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OZET

BiR ANTIPARKINSON iLAC ETKEN MADDESI OLAN ENTAKAPON’UN
KALEM GRAFIT ELEKTROTLA ELEKTROKIMYASAL TAYINI

Kader VURAL
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Matematik Ve Fen Bilimleri Egitimi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Didem GIRAY DILGIN
08/08/2024, 69

Bu tez ¢aligmasinin amaci, kolay temin edilebilen, tek kullanimlik, elektrokimyasal
olarak olduk¢a reaktif ve c¢ok avantajli kalem grafit elektroda (PGE) dayali olarak
entakapon’un (ETK) segici ve oldukg¢a hassas tayinini gergeklestirmektir. ETK tayini i¢in
cesitli modifiye elektrotlar rapor edilmis olmasina ragmen, PGE hem yiikseltgenmeye hem
de indirgenmeye dayalit ETK tayini i¢in kullanilmamistir. Bu nedenle, ilk olarak, ETK nin
elektrokimyasal davranisi, destek elektrolitin pH’Sina ve tarama hizlarina bagli olarak
ETK’nin dongiisel voltammogramlari kaydedilerek incelenmistir. Sonuglar, PGE’de
ETK’nin hem yiikseltgenmesinin hem de indirgenmesinin difiizyon kontrollii bir siirecle
gerceklestigini gostermistir, ¢iinkdi her iki pik akimi da tarama hizinin karekokiine bagh
olarak dogrusal bir sekilde artmistir. Analitik performans g¢alismalari, optimize edilmis
kosullar altinda 0,1 M H2SOs i¢inde ETK nin diferansiyel puls voltammogramlari (DPV’ler)
kaydedilerek gergeklestirilmistir. Puls zamani, puls genligi, basamak potansiyeli ve tarama
hiz1 +530 mV’deki katodik pik (K1) ve -120 mV’deki ikinci katodik pik (K2) i¢in 1 ms, 200
mV, 10 mV ve 50 mV/s olarak optimize edilmistir. Benzer sekilde +550 mV’deki anodik
pik (Al) i¢cin 1 ms, 200 mV, 7 mV ve 50 mV/s olarak optimize edilmistir. Yaklasik +530
mV’daki K1, -120 mV’deki K2 ve +550 mV’deki A1 sirasiyla 1 -1000 nM, 2,5 - 1500 nM
ve 2,5- 1000 nM araliginda dogrusal yanitlara ve 0,36, 0,79 ve 0,69 nM belirtme alt
smirlarna (Limit of Dedection, LOD) sahip oldugu tespit edilmistir. Iki farkl
konsantrasyonda (50 ve 250 veya 500 nM) ETK i¢in % 5’in altindaki RSD degerleri, onerilen
elektrodun kabul edilebilir giin i¢ci ve gilinler arasi tekrarlanabilirlige sahip oldugunu

gOstermistir. Son olarak, Onerilen yontem Karbidoba, levodapa ve ETK’y1 birarada igeren



farmasotik tablette ETK’y1 tayin etmek icin uygulanmis ve tablette belirtilen 200 mg
degerine olduk¢a yakin sonuglar elde edilmistir. Ayrica, ETK eklenmis yapay idrar 6rnegi
ile yapilan ¢aligmalarda ise % 100’e yakin geri kazanimlar elde edilmistir. Tiim bu sonuglar,
gelistirilen voltammetrik yontemle ETK’nin dogru, segici ve hassas bir sekilde gergek

orneklerde tayin edilebilecegini yansitmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Entakapon, Kalem Grafit Elektrot, VVoltammetri, Farmasotik

Analiz



ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF ENTACAPONE, AN
ANTIPARKINSON
DRUG ACTIVE INGREDIENT, USING PENCIL GRAPHITE ELECTRODE

Kader VURAL
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Department of Mathematics and Science Education
Advisor: Dog. Dr. Didem GIRAY DIiLGIN
08/08/2024, 69

The aim of this thesis is to perform selective and highly sensitive determination of
entacapone (ETC) based on an easily available, disposable, electrochemically highly
reactive, and very advantageous pencil graphite electrode (PGE). Although various modified
electrodes have been reported for the determination of ETC, PGE has not been used for the
determination of ETC based on both its oxidation and reduction. Thus, firstly, the
electrochemical behavior of ETC was studied by recording cyclic voltammograms of ETC
based on the pH of the supporting electrolyte and scan rates. The results show that both
oxidation and reduction of ETC at PGE are performed by a diffusion-controlled process,
because both peak currents increased linearly based on the square root of the scan rate.
Analytical performance studies were performed by recording differential pulse
voltammograms (DPVs) of ETC in 0.1 M H2SO4 under optimized conditions. Pulse time,
pulse amplitude, step potential and scan rate were optimized as 1 ms, 200 mV, 10 mV and
50 mV/s for the cathodic peak at +530 mV (C1), the second cathodic peak at -120 mV (C2)
and as 1 ms, 200 mV, 7 mV and 50 mV/s for an anodic peak at +550 mV (Al), respectively.
K1 at +530 mV, K2 at -120 mV and Al at +550 mV have linear responses in the range of 1-
1000 nM, 2.5-1500 nM and 2.5-1000 nM with a limit of detection (LOD) of 0.36, 0.79 and
0.69 nM, respectively. The relative standart deviation (RSD) values below 5 % for two
different concentrations (50 and 250 or 500 nM) of ETC indicated that the proposed
electrode has acceptable intra- and inter-day reproducibility. Finally, the proposed method

was applied to the determination of ETC in a pharmaceutical tablet containing carbidoba,

Vi



levodopa and ETC together and results were obtained very close to the 200 mg value that
labelled on the tablet. In addition, nearly 100 % recoveries were obtained from the studies
performed for the artificial urine sample spiked wtih ETK. All these results reflect that the
developed voltammetric method can be used for the accurate, selective and sensitive

determination of ETC in real samples.

Keywords: Entacapone, Pencil Graphite Electrode, Voltammetry, Pharmaceutical

Analysis
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MWCNT/GCE  Giimiis Nanopargaciklar1 Elektrokimyasal Olarak Biriktirilmis Cams1
Karbon Elektrot
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analitik performans degerlerinin karsilastirilmasi.

Anodik ve katodik bolgeden (Katodik bdlgede 50 ve 500 nM;
Anodik bolgede 50 ve 250 nM ETK i¢in) edilen giin i¢i ve
giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglar1 (n= 3).

Girisimcilerin yalin PGE'de ETK'nin yiikseltgenme (A1) DPV
yanit1 iizerindeki etkisi (sabit ETK konsantrasyonu 0,5 uM ve
n=3).

Girisimcilerin yalin PGE'de ETK'nin indirgenme (K1) DPV
yanit1 tizerindeki etkisi (sabit ETK konsantrasyonu 0,25 uM ve
n=3).

Girigsimcilerin yalin PGE'de ETK'nin indirgenme (K2) DPV
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Sekil No

Sekil 1

Sekil 2

Sekil 3

Sekil 4

Sekil 5

Sekil 6

Sekil 7

Sekil 8

Sekil 9

Sekil 10

Sekil 11

SEKILLER DIiZiNi

Sekil Adi
ETK’nin kimyasal yapisi.

A) Kalem grafit elektrodun mekanik kaleme sabitlenmesi ve
elektriksel baglantisi ve B) {i¢lii elektrot sisteminin sematik
gosterimi.

Yalin PGE’de pH’s1 A) 2,0-6,0 ve B) 7,0-10,0 arasinda degisen
0,1 M KCI igeren BRT c¢ozeltisi, C) 0,1 M ve 0,5 M H2SOq4
cozeltileri ortaminda 250 uM ETK’nin kaydedilen CV’leri (v=
50 mVI/s).

A) ETK ig¢in Onerilen elektrokimyasal yiikseltgenme
mekanizmasi B) ETK i¢in onerilen elektrokimyasal indirgeme
mekanizmasi.

Sekil 3’de kaydedilen CV’lerden A) +730 mV’daki
yiikseltgenme B) -220 mV’daki indirgenme pikleri icin elde
edilen I(nA)- pH ve E(mV) — pH grafikleri. (a) 0,1 M H2SO4 (b)
0,5 M H2S04 (n= 3).

Yalin PGE’de 250 uM ETK’nin 0,1 M H2SOs destek elektrolit
ortaminda artan tarama hizlarina bagl kaydedilen CV’leri.

Anodik bolge i¢in Sekil 6’da kaydedilen CV’lerden elde edilen
(A) I(pA) — v(mV/s), (B) I(nA) — v2, (C) logl — logv ve (D)
E(mV) — Inv grafikleri.

Katodik bolge icin Sekil 6°da kaydedilen CV’lerden elde edilen
(A) -I(nA) —v(mV/s), (B) -I(nA) — v, (C) -logl — logv ve (D) -
E(mV) — Inv grafikleri.

Yalin PGE’de 0,1 uM ETK’nin 0,1 M H>SOj4 destek elektrolit
ortaminda katodik bolgede DPV yontemiyle kaydedilen
voltammogrami (K1: +530 mV’da l.indirgenme piki, K2: -120
mV’da 2.indirgenme piki).

A) Yalin PGE’de 0,5 uM ETK’nin 0,1 M H2SO4 (a) ve 0,1 M
KCI igeren (pH 2,0-6,0) BRT ¢ozeltisi ortaminda kaydedilen
DPV’leri (v=50 mV/s; Estep= 5 MV; Eamp= 200 mV; tpuise= 2 MS)
B) K1 ve C) K2 indirgenme pikleri i¢in elde edilen -I(nA)-pH
histogramlari (n= 3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkli puls zamanlarinda K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50
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Sekil 12

Sekil 13

Sekil 14

Sekil 15

Sekil 16

Sekil 17

Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

Sekil 21

mV/S, Estep: 5 mV, EAmp: 200 mV), B) ‘I(HA) — tpulse(mS) graﬁgl
(n=23).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkli puls genliklerinde K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50
mV/S, Estep: 5 mV, tpulse: 1 mS), B) 'I(HA) — EAmp(mV) grafigl
(n=23).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkli basamak potansiyellerinde K1 i¢in kaydedilen DPV’leri
(V: 50 mV/S, tpulse: 1 ms; EAmp: 200 mV), B) 'I(HA) — Estep(mV)
grafigi (n=3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkli tarama hizlarinda K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (tpuise= 1
mS; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV), B) -I(nA) — v(mV/s) grafigi
(n=3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M HSO4 ortaminda 0,1 pM ETK’nin
farkli puls zamanlarinda K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50
mV/S, Estep: 5 mV, EAmp: 200 mV), B) ‘I(MA) = tpulse(mS) graﬁgl
(n=13).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkli puls genliklerinde K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50
mV/S, Estep: 5 mV, tpulse: 1 mS), B) 'I(]JA) — EAmp(mV) graﬁgl
(n=3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkli basamak potansiyellerinde K2 igin kaydedilen DPV’leri
(V: 50 mV/S, tpulse: 1 ms; EAmp: 200 mV), B) 'I(HA) — Estep(mV)
grafigi (n=3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin
farkl tarama hizlarinda K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (tpuise= 1
mS; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV), B) -I(uA) — v(mV/s) grafigi
(n=13).

A) Yalin PGE’de 1 uM ETK’nin 0,1 M H2SOx4 (a) ve 0,1 M KClI
iceren (pH 2,0-5,0) BRT ¢ozeltisi ortaminda A1 i¢in kaydedilen
DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 mV; Eamp= 200 mV; tpuise= 2
ms), B) Al i¢in I-pH histogrami (n= 3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,5 uM ETK’nin
farkli puls zamanlarinda A1l i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50
mV/S, Estep: 5 mV, EAmp: 200 mV), B) I(HA) — tpulse(mS) graﬁgl
(n=13).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H;SO4 ortaminda 0,5 uM ETK’nin
farkli puls genliklerinde Al i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50
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mV/S, Estep: 5 mV, tpulse: 1 mS), B) I(MA) — EAmp(mV) graﬁgl
(n=23).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,5 uM ETK’nin
farkl1 basamak potansiyellerinde Al i¢in kaydedilen DPV’leri
(v=50 mV/s; tpuise= 1 ms; Eamp=200 mV), B) I(nA) — Estep(MV)
grafigi (n=3).

A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,5 uM ETK’nin
farkli tarama hizlarinda Al i¢in kaydedilen DPV’leri (tpuise= 1
ms; Esep= 7 mV; Eamp= 200 mV), B) I(pA) — v(mV/s) grafigi
(n=3).

A) Yalin PGE’de 1. indirgenme (K1) piki i¢cin 0,1 M H2SO4
cozeltisinde degisen 1-2000 nM arasinda artan ETK
derigimlerinde kaydedilen DPV'ler (v= 50 mV/s; touse= 1 ms;
Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV) B) Artan ETK derisimine kars1
pik akim grafigi, C) Dogrusal kalibrasyon egrisi.

A) Yalin PGE’de 2. indirgenme (K2) piki i¢in 0,1 M H2SOg4
cozeltisinde degisen 2,5-3000 nM arasinda artan ETK
derisimlerinde kaydedilen DPV'ler (v= 50 mV/s; touise= 1 mSs;
Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV) B) Artan ETK derisimine kars1
pik akim grafigi, C) Dogrusal kalibrasyon egrisi.

A) Yalin PGE’de yiikseltgenme (A1) piki i¢in 0,1 M H2SO4
cozeltisinde degisen 2,5-5000 nM arasinda artan ETK
derigimlerinde kaydedilen DPV'ler (v= 50 mV/s; touse= 1 ms;
Estep= 7 MV; Eamp= 200 mV) B) Artan ETK derisimine kars1 pik
akim grafigi, C) Dogrusal kalibrasyon egrisi.

Elektrokimyasal hiicrede 50 nM ETK icerecek sekilde
seyreltilmis farmasotik tablet ¢ozeltilerine 50 nM standart ETK
cozeltisi eklenmis ((A), Al piki; (C), K1 piki; (E), K2 piki i¢in)
standart ekleme DPV'leri. Voltammogramlar, 0,1 M H>SO4
icinde optimize edilmis kosullar altinda (K1 ve K2 piki i¢in: v=
50 mV/S, tpulse: 1 ms; Estep: 10 mV, EAmp: 200 mV, Al plkl 1(;1n
v= 50 mV/S, tpulse: 1 ms, Estep: 7 mV, EAmp: 200 mV)
kaydedilmistir. A1 (B), K1 (D) ve K2 (F) piklerine 50 nM
standart ETK spike edilmis farmasotik numune ¢6zeltilerinin
standart ekleme egrileri.

Elektrokimyasal hiicrede 25 nM ETK iceren yapay idrar
cozeltilerine 25 nM standart ETK ¢ozeltisi eklenmis ((A), Al
piki (C), K1 piki (E), K2 piki i¢in) standart ekleme DPV’leri.
Voltammogramlar, 0,1 M H2SOs iginde optimize edilmis
kosullar altinda (K1 ve K2 piki i¢in: v= 50 mV/s; tpuise= 1 ms;
Estep: 10 mV, EAmp: 200 mV, Al plkl lg:ln v=50 mV/S, tpulse:
1 ms; Estep= 7 MV; Eamp= 200 mV) kaydedilmistir. A1 (B), K1
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(D) ve K2 (F) piklerine 25 nM standart ETK spike edilmis yapay
idrar ¢ozeltilerinin standart ekleme egrileri.

Elektrokimyasal hiicrede 50 nM ETK iceren yapay idrar
cozeltilerine 50 nM standart ETK ¢o6zeltisi eklenmis ((A), Al
piki (C), K1 piki (E), K2 piki i¢in) standart ekleme DPV’leri.
Voltammogramlar, 0,1 M H>SOs i¢inde optimize edilmis
kosullar altinda (K1 ve K2 piki i¢in: v= 50 mV/s; tpuse= 1 ms;
Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV, Al piki igin: v= 50 mV/s; tpuise=
1 ms; Estep= 7 MV; Eamp= 200 mV) kaydedilmistir. A1 (B), K1
(D) ve K2 (F) piklerine 50 nM standart ETK spike edilmis yapay
idrar numune ¢ozeltilerinin standart ekleme egrileri.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

1.1. Parkinson Hastahgi ve Belirtileri

Parkinson hastaliginin belirtileri cok eski belgelerde bulunmasina ragmen, ilk kesin
tibbi tanim 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan yazilmistir (Goetz, 2011). Ingiliz
Dr. James Parkinson tarafindan gergeklestirilen "Titremeli Felg Uzerine Bir Deneme" adli
calismayla parkinson "titremeli fel¢" seklinde tanimlanmistir. Fakat felg hastaligi, parkinson
hastalig1 gibi vuku bulmadigi anlasilmakta ve Dr. James’in fel¢ tanimi hastali§i yanlis
tanimlamaktadir (Colakoglu, 2012).

Parkinson hastalig1, 65 yas iistii insanlarin yaklasik % 1’inde, 85 yas iistii insanlarda
ise % 4-5 oraninda goriilen, ilerleyen donemde sakatliga yol agan yaygin norolojik
hastaliktir. Hastalifin en sik goriildiigli baslangic yasi yaklasik 70 olmasina ragmen
hastalarin % 4’tiniin 50 yas alt1 bireyler oldugu saptanmistir. Her yiiz bin kisiden 16-19 kiside
bu hastalik teshis edilmektedir (Farrer, 2006; Patel vd., 2019).

Parkinson hastaligi, temelde dopamin igeren ndronlarin (sinir hiicresi) dejenerasyonu
ve bu hiicrelerin azalmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum hareketin baglamasindan ve
diizenlenlenmesinden sorumlu olan bazal ganglionlar ve onun 6nemli bir parcasi olan
‘“‘substantia nigra’’ (kara c¢ekirdek) denen yapidaki néronlarin kaybr sonucu ortaya ¢ikar.
Beyin kabugu altinda iki yanli olarak yer alan kara g¢ekirdeklerde sinirler arasi iletiyi
saglayan dopamin adli norotransmitter madde tiretilmektedir. Dopamin araciliiyla her bir
kara ¢ekirdek ve baglantilari kars1 beden yapisina etki eder. Bu hiicrelerin azalmasi ile kara
cekirdekte yeteri kadar dopamin salgilanamaz bu sebeple beden yapisinda hareket yavaglhigi,
kas sertligi, titreme ve ilerleyen siiregte durus bozuklugu gibi Parkinson hastaligina iliskin
belirtileri ortaya c¢ikmaktadir. Gen¢ yastan itibaren insan hiicrelerinde bu kayip
baslamaktadir, fakat beyin bu kayb1 yiiksek derecede tolere etme egilimindedir. Ancak, bu
kayip % 80 ve iistii oldugunda belirtiler belirgin hale gelir. Noronlarin dejenerasyonu yani
oliimii sonucu, substantia nigra bolgesi karakteristik kara c¢ekirdek formunu kaybederek

yerine Lewy cisimcigi denen mikroskobik olarak goriilebilen patolojik yapilar olusur. Lewy

1



cisimcigi, beynin ve omuriligin bircok degisik bolgesinde farkli oranlarda meydana
gelmektedir ve mikroskop altinda goriilmesi sayesinde parkinson hastaliginin patolojik
tanisinda onemli bir yere sahiptir. Giiniimiiz teknolojisi, ileri goriintiileme cihazlar ile
substantia nigra bolgesindeki bu bozunmay1 saptayarak hastaligi teshis etmede énemli rol

oynamaktadir (Apaydin vd., 2013; Colakoglu, 2012).

Parkinson hastalig1 sinsice baslar ve son derece yavas ilerleyerek yillar iginde siddeti
artarak devam eder. Bu nedenle bir¢ok hasta bunu yasliligin sebebi olarak diisiliniir ve
hastaliginin ne zaman basladigini tespit edemeyebilir. Hatta dyle ki hasta yakinlar1 da bu
belirtilerin yaslilik kaynakli oldugunu diisiinebilir. Hastaligin ilk belirtileri kisiden kisiye
degisebilmektedir. Hastalarin % 70’lik biiytik bir kism1 dinlenme halindeyken bacak, kol, el
veya el parmaklarinda meydana gelen titreme, geriye kalan % 30’luk kismi ise giinliik
yasamindaki hareketlerinde yavaslama ve uzuv hareketlerinde kisitlamalar ile hastaligin ilk
belirtilerini yasamaktadir. Hastaligin ilk belirtileri nasil her insanda farkli ise ilerleme sekli,

hiz1 ve siddeti kisiden kisiye degismektedir.

Parkinson hastaliginin temelindde; titreme, denge bozuklugu, sertlik ve hareket
yavasliglr olmak {izere dort 6nemli belirtisi vardir. Titreme (tremor), hastaligin en temel
belirtilerindendir ve hastalar en sik bu sikayet ile doktora bagvurmaktadir. Genellikle elde ve
ayakta titreme olarak kendini gosterir, fakat her hastada titreme bulgusu olmayabilir. Denge
bozuklugu (postural instabilite), hastaligin ilerleyen donemlerinde ortaya ¢ikan ve hastalarin
one dogru egik bir sekilde durma egilimidir. Sertlik (rijitide), parkinson hastaligina 6zel bir
durum olup, uzuvlardaki kaslar dinlenme halindeyken yani gevsek haldeyken bile kasili
olma durumudur. Genellikle el ve ayak bilegi, dirsek ve dizde gozlemlenir. Hareketlerde
yavaglama (bradikinezi), hasta giinliik faaliyetleri sirasinda yaptiklar yiirlime, oturma, yazi
yazma vb. fonksiyonlarinda yavaslama/azalma seklinde gozlenir (Clarke, 2008; Hauser,
2007).

Parkinson hastaliginin tedavisinde birgok ydntem ve strateji uygulanmaktadir. Ilag
tedavisi, hastaligin belirtilerini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Dopamin, kan-beyin bariyerini
gecemedigi i¢in disardan dopamin takviyesi, parkinson hastaliginin tedavisinde etkisizdir.
Ancak, dopaminin eksikligi mevcut ilag takviyesi ile dopamini taklit ederek hastaligin

etkilerini azaltir.



1.2. Entakapon

Entakapon (ETK), idiyopatik parkinson hastaligindan muzdarip hastalarda
levodopa/karbidopa farmasotik formiilasyonu ile kombinasyon halinde kullanilan bir
katekol -O- metiltransferaz (COMT) inhibitorii olan bir nitrokatekol bilesigidir (Aftab vd.,
2019). Yesilimsi sar1 ya da sar1 renkte toz formundadir. Kapali formiilii C14H15N30s5 ve
kimyasal ad1 (2E)- 2- siyano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-N,N-dietilprop-2-enamid ya da
(E)-a-siyano-N,N-dietil-3,4-dihidroksi-5-nitrosinnamamid olan ETK’nin kimyasal yapisi

Sekil 1°de gosterilmistir (Burmaoglu, 2017).

O,N

CH;

CN

HO CH;

OH

Sekil 1. ETK’nin kimyasal yapist.

Parkinson hastaligi, beynin bir bdlgesinde ‘dopamin’ adli kimyasalin
eksilmesi/salgilanmamasi ile iliskilidir (Oztiirk Mutlu, 2019). Dopamin kan-beyin bariyerini
gecemedigi i¢in disardan dopamin takviyesi parkinson hastaliginin tedavisinde etkisizdir.
Ancak dopaminin bir 6nciisii olan levodopa, kan-beyin bariyerini gecebilir ve dopaminerjik
ndronlarda dopa dekarboksilaz tarafindan dopamine doniistiiriilebilir (Holm ve Spencer,
1999). Karbidopa, levodopay1 beyne taginmasi i¢in daha uygun hale getiren ve tedavinin
tyilestirilmesine neden olan dekarboksilaz inhibitdrlerinden biridir (Shoghi Kalkhoran vd.,
2018). Levodopa, karbidopa ve ETK iigliisii parkinson hastaliginin tedavisinde en etkin
yontemdir (Burmaoglu, 2017).



Parkinson hastalig1 tedavisinde ETK beklenen Ozelliklerinin disinda kritik yan
etkilere de sahiptir (Naghian vd., 2021). Antiparkinsonizm igin kullanilan aktif farmasotik
bilesenlerin 6nemli bir bileseni olan ETK'nin hem ilag kalitesi ve kontroliinii saglamak i¢in
farmasotik formiilasyonlarda hem de insan saglig1 iizerindeki etkilerini gormek i¢in idrar ve

kan gibi biyolojik sivilarda belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. (Piccini vd., 2000). Literatiir
incelendiginde, HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi), UPLC (Ultra
Performansli Sivi Kromatografisi), LC/MS-MS (Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi)

gibi kromatografik yontemler kullanilarak ve hassas ETK tayinleri gergeklestirilmistir
(Paim vd., 2010; Bugamelli vd., 2011; Soukhova vd., 2011, Gumustas vd., 2014; Burmaoglu
ve Saglik Aslan, 2020; Ramakrishna vd., 2005; Ribeiro vd., 2015; Belal vd., 2018; Wollmer
ve Klein, 2017; Kumar vd., 2017; Devika vd., 2016; Purnachand vd., 2016; Konduru vd.,
2018; Yadav vd., 2009; Mantena vd., 2015), Ayrica, spektrofotometrik ve florimetrik
tekniklerin kullanimina dayali birgok analitik yontemler de gelistirilmistir (Koradia vd.,
2009; Paim vd., 2008; Abdel Ghany vd., 2017; Magdy vd., 2024; Belal vd., 2017; Ahmadi
vd., 2019; Chalikwar vd., 2012; Zolfagharifar vd., 2023). Kromatografik yontemler,
ETK'nin segici, tekrarlanabilir ve hassas 6l¢iimlerini saglamakla birlikte, kromatografik
ekipman ve yedek pargalarin (kolon, dedektdr, mobil faz vb.) yiiksek maliyeti, iyi egitimli
personel ihtiyaci, fazla organik ¢oziicii tiketimi ve bunla iligkili olarak ¢evre dostu
olmamasi, uzun ve karmasik numune hazirlama siiregleri gibi dezavantajlar1 da beraberinde
getirmektedir (Budak vd., 2023; Radi ve Ragaa Abd Ellatief, 2021). Spektroskopik
yontemler kromatografik yontemlere gore daha basit ve daha az maliyetli olmasina ragmen,
diisik secicilik ve hassasiyet ve uzun numune hazirlama prosediirleri goéz ardi
edilememektedir (Budak vd., 2023). Bu iki geleneksel yontemin aksine, elektroanalitik
yontemler son zamanlarda farmasotik bilesiklerin hassas ve segici tayinlerinde daha fazla
tercih edilmektedir (Budak vd., 2023; Radi ve Ragaa Abd Ellatief, 2021). Bunun nedeni,
elektroanalitik yOntemlerin diisiik maliyet, cevre dostu olma, uygulama ve kullanim
kolayligi, ¢ok yonliiliik, daha az numune ve ¢oziicii tilketimi, hassasiyet, taginabilirlik, kisa
analiz siiresi ve numunelerin sikict ve uzun siireli 6n isleme tabi tutulmadan tespit edebilmesi
gibi avantajlari sunmasidir (Budak vd., 2023; Radi ve Ragaa Abd Ellatief, 2021). Dolayisiyla
bu tezde voltammetrik yontemler kullanilarak ETK’nin tayinini saglayan ve hizli, basit,

diisiik maliyetli ve olduk¢a duyarli bir elektrokimyasal yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.



Bir elektrokimyasal sensoriin kayda deger algilama hassasiyeti ve verimliligi,
cogunlukla elektrot ve modifikasyon malzemelerinin elektrokatalitik aktivitesine baglidir.
Farmasotik bilesiklerin voltammetrik tayinlerinde basta karbon bazli elektrotlar olmak tizere
farkli kat1 elektrotlar, modifiye elektrotlar ve kompozit elektrotlar da kullanilmistir. Son
zamanlarda ise kalem grafit ¢ubuklar verimli bir elektrot malzemesi olarak siklikla
kullanilmaktadir, ¢iinkii elde edilen kalem grafit elektrotlar (Pencil graphite electrode,
PGE'ler) diger karbon bazli veya kati elektrotlara gore tek kullanimlik, diisiik maliyet, iyi
mekanik sertlik, basitlik, ticari olarak kolay bulunabilirlik ve yiizey modifikasyon kolaylig
gibi bazi1 avantajlar sunmaktadir (Dilgin ve Karakaya, 2016; Zhou ve Guo, 2015; Shakoori
vd., 2015; Uygun ve Dilgin, 2013; Baghayeri vd., 2013; Adabi vd., 2015; Saglam vd., 2016;
Yang vd., 2015; Wang vd., 2000; Dede vd., 2014; Uslu ve Ozkan, 2011). Buna ek olarak,
kursun kalem elektrotlar, kati elektrotlarda gerekli olan ve yaygin bir sekilde kullanilan
parlatma ve temizleme prosediirlerini igermedigi, bu elektrotlardan daha basit ve daha hizli
bir yenileme yiizeyi sundugu ve her bir yiizey i¢in iyi bir tekrarlanabilirlik sagladigi
bildirilmistir (Wang vd., 2000; Kawde vd., 2016). Bu tez ¢alismasinda, modifikasyona gerek
duyulmaksizin yalin PGE ile ETK’nin yiiksek duyarlikta ve dogrulukta, segici, hassas ve
hizli elektrokimyasal tayininin gerceklestirilmesi amaglanmaktadir. Literatiirde ETK nin
daha cok yiikseltgenmesine yonelik caligmalar gerceklestirilmistir. Ancak, ETK bilesigi
karbidopa ve dopamine yapisal olarak oldukca benzer olup, aromatik yapidaki katekol
gruplarinin yiikseltgenmesi bu bilesiklerin tamaminda goriillmektedir ve birbirine girisim
yapma olasilig1 yiiksektir. Bunun yaninda, bu iki bilesikte olmayip ancak entokaponda
bulunan aromatik nitro grubu (Ar-NOz) mevcuttur. Dolayisiyla tezin konusu ETK’ya yapisal
olarak benzer gruplardan farkli olarak Ar-NOz grubunun indirgenmesine bagli segici bir
elektrokimyasal ETK tayinini gerceklestirmektir. Indirgenmeye ek olarak ETK nin PGE’de

yiikseltgenmesine iliskin davraniginin incelenmesi de tez konusu kapsamindadir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Literatiirde ETK tayini {lizerine ¢ok sayida calismalar gerceklestirilmistir. Bunlar
arasinda tez konusu ile alakali olan elektrokimyasal caligmalara yer verilmistir. Bu
caligmalarin birinde sirasiyla metformin tutturulmus cok duvarli karbon nanotiip (Met-
MWCNT) yiizeyine giimiis nanoparcaciklari elektrokimyasal olarak biriktirilmis (Ag@Met-
MWCNT), elde edilen nanokompozit camimsi karbon elektrot yiizeyine modifiye edilmis
(Ag@Met-MWCNT/GCE) ve bu elektrot kullanilarak ETK’daki Ar-NO> elektrokatalitik
indirgenmesine bagli ¢alismalar gerceklestirilmistir (Baghayeri vd., 2016). Ag@Met-
MWCNT nanokompozit, alan emisyon taramali elektrokimyasal mikroskopu ile karakterize
edilmistir. Modifiye elektrot, ETK’nin indirgenmesi igin iyi bir elektrokatalitik aktivite
gostermistir. Bu gelismis aktivitede, Met@MWCNT 'nin, Ag nanopargaciklarinin camimsi
karbon elektrot (glassy carbon electrode, GCE) tizerinde dagiliminin ve kararliliginin ¢ok
onemli bir rol oynadigi disiiniilmistir. ETK’nin tayini i¢in tasarlanmis Ag@Met-
MWCNT/GCE kompozit modifiye elektrodun elektrokimyasal karakterizasyonu dongiisel
voltammetri (CV) ile incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda, yalin GCE ile ETK yoklugunda
ve varliginda elde edilen CV’lerde higbir karakteristik pik gozlenmemistir. Met-
MWCNT/GCE ile Ag@Met-MWCNT/GCE’deki ETK’nin  indirgeme  akimi
karsilastirildiginda, AQ@Met-MWCNT/GCE nin en iyi yanit1 verdigi (yaklasik -1,25 V’da
indirgenme piki gézlenmistir) ve ETK nin analizinde 1yi bir katalitik etki gosterdigi rapor
edilmistir. Ag@Met-MWCNT/GCE’de ETK’nm indirgenme mekanizmasi, ETK’nin
yapisindaki Ar-NO; 4e” ve 4H* alarak N-hidroksil amine indirgenmesi seklinde

aciklanmustir.

ETK’nin hassas ve hizli analizi igin gelistirilen diger bir ¢alisma ise NH2 ile
fonksiyonellestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler (NH2-f MWCNT) modifiye edilmis
GCE kullanilarak optimize edilen kosullar altinda ETK nin elektrokimyasal tayinidir (Aftab
vd., 2019). NHx>-fMWCNT/GCE’nin yiizey morfolojisi, enerji dagilimli X-151m1
spektroskopisi (Energy Dispersive X-ray, EDX) analizi ve taramali elektron mikroskobu
(Scanning Electron Microscopy, SEM) ile incelenmistir. Modifiye edilmis elektrotlar ve

yalin elektrotlarin elektron transfer kapasitesini arastirmak igin ferro/ferri siyaniir (Fe(CN)e>



/) redoks probu ortaminda elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) kullanilarak
Nyquist egrileri kaydedilmistir. Yalin ve modifiye elektrotlarin yilizeyinde ETK’nin
elektrokimyasal davranisini karsilastirmak i¢cin CV yontemi kullanilmistir. ETK’nin
elektrokimyasal davranisi, modifiye edilmis ve edilmemis GCE’de 0,5 M H2S04 ortaminda
100 mV/s tarama hizinda CV’leri kaydedilerek arastirilmis, her iki elektrotta +0,69 V
civarinda bir yiikseltgenme ve +0,37 V civarinda indirgeme akimi gézlemlenmistir. Yalin
GCE’de yiikseltgenme akimi, yavas elektron transferi nedeniyle 0,1 mM ETK i¢in ¢ok kii¢iik
goriilmiistiir (+0,7 V’de 4,05 pA). Bu ¢alismada kaydedilen voltammogramlardan ETK ’nin
NH2-fMWCNT/GCE ile anodik pik akiminin 4,05 pA’dan 27,05 pA’ya yiikseldigi ve pik
potansiyelinin daha negatife kaydigi rapor edilmis ve sonug¢ olarak NH>-fMWCNT'nin
ETK’nin yiikseltgenme ve indirgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada dogrusal ¢alisma araligi ilag, serum ve idrar i¢in sirastyla 1—
50x107%, 5-70x10"° ve 5-70x10"° M bulunurken LOD degerleri de sirasiyla 1,45x107',
9,39x107'% ve 9,93x107'° M bulunmustur.

Jain vd. tarafindan gergeklestirilen diger bir ¢alismada ise ETK’nin asili civa damla
elektrodu (Hanging mercury drop electrode, HMDE) tizerindeki elektrokimyasal davranisi
CV, diferansiyel puls katodik adsorptif siyirma voltammetrisi (Differential pulse cathodic
adsorptive stripping voltammetry, DPCAdSV) ve kare dalga katodik adsorptif siyirma
voltammetrisi (Square wave cathodic adsorptive stripping voltammetry, SWCAdSV)
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Bu calismada, ETK iceren elektrolite cesitli ylizey
aktif maddeleri (n6tr, anyonik ve katyonik) ilave edilerek etkileri incelenmis ve notr yiizey
aktif maddesi olan Tween 20 diger yiizey aktif maddeleri igerisinde en iyi yanmit1 verdigi
rapor edilmistir. ETK nin yiizey aktif maddeler (n6tral, katyonik ve anyonik tip) varligindaki
voltammetrik davranigi karsilastirildiginda, ETK’nin pik akiminda o6nemli bir artis
gosterdigi ve tespit limitinin nétral yiizey aktif madde Tween 20’de daha diisiik oldugu ve
ayrica katyonik ve anyonik yiizey aktif maddelerin ise ters bir etki gosterdigi belirlenmistir.
ETK’ya dogrusal yanit araliklart SWCAdSV yonteminde 5x10* mol/L ile 1,8x10° mol/L
ve DPCAdSV yénteminde ise 1,6x10™ ile 1,6x10° mol/L olarak belirlenmistir. LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 0,13 ng/mL ve 0,42 ng/mL olarak bulunmustur. Farmasotik
formiilasyonundaki ETK analizinde indirgenme piki i¢in % 99’luk bir ortalama geri kazanim

elde edilmistir.



Naghian vd. tarafindan gerceklestirilen diger bir ¢alismada ise siilfiir-kalay oksit
nanopartikiilleri (S@SnO2NP) ile modifiye edilmis bir perde baskili elektrot (Screen printed
electrode, SPE) kullanilmigtir. S@SnO2NP/SPE’nin yiizey morfolojisi SEM, EDX ve XRD
ile incelenmistir. Yalin ve S@SnO2NP/SPE’nin elektrotlarin yiizeyinde ETK’nin
elektrokimyasal davranisini karsilastirmak i¢in CV ydntemi kullanilmistir. ilgili modifiye

elektrodun elektrokimyasal karakterizasyonu igin Fe(CN)g>"*

ortaminda Nyquist diyagrami
kaydedilmistir. ETK’nin elektrokimyasal davranisi ilk olarak CV yontemi ile daha sonra
diferansiyel puls voltammetrisi (DPV) yontemi ile incelenmistir. Optimize edilmis deneysel
kosullar altinda, 0,46 V’da sensor yilizeyindeki ETK nin yiikseltgenmesine iligkin anodik pik
akimi, 100 nM ile 75 uM araliginda farklt ETK konsantrasyonlarina karsi dogrusal yanit elde
edilmigtir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,010 uM ve 0,035 uM olarak saptanmuistir.
Sensoriin uygulanabilirligi, levodopa, karbidopa ve pramipeksol dahil olmak tizere diger
geleneksel ilaclarin varliginda ETK tayini tlizerinden test edilmistir. Gelistirilen sensoriin

insan idrar1 6rnegine ve farmasdtik formiilasyona uygulanmasindan elde edilen sonuglarin

HPLC standart yontemiyle elde edilen sonuglar ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Nigovi¢ tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise parkinson hastalig1 tedavisinde
levodopa ve ETK igeren ve en ¢ok regete edilen pimavanserinin basit ve hassas bir sekilde
belirlenmesi igin yeni bir elektrokimyasal sensor tasarimi gergeklestirilmistir. Nafyon
matrisinde grafitlestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (grCNTS) ve grafen
nanotabakalarin (GNPs) birlesimi kullanilarak hazirlanan (QrCNTs/GNPs) nanokompozit
sensOriin ii¢ antiparkinsonik ilaca karsi elektrokimyasal davranisi, eszamanli tayinleri i¢in
ilk analitiksel yontemi gelistirmek amaciyla adsorptif siyirma SWYV  kullanilarak
incelenmistir. Pimavanserinin elektrokimyasal davranisi ilk olarak CV kullanilarak farkli
karbon nanomalzemelerle hazirlanan modifiye GCE’nin yiizeyinde ila¢ molekiiliiniin
yiikseltgenmesi tizerinden incelenmistir. En 1yi nanosensorii tasarlamak tizere, GNPs, grafen
oksit nanopargacigi, karbon nanofiberler, elmas nanoparcaciklar ve karbon nanotiiplerle
karistirllmisg  aktif karbon nanopartikiiller gibi ¢esitli modifikasyon materyalleri test
edilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda pimavanserin, levodopa ve ETK i¢in sirastyla
1x107-9x10° M, 5x107- 4x10° M ve 5x107- 1x10° M araliklarinda dogrusal yanitlar elde

edilmistir. Pimavanserin, levodopa ve ETK icin LOD degerleri ise sirasiyla 9,7x10° M,



8,5x10% M, 3,2x10%8 M, LOQ degerleri ise sirasiyla 3,2x10% M, 2,8x107 M, 1,1x107 M

olarak bulunmustur.

Literatiir incelendiginde ETK nin farkli modifiye ya da modifiye edilmemis elektrot
kullanimina dayal1 ¢ok sayida voltammetrik ETK tayini gerceklestirildigi goriilmektedir. Bu
caligmalardan birkacina ait bilgiler yukarida 6zet halinde sunulmustur. Bunun disinda
gelistirdigimiz PGE ile ETK’nin analitik performans ¢alismalarinin literatiirde rapor edilen
elektrotlarla karsilagtirilmasi 3. Boliimde Tablo 1°de detayli olarak sunulmustur. Dolayisiyla
ETK’nin voltammetrik  tayinine ait c¢alismalarin bir¢oguna ait analitik performans
parameterleri ve bazi1 bilgiler (kullanilan elektrotlar, yontemler, destek elektrolit, elde edilen

dogrusal yanit araliklar1 ve LOD degerleri) Tablo 1°de verilmistir.



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ve tedarik edildigi firmalar

asagida aciklanmistir.

Calismalarda kullanilan ETK (MA: 305,29 g/mol CAS: 130929-57-6), Levodopa
(CoH11NOg4) ve Dopamine (CgH1:NO2) MedChemExpress firmasindan temin edildi. Britton
Robinson Tampon (BRT) ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan asetik asit (CH3COOH,
(% 96, d:1,05 g/mL)), fosforik asit (HzPOa4), borik asit (HsBO3z), sodyum hidroksit (NaOH),
potasyum kloriir (KCl) ile birlikte L-askorbik asit (CeHgOs), fruktoz (CeH120e), iirik asit
(CsHsN4O3), disodyum fosfat dihidrat (NazHPO4.2H.O), monosodyum fosfat dihidrat
(NaH2P04.2H20), magnezyum kloriir (MgClz) gibi bazi kimyasallar da MERCK ve
ISOLAB firmalarindan temin edildi. Glikoz (CeH120s), karbidopa (C10H14N204), sodyum
kloriir (NaCl), iire (CH4N20), amonyum kloriir (NH4Cl) Sigma Aldrich firmasindan temin
edildi. Kalsiyum kloriir (CaCly), bakir (IT) kloriir (CuCl2), sodyum siilfat (Na2SOs), siikroz
(C12H22011) ISOLAB firmasindan temin edildi. Farmasotik formiilasyonda kullanilan
Dopalevo tablet ilag, Abdi ibrahim firmasindan temin edilmistir. Siilfiirik asit (H2SO4) % 95
saflikta olup VWR chemicals’den temin edildi. BRT ¢ozeltileri, her biri 0,1 M KCl igeren
0,4 M CH3COOH, H3PO4, H3BOs3, ve 0,1 M KCl igeren 0,2 M NaOH ¢6zeltilerinin bir pH

metre kontroliinde uygun hacimlerde karistirilmasiyla hazirlandi.

3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Arag ve Gerecler

Tiim elektrokimyasal Sl¢limler, Ivium Compactstat Interface (Hollanda) cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Elektrokimyasal 6l¢iimlerde klasik {i¢ elektrotlu sistem olarak
Pt tel (BASI MW-1033; uzunluk: 23 cm ve ¢ap: 0,5 mm) yardimci elektrodu, Ag/AgCl
(doygun KCI) (ALS 013429 RE-1CP uzunluk: 7,5 cm, ¢ap: 6 mm) referans elektrodu
kullanildi. Calisma elektrodu olarak kullanilan grafit icerikli TOMBOW MONO LEAD
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Classic Ultra Polimer 2B kursun kalem uglar1 (Cap: 0,5 mm ve uzunluk: 6 cm) ise bir
kirtasiyeden tedarik edildi. Kalem uglarini tutturmak amaciyla Rotring Model T 0,5 mm
mekanik kalem kullanildi ve tiim deneysel ¢alismalar oda sicakliginda gerceklestirildi.
Kalem uglarinin elektriksel baglantisi, uclart tutan metal gdvdeye bakir bir telin
lehimlenmesi ile sagland1 (Sekil 2). Elektrokimyasal 6l¢timlerin yapildigi cihazin baglanti
uclar1 (krokodil), ¢alisma elektrodunun baglanti kismina tutturularak ti¢lii elektrot sistemi
kullanima hazirlandi. Elektrokimyasal 6lgiimlerde, kalem ucunun 1 cm’lik kismi (Geometrik

yiizey alani= 0,159 cm?) destek ¢ozeltiye daldirilarak kullanildi.

Tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda gerekli saf su, Elga Option Q7B (18.2 QM cm)
marka saf su cihazindan temin edildi. Tampon c¢ozeltilerin pH degerlerinin 6l¢iimiinde
kombine cam elektrotlu bir Hanna HI 221 pH metre cihazi kullanildi. Elektrokimyasal
Olgtimlerde, destek elektrot ortamindan girisim yapan Oz gazini uzaklastirmak amaciyla

elektrolit ortam1 yiiksek saflikta Ar gazi ile doyuruldu.

A B F/ 7, Gatame

Calisma (PGE)

elektrodu €— —>Metalik halka-gerit
Kargilagtirma
Elektrodu
(Ag/AgCl)
Ar

baglantisi kismi
Sekil 2. A) Kalem grafit elektrodun mekanik kaleme sabitlenmesi ve elektriksel baglantisi

- Yardimci
Elektrot é&—
ve B) ticlii elektrot sisteminin sematik gosterimi (Emir, 2018).

(Pt Tel)

Bakir tel €—
|

— |—>Metalik u¢ kisim

10 mm ‘ Grafit ug
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3.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. 0,1 M H2S04 Cozeltisinin Hazirlanmasi

H2S04 (d:1,84 g/mL, % 95) bir pipet yardimiyla sisesinden 2,8 mL alinip bir miktar
saf su igeren 500 mL bir balon jojeye eklendi daha sonra ultra saf su ile belirtilen son hacme

tamamlanmustir.

3.3.2. 0,5 M H2SO4 Cozeltisinin hazirlanmasi

H2S04 (d:1,84 g/mL, % 95) bir pipet yardimiyla sisesinden 2,8 mL alinip bir miktar
saf su igerenl00 mL bir balon jojeye eklendi daha sonra ultra saf su ile hacme

tamamlanmustir.

3.3.3. Britton Robinson Tampon (BRT) Cozeltisi (pH: 2,0-12,0 arasi)

pH degeri 2,0 ile 12,0 arasinda olan BRT ¢ozeltisi hazirlamak igin asagida
hazirlaniglar1 agiklanan ¢ozeltilerden uygun hacimler karigtirilarak pH metre kontroliinde

istenilen pH’da tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

0,1 M KCl igeren 0,04 M BRT Cozeltisi: CH3COOH (d:1,05 g/mL), H3PO4 (d:1,71
g/mL) 0,04 M olacak sekilde uygun miktarlar1 1,0 L’lik balon jojeye alinip bir miktar ultra

saf su ile karistirildi. Daha sonra beher igerisine ¢ozeltide derisimi, 0,04 M olacak sekilde
2,47 g H3BO3 ve 0,1 M olacak sekilde 7,45 g KCI aktarildi. Beher icerisine bir miktar ultra
saf su eklenerek iyice ¢oziildiikten sonra ¢6zelti balon joje icerisine alindi. Son olarak balon

joje ultra saf su ile hacim ¢izgisine kadar tamamlandi.
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0,1 M KCl iceren 0,2 M NaOH Cozeltisi: Derisimi 0,2 M olacak sekilde NaOH ve
0,1 M olacak sekilde KCI’den tartilip az miktarda ultra saf su ile ¢oziildiikten sonra 1,0 L’lik

balon jojeye alind1 yine ultra saf ilave ederek balon jojenin ¢izgisine kadar tamamlandi.

3.3.4. Stok 13 mM ETK Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hassas terazi yardimi ile 10 mg ETK katis1 tartildi. Daha sonra 2,5 ml etanolde
¢ozlildli. Ara stok cozeltileri bu ana stok ¢ozeltisinden 0,1 M H2SOgs ile seyreltilerek

hazirland.

3.3.5. ETK’nin Voltammetrik Yamtina Girisim Yapabilecek Maddelerin
Hazirlanmasi

ETK’nin Tayininde Olas1 Girisim Etkisi Gosterebilecek Maddelerin Hazirlanmasi
(0,01 M): CuCl (0,134 g), MgCl2 (0,095 g), CaCl: (0,111 g), KCI (0,074 g), NaCl (0,058
g), Na:SO4 (0,142 g), CsH1206 (0,180 g glikoz ve fruktoz), C12H22011 (0,342 g siikroz),
CsHiN4O3 (0,017 g iirik asit), CeHgOs (0,176 g L-askorbik asit), ve CgH11NO, (0,189 ¢
dopamin) maddelerinin her birinin yaninda parantez igerisinde belirtilen miktarda tartilip
100 mL ultra saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi. 0,01 M CgH11NO4 (levodopa) hazirlamak i¢in
0,0197 g tartitlip 10 mL 0,1 M HCI ile tamamlandi. 0,01 M C10H14N204 (karbidopa)
hazirlamak i¢in 0,0226 g tartilip 10 mL metanolle tamamlandi, ardindan 10 dk ultrasonik

banyoda bekletildi. Hazirlanan bazi ¢ozeltiler +4 °C muhafaza edildi.

33.6. ETK’min Geri Kazamm Cahsmasinda Kullamlan Yapay idrar
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yapay idarar hazirlamak igin literatiirde yayinlanan bir ¢alismadan yararlanildi. Bu
amagla yapay idrar hazirlamak i¢in 0,17 g Na>S0Oa, 0,025 g iirik asit, 1,5 g iire, 0,2308 g KCI,
0,0185 g CaCly, 0,1266 g NH4CI, 0,0831 g Na2HPO4, 0,2912 g NaH2POg4 tartildi ve az
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miktarda ultra saf su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’lik balon jojeye alindi, yine ultra saf su

ile balon jojenin ¢izgisine kadar tamamlandi (Sarigul vd., 2019).

3.3.7. Farmasotik Tablet Cozeltisinin Hazirlanmasi

Icerisinde 200 mg ETK oldugu bildirilen 1 tablet porselen bir havanda dgiitiilerek toz
haline getirilip 10 mL dimetilformamid de (DMF) igerisinde ¢6ziilerek hazirlandi.

3.4. Gergeklestirilen Elektrokimyasal Olciimler

Elektrokimyasal oOlglimler yalim PGE kullanilarak yapilmistir. ETK’nin
elektrokimyasal davranisi ilk olarak yalin PGE’de CV’lerinin kaydedilmesiyle incelenmistir.
Daha sonra DPV yontemi kullanilarak cesitli parametreler optimize edilmis ve ETK
sensOriiniin  elektrokimyasal performansint belirleyen ©nemli analitiksel parametreler

belirlenmistir.

3.5. ETK’nin Elektrokimyasal Davramsimin CV Yéntemi ile incelenmesi

ETK’nin elektrokimyasal davranis1 ilk olarak CV yontemi ile incelendi. ETK nin
elektrokimyasal davranisini incelemek igin, farkli potansiyel araliklarinda 250 uM ETK
iceren 0,1 M H2SO4 ortaminda yalin PGE’de 2 dongii olacak sekilde CV yanitlari kaydedildi.
Potansiyel aralik olarak dnce 0 V’dan +1 V’a, sonra +1 V’dan — -0,65V’a son olarak -0,65

V’dan 0 V’a 50 mV/s tarama hizinda CV dongiileri alind1.

3.5.1. CV’de pH Optimizasyonu Calismasi

Yalin galisma elektrodu kullanilarak her bir BRT ¢ozeltisi (pH:2,0-10,0) ortaminda,
ve ayrica 0,1 M ve 0,5 M H2SO4 kuvvetli asidik ortamda hem ETK yoklugunda ve hem de
14



250 uM ETK varliginda CV’leri alinarak, ETK ’nin indirgenme ve ylikseltgenmesine etkisi
incelendi. Destek elektrolit se¢iminde pH’ya karsilik pik akimimnin yiikseklikleri kaydedildi
ve en yiiksek pik akiminin alindig1 pH degeri en uygun destek elektrolit ortami olarak segildi.

3.5.2. CV’de Tarama Hiz1 Calismalar

Tarama hizinin ETK’nin elektrokimyasal davranisi tizerindeki etkisini incelenmek
amaciyla yalin PGE’de 250 uM ETK varliginda Ar ile doyurulmus 0,1 M H2SO4 ortaminda
10-1000 mV/s araliginda artan tarama hizlarinda CV yanitlar1 kaydedildi.

3.6. ETK’nin Elektrokimyasal Davramisinin DPV Yontemi ile incelenmesi

Yalin PGE’de ETK’nin DPV yontemiyle katodik bolgedeki indirgenme pikleri (K1
ve K2) i¢in +0,85 V ile -0,5 V ve anodik bolgedeki yiikseltgenme piki (A1) i¢in +0,35 V ile
+0,8 V potansiyel araliginda DPV’leri kaydedildi.

3.7. DPV’de pH Optimizasyonu Calismalari

Yalin PGE’de ETK’nin elektrokimyasal davranigina pH’nin etkisini incelemek
amaciyla anodik boélgede 1 uM ve katodik bolgede 0,5 uM ETK varliginda ¢alismalar
gerceklestirildi. Calismalarda 0,1 M H2SO4 ve pH 2,0 ile pH 6,0 arasinda degisen BRT
cozeltisi ortaminda DPV’leri kaydedildi. Elde edilen verilerden pH’ya karsilik pik akim
ylikseklikleri karsilastirildi ve en yiiksek pik akimindaki destek elektrolit pH’s1 optimum

ortam olarak belirlendi.
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3.8. DPV’de Cesitli Parametrelerin Optimizasyonu
3.8.1. Puls Zamani (tpuise: Pulse Time)

Yalin PGE’de anodik bolgede 0,5 uM ve katodik bolgede 0,1 uM ETK’nin tpuise
degerleri 1 ms ile 10 ms arasinda degisen yanitlart incelendi. Elde edilen verilerden tpuise
degerlerine karsilik gelen pik akimlar1 karsilastirilarak en uygun deger belirlendi. (Calisilan
K1, K2 ve Al i¢in tpuise degerleri: 1, 2, 3, 5, 7 ve 10 ms). (Sabit tutulan diger parametreler
K1, K2 ve Al i¢in: v= 50 mV/s, Estep=5 MV, Eamp= 200 mV).

3.8.2. Pulse Genligi (Eamp: Pulse Amplitude)

Yalin PGE’de anodik bolgede 0,5 uM ve katodik bolgede 0,1 uM ETK’nin Eamp
degerleri 20 mV ile 300 mV arasinda degisen yanitlari incelendi. Elde edilen verilerden Eamp
degerlerine karsilik gelen pik akimlar1 karsilastirilarak en uygun deger belirlendi. (Calisilan
K1, K2 ve Al i¢in Eamp degerleri: 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 250 ve 300
mV). (Sabit tutulan diger parametreler K1, K2 ve Al igin: v= 50 mV/s, Estep= 5 MV, tpuise=

1 ms).

3.8.3. Basamak Potansiyeli (Estep: E Step)

Yalin PGE’de anodik bolgede 0,5 uM ve katodik bolgede 0,1 uM ETK’nin Estep
degerleri 1 mV ile 10 mV arasinda degisen yanitlart incelendi. Elde edilen verilerden Estep
degerlerine karsilik gelen pik akimlari karsilastirilarak en uygun deger belirlendi. (Calisilan
K1 ve K2 igin Esep degerleri: 1, 2, 3,5, 7 ve 10 mV; Al i¢in Egep degerleri: 1, 3,5, 6, 7 ve
10 mV). (Sabit tutulan diger parametreler K1, K2 ve Al i¢in: v=50 mV/s, tpuse= 1 ms, Eamp=
200 mV).
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3.8.4. Tarama Hizi (v: Scan rate)

Yalin PGE’de anodik bélgede 0,5 uM ve katodik bolgede 0,1 uM ETK’nin v
degerleri 10 mV/s ile 200 mV/s arasinda degisen yanitlar1 incelendi. Elde edilen verilerden
Vv degerlerine karsilik gelen pik akimlari karsilastirilarak en uygun deger belirlendi. (Calisilan
K1, K2 ve Al i¢in v degerleri: 10, 20, 50, 80, 100, 150 ve 200 mV/s). (Sabit tutulan diger
parametreler K1, K2 ve Al i¢in: tpuise= 1 MS, Estep= 10 mV, Eamp= 200 mV).

3.9. ETK’nmin Voltammetrik Tayinine Yonelik Analitik Performans Calismalar:

ETK’nin yiikseltgenmesi (A1) tizerinden tayininde 0,1 M H2SO4 destek elektrolit
ortaminda optimize edilen kosullar altinda (tpuise= 1 mS, Eamp= 200 mV, Estep= 7 mV, v= 50
mV/s) ETK’nin boliim 3.3.4’de hazirlanan stok ¢ozeltisinden uygun pipetlemeler yapilarak
son derisimi 0 ile 1000 nM araliginda artan derisimlerde DPV’leri kaydedildi (potansiyel
tarama araligi: +0,35 V- +0,8 V). ETK’nin indirgenme (K1 ve K2) tizerinden tayininde ise
ayn1 destek elektrolit ortaminda optimize edilen kosullar altinda (tpuise=1 MSs, Eamp= 200 mV,
Estep= 10 mV, v= 50 mV/s) ETK’nin ayn1 stok ¢6zeltisinden uygun pipetlemeler yapilarak
son derigimi K1 i¢in 0 ile 1000 nM ve K2 i¢in 0 ile 1500 nM araliinda artan derisimlerde
DPV’leri kaydedildi (potansiyel tarama araligi: +0,85 V—-0,5 V). ETK’nin indirgenmesi
(K1, K2) ve yiikseltgenmesinde (A1) kaydedilen DPV’lerden elde edilen verilerden ETK
derisimine kars1 pik akim grafikleri elde edildi.

3.10. Girisim Calismalar:

ETK’nin yapisina benzer yapida olan kimyasallarin (levodopa, karbidopa), su
numunelerinde bulunmasi olas1 bazi iyonlarin (Cu?*, Mg?*, Ca?*, K*, CI', Na*, SO4%), baz1
sekerlerin (glikoz, fruktoz, siikroz), iirik asitin, askorbik asitin ve dopaminin ETK’nin
indirgenme (K1, K2) ve yiikseltgenme (Al) pik akimina olan olasit girisim etkileri
DPV’lerinin kaydedilmesiyle incelendi. Bu amagla, katodik boélgede 0,25 pM anodik
bolgede ise 0,5 uM ETK igeren 0,1 M H2SO4 destek elektrolit ortaminda hem anodik hem
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de katodik bolgede DPV’leri kaydedildi. Ardindan olas1 girisim etkisi gosterecek maddenin
stok ¢ozeltisinden ETK’nin derisimine gore sirasiyla 1, 2, 5, 10, 25 ve 50 kat olacak sekilde
uygun pipetleme yapilarak DPV’leri kaydedildi. Ayni1 deneysel basamaklar, olast girisim
etkisi gosterebilecek tiim maddeler igin tekrarlandi. Son olarak, ETK’nin indirgenmesine
(K1, K2) ve yikseltgenmesine (Al) iliskin DPV’lerinde pik akimlarindaki ylizde

degisimleri, standart sapmalar1 ve % RSD degerleri her biri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanda.

3.11. Yapay idrarda ETK’min Geri Kazanmim Cahsmalar1

Yontemin uygulanabilirligi, ETK’nin geri kazanim g¢aligmalar1 gerceklestirilerek
incelendi. Boliim 3.3.6'da hazirlanan yapay idrar 6rneginin igerisine bilinen derisimde ETK
(25 nM) eklendi (spike edildi). Optimize edilen kosullar altinda hem katodik hemde anodik
bolgede spike edilen yapay idrar ¢ozeltisinin DPV’leri kaydedildi. Ardindan, 10 uM,
standart ETK ¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicreye 25 nM ETK olacak sekilde 4 katim
yapilarak standart katma yontemi uygulandi. Her eklemeden sonra DPV’ler ETK’nin hem
yiikseltgenmesi (A1) hemde indirgenmesi (K1, K2) i¢in ayr1 ayr1 kaydedildi. Deneysel
basamaklar 50 nM spike edilen idrar numunesi i¢in de ayni sekilde tekrarlandi. DPV’lerden
yukseltgenme ve indirgenme akimlar1 okunarak derisime derisime karsi akim degisimine
iliskin standart katma grafikleri ¢izildi. Son olarak her bir yapay idrar numunesi igin
ETK’nin indirgenmesi (K1, K2) ve yiikseltgenmesi (A1) lizerinden geri kazanim degerleri

ve % RSD degerleri hesaplandi.

3.12. ETK’nmin Farmasotik Tablette Tayini

3.3.4’de hazirlanan stok ¢ozeltisinden ara stok hazirlandi. ETK (tablet) ¢ozeltisinden
elektrokimyasal hiicredeki son derisimi 50 nM olacak sekilde alindi ve 0,1 M H2SO4 destek
elektrolit ¢ozeltisi ile 5 mL’ye tamamlandi. Optimize edilen kosullar altinda hem katodik
hem de anodik bdlgede DPV sonuglar kaydedildi. Ardindan, 10 pM, standart ETK
cozeltisinden elektrokimyasal hiicreye bu defa 50 nM ETK olacak sekilde 4 katim yapilarak
standart katma yontemi uygulandi. DPV’ler ETK’nin hem yiikseltgenmesi (A1) hem de
indirgenmesi (K1, K2) i¢in ayr1 ayr1 kaydedildi. DPV’lerden yiikseltgenme ve indirgenme
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akimlar1 okunarak derisime karsi pik akimi grafikleri ¢izildi. Son olarak her bir tablet
numunesi i¢in ETK’nin indirgenmesi (K1, K2) ve yiikseltgenmesi (A1) lizerinden standart

katma grafikleri gizilerek tablette bulunan ETK miktarlar1 ve % RSD degerleri hesaplandi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. ETK’nmin Elektrokimyasal Davranisinin incelenmesi

ETK’nin elektrokimyasal davranisi ilk olarak yalin PGE’de CV’lerinin
kaydedilmesiyle incelenmistir. Daha sonra DPV yontemi kullanilarak c¢esitli parametreler
optimize edilerek ETK sensoriinlin elektrokimyasal performansint belirleyen Onemli
analitiksel parametreler belirlenmistir. Bu amagla baz1 optimizasyonlari i¢eren dongiisel
voltammetrik ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Ardindan optimizasyon, analitik performans,
girisim ve gergek Ornek uygulanmasi kisimlarini icerecek sekilde DPV calismalar

yapilmustir.

4.1.1. Yalin PGE’de Destek Cozelti pH’simin Optimizasyonu

Yalin PGE’de destek elektrolit ¢ozelti pH’sinin ETK’nin yiikseltgenmesine ve
indirgenmesine olan etkisinin incelenmesi amaciyla 250 puM ETK igeren farkli pH’lardaki
(pH 2,0-10,0) BRT ¢ozeltisi ve 0,1 M ile 0,5 M H2S04 ¢ozeltilerinin CV’leri kaydedilmis ve
Sekil 3’de verilmistir. Sekil 3 incelendiginde ETK’nin yiikseltgenme ve indirgenme pik
potansiyelinin destek elektrolit pH nin artmasiyla daha negatif potansiyellere kaydig: ve pik
akiminin azalarak pik seklinin bozuldugu gézlenmistir. pH 2’den pH 10’a dogru gidildikg¢e
ETK’nin yiikseltgenme pik potansiyelinin 640 mV’dan 205 mV’a kaydigi, indirgenme pik
potansiyelinin ise -295 mV’dan -850 mV’da kaydigi gozlenmistir. Yiiksek pH degerlerinde
calisildiginda ETK’nin yiikseltgenme ve indirgenme piklerinin negatif bolgeye kaymasi
ETK’nin elektrokimyasal davranisinin proton transferi igerdigini gdstermektedir. Diisiik
pH’larda calismak amaciyla 0,1 M ve 0,5 M H2SOs ortaminda calisilmig ve alinan
sonuglardan en yiiksek pik akiminin H2SO4 ortaminda oldugu gdzlenmistir. H2SO4 destek
elektrolitinin derisiminin ETK’nin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyeline ve pik
akimma kayda deger bir etki etmedigi gozlenmis ve ETK’nin ylikseltgenmesi ve
indirgenmesi icin en uygun destek elektrolit ortami olarak 0,1 M H2SOs ¢ozeltisi
belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda destek elektrolit ¢ozeltisi olarak 0,1 M H2SO4

¢ozeltisinin kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Yalin PGE’de pH’s1 A) 2,0-6,0 ve B) 7,0-10,0 arasinda degisen 0,1 M KCl igeren
BRT ¢ozeltisi, C) 0,1 M ve 0,5 M H,SO4 ¢ozeltileri ortaminda 250 uM ETK ’nin kaydedilen
CV’leri (v= 50 mV/s).

Literatiirde daha Onceden yayinlanmis calismalar dikkate alinarak ETK’nin
elektrokimyasal davranigina ait mekanizma Sekil 4’de 6nerilmistir. Bu mekanizmaya gore
once ETK’daki -NO> 4e” ve 4H" alarak tersinmez bir sekilde aromatik N-hidroksil amin (Ar-
NHOH) grubuna indirgenmistir. Nitekim 0,1 M H2SO4 ortaminda kaydedilen CV’de -220
mV’da goriilen keskin pik bu indirgenmeyi temsil etmektedir. Pozitif yone taramada ise iKi
alternatif s6z konusudur. Birincisi, yapida bulunan katekolik grubun kinona 2e"ve 2H" ile
tersinmez olarak yiikseltgenmesi ki buna ait keskin pik yine 0,1 M H2SO4 ortaminda +730
mV civarinda gozlenmistir. Ikinci alternatif ise ilk etapta tersinmez indirgenme ile olusan

Ar-NHOH’mn 2e” ve 2H"’lu tersinir olarak aromatik nitroso grubuna (-N=0)
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yiikseltgenmesidir ki, ylikseltgenme tam olarak belirgin degilken indirgenme 400 mV’da

gbzlenmistir.

N

d4e N OH

ar N

OH

Sekil 4. A) ETK igin 6nerilen elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmast B) ETK igin

onerilen elektrokimyasal indirgeme mekanizmasi.

Sekil 3’de kaydedilen CV’lerden elde edilen verilerle I(uA)-pH ve E(mV)-pH
grafikleri ¢izilmistir (Sekil 5). Her iki sekilden de goriildiigii gibi hem yiikseltgenme (Sekil
5A) hem de indirgenme ($ekil 5B) pik akimlarinin 0,1 M H2SO4 ortaminda en yiiksek oldugu
goriilmektedir. Sekil 5A’daki yiikseltgenme pik potansiyelinin E(mV)—pH grafigi E(mV)= -
61,75xpH + 742,72 ve R?= 0,9909 gdz 6niine alindiginda, elde edilen dogrunun egiminin
(61,75 mV/pH) teorik Nernst degerine (~59,0 mV/pH) oldukga yakin oldugu kaydedilmistir.
Bu durum goz oniine alindiginda PGE yiizeyinde ETK’nin yiikseltgenmesinde rol alan
proton (H*) ve elektron (e7) sayilari arasinda stokiyometrik oranin 1:1 oldugu sonucuna
varilmigtir (Aftab vd., 2019; Naghian vd., 2021; Radi ve Ragaa Abd Ellatief, 2021). Sekil
5B’deki indirgenme pik potansiyelinin E(mV) — pH grafigi E(mV)= 62,5xpH +148,48 ve
R?= 0,9938 goz oniine alindiginda, elde edilen dogrunun egiminin (62,5 mV/pH) olmasi
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ETK’nin indirgenmesinde rol alan H" ve e sayilar1 arasindaki stokiyometrik oranin yaklasik

yine 1:1 oldugunu gostermistir (Sekil 5B).
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Sekil 5. Sekil 3’de kaydedilen CV’lerden A) +730 mV’daki yiikseltgenme B) -220 mV’daki
indirgenme pikleri i¢in elde edilen I(nA)- pH ve E(mV) — pH grafikleri. (a) 0,1 M H2SO4 (b)
0,5 M HSOq4 (n=3).

4.1.2. Tarama Hizinin (V) ETK’nin Elektrokimyasal Davramisina Etkisinin
Incelenmesi

Elektrokimyasal yiikseltgenme ve indirgenme akim tiiriiniin difiizyon kontrollii mii
yoksa adsorpsiyon kontrollii mii oldugunu belirlemek amaciyla yalin PGE’de 250 uM
ETK’nin artan tarama hizlarina (10, 25, 50, 80, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 750 ve 1000
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mV/s) baglh CV’leri, 0,1 M H2SOs destek ¢6zeltisi ortaminda kaydedilmis ve Sekil 6’da
verilmistir. Sekil 6’da tarama hizinin artmasiyla ETK nin yiikseltgenme ve indirgenme pik

akiminin giderek arttig1 goriilmektedir.

250 - 1000mV/s

-500 0 500 1000
E/mV

Sekil 6. Yalin PGE’de 250 uM ETK’nin 0,1 M H2SO4 destek elektrolit ortaminda artan

tarama hizlarina bagl kaydedilen CV’leri.

Sekil 6’dan elde edilen verilerle hem anodik hem de katodik bdlgedeki pikler icin
I(nA)- v, I(nA)- v*2, log(1)-log(v) ve E(mV)- In(v) grafikleri ¢izilmis anodik ve katodik bolge
icin sirasiyla Sekil 7 ve Sekil 8’de verilmistir. Kaydedilen CV’lerden her bir tarama hiz1 igin
hesaplanan anodik ve katodik pik akimlarinin artan tarama hizlariyla dogrusal bir iligki
gostermedigi saptanmistir (Sekil 7A ve Sekil 8A). Anodik ve katodik bdlgeden hesaplanan
akima kars1 tarama hizinin karekokii grafiklerindeki yiliksek dogrusallik iligkisi sirastyla
(I(nA)=7,26x v*2 -13,17 ve R?= 0,9939) (+730 mV’daki anodik pik igin) ve I(nA)= 12,95x
v2 -15.39 ve R?= 0,9987(-220 mV’daki katodik pik igin)) Sekil 7B ve Sekil 8B’de

verilmistir. Bu durum PGE yiizeyinde ETK nin katekol grubunun tersinemez olarak kinona
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yiikseltgenmesine ve aymi zamanda Ar-NOz grubunun Ar-NHOH’a tersinmez olarak
indirgenmesine iliskin akim tiiriiniin her iki bolgede de difiizyon kontrollii oldugunu
gostermektedir (Radi ve Ragaa Abd Ellatief, 2021; Shoghi Kalkhoran vd., 2018). Ayrica,
kaydedilen CV’lerden anodik bolge i¢in ¢izilen Logl ile Logv grafiginden (Logl=0,57%LogVv
+0,6267 ve R?= 0,9979) ve katodik bélge icin ¢izilen Logl ile Logv grafiginden (Logl=
0,56xLogv +0,9136 ve R?= 0,998) elde edilen egimlerin teorik degere (0,5) yakin olmasi da
yiikseltgenme ve indirgenme akiminin diflizyon kontrollii oldugunu desteklemektedir (Sekil
7C ve Sekil 8C).

250 - 250 =
o y=7.262x + 13.168
200 - ? 20090  R2=0.9939
150 4 9 150 -
"]
< . <
= 100 4 = 100 -
° Qo
s0d & 50 4
) A B
Y ] v 1 ) L) 0 ] T 1) ]
0 250 500 750 1000 0 10 w20 30
v/ mVis
244
y=0.570x + 0.627 7604 y=11.957x + 682.356
R2=0.9979 R2=0.9901
2.0
> 740 4
o >
£
1.6 4 -
w
720 4
12- C D
L] v L] 1 L] ' 1 o I 1 v
1.0 1.5 2.0 25 3.0 2 4 6
logv Inv

Sekil 7. Anodik bolge igin Sekil 6’da kaydedilen CV’lerden elde edilen (A) I(nA) —v(mV/s),
(B) I(nA) — v¥2, (C) logl — logv ve (D) E(mV) — Inv grafikleri.
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Sekil 8. Katodik bolge i¢in Sekil 6’da kaydedilen CV’lerden elde edilen (A) -I(pA) —
v(mV/s), (B) -I(nA) — v¥2, (C) -logl — logv ve (D) -E(mV) — Inv grafikleri.

4.13. ETK’nin DPV Yontemiyle Katodik Bolgedeki Elektrokimyasal
Davramsinin Incelenmesi

ETK’nin DPV  yontemiyle katodik bolgedeki elektrokimyasal davranisi
incelendiginde 2 farkli indirgenme pikinin elde edildigi gézlenmistir. Bu pikler Sekil 9°da
verilerek sirasiyla +530 mV’da gozlenen Ar-N=0O grubunun Ar-NHOH’a indirgenme piki
K1 ve -120 mV’da gozlenen Ar-NOz grubunun Ar-NHOH’a indirgenme piki K2 olarak

adlandirilmistir.
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Sekil 9. Yalin PGE’de 0,1 uM ETK’nin 0,1 M H>SO4 destek elektrolit ortaminda katodik
bolgede DPV yontemiyle kaydedilen voltammogrami (K1: +530 mV’da 1.indirgenme piki,
K2: -120 mV’da 2.indirgenme piki).

Yalin PGE’de destek elektrolit ¢ozelti pH’sinin ETK’nin indirgenmesine olan
etkisinin incelenmesi amaciyla 0,5 uM ETK igeren farkli pH’lardaki (pH 2,0-6,0) BRT
cozeltisi ve 0,1 M HzSOs4 c¢ozeltisi ortaminda DPV’leri kaydedilmis ve Sekil 10°da
verilmistir. Sekil 10A incelendiginde ETK’nin indirgenme piklerine (hem K1 hem de K2)
ait potansiyellerin destek elektrolit pH’nin artmasiyla daha negatif potansiyellere kaydigi ve
pik akiminin azalarak pik seklinin bozuldugu gozlenmistir. pH 2,0 den pH 6,0’ya dogru
gidildikce ETK’nin K1 i¢in pik potansiyelinin +420 mV’dan +185 mV’a kaydig1 K2 i¢in pik
potansiyelinin ise -160 mV’dan -440 mV’a kaydig1 gbzlenmistir. Elde edilen sonuglardan en
yiiksek pik akimimin (+530 mV’da K1 ve -120 mV K2) 0,1 M H2SO4 ortaminda oldugu
gbzlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda destek elektrolit ¢ozeltisi olarak 0,1 M H2SO4

¢oOzeltisi kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 10. A) Yalin PGE’de 0,5 uM ETK’nin 0,1 M H2SO4 (a) ve 0,1 M KCl igeren (pH 2,0-
6,0) BRT ¢ozeltisi ortaminda kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 mV; Eamp= 200
mV; touse= 2 ms) B) K1 ve C) K2 indirgenme pikleri i¢in elde edilen -I(nA)-pH histogramlari
(n=23).

Her iki indirgenme piki i¢in DPV yonteminde kullanilan parametreler; Estep, Eamp,
tpuise Ve V optimize edilmistir. Bu amagla ilk olarak katodik bolgedeki ETK’nin 1. indirgenme
pikinde (K1) diger parametreler sabit tutularak puls zamani optimize edilmis ve yalin
PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK kullanilarak elde edilen grafikler Sekil 11°de
verilmistir. Sekil 11 incelendiginde 1, 2, 3, 5, 7 ve 10 ms puls zamanlar1 denenmis ve puls
zamanmin artmasiyla elde edilen indirgenme akimlarinin ciddi oranda azaldigi

goriilmektedir. En yiiksek pik akimi 1 ms puls zamaninda alindigi i¢in optimum puls

28



zamanin 1 ms olmasina karar verilmis ve diger parametreler optimize edilirken puls zamani

1 ms olarak kullanilmistir.
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Sekil 11. A) Yalin PGE’de 0,1 M H>SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin farkli puls
zamanlarinda K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 mV; Eamp= 200 mV), B)
-I(LA) — tpuise(ms) grafigi (n= 3).

Puls zamani 1 ms olarak optimize edildikten sonra puls genligi optimize edilmistir.
Bu amagla 20 ile 300 mV arasinda degisen puls genligi kullanilarak yalin PGE’de 0,1 M
H2SO4 ortaminda voltammogramlart kaydedilmis ve Sekil 12A’da verilmistir. Sekil 12
incelendiginde puls genliginin artmasiyla indirgenme pik potansiyellerinin pozitif bolgeye
dogru kaydig1 ve pik akimlarmin 200 mV puls genligine kadar arttigi 200 mV puls
genliginden sonra indirgenme pik akimlarinda azalma oldugu kaydedilmistir. Optimum puls

genligi 200 mV olarak kaydedilmistir.
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Sekil 12. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin farkli puls genliklerinde
K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 mV; tpuise= 1 ms), B) -I(uA) — Eamp(mV)
grafigi (n=3).

Puls zamani ve puls genligi optimize edildikten sonra basamak potansiyeli optimize
edilmistir. Bu amagla 1, 2, 3, 5, 7 ve 10 mV basamak potansiyelleri kullanilarak yalin
PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin voltammogramlar: kaydedilmis ve Sekil
13A’da verilmigtir. Sekil 13B incelendiginde basamak potansiyelin 3 mV kadar arttig1 3
mV’dan sonra artisin azaldig1 ve indirgenme pik akimini ¢ok fazla etkilemedigi gbzlenmistir.
En yiiksek indirgenme pik akimi 10 mV basamak potansiyelinde elde edildigi i¢in Estep, 10

mV olarak belirlenmistir.
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Sekil 13. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin farkli basamak
potansiyellerinde K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; tpuse= 1 Ms; Eamp= 200 mV),
B) -I(nA) — Estep(mV) grafigi (n= 3).

Son olarak tarama hiz1 optimize edilmek amaciyla 1 ms puls zamani, 200 mV puls
genligi ve 10 mV basamak potansiyeli kullanilarak degisen (10, 20, 50, 80, 100, 150 ve 200
mV/s) tarama hizlarinda yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin yanitlari
kaydedilmis ve Sekil 14°de verilmistir. Sekil 14 incelendiginde en yiiksek pik akiminin 10,
20 ve 50 mV/s’de alindig1 ve indirgenme pik akimlarinda 10, 20 ile 50 mV/s arasinda ¢ok
degismedigi gézlenmektedir. Daha hizli ¢alisilmasina olanak tanimasindan dolay1 optimum

tarama hizinin 50 mV/s olmasina karar verilmistir.
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Sekil 14. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK nin farkli tarama hizlarinda
K1 i¢in kaydedilen DPV’leri (tpuise= 1 MS; Esep= 10 mV; Eamp= 200 mV), B) -I(pA) —
v(mV/s) grafigi (n=3).

Katodik bolgedeki ETK’nin 2. indirgenme pikinde (K2) diger parametreler sabit

tutularak puls zamani optimize edilmis ve yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM
ETK kullanilarak elde edilen grafikler Sekil 15°de verilmistir. Sekil 15 incelendiginde 1, 2,

3,5, 7 ve 10 ms puls zamanlar1 denenmis ve puls zamaninin artmasiyla elde edilen

indirgenme akimlarinda ciddi oranda azaldig1 goriilmektedir. En yiiksek pik akimi 1 ms puls

zamaninda alindigl i¢in optimum puls zamanin 1 ms olmasina karar verilmis ve diger

parametreler optimize edilirken puls zamani 1 ms olarak kullanilmistir.
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Sekil 15. A) Yalin PGE’de 0,1 M H»SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin farkli puls
zamanlarinda K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estp= 5 mV; Eamp= 200 mV),
B) -1(LA) — tpuise(ms) grafigi (n=3).

Puls zamani 1 ms olarak optimize edildikten sonra puls genligi optimize edilmistir.
Bu amagla 20 ile 300 mV arasinda degisen puls genligi kullanilarak yalin PGE’de 0,1 M
H2SO4 ortaminda voltammogramlart kaydedilmis ve Sekil 16A’da verilmistir. Sekil 16
incelendiginde puls genliginin artmasiyla indirgenme pik potansiyellerinin pozitif bolgeye
dogru kaydig1 ve pik akimlarmin 200 mV puls genligine kadar arttigi 200 mV puls
genliginden sonra indirgenme pik akimlarinda azalma oldugu kaydedilmistir. Optimum puls

genligi 200 mV olarak kaydedilmistir.
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Sekil 16. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin farkli puls genliklerinde
K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (v=50 mV/s; Estep= 5 mV; tpuise= 1 ms), B) -I(uA) — Eamp(mV)
grafigi (n=3).

Puls zamani ve puls genligi optimize edildikten sonra basamak potansiyeli optimize
edilmistir. Bu amagla 1, 2, 3, 5, 7 ve 10 mV basamak potansiyelleri kullanilarak yalin
PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin voltammogramlar: kaydedilmis ve Sekil
17A’da verilmistir. Sekil 17B incelendiginde basamak potansiyelin artmasiyla indirgenme
pik akimmin arttigr gozlenmistir. En yiiksek indirgenme pik akimi 10 mV basamak

potansiyelinde elde edildigi i¢in Estep, 10 mV olarak belirlenmistir.
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Sekil 17. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 pM ETK’nin farkli basamak
potansiyellerinde K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; tpuse= 1 ms; Eamp= 200 mV),
B) -I(nA) — Estep(mV) grafigi (n= 3).

Son olarak tarama hizi optimize edilmek amaciyla 1 ms puls zamani, 200 mV puls
genligi ve 10 mV basamak potansiyeli kullanilarak degisen (10, 20, 50, 80, 100, 150 ve 200
mV/s) tarama hizlarinda yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,1 uM ETK’nin yanitlari
kaydedilmis ve Sekil 18’de verilmistir. Sekil 18B incelendiginde en yiiksek pik akiminin 10,
20 ve 50 mV/s’de alindig1 ve indirgenme pik akimlarinda 10, 20 ile 50 mV/s arasinda ¢ok
degismedigi gbzlenmektedir. Daha hizli ¢alisilmasina olanak tanimasindan dolay1 optimum

tarama hizinin 50 mV/s olmasina karar verilmistir.
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Sekil 18. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4ortaminda 0,1 pM ETK nin farkli tarama hizlarinda
K2 i¢in kaydedilen DPV’leri (tpuse= 1 mMS; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV), B) -I(uA) —
v(mV/s) grafigi (n=3).

Ozetle 1. (K1) ve 2. (K2) indirgenme pik akiminin optimum kosullar1; puls zamani 1
ms, puls genligi 200 mV, basamak potansiyeli 10 mV ve tarama hiz1 50 mV/s olarak optimize

edilmisgtir.

414. ETK’nmm DPV Yontemiyle Anodik Bolgedeki Elektrokimyasal
Davramsinin incelenmesi

Yalin PGE’de destek elektrolit ¢ozelti pH’sinin ETK’nin yiikseltgenmeye olan
etkisinin incelenmesi amaciyla 1 uM ETK igeren farkli pH’lardaki (pH 2,0-5,0) BRT
¢ozeltisi ve (a) 0,1 M H2SOs ¢ozeltisi ortaminda DPV’leri kaydedilmis ve Sekil 19°da
verilmigtir. Sekil 19A incelendiginde ETK’nin yiikseltgenme pik potansiyelinin destek
elektrolit pH’ nin artmasiyla daha negatif potansiyellere kaydig: ve pik akiminin azalarak pik
seklinin bozuldugu goézlenmistir. pH 2°den pH 5’e dogru gidildikce ETK’nin anodik pik
potansiyelinin +470 mV’dan +380 mV’a kaydig1 gozlenmistir. Elde edilen sonuglardan en
yiiksek pik akiminin 0,1 M H2SO4 ortaminda (yaklasik +550 mV’da) oldugu gézlenmistir.
Yaklasik olarak +550 mV’da gozlenen yiikseltgenme piki Al olarak adlandirilmistir.
Bundan sonraki g¢aligmalarda destek elektrolit ¢ozeltisi olarak 0,1 M H2SOs ¢ozeltisi

kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 19. A) Yalin PGE’de 1 uM ETK’nin 0,1 M H2SOs4 (a) ve 0,1 M KCl igeren (pH 2,0-
5,0) BRT ¢ozeltisi ortaminda Al i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 MV; Eamp=
200 mV; touise= 2 ms), B) Al i¢in I-pH histogrami (n= 3).

Katodik bolgede indirgenme piki i¢in gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmalarinin
aynist anodik bolgedeki yiikseltgenme piki iginde tekrarlanmistir. Bu amagla, ilk olarak,
degisen puls zamanlar1 kullanilarak (1, 2, 3, 5, 7 ve 10 ms) puls zamani optimize edilmis ve
elde edilen voltammogramlar1 Sekil 20A’da verilmistir. Sekil 20B incelendiginde
indirgenme pik akimlarinda gbzlendigi gibi yiikseltgenme pik akiminda da puls zamaninin
artmasiyla pik akimlart azalmistir. En yiiksek pik akimi 1 ms’de kaydedildiginden optimum

puls zamani 1 ms olarak belirlenmistir.
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Sekil 20. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SOs; ortaminda 0,5 uM ETK’nin farkli puls
zamanlarinda Al i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 mV; Eamp= 200 mV), B)

I(LA) — touise(ms) grafigi (n= 3).

Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 20 ile 300 mV arasinda degisen puls genlikleri

kullanilarak voltommogramlari kaydedilmis ve Sekil 21A’da verilmistir. Sekil 21

incelendiginde puls genliginin artmasiyla yiikseltgenme pik akimimin arttigi pik

potansiyelinin ise negatif bolgeye dogru kaydigi gozlenmistir. Optimum puls genligi 200

mV olarak belirlenmistir.
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Sekil 21. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,5 pM ETK nin farkli puls genliklerinde
Al igin kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; Estep= 5 MV; tpuise= 1 ms), B) I(nA) — Eamp(MV)
grafigi (n=3).

Puls zamani 1 ms, puls genligi 200 mV olarak optimize edildikten sonra bu sartlar
altinda basamak potansiyeli optimize edilmistir. Bu amagla 1, 3, 5, 6, 7 ve 10 mV basamak
potansiyelleri kullanilmis elde edilen sonuclar Sekil 22°de verilmistir. Sekil 22B
incelendiginde basamak potansiyelinin artmasiyla pik akiminin arttigi 7 mV’dan sonra pik
akiminin artmadig1 ve pik seklinin bozuldugu gozlenmistir. Optimum basmak potansiyeli 7

mV olarak belirlenmistir.
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Sekil 22. A) Yalin PGE’de 0,1 M H»SO4 ortaminda 0,5 uM ETK’nin farkli basamak
potansiyellerinde Al i¢in kaydedilen DPV’leri (v= 50 mV/s; tpuise= 1 Ms; Eamp= 200 mV),
B) I(nA) — Estep(mV) grafigi (n= 3).

Son olarak tarama hiz1 optimize edilmek amaciyla 1 ms puls zamani, 200 mV puls
genligi ve 7 mV basamak potansiyeli kullanilarak degisen (10, 20, 50, 80, 100, 150 ve 200
mV/s) tarama hizlarinda yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,5 pM ETK’nin yanitlari
kaydedilmis ve Sekil 23’de verilmistir. Sekil 23 incelendiginde en yiiksek pik akiminin 50
mV/s’de alindig1 gozlenmektedir. Optimum tarama hizinin 50 mV/s olmasina karar

verilmistir.
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Sekil 23. A) Yalin PGE’de 0,1 M H2SO4 ortaminda 0,5 uM ETK nin farkli tarama hizlarinda
Al i¢in kaydedilen DPV’leri (tpuse= 1 mS; Estep= 7 mMV; Eamp= 200 mV), B) I(uA) — v(mV/s)
grafigi (n=3).

Ozetle yiikseltgenme (A1) pik akimi i¢in optimum kosullar; puls zamani1 1 ms, puls
genligi 200 mV, basamak potansiyeli 7 mV ve tarama hizi 50 mV/s olarak optimize

edilmisgtir.

4.1.5. Optimum Kosullar Altinda DPV Yontemiyle ETK’nin Analitiksel
Parametrelerinin Belirlenmesi

DPV yontemiyle optimize edilen sartlar altinda (K1 ve K2 indirgenme pikleri i¢in
optimum kosullar; puls zamani; 1 ms, puls genligi; 200 mV, basamak potansiyeli; 10 mV ve
tarama hiz1 50 mV/s; Al yiikseltgenme piki i¢cin optimum kosullar; puls zamani; 1 ms, puls
genligi; 200 mV, basamak potansiyeli; 7 mV ve tarama hizi 50 mV/s) ETK’nin artan
derisimlerine kars1 kaydedilen DPV’ler Sekil 24A-26A arasinda verilmistir. Elde edilen
voltammogramlardan pik akimlar1 hesaplanarak derisime karsi akim degisim grafikleri Sekil
24B-26B arasinda ve dogrusal degisimi ifade eden kalibrasyon grafikleri ise Sekil 24C-26C

arasinda verilmistir.
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Sekil 24. A) Yalin PGE’de 1. indirgenme (K1) piki i¢in 0,1 M H2SO4 ¢ozeltisinde degisen
1-2000 nM arasinda artan ETK derisimlerinde kaydedilen DPV’ler (v= 50 mV/s; tpuise= 1
ms; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV), B) Artan ETK derisimine karsi pik akim grafigi, C)

Dogrusal kalibrasyon egrisi.
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Sekil 25. A) Yalin PGE’de 2. indirgenme (K2) piki i¢in 0,1 M H2SO4 ¢ozeltisinde degisen
2,5-3000 nM arasinda artan ETK derisimlerinde kaydedilen DPV’ler (v= 50 mV/s; touise= 1
ms; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV), B) Artan ETK derisimine karsi pik akim grafigi, C)

Dogrusal kalibrasyon egrisi.
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Sekil 26. A) Yalin PGE’de yiikseltgenme (Al) piki i¢in 0,1 M H2SO4 ¢ozeltisinde degisen
2,5-5000 nM arasinda artan ETK derisimlerinde kaydedilen DPV’ler (v= 50 mV/s; touise= 1
mSs; Estep= 7 MV; Eamp= 200 mV), B) Artan ETK derisimine kars1 pik akim grafigi, C)

Dogrusal kalibrasyon egrisi.

Sekil 24C’de goriildiigii gibi K1 indirgenme piki i¢in kalibrasyon egrisi 1 ile 1000
nM arali§inda dogrusal olarak degismis ve dogru denklemi ise 0,99888 regrasyon katsayisi
ile dogru denklemi y=1,07917x + 11,65469 olarak elde edilmistir. Sekil 25C’de goriildiigii
gibi K2 indirgenme piki i¢in kalibrasyon egrisi 2,5- 1500 nM araliginda dogrusal olarak
degismis ve dogru denklemi y= 0,41093x + 14,82378 (R?= 0,9974) olarak elde edilmistir.
Sekil 26C’de ise anodik bolgedeki ETK nin yiikseltgenme piki i¢in dogrusal yanit aralig:
2,5 ve 1000 nM olarak kaydedilmistir. Elde edilen dogru denklemi y= 0,29165x + 0,38277
(R%= 0,99954) bulunmustur. Optimize edilen sartlar altinda 0,1 M H,SO4 destek elektroliti

ortaminda en diisiik ETK derisimi i¢in kaydedilen voltammogramlardan pik akimlar ve

44



standart sapma degerleri (kor standart sapmasi olarak kabul edilmistir, sksr) hesaplanarak
belirtme alt sinir1 (Limit of Detection, LOD) 3sis/egim ve kantitatif tayin sinir1 (Limit of
Quantification, LOQ) 10sks/egim formiillerinden hesaplanarak belirlenmistir. Katodik
bolgedeki K1 pikinden elde edilen analitiksel parametreler; dogrusal yanit araligir 1-1000
nM, LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,36 ve 1,20 nM olarak bulunmustur. K2 pikinden elde
edilen analitiksel parametreler ise dogrusal yanit araligi 2,5- 1500 nM, LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 0,79 ve 2,64 nM olarak hesaplanmistir. Anodik bolgedeki ETK’nin
yiikseltgenme pikinden elde edilen verilerden hesaplanan LOD ve LOQ degerleri 0,69 ve
2,3 nM olarak hesaplanmis ve dogrusal yanit araligi 2,5 ve 1000 nM olarak kaydedilmistir.
ETK’nin daha cok ylikseltgenmesine bagl elektrokimyasal ¢alismalarin yapildigi bununla
birlikte az sayida indirgenmesine bagli ¢aligmalarin oldugu literatiir arastirmalarindan
goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, bir yiikseltgenme bir de indirgenme olmak iizere iki
ornek calismadan bahsedilmistir. Farkli elektrotlarin kullanildig1 ¢ok sayidaki ¢aligmalar
Tablo 1°de Ozetlenmistir. Tablo incelendiginde ETK’nin yiikseltgenmesinde ve
indirgenmesinde bagl voltammetrik tayinler gerceklestirilmistir. Bununla birlikte farkli
elektrotlar ve modifiye edici maddeler kullanildig1 goriilmektedir. Yiikseltgenmeye bagh
caligmalarda dopamin, tirik asit, askorbik asit, karbidopa ve levodopa gibi molekiillerin
potansiyel girisimcilerin oldugu dikkate alindiginda ETK’nin indirgenme 6zelligine bagl
calismanin girisimlerden daha az etkilenmesi adina daha mantikhidir. ETK; dopamin,
levodopa, ve karbidopa gibi molekiillere yakin molekiil yapisina sahip oldugu ve bunlardan
farkli olarak indirgenebilecek Ar-NO2 sahiptir. Ar-NO grubu ise 4 e" ve 4 H* Ar-NHOH
grubuna indirgenmekte (Sekil 4) ve buna ait -120 mV da keskin bir indirgenme piki
vermektedir. Boylece dopamin, karbidopa ve levodopa varliginda entakopon bu indirgenme
piki iizerinden secici olarak tayin edilebilecektir. Tasarlanan yontem, (Al) 2,5 -1000 nM,
(K2) 2,5 - 1500 ve (K2)1-1000 nM olmak iizere ii¢ genis dogrusal aralik sergilemekte ve
ETK’y1 diger prosediirlerle daha uyumlu olan nanomolar seviyelerde (LOD=0,69 nM (A1),
0,79 nM (K2) ve 0,36 nM (K1)) tespit etmektedir. Sonu¢ olarak literatiir ¢aligmalari
incelendiginde ETK’nin indirgenmesine ve yiikseltgenmesine bir¢ok calisma gelistirilmistir.
ETK’nin insan saglig1 agisindan énemi goz oniine alindiginda konuyla alakali caligmalarin

sayisinin giderek artacagi diistintilmektedir.
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Tablo 1

Yayinlanmis diger ETK sensorleri ile bu ¢alismada elde edilen analitik performans degerlerinin karsilagtirilmasi.

puls polarografi

Destekleyici Dogrusal Aralik | Gozlenebilme
Elektrot Kullanilan Metod Elektrolit M) Sinir1 (uM) Referans
Molibdat nanoplate y
o . Yikseltgenme / .
indirgenmis.gilicn Diferansiyel puls 0,LMPBSpPH3,0 |9x10°200 3,18x10" Shoghi Kalkhoran
oksit nanokompozit - vd., 2018
o voltammetrisi
modifiye camsi karbon
elektrot
Molekiiler baskili Yiikseltgenme/ Radi ve Ragaa
polimer camsi karbon | Diferansiyel puls 0,2MPBS,pH3,0 |0,1-5 0,05 Abd Ellatief,
elektrot voltammetrisi 2021
Yiikseltgenme/
Karbon pasta elektrot Diferansiyel puls BRT, pH 2,0 1-38 0,113 Rizk vd., 2015
voltammetrisi
R ikl
b: Diferansiyel puls BRT pH 2,0 2x1072-800 7,077x10" Salama vd., 2015
modifiye karbon pasta -
voltammetrisi
elektrot
. Indirgenme/ Diferansiyel
Multi-Mode Elektrot BRT pH 2,3 150-350 - Abasq vd., 2008
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Tablo 1’in devami

Asili Civa Damla
Elektrodu

Indirgenme/ Kare dalga
katodik adsorptif siyirma
voltammetrisi

BRT pH 8,0

5x104-3,5x101

1,510

Ghoneim ve El
Desoky, 2015

Metformin tutturulmus
¢ok duvarli karbon
nanotiip yiizeyine
gilimiis nanoparcaciklari
elektrokimyasal olarak
biriktirilmis camsi
karbon elektrot

Indirgenme/Amperometri

0,1 MPBS, pH 7,0

0,05-70

15,3x10°3

Baghayeri vd.,
2016

NH: ile
fonksiyonellestirilmis
¢ok duvarli karbon
nanotlip camsi karbon
elektrot

Yiikseltgenme/ Dongiisel
voltammetri

0,5 M H2S04

0,5x103-5x1072

3,13x10°

Aftab vd., 2019

Siilfiir-kalay oksit
nanopartikiil ekran
baskili elektrot

Yiikseltgenme/ Dongiisel
voltammetri - Diferansiyel
puls voltammetrisi

0,1 MPBSpH 2,0

0,1-75

0,01

Naghian vd.,
2021

Nafyon matrisinde
grafitlestirilmis ¢ok
duvarli karbon
nanotiiplerin ve grafen
nanotabakalarin
birlesimi kullanilarak
hazirlanan
nanokompozit camsi
karbon elektrot

Yiikseltgenme/ Dongiisel
voltammetri

0,1 M H2S0q4

0,5-10

3,2x107?

Nigovi¢, 2023

47




Tablo 1’in devami

Asilt Civa Damla Indlrgenme{ Kare dalga BRT, pH 2,5 16-160 1.3x10 Jain vd., 2010
Elektrodu voltammetrisi

Yiikseltgenme/

Diferansiyel puls 0,1M H2SO4 2,5x103-1 (A1) | 6,9x10™*

voltammetrisi
Yalin kalem grafit 1
elektrot ‘ . . 103-1 (K1) 3,6x10" Bu tez calismasi

Indirgenme/ Diferansiyel

uls voltammetrisi 0,IM H2504 3
P 2,5x10 -1,5 (K2) | 7 10
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Son olarak tasarlanan ETK sensoriin tekrarlanabilirligini arastirmak igin, hem
katodik hemde anodik bdlgede optimize edilmis kosullar altinda 2 farkli derisimde (Katodik
bolgede 50 ve 500 nM; Anodik bolgelde 50 ve 250 nm) giin i¢inde ve giinler arasinda
Olgtimler alinarak akim degerleri kaydedilmistir. Akim degerlerinden hesaplanan % RDS

degerleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2

Anodik ve katodik bolgeden (Katodik bolgede 50 ve 500 nM; Anodik bolgede 50 ve 250 nM

ETK i¢in) edilen giin i¢gi ve gilinler aras1 tekrarlanabilirlik sonuglari (n=3).

Calisilan Bolge K1 K2 Al

50 nm 500 nm 50 nm 500 nm 50 nm 250 nm
Giin i¢i % RSD 2,78 2,20 2,92 2,72 3,72 2,57
Guinler aras1 % RSD 4,40 3,22 4,22 3,93 4,88 4,81

% RSD degerleri incelendiginde giin i¢inde alinan 6lgtimlerden tekrarlanabilirliklerin
% 5’in altinda olmasi, tasarlanan ETK sensoriiniin oldukea kararli giin i¢i yanitlar verdigini
gostermekte ve glinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalart sonucu elde edilen % RSD
degerlerinin % 5’in altinda bulunmasi, tasarlanan ETK sensoriiniin oldukca iyi bir
tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir. Sonug olarak (RSD < % 5), ETK tayini
icin kullanilan yalin PGE’nin hem anodik hem de katodik piklerine ait voltammetrik

yanitlarin yliksek ve kabul edilebilir kesinlige sahip oldugu tespit edilmistir.

4.1.6. Girisim Etkisinin Incelenmesi

ETK’nin yapisina benzer yapida olan kimyasallarin (levodopa, karbidopa), su
numunelerinde bulunmas1 kuvvetle ihtimal baz1 iyonlarin (Cu?*, Mg?*, Ca?*, K*, CI', Na*,
S04%), baz1 sekerlerin (glikoz, fruktoz, siikroz), iirik asitin, askorbik asitin ve dopaminin
ETK’nin indirgenme (K1, K2) ve yiikseltgenme (A1) pik akimlarina olan olast girisim
etkileri incelenmistir. Bu amagla, katodik bolgede 0,25 uM ve anodik bolgede ise 0,5
uM ETK igeren 0,1 M H2SOs destek elektrolit ortaminda hem anodik hem de katodik
bolgede DPV’leri kaydedildi. Ardindan olasi girisim etkisi gosterecek maddenin stok
cozeltisinden ETK nin derisimine gore sirasiyla 1, 2, 5, 10, 25 ve 50 kat olacak sekilde uygun
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pipetleme yapilarak DPV’leri kaydedildi. Ayni deneysel basamaklar olas1 girisim etkisi
gosterebilecek tiim maddeler i¢in tekrarlandi. Son olarak ETK’nin indirgenme (K1, K2) ve
yiikseltgenme (A1) DPV’lerinde pik akimlarindaki yiizde degisimleri ve standart sapma

degerleri her biri i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi.

Yalin PGE’de ETK’nin anodik bolgede yiikseltgenme Al piki i¢in segici tayini,
giinliik 6rneklerde bulunabilecek bir¢ok iyonik ve molekiiler tiiriin varliginda test edilmis ve
sonuclar Tablo 3'de DPV yanitindaki ylizde degisim olarak gosterilmistir. Sonuglar, 50 kat
Mg?*, K*, CI, siikroz,10 kat Ca®*, SO4%, 5 kat Na*, 2 kat Cu?*, fruktoz, iirik asit, karbidopa
ve 1 kat glikoz, askorbik asit, dopamin, levodopanin ETK’nin DPV yanit1 iizerindeki
etkilerinin % 10'luk tolerans sinirma gore ihmal edilebilir diizeyde oldugunu
kanitlamaktadir. Elde edilen yiiksek secicilik, onerilen yontemin s6z konusu iyonik ve/veya
molekiiler tiirleri iceren giinlilk 6rneklerde ETK’nin segici olarak belirleyebilecegini

gostermektedir.

Tablo 3

Girisimcilerin yalin PGE’de ETK’nin yiikseltgenme (A1) DPV yanit1 {izerindeki etkisi (sabit
ETK konsantrasyonu 0,5 uM ve n= 3).

Girisimci Yanittaki
Girisimciler Tiirlerin Katlar1  Degisimler (%) SD (¥)
Cu?* 2,0 1,61 0,41
Mg?* 50 -3,39 2,24
Ca?* 10 -4,01 1,38
K* 50 -5,00 0,36
CI 50 -3,93 1,85
Na* 5,0 -3,03 1,73
SO04* 10 -2,98 2,15
Fruktoz 2,0 0,18 0,25
Glikoz 1,0 -3,79 1,03
Siikroz 50 -1,44 0,96
Urik asit 2,0 3,82 2,91
Askorbik asit 1,0 -4,14 2,22
Dopamin 1,0 -1,63 1,42
Levodopa 1,0 4,09 1,49
Karbidopa 2,0 -1,70 2,41
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Yalin PGE’de ETK nin katodik bolgede K1 indirgenme piki i¢in segici tayini giinliik
orneklerde bulunabilecek birgok iyonik ve molekiiler tiiriin varliginda test edilmis ve
sonuclar Tablo 4’de DPV yanitindaki yilizde degisim olarak gdsterilmistir. Sonuglar, 50 kat
K*, CI', 25 kat fruktoz, levodopa, 10 kat siikroz, 5 kat Mg?*, Ca%*, SO4%, glikoz, dopamin, 2
kat Na*, karbidopa, 1 kat Cu?*, iirik asit, askorbik asitin ETK’nin DPV yanit1 iizerindeki
etkilerinin % 10’luk tolerans sinirna gore ihmal edilebilir diizeyde oldugunu
kanitlamaktadir. Elde edilen yiiksek secicilik, onerilen yontemin s6z konusu iyonik ve/veya
molekiiler tiirleri iceren gilinlik Orneklerde ETK’nin segici olarak belirleyebilecegini

gostermektedir.

Tablo 4.

Girisimcilerin yalin PGE'de ETK’nin indirgenme (K1) DPV yanit1 {izerindeki etkisi (sabit
ETK konsantrasyonu 0,25 uM ve n= 3).

Girisimci Tiirlerin  Yamttaki

Girisimciler Katlan Degisimler (%) SD (%)
Cu?* 1 -0,14 1,82
Mg?* 5 4,11 2,03
Ca** 5 1,30 1,78
K* 50 -2,33 1,62
CI 50 -4,18 2,34
Na* 2 1,57 2,22
S04* 5 5,88 0,81
Fruktoz 25 3,30 2,85
Glikoz 5 2,32 0,43
Siikroz 10 -1,92 1,5
Urik asit 1 2,46 2,5
Askorbik asit 1 -2,07 1,96
Dopamin 5 3,12 2,66
Levodopa 25 2,41 2,16
Karbidopa 2 -5,20 2,86

Yalin PGE’de ETK’nin katodik bolgede indirgenme piki (K2) i¢in segici tayini
giinliik 6rneklerde bulunabilecek birgok iyonik ve molekiiler tiiriin varliginda test edilmis ve
sonuglar Tablo 5’de DPV yanitindaki yiizde degisim olarak gdsterilmistir. Sonuglar, 50 kat
K*, CI', 25 kat levodopa, 5 kat fruktoz, glikoz, 2 kat Ca®*, Na*, SO4%", dopamin ve 1 kat Cu?*,
Mg?*, siikroz, iirik asit, askorbik asit, karbidopanin ETK’nin DPV yanit1 iizerindeki

etkilerinin % 10’luk tolerans sinirma gore ihmal edilebilir diizeyde oldugunu
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kanitlamaktadir. Elde edilen yiiksek secicilik, 6nerilen yontemin s6z konusu iyonik ve/veya
molekiiler tiirleri iceren giinlilk 6rneklerde ETK’nin segici olarak belirleyebilecegini

gostermektedir.

Tablo 5

Girisimcilerin yalin PGE'de ETK’nin indirgenme (K2) DPV yanit1 {izerindeki etkisi (sabit
ETK konsantrasyonu 0,25 uM ve n= 3).

Girisimci Tiirlerin  Yanittaki

Girisimciler Katlar Degisimler (%) SD (%)
Cu? 1 -4,64 0,39
Mg?* 1 -4,52 0,42
Ca?* 2 -6,6 1,33
K* 50 3,4 2,84
CI 50 2,95 0,68
Na* 2 -3,74 2,4
SO04* 2 -5,86 0,44
Fruktoz 5 -1,7 1,52
Glikoz 5 -4,56 1,61
Siikroz 1 -3,09 0,99
Urik asit 1 -1,9 1,78
Askorbik asit 1 -2,09 1,76
Dopamin 2 -2,47 1,89
Levodopa 25 -0,89 2,32
Karbidopa 1 -2,17 2,08

4.1.7. ETK’nin Farmasotik Tablette Tayini

Karbidoba, Levodapa ve ETK igeren tablet deneysel kisimda (Bolim 3.3.7)
bahsedildigi sekliyle hazirlanarak bir stok tablet ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden
elektrokimyasal hiicredeki son derisimi 50 nM olacak sekilde uygun hacimde alinarak, 5 mL
0,1 M H2SOg4 destek elektrolit ¢ozeltisi igeren elektrokimyasal hiicreye eklendi. Optimize
edilen kosullar altinda hem katodik hemde anodik bdlgede DPV’ler tablet cozeltisi
eklenmeden once ve sonra kaydedildi. Ardindan, 50 nM olacak sekilde standart ETK
¢ozeltisinden ard arda 4 kez elektrokimyasal hiicreye ilave edilerek ve tekrardan DPV’ler
ETK’nin hem yiikseltgenmesi (A1) hem de indirgenmesi (K1 ve K2) i¢in ayri ayri
kaydedildi. DPV’lerden yiikseltgenme ve indirgenme pik akimlar1 okunarak tablet numunesi

icin ETK’nin indirgenmesi (K1 ve K2) ve yiikseltgenmesi (A1) iizerinden standart katma
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egrileri elde edildi (Sekil 27). Standart katma egrilerinden tablette bulunan ETK miktarlari

ve % RSD degerleri hesapland: (Tablo 6).
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Sekil 27. Elektrokimyasal hiicrede 50 nM ETK igerecek sekilde seyreltilmis farmasotik
tablet ¢ozeltilerine 50 nM standart ETK ¢ozeltisi eklenmis ((A), A1 piki; (C), K1 piki; (E),

K2 piki i¢in) standart ekleme DPV'leri. Voltammogramlar, 0,1 M H2SO4 i¢inde optimize

edilmis kosullar altinda (K1 ve K2 piki i¢in: v= 50 mV/s; tpuise= 1 MS; Estep= 10 MV; Eamp=
200 mV, A1 piki i¢in: v= 50 mV/s; tpuise= 1 MS; Estep= 7 MV; Eamp= 200 mV) kaydedilmistir.
Al (B), K1 (D) ve K2 (F) piklerine 50 nM standart ETK spike edilmis farmasotik numune

cozeltilerinin standart ekleme egrileri.
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ETK sensoriiniin uygulanabilirligi, film tablet numune olarak farmasotik
formiilasyonlarda arastirilmistir. Bu amagla, bu numune ETK nin yiikseltgenme (A1), ve her
iki indirgenme (K1 ve K2) pikleri i¢in DPV-standart ekleme yontemiyle analiz edilmis ve
elde edilen sonuglar Tablo 6’da Ozetlenmistir. Gorildiigii {izere, elde edilen % RSD
degerleri, Onerilen yontemin etkili bir sekilde uygulanabilirligini ve giivenilirligini

gostermektedir.

Tablo 6

Farmasotik 6rnekten elde edilen uygulanabilirlik sonuglart (n= 3).

Ornek ETK miktar1 (mg) Bulunan miktar (mg) £SD  RSD (%)

199,3 +1,5 (Al) 0,77
Tablet 200 202,0 +1,0 (K1) 0,49
201,0 42,0 (K2) 0,99

4.1.8. ETK’nin Yapay Idrarda Geri Kazanim Cahsmalar:

Yontemin uygulanabilirligi yapay idrara spike edilen ETK’nin geri kazanim
caligmalart gergeklestirilerek de incelendi. Bolim 3.3.6°da hazirlanan yapay idrar stok
¢ozeltisinin igerisine bilinen derisimde ETK spike edildi. Bu yontemle hazirlanan ve farkli
iki derisimde ETK (25 ve 50 nM) spike edilen yapay idrarin optimize edilen kosullar altinda
0,1 M H2SO4 ortaminda hem katodik hem de anodik bolgede DPV sonuglar1 kaydedildi.
Ardindan, ard arda 4 kez hiicrede 25 nM olacak sekilde 10uM ETK (standart) ¢ozeltisinden
ilave edildi ve DPV’ler ETK’nin hem yiikseltgenmesi (A1) hemde indirgenmesi (K1, K2)
icin ayr1 ayr1 kaydedildi. Deneysel basamaklar 50 nM i¢inde ayn1 sekilde tekrarlandi.
DPV’lerden yiikseltgenme ve indirgenme pik akimlari okunarak derisime karsi standart
katma grafikleri ¢izildi (Sekil 28 ve Sekil 29). Son olarak her bir yapay idrar numunesi i¢in
ETK’nin indirgenmesi (K1, K2) ve yiikseltgenmesi (A1) lizerinden geri kazanim degerleri

ve % RSD degerleri hesaplandi (Tablo 7).
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Sekil 28. Elektrokimyasal hiicrede 25 nM ETK igeren yapay idrar ¢ozeltilerine 25 nM
standart ETK ¢ozeltisi eklenmis ((A), Al piki (C), K1 piki (E), K2 piki i¢in) standart ekleme
DPV’leri. Voltammogramlar, 0,1 M H>SOs iginde optimize edilmis kosullar altinda (K1 ve
K2 piki i¢in: v= 50 mV/s; tpuise= 1 MS; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV, Al piki igin: v= 50
MV/S; touise= 1 MS; Estep= 7 MV; Eamp= 200 mV) kaydedilmistir. Al (B), K1 (D) ve K2 (F)
piklerine 25 nM standart ETK spike edilmis yapay idrar g¢ozeltilerinin standart ekleme

egrileri.
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Sekil 29. Elektrokimyasal hiicrede 50 nM ETK igeren yapay idrar ¢ozeltilerine 50 nM
standart ETK ¢ozeltisi eklenmis ((A), Al piki (C), K1 piki (E), K2 piki i¢in) standart ekleme
DPV’leri. Voltammogramlar, 0,1 M H>SOs iginde optimize edilmis kosullar altinda (K1 ve
K2 piki igin: v=50 mV/s; tpuise= 1 MS; Estep= 10 mV; Eamp= 200 mV, A1 piki igin: v= 50
MV/s; touse= 1 MS; Estep= 7 mV; Eamp= 200 mV) kaydedilmistir. Al (B), K1 (D) ve K2 (F)

piklerine 50 nM standart ETK spike edilmis yapay idrar numune ¢ozeltilerinin standart

ekleme egrileri.

ETK’nun DPV yontemiyle pratik uygulanabilirligi, yapay idrar 6rnegi standart

ekleme yontemi kullanilarak incelenmistir. Sonuglar, ETK’nin Al, K1 ve K2 pikleri i¢in
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Tablo 7°de geri kazanim yiizdeleri ve % RSD degerleri verilmistir. Tablo 7 incelendiginde,
elde edilen % 98,7-101,5 arasindaki geri kazanim degerleri, 6nerilen yontemin yapay idrar
numunesinde ETK’nin hassas ve dogru olarak tayini i¢in iyi bir uygulanabilirlige sahip

oldugunu yansitmaktadir.

Tablo 7

Yapay idrardan elde edilen uygulanabilirlik sonuglar1 (n= 3).

Eklenen Bulunan (nM) Geri RSD
(nM) +SD Kazamim (%) (%)
25,3+0,47 (A1) 1013 1,86
i 25 24,7 £0,42 (K1) 98,7 1,69
Yapay Idrar
24,8 £0,53 (K2) 99,2 2,13
50,2 +0,78 (A1) 100,5 1,55
50 50,7 £0,49 (K1) 101,5 0,97
49,5+1,34 (K2) 99,1 2,71
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tezde ucuz, kolay bulunabilir, tek kullanimlik, yiiksek elektrokimyasal reaktivite
ozelligine sahip PGE kullanilarak ETK’nin secici ve yiiksek duyarlilikta hassas tayinine
yonelik voltammetrik ETK sensorii gergeklestirmek i¢in asagida Ozetlenen caligsmalar

gerceklestirildi ve bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar tartigildi:

1) ETK’nin elektrokimyasal davramisi CV ve DPV yontemleri kullanilarak
incelenmistir. Yalin PGE’de destek elektrot ¢ozelti pH’sinin ETK nin yiikseltgenmesine ve
indirgenmesine olan etkisi, ETK’nin belli derisimini i¢eren farkli pH’lardaki BRT ve H2SO4
cozeltisi ortaminda CV’lerinin kaydedilmesiyle incelenmistir. ETK’nin yiikseltgenme ve
indirgenme pik potansiyelinin, pH’nin artmasiyla daha negatif potansiyellere kaydigi ve pik
akimmin azalarak pik seklinin bozuldugu goézlenmistir. ETK’nin ylikseltgenmesi ve
indirgenmesi i¢in en uygun ortam olarak 0,1 M H2SOs4 ¢ozeltisi belirlenerek sonraki
basamaklarda destek elektrolit ¢ozeltisi olarak kullanilmasina karar verilmistir. Kaydedilen
CV’lerden yiikseltgenme pik potansiyelinin (E(mV)) pH’ya kars1 degisim grafigi ¢izilmistir.
Bu grafikten elde egimin (61,75 mV/pH) teorik Nernst degerine (59 mV) yakin olmasi
nedeniyle ETK nin yiikseltgenmesi ve indirgenmesinde rol alan proton (H") ve elektron (¢°)
sayilar1 arasindaki stokiyometrik oranin 1:1 oldugu sonucuna varilmistir. Kaydedilen
CV’lerden indirgenme pik potansiyelinin pH’ya kars1 degisim grafigi de ¢izilmistir. Bu
grafikten elde edilen egimin (62,5 mV/pH) olmasi nedeniyle ETK’nin indirgenmesinde rol
alan H* ve e sayilar1 arasindaki stokiyometrik oranin yine 1:1°e yakin oldugu sonucuna
varilmistir. Bu sonuglara gore yaklasik -250 mV’da gozlenen tersinmez indirgenme pikinin,
ETK yapisindaki Ar-NO2 4e” ve 4H* alarak Ar-NHOH doéniismesine atfedilirken, yaklasik
+400 mV’da gozlenen tersinmez yiikseltgenme pikinin ise yapidaki katekol gruplarinin 2e’

ve 2H" ile kinona doniisiimiine atfedilmistir.

2) Belirli derisimde ETK iceren 0,1 M H2SOs ¢ozeltisi ortaminda farkli tarama
hizlarinda ETK’nin kaydedilen CV’lerinden hem indirgenme hem de yiikseltgenmeye ait
pikler igin I(pA)-v, I(nA)—v¥2 | logl-logv ve E(mV) - Inv grafikleri ¢izilmistir. ETK’nin hem
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ylikseltgenme hem indirgenme pik akiminin tarama hizinin kare kokiine karsi yiiksek
dogrusallik iliskisi elde edilmistir. Ayrica logl — logv grafiginde elde edilen dogru
denklemlerinde bulunan egimlerin sirasiyla yiikseltgenme ve indirgenme pik akimlari i¢in
(0,57 ve 0,56) teorik degere (0,50) oldukga yakin olmasi, PGE yiizeyinde ETK’nin hem
indirgenmesinin hem de yiikseltgenmesinin difiizyon kontrollii olarak gerceklestigini

dogrulamustir.

3) ETK’'nin DPV yontemiyle yiikseltgenme ve indirgenme pik akimlarimin
yanitlarinin optimum sartlarda alinmasi amaciyla DPV yonteminde kullanilan parametreler;
basamak potansiyeli (step potential), puls genligi (pulse amplitude) ve puls zamani (pulse
time) optimize edilmistir. Kaydedilen DPV’lerden, ETK ya ait 1. indirgenme piki K1: +530
mV’da, 2.indirgenme piki K2: -120 mV’da oldugu (Sekil 9) ve anodik bolgede Al: +550
mV’da yiikseltgenme piki kaydedildi. Bu amagla, katodik bolgedeki ETK’nin 1. (K1) ve 2.
(K2) indirgenme pik akiminin optimum kosullari; puls zamani 1 ms, puls genligi 200 mV,
basamak potansiyeli 10 mV ve tarama hizi 50 mV/s olarak optimize edilmistir. Anodik
bolgedeki yiikseltgenme pik akimi i¢in optimum kosullar; puls zamani1 1 ms, puls genligi
200 mV, basamak potansiyeli 7 mV ve tarama hiz1 50 mV/s olarak optimize edilmistir.
Optimize edilen sartlar altinda artan ETK derisimi i¢in kaydedilen voltammogramlardan pik
akimlar1 hesaplanarak dogrusal yanit aralig1 (Linear response range, LRR), belirtme alt sinir1
(Limit of Detection, LOD) ve kantitatif tayin sinir1 (Limit of Quantification, LOQ)
belirlenmistir. Katodik bolgedeki K1 pikinden elde edilen analitiksel parametreler; dogrusal
yanit araligi 1-1000 nM, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,36 ve 1,20 nM olarak
bulunmustur. K2 pikinden elde edilen analitiksel parametreler ise dogrusal yanit araligi 2,5-
1500 nM, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,79 ve 2,64 nM olarak hesaplanmistir. Anodik
bolgedeki ETK’nin yiikseltgenme pikinden elde edilen verilerden hesaplanan LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 0,69 ve 2,30 nM olarak hesaplanmis ve dogrusal yanit aralig1 2,5 ve 1000
nM olarak kaydedilmistir.

4) Hem katodik hem anodik bolgede 2 farkli ETK derisimi igin giin i¢i ve gilinler
arasinda Olciimler alinarak RSD degerleri hesaplanmis ve sonuglar % 5’in altinda

bulunmustur (Tablo 2). Bu sonuglara gore hem yiikseltgenme (A1 piki) hem de indirgenme
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(K1 ve K2 pikleri) piklerine gére ETK’nin optimize edilen kosullardaki DP voltammetrik

yanitlarinin iyi bir kesinlige sahip oldugu sonucuna varilmistir.

5) ETK ilag etken maddelere girisim yapabilecek olasi organik ve inorganik
maddelerin (Cu?*, Mg?*, Ca?*, K*, CI, Na*, SO4%, fruktoz, glikoz, siikroz, iirik asit, askorbik
asit, dopamin, levodopa, karbidopa) 1:1, 1:2, 1.5, 1:10, 1:25 ve 1:50 gibi farkli
analit:girisimci oranlarinda bir girisim etkisi gosterip gostermedigi yani ilgili analitlerin pik
akimlarmi artirmamasi ya da azaltmamasi incelenmistir. ETK’nin yiikseltgenmesi Al,
indirgenmesi K1 ve K2 piki i¢in tiim girisimci etkileri incelendi ve tablo haline getirildi.
Girisimcilerin ETK’nin indirgenmesinde ve yiikseltgenmesinde DPV yanit1 iizerindeki
etkileri standart sapmalar ile hesaplanmistir. Boylece % 10’dan daha az tolerans dikkate
alinarak, girisimcilerin analite gore kac kata kadar tolere edilebildigi yani girisim diizeyleri
belirlenmistir. Elde edilen yiiksek segicilik, dnerilen yontemin s6z konusu iyonik ve/veya
molekiiler tiirleri igeren giinliik 6rneklerde ETK’nin segici olarak tayin edilebilecegini

yansitmaktadir (Tablo 3, Tablo 4 ve Tablo 5).

6) Gergek Ornek olarak farmasoétik tabletteki ETK miktarr 6nerilen yontemle hem
anodik (A1) hemde katodik pikler (K1 ve K2) dikkate alinarak tayin edilmistir. Farmasotik
formiilasyonlarda ETK’nin indirgenmesi (K1, K2) ve yiikseltgenmesi (Al) iizerinden
standart katma egrileri elde edilerek tablette bulunan ETK miktarlari, standart sapmalari ve
% RSD degerleri hesaplandi (Tablo 6). ETK’nin hem yiikseltgenme (Al), hem de
indirgenme (K1 ve K2) pikleri dikkate alinarak DPV-standart ekleme yontemiyle hesaplanan
ETK degerleri, gergek 6rnekte bulunan 200 mg ETK degerine oldukg¢a yakin bulunmustur.
Ayrica edilen sonuglarin RSD degerlerinin de % 5’in altinda bulunmasi, ger¢ek 6rnek
uygulamalarinda da kesinligin oldukg¢a iyi oldugunu yansitmaktadir. Sonugta yalin PGE
kullanimimi igeren DP voltammetrik yontemin gercek orneklerde ozellikle levodopa ve
karbidopa iceren farmasotik tabletlerde ETK’nin etkili bir sekilde tayin edilebilecegi ve
yontemin uygulanabilirliginin basarili bir sekilde gergeklestigi kanitlanmistir (Tablo 6). Son
olarak DPV’lerden yiikseltgenme ve indirgenme akimlari okunarak derisime kars1 standart

katma grafikleri ¢izildi (Sekil 27).
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7) Yontemin uygulanabilirligi ETK’nin yapay idrarla geri kazanim ¢alismalari
gerceklestirilerek de incelendi. Optimize edilen kosullar altinda hem katodik hemde anodik
bolgede DPV ¢alismalar1 yapildi. DPV’ler ETK’nin hem yiikseltgenmesi (A1) hem de
indirgenmesi (K1 ve K2) i¢in ayr1 ayr1 kaydedildi. DPV’lerden yiikseltgenme ve indirgenme
pik akimlar1 okunarak derisime kars1 standart katma grafikleri ¢izildi (Sekil 28 ve Sekil 29).
Son olarak her bir yapay idrar numunesi i¢in ETK’nin indirgenmesi (K1 ve K2) ve
yiikseltgenmesi (A1) ilizerinden geri kazanim degerleri, standart sapmalar1 ve % RSD
degerleri hesaplandi. ETK nin yiikseltgenmesinde ve indirgenmesinde elde edilen tablolar
incelendiginde % 98,7— 101,5 arasindaki geri kazanim degerleri, 6nerilen yontemin yapay
idrar numunesinde ETK ’nin hassas ve dogru olarak tayini i¢in iyi bir uygulanabilirlige sahip

oldugunu kanitlamistir (Tablo 7).

Sonu¢ olarak, bu tez c¢alismasi calismasinda, PGE kullanilarak ETK’nin DPV
yontemiyle hizli, basit, diisiik maliyetli ve olduk¢a duyarli bir sekilde tayini
gerceklestirilerek, farmasotik tablet ve yapay idrar gibi iki farkli 6rnekte ETK tayinine

basariyla uygulanmustir.
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