T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

PARKINSON HASTALIGI TEDAVISINDE KULLANILAN iLACLARDAN
ENTAKAPON VE TOLKAPONUN ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERININ
INCELENMESI VE VOLTAMETRIK TAYINLERI iCIN YONTEM
GELISTIRILMESI

DOKTORA TEZI

Musa KIRAN
Danisman: Prof. Dr. Yavuz YARDIM

VAN-2024






T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

PARKINSON HASTALIGI TEDAVISINDE KULLANILAN iLACLARDAN
ENTAKAPON VE TOLKAPONUN ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERININ
INCELENMESI VE VOLTAMETRIK TAYINLERI iCIN YONTEM
GELISTIRILMESI

DOKTORA TEZi

Musa KIRAN

Tez Savunma Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Necla CALISKAN KILIC (Bagkan)
Prof. Dr. Yavuz YARDIM (Danigman)

Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT (Uye)

Dog. Dr. Ertugrul KESKIN (Uye)

Dog¢. Dr. Oru¢ YUNUSOGLU (Uye)

Bu doktora tezi YYU Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig: tarafindan FDK-2021-
9544 No’lu proje olarak desteklenmistir.

VAN-2024






KABUL VE ONAY SAYFASI

Van Yiiziincii Y11 Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali'nda
Prof. Dr. Yavuz YARDIM damigsmanliginda, Musa KIRAN tarafindan sunulan
“Parkinson hastalig1 tedavisinde kullanilan ilaglardan entakapon ve tolkaponun
elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi ve voltametrik tayinleri i¢in yontem
gelistirilmesi” baslikli bu ¢alisma Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y&netmeligi’nin ilgili
hiikiimleri geregince 28/05/2024 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi / ey-celdusn

ile basarili bulunmus ve doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: Prof. Dr. Necla CALISKAN KILIC Imza:
Uye: Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT imza:
Uye: Prof. Dr. Yavuz YARDIM Imza:
Uye: Dog. Dr. Ertugrul KESKIN Imza:
Uye: Dog. Dr. Oru¢ YUNUSOGLU Imza:
Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun .../.../2024 tarihve ...................... say1lt

karar1 ile onaylanmustir.

Prof. Dr. Harun AKKUS
Enstitii Miidiirti






ETiK BEYAN

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada

bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Musa KIRAN






OZET

PARKINSON HASTALIGI TEDAVISINDE KULLANILAN iLACLARDAN
ENTAKAPON VE TOLKAPONUN ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERININ
INCELENMESI VE VOLTAMETRIK TAYINLERI iCIN YONTEM
GELISTIRILMESI

KIRAN, Musa
Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Yavuz YARDIM
Mayis 2024, 81 sayfa

Parkinson hastalig1 kronik, yavas ilerleyici ve sinir hiicrelerinin kaybi ile seyreden
onemli bir beyin hastaligidir. Entakapon (ENT) ve tolkapon (TOL) sentetik yapili ilaglar
olup parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu arastirma, dongiisel
voltametri ve kare dalga (SW) voltametri teknikleri kullanilarak elektrokimyasal katodik
on isleme tabi tutulan bor katkili elmas elektrot yilizeyinde ENT ve TOL'lin
elektroanalitik analizini igermektedir. Calismada, tarama hizi, pH, SW parametreleri ve
diger faktorler dahil olmak tizere ¢esitli deneysel degiskenlerin pik akimi ve potansiyeli
tizerinde etkinligi arastirilldi. SW voltametri teknigi, H2SOs c¢ozeltisinde ENT'yi
belirlemek icin kullanildi ve 1.0'den 40.0 pg mL e (3.3 x 10%-1.3 x 10* M, Ag/AgCl'ye
kars1) dogrusal bir aralik elde edildi, gdzlenebilme sinir1 0.25 pg mL™ (8.2 x 107 M)
olarak bulundu. TOL igin, ayni teknik kullanilarak 0.1 M fosfat tampon ¢6zeltisinde (pH
2.5), +0.66 V'de (Ag/AgCl'ye kars1) dogrusal aralik 1.0-50.0 pg mL™? (3.7 x 10 - 1.8 x
10* M) ve gozlenebilme smir1 0.29 pg mL? (1.1 x 10° M) elde edildi. Bu metodoloji,
ENT ve TOL'nun farmasotik preparatlarda kantitatif olarak belirlemesinde etkili
olmustur.

Anahtar kelimeler: Bor katkili elmas elektrot, Entakapon, Farmasotik
formiilasyon, Parkinson hastaligi, Tolkapon, Voltametrik tayin






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ELECTROCHEMICAL PROPERTIES OF
ENTACAPONE AND TOLCAPONE DRUGS USED IN THE TREATMENT OF
PARKINSON DISEASE AND DEVELOPMENT OF A METHOD FOR
VOLTAMMETRIC DETERMINATIONS

KIRAN, Musa
Ph.D. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Yavuz YARDIM
May 2024, 81 pages

Parkinson's disease is a chronic, slow progressive and important brain disease that
follows with the loss of nerve cells. Entacapone (ENT and tolcapone (TOL) are synthetic
drugs and are used in the treatment of Parkinson's disease. This research involves the
electroanalytical analysis of ENT and TOL on the surface of a boron-doped diamond
electrode that has been subjected to electrochemical cathodic pretreatment using cyclic
voltammetry and square-wave (SW) voltammetry techniques. The study explored how
peak current and potential are influenced by several experimental variables, including
scan rate, pH, SW parameters, and other factors. The SW voltammetric technique was
applied to determine ENT in a H2SO4solution, achieving a linear dynamic range from 1.0
t0 40.0 pg mL™? (3.3 x 10°-1.3 x 10* M, vs. Ag/AgCl), with a detection limit of 0.25 pg
mL? (8.2 x 107 M). For TOL, using the same technique in a 0.1 M phosphate buffer
solution (pH 2.5), a positive linear response was observed at +0.66 V (vs. Ag/AgCl), with
a range from 1.0 to 50.0 pg mL? (3.7 x 10 - 1.8 x 10* M) and a detection limit of 0.29
ng mL™? (1.1 x 10 M). This methodology has proven effective for quantifying ENT and
TOL in pharmaceutical preparations.

Keywords: Boron doped diamond electrode, Entacapone, Parkinson's disease,
Pharmaceutical formulation, Tolcapone, VVoltammetric determination






TESEKKUR

“Parkinson hastaligi tedavisinde kullanilan ilaglardan entakapon ve tolkaponun
elektrokimyasal ozelliklerinin incelenmesi ve voltametrik tayinleri igin yontem
gelistirilmesi” konulu doktora tezimin hazirlanmasi ve galismalarim sirasinda, bana bilgi
ve tecriibesiyle yol gosteren, her konuda destek ve yardimlarini esirgemeyen, degerli tez
danismanim Sayin Prof. Dr. Yavuz YARDIM’a biitiin samimiyetimle tesekkiirlerimi
sunarim.

Doktora tezimin hazirlanmasi ve biitiin egitim hayatim siiresince, bana her konuda
destek olan aileme; annem Yildiz KIRAN’a, agabeylerim; Malik KIRAN’a ve Isa
KIRAN’a, ebedi sevgi, saygi ve siikranlarimi sunarim.

Doktora tez c¢alismami, c¢alismalarim ugruna zaman zaman eksikligimi

hissettirdigim canim esim ve ogluma ithaf ediyorum.

2024
Musa KIRAN
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu tez galismasinda kullanilmis olan bazi simgeler ve kisaltmalar, asagida

aciklamalari ile birlikte sunulmustur.

Simgeler Ac¢iklama

cm Santimetre

°C Santigrat

Ep Sinyal potansiyeli
f Frekans

Hz Hertz

| Elektrik akimi

L Litre

Ip Pik akimi

log Logaritma

nA Mikroamper
pg/mL? Mikrogram/mililitre
pL Mikrolitre

pm Mikrometre

m Egim

M Molarite

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

mV Milivolt

mV/s! Milivolt/saniye

n Deney sayisi

pH Bir ¢ozeltinin asitlik ya da bazlik derecesini

tanimlayan Ol¢ti birimi

pKa Asitlik sabiti degeri
ppm Milyonda bir
Pt Platin
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Simgeler

V

\4

V1/2
AEsw
AE;s

Kisaltmalar

AA
ABS
AD
AdSV
ASV
AgCl
AC
Al203
API
APT
ASV
BDDE

BE (Bulk elektroliz)
BR Tamponu

BSS
CHsCOOH
COMT
CPT

CSVv

Aciklama

Direng

Korelasyon katsayisi
Saniye

Standart sapma

Volt

Gerilim tarama hizi
Tarama hiz1 karekokii
Sinyal genligi

Gerilim adimi

Aciklama

Askorbik Asit

Asetat Tampon Cozeltisi
Alzheimer Hastalig1
Adsorptif Styirma Voltametrisi
Anodik Styirma Voltametrisi
Gilimiis Klortir

Alternatif Akim

Aliiminyum OKsit, Aliimina
Aktif Farmasotik Bilesenler
Anodik On Isleme

Anodik Styirma Voltametrisi
Bor Katkili EImas Elektrot
Sabit Potansiyelli Elektroliz
Britton-Robinson tamponu
Bagil Standart Sapma
Asetik Asit

Katesol-O-Metil Transferaz
Katodik On Islem

Katodik Siyirma Voltametrisi
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Kisaltmalar Aciklama

CcVv Dontisiimlii (Dongiilii) Voltametri
DAD Diyot Dizinli Dedektor

DC Ana Dogru Akim

DOP Dopamin

DME Damlayan Civa Elektrotu

DPV Diferansiyel Puls VVoltametrisi
DSO Diinya Saglik Orgiitii

EAA Egri Altinda Kalan Alan

ENT Entakapon
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1. GIRIS

Kimyanin en 6nemli bilim dallarindan olan analitik kimya, bilimin degismesinde
ve gelismesinde 6nemli bir yere sahiptir. Tip, eczacilik, ¢cevre bilimleri, fen bilimleri gibi
alanlarin gogalan talepleri ve ihtiyaglari bu gelismeleri arastirmak i¢in yapilan ¢aligmalari
gii¢ bir duruma sokarken diger taraftan elektrik ve elektronik teknolojisindeki yenilikler,
teknolojik caligmalar ve bu alanda yapilan yenilikler olusan ihtiyaglar1 ve bu ihtiyag
dogrultusunda olusan talepleri karsilamak icin yeni alternatifler olusturmustur. Analitik
Kimya; ilaglar, organik ve inorganik maddelerle birlikte dogada goriinen farkli alanlarda
kalitatif (nicel) ve kantitatif (nitel) 6l¢tim analizlerini kromatografik, spektrofotometrik
ve elektrokimyasal yonden degerlendirerek, bu elde edilen sonuglara gére hem canlilarin
yasam kalitesini ve sartlarimi arttirmaya yonelik gelismelere agik, hem de ekonomik
gelismelere ve yeniliklere de cevap verebilen bir bilim dalidir. Teknolojinin gelismesiyle
birlikte nanoteknoloji alanindaki gelismeler ile spektroskopik tekniklerin hizla degismesi
sonucu iyi hassasiyet ve goriintiileme derecesi ile birlikte bu alanda yapilan ¢aligmalara
hiz kazandirmistir. Kimyasal orneklerin ¢ok kiigiik derisimlerde bile daha yiiksek
duyarlilikla, daha disiik maliyetlerle ve basit bir 61¢iim saglanmistir (Skoog vd., 2001).

Elektrokimyasal yontemler, ¢ozeltinin derisimi ile potansiyel kullanilarak, akim
(gerilim), diren¢ (veya iletkenlik), kapasitans veya elektrik miktar1 gibi degisken
parametreler kullanilarak maddenin nicelik ve nitelik 6zellikleri hakkinda bize genis
Olctlide bilgi verir. Analitik kimya agisindan, elektriksel 6l¢timler; su kirliligi analizleri,
gida ve bilesenlerinde mikrobiyolojik analizler, ¢evrenin takip edilmesi, sanayi alaninda
kalite kontroliin saglanmasi, eczacilik alanindaki gelismeler, toprak analizleri ve
biyomedikal alanindaki analizler olmak iizere genis bir yelpazede caligma alanina
sahiptir. Bu alanda yapilan elektrokimyasal analizlerde yontem olarak hassas ve giivenilir
olmak son derece dnemlidir. Analitik olarak genis derisim araliginda ¢alisma olanagina
izin vermesi hizli olmasi, kolay olmasi (¢cok uzmanlik gerektirmemesi sayesinde
anlagilabilir omasi), maliyet olarak diisiik biitgelerle yapiliyor olmasi da dnemli bir etken
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Elektrokimyasal yontemlerden olan ve voltametrik
teknikle yapilan ila¢ analizleri, klinik diizeyindeki analizler ve eser miktarlarda ilag ve
madde analizlerinin yapilmasinin yani sira proseslerin ve deney siirecinin kisa siirede

hazirlanmas1 ve tamamlanmasi gibi ustiinliikleri ile ¢ok 6nemli bir avantaja sahiptir.



Eczacilik agisindan farmakolojik oneme sahip olan bilesiklerin yiikseltgenme ve
indirgenme mekanizmalarinin ¢alisilmasi ve bilim diinyasina kazandirilmas: son derece
onemlidir. Bu tiir karmasik mekanizmalarin aydinlatilmasi, literatiire kazandirilmasi ile
ilgili deneysel calismalar sayesinde ilaglarin, molekiillerin ve karmasik olan biyolojik
sistemler ile etkilesmesinin Kolay ve anlasilabilir olmasina olanak sunarlar.

Entakapon (ENT) ve tolkapon (TOL) parkinson hastaliginin tedavisinde 6nemli
bir yere sahip olan sentetik yapili ilaglardir. Elektroanalitik yontemler, diisiik biitgeye
sahip olmalari, aletsel olarak kolay olmalar1, hizl1 bir sekilde maddelerin tayinine olanak
saglamalar1 ve kiiglik derisimlerdeki 6rneklere bile uygulanabilir olmalari agisindan ilag
etken ve yardimci maddelerinin analizlerinde kullanilan diger yontemlere iyi birer
alternatif, secenek olusturmaktadirlar. Yalin, sade ve modifiye elektrotlar yardimiyla ilag
analiz islemlerinde, ¢evre ve gida analizleri islemlerinin yapilmasi gibi genis bir
uygulama alanma sahiptirler. Spektroskobik yontemler, kromatografik yontemler ve
hibrit yontemler ila¢ etken ve yardimci maddelerinin analiz ve yapi taslarinin
aydinlatilmasi islemlerinde kullanilan baglica yontemlerdir. Ancak bu yontemleri
elektrokimyasal yontemler ile karsilastirirsak biraz daha pahali olan, zaman ve emek
gerektiren yontemlerdir.

Bu bilgiler dogrultusunda, parkinson hastaliginin tedavisinde onemli bir yere
sahip olan ENT ve TOL ilag etkin maddelerinin bor katkili elmas elektrot (BDDE)
yiizeyinde ilk kez elektrokimyasal analizlerine imkan taniyacak segici ve duyarli bir
voltametrik yontemin tez kapsaminda kullanilmasi 6nemlidir. Literatiir arastirmasi, bu
bilesiklerin BDDE yiizeyinde detayli redoks davranislar: ve voltametrik analizleri tizerine
herhangi bir ¢aligma yapilmadigini ortaya koymaktadir. Bu ¢aligma, ENT ve TOL ilag
etken maddelerinin standart ¢ozeltilerinde ve piyasada bulunan ilgili ilag preparati
orneklerinde voltametrik tayinini ve BDD elektrot yiizeyinde elektrokimyasal
Ozeliklerinin incelenmesini igermektedir. Tarafimizca gelistirilecek yontemin pratik,
secici ve duyarli bir sekilde literatiirde yer bulmasi, ileride farkli elektrot malzemeleri ile

yapilacak voltametrik yontemlere ise tamamlayict yol gosterecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Elektrokimya

Elektrokimya, maddelerin elektrik enerjisi ile etkileserek kimyasal doniisiimler
gecirmesi, fiziksel degisiklikler yasamasi ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
doniistimiinii inceleyen bilim dalidir. 1793 yilinda Alessandro Volta, iki farkli metal
arasia nemli bir kagit yerlestirerek elektrik enerjisi liretmeyi basarmistir. Bu ¢alismayi
kullanarak suyun elektrolizini gergeklestirmis ve kimya tarihinde 6nemli bir deney olan,
hidrojen ve oksijen atomlarinin negatif ve pozitif elektrik ytikleri ile iliskisini ve bu
yiiklerin atomlar arasi baglarin kaynagini olugturdugunu gostermistir. 1812'de Berzelius,
metallerin pozitif, ametallerin ise negatif ylikler tasidigini 6ne siirerek bu yiiklii
taneciklere "iyon" adin1 vermistir. Ayn1 donemde, elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye
doniistimiinii inceleyen Davey’in asistan1 Faraday, bir maddenin iginden gecen belirli
miktardaki elektrik akiminin, o0 maddenin bilesenlerinde belirli miktarda asinmaya neden
oldugunu kesfetmistir. Bu ortaya ¢ikan sonug ile birlikte ilk defa elektrik sayaglarinin
tiretim islemine olanak saglamistir. Bu sonuglar ile birlikte giiniimiizdeki elektrokimyanin
temellerini ortaya atilmistir. Ancak, tarihte yapilan biiyiik elektrokimyasal ¢alismalara
ragmen, elektrokimya hala ¢ozelti i¢inde meydana gelen tepkimeleri tam anlamiyla
agiklayamamaktadir. Iyon c¢oziiciileri, iyon caplari ve iyon-iyon etkilesimleri gibi
kimyasal olaylar bilim diinyasinda tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle,
elektrokimyanin gelisimi zaman i¢inde yavaslamis olsa da diger kimyasal alanlardaki
gelismelere ve degisimlere genel olarak 151k tutmaya devam etmistir (Gover, 2011).

Elektrokimya, maddenin yapisinda gergeklesen elektriksel etkilerin ile kimyasal
etkilerin ve tepkimelerin birbiriyle baglantili oldugu kimyanin bir alt dalidir. Bu alandaki
faaliyetlerin ¢ogunlugu, kimyasal tepkimelerle elektrik enerjisinin iretilmesinden
maddeden elektrik akiminin gegmesinden ve maddede olusan kimyasal yapidaki
degisikliklerin incelenmesiyle ilgilidir (Bard ve Faulkner, 2001). Olusan bu elektrik
enerjisinin kimyasal doniisiimleri gerceklestirebilmesi amaciyla ve tam tersi olacak
sekilde gereklesen kimyasal doniisiimlerin elektrik enerjisi tiretebilmesi igin indirgenme
ve yiikseltgenme tepkimelerinin olusmasina baghdir. Elektrot yiizeyinde meydana gelen

elektrokimyasal islemler elektrokimyasal hiicre adin1 verdigimiz bir diizenek igerisinde



yuritiliir. Bu tepkimeler meydana geldigi zaman ise elektrokimyasal hiicrede elektron
gegisleri ile elektron aktarimlari meydana gelir (Skoog vd., 1998).

Elektroanalitik kimya adin1 analitik kimyada analiti i¢eren bir elektrokimyasal
hiicredeki potansiyeli ve/veya akimi Olgerek inceleyen bir yontemden alir (Skoog ve
Bruce, 1981). Elektroanalitik yontemlerin bir¢cok siniflandirma yontemi olsa da bunlarin
en onemli kabul edilen yonteme gore, ara yiizeyde gergeklesen yontemler ve analiz
ortaminin tiimiinde gergeklesen yontemler olmak tlizere iki farkli baslik altinda toplanmasi
bilim diinyasinda kabul edilen siniflandirmadir. Elektroanalitik yontemlerin biiyiik bir
kisminda meydana gelen bir akim goézlenir ve bu yontemlerden olusan akim iki farkl
isimde nitelendirilir. Bu meydana gelen akim ya potansiyel kontrollii akim ya da akim
kontrolliidiir. Akim ve gerilimin siirekli kontrol edildigi bu siireglerde farkli degiskenler
biiyiik genlikli veya kiiciik genlikli olmak tizere uygulanir. Biiyiik genlikli olan siirecler
kiigiik genlikli olanlara nazaran daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Oztekin, 2008).

2.1.1 Elektrokimyasal Hiicreler

Temel bir yaklagimla elektrokimyasal bir hiicre, iki elektrotun uygun bir elektrolit
cozeltisine daldirilmasi ile olusturulan sistemdir. Elektrotlar iletken olup genelde metalik
temellidir. Elektrik akiminin elde edilebilmesi igin, bu elektrotlarin disaridan bir iletken
tel ile birbirine baglanmasi ve farkli elektrolit ¢ozeltilerinin (meydana gelen iyonlarin
birinden digerine dogru hareketinin saglanmasiyla) birbiriyle baglantili halde bulunmasi
(tuz koprisii yardimiyla) ve farkli yapidaki bu iki elektrotta da elektron aktarim
tepkimesinin olugsmasi ve elektron iletilmesinin gergeklesmesi gerekir (Skoog vd., 1998).

Elektrokimyasal olarak yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri, madde ile
tepkimeye girmeyen inert yapida bulunan bir kap igerisinde indirgen yapidaki madde ile
yiikseltgen yapidaki maddenin birbiriyle dogrudan temas ettigi inert yapidaki bu kapta
veya tepkimeye giren bu farkli yapidaki maddelerin birbiriyle temas etmedigi
elektrokimyasal hiicre i¢erisinde gergeklestirilir. Yiikseltgenmenin gergeklestigi elektrot
tipine anot elektrotu, indirgenmenin gerceklestigi elektrot tipine ise katot elektrotu adi
verilmektedir. Elektrokimyasal hiicreler, hiicre ¢esidine gore simiflandirildigi zaman
galvanik hiicre ve elektrolitik hiicre olmak iizere ikiye ayrilir. Galvanik hiicrelerde
meydana gelen olay, hiicre elektrik enerjisini kendisi depolar. Tepkime kendiliginden

yiiriir disardan herhangi bir enerji vermeye gerek yoktur. Elektrolitik hiicrelerde meydana



gelen olay ise adindan anlasilacagi iizere hiicrelerde elektrik enerjisi harcanir.
Tepkimenin gerceklesmesi kendiliginden yiirlimez ve disaridan verilmesi gereken bir
enerjiye ihtiya¢ duyulur.

Elektrokimyasal hiicrelerin siiflandirilmasi, iki elektrotlu hiicreler veya ii¢
elektrotlu hiicreler olmak iizere iki farkli baslik altinda siiflandirabilirler. Iki elektrotun
bulundugu hiicrelerde bir karsilastirma elektrotu ve birde ¢alisma elektrotu vardir. Tuz
kopriisii diizenegi yardimiyla iki farkli elektrokimyasal yar1 hiicrenin birbiriyle karismasi

onlenirken, iyonlarin hiicreler aras1 gegmesine olanak saglamaktadir.

Elektrot «+—{| " Tuz Kopriisii 1—» Elektrot
€ €
iletken H g o U iletken
Cozelti Anot Katot Cozelti

Sekil 2.1 Iki elektrotlu hiicrenin sematik gdsterimi

Bir elektrokimyasal yar1 hiicreye elektrik enerjisi verildigi zaman karsilastirma
(referans) elektrotu {izerinden ge¢mekte olan gerilim ile akim arasinda anlamli
sayilabilecek bir tutarsizlik meydana gelir. Bu tutarsizligin 6nlenebilmesi igin inert bir
maddeden meydana gelmis olan ve iyi bir iletken olan yardimci elektrot kullanilir.
Yapilan bu islem sayesinde ¢alisma elektrotu ile karsilastirma elektrotu arasinda olusan
ve istenilen bu gerilim farki ¢caligma yapilan analit ile ilgili bilgi elde etmemize yardimci
olur (Robert, 1962)

Elektrokimyasal hiicre materyali, bir kapak ile kapatilmis {iglii elektrot girisleri

bulunan genellikle kiiciik hacimli (5-20 mL) cam bir kaptan olusmaktadir. inert bir gaz



aktarim borusu (¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak icin) ve se¢ime bagl bir karigtirict
sistemi igerir. Inert gaz olarak siklikla azot gazi kullanilir. Elektroanalitik kimyada
(6zellikle voltametride) kullanilan diizenegin (ii¢ elektrotlu sistem) Orneklerinden biri

Sekil 2.2’de ve potansiyostatik sistem diyagrami (ii¢ elektrotlu) Sekil 2.2°de

| 9

—d

gosterilmistir.

Karsilagtirma Elektrodu
Calisma Elektrodu

Yardimci Elektrot g
;7 Teflon Kulp

-
Kiiciik Cam Kap (5-20 ml)

Teflon Kapak

-

Sekil 2.2 Voltametrik 6lgtimler igin kullanilan ti¢ elektrot bulunan elektrokimyasal hiicre

Referans elektrotar:, elektrokimyasal calisma sirasinda ve analiz siirecinde
gerilimi sabit olan, gerilimi dis ortamlardan etkilenmeyen elektrotlardir. Analiz edilecek
maddelere kars1 referans elektrotlar duyarsizdir. Tersinir bir yapida olmasi istenen ideal
bir referans elektrot Nerst esitligine her zaman uyar, yani potansiyeli zamana bagli olarak
degismez. Gerilimi sabit olmali ve kolay hazirlanabilmelidir. Referans elektrotlar sicaklik

degisiminden etkilenmemelidir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlara 6rnek olarak



doygun civa (I) kloriir yani kalomel (Hg/Hg2Cl.) referans elektrotu ile Ag/AgCl referans
elektrotlaridir.

Ag/AgCI referans elektrotundaki giimiis tel, gimiis kloriir yardimi ile tamamen
kaplanir ve bu kaplanan bu elektrot belirli bir derisimde bulunan AgCl ¢6zeltisi igerisine
daldirilip ¢ikartilarak elde edilir ve saklanma kosullari yine bu ¢o6zelti igerisinde
gerceklesir. Sekil 2.3’te Ag/AgCl referans elektrotu gosterilmistir. Bu referans elektrotun
muhafaza edilme sekli ise 3 M KCI ¢6zeltisine daldirilir ve bu ¢6zelti igerisinde muhafaza

edilir.

Ag/AgCl{doy). KCI{ xH ) | L ag
[ 3|
GUmig elektrot yar tepkimesi | @l
AgCl + e 7—* Ag +CI : 7
155
i
257 C deki yarl tepkime gerilimi ———& KCl {doygun)
E=E' (AgCliAg) - 0.0592loga,-
\ / Gizenekli
N inert tipa

Sekil 2.3 Ag/AgCI referans elektrodu ve gergeklesen tepkimesi (Skoog vd., 1998)

Yardimc elektrot, bu elektrot karsit elektrot olarak ta tanimlanir. Genellikle inert
materyalden olusan platin tel 6rnek gosterilebilir veya tungsten gibi soy metallerden
yapilir. Elektrokimyasal yari hiicre igerisinde sinyal kaynagindan alinan elektrik
enerjisinin ¢ozeltiden gegtikten sonra ¢alisma elektrotuna aktarilmasi islemini saglar. Bu
islemler sirasinda yardimc elektrot olarak herhangi bir elektrot tiirii kullanilmazsa eger
elektrokimyasal yar1 hiicreye yiiksek gerilimin uygulanmasi sirasinda galisma elektrotu
polarlanir ve bu durum deney sonucuna dogrudan olarak etki eder fakat elektrokimyasal
yart hiicre icerisinde yardimci elektrot kullanildigi sirada g¢alisma elektrotunda
gerceklesen herhangi bir polarlanma meydana gelmez (Wang, 2006).

Yar1 hiicre igerisindeki elektrotlarin yerlesimi biiyiik bir 6neme sahiptir. Calisma

elektrotu ile karsilastirma elektrotu birbirine oldukga yakin olmak sartiyla, ¢alisma



elektrotu karsilagtirma elektrotu ve yardimer elektrot arasina yerlestirilir. Bu sekilde {iglii
elektrot mekanizmasinin kullanilmasinin sebebi ise, potansiyostatin ¢alisma elektrotuna
asir1 bir gerilim yiiklemesi halinde sistemi otomatik olacak sekilde dogru gerilime
getirebilmesi amaciyladir. Bu islem, referans elektrotu ve calisma elektrotu arasindaki
gerilimin siirekli olarak dlgiilmesi islemiyle ve ayarli gerilim kullanilarak karsilastirma

yapilir. Bu tezde yardimci elektrot olarak platin tel kullanilmistir.

taramah L ans,

Potansiyostatilk ‘

kontrol devres:

Alarm gerilime

dinigtiaricn
AL

Galigma
mukroelekirotu

Sekil 2.4 Voltametride kullanilan {i¢ elektrotlu potansiyostatik sistem diyagrami

Caligsma elektrotu, birinci elektrot olarak bilinen bu (indikator) elektrot, analitin
yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonlarinin gerceklestigi elektrot tiirtidiir.
Uygulanan potansiyele gore katot veya anot olarak gérev yapabilir. Bu tepkimeler yari
hiicre igerisinde gergeklesirken ¢alisma elektrotuyla ara yiizey arasinda meydana gelir.
Polarizasyon islemi sirasinda, bu etkiyi artirmak amaciyla caligma elektrotlarinin ylizey
alanlar1 bilingli olarak kiigiik tutulmalidir. Bu nedenle gerceklestirilen bu reaksiyonlarda
elektrot se¢imi olduk¢a Onemlidir. Caligma elektrotunun meydana getirdigi yanitin
tekrarlanabilir olmas1 ve ayn1 zamanda gergeklesen sinyal oraninin da yiiksek olmasi
onemli bir etkendir. Diger taraftan elektrot yiizeyinin aktif olmasi elektrot seciminde
onemli bir parametredir. Elektrot yiizeyinin aktif olmas1 daha duyarl ve daha dogru bir
Ol¢limiin yapilmasi islemini saglar. Ayrica analit igerisinde gerceklesen redoks
davraniginin karakteri, olusan artik akimin olgiilebilmesi ic¢in gerekli olan gerilim
araliginin referans olarak disinda olmasi, istenilen gerilim araliginin biyiklig,
elektrotun mekanik o&zellikleri, elektriksel yapidaki iletkenlik, ucuz ve kolay elde

edilebilirlik ve toksin o6zellikler gibi faktorler de galisma elektrotu segimini etkileyen



onemli faktorlerdir. Elektroanaliz islemlerinde ¢alisma elektrotu olarak birgok materyal
kullanilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan materyaller; civa, karbon, altin veya inert yapidaki
platin gibi soy metallerdir (Wang, 2006). Altin, platin ve karbon elektrotlar genis anodik
tarama bdlgelerinde ¢alismak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calisma elektrotlarindaki bu ¢esitlilik ve gerceklestirilen modifikasyon
islemlerine maruz kalmalar elektrotlar i¢in genis bir kullanim alani olusturmaktadir.
Elektrotlarin yiikseltgenme ve indirgenmede reaksiyonlarindaki 6nemi her gegen giin
daha da artmaktadir. Bunun i¢in elektrotlar her gegen giin gelistirilmeye ve degistirilmeye
calisilmaktadir. Elektrot ¢esitliliginin bu denli artmis olmasi analizin daha dogru ve daha
hassas sonuglanmasini sagladigi gibi gerceklesen reaksiyonlarin daha kisa bir siirede
sonu¢ vermesine katki saglar. Bu alanda kullanilan ¢ok cesitli calisma elektrotlar: vardir,
caligma elektrotu olarak kimyasal alanlarda kullanilan kati elektrotlar asagida sekil 2.5°te
ozetlenmistir (Wang, 2006).

Bor katkili elmas elektrot (BDDE) bu tez ¢alismasinda ¢alisma elektrotu olarak

kullanilmustir.
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Sekil 2.5 Voltametri alaninda kullanilan ¢alisma elektrotlari

Cuwva elektrotlar, voltametri alaninda oldukca fazla kullanilir. Civanin, elektrot
icin kullanilacak negatif gerilim yiik sinirmin yiiksek olmasi nedeniyle civa damlasi ile
yeni bir metalik yiizeyin olusturulmasi oldukga kolaydir ve reaksiyona giren birgok
metalin civa yilizeyinde gerceklesen amalgam olusturmasi nedeniyle de tersinir olarak
indirgenme islemlerinin olmasi gibi nedenler ile siklikla bu elektrot tiirii kullanilmaktadr.
Dezavantaj olarak civa kolay yoldan oksitlenebilir, elektrotlarin kolaylikla
yiikseltgenmesinden dolay1 anot elektrotu olarak kullanilmasi ve civanin dogada zehirli
bir metal olmasi gibi sayilan bu nedenler civa elektrotunun elektrokimyasal ¢alismalarda
kullanimini sinirlar (Skoog vd., 2001; Wang, 2006).
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Kan Elektrotlar, bu elektrotlarin anodik gerilim araliginda civa elektrotlarinin
siirlt ve verimsiz kullanimi nedeniyle, yiikseltgenebilen maddelerin elektrokimyasal
olarak arastirilimasinda genis bir anodik gerilim araligi sunar. Bu 6zelliklerinden dolay1
kat1 calisma elektrotlar1 olarak siklikla tercih edilirler. Elektrokimyasal ¢alismalarda,
calisma elektrotu olarak bir¢ok farkli malzemeden yararlanilir. En ¢ok kullanilanlara
ornek olarak, altin, platin ve karbon elektrotlaridir. Bazi durumlarda ise bakir, glimiis
veya nikelde calisma elektrotu olarak kullanilabilir. Yiiksek iletkenlik 6zelliklerinden
dolay1 bu elektrotlar siklikla tercih edilmektedir. Fakat maliyetlerinin yiiksek olmasi
nedeniyle kullanim alanlari biraz siirlidir.

Karbon elektrotlar diger kati elektrotlara gore maliyetlerinin ucuz olmasi ve
modifiye islemlerinin kolay yapilabilmesi gibi avantajlar1 ile oldukga tercih edilen
elektrot tiirleridir. Diger elektrotlara gore daha ¢ok kullanilan bu elektrotlara bir 6rnek
olarak cammmsi (camsi) karbon (GC) elektrot verilebilir. Elektrot yiizeyinin
modifikasyonu yapilmamis ise analiz isleminden sonra elektrot yiizeyi kolaylikla
temizlenebilir ve tekrarlanabilirlik agisindan bu 6zelligi olduk¢a 6nemlidir (Wang, 2006).

Modifiye elektrotlar, altin, platin veya karbon gibi birgok elektrot yiizeyini
kaplayarak, farkli elektrokimyasal 6zelliklere sahip daha segici, daha kararli ve daha
duyarl elektrot gesitleri elde etme yontemine modifikasyon islemi ve bu modifikasyon
islemi sonrasinda elde edilen elektrot ¢esitlerine ise modifiye elektrot adi1 verilmektedir.
Modifiye elektrot yilizeylerinde biriktirme islemi, elektrot yilizeyine uygun kimyasal
ajanlarin (bilesik ve/veya atom, iyon) ya kendiliginden dogal yontemlerle ya da disaridan
bir etki yardimiyla biriktirilmesiyle gergeklestirilir. Modifiye elektrotlar, analitik
calismalarda 6nemli bir yere sahiptir. Bu elektrot tiirleri elektrokimyasal ¢alismalarda
segiciligi, duyarliligi ve kararliligi arttirmaktadir. Elektrokimyasal yontem olarak
modifiye elektrotlarin kullanim alanlari baglica elektrosentez olaylari, elektroanaliz
yontemleri, elektrokataliz ve enerji doniisiimii amaciyla yakit hiicrelerinde, kontrollii ilag
salinimi1 mekanizmalarinda ve korozyondan korunma gibi ¢esitli alanlarda yaygin bir
sekilde kullanim alanina sahiptirler (Wang, 2006).

Mikro elektrotlar, yapisal olarak elektrot capinin 25 um’den daha kiigiik yapida
olan elektrot gesitlerine mikro elektrot adi verilir. Analitik kimyada ¢ok kiigiik yapidaki

bu elektrotlara olan ilgi her gegen giin artmaktadir. Ozellikle ¢ok kiigiik hacimli
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numunelerin analizi ile mikroskobik alanlarin incelenmesi ve degerlendirilmesi

stireclerinde kullanilan etkili bir ¢alisma elektrotudur (Wang, 2006).

2.1.2 Bor Katkili Elmas Elektrot

Elmas; mekaniksel olarak yiiksek oranda sert bir madde olmasi, yiik tagima
akigskanlig1 ve 1s1l iletken olmasi gibi birgok farkli 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle iyi
bilinen bir materyaldir. ilk elektroanaliz ¢alismalarinda, dope edilmemis fakat miikemmel
kristal yapiya sahip elmas film benzeri elektrotlar kullaniliyordu. ileriki yillarda yapilan
elektrokimyasal ¢alismalarda ise bor katkili elmas elektrotlar kimyasal olarak dayanikli
olmalar1 sayesinde elektrokimyasal g¢alismalar igin vazgeg¢ilmez bir elektrot haline
gelmistir. Bu elektrotlar, giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir ve gelecekteki
elektrokimyasal ¢aligmalar i¢in umut vaat etmektedir. Bu elektrotlar yiiksek anodik
gerilimlerin verildigi ortamlarda, asidik olarak ¢ok kuvvetli ortamlarda kullanilabilir
olmalar1 acisindan klasik karbon elektrotlara ve metal elektrotlara gore iistiinliik
sergilemektedir. Borun elmas ylizeyine doping edilmesi ile elektrokimyasal ¢aligmalarda
kullanilan bu elektrot tiirii, daha iyi elektriksel iletkenlik kazanmistir. Bor katkili elmas
(BDD) elektrotlar; ¢alisma gerilim aralifinda daha kararh, diisiik artik akim iiretir,
korozyona karsi iyi direng, yliksek akim yogunlugu ve 1sisal iletkenlik sunar, ayrica
elektroaktif analitlere karsi etkin aktivite sergiler (Fortin vd., 2005).

Elmasin optik 6zelliginin bulunmasi, atomik yogunlugu, kimyasal reaksiyonlara
kars1 olan 1lgisiz olmasi, sert bir yapida olmasi, elektriksel 6zellikleri ve 1s1 iletkenligi
bakimindan yiiksek bir yapiya sahip olmast ile bu tiir elektrotlar icerisinde ¢ok dnemli bir
konumda yer almasini saglamaktadir. BDD elektrotlar, diigiik giiriiltii seviyeleri, genis
elektrokimyasal gerilim aralig1 ve elektrokimyasal uygulamalarda gosterdikleri yiiksek
dayaniklilik ve saglamlik gibi 6zellikleriyle diger elektrot tiirlerinden ayrilir (Uslu ve
Ozkan, 2007a; 2007b). Ozellikle, elmas yiizeyine borun katkilanmas ile olusturulan ince
film tabakasi, son yillarda elektroanaliz, elektrosentez, elektrokimyasal biyoteknoloji ve
enerji teknolojileri gibi alanlarda teknolojik gelismelerle birlikte giderek daha fazla
kullanilmaya baglanmistir (Pleskov, 2002; Alfaro vd., 2006; Kraft, 2007).

BDD elektrotlar 20. yiizyilin sonlarinda 21. yiizyilin baslarinda kesfedilerek bilim
diinyasina kazandirilan milkemmel yapida olan modern elektrotlardir. Genis gerilim

araligina sahip olmasi, ¢ok diisiikk akimlarda bile ¢alisilabilmesi, ¢ok asidik ve ¢ok bazik
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ortamlarda galisilabilmesi, yiizey kirlenmelerine karsi ve korozyona dayanikli olmasi gibi
ozellikler BDD elektrotlar1 voltametrik analiz islemleri i¢in siklikla kullanilan ¢aligma
elektrotlar1 haline getirmistir (Sochr vd., 2014; Tyszczuk-Rotko vd., 2014; Tyszczuk-
Rotko ve Sadok, 2016). Baslangigta, BDD elektrotlar laboratuvar ortaminda borun elmas
yilizeyine doping edilerek {iretilirken, giinlimiiz teknolojisi sayesinde polikristalin bor
katkilt elmas elektrotlar ticari olarak piyasada bulunabilmektedir. Bu elektrot tiirleri,
genis bir gerilim araliginda ve elektrokimyasal olarak zorlu kosullarda (6rnegin, kuvvetli
asidik ortamlarda) kullanilabilme yetenekleri sayesinde, diger metal elektrotlara ve
geleneksel karbon elektrot cesitlerine kiyasla daha iistiin bir performans sergiler. Ayrica,
sulu ve susuz ortamlarda kullanilabilirlikleri, gozlenebilirlik siniri, hassasiyet ve
dayaniklilik gibi 6zellikler agisindan da avantaj saglarlar (Gandini vd., 1999; Rao ve
Fujishima, 2000; Codognoto vd., 2002; Lawrence vd., 2006; Altun vd., 2009; Santos vd.,
2010; Trouillon ve O’Hare, 2010; Yardim vd., 2010; Yardim ve Erez, 2011; Levent vd.,
2014a). ilgili literatiirde elektroanaliz ¢alismalari incelendiginde, modifiye edilmemis, 6n
islem asamasindan gegirilmis, polimer modifiyeli, metal modifiyeli, nanokristalin yapida
olan bir¢ok BDD elektrot sisteminin yer aldigi 260'den fazla yaym mevcuttur (Toghill ve
Compton, 2010).

Elmas elektrotlarin diger karbon elektrotlarina gore, sertlik, optik 6zellikleri, yanit
zamani, verilen yanitin kesinligi ve kararliligi, saglamlik, belirtme sinir1 gibi avantajlari
bulunmaktadir (Siangproh vd., 2003; Zhang ve Oyama, 2004). BDD elektrodun, yiiksek
maliyetli olmasi, elektrokatalitik aktivitesi ve elmasin oldukga diisiik seciciligi bu elektrot
tirtiniin dezavantajlar1 arasinda sayilabilir. Son zamanlarda ise BDD elektrotlari, ilag
analiz islemlerinde (Uslu vd., 2008; Yardim vd., 2010; Levent, 2012; Levent vd., 2014;
Sentiirk ve Yardim, 2014; Oliveira vd., 2018; Svorc vd., 2018), ¢evre analizlerinde (Gong
vd., 2018; X. Wang vd., 2018), su aritim islemlerinde (Buftia vd., 2018; Duarte vd., 2018)
ve organik sentez islemlerinde (Kirste vd., 2012; Riehl vd., 2017) yaygin bir sekilde tercih
edilmektedir.

Asagida Sekil 2.6’da gosterilen elmasin kristal 6rgii yapisi ve grafitin kristal orgii
yapist gosterilmistir. Elmasta her karbon atomuna komsu 4 karbon atomu vardir ve
karbon atomlar1 arasinda sp® hibritlesmesi bulunur. Grafitte ise her karbon atomuna

komsu 3 karbon atomu vardir ve karbon atomlar: arasinda sp? hibritlesmesi bulunur.
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Sekil 2.6 Elmas ve grafitin orgii yapisi

BDD calisma elektrotlarinin yiizeyi, ince bir kati film tabakasi seklinde veya
uygun bir substrat iizerine kaplanmis olarak, silikon, tungsten, niyobyum gibi materyaller
icerebilir (Kisacik, 2010). Sekil 2.7°de BDD elektrotu gosterilmistir.

Sekil 2.7 Bor katkili elmas (BDD) elektrot

Tipkt diger kati1 elektrot cesitlerinde oldugu gibi, biitiin elektrokimyasal
calismalarda BDD elektrodunun temizligi son derece dnemlidir. BDD elektrotunun yiizey
kirliligi yaptigimiz deney sonuglarina 6nemli sekilde etki eder, olusan pik sinyalinin
siddetinin artmasina ya da azalmasina neden olur, bekledigimiz olusmas1 gereken yerde
sinyalde kaymalar meydana gelebilir. Bunun igin elektrot yiizeyi muhakkak ¢ok iyi bir

sekilde temizleme islemine tabi tutulmalidir. Bu temizlik islemi; BDD elektrot yiizeyinin
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bir miktar aliimina (Al203) tozu {izerine birakilmasi ve ardindan bu tozun {izerine su ilave
edilmesiyle gerceklestirilir. Kirli olan elektrot yiizeyi, olusan bu bulamaca batirilarak
sonsuz isareti ve dairesel hareketlerle temizlenir. Yiizey kirliliginden arindirilan
elektrotlar, yapilan deneyin g¢alisma kosullarina gore degiskenlik gosterir ve belirli
potansiyellerde farkli ¢ozelti tiirlerinde aktivasyon siirecine tabi tutulabilir. BDD
elektrotlarin aktive edilmesi ve temizleme yontemleri literatiirde farkli ¢ozeltilerde
anodik yonde olabilecegi gibi (Antonio vd., 2006; Girard vd., 2007; Guo-Hua vd., 2007;
Levent, 2012; Levent vd., 2014b; Sentiirk ve Yardim, 2014) ve katodik yonde (Suffredini
vd., 2004; Levent, 2017) gerilimler uygulanarak gerceklestirilmistir.

2.1.3 Klasik Polarografi

Polarografi, ilk olarak 1922'de Heyrovsky tarafindan gelistirilmistir. Bu
polarografik yontem, polarize olabilen damlayan civa elektrotlu (DME) elektroliz olarak
tanimlanmis ve sadece elektrot islemlerinin arastirilmasinda degil, ayn1 zamanda 6zellikle
analitik teknik olarak da hizla kabul gormiistiir. Heyrovsky ve Shikata, 1925'te akim-
gerilim egrilerini otomatik olarak kaydeden bir cihaz olan polarografiyi gelistirmislerdir.
Polarografinin teorik temeli, 1934'te Ilkovic” tarafindan (diflizyon akiminin degeri) ve
1935'te Heyrovsky ve Ilkovic™ tarafindan (akim-potansiyel egrisinin sekli, yani
polarogram olarak adlandirilir) atilmistir. Polarografi, konvektif difiizyon kosullar
altinda polarize edilmis c¢alisan elektrotun potansiyostatik kontroliinii kullanir. Elektrot
sisteminin akim tepkisi, zaman degisim hizi dE/dt'ye gore ihmal edilebilir olan
polarizasyon gerilimi E'ye bagl olarak 6lgiiliir. Bu, olgtilebilir akimin (i) polarizasyon
geriliminin zaman degisim hizindan bagimsiz oldugu anlamina gelir.

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC), polarografiyi,
ylzeyleri periyodik veya siirekli olarak yenilenen sivi elektrotlarin (6rnegin, diisen ve
akan civa elektrotlar1) kullanimiyla siirlar. Polarografiden tiiretilen yontemler, analitik
duyarlilig1 artirir veya elektrot isleminin mekanizmasiyla ilgili yeni bilgiler saglar. Puls
polarografi teknikleri, silireksiz polarizasyon gerilimi uygular ve belirli zaman
araliklarinda akim tepkisini 6lger. Alternatif akim (AC) polarografi teknikleri ise, ana
dogru akim (DC) polarizasyon potansiyeli lizerine cesitli frekanslarda kiigiik bir
pertiirbasyon potansiyeli uygulayarak dogru akim polarografisinden tiiretilir (Cerda,
2004).
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Polarografi terimi, bir elektrotun polarizasyonunun grafiksel olarak akim-
potansiyel egrileri olarak kaydedildigini belirtmek i¢indir. Bu baglamda, akim akist
depolarizasyon anlamina gelir ve akimsiz akis polarizasyon anlamina gelir, yani
potansiyel, kiiclik bir akim tepkisi olmadan veya sadece kiigiik bir akim tepkisi ile artar.
Bir siiredir voltametri ve polarografi terimleri esanlamli olarak kullanilmistir; bununla
birlikte, polarografi yalnizca "diisen/damlayan civa elektrotlu voltametri" igin
kullanilmaktadir (Heyrovsky, 2011).

Cesitli voltametri bigimleri, gosterge elektroduna uygulanan degisen potansiyelin
tiiriine gore farklilik gosterir. Bu voltametrik teknik, gosterge elektrotunun civadan veya
nadiren bagka bir sivi metalden yapildigi voltametridir. Klasik polarografide, civa bir
kilcal borudan diiser. Civa damlasinin yiizeyi, analit ile elektrokimyasal reaksiyonun
bolgesidir. Gosterge elektrotunun dogru akim (DC) potansiyelinin zamanla degisme sekli
bir potansiyel (veya voltaj) rampasidir. En yaygin durumda, potansiyel zamanla dogrusal
olarak degisir ve analitik yontem dogrusal siiplirme voltametrisi (linear sweep
voltammetry-LSV) olarak bilinir (Barek ve Zima, 2003).

Damla elektrotun en biliyilk dezavantajlarindan biri civa elementinin
yiikseltgenmesidir; bu 6zellik dolayisiyla elektrotun anot olarak kullanilmasi sinirlanir.
Ayrica +0.4V 'dan daha biiyiik bir gerilim uygulandiginda civa (I) iyonu olusabilir ve bu
anda olusan akim, cozeltide bulunan diger yiikseltgenebilme potansiyaline sahip
polarografik dalgalar1 engeller. Bu sebepten otiirii, civa damla elektrot, yalnizca
indirgenebilen ya da kolay bir sekilde yiikseltgenebilen maddelerin analiz yontemi olarak
tercih edilebilir (Palecek vd., 2018). Damlayan civa elektrotunun sematik goériinimii

asagidaki Sekil 2.8 lizerinde gosterilmistir.
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Sekil 2.8 Damlayan civa elektrotunun klasik tasarimi

2.2 Voltametri

Voltametri, 1920'lerin basinda polarografiden gelistirilmis olup Cek kimyaci
Jaroslav Heyrovsky tarafindan bilim diinyasma kazandirilmistir. Heyrovsky'nin bu
bulusu, 1959 yilinda Nobel Kimya Odiilii'nii almasin1 saglamistir (Karabilgin, 2012).
Voltametri c¢esitli ortamlarda gergeklesen indirgenme ve yiikseltgenme olaylarinin,
ylizeylerdeki adsorpsiyonu kapsayan, duyarli ve giivenilir yonteme verilen isimdir. Bu
yontemin diger yontemlere gore baskin yani, az miktardaki elementlerin, organik ve
inorganik bilesiklerin bulunmasi ve calisilmasina olanak saglamasidir. Bir¢ok tiire karsi
seciciliginin olmasi voltametriyi 6nemli kilmaktadir (Barek ve Zima, 2003).

Yiiksek basingli veya performansl sivi kromatografi (HPLC) ile entegre olacak
sekilde kullanilabilen voltametri, ¢ogu zaman cesitli sayida icerigi bilinmeyen
karisimlarin analizleri igin siklikla tercih edilen giiglii bir analiz yontemi olarak
kullanilmaktadir.

Voltametrik yOntemlerin analizi yapildigi sirada bazilarinda potansiyel sabit
tutulur, bazilarinda ise ortama disardan madde ilave yapilarak ortamdaki madde
derisimine bagl olarak meydana gelen akim miktar1 incelenir. Bu yontemde, ¢aligma

elektrotunun gerilimi zamana gore degistirilerek elektrotta olusan akim miktari dl¢iiliir.
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Calisma elektrotuna, zamanin bagli olarak bir potansiyel uygulanmasiyla olusan
cesitli sekillerde olusan potansiyel-zaman fonksiyonlar1 uyarma sinyali olarak
adlandirilir. Voltametride siklikla kullanilan uyarma sinyallerine gore dalga goriintiisii

Sekil 2.9°da verilmistir.
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Sekil 2.9 Voltametride kullanilan uyarma sinyallerinin dalga sekli
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2.2.1 Voltametrik Teknikler

Iyonlarin aktarim o6zelliklerinin &lgiilmesine dayanan elektroanalitik teknikler
siklikla kullanilmasina ragmen, elektroanaliz terimi genellikle voltametrik analiz
tekniklerine isaret eder ¢linkii voltametrik teknikler diger tiim elektroanalitik tekniklerden
sayica daha fazladir (Fritz Scholz, 2015).

Voltametri, ¢ok ¢esitli molekiiler ve iyonik malzemelerin hem nitel (kalitatif) hem
de nical (kantitatif) analizi i¢in kullanilabilir. Bu yontemde, bir dizi iki veya ii¢ elektrot
analit ¢ozeltisine daldirilir ve ¢alisma elektrotu referans elektrota gore diizenli olarak
degisen bir potansiyel uygulanir. Analit, ¢alisma elektrotunda elektrokimyasal olarak
reaksiyona girer. Referans elektrot, daldirildig1 ¢ozeltiden bagimsiz olarak potansiyeli
sabit olacak sekilde yapilmistir. Genellikle akimin ¢ogunu tasimak amaciyla ¢ozeltiye
liclincti bir elektrot (yardimci veya karsi elektrot) yerlestirilir. Potansiyel, c¢alisma
(indikator veya gosterge) elektrotu ile karsilastirma (referans) elektrot arasinda olacak
sekilde kontrol edilir, ancak olusan akim, yardimci elektrot ile ¢alisma elektrotu arasinda
akar (Kawagoe vd., 1993; Compton ve Banks, 2018).

Tezin bu boliimiinde, ¢alismaya konu teskil eden voltametrik teknikler hakkinda
kisa bilgiler verilecektir. Voltametride kullanilan yaygin tekniklerin genel olarak
gosterilmesi sekil 2.10°da gosterilmistir (Fogg vd., 1999; Bard ve Zoski, 2000; Barek vd.,
2001; Uslu ve Ozkan, 2011; Ozkan vd., 2015).

19



VOLTAMETRIK TEKMIKLER

— | —

Dodrusal Taramal . Dondsamid SIyIrma
Puls Teknikler )
Woltametri (LSV) ‘ ‘ Woltametri (CV) Waoltametrisi (SW)
Anodik Snarma

Diferansivel Puls
“olkametrizi (DPV)

L

™ voltametrisi (ASV)

_| Kare-dalga | Katodik Snorma
7| wetametrizi SV | Woltametrisi (CSW)

Adsonptif Snmrma
Voltametrisi (Ad5V)

L

Sekil 2.10 Voltametride kullanilan yaygin teknikler

2.2.2 Voltametrik Yontemlerin Stmiflandirilmasi

1. Doniistimli (dongilii) voltametri (CV)
e Tersinir sistemler
e Tersinmez ve yari-tersinir sistemler
e Adsorpsiyon doniisiimlii voltametri
2. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)
3. Kare dalga voltametrisi (SWV)
4. Styirma voltametrisi
¢ Anodik styirma voltametrisi (ASV)
e Katodik styirma voltametrisi (CSV)
e Adsorptif styirma voltametrisi (AdSV)
5. Sabit potansiyel kulometrisi (Bulk elektroliz, BE) (Duran, 2009).

2.2.2.1 Doniisiimlii (dongiilii) Voltametri (CV)
Elektrokimyasal yontemler i¢inde en yaygin kullanilan yontemlerden biri

dontigimlii voltametri teknigidir. Sulu ve susuz olmak iizere farkli ortamlarda yapilan

elektrokimyasal caligsmalarda doniisiimlii voltametri en ¢ok tercih edilen yontemlerden
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biridir. Kararsiz bir iiriin ya da ara iiriin igeren elektrot tepkimelerinin incelenmesinde ve
degerlendirilmesinde siklikla tercih edilmektedir (lzutsu, 2009). Bu yontemde gerilim,
zamanla dogrusal olarak degistirilirken bu degisime tarama hizi adi verilir. Bu akim-
gerilim grafiginden elde edilen egrilere ise doniisiimlii voltamogram denir.

Ucggensel dalga voltametrisi (Triangular wave voltammetry-TWV), potansiyelin
bir elektrokimyasal reaksiyonun meydana geldigi potansiyeli gegen bir degere dogrusal
olarak tarandig1 ve ardindan hemen orijinal potansiyeline geri tarandig1 bir yontemdir.
Ucggen dalga voltamograminda genellikle ileri taramada bir akimin sinyal noktas1 ve ileri
taramada gozlenenin tersi reaksiyonu (yiikseltgenme veya indirgenme) temsil eden ters
taramada ikinci bir ters sinyal noktasi bulunur (Moaaz vd., 2021). Dongiisel voltametri,
art arda tamamlanmis birden fazla ileri ve geri tarama c¢evrimine sahip olmasi diginda

TWYV ile aymdir (Pu vd., 2021).

2.2.2.2 Diferansiyel Puls Voltametrisi

Diferansiyel puls voltametri yontemi, indirgenebilen ve/veya yiikseltgenebilen
inorganik ve organik maddelerin farkli kimyasal ortamlardaki hazirlanan ¢dzeltilerinden
elde edilen akim egrilerinin karakteristik yapidaki 6zelliklerini inceleyip degerlendiren
bir analiz yontemidir. Olusan akim, pulsun uygulanmasindan hemen O&nce ve
uygulamadan sonra olusan pulsun sonunda &lgiiliir. iki akim arasindaki fark, LSV rampa
potansiyelinin bir fonksiyonu olarak ¢izilir. Puls voltametrisi, periyodik araliklarla
uygulanan, diizenli olarak artan bir puls yliksekligini kullanir. Puls ve diferansiyel puls
polarografisinde gozlemlenen pulslar, 6zellikle civa damlasi elektrottan diismeden hemen
once uygulanir. Tipik bir sistemde bu pulslar yaklagik olarak 50-60 milisaniye uygulanir
ve akim, her pulsun son 17 milisaniyesi sirasinda Olgiiliir. Voltamogram, puls
potansiyelinin bir fonksiyonu olarak olgiilen akimin bir grafigidir. Diger bircok

voltametri varyasyonu da mevcuttur, ancak yaygin olarak kullanilmazlar (Wang, 2006).

2.2.2.3 Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametri yontemi (SWV, KDV) deneysel c¢aligmalarda son derece

hizli ve duyarli olan, genis genlikli bir voltametri yontemidir. Basamakl seklinde olusan
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sinyallerin tist liste gelmesiyle olusan simetrik bir kare dalganin birlestirilmesi yontemiyle
meydana gelen bir dalga sekline benzer. Bir kare dalga dongiisiiniin olusabilmesi i¢in,
ileri yonde ve ters yonde olusan sinyallerin her birinin sonunda akim iki kez 6rneklenerek
meydana gelir. Olusan voltamogram, iyi bir hassasiyet ve duyarlilik gostererek etkin bir
ayirma yaparak sonuglanir. Tayin alt sinir1 yaklagik olarak 107-10® mol/L™ arasina kadar
olanak tanimaktadir. Kare dalga voltametrisinin diger tekniklere kiyasla en tistiin 6zelligi
hizidir. Analiz siiresi olduk¢a azdir ve tiim polarogram veya voltamogram bu sayede
birkag saniye i¢inde kaydedilmis olur (Oztekin, 2008).

Kare dalga voltametrisi, bir diger voltametrik yontem olan diferansiyel puls
teknigindan daha sik kullanilan elektroanalitiksel tayin yontemidir. Bu sistemde
uygulanmis olan potansiyel, sekil agisindan diferansiyel pulstakilere benziyor olsa da bu
metot puls tekniginden farklidir. Sadece zaman icerisindeki degisimi biiyiik aralikli kare
dalga seklindedir. Potansiyel periyodun ilk yarisina gelindigi zaman pozitif bir deger
gosterirken, diger yarisina gelindigi zaman ise negatif bir deger gosterir. Buradaki
Ol¢timler alinirken, olusan akim her kare-dalga pulsu uygulamasinin éncesinde ve pulsun
hemen bitmesinden sonra oOlgiiliir. Temel olarak kare dalganin katodik ve anodik
kisimlarindaki iki noktaya ait olusan akim degerleri belirlenir. Bu iki akim arasindaki
uygulanan gerilimin farki, grafige gecirildigi zaman kare dalga voltamogrami elde
edilmektedir (Stock, 1991) (Scholz vd., 2010). Kare-dalga ve diferansiyel puls

voltametresi arasindaki farki gosteren grafik Sekil 2.11 tizerinde gosterilmistir.

Uyzulanan
Potansiyel
Diferansiyvel Puls
A Voltametrisi
Eare Dalza
Voltametrisi
e Zaman

Sekil 2.11 Diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi i¢in dalga formlari
(Franklin vd., 2016)
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2.2.2.4 Siyirma Voltametrisi

Elektrokimyasal s1yirma, bir elektrot yilizeyinden (veya ¢oziinmiis metaller igeren
sivi civa elektrotlarinda oldugu gibi elektrot gévdesinden) iyonlarin veya atomlarin,
bilesiklerin yiikseltgeyici veya indirgeyici olarak ¢ikarilmasi anlamina gelmektedir (Jaya
ve Rao, 1982; Henze ve Neeb, 1986; Wang, 1988; Dewald, 1996). Ancak, bu kurallarin
istisnalar1 vardir. Elektroanalitik styirma yontemleri iki basamaktan olusur: ilk olarak,
¢ozlinmiis bir analitin ¢alisan elektrot lizerinde veya iginde birikmesi ve ikinci olarak,
birikmis maddenin bir potansiyometrik, voltametrik veya kulometrik bir teknikle
styrilmasi (Jagner ve Graneli, 1976; Henze ve Neeb, 1986; Wang, 1988; Dewald, 1996
Macdonald, 2012).

Siyirma voltametrisindeki kosul, iki bagimsiz dogrusal iliskinin bulunmasi
gerekliligidir:  birincisi, birikmis maddenin aktivitesi ile numunedeki analitin
konsantrasyonu arasinda ve ikincisi, maksimum styirma akimi ile birikmis madde
aktivitesi arasinda olmalidir. Bu nedenle, maksimum yanit ile analit konsantrasyonu
arasinda kiimiilatif bir dogrusal iliski mevcuttur. Ancak, analit birikimi i¢in elektrot
kapasitesi sinirhidir ve dogrusallik kosulu yalnizca elektrot doygunlugunun ¢ok altinda
karsilanir. Bu nedenle siyirma voltametrisi genellikle iz analizinde kullanilir. Saptama
sinir1, biriken maddenin aktivitesi ile analitin toplu konsantrasyonu arasindaki oranti
faktoriine baglidir. Bu faktor, kimyasal birikim durumunda sabit olsa da elektrokimyasal
birikim i¢in elektrot gerilimine baghdir. Maksimum siyirma akimi ile analit
konsantrasyonu arasindaki orant1 faktorii nadiren tam olarak bilinir ve genellikle g6z ard1
edilir. Analiz i¢in dogrusal iliskiyi ampirik olarak kurmak yeterlidir ve bu iliskinin egimi

bir 60rnege gore degisebilir (Lovri¢, 2010).

2.2.2.2.1 Anodik Siyirma Voltametri

Anodik styirma voltametrisi (ASV), styirma analizlerinin i¢inde en yaygin olarak
kullanilan voltametri teknigidir. ASV'nin son derece diisiik saptama limiti, coklu eleman
ve tiirlestirme yetenekleri, yiiksek dogruluk, yerinde ve ¢evrim i¢i dlgiimlere uygunlugu
ile birlestiginde, uygun maliyeti, iz metal analizi ve c¢esitili bilesiklerin analizi i¢in en
giiclii tekniklerden biri haline getirmektedir (Daniele, 2004).
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Anodik styirma voltametrisi tekniginde gerilim taramasi anodik yonde biriktirme
yapilirken, katodik siyirma voltametrisi tekniginde ise biriktirme anodik ydnde
yapilirken, siyirma ise katodik yonde yapilmaktadir. Siyirma adimlarinda, elektrot
gerilimi anodik yone dogru ilerlerken elektrotta birikmis olan madde gerilimi,
yiikseltgenme potansiyeline ulastigi zamanda gergeklesen bir akim olusturmaktadir.
Yiikseltgenme veya Siyirma akim potansiyeli elektrotta meydana gelen potansiyelin
fonksiyonu olarak degerlendirilmektedir. Siyirma akimi, analizi yapilan maddenin
cozeltideki ve elektrottaki konsantrasyonu ile dogru orantili olmaktadir (Copeland ve
Skogerboe, 1974).

2.2.2.2.2 Katodik Siyirma Voltametri

Katodik siyirma voltametrisi (CSV), klinik, endiistriyel ve karmasik ¢evresel
numunelerde eser ve ultra eser analizlerin derisimlerinin tayini i¢in yaygin olarak
kullanilan ~elektrokimyasal —teknikler grubudur. On zenginlestirme adimindan
kaynaklanan ¢ok iyi duyarlilik ve ¢ok seyreltik numunelerde analitlerin belirlenmesine
olanak tanir. CSV 'deki elektrokimyasal zenginlestirme islemi, bir metalin uygun bir
ylizey aktif kompleksinin adsorpsiyonundan veya c¢oziinmeyen bir tuzun (geleneksel
CSV) anodik ¢dkeltilmesinden (yiizeysel CSV) olusabilir. On zenginlestirme ¢ok az veya
hi¢ ilave reaktif gerektirmez, boylelikle numune kontaminasyonu riskini en aza
indirmektedir. Zenginlestirme adimi, analizi numune matrisinden izole ederek yontemin
kararliligini ve seciciligini de gelistirmektedir. Styirma adimi sirasinda dogrusal tarama,
kare dalga, diferansiyel puls, alternatif veya merdiven akim igslemleri de kapsamak tizere

cesitli voltametrik dalga bigimleri kullanilabilir (Achterberg vd., 2018).

2.2.2.2.3 Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Elektroanalitik yontemler icerisinde en duyarli sonuglarin elde edildigi siyirma
yontemleridir. Adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV) teknigi, genis aralikta bulunan
organik bilesiklerin ve inorganik tiirlerin diisiik derisimlerde analizlerinin yapilmasina
olanak saglayan bir yontemdir. Bu yontemle yapilacak analizde, analizlenecek madde
indirgenme veya yiikseltgenme amaciyla seyreltik bir ¢ozeltiden alinarak elektrot

ylizeyinde biriktirilerek elektrokimyasal 6n deristirme islemi uygulanir. Adsorptif
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styirma voltametrisi, elektroda negatif (katodik) veya pozitif (anodik) yonde gerilim
taramasi1 uygulayarak, elektrot yiizeyinde yogunlagmis olan maddeyi elektrottan styirarak
cOzeltiye tekrar geri kazandirilmay1 hedefler. Yontemin ismi bu basamaktan gelir. Bu
asamada elde edilen akim madde miktarinin tayinini bulmay1 saglar (Yilmazgiig, 2008;

Keskin, 2009).

2.2.2.2.4 Potansiyometrik Siyirma Voltametri

Adsorptif siyirma analizi, bir¢ok elementin potansiyelini izlemeye yoOnelik
styirma yontemlerinin kapsamini1 énemli 6l¢iide genisletir. Bu teknigin biriktirme kismi
Adsorptif Siyirma Voltametrisi teknigi ile benzerlik gostermektedir. Styirma teknigiyle
analizi yapilacak metaller, elektrokimyasal indirgeme yoluyla civa yardimiyla amalgam
olusturacak sekilde elektrot lizerinde biriktirilir. Styirma basamagina gegildiginde, hiicre
potansiyostattan ayrilarak potansiyometreye baglanir. Hiicreye belirli bir yiikseltgen sabit
bir hizla eklenir. Yiizeyde bulunan maddeler, yiikseltgenme potansiyellerine gore belirli
potansiyellere indirgenerek maddelerin sirasiyla yiizeyden siyrilmasini saglar. Yiizeydeki
maddelerin sirastyla yiikseltilmesi sirasinda, potansiyel degisimleri adim adim
gerceklesir. Olusan bu potansiyel degisikliklerine baktigimizda, her adimin gergeklesme

sliresi, o potansiyeldeki yiikseltgenen metal miktariyla dogru orantilidir (Wang, 2006).

2.2.2.2.5 Sabit Potansiyel Kulometrisi (Bulk elektroliz, BE)

Caligma elektrotunda bulunan potansiyelin veya akimmin sabit tutuldugu
cozeltideki yiikseltgenmis olarak bulunan tiiriin, elektrot ylizeyinde tamamen
indirgenerek doniistiiriildiigii ve elektroliz siiresi boyunca, baslangig tiiriiniin derigiminin
zamana gore azalip sifira yaklastigi elektroliz tiirtdiir (Izutsu, 2009). Diger yontemlere
gore kullanilan elektrotlarin aksine caligilan elektrodun yiizey alani oldukga biiyiik olan
bir yontemdir. Bulk elektroliz islemi siire olarak bir saat veya daha fazla olacak sekilde
stirebilir ve bu siire bittiginde, elektroaktif tiiriin konsantrasyonunun baslangig
konsantrasyonunun %1’ine ulastiginda elektroliz isleminin tamamlandig1 kabul edilir.
Bulk elektroliz isleminde, yiizey alanin biiytlikliigii ¢6zelti hacmine oranina gore oldukga
bliyiik oldugu, akim olarak yiliksek akim ve uzun zaman skalasiyla karakterize edilen

(Bard ve Faulkner, 2001) ve deney sonucunda elektrot reaksiyonunda aktarilan elektron

25



sayisinin hesaplanmasiyla devreden gegcen toplam yiik miktariin bulunmasi igin

kullanilan yontemdir.

2.2.3 Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler iki ana baslik altinda incelenir. Bunlar analiz ortaminin
tamaminda gerceklesen yontemler ve ara yiizey yontemleridir. Ara yiizey yontemleri,
adindan da anlasilacagi tizere elektrot yiizeyleri ve bu yiizeye hemen yaninda bitisik bir
sekilde bulunan ince bir ¢6zelti tabakasi arasindaki 0 ara yiizeyde olan olaylar1 inceleyen
yontemlerdir. Analiz ortaminin tamamindaki yontemler ise ¢ozelti igerisindeki tamamen
gerceklesen olaylart iizerinde durulur. Ara yiizey yontemleri, elektrokimyasal yari
hiicrelerde akimin varligina veya yokluguna gore “dinamik” ve “statik” olmak iizere
siniflandirilabilir. Statik yontemlerin hiz ve secicilik 6zellikleri elektroanalitik kimyada
Oonemli bir yer tutsa da dinamik ara yiizey yontemleri (akimin ¢ok daha dnem tasidigi)
daha islevsel alanina sahiptir. Elektroanalitik yontemlerin yaygin olarak kullanilan
sematik gosterimi Sekil 2.12°de verilmistir.

Elektroanalitik yoOntemlerin tayin alt smrmmn disik olmasiyla, ucuz ve
seciciliginin 1yi olmasi, az miktarda 6rnek kullanimi ve ¢alisilan dogrusallik araliginin
genis olmast gibi nedenlerle diger yontemlere iyi bir alternatiftir. Yontemdeki bu
ustiinliikler genis kullanim alanina hizmet etmektedir. Bu ozellikleri sayesinde son

zamanlarda bolca kalitatif (nicel) ve kantitatif (nitel) analizlerde kullanilmistir (Duran,

2009).
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Amperometrik
titrasvonlar

Elektrogravimetri

Sekil 2.12 Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi

2.2.4 Tlaglarda Elektroanalitiksel Tayin Yontemleri

[lag analiz yontemleri olarak, ilaglarm toksik etki yapabilecek derisim seviyesi
esas alinarak yapilan klinik ¢alismalarda, biyolojik ortamlarda ve sivilarda tedavi edici
ila¢ dozunun belirlenmesinde bu elektroanalitik tayin yontemleri kullanilir. Pek ¢ok farkli
yapidaki maddenin ¢esitli numunelerinin analizinde yaygin olarak kromatografik ve
spektrofotometrik yontemlerden yararlanilir. Teknolojideki son gelismelerle birlikte,
elektroanalitik tayinleri diger yontemlere gore daha segici, hassas, hizli ve kolay hale
getirmekte ve cogu farmasotik ve kimyasal analiz alanina uygulanabilir hale
getirmektedir. Sonug olarak, giiniimiizde elektrokimyasal yontemler, farmasdtikler i¢in
yeterli derecede kesinlik, dogruluk, secicilik, duyarlilik ve tekrarlanabilirlik ile eser
analizini miimkiin kilmaktadir. Ilaclarm elektroanalitik tayini, farmakokinetik

ozelliklerini (adsorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon) anlamak igin
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kullanilabilir. Ek olarak, biyolojik numunelerdeki API'lerin (aktif farmasdtik bilesenler)
belirlenmesi, yeni ilag gelistirme, biyoesdegerlik, toksikoloji ve ila¢ izleme ¢aligmalari
i¢in faydalidir (Kang ve Lee, 2009).

Farmasotik caligmalarda en ¢ok kullanilan elektroanalitiksel tayin yontemleri;
potansiyometrik yontem, amperometrik yontem, kondiiktometrik yontem, kulometrik
yontem ve voltametrik yontemler olarak kabul edilmektedir (Bard ve Faulkner, 2001).

Potansiyometri, elektroanalitik kimya yontemlerinden en eski olanlarindan biridir.
Genellikle c¢ozeltideki bir ¢ozlinenin konsantrasyonunu bulmak i¢in kullanilir.
Potansiyometrik ol¢iimlerde, iki elektrot arasindaki potansiyel, yliksek empedansli bir
potansiyel 6lger kullanimi vasitasiyla 6l¢iiliir. Yiiksek empedansli bu potansiyel 6lgerin
kullanimi, akim akisinin ihmal edilebilir olmasin1 sagladigi i¢in dnemlidir. Net akim
olmadigindan ve net elektrokimyasal reaksiyon olmadigindan sistem dengededir. En
temel seviyesinde, bir potansiyometre, bir tuz kopriisii ile baglanan iki ¢ozeltiye
yerlestirilmis iki elektrottan olusur. Gosterge elektrotunun elektrot potansiyeli normalde
¢ozeltideki analiz edilen aktivitesinin logaritmasi ile dogru orantilidir. Iyon secici
elektrotlar kullanilarak dogrudan potansiyometrik tayinler esas olarak yirminci yilizyilin
ikinci yarisinda gelistirilmistir (Scholz vd., 2010).

Amperometrik testler sirasinda, gosterge elektrotunun potansiyeli, kontrollii
potansiyel elektrogravimetri ve kulometri sirasinda oldugu gibi voltametrik dalganin
platosundaki bir degere ayarlanir. Indikator elektrot ile ¢ozeltideki ikinci elektrot arasinda
akan akim oOl¢iiliir ve analitin konsantrasyonu ile iligkilendirilir. Amperometri yaygin
olarak iki sekilde kullanilir; bunlarin her ikisi de bir elektroaktif {iriin konsantrasyonu ile
sabit potansiyeldeki akimin lineer degisiminden yararlanir. Bir dizi standart ¢ozeltinin
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ¢alisan bir akim egrisi hazirlanir ve analitin
konsantrasyonu grafik lizerinden belirlenir. Bazen bir amperometrik titrasyonda son
noktayr bulmak icin amperometri kullanilir. Amperometrik titrasyon egrisi, titrant
hacminin bir fonksiyonu olarak akima ait bir grafiktir. Egrinin sekli, hangi kimyasal
tiirlerin (titrant, analit veya reaksiyon tirlinil) elektroaktif olduguna bagli olarak degisir.
Her durumda egri, bitis noktasinda kesisim i¢in tahmin edilen bitis noktasindan 6nceki ve
sonraki dogrusal bolgelerden olusur (Amine, 2019).

Kondiiktometrik yontem ise analitin bir elektrik akimini iletme kabiliyetinin

izlendigi yontemdir. Ohm yasasindan (E = IR) elektrik akiminin (I) direngle (R) ters
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orantili oldugu durumundan yola ¢ikarak ve potansiyel farkinin hesaplanabilmesiyle,
direncin tersi iletkenlik olarak bulunur (G = 1/R). Bu bilgiler dogrultusunda, bir ¢ézeltinin
iletkenligi arttikca, elektrik akimini iletme yetenegi artar. Sivi cozeltilerde akim,
¢ozliinmiis iyonlar tarafindan elektrotlar arasinda iletilir (Safonova ve Kolker, 1992;
Lubert ve Kalcher, 2010). Bir ¢ozeltinin iletkenligi, ¢ozeltideki iyonlarin sayisina ve
tirlerine baghdir. Kondiiktometrik Olglimler iyonlarin varligini gerektirdiginden,
kondiiktometri ayrismamis molekiillerin analizi igin kullanish degildir. Olgiilen
iletkenlik, ¢ozeltideki tiim iyonlarin toplam iletkenligidir. Tiim iyonlar bir ¢6zeltinin
iletkenligine katkida bulundugundan, yontem niteliksel analiz icin Ozellikle yararli
degildir yani yontem segici degildir (Safonova ve Kolker, 1992).

Kulometrik yontemde ise, sabit akim veya sabit potansiyel kullanir. Bununla
birlikte, analitin tamamen reaksiyona girmesini saglamak icin gereken toplam elektrik
miktarinin  elektrokimyasal reaksiyon iriinii  Olgiilir. Bir kulometrik tahlil
gerceklestirmek igin reaksiyon lriiniiniin elektrot {izerinde birikmesi gerekli degildir;
bununla birlikte elektrottan akan akimin nihai olarak tek bir elektrokimyasal reaksiyon
icin kullanilmasi gereklidir. Bu gereksinim, bir kulometrik titrasyon gerceklestirmek i¢in
akimi kullanarak sabit akim kulometrisinde karsilanabilir. Bir kulometrik titrasyonda
akim, analit ile kimyasal olarak reaksiyona giren bir titrant iiretir. Titrantin 6nciiliinii fazla
tutarak, kimyasal reaktani olusturmak i¢in akimin tamaminin kullanilmasini saglamak
miimkiindiir. Elektrokimyasal olarak olusturulmus titrant, analit ile tamamen reaksiyona
girdiginden, nicel bir analiz yapmak miimkiindiir. Sabit potansiyel kulometri, ¢alisma
elektrotunun potansiyeli, yalmizca tek bir elektrokimyasal reaksiyonun meydana
gelebilecegi bir degerde kontrol edildiginden, ortamdaki diger etkenlere tabi degildir
(Kies, 1962; Allen J. Bard, 1968).

2.3 Parkinson Hastahig ve Hastahigin Tedavisi
2.3.1 Parkinson Hastahig

Parkinson hastalig1 literatiirde ilk kez Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan
1817 yilinda “titrek fel¢” olarak tarif edilmis ve bu sebeple tip ve bilim diinyasinda bu
hastaligin adi onun adi ile lanse edilmistir(Halbig ve Koller, 2007). Parkinson hastaligi
(PH) yaygin bir nérodejeneratif bir hastalik ¢esididir ve Alzheimer hastaligindan (AD)
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sonra en sik karsilagilan ikinci hastaliktir. Hastaligin belirtileri 40 ile 70 yaslar1 arasinda
genellikle goriilmeye baslar ve siklikla da 60’11 yaslarda 6zellikle kendini belli eder ve
diinya niifusunun yaklasik olarak %0.3’tinii etkiler, 65 yas iistii niifusun ise de yaklasik
%71 ini etkileyen bir hastalik tiiriidiir. Erkek hastalarda bu hastaligin goriilme sikligi kadin
hastalara oranla bir miktar daha fazladir. Hastaligin olusma nedeni tam olarak
bilinmemektedir (Samii vd., 2004). Cevresel faktorler veya genetik faktorler gibi etkenler
sonucu beynin substantia nigra pars compacta (corpus striatum) kisminda hiicre hasari
meydana gelmesi sonucu dopamin iiretimi ya gok azalir ya da tamamen durur. Genetik
faktorler olarak bu hastaliga neden olan, ¢ekinik genlerden olan a-synuclein, ubiquitin
karboksi terminal hidrolaz L1 (UCHLZ1) ve ubiquitin protein ligase gibi genler ve baskin
otozomal genler bu hastaliga neden olarak gosterilmektedir (Shastry, 2001). Cevresel
faktorler olarak ise organik solventler, civa, kursun, kadmiyum gibi agir metaller ve
pestisitler gosterilmektedir (Goldman, 2014; Chin-Chan vd., 2015). Beyin hiicrelerindeki
mitokondriyel bozukluk, oksitleyici stres gibi sebeplere bagli olarak beyinde protein
birikimi Lewi cisimciginin olusmasina neden olur. Bu birikim, fibroz yapili proteinlerin
stoplazmik birikimi olarak da isimlendirilir. Dopamin tiretiminden sorumlu hiicrelerin ve
bolgelerin yikimina bu protein birikiminin neden oldugu distiniilmektedir. Parkinson
hastaligindan 6len insanlarda yapilan otopsi islemleri ve calismalari bu diisiinceyi
destekler niteliktedir. PH’nin semptomlart non-motor semptomlar ve motor semptomlar
olmak tizere ikiye ayrilir. Hareket merkezinde bulunan hiicreleri etkileyen beceriler
olarak ifade edilen motor semptomlar, donuk yiiz (maske yiiz), dinlenme halinde titreme,
bedenin bir tarafinda asimetrik olarak bas ve kollarda titreme, uzuvlarda meydana gelen
katilik hissi, yavas yavas hareket etme durumu (bradikinezi) ve yiiriime bozuklugu (gait
disturbance) olarak gosterilebilir. Non-motor semptomlara 6rnek ise depresyon,
huzursuzluk, REM uyku bozukluklari, mesane kontrolii bozukluklar ile gastrointestinal
sistem bozukluklar sayilmaktadir. Yasanilan hayat kalitesi tizerine hem motor hemde
non-motor semptomlarin ¢ok ciddi olumsuz etkileri vardir (Olanow, 2004; Munhoz vd.,
2015).

Parkinson hastaliginda belirtiler, yavas yavas baslar ve zaman gectik¢e agirlasir.
Parkinson hastaliginin siniflandirilma iglemi evrelerine gore asagidaki gibidir;
1. Evre: Bu evrede goriilen belirti ve bulgular tek tarafli ve hafif derecede olan

bulgulardir. Bedensel oziirlilik haline yol agmaz. Bir ekstremitede siklikla titreme
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goriiliir. Hastanin durus ve yiriiyiisteki bozukluklar: ile mimik bozukluklari ancak
hastanin yakin ¢evresi fark edebilir.

2. Evre: Bu evrede belirtiler hem hasta hem de hasta yakinlar1 tarafinda goriiliir.
Oziirliiliik hali ¢ok az bulunur. Hastanin durusu ve yiiriiyiisii etkilenmistir.

3. Evre: Bu evrede hastanin govde hareketlerinde belirgin bir yavaslama hissedilir, denge
bozukluklar1 ve diismeler goriilebilir. Orta derecede hissedilen yaygin islevsel
bozukluklar gbzlenir.

4. Evre: Bu asamada, belirtiler olduk¢a yogundur. Hasta, zorlukla da olsa ytiriiyebilir
durumdadir. Hareketlerde yavaglama ve kaslarda katilik mevcuttur. Titreme durumu
diger evrelerden daha az olabilir. Bu evredeki hastalar, herhangi bir yardim olmadan tek
baslarina yasayamazlar.

5. Evre: Bu evrede hasta, tekerlekli sandalyeye veya yataga bagimli olarak ve siirekli
bakima ihtiya¢ duyar (Cakmur, 2011).

] Parkinson hastalarinin tipik gériuntmii }
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Sekil 2.13 Parkinson hastalarinin tipik goriiniimii

Parkinson hastaliginda mevcut terapdtik yaklasimlar, "dopamin replasman

tedavisi" yoluyla dopamin (DOP) kaybin1 eski haline getirerek semptomlari gegici olarak
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hafifletmeyi amaclamaktadir, hastalarin yagam kalitesini arttirmak ve hastaligin daha
yavas ilerlemesini saglamak i¢in, dopamin iireten hiicrelerde meydana gelen hasar kaybi
ile gelisen dopaminerjik sinir sinyalindeki azalma disaridan verilen ilag¢ ile dengelenir.
Hastaligin tedavisinde viicutta azalan dopaminin dengelenmesi i¢in dopaminin 6n
maddesi olan levodopa (L-Dopa) oral yolla hastaya verilir. Levodopa tek basina
alindiginda beyne ulagsmadan, biiyiik orandaki bir miktar1 yikima ugrayarak, hastada bas
donmesi bulanti gibi etkenler olusturarak ve tedavi saglanamayacaktir. Bu sebeple,
levodopanin kanda yikilmadan beyne daha ¢ok ulasmasini saglamak igin yardimci etken
maddeler kullanilir. Bu ilaglar dopamin metabolizmasini yavaglatan diger ilaglar olarak
baslica; karbidopa, entakapon, gibi ilag etken maddelerdir. Giiniimiizde bu hastaligin
tedavisinde kullanilan ilaglarda bu yardimci maddelerden biri ya da birkaci

bulunmaktadir (Yigit ve Aricioglu, 2015; Pekcan Ertokus ve Ozer, 2020).

2.3.2 Hastahgin Tedavisi

Tedavi olarak ilk zamanlarda antikolinerjik ilaglar kullanilmis olmalarina ragmen
bu grupta bulunan ve bir bitki ekstrakti olan belladonna ve atropin gibi ilaglar bu
hastalikta etkili sonuglar vermemistir. Daha sonradan {retilen sentetik yapidaki
antikolinerjik ilaglar sayesinde titreme ve hareket kisitliligi gibi semptomlarin
giderilmesinde 6nemli seviyede ilerleme kaydedilmistir. Bu hastaligin tedavinde doniim
noktasi ise 1960’11 yillarda levodopanin bilim diinyasinda kullanilmaya baslanmasidir ve
cesitli klinik ¢alismalarla bu tedavinin etkin oldugu hakkinda arastiriimaya devam
edilmesidir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan levodopanin 1970 yilinda
tedavi igin kullanilmasina izin verilmesinden bugiinlere gelinceye kadar, en iyi tolere
edilebilen ve en etkili ve ilag olan levodopa halen 6nemini siirdiirmektedir (Shastry, 2001;
Olanow, 2004; Hélbig ve Koller, 2007).

Parkinson hastalig1 tanis1 yeni konmus hastalarda eger hastalik ilk evrelerinde fark
edilirse, birinci tedavi secenegi olarak levodopa tedavisi diisiiniilmez. Once dopamin
agonisti tedavide kullanilir. Dopamin agonisti ilaglar levodopanin aksine beyinde
dopamine doniisemezler. Beyindeki sinir hiicrelerinde bulunan reseptorleri uyararak
dopaminin yaptigi goreve benzer gorevleri yerine getirmeye calisirlar (Anonim., 2023).
Bu ilaglara 6rnek gosterecek olursak; apomorfin, donepezil, ropinirol, pramipeksol,

bromokriptin, kabergolin ve pergolid gibi ilaglar sayilabilir. Bu agonist ilaglar levodopa
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ile kombine olacak sekilde kullanilabilirler. Tedavi igin levodopa kullanimina gerekenden
gec gidilmesi hedeflenir. Bunun sebepleri arasinda uzun siireli levodopa ilag tedavisi alan
hastalarda “on”-“off” donemi denilen parkinson hastaliginin semptomlarinin gorildigi
ve gorilmedigi donemlerin olusmasi ve motor beceri durum dalgalanmalarinin
gozlenmesidir (Olanow, 2004; Goole ve Amighi, 2009). Ancak dopamin agonisti
ilaglarda gozlenen yan etkiler; kusma, bulanti, somnolans (uykuya egilim), ortostatik
hipotansiyon, psikolojik bozukluklar, uykuda istemdis1 hareket etme ve kisinin kendini

yorgun hissetmesi gibi non-motor yan etkiler siralanabilmektedir (Smith vd., 2011).

2.3.3 Entakapon

Entakapon (ENT), nitro-katesol yapisina sahip, molekiiler agirligr 305,3 g/mol
olan ve katesol-O-metil transferaz (COMT) inhibitorii olan bir ajandir. COMT, S-
adenosil-L-metiyoninden katesol yapilari igeren substratlara fenolik gruplarin transferini
hizlandirir. Fizyolojik substratlar1 arasinda DOPA ve katesolaminler (dopamin, epinefrin
ve norepinefrin) ve bunlarin hidroksillenmis metabolitleri bulunur. Levodopanin
karbidopa tarafindan dekarboksilasyonu engellendiginde, COMT enzimi levodopay1 3-
metoksi-4-hidroksi-L-fenilalanine (3-OMD) metabolize eder. Glinliikk alinmasi gereken
dozu ise 2000 mg'dir.

Yesilimsi sar1 veya sari renkte olarak piyasada bulunan bir tozdur. Kimyasal adi
(2E)-2-siyano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-N, N-dietilprop-2-enamid veya (E)-a-
siyano-N, N-dietil-3,4-dihidroksi-5-nitrosinnamamid olan bu ilacin kapali formiilii
C14H1sN3Os'tir. Asetonda zor ¢oziliniir, suda hemen hemen hi¢ ¢dzlinmezken, susuz
etanolde az miktarda ¢oziiniir. Elementel analiz degerleri C: % 55,08, H: % 4,95, N: %
13,76, O: % 26,20'dir. Polimorfizm 6zelligi gosterir ve asitlik sabiti degeri pKa: 4.5 olarak
bulunmustur (Bonifati ve Meco, 1999; Purnachand vd., 2016)

ENT’nun yarilanma émrii ortalama 0.8 saat ile 1 saat arasindadir. Klinik deger
olarak gosterilen 0.3 saat ile 4.5 saat degerleri de mevcuttur. ENT viicuttan atilmadan
once neredeyse tamamen metabolize olarak viicuttan atilir. Metabolize olmayan kisim
yaklasik olarak % 0.2 dir. Sis-izomeri, izomerizasyon siireci sonucunda olusan tek aktif
metabolittir. Entakapon (ENT) ve bulunan metabolitleri, glukuronid konjugeleri halinde

idrar yoluyla viicuttan atilir.
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Sekil 2.14 Entakapon’un kimyasal yapis1
2.3.4 Tolkapon

Tolkapon (TOL) molekiiler agirligi 273.241 g/mol olup sentetik yapili ilagtir
(Sekil 2.15). Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmak iizere piyasaya sunulmustur
(Pinheiro vd., 2019). Etki mekanizmasi, COMT enzimini geri doniisiimlii olarak inhibe
etmektedir. TOL periferde COMT enzimini inhibe ederek levodopa’nin periferde
parcalanmasini azaltarak, hem beyne gecen dopamin diizeyini artirmakta hem de
levodopa’nin periferik yan etkilerini azaltmaktadir. Mono amino oksidaz inhibitérleri ile
birlikte kullanilmamalidir. Gebelik kategorisi C’dir (Mccane vd., 2014; Cacabelos, 2017).
TOL’nun maksimum plazma ilag konsantrasyonuna < 3 saate ulagmakta, proteine
baglanma orani yaklasik % 99.9, egri altinda kalan alan (EAA) 3-6 ng x hr/mL ve
yartlanma omrii yaklagik 2-3 saattir. Fecesle atiliminin % 60, iiriner sistemle yaklasik %

38 oldugu deneysel olarak saptanmistir (Benabou ve Waters, 2003; Griinig vd., 2017).
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Sekil 2.15 Tolkapon’nun kimyasal yapist
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2.3.5 Literatiir ozeti

ENT’nun ilgili literatiirde elektrokimyasal olarak yapilan ¢aligmalar1 mevcuttur.
Bu c¢aligmalardan iki tanesi civa elektrotlar {izerinde indirgenme yoniinde yapilmistir
(Abasq vd., 2008; Jain vd., 2010). Bilgilerimize gore yapilan diger calismalar
ylkseltgenme yoniinde yapilmis olup 2021 yilinda Naghian ve arkadaslar1 perde baskili
elektrodu (SPE) siilfiir kalay oksit nanopartikiillerle (S@SnO2NP) modifiye ederek
ENT’nun ilag preparatlarina ve insan idrarinda tayinine yonelik voltametrik yontem
gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde ENT’nun sinyali 0.46 V’da gozlemlenmis ve
optimize edilen sartlar altinda 100 nM ile 75 uM araliginda dogrusallik elde edilmistir.
Gelistirilen modifiye elektrodun goézlenebilme sinir1 0.010 uM ve duyarliligi 2.27 pA
uM ™t em? olarak bulunmustur(Naghian vd., 2021). Giimiistas ve arkadaslari, ilag
preparatlarindaki ENT tayini i¢in basit ve hizli bir ters faz yiiksek performanslt sivi
kromatogarfisi (RP-HPLC) ve ultra performansl sivi kromatografisi (UPLC) yontemi
gelistirilmistir. ENT’nun RP-HPLC yo6ntemi ile ilgili preparatinda tayini igin RP-18
kolonu, izokratik eliisyon ve hareketli faz olarak asetonitril: su (43:57, v/v) karisimi (%
0.1 fosforik asit igeren) kullanmislardir. HPLC kromatogramlari, bir diyot dizinli
dedektdr (DAD) kullanilarak 225 nm'de yapilmugtir. Tlgili literatiirde, entakapon igin
caligma araligini 0.5-100 pg/mL olarak belirlenmistir (Gumustas vd., 2014).

TOL’nun yeterli sayida farmakolojik ¢aligmasi olmasina ragmen, analitiksel
tayinine yonelik calismalar smirli sayida olup (arastirmalarimizda bes adet literatiir
calismasina rastladik), bu konuda yapilan iki kromatografik calisma ve matematiksel
modelleme ile yapilan bir elektroanalitik ¢aligma hakkinda bilgi sunulmustur. Heizmann
ve arkadaslari, serum ve idrar 6rneklerinde TOL ve metabolitlerini tayin etmek i¢in RP-
HPLC yontemi gelistirmiglerdir. TOL nun RP-HPLC yontemi ile biyolojik matristlerde
tayini i¢cin ODS kolonu, izokratik eliisyon ve hareketli faz olarak 0.05 M sodyum
dihidrojen fosfat (pH 2.1) ve metanol (45:55 v/v) karisimi kullanmislardir. HPLC
kromatogramlari, bir UV dedektor kullanilarak 270 nm'de yapilmustir. Tlgili literatiirde
TOL igin calisma araligin1 serumda 0.05-2.5 ug/mL, idrarda 0.2-100 pg/mL olarak
belirlenmistir (Heizmann vd., 1999). Sun ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada si¢an
plazma 6rneklerinde TOL ve metabolitlerinin ayni anda belirlenmesi i¢in basit, duyarl
ve giivenilir bir sivi  kromatografisi-kiitle spektroskobisi (LC-MS) yontemini

gelistirmislerdir (Sun vd., 2009). Mohammadi ve arkadaslari altin elektrot ve diferansiyel
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puls teknigi kullanarak parkinson hastaliginda kullanilan levodopa, karbidopa, metildopa,
benzerazid, TOL ve ENT’nu matematiksel modelleme yaparak idrar drneklerinde fosfat
tamponu (pH 2.5) ortaminda tayin etmislerdir. TOL i¢in dogrusal araligi 0.1-4 uM
aralifinda bulmus ve ortaya koyduklari matematiksel modellemeyi tartismislardir
(Mohammadi, Rashidi, vd., 2018). Literatiirde TOL’nun elektrokimyasal tayini
arastirmalarinda Mohammadi ve arkadaglari tarafindan insan serum albiimini (HSA)
tayini i¢in tasmar (TOL nun ilag preparat formu) ile etkilesiminden yola ¢ikarak HSA nin
tayinin yapildigina rastlanmilmistir, ilgili ¢alismada HSA tayini yapilmis TOL sadece
etkilesimde kullanilmistir (Mohammadi vd., 2018). Silva ve arkadaslar1 TOL ’nun camsi
karbon elektrot yiizeyinde elektrokimyasal ozelliklerini CV ve DPV teknikleri ile
fizyolojik pH de incelenmis ve bilesigin yaklasik 337 mV da bir yiikseltgenme sinyali ve
-671 mV da bir indirgenme sinyali oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica ilgili molekiiliin
yiikseltgenmesinde pH degerlerinin etkili oldugu belirtilmistir. Ilgili ¢alisma bu yoniiyle
TOL’nun elektrokimyasal davranigsina bir 151k tutmakta fakat calisma voltametrik

tayinlere yonelik olmayip farmakolojik bir ¢alismadir (Silva vd., 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismamiz Van Yiiziincii Y1l Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik

Kimya Anabilim Dali laboratuvarinda yapilmaistir.
3.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Tez kapsaminda kullanilan tiim kimyasallarin analitik saflig1 yliksek olup genelde
AbaChemScene (USA) markali iiriinlerin satis yetkilisi firmalarindan saglanmigtir.
Deneysel ¢alismalar oda sicakliginda (25+0.5 °C) yapildi.

ENT standart referansi (Saflik: %99.92) ve TOL standart referansi (Saflik:
%99.91) ChemScene LLC (ABD) firmasindan tedarik edilmistir Tiim ¢alismalarda iki
kez distillenmis yiiksek saflikta olan deiyonize su, H2SO4 (0.1 M), HNO3 (0.1 M) dahil
analitik dereceli reaktiflerin hazirlanmasinda kullanildi. HC1O4 (0.1 M), asetat tampon
¢ozeltisi (ABS, 0.1 M, pH 4.7), fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS, 0.1 M, pH 2.5) ve Britton-
Robinson tamponu (BR, 0.04 M, pH 2.0-8.0). ENT'in stok soliisyonu (1.0 mg mL™)
etanol igerisinde ¢dziildii, TOL'un stok soliisyonu (1.0 mg mL™) etanol igerisinde ¢oziildii
ve elde edilen bu soliisyonlar segilen elektrolitler igerisinde seyreltildi. Hazirlanan
standartlar kullanilmadigi zamanlarda bozulmay1 6nlemek i¢in +4°C'de buzdolabinda

saklanmustir.

3.2 Destek Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneylerde destek elektrolit ¢ozeltisi olarak 0.5 M H2SO4, 0.1 M HCIOg4, Britton-
Robinson tamponu (BR, 0.04 M), Asetat tamponu (0.1 M) ve fosfat tamponu (0.1 M)
cozeltileri kullanildi. BR tamponu i¢in 0.04 M Borik asit (HsBOz3), 0.04 M asetik asit
(CH3COOQH) ve 0.04 M fosforik asit (HsPO4) 1000 mL’lik balon joje de 800 mL saf su
ile kanstirilarak ¢ozeltinin pH’si 5 M NaOH/HCI ¢ozeltisi ile istenen pH degerine
ayarlandiktan sonra saf su ile tamamlandi. Asetat tamponu i¢in 0.1 M CH3COOH 1000
mL c¢ozeltisine 5 M NaOH/HCI ilave edilerek istenen pH degerine ayarlandi. Fosfat
tamponu i¢in ise 0.1 M NapHPO4.7H20 karisimina 5 M HCI/NaOH ilave edilerek pH
istenilen degere ayarlandi. 0.5 M H2SO4 ve 0.5 M HCIO4 ¢ozeltileri saf suda hazirlandi.
Hazirlanan bu destek cozeltileri pyrex® cam siselerde ve +4 derece buzdolabinda

saklanmustir.



3.3  Numunelerin Hazirlanmasi

ENT numunesi, 200 mg ENT iceren bir tablet olan (Comtan®, Novartis Pharma
Co.,) isimli ilag piyasadaki eczanelerden alinmigtir. Tabletler havan ve havan eli
kullanilarak iyice ezilerek toz haline getirildi. Elde edilen tozdan 50.0 mg ENT'ye esit
miktarda uygun miktarda 50 mL'lik kalibre edilmis siseye eklendi ve hacmi dolduracak
sekilde etanol ilave edildi. Karisim, karigimin tiim bilesenleri ¢6ziinene kadar yaklasik 15
dakika boyunca siirekli olarak karistirildi. Mikropipet kullanilarak 25 pL ¢ozelti
voltametrik hiicreye (0.1 M HSOg igerir) aktarildi ve numuneye 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 ve 10
nug mL? ENT eklendikten sonra analiz edildi. Numunede ki miktar, standart ekleme
yontemi kullanilarak tespit edildi.

TOL numunesi, 100 mg TOL igeren bir tablet olan (Tasmar®, Meda Pharma Co.)
isimli ila¢ piyasadaki eczanelerden temin edildi. Tabletler havan ve havan eli kullanilarak
toz haline getirildi. Elde edilen tozdan 25.0 mg TOL'ye esit miktarda uygun miktarda 25
mL'lik kalibre edilmis bir siseye ilave edildi ve hacmi dolduracak sekilde etanol ilave
edildi. Karigim, karigimin tiim bilesenleri ¢oziinene kadar yaklasik 15 dakika boyunca
stirekli olarak karistirildi. Bir mikropipet kullanilarak, 50 pL ¢6zelti voltametrik hiicreye
(pH 2.5'te 0.1 mol L* PBS igerir) aktarildi ve numuneye 1.0, 2.5, 5.0, 10 ve 20 pg mL™*
TOL eklendikten sonra analiz edildi. Numunedeki TOL miktar1 standart ekleme yontemi

kullanilarak tespit edildi.

3.4 Arag ve Gerecler

Doniisiimlii ve kare dalga voltametrik teknikleri ¢alismalari, elektrokimyasal
analiz cthazi pPAUTOLAB TYPE 1T (GPES 4.9 yazilimi ile birlikte) ile yapildi. Kare
dalga voltametrik deneyler sonucu elde edilen voltamogramlarda aletin yazilim
programinda yer alan zemin diizeltmesi [baseline correction, Savitzky and Golay filter
(level 2), peak width of 0.01 V)] yapilmistir. Calisma elektrodu olarak bor katkili elmas
(BDD) elektrot (1000 ppm bor igerigine sahip, 3 mm ¢apinda, Windsor Scientific Ltd.,
Birlesik Krallik) kullanildi. Karsilastirma elektrotu olarak Ag/AgCl elektrodu (3 M NacCl,
model) igerir. RE-1, BAS, ABD) kullanildi ve yardimci elektrot olarak platin tel
elektrottan (MW 1032, BAS) yararlanildi. FElektrokimyasal deney hiicreleri (10

mililitrelik) pyrex® camlardan yapilmis olup li¢ elektrot girisli deney hiicresi kapagi ile
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elektrotlarin ¢ozelti ile temasi saglanmistir. Diizenegin alt kisminda manyetik karistirict
olup, ¢ozelti ortaminin karistirilmast durumlarinda bir magnetten yararlanilmistir. pH

Ol¢timlerinde WTW, inolab pH 720 cihazindan yararlanildi (Xylem, New York, USA).

3.4.1 Entakapon Analizi

Calisma (BDD) elektrodu, voltametrik hiicredeki ENT ve sinyallerinin etkisini
6lgmek icin elektrokimyasal katodik on islemine tabi tutuldu. Her calisma giiniiniin
basinda tekrarlanabilir ve kararli sonuglar elde etmek i¢in BDD elektrodu, 0.5 M H2SO4
¢ozeltisi igcinde 180 saniye boyunca -1.8 V katodik voltaj uygulandi. Her bir 6l¢timden
once ise bu elektrot, 0.5 M H2SO4 ¢6zeltisinde 60 saniye boyunca -1.8 V kullanilarak 6n
isleme tabi tutuldu. Uygulanan prosediir, elektrot yiizeyinin temiz olmasin1 ve ENT'nin
oksidasyon parametrelerinin herhangi bir adsorpsiyonunu 6nlemesini saglar.

ENT'nin segilen destek elektrolitteki BDD elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal
davranisi ve reaksiyon mekanizmasi, doniisiimlii voltametri (CV) yontemi kullanilarak
arastirildi. Daha sonra ENT g¢alismasinin hassasiyetini arttirmak i¢in destek elektrolitler
(cesitli pH degerlerinde) ve SWV parametreleri dahil olmak iizere en iyi optimum
kosullar1 aragtirmak icin kare dalga voltametri (SWV) teknigi uygulandi.

SWYV yontemi kullanilan ENT'nin algilanmast i¢in, ENT ¢dzeltilerini ve 0.1 M
H2S04'li igeren bir elektrokimyasal hiicreye li¢ elektrotlu bir diizenek daldirildi. Anodik
tarama 0 ila +1.1 V voltaj araliginda kaydedildi. Tiim elektrokimyasal 6l¢timler ii¢ kez
yapild1 ve tablet numunelerinde ENT'nin algilanmasi standart ekleme teknigi kullanilarak

yapild.

3.4.2 Tolkapon Analizi

Calisma (BDD) elektrodu, voltametrik hiicredeki TOL sinyallerinin etkisini
6lgmek igin elektrokimyasal katodik on islemine tabi tutuldu. Her c¢alisma giiniiniin
basinda BDD elektrotu, 0.5 mol L™ H,SO4 ¢ézeltisi icinde 180 saniye boyunca -1.8 V'luk
katodik voltaj uygulandi. Her bir l¢iimden once ise bu elektrot, 0.5 mol L H2SO4
cozeltisi icinde 60 saniye boyunca -1.8 V ile 6n isleme tabi tutuldu. Uygulanan prosediir,
elektrot ylizeyinin temiz olmasini ve TOL'un oksidasyon parametrelerinin herhangi bir

adsorpsiyonunu dnlemesini saglar.
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TOL'un secilen destek elektrolitteki BDD elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal
davranisi ve reaksiyon mekanizmasi, doniisiimli voltametri (CV) teknigi kullanilarak
incelenmistir. Daha sonra TOL c¢aligmasinin hassasiyetini arttirmak i¢in destek
elektrolitler (¢esitli pH degerlerinde) ve SWV parametreleri dahil olmak {izere en iyi
optimum kosullar aragtirmak i¢in kare dalga voltametri (SWV) teknigi uygulandi.

SWV kullanarak TOL sinyallerini tespit edebilmek i¢in, TOL ¢ozeltilerini pH
2.5t 0.1 mol L PBS igeren bir voltametrik hiicreye ii¢ elektrotlu bir diizenek
yerlestirildi. Anodik tarama, 0 ila +1.1 V potansiyel araliginda kaydedildi. Tim
elektrokimyasal Ol¢limler {i¢ kez yapildi ve tablet numunelerinde TOL'un algilanmasi

standart ekleme teknigi kullanilarak yapildi.

3.5 Yontem
3.5.1 Voltametrik Analiz

Anodik bolgede tayini yapilmasi planlanan ENT ve TOL’nun uygun ¢ozelti
ortaminda BDD elektrot iizerindeki elektrokimyasal ve adsorptif davraniglar1 dontistimlii
voltametri (CV) teknigi ile arastirilmigtir. Duyarli bir teknik olan kare dalga voltametri
(SWV) teknigi ile destek elektrolitinin tiirli ve pH’sinin, biriktirme gerilimi ve siiresinin
ve kare-dalga formu degiskenlerinin (frekans, puls amplitiid, gerilim adimi) elektrot
yanitina etkisi incelenmis ve voltametrik tayine olanak taniyacak en iyi deney kosullari
belirlenmistir. En iyi deney kosullarinda bilesigin tayini i¢in ¢alisma araligi, kesinlik
(giin-i¢i ve giinler-aras1 tekrarlanabilirlik), duyarlilik, gézlenebilme siir1 (LOD), tayin
alt siir1 (LOQ), secicilik ve ilag preparatlarinda uygulama ¢alismalari yapilmistir.

Tiim voltametrik 6lgtimler 3 kez tekrarlanmak kosulu ile laboratuvar sicakliginda

(25 = 5°C) gergeklestirilmistir.

3.5.2 SEM Analizleri

Taramali elektron mikroskobu, adindan da anlasilacagi iizere yiiksek oranda
biiyiitme yaparak yiiksek ¢oziinirlikli goriintii elde etme teknigi olarak maddelerin
mikro yap1 analizlerinde siklikla kullanilan bir tekniktir. Yiiksek voltajlarda hizlandirilan

elektron demeti goriintiisii alinacak numune tzerine distrilir. Yiiksek hizli elektron
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demeti, numune yiizeyindeki elektronlarla etkileserek, yiizeyden elektron kopmasina ve
X- 1511 olusmasina neden olur. Dedektor tarafindan algilanan bu 1sin demetleri elektrik
sinyaline doniistiiriilerek numunenin mikro yapisal ozellikleri hakkinda fikir elde
etmemize olanak saglar. Ayrica enerji dagilimli X 1sin1 (EDX) teknigiyle elementel analiz
yapilmasint da mimkiin kilar. SEM analizleriyle diisiikten yiiksege kadar ¢ok genis bir
yelpazede biiyiitmelere kadar numunelerin, yapisal, morfolojik, ve elementel bilgilerine
ulasmak mimkundyir.

Vakum ortaminda da kullanilmasi yaygin olan SEM cihazlar, diisiik ve yiiksek
vakum kosullari altinda ikincil elektron (SE), geri sagilmis elektron (BSE), VCD, STEM,
ESEM veya karisgik SE+BSE gorintileri alinarak analiz ¢esitliligi  artmaktadir.
Incelemesi yapilan numunelere X-ray elementel dagihim haritalamas: (X-ray mapping)
yapilarak incelenen numune tizerinde standartsiz Kalitatif elementel analizler (SEM-EDS)
yapilabilmektedir.

Tez galismamiza konu olan numuneler SEM analizleri icin Sekil 4.9°da verilen
Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
biinyesindeki, QUANTA 450 Field Emission Gun (FEG) SEM yiiksek ¢oziiniirlikli
taramal elektron mikroskobu kullanilmistir. SEM analizleri 10 ila 0.2 um ¢oziintirlikte

ve 10 000x ila 50 000x biiyiitme giiciinde goriintiiler alinmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Entakaponun Déniisiimlii Voltametri Calismalari

BDD elektrot yiizeyinde gergeklesen elektrokimyasal islemleri anlayabilmek
amactyla 0.1 M H;SOs igerisinde hazirlanan elektrokimysal hiicrede 150 pg mL™
ENT’nun (0.0 V)-(+1.20 V) / (+1.20 V)-(0.0 V) gerilim tarama araliginda gergeklesen,
100 mV s gerilim tarama hizina sahip ii¢ déngiilii déniisiimlii voltamogramlar1 BDD
elektrot yiizeyinde kaydedilmistir. Sekil 4.1°de 150 pg mL™?* ENT c¢ozeltisinin BDD
elektrot iizerinde doniisiimlii voltamogrami goriilmektedir. ENT, +0.73 V civarinda bir
anodik bir sinyal (iyi tanimlanmis- sinirlari belli) potansiyeli gostermistir (Sekil 4.1A).
Uclii taramada, ikinci ve sonraki taramalar sirasinda, en yiiksek potansiyelden daha az,
pozitif potansiyelde kiigiik bir anodik sinyal (Pa') (yaklasik +0.40 V'de) ile birlikte +0.33
V civarinda bir indirgeme sinyali (Pc) kaydedilmistir. Tarama sayisinin artmasiyla
birlikte Pa sinyal yiiksekligi giderek azalirken, Pc/Pa' orani bir miktar artmistir. Bu
bulgular, Pa'daki yiikseltgenme noktasinin geri doniisiimsiiz oldugunu, Pc/Pa' 'deki sinyal
ciftinin ise bir redoks siirecinin gostergesi oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni ana
elektrooksidasyon basamagi sirasinda yan iirlinlerin olugsmasi olabilir. Sonug olarak, sirali
CV'ler elde edilirken ana oksidasyon sinyalindeki (Pa) azalmanin nedeni, muhtemelen
ENT ve/veya oksidasyon fiiriinlerinin BDD elektrot yiizeyinde birikmesi nedeniyle
deaktivasyonun veya kirlenmenin yol agmasi olabilir.

Gerilim tarama hizinin (V) olusan yiikseltgenme sinyal gerilimleri ve akim siddeti
(ip) tizerine olan etkisini incelemek amaciyla; 0.1 M H2SOj4 ¢ozeltisi igerisinde ¢oziinerek
hazirlanan 150 pg mL™? ENT ¢ozeltisinin 10 mV s™ ile 100 mV s? araliginda doniisiimlii
voltamogramlari (Sekil 4.1B) kaydedilmistir. Gerilim tarama hizinin kare kokii ile sinyal
akimi arasinda dogrusallik elde edilmistir. Tarama hizinin kare kokii (v'?) arttikga
ENT'nun anodik sinyalleri artmistir. ilgili denklem asagida verilmis olup bu denklemde
anlagilacagi tizere ENT BDD elektrot yilizeyinde difiizyon kontrolliidiir.

ipa (WA) =0.071 V2 (mV s?) + 1.242, r = 0.996 (n=5).

Diger taraftan, gerilim tarama hizinin logaritmasma (log v) karsi akimin
logaritmasina (log ip) karst olusturulan denklemde (log ip (uA) = 0.123 log v (mMV s7)
+0.038, r = 0.989) incelenmistir. Elde edilen egim (~0.12), difiizyon kontrollii prosesler



icin teorik olarak beklenen 0.5 degerlerine yakindir. Bu nedenle ENT oksidasyonunun

difiizyon karakterde oldugu anlasilmaktadir.

10.0

-2.51

-5.0

1.00 1.25
10.0

I/pA

-5.0

0 0.25 1.00 1.25

0.50 0.75
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.1 150 pg mL? entakaponnun 100 mV s* de ii¢ tekrarli ddniisiimlii
voltamogramlari (A) ve ¢esitli tarama hizlarinda (10, 25, 50, 75 ve 100 mV
s'1) déniisiimlii voltamogramlar: (B). Elektrot; BDD, ¢6zelti; 0.1 M H2SOa.
A: Kesikli ¢izgiler zemin akimini gostermektedir, B: v Y?'ye kars1 iy'nin
dogrusal denklem grafigi
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4.1.1 BDD Elektrotun On islem Prosediiriiniin Entakapon Sinyalleri Uzerine
Etkisi

Calismanin  sonraki asamasinda artan hassasiyeti, elektroaktif molekiil
tilketiminin azalmasi ve hizli analiz kabiliyeti nedeniyle kare dalga voltametrisi (SWV)
yontemi tercih edildi. On denemeler, islem gérmemis BDD elektrotunun, &zellikle
yiiksek miktarlarda ENT’da pasiflestirme zorluklarina karsi etkisiz oldugunu ortaya
cikardi. Sonug olarak, iglem gérmemis BDD elektrotu tekrarlanabilirlik ve hassasiyet
acisindan etkili olmayan sonuglar vermistir. Kare dalga voltametrisi, 0.1 M H2SO4'te 20
pug mLT ENT icin ii¢ farkli 6n islem prosediiriin performansini arastirmak ve BDD
elektrot ylizeyinin tepkisini degerlendirmek i¢in kullanildi. Baslangigta BDD elektrot
yiizeyi, 0.5 M H2SO;s igerisinde 180 saniye boyunca +1.8 V potansiyel uygulanarak
anodik 6n isleme (APT) tabi tutuldu. Daha sonra katodik 6n islemin (CPT) BDD elektrot
yiizeyine etkisi, 0.5 M H2SOs igerisinde 180 saniye boyunca -1.8 V voltaj uygulanarak
incelenmistir. Sonunda, BDD elektrot ylizeyinde anodik ve katodik on islemin bir
kombinasyonu gergeklestirildi. ENT analizinde en hassas sonuglar CPT prosediirii ile
elde edildi (Sekil 4.2). CPT teknigi digerlerine kiyasla ENT'nun BDD elektrotu
tizerindeki elektron transferini hizlandirmis olabilir. Bu nedenle calismanin ilerleyen
boliimlerinde bu prosediire tabi tutulmus elektrot kullanilmustir. Ilgili prosediire tabi olan

BDD elektrotu bundan sonra CPT-BDD elektrotu olarak gosterilecektir.
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Sekil 4.2 Farkli elektrokimyasal 6n islemler uygulanmis BDD elektrotu yiizeyinde 0.1 M
H2S0s igerisinde 20.0 pg mL™ entakaponnun SW voltamogramlari. SWV
parametreleri; AEs = 10 mV; AEsw =40 mV; f =50 Hz

4.1.2 Destek Elektrotu ve pH’nin Etkisi

En iyi ¢alisma ortamini elde etmek amaciyla, BDD elektrot yiizeyindeki ENT’nun
anodik sinyal cevaplari tizerinde farkli destek elektrolitleri ve ¢esitli pH degerlerinin
etkisini arastirmak icin SWV teknigi kullamldi. SWV'lar, 20 ug mL™ ENT ¢ozeltisi igin
BR tamponunda (pH araligi 2.0-6.0 arasinda) kaydedildi (0 V ila +1.10 V potansiyel
calisma araliginda). Ilgili voltamogramlar Sekil 4.3A'da gosterilmistir. Sekil 4.3A'dan
goriilecegi tlizere, pH 2.0-5.0 araliginda anodik sinyal potansiyellerinde, pH degeri
arttikca daha diisiik pozitif degerlere sinyalin kaydig1 gézlemlendi. Calisma kosullarinda
5.0'in lizerindeki pH degerlerinde herhangi bir sinyal tespit edilmediginin altin1 ¢izmek
gerekir. ENT’nun BDD elektrotu {izerindeki yiikseltgenme potansiyeli ile pH (2.0'den
5.0'e) arasindaki korelasyonundan Ep (V) =-0.065 pH + 0.834 (r = 0.993) denklemi elde
edilmistir. Bu denklemden de anlasilacagi tizere ENT’nun BDD elektrotunda
yukseltgenmesinde protonlar etkilidir. Elde edilen sonuglar, elektrot reaksiyonunun,
0.059 V teorik degerine yakin olan 0.065 V/pH egimleriyle kanitlandig1 ve ENT nun
yiiksetgenmesinde esit miktarda proton ve elektrondan olusan bir stokiyometriye sahip

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3 CPT-BDD elektrot yiizeyinde 20 ug mL* entakaponun BR tamponunda (pH 2.0
—5.0) (A) ve gesitli destek elektrolitlerinde (B) SW voltamogramlari. Diger
kosullar sekil 4.2°de gosterilmistir

Elde edilen sonuglara dayanarak ve daha once ENT'nun elektrokimyasal
oksidasyonunu arastiran daha onceki bir kaynakca dikkate alinarak (Rizk vd., 2015),
ENT'nin oksidasyon mekanizmasin1 kisaca agiklamak miimkiindiir. ENT, hidroksil
gruplarinin (OH gruplar1) oksidasyonuna ugrayan bir dihidroksibenzen grubundan olusur,
bu da bir fenoksi radikal olusumuna yol agar. Bu radikal daha onceki ¢alismalarda
bildirildigi gibi bir kinona (Fernandes vd., 2012; Barzani vd., 2022) da oksitlenebilir.
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Yukarida sunulan bilgiler ve elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, ENT'nun o-
kinona oksidasyonuyla redoks siirecinin, iki elektron ve iki proton i¢eren bir reaksiyonu
igerdigi hipotezi olusturulabilir. CPT-BDD elektrotu iizerinde ENT'un potansiyel
oksidasyon mekanizmasi Sekil 4.4'te gosterilmistir. Farkli elektrolitlerde SWYV sinyalleri
Sekil 4.3B'de sunulmaktadir. 0.1 M H2SO4, HNO3 ve PBS pH 2.5 kullanilarak sirastyla
+0.694, +0.694 ve +0.680 V anodik sinyal potansiyelleri ve sirasiyla 0.78, 0.75 ve 0.77
pA anodik sinyal akimlari elde edilmistir. Sekil 4.3A ve B'den goriildiigi gibi en iyi SWV
sinyali, 20 pg mL™? ENT igin CPT-BDD elektrotu iizerinde H2SO4 ¢ozeltisinde elde
edilmistir. Calismanin bundan sonraki kisminda ilgili destek elektrolitinden

yararlanilmistir.

O,N

N N
OH o)

Sekil 4.4 Entakapon yiiksetgenmesinin olast mekanizmasi

4.1.3 SWV Parametrelerinin EtKisi

Yapilan ¢aligmalarda amacimiz hassasiyeti artirmak ve olusan sinyal akimini
optimize etmektir. Sonug olarak, amplitude (AEsw = 30-80 mV), step potansiyeli (AEs =
8-18 mV) ve frekans (f = 25-200 Hz) gibi SWV parametrelerini optimize etmek amactyla
elde edilen kosullar altinda ENT’nun yiikseltgenme sinyali incelenmistir. Optimizasyon,
iki parametrenin sabit tutulacagi ve bir parametrenin siirekli degistirilecegi sekilde
gerceklestirildi. Deneyler sonunda elde edilen en iyi parametreler; AES = 12 mV, AEsw
=60 mV ve f =150 Hz olarak bulundu.

4.1.4 Entakapon i¢in Analitik Parametreler

Deney kosullarinda optimizasyon saglandiktan sonra yontemin performansi, farkl
ENT konsantrasyonlarina gore yiikseltgenme sinyal akimlart dlgiilerek degerlendirildi.
Kaydedilen ve elde edilen sonuglar Sekil 4.5'te gosterilmistir ve Cizelge 4.1'de elde edilen

analitik parametreler sunulmustur. 3 s/m ve 10 s/m formiilii kullanilarak LOD ve LOQ
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degerleri sirastyla 0.25 pg mL*? (8.2x107 M) ve 0.83 pg mL? (2.8x10° M) olarak
bulundu. Kalibrasyon araligindaki en kiigiik konsantrasyon, standart sapmay1 (s) elde

etmek i¢in on kez 6l¢iildii ve bu daha sonra analitik egrinin egimine (m) boliindii.
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Sekil 4.5 CPT-BDD elektrot yiizeyinde 0.1 M H>SOs ¢ozeltisinde entakapon
konsantrasyonlar1 (1-8) 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 20.0, 30.0 ve 40.0 ug mL?
olan SW voltamogramlar1. Ige yerlestirilmis grafik, kalibrasyon egrisini
gostermektedir. SWV parametreleri: AEs = 12 mV; AEsw = 60 mV; f = 150
Hz

Cizelge 4.1 BDD elektrot ylizeyinde SWV yontemi kullanilarak entakapon yiikseltgenme
sinyali i¢in elde edilen analitik parametreler

Analitik parametreler Pa

Ep +0.73V

LWR 1.0-40.0 ug mL*(3.3x10-1.3 x10* M)
LRE ip(LA) =0.102 C (ug mL™) + 0.360

r 0.998

LOD 0.25 pg mL*(8.2x107 M)

LOQ 0.83 uyg mL*(2.8 x 10° M)

Giin i¢i tekrarlanabilirlik (RSD%, n=10) 3.8

Giinler arasi tekrarlanabilirlik (RSD%, n=3) 5.3

Ep=sinyal potansiyeli; LWR= dogrusal ¢alisma aralig1; LRE= dogrusal regresyon denklemi; r= korelasyon
katsayisi; LOD= gozlenebilme sinir1; LOQ= tayin alt smiri

Gelistirilen yontemin kesinligini degerlendirmek igin (Cizelge 4.1), elde edilen
optimum kosullar altinda 1.0 pg mL™ ENT igin giin i¢i tekrarlanabilirlik (on tekrar) ve
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giinler arasi tekrarlanabilirlik (arka arkaya {i¢ giin) arastirildi. Elde edilen bagil standart
sapma (RSD) degerleri, CPT-BDD elektrot yilizeyinin ENT nun tekrarlanabilir 6l¢iimleri
acgisindan uygun bir ¢alisma elektrotu oldugunu gostermektedir. ENT nun literatiirde
daha once yapilan voltametrik caligmalarla kiyaslanmasina ait veriler Cizelge 4.2°de

verilmisgtir.

Cizelge 4.2 ENT miktarinin belirlenmesinde Onerilen yontemin ¢esitli elektrot
malzemeleriyle karsilastirilmasi

Yontem Elektrot Dogrusal Aralik LOD (mol L?)  Referans
(mol L)

SWvV grCNTs/GNPs/GCE  5.0x107-1.0x 107 3.2x10®  (Nigovi¢, 2023)

SWV HMDE (Tween 20) 1.6 x10%-1.6x10° 0.13x10® (Jain vd., 2010)

DPV S@SnO;NP/SPE 1.0x107-75x10° 1.0x10®  (Naghian vd., 2021)

DPV PrMoOG,/GCE 9.0x 10°-2.0x 10* 3.18x 10 (Shoghi-Kalkhoran
vd., 2018)
DPV NH.fMWCNT/GCE 1.0x10°5.0x10% 1.45x10"! (Aftabvd., 2019)
SWV CPT-BDD 3.3x108-1.3x10% 8.2 x 107 Bucalisma
M

grCNTs/GNPs/GCE; Grafen nanoplateletler ve grafitlestirilmis ¢ok duyarli karbon nanotiiplerle
modifiye camsi karbon elektrot, HMDE; Asili civa damlayan elektrot, S@SnO.NP/SPE: Kiikiirt-kalay
oksit modifiye perde baskili elektrot; PrMoOG;; Molibdat nanoplakalari/indirgenmis grafen oksit
nanokompozit modifiye camsi karbon elektrot, NH;fMWCNT/GCE; NH; ile fonksiyonlandirilmis ¢ok
duvarli karbon nanotiiplerle modifiye camsi karbon elektrot

4.1.5 Secicilik Calismasi

Elektroaktif maddelerin varliginin, biyolojik Orneklerde veya farmasotik
formiilasyonlarda analit sinyalinin tespitine etki etme potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir. CPT-BDD elektrotu iizerinde ENT algilama seciciligini belirlemek igin,
1:1, 1:10 ve 1:50 konsantrasyon oranlarinda (ENT: girisim yapan molekiil) yaygin olarak
ilag formiilasyonlarinda bulunan ¢esitli iyonlar ve molekiiller, optimal kosullar altinda
5.0 ng mL? ENT sinyalindeki degisiklikler kaydedilirken tanimlanmistir. ENT'nun
anodik sinyalinin tolerans limitini belirlemek icin, konsantrasyon ortalamasi +£5% hata
tiretecek sekilde ayarlandi. Farkli girisim yapict maddelerin ENT oksidasyon sinyali

tizerindeki etkisi kaydedilmis ve Cizelge 4.3'te verilmistir. Sonuglar, sekerlerin (maltoz,
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laktoz, glukoz, siikroz), inorganik iyonlarn (K*, Na*, Ca%**, Mg®", vb.) ve dolgu
maddelerinin (seliiloz, magnezyum stearat, nisasta ve SDS) konsantrasyonlarinda 50 kat
artisin, ENT'nun anodik pik akimini anlamli bir sekilde etkilemedigini gosterdi. Elde
edilen sonuglar, gelistirilen yontemin ENT'mun farmasoétik formiilasyonlarina

uygulanabilir oldugunu gdstermistir.

Cizelge 4.3 ENT ’nun yiikseltgenme sinyali tizerine girisim yapabilecek maddelerin etkisi

Girisim yapacak madde Konsantrasyon oranlari AKim degisimi (%)
(ENT: Interferans)
Inorganik Iyonlar 1:50 -7+0.32
Sekerler 1:50 -7+0.45
Seliiloz 1:50 -5+0.28
Magnezyum stearat 1:50 -7+£041
Nisasta 1:50 -6+0.35
Mannitol 1:50 -3+0.12
Gliserin 1:50 -7+0.38

Inorganik iyonlar; K*, Na*, Mg?*, Ca?*, Fe**, Ti**, NOg", PO,*, Sekerler; maltoz, laktoz, glukoz, siikroz.

4.1.6 Onerilen Yontemin Uygulanabilirligi

Onerilen yontem, yontemin pratik uygulamasini degerlendirmek igin farmasotik
formdaki ENT (ticari olarak mevcut olan) miktarin1 bulmak igin kullanilmistir. Tlgili
bolimde ENT numunesinin nasil hazirlandigi ve degerlendirmenin nasil yapildigi
anlatilmistir. Tablet numuneleri herhangi bir ekstraksiyon, filtrasyon veya buharlastirma
adim1 uygulanmadan dogrudan analiz edildi. Ornegin ve &rnege eklenen standartlarin
SWV'leri grafiksel olarak degerlendirildi ve Sekil 4.6'da gosterildi [ip (LA) =0.165 C (ug
mL™") + 0.424 (r = 0.997)]. Numunenin art arda seyreltilmesi dikkate alindiginda,
tabletteki ENT miktarinin 205.6 mg (%2.5 RSD) oldugu belirlendi; bu iiretici tarafindan
beyan edilen 200.0 mg etiket degerine yakindir. Onerilen ydntemi dogrulamak icin,
uygun hacimlerdeki standart ENT ¢6zeltisinin (nihai konsantrasyonlari 1.0, 2.5 ve 5.0 pg
mL1) bir voltametrik hiicrede 6nceden incelenen bir numune ¢ozeltisine aktarilmasiyla

bir geri kazanim incelemesi gergeklestirildi. Cizelge 4.4, ii¢ tekrarlanan Ol¢limden elde

51



edilen ilgili RSD degerlerini gdstermektedir. Iyi geri kazamim degerleri, tablet

formundaki numunelerde dnemli bir matris etkisinin olmadigini géstermektedir.
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0.504
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0 0.25 0.50 0.75 1.00
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.6 CPT-BDD elektrot yiizeyinde 0.1 M H2SOs ¢ozeltisinde ilag numunesinin
(kesikli ¢izgi) ve farkli derisimlerdeki (1-5) standart entakapon ¢ozeltilerinin
(1.0, 25 50, 75 ve 10.0 pg mL') eklemesinden sonraki SW
voltamogramlari. Ige yerlestirilmis grafik, standart ilave yontemi

kullanilarak yapilan analizin sonucunu gostermektedir. Diger kosullar Sekil
4.5'teki gibidir

Cizelge 4.4 Entakapon standart ¢ozeltileri eklenmis farmasotik form orneklerinin geri
kazanim degerlerinin belirlenmesiyle gelistirilen prosediiriin performansi

Eklenen? Beklenen? Bulunan®® Geri Kazanim (%) = RSD
(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™) (%)
0 - 2.57 0+2.9
1.0 3.57 3.84 107.6 £2.7
2.5 5.07 4.81 949+23
5.0 71.57 7.25 95.8+2.0

aCozeltideki olgiilen konsantrasyon
(¢ tekrarl 6l¢iimiin ortalamasi
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4.2 Tolkapon’un Déniisiimlii Voltametri Calismalari

BDD elektrotu ile doniistimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak TOL’nun
elektrokimyasal 6zellikleri degerlendirilmistir. 100 mV s potansiyel tarama hizi
kullanilarak 150 ug mL™* TOL igin ii¢ ardistk CV kaydedildi. Olgiimler, pH 2.5'te 0.1 mol
L fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) icinde gergeklestirildi. TOL, yaklasik +0.76 V'lik bir
potansiyelde (Pa) iyi tanimlanmis bir yiikseltgenme sinyali gostermistir (Sekil 4.7A).
Ters taramada, ikinci ve sonraki taramalar sirasinda Pa'dan daha az pozitif potansiyelde
kii¢iik bir ek anodik sinyal noktasinin (Pa') (yaklasik 0.50 V'de) eslik ettigi +0.12 V
civarinda bir indirgeme sinyali (Pc) kaydedildi. Tarama sayisinin artmasiyla birlikte
Pa'nin sinyal yiiksekligi giderek azalirken, Pc/Pa'nin orani bir miktar arttmistir. Bu
bulgular, Pa'daki yiikseltgenme sinyalinin tersinmez oldugunu, Pc/Pa' 'deki sinyal ¢iftinin
ise bir redoks siirecinin gostergesi oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni ana
elektrooksidasyon basamagi sirasinda yan tirlinlerin olusmasi olabilir. Sonug olarak, sirali
CV'ler elde edilirken ana oksidasyon sinyalindeki (Pa) azalmanin nedeni, muhtemelen
TOL ve/veya oksidasyon iiriinlerinin BDD elektrot yiizeyinde birikmesi nedeniyle
deaktivasyonun veya kirlenmenin yol agmasi olabilir.

Potansiyel tarama hizinin (v) TOL’nun (150 pg mL?) anodik sinyal akimi
lizerindeki etkisi, pH 2.5'te 0.1 mol L PBS ¢ozeltisi i¢inde doniisiimlii voltametri (CV)
teknigi kullanilarak incelenmistir. BDD elektrotundaki TOL oksidasyonunun kinetigini
incelemek icin tarama hiz1 araligr 10 ila 300 mV s (Sekil 4.7B) arasinda ayarlandu.
Tarama hizinin karekokii (v/?) arttikga, TOL’nun anodik sinyal akimlar da artt;. TOL

yiikseltgenme sinyal akimlar1 ile v'2

arasindaki iliski su denklem kullanilarak
degerlendirildi: ipa (LA) = 0.772 v”2 (mV s1) + 3.023, korelasyon Katsayis1 (r) 0.9983 (n
= 6). Ek olarak, log ip'nin log Vv'ye kars1 grafigi ¢izilirken su denklem takip edilerek
dogrusal bir bagimlilik gézlemlendi; log ip (uA) =0.326 log v (mV s ') + 0.392, r degeri
0.9964'tiir. Elde edilen egim (~0.39), difiizyon kontrollii prosesler i¢in teorik olarak
beklenen 0.5 degerlerine yakindir. Bu nedenle TOL oksidasyonunun bir difiizyon yoluyla

kontrol edildigi anlagilmistir.
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Sekil 4.7 150 pg mL? tolkaponnun 100 mV s de i¢ tekrarl1 doniisiimlii voltamogramlari
(A) ve cesitli tarama hizlarinda (10, 25, 50, 100, 200 ve 300 mV s?)
doniisiimlii voltamogramlar1 (B). Elektrot; BDD, ¢ozelti; 0.1 mol L™* PBS
(pH 2.5). A: Kesikli gizgiler zemin akimim gostermektedir, B: v ?'ye kars
Ip'nin dogrusal denklem grafigi

4.2.1 BDD Elektrotun On Islem Prosediiriiniin Tolkapon Sinyalleri Uzerine Etkisi

Calismanin  sonraki asamasinda artan hassasiyeti, elektroaktif molekiil
tiiketiminin azalmasi ve hizli analiz kabiliyeti nedeniyle kare dalga voltametrisi (SWV)

yontemi tercih edildi. On denemeler, islem gdérmemis BDD elektrotunun, &zellikle
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yiiksek miktarlarda TOL’da pasiflestirme zorluklarina karsi etkisiz oldugunu ortaya
cikardi. Sonug olarak, islem gormemis BDD elektrotu tekrarlanabilirlik ve hassasiyet
acisindan etkili olmayan sonuglar vermistir. Kare dalga voltametrisi, pH 2.5te 0.1 mol L
1 PBS'de 50 pg mL™* TOL igin ii¢ farkli 6n islem prosediiriin performansini arastirmak ve
BDD elektrot yiizeyinin tepkisini degerlendirmek i¢in kullanildi. Baglangigta BDD
elektrot yiizeyi, 0.5 mol L™ H2SOs icerisinde 180 saniye boyunca +1.8 V potansiyel
uygulanarak anodik 6n isleme (APT) tabi tutuldu. Daha sonra katodik 6n islemin (CPT)
BDD elektrot yiizeyine etkisi, 0.5 mol L H,SOq igerisinde 180 saniye boyunca -1.8 V
voltaj uygulanarak incelenmistir. Sonunda, BDD elektrot yiizeyinde anodik ve katodik
on islemin bir kombinasyonu gergeklestirildi. TOL analizinde en hassas sonuglar CPT
prosediirii ile elde edildi (Sekil 4.8). CPT teknigi digerlerine kiyasla TOL'nun BDD
elektrotu tizerindeki elektron transferini hizlandirmis olabilir. Bu nedenle calismanin
ilerleyen boliimlerinde bu prosediire tabi tutulmus elektrot kullamlmistir. Tlgili prosediire

tabi olan BDD elektrotu CPT-BDD elektrotu olarak gosterilecektir.

4.0

a) Anodically pretreated C

b) Anodically/cathodically
50| Pretreated

c) Cathodically pretreated

0 0.25 1.00

0.50 0.75
E/V(vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.8 Farkli elektrokimyasal 6n islemler uygulanmigs BDD elektrotu yiizeyinde 0.1
mol LY PBS (pH 25) igerisinde 50.0 pg mL? tolkaponnun SW
voltamogramlari. SWV parametreleri; AEs = 10 mV; AEsw = 40 mV; f =50
Hz
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4.2.2 SEM Analizi Sonuclari

BDD celektrot yiizey morfolojisini incelemek i¢in SEM ve SEM-EDX analizleri
yapildi. Sekil 4.9A ve B'de sunulan SEM goriintiileri, BDD elektrotunun yiizeyinin belirli
calisma kosullar1 altinda kismen piiriizli oldugunu ancak genel olarak olumlu bir
morfolojik yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Ek olarak, BDD elektrotunun element
bilesimi, Sekil 4.9C'de sunulan SEM-EDX spektrumunun analiz edilmesiyle dogrulandi.

56



10 um EHT = 10.00 kV Signal A = InLens Date: 15 Dec 2022
WD = 3.4 mm Mag= 200KX Time: 9:29:48

EHT = 10.00 kV Signal A = InLens Date: 15 Dec 2022

WD = 2.9 mm Mag = 100.00 K X Time: 10:00:47
711K (c)

c
6.32K:
553K
474K
3.95K:
3.16K:
237K
1.58K
079K
[e]
o .
0.00 067 134 201 268 335 402 469 536 6.03

Sekil 4.9 BDD elektrotu (A-B) igin farkli 6lgekte (10 um ve 0.2 um) SEM goriintiileri,
SEM-EDX spektrumu ve BDD elektrotunun elementel bilesimi (C)
gosterimi
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4.2.3 Destek Elektrotu ve pH’nin Etkisi

En iyi ¢calisma ortamini elde etmek amaciyla, BDD elektrot yiizeyindeki TOL’nun
anodik sinyal cevaplar ilizerinde farkli destek elektrolitleri ve ¢esitli pH degerlerinin
etkisini aragtirmak icin SWV teknigi kullanildi. SWV'lar, 50 ug mL™? TOL ¢ozeltisi icin
BR tamponunda (pH aralig1 2.0-7.0 arasinda) kaydedildi (0 V ila +1.10 V potansiyel
calisma araliginda) ve voltamogramlar Sekil 4.10A'da gosterilmektedir. Sekil 4.10A'dan
goriilecegi tlizere, pH 2.0-7.0 araliginda anodik sinyal potansiyellerinde, pH degeri
arttikca daha diisiik pozitif degerlere sinyalin kaydigi gézlemlendi. Calisma kosullar
altinda 7.0'nin tzerindeki pH degerlerinde herhangi bir sinyal tespit edilmemistir.
TOL’nun BDD elektrotu iizerindeki yiikseltgenme potansiyeli ile pH (2.0'den 7.0%e)
arasindaki korelasyonundan Ep (V) = -0.053 pH + 0.827 (r = 0.9942) denklemi elde
edilmistir. Bu denklemden de anlasilacagi tizere TOL’nun BDD elektrotunda
yiikseltgenmesinde protonlar etkilidir. Elde edilen sonuglar, elektrot reaksiyonunun,
0.059 V teorik degerine yakin olan 0.053 V/pH egimleriyle kanitlandigi ve TOL nun
yiiksetgenmesinde esit miktarda proton ve elektrondan olusan bir stokiyometriye sahip
oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglara dayanarak ve TOL'na benzer bir yapiya
sahip olan ENT'nun elektrokimyasal oksidasyonunu arastiran daha onceki bir kaynakg¢a
dikkate alarak (Rizk vd., 2015), TOL'nun oksidasyon mekanizmasini kisaca agiklamak
miimkiindiir. TOL, hidroksil gruplarmin (OH gruplar1) oksidasyonuna ugrayan bir
dihidroksibenzen grubundan olusur, bu da bir fenoksiradikal olusumuna yol agar. Bu
radikal daha oOnceki ¢alismalarda bildirildigi gibi bir kinona (Fernandes vd., 2012;
Barzani vd., 2022) da oksitlenebilir. Yukarida sunulan bilgiler ve elde edilen sonuglar
dikkate alindiginda, TOL'nun o-kinona oksidasyonuyla redoks siirecinin, iki elektron ve
iki proton igeren bir reaksiyonu icerdigi hipotezi olusturulabilir. CPT-BDD elektrotu

tizerinde TOL'nun potansiyel oksidasyon mekanizmasi Sekil 4.11'de gosterilmistir.
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Sekil 4.10 CPT-BDD elektrot yiizeyinde 50 pg mL™* tolkaponun BR tamponunda (pH 2.0
—7.0) (A) ve gesitli destek elektrolitlerinde (B) SW voltamogramlari. Diger
kosullar sekil 4.8’de gosterilmistir

Farkl1 destek elektrolitlerde SWV sinyalleri Sekil 4.10B'de sunulmustur. 0.1 mol
L H2S04, HNO3, HCIO4, PBS pH 2.5 ve ABS pH 4.7 kullanilarak yiikseltgenme sinyal
potansiyelleri sirasiyla +0.73, +0.76, +0.76, +0.63 ve +0.54 V ve anodik sinyal akimlari
sirastyla 2.54, 2.32, 2.31, 3.39 ve 2.88 pA olarak kaydedildi.
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Sekil 4.11 Tolkapon oksidasyonunun olas1 mekanizmasi

Sekil 4.10A ve B'den gozlemlendigi gibi, en iyi SWV sinyali, 50 ug mL™* TOL
icin CPT-BDD elektrot yiizeyinde pH 2.5'te (PBS) elde edildi. Calismanin bundan
sonraki kisminda ilgili destek elektrolitinden yararlanilmistir. TOL'un oksidasyon sinyal
akimlarin1 6lgmek ve en hassas teknigi belirlemek amaciyla iki puls teknigi, SWV ve
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) arasinda bir karsilastirma yapildi. Bulgular,
SWV'nin ayni kosullar altinda DPV'ye kiyasla daha yiiksek hassasiyet gosterdigini ortaya
cikardi (Sekil 4.12). Calismanin sonuglari, daha 6nce ayni elektrot ile yapilan farkl bir
molekiil iizerindeki ¢alisma ile benzerlik gostermistir (Ozok vd., 2023). Bu nedenle SWV

teknigi tercih edilmisgtir.

1.50

125/ a)DPV
b) SWV

0 0.25 0.50 0.75 1.00
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.12 CPT-BDD elektrot yiizeyinde pH 2.5'te 0.1 M PBS'de 20 ug mL™* TOL'nun
DP (a) ve SW (b) voltamogramlari. DPV parametreleri: amplitude, 50 mV;
step potential, 8 mV ve modiilasyon siiresi 0.05 s. Diger kosullar sekil 4.8’de
gosterilmistir
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4.2.4 SWV Parametrelerinin Etkisi

Yapilan ¢alismalarda amacimiz hassasiyeti artirmak ve olusan Sinyal akimini
optimize etmektir. Sonug olarak, TOL i¢in SWV parametrelerinin optimizasyonu yapildi,
elde edilen kosullar altinda frekans (f = 25-125 Hz), step potansiyeli (AEs = 8-18 mV) ve
amplitude (AEsw = 30-80 mV) ilgili araliklarda ayarlanarak yapildi. Optimizasyon, iKi
parametrenin sabit tutulacagi ve bir parametrenin siirekli degistirilecegi sekilde
gerceklestirildi. Deneyler sonunda elde edilen en iyi parametreler; f = 100 Hz, AEs = 12

mV ve AEsw = 60 mV olarak belirlenmistir.

4.2.,5 Tolkapon i¢in Analitik Parametreler

Deney kosullarinda optimizasyon saglandiktan sonra yontemin performansi, farkl
TOL derisimlerine gore yiikseltgenme sinyal akimlar1 Olgiilerek degerlendirildi.
Kaydedilen ve elde edilen sonuglar Sekil 4.13’te gosterilmistir ve Cizelge 4.5'te elde
edilen analitik parametreler sunulmustur. 3 s/m ve 10 s/m formiilii kullanilarak LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 0.29 pg mL™* (1.1 x 10 mol L) ve 0.97 pg mL* (3.6 x 10 mol
L) olarak hesaplandi. Kalibrasyon araligindaki en kiigiik konsantrasyon, standart
sapmay1 (S) elde etmek i¢in on kez 6l¢iildii ve bu daha sonra analitik egrinin egimine (m)

boliindii.
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Sekil 4.13 CPT-BDD elektrot yiizeyinde 0.1 M PBS (pH 2.5) ¢ozeltisinde tolkapon
derisimleri (1-9) 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0 ve 50.0 ug mL olan
SW voltamogramlar1. Ige yerlestirilmis grafik, kalibrasyon egrisini
gostermektedir. SWV parametreleri: AEs = 12 mV; AEsw = 60 mV; f = 100
Hz

Cizelge 4.5 CPT-BDD elektrot yiizeyinde SWV yontemi kullanilarak TOL yiikseltgenme
sinyali i¢in elde edilen analitik parametreler

Analitik parametreler Pa

Ep +0.66 V

LWR 1.0 - 50.0 pgmL1(3.7 x 10° - 1.8 x10* M)
LRE ip (LA) = 0.097 C (ng mL?) +0.298

r 0.9984

LOD 0.29 ug mL1 (1.1 x 10° M)

LOQ 0.97 ng mL* (3.6 x 10 M)

Giin i¢i tekrarlanabilirlik (RSD%, n=10) 5.8

Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (RSD%, 7.1

n=3)
Ep=sinyal potansiyeli; LWR=dogrusal ¢alisma araligi; LRE= dogrusal regresyon denklemi; r=korelasyon
katsayis1; LOD=gozlenebilme sinir1; LOQ= tayin alt sinir1.

Gelistirilen yontemin kesinligini degerlendirmek igin (Cizelge 4.5), elde edilen
optimum kosullar altinda 1.0 pg mL™ TOL igin giin i¢i tekrarlanabilirlik (on tekrar) ve
giinler arasi tekrarlanabilirlik (arka arkaya ii¢ giin) arastirildi. Elde edilen RSD degerleri,
CPT-BDD elektrot yiizeyinin TOL nun tekrarlanabilir dlglimleri agisindan uygun bir

calisma elektrotu oldugunu gostermektedir.
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Yapilan bazi ¢alismalarla CPT-BDD elektrotu kullanilarak onerilen teknigin diger
yontemlerle karsilastiriimasi Cizelge 4.6'da gosterilmistir. Gelistirilen yontem RP-HPLC
(Ahmed vd., 2019) yontemine gore daha hassas, fakat HPLC ( Casanova vd., 2022) ve
HPLC-MS/MS (Ribeiro vd., 2015) yontemleriyle Kkarsilastirildiginda daha diistik
hassasiyet gostermistir. Tez kapsaminda Onerilen yontem diger yontemlere kiyasla

maliyet, hiz ve basitlik agisindan daha avantajlidir.

Cizelge 4.6 TOL tayininde gelistirlen yoOntemin literatiirdeki diger yontemlerle

kiyaslanmasi
Yontem Dogrusal Arahk LOQ Referans
(ug mL™) (ug mL™)
HPLC 0.5-20.0 0.36 [(Casanova vd., 2022)]
RP-HPLC 5.0-15.0 3.79 [(Ahmed vd., 2019)]
HPLC-MS/MS 0.01-05 0.01 [(Ribeiro vd., 2015)]
SWvV 1.0-50.0 0.97 Bu gahsma

HPLC; Yiiksek performansh sivi kromatografisi, RP-HPLC; ters faz-HPLC, HPLC-MS/MS; Yiiksek
performansl sivi kromatografisi-kiitle spektrofotometresi, SWV; Kare dalga voltametrisi.

4.2.6 Secicilik Calismasi

Elektroaktif maddelerin varliginin, biyolojik &rneklerde veya farmasotik
formiilasyonlarda hedef ajan (analit) sinyalinin tespitine etki edebilecegini vurgulamak
onemlidir. CPT-BDD elektrotu iizerinde TOL algilama seg¢iciligini belirlemek i¢in, 1:1,
1:10 ve 1:50 konsantrasyon oranlarinda (TOL: girisim yapan ajan) yaygin olarak ilag
formiilasyonlarinda bulunan ¢esitli iyonlar ve molekiiller, optimal kosullar altinda 5.0 pg
mL? TOL sinyalindeki degisiklikler kaydedilirken tanimlanmistir. TOL'nun anodik
sinyalinin tolerans limitini belirlemek i¢in, konsantrasyon ortalamasi +5% hata tiretecek
sekilde ayarlandi. Farkli girisim yapict maddelerin TOL yiikseltgenme sinyali iizerindeki
etkisi kaydedilmis ve Cizelge 4.7'de verilmistir. Sonuglar, sekerlerin (maltoz, laktoz,
glukoz, siikroz), inorganik iyonlarin (K*, Na*, Ca?*, Mg?*, vb.) ve dolgu maddelerinin
(mannitol, gliserin, seliilloz, SDS, magnezyum stearat ve nisasta) konsantrasyonlarinda 50
kat artisin, TOL'nun anodik pik akimini anlamli bir sekilde etkilemedigini gosterdi. Elde
edilen sonuglar, gelistirilen yontemin TOL'nun farmasdtik formiilasyonlarina

uygulanabilir oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.7 TOL’nun yiikseltgenme sinyali izerine girisim yapabilecek maddelerin etkisi

Girisim yapacak madde Konsantrasyon oranlari Akim degisimi (%)
(TOL.: Interferans)
Inorganik fyonlar 1:50 -7£03
Sekerler 1:50 -7+£0.5
Seliiloz 1:50 -5+£0.3
Magnezyum stearat 1:50 -7+0.4
Nisasta 1:50 -6+0.4
SDS 1:50 -3+0.1
Askorbik asit 1.5 +31+14
Dopamin 1:10 37+£1.7
Urik asit 1:1 +188 £ 6.8

Inorganik iyonlar; K*, Na*, Mg?*, Ca?*, Fe®*, Ti**, NOg", PO,%, Sekerler; maltoz, laktoz, glukoz, siikroz,
SDS; Sodyum dodesil siilfat.

Ek olarak, biyolojik sivilarda bulunabilen iirik asit (UA), askorbik asit (AA) ve
dopaminin (DOP) varliginda gelistirilen yontemin TOL'nun tespit edilebilme yeteneginin
degerlendirilmesi gelecekteki biyoyararlanim c¢alismalar1 i¢in anlamli sonuglara sahip
olabilir. Bu bilesiklerin TOL'un anodik sinyalleri iizerindeki etkisi, UA, AA ve DOP gibi
girisim yapan bilesiklerin 1:1, 1:5 ve 1:10 dahil farkli konsantrasyon oranlar1 kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen sonuglar, AA ve DOP'nin ayni konsantrasyonlarda
bulunmasinin, TOL'un anodik sinyali tizerinde anlamli bir etkisinin olmadigini ortaya
koydu. Bununla birlikte, TOL'un oksidasyonundan iiretilen sinyal akimlarinmn, 1:1
(TOL:UA) oraninda UA'nin varligindan 6nemli 6l¢iide etkilendigi gozlemlendi (Sekil
4.14). Sonug olarak, bu yontemin klinik analiz igin, 6zellikle de bu ajanlarin yiiksek

konsantrasyonlarinda TOL'nun tayin edilmesi i¢in sinirlamalar1 olabilir.
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125/ () TOL
(1) TOL + AA (1:1)
< 1.00{  [2) TOL + AA (1:5)
= (3) TOL + AA (1:10)
= 075
0.50
0.25]
0
A
0 0.25 0.50 0.75 1.00
E/V (vs. Ag/AgCl)
2.25{ |—)TOL

(1) TOL + DOP (1:1)
175/ (2) TOL + DOP (1:5)

< (3) TOL + DOP {1:10)
=
— 1.25
(==
0.75
0.251
B
0 0.25 0.50 0.75 1.00
E/V (vs. Ag/AgClI)
22,5
20.01

(—) TOL
17.5{ (1) TOL + UA (1:1)
< 150] (2 TOL+UA(1:5)

i. 125 (3) TOL + UA (1:10)
=

10.04

0 0.25 1.00

0.50 0.75
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.14 5.0 pg mL™? TOL varliginda (A) esit konsantrasyon, 5 ve 10 kat fazla AA, (B)
esit konsantrasyon, 5 ve 10 kat fazla DOP ve (C) esit konsantrasyonu 5 ve
10 kat fazla UA karistminin SW voltamogramlari. Diger kosullar Sekil
4.13'teki gibidir
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4.2.7 Onerilen Yontemin Uygulanabilirligi

Gelistirilen yontem, ticari olarak mevcut bir farmasoétik formiilasyondaki TOL
miktarm1 belirlemek i¢in uygulandi ve pratik uygulanabilirliginin degerlendirmesi
amagladi. Tablet numuneleri herhangi bir ekstraksiyon, filtrasyon veya buharlagtirma
adimi1 uygulanmadan dogrudan analiz edildi. Ornegin ve &rnege eklenen standartlarin
SWV'leri grafiksel olarak degerlendirildi ve Sekil 4.15'te gosterildi [ip (A) = 0.161 C
(ug mL™!) + 0.756 (r = 0.9982)]. Numunenin art arda seyreltilmesi dikkate alindiginda,
tabletteki TOL miktarmin 93.8 mg (%3.4 RSD) oldugu belirlendi; bu iiretici tarafindan
beyan edilen 100.0 mg etiket degerine yakindir. Onerilen ydntemi dogrulamak igin,
uygun hacimlerdeki standart TOL ¢6zeltisinin (nihai konsantrasyonlari 1.0, 5.0 ve 20.0
png mL?') bir voltametrik hiicrede 6nceden incelenen bir numune ¢dzeltisine
aktarilmasiyla bir geri kazanim incelemesi gerceklestirildi. Cizelge 4.8, ii¢ tekrarlanan
olgiimden elde edilen ilgili RSD degerlerini gdstermektedir. lyi geri kazanim degerleri,

tablet formundaki numunelerde 6nemli bir matris etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

4.0
5 -
3.5
4 1 3
3.04 '
5
< 251 .5, | A
= P
1.51 e T T T T 1
5 0 S5 10 15 20 25
1.0 Con. / pg mL™
0.51
0
0 0.25 0.50 0.75 1.00

E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.15 CPT-BDD elektrot yiizeyinde 0.1 M PBS (pH 2.5) ¢ozeltisinde ilag
numunesinin (kesikli ¢izgi) ve farkli derisimlerdeki (1-5) standart tolkapon
cozeltilerinin (1.0, 2.5, 5.0, 10 ve 20.0 ug mL™") eklemesinden sonraki SW
voltamogramlari. Ige yerlestirilmis grafik, standart ilave yontemi

kullanilarak yapilan analizin sonucunu gostermektedir. Diger kosullar Sekil
4.13'teki gibidir
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Cizelge 4.8 Tolkapon standart ¢ozeltileri eklenmis farmasotik form orneklerinin geri
kazanim degerlerinin belirlenmesiyle gelistirilen prosediiriin performansi

Eklenen? Beklenen? Bulunan? b Geri Kazammm (%) + RSD
(ng mL™Y) (ug mL™Y) (ug mL™Y) (%)
0 — 4.7 -+3.3
1.0 5.7 5.9 103.5+3.2
5.0 9.7 10.3 106.2 £2.7
20.0 24.7 25.5 103.2+£2.2

“Cozeltideki dl¢iilen konsantrasyon
bU¢ tekrarl 6l¢iimiin ortalamasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Ilaglar, canli bir hiicrede olusturduklari etkiler sayesinde hastaliklarin teshis
edilmesinde, farmakolojik, immunolojik veya metabolik etki gostererek fizyolojik
fonksiyonlarin diizeltilmesi iyilestirilmesi veya var olan semptomlarin azaltilmasinda, bu
hastaliklardan korunmay1 amaclayan, canlilara farkli uygulama yontemleri ile verilen
dogal yollarla elde edilen veya sentetik, yar1 sentetik yapida olan kimyasal preparatlardir.
Ozellikle parkinson hastalig1 gibi dnemli bir yere sahip olan nérodejeneratif bir hastaligin
tedavisinde kullanilan ve ¢alismamizda kullandigimiz sentetik yapida olan ENT ve TOL
bu amagcla tedavide kullanilmaktadir.

Bu tez kapsaminda yontem olarak voltametri yontemi kullanildi ¢iinkii bu
yontemin yiiksek hassasiyetli olmasi, kullanim kolaylig1 saglamasi, aletsel olarak basit
olmalari, yiiksek analiz hizli olmasi, kiigiik hacimlerdeki drneklere uygulanabilirlikleri
acisindan, diisiik ekipman maliyetleri nedeniyle ve ger¢ek numunelerde uygulanabilirligi
sayesinde elektrokimyasal yontem olarak modifiye edilmemis bir BDD elektrotunun
SWV ile birlikte kullanilmasmin pratikligini gostermektedir. VVoltametrik tekniklerde,
analit konsantrasyonu herhangi bir 6n isleme veya kimyasal ayirmaya gerek kalmadan
dogrudan numune igerisinde belirlenebildigi gibi, renkli maddelerin ve sagilmis kati
pargaciklarin bulundugu numunelerde de analizi imkan saglar.

Karbon elektrotlara gore yeni sayilan ve iyi bir karbon elektrot malzemesi olan
BDD elektrot etkileyici mekanik ve elektrokimyasal 6zellikleri sayesinde elektroanalitik
amaglar i¢in siklikla kullanilan diger elektrotlar i¢in alternatif bir elektrot tiirii olarak iyi
bir segenek sunmustur. Bununla birlikte bazi analitler i¢in BDD elektrotunun bu
ozellikleri, uygun elektrokimyasal 6n islemlerin (anodik veya katodik on islemler)
uygulanmasiyla degistirilebilen elektrotun yiizey yapisina (oksijen veya hidrojen)
oldukga baglidir. BDD elektrotlar ilag ve ilag metabolitlerinin analiz islemlerinde, ¢evre
ve gida analizleri islemlerini gergeklestirmek amaciyla genis bir yelpazede uygulama
alanlarinda kullanilmaktadir.

Yeni bir yaklasim olarak, mevcut ticari farmasotik formiilasyonlarda ENT ve
TOL'un tayininde iyi geri kazanimlar degerleri ile gelistirilen yontemin dogrulugu ortaya
konmustur. Ayrica dnerilen yontem; atik olusumuna, karmasik numune ekstraksiyonuna,
artan kimyasal tiiketimine veya maliyetli ekipmana gerek kalmadan hemen uygulanabilir

olmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.



Bu tez calismamizda amaglanan hedef; yapilacak bu ¢alismalar i¢in ilgili literatiir
calismalar1 incelendiginde tayinleri diistiniilen ENT ve TOL molekiillerinin detayli olarak
elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmedigi (ENT i¢in voltametrik ¢caligmalar literatiirde
olup BDD elektrot yiizeyinde ¢alismasi bulunmamaktadir, TOL’nun ise elektrokimyasal
degerlendirmesiyle ilgili sadece bir ¢alisma bulunmustur fakat bu ¢aligma, TOL’ nun
ayrintilt bir elektrokimyasal analizini ve voltametrik tayinini kapsamamaktadir; bunun
yerine matematiksel modelleme yontemi kullanilmistir) ve voltametrik tayinleri igin
BDD elektrot yiizeyinde bir yontemin gelistirilmedigi bilgisinden yola ¢ikarak ilgili
molekiillerin tayininde basit, hizli ve segici bir elektroanalitik yontem onerilmistir. ENT
ve TOL’un elektroaktif 6zellikleri {izerine elde edilen sonuglar, bu bilesiklerin tayinine
olanak taniyacak sekilde BDD elektrot yiizeyinde elektrokimyasal bir sinyalinin
oldugunu gostermistir. Tez kapsaminda gelistirdi§imiz prosediirlerde elektroanalitik
islem basamaklar1 agagidaki sekilde siralanabilir.

Dontigimlii  voltametri (CV) teknigi ile ENT ve TOL molekiillerinin
elektrokimyasal 6zelikleri incelenmis, tarama hizi akim denklemlerinden molekiilerin
elektrot ylizeyine tasinmasinda difiizyon’nun etkili oldugu ortaya konmustur.

Deneysel ¢alismalara baslamadan 6nce, BDD elektrot yiizeyinde olusacak olasi
kirlilikleri temizlemek ve analit ya da yiikseltgenme tiriinlerinden kaynaklanan elektrot
yiizeyindeki birikimleri gidermek ve tekrarlanabilirligini saglamak igin 0.5 M H2SO4
¢ozeltisi iginde galisma elektrodu 180 saniye boyunca -1.8 V voltaj uygulanarak katodik
on islemine (CPT) tabi tutulmus ve elektrot CPT-BDD elektrot olarak adlandirilmstir.

CPT-BDD elektrot yiizey morfolojisini incelemek i¢in SEM ve SEM-EDX
analizleri yapildi. Sekil 4.9A ve B'de sunulan SEM goriintiileri, BDD elektrotunun
ylizeyinin belirli ¢caligma kosullar1 altinda kismen piiriizlii oldugunu ancak genel olarak
olumlu bir morfolojik yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Buda c¢alisma elektrotu
olarak BDD elektrotunun ¢aligmalarimiz sirasinda kullanma amacimizi gostermektedir.

CV voltametri teknigine gore kiyaslandiginda daha duyarli ve daha hassas bir
yontem olan kare-dalga voltametri (SWV) yontemi ile gerceklestirilen optimizasyon
calismalar (destek elektrolitinin ve pH’nin etkisi ve kare-dalga parametreleri (gerilim
adimu, frekans, puls amplitiid) ile ENT ve TOL tayini i¢in optimum deneysel kosullar
elde edilmis olup ve aletsel degiskenlere bagh olarak ¢aligsma araliklar1 belirlenmistir.

Elde edilen deneysel kosullar optimum sartlar altinda gelistirilen SWV teknigi ile ENT
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ve TOL bilesiklerinin tayin alt sinir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD) degerleri, giin
ici tekrarlanabilirlik (on tekrar) ve giinler arasi tekrarlanabilirlik (arka arkaya {i¢ giin)
diizeyleri tespit edilmistir. Elde edilen RSD degerleri, CPT-BDD elektrot yiizeyinin ENT
ve TOL’nun tekrarlanabilirlik agisindan uygun bir calisma elektrotu oldugunu
gostermistir.

Gelistirilen yontemin secicilik ¢alismalar1 degerlendirildiginde hem ENT hem de
TOL igin; gesitli inorganik iyonlarin (K*, Na*, Ca?*, Mg?*, POs*, vb.), sekerlerin (maltoz,
glikoz, laktoz, sukroz), farmasétik formiilasyonlarda ki bazi bilesikler (mannitol, gliserin,
seliiloz, magnezyum stearat ve nisasta) ile dopamin (DOP), askorbik asit (AA) ve iirik
asit (UA) bilesikleriyle girisim etkisine rastlanilmamistir ve anodik sinyal akimin1 anlamli
sekilde etkilemedikleri gozlenmistir. Sonuclar, gelistirilen yontemin ENT ve TOL
farmasoétik formiilasyonlarina uygulanabilir oldugunu gostermistir. Ek olarak, DOP, AA
ve UA varliginda biyolojik sivilarda TOL'u tespit etme yeteneginin degerlendirilmesi,
gelecekteki biyoyararlanim ¢aligmalari i¢in anlamli sonuglara sahip olabilir.

Gelistirilen yontemin ticari farmasétiklerde herhangi bir 6n islem olmadan basarili
bir sekilde uygulanmasi, kullanim kolayligin1 vurgulamaktadir. TOL'un voltametrik
tayini lizerine ¢aligsmalarin literatiirde olmamasi, bu ¢alismanin bulgularinin, yalin veya
modifiye elektrotlar lizerinde ayni1 veya farkli voltametrik teknikler kullanilarak ya da
elektrokimyasal dedektorlii kromatografik analizlerde yapilacak galismalara 151k tutacagi

ve degerli olabilecegini diisiindlirmektedir.
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