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ONSOZ

Giliniimiiz ilag piyasasinda kullanimda olan ilaglarin yarisindan fazlasi kiral
bilesikler igermektedir. Ayni molekiil sekline sahip bu bilesikler farmakolojik,
farmakokinetik ve toksikolojik agidan birbirlerinden farkli etkiler gostermektedir.
Kiral ayirim i¢in kullanilan tekniklerin ¢ogu, pahali enstriimantasyon, karmasik
numune On islemi veya zaman alic1 bir islem gerektirir. Bu ¢alismada kiral bilesik
enantiyomerlerinin analizi i¢in molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral
sensoOr gelistirilmigtir. Gelistirilen yontemlerin biyolojik numunelere ve piyasa

preparatlarina uygulanabilirligi de arastirilmistir.

Lisans ve doktora egitimim boyunca beni her zaman destekleyen, biiyiik bir
sabirla tiim bildiklerini bana aktarmaya calisan, biitiin laboratuvar imkanlarini sunan,
her giin yeni bilgiler 6greten, olumsuzluklar karsisinda beni stirekli cesaretlendiren,
ufkumu ve bakis agimi degistiren, gosterdigi sabir ve anlayisi nedeniyle danismanim
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1. GIRIS

1.1. Giris ve amac

Gliniimiiz ilag piyasasinda kullanimda olan ilaglarin yarisindan fazlasi kiral
bilesikler igermektedir. Ayni molekiil sekline sahip bu bilesikler farmakolojik,
farmakokinetik ve toksikolojik agidan birbirlerinden farkli etkiler gdostermektedir.
Genellikle, enantiyomerlerden biri hastalik tedavisinde etkili olabilir ve kiral tanima
stirecinde istenen Ozellikleri sergileyebilirken, digeri etkisiz olabilir veya hatta ciddi
yan etkilere ve toksisiteye neden olabilir. Bu sebeple, rasemik karisimlardaki
istenmeyen enantiyomerin uzaklastirilmasi, gerek klinik agidan gerekse ilag endiistrisi
acisindan ¢ok biiylik dnem tagimaktadir. Kiral ayirim i¢in kullanilan tekniklerin ¢ogu,
pahali enstriimantasyon, karmasik numune on islemi veya zaman alici bir islem
gerektirir. Gliniimiizde, elektrokimyasal sensor, yiiksek duyarlilik, hizli yanit ve
gorece basitlik avantajlariyla, kiral tanima i¢in umut verici bir yaklagim olarak dikkate

deger bir ilgi gbrmiistiir.

Bu amacla aragtirma onerisinde kiral bilesik enantiyomerlerinin analizi i¢in
molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral sensor gelistirilmesi amaglanmustir.
Bu arastirmada tizerinde calisilmasi planlanan ilag etken maddeler (1S,2S)-
psodoefedrin  ((1S,2S)-PSDO), esomeprazol (ESOM) ve essitalopram (ESCIT)
enantiyomerleridir. Bu tez arastirmasi ile segilen ilag¢ etken maddelerinin tayini igin
secici, hassas, duyarli, hizli ve tamamen valide edilmis elektrokimyasal analiz
yontemlerinin  gelistirilmistir. Tez arastirmasi konumuz olan kiral ilaglarin
enantiomerlerinin molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral sensorle tayin
edilmesi ile saglik alaninda ¢ok onemli gelismeler saglanacaktir. Tez arastirmasinda
kullanilacak maddelerle ilgili elektrokimyasal kiral sensor caligmalarinin yapilmamis
olmast c¢alismanin Ozgilinliglinii ortaya koymaktadir. Bu maddelere 6zgii
elektrokimyasal kiral sensor gelistirebilmek literatiire onemli katkilar saglayacaktir.

Hem molekiiler baskilama teknigi hem de elektrokimysal yontemler sayesinde daha az



madde kullanarak, daha segici ve hassas ve daha ¢evreci sensorlerle analizler

gerceklestirilmistir.

1.2. Kiralite

Pasteur'iin optik izomerleri ayirmasi ile organik kimya ve biyokimya alaninda
onemli olan bir kimyasal yap1 alan1 agilmistir. Pasteur'iin basarisi, kiralite kavramini
ortaya ¢ikarmanin temelini olusturdu. Pasteur'iin zamaninda "kiralite" kelimesi yoktu.
Pasteur “dissimetri” kelimesini kullandi. Lord Kelvin ve William Thompson, “kiral”
ve “kiralite” kelimelerini 1884 yilinda tanitti. "Kiral" ve "kiralite", "el" anlamina gelen
Yunanca "cheir" kelimesinden klasik bir tiiremistir. Insan eli (ve ayaklar) ciftleri,
Kelvin'in geometrik tipinin en yaygin ve belirgin drnekleridir; bunlar birbirlerinin ayna
goriintiileridir, “6zdes zithiklar’dir. Kiralite ile yakindan iliskili olan "enantiomorph"
kelimesi, Yunancadan tiiretilen "zit bicim" (enantios morphe) anlaminda tam da bu

0zl yakalar (Mauskopf, 2006; Gal, 2011; Gerlach, 2013).

Sekil 1.1. Elin ayna goriintiisii ve bunun molekiiler diizeyde 6rneklenmesi.

Gilinlimiizde enantiyoayirim i¢in analitik yontemler ve sensorler gelistirmenin
onemi kimya ve ilag endiistrisinde iyi bilinmektedir. Bu amagla elektrokimyasal ve
optik sensorler, yiiksek performansli sivi kromatografisi, kilcal elektrokromatografi,
kilcal elektroforez ve siiperkritik sivi kromatografisi gibi ¢esitli yontemler

kullanilmaktadir (Chankvetadze, 2012).



Ayni molekiil formiiliine sahip farkli bilesiklere yaygin olarak izomer denir ve iKi
ana gruba ayrilabilir: Yap1 izomerleri ve stereoizomerler. Yap1 izomerleri, atomlarin
farkli bir diizende baglanmasi nedeniyle farklilik gdsteren izomerlerdir, diger yandan
stereoizomerler, atomlarinin uzaydaki diizeniyle farklilik gosterir. Stereoizomerler
ayrica iki ana sinifa, geometrik ve optik izomerlere ayrilabilir. Optik izomerler baslig1
altinda enantiyomerler ve diastereomerler incelenir. Enantiyomerler, molekiilleri
birbirinin ayna goriintiisii olan ancak ortliigmeyen stereoizomerlerdir. Diastereomerler,
molekiilleri birbirinin ayna goriintiisii olmayan stereoizomerlerdir. Enantiyomerler
sadece molekiilleri kiral olan bilesiklerde goriliir. Bu molekiillerin en iyi bilinen
ornegi, tetrahedral karbon atomuna bagli dort farkli grup iceren molekiillerdir.
Asimetrik merkez (stereo merkez) olmak sadece karbonun bir 6zelligi degildir, fosfor,
kiikiirt ve azotun asimetrik bir merkez olarak bulundugu kiral bilesikler mevcuttur
(Mislow ve Siegel, 2002).

i: Aymi molekiil formiiliine

sahip bilesikler
Aym atom {izerinden Farklh atom baglanulan
baglanirsa varsa
o
Tekli bag etrafinda Kolaylikla dénemeyen
dénen

Konformasyonel
Izomer veya rotamer
Kiral merkezle (Optikge inaktif) Kiral merkezler (Optikge aktif)

1
Kir:il olmayan K.ix!a]

ot o e
) | Enantyomer |

HyC Cis, Trans
] m\ E.Z) izomen

Hy,C
’ cisandtransisomers C 13

Konfigtirasyonel

1Zomer

Sekil 1.2. Izomerlerin siniflandiriimast.



Kiralite olgusu, doganin ve insanligin bir¢ok alaninda mevcuttur. Enantiyomerler
olarak da bilinen kiral molekiiller, atomlarin uzaydaki yapisinin ve yerlesiminin
birbirinin ayna goriintiisii oldugu ve ortiismedigi bir ¢ift molekiilii ifade eder. Yan
zinciri H olan glisin harig, dogal proteinleri olusturan yirmi amino asidin tiimii kiraldir.
Kiral molekiiller bir¢ok aktif bilesende bulunur ve farmasotik gibi birgok endiistri igin
biiylik ilgi gormiis akademik olarak heyecan verici ve ilging bir konudur. Bugiin
piyasada bulunan ilaglarin yarisindan fazlasi kiral bilesikler icermektedir. Rasemik
karisimlarda, ozellikle ilaglar i¢in, her enantiyomer biyolojik aktivitelerinde
farmakolojik, toksikolojik, farmakokinetik ve metabolik farkliliklar gdsterir. Bu
farkliliklar bir enantiyomerde iyilestirici bir etki olarak goriinse de, ayni1 bilesigin diger
enantiyomeri mutajenik etkileri mevcut olabilir. Biyolojik aktivitedeki farkliliklarla
ilgili bircok dramatik ve hatta 6liimciil zararin 6rnekleri mevzuatta bulunmaktadir

(Bentley, 2006; Altshuler ve ark., 2013; Engel, 2020).

laclar arasinda kiralitenin énemini ve genellikle &liimciil etkilerini gdsteren
trajik bir 6rnek, 1950'lerde meydana gelen talidomid vakasidir. Talidomid, kararsiz
olan ve iki enantiyomerin bir arada bulunmasina izin veren kiral bir karbona sahiptir.
Bir tablet olarak {iretilmistir ve hamile kadinlara sabah bulantilarin1 gidermek i¢in
recete edilmistir. Ancak ilacin Ongoriilemeyen bir yan etkisi, anomalilerle dogan
binlerce bebegin dogmasina neden oldu. Ancak daha sonra, talidomidin S-
enantiyomerinin teratojen oldugu, R-enantiyomerinin yatistirict olarak hareket ettigi
ve anne ile fetiis arasindaki plasenta bariyerini gecerek dogustan deformitelere neden
oldugu kesfedildi. ilag o zamandan beri tiim diinyada piyasadan ¢ekildi. Ilacin yarattig1
anomalilerle yaklasik 50 iilke ve 10.000'den fazla bebek diinyaya geldi ve bunlarin
biiyiik ¢ogunlugu yiiksek 6liim orani nedeniyle yetiskinlige ulasamadan vefat etti.
Talidomid trajedisi, kiral ilaclarin 6nemini anlamada ana faktordii ve ilag iireticilerini
tek enantiyomer igeren ilaglarin {iretimine yonlendirdi (Islam ve ark., 1997; Kim ve
Scialli, 2011; Chhabra ve ark., 2013; Gandhi ve ark., 2020).

Genel olarak, enantiyomerlerden biri hastaliklarin tedavisinde aktif olabilir ve
tanima iglemi sirasinda istenen 6zellikleri gergeklestirebilir. Digeri aktif olmayabilir,

hatta ciddi yan etkilere ve toksisiteye neden olabilir. Bu nedenle rasemik karisimlarda



istenmeyen enantiyomerin uzaklastiritlmasi hem klinik hem de farmasétik endiistriler
i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Islam ve ark., 1997; Chhabra ve ark., 2013; Gandhi ve
ark., 2020).

Bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan farmasoétik aktif maddelerin rasemik
oldugu disiiniildiigiinde, bu bilesiklerin enantiyomerlerinin her birinin hassas
analizlerinin  yapilmast ve bu enantiyomerlerin farmakolojik etkilerinin
degerlendirilmesi onemlidir. Bu sayede hastalara daha etkin bir tedavi yaklagimi
uygulanacak ve gereksiz yabanci maddeler viicuda daha az girecek ve yan etkiler
azaltilacaktir. Enantiyomerik olarak saf ilaglarin gelistirilmesi, rasemik ilaglarin etkin
bir sekilde ayristirnlmast ve analiz yOntemlerinin gelistirilmesi  giiniimiiz
arastirmalarinda ve gelecekte ¢cok 6nemlidir (Islam ve ark., 1997; Chhabra ve ark.,
2013; Gandhi ve ark., 2020).

Diinyada bir¢ok iilkenin diizenleyici yonergeleri incelendiginde, bir
enantiyomerin diger enantiyomere ait bir safsizlik olarak nitelendirildigi agiktir. Bu
nedenlerle hem ilag¢ endiistrisinde hem de klinik ¢alismalarda kiral ayirma yontemleri
giderek onem kazanmaktadir. Istenmeyen enantiyomerler rasemik formiilasyondan
uzaklastirildiginda dogru tedavi yaklagimini saglamak miimkiindiir. Ayni zamanda, en
onemli kiral maddeler biyoiliskili molekiillerdir ve bunlarin algilanmas1 biyoloji,
biyoteknoloji ve eczaciliga biiylik Olglide katkida bulunur (Chankvetadze, 2013;
Chhabra ve ark., 2013).

Kiral ayirim i¢in kullanilan tekniklerin ¢ogu, pahali enstriimantasyon, karmagsik
numune On islemi veya zaman alic1 bir islem gerektirir. Glinlimiizde, elektrokimyasal
sensor, yiiksek duyarlilik, hizli yanit ve gorece basitlik avantajlariyla, kiral tanima i¢in

umut verici bir yaklagim olarak dikkate deger bir ilgi gérmiistiir.



1.3. Tez kapsaminda kullanilan etken maddelerle ilgili bilgiler

1.3.1. Psodoefedrin ve enantiyomerleri

Efedrin iki kiral merkeze sahiptir ve bu nedenle dort stereoizomer seklinde var
olabilir: 1R,2S-(-)-efedrin, 1S,2R-(+)-efedrin, 1S,2S-(+)-psédoefedrin ((1S,2S)-
PSDO) ve 1R,2R-(-)-psddoefedrin ((1R,2R)-PSDO) (Sekil 1.3.). Psddoefedrin
(PSDO), sempatomimetik 6zelliklere sahip bir efedrin diastereomeridir. PSDO'nun
vazokonstriktor aktivitesi ve sempatik sinir sistemi etkileri efedrine gore daha diisiik
olmasma ragmen efedrine benzer etkileri vardir. Bununla birlikte, yalnizca iki
stereoizomerin: 1R,2S-(-)-efedrin ve (1S,2S)-PSDQ'in efedra gibi dogal kaynaklarda
bulunduguna inanilmaktadir (Iwanicki ve ark., 1999; Kasprzyk-Hordern ve Baker,
2012).

(1R,2S)- EFEDRIN (1S,2R)- EFEDRIN
OH OH
(R
SN AN

(1S,2S)- PSDO (1R,2R)- PSDO

Sekil 1.3. 1R,2S-(-)-efedrin, 1S,2R-(+)-efedrin, (1S,2S)-PSDO ve (1R,2R)-PSDOQO’in
kimyasal yapisi.

(1S,2S)-PSDO dekonjestan olarak kullanilir. PSDO’in dekonjestan etkisi ilk

olarak 1927'de kopeklerde gozlenmistir. PSDO, burun mukozasi dahil olmak iizere



kan damarlarinda vazokonstriksiyona, kan igeriginde azalmaya ve biiziilmeye neden
olur. Ote yandan, PSDO bronkodilatasyona neden olabilir ve hava akimina direnci
azaltabilir. PSDO genellikle soguk alginligi ve grip tedavisi i¢in ates diisiiriicii ilag ve
alerjik reaksiyonlarin azaltilmasi i¢in antihistaminikler ile birlikte alinir. PSDO, idrar
pH'ina gdre 4-6 saatlik bir eliminasyon yar1 dmriine sahiptir. Yart émriin eliminasyonu
idrar pH <6'da azalirken, idrar pH>8'de artar (Kanfer ve ark., 1993; Ma, Bavadekar ve
ark., 2007; Schwelm ve ark., 2020).

(1R,2R)-PSDO, esas olarak asimetrik sentez igin kiral bir yardimci olarak
kullanilan bir efedrin enantiyomeridir. (1R,2R)-PSDO, karsilik gelen ikincil alkole yol
acan aldehitlere dietilginko ilavesini katalize edebilen kiral ligandlarinin
hazirlanmasinda  kullanilabilir.  Merrifield  reginesi  {izerinde =~ PSDO’in
immobilizasyonu, kati faz yaklasimiyla amidlerin asimetrik alkilasyonu igin
kullanilabilen bir kiral baglayici olusturur (Kanfer ve ark., 1993; lwanicki ve ark.,
1999; Ma ve ark., 2007; Kasprzyk-Hordern ve Baker, 2012).

PSDO, sporcularda yaygin olarak kotiiye kullanilan uyaricilar olarak bilinir.
PSDO, alkaloid tiirevlerini igerir. Ayrica PSDO uluslararas: olimpiyat komitesi ve
spor federasyonlar1 tarafindan yasaklanmis maddeler listesinde yer almaktadir. Bu
nedenle PSDO’in hizli ve hassas analitik tespiti spor alaninda ¢ok 6nemli bir yere
sahiptir (Kanfer ve ark., 1993; Iwanicki ve ark., 1999; Kasprzyk-Hordern ve Baker,
2012).

1.3.2. Omeprazol ve enantiyomerleri

Glinlimiiz ila¢ pazarinda kullanilan ilaglarin yarisindan fazlasi kiral bilesikler
igerir, ancak bu ilaglarin cogu rasemik karigim yani enantiyomerlerinin 50/50 karisimi
olarak uygulanir. Bir istisna disinda, gastrik asit ile ilgili hastaliklarin tedavisinde
kullanilan, su anda pazarlanan tiim proton pompas inhibitérleri (PPI'ler) rasemik bir

karisim igindedir. Tek enantiyomerli bir ila¢ olarak gelistirilen tek PPI olan



omeprazoliin S-enantiyomeri olan S-omeprazol istisnadir (ESOM) (Hancu ve ark.,
2015; Ahmed ve ark., 2021).

Omeprazol, piramidal bir yapida {i¢ koordineli kiikiirt igerir. (S) ve (R)
enantiyomerleri olarak olusabilir. Kiral olarak saf ESOM metabolik ve farmakokinetik
profilleri ve terapétik etkinligi, rasematlarinkinden stiindiir. Omeprazol, tedavide
hem saf enantiyomer (ESOM) hem de rasemat olarak kullanilir. ESOM, onu rasemat
omeprazolden ayiran benzersiz metabolik Ozelliklere sahiptir. Karsilagtirilabilir
dozlarda, bu 6zellikler, hastalarin ¢ogunda daha yiiksek biyoyararlanim gibi ¢esitli
klinik avantajlara yol agmistir (Rohss ve ark., 2000; Andersson, 2004; Ahmed ve ark.,
2021).

ESOM

R-OM

Sekil 1.4. ESOM ve (R)-omeprazol (R-OM)’un kimyasal yapisi.

Omeprazol peptik iilser, mide tilseri ve gastrodzofageal reflii hastaligi gibi gastrik
asit sekresyonunu azaltmak oldugu, asitle ilgili tiim hastaliklarin tedavisinde
endikedir. Kiral bir ilagtir ancak tibbi amaglar i¢in rasemik bir karisim ve saf
enantiyomer olarak kullanilir. Genellikle, bir kiral ilacin farmakodinamigi ve

farmakokinetigi, optik izomerler arasinda potansiyel olarak farklidir. Bu nedenle,



herhangi bir kiral ilacin farmakokinetigi ve farmakodinamigi hakkinda net bilgi
edinmek icin bireysel enantiyomerleri incelemek onemlidir. Omeprazol ilacinda
ESOM daha iyi etki gostermis ve AstraZeneca tarafindan Nexium® ticari ad1 altinda
enantiyo-saf ilag¢ olarak formiile edilmistir (Rohss ve ark., 2000; Andersson, 2004;
Ahmed ve ark., 2021).

1.3.3. Sitalopram ve enantiyomerleri

Segici serotonin (5-hidroksitriptofan, 5-HT) geri alim inhibitorii sitalopram, bir
S(+)-enantiyomeri (essitalopram) (ESCIT) ve bir R(-)-enantiyomeri (R-sitalopram)
(R-CIT) igeren bir rasemattir. Bu iKi enantiyomerin ayrilmasi, bireysel 6zelliklerinin
incelenmesini saglamistir. Sitalopram'in farmakolojik aktivitesi, S enantiomerinin
sitalopramin iki kat1 ve R-sitalopramdan 30 ila 40 kat daha yiiksek olan serotonin
tagiyiciya olan yiiksek afinitesine odaklanir. Bu, sitalopram ile karsilastirildiginda
essitalopram i¢in iki kat daha fazla serotonin geri aliminin engellenmesine yol acar ve
sitalopramin farmakolojik aktivitesinin S-enantiyomerinden kaynaklandigini dogrular.
Sitalopramin referans ilag veya aktif karsilastirici olarak dahil edildigi klinik
caligmalar, esitalopram ile hastalarin tedavisinin sitalopram ile karsilastirildiginda
sayisal olarak tutarli bir sekilde iistiin oldugunu gostermistir. Analizler, essitalopramin
sitaloprama kiyasla klinik avantajinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu bulmustur

(Haupt, 1996; Sanchez ve ark., 2004; Sanchez, 2006b,a; Budau ve ark., 2020).



R-CIT

Sekil 1.5. ESCIT ve R-CIT’1n kimyasal yapist.

1.4.  Molekiiler baskilama teknolojisi

Molekiiler baskilanmig polimerler (MIP'ler), boyut, sekil ve fonksiyonel gruplar
acisindan hedef molekiillerle eslesen belirli bolgeler veya bosluklar igeren polimerik
yapilardir. Bu bosluklar tipik olarak hedef molekiiliin, polimer matrisine damgalandig1
ve daha sonra desorpsiyon asamalari yoluyla cikarildigi polimerizasyon iglemi
sirasinda olusturulur (Sekil 1.6.). Bu bosluklar spesifik molekiillere dayandigindan,
baskili bosluk artik hedef molekiil i¢in spesifik baglanma afinitelerine sahiptir. Bu
bosluklarin hedef molekiile yonelik etkilesimleri, non-kovalent baskilama yontemi
icin hidrojen baglari, van der Waals etkilesimleri, elektrostatik ve hidrofobik
etkilesimlerden olusur. Bu nedenle MIP'ler, kiiclik molekiil tespiti i¢in seciciligi
ve/veya duyarlilig1 arttirmanin umut verici bir yolu olarak kabul edilir (Kempe, 2001;
Hu ve ark., 2013; Rutkowska ve Namie$nik, 2019; Wtoch ve Datta, 2019; Bahrani ve
ark., 2021).

10



N N X = = Xo= S ey =
- Desorpsiyon Baglanma

CKE

Sekil 1.6. MIP hazirliginin sematik gosterimi.

MIP'lerin algilama uygulamalar i¢in dnemli bir avantaji, molekiiler tasarim veya
baskilama 6zgiinliigiidiir. Polimerizasyon siireci ve MIP ¢ergevesi, proteinler veya
ilaclar gibi bir molekiil tipiyle sinirlt degildir. Cesitli monomerler kullanilabilir ve
gereksinimlere gore uyarlanabilir (Haupt ve Mosbach, 2000; Chen ve ark., 2011; Chen
ve ark., 2016).

Sentez sirasinda monomer ve ¢apraz baglayici secimi, MIP'lerin performansinda
hayati bir rol oynar. Monomerin hedef molekiille tamamlayici etkilesimlere sahip
olmas1 6nemlidir. Monomerin fonksiyonel gruplari ile hedef molekiil arasindaki
kovalent ve kovalent olmayan etkilesimler, MIP'in segiciligini ve hassasiyetini biiyiik
ol¢iide etkiler. Ayrica, ¢apraz baglama maddesinin tipi ve miktar1 da segiciligi etkiler.
MIP'lerin diger avantajlari, basitlikleri, hizlari, diisiik maliyetleri ve daha yiiksek
algilama limitlerinden kaynaklanmaktadir ve enantiyomerleri ayirt etmek i¢in ¢ok
uygundur (Haupt ve Mosbach, 2000; Alexander ve ark., 2006; Chen ve ark., 2011;
Whitcombe ve ark., 2014; Chen ve ark., 2016; Kutner ve Sharma, 2018).
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1.4.1. Molekiiler baskili polimerlerin bilesenleri

1.4.1.1. Hedef (kalip) molekiil

Molekiiler baskilama y6nteminin g¢ekici 6zelliklerinden bir tanesi, ¢ok ¢esitli
analitlere uygulanabilmesidir. Kii¢iik organik molekiillerin (6rnegin, farmasotikler,
pestisitler, amino asitler ve peptitler, niikleotid bazlar, steroidler ve sekerler)
baskilanmasi neredeyse rutin olarak kabul edilmektedir. Proteinler, hiicreler ve hatta
mineral kristaller i¢in 6zel olarak uyarlanmis protokoller 6nerilmis olsa da, daha biiyiik
organik bilesikler (6rnegin peptitler) de benzer yaklasimlarla baskilanabilirken, ¢ok
daha biiyiik yapilarin baskilanmasi hala bir zorluktur (Haupt ve Mosbach, 2000; Chen
ve ark., 2016).

Bir MIP, genellikle belirli bir hedef molekiiliin se¢imini ima eden belirli bir
analitik kullanim i¢in sentezlenir. Bu molekiiliin yapisi ve islevsellikleri, baglanma
yerlerinin sonraki 6zelliklerini tanimlar. Hedef bir molekiil secilirken g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken kriterler, maliyeti, mevcudiyeti ve elbette, monomerlerle
giicli. bir sekilde etkilesime girme yetenegini tanimlayan kimyasal islevleridir.
Kovalent olmayan baskilamada, ilgili etkilesimler zayiftir; bu nedenle, hedef molekiil
fonksiyonel monomer diizeneklerinin giiciinii artirmak i¢in hedef molekiil, birden
fazla islevsel bolgeye sahip olmalidir (Chen ve ark., 2011; Chen ve ark., 2016; Kutner
ve Sharma, 2018).

Pahali veya baska sekilde elde edilmesi zor hedef analitler i¢in, materyalin
maliyetini azaltmak amaciyla sentez igin hedef molekiil olarak yapisal bir analog
kullanilabilir. Bu sahte molekiil sekil, boyut ve islevsellik agisindan hedef melekiile
benzemelidir. Ortaya ¢ikan MIP, hedef molekiile baglama kabiliyetine sahip
bosluklarin olugsmasina yol agmalidir. Ayrica sahte yaklasim, 6zellikle bilesiklerin eser
tayininde polimerden sizan ve hatali sonuglara neden olan kalint1 kalip riskini 6nlemek
icin kullanilir. Gergekten de hedef molekiilin MIP'den tamamen g¢ikarilmasinin

basarilmas1 zordur ve bazik veya asidik kosullarda cesitli organik c¢doziiciiler ile
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kapsamli yikama asamalarin1 gerektirir. Herhangi bir sizinti analitten farkli
olacagindan, sahte bir molekiiliin kullanilmasi bu sorunu agsmanin kolay bir yolunu
olusturur. Son olarak, hedef molekiiliin ¢ok diisiik ¢ozlintirligii MIP sentezi igin
kullanimina izin vermediginde sahte yaklasim da kullanilabilir (Chen ve ark., 2011;
Chen ve ark., 2016; Kutner ve Sharma, 2018).

1.4.1.2. Fonksiyonel monomerler

Molekiiler baskilama i¢in her tiirlii polimerizasyon kullanilabilir. Tek sart,
polimerizasyonun, tiim bilesenlerin (hedef molekiil, capraz baglama ajanlari, kovalent
olmayan baskilamada monomer ve kalip arasindaki kovalent olmayan eklentiler ve
digerleri) saglam kaldig1 kosullar altinda kararli bir sekilde gerceklesebilmesidir
(Sellergren ve ark., 1988; Karim ve ark., 2005; Spivak, 2005).

Fonksiyonel monomerler, polimerizasyon veya kopolimerizasyonda spesifik
fonksiyonel gruplar saglayabilirler. Polimerizasyon isleminde, hedef molekiiliin ve
fonksiyonel monomerin mol orani, spesifik bosluklarin olusumunda ¢ok 6nemli bir
etkiye sahiptir. Genel olarak, fonksiyon monomerinin kalip molekiile orani arttik¢a,
kalip molekiiliin fonksiyonel monomere kendi kendine baskilanmasi kolay ve tam
olarak tamamlanabilir. Bir yandan, fonksiyonel monomer oraninin ¢ok yiiksek olmasi
polimerizasyona zarar verir, ¢iinkii fonksiyonel monomerin fazlaligi, polimerde
birlestirilmemis fonksiyonel monomer kalintilari tarafindan iiretilen segici olmayan
baglanma bolgelerinde bir artisa yol agar. Ote yandan, fazla fonksiyonel monomer,
secici baglanma bolgelerinin azalmasiyla sonuglanan kendi kendine toplanmaya neden
olabilir. Ayrica baskilanmis molekiillerin fonksiyonel gruplari ve ¢dziiciilerin
Ozellikleri de hazirlama sirasinda dikkate alinmalidir (Sellergren ve ark., 1988; Lu ve
ark., 2003; Ansell, 2005; Karim ve ark., 2005; Spivak, 2005).
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1.4.1.3. Capraz baglayicilar

Capraz baglayicilar, bir ag olusturmak i¢in molekiiller arasinda birbirine
baglanacak sekilde dogrusal molekiilleri kpriiler ve ayrica polimer zincir olugmasini
tesvik eder veya diizenler. Capraz baglayicilar, baskilanmis polimerlerin sentezine ii¢
yonden etki ederler. MIP'lerin morfolojisini kontrol ederler. Baskili tanima bolgelerini
diizeltirler ve MIP dizisinin mekanik stabilitesini etkilerler (Sibrian-Vazquez ve
Spivak, 2004; Zhang ve ark., 2005; Shoravi ve ark., 2010; Golker ve Nicholls, 2016).

Capraz baglayict miktari, baskili polimerin birim kiitlesindeki aktif fonksiyonel
monomerlerin sayisini ve capraz baglanma derecesini dogrudan etkilerken, aktif
fonksiyonel monomer sayis1 ve capraz baglama derecesi, MIP'lerin seciciligini ve
baglama kapasitesini dogrudan etkiler. Fonksiyonel monomerin ¢apraz baglayiciya
orani, molekiiler baskilanmis polimerlerin 6zellikleri lizerinde cok biiyiik bir 6neme
sahiptir. Capraz baglayict miktar1 daha az oldugunda, MIP'lerin bosluk
konfigiirasyonu, yetersiz ¢apraz baglama nedeniyle kendisini kararli bir durumda
tutamaz. Sonug olarak, molekiiler baskilanmig polimerin tanima kabiliyetini azaltir.
Bununla birlikte, capraz baglayicinin fazlaligi, birim kiitledeki fonksiyonel
monomerlerin sayisini azaltir ve ardindan tanima alanlarinin sayisini azaltir. Ozellikle
kovalent olmayan molekiiler baskilama icin, c¢apraz baglayici, MIP'lerin farkh
coziiclilerde sigsmesini azaltabilir, segiciligi iyilestirebilir ve yapisal analoglar1 ayirt
etme yetenegini gelistirebilir. Ayrica polimer zincir boslugunu artirarak hedef
molekiiliin tanima bdolgelerine hizla yayilmasini saglar. MIP'lerin ¢apraz baglanma
derecesi genellikle %80'den yiiksek olmalidir (Sibrian-Vazquez ve Spivak, 2004,
Zhang ve ark., 2005; Shoravi ve ark., 2010; Golker ve Nicholls, 2016).

1.4.1.4. Coziicii

Coziicli, gozenekli yapr polimeri saglayabilir ve hedef molekiillerin
baglanmasini tesvik edebilir. Coziicii molekiiller, polimerizasyon sirasinda polimerin

icine girer ve daha sonra desorpsiyon isleminde ¢ikarilir. Baslangigta ¢oziicii
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molekiilleri tarafindan iggal edilen bosluk, bosluklar haline gelir ve polimerin i¢inde
birakilir. Coziicii eksikligi ile polimerizasyonda elde edilen polimer, baglanma ve
desorpsiyon sirasinda hedef molekiillerin difiizyonu igin uygun olmayan yogun hale
gelecektir. Kovalent olmayan MIP'ler i¢in, hedef molekiiller ve fonksiyonel monomer
arasindaki etkilesim tizerinde ¢oziiciiniin 6nemli etkileri vardir. Coziicii, baskilanmig
molekiil iizerinde yalnizca yiiksek ¢Oziiniirliige sahip olmakla kalmamali, ayni
zamanda hedef molekiiller ve fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimi de
desteklemelidir. Genel olarak, polar ¢6ziicii 6zellikle hedef molekiillerin ve fonksiyon
monomerlerinin kombinasyonunu azaltabilir ve hidrojen baglarinin olusumunu
etkileyebilir, bu da MIP'lerin tanima performansinin daha da koétiillesmesine neden
olur. Bu nedenle kloroform, toluen, benzen, metilen kloriir ve ksilen gibi disiik
dielektrik sabiti olan ¢oziiciiler siklikla kullanilir (Ansell ve Mosbach, 1997; Dong ve
ark., 2007; Piletska ve ark., 2009; Ansell, 2015).

Coziicii secimi, skilamaba tiiriine baghdir. Kovalent baskilamada, tiim
bilesenleri tatmin edici bir sekilde ¢ozdiikleri siirece bir¢ok ¢oziicii tiirii kullanilabilir.
Kovalent olmayan baskilamada, ¢6ziicii se¢imi, fonksiyonel monomer ve hedef
molekiil arasinda kovalent olmayan baglanmanin olusumunun tesvik edilmesi ve
dolayisiyla baskilama verimliliginin arttirilmasi i¢in daha kritiktir. Kloroform, birgok
monomeri ve hedef molekiilii basarili bir sekilde ¢ozdiigii ve hidrojen bagini giigliikle
bastirdig1 igin en yaygin kullanilan ¢oziiciilerden biridir (Ansell ve Mosbach, 1997,
Dong ve ark., 2007; Piletska ve ark., 2009; Ansell, 2015).

1.4.1.5. Baslaticilar

MIP'lerin hazirlanmasinda kullanilan baglatma yontemleri temel olarak
elektrokimyasal polimerizasyon, radikal polimerizasyon ve radyasyon polimerizasyon
yontemlerine ayrilir. Radikal polimerizasyon baslaticisi, polimerizasyonda kullanilan
serbest radikal baglatici olarak bilinir. Vinil radikal polimerizasyonunun ve
kopolimerizasyonunun baslatilmasi i¢in ve ayrica doymamis poliester kiirleme gapraz

baglama ve polimer ¢apraz baglama reaksiyonu i¢in kullanilabilen, termal olarak
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serbest radikallere (yani birincil radikal) ayrisma egiliminde olan bilesiklerdir.
Molekiiler yapiya gore, baslaticilar genellikle benzoil peroksit (yagda ¢oziiniir),
potasyum persiilfat (suda ¢oziiniir); azobisizobiitironitril (yagda c¢Oziiniir), V-50
baslatici (suda ¢6ziiniir) gibi azo bilesigi baslaticisi; hidrojen peroksit demir tuzu (suda
¢Oziiniir) ve benzeri gibi redoks baslatici. Azobisizobiitironitril ve azobisizobiitironitril
G nitril, genellikle radikal polimerizasyonda baslatici olarak kullanilir. Yaygin olarak
kullanilan baslatma y6ntemleri, termal baslatma (60 °C) ve genellikle 0 °C'de foto
basglatmadir. Baglatma yonteminin benimsenmesi biiyiik 6l¢iide hedef molekiillerin

ozelliklerine baghdir (Mijangos ve ark., 2006; Cakir ve ark., 2013; Liu ve ark., 2020).

1.4.2. Molekiiler baskilama yontemleri

1.4.2.1. Kovalent baskilama

Polimerizasyondan once, fonksiyonel monomer ve sablon, kovalent bag ile
birbirine baglanir. Daha sonra bu kovalent konjugat, kovalent bagin saglam oldugu
kosullar altinda polimerlestirilir. Polimerizasyondan sonra kovalent bag parcalanir ve
hedef molekiil polimerden c¢ikarilir. Baskilanmis polimerler tarafindan konuk

baglanmasi iizerine, ayni kovalent bag olusur (Komiyama ve ark., 2003).

Kovalent baskilamanin avantajlari:

1. Monomer-hedef molekiil konjugatlar1 kararli ve stokiyometriktir ve bu nedenle
molekiiler baskilama siiregleri (ayrica polimerdeki konuk baglama bolgelerinin yapisi)
nispeten nettir.

2. Cok cesitli polimerizasyon kosullar (yliksek sicaklik, yliksek veya diisiik pH ve
yiiksek polar ¢oziicii vb.) kullanilabilir, ¢linkii konjugatlar kovalent baglarla

olusturulur ve yeterince kararlidir (Komiyama ve ark., 2003).
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Kovalent baskilamanin dezavantajlart:

1. Monomer-kalip esleniginin sentezi genellikle sorunludur ve daha az ekonomiktir.
2. Mevcut tersinir kovalent baglarin sayis1 sinirlidir.

3. Baski etkisi, bazi durumlarda, oldukca siddetli kosullar gerektiren 3. adimda
(kovalent baglarin boliinmesi) azalir.

4. Hedef molekiilii baglama ve birakma, kovalent bir baglantinin olusumunu ve

pargalanmasini i¢erdiginden yavastir (Komiyama ve ark., 2003).

1.4.2.2. Kovalent olmayan baskilama

Fonksiyonel bir monomeri bir hedef molekiil ile baglamak i¢in burada kovalent
olmayan etkilesimler (6rnegin, hidrojen bagi, elektrostatik etkilesim ve koordinasyon
bagi olusumu) kullanilir. Boylece, katki maddeleri, bilesenlerin reaksiyon
karisimlarina eklenmesiyle yerinde elde edilebilir (adim 1). Polimerizasyondan sonra
(adim 2), uygun ¢oziiciiler ile hedef molekiil ¢ikarilir (adim 3). Polimer tarafindan
hedef molekiil baglanmasi, kovalent olmayan etkilesimler yoluyla tekrar gergeklesir

(Komiyama ve ark., 2003).

Kovalent olmayan baskilamanin avantajlari

1. Kovalent monomer-hedef molekiil konjugatlarinin sentezi gereksizdir.

2. Hedef molekiil, kovalent olmayan etkilesimlerle yalnizca zayif bir sekilde
baglandigindan, cok yumusak kosullar altinda polimerden kolayca ¢ikarilir.

3. Kovalent olmayan etkilesimlerden yararlanan hedef molekiilii baglama ve birakma

hizlidir (Komiyama ve ark., 2003).

Kovalent olmayan baskilamanin dezavantajlar

1. Baskilama islemi daha az nettir (monomer-hedef molekiil etkilesimi kararsizdir ve
kesinlikle stokiyometrik degildir).

2. Polimerizasyon kosullari, karisimlarda kovalent olmayan etkilesim olusumunu en

ist diizeye ¢ikarmak i¢in dikkatlice secilmelidir.
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3. Cok fazla miktarda bulunan fonksiyonel monomerler (eklenme olusumu i¢in
dengeyi degistirmek icin) siklikla spesifik olmayan baglanma boélgeleri saglayarak

baglanma segiciligini azaltir (Komiyama ve ark., 2003).

1.4.3. Kiral ayirimlar icin molekiiler baskilanmis teknikler

Kiral sensorler, bir numune veya rasemik karisim icindeki enantiyomerlerin
miktarmni taniyabilen ve belirleyebilen cihazlardir. Bir kiral sensor enantioselektif
tanima yiizeyi ve doniistiiriicii eleman olamk tizere genellikle iki bélimden olusur.
Tanima boliimiiniin 6zgiilliigiini artirmak icin cesitli modifikasyonlar uygulanabilir.
Bu modifikasyonlar arasinda MIP'ler, kolay hazirlanma, yiiksek dayaniklilik ve diisiik
maliyet gibi bir¢ok avantaji nedeniyle en umut verici malzeme olarak kabul edilir.
Genel olarak, MIP tabanli kiral sensorler, MIP polimerlerini doniistiiriiciiniin yilizeyine
birlestirerek iiretilir ve hedef molekiil ile etkilesim veya baglanma gibi polimer
matrisindeki degisiklikler Olgiilebilir bir sinyale donistiiriilebilir. Sinyal iletimi
acisindan elektrokimyasal veya optik sensorler gibi ¢esitli Olglim teknikleri

kullanilabilir (Sellergren ve ark., 1988; Ansell, 2005; Liu ve ark., 2020).

1.4.3.1. MIP temelli sivi kromatografisi

Kromatografi, bir karisimdaki ¢esitli bilesenlerin ayrilmasii gerceklestirmek
icin kullanilan, kalitatif ve kantitatif analizlerin yapildig1 bir grup yontemin genel
adidir. Giliniimiizde kromatografi, karmasik bir numune i¢indeki birgcok farklh
molekiiliin tanimlanmasi ve nicelenmesi i¢in en ¢ok kullanilan analiz yontemlerinden
biri haline gelmistir. Bu tekniklerden yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC),
kiral bilesiklerin ayrilmasi ve taninmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel
olarak, enantiyomerlerin taninmasi, kromatografi ile kiral duragan fazdaki rasemik
karisimda gergeklestirilebilir (Maier ve Lindner, 2007; Yang ve ark., 2016; Rutkowska
ve ark., 2018).
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MIP'ler ayrica kromatografiye baglanmistir ve sabit faz olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Geleneksel enantioselektif tekniklerle karsilastirildiginda,
polimerlerin kiral baskilanmasinin bir¢ok avantaji vardir: hazirlama kolayligi, diisiik
malzeme maliyetleri ve 6zellikle zorlu ortamlarda ¢alismaya uygunluk. Bu reaktif,
enantiyomerik olarak zenginlestirilmis veya kiral ayirma saglayan saf bir madde
olabilir. Ek olarak, bir enantioselektif katalizor kiral sabit fazin veya mobil faza
eklenen katki maddesinin ayrilmasinda da rol oynayabilir. HPLC'yi hazirlayici olarak
kullanmanin en 6nemli avantaji, enantiyomerlerin tamamen kiral secici kayip olmadan
ve kiral segiciden analite kontaminasyon riski olmadan elde edilebilmesidir.
Enantiyoayrima ek olarak, kiral bilesiklerde bulunabilen diger safsizliklar da bu
yontemle giderilebilir (Maier ve Lindner, 2007; Yang ve ark., 2016; Rutkowska ve
ark., 2018).

1.4.3.2. MIP temelli kapiler elektrokromatografi

Kapiler elektrokromatografi (CEC), oldukc¢a segici duragan fazlarda yaygin
olarak kullanilan bir hibrit aywrma teknigidir ve sivi kromatografisi (LC) ile
elektroforezin avantajlarim1  birlestirir.  Bu  teknik, yiliksek etkinligi, basit
enstriimantasyon gereksinimleri, kisa analiz siiresi, diisiik ¢coziicii tiikketimi ve yiiksek
seciciligi nedeniyle avantajlidir. Molekiiler tanima yetenekleri ve kararliliklar:
nedeniyle, MIP'lerin kapiler elektrokromatografide de kullanildig:r bulunmustur. CE
ve CEC'de enantiyomerlerin ayrilmasi i¢in MIP uygulamalari, yiiksek ayirma
verimliligi, yiliksek secicilik ve CE ve CEC'deki MIP sablonu miktarinin minimum
gerekliligi gibi ana 6zelligi nedeniyle LC'yi geride birakarak daha kullanish hale
gelmektedir. CEC uygulamalarina uygun MIP yiiklii kapilerler tiretmek i¢in 6zel MIP
formatlarinin gelistirilmesi gerekmektedir (Maier ve Lindner, 2007; Yang ve ark.,
2016; Rutkowska ve ark., 2018).
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1.4.3.3. Optik MIP tabanh kiral sensorler

Kiral molekiiller i¢in optik sensorlerin gelistirilmesi biyolojik, kimyasal ve
farmasotik bilimlerde ¢ok onemlidir. Optik ve ozellikle floresan yontemler, MIP
tabanli sensorler igin etkili araglardir. Optik MIP sensorleri, bir numunedeki optik
sinyalleri 6l¢cer ve bunu bir elektronik ¢iktiya doniistiiriir. Optik sensdrler, basitlikleri,
hassasiyetleri, iyi secicilikleri ve maliyet etkinlikleri nedeniyle 6zellikle kiral tanima
icin analitlerin eser analizi i¢in ilgi ¢ekicidir (Chen ve ark., 2018; Ahmad ve ark.,
2019).

1.4.3.4. Elektrokimyasal MIP tabanh kiral sensorler

Kromatografik ve spektrofotometrik tekniklerle karsilastirildiginda, kiral
sensorler icin elektrokimyasal yontemler, kolay hazirlama, nispeten diisiik maliyet ve
kiigiik numune hacimleri gerektirmesi gibi avantajlari nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir.
Karmasik numunelerin elektrokimyasal analizi, yliksek secicilikle ve herhangi bir 6n
saflagtirma asamasina ihtiyag duymadan harika sonuglar gostermistir. Molekiiler
baskilama teknolojisine dayal1 kiral elektrokimyasal sensorlerin tasarimina olan ilgi,
ozellikle kiral ayirma igin son yillarda 6nemli o6lgiide artmistir. Ote yandan,
enantiyomer tanimlamasi, verimli tekniklerin eksikliginden dolay1 hala oldukca
zorludur (Prasad ve ark., 2017; Beluomini ve ark., 2017; Jaiswal ve ark., 2019; Duan
ve ark., 2019).

Enantiyomer tespiti icin MIP'leri ve elektrokimyasal sensorleri birlestirmek, en
umut verici yaklagimlardan biri haline geldi. Gegtigimiz birka¢ yil ig¢inde,
voltametrik/potansiyometrik 6lgtimler kullanilarak MIP tabanli kiral elektrokimyasal
algilamaya dayal1 bir¢ok ¢alisma yayinlanmistir. MIP tabanli kiral ayrimlarin artan
aragtirmalarindan farkli olarak, MIP tabanli elektrokimyasal kiral sensdrlerin
arastirtlmasi hala sinirlidir (Prasad ve ark., 2017; Beluomini ve ark., 2017; Jaiswal ve
ark., 2019; Duan ve ark., 2019).
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1.5. Elektrokimya

Elektrokimya; maddenin elektrik enerjisiyle etkilesmesi ve bunun sonucunda
meydana gelen fiziksel degisiklikleri, kimyasal doniisiimleri ve kimyasal enerjinin
elektrik enerjisine gevrilmesini inceleyen bilim dalidir. Elektrokimya, bir maddeden
diger maddeye elektron gegisini inceler ve bu elektron gegisi tayini yapilan analit

hakkinda bilgi verecek akim meydana getirir (Skoog ve ark., 1998).

Elektrokimyasal  tepkimeler, yiikseltgenme-indirgenme yani  redoks
tepkimeleridir ‘elektrokimyasal hiicre’ adl1 bir hiicrede gerceklesir. Elektrokimyasal
bir hiicrede, iki metalik iletken (elektrot) uygun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilmig
sekilde bulunur (Skoog ve ark., 1998; Ozkan ve ark., 2015b).

1.5.1. Elektrokimyasal hiicreler

Elektrokimyasal bir hiicrede, iki elektrot uygun bir elektrolit ¢ozeltisine
daldirilmis sekilde bulunur. Sistemde bir elektrik akimi olusturmak i¢in elektrotlarin
distan bir iletken yardimiyla baglanmasi ve elektrolit ¢ozeltisinin, iyonlarin birinden

digerine hareketi saglayacak sekilde birbiriyle baglantili bir sekilde bulunmasi gerekir.

Elektrokimyasal bir hiicrenin anodunda yiikseltgenme, katotunda indirgenme
reaksiyonu olusur. Bu tanim elektrolitik ve galvanik hiicreler icinde gegerlidir.
Elektrokimyasal hiicreler dis kaynaktan elektrik alip harciyorsa “elektrolitik”, elektrik
enerjisi iiretiminde kullaniliyorsa "galvanik" ismini alir (Skoog ve ark., 1998; Ozkan
ve ark., 2015b).

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusmasi i¢in, maddenin kimyasal doniisiime
ugradig1 elektrot sistemi (genellikle ticlii elektrot sistemi), incelenen maddeyi iceren

bir ¢ozelti ve bu elektrotlar1 birbirine baglayan bir donistiiriicti sistemi gereklidir.
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Elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon ¢ozelti kullanilmaktadir.
Cesitli elektroanalitik yontemler ile doniisiimlii voltametri (DV), diferansiyel puls
voltametrisi (DPV), kare dalga voltametrisi (KDV) gibi belirli potansiyel araliginda
akim olgiliir (Brett ve Brett, 1993; Ozkan ve ark., 2015a).

Elektroanalitik kimya; analizi yapilacak olan ¢ozelti, bir elektrokimyasal
hiicrenin pargasi oldugunda ¢ozeltinin elektrokimyasal 6zelliklerine dayanan bir grup
kantitatif analit yontemi kapsar. Elektroanalitik teknikler kullanilarak ¢ok diisiik tayin
sinirlar1 ve elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildigi sistemler hakkinda ¢ok fazla

bilgi elde edinilir (Brett ve Brett, 1993; Skoog ve ark., 1998; Ozkan ve ark., 2015a).

Geleneksel analiz yontemleriyle kiyaslandiginda, elektroanalitik yontemler birgok
avantaja sahiptir. Elektrokimyasal ol¢iimler genellikle bir molekiile veya tepkime
sonunda olusacak iiriine 6zel bir yiikseltgenme basamagi igin spesifiktir. Diger bir
avantaji da, kullanilan ekipmanlarin nispeten daha ucuz olmasidir (Brett ve Brett,
1993; Skoog ve ark., 1998).

1.5.2. Elektrokimyasal yontemler

Elektrokimyasal yontemler, ¢ozelti-elektrot sistemine elektriksel bir etki
uygulanarak yiik, akim, potansiyel gibi elektriksel niceliklerin 6l¢iilmesi esasina
dayanir. Bir baska deyisle numunedeki analit miktarinin ilgili bir elektriksel 6zellik

yardimu ile dl¢iilmesidir (Skoog ve ark., 1998).

Elektrokimyasal yontemler ile ¢ok diisiik tayin sinirlarinda da 6l¢tim yapilabilir
ve bu yontemlerin uygulandigi sistemler hakkinda; kiitle aktarim hizi, ara yiizeyde yiik
aktarimimin hizi, kimyasal reaksiyonlarin denge ve hiz sabitleri, adsorbsiyon derecesi

gibi ¢ok sayida karakteristik sistem bilgilerini verir (Skoog ve ark., 1998)
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Elektrokimyasal yontemler endiistri alanlarinda materyal izlenmesinde,

¢evrenin izlenmesinde ve bilimsel alanlardaki ¢calismalarda olduk¢a kullanilmaktadir.

En ¢ok tercih edilen yontemlerden birisi de voltametridir.

Elektrokimyasal yontemler dengeden uzakta net akimin bulundugu dinamik

(i#0) yontemler ve denge durumunda statik yani net akimin sifir oldugu (i=0)

yontemler olarak ikiye ayrilir (Kissinger ve Heineman, 1996).

ELEKTROANALITIK YONTEMLER

N

Analit ortaminin
tamaminda

O\ |

Ara yiizeyde

Statik Yontemler

Dinamik Yontemler | -
\ \ Kondiiktometrik
' titrasyonlar
Potansiyometri
Potansiyometrik
yontemler
L J
Sabit alkaim
- - Elektrogravimetri
\ Kontrollii potansiyel
\ \ Sabit elektrot
Kulometrik . P ansivel
titrasyonlar .
Voltametri Amperometrik

titrasyonlar

Elektrogravimetri

Sekil 1.7. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi.
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1.6. Voltametri

Voltametri derisim, akim ve gerilim iligkilerinin ¢alisma elektrodu olarak
isimlendirilen polarize bir elektrot yardimi ile incelenmesi esasina dayanan
elektrokimyasal bir yontemdir. Uygulanan gerilimin &lgiilen akima karsi grafige

gegirilmesine de voltamogram denir (Bond, 1980).

Voltametri ¢ok diisiik derisimlerde calisilabilinmesi, fazla maddeye ihtiyag
duyulmamasi, birden ¢ok numunelerin analizine imkan vermesi analizlerin
tekrarlanabilir ve hizli olmasi gibi nedenlerle diger elektrokimyasal yontemlere

tistiindiir (Bond, 1980).

Voltametrinin ¢aligma prensibi; elektrokimyasal hiicrede bir referans
(karsilastirma) ile polarize olabilen bir indikatdr (calisma) elektrodu arasinda degeri
zamanla degistirilen potansiyel uygulanmasi ile ortaya ¢ikan akimin ii¢ elektrotlu
hiicrelerde ¢alisma elektrodu ile karsit (yardimer) elektrot, iki elektrotlu hiicrelerdeyse
karsilastirma elektrodu ile c¢alisma elektrodu arasinda Olgiilmesi esasina

dayanmaktadir (Bond, 1980).

Voltametri, analit hakkindaki bilgilerin, bir gdstergenin veya calisan elektrotun
polarizasyonunu tesvik eden kosullar altinda elde edilen uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak akimin dl¢limiinden tiiretildigi bir grup elektroanalitik yontem
icerir. Genel olarak, polarizasyonu arttirmak icin voltametride calisan elektrotlar,
ylizey alanlari1 en fazla birka¢ milimetre kare ve bazi uygulamalarda birka¢ mikrometre

kare veya daha az olan mikro elektrotlardir (Skoog ve ark., 1998).

Tarihsel olarak, voltametri alani, 1920'lerin basinda Cekoslovak kimyager Jaroslav
Heyrovsky tarafindan kesfedilen ©6zel bir voltametri tlirii olan polarografiden
gelistirildi. Halen voltametrinin 6nemli bir dali olan polarografi, calisan
mikroelektrotlarin damlayan civa elektrotu seklini almasiyla diger voltametri

tiirlerinden farklidir (Skoog ve ark., 1998).
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Bir voltametrik deneyde, iki elektrot (bir ¢aligma elektrotu ve bir referans
elektrot) kullanilarak bir sisteme (6rnegin, ¢ozeltideki bir gecis metali kompleksi) bir
potansiyel uygulanir ve akim yaniti, ¢alisma elektrotu ve {igiincli bir elektrot
kullanilarak 6lg¢tliir, yardimcr elektrot. Akim, ¢alisma elektrotunun enerji seviyeleri
ile incelenen sistemin molekiiler enerji seviyeleri arasindaki elektron transferinden
kaynaklanir. Bu akima genellikle faradaik akim denir. Elektronlarin doldurulmus
elektrot orbitallerinden bos molekiiler orbitallere aktarilmasma indirgeme,
doldurulmus molekiiler orbitallerden bos elektrot orbitallerine elektron aktarimi ise
oksidasyon olarak adlandirilir. Oksidasyon veya indirgemenin gerceklesip
gerceklesmeyecegi, elektrotun Fermi seviyesinin nispi enerjilerine (yani, isgal edilen
en yiiksek elektrot orbitalinin enerjisi) ve sinir molekiiler orbitallerine baghdir;
ornegin, Fermi seviyesi en diisiik bos molekiiler orbitalden daha yiiksekse indirgeme
meydana gelebilirken oksidasyon, Fermi seviyesinin dolu en yiiksek molekiiler
orbitalden daha diigiik olmasini gerektirir. Fermi seviyesi, elektrota uygulanan
potansiyel tarafindan belirlenir; yani uygulanan potansiyelin degistirilmesi elektrotun
oksitleme/indirgeme kabiliyetini degistirir. Ornegin, daha fazla negatif potansiyel,
elektrotun indirgeme kabiliyetini arttirir. Buna karsilik, molekiiler sinir orbitallerinin
enerjileri molekiiler yap: tarafindan belirlenir ve sabit olarak kabul edilebilir. Bu
nedenle, voltametri deneylerinde yaygin bir yaklagim, uygulanan potansiyeli
degistirmek ve bir akim yanitinin tespit edildigi potansiyeli kaydetmektir; yani,
oksidasyon veya indirgemenin meydana geldigi enerji. Redoks potansiyeli bu

enerjinin bir 6l¢isidiir (Bond, 1980; Skoog ve ark., 1998; Bagotsky, 2006).

Voltametri, g¢esitli ortamlarda oksidasyon ve indirgeme siirecleri, ylizeyler
tizerinde adsorpsiyon siirecleri ve kimyasal olarak degistirilmis elektrot ylizeylerinde
elektron transfer mekanizmalarinin temel ¢aligmalar1 dahil olmak {izere, inorganik,
fiziksel ve biyolojik kimyagerler tarafindan analitik olmayan amaglar i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (Bond, 1980; Skoog ve ark., 1998; Bagotsky, 2006).

Kontrollii potansiyel elektroanalitik deneylerin amaci, hedef analitin derisimi
ile ilgili bir akim yanit1 elde etmektir. Boyle bir amag, analitin redoks islemi sirasinda

elektron(lar)in transferini izleyerek gergeklestirilir:
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1.6.1. Sabit elektrot voltametrisi

1.6.1.1. Dogrusal taramah voltametri

Miktar tayinlerinde kullanilmasi sinirli olsa da metal organik sistemlerin
yukseltgenme ve indirgenme islemlerinin mekanizmalarinin aydinlatilmasinda
onemlidir (Brett ve Brett, 1993; Skoog ve ark., 1998; Bard ve Faulkner, 2001; Ozkan
ve ark., 2015a).

1.6.1.2. Doniisiimlii voltametri

Cok sik kullanilan bir yontemdir. Degistirilen potansiyele karsi elde edilen
akimin 6l¢iilmesine dayanir. Bu yontemde potansiyel belli bir degere ¢ikarilir ve
ardindan ilk degere ya da baska bir degere dondiiriiliir. Potansiyel-akim grafigi
uygulanan potansiyele karsi akimin 6lgiilmesi ile elde edilir. Bu yontemin kullanilmasi
sonucu elektron transferinin kinetigi gosterilir. Ayrica bu teknik adsropsiyon hakkinda
da bilgi verir. Bu yontem, maddeye ait oldugu diisiiniilen pikin diizgiin ve 6l¢tilebilir
olup olmadigin1 ve reaksiyonun ilerleme yoniini gosterir (Brett ve Brett, 1993; Skoog
ve ark., 1998; Bard ve Faulkner, 2001; Ozkan ve ark., 2015a).

Bu teknik kullanilarak calisilan madde pikinin anodik mi yoksa katodik mi
oldugu da kolayca anlasilabilir. Elektrot yiizeyinde meydana gelen reaksiyonun
tersinir ve ya tersinmez oldugu da belirlenir. Negatif alanda ¢ikan pik daima katodik,
pozitif alanda ¢ikan pik ise daima anodiktir. Sadece katodik ya da sadece anodik pik
varsa bu reaksiyonlar geri doniisiimsiiz yani tersinmez reaksiyonlardir. Hem katodik
hem anodik pik varsa bu reaksiyonlar geri doniisiimlii yani tersinir reaksiyonlardir.
Bunun sonucunda elektrot yiizeyinde olusan reaksiyonun mekanizmasi ¢oziimlenebilir
(Brett ve Brett, 1993; Skoog ve ark., 1998; Bard ve Faulkner, 2001; Ozkan ve ark.,
2015a).
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1.6.2. Puls voltametrik yontemler

Dogrusal taramal1 voltametrinin yavas olmasi ve hassasiyetinin diisiik olmas1
nedeniyle bu metodun yerine kullanilmas1 amaciyla gelistirilen bir metottur. i1k olarak
damlayan civa elektrot i¢in gelistirilmis ve zamanla diger elektrotlarin kullanildig:
sistemlerde de kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemler yapilan analizin duyarliligin

da artirmaktadir (Brett ve Brett, 1993; Skoog ve ark., 1998).

1.6.2.1. Diferansiyel puls voltametri

Diferansiyel puls voltametrisi, bir¢ok elektroaktif maddenin eser miktarlarinin
tayininde siklikla kullanilir. Bu teknikte yavasca yiikselen bir dogru akim (DA) sinyali
tizerine yiikseklikleri sabit voltaj pulslarinin binistirilmesi ile olusan uyarici sinyal
kullanilmaktadir. Pulstan 6nce ve pulsun sonuna dogru akim, iki kere 6l¢iiliip bunlarin

fark: sinyal olarak kaydedilmektedir.

Akimin 6rneklendigi noktada kapasitif akimin minimum olmas: avantajidir.
Bu nedenle sinyal/giiriiltii orani iyilestirilmis olup, c¢ok diisiikk tayinlere imkan
vermektedir (Skoog ve ark., 1998; Bard ve Faulkner, 2001).

1.6.2.2. Kare dalga voltametri

Kare dalga voltametri de pulstan 6nce ve sonra akim degerleri dlgiilerek fark:
alinir. Bunun sonucunda duyarlilik artar, kapasitif akim giderilir. Bu yontem ¢ok diisiik
derisimlerde bile dogru ve hassas analize olanak sagladig1 i¢in pek ¢ok analizde tercih
edilir. Ayrica ¢ok kisa siirede sonug verir (Skoog ve ark., 1998; Bard ve Faulkner,
2001).
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Pek ¢cok yonden diferansiyel puls voltametriye benzer. Bu yontemde de pulstan
sonra ve once akim degerleri dl¢iilerek farki alinir. En belirgin fark ise DPV ye gore
daha kisa stirede sonug vermesidir. KDV ¢ok diisiik derisimlerde bile hassas ve dogru
bir analiz sagladig1 igin bir¢ok analizde kullanilir (Skoog ve ark., 1998; Bard ve
Faulkner, 2001).

1.6.3. Siyirma voltametri

Bu yontemin temeli elektroaktif bir maddenin elektrot yiizeyinde birikmesi
sonucu tayin edilmesi iglemine dayanir. Burada madde biriktirilirken uygulanacak
potansiyelin hangi yonde taranmasi gerektigi son derece dnemlidir. Potansiyel styirma
islemi katotta olacaksa katodik yonde, anotta olacaksa anodik yonde taranir (Skoog ve
ark., 1998; Bard ve Faulkner, 2001).

1.6.3.1. Anodik siyirma voltametrisi

Genelde metal tayinleri i¢in kullanilan bir yontemdir. Sebebi c¢ok kiiciik

miktarlardaki derisimlerde bile tayin yapilabilmesine imkan saglar.

Bu yontemde Once negatif yonde potansiyel uygulanir ve tayin edilecek
analitin ¢aligma elektrodu {izerine birikmesi saglanir. Daha sonra pozitif yonde
potansiyel uygulanarak elektrot yiiziieyinde biriken analitin yilizeyden ayrilmasi
saglanir. Voltamogramda ¢ozeltideki analit derigsimlerinin tayin edilmesini saglayacak
pikler elde edilir. Bu piklerin yiiksekligi olgiilerek ¢ozeltideki elektroaktif maddenin

kantitatif analizi hassas bir sekilde yapilir.
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1.6.3.2. Katodik styirma voltametrisi

Anodik styirma voltametrisinde uygulanan islemlerin tam tersi uygulanir. Yani
once pozitif yonde potansiyel uygulanir. Calisma elektrodu yiizeyinde olg¢iilmek
istenen analitin tuz olusturmasi saglanir. Daha sonra negatif yonde potansiyel

uygulanip olusan bu tuzun elektrot ylizeyinden ayrilamasi saglanir.

1.6.3.3. Adsorptif styirma voltametrisi

Cok diisiik miktarlardaki maddelerin dogru ve giivenilir bir sekilde analiz
edilebilmesine imkan sagladigi i¢in son yillarda kullanimi oldukc¢a yayginlagmistir. Bu
yontemde genelde modifiye elektrotlarin kullanimi tercih edilir. Once analit elektrot
ylizeyinde adsorblanir, daha sonra da siyirma islemi yapilir. Yiiksek hassasiyetle

Olclim yapilabilmesine imkan sagladigi i¢in ila¢ analizlerinde kullanimi fazladir.

1.6.4. Polarografi

Voltametrik metotta damlayan civa elektrodu (DCE) calisma elektroduolarak
kullaniliyor ise metot polarografi adin1 alir. Uygulanan potansiye karsi elde edilen
akimalarin grafige geciririlmesi sonucu polarogram denilen grafikler elde edilir. Bu
yontemde en ¢ok kullanilan elektrot damlayan civa elektrottur. Civa elektrodun g¢ok
yiiksek potansiyellere ¢ikabilmesi nedeniyle polarografik yontemler oldukga kullanigh
yontemlerdir. Fakat civanin toksik etkileri nedeniyle son yillarda bu elektrodun

kullanim1 sinirlanmistir (Bond, 1980).
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1.6.5. Voltametri yonteminde kullamlan elektrotlar

1.6.5.1. Voltametri yonteminde kullamlan ¢alisma elektrotlar

Referans elektrota karsi potansiyeli zamanla dogrusal olarak degisen elektrotlara
calisma elektrodu denir. Bu elektrotlarin polarize olma egilimlerini arttirmak ig¢in
boyutlar1 kii¢lik tutulmaktadir. Analit calisma elektrodunun ylizeyinde indirgenir veya
yiikseltgenir ve analit derisimindeki degismelere gore zamanla potansiyeli degisir. Bu
elektrotlarin polarlanabilme Ozellikleri vardir. Voltametride kullanilan elektrotlarin

elektrokimyasal ve kimyasal 6zellikleri 6nemlidir (Ozkan, 2012).

Calisma elektrodu olarak civa elektrotlar (Damlayan civa, asili civa, civa film),
metal temelli kat1 elektrotlar (Au, Pt, Ag), ve karbon temelli kati1 elektrotlar

kullanilmaktadir.

1.6.5.2. Voltametride kullanilan referans elektrotlari

Deney siiresince potansiyeli sabit olan elektrota referans elektrot denir. Bu
elektrotlara polarizlenmeyen elektrotta denir. Bu elektrotlar pil hiicresindeki
potansiyeli ol¢iilen diger elektrotlarla karsilastirma yapmak ic¢in kullanilir. En ¢ok

kullanilan referans elektrotlar doymus Ag/AgCI elektrot ve kalomel elektrottur.

Gilimis-glimiis kloriir elektrot: En yaygin kullanilan referans elektrotlardandir
ve Ag bir telin, elektrolitik yoldan AgCl ile kaplanarak kloriir iyonu igeren bir

¢ozeltiye daldirilmasiyla elde edilir.

Kalomel elektrot: Bu elektrodun potansiyeli kloriir iyonlarmin aktifligine
baglidir. Kolay hazirlanir ve kalomel ve metalik civadan olusmus bir karisim ve KCl
¢oOzeltisinden olusur. En yaygin kullanilani, igerisinde doygun KCI ¢6zeltisi bulunan

doydun kalomel elektrottur.
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Civa-civa siilfat elektrot: Doygun kalomel elektroda benzer bir elektrottur.

Potansiyeli, siilfat iyonlarinin aktifligine baglidir.

1.6.5.3. Voltametride kullanilan yardima (karsit) elektrot

Kullanim amaci elektronlar i¢in bir havuz ve kaynak olusturmaktir. Bunun
sayesinde akim ge¢mesi saglanir. Yardimci elektrotlar Olgiilen potansiyelin
bliyiikliigliniin tayininde rol almazlar ve calisma elektrodu ile ¢ift olusturur. Akimin
yardimc1 yardimci elektrodun iizerinden ge¢mesinden dolayr kullanilan bu
elektrotlarin soy metal olmasi gerekir. Bu ylizden grafit, tantal, platin ya da tungsten
teller kullanilir (Ozkan, 2012).

1.7.  Analitik yontem validasyonu

Kliniksel ¢alismalarin en 6nemli basamaklarindan biri analizdir. Bu noktada,
biyolojik 6neme sahip molekiillerin ve ila¢ molekiillerinin nitel ve nicel analizleri,
metabolit tayinleri, biyoesdegerlik ve biyoyararlanim ¢aligsmalar1 gibi kliniksel dneme
sahip caligmalarda analitik yontemlerin gereksinimi 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak
bahsi gecen bu ¢aligmalarin yapilabilmesi noktasinda kullanilan analitik yontemin
dogru ve giivenilir olmas1 gerekir. Bir analitik yontemin dogrulugunu ve giivenirligini
ortaya koymak igin yapilan islemlerin biitiiniine “validasyon” adi verilir (Huber,
2003).
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1.7.1. Dogruluk

Dogruluk, gergeklestirilen analiz yontemi sonucu elde edilen degerin gercek
deger yakinliginin 6lciisii olarak tanimlanir. Yontem dogrulugu, % geri kazanim
degerleri ile belirlilir. Geri kazanim calismalari, analitin en az 3 farkli derisiminde

gergeklestirilir.

= Diisiik derisim (tayin alt sinirinda veya yakin bir degerde)
= Orta derisim (¢alisma araliginin ortasinda yer alan bir derisim degerinde)

»  Yiiksek derigim (¢alisma araliginin iist sinirinda veya yakin bir bir degerde)

Secilen her bir derisim icin en az 5 tekrarl analiz yapilmalidir. Elde edilen
sonuglar geri kazanim degerlerine dontstiiriiliir ve geri kazanim degeri %100°e ne
kadar yakinsa yontemin o kadar dogru oldugu diisiiniiliir. Dogrulugun tespiti i¢in

asagida belirtilen 3 yol izlenebilir (Ozkan, 2012). Bunlar;

Referans standart bir yontem ile karsilastirmak: Gelistirilen analitik yontem
kullanilarak, analitin 3 farkli derisiminde 3’er kez ol¢iim gergeklestirilir ve %geri
kazanim degerleri hesaplanir. Elde edilen sonuglar referans yontemin sonugclari ile
istatiksel olarak karsilastirilir. Bu karsilastirma isleminde student-t ve F testleri
kullanilir. Student-t testi ile iki yontemin sonuclarinin ortalamalar kiyaslanirken, F
testi ile de yoOntemlerin standart sapmalar1 arasindaki farkliliklar karsilastirilir.
Hesaplanan t ve F degerleri, teorik t ve F degerleri ile karsilastirilarak gelistirilen
yontemin dogrulugu hakkinda bilgi edinilir. Eger elde edilen degerlerin teorik
degerlerden kii¢iik veya yakin olmasi durumunda gelistirilen yontemin en az referans
alinan yontem kadar hassas oldugu teshisine varilir. bagl olarak yontemin dogrulugu
hakkinda bilgi edinilir. Elde edilen sonuglarin ortalamalari, asagidaki esitliklerde
belirtilen % bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (% BH) ile birlikte

verilir.
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SS GD—Xort

% BSS = % BH =

x 100

ort

Esitlikte GD: Gergek deger, SS: Standart sapma, Xort: Ortalama degeri ifade

etmektir.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilave etmek: Analiz edilecek
maddenin bilinen miktardaki ¢ozeltisi, bir matriks igerisindeki miktar1 bilinmeyen
veya daha Oncesinde tayin edilmis ayn1t maddenin tizerine eklenir. Numunedeki analiz
maddesinin miktar1 deneysel veriler kullanilarak matematiksel islem yardimiyla
belirlenir. Saf madde ilavesinde genel yaklagim, analiz ortamindaki maddenin %25,
50 ve 100 oranindaki ilaveleri olarak belirtilir. Her bir basamakta en az 3’er 6l¢iim
yapilir. Bu teknik genellikle matriks ortamindaki katki ve yardimci maddelerin
bilinmedigi durumlarda kullanilir. Elde edilen sonuglarin ortalamalari, % BSS ve/veya

% BH degerleriyle birlikte verilir.

Kor matriks ortamina analizi yapilan maddenin ilavesi: Analiz ortamindaki
matriksin numuneyi etkiledigi durumda tercih edilen bir tekniktir. Matriks icermeyen
ortama farkli derisimlerde analit ilavesi ile analiz gergeklestirilir. Her basamakta en az
3’er kez 6l¢iim yapilmalidir. Elde edilen sonuglar % geri kazanim olarak, % BSS

ve/veya % BH degerleri ile birlikte raporlandirilir.

1.7.2. Kesinlik

Gelistirilen bir analitik yontemin calisma kosullarindaki tekrarlanabilirliginin bir
Olciisiidiir. Diger bir ifadeyle, analitin tayini i¢in uygulanan yontem sonucu elde edilen
sonuglarin birbirine yakiligimin 6l¢iisiidiir ve % BSS olarak ifade edilir. Kesinlik, 3

temel boliimde incelenir (Ozkan, 2012).

v" Tekrarlanabilirlik
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v" Orta kesinlik
v" Tekrar elde edilebilirlik

Tekrarlanabilirlik: Kisa zaman zarfinda ayn1 kosullar altinda ayn1 numunenin
kullanilmas1 sonucu elde edilen kesinligi ifade eder. En az 10 adet 6l¢iim yapilarak
%BSS degerinin raporlanmasi Onerilir. Bu deger, eser miktar analizlerinde, safsizlik

tayininde ve biyolojik matriks icerisindeki analizlerde maksimum %35 olmalidir.

Orta kesinlik: Laboratuvar i¢inde gergeklestirilen deneylerdeki farkliliklar
sonucu ortaya ¢ikan bir kesinlik derecesidir. Bu ifade ¢aligmalar arasi, deneyler arasi
veya glinler arasi kesinligi gosteren bir ifade olarak da tanimlanir. Orta kesinlik, analiz
edilecek maddeye ait ¢ozeltinin farkli giinlerde ve/veya farkli analizciler tarafindan
ve/veya farkli cihazlarla en az 3’er 6l¢iim gergeklestirilerek %BSS degeriyle birlikte
sonuglandirilir. Biyolojik numunelerle calisildiginda %BSS degerinin  %10-15

araligina kadar ¢iktig1 gbzlemlenmistir.

Tekrar elde edilebilirlik: Laboratuvarlar arasi gerceklestirilen ayni1 deneylerin
sonucunda elde edilen deneysel farkliliklart gosteren bir kesinlik ifadesidir.
Gelistirilen bir yontemin farkli laboratuvarlarda uygulanmasi isteniyorsa tekrar elde
edilebirlik ifadesinin hesaplanmasi ve raporlanma esnasindan belirtilmes
gerekmektedir. Bu ifadenin belirlenmesinde, analizi yapilacak maddenin ¢ozeltisi ayri
laboratuvarlarda, farkli zamanlarda ve farkli analizciler tarafindan analiz edilmesi
gerekir. En az 3’er olglim gerceklestirilerek %BSS degeriyle ifade edilir. Biyolojik
numunelerle c¢alisildiginda %BSS degerinin  %10-15 aralifina kadar c¢iktig

gozlemlenmistir.
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1.7.3. Segcicilik

Segicilik, bir numune igerisindeki analiz edilecek maddenin girisim yapabilecek
diger bilesenler (yardimci maddeler, safsizliklar, bozunma triinleri veya ortamdaki
maddeler) varliginda kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilebilme kabiliyeti olarak
tanimlanir. Diger bir ifadeyle secicilik, gelistirilen analitik bir yontemde analitin
optimal sartlar altinda interferans yapan tiirlerden bagimsiz oldugunu gosterir. Eger
gelistirilen bir yontem yeterli diizeyde secici degilse, o yontemin dogrulugu ve
kesinligi gibi temel validasyon parametrelerin giivenirligi hakkinda da siiphe

uyandirir.

Secicilik ifadesinin  belirtilmesinde, yontemin dogruluk ve kesinlik
degerlerinden yararlanilir. Referans bir yontem ile karsilastirma yapildiginda Student
t ve F testleri uygulanarak da yontemin se¢iligi hakkinda bilgi edinilebilir. Eger ortam
matriksinin bilesimi bilinmiyorsa veya kompleks bir matriks igeren numune
ortamindan analiz yapiliyorsa, genellikle standart ekleme yontemi kullanilarak analiz
gerceklestirilir. Boylelikle, muhtemel interferans yapabilecek tiirler elimine edilmis

olur (Ozkan, 2012).

1.7.4. Dogrusallik

Dogrusallik, bir numunedeki analit miktarinin veya derisiminin bir fonksiyonu
olarak elde edilen sinyalin dogru orantili olarak artma kapasitesini gdsteren 6nemli bir
validasyon parametresidir. Bu kapasite, analit miktarina veya derisimine kars1 elde
edilen sinyalin olusturdugu grafikle incelenir ve bu grafikte gdzlenen egim (m),
kesisim (n) ve korelasyon katsayisi (r) gibi parametrelerle dogrusallik gosterilir. Eger

r=0.999 ve iizerinde ise yontemin dogrusalligi hakkinda s6z edilebilir (Ozkan, 2012).

Bir analitik yontemin dogrusalligini belirlemek icin asagidaki islemler yapilmalidir;

e Saf analit kullanilarak gergeklestirilmelidir.
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e En az 5 farkli analit derisimi 6l¢iilmelidir.

e Dogrusallik araliginin belirlenmesinde, hedeflenen seviyenin %50 daha diisiik
bir derisiminden baglanmali1 ve iist sinir noktasinda ise %150 daha yiiksek bir
derigim segilmelidir.

e Her bir derisim seviyesinde en az 3 kez 6l¢lim alinmalidir.

1.7.5. Duyarhhk

Duyarlilik, analit miktarinin veya derisiminin degisimine karst sinyaldeki
degisimin oranina karsilik gelen terimdir. Duyarlilik, kalibrasyon dogrusunun egimi
olarak ifade edilebilir. Elde edilen bu egim, ne kadar biiylikse yontemin duyarliligi da
o derece iyidir (Ozkan, 2012).

1.7.6. Cahsma Arahgi

Yeteri kadar dogruluga ve dogrusalliga sahip bir analitik yontemin, en diisiik ve
en ylksek analit derisim degerleri arasindaki araligina o yontemin ¢alisma araligi
denilmektedir. Calisma araligi, gelistirilen analitik yonteme bagli olarak degismekte

olup yontemin dogrusalliginin belirlenmesi ardindan belirlenir (Ozkan, 2012).

1.7.7. Teshis ve tayin alt sinir1

Teshis sinir1 (TS, LOD), Bir numunedeki analitin teshis edilebildigi ancak kabul
edilebilir bir belirsizlikle miktar tayinin yapilamadigi en disiik derisim olarak ifade
edilir. Tayin alt sinir1 (TAS, LOQ) ise, kabul edilebilir bir seviyede dogru olarak
miktarinin tayin edilebilidigi en kiiciik analit derisimidir. TAS degeri, dogrusalllik
smirlari icerisinde degildir ve kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturur. TS ve

TAS degerlerinin saptanmasi noktasinda iki temel yontem mevcuttur (Ozkan, 2012).
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1. Sinyal/giiriiltii oran1 yontemi: Bu yontemde, bilinen en kii¢iik derisime sahip
analit ¢ozeltisinden elde sinyaller ile kor (blank) olarak adlandirilan
cOzeltisinden elde edilen sinyaller karsilastirilir. Sinyal/glriiltii oraninin 3
oldugu derisim TS, 10 oldugu derisim ise TAS olarak kabul edilir.

2. Hesaplama yontemi: Bu yontemde ise, bilinen en kiiciik analit ¢ozeltisinden
elde edilen sinyallerin standart sapmasinin, ilgili kalibrasyon dogrusunun
egimiyle iligkisini temel alan matematiksel bir esitlik kullanilmaktadir. TS ve

TAS degerlerinin hesaplanmasinda asagida gosterilen esitlikleri kullanilir.

TS = 39:nSS ve TAS = 10x SS

Esitlikte S standart sapmasi, m ise kalibrasyon dogrusunun egimini ifade eder.

1.7.8. Saglamhk

Gelistirilen bir analitik yontemin, ortam sartlarinin veya c¢esitli analiz
parametrelerinin ufak degisiminden etkilenmeden kalma kapasitesini gosteren temel
bir validasyon parametresidir. Saglamlik, yontemin giivenilirliginin de bir
gostergesidir. Ortamin pH’s1, organik ¢oziicliniin miktari, sicaklik ve kullanilan cihaz
parametreleri yontemin saglamliina etki edebilecek parametreler olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Ozkan, 2012).
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1.7.9. Tutarhhk

Tutarlilik, gelistirilen bir yoOntemin gercek pratik kosullardaki tekrar
edilebilirligini gosteren bir parametredir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
parametreleri ile dogrudan ilgilidir. Bu parametrenin belirlenmesindeki ¢esitli

degiskenler asagida gosterilmistir.

Ayni laboratuvarda farkli analizciler
Ayni laboratuvarda farkli cihazlar
Kullanilan kimyasallarin markalarinin degigsmesi

Farkli laboratuvarda ayn1 analizciler

g~ w0 P

Farkl1 laboratuvarda ayni1 marka ve model cihazlar

gibi parametreler denenerek yontemin tutarliligi hakkinda bilgi edinilir. Elde edilen

sonuglarin %BSS degeri temel alinarak degerlendirme yapilir (Ozkan, 2012).

1.7.10. Stabilite

Stabilite genellikle ¢aligilan analitlerin farkli deneysel kosullardaki kararligim
gosteren bir parametredir. Bu validasyon parametresi, deney sonucunda bozunma
irlinlin meydana gelip gelmedigi hakkinda da bilgi verir. Dort farkli yontem

kullanilarak stabilite ¢alismalari ger¢eklestirilmektedir (Ozkan, 2012).

1. Kisa siireli stabilite: Farkli derisimlere sahip ornekler oda sicakliginda ¢oziilerek
hazirlanir ve 4-24 saat araliginda oda sicakliginda bekletilir. Islem sonucunda
analiz edilerek elde edilen sonug, taze hazirlanmis 6rnek sonucu ile kiyaslanir.

2. Uzun siireli stabilite: Farmasoétik etken maddenin uzun siire zarfinda ne kadar siire
kararl1 halde kaldig: ile bilgi verir. Hazirlanan ¢6zelti, 3, 6 ve 12 aylik periyotlarda
ayni kosullar altinda analiz edilir ve elde edilen sonuglar, taze hazirlanmis 6rnek

sonucu ile kiyaslanir.
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3. Dondurma-¢6zme stabilitesi: Bu yontemde, ti¢ farkli derisimde hazirlanan

1.8.

¢oOzeltiler istenilen sicaklikta 24 saat siire ile dondurulurlar. Devaminda, bu
cozeltilerin oda sicakliginda kendiliginden ¢oziilmesi beklenir. Bu prosediir, iki
kez daha tekrarlandiktan sonra analiz islemine geg¢ilir. Elde edilen sonug, taze
hazirlanmis 6rnek sonucu ile kiyaslanir.

Zorlanmis bozunma calismalari: Bu yontemde, analizi yapilacak numune iizerine
uygulanan ¢esitli sartlarin etkisi incelenir. Bu sartlar asagidaki c¢izelge de

belirtilmistir.

Sicaklik: Analiz ortaminin sicakligi artirilir ve her 10 °C’lik sicaklik degisimin
analit iizerindeki etkisi incelenir.

Nem : % 75 ve daha yliksek oranda neme sahip ortamda analit belirli siire
boyunca bekletilir ve analit iizerindeki etkisi incelenir.

Isik: Analit, UV ve floresan 1sik altinda belirli siire maruz birakildiktan sonra
fotoliz olaymin gergeklesip gerceklesmedigi incelenir.

Asidik ortamda hidroliz: Analit, 0.1 M HCI ve 1M HCI ortaminda belirli bir
siire bekletildikten sonra analizi gergeklestirilir. Islem sonucunda, bozunma
tirtinlerinin olugup olugmadig: incelenir.

Bazik ortamda hidroliz: Analit, 0.1 M NaOH ve 1 M NaOH ortaminda belirli
bir siire bekletildikten sonra analizi gerceklestirilir. islem sonucunda, bozunma
tirtinlerinin olugup olugmadigi incelenir.

Yiikseltgenme: Analit, %3 ve %30 oraninda H2O, ortaminda belirli bir siire
bekletilmesinin ardindan analizi gergeklestirilir. Islem sonucunda, analitin

oksidasyona ugrayip ugramadigi incelenir.

Tez maddeleri ile yapilmus literatiirdeki ¢alismalar

Bu arastirmada tizerinde ¢alisilmasi planlanan ilag etken maddeleri (1S,2S)-

PSDO, ESOM ve ESCIT enantiyomerleri igin gliniimiize kadar yapilmis farkli analitik

caligmalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.
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1.8.1. Psodoefedrin enantiyomerleri i¢in mevcut analiz yontemleri

Cizelge 1.1. (1S,2S)-PSDO i¢in gelistirilen analitik yontemler

Yontem Cahsl?a Teshis Kaynak
arahg siniri
Yiizeyi giiglendirilmis Raman 6 12 12 (Guselnikova ve
spektroskopisi 10710 10°M 10M ark., 2021)
Floresan algilamal1 yiiksek i 100 (Shao ve ark.,
performansli s1vi kromatografisi Pg 2006)
. - i (Suedee ve ark.,
Ince tabaka kromatografisi 1999)
1.8.2. Omeprazol enantiyomerleri i¢in mevcut analiz yontemleri
Cizelge 1.2. ESOM i¢in gelistirilen analitik yontemler
Yontem Cahsl?a Teshis Kaynak
arahg siniri
. nr ) 0.0454pug  (Solanki ve ark.,
y 1
Tiirev Spektrofotometrik Yontem — 3-15ug ml mi 2011)
Ters fazl yiiksek performansli i (Shetty ve ark.,
stv1 kromatografisi 10 ng/mL 2005)
Yiiksek performansli ince tabaka 1200-2800 0.063 (Roosewelt ve
kromatografik yontem pug/mL pg/mL ark., 2007)
Ters fazl yiiksek performansl i (Jain ve ark.,
s1v1 kromatografisi >-25ug/ml 0.100ug/ml 2019)
Kapiler elektroforez 2-20 ug /mL 0. 8 pg/mL (Chen ve ark,
2014)
Yiksek performansli sivi 40 — 0.207 (Rao, Krishna ve
kromatografisi 120 pg/mL ng/mL ark., 2016)
- 3.0to 1.4 (Ivi¢ ve ark.,
Kare dalga voltametrisi 500 pgmLt  pgmL 2019)
Diferansiyel puls voltametrisi L0x102-  3.5x10%  (Radive Abd-
yelp 1.0x10* M M Elkader, 2015)
Diferansiyel puls adsorptif 1.0x10 8 to 3.0x10°° M (Radi ve ark.,
styirma voltametrisi 1.0x10° M ’ 2016)

40



1.8.3. Sitalopram enantiyomerleri i¢in mevcut analiz yontemleri

Cizelge 1.3. ESCIT igin gelistirilen analitik yontemler

Yontem Calisma arahgi Teshis sinir1 Kaynak

Ters fazli yiiksek

performansli sivi 5-25 pg/mL 1.030 pg/mL (Kakde ve
L ark., 2013)
kromatografisi
Ters fazli yiiksek (Vadrevu ve
performansli sivi 0-45nug/mL 0.1 mg/mL Govindarao,
kromatografisi 2018)
(Vetrichelvan
Kolorimetrik 2-10 pg/ml 0.003450328 ve ark.,
hg/ml 2010)
Kare dalga (Jain ve ark.,
voltametrisi 150 pg/mL to 400 pg/mL 53.67 pg/mL 2013)
Diferansiyel puls 1.0x10° to 7.0x10° 7 1 (Attia ve
voltametrisi mol Lt 2.0x1g7mol L ark., 2017)

Bu tezin amac1 kiral bilesik enantiyomerlerinin analizi i¢in molekiiler baskilama
tabanli elektrokimyasal kiral sensor gelistirmektir. Bu tez arastirmasi ile ongoriilen
calismada segilen ilag etken maddeleri (1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT tayini igin
secici, hassas, duyarli, hizli ve tamamen valide edilmis elektrokimyasal analiz
yontemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu maddelerle molekiiler baskilama
temelli elektrokimyasal kiral sensor gelistirebilmek literatiire 6nemli bir katki
saglayacaktir. Hem molekiiler baskilama teknigi hem de elektrokimysal yontemler
sayesinde daha az madde kullanarak, daha segici ve hassas ve daha gevreci sensorlerle

analizler gerceklestirilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler
Tez ¢aligmasinda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi

bir 6n saflastirma islemi wuygulanmadan kullanilmistir ve Cizelge 2.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Formiil Marka
1S,2S-(+)-psodoefedrin C1o0H1sNO Sigma-Aldrich
1R,2R-(-)-psédoefedrin C10H1sNO Sigma-Aldrich
(S)-(-)- omeprazol C17H19N303S Sigma-Aldrich
(R)-(+)- omeprazol C17H19N303S Sigma-Aldrich
S-sitalopram Ca0H22BrFN20O Sigma-Aldrich
R-sitalopram C20H22BrFN20 Sigma-Aldrich
(S)-Lansoprazol Ci6H13F3N3NaO.S  Cayman Chemical
(R)-Lansoprazol Ci6H13FsN3NaO2S ~ Cayman Chemical
Ortofenilendiamin CeHsN2 Sigma-Aldrich
Asetonitril CH:CN Merck
Etanol C2HsOH Merck
Metanol CHsOH Merck
Asetik asit CH3COOH Merck
Fosfat tampon tablet 1 tablet/200 mL Sigma-Aldrich
Soydum hidroksit NaOH Merck
Hidroklorik asit HCI Merck
Potasyum nitrat KNOs Merck
Potasyum ferrisiyaniir Ks[Fe(CN)s] Acros Organics
B-siklodekstrin C42H70035 Sigma-Aldrich
Askorbik asit CeHsOs Sigma-Aldrich
Ticari serum - Sigma-Aldrich
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Cizelge 2.1. Devam Deneysel ¢alismalarda kullanilan Kimyasal maddeler

Kimyasal madde Formiil Marka
Urik asit CsHaN4O3 Sigma-Aldrich
Dopamin CsH11NO2 Alfa-Aesar
Parasetamol CH3CONHCgsH4OH Sigma-Aldrich

2.2.Tez cahsmasinda kullanilan ekipmanlar

Tez c¢aligmasinda kullanilan cihazlar ve diger ekipmanlar Cizelge 2.2.°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz ve diger ekipmanlar

Cihaz Marka — Model

X-1ginlar1 kirinim spektrometre Panalytical Empyrean

X-1sinlar1 fotoelektron spektrometre PHI500 VersaProbe

Fourier doniistimli kizil6tesi spektrometre Shimadzu IR-Affinity 1

Gegirimli elektron mikroskobu JEOL JEM 2100F

Hassas terazi Radwag AS 220 R.2

pH metre Hanna Instruments

Vakum etiiv Niive EV 018

Ultrasonik banyo Bandelin sonorex

Isiticili manyetik karistirict Thermo-Shiaker (Bio_san 15100,
Riga, Latvia)

Ultra-saf su cihazi Millipore, Milli-Q

Otomatik pipet Thermo Fisher Scientific Finnpipette

Santrifiij cihaz1 Thermo Electron Corp. MicroCL 17R

Santrifiij cihazi Niive NF-200

Vorteks Velp Scientifica
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2.3.Tez cahsmasinda Kullanilan elektrokimyasal sistem ve bilesenleri

Tez calismasit kapsaminda kullanilan elektrokimyasal sistem ve bilesenleri

Cizelge 2.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Tez calismast kapsaminda kullanilan elektrokimyasal sistem ve
bilesenleri

Bilesen Marka-Model
Potansiyostat — Galvanostat sistemi Metrohm Autolab PGSTAT 128N
Elektrot hiicre stand1 BASI® - C3

Calisma elektrodu (CKE, 3 mm ¢ap) BASI® - MF 2012
Karsilagtirma elektrodu (Ag/AgCl) BASI® - MF 2052
Yardimei elektrot (Pt tel, 7,5 cm) BASI® - MW 1032
Parlatma — cilalama seti BASI® - MF 2060

Cam hiicre BASI® - MR 1208

2.4.Tez calismasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

2.4.1. Destek elektrolitlerin hazirlanmasi

Elektrokimyasal analizlerde destek elektrolit olarak, farkli pH’lara sahip
tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. Cozeltilerin pH’lar1 1.0 M NaOH veya 1.0 M HCI
kullanilarak istenilen pH’ya ayarlanmistir. 1 adet fosfat tablet 200 mL (0.010 M) ultra
saf suda ¢ozilmiustiir. 1.0 M NaOH veya 1.0 M HCI kullanilarak fosfat tamponunun
pH’s1 7.4’e ayarlanmustir.
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2.4.2. Potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Tez projesi kapmasinda hazirladigimiz modifiye elektrotlarin elektrokimyasal
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, 0.1 M KCI igerisinde ¢oziilmiis 5x10° M

potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi hazirlanmastir.

2.4.3. Tla¢ etken maddelerinin standart ¢ézeltilerinin hazirlanmasi

(1S,2S)-PSDO ve (1R,2R)-PSDO’in standartlarindan uygun miktarlar tartilarak,
102 M’lik standart stok c¢ozeltileri ultra saf su icerisinde hazirlanmistir. ESOM ve R-
OM’un standartlarindan uygun miktarlar tartilarak, 10 M’lik standart stok ¢ozeltileri
ultra saf su icerisinde hazirlanmigtir. ESCIT ve R-CIT’in standartlarindan uygun
miktarlar tartilarak, 102 M’hik standart stok c¢oOzeltileri metanol icerisinde
hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler + 4°C ‘de saklanmistir. Kullanilmadan

once buzdolabindan ¢ikartilip ortam sicakligina gelmesi beklenmistir.

2.4.4, Tablet ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Tabletlerin tespiti i¢in, her biri 60 mg (1S,2S)-PSDO igeren DELODAY PLUS
ilacindan on tabletin ortalama agirligi 6lciildii; daha sonra havanda toz haline
getirilerek homojenize edilmistir. 1.0 mM stok soliisyon 30 dakikada sonikasyon ile
ultra saf su iginde hazirland1 ve siiziildi. Bu filtrelenmis ¢ozeltiden belirli bir kisim
alind1 ve fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde seyreltildi. Tabletlerdeki (1S,2S)-PSDO
miktarmni incelemek igin bilinen tablet derisimlerine bilinen miktarda saf (1S,2S)-
PSDO ilave edilerek geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmis ve DPV yontemi ile

incelenmistir.

Tabletlerin tespiti igin, her biri 40 mg ESOM i¢eren ESOM ilacindan on tabletin
ortalama agirlig1 Olgiildii; daha sonra havanda toz haline getirilerek homojenize

edilmistir. 1.0 mM stok soliisyon 30 dakikada sonikasyon ile ultra saf su igerisinde
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hazirlandi ve siiziildii. Bu filtrelenmis ¢ozeltiden belirli bir kisim alind1 ve fosfat
tamponu (pH 7.4) igerisinde seyreltildi. Tabletlerdeki ESOM miktarini incelemek igin,
bilinen tablet derisimlerine bilinen miktarda saf ESOM eklenerek geri kazanim

calismalar1 yapilmis ve DPV yontemi ile incelenmistir.

Tabletlerin tespiti igin, her biri 10 mg ESCIT igeren CIPRALEX ilacindan on
tabletin ortalama agirligi oOlgiildii; daha sonra havanda toz haline getirilerek
homojenize edilmistir. 1.0 mM stok soliisyon 30 dakikada sonikasyon ile ultra saf su
icerisinde hazirland1 ve siiziildii. Bu filtrelenmis ¢6zeltiden belirli bir kisim alindi ve
fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde seyreltildi. Tabletlerdeki ESCIT miktarini
incelemek igin, bilinen tablet derisimlerine bilinen miktarda saf ESCIT eklenerek geri

kazanim calismalar1 yapilmis ve DPV yontemi ile incelenmistir.

2.4.5. Serum ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Sigma Aldrich firmasindan ticari serum c¢ozeltileri alindigi sekilde dogrudan
kullanilmigtir. Serum numunelerine geri kazanima uygun derisimde etken madde ilave
edilmis ve dogrudan son derisimin geri kazanimina, standart kalibrasyon
denkleminden akim degeri yerine koyarak, derisime gecilerek % geri kazanim

hesaplanmuistir.

2.4.6. Girisim calismalarinda kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

Kanda bulunan bazi biyolojik molekiillerin ve iyonlarin, hazirladigimiz molekiiler
baskilama temelli elektrokimyasal kiral sensorlerin voltametrik sinyaline etkisinin
aragtirilmast amaciyla 0.01 M askorbik asit (AA), dopamin (DOP), iirik asit (UA),
KNOs, NaxSOs ve MgCly stok ¢ozeltileri ultra saf su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmustir.
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2.4.7. Tez ¢calismasinda kullanilan diger ¢ozeltilerin hazirlanmasi

10 mM ortofenilendiamin (0-PD) stok ¢ozeltisi, fosfat tamponu (0.010 M, pH 7.4)
icerisinde hazirlanmistir. 10mM stok B-siklodekstrin (B-CD) ¢ozeltisi ultra saf su
igerisinde hazirlanmigtir. 5 mM stok setiltrimetilamonyum bromiir ¢ozeltisi ultra saf
su igerisinde hazirlanmistir. Tetraetil ortosilikat kullanilmadan o6nce 1:1 oraninda
etanol ile seyreltilmistir. 500 mg seliiloz tris-3,5-dimetilfenil-karbamat (C1) 5mL

tetrahidrofuran (THF) igerisinde 2 saat ultrasonik banyoda karistirilarak hazirlandi.

2.5. Tez ¢calismasinda kullanilan voltametrik yontemler

2.5.1. (1S,2S)-PSDO analizinde kullanilan voltametrik yontemler

2.5.1.1. Doniisiimlii voltametri

Bu calismada camsi karbon elektrot (CKE) {izerinde 0oPD
elektropolimerizasyonu  doniisiimlii ~ voltametri (DV) yontemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elektropolimerizasyon islemi MIP ve baskisiz (NIP) elektrotlarin
hazirlanmasinda ile -0.2 ve 0.8V arasinda 50mV/s'lik bir tarama hizinda 10 dongii
alinmas seklinde uygulanmistir. MIP ve NIP elektrotlarin hazirlanma yontemleri hep
ayni olmakta, elektrotlar hazirlanirken igerdigi hedef molekiil (baskilanan molekiil)

degistirilmektedir. NIP ve MIP elektrotlar giinliik olarak hazirlanmistir.

2.5.1.2. Diferansiyel puls voltametri

(1S,2S)-PSDOQ’in elektrokimyasal 6l¢timleri, DPV yontemi kullanilarak 5 mM
[Fe(CN)s]>* (1:1) ve 100 mM KCl iceren bir soliisyonda gergeklestirilmistir.
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2.5.2. ESOM’un analizinde kullanilan voltametrik yontemler

ESOM’un elektrokimyasal dlgiimleri, 5 mM [Fe(CN)s]* 7+ (1:1) ve 100 mM KCI

igeren bir soliisyonda DPV yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.5.3. ESCIT’1n analizinde kullanilan voltametrik yontemler

ESCIT 1 elektrokimyasal dl¢iimleri, 5 mM [Fe(CN)s]* "+ (1:1) ve 100 mM KCI

iceren bir sollisyonda DPV yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.6. Tez cahsmasinda kullamlan molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal

kiral sensorlerin hazirlanmasi

2.6.1. (1S,2S)-PSDO i¢in molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral

sensorlerin hazirlanmasi

[k olarak, CKE etanol ve su karisim i¢inde 15 dakika boyunca ultrasonik banyoda
karistirtlmaya tabi tutulmustur. Daha sonra, CKE'nin yiizeyi 1.0 mikron aliimina
stispansiyonu i¢inde parlatilip, saf su ile temizlenmistir. Havada kurutulduktan sonra
MIP ve NIP elektrot cevaplarini incelemek i¢in kullanilmistir. MIP sensériiniin
olusturulmasi i¢in, fosfat tamponu (0.01 M, pH 7.4) icerisinde 1.0 mM 0-PD ¢ozeltisi
ve 1.0 mM (1S,2S)-PSDO ¢ozeltisi birlestirilmistir. Elektropolimerizasyon DV
yontemi ile -0.2 ve 0.8V arasinda 50 mV/s'lik bir tarama hizinda 10 dongii sayst ile
uygulanmistir. (1S,2S)-PSDO'nun CKE yiizeyinde fonksiyonel monomer o-PD ile
elektropolimerizasyonundan sonra (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral

sensorii ultra saf su ile yikanmustir.
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NIP/CKE, elektropolimerizasyon adimi yoluyla (1S,2S)-PSDO olmadan yukarida
belirtilen prosediire goére hazirlanmistir. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE  sensoriiniin

analitik performansini kontrol etmek i¢in NIP/CKE sensorii kullanilmustir.

Elektrokimyasal dl¢iimler, DPV yontemi kullanilarak 5 mM [Fe(CN)e]* ™+ (1:1)
ve 0.1 M KCl igeren bir soliisyonda gerceklestirilmistir.

2.6.2. ESOM molekiiler baskili temelli elektrokimyasal kiral sensorlerin

hazirlanmasi

Ik olarak, CKE 15 dakika boyunca etanol ve saf su (1:1, v/v) karisimi iginde
ultrasona tabi tutulmustur. Daha sonra, CKE'nin yiizeyi 1.0 mikron alimina
stispansiyonu i¢inde parlatildi, saf su ile temizlenmistir. Havada kurutulduktan sonra
MIP ve NIP elektrotlarim incelemek i¢in kullanilmistir. Molekiiler baskilanmig
gozenekli polimerik film asagidaki gibi sentezlenmistir: 6n-polimerizasyon ESOM:3-
CD (1:1 mol, 0.04 mL) kompleksi, setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) (0.045
mmol, 0.02 mL) ve NH4OH (0.02 mL) igeren bir ¢ozelti 15 dakika oda sicakliginda
karistirtlmistir. Bu ¢ozeltiye tetraetil ortosilikat: etanol (TEOS: ETOH) (0.45 mmol,
0.02 mL) (2:1) ilave edildi ve bu ¢ozeltiden 3.0 uL'lik bir kissm CKE ylizeyine
damlatilmigtir.  Etiivde (50 °C) 30 dakika polimerizasyon yapilmistir.
Polimerizasyondan sonra ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE elektrokimyasal
kiral sensorii ultra saf su ile durulanarak polimerik yapida hazirlanan gézenekler agiga

cikarilmistir.

Kontrol ig¢in, baskilama performansini degerlendirmek i¢in ESOM'un olmadan
ayni kosullar altinda baskilanmamis bir sensor (NIP/CKE) sentezlenmistir. Gelistirilen
ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriin analitik

performansini kontrol etmek i¢in NIP/CKE sensorii kullanilmistir.
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Elektrokimyasal dl¢iimler, DPV yontemi kullanilarak 5 mM [Fe(CN)e]* "+ (1:1)
ve 0.1 M KCl igeren bir soliisyonda gergeklestirilmistir.

2.6.3. ESCIT molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral sensorlerin

hazirlanmasi

Ik olarak, CKE 15 dakika boyunca etanol ve saf su (1:1, v/v) karisimi iginde
ultrasona tabi tutulmustur. Daha sonra, CKE'in yiizeyi 1.0 mikron alimina
stispansiyonu iginde parlatildi, saf su ile temizlenmistir. Havada kurutulduktan sonra
MIP ve NIP elektrotlarini incelemek ic¢in kullanilmistir. Molekiiler baskilanmis
polimerik film asagidaki gibi sentezlenmistir: ESCIT:C1 (1:1 v/v ) kompleksi, % 0.5
EPI (10 uL) iceren bir ¢ozelti 1 dakika oda sicakliginda karistirtlmistir. Bu ¢ozeltiden
1.0 pL'lik bir kisism CKE yiizeyine damlatilmistir. Etiivde (50 °C) 10 dakika
polimerizasyon yapilmistir. Polimerizasyondan sonra ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE

elektrokimyasal kiral sensorii ultra saf su ile durulanmustir.

Kontrol i¢in, baskilama performansini degerlendirmek i¢in ESCIT olmadan ayni
kosullar altinda baskilanmamis bir sensor (NIP/CKE) sentezlenmistir. Gelistirilen
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriin analitik performasi
NIP/CKE sensorii kullanilarak kontrol edilmistir.

Elektrokimyasal &lgiimler, 5 mM [Fe(CN)g]*”* (1:1) ve 0.1 M KClI igeren bir
soliisyon i¢inde bir NIP ve MIP iizerinde DPV yontemi ile gergeklestirilmistir.

2.6.4. Molekiiler baskilanmis elektrokimyasal sensor yiizeylerin
karakterizasyonu

Tez c¢alismasi kapsaminda gelistirilen MIP temelli elektrokimyasal kiral

sensoOrlerin karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Gelistirilen sensorler i¢in ¢esitli
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elektrokimyasal, spektroskopik ve

caligmalar1 yapilmistir.

mikroskobik

tekniklerle

karakterizasyon
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3. BULGULAR

3.1.  (1S,25)-PSDO etken maddesine ait bulgular

3.1.1. (1S,2S)-PSDO karakterizasyonu

3.1.1.1. Elektrokimyasal karakterizasyon

(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin elektrokimyasal
karakterizasyonu, elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve DV yontemleri
kullanilarak elektropolimerizasyondan oOnce, elektropolimerizasyondan sonra,
desorpsiyon isleminden sonra ve (1S,2S)-PSDO'in baglanmasindan sonra sonuglari

karsilastirmak icin uygulanmaistir.

EIS, modifiye edilmis ve edilmemis elektrot yiizey 6zelliklerinin etkili bir
sekilde karsilagtirilmasi ve gelistirilen sensoriin karakterizasyonu igin dnemli bir
tekniktir. EIS ile ¢iplak ve polimer baskili elektrotlarin her asamasinin

karakterizasyonu icin [Fe(CN)6]*”* kullanilmustir.

Her adimda dikkate deger impedans spektrum degisiklikleri Sekil 3.1.'deki gibi
gozlenmistir. Nyquist diyagraminin daha yiiksek frekanslar i¢in yarim dairesi elektron
transfer prosediiriine karsilik gelirken, diisiik frekansin lineer kismi difiizyona karsilik
gelir. Ciplak CKE i¢in hizli elektron transfer kinetigi ile difiizyonla sinirlt bir siireg
izlenebilir. Elektropolimerizasyondan sonra MIP iletken degildir ve yiizey elektron
transferinde son derece direnglidir. Bdylece, maksimum direngli impedans
spektrumlar1 elde edilmistir. (1S,2S)-PSDO'in ¢ikarilmasindan sonra, bosluklarin
Olusmast nedeniyle impedans degeri azalir ve daha sonra elektron transfer
elektronlarmi1 kolaylastirdig: i¢in [Fe(CN)g]* 7+ sinyali gozlenebilir. Son olarak,
(1S,2S)-PSDO'in baglanmasindan sonra yarim daire iyilestirilir. Elde edilen bu
sonuglar, polimerik matrisin (1S,2S)-PSDO'e baglanmak i¢in yeterli kapasiteye sahip

oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 3.1. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal Kiral sensorii olugturmak igin
her adimda elde edilen elektrokimyasal impedans spektroskopisi.

DV, sensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in en temel yontemdir.
Elektropolimerizasyon, desorpsiyon ve baglanma prosediirlerini degerlendirmek igin

DV yontemi uygulanmistir.

Sekil 3.2.'de goriildiigii gibi, ¢iplak CKE maksimum tepe akimimna sahiptir.
Elektropolimerizasyondan sonra, polimer olusumu tarafindan inhibe edilen elektron
transferi nedeniyle [Fe(CN)e]*’* pik akimi elde edilemez. (1S,2S)-PSDO'in
desorpsiyonundan sonra, [Fe(CN)s]>* pik akimu tekrar elde edilmistir. Bu sonug,
baglanmaya ve artan elektron transferine izin veren bosluklarin olugumunu
gdstermistir. Son olarak, (1S,2S)-PSDQ'in baglanmasindan sonra, [Fe(CN)g]*>* i¢in
uygun baglanma bosluklarindaki azalma nedeniyle [Fe(CN)s]**~ sinyalinde 6nemli
bir azalma elde edilmistir. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE sensoriiniin elektrokimyasal
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kiral algilama alaninda miikemmel secicilik ve hassasiyet, olaganiistii

tekrarlanabilirlik gibi birgok avantaj1 vardir.

0.00008 4| = Ciplak CKE
=== EP sonrasi
== )esorpsiyon sonrasi
== Baglanma sonrasi
0.00004
<\( 0.00000 ~
-0.00004 -
-0.00008 +
1 1 1 1 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

E/V

Sekil 3.2. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin her adiminin
elde edilen doniisiimlii voltamogramlari.

3.1.1.2. Yiizey karakterizasyon

Gelistirilen CKE yiizeylerinin karakterizasyonu, EIS ve DV disinda, Raman
spektrometresi, temas agis1 6l¢iimleri ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile de

incelenmistir.

(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE'nin  yiizey morfolojisi SEM  kullanilarak
incelenmistir (Sekil 3.3.A). Sekilde gorildigi gibi (1S,2S)-PSDO baskilanmis
elektrot, CKE vyiizeyinde piriizli ve gozeneksiz bir yapir olusmustur. (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE'nin kimyasal yapisini karakterize etmek i¢in Raman spektroskopisi
kullanildi (Sekil 3.3. B). Tipik Raman kayma bantlari, sirastyla yaklasik 1358 cm™ ve
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1584 cm! civarindaki bantlar benzenoid halkasinda bulunan C—Ne+ ve C=C gerilme
bantlaridir. Spektrumda goriildiigii gibi, 1502 cm™'deki Raman kaymasi, sensor
yiizeyindeki imin bolgeleriyle ilgili C=N gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
C—Ne+germe titresimleri-delokalize polaronik yiik tasiyicilari, giiclii bir Raman bandi
olarak 1308 cm™'degdzlenmektedir. Ayrica, C-N germe titresimleri 1261 cm™
civarinda net bir sekilde goriilmektedir. Ciplak CKE ve (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE
yiizeyinin temas agist polimerizasyondan sonra 72.14°'den 35.86°'ye distii (Sekil
3.3.C, 3.3.D). Temas agisindaki onemli azalma, hidrofilik karakterlerin ve ylizey

polaritesinin arttigini géstermistir.
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Sekil 3.3. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE yiizeyinin karakterizasyonu: SEM goriintiisii
(A); Raman spektrumlari (B); ¢iplak CKE (C) ve (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE (D)
temas agilar1 goriintiileri.
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3.1.2. Deneysel kosullarin optimizasyonu

3.1.2.1. Monomer/hedef molekiil oraninin etkisi

Molekiiler baskilanmis filmin optimizasyonu ve degerlendirilmesi, MIP tabanli
sensor tasariminin en kritik asamasidir. Monomerin hedef molekiile molar oranini
optimize ederek, uygun baglanma bosluklar1 ve kararli ve homojen polimer olusumu
saglanabilir. Bu nedenle monomer/kalip oran1 0.5:1, 1:1, 2.5:1, 5:1 ve 10:1 olarak
incelenmistir. Farkli oranlarda hazirlanan elektrotlarin DPV ve DVtepkileri,
elektropolimerizasyon oncesi, elektropolimerizasyon sonrasi, desorpsiyon sonrasi Ve
baglama sonrasinda kontrol edilmistir. Sonug olarak, monomer/hedef molekiil molar
oraninin iyi stabilite, kolay desorpsiyon ve baglama islemi sagladig: oran 1:1 olarak

bulunmustur ve optimum oran olarak secilmistir.

3.1.2.2. 0-PD polimerizasyonu i¢in dongii sayis1 ve tarama hizinin etkisi

0-PD'nin elektropolimerizasyonu i¢in dongii sayisi, hem polimer film kalinligini
hem de gelistirilmis molekiiler baskilanmis sensoriin segicilik, kararlilik ve hassasiyet

acisindan performansini etkileyen karakteristik bir islemdir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin , -0,2 -
0,8 V arasindaki potansiyel araliginda 1mM 0-PD ve 1mM (1S,2S)-PSDO igeren
PB'de (pH 7,4) ortaminda 10 dongii sayisi ile elde edilen doniistimlii
voltamogramlari.

Optimum dongii sayisini belirlemek amaciyla daha 6nce belirlenen kosullar altinda
cesitli dongii sayilarinda polimerizasyonlar gerceklestirilmistir. DV dongii sayisinin
etkisini karsilastirmak i¢in; elektropolimerizasyon sirasinda 3, 5, 10, 15 ve 20 dongi
gerceklestirilmistir. Daha dogru bir degerlendirme elde etmek icin (1S,25)-PSDO'nun
desorpsiyonundan sonra ve 5x107°® M (1S,2S)-PSDO'nun baglanmasindan sonraki
tepe akimlart (Ip) Olgtimii arasindaki fark (Alp) kontrol edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore, elektropolimerizasyon i¢in en uygun dongii sayist olarak 10 dongii
sayist bulunmustur (Sekil 3.5.). 10 dongiiden daha fazla dongii sayisinda
elektropolimerizasyon gerceklestiginde ise gozlenen pik akimlarinin arasindaki farkta

azalma meydana gelmistir.
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Sekil 3.5. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin , -0,2 -
0,8 V arasindaki potansiyel araliginda ImM o-PD ve 1mM (1S,2S)-PSDO igeren
PB'de (pH 7,4) ortaminda dongii sayisi etkisi.

Potansiyel tarama hizi belirlenirken -0,2 - 0,8 V potansiyel tarama araliginda,
dongii sayisi ise 10°da sabit tutularak 10, 25, 50, 75 ve 100 mV/s potansiyel tarama
hizlarinda  elektropolimerizasyonlar  gerceklestirilmistir.  Daha  dogru  bir
degerlendirme elde etmek i¢in (1S,28)-PSDO'nun desorpsiyonundan sonra ve 5x10™°
M (1S,2S)-PSDO'nun baglanmasindan sonraki tepe akimlart (Ip) 6l¢iimii arasindaki
fark (Alp) kontrol edildi. Elde edilen sonuglara gore, elektropolimerizasyon igin en
uygun olan tarama hizinin 50 mV/s olduguna karar verilmistir. Ayrica potansiyel
tarama hizinin daha da arttirildiginda polimer filmlerin elektropolimerizasyonu
gerceklestiginde ise gozlenen pik akimlarinin arasindaki farkta azalma meydana

gelmistir.
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Sekil 3.6. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin , -0,2 -
0,8 V arasindaki potansiyel araliginda ImM o-PD ve 1mM (1S,2S)-PSDO igeren
FT'de (pH 7,4) ortaminda hiz taramasi etkisi.

Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda; -0,2 - 0,8 V potansiyel tarama
araliginda, monomer/hedef molekiil molar oran1 1:1, potansiyel tarama hiz1 50 mV/s

ve dongii sayist 10 olarak belirlenmistir.

3.1.2.3. Hedef molekiiliin desorpsiyon islemi

Sensorii optimize etmek i¢in bir diger Onemli parametre de diizgiin bir
desorpsiyon islemidir. Desorpsiyon ¢ozeltisi ve desorpsiyon i¢in segilen siire, polimer
filme zarar vermeden yeterli uzaklastirma elde etmek icin optimize edilmelidir. Tlk
olarak ACN, ACN:EtOH (1:1), MEOH, 1, 5, 10 M Asetik asit, 5 M NaOH, EtOH gibi
farklt desorpsiyon ¢ozeltileri kullanilmistir. Etanol, diger soliisyonlara kiyasla
(1S,2S)-PSDO'nun etkin bir sekilde uzaklastirilmasini sagladi ve sonug olarak sonraki

calismalarda desorpsiyon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin, A)
desorpsiyon ¢ozeltisi, B) desorpsiyon zamani.

Daha sonra, gelistirilen sensoriin etanolde inkiibe edilmesi i¢in uygun siire

optimize edilmistir. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE, 350 rpm'de ve 25 °C'de bir manyetik
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karistirict kullanilarak 1, 3, 5, 7 ve 10 dakika siireyle etanol i¢inde inkiibe edilmistir.
5x10%°* M (1S,2S)-PSDO'nun 5 dakika baglanmasindan sonra, farkli siirelerde Alp
degerleri kontrol edilmistir (Sekil 3.7.). Desorpsiyon siiresi arttikga (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE'nin akim cevabi da paralel olarak artmustir. (1S,2S)-PSDO, polimer
matrisinden asamali olarak ¢ikarilmistir. 5. dakikadan sonra, akim cevabi azaldi, bu da
polimerin asir1 sismesini aciklar, bu da bosluklarin tikanmasina neden olabilir. Daha
uzun desorpsiyon siiresi MIP'in ylizeyine zarar verebilir. Son olarak, desorpsiyon

islemi i¢in en uygun siire 5 dakika olarak bulunmustur.

3.1.2.4. Baglanma siiresinin optimizasyonu

MIP temelli sensorlerde bir diger 6nemli parametre, sensoriin baglanma stiresi
ve genel analitik performansi ile ilgili oldugu i¢in inkiibasyon siiresinin optimize
edilmesidir. Baglanma siiresinin etkisini incelemek igin; 1, 3, 5, 7 ve 10 dakika, 5x
107 M (1S,2S)-PSDO inkiibe edilerek ve bir manyetik karistiric1 kullamlarak 350
rpm ve 25 °C'de incelenmistir. Sekil 3.8., Alp degerlerinin 5 dakikaya kadar arttigini
gostermektedir. 5 dakika sonra Alp siirekli azalmistir. Bu, 5 dakikalik inkiibasyon
stiresinin (1S,25)-PSDO i¢in optimum baglanma kosulunu sagladigini gostermistir.
Daha kisa inkiibasyon siirelerinde MIP bosluklarinin afinite ve baglanma yetenegi
yetersiz kalirken, daha uzun inkiibasyon siireleri sensér performansinin diismesine

neden olmustur.
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Sekil 3.8. Farkl1 baglama siirelerine kars1 5x10™° M (1S,2S)-PSDO'nun
desorpsiyonundan ve baglanmasindan sonra Alp degerlerinin grafigi.

3.1.3. Gelistirilen sensorlerin seciciliklerinin incelenmesi

(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE  sensoriiniin  segiciligi, (1S,2S)-PSDO'nun benzer
bilesiklerin akim cevab1 ile degerlendirildi. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE sinyali,
(1R,2R)-PSDO, Efedrin ve Desloratidin gibi 5x10~*° M benzer bilesikler kullanilarak
DPV sonucu ile karsilagtiritlmistir (Sekil 3.9.).
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(1S,25)-PSDO  (1R,2R)-PSDO Efedrin Desloratadin

Sekil 3.9. (1S,2S)-PSDO ve benzer bilesikler i¢in IF degerlerinin degerlendirilmesi.

Onerilen sensériin seciciligi, baskilama faktorii (IF) agisindan arastirilmistir.
Asagidaki denklem kullanilarak baskilanmig elektrotun (AI(MIP)) baskilanmamis

(AI(NIP)) elektrotun akim cevabina orani olarak tanimlanir.

IF= AI(MIP) / AI(NIP)

Burada, Al =1Io - I, burada lo ve I, sirasiyla (1S,2S)-PSDO'nun uzaklastiriimasi
ve baglanmasindan elde edilen elektrotun tepe sinyalleridir. (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensorii i¢in elde edilen baskilama faktorleri
(1S,2S)-PSDO, (1R,2R)-PSDO, Efedrin ve Desloratadin igin sirasiyla 4,97, 1.51, 1.11,
1.19 olarak elde edilmistir. Bu sonuglar (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE'nin (1S,2S)-PSDO

bilesikleri ile secici olarak baglanabilecegini ispatlamstir.
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3.1.4. Girisim etkisi

(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE, dopamin (DOP), askorbik asit (AA), Na*, SO.%,
parasetamol (PAR) ve iirik asit (UA) gibi girisim maddeleri kullanilarak incelenmistir.
I=Im/lo ve BSS (%) degerleri, girisim etkisi gosteren bilesenlerin (1S, 2S)-PSDO ile
1:10 oraninda karistirilmasiyla hesaplanmistir. Cizelge 3.1'de verildigi gibi, bagil hata
degerleri %99.63 ile %101.98 arasinda elde edilmistir. Onerilen (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE sensorii, girisim maddelerinin varliginda neredeyse ayni sekilde

uygulanmustir.

Cizelge 3.1. Girisim maddelerinin (1S,2S)-PSDO'in akim cevabi tizerindeki etkisi

Girisim maddeleri I=Im/lo Sinyaldeki bagil hata (%)
DOP 100.32 0.66
AA 99.74 0.58
Na* 100.55 0.49
SO 99.63 0.42
PAR 100.37 0.63
UA 101.98 0.96

3.1.5. (1S,2S)-PSDO’nun elektrokimyasal olarak taninmasi

(1S,2S)-PSDO'nun  analitik  egrisi, (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE'nin  analitik
performansini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE'nin tepe
sinyali, birkag (1S,2S)-PSDO derisiminin inkiibasyonundan sonra redoks probu ile
ilgili 0.16 V'ta anodik tepe akimi kullanilarak elde edilmistir.

Al ve (1S,2S)-PSDO derisimleri arasinda asagidaki dogrusal regresyon denklemini
sergileyen 1x10%° - 1x10* M arasinda dogrusal bir iliski bulundu: Al = 2.98x10%
[(1S,2S)-PSDO] + 20.637, (R? = 0.998 ) (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. (1S,2S)-PSDO'nun farkli derisimlerde baglanmasiyla (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE'nin DPV'si (A) (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE ve NIP/CKE'de Al ve
(1S,2S)-PSDO derisimleri arasinda dogrusal iligki (B).
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Teshis smir1 (TS) ve teshis alt sinir1 (TAS) sonuglari, dogrusal araligin en diisitkk
derisim  kalibrasyon denkleminin egimine(m) Ve standart sapma(lar)ina
dayanmaktadir. TS ve TAS smrasiyla 2.98x107® M ve 9.94x107'® M olarak
bulunmustur. (1S,2S)-PSDO'nun  farkli  derisimlerde baglanmasiyla 1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE™min DPV'si sekil 3.10.'da gosterilmistir.
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Sekil 3.11. Ticari serum 6rneklerinde, (1S,2S)-PSDO'nin standart
eklenmesiyle (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE'nin DPV'si (A) ve (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE ve NIP/CKE’de Al ve (1S,2S)-PSDO derisimleri arasindaki

dogrusal iligki (B).

Gelistirilen MIP sensoriiniin karsilastirilmasi i¢in NIP sensorii kullanilmistir. Sekil

3.11. (1S,2S)-PSDO molekiillerinin baglanmamasinin yorumlayabilecegi, farkli

(1S,2S)-PSDO derigimleri baglandiginda Al degerlerinin neredeyse degismeden

kaldigin1 gosterir.

3.1.6. (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE uygulamalari

Onerilen (18,2S)-PSDO@MIP/CKE sensériiniin  analitik performanslari,

pratik olarak farmasétik tablet dozaj formlarina ve ticari serum numunesine optimum

kosullar altinda gosterilmistir. Ip ve C arasindaki biiyiik dogrusallik, TS (Cizelge 3.2)
ve nicel (1S,2S)-PSDO geri kazanimlar (Cizelge 3.3) ile anlasilmigtir. Sekil 3.11,
(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE ve NIP/CKE sensorlerinin pratik kullaniminin, insan
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serum numunelerinde standart ekleme teknigi kullanilarak (1S,25)-PSDO derisiminin
tanimlanmasiyla gergeklestirildigini gostermektedir. MIP'ler ve NIP elektrotlari, 1x10°
15 . 1x10™ M derisim araliginda gesitli (1S,2S)-PSDO c¢ozeltileriyle ticari serum

orneklerine daldirilmistir.

Cizelge 3.2. Standart ¢ozelti ve serum numunelerinde (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE
sensort ile (1S,2S)-PSDO igin elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuglar1 ve validasyon parametreleri

Parametreler Standart c¢ozelti Serum
Dogrusal ¢alisma araligi, (M) 1x101°- 1x10%4 1x10%°- 1x10
Egim (LA M ?) 2.98x10% 2.13x10%
Egimin standart hatasi 0.346 0.402
Kesisim (nA) 20.637 76.502
Kesigimin standart hatasi 6.534 9.16
Korelasyon katsay1s1 0.998 0.998
Teshis siir1 (M) 2.98x10°16 3.01x10°6
Tayin alt sinir1 (M) 9.94x10°16 1.01x10"
Tekrarlanabilirlik (%BSS)* 0.648 0.593
Tekrar tretilebilirlik (%BSS)* 0.986 0.947

* Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayis1 5’tir.

Cizelge 3.3'te gosterildigi gibi, farmasdtik dozaj formlarinda ve ticari serum
numunelerinde geri kazanimlar sirasiyla %100,5 ve %100,4 ve bagil standart sapma

degerleri de (BSS) %0,78 ve %0,46 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 3.3. Deloday Plus® efervesan tablet dozaj formundan ve eklenmis ticari serum
orneklerinden (1S,2S)-PSDO i¢in elde edilen analiz bulgularmin sonuglari

Parametreler DELODAY PLUS® Ticari serum
Etiket miktar1 (mg) 60.00 —
Bulunan miktar (mg) 60.40 -

BSS %* 1.10 —

BH % 0.67 —
Eklenen miktar (mg) 20.00 5.00
Bulunan miktar (mg) 20.1 5.02
Geri kazanim (%) 100.5 100.4
BSS %* 0.78 0.46

BH % 0.5 0.4

* Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim say1s1 5’tir.

3.1.7. Stabilite

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek icin kesinlik caligmalari
yapilmistir. Tekrarlanabilirlik, bes tekrarli 6lgiim igin bir (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE
sensorii test edilerek degerlendirilmistir. 1x10 > M (1S,2S)-PSDO bes dl¢iimii igin
BSS degeri % 0.648’dir.

Elektrotlar arasi tekrar iiretilebilirlik, 1x107° M (1S,2S)-PSDO i¢ine daldirilan bes
farkli elektrodun yaniti belirlenerek degerlendirilmistir. Bes ardisik deney igin BSS,

sirasiyla %0.986°dir ve bu, tekrarlanabilirlik i¢in kabul edilebilir iiretimi gosterir.
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Elektrodun stabilitesi, giin icerisinde 1x10 1> M (1S,2S)-PSDO ile sensériin akim

cevabi Olciilerek arastirildi. Gelistirilen sensdriin stabilitesi 1 giin olarak bulunmustur.

3.2. ESOM etken maddesine ait bulgular

3.2.1. ESOM karakterizasyonu

3.2.1.1. Elektrokimyasal karakterizasyon

ESOM/B-CD/TEOS/ICTAB@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin
elektrokimyasal karakterizasyonu, EIS ve DV yontemleri kullanilarak
elektropolimerizasyondan oOnce, elektropolimerizasyondan sonra, desorpsiyon
isleminden sonra ve ESOM"un baglanmasindan sonra sonuclari1 karsilastirmak icin

uygulanmustir.

EIS, modifiye edilmis ve edilmemis elektrot yiizey 6zelliklerinin etkili bir
sekilde karsilastirilmasi ve gelistirilen sensoriin karakterizasyonu i¢in O6nemli bir
tekniktir. EIS ile ¢iplak ve polimer baskili elektrotlarin her asamasinin

karakterizasyonu i¢in [Fe(CN)e]*7*" kullanilmustir.

Her adimda dikkate deger impedans spektrum degisiklikleri Sekil 3.12.'deki
gibi gozlenmistir. Nyquist diyagraminin daha yiiksek frekanslar i¢in yarim dairesi
elektron transfer prosediiriine karsilik gelirken, diisiik frekansin dogrusal kismu
difiizyona karsilik gelir. Ciplak CKE ig¢in hizli elektron transfer kinetigi ile difiizyonla
siurlt bir siire¢ izlenebilir. Elektropolimerizasyondan sonra MIP iletken degildir ve
ylizey elektron transferinde son derece direnglidir. Boylece, maksimum direngli
impedans spektrumlari elde edilmistir. ESOM'un ¢ikarilmasindan sonra, bosluklarin
olugmasi nedeniyle impedans degeri azalir ve daha sonra elektron transfer
elektronlarm kolaylastirdig: icin [Fe(CN)g]> 7 sinyali gozlenebilir. Son olarak,

ESOM'un baglanmasindan sonra yarim daire iyilestirilir. Elde edilen bu sonuglar,
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polimerik matrisin ESOM'a baglanmak icin yeterli kapasiteye sahip oldugu seklinde

yorumlanabilir.
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Sekil 3.12. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensorii
olusturmak i¢in her adimda elde edilen elektrokimyasal impedans spektroskopi
egrileri.

DV, sensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in en temel yontemdir.
Elektropolimerizasyon, desorpsiyon ve baglanma prosediirlerini degerlendirmek igin

DV yontemi uygulanmistir.

Sekil 3.13'te goriildiigii gibi, ¢iplak CKE maksimum tepe akimina sahiptir.
Elektropolimerizasyondan sonra, polimer olusumu tarafindan inhibe edilen elektron
transferi nedeniyle [Fe(CN)s]*™* pik akimi elde edilemez. ESOM'un
desorpsiyonundan sonra, baglanmaya ve artan elektron transferine izin veren

bosluklarin olusumunu gosteren [Fe(CN)s]* '+ pik akimi tekrar elde edilmistir. Son
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olarak, ESOM'un baglanmasindan sonra, [Fe(CN)s]*’* i¢in uygun baglanma
bosluklarindaki azalma nedeniyle [Fe(CN)s]** sinyalinde 6nemli bir azalma elde
edilmistir. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensoriiniin elektrokimyasal kiral
algilama alaninda miikemmel secicilik ve hassasiyet, olaganiistii tekrarlanabilirlik gibi

bir¢cok avantaji vardir.
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Sekil 3.13. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin
her adiminin elde edilen doniisiimlii voltamogramlari.

3.2.2. Deneysel kosullarin optimizasyonu

3.2.2.1. Monomer/hedef molekiil oraninin etkisi

Molekiiler baskilanmis filmin optimizasyonu ve degerlendirilmesi, MIP tabanli

sensor tasariminin en kritik asamasidir. Monomerin hedef molekiile molar oranini
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optimize ederek, uygun baglanma bosluklar1 ve kararli ve homojen polimer olusumu
saglanabilir. Farkli oranlarda hazirlanan elektrotlarin DPV ve DV tepkileri,
elektropolimerizasyon oncesi, elektropolimerizasyon sonrasi, desorpsiyon sonrasi Ve
baglama sonrasinda kontrol edilmistir. Sonug¢ olarak, monomer/hedef molekiil molar
oraninin iyi stabilite, kolay ¢ikarma ve baglama islemi sagladigi oran 1:1 olarak

bulundu ve optimum oran olarak se¢ilmistir.

3.2.2.2. Hedef molekiiliin desorpsiyon islemi

Sensorii optimize etmek i¢in bir diger onemli parametre de diizgiin bir
desorpsiyon islemidir. Desorpsiyon ¢ozeltisi Ve desorpsiyon igin segilen siire, polimer
filme zarar vermeden yeterli ¢ikarma elde etmek icin optimize edilmelidir. Ilk olarak
5,7.5,10.0 M HAc, 1.0 ve 5.0 M HCI gibi farkli desorpsiyon ¢ozeltileri kullanilmistir.
10M HAc, diger soliisyonlara kiyasla ESOM'un etkin bir sekilde uzaklastirilmasini
saglamis ve sonug¢ olarak sonraki ¢alismalarda bir desorpsiyon ¢ozeltisi olarak
kullanilmistir (Sekil 3.14.).

100 +

AllpA

Hac(5M) Hac(7.5M) Hac(10M)  HCI(IM)  HCI(5M)

Desorpsiyon ¢ozeltisi

Sekil 3.14. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKEelektrokimyasal kiral sensoriiniin
desorpsiyon ¢ozeltisi optimizasyonu.
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Daha sonra, gelistirilen sensoriin 10.0 M HAc'de inkiibe edilmesi igin uygun
stire optimize edilmistir. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE, 350 rpm'de ve 25
°C'de bir manyetik karistirict kullanilarak 3, 5, 10, 15 ve 20 dakika siireyle 10.0 M
HAc iginde inkiibe edilmistir. 5x1071* M ESOM'un 15 dakika baglanmasindan sonra,
Alp degerleri farkli siirelerde kontrol edilmistir (Sekil 3.15.). Desorpsiyon siiresi
arttikca, ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE'nin akim cevab1 da paralel olarak
artmistir. ESOM, polimer matrisinden asamali olarak ¢ikarilmistir. 15. dakikadan
sonra, akim cevabi azalmistir. Bu polimerin asir1 sismesini agiklamaktadir. Ama bu
slire bosluklarin tikanmasina neden olabilir. Daha uzun desorpsiyon siiresi, gelistirilen
sensoriin yiizeyine zarar verebilir. Son olarak, desorpsiyon islemi ig¢in en uygun siire

15 dakika olarak bulunmustur.
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Sekil 3.15. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKEelektrokimyasal kiral sensoriiniin
desorpsiyon siiresi optimizasyonu.
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3.2.2.3. Baglanma siiresinin optimizasyonu

MIP tabanli sensorlerde bir diger 6nemli parametre, sensoriin baglanma siiresi ve
genel analitik performansi ile ilgili oldugu igin inkiibasyon siliresinin optimize
edilmesidir. Inkiibasyon siiresinin etkisini test etmek i¢in; 5x107** M ESOM inkiibe
edilerek ve 350 rpm ve 25 °C'de bir manyetik karistirict kullanilarak 3, 5, 10, 15 ve 20
dakikada incelenmistir. Sekil 3.16., Alp degerlerinin 15 dakikaya kadar arttigini
gostermektedir. 15 dakika sonra Alp siirekli azalmistir. Bu, 15 dakikalik inkiibasyon
stiresinin ESOM i¢in en uygun baglanma kosulunu sagladigini gostermistir. Daha kisa
inkiibasyon siirelerinde MIP bosluklarinin afinite ve baglanma yetenegi yetersiz iken,

daha uzun inkiibasyon siireleri sensor performansinin diismesine neden olmustur.
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Sekil 3.16. Farkl1 baglama siirelerine kars1 5x1071* M ESOM'nun desorpsiyonundan
ve baglanmasindan sonra Alp degerlerinin grafigi.
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3.2.3. Gelistirilen sensorlerin seciciliklerinin incelenmesi

Benzer bilesiklerle ¢apraz reaktivite Olgiimleri yapilmistir. ESOM/B-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE'nin seg¢iciligi, ESOM'un benzer bilesiklerin akim
cevabi ile degerlendirilmistir. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sinyali, 5x107
M R-OM, R-Lansoprazol ve S-Lansoprazol gibi benzer bilesikler kullanilarak DPV
sonucu ile karsilastirilmigtir (Sekil 3.17.). Bu sonuglar, gelistirilen sensoriin ESOM'a

kars1 biiytik bir segicilik gdsterdigini ispatlamistir.

ESOM R-OM S-LANSAPRAZOLE  R-LANSAPRAZOLE

Sekil 3.17. ESOM ve R-OM, S-Lansoprazol ve R-Lansoprazol gibi benzer bilesikler
icin IF degerlerinin degerlendirilmesi.

ESOM/B-CD/TEOS/ICTAB@MIP/CKE sensoriiniin  segiciligi, baskilama
faktori (IF) kullanilarak degerlendirilmistir. MIP ve NIP sensori ile ilgili DPV'nin
Al(I-Io) yanitinin orani olarak belirlenir ve burada mevcut yanitlar arasindaki farklara

ait olan asagidaki denklem kullanilir.
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IF= AI(MIP) / AI(NIP)

Burada, Al = Io - I, burada Io ve I, sirastyla ESOM"'un uzaklastirilmasi ve
baglanmasindan  elde edilen elektrotun tepe  sinyalleridir. ESOM/B-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensorii i¢in elde edilen IF, ESOM, R-OM, S-
Lansoprazol ve R-Lansoprazol igin sirasiyla 5.81, 1.33, 1.03, 1.26’dir. Bu sonuglar,
ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensoriiniin  ESOM  bilesikleri ile segici

olarak baglanabilecegini ispatlamistir.

3.2.4. Girisim etkisi

ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE, DOP, AA, Na*, SO+%, PAR ve UA gibi
girisim maddeleri kullanilarak incelenmistir. [=Im/lo ve BSS (%) degerleri, girisim
etkisi gosteren bilesenlerin 1:10 oraninda ESOM ile karistirilmasiyla hesaplanmustir.
Cizelge 3.4'de verildigi gibi, bagil hata degerleri %98.72 ile % 100.48 arasinda elde
edilmigtir.  Onerilen ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensorii, —girisim

maddelerinin varliginda tepe sinyaline neredeyse ayni sekilde uygulanmustir.

Cizelge 3.4. Girisim maddelerinin ESOM’un akim cevabi tizerindeki etkisi

Girisim maddeleri I=Im/lo Sinyaldeki bagil hata (%0)
DOP 99.86 0.54
AA 98.72 0.47
Na* 99.35 0.38
SO 98.76 0.40
PAR 100.24 0.57
UA 100.48 0.68
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3.2.5. ESOM’un elektrokimyasal olarak taninmasi

ESOM'un analitik egrisi, ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE’nin analitik
performansini degerlendirmek icin kullanilmistir. ESOM/3-
CD/TEOS/ICTAB@MIP/CKE'nin  tepe sinyali, birkag ESOM derisiminin
inkiibasyonundan sonra redoks probu ile ilgili 0.16 V'ta anodik tepe akim1 kullanilarak

elde edilmistir.

Al ve ESOM derigimleri arasinda asagidaki dogrusal regresyon denklemini
sergileyen 1x10* - 2x101® M arasinda dogrusal bir iliski bulundu: Al = 3x10%
[ESOM] + 20.219, (R?=0.996 ) (Sek. 3.18.).
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Sekil 3.18. ESOM'un farkli derisimlerinin baglanmasiyla ESOM/f3-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE’nin DPV'si (A) ESOM/j-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE’nin ve NIP/CKE’de Al ve ESOM derisimleri arasinda
dogrusal bir iliski (B).

TS ve TAS sonuglari, dogrusal araligin en diisiik derisiminin Kkalibrasyon
denkleminin egimine(m) ve standart sapma(lar)ina dayanmaktadir. TS ve TAS
sirastyla 1.89x10 M ve 6.32x10%° M olarak bulunmustur. ESOM'un farkli
derigimlerinin baglanmasiyla ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE’nin DPV'si
sekil 3.19'da gosterilmistir.

79



1x10 14 m
14
0.00004 - -
5x10°14 M
— 7'5X10'14 "
-13
B 1x10™° M
<
€
é 0.00002 -
0.00001
nome T T T T 1
-0.2 0.0 0.2 " )
Potansiyel/V
70 -
e MIP w.
—® NIP ®©
60 >
”I"'/"'/"'/
50 e
-
< -
5 40
=
<
30
20 -
10
.. )
| l | l ' ! .2 T
0.00E+000 2.50E-014 5.00E-014 7.50E-014 1.00E-013

ESOM Derigimi/M

Sekil 3.19. Ticari serum 6rneklerinde, ESOM'un standart eklenmesiyle
ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE’nin DPV'si (A)ve ESOM/[3-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE’nin ve NIP/CKE’de Al ve ESOM derisimleri

arasindaki dogrusal bir iligki (B).



Gelistirilen MIP sensoriiniin karsilastirilmast i¢in NIP sensorii kullanilmistir. Sekil
3.19, ESOM molekiillerinin baglanmamasinin yorumlayabilecegi, farkli ESOM

derisimleri baglandiginda Al degerlerinin neredeyse degismeden kaldigini gosterir.

3.2.6. ESOM/B-CD/TEOS/ICTAB@MIP/CKE uygulamalari

Gelistirilen sensoriin ESOM analizinde etkinligini degerlendirmek igin ticari
serum numuneleri ve farmasétik tablet dozaj formlar1 kullanilmistir. Sonuglar Cizelge
3.5'de rapor edilmistir; elde edilen geri kazanim yiizdeleri, bu yontemin gergek
numunelerde ESOM'yi 6l¢gme konusundaki yiiksek kabiliyetini dogrulamaktadir. Ip ve
C arasindaki biiyiik dogrusallik, TS (Cizelge 3.5.) ve nicel ESOM geri kazanimlari
(Cizelge 3.6.) ile fark edildi. Sekil 10, ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE ve
NIP/CKE sensorlerinin pratik kullaniminin, ticari serum numunelerinde standart
ekleme teknigi kullanilarak ESOM derisiminin tanimlanmasiyla gergeklestirildigini
gostermektedir. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE ve NIP/CKE, 1x10%* -
1x10® M arasinda degisen ESOM derisimlerine sahip ticari serum oOrneklerine

daldirilmastir.

81



Cizelge 3.5. Standart c¢ozelti ve serum numunelerinde ESOM/B-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensorii ile ESOM i¢in elde edilen kalibrasyon egrisine
ait regresyon analizi sonuglar1 ve validasyon parametreleri

Parametreler Standart cozelti Serum
Dogrusal ¢aligma araligi, (M) 1x10%4- 2x1013 1x10%4- 1x1013
Egim (uA M) 1.73x10% 2.02x10%
Egimin standart hatasi 0.272 0.306
Kesisim (nA) 34.572 45.613
Kesisimin standart hatasi 2.638 5.24
Korelasyon katsayisi 0.995 0.993
Teshis siir1 (M) 1.89x10 1.29x10°
Tayin alt sinir1 (M) 6.32x101° 4.27x10°
Tekrarlanabilirlik (%BSS)* 0.328 0.546
Tekrar iiretilebilirlik (%BSS)* 0.524 0.758

* Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayis1 5’tir.

Cizelge 3.6'da gosterildigi gibi, geri kazanimlar, farmasétik dozaj formlarinda
ve ticari serum numunelerinde sirasiyla %100.25 ve %100.6 ve bagil standart sapma
(BSS) %0.46 ve %0.66 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 3.6. ESOM® tablet dozaj formundan ve ticari serum drneklerinden ESOM igin

elde edilen analiz bulgularinin sonuglari

Parametreler ESOM® Serum
Etiket miktar1 (mg) 40.00 —
Bulunan miktar (mg) 40.2 —
BSS %* 0.76 —
BH % 0.50 —
Eklenen miktar (mg) 20.00 5.00
Bulunan miktar (mg) 20.05 5.03
Geri kazanim (%) 100.25 100.6
BSS %* 0.46 0.66
BH % 0.25 0.6

* Elde edilen %BSS degerlerinin 6lgiim sayist 5’tir.

3.2.7. Stabilite

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in kesinlik caligmalar
yapilmigtir.  Tekrarlanabilirlik, bes tekrarli belirleme i¢in bir ESOM/B-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensérii test edilerek degerlendirilmistir. 1x107* M
ESOM bes ol¢iimii icin BSS degeri % 0.328°djir.

Elektrotlar arasi tekrar iiretilebilirlik, 1x10™* M ESOM icine daldirilan bes farkli
elektrotun yanit1 belirlenerek degerlendirilmistir. Bes ardisik deney i¢in BSS, sirasiyla

%0.524°dir ve bu, tekrarlanabilirlik i¢in kabul edilebilir tiretimi gosterir.
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Elektrotun stabilitesi, genis bir zaman gergevesinde 1., 3., 5., 7. ve 10. giin 1x10™%°
M ESOM ile sensoriin akim cevabi Olgiilerek arastirilmistir. Gelistirilen sensoriin
stabilitesi 10 giin olarak bulunmustur. Olciimler arasinda elektrot, bir 25 °C'de oda
sicakliginda saklandi. Mevcut yanit 5 giin sonra %95.39'e diiserken, orijinal yanitin

%86.56's1 10 giin sonra korunmustur.
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Sekil 3.20. ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensoriiniin stabilite ¢aligmasi

3.3. Sitalopram etken maddesine ait bulgular

3.3.1. Sitalopram karakterizasyonu

3.3.1.1. Elektrokimyasal karakterizasyon

ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE, elektrokimyasal kiral sensdriiniin elektrokimyasal

karakterizasyonu, EIS ve DV yontemleri kullanilarak elektropolimerizasyondan 6nce,
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elektropolimerizasyondan sonra, desorpsiyon isleminden sonra ve ESCIT'un

baglanmasindan sonra sonuglari karsilastirmak i¢in uygulanmustir.

EIS, modifiye edilmis ve edilmemis elektrot yiizey ozelliklerinin etkili bir
sekilde karsilastirilmasi ve gelistirilen sensoriin karakterizasyonu i¢in O6nemli bir
tekniktir. EIS ile ¢iplak ve polimer baskili elektrotlarin her asamasinin

karakterizasyonu igin [Fe(CN)e]**~ kullanilmustir.

Her adimda dikkate deger empedans spektrum degisiklikleri Sekil 3.19’'da
gbzlenmistir. Nyquist diyagraminin daha yiiksek frekanslar i¢in yarim dairesi elektron
transfer prosediiriine karsilik gelirken, diisiik frekansin lineer kismi1 diflizyona karsilik
gelir. Ciplak CKE igin hizli elektron transfer kinetigi ile difiizyonla sinirli bir siireg
izlenebilir. Elektropolimerizasyondan sonra MIP iletken degildir ve ylizey elektron
transferinde son derece direnglidir. Bdylece, maksimum direngli impedans
spektrumlart elde edildi. ESCIT'in ¢ikarilmasindan sonra, bosluklarin olusmasi
nedeniyle impedans degeri azalir ve daha sonra elektron transfer elektronlarini
kolaylastirdigi igin [Fe(CN)]>* sinyali fark edilir. Son olarak, ESCIT'in
daldirilmasindan sonra yarim daire iyilestirilir. Elde edilen bu sonuglar, polimerik
matrisin ESCIT"ya baglanmak icin yeterli kapasiteye sahip oldugu seklinde

yorumlanabilir.
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Sekil 3.21. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensorii olusturmak igin
her adimda elde edilen elektrokimyasal impedans spektroskopi.

DV, sensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonu icin en temel yontemdir.
Elektropolimerizasyon, desorpsiyon ve baglama islemlerini degerlendirmek i¢in DV

yontemi uygulanmustir.

Sekil 3.20'de gorildiigii gibi, ¢iplak CKE maksimum tepe akimina sahiptir.
Elektropolimerizasyondan sonra, polimer gelisimi tarafindan inhibe edilen elektron
transferi  nedeniyle [Fe(CN)s]*™* pik akim elde edilemez. ESCIT'in
desorpsiyonundan sonra, baglanmaya ve artan elektron transferine izin veren
bosluklarin olusumunu gosteren [Fe(CN)g]*>7* pik akimu tekrar elde edildi. Son olarak,
ESOM'un baglanmasindan sonra, [Fe(CN)s]*7#" i¢in uygun baglanma bosluklarindaki
azalma nedeniyle [Fe(CN)¢]>’* sinyalinde o6nemli bir azalma elde edildi.
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE sensoriiniin elektrokimyasal kiral algilama alaninda
miitkemmel segicilik ve hassasiyet, olaganiistii tekrarlanabilirlik gibi bir¢ok avantaji

vardir.
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Sekil 3.22. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin her
adiminin elde edilen doniistimlii voltamogramlari.

3.3.2. Deneysel kosullarin optimizasyonu

3.3.2.1. Monomer/hedef molekiil oraninin etkisi

Molekiiler baskili filmin optimizasyonu ve degerlendirilmesi, MIP tabanl
sensor tasariminin en kritik asamasidir. Monomerin hedef molekiile molar oranin
optimize ederek, uygun baglanma bosluklar1 ve kararli ve homojen polimer olusumu
saglanabilir. Farkli oranlarda hazirlanan elektrotlarn DPV ve DV tepkileri,
elektropolimerizasyon oncesi, elektropolimerizasyon sonrasi, desorpsiyon Sonrasi ve
baglama sonrasinda kontrol edilmistir. Sonug olarak, monomer/hedef molekiil molar

oraninin iyi stabilite, kolay ¢ikarma ve baglama islemi sagladigi oran arastirilda.
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Sekil 3.23. C1, ESCIT ve EPI derisim optimizasyonu

3.3.2.2. Hedef molekiiliin desorpsiyon islemi

Sensorli optimize etmek i¢in bir diger 6nemli parametre de diizgiin bir
desorpsiyon islemidir. Desorpsiyon ¢ozeltisi ve desorpsiyon igin segilen siire, polimer
filme zarar vermeden yeterli ¢ikarma elde etmek icin optimize edilmelidir. Ilk olarak
1,5, 10M HAc, HAc:DIS, HAc:MEOH ve SM HCI gibi farkli desorpsiyon ¢ozeltileri
kullanildi. 10M HAc, diger soliisyonlara kiyasla ESCIT'm etkin bir sekilde
uzaklastirilmasini sagladi ve sonug olarak sonraki c¢alismalarda bir desorpsiyon

¢ozeltisi olarak kullanildi (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.24. ESCIT/CL/EPI@MIP/CKE elektrokimyasal kiral sensoriiniin , A)
desorpsiyon ¢dzeltisi, B) desorpsiyon zamani.

Daha sonra, gelistirilen sensoriin 10M HAc'ye inkiibe edilmesi i¢in uygun siire
optimize edildi. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE, 350 rpm’de ve 25 °C'de bir Thermo
Shaker kullanilarak 3, 15, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakika siireyle 10M HAc i¢inde inkiibe
edildi. 5x10°** M ESCIT'1n 15 dakika baglanmasindan sonra, Alp degerleri farkli
stirelerde ~ kontrol  edildi  (Sekil 3.21.). Desorpsiyon siiresi arttikga,
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE 'nin akim cevabi da paralel olarak artti. ESCIT, polimer
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matrisinden asamali olarak ¢ikarildi. 45. dakikadan sonra, akim cevabi azaldi, bu da
polimerin asir1 sismesini agiklar, bu da bosluklarin tikanmasina neden olabilir. Daha
uzun desorpsiyon siiresi, gelistirilen sensoriin ylizeyine zarar verebilir. Son olarak,

desorpsiyon islemi i¢in en uygun siire 45 dakika olarak bulunmustur.

3.3.2.3. Baglanma siiresinin optimizasyonu

MIP tabanh sensorlerde bir diger 6nemli parametre, sensoriin algilama siiresi ve
genel analitik performans: ile ilgili oldugu icin inkiibasyon siiresinin optimize
edilmesidir. Inkiibasyon siiresinin etkisini test etmek icin; 5x107* M ESCIT inkiibe
edilerek ve 350 rpm Thermo Shaker ve 25 °C'de kullanilarak 5, 10, 15, 20, 25 ve 30
dakika incelenmistir. Sekil 6, Alp degerlerinin 20 dakikaya kadar arttigim
gostermektedir. 20 dakika sonra Alp siirekli azaldi. Bu, 20 dakikalik inkiibasyon
stiresinin ESCIT i¢in en uygun baglanma kosulunu sagladigini gosterir. Daha kisa
inkiibasyon siirelerinde MIP bosluklarinin afinite ve baglanma yetenegi yetersiz iken,

daha uzun inkiibasyon siireleri sensor veriminin diismesine neden olmustur.
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Sekil 3.25. Farkli baglanma siirelerine kars1 5x107** M ESCIT"n ¢ikarilmasindan ve
baglanmasindan sonra Alp degerlerinin grafigi.

3.3.3. Gelistirilen sensorlerin seciciliklerinin incelenmesi

Benzer bilesiklerle capraz reaktivite olglimleri yapildi. Bu sonuglar, gelistirilen
sensorin ~ ESCIT'a  karst  biiyik  bir  segicilik  gosterdigini  gosterdi.
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE 'nin segiciligi, ESCIT'In benzer bilesik yapisinin tepkisi
ile degerlendirildi. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE sinyali, 5x10~** M miktarda R-CIT gibi
benzer bilesikler kullanilarak DPV sonucu ile karsilastirildi (Sekil 3.22.).
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ESCIT R-CIT

Sekil 3.26. ESCIT ve R-CIT gibi benzer bilesikler i¢in IF degerlerinin
degerlendirilmesi.

ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE'in segiciligi, baski faktorii (IF) kullanilarak
degerlendirildi. MIP ve NIP sensorii ile ilgili DPV'nin AI(I-Io) yanitinin orani olarak
belirlenir ve burada mevcut yanitlar arasindaki farklara ait olan asagidaki denklem

kullanilir.

EGER= AI(MIP) / AI(NIP)

Burada, Al = o - I, burada Io ve I, sirastyla ESOM'n c¢ikarilmasi ve
baglanmasinda tasarlanan elektrotun tepe sinyalleridir. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE
sensorii i¢in elde edilen IF, ESCIT, R-CIT i¢in sirastyla 5.43 ve 1.42°dir. Bu sonuglar,
ESCIT/CL/EPI@MIP/CKE sensoriiniin - ESCIT  bilesikleri ile segici olarak

baglanabilecegini onayladi.
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3.3.4. Girisim etkisi

ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE, dopamin, askorbik asit, Na*, SO4>, parasetamol ve
trik asit gibi girisim maddeleri kullanilarak incelenmistir. I=Im/Io ve BSS (%)
degerleri, girisim etkisi gosteren bilesenlerin 1:10 oraninda ESCIT ile karistirilmasiyla
hesaplanmistir. Cizelge 3.7'de verildigi gibi, bagil hata degerleri %98.43 ile % 101.26
arasinda elde edilmistir. Onerilen ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE sensérii, girisim

ajanlarin yoklugunda tepe sinyaline neredeyse ayni1 sekilde uygulandi.

Cizelge 3.7. Girisim maddelerinin ESCIT’1n cevab iizerindeki etkisi

Girisim maddeleri I=Im/lo Sinyaldeki bagil hata (%0)
DOP 101.26 0.78
AA 98.43 0.67
Na* 99.56 0.56
SO4* 100.03 0.42
PAR 100.96 0.72
UA 101.08 0.88

3.3.5. Sitalopram enantiyomerlerinin elektrokimyasal olarak taninmasi

ESCIT'In analitik egrisi, ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE'in analitik performansini
degerlendirmek i¢in kullanildi. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE'nin tepe sinyali, birkag
ESCIT derisiminin inkiibasyonundan sonra redoks probu ile ilgili 0.16 V'ta anodik

tepe akimi kullanilarak elde edildi.

Al ve ESCIT derisimleri arasinda asagidaki dogrusal regresyon denklemini
sergileyen 1x10*! ve 1x10%° M arasinda dogrusal bir iliski bulundu: AI = 4.85x10%
[ESCIT] + 11.56, (R>=0.999 ) (Sek. 3.23.).

93



0.00006 -

1x10

2x10°

11

<

11

5x10 1

sz Z

7.5x10 1 m
0.00005 - 10
1X10 M

0.00004 -+

Akim/A

0.00003 -

0.00002 -

0.00001 -

0.00000 . — T . .
0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Potansiyel/V

. MIP
—o—NIP

/
1

|

20 - /

10 4

Al/luA
[ ]

T T T T T
0.00E+000 2.00E-011 4.00E-011 6.00E-011 8.00E-011 1.00E-010
ESCIT Derigimi/M

Sekil 3.27. ESCIT'in farkli derisimlerinin baglanmasiyla
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE 'nin DPV'si (A) Al ve ESCIT derisimleri arasinda
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE’nin ve NIP/CKE (B).

TS ve TAS sonuglari, dogrusal araligin en diisiik derisiminin Kkalibrasyon
denkleminin egimine(m) ve standart sapma(lar)ina dayanmaktadir. TS ve TAS

sirastyla 2.41x1072 M ve 8.04x107*2 M'de bulundu. ESCIT farkli derisimlerinin
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baglanmasiyla ESCIT/CL/EPI@MIP/CKE'nin DPV'si sekil 3.23'da gdsterilmistir.
DPV akimi, ESCIT molekiilleri, daha yiiksek bir ESCIT derisimi baglandiginda.
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Sekil 3.28. ESCIT (A)'nin standart eklenmesiyle
ESCIT/CL/EPI@MIP/CKE'nin DPV'si ve (1S'deki Al ve ESCIT derisimleri

arasindaki dogrusal bir iliski Eklenmis serum 6rneklerinde Al ve
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE ve NIP/CKE (B).

95



Gelistirilen MIP sensoriiniin karsilastirilmasi i¢in NIP sensorii kullanilmistir. Sekil
9, ESCIT molekiillerinin tutulmamasinin yorumlayabilecegi, farkli ESCIT derisimleri

baglandiginda Al degerlerinin neredeyse degismeden kaldigini gosterir.

3.3.6. ESCIT/CL/EPI@MIP/CKE uygulamalar:

Gelistirilen sensoriin ticari serum numunelerinde ESCIT analizinde etkinligini
degerlendirmek icin farmasoétik tablet dozaj formlar1 kullanilmistir. Sonuglar Cizelge
l'de rapor edilmistir; elde edilen geri kazanim yiizdeleri, bu ydntemin gercek
numunelerde ESCIT"1 6lgme konusundaki yiiksek kabiliyetini dogrulamaktadir. Ip ve
C arasindaki biiyiik dogrusallik, LOD'ler (Cizelge 1) ve nicel ESCIT geri kazanimlari
(Cizelge 2) ile fark edildi. Sekil 10, ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE ve NIP/CKE
sensorlerinin pratik kullaniminin, ticari serum numunelerinde standart ekleme teknigi
kullanilarak ESOM derisiminin tanimlanmasiyla gerceklestirildigini gostermektedir.
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE ve NIP/CKE, 1x10%! - 1x10*° M arasinda degisen ESCIT

derigimlerine sahip ticari serum 6rneklerine daldirildi.
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Cizelge 3.8. Standart ¢ozelti ve serum numunelerinde ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE
sensorii ile ESCIT i¢in elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglari

ve validasyon parametreleri

Parametreler Standart cozelti Ticari serum
Dogrusal ¢aligma araligi, (M) 1x10 - 1x101° 1x10 - 1x101°
Egim (uA M) 4.84x10% 2.86x10%°
Egimin standart hatasi 0.472 0.536
Kesisim (1A) 11.560 31.331
Kesisimin standart hatasi 2.386 4.431
Korelasyon katsayisi 0.999 0.998
Teshis smir1 (M) 2.41x1012 2.19x1012
Tayin alt sinir1 (M) 8.04x10*2 7.29x1012
Tekrarlanabilirlik (%BSS)* 0.389 0.209
Tekrar tretilebilirlik (%BSS)* 0.472 0.395

* Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayis1 5’tir.

Cizelge 2'de gosterildigi gibi, geri kazanimlar, farmasoétik dozaj formlarinda ve

ticari serum numunelerinde sirastyla %100.8 ve %100.6 ve bagil standart sapma (BSS)

%0.94 ve %0.75 olarak tespit edildi.
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Cizelge 3.9. Cipralex® tablet dozaj formundan ve eklenmis ticari serum drneklerinden
ESCIT i¢in elde edilen analiz bulgularinin sonuglar1

Parametreler Cipralex® Ticari serum
Etiket miktar1 (mg) 10.00 -
Bulunan miktar (mg) 10.12 -

BSS %* 0.74 —

BH % 1.2 -
Eklenen miktar (mg) 5.00 5.00
Bulunan miktar (mg) 5.04 5.03
Geri kazanim (%) 100.8 100.6
BSS %* 0.94 0.75

BH % 0.8 0.6

* Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayis1 5°tir.

3.3.7. Stabilite

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in kesinlik caligmalar
yapilmistir. Tekrarlanabilirlik, bes tekrarli belirleme igin bir
ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE sensorii test edilerek degerlendirilmistir. 1x107 M
ESCIT bes ol¢timii icin BSS degeri % 0.389°djir.

Elektrotlar aras tekrar iiretilebilirlik, 1x107* M ESCIT igine daldirilan bes farkli
elektrotun yanit1 belirlenerek degerlendirilmistir. Bes ardisik deney i¢in BSS, sirasiyla

%0.472dir ve bu, tekrarlanabilirlik i¢in kabul edilebilir {iretimi gdsterir.
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Elektrodun stabilitesi, genis bir zaman gergevesinde 1, 3, 5, 7 ve 10 giin 1x10° 1t M
ESCIT ile sensoriin akim cevabr oOlgiilerek arastirilmistir. Gelistirilen sensoriin
stabilitesi 10 giin olarak bulunmustur. Olgiimler arasinda elektrot, bir 25 °C'de oda
sicakliginda saklandi. Mevcut yanit 5 giin sonra %91.74'e diiserken, orijinal yanitin

%84.59's1 10 giin sonra korunmustur.

120 -
100 - o

80 -+

40 -

20 1

Sekil 3.29. ESCIT/C1/EPI@MIP/CKE sensoriiniin stabilite ¢alismasi
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4. TARTISMA

Doktora tezi kapsaminda 3 farkli kiral ilag etken maddesi (1S,2S)-PSDO, ESOM
ve ESCIT igin 3 farkli molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal Kiral sensor
geligtirilmistir. ~ Gelistirilen  sensorlerin  etkinligi  ve  dogrulugu birtakim
elektrokimyasal, spektroskopik ve mikroskobik yontemler kullanilarak test edilmis ve
validasyon c¢alismalar1 yapilmistir. (1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT ilag etken
maddelerinin farmasétik dozaj formlarindan ve ticari serum numunelerinden analizleri

basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Girig bolimiinde kiralite ve kiral ilaglarin 6neminden bahsedilmistir. Tez
kapsaminda kullanilan ila¢ etken maddeleri hakkinda bilgiler verilmistir. Molekiiler
baskilama tekniginin kullanilmasindan dolayi, molekiiler baskilama teknolojisi,
molekiiler baskilama yontemleri ayrintili olarak aciklanmistir. Bu tezde kullanilan
elektrokimyasal yontemler ayrintili olarak incelenmistir. Takip edilen kisimlarda

analitik yontem validasyonu ayrintili bir sekilde anlatilmistir.

Gere¢ ve yontem kisminda tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve
ekipmanlardan bahsedilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
ve kullanilan voltametrik yontemler anlatilmistir. Molekiiler baskilama temelli
elektrokimyasal kiral sensorlerin hazirlanis1 ayrintili bir sekilde anlatilmis ve sonuglar
tezin bulgular boliimiinde verilmistir. Gelistirilen sensorlerin  karakterizasyon

sonugclar1 bulgular boliimiinde verilmistir.

Biitiin ¢alismalarda ¢alisma elektrotu olarak CKE kullanilmistir. Tez kapsaminda
analiz edilen kiral ilag etken maddeleri i¢in, molekiiler baskilama temelli kiral
sensorler hazirlandiktan sonra akim cevabindaki degisimler DV ve DPV teknikleri

kullanilarak oOlgiimler yapilmistir. Biitiin elektrokimyasal o6lgiimler, 5.0 mM
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[Fe(CN)s]> ™ (1:1) ve 100 mM KCl igeren bir soliisyonda DPV yéntemi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

(1S,2S)-PSDO analizi igin ilk kez MIP temelli elektrokimyasal Kkiral sensorii
gelistirilmis ve validasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Fosfat tamponu (0.01 M, pH 7.4)
icerisinde  1mM 0-PD ¢ozeltisi ve 1mM (1S,2S)-PSDO  ¢ozeltisi ile
elektropolimerizasyon yontemi ile -0.2 ve 0.8V DV ile arasinda 50mV/s'lik bir tarama
hizinda 10 dongii sayisi ile polimerik yiizey olusturulmustur. Molekiiler baskilama
filmin optimizasyonu i¢in monomer/hedef molekiil oraninin etkisi arastirilmis ve 1:1
orani optimum olarak bulunmustur. Hem polimer film kalinligin1 hem de gelistirilmis
baskil1 sensoriin secicilik, kararlilik ve hassasiyet gibi 6zelliklerine ¢ok biiytik etkisi
olan DV dongili sayist ve tarama hizi etkisi arastirilmistir. 10 dongii sayist
elektropolimerizasyon i¢in en uygun dongii sayisi olarak bulunmustur.
Elektropolimerizasyon i¢in en uygun olan tarama hizinin 50 mV/s oldugu

bulunmustur.

En Onemli parametrelerden biri hedef molekiiliin polimerik film ylizeyinden
desorpsiyon islemidir. Polimerik film yilizeyine zarar vermeden yeterli uzaklagtirma
isleminin gergeklestirilebilmesi igin desorpsiyon ¢ozeltisi ve desorpsiyon igin segilen
slire optimize edilmistir. Etanol, diger soliisyonlara kiyasla (1S,2S)-PSDO'nun etkin
bir sekilde uzaklastirilmasini sagladigi i¢in desorpsiyon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
Desorpsiyon islemi sonrasindan elde edilen akim ile elektropolimerizasyon sonrasi
elde edilen akim arasindaki cevapta meydana gelen fark yiizeyde olusan bosluklarin
varligint dogrulamaktadir. Daha sonra, gelistirilen sensoriin etanolde desorpsiyon
stiresi optimize edilmistir. 5. dakikadan sonra akim cevabi azalmistir ve 5 dakika
optimum siire olarak secilmistir. Segilen desorpsiyon ¢ozeltisi ve siliresinin polimerik

filme zarar verip vermedigi NIP ile kontrol edilerek dogrulanmigtir.

Gelistirilen sensoriin analitik performansina etkisi ¢ok onemli oldugu i¢in
baglanma siiresi optimize edilmistir. Baglanma siiresinin kontrolii i¢in farkli baglanma

siirelerinde baglanma sonrasi ve desorpsiyon sonrasi akim cevabi arasindaki fark ile
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kontrol edilmistir. Bir manyetik karigtirict yardimiyla baglanmanin 5 dakikaya kadar
arttig1 ve 5 dakikadan sonra baglanmanin azaldigi gozlenmistir. 5 dakika optimum

baglanma siiresi olarak secilmistir.

En 6nemli validasyon parametrelerden biri olan sensoriin segiciligi, benzer
molekiillerin akim cevabi ile arastirilmistir. Ozellikle kiral secicilik i¢in PSDO’nin
diger enantiyomeri olan R formu (1R,2R)-PSDO kullanilarak analiz yapilmstir.
Baskilama faktorii (1S,2S)-PSDO igin 4.97 olarak bulunurken, (1R,2R)-PSDO ig¢in ise
1.51 olarak bulunmustur. Bu sonuglar gelistirilen sensoriin (1S,2S)-PSDO’e karsi

yeterince sec¢ici oldugunu dogrulamaktadir.

Sensoriin seciciligini incelemek amaciyla (1S,2S)-PSDO 10 kat1 fazla derisimde
DOP, AA, Na*, SO, PAR ve UA varliginda analiz edilmis ve sinyaldeki degisim
belirlenmistir. Sonuglar, sensoriin (1S,2S)-PSDO’i girisim yapmasi muhtemel

maddelerin varliginda secici bir sekilde tayin edebildigini gostermektedir.

Gelistirilen sensoriin farkli derisimlerde baglanmasi ile (1S,2S)-PSDO miktar
tayini yapilmistir. 1x10%° - 1x10%* M derisim araliginda dogrusal bir grafik elde
edilmistir. Teshis smir1 2.98x10%® M ve tayin alt smir1 9.94x10® M olarak

bulunmustur.

Gelistirilen sensorlerin gercek drneklere uygulanabilirligini gostermek amactyla,
(1S,2S)-PSDO igeren farmasotik dozaj formalardan (1S,2S)-PSDO'nun tayini
yapilmustir. Ticari serum numunelerine ilave etme yontemi ile (1S,2S)-PSDO igeren

numuneler hazirlanmis ve geri kazanim c¢aligmalari bu numuneler ile de yapilmistir.

Gelistirilen molekiiler baskilama temelli kiral sensoriin (1S,2S)-PSDO’e karsi
tekrarlanabilirligini arastirmak amaciyla, (1S,2S)-PSDO ayni sensér ile bes defa analiz
edilmis ve tekrarlanabilirligin 6l¢iitii olarak pik akimlarmin % bagil standart sapmasi

% 0.648 olarak hesaplanmistir. Sensoriin tekrar iiretilebilirligini aragtirmak amaciyla
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(1S,2S)-PSDO, bes farkli sensor ile analiz edilmis ve yeniden tiretilebilirligin olgiiti
olarak pik akimlarinin % bagil standart sapmas1 %0.99 olarak hesaplanmigtir. Sonuglar
gelistirilen sensoriin (1S,2S)-PSDO’in elektrokimyasal tayini igin tekrarlanabilir

oldugunu gostermektedir.

ESOM analizi i¢in ilk kez MIP temelli elektrokimyasal kiral sensorii gelistirilmis
ve validasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Molekiiler baskilanmis gézenekli polimerik film
asagidaki gibi tretilmistir: 6n-polimerizasyon ESOM:B-CD (1:1 mol, 0.04 mL)
kompleksi, CTAB (0.045 mmol, 0.02 mL) ve NH4OH (0.02 mL) i¢eren bir ¢ozelti 15
dakika oda sicakliginda karigtirllmistir. Bu ¢ozeltiye TEOS: EtOH (0.45 mmol, 0.02
mL) (1:1) ilave edilmistir. Bu ¢ozeltiden 3.0 pL'lik bir kissm CKE yiizeyine
damlatilmig ve etiivde (50 °C) 30 dakika polimerizasyon yapilmustir.

Molekiiler baskilanmig filmin optimizasyonu i¢in en 6nemli parametrelerden biri
hedef molekiiliin polimerik film yiizeyinden desorpsiyon islemidir. Polimerik film
ylizeyine zarar vermeden yeterli uzaklastirma isleminin gergeklestirilebilmesi igin
desorpsiyon ¢ozeltisi ve desorpsiyon igin segilen siire optimize edilmistir. 10M asetik
asit ¢ozeltisi, diger soliisyonlara kiyasla ESOM'un etkin bir sekilde uzaklastiriimasini
sagladig1 i¢in desorpsiyon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Desorpsiyon islemi sonrasi
ile elektropolimerizasyon sonrasi arasindaki akim cevabinda meydana gelen fark
ylizeyde olusan bosluklarin varligini dogrulamaktadir. Daha sonra, gelistirilen
sensoriin 10M asetik asitte desorpsiyon siiresi optimize edilmistir. 15. dakikadan sonra
akim cevab1 azalmistir ve 15 dakika optimum siire olarak segilmistir. Secilen
desorpsiyon ¢ozeltisi ve siiresinin polimerik filme zarar verip vermedigi NIP ile

kontrol edilerek dogrulanmaistir.

Gelistirilen sensoriin analitik performansina etkisi ¢ok onemli oldugu i¢in
baglanma siiresi optimize edilmistir. Baglanma siiresinin kontrolii i¢in farkli baglanma
siirelerinde baglanma sonrasi ve desorpsiyon sonrasi akim cevabi arasindaki fark ile

kontrol edilmistir. Bir manyetik karistirici yardimiyla baglanmanin 15 dakikaya kadar
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arttig1 ve 15 dakikadan sonra baglanmanin azaldigi gézlenmistir. 15 dakika optimum

baglanma siiresi olarak se¢ilmistir.

En 6nemli validasyon parametrelerden biri olan sensoriin seciciligi, benzer
molekiillerin akim cevabi ile arastirilmistir. Ozellikle kiral secicilik icin ESOM’un
diger enantiyomeri olan R formu R-OM kullanilarak analiz yapilmigtir. Baskilama
faktorii ESOM i¢in 5.81 olarak bulunurken, R-OM ig¢in ise 1.33 olarak bulunmustur.
Bu sonuglar gelistirilen sensoriin  ESOM’e kars1 yeterince segici oldugunu

dogrulamaktadir.

Sensoriin segiciligini incelemek amaciyla ESOM 10 kati fazla derisimde DOP,
AA, Na', SO4, PAR ve UA varhiginda analiz edilmis ve sinyaldeki degisim
belirlenmistir. Sonuglar, sensériin ESOM’u girisim yapmasi muhtemel maddelerin

varliginda segici bir sekilde tayin edebildigini gostermektedir.

Gelistirilen sensoriin farkli derisimlerde baglanmasi ile ESOM tayini yapilmistir.
1x10%4 - 2x10® M derisim araliginda dogrusal bir grafik elde edilmistir. Teshis sinir1
1.89x107%° M ve tayin alt smir1 6.32x10™° M olarak bulunmustur.

Gelistirilen sensorlerin gercek drneklere uygulanabilirligini gostermek amactyla,
ESOM igeren farmasotik dozaj formalardan ESOM'un tayini yapilmistir. Ticari Serum
numunelerine ilave etme yontemi ile ESOM ig¢eren numuneler hazirlanmis ve geri

kazanim ¢alismalar1 bu numuneler ile de yapilmustir.

Gelistirilen molekiiler baskilama temelli kiral sensoriin ESOM’e karsi
tekrarlanabilirligini aragtirmak amaciyla, ESOM ayni sensor ile bes defa analiz edilmis
ve tekrarlanabilirligin 6lciitii olarak pik akimlarinin % bagil standart sapmas1 % 0.328
olarak hesaplanmigtir. Sensoriin tekrar iiretilebilirligini arastirmak amaciyla ESOM,
bes farkli sensor ile analiz edilmis ve yeniden {iretilebilirligin Olciitii olarak pik
akimlarinin % bagil standart sapmast %0.524 olarak hesaplanmistir. Sonuglar

gelistirilen sensoriin ESOM’un elektrokimyasal tayini i¢in tekrarlanabilir oldugunu

104



gostermektedir. Gelistirilen sensoriin stabilitesi 10 giin boyunca test edilmis ve 10 giin

sonra orijinal yanitin %86.56's1 elde edilmistir.

ESCIT analizi i¢in ilk kez MIP temelli elektrokimyasal kiral sensor gelistirilmis
ve validasyon caligsmalar1 yapilmistir. Molekiiler baskili polimerik film asagidaki gibi
tiretilmistir: ESCIT:C1 (1:1 v/v ) kompleksi, % 0.5 EPI (10 uL) igeren bir ¢ozelti 1
dakika oda sicakliginda karistirllmistir. Bu ¢ozeltiden 1.0 pL'lik bir kisim CKE
yiizeyine damlatilmistir. Etiivde (50 °C) 10 dakika polimerizasyon yapilmistir.

Molekiiler baskili filmin optimizasyonu i¢in en dnemli parametrelerden biri hedef
molekiiliin polimerik film ylizeyinden desorpsiyon islemidir. Polimerik film ylizeyine
zarar vermeden yeterli uzaklastirma isleminin gergeklestirilebilmesi igin desorpsiyon
¢Ozeltisi ve desorpsiyon i¢in segilen siire optimize edilmistir. 10M asetik asit ¢ozeltisi,
diger soliisyonlara kiyasla ESCIT'in etkin bir sekilde uzaklastirilmasini sagladigi igin
desorpsiyon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Desorpsiyon islemi sonrasi ile
elektropolimerizasyon sonrasi arasindaki akim cevabinda meydana gelen fark yiizeyde
olusan bosluklarin varligin1 dogrulamaktadir. Daha sonra, gelistirilen sensoriin 10M
asetik asitte desorpsiyon siiresi optimize edilmistir. 45. dakikadan sonra akim cevabi
azalmistir ve 45 dakika optimum siire olarak se¢ilmistir. Secilen desorpsiyon ¢ozeltisi
ve siiresinin polimerik filme zarar verip vermedigi NIP ile kontrol edilerek

dogrulanmistir.

Gelistirilen sensoriin analitik performansina etkisi ¢ok ©onemli oldugu igin
baglanma siiresi optimize edilmistir. Baglanma siiresinin kontrolii i¢in farkli baglanma
stirelerinde baglanma sonrasi ve desorpsiyon sonrasi akim cevabi arasindaki fark ile
kontrol edilmistir. Bir manyetik karigtirict yardimiyla baglanmanin 20 dakikaya kadar
arttig1 ve 20 dakikadan sonra baglanmanin azaldigi gézlenmistir. 20 dakika optimum

baglanma siiresi olarak se¢ilmistir.

En 6nemli validasyon parametrelerinden biri olan sensoriin seciciligi, benzer

molekiillerin akim cevabi ile arastirnlmistir. Ozellikle kiral segicilik igin ESCIT 1n
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diger enantiyomeri olan R formu R-OM kullanilarak analiz yapilmigtir. Baskilama
faktorii ESCIT i¢in 5.43 olarak bulunurken, R-CIT i¢in ise 1.42 olarak bulunmustur.
Bu sonuglar gelistirilen sensoriin  ESCIT’a kars1 yeterince segici  oldugunu

dogrulamaktadir.

Sensoriin segiciligini incelemek amaciyla ESCIT 10 kat1 fazla derisimde DOP,
AA, Na*, SO4, PAR ve UA varhginda analiz edilmis ve sinyaldeki degisim
belirlenmistir. Sonuglar, sensoriin ESCIT’1 girisim yapmasi muhtemel maddelerin

varliginda segici bir sekilde tayin edebildigini gostermektedir.

Gelistirilen sensoriin farkli derisimlerinde baglanmasi ile ESCIT tayini yapilmistir.
1x10 - 1x101° M derisim araliginda dogrusal bir grafik elde edilmistir. Teshis sinir1
2.41x1012 M ve tayin alt simir1 8.04x1022 M olarak bulunmustur.

Gelistirilen sensorlerin gergek orneklere uygulanabilirligini gdstermek amaciyla,
ESCIT igeren farmasotik dozaj formalardan ESCIT'in tayini yapilmustir. Ticari serum
numunelerine ilave etme yontemi ile ESCIT igeren numuneler hazirlanmis ve geri

kazanim ¢alismalar1 bu numuneler ile de yapilmustir.

Gelistirilen molekiiler baskilama temelli kiral sensoriin ESCIT’e karsi
tekrarlanabilirligini aragtirmak amaciyla, ESCIT ayni1 sensor ile bes defa analiz edilmis
ve tekrarlanabilirligin dl¢iitii olarak pik akimlarinin % bagil standart sapmas1 % 0.39
olarak hesaplanmistir. Sensoriin tekrar tiretilebilirligini arastirmak amaciyla ESCIT,
bes farkli sensor ile analiz edilmis ve yeniden {iretilebilirligin oOlgiitii olarak pik
akimlarmin % bagil standart sapmast %0.47 olarak hesaplanmistir. Sonuglar
gelistirilen sensoriin ESCIT un elektrokimyasal tayini i¢in tekrarlanabilir oldugunu
gostermektedir. Gelistirilen sensoriin stabilitesi 10 giin boyunca test edilmis ve 10. giin

orijinal yanitin %84.59's1 elde edilmistir.

Sonug olarak, kiral ila¢ etken maddeleri olan (1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT

elektrokimyasal olarak tayini i¢in molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral
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sensor gelistirilmis ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Gelistirilen Kiral sensor
kullanilarak (1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT igin ayri ayri hizli, hassas,
tekrarlanabilir, herhangi bir 6n aymrim gerektirmeyen, kolay uygulanabilir ve ilag
analizlerinde yaygin olarak kullanilan ve diger analiz yontemlerine kiyasla daha diisiik
maliyetli elektrokimyasal analiz yontemleri gelistirilmis, gelistirilen yontemler valide
edilmistir. Bu 6zellikleri géz oniine alindiginda, gelistirilen analiz yontemlerinin,
(1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT rutin analizleri ve klinik analizleri igin alternatif

yontemler olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Doktora c¢alismalarimiz  kapsaminda, 1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT
enantiyomerlerinin farmasotik dozaj formlarmda ve ticari serum numunelerinde
analizi i¢in kiral bilesik enantiyomerlerinin analizi i¢in MIP temelli elektrokimyasal
Kiral sensor gelistirilmesi ve gelistirilen bu kiral sensor kullanilarak elektroanalitik
yontemler gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu hedefler dogrultusunda gelistirilecek
sensoriin analitik uygulamalar sirasinda hizli, segici, duyarl, stabil, pratik olmas1 ve

kolayca iiretilebilmesi amaglanmistir.

(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE, (1S,2S)-PSDO'nun farmasétik dozaj formunda ve
ticari serum numunelerinde belirlenmesi igin gelistirilen ilk MIP temelli
elektrokimyasal kiral sensérdiir. Onerilen sensér, (1S,2S)-PSDO varhiginda
ortofenilendiamin (0-PD) monomerinin elektropolimerizasyonu ile hazirlanmigtir. Her
adim, diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve doniisiimlii voltametri (DV) teknikleri
kullanilarak redoks isaretcisi [Fe(CN)s]* '+ ile izlenmistir. (MIP) ile gelistirilen sensor
yilizeylerinin karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu (SEM), Raman
spektroskopisi ve temas agis1 Olglimleri kullanilarak yapilmistir. Elektrokimyasal
karakterizasyon calismalari, elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) teknigi ve
DV ile gergeklestirilmistir. Onerilen MIP temelli elektrokimyasal kiral sensér ile
(1S,2S)-PSDO'nun analiz siiresi olduk¢a kisadir. Ayrica (1S,2S)-PSDO benzeri
maddeler, MIP tabanli elektrokimyasal sensoriin segiciligini incelemek igin
uygulanmustir. Onerilen (18,2S)-PSDO@MIP/CKE sensorii, standart ¢dzelti ve ticari
serum numunesi i¢in sirastyla 2.98x107% M ve 3.01x10® M ¢ok diisiik teshis sinir1
(TS) elde edilmistir. Gelistirilen sensoriin hassasiyetinin ¢ok yiiksek oldugu
bulunmustur. Onerilen MIP sensorii, geleneksel tekniklere goére umut verici bir

alternatif tekniktir.

ESOM’un hassas ve segici tespiti icin MIP temelli yeni bir elektrokimyasal kiral

sensor Onerilmistir. Sensor, CKE iizerinde amonyum hidroksit varliginda -CD, TEOS
ve CTAB kullanilarak hazirlandi. Redoks isaretgisi [Fe(CN)s]*7# kullanilarak hedef
ESOM'un ¢ikarilmast ve baglanmasiyla ilgili MIP katmanindaki degisiklikleri
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gbzlemlemek i¢in DPV ve DV teknikleri kullanildi. Kontrol i¢in, ayn1 kosullar altinda
hedef molekiill ESOM icermeyen (NIP) bir polimer yiizeyi de iretildi. MIP ile
gelistirilen sensor yiizeylerinin karakterizasyonu, elektrokimyasal karakterizasyon
caligmalari, EIS ve DV ile gerceklestirilmistir. Gelistirilen sensoriin dogrusallik aralig
ve algilama s sirastyla 1.0x10714 — 2.0x10° 2 M ve 1.9x10 ™ M olarak elde
edilmigtir. Gelistirilen yontem, gdzenekli malzeme iireterek baglanma bdlgelerinin
erigilebilirligini  sagladi.  Gelistirilen =~ ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE
sensOriiniin ~ segicilik  testleri, diger benzer molekiillere kiyasla ESOM
enantiyomerlerine karsi yliksek bir segicilik gosterdi. Ek olarak, onerilen sensor,
tabletlerde ve ticari serum numunelerinde iyi bir geri kazanim yiizdesi ile ESOM'u
belirlemek icin basarili bir sekilde uygulanmistir. Yapilan stabilite g¢aligmasi
sonucunda gelistirilen sensoriin stabilitesi 10. giin sonunda %86.56's1 olarak

bulunmustur.

ESCIT tespiti igin ilk MIP temelli bir elektrokimyasal kiral sensor, CKE tizerinde
% 0.5 EPI varliginda ESCIT:C1 (1:1 v/v ) kompleksi kullanilarak etiivde (50 °C)’de
hazirlanmistir. Ayni kosullar altinda kontrol igin, hedef molekiil ESOM igermeyen
NIP polimer yiizeyi de dretildi. MIP ile gelistirilen sensdr ylizeylerinin
elektrokimyasal karakterizasyon ¢alismalari, EIS ve DV teknikleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gelistirilen sensoriin elektrokimyasal karakterizasyon ¢alismalari,
EIS ve DV yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Gelistirilen sensoriin dogrusal
calisma aralig1 ve teshis sinir1 sirasiyla 1.0x1071 — 2.0x107%° M ve 2.41x10712 M
olarak DPV teknigi kullanilarak elde edilmistir. Gelistirilen
ESCIT/EPI/C1@MIP/CKE sensorii, 4,97 baski faktori ile R-CIT'a kars1t miikemmel
bir segicilige sahiptir. Onerilen sensdr, tabletlerde ve ticari serum numunelerinde iyi
bir geri kazanim yiizdesi ile ESOM'u belirlemek i¢in basarili bir sekilde uygulanmaistir.
Yapilan stabilite ¢caligmasi sonucunda gelistirilen sensoriin stabilitesi 10 giin sonunda

%84.59's1 olarak bulunmustur.

Sonu¢ olarak, doktora calismalari kapsaminda ¢ok Onemli kiral ila¢ etken

maddelerinden (1S,2S)-PSDO, ESOM ve ESCIT enantiyomerlerinin farmasotik dozaj
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formlarinda ve ticari serum numunelerinde tayini igin gelistirilen molekiiler baskilama
temelli elektrokimyasal kiral sensoriin ilaglarin rutin ve klinik analizlerinde alternatif

olarak kullanilabilecegi tarafimizca 6n goriilmektedir.
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OZET

Kiral bilesiklerin enantiyomerlerinin analizi icin elektrokimyasal sensor gelistirilmesi

Tez calismasinda, kiral ila¢ etken maddelerinden (1S,2S)-psédoefedrin ((1S,2S)-
PSDO), esomeprazol (ESOM) ve essitalopram’in (ESCIT) segici ve hassas analizine yonelik
molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal kiral sensor gelistirilmistir. Elektrokimyasal
olgiimler, 5 mM [Fe(CN)g]> "+ (1:1) ve 0.1 M KClI igeren bir ¢dzelti iginde bir NIP ve MIP
iizerinde DPV yontemi ile gergeklestirilmistir.

(1S,2S)-PSDO tespiti i¢in ilk kez elektropolimerizasyon teknigi ile fonksiyonel bir
monomer olarak o-fenilendiamin (0-PD) ile MIP temelli elektrokimyasal kiral sensorleri
gelistirilmistir. Gelistirilen sensorlerin yiizeylerinin karakterizasyonu, elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS), dongiisel voltametri (DV), Raman spektrometresi, temas agisi
Olgiimleri ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gerceklestirilmistir. (1S,2S)-
PSDO@MIP/CKE sensoriiniin analitik performansim degerlendirmek i¢in diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) kullanildi. (1S,2S)-PSDO'nun dogrusal ¢alisma araligi, farmasétik dozaj
formunda ve ticari serum 6rneginde 1x107%° - 1x10* M araliginda elde edildi. Gelistirilen
(1S,2S)-PSDO@MIP/CKE sensorti, 4,97 baski faktorii ile (1R,2R)-PSDO'ya kars1 mitkemmel
bir secicilige sahiptir.

ESOM tespiti i¢cin MIP temelli bir elektrokimyasal kiral sensdr, CKE iizerinde
amonyum hidroksit varliginda B-siklodekstrin (B-CD), tetraetil ortosilikat (TEOS) ve
setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) kullanilarak hazirlanmigtir. Gelistirilen sensoriin
elektrokimyasal karakterizasyon ¢alismalari, EIS ve DV ile gerceklestirilmistir. Gelistirilen
sensoriin dogrusal ¢alisma araligi ve teshis siniri sirastyla 1.0x1074 - 2,0x10* M ve 1.9x10
M olarak DPV kullanilarak elde edilmistir. Gelistirilen yontem ile gozenekli malzeme

kullanarak  baglanma bolgelerinin erisilebilirligi  artinnldi.  Gelistirilen ESOM/B-
CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensoriiniin segicilik testleri, diger benzer molekiillere kiyasla
ESOM’e kars1 mitkemmel bir segicilik gosterdi.

ESCIT tespiti igin MIP temelli bir elektrokimyasal kiral sensér, CKE f{izerinde % 0.5
EPI varliginda ESCIT:C1 (1:1 v/v ) kompleksi kullanilarak etiivde (50 °C) hazirland:.
Gelistirilen sensoriin elektrokimyasal karakterizasyon ¢aligmalari, EIS ve DV ile
gerceklestirilmistir. Gelistirilen sensoriin dogrusal ¢alisma araligi ve teshis sinir1 sirasiyla
1.0x10%* — 2.0x107** M ve 1.9x107*® M olarak DPV kullanilarak elde edilmistir. Gelistirilen
ESCIT/EPI/C1@MIP/CKE sensorii, 4,97 baski faktorii ile (1R,2R)-PSDQ'ya karst mitkemmel
bir se¢icilige sahiptir.

Gelistirdigimiz MIP temelli elektrokimyasal kiral sensorlerin uygulanabilirligi, etken
maddelere benzer molekiiller kullanilarak gosterilmistir. Elde edilen sonuglar, gelistirdigimiz
elektrokimyasal sensorlerin 6nerilen hedef ila¢ etken maddelerin segici ve hassas tayinlerinde
kullanilabilecek alternatif yontemler oldugunu ispatlamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Elektrokimyasal kiral sensér, Esomeprazol, Essitalopram, Molekiiler
baskilama , (1S,2S)-Psddoefedrin
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SUMMARY
Development of electrochemical sensors for analysis of chiral compounds enantiomers

In the thesis study, molecular imprinting based electrochemical chiral sensor was
developed for the selective and sensitive analysis of chiral drug active substances (1S,2S)-
pseudoephedrine ((1S,2S)-PSDO), esomeprazole (ESOM) and escitalopram (ESCIT).
Electrochemical measurements were performed by DPV method on a NIP and MIP in a
solution containing 5 mM [Fe(CN)s]*7* (1:1) and 0.1 M KCI.

For the detection of (1S,2S)-PSDO, MIP-based electrochemical chiral sensors were
developed for the first time with o-phenylenediamine (0-PD) as a functional monomer by
electropolymerization technique. The surface characterization of the developed sensors was
performed with electrochemical impedance spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry (CV),
Raman spectrometry, contact angle measurements, and scanning electron microscopy (SEM).
In addition, differential pulse voltammetry (DPV) was used to evaluate the analytical
performance of the (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE sensor. The linear working range of (1S,2S)-
PSDO was obtained in the pharmaceutical dosage form and the synthetic serum sample in the
range of 1x10™ - 1x10%* M. The developed (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE sensor showed
excellent selectivity against (1R,2R)-PSDO with an imprinted factor of 4.97.

A MIP-based electrochemical chiral sensor for ESOM detection was prepared using
B-cyclodextrin  (B-CD), tetraethyl orthosilicate (TEOS), and cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) in the presence of ammonium hydroxide on CKE. Electrochemical
characterization studies of the developed sensor were performed with EIS and CV. The linear
range and limit of detection of the developed sensor were obtained using DPV as 1.0x10 %4
2.0x10 2 M and 1.9x10°%° M, respectively. With the developed method, the accessibility of
the binding sites was increased by using porous material. Selectivity tests of the developed
ESOM/B-CD/TEOS/CTAB@MIP/CKE sensor showed excellent selectivity towards ESOM
compared to other similar molecules.

For ESCIT detection, a MIP-based electrochemical chiral sensor was prepared in an
oven (50 °C) using the ESCIT:C1 (1:1 v/v) complex in the presence of 0.5% EPI on CKE.
Electrochemical characterization studies of the developed sensor were performed with EIS and
DV. The linear operating range and diagnostic limit of the developed sensor were obtained
using DPV as 1.0x10% — 1.0x10° M and 1.9x107*2 M, respectively. The developed
ESCIT/EPI/ICL@MIP/CKE sensor has excellent selectivity against ESCIT compared to other
similar molecules.

The applicability of the MIP-based electrochemical chiral sensors we have developed
has been demonstrated by using molecules similar to active substances. The results obtained
prove that the electrochemical sensors we have developed are alternative methods that can be
used in the selective and sensitive determination of the proposed target drug active substances.

Keywords: Electrochemical chiral sensor, Esomeprazole, Escitalopram, Molecular
imprinting, (1S,2S)-Pseudoephedrine
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