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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Bazi Ila¢ Etken Maddelerinin poli (p-
aminobenzen siilfonik asit) Elektrodunda Voltametrik Davramslarinin Incelenmesi
ve Ilaclarda Kantitatif Tayini” baslikli bu ¢alismamn bilimsel ahlak ve geleneklere
aykir diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigim ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin icinde hem de kaynak¢a da yoOntemine uygun bigimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Sevket Zisan Bilge YAGCI
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Bazi Ila¢ Etken Maddelerinin Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) Elektrodunda

Voltametrik Davranislarinin incelenmesi ve ilaglarda Kantitatif Tayini

Sevket Zisan Bilge YAGCI

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Anabilim Dal1

xiv+74 sayfa
2011
Damisman: Prof. Dr. Gamze ERDOGDU

Bu ¢alismada, poli (p-aminobenzen siilfonik asit) ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrotlar kullanilarak, askorbik asit varliginda bazi katekolaminlerin (epinefrin,
metil dopa ve norepinefrin) hizli, giivenilir ve duyarl bir sekilde saptanmasi igin ¢esitli
sensorler gelistirilmistir. Bu polimer, elektrokimyasal olarak 0,1 M KCI ¢ozeltisinde
cevrimli voltametri teknigiyle hazirlandi. Farkli kalinliklarda hazirlanmis polimerik
elektrotlar iizerinde katekolaminler ve askorbik asidin voltametrik davraniglari gesitli
destek elektrolit tiir ve pH’larda incelendi. Elde edilen sonuclar, modifiye edilmis
elektrotlarin askorbik asit varliginda katekolaminlerin saptanmasina uygulanabilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Poli (p-aminobenzen siilfonik asit), katekolaminler, epinefrin,

norepinefrin, metil dopa, askorbik asit
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ABSTRACT

MS. C. Thesis
Investigation of the Voltammetric Behaviors of Some Drug Compounds at Poly (p-

aminobenzene sulfonic acid) Electrode and Quantitative Determination in Drug Samples

Sevket Zisan Bilge YAGCI

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

xiv+74 page
2011
Advisor: Prof. Dr. Gamze ERDOGDU

In this study, various sensors have been developed for rapid, reliable and
sensitive determination of some catecholamines (epinephrine, methyl dopa and
norepinephrine) in the presence of ascorbic acid using poly (p-aminobenzene sulfonic
acid modified glassy carbon electrode. This polymer were prepared by cyclic
voltammetry tecnique in 0.1 M KCIl solution. The voltammetric behavior of
catecholamines and ascorbic acid on polymeric electrodes prepared at different
thicknesses were examined at various supporting electrolyte and pH values. The results
obtained indicated that modified electrodes could be applied for the determination of

catecholamines in the presence of ascorbic acid.

Keywords: Poly (p-aminobenzene sulphonic acid), catecholamines, epinephrine,

norepinephrine, metyl dopa, ascorbic acid.
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1. GIRIS

Metildopa, norepinefrin ve epinefrin, sinir hareketlerini organlara tasiyan
kimyasal maddeler olduklarindan dolay1 kalp hastaliklarinda ve kalp ameliyatlarinda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [1-3]. Dolayisiyla, beyin omurilik sivisinda bu tiir
katekolaminlerin diizeyinin belirlenmesi, ilgili hastaliklarin gerek teshisi ve gerekse de
tedavisi agisindan son derece onemlidir. Kan, serum ve idrar gibi biyolojik sivilardaki
pek cok girisim yapan maddeler varliginda, bu tiir maddelerin se¢imli olarak tayin
edilmesi elektroanaliz agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Elektroanalitik uygulamalarda ¢alisma elektrodu olarak c¢iplak elektrot
kullanildiginda, elektroaktif girisim yapan maddeler iletken -elektrot ylizeyinde
elektroaktivite gostererek algilanmasi arzu edilen tiire ait amperometrik yanita katkida
bulunmak suretiyle ilgili tiiriin karakteristik pikini onemli 6lgiide degistirmekte ve
sonu¢ olarak da analitlere ait pik ayriminda tatminkdr potansiyel farklarina
ulasilamamaktadir. Ciplak elektrodun bu dezavantaji, modifiye elektrotlarin kullanimini
zorunlu hale getirmistir. Ayrica, elektrot modifikasyonu; asir1 potansiyelin diisiiriilmesi,
reaksiyon hizinin artiritlmasi ve duyarliligin iyilestirilmesi gibi daha pek ¢ok avantaj
sunmaktadir [4-7].

Elektrokimyasal yontemlerle metildopa, norepinefrin ve epinefrin tayininde
karsilagilan en 6nemli problemlerden birisi elektroaktif askorbik asidin varligidir. Zira
askorbik asit; beyin omurilik sivisinda bu tiir katekolaminlerle birlikte bulunur ve pik
potansiyelleri birbirine yakin oldugundan, bu maddelerin 6l¢iimii i¢in olduk¢a onemli
bir problem olusturur. Bu problemin yenilebilmesi i¢in, ya metildopa, norepinefrin,
epinefrin ya da askorbik asit i¢in pik potansiyellerinin ayrilabildigi elektrokatalitik
Ozellikteki yapilara ya da elektroaktif askorbik asiti bloke ederken metildopa,
norepinefrin, epinefrin gegisine izin veren secici permselektif kaplama materyallerine

ihtiya¢ duyulur.

Son yillarda yaptigimiz ¢alismalarda, elektrokimyasal yontemle hazirlanmig olan
polimerik filmlerin gerek elektrokataliz ve gerekse de permselektiflik 6zelliklerinden
yararlanarak askorbik asit yaninda bir katekolamin olan dopaminin voltametrik analizi

incelenmistir [8-12].



Bu calismada, poli (p-aminobenzen siilfonik asit) ile modifiye edilmis elektrot
kullanilarak ilag¢ 6rneklerinde metildopa, norepinefrin ve epinefrin’nin hizli, glivenilir
ve duyarl bir sekilde saptanmasi i¢in elektroanalitik yontemler gelistirilmistir. Elde
edilecek sonuglarla, poli (p-aminobenzen stilfonik asit) ile modifiye edilmis elektrodun
ayn1 zamanda askorbik asit varlifinda bile metildopa, norepinefrin veya epinefrin’nin
tayinine uygulanabilecegi saptanmigtir. Bu tiir katekolaminlerin  voltametrik
davraniglarina etki eden elektrolit tiir ve pH’s1 gibi deneysel parametreler optimize
edilmistir. Ayrica optimize edilen modifiye elektrotlarin ila¢ Orneklerinde bu tiir

analitlerin askorbik asit yaninda kantitatif tayinleri de yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Elektrokimyasal Teknikler

Elektrokimyasal teknikler, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu
ortaya ¢ikan kimyasal doniisiimler ile fiziksel degisimleri ve kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine ¢evrilmesini inceler.

Hemen hemen biitiin elektrokimyasal tekniklerde potansiyel, akim ve zaman
parametreleri bulunur ve bu parametrelere teknigin adinda yer verilir. Mesela,
voltametri, kronoamperometri, kronokulometri gibi adlandirmalarda sirasiyla
potansiyel-akim, zaman-akim ve zaman-yiik parametrelerinden teknik hakkinda kabaca
bilgi edinilebilir. Elektrokimyasal tekniklerde, elektrot-¢ozelti sistemine bir elektriksel
etki yapilarak sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Bu cevap sistemin 6zellikleri hakkinda
bilgi verir. Bir elektrokimyasal teknigin adindan, elektriksel etkinin ve sistemin verdigi
cevabin tiirii tam olarak anlasilmayabilir.

Elektroanalitik metotlarin ¢ok ¢esitli siniflandirma yollar1 vardir. En yaygin ve
kabul goérmiis olan siniflandirma metodu Sekil 2.1°de sema halinde verilmistir (Skoog
ve ark. 1998). Semadan goriildiigli gibi elektroanalitik metotlar genelde net akimin sifir
oldugu denge durumundaki statik metotlar ve denge durumundan uzakta net akimin
gozlendigi dinamik metotlar olmak iizere ikiye ayrilir. Dinamik metotlar ¢ogunlukla ya
potansiyel kontrollii veya akim kontrolliidiir. Potansiyel veya akimin kontrol edildigi
tekniklerde bu parametreler biiyiik genlikli veya kiiciik genlikli olarak uygulanir. Biiyiik

genlikli teknikler digerlerine gore daha yaygin olarak kullanilir.
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Sekil 2.1. Genel olarak kullanilan bazi elektroanalitik yontemler



Elektrokimyasal yontemlerin gergeklestirildigi diizenek sematik olarak Sekil 2.2

’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Elektrokimyasal islemlerin gerceklestirildigi diizenek

2.2. Voltametrik Cihazlar

Dogrusal taramali voltametrik Olgiimleri yapmak i¢in kullanilan hiicre Sekil

2.3’de verilmistir. Hiicre, analit ve destek elektrolit adi verilen elektrolitin asirisini

iceren bir ¢ozeltiye daldirilmis ti¢ elektrottan yapilmistir.
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Sekil 2.3. Voltametri i¢in potansiyostat



Ucg elektrottan biri, zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen mikro elektrot
veya ¢alisma elektrodudur. Bu elektrodun polarizasyonunu artirmak i¢in boyutlart ufak
tutulur. Tkinci elektrot, potansiyeli deney siiresince sabit kalan bir referans elektrottur.

Uciincii elektrot ise, ya helezon seklinde sarilmis bir Pt tel ya da bir civa havuzu
seklinde olan ve elektrigin kaynaktan ¢ozelti icinden mikro elektroda aktarilmasini
saglayan karsit elektrottur. Sinyal kaynagi, degisken bir R direnci ile seri baglanmis bir
bataryadan ibaret olan degisken bir gii¢ kaynagidir.

2.3. Voltamogramlar

Bu c¢alisma yonteminde genel prensip, elektrokimyasal hiicrede bulunan,
polarize olabilen bir ¢alisma elektrodu ile karsilagtirma elektrodu arasinda degeri
zamanla degistirilen gerilim uyarma sinyali uygulanarak ii¢ elektrotlu hiicrelerde
calisma elektrodu ile yardimci elektrot, iki elektrotlu hiicrelerde ise galisma elektrodu
ile karsilagtirma elektrodu arasindaki akimin dl¢iilmesine dayanir.

Uygulanan gerilimin o0lglilen akim degerlerine karsi c¢izilen grafigine
“voltamogram” denir. Analizi yapilacak ¢0zelti igindeki elektroaktif maddelerin
yiikseltgenebilme, indirgenebilme 0Ozelliklerine gore elektroliz tepkimesi, c¢alisma
elektroduna ait gerilim araliginin belirli bir noktasinda olur. Bu yiizden voltamogram,
cozeltideki elektroaktif maddelerin nitel ve nicel 6zelliklerini yansitir.

Voltametride en ¢ok kullanilan gerilim uyarma sinyallerinden biri,
elektrokimyasal hiicreye uygulanan gerilim zamanin bir fonksiyonu olarak dogrusal
bicimde arttig1 Sekil 2.4’ de gosterilen bir dogrusal tarama olup, hiicrede olusan akim
uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Bu yonteme dogrusal taramali

voltametri denir [13].
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Sekil 2.4. Yavag Potansiyel Degisiminde Kat1 Elektrot Voltamogrami.
2.3.1. Simir Akim

Dogrusal taramali voltamogramlar genellikle voltametrik dalga adi verilen
sigmoidal sekilli egrilerdir. Dik artistan sonra gelen sabit akima “difiizyon kontrollii
akim” veya “sinir akimi1” (i;) denir.

Cilinkii bu akim, analitin kiitle aktarim islemiyle elektrot yiizeyine tasinma
hizindaki sinirlamadan kaynaklanir. Sinir akimlar1 genellikle analitin derisimi ile dogru

orantilidir. Bu yiizden;
11: k Cy

Burada; ca: Analit derisimi,

k : Bir sabittir.

Kantitatif dogrusal taramali voltametri bu iliskiye dayanir. Bunun disinda, hizli
bir sekilde sinir akimlari elde etmek icin ¢ozelti veya mikro elektrot siirekli ve
tekrarlanabilir bir hareket halinde olmal1 ya da damlayan civa elektrot gibi bir damlayan

elektrot kullanilmalidir [13].

2.3.2. Go¢ Akim
Eger incelenecek olan elektroaktif madde iyonik yapida ise bu iyonlarla elektrot

arasinda elektrostatik etkilesim s6z konusudur. Herhangi bir elektrostatik etkinin



olmadig1 kosullarda o6lgiilen sinir ile bu kosullarda elde edilen sinir akimi arasindaki
farka “gd¢ akim1” denir.

Polarografide elektroaktif tiiriin go¢ akimi istenmediginden ortama yiiksek
derisimde destek elektrolit eklenerek, incelenecek tiiriin gé¢ akimi 6nlenir. Bu durumda
incelenecek tliriin tagima sayist minimuma diisiiriilerek elektrostatik go¢ elektro inaktif

olan elektrolit tarafindan saglanir [14].
2.3.3. Yari1 Dalga Potansiyeli

Akimin, sinir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele ‘yar1 dalga potansiyeli’
denir ve E"? sembolii ile gosterilir. Referans elektrot potansiyeline gore diizeltildikten
sonra yar1 dalga potansiyeli reaksiyonun potansiyeli ile yakindan ilgilidir. Yar1 dalga

potansiyelleri bazen bir ¢ozeltideki bilesenlerin belirlenmesinde faydalidir.
2.3.4. Artik Akim

Elektrot ile elektroaktif madde reaksiyona girmeden Once kii¢ciik bir akim
gozlenmektedir. Cozeltideki safsizliklar ve elektriksel cift tabakanin yiiklenmesi gibi
nedenlerden olusan bu akim biiyiikliigiine artik akim denilir. Sekil 2.5* de 0,1M HCI

¢oOzeltisi i¢in bir artik akim egrisi gézlenmektedir.
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Sekil 2.5. 0,1M HCI Cozeltisi I¢in Bir Artik Akim Egrisi.



Bu akimin iki sebebi vardir. Bunlardan birincisi, hemen hemen biitiin
cozeltilerde bulunan eser miktarlardaki safsizliklarin indirgenmesidir; bu safsizliklar
icinde az miktarda ¢6ziinmiis oksijen, damitik sudan gelen agir metal iyonlar1 ve destek

elektrolit olarak kullanilan tuzdaki safsizliklar sayilabilir.
2.3.5. Difiizyon Akimi

Polarografide dalga yiiksekliginin en Onemli bileseni diflizyon akimidir.
Polarografik sartlar dalga yiiksekliginin sadece difiizyon akimindan dolay1 olmasi i¢in
ayarlanir. Yani madde aktariminin sadece difiizyonla olmasi istenir. Plato bdlgesinde
elektroaktif tiir elektrot yiizeyine gelir-gelmez indirgenir veya yiikseltgenir. Bu
durumda elektrot yiizeyinin hemen yanindaki tabakada derisimi sifir olur. Elektrot
yiizeyi ile ana ¢dzelti arasinda derisim farki olacagindan difiizyon kuvveti olusur.

Polarografide elektroaktif tiirlin sadece bu derisim farkindan dolay: elektrot
yiizeyine gelmesi istenir. Polarografideki tek kiitle aktarim sekli difiizyondur. Iste bu
sebepten polarografik sinir akimlarina genellikle “difiizyon akimlar1 (I4)” denir. Yani;
akimin biiylikliigl, analitin damlayan civa elektrot ylizeyine sadece diflizyon hizi ile
simirlandigr zaman, polarografide gozlenen sinir akimidir. Difiizyon akimi, analit
derisimiyle orantilidir.

Sekil 2.6’da gosterildigi gibi diflizyon akimi; smir akimi ile artik akimlar
arasindaki farktir.

Genellikle sinir akiminin su akimlardan olustugu sdylenebilir: Iq —difiizyon
akim, Iy -civa damlasi etrafindaki ¢ift tabakanin yiiklenme veya bosalmasindan olusan
kapasitif akimi, Iy -elektrottaki 6nceki elektrolitik proseslere bagl Faraday akimi, I, -
elektroliz olabilen maddenin transfer sayisinin yeterince biiyiik olmasi halinde ilettigi
tasima, I,-cOzelti-elektrot ortak yiizeyinde ¢ozeltinin karistirlmasinda indirgenebilir
maddelerin adsorbsiyonundan ve diger olaylardan meydana gelen akimdir [15]. Boylece

su esitlik yazilabilir;

Ii=Id+Ik+If+Ia+Im
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Sekil 2.6. Cd™ yoniinden 5x10™* M olan (A) 1 M HCl ¢ézeltisi icin Polarogramlar [15].

2.3.6. Difiizyon Kontrollii Sinir Akimi

Eger damlayan civa elektrotuna uygulanan potansiyel durgun ¢ozeltide destek
elektrolitli ortamda ve smir akimi bolgesinde ise, elektrot yiizeyine ulasan elektroaktif
tir hemen indirgeniyorsa, sinir akiminin difiizyon akimi tarafindan kontrol edildigi
sOylenebilir. Sinir akimi bdlgesinde uygulanan potansiyelde elektroaktif tiir elektrot
yilizeyine gelir-gelmez indirgeneceginden, elektroaktif tiirlin hemen elektrot yanindaki
derisimi ile ana ¢ozeltideki derisimi arasindaki fark ¢ok biiylik olacagindan elektrot
yiizeyine dogru diflizlenme olacaktir. Cozeltiden gegen akim elektrot yiizeyine
difiizlenip, burada indirgenen madde miktariyla orantilidir. Bu kosullarda sinir akimi

“difiizyon kontrollii sinir akim1” olarak adlandirilir.
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2.4. Elektrokimyasal Tasinma Yollar

Elektroaktif maddeler elektrokimyasal bir olayda ii¢ sekilde tasinabilir:

a) Migrasyon
b) Konveksiyon
c¢) Difiizyon

Migrasyon, yliklii taneciklerin elektriksel alanin etkisi ile zit yiikli kutba dogru
cekilmesinden kaynaklanan bir hareket tiiridiir. Burada anyonlar anoda, katyonlar
katoda dogru hareket ederler. Migrasyona yol agan kuvvetler sadece elektrostatik
giiclerdir. Elektroaktif tiir yiiklii oldugu siirece zit yiiklii elektrot tarafindan ¢ekilecektir.
Ancak derisime bagli olmadigi i¢in, ilgilenilen tiirlin bu yolla aktarimimi tiimiiyle
sifirlayamazsak da en aza indirmek i¢in ortama destek elektroliti ilavesi yapilir. Bu
cOzeltideki iyonlar iyonik gbc¢li onemli Olgiide iistleneceginden analitin ¢ok az bir
kesimi migrasyonla tasinir hale gelecektir. Boylece ¢ozeltideki yiikler herhangi bir iyon
tarafindan tagmabilir. Iyonik gd¢ ortama destek elektroliti ilavesiyle engellenebilir.

Konveksiyon sicaklik ve yogunluk farkindan olusur. Konveksiyonun akim
yogunlugu iizerinde biiyiik etkisi vardir. Bunu 6nlemek icin ¢ozelti ya karistirilir ya da
elektrot hizla dondiiriiliir.

Asil istenen, ana ¢oOzeltideki elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine sadece
difiizyonla tasinmasidir. Difiizyon kontrollii elektrokimyasal olaylarda madde
derisiminin fazla oldugu bolgeden derisimi az olan bolgeye dogru difiizlenir. Boylece
elektrolit ¢ozeltisi ile elektrot yiizeyi arasindaki derisim farkindan bir diflizyon akisi
dogar. Bu aki;

J=-—D (dc/dx) formiilii ile verilir.

Bu iliski Fick’in 1. yasasidir. Burada J, difiizyon akist (mol m™~s™); dc/dx
derisim gradienti (mol m™) ve D difiizyon katsayis1 (m s ')’dir. Fick’in 1. yasasinda
kararli hal diflizyonu géz oniine alinmistir. (Bocris ve Reddy, 1970). Yani difiizlenen
partikiillerin derisimi ve aki zamanla degismemektedir. Bu yasa elektrot olaylarina
uygulandiginda, elektroda bitisik difiizyon tabakasi denilen bir bolgede elektroaktif
maddenin elektrota ulasmasini acgiklar. Bu takdirde eclektroda diflizlenen maddenin

esdeger gram sayisi difiizyon akisina esit olur. Yani;
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I/ mF=7=-D (dc/dx)
Eger bu kavramlar degisiyorsa bu halde;
(5c/8t)=D (5° C /&y

denklemi elde edilir.
Bu denklem Fick’in 2. Yasasi adini alir. Yani derisim hem zamana, hem
uzakliga bagldir. Boylece kismi diferansiyel denklemle gosterilen yukaridaki Fick’in 2.

yasasinin formiilii elde edilir.
2.5. Voltametrik Teknikler

Calismamizda uygulanan yontem olan voltametri; yiikseltgenebilen ve/veya
indirgenebilen (elektroaktif, elektrot tepkimesine giren) organik ve inorganik
maddelerin ¢esitli ortamdaki ¢dzeltilerinden uygun kosullarda elde edilen akim siddeti-
gerilim egrilerinin (voltamogram) karakteristiklerini inceleyen ve degerlendiren analiz
teknigidir. Polarografi ilk olarak 1922 yilinda Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky
tarafindan bulunmustur. Heyrovsky ilk olarak voltametrinin 6zel tipi olan polarografiyi
bulmus ve bu bulusundan &tiirii 1959 yilinda Nobel Kimya Odiiliinii kazanmistr.

Elektrokimyanin 6nemli bir dali olan polarografide, diger tekniklerden farkli
sekilde, calisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu kullanilmaktadir.

Onceki yillarda damlayan civa elektrot baz iistiinliikleri nedeniyle voltametrik
caligmalarda sik¢a kullanilmaktaydi. Bu {istiinliikleri ise her yeni damla ile yeni ve
temiz bir metal yiizeyinin yaratiliyor olmasi, herhangi bir gerilimde aninda
tekrarlanabilir akimlar olusturmasidir. Bunun yaninda, civanin hidrojen indirgenmesine
kars1 gosterdigi yiiksek asir1 gerilimden dolay1r bagil olarak biiyiik negatif gerilimlerde
kullanilabilir olmasidir.

Biitiin bu istiin 6zelliklerine karsin bu elektrodun bazi siirlamalar1 da vardir.
Metalik civanin diisiik pozitif gerilimde bile kolayca ylikseltgenebilmesi, (~+0,4V), civa
elektrotun kullanilmasini sinirlayan en 6nemli 6zelliklerden birisidir. Ayrica kullanilan
civanin temizlenmesi olduk¢a zahmetli olmasi, damlama siiresinin ayarlanmasinin
zorlugu, civanin damlatilmasinda kullanilan kilcallarin kolayca tikanabilmesi, civa
buharlarinin toksik olmasi ve bu nedenle teknigin dogrudan dokuya uygulanamamasi bu

elektrotun kullanilmasindaki baslica sorunlardir [16].
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Damlayan civa elektrotu yukarida belirtilen sorunlar1 ortadan kaldirmak igin
1940’11 yillarin sonunda Skobets ve arkadaslari tarafindan baslatilan ve giiniimiize kadar
siiren kat1 elektrot ¢alismalar1 bu yonteme genis bir uygulama alan1 saglamstir.

1960’l1 wyillarin ortalarinda klasik voltametrik tekniklerle yapilan pek c¢ok
degisiklik, yontemin duyarliligini ve seciciligini biiyiik 6l¢iide arttirmis ve 6zellikle tip,
eczacilik, biyokimya ve gevre caligmalarinda yonteme genis ve giderek artan bir
uygulama alan1 saglanmistir.

Voltametrik calismalarda kullanilan elektrotlar; platin, altin, rutenyum gibi inert
metaller, pirolitik grafit ve camsi karbon, ¢inko oksit, iridyum oksit gibi yari iletken
elektrotlardir. Tel, levha, disk bigiminde olan kat1 elektrotlarin sabit, doner veya titresen
tipleri vardir.

Polarografik yontem damlayan civanin kolayca ylikseltgenmesi nedeniyle daha
cok indirgenme olaylarinin, voltametri ise kati elektrotlar yardimi ile yiikseltgenme
olaylarinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Karbon elektrotlarla yapilan voltametri ise
hem ylikseltgenme, hem de indirgenme bolgesinde genis bir ¢alisma araligina imkan
tanimaktadir.(~ —1.8V - +1.8V (sulu ortamda)) [16,17].

Kat1 elektrot yiizeyinin deneye hazirlanmasinin tekrar edilebilirlik agisindan
Oonemi blylktiir. Deney siiresince elektrot yiizeyine adsorblanmis veya birikmis
safsizliklardan dolay1r kati1 elektrotlar son derece diizensiz davranis gosterirler. Kati
elektrotlarda, civa elektrotta oldugu gibi elektrot ylizeyinin yenilenmesi s6z konusu
olmadigindan tekrar edilebilir sonuglarin alinabilmesi i¢in kat1 elektrotlarin yiizeyinin
her lgiimden dnce temizlenmesi gerekir. On islem ad1 verilen bu islemler her metal igin
kendine 6zgli olmaktadir. Voltametride degisik tipte kati elektrotlar kullanilmaktadir.
Ornegin soy metal elektrotlar, cesitli karbon elektrotlar, modifiye elektrotlar gibi.

Yeni elektrot sekil ve tasarimi (modifiye elektrotlar), yeni yiizey temizleme
teknikleri elektroanaliz yontemleri (puls dalga formlari, adsorptif teknikler, siyirma)
sayesinde farmasotik preparatlarda ve viicut sivilarindaki aktif bilesenler, safsizliklar,
ara lriinler ve metabolitler olduk¢a genis tayin sinirlariyla (~ 10 - 11 M), segicilikte ve
hizli bir bi¢imde dogrudan analiz edilebilmektedir.

Bu nedenle ilag analizlerinde kromatografik ve fotometrik yontemlere alternatif
yontem olarak nitelendiren modern voltametri bu yontemlerle yarigsmali olmaktan ¢ok
onlar1 tamamlayici niteliktedir. Ayrica yontemin yiiksek basingli sivi kromatografisiyle
birlestirilmesiyle, kompleks karisimlarin analizinde de basariyla uygulanmasi

saglanmistir.
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Kat1 elektrotlarin kullanildig1 voltametri, 6zellikle indirgenme olaylarina oranla
az incelenmis olan yiikseltgenme tepkimelerindeki rolii ile biyoloji alaninda ve
dolayisiyla fizyolojik 6nemi olan pek ¢ok bilesigin farmakolojik etki mekanizmalarinin
aciklanmasinda da  basariyla  kullanilmaktadir. Bu  amagla  gelistirilen
ultramikroelektrotlar canli organizmada invivo c¢aligmalarin yapilmasina olanak
saglamaktadir [16].

Voltametrik ve polarografik yontemlerin, eczacilik alaninda ve klinik
calismalarda siklikla kullanilmasinin nedeni diisiik derisimlerde farmasdétik analizlerin
yapilabilmesi, numunelerin kolayca ve c¢ok kisa bir siirede hazirlanabilmesi, analiz
stiresinin kisa olmasi, ortamda bulunan katki maddelerinin veya safsizliklarin analiz
sonucunu etkilememesi, bu tekniklerin tiriin kalite kontroliinde kullanabilmesine olanak
saglamaktadir. Tablet, kapsiil, siispansiyon, surup v.b. ilag formiilasyonlarinin
¢oziinmeyen kisimlarinin  veya katki maddelerinin genelde elektroaktiviteleri
bulunmadigr i¢in herhangi bir ayirma islemine gerek olmadan analizleri
yapilabilmektedir. Ayrica bu yontemlerin diger bir iistiinliigii de pahali ve az miktardaki
ilaglarin  analizinde de ¢ok az miktarda numuneye ihtiyag gosterdigi igin
kullanilabilmesidir.

Kat1 elektrotlar grubunda yer alan karbon elektrodun birka¢ degisik sekli
bulunmaktadir: Elmas, grafit, camsi karbon ve fullerens. Elmas elektrik akimini iletmez.
Bor ile dopa edilmis elmas elektrodun zemin akiminin diisiik olmas1 gibi Ustiinliikleri
vardir ve ila¢ analizlerinde son yillarda kullanilmaya baslanmistir. Grafit, yumusak ve
gozenekli bir materyal oldugu icin yiiksek adsorbsiyon kapasitesi vardir. Camsi karbon
ise mekanik olarak iyi bir iletkenlige sahiptir. Camsi karbon elektrokimyasal dedektor
olarak en ¢ok kullanilan dedektor tipidir. Fullerens, camsi karbon veya grafit sp” tipinde
hibritlesmis karbonlardir. Biitiin bu grup karbon materyalleri elektrot hazirlanmasinda
siklikla kullanilmaktadir [14].

Voltametride bir mikro elektrot igeren elektrokimyasal hiicreye, degistirilebilir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali, metodun temelini teskil eden
karakteristik akim cevaplar1 olusturur. Voltametride en c¢ok kullanilan dort uyarma
sinyalinin dalga sekli ve bunlara bagli olarak voltamogramlar1 Sekil 2.7 (a-b-c-d-e-f)’de

verilmistir (Skoog ve ark. 1998).
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2.5.1. Diferansiyel Puls Voltametrisi

Diferansiyel puls teknikleri birgok sivi ve dokulardaki elektroaktif tiirlerin iz
miktarlarinin tayininde genis olarak kullanilmaktadir.

Puls teknikleri bir sabit veya degisen DC (dogru akim) sinyali {izerine bir kare
dalganin ¢akistirilmasi ile olusan bir uyarici sinyalin uygulandigi tekniklerdir [18]. Puls
polarografisi Barker tarafindan 1960'larda gelistirilmis olup, enstriimentasyonun ticari
hale gelmesi 1970'lerde s6z konusu olmustur. En yaygin olarak kullanilan puls teknigi
diferansiyel puls polarografisi veya voltametrisi olup, yavasca yiikselen bir DC sinyali
tizerine yiikseklikleri sabit voltaj pulslarinin ¢akistirilmas: ile olusan uyarici sinyal
kullanilmaktadir. Akim, pulstan hemen 6nce ve pulsun sonuna dogru iki kere dl¢iilerek
bunlarin farki ¢ikti olarak kaydedilmektedir. Her bir analite ait pik potansiyeli (E,),
yari-dalga potansiyeline (E;;) bagl olarak,

E,=Ei»-AE/2
esitliginden hesaplanabilir.
Burada; AE, puls genligidir. Puls genliginin ve potansiyelin iyi secilmesiyle duyarlilik
ve rezoliisyon artirilabilir. Birgok durumlarda 50 mV’luk bir potansiyel farki ile pikler
birbirinden ayirt edilebilir. Tersinmez redoks sistemlerinde daha diisiik ve daha genis
akimlar (duyarlilik ve rezoliisyon daha zayif) elde edilmektedir.

Diferansiyel puls tekniginde olciilen akim asagidaki esitlikle verilir.

Al=7"F* AD" ¢ AEP/RT ' t"? (1+P)°

D difiizyon katsayisi (m%/s), A elektrot yiizey alani (m?), ¢ derisim (mol/m’), t zaman

(s), z elektron sayis1, T mutlak sicaklik (K). Buradaki P parametresi,
P=zF eXp (E-El/z) /RT
seklinde ifade edilir.

Al'nin maksimum degeri P=1 iken E olup, puls uygulamasi ile akim 6l¢iimii arasinda

gecen siire, katodik tersinir bir reaksiyon i¢in:
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Ep: Eip+AE/2
dir.
Reaksiyon tersinir degilse iliski ¢ok daha karmasik olup, pik akima:

AL=7"F* AD" ¢ AE/4RTrn'"* t"?

ile wverilir. Bu iliski ve pik genislikleri hakkindaki diger iliskiler, yar1 dalga
potansiyelleri arasindaki farkin 100 mV veya daha az oldugu her ikisi de 1 elektron
transferli tersinir iki olay1 herhangi bir diferansiyel puls teknigi ile ayirmanin miimkiin
olmadigint gostermektedir. Zira boyle bir olay i¢in pik yar1 yliksekligindeki genisligin
minimum degeri 90 mV'dan fazladir. Ancak, z'nin artmasi ile pikler daha yiiksek ve
daha dar olurlar. Gerek artik akimin, gerek diflizyon smir akimmin 6lgiildigi
gerilimlerde, pulstan dnce ve pulsun sonunda 6lgiilen akimlar arasindaki fark ¢ok azdir
ve bu nedenle diferansiyel puls voltametrisi ve polarografi tekniklerinde, bu
gerilimlerde fazla bir akim Ol¢iilmez. Bu tiir bir akim Olgiimiinde en biiyiik fark

voltametrik ve polarografik dalganin E|/, degerinde ortaya ¢iktig i¢in DI bu gerilimde

bir maksimum degere ulasir.
Diferansiyel puls tekniginin avantaji, akimin 6rneklendigi noktalarda (t; ve t,)

kapasitif akimin minimum olmasidir. Bu nedenle sinyal/giiriiltii orani iyilestirilmis olup,

107-10% M derisimlerin tayinine imkan vermektedir. Sekil 2.8’de diferansiyel puls

voltametrisi i¢in sinyal yanitlar1 verilmistir [19].

Zarmarnn ——=

Sekil 2.8. Diferansiyel puls voltametrisi i¢in sinyal grafikleri
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2.5.2. Cevrimli Voltametri

Cevrimli Voltametri (CV), en yaygin kullanilan elektroanalitik tekniktir. Nicel
amagclarla kullanim1 nadir olmakla birlikte, yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarmin
incelenmesinde ve elektrotlarda olusan iiriinlerin olusum sonrasi reaksiyonlarini
yakalamada ¢ok yaygin olarak uygulanmaktadir. Cevrimli voltametri, durgun bir
elektrot potansiyelini dogrusal olarak degistirerek akim-potansiyel iligkisini inceleyen
ve elektrot tepkimelerinin aydinlatilmasinda basta gelen yontemlerden biridir.

Potansiyel once belli bir degere kadar artirilir. Genellikle ayn1 hizda baslangig
potansiyel noktasina getirilir. Cevrimli voltametride ileri ve geri yondeki gerilim tarama
hizlar1 da kullanilabilir. Ayrica ileri ve geri yondeki gerilim tarama hizlar1 da ayn
tutulabildigi gibi, istendiginde farkli tarama bir kez yapilabildigi gibi, ¢evrim bir¢ok kez
de tekrarlanabilir. Sekil 2.9°da bu yontem ile uygulanan gerilim programi ve elde edilen

akim-gerilim egrisine birer 6rnek goriilmektedir.

0.1 0.2
Potansiyel

Sekil 2.9. Cevrimli voltametride tersinir bir sistem i¢in akim-potansiyel egrisi.

Cevrimli voltametride ileri yondeki gerilim taramasi sirasinda pik gozlendigi
gibi gerilim taramasi ters yone ¢evrildiginde de bazen pik gozlenir. Ileri yondeki gerilim
taramasi sirasinda bir elektro indirgenme olmussa, geri yondeki pik indirgenme
sirasinda olusan {iriiniin elektrotta yeniden ylikseltgenmesinden 6tiirii olusur. Tersinir

bir olayda geri yondeki pik potansiyeli E , degerine,
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0. 0285

E,= E .+

esitligi ile baglidir.
Tersinir bir elektrot tepkimesi i¢in anodik pik gerilimi, Ep(a), ile katodik pik
gerilimi, Ep(c), arasinda (0.059/n) V' luk bir gerilim farki olmalidir. Burada n, yari

reaksiyonda kullanilan elektron sayisidir ve bu iki pik geriliminin orta noktasi,

incelenen redoks ¢iftinin formal gerilimine (EO') esittir. Ileri yondeki tarama sirasinda

olusan triin kimyasal olarak kararli ise anodik pik akimui, ip(a)a katodik pik akimina,
ip(c)a esittir. Uriiniin kararli olmadig1 durumlarda anodik pik akimmin degerine gére

daha kiigiik olur ve {irlinlin ¢ok hizli bir bigimde tiiketildigi durumlarda geri pik
tamamen kaybolur.

Nicel bilgi i¢in, Randles-Sevcik esitligi kullanilir. 25 °C” da bu esitlik asagida
verilmistir.

i, =2.687x10° n"* A C D"*v'?

Burada, 1, pik akimi, A, elektrot ylizey alami, D, diflizyon katsayisi, C,
konsantrasyon ve v ise tarama hizidir. Cevrimli voltametri konsantrasyon, elektrot
yiizey alan1 ve tarama hiz1 biliniyorsa, diflizyon katsayisinin hesaplanmasi i¢in uygun
bir yoldur [20].

Cevrimli voltamogramlarin ayrintili incelenmesiyle, bir sistemin hangi
gerilimlerde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigini, elektrokimyasal agidan tersinir
olup olmadigini, elektrot tepkimesinin bir ¢ozelti tepkimesi ile gidip gitmedigini,
indirgenme ya da ylikseltgenme irilinlerinin kararli olup olmadigmi, elektrot
tepkimesinde rol alan maddelerin yiizeye tutunup tutunmadiklarini kolayca anlamak
miimkiindiir.

Elektrot tepkimesinin tersinirligi azaldik¢a katodik ve anodik pikler birbirinden
daha ayrik gerilimlerde ve daha yayvan olarak gézlenir. Bir baska deyisle DE degerleri
elektrot tepkimesinin hiz sabitinin bir Ol¢iisiidiir. Tam tersinmez bir elektrot
tepkimesinde ise geri pik gozlenmez. Tam tersinmez elektrot tepkimelerinde de ileri
yondeki pik akimi tarama hizinin karekokii ile orantilidir ve pik gerilimi tarama hizi

artinca negatif gerilimlere kayar. Yar tersinir elektrot tepkimelerinde ise, pik akimi
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belli bir tarama hizina kadar tersinir sistemlerdeki gibi tarama hizinin karekdokii ile
dogrusal olarak artar, ancak belli bir tarama hizindan sonra tarama hizinin karekokii ile
orantili olan artig tersinmez sistemlerdeki artis gibi olur. Ara degerlerdeki tarama hizlar
uygulandiginda pik alanindaki artis i¢in karekok iliskisi gecerli olmaz [19].

Cevrimli voltametride tarama hiz1 degistirilerek pik ytiksekliklerinin tarama hizi
ile degismesinden adsorbsiyon, difiizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna eslik eden
kimyasal reaksiyon olaylarinin varligi ve tabiati belirlenebilir. Ayrica ileri ve geri
tarama piklerinden reaksiyon mekanizmasi hakkinda fikir edinilebildigi gibi ileri
taramadan kinetik veriler de bulunabilir. CV’ de genellikle katodik ve anodik yondeki
tarama hizlar1 esit alinir. Ancak Ozellikle hizli homojen kimyasal reaksiyonlarin

varliginda anodik ve katodik tarama hizlar1 farkli da alinabilir.

2.6. Voltametrik Hiicre Kurulumu

Genel voltametrik ol¢iimler i¢in kullanilan elektrokimyasal hiicreler, 5-50 ml
cozelti ile calisilabilecek sekilde yapilmistir. Teflondan yapilmis kapaga elektrotlar

takilir ve ince boru yardimiyla ¢dzeltiden N, veya Ar gazi gegirilir. Hiicre yiizeyde

sogurum yapmayan camdan imal edilmistir. Sicaklik kontroliiniin gerektirdigi
Olciimlerde hiicrenin dis kisminda suyun dolasmasina olanak veren 6zel hiicreler
kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal hiicreler iki elektrotlu ve 1ii¢ elektrotlu olmak {izere
siniflandirilabilir. ki elektrotlu hiicrelerde bir calisma elektrodu ile karsilastirma
elektrodu bulunur. Eger karsilastirma elektrodu uygun yapilmigsa potansiyeli, kendi
tizerinden biiyiikge bir akim gecisiyle degismez. Ancak bazi durumlarda calisma
elektrodunun potansiyeli 6zellikle ¢ozelti direncinden dolay:1 degismektedir. Bu nedenle
direnci diisiik ¢oOzeltinin kullanilmamasi veya iki elektrodun birbirine ¢ok yakin
yerlestirilmesi gereklidir. Bu problemlerin ortadan kaldirilmasi i¢in ii¢ elektrotlu
hiicreler gelismistir. Ug elektrotlu sistemin asil avantaji ise akimin referans elektrot
lizerinden gegmemesidir.

Ug elektrotlu sistemde ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve yardime elektrot
bulunur. Ek bir devreyle potansiyel, ¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasinda
kontrol edilir, fakat hiicre akimi ¢alisma elektrodu ile yardimci elektrot arasinda dl¢iliir.

Elektrokimyasal hiicredeki katot ile anot arasindaki potansiyel farki elektriksel

bir alan olusturur. Iyonlar bu alanin etkisiyle karsit yiiklii elektrotlara dogru hareket
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ederler ve boylece migrasyon veya elektriksel gé¢ adi verilen bir olayla kiitle aktarimi
olur. Iyonlarin elektriksel alandaki hareket hazlari, iyonun yiikiine, biiyiikliigiine,
caligilan ortamdaki yonlenme bigimine ve alan siddetine baglidir [19].

Bir elektrokimyasal hiicrenin c¢aligmasi sirasinda maddenin elektrot yiizeyine
aktarimi {i¢ yolla olur. Bu kiitle aktarim1 yollar1, elektriksel go¢ (migrasyon), difiizyon
ve karistirilma olarak adlandirilir. Deneysel kosullara bagli olarak bu olaylardan birisi
veya birkagi kiitle aktarimina katkida bulunabilir.

Hiicrede elektrotta tiiketilen elektroaktif maddenin ara yilizeyde azalan derigimini
artirmak {izere, ¢Ozeltiden madde aktarimi diflizyon adimi alir. Difiizyonla kiitle
aktarimmin hizi, ara yiizeyle ¢ozeltinin i¢ kesimleri arasindaki derisim farkina ve
elektroaktif madde ile ¢oziiciiniin tiirlerine baglidir. Her maddeye 6zgii ve birimi cm?/s
olan ve diflizyon hizin1 belirten bir diflizyon katsayisi, D, vardir. Cozeltinin
karistirildigr durumlarda elektrot ara ylizeyine ayrica karistirilma veya (zorlanilmis)
yolu ile de madde aktarilir. Cozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijenin

uzaklastirilmasi gerekir. Normal sartlarda hava ile dengede olan bir ¢ozeltideki oksijen

-4
konsantrasyonu 2.10 M' dir. Bu konsantrasyonda ki oksijen oldukga belirgin bir pik
verir. Calisma elektrodu lizerinde asidik ve bazik ortamlarda asagidaki reaksiyonlari

meydana getirir. Asidik ¢ozeltide:
_ +
0, +2¢ 2H  ----------- H,O, (birinci indirgenme)

_ +
O,+4e +4H -------mmm- 2H,0 (ikinci indirgenme)

Notral veya bazik ¢ozeltide:
0, +2¢~ +2H,0 ----------- H,O, + 20H" (birinci indirgenme)

0, +4e” +2H,0 ----------- 40H (ikinci indirgenme)

2.7. Calisma Elektrotlar:

Calisma veya yardimci elektrot olarak en yaygin sekilde kullanilan materyaller;
Pt, Au, Hg, Cu, ve grafittir. Bu elektrotlardan civa hari¢ diger elektrotlar Teflon gibi
inert cubuk icine preslenmek suretiyle disk haline getirilirler. Civa karsit elektrot olarak
civa havuzu seklinde kullanilirken, calisma elektrodu olarak civa havuzu da dahil olmak

tizere ¢ok cesitli sekillerde kullanilmaktadir. En yaygin sekli ise polarografideki civa
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damla elektrodudur. Voltametrik ¢alismalarda daha ¢ok askida civa damla elektrodu
kullanilir. Civa elektrodunun diger bir kullanim sekli ise civayr bir kati elektrot
ylizeyine ince bir film halinde oturtmaktir. Bu amacla altin amalgam olusturdugu icin
uygun degildir. Bu nedenle platin, fakat daha ziyade karbon tercih edilir. Tercih edilen
karbon elektrot tiirleri, parafinle doyurulmus grafit elektrot veya camsi1 karbon
elektrottur. Kat1 elektrotlar olarak platin ve altindan bagka giimiis, paladyum, rodyum ve
iridyum da kullanilmaktadir. Bunlar ¢ubuk, tel veya yaprak seklinde kullanilir. Biitiin
kat1 elektrotlarin hidrojen asir1 gerilimi, hidrojenin civa elektrottaki asir1 geriliminden
daha kiigiik olup, bu elektrotlarin su ve protik ¢ozgenlerdeki kullanilabilir potansiyelleri
civaninkinden yaklasik 1 Volt daha diisiiktiir.

Anodik bolgede ise bu materyaller, civadan daha zor yiikseltgendiginden
kullanilabilir potansiyeli civaninkinden yaklasik 1 Volt daha yiiksektir. Kati metal
elektrotlar diisiiniildiigii kadar inert olmayabilirler ve elektrot yiizeylerinin hazirlanmast
hi¢ de basit bir islem degildir. Biitlin soy metaller yiizeylerinde hidrojen adsorbe
ederler. Altin, platinden daha az adsorbe ederken, paladyum hidrojeni metal igine
absorbe eder. Bu nedenle paladyum protik ¢6zgenlerde katot olarak kullaniimamalidir.

Kat1 elektrot ylizeylerinin tekrarlanabilir bir sekilde hazirlanmasi, 6zellikle
Olciimlerin ylizey alanina bagli oldugu denge disi (nonequilibrium) tekniklerde ¢ok
onemlidir. Diizlem elektrotlar, 6nce gittikge incelen asindiricilarla (elmas, aliimina,
silisyum karbiir gibi) zimparalanarak yiizeyleri diizgiin ve parlak hale getirilir ve sonra
da tercihen bir ultrasonik banyoda yiizey yikanir. Bu asamadan sonra tekrarlanabilirligi
artirmak tlizere baska islemler de yapilir: (kromik - siilflirik asit veya sicak nitrik asit )
veya elektrokimyasal yollarla yiizey oksidasyonu ve ardindan elektrodun hidrojen
iyonunun veya c¢ozgenin indirgendigi potansiyelden daha negatif bir potansiyelde
indirgenmesi. Bu islem genellikle sulu ¢alismalar i¢in tercih edilmelidir. Karbon hem
sulu, hem de susuz ¢ozeltiler icin hem yiikseltgenme, hem de indirgenme islemleri i¢in
kullanilabilir bir elektrot malzemesidir. Elektriksel iletkenligi olan karbon tiirli grafittir.
Diger bir karbon elektrot tiirii ise karbon pastasi olup, toz halindeki grafitin Nujol ile
pasta halinde hazirlanip, bir tiip i¢ine sikistirilmasiyla elde edilir. Son zamanlarda ise
cams1 karbon ve pirolitik grafit daha az pordz ylizeylere sahip olmalar1 nedeniyle tercih

edilen karbon tiirleri olmaktadir.
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Son zamanlarda, voltametride dl¢timler "ultra mikroelektrotlar" diye tanimlanan
cok kiiciik elektrotlarla yapilmaktadir. Bu tip elektrot, 10 mm veya daha az ¢apta grafit
bir fiberden ibarettir. Elektrotlar, genellikle 1 mm ile 3 mm c¢apinda imal edilir.
Doniisiimlii voltametrik deneyleri yiiksek tarama hizlarinda bu ¢aptaki elektrotlarla
yiirlitmek dogru degildir. Yiiksek tarama hizlari voltamogramin seklinin degismesine
neden olan yiiksek direng olusmasina sebep olur. Akimi ve direnci minimize etmek igin
ultra mikroelektrotlar kullanilabilir. Bu elektrotlar ile ¢ok az hacimdeki 6rneklerin

elektrokimyasal 6l¢timleri yapilabilmektedir [19].

2.7.1. Camsi Karbon Elektrot

Cams1 karbon diger karbon yapilarindan farkli fiziksel 0Ozellikler tagir.
Yiizeyinde daha ufak gdzenekler bulunur ve bu o6zelliginden dolayr diger karbon
tiirlerine gore daha ¢ok kullanilir.

Yapilan pek cok ¢alismada camsi karbon elektrottaki elektron transferinin metal
elektrottakinden daha yavas oldugu bulunmustur. Camsi karbon elektrodun yapis1 ve
ozellikleri ile elektroanalitik kimyadaki kullanim1 Van der Linden ve Dieker tarafindan
hazirlanan bir derlemede agiklanmistir.

Camsi karbon elektrot materyali ilk defa Yamada ve Sato tarafindan 1962
yilinda gelistirilmistir. Bu arastirmacilar, camsi karbon elektrodu inert bir gaz igerisinde
fenol formaldehit reginesini ¢ok dikkatli bir sekilde 1sitma sonucunda elde etmiglerdir.

Camst karbon yapisinin, rastgele yerlesmis ve karistk aromatik serit
molekiillerinden olustugu saptanmistir. Diger kat1 elektrotlarda oldugu gibi camsi
karbon elektrotla da aktivasyonu saglamak ve tekrar edilebilir sonuglar1 elde edebilmek
icin g¢esitli  on islemler gelistirilmistir. Bu islemler parlatma kimyasal ve
elektrokimyasal, radyo frekans, diisiik basing altinda sicaklik uygulamasi vakum-
sicaklik uygulamasi, lazer 1smm1 ile uyarilma ve metal oksit filmlerinin elektrot
yiizeyinde kaplanmasi olarak siniflandirilabilir. Standart bir aktivasyon islemi heniiz
saptanamamustir. Ciinkii aktivasyon islemi kullanilan ¢6zeltiye ve incelenecek maddeye
bagli olarak degismektedir [13,14].

Elektron transferi agisindan aktivasyon isleminin amaci, ylizey kirliliklerinin
uzaklastirilmasi, yiizeydeki fonksiyonel gruplarin olusturulmasi ve yiizey alaninin
blyiitiilmesi, serbest keskin uglar olusturulmasi ve mikro partikiil olusumunu

saglamaktir. Yiizeydeki fonksiyonel gruplar yilikseltgenme derecesine gore degisir, az
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oksitlenirse hidroksil, kuvvetli oksitlenirse karboksil veya kinolik yapilar olusabilir.

Sekil 2.10.’da cams1 karbonun yapist goriilmektedir.

Sekil 2.10. Camsi karbon elektrodun yapisi

2.8. Katekolaminlerin Elektrokimyasal Olarak Yiikseltgenmesi

Katekolaminler beyin dokularinda, birer norotransmitter madde goérevini
gortirler. Merkezi sinir sisteminde iletimi saglayan bu biyokimyasal maddelerin
konsantrasyonlarindaki ani degismeler yasami etkiler. Bu nedenle biyokimyasal agidan
onemli olan ve sinir iletimini saglayan bu tiir molekiillerin saptanmasi {izerine
yogunlagmistir [21-23]. Bu tiir molekiillerin saptanmasi i¢in genel olarak HPLC [24],
florometri ve spektrometrik [25] yontemler kullanilmaktadir. Ayrica elektrokimyasal
olarak aktif olmasindan dolayl, sinir iletimini saglayan molekiillerin tayini
elektrokimyasal yontemlerle de gerceklestirilebilir.  Farmakolojik  6rneklerde
katekolaminlerin elektrokimyasal davraniglari camsi karbon elektrotlarda diferansiyel
puls polarografisi ile incelenmistir. Yine bu maddelerin, Au ve Pt elektrotlarin dénen
disk elektrodu olarak kullanilmasi sonucu tayinleri miimkiin olmustur. Cesitli idrar ve
plazma oOrneklerinde ve beyinde flow injection teknigi ile katekolaminlerin nicel

analizleri elektrokimyasal olarak yapilmistir [19]. Ancak askorbik asit ve {irik asit bu tiir
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molekiillerle birlikte bulundugunda tayini bozar [26,27]. Ozellikle askorbik asit, bu
ilaglarla benzer elektrokimyasal davranis gostererek birbirine yakin potansiyellerde
yiikseltgenirler [28]. Bu nedenle normal bir elektrot ile bu tiir ilaglarin tayinini yapmak
miimkiin degildir.

Kimyasal olarak modifiye edilen elektrotlar kavrami elektroanalitik kimya
alanindaki heyecan verici gelismelerden biridir. Polimer modifiye elektrotlar en yaygin
kullanilan yontemdir. Polimer modifiye elektrotlar, duyarlilik ve sec¢imliliklerinden
dolayi ilaglarin saptanmasinda oldukga fazla avantajlara sahiptir.

Polimer modifiye edilen karbon elektrotlart metal elektrotlar ile
karsilastirildiginda, daha genis potansiyel araliginda daha diisiik akima sahip olmasi
elektrot hatasindan kaynaklanan akim cevabindaki belirsizligin en diisiik diizeye

inmesinden dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir [29].
2.9. Askorbik Asidin Elektrokimyasal Olarak Yiikseltgenmesi

Askorbik asit (C vitamini), biyolojik ve endiistriyel agidan 6énem tasiyan bir
maddedir. Ozellikle gida ve farmakolojik endiistrilerinde ¢ok kullanilan bu maddenin
analizinin en kisa zamanda ve en duyarli tekniklerle yapilmasi onem tagimaktadir.
Proteinlerin trikloroasetik asit ile ¢oktiiriilmesi, plazma analizlerinde oldukca gereklidir.
Askorbik asit (pK,=4,10), katekolaminlerden daha diisiik potansiyellerde (0,6 V)
yiikseltgenmektedir. Sekil 2.11°de goriildiigii gibi askorbik asit 2e” ve 2H' vererek
dehidroaskorbik aside doniisiir. Olusan bu dehidroaskorbik asit olduk¢a kararsizdir.

Ho OH 0 0
+ N/ Dx OH
TR o
-
i
HG/\T/A\O/F@ HO/\r/kG)f:::Q HO G/l:__:D

OH OH oH

Sekil 2.11. Askorbik asidin yiikseltgenme mekanizmasi

Askorbik asidin ylikseltgenmek suretiyle dehidroaskorbik aside doniismesi

tersinir olarak gerceklesir. Insan plazmasi ve idrar &rneklerindeki askorbik asit flow
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injection teknigi ile analiz edilmistir. Pt elektrot ylizeyi kovalent bagl ferrosen ile
kaplanip, Pt elektroda kiyasla 150 mV daha negatif askorbik asit tayini yapilmistir. Son
yillarda modifiye elektrotlar sayesinde askorbik asit daha diisiik potansiyellerde
yiikseltgenmis ve bunun tayini diger -elektroaktif maddelerin girisimlerinden

kurtarilmistir [19].

2.10. iletken Polimerler

Uygun elektron alicilar veya elektron vericilerle yiik transferinin saglandigi
konjuge sistemler veya bir baska deyisle; kendi orgiisii icerisindeki elektronlarla yeterli
diizeyde elektriksel iletkenligi saglayabilen polimerler iletken polimerler olarak
tanimlanmaktadir. Yik tasmmma seklinin farkli olmasiyla redoks polimerlerinden
ayrilirlar. Ik iletken polimer kesfedildiginden beri, yiiksek iletken halka yapisi, iletken-
yart iletken-metal bolgelerini kapsayan, doniisiimlii doping/de-doping gibi essiz
Ozellikleri yiiziinden iletken polimerler biiylik ilgi ¢cekmistir. Egsiz 6zellikler sadece
teknolojide gelecek vaat eden uygulamalarda degil, ayn1 zamanda malzeme biliminde
de onemli bir yer tutar. Bugiine kadar iletken polimerlerin potansiyel uygulamalari,
elektronik aletleri, elektromanyetik interferans kalkanini, mikrodalga absorbans
malzemelerini, sarj edilebilir pilleri, elektrokromik aygitlari, sensorleri ve yapay kaslari
igerir [23].

Polimerlerde elektriksel iletkenlik iki baslik altinda incelenir; iyonik iletkenlik
ve elektronik iletkenlik. Yalitkan karakterdeki polimere iyonik iletkenlik kazandirmak
icin 2 temel yaklasim kullanilabilir. Yalitkan polimerin igerisine iletkenlik saglayici
grafit, metal tozlar1 gibi pargaciklarin katilmasi (kompozit hazirlanmasi), digeri ise
polimer igerisinde bir tuz ¢oziip iyonik iletkenlikten yararlanmaktir. Her iki yaklasimda
sOzii edilen yontemlerle hazirlanan sistemlerin iletkenlik degeri metallere gore c¢ok
diisiik diizeydedir.

Bir polimerin elektronik iletkenlik gosterebilmesi i¢in polimer Orgiisiinde
elektronlarin zincir boyunca tasinmasini saglayan uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Bu
kosulu ana zincir boyunca konjuge ¢ift baglar bulunduran polimerler saglar. Ancak bu
tiir konjugasyon yiiksek diizeyde iletkenlik i¢in tek basina yeterli degildir. Konjuge cift
bagli polimerlerin iletkenliginin artirilmasi i¢in doping isleminden gecirilmesi gerekir.
Doping islemiyle polimer yapisina iletkenligi saglayacak olan elektronlar verilir veya

elektron alinarak polimer Orgilisiinde art1 yiikli bosluklar olusturulur. Bu iletkenlik
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metallerin gosterdigi iletkenlige yakindir. En cok bilinen bazi iletken polimerlerin

isimleri ve yap1 formiilleri agagida verilmistir [20].
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2.11. Modifiye Elektrotlar

Voltametride kullanilan elektrotlarin sinirli olmasi nedeniyle elektrotlarin
kimyasal ya da elektrokimyasal nitelikleri degistirilerek calisma kosullari
gelistirilmistir.

Analitik kimyada istenilen sonuca, en az islemle, en kisa zamanda ve istenen
hassasiyetle ulasmak amaclanir. Bu c¢er¢evede polimerik maddeyi analiz basamagina
uygulamak amaciyla pek ¢cok ¢alisma yapilmis ve yapilmaktadir.

Polimerin i¢ine hapsedilen iyon veya molekiille, ilave 6zellikler kazandirilmakta
ya da kulanim amacma gore olumsuz 6zellikler azaltilmaktadir. Buna modifikasyon
denir.

Modifiye elektrotlarda elektrot yiizeyine, kimyasal maddeler kendiliginden veya
disaridan bir etkiyle tutunur. Elektrot yilizeyindeki bu tutunma sonucunda kimyasal
maddeler elektrot lizerinde bir tabaka meydana getirebilecekleri gibi mevcut olan baska
bir tabaka iizerine de tutunabilirler. Boylece elektrot yiizeyi farkli bir ¢aligma araligi
sundugu gibi secimlilik veya katalizor gibi oOzelliklere de sahip olabilir. Elektrot
yiizeyine tutunan maddelerin, elektrodun iletkenligini kaybettirmemesi gerektigine
dikkat edilmelidir. Bunun i¢in modifiye edici madde iletken olmalidir veya elektrodun

iletkenlik 6zelliklerini yitirmeyecegi derecede ve bigimde kaplanmalidir.

O Uriin Cozeltiye

Elektrot Difi 1
Giren <2iflizyonla

BRVaVAVAVAVAVA YR elektroda

Sekil 2.12. Polimer filmle modifiye edilmis bir elektrottaki yiik aligverisi

Modifiye edici malzemeler organik veya inorganik olabilir. Organik madde
olarak genelde polimerler kullanilmasina karsilik inorganik madde olarak da ligantlar,
kompleksler veya metal oksitleri kullanilir. Modifiye film elektrotlarindan biri olan
polimer film elektrotlarinin ayirt edici 6zelligi, polimer filmlerin elektrokimyasal reaktif

merkezleri iceriyor olmasidir. Kimyasal modifiye elektrotlarin faradaik reaksiyonlari
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tek molekiil, coklu molekiil, iyon veya polimerik film ile kaplanan ve iletken veya yari
iletken bir materyalden yapilan bir elektrot, ylizeydeki kimyasal filmin optik kimyasal
veya elektrokimyasal oOzelliklerini gdosterebilir (Sekil 2.12). Kimyasal modifiye
elektrotlar deneysel calismanin temeli olan yiik transferi reaksiyonlarimi igeren

voltametrik yontemle c¢aligilabilir [30].
2.12. En Kiiciik Tayin Sinirinin Belirlenmesi

En diisiik tayin edilebilme sinir1, analitik sinyal biiyiikliigiiniin tanik sinyalindeki
istatistiksel sapma oranimna baghdir. Diger bir ifadeyle, analitik sinyal rastgele
hatalardan kaynaklanan giiriiltii sinyalindeki sapmanin 3 kati1 kadar biiylik olmadigi
siirece, analitik sinyali belirli bir kesinlikle gérmek imkansizdir. Boylece gozlenebilme
siirina yaklastikca analitik sinyal ve standart sapmasi tanik sinyaline (Sy) ve standart
sapmasina (sp) yaklasir. Belirlenen en kiigiik ortalama analitik sinyal (Sy,), ortalama
tanik sinyali (Sp;) ile tanigin standart sapmasinin 3 kati toplamina esit olarak alinir.
Yani; Sy = Spi+ 38y
Sm, gozlenebilme sinir1 sinyali

konsantrasyona doniigiimi, Cmn=Su-Spi/ m

(m =kalibrasyon grafigi egimi) ile en kii¢iik tayin sinir1 hesaplanir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler
Calismalarimizda kullanilan kimyasal maddeler ve markalar1 Tablo.3.1.’de

gosterilmistir.

Tablo.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler Kullanilan Markalar
p-aminobenzen stilfonik asit Aldrich
Askorbik Asit Aldrich
KCl Merck
NayS04 Merck
NaClOq4 Merck
NaNO; Merck
PBS Merck
NaCl Merck
Na,HPO, Merck
Epinefrin Merck
Metil Dopa Merck
Norepinefrin Merck
KH,PO4 Carlo Erba
Epinefrin (ilag 6rnegi) Adrenaline (Eczane)
Metil Dopa (Ilag drnegi) Alfamet (Eczane)

3.2. Olgiimde Kullamilan Aygit ve Gerecler

Voltametri deneylerinde BAS (Bioanalytical Systems, Inc.) [100BW
elektrokimyasal analizér kullanilmistir. Bu analizor bir kisisel bilgisayara baglanmis
olup aygitin kontrolii, veri depolamasi ve islenmesi bilgisayara yliklenmis ve MS-
Windows altinda calisan bir yazilim vasitasiyla gergeklestirilmistir.

Bilgisayar program meniisii 28 farkli elektrokimyasal teknigin secilmesine ve
bunlarin genel veya spesifik parametrelerinin ¢ok hizli bir sekilde degistirilmesine

imkan tanimaktadir. Analizér ayrica elektrokimyasal hiicre ¢ozeltisinden gaz
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gecirilmesine veya ¢ozeltinin karistirilmasina yine kontrol yazilimi vasitastyla imkan

tanimaktadir.

Deneylerde kullanilan enstriimental sistem sekil 3.1°de gosterilmistir

Sekil 3.1. Deneylerde kullanilan enstriimental sistem [20]

Calismada kullanilan elektrokimyasal hiicre, ayni firmanin C2 hiicre kafesi (cell
stand) i¢ine yerlestirilmis, boylece, Faraday kafesi 6devini géren bu kafes sayesinde
hiicre dis elektrik ve manyetik etkilerden yalitilmistir.

Her deneyden 6nce pH metrenin kalibrasyonu sirastyla pH=7 (Merck 4939) ve
pH=4 (Merck 9475) tampon ¢ozeltileriyle yapilmistir.

pH o6lctimleri ve kullanilan referans elektrot periyodik olarak hi¢ kullanilmamis
bir referans elektroda karsi Orion marka 601 A model iyon analizor ile dlgiilerek kontrol
edilmistir.

Elektrotlarin tam olarak temizlenmesi ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi esnasinda

Bandelin Sonorex marka RK 100 model ultrasonik banyo kullanilmistir.
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Kimyasal maddelerin tartimi i¢in Mono Blok marka, AB204-S Model terazi
kullantlmistir.
Calismalarimizda 6zel olarak yaptirilmis, yaklasik 15 mL hacimli pyrex cam

hiicreler kullanilmistir.

Sekil 3.2. Voltametrik hiicre ve montaji A: Yardimci Elektrot
W: Calisma Elektrot
R: Referans Elektrot

Gerek hiicrelerin, gerekse diger cam malzemelerin kurutulmasi i¢in Niive marka
EN 400 Model etiiv kullanilmistir.
Cozeltiler ve seyreltme islemleri i¢in kullanilmis olan saf su Millipore Milli-Q

su sisteminden elde edilmistir.
3.3. Elektrotlar
Yardimci elektrot olarak spiral disk seklinde hazirlanmis platin elektrot, referans

elektrot olarak 3 M KClI i¢indeki Ag/AgCl elektrodu (CHII11) ve ¢aligma elektrodu
olarak ise camsi karbon elektrot (CHI104) kullanilmistir.
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3.3.1. Elektrotlarin Temizligi

Referans elektrotlar distile su ile yitkanmig ve siirekli olarak 3 M KCI ¢ozeltisi
icinde saklanmustir.
Yardime elektrot olarak kullanilan platin elektrotlarin temizligi, zaman zaman

¢iplak ateste 1sitilarak veya 3 M HNO, ¢dzeltisi iginde ultrasonik banyoda 2-3 dakika

tutularak, daha sonra ise distile su ile yikanarak yapilmstir.
Calisma elektrodu olarak kullanilan camsi karbon elektrotlarin temizligi i¢in

once zimpara disk 1slatilip, iizerinde "8" ¢izdirilecek sekilde fazla bastirilmadan 1-2

dakika hareket ettirilmis, daha sonra elektrot 90° dondiiriilerek ayni islem
tekrarlanmigtir. Zimparalanan elektrotlar distile su icinde ultrasonik banyoda
tutulduktan sonra distile su ile yikanmustir.

Zimpara disk lizerinde yapilan iglemlerin aynist naylon disk (BAS, MF-2058)
tizerinde gittikce azalan derisimlerde (15 mM, 3 mM ve 1 mM) sulu elmas pastasi
damlatilarak yapilmis, distile su ile yikanip ultrasonik banyoda 2-3 dakika tutulmus ve
tekrar distile su ile yikanmistir [19].

Ayni iglemler bu kez de kadife disk (BAS, MF-1040) iizerinde birka¢ damla sulu
allimina pastas1 damlatilarak tekrarlanmis ve son olarak aseton ile yikanmustir.
Elektrotlarin temiz olup olmadiklarina stereo mikroskop ile bakilarak karar verilmistir.
Temiz olmadigi anlasilan elektrotlar icin yukarida belirtilen islem basamaklar

tekrarlanmugtir.

3.3.2. Calisma Elektrodunun Elektrokimyasal Olarak Temizlenmesi

Elektrokimyasal modifikasyondan once, ¢iplak camsi karbon elektrot (GCE),
kadife temizleme pedinde 0,05 pum boyutundaki aliimina ile temizlenmistir. Elektrot saf
su ile yikandiktan sonra sirasiyla; 1:1 HNO; ve saf su ¢oOzeltisine ve etil alkol
¢Ozeltisine daldirilmis ve tekrar 10 dakika distile suda bekletilmistir. Elektrot
temizlendikten sonra 0,5 M H,SOy igerisinde -700 ile +1700 mV arasinda dontistimli
voltametri uygulanip 20 defa tarama yapilarak ¢iplak camsi karbon elektrot
elektrokimyasal olarak temizlenmistir. Calisma elektrodun elektrokimyasal temizleme

yapilirken alinan voltamogram asagidaki gibidir. Alinan voltamogramda da higbir
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elektroaktif maddenin camsi karbon elektrot yiizeyinde yiikseltgenerek kalmadigr Sekil
3.3’ de goriilmektedir.

+45.DD 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+30.004

+15, 00

0.0004

—15.004

—30.004

Akim (pA)

—45.004

—B60.004

—75.004

—40.004

—105.0 T T
+1.80 +1.40

+1.00 +060  +020 020 060

Potansiyel (\V)

Sekil 3.3. Calisma elektrodunun 0,5 M H,SO4 c¢ozeltisinde elektrokimyasal
temizlenmesi. Tarama hizi: 50 mV/s

3.3.3. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) Elektrotlarin Modifiye Edilmesi

p-aminobenzen siilfonik asit derisiminin 5 mM oldugu, 100 mM 10 ml KCl
icerisinden polimerizasyon oncesi 10 dakika azot gaz1 gegirilerek, GC elektrot lizerinde
cevrimli voltametri (CV) teknigi ile farkli ¢evrimlerde film kalinliklar1 elde edilmistir.
Bu filmlerden 14 ¢evrimlik olanlarin uygun olduguna karar verilmistir. p-aminobenzen

stilfonik asit i¢in ¢evrimli voltametri Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. 0,1 M KCI igerisindeki 5 mM p-aminobenzen siilfonik asidin GCE
tizerindeki ¢cevrimli voltamogrami, tarama hizi: 50 mV/s, 14 ¢evrim

Sekil 3.4’de hem anodik hem de katodik pikler goriilmektedir. Cevrim sayisi
arttikca GC elektrot iizerinde yapiskan mavimsi polimer olustugu gozlenmistir.
Modifiye edilen elektrot distile suya daldirilmis ve havada kurutuldugunda daha kararh
bir davranmis sergiledigi saptanmistir. p-aminobenzen siilfonik asidin polimerlesme

mekanizmasi literatiirde yer almaktadir [31].
3.4. Modifiye Elektrotlarin Saklanmasi

Tekrarlanabilir akimlar elde etmek icin, modifiye edilen elektrotlarin c¢ok
dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir. Diferansiyel puls voltametrisi ile 0,1 M PBS i¢inde
yaklasik 10-15 voltamogram alindiginda kullanilmis bir elektrot ile tekrar taze bir zemin
voltamogrami elde edilmistir. Ayrica, modifiye elektrot kullanilmadig1 zaman 0,1 M
PBS i¢inde muhafaza edilmis ve tekrar kullanildiginda, bir hafta sonra pik akimlarinda
sadece % 5-8 civarinda bir diisme oldugu goézlenmis ve hazirlanan modifiye
elektrotlarin kararli, tekrarlanabilir ve ayn1 elektrotla tekrar tekrar calisma yapilabilecegi

anlasilmistir.
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3.5. Tampon Cozelti Hazirlanisi

1,9052 g KH,POy4 , 1,9579 g Na,HPOy4 , 36,525 g NaCl ve 1,0066 g KCI tartilir
ve 500 mL’ye balonjoje igerisinde tamamlanir. Bu c¢ozelti yaklagik olarak pH=3
civarindadir. Seyreltik NaOH ilavesiyle pH=7 PBS tamponu hazirlanir. pH yiikselmesi
durumunda H3POy ile pH ayarlamasi yapilmalidir. Tampon ¢ozeltinin 6mrii yaklasik 15

giindiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Epinefrin

4.1.1. Epinefrinin Cevrimli Voltametrik Davramsi

Epinefrinin ¢evrimli voltametri teknigi (CV) ile alinan voltamogramlarinda

anodik yiikseltgenme ve katodik indirgenme piki olmak iizere iki pik gozlenmektedir

(Sekil 4.1).

+20.DD 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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+8.0004

+4 000

0,000+

Akim (PA)
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—20.00 T .
+0.80 +0.60

+0.40 +0.20 0.00 -0.20

Potansiyel (V)

Sekil 4.1. 0,2 mM Epinefrinin GC Elektrottaki Cevrimli Voltamogrami. Destek
elektrolit: 0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).

Yiikseltgenme pik akiminin, indirgenme pik akimindan biiylik olmasi nedeniyle

epinefrinin yar tersinir bir reaksiyon sergiledigini gostermektedir.
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4.1.2. Epinefrinin Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) Uzerindeki Diferansiyel Puls

Voltametrik Analizi

Sekil 4.2°de Epinefrinin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrotlar {izerinde
alinan diferansiyel puls voltamogramlarinda epinefrinin yaklasik 200 mV potansiyelde
yiikseltgendigi goriilmektedir.

D.DDD 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

~20.00 == =
— 40,00
—60.00-
—80.001

—100.04

Akim (pA)

—120.01

— 140,04

—160.0

—180.01

_200.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
+0.80 +0.65 +0.50 +0.35 +0.20 +0.05 =010

Potansiyel (\/)

Sekil 4.2. 0,2 mM epinefrinin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda, a) 8§,
b) 10, c¢) 12, d) 14 ve e) 16 cevrimlerdeki film kalinliklarinda elde edilen diferansiyel
puls voltamogramlari. 0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).

Cesitli film kalinliklarinda (8-16) voltamogramlar incelendiginde film kalinligi
artarken epinefrin pikindeki degismeler dikkate alindiginda 14 c¢evrimde elde edilen
film kalinliginda epinefrin i¢in en yiiksek pik akimi gozlenmistir. Bu da filmin hem
elektrokataliz 6zelligi tasidigi hem de film kalinligmin artmasiyla biiyiilk molekiiler
hacme sahip epinefrinin gegisine engel oldugunu yani permselektif bir davranig
sergiledigini diisiindiirmektedir.

14 ¢evrimden daha kalin filmlerde ise filmlerin dayanikliliginin (¢6ziinme ve
silinip dokiilme), homojenliginin (ylizeyde ¢atlaklar meydana gelmesi) azalmasi
gortldiigiinden daha kalin filmlerin uygun olmadigr sonucuna varilmistir. Bundan

sonraki caligmalarda 14 ¢evrimlik filmler kullanilmistir (Sekil 4.2).
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4.1.3. Epinefrin Yamt1 Uzerine Elektrolit Tiirii Etkisi

Epinefrinin voltametrik davranisina etki edebilecek parametrelerden olan destek
elektrolit tiirti 6Gnemli bir rol oynamaktadir.

Uygun destek elektrolit ¢ozeltisi, hiicreye daldirilan elektrotlar arasinda iletken
bir ortam olusturur. Bu temel amactan baska, destek elektrolit meydana gelen polimer
icerisinde dop olur. Destek -elektrolitinin se¢imi, onun ¢Ozlniirliigline, ayrigma
derecesine ve niikleofilik karakterine baghidir [32]. Bu amagla, Na,SO4, PBS (pH 7,0),
NaNOs, NaClO4, NaCl ve KCI elektrolitlerinde epinefrinin voltamogramlari alindi. PBS
tamponunda pH 7,0’ de voltamogram alinirken, diger elektrolit tiirlerinin dogal pH’

larinda voltamogramlar alinmustir.

Akim (HA)

—50.504

—57.004

—B3.504

—=70.00 . .
+{.80 +0.60

+{.40 +{.20 0.00 -0.20

Potansiyel (\V)
Sekil 4.3. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit ) elektrodu {izerinde 0,2 mM epinefrinin

voltametrik analizi iizerine elektrolit etkisi. a) 0,1M NaNO; b) 0,1M Na,SO4 c) 0,1 M
KCl1d) 0,1M NaCl e) 0,1M NaClO4 ve 1) 0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).

Sekil 4.3’de epinefrin yanitinin PBS (pH 7,0) de diger elektrolit tiirlerine kiyasla

daha iyi oldugu gozlenmistir.

39



4.1.4. Epinefrin Yamit1 Uzerine pH etkisi

Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) filmi elektronca zengin azot atomu ve
elektron yogunlugu yiliksek siilfonik gruplarii igermektedir. Bu nedenle poli (p-
aminobenzen siilfonik asit) filmi negatif yiikliidiir [31]. Epinefrinin PBS tamponunda
pH'a gore nasil bir davramig sergiledigini gozleyebilmek icin pH=2-11 araliinda

potansiyel ve akim iligkileri grafige gecirilmistir.

70
60
50
40 -

30

Akim (pA)

20 A

10 A

pH

Potansiyel (mV)

pH

Sekil 4.4. 0,2 mM Epinefrinin Pik akimi ve Pik Potansiyeli lizerine pH’ nin etkisi

Sekil 4.4 epinefrin i¢in pH arttikca pik potansiyelleri daha diisiik potansiyellere
kaymaktadir. Epinefrin i¢in pH=7"ye kadar pik akimlarinda artis, ancak pH=7"den sonra

ise pik akimlarinda diisme gozlenmistir.
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0,2 mM epinefrinin PBS tamponunda pH=2-11 araliginda alinan diferansiyel

puls voltamogramlar1 Sekil 4.5’de goriilmektedir.
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Sekil 4.5. 0,2 mM epinefrinin PBS tamponundaki pH’a gore davranis1 a) pH= 2,
b) pH=3, ¢) pH=5, d) pH= "7, ¢) pH=9 ve f) pH=11

Sekil 4.5°de goriildiigi gibi pH arttik¢a yiikseltgenme pik potansiyelleri daha
diisiik potansiyellere kaymaktadir. Yikseltgenme pik akimi degerinin ise pH=7 en
yiiksek deger oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda fizyolojik pH olan pH 7,0 degerinde
maksimum yanit alinmasi gergek 6rneklerle ¢aligma agisindan umut vericidir.

Sekil 4.6’da askorbik asit varliginda epinefrinin ¢esitli pH degerlerinde vermis
oldugu sonuglar goriilmektedir. Bu sonug¢lardan da anlasildig: {izere pH=7"de askorbik
asit varliginda epinefrin en iyi piki vermektedir. Calisma yapilan tiim pH araliklarina
bakilacak olursa optimum pH degeri olan pH=7"de askorbik asit varlifinda epinefrinin
en iyi sekilde tayin edilebilmesi, yapilacak olan uygulamalarin bu pH degerinde

yapilmasi gerektigini bir kez daha vurgulamaktadir.
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Sekil 4.6. 5 mM askorbik asit ve 0,2 mM epinefrinin PBS tamponundaki pH’a gore
davranisi a) pH= 2 b) pH= 3 ¢) pH=5, d) pH= "7, ¢) pH=9 ve f) pH= 11

4.1.5. Epinefrin Tayini

Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda epinefrinin belirlenmesi

diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak yapildi. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit)
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elektrodunda epinefrinin farkli konsantrasyonlarinin diferansiyel puls voltamogramlari
pH’s1 7 olan 0,1 M PBS de Sekil 4.7°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar, epinefrinin
anodik pik akimlarinin 5 uM - 53,2 uM konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu
gostermistir. Epinefrin i¢in kalibrasyon esitligi I, (LA) = 0,6103x+1,935 C (uM) olarak

hesaplanmistir. Ayrica, epinefrinin saptama limiti 0,05 pM olarak belirlendi.

_SDDD 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

— 7. 400
—49.600
—11.80+

— 14,00+

Akim (pA)

—16.204

—13.404

—20.604

—22.804

—25.00 . .
+0.40 +0.30

+0.20 +0.19 0.00 =010 =020

Potansiyel (V)

y=0,6103x+ 1,935

R*=0,9903

Pik Al (nA)
—_ (o]
m —_

0 10 20 30 40 0 1]
Derigim (ulM)

Sekil 4.7. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da epinefrinin artan konsantrasyonda
diferansiyel puls voltamogramlar1 ve kalibrasyon grafigi. Epinefrin konsantrasyonlari
(uM) : 0,0; 5,0; 9,8; 14,9; 18,9; 25,0; 29,0; 34,0; 37,9; 44,0; 48,0 ve 53,2. 0,1 M PBS
tamponu (pH 7,0).
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4.1.6. Epinefrinin Askorbik Asit Yaninda Tayini

Sekil 4.8’de 3 mM sabit derisimli askorbik asit varliginda epinefrinin artan
derisimlerdeki pikleri goriilmektedir. Goriildiigii tizere askorbik asit pikleri ayni
kalirken epinefrin pikleri dogru orantili olarak artmaktadir. Epinefrinin fizyolojik pH
degeri olan pH=7’de askorbik asit varliginda bu sonucu veriyor olmasi gercek
orneklerde, 6rnegin insan ya da hayvanlardan alinan 6rneklerde epinefrinin bu yontem

ile dogrudan tayin edilebilecegi kanisini ortaya ¢ikarmaktadir.

—11.404 = EEm, |

~16.801 o~
~22.204
_ —27.60- I i

—33.00- [ -

Akim (pA

—38.404

—4.3.804

—49. 204 B

—54.60+ B
EP

—&0.00 T .
+0.50 +0.40

+0.50 +0.20 +0.10 £.00 =010

Potansiyel (V)
Sekil 4.8. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da 3 mM askorbik asidin yaninda

epinefrinin artan konsantrasyonu (0,04; 0,08;0,12;0,16;0,2;0,24;0,28;0,32;0,36;0,4 mM
epinefrin) (pH=7 PBS tamponu)
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Sekil 4.9°da ise 0,2 mM sabit derigimli epinefrinin yaninda artan derisimlerde ki
askorbik asidin pik akimlar1 voltamogramda goriilmektedir. Askorbik asit derisimi ne
kadar artirilirsa artirilsin epinefrinin pikinden sapma olmadigir goriilmiistiir. Bu da
yontemin yiiksek askorbik asit derisimi igeren Orneklerde dahi uygulanabilecegini

gostermektedir.

0,000 ' —— : L : T T S S
—27.00 N -
—54.00+
—81,004
—108.0

—135.04

Akim (pA)

— 162,04

—189.04

—216.04

—24.3.04

_270.0 T T T T T T T T T T
+0.60 +0.45 +0,.30 +0.15

0.00

Potansiyel (V)

Sekil 4.9. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da 0,2 mM epinefrin yaninda askorbik
asidin artan konsantrasyonu (1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 mM)
0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).
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4.1.7. Epinefrinin Analitik Uygulamalan

Analitik agidan uygulanabilirligini saptamak amaciyla, Adrenaline (0,5 mg
epinefrin / mL) olarak bilinen ilag numunesi o6nerilen yontem kullanilarak analiz edildi.
flag numuneleri 0,1 M PBS ile 1:50 oraninda seyreltildi ve her érnek 5 kez tekrarland.
Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) kullanilarak elde edilen sonuglar ila¢ 6rneklerinde

onerilen dozlarla uyum i¢inde oldugu gozlenmistir.

2mL gmL
Kan Serumu PBS Tamponu Analit bakimindan ortam derigimi

1 mM olacak sekilde analit eklenir.

N

/

10 mL
1:4 seyreltilmis
Kan Serumu

10 mL

1:4 seyreltilmis
Kan Serumu

Kan serumunda yapilan uygulamada ise kan serumu 1:4 oraninda 0,1 M PBS
tamponu (pH 7,0) ile seyreltilerek epinefrin bakimindan ortam derisimi 1 mM olacak
sekilde belirli bir hacimde Adrenaline ilag 6rneginden ilave edildi. Alman Glgiimler
Onerilen yontemin, kan serumunda epinefrin tayininin yapilabilir olmasi yoniinde

olumlu sonuglar dogurmustur.

Tablo 4.1. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit ) elektrodunun epinefrin 6rneklerine
uygulanmast

flag Icerik Bulunan % Geri Kazanim
(mM) (mM)

Adrenaline 1 0,984+0,16 98.4

Kan Serumu 1 0,773+0,24 77,3

46



4.2. Metil Dopa
4.2.1. Metil Dopanin Cevrimli Voltametrik Davranisi

Metil Dopanin ¢evrimli voltametri (CV) teknigi ile alinan voltamogramlarinda

yaklastk ~ 200 mV potansiyelde indirgenme piki, ~ 220 mV potansiyelde ise
yiikseltgenme piki gdzlenmektedir (Sekil 4.10).

+2D.DD 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+15.50+

+11.00

+6. 300

+2.0004

—2.5004

Akim (pA)

—7.0004 -;;l_;:;::_
—11.501
—16.004

—20.504

_2500 T T
+0.80 +{.60

+{.40 +.20 0.00 =0.20

Potansiyel (V)

Sekil 4.10. 0,01 mM Metil Dopanin GC Elektrottaki Cevrimli Voltamogrami Destek
elektrolit: 0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).

Cevrimli voltamogramlardan goriildiigii gibi anodik ve katodik pik akimlarinin
birbirinden farkli olmasi metil dopa molekiiliiniin yar1 tersinir bir reaksiyon

sergiledigini gostermektedir.

4.2.2. Metil Dopanin Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) Uzerindeki Diferansiyel
Puls Voltametrik Analizi

Sekil 4.11°de Metil Dopanin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrotlar
tizerinde alinan voltamogramlarinda yaklasik 220 mV potansiyelde yiikseltgendigi pik

gorilmektedir.
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Sekil 4.11. 0,01 mM metil dopanin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda,

a) 8, b) 10, ¢) 12, d) 14, e) 16 ve f) 18 gevrimlerdeki film kalinliklarinda elde edilen
diferansiyel puls voltamogramlari. 0,1 M PBS ( pH 3,0).

Cesitli film kalinliklarinda voltamogramlar incelendiginde film kalinlig1 artarken

metil dopanin pikindeki degismeler gozlenmistir. 8-18 ¢evrimlerdeki voltamogramlar

incelendiginde en yiiksek pik akimi 14 ¢evrimlik filmlerde elde edilmistir. Bu da filmin
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hem elektrokataliz 6zelligi tagidigi hem de film kalinliginin artmasiyla biiyiik molekiiler
hacme sahip metil dopanin gegisine engel oldugunu yani permselektif bir davranig
sergiledigini diistindiirmektedir.

14 ¢evrimden daha kalin filmlerde ise filmlerin dayanikliliginin (¢6ziinme ve
silinip dokiilme), homojenliginin (ylizeyde c¢atlaklar meydana gelmesi) azalmasi
goriildiigiinden daha kalin filmlerin uygun olmadigi sonucuna varilmigtir. Bundan

sonraki ¢aligmalarda 14 ¢evrimlik filmler kullanilmistir (Sekil 4.11).

4.2.3. Metil Dopa Yamit1 Uzerine Elektrolit Tiirii Etkisi

Uygun bir destek elektrolit c¢ozeltisinin se¢ilmesiyle, hiicreye daldirilan
elektrotlar arasinda iletken bir ortam olusturur. Bu temel amagtan baska, destek
elektrolit meydana gelen polimer igerisinde dop olur. Destek elektrolitinin se¢imi, onun
¢Oziiniirliigline, ayrisma derecesine ve niikleofilik karakterine baglidir [32]. Bu amagla,
Na,SO4, PBS (pH 7,0), NaNO;, NaClO4, NaCl ve KCI elektrolitlerinde epinefrinin
voltamogramlar1 alindi. PBS tamponunda pH 7,0’ de voltamogram alinirken, diger

elektrolit tiirlerinin dogal pH’ larinda voltamogramlar alinmistir.
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Sekil 4.12. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit ) elektrodu iizerinde 0,01 mM metil
dopanin voltametrik analizi lizerine elektrolit etkisi. a) PBS (pH 3,0), b) 0,1 M LiClO4
¢) 0,1 M KCl, d) 0,1 M NaCl, e) 0,1 M NaNOs, f) 0,1 M NaClO4 ve g) 0,1 M Na,SO4

Sekil 4.12°de metil dopa yanitinin PBS (pH 7,0) de diger elektrolit tiirlerine

kiyasla daha iyi oldugu gozlenmistir.
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4.2.4. Metil Dopa Yamt1 Uzerine pH etkisi

Metil dopanin PBS tamponunda pH’ya gore nasil bir davranis sergiledigini

gozleyebilmek i¢in pH=2-11 araliginda potansiyel-akim iligkileri grafige gecirilmistir.

100 -
——
g BO
3
=
£ 60
=
40
20 -
0 .
0 2 4 6 ] 10 12
pH
600 -
500
< a0 -
£
= 300
[
>
‘? 200
S
5 100
o
0 T T T T T 1
2 4 6 ] 10\ 12
-100
-200 - pH

Sekil 4.13. 0,01 mM metil dopanin Pik akimi ve Pik Potansiyeli lizerine pH’ nin etkisi

Sekil 4.13 metil dopa i¢in pH arttikca pik potansiyelleri daha diisiik
potansiyellere kaymaktadir. Metil dopa i¢in pH= 3’e kadar pik akimlarinda artis, ancak

pH=3"den sonra ise pik akimlarinda diisme gozlenmistir.

0,01 mM metil dopanin PBS tamponunda pH=2-11 araliginda alinan diferansiyel

puls voltamogramlari Sekil 4.14’de goriilmektedir.
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—OI. 'I-ClI
Potansiyel (V)

Sekil 4.14. 0,01 mM metil dopa PBS tamponundaki pH’ya gdre davranisi
a) pH=2 b) pH=3 ¢) pH=5, d) pH=7, ) pH=9 ve f) pH=11

Sekil 4.14’de goriildiigii gibi pH arttikga yiikseltgenme pik potansiyelleri daha
diisiik potansiyellere kaymaktadir. Yiikseltgenme pik akimi degerinin ise pH=3"de en

yiiksek deger oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.15°de askorbik asit varlifinda metil dopanin ¢esitli pH degerlerinde
alinan diferansiyel puls voltamogramlart goriilmektedir. Voltamogramlardan da
gortldiigii gibi 1 mM askorbik asit yaninda en yiiksek pik akim1 pH=3"de alinmistir. Bu

nedenle de bundan sonraki ¢caligmalar i¢in optimum pH degeri 3 olarak seg¢ilmistir.
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Sekil 4.15. 1 mM askorbik asit ve 0,01 mM metil dopanin PBS tamponundaki pH’a
gore davranist a) pH= 2 b) pH= 3 ¢) pH=5, d) pH=7, ¢) pH=9 ve f) pH= 11

4.2.5. Metil Dopa Tayini

Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda metil dopanin belirlenmesi

diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak yapildi. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit)

elektrodunda metil dopanin

farkl

konsantrasyonlarinin

53

diferansiyel

puls



voltamogramlari pH’st 3 olan 0,1 M PBS de Sekil 4.16’da gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar, epinefrinin anodik pik akimlarinin 1 pM - 300 uM konsantrasyon araliginda
dogrusal oldugunu gostermistir. Metil dopa i¢in kalibrasyon esitligi I,, (LA) =
0,56x+48,42 C(uM) olarak hesaplanmistir. Ayrica, metil dopanin saptama limiti 5 nM

olarak belirlendi.

—180.01

Y
20259 300.0 I

_2250 T T T T T T T T T T T T T T T
+0.80 +0.65 +0.50 +0.35 +0.20 +0.05

Potansiyel (V)

¥=056x+ 48,42
I
200 4 R*=0,982 ¢

Akim (pA)

0 50 100 150 200 250 300 350

Derigim (uM)

Sekil 4.16. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da metil dopanin artan konsantrasyonda
diferansiyel puls voltamogramlar1 ve kalibrasyon grafigi. Metil dopa konsantrasyonlari
(uM) : 0,0; 1,0; 8,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 75,0; 100,0; 125,0; 150,0; 200,0; 250,0
ve 300,0. 0,1 M PBS tamponu (pH 3,0).
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4.2.6. Metil Dopanin Askorbik Asit Yaninda Tayini

Sekil 4.17°de 0,5 mM sabit derisimli askorbik asit varliginda metil dopanin artan
derisimlerdeki pikleri goriilmektedir. Goriildiigii tizere askorbik asit pikleri ayni
kalirken metil dopa pikleri dogru orantili olarak artmaktadir. Metil dopanin pH=3"de
askorbik asit varliginda bu sonucu veriyor olmasi gercek drneklerde, 6rnegin insan ya
da hayvanlardan aliman Orneklerde metil dopanin bu yontem ile tayin edilebilecegi

kanisini ortaya ¢ikarmaktadir.

—54.00+

— 50,001 MD

—B6.00 .
+0.80

+0.65 +0.50 +0.35 +0.20 +0.05

Potansiyel (V)
Sekil 4.17. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da 0,5 mM askorbik asidin yaninda metil

dopanin artan konsantrasyonu (0,01; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035 mM) 0,1 M PBS
tamponu (pH 3,0).
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Sekil 4.18’de ise 0,01 mM sabit derisimli metil dopanin yani sira artan
derisimlerde ki askorbik asidin pik akimlar1 voltamogramda goriilmektedir. Askorbik
asit derisimi ne kadar artirilirsa artirilsin metil dopa piklerinde sapma olmadigi
gorilmiistir. Bu da yontemin yiiksek askorbik asit derisimi igeren Orneklerde dahi

uygulanabilecegini gostermektedir.

—20.004

—25.00

— —30.004

—35.001

Akim (JA

—40. 004

—45.004

—50.001

—55.00
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+0.80 +0.65 +0.50 +0.35 +0.20 +0.05 =010

Potansiyel (V)

Sekil 4.18. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da 0,01 mM metil dopa yaninda askorbik
asidin artan konsantrasyonu (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 mM)
0,1 M PBS tamponu (pH 3,0).
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4.2.7. Metil Dopanin Analitik Uygulamalar

Analitik acgidan uygulanabilirligini saptamak amaciyla, Alfamet (250 mg metil
dopa / tablet) olarak bilinen ilag numunesi Onerilen yontem kullanilarak analiz edildi.
flag numuneleri 0,1 M PBS ile 1:1 oraninda seyreltildi ve her 6rnek 5 kez tekrarlandi.
Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) kullanilarak elde edilen sonuglar ila¢ 6rneklerinde

onerilen dozlarla uyum i¢inde oldugu gézlenmistir.

2 mL & mL

Kan Serumu PBS Tamponu Analit bakimidan ortam derisimi

1 mM olacak sekilde analit eklenir.

/

10 mL

1:4 seyreltilmis
Kan Serumu

10 mL

1:4 seyreltilmis
Kan Serumu

Kan serumunda yapilan uygulamada ise kan serumu 1:4 oraninda 0,1 M PBS
tamponu (pH 3,0) ile seyreltilerek metil dopa bakimindan ortam derisimi 1 mM olacak
sekilde belirli bir hacimde Alfamet ila¢ Orneginden ilave edildi. Alinan OSlgiimler
Onerilen yontemin, kan serumunda epinefrin tayininin yapilabilir olmasi y6niinde

olumlu sonuglar dogurmustur.

Tablo 4.2. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit ) elektrodunun metil dopa 6rneklerine
uygulanmast

flag Icerik Bulunan % Geri Kazanim
(mM) (mM)

Alfamet 1 0,979+0,14 97,9

Kan Serumu 1 0,764+0,22 76,4

57



4.3. Norepinefrin

4.3.1. Norepinefrinin Cevrimli Voltametrik Davranisi

Norepinefrinin ¢evrimli voltametri (CV) teknigi ile alinan voltamogramlarinda
~210 mV potansiyelde indirgenme piki, ~ 240 mV potansiyelde ise yiikseltgenme piki
vermektedir (Sekil 4.19).

+\SD.DD 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+2.3.00+
+16.00+
+49.000
+2.0004

—s5.000{

Akim (pA)

~12.00 |
—19.00-
—26.004

—33.001

0.00 -0.20

—40.00 T

+0.80 +0.60 +0.40 +0.20

Potansiyel (V)

Sekil 4.19. 0,2 mM Norepinefrinin GC elektrottaki ¢evrimli voltamogrami destek
elektrolit: 0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).

Cevrimli voltamogramlardan da goriildiigii gibi norepinefrin hem yiikseltgenme
hem de indirgenme piki olmak iizere iki pik vermektedir. Bu da norepinefrin

molekiiliinlin yar1 tersinir bir reaksiyon sergiledigini gostermektedir.

4.3.2. Norepinefrinin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) Uzerindeki Diferansiyel
Puls Voltametrik Analizi

Sekil 4.20’de norepinefrinin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrotlar
tizerinde alinan voltamogramlarinda norepinefrinin yaklagik 240 mV potansiyelde

yiikseltgendigi pik goriilmektedir.
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Sekil 4.20. 0,1 mM norepinefrinin poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda,

a) 8, b) 10, ¢) 12, d) 14, e) 16 ve f) 18 gevrimlerdeki film kalinliklarinda elde edilen
diferansiyel puls voltamogramlar1 0,1 M PBS tamponu (pH 7,0).

Cesitli film kalinliklarinda voltamogramlar incelendiginde film kalinlig1 artarken
norepinefrin pikindeki degismeler gozlenmistir. 8-18 cevrimlerdeki voltamogramlar
incelenmis ve bu elektrotlarda 16 ¢evrimde norepinefrinin en iyi piki gézlenmistir. Bu

da filmin hem elektrokataliz 6zelligi tasidigr hem de film kalinliginin artmasiyla biiyiik
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molekiiler hacme sahip norepinefrinin gegisine engel oldugunu yani permselektif bir
davranis sergiledigini diisiindlirmektedir.

16 ¢evrimden daha kalin filmlerde ise filmlerin dayanikliliginin (¢oziinme ve
silinip dokiilme), homojenliginin azalmasi1 (yiizeyde c¢atlaklar meydana gelmesi)
goriildiigiinden daha kalin filmlerin uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Bundan

sonraki calismalarda 16 ¢evrimlik filmler kullanilmistir (Sekil 4.20).

4.3.3. Norepinefrin Yamt1 Uzerine Elektrolit Tiirii Etkisi

Norepinefrinin voltametrik davranisina etki edebilecek parametrelerden olan
destek elektrolit tiirli 6nemli bir rol oynamaktadir.

Uygun destek elektrolit ¢ozeltisi, hiicreye daldirilan elektrotlar arasinda iletken
bir ortam olusturur. Bu temel amactan baska, destek elektrolit meydana gelen polimer
icerisinde dop olur. Destek -elektrolitinin se¢imi, onun ¢oziiniirliigline, ayrigma
derecesine ve niikleofilik karakterine baghidir [32]. Bu amagla, Na,SO4, PBS (pH 7,0),
NaNO;, NaClO4, NaCl ve KCI elektrolitlerinde norepinefrinin voltamogramlari alindi.
PBS tamponunda pH 7,0’ de voltamogram alinirken, diger elektrolit tiirlerinin dogal

pH’ larinda voltamogramlar alinmigtir.
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—70.004
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—82.004
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Potansiyel (V)

Sekil 4.21. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit ) elektrodu {iizerinde 0,2 mM
norepinefrinin voltametrik analizi iizerine elektrolit etkisi. a) 0,1 M KCI, b) 0,1 M
LiClOy4, ¢) 0,1 M NaNOs3, d) 0,1 M NaClQy, ¢) 0,1 M NaCl ve f) 0,1 M PBS tamponu
(pH 7,0).

Sekil 4.21°de norepinefrin yanitinin 0,1 M PBS tamponunda (pH 7,0) diger

elektrolit tiirlerine kiyasla daha iyi oldugu goézlenmistir.

4.3.4. Norepinefrin Yamit1 Uzerine pH etkisi

Norepinefrin i¢in PBS tamponunda cesitli pH degerlerinde alinan diferansiyel
puls voltamogramlarina gore elde edilen akim-potansiyel degerleri grafiklere

gecirilmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22 de norepinefrin icin pH arttikca pik potansiyelleri daha diisiik
potansiyellere kaymaktadir. Norepinefrin i¢in pH=7’ye kadar pik akimlarinda artis,

ancak pH=7"den sonra ise pik akimlarinda diisme gozlenmistir.
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Sekil 4.22. 0,1 mM norepinefrinin Pik akimi1 ve Pik Potansiyeli lizerine pH’ nin etkisi

Sekil 4.22 Epinefrin ve metil dopada oldugu gibi norepinefrin i¢in de pH arttik¢a
pik potansiyel degerlerinin daha diisiik potansiyellere kaydig1 saptanmistir. Norepinefrin

icin pH=7"ye kadar pik akimlarinda artis, ancak pH=7"den sonra ise pik akimlarinda
diisme gozlenmistir.

0,1 mM norepinefrinin PBS tamponunda pH=2-11 araliginda alinan diferansiyel

puls voltamogramlar1 Sekil 4.23’de goriilmektedir.
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Sekil 4.23. 0,1 mM norepinefrin PBS tamponundaki pH’a gore davranis1 a) pH=2, b)
pH=3, ¢) pH=5, d) pH=7, ) pH=9 ve f) pH=11

Sekil 4.23’de goriildiigii gibi pH arttikga yiikseltgenme pik potansiyelleri daha
diisiik potansiyellere kaymaktadir. Yikseltgenme pik akimi degerinin ise pH=7 en
yiiksek deger oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda fizyolojik pH olan pH 7,0 degerinde

maksimum yanit alinmasi ger¢ek orneklerle ¢alisma agisindan umut vericidir.

Sekil 4.24°de askorbik asit varliginda norepinefrinin ¢esitli pH degerlerindeki
vermis oldugu sonuclar goriilmektedir. Bu sonuglardan da anlasilacagi iizere pH=7"de
askorbik asit varliginda norepinefrin en yiiksek pik akim degeri vermektedir. Calisilan
pH degerlerine bakildiginda optimum pH degeri olan pH=7"de askorbik asit varliginda
norepinefrinin en iyi sekilde tayin edilebilmesi, yapilacak olan uygulamalarin bu pH

degerinde yapilmasi gerektigini bir kez daha vurgulamaktadir.
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Sekil 4.24. 1 mM Askorbik Asit ve 30 uM Norepinefrinin PBS tamponundaki
pH’a gore davranis1 a) pH=2, b) pH=3, c¢) pH=5, d) pH=7, ¢) pH=9 ve f) pH=11

4.3.5. Norepinefrin Tayini

Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda norepinefrinin belirlenmesi

diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak yapildi. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit)
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elektrodunda  norepinefrinin ~ farkli  konsantrasyonlarinin  diferansiyel  puls
voltamogramlar1 pH’s1 7 olan 0,1 M PBS de Sekil 4.6’da gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar, norepinefrinin anodik pik akimlarmmin 0,5 uM - 99,8 uM konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugunu gostermistir. Norepinefrin i¢in kalibrasyon esitligi

Lo (MA) = 0,679x+14,01 C(uM) olarak hesaplanmistir. Ayrica, norepinefrinin
saptama limiti 0,01 uM olarak belirlendi.

—5.000 B
—10.00-
—15.00-
—20.00-
_ —25.001

—30.004

Akim (pA

—35.004

—40.00

—45.00

—50.004

—55.00 . .
+0.60 +0.50

+{.10 .00

+{.40 +0.30 +0.20

Potansiyel (V)

90

y=0,679x+ 14,01
R*=0,985

80 1

Akim (pA)

a 20 40 60 80 100 120

Derigim (pM)

Sekil 4.25. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da norepinefrinin artan konsantrasyonda
diferansiyel puls voltamogramlar1 ve  kalibrasyon grafigi.  Norepinefrin
konsantrasyonlar1 (uM) : 0,0; 0,5; 0,9; 2,0; 6,0; 10,1; 20,0; 30,2; 39,8; 50,1 ve 99,8.

0,1 M PBS tamponu (pH=7,0).
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4.3.6. Norepinefrinin Askorbik Asit Yaninda Tayini

Sekil 4.26’da 1 mM sabit derisimli askorbik asit varliginda norepinefrinin artan
derisimlerdeki pikleri goriilmektedir. Goriildiigii tizere askorbik asit pikleri ayni
kalirken norepinefrin pikleri dogru orantili olarak artmaktadir. Norepinefrinin fizyolojik
pH degeri olan pH=7"de askorbik asit varliginda bu sonucu veriyor olmasi gergek
orneklerde, 6rnegin insan ya da hayvanlardan alinan orneklerde norepinefrinin bu

yontem ile dogrudan tayin edilebilecegi kanisini ortaya ¢ikarmaktadir.

—41,001

_45.50_ NE

—30.00 T T
+0.50 +0.40

0.00 =010

+0.30 +0.20 +0.10

Potansiyel (V)

Sekil 4.26. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da 1 mM askorbik asidin yaninda
norepinefrinin artan konsantrasyonu (30; 40; 50; 60; 70; 80 uM) 0,1 M PBS tamponu
(pH=7.0).
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Sekil 4.27°de ise 30 pM sabit derisimli norepinefrinin yaninda artan
derisimlerde ki askorbik asidin pik akimlar1 voltamogramda goriilmektedir. Askorbik
asit derisimi artirildiginda norepinefrinin pikinden sapma olmadigi goriilmiistiir. Bu da
yontemin yiiksek askorbik asit derisimi iceren Orneklerde dahi uygulanabilecegini

gostermektedir.

D.DDD 1 1 1 1 1 1 1 1 1

—18.001 )
—36.001
—54,00
—72.004

—30.00

Akim (pA)

—108.04

—126.04

—144,04

—162.01

—180.0 T T
+i3,40 +{0,.30

+0.20 +0.19 0.00 =010
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Sekil 4.27. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit) da 30 uM norepinefrin yaninda askorbik
asidin artan konsantrasyonu (5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 mM) 0,1 M PBS tamponu (pH=7,0).

67



4.3.7. Norepinefrinin Analitik Uygulamalar

Ulkemizde Norepinefrin etken maddeli hicbir ilacin ruhsatnamesi olmamasi
nedeni ile ila¢ uygulamasi yapilamamistir. Ancak kan serumunda dogrudan norepinefrin
kullanilarak bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Analitik agidan uygulanabilirligini saptamak
amaciyla norepinefrin onerilen yontem kullanilarak analiz edildi. Norepinefrin 0,1 M
PBS ile seyreltildi ve her 6rnek 5 kez tekrarlandi. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit)

kullanilarak elde edilen sonuglar tabloda gosterilmistir.

Tablo 4.3. Poli (p-aminobenzen siilfonik asit ) elektrodunun norepinefrine uygulanmasi

fag Icerik (mM) Bulunan (mM) % Geri Kazanim

Kan Serumu 1 0,789+0,19 78,9
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5. SONUC VE TARTISMA

Askorbik asit varliginda epinefrin, metil dopa ve norepinefrinin voltametrik
yontemle tayininde, poli (p-amino benzen siilfonik asit) modifiye elektrodu
kullanilmistir. Epinefrin, metil dopa ve norepinefrinin maddelerinin askorbik asit
varlifinda, ¢evrimli voltametri ve diferansiyel puls voltamogramlar1 incelendiginde
ciplak camsi karbon elektrotlar iizerinde tek bir pikin ortaya c¢iktig1r gozlenmistir. Poli
(p-aminobenzen siilfonik asit) elektrot lizerinde ise hem askorbik asit hem de analizi
yapilan epinefrin, metil dopa ve norepinefrin gibi analit tiirlerinin farkli pik
potansiyellerinde  yiikseltgendikleri  saptanmistir.  Cesitli  film  kalinliklarinda
voltamogramlar incelendiginde film kalinlig1 artarken belirli bir film kalinligina kadar
pik akimlarinda artis olmakta, daha kalin filmlerde ise ilgili analit tiirleri i¢in pik akim
degerleri diismektedir. 8-18 arasinda ¢esitli ¢cevrimlerdeki voltamogramlar incelenmis
ve poli (p-aminobenzen siilfonik asit) elektrodunda epinefrin ve metil dopa i¢in 14,
norepinefrin i¢in ise 16 cevrimlik film kalinliklarinin en uygun oldugu sonucuna
varilmistir. Bu da filmin hem elektrokataliz 6zelligi tasidigi hem de film kalinliginin
artmasiyla daha biiyiilk molekiillerin gegisine engel oldugunu yani permselektif bir
davranis sergiledigini diisiindiirmektedir.

Askorbik asit en fazla girisim yapan tiir oldugundan yapilan caligmalarda
askorbik asit varliginda katekolaminlerin tayin edilebildigi gosterilmistir. Askorbik asit
varliginda alinan yanitlar yontemin kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Epinefrin, metil dopa ve norepinefrin gibi katekolaminlerin yanitlari {izerine pH
etkisi PBS tamponunda incelenmistir. Her ii¢ katekolamin ile alinan voltamogramlarda
yiikseltgenme pik akimlar1t pH arttikca, daha negatif potansiyellere kaymaktadir.
Maksimum pik akimi epinefrin ve norepinefrin’de pH=7 de, metil dopada ise pH=3"de
elde edilmistir.

Analitik acidan uygulanabilirligini saptamak amaciyla, epinefrin etken maddeli
Adrenaline (5 mg epinefrin / mL), Metil dopa etken maddeli Alfamet (250 mg metil
dopa / tablet) olarak bilinen ila¢ numuneleri 6nerilen yontem kullanilarak analiz edildi.
Norepinefrin i¢in iilkemizde ruhsatname bulunmadigindan dogrudan norepinefrin
standardinin uygulamas1 yapilmistir. Adrenaline ve Alfamet ilaglar1 kullanilarak elde
edilen sonuglar, ilag 6rneklerinde Onerilen dozlarla uyum i¢inde oldugu saptanmaistir.

Sonuglar, onerilen yontemin ilag 6rneklerinde ve klinik analizlerde katekolaminlerin
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belirlenmesinde  kolaylikla kullanilabilinecegini  gdstermistir. Kan serumunda

katekolaminlerin tayini i¢in bu yontemin kullanilabilir olabilecegi gdzlenmistir.
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