 tablet porselen havanda dgiitiilerek homojen toz
haline getirilmistir. Bir tabletin ortalama kiitlesine es deger miktarda toz tartilarak 100,0
mL’lik 6l¢iilii balona alinmistir. Yaklagik 60 — 70 mL su ilave edilmis, yaklasik 1 saat
maddenin ¢dziinmesi i¢in ultrasonik banyoda tutulmus ve tam ¢dziinmenin saglanmasi
i¢in toplam hacim 100,0 mL oluncaya kadar saf su eklenmistir. Cézlinmeyen destek ve
katki maddelerinin ¢6kmesi i¢in yaklasik 2 saat +4 °C’ de buzdolabinda bekletilmistir.
Cokme islemi gerceklesince Olgiilii balondaki karistmin berrak olan iist kismindan

belirli hacimlerde alinip BR tamponuyla seyreltilerek analizlerde kullanilmigtir.
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4.4.4 Serum numunelerinin hazirlanmasi

Serum numuneleri saglikli, ALS kullanmayan goniillillerden alinmis ve kullanilincaya
kadar -25 °C’de dondurucuda saklanmistir. Yapilan ¢alismalar ic¢in belirli miktarda
serum numunesine ALS eklenmis ve iki kisma ayrilmistir. Birinci kisimda hazirlanan
serum numuneleri tlizerine asectonitril ilave edilerek, 5000 devir/dakika hizla 5 dakika
santrifiijlenerek ¢oken proteinler ayrilmistir. Analizler sirasinda proteinleri ¢oktiiriiliip
ayrilan serum oOrneginden 1,0 mL almarak, 9,0 mL BR (pH: 10,0) tamponu ile
seyreltilmistir ve farkli derisimlerde numuneler hazirlanarak analizleri yapilmistir.

Diger kisimda ise proteinler ¢oktiiriilmeden ayni islemler tekrarlanmistir.
4.4.5 idrar numunelerinin hazirlanmasi

Idrar numuneleri de saglikli, ALS ilact kullanmayan géniilliilerden alinmistir. Idrar
¢oOzeltileri her ol¢iim i¢in 1,0 mL idrar numunesi iizerine belirli oranlarda standart stok
cozelti eklenmis ve toplam hacim 10,0 mL oluncaya kadar farkli miktarlarda BR

tamponu eklenerek numuneler hazirlanmistir.
4.5 Elektrokimyasal Deneylerin Yapihisi

Elektrokimyasal deneyler; CHI -760 marka elektrokimyasal c¢alisma iinitesi, ve
elektrokimyasal sisteme bagli BAS C3 elektrot hiicre standi ve 20 mL’lik hiicrelerde
gerceklestirilmistir. Deneysel caligsmalarda pH’s1 optimuma ayarlanmis belli hacimde
analizi yapilacak ¢ozelti hiicreye konulmus ve calismada kullanilacak ¢aligsma elektrodu,
referans elektrot ve platin elektrot sisteme yerlestirilerek analiz ortami olusturulmustur.
[k analize baslamadan 6nce 10 dakika, daha sonraki her dl¢iimden &nce 30 saniye azot
gaz1 gecirilip, c¢ozelti igindeki ¢oziinmiis oksijenin ¢ozeltiden uzaklastirilmasi
saglanmigstir. Standart ¢ozelti eklenmeden tanik ortam olarak elektrokimyasal 6l¢iimler
alinmis ve zemin sinyali olarak kaydedilmistir. Bu Olgiimlerden yararlanilarak,
caligmanin potansiyel araligir belirlenmistir. Farkli miktarlarda standart ve tablet
cozeltilerinden eklemeler yapilarak, belirlenen potansiyel aralifinda elektrokimyasal

Ol¢timler yapilmistir.
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4.6 Kalibrasyon Egrilerin Hazirlanmasi

Yapilan voltametrik analiz yontemlerinde de ALS’nin optimum kosullar1 belirlenerek
farkli derisimlerde voltamogramlar1 alinmis pik akimlar1 Slgiilmistiir. Her bir 6l¢iim
icin 5 ardisik 6l¢lim alinmis ve bu derisime karsilik akim bu 5 6l¢limiin ortalamasi
olarak kullanilmistir. Elde edilen ortalama pik akimlari, ALS derisimine kars1 grafige

gecirilerek kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve dogrusal ¢aligma aralig1 belirlenmistir.
4.7 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
4.7.1 Dogruluk

Dogruluk degerlerinin hesaplanmasinda: ilag analizinde, iiretici firmanin vermis oldugu
nominal deger (ND); serum ve idrar analizinde eklenen ila¢ etken madde miktarlari
(ND), kalibrasyon esitligi ve numuneden yapilan 6l¢limiin pik akimi degeri kullanilarak
hesaplanan deneysel deger (DD) asagida verilen esitlik yardimiyla % geri kazanim

(%GK) degerlerine doniistiirilmiistiir.

Deneysel calismalarin % geri kazanim (%GK) degerleri asagidaki formiil ile

hesaplanmaistir;

%GK ==~ x 100 @.1)

DD: kalibrasyon ile hesaplanan deger
ND: nominal deger

GK: geri kazanim

4.7.2 Duyarhhk

Cizilmis olan kalibrasyon grafiklerinin egimleri yontem duyarliligi olarak

degerlendirilmistir.
4.7.3 Dogrusal calisma arahg

Yapilan caligmalarda dogrusal ¢alisma araligi, ¢izilmis olan kalibrasyon grafiklerinin
regrasyon katsayisinin (R*) 0,98 ve daha biliylik oldugu derisim araligi olarak

belirlenmistir.
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4.7.4 Tekrarlanabilirlik

Pik akimi ve pik potansiyelinin tekrarlanabilirliklerini belirleyebilmek i¢in hazirlanan

cozeltiler degistirilmeden ayni1 giin i¢inde ve farkli glinlerde en az 5 6l¢iim alinmistir.

Yapilan Ol¢iimlerde bagil standart sapmalar dikkate alinarak tekrarlanabilirlik

hesaplanmustir.

4.7.5 Gozlenebilme ve alt tayin sinir1

Olusturulan kalibrasyon grafikleri en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilmis ve

asagidaki formiiller kullanilarak gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ)

degerleri hesaplanmustir.

LOD:3XSb
m

LOQ:IO””
m

Sp: baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi

m: kalibrasyon esitliginin e§imi

4.7.6 Elektron sayilarinin hesaplanmasi

(4.2)

(4.3)

Elektron sayisim1 hesaplayabilmek icin sabit potansiyelde yapilan Bulk Elektroliz

yontemi ve DV yoOnteminde yapilan c¢aligmalardan yararlanilmis ve gerekli esitlikler

kullanilarak aktarilan elektron sayist hesaplanmaistir.

4.7.7 Diger katsayilarin hesaplanmasi

Gerekli esitlikler kullanilarak yiik aktarim katsayisi, difiizyon katsayisi ve ylizey

kaplama katsayilar1 da hesaplanmistir.

28



5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, calisma elektrodu olarak asili damla civa elektrot (ADCE) ve
cams1 karbon elektrot (CKE) kullanilarak aliskiren (ALS) molekiiliiniin elektrokimyasal
davraniglar1 incelenmis ve olasi elektrot tepkime mekanizmalart Onerilmistir. Ayrica
ALS’nin ila¢ formunun nicel analizi i¢in voltametrik yontemler gelistirilerek analitik
uygulamalar1 ve yontem validasyonuna yonelik calismalar yapilmistir. Elde edilen

bulgular ve ilgili yorumlar ayrintilariyla verilmistir.

5.1 ALS’nin Elektrokimyasal Davramsinin incelenmesi

Tez ¢aligmasinin bu kisminda bazi kimyasal, fiziksel ve farmakolojik 6zellikleri Bolim
2.1°de verilen ALS’nin ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglar
dontistimlii voltametri (DV), diferansiyel puls voltametri (DPV), kare-dalga voltametri
(KDV), kulonokulometri (KK), kronamperometri (KA) ve bulk elektroliz (BE)
yontemleri ile incelenmis ve yapilan elektrokimyasal deneylerin sonuglari, olasi
indirgenme ve ylikseltgenme mekanizmalar1 onerilmistir. Bu bulgular asagida ayrintili

verilmistir.
5.1.1 ALS’nin ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davramsinin incelenmesi

Bu boliimde ALS’nin ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisina iliskin yapilan

caligmalarla ilgili bilgiler ayrintili olarak verilmistir.

ADCE yiizeyinde gerceklestirilen ¢alismalarda pH’s1 10,0’a ayarlanan BR tamponunda,
farkli derisimlerde ALS ¢ozeltilerinin 0,0V — (—1,65)V arasindaki potansiyellerde
voltamogramlart alinmis ancak; 0,0V — (-1,0)V arasindaki potansiyel penceresinde her
hangi bir sinyal gozlenmedigi i¢in yapilan tim ¢aligmalar (-1,0)V — (-1,65)V arasinda
gergeklestirilmistir. Verilen potansiyel aralifinda ALS’ye ait voltamogramlar Sekil
5.1°de verilmistir. S6z konusu sekilden de goriildiigii gibi, ileri taramada yaklasik —1,46
V’de bir indirgenme piki, geri taramada ise —1,43V’de bir yiikseltgenme piki
gozlenmistir. Hem indirgenme hem de ylikseltgenme pikine ait akimlarin artan ALS
derisimi ile dogrusal olarak arttigi belirlenmistir (Sekil 5.1, i¢ grafik). Buna gore
gozlenen bu piklerin ALS’nin elektrokimyasal doniisiimiinden kaynaklanan pikler oldugu

ve gozlenen elektrokimyasal doniisiimiin tersinir olabilecegi diisliniilmiistiir.
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Sekil 5.1 Farkli derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerden alinan dontistimlii

voltamogramlar (i¢ grafik: katodik pik akiminin ALS derigimi ile degisimi,
CE: ADCE v: 0,100 Vs~ pH: 10,0, Ey: 1,00 V, Eq: -1,65 V, Eg: -1,00 V)

ALS’nin ADCE yiizeyinde elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu belirlendikten sonra
farkl1 elektrokimyasal yontemler kullanilarak ALS’nin elektrokimyasal davranisi
ayrintili olarak incelenmistir. Bu incelemede, ilk olarak DV yonteminde pH g¢alismasi
yapilmistir (Sekil 5.2). ALS derisiminin 0,6 mM olarak sabit tutuldugu ¢d6zeltilerin
pH’lar1 BR tamponu kullanilarak 2,0 — 12,0 araliginda degistirilmis ve voltamogramlari
Sekil 5.2°de verilmistir. ALS’ye ait oldugu diisiiniilen indirgenme ve ylikseltgenme
piklerinin pH’nin 7,0’dan kii¢iik oldugu kosullarda seklinin ve simetrisinin bozuldugu,
pH’nin 5,0’dan daha diisiik olmas1 durumunda ise piklerin kayboldugu belirlenmistir.
Bu sonug ilk bakista asidik kosullarda ALS molekiiliiniin elektrokimyasal aktiflige
sahip olmadig1 seklinde degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirse de diisik pH
degerlerinde ALS molekiiliine ait pik veya piklerin civa yiizeyinde hidrojen asirt
gerilimi ile birlestigi seklinde degerlendirilmesi de miimkiindiir.  Sekil 5.2’den de
goruldiigii gibi, uygun pH degerlerine sahip ortamlarda yapilan ¢alismalarda indirgenme
pik potansiyelinin pH ile E, (V) = - 0,069 pH — 0,789, (R* = 0,9991) esitligine uyacak
sekilde artan pH ile daha katodik (daha negatif) potansiyellere kaydig: goriilmektedir
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(Sekil 5.2, i¢ grafik). Pik potansiyelinin pH ile degigmesi indirgenme ve bu
indirgenmenin karsilifinda gozlenen yiikseltgenme mekanizmalarina hidrojen iyonunun
(H") katildig1 seklinde degerlendirilmistir Sekil 5.2°de i¢ grafik olarak verilen E,-pH
grafiginin egiminin negatif olmas1 (hidrojen 1iyonlar1 derisimi azaldik¢a pik
potansiyelinin daha katodik degerlere kaymasi) indirgenme mekanizmasinda elektron
aktarimindan once protonlanma basamaginin olmasi gerektigi seklinde yorumlanmistir.
Incelenmekte olan mekanizmaya katilan H™ iyonlar1 sayisinin elektron sayisina orani
Esitlik 5.1 kullanilarak hesaplanmis ve bu oran 1,16 olarak bulunmustur. Bu sonuca
gore elektrokimyasal indirgenme ve karsiliginda gerceklesen yiikseltgenme

mekanizmasinda esit sayida hidrojen iyonu (proton) ve elektron yer almalidir.

RT [Yiik] | 2,303n4RT

=E° -
nf [Ind] =  ncF

(5.1)

E,: Pik potansiyeli, V

E°: Standart pik potansiyeli, V

R: 1deal gaz sabiti, J/(mol K)

T: Mutlak sicaklik, K

ny: Mekanizmadaki proton sayisi, mol proton/mol molekiil
n.: Aktarilan elektron sayisi, mol elektron/mol molekiil

F: Faraday sabit, C/mol elektron

[ Yiik]: Yikseltgenmis tiiriin analitik derisimi, mol/cm’

[Ind]: indirgenmis tiiriin analitik derisimi, mol/cm’
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Sekil 5.2 ALS igeren BR ¢ozeltilerinin farkli pH degerlerinde alinan doniisiimlii
voltamogramlari, i¢ grafik: katodik pik akiminin pH ile degisimi, (CE: ADCE,
CaLs = 0,6 mM)
Yapilan ¢alismalarda pik parametrelerine tarama hizinin etkisinin incelenmesi i¢in DV
yonteminde tarama hizi ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla pH’s1 optimum pH olan 10,0’a
ayarlanmig BR tamponunda ALS derisimi 0,60 mM olacak sekilde hazirlanan ¢6zeltinin
0,05 vsile 10,000 Vs arasindaki farkli tarama hizlarinda voltamogramlart alinmis ve
bu voltamogramlar farkli tarama hiz1 araliklarinda Sekil 5.3’de verilmistir. Seklin sol
{ist kisminda verilen voltamogramlardan da goriilebilecegi gibi tarama hizinin 50 mVs™
ve daha kii¢iik oldugu durumlarda hem indirgenme hem de yiikseltgenme pik
potansiyeli ve bunlara bagli olarak iki potansiyel arasindaki fark tarama hizi ile
degismemektedir. Bu sonuca gore incelenmekte olan elektrokimyasal doniisiim tersinir
olmalidir. Ayrica indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelleri arasindaki farkin sifira

oldukca yakin olmasi s6z konusu elektrokimyasal dontisiimlerin adsorpsiyon kontrolli
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olmasi gerektigini gdstermektedir (Brett ve Brett 1993; Wang 2000). Sekil 5.3’te sol alt
kisimda verilen voltamogramlar ise tarama hizi 50 mVs' — 100mVs' arahg igin
alinmistir. Bu voltamogramlar incelendiginde ise indirgenme pik potansiyelinin tarama
hizina bagh olarak E,(V) = 0,006 log V' — 1,425 (R? = 0,989) esitligine uyacak sekilde
artan tarama hiz1 ile daha katodik degerlere kaymaya basladig1 goriilmektedir (Sekil 5.4
(A)).

20,30
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i
Aldcm, pA
- i ) |
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0t 1000=v<10000
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Potansivel, V (AgfAgCLAM KCl've gire) 40 - ’ !

25
3.0
SENT
"9": 2.0
E -13 "_5:
< E 1.0
-t
0.7 =
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mV/'s
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S0="yv100 B
E':j L 1 L | 0 L 1 ! 1 ! i i i
-1.33 1400 -1AS 150 -1.55 135 140  -145  -150  -155
Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl've gire) Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl've gire)

Sekil 5.3 Belirli derisimde ALS igeren ¢ozeltilerin farkli tarama hizlarindaki doniisiimlii
voltamogramlar1 (CE: ADCE, pH:10,0, Ey: -1,00 V, E4: -1,65 V, E5: -1,00 V)

Bunun yaninda s6z konusu tarama hizi araliginda anodik pik akiminin katodik pik

akimina orani bir 6nceki tarama hizi araligina gore tersinir mekanizmalar i¢in belirleyici

olan 1,0 degerinden uzaklagsmaya baslamistir. Bu gozlemler tersinmez elektrot
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mekanizmalar1 ic¢in spesifik olsa da yiikseltgenme yoniinde goézlenen pik ve pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimini gosteren grafigin egiminin
0,006 gibi olduk¢a kiiciik olmasi mekanizmanin tersinir olmasi gerektigini
diisiindiirmektedir. Bu tarama hizi araliginda katodik pik potansiyeli ile anodik pik
potansiyeli arasindaki fark onceki tarama hizi araligina gore biraz daha agilmistir. Pik
potansiyelleri arasindaki farkin artan tarama hizi ile sifir degerinden uzaklagmaya
baslamas1 artan tarama hizi ile mekanizmada adsorpsiyonun yaninda diflizyonun da
etkin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Tarama hiz1 degerleri 100 mVs™ ile 850 mVs™
arasinda degistirilerek yapilan caligmalarda ise Sekil 5.3’te sag alt kisimda verilen
voltamogramlar elde edilmistir. Bu voltamogramlarda indirgenme pik potansiyelinin
tarama hiz1 ile daha katodik, yiikseltgenme pik potansiyelinin ise tarama hizi ile daha
anodik potansiyellere kaydig1 ve iki potansiyel arasindaki farkin artan tarama hiz ile
arttigr goriilmektedir. Tarama hizinin verilen aralikta degistirilmesi ile katodik pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile E,(¥) = 0,016 log ¥ — 1,436 (R’ = 0,988)
esitligine gore degismeye basladigi belirlenmistir. (Sekil 5.5 (A)). Bunun yaninda

tarama hizi arttirildikea;

e pik akiminin tarama hizi ile degisim grafiginin egimi azalmakta (Sekil 5.4(B) —
Sekil 5.5(B))

e pik akimmin tarama hizinin karekokii ile degisim grafiginin egimi artmakta
(Sekil 5.4(C) — Sekil 5.5(C))
e pika akiminin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisim grafiginin

egimi ise 0,942 gibi 1,0 degerine oldukga yakin degerlerden 0,776 gibi 0,50
degerine dogru kaymaktadir (Sekil 5.4(D) — Sekil 5.5(D)).
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Sekil 5.4 ADCE Pik parametrelerinin 150-400 mV/s araliginda tarama hiz1 degisimini
gosteren grafikler (A) katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisimi, (B) katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hiz ile
degisimi, (C) katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile
degisimi ve (D) katodik ve anodik pik akiminin logaritmasinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisimi

Sekil 5.3%iin sag iist kisminda verilen voltamogramlar ise 1,0 Vs

tarama hizlarinda alinmistir. Bu voltamogramlarda;

ve daha yliksek

indirgenme pik potansiyeli ile yilikseltgenme pik potansiyeli arasindaki farkin

diger tarama hiz1 araliklarina gore oldukca ag¢ilmis oldugu,

anodik pik akimnin katodik pik akimina oraninin tersinir mekanizmalar igin

ideal kabul edilen 1,0 degerinden oldukga farkli oldugu,

artan tarama hiz1 ile anodik pikin yayvanlastig1 ve piklerin seklinin bozuldugu

goriilmektedir. Bu sonuglar; incelenmekte olan mekanizmanin oldukga diisiik tarama

hizlarinda adsorpsiyon kontrollii ve tam tersinir, olan mekanizmanin orta degerlerdeki
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tarama hizlarinda diflizyon ve adsorpsiyonun birlikte etkin oldugu tersinir
mekanizmaya, ¢ok yliksek tarama hizlarinda ise diflizyon kontrollii tersinmez-yari

tersinir mekanizmaya dogru degistigi seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 5.5 Pik parametrelerinin 400-1200 mV/s araliginda tarama hizi1 degisimini
gosteren grafikler (A) katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisimi, (B) katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizi ile
degisimi, (C) katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokdi ile
degisimi ve (D) katodik ve anodik pik akiminin logaritmasinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisimi (CE: ADCE)
Civa yiizeyinde adsorpsiyon kontrollii mekanizmalarda literatiirde DV sonuglart igin
verilen esitlikler (Wang 2000; Tasdemir vd. 2010) kullanilarak ALS molekiiliiniin
ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal indirgenmesinde aktarilan elektron sayisi
hesaplanmis ve tarama hizinm 75 mVs™ - 850 mVs™ araligindaki degerleri i¢in aktarilan
elektron sayist 1,82+0,15 (N=10) olarak bulunmustur (Esitlik 5.2 - 5.5). Mekanizmada
aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi i¢in ayrica bulk elektroliz ¢alismasi da

yapilmigtir. Optimum kosullarda -1,50 V’luk sabit potansiyel uygulanarak yapilan bulk

elektroliz caligmasinda elektroliz boyunca sistemden elektriksel yiik ge¢cmesine ve
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oldukca yiiksek akim degerlerinin kaydedilmesine (birkag mA) ragmen, yapilan
elektrolizin pik potansiyeli ve pik akiminda kayda deger bir degisiklige sebep olmadig:
belirlenmistir. Sabit potansiyelde yapilan bulk elektrolizin pik potansiyelinde ve pik
akiminda her hangi bir degisiklige sebep olmamasi ayni potansiyelde hem
indirgenmenin hem de yiikseltgenmenin es zamanli olarak gerceklestigi ve elektroliz

boyunca hiicredeki molekiil kompozisyonun degismedigi seklinde yorumlanmustir.

ALS molekiilleri i¢in diflizyon katsayisi ve ylizey kaplama katsayis1 da hesaplanmistir.

Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasinda asagidaki esitliklerden yararlanilmistir.

_Q
N=— (5.2)
. n’F’TAu £ 3
' T T4RT ©:3)
Q = nFAT (5.4)
. nFQu
ip =~ (5.5)

Diflizyon katsayisinin hesaplanmasinda ise elektrokimyasal veriler iki farkli yaklasim

kullanilarak degerlendirilmistir:

e adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in Garrido ve arkadaslar tarafindan
gelistirilip valide edilen Esitlik 5.6 (Garrido vd. 1986),
e KA ve KK verileri i¢in Esitlik 2.1,

i, = 1,06 x 10°n2ACvDY/?t}/? (5.6)

Biitiin bu hesaplamalar sonucu ortalama difiizyon katsayisi (4,6+0,7)x10"° cm”s ™' olarak

hesaplanmustir.

Ayni yaklasimla, yiizey kaplama katsayisimn, derisime bagh olarak (2,4+0,6)x10"!
molem™ — (1,6£0,2)x10° molem™ araliginda degistigi belirlenmistir. Ancak, bu
parametrenin, derisim ne kadar arttirilsa da 5x10~° molem > degerinden daha yiiksek

degeri almadig belirlenmistir.
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Yapilan biitiin elektrokimyasal c¢alismalarin sonuglart ALS’nin kimyasal yapisi ile
birlikte degerlendirildiginde ALS’nin civa yiizeyindeki indirgenmesi i¢in onerilebilecek
mekanizmalar igerisinden en olasi mekanizmalarin asagida Onerilen mekanizmalar

oldugu diistiniilmektedir.

CHy CHy

0 0

Sekil 5.6 Onerilen olasi indirgenme mekanizmalar1
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5.1.2 ALS’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davramisinin incelenmesi

Bu boliimde ALS’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisina iliskin yapilan
caligmalarla ilgili bilgiler ayrintili olarak verilecektir.

ALS’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenirken ADCE kullanilarak
yapilan elektrokimyasal ¢aligmalardaki (Boliim 5.1.1) yontemler ayni sira ile CKE i¢in
uygulanmistir. ALS i¢in Oncelikle pH’s1 8’e ayarlanan BR tamponunda farkli
derisimlerde ALS c¢ozeltilerinin 0,0V — (2,0)V arasinda DV yontemi ile
voltamogramlar1 alinmis, (1,45)V — (2,0)V arasinda herhangi bir sinyal alinmadigi i¢in
calismalar 0,1V ile 1,5V arasinda gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda elde

edilen voltamogramlar Sekil 5.7’de verilmistir.

Potansivel, V (Ag/AgCl/AM KC1've gire)
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Sekil 5.7 Farkli derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerden alinan dontistimlii
voltamogramlar, i¢ grafik: katodik pik akiminin ALS derisimi ile degisimi
(CKE, v: 0,100Vs™, pH: 8,0, E: 0,10 V, Eq: 1,45 V, Eg: 0,10 V)

S6z konusu sekilden de goriildiigli gibi, ileri taramada yaklasik 1,05 V’de bir

yiikseltgenme piki goézlenirken, geri taramada her hangi bir pik gdzlenmemistir.

Gozlenen ylikseltgenme pikinin akiminin artan ALS derisimi ile dogrusal olarak

o

degistigi belirlenmistir (Sekil 5.7, i¢ grafik). Buna gore gozlenen bu pikin ALS’nin
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elektrokimyasal doniisiimiinden kaynaklanan pik oldugu ve geri taramada herhangi bir

indirgenme pikine rastlanmadigt i¢cin bu tepkimenin tersinmez olabilecegi

diistinilmiistiir.
Potansiyel, V (Ag/AgCL3M KCl've gire)
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3 T T T T T —
-/"'-.__ e ———
3 F
]
=0 | 112
= . =
z :00-0,‘ .
= ; *.
; “-‘ { 09
; * =
15 + . =
Ep=-0,039pH+1,251 =
RI= (985 106 &
21 | 103 &
L 1 1 i 1 1 1 1 1 1 DD
1 3 3 1 g 11
27 L rH

Sekil 5.8 ALS igeren BR ¢ozeltilerinin farkli pH degerlerinde alinan doniistimlii
voltamogramlart, i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi, (CE: CKE,
Cats: 0,6 mM)
CKE vyiizeyinde elektroaktif oldugu belirlenen ALS’nin s6z konusu ylizeydeki
elektrokimyasal davranisi Oncelikle DV yonteminde pH c¢alismasi yapilarak
incelenmistir. Bu calisma i¢in, ALS derisimi 0,6 mM olan c¢ozeltilerin pH’s1t BR
tamponu kullanilarak 1,0 — 11,0 arasinda degistirilmis ve bu ¢ozeltilerin doniistimlii
voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 5.8). pH’nin 1,0 ile 11,0 arasinda tutuldugu
cozeltilerde pik potansiyelinin artan pH ile daha diisiik potansiyellere kaydigi
goriilmiistiir. (Sekil 5.8) Yani artan pH ile yiikseltgenme icin gereken potansiyel
azalmaktadir. Bu durum, yiiksek pH degerlerinde molekiiliin proton kaybetmesinin
(deprotonasyonun) kolaylasacagi ve deprotonasyon adimini elektron aktariminin
izleyecegi varsayimi ile agiklanmistir. Pik potansiyelinde pH ile gézlenen kaymanin
pH’nin 3,0 ile 11,0 arasindaki degerlerinde dogrusal oldugu ve pik potansiyelinin pH ile
E, (V) =-0,039 pH + 1,251 esitligine uyacak sekilde degistigi belirlenmistir (Sekil 5.8,
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i¢ grafik). Elde edilen bu dogrunun egim degeri Esitlik 5.1 ile birlikte
degerlendirildiginde mekanizmanin hiz belirleyen basamaginda aktarilan proton

sayisinin aktarilan elektron sayisina orani 0,65 olarak hesaplanmustir.

Potansivel, V (Ag/AgCl/AM KCl've gire)
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Sekil 5.9 Belirli derisimde ALS igeren ¢ozeltilerin 10-90 mV/s araliginda tarama
hizlarindaki voltamogramlari, i¢ grafik: pik potansiyelinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisimi (CE: CKE, pH: 8,0, Ey: -0,60V, Eg4: 1,40V, Eq: -0,60V)

ALS’nin CKE ylizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenirken, DV yonteminde
tarama hizinin pik potansiyeline ve pik akimina etkisi de incelenmistir. Bu amagla pH’s1
optimum pH olan 8,0’¢ ayarlanmis 0,20 mM ALS ¢bzeltisinin 10 mVs ™ — 1500 mVs™'
araligindaki  farkli tarama hizlarinda voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu
voltamogramlardan 10 mVs™ — 90 mVs ™' arasinda olanlar Sekil 5.9°da 100 mVs™' —
1500 mVs ' arasinda olanlar Sekil 5.10°da verilmistir. ALSnin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenmesine ait oldugu diisiiniilen pik potansiyelinin artan tarama hizi ile daha
anodik degerlere dogru kaymasi ve ters yonlii taramada herhangi bir indirgenme pikinin
gozlenmemesi ALS’nin CKE ylizeyinde tersinmez olarak yiikseltgendigi varsayimini
desteklemistir. Yapilan tarama hizi calismasinda 10 mVs' — 90 mVs™' arasindaki

tarama hiz1 degerleri i¢in pik potansiyelinin, tarama hizinin logaritmasi ile £, ( V) =
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0,045 log (v) + 1,047 (R* = 0,996) bagintisina uyacak sekilde (Sekil 5.9, i¢ grafik), 100
mVs ™' — 1500 mVs ' arasindaki tarama hizi degerleri i¢in ise; £, ( V) = 0,055 log (v) +

[

1,058 (R* = 0,990) bagmtisina uyacak sekilde (Sekil 5.10, i¢c grafik) degistigi

belirlenmistir.
Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl've gire)
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Sekil 5.10 Belirli derisimde ALS iceren ¢ozeltilerin 100-1500 mV/s araliginda tarama
hizlarindaki voltamogramlar (i¢ grafik pik potansiyelinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisimi CE: CKE, Cars= 0,20mM, pH:8.0, Ey: -0,60V,
Eq4:1,40V, Eq: -0,60V)

Elde edilen bu bagmtilar literatiirde verilen esitliklerle (Tasdemir vd. 2010) birlikte

degerlendirildiginde yiik aktarim katsayisi ile aktarilan elektron sayisinin ¢arpimi olarak

bilinen fn degeri 10 mVs™"' — 90 mVs ' arasindaki tarama hiz1 degerleri i¢in 0,58; 100

mVs' — 1500 mVs' arasindaki tarama hizi degerleri icin ise 0,47 olarak

hesaplanmistir. Ayni1  ¢arpim, ¢esitli tarama hizlarinda alman doniisiimli
voltamogramlardaki pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki farktan
yararlanilarak 0,56 olarak bulunmustur. Ayni parametre icin KDV verilerinden
hesaplanan deger ise 0,63 tiir. Yiik aktarim katsayisinin O ile 1 arasinda deger
alabilecegi ve bu parametrenin degerinin bir¢cok elektrot i¢in 0,5 oldugu

diistintildiiglinde, ALS’nin CKE ylizeyindeki yiikseltgenmesinin hiz belirleyen
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basamagma 1 elektronun katildigi sodylenebilir. Hiz belirleyen basamakta aktarilan
elektron sayis1 1 olarak kabul edilirse, yiik aktarim katsayisinin ortalama degeri 0,56
civarinda bulunur ki; bu, yiikseltgenme mekanizmasinda olustugu varsayilan aktiflesmis
kompleksin tepkime koordinatina gore simetri merkezine oldukc¢a yakin bir konumda

yer aldig1 anlamina gelmektedir.

CKE yiizeyinde yapilan ¢aligmalarda tarama hizinin pik akimina etkisi de incelenmistir.

Bu ¢alismalarda tarama hizi arttirildikca;
e pik akimimin tarama hizi ile degisim grafiginin egiminin azaldigr (Sekil
5.11(A)- Sekil 5.12(A))
e pik akiminin tarama hizinin karekdokii ile degisim grafiginin egiminin arttig1

(Sekil 5.11(B) — Sekil 5.12(B))

e pik akiminin logaritmasimin tarama hizinin logaritmasi ile degisim grafiginin
egiminin artarak 0,915 gibi 1,0 degerine oldukca yakin bir degere kadar ¢iktig
(Sekil 5.11(C) — Sekil 5.12(C)) belirlenmistir.
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Sekil 5.11 Pik parametrelerinin 10-90 mV/s araliginda tarama hizi degisimini gosteren
grafikler, (A) Anodik pik akiminin tarama hizi ile degisimi, (B) anodik pik
akiminin tarama hizinin karekokii ile degisimi, (C) anodik pik akiminin
logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: CKE,
CaLs=0,20mM, pH:8,0)
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Sekil 5.12 CKE Pik parametrelerinin 100-1500 mV/s araliginda tarama hiz1 degisimini
gosteren grafikler (A) Anodik pik akiminin tarama hizi ile degisimi, (B)
anodik pik akiminin tarama hizinin karekokii ile degisimi, (C) anodik pik
akiminin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: CKE,
CaLs = 0,20mM, pH:8,0)

Tarama hizimin  pik akimma etkisini  gosteren  biitiin ~ sonuclar  birlikte

degerlendirildiginde incelenmekte olan yiikseltgenme mekanizmasinin tersinmez

oldugu ve mekanizmada adsorpsiyon ve diflizyon olaylarimin birlikte etkin oldugu

sonucuna varilmistir.

Mekanizmada aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi i¢in bulk elektroliz ¢alismasi
yapilmigtir. Optimum kosullarda 1,50 V’luk sabit potansiyel uygulanarak yapilan bulk
elektroliz ¢alismasinda elektroliz boyunca sistemden gecen net elektriksel yiik Faraday
esitligi ile birlikte degerlendirildiginde aktarilan toplam elektron sayist 1,95 olarak
hesaplanmistir. Yani ALS’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinde her molekiil i¢in

aktarilan toplam elektron sayisi 2 olarak degerlendirilmistir.

Mekanizma ve elektrokimyasal davranig ile ilgili yapilan c¢aligmalar birlikte
degerlendirildiginde yiikseltgenme olayinin ALS molekiiliinden 1 protonun ayrilmasi ile
basladigi, bu adimi elektronlarin aktariminin izledigi, deprotonasyon olaymnin biitiin
yiikseltgenme olayinin hizin1 belirleyen basamak oldugu seklinde degerlendirilmistir.
Buna gore ALS’nin ylikseltgenmesi i¢in asagida verilen mekanizmalarin Onerilmesi

uygun bulunmustur.
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CH, CH,

Sekil 5.13 Onerilen olas1 yiikseltgenme mekanizmalari
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ALS icin elektrokimyasal verilerden difiizyon katsayist ve yiizey kaplama katsayisi
hesaplamalari da yapilmistir. Bu molekiiliin yilikseltgenmesinde hem difiizyonun hem de
adsorpsiyonun etkili oldugu belirtilmisti. Bu g¢alismalar sonucunda DV yonteminde,
ortalama difiizyon katsayisi (8,4 + 0,2)x10’cm’s ' olarak bulunmustur. KA yénteminde
Cotrell esitligi olarak da adlandirilan Esitlik 2.1 kullanilarak hesaplanan ortalama
difiizyon katsayis1 (4,3+0,2)x10 " cm?s ' dir.

ALS molekiillerinin CKE yiizeyine adsorbe olma kuvvetinin bir Ol¢iisii olan ylizey
kaplama katsayisi ise ortalama olarak (2,1+0,1)x10® molem™ olarak bulunmustur.
Sonug olarak, hesaplanan difiizyon ve ylizey kaplama katsayilarinin sayisal degerleri,
mekanizmaya hem adsorpsiyonun hem de diflizyonun etkisinin oldugunu dogrular

niteliktedir.
5.2 Voltametrik Tayin Yontemi Gelistirme

Bu tez kapsaminda incelenen ALS’nin elektrokimyasal davraniglar ile ilgili veriler,
ALS’nin nicel tayini i¢in voltametrik yontem gelistirilebilecegini diislindiirmiistiir.
Voltametrik yontem gelistirilirken, ALS’ye ait iyi tanimlanmis pikten ve Boliim 5.1°de
belirtilen optimum kosullardan yararlanilmistir. Bu boliimde ise dncelikli olarak cihaz
parametrelerinin ve se¢ilen yontem parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir. Yapilan
optimizasyon c¢aligmalarindan yararlanilarak ALS nin voltametrik tayini i¢in yontemler
gelistirilmigtir. Gelistirilen her yontemin ALS’nin farmasoétik orneklerde ve biyolojik

stvilarda analizine uygulanabilirligi test edilmistir.
5.2.1 ADCE kullanilarak gelistirilen voltametrik yontemler

Bolim 5.1.1°de ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenen ALS’nin
ADCE yiizeyinde pH 10,0’da en yiiksek pik akimini olusturacak sekilde indirgenme
piki verdigi (Sekil 5.2) ve bu pik akiminin artan ALS derigsimi ile dogrusal olarak arttig
(Sekil 5.1) belirlenmisti. Tezin bu kisminda dogrudan voltametrik yontemlerde
diferansiyel puls voltametri (DPV) ve kare-dalga voltametri (KDV) yontemleri,
adsorptif siyirma yontemlerinde ise sadece KDV yontemi uygulanarak yapilan nicel

tayin yontemi gelistirme ¢alismalar1 ayrintili olarak ele alinmistir.
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Bu caligmalarda, uygun derisimde ALS cozeltileri kullanilarak yontem ve cihaz
parametrelerinin optimizasyonu yapilmis ve belirlenen optimum parametreler Cizelge

5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 de verilen optimum kosullarda, belirtilen yontemler i¢in ¢esitli derisimlerde
ALS igeren ¢ozeltilerin voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 5.14 -
5.16’de verilmistir. Bu voltamogramlardaki farkli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1
derisime kars1 grafige gecirilmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Tim
yontemler ic¢in olusturulan kalibrasyon grafikleri voltamogramlarda i¢ grafik olarak

gosterilmistir.

Cizelge 5.1 ADCE yiizeyinde ALS analizi i¢in yapilan voltametrik ¢alismalardaki
optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV KDKAdSV
Baslangic potansiyeli, V -1,000 -1,000 -0,25
Bitis potansiyeli, V -1,600 -1,650 -1,75
Tarama hizi, 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
Ornekleme genisligi, s 0,02 - -
Puls genisligi, s 0,06 - -
Puls periyodu, s 0,2 — —
Durulma siiresi, s 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04
pH 10,0 10,0 10,0
Biriktirme potansiyeli, V - - -0,25
Biriktirme siiresi, s — - 60
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Potansiyel, V (Ag/AgCLI3M KCl've gire)

Sekil 5.14 Farkli derisimlerde ALS iceren ¢ozeltilerden alinan DPV voltamogramlari
(i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Potansiyvel, V (Ag/AgCLl3M KCl've gire)

Sekil 5.15 Farkli derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerden alinan KDV voltamogramlari
(i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Potansivel, V (Ag/AgCI'3AM KCl've giire)
Sekil 5.16 Farkli derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerden alinan KDKAdSV
voltamogramlari (i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi,
CE: ADCE, Epi:: -0,25V, tyir: 60s)
ALS tayini i¢in ADCE ile yapilan yontem gelistirme c¢alismasindaki kalibrasyon
parametreleri en kiiciik kareler yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve bazi validasyon

parametreleri hesaplanmistir. Hesaplanan bu parametreler Cizelge 5.2 de tablo halinde

verilmisgtir.

Cizelge 5.2 ADCE kullanilarak ALS tayini i¢in gelistirilen yontemlerin kalibrasyon
verilerinden olusturulan validasyon degerleri

Regresyon Parametresi DPV KDV | KDKAdSV
Dogrusal ¢calisma arahgi, pmol/L 0,3-8,1 | 0,3-8,1 | 0,04-1,22
Resresyon esitliginin egimi (m), AL /mol 0,0092 0,077 0,502
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), pA 0,006 0,004 0,003
Regresyon standart sapmasi (sr), pA 0,0015 0,008 0,028
Egimin standart sapmasi (sm), AL / mol 0,0002 0,001 0,027
Kesim noktasinin standart sapmasi (sb), pA 0,0003 0,005 0,002
Gozlenebilme sinir1 (LOD), pmol / L 0,0880 0,175 0,010
Alt tayin simir1 (LOQ) pmol/ L 0,2932 0,585 0,035
Regresyon Kkatsayisi (R%) 0,9972 | 0,9988 0,9830
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi (% BSS) 3,20 4,18 1,45
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi(% BSS) 4,66 6,09 2,12
Giin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,26 0,20 0,16
Giinler aras1 tekrarlanabilirligi(% BSS) 0,39 0,29 0,23
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ADCE kullanilarak ALS i¢in yapilan voltametrik tayin yontemi gelistirme

caligmalarinda;

PO

ortalama pik akiminin ALS derigimi ile dogrusal olarak degistigi,

regresyon katsayismin (R?) 1,00’a yakin oldugu,

pik akimi ve pik potansiyelinin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirliklerinin
oldukga iyi oldugu goriilmiistiir. Ayrica gelistirilen s6z konusu ydntemlerin
ALS tayini i¢in uygun oldugu ve;

dogrudan voltametrik yontemlerden DPV‘nin dogrusal calisma araliginin
0,3)(10'6 M - 8,1)(10'6 M (0,17 mg mL'1—4,47 mg mL'l) seklinde; KDV’de ise
0,3x10° M — 8,1x10° M (0,17 mg mL'-4,47 mg mL™") seklinde oldugu,
adsorptif sityirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal oldugu (0,04x10° M — 1,22x10° M (0,02 mg
mL'-1,67 mgmL™))

kare dalga voltametri yonteminin dogrudan ve adsorptif siyirma modunda
diferansiyel puls yonteminden daha duyarli oldugu,

dogrudan voltametrik yontemlerin ve adsorptif siyirma yontemlerinin alt tayin
sinirlarinin uM seviyesinde oldugu,

ilag gelistirme ve kalite kontrolii gibi, daha yiiksek derisimlerde ALS igeren
numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik yontemlerin; idrar, serum gibi
eser miktarda ALS iceren biyolojik ortamlarda ise adsorptif siyirma

yontemlerinin uygun oldugu sonucu elde edilmistir.

Bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen yontemler ile ALS igeren ilaglar, idrar ve

serum gibi biyolojik ortamlarda ALS tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda kullanilan

numune ¢ozeltileri, Boliim 4.4.4, 4.4.5, 4.4.6’da belirtildigi gibi hazirlanmis ve bu

numunelerin  gelistirilen yontemlerle voltamogramlart alinmistir. Alinan bu

voltamogramlarin bazilar1 Sekil 5.17 - 5.19°de verilmistir.
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Sekil 5.17 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda tablet numuneleri igin elde edilen
DPV voltamogramlar1 (CE: ADCE )
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Potansivel, V (Ag/AsCLAM KCl've Giire)

Sekil 5.18 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda tablet numuneleri i¢in elde edilen
KDYV voltamogramlar1 (CE: ADCE )
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Sekil 5.19 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda serum ve idrar numuneleri i¢in
KDKAJdSV voltamogramlar1 ( CE: ADCE Ep;;: -0,25 V, tyir: 60s)

Yukarida verilen sekillerdeki voltamogramlardan idrar, serum, tablet gibi ALS iceren
cesitli ortamlarda ALS’ nin indirgenme pikinin belirgin oldugu ve pik akimimin ALS
derisimi ile degistigi goriilmektedir. Buna dayanarak ilaclarda, idrar ve serumda ALS
tayini i¢in voltametrik yontemlerden DPKAdSV yontemi diginda tim yontemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Cizelge 5.2°de verilen dogrusal c¢alisma
araliklar1 diger bazi parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, idrar ve serum
numunelerine gore oldukca yiiksek miktarda ALS igerdigi bilinen tablet 6rneklerinde
ALS tayini icin DPV ve KDV yontemlerinin yeterli oldugu goriilmektedir. Bu
incelemelerden sonra Boliim (4.4.3)’te anlatildig1 gibi hazirlanan tablet ¢ozeltilerinde

ALS tayini yapilmis ve bu tayinlerin sonuglar1 Cizelge 5.3’te verilmistir.

Cizelge 5.3 Tabletlerde ALS analizine ait sonuglar

Nominal deger, Geri Kazanim*, BSS**,
Yontem Bulunan degerler, mg
mg % %
DPV 150 142,81, 146,74, 149,07, 158,39; 169,57 102,2148,90 7,01
KDV 150 146,69; 149,56, 150,16; 152,33; 161,31 101,344+4,61 3,67

*Bulunan degerler i¢in %95 giiven seviyesinde X t+ts /\/ N esitligine gore hesaplanmistir.
**Bulunan degerlerden hesaplanan 5 farkli % geri kazanim i¢in hesaplanan bagil standart sapma

Cizelge 5.3 de verilen veriler incelendiginde tablet 6rnekleri i¢in geri kazanim degerinin

%10’dan daha kiiclik BSS ise % 101,34 — % 102,21 araliginda oldugu goriilmektedir.
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Bu durum gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ALS tayini i¢in uygulanabilir

oldugunun gostergesi olarak yorumlanmastir.

Gelistirilen dogrudan voltametrik yontemlerin tablet 6rneklerine uygulanmasindan
sonra tablet orneklerine oranla daha diisiik derisimlerde ALS igerdigi bilinen idrar ve
serum numunelerinden ALS tayini i¢in adsorptif siyirma yonteminin uygulamasi
yapilmistir. Bu uygulamada Bolim (4.4.4) ve Bolim (4.4.5)’te anlatildigr gibi
hazirlanan serum ve idrar numunelerinden dogrudan kalibrasyon yontemi kullanilarak

ALS tayini yapilmis ve sonuglar Cizelge 5.4’te verilmistir.

Cizelge 5.4 Idrarda ve Serumda ALS analizine ait sonuglar

Yontem Elenen, uM Bulunan degerler, uM Geri Kazanim*, % | BSS**, %

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

=

o]

-

— KDKAdSV 0,674 0,650; 0,666; 0,670; 0,680 98,89+2,94 1,87
KDKAdSV 0,317 0,299; 0,309; 0,320; 0,325 98,821£5,83 3,71

g

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

N

Cizelge 5.4’teki verilere gore, idrar ve serum ortaminda geri kazanim degeri %91,72 ile
%98,89 oraninda degisirken sonuglarin kesinliginin bir 6l¢iisii olan bagil standart sapma
degerleri ise %10’un altinda hesaplanmistir. Bu sonuglar idrar ve serumda bulunan
tiirlerin herhangi bir bozucu etkisi olmadan ve bir 6n islem gerektirmeden gelistirilen
yontem ile yiiksek dogruluk ve yeterli kesinlik ile ALS tayininin yapilabilecegini

gostermistir.
Elde edilen bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;

o tablet, kapsiil gibi farmaso6tik numunelere,
o farkli tibbi ve kimyasal amagclar i¢in idrar, serum, kan gibi biyolojik érneklere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numunelere

giivenli bir sekilde uygulanabilecegi sdylenebilir.
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ADCE kullanilarak ALS igeren ilaglardan, serum ve idrar gibi biyolojik ortamlardan
ALS tayini yapildiktan sonra gelistirilen yontemlerin dogruluk ve kesinlikleri %95
giiven seviyesinde ¢ testi ve F' testi kullanilarak literatiirde var olan standart yontem ile
karsilagtirilmistir. Bu yontemlerin kesinlikleri arasinda bir fark olup olmadigini
incelemek amaciyla F testi uygulanmistir. F; degerlerini bulmak icin Esitlik 5.7’ den
yararlanilmigtir. Yontemlerin dogruluklar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigini
belirlemek i¢in ise ¢ testi uygulanmustir. ¢ testi icin Esitlik 5.8 ve 5.9’dan

yararlanilmistir. Hesaplanan degerler Cizelge 5.5°de tablo halinde gdsterilmistir.

(51)2
F = (5.7)
(52)2
(B = )2+ B2 5+ BN, Ca — )
S, = 5.8
b N1+N2+N3="'_N1 ( )
X1 —Xp
ty | = ——— (5.9
eneyse S N1 T Nz
by (N; -Nyp)

Cizelge 5.5 DPV, KDV ve KDAAdASV yontemlerini HPLC yontemi ile karsilastirmak
icin hesaplanan t ve F degerleri (CE: ADCE)

Karsilastirilan Yontemler tdeneysel thritik Fdeneysel Fiaitix
DPV - HPLC 1,67 2,45 5,43 9,01
KDV - HPLC 1,18 2,45 7,02 9,01

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

Gelistirilen yontemler ile HPLC (Babu 2011) yonteminin dogruluklar1 ve kesinlikleri
arasinda anlaml bir fark olup olmadigina bakilmistir. Verilen esitliklerden yaralanilarak
(Esitlik 5.7-5.9) yapilan hesaplamalara gore her bir ikili kargilastirma i¢in Zyeneyser < tirivin
oldugu ve Feneyser < Fiuirir 0ldugu bulunmustur. Cizelge 5.5’de verilen bu sonuglar ise
yontemlerin dogruluklar1 ve kesinlikleri arasinda anlamli bir fark olmadigi seklinde

yorumlanmustir.
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5.2.2 CKE kullanilarak gelistirilen voltametrik yontemler

ALS’nin elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde CKE yiizeyinde de caligmalar
yapilmis ve yapilan c¢alismalarda ALS’nin CKE ylizeyinde de elektroaktif oldugu
belirlenmisti. Bu sebeple, ALS tayini i¢in CKE kullanilarak da voltametrik yontem
gelistirme caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismada da ADCE kullanilarak yapilan yontem
gelistirme ¢alismalarinda oldugu gibi optimizasyon calismalari yapilmistir. Yapilan bu

caligmalar da belirlenen optimum degerler Cizelge 5.6’da verilmistir.

Cizelge 5.6 CKE yiizeyinde ALS analizi i¢in yapilan voltametrik ¢aligmalarda

belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V 0,200 0,300 0,150 0,450
Bitis potansiyeli, V 1,25 1,25 1,200 1,200
Tarama hizy, 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
Ornekleme genisligi, ms 0,005 — 0,005 -
Puls genisligi, ms 0,02 - 0,02 -
Puls periyodu, ms 0,2 — 0,2 —
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 8,0 8,0 8,0 8,0
Biriktirme potansiyeli, V — — 0,15 0,45
Biriktirme siiresi, s - - 30 15

Cizelge 5.6’da belirtilen optimum kosullarda, s6z konusu yoOntemler icin, ¢esitli
derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerin voltamogramlari alinmis ve bu voltamogramlar
Sekil 5.20 - 5.23°de verilmistir. Bu voltamogramlardaki farkli derisimlerde ALS igeren
cozeltiler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime karsi grafige gegirilerek kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur. Olusturulan bu grafikler her bir yontem igin sekillerde i¢

grafik olarak gosterilmistir.
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Potansivel, V (Ag/AgC13M KCl've giire)
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Sekil 5.20 CKE Farkli derisimlerde ALS igeren ¢6zeltilerden alinan DPV
voltamogramlari (i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi,
CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCL3AM KCl've giire)
12 i3 1.0 0o 08 07 06 03 04

1 T T T T T T T 1
0
p(pA) =0,066C.,, (AMD+08T79
1 Ri= 0,996 .r_ i
g ? L
= | . &
< K 4 =
4 _ . Ty
12.2 o | &
5 17.3 ,--'*
?3? L 1 1 i 1 i 1 i 1 i [l i 1
L0 9 18 27 36 45 M
6 380 Cars. uM
52.3
_|. L

Sekil 5.21 CKE Farkl1 derisimlerde ALS iceren ¢dzeltilerden alinan KDV
voltamogramlari (i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi,
CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've gire)
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Sekil 5.22 CKE Farkli derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerden alinan DPAAdSV
voltamogramlari (i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi,
CE: CKE, Epir: 0,15V, tyir: 30s)
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Sekil 5.23 CKE Farkli derisimlerde ALS igeren ¢ozeltilerden alinan KDAAdSV
voltamogramlari (i¢ grafik: ALS derisimi ile pik akiminin degisimi,
CE: CKE, Eyir: 0,45 V, tyir: 155)
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CKE kullanilarak ALS tayini i¢in yapilan yontem gelistirme ¢aligmalarinda elde edilen

kalibrasyon verileri en kii¢lik kareler yontemi ile degerlendirilerek ve bazi validasyon

parametreleri  hesaplanmistir. Bu parametreler ise Cizelge 5.7°de tablo halinde

verilmistir.

Cizelge 5.7 CKE kullanilarak ALS analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV | DPAAdASV | KDAAdASV
Dogrusal ¢calisma araligi, pmol/L 1,5-63,5 | 3,0-52,3 0,4-12,5 1,6-12,5
Resresyon esitliginin egimi (m), AL /mol 0,049 0,067 0,296 0,839
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), pA 0,254 0,879 0,062 0,636
Regresyon standart sapmasi (sr), pA 0,093 0,077 0,135 0,324
Egimin standart sapmasi (sm), AL / mol 0,002 0,002 0,012 0,036
Kesim noktasinin standart sapmasi (sb), nA 0,006 0,020 0,014 0,138
Gozlenebilme sinir1 (LOD), pmol / L 0,348 0,893 0,142 0,493
Alt tayin simir1 (LOQ) pmol/ L 1,159 2,977 0,474 1,645
Regresyon katsayisi (R%) 0,9947 | 0,9963 0,9914 0,9929
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) 6,79 8,02 9,40 9,01
Giinler arasi akim tekrarlanabilirligi(% BSS) 8,38 9,90 11,60 11,13
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,56 0,78 0,26 0,15
Giinler aras1 tekrarlanabilirligi(% BSS) 0,70 0,98 0,32 0,18

CKE kullanilarak ALS i¢in yapilan voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akiminin genis araliklarda ALS derisimi ile dogrusal olarak

degistigi,

e regresyon katsayisinin (R 1,00’a yakin oldugu,

e pik akim1 ve pik potansiyelinin giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirliklerinin

oldukca 1yi oldugu, gozlenmistir. Ayrica gelistirilen s6z konusu ydntemlerin

ALS tayini i¢in uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerden DPV‘nin dogrusal c¢alisma araliginin

1,5x10° M — 63,5x10° M (0,83 mg mL" — 35,04 mg mL™") ; KDV’nin ise

3,0x10° M — 52,3x10° M (1,66 mg mL™" — 28,86 mg mL™") oldugu,

e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere goére daha

diisiik derisim araliginda dogrusal oldugu (DPAAdSV yonteminde 0,4x10° M —
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12,5x10° M (0,22 mg mL" — 6,90 mg mL"); KDAAdSV yénteminde ise
1,6x10° M — 12,5x10° M (0,88 mg mL" — 6,90 mg mL™))

e kare dalga voltametri yonteminin dogrudan ve adsorptif siyirma modunda
diferansiyel puls yonteminden daha duyarli oldugu,

e dogrudan voltametrik yontemlerin ve adsorptif styirma yontemlerinin alt tayin
sinirlariin uM seviyesinde oldugu,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi, daha yiiksek derisimlerde ALS igeren
numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik yontemlerin; idrar, serum gibi
eser miktarda ALS igeren biyolojik ortamlarda ise adsorptif siyirma

yontemlerinin uygun oldugu sonucu elde edilmistir.

Bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen yontemler ile ALS igeren ilaclar, idrar ve
serum gibi biyolojik ortamlarda ALS tayini yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
numune ¢dozeltileri, Bolim 4.4.4, 4.4.5, 4.4.6’da belirtildigi gibi hazirlanmis ve bu
numunelerin gelistirilen yontemler kullanilarak voltamogramlari alinmistir. Alinan bu

voltamogramlar Sekil 5.24 - Sekil 5.27°de verilmistir.

Potansivel, V (Ag/AgCl3M KCl've Gore)

1,2 1.1 0.9 0.8 0.6 0.5 0.3
1.8
23+
- 28t a) 15 pM ALS
= b) 30 pM ALS
g c) 35 pMALS
-

Sekil 5.24 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda tablet numuneleri i¢in elde edilen
DPYV voltamogramlar1 (CE: CKE)

59



Potansivel. V (Ag/AgCLAM KCl've Gire)
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Sekil 5.25 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda tablet numuneleri i¢in elde edilen
KDYV voltamogramlari (CE: CKE)
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Sekil 5.26 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda serum ve idrar numuneleri i¢in elde
edilen DPAAdSV voltamogramlar1 (CE: CKE, Epi;: 0,15V, tyi: 30s)
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Potansivel. V (Ag/AgClAM KCl've Gire)
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Sekil 5.27 ALS tayini i¢in yapilan uygulamalarda serum ve idrar numuneleri i¢in elde
edilen KDAAdASYV voltamogramlar1 (CE: CKE, Ep;;: 0,45 V, tyi: 155)

Sekillerde verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar, serum, tablet gibi ALS
igeren cesitli ortamlarda ALS’ nin yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik
akiminin ALS derisimi ile degistigi goriilmektedir. Buna dayanarak ilaglarda, idrar ve
serumda ALS tayini icin belirtilen voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi sonucuna
varilmistir. Cizelge 5.7°de verilen dogrusal ¢aligsma araliklar1 diger bazi1 parametreler ile
birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda ALS tayini i¢cin DPV ve KDV yontemlerinin,
idrar ve serum numunelerinde ise adsorptif siyirma yontemlerinin uygun oldugu

distiniilmektedir.

ALS tayini i¢in hazirlanan idrar, serum ve ilag numuneleri kullanilarak dogrudan
kalibrasyon yontemiyle ALS tayini yapilmistir. Tablet numunelerinde elde edilen
sonuclar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile birlikte

Cizelge 5.8’ de verilmistir.

Cizelge 5.8 Tabletlerde ALS analizine ait sonuglar

Yontem | Nominal deger, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazanim*, % | 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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Idrar ve serum ornekleri ici elde edilen sonuglar ise Cizelge 5.9 ve Cizelge 5.10°da

verilmigtir.

Cizelge 5.9 Idrarda ve serumda ALS analizine ait sonuglar

Yontem Elenen, uM Bulunan degerler, uM Geri Kazanim*, % | BSS**, %
. KDAAdSV 1,95 1,75; 1,85; 1,98; 2,05 97,82£10,91 7,01
he KDAAdSV 1,95 2,12;2,25;2,28; 2,31 99,56 +5,91 3,74
. KDAAdSV 2,25 1,73; 1,89; 2,01; 2,04 98,33+11,48 7,34
(%E)’ KDAAdSV 3,15 2,85;2,93;3,08; 3,18 95,567,438 4,92
Cizelge 5.10 Idrarda ve serumda ALS analizine ait sonuglar
Yontem Elenen, uM Bulunan degerler, uM Geri Kazanim*, % | BSS**, %
. DPAAdSV 1,25 1,10; 1,145 1,22; 1,28 94,80+10,26 6,80
.'g DPAAdSV 2,25 2,105 2,23;2,30; 2,32 99,44+7,03 4,44
. 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

Cizelge 5.8’de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanim %10°dan
daha kiiclik BSS ile % 99,53 — % 102,33 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu durum
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ALS tayini i¢in uygulanabilir oldugu

seklinde yorumlanmustir.

Cizelge 5.9 ve 5.10°daki verilerin ise ALS’nin idrar ve serum orneklerinden adsorptif
styirma voltametri yontemleri kullanilarak yiiksek dogruluk ve kesinlikte tayin

edilebilecegini gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir.
Elde edilen bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;

e tablet, kapsiil gibi farmasotik numunelere,
o farkli tibbi ve kimyasal amaglar i¢in idrar, serum, kan gibi biyolojik 6rneklere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numunelere

giivenli bir sekilde uygulanabilecegi sdylenebilir.
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CKE kullanilarak ALS igeren ilaglar, serum ve idrar gibi biyolojik ortamlardan ALS
tayini yapildiktan sonra gelistirilen yontemlerin dogruluk ve kesinlikleri %95 giiven
seviyesinde ¢ testi ve F testi kullanilarak literatiirde var olan standart yontem ile
karsilagtirilmistir. Bu yontemlerin kesinlikleri arasinda bir fark olmadigini incelemek
amaciyla F testi uygulanmistir. F,; degerlerini bulmak i¢in Esitlik 5.7 den
yararlanilmigtir. Gelistirilen yOntemlerden elde edilen geri kazanim degerlerinin
dogruluklar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 belirlemek i¢in ise ¢ testi
uygulanmstir. ¢ testi i¢in Esitlik 5.8 ve 5.9’dan yararlanilmistir. Hesaplanan degerler

Cizelge 5.11°de tablo halinde gosterilmistir.

Cizelge 5.11 DPV, KDV, DPAAdSV ve KDAAdSV yontemlerinin HPLC yontemi ile
karsilastirilmalari i¢in hesaplanan t ve F degerleri (CE: CKE)

F -t testi Ldeneysel Lhritik Feneysel Firiti

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

Gelistirilen yontemler ile HPLC (Babu 2011) yonteminin dogruluklar1 ve kesinlikleri
arasinda anlaml bir fark olup olmadigina bakilmistir. Verilen esitliklerden yaralanilarak
(Esitlik 5.7-5.8) yapilan hesaplamalara gore her bir ikili karsilastirma i¢in Zgeneyser < Zrrisik
oldugu ve Feneyser < Firiik 0ldugu bulunmustur. Cizelge 5.11°de verilen bu sonuglar ise
yontemlerin dogruluklar1 ve kesinlikleri arasinda anlamli bir fark olmadigi seklinde

yorumlanmustir.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda ALS ila¢ etken maddesinin elektrokimyasal davranisi incelenmis
ve elektrokimyasal indirgenme ve/veya elektrokimyasal yiikseltgeme mekanizmalar
Onerilmistir. Ayrica ALS ig¢in voltametrik tayin yontemleri gelistirilmis ve analitik
uygulamalar1 yapilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglart asagida kisaca

Ozetlenmistir.

e ALS’nin elektrokimyasal davranigini inceleme ¢alismasinda, her iki elektrot igin
BR ortaminda optimum kosullar1 belirlenmis, indirgenme ve /veya
yiikseltgenme potansiyeli, transfer edilen e sayisi, transfer katsayisi, difiizyon

katsayisi, elektrot yiizeyine adsorplanan madde miktar1 bulunmustur.

e ALS’nin ADCE yiizeyinde pH 10,0’da yaklasik -1,45V’ta 2¢/2H" katilimu ile
adsorpsiyon ve diflizyonun ayni anda etki ettigi tersinir mekanizma ile
indirgenip ylikseltgendigi; CKE ylizeyinde ise pH 8,0’da yaklasik 1,05V’ta
adsorpsiyon-difiizyon etkisi ile 2H'/2¢” ile tersinmez olarak yiikseltgendigi

belirlenmistir.

e ALS’nin hem tablet de hem idrar ve serum numunelerinde tayini i¢in dogrudan

voltametrik yontemler ve adsorptif styirma voltametri yontemleri gelistirilmistir.

e Gelistirilen yontemin dogrulugunu belirlemek icin, hem tabletlerde hem de
serum ve idrar drneklerinde geri kazanim calismalar yapilmis ve ilag katki
maddelerinin ve serum, idrar gibi Orneklerde bulunabilecek diger tiirlerin

herhangi bir etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir.

e ADCE ve CKE yiizeylerinde gelistirilen dogrudan voltametrik yontemler ve
adsorptif styirma voltametri yontemleri i¢in dogrusal ¢aligsma araliklar ve

gozlenebilme sinirlar1 belirlenmistir.

e Giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirligin BSS degerlerinin hesaplanmis ve bu

degerlerin % 10’un altinda oldugu bulunmustur.
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Yapilan istatistiksel karsilagtirmada gelistirilen voltametrik yontemlerin %95
giiven seviyesinde literatiirde var olan standart yontem ile dogruluk ve kesinlik

acisindan farksiz oldugu belirlenmistir.

Daha dogru ve kesin mekanizma Onerilmesi i¢in molekiill modellerine ve
geometri optimizasyonlarinin teorik hesaplamalar ile yapilmasinin uygun
olabilecegi, bulk elektroliz dncesi ve sonrasinda kromatografik yontemler ile

ortamda bulunan maddelerin analiz edilebilecegi,

Voltametrik sityirma yontemi ile kromatografik yontemlerin entegre edilmesi
durumunda kromatografik yontemlerin ayirma giicii ile voltametrik siyirma
yontemlerinin diigiik alt tayin sinirlarinin birlestirilerek daha fonksiyonel tayin

yontemlerinin gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.
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