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Tez ¢aligmasinin ilk kisminda endokrin sistem bozucu kimyasallardan birisi olan
dietilstilbestrol (DES)’iin elektrokimyasal olarak tayini iki ayr1 metot ile
gerceklestirilmistir. ilk olarak kalem ucu grafit (KUG) elektrot yiizeyinde altinin
indirgenmesiyle hazirlanan modifiye elektrot ile DES’in tayini i¢in voltametrik yontem
olusturulmustur. Hazirlanan modifiye elektrot doniisiimlii voltametri (DV), taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ile
karakterize edilmistir. DES’in tayini amperometrik dedeksiyon (AD)’a sahip akisa
enjeksiyon analiz (AEA) sistemi ile de aragtirtlmigtir. Olusturulan AEA-AD sistemine
Cis kolon dahil edilerek sistemin performansi arttirilmig ve bu sistem DES’in tayini i¢in
ilk kez kullanilmistir. Siit, siit tozu ve su gercek Orneklerinde yapilan analizler
sonucunda %89,01-102,9 araliginda geri kazanim elde edilmistir.

Tez ¢alismasinin ikinci kisminda KUG elektroda elektrokimyasal 6n islem (EOT)
uygulanarak modifiye elektrot hazirlanmis ve hazirlanan modifiye elektrot (EOI/KUG)
bir [B-bloker olan Propranolol (PROP)’un elektrokimyasal olarak tayininde
kullanilmistir. Birinci basamakta EOI/KUG elektrot karakterize edilmis ve PROP’un
voltametrik olarak tayini gerceklestirilmistir. Ikinci basamakta ise AEA-AD ve AEA-
AD+Cyg sistemlerinde PROP tayini gergeklestirilmistir. AEA-AD+Cyg sisteminde
yapilan gergek Ornek c¢alismalart sonucunda farmasotik tablette %101,256- 108,04
araliginda, sentetik idrar orneginde ise %98,8- %100,46 araliginda geri kazanim elde

edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dietilstilbestrol, Propranolol, Altin nanopartikiil, Akisa enjeksiyon
analiz, Amperometrik dedeksiyon.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF VOLTAMETRIC AND FLOW INJECTION BASED METHOD
FOR DETERMINATION OF DIETHYLSTYLBESTROL AND PROPRANOL

Aysegiil OZBAL
Department of Chemistry
Programme in Analytical Chemistry
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, November 2020
Supervisor: Prof. Dr. Ali OZCAN

In the first part of the thesis, the electrochemical determination of
diethylstilbestrol (DES), one of the endocrine system disruptor chemicals, was carried
out by two different methods. First, a voltammetric method was designed for the
determination of DES with a modified electrode prepared by reducing gold on the
pencil graphite electrode (PGE) surface. The modified electrode was characterized by
cyclic voltammetry (CV), scanning electron microscopy (SEM) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS). The determination of DES was also investigated by a
flow injection analysis system (FIA) with amperometric detection (AD). Thanks to
including Cig columns in the FIA-AD system, the performance of the system was
increased and this system was used for the first time for the determination of DES. As a
result of the analysis, recovery in the range of 89.01-102.9% was obtained for milk,
milk powder and water real samples.

In the second part of the thesis, modified electrode was prepared by applying
electrochemical pretreatment (ET) to the PGE and the prepared modified electrode
(ET/PGE) was used in the electrochemical determination of Propranolol (PROP) that is
a P-blocker. In the first step, the ET/PGE was characterized and the PROP was
determined voltammetrically. In the second step, PROP was determined in FIA-AD and
FIA-AD+C1g systems. As a result of real sample studies in the FIA-AD+C1g system,
recovery in the range of 101.256- 108.04% in the pharmaceutical tablet and 98.8% -
100.46% in the synthetic urine sample was obtained

Keywords: Diethylstilbestrol, Propranolol, Gold nanoparticle, Flow injection analysis,
Amperometric detection.
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1. GIRIS

Ostrojenler insanlar ve yasam igin &nemli risk teskil etmesi sebebiyle diinya
capinda dikkat ¢ceken dogal ve sentetik hormonlardir. Ostrojenik bilesikler veya sentetik
Ostrojenler olarak da bilinen endokrin sistem bozucu kimyasallar (EBK) dogal
hormonlari taklit ederek endokrin sistemde bozunmaya sebep olan bilesikler olarak
tanimlanmaktadir. Soya’da bulunan fitodstrojenler gibi bazi EBK’ler dogal olsa da
literatliirde kullanimda olan bir¢gok EBK sentetiktir. EBK’lerin organizmanin i{ireme
sistemi lizerinde lireme organlarinda kanserli tiimdr, dogum kusurlari, diisiik sperm
sayisi, erken cinsel olgunlagsma, hermafrodizm, hipospadias, kriptorsidizm, cinsiyet
degisiklikleri ve diger fiziksel ve psikolojik cinsiyet gelisim sorunlarini igeren dnemli
etkileri bulunmaktadir [1].

Dietilstilbestrol (DES) sentetik nonsteroidal bir 0&strojendir ve sentetik
EBK’lerden birisidir. Siklikla hayvancilikta yag oranini azaltarak protein bilesimini
arttirmakta ve hayvanlarin biiylimelerini desteklemek amaciyla kullanilmaktadir.
DES’in nispeten Kararli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle g¢evresel kirlilige
sebep oldugu ekosistem deneyleri ile kanitlanmistir. Son zamanlarda yerel ve
uluslararasi seviyelerde bazi arastirmalar insanlarda DES’in genetik mutasyon, kanser
ve genetik madde bozuklugu gibi yan etkilere sebep oldugunu gostermistir [2]. DES
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan Grup 1 olarak siiflandirilmis
ve insanlar i¢in kanserojen oldugu gosterilmistir. Bu yiizden, DES bircok iilkede
hayvancilik ve su triinleri yetistiriciliginde yasaklanmistir [3]. Bununla birlikte, hala
illegal olarak kullaniminin devam etmekte oldugu tespit edilen DES’in tayin edilmesine
yonelik maliyet ve zaman tasarrufu saglayabilecek yontemlerin gelistirilmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmustir [4]. DES’in tayin edilmesine yonelik molekiiler baskilanmis kat1 faz
ekstraksiyonu ile birlestirilmis yiliksek performansli sivi kromatografisi [5], elektro-
kemiliiminesans [2], elektrokimyasal yontemler [6], [7] gibi birgok metot
geligtirilmistir.

B-Adrenerjik Reseptor Blokerleri (B-Blokerleri) anormal kalp ritmi, yiiksek
tansiyon, anjina pektorisi iceren kardiovaskiiler hastaliklarin tedavi edilmesi igin
siklikla kullanilan kisisel bakim tirlinleri ve farmasdétiklerin bir gesididir. B-blokerler
ariloksipropanolamin yan zinciri ile aromatik veya heteroaromatik halkaya sahiptir [8].
B-blokerler segici olarak B-reseptorlere baglanabilirler ve B-reseptdr agonistlerinin [3-

reseptorlerine baglanmasini yarismali olarak bloke ederek beta reseptor aktivasyonu ile
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tiretilen bir dizi etkiyi tetikleyebilirler. Farkli reseptor alt gruplarina gore p-blokerler,
non-selektif B-blokerler ve kardiyak selektif B-blokerler olarak ayrilmaktadir. Hem B
hem de B2 reseptorlerini bloke eden non-selektif B-blokerlerden birisi Propranolol
(PROP)’diir [9].

PROP otonom sinir sistem aktivitesine sahiptir ve ozellikle bronglarda mevcut
reseptorler icin B-adrenerjik reseptdr uyarict ajanlar ile rekabet eder plazmada yiiksek
derisimlerde astim ve yetiskin solunum sikintis1 sendromu gibi ciddi solunum
problemlerine sebep olabilir. Ayrica, hiicre korumasinda temel bir rol oynayan hiicre
zarlarmin fosfolipid bazli ¢ift katmanlari tizerinde zararli etkiye sahiptir. Daha az
fiziksel aktivite igeren sporlarda koroner kan akisi, kasilma ve kalp atis hizin1 azaltmak
amactyla kotli amaglar igin kullanilabilir. Bu sebeple, Uluslararasi Olimpiyat Komitesi
PROP’u yasaklanmis ilaglar listesine dahil etmistir. Alinmasindan sonra hizla
metabolize oldugundan biyolojik sivilarda PROP’un eser konsantrasyonunu
belirleyebilmek olduk¢a zordur [10]. PROP’un tayini farmakokinetik ¢alismalar, Klinik
ve adli analizler gibi bir¢ok ¢alismada gereklidir. PROP tayini i¢in yiiksek performansl
sivi  kromatografisi [11], iyon hareketlilik spektrometresi [12], elektrokimyasal
yontemler [13], [4] gibi farkli analitik teknikler 6nerilmistir.

Elektrokimyasal yontemler basitlik, diisiik maliyet, iyi segicilik, yiiksek
hassasiyet, hizli yanit, kolay numune hazirlama gibi avantajlart sebebiyle siklikla
bagvurulan yontemlerdir [14]. Ayrica, diisiik numune hacmi gerektirme, diisiik maliyet,
yiiksek tekrarlanabilirlik, nispeten kisa analiz siiresi gibi avantajlara sahip olan akisa
enjeksiyon analiz (AEA) sistemi ile de kolayca birlestirilebilmektedir [15].

Tez calismasi kapsaminda DES ve PROP’un elektrokimyasal olarak tayinleri
gerceklestirilmistir. DES’in ilk basamakta voltametrik tayini i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. ikinci basamakta ise AEA sisteminde DES’in amperometrik olarak
belirlenmesi i¢in optimum sartlar belirlenmis ve gergek 6rnek analizleri yapilmistir. Tez
calismasinin ikinci kisminda, ilk olarak PROP’un voltametrik tayini gergeklestirilmistir.
Ikinci basamakta ise amperometrik dedeksiyonlu AEA sisteminde PROP tayini ve geri

kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Endokrin Sistem Bozucu Kimyasallar

Insan saglig1, hormonlarin bedensel fonksiyonlari diizenlemek ve koordine etmek
i¢cin kimyasal haberciler gibi davrandigi fonksiyonel endokrin sistemine (ES) baglidir
[16]. Endokrin sistemler, organizmanin spesifik ihtiyaclarini karsilamak igin fizyolojik
stirecleri diizenler, ayn1 zamanda dinamik ve kronik cevresel degisikliklere veya
karisikliklara adaptasyonu kolaylastirir [17]. Insan viicudunda karbonhidrat, yag ve
proteinleri de igeren yakitlarin kullanimini diizenlemede de 6nemli bir rol oynar [18].
Endokrin sistem endokrin bezleri (tiroid, adrenal, paratiroid, pineal ve hipofiz) ile ayni
zamanda akciger, gastrointestinal sistem ve paraganglia gibi ¢esitli organlardaki
noroendokrin hiicrelerinin hem kiigiik kiimelerini hem de tekli hiicrelerini icerir (Bkz.
Sekil 2.1.) [19].
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Endokrin sistem, dolasim sistemi vasitasiyla dolasan ve viicudun her tarafina
dagilan hormon adinda kimyasal haberciler salgilar. Bu sistem, acil yanit alinmasi
gerekmeyen ancak uzun siireli olmasi gereken yanitlar1 (biiyiime, metabolik hiz, cinsel
gelisim ve tireme) kontrol etmek igin hormonlar: kullanir. Dolayisiyla, ES itizerindeki
olasi tehlikeli etkiler hemen goézlenmeyebilir, ancak sagligimiz iizerinde uzun siireli
etkileri olabilir. Etkilerin hemen gdzlenememesi durumu ES’yi bozan maddeleri
arastirmay1 zorlagtirmaktadir. Son yillarda, tireme bozukluklari, obezite, diyabet ve
kanserler gibi endokrin bozukluklari ile baglantili hastaliklar artis gostermektedir [20].
Uzun yillardir yapilan ¢alismalar hem dogal hem de sentetik bir¢cok ¢evresel kimyasalin
endojen hormonlarin davraniglarini taklit ederek veya engelleyerek endokrin cevaplarin
cesitli yonlerini degistirebilecegini gostermektedir. Bu kimyasallar endokrin bozucular
veya endokrin sistem bozucu kimyasallar (EBK) adiyla karsimiza ¢ikmaktadir [21].
1992°de WHO (Diinya Saghk Orgiiti)) ve IPCS (Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik
Programi) EBK’leri, endokrin sistemi degistiren ve sonucunda bozulmamis
organizmada, soylarinda yada (alt)popiilasyonlarinda endokrin sistemin bozulmasina
sebep olan eksojen bir madde veya karisim seklinde tanimlamistir [22]. ABD Cevre
Koruma Ajansi (EPA) tarafindan ise viicuttaki dogal hormonlarin {iretimi, salinmas,
tasinmasi, metabolizmasi, baglanmasi, hareketi veya ortadan kaldirilmasina miidahale
eden, homeostazisinin korunmasindan ve gelisim siireglerinin diizenlenmesinden
sorumlu olan eksojen bir ajan olarak tanimlanmistir [23]. Endokrin bozulma hem
toksikoloji hem de endokrinoloji konularimi igeren gelismekte olan ¢ok disiplinli bir
aragtirma alanidir [24]. Bugiine kadar EBK olarak tanimlanan yaklasik 1000 kimyasal
vardir. Plastikler, Kisisel bakim {iriinleri, tarim ilaglari, temizlik i¢in kullanilan
kimyasallar, farmasotik maddeler gibi birgok kaynakta yer alan bu kimyasallara hava,
su, yiyecekler vb. yollar ile maruz kalinabilmektedir, giinlik yasamda karsilastigimiz
bazi EBK’lerin kaynaklar1 ve 6rnekleri Cizelge 2.1.’de verilmistir. Ayn1 zamanda bu

maddeler biyolojik sivilarda da bulunabilir [25].



Cizelge 2.1. Baslica endokrin bozucularin kaynaklari ve érnekleri [26].

Cevresel kaynaklar Ornek EBK’ler

[laclar 17-p estradiol, DES

Tarimsal sizint1 Insektisitler, herbisitler, fungisitler, sentetik
hormonlar

Atik yakimi Poliklorlu bifeniller, dioksinler

Mesleki Herbisitler, fungisitler

Endiistriyel atiklar Alkilfenoller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,

bisfenol, ftalatlar

Tiketici Uriinleri Parabenler, bisfenol, ftalatlat

Gida paketleme ve diyet Herbisitler, bisfenol, ftalatlar

EBK karigimlart atiklarda bulunur ve bir kez cevreye salindiginda etkilerini
tahmin etmek pek miimkiin degildir. Eger embriyo fetiisii bu kimyasallara maruz kalirsa
etkileri geri doniistimsiiz ve uzun dénemlidir [27]. Genellikle hormon reseptorleri igin
dogal ligandlara gore diisiik afinite gosteren EBK’ler insanlardaki bir¢ok dokuda zararl
etkiler gosterebilir. EBK’lere maruz kalma donemi ve siiresi de Onemli
parametrelerdendir, kritik gelisim doneminde maruz kalinmasi1 sonucunda c¢ok diisiik
miktarlar bile gliglii etkiler gostermekle birlikte bu yan etkiler hemen ortaya ¢ikmayip
uzun yillar sonra ortaya ¢ikabilmektedir [28].

Bir EBK’ye ait risk degerlendirmesi yapabilmek ig¢in;

v Oncelikle EBK’nin tehlikesi, maddenin potansiyeline ve davramsmna gore
tanimlanmalidir,

v Maruz kalindiginda viicuda alinan ve atilan miktarlari belirlenmelidir ve

v' Bireysel duyarliligi belirlenmelidir [29].



2.1.1. Endokrin sistem bozucu kimyasallarin tarihcesi

Insan saghg agisindan bu kadar onemli etkilere sahip olan EBK’lerin tarihsel
gelisimine bakildiginda, 90’larin bagina dayanmasina ragmen, ¢evrede su an var olan
¢ogu kimyasalin insan ve hayvanlarin hayatini olumsuz etkiledikleri ¢ok Onceden
bilinmekteydi. 20. yiizyildaki olaylar iireme ve endokrin sistemlerini ¢evrenin nasil
etkiledigini gosteren mevcut anlayisimizi etkilemistir. 1920’lerde, Amerika Birlesik
Devletleri’'nde domuz c¢iftgileri, kiiflenmis tahil ile beslenen domuz siiriilerinde
dogurganligin azalmasi konusunda endiselenmeye baslamislardir. Bati Avustralya’daki
koyun cift¢ilerinin yoncanin belirli alanlarinda hayvanlar otlattiktan sonra koyunlarinda
stk goriilen disiikler ve kisirlik rapor ettikleri 1946’da bu durum endiseyi daha da
arttirmigtir. Daha sonra yapilan arastirmalar bu sorunun altinda yatan nedenin
dogurganliktan sorumlu Ostrojenik aktiviteyi bozan kiif (mikodstrojen) veya bitki
materyali (fitodstrojen) igeren bilesiklerin tiiketimi oldugunu gostermistir [16].
Zondek’in sogiit agacinin ¢igeklerinde biyolojik olarak aktif Ostrojenleri gosterdigi
1920’lerin basinda ¢evrede ve gidalarda ostrojenik maddeler bulunmustur. 1923°te Gine
domuzu ve siganda yapilan caligmalar sonucu Allen and Doisy tarafindan
yumurtaliklarda dstronlar tanimlanmastir.

1938'de Sir Charles Dodds ve ark. tarafindan kiirtaji 6nlemek i¢in kullanilmig olan
gliclii bir ostrojen olarak bilinen dietilstilbestrol (DES) sentezlenmistir. 1950'lerde
stilbestrol ile kontaminasyondan kaynaklanan fare kolonilerinin kisirligina, 4 yasindaki
bir kiz ¢cocugu ve 6 yasindaki erkek kardesinde nodiiler meme genislemesine neden
oldugu bulunmustur [22]. 1971°de ise DES regete edilen annelerin ¢ocuklarinda 20°1i
yaslarin basinda tireme sistemi kanserinin arttigi bulunmustur [28]. 1950’lerde Dodds
onciiliigiindeki kimyagerler 6strojen davranisinin mekanizmalarin1 anlamak amaciyla
Ostrojenik 6zellikleri olan bir dizi kimyasallar sentezlemislerdir ve boylece yeni sentetik
hormon endiistrisinin dogmasim1 saglamiglardir. Cesitli fitodstrojenler Biggers
tarafindan 1959 yilinda 6zetlenmistir.

1962’de Amerikan biyolog Rachel Carson tarafindan Silent Spring kitabinda
yapay kimyasallarin ¢evre ve tarimda kullanilmasi 6zellikle de bocek ilact DDT'nin
yasamdaki kirlenme ve ciddi iireme sorunlarina sebep oldugu konusunda uyarida
bulunmustur [25]. 1985 yilinda Hertz tarafindan Gstrojenler ve Ostrojenik kimyasallar
i¢in tarihsel aragtirmalar dzetlenmistir [22]. Ilki 1991°de Theo Colborn’in diizenledigi

ABD’nin Wisconsin eyaletinde Dogal Hayati Koruma Vakfi (WWF) Wingspread
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Konferansi olan ¢evre kimyasallar ile ilgili konularin goriisiildiigii toplantiya 15 farkl
disiplinden 21 uluslararasi1 bilim adami katilmis ve ilk kez endokrin bozucu ifadesi
onerilmistir. [28].

1992°de WHO ve IPCS EBK’ler i¢in tanimlama yapmistir. 1997’den beri
uluslararasi kuruluslar (WHO, OECD, UNEP, IPCS) ve ¢esitli iilkeler EBK ler ile basa
cikmak icin stratejiler gelistirmektedir. 1999’da ABD Ulusal Arastirma Konseyi
¢evredeki hormonal olarak aktif ajanlar1 ya da diger adiyla EBK’leri yaymlamstir. [22].
2002 yilinda WHO, EBK biliminin durumunun ilk degerlendirmesini EBK’lere kars1
savunmasiz lireme, ndrodavranis, kanser, bagisiklik sistemi ve diger endokrin sistemler
tizerinde insan sagligina etkilerini bu belgede incelemistir. 2006 yilinda Irvine sehri
Kaliforniya Universitesi’ndeki arastirmacilar yaygin hastaliklardan biri olan obezitenin
ortaya ¢ikmasinda gevresel kimyasallarin roliiniin altin1 ¢izmis ve obezojen terimini
kullanmislardir. Obezojenler, yag hiicrelerinin sayisinda artisa ve/veya adipozitlerdeki
yaglarin depolanmasi ile birlikte metabolizmanin kalorik depolama moduna dogru
kaymasina sebep olmasiyla obeziteyi destekledigi rapor edilmistir [28]. 2007°de
kanunlasan ve sonraki 10 yilda kademeli olarak uygulanan Kimyasal Maddeler
Mevzuatinin tescili, degerlendirilmesi, yetkilendirilmesi ve sinirlandirilmast yoluyla,
bazi EBK’lerin ¢evreye saliverilmesinden sonra ortaya cikacak olan problemlerin
beklenmesinin aksine o6nce giivenlik bilgilerinin yer aldigi belge zorunlu hale
getirilmigtir. 1991 konferansindan 18 yil sonra 2009°da ABD Endokrin Toplulugu
EBK’lerin etki ve mekanizmalarini 6zetleyen ve insan klinik gbzlemlerini deneysel ve
epidemiyolojik ¢alismalarla nasil birlestirilecegini gosteren ilk bilimsel raporu
yayinladi. CHEM Trust, 1991-2013 yillar1 arasinda online olarak erisilebilen, EBK’ler
ile ilgili detayli kronolojik bilgi saglayan anahtar bilimsel ifadeler listesi hazirladi [16].
2015 yilinda cesitli seviyelerde bozucu metabolizmasi ile yagh karaciger, diyabet ve
obeziteyi destekleyebilecek gevresel kimyasallari tanimlamak i¢in metabolizmay1 bozan

kimyasallar terimi 6ne sitiriilmiistiir [28].



2.1.2. Endokrin sistem bozucu kimyasallarin siniflandirilmasi

EBK’ler Sekil 2.2.°de gosterildigi gibi dogal ve sentetik olmak {tizere iki
kategoriye ayrilarak siniflandirilabilmektedir [30], [31].
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Sekil 2.2. Endokrin sistem bozucu kimyasallarin siniflandirilmasi

2.1.2.1. Dogal endokrin bozucular

Endokrin sistemin normal fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan dogal hormonlardir.
Dogal hormonlar steroidal Ostrojenleri (estron, 17 B-estradiol ve estriol gibi) igerir.
Kolesterolden tiiretilmis olan bu hormonlar adrenal korteks, yumurtalik, plasenta veya
insan ve hayvanlarin testisleri tarafindan salinir ve biyolojik atiklarin bosaltim1 yoluyla
su yollarma girer [32]. Bu grubun en iyi bilinen kimyasallari, endojen &strojenlerle
karsilagtirildiginda nispeten daha zayif olan fitodstrojenlerdir. Giinliik yasamda siklikla
kullandigimiz bir¢ok besinde (havug, elma, sarimsak, kahve, baklagiller, maydanoz,
kiraz gibi) bulunmaktadirlar. Fitodstrojenler yiiksek miktarlarda tiiketildiginde
ostrojenik etkilere ve diisiik derisimlerde antidstrojenik etkilere sahiptir [33]. Yarilanma

Omiirleri kisa olan dogal EBK’ler kolaylikla pargalanarak viicuttan atilirlar [34].



2.1.2.2. Sentetik endokrin bozucular

Bu grupta endokrin sistemde meydana gelebilecek bozukluklar1 tedavi etmek
amaciyla dretilen sentetik hormonlar bulunabilecegi gibi ya endokrin sistemi hedef
almak i¢in tasarlanmis kimyasallar ya da antropojenik aktivitelerden tiiretilmis insan
yapimi kimyasallar olan sentetik bilesikler veya ksenodstrojenler bulunur. Cogunlukla
hormon replasman tedavisi ve dogum kontrol uygulamalarinda aktif farmasotik
bilesenler olarak bulunan sentetik Ostrojenleri (17a-etinilestradiol, dietilstilbestrol
(DES) ve poliestrasiol fosfat gibi) igerir ve tekrar insanlardan ve ¢iftlik hayvanlarindan
bosaltim yoluyla atilir [32]. Bu EBK’lerin en iyi bilineni giiglii 6strojenik aktiviteye
sahip olan DES’dir [33]. Yag dokularinda depolanmalari sebebiyle sentetik EBK’ler

canlilar lizerinde ciddi zararlara sebep olabilir [34].

2.1.3. Endokrin sistem bozucu kimyasallarin mekanizmasi

EBK’lerin yiiksek heterojenlige sahip bilesikler grubu olarak karakterize edilmesi
sebebiyle etki ve davranis mekanizmalarini tam olarak agiklayabilmek giigtiir.
- EBK’ler viicutta diislik dozlar yiiksek dozlarina gore daha giiclii etkiler gosterebilen,
dogrusal olmayan U sekilli veya bifazik cevap gosterir, dolayisiyla bu durum
mekanizmanin aragtirilmasin giiglestirir [28].
- Hormonlar gibi EBK’lere kritik gelisim doneminde diisiikk seviyelerde maruz
kalindiginda bile bozucu etkilere sebep olabilmektedirler. Bebeklik, ergenlik, menopoz
gibi hassas donemlerde maruz kalindiginda bireylerin ¢ok sayida zararli hastaliga
yatkinliklar1 artmaktadir.
- EBK’lere maruz kalma zamani ile hastaligin klinik olarak agiklanmasi arasinda
gecikme olabilir ve etkilerin dogrudan degil, maruziyetten birkag yil sonra ortaya
¢ikmast miimkiindiir [28].
- Cevrede EBK’ler tek olarak bulunabildikleri gibi karsim halinde de
bulunabilmektedirler ve bu karisimda bulunan farkli sinif mensubu EBK’ler ya katilma
yada sinerjik bir sekilde etkilesime girerek ortaya ¢ikabilecek etkileri veya hastaliklar
onceden 6ngdrmeyi zorlastirir [28].
- EBK’ler ayrica hormon reseptdr doygunlugu ve dolulugunun karmasik dinamikleri
yiiziinden beklenmeyen doz cevaplar sergileyebilir [35].
- Endokrin bez tarafindan salgilanan bir hormon, konjuge edilebilecegi ve tastyici

proteine baglanabilecegi kan dolasimina girer. Serbest bir hormon hedef dokuya
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girebilir ve burada olan reseptdr tarafindan hedef hiicreleri tanir. EBK’ler hormonlarin
metabolizmasi, atilimi, yapimi, yikimi, tasinmasi {izerine olumlu ya da olumsuz etkiler
gosterebildigi gibi hedef hiicredeki davranislari da degistirebilmektedir. Ayrica, hormon
salgilanmasina, konjugasyona, tasiyict proteine baglanma ve metabolizmaya da
miidahale edebilir (Bkz. Sekil 2.3.) [16], [36].

- Tek bir EBK, bir veya daha fazla hormon reseptoriine baglanma igerebilir ve agonist,

antagonist olarak davranir veya karisik etkilere sahiptir [25].

Konjuge tagiyier protein

Hormon

Metabolizma Doku

Endokrin - Hormon Bosaltimi
bez

Endokrin Bozucular
/—- \

y

‘ Yiiksek Ceva PJ - Bastinlmis cevap

Normal Fonksiyon

g

Normal Cevap ‘

Hiicre

Sekil 2.3. Endokrin bozucularin mekanizmasi

- EBK’ler genellikle hormon reseptorleri icin dogal ligandlara gore daha diisiik afinite
gostermelerine ragmen bu kosullar altinda dahi bir¢ok insan dokusunda ciddi zararli

etkiler géstermektedirler.
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- EBK’lerin etki mekanizmalarindan biri de genler iizerindeki dogrudan etkileri ve
onlarin epigenetik etkileridir. Bu etkiler, gelisimin erken donemlerinde genetik
programlamadaki degisikligin sonucu sonraki yillar1 derinden etkileyebilmesine ve
hastaligin nesiller arasi kalitimina sebep olmaktadir [35].
- Cogu EBK lipofiliktir, hiicre membranlarindan gegebilir ve hiicre igi reseptorlere
baglanmay1 iceren hiicrelerde etkilerini gosterir.
- Yapilan arastirmalar, niikleer reseptor sinyallerini degistirmenin yani sira non-steroid
reseptorler, transkripsiyonel koaktivatorler, steroid biyosentezi veya
metabolizmasindaki enzimatik yollar ve endokrin ile iireme sistemlerini birlestiren
bir¢cok diger mekanizma yoluyla etki yapabildiklerini gostermistir [35].

Asagida tez kapsaminda c¢alismalart gerceklestirilmis olan Dietilstilbestrol

ayrintili olarak agiklanmistir.
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2.1.4. Dietilstilbestrol (DES)

Sentetik EBK’lerin en iyi bilinen kimyasallarindan biri olan DES, ilk kez 1938
yilinda Sir Edward Charles Dodds’in formiiliine gore Sir Robert Robinson tarafindan
sentezlenmis, hamilelikte diisiikleri ve ilgili komplikasyonlar1 énlemek icin birgok
kadina 1940-1971 yillarinda regete edilmis ilk sentetik non-steroidal Ostrojendir [37],
[38]. DES’in kimyasal yapis1 ve 6zellikleri Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. DES’in kimyasal yapisi ve ozellikleri

Kimyasal Ad Dietilstilbestrol (DES)
4-[(E)-4-(4-hydroxyphenyl) hex-3-en-3-yl] phenol
Acik Yapisi o H Kapal Formiilii C18H2002
O Molekiil Kiitlesi 268.356 g/mol
Erime Noktas1 169-172°C
7
Kaynama Noktasi 407,1+£25,0°C
O (760 Torr)
Yogunluk 1,107+0,06 g/cm?
H,O (20°C 760 Torr)
Fiziksel Tanimi Kokusuz, tatsiz, beyaz toz
Coziiniirliik Suda 12 mg/L (at 25 °C)

Alkol, eter, kloroform, yaglarda ¢oziiniirdiir.

TSSO S >

GHS06 GHSO07 GHS08 GHS09

Yagda ¢oziinen DES, agizdan alinmasindan sonra 20-40 dakika i¢inde en yiiksek
pik derisimine ulasan emilebilir bilesiktir. Yar1 dmiirleri 3-6 saattir ve idrar ile atilirlar
[39]. Diisiik ve hamilelik komplikasyonlarinda regete edilen ilag i¢in herhangi bir patent
talep edilmemesi sebebiyle, cogu ilag sirketi DES’i {iretebilmek amaciyla es zamanl
olarak patent basvurusunda bulundu. 1941 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) kapsamli bir formiilasyon olusturdu ve sonrasinda 287 ila¢ sirketi DES ve ilgili

bilesikleri iiretti. Sekil 2.4.’de DES’in sentezi gosterilmistir.
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Sekil 2.4. DES’in sentezi [38].

1 Temmuz 1947°de FDA hamilelikte diisiiklerin 6nlenmesi i¢in DES’in
kullanimin1 resmi olarak onaylamistir. Ancak, biiylik {liretim yapilmadan once ilag
tizerinde oldukca az toksikolojik g¢alismalar uygulanmustir. 1971°de, fetal gelisim
sirasinda DES’e maruz kalmis kizlarin ergenlik donemlerinde vajinada kotii huylu
timor gelistigi bulunmustur [39]. Arastirmalar sonucu DES’in anne sagligi i¢in tehlikeli
oldugu ve cocuklarinda tireme, kalp ve iirogenital anormallikler ile iliskilendirildigi
sonucuna ulasilmistir. 1971°de ABD’de FDA tarafindan DES insan kullanimi i¢in
yasaklanmistir [37]. DES’e maruz kalan kadinlarin gergek sayisi bilinmemesine ragmen
1940-1970 yillar1 arasinda 10 milyonun {izerinde bireyin DES’e maruz kaldig1 tahmin
edilmektedir [39]. DES’in protein metabolizmast ve sentezini arttirma, hayvanlarda
giinliik gelisimi arttirma ve yag sentezini azaltma roliiniin yaninda hayvanlarda dstrojen
replasmant i¢in kullanilir [40]. DES, hayvanlarda canli artisin1 daha hizli saglamasi ve
daha az yem kullanarak yemden tasarruf edilmesi sebebiyle kullanimi hizla artmistir
[41]. Sekil 2.5’de yenidogan donemde DES’e maruz birakilan farelerin gelisimleri

gosterilmistir.

Sekil 2.5. Yenidogan donemde DES’e maruz kalmanin 4-6 aylik farelerin obeziteleri tizerine etkileri [18].
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DES hayvanlarda anabolizan madde olarak kullanildiginda, hayvanlardan
bosaltim yoluyla ¢evreye salinmasinin yani sira hayvansal iiriinlerin (siit, et, yumurta,
bal) tiiketimi ile insan viicuduna girmektedir. Karsinojen etkilere sahip oldugu anlasilan
DES’in anabolizan madde olarak hayvanlarda kullanimi sinirlandirilmistir. 1989 yilinda
Avrupa Birligi’nde biliylime hormonu kullanilarak yetistirilen hayvanlarin etlerinin
tilketime sunulmasi yasaklanmistir. Tiirkiye’de 19.06.2003 tarihinde Resmi gazetede
yaymlanmasimin ardindan yiiriirlige giren, anabolizan madde olarak hayvanlarda
kullanilan hormon ve tiirevi maddelerin belirtilmesi ve uygulamalarinin diizenlenmesini
amaglayan 2003/18 nolu teblig, madde 5 ile;

1. Anabolizan madde olarak kullanilan steroidler,

2. Stilbenler ve tiirevleri, esterleri, tuzlar,

3. Beta agonist etkili maddeler

4. Antitiroidal etkili maddeler,

5. Rezorsilik asit laktonlar (Zeranol dahil) olarak numaralandirilmis maddelerin
hayvanlarda anabolizan amacgla kullanilmas1 ya da bu maddeleri igeren
besinlerin insan tiiketimine sunulmasi yasaklanmistir [42].

DES’in diisiik dozlarda uzun siireli alimi meme kanseri, yumurtalik kanseri,
genetik zarar, genetik mutasyon ve tiimor riskini arttirabilecegi gibi gelecek nesillere
aktarilmasina da neden olabilmektedir. Cogu iilke DES kullanimini yasaklamis ve sifir
toleransta maksimum kalint1 seviyesini yasalagtirmistir. Buna ragmen, baz1 iilkelerde
DES hala ¢evrede, suda ve hayvanlarda bulunmaktadir [43]. DES yiiksek kararlilik ve
diisiik biyobozunurluga sahip oldugu i¢in, insan viicudu ve c¢evrede uzun siire
kalmaktadir. Bu durum insan sagligi ve gida giivenligi i¢cin DES’in tayin edilmesini
zorunlu kilmaktadir [44], [45]. Bu nedenle, tayin edilmesi bu denli 6nemli bir madde
olan DES, tez calismasi kapsaminda calisilacak olan maddelerden birisi olarak

secilmistir.
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2.2. p-Adrenerjik Reseptor Blokerleri (-Blokerler)

Adrenerjik reseptorler hiicre igi sinyal iletimi ve sempatik uyarma arasindaki
iliskide anahtar role sahip trans membran G proteine baglanmis reseptorlerdir. a ve 3
reseptorler olmak iizere 2 ¢esit reseptor vardir; vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunan o-
reseptorler (a-1 ve a-2 reseptorleri) vazokonstriiktor (kan damarlarindaki diiz kasin
kasilmasini saglayan madde) olarak davranir ve endotel hiicrelerinde vazorelaksasyon
(damar basincinin azalmasi) ile iliskilendirilir [46].

Hiicre membrani iizerinde bulunan B-resetorleri metabolik ve fizyolojik birgok

fonksiyonu diizenler. B-Blokerler adrenerjik sistemin kalp tizerindeki etkilerini engeller
ve ikinci bir haberci sistem araciligiyla bu voltaja duyarli kanallar1 dolayli olarak
degistirir. B-1 ve B-2 olmak lizere 2 gesit B-reseptorii vardir [47].
B-1 reseptorii cogunlukla kalpte, bobregin renin salgilayan dokusunda, sulu salgilarin
iiretiminden sorumlu g6z kisimlar1 ve akcigerin bronsiyal dokusunda sinirli derecede
bulunur. B-1 adrenerjik reseptorler kalp atisin1 ve miyokardiyal kasilmay1 diizenler ama
stres durumuyla kardiyak -2 reseptorlerinin uyarilmasinda epinefrin provokasyonuyla
birlikte kalp atis1 ve kasilmasina katk1 saglar.

B-2 reseptorleri akcigerin brongsiyal dokularinda, vaskiiler diiz kaslarda,
pankreasin insiilin salgilayan dokularinda, gastrointestinal sistemde baskindir ve kalp ile
koroner arterlerde sinirli derecede bulunur. Yas ile reseptorlerin popiilasyon yogunlugu
azalir. - reseptor popiilasyonu duragan degildir ve B-adrenerjik bloker ajanlar ile uzun
donem terapisi sirasinda reseptorlerin sayisi artar. Kalp 70:30 oraninda B-1 ve B-2
reseptorleri icerir. Kalp yetmezliginde popiilasyon ve sayida kardiyak B-1 reseptorleri
azaltilir.

B-blokerler, B-reseptorleri bloke ederler. B blokerlerin hepsi asimetrik bir karbon
atomu (D- ve L- izomerlerinin olusumunu saglayan) ve amino alkol yan zincirini igerir.
Sekil 2.6.’da B-blokerlerden (S)-Propafenon ve (S)-Propranolol’iin molekiiler yapilari

verilmistir.
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Sekil 2.6. (S)-Propafenon ve (S)-Propranolol yapisi [48]

Propranolol, sotalol, propafenon gibi  blokerler igin D- ve L- enantiyomerlerinin
B bloker etkileri karsilastirildiginda L- enantiyomerlerinin daha etkili oldugu
bulunmustur. D-enantiyomerlerin olas1 yan etkileri ve etkilesimleri arttirmasi sebebiyle
B bloker ilaclarla tedavi edilen hastalarin rasemik karigimlari uzun siire kullanmasi
onerilmez.

Adrenalin ve noradrenalin veya diger adiyla epinefrin ve norepinefrin olarak
bilinen katekholaminlere yapisal olarak benzerler [49]. B-blokerler, katekholaminlerin
yarigmali farmakolojik inhibitorleridir. p-blokerler, hiicrelerde pB-adrenoseptorlere
baglanir ve bodylece epinefrin ve norepinefrinin baglanmasin1 bloke ederler.
Norepinefrin sempatik sinir siteminin temel norotransmiteridir. Epinefrin, adrenal iliksi
bezden salinir ve kan damarlar1 ve kalp tizerinde etkileri vardir. Bu iki madde, endokrin
davraniglar yiiziinden hem ndrotransmiter hem de hormonlar olarak rol alirlar.

B-blokerler oncelikli olarak kalp hastaliklart ve ilgili durumlarda kullanilirlar.
Adrenalin kalp atis hizi ve miyokard kontraktilitesini arttirarak kardiyak debinin
artmasina sebep olur. Bu durumda miyokardin oksijen ihtiyaci artar. f-blokerlerin
adrenoreseptorlere baglanmasi kalp atisinda ve kalp kasi kasilmasinda azalmaya yol
acar. Kalp kasmin gereksinim duyacagi oksijen miktar1 azalacagindan anjina pektoris
sirasinda gogiiste olusan agr1 azalir ve B-blokerler sonraki yillarda kalp krizi gegirme
olasilig1 yiiksek olan anjina hastasinin kalp krizi gecirmesini engellemeye yardimci olur
[49]. Tedirginlik ve yiiksek kayginin olustugu golf, okguluk, av gibi spor dallarinda

sakinlik ve rahatlama hissini olusturmasi sebebiyle P-blokerler performans arttirict
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olarak adlandirilmistir ve Diinya Anti-Doping Ajanst (WADA) tarafindan
yasaklanmustir [50].

B-blokerler enerji gereksinimi olmadan mide ve bagirsaklardan difiizyon ile
emilirler, kanda ise albiimin ve proteinlere baglanirlar. Bu ilaglarin yagda ¢dziinenleri

metabolize edilirken, suda ¢6ziinenleri idrar yoluyla atilirlar [48].

2.2.1. p-blokerlerin tarihgesi

Ingiltere’de 19.yy’1n sonlarinda ilk katekholamin arastirmalar1 Dr. George Oliver
ve Sir Edward Albert Sharpey-Schafer (endokrinolojinin kurucusu) tarafindan adrenal
bezlerden farmakolojik olarak aktif eksrakt ile olan c¢alismalarinda baslamistir. Dr.
Raymond Ahlquist 1948’de Birlesik Devletleri’nde o- ve - adrenerjik reseptor araciligi
ile davranan katekholamin benzeri ilaglara iki belirgin doku-organ cevaplariin
belirlendigi klasik deneyler serisi yiritmistir. 1958’de ilk beta bloker ilag
dikloroizoproterenol farmasotik sirketi Eli Lilly tarafindan {iretilmistir. 1964°de
kesfedilen, 1988°de Nobel &diilii alan Sir James Black ve ingiltere’de Emperyal Kimya
Endiistrisi’nde bulunan is arkadaslar1 su an hala kullanilmakta olan ve kardiyak ilag
tedavisinin temeli olan B-adrenerjik bloker Propranolol’ii gelistirmislerdir [49]. 1970’ler
ve 1980’lerde yapilan aragtirmalar kardiyak B-1 reseptorler, kismi adrenerjik agonist
aktivitesi, es zamanli a-adrenerjik bloklayici aktivite ve ilave dogrudan kan damarlarini
genisletici aktivite i¢in nispeten se¢ici ilaglarin gelistirilmesine yol agmistir. Hem (-1
hem de B-2’yi bloke eden birinci kusak ilaglar nispeten nonselektifdir. Oncelikle B-1’i
hedefleyen ikinci kusak ilaglar daha kardiyoselektiftir ve yiiksek dozlarda segiciligini
kaybederler. Uciincii kusak ilaglar vaskiiler a-reseptdrlerin anestetik madde ile sinirsel
iletiminin kesilmesi ile kan basimcini diisiiriir ve damar genisletici davranisa sebep olur
[50].

Kardiyak B-1 reseptorleri blokaji kalp atisinda, miyokardiyal kasilmada ve
kardiyak kasilma hizinda azalmaya sebep olur. B blokerler kalp krizi, anjina gibi
durumlarda hayat kurtarici olabilmesinin yani sira, gdégiis agrisinin agir sancilarini
onlemede etkilidirler.

Stres ve hareketli egzersiz durumunda adrenalin miktarini arttirarak
1) Kan trombositlerinin sayis1 ve yapiskanligini,

2) Pihtilasma faktorii VIII (hemofilik faktor) ve

3)Kanin viskozitesini arttirir.
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B-blokerler adrenalinin bazi zararli etkilerini bloke ederler. p-blokerler,
antiaritmik etkilere sahiptir; faz 4 diastolik depolizasyonu baskilayarak, artan
katekholaminlerin yol actigi aritmileri engeller. Bu davramis iskemik kalp hastaligi
olanlar i¢in ve atrial fibrilasyonun neden oldugu hizli kalp atisina sahip hastalar i¢in
onemli bir etkidir [49]. B-blokerler ¢ogu tedavide kullanilmasina ragmen bu ilaglarin
yiiksek plazma derisimi astim, solunum gii¢liigii sendromu, kalp yetmezIligi gibi ciddi
problemlere neden olabilir. Cevrede ve atik sularda bu ilaglarinin atiklarinin bulunmasi
saglik agisindan olumsuz durumlara sebep olmaktadir. Bu sebeple bu ilaclarin biyolojik
stvilarda  ve c¢evrede analizi i¢in metot gelistirilmesi ve wuygun farmasotik

formulasyonlarinin bulunmasi gereklidir [51], [52].

2.2.2. B-blokerlerin simflandirilmasi

Asagida sekil 2.7°de B-blokerlerin kardiyoselektifliklerine gore siniflandirilmasi
verilmistir [49].

(- Blokerleri

|

Kardiyvoselektif mi?

/\

Evet(f1) Hayir (B1, p2)
igsel Non lgsel o icsel Non Igsel
Sempatomimetik S"-kn?pf“?m'mdlk Sempatomimetik ~ Sempatomimetik
Aktivite Alvite Aktivite Aktivite
([} agonist) N
++ Atenolol - , “#Propranolol
P 2 Alprenolol
. ¥ Betaksolol & Karteolol “»Nadolol
%+ Asebutolol “+ Bevantolol . < lol
_ Py %+ Oksprenolol *Sotalo
% Seliprolol . B_lwplmllol “+Penbutalal *# Timolol
‘:‘ tb!:ﬂ{) ] &Pindolol “+Teratolol
X M:.tt_}prulul < Karvedilol
Nebivolol

<+ Bucindolol

Sekil 2.7. S-blokerlerin siniflandriimast [49].

Intrinsik (igsel) sempatomimetrik aktivite; baz1 beta bloker ilaglar kismi agonisttir

ve beta reseptorleri duruma gore bloke veya aktive ederler.
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Asagida tez calismasi kapsaminda calismalari gergeklestirilmis olan Propranolol -

blokeri ayrintili olarak agiklanmaistir.

2.2.3. Propranolol (PROP)

Propranolol (PROP) 1964 yilinda kesfedilmistir ve bu kesif i¢in 1988 yilinda

James W. Black ve meslektaslarma Nobel Odiilii verilmistir [53]. PROP’un kimyasal

yapisi ve Ozellikleri Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. PROP 'un kimyasal yapisi ve ozellikleri

Kimyasal Ad Propranolol (PROP)
(RS)-1-(1-methylethylamino)-3-(1- 15 naphthyloxy) propan-2-ol
1-naphthalen-1-yloxy-3-(propan-2-yl amino) propan-2-ol
1-isopropylamino-3-(1-naphthyloxy)-2-propranolol
Acik Yapisi OO Kapali Formiilii C16H21NO>
Molekiil Kiitlesi 259.349 g/mol
O
pKa 9.5+0.1
O\
N H
H C‘( H
3 Fiziksel Tanim Beyaz, kokusuz, kristal kati
CHj
Coziiniirlik Suda ve alkolde ¢6ziiniir.
Kloroformda ¢oziiniirligii azdir.
Tehlikeleri

GHSO07
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PROP’un ayn1 baslangi¢ materyali ile 2 yolla sentezlenmesine ait reaksiyon Sekil

2.8’de verilmistir.

OH oMu
OH
OO " P®
+ |>_/ —_—
NH,
NaOH
HsC CHj

CH;

0] O

Sekil 2.8. PROP sentezi [54].

PROP B-adrenerjik antagonist olarak da adlandirilan B-bloke edici ilaglar sinifina
aittir [51]. Bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan PROP iceren birgok ilag, regete
edilen ilk 200 ila¢ arasindadir [55]. B-adrenerjik blokerlerin prototip ilaci olarak
diisiniilen PROP, hem -1 hem de B-2 reseptorlerini bloke eden bir B-blokerdir [56].
PROP’un S-enantiyomeri, R-enantiyomerine gore 100 kat daha etkindir. [48], [51].

Damardan enjeksiyonu ile veya oral olarak alinabilir. PROP’un oral olarak
alinmasiyla hizlica emilmekte ve hizli iyilestirici etki gostermektedir [51]. Yaklasik
olarak 4 L/kg dagilim hacmine sahip olan PROP ilk ge¢is metabolizmasina karacigerde
ugrar. %25°lik kism1 sistemik dolagima katilir, 30 dakika kanda dolasimda bulunur [56].
En uzun yarilanma dmriine (5-7 saat) sahip temel metaboliti 4-hidroksi PROP’dur. flacin
agizdan alinmasinin 1-2 saat sonrasinda kan derisimi en yiiksek seviyeye ulasir ve
maksimum etkiyi verir. Kan beyin bariyerini gegerek %90 oraninda plazma
proteinlerine baglanir. Insanlarda 3-6 saat yarilanma 6mriine sahiptir [57]. PROP ¢ok
genis aralikta farkli hastaligi tedavi etmek icin kullanilmaktadir. Bu hastaliklara 6rnek
olarak, kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp ritim bozuklugu, kalp krizi, miyokardiyal
enfarktiis (koroner damarlardan birinin tikanmasti), yiiksek kan basinci, feokromositoma
(bobrek tistii bezinden kaynaklanan bir tiimor), siniis tasikardisi, kronik gogiis agrisi,

migren, esansiyel tremor (titreme hastaligi), performans kaygisi, hipertiroidi, kapiler
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hemanjiyom (iyi huylu bir ¢esit tiimor) verilmektedir. Son zamanlarda c¢ocuk
hastaliklarinda da kullanilmaktadir [51], [53], [13], [58].

Bu ilag iyilestirici etkisinin yani sira yogun konsantrasyon gerektiren sporlarda
doping ajanm1 olarak kullanilmasi sebebiyle Uluslaras1 Olimpiyat Komitesi ve Diinya
Anti Doping Ajanst (WADA) PROP’u yasaklanan maddeler listesine eklemistir.
WADA analitik yontemlerden elde edilen sonuglarin giivenilirligi i¢in bu ilacin idrarda

gerekli minimum performans limitini 500 pg/L olarak belirlemistir [51], [59].

2.2.3.1. Propranolol’un yan etkileri

Ishal, gdz kurulugu, sa¢ dokiilmesi, bulanti, halsizlik, bas donmesi, bayilma,
diisiik nabiz, bradikardi (kalp atiginin azalmasi), diisiik kan basinci, bronkospazm
(akcigerlerin kasilmasi), akut kalp yetmezligi, atriyoventrikiiler iletim bozuklugunun
artmasi, hipoglisemi, astim ilacin kullaniminda rastlanilabilecek yan etkileridir [53],
[56], [13], [60]. Uyku bozuklugu ise sik¢a rastlanilan yan etkisidir [61]. Ayrica hiicre
zar1 i¢in bilyiikk dnem tasiyan hiicre zarmin fosfolipid ¢ift tabakasina da zarar verebilir
[10].

Belirtilen yan etkileri ve doping ajani olarak yasaklanan bu B-bloker ilacin
biyolojik sivilarda, ayn1 zamanda hastane atik sularindan, bosaltim yoluyla insanlardan
cevreye salinmasi ile canlilara verebilecegi zararlari Onlemek igin tayin edilmesi
onemlidir. Bu sebeple, tayin edilmesi 6nemli olan PROP tez g¢alismasi kapsaminda

calisilacak ikinci madde olarak secilmistir.

2.3. Elektrokimya

Elektrik ve kimya c¢aligmalarinin birlestirilmesiyle olusturulan modern bir
aragtirma alanidir. Bu baglant1 ilk bataryayr kesfeden Volta tarafindan 1793° de
gosterildigi gibi kimyasal enerjiyi elektrige dontistiirmek amaciyla, bilim adamlari
tarafindan oldukca erken donemlerde tespit edilmistir. Benzer sekilde, elektrik enerjisi
kimyasal enerjiye c¢esitli faydali bilesiklerin elektrosentezi i¢in doniistiiriilmistiir.
1800°de ilk kez bunu gosterenlerden birisi Nicolson, Volta pilini kullanarak suyu
hidrojen ve oksijene par¢alamistir. Daha sonra Faraday elektrokimyasal reaksiyonlarin
daha sistematik ¢alismalarini saglamak icin bir elektrokimyasal reaksiyonda tiiketilen
elektrik miktar ile elektroliz iiriinlerinin miktar1 arasinda nicel bir iliski oldugunu

gostermistir. Temelde elektrokimya, elektrot ve kimyasal tiirler arasinda yiik taginiminin
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oldugu iyonik iletken ve elektrot iletkeni arasindaki ara yiizeyde bulunan kimyasal
tirlerin reaksiyonu ile ilgilidir. Elektrot genel olarak metal veya yar iletken
materyallerden olusur ve elektrolit olarak adlandirilan iyonik iletken, ¢ozelti bazl
(organik veya sulu ¢ozeltilerde ¢6zlinmiis iyonlar) veya kat1 formda olabilir.

Bu ilk oOrnekler ve Nernst, Heyrovsky, Frumkin, Volmer, Tafel, Wagner,
Pourbaix, Marcus, Gerischer, Conway ve Bockris gibi 6ncii bilim adamlari tarafindan
elektrokimyasal reaksiyonlarin termodinamigi ve kinetigine iliskin temel bilgi birikimi
sonucunda, elektrokimya disiplini biyolojik, kimyasal ve fiziksel bilimleri kapsayan ¢ok
disiplinli bir alana doniismistiir. Bu nedenle, uygulama alanlar1 da oldukca fazladir.
Elektroanalitik kimya elektrokimyanin bir alt dali olup, elektrokimyasal siireglerin

analitik amaglar i¢in kullanilmasini kapsamaktadir [62].

2.3.1. Elektroanalitik kimya

Analitik kimya biliminin 6nemli bir kismini1 elektroanalitik kimya olusturmaktadir
ve elektroanalitik yontemler ile elektrokimyasal bir hiicrede bulunan tiirlerin elektriksel
ozellikleri (potansiyel, akim, yilik miktari, iletkenlik) o6lclilmektedir. Cok distik
gozlenebilme sinirina inilebilen elektroanalitik yontemler ile ara yiizeyde gerceklesen
yiik aktarim hizi ve kiitle aktarim hizi, kimyasal reaksiyonlarin denge ve hiz sabitleri,
adsorpsiyon oOzellikleri gibi konular1 da igeren birgok bilgi elde edilebilmektedir.
Elektroanalitik yontemler diger yontemler ile kiyaslandigi zaman; duyarlilik, numune
hazirlama basamaginda daha az saflagtirma islemine ihtiya¢ duymasi, kisa siirede cevap
elde edilmesi, ekonomik olmasi, analiz i¢in az miktarda numuneye ihtiya¢ duymasi,
diisiik tayin siniri, genis dogrusal caligma araligi, basit olmasi ve genel olarak tayin
edilen maddenin yiikseltgenme veya indirgenme basamagi icin spesifik olmasi
avantajlarina sahiptir. Biitiin bu avantajlar1 g6z oniine alinarak tez ¢aligmasi kapsaminda
secilen DES ve PROP tayinine yoOnelik bir analitik yontem gelistirilmesi icin
elektroanalitik yontemlerin tercih edilmesine karar verilmistir.

Elektroanalitik yontemler kendi iginde ¢esitli alt dallara ayrilmaktadir, bunlar
Sekil 2.9’da verilmistir.
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Elektroanalitik Yontemler

Ara Yizey Yontemleri Analiz Ortammdaki Tiim Yontemler
Statik Yontemler Kondiiktometri
=0 (G=1/R)
Dinamik Yontemler Kondiiktometrik Titrasyonlar
=10 (Hacim)

Statik Yontemler
I[=10

Potansivometri Potansivometrik Titrasyon
(E) (Hacim)

Dinamik Ydntemler

[=10)
Kontrollii Potansiyel abit Akim
—+ Sabit Elektrot Potansiveli Kulometri —— Kulometrik Titrasyonlar (Q =It)
4 Voltametn i= f(E) - Elektrogravimetri (Kiitle)
s Amperometrik Titrasyon (Hacim)

o Elektrogravimetri (Kiitle)

Sekil 2.9. Elektroanalitik yontemlerin siniflandiriimast

Tez kapsaminda burada verilen yontemlerden voltametri kullanilmistir.

nedenle, voltametri asagida daha ayrintili olarak agiklanmustir.
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2.3.2. Voltametri

Bir ¢alisma (indikatdr) elektrodunun polarize oldugu kosullarda, analit hakkinda
bilgi saglamak amaciyla sisteme uygulanan potansiyele veya akima Kkarsi
elektrokimyasal hiicrede olusan akimin veya potansiyelin dl¢iildiigii elekroanalitik bir
yontemdir.

Voltametrik sistemlere bakildiginda 3 temel bileseni bulunmaktadir;

¢ Elektrokimyasal hiicre
¢ Potansiyostat/Galvanostat
+ Kaydedici

Elektrokimyasal hiicreler olarak ii¢ veya bes boyunlu hiicreler ile birlikte iki yada
ti¢ elektrotlu sistemler kullanilmaktadir. Sistemde iki elektrot kullanildiginda, kullanilan
elektrotlar ¢alisma ve referans (karsilastirma) elektrotlardir. Sistemde ¢ elektrot
kullaniliyorsa, kullanilan elektrotlar calisma, karsit ve referans elektrotlardir. Sekil
2.10°da voltametrik 6l¢imlerde kullanilan bir elektrokimyasal sistemin sekli sematik

olarak gosterilmistir.

Z |
LR
3 |
nas nnss [ > .o 12%
Gerilim (V)

Elektrokimyasal Hiicre
Analit . __.-w

Destek Elektrolit ™ / P o f,—f"'
Coziicii | | ¥
I.-\\ ‘.r"lll
A

—) Karsit Elektrot
4

Referans Elekirot
Cabsma Elektrodu ———u___ ——

— —

ST —

Sekil 2.10. Voltametrik 6l¢iimlerde kullanilan ii¢ elektrotlu elektrokimyasal sistem

Elektrokimyasal hiicre icerisine eklenen Ol¢liim c¢dzeltisi ise analit, ¢Oziicii ve

destek elektrolit bilesenlerini igerir. Analit olarak elektroaktif bir tiir se¢ildikten sonra
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analiti ¢ozebilmek amaciyla uygun bir ¢oziicli segilir. Segilen ¢oziicli ¢ogunlukla su
veya sulu karigimlar olsa da bazen susuz ¢oziiciiler (organik asitler, asetonitril, alkoller
gibi) tercih edilebilmektedir. Segilen analitten en az 100 kat daha fazla eklenen, kuvvetli
elektrolit olan destek elektrolit, ortamdaki elektriksel direnci diizenlemekte ve karsit ve
caligma elektrotlar1 arasinda meydana gelen iyon gocilinii kontrol etmektedir [63].
Ayrica destek elektrolit secimine gore bazen tampon olarak ortamin pH’sin1 ayarlama
veya ligand olarak bazi iyonlar1 komplekslestirme goérevlerine de sahip olabilir [64].
Alkali metal tuzlar siklikla kullanilan destek elektrolit tiirleridir.

Calisma, karsit ve referans elektrotlart igeren elektrokimyasal bir hiicrede
elektroaktif bir analitin elektrokimyasal davraniginin incelendigi sistemler sonucu
gerilime kars1 akimin grafigi ile elde edilen egrilere voltamogram denir [65].

Bu ydéntemin gelisimi, 1959°da kimyada Nobel Odiilii alan Cekoslavak kimyaci
Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1922’de polarografinin kesfi ile baglamistir. Calisma
elektrodu olarak damlayan civa elektrotlarin kullanilmasi polarografik ydntemlerin,
voltametrik yontemlerden en belirgin farkidir. 1960’lar ve 1970’lerde voltametrinin
teori, metodoloji ve enstriimental kisimlar gibi alanlarinda 6nemli gelismeler saglanmis,
analitik metotlarda uygulamalari ve hassasligi arttirilmistir. Voltamerik tekniklerin
Oonemli avantajlar1 vardir. Bunlar asagida listelenmistir:

v Yiikseltgenme ve indirgenme mekanizmalar1 ile elektron aktarim
mekanizmalarini aydinlatmasi,
v’ Yiikseltgenme veya indirgenme sonucu bir tirlin toplam miktar1 diginda,
indirgenen veya yiikseltgenen formunun miktariin belirlenebilmesi,
v" Hem organik hem de inorganik tiirler i¢in genis dogrusal ¢alisma araliginda iyi
hassasiyet saglamasi,
Kullanilabilecek ¢oziicii ve elektrolit ¢esidinin fazla olmasi,
Genis sicaklik araligi,
Hizl analiz siiresi,
Birden fazla analitin es zamanli tayini,
Kinetik ve mekanik parametreleri belirleme yetenegi,

Farkli dalga formlarinda potansiyel iiretilebilme kolaylig: ve

SR N N N N SR

Kiigiik akimlarin 6l¢iilebilmesi [66].
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2.3.2.1. Voltametrik sistemlerde kullanilan elektrotlar
Referans elektrotlar

Referans elektrot Nernst esitligine uygun tersinir bir yar1 tepkime igeren kesin ve
kararli, kiigiik akimlar ile degismeyen bir denge potansiyeline sahip bir yar1 hiicredir.
Elektrokimyasal hiicrede olgiilebilen diger elektrotlarin potansiyellerine karsi referans
noktast olarak kullanilir. Hiicrede kullanilan elektrolitten bagimsiz bir elektrot
potansiyeline sahip, ¢ogunlukla ticari olarak ulasilabilir yaygin birkag elektrot
mevcuttur. Bunlar; doygun kalomel elektrot (DKE), standart hidrojen elektrot (SHE) ve
giimiis kloriir/giimiis elektrot olarak siralanabilir. Bu referans elektrotlar genellikle
cozeltiden gozenekli bir sir ile ayrilir [66], [67]. Bu elektrotlara ideal olarak polarize

edilemeyen elektrotlar da denir [65].

Karsit elektrotlar

Calisma elektroduna, analiti yiikseltgemek veya indirgemek amaciyla bir
potansiyel uygulanarak sistemdeki akim akis1 baslatilir. Akim caligma elektrotu ile
karsit elektrot arasinda elektron akisi ile saglanir. Elektrokimyasal hiicrede meydana
gelen reaksiyonu etkilemez (bu yiizden yiizey alani ¢aligma elektrotuna oranla daha
biiyiiktlir), meydana gelen akimin tasinmasina yardim eder. Bu sayede sistemde
kullanilan referans elektrotun iizerine akim ge¢mesini engelleyerek elektrodu korur.

Karsit elektrot olarak platin veya karbon ¢ogunlukla tercih edilir [66], [67].

Calisma Elektrotlar

Elektrokimyasal hiicrede, yiizeyine gerilim veya akim uygulanarak ytikseltgenme
ve indirgenme tepkimelerinin incelendigi elektrotlardir. Sistemden alinan cevap egrileri
biiylik oranda kullanilan calisma elektrotuna baglidir. Bu nedenle calisma elektrotu
secilirken bazi kriterlere bakilmasi gerekmektedir. Bunlar asagida maddeler halinde
siralanmiglardir:

% Idealde hizli ve tekrarlanabilir olarak analit ile uygun redoks reaksiyonu
vermesi,

% Kullanilan elektrolit ¢ozelti igerisinde uygulanacak potansiyel araliginin
oldukca genis olmasi ve bu aralikta inert olmasi,

% Elektrot maliyeti,
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3% Islenebilir olmast,
% Yiizeyin rejenere edilebilir olmasi ve
3% Toksisitesi dikkat edilmesi gereken 6nemli parametrelerdir.

Voltametrik yontemlerde ¢ok ¢esitli tiir ve sekilde calisma elektrotlart mevcuttur
ve bunlar Sekil 2.11°de gosterilmistir. Platin, altin, paladyum, karbon ve civa siklikla
kullanilan elektrot materyalleridir. Karbon elektrotlarin en yaygin formlari camsi
karbon, karbon pasta ve grafit elektrotlaridir. Bu ¢alisma elektrotlar1 6l¢iimlerde, bazen
direkt olarak veya bazen de bazi modifikasyon islemleri yapildiktan sonra kullanilir.
Kalem ucu grafit (KUG) elektrotlar ticari olarak ulasilabilir, tek kullanimlik, ucuz, iyi
mekanik dirence sahip olmasi, kolay modifikasyon imkani Saglamasi, diisiik arka plan
akimina sahip olmasi sebebiyle sik¢a tercih edilmektedir [68], [69]. Tez ¢alismasi
kapsaminda da KUG elektrotlar tercih edilmistir.

Modifive Elektrotlar Kat Elektrotlar

=  Kimyasal Platin

* Polimer Kaplama = Altin
* Yiizey Adsorpsiyonu = Karbon
+ Kimyasal Baglama * Cirafit

* Cams1 Karbon

* Pirolitik Karbon

« Empreyene Karbon
*» Karbon Pasta
» Lif Karbon
Bizmut

Kompozit

“ Voltametrik Calisma
Elektrotlar

Civa Kokenh Elektrotlar

Damlayan Civa Elektrodu Déonen Elektrotlar
* Yer Cekimi Etkili
* Mekanik

*  Asih Civa Damla Elektrodu

* Durgun Civa Damla Elektrodu

Civa Film Elektrodu

= Disk
= Halka Disk

Sekil 2.11. Voltametrik yontemlerde kullanilan ¢alisma elektrotlar
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2.3.2.2. Modifiye elektrotlar ve modifikasyon yontemleri

Elektrokimyasal 6l¢giimlerde kullanilan ¢alisma elektrodu sayisinin smirl sayida
olmasi sebebiyle, kullanilacak calisma elektrot yiizeyleri 6l¢iim Oncesi yapilan bazi
islemlerle modifiye edilir. Modifikasyon islemi i¢in kullanilan teknikler Sekil 2.12’de
gosterilmistir. Yapilan modifikasyon islemleri ile elektrodun fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri iyilestirilir, elektron transferi hizlanir bdylece elektrot performansi
iyilestirilerek, analite karsi modifiye edilmemis elektrota gore daha yiiksek cevap

vermesi saglanir.

Kovalant Baglanma
a) Silinizasyon
b) Direkt Baglanma

Elektrot
Modifikasyonunda Adsorpsiyon
Kullanilan Yontemler

Polimerik Kaplama

a) Polimer g¢ozeltisivle kaplama
b) Elektro ve foto biriktirme

¢) Elektropolimerizasyon

Sekil 2.12. Elektrot modifikasyonunda kullanilan yontemler [70].

Yapilan modifikasyon islemi dl¢limlerin hassasligini iyilestirmektedir ancak bu
iyilesme ig¢in uygulanan modifikasyon isleminin analite uygun olarak segilmesi
gerekmektedir. Bu modifikasyon kapsaminda elektrokimyasal 6n islem uygulanabilir
veya uygun bir modifikasyon ajani ile elektrot ylizeyi degistirilebilir. Grafit temelli
elektrotlara elektrokimyasal on islem uygulanmasiyla yiizey alanlarmin ve elektron
transfer hizlarinin arttirilmas: saglanabilir [71]. Pozitif potansiyellerde 6n islem
uygulanan KUG elektrot yiizeyinin hidrofilik 6zelligi arttirilacagindan elektrotun
adsorpsiyon ozellginde iyilesme saglanir. Elektrokimyasal 6n islem gormis KUG
elektrotlar diger modifiye karbon temelli elektrotlarla kiyaslandiginda genellikle iyi
elektrokimyasal reaktivite, hassaslik ve secicilik gosterdigi rapor edilmistir [72].

Metal nanopartikiiller, grafen ve tlirevleri, nanokompozitler, karbon nanotiipler,
kompleksler gibi birgok modifikasyon ajani elektrotlar1 modifiye etmek amaciyla

kullanilmaktadir. Fakat, nanopartikiillere olan ilginin artmasiyla birlikte modifikasyon
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ajan1 olarak metal nanopartikiillerin kullanimi artmistir. Metal nanopartikiillerin en
kararlilarindan birisi olan altin nanopartikiiller boyutlarmin kii¢iik olmasi, ¢ok iyi
katalitik ve iletkenlik 6zelliklerine sahip olmasi sebebiyle elektrokimyasal sensorlerin

hassasiyetini arttirmak amaciyla siklikla tercih edilir [73]-[77].

Yiriitilen tez ¢alismasi kapsaminda DES analizi i¢in KUG elektrodun altin

nanopartikiiller ile modifiye edilmesi, PROP i¢gin ise KUG elektroda elekrokimyasal 6n
islem uygulanarak elektrot yiizeyinin degistirilmesi saglanmustir.

2.3.2.3. Voltametrik yontemlerin siniflandirilmast

Voltametrik tekniklerde temel prensip sisteme belirli bir potansiyel uygulayarak
meydana gelen akimi 6lgmektir. Voltametri elektrokimyasal reaksiyon mekanizmalarini

arastirmak i¢in kullanilan 6nemli tekniklerden biridir ve ¢esitli formlar1 Sekil 2.13’de
gosterilmistir.

- VOLTAMETR.

| Sabit Elektrot Voltametrisi '
-

I Hidrodinamik Voltametri
NN Doniisiimlii Puls Voltametri . Cozeltinin
“ Voltametri !,\ J _ e Kanstnldig
N i, ' Voltametri
.“. | W . - .’
e Dogrusal Taramah I'I'ul b A Ddlg‘_"
T — | Voltametri

Dénen Disk
|y Diferansiyel

Elektrot
Voltametri
'.I Puls Voltametri
:', Siyirma
Woltametrisi

Sekil 2.13. Voltametrik yontemlerin suniflandiriimasi

Asagida baslica kullanilan dogrusal taramali voltametri, dontisiimlii voltametri ve
diferansiyel puls voltametri yontemleri agiklanmistir.
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Dogrusal taramali voltametri (DTV)

Dogrusal taramali voltametri (DTV) teknigi, Sekil 2.14’de gosterildigi gibi tipik
olarak 1 ve 1000 mV/s arasinda segilen bir tarama hizinda, zaman ile dogrusal olarak
artan veya azalan gerilim taramasini igerir [78]. Tarama sonucu alinan elektroaktif tiiriin
indirgenme veya ylikseltgenmesine ait gerilime karsi akim egrisine ise dogrusal
voltamogram adi verilir ve Sekil 2.14’de gosterilmistir. Alinan 6l¢iimlerde analite ait
yalnizca indirgenme veya ylkseltgenme piki goriilebilir. DTV’de Randles-Sevcik
denklemine dayanan akimin derisim ile olan dogru orantisindan nicel analiz yapilirken,

pik gerilim degerinden nitel analiz yapilir [65].

PADtansiyel ) Alam (A) ‘ 4 Artan Tarama Hiz

'

Gerilim(V)

Sekil 2.14. Dogrusal voltametri tekniginde zamana karsi gerilim egrisi ve ol¢iim sonucu alinan dogrusal

voltamogram [78]

Déniisiimlii voltametri (DV)

Calisma elekrotuna anodik veya katodik yone dogru gerilim uygulandiktan sonra,
uygulanan gerilimin zit yonde tekrar uygulanmasiyla baslangi¢c noktasina dénmesinin
saglandig1 yonteme doniistimlii voltametri (DV) denilmektedir. Yapilan bu taramada
gerilimin zamana kars1 dogrusal olarak degisim gosterdigi Sekil 2.15° de gosterilmistir.
Olgiim sonucu cizilen déniisiimlii voltamogram olarak adlandirilan, gerilime kars1 akim
grafigi Sekil 2.15°de gosterilmektedir. Bu yontem nitel ve nicel analiz ig¢in
kullanilabilir. ~ Sistemde  indirgenme  ve  yiikseltgenme  olaylar1  birlikte
incelenebilmektedir. Reaksiyon mekanizmalarimi aydinlatmada, yiizey analizlerinde
veya elektrot modifikasyon islemlerinde kullanilabilir. Bu yontem ile indirgenme veya
yiikseltgenme basamak sayisi belirlenebilmekte, meydana gelen reaksiyonlarin tersinir,

tersinmez ya da yar1 tersinir olup olmadigi, reaksiyon sonucunda kararl {irtinler olusup
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olusmadigi, elektrot yiizeyinde gergeklesen reaksiyona etki eden ilave bir reaksiyonun
olup olmadigi, elektrot morfolojisinin degisip degismedigi yorumu yapilabilmektedir.
[65]. Tez kapsaminda modifikasyon ve karakterizasyon islemlerinde bu teknikten

yararlanilmstir.

£ / \ » Zaman

Sekil 2.15. Doniisiimlii voltametri tekniginde zamana karsi gerilim egrisi ve olgiim sonucu alinan

doniisiimlii voltamogram [78]

Diferansiyel puls voltametri (DPV)

Diferansiyel puls voltametri (DPV), ylikseltgenme veya indirgenme 6zelligi olan
cogu maddenin eser miktar analizlerine imkan saglayan bir yontemdir [64]. DPV ile
hem nicel analiz hem de reaksiyonlarin mekanizmasi, kinetigi ve termodinamigi
calisilabilir. ik kez 1952 yilinda Barker Jenkin sunmustur [79]. Zamanin bir fonksiyonu
olarak ve ¢aligma ile referans elektrotlar arasindaki potansiyelin bir fonksiyonu olarak
hiicre akiminin 6lgtildiigi elektrokimyasal bir tekniktir. Dogrusal olaral olarak bir akim
artisginin gortlebilecegi sekilde sisteme periyodik olarak Sekil 2.16’da gosterildigi gibi
potansiyel pulslari gonderilir ve gonderilen bu gerilim pulsunun baslangi¢ akima ile bitis
akimi arasindaki farka karsi gerilim grafige gegirilerek olusturulan diferansiyel puls
voltamogrami Sekil 2.16’da gosterilmektedir. Tez kapsaminda voltametrik 6lgiimler bu

yontem kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.16. Diferansiyel puls voltametri tekniginde zamana karst gerilim egrisi ve dlgiim sonucu alinan

diferansiyel puls voltamogrami [80]

Amperometrik Teknikler

Amperometrik teknikler i¢in oncelikle tayini gergeklestirilecek analite ait alinan
voltamogramlar incelenerek kullanilacak gerilim degerine karar verilir. Ardindan
sisteme belirlenen degerde gerilim uygulanmasiyla olusan akim olgiiliir ve bu teknik
amperometrik teknik olarak adlandirilir. Sistemde analitin elektroaktif oldugu gerilim
degerinin seg¢ilmesi sistemin duyarliligim1 arttirmaktadir. Bu teknik sensor ve
kromatografi sistemlerinde dedektor olarak tercih edilebilmektedir. Ayrica titrasyon
islemlerinde sadece analit degil iiriin veya titrant bilesenlerinden en az bir tanesinin
elektroaktif 6zellik gostermesiyle amperometrik titrasyon teknikleri kullanilabilir [65].
Tez kapsaminda akisa enjeksiyon analiz sisteminde amperometrik teknik dedektor

olarak tercih edildiginden elektrokimyasal dedektorler asagida anlatilmastir.

2.3.3. Elektrokimyasal dedektorler

Calisma prensiplerine gore farklilik gosteren birgok dedektor vardir. Genis
derisim araligi, yliksek kararlilik, diisiik giiriiltii seviyesi, basing ve sicakliga karsi
sonucun etkilenmemesi gibi bir dizi ideal dedektor 6zelligi sayilsa da gercekte ideal
dedektoriin biitiin kosullarini saglayan bir dedektor yoktur, dolayisiyla ideal dedektor
ozelliklerine en yakin dedektor calismalar i¢in uygun goriilmektedir. Yiiksek duyarliliga
sahip elektrokimyasal dedektorlerde bir dedektor gesididir. Elektrokimyasal dedektorler
caligma prensibine bagli olarak amperometrik, voltametrik, potansiyometrik ve
impedimetrik olarak siniflandirilabilir [81]. Elektrokimyasal dedektorlerin g¢alisma
prensibi, sisteme uygulanan bir potansiyele karsi, sistemde bulunan elektroaktif tiirlerin

elektrot yiizeyinde indirgenmesi veya yiikseltgenmesi sonucu meydana gelen akim artisi
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ile es zamanl bir pikin olusmasidir. Gozlenen akim, elektrot yiizeyinde yiikseltgenen
veya indirgenen tiiriin derisimine baglidir [82]. Elektrokimyasal dedektorler basit,
duyarli ve kullanigli olmasi, yiikseltgenme ve indirgenme 0Ozelligi gosteren biitiin
elektroaktif tlirlerde kullanilabilmesi sebebiyle genis kullanim alanina sahiptir. Biitiin
bu avantajlar1 sayesinde yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) sistemlerinde
de ideal dedektére yakin potansiyel bir dedektor olarak goriilmesi sebebiyle
kullanilmaktadir. Aym1 zamanda akisa enjeksiyon analiz sistemlerinde de kullanimi

tercih edilmektedir.

2.4. Akisa Enjeksiyon Analizi

Ruzicka ve Hansen tarafindan 1975 yilinda tanimlanan akisa enjeksiyon analizi
(AEA), aslinda 1957°de Skeggs tarafindan tanitilan siirekli akis analizi fikrine
dayanmaktadir. Danimarka’da Ruzicka ve Hansen, ayni zamanda ABD’de Stewart’in
patenti ile bu yeni teknoloji hizla yayginlasti. AEA teknigi, ¢cogu analitik islemlerin
otomasyonunu saglayan hiz, yiiksek numune verimi, ¢esitli kimyasallar ile uyumluluk,
esneklik, segicilik, kesinlik, dogruluk acisindan iyi sonuglar elde etmeyi saglayan bir
tekniktir [83], [84]. Sistem basittir, optimize etmek ve kimyasal degiskenleri kontrol
etmek kolaydir. Sistemin ucuz olmasi, az numune ve reaktif tiiketimi dolayisiyla az atik
tiretimi, yiiksek ornekleme oranlarina sahip olmasi, kisa analiz siiresi ile rutin analizler
icin kolaylik saglamas1 ve diger yontemler ile kombinasyonunun kolay olmasi 6nemli
avantajlar saglamaktadir [85]. AEA {i¢ prensibin kombinasyonuna dayanir, bu
prensipler;

e Ornek enjeksiyonu,

e Enjekte edilen 6rnek bdlgesinin kontrollii dagilimi ve

e Enjeksiyon noktasindan  dedektére dogru  hareketin  tekrarlanabilir
zamanlamasidir.

Temel bir AEA sistemi;

e Sistemde siirekli akis1 saglayan bir pompa,
e Sisteme 6rnek enjeksiyonunun yapilabildigi bir enjeksiyon valfi,
e Bir reaksiyon hiicresi ve

e Son olarak dedektorden olusmaktadir.
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Genel olarak, AEA teknigi uygun bir mobil faza analiti iceren ¢Ozeltinin
enjeksiyonuna dayanir. Enjekte edilen 6rnek dedektor tarafindan algilanir ve madde
miktariyla orantili bir sinyal elde eder.

Bu sistemin diizglin ¢alisabilmesi i¢in; kesilmeyen siirekli akis, tekrarlanabilir
ornek uygulamasi, 6rnek bolgesinin kontrolli kismi dagilimi gibi 6zelliklere dikkat
edilmesi gerekmektedir [83].

Bu kapsamda literatiirde bir¢ok calisma bulunmaktadir. Bunlardan bazilari
asagida tartigilmistir.

Lisboa ve d. [86], askorbik asitin belirlenmesi i¢in camsi karbon elektrot yiizeyini
indirgenmis grafen oksit ile modifiye ederek hazirlanan sensor ile akisa enjeksiyon
analiz sisteminde amperometrik dedeksiyonunu saglamiglardir. Bu sistemde matriks
ortaminda askorbik asit tayini arastirilmistir. Geri kazanim c¢alismalari igin multi
vitaminli yiyecekler, siit, fermente siit ve siitlii ¢ikolata 6rneklerinde askorbik asit tayini
gerceklestirilmis ve %91-%108 araliginda geri kazanim elde edilmistir. Elde edilen
elektrokimyasal analiz sonuglarini karsilastirabilmek igin ultra hizli sivi kromatografisi
kullanilmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.

Y. Dilgin ve d. [87], cevresel 6rneklerde ciddi kirlilige sebep olan hidrazini tayin
edebilmek amaciyla amperometrik dedeksiyon ile kombine akisa enjeksiyon analiz
sisteminde sodyum dodesil siilfat/ bis neocuproin bakir (II) selat kompleksi
adsorpsiyonuyla modifiye edilmis kalem ucu grafit elektrodunu kullaniglardir. SEM
gorintiileri ile karakterizasyonu yapilan ¢aligma elektrodunun DV 6l¢iimleri sonucunda
hidrazinin elektrokimyasal oksidasyonu icin iyi sonuglar elde edilmis ve AEA
sisteminde kullanmiglardir. AEA sisteminde yapilan 6lgiimler sonucunda LOD degeri
0,07 uM olan 0,25-250 uM araliginda dogrusal ¢alisma araligi elde etmislerdir. Cesitli
su orneklerinde %96,3-%101,5 araliginda geri kazanim elde etmislerdir.

D.G. Dilgin ve d. [88], kalem ucu grafit elektrot, bakir nanopartikiiller ve akisa
enjeksiyon analiz sisteminin avantajlarin1 bir araya getirerek glikozun oksidasyonu ile
amperometrik dedeksiyonunu saglamislardir. Kalem ucu grafit elektrot yiizeyi bakir
nanopartikiiller ile modifiye edildikten sonra EIS, DV, SEM ve EDX yontemleri ile
karakterize edilmistir. Modifiye elektrot akisa enjeksiyon analiz sisteminde kullanilarak
sistem optimize edilmistir. Optimize edilmis sistemde 0,04 yM LOD degerine sahip
0,1-400 pM araliginda dogrusal ¢alisma araligi belirlenmistir. Girisim yapabilecek
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tirler varliginda analizin gercgeklestirilebilecegi gosterildigi glikozun bazi gergek
orneklerde geri kazanim deneyleri gerceklestirilmistir.

D. McCrudden ve d. [89], perde baskili karbon elektrodunu platin-bakir karisimini
iceren c¢oOzelti ile modifiye ederek elektrot yilizeyini nano gdzenekli platin ile
kaplamislardir. Modifiye elektrodu DV ve SEM odl¢iimleri ile karakterize etmislerdir.
Daha sonra modifiye elektrot amperometrik dedeksiyon ile kombine edilmis ve AEA
sisteminde patates Orneginde indirgenmis sekerlerin tayininde kullanmiglar ve iyi
sonuglar elde etmislerdir. Modifiye edilen elektrodun kararlilik ¢alismalar1 sonucunda 5
hafta sonra cevabinin %10,7’sini kaybettigini gostermislerdir.

A. A. Karyakin ve d. [90], AEA sisteminde modifiye edilmemis perde baskili
karbon elektrodu kullanarak glutamik asit hari¢ biitiin aminoasitlerin spesifik
elektrokimyasal oksidasyonunu gostermislerdir. Ayn1 zamanda elektro oksidasyonu
Prussian Mavisi’nin  katalizledigini  bulmuslardir.  Elekro-katalitik ~ dongiiniin
kurulmasiyla bir amino asit veya aminoasit kalintis1 tarafindan Prussian Mavisi’'ne
tekrar indirgenen elektriksel olarak iiretilmis Berlin Yesili sayesinde protein veya
aminoasitlerin  elektrokimyasal oksidasyonunun katalizlendigi ve yiikseltgenme
sinyalinin arttigin1 gostermislerdir. Glutamin, serin ve histidin i¢in sirasiyla 54, 31 ve 11
kat akim artis1 gézlemislerdir.

Tez kapsaminda AEA sisteminde kullanilmak iizere modifiye elektrotlar
gelistirilmis ve bu sistemin tek basina ve sivi kromatografisinde dedektor olarak

kullanilabilirligi test edilmistir.

2.5. DES’i Tayin Etmek I¢in Literatiirde Yapilmus Bazi Calismalar

DES’i tayin etmek i¢in birgok analitik metot mevcuttur. Bunlar dizilmis langasite
kristal mikroterazi (kuvars kristal mikrobalans) [91], kulorimetrik analiz [44], HPLC
[5], izotop seyreltme-sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi [92], izotop seyreltme-
ultra performansli sivi kromatografisi/tandem sivi kromatografisi [93], ultra
performanslhi  sivi  kromatografisi/iigli  kuadrople kiitle spektroskopisi [94] ve
elektrokimyasal yontemler [45], [95], [96], [97] olarak siralanabilir.

DES’in tayini i¢in yapilan bazi elektrokimyasal ¢aligmalar asagida 6zetlenmistir.

Aragao ve d. tarafindan yapilan ¢alismada [7], camsi karbon elektrot yilizeyi altin
nanopartikiil, cok duvarli karbon nanotiip ve kobalt fitalosiyanin ile modifiye edilmistir.

Modifiye elektrotun DES’in yiikseltgenmesini katalizlemesi sonucu kare dalga
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voltametrisi ile 1,99x107" mol/L gdzlenebilme sinir1, 6,64 x 1077 mol/L tayin smiri
degerleri elde edilmistir. Gelistirilen metot ile et ve su gergek 6rneklerinde DES tayin
edilmis ve sirastyla %94,05 ve %98,56 geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Peng ve d. [98], Bi2WOs nanoplakalar1 hidrotemal olarak hazirlayip,
karakterizasyonunu yaptiktan sonra karbon pasta elektrot hazirlamislardir ve hazirlanan
modifiye elektrot ile Bisfenol A (BPA) ve DES’i tayin etmislerdir. Diferansiyel puls
voltametrisi ile yapilan olgiimler sonucunda DES icin 15 nM, BPA igin ise 20 nM
gozlenebilme sinirt degerleri ve DES ve BPA i¢in sirasiyla ¢aligma araligi 50-2100 nM,
70-1300 nM olarak bulunmustur. Gelistirilen sensor siit tozundan ekstrakte edilen farkl
miktarlarda DES eklenmis siit 6rneklerinde test edilerek DES i¢in %90-%99, BPA ig¢in
%88-%98 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Ji ve d. [99], 1,3,5-benzen trikarboksilik asit ve bakir1 kullanarak metal organik
kafes sentezlenmis ve sentezlenen bu madde ile karbon pasta elektrot hazirlamiglardir.
Hazirlanan elektrot ile DES ve estradiol tayini gerceklestirilmistir. Alinan diferansiyel
puls 6lciimleri sonucu DES i¢in 2,7 nM estradiol i¢in ise 1,1 nM gdzlenebilme sinir1
belirlenmistir. Ger¢cek Ornek olarak suyun secildigi Ol¢iimlerde DES i¢in %97,27
estradiol i¢in %102,9 geri kazanim elde edilmistir.

Xiao ve d. [97], Fe gozenekli koordinasyon polimerinin karbonizasyonu ile Fe3Oa
katkilt nano gozenekli karbon sentezlenmistir ve sentezlenen materyal DES ve 17 B-
estradiol Ostrojenlerini tayin edebilmek icin camsi karbon elektrot yiizeyine modifiye
edilmistir. DES i¢in 0,01-12 umol/L estradiol i¢in 0,01-20 pmol/L dogrusal calisma
aralig: ve sirastyla 4,6 nmol/L ve 4,9 nmol/L gozlenebilme sinir1 bulunmustur. Gergek
ornek olarak tonerin secildigi calismada DES i¢in %91,2 estradiol i¢in %110 geri
kazanim elde edilmistir.

Zhang ve d. [100], B-siklodekstrin ile fonksiyonellestirilmis indirgenmis grafen
oksit hibrit nanolevhalar camsi karbon elektrotu modifiye etmek igin kullanilmigtir ve
hazirlanan elektrot ile DES tayini gergeklestirilmistir. 0,01-13 uM araligi dogrusal
aralik olarak belirlenirken gozlenebilme sinir1 4 nM olarak bulunmustur. Siit 6rneginde
yapilan geri kazanim ¢alismalar1 sonucunda %96,5 ve %106 arasinda geri kazanim elde
edilmistir.

DES’in tayini i¢in farkli yontemlerin kullanilmasi ile yapilan bazi caligmalar

asagida ozetlenmistir.

36



Wang ve d. [101] deniz suyunda DES’in Onderistirmesi ve izolasyonu igin
siispansiyon  polimerizasyonu ile yiiksek segici molekiiler baskili polimer
hazirlamislardir. Deniz suyunda DES’in tayininde kesikli molekiiler baskilanmis kati
faz ekstraksiyon metodu ve HPLC-DAD (Diyot Dizi Dedektorii) metotlarinin
birlestirilmesiyle %77 iizerinde bir geri kazanim degeri elde edilmistir. G6zlenebilme
smir1 1,8 ng/mL ve tayin sinir1 ise 6 ng/mL olarak bulunmustur.

Shi ve d. [102] karbon nanotiip takviyeli i¢i bos elyaf kat1 faz mikroekstraksiyon
ile HPLC kombinasyonu sonucu siit iriinlerinde DES’in ekstrakte edilmesi ve
belirlenmesi saglanmistir. Onerilen metot ile DES c¢ok duvarli karbon nanotiipler ile
ekstrakte edilmis, CH3OH ile desorpsiyonu yapilmig ve HPLC ile analiz edilmistir. 24—
960 pg/L dogrusal ¢alisma araligi, 5,1 pg/L gozlenebilme sinir1 ve siit 6rneginde %57,5
ve %120,42 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Reuvers ve d. [103], tiiketilebilir hayvan dokularinda DES kalintilarini tayin
etmek amaciyla, analiti tert-biitil metil eter ile ekstrakte ettikten sonra 1 M NaOH ile
tekrar ekstrakte etmistir ve Cig katuslu kati faz ekstraksiyonu ile temizlemislerdir.
Analiz izokrotik eliisyon, Cig kolon ile elektrokimyasal olarak tayin edilmistir ve
gozlenebilme sinr1 0,1-0,2 pg/kg olarak belirlenmistir. Ger¢ek Ornek caligmalart ise
%66-%68 geri kazanim degeri ile sonuglanmistir.

Xie ve d. [104], dienestrol, DES ve heksestrol strojenlerinin tayini i¢in akigkan
sistemli kemiliiminesans metodu gelistirmislerdir. Formaldehit ve KMnO4’1n siilfiirik
asit ortaminda Ostrojenler ile kemiliiminesans reaksiyonu caligilmistir. Deneyler
sonucunda dienestrol i¢in 8,00x107°-8,00x10°® g/mL, DES igin 5,00x107%-4,75 x 107®
g/mL, heksestrol i¢in 2,00x1078-5,00x107° g/mL dogrusal galisma araligi1 ve sirasiyla
2,61x107° g/mL, 1,08x10°° g/mL, 6,28x107° g/mL gozlenebilme sinir1 degerleri elde
edilmistir. Gergek Ornek olarak su ve tabletler secilmistir. DES i¢in ilag tabletlerinde
yapilan deneylerde %95-%99,2 geri kazanim, su Orneginde ise dienestrol i¢in %99,2-
%104, DES i¢in %97,8-%100,2, heksestrol i¢in %98,6-%100,4 geri kazanim degerleri

elde edilmistir.

37



2.6. PROP’u Tayin Etmek i¢in Literatiirde Yapilmis Bazi1 Calismalar

PROP’u tayin etmek i¢in literatiirde gelistirilmis birgcok kromatografi,
spektrofotometri, atomik absorpsiyon spektroskopisi, florimetri, kulorimetri ve
elektrokimyasal yontemler bulunmaktadir [105], [106], [107]. Bunlardan bazilari,
HPLC [108], [109], HPLC/kiitle spektroskopisi (MS) [110], [111], gaz kromatografisi
(GC)/MS [112], ince tabaka kromatografisi [113], kapiler elektroforez [114], [115],
niikleer manyetik rezonans spektroskopisi [116], atomik absorpsiyon spektroskopisi
[117], molekiiler floresans [118], polarografi [119], akis enjeksiyon analiz yontemi ile
kombine edilmis kemiliiminesans [120] ve elektrokimyasal yontemler [13], [58], [121].

Filho ve d. [13], camsi1 karbon elektrodu fonsiyonellestirilmis grafen, iyonik sivi
ve giimiis nanopartikiilleri ile modifiye ederek salbutamol ve PROP’u elektroanalitik
yontemle tayin etmislerdir. Kare dalga voltametrisi yontemiyle alinan Olglimler
sonucunda salbutamol i¢in 79 nmol/L-2,9 pmol/L, PROP i¢in 0,1 pmol/L-2,9 pmol/L
dogrusal ¢alisma araligi ve sirasiyla 13 nmol/L ve 17 nmol/L gozlenebilme siniri
degerleri belirlenmistir. idrar ve serum gercek oOrnekleri ile yapilan deneylerde
salbutamol i¢in idrar 6rneginde %96-%98, serum orneginde %97-%98 geri kazanim,
PROP ig¢in idrar 6rneginde %101-%103, serum 6rneginde %98-%104 geri kazanim elde
edilmistir.

Gupta ve d. [59], iletken polimer olan poli-1,5-diaminonaftelen ve grafenin
modifiye edilmesiyle kenar diizlemi pirolize grafit sensorii hazirlamislardir. Alinan
Olctimler sonucu 0,1-750 uM dogrusal calisma araligir ve 20 nM gozlenebilme sinirt
olarak bulunmustur. Kan ve idrar ger¢ek drneklerinde yapilan deneyler sonucunda geri
kazanim degerlerinde %3,1°den daha az bagil standart sapma oldugu saptanmaistir.

Wong ve d.[60] karbon siyahi, grafen oksit, ve iletken polimer olarak poli (3,4-
ethiylendioksitiyofen)- poli (stiren siilfonat) karigimini camsi karbon elektrot {izerine
kaplamis ve ardindan bakir nanopartikiillerin elektrot iizerine elektrokimyasal olarak
biriktirilmesi saglanmistir. Hazirlanan elektrot ile izoproterenol, asetaminofen, folik
asit, PROP ve kafein tayini es zamanli olarak gerceklestirilmistir. Kare dalga
yontemiyle alinan 6lgtimler sonucu izoproterenol i¢in 8-50 umol/L, asetaminofen igin
0,9-7 umol/L, folik asit i¢in 5-31 pmol/L, PROP i¢in 0,5-2,9 pmol/L, kafein i¢in 11-64
umol/L dogrusal ¢aligma aralig1 olarak ve sirasiyla 1,9 pmol/L, 0,23 umol/L, 1 pmol/L,
0,18 pumol/L, 3,4 pmol/L gdzlenebilme smir1 olarak belirlenmistir. insan biyolojik

stvilarinda (idrar ve serum) gercek 6rnek analizleri yapilmistir. Yapilan analizler sonucu
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izoproterenol i¢in %92-%103, asetaminofen igin %90-%94,2, folik asit i¢in %92,5-
%100, PROP i¢in %97,8-%100 ve kafein i¢in %102-%103 oraninda geri kazanim
degerleri elde edilmistir.

Khairy ve d. [10], PROP, timolol, amlodipin, amilorid ve triamteren tayinleri i¢in
modifiye edilmemis ekran baskili karbon elektrotlar ile optimum derisimdeki sodyum
dodesil siilfat varliginda diferansiyel puls voltametrisi 6lglimleri almislardir. Yapilan
deneyler sonucu PROP i¢in 0,033-3,22 uM ve 3,26-24,69 uM, timolol i¢in 0,033-3,3
uM ve 4,58-15,86 pM, amilodipin i¢in 0,033-3,53 uM ve 6,74-30,14 uM, amilorin i¢in
0,33-17,76 uM ve 17,76-22,8 uM, triamteren i¢in 0,056-3,83 uM ve 3,83-6,37 uM
olmak iizere her bir madde i¢in iki dogrusal aralik belirlenmistir ve sirasiyla 0,0056 uM,
0,042 uM, 0,006 pM, 0,18 puM, 0,0107 uM degerleri gozlenebilme sinir1 olarak
saptanmistir. Gergek drneklerde yapilan deneylerde PROP i¢in ilagta %97,34-%99,66
idrarda %93,22-%94,73, timolol i¢in ilagta %99,24-%102,73 idrarda %93,01-%94,5,
amilodipin i¢gin ilagta %97,38-%99,73 idrarda %87,67-%91,56, amilorin i¢in ilagta
%96,92-%98,29 idrarda %90,52-%93,67, triamteren igin ilagta %100,85-%102,26
idrarda %91,72-%95,67 geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Alizadeh ve d. [122], PROP’un karsinojenik metaboliti olan nitrosopropranolol’un
belirlenmesi i¢in karbon pasta elektrotu, ¢oktiirme polimerizasyonu ile nano boyutta
hazirlanan molekiiler baskilanmis polimer nanopartikiilleri ile hazirlanmiglardir.
Diferansiyel puls voltametrisi yontemiyle alinan &lgiimler sonucunda 1x1077-1x107°
mol/L dogrusal calisma aralig1 ve 8x10~8 mol/L gézlenebilme sinir1 olarak bulunmustur.
Serum gergek Orneginde %90-%106, mide suyunda %91,6-%107 araliginda geri
kazinim elde edilmistir.

Kong ve d. [121], ¢ok duvarli karbon nanotiipler ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrotun tizerine dopamin elektropolimerizasyonu sonucu PROP.HCI’i
belirlemek amaciyla molekiiler baskilanmis elektrokimyasal sensér hazirlamislardir.
0,2-100 uM aralig1 dogrusal aralik olarak, 2,53x10® M gozlenebilme sinir1 olarak
bulunmustur. %97,3-%104 oraninda geri kazanim degerleri, ilag tabletleri ile yapilan
gercek Ornek ¢aligmalart sonucu bulunmustur.

Yuyang ve d. [123], farmasotik formulasyonlarda PROP tayini i¢in 8-hidroksi-8-
propoksi-kaliks [8] aren ve ¢ok duvarli karbon nanotiip ile camsi karbon elektrotu
modifiye etmeleri sonucu yeni modifiye elektrot gelistirmislerdir. Gelistirilen elektrot

ile alinan odlgiimler sonucu 3,38x107-5,41x107° mol/L dogrusal ¢aligma araligi,
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1,35%107" mol/L gdzlenebilme simnir1 degerleri bulunmustur. PROP tabletlerinde yapilan
gercek Ornek ¢alismalart sonucu %96,4-%102,4 geri kazanim elde edilmistir.

PROP’un tayini i¢in akisa enjeksiyon analiz sistemiyle de yapilan caligmalar
asagida 6zetlenmistir.

Saraiva ve d. [105], farmasotik formulasyonlarda bulunan PROP, asebutolol ve
metoprolol B-blokerlerini belirlemek amaciyla Sirali Enjeksiyon Analiz teknigini
kullanmislardir. Metoprolol 40,52-250 mg/L araliginda, asebutolol 32.85-140 mg/L
araliginda ve PROP 16,58-120 mg/L araliginda dogrusaldir. Farmasotik
formulasyonlarda yapilan deneyler sonucu geri kazanim bagil standart sapma degerleri
%5’1n altinda bulunmustur.

Evmiridis ve d. [106], PROP tayini i¢in periyodat ile yiikseltgenmis pyrogallol
kemiliiminesans reaktifi temelli akis enjeksiyon algilama yontemi gelistirmislerdir.
Sunulan yontem 10 dakika iginde PROP’un yiikseltgenmesinden sonra kalan periyodat
fazlas1 ile pyrogallol’un oksidasyonu esnasinda kemiliiminesans emisyonunun
olugsmasina dayanan dolayli bir kemiliiminesans algilama yontemidir. Cizilen
kalibrasyon grafigine gore 0-1 mg/L araligi dogrusal aralik, sonrasinda 1-20 mg/L
araliginda ayr1 bir dogrusal aralik olarak belirlenmis ve gozlenebilme sinir1 37,4
ug/L’dir. Inderal isimli ilag ile yapilan ger¢ek ornek ¢alismalarinda %92-%112 geri
kazanim elde edilmistir.

Pulgarin ve d. [120], siilfiirik asit ortamimda KMnOj ile reaksiyonu sonucu
kemiliiminesans olusturulmasi temeline dayanan PROP’un tayini icin siirekli akis
yontemini tanimlamislardir. Cizilen kalibrasyon grafigi ile 1-17,5 mg/L dogrusal
calisma araligi, 0,87 mg/L gozlenebilme sinir1 olarak belirlenmistir. Farkli ilaglarda
yapilan gercek Ornek calismalart sonucu, %96,8-%161 araliginda geri kazanim
saglanmistir. ilag icinde bulunan diger ilag etken maddeleri emisyon yogunlugunu
arttirdig1 rapor edilmistir.

Literatiir c¢alismalar1 incelendiginde, DES ve PROP kimyasallar1 icin tez
kapsaminda gelistirilen modifikasyon ve yontemlerin daha once kullanilmamis olmasi
ve bu kimyasallarin tayini i¢in amperometrik dedeksiyon ile kombine edilmis akisa
enjeksiyon analizlerinin daha once gelistirilmemis olmasi gergeklestirilen tez

calismasinin 6zgiinliigiini teskil etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Malzemeler

3.1.1. Kullanmilan kimyasallar

Tez galismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.1’°de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel siireglerde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Markasi Kimyasal Ad1 Markasi

Dietilstilbestrol (%99,9) Sigma Aldrich Asetonitril (%99,9) Carlo ERBA

Propranolol. HCI Sigma Aldrich Aseton (%99,5) Sigma Aldrich

Altin (IIT) klordr trihidrat Sigma Aldrich Urik Asit (%99) Sigma Aldrich

(>999,9)

Potasyum Ferrisiyaniir Riedel-de Haén B-Estradiol (%98) Sigma Aldrich

(%99)

Potasyum Ferrosiyantir Riedel-de Haén L-Askorbik Asit Fluka

Trihidrat (%99,5) (>%99,5)

Lityum Perklorat (>%99) Fluka Ure Fluka

Potasyum Kloriir (>%99) Fluka a-D(+)- glukoz (susuz ACROS Organics™
99%)

Potasyum monohidrojen Sigma Aldrich Kalsiyum Kloriir (%98)  J.T. Baker

fosfat (%98+)

Potasyum dihidrojen fosfat Merck Folik asit (%98) Sigma Aldrich

(%99,5 - %100,5)

Metanol Merck L-Fenilalanin Sigma Aldrich

Hegzaaminorutenyum (I11) Sigma Aldrich Hidrokinon (%98+) Sigma Aldrich

kloriir (%98)

Sodyum kloriir (%99,5) Merck Mannitol Sigma Aldrich

Amonyum Klortir Sigma Aldrich
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3.1.2. Gergek orneklerin temini

Tez calismas1 kapsaminda gergek Ornek olarak siit, siit tozu, Dideral® (40 mg,

Sanofi), nehir suyu ve sentetik idrar kullanilmistir. Bu 6rneklerin hangi kaynaklardan

temin edildigi asagida verilmistir:

v' Siit ve siit tozu yerel bir marketten,

Dideral® ilac1 yerel bir eczaneden,

v
v Su ornegi Keskin Koyii’nde bulunan bir goletten temin edilmistir.
v

Sentetik idrar 6rnegi ise laboratuvar ortaminda hazirlanmstir.

3.1.3. Kullanilan arag ve gerecler

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2.’de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Deneysel siire¢lerde kullanilan cihazlar

Cihaz Adr

Marka ve Model

Kullanim Amaci

ULTRAFE-SEM

HPLC

Santrifiij Cihaz1

Analitik Terazi

Saf Su

Ultrasonik Banyo

Manyetik Karistirict

pH metre

ZeissUItraplus

Agilent 1100 Series

Hettich universal 320

Ohaus

Sartorious (Sartorious

Arium Comfort I-1-UV-T)

Isolab

Velp Scientifica

Radiometer-IONcheck45

Elektrot yiizeyine kaplanan altin
nanopartikiillerinin karakterizasyonunda
kullanilmaistr.

Kromatografik yontem ile gergek ornek geri
kazanim ¢aligmalari i¢in kullanilmistir.

Hazirlanan  gergek ornek analizlerinde
¢oktlirme yapabilmek i¢in kullanilmistir.

Deneysel stirecte kullanilan kat1
kimyasallarin tartim islemleri igin
kullanilmustir.

Cozeltileri hazirlayabilmek igin ultra saf su
temin edebilmek amaciyla kullanilmistir.

Hazirlanan ¢ozeltilerin ¢Ozlinmesini
saglamak i¢in kullanilmistir.

Karistirma iglemleri i¢in kullanilmistir.

Hazirlanan cozeltilerin pH’sin1
ayarlayabilmek amaciyla kullanilmistir.
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Cizelge 3.2.(Devam) Deneysel siireglerde kullanilan cihazlar

Vorteks Daigger Vortex Genie 2 G-  Olgiimlerde kullamlacak olan ¢dzeltilerin
560 22220A karigtirtlmasi amaciyla kullanilmistir.
Potansiyostat-Galvanostat ~ Autolab PGSTAT 240 Elektrokimyasal Ol¢iimlerin alinmasi i¢in
kullanilmastir.
Potansiyostat-Galvanostat ~ CHI 440B Elektrokimyasal olarak elektrot yiizeyini

modifiye etmek i¢in kullanilmstir.

Potansiyostat-Galvanostat  CHI 660D Karakterizasyon ¢aligmalarinda
elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) 6l¢iimleri igin kullanilmustir.

HPLC Pompast Dionex P680 HPLC Pump  AEA sistemlerinde ¢ozeltinin  hiicreden
stirekli gegmesi amaciyla kullanilmistir.

Ornek Enjeksiyon Vanast Rheodyne 8125 sample AEA sistemine oOrnek enjeksiyonu icin

(20 uL) injection valve kullanilmustir.
Kolon Gl Sciences Inc. AEA ve HPLC sisteminde kromatografik
Inertsil ODS-3 ayrimlar i¢in kullanilmistir.

5uM 4,6 x 150 mm

3.1.4. Elektrokimyasal hiicreler ve elektrotlar

Tez ¢aligmasi kapsaminda DES ve PROP tayinlerini gergeklestirmek amaciyla
voltametri ve AEA olmak iizere iki farkli yontem kullanilmig olup, bu iki yontem igin
de iki farkli hiicre kullanilmistir. Voltametrik c¢alismalar igin borasilikat cam
malzemeden 6zel olarak tasarlanan Sekil 3.1A’da gosterilen 5 boyunlu hiicre, AEA
sistemleri igin ise KUG elektrotlar i¢in 6zel olarak iki parca halinde tasarlanan ve Sekil
3.1B’de gosterilen hiicre kullanilmistir.

Calisma elektrodu olarak, her iki hiicrede de Tombow marka HB kalitede 0,5 mm
capinda KUG elektrotlar kullanilmistir. KUG elektrotlar yerel kirtasiyelerden tedarik
edilmistir.

Tez calismast kapsaminda referans elektrot olarak Gamry marka (Gamry
Instruments, ABD) doygun kalomel elektrot (DKE), giimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCl)
elektrot ve giimis tel (Ag) olmak {iizere {i¢ ¢esit elektrot kullanilmistir. Caligsma
elektrotlarmin modifikasyon islemlerinde Ag/AgCl referans elektrot, voltametrik
Olgiimler sirasinda doygun kalomel elektrot ve AEA sistemi ile gergeklestirilen

deneylerde Ag tel referans elektrot olarak kullanilmustir.
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Her iki sistemde de karsit elektrot olarak platin tel (Pt) kullanilmistur.

/ Indlkator \ Tasiyic1 ¢ozelti girisi

(Calisma) y
Elektrot .
Kargit Elekirot T Referans Elektrot Ag tel clektrot @ @ 1

. . . Pt tel elektrot

i ’—'-7 3
Atik
!
L KUG elektrot
A e

Sekil 3.1. A: Voltametrik sistem i¢in kullanilan hiicre. B: AEA sistemi i¢in kullanilan hiicre

3.2. DES Tayinine Yonelik Gergeklestirilen Deneysel Calismalar

Tez calismasi kapsaminda DES tayini i¢in voltametri ve akisa enjeksiyon analiz

olmak iizere iki farkli yontem kullanilmistir.

3.2.1. DES tayininin voltametrik yontemler ile gerceklestirilmesi
3.2.1.1. DES stok cozeltisinin hazirlanmasi

5 mM 10 mL igin gerekli olan DES miktar tartilarak 10 mL CH3sOH igerisinde
¢Oziilmistiir. Hazirlanan ¢ozelti 10 adet ependorfa boliinerek -20 °C’de saklanmustir.

Deneysel ¢aligmalar sirasinda gerekli seyreltmeler yapilarak kullanilmistir.

3.2.1.2. DES tayinine yonelik modifiye elektrot hazirlanmast

DES’in elektrokimyasal tayinini gergeklestirebilmek amaciyla, ¢aligma elektrodu
olarak sec¢ilen kalem ucu grafit (KUG) elektrodun yiizeyine altinin voltametrik
yontemlerle indirgenerek kaplanmasi saglanmistir. Bu kapsamda 1 mM HAuCl4.3H20
¢ozeltisi igerisine 0,1 M LiClIO4 eklenerek hazirlanan ¢o6zeltinin iyice karigmasini
saglamak amaciyla 45 saniye vortekslenip daha sonra 7 dakikada ultrasonik banyoda
tutulmustur. Daha sonra, deneme—yanilma yontemiyle daha dnceden optimize edilen
kosullarda KUG elektrot asagidaki sekilde modifiye edilmistir. Hazirlanan 10 mL
AUCly ¢ozeltisi, Ag/AQCI referans elektrodu, Pt karsit elektrodu ve KUG c¢alisma
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elektrodunun kullanildig1 5 boyunlu hiicreye alinmistir. Sistemdeki ¢oziinmiis oksijeni
gidermek amaciyla ¢ozeltiden 10 dakika N2 gazi gecirilmistir. Doniistimli voltametri
(DV) teknigi kullanilarak 0,0 V ile -1,2 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama hizinda 3
dongii olacak sekilde tarama yapilmasiyla KUG elektrot yiizeyine altinin indirgenerek
kaplanmasi (KUG-Au) saglanmistir. Hazirlanan elektrot KUG-Au olarak gosterilmistir.

KUG elektrot ylizeyinde HAuCls davranigini belirleyebilmek amaciyla 0 V gerilimden
baslayarak once -1,25 V’ye ardindan 1,0 V’ye gidip tekrar 0 V gerilime dénen 50 mV/s

tarama hizinda 3 dongiide DV o6l¢iimii alinmistir.

3.2.1.3. KUG-Au elektrodunun karakterizasyonu

Karakterizasyon c¢aligmalarinda, doniisimlii voltametri, taramali elektron
mikroskopu ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi yontemleri kullanilmustir.

» KUG ve KUG-Au elektrotlarin yiizeylerinde meydana gelen degisim ve elektron
aktarim hiz1 ile ilgili yorum yapabilmek amaciyla DV Oolgiimleri 2,5 mM
Fe(CN)s* 3~ ¢iftini igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisinde -0,25 V ile 0,8 V gerilim
araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir. KUG ve KUG-Au i¢in alinan DV
voltamogramlar1 karsilagtirilmistir.

> 2,5mM Fe(CN)s* " iftini iceren 0,1 M KCl ¢ozeltisinde acik devre potansiyeli
olan 0,17 V gerilimde KUG ve KUG-Au elektrotlarin EIS &l¢iimleri alinarak,
Randles-Sevcik devresinin kullanilmasiyla olusturulan Nyquist egrisine ve Rt
degerlerine bakilarak elektron transfer kinetigi yorumlanmstir.

» KUG elektrot yiizeyinde altin nanopartikiillerinin (AuNPs) morfolojisinin
belirlenmesi amaciyla KUG ve KUG-Au elektrotlarn SEM analizleri
gergeklestirilmistir.
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3.2.1.4. KUG-Au elektrodun DES varliginda elektrokimyasal davranisi

Modifiye elektrodun analite karsi olan cevabini degerlendirebilmek, elektrodun
etkinligini, etkin yiizey alanim1 ve modifiye elektrot ile analit arasindaki etkilesimin
temelini anlayabilmek amaciyla DV Olglimleri alinmis ve tarama hizi deneyleri
gergeklestirilmistir.

» 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde -0,1 V ile 0,6 V araliginda DV teknigi
kullanilarak 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizi ile 10 uM DES
varliginda ve yoklugunda alinan 6l¢timler ile KUG-Au elektrodun DES’e karsi
cevabi incelenmistir.

» KUG-Au modifiye elektrot ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde DPV
teknigi ile -0,3 V ile 0,55 V gerilim araliginda, 10 puM DES varliginda ve
yoklugunda 60 s bekleme siiresi ile 300 rpm karistirma hizinda alinan
voltamogramlar ile modifiye elektrodun DES’in yiikseltgenmesi iizerinde olan
elektrokatalitik etkisi incelenmistir.

» 0,1 M pH 10 fosfat tamponu igerisinde 10 uM DES varliginda -0,15 V ile 0,3 V
gerilim araliginda, 1 dongii DV teknigi kullanilarak 60 s temas siiresi ve 300
rpm karigtirma hizi ile 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 mV/s olmak iizere
farkli tarama hizlarinda KUG-Au elektrotlari i¢in alinan 6l¢timler sonucu KUG-
Au elektrot yilizeyinde gerceklesen etkilesimin adsorpsiyon kontrollii mii yoksa
difiizyon kontrollii mii olduguna karar verilmistir.

> 1,0 mM Fe(CN)e* igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisi igerisinde -0,3 V ile 0,8 V gerilim
araliginda, 60 s temas siiresi ile 300 rpm karistirma hizinda, 1 dongii DV teknigi
kullanilarak 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 mV/s olmak iizere farkli tarama
hizlarinda KUG ve KUG-Au elektrotlart i¢in alinan olgiimler sonucunda
Randles-Sevcik denklemi kullanilarak modifiye elektrodun etkin yiizey alam

hesaplanmugtir.
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3.2.1.5. KUG-Au elektrodunun hazirlanma kosullarinin optimizasyonu

Hazirlanan modifiye elektrodun performansini iyilestirebilmek amaciyla KUG
ylizeyine AuNPs’lerin kaplanmasi sirasinda kullanilan dongii sayist optimize edilmistir.
Bu kapsamda, 0,1 M LiClOg4 igeren 1 mM HAuUCI4.3 H20 ¢ozeltisinde 0,0 V ile -1,2 V
gerilim araliginda 50 mV/s tarama hizinda ve farkli dongii sayilarinda DV Ol¢timleri
alimarak KUG elektrotlar modifiye edilmistir. Elektrotlarin etkinligi ise 0,1 M pH 7,4
fosfat tamponunda DPV teknigi ile -0,3 V ile 0,6 V gerilim araliginda 60 s temas siiresi

ve 300 rpm karigtirma hizinda 10 uM DES varliginda l¢tilmiistiir.

3.2.1.6. DES’in él¢giim kosullarinin optimizasyonu

DES’in tayininde pH ve temas siiresi optimizasyonu ile 6l¢iim kosullarinin
optimize edilmesi sonucu alinan verilerin iyilestirilmesi saglanmaistir.
Hiicreye ayri ayri destek elektrolit olarak farkli pH’larda 0,1 M fosfat tamponlart (pH 2;
3; 4;5; 6; 7,4, 8,5; 9; 10) koyularak -0,15 V ile 0,7 V gerilim araliginda DPV teknigi
kullanilarak 10 uM DES varliginda 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizinda
aliman Ol¢limlerin degerlendirilmesi sonucu deneysel siire¢ i¢in optimum pH
belirlenmistir.

Hiicreye eklenen 0,1 M pH 10 fosfat tamponu iizerine 10 uM DES eklenerek -
0,18 V ile 0,2 V gerilim araliginda 15, 30, 45, 60, 75 ,90, 120, 150, 180, 240 saniye
olmak iizere farkli temas siireleri ile 300 rpm karistirma hizi kullanilarak 6l¢iimler

alinmis ve dl¢iimler sonucu optimum temas siiresi saptanmistir.

3.2.1.7. DES tayininde girigim yapmast olast tiirlerin arastirilmast

DES’in tayin edilmesini gii¢lestirebilecek olas1 elektroaktif tiirlerin etkisi
incelenmistir. Girisim yapabilecek olasi elektroaktif tiirler olarak B-estradiol (B-EST),
askorbik asit (AA), iirik asit (UA), glukoz (GLC), kalsiyum kloriir (CaCly), potasyum
kloriir (KCI), folik asit (FA), hidrokinon (HK), L-fenilalanin (L-Phe) ve iire se¢ilmistir.

0,1 M pH 10 fosfat tamponunda, DPV teknigi kullanilarak, -0,18 V ile 0,5 V
gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hizi ile 90 s temas siiresi ve 5 uM DES
varliginda ayr1 ayrn AA, CaCl;, GLC, KCI i¢in 500, 1000 ve 2000 puM artan
derigimlerde ve B-EST, L-Phe, FA, HK, iire ve iirik asit i¢in 5, 15, 25, 50 uM artan

derisimlerde girisim ¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu voltamogramlar
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incelenerek segilen maddelerin KU-Au modifiye elektrodu ile DES tayinini etkileyip

etkilemedigi yorumlanmustir.

3.2.1.8. DES tayinine yonelik analitik parametrelerin belirlenmesi

Analitik yontemlerin biiylik ¢ogunlugunda nicel analiz amaciyla kullanilmasi
durumunda kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi gereklidir. Kalibrasyon grafiginden
dogrusal calisma araligi, gozlenebilme siniri, tayin smirt ve hassaslik gibi noktalarda
onemli bilgiler alinabilmektedir. Kalibrasyon grafigi ve bu grafik yardimiyla

bulunabilecek degerler Sekil 3.2.’de verilmistir.

Pik Alcms (1A)

# (Gozlenebilme Simn (LOD)
LOD=388/m

# Tayin St (LOQ)
LOQ=1085/m

S8: Standart sapma

m: Kalibrasyon grafiginin egimi

Derigim (uM)

Sekil 3.2. Kalibrasyon grafigi ve elde edilebilecek veriler

Analiz ortamina artan derisimlerde eklenen DES ile gerceklestirilen DPV
Ol¢iimleri sonucu elde edilen voltamogramlar yardimiyla artan derigime karsi akimin
dogru orantili olarak arttig1 kalibrasyon grafigi c¢izilmistir. Kalibrasyon grafigini
¢izebilmek i¢in 6l¢iimler 0,1 M pH 10 fosfat tamponunda DPV yontemiyle -0,18 V ile
0,2 V gerilim araliginda, 90 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizinda artan
derisimlerde DES eklenmesiyle alinmistir. Cizilen grafikten dogrusal c¢alisma araligi,
LOD ve LOQ degerleri bulunmustur.

Yapilan deneylerde tekrarlanabilir sonuclar elde etmek ve modifiye elektrodun
uzun siire kararli sonuglar verebilmesi 6nemli analitik parametrelerdendir.

0,1 M pH 10 fosfat tamponunda, DPV teknigi kullanilarak, -0,18 V ile 0,2 V
gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hizi ile 90 s temas siiresi ve 10 uM DES
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varliginda alinan voltamogramlardan okunan pik akimlar1 yardimiyla alinan 10 6l¢iim
sonucunu igeren bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir.

Vakum desikatoriinde 33 giin saklanan KUG-Au elektrotlar ile 0,1 M pH 10 fosfat
tamponunda, DPV teknigi kullanilarak, -0,18 V ile 0,2 V gerilim araliginda, 300 rpm
karistirma hizi ile 90 s temas siiresi ve 10 uM DES varhiginda 11 giinliik periyotlarla

Ol¢timii alinan KUG-AU elektrotlarin kararliligi test edilmistir.

3.2.1.9. KUG-Au elektrodun gerg¢ek érneklerde test edilmesi

KUG-Au modifiye elektrot ile DES’in tayininin gerceklestirilecegi Ornekler
olarak su ve siit tozu ornekleri sec¢ilmistir.

Su 6rnegi bolgede bulunan Keskin Goleti’nden temin edilerek 0,45 pm siizgeg
kagidindan siiziilerek kullanilmistir. Siiziintii tizerine CH3OH igerisinde ¢oziilmiis DES
ornegi eklenerek analizler gergeklestirilmistir.

Siit tozu Ornegi ise bolgede bulunan yerel bir marketten temin edilmistir. 50 mg
slit tozu Ornegi iizerine 3 ml 4:1 (v/v) oraninda karistirilmis asetonitril:aseton karigimi
eklenmistir. 30 dk boyunca ultrasonik banyoda karigtirildiktan sonra 5 dk 10000 rpm hiz
ile santrifiijjlenerek, sivi kisim ayrilmistir. Ayrilan sivi kisim tizerine CH3OH igerisinde
¢oziilmiis DES 6rnegi eklenerek gercek ornek analizleri yapilmistir.

0,1 M pH 10 fosfat tamponu igerisine 250 pL gercek ornek ilave edilerek, DPV
teknigi kullanilmasiyla, keskin goleti suyu i¢in -0,18 V ile 0,2 V gerilim araliginda siit
tozu i¢in -0,18 V ile 0,15 V gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hizi ile 90 s temas
stiresi parametrelerinde Ol¢limler alinmasi sonucu voltamogramlardan alinan pik

akimlar1 kullanilarak geri kazanim degerleri hesaplanmustir.
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3.2.2. DES tayininin amperometrik dedeksiyon ile kombine edilmis akisa

enjeksiyon analiz sisteminde gergeklestirilmesi

3.2.2.1. AEA-AD sisteminin test edilmesi

Bu ¢alisma i¢in 6zel olarak tasarlanan iki par¢adan olusan Ag tel referans, Pt tel
karsit ve KUG g¢alisma elektrotlarini igeren bir elektrokimyasal akis hiicresi
kullanilmigtir. Stirekli akigi saglayan bir pompa, 20 pL enjeksiyon hacmine sahip bir
enjeksiyon vanasi ve sisteme gerilim uygulanarak akimin oOlglilmesini saglayan bir
Potansiyostat-Galvanostat sistemin diger bilesenleridir. Amperometrik dedeksiyon ile
kombine akisa enjeksiyon analiz (AEA-AD) sistemi Sekil 3.3’ de sematik olarak

gosterilmistir.

[

Elektrokimyasal

Kaydedici

Dedektor ®

Tasiyicr gozelti girisi

Dapa ® y
-t - ’3 -

Ag tel elektrot «—— & il 9
— (4 g
- . !i: -_--_- ‘ Pt tel elektrot «———

cTeoeoe
| Pompa ve Hareketli faz | | Enjeksiyon valfi | ’_—7 &
l Atk
Q‘ —_ KUG elektrot
&
C,5 Kolon

Sekil 3.3. AEA sistemi sematik gésterimi

Tasarlanan bu yeni sistem; hareketli faz olarak 0,05 M pH 7,4 tamponunun
kullanildigi, akis hizinin 1,1 mL/dk olarak ayarlandigi kosullarda +0,2 V gerilimde,
KUG calisma elektroduyla Fe(CN)s™ redoks molekiiliiniin akim degerleri belirlenerek

test edilmistir.
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3.2.2.2. AEA-AD sistemi ile DES tayininin arastirilmasi

AEA-AD sistemi test edildikten sonra, analit olarak voltametri deneyleri
gerceklestirilen DES’in tayin edilmesine karar verilmistir. KUG-Au(5D) elektrot ile, 0,2
V gerilim, 1,1 mL/dk akis hiz1 ve 0,05 M pH 10 fosfat tamponunun kullanildigi AEA-
AD sistemine 5 yM DES enjekte edilmesi sonucu elde edilen akim-zaman egrilerine

bakilarak sistemin DES’e cevap verip vermedigi goriilmiistiir.

3.2.2.3. Oli¢iim Kosullarinin Optimizasyonu
Déngii Sayis1 Optimizasyonu

0,2 V gerilim, 1,1 mL/dk akis hizi, 0,05 M pH 10 fosfat tamponu, 5 uM DES ve
calisma elektrotu olarak farkli dongii alinarak hazirlanmig KUG-Au (3, 5, 7, 10 dongii)

elektrotlar kullanilarak yapilan enjeksiyonlar sonucu alinan o&lgiimlerde modifiye

elektrot i¢in optimum dongii sayis1 belirlenmistir.

Gerilim Optimizasyonu

Tasarlanan AEA-AD sisteminde hareketli faz olarak 0,05 M pH 10 fosfat
tamponu, ¢alisma elektrotu olarak 5 dongii altin kaplanarak hazirlanan KUG-Au(5D)
elektrot, akis hiz1 0,8 mL/dk ve 5 uM DES ile 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 V olmak {izere
farkl1 gerilimlerde analizler gergeklestirilerek optimum gerilim degerine karar

verilmistir.

Akis Hizi Optimizasyonu

Tasarlanan AEA-AD sisteminde hareketli faz olarak 0,05 M pH 10 fosfat
tamponu, ¢alisma elektrotu olarak 5 dongii altin kaplanarak hazirlanan KUG-Au(5D)
elektrot, 0,2 V gerilim uygulanarak 0,11; 0,22; 0,33; 0,44; 0,88; 1,1; 1,32; 1,54 mL/dk
akis hizinda 5 yM DES enjeksiyonu ile optimum akis hiz1 segilmistir.

3.2.2.4. Tekrarlanabilirlik Parametresinin Degerlendirilmesi

0,05 M pH 10 fosfat tamponu hareketli faz1 ve calisma elektrotu olarak KUG-
Au(5D) elektrotun kullanildigr sistemde 0,2 V gerilim ve 1,1 mL/dk akis hiz
kosullarinda, 5 uM DES enjeksiyonunun alti kez yapilmasi ile alinan dlgimler ile

tekrarlanabilirlik test edilmistir.
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3.2.2.5. AEA-AD sisteminin sivi kromatografisinde dedektor olarak kullanimyla
gerceklestirilen DES analizleri

AEA-AD+Cyg sisteminin kalibrasyonu

Hazirlanmig AEA-AD sistemine bir de Cig kolon eklenerek sisteme enjekte edilen
¢Ozeltinin bir pompa yardimiyla kolondan gegmesi saglanmis ve bu yeni sistem AEA-
AD+Cyg olarak gosterilmisti. AEA-AD+Cigs ile AEA-AD sisteminin  sivi
kromatografide dedektoér olarak kullanimi arastirilmistir. Hareketli faz olarak, %70
CH30H:%30 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu (v/v) HPLC analizleri sonucu segilmistir.
Analiz 1,1 mL/dk akis hizi, KUG-Au(5D) galisma elektrodu kullanilarak 1-500 uM
DES araliginda artan derisimlerde DES ¢o6zeltilerinin sisteme enjekte edilmesiyle

gerceklestirilmistir.

AEA-AD+Cyg sisteminde gergcek ornek analizleri

Gergek Ornek olarak segilen su, siit ve siit tozu orneklerine oncelikle 6n islem
yapilmistir.

Su ve siit tozu oOrnekleri ig¢in voltametrik analizde uygulanan o6n islemler
uygulanmis ve belirlenen derisimlerdeki DES igeren 6rnekler hazirlanmistir.
Siit 6rneginin hazirlanmasi: 4 mL siit 6rnegi bir tiipe alinarak, lizerine 8 mL ACN
eklenip, 1 dk vortekslenmistir. 40 dk dinlendirilerek 10 dk 5000 rpm hizda
santrifiijlenmistir. Berrak kisim kuruluga kadar buharlastirilmig ve {izerine sadece
CH3OH ve 5, 10, 20 uM DES derisimleri iceren CH3OH eklenmistir. Analizde standart
ekleme yontemi kullanilmigtir.

Analizler AEA-AD+Cyg yonteminin yani sira karsilastirmak amaciyla HPLC
cihaz1 ile de yapilmistir. Her iki sistem i¢in de kullanilan hareketli faz %70
CH30H:%30 0,05 M pH 7,4 (v/v) fosfat tamponudur ve akis hiz1 1,1 mL/dk’dir. HPLC

cihazinda 241,16 nm dalga boyunda analizler gerceklestirilmistir.
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3.3. PROP Tayinine Yonelik Gerceklestirilen Calismalar

Tez ¢alismasi kapsaminda PROP tayini i¢in voltametri ve akisa enjeksiyon olmak

tizere iki farkli yontem gelistirilmistir.

3.3.1. PROP tayininin voltametri yontemiyle gerceklestirilmesi
3.3.1.1. PROP stok ¢ozeltisinin hazirlanmast

5 mM 10 mL PROP ¢ozeltisi i¢in gerekli olan PROP tartilarak 10 mL su
igerisinde ¢oziilmiistiir. Tam ¢Ozlinmenin saglanmasi igin ¢ozelti bir siire vortekslenip,
ultrasonik banyoda tutulmustur. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de saklanmis ve deneyler i¢in
gereken seyreltmeler yapilarak kullanilmistir. Stok ¢ozelti belirli periyotlarla tekrar

hazirlanmustir.

3.3.1.2. PROP tayinine yénelik modifiye elektrot hazirlanmasi ve elektrokatalitik

etkisinin incelenmesi

PROP’un elektrokimyasal tayinini gerceklestirebilmek amaciyla 5 boyunlu bir
hiicrede Ag/AgCl referans elektrot, Pt karsit elektrot ve KUG c¢alisma elektrodu
kullanilmis, KUG elektroduna 0,1 M pH 10 fosfat tamponunda, déniisiimlii voltametri
teknigi ile 0,5;1,4 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama hizinda 3 dongii tarama
yapilmasiyla elektrokimyasal &n islem uygulanmis ve hazirlanan EOI/KUG elektrotlar
analizlerde kullanilmistir.

Modifiye edilmemis KUG elektrot ve elektrokimyasal 6n islem uygulanmig
EOI/KUG elektrotlarin 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde DPV teknigi
kullanilarak 0,5 V ile 1,2 V gerilim araliginda 60 s temas siiresi, 300 rpm karistirma hizi
ile 5 uM PROP varliginda ve yoklugunda 6l¢iim alinmasiyla modifiye elektrodun

PROP’un yiikseltgenmesi iizerinde olan elektrokatalitik etkisi incelenmistir.
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3.3.1.3. EOI/KUG elektrodun karakterizasyonu

Doéniisiimlii voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi yontemleri
EOI/KUG elektrodunun karakterize edilmesi amaciyla kullanilmistir.
> Hazirlanan EOI/KUG ve KUG elektrotlar ile 1 mM Ka[Fe(CN)s] ve 1 mM
Ks[Fe(CN)e] igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisi igerisinde -0,2 V ile 0,8 V gerilim
degerleri arasinda 60 s temas siiresi ile 300 rpm karistirma hizinda ve 50 mV/s
tarama hizinda DV oOl¢limleri alinmistir. Alinan voltamogramlardan elektrot
ylizeyinde meydana gelen degisim ve elektron aktarim hizi ile ilgili yorum
yapilmistir.
> Hazirlanan EOI/KUG ve KUG elektrotlar ile 1 mM Ru(NHs)e®* igeren 0,1 M
KCI ¢ozeltisi igerisinde 0,3 V ile -0,6 V gerilim degerleri arasinda, 50 mV/s
tarama hizinda, 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizi ile DV 6l¢iimleri
almmistir. Aliman voltamogramlar yardimiyla modifiye elektrot yiizeyinde
meydana gelen degisim hakkinda yorum yapilmistir.
> 2,5 mM Ka[Fe(CN)s] iceren 0,1 M KCl ¢dzeltisi icerisinde EOI/KUG ve KUG
elektrotlar ile agik devre potansiyeli olan 0,125 V gerilim degerinde EIS

Ol¢timleri alinmis ve sonuglar Randles-Sevcik devresine fit edilmistir.

3.3.1.4. EOI/KUG elektrodun PROP varliginda elektrokimyasal davranist

Modifiye elektrot ve analit arasindaki etkilesim ile elektrodun etkinligi alinan DV
Ol¢iimleri ile degerlendirilmistir.
> EOI/KUG ve KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde 0 V ve
1,2 V gerilim araliginda, 10 uM PROP varliginda ve yoklugunda 60 s temas
stiresi ve 300 rpm karistirma hizinda DV 6l¢iimleri gerceklestirilmistir.
> EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde 0,5 V ile 1,25
V gerilim araliginda, 10 uM PROP varliginda, 60 s temas siiresi ve 300 rpm
karigtirma hizi ile farkl tarama hizlarinda (10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200,
250 mV/s) o6l¢iim alinarak elde edilen grafiklerden alinan akim degerlerinin
tarama hizt ve tarama hizinin karekokiine karsi grafige gegirilmesiyle
olusturulan grafiklerden modifiye elektrot ve analit etkilesiminin adsorpsiyon

kontrollii mii yoksa difiizyon kontrollii mii olduguna karar verilmistir.
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3.3.1.5. EOI/KUG elektrodun hazirlanma kosullarinin optimizasyonu
Hazirlanan EOI/KUG elektrodu ile yapilan PROP analizlerinde yiiksek ve kararli

bir cevap elde edebilmek amaciyla elektrodun hazirlanmasi sirasinda kullanilan 6n
islem gerilim araligi, modifikasyon i¢in kullanilacak dongili sayist ve tampon pH’si

optimize edilmistir.

On islem potansiyel aralig1 optimizasyonu

0,1 M pH 7.4 fosfat tamponu icerisinde, farkli gerilim araliklarinda (0,5 V ile 1,0;
1,2; 1,3; 1,4; 1,5; 1,6; 1,8; 2,0 V araliklarinda) 50 mV/s tarama hizinda 2 dongii
parametreleri ayarlanarak DV yontemiyle hazirlanan elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat
tamponu igerisinde 0,5;1,2 V gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hiziyla 60 s
bekleme siiresinde, 5 uM PROP varliginda diferansiyel puls olgtimleri alinarak

optimum sonug veren On iglem aralig1 tespit edilmistir.

Ddéngii sayist optimizasyonu

0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda, DV teknigi ile 0,5; 1,4 V gerilimde 50 mV/s
tarama hizinda ve farkli dongii sayilarinda elektrokimyasal 6n islem uygulanan KUG
elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda 5 uM PROP varliginda DPV teknigi ile
0,5; 1,2 V gerilim araliginda 60 s temas siiresi ve 300 rpm karigtirma hizinda alinan

Olctimler sonucu optimum dongii sayisina karar verilmistir.

On islem ¢ézeltisi optimizasyonu

0,1 M farkli pH’larda hazirlanan fosfat tamponlari, 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH
cozeltileri igerisinde 0,5 V ve 1,4 V gerilim degerleri arasinda 50 mV/s tarama hizinda 3
dongli almarak elektrotlar DV teknigi ile hazirlanmistir. Daha sonra, hazirlanan
elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 5 uM PROP varliginda DPV
teknigi ile 0,5; 1,2 V gerilim araliginda 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizinda

Ol¢timler alinarak optimum pH degeri belirlenmistir.
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3.3.1.6. PROP’un olciim kosullarinin optimizasyonu
pH optimizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar ile fakli pH’larda hazirlanmis 0,1 M
fosfat tamponlarinda 60 s temas siiresi, 300 rpm karistirma hizi ve 5 uM PROP
varliginda 0,35 V ile 1,3 V gerilim araliginda DPV teknigi ile alinan dlgiimler sonucu

voltamogramlara bakilarak optimum pH degeri belirlenmistir.

Temas siiresi optimizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda,
0,5 uM PROP varliginda, 0,35 V ile 1,2 V gerilim araliginda DPV teknigi kullanilarak,
300 rpm karigtirma hizinda, farkli temas siireleri uygulanmasiyla alinan Olgiimler

sonucu optimum temas siiresine karar verilmistir.

3.3.1.7. PROP tayinine yénelik analitik parametrelerin belirlenmesi

LOD, LOQ ve dogrusal calisma aralifi gibi parametreleri belirleyebilmek
amactyla kalibrasyon grafigi cizilmistir. Bu grafigin olusturulabilmesi i¢in optimum
kosullarda hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde
0,35 V ile 1,25 V gerilim degerleri arasinda, artan derisimlerde eklenen PROP
varliginda DPV o6lclimleri gerceklestirilmistir. Kalibrasyon deneyi ayni kosullarda KUG
elektrot ile de yapilarak 6n islem uygulanan elektrot ile karsilastirilmustir.

Yapilan deneylerde tekrarlanabilir ve uzun siire kararli sonuglar elde etmek
onemli analitik parametrelerden oldugu icin bu parametreler incelenmistir.

0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda, DPV teknigi kullanilarak, 0,35 V ile 1,25 V
gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hizi ile 120 s temas siiresi ve 10 pM PROP
varliginda farkli giinlerde ve aynm1 gilin alinan voltamogramlardan okunan pik akimlari
yardimiyla farkli giinlerde alinan 6 Ol¢iim sonucunu iceren bagil standart sapma
degerleri hesaplanmistir. Ayni gilin alinan 7 6l¢iim sonucu i¢in de bagil standart sapma
degeri hesaplanmistir

Vakum desikatoriinde saklanan elektrotlar kullanilarak 7 giinliik periyotlarda
Ol¢timler, 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda, DPV teknigi kullanilarak, 0,5 V ile 1,25 V
gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hizi ile 120 s temas siiresi ve 10 uM PROP

varliginda toplamda 21 giinliilk zaman diliminde alinmigtir.

56



3.3.1.8. PROP tayininde girisim yapmasi olasi tiirlerin arastirilmasi

PROP’un elektroaktif tiirlerin de i¢cinde bulundugu bir matriks ortaminda analiz
edilebilmesi 6nemli parametrelerden bir tanesidir. Bu sebepten PROP analizi igin
girisim yapmas1 muhtemel olan elektroaktif tiirler belirlenmis ve bu tiirlerin varliginda
analizler gergeklestirilerek sonuglar degerlendirilmistir. Bu analizler 0,1 M pH 7,4
fosfat tamponunda, 0,5 ve 1,25 V gerilim araliginda, 120 s bekleme siiresi, 300 rpm
karistirma hizi ve 2,5 uM PROP varliginda AA, KCI, GLC ve mannitol (MNNT) igin
100, 500, 1000 ve 2000 pM artan derisimlerinde ve iire ile UA igin 5, 15, 25, 50 uM

artan derigimlerinde yapilmistir.

3.3.2. PROP tayininin AEA-AD sistemiyle gerceklestirilmesi
3.3.2.1. PROP analizi icin referans elektrot degerlendirmesi

0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu ve 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponuna 0,1 M KCI
ilavesi ile 0,95 V gerilimde EOI/KUG ¢alisma elektrodu ile 1,1 mL/dk akis hizinda 5 ve

50 uM derisimlerinde PROP enjeksiyonu ile gerceklestirilen deneyler sonucunda

kullanilacak referans elektroda karar verilmistir.

3.3.2.2. Kosullarin optimizasyonu
Gerilim optimizasyonu

Referans elektrot olarak Ag tel, karsit elektrot olarak Pt tel ve calisma elektrodu
olarak EOI/KUG elektrodun kullamldig1 elektrokimyasal akis hiicresinden bir pompa
yardimiyla 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu 1,1 mL/dk akis hizinda sistemden
gecirilmigtir. Sisteme 10 uM PROP enjekte edilerek fakli gerilimlerin (0,85; 0,9; 0,95;
1,0 V) uygulanmasiyla olusan akimin 0Olgiilmesi sonucu ¢izilen grafikler

degerlendirilmis ve optimum gerilim degerine karar verilmistir.

Kalibrasyon grafigi olusturulmasi

AEA-AD sisteminde hareketli faz olarak 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu, 0,95 V
gerilim ve 1,1 mL/dk akig hiz1 parametrelerinde farkli derisimlerde PROP ¢ozeltileri
(0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 uM) enjekte edilerek alinan OGlgiimler sonucunda
kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
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3.3.2.3. AEA-AD sisteminin sivi kromatografisinde elektrokimyasal dedektor olarak
kullanilmaswyla gergeklestirilen PROP analizleri
Gerilim optimizasyonu
AEA sistemine kolonun da dahil edilmesiyle olusturulan sistem (AEA-AD+Cj1s)
icin kullanilacak hareketli faz HPLC ile yapilan analizler sonucu %65 CH3OH; %35
0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu karigimi (v/v) olarak belirlenmistir. Sistemde akis hiz1 bir
pompa yardimiyla 1,1 mL/dk olarak ayarlanarak sistemden siirekli ¢ozelti akisi

saglanmigtir. Sistemde basing 93 bar olarak okunmustur. Sisteme farkli gerilimler
uygulanarak (0,85; 0,9; 0,95; 1,0 V) 100 uM PROP enjekte edilmistir ve alinan

sonuglarin grafige gegirilmesi sonucu optimum gerilim degerine karar verilmistir.

Tampon derisimi etkisinin incelenmesi

AEA-AD+Cys sisteminde hareketli faz olarak %65 CH3OH; %35 farklhi
derisimlerde pH 7,4 fosfat tamponu (0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 M) karisimi (v/v), 1,1
mL/dk akis hizi, 0,9 V gerilim degeri ve 100 uM PROP enjeksiyonu ile yapilan
enjeksiyonlarin sonuglar1 dogrultusunda cizilen grafiklerden optimum tampon derisimi

belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik

AEA-AD+Cyg sisteminde hareketli faz olarak %65 CH3OH; %35 0,075 M pH 7,4
fosfat tamponu karigimi (v/v), 1,1 mL/dk akis hiz1, 0,9 V gerilim degeri ve 100 uM
PROP enjeksiyonu ile gergeklestirilen 6l¢timler yardimiyla belirlenmistir.

Kalibrasyon grafiginin olusturulmast

AEA-AD+Cyg sisteminde hareketli faz olarak %65 CH3OH; %35 0,075 M pH 7,4
fosfat tamponu karisimi (v/v), 1,1 mL/dk akis hizi, 0,9 V gerilim degeri ve artan
derisimlerde PROP 6rnekleri (0,5; 2,5; 5; 7,5; 10; 25; 50; 75; 100; 125; 250 uM) enjekte

edilerek alinan sonuglar ile kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
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Gercek Ornek Analizleri

AEA-AD+Cyg sisteminde PROP analizi i¢in gerg¢ek Orneklerin igerdigi matriks

ortaminda verdigi cevaplari degerlendirebilmek amaciyla secilen sentetik idrar ve
farmasoétik tablet gercek ornekleri ile analizler gergeklestirilmistir.
Yerel bir eczaneden temin edilen Dideral® isimli ilacin 5 tableti toz haline getirildikten
sonra hesaplanan miktar tartilarak iizerine yaklasik 60 mL deiyonize su eklendikten
sonra 15 dk manyetik karistirict yardimiyla karistirllmig ardindan 8 dk sonikatorde
tutulmustur. Karisim bir stizge¢ kagidi yardimiyla siiziilerek 100 mL’lik balonjoje igine
stiziilmiis ve hacim ¢izgisine kadar deiyonize su eklenmistir, boylelikle 1000 uM PROP
cozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozelti 1/100 seyreltilerek 10 pM  ¢ozelti
hazirlanmis ve deneylerde kullanilmugtir.

Sentetik idrar 6rnegi i¢in 2x102 M KCI, 4,9x102 M NaCl, 1,5x102 M KHzPQO4,
1x102 M CaCly, 1,8x102 M NH4CI, 1,8x10? M iire tartilmus, bir miktar suda ¢oziilmiis
ve balonjojede deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlanmistir [60]. Hazirlanan 6rnek igine
bilinen derisimlerde PROP eklenerek analizler gerceklestirilmistir.

Bilinen miktarlarda PROP icerecek sekilde hazirlanan Dideral® ilaci ve sentetik
idrar ornekleri ile AEA-AD+Cs sisteminde hareketli faz olarak %65 CHsOH; %35
0,075 M pH 7,4 fosfat tamponu karisimi (v/v) kullanilarak 1,1 mL/dk akis hiz1 ve 0,9 V
gerilim parametrelerinde yapilan olgimler ile geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

Hazirlanan 6rnekler HPLC cihazi ile de analiz edilerek iki sistem karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda EBK’lerden biri olan DES ve B-bloker ilaglar sinifina giren
PROP maddeleri analit olarak secilmistir. Secilen analitlerin tayinleri igin voltametrik
yontemler ve akisa enjeksiyon analiz sistemi kullanilarak ayr1 ayr1 yontem

gelistirilmistir.

4.1. DES Tayinine Yonelik Gerg¢eklestirilen Calismalar
4.1.1. Voltametrik ¢calismalar
4.1.1.1. KUG yiizeyinde AuCly ’iin indirgenmesinin incelenmesi

Voltametrik ¢alismalarda analite iyi cevap verecek modifikasyonu bulabilmek,
calismanin basarisini etkileyen 6nemli bir parametredir. Yapilan ¢alismada DES i¢in
KUG elektrot yiizeyine altin indirgenerek modifiye edilmis ve KUG elektroda gore
analite daha yiiksek cevap veren bir modifiye elektrot hazirlanmistir. KUG elektrot
yiizeyinde HAUCIs davranisini belirleyebilmek amaciyla 0 V gerilimden baslayarak
once -1,25 V’ye ardindan 1,0 V’ye gidip tekrar 0 V gerilime dénen 50 mV/s tarama
hizinda 3 déngii DV voltamogrami kaydedilmistir (Sekil 4.1). Alinan voltamogramda -
0,76 V ile 0,75 V gerilim degerlerinde indirgenme, -0,2 V ile 0,7 V gerilim degerlerinde
ise yiikseltgenme pikleri goriillmektedir. Sekil 4.1’de 0 V’den -1,25 V degerine tarama
yapilmasiyla -0,76 V degerinde Au (III)’in Au (0)’a donlismesinden kaynakli bir
katodik pik goriilmektedir. Dongli sayist artikca elektrot ylizeyinde altin birikmesi
sebebiyle piklerde sola kayma goriilmektedir. Goriillen anodik pikler altmnin Au (0)
formundan Au (II1) formuna yiikseltgenmesi ve farkli tiirlerdeki altin oksitlerin
olusumundan kaynaklanmaktadir [124]. 0,75 V degerinde gozlenen katodik pik ise altin

oksit formlarinin indirgenmesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.1. KUG elektrot yiizeyinde altinin davranisimin incelenmesi icin alinan DV élgiimii (Tarama hizt:

50 mV/s)

4.1.1.2. DES tayinine yénelik hazirlanan KUG-Au modifiye elektrodun
karakterizasyonu

KUG-Au elektrodun karakterizasyonunda SEM, EIS ve DV yodntemleri
kullanilmistir.

KUG ve KUG-Au elektrotlarin SEM goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir. A
modifiye edilmemis KUG elektroda ait SEM goriintiisiinii gostermektedir. B ve C
gortntiileri KUG-Au elektroda aittir ve Au nanopartikiilleri beyaz noktalar halinde
actkca gorilmektedir. Aymi biiylitme oranmna sahip A ve B goriintiileri
karsilastirildiginda altin nanopartikiillerin indirgenerek yilizeye kaplandigi ve ylizeyi
degistirdigi goriilmektedir. C fotografinda bulunan SEM goriintiisii kullanilarak ImageJ
programi yardimiyla altin nanopartikiillerinin boyut dagilimi incelenmistir. D
goriintiisiinde gorildigi gibi modifiye elektrot tizerindeki nanopartikiiller 2 ile 25 nm

araliginda dagilim géstermekte ve ¢aplar1 ortalama 11,648+5,623 nm degerindedir.
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Sekil 4.2. A KUG elektroda, B ve C ise KUG-Au elektrotlara ait SEM goriintiileri ve D altin
nanopartikiillere ait boyut dagilumi (Biiyiitme oranlart A ve B igin; 50.000 X ve C igin ise
200.000 X)

EiS olciimleri 2,5 mM Fe(CN)e*”* redoks ciftini iceren 0,1 M KCI ¢ozeltisi
igerisinde +0,17 V agik devre gerilim (OCP) degerinde KUG ve KUG-Au elektrotlar
ile gerceklestirilmistir. Nyquist egrileri incelendiginde KUG-Au elektrodu ile elde
edilen egrinin ¢apimnin KUG elektroda gore daha az oldugu agik¢a goriilmektedir (Bkz.
Sekil 4.3.). Ayrica yiik transfer direngleri (Rct)’de KUG ve KUG-Au elektrotlari igin
Cizelge 4.1. de goriildiigii gibi sirasiyla 90,16 Q; 26,45 Q’ dir. KUG-Au elektrot i¢in Rt
degerinin daha kiiciik olmas1 ylizeyin degistigini ve elektron transfer hizinin arttigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. KUG ve KUG-Au elektrotlara ait 2,5 mM Fe(CN)e*'® redoks ¢iftini iceren 0,1 M KCI ¢ézeltisi

icerisinde +0,17 V (OCP) gerilim degerinde alinan elektrokimyasal empedans spektrumlar

Cizelge 4.1. EIS élciimiinden elde edilen degerler

Ret (€2) Rs (2) Ca (F) W
KUG 90,16 51,47 4,256 x 107 0,001047
KUG-Au 26,45 48,32 3,015 x 10°® 0,00155

KUG ve KUG-Au elektrotlarinin karakterizasyonunda kullanilan bir diger yontem
ise 2,5mM Fe(CN)e* "~ ¢iftini iceren 0,1 M KCl ¢ozeltisinde alinan DV 6lgiimleridir
(Bkz. Sekil 4.4.). Alinan voltamogram incelendiginde iki elektrot i¢inde yiikseltgenme
piki ayn1 gerilimde goriiliirken indirgenme piki KUG elektrot i¢in 0,15656 V gerilimde
KUG-Au elektrot icin ise biraz daha sol tarafa kaymis 0,15167 V gerilim degerinde
goriilmektedir. Bu da yiizeyde bir degisiklik oldugu sdylenebilmektedir. Ayni sekilde
pik akimlar1 karsilastirildiginda hem anodik hem katodik pikler i¢cin modifiye elektrot
ile alinan ol¢limlerde degerlerin artmasi elektrodun etkin ylizey alaninin arttiginin bir

gostergesidir.
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Sekil 4.4. KUG ve KUG-Au elektrotlar ile 2,5 mM Fe(CN)s* >~ ¢iftini iceren 0,1 M KCI ¢ézeltisinde -0,3
Vile 0,8 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama hizinda almman DV 6l¢iimleri

Cizelge 4.2. KUG ve KUG-Au elektrotlar ile 2,5 mM Fe(CN)s* 3~ ¢iftini iceren 0,1 M KCI ¢ézeltisinde

alinan DV dl¢iimii pik potansiyel ve gerilim degerleri

Ea (V) la (A) Ex (V) I (nA)
KUG 0,2298 133,01 0,15656 -137,28
KUG-Au 0,2298 152,41 0,15167 -142,26
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4.1.1.3. DES’in yiikseltgenmesi igin altin nanopartikiil modifiye KUG elektrodun
elektrokatalitik etkisinin incelenmesi

Modifiye elektrodun elektrokimyasal davranisinin incelenmesi amaciyla 0,1 M
pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde DV ydntemiyle alinan voltamogramlar Sekil 4.5’de
verilmistir. Modifiye elektrot analit yokken higbir pik vermezken, DES varliginda 0,15
V ve 0,4 V gerilimlerde yiikseltgenme pikleri ve 0,13 V gerilimde ise indirgenme piki

vermistir.
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Potansiyel (V)

Sekil 4.5. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde KUG ve KUG-Au elektrotlar ile ve KUG-Au elektrotla
10 uM DES varliginda -0,1 Vile 0,6 V gerilim araliginda alinan DV ol¢iim voltamogramlart.

0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde KUG-Au ve KUG elektrotlar ile alinan
voltamogramlar Sekil 4.6’de goriildiigii gibi KUG elektrot i¢in 0,25391 V gerilim
degerinde, KUG-Au elektrot icin ise daha sol tarafta 0,12299 V gerilim degerinde DES
piki vermektedir. Cizelge 4.3 incelendiginde modifiye elektrodun pik akim degerinin,
modifiye edilmemis elektrodun pik akim degerine gore 4,9621 kat daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Voltamogramlar incelendiginde analit olmadigi zaman KUG-Au
modifiye elektrodun DES’in pikinin goézlendigi gerilim degerinde pik vermedigi,

dolayisiyla DES pikine herhangi bir girisim yapmadig1 da agikca goriilmektedir.
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Sekil 4.6. KUG ve KUG-Au elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu i¢erisinde DPV teknigi ile 10 uM
DES varliginda ve yoklugunda 60 s bekleme siiresi ile 300 rpm karistirma hizinda alinan

voltamogramlar

Cizelge 4.3. KUG ve KUG-Au elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu ile 10 uM DES iceren ¢ozelti

icerisinde DPV ile alinan pik akim ve gerilim degerleri

Calisma Elektrodu Pik Gerilim Degeri (V) Pik Akim Degeri (nA)
KUG 0,25391 1,7658
KUG-Au 0,12299 8,7621

0,1 M pH 10 fosfat tamponu igerisinde 10 uM DES varliginda DV teknigi
kullanilarak, farkli tarama hizlarinda KUG-Au elektrotlar1 ile alinan olgiimlerin
voltamogramlar1 Sekil 4.7°de verilmistir. Cizilen grafik sonucu pik akiminin tarama
hizinin karekokii ile dogru orantili oldugu goriilmiistir. Bu da KUG-Au elektrot

ylizeyinde gerceklesen etkilesimin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7. 0,1 M pH 10 fosfat tamponu icerisinde 10 uM DES variiginda DV teknigi kullanilarak 60 s
temas stiresi ve 300 rpm karistirma hizi ile farkli tarama hizlarinda KUG-Au elektrotlart i¢in

alinan él¢iimler

1,0 mM Fe(CN)gs* igeren 0,1 M KCI cozeltisinde farkli tarama hizlarinda DV
teknigi kullanilarak hem KUG hem de KUG-Au modifiye elektrot igin Olgiimler
almmistir (Bkz. Sekil 4.8). Pik akiminin tarama hizinin karekokiine karsi grafige
gecirilmesiyle elde edilen grafikten egim degerleri KUG elektrot icin 8,0 x 10 ve
KUG-Au elektrot igin 1,0 x 10 olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 4.9.). Randles-Sevcik
denklemi ve 6,3 x 10 cm?/s Dr degeri kullanilarak etkin yiizey alanlar1 sirastyla KUG
ve KUG-Au elektrotlar icin 0,04792 cm? ve 0,05989 c¢m? olarak hesaplanmstir (BKz.
Denklem 4.1). Sonuglardan da anlasilacagi gibi yapilan modifikasyon ile etkin yiizey

alan1 arttirilmastir.

Iyq = 2,65x 10% 3/n AC,+/Dg Vv 4.1.

Ipa= Anodik pik akimi (A)

n= Aktarilan elektron say1si

A= Etkin yiizey alan1 (cm?)

Co= Yiikseltgenen ¢ozelti derisimi (mol/L)
Dr= Difiizyon katsay1s1 (cm?/s)

v=Tarama hiz1 (V/s)
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Sekil 4.8. 1,0 mM Fe(CN)g* iceren 0,1 M KCI ¢ézeltisinde Al KUG A2 KUG-Au elektrotlar icin farkl:

tarama hizlarinda alinan voltamogramlar

B1 KUG B2 KUG-Au
6,00E-05 8,00E-05
{1  y=8E-05x + 3E-06 1 y=0,0001x + 2E-06
< 4,00E-05 - R2 =0,9942 .,.-o". < 6,00E-05 R:=0,997 ¢ ® "
< 1 . 00" = 4,00E-05 - o®
—*2,00E-05 - .0 8 .
] o® 200E-05 1 _.®
0,00E+00 T T T T T T T T T T T 0,00E+00 T T T T T
0 01 02 03 04 05 06 0 01 02 03 04 05 06
v12 (V/S)1/2 v12 (V/S)l/z

tarama hizimin karekokiine karsi anodik pik akimlar
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Sekil 4.9. 1,0 mM Fe(CN)¢* iceren 0,1 M KCI ¢ozeltisinde KUG (B1), KUG-Au (B2) elektrotlar ile elde edilen




4.1.1.4. KUG-Au modifiye elektrodun hazirlanmasi icin optimum dongii sayisinin

belirlenmesi

Kullanilan modifiye elektrodun performansini arttirmak i¢in optimizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, 0,1 M LiClOs igeren 1 mM
HAUCI4.3H20 ¢ozeltisinde 0,0 V ile -1,25 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama hizinda
DV teknigi ile farkli dongii sayilarinda KUG elektrotlar hazirlanmistir. Daha sonra
elektrotlarin performanslart 10 uM DES varliginda DPV teknigi ile test edilmistir.
Olgiim sonucu elde edilen voltamogramlardan alinan pik akimlar1 grafige gecirildiginde
3 ve 5 dongiilerde hazirlanan elektrotlar ile en yiiksek sonuglarn elde edildigi
goriilmustiir (Bkz. Sekil 4.10). 3 dongii igin 8,76 pA ve 5 dongii i¢in ise 8,92 pA pik
akim degerleri alinmistir. Bu akim degerlerinin birbirlerine yakin olmasi sebebiyle

zaman ve malzeme tasarrufu diisiiniilerek optimum deger olarak 3 dongii se¢ilmistir.

12

10 A

0 1 2 3 5 7 10

Dongii Sayisi

Pik Akimi (nA)
N o [e¢]

N
1

o
I

Sekil 4.10. Farkli dongii sayilarinda hazirlanan KUG-Au elektrotlarin 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda
DPV teknigi ile 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizinda 10 uM DES varliginda elde

edilen akim degerleri

69



4.1.1.5. DES tayin kosullarinin optimizasyonu

Elektrodun hazirlanmasi i¢in optimum kosullarin belirlenmesinin ardindan 6l¢iim

kosullar1 da optimize edilmistir.

pH optimizasyonu

Hazirlanan KUG-Au elektrotlar ile farkli pH’larda -0,15 V ile 0,7 V gerilim
araliginda DPV teknigi ile 10 uM DES varliginda alinan 6l¢iimler sonucu elde edilen
pik akimlar1 Sekil 4.11° de verilmistir. Grafikten de agikca goriildiigii gibi pH 10 fosfat

tamponunda en yiiksek pik akim degerine ulagilmigtir. Bu nedenle optimum pH olarak

pH 10 se¢ilmistir.

2,0 3,0 5,0 6,0 7,4 8,5 9,() 1(),()

pH

[y
»

e
o N b
1

Pik Akimi (nA)
ESN (o] (o]

Sekil 4.11. Optimum kosullarda hazirlanan KUG-Au elektrot ile 0,1 M farkli pH’larda -0,15 V ile 0,7 V
gerilim araliginda DPV teknigi ile 10 uM DES varliginda 60 s temas siiresi ve 300 rpm

karistirma hizinda elde edilen pik akimlart

Alian voltamogramlar incelendiginde pH’in artmasiyla, ortamdaki hidronyum
iyonu derisimi degismesi sonucu piklerin potansiyellerinin de sola dogru kaydigi Sekil
4.12°de goriilmektedir. Bu da elektrot reaksiyonunda protonlarin da yer aldigini
gostermektedir. Pik potansiyeline karsi pH grafige gecirildiginde R? degeri 0,9981 ve
egimi -0,0481 V/pH olan bir grafik elde edilmistir. Elde edilen degerin, Denklem 4.2°de
Nernst esitligi geregi teorik degere olan yakinligi elektrot tepkimesinde esit sayida

proton ve elektronun yer aldigini gostermektedir. Buradan literatiir ¢aligmalar1 da [45]
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dikkate alinarak DES’in yiikseltgenmesi i¢in bir mekanizma Onerilmistir (Bkz. Denklem

4.3).

E=E°-RT/nF InK 4.2.
E=E° + (0,0591/n) logK
R= Gaz sabiti; T= mutlak sicaklik; n= alinip verilen e sayisi; F= Faraday sabitini

gosterir.

OH
O 2¢", -2H*
O ~ +2¢7, +2H"
HO

4.3.

13 ] —pH2 S0, @ ) =-0,0481x + 0,4869
1 oH 3 —0, .. R2=09981
111 ——pH5 20, ®e.
< g {—pH6 , .
S | —pH74 I ",ﬁ
E 7:_pH8,5 6 8 10
< 5| —PpPHI pH
= pH 10
& 5
1 m
4 g k A‘\
'1 T T T T T T T T T 1
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Pik potansiyeli (V)

Sekil 4.12. Optimum kosullarda hazirlanan KUG-Au elektrot ile 0,1 M farkly pH’larda -0,15 V ile 0,7 V
gerilim araliginda DPV teknigi ile 10 uM DES varliginda 60 s temas siiresi ve 300 rpm

karistirma hizinda alinan voltamogramlar

Temas siiresi optimizasyonu

KUG-Au elektrotlar ile 0,1 M pH 10 fosfat tamponu igerisinde 10 uM DES
varliginda farkli temas siireleri uygulanarak alinan DV 6l¢iimleri sonucu elde edilen pik
akim degerleri grafige ge¢irilmistir (Sekil 4.13.). Grafikten de goriildiigii gibi en yliksek
cevap 90 s temas siiresi uygulandiginda alinmistir. Bu nedenle, optimum deger olarak

90 s se¢ilmistir.
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Sekil 4.13. 0,1 M pH 10 fosfat tamponu igerisinde 10 uM DES varliginda -0,18 V ile 0,2 V gerilim
araliginda, 300 rpm karistrma hizinda ve farkli temas siirelerine karsi alinan pik akim

degerleri

4.1.1.6. DES tayinine yonelik girisim yapabilecek tiirlerin incelenmesi

DES analiti gercek orneklerde tayin edilmek istendiginde, bir matriks ortaminda
tayin edilmesi gerekir ve bu ortamda tayinin gerceklesmesine engel olabilecek ¢esitli
elektroaktif tiirler ¢ikabilir. Bu sebeple girisim yapmasi muhtemel elektroaktif tiirler
belirlenmis ve girisim etkileri arastirilmistir. Belirlenen elektroaktif tiirlerin 5 uM DES
varhiginda alinan voltamogramlar1 incelendiginde DES’e ait yiikseltgenme pikine
girisim yapmadigr gortiilmistiir. Sekil 4.14’de DES’in ylikseltgenme pikine CaClz’nin

girisim etkisinin incelendigi voltamogramlar verilmistir.

5,0
........ 5 “M DES

4,0 1
— 5 uM DES+500 uM CaCl2
K 3,0 A
Z 3 = =5 uM DES+1000 uM CaCI2
Z
i 20 4 5 uM DES+2000 uM CaClI2
==
=™

1,0

0,0 T T v T T T L I T T T T T T

-0,25 -0,15 -0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55
Pik Potansiyeli (V)

Sekil 4.14. 0,1 M pH 10 fosfat tamponunda DPV yontemiyle DES in oksidasyon pikine CaCl, etkisi
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Girisim yapmasi muhtemel tirlerin DES varliginda maksimum izin verilen
derisimleri Cizelge 4.4’de verilmistir. Sonuglar KUG-Au elektrotlar ile bu tiirlerin
Cizelge 4.4°de verilen derisimleri ve bu derisimlerin altindaki derisimlerinde gercek

orneklerde DES tayininin gergeklestirilebilecegini gostermistir.

Cizelge 4.4. Dietilstilbestrol'iin yiikseltgenme pikine girisim yapabilecek tiirlerin maksimum izin verilen

derigimleri

Girisim etkisi incelenen tiirler Girisim etkisine izin verilen maksimum derisim (unM)
Glukoz 2000
Kalsiyum Kloriir 2000
Potasyum Kloriir 2000
Askorbik Asit 1000
[B-estradiol 50
Folik Asit 50
Hidrokinon 50
L-Fenilalanin 50
Ure 50

4.1.1.7. DES tayini i¢in analitik parametrelerin belirlenmesi

KUG-Au elektrot ile artan derisimlerde DES eklenerek alinan
voltamogramlardaki pik akimlarinin derisime karsi grafige gegirilmesiyle olusturulan
kalibrasyon grafigi yardimiyla ¢alisilabilecek dogrusal ¢alisma araligi ve grafigin egimi
belirlenmistir (Sekil 4.15A ve Sekil 4.15B) Modifiye elektrot igin alinan blank 6l¢iim
pik akimlari yardimiyla hesaplanan standart sapma degeri (SS) ve grafik egimi (m)
denklemde yerine koyularak gozlenebilme sinir1 belirlenmistir (Denklem 4.4). Yapilan
caligmalar sonucunda 0,25 uM ile 25 uM DES derisim aralig1 dogrusal ¢alisma araligi,
0,00629 uM LOD degeri ve 0,02097 uM LOQ degeri olarak bulunmustur.

LOD = (3 X SS)/m 4.4.
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Sekil 4.15. 0,1 M pH 10 fosfat tamponunda DPV yontemiyle -0,18 V ile 0,2 V gerilim araliginda, 90 s

temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizu ile 0,25-25 uM DES derisim araliginda alman A)

voltamogramlar ve B) kalibrasyon grafigi

Modifiye edilmemis KUG elektrot ile 0,5 uM ile 5 uM derisim araliginda DPV

yontemiyle ol¢timler alinmistir (Sekil 4. 16). Voltamogramlarda da goriildiigii gibi DES

analizi i¢in KUG-Au elektrotta oldugu gibi diisiik derisimlere inilememistir. Ayrica,

analite ait tek bir pik yerine ikili pik gozlenmistir. Bu sonuglar DES analizi i¢in etkili

bir modifiye elektrot hazirlandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.16. 0,1 M pH 10 fosfat tamponu i¢erisinde 90 s temas siiresi ve 300 rpm karigtirma hizi ile -0,18 V
ile 0,5 V gerilim araliginda KUG elektrot kullanilarak DPV  yéntemiyle alinan

voltamogramlar

Optimum kosullarda hazirlanan KUG-Au modifiye elektrodun tekrarlanabilirlik
caligmalari i¢in 0,1 M pH 10 fosfat tamponu igerisinde 10 uM DES varliginda 10 farkli
DPV olglimii alinarak degerlendirilmesi yapilmistir. RSD degeri %13,88 olarak
bulunmustur.

Hazirlanan modifiye elektrodun ne kadar siire kararli kalabildigi de 6nemli bir
parametredir. Bu kapsamda 33 giin boyunca vakum desikatoriinde saklanan elektrotlar
ile 11 giinliikk periyotlarda DPV o6lgiimleri alinmig ve alinan voltamogramlardaki pik
akim degerleri zamana kars1 grafige gecirilerek elektrodun kararliligini ne kadar
korudugu degerlendirilmistir (Bkz. Sekil 4.17). Hazirlanan KUG-Au modifiye
elektrodunun 11 giinliik periyotta beklemesi sonucu alinan 6l¢iimiinde ¢ok fazla bir
degisim olmamistir ve cevabini %96,77 oraninda korumustur. Ancak 22 ve 33 giinliik
periyotlarda bu oran %50 civarina diismekle birlikte piklerde de kuyruklanma
goriilmeye baslamistir. Bu durumun, elektrotlarin yiizeyinin oksitlenmesi neticesinde
olabilecegi sonucuna varilmistir. Sonuglardan da goriildiigi iizere KUG-Au elektrodun

makul stirede kararliligini korudugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.17. KUG-Au elektrotlar ile 0,1 M pH 10 fosfat tamponunda, DPV teknigi kullanilarak, -0,18 V ile
0,2 V gerilim araliginda, 300 rpm karistirma hizi ile 90 s temas siiresi ve 10 uM DES

varhiginda 11 giinliik periyotlarla alman voltamogramlardaki akim degerlerinin zamana

karst grafigi

4.1.1.8. Gergek orneklerde DES tayini

Hazirlanan modifiye elektrodun analite olan segiciligini degerlendirebilmek igin
modifiye elektrot ile matriks ortaminda analitin tayin edilebilmesi ©nemli bir
parametredir. Bu sebeple modifiye elektrodun ger¢ek Orneklerde de DES tayinine
imkan sagladigi su ve siit tozu gerg¢ek orneklerinde analitin tayini gergeklestirilerek geri
kazanim degerleri hesaplanmustir.

0,1 M fosfat tamponu igerisine 40 kat seyreltilerek eklenen keskin géleti suyu
ornegi igerisinde optimum kosullarda DPV yontemiyle ortamda DES olmadan blank
Olctimleri alinmis ve gercek Ornegin DES icermedigi gorlilmiistiir. Ancak ortama
standart DES eklendiginde 0,01 V gerilim degerinde analite ait ylikseltgenme piki
goriilmiistiir ve bu pik artan hacimlerde DES standardi eklenmesiyle birlikte cevabini
arttirmistir (Sekil 4.18). Bu sonug¢ dogrultusunda, DES’in keskin gdleti suyu gergek
Orneginin matriks ortamindan etkilenmedigi soylenebilir. Keskin suyunun DES
icermemesi sebebiyle ornek igerisine bilinen miktarlarda (0,5; 1,0 ve 2 uM) DES
enjekte edilerek bu miktarin geri kazanimi aragtirilmistir (Cizelge 4.5). Elde edilen

veriler %89,69-102,68 degerleri arasinda geri kazanim saglandigini géstermektedir.
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Sekil 4.18. 0,1 M fosfat tamponu igerisine 40 kat seyreltilerek eklenen keskin suyu gercek érnegi iizerine
artan derisimlerde DES eklenmesi ile -0,18 V ile 0,2 V gerilim araliginda 90 s temas stiresi

ve 300 rpm karigtirma hizi parametrelerinde alinan DPV élgiim sonuglari

0,1 M fosfat tamponu igerisine 40 kat seyreltilerek eklenen siit tozu Ornegi
igerisinde, optimum kosullarda DPV teknigiyle alinan blank dl¢limleri gergcek drnegin
DES icermedigini gostermistir. Ancak ortama standart DES eklendiginde 0,01 V
gerilim degerinde analite ait yiikseltgenme piki goriilmiistir ve bu pikin artan
hacimlerde DES standardi eklenmesiyle birlikte arttigi gozlenmistir (Sekil 4.19). Siit
tozunun DES icermemesi sebebiyle drnek igerisine bilinen miktarlarda (0,5; 1,0 ve 2
uM) DES enjekte edilerek bu miktarin geri kazanim degeri aragtirilmistir (Cizelge 4.5).
Geri kazanim caligsmalar1 sonucu elde edilen veriler yardimiyla geri kazanim miktarlari

%77,98-89,61 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.19. 0,1 M fosfat tamponu icerisine 40 kat seyreltilerek eklenen siit tozu gercek ornegi iizerine
artan derigsimlerde DES eklenmesi ile -0,18 V ile 0,15 V gerilim araliginda 90 s temas stiresi

ve 300 rpm karigtirma hizi parametrelerinde alinan DPV él¢iim sonuglari

Cizelge 4.5. Keskin goleti suyu ve siit tozu gercek ornekleri ile DES icin optimum kosullarda

gerceklestirilen 6l¢ciimler sonucu bulunan geri kazanim degerleri

Ornek Eklenen DES Derisimi (uM)  Bulunan DES Derisimi (uM) % Geri Kazanim
Keskin suyu 0,5000 0,5134 102,6800
Keskin suyu 1,0000 1,0005 100,0500
Keskin suyu 2,0000 1,7939 89,6966
Siit Tozu 0,5000 0,4481 89,6151
Siit Tozu 1,0000 0,8007 80,0665
Siit Tozu 2,0000 1,5596 77,9842

Sonug olarak, DES analiti su ve siit tozu gergek orneklerinde matriks ortamindan

etkilenmeden tayin edilebilecegi sdylenebilir.

4.1.2. AEA-AD sistemi ¢alismalar:
4.1.2.1. AEA-AD sisteminin kontrolii

AEA-AD sistemi deneyleri igin kullanilacak hiicre ve sistem Ozel olarak
tasarlanarak deney ortami olusturulmustur. Olusturulan bu yeni sistemi test edebilmek
amaciyla farkli derisimlerde hazirlanan KsFe(CN)e.3H20 ¢ozeltileri sisteme enjekte
edilmistir. Bu enjeksiyonlar sonucu alinan akim zaman egrileri Sekil 4.20’de verilmistir.
Akim zaman egrilerinde de goriildiigii lizere, sistem artan derisime karsi artan akim
cevabr vermistir. Elde edilen bu grafik, deney i¢in 6zel olarak hazirlanan bu yeni

sistemin yeterli performansa sahip oldugunu géstermistir.
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Sekil 4.20. AEA-AD sisteminde KUG elektrot kullamilarak farkly derigimlerde KisFe(CN)s.3H20 ¢ozeltisi
enjekte edilmesi sonucu elde edilen akim zaman egrileri (Hareketli faz: 0,05 M pH 7,4 fosfat
tamponu, Uygulanan gerilim: 0,2 V, Akis hizi: 1,1 mL/dk, Enjeksiyon hacmi: 20 uL)

Hazirlanan yeni AEA-AD sisteminde Ag tel referans olarak kullanilmistir. Fakat
literatiirde AEA-AD sistemleri i¢in kullanilan hareketli faza KCl ilavesi ile ortamda
Ag/AgCl referans elektrot olusturularak deneyler gergeklestirilmistir [14], [87], [88]. Bu
sebeple, ortama 1 M KCI ilave edilerek ortamda Ag/AgCl referans elektrot
olusturulmus ve Ag tel ile Ag/AgCl referans elektrotlarin kullanildigi sistemler
karsilastirilmistir (Sekil 4.21). Elde edilen akim zaman egrisi agikca Ag tel kullanilan
sistemin daha etkili oldugunu gosterdiginden, deneyler ortama KCI ilavesi yapilmadan

yalnmizca Ag tel referans elektrot kullanilarak devam ettirilmistir.
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Sekil 4.21. AEA-AD sisteminde KUG elektrot kullanilarak 100 uM K4Fe(CN)e.3H20 ¢ozeltisinin 0,05 M
pH 7,4 fosfat tamponu ve 1 M KCI i¢eren 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisine enjekte

edilmesi sonucu elde edilen akim zaman egrileri, (Uygulanan gerilim: 0,2 V, Akis hizi: 1,1

mL/dk, Enjeksiyon hacmi: 20 uL)

4.1.2.2. AEA-AD sistemi ile DES tayininin arastirilmast

AEA-AD sisteminde, KUG-Au ¢alisma elektrodu kullanilarak tekrarli 5 yM DES

enjekte edilmesi sonucu elde edilen akim zaman egrilerinde DES’e ait pikler Sekil

4.22’de goriilmektedir.
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Sekil 4.22. AEA-AD sisteminde KUG-Au(5D) elekrodun kullanilarak tekrarly 5 uM DES enejeksiyonu ile
elde edilen akim zaman egrisi. (Hareketli faz: 0,05 M pH 10 fosfat tamponu, Gerilim: 0,2 V,
Akus hizi: 1,1 mL/dk, Enjeksiyon hacmi: 20 uL)
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AEA-AD sistemi ile DES tayini icin dongii sayist optimizasyonu

AEA-AD sisteminde ¢alisma elektrotu olarak farkli dongii sayilarinda hazirlanmis
KUG-Au (3, 5, 7, 10 dongii) elektrotlar kullanilarak, 5 uM DES enjeksiyonu ile elde
edilen akim degerleri ile dongii sayisina karst grafigi ve akim zaman egrileri Sekil
4.23’de verilmistir. Elde edilen siitun grafiginde ve akim-zaman egrisinde en yiiksek
cevap 5 dongii hazirlanan elektrot kullanilmasiyla elde edilmis ve optimum olarak 5

dongii secilmistir.
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Sekil 4.23. AEA-AD sisteminde farkly dongiilerde hazirlanan KUG-Au ¢alisma elektrotlarinin
kullamilmasiyla sisteme 5 uM DES enjeksiyonu sonucu elde edilen A) pik akimlari siitun
grafigi, B) akim zaman egrileri (Gerilim: 0,2 V, Akis Hizi: 1,1 mL/dk, Hareketli faz: 0,05 M
pH 10 fosfat tamponu, Enjeksiyon hacmi: 20 ulL).
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AEA-AD sistemi ile DES tayini icin gerilim optimizasyonu

AEA-AD sisteminde hareketli faz olarak 0,05 M pH 10 fosfat tamponu, ¢alisma
elektrotu olarak 5 dongii altin kaplanarak hazirlanan KUG-Au(5D) elektrot, akis hiz1 0,8
mL/dk ve 5 uM DES enjeksiyonu ile farkli gerilimlerde analizler gergeklestirilerek
optimum gerilim degerinin 0,2 V olduguna karar verilmistir. En yiiksek cevap 0,3 V
gerilim degerinde elde edilmesine karsin, gerilim degerinin artmasiyla olusabilecek
girisimleri azaltmak amacityla optimum deger olarak 0,2 V degeri secilmistir. Ayrica,
Sekil 4.24°de gosterilen grafikler incelendiginde akim artiginin en fazla 0,2 V degerinde

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.24. AEA-AD sisteminde farkli gerilimlerin uygulanmasiyla, 5 uM DES enjeksiyonu sonucu elde
edilen A) pik akimlar: siitun grafigi, B) akim zaman egrileri (Akis Hizi: 0,8 mL/dk, Hareketli
faz: 0,05 M pH 10 fosfat tamponu, Enjeksiyon hacmi: 20 uL, Calisma elektrodu: KUG-
Au(5D))

82



AEA-AD sistemi ile DES tayini icin akis hizi optimizasyonu

AEA-AD sisteminde KUG-Au(5D) ¢alisma elektrodu ile, 0,2 V gerilim ve 0,05 M
pH 10 fosfat tamponu hareketli fazinda farkli akis hizlarinda 6l¢timler alinarak optimum
akis hizina karar verilmistir. Sekil 4.25’de verilen grafiklerde de goriildigii gibi en
yiiksek cevabin 1,1 mL/dk akis hizinda elde edilmesi sebebiyle optimum akis hizi
olarak 1,1 mL/dk secilmistir.
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Sekil 4.25. AEA-AD sisteminde farkli akis hizlarinda 5 uM DES enjeksiyonu sonucu elde edilen A) pik
akimlart siitun grafigi, B) akim zaman egrileri (Gerilim: 0,2 V, Hareketli faz: 0,05 M pH 10
Jfosfat tamponu, Enjeksiyon hacmi: 20 uL, Calisma elektrodu: KUG-Au(5D))
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AEA-AD sistemi ile DES tayininin tekrarlanabilirliginin test edilmesi

0,05 M pH 10 fosfat tamponu hareketli fazi ile optimum kosullarda, 5 uM DES
enjeksiyonunun alt1 kez yapilmasi ile alinan 6lgiimler sonucu olusturulan akima karsi
zaman grafigi sonuglarin tekrarlanabilir oldugunu Sekil 4.26’da gostermistir bununla

birlikte, RSD degeri %4,5718 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.26. AEA-AD sisteminde optimum kosullarda alti kez 5 uM DES enjeksiyonu sonucu elde edilen
akim zaman egrileri (Calisma elektrodu: KUG-Au(5D), Gerilim: 0,2 V, Akis hizi: 1,1 mL/dk,
Hareketli faz: 0,05 M pH 10 fosfat tamponu, Enjeksiyon hacmi: 20 uL)

4.1.2.3. AEA-AD sisteminin sivi kromatografide dedektor olarak kullanilmasiyla
gergeklestirilen DES analizleri
DES’in tayininin daha duyarli tayin edilmesini saglamak amaciyla AEA-AD
sistemine Cig kolon dahil edilmistir (AEA-AD+C1g). Cis kolon sayesinde analitin
ayriminin daha segici yapilarak daha hassas ve duyarli sonuglarin elde edilmesi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda AEA-AD+Cig sisteminde deneyler
gerceklestirilmistir.
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AEA-AD+Cyg sisteminin kalibrasyonu

AEA-AD+Cyg sisteminde, HPLC analizleri sonucu se¢ilen hareketli faz olarak
%70 CH30H:%30 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu (v/v) kullanilmasiyla, 1,1 mL/dk akis
hizi parametrelerinde KUG-Au(5D) calisma elektrodu kullanilan sisteme farkl
derisimlerde DES c¢ozeltilerinin enjekte edilmesi sonucu alinan voltamogramlar Sekil
4.27°de gosterilmektedir. Bu sonuglar ile kalibrasyon grafigi ¢izildiginde 1 ve 500 uM
DES derigim araliginda bir dogrusallik elde edildigi Sekil 4.27 nin igerisindeki grafikte
gosterilmistir. LOD degeri 0,2327 uM ve LOQ degeri ise 0,7756 uM olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.27. AEA-AD+Cgg sisteminde optimum kosullarda 1 ve 500 uM DES araliginda artan derigimlerde
DES enjeksiyonu sonucu elde edilen akim zaman egrileri (Calisma elektrodu: KUG-Au(5D),
Gerilim: 0,2 V, Akis lizi: 1,1 mL/dk, Hareketli faz: %70 CH30OH:%30 0,05 M pH 7,4 fosfat
tamponu (VIV), Enjeksiyon hacmi: 20 ulL)
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AEA-AD+Cyg sisteminde gercek ornek analizleri

Gergek ornek olarak secilen su, siit tozu ve sit orneklerine standart ekleme
yontemi kullanilarak DES eklenmesi sonucu analizler hareketli fazin %70 CH3OH:%30
0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu (v/v), oldugu 1,1 mL/dk akis hizi kosullar1 ve HPLC
cihazinda 241,16 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Ger¢ek orneklerde %89,01-
102,9 araliginda geri kazanim elde edilmistir. Analizler, AEA-AD+Cg sistemi ile elde
edilen sonuglarin karsilastirilmasi amaciyla HPLC cihazi ile de yapilarak sonuglar
Cizelge 4.6’da karsilagtirilmistir. DES tayini i¢in kullanilan AEA-AD+Cig ve HPLC
yontemlerine ait sonuglarin farklarim1 ortaya koymak icin Minitab 19 programi
kullanilarak t testi uygulanmistir. Her iki yontem icin ayni1 konsantrasyonlarda yapilan
geri kazanim deneylerinin sonuglart kullanilmis olup, analiz sonucunda AEA-AD+Cig
(x=10,43; SS=6,76) ve HPLC (x=10,68; SS=6,90) yontemleri arasinda p>0,05

(p=0,946) oldugundan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Cizelge 4.6. Keskin goleti suyu, siit ve siit tozu gercgek ornekleri ile DES i¢cin optimum kosullarda

gergeklestirilen 6l¢iimler sonucu bulunan geri kazamim degerleri

AEA-AD+Cis sistemi HPLC (UV dedektor kullanilan sistem)
Ornek Eklenen DES Bulunan DES 9% Geri Eklenen DES Bulunan DES % Geri
Derisimi Derisimi Kazanim Derisimi Derisimi Kazanim
(uM) (uM) (uM) (uM)
Siit 5,0000 5,0783 101,5667 5,0000 5,1700 103,4000
Siit 10,0000 9,8867 98,8667 10,0000 8,9500 89,5000
Siit 20,0000 19,0856 95,4278 20,0000 20,9000 104,5000
Siit Tozu 5,0000 4,6040 92,0800 5,0000 4,6400 92,8140
Siit Tozu 20,0000 20,5800 102,9000 20,0000 19,2600 96,3230
Su 5,0000 4,8510 97,0200 5,0000 4,5430 90,8590
Su 10,0000 8,9100 89,1000 10,0000 11,3150 113,1460
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4.2. PROP Tayinine Yonelik Gerg¢eklestirilen Deneysel Cahismalar
4.2.1.Voltametrik ¢calismalar
4.2.1.1. EOI/KUG elektrodun PROP yiikseltgenmesi iizerindeki elektrokatalitik etkisi

KUG elektroduna 0,1 M pH 10 fosfat tamponunda doniisiimlii voltametri teknigi
ile 0,5;1,4 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama hizinda 3 dongii tarama yapilmasiyla
elektrokimyasal 6n islem uygulanmis ve bu yolla modifiye edilen elektrotlar EOI/KUG
olarak adlandirilmistir.

Sekil 4.28’de modifiye edilmemis KUG elektrot ve elektrokimyasal on islem
uygulanmis EOI/KUG elektrot ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde DPV
teknigiyle 5 uM PROP varliginda ve yoklugunda alinan voltamogramlar gdsterilmistir.
Alman voltamogramlar incelendiginde yapilan islem ile elektrot yiizeyinde bir iyilesme
saglandigi ve modifiye elektrodun PROP varliginda 0,923 V gerilim degerinde
yiikseltgenme piki verdigi goriilmektedir. KUG elektrot analit i¢in ikili ve daha diisiik
akim degerinde bir pik verirken EOI/KUG elektrot daha yiiksek akim degerinde ve tek
bir pik vermistir. KUG elektrot i¢in pik akim degeri (2,7144 pA) ve EOI/KUG elektrot
icin elde edilen pik akim degeri (13,779 pA) karsilastirildiginda modifiye elektrodun
5,0763 kat daha yiiksek cevap verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.28. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde KUG ve EOI/KUG elektrotlar ile 0,5 V ile 1,2 V
gerilim araliginda 60 s temas siiresi, 300 rpm karistirma hizi ile 5 uM PROP varhiginda ve
yoklugunda alinan DPV él¢iimleri
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4.2.1.2. EOI/KUG elektrodun karakterizasyonu

Sekil 4.29°da EOI/KUG elektrot ve KUG elektrot ile 1 mM K4[Fe(CN)s] ve 1 mM
Ka[Fe(CN)s] igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisi igerisinde elde edilen voltamogramlar
gosterilmistir. Voltamogramlarda goriilen piklerin gerilim ve akim degerleri Cizelge
4.7.°de goriilmektedir. KUG ve EOI/KUG elektrotlar igin voltamogramlar ve sayisal
degerleri incelendiginde EOI/KUG elektrodun indirgenme pikinin 0,01 V sola kaydigi,
akim degerleri arasinda ise 1,2 pA fark oldugu ve yiikseltgenme piklerine bakildiginda
EOI/KUG elektrodun 0,02 V sola kaydigi, akim degerleri arasinda ise 6,3 pA fark
oldugu goriilmektedir. Meydana gelen bu farklar elektrot yilizeyinin modifiye edildigini
gostermektedir. Ayni1 zamanda her bir elektrodun anodik ve katodik piklerinin
potansiyel degerlerinin farklarina bakildiginda modifiye elektroda ait fark daha azdir.
Bu da elektrokimyasal 6n islem uygulanmasiyla elektrodun elektron aktarim hizinin

arttigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.29. 1 mM Ka[Fe(CN)s] ve 1 mM Ks[Fe(CN)e/ iceren 0,1 M KClI ¢ozeltisi icerisinde -0,2 V ile 0,8
V gerilim degerleri arasinda 60 s temas siiresi ile 300 rpm karigtirma hizinda ve 50 mV/s

tarama hizinda EOI/KUG ve KUG ile alinan DV élciimleri

Cizelge 4.7. 1 mM Ka[Fe(CN)g] ve 1 mM K3[Fe(CN)s/ iceren 0,1 M KCI ¢izeltisi i¢erisinde EOI/KUG ve
KUG ile alinan DV él¢giim sonuglar

Yiikseltgenme indirgenme
Potansiyel (V) Akim (pA) Potansiyel (V) Akim (pA) Ea-Ex
KUG 0,26642 43,89 0,15656 -51,732 0,10986
EOI/KUG 0,242 50,19 0,14679 -50,585 0,09521
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Sekil 4.30°da EOI/KUG elektrot ve KUG elektrot ile 1 mM Ru(NHs)e>* igeren 0,1
M KCI ¢ozeltisi igerisinde 0,3 V ile -0,6 V gerilim degerleri arasinda elde edilen
voltamogramlar verilmistir. Voltamogramlarda goriilen indirgenme ve ylikseltgenme
piklerinin gerilim ve akim degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. KUG ve EOI/KUG
elektrotlar icin voltamogramlar ve sayisal degerler incelendiginde EOI/KUG elektrodun
indirgenme pikinin 0,00245 V sola kaydigi, akim degerleri arasinda ise 2,577 pA fark
oldugu ve yikseltgenme piklerine bakildiginda elektrotlarin ayni potansiyelde pik
verdigi fakat modifiye elektrodun akim degerini 1,858 pA arttirdigi goriilmektedir.
Meydana gelen bu farklar elektrot yilizeyinde bir degisim meydana geldigini
dogrulamaktadir. Her bir elektrodun sahip oldugu anodik ve katodik piklerin gerilim
degerleri farklar1 alindiginda modifiye elektrotta daha az fark olmasi ise modifiye

elektrodun elektron aktarim hizini arttirdigini desteklemektedir.
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Sekil 4.30. 1 mM Ru(NH3)¢** iceren 0,1 M KCI ¢ézeltisi icerisinde 0,3 V ile -0,6 V gerilim degerleri
arasinda 50 mV/s tarama hizinda 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizinda EOI/KUG
ve KUG ile alinan DV élgiimleri

Cizelge 4.8. 1 mM Ru(NHs)e®* iceren 0,1 M KCI ¢izeltisi igerisinde EOI/KUG ve KUG ile alinan DV

ol¢tim sonuclart

Yiikseltgenme Indirgenme
Potansiyel (V)  Akim (pA) Potansiyel (V) Akim (pA) Ea-Ex
KUG -0,14435 24,699 -0,21027 -23,086 0,06592
EOI/KUG -0,14435 26,557 -0,20782 -25,663 0,06347
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Empedans ol¢iim sonuglarinin degerlendirilmesi

Sekil 4.31’de 2,5 mM Kjy[Fe(CN)s] iceren 0,1 M KCI ¢ozeltisi icerisinde
EOI/KUG ve KUG elektrotlar ile acik devre potansiyeli olan 0,125 V gerilim degerinde
aliman Ol¢limler ve Randles devresinin kullanilmasiyla olusturulan Nyquist egrileri
verilmistir. Egrilere bakildiginda én islem uygulanmis EOI/KUG elektrot igin verilen
egrinin ¢apmin KUG elektroda gore daha kiigiik oldugu goriilmektedir, bu kiigiilme
modifiye elektrodun elektron aktarim hizini arttirdigini gostermektedir. Ayn1 zamanda
Cizelge 4.9’ da yiik transfer direncleri incelendiginde KUG i¢in 578,6 Q, EOI/KUG igin
ise 251,2 Q degerleri goriilmektedir, modifiye elektrodun Ret degerinin KUG elektroda
gore daha diisik olmasi elektron aktarim hizinin daha yiiksek oldugunu

desteklemektedir.
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Sekil 4.31. 2,5 mM Ky[Fe(CN)e/ iceren 0,1 M KCI ¢ozeltisi icerisinde EOI/KUG ve KUG elektrotlar ile
agtk devre potansiyeli olan 0,125 V gerilim degerinde alinan EIS élgiimleri ile elde edilen
Nyquist egrileri

Cizelge 4.9. Alinan EIS 6l¢ciimiiniin fit edilmesi sonucu elde edilen devre elemaniar: degerleri

Ret () Rs (Q2) Cal (F) W
KUG 578,6 24,8 1,029 x 10® 0,0004084
EOI/KUG 251,2 25,38 5,653 x 10°® 0,0004613
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EiS 6l¢iim sonuglari ile Fe(CN)e** ¢ozeltisi ve Ru(NH3)6>* ¢ozeltisinde alinan
olgtimlerde elektron aktarim hizinin arttigin1 gosteren ve birbirini destekleyen sonuglar

elde edilmistir.

4.2.1.3. EOI/KUG elektrodun PROP varhginda elektrokimyasal davranisinin

incelenmesi

Sekil 4.32’de 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 0 V ve 1,2 V gerilim
araliginda, 10 pM PROP varliginda ve yoklugunda DV teknigiyle EO/KUG ve KUG
ile alinmig voltamogramlar verilmistir. Voltamogramlar incelendiginde ortama analit
eklenmediginde EOI/KUG elektrodun elektroaktivitesi meveut degildir. Ortama analit
eklendikten sonra KUG ve EOI/KUG elektrotlar ile yapilan dl¢iimlerde sirasiyla 1,4255
nA ve 8,1585 pA pik akim degerleri elde edilmistir. Bu da modifikasyonun elektrodun
PROP’a kars1 cevabini iyilestirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.32. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde 0 V ve 1,2 V gerilim araliginda EOI/KUG ve KUG
elektrotlar ile 10 uM PROP varhginda ve yoklugunda 60 s temas siiresi ve 300 rpm

karistirma hizinda elde edilen dongiisel voltamogramlar

Sekil 4.33’de EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 10
uM PROP varliginda farkli tarama hizlarinda (10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250
mV/s) Ol¢imler alinmistir. Alinan sonuglar pik akim degerlerinin tarama hizinin

artmastyla birlikte dogrusal olarak arttigini ve grafige gecirildiginde R? degerinin 0,999
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oldugunu gostermektedir. Bu sonuca bakilarak elektrot ve analit arasindaki etkilesimin

adsorpsiyon kontrollii oldugu sonucuna varilmastir.
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Sekil 4.33. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 0,5 V ile 1,25 V gerilim araliginda, 10 uM PROP
varliginda, 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizi ile farkli tarama hizlarinda

EOI/KUG elektrotlar ile alinan voltamogramlar

4.2.1.4. EOI/KUG elektrodunun hazirlanma kosullarinin optimizasyon sonuclarinin

degerlendirilmesi
On islem icin optimum gerilim araliginin belirlenmesi

0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde, farkli gerilim araliklarinda hazirlanan
elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 5 uM PROP varliginda alinan
voltamogramlar ve pik akimlart kullanilarak olusturulan siitun grafikleri Sekil 4.34‘de
verilmistir. Sekil 4.34.A incelendiginde 6n islem i¢in kullanilan gerilim aralig1 arttikga
pik akimlarminda arttigi gorilmistiir. Ancak Sekil 4.34.B incelendiginde ise
voltamogramlar gerilim arttik¢a piklerin kuyruklanmaya bagladigini ve sonunda ikili
piklere doniistiiglinii gostermektedir. Pik akimlarinin, gerilim aralifinin artmasiyla
birlikte artmasina karsin voltamogramlarda goriilen bu kuyruklanmalar sebebiyle

optimum caligsma aralig1 olarak 0,5 V ile 1, 4 V gerilim aralig1 secilmistir.
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Sekil 4.34. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda, farkli gerilim araliklarinda, 2 déngii hazirlanan elektrotlar
ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu i¢erisinde DPV yéontemiyle 0,5;1,2 V gerilim araliginda, 60 s
temas siiresi ve 300 rpm karigtirma hizinda, 5 uM PROP varhiginda gergeklestirilen

olciimlerden elde edilen A) siitun grafigi, B) voltamogramlar

Optimum déngii sayisinin belirlenmesi

0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda DV teknigi ile farkli dongii sayilarinda
hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda 5 uM PROP
varliginda gerceklestirilen DPV Glglimlerinden elde edilen pik akimlari Sekil 4.35°de
verilmistir. Grafikten de agikga goriildiigii gibi 0,5 V ile 1,4 V gerilim araliginda 3

dongii kosullarinda hazirlanan elektrotlar ile en yiliksek pik akim cevaplar elde

edilmistir, dolayisiyla optimum olarak 3 dongii se¢ilmistir.
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Sekil 4.35. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda, DV teknigi ile 0,5;1,4 V gerilimde 50 mV/s tarama hizinda
ve farkli déngii sayilarinda hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat
tamponunda 5 uM PROP varliginda DPV teknigi ile 0,5;1,2 V gerilim araliginda 60 s temas

stiresi ve 300 rpm karistirma hizinda alinan 6l¢iim sonuglar

Optimum on islem ¢ozeltisinin belirlenmesi

0,1 M farkli pH’larda hazirlanan fosfat tamponlari, 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH
cozeltileri igerisinde DV teknigi ile hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0.1 M pH 7,4
fosfat tamponu igerisinde 5 uM PROP varliginda DPV teknigi ile dl¢iimler alinarak elde
edilen sonuglar Sekil 4.36°da verilmistir. Cizilen siitun grafigi incelendiginde en yliksek
pik akim degerinin pH 10 fosfat tamponu igerisinde alindig1 goriilmektedir, dolayisiyla

optimum 6n islem ¢ozeltisi olarak 0,1 M pH 10 fosfat tamponu segilmistir.

94



16

[EEN
N
I

Pik Akimi (pA)
[o0]

0 =

0,1M 1 0,1M
HCI NaOH

pH

Sekil 4.36. 0,1 M farkls pH’larda hazirlanan fosfat tamponlari, 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH c¢ozeltileri
icerisinde 0,5 V ve 1,4 V gerilim degerleri arasinda 50 mV/s tarama hizinda 3 dongii DV
teknigi ile hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 5 uM
PROP varliginda DPV teknigi ile 0,5;1,2 V gerilim araliginda 60 s temas siiresi ve 300 rpm

karistrma hizinda alman ol¢iimler elde edilen pik akimlarmn pH'ya karsi siitun grafigi

4.2.1.5. EOI/KUG elektrodunun PROP tayini i¢in ol¢iim kosullarinin optimizasyon

sonuglarinin degerlendirilmesi
Olciim pH’simin optimizasyon sonuclarimin degerlendirilmesi

Optimum kosullarda hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M fakli pH’larda
hazirlanmig fosfat tamponlarinda 5 uM PROP varliginda DPV teknigi ile elde edilen
voltamogramlar Sekil 4.37A’da verilmistir. Alinan pik akimlarinin pH’ya kars1 grafigi
Sekil 4.37B’de verilmistir. Cizilen siitun grafigi incelendiginde en yiiksek cevabin pH
7,4 fosfat tamponunda elde edildigi, daha diisiik pH’lara ve daha yiiksek pH’lara dogru
gidildiginde ise elektrodun cevabmin azaldigt gdzlenmistir. Voltamogramlar
incelendiginde pH’nin artmasiyla analite ait pik potansiyelinin sol tarafa kaydigi
gbzlenmis, bununla birlikte pH 7,4’den daha kii¢iik pH’larda piklerde saga dogru
kuyruklanma goriiliirken, daha yiiksek pH’larda ikili pik olusturma egiliminde oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla, optimum o6l¢iim ¢ozeltisi olarak 0,1 M pH 7,4 fosfat

tamponu se¢ilmistir.
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Sekil 4.37. Optimum kosullarda hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M fakli pH’larda hazirlanms
Jfosfat tamponlarinda 60 s temas siiresi ve 300 rpm karistirma hizi ile 5 uM PROP varliginda
0,35 Vile 1,3 V gerilim araliginda DPV teknigi ile alinan A) voltamogramar B) pik akiminin
pH’ya karsi grafigi

Temas siiresi optimizasyon sonuglarinin degerlendirilmesi

Optimum kosullarda hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat
tamponunda, 0,5 uM PROP varliginda, DPV yontemiyle farkli temas siireleri
uygulanarak o6l¢timler alinmis ve elde edilen pik akimlar1 Sekil 4.38’de verilmistir. Elde
edilen siitun grafigi incelendiginde siire arttirildik¢a cevabinda arttigi goriillmektedir. En
fazla artis 240 s bekleme siiresinde goriilmesine karsin 120 s ile 240 s arasinda 6nemli
bir fark olmamasi nedeniyle ve analiz siirelerinin miimkiin oldugu kadar kisa

tutulabilmesi i¢in optimum olarak 120 s se¢ilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.38. Optimum kosullarda hazirlanan EOI/KUG elektrotlar ile 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponunda, 0,5
uM PROP varliginda, 0,35 Vile 1,2 V gerilim araliginda DPV teknigi kullanilarak, 300 rpm

karistirma hizinda, farkl temas stirelerinde elde edilen pik akimlar

4.2.1.6. PROP tayinine yénelik analitik parametrelerin belirlenmesi

KUG-Au modifiye elektrot ile PROP i¢in c¢alisilabilecek dogrusal aralik ve
minimum gozlenebilecek derisimi gosteren LOD degerinin hesaplanmasi amaciyla
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bu sebeple, 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde
DPV yonteminin kullanilmasiyla 0,1 uM ve 25 pM PROP derisim araliginda artan
derigimlerin ortama eklenmesiyle 6lgiimler alinarak, olusturulan kalibrasyon grafigi
Sekil 4.39°da verilmistir. Cizilen kalibrasyon grafiginde 0,1-2,5 uM ve 5-25 uM olmak
iki dogrusal ¢alisma araligi belirlenmistir. Cizilen grafigin egimi ve 7 blank dl¢iimiiniin
standart sapmasinin Sekil 3.2°de verilen formiilde yerine koyulmasiyla LOD degeri
0,0244 uM ve LOQ degeri 0,0813 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 4.39. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 0,35 Vile 1,25 V gerilim degerleri arasimda 300 rpm
karistirma hizi ve 120 s temas siirvesi parametrelerinde alinan DPV olgiimleri A) 0,1-2,5 uM

araligindaki B) 5-25 uM araligindaki dogrusal aralik

0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde modifiye edilmemis KUG elektrotlar
kullanilarak artan derisimlerde PROP eklenmesiyle elde edilen voltamogramlar Sekil
4.40°da verilmistir. Alman voltamogramlar incelendiginde modifiye edilmemis
elektrodun, modifiye EOI/KUG elektrotlar gibi etkin ve tek bir pik vermedigi
goriilmektedir. PROP’a ait pikler ikili pikler seklinde goriilmektedir ve 2,5 uM alt1
derisimlerde piklerin ilkine ait akim degeri digerine gore daha yiiksek iken, 2,5 uM
tizeri derisimlerde ikinci pike ait akim degerleri daha yiliksek gelmektedir. Derisime
kars1 akimin grafige gecirilmesiyle elde edilen grafiklerde dogrusallik gézlenmemistir.
Ancak EOI/KUG modifiye elektrotlar ile 0,1M pH 7,4 fosfat tamponu igerisine PROP
eklenmesiyle DPV &l¢iimii alindiginda analite ait tek bir pik vermesiyle KUG elektroda
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kars1 istiinliik saglamistir. Ayn1 zamanda artan derisimlerde PROP eklenmesiyle Sekil
4.38°de de goriildiigii gibi iki ayr1 dogrusal calisma araligina izin vermistir. Sonug
olarak, KUG elektroda elektrokimyasal 6n islem uygulanmasi ile hazirlanan EOI/KUG
elektrotlar analite ait tek bir pik vermesi ve dogrusal ¢alisma araligr sunmasi ile PROP

analizlerine imkan sunmustur.
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Sekil 4.40. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde 300 rpm karistrma hiziyla, 120 s temas siiresi

parametrelerinde KUG elektrot ile artan PROP derigimine karsi alinan DPV élgiimleri

Optimum kosullarda hazirlanan EOI/KUG elektrotlarin birbirleriyle benzer
cevaplara sahip olmasi da alinan oOlglimlerin giivenilirligi agisindan 6nemli bir
parametredir. Bu ylizden hazirlanan elektrotlar ile gilin i¢inde ve giinler arasi olmak
tizere iki ayr tekrarlanabilirlik caligmasi yapilmistir. Giin i¢inde optimum kosullarda
hazirlanan EOI/KUG modifiye elektrot ile optimum kosullarda DPV metoduyla 5 pM
PROP varliginda yedi 6l¢iim alinarak elektrotlarin tekrarlanabilirligi test edilmistir.
Voltamogramlardan elektrotlarin verdigi pik akim cevaplar1 alinmistir. Sonuclara gore
RSD degeri %4,88 olarak hesaplanmustir.

Bununla birlikte hazirlanan modifiye elektrodun giinler arasi tekrarlanabilirligi de
DPV yontemiyle degerlendirilmistir. Bu sebeple 10 uM PROP varliginda optimum
kosullarda alinan alt1 farkli 6l¢iim sonucunun pik akimlar1 belirlenmistir. Sonuglara gore

RSD degeri %4,82 olarak hesaplanmustir.
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Modifiye elektrotlarin cevaplarint bir siire korumasi c¢aligsmalar agisindan
tekrarlanabilir ve giivenilir sonuclar elde edebilmeyi sagladigindan kararlilik ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Hazirlanan EOI/KUG elektrotlarin kararligini test etmek amaciyla,
21 giin boyunca vakum desikatoriinde saklanan elektrotlarin 7 giinliik periyotlar ile 10
uM PROP varliginda olgtimleri alinmigtir. Elde edilen voltamogramlardan alinan pik
akimlar1 degerlendirilerek 21 giiniin sonunda elektrodun cevabint %89,01 oraninda
korudugu goriilmiistiir. Bu da hazirlanan elektrotlarin yeterli diizeyde kararliliga sahip

oldugunu gostermektedir.

4.2.1.7. PROP tayinine yonelik girigim yapabilecek tiirlerin incelenmesi

Deneysel calismalarda analitin tek basma basarili  bir sekilde analiz
edilebilmesiyle birlikte ger¢ek orneklerde bir matriks ortami i¢inde bulundugundan,
birlikte bulunma ihtimali olan kimyasallarla ayni1 ortamdayken de basarili bir sekilde
analiz edilebilmesi gerekmektedir. Bu gereklilik sebebiyle analit olarak segilen
PROP’un gerc¢ek drneklerde birlikte bulunma ihtimali bulunan elektroaktif tiirler olarak
AA, GLC, MNNT, iire, UA ve KCI kimyasallar1 segilerek, 0,1 M pH 7.4 fosfat
tamponunda 2,5 puM PROP varhginda EOI/KUG elektrotlarla DPV  yontemi
kullanilarak girisim c¢alismalar1 yapilmistir. Sekil 4.41°de verilen voltamogramlar

incelendiginde PROP’un ytikseltgenme pikine {irenin girisim yapmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.41. 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde DPV yéntemiyle 2,5 uM PROP yiikseltgenme pikine

tirenin girigim etkisinin incelenmesi icin alinan voltamogramlar
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Alman DPV 6l¢iimleri sonucu voltamogramlar incelendiginde, segilen elektroaktif
tirlerin PROP’un yiikseltgenme pikini etkilemedigi goriilmiis ve gergek orneklerin bu
maddeleri Cizelge 4.10’da belirtilen veya daha az miktarlarini icermeleri halinde analite

ait cevabi etkilemeyecegi saptanmustir.

Cizelge 4.10. PROP 'un yiikseltgenme pikine girisim etkisi yapabilecegi diistiniilen tiirlerin maksimum

izin verilen derigimleri

Girisim etkisi incelenen tiirler Girisim etkisine izin verilen maksimum derisim (nM)
Glukoz 2000
Mannitol 2000
Potasyum Klortir 2000
Askorbik Asit 1000
Ure 50
Urik Asit 50

4.2.2. PROP tayininin AEA-AD sistemleriyle gerceklestirilmesi
4.2.2.1. PROP analizi icin referans elektrot degerlendirmesi

0,05 M pH 7,4 tamponu ve 0,05 M pH 7,4 tamponuna 0,1 M KClI ilavesi ile 0,95
V gerilimde EOI/KUG elektrotlar ile 1,1 mL/dk akis hizinda 5 ve 50 uM PROP
enjeksiyonu ile gergeklestirilen deneyler sonucunda Sekil 4.42°de de goriildiigii gibi
KCI ilavesi ile 5 uM PROP cevabimin azaldigi, 50 uM PROP enjeksiyonunda ise
cevabin c¢ok fazla etkilenmedigi goriilmektedir. Dolayisiyla, kiigiik derisimlerde cevabin
azalmasi, yiiksek derisimlerde ise ¢ok biiylik degisimlerin olmamasi ve Sekil 4.20°de de
ortamda KCI ilavesi olmadiginda daha yiiksek cevap elde edilmis olmasi Sebebiyle
ortamda referans elektrot olarak Ag tel elektrot kullanilmasinin daha uygun olacagina

karar verilmistir.

101



25 1 50 uM PROP
2,0 A
5 uM PROP
< 15
S S~ , R
g '
< 101 ", ]
» | g
A " |
" :
_ !
0,5 i\ h
'\ \
___'\ _____ l\‘_ | \‘_~ I .~
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (s)
0,05 M pH 7,4 + 0,1 M KClI - — —-005MpH 74

Sekil 4.42. AEA-AD sisteminde 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu ve 0,1 M KCl i¢eren 0,05 M pH 7,4 fosfat
tamponu hareketli fazlarima 5 ve 50 uM PROP enjeksiyonu ile elde edilen akim zaman
egrileri (Calisma elektrodu: EOI/KUG, Gerilim: 0,95 V, Akis hizi: 1,1 mL/dk, Enjeksiyon
hacmi: 20 uL)

4.2.2.2. Gerilim optimizasyonu

AEA-AD sisteminde 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu hareketli fazina 10 uM PROP
enjekte edilmesiyle farkli gerilimlerde alinan olgtimler sonucu elde edilen grafikler
Sekil 4.43’de verilmistir. Grafiklerde de goriildiigii tizere en yiiksek cevaplar 0,95 V
gerilim degerinde alinmistir, bu sebeple optimum gerilim degeri 0,95 V olarak

secilmistir.
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Sekil 4.43. AEA-AD sisteminde farkli gerilim degerlerinde 10 uM PROP enjeksiyonu ile alinan A) akim-
gerilim grafigi B) akim-zaman egrileri (Hareketli faz: 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu,
Calisma elektrodu: EOI/KUG, Akis hizi: 1,1 mL/dk)

4.2.2.3. Kalibrasyon grafigi olusturulmasi

AEA-AD sistemine optimum kosullarda artan derisimlerde PROP ¢6zeltilerinin
enjekte edilmesiyle alinan 6l¢im sonuglart Sekil 4.44°de verilmistir. Alinan dlglimler
neticesinde dogrusal calisma araligi olarak 0,5 ve 75 uM PROP derisim araligi
belirlenmistir. Alinan 10 6l¢iim sonucu LOD degeri 0,1323 uM ve LOQ degeri ise
0,4410 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.44. AEA-AD sisteminde artan derigimlerde PROP enjekte edilmesiyle alinan akim-zaman egrileri
(Calisma elektrodu: EOI/KUG, Hareketli faz: 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu, Akis hizi: 1,1

mL/dk, Gerilim: 0,95 V)

4.2.3. AEA-AD+Cais sisteminde PROP optimizasyonu

4.2.3.1. Gerilim optimizasyonu

AEA-AD sistemine kolonun da dahil edilmesiyle olusturulan AEA-AD+Cis

sistemi igin kullanilacak hareketli faz, HPLC ile yapilan analizler sonucu %65 CH3OH;

%35 0,05 M pH 7.4 fosfat tamponu karisimi (v/v) olarak belirlenmistir.

AEA-AD+Cyg sisteminde farkli gerilim degerlerinde belirlenen hareketli faz akigina 100

uM PROP enjekte edilmis, elde edilen sonuglar Sekil 4.45’de grafige gegirilmistir.

Grafikler incelendiginde en yiiksek akim cevabinin alindigi 0,9 V optimum olarak

secilmistir.
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Sekil 4.45. AEA-AD+Cg sistemine farkl gerilim degerlerinde 100 uM PROP enjekte edilmesiyle elde
edilen A) akim-gerilim grafigi B) akim-zaman egrileri (Calisma elektrodu: EOI/KUG,
Hareketli faz: %65 CHsOH; %35 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu (v/v), Akis hizi: 1,1 mL/dk
Basing: 93 bar)

4.2.3.2. Tampon derisiminin etkisinin incelenmesi

AEA-AD+Cis sisteminde hareketli faz olarak %65 CH3OH; %35 farkhi
derisimlerde pH 7,4 fosfat tamponu karisimi kullanilarak 100 uM PROP enjeksiyonu
yapilmis ve elde edilen grafikler Sekil 4.46°da verilmistir. Olgiimler sonucu ¢izilen
grafiklerden optimum hareketli fazin %65 CH3OH ile %35 0,075 M pH 7,4 fosfat

tamponu karigimi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.46. AEA-AD+Cyg sisteminde hareketli faz olarak %65 CHsOH; %35 farkli derisimlerde pH 7,4
Jfosfat tamponu karisimi (VIV) kullanilarak 100 uM PROP enjeksiyonu ile aliman A) akim
derisim grafigi B) akim- zaman egrileri (Calisma elektrodu: EOI/KUG, Gerilim: 0,9 V, Akis
hizi: 1,1 mL/dk, Basing: 87- 92 bar)

Tekrarlanabilirligin test edilmesi

AEA-AD+Cyg sistemine optimum kosullarda 100 uM PROP enjeksiyonu ile elde
edilen 7 6lgtimiin akim-zaman egrileri Sekil 4.47°de verilmistir. Elde edilen akim zaman
egrileri birbirlerine yakin sonuglar alindigin1 gostermis ve %RSD degeri %5,4 olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.47. AEA-AD+Cs sistemine optimum kosullarda 100 uM PROP 'un 7 enjeksiyonu ile alinan akim-
zaman egrileri (Calisma elektrodu: EOI/KUG, Hareketli faz: %65 CH30H; %35 0,075 M pH

7,4 fosfat tamponu (V/V), Akis hizi: 1,1 mL/dk, Basing: 87 bar)

4.2.3.3. Kalibrasyon grafigi olusturulmasi

AEA-AD+Cyg sistemine optimum kosullarda artan derisimlerde PROP 6rnekleri
enjekte edilmesi sonucu 0,5 ile 125 puM PROP derigim araliginda olusturulan dogrusal

kalibrasyon grafigi Sekil 4. 48’de verilmistir. Alinan alt1 6l¢iim sonucuna gore LOD

degeri 0,118 pM PROP ve LOQ degeri 0,3956 uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.48. AEA-AD+Cg sistemine 0,5 ile 125 uM PROP derisim araliginda PROP enjeksiyonu ile elde
edilen akim-zaman egrileri (Calisma elektrodu: EOI/KUG, Gerilim: 0,9 V, Akis hizi: 1,1
mL/dk, Hareketli faz: %65 CH3OH ile %35 0,075 M pH 7,4 fosfat tamponu (v/v), Basing: 85

bar)
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4.2.3.4. AEA-AD+Cyg sistemi ile gercek ornek analizleri

Farkli derisimlerde PROP icerecek sekilde hazirlanan sentetik idrar ve Dideral®
ilact Ornekleri ile AEA-AD+Cig sisteminde optimum kosullarda yapilan Ol¢timler
sonucunda alinan akim zaman egrileri Sekil 4.49°da gosterilmistir. Alinan Glglim
sonuglar1 kullanilarak elde edilen geri kazanim degerleri Cizelge 4.11’de verilmistir.
AEA-AD+Cig sisteminde Dideral® 6rnegi igin %101,256-108,04 araliginda, sentetik
idrar Ornegi icin ise %98,8-%100,46 araliginda geri kazanim elde edilmistir.
Karsilagtirmak amaciyla HPLC cihaziyla da geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmistir. PROP
tayini i¢in kullanilan AEA-AD+Cis ve HPLC yoéntemlerine ait sonuclarin farklarimni
ortaya koymak i¢in Minitab 19 programi kullanilarak t testi uygulanmistir. Her iki
yontem i¢in ayni konsantrasyonlarda yapilan geri kazanim deneylerinin sonuglar
kullanilmis olup, analiz sonucunda AEA-AD+C1g (X=43,0; SS=35,7) ve HPLC (x=43,4;
SS=37,5) yontemleri arasinda p>0,05 (p=0,985) oldugundan istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamastir.
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Sekil 4.49. AEA-AD+Cig sistemine PROP icin optimum kosullarda Dideral® ve sentetik idrar gercek
ornekleri enjeksiyonu ile elde edilen akim-zaman egrileri (Calisma elektrodu: EOI/KUG,
Gerilim: 0,9 V, Akis hizi: 1,1 mL/dk, Hareketli faz: %65 CH30H ile %35 0,075 M pH 7,4

fosfat tamponu (v/v))

Cizelge 4.11. AEA-AD+Cyg sistemi ve HPLC ile Dideral® ve sentetik idrar gergek orneklerinde PROP

icin optimum kogullarda gerceklestirilen él¢iimler sonucu bulunan geri kazanim degerleri

AEA-AD+C1s sistemi HPLC (UV dedektor kullanilan sistem)
i Bulunmas Bulunan Bulunmasi Bulunan
Ornek Gereken PROP %Geri Gereken PROP %Geri
PROP Derisimi Kazanim PROP Derisimi Kazanim
Derisimi (upM)  (uM) Derisimi (uM) (M)
Dideral® 10,0000 10,8040 108,0400 10,0000 8,6030 86,0330
Dideral® 25,0000 25,3140 101,2560 25,0000 22,9900 91,9610
Dideral® 50,0000 53,4760 106,9520 50,0000 52,9020  105,8050
Sentetik Idrar 25,0000 24,7000 98,8000 25,0000 28,2880  113,1530
Sentetik Idrar 100,0000 100,4600 100,4600 100,0000 104,1690 104,1690
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5. SONUCLAR

Endokrin sistem bozucu kimyasallardan birisi olan DES’in viicuda alinmasi
durumunda Ozellikle tireme sisteminde ciddi saglik sorunlarina yol agmasi sebebiyle
DES’in tayin edilebilmesi icin g¢esitli calismalar yapilmakta ve yeni yontemler
gelistirilmektedir.  Gergeklestirilen tez  ¢alismasinin  ilk  kisminda DES’in
elektrokimyasal olarak tayini icin iki basamaktan olusan bir calisma planlanmistir. Ik
basamakta, DES’in elektrokimyasal tayinine yonelik modifiye elektrot temelli
elektrokimyasal sensor gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda KUG
elektrot ylizeyinde altinin indirgenmesi ile KUG-Au modifiye elektrot hazirlanmis ve
DV, SEM ve EIS olgiimleri ile karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Yapilan
Olciimler ile KUG yiizeyine ortalama 11,648+5,623 nm c¢aplarindaki altin
nanopartikiillerle kaplandigini ve elektrot performansini arttirdigini géstermistir. Ayrica
farkli tarama hizlarinda alinan Gl¢iimler sonucu Randles-Sevcik denklemi kullanilarak
etkin yiizey alanlar1 sirastyla KUG ve KUG-Au elektrotlar igin 0,04792 cm? ve 0,05989
cm? olarak hesaplanmis, dolayisiyla modifikasyon ile etkin yiizey alaninmn arttigi
goriilmistiir. KUG-Au elektrodun DES’e cevabi incelendiginde KUG elektroda gore
4,9621 kat daha yiiksek cevap verdigi goriilmistiir. Belirlenen optimum sartlarda
yapilan ¢alismalarda 0,25 uM ile 25 pM derisim araligi DES i¢in dogrusal c¢alisma
aralig1 ve 6,29 nM LOD degeri olarak belirlenmistir. Hazirlanan modifiye elektrodun
analite olan seciciligini degerlendirebilmek icin modifiye elektrot ile matriks ortaminda
DES’in tayini gerceklestirilmis ve keskin kdyilinden temin edilen su 6rneginde %89,69-
102,68 degerleri arasinda geri kazanim ve yerel bir marketten temin edilen siit tozu
orneginde ise %77,98-89,61 degerleri arasinda geri kazanim elde edilmistir.

DES’in tayini i¢in yapilan ¢alismanin ikinci kismini ise amperometrik dedeksiyon
ile kombine akisa enjeksiyon analiz sistemi olusturmaktadir. Bu kapsamda ilk olarak
AEA-AD sistemi test edilmistir. Sistemde DES’in tayin edilebilmesi igin gerekli
kosullar belirlenmistir. Ger¢ek 6rneklerde matriks ortami fazla oldugundan daha segici
ve daha 1iyi bir ayrim gergeklestirebilmek amaciyla AEA-AD sisteminin sivi
kromatografide dedektor olarak kullanilmasi hedeflenmis ve sisteme bir de Cig kolon
ilave edilmistir. AEA-AD+Cig sisteminde optimum kosullarda alinan o6l¢timler
sonucunda DES i¢in 1 ve 500 uM derisim araliginda bir dogrusallik elde edilmis ve
LOD degeri 0,52 uM olarak hesaplanmistir. Siit, siit tozu ve su gergek orneklerinde
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yapilan analizler sonucunda %89,01-102,9 araliginda geri kazanim elde edilmistir.
Sonuglar, klasik HPLC analizleriyle karsilastirilarak kontrol edilmistir.

Tezin ikinci kismini bir¢ok saglik sorununa yol ag¢an yan etkilerinin yan1 sira bazi
spor branglarinda doping ajan1 olarak kullanilmasi sebebiyle Uluslararasi Olimpiyat
Komitesi ve Diinya Anti Doping Ajansi (WADA) tarafindan yasaklan (3-blokerlerden
biri olan PROP olusturmaktadir. PROP’un elektrokimyasal olarak tayini igin iki
basamaktan olusan bir c¢alisma planlanmustir. ilk basamakta PROP’un voltametrik
olarak tayin edilebilmesi amaciyla KUG elektrot yiizeyine elektrokimyasal on islem
uygulanmis ve EOI/KUG modifiye elektrotlar hazirlanmistir. EOI/KUG elektrodun
karakterizasyonunu yapmak icin DV ve EIS o&lgiimleri almmustir. Alman Slgiimler
elektrot ylizeyinin bir degisime ugrayarak elektrodun PROP’a ait cevabini arttirdigini
gostermigtir. KUG ve EOI/KUG elektrotlar ile PROP varhiginda alinan DPV 6lgiim
sonuglarina bakildiginda, modifiye elektrodun 5,0763 kat daha yiiksek cevap verdigi
goriilmektedir. EOI/KUG elektrot ile PROP tayini i¢in gerekli olan elektrot hazirlama
ve Ol¢tim kosullar1 belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda PROP igin 0,1-2,5 uM
ve 5-25 uM olmak iizere iki dogrusal ¢alisma araligi belirlenmistir. LOD degeri ise
0,0512 uM olarak hesaplanmistir. Modifiye elektrot ile Sekil 4.15°de de gortildigi gibi
PROP’a ait tek bir pik goriiliirken Sekil 4.16°ya bakildiginda KUG elektot ile PROP’a
ait pikler ikili gelmekte dolayisiyla PROP’un tayini yapilamamaktadir. PROP tayininde
girisim yapmasi muhtemel GLC (2000 uM), MNNT (2000 uM), KCI (2000 pM), iire
(50 uM), UA (50 pM) ve AA (1000 uM) kimyasallar i¢in girisim ¢alismalari yapilmus
ve bu maddelerin PROP’un tayinini etkilemedigi gorilmiistiir.

PROP’un tayini i¢in yapilan ¢alismanin ikinci kismini da amperometrik
dedeksiyon ile kombine akisa enjeksiyon analiz sistemi olusturmaktadir. AEA-AD
sisteminde PROP’un tayin edilebilmesi i¢in kosullar optimize edilmistir. Optimum
kosullarda alinan dl¢iimler sonucu ¢izilen kalibrasyon grafiginde 0,5 ve 75 uM PROP
derisim aralig1r dogrusal calisma araligi olarak belirlenmis ve LOD degeri 0,021 uM
PROP olarak hesaplanmistir. Daha 1yi bir ayrim gergeklestirebilmek amaciyla AEA-AD
sisteminin s1vi kromatografide dedektor olarak kullanilmasi hedeflenmis ve sisteme bir
de Cig kolon ilave edilmistir. AEA-AD+Cig sisteminde optimum kosullarda alinan
Ol¢timler sonucunda ¢izilen kalibrasyon grafiginde 5 ile 125 uM derisim araliginda
dogrusallik elde edilmis ve 0,118 uM ise LOD degeri olarak belirlenmistir. Yerel bir

eczaneden temin edilen Dideral® tablette ve laboratuvar ortaminda hazirlanan sentetik
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idrar &rneklerine yapilan geri kazamim c¢alismalart sonucunda Dideral® 6rnegi igin
%101,256- 108,04 araliginda ve sentetik idrar 6rnegi icin %98,8- %100,46 araliginda
geri kazanim elde edilmistir. PROP tayini igin gelistirilen bu yontemi klasik HPLC
yontemiyle yapilan analiz sonuglar1 da desteklemektedir.

Sonug olarak, tez calismasi kapsaminda segilen DES ve PROP maddelerinin ilag
ve diger orneklerde tayinlerine yonelik elektrokimyasal analiz yontemleri gelistirilmis
ve basarili olarak test edilmistir. Elde edilen sonuglarin bu alandaki ¢alismalara onciiliik

etmesi beklenmektedir.
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