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Bu calismada, hipertansiyon tedavisinde kullanilan valsartan (VSN)’in cams1 karbon
yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi; doniisiimlii voltametri (DV), kare-dalga
voltametrisi (KDV) ve sabit potansiyelli kulometri yontemleri ile Britton-Robinson
(BR) tamponu ortaminda incelendi. Valsartan’in adsorpsiyon ve diflizyon o6zellikleri
incelenerek, elektrot tepkimesinde aktarilan elektron sayisi, difiizyon katsayisi, yiik
transfer katsayis1 gibi bazi elektrokimyasal parametreleri hesaplandi. Ayrica
valsartan’in farmasotik ornekler ve biyolojik sivilarda tayini icin diferansiyel puls
anodik adsorptif siyirma voltametrisi (DPAAdSV) ve kare dalga anodik adsorptif
styirma voltametrisi (KDAAdSV) yontemleri gelistirildi. Dogrusal g¢alisma araligi
DPAAdSV yontemi i¢in 8,0x107 M - 7,0X10'6M iken; KDAAdSV yontemi igin ise
5,0x107 M - 5,0x10® M olarak hesaplandi. Yapilan kalibrasyon ¢alismalarinin analitik
parametreleri en kiiciik kareler yontemi ile degerlendirilerek her iki ydntem igin
gozlenebilme simir1 ve alt tayin simir1 degerleri belirlendi. Gelistirilen yontemlerin
validasyonu yapildi. Bu yontemler farmasotik ornekler ile idrar ve serum gibi biyolojik
ortamlarda bulunan Valsartan’in tayini i¢in kullanildiginda; gilivenilir, tekrarlanabilir,
yikksek dogruluk ve kesinlige sahip sonuglar elde edildi. Gelistirilen yontemlerin
uygulama sonuglar1 ve validasyon parametreleri s6z konusu ila¢ etken maddesi i¢in
Onerilen standart yontemlerin sonuglari ve parametreleri ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda bu parametreler ve sonuglar arasinda %95 giiven seviyesinde anlaml
bir farkin olmadig1 gorildii.
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INVESTIGATION OF ELECTROCHEMICAL BEHAVIORS OF VALSARTAN
AND DEVELOPMENT OF ANODIC ADSORPTIVE STRIPPING
VOLTAMMETRIC METHOD TO ITS DETERMINATION

Nedim GURLER
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Supervisor: Prof. Dr. Zehra DURMUS

In this study, electrochemical behaviour of valsartan (VSN) used for treatment of
hypertension on glassy carbon electrode was investigated by using cyclic voltammetry
(CV), square-wave voltammetry (SWV) and constant potential bulk electrolysis (BE) in
Britton-Robinson (BR) buffer. Adsorption and diffusion properties of VSN were
investigated. Some electrochemical parameters such as; diffusion coefficient, number of
transferred electron in electrochemical step, charge transfer coefficient were calculated.
Furthermore, differential pulse anodic adsorptive stripping voltammetric (DPAAdSV)
and square-wave anodic adsorptive stripping voltammetric (SWAAdSV) methods were
developed to its direct determination in pharmaceutical preparations and biological
samples including human serum and human urine. . Linear working concentration range
for DPAAdSV method was evaluated between 8,O><10'7M - 7,0><10'6 M and for
SWAAdSV was evaluated between 5,0x107 M - 5,0x10° M. Limit of quantification
and detection for these developed methods were calculated from analytical parameters
of calibration studies by using least squared method. Validation of methods was also
performed. Results of applications of developed methods to pharmaceutical preparations
and biological liquids were found to have high accuracy and precision, reproducible and
high confidence. These results were also compared with those of standard methods
proposed for determination of VSN and results were found to be insignificant at 95 %
confidence level.

July 2012, 78 pages
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A Elektrot reaksiyonunun yiik transfer katsayisi

r Elektrot yiizeyine adsorbe olan madde miktar1, mol/cm®

AE, Puls genligi, V
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1. GIRIS

Hipertansiyon toplumumuzda yaygin olarak goriilen ancak hastalar tarafindan ¢ok iyi
taninmayan bir hastaliktir. Hipertansiyonun nedeni %90-95 hastada bilinmemektedir,
yani hipertansiyon bilinen bir hastaliga bagli degildir. Yiizde 5-10 hastada ise
hipertansiyon bagka bir hastaliga baglhdir. Insan viicudunda tiim organ ve dokularda
damarlar bulunur. Su borularinda basing artisinin nasil bir tikanma ve patlamalara yol
aciyorsa, hipertansiyon da damarlarda patlamalara ve tikanmalara yol agcar.
Hipertansiyondan en ¢ok etkilenen organlar kalp, beyin, bobrekler, atardamarlar ve
gozlerdir. Hipertansiyon bu organlar etkileyerek kalici sakatliklara ve Sliimlere yol

acabilir. Bu yiizden, hipertansiyon (tansiyon yiiksekligi) i¢in sessiz katil deniliyor.

Diinya erigkin niifusunun yaklasik dortte birinde, 65 yasin iizerinde ise iigte ikisinde
hipertansiyon var (Peeters 2005). Yiiksek tansiyon ¢ok biiyiik oranda (%95'in {lizerinde)
genetik faktorlerin de i¢inde oldugu insan yapisina ait birden fazla faktoriin bir arada
bulunmasiyla olusur. Kiiciik bir kismindan ise (%3-5) bobrek, damar veya hormon

hastaliklar1 sorumludur.

Hipertansiyon tedavisinde c¢esitli antihipertansif ilaclar tretilmektedir. Giiniimiizde
degisik gruplardan ilaglar, birgok etki mekanizmasiyla hipertansiyon tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu da hipertansiyon tedavisinde ilag se¢imini ¢ok Onemli hale
getirmektedir. Hipertansiyon yonteminde hedef, kan basincinin ilag tedavisi ile ideal
sinirlarda tutulmasidir. Yani ilag tedavisi ile kan basincini optimal diizeyde tutmaktir.
Farmakoloji alanindaki gelismeler sayesinde, giiniimiizde bir¢ok farkli antihipertansif

ilaglar tedavi programlarinda yer almaktadir.

Antihipertansif ilaglarin viicuttaki etki mekanizmalarina gore bircok ilag gelistirilmistir
ve gelistirilmeye de devam edilmektedir. Tabi burada gelistirilen ilaglar i¢cin de bircok
analitik yontem vardir. Bunlar; atomik absorpsiyon, florometrik, kromatografik, gibi
metotlarla analiz edilmektedir. Ancak bu metotlardan atomik absorpsiyon adindan da
anlasilacagi gibi atomlarina parcalamadir ve bu da tahrip edici yani destructive bir

metottur. Bir diger 6rnek de kromatografik yontem olan yiiksek basingli sivi



kromatografisidir. Bu analiz metodu da bir 6n iglem olarak ekstraksiyona gerek duymasi
ve pahali olmasindan dolay1 dezavantajlar1 vardir. Bu yiizden gelistirilecek ila¢ analiz
metodunun tekrarlanabilir, ucuz, karmasik olmayan, basit, daha duyarli ve herhangi bir
on isleme gerek duymadan yeni bir alternatif yontem gelistirilmeye ihtiyag

duyulmustur.

Son zamanlarda elektrokimyasal olarak aktif olan ilag etken maddelerin tayininde
elektroanalitik bir yontem olan, voltametrik yontemler kullanilmaya baslanmistir.
Voltametrik yontemlerin gerekli bir 6n isleme tabi tutulmamasi, az madde ile tayinin
mimkiin olmasi, basit ve daha ucuz olmasi ilag etken madde tayini igin yapilan

caligmalar1 bu yone kaydirmistir.

Bu tez calismasinda, antihipertansif bir ilag olan valsartanin elektrokimyasal
davraniginin incelenmesi ve ila¢ etken maddesinin nicel olarak tayini i¢in voltametrik
yontem gelistirilmistir. Bunun i¢in elektrokimyasal davranisi doniisiimlii voltametri de,
sabit potansiyelli kulometrik yontemlerle de tersinirlik, aktarilan elektron sayisi,
adsorpsiyon Ozellikleri, difiizyon katsayis1 ve olasi reaksiyon mekanizmasi gibi
elektrokimyasal parametrelerinin belirlenmesi diistiniilmiistiir. Bu amagla, pH, derisim,
tarama hizi, biriktirme siiresi, biriktirme potansiyeli gibi deneysel parametreler
degistirilip, en uygun optimize kosullar belirlenerek, nicel tayin ¢alismalari
gergeklestirilmistir. Gelistirilecek yontemlerin ilag tabletlerine ve biyolojik 6rneklere

uygulanabilirligi arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Elektroanalitik kimya, bir elektrokimyasal hiicredeki analit ¢6zeltisinin elektrokimyasal
Ozelliklerine dayanan nicel bir yontemdir. Elektroanalitik yontemler ile ¢ok diisiik tayin
sinirlarina ulasabilirler (Izutsu 2002). Elektroanalitik teknikler 6zellikle modern puls
tekniklerine, drnegin diferansiyel puls ve kare dalga, biyolojik ortamda ¢alismada ve
genis capl ilag tayinlerinde kullanilmaktadir. Bu voltametrik teknikler ilaglarin
yiikseltgenme Ozelliklerini arastirmada en uygun yontemdir. Bu bize in vivo

calismalarda ilag aktivite 6zelligini vermektedir.

Antihipertansif ilag madde tayinlerinde elektroanalitik yontemlerden olan voltametri
teknigi de son zamanlarda kullanilan yontemdir. Bu antihipertansif ilaglara hakkindaki
bilgilere bakilacak olursa;

2.1 Antihipertansif flaclar ve Simiflandirilmasi

Antihipertansif ilaglara genel olarak bakacak olursak, alti ana bashk etrafinda

toplayabiliriz.

A. Ditretikler

. Tiyazidler ve ilgili ajanlar (hidroklorotiyazid, klortalidon)
. Loop ajanlar1 (furosemid)
. Potasyum tutucu ajanlar (spironolakton, triamteren)

B. Kalsiyum Kanal Blokoérleri (nifedipin, diltiazem, verapamil)
C. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ADE) Inhibitérleri (kaptopril, enalapril, lisinopril)
D. Sempatolitikler

. Santral etkili ajanlar (klonidin, metildopa)

. Adrenerjik Blokorler (rezerpin, guanetedin)

. o-Adrenerjik Antagonistler (prazosin)

. B- Adrenerjik Antagonistler (propranolol, nadolol, pindolol, metoprolol,
labetolol)

E. Vazodilatorler (hidralazin, minoksidil, nitroprussid, diazoksit)



F. Anjiyotensin II Antagonsitleri (sartanlar).

. Eprosartan(teveteni)

. Irbesartan (karvea)

. Kandesartan (atecand)
. Losartan (cozaar)

. Termisartan (micardis)
. Olmesartan

. Valsartan (diovan)

Biz bu tez caligmasinda kullanilan anjiotensin II reseptdr antogonisti ailesine ait,

valsartan lizerine duracagiz.

2.1.1 Valsartan (VSN)

Sekil 2.1°de molekiil yapist verilen VSN, hipertansiyon(yiiksek tansiyon) tedavisinde
kullanilan trisiklik yapili bir molekiildiir. VSN (Diovan), anjiyotensin II reseptor
antagonisti grubu ilaglardan biridir. VSN kan damarlarinin daralmasin1 engelleyerek,

kan basincini diisiiriir ve kan akigini diizene sokar.

Kan basincinin diizenlemesinde etkili olan hormon anjiotensinojendir. Anjiotensinojen
kinin yolu ile anjiotensin I’e ve daha sonra (Anjiotensin doniistiiriicii enzim) ACE ile
anjiotensin II’ye donlismektedir. ACE inhibit6rleri ACE’nin fonksiyonunu engelleyerek
anjiotensin I’in anjiotensin II’ye doniisiimiinii 6nlemektedir. Ayrica ACE inhibitorleri
bradikininin inaktif kininojene doniisiimiinii saglayan kinaz II’yi inhibe etmektedir.
Artan bradikinin seviyesi prostoglandin sentezinde artisa, vazodilatasyona ve vaskiiler
permeabilitede artisa neden olmaktadir. Boylece bradikinin seviyesinde artis ve kuvvetli
bir vazokonstriiktor olan anjiotensin II olusumunun engellenmesi ile ACE

inhibitdrlerinin antihipertansif etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

VSN, anjiotensin I’1 anjiotensin II’ye doniistiiren enzimi inhibe etmektedir. Yani, kan
damarlarin1 daraltarak (biizerek) kan basincinin (tansiyonun) yiikselmesine sebep olan

“anjiyotensin II’” isimli maddenin viicutta liretimini engeller. Ayrica, anjiyotensin



I[’'nin sebep oldugu viicutta sodyum ve su tutulumunu onleyerek de tansiyonun

yiikselmesine engel olur.

VSN, oral yoldan alinarak etki gosteren spesifik AT II reseptor blokorii olan bir
antihipertansiftir. Anjiotensin II’'nin, AT1 ve AT2 olmak {izere bilinen iki reseptor alt
tipi mevcuttur. VSN diger AT II reseptor antogonistlerinden farkli olarak, selektif
bicimde ATI1 reseptor alt tipini bloke eder. Valsartan anjiotensin I (AT I)’i AT II’ye
dontistiiren Anjiotensin Doniistiiriicii Enzimi (ADE) inhibe etmez, dolayisiyla bradikini
arttiricr etkisi yoktur. Valsartan’in anjiyotensin II tip 1 reseptdriine afinitesi anjiyotensin
II tip 2 reseptoriine olan afinitesinden yaklagik 2000 kat daha fazladir. Bu sayede kan

damarlarinda gevsemeye ve kan basincinda diismeye yol agmaktadir.

2.1.2 Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Valsartan (VSN), kokusuz, yuvarlak seklinde ve beyaz renkte bir tozdur. Etanol ve

metanol de ¢ok iyi ¢Oziiniir, suda ¢ok az ¢oziiniir. Erime derecesi 116 -117°C’dir. pK,

degeri 4.90+0.09 dur (Cagigal ve Gonzalez 2001).



Kimyasal yapisi

Sekil 2.1 VSN’nin molekiil yapis1

Ticari ad1 : Diovan

IUPAC adi :(8)-3-metil-2-(N-{[2'-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-yl)bifenil-4-
yl]metil } pentanamido)biitanoik asit

Kapali formiili 1 CoyHooN505

Mol kiitlesi :435.52 g/mol

2.1.3 Farmakolojik ozelligi

VSN, yiiksek kan basincini engelleyerek, kan akisini hizlandirir. Valsartanin amlodipin,
atenolol, simetidin, digoksin, furosemid, hidroklorotiyazid, indometazin ve varfarin ile
birlikte kullaniminda klinik a¢idan énemli herhangi bir ilag etkilesimi gozlenmemistir.
VSN o6nemli 6lglide metabolize olmadigindan, sitokrom P450 sisteminin metabolik
indiiksiyonu veya inhibisyonu seklindeki klinik olarak onemli ilag-ilag etkilesimleri,
valsartan ile beklenmez. VSN metabolizasyonundan sorumlu olan enzim
tanimlanmamustir. Yiyecekler ile birlikte alindiginda, absorbsiyon orant %50 ve
absorbsiyon miktar1 %40 diiser. Bu azalmaya, terapétik etkide klinik 6nemi olan bir

azalma eslik etmez ve bu yiizden de valsartan, yemeklerde veya a¢ karnina aliabilir.

2.1.4 Farmakodinamik ozelligi

VSN, anjiotensin I (AT1) reseptorleri iizerinde etkili olan spesifik bir anjiotensin II

(AT2) reseptdr antogonistidir. Anjiotensin doniistliriicii enzimin (ADE, kininaz II)



katalizledigi reaksiyonda anjiotensin I, anjiotensin II’ye doniismektedir. Anjiotensin II,
reninanjiotensin-aldosteron sisteminin en Onemli baskilayici maddesidir. Bu madde
vazokonstriksiyon saglama, aldosteron sentezini ve salinmasini tesvik etme, kardiyak
stimiilasyon saglama ve sodyumun bdbreklerden geri emilimini saglama gibi etkilere

sahiptir.

VSN, oral yoldan aktif, giliclii ve spesifik bir anjiotensin II reseptor blokoriidiir.
Anjiotensin II’nin bilinen etkilerinden sorumlu olan anjiotensin I reseptor alt tipini
selektif olarak etkiler. Boylece anjiotensin II’'nin vazokonstriktor ve aldosteron
salgilayict etkisini engeller. VSN ile AT1 reseptdr blokajindan sonra yiikselen AT2
plazma seviyeleri, bloke olmayan ve AT1 reseprdrlerin etkisini ortadan kaldiriyor gibi
goriinen AT2 reseptorleri stimiile eder. ATI1 reseptoriinde higbir kismi agonist
aktiviteye sahip olmayan VSN’nin bu reseptore olan ilgisi, AT2 reseptoriine olan

ilgisinden ¢ok daha fazladir (yaklasik 2000 misli).

VSN, anjiotensin I’1 II’ye doniistiiren ve bradikini pargalayan, kininaz II olarak da
bilinen, anjiotensin doniistiiriicii enzimi (ADE) inhibe etmez. ADE etkili olmadig1 ve
bradikinin yikimini inhibe etmedigi i¢in, bradikinin birikimine bagli Oksiirik ve
anjioddem gibi yan etkilere de neden olmaz. VSN’nin bir ADE inhibitoriiyle
karsilastirildigi klinik ¢aligmalarda kuru oksiiriik goriilme sikligit VSN grubunda, ADE
inhibitorii kullanan gruba kiyasla anlamli sekilde daha diisiik olmustur. ADE inhibitorii
kullanirken kuru Oksiiriik olan hastalar iizerinde yapilan bir klinik ¢alismada, VSN
kullanan hastalarin %19’unda ve bir ADE inhibitérii alan hastalarin ise, %68.5’inde

Oksiirtik goriilmiustiir.

Ayrica, diger hormon reseptorlerine veya kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli oldugu
bilinen iyon kanallarina baglanmaz veya bunlar1 bloke etmez. Anjiotensin II’nin
etkilerini bloke ederek kalp hizinda 6nemli bir etki yaratmadan sistemik vaskiiler
direnci diistiriir.

Yani; VSN, kan damarlarin1 daraltarak (bilizerek) kan basincinin (tansiyonun)
yiikselmesine sebep olan ‘‘anjiyotensin II’” isimli maddenin kan damarlarini

daraltmasini engelleyerek ¢alisir, bdylece tansiyonu diisiiriir ve kan akisini gelistirir.



Ayrica VSN, anjiyotensin II’'nin sebep oldugu viicutta sodyum ve su tutulumunu
Onleyerek de tansiyonun yiikselmesine engel olur. (antagonist: Bir maddenin ya da
sistemin etkisine karsi koyan, karsi etki gosteren, engelleyen ya da tersi yonde etki

yapan etken (madde, ilag)).

2.1.5 Farmakokinetik ozelligi

VSN, oral yolla alindigi zaman aktif olan, spesifik bir anjiotensin reseptor
antagonistidir. Agizdan alman VSN hizla emilir, ancak emilen miktar ¢ok degisik
olabilir. VSN iceren diovan i¢in ortalama mutlak biyoyararlanim %?23’tiir. Emilen
valsartan dozunun %383’ii feces yoluyla, %13l idrar yoluyla degisiklige ugramadan
viicuttan uzaklastirilir. Degismemis ilacin %20'si metabolitleri seklinde elimine olur.
Bunun %9’unu esas metaboliti olan valeril 4-hidroksi valsartan olusturur. Ortalama
eliminasyon yar1 omrii 6 saattir. VSN, baslica serum albiimini olmak iizere plazma
proteinlerine yiiksek oranda (%94-97) baglanir. Kararli durumdaki dagilim hacmi
disiiktiir (yaklasik 17 L). Tekrarlanan kullanimda valsartanin farmakokinetiginde

degisiklik olmaz. Yarilanma 6mrii 6 saat’tir.

2.1.6 Tedavi edici kullanimi(dozu)

Oral yolla giinde Onerilen dozu, hastanin 1rkina, yasina ve cinsiyetine bakilmaksizin
giinde 2 defa 80 mg’dir. Antihipertansif etki, 2 hafta icerisinde kendini gosterir ve 4
hafta sonra en yliksek diizeye ulagir. Kan basinci yeterince kontrol altina alinamayan
hastalarda, antihipertansif etkinin artirilmasi istendiginde, doktor tavsiyesi ile giinliik
doz en fazla 320 mg'a kadar yiikseltilebilir veya bir diiiretik eklenebilir. Valsartanin
asirt dozda kullanimu ile ilgili bir kesin veriye rastlanmamistir. Asirt dozda valsartan
kullanilmas: biling kaybina, dolasim kollapst ve/veya soka yol agabilen hipotansiyon,
bradikardi, tasikardi ve hiperkalemi ile sonuglanabilir. VSN, plazma proteinlerine
yiiksek oranda baglandigindan viicuttan hemodiyalizle uzaklastirilmast miimkiin
olmadigindan, hasta ilact yeni almigsa hemen kusturulmalidir. VSN; rutubetsiz, kuru ve

25°C’nin altinda ambalajinda saklanmalidir.



2.2 fla¢ Analiz Yontemleri

Ilag analiz ydntemlerinde toksik derisim seviyesi esas alinarak klinik ¢alismalarda
biyolojik ortamdaki tedavi edici ilag dozunu belitlenmesinde kullanilir. Onceden ilag
analizlerinde yaygin olarak spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerden
yararlanilirdi. Bu yontemlerle yapilan ilag analizlerinde numunelerin bir 6n isleme tabi
tutulmasi ve bu ylizden zaman alic1 olmasi farkli analiz yontemleri gelistirme ¢abalarina
girilmistir. Elektroanalitik yontemler bu nedenlerden dolay1r cihaz maliyetinin daha
diistik, basit, hizli ve duyarl elektroanalitik yontemler bu yontemlerin alternatifi olarak
On plana ¢ikmaktadir. Bu elektroanalitik yontemlerle analiz, ila¢ etken maddelerine,
serum, idrar gibi biyolojik numunelere duyarli bir sekilde yapilmaktadir. Bu yiizden,
elektroanalitik yontem digerlerine gore iistiin olmasindan dolayi, ilag analizlerinde daha

siklikla kullanilmaktadir.

2.3 Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler; numunedeki analitin miktar1 ile ilgili bir elektrik 6zelligin
Olciildigi metodlardir (Skoog vd. 1998). Elektroanalitik yontemler ¢ok diisiik tayin
sinirlarina ulasabilirler ve elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildigi sistemler
hakkinda; ara ylizeylerdeki yiik aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi,
adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun derecesi, kimyasal reaksiyonlarinin hiz ve denge
sabitleri gibi bilgileri de igeren ¢ok fazla sayida sistemi karakterize eden bilgiler verirler

(Skoog vd. 1998).

Elektroanalitik yontemler; ara yiizey elektrokimyasal yontemler diye ikiye ayrilir. Net
akimin sifir oldugu denge durumundaki statik(durgun) yani i=0 yontemler. Higbir
zaman akim sifir degildir, sadece elektrotlar arasinda net bir akim gecmez ve
elektrokimyasal hiicredeki tiirlerin derisimi de de§ismeden kaliyor. Devreden net bir
akim yok. Yani; 10° A’lik akim geciyorsa saniyede 10° A’lik akimda degisen 107
mol’luk analitte degisim oluyor. Bu ylizden akim ¢ozelti ortaminda derisimi
degistirecek diizeyde olmadigindan ihmal ediliyor, durgun denmesinin de sebebi budur

(Durmus 2011).



Net akimin gozlendigi dinamik, yani akim sifira esit degildir. Dinamik yontemlerde
kendi aralarinda genel olarak potansiyel kontrollii ve akim kontrollii ikiye diye ayrilir.
Potansiyel kontrolliiye potansiyel kontrollii kulometri ve amperometri 6rnek verilebilir.

Akim kontrolliiye de akim kontrollii kulometri 6rnek verilebilir.

Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasina genel olarak bakilirsa en yaygin olarak

kullanilan ve kabul gérmiis siniflandirma asagidaki gibidir (Kissinger 1996).

A) Statik( i=0) yontemler
a) Secici elektrotlar
b) Potansiyometri
c¢) Potansiyometrik titrasyonlar
B) Dinamik yontemler
a) Potansiyel kontrollii yontemler
1.  Kronoamperometri
it.  Kronokulometri
iii.  Potansiyel kontrollii kulometri
iv.  Voltametri
e Hidrodinamik voltametri
e Puls voltametri
e Sabit elektrot voltametri
b) Akim kontrollii yontemler
1. Kronopotansiyometri
ii.  Kulometrik titrasyonlar

¢) Yiik kontrollii yontemler
Bu tez calismasinda, yukarida bahsedilen voltametri yontemi ile diferansiyel puls,

doniistimlii voltametri ve kare dalga voltametrisi ile VSN’nin elektrokimyasal davranisi

ve tayini incelenmistir.
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2.3.1 Voltametri

Voltametri, vol-am(pero)-metri kelimesinden tiiretilmis olup, elektrokimyasal bir
hiicreye uygulanan potansiyelin sonucu olarak kimyasal degisim nedeniyle hiicreden
gecen akimin Olciildiigii tekniklerin genel adidir. Bagka bir sekilde de ifade edilirse;
Voltametri, bir indikatdr ya da calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda
akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak Olgiilmesinden faydalanarak,
analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik metotlara verilen isimdir. Elde
edilen akim-potansiyel egrisine voltamogram denir. Voltametri tekniginde;
yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinin kinetiinin ~ ve mekanizmasinin
incelenmesinde, yiizeydeki adsorpsiyon olayinin aragtirilmasi, kimyasal olarak modifiye
edilmis elektrot yiizeyinde cereyan eden elektron aktarim mekanizmalarinin
aydinlatilmasi ve elektroaktif maddelerin tayinleri i¢in kullanilan olduk¢a yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Voltametri, Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan

1920’lerin basinda gelistirilen ve uygulanan polarografi teknigine dayali bir yontemdir.

Voltametrideki siyirma teknigi kullanarak eser miktarda bulunan maddelerin
tayinlerinin gerceklestirilmesi olduk¢a miimkiin olmaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alismada
voltametri teknigi kullanarak, diisiik maliyetli, yiiksek dogruluk, ve kesinlikle duyarli
analizler yapilabilecegi belirtilmektedir (Wang 2006).

Voltametri tekniginde az maddeye ihtiya¢ duyulmasi, diisiik derisimlerde calisilmast,
birden fazla numunelerin analizinin yapilabilmesi, analizlerin hizli ve tekrarlanabilir

olmasindan dolay1 diger analitik yontemlere gore tistlind{ir.

Voltametrinin ¢aligsma prensibi; elektrokimyasal hiicrede, polarize olabilen bir ¢alisma
(indikator) elektrodu ile karsilagtirma (referans) elektrodu arasina degeri zamanla
degistirilen potansiyel uygulanmasi sonucu ortaya c¢ikan akimin, ¢ elektrotlu
hiicrelerde calisma elektrodu ile yardimer (karsit) elektrot, iki elektrotlu hiicrelerde ise
calisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu arasindan o6lgiilmesi ilkesine dayanir

(Y1ildiz ve Geng 1993, Bond 1980).
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Voltametri deneyleri tglii elektrot sisteminde gercgeklestirilir. Potansiyeli degisen
elektrot, calisma elektrodu veya calisma elektrodudur. Calisma elektrodu; incelenen
elektrokimyasal olaym gegeklestigi elektrottur ve islevi elektrokimyasal o6l¢iim
bolgesini olusturmaktir. Calisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesinden
dolay1 olusan akima katodik akim, ylkseltgenmesinden dolayr olusan akima anodik
akim denir. Voltametride indikator elektrot olarak; civa, platin, altin, paladyum, karbon
elektrot(grafit, karbon pasta elektrot, camsi karbon) gibi elektrotlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Voltametrik metotta kullanilan calisma elektrodu damlayan civa

elektrodu (DCE) ise metot polarografi adini alir.

Genel anlamda bir ¢alisma elektrodu;
v" Tletken olmall,
v" Caligilan potansiyel araliginda inert olmal,

v" Negatif potansiyel sinir1 yiiksek olmalidir.

Voltametride degisik tiplerde kat1 elektrotlar (Sekil 2.2) kullanilmaktadir. Voltametrik
caligmalarda yaygin olarak kullanilan kati elektrotlar arasinda bulunan camsi karbon

elektrot, karbonun ¢esitli formlarindan olusturulmus bir elektrottur.

Kat elektrotlar

0
Platin | Aim | | Karbon | Bizout

=7

lEmpuf_'membonl I Grafit | |]'..ifKiinﬂ'l:-~:~:'1|||KE“']:"':'I'FH“’||C-’HIISCLKal‘bfff“F"'C"Ii*-ﬂ'c'Gm[:-It

Sekil 2.2 Voltametride kullanilan kat1 elektrotlar

Camsi karbon; diger karbon yapilarindan farkl fiziksel 6zellikler tagir. Yiizeyinde daha
ufak gozenekler bulunur ve bu 6zelliginden dolay1 diger karbon tiirlerine gore daha ¢ok
kullanilir. Yapilan pek ¢ok caligmada camsi karbon elektrottaki elektron transferinin

metal elektrottakinden daha yavas oldugu bulunmustur. Camsi karbon elektrodun yapisi
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ve Ozellikleri ile elektroanalitik kimyadaki kullanimi Van der Linden ve Dieker

tarafindan hazirlanan bir derlemede agiklanmistir (Van der Linden ve Dieker 1986).

Cams1 karbon elektrot materyali ilk defa Yamada ve Sato tarafindan 1962 yilinda
gelistirilmistir. Bu arastirmalar, camsi karbon elektrodu inert bir gaz igerisinde fenol
formaldehit recinesini ¢ok dikkatli bir sekilde 1sitma sonucunda elde edilmistir. Sekil

2.3’de camsi karbonun yapisin1 géstermektedir (Pravda 1998).

Sekil 2.3 Camsi karbonun yapisi

Potansiyeli deney sliresince sabit kalan elektrot, referans elektrottur. Bu elektrot
polarizlenmeyen elektrot olarak da tanimlanmaktadir. Referans elektrodun potansiyeli
yeterince sabit olup, pil hiicresinde potansiyeli dlgiilen diger elektrotlara kiyasla bir
karsilagtirma gorevi goriir. Buradaki yeterince dememizdeki kasit, potansiyelindeki
degisim; akim, zaman ve degiskenlerdeki degismelerden minimum etkilenmesidir.
Referans elektrot olarak Ag/AgCl, doymus kalomel elektrot (SCE) yaygin sekilde
kullanilir.
Yar1 tepkime reaksiyonu: AgClgyt+ e <=> Ag + CI (Erbil, 2004).
[deal bir referans elektrot;

v" Tersinir olmal1 ve Nerst esitligine uymali,

v' Potansiyeli zamanla degismemeli,

v Az miktarda akim gegmesi ile potansiyelinde degisme olmamali,

v’ Potansiyeli, sicaklik degisiminden fazla etkilenmemelidir.
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Ugiincii elektrot, yardimer elektrot, bir diger ifadeyle karsit elektrottur. iki elektrotlu
sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, iizerinden akim gectigi icin, yiiksek akimlarda
polarlanir. Ayrica ¢ozelti direnci yliksek ise bu direnci yenmek icin gerekli olan
potansiyel (IR) énemli bir diizeye ¢ikar. Bu iki nedenden dolay1 ¢alisma elektrodunun
polarizasyon potansiyeli hatali okunabilir. Bunun sonucu olarak i = f (E) egrileri
yatiklasirlar ve belirli bir noktadan sonra pikler kaybolur. Bu sorun, sistemde {igiincii bir
elektrot kullanilarak ¢6ziimlenir. Akim, c¢alisma elektrodu ile yardimer elektrot
ikilisinden gegcirilir ve ¢calisma elektrodunun potansiyeli karsilastirma elektroduna karsi
sifir akim altinda saptanir. Gorevi elektronlar i¢in kaynak veya havuz olusturmaktir ve
bdylece akimin gegmesi saglanmaktadir. Akim yardimer elektrot lizerinden gegtigi igin
bu elektrotlarin soy metal olmalar1 gerekir. Bu nedenle daha ¢ok platin, grafit, tantal ya

da tungsten tel cubuklar kullanilir.

Bir elektrokimyasal hiicrenin ¢alismasi sirasinda maddenin elektrot ylizeyine kiitle
aktarimi ii¢ yolla olur (Sekil 2.4). Bu elektron aktarim yollari, elektriksel goc
(migrasyon), diflizyon ve karistirma (konveksiyon) olarak adlandirilir. Elektrokimyasal
hiicredeki katot ile anot arasindaki potansiyel farki elektriksel bir alan olusturur. Iyonlar
bu alanin etkisiyle ters yiiklii elektrotlara dogru hareket etme egilimi igine girerler ve
boylece elektriksel gé¢ ad1 verilen bir olayla madde aktarimi olur. Iyonlarin elektriksel
alandaki hareket hizlari, iyon yiikiine, biiyiikliigline ve g¢alisilan ortamdaki yonlenme
bi¢imine baglidir. Deneysel kosullara bagli olarak bu olaylardan birisi veya birkaci kiitle
aktarimina katkida bulunabilir. Hiicredeki elektrotta tiiketilen elektroaktif maddenin ara
yiizeyde azalan derisimini arttirmak iizere, ¢ozeltiden madde aktarimi olay1 difiizyon
adin alir. Difiizyonla kiitle aktarimin hizi, ara ylizeyle ¢6zeltinin i¢ kesimleri arasindaki
derisim farkina ve elektroaktif madde ile ¢oziiciiniin tiirlerine baglidir. Her maddeye
0zgl difiizyon hizin1 belirten bir difiizyon katsayisi (D), vardir. Cozeltinin karigtirildigi

durumlarda elektrot ara yiizeyine konveksiyon yolu ile de madde aktarilir.
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Sekil 2.4 Elektrot lizerinde kiitle aktarimi1 gosterimi

Voltametrik yontemler, elektrokimyasal hiicreye zamana bagli degistirilebilen
potansiyellerde uyarma sinyalleri uygulandiginda, elde edilen karakteristik akim
cevaplar1 ve uyarma sinyallerinin dalga sekillerine bagli olarak; polarografi, diferansiyel
puls voltametri, kare dalga voltametri ve doniisiimlii voltametri gibi ¢esitli yontemlere
ayrilir. Bu tez calismasinda kullanilan ¢esitli voltametrik yontemler asagida kisaca

anlatilmaktadir.

2.3.1.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Dontisiimlii voltametri yontemi elektrokimyasal yontemler icinde en yaygin olarak
kullanilan yontemdir. Bu ydntemde potansiyel, zamanla dogrusal olarak degistirilir.
Potansiyelin zaman ile degismesi tarama hizi olarak adlandirilir. Doniisiimlii voltametri,
cozeltide ve c¢ozelti-elektrot ara ylizeyinde elektroaktif tiirlerin incelenmesi agisindan en
uygun yontemdir. DV, redoks tepkimelerin mekanizmalarini incelemek ve bilesiklerin
redoks 6zelliklerini karakterize etmek icin kullanilir. Elektrot tepkimelerinin doniisiimlii
olup olmadiklarini ve elektrot yiizeyinde olusabilecek adsorpsiyon tepkimelerin tiiriini

acgiklamak i¢in kullanilan bir tekniktir.
Dontistimlii voltametri tekniginde tarama hiz1 degistirilerek pik yiiksekliklerinin tarama

hiz1 ile degisiminden adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarim sayisina eslik eden

kimyasal reaksiyon olaylarinin var olup olmadig1 hakkinda bilgiler edinilir.
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Dontistimlii voltametride ileri yonde tarama yapilirken madde indirgendi ise, bir katodik
pik (Epk); geri yondeki potansiyel taramasinda bu indirgenmis maddenin elektrotta

tekrar yiikseltgenmesinden dolay1 bir anodik pik (E,") gézlenebilir.

Calisma elektroduna ileri ve geri yonde potansiyel taramasi uygulandiginda elde edilen
akim potansiyel egrisi bir doniisiimdiir. Doniisiimlii voltametride potansiyel- zaman

iliskisi ve elde edilen voltamogram grafigi sekil 2.5’te verilmistir.

O —=R

E sutmbik,

Potanzirel
=
-

o

Smodd:

Faiman Foransirel

Sekil 2.5.a.Doniistimlii voltametride elektroda uygulanan gerilim, b.Elde edilen akim

gerilim egrisi

Dontisiimlii voltametri verileri ile bir elektrot tepkimesinin tersinirlik testi yapilabilir.
Elektrot yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal tepkimeler elektrot yilizeyinde
davraniglarina gore tersinir, tersinmez ya da yari tersinir olarak adlandirilirlar (Sekil

2.6). Bunlar agiklanacak olursa;
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Sekil 2.6 Calisma elektroduna uygulanan gerilim sonunda elde edilen dontisiimlii,
doniisiimsiiz ve yari-doniisiimlii voltamogrami

Tersinir reaksiyonlar

Elektrot reaksiyonu,

O+ne=R

seklinde ise ve baslangicta c¢ozeltide yalniz O maddesi bulunuyor, ayrica elektron
aktarimi disinda herhangi bir kimyasal reaksiyon bulunmuyor ve elektrot yiizeyinde
adsorpsiyon olay1r meydana gelmiyor ise i — E grafigi pik seklinde gozlenir ve tarama
hiz1 arttikca pik yiiksekligi artar. Dontlistimli voltametride akimin maksimum oldugu

noktadaki pik potansiyeli Ep olarak adlandirilir.

Potansiyel taramasi geriye dogru yapildig1 zaman tarama hizli ise elektrot ylizeyinde
yeteri kadar R bulunacagindan Eo degerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde R
yiikseltgenmeye baglayacaktir. Bu nedenle ters taramada anodik pik olusacaktir. Ters
tarama esnasinda Eo degerine kadar O indirgenmeye yani R olusmaya devam edecektir.
Ters taramada potansiyel pozitiflestikce Nernst esitligine gore R yiizey konsantrasyonu
azalacak ve yeteri kadar pozitif degerlerde sifira gidecektir. Ancak deney sirasinda
yiizeyde olusan R, cozeltiye dogru difiizleneceginden ters tarama akimi katodik

akimdan biraz daha diisiik olacaktir.
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Tersinir O + ne = R reaksiyonunun CV voltamogrami sekil 2.7’de verilmistir

Sekil 2.7 Tersinir bir elektrot reaksiyonun doniisiimlii voltamogrami

Tersinir bir pik i¢in pik akimi (25 °C), Randles-Sevcik esitligiyle verilir (Esitlik 2.1).

ipen= (2,69%10%) n*? 4CD"* V' 2.1)

Bu esitlikteki terimlerin anlami asagidaki gibidir.

Ip :pik akimi, amper

D : O tiirliniin diflizyon katsayisi, cm2/ s

v : Tarama hiz1, V /s

C : O tlirlinlin ana ¢6zelti konsantrasyonu, mol / cm?
n : aktarilan elektron sayisi

Doniisiimlii voltametri (DV) teknigi ile sistemin tersinirlik testi yapilabilir. Eger ip-Vl/ 2
dogrusalsa ve orjinden geciyorsa sistem tersinirdir. Bunun i¢in sistemin bazi kriterlere
uymasi gerekmektedir ( Greef vd. 1990 ). Bu kriterler sunlardir:

1. ip - v'"* grafigi dogrusal olmaldur.

2. Epx— Ep,=59/n mV veya Ep — Ep/2 = 57/n mV olmalidir.

3. Ep, tarama hiz1 ile degismemelidir.
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4. 1ip, / ipx = 1 olmal1 ve bu oran tarama hiz1 ile degismemelidir.

5. Ep’ten daha negatif potansiyellerde akim, t"'? ile orantili olmaldur.
Tersinmez reaksiyonlar

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeteri kadar biiyiik olmadigindan elektrot

yiizeyinde Nernst esitligi gecerli degildir. Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok diisiik
ise, elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan daha yiiksektir ve sistem tersinir gibi
gozlenebilir. Tarama hiz1 arttikga kiitle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile aym
seviyeye gelir. Bu durum tarama hizi arttik¢a anodik ve katodik pik potansiyellerinin
birbirinden uzaklagsmasi ile belli olur (Sekil 2.8). Tersinmez elektron aktarim
reaksiyonlarinda standart hiz sabiti tersinir reaksiyonlardakine gore daha kiigiiktiir.
Tamamen tersinmez sistemlerde anodik pik gozlenmez. Anodik pik goézlenmeyisi her
zaman sistemin tersinmez oldugunu ispatlamaz. Elektron aktarim basamagini takip eden
cok hizli kimyasal bir reaksiyon varliginda yani olusan {iriin, hizl1 bir sekilde baska bir

maddeye doniistiigiinde de anodik pik gézlenmeyebilir.
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Sekil 2.8 Tersinmez bir elektrot reaksiyonunda DV’de tarama hiz1 artisi ile anodik
ve katodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklagmasi

Kisacasi, dontistimlii voltametri ile tersinmez bir reaksiyonun taninma kriterleri (Greef
vd.1990).

1. Anodik pik gézlenmez.

2. 1p*, tarama hizinin karekokii ile dogru orantili olarak degisir.

3. Epkaymasi tarama hizindaki 10 kat artmada 30/acnq kadardir.
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4. |[Ep— Epn| = 48/(0cna) mV’dur.
Yari-tersinir reaksiyonlar
Yan tersinir reaksiyonlarda akim, difiizyon hizi ve elektron aktarim hizi ile kontrol

edilir. Tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez durumlar i¢in akim- tarama hizinin karekdkiine

kars1 grafige gecirilirse sekil 2.9’daki gibi bir grafik elde edilir.

¢ ‘s
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-
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Sekil 2.9 Doniistimlii voltametride pik akiminin tarama hizinin karekokii ile degisimi

Sekilden tarama hizindaki artis ile sistemin tersinir durumdan tersinmez duruma gegisi
goriilmektedir.

Doniisiimlii voltametride bir reaksiyonun yari tersinirlik kriterleri ( Greef vd. 1990 );
1. ip, v'*ile artar ancak dogrusal degildir.

2. Ep*, tarama hizi ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif
degerlere kayma yoniindedir.

3. 1p*/ 1p*=1 olmalidir. (a. = 0,5 ise)

4. Ep*— Ep* fark: diigiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagsmalidir.
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CV teknigi ile elektron mekanizmasinin belirlenmesi
EC mekanizmasi

EC mekanizmasinda, elektrokimyasal basamagi bir kimyasal basamak takip etmektedir.

EC mekanizmasi sematik olarak sdyle gosterilir.

O +ne Ko » R (E)

k¢

R - Y ©

Elektrokimyasal reaksiyonun hiz sabiti, heterojen hiz sabiti adini alir ve kpe ile,
kimyasal reaksiyonun hiz sabiti ise k¢ ile gosterilir. EC mekanizmasina gore tarama
hizindaki artma ile katodik pik akimi artar ve pik potansiyeli negatife kayar. Yukaridaki
mekanizmaya gore ylriiyen bir sistemde R tiirii, takip eden kimyasal reaksiyonun
hizindan etkilenmektedir. Eger kimyasal reaksiyon hizli ve tarama hiz1 diisiik ise, R tiirii
hizl1 bir sekilde elektrot yiizeyinde kimyasal reaksiyon ile tiikketilmekte ve bu nedenle

anodik pik gozlenmemektedir. E basamaginin tersinir oldugu durumlarda C
basamaginin hiz sabiti biiylik ise anodik pik yine gézlenmez. Fakat hiz sabiti kiigiik ise

anodik pik gozlenir. Tarama hiz1 arttirildiginda ise anodik pik ortaya ¢cikmaktadir.

EC mekanizmasi i¢in testler asagidaki gibidir (Greef vd. 1990):

1) |ipa/ ipk| < 1°dir. Ancak v arttik¢a bu deger 1°e yaklagmalidir.

2) ipk/ vi2 oran1 v artik¢a ¢ok az da olsa azalmalidir.

3) Epk, tersinir durumdakinden daha pozitif olmalidir.

4) Artan v ile Epk negatif bolgeye kayar ve saf kinetik bolge i¢in v’deki 10 kat artig

30/n mV kaymaya neden olmalidir.
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CE mekanizmasi

Bir elektrot reaksiyonunda elektrot aktarim basamagindan once elektroaktif maddenin
olusmasma yol acan kimyasal reaksiyonun bulunmasi CE mekanizmasi olarak

adlandirilir ve reaksiyonu asagidaki gibidir.

I ©

O + ne Kpet » R (E)

Bu esitliklerde A, elektroaktif olmayan bir maddeyi ifade etmektedir. Bu maddenin

elektrot yiizeyinde ne indirgendigi ne de yiikseltgendigi kabul edilir. Elektroaktif tiir O
maddesidir. O ile gosterilen elektroaktif tiiriin, indirgenmesi ile konsantrasyonu azalir
ve kimyasal reaksiyon saga dogru kayar. Boyle bir mekanizmada C basamaginin hizi

cok yavas ve E basamagi tersinir ise DV de pik gézlenmez.

CE mekanizmasi kriterleri:

1) Tarama hizindaki artis Ep’yi anodik yone kaydirir.

2) Tarama hizindaki artis ile ip*/ v*?oran1 azalir.

3) 1p*/ ip* oran1 her zaman 1’e esit veya birden biiyiiktiir ve tarama hizindaki artis ile artar

( Greef vd. 1990 ).

ECrutaiiic mekanizmast

Katalitik mekanizma, EC mekanizmasinin 6zel bir halidir. Bu mekanizmada reaktif

indirgendikten sonra bir kimyasal reaksiyonla tekrar olusur.

O + ne Kpet - R

(E)
Ke (©)

22



Katalitik mekanizma igin test kriterleri sunlardir ( Greef vd. 1990 )

1. [ip*/ v**| orani, v arttik¢a azalmalidir.

2. 1p, diisiik tarama hizlarinda sinir degere ulasabilir.

3. ip* degeri Randles — Sevcik esitliginden beklenenden daha biiyiik olmalidir.

4. |ip*/ 1p < 1 olmalidur.

ECE mekanizmasi

ECE  mekanizmasinda  birinci  basamakta  bir  elektrokimyasal  basamak

gerceklesmektedir. Bu basamagi bir kimyasal basamak takip eder. Sonra ikinci bir

elektron aktarim basamagi tekrar meydana gelir.

O+nle —»R (E)
R—A ©
A+n2¢ — B (E)

ECE mekanizmasina gore ylriiyen bir elektrot reaksiyonu asagidaki kriterlere uymalidir
( Greef'vd. 1990 ).
1) [ip/ v'?| degeri tarama hizi1 ile degisir. Ancak yiiksek ve diisiik tarama hizlarinda

limit degere ulasir ve |ip*/ v*?| (diislik v) > [ip*/ v'?| (yiiksek v)’dir.

2) ip*/ ip* oran1 artan tarama hizi ile artar ve yliksek tarama hizlarinda 1’e yaklagir.

2.3.1.2 Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Diferansiyel puls teknikleri bircok elektroaktif tiiriin eser miktarlariin tayininde
siklikla kullanilmaktadir. En ¢ok tercih edilen puls teknigi diferansiyel puls
polarografisi veya voltametrisi olup, bu teknikte yavasca yiikselen bir dogru akim (DA)
sinyali lizerine yiikseklikleri sabit voltaj pulslarinin binistirilmesi ile olusan uyarict
sinyal kullanilmaktadir. Akim, pulstan 6nce ve pulsun sonuna dogru iki kere Sl¢iilerek

bunlarin farki sinyal olarak kaydedilmektedir. Her bir analite ait yar1 dalga potansiyeli;

Ep=E;p—AE2
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esitliginden hesaplanabilir. Burada, AE, puls genligidir.

Voltamogramlardaki pik akimlarinin yiiksekligi, analit derisimi ile orantilidir.

o nFACDY? [1—0J

p I ¢ l+o
Diferansiyel puls tekniginin avantaji, akimm Orneklendigi noktada kapasitif akimin
minimum olmasidir. Bu nedenle sinyal/giiriiltii orani iyilestirilmis olup, 10°®-107

tayinlerine imkan vermektedir.

Diferansiyel puls polarografisinde uygulanan potansiyel ve elde edilen pik sekil 2.10°da

gosterilmistir.
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Sekil 2.10.a.DPV’de uygulanan potansiyelin zaman ile degisimi, b.DPV’de akim
potansiyel egrisi. c.DA’da akim-potansiyel egrisi

2.3.1.3 Kare dalga voltametri (KDV)

Kare dalga voltametrisi, diferansiyel pulstan daha sik tercih edilen elektroanalitik
yontemdir. Kisaca SWV olarak gosterilir ve ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel,
biiyiik genislikli bir diferansiyel teknik olmasini saglayan simetrik kare dalgalar
seklindedir. Basamaklarin st iiste binistirildigi simetrik bir kare dalganin

birlestirilmesiyle olusan bir dalga seklidir. Her bir kare dalga dongiisii boyunca, akim
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iki kez ol¢iiltir. Birincisi, ileri yondeki pulsun sonunda (z1) ikincisi ise geri yondeki
pulsun sonundadir (#2). Bu iki akim arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde kare dalga voltamogrami elde edilir (Sekil
2.11). Ileri puls icin dlgiilen akim i;, geri puls i¢in dl¢iilen akim i, olmak iizere her bir
kare dalganin net akim1 Ai = 1; — i, ye esittir ve ileri fark akimi olarak adlandirilir.

potansiyel

A

<4 P Al=i1-i2

Zaman

Sekil 2.11 Kare dalga voltamogrami

2.3.1.4 Bulk elektroliz (sabit potansiyelli kulometri)

Calisma elektrodunun potansiyelinin sabit tutulup c¢ozeltideki yiikseltgenmis Yk
tiiriiniin, elektrot yiizeyinde tamamen indirgenerek Ind tiiriine doniistiigii ve elektroliz
stiresince, Yk tiiriiniin derisiminin zamanla azalip sifira yaklastig1 elektrolizdir (Izutsu
2002). Diger yontemlerdekinin aksine calisilan elektrodun yiizey alaninin oldukga
bliylik oldugu bir yontemdir. Bir saat veya daha fazla zaman alabilir ve bu siire
sonunda, elektroaktif tiirlin derisiminin baslangi¢ derisiminin %1 ’ine ulastiginda
elektrolizin tamamlandig1 kabul edilir. Bulk elektroliz, yiizey alaninin ¢dzelti hacmine
oraninin oldukca biiyiik oldugu, yiiksek akimlar ve uzun zaman skalasiyla karakterize
edilen (Bard ve Faulkner 2001) ve deney sonunda devreden gecgen toplam ylik miktarini
vererek elektrot reaksiyonunda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasinda kullanilan

yontemdir.
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2.3.1.5 Siyirma Voltametrisi

Cevre ve klinik 6rneklerdeki eser miktardaki elementlerin tayin etmek icin gelistirilmis
yontemdir. Styirma voltametrisi tiim elektroanalitik teknikler arasinda tayin sinir1 en iyi
olan tekniktir. Analiz iki adimdan olusur. Birinci adimda analit potansiyel kontrollii
elektroliz ile elektrot yiizeyinde toplanir, ikinci adimda ise analit elektrot yilizeyinde

uygun bir potansiyel taramasi ile siyrilir. Styirma tekniginin sematik gdsterimi agsagida
verilmistir (Sekil 2.12)

Buhasamakia madde hir kimyasal reaksiyonla veya
Biriktirme Potansiveli fiziksel adsorpsiyonla elektrot yiizeyinde hiriktirilir.
/ (Biriktirme Basamagy)

Buhasamak s1yirma hasamagudir. Bu
hasamakta, elekirot yiizeyinde hiriktirilmis
/ madde hir potansiyel tavamas ile elekirot
yiizeyinden spyrilarak tekrar ciizeltiye
kazandirihr, Bu basamakia istenilen hir
voltametrik teknik kullamlahilir

Potansivel, V

Zaman

Sekil 2.12 Siyirma tekniklerinde potansiyel-zaman profili ve akim potansiyel egrileri

[lk asamada eser diizeydeki tiirler, uygun bir potansiyel altinda elektrot yiizeyinde
Onderistirilir. Ardindan potansiyelin anodik veya katodik yonde taranmasi sonucu
ylizeyde deristirilen maddeye iliskin akim-potansiyel egrilerinden gidilerek analiz
gergeklestirilir. Onderistirmenin niteli§i ve siyirma asamasinda potansiyelin taranma

yoniine gore bu teknik farkli adlar alir (Sekil 2.13).
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Katodik tarama

i Anodik tarama

& .

2 Yiikseligenme hdﬂgme

5 reaksivonlarmmn reaksiyonlarmm
§ incelenmesi incelenmesi

taramanin voni

Sekil 2.13 Siyirma teknigi

Siyirma yontemleri bir¢ok voltametrik yontem ile kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok
diferansiyel puls anodik siyirma voltametrisi kullanilmaktadir. Bu yontem ile
olusturulan daha dar pikler karigimlarin analizinde biiylik kolaylik saglar. Kare dalga
anodik styirma voltametrisi diferansiyel puls anodik siyirma voltametrisine gore daha

hizli ve daha duyarhdir.

Siyirma  yontemleri anodik sityirma, katodik siyirma, adsorptif siyirma ve
potansiyometrik siyirma olarak dort sekilde uygulanabilir. Bunlardan ilk gl
voltametrik yontem iken potansiyometrik siyirma adindan da anlasilacagi gibi

voltametrik degildir.

Anodik siyirma voltametrisi

En yaygin kullanim alani bulan bu teknikte, ¢ozeltideki metal iyonlarmin bir kesimi
yeterince negatif potansiyel altinda elektrot ylizeyinde metalik olarak Onderistirilir ve
ardindan potansiyel anodik (+) akim degisimi izlenir. Bir baska deyisle metalik halde

elektrot ylizeyinde toplanan maddenin yiizeyden anodik ¢oziinmesi s6z konusudur.
Siyirma analizi ile elde edilen belirtme siirinin ¢ok diisiik olmasi onderistirme bir

baska deyisle biriktirme asamasinda Onelektrolizle zenginlestirme olayma baghdir.

Onelektroliz olayr dnderistirme tekniklerinden farkli olarak ¢dzelti ortamindaki tiiriin
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yiizde birinden az bir kesiminin yiizeyde toplanmasini éngoriir. Onderistirme isleminin
yiriitildigl biriktirme asamasinda genellikle karistirilan ¢ozeltilerde ve belli bir
potansiyel altinda calisilir. Bu asamada kullanilacak elektrodun yiizeyi; saptanacak

tiirlin kiigiik bir hacimde toplanip, deristirilebilmesi i¢in olabildigince kiigiik olmalidir.
Katodik syywrma voltametrisi

Siyirma yontemi ile analiz, metal iyonlarindan bagka elektrot yiizeyinde ¢oziinmeyen
bir katyon olusturan Orneklere de uygulanabilir. Potansiyel tarama yoniine katodik
styirma adin1 alan bu yontemde once elektrot olarak kullanilan metalik civa ya da
glimiisiin yiikseltgenmesi, ardindan halojeniirler, molibdat ve tungstat iyonlarinin ve
tiyol grubu igeren organik molekiillerin ¢oziiniirliigii az olan bir tuzu bi¢iminde yilizeyde
toplanmasi saglanir. Daha sonra potansiyel negatif yonde taranarak, az ¢oziinen tuzun
bilesimindeki metal iyonunun indirgenmesine iliskin akim gegisi izlenir. Asagida bu

asamalara iliskin tepkimeler verilmistir.

Biriktirme asamasi:

XM +yA™" ———= MA, +ne’

S 1Iyirma asamasi;

MAy +ne” ————— xM + yA-n

M: Hg , Ag gibi metaller, A": S™, CI', Br", CN, organik SH bilesikleri olabilir.

Adsorptif styyirma voltametrisi

Adsorptif styirma voltametrisi anodik ve katodik styirma yontemlerine benzemektedir.
Ancak elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyine birikmesi elektrolitik olarak degil fiziksel
adsorpsiyon ile meydana gelmektedir. Analit biriktirildikten sonra bir Voltametrik

yontem ile analiz tamamlanir. Adsorptif siyirma voltametrisi organik ve anorganik
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maddelerin ¢ok diisiik derisimlerinin tayininde kullanilir. Genellikle elektroaktif tiir
dimetilglioksim ve bipiridin gibi yiizey-aktif komplekslestiricilerle kompleksleri haline
dontstiiriliir. Adsorpsif siyirma voltametrisinde ligandlarin metal kapasitelerine gore
iki veya ii¢ metal belirlenebilir. Asagidaki sekilde adsorptif styirmanin sematik sekli
gosterilmektedir (Sekil 2.14).

) Birklirme Snywrma
_ \
i H" - I'.'Il. - Iu!._ I
E S
‘E !'1'::_.1 =5 ML Nads | .-_-"'H"-:d. }JE_.‘ 4 [BE =b
S Eab- — + N\ M*™ 4+ ol
(+) 1

Hiieiictirerie Zaman

Sekil 2.14 Adsorptif styirma voltametrisinin gematik gosterimi

Adsorptif toplamanin iki ustiinliigii vardir. Birincisi metalin herhangi bir degerliginin
toplanabilir olmasidir. Ikincisi ise analitin elektrot yiizeyinde monomolekiiler olarak
toplanabilmesidir. Bu nedenle indirgeme akimi etkin tiirlerin diflizyonundan

bagimsizdir. Cok hizli tarama teknikleri uygulanabilmektedir.

2.3.1.6 Kronoamperometri (KA)

Bu teknik, c¢ozeltiye daldirilmis olan calisma elektrodu potansiyelinin ani olarak
degistirilmesi ile durgun ortamda akim—zaman iliskisinin gozlenmesine dayanir.
Baslangicta ¢ozeltide O maddesinin oldugu ve O + ne — R reaksiyonunun gergeklestigi
durumda, oncelikle ¢calisma elektroduna herhangi bir redoks reaksiyonunun olmadigi E1
potansiyeli uygulanir. Sonra aniden elektrodun potansiyeli E2’ye degistirilir. DV
voltamograminin pik potansiyelinin 6tesinde bir potansiyelde E2 potansiyeli segilir.

Potansiyel E2 de sabit tutulur. Bu potansiyelde olusan akimin zamanla degisimine
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bakilir (Sekil 2.15). Potansiyel- zaman grafigi de (Sekil 2.16) asagida verilmistir.

Olugan akim Cottrell esitligi ile verilir.

E(V] —
|_.'l-'|

E,

Sekil 2.15 Kronoamperometride potansiyel-zaman iliskisi

7}

Sekil 2.16 Kronoamperometride akim-zaman iliskisi

[— 11FI_)1"; 2C,
Tcl..-" 2t1f 2

172

Cottrell esitliginden de goriildiigii gibi akim t'? ile dogru orantili olarak degisir. /

degerleri t'"*’ye kars1 grafige gecirildiginde orijinden gegen bir dogru elde edilir.

Kronoamperometri teknigi kullanarak; Bir maddenin diflizyon katsayis1 bulunabilir,

. Elektron aktarim reaksiyonunu hiz sabiti hesaplanabilir,

. Elektrotta bir adsorpsiyon meydana gelip gelmedigi belirlenebilir,

. Elektrot reaksiyonunun mekanizmasi belirlenebilir,

o Elektron aktarim basamagina eslik eden bir kimyasal reaksiyonun hiz sabiti
bulunabilir.
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2.3.1.7 Kronokulometri (KK)

Kronokulometri tekniginde kronoamperometrideki akim — zaman iliskisi yerine yiik —
zaman iliskisi incelenir. Deney siiresince olusan akim zamana karsi1 grafige gecirilir.
Matematiksel metotla bu grafigin integralinin alinmasi sonucunda toplam yiik bulunur.

Toplam yiik ile zaman arasindaki iligki asagidaki esitlikte verilmistir.

2nFAD, ! 2C, t!/?

7_[1 /2

Q(t) =

Q-t"? grafiginin egiminden elektrot reaksiyonunda aktarilan elektron sayisi ve difiizyon

katsayis1 hesaplanabilir. Sekil 2.17°de kronokulometride yilik-zaman iliskisi verilmistir.

e}

Sekil 2.17 Kronokulometride yiik-zaman grafigi

Elektrot {lizerine iletken madde adsorplanmissa, elektrot yiizeyine adsorbe olmus madde
ve ¢ift tabakada biriken yiikleri de goz Oniine almak gerekir. Bu durumda esitlik

asagidaki gibi olur.

2nFAD"*C t"?
o) = pE +Q,, +nFAT
Bu esitlikte;
o) : Difiizyonla elektrot yiizeyine ulagtiktan sonra indirgenen maddenin yiik
miktari,
Oy : Cift tabakada biriken yiik miktar1, C

31



nFAT : Adsorbe olan X maddesinin indirgenmesi sonucunda olusan Coloumb
cinsinden ylik miktar1

: Aktarilan elektron sayisi, e/mol

: Faraday sabiti, C/mol

: Elektrodun yiizey alami, cm®

: Ana ¢Ozeltideki X maddesinin derisimi

: X maddesinin difiizyon katsayisi, cm?/s

= g O » T =

: Elektrot yiizeyine adsorbe olmus X maddesinin mol/cm? birimli

derigimi
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Onemli ila¢ simifindan olan Valsartan’in elektrokimyas1 ile ilgili calismalar
bulunmaktadir. Ancak adsorptif anodik siyirma yontemleriyle tayini konusunda
herhangi bir bulguya rastlanmamistir. Ayrica, Valsartan’in biyolojik sivilardaki miktar
tayininin yapilmasi ¢cok dnem arz etmektedir. Farmakokinetik caligmalarini desteklemek
icin yeterince hizli ve uygun analitik yontemlere ihtiya¢ vardir. Literatiirlerde
valsartanin tayini ile ilgili bazi1 yontemler; HPLC, sivi kromatografisi olarak

bulunmaktadir. Valsartan ile ilgili ¢alismalar kisaca asagida 6zetlenmistir.

Demiralay vd. (2010) calismalarinda, anjiotensin reseptdr antagonistil(ARA II) olan;
irbesartan, losartan, valsartan ve telmisartanin yliksek performansli sivi kromatografisi
kullanilarak (HPLC) bunlarin alikonma faktorlerinin davranislar; hareketli fazin
polaritesinin etkisi ve farkli pH’lardaki hareketli fazlarin etkileri arastirilmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril-su karigimi kullanilmistir. Hareketli faz i¢in %50 ile %60
arasinda degisen oranlardan yararlanilarak ayrimlar yapilmistir. Bu amagla HPLC
analizi; 20pL numune girisli, C;s kolon(150mmx4.6mm, Sum), diyot dedektor
kullanilmistir. Analiz 30°C’de gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda en iyi ayirmanin
pH=4’de ve 7 dakikada oldugu belirlenmistir. Anjiotensin reseptdr antagonistlerin
alikonma faktorleri, teorik tabaka sayisi ve segicilik katsayisi gibi parametreler
hesaplanmistir. Alikonma faktorleri telmisartan, losartan, irbesartan ve valsartan igin
sirastyla; 1,12; 1,43; 1,67; 2,72 olarak bulunmustur. Buradan anlasilacagi gibi ARA
II’lerin birlikte ayrilmast miimkiin olmaktadir. Gelistirilen metot ilag aktif bilesiklerin

ayni anda ayrilmasinda ve ticari ilaglarin tayininde basarili bir sekilde uygulanmistir.

Brunetto vd (2009) calismalarinda, yiiksek performansli sivi kromatografisitHPLC)
metodu ile insan idrarindaki valsartan, losartan ve telmisartanin nicel tayinini
gelistirmiglerdir. Analiz i¢in 6nce idrar numuneleri hareketli faz(1:4, v/v) ekstrakte
edildi. Analitler kati-faz ekstraksiyonu kullanilarak girisim yapan bilesikler ayrildi
(ekstraksiyona hareketli faz: C;g alkil-diol 25um i¢ ¢apli kolonda pH 3.8 de Smmol/L™
fosfat tamponu iginde %?2’lik metanol varliginda gerceklestirildi) ve bu karigimdan

20pL alinip direkt olarak HPLC sistemine enjekte edildi. Analitler 259 nm ve 399 nm
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dalga boyunda floresans dedektor ile SmM fosfat tamponu (pH 3.8)-asetonitril-metanol
(65:20:15, v/v/v) hareketli fazli, dakikada 3ml akis hizina sahip olacak sekilde HPLC
sistemine enjekte edildi. Losartan, telmisartan ve valsartanin ayirimi Chromolith RP-
18¢ monolitik kolonda gerceklestirildi. Analiz sonucunda losartan, valsartan ve
telmisartanin alikonma zamanlar sirasiyla 5.2 dak, 5.8 dak, ve 7.3 dak’dir. Giin i¢i ve
giinler aras1 kabul edilir sonucglar elde edildi, giin i¢i ¢aligmalarda katsayr degisimi
%3.7°den kiiciik; glinler arasi ise katsay1r degisimi %3.5’den kiigiiktiir. Tahmin edilen
kalibrasyon araligi iyi bir tayin katsayis1 (>0.9981) ile 0.001-2.5ug/ml’dir. 5:1
sinyal:giiriiltii oraninda Losartan, telmisartan ve valsartanin tayin sinir1 sirastyla 0.002,
0.0002 ve 0.001 pg/mL’dir. Onerilen metot 8 dakikada insan idrarindaki anjiotensin II
antagonisti olan losartan, valsartan ve telmisartanin ayni anda tayin edilebilecegini

gosterdi.

Bayir vd. (2008) ¢alismalarinda, Valsartan ve hidroklorotiazit’in ayn1 anda analizi i¢in
bir ultra performanslh sivi kromatografisi yontemi ile incelenmistir. Bu yontemde; bir
ters-faz kolonu (Acquity UPLC BEH Cjg, 2.1x50 mm 1.7 um) 0,4 ml/dk akis hizindaki
asetonitril NaH,PO, tampon (pH:2,5) gradient karisimindan olusan bir hareketli faz ile
280 nm dalga boyunda iki bilesigin ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Kromatografik ayirim
25°C’de yapilmistir.  Gelistirilen yontem kisa bir siire icerisinde valsartan-
hidroklorotiazitin 1iyi bir sekilde ayrilmasimi saglamistir. Bu sartlar kullanilarak,
valsartan icin 2,266 dk; hidroklorotiazit i¢in 1,084 dk alikonma zamani elde edilmistir.
Gelistirilen yontemin gegerliligini ve uygulanabilirligini gostermek i¢in geri kazanim
calismast yapilmistir. Geri kazanimda sonuclar yaklasik olarak %99,4-%101,59
arasinda ¢ikmistir. Gelistirilen ultra performans sivi kromatografisi ¢aligmasi,
hammaddede ve farmasdtik formiilasyonlarda valsartan ve hidroklorotiazitin ayni anda

tayini i¢in gelistirilmis olan yontem hizli, basit, yliksek kesinlik ve dogruluktadir.

Jinlong Yan vd. (2008) calismalarinda, valsartanin civa film elektrotta (MFE),
elektrokimyasal davranisin1 ve kapsiil i¢gindeki tayinini; doniistimlii, dogrusal tarama,
diferansiyel puls ve kare dalga voltametri ile incelenmistir. Bu ¢alismalarinda HOAc-
NaOAc, KH2P0O4-K2HPO4 ve B-R gibi degisik tampon ¢ozeltiler kullanilmig. Ama en
iyl sinyalin gozlendigi B-R destek elektrolit ¢ozeltisi ile pH 7,0’da gerceklestigi
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goriilmiistiir. Karsit elektrot olarak platin tel, referans elektrot olarak da doymus
kalomel elektrot (SCE) kullanilmistir. Diferansiyel puls adsorptif siyirmaya gore
optimum cihaz sartlari; biriktirme potansiyeli 0.1 V, 50 mV puls genligi, 4 mV
potansiyel artig, puls periyodu 0.2 s ve 0.05 puls genisligi. Kare dalga adsorptif styirma
icin deneysel sartlar: 25 mV puls genligi, 4 mV potansiyel artis, biriktirme potansiyeli
0.1 V, ve 25 Hz frekans seklinde belirlenmistir. Doniisiimlii voltametri ile pH 7,0 de 30
sn’lik biriktirme zamani ile en iyi indirgenme pikinin 0.3 V’da bir katodik pik oldugunu
ve anodik pike gozlenmedigini ve tersinmez bir reaksiyon oldugunu gostermistir. ilk
taramadan sonraki akimin daha sonraki diger taramadaki akimlara gore yiiksek oldugu
yani ayni derisimlerde ve ayni tarama hizinda art arda yapilan ilk taramaya gore akimin
azaldigim1 buda valsartanin civa film elektrotta elektrokimyasal davraniginin
adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermistir. Diferansiyel puls ve kare dalga voltametri
icin dogrusal calisma araligi 6x10™® ile 4x10° araliginda oldugu tespit edilmistir.
Onerilen bu metotla ydntemin dogrulugu igin ticari valsartan(kapsiil i¢indeki) geri
kazanim calismalar1 yapilmis ve yaklasik olarak %100,5°1ik bir geri kazanim degeri elde

edilmistir. Ancak biyolojik numunelere uygulanmamastir.

Koseki vd. (2007) calismalarinda, s1vi kromatografisi-kiitle spektroskopisi(LC-MS/MS)
ile insan plazmasindaki valsartanin nicel tayini i¢in bir metot gelistirdiler. Bunun i¢in
yiiksek performansli sivi kromatografik i¢in Cg tipi 2.1 mm x 50 mm, 3.5 um kolon,
hareketli faz olarak %0.1 trifloroasetik asit/metanol/asetonitril (45/30/25, v/v/v), akis
hiz1 0.2 ml/dak ve 50°C kolon sicakligidir ve analiz izokratik yontemle gergeklestirildi.
Kiitle spektroskopisi i¢in bir elektrosprey iyonlastirict bir arayiizlii donanimlt TSQ700
ticlii dortkutuplu cihaz kullanildi. Insan plazmasindaki valsartan kat1 faz ekstraksiyonu
ile ekstrakte edildi ve plazma bilesiminde herhangi bir girisim yapan madde olmadan
Analit i¢in kalibrasyon araligi: 2-2000 ng/ml olarak tespit edildi. Metot basarili bir
sekilde valsartanin klinik c¢alismalarinda ve Farmakokinetik uygulamasi i¢in plazma
konsantrasyondaki tayini i¢in etkili bir sekilde arastirildi. Giin i¢i ve giinler arasi
kesinligi %5.7 den daha az oldugu ve yontemin dogrulugu icin geri kazanim

calismalarida %97.2 ile %105 araliginda oldugu tespit edilmistir.
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Jingkai vd. (2007), insan kanindaki valsartan(VSN) ve hidroklorotiazit’in(HCT) ayni
zamanda tayini i¢in hizli ve duyarli bir sivi kromatografisi/kiitle spektroskopisi
(LC/MS/MS) metodu gelistirilmis. Bunun i¢in asetonitril kullanilarak proteinler
¢Oktiiriildiikten sonra, analitler 1.2 mlL/dak akis oraninda, hareketli faz olarak
asetonitril-10mM amonyum asetat (60:40, v/v, pH 4.5) kullanilarak, Zorbax SB-Aq C;g
(150mm-4,6mm) tipi kolonda ayirmalar gerceklestirilmistir.  Valsartan ve
hidroklorotiazit sirasiyla 2.08 ve 1.50 dakikada, ESI kaynagi kullanilarak iyonize edilip,
ayirma islemi gergeklestirildi. Iyon gecisinde valsartan ve hidroklorotiazit i¢in sirayla;
m/z 434.2-350.2 ve m/z 295.9-268.9 kullanildi. VSN i¢in y = 0.0174x + 0.0106, =
0.9982, HCT igin; y = 0.00272x + 0.00114, = 0.9988 denklemi elde edildi. Buradan
VSN ve HCT ig¢in ¢alisma konsantrasyonu sirayla 1-900 ng/mL, 4-3600 ng/mL olarak
belirlendi. Onerilen yontem ile 80 mg valsartan igin ve 12.5 mg hidroklorotiazit igin

farmakokinetik ¢alismalar basari ile yapilmistir.

Macek vd. (2006) caligmalarinda, protein ¢oktiirme yontemi ile insan plazmasindaki
valsartanin tayini yiiksek performanshi sivi kromatografisi ile incelenmistir. Sivi
kromatografisi, ayirma i¢in oktadesilsilika (Cg) tipi kolon (50 mm x 4 mm, 5 pm
tanecikli) kullanilmis, hareketli faz olarak asetonitril ve 15 mM dihidrojen potasyum pH
2.0 (45:55, v/v) kullanilmistir. Alikonma zamani 2.8 dakikadir. Florimetrik detektorde
234/374 dalga boyuna sahiptir. Kantitatif tayin sinir1 plazmadan 0.2 ml kullanilarak 98
ng/ml olarak gozlenmistir. Bagil standart sapma ile ifade edilen giin i¢i ve giinler arasi
kesinliginin %5 den daha az oldugu ve standart hatanin %8 i gegcmedigi goriilmistiir.
Dogrusal calisma araligit y= 83.2(x1.5)x — 205(£572), korelizasyon katsayisi Po=
0.9999). Kantitatif tayin smir1 97.9ng/ml (N=6), bu konsantrasyonda sinyal/giiriilti
oran1 10:1 dir. Onerilen metot insan plazmasindaki valsartanin farmakokinetik ¢alismas1
icinde uygulanmistir. Sonug¢ olarak valsartanin insan plazmasina %96 baglandigin

gostermistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde, deney caligsmalarinda kullanilan cihazlar ve donanimlari, ila¢ etken
maddeleri ile diger kimyasal maddeler, ¢ozeltilerin hazirlanmasi, ilag tabletlerinin,

serum ve idrar numunelerinin analize hazirlanmasi hakkinda kisaca bahsedilmistir.

4.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler, temin edildikleri firma ve saflik dereceleri belirtilerek,
cizelge 4.1’de alfabetik siraya gore verilmistir. Deneylerde kullanilan valsartan

hammaddesi, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden temin edilmistir.

Cizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal maddenin adi | Formiili Saflik derecesi | Temin edildigi firma

Aliiminyum oksit Al,O5 - Merck

Asetik asit CH;COOH >9% 99,5 Merck

Asetonitril CH;CN >% 99,9 Sigma-Aldrich

Azot gazi N, > 9% 99,9 Oksan Koll. STI.

Borik asit B(OH); > 9% 99,5 Merck

Etanol CH;CH,OH % 99,8 Riedel de Haén

Fosforik asit H;PO;4 > % 85,0 Pancreac

Hidroklorik asit HCl1 >% 37,0 Pancreac

Metanol CH;0OH >9% 99,9 Riedel-de Haen

Nitrik asit HNO; > % 65,0 Merck

Sodyum hidroksit NaOH > 9% 99,0 Merck

Sodyum bikarbonat NaHCOs3 %99,5-100,5 | Sigma-Aldrich

Potasyum hidrojenftalat CsH5KOy4 %99,9-100,5 | Merck

Valsartan Cr4Hy9N;503 Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi

4.2 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
VSN’nin camsi karbon elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal ¢aligmalart CHI 660C
marka calisma iinitesi, BAS C3 kat1 elektrot stand1 kullanilarak yapilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Elektrokimyasal ¢alismalarda kullanilan elektrotlar, ¢caligma iinitesi ve standi

Sekil 4.1°de goriilen elektrokimyasal sistemde, voltametrik calismalar i¢in 3 mm
capinda camsi karbon g¢alisma elektrot (CKE) (BAS MF 2012); Pt tel karsit elektrot;
Ag/AgCl (CHI 111) referans elektrot kullanilmistir. Bulk elektroliz ¢alismasi i¢in BAS
MF-1056 bulk elektroliz hiicresine ait (Sekil 4.1), kafes goriiniimlii gozenekli karbon
elektrot BAS MF-2077 kullanilmistir. CKE’da Valsartan’in reaksiyon mekanizmasinda
aktarilan elektron sayisini tayin edebildigimiz yontem olan bulk elektrolizde de karsit
elektrot olarak helezon seklinde sarilmig Pt tel (BAS MW- 1033) ve Ag/AgCl referans
elektrot kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan Ag/AgCl referans elektrodu,

kullanilmadig1 zamanlarda 3,0 M KCI ¢ozeltisi igerisinde saklanmaistir.
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Calismalarda kullanilan ortamlarda, ¢6zlinmiis oksijenin, valsartanin yiikseltgenmesine
etki etmemesi i¢in oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu amagla inert bir gaz
olan azot gaz1 kullamlmistir. Ayrica inert gaz, oksijenin elektrot yiizeyinde

adsorplanmasini 6nlemek i¢in gegirilir.

Elektrokimyasal c¢aligmalar siiresince, kullanilan kimyasal maddeler 0,1 mg
duyarhiliktaki GEC AVERY ve 0,01 mg duyarlilikta Mettler Toledo marka elektronik

terazilerde tartilmistir.

Calismada kullanilan saf su Elga Purelab marka saf su cihazindan temin edilmistir. Sulu
ortamda yapilan pH o6l¢iimleri i¢in Orion kombine cam pH elektrodu (912600) ve onun
bagli oldugu Thermo Orion Model 720 A pH-iyon metre kullanilmistir. Cozeltilerin
karigtirilmasi, ¢oziinmesi ve elektrotlarin temizlenmesi i¢in Ultrasonic LC30H marka

ultrasonik banyodan yararlanilmistir.

Cams1 karbon elektrot hassas bir ylizeye sahiptir ve yiizeylerinin temiz olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle elektrot yiizeyi her dl¢glimden dnce ve sonra liretici firmadan
temin edilen temizleme pedi ve aliimina siispansiyonu kiti ile mekanik temizleme islemi
yapilmistir. Bu kit i¢inde yer alan temizleme pedi suyla islatildiktan sonra iizerine
alimina siispansiyonundan dokiilerek, elektrot yiizeyi bu temizleme pedi iizerinde
dairesel sekiz sekli yapilarak elektrot yiizeyi temizlendi. Buna ilaveten, elektrot
yiizeyinde kalabilecek kirlilikler ve siispansiyon kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in etanol

icerisinde kisa siirelerde ultrasonik banyoda sonikasyon uygulanmistir.

4.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

4.3.1 Standart VSN cozeltileri

Calismalarda kullanilan VSN, uygun miktarda tartilip etanolde ¢oziilerek, 25 mL’lik

1,0x10°M-1,0x10°M’1ik standart stok ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler

+4 °C’de saklanmistir. Calisma ¢oOzeltileri ise, bu stok c¢ozeltilerden deneysel
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calismalara uygun olacak sekilde alinip, deneysel g¢alismalarda kullanilacak olan

coziicii-destek elektrolitle seyreltilmesi ile hazirlanmaigtir.

4.3.2 Destek elektrolit ¢ozeltisi ve hazirlanisi

Ortamin iletkenligini ve elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine yalnizca diflizyonla
tasinmasini saglamak icin destek elektrolit kullanilir. Destek elektrolit bu goreve ek
olarak bazi1 uygulamalarda ortamin pH’sinm1 ayarlayan bir tampon ya da ortamda bazi
iyonlar1 komplekslestiren bir ligand gorevi gormektedir. Voltametrik tekniklerde
kullanilan destek elektrolit yeterince saf olmalidir. Eger safsizlik varsa, bunlarin
derisimi analit derisiminin % 1’ini ge¢memelidir. Ayrica destek elektrolit calisma
elektrodunun ¢alisma potansiyel araligini daraltir nitelikte olmamalidir. Baska bir
deyisle, destek elektrolit anyonu elektrodun metal iyonu ile kompleks olusturmamali,

katyonu veya ¢oziicii indirgenerek katodik bolgeyi daraltmamalidir.

Deneysel c¢alismalarda, genis bir pH aralifina sahip olan ( pH 2,0 — 12,0) Britton-
Robinson tamponu (BR) destek elektrolit kullanilmistir. Tampon ¢ozeltisi hazirlanirken
1,23 g borik asit, 1,36 mL % 85’lik fosforik asit ve 1,15 mL glasiyel asetik asit saf su ile
seyreltilerek, hacmi 0,5 L’ye tamamlanmistir. Bu tampon ¢6zeltinin pH’s1 0,10 M
NaOH ve 0,10 M HCI ¢ozeltileri kullanilarak istenilen pH degerlerine ayarlanmistir. BR

tamponu +4 °C’te saklanmistir.

4.3.3 ilac tabletlerinin analize hazirlanmasi

Farmasotik ornek olarak NOVARTIS firmasi tarafindan iiretilen Valsartan® tabletleri
kullanilmistir. Her bir ilag i¢in 10 tabletin tamamu tartilarak 1 tabletin ortalama kiitlesi
belirlendi, tartilan bu tabletlerin tamami porselen havanda iyice 6giitiiliip toz haline
getirildi, 1 tabletin kiitlesine esit miktarda tartim alinmis ve 100,0 mL’lik 6l¢iilii balona
aktarilmustir. Olgiilii balona ilk dnce yaklasik 50 ml etanol konup 30 dakika ultrasonik
banyoda ila¢ etken maddesinin ¢oziinmesi saglanmis ve hacmi etanol ile 100,0 mL’ye
tamamlanmistir. Coziinmeyen destek ve katki maddelerinin ¢okmesi i¢in bir gece +4

°C’ de buzdolabinda bekletilmistir. Cokme islemi tamamlandiktan sonra 100,0 mL’lik
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Ol¢iilii balondaki karigimin berrak kismindan belirli hacimlerde ¢ozelti alinmis ve BR

tamponu ile seyreltilerek analizlerde kullanilmaistir.

4.3.4 Serum numunelerinin analize hazirlanmasi

Serum numuneleri s6z konusu ilact kullanmayan goniillillerden alinmig ve -25°C’de
saklanmigtir. Calisma i¢in; her bir ¢alisma i¢in 1,0 mL serum numunesine belirli
miktarda ila¢ etken maddesi veya tablet c¢ozeltisi ilave edilmis ve buda iki kisma
ayrilmistir. {1k kisim iizerine serum proteinlerini ¢oktiirmek icin asetonitril ilave edilmis
ve 1500 devir/dakika hizla 15 dakika santifiiriijlenerek ¢oken proteinler ayrilmis ve
daha sonra berrak kismindan alinarak BR tamponu ile seyreltilip analizlerde
kullamlmistir.  ikinci kistm ise, serum proteinlerini ¢oktiirmeden analizlerde

kullanilmastir.

4.3.5 idrar numunelerinin analize hazirlanmasi

Idrar numuneleri séz konusu ilac1 kullanmayan saglikli bireylerden alinmistir. Her bir
calisma i¢in 1,0 mL idrar numunesine belirli miktarda standart ila¢ etken maddesi veya
tablet ¢ozeltisi eklenmis ve toplam hacim 10,0 mL olacak sekilde BR tamponu ile

seyreltilip analize hazir hale getirilmistir.

4.3.6 Bulk Elektroliz (BE) ¢calismasinda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bulk elektroliz caligmalarinda bulk elektroliz hiicresi igerisine grafit kafes tel
yerlestirilmistir ve pH’s1 3,0 olan BR tamponunda hazirlanan 1,0x10° M ‘lik 75 mL
etken madde ¢ozeltisi hiicreye eklenmistir. Bulk elektroliz yapilmadan once etken
madde cozeltisinden elektrokimyasal 6l¢iimler alinarak kaydedilmistir. Bu ¢ozeltiye,
referans elektrot, helezon seklinde sarilmis Pt tel ve karsit elektrot daldirilarak, 30
dakika inert gaz gecirilmistir. Elektroliz devresine anodik pik potansiyelinden daha
anodik bir potansiyel uygulanmistir. Sistemden gecen akim baslangi¢ akiminin % 1’ ine
ininceye kadar elektrolize devam edilmistir. Elektroliz sonlandiginda elektroliz i¢in

gerekli olan yik miktarindan yararlanarak yiikseltgenme tepkimesinde aktarilan
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elektron sayis1 hesaplanmistir. Bulk elektroliz sonrasi etken madde ¢ozeltisinden belli
miktar kullanilarak elektrokimyasal ol¢timler alinmistir. Bulk elektrolizden sonra pik

akiminda ve potansiyelinde meydana gelen degisimler kaydedilmistir.

4.4 Elektrokimyasal Deneylerin Yapilis1

Elektrokimyasal deneyler sekil 4.1°de gosterilen CHI 660 C sisteminde, BAS C3
elektrot hiicre standi kullanilarak yapilmistir. Deneysel ¢alismalarda pH’1 optimum
degere ayarlanmig belli hacimde tampon ¢dzeltisi veya idrar ve serum iceren tampon
¢ozeltisi hiicreye konulmustur ve calismada kullanilacak calisma elektrot, referans
elektrot ve platin elektrot ile ticlii elektrot sistemi olusturulmustur. Cozeltiden ilk 6l¢tiim
oncesinde 10 dakika, sonraki 6l¢limler arasinda 30 saniye azot gazi gecirilerek, ¢cozelti
icindeki ¢ozlinmiis oksijenin bertaraf edilmesi saglanmistir. VSN ¢ozeltisi eklenmeden
tanitk ortam olarak elektrokimyasal oOl¢iimler alinmig ve zemin sinyali olarak
kaydedilmistir. Bu olgiimlerden yararlanilarak, calisma potansiyel penceresi belirlenmis
ve farkli miktarlarda standart ve tablet ¢ozeltilerinden eklemeler yapilarak, belirlenen

potansiyel degerleri arasinda elektrokimyasal dl¢timler alinmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1 Valsartan’in Elektrokimyasal Davramsi

Yapilan literatlir arastirmasina gore Valsartan’in (Sekil 5.1) analizinde yliksek
performansli sivi kromatografisi basta olmak iizere kromatografik yontemler
bulunmaktadir. Valsartan’in elektrokimyasal redoks oOzellikleri ve voltametrik
yontemlerle analizlerine yonelik olarak bir-iki arastirmadan fazla ayrintili caligma
bulunmamaktadir. Ayrica valsartanin voltametrik yontemlerle biyolojik 6rneklerde
analizine hi¢ rastlanilmadi. Bu nedenle valsartanin voltametrik yontemlerle
elektrokimyasal yiikseltgenme davranisi incelendikten sonra hem tabletlerde hem de
biyolojik 6rneklerde analizinin gergeklestirilmesi hedeflendi. Bu amagla, molekiil
yapisinda ylikseltgenme tepkimeleri icin elverisli fonksiyonel gruplarin bulunmasi
nedeniyle voltametrik yontemlerle elektrokimyasal yiikseltgenme davranislari camsi
karbon elektrot ylizeyinde incelendi. Kati elektrotlar, civa elektrotlarin aksine
yiikseltgenme tepkimelerinin incelenmesini miimkiin kilar. Ayrica camsi karbon
elektrodun genis bir potansiyel calisma araligina sahip olmasi, diigiik artitk akim
gostermesi, ucuz olmasi ve kimyasal inert olmasi nedeniyle elektroanalizlerde
kullanilmalar1 6nem kazanmistir. Bu nedenle, ¢alisma elektrodu olarak camsi karbon
elektrot secildi. Camsi karbon elektrot ylizeyinde elde edilen bulgularin 1s18inda
valsartanin diferansiyel puls ve kare dalga anodik adsorptif siyirma yontemleri ile tayini
icin optimum kosullar1 (pH, biriktirme potansiyeli, biriktirme siiresi) belirlemek iizere
caligmalar yapildi. Belirlenen optimum kosullarda hem tabletlerde hem de biyolojik
orneklerde anodik voltametrik siyirma yontemleri ile analizi yapildi. Elde edilen

sonuglar agagida tartigildi.
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Sekil 5.1  VSN’nin molekiil yapisi.

VSN’nin camsi: karbon elektrotta elektrokimyasal davraniginin incelenmesinde,
doniisiimlii voltametri ydntemleri kullanilmistir. Oncelikle VSN’nin pH 3,0’da BR
tamponu igerisinde farkli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerinin 0,6 V — 1,4 V araliginda
dontlistimlii voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 5.2). Sekilden de goriildigl iizere
yaklasik 1,10 V’da bir yiikseltgenme piki gozlenirken, katodik pik gézlenmemistir. Bu
durum VSN’nin CKE ylizeyinde yiikseltgenmesinin tersinmez oldugu diisiiniilmiistiir.
VSN derisiminin arttirilmasi ile pik akiminin arttigr gozlenmistir. Buna gére VSN nin

CKE ylizeyinde yiikseltgendigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 5.2 Farkli derisimlerde VSN’nin, BR ortaminda, CKE’de elde edilen doniisiimlii
voltamogramlar1 (v: 0,100 V/s, pH: 3,0)

Elektrokimyasal davranisin belirlenmesinde en sik kullanilan yontemlerden birisi
dontisiimlii  voltametri yoOntemidir. DOniisiimlii  voltametri yonteminde elektroda
uygulanan potansiyelin zamanla degisim hizim1 ifade eden tarama hizi g¢aligmasi,
calisilan maddenin elektrokimyasal davranisi ve mekanizmasi ile ilgili aydinlatici bilgi
verebilmektedir. Tarama hizinin pik potansiyeline ve pik akimina etkisinin incelenmesi
icin 0,3 mM VSN iceren c¢ozeltilerde 0,005 V/s - 1,0 V/s araliginda tarama hizi
caligmalar1 yapildi. Farkli tarama hizi ile pik potansiyelinin anodik degere kaydigi
gozlenmistir (Sekil 5.3). Tarama hizi ile pik potansiyelinin degismesi incelenen elektrot
reaksiyonunun tersinmez veya yari-tersinir oldugunu gostermektedir. Tarama hizi
caligmalarinda pik potansiyelinin tarama hizi ile degismesinden yaralanarak transfer
katsayilar1 ve elektron sayilart ile ilgili birtakim hesaplamalar yapmak miimkiindiir
(Brett 2000). Buna gore, E,-logv grafiginin egimi, mV olarak 29,6/na’dir. Bu esitlikte n
degeri, hiz belirleyen basamaktaki elektron sayisi ve a yiik aktarim katsayisidir. Buna
gore s0z konusu molekiil i¢in sekil 5.3°te i¢ grafikte belirlenen regresyon esitliginin

egimi kullanilarak, na degeri 0,64 olarak hesaplandi.
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Sekil 5.3 0,3 mM VSN’nin, pH:3,0 BR ortaminda CKE ylizeyinde farkli tarama
hizlarinda alian déniisiimlii voltamogramlari (I¢ grafik, anodik pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi)

Tarama hizinin pik potansiyeline etkisinin incelenmesi i¢in tarama hizlarinin
logaritmasina kars1 pik potansiyel degerleri grafige gecirilmistir ve pik potansiyelinin
tarama hizinin logaritmast ile Ep (V) = 0,0466logv+1,1872; R*= 0,9915 esitligine gore
ifade edilebilecegi goriilmiistiir (Sekil 5.3, I¢ grafik).Ayrica tersinmez elektrot
mekanizmalarinda pik potansiyeli (E,) ile yar1 pik potansiyeli (Epl/z) arasindaki farktan

yararlanilarak da no hesaplanmistir (Esitlik 5.1).
|E,~E,"* | =47,7/na. (mV) (25 °C) (5.1).

Esitlikteki formiilden hesaplanarak verilen sonuglar ¢izelge 5.1°de verilmektedir. Bu

esitlige gore hesaplanan na degeri 0,68 olarak bulunmustur.
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Cizelge 5.1 3,0x10* M VSN ¢ozeltisinin bazi pik parametrelerinin tarama hizi ile
degisimi (DV, CKE)

Tarama Hizi, E,, V E,°, V AE, mV an =47,7/ AE
V/s

0,005 1,038 0,967 71,0 0,671
0,025 1,089 1,017 72,0 0,662
0,050 1,105 1,038 67,0 0,712
0,080 1,131 1,067 64,0 0,745
0,100 1,124 1,046 78,0 0,611
0,200 1,155 1,091 64,0 0,745
0,250 1,162 1,091 71,0 0,671
0,500 1,166 1,102 64,0 0,745
0,700 1,179 1,105 79,0 0,603
1,000 1,202 1,117 75,0 0,636

Ortalama=0,68

5.1.1 VSN’nin adsorpsiyon ozelligi

VSN’nin CKE yiizeyinde elektrokimyasal davraniginin incelenmesi i¢in yapilan tarama
hiz1 ¢alismalarinda, tarama hizinin pik akimina etkisi incelenmistir. 0,3 mM VSN igeren
cozeltiler kullanilarak, farkli tarama hizlarinda alinan doniisiimlii voltamogramlarin pik
akimlarinin tarama hizi ile degisimini gozlemlemek i¢in log i,°- log v grafikleri

cizilmistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4 0,3 mM VSN’nin BR ortaminda CKE ylizeyinde farkli tarama hizlarinda
alinan doniisiimlii voltamogramlarindan elde edilen log i,-log v grafigi
(pH:3,0)
Pik akiminin logaritma degerlerinin, tarama hizinin logaritma degerleri ile degisimi
incelendiginde (log i, ve log v arasinda) logi, (log A) = 0,6797xlogv-5,3695; R’= 0,988
seklinde ifade edilebilecek bir esitlik goriilmiistiir (Sekil 5.4). VSN’ye ait log i, ve log v
arasindaki esitligin egimi adsorpsiyon kontrollii reaksiyonlar i¢in 6nerilen 1,0 degeri ile
difiizyon kontrollii reaksiyonlar i¢in onerilen 0,5 degerinin arasinda ancak 0,5’e yakin
bir degerdir (Sekil 5.4). Buna gore, VSN’nin elektrokimyasal yiikseltgenme

reaksiyonunun adsorpsiyon etkisi altinda difiizyonun da etkili oldugu diistiniilmiistir.
5.1.2 pH’min pik akimina ve pik potansiyeline etkisi

Elektrokimyasal sinyalin potansiyelini ve akimini degistirebilen en Onemli
parametrelerden birisi olan pH, ¢alisma ortaminda bulunan H' iyonlar1 derisiminin VSN
molekiillerine etkisini incelemek agisindan Onemlidir. Bu amagla, genis bir pH
araliginda calismaya elverisli olan (2,0-12,0) BR tamponu kullanilmistir. VSN derisimi
0,3 mM olan ¢dzeltilerin pH’s1 BR tamponu kullanilarak 2,0-12,0 arasinda degistirilmis
ve kare dalga voltamogramlart alinmistir (Sekil 5.6). Calismalar sonucunda pik
akimlarinin pH degerine etkisi incelendiginde, pH 2,0’dan pH 3’e dogru gidildiginde
pik akimimin arttigini, pH 3,0’den sonra pik akiminin azaldigi goriilmektedir. Buna

karsilik pik potansiyelinin azalip katodik bolgeye kaydig gozlenmistir. Sonug olarak en
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uygun pik sekli, simetrisi ve en yliksek akim g6z 6niinde bulundurularak optimum pH

3,0 secilmistir.

VSN’nin elektrokimyasal yiikseltgenme reaksiyonuna eslik eden proton sayisi, pik
potansiyelinin pH ile degisimine ait Esitlik 5.2’de verilen denklemden yararlanarak

hesaplanmistir (Wang vd. 2006).

Eln M- 2,303 ORT

nf [R] nF

E,=E'+ pH (5.2)
Bu esitlikte;

E, Pik potansiyeli(V)

E°  Standart pik potansiyeli (V)

R Ideal gaz sabiti (J/mol K)

T Mutlak sicaklik (K)

F Faraday sabiti (C/mol elektron)

[O]  Yikseltgenmis tiiriin analitik derisimi (mol/cm3 )

R Indirgenmis tiiriin analitik derigimi (mol/cm®)
0 Mekanizmaya eslik eden proton sayist (mol proton/ mol molekiil) ifade
etmektedir.

Pik potansiyelinin ortamin pH degeri ile degisim grafiginde, deneysel olarak bazik
bolge icin elde edilen dogrunun egiminden (Sekil 5.5) ve Esitlik 5.2’den yararlanarak,
VSN’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinde yer alan proton sayisinin mekanizmada
aktarilan elektron sayisina oranit (0/n) hesaplanmistir ve pH 3,0’de 0,46 olarak
bulunmustur. Bu sonuca gore, elektrokimyasal basamakta transfer edilen yaklasik 2e

karsi, 1 H' iyonu mekanizmaya katilmistir.
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Sekil 5.5 Cozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan kare dalga voltamogramlarda pH-
Ep ve pH —Ip grafigi

5.1.3 Aktarilan elektron sayisinin bulunmasi

VSN’nin elektrokimyasal yiikseltgenme reaksiyonunda transfer edilen elektron
sayisinin hesaplanmasi i¢in sabit potansiyelde bulk elektroliz ¢aligsmalar1 yapilmastir.
Bunun i¢in, ilk énce 1,0 x 10° M VSN iceren 75,0 mL ¢ozelti kullanilip hem bulk
oncesi hem de bulk elektroliz sonucu doniisiimlii voltamogramlari alinmig ve bulk
elektroliz i¢in uygun potansiyel degeri, anodik pikin tamamlandig1 ve bagka bir pikin
gozlenmedigi daha anodik bir deger olan 1,38 V degeri alinmustir. Cozelti, sabit tutulan
bu potansiyel degerinde inert gaz olan azot gazi ile siirekli karistirilarak elektroliz
edilmistir. Son akimin %1°e diistiigii anda elektroliz kesilmis ve elektroliz sonrasinda,
elektroliz i¢in gerekli olan yiik miktarindan Q = nFN (Q, toplam yiik, (C);n aktarilan
elektron sayisit (mol e/mol molekiil); F, Faraday sabiti (96485 C/mol ¢'); N, elektroliz
olan maddenin miktar1 (mol)) esitligi kullanilarak ylikseltgenme tepkimesinde aktarilan
elektron sayisit hesaplanmigtir. Sabit potansiyelli kulometri deneyleri sonucunda
elektron sayis1 1,76 £ 0,18 olarak hesaplanmistir. Bu degere gore aktarilan elektron

sayis1 yaklasik 2 olarak kabul edilmistir.
Ayrica VSN’nin transfer edilen elektron sayisi, farkli tarama hizlarinda gergeklestirilen

doniisiimlii voltametri deneyleri ile elde edilen sonuglara gore de hesaplanmistir. Buna

gore asagidaki Esitlik 5.2 ve Esitlik 5.3 kullanilmigtir (Wang 2000).
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P 4RT ©-2)
Q=nFAT (5.3)
Esitlik 5.3’deki I' degeri Esitlik 5.2°de yerine konuldugunda, elektron sayisini
hesaplamak i¢in Esitlik 5.4 elde edilmistir.

;= nFvQ
P 4RT

(5.4)

Bu esitliklerde; i, 6l¢lilen akimi (A); F, Faraday sabitini, C/mol € ; R, ideal gaz sabitini
(J/mol K); T, mutlak sicakligi (K); T, yiizey kaplama katsayisini, mol/cm?, sembolize
etmektedir. Esitlik 5.4’den yararlanilarak 0,005 — 1,0 V/s araliginda yapilan c¢alisma
sonucunda, VSN’nin elektrot reaksiyonunda aktarilan elektron sayisi 1,72+0,16 olarak

bulunmustur.
5.1.4 Difiizyon ve yiizey kaplama katsayisinin bulunmasi

VSN’nin elektrot ylizeyine adsorpsiyon etkisi altinda diflizlenmesinden yola ¢ikilarak,
Garrido tarafindan, adsorpsiyon gz Oniline alinarak tersinmez sistemler i¢in Onerilen
asagidaki esitlik (Esitlik 5.5) kullanilarak difiizyon katsayisi hesaplanmistir (Garrido
1986).

i,= 1.06x10° n> ACvD't,"? (5.5)

Bu esitlikte tp, puls siiresini; D, elektroaktif tiiriin difiizyon katsayisi, cmz/s; A,
elektrodun yiizey alani, cmz, (A= 7c><0,152 = 0,O7lcm2), C, ana ¢ozeltideki elektroaktif

maddenin analitik derisimi, mol/cm’ , mol/L, sembolize etmektedir.

Difiizyon katsayisi, adsorpsiyonun etkin oldugu diisiik tarama hizlarinda hesaplanmistir.
0,005 — 1,000 V/s tarama hiz1 araliginda hesaplanan ortalama diflizyon katsayisi
3,76+2,18 x 10® cm™ s olarak bulunmustur. Hesaplanan difiizyon katsayis1 degerinin,

difiizyon kontrollii elektrokimyasal doniisiimler igin (10™ — 10° cm? s™) literatiirlerde
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verilen degerlerden oldukc¢a kiigiik oldugu goriilmiistiir. Buda VSN’nin elektrot
yiizeyinde adsorpsiyon etkisi altinda yiikseltgendigi sOylenebilir.

VSN’nin yiizey kaplama katsayisi ise, Esitlik 5.3’den yararlanilmis ve yiizey kaplama
ortalama katsayisi (6,45+0,82) x10"° mol/cm® bulunmustur ve bu deger adsorpsiyon
kontrollii mekanizmalar i¢in cogu kaynakta verilen yiizey kaplama katsayis1 10°®-107°

mol cm™ araligina denk gelmektedir (Brett 1994, Bard ve Faulkner 2001, Wang 2006).

Bu hesaplanan degerde adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in VSN’nin CKE

yiizeyinde adsorpsiyon kontrollii olarak yiikseltgendigini destekler niteliktedir.

Yapilan elektrokimyasal c¢alismalar degerlendirildiginde, VSN’nin yiikseltgenme
reaksiyonun camsi karbon elektrot yiizeyinde tersinmez oldugu ve bazi adsorpsiyon
etkileri altinda difiizyonun etkisinde oldugu durumda 2 elektron, 1 proton transferi
seklinde oldugu sdylenebilir. Molekiiliin hangi fonksiyonel kisminin yiikseltgendigini
kesin olarak sdyleyebilecek veriler elimizde olmamakla birlikte tersiyer amin kisimdan

yiikseltgenmenin gergeklestigi soylenebilir.

Onerilen reaksiyon mekanizmas1 asagidaki gibidir.

oH HN—N

j '+ N N
N % [-H', H,0)
H/C.\‘ . ‘ = ((C.\‘

Nf\\ N H30
OH

Sekil 5.6 VSN’nin olasi yiikseltgenme reaksiyon mekanizmasi
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5.2 Voltametrik Tayin Yontemlerinin Gelistirilmesi

VSN’nin elektrokimyasal davranisi incelendikten sonra, elde edilen optimum sartlara
gore VSN’nin farmasotik oOrnekler, idrar ve serum gibi biyolojik ortam varliginda
tekrarlanabilir, giivenilir ve yiiksek dogrulukta tayin edilebilmesi i¢in voltametrik
yontemler gelistirilmeye calisilmistir. Bu ¢aligmalarda daha diistik alt tayin siirlarina

ulasabilmek i¢in voltametrik s1yirma yontemleri {izerinde durulmustur.

5.2.1 Cihaz parametrelerinin optimizasyonu

Voltametrik yontemlerin sinyal cevaplari, kullanilan yazilim ve cihazin sinyal
parametreleri ile degistiginden dolayi, caligmalarin yapilacagi her madde i¢in cihaz ve
yazilim parametreleri optimize edilmelidir. Hem yiikseltgenme pik akimi hem de pikin
sekli dikkate alinarak yapilan ¢aligmalarda optimum parametreler belirlendi ve sonuglar

cizelge 5.2°te verildi.

Cizelge 5.2 Voltametrik styirma yontemleri i¢in optimum cihaz parametreleri

Parametre KDAAdSV DPAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, mV 500 500
Bitis potansiyeli, mV 1200 1500
Tarama hizi, mV/s 4 40
Genlik, mV 50 25
Frekans, 1/s - 10
Basamak potansiyeli, mV 4 4
Ornekleme genisligi, ms - 17
Puls genisligi, ms - 50
Puls periyodu, ms - 200
Durulma siiresi, s 5 5
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5.2.2 Yontem parametrelerinin optimizasyonu

VSN’nin elektrokimyasal davranisi incelendikten sonra elde edilen sonuglara gore
VSN’nin farmasotik 6rnekler ile biyolojik numunelere hizli, giivenilir, tekrarlanabilir ve
yiiksek dogrulukta tayin edilebilmesi i¢in voltametrik yontem gelistirilmesine c¢alisildu.

Bu caligmalarda voltametrik siyirma yontemleri {izerine yogunlasildu.

5.2.2.1 Biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresi optimizasyonu

Optimum biriktirme potansiyelinin (Ep;) belirlenmesinde, pH 3,0’da 0,03 mM
derisiminde, 0,0 — 1,0 V’luk araliginda degisen potansiyel araliginda camsi karbon
elektrot yiizeyinde biriktirme yapildiktan sonra, DPAAdSV ve KDAAdSV yontemleri

ile 6l¢iimler alind.

DPAAdSV yontemi ile pik akimlarinin 0,0 V ile 0,8 V araliginda arttigini, 0,8 V’dan
sonra azaldigi gozlenmistir (Sekil 5.7). Buna gore, pik akimi ve sekli géz Oniinde

bulundurularak, en uygun biriktirme potansiyeli 0,8 V secilmistir.

0.6
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04 r
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1] 200 400 600 a00 1000

Biriktirme Potansiveli, mV

Sekil 5.7 DPAAdSV yontemi ile elde edilen pik akimlarinin pik potansiyeli ile
degisimi
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KDAAJSV yoéntemi i¢in ise, 0,0 V ile 0,2 V arasinda arttigini, 0,2 V’dan sonra azaldigi

gbzlenmis (Sekil 5.8) ve en uygun biriktirme potansiyeli 0,2 V secilmistir.
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Sekil 5.8 KDAAdSV yontemi ile elde edilen pik akimlarinin pik potansiyeli ile

degisimi

VSN’nin camsi1 karbon elektrot lizerinde optimum biriktirme siiresini (Eyi;) belirlemek
icin, pH 3,0’te, 0,03 mM ve 0,0 s ile 120,0 s arasinda ol¢iimler alinarak, her iki yontem

icin optimum biriktirme siiresi belirlenmistir.
DPAAASYV yontemi ile pik akiminin 0,0 s ile 60,0 s arasinda arttigini, 60,0 s ile 120,0 s

arasinda ise, hemen hemen sabit kaldig1r goriilmiistiir. Buna gore en uygun optimum

biriktirme siiresi 60,0 s olarak belirlenmistir (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9 DPAAdSYV yontemi ile elde edilen pik akimlarinin biriktirme siiresi ile
degisimi (KH: 600 rpm, Ey;;: 0,8 V)

KDAAJdSV yontemi ile pik akiminin 0,0 s ile 0,45 s arasinda arttigini, 45,0 s’den sonra
azalip ve daha sonra pik akiminin hemen hemen sabit kaldig1 goriilmiistiir (Sekil 5.10).

buna gore en uygun biriktirme siiresi 45,0 s olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.10 KDAAdSV yontemi ile elde edilen pik akimlarinin biriktirme siiresi ile
degisimi (KH: 600 rpm, Ep;: 0,2 V)
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Cizelge 5.3  Voltametrik siyirma  yOntemleri icin optimize edilen yOntem

parametreleri
Parametre DPAAdSV KDAAdSV
Destek elektrolit tiirii BR tamponu BR tamponu
Destek elektrolit derigimi*® 0,04 0,04
pH degeri 3,0 3,0
Biriktirme potansiyeli, V 0,8 0,2
Biriktirme siiresi, s 60 45
Karistirma hizi, rpm 600 600

*BR tamponundaki her bilesenin analitik derigimi

5.3 DPAAASYV ve KDAAdASV Yontemleriyle Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi ve
Dogrusal Calisma Araliginin Belirlenmesi

Kalibrasyon grafigi ¢alismalarinda, optimum cihaz ve optimum yontem parametreleri
kullanilarak, VSN’nin farkli derisimlerine karsilik pik akimlar1 grafige gecirilmis ve
kalibrasyon dogrulart olusturulmustur. DPAAdSV yonteminde farkli derisimlerde
incelenen pik (+1,10 V) yaninda yaklasik +1,30 V civarinda bir pike rastlanmistir.
Ancak bu pikin tekrarlanabilir bir pik olmadigi belirlenmistir. Buna gére, DPAADSV
yonteminde kalibrasyon grafikleri olusturulurken +1,10 V’daki yiikseltgenme piki esas
alimmistir, KDAAdSV yonteminde ise sadece tek pik yiikseltgenme pikine (+1,06V)
rastlanmistir.  Bu pikler yardimi ile DPAADSV yontemi i¢in ortalama pik akiminin
derisimle 8,0x107 mol/L ile 7,0x10°® mol/L arahginda dogrusal oldugu goriilmiistiir
(Sekil 5.11). KDAAdSV igin ise, 5,0x107 mol/L ile 5,0x10"° mol/L arahginda oldugu
gorilmistir (Sekil 5.12).

57



Potansivel, V (Ag/AgCl've gire)

1.3 1.3 1.1 0.9 0.7 0.5
0.0
02
3
g 04 |
=2
0.6 = 1 r
<05 |
0 .
0.8 0 2 4 6 8
Derisim, pM

Sekil 5.11 VSN’nin diferansiyel puls anodik adsorptif siyirma voltamogramlari (i¢
grafik: pik akiminin VSN derisimi ile degisimi, pH: 3,0; Epi;: 800 mV, ty;:

60 s)
Potansivel, V (Ag/AgCl'ye gire
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Sekil 5.12 VSN’nin kare-dalga anodik adsorptif siyirma voltamogramlar1 (i¢ grafik:
pik akiminin VSN derisimi ile degisimi, pH:10,0; Ep;;: 200 mV; ty;: 45 s)
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5.4 Gelistirilen Yontemlerin Farmasétik ve Biyolojik Orneklere Uygulamalar

Farmasotik ornekler ile serum ve idrar gibi biyolojik numunelerde, VSN’nin DPAAdSV
ve KDAAASV yontemleri ile tayinleri igin, boliim 4.3.3 - 4.3.4 - 4.3.5’te anlatildig1 gibi
numuneler analize hazirlanmistir. Cizelge 5.4°te verilen optimum kosullarda biriktirme
yapildiktan sonra, styirma voltamogramlart alinmistir. Alinan voltamogramlar sekil 5.12
- 5.13’te verilmistir. Gelistirilen yontemlerin farmasotik ornekler ile idrar ve serum gibi
numunelerde uygulanabilirligini gdéstermek amaciyla da geri kazanim c¢alismalari
yaptlmistir. Elde edilen geri kazanim calismalar1 ¢izelge 5.4’de verilmistir. Geri
kazanim ¢aligmalarinda goriildiigii gibi farmasotik preparatlarindaki VSN ila¢ etken
analizlerinde, ila¢ i¢cinde bulunan matriksin(yardimcit maddeler) anlamli bir etkisinin

olmadig1 goriilmistiir.

Cizelge 5.4 Gelistirilen yontemlerin tablet 6rneklerinde elde edilen sonuglari

Yontem Tablette Yontemle Geri BSS, %**
bulunan, hesaplanan,* mg kazanim,* %
mg

76,2+2,34
81,8+2,27
KDAAdSV 80 83,6+1,88 100,6 £3,47 3,47
81,2+3,1
79,5+2,85

78,0+2,34
80,4+2,21
DPAAdSV 80 81,642,15 100,6+2,24 1,94
82,0+3,12
80,5+2,50

* Ortalama + ts/ VN (N=5) esitligine gore , % 95 gliven seviyesinde hesaplanmistir.
** Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in de bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir.

VSN igeren tablet ¢ozeltilerinde yapilan geri kazanim ¢aligsmalarinin voltamogramlari
sekil 5.13’te verilmistir. Bu voltamogramlar incelendiginde, tabletlerde bulunan
VSN’nin standart VSN ile hemen hemen ayni potansiyelde bir yiikseltgenme piki

PR

verdigi ve bu pik akiminin eklenen tablet ¢ozeltisindeki VSN derisimi ile degistigi

59



goriilmiistiir. Bu potansiyel bolgesinde VSN’nin ylikseltgenme pikine girisim etkisi

yapabilecek herhangi bir pik gézlenmemistir. Buna dayanarak, tabletlerde kullanilan

koruyucu maddelerinin herhangi bir bozucu bir etkiye sahip olmadigi sdylenebilir.

Potansivel, V (Ag/AgCl'ye gire)

Potansiyvel, V (Ag/AgCl've gire) . .
1.4 L1 0.3 0.5 11 09 0.7 0.5
0.0 T T T I}D T T T
02 | <
E 02
E E
04 r
KDAAASV
DPAAASV 04 Tablet
Tahlet
0.6

Sekil 5.13 DPAAdSV ve KDAAdSV yontemleri ile VSN iceren Diovan® tablet
cozeltilerinin derigimle degisen pik akimlari ve voltamogramlar1 (pH: 3,0;
CKE; DPAAASYV i¢in Ep;:: 800 mV; tyi: 60 s; KDAAASV i¢in Epi: 200 mV;

thir: 45)

VSN’nin serum ve idrar 6rneklerinde tayini DPAAdSV ve KDAAdSV yontemleri ile

incelenmistir. Bu amacgla serum ve idrar numunelerine, standart VSN veya tablet

cozeltileri eklenmistir ve serumda proteinler ¢oktliriilmiustiir.

Serum Ornekleri kullanilarak yapilan analizlerde, VSN igeren serum Orneklerinin her iki

yontemle de voltamogramlari alinmistir (Sekil 5.14 - 5.15). BR tamponuna standart

VSV maddesi eklendiginde goriilen ylikseltgenme piki, ortama serum numunesi

eklendiginde kaybolmustur. Bunun nedeni, VSN’nin plazma proteinlerine % 95-96

oraninda yliksek bir sekilde baglanmasidir. Bu ylizden, VSN’nin serum proteinlere

uygulanabilirligi gerceklestirilememistir.
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Sekil 5.14.a. Proteini ¢oktiiriilmemis serum numunesine VSN eklenen ve daha sonra
proteini ¢oktiiriilen 6rnek. b. Proteini ¢oktiiriilmiis serum numunesine VSN

eklenen serum O6rneginin DPAAdSV voltamogramlari (Cygn: 3,0 10°¢ M;
pH: 3,0; CKE; Epi;: 800 mV; ty;;: 60 s)

Potansivel, V (Ag/AgCl'yve gire)
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Sekil 5.15.a.Proteini ¢oktiiriilmemis serum numunesine VSN eklenen ve daha sonra
proteini ¢oktiiriilen 6rnek. b.Proteini ¢oktiiriilmiis serum numunesine VSN

eklenen serum orneginin KDAAdSV voltamogramlart (Cysn: 3,0 10°¢ M;

pH: 3,0; CKE; Epi;: 200 mV;; ty;;: 45 s)
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Boliim 4.3.5°de anlatildig1 gibi hazirlanan idrar numunelerine ¢esitli derisimlerde olacak
sekilde standart VSN ve tablet c¢ozeltilerinden eklenmis ve her iki yontemde
voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 5.16). VSN icermeyen idrar numunesinde
VSN’nin yiikseltgenme potansiyel bolgesinde herhangi bir pik gozlenmemistir. Fakat
yaklasik 0.6 mV’da idrara ait bir pik gozlenmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda, VSN
derisimi arttik¢a, pik akimlarinin arttigini, fakat 0,6 mV ‘da idrara ait olan pik akiminda
herhangi bir degisme olmadig ve VSN’nin pik akimi ve potansiyelinde herhangi bir
degisme olmadig goriilmiistiir. Idrar numunelerinde geri kazanim ¢alismalar1 yapilmus,
ve elde edilen sonuglar ¢izelge 5.5 - 5.6’da verilmistir. Cizelgelerde verilen % geri
kazanim ve bagil standart sapma degerlerinin VSN tayinde basarili bir sekilde

uygulanabilecegini gostermistir.

Potansiyel, V (Ag/AgCl'ye gire) Potansiyel, V' (AglAgClye gore)
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Sekil 5.16 VSN tabletini i¢eren idrar ¢ozeltilerinin derisimle degisen pik
akimlarinin diferansiyel puls anodik adsorptif ve kare dalga anodik adsorptif
voltamogramlar1 (pH: 3,0; CKE; DPAAdASYV i¢in Epi;: 800 mV; tyi: 60 s;
KDAAASYV i¢in Epj;: 200 mV; ty;,: 45).
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Cizelge 5.5 KDAAJdSV yontemi ile idrar numunelerinde VSN tayininde
dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen bulgular

Ornek Eklenen Bulunan VSN, ng % Geri BSS**
VSN,ug Kazanim’ %
Idrarda 7,62 7,21;7,93; 7,31; 7,80;7,50 99,08+4,35 4,09
VSN 13,06 12,74;12,86;13,25;13,40;13,10 100,7+2,32 2,07
21,77 21,84; 21,33; 21,45; 22,56;21,50 99,18+2,45 2,30
Idrarda 7,62 7,00;7,50;7,74;7,80;7,75 99,18 +2,36 4,25
Tablet 13,06 13,16; 13,61;13,04;13,78;13,00 | 101,9 £2,98 2,66
21,77 21,20;21,80;21,72;21,75;21,64 | 99,32 +1,90 1,11

* Ortalama + ts/ VN (N=5) esitligine gore , % 95 giiven seviyesinde hesaplanmustir.
** Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma degerleri hesaplanmustir.
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Cizelge 5.6 DPAAASV yontemi ile idrar numunelerinde VSN tayininde
dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen bulgular

Ornek Eklenen Bulunan VSN, pug % Geri BSS**
VSN,ng Kazanim’ %
Idrarda 7,62 7,00;7,60;7,50;7,50;7,60 97,63+3,85 3,36
VSN 13,06 13,34;12,56;13,04;13,40;13,10 100,2+2,91 2,52
21,77 22,04; 21,50; 21,45; 21,56;21,50 99,26+1,94 1,12
Idrarda 7,62 7,45;7,50;7,74,7,80;7,75 100,3 £2,36 2,09
Tablet 13,06 13,56;12,61;13,04;13,48;13,00 100,5 £ 3,10 2,96
21,77 21,76;21,56;21,72;21,85;21,94 99,98 + 1,10 0,65

*Ortalama + ts/ YN (N=5) esitligine gore , % 95 giiven seviyesinde hesaplanmustir.
** Hesaplanan geri kazanim degerleri igin bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir.
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5.5 Gelistirilen Elektroanalitik Yontemlerin Validasyon Parametrelerinin
Incelenmesi

Analitik yontem gelistirmenin en Onemli basamaklarindan birisi yontemin valide
edilmesidir. Bir yontemin validasyonu kisaca; gelistirilen yontemin istenilen amaca
uygun oldugunun onaylanmasi seklinde tanimlanabilir. Gelistirmis oldugumuz bu
yontemde asagidaki parametreler degerlendirilerek gerekli hesaplamalarin validasyonu

yapildi.
5.5.1 Dogrusal Calisma Arahgi

Gelistirilen analitik yontemlerle, degisen VSN derisimine karsilik ortalama pik akimlari
grafige gecirilerek iki farkli kalibrasyon egrisi olusturulmustur. DPAAdSV yontemi i¢in
elde edilen kalibrasyon grafiginde ortalama pik akimlar1 8,0x107 mol/L ile 7,0x10®
mol/L derisim araliginda dogrusal sinirlar olusturmaktadir. KDAAdSV yontemi ise
5,0x107 ile 5,0x10° mol/L derisim aralizinda dogrusal olarak degismektedir.
Kalibrasyon ¢alismalarindan elde edilen degerler en kiiclik kareler yontemi ile

degerlendirilmistir ve elde edilen kalibrasyon parametreleri ¢izelge 5.7’de verilmistir.
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Cizelge 5.7 VSN tayini i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin en kiicilik kareler
yontemi kullanilarak hesaplanan regresyon parametreleri

Parametreler KDAAdSV |DPAAdSV
Dogrusal ¢alisma araligi, uM 0,5 O 5,0 0,8 07,0
Potansiyel, V 1,104 1,056
Regresyon esitliginin egimi (m), pA/uM 0,1871 0,0247
Regresyon esitliginin kesim noktasi (), pA 0,0377 0,049
Egimin standart sapmasi (s,,), LA /uM 0,0067 0,0015
Kesim noktasinin standart sapmasi (s5), pA 0,0026 0,0024
Regresyon katsayist (R?) 0,9939 0,9944
Gozlenebilme sinir1 (LOD), uM 0,2932 0,1824
Alt tayin sinir1 (LOQ), uM 0,9676 0,6021
Giin-i¢i akim tekrarlanabilirligi (% BSS)" 0,717 0,225
Giinler-aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS)" 4,151 5,917
Giin-i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS)’ 0,452 0,093
Giinler-aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) 2,063 0,833

5.5.2 Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin gercek degere
yakinligidir. Gelistirilen yontemlerin analitik uygulamalari i¢in dogrulugu incelenmistir.
Gelistirilen yontemlerin analitik uygulamalarinda yontemin dogrulugu arastirildi.
Bunun i¢in, ¢aligma hiicresine son derisimi dogrusal ¢alisma araliginda olacak sekilde
bilinen miktarlarda VSN eklenerek bu ¢ozeltiden Onerilen yonteme ait kalibrasyon
parametreleri kullanildi, geri kazanim miktar1 ve geri kazanim % si hesaplandi.
Cizelgeler 5.5, 5.6 ve 5.7°de verilen sonuglardan da anlasilacagi tizere KDAAdSV
yonteminin % geri kazanim degerleri tablet ¢ozeltileri i¢cin %100,6 civarinda iken, idrar
orneklerinde bu deger % 99,08 ile %101,9 arasinda bulundu. Aynm sekilde DPAAdASV
yonteminde tablet numuneleri i¢in %100,6 civarinda iken, idrar numuneleri i¢in %97,63

PR

ile %100,5 arasinda degistigi goriildii.
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Sonug olarak, gelistirilen yontemlerin dogruluklarinin oldukga iyi oldugu ve herhangi

bir girisim etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

5.5.3 Tekrarlanabilirlik

5.5.3.1 Ayni ¢ozelti (giin ici) icin pikin tekrarlanabilirligi

1x10° M VSN igeren, pH degeri 3,0’e ayarlanan cozelti kullanilarak optimum
kosullarda camsi karbon elektrotta +1,1 V’da biriktirme yapildiktan sonra, hem
DPAAdSV hem de KDAAdSV yontemi ile voltamogramlar alindi. Yapilan bu islem
ard1 ardina bes kez tekrarlandi. Elde edilen piklerde pik akimi ve pik potansiyelinin
tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla, styirma voltamogramlar iist iiste ¢akistirildi ve
Sekil 5.17 ve 5.18’de verildi. Ayni giin, ayn1 ¢dzeltide ardi ardina bes defa alinan
styirma voltamogramindan elde edilen pik akimlarinin bagil standart sapma (B.S.S)
degerleri, DPAAdSV yontemi icin % 0,17; KDAAdSV yontemi i¢in ise % 0,18 olarak
hesaplandi. Pik potansiyelleri i¢in B.S.S degerleri ise DPAAdSV ve KDAAdSV
yontemleri i¢in sirastyla % 0,15 ve % 0,13 olarak hesaplandi. Sonug olarak, ayni giin
icin styirma pikinin akim ve potansiyel degerlerindeki tekrarlanabilirligin oldukga iyi

oldugu belirlendi.

Potansivel, V (Ag/AgCl've gire
1.3 13 1.1 0o

0.7 0.3

0.8

Sekil 5.17 DPAAdSYV yontemi i¢in ayn1 giinde yapilan ardisik dl¢timlere ait
voltamogramlar (Ep;;: 800 mV; ty;: 60 s, pH: 3,0; Cysn: 1,0% 10° M)
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12 1.1 1 09 0.8 0.7 0.6 0.3
D:D T T T T T T

Akin, pnA

04 r

0.6

06

Sekil 5.18 KDAAdSV yontemi i¢in ayn1 giinde yapilan ardisik dl¢limlere ait
voltamogramlar (Ep;:: 200 mV; tyir: 45 s, pH: 3,0; Cysn: l,OXIO'6 M)

5.5.3.2 Farkh cozeltiler (giinler arasi) icin pikin tekrarlanabilirligi

Farkli zamanlarda hazirlanan bes farkli ¢ozeltide, optimum kosullarda CKE’ de
biriktirme yapildiktan sonra, DPAAdSV ve KDAAdSV yontemleri i¢in voltamogramlar
alimmistir. Bu iglemler her iki yontem icin de 5’er kez tekrarlandi. Elde edilen bu
piklerde pik akimi ve pik potansiyelinin farkli giinlerdeki tekrarlanabilirligini incelemek
amaciyla, siyirma voltamogramlar1 st {liste cakistirilmistir (Sekil 5.19 - 5.20). Farkh
giinlerde, aynmi derisimdeki c¢ozeltiden ardi ardina bes defa almman siyirma
voltamogramlarinin kaydedilmesiyle VSN’ye ait pik akimlarinin bagil standart sapma
(B.S.S) degerleri hesaplanmistir. DPAAdSV ve KDAAdSV yontemleri i¢cin B.S.S
degerleri sirasiyla % 2,82 ve % 2,010 olarak hesaplanmistir. VSN’ye ait pik
potansiyellerinin B.S.S degerleri ise DPAAdSV ve KDAAdSV yontemleri i¢in sirasiyla
% 0,84 ve % 2,06 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, farkli giinler i¢in
styirma pikinin akim ve potansiyel degerlerindeki tekrarlanabilirligin oldukga iyi oldugu

belirlenmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCl'ye gire)

1.5 13 1.1 0.9 0,7 0.5
D:D T T T T

06 |

0.8

Sekil 5.19 DPAAJdSYV yontemi i¢in farkli giinlerde yapilan ardigik 6l¢iimlere ait
voltamogramlar (Ep;:: 800 mV; tyi: 60 s, pH: 3,0; Cysn: 1,0% 10°° M)

Potansiyel, V (Ag/AgCl've giire)

1.1 0.9 0.7 0.3
0.0 T

Ak, pA

Sekil 5.20 KDAAdSV yontemi i¢in farkli giinlerde yapilan ardisik ol¢iimlere ait
voltamogramlar (Ep;:: 200 mV; tyi: 45 s, pH: 3,0; Cysn: l,OXIO'6 M)
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5.5.4 Kesinlik

Gelistirilen yontemlere ait kesinlik degerleri pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin
giin ici ve giinler aras1 tekrarlanabilirligi ile birlikte analitik uygulamalarda elde edilen
geri kazanim degerlerinin bagil standart sapmalar1 (BSS) ile test edildi. Yontemlerin
analitik uygulamalar1 sonucu geri kazanim degerlerinin kesinligine bakilinca
KDAAJdSV yonteminde tablet 6rnekleri icin BSS degeri % 3,47 civarinda bulunurken,
idrar ornekleri icin % 1,1 ile % 4,25 arasinda bulundu. Ayni parametre DPAAdSV
yonteminde tablet analizi i¢in % 1,94 civarinda hesaplanirken, idrar numuneleri i¢in %
0,65 ile % 3,36 arasinda bulundu. Cizelgeler 5.5 - 5.6’dan da goriildiigii gibi geri
kazanim deneylerine ait BSS degerleri ¢ozeltide artan VSN derisimi ile azalmakta

oldugu goriildii.

5.5.5 Duyarhhk

Yontemlerin VSN molekiillerine karst duyarliligi kalibrasyon egimleri kullanilarak
karsilagtirildi. Buna gore KDAAdSV yonteminin duyarliligit DPAAdSV yonteminin
duyarliligmin yaklasik olarak 7,5 kati civarindadir. Bu sonuca gore, VSN igin
KDAAJdSYV yonteminin daha duyarli oldugu soylenebilir.

5.5.6 Segicilik

Gerek idrar cozeltilerinde gerekse serum oOrneklerde calismalar yapilirken g¢alisma
hiicresine VSN eklemesi yapilmadan once ayni potansiyel araliginda voltametrik
Olctimler yapilmis ve VSN molekiiliine ait yiikseltgenme pikinin akim ve potansiyel
degerini etkileyecek herhangi bir voltametrik sinyal ile karsilasilmadi (Sekil 5.11 -
5.12). Sadece pik potansiyelinde KDAAdSV yonteminde yaklagik 50-60 mV’luk
DPAAdSV yonteminde ise 10-15 mV arasinda daha kiiclik degerlere kayma oldugu
gozlendi. Yani calismalarin dayandirildigi yilikseltgenme potansiyeli, farkli biyolojik
ortamlarda bile VSN molekiillerine 6zgii bir deger oldugu bir degerdir.
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5.5.7 Gozlenebilme siniri

Gelistirilen analitik yontemlere uygulanan kalibrasyon grafikleri en kiiciik kareler
yontemi ile degerlendirilmistir ve gozlenebilme smir1 3s/m bagintis1 kullanilarak
hesaplanmistir. Esitlikte verilen s kalibrasyon grafiginin kesim noktasinin standart
sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon esitliginin egimidir. Bu esitlige gére DPAAdSV
yonteminin gdzlenebilme simri 1,824x107 mol/L olarak hesaplanirken, KDAAdSV

yonteminin gdzlenebilme siniri ise 2,932x107 mol/L olarak hesaplanmustir.

5.5.8 Alt tayin sinir1

Gelistirilen yontemler i¢in alt tayin smir1 10s/m bagintist kullanilarak hesaplanmaistir.
Esitlige gore DPAAdJSV yonteminin alt tayin smri 6,021x107 mol/L olarak
hesaplanirken, KDAAdASV yonteminin alt tayin smri 9,676x107 mol/L olarak

hesaplanmustir.

5.5.9 Saglamhk

Gelistirilen yontemlerin performans parametreleri ortam sartlarindaki ve deneysel
kosullardaki (oda sicakligi, tampon derisimi, pH, biriktirme siiresi, biriktirme
potansiyeli... vb) kii¢iik degisikliklerden (+%?2) analiz performansini ciddi sekilde
degistirecek kadar etkilenmemekte oldugu tespit edildi.

5.6 Farkl Yontem Sonuclarinin ve Parametrelerinin Istatistiksel Olarak
Karsilastirilmasi

VSN tayininde gelistirilen DPAAdSV ve KDAAdSV yontemlerin dogruluk ve
kesinlikleri % 95 giiven seviyesinde ¢ testi ve F testi uygulanarak karsilastirildi. Bu iki
yontemin, dogrudan kalibrasyon yontemlerinin kesinlikleri arasinda bir fark olup
olmadigini incelemek amaciyla F' testi uygulanmistir. F,; degerlerini bulmak i¢in Esitlik
5.8’den yararlanilmistir. Esitlik 5.8°de verilen standart sapma degerleri (egimin standart
sapmasi, Sy), kalibrasyon calismalarinda elde edilen degerlerin en kiiciik kareler

yontemi ile degerlendirilmesiyle hesaplanmistir. DPAAdSV ve KDAAdSV
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yontemlerinden elde edilen geri kazanim degerlerinin dogruluklar1 arasinda bir fark olup
olmadigini arastirmak i¢in de ¢ testi uygulanmustir. ¢ testi Esitlik 5.9 ve Esitlik 5.10’den
yararlanilarak uygulanmistir. % 95 giiven seviyesinde 6 serbestlik derecesi i¢in #4.x =

2,45 olarak belirlenmistir. Hesaplanan degerler cizelge 5.8°de verilmistir.

le'lr | (5.8)
N — N, —\2 N. _
s Zrl(xl X )2 + ':1(xJ xZ) +Zk 1(xk X3 )2 * (5.9
’ N,+N,+N,=...—N, '
Tdengy = (510)

Cizelge 5.8 Yontemlerin istatistiksel olarak karsilagtirllmasinda kullanilan analitik

veriler
Yontem KDAAdSYV DPAAdSV
Fuiti™ 4,28 428
Fdeneysel 1,22 3,76
teritik ™ 2,45 2,45
tdeneysel 0,47 2,42

*Kritik degerler %95 giiven seviyesinde serbestlik derecesi 6 i¢in verilmistir.

Cizelge 5.8’de hesaplanan veriler yorumlandiginda, KDAAdSV ve DPAAdSV
yontemleri i¢in Feneyser < Fioiri 0larak bulunmustur. Bu sonuglara gére, DPAAdSV ve
KDAAJdSV yontemleri i¢in dogrudan kalibrasyon yontemi ile anlamli bir fark olmadig1

gorilmistiir. Dogrudan kalibrasyon ile elde edilen geri kazanim degerlerinin
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dogruluklar1 incelendiginde, KDAAdSV ve DPAAdASV yontemleri i¢in Zeneyser < trisik
olarak bulunmustur. KDAAdSV yonteminin egimine bakildiginda duyarliliginin
DPAAdSV yonteminden daha yiiksek oldugu goriilmiistir. KDAAdSV yonteminin

egimi daha biiyiik oldugu i¢in bu yontemle daha diisiik alt tayin sinirlarina inilebilir.

Gelistirdigimiz yontemler, UV spektroskopi yontemi ile karsilastirilmig ve kesinlikleri
arasinda bir fark olup olmadigi arastirilmistir . Bu amagla F testi uygulanmstir. ¢izelge
5.9°da verilen sonuglara gore, Fieneyser < Flinx bulunmustur. Buna gore yontemlerin
kesinlikleri arasinda bir fark olmadigi soylenebilir. Buna ilaveten, gelistirdigimiz
voltametrik yontemler ve UV spektroskopisi yonteminden elde ettigimiz geri kazanim
caligmalarinin dogruluklar1 arasinda bir fark olup olmadigimi arastirmak icin ¢ testi
uygulanmistir. UV spektroskopisi ile karsilagtirilan voltametrik yontemler igin elde
edilen #; degerleri, % 95 giiven seviyesinde n=6 serbestlik derecesi i¢in 2,23 olan #
degeri ile karsilastirilmistir ve yontemlerin dogruluklar1 arasinda anlamli bir fark

olmadig1 goriilmistiir.

Cizelge 5.9 Gelistirilen yontemlerin UV spektroskopisi ile karsilastirilmasi

Karsilastirilan Yontemler Ldeneysel thritik Faeneysel Flyitik
DPAAdJSV-UV 2,34 2,23 2,46 5,05
KDAAdSV-UV 1,49 2,23 1,16 5.05
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6. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, hipertansiyon ilaci olan VSN’nin voltametrik yoOntemler
kullanilarak elektrokimyasal yiikseltgenme davranist incelenmistir. Voltametrik
davraniglarina bagli olarak VSN’nin hem tabletlerde hem de biyolojik numunelerde
analizi i¢in yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen yoOntemler kendi aralarinda

karsilastirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

1) Valsartan’in elektrokimyasal ylikseltgenmesi camsi karbon elektrot yiizeyinde
BR tamponu ortaminda farkli pH’larda gerceklestirildi. Valsartan’in doniistimlii
voltamogrami alindiginda (pH: 2,0-9,0 ) tek bir yiikseltgenme pikine rastlanmistir.
Geri donglide herhangi bir pike rastlanmamistir. Buna gore yiikseltgenme
reaksiyonunun tersinmez olabilecegi ve difiizyonun yaninda adsorpsiyonunda etkili

oldugu sonucuna varilmistir.

2) VSN’nin elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmasinin 2e,, 1H' vererek,
tersiyer amin grubundan daha kolay yiikseltgenebilecegi ve yiikseltgenmesinin bu grup

tizerinde basladig1 diisiintilmiistiir. Olas1 reaksiyon mekanizmasi onerilmistir.

3) VSN’nin, hem tabletlerde hem de biyolojik numunelerde tayini icin KDAAdSV
ve DPAAdSV yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen ydntemlerin  duyarliliklar
bakimindan KDAAdSV daha iyi duyarli oldugu belirlenmistir.

4) Gelistirilen her iki yontemin dogrulugunu belirlemek icin, hem tabletlerde hem
de biyolojik numunelerde geri kazanim ¢alismalar1 yapilmustir. Ilag katk1 maddelerinin
ve biyolojik numunelerde bulunabilecek diger tiirlerin herhangi bir etkisinin olmadig1

sonucuna varilmistir.

5) Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirligin BSS degerlerinin % 5 degerinin
altinda oldugu bulunmustur. Her iki yontemin de kesinliginin oldukca iyi oldugu

sonucuna varilmistir.
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6) Gelistirilen voltametrik styirma yontemleri, literatiirde verilen spektroskopik
(UV) yontemi ile istatiksel olarak karsilagtirilmis ve her iki yontemin % 95 giiven

seviyesinde dogruluklar1 arasinda herhangi bir fark olmadigi sonucuna varilmistir.

7) Gelistirilen voltametrik siyirma yontemlerinin, ekonomik, hizli, duyarli olmast,
az miktarda numune ile ¢alisilmast ve ayirma gibi zaman alic1 islemlere gerek
duyulmadan analiz yapilabilmesi gibi istiinliiklerinden dolay1 literatiirde verilen

kromatografik yontemlere alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.
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