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OZET

DIYABET TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI ILACLARIN VOLTAMETRIK
YONTEMLE ELEKTROANALITIK INCELENMESI

DOKTORA TEZI
Yalgin ALTUNKAYNAK

DICLE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2021

Antidiyabetik ajan olarak kullanilan ilag gruplarindan Dipeptidil peptidaz 4 inhibitorii; (DPP4-
I) 2006 yilinda ilk olarak stagliptin olarak iiretilmistir. DPP-4 inhibitdrii olarak kullarlan ilaglar genel
olarak vildagliptin, saxagliptin, alogliptin ve denagliptin'dir. Metformin, Tip 2 Diyabet tedavisinde

yaygin olarak kullanilan agizdan alinan ve insiilin duyarliligini arttiran bir ilagtir.

Bu calismada, Diyabet tedavisinde kullamlan ilaglarindan Vildagliptin ve Metformin’in tayini
icin tek kullammlik kalem ucu grafit (PG) elektrotunun yeni bir uygulamasi sunulmustur.
Vildagliptin'in elektrokimyasal yiikseltgenmesi doniisiimlii voltametri ile yaklasik 1.13 V’ ta
tersinmez ve difiizyon kontrollii bir adsorpsiyon yiikseltgenme piki gdstermistir. Ozel ilgi ise,
genis bir pH araliginda (2.0-12.0) siirfaktansiz ve siirfaktan iceren sulu ¢ozeltilerde PG ve camsi
karbon (GC) (kiyas amagl) elektrotlariin yiizeyinde kare dalga voltametrisinin kullanilmasina
gosterilmistir. Kare dalga voltametrisi kullanilarak akim, PBS tamponunda, pH 9.0' da 2.94 uM
ile 49.98 uM arasinda derisim ile dogrusal bir baginti gostermistir. 2.94 uM (n = 9) derisim
seviyesinde, 8.20 nM (2.48 ng mL") tayin smir1 (LOD) ve % 2.95 bagil standart sapma
hesaplandi.

Antidiyabetik ajan olarak kullanilan ilaglardan olan Metformin(MET)’in
elektrokimyasal 6zellikleri ve miktar tayini, NaOH (0.1 M) ortaminda kalem grafit (PG) elektrot
kullanilarak gerceklestirildi. Bu bilesik yaklagik 1.28 V'ta tersinmez bir yiikseltgenme piki
vermistir. NaOH ortaminda, Kare dalga voltametrisi kullanilarak akim, 2.76 — 24.8 uM arasinda
derisim ile dogrusal bir bagiti gostermistir. 2.76 pM (n = 9) derisimde, 9.03 nM (1.495 ng L™)
tayin sinir1 (LOD) ve % 3.25 bagil standart sapma hesaplandi.

\



Gelistirilen voltametrik yontem farmasdtik preparatlarda ve idrar 6rneklerinde herhangi
bir ayrima islemi yapilmadan Vildagliptin ve Metformin analizi i¢in bagarili bir sekilde

uygulandi.

Anahtar kelimeler: Vildagliptin, Metformin, Pencil Grafit Elektrot, Voltammetri, Ilac, idrar

Vil



ABSTRACT

ELECTROANALYTIC EXAMINATION OF SOME DRUGS USED IN
DIABETES TREATMENT WITH VOLTAMETRIC METHOD

PhD THESIS
Yalgin ALTUNKAYNAK

DICLE UNIVERSITY
SCIENCE INSTITUTE
CHEMISTRY DEPARTMENT

2021

Dipeptidyl peptidase 4 inhibitor (DPP4-I), one of the drug groups used as antidiabetic
agents; It was first produced in 2006 as stagliptin. Drugs used as DPP-4 inhibitors are generally
vildagliptin, saxagliptin, alogliptin and denagliptin. Metformin is an oral drug that is commonly

used in the treatment of Type 2 Diabetes and increases insulin sensitivity.

In this study, a new application of a disposable pencil graphite electrode (PGE) for the
determination of Vildagliptin and Metformin, which are the drugs used in the treatment of
diabetes, is presented. Electrochemical oxidation of vildagliptin showed an irreversible and
diffusion-controlled adsorption oxidation peak at approximately 1.13 V by cyclic voltammetry.
Particular attention has been paid to the use of square wave voltammetry on the surface of PGE
and glassy carbon (GC) electrodes (for comparison) in aqueous solutions without surfactant and
surfactant over a wide pH range (2.0-12.0). Using square wave voltammetry, the current showed
a linear correlation in PBS buffer at pH 9.0 with a concentration between 2.94 uM and 49.98
uM. At the concentration of 2.94 uM (n = 9), the limit of detection (LOD) of 8.20 nM (2.48 ng

mL™") and a relative standard deviation of 2.95% were calculated.

Electrochemical properties and quantification of Metformin (MET), which is one of the
drugs used as an antidiabetic agent, was carried out using pencil graphite electrode (PGE) in
NaOH (0.1 M) environment. This compound gave an irreversible peak of oxidation at about
1.28 V. Using square wave voltammetry in NaOH environment, the current showed a linear
correlation with a concentration of 2.76 - 24.8 uM. At a concentration of 2.76 uM (n = 9), the
limit of detection (LOD) of 9.03 nM (1.495 ng L") and a relative standard deviation of 3.25%

were calculated.

Vil



The developed voltammetric method was successfully applied for Vildagliptin and

Metformin analysis in pharmaceutical preparations and urine samples without any separation.

Keywords: Vildagliptin, Metformin, Pencil Graphite Electrode, Voltammetry, Drug, Urine
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Yalcin ALTUNKAYNAK

1. GIRIS

Diyabet, giinlimiizde toplum sagligini ve yasam kalitesini 6nemli Olgiide
etkileyen ve diinya genelinde kamu saghig ile ilgili sorunlarin siralanmasinda ilk
siralarda yer almaktadir. Bundan dolayi, diyabet tedavisine yonelik ilaglara giinden giine
daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda farklilagan hayat sartlar1 ve beslenme
aliskanliklar ile beraber obezite ve Tip 2 diyabet (T2DM) ¢ok ciddi saglik sorunlari
olusturmaktadirlar. T2DM’in kaynaginin insiilin direnci oldugu bilinmektedir. Bu
sebepten dolayi insiilin duyarlandirici ajanlarla tedavi son birkag yildir daha fazla 6nem
kazanmistir. Dolayisiyla; diyabet tedavisinde kullanilan bilesiklerin degisik ilag
sekillerinden, biyolojik 6rneklerden (idrar, kan, doku, vb.) tespit edilmesi ve tayinlerine

yonelik yeni bir yontem gelistirme ¢alismalar1 olduk¢a 6nemlidir.

Farmasotik (ilag) ve klinik 6rneklerdeki analizler analitik kimyanin 6nemli bir
parcasi olup, farkli matris ortaminda bulunan bilesiklerin tekli ya da es zamanli tayinleri
tip ve eczacilik biliminde son derece 6nemli bir rol oynar. Bu tiir analizlere yonelik
kullanilan analitik yontemlerin; giivenilir ve duyarli olmasinin yaninda genis bir analitik
derisim araliginda uygulanabilir olmasi, hizli olmasi, basit olmasi (¢cok deneyimli
personele gereksinim duymamasi) ve donanim agisindan maliyetinin diisiik olmast da
cok oOnemlidir. Elektrokimyasal yontemlerle 6zellikle voltametrik tekniklerle
gerceklestirilen farmasotik ve klinik analizler, eser analizlerin yapilabilir olmasina ek
olarak orneklerin kolaylikla ve kisa siirede hazirlanabilmesi ve analizin hizli olmasi gibi
listiinliikleriyle kaynakg¢adaki yerini saglamlastirmistir. Ote yandan; farmakolojik degeri
olan bilesiklerin yiikseltgenme / indirgenme mekanizmalarinin aastirilmast oldukca
onemlidir. Bu arastirmalar, 1ilgili molekiillerin karmasik biyolojik sistemlerle
etkilesmesini aciklanabilir hale getirir. Elektroanalitik calismalarda yeni bir elektrot
tasarlamak ne kadar Onemliyse, mevcut bir elektrot {izerinde kiigiik degisiklikler
yaparak ya da yapmadan elektrotun farklt uygulama alanlarinin ortaya konulmasi da

olduk¢a 6nemlidir.

Diyabet tarihi, genel olarak insiilinin kesfi ve gelisim tarihi olarak kabul
edilmektedir. Insiilin yaklasik 100 yildir diyabet tedavisinde kullanildigi halde, etki
mekanizmalart ve metabolizmalar1 iizerine ¢ok az sey bilinmektedir. Bu grup

antidiyabetik molekiiler yapisinda redoks etkin gruplari yer aldigi halde, yapilarinin ¢ok



1.GIRIS

karmagik olmas1 nedeniyle elektrokimyasal o6zelliklerinin incelenmesine yoOnelik
caligmalar1 yok denecek kadar azdir. Anti diyabetik ilaglardan olan Metformin ve
Vildagliptin bilesiklerinin redoks o6zelliklerinin incelenmesi iizerine kaynakg¢ada
Metformin ile ilgili eski tarihli sinirli sayida birkag makale olup ilgili arastirmalarda
Metformin i¢in Onerilen elektrokimyasal ¢alismalarin oldugu goriilmektedir. Literatlirde
yer alan bu ¢alismalarin ¢cogunda elektrotlarin modifiye edildigi goriilmektedir. Ancak
Vildagliptin ile ilgili eski tarihli tek bir makale (Fadr ve ark. 2018) olup ilgili
arastirmada CV ve LSV teknikleri ile yapilan incelemede ¢alisma elektrotu olarak platin

(Pt) ve cams1 karbon (GC) kullanilmustir.

Yukaridaki bilgilerin 15181inda belirlenen tez caligmasinda; diyabet tedavisinde
kullanim1 giderek yayginlasan Metformin ve Vildagliptin bilesiklerinin yiikseltgenme-
indirgenme Ozelliklerinin incelenmesi ve tayinlerine uygun voltametrik bir yontemin
gelistirilmesi amaglanmistir. Calismanin ilk boliimiinde, Metformin ve Vildagliptin
molekiillerinin karbon-temelli elektrotlar i¢inde yer alan kalem-ucu grafit ve camsi
karbon (kiyas amacli) elektrotlar iizerinde genis bir pH araligindaki cesitli destek
elektroliti c¢ozeltileri igerisinde (siirfaktan varliginda) elektrokimyasal davraniglari
ayrintih olarak incelenecektir. ikinci boliimde ise; ilk boliimdeki olumlu bulgularin
1s1ginda Metformin ve Vildagliptin tayinine yonelik etkili bir voltametri teknigi
tanimlanacak, deneysel ve aletsel kosullar optimize edilecek ve analitik performans
ozellikleri arastirilacaktir. Son boliimde ise bilesiklerin farmasotik (ilag) ve biyolojik

orneklerdeki miktariin onerilen voltametrik yontemle tayin edilebilirligi sinanacaktir.

Metformin ve Vildagliptin bilesiklerinin elektrokimyasal 6zelliklerinin ayrintili
olarak incelenmesiyle birlikte voltametrik tayininin de gerceklestirildigi genis kapsamh
ve yeni bir arastirma konusunin ilk kez literatiire kazandirilmasi, bu tez ¢alismasinin asil

Ozglinliigiinii olusturacag: aciktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Diyabet ve Diyabet Tedavisinde Kullamlan Ilaclar

Bu tez calismasinda gelistirilmesi diisiiniilen elektroanalitik yontem, diyabet
tedavisinde kullanilan ilaglardan Metformin ve Vildagliptin iizerinde ¢alisilacaktir. Bu
boliimde oncelikle ilag grubu i¢inde bulunan Metformin ve Vildagliptin bilesiklerinin
kimyasi1 ile farmakolojik etkileri tartigilacak; daha sonra ise bu bilesiklerin tayininde

kullanilan analitik yontemler hakkinda bilgi verilecektir.

Diyabet, gercekte bilinen en eski hastaliklar arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Misir, Hint, Cin gibi medeniyetlerin tarihinde bu hastaliktan soz edilmektedir.
Hipokrat’in M.S. 4. yiizyilda diyabet ve beslenme aligkanliklar ile ilgili konulari
arastirdigindan séz edilmektedir. Bununla birlikte Misir papiriislerinden elde edilen
bilgilerden yola ¢ikarak 3. Krallik donemi hekimi Hesi Ra’nin ger¢ek anlamda
diyabetten soz ettigi goriilmiistiir. Diyabet ismini ilk defa Kapadokyali Hekim Aretaeus
M.S. 150’li yillarda kullanmistir.(Kaya 2019). Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) gelecekte
en sik goriilecek hastaliklar arasinda bulunacagini ifade ettigi diyabet; Birlesmis
Milletler tarafindan 2006 yilinda kronik, yan etkileri ile birlikte seyreden, halk sagligini
olumsuz yonde etkileyen, oldukg¢a riskli ve pahali bir salgin hastalik olarak ifade
edilmistir. Diyabet, yagam kalitesini diisiiren, viicudun bir¢ok yerini olumsuz etkileyen,
geng yasta O0liimlere sebep olan ve saglik giderlerini 6nemli 6l¢iide artiran hastaliklardan
biridir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu verilerine gore, 2011 yilinda diinya genelinde
366 milyon diyabet hastas1 varken, 2030 yilinda yaklasik olarak 552 milyona kadar
cikacagr diisliniilmektedir. (Anonim 2019). Bolgelere gore farkliliklar gosterse de
tilkemizde diyabetlilerin oran1 %7 civarindadir (Anonim 2019). Bu oran 20 yas {izeri
insanlarda %13,7 kadardir. (Anonim 2019). Birlesmis Milletler 20 Aralik 2007 tarihinde
diyabeti kiiresel bir tehlike olarak kabul etmis ve ilk defa enfeksiyon hastaliklar1 disinda
bir hastalik olan diyabetin salginindan s6z etmistir ( Kaya 2019).

Diyabet, kan sekeri olarak isimlendirilen ve kan sekerinin oldukca yliksek
oldugu durumlarda ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kan sekeri baslica enerji kaynag: olup
alinan besinlerden saglanir. Insiilin pankreasin iirettigi bir hormon olup, besinlerden

elde edilen glikozun hiicrelerde enerji i¢in kullanilmasma yardimci olur. Diyabetin
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kesin bir tedavisi olmamakla beraber, diyabeti kontrol etmek ve saglikli kalabilmek igin

gerekli dnlemler alinabilir.

Diyabet tipleri genel olarak; Tip 1, Tip 2 ve Gestasyonel diyabet olmak {izere
ice ayrilir. Sekil 2.1°de saglikli, Tip 1 ve Tip 2 diyabetli bireylerdeki insiilin

salgilanmasi sematik olarak gdsterilmistir.

Saglikh instilin RJ;‘;;!E’:E Glukoz
4 b @

Tip 1 Diyabet insalin Rgggg:%r:ﬂ - G.lluknz
o 0®

B 4 il A

Tip 2 Diyabet insdlin Re'ﬁﬁég,:gj";ﬁ Glukoz

Sekil 2.1. Diyabet tipleri A) Saglikli B) Tip 1 Diyabet C) Tip 2 Diyabet

Tip 1 diyabette, viicut insiilin iiretmez. Bagisiklik sistemi, insiilin salgilayan
pankreastaki hiicrelere saldirarak onlar1 imha eder. Tip 1 diyabet, genel olarak ¢ocuklar
ve genglerde goriilsede, her yas grubunda ortaya cikabilir. Tip 1 diyabet hastalari

yasamlarini siirdiirebilmek i¢in, diizenli olarak her giin insiilin almak zorundadirlar.
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Tip 2 diyabette, viicut insiilini yeterince iiretemez veya kullanamaz. Tip 2
diyabet cocukluk donemi dahil, her yasta goriilebilir. Bununla birlikte, bu tiir diyabet
genel olarak orta yash ve yaslilarda goriilmektedir. Diyabet tiirleri arasinda en fazla

gortilen Tip 2 diyabettir (Anonim 2019).

Giliniimiizde genetik yatkinlik ile birlikte stresli yasam sartlari, dengesiz ve
diizensiz beslenme aligkanliklarinin yanisira obezite ve diyabet dnemli saglik sorunlari
haline gelmistir. Diyabet diinya capinda oOliime sebep olan hastaliklar (Kalp damar
hastaliklari, Kanser, Solunum yolu hastaliklari, Diyabet, Bunama) arasinda ilk siralarda
yer almaktadir. Diyabetin en ¢ok bilinen sekli, biitiin diyabetik vakalarin yaklagik olarak
%90-95’ini olusturan Tip 2 Diyabettir (Unal 2016).

Diyabet tedavisinde kullanilan ilaglar genel olarak ikiye ayrilir.
e Insiilinler

e Agiz yolu ile kullanilan tabletler (Oral antidiyabetik ilaclar)

2.1.1. insiilin

Pankreas midenin hemen arkasinda bulunan, insiilin {ireten ve ihtiyag
duyuldugunda {irettigi insiilini kan dolasimma veren organdir. Insiilin, pankreasta
bulunan beta hiicreleri tarafindan iiretilen polipeptit yapisinda bir hormondur. Insiilinin
uyarict etkenleri arasinda en glicliisii kan sekerinin yiikselmesidir. Kandaki glikoz
miktar1 karbonhidratli besinler alindiginda yiikselir. Boyle bir durumda; insiilin iireten
hiicreler, kan dolasimina insiilin génderirler. Insiilin kanda bulunan glikozun, kaslara ya
da karacigerde bulunan depolara girmesine yardimci olur. Insiilinin yetersiz olugu

durumlarda ise; kan glikozu, viicut dokular1 tarafindan kullanilamaz.

Diyabet hastalarinin biiyiik bir kisminin asir1 dercede kilolu olduklart ve %80
'inden daha fazlasinin insiilin enjeksiyonuna ihtiya¢c duymadiklari bilinmektedir.
Diyabet hastas1 olmazsa dahi asir1 kilolu kisiler ayn1 yas grubundaki normal kilolu
kisilere gore daha fazla insiilin iiretmektedirler ve bu kisilerin viicudu insiiline karsi
direnglidir. Bu yiizden bu gibi kisilerde kandaki insiilin miktar1 yliksektir. Ayrica

Insiiline kars1 direngli olanlarim kilo vermekte zorlandiklar1 bilinen bir gergektir.
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Diyabet vakalarinin yaklasik %10' u Tip 1 diyabettir. Tip 1 diyabetin asil sebebi

kesin olarak ifade edimemistir. Bununla birlikte bazi risk faktorleri bulunmaktadir. Bu

faktorler:

Otoimmun hastalik
Pankreasa zarar veren virisler
Aile bireyleri arasinda Tip 1 hastasi olanlar

[laclar

Tip 1 Diyabetli kisilerde insiilin salinimi ya hi¢ yoktur ya da ¢ok azdir. Bundan

dolay1 eksik olan insiilinin tedavisi deri alt1 enjeksiyonu ile yapilmaktadir (Aydn 2013).

2.1.2. Ag1iz Yolu ile Kullamlan Tabletler

Insiiline ihtiya¢ duymayan, diyet ile kan sekerleri kontrol edilemeyen hastalarda

oral (agiz yolu) antidiyabetik ilaclar kullanilir. Bu tiir ilaglarla 40 yasindan sonra

hastaligin ortaya ¢iktig1 ve 5 yildan daha kisa siireli ge¢cmisi olan hastalar daha iyi bir

sekilde tedavi edilebilmektedir. Bu ilaglar, Tip 1 diyabetik hastalarin tedavisinde
kullanilmamaktadirlar (Mycek ve ark. 1998).

Etki mekanizmalarina gore oral antidiyabetik ilaclar genel olarak dort gruba

ayrilirlar (Murphy ve Holder 2000).

. Insiilin salgilatict ilaglar

. Insiiline duyarlilastiric1 ilaglar

1
2
3. Glikozun emilimini yavaslatan ilaglar
4

. Insiilinomimetik ilaglar

2.1.2.1. Insiilin Salgilatic1 ilaglar

Bu grupta, pankreasin B hiicrelerinden insiilin salinimini arttiran siilfoniliireler

ile glinidler bulunmaktadir (Aktung ve ark 2002).

2.1.2.2. Insiilin Duyarhlastirici flaglar

Bu gruptaki ilaglar genel olarak biguanid ve tiazolidindion olmak iizere iki alt

gruba ayrilir. Biguanidler karaciger diizeyinde, Tiazolidindion’lar ise daha fazla yag

dokusu diizeyinde insiilin duyarliligini artiric1 etki gosterirler (Lilly ve Godwin 2009).
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2.1.2.3. Alfa Glikozidaz inhibitorleri

Bu ilaglar bagirsaktan glukoz absorpsiyonunu geciktirmeleri ile ger¢ek etkilerini
gosterirler. Bu  tiir ilaglar tokluk hiperglisemi tedavisinde etkilidirler, fakat
gastrointestinal yan etkilerinden dolay1r uzun bir siire kullanimlar1 giigtiir (Chiasson ve

ark. 1994).

2.1.2.4. insiilinomimetik Ilaglar

Bu yeni grup i¢inde amilin agonistleri ve inkretin mimetik ilaglar ve yeni
gelistirilmekte olan ajanlar bulunmaktadir. Genel olarak endojen insiilin sekresyonunu

artirarak etkilerini gostermektedirler ( Zinman ve ark. 2009).

Tip 2 diyabette 6nemli kusurlardan bir tanesi de inkretin hormonlarin (glukagon
benzeri peptid ve gastrik inhibitor polipeptidin) seviyesi ve/veya etkisinin diismesi ve
glukagon salgilanmasinin azalmasidir. Bu grup i¢inde bulunan inkretin mimetik ya da
glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonistleri ve dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri
(DPP4-) ilaglar, inkretin hormonlar: taklid etmek ya da inkretinlerin pargalanmasini

azaltmak icin gelistirilmistir (Crandall ve Knowler 2008).

Inkretin mimetik (Dipeptidil peptidaz 4 inhibitdrleri; DPP4-I) ilaglar; glukagon
benzeri peptid ve gastrik inhibitor polipeptidin’in yikimini azaltir. Tip 2 diyabet
bulunan hastalarda, karbonhidrat alimindan sonra genel olarak artmasi beklenen insiilin
cevabr azalmakta ya da gecikmektedir. Bu durumda glukagon salinimi artmakta ve

postprandiyal hiperglisemi olusmaktadir (Halimi 2008).

Dipeptidil peptidaz 4 inhibitorleri (Vildagliptin, Sitagliptin, Linagliptin,
Saksagliptin) oral olarak verilmekicin gelistirilmis ilaclardir. Ulkemizde; DPP4-I’ler
Siilfoniliire yeterli glisemik cevap alinamayan Tip 2 diyabetli hastalarda takviye ilag¢

olarak kullanilmaktadir (Turan ve Kulaksizoglu 2015).

Bu arastirma igin segilen ve antidiyabetik ilaglar i¢inde yer alan Meformin ve
Vildagliptin bilesiklerinin kimyasal yapisi, isimlendirilmesi, fiziksel ve kimyasal

ozellikleri cizelge 2.1 'de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Diyabet tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin kimyasal yapisi ve genel dzellikleri
Bilesigin Molekiil formiilii Genel Ozellikleri
ismi

Kimyasal Formiilii: C,H;;Ns;HCI
Molekiil Agirhigi:165.62 g/mol
Goriiniis: Beyaz ve ya koyu beyaz

Metformin NH NH . HC' kristal yapida

Coziiniirliik: Suda tamamen
)L CH ¢Oziiniirken, aseton, eter ve kloroformda
H N N N - 3 ¢oziinmemektedir.
2 H | pKa: 11.5
CH Saklama Kosullari: Nem ve i1siktan
3 korunarak saklanmalidir.

Erime Noktasi: 223-226°C

Kimyasal Formiilii: C;;H,sN;0,

N Molekiil Agirhigr: 303.4 g/mol
Eli /\ﬂ/ Goriiniis: Beyaz toz
O I\ Coziiniirliik: 1.75 g/L su
Vildagliptin H... - N pKa: 14.71(Kuvvetli asidik ortam)
OH 9.03(Kuvvetli bazik ortam)
H Saklama Kosullar:: Nem ve 1siktan

korunarak saklanmalidir.
Erime Noktasi: 148-152 °C

2.1.3. Metformin

Metformin’in (1, 1-dimethylbiguanid hidroklorit,) tip alaninda kullanimu, tarihte
Cin tibbinda faydalanilan Galega officinalis (Fransiz leylagi) bitkisine dayanmaktadir.
Bu bitki Ortagag Avrupasinda; halitosis ve poliiirey gibi hastaliklarin tedavinde
kullanilmigtir. (Witters 2001). 1800'14 yillarda gerceklestirilen c¢aligmalara gore,
hayvanlarda hipoglisemik 6zellik gosteren bu bitkinin guanidin yoniinden zengin
oldugu ifade edildigi gibi bitkinin antidiyabetik mekanizmas: da aciklanmistir
(Watanabe 1918). 1930'lu yillarin baslarina kadar Fransa'da diyabeti tedavi etmek
amaciyla Metformin kullanilabilecegi diisiiniilmiis; Ancak, guanidinin klinik
kullaniminin toksik oldugu tespit edilmistir (Unal 2016). 1920'li yillarda isoprenilin bir
tiirevi olan galeginin yan etkisinin ¢ok az oldugu tespit edilmis ve diyabet tedavisinde
kullanilmistir (Muller ve Rheinwein 1927). Asagi1 yukar1 ayni yillarda, dimetil biguanid
tiirevi olan ve in vivo olarak kan sekeri diizeyini 6nemli derecede azaltma etkisi olan
Metformin sentezlenmis olmasmna ragmen (Hesse ve Taubmann 1929), insiilinin
bulunmasindan sonra diyabet tedavisinde Metformin'in kullanimi insiiline gore geri

planda kalmistir.
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Metformin, Tip 2 Diyabet tedavisinde olduk¢a fazla kullanilan agizdan alinan
(Hirsch ve ark. 2009) bununla birlikte, kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 da koruyucu
Ozellikleri bulunan biguanid grubundan insiilin duyarliligmi arttiran bir ilagtir

(Wysham ve Kirkman 2011).

2.1.3.1. Metformin’in Antidiyabetik Etki Mekanizmasi

Diyabet, insiiline bagli ya da insiilinden bagimsiz olarak kan sekerinin
artmasiyla ortaya c¢ikan karisik patolojik bir durum olarak kabul edilir (Hoeland ve
Mycek 2000). insiilin direnci sonucu kan sekerinin yiikselmesi (hiperglisemi) ile ortaya
¢ikan bir hastaliktir. T2DM tedavisinde asil hedef, kan sekeri diizeyini normal sinirlar
icinde tutmak ve hastalifin uzun zaman iginde ortaya g¢ikaracagi olumsuz etkileri

ortadan kaldirmaktir (Hoeland ve Mycek 2000).

Metformin kandaki glukoz oranini diislirerek farmakolojik olarak gercek etkisini
gostermektedir. Bundan dolayr T2DM tedavisinde olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Bu
etkisini, glukozun asil kaynagi olan karacigerden ¢ikisin1  azaltmasiyla
gerceklestirmektedir (Inzucchi ve ark.1998). Bundan baska Metformin, insiilinin
duyarliligini arttirarak, insiilin direncinin kirilmasina yardimei olaktadir. Bundan dolayz,
asirt kiloya bagli insiilin direnci ya da yagh karaciger hastaligi olan kisilerde,

Metformin kullanmanin faydali oldugu tespit edilmistir ( Viollet ve ark. 2012).

2.1.4. Vildagliptin

Antidiyabetik ajan olarak kullanilan ilag¢ gruplarindan Dipeptidil peptidaz 4
inhibitorii(DPP4-1); yeni bir ilag olarak 2006 yilinda ilk olarak stagliptin olarak
tretilmistir. DPP-4 inhibitorii olarak kullanilan diger ilaglar genel olarak vildagliptin,

saxagliptin, alogliptin ve denagliptin'dir.

Dipeptidil peptidaz 4 inhibitorii, glukoz seviyesini dengede tutmak i¢in, ince
bagirsaktan salinan inkretin hormonlarini pargalayarak pasiflestiren Dipeptidil peptidaz
4 enziminin etkisini ortadan kaldirarak ( Bergman ve ark. 2007) glukagon benzeri
peptit-1 ve glukoz bagimli instilinotropik peptit diizeylerinin artmasina sebep olmakta ve
hastalarda glukoz diizeylerini ve sonug¢ olarak HbAlc diizeylerini ortalama olarak % 0.5
/ 1.1 oranlarinda azaltmaktadir (Zerilli ve Pyon 2007). Dipeptidil peptidaz 4 inhibitorii
ile gergeklestirilen tedavilerde, hipoglisemi riski oldukca az gerceklesmektedir. Diger
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antidiyabetik ilaglarda goriilme olasiligi ¢ok daha fazla olan hipogliseminin inkretine
dayali tedavilerde goriilmeyisinin baska bir sebebi de yemeklerden sonra insiilin
sekresyonunun %70’inden sorumlu olan glukagon benzeri peptit-I’in glukoza bagimli

olarak sentez ediliyor olmasidir (Gren 2007).

Vildagliptin, Dipeptidil peptidaz 4 {izerine yiiksek derecede bir inhibitor etki
gostermektedir ve kendisi bu enzimin bir substratidir. Vildagliptin hizli baglanma fazini
takip eden yavas-siki baglanma fazindan olusan komptetif ve geri doniisiimlii baglanma
gosterir. Vildagliptin Dipeptidil peptidaz 4 icin yiiksek derecede secicidir ve ¢ok yavas
ayrisma hizlar ile sik1 baglanma kinetigi sergilemektedir (Colak 2011).

Vildagliptin, instilin miktarin1 arttirip, glukagon salinimini azaltarak adacik
hiicresi fonksiyonunu giiclendirmektedir. Tip 2 diyabeti olan hastalarda Vildagliptin
glukagon benzeri peptit-1 seviyelerini arttirmaktadir (Balas ve ark. 2007).

2.1.5. Metformin ve Vildagliptin Icin Uygulanan Analiz Yéntemleri

Genel olarak antidiyabetik ilaclarin farkli ortamlarda tespit edilmesine imkan
veren secici, giivenilir ve yliksek hassasiyete ihtiya¢ duyulmasiin sebepleri asagidaki

sekilde 6zetlenebilir (Rauf ve ark. 2005; Nussbaumer ve ark. 2011).

2.1.5.1. Farmasotik Formiilasyonlarda Analiz

Uretim asamasinda olan ilacin kalite kontrolii esnasinda ilactaki safsizliklar1 ve
bozunma {iriinlerini es zamanli olarak tayin edebilen yontemler kullanilmalidir. Kalite
kontrol islemi farmasotik diizenlemelerle uyumlu olmalidir. Stvi kromatografisi (LC) ve
kapiler elektroforez (CE) bu asamada sik tercih edilen yontemlerdendir. Kiitle
spektrometresi (MS) genel olarak dedeksiyon sistemi olarak kullanilmaktadir. LC-UV,
her zaman kulanilsa da teknigin hassasiyeti safsizlik ve bozunma calismalarinda yeterli

olmayabilir.
2.1.5.2. Tedavi Oncesi Hazirlanan Formiilasyonun Kalite Kontrolii

[lacin ticari sekli hastaya verilmeden dnce % 9 ‘luk sodyum kloriir (NaCl) yada
% 5°‘lik glukoz igerisinde coziilerek seyreltilir. Seyreltik ¢ozeltilerin dayanma siiresi
sinirli oldugundan uygulamadan hemen 6nce deneyimli biri tarafindan taze olarak

hazirlanmalidir. Ila¢ diizenlemeleri son asamadaki bu kontrole ihtiyac duymazsa da,
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gercek derisimde ilag hazirlamak ve 6liimle sonuglanabilecek hatalari ortadan kaldirmak
icin analiz yapilabilir. Analitik yaklagimlardan biri UV-diyot 1511 dedeksiyonu (DAD)
olan akisa-enjeksiyon analizi (FIA), bir digeri ise Fourier doniisiimli kizilotesi (FT-IR)

spektroskopisi uygulamasidir.

2.1.5.3. Formiilasyon Calismalari

Farkli formiilasyonlarda hazirlanan ilag etken maddelerinin igerisinde
hazirlandigt cam ya da plastik malzeme ile uyumlu olmasi etken maddenin
bozunmasinin 6nlenmesi ya da adsorpsiyonu yoniinden olduk¢a Onemlidir. Bu

calismalarda en ¢ok kullanilan yontem LC-UV teknigidir.

2.1.5.4. Biyolojik Orneklerde Analiz

Biyolojik 6rneklerde (plazma, idrar, diski,doku homojenati, tiimdr hiicreleri)
analizde en yaygin olarak kullanilan tekniklerin basinda MS dedektorlii gaz (GC) ve LC

teknikleri gelmektedir.

Cizelge 2.2'de {iizerinde calisiimasi planlanan Metformin ve Vildagliptin

bilesiklerinin HPLC, CE, UV, FTIR analizlerine iliskin baz1 6rnekler verilmistir.

11
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Cizelge 2.2. Metformin ve Vildagliptin bilesiklerinin diger ayirma yontemleriyle analizi

Analit Teknik Dedektor LOD/LOQ/LLOQ | Kaynak
Metformin RP-HPLC UV/Vis 0.391 pg/L (LOD) Marianne ve
1.185 pug/L (LOQ) ark.2019
Metformin UPLC- uv 0.4 png/L (MLOD) Strugaru ve ark.
QTOF/MS 1.7 pg/L (LLOQ) 2019
Metformin HPLC- uv 25 (LOD) Moussa ve ark.
MS/MS 2000 ng/ mL(LOQ) | 2019
Metformin HPLC photodiode array - Jang ve
(PDA) ark.2019
Metformin HPLC uv 0.8 pg/ml(LOD) Gedawy ve
2.45 pg/ml (LOQ) ark.2019
Metformin uv uv 0.24 pg/ml(LOD) Moussa ve
0.2 pg/ml (LOQ ark.2018
Metformin CE DAD - Mabher ve
ark.2019
Metformin SERS 0.2 nM pg/ml(LOD) | Guo ve
ark.2020
Vildagiliptin CE/MS 0.31 ng/ml(LOD) Attimarad ve
ark. 2017
Vildagiliptin HPLC - - Jiang ve
ark.2018
Vildagiliptin HPLC UV/Vis 1.74 ng/band (LOD) | Bendale ve
5.74 ng/band (LOQ) | ark.2018
Vildagiliptin FTIR deuterated 0.20 pg/mli(LOD) El-Wekil ve
triglycine sulfate 0.61 pg/ml (LOQ) ark.2019
(DTGS)
Vildagiliptin/Metformin | ATR-FTIR Eid ve ark.
2020

2.1.6. Metformin ve Vildagliptin I¢in Uygulanan Elektroanalitik Yontemler

Metformin ve Vildagliptin bilesiklerinin i¢inde bulundugu antidiyabetik ilaglarin
miktar tayininde kullanilan ve c¢izelge 2.2° de verilen yontemlerden HPLC yiiksek
duyarlilik, hassasiyet, segicilik ve dogruluga sahip olmasina ragmen deneyimli
personele, uzun ve zahmetli 6n ayirma islemlerine, organik ¢oziiciilere ya da yliksek
maliyetli cihazlara (6zellikle dedeksiyon biriminde) ihtiya¢ gostermektedir. Ancak
elektroanalitik yontemlerden biri olan voltametrinin basit, hizl1 diisiik maliyetli, matris
etkisine diisiik duyarlilikta ve yerinde analize uygun olmasi nedeniyle; 6zel olarak
Metformin ve Vildagliptin bilesikleri, genelde ise antidiyabetik ilaclarin tayinine ¢ok
yakin bir zaman i¢inde alternatif olarak kullanilacagi agik bir gercektir (Lima ve ark.

2018).

Elektron transferi ve oksidatif baskinin antidiyabetiklerin tedavi edici ve bununla
birlikte yan etkileri iizerinde biiyiik rol oynadig1 bilinmektedir. Ilgili bilesiklerin pek

cogunun  molekiiler yapisinda  yiikseltgenme/indirgenme  etkin  gruplarinin
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bulunmasindan dolay1; elektroanalitik arastirmalara ilaveten, elektrokimyasal
caligmalardan elde edilen sonuglar, bu grup ilaglarin her iki etki mekanizmasi hakkinda

onemli bilgiler verecektir (Kovacic 2007).

Yukarida sozii edilen klasik yaklasimlarin disinda, elektrokimyasal teknikler,
ilag tedavisi goren diyabetli hastalarda ilacin hiicre diizeyindeki ger¢ek-zamanh

etkilerini izlemek amaciyla da kullanilmaktadirlar (Wooley ve ark. 2002).

Yapilan kaynak arastirmasinda Metformin i¢in Onerilen elektrokimyasal
caligmalarin oldugu goriilmektedir. Literatiirde yer alan bu caligmalarin ¢ogunda
elektrotlarin modifiye edildigi goriilmektedir. Vildagliptin i¢in yapilan kaynak
arastirmasinda sadece bir elektrokimyasal c¢alismaya rastlanilmigtir. Asagida bu

calismalarin bir kismi1 6zetlenmistir.

Metformin’in  Doniisiimlii  voltametri (CV) ile hidrojen peroksitin
elektrokimyasal davranislarinin, Camsi karbon elektrot (GCE) yliizeyini poli
aminohipiirik asitin elektrodepozisyonu ile modifiye ederek elektro katalitik etkisini CV
teknigi ile GCE kullanarak farkli pH degerlerinde fosfat tampon (PBS) ortaminda
inceledikleri caligmada uygulanan modifiye elektrot, basit hazirlama yontemi, yiiksek
hassasiyet, cok diisiik tayin limitleri ve kabul edilebilir kararlilik gibi ¢esitli avantajlar

gosterdigini gézlemlediler (Baghayeri ve ark. 2019).

Metformin’in yeni bir kompleksini sentezleyerek yiikseltgenme ve indirgenme
davranigin1 CV ile GCE kullanarak 0.1 M tetra butil amonyum heksa fluoro fosfat
tampon ortaminda Zn(II) kompleksinin elektrokimyasal davranig1 0.0 V —2.0 V gerilim
arali1 ve 100/500 mVs™ degisen tarama hizlarinda gerceklestirilmistir (Ghasemi ve ark.

2014).

Metformin’in eser miktardaki tayini i¢in Metformin 'in elektrokimyasal siyirma
analizi ile Karbon pasta elektrodu (CPE) kullanarak gergeklestirilmistir. Caligmalarini,
50 nM-60 nM analitik caligma aralifinda ve tayin sinirm1 9 nM olarak gozlemlediler

(Gholivand ve ark. 2013).

Metformin’in bir nikel oksit nanotiip-karbon mikropartikiilleri iceren CPE ile
CV ve Kronoamperometri teknikleri kullanarak elektrokimyasal &zelliklerini
incelemislerdir. Calismalarinda Insan serumu, idrar1 ve anne siitiindeki ilacin

tahlillerinde uygulanabilirligini gézlemlediler (Sattarahmadya ve ark. 2010).
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Metformin’'in miktar tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontem, MWCNT/PE ve
CPE kullanarak, 0.1 M pH 8.9 NHi/NH;Cl tampon ortaminda Metformin’in
yiikseltgenmesine karsi Cu (II) iyonunun katalitik etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,

tayin sinirini 6.7 x 10°° M olarak gozlemlediler (Tian ve ark. 2007).

Metformin’in elektrokimyasal tayini i¢in Anodik Siyirma Voltametrisi (ASV)
kullanarak CPE yiizeyini SBA-15-Cu (II) ile modifiye ederek genis pH araliginda (2.0-
11.0) basit, secici ve saglam bir sensor gelistirdikleri ¢alismalarinda 30 nM'lik bir tayin

siir1 gézlemlediler (Gholivandb ve ark. 2015).

Metformin’in yiikseltgenme c¢aligmalarinda CV teknigi ile GCE‘u modifiye
ettikleri (Cu-BTC, BTC =1,3,5-benzenetrikarboksilat) ve ¢ok duvarli karbon nanotiip
(CNT) kompozitleri gelistirdikleri yer almaktadir. 0.1 M Britton-Robinson tampon
ortaminda degisen pH( 2.59 - 12.65) araliginda 0.12 pM'lik bir tayin sinir1 gézlemlediler
(Hadi ve ark. 2016).

Modifiye CPE yiizeyinde Metformin’in elektrooksidatif davranisii CV ve
diferansiyel puls voltametri (DPV) teknikleri ile incelediler. Calismalarinda Britton-
Robinson (BR) tampon (pH:2-9) ortaminda, analitik ¢alisma araligini (8.0 X 107 -6.0 x
10° mol / L) dogrusal olarak degistigini gézlemlediler (Attia ve ark. 2014).

Metformin’in bakir (II) iceren molekiiler teller, propan, vee MWCNT ile
modifiye edilen CPE yiizeyinde c¢ok duyarli voltametrik sinyallarinin pH 7.2 BR
tampon ortaminda elde ettiler. Yontemin segiciligi ve farmasotik formiilasyonda

Metformin’'in analizi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir ( Tian ve ark. 2006).

Vildagilptin CV ve LSV teknikleri ile yapilan incelenmesinde Calisma elektrotu
olarak platin (Pt) ve camsi karbon (GC) kullanilmistir. KNO3 (1M) ve fosfat tamponu
(NaH,PO, / H3PO4) pH 6.8 ortaminda Vildagliptin, 0.241 mM'lik bir tayin alt sinirina
ve 0.802 mM'lik bir 6l¢lim sinirma sahip oldugunu gozlemlediler (Fadr ve ark.2018).

2.2. Kati Elektrot Voltametrisi ile ilgili Genel Bilgi

Elektroanalitik teknikler akim, potansiyel veya yiikk ve bunlarin kimyasal
parametrelerle iliskisi gibi elektriksel niceliklerin Olciilmesi gibi elektrik / kimya
arasindaki etkilesimle ilgilenir. Elektriksel Ol¢iimlerin analitik amacla kullanilmasi,

cevresel izleme, endiistriyel kalite kontrol veya biyomedikal analiz dahil oldukca ¢esitli
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kullanim alanlar1 bulmustur. Ultra mikro elektrotlarin gelistirilmesi de dahil olmak
tizere 1980'lerin ortalarindan bu yana kaydedilen ilerlemeler, 6zel ara yiizlerin ve tek
tabakali  molekiillerin  tasarimi, biyolojik  bilesenlerin  ve elektrokimyasal
dontistiiriiciilerin birlestirilmesi, iyonoforlarin ve molekiiler boyutta bosluklar igeren
reseptorlerin sentezi, ¢ok duyarli voltametrik tekniklerin veya yiiksek ¢oziiniirliiklii
tarama probu mikroskoplarinin gelistirilmesi ve molekiiler cihazlarin veya verimli akis
detektorlerinin mikro iiretimi, yeni alanlara ve ortamlara yayilmasi da elektroanalizin

popiilaritesinde 6nemli bir artisa neden olmustur (Wang 2006).

Homojen hacimli ¢ozeltiler igeren ¢ogu kimyasal Olglimiin aksine,
elektrokimyasal islemler elektrot-gozelti ara yiizeyinde gerceklesir. Olgiim igin
kullanilan elektrik sinyalinin tiirii cesitli elektroanalitik teknikler arasindaki fark:
yansitmaktadir.  Elektroanalitik Olglimlerin iki ana tiiri potansiyometrik ve
potansiyostatiktir. Her iki tipte de elektrokimyasal hiicreyi olusturan minimum iki
elektrot (iletken) ile bunlarla temas eden bir 6rnek (elektrolit) ¢ozeltisi gereklidir. Bu
nedenle elektrot ylizeyi, iyonik bir iletken ile elektronik bir iletken arasindaki bir
baglantidir. Iki elektrottan biri hedef analitlere cevap verir ve bu nedenle gdsterge (veya
calisma) elektrotu olarak adlandirilir. Sabit potansiyele sahip olan ikincisi de, referans

elektrotu olarak adlandirilir (Wang 2006).

Potansiyometri, bir zar igerisinde olusturulan potansiyelin o6l¢iilmesinden
numune bilesimi ile ilgili bilgilerin elde edildigi statik (sifir akim) bir tekniktir. Yiiksek
secicilik elde etmek i¢in farkli iyon tanima islemlerine sahip farkli membran materyal
tirleri gelistirilmistir. Bu nedenle elde edilen potansiyometrik problar karmagsik
orneklerdeki iyonik tiirlerin dogrudan izlenmesi i¢in on yillardir yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Potansiyostatik teknikler, elektrot-¢ozelti arayiiziinde yiik aktarma islemlerinin
incelenmesi ile ilgilenir ve dinamik durumlara dayanmaktadir. Burada, elektrot
potansiyeli bir elektron aktarim reaksiyonunun olusturulmasi i¢in kullanilmaktadir ve
ortaya c¢ikan akim Ol¢iilmektedir. Potansiyelin rolli, optik Ol¢limlerde dalga
boyununkine benzer. Boyle kontrol edilebilir bir parametre kimyasal tiirlerin bir
elektron kazanmasi veya kaybetmesini zorlayan “elektron basinci” olarak diisiiniilebilir.

Buna gore, elde edilen akim siddeti, elektrot ile ¢ozelti ara yiizeyi boyunca hareket eden
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elektronlarin oranin1 yansitmaktadir. Bu yiizden potansiyostatik teknikler indirgenebilen
veya yiikseltgenebilen elektroaktif olan herhangi bir kimyasal tiirii Olgebilir. Bir
molekiildeki fonksiyonel grubun reaktivitesinin bilinmesi, molekiiliin elektroaktivitesini
tahmin etmek icin kullanilabilir. Elektroaktif olmayan molekiiller, dolayli veya

tiirevlendirme islemleriyle baglantili olarak da tespit edilebilir.

Kontrollii potansiyel tekniklerin avantajlar1 arasinda yiiksek duyarlilik,
elektroaktif tiirlere karsi secicilik, genis bir dogrusal aralik, tasmabilme ve maliyeti
diisiik cihazlar, siradis1 ortamlarin analizine izin veren ¢ok cesitli elektrotlar sayilabilir.
Bu tekniklerin gesitli 6zellikleri Cizelge 2.3'te 6zetlenmistir. Cok kiigiik (5-20 uL)
numune hacimleriyle son derece diisiik (nanomolar) tayin sinirlar1 elde edilebilir (Wang
2006).

Cizelge 2.3. Kontrollii Potansiyel Tekniklerin Ozellikleri

Teknik Calisma Tayin Sinir1 (M) | Hiz (Dongii Basina | Yanit Sekli
Elektrotu Siire) (dakika)

DC polarografisi DME 107 3 Dalga

NP polarografisi DME 5x 10’ 3 Dalga

DP polarografisi DME 10° 3 Pik akimi

DP voltametrisi Kat1 5x107 3 Pik akimi

SW polarografisi DME 10° 0.1 Pik akimi

AC polarografisi DME 5x107 1 Pik akimi

Kronoamperometri | Hareketsiz 107 0.1 Gegici dalga

Doniistimlii Hareketsiz 107 0.1-2 Pik akimi1

voltametrisi

Styirma HMDE, MFE | 10 3-6 Pik akimi

voltammetrisi

Adsorptif styirma | HMDE 107" 2-5 Pik akim1

voltametrisi

Adsorptif siyirma | Kati 107 4-5 Pik akimi

voltametrisi

Adsorptif katalitik | HMDE 107" 2-5 Pik akimi

styirma

voltametrisi

Teknik: (DC) Dogru akim, (NP) Normal puls, (DP) Diferansiyel puls, (SW) Kare dalga, (AC)
Alternatif akim. Calisma Elektrodu: (DME) civa damla elektrot, (HMDE) Asili civa damla elektrot,
(MFE) Civa film elektrot

2.2.1. Elektrokimyasal Hiicreler

Kontrollii potansiyel deneylerde genellikle ii¢ elektrotlu hiicreler (Sekil 2.2)
kullanilmaktadir. Bu hiicreler genel olarak igerisindeki ornek ¢ozeltisine caligsma,
referans ve yardimei elektrot batirilmis 5-50 mL hacminde kapali sistemlerdir. Calisma
elektrotu, ilgilenilen reaksiyonun gergeklestigi elektrot olsa da, referans elektrot,

caligma elektrodunun potansiyelinin karsilastirildigi, sabit ve tekrar tretilebilir bir
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potansiyel (numune bilesiminden bagimsiz olarak) saglar. Potansiyel degisikliklere
kars1 bu tiir "tamponlama", sirastyla glimiis giimiis kloriir ve doymus kalomel referans
elektrotlar1 ile yaygin olarak kullanildig: gibi, Ag /AgCl veya Hg / Hg,Cl, gibi redoks

¢iftinin her iki formunun sabit bir bilesimi ile de saglanir.

Numune ¢ozeltisinin kirlenmesini en az seviyeye diisiirmek i¢in, referans
elektrot yalitkan bir boru igerisinden gegirilerek numune ile temas1 &nlenebilir. Inert ve
iletken malzemeler(Grafit ¢ubuk ya da Platin tel gibi) genellikle akim tagiyan yardimci
elektrot olarak kullanilir. Bu elektrotlarin nispi pozisyonlar1 ve elektrokimyasal
analizore diizgiin sekilde baglanmalarma dikkat edilmelidir. Ug elektrot ve ayrica
oksijensizlestirmek i¢in kullanilan gazi kabarciklandirmak igin kullanilan tiip, hiicre
kapagindaki bes delikte desteklenir. Kullanilan 6rnek hacmi ¢ok az oldugu durumda,
20pL - 500pL araliginda farkli mikro hiicre tipleri kullamilabilir. Ozellikle cekici olan,
elektrot yilizeyindeki numunenin tamaminin ince bir tabaka (10um kalinligindan az)

tizerinde tutuldugu ince tabaka hiicreleridir(DeAngelis ve ark. 1977).

(alizma Elektrotu
Yardumes Elektrot Referanz Elektrot

"\—Xg

Sekil 2.2. Voltametrik olglimler igin bir hiicrenin sematik
diyagram1'

'Calisma elektrodu (WE), referans elektrodu (RE), kars1 (yardimer) elektrot (CE) , Azot gaz1 (N,)
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2.2.2. Coziiciiler ve Destek Elektrolitler

Elektrokimyasal ol¢timler genellikle bir destekleyici elektrolit igeren ¢oziicliden
olusan bir ortamda gerceklestirilir. Cozlicii se¢imi temel olarak analitin ¢ozlniirliigii ve
redoks aktivitesi, elektriksel iletkenlik, elektrokimyasal aktivite, kimyasal reaktivite gibi
coziiciiye ait Ozellikler tarafindan belirlenir. Coziicii analitle (ya da iiriinlerle) reaksiyon
vermemeli ve genis bir potansiyel araliginda elektrokimyasal reaksiyonlar
vermemelidir. Coziicli olarak su olduk¢a fazla kullanilmasina ragmen asetonitril,
propilen karbonat, dimetilformamid (DMF), dimetilsiilfoksit (DMSO) veya metanol
gibi sulu olmayan ¢oziiciiler de siklikla kullanilmaktadir (Mann 1969).

2.2.3. Oksijen Giderimi

Oksijenin elektrokimyasal indirgenmesi genellikle 1yi ayrilmis iki elektron

basamagi ile ilerler. ilk adim hidrojen peroksit olusumuna karsilik gelir.
0, + 2H* + 2é - H,0, (2.1)
ikinci adim, peroksitin indirgenmesine karsilik gelir:
H,0, + 2H* + 2é - 2 H,0 (2.2)

Bu adimlarin doymus kalomel elektrotuna kars1 yari-dalga potansiyelleri
yaklasik olarak -0.1 ve 0.9 V'dir. Bu adimlarin tam stokiyometrisi ortama baghdir. Bu
kademeli oksijen indirgemesinden elde edilen biiyiik artik akim bir¢ok indirgenebilir
analitin Ol¢limiinii engellemektedir. Ayrica, oksijen indirgeme {irlinleri arastirilmakta
olan elektrokimyasal siireci etkileyebilir. Bu nedenle, ¢0zlinmiis oksijenin
uzaklastirilmasi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmistir (Wallace 1985). En yaygin yontem,
voltammogramin kaydedilmesinden 6nce 4-8 dakika boyunca bir inert gazla (genellikle
saflagtirilmis azot) temizlemektir. Biiylik numune hacimleri veya iz dlglimleri i¢in daha
uzun temizleme siireleri gerekebilir. Oksijenin yeniden girmesini Onlemek icin,

voltammogram kaydedilirken hiicre gazla ortiilmelidir.

2.2.4. Cihazlar

Modern voltametrik analizorlerin karakteristik 6zelligi, calisma elektrotunun
potansiyostatik kontroliidiir ve bu da hiicre direncine bagli hatalar1 en aza indirir.

Denklem 2.3 bu ohmik bozulmanin nedenini agiklar:
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Eapp = EWE - ERE - IR (2.3)
iR ohmik potansiyel diisiistidiir.

Hiicre direncinin biiylik bir kismini telafi etmeyi amaglayan potansiyostatik
kontrol, ii¢ elektrotlu bir sistem ve islemsel yiikselteclerin ve artik akim dongiilerinin bir
bilesimi ile gerceklestirilir (Sekil 2.3). Bu sistemde referans -elektrot, calisma
elektroduna miimkiin oldugunca yakina yerlestirilir ve cihaza ondan higbir akim
¢ekmeyen ve yiiksek dirence sahip bir dis devre lizerinden baglanir. Akis, referans
elektrodundan gegemediginden, mevcut yolu tamamlamak igin ¢ozeltiye bir akim
tagityan yardimei elektrot yerlestirilir. Bu nedenle, akim ¢alisma ve yardimer elektrotlar
arasindaki ¢ozeltiden akar. Bu elektrotlarin yerlestirilmesindeki simetri, ¢alisan elektrot
tizerindeki tiim noktalardan gelen akim yollarinin esdeger oldugu varsayimi igin
onemlidir. Referans elektrottan hi¢bir akim ge¢medigi ve ¢alisma elektroduna yakin
olmasindan dolayi, hiicre direncinden kaynaklanan gerilim azalmasi en az seviyeye
disiiriiliir. Referans elektrot tarafindan algilanan potansiyel istenen degerden diisiikse,
islemsel yiikselte¢ kontrol dongiisii diizeltici bir potansiyel saglar. Calisma elektroduna
bir islemsel yiikselte¢ akim-gerilim doniistiiriiclisii (akim izleyici olarak adlandirilir)
ekleyerek, kontrol edilen parametreleri bozmadan akimi 6lgmek miimkiindiir. Cihaz
ayrica diizenli olarak degisen ¢esitli potansiyel dalga formlarini iiretmek i¢in bir rampa

ireteci (jenerator) icerir (Matsue ve ark. 1990).
Akim Yikseltici
Okuma

Galisma elektrotu

Referans elektrot
Geri beslemeli viikseltici | \\/-

Eapp vy ‘ ~ Karst (Y ardimct)

elektrot
Tarama Yiikseltici

Sekil 2.3. Ug elektrotlu bir potansiyostatin sematik diyagrami
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2.2.5. Calisma Elektrotlar

Voltametrik islemin performansi, g¢alisma elektrotunun yapildigt maddeden
kuvvetli bir sekilde etkilenir. Calisma elektrotu, yiiksek sinyal ve giiriiltii 6zelliklerinin
yan1 sira tekrarlanabilir bir yanit saglamalidir. Bundan dolayi, ¢alisma elektrodu se¢imi
oncelikle iki faktore baglidir. Bunlar; hedef analitin yiikseltgenme ve indirgenme
davranig1 ile Ol¢lim i¢in gereken potansiyel aralik iizerindeki artik akimdir. Diger
Ozellikler arasinda potansiyel fark, elektriksel iletkenlik, ylizey tekrarlanabilirligi,
mekanik ozellikler, maliyet, bulunabilirlik ve toksisite sayilabilir. Elektroanaliz igin
caligma elektrotlar1 olarak g¢esitli malzemeler kullanilmaktadir. En popiiler civa, karbon

veya soy metalleri (6zellikle platin ve altin) i¢erenlerdir.

2.2.5.1. Civa Elektrotlar:

Civa, elektrot malzemeleri arasinda siklikla tercih edilmektedir, ¢iinkii katodik
potansiyel araligin1 6nemli derecede genisleten yiiksek bir hidrojen asiri gerilimine
sahiptir. Ayrica biiyilk oranda yeniden iiretilebilir, diizglin bir yiizeye sahip ve
kolaylikla yenilenebilme 0Ozelliklerine sahiptir. Elektrokimyasal ag¢idan, piirtizliilik
faktorii bire esittir. Civa kullaniminin dezavantajlari, sinirli anodik arahigi ve

toksisitesidir.

Birkag cesit civa elektrotu vardir. Bunlardan, civa film elektrotu (MFE), civa
damla elektrotu (DME), asil1 civa damla elektrotu (HMDE) en fazla kullanilanlaridir.

Asili civa damla elektrot, siyirma analizi ve dongiisel voltammetri i¢in popiiler
bir ¢alisma elektrotudur. Bu durumda, sabit civa damlalar1 bir rezervuardan dikey bir
kilcal tiip i¢ine kaydirilir. Ik asili civa damla elektrotu tasarimlari bir hazneden bir
kilcal icerisine mekanik baskiya dayaniyor (Kemula ve Kublik 1958). Modern asili civa
damla elektrotlar gelismis tekrarlanabilirlik ve sabit damla olusumunun elektronik

kontroliinii kullanir (Peterson 1979).

Siyirma analizi veya akis amperometresi i¢in kullanilan civa filmi elektrotu
(MFE), inert ve iletken bir destegi kapsayan olduk¢a ince (10 um -100 um) bir civa
tabakasindan olusur. Metal yiizeyler lizerindeki yapiskan oksit filmleri ve metallerin
civa ile etkilesimi nedeniyle, camsi karbon en ¢ok civa film elektrot i¢in bir substrat

olarak kullanilir. Civa film elektrotlari, genellikle bir civa nitrat ¢ozeltisinden katodik
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biriktirme ile hazirlanir. Bir civa film elektrot kaplama genellikle Siyirma analizi

sirasinda kullanilir (Florence 1970).

2.2.5.2. Kat1 Elektrotlar

Calisma elektrotu olarak kullanilan ¢ou kat1 malzemeden en fazla kullanilanlari
karbon (C), platin (Pt) ve altin (Au)’dir. Bazi 6zel durumlarda glimiis (Ag), nikel (Ni)
ve bakir (Cu)’da kullanilir (Adams 1969). Kati elektrotlar, genellikle diizlemsel bir disk
bi¢iminde sabit veya donebilirler. Bu tiir elektrotlar, yalitkan bir malzemenin sikica
montaj edilmis bir tlipe yerlestirilmis elektrot malzemesinin kisa bir silindirik
cubugundan olusur. Kati elektrotlar genel olarak; donen disk ve donen halka disk

elektrotlari, karbon elektrotlar ve metal elektrotlar olmak iizere lige ayrilir.

Karbon Elektrotlar

Karbon temelli kat1 elektrotlar giiniimiizde elektroanalizde yaygin olarak
kullanilmaktadir, ¢iinkii bu elektrotlar genis potansiyel araliklari, disiik artik akimu,
zengin yiizey kimyasi, diisiik maliyet, kimyasal eylemsizlik ve ¢esitli algilama ve tespit
uygulamalarina sahiptirler. Bununla birlikte, karbon ylizeylerinde goézlenen elektron
aktarim hizlar1 genellikle metal elektrotlarda gozlenenden daha yavas olmaktadir.
Elektron aktarim reaktivitesi, karbon yiizeyinin kokeninden ve ge¢misinden biiyiik
Olclide etkilenir. Elektron aktarim hizlarini arttirmak igin cesitli elektrot 6n islem
yontemleri onerilmistir (McCreery 1991). Bu nedenle karbon tipi ve 6n islem yontemi,
analitik performans iizerinde derin bir etkiye sahiptir. En popiiler karbon elektrot
malzemeleri, camsi1 karbon, karbon pasta, karbon fiber, ekran baskili karbon seritleri,

karbon filmleri veya diger karbon icerenlerdir.

Camsi1 Karbon Elektrotlar

Cams1 (veya “vitroz”) karbon, oldukga iyi elektriksel ve mekanik ozellikleri,
genis bir potansiyel araliga sahip olmasi, kimyasal tepkimelere karsi isteksiz olmasiyla
birlikte kismen tekrarlanabilir performansindan dolayr oldukc¢a cazip hale gelmistir.
Cam benzeri bir goriiniisii olmasi1 nedeniyle "camsi karbon' olarak isimlendirilmektedir.
Materyal, inert bir atmosferde (Adams 1969) onceden modellenmis bir polimerik
(fenolformaldehit) regine govdesinin dikkatli ve kontrollii bir 1sitma programi

araciligiyla hazirlanir. Karbonizasyon islemi; oksijen, azot ve hidrojeni uzaklastirmak
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icin 300 °C ile 1200 °C araliginda oldukga yavas bir sekilde ilerler. Cams1 karbonun
yapisi, capraz bagli grafit benzeri tabakalarin ince, karigik seritlerini igerir. Yiksek
yogunlugu ve kiiciik gézenek boyutu nedeniyle, asilama islemi gerekmez (Engstrom
1984). Elektrot kullanmadan 6nce deiyonize su ile durulanmalidir. Performansi artirmak
icin elektrokimyasal, kimyasal, 1s1 veya lazer islemleri gibi ek aktivasyon adimlar1 da

kullanilmaktadir (McCreery 1991).

Sekil 2.4. A) Camsi karbon malzemesinin yapis1 B) Ticari camsi karbon
elektrot C) Ticari camsi karbon elektrot kesit goriiniimii

Karbon Pasta Elektrotlar

Suya karigmayan, iletken olmayan cesitli organik baglayicilarla (yapistirma
swvilarn) karistirilmis grafit tozu kullanan karbon pasta elektrotlari, kolayca yenilenebilir
ve modifiye edilmis bir ylizey, diisiik maliyetli ve ¢ok diislik artik akim katkilar1 sunar
(Rice ve ark. 1983). Cok cesitli yapistirma sivist se¢imi miimkiindiir, ancak diisiik
ucuculuk, saflik ve ekonomi konusundaki pratik uygulamalar, se¢imi bir kag¢ siviyla
sinirlandirir. Bunlar arasinda Nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon gresi ve bromo
naftalin bulunur. Macun bilesimi, elektrot reaktivitesini kuvvetli bir sekilde etkiler;
yapistirma sivist igerigindeki artig, elektron aktarim hizlarin1 ve ayrica artik akim
katkilarim1 azaltir (Rice ve ark. 1983). Yapistirma sivisinin yoklugunda, kuru grafit
elektrot ¢cok hizli elektron aktarim hizlari verir. Artan popiilerliklerine ragmen, karbon

pasta elektrotlarin ger¢ek davranisi tam olarak anlagilmamustir.
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Karbon Fiber Elektrotlar

Ultra microelektrotlara duyulan ilgi, elektroanalizde karbon fiberlerin yaygin
olarak kullanimina yol a¢mistir. Bu malzemeler esas olarak yiliksek dayaniml
kompozitlerin hazirlanmasinda, polimer tekstillerin yiiksek sicakliktaki pirolizi veya
katalitik kimyasal buhar biriktirme yoluyla iiretilir. Uretim siirecine bagli olarak farkli
karbon fiber mikro yapilart mevcuttur. Diisiik, orta ve yiiksek modiillii tiirler olmak
lizere li¢ genis grupta siniflandirilabilir: Sonuncusu, iyi diizenlenmis grafit benzeri
yapist ve diisiik gozenekliligi nedeniyle elektrokimyasal g¢alismalar i¢in en uygun
olanidir (Csoregi ve ark. 1993). Fiberin alev veya iyon 1smni altinda asindirilmasiyla

nanometre boyutunda karbon fiber hazirlanabilir (Edmonds 1985).

Kalem-Ucu Grafit Elektrot

Son zamanlarda GC elektrot iizerinde anodik voltametri teknigi, siradan analitik
tayinlere gore arastirma amaclh tayinlerde ¢ok daha fazla kullanilmaktadir. Bunun
nedeni; elektrot ylizeyinin pasiflesmesinin sonucu olarak yontemin duyarliligin

azalmasidir.

Anodik voltametri teknigi uygulamasinda, kati elektrot kullanilmasiyla ortaya
¢ikan en onemli sikinti; analiz esnasinda bazi molekiillerin yiikseltgenme iriinlerinin
elektrot yiizeyinde ince bir film tabakasi seklinde toplanmasi sonucu (elektrot
pasiflesmesi); teknigin hassasiyetinin azalmasidir. Her ne kadar elektrot temizleme
islemi uygulansa da tekrarlanabilirlik kayiplart olugmaktadir. 1990l yillarin
sonlarindan bu yana el-yapimi kalem-ucu grafit (PG) elektrotlar, 6zellikle toksik 6zellik
tastyan molekiillerin basit ve hassas analizlerinde, hem c¢ok ucuz olmalari hem de tek
kullanimlik olmalarindan dolay1 GC ve CP elektrotlara alternatif olmuslardir. PG
elektrotlar, yliksek elektrokimyasal reaktiflik, mekanik olarak saglamlik, ucuz olma,
diisiik teknoloji ve kolay hazirlanabilme ozelliklerine sahiptir (Wang ve ark. 2000;
David ve ark. 2017).

Elektrot olarak degisik capta ve sertlikte ticari olarak iiretilen kursun kalem
uclart kullanilmaktadir(Sekil 2.5). Kalem uglari; kil ve grafitin bal mumu icinde
karistirilmas1 ve daha sonra 1s1l isleme maruz birakilmasi ile iiretilir. Kalem ucunun
yumusakligr ve siyah olmasi ticari olarak, grafit ve kil miktarlar1 ile sicakliginin

degistirilmesi ile saglanmaktadir. Grafit miktar1 arttikca hem daha yumusak hem de
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daha kalin ug iiretilebilmektedir. Kalem uglar1 en yumusak (8B) olandan en sert (9H)
olana dogru 19 farkli gruba ayrilir. PG elektrot kullanilmasi ile yapilan tayinlerde dogru

kalem sertliginin se¢imi olduk¢a 6nemlidir (Tavares ve Barbeira 2008).

PG elektrotlar, GC elektrotlar kadar sert olmadig1 gibi, CP elektrotlar kadar da
kirilgan degillerdir. Tek kullanimlik olmalarindan dolay1 elektrotun temizlenmesi
asamalarina ihtiya¢ yoktur. Bundan dolay:1 elektrot cevabinin tekrarlanabilirligi ¢ok
tyidir. Tek kullanimlik olmalariyla birlikte olduk¢a ucuz olmalari ileri teknolojili karbon
elektrotlara bir alternatif olarak diisiiniilebilir. Diisiik teknolojiye sahip PG elektrotlar;
az miktarda malzeme gereksinimi ve kullanildiktan sonra, geri doniisiim i¢in kolay bir
sekilde toplanabilmeleri sebebiyle c¢evre hassasiyeti agisindan olduk¢a cazip

elektrotlardir (Demetriades ve ark. 2004).

A B

lletken o
el

s T

Sekil 2.5. A) Ticari kursun kalem B) Kalem-ucu grafit elektrotun
sematik gosterimi

Elmas Elektrotlar:

Elmas yalitkan bir madde olmasma ragmen, bor katkili elmas filmler yari
iletkenlikten yar1 metalliye kadar degisen elektronik ozelliklere sahiptirtirler ve bu
ozelliklerinden dolay1 elektrokimyasal Ol¢limler i¢in oldukca faydalidir. Bor katkili
elmas (BDD) film elektrotlari, c¢ekici Ozellikleri nedeniyle yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Compton ve ark. 2003). Bu o6zellikler arasinda genis bir potansiyel
araligi, diisiik ve sabit artik akimlari ile uygun sinyal bulunur. Arkaplan 6zellikleri,

organik bilesiklerin ihmal edilebilir adsorpsiyonu, 6n islem yapmadan iyi bir
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elektrokimyasal reaktivite, ¢oziinmiis oksijene karsi diisiik hassasiyet ve asir1 sertliktir.
Bu nedenle elmas elektrotlar, ¢cok yiiksek anodik potansiyeller, yiizey aktif madde
bakimindan zengin ortamlar, asitli ortamlarda polarizasyon veya gii¢ ultrasonu dahil
olmak tlizere zor kosullar altinda calisma i¢in yeni firsatlar sunar (Terashima ve ark.

2002).

2.2.5.3. Metal Elektrotlar

Cok cesitli soy metaller olsa da, platin ve altin en ¢ok kullanilan metalik
elektrotlardir. Bu gibi elektrotlar ¢ok uygun elektron aktarim kinetigi ve genis bir
anodik potansiyel araligi sunar. Buna karsilik, bu elektrottaki diisiik hidrojen asiri
gerilimi, katodik potansiyel araligin1 sinirlar (pH'a bagh olarak, - 0.2 V. — - 0.5 V
bolgesine). Bu tiir filmler ayrica, elektrot reaksiyonunun kinetigini giiclii bir sekilde
degistirerek yeniden {iretilemez verilere yol acabilir. Bu zorluklar, akis
amperometrisinde yaygin oldugu gibi, bir puls potansiyel dongiisii ile ele alinabilir
(Johnson ve LaCourse 1990). Platin elektrotlara kiyasla, altin elektrotlarin tepkimeye
girme egilimleri daha azdir ve dolayisiyla kararli oksit filmlerinin olusumuna veya
yiizey kirlenmesine daha az egilimlidir. Altin elektrotlar, kendiliginden monte edilmis
organosiilfiir tek tabakalar1 veya eser metallerinin siyirma Ol¢limleri igin substratlar

olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2.5.4. Kimyasal Olarak Modifiye Edilmis Elektrotlar

Kimyasal olarak degistirilmis elektrotlar (CME) elektrot sistemleri {izerine
cagdas bir yaklagimi temsil eder. Bu elektrotlar, bir reaktifin davranisini modifiye
edilmis yiizeye kazandirmak ig¢in, reaktifin yilizeye yerlestirilmesi temeline baglidir.
Elektrot yiizeylerinin bu sekilde bilerek degistirilme islemi ile ¢cok fazla elektroanalitik
problemin ihtiyaclar1 karsilanabilir. Ayrica yeni analitik uygulama alanlar ile birlikte
degisik algilama aletlerinin de temelini olusturabilir. Molekiiler reaktifler kullanilarak
elektrotlarin yiizey islevsellestirilmesi; enerji doniisiimii, elektrokimyasal sentez ve

mikroelektronik aletler dahil olmak iizere baska uygulamalara da sahiptir.

CME'lerin analitik uygulamalardan yararlanabilecegi farkli yonler vardir. Bu

yonler, elektron transfer reaksiyonlarinin hizlandirilmasini, se¢imli biriktirmeyi ya da
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secici zar gegirgenligini icermektedir. Bu adimlar elektrokimyasal cihazlarda daha fazla
secicilik, duyarlilik ya da kararlilik olusturabilir(Baldwin ve Thomsen 1991).
2.2.6. Voltametrik Yontemler

Yaygin olarak kullanilan voltametrik yontemlerin genel bir smiflandirilmasi

sekil 2.6° de gosterilmistir.

Voltametrik Yontemler

~ | | | | o | 1
e 1 Dogrusal
Puls Styirma Ranisimli taramali Poloerafi
Yontemler Voltametrisi| | Yoltametri [ voltametri gty
(CV) (LSV)
Normal Puls
Voltametrisi Anodik Siyirma Voltametrisi

|_| Difiransiyel Puls |

pigliameici | Potansiyometrik styirma Analizleri
Kare Dalga . .
Voltametr%si Adsorptif Siyirma Voltametrisi ve |
potansiyometri ‘
Merdiven . L
T Katodik Stryirma Voltametrisi

Asindirici Styirma Voltametrisi

Sekil 2.6. Yaygin olarak kullanilan voltametrik yontemlerin genel bir siniflandirmasi

Bu boliimde, sunulan tez calismasinda kullanilacak olan voltametrik teknikler

hakkinda kisa bilgi verilecektir.

2.2.6.1. Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii voltametri (CV), elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi
elde etmek amaciyla en ¢ok kullanilan yotemlerden biridir. Doniisiimlii voltametrinin
giicli, yiikseltgenme / indirgenme islemlerinin termodinamigi ile heterojen elektron
aktarim reaksiyonlarinin kinetigi ve eslesmis kimyasal tepkimeler ya da adsorpsiyon
islemleri hakkinda hizli bir sekilde o©Onemli bilgi saglama kabiliyetinden
kaynaklanmaktadir. Doniisiimlii voltametri genellikle bir elektroanalitik caligmada

yapilan ilk deneydir.
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Karmagik redoks tepkimelerinin mekanizmalarin1  incelemek, ara-iiriin
tepkimelerini ve tepkime {irlinlerinin dayanikliligini = arastirmak i¢in kullanilir.
Duyarlihg diisiik (~10° M) oldugu i¢in miktar tayini ¢alismalarinda kullanim alanlari
sinirlidir (Onal 2018).

Doniistimlii voltametri, liggen potansiyel dalga sekli kullanarak karistiritlmamis
cozeltide sabit bir ¢alisma elektrotunun potansiyelinin dogrusal olarak taranmasindan
olusur (Sekil 2.7). Bu teknikte, secilen ¢alisma elektrotuna pozitif ya da negatif yonde
uygulanan gerilim bir degere kadar belli tarama hizlarinda degistirildikten sonra geri
dondiriliir. Geri doniiste baslangic gerilimine ya da farkli bir gerilime gidilebilir.
Istenilen bilgilere bagl olarak, tekli veya ¢oklu cevrimler kullanilabilir. Potansiyel
taramasi sirasinda, potansiyostat uygulanan potansiyelden elde edilen akimi1 6lger. Elde
edilen akim - potansiyel grafigi bir "doniisiimlii voltamogram’’ olarak adlandirilir

(Nicholson ve Shain 1964).

Sekil 2.8’de tek bir potansiyel dongili esnasinda gtersinireri doniisiimlii bir
yiikseltgenme / indirgenme ¢iftinin beklenen cevabi goriilmektedir. Oksijenin sadece
baslangi¢ asamasinda bulunan oksitlenmis halde oldugu kabul edilir. Boylece, negatif
bir potansiyel tarama ilk yar1 dongii i¢in indirgenmenin olmadigi bir degerden
baglayarak segilir. Redoks islemi ic¢in karakteristik E° wuygulanan potansiyele
yaklastiginda, bir katodik akim tepeye ulasilincaya kadar artmaya devam eder.
Indirgeme isleminin gergeklestirildigi potansiyel bolgeyi gectikten sonra, Potansiyel
taramanin yonii tersine doner. Geri tarama esnasinda, indergenme molekiilleri (ileri
yarim dongiide elde edilir ve ylizeye yakin bolgede birikir) tekrar oksitlenerek anodik

bir tepe noktasi elde edilir.
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1. Déngii —
[ Ton
2 |
E Ger Tarama
50 /1 N
fleri Tarama
E..
1k Degisim
Potansivel
ZAMAN

Sekil 2.7. Doniistimlii bir voltametrik deneyde potansiyel - zaman grafigi

O=—FE

Katodilkc

fleri Tarama

g '-FF.-'
0.3 0.y

Gen Tarama

BE=—=0

Anodik

Gerilim

Sekil 2.8. Tersinir bir O + n & <> R redoks islemi igin tipik
doniisiimlii voltamogram

2.2.6.2. Puls Voltammetrisi
Barker ve Jenkin tarafindan sunulan puls voltametrik teknikleri, voltammetrik

Ol¢iimlerin tayin sinirlarim1 diigsiirmeyi amaclamaktadir (Barker ve Jenkin 1952)
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Faradaik ve faradaik olmayan akimlar arasindaki oranin 6nemli derecede arttirilmasiyla,
bu teknikler 10*M derigim seviyesine kadar uygun miktar tayinine izin verir. Son
derece gelismis performanslart nedeniyle modern puls teknikleri analitik laboratuvarda

klasik polarografiyi biiylik 6l¢tide destekler.

Cesitli puls voltametrik teknikleri arasindaki fark, uyarim dalga sekli ve mevcut
ornekleme sistemidir. Hem normal puls hem de diferansiyel puls voltametrisi ile DME
kullanildiginda her bir civa damlasi i¢in bir potansiyel puls uygulanir. (Her iki teknik de
kat1 elektrotlarda kullanilabilir.) diisme siiresinin kontrol edilmesiyle, puls (titresim)
civa damlasinin maksimum biiylimesiyle senkronize edilir. Bu noktada, diisiis siiresinin
sonuna yaklasirken, faradaik akim maksimum degerine ulasirken, sarj akiminin katkisi

minimumdur.

Normal Puls Voltammetri

Normal puls voltametrisi, her damla kullanim siiresinin sonuna dogru énceden
belirlenmis bir zaman aralifinda arka arkaya diisen damlalara uygulanan artan genlikli
bir seri puls’tan olusur (Barker ve Gardner 1960). Sekil 2.9'da bdyle bir normal puls

dizisi, goriilmektedir.

=
E 16.7 ms ::>| —
L
]
e
ms

Ei L‘I -

v Zaman

Diisme

Sekil 2.9. Normal puls voltametri igin uyarma sinyali

Pulslar, elektrot, analit arasinda reaksiyonunun gerceklesmedigi sabit (baz) bir
potansiyelde tutulur. Pulsun genligi, diisen her damla ile dogrusal bir sekilde artar. Puls
uygulandiktan yaklasik 40 ms sonra akim o6lgiiliir. Bu esnada sarj akiminin katkisi sifira

yakindur.
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Diferansiyel Puls Voltammetrisi

Diferansiyel puls voltametrisi(DPV), organik ve inorganik molekiillerin eser
seviyelerini tayin etmek i¢in oldukga yararli bir yontemdir. DPV’de, lineer potansiyel
bir rampanin {izerine bindirilen sabit biiyiikliikteki puls ¢alisma elektroduna diismenin
tamamlamasindan hemen Once bir anda uygulanir (Sekil 2.10). Akim puls uygulanmasi
oncesi ve puls siiresi bittikten sonra iki defa orneklenir. ilk akim, enstriimental olarak
ikinciden ¢ikarilir ve bu farkin [Ai =1 (ty) - 1 (t;)] uygulanan potansiyele karsi grafigi
cizilir. Elde edilen DP voltamograminin, yiiksekligi analitin derisimi ile dogru orantili

olan akim piklerinden olusur (Parry ve Osteryoung 1964).

05-05s 50 ms
Jﬂf{@
A/)/A

Sekil 2.10. Diferansiyel puls voltametri i¢in uyarma sinyali

Zaman

Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi(SWV), calisma elektroduna taban merdiven potansiyeli
iizerine bindirilmis olan simetrik bir SW’den meydana gelen bir dalga formunun
uygulandigi, biiyiik genlikli bir diferansiyel yontemdir (Osteryoung ve Osteryoung
1985). Sekil 2.11°de goriildiigli gibi akim, her kare dalga dongiisii esnasinda bir defa
ileri puls sonunda (t;) bir defa da geri pulsun sonunda (t;) olmak iizere iki kez
orneklenir. Kare dalga modiilasyon genligi olduk¢a biiylik oldugundan dolayi, geri
pulslar iiriiniin (ileri pulsun) geri reaksiyonuna sebep olur. Iki 6l¢iim arasindaki fark,

taban merdiven potansiyeli ile kiyaslanmistir.
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Tersinir ve tersinmez durumlarda, SW ile DP voltametrileri karsilastirildiginda,
SW akimlarinin analog DP yanitina gore sirasiyla 4 ve 3.3 kat daha fazla oldugu

gorilmiistiir (Borman 1982 ).

Kare dalga voltametrisinin en biiyiik avantaji hizidir. Etkili tarama orani f ve AE
tarafindan verilir. f terimi kare dalga frekansidir (Hz) ve AEs adim yiiksekligidir.
Saniyede 1-100 devir arasindaki frekanslar, son derece hizli potansiyel tarama hizlariin
kullanilmasina izin verir. Oregin, AEs = 10 mV ve f = 50Hz, olursa etkili tarama hiz1
0,5 V / s'dir. Sonug olarak, analiz siiresi biiylik Ol¢lide azalir; tam bir voltamogram,
diferansiyel puls voltametrisindeki yaklasik 2-3 dakika ile karsilastirildiginda birkag
saniye i¢inde kaydedilebilir (Yarnitzky 1985).

Potansivel

Ta

Zaman
Sekil 2.11. Genligi gosteren kare-dalga dalga formu(Esw), adim
yiiksekligi (AE), kare dalga periyodu (T), gecikme
siiresi (Td) ve mevcut Olgiim zamanlart 1 ve 2'dir
(O’Dea ve ark. 1981)
2.2.6.3. Siyirma Voltametrisi

Styirma  analizleri, eser metalleri Olgmek amaciyla oldukca duyarli

elektrokimyasal bir yontemdir (Copeland ve Skogerboe 1974). Olaganiistii duyarhiligi,
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olduk¢a uygun bir sinyal lireten gelismis 6l¢iim prosediirleri ile etkili bir 6n derigim
adiminin birlesimine baglanir. Metaller 100-1000 faktorlerle elektrotta 6n deristirme
islemi yapildigindan, tespit sinirlar1 ¢ozelti fazli voltametrik Ol¢limlere gore 2 ile 3
biiyiikliik seviyesinde diisiiriiliir. Dolayisiyla, 4 ile 6 metal nispeten ucuz enstriimanlar
kullanilarak 10'10M'ye kadar diislik derigsim seviyelerinde ¢esitli matrislerde es zamanl

olarak olgtilebilir.

Aslinda, siyirma analizi iki asamada gergeklesen bir yontemdir. Birinci ya da
biriktirme asamasi, ¢Ozelti icinde bulunan metal iyonlarinin az bir miktarinin calisma
elektrotuna elektrolitik birikmesini igerir. Bu isleme On zenginlestirme veya On
deristirme denir. Bunu, birikintinin ¢dzlilmesini (styirma) iceren siyirma asamasi
(6l¢lim agsamasi) takip eder. Bu iki basamak arasinda ayrica bekleme basamagi bulunur.
Bekleme basamagi, daha sonraki basamagin duragan bir ¢ozelti icerisinde olusmasini

saglar.

Biriktirme ve 6l¢iim adimlarinin niteligine gore, degisik siyirma analiz ¢esitleri
kullanilmaktadir. En cok kullanilan siyirma teknikleri; anodik siyirma voltametrisi
(ASV), katodik siyirma voltametrisi (CSV) ve adsorptif styirma voltametrisi (AdSV)
teknikleridir.

Sekil 2.12°de siyirma voltametrisi tekniginde elektrot yiizeyinde etkin olan iki

temel basamak ve normal bir sityirma voltamogrami verilmistir.

on-zenginlestirme 1075V —> +1.20V B
Eacc=40.5V tacc=30s siyirma ‘,

o..:. s * e .o:': ..:.: <
® — S g
S Al CEl e Ca

7 - o /// % 204

A ‘ & E
0

+0.8 +09 +10 +11 #12

\

Gerilim, V

Sekil 2.12. A) Siyirma voltametrisi tekniginin sematik gosterimi ve B)Tipik bir siyirma voltamogrami
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanmis oldugumuz kimyasal maddeler ve {iretici firmalar

cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Kimyasal Madde Uretici Firmanin Adi
Metformin, C4H;;NsHCI Sigma
Vildagliptin, C;7H»5N3;0, Sigma
Sodyum hidroksit, NaOH Sigma
Nitrik asit, HNO3 (% 65, a/a), Sigma
Hidroklorik asit, HC1 (% 37, a/a), Merck
Fosforik asit, H;PO, (% 85 a/a) Merck
Asetik asit, CH;COOH (% 99-100 a/a), Merck
Borik asit, H;BO; Merck
Disodyum hidrojen fosfat, Na,HPO,.7H,0 Merck
Sodyum kloriir, NaCl Sigma
Dimetil siilfoksit (DMSO), C,HsOS Merck
Aliiminyum oksit, Al,O; Merck
Sodyum dodesilsiilfat (SDS), C;,H,sNaO,S Sigma
Polietilen glikol tert- oktilfenil eter (TRITON), Sigma
t -okt-Clg IH4 - (OCH, CH, )x, OH, x=9-10

Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB), Sigma
CH;3(CHy)sN(Br)(CH3)s

Calismalarimizda, Milli-Q sistemi (Millipore) ile elde edilen saf su kullanilmistir.

3.1.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.2.1. Vildagliptin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada etken madde olarak secilen Vildagliptin bilesiginin ¢oziliniirliigii
1.75 g/L su oldugu icin (bakimz, Cizelge 2.5) stok ¢ozeltisinin (1 x 107 M)
hazirlanmasinda analitik saflikta su kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmadigi
siirece +4 °C sicakliginda buzdolabinda saklanmustir. Uygun destek elektroliti igerisinde
Olciimii yapilacak c¢esitli derisimdeki standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda stok

cozeltilerden yararlanilmistir.

3.1.2.2. Metformin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu calismada etken madde olarak se¢ilen Metformin bilesigi su i¢cinde tamamen
¢oziindiigl icin (bakiniz, Cizelge 2.5) stok ¢ozeltisinin (1 x 10~ M) hazirlanmasinda su

kullanilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiler kullamilmadigir siirece +4 °C  sicakliginda
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buzdolabinda saklanmistir. Uygun destek elektroliti i¢erisinde dl¢limii yapilacak gesitli

derisimdeki standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda stok ¢ozeltilerden yararlanilmistir.

3.1.2.3. Destek Elektroliti Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneylerde destek elektroliti ¢ozeltisi olarak pH 2.0 ile pH 12.0 araliginda
Britton-Robinson (BR) tamponu, 0.1 M, pH 2.0 ,3.0,7.4 ve 9.0 fosfat (PBS) tamponu ve
0.1 M, pH 4.8 olan asetat tamponu (ABS) ¢ozeltileri kullanilmigtir. BR tampon
cozeltileri cizelge 3.1 ‘de ad1 gegen 0.04 M H3BOs, 0.04 M CH3;COOH ile 0.04 M
H;PO,4 karisimi ile hazirlanmistir. BR tampon ¢ozeltileri i¢in istenen pH degeri 5 M
NaOH ve 5 M HCI ¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmigtir. Fosfat tampon ¢ozeltisi
hazirlanirken, 0.1 M’lik Na,HPO,.7H,0 ¢ozeltisi tizerine 5 M HCI veya 5 M NaOH
cozeltisi ilave edilerek farkli pH degerlerinde tampon cozeltiler hazirlanmistir. Asetat
tampon ¢ozeltisi 0.1 M CH3COOH ¢ozeltisi iizerine istenen pH degerine ulasincaya
kadar 5 M NaOH ilavesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢oézeltiler buzdolabinda 4

°C sicaklikta Pyrex® cam siseler icerisinde muhafaza edilmistir.

3.1.2.4. Siirfaktan Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Elektrokimyasal ¢alismalarda Siirfaktan (yilizey aktif madde) etkisinin
incelenmesinde kulanilmak iizere; anyonik siirfaktan olarak SDS, katyonik siirfaktan
olarak CTAB ve iyonik olmayan siirfaktan olarakta Triton (TRT) kullanilmistir. 0.1 M
derisimli siirfaktan stok c¢ozeltileri saf su kullanilarak hazirlanmistir. Uygun destek
elektrolit ¢ozeltisinde farkli derisimde siirfaktan ¢ozeltileri hazirlarken 0.1 M’lik stok

cozeltiler kullanilmustir.
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3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Bu calismada kullanilan cihaz ve malzemeler ¢izelge 3.2°de verilmistir

Cizelge 3.2. Kullanilan cihaz ve malzemeler

Elektrokimyasal analiz cihaz1

Autolab PGSTAT 128N (EcoChemie, The
Netherlands)

(Nova 1.11 yazilim ) + BAS C3 kat1 elektrot hiicre
stand1 {initesi (Bioanalytical System, BAS, USA)

Elektrokimyasal deney hiicresi

10 mL'lik voltametrik hiicre (MR 1208, BAS)

Caligma elektrotu eKalem-ucu grafit (PG) elektrot (etkin elektrot
alant: 15.9 mm?)
eCamsi karbon (GC) elektrot (@: 3mm, ¢ap), MF
2012 (BAS)

Karsilastirma elektrodu Ag/AgCl (3 M NaCl, MF 2052, BAS)

Yardimei elektrot Platin tel (MF 1032 BAS)

Hassas elektronik terazi Termo scientific Orion 3 star pH meter

pH metre WTW, Inolab pH 720

Vorteks IKAMS3B

Karistirma initesi Manyetik karistirici (ARE heating magnetic stirrer)
Magnet (Spinbar VMR micro)

Santrifiij Cooled Hettich ROTINA 380R

Ultrasonik banyo Clifton

Cesitli boy balonjoje (Pyrex®), pipet (Pyrex®), beher, meziir, deney tiipii, santrifiij tiipii, porselen

havan

3.2.1. Voltametrik Sistem

Elektroanalitik ¢aligmalarin  gergeklestirilmesinde

kullanilan  voltametrik

sistemde; elektrokimyasal analiz cithazi (EcoChemie/Autolab PGSTAT 128N) ve ii¢
elektrotlu hiicre {initesi (Bioanalytical System Inc. (BAS)) birlikte kullanilmistir. Cihaza
baglanan bir bilgisayar ve nova 1.1 yazilimi ile hem cihazin kontrolii hem de elde edilen
verilerin kolaylikla Calismalarimizda

degerlendirilmesi gerceklestirilmektedir.

kullandigimiz sistem Sekil 3.1'de verilmistir.

Deneysel calismamizda kullandigimiz voltametrik hiicreyi olusturan bilesenler

Sekil 3.2'de goriilmektedir.

Elektrokimyasal analiz cihazi i¢in; Pyrex® camdan tek bolmeli ve dort giris
deligi bulunan bir kapagi olan deney hiicresi (Sekil 2.2 ve 3.1B) 6zel olarak iiretilmistir.
Deneyde kullanilan elektrotlar hiicreye kapagindaki girislerden yerlestirilir. Katodik
bolge calismalarinda ¢ozeltide c¢oOziinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in kapaktaki

dordiincii giristen teflon bir boru yardimiyla ¢ozeltiye azot gaz1 gonderilir.
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Sekil 3.1. A) Autolab PGSTAT 128N elektrokimyasal analizér B) BAS C3 kat1 elektrot
hiicre stand1 iinitesi

Voltametrik Hiicre

Deney Hiicresi Destek Elektroliti Elektrotlar

— Calisma Elektrotu

— Yardimc1 Elektrot

— Referans Elektrot ‘

Sekil 3.2. Voltametrik hiicre bilegenleri
Deneylerde, c¢alisma elektrotu olarak PG elektrot ile kiyas amaclhi GC elektrot

kullanilmustir.

PG elektrot i¢in kullanilan kalem uglar1 (Tombo 0.5 /2B Japan) kirtasiyelerden
temin edilmistir. Kullanilan PG elektrotun hazirlanmasinda Wang ve ark. (2000)nin
yonteminden faydalanilmistir. Kirtasiyeden aldigimiz Rotring marka kalemin ug
kismindaki metal parca ve kalemin metalik tutacagi bakir bir tel ile baglanarak
elektriksel iletkenlik saglanmistir (Sekil 2.6). 6 cm uzunlugundaki kalem uglart 1.5

cm’si disarda kalacak sekilde kaleme takilmistir. Icerisinde 10 mL analiz ¢ozeltisi
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bulunan elektrokimyasal hiicreye kalem ucunun 1 cm’lik kismi daldirilarak olgiimler

yapilmistir. Yapilan her bir 6l¢iimde yeni bir kalem ucu kullanilmastir.

PG elektrotun aktivasyon islemi gergeklestirilirken; Her dl¢iimden 6nce destek
elektrolit ¢ozeltisine daldirilan elektrota (¢ozeltiyi karistirmadan) 60 s boyunca +1.4
V’luk gerilim uygulanmistir. CV ¢alismalarinda aktivasyon islemi, ayni siire ve +1.8 V

gerilim ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen verilerin karsilastirilmasi amaciyla; kullanilan GC elektrot (Sekil
2.11) tizerinde tekrarlanabilir elektrot ylizeyi elde edebilmek amaciyla her
voltamogramin  kaydedilmesinden = 6nce  mekanik  bir temizleme islemi
gergeklestirilmistir. Bu islem BAS firmasi tarafindan iiretilmis kadifemsi parlatma kiti
(MF 1040) iizerine dokiilen Al,O3’{in (aliimina, @: 0.01 um, ¢ap) suyla bulamac haline
getirilmesi ve elektrot ylizeyinin bu bulamac iizerinde dairesel hareketler yapilarak
birka¢ dakika parlatilmasi ile gerceklestirilmistir (Bott 1997). Aliimina kulanildiktan
sonra elektrot ylizeyininin bu maddeden temizlenmesi i¢in su ile ultrasonik temizleme

islemine tabi tutulmustur.

3.3. Voltametrik Yontem

Vildagliptin ve Metformin bilesiklerinin elektrokimyasal davraniglarinin
incelenmesine yonelik on ¢alismalarda PG elektrotu tizerinde CV teknigi uygulanmustir.
Calismanin ikinci boliimiinde ilgili bilesiklerin adsorptif voltametrik 6zellikleri PG ve
GC (pH caligmalarinda) elektrotlar lizerinde c¢alisilmistir. Bu amagla; destek elektroliti
yapisinin ve pH degerinin, siirfaktanlarin (anyonik ve katyonik), gerilim tarama hizinin,
biriktirme ve kare-dalga degiskenlerinin elektrot yaniti iizerine etkileri arasgtirilmistir.
Son olarak ise gelistirilen voltametrik teknigin (kare-dalga voltametrisi, SWV)
performans Ozellikleri belirlenmis (¢alisma araligi, gozlenebilirlik smniri, kesinlik) ve

daha sonra kullanilan yontem, ticari ilag sekillerine ve idrar 6rneklerine uygulanmistir.

Metformin ve Vildagliptin bilesiklerinin siyirma voltametrik tayini i¢in izlenen
yol asagidaki sekilde dzetlenebilir: Ug-elektrotlu sistem, siirfaktansiz ya da siirfaktan
varliginda belirli derisimde ad1 gegen bilesikleri ihtiva eden destek elektrolit ¢ozeltisine
konulur. Daha sonra ¢dzelti 600 rpm sabit hizda karistirilir ve segilen biriktirme gerilimi
(en uygun, 0.0 V) calisma elektrotunun yiizeyine sec¢ilen bir 6n-zenginlestirme siiresince

(en uygun, 120 s) uygulanir. Bu siirenin sonunda, karistirma durdurulur ve 10 s bekleme
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stiresince ¢ozelti sakinlesmeye birakilir. Ardindan SW dalga formunu kullanarak pozitif
yonde belli bir gerilim tarama araliginda (0.0 V ile +1.4 V) voltamogramlar kaydedilir.

Tiim 6lgtimler 3 kez tekrarlanmak kosulu ile laboratuvar sicakliginda (25 + 5 °C) alinir.
3.3.1. Voltametrik Yontemin Gercek Orneklerde Uygulamasi

3.3.1.1. Enjektabl Cozeltiler

Teknigin, ticari ilag formuna uygulanmasi asamasinda eczaneden satin alinan
her bir film kapli tablet 50 mg Vildagliptine esdeger VIDAPTIN® 50 mg film tablet ve
her bir film kapl tablet 780 mg metformin baza esdeger 1000 mg metformin
hidrokloriir iceren GLIFOR® 1000 mg film tablet kullanilmigtir. Tabletlerden belirli
derisimlerde Vildagliptin ve Metformin ¢dzeltileri hazirland1 ve ardindan en uygun
calisma sartlar1 icin belirlenen destekleyici elektrolit bulunduran voltametrik hiicre
icerisine bu karisimdan pL seviyesinde ilaveler yapilmustir. Ornek ¢ozeltiler direkt
analiz edilmis ve miktar tayini kalibrasyon metodu ile gergeklestirilmistir. Her deney li¢

defa tekrar edilmistir.

3.3.1.2. Idrar Ornekleri

Idrar 6rnegi, sigara igmeyen ve ilag kullanmayan saglikli bir goniilliden ag
karnina ve deneylerden hemen Once toplanmistir. Bilinmeyen endojen kimyasallar
uzaklastirmak icin 6rnek, 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki berrak
kistmdan alman 250, 500, 1000 pL, 10 mL PBS tamponu (pH 9.0) ¢ozeltisi iceren
voltametrik hiicreye aktarilmistir (seyrelme derecesi 1:40, 1:20 ve 1:10 h/h). Hiicre
icindeki bu ¢ozeltiye model idrar 6rnegi olusturmak tizere 10 pL Vildagliptin standart
¢ozeltisinden (5.88x 10 M) eklenmistir. Vildagliptin’in tayini, elektrokimyasal hiicreye
standart ¢ozeltiden 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL eklemek suretiyle
standart katma yontemi kullanarak gerceklestirilmistir. Aymi islem Vildagliptin
katilmayan idrar 6rnegiyle de (kor) yapilmistir. Her deney ili¢ kez tekrar edilmistir.
Vildagliptin i¢in uygulanan islemlerin aynis1 Metformin icin 0.1 M NaOH ortaminda
gergeklestirilmistir. Hiicre icindeki ¢ozeltiye model idrar 6rnegi olusturmak tizere 10 pLL
Metformin standart ¢ozeltisinden (5.51x10% M) eklenmistir. Metformin’in tayini,
elektrokimyasal hiicreye standart ¢ozeltiden 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 uL.

eklemek suretiyle standart katma yontemi kullanarak gerceklestirilmistir. Aymi islem
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Metformin eklenmeyen idrar 6rnegiyle de (kor) yapilmigtir. Her deney ii¢ kez tekrar

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Vildagliptin’in Elektrokimyasal Davranisinin incelenmesi

Karbon-temelli elektrotlardan PG ve GC (kiyas amagl) -elektrotlarinin
kullanilmast durumunda Vildagliptin molekiiliniin pik akim sinyali ve gerilimi
tizerindeki elektrokimyasal davranisini anlamak i¢in baslangic deneyleri, farkli pH
degerlerine sahip sulu ya da siirfaktan igeren sulu ¢ozeltilerde CV, SWV ve DPV
teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. (Not: BoOlim 3.1.2'de anlatildigi gibi
Vildagliptin'in sudaki ¢oziiniirliigii iyi oldugu icin molekiiliin stok ¢ozeltileri analitik

saflikta saf su kullanilarak hazirlanmistir).

4.1.1. Doniisiimlii Voltametri

Calismanin  baslangic asamasinda PG elektrot kullanarak 5.88x10°M
Vildagliptin’in PBS tampon (pH 9.0) ¢dzeltisinde (0.0 V) - (+1.4 V) - (0.0 V) tarama
araligl ve 100 mVs™' tarama hizinda, déniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir. ilgili
voltamogramlar Sekil 4.1'de verilmistir. Voltamogramlar incelendiginde; Vildagliptin
molekiiliiniin, ¢ozelti ortaminin pH degerine bagl olarak yiikseltgendigi goriilmektedir.
Asidik ve notral bolgelerde, piklerin birbirinden i1yi ayrilmadigi ve belirginliklerinin
diisiik oldugu gozlemlemlenmistir. Ancak bazik bolgede voltamogramin keskinligi
onemli Olclide artmustir. Vildagliptin molekiiliiniin yiikselgenmesinden sonra katodik
bolgede gerilim taramasina devam edildiginde ¢alisilan gerilim araliginda herhangi bir
indirgenme basamagina rastlanmamistir. Bu durum, Vildagliptin molekiiliiniin PG
elektrotu tizerindeki yiikseltgenmesinin tiim pH degerlerinde tam olarak tersinmez

oldugunun gostergesidir.

41



4. BULGULAR VE TARTISMA

=

M

=
T

L P A L P A N R L1
0 0.5 1 1.5
GERILIM,V

Sekil 4.1. 5.88x10° M Vildagliptinin PBS (pH 9.0) tampon
¢ozeltisinde doniisiimlii voltamogrami '

Sekil 4.2'de Analitik ¢aligmalar i¢in en uygun ortam olan PBS tamponu (pH 9.0)
icerisinde Vildagliptin bilesiginin ayn1 kosullarda iki dongiili voltamogrami
goriilmektedir. Ik déngiide, pik gerilimi ve akimu sirastyla + 1.126 V ve 7.279 pA iken
ikinci dongiide bu degerler +1.129 V ve 9.81 pA olarak belirlenmistir. Bu olusum,
molekiiliin ylikseltgenme {iriinlerinin elektrot yiizeyine kuvvetle adsorbe oldugunun
onemli bir gostergesidir. Bu nedenle elektrot etkinligi biiyiik 6l¢lide azalmistir. Bununla
biirlikte PG elektrotunun tek-kullanimlik olmasi nedeniyle ¢aligmanin analitik
boliimiinde tekrarlanabilir voltametrik yanit elde etmek acisindan herhangi bir

olumsuzlugun ger¢eklesmeyecegi agiktir.

"Elektrot; PG, gerilim tarama hizi; 100 mVs™, Noktali cizgi; destek elektrolit ¢ozelti
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Sekil 4.2. 5.88x10” M Vildagliptin'in PBS (pH 9.0.0) tampon
¢ozeltisinde iki dongiilii voltamogrami'

4.1.1.1. Gerilim Tarama Hizinin Etkisi

Gerilim tarama hizinin Vildagliptin molekiilii iizerine elektrokimyasal
yiikseltgenme etkisini arastirmak icin, 5.88x10* M Vildagliptin ¢dzeltisinin PBS
tampon (pH 9.0) ¢ozeltisinde (0.0 V)-(+1.5 V)-(0.0 V) tarama araligi, 0.0 V baslangi¢
gerilimi ve 50-800 mVs' arahiginda tarama hizlarinda, doniisiimlii voltamogramlari
kaydedilmistir. Sekil 4.3” te goriildiigii gibi tarama hizinin artmasiyla yiikseltgenme
basamaginin belirginligide artmaktadir. Bundan dolay1 ¢alismanin devaminda analitik
sinyal olarak bu basamak secilmistir. Sekil 4.3° te verilen voltamogramlar yardimiyla
tespit edilen pik akimi (ip), pik gerilimi (E,) ve gerilim tarama hiz1 (v) arasindaki iligki

Cizelge 4.1°de verilmistir.

! Elektrot; PG, gerilim tarama hizi; 100 mVs™, Noktal ¢izgi; destek elektrolit ¢ozelti

43



4. BULGULAR VE TARTISMA

Sekil 4.3. A) 5.88x10™* M Vildagliptin'in PBS (pH 9.0) tamponu i¢inde PG elektrot kullanilarak 1) 50, 2)
100, 3) 200, 4) 300, 5) 400, 6) 500, 7) 600, 8) 700, 9) 800 mVs™" gerilim tarama hizlariyla elde
edilen doniisiimlii voltamogramlar1 '

' B) A’nin biiyiitiilmiis seklinin bir kesiti C) A ve B’nin birlestirilmis sekli
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Cizelge 4.1. Vildagliptin voltamogramlarindaki pik akimu ile pik gerilimi tizerindeki gerilim tarama

hizinin etkisi !

v (mVs™) \y log v ip (LA) logi, E, (V)
50 7.07 1.70 2.05 0.311754 1.128
100 10.00 2.00 3.88 0.588832 1142
200 14.14 2.30 5.46 0.737193 1.157
300 17.32 248 6.88 0.837588 1.167
400 20.00 2.60 8.33 0.920645 1175
500 22.36 2.70 10.16 1.006894 1179
600 24.50 278 12.28 1.089198 1.184
700 26.46 2.85 13.28 1.123198 1.187
800 28.28 2.90 14.68 1.166726 1.191

Cizelge 4.1'deki bulgulardan yararlanarak cizilen Vv - ip, V - I, ve logv - logi, grafikleri Sekil

4.4'te verilmistir.

' Vildagliptin konsantrasyonu, 5.88x10* M; teknik, CV; destek elektrolit, PBS (pH 9.0); elektrot, PG

45



4. BULGULAR VE TARTISMA

Ip,u4

v =0,5882x- 2 5644
RZ=0,9821

(]
1

T T T T 1
5 10 15 20 25 a0
VY

Ip,u4
oo

2] & v = 0,0164x + 1,8913
R? = 0,9929

0 200 400 600 800 1000

"_’."

v =0,6841x-0,8307
R* =0,9917
1.5 1.7 1.9 2.1 23 25 2.7 29
LogV

Sekil 4.4. Vildagliptin'e ait gerilim tarama hiz1-pik akimu iliskisi '

! Vildagliptin derigimi, 5.88% 10" M; teknik, CV; destek elektrolit, PBS tamponu (pH 9.0); elektrot, PG
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50 mVs™ ile 800 mVs™ araliginda pik akimi ve tarama hizi iliskisinden bulunan

dogrusallik denklemleri asagidaki gibidir:

ip (LA) = 0.5882 Vv (mVs") — 2.5644 r=0.991
1 —

i, (BA)=0.0164 v (mVs ) + 1.8913 r=0.996

logi, = 0.6841 logv — 0.8307 r=0.996

Farkli tarama hizlarindan elde edilen yiikseltgenme piki Sekil 4.4’te verilmistir.
Kontrollii bir difiizyon elektrot tepkimesi incelendigi zaman i, / v iliskisinin dogrusal,
i, / v grafiginin de iistel bir artis gdstermesi beklenir. Ideal kosullarda; adsorpsiyon
kontrollii bir pikte; i,/v grafigi dogrusal ve logi,/logy grafiginin egimi ise 1 bulunur.
Difiizyon kontrollii bir adsorpsiyon gergeklestiginde egimin 0.5 ile 1 araliginda olmasi
beklenir. Elektrot tepkimesi tamamen difiizyon kontrollii olursa egim 0.5 olur (Laviron
ve ark. 1980). Bu sonuglara gore; i/v iliskisindeki dogrusallik bulgusu, Vildagliptin
molekiiliiniin yiikseltgenme olayinin ¢alisilan sartlarda difiizyon kontrollii adsorpsiyon

oldugunu ifade eder.

Diger taraftan, voltamogramlardan ve cizelgeden de goriildiigli iizere; 50-800
mVs™" arasinda pik gerilimleri hafif bir sekide negatif bdlgeye dogru kaymistir. Bu
durum, tersinmez veya yari-tersinir elektrokimyasal tepkimmeler i¢in karakteristiktir

(Bard ve Faulkner 2000).

Sekil 4.5’te gorildugi gibi Ey/logy iliskisi; ¢alisilan tarama hizi araliginda,
asagidaki sekide aciklanabilir (Laviron 1979).

E, (V) = 0.0526 log v (mVs™) + 1.0373 (r = 0.999)

Tersinmez bir elektrot tepkimesi i¢in, E, ile v arasindaki iliski ise asagidaki gibi

ifade edilir (Laviron, 1979).
E, = E’+ (2.303RT / anF) log (RTL"/ anF) + (2.303RT / anF) log v

Esitlikte bulunan a, yiik transfer katsayisini ve n, yiikseltgenme / indirgenme
tepkimelerinde aktarilan elektronlarin sayisini gosterir. R (8.314 J K mol™), T (298 K)
ve F (96480 C mol™) ise bilinen sabitlerdir. E, - log v iliskisindeki egim degeri 0.0526'
olarak bulunmustur. Yukaridaki esitliklikten yararlanarak an degeri, 1.12 olarak

hesaplanmigstir. Tamamen tersinmez elektrot tepkimesinde ¢ogu sistem i¢in, o = 0.5
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olarak kabul edilir. Boylece, n = 2.24 (= 2) degeri bulunur. Bu deger, PG elektrot
yiizeyinde tersinmez olarak ilerleyen Vildagliptin molekiiliiniin yiikseltgenmesi
tepkimesinde, molekiil basina 2 elektron aktarildigini gostermektedir. Elde edilen sonug,
camst karbon elektrot kullanilarak Vildagliptinin PBS tamponu igerisinde

gerceklestirilen SWV tayini bulgulariyla uyumludur (Fadr ve ark. 2018).

120 -
1.19 -
1.18 -
117 -

g 1.16 -
115 -
1.14 -
113 -

1.12 - - - : . . .
16 1.8 2.0 22 24 16 28 3.0

Log V

Ep = 0,0526LogV + 1,0373
R? = 0,9982

Sekil 4.5. Vildagliptin'e ait Log V/ Ep iliskisi '

PG elektrot ylizeyinde tersinmez olarak yiriiyen Vildagliptin molekiiliiniin
yilikseltgenmesi isleminde, molekiill basma 2 elektronun aktarildigi tahmini
yiikseltgenme mekanizmasinin iki adimda gerceklestigi diistiniilmektedir( Sekil 4.6). Bu
mekanizmanin birinci adiminda karbonile komsu asidik alfa proton bilesikten koparak
karbon radikali olustururken ikinci adimda radikaldeki serbest tek elektron azot ile pi
bag1 olusturur, azot iizerindeki bir elektron hidrojen ile beraber yapidan uzaklasir ve

toplamda iki elektron vererek yiikseltgenir.

=y
t| HEH N .\/:‘ qu 0 H $ o
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Sekil 4.6. Vildagliptin molekiiliiniin tahmini yiikseltgenme mekanizmasi

! Vildagliptin derisimi, 5.88x10™* M; yéntem, CV; destek elektroliti, PBS tamponu (pH 9.0); elektrot, PG
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4.1.2. Siyirma Voltametrisi

Yukarida elde edilen verilerden yola ¢ikarak, caligmanin bu asamasinda Vildagliptin
molekiiliiniin elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesi, siirfaktan iceren ve icermeyen destek
elektroliti ¢ozeltilerinde PG ve GC elektrotlar kullanilarak SWV ve DPV teknikleri ile ayri

ayr1 arastirilmastir.

4.1.2.1. Destek Elektroliti ve pH Etkisi

Voltametrik c¢aligmalarda analizi yapilacak bilesigin (analit) elektrokimyasal
davranisinin agiklanmasinda kullanilacak destekleyici elektrolitin derisimi ve pH degerinin
belirlenmesi ¢ok onemlidir. Cok genis bir ¢caligma araligma sahip olmasindan dolayr BR
tamponu bu tiir caligmalarda en ¢ok tercih edilen bir karma tampon ¢ozeltisidir. Ayrica

dogru caligma araliklar se¢ilme sartiyla fosfat ve asetat tampon c¢ozeltileride siklikla

kullanilmaktadir.

Voltametrik teknikler arasinda SWV teknigi DPV teknigine gore daha hizli, daha
hassas ve duyarli olmasiyla birlikte elektrot yiizeyinin daha az kirlenmesi gibi avantajlara

sahiptir.

Yukandaki elde ettigimiz bilgilerden yola ¢ikarak, bu islem icin destek elektroliti
olarak belli pH araliginda Britton Robinson (BR) tampon (pH 2-12) ¢6zeltileri, degisik
pH’ lar da fosfat tampon (PBS) c¢ozeltileri (pH 2-3-7.4-9) ve Asetat tampon (ABS)
cozeltisi (pH 4.8) kullanilarak voltametri yontemiyle miktar tayini gerceklestirilmistir.
Yapilan bu calismada oOncelikle en uygun calisma teknigi, calisma elektrodu ve
optimum calisma kosullarin1 belirlemek i¢in Cizelge 4.2° de belirtildigi gibi her bir
destek elektroliti SWV ve DPV teknikleri ile hem Kalem ucu grafit elektrot (PG) hem
de Cams1 karbon elektrot (GCE) ile ayr1 ayr1 calisilmistir.
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Cizelge 4.2. Yapilan ¢aligmada kullanilan teknik, elektrot, ¢alisma ortami ve yapilan dlgiimler

Tampon ¢ozeltileri

Kullanilan Teknik | Kullanilan Cahsma | Calisma Ortanm | Yapilan Olgiimler
Elektrotlar: (Destek Elektrolit)
10 mL Destek Elektrolit
BR (pH 2-12) ( 1 6lgtim)
Kalem Ucu PBS (pH 2-3-7.4-9) Destek elektrolit
Grafit Elektrot (PGE) ABS (pH4.8) ortaminda hazirlanmig 10
Tampon ¢ozeltileri mL 5.88x10*M
Vildagliptin (3 6l¢iim)
10 mL Destek Elektrolit
BR (pH 2-12) ( 1 6l¢tim)
Kare Dalga Camsi Karbon Elektrot PBS (pH 2-3-7.4-9) Destek elektrolit
Voltametrisi (GCE) ABS (pH4.8) ortaminda hazirlanmig 10
(SWYV) Tampon ¢ozeltileri mL 5.88x10*M
Vildagliptin (3 6l¢lim)
10 mL Destek Elektrolit
BR (pH 2-12) ( 1 olglim)
Kalem Ucu Grafit PBS (pH 2-3-7.4-9) Destek elektrolit
Elektrot (PGE) ABS (pH4.8) ortaminda hazirlanmig 10
Tampon ¢ozeltileri mL 5.88x10*M
Diferansiyel Puls Vildagliptin (3 6l¢iim)
Voltametrisi 10 mL Destek Elektrolit
(DPV) BR (pH 2-12) (1 dlgtim)
Cams1 Karbon Elektrot PBS (pH 2-3-7.4-9) Destek elektrolit
(GCE) ABS (pH4.8) ortaminda hazirlanmig 10

mL 5.88x10*M
Vildagliptin (3 6l¢iim)

Bu calismalar sonucunda elde edilen voltogramlar karsilastirildiginda 5.88x10™

M Vildagliptin i¢in; Calisma teknigi SWV, ¢alisma elektrodu PG ve destek elektrolit

cozeltisi olarak da PBS pH 9.0’ en uygun ¢aligma kosullar1 oldugu tespit edilmistir

(Sekil4.5 ve 4.6).

BR tamponu i¢inde her iki elektrot iizerinde elde edilen voltamogramlardan

goriildiigli tizere Vildagliptin molekiiliiniin anodik yiikseltgenme mekanizmasi, pH’ye

bagimh olup karmasik pek ¢ok elektron aktarim islemini kapsamaktadir. Ozellikle pH 5.0-

12.0 arahiginda omuz seklinde c¢ok sayida ylikseltgenme basamagi belirmis olup bu

basamaklarin degerlendirilmesi ¢ok zordur. Asetat ve fosfat tamponlari iginde tekrarlanan

deneylerde elde edilen bulgular ayn1 pH degerlerine karsilik gelen BR tamponu bulgulariyla

uyum i¢indedir.
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Sekil 4.7. SWV ile DPV tekniklerini kullanarak PG ve GC elektrotlarin karsilastiriimasi '

SWV/PG.

" A) 1. SWV/GC, 2. SWV/PG B) 1. DPV/GC, 2. DPV/PG C) 1. DPV/GC, 2. DPV/PG, 3. SWV/GC, 4
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Sekil 4.8. 5.88x10”* M VLDG’in SWV teknigi ve PG elektrot kullanarak farkl destek elektrolitlerindeki
voltamogramlart '

BR (pH 5.0-12.0) tampon ¢dzeltileri icerisinde PG elektrot kullanilarak elde edilen
SWYV egrilerinde saptanan en temel yiikseltgenme basamagina iliskin pik akimu (i) ve pik

gerilimi (E) degerleri Cizelge 4.3'de ve i, - pH ve E, - pH grafikleri Sekil 4.8'de verilmistir.

" A) BR (pH 5.0 — 12.0) B) BR (pH 7.0 , 8.0, 9.0) ile PBS (pH 7.4, 9.0) C) PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4, 9.0) ile
ABS (pH 4.8) D) C’nin biyiitiilmiis sekli
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Cizelge 4.3. Vildagliptin voltamogramlarindaki pik gerilimi (Ep) ile pik akimi (ip) iizerindeki pH

etkisi |

pH Ep (V) Ip (nA)
5 1.2607 0.489

6 1.2218 7.229

7 1.1757 9.443

8 1.1454 13.679
9 1.0953 18.131
10 1.0513 8.223
11 1.0263 8.096
12 1.0052 7.915

BR tampon ¢ozeltileri igerisinde PG elektrot kullanilarak bulunan akim degerleri
Sekil 4.8° de verilmistir. Vildagliptin’in yiikseltgenme mekanizmasi, pH degerine
bagimli olup elektron transfer islemi icermektedir. pH 9.0’ da, yiikseltgenme basamagi
belirgin net bir sekilde goriilmektedir. Cizelge 4.3’ te goriildiigii gibi pH degeri artikca
pik potansiyel degeri daha negatif degerlere dogru kaymaktadir. Elde edilen bu
sonuglardan yola ¢ikarak Vildagliptin’in yiikseltgenme siiresince proton aktariminin da

oldugunun gostergesidir.

Vildagliptin’in elektrokimyasal siirecte elektrot yiizeyinde gergeklesen Ep — pH
iligkisi incelendiginde calisilan pH araligindaki egim degeri (-38 mV — pH) sonucu elde

edilmistir. Bu sonuglara gore proton katkisinin elektron sayisina esit oldugi oldugu

goriilmektedir.
pH (5.0 -12.0) Ep(mV) =-38pH + 1445.4 r=0.9951
20 - _
18 7 " L 1.25
16 —t—Ep
14 ;'1:\
15-; 12 1.5 =
= 10 |
2
6 _1.05 @
4 —
2 —_
0 0.95
4 6 8 10 12

pH

Sekil 4.9. Vildagiptin pik akimi (7,) ile pik gerilimi (E,) lizerine pH etkisi 2

! Vildagliptin konsantrasyonu; 1.176x107 M, destek elektroliti; BR, elektrot; PG, teknik; SWV
2 Vildagliptin; 5.88x10™ M, destek elektrolit; BR, elektrot; PG, teknik; SWV, SW degiskenleri: frekans;
40 Hz, adim gerilimi; 4 mV, amplitiid; 90 Mv
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4.1.2.2. Siirfaktan Yikiinin Etkisi

Vildagliptin molekiiliiniin sulu ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal yiikseltgenmesinin
incelenmesinden sonra, belirlenen optimum calisma kosullarinda anyonik (negatif
yiiklii) stirfaktan 0.1M SDS, katyonik (pozitif yiiklii) stirfaktan 0.1 M CTAB ve iyonik
olmayan siirfaktan 0.1 M TRITON’ un elektrokimyasal davranis iizerine etkisi
incelenmistir. siirfaktanlar ile ayri ayr1 asagidaki islemler yapilarak siirfaktan etkisi
arastirldi. Bu islem icin; 5.0x10™ M siirfaktan bulunduran PBS tamponu (pH 9.0)
¢ozeltisinde SWV teknigi kullamlarak Vildagliptin'in (5.88x10* M) PG elektrotu
iizerinde voltamogramlar1 kaydedilmistir. Siirfaktan etkisinin olup olmadig1 asagidaki

adimlar takip edilerek arastirilmistir.
1. 10 mL PBS (pH 9.0) destek elektroliti (1 6l¢iim)
2. 10 mL PBS (pH 9.0) + CTAB (500 nM) (3 6l¢iim)
3. 10 mL PBS (pH 9.0) + Vildagliptin (5.88x10™*M) (3 6l¢iim)
4. 10 mL PBS (pH 9.0) + CTAB + Vildagliptin (3 6l¢iim)

CTAB ile yapilan islemlerin aymst SDS ve TRITON iginde tekrar edildi.
Yapilan bu ¢alismada elde edilen voltamogramlar karsilastirildiginda siirfaktan etkisinin

olmadig tespit edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. 5.88x10™* M Vildagliptin'in siirfaktansiz ya da siirfaktan (CTAB, TRITON, SDS,) iceren PBS
tamponu i¢inde (pH 9.0) elde edilen SWV egrileri '

4.1.2.3. Biriktirme ve Siyirma Kosullarinin Etkisi

Arastirmanin bu boliimiinde, vildagliptin molekiiliiniin PG elektrot tizerindeki

adsorptif karakteristikleri analiz edilmistir. 5.88x10™* M derisimindeki vildagliptin i¢in

PBS tamponu (pH 9.0) icinde biriktirme (akiimiilasyon) zamani (z,..) ve biriktirme

gerilimi (E,.) kosullarinin etkileri Sekil 4.10'da verilmistir.

! Siirfaktan derisimi, 5.0x10 M; elektrot, PG; SW degiskenleri: frekans; 25 Hz, adim gerilimi; 5 mV,

amplitiid; 20 mV
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Analitik sinyal iizerinde ... etkisi, E,.. degeri 0.0 V'de sabit tutularak Os - 210 s
zaman araliginda incelenmistir. Siire arttikca sinyalde diisme oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglar, elektrot yiizeyinin analit molekiilii ile doygun hale geldiginin gostergesidir.
Diger taraftan, styirma pik akim sinyal siddeti -E,.. arasindaki iligki, #,.c = 0 s olmak
kosuluyla 0.0 V ile +0.8 V gerilim araliginda analiz edildigi zaman; pik gerilimi arttik¢a
pik akiminin azaldig1 gézlenmistir. Boylece, analitik incelemenin devaminda #,cc = 0 s

ve E,.. = 0.0 V olarak kullanilmasina karar verilmistir.

251 B
25 B
20+ .
—0s
20- 30 s
ﬁ_.‘ﬁ B 60 5
L L — 90 s |
£ E:ﬁ — 120 5
-
10L E — 150 s
< X10} — 180 s
—210 s
5 5t
o 0-
| N N N N | N N N ' | | | | |
0 0.5 1 0 0.5 1
Gerilim,V Gerilim,V

Sekil 4.11. 5.88x10* M Vildagliptin’in PBS tampon (pH 9.0) ¢ozeltisinde elde edilen SWV egrileri,
iizerinde biriktirme siiresi (A) ve biriktirme potansiyeli (B) etkisi '

4.1.2.4. Kare Dalga Degiskenlerinin Etkisi

Calismanin bundan sonraki asamalarinda, en uygun akim egrileri elde
edilebilmek amaciyla en uygun SW degiskenlerini belirlemek icin SW degiskenlerinin
(kare-dalga amplitiidii; AEy, = 10-90 Mv, adim gerilimi; AE; = 1-9 My, kare-dalga
frekansi; f= 10-70 Hz) etkisi incelenmistir.

! Elektrot; PG, SW degiskenleri: frekans; 40 Hz, adim gerilimi; 4 mV, amplitiid; 90 mV
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Deneylerdeki elektrokimyasal ol¢limler; 5.88x10* M Vildagliptin bulunduran
PBS tamponu (Ph 9.0) ¢ozeltisi ile gerceklestirilmistir. Her degiskenin degerini
belirlemek i¢in, diger degiskenlerin degerleri sabit tutularak belirlenen sartlarda
voltamogramlar kaydedilmistir. SWV tekniginde tarama hizi, amplitiid, adim gerilimi
ve frekans ile iliskilidir. Uger kez tekrar edilen deneylerden elde edilen SW akim

degerleri voltamogramlart Sekil 4.11°de verilmistir.

Amplitiild i¢in en iyl ¢alisma kosullarini belirleyebilmek amaciyla yapilan
deneylerde adim gerilimi (AE;) 5 My, frekansi ( f) 20 Hz olarak sabit tutulmustur. SW
akim egrilerinde Amplitiid degerleri ( AE; =10-90) Mv arasinda ¢alisilmis ve Sekil
4.11°de goriildiigii gibi Amplitiid icin en iyi calisma kosullart 90 Mv olarak elde

edilmistir.
4r
| £ =20Hz
- AE: = A mV
3 -
— 10 mV
20 m\v
-i I 30 m\v
=3 - — 40 mV
E | —s0mv
X ' 60mV
=L
| — 70 mV
1+ —80mV
90 mv
ol
1 N . N . 1 N . N . |
0 0.5 1
Gerilim,V

Sekil 4.12. 5.88x10™* M Vildagliptin’in PBS tamponu (Ph
9.0) icinde PG elektrot yiizeyinde farklh
amlitid SWV akim egrileri

Vildagliptin bilesigi i¢cim en iyi adim potansiyeli degerini belirlemek i¢in
Amplitiid degeri (AEsy) 90 My, frekansi ( f) 20 Hz olarak sabit tutulmustur. SW akim
egrilerinde adim potansiyeli ( AE; ) 1-9 Mv arasinda calisilmis ve elde dilen
voltamogramlar kaydedilmistir. Sekil 4.12°de goriildiigii gibi adim potansiyeli i¢in en
1yi ¢alisma kosulu 4 Mv olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. 5.88x10™ M Vildagliptin’in PBS tamponu (Ph 9.0)
icinde PG elektrot yiizeyinde farkli adim
potansiyellerindeki SWV akim egrileri

Vildagliptin bilesigine ait yapilacak caligmalarda en iyi frekans degerini
belirlemek i¢in Amlitid degeri 90 Mv, adim gerilimi 4 Mv olarak sabit tutularak
caligmalar 10-90 Hz araliginda yapildi. Pikin sekli ve siddeti bakimindan 10 — 40 Hz
arasinda artigin goriildiigli, 50 — 90 Hz araliginda pikin siddetinde diisme oldugu tespit

edilmistir. Pik siddetindeki artisa gore en iyi calisma sartlar1 40 Hz olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.13).

58



Yalcin ALTUNKAYNAK

5 —
[ AE, =30mV
4 AE: =4mV
90 Hz
3 —70Hz
iﬁ [ —80 Hz
E [ —60Hz
& 2 [ —— B0Hz
<"t —a0Hz
[ — 30H=z
i 20 Hz
Lr 10Hz
0 - -
| N N L N | N |
0 0.5 1
Gerilim,V

Sekil 4.14. 5.88x10™ M Vildagliptin’in PBS tamponu (Ph 9.0)
icinde PG elektrot yiizeyinde farkli frekanslardaki
SWYV akim egrileri

4.2. Vildagliptin'in Kalem-ucu Grafit Elektrot Uzerinde Tayini

Vildagliptin bilesiginin PG elektrot kullanarak PBS tampon (pH 9.0) c¢ozeltiler
igerisinde optimum calisma kosullarinda elektrokimyasal davraniglarinin ayrintili olarak
incelenmesinden sonra tez ¢alismasinin bu béliimiinde ilgili bilesigin ila¢ analizlerinde

ve biyolojik 6rneklerde (idrar 6rnegi) analitik uygulanabilirlik kosullar1 arastirilmistir.

4.2.1. Gelistirilen Yontemin Analitik Performans Ozelliklerinin incelenmesi

Gergeklestirilen ¢alismada; PG elektrot kullanilarak gelistirilen voltametrik
teknigin analitik performans 6zellikleri (¢alisma aralifi, tekrarlanabilirlik, hassasiyet),
destek elelektrolit ¢ozeltisi olarak optimum pH (pH 9.0) degerinde PBS tampon
cozeltisi kullailarak arastirilmistir. Vildagliptin molekiiliiniin tayini ile ilgili en uygun

voltametrik ve analitik sartlar Cizelge 4.4'te sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Vildagliptin tayini igin voltametrik teknik ile bulunan en iyi deneysel ve aletsel

degiskenler

Teknik SWV

Elektrot PG

Destek Elektroliti PBS (pH 9.0)

Adsorptif styirma degiskenleri

Biriktirme potansiyeli (E,..) ov

Biriktirme siiresi (¢,..) 0s
Kare-dalga degiskenleri

Frekans (f) 40 Hz

Adim potansiyeli (AE,) 4 mV

Amplitiide (AEy) 90 mV

Vildagliptin standart ¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicre igine belirli hacimde
ilave edilmis ve Cizelge 4.4.’te verilmis olan ¢alisma sartlarinda voltamogramlar (iig
defa tekrar edilerek) kaydedilmistir. Her ilaveden sonra egriler iizerinde +1.047 V
degerindeki SWV yanit degerlendirilmistir. Ilgili voltamogramlar ile derisim-pik akim

sinyal siddeti arasindaki iliski Sekil 4.14'te verilmistir.

Sekil 4.14 B'de verilen analitik egri, 2.94x10° — 4.99x10° M konsantrasyon
araliginda [i, (nA) = 0.0366 C (nM) - 0.0091 (r = 0.999, n = 9)] dogrusal bir cevap
vermektedir. Esitlikte; i, adsorptif siyirma piki, C Vildagliptin derisimi, r korelasyon

katsayisidir.

Analitik egriler yardimiyla bulunan degerlerden yararlanarak gozlenebilirlik
smirt (LOD) 3 s/m ile en diisik tayin smir1t (LOQ) 10 s/m esitliklerine gore
hesaplanmistir. Esitliklerde bulunan s, dogrusallik aralifina bulunan en diisiik
konsantrasyona denk gelen pik akim sinyalinin (3 degerin ortalamasi) standart sapmast,
m ise ilgili kalibrasyon esitliginin egim degerini gostermektedir. LOD ve LOQ degerleri
strastyla 8.20x10° M ve 2.73x10™® M olarak bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalarda elde edilen verilerden de goriildiigii gibi PG elektrot hi¢bir
kimyasal modifikasyon islemine tabi tutulmadan kullanildiginda; Vildagliptinin oldukca
diisiik derisimlerinde dahi ¢ok iyi sonuglar elde edilmistir. Elektrotun elektrokimyasal
on iglemi, diger yiizey modifikasyon islemlerine goére oldukca hizli, basit ve ucuz
olmasiyla birlikte hi¢ bir toksik ve kimyasal maddeye ihtiya¢ duyulmadan calisiimasi
yoniiyle de ¢evre dostudur. PGE; cevre dostu, ucuz, tek kullanimlik olmasi, 6lglim
sirasinda temizlenmeye ihtiyag gostermemesi ve analitik performansinin ¢ok 1yi olmasi

gibi avantajlara sahiptir. Yaptigimiz literatlir taramasina gore PG elektrot kullanilarak
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Vildagliptin'in voltametrik yontemle miktar tayini iizerine kaynakcada tek bir ¢alismaya
rastlanmistir. 11k kez tarafimizdan gelistirilen voltametrik yontemin duyarlilik agisindan
analitik performansi, Cizelge 2.2'de verilen ayirma yontemlerinin bir kismi ile

kiyaslanabilir diizeydedir.

Cizelge 4.5. Farkli numunelerden VLDG analizine uygulanan voltametrik yontemlerden elde edilen verilerin
PG elektrot kullanilarak LSV teknigi ile elde edilen analitik degerlerle karsilastiriimasi

Elektrot | Teknik | Destek Caligma LOD Ornek Kaynak
elektrolit araligt  (umol | (mM/nM)
L-1)
GCE LSV PBS (pH6.8) | 2 - 10 mM 0.320 mM flag Fadr ve ark.
PG SWV PBS (pH9.0) | 2.94- 8.20 nM Ilag ve idrar | Bu Cahsma
49.98uM

Gelistirilen voltametrik yontemin VLDG ig¢in tekrarlanabilirlik diizeyini
belirlemek i¢in PG elektrot ve PBS (pH 9.0) tampon ¢ozelti ortaminda 26.46 x10° M
derisime sahip c¢ozeltiler, en uygun deney sartlarinda hazirlandi. VLDG i¢in bu
¢ozeltilerin ayn1 giin i¢cinde 9 defa voltamogramlari kaydedilmistir. Bu voltamogramlar
tizerinde yiikseltgenme pik akim ve gerilimleri okunmus, elde edilen degerler giin-igi
kesinlik olarak degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore, yiikseltgenme pik akim
sinyali ve gerilim i¢in Bagil standart sapma (BSS) degerleri sirastyla % 6.40 ve % 0.42
olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, calisma kosullar1 altinda

PG elektrotunun tekrar edilebilirliginin ¢ok 1y1 oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.15. (A) Vildagliptin [ 1) 2.94, 2) 8.82, 3)14.71, 4)20.58, 5) 26.46, 6) 32.37, 7) 38.22,
8) 44.11, 9) 49.98 uM] iceren PBS tampon (pH 9.0) ¢ozeltisinde kaydedilen
SWV egrileri '

4.2.2. Gercek Ornek Analizleri
Gelistirilen teknigin gercek orneklerdeki performans ozelliklerini dogrulamak
amactyla, uygulanabilirligi ticari ila¢ sekillerine ve biyolojik sivi (idrar) orneklerine

tatbik edilmistir.

4.2.2.1. Enjektabl Cozeltiler

Teknigin ticari ila¢ formuna uygulama asamasinda eczaneden satin alinan
Vidaptin® tablet (50 mg Vildagliptin) kullanilmistir. Boliim 3.3.1.1'de anlatildigi
yontemle hazirlanan tablet c¢ozeltisinin voltamogramlari, standart maddeler igin
hazirlanan sartlarda kaydedilmistir. Tablet analizine ait voltamogramlar ile standart
Vildagliptin'e ait voltamogramlar kiyaslandiginda egrilerin birbiriyle uyumlu oldugu
goriilmiistlir. Voltamogramlardan okunan yiikseltgenme pik akim sinyal siddeti
degerleri, kalibrasyon egrilerindeki yerlerine konularak tabletlerin iceriginde bulunan
Vildagliptin  miktarlar1  hesaplanmistir. Bulunan degerler gercek degerlerle

kiyaslanmistir. Gelistirilen teknigin dogruluk ve kesinligini kontrol etmek i¢in geri

! Elektrot; PG, biriktirme siiresi; 0 s, biriktirme gerilimi; 0.0 V. SW degiskenleri: frekans; 40 Hz, adim
gerilimi; 4 mV, amplitiid; 90 mV. Noktali ¢izgi; destek elektroliti. Ek (B): 7, / Cviigagliptin €8r181.
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kazanim calismalar1 gercgeklestirilmistir. Bu islem icin, ayni enjektabl ¢dzeltisine
standart Vildagliptin ¢ozeltisinden dogrusallik sinirlarint gegmemek sarti ile ard arda
ilaveler yapilmis ve her ilaveden sonra voltamogramlar tekrar kaydedilmistir. Pik akim
sinyal siddetleri; hem orijinal enjektabl ¢ozeltisinde, hem de ardisik ilavelerden sonra
tekrar Ol¢iilmiistiir. Daha sonra enjektabl ¢ozelti numunesine eklenen saf maddenin ne
kadarinin tayin edilebildigi hesaplanmistir. Gelistirilen voltametrik teknikle bulunan
analiz sonuglar ¢izelge 4.6'da verilmistir. Sonuglar, %89- %112 arasindaki kazanimla
PG elektrotu iizerinde gelistirilen voltametrik yontemin dogrulugunun bilimsel agidan

gecerli oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.6. Vildagliptin iceren tabletlerde voltametrik yontem analiz bulgulari

Eklenen (uM) ' Bulunan(pM) ' Geri Kazamm*(%) + %BSS
2.94 2.71 92.17+5.13

8.82 7.92 89.79 £ 4.62

14.71 16.51 112.24 +5.60

20.58 21.38 103.89 +3.33

26.46 26.35 99.58 +1.43

32.37 32.96 101.82 +£2.02

38.22 37.87 99.08 = 1.15

4411 43.89 99.51 +£1.33

49.98 49.51 99.06 + 1.40

4.2.2.2. idrar Ornekleri

Vildagliptin tayini i¢in tek-kullannmlik PG elektrot iizerinde PBS (pH 9.0)
¢ozeltisinde gelistirilen voltametrik yontemin yiiksek duyarliliga ve tekrarlanabilirlige
sahip olmasi nedeniyle, idrar 6rnegi gibi karmasik matris ortamlarinda (su, tuz ve

biyomolekiiller icerir) da kullanilma kosullar1 arastirilmistir.

Deneylerin baslangicinda, Boliim 3.3.1.2'de anlatilan yol izlenerek hazirlanmis
ve Vildagliptin katilmamis idrar Orneklerinde (kor oOrnek) voltamogramlar destek
elektroliti ¢ozeltisi (PBS tampon, pH 9.0) icerisinde PG elektrot kullanilarak alinmistir.
Cozeltilerde Vildagliptin pik akim sinyalinin gozlendigi gerilim araliginda idrarda
bulunan biyomolekiillere (lirik asit, askorbik asit, dopamin) ait hicbir yiikseltgenme
basamag1 gozlenmemistir. SWV yontemi ile idrar numunelerinde iirik asit piki, PBS

tampon (pH 9.0) ¢ozeltisinde yaklasik olarak +0.40 V dolayinda belirlenmistir.

" Her bir tablet 50 mg Vildagliptin igerir igerir.
% Sonuglar, ii¢ analizin ortalamasidir.
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Vildagliptin eklenmis idrar numunesi, hi¢bir karmasik 6n islem ve ayirma
metodu kullanmadan yalnizca santrifiij sonrasi belirlenen destekleyici elektrolit ile
seyreltilip analiz edilmistir. Kaydedilen siyirma voltamogramlar1 Sekil 4.16'da
gorilmektedir. Yaklasik +1.12 V dolayinda gézlenen pik, her Vildagliptin standart
eklenmesi sonunda diizgiin olarak artmistir. Cizelge 4.6'de goriildiigii gibi, bulunan
degerle idrara katilmis Vildagliptin derisimi arasindaki uyum (yeterli geri kazanim
degeriyle birlikte) tavsiye edilen teknigin Vildagliptin'in idrar numunelerinden de dogru

olarak tayin edilebilecegini géstermistir.

2r
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iy (A) = 0.0375C (uM) - 0.0074
r=0.998
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Gerilim,V

N

Sekil 4.16. A) Idrar 6rneginin PBS tamponu (pH 9.0) igerisinde kaydedilen SWV egrileri [seyrelme
orani 1:100 (h/h)] '

Cizelge 4.7. Vildagliptin eklenmis idrar 6rneginde voltametrik analiz bulgulari

Eklenen (],lM)2 Bulunan(uM)2 Geri Kazamim (%) BSS (%) Bias (%)
2.94 3.19 108.66 4.14 -8.66
8.82 8.76 99.34 6.81 +0.66
14.71 15.67 106.51 3.12 -6.51
20.58 20.16 97.96 1.33 +2.04
26.46 26.37 99.67 1.06 +0.33
32.37 33.15 102.42 1.71 -2.42
38.22 37.84 99.02 2.63 +0.98
44,11 44.16 100.12 1.20 -0.12
49.98 52.79 105.63 1.44 -5.63

! Vildagliptin eklenmemis (kesikli ¢izgi), 1) 2.94x10° M Vildagliptin eklenmis, (2-9) 1.5, 2.5, 3.5, 4.5,
5.5,6.5,7.5, 8.5 pL standart eklemeler sonrasi ( Cvilgagiiptin = 5 88x107 M). Elektrot; PG, biriktirme siiresi;
0 s, biriktirme gerilimi; 0.0 V. SW degiskenleri: frekans; 40 Hz, adim gerilimi; 4 mV, amplitiid; 90 mV.
(B) Standart ekleme teknigiyle analiz sonucu

*Standart ekleme yontemiyle hesaplanan deger, aym 6rnegin farkli ti¢ bagimsiz analizinin ortalamasidur.
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4.2.2.3. Girisim Caliymasi

Viicutta bulunma ihtimali olan maddelerin Vildagliptin tayini iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in bir girisim ¢alismasi yapilmistir. Bu amacla, dopamin, {irik asit, gibi
biyolojik molekiiller ile NaCl, CaCl, gibi maddelerle 58.8 mM sabit Vildagliptin
derisiminde optimum ¢alisma kosularinda girisim calismalari yapilmistir. Tolerans
siir1, maksimum + %5'lik bir nispi hatayla sonuglanan maksimum yabanci tiir derigimi
olarak alinmistir (Heyrovsky ve Kuta 1966). Cizelge 4.8.’de ortalama tolerans seviyesi
oran1 secildi ve degerlendirildi. Omegin, NaCl'nin varlign &nemli bir degisiklik
olusturmazken, Progesteron varligi VLDG miktarinda 6nemli bir degisiklige neden
oldu. Cizelge 4.8.’de verilen sonuglardan goriildigli gibi gelistirilen voltametrik yontem

ile PG elektrotu VLDG’nin miktar tayini i¢in olduke¢a secici oldugunu tespit ettik.

Cizelge 4.8. 58.8 mM VLDG ig¢in PG elektrot kullanilarak voltametrik girisim sonuglari

Madde Tolerans seviyesi orani (yabanct madde VLDG) + % Hata
Na* 10:1 3.08
Mg™ 10:1 2.09
Fe'™" 10:1 3.73
Cu™* 10:1 0.89
Urik asit 10:1 4.43
Dopamine 10:1 3.08
Epinefrin 10:1 3.92
Norepinefrin 10:1 0.64
Testesteron 10:1 3.85
Progesteron 10:1 4.96

4.3. Metformin’in Elektrokimyasal Davramsinin incelenmesi

Karbon-temelli elektrotlardan olan PG ve GC (kiyas amacli) elektrotlarinin
kullanilmas: ile Metformin molekiiliiniin pik morfolojisi ve gerilimi {izerindeki
elektrokimyasal yanitin1 anlamak i¢in oncelikle, farkli pH degerlerine sahip sulu ya da
siirfaktan iceren sulu ¢ozeltilerde CV, SWV ve DPV teknikleri kullanilarak deneyler
gerceklestirilmistir. (Not: Bolim 3.1.2'de anlatildigt gibi Metformin'in  sudaki
¢cOziiniirligli iyt oldugu i¢in molekiiliin stok ¢ozeltileri analitik saflikta saf su

kullanilarak hazirlanmstir).
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4.3.1. Doniisiimlii Voltametri

Arastirmanin baglangicinda PG elektrot kullanilarak 5.51x10 M Metformin’in
0.1 M NaOH (Bazik ortam) ¢ozeltisinde (0.0 V) - (+1.4 V) - (0.0 V) tarama aralig1 ile
100 mVs' tarama hizinda, doniisimli voltamogramlari kaydedilmistir. ilgili
voltamogramlar Sekil 4.16'da verilmistir. Elde edilen voltamogramlar incelendiginde;
Metformin molekiiliiniin, ¢ozelti ortaminin pH degerine bagli olarak yiikseltgendigi
goriilmektedir. Asidik ve noétral bolgelerde, piklerin birbirinden iyi ayrilmadigi ve
belirginliklerinin ~ diisik oldugu gobzlemlemlenmistir. Ancak bazik bdlgede
voltomogramin  keskinligi Onemli Ol¢lide artmistir. Metformin  molekiiliiniin
yiikselgenmesinden sonra katodik bolgede gerilim taramasina devam edildiginde
caligilan gerilim araliginda herhangi bir indirgenme basamagina rastlanmamistir. Bu
gozlem, Metformin molekiiliiniin PG elektrotu iizerindeki yiikseltgenmesinin tiim pH

degerlerinde tam olarak tersinmez oldugunun gostergesidir.
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Sekil 4.17. 5.51x10° M Metformin’in 0.1 M NaOH iginde
doniisiimlii voltamogram '

! Elektrot; PG, gerilim tarama hizi; 100 mVs™. Noktali ¢izgi; destek elektrolit
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Sekil 4.17'de Analitik ¢alismalar i¢in en uygun ortam olan 0.1 M NaOH ¢ozeltisi
icerisinde 5.51x10° M Metformin molekiiliiniin aynt kosullarda iki dongiilii
voltamogrami gériilmektedir. Ik dongiide, pik gerilimi ve akimi sirasiyla +1.272 V ve
0.565 pA iken ikinci donglide bu degerler + 1.287 V ve 0.771 pA olarak belirlenmistir.
Bu olusum, molekiiliin yiikseltgenme tirlinlerinin elektrot yiizeyine kuvvetle adsorbe
oldugunun onemli bir gostergesidir. Bu nedenle elektrot etkinligi biiylik Olciide
azalmistir. Bununla birlikte PG elektrotunun tek-kullanimlik olmasi nedeniyle
caligmanin analitik boliimiinde tekrarlanabilir voltametrik yanit elde etmek agisindan

herhangi bir olumsuzlugun gergeklesmeyecegi aciktir.
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Sekil 4.18. 5.51x10° M Metformin’in 0.1 M NaOH
¢ozeltisinde iki dongiilii voltamogrami '

! Elektrot; PG, gerilim tarama hizi; 100 mVs™. Noktali ¢izgi; destek elektrolit
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4.3.1.1. Gerilim Tarama Hizinin Etkisi

Gerilim tarama hizinin Metformin molekiilii iizerine elektrokimyasal
yiikseltgenme etkisini arastirmak i¢in 5.51 x10~ M Metformin ¢dzeltisinin 0.1 M NaOH
cozeltisinde (0.0 V)-(+1.5 V)-(0.0 V) tarama araliginda, 0.0 V baslangi¢ geriliminde ve
25 - 700 mVs"' araligindaki gerilim tarama hizlarinda, doniisiimlii voltamogramlar
alinmig ve kaydedilmistir. Sekil 4.18 'de goriildiigii gibi hizin artmasiyla orantili olarak
yiikseltgenme basamaginin belirginliginin artmasindan dolay1 ¢alismanin devaminda
analitik sinyal olarak bu basamak secilmistir. Sekil 4.18'de verilen voltamogramlar
yardimiyla tespit edilen pik akimi (7,), pik gerilimi (E,) ve gerilim tarama hiz1 (v)

arasindaki iliski Cizelge 4.9 da verilmistir.

0F .
— 28
40 - 50
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— 200
<30 — 300
- — 400
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E 20 —— 600
— 700
10}
0 =
L 1 1 1 1 1 ' J
0 05 1 1.5 1 1.2 1.4
GERILIM,V GERILIM.V
50 F
40 -
§.30 -
5 20 +
10 +
0 -
0 05 1 156
GERILIM.V

Sekil 4.19. A) 5.51x10” M Metformin'in 0.1 M NaOH ¢bzeltisi icinde PG elektrot kullanilarak 1) 25,
2) 50, 3) 100, 4) 200, 5) 300, 6) 400, 7) 500, 8) 600, 9) 700 mVs™" gerilim tarama
hizlartyla elde edilen doniigiimlii voltamogramlari. B) A’nin biiyiitiilmiis seklinin bir
kesiti C) A ve B’nin birlestirilmis sekli
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Cizelge 4.9. Metformin voltamogramlarindaki, pik akimu ile pik gerilimi {izerindeki gerilim tarama

hizimin etkisi !

y (mVsh | W log v ip (RA) logi, E, (V)
25 5.00 1.40 2.75 0.439333 1.253
50 7.07 1.70 4.56 0.658965 1.206
100 10.00 2.00 6.85 0.835691 1.209
200 14.14 2.30 10.04 1.001734 1.240
300 17.32 2.48 13.26 1.122544 1.235
400 20.00 2.60 16.05 1.205475 1.255
500 22.36 2.70 18.56 1.268578 1.262
600 24.50 2.78 21.09 1.324077 1.258
700 26.46 2.85 22.95 1.360783 1.267

Cizelge 4.9'daki bulgulardan yarararlanarak gizilen Vv - Ip, v - 1, ve logv- logi, grafikleri Sekil

4.19'da verilmistir.

' Metformin konsantrasyonu, 5.51 x107 M; yontem, CV; destek elektroliti, 0.1 M NaOH, elektrot, PG
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Sekil 4.20. Metformin'e ait gerilim tarama hizi-pik akimu iligkisi !

! Metformin derisimi, 5.51x10° M; yontem, CV; destek elektroliti, 0.1 M NaOH ¢o6zelti ortamu, elektrot,
PG
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25 mVs'' ile700 mVs™ arahiginda pik akimi ve gerilim tarama hizi iliskisinden

bulunan dogrusallik denklemleri asagidaki gibidir:

i (A) = 0.9425 Wb (mVs') — 2.4776 r=0.997
1 _

iy (WA) = 0.0295 v (mVs ) + 3.4796 r=0.993

logi, = 0.6277 logy — 0.4265 r=0.999

Farkli tarama hizlarindan bulunan yiikseltgenme piki Sekil 4.18’de verilmistir.
Kontrollii bir diflizyon elektrot tepkimesi incelendigi zaman i, / Vv iliskisinin dogrusal,
i, / v grafiginin de iistel bir artig gdstermesi beklenmektedir. Ideal kosullarda;
adsorpsiyon kontrollii bir pikte; i,/v grafigi dogrusal ve logi,/logv grafiginin egimi ise 1
bulunur. Diflizyon kontrollii bir adsorpsiyon ger¢eklestiginde egim 0.5 ile 1 aralifinda
olmasi1 beklenir. Elektrot tepkimesi tamamen difiizyon kontrollii olursa egim 0.5 olur
(Laviron ve ark. 1980). Bu sonuglara gore; iV iliskisindeki dogrusallik bulgusu,
Metformin molekiiliiniin yiikseltgenme olaymin caligilan sartlarda difiizyon kontrollii

adsorpsiyon oldugunu ifade eder.

Diger taraftan, voltamogramlardan ve ¢izelgeden de goriildigii lizere; 25-700
mVs™ arasinda pik gerilimleri hafif bir sekilde negatif bolgeye dogru kaymistir. Bu
durum, tersinmez ya da yari-tersinir elektrokimyasal tepkimeler icin karakteristiktir

(Bard ve Faulkner 2000).

Sekil 4.20°de gorildigi gibi Ey/logy iliskisi, ¢alisilan gerilim tarama hizi
araliginda asagidaki gibi aciklanabilir (Laviron 1979).

E,(V)=0.0511logv (mVs") + 1.1201 (r = 0.998)

Tersinmez bir elektrot tepkimesi i¢in, E, ile v arasindaki iliskinin asagidaki

bicimde oldugu ifade edilir (Laviron, 1979).
E, = E’+ (2.303RT / anF) log (RTL"/ anF) + (2.303RT / anF) log v

Esitlikte bulunan a, yiik transfer katsayisinit ve n, yiikseltgenme / indirgenme
tepkimelerinde transfer edilen elektronlarin sayisii gosterir. R (8.314 J K mol™), T

(298 K) ve F (96480 C mol™) ise bilinen sabitlerdir. E, - log v iliskisindeki egim degeri
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0.0511olarak bulunmustur. Yukaridaki esitlikten yararlanarak an degeri 1.16 olarak
hesaplanmistir. Tamamen tersinmez elektrot tepkimesinde ¢ogu sistem i¢in, oo = 0.5
olarak alinabilir. Boylece, n = 2.32 (= 2) degeri bulunur. Bu deger, PG elektrot
ylizeyinde tersinmez olarak ilerleyen Metformin molekiiliiniin ylikseltgenme
tepkimesinde, molekiil basina 2 elektron aktarildigini gostermektedir. Elde edilen
verilere gore Metforminin yiikseltgenme mekanizmasinin Sekil 4.20'deki gibi oldugu ve
literatiirde Onerilen mekanizmalarla uyumlu oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12). Elde
edilen sonug, cams1 karbon elektrot kullanilarak Metforminin NaOH ¢o6zeltisi igerisinde

gerceklestirilen SWV tayini bulgulariyla uyumludur.

CHs CH3

I I

N N NH, 0.1 MNaOH N N NH
ch/ \ﬁ/ ~._. 2 . _ZH_ - H3C/ ~_. . \ﬁ/ 2, IIEO
N (0]

Z2——0O
Pt ]

H

Sekil 4.21. Metforminin olasi1 ylikseltgenme mekanizmasi

128 -
127 -
1.26 -
125 -
124 -

N
122 -
1.21 -
1.20 -
119 -

1-18 T T T 1
1.2 1.7 22 2.7 iz

LogV

Sekil 4.22. Metformin'e ait Log V/ Ep iliskisi '

¥y=0.0511x+1.1201
R*=10.9975

! Metformin derisimi, 5.51x107 M; yontem, CV; destek elektroliti, NaOH ¢ozeltisi (0.1 M); elektrot, PG
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4.3.2. Siyirma Voltametrisi

Yukarida elde edilen verilerden yola c¢ikarak, c¢alismanin bu asamasinda
Metformin molekiiliiniin elektrokimyasal yiikseltgenmesi, siirfaktan igeren ve
icermeyen sulu ¢ozeltilerde PG ve GC elektrotlar kullanilarak SWV ve DPV teknikleri

kullanilarak arastirilmistir.

4.3.2.1. Destek Elektroliti ve pH Etkisi

Voltametrik c¢aligmalarda analizi yapilacak bilesigin (analit) elektrokimyasal
davranisinin agiklanmasinda kullanilan destekleyici elektrolitinin derisimi ve pH degerinin
belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Caligma araliginin ¢ok genis olmasindan dolayr BR tamponu bu
tiir aligmalarda en ¢ok tercih edilen bir karma tampon ¢ozeltisidir. Ayrica dogru ¢alisma

araliklari secilme sartiyla fosfat ve asetat tampon ¢ozeltileride siklikla kullanilmaktadir.

Voltametrik teknikler arasinda SWV teknigi DPV teknigine gore daha hizli, daha
duyarli (dolayisiyla diisiik madde tiiketimi) ve elektrot yiizeyinin daha az kirlenmesi gibi

avantajlara sahiptir

Yukaridaki elde ettigimiz bilgilerden yola ¢ikarak, bu islem igin destek elektroliti
olarak belli pH araliginda Britton Robinson (BR) tampon (pH 2-12) ¢ozeltileri, degisik
pH’ lar da fosfat tampon (PBS) c¢ozeltileri (pH 2-3-7.4-9), Asetat tampon (ABS)
cozeltisi (pH 4.8), 0.1 M NaOH veya 0.1 M H,SO, ¢ozeltisi kullanilarak voltametri
yontemiyle miktar tayini gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alismada o6ncelikle en uygun
calisma teknigi, calisma elektrodu ve optimum calisma kosullarin1 belirlemek igin
Cizelge 4.10° da belirtildigi gibi her bir destek elektroliti SWV ve DPV teknikleri ile
hem Kalem ucu grafit elektrot (PG) hem de Camsi1 karbon elektrot (GCE) ile ayr1 ayri
calisilmistir.
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Cizelge 4.10. Yapilan ¢calismada kullanilan teknik, elektrot, ¢aligma ortami ve yapilan 6lgiimler

0.1 M H,SO, ¢bzeltisi
0.1 M NaOH c¢ozeltisi

Kullanilan Kullamlan  Calisma | Cahsma Ortanm | Yapilan Olgiimler
Teknik Elektrotlar: (Destek Elektrolit)
10 mL Destek Elektrolit
BR (pH 2-12) ( 1 6l¢iim)
Kalem Ucu PBS (pH 2-3-7.4-9) Destek elektrolit
Grafit Elektrot (PGE) ABS (pH4.8) ortaminda hazirlanmis 10
Tampon cozeltileri ile mL 5.51x10°M
0.1 M H,SO, ¢ozeltisi Metformin (3 6l¢lim)
0.1 M NaOH c¢ozeltisi
10 mL Destek Elektrolit
Kare Dalga BR (pH 2-12) (1 dlglim)
Voltametrisi Camsi Karbon Elektrot | PBS (pH 2-3-7.4-9) Destek elektrolit
(SWYV) (GCE) ABS (pH4.8) ortaminda hazirlanmig 10
Tampon ¢dzeltileri ile mL 5.51x10°M

Metformin (3 6lgiim)

Diferansiyel Puls
Voltametrisi
(DPV)

Kalem Ucu Grafit
Elektrot (PGE)

BR (pH 2-12)

PBS (pH 2-3-7.4-9)
ABS (pH4.8)
Tampon cozeltileri ile
0.1 M H,SO, ¢ozeltisi
0.1 M NaOH ¢ozeltisi

10 mL Destek Elektrolit
( 1 6lgiim)

Destek elektrolit
ortaminda hazirlanmigs 10
mL 5.51x10°M
Metformin (3 6l¢iim)

Camsi Karbon Elektrot
(GCE)

BR (pH 2-12)

PBS (pH 2-3-7.4-9)
ABS (pH4.8)
Tampon ¢ozeltileri ile
0.1 M H,SO, ¢bzeltisi
0.1 M NaOH ¢ozeltisi

10 mL Destek Elektrolit
(1 6lgiim)

Destek elektrolit
ortaminda hazirlanmig 10
mL 5.51x10°M
Metformin (3 6l¢iim))

Bu ¢aligmalar sonucunda elde edilen voltogramlar karsilastirildiginda tiim destek

elektrolitleri i¢cinde pH 2.0 — pH 10.0 araliginda akim sinyali ve pik goriilmemistir. Sekil

4.22de agik¢a goriildiigi gibi 5.51x10~° M Metforminin yiikseltgenmesi iizerine pH’nin

ve farkli destekleyici elektrolitlerinin incelenmesi sonucu PG elektrot {izerinde 0.1 M

NaOH ortaminda yiiksek sinyal ve iyi belirmis pikler elde edildiginden, en uygun ortam

oldugu goriilmektedir.

Elde edilen bu verilere gore; calisma teknigi SWV, calisma elektrodu PG ve
calisma ortami olarak da 0.1 M NaOH’in en uygun g¢alisma kosullar1 oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.21 ve 4.22).
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Sekil 4.23. SWV teknigi kullanarak PG ve GC elektrotlarin
karsilastirilmasi (Diiz ¢izgi PG, Kesikli ¢izgi GC)
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Sekil 4.24. 5.51x10° M Metformin’in PG elektrot yiizeyinde
BR 11, BR 12 ve 0.1 M NaOH destek
elektrolitleri iginde elde edilen SWV-AdSV egrileri
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4.3.2.2. Siirfaktan Yiikiiniin Etkisi

Metformin molekiiliiniin sulu ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal yiikseltgenmesinin
incelenmesinden sonra, belirlenen calisma kosullarinda anyonik (negatif yiiklii)
siirfaktan 0.1M SDS, katyonik (pozitif yiklii) strfaktan 0.1 M CTAB ve iyonik
olmayan siirfaktan 0.1 M TRITON’ un elektrokimyasal davranis iizerine etkisi
incelenmistir. siirfaktanlar1 ile ayr1 ayr asagidaki islemler yapilarak siirfaktan etkisi
aragtirildi. Bunun igin; 5.0x10° M siirfaktan bulunduran 0.1 M NaOH ¢ozeltisinde
SWV teknigi kullanilarak Metformin’in (5.51x10° M) PG elektrotu iizerinde
voltamogramlar1 kaydedilmistir. Siilfaktan etkisinin olup olmadigi asagidaki adimlar

takip edilerek aragtirilmistir.

I. 10 mL 0.1 M NaOH destek elektroliti (1 6l¢iim)
2. 10 mL 0.1 M NaOH + CTAB (500 nM) (3 6l¢tim)
3. 10 mL 0.1 M NaOH + Metformin (5.51x10°M) (3 6l¢iim)
4. 10 mL 0.1 M NaOH + CTAB + Metformin (3 6l¢lim)
CTAB ile yapilan islemlerin aynis1 SDS ve TRITON iginde tekrar edildi.
Yapilan bu ¢aligmada elde edilen voltamogramlar karsilastirildiginda siilfaktan etkisinin

olmadig tespit edildi (Sekil 4.23 ).
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Sekil 4.25. 5.51x10° M Metformin'in siirfaktansiz ya da siirfaktan (CTAB, TRITON, SDS,) igeren NaOH
icinde (0.1 M ) elde edilen SWV egrileri '

4.3.2.3. Biriktirme Kosullarimin EtKisi

Arastirmanin bu boliimiinde, Metformin molekiiliiniin PG elektrot iizerindeki
adsorptif karakteristikleri analiz edilmistir. 5.51x10 M derisimindeki Metformin i¢in
0.1 M NaOH cozeltisi icinde biriktirme (akiimiilasyon) zamani (f,) ile biriktirme

gerilimi (E,.) kosullarinin etkisi sekil 4.24'te verilmistir.

! Siirfaktan derisimi, 5.0x10~ M; elektrot, PG; SW degiskenleri: frekans; 25 Hz, adim gerilimi; 5 mV,
amplitiid; 20 mV
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Analitik sinyal lizerinde; t,.. etkisi, E,.. degeri 0.0 V'de sabit tutularak 0 ile 210 s
zaman araliginda incelenmistir. Siire arttik¢a pik akim sinyal siddetinde diisme oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglar, elektrot yiizeyinin analit molekiilii ile doygun hale
geldiginin gostergesidir. Diger taraftan, siyirma pik akim sinyal siddeti ile E,.. iliskisi,
tace = 0 s olmasi kosuluyla 0.0 V ile + 0.8 V gerilim araliginda analiz edildiginde; pik
gerilimi arttikca pik akiminin azaldigi gozlenmistir. Bdylece, analitik incelemenin

devaminda 7,.. = 0 s ve E,.. = 0.0 V olarak kullanilmasina karar verilmistir.

=

25

A 25| B
201 —0s
200 30 s
-i15 B0 s
- — 90 s
& T15- 120
= £ — 150 s
T, 10 | & 0L — 180 s
< — 210 s
5 51
oF 0 =
| X ) X i | i 1 | | 1 ]
0 0.5 0 0.5 1
Gerilim,V Gerilim,V

Sekil 4.26. 5.51x10° M Metformin’in 0.1 M NaOH ¢ézeltisinde elde edilen SWV egrileri iizerinde
biriktirme gerilimi (A) ile biriktirme siiresi (B) etkisi '

4.3.2.4. Kare Dalga Degiskenlerinin Etkisi

Elektrokimyasal calismalarda en hassas ve simetrik voltamogramlar1 elde etmek
amactyla en uygun cihaz degiskenlerini belirleyebilmek icin; kare-dalga amplitiidii,
(AE,,) adim gerilimi, (AE;) ve kare-dalga frekansi, (f) parametrelerinin pik akim sinyali
lizerine etkisi incelendi. Elektrokimyasal 6lgtimler 5.51x107 M MET derisimine sahip

0.1 M NaOH cozeltisinde PG elektrot kullanilarak yapilmistir.

Her degiskenin degeri belirlenirken; diger degiskenlerin degerleri sabit tutularak
belirlenen sartlarda voltamogramlar kaydedilmistir. SWV tekniginde tarama hizi;

Amplitiid, adim gerilimi ve frekans ile iliskilidir.

! Elektrot; PG, SW degiskenleri: frekans; 40 Hz, adim gerilimi; 8 mV, amplitiid; 50 mV
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Metformin i¢in farkli Amplitiid degerleri 0.1 M NaOH ¢ozeltisinde
gerceklestirilmistir. Ucer kez tekrar edilen deneylerden elde edilen SW akim degerleri

voltamogramlar1 Sekil 4.25°de verilmistir.

Amplitiild i¢in en iyl ¢alisma kosullarini belirleyebilmek amaciyla yapilan
deneylerde adim gerilimi (AE;) 10 mV, frekans1 ( f) 20 Hz olarak sabit tutulmustur. SW
akim egrilerinde Amplitiid degerleri (AE;, =10-90) mV arasinda calisilmig ve Sekil
4.25’de goriildiigli gibi Amplitiid degerleri 50 mV'ta kadar artarken sonrasinda
azalmistir.Elde edilen bu verilere gore Amplitiid i¢in en iyi ¢alisma kosullar1 50 mV

olarak elde edilmistir.

i f =20Hz
S0 AE. =10mV
[ somV
40 [ — 4pmV
[ — 60 mV
""E a0 Y
- | — somV
[ o) mV
20 — 30mV
' [ 20 mV
]_']'_ — 10mV
o & =
| | |

0 0.5 1
GERILIM.V

Sekil 4.27. 5.51x10° M Metformin’in 0.1 M NaOH
icinde PG elektrot yiizeyinde farkli amlitiid
SWYV akim egrileri

Metformin bilesigi i¢in en iyi adim potansiyeli degerini belirlemek igin
Amplitiid degeri (AE,,) 50 mV, frekans1 ( f) 20 Hz olarak sabit tutulmustur. SW akim
egrilerinde adim potansiyeli ( AE; ) 1-9 mV arasinda calisilmis ve elde dilen
voltamogramlar kaydedilmistir. Sekil 4.26’te goriildiigi gibi adim potansiyeli 8 mV'a
kadar diizenli bir sekilde artarken devaminda azlmistir. Bu sonuglara gore adim

potansiyeli i¢in en iyi ¢calisma kosulu 8 mV olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.28. 5.51x10° M Metformin’in 0.1 M NaOH ¢dzeltisi
icinde PG elektrot yiizeyinde farkli adim
potansiyellerindeki SWV akim egrileri

Metformin bilesigine ait yapilacak c¢alismalarda en 1yi frekans degerini

belirlemek i¢in Amlitiid degeri 50 mV, adim gerilimi 8 mV olarak sabit tutularak

caligmalar 10-100 Hz araliginda gergeklestirildi. Pikin sekli ve siddeti bakimindan 10 -

40 Hz arasinda artigin goriildiigii, 50 - 100 Hz araliginda pikin siddetinde artma olmakla

birlikte pikte yayvanlagsma ve bozulmalarin oldugu tespit edilmistir. Pik siddetindeki

artisa gore en iyi calisma sartlar1 40 Hz olarak tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.29. 5.51x10° M Metformin’in 0.1 M NaOH c¢ozeltisi icinde PG elektrot ylizeyinde farkli
frekanslardaki SWV akim egrileri '

4.4. Metformin'in Kalem-ucu Grafit Elektrot Uzerinde Tayini

Metformin molekiiliiniin PG elektrot kullanarak 0.1 M NaOH c¢ozeltisi i¢erisinde
optimum c¢alisma kosullarinda elektrokimyasal davraniglarinin - ayrintili  olarak
incelenmesinden sonra tez ¢alismasinin bu boliimiinde ilgili bilesigin ila¢ analizlerinde

ve biyolojik 6rneklerde (idrar 6rnegi) analitik uygulanabilirlik kosullar1 arastirilmistir.

4.4.1. Gelistirilen Teknigin Analitik Performans Ozelliklerinin Arastirilmasi

Sunulan tez c¢alismasinda PG elektrot kullanilarak gelistirilen voltametrik
teknigin analitik performans Ozellikleri (¢alisma araligi, tekrarlanabilirlik, hassasiyet),
destek elelektrolit ¢ozeltisi olarak 0.1 M NaOH ¢ozeltisinde arastirilmistir. Metformin
molekiiliiniin tayinine ait uygun voltametrik ve analitik sartlar Cizelge 4.11'de

verilmistir.

" A)10 Hz — 100 Hz aras1 frekans egrileri B) 10 Hz — 50 Hz aras1 frekans egrileri
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Cizelge 4.11. Metformin tayini i¢in voltametrik metot ile elde edilen en uygun deneysel ve aletsel

degiskenler
Teknik SWV
Elektrot PG
Destek Elektrolit 0.1 M NaOH ¢ozeltisi
Adsorptif styirma degiskenleri
Biriktirme potansiyeli (E,..) ov
Biriktirme siiresi (¢,..) 0s
Kare dalga degiskenleri
Frekans (f) 40 Hz
Adim potansiyeli (AE,) 8 mV
Amplitiide (AEy) 50 mV

Metformin standart ¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicreye belirli hacimde ilave
edildikten sonra Cizelge 4.11.’de verilen optimun ¢alisma kosullarinda voltamogramlar
(¢ defa tekrar edilerek) kaydedilmistir. Her ilaveden sonra egriler lizerinde +1.078 V
degerindeki SWV yanit degerlendirilmistir. Ilgili voltamogramlar ile derisim / pik
akimsinyal siddeti iliskileri Sekil 4.28'de verilmistir.

Sekil 4.28 B'de verilen analitik egri, 2.76x10° — 2.48x10° M konsantrasyon
araliginda [i, (nA) = 0.1916 C (uM) - 0.2858 (r = 0.9988, n = 9)] dogrusal bir cevap
vermektedir. Esitlikteki i, adsorptif styirma piki, C Metformin derisimi ve r korelasyon

katsayisidir.

Analitik egrilerin kullanilmasiyla bulunan verilerden yararlanarak gozlenebilirlik
smirt (LOD) 3 s/m ile en diisiik tayin st (LOQ) 10 s/m esitliklerine gore
hesaplanmistir. Esitliklerde bulunan s, dogrusallik araliginda olan en disiik
konsantrasyona denk gelen pik akim siddetinin (3 Ol¢iimiin ortalamasi) standart
sapmas1, m ise kalibrasyon esitliginin egim degerini gostermektedir. LOD ile LOQ

degerleri sirastyla 9.03x10° M ve 3.01x10™® M olarak bulunmustur.

Yapilan caligmalarda elde edilen verilerde goriildiigii gibi PG elektrota hicbir
kimyasal modifikasyon islemi uygulanmadan, Metforminin oldukca diisiik
derisimlerinde dahi ¢ok iyi sonuclar elde edilmistir. Elektrodun elektrokimyasal 6n
islemi, diger yiizey modifikasyon islemlerine gore olduk¢a hizli, basit ve ucuz olmasiyla
birlikte hi¢ bir toksik ve kimyasal maddeye ihtiyag duyulmadan ¢alisilmas1 yoniiyle de
cevre dostudur. Yaptigimiz literatiir taramasina gore PG elektrot kullanilarak
Metformin'in voltametrik yOntemle miktar tayini iizerine kaynakg¢ada bugiine dek

yapilan higbir ¢aligma yer almamaktadir. Ik kez tarafimizdan gelistirilen voltametrik
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yontemin duyarlilik acisindan analitik performansi, Cizelge 2.2'de verilen ayirma

yontemlerinin bir kismui ile kiyaslanabilir diizeydedir.

Cizelge 4.12. Farkli numunelerden MET analizine uygulanan voltametrik yontemlerden elde edilen
yontemler ile elde edilen analitik degerlerle

verilerin PG elektrot kullamlarak farkl

kargilagtirilmasi
Elektrot | Teknik | Destek Caligma LOD Ornek Kaynak
elektrolit araligi (umol | (mM/nM)
L-1)
CuMW/C | SWV BR (pH7.2) 0.9-50uM | 0.65uM flag Tian ve
NT/PE ark. 2006
MWCNT/ | SWV NH;-H,0- 02-10pM | 67nM Ilag Tian ve
PE NH,CI (pH ark. 2007
8.9)
CPE Amper | NaOH (100 4.0-63 uM 045 uM Idrar,Kan serumu | Sattarahm
ometric | mM) ve anne siitli adya ve
ark. 2010
CPE DPV PBS (pH 12.0) | 50 nM - 60 9nM Ilag ve idrar Gholivan
uM d ve ark.
2013
GCE (6% TBAH(0.1 M) Ghasemi
ve ark.
2014
PYCPE | DPV BR (pH2.0) 0.8 -6 uM 0.0663 uM | Ilag ve idrar Attia ve
Pyrogallol ark. 2014
(PY)
Cu-BTC/ | CV KOH (0.1 M) 0.5 uM -- 0.12 uM Ilag Hadi ve
CNT 25 uM ark. 2016
GCE CV PBS (pH9.0) 15-200 uM | 0.076 uM Yagmur suyu Baghayer
i ve ark.
2019
PG SwWv NaOH (0.1 M) | 2.76- 24.8 | 9.03 nM Ilag ve idrar Bu
uM Caligma

Gelistirilen voltametrik yontemin Metformin i¢in tekrarlanabilirlik diizeyini

belirlemek i¢in PG elektrot ve 0.1 M NaOH ¢ozeltisi icerisinde 13.775 x10° M derisime

sahip ¢ozeltiler, en uygun deney sartlarinda hazirlandi. Metformin i¢in bu ¢ozeltilerin

giin i¢inde 9 defa styirma voltamogramlar1 kaydedilmistir. Bu voltamogramlar tizerinde

yiikseltgenme pik akimi ve gerilim degerleri okunmus ve elde edilen degerler giin-i¢i

kesinlik olarak kabul edilmistir. Elde edilen verilere gore ylikseltgenme pik akimi ve

gerilimi i¢in bagil sitandart sapma degerleri, sirasiyla % 1.20 ve % 0.48 olarak

belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, calisma kosullar1 altinda PG

elektrotunun tekrar edilebilirliginin ¢ok iyi oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.30. A) Metformin[ 1) 2.755, 2) 5.51, 3)8.265, 4)11.02, 5) 13.775, 6) 16.53, 7)
19.285, 8) 22.04, 9) 24.795 uM] igeren NaOH (0.1 M) ¢ozeltisi igerisinde
kaydedilen SWV egrileri '

4.4.2. Gercek Ornek Analizleri
Gelistirilen teknigin gercek numuneler {izerinde performans oOzelliklerini
dogrulamak amaciyla, ticari ilag sekilleri ve biyolojik sivi (idrar) numuneleri iizerinde

caligilmistir.

4.4.3. Enjektabl Cozeltiler

Teknigin ticari ilag formuna uygulama asamasinda eczanelerden alinan her bir
film kapli tablet 1000 mg Metformine esdeger GLIFOR® 1000 mg film tablet
kullanilmigtir. Boliim 3.3.1.1'de anlatildigi sekliyle hazirlanmis tablet c¢ozeltilerinin
voltamogramlar1 standart maddeler i¢in hazirlanan sartlarda kaydedilmistir. Tablet
analizine ait voltamogramlar ile standart Metformin’e ait voltamogramlar
kiyaslandiginda egrilerin birbiriyle uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir. Voltamogramlar
lizerinde okunan yiikseltgenme pik akim degerleri, kalibrasyon egrilerindeki yerlerine
yerlestirilerek tabletlerin icerdigi Metformin miktarlari hesaplanmistir. Bu degerler ile

gergek degerler karsilastirilmistir. Gelistirilen teknigin dogruluk ve kesinligini kontrol

! Elektrot; PG. SW degiskenleri: frekans; 40 Hz, adim gerilimi; 8 mV, amplitiid; 50 mV. Kesikli ¢izgi;
destek elektrolit. Ek (B): i, / Cyetformin €8risi.

84



Yalcin ALTUNKAYNAK

etmek i¢in geri kazanim ¢aligmalari1 yapilmistir. Bu islem i¢in, ayni enjektabl ¢ozeltisine
standart Metformin ¢ozeltisinden dogrusallik smirlarimi gegmemek sarti ile ard arda
ilaveler yapilmis ve her ilaveden sonra voltamogramlar yeniden kaydedilmistir. Pik
akimlariin 6l¢iimii hem orijinal enjektabl ¢ozeltisinde, hem de ardisik ilavelerden sonra
yaptlmistir. Daha sonra enjektabl ¢o6zelti numunesine eklenen saf maddenin ne
kadarinin tayin edilebildigi hesaplanmistir. Voltametrik teknikle gerceklestirilen analiz
sonuglar1 ¢izelge 4.13'te verilmistir. Sonuglar, %96- %110 arasindaki kazanimla PG
elektrotu iizerinde gelistirilen voltametrik yontemin dogrulugunun bilimsel agidan

gecerli oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.13. Metformin igeren tabletlerde voltametrik yontem analiz bulgulari

Eklenen (uM) Bulunan(pM) Geri Kazamim *(%) = %BSS
2.755 3.036 110.199 + 4.46
5510 5.879 106.696 + 3.91
8.265 8.196 99.165 + 6.69
11.020 10.997 99.791 + 5.97
13.775 13,344 96.871 +2.79
16.530 17.003 102.861 + 1.87
19.285 19.296 100.057 + 2.85
22.040 22.271 101.048 + 1.68
24.795 24.600 99.213 + 1.59
4.4.4. idrar Ornekleri

Metformin tayini i¢in tek kullanimlik PG elektrot {izerinde gelistirilen
voltametrik teknigin yiiksek duyarlilifa ve tekrarlanabilirlige sahip olmasi nedeniyle,
idrar Ornegi gibi karmasik matris ortamlarinda (su, tuz ve biyomolekiiller icerir) da

kullanilma kosullar1 arastirilmistir.

'Her bir tablet 1000 mg Metformin igerir.

2 . ..
Sonuglar, {i¢ analizin ortalamasidir
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Deneylerin baslangicinda, Bolim 3.3.1.2'de anlatilan yol izlenerek hazirlanmig
ve Metformin eklenmemis idrar Orneklerinde (kor oOrnek) voltamogramlar destek
elektroliti ¢ozeltisi (0.1 M NaOH) igerisinde alinmistir. Cozeltilerde Metformin
sinyalinin gozlendigi gerilim araliginda idrarda bulunan biyomolekiillere (iirik asit,
askorbik asit, dopamin) ait hicbir ylikseltgenme basamagi gozlenmemistir. SWV
yontemi ile idrar numunelerinde iirik asit piki NaOH (0.1 M) ¢ozeltisi igerisinde

yaklagik olarak +0.80 V dolayinda belirlenmistir.

Metformin ilave edlmis idrar 6rnegi, higbir karmasik 6n islem ve ayirma teknigi
kullanilmadan yalnizca santrifiij sonrast belirlenen destekleyici elektrolit ile
seyreltilerek analiz edilmistir. Elde edilen siyirma voltamogramlari Sekil 4.29'da
goriilmektedir. Yaklasik +1.14 V dolayinda gozlenen pik, her Metformin standart
eklenmesi sonunda diizgiin olarak artmistir. Cizelge 4.10'da goriildiigii gibi, bulunan
degerle idrara katilmis Metformin derisimi arasindaki uyum Onerilen teknigin

Metformin'in idrar numunelerinden de dogru olarak tayin edilebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.31. A) idrar 6rneginin 0.1 M NaOH igerisinde kaydedilen SWV egrileri [(seyrelme orani
1:100 (Wh)] !

' Metformin eklenmemis (kesikli ¢izgi), 1) 2.755x10°° M Metformin eklenmis, (2-7) 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5
pL standart eklemeler sonrast (Cyietormin = 5.51% 10° M). ). Elektrot; PG. SW degiskenleri: frekans; 40 Hz,
adim gerilimi; 8 mV, amplitiid; 50 mV. (B) Standart ekleme metoduyla analiz sonucu
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Cizelge 4.14. Metformin eklenmis idrar 6rneginde voltametrik analiz bulgular

Eklenen (uM)' Bulunan(uM)' Geri Kazamm (%) BSS (%) Bias (%)
2.755 2.711 98.403 2.92 +1.597
5.510 5.652 102.577 2.13 -2.577
8.265 8.152 98.633 2.70 +1.367
11.020 11.506 104.410 2.57 -4.410
13.775 13.231 96.051 4.96 +3.949
16.530 16.473 99.655 1.76 +0.345
19.285 18.889 97.946 1,32 +2.054

4.4.5. Metformin Uzerine Girisim Cahsmasi

Gelistirilen voltametrik yontemin duyarlilik, dogruluk ve tekrar edilebilirlik
sonuclar1 oldukca iyi oldugu i¢in viicutta olmast muhtemel olan tiirlerin Metformin
tayini iizerindeki etkisini arastirmak i¢in bir girisim g¢alismasi yapilmistir. 5.51 mM
Metformin derisimi sabit tutularak optimum c¢alisma kosullarinda metformin
derisiminin 10 kat1 olacak sekilde girisim yapan tiirler ilave edilerek voltamogramlar
kaydedildi. Bu amagla, dopamin, iirik asit, gibi biyolojik molekiiller ile NaCl, CaCl,
gibi molekiiller incelenmistir. Tolerans sinir1, maksimum + %5'lik bir nispi hatayla
sonu¢lanan maksimum yabanci tiir konsantrasyonu olarak alinmistir. Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.30°da verilen sonuglardan goriildiigii gibi Co™, Cu** ve Ni** hari¢ biyolojik
stvilarda 0.1 M NaOH ortaminda gelistirilen voltametrik yontemin PG elektrot tizerinde

metforminin segici olarak tayin edilebilecegini gostermistir.

'Standart ekleme yontemiyle hesaplanan deger, ayn1 6rnegin farkli ii¢ bagimsiz analizinin ortalamasidur.
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Sekil 4.32. Metformin’in Cu(II), Ni(Il) ve Co(II) ile karigim halinde 0.1 M

NaOH ortaminda PG elektrot ile SWV egrileri

Cizelge 4.15. 5.51 mM Metformin’in 0.1M NaOH i¢inde PG elektrot kullanilarak gergeklestirilen
girisim toleransi

Madde Tolerans seviyesi orani (yabanct madde Metformin) + % Hata
Na* 10:1 34.17
Mg™ 10:1 0.48
Ca™ 10:1 24.92
P 10:1 -

Fe’* 10:1 -

Co™* 10:1 101.76
Cu™* 10:1 98.97
Ni** 10:1 87.61
Urik asit 10:1 12.53
Dopamine 10:1 19.33
Epinefrin 10:1 3.77
Norepinefrin 10:1 5.01
Testesteron 10:1 60.81
Progesteron 10:1 26.41
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5. SONUC VE ONERILER

"Kaynak arastirmasi” boliimiinde agiklandigi tizere, Vildagliptin ve Metformin
molekiillerinin voltametrik tayinine yonelik Boliim 2.1.6.’da 6zetlenen ve cizelge 4.5’te
verilen; Vildagliptin ile ilgili kaynakcada elektrokimyasal temelli tek bir makale
bulunmaktayken Metformin ile ilgili (Cizelge 4.11.) sinirla sayida c¢aligmaya
rastlanmistir. Yapilmis olan bu elektrokimyasal ¢alismalarda; yiikseltgenme temelli
siirecte, farkli elektrot (CuMW/CNT/PE, MWCNT/PE, CPE, GCE, PYCPE, Pyrogallol
(PY),Cu-BTC/ CNT) ve teknikler (SWV, Amperometric, DPV, CV) kullanarak
biyolojik sivi ve ilaglarda Vildagliptin ve Metformin molekiillerinin miktar tayini

gerceklestirilmistir.

Bu tez kapsaminda sunulan arastirmada, farkli destek elektrolitleri kullanilarak
sulu karbon-temelli malzemeler (GC ve PG elektrotlar) lizerinde Vildagliptin ve
Metformin molekiillerinin yiikseltgendigi ayrintili olarak gosterilmistir. Calismada elde
edinilen sonu¢ Vildagliptin ve Metformin gibi molekiillerin yiikseltgenme
mekanizmalarmin belirlenmesinde yol gdsterici olmasi bakimindan oldukg¢a 6nemlidir.
Ayrica bu molekiiller i¢in ilk defa kullanilan voltametrik yontemlerin; genel olarak
benzer yapili tim antidiyabetik ilaglarin biyolojik orneklerdeki tayinlerinde oldukca
fazla kullanilan ve ¢izelge 2.2°de 6zetlenen maliyeti yiiksek, zaman alici, deneyim ve
tecrilbe gerektiren HPLC, UV, Elektroforez, FTIR gibi yontemlere alternatif olacag:

diistiniilmektedir.

Bu tezin deneysel asamasinda, ¢alisma elektrodu olarak ilk defa kullanilan PG
elektrot, herhangi bir kimyasal islem uygulanmaksizin Vildagliptin ve Metformin
molekiillerinin oldukc¢a diislik derisimlerinin belirlenebilmesine olanak saglamistir. PG
elektrodun aktivasyonu ile elektrot ylizeyi aktiflesir ve hedef analitin yiikseltgenme /
indirgenme olayinda elektrodun elektrokatalitik etkinligi artirmaktadir. Bu
elektrokimyasal aktivasyon islemi; olduk¢a hizli, diisiik maliyetli, kolay ve toksik
kimyasal madde igermedi icin cevre dostu, elektrokimyasal bir 6n islemdir. Tek-
kullanimlik, ekonomik ve c¢evre-dostu PG elektrotun kullanilmasi ile gelistirilen
yontemlerin, yalmizca Vildagliptin ve Metformin i¢in degil tiim antidiyabetik ilaglarin
miktar tayinlerinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Vildagliptin

ve Metformin molekiillerinin idrar ve farmasoétik ilag sekillerinde tayini i¢in Onerilen
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elektrokimyasal c¢alismalar; cizelge 4.5. ve cizelge 4.11°de Ozetlenen caligmalarla
karsilastirildiginada elde edilen duyarlilik sonuglarmin ya ¢ok yakin ya da daha iyi
oldugu goriilmektedir. Ayrica tarafimizdan ilk defa gelistirilen bu voltametrik teknigin
analitik performansi, ¢izelge 2.2’de verilen kromatografik ve spektroskopik teknikler ile

karsilastirilabilir diizeydedir.

Vildagliptin i¢in PBS (pH 9.0) ortaminda, Metformin i¢in 0.1 M NaOH
ortaminda LOD degerleri sirasiyla 8.20 nM(2.48 ng mL'l) /9.03 nM (1.495 ng mL'l)
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglarin gelecekteki arastirmalar i¢in umut verici oldugu

goriilmektedir.
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