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ONSOZ

Bu tez ilec 6ngorilen calismada parasctamol i¢in hassas, duyarh, hizhh vc tamamcn
validasyonu yapilmis elektrokimyasal sensér gelistirilmesi amaclanmaktadir.
Analizlerde kullanilacak kati elektrotlarin 6zglin nano malzemelerle modifiye edilerek
daha hizli, hassas ve disiik tayin sinirina sahip analizlerin yapilmast hedeflenmistir.
Elcktrokimyasal yontemlerden amperometri, doniisiimli voltamctri, diferansiyel puls
ve kare dalga voltametresi gibi yontemler kullanarak, uygun destek elektroliti ve pH
belirlenmesi, bu ortamda miktar tayini yapilmasi, teshis ve tayin limitleri, tekrar
edilebilirlik ve tiim gerekli validasyon parametrelerinin incelenmesi de amaglanmstir,

Parasctamol analizi ilc ilgili modifiyc clcktrotlarla voltamctrik ve ampcerometrik
yontemler kullanilarak sentetik biyolojik numunelerin analizi i¢in gelistirilecek bu
yontemlilerin de hasta basi analizlerde kullanima uygun sensorlerin iiretilmesine de
katk1 saglayabilecegi ongoriilmekiedir. ilgili tez bu ydniiyle literatiire nemli bir katk
saglayacaktir.
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1. GIRIS

Parasetamol (Asetaminofen) Ci1sH9NOz olarak formilize edilmis olup [UPAC'a
(Intcrnational Union of Purc and Applicd Chemistry) gore N- (4-hidroksifenil) asctamit
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.1)

H
N

b

O

CHj

HO

Sekil 1.1, Parasctamoliin kimyasal yapisi

Parasetamol 1873 yilinda Harmon Morse taralindan kesledilmistir, ancak analjezik olarak
ozellikleri 1893'te Strazburg Universitesi'nde bir Profesor olan Adolf Kussmaul ve diger
iki Fransiz doktor Arnold Cahn vc Paul Tlcpp tarafindan ortaya koyulmustur. 1956'da
Ingiltere'de 500 mg icerikli tabletlerin iiretilmesiyle satislar1 ve popiilerligi diinya ¢capinda
hizla artmaya baslamistir. Hali hazirda diinya iizcerindc cn ¢ok kullanilan analjczik olan
parasetamoliin, iltihab1 konirol etmek, grip semptomlarini, kas agrilarini, ates, kulak
agrisi, bas agrisi, artirit, osteoartrit, farenjit ve de mide agrilarini azaltmak i¢in
kullamildig:r bilinmektedir. Yiiksck biyoyararlanimi, rcgetesiz ve kolay ulasilabilir

olmasindan kaynakli olarak bu ilacin kullaniminin ¢ekici oldugu da sdylenebilmektedir.

Bu kadar ilgi cekici bir ila¢c olmasina karsin bilim otoriteleri tarafindan o6zellikle
¢ocuklarda ve geriatrik popiilasyonda, paraselamol kullanimina dayali asir1 dozun neden

oldugu coklu akut karaciger yetmezligi vakalari rahatsizlik yaratmaktadir. Rahat



ulagilabilirligi ve kullaniminin bu denli yaygin olmasi nedeniyle, hastalar, ilacin
toksisitesini gdrmczden gelmis veya kiiclimsemistir. Bu davranis bi¢gimi sonucunda da
ciddi tibbi acil durumlara neden olmus ve hayatlarini riske atmuslardir. Ayrica
zehirlenerek gerceklesen intihar vakalarinda da parasetamol etkin rol oynamaktadir.
Ingiltere Avrupa, Amerika Birlegik Devletleri (ABD) ve Avusiralya’da yanlislikla veya
istemeden en yaygin asirl doz bildirimi de bu etken madde iizerinden yapilmaktadir

(Mund ve ark., 2015).

Parasetamole ait doz asimi sonucunda, panzehir ledavisine ragmen akut karaciger
yetmezligi (ALF) ve &liime yol acan, hafif ila siddetli hepatotoksisiteye kadar bir dizi
hepatik hasara neden olmaktadir. Parasctamol doz asimindan kaynaklanan ALF, Ingilterc,
ABD, Fransa, Kanada ve Avustralya'da yaygin olarak rapor edilmistir. Asirt doz alimina
bagli ALF'nin cn yaygm oldugu Ingiltere'de (ALF ctiyolojisinin %60-75'), daha az
sikltkta goraldigii ABD'de (yaklasik %20' si) ve Avrupa'nin bazi bolgelerinde daha diisiik
oldugu (%2) bildirilmistir. Fransa'da ALF etiyolojist). Bununla birlikte, son yillarda
ABD'de parasetamol kaynakli ALF vakalarinin goriilme sikliginin katlanarak arttig rapor

edilmistir(Marzilawati ve ark., 2012).

Parasctamoliin asir1 dozuna ncden olan ana nedenlerden biri, kullanicilarin parasctamoliin
diger ilaglarin formiilasyonunda ikincil bir bilesik olarak bulunabileceginin farkinda
olmamalaridir. Asagida liste halinde verilen secilmis bazi érneklerde oldugu gibi ikincil
bir ctken maddc olarak parasctamol i¢cren ve yaygin olarak kullanilan ilaglarin oldugu

dikkate alinmaludir.

e Actifed”
e Alka-Scltzer Plus LiquidGels®

e Anacin®



e Benadryl®
e Cepacol®
e Contac®

e Coricidin®
e Dayquil®

e A-ferin®

o Tylolhot®
e Parol®

e Theralu®
e Vermidon®
e Calpol®

e Gripin®

Yukarida da bahsedildigi iizerine son yillarda zehirlenme oranlan giderek ve énemli
lctide artmistir. Bu nedenle Amerikan Gida ve Tlag Daircsi FDA (Food and Drug
Administration) Acetaminophen Awareness Coalition (AAC) ve “Double Check, Do not
Double Up” egitim kampanyasinin yayilmasi ve farkindaligin yaratilmasi konusunda

etkin rol iistlenmektedir. Bu kampanyanin ana unsurlar;

> Ila¢ etiketini ilaci tikketmeden dnce kontrol edin.
» Parasctamol iceren herhangi bir Grlinlin 6ncrilen dozunu agmayin.

» Parasetamol iceren birden fazla iiriin almayi, olarak siralanmaktadir.

1.1. Parasetamoliin toksisitesi



Parasetamol giinllik hayatimizin bir par¢asi oldugu andan itibaren her zaman etkili ve
giivenli bir analjezik olarak sunulmustur, bu ncdenle asir1 dozdan kaginmak icin ¢ok az
onlem alinmigtir. 1960'Ls yillarda Birlesik Krallik ‘ta satislar parasetamoliin aspirinden
daha diistik yan etkileri oldugundan dolayr en yiksek seviyelerine ulasmisti. Zaman
gectikge asirt doz ve intithar girigimi vakalarinin tarihinin bir pargast olmaya bagsladig:
601 yillarin sonlarindan giiniimize, hepatoksisite, semptomlar, panzehir ve alinabilecek
diger onlemlcr ile ilgili galismalar bilim camiasinda 6n plana ¢ikmistir. (Simkin ve ark,
2012). FDA kilavuzlarina gore, ¢ocuklarda maksimum doz 80 mg/kg iken yetiskinlerde
maksimum doz giinde 4 gramdir. “Normal kosullar altinda, parasctamol karaciger
taralindan %85-90, glukoronidasyon ve siillatasyon islemi ile laz 1T boyunca metabolize
olarak idrar vasitasryla atilima ugrar. Ilacin geri kalani (%10-15), islemden sorumlu ana
cnzim olarak sitokrom CYP 2EIl yoluyla toksik ve rcaktif ara maddcsi, N-asctil p-
benzokinonimin (NAPQI) oksidasyonu yoluyla faz I'de metabolize edilir (Sekil 1.2).

Bu ara iriin, bobrekler tarafindan atilan toksik olmayan sistein ve merkapturat
metabolitleri olusturan glutatyonun silfhidril gruplart ile etkilesime girer. Tlacin
suprarapotik dozlarinda, silfatlama ve glukuronidasyon yollart doymusg hale gelir ve daha
fazla parasctamol NAPQI yoluyla mctabolize cdilir. Glutatyon (GSIT) depolan %70 ila
80 oraninda yenilendiginde, NAPQI hepatositler ile reaksiyona girer ve hiicre hasarina
ncden olan sistein gruplarina kovalent olarak baglanir. Bu islem geri dondiiriilemez ve

oksidatif hasara yol agar.(Castro., 2016)
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Sekil 1.2 Asetaminofen metabolizmasi. NAPQI, N-asetil-p-benzokinon imin; GSI1, glutatyon (Lancaster ve ark.,
2015)

Sckil 1.2'de genel anlamda gorebildigimiz gibi, asctaminofen viicudumuzdaki bobrek
hastaliginin nedeni degildir, fazla bulunursa dogrudan ALF'ye neden olan NAPOQI
mctabolitidir. Parasctamoliin hepatotoksisitesi tehlike grubunda olan alkolik bireylerde
ve yetersiz beslenmeden muzdarip bireylerde daha fazla risk olusturmaktadir. Bu

hastalarda NAPQI metaboliti daha hizli olusur ve karacigere saldirir.

Genel olarak parasetamol toksisitesi belirlenirken, Rumack-Matthew nomogrami
kullanilarak (Sckil 1.3.) Bu diyagram, asir1 dozdan sonra scrum érncklerindce parasctamol
konsantrasyonunun etkilerini ve gerekli N-asetilsistein (NAC) antidot dozunun

uygulanmast gercken siirenin netlestirilmesine olanak tanir.



Rumack Matthew Asetominofen Nomogrami

gimi
%00 |
200 |
200 |
| 53
W,
150 - T
~;-—~—-1 Muhtemelen Toksitide
N,
100 | ‘q\- |
%0 | =
80 | ,
70| |
60 | I \\‘
50 | '\\
= 40 } .
] N
1= 30 | -
2
L
E | | -
-
t Toksitide Beklenmez }—
-
2 W}
&8 gt
E 8}
w 1]
< 6
sl
al
3l

Bu araliktaki dozlarda
tedavi gerekmez

4 -] 12 16 20 24 28 2 36
Alim Sonras: Saat

Sekil 1.3. Rumack-Matthew Nomogrami(Castro, 2016)

“Rumack-Matthcw nomogramu, ilacin ahindigi zaman bilindiginde akut asctaminofcn
agirt dozunun yonetimine rehberlik etmek igin yararli bir aragtir. Asetaminofen seviyesi
nomogramda cizilir ve N-asctil sistcin (NAC) ilc tcdavi cdilip edilmeyccegi karart buna
gore belirlenir, Tedaviye yonelik 6l¢iimler ilag alindiktan 4 saal sonra baslar ve zamanla
dogrusal olarak azalir. 200 mg / ml’lik bir serum konsantrasyonunda toksisite miimkiin
olmasina ragmcn, nomogramin hassasiyetini arttirmak i¢in tedavi hatt1 150 mg / ml'de
baglayacak sekilde indirilmistir. Ozetle seviye tedavi ¢izgisinin iizerindeyse, NAC
baslatilmalidir. Ilac alim zamani bilinmedigi durumlarda veya ila¢ alindiktan 24 saatten
fazla bir siire sonra bagvuruldugunda ve uzun sireli (ekrarlanan maruziyetlerde

nomogram uygulanamaz.” (Nadler ve Fein., 2018)



1.2. Parasctamol Miktarmm Tayin Edilmesinin Onemi

70’1t yillardan bu yana, parasetamol doz asimi nedeniyle Sliimler, hepatotoksisitesi
hakkinda ¢aligmalar ve bilgilerin belirli bir dlizeye ulasmasinin ardindan onemli 6l¢iide
azalmistir. Bununla birlikte, 6zellikle 20 yagin altindaki gengler ve 60 yasin {izerindeki
yetigkinler arasinda kasten agim doz vakalarmin artig da gozlemlenmckteydi. Yanlighkla
alian ve agirt doza sebep olan vakalar genellikle bebeklerde ebeveynlerin ikincil ajan
olarak parasctamol iccren farkli bir kombinasyonu kullanmasi sonucu ortaya cikar.
Ebeveynlerin gocuklarma bu ilact vermesinin en yaygm nedeni ¢ocuklarda goriilen
yiiksek atesin giderilmesidir. Cogu asetaminofen zehirlenmesinin bilingli asir1 dozdan
kaynaklandig diisiinildiigiindc, cbeveynlerin ¢ocuklarina yanlhislhikla yanlis dozda ilag
verme sikligl, asetaminofenin kullaniminin yayginligini gercek bir endigse haline
getirir.”.(Nadlcr ve Fein., 2018). Yakin tarihli bagka bir rapor, ABD'dcki yetiskinlerin %
6'siin kombinasyon ilaglart nedeniyle 4 g/giin asetaminofen Gzerinde regete edildigini
gostermektedir. Bu nedenle, FDA, 2009 yilinda receteli asetaminofen kombinasyon
driinlerinin piyasadan kaldiriimast i¢in bir 6neri sunmusiur. Bununla birlikte, 2011'de bu
Oneriyi revize ederek her bir kombinasyon tabletinde 325 mg'dan fazla asetaminofen

bulunmamasi gercktigi yoniinde revize ctmislerdir. (Michaut ve ark., 2014)

British Journal of Clinical Pharmacology dcrgisinde yayinlanan Gulmez vc calisma
ekibine ait bir ¢aligma, genel parasetamol doz agimmin 2005 ve 2007 yillart arasinda
Avrupa tlkelerinde nakil (ALFT) ile sonuclanan akut karaciger yetmezliginin altida birini
temsil cttigini raporlamistir (Gulmez vc ark., 2015). Dolayisiyla parasctamol
toksisitesinin erken tanimlanmasi, hasianin iyilesmesi ve hasia mortaliiesinin azaltilmasi
icin biliylik 6énem arz etmektedir. Parasetamol kullanimimi ve buna baglh toksisiteyi

agamalariyla inccleycceck olursak. Klinik olarak 4 asamaya ayrilir (Mancipe ve ark., 2010)



1. asama, ilk 24 saat boyunca hasta halsizlik, solukluk, bulanti, kusma ve terleme gibi

spesifik olmayan semptomlar gosterir. Bazilar1 asemptomatiktir.

2. asama, Ilaci aldiktan 24-72 saat sonra semptomlar artmaya baslar, karacifer
transaminazlarinin konsantrasyonu 24 saatl sonra baglar. Bilirubin yiikselebilirken,

protrombin siiresi uzatilabilir ve bobrek fonksiyonunda anormallikler goriilebilir.

3. agama, yaklagik 72 ila 96 saat icinde karaciger fonksiyon anormallikleri zirveye
ulasir. Faz 1 belirtileri olarak sarilik, hcmorajik diyatezi tckrar ortaya cikar.
Transaminaz seviyelerinde, hiperammonemi, hipoglisemi, laktik asidoz gorilebilir,
Bu asamada en biliylik karaciger hasart meydana gelmesine ragmen geri
dontisimliidiir. Bununla birlikte, 6liimlerin ¢ogu bu asamada ¢oklu organ yctmezligi

ile bag gosterir.

4. agama, bu doneme kadar hayatta kalan hastalar, 4. giinde baslayan ve zehirlenmeden
sonraki 7. giinde tamamlanan klinik iyilesme asamasina baslar. Islem (i¢ hafta veya
daha (azla siirebilir. Histolojik iyilesme li¢ aya kadar siirebilir. Bobrek (onksiyon
bozuklugu insidansi, zehirlenmenin ciddiyeti ile iliskilendirilir (Blakely ve

McDonald., 1995)

Kisaca tanit ve tedavide izlenecek yollar ag¢isindan hastanin hangi agamada oldugunu
belirlemek igin ilk alim zamanini bilmek gereklidir. 11k adim, bu degere gére serumdaki
parasctamol konsantrasyonunu bclirlemck vc antidot NAC baslanmalidir. Bununla
birlikte, asirt dozun nedeninin intihar girisiminde bulundugu biliniyorsa, viicutta da
bulunabilecek diger madde tiplerini belirlemek icin gerekli testler yapilmalidir. Alkol
aliminin veya yetersiz beslenme semptomlarinin degistigi ve viicutta daha bliyuk bir
hepatotoksisite yarattig unutulmamalidir, bu nedenle antidot ve mide yikama ve aktif

karbon kullanimi gibi diger dctoksifikasyon siircc¢leri hizli bir sckilde verilmelidir.



(Nadler ve Fein, 2018). NAC uygulamasi oral veya intravendz olabilir. Her ikisi de
asctaminofen  toksisitesinin  Onlenmesinde ve tedavisinde csit derccede  ctkilidir.
Asetaminofen seviyesi saptanamayana kadar NAC kullanimina devam edilmelidir.
Karaciger yetmezligine ilerleyen ve NAC tedavisine cevap vermeyen ciddi hasta
hastalarda, karaciger nakli hayat kurtarici olabilir.(Nadler ve Fein., 2018). NAC, molekl
formiilii CsHoNO3S ve molekiil agirligi 163.19 g/mol olan bir sistein tiirevidir. Bu
molckiil yaygin olarak agirt dozda parasctamolc karsi ana panzchir olarak bilinir.
Kimyasal 6zellikleri, NAC metabolizmasinda molekiilin, GSH glutatyonunun onciisti
olarak harcket etmesinc neden olur, bu da NAPQI molckiilleri ile dogal olarak rcaksiyona
giren GSH konsantrasyonunu arturmaya yardimer olur ve bu da idrarla atilan
merkaptoiirik asit adi verilen toksik olmayan bir {irtin olusturur ve karaciger hasar1 bu
saycde cngcellencbilir. Tim bu ciddi sonuglar scbebiyle plazma parasctamol
konsantrasyonunun hizli, se¢ici ve etkili bir sekilde belirlenmesi, uygun tedaviyle
baslamak i¢in hayati 6nem tasir. Amcrikan Farmakopesine gore belirlenmis parasctamol

analiz. yontemleri agagida siralannugtir (FDA., 2013)

Tammlama igin

v Erimc noktas1 (USP 741)
v' Kalitatif kimyasal testler (USP 181)
v Ince tabaka kromatografi (TLC) (USP)

Kirlilik analizleri icin

v' Gravimetrik (USP 281)
v" Tutusmada Kalint1 ve Kolayca Karbonize Olabilen Maddcler Testi (USP 271)
v Limit testler/agir metaller (USP 231)



Spektroskopik yontemler

v Fouricr-transform infrarcd spcktroskopi (FTIR) (USP 197K)
v UV spektroskopi (USP 1970)

Avirmaya davali vontemler
v Yuksek performansli sivi kromatograli (HPLC) (USP 621)
Diger yontemler

v Titrasyon (USP 541)
v' Karl Fischer (USP 921)
v Disoliisyon (USP 711)

USP’ nin yani sira, Avrupa Farmakopesi (Curopean Pharmacopoeia BP) ve Ingiliz
Farmakopesine (British Pharmacopoeia BP) goére, parasetamoliin belirlenmesi icin

oncclikli bazi tcknikler sunlardir (Chambers ve Road., 2010):

v Erime noktas1 (EP 2002, 2.2.14)

v Agir metal analizi (EP 2002, 2.4.8)

v' Infrared spektroskopi (EP 2002, 2.2.24)
v Siv1 kromatografi (Appendix LI D)

Farmakope yontemlerinde belirtilen birgok etken madde ve bitmis iiriin igin altin standart
olarak HPLC yontemi gosterilse de bu yontemin de bazi dezavantajlart bulunmaktadir.

Bunlarin basinda,

- Cihaz ve bakim maliyetlerini yiiksek olusu,
- Goreceli olarak uzun analiz siircsi
- Ekipmamn kullanim1 konusunda egitim almig personel gerekliligi One

citkmaktadir.
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Bu noktada alternatif analiz yontemleri arayisi géz Oniine alindiginda elektrokimyasal
tekniklerin (potansiyometri, kronoampcromectri, voltametri, vs.) kullanim sahasma agik

oldugu goriilmektedir.

1.3. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya kavrami, bir elektrot ylizeyinde heterojen sekilde gerceklesen veya
¢oOzcltiyc ait ortamda homojen bicimdc aktarilan yiik miktarinin clektron sayis1 ve madde
derigimi veya miktarn ile ilgilendigi yontemlere verilen genel isimdir. Sekil 1.4°te
elektrokimyasal yOntemlere ait yapilan en genel siuflandirma sematize edilmigtir.
Verilmis olan bu yontemlerden tez kapsaminda analizler i¢in kullanilanlar hakkinda ozet

bilgi asagida verilecektir.

Elektrokimya temelli yontemler, endiistriyel kalite kontrol ¢alismalari, analitik élciimler,
¢evre ve biyomedikal alanlarinda kullanilabilen, potansiyel, akim ve yiik ile ilgili
parametrelere ait Olciimlerin yapildigi, gérece olarak diistik maliyetli, az miktarda
numune hacmi ile ¢aligmaya olanak saglayan analitik yontemlerdir. Analitik amagh
Oleumler s6z konusu oldugunda ¢dzelti ara yiizeyi ve elektrot arasinda meydana gelen
proscsler kimyasal dlgtimlere olanak saglamaktadir. Yukarida da bahscdildigi gibi ara
yiizey ve elektrot arasinda gergeklegen yiik aktarimina ait stokiyometrik, hiz, adsorbsiyon
derecesi, kitle aktarim hizi, reaksiyon denge sabitleri gibi bilgileri de bize saglama

olanag tanimaktadir.
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Sekil 1.4, Flcktrokimyasal yontemlerin simiflandiriimast

1.3.1. Voltametrik Yontemler

Voltametri alamndaki ilk ¢aligmalar 1922'de bilimei Jaroslav Heyrovsky’ nin polarografi
tcknigini bulmasi ve gelistirmesi sonucunda ortaya ¢ikmaya baslamistir. Polarografi
yonteminde damlayan bir civanin kolayca yukseltgenmesi sebebiyle, indirgenme olaylart
incelenirken, voltametri yonteminde ise katt elektrotlar vasitasiyla hem indirgenme hem

dc yiikscltgenme davraniglan incelencbilmektedir.
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Ozetle destek elektrolit iceren bir ¢dzeltiye yerlestirilmis ¢alisma elektrotunun polarize
oldugu kosullarda uygulanan potansiycle karst akim degisimlerinin incclenmesine
dayanmaktadir (Scholz., 2015). Modern voltametride uyarma sinyali, ¢alisma elektrodu
ile yardimci bir elektrot arasinda ortaya ¢ikan akimin, potansiyelin bir fonksiyonu olarak
Olciilmesiyle elde edilir. Potansiyele karst elde edilen akim graligine de voltamogram
ismi verilir.(Houssin ve Senez, 2013) Kullamim alanlan incelendiginde farmasétik
preparatlar, ¢evresel kirleticiler, molckiiler oksijen tayini, biyolojik numunclerin analizi,
vs. gibi alanlarda kullanilabildigi de gorilmektedir. Voltametrik yontemler temelde 7 alt
basliga ayrilabilir. Déniistimlii voltametri, normal (lincer veya dogrusal) puls voltametri,
dileransiyel puls voltametri, kare dalga voltametri, styirma voliameiri, kronoamperometri

ve kronokulometridir (Ozkan ve ark., 2015).

1.3.1.1 Déniisiimlii Voltametri (DV)

Dontstimli voltametri teknigi, adsorbsiyon, difiizyon gibi tagima olaylarim, redoks
reaksiyonlarma ait termodinamigi ve de elektron aktarimina ait kinetigin etkilerini
acgiklamak i¢in saglam ve tekrar cdilebilir bilgiler sagladigi i¢in clcktrokimyada cn ¢ok
kullanilan yoniemlerin baginda gelmekiedir. Sicakhk, elektrot tiirQ, (arama hiz,
potansiycl araligi, pH, gibi paramctreleri degistirerck ortaya cikan doniistimlii
voltamogramlarin dcgerlendirilmesiyle clcktrot reaksiyonlart hakkinda detayli bilgiler
elde edilmektedir (Kissinger ve Heineman., 1983). Donlisiimli voltametri, genellikle bir
bilesigin, biyolojik bir materyalin veya bir clektrot yiizeyinin clcktrokimyasal
calismasinda yapilan ilk deneydir. Potansiyel tarama sirasinda ¢aligan elektrottaki ileri ve
geri dogru, dogrusal tarama yapilirken dlgiilen akim ile dongiisel bir voltamogram elde
edilir, Voltamogram olusurken uygulanan potansiyelin vamanla degisimi asagidaki
sekilde sematize edilmistir (Sekil 1.5). DV'deki 6nemli parametreler, pik akimlann, Ip, a
ve Ip, ¢'nin biiytikliiklcri ve piklerin meydana gelme potansiyclleri, Ep, a ve Ep, ¢'dir. Pik
akimlarin dogru degerlerini olgmek, muhtemelen dongiisel voltamogramlart analiz

ctmenin cn biiyiik zorlugudur. (Ozkan vc ark., 2015).

13



Etipat

AE=60mV
| fualtie | =1

a3 00 03 06 o9
E /V vs ECS
L]

Sekil 1.5. Ddniisiimli voltametri: tipik potansiyel tiggen dalga lormu (A), farkl: tarama hizlarinda tersinir bir sistem

i¢in akim-polansiyel egrisi (B). (Ozkan ve ark., 2015)

Bir voltamogramu etkileyen bazi parametreler asagida listelenmistir:

Numune hazirlanmast,

v

\7

Kirliliklerin varligi,

Cozeltinin pH' si

Y

Tarama hizi,

vV Y

Numunenin oksidasyon yatkinligy,

Elektrolit tirli degisimi,

Y

v

Numunec konsantrasyonunun degistirilmesi gibi.

Genel olarak, giivenilir sonuglar elde etmek igin yeterli ve tutarli deney kosullari
gereklidir. Doniisiimli voltametride pik akimi (7), Randles-Sevick bagintisiyla gosterilir.

(Bsitlik 1.1)

ip=2.69 X 10°n*24D' 2Cv'?2 Esitlik 1.1
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[gili esitlikte, ip: pik akimini, 4: elektrot yiizey alanini (cm?), n:aktarilan elektron sayisini
(mol ¢~ /mol molckiil), C: clcktroaktif tiirin baslangictaki derisimi, mol/cm?, D: difiizyon
katsayisini, (cm?/s), v: tarama hizini (V/s) ifade etmektedir. Tarama hizi parametresi
elektrokimyasal yontemlerde Ozellikle de doniisiimlG voltametride ©nemli bir
parametredir. Polansiyelin zamanin bir fonksiyonu olarak degigimini ifade eder. Tarama
hizi ile pik akimindaki farkliliklar kullanilarak, reaksiyonun difiizyon veya adsorbsiyon

kontrollii olup olmadig1 hakkinda bilgi cdinilebilmcktedir.

Ayrica bir clektrot yiizeyinde meydana gelen reaksiyonlar yart tersinir, tersinir veya
tersinmez. davranmiglar gosterebilir. Tersinir oldugunu anlamak i¢in, doniigimla
voltamogramda ters potansiyel bolgesinde pik gozlenmelidir, elektrot yilizeyinde,
elektron aktarim hiz, kiitle aktarim hizindan biiytik olacagi i¢in Nernst esitligi gecerlidir,
tarama hizinin degisimi dalga seklini degistirmez ve oda sicakliginda katodik ve anodik
pik potansiyelleri arasindaki fark, AE, — (Ep.a - Epi)— 0,059/n dir. Yk aktarim katsayist
(a), 0,5 e esitse pik akimlart orant esittir. Bahsedilen bu durumlarin tam tersi olmasi

durumunda da tersinmezlik s6z konusu olmakla birlikte, AE, = (Ep.a - Ep)> 0,059/n” dir.

Tarama hizi ile ilgili bilinmesi gereken bir diger husus ise, elektroaktif analit ile ¢alisma
clcktrodu arasinda, clcktron aktarimi, clcktrot ara yiizeyi ile ¢dzelti arasindaysa sistem
difiizyon kontrolli kabul edilmekle birlikte, elektrot yiizeyinde gerceklesen bir elektron
aktarimi s6z konusu oldugunda bu tiir sistemlere adsorbsiyon kontrollii sistemler adi
verilmektedir (Ozkan ve ark., 2015). Sistemin adsorpsiyon veya dillizyon kontrollii
olmasinin ifadesi tarama hizina karst ¢izilen pik akimi(iy-v) egrisinin dogrusallig: ile
birliktc, tarama hizinin logaritmasina kars1 akimin logaritmasinin (log i,-log v) grafigine
ait egimin 1’e yaklagmas: ile ifade edilmektedir. Buna gbre 1’ e yaklagma durumu
clcktron transferinin  clektrodun  yiizeyinde gerccklestigini  dolayisiyla  sistemin
adsorpsiyon kontrollii oldugunu belirtirken log i,-log v grafigine ail egimin 0,5’e
yaklagmasi aktarimin elektrot ile ¢dzelti ara ylizeyi arasinda gerceklestiginin ifadesidir.

Bu da sistemin diflizyon temelli olarak ilerledigini gostermis olmaktadir.



1.3.1.1 Difcransiycl Puls Voltametri (DPV)

Temel olarak lincer potansiyel artisina gorc ayarlanan sabit biiyiikliktcki pulslarn
elektroda belirli bir siire uygulanmasi ile olusur. Bu teknikte akim iki kere ol¢iiliir, birinci
Olcim puls uygulama anindan 6ncc (pulsun basladigr anda da denilebilir), ikincisi isc
pulsun bitimine yakin bir bolgede ol¢iilerek iki akim arasindaki fark olarak verilmektedir
(Sekil 1.6). Uygulanan potanstyele kars: akim farklarinin grafik haline getirilmesiyle de
diferansiycl puls voltametrik voltamogram olusturulmus olur. Aradaki fark alinarak islem

yapildigi i¢in de kapasitif akim elimine edilmis olur. (Torralba., 2013).

Sekil 1.6. (a) potansiycl-zaman dalga tormu, (b) secmatize edilmis bir voltamogram (Ozkan ve ark., 2015)
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DPV yonteminin duyarliliginin yiiksek olmasinin iki ana sebebi bulunmaktadir:

o Faradayik akimin artmas,

« Faradayik olmayan yiikleme akiminin azalmasi

Bu sayede de nanomolar ve mikro molar seviyedeki bir¢ok analitin analizine olanak
saglanmaktadir. Ayrica iki farkli potansiyele sahip analitlerin de es zamanli tayin

cdilmesini miimkiin kilmaktadir.

1.3.1.2.Kare Dalga Voltametri (KDV)

Barker tarafindan 1950°li yillarda gelistirilen bu yontem hizli ve duyarli bir teknik
olmasiyla bilinmcktedir. Calisma clcktroduna uygulanan potansiyel, biiyiik genislikli bir
diferansiyel teknik olmasini saglayan simetrik kare dalgalar seklindedir. DPV ile bu
yontemin temel farki, geri yonde de pulslarin uygulanmasinin sonucunda, ileri yénde
uygulanan puls bitisi ilc geri yonde uygulanan puls bitisinde akimin 6l¢iiliiyor olmasidir.
Net akim diye adlandirilan akim, bu iki akim arasindaki farkin alinmasiyla ortaya

cikmaktadir (Sckil 1.7).
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Sekil 1.7, Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali ve voltamogram

DPV tekniginde analit basina analiz siiresi 2-3 dakikalara ulasirken, KDV yo6ntemi
kullanmilarak saniycler igindc analizi gergeklcstirmck miimkiin olabilmcktedir. Etkin
tarama hizi, basamak yiiksekligi (AEs) ve kare dalganin frekansi (f) degistirilmek

surctiyle belirlenmektedir.

1.3.1.3. Siyirma Y ontemleri

Styirma yontemlerinin temeli tayin edilecek analitin, elektrot yiizeyine az hacimde
biriktirilmesine dayanmaktadir. Analizin baglangic sathasinda, ilk olarak bir damla

olusturulur ve belirli bir hizda kanigtirma baslatilir. Analizi gergeklestirilecck analitin,
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yart dalga potansiyelinden 1/10 volta daha negatif potansiyel uygulanmasiyla birikme
baglamaktadir. Biriken analitin, clcktrodun yiizeyine ulagma hizini, analit derigimi,
elektrot tiirii (ytizey alani) ve destek elektrolit cinsine bagli olarak degisiklik

gostermektedir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Anodik siyirma voltamctrisinin gematize edilmiy hali: potansiyel-zaman grafigi (A), voltamogram (B)

Bu noktada biriktirme potansiyeli, siiresi gibi parametrelerin dlizgiin bir sekilde
optimizasyonu dnem teskil etmektedir. Elektrot yiizeyinde birikimi saglanan analit
anodik vcya katodik yonde uygulanan bir potansiycl taramasi ilc birlikte, yiikscltgenme
veya indirgenme vasilastyla elektrot yiizeyinden siyrilarak ¢ozeliiye geri aktarimi
saglanir. Cozeltiye gegen analite ait akim Ol¢iilmesiyle de madde miktan tayin edilir.
Siyirma voltametrisi kavramma ck olarak adsorptif siyirma voltametri yontemi dc
geligtirilmistir. Bu yOntemin temel farki, biriktirilmig olan potansiyelde elektron
transferinin -~ gergeklesmiyor  olmasidir.  Eger  siyirma,  yiikscltgenme — yoniinde
gergeklestiriliyorsa Anodik, indirgenme yoniinde gercgeklestiriliyorsa katodik adsorptil

styirma voltametrisi olarak adlandirilmaktadar.
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1.3.2. Ampcrometri

Ampcrometri, belirli bir kimyasal tiriin dcrisimiylc orantili olarak, akimin sabit bir
potansiyelde analiz edildigi elektro analitik yontemdir. S67 konusu akim yogunlugu,
calisma elektrotunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin
konsantrasyonunun bir [(onksiyonu olarak ifade edilir. Bununla birlikte, bu
metodolojinin  voltametreye benzememesinin  en  biiyik avantajlarindan  biri,
ampcromctride ortalama akimlarin zaman ig¢indc ortalama olmasidir, bu 6zcllik, bazi
durumlarda voltametri kullanilarak yapilan dlglimlerden daha fazla dogruluk sunar.(Grale

ve Swartzlander., 2018)

1.3.2.1. Kronoamperometri

Kronoamperometri, zaman-akim iliskisinin kontrollii bir potansiyelde arastirilmasini
saglayan bir yontemdir. Elektroaktif tiirelerin elektron sayisini belirlemek igin
kullanilabildigi gibi clcktrot yiizey alani 6l¢limii i¢in de tercih edilebilmektedir. Tahmini
elektrot sayis1 bu yontemde Cottrell esitligi kullanilarak hesaplanabilmektedir. Elektroda
sabit bir potansiycl uygulanirken akim degisimleri de zamanin bir fonksiyonu olarak

Olgtilmektedir (Sekil 1.9) (Bard ve Fulkner., 2001)
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Sckil 1.9, Parasetamol ve adrenalin kronoamperometri vaniti. Modifive edilmis bir elektrot kullanma (SWCN1's-
CHIT-IL/GCE) (Babaei ve ark., 2011)

1.4. Elcktrokimyasal Hiicrede Kullanilan Elcktrotlar

Clektrokimyasal hiicrede karsilastirma elektrodu, referans elektrot ve ¢alisma elekirodu
olmak tizere Gg farkls elektrot kullanilir (Sekil 1.10). Voltametrik hiicre ¢ozelti ortaminda
cOziinmils oksijenin uzaklastirilmast amaciyla azot ya da argon gibi incrt bir gazin
gecigine izin veren bir diizenekle tamamlantr. Hiicre igerisindeki ¢ozeltinin 5-20 mL

arasinda olmasi 6l¢limiin daha dogru olmasini saglar.

R

i3

xZ

I
:

Sckil 1.10. Hiicre ve tg elekirotlu sisiemin sematize edilmis hali: referans elekirot (R), Caligma elekirodu (W), Karsit
elekirot (A)
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1.4.1. Referans Elektrot

Elektrokimyasal bir hiicre icerisinde bulunabilecek referans elektrot cesitleri, Doygun
kalomel clcktrot (Hg>Clo/Hg), giimiis/giimiis kloriir clcktrot (Ag/AgCl) olabilmcktedir.
Gimis temelli elektrotun 60°C {izerindeki sicakliklarda kullanilabilir olmast kalomel
clcktrota gore avantajidir. Bu saycdce de genis sicaklik araliklannmda ve susuz ortamlarda
kullanima olanak saglar. Bir relerans elekirodun sahip olast istenilen dzelliklert siralamak
gerekirse, sabit bir potansiyele sahip olmalidir, sicaklik degisimlerinden

ctkilenmemelidir, kolay hazirlanmali, tersinir olmali ve Nernst esitliginc uygun olmalidir.

1.4.2. Karsit Elektrot

Civa havuzu veya platin, bir elektrokimyasal hiicrede karsit (yardimei) elektrot olarak
kullanilabilmektedir. Calisma elektroduna goére daha genis bir yiizeye sahip olmali
beklenmekle birliktle, ¢ozelti igerisinden gegen akimin ¢alisma elekiroduna aktarimini

saglarlar.

1.4.3. Cahsma Elcktrotlan

Voltametride siklikla kullanilan ¢aligma elektrotlarinin genel siniflandirilmast Sekil 1.11
dc verilmistir. Bu clektrotlarin  bulundurmast gercken genel 6zcllikler, asagida

stralanmustir;

¢ Sinyal/giiriilti oranlarmin yiksek olmalidir,
e DPotansiyel araligi genig olmalidir,

e Artik akim degeri diisiik olmalidur,
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e Toksik olmamalidir,

e Maliyeti disiik olmasi tercih edilmelidir,

e Gerek elektrokimyasal gerek kimyasal tepkimeye girmemelidir,
e Elektrot birim ylizeyine diisen akim siddeti biiyiik olmalidur,

e Ohmik direnci diisiik olmalidir,

e Hizl ve tekrar edilebilir cevaplar vermelidir.
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Sckil 1.11. Voltametride siklikla kullanilan galisma elektrotlarmm genel smiflandirilmasi

Tez kapsaminda kullamilan ¢aligma elektrodu, kati elektrotlar sinifinda bulunan karbon
temelli clcktrotlardan cams1 karbon clektrottur. Oncelikle camsi karbon clcktrot ilc
analizler gergeklestirilmis daha sonra yiizeyi modifiye edilen elektrot ile de dlglimler arasi
farklar gosterilmistir. Kati clcktrotlar, Karbon clcktrotlar ve CKE ile ilgili 6zct bilgiler

agagida ycr almaktadir.
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1.4.3.1 Kat1 Elektrotlar

Kat1 clektrotlar, ilag ctken madde ve biyolojik sivilarin  analizinde siklikla
kullanilmaktadir, bu sebeple farmakolojik aktivitenin detaylart ve mekanizmanin
aydmlatilmasi konularinda da kullanilabilmektedir. Civa temelli clektrotlara gére daha
kararlt sonuglar veren modifikasyon yapilarak hassasiyetin ve segiciligin arttirilmast
miimkiin olan, daha tekrar edilebilir sonuclarla karsilasabilecegimiz bir elektrot sinifidir.
Tcz kapsaminda kullamlacak karbon clcktrotlanin disinda metalik clcktrotlar da kati

elektrotlar sinifindadir.

1.4.3.1.1. Karbon Elcktrotlar

Karbon, insanlik tarafindan binlerce yildir yiliksek stabilitesi ve c¢esitli sekillerde
hibritlesme kabiliyeti nedeniyle, yaygin olarak kullanilan bir malzemedir. 1990'lardan
sonra, 1996'da Nobel Odiilii kazanan bilim adamlar1 Curl, Kroto ve Smalley sayesinde,
bu alanda biiyiik bir kesif olan 60 numaral karbon allotropunun (C60) kesfi nano-karbon
teknolojisinin gelismesine ivme kazandirmigtir.( Rageh ve Abdel-sabour, 2017). Karbon
clektrotlar, kimyasal olarak incrt olma avantajindan, gcnis potansiycl araliginda
¢aligmalara olanak saglamasindan, kolay modiliye edilebilir olmasindan, tekrar edilebilir
yiizey yapisina sahipliginden ve de diisiik artik akim olusturmasindan dolay: siklikla
tercih scbebi olmaktadir. (Yang ve ark., 2016) Karbon clcktrotlarin modifikasyonunda
kullanilan nanokarbonlar olarak adlandirilan bu ¢ok boyutlu yeni karbonlar (Elmas,
fulleren, nanotiipler, grafen, karbon fiberler ve clmas / karbon nanopartikiller vb.)
Elektrokimyasal dedektorlerin ve sensorlerin performansini arttirmak konusunda umut

vadetmektedir. Ayrica elektrokimyasal dedektdrlerin ve sensdrlerin  duyarliligi,
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tekrarlanabilirligi ve kararliliklarinda da artis saglanmis olmakla birlikte biyo

uyumludurlar (Yang ve ark., 2016).

Elmas
Kristal
Grafit
Fulleren ve Nanotiipler
Karbon Siyah
s — Kok Komiri

Odun Kémiirii

Sekil 1.12. Karbon ve allotroplarina ait genel bir sinttlandirima (Dhawanc ve ark., 2018)

Camst Karbon Elektrotlar ise karbon elektrotlarin alt sinifindadir ve sinifindaki diger
clcktrotlara gore farkli fiziksel 6zcllikler barindirmaktadir. 1962°de Yamado ve Sato
tarafindan gelistirilmis olup, ylzeylerinde daha kiigik porlar igcermektedir ve bu
Ozellikleri dolayisiyla da yaygin kullanima sahiptir. CKE’lerde analizler dncesinde
clektrotlart temizlemek icin 6n islemler yapilmasi gercklidir. Bunlara 6rnck olarak
kimyasal temizleme, elektrokimyasal temizleme ve fiziksel temizleme (parlatma)

islemleri vs. yaptlmaktadir (Zittel ve Miller, 1965).



Sekil 1.13. Cams: (Glassy) karbon ve clcktrot gosterimlicri

Camsi karbon elektrot ylizeyinde yapilabilen en popiiler metalik temelli modifikasyonlar
asagida siralanistir: Altin, platin, giimis, azot, kadmiyum, kobalt, bakir, nikel, titanyum
ve bunlarin haricinde de bir¢ok karbon temelli malzeme ve polimerlerle modifikasyon
miimkiin olmaktadir. Modifiye edilmiy elektrotlarin birgok uygulamas: vardir. Oncelikli
olarak, elektro kataliz alaninda olmustur. Bu uygulamada, yakit hiicrelerinde ve
bataryalarda kullanim i¢in suda oksijeni azaltabilecek elekirotlar gelistirilmistir. Bagka
bir uygulama, oksidasyon ve indirgeme ile renk degistiren elektro kromik araclarin
irctimidir. Son olarak, bu tiir clcktrotlarn analitik kimyada 6zclliklc belirli bir analit i¢in

secici sensOr gelistirmesi i¢in kullanimt da ¢ok yaygindir (Grale ve Swartzlander, 2018).

1.5.  Analitik Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Analitik yontem gegerlilik testi, bir kimyasalin veya bir ilag etken maddenin, bununla
birlikte biyolojik bir drnek veya son iiriin olan ila¢ dozaj seklinin her asamada kesin,
sceici, kararli, dogru, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin tchlikeye atilmadigindan cmin
olmak i¢in bir liriintin kalitesi ve niteliklerin ¢esitli testler ile deger bi¢ilmesidir. Analizci,

ckipman, kimyasallar, refcrans standartlar ve ortam kosullan analize ctkiyen cn 6nemli
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parametrelerdendir. Dolayisiyla, analizi etkileyen her bir parametre i¢in sonuglara etki
cdecck her bir ctkenin tammlanmast ve siirece dair olumlu veya olumsuz ctkilerinin

belirlenmesi gerekir.

Analitik yontemlerde gecerlilik testlerinin yapumindaki asil amac, bilimscl biitiinliik ve
uygunlugun ulusal ve uluslararast arenada saglanmasi, yeterli glivenilirlikte,
tekrarlanabilir sonuclarin elde edilmesidir. Gelistirilen yontemler, dogrusallik, secicilik,
tayin alt simn, saglamlik, teshis smiri, dogruluk, kesinlik, vb. paramctrelerini igerir
(Magnusson ve Ornemark., 2014). Validasyon, gelistirilen bir analiz yonteminin o andaki
ve daha sonraki kullanimlarina ait gecerliliklerini g6sterir ve asagidaki sekilde gosterilen
parametreleri igerir. Optimize edilen bir yontemin uygunlugunu belirleyen parametreler
Uluslararas1 Uyum Konseyi (International Council for Harmonization, ICH) ve farkli
farmakopelerde tamimlanmistir. ICH, Amerikan Farmakopesi (USP) ve Avrupa
Farmakopesi (EP) tarafindan tanimlanan ve saglanmasi gerektigi belirtilen parametreler

Cizelge 1.1°¢c gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Analitik yontem gegerlilik testi parametreleri

Gereken validasyon ICH’ ye gibre USP? ye gire EP" ye
paramectreleri gore
Secicilik I
Dogrusallik + - Sadece kaniitatil’
calismalarda
Aralik Sadece kantitatif
calismalarda
Teshis Siir Sadece smnir Sadcce swr testlerinde
testlerinde
Tayin Alt Smir + Sadece kantitatif Sinur testlerinde
¢alismalarda
Kesinlik Sadcec kantitatif
Tekrarlanabilirlik + - galiymalarda
Giin i¢i tckrar cdilebilirlik + -
Glinler aras lekrar I -
edilebilirlik
Dogruluk Sadece kantitatif
calismalarda
Saglamlik Tavsiye edilir -
Stabilite + Tavsiye edilir -
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1.5.1. Scgicilik

Segicilik bir analitik yontemin, karigimlar veya matrisler igindeki belirli analitleri
tanimlamak {izere, benzer 6zellik gésteren diger bilesenlerin (safsizliklar, bozunma
iirlinleri) girisimleri olmaksizin kullanilabilme derccesini ifade cder (Magnusson ve
Ornemark., 2014). Segiciligin yeterli olmadig: bir analiz yonteminin diger yontem
gecerlilik parametreleri de anlamsiz olacaktir. Bir yontemin se¢iciligi genellikle analitin,
ilgili analitle yliksek oranda benzerlik gosteren bir veya daha lazla kimyasal tiir igeren
farkli matrislerde analiz edilmesiyle belirlenir. Analit bir veya daha fazla kimyasal
(ormda ise (larklr oksidasyon durumlari, inorganik, organ metalik, bagh veya bagl
olmayan, vb.) dnerilen yontem bu bilesiklerin her birini tanimalidir. Uriinii olusturan
yardimc1 maddelerin ve ¢oziiciilerin de analizi gecgeklestirilen analitle ayn1 zamanda
cakigan bir sinyal vermemesi gerekmekledir (Magnusson ve Ornemark., 2014). Tger
safsizliklar ve bozunma iiriinlerine ait referans standartlar mevcut degilse, bozundurma

caligsmalan gerecklestirilerck yontemin sceiciligi gosterilebilir.

1.5.2. Dogrusallik ve Aralik

Derisime karsi, secilen analitin cevabinin gelistirilmis yontemde orantili olarak degismesi
ve grafige gegirilen ccvabin diiz bir ¢izgi Gzerinde yer almasi dogrusallik olarak
adlandinlir.  Korelasyon (r) veya belirleyicilik (tammlayicilik) (R?)  katsayisi
dogrusalligin sayisal ifadesini gostermcktedir. Etken madde analizlerinde r: 0,999 ve

tzeri olmasi beklenmektedir.
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Calisma arali@, metodun kabul edilebilir bir belirsizlikle sonu¢ sagladi@i araliktir.
Calisma aralig: belirlenirken hedef alinan konsantrasyona gdre dizayn cdilmesi 6nem arz
etmektedir (hedef seviyenin %50°si ve %150°si araliginda olacak sekilde). Calisma
araliginin en tist sinirt analitik duyarlilikta belirgin bir bozulmanin gézlendigi derisimdir

(Magnusson ve Ornemark., 2014).

1.5.3. Tecshis Simir1 (TS) ve Tayin Alt Stmir1 (TAS)

Gelistirilen yontemde genellikle diigiik konsantrasyonlan belirlemek gerektiginde, TS ve
TAS terimleri oldukca nemli bilgiler haline gelir ve genellikle yontemin dogrusalligini
belirlemck icin baslangic noktasit olarak kabul cdilir. TS, analitin, belirtilen kosullar
altinda yerinin nerede oldugunun belirlendigi, ancak miktart hakkinda kesin olarak bilgi
verilemedigi, tayin suurlarn icerisine girmeyen en alt derisimdir. TAS, ise analitin
belirtilen kosullar altinda, kesin ve dogru olarak miktarinin belirlenebilecegi, dogrusallik
araligt diginda veya araligin en alt s olan diizeydir. Goézleme dayali olarak,
sinyal/giiriiltii orana gore veya hesaplama ile tespiti gergeklestirilebilir, Tez kapsaminda

gergeklestirilen analizlerde egitlige dayalt yontem kullanilnistir,

33X0o 10 X o
TS = TAS = — Esitlik 1.2

m

Bu esitlikte, o: standart sapma; m: kalibrasyon dogrusunun egimidir. TS ve TAS
hesaplamasinda kullanilan yontem ve numune derigimler1 ¢alismada belirtilmelidir
(Magnusson ve Ormemark., 2014, Gumustas ve Ozkan, 2011, Ozkan., 2012, Ozkan ve
ark., 2015)

Analitik duyarlilik kavramindan da bu bashk altinda bahsetmek gerekirse, oOlgiilen

niceligin (6rncgin; analit derisimi) degisimine karsi cihaz yanitinda olusan dcgisiklik,
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diger bir deyisle yanit egrisinin eZimidir. Bir ydntemin hassasiyetinin, analit
konsantrasyonundaki kiiciik farkliliklar arasinda ayrim yapabilme yeteneginin bir 6l¢iisii
oldugu konusunda genel bir fikir birligi vardir. Uluslararas1 Saf ve Uygulamali Kimya
Birligi (IUPAC) tarafindan kabul edilen hassasiyetin (duyarliligin) nicel tanum, ilgili
konsantrasyondaki kalibrasyon egrisinin egimini ilade etmektedir. Bir yontemin

duyarliligi ne kadar yiiksekse segiciligt o kadar diisiktiir (Grale ve Swartzlander, 2018).

1.5.4. Kesinlik

Hassasiyct glindeme geldiginde kesinlik terimini goz ardi ctmemek gerckmcktedir.
Yontemin rutin kullanimi sirasinda olusabilecek tiim uygulama farkliliklarini yansitmak
icin analiz tekrar iceren deneyler tasarlanmalidir. Tekrarlanabilirlik, sonuclar arasmdaki
en kugiik varyasyonu vermes: beklenen, bir analistin, ayn cihazla kisa bir zaman
araliginda gerceklestirildigi 6lgtimlerin dagilimiin Olgtsiidiir. Tekrar elde edilebilirlik
isc, sonuglar arasindaki c¢n yilksck varyasyonu vermesi beklenen laboratuvarlar arasi
sonuclarin dagiliminin Slgiisiidiir ( Magnusson ve Ornemark., 2014). Ozet olarak, bir
yontemin sonuclarinin her bir 6l¢lim i¢in birbirinc yakinhgimin 6l¢tsiidiir. % bagil

standart sapma (BSS) veya % varyasyon katsayis1 (VK) olarak ilade edilirler.

1.5.5. Dogruluk

Dogruluk parametresi, geri kazanim olarak tanimlanir. Geri kazanim, bulunan deger ve

gereek degerin % cinsinden orani olarak tanimlanir. Analizlerin sonucunda kaydedilen
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degerlerin gercek degere ne kadar yakin oldugunun bir 6l¢lisiidiir. Sekil 1.14. analitik bir

yontemin dogruluk ve kesinliginin ne anlama geldigini acikea ifade etmektedir.

®00p

Kesin Dogru
&
. . Dogru degil
Ki degil —
esin degl & Dogru degil
Kesin &
Kesindegl

Sekil 1.14. Dogruluk ve kesinlik parametrelerine genel bakis

Bu parametrelerin temel amaci, Onerilen metodolojinin farkli bir yerde, farkli analist,
farkli ckipman, rcaktifler, ncm, zaman dilimi vb. gerceklestirildigindc hata paylari

cercevesinde yakin sonuglara ulagtlasint saglar.

1.5.6. Saglamhik ve Tutarhhk

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin yontem icerisinde ufak degisiklikler karsisinda
etkilenmeden kalabile kapasitesi saglamlik olarak ilade edilir. Tutarlilik ise bir analitik
yontem, farkli analizciler tarafindan yapildiginda, benzer cihazlar kullanilmasi
sonucunda, rcaktiflerin ve kimyasallarin farkli oldugu kosullarda karsilasilan farklarin
Olciimiine dayanir ve sonuglar %BSS ile gosterilir. Ayn1 zamanda orta kesinlik ile de

iliskilendirilebilir.
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1.6. Gecmiste Yapilmus Calismalara ait Ornekler

Litcratiir taramasi yapildiginda parasctamol analizi ile ilgili rastlanilan ¢alismalar ve bu

¢alismalara ait 6zet bilgiler asagidaki ¢izelgelerde goriilmektedir. (Cizelge 1.2-1.4)
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Cizelge 1.2. Tlcktrokimyasal teknikler kullamilarak parasctamol tayini ile ilgili secilmis bazi calismalar.

Elektrot Teknik Tampon Dogrusal TS/TAS Ortam Kaynak
Caozelti Arahk
Sistemi
iI'IS'dI'I
0.1 M plazmast e s
CKE (Camst DV ve NHiH20 0.1.20 WM 0.032 UM ve (""r‘%zg)"rk"
karbon clektrot) KDV NILCl, AT H etk farmasori ‘
(pH:9.3) k dozaj
sckli
Clcktrokimyasal ‘Tampon (pH
olarak 9) (Rocha ve
L‘Tjﬁcm‘]i KbV Asetonitril - 0.011 uM Kokain ark., 2017)
s " PR
(ERGO) 70:30, (Why
_ 0,1 M Farmasoti
N | DVveDSV | NaH:PO- | 00811 mM | 0030uM  kdozaj | (P9
at Naol IPO; sekli ut., 2017)
Karbon pasta Poly (Chandrashek
R DV 0,IMNaOH | 0,1-0,08 WM 0,018 nM (mavi arve ark,,
elekirot (KPE) o
anilin) 2014)
Poly(2,2-(1 4-
femlensf“‘“mle CH3;COOH Farmasli
. DV ve ve k dozaj (Filik ve ark.,
 Bis8- o gpy NaCH:coo | 3-200uM 1 0075uM s cyive 2015)
hidroksikuinaldi A - drar
n) Modifiyc
CKE
Kaz]::k[ltr[():tlsm 0,1 M (Chcraghi ve
(CdONPs/ KDV lam%og)( (pH 0,1-600 uM 0,07 uM Mor[in ark., 2016)
ILs/KPE) :
Nikel oksit 0,04 M iy
Nanopartikaller Britton- Farmasoti (Batista ve
pariisu KDV Robinson 3,0-47,8 M 0,12 uM k dozj )
ve karbon T ark., 2015)
siyaht, CKG lamponu sekli
> (BR) (pH 3,0)
(poly l[;:t;l:l fgoeck ‘Telera ve
(AHNSAY KDV  amp 10-125 pM 0,79 uM numuncle (' 1
W ¢oceltisi (pH . ark., 2016)
CKE) ri
4.5)
Karbon pasta Farmasoti
elek(rot (KPE) N Fosfat B (Karimi-
e DV, KD\ ) k ve
modifiyc ile BIS tamponu 1-850 uM 0,6 yM bivoloiik Malche ve
P+-Co e (117,0) YOI |k, 2016)
- ornckler
nanopartikiil
Cok duvarh Farmasoti
karbon S k dozj (Zhang ve
nanotiipler nv PBS (pH 7,0) | 0,3-400 uM 0.1 uM ve insan ark., 2016)
(CDKNT) scrumu
IFostat . .
Bor Katkili DV ve Farmasoti | (Yigil ve ark.,
: - 5
Flmas Tlckwot | KDASV tamponu >-125 uM 0,397 M k dozaj 2016)
(pH 2.5)
Fosfat Tdrar .
RGO-CB- o (Baccarin ve
. _ 5 o
CTS/CKT, KDV tdmp;nz; (pll 2,8-19 uyM 0,053 M numrL;n(,l(, ark., 2017)
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Farmasoti
. » ) k dozaj .
Grafen oksit CIS, DV ve | Raporlanmam | 0,005 0,5 uyM 22 M ve idrar (Li ve ark.,
(Pd/GO) DPV 1§ ve (0,5-80 uM . ‘ 2014)
: numuncle
ri
Cok duvarl
karbon s
. Farmasou
nanotiipler ve k dozai (Mao ve ark
kitosan - DV PBS (pH7,0) | 0,1-200 pM 0,024 M o 4 "
. Ve nsan 2015)
bakir komplcksi serum
(CDKNT CTS serumt
Cu)
1L-NH:- 0,1 M BR . I s . .
FONe | oy | Tamomur | M | gy Famed | (ks
CDKNT -CKT 9.5) > J ”
TDRN-CHIT- | Dv.ppy | M MISE G Raporfanmam M7 1 (Rabaci ve
TL/CKT ve KA amponu (p T H 1§ ani ve akr., 2011)
7,0) > idrar
THKN -CHIT= | DV, DPV O’LLM fostat 5200 UM 011 uM Tnsan - A grasiabi, ve
RTIL/CKE ve KA mpont H S serumu ark., 2016)
(pH 7) ve idrar
Karbon pasta
elektrot Tampon insan (Bchpour ve
modiliye ile DV ve DI’V ¢Ozelti [-100 uM 0,046 WM serumu ark p201 4)
(HNED— (pH 8) ve idrar ”
CDKNPEL)
Bor katkili (é,Oﬁ{\d F o Perei
elmas elektrot | BIA-MPA o \R 0203mgr ~ Fammasdd | - (Pereira ve
g Robinson k dozaj akr., 2013)
BKEE
lamponu
Britton po e
BKFE MPA Robinson \R 0,15 v Farmasoti | (Chaves ve
; k dozaj ark., 2015)
tamponu
K.alodlk 6n 0.04M
islemden . -
gecirilmis bor Brl.l ton Insan (Santos ve ark
e ; FIA-MPA Robinson 1-1000 pM 0,03 M scrumi ’
katkili elmas . 2015)
tamponu (pIT ve idrar
clekrrot
2,0)
KBKTE ’
[Ildr(i)ltimam 0,1 M asctat Farmaséii (Asadpour-
NiAlIlIICF/CKE amporometr | PN (pll 3-1500 M 0,8 ptM k dovai Zeynali ve
P , 5,5) 4| Amini., 2017)
s Raporlanmam ’ Farmasoti (Alencar ve
-MP -
BKEE BIA-MPA s 5-520 uM 1,59 uM k dozi ark., 2018)
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Cizelge 1.3. TTPLC kullanilarak parasctamol tayini ile ilgili secilmis baz cahsmalar

Sabit Faz [Mareketli Faz Dogrusal TS/TAS Ortam Kaynak
aralik
ODS C-18 Intersil (25 Metanol: Su, 70:30 | 50 UM ) Farmasotik (Wadher ve
cmx 4,6 mm, 10 pm.) (h/h) STV dozaj ark., 2006)
'04-
moc:toaln(’:f-;?tf)lng:il- 0.409- TFarmasotik
) g , s
u-Bondapack C8 izopropil alkol (420: 1{/)0] 0,409 pg/ml dozai (Altun, 2002)
20:30: 30) (Whih/hy | M8
Hypurity Fosfat tamponu (pH |4 44 0,64/2,13 | Farmasstik | (Belal ve ark.,
Advance (150 x 4,6 mm, 6.3) :asctonitril ,
) ng/ml pg/ml karigim 2009)
5 pum) 90:10 (h/h)
Bio SiL IIL C18, (250 x Aselonitril: Su, Farmasotik (Franela ve
4,6 mm, 5 pm) 2575, (Wh) NR 1 00102 pgfml | =75 i ark., 2002)
Zorbax SBCL8, (250 | AT Ve S0MM 19 5000 | 0.027/0,081 | Farmasarik | (S0 ¢
4,6 mm, 5 um) ortolos. otk asip pg/ml pg/ml dozaj Devklile,
’ .’ 40:60, (h/h) “ 2008)
9, -
Kogent fenil 100-A (2,1 0°|£ t(!:z::;) T:?I:Lmk F 0.66 UM Farc idrar (Hewavitharana
x 50 mm, 5 um) ’ p OO 1 ve ark,, 2008)
Cl8e (125 mm x 3 mm, | Metanol ve su 50:50, | 1,95-45 0,65/ 1,95 insan (Baranowska
5 um) (h/h) ng/ml ug/ml idrart ve Wilczek,
) 2009)
Nuclcosyl, C18 (250 x Asctonitril: Su, 6 -10000 6 | Tnsan (Sultana ve
4,6 mm, 10 pm) 50:50, (h/h) ng/ml ngm serumu ark., 2012)
5 mM s -
g O.’.O“ mM mdyu.m 2-100 Insan (Tanam ve atk,
Phenomenex C18 stilfat: asetonitril, ] 1,61 pg/ml cerumu 2014)
93:7, (W/h) He ‘
Hypersil BDS C18 (250 20 mM sodyum 0,02-20 insan (Helmy ve El-
x 4,6 mm, 5 um) dihidrojen fosfat g/ml 0,02 pg/mi lazmast | Bedaiwy, 2014)
’ T metanol (80:20) H plaz ¥
Zorbax-Sb-C18 (250 x Aselonitril- metanol- | 0,125-8 Raporlanmanm fnsan (ignhvlci:rl}lg_
4,6 mm,S um) formik asit (7:7:86) mg/L P ; plazmast 3 7005)' v
Amonyum asetat
Gemini C18 (250 x 4,6 tamponu (10 mM, 0,5-25 0.5 we/ml Fare (Locatelli ve
mm; Sum) pIT 3), AcN ve pg/ml > HET plazmast ark., 2015)
mctanol
. e fed i P (Yan-Bin,
Hypersil ODS Mc”w”"l ve fosfat ) 0.6 fﬁ’ 0.06 mg/L :',“‘“f | Fang, ve Jin-
mponu mg plazmasl S()ng~ 2009)
Ci8 (125x 3 mm, 5 su 1¢1{1d.c motanol, 4,5-38 0,13-0,42 Tnsan (Baranowska
m) aselonitril ve %0,05 g/ml r/ml idrart ve ark., 2006)
H trifloroasetik asit HE HE i
10 mM potasyumn
ITiber C18 (250%4,6 mm, fostat tamponu- 0,100 ila Raporlanmans Tnsan (Gorain ve ark.,
5 um) asetonilril (70:30, 50 pg/ml poria ? serumu 2013)
h/h)




Cizelge 1.4. GC-MS kullanilarak parasctamol tayini ile 1lgili se¢ilmis baz1 cahismalar

Kolon Sicakhik Dogrusal TS/TAS Ortam Kaynak
arabik
1dkicin70°C,30°C Insan
100% / dk hizinda 250 © C'ye plazmasi, (Belal ve
dimetilpolisiloksan yiikseltilmis, ardindan 75-500 pg/ml 20/ 66.7 ng/ml kani ve ark.,
(Rtx-1) 20 dk 250 ° C' de farmasotik 2009)
bekletme dozaj
90 © C'de 1 dakika,
daha sonra 15°C/
dakika hizinda 330 ©
Optima delta-6 30m | C'ye, 1 dakika boyunca insan (Trettin
x 0,25 mm i¢ ¢ap, 330 ° C firin sicakhigr. | Raporlanmanus 13 uM Tdrari ve ve ark.,
0,25 m film kalinhgr) Arayiiz, enjektor ve plazmast 2011)
iyon kaynagi 300 ° C,
280°Cve250°C'de
tutulmustur.
85 ° C'lik baslangi¢
l&w H-P_] (S, 12 ."t' sicaklig1 ve 3 dakikalik s (Meyer
uzunluk, 0,25 mm i¢ ; r Farmasotik
€025 mm Glm bir baslangig stres 10-200mg/T. Raporlanmamis dogai ve ark.,
Gap Vek ,l i ve 35 ° C / dakika ile 1 2011)
S 310 ° Clye yiikseltildi.
100 ° C (3-dk tutma)
[TP-5MS baslangic sicakhg 250 (Saito vo
GBOmx 0,25 mmig eC15°C/dk. kiitle . >
) - . . o 0,1-10 ng/L. Raporlanmamig | Tnsan sagi ark.,
¢ap, (ilm segici detekidr arayiizii 2008)

kalimhk 0,25 pm

150°,230°ve 280 ° C
idi.
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Bu tez ile Ongérillen calismada parasetamol i¢in hassas, duyarli, hizli ve tamamen
validasyonu yapilmis clektrokimyasal 6lclim temeline dayanan sensor gelistirilmesi
amaclanmistir. Analizlerde kullanilacak kati elektrotlarin 6zgiin nano malzemelerle
modifiye edilerek daha hassas ve dusiik tayin smirina sahip analizlerin yapilmasi
hedellenmigtir. Llektrokimyasal yontemlerden amperometri, doniigimlii voltametri,
diferansiyel puls ve kare dalga voltametresi gibi yontemler kullanarak, uygun destek
clcktroliti ve pH belirlenmesi, bu ortamda miktar tayini yapilmasi, teshis ve tayin
limitleri, tekrar edilebilirlik ve tiim gerekli validasyon parametrelerinin de
gereeklestirilmesi amacglanmustir. Validasyon paramectreleri sonucu gecerliligi kanitlanan
yontem vollametri ieknigi kullanilarak sentetik biyolojik numunelerden parasetamol
analizi i¢in kullamilmistir. Gelistirilen bu yontemlilerin ileriki asamalarda da hasta basi
analizlerde kullanima uygun scnsorlerin idirctilmesine dc  katkit  saglayabilccegi

ongoriilmektedir. 1gili tez bu yonleriyle de literatiire dnemli bir katki saglayacaktur.
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2.

Cizelge 2.1. Kullanilan arag ve gereler

Arag ve gerecler

Potansiyostat

Karsilastirma Elektrodu
Calisma Elekirodu

Yardimer Elektrot
Eleklrokimyasal deney hiicresi
Parlatma pedleri

Isiucili, manyetik karigtirict
Hassas terazi

Ultrasonik banyo

pH metre

Ultra distile su cthazt

Aracg ve gerecler
Altin nanopartikiil

Platin nanopartikiil

GEREC VE YONTEM

2.1.Kullanilan arag, gereg ve kimyasallar

Marka ve Firma

ivium model CompactStat.h Standard

Ag/AgCl (3M KCl), BASi, MF2021, (Lalayette, ABD)
Camsi karbon elekirot, BASi, MF2070, (Lalayette, ABD)
Platin karyit elekirot, BASi, MF4130, (Lalayelle, ABD)
Tek bolmeli hiicre, BASI, MR1208, (Lafayette, ABD)
BASi MF 1040, (Lafayeile, ABD)

[kamag RII, IKA-Labor Technic, (Stauten, Almanya)
Shimadzu Libror AEG-220 (Lokyo, Japonya)

Interlab (Istanbul, Tiirkiye)

Model 538 (WTW, Avusturya)

Milli-Q, Merck (Darmstadt, Almanya)

Cizelge 2.2. Kullanilan kimyasallar ve sar[ maddeler

Marka ve Firma
Nanocs

Nanocs

Grafen kuantum noktalar
Kromatografik saflikta etanol
Kromatogralik saflikla metanol
Kromatogralik saflikta etanol
Nafion

Parasetamol

Sodyum kloriir

Dropsens
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Nobel ila¢
Sigma-Aldrich
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Asctik asit (%99-100)
Hidroklorik asit (%37)
Silfiirik asit (%96)
o-Fosforik asit (%85)
Aliimina siispansiyon
Askorbik asit

Urik asit

Dopamin

Glikoz

Folik asit
Magnezyum siillat
Paroksetin HC1
Sultamisilin Tosilat

Flurbiprofen

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Master Prep

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

2.2.Cozcltilerin Hazirlanmasi

2.2.1. Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tez kapsamuinda gerceklestirilen deneylerde tampon c¢ozeltiler (destek elektrolitler)
kullanilmigtir.  Tampon ¢6zclti  scgiminde  dikkat cdilcecck  hususlarin - baginda
parasetamoliin ¢dziinmesini zorlagtirmayan, genis bir pH araligim taramamizi saglayan
ve akim dcgerlerinin - diisik  oldugu tampon c¢ozelti sistemlerinin - segimi
gerecklestirilmistir. Kullanmlan tampon ¢ozclti sistemlceri, asctat, fostat, Britton Robinson
tamponlan ile birlikte 0,1M ve 0,5 M siilfirik asit ¢dzeltiler1 de tampon olarak

hazirlanmig ve kullanilmistir.

Britton-Robinson tamponunun hazirlanisi (pH 2,0-12,0): Tamponu sistemini olusturan

¢Ozeltilerin her birine ait analitik derisimin 0,04 M olacak sekilde almp 1000 ml su ile
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hazirlanmasiyla olusturulur. Istenilen pH deg@erlerine getirmek icin farkli derisimlerde
NaOH ve HCI kullamlmistir. 2,47 g H3BOs, 2,7 ml HiPO4 ve 2,3 ml CH;COOH’ nin
distile su kullanilarak 1000 ml de hazirlanmasiyla olusturulur. Kullanim zamanina kadar

—4°C’de tutulmustur.

Asetat  tamponunun hazwlamst (pH 3,7-5,7): Asetat tampon ¢ozelti sistemini
hazirlanirken CH3COOH distile suda ¢dziilmiis ve molaritesi 1 M olacak sckilde
hazirlanmigtir. pH degisimleri 5 M NaOH kullanilarak gergeklestirilerek pH 3.7-4,7-5,7

olacak sckildc ayarlanmustir.

Fosfal tamponunun hazirlanisi (pH 1,5-8,(): Fosfat tamponu ¢6zelti sistemi icin H3PO4
ve NalloPO4.21T,0 kullanilarak 0,2 M olacak sckildc tartilarak distile suda ¢ézerck pll
(1,5-8,0) araliginda 6 farkli pH degerine ayarlanmistir.

2.2.2. Parasetamoliin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Parasetamole ait stok cozelti hazirlanirken 1x10*M olacak sekilde hassas bir sekilde
tartilan ctken maddc distilc suda ¢oziilmistiir. 100ml”> yc balon joje kullanilarak
tamamlanmisuir. Calisma ¢ozeltileri hazirlanirken stok ¢ozeltiden alinan belirli miktarlar

tampon ¢ozelti ile seyreltilerek hazirlanmistir.
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2.2.3. Farmasotik Dozaj Sckline Ait Cozcltilerin Hazirlanmasi

Calismada kullamilan farmasotik dozaj sekilleri hazirlanirken, Boots® ticari tablet
praparatlarindan10® M' 1lik parasetamol konsantrasyonuna sahip bir ¢ozelti
hazirlanmigtir. Bunun i¢in 5 adet 500 mg parasctamol igcren tablet tartilip havanda
giizelce toz haline getirilmigtir. Gerekli konsantrasyona sahip stok tablet ¢ozeltisi
hazirlanirken, tartilan tozdan 4,44 mg alinmis 25 ml su ile balon joje igerisinde
¢ozulmustir. Cozelti 30 dk ultrasonik banyoda isinmasini engellemek amact ile buz
akiiler1 esliginde karistirillmistir. Siizlilen cozelti, destek elektrolit kullanilarak uygun
calisma derisimlerine getirilmis ve 8lciimleri gerceklestirilmistir. Ayn1 islemler Minoset®
tablet i¢in de uygulanmig, 250 mg parasetamol igeren tabletler tartilip ezildikten sonra,
9,851 mg toz tartilmis ve 25 ml de ¢oziilmistiir. Siiziilen ¢ozeltiler kullanima kadar
buzdolabinda saklanmigtir. Farmasotik dozaj lormlarinda bulunan yardimer maddelerin
analize girisim etkisinin olup olmadigim kontrol etmek i¢in geri kazanmim g¢alismalari
planlanmistir. Bu ¢alismada, tablct ¢ozcltisinden belirli ve sabit bir miktar alinmisg tizerine
saf standart parasetamol belirli konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Ol¢iimleri yapilacak
cozeltiler destek clektrolit igerisine alinmig ve voltamogramlar kaydedilmistir. Eklencn
standart madde miktarinin ne kadarinin tayin edilebildigi 6l¢ilmiis ve bu sayede de geri

kazanmim sonuclarina ulasilmistir.

2.2.4. Biyolojik Orncklerin Hazirlanmasi

Tcz kapsaminda biyolojik &rnck olarak kullanilan kan ve idrar 6rnckleri saglikh
bircylcrden toplanarak bir havuz olusturulmustur, Kan orncklcrinden scrum kisimlart
alinmus ve analiz yapilacak zamana kadar -20 °C’ de tutulmustur. Her iki numune tiiriiniin
analiz i¢in hazirlanmasinda, 0,9 ml biyolojik numunc alinis ve 1,35 ml asctonitril ilave
edilmistir. Matriks olacak ¢l¢iim i¢in 0,23 ml destek elektrolit ¢ozeltisi ilave edilirken,
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biyolojik numune stok ¢dzeltisi olacak ¢ozeltiye de 0,23 ml 1x10°M parasetamol ilave
cdilmis ve stok cozelti konsantrasyonunun 1x10°M olmasi saglanmistir. Protcin
denatiirasyonu ve ¢oktiiriilmesi amaciyla 5000rpm de 10 dakika boyunca santritiij edilen
orneklerin stipernatanlar1 biyolojik numune kalibrasyonu icin ayrilmustir. Calisma
cozeltileri hazirlanirken stok biyolojik numuneden belirli miktarlar alinarak destek

elektrolit ¢ozeltisinde seyreltmeler ger¢eklestirilmistir.

2.2.5. Olasi Girisim Yapabilecek Maddelerin Coézeltilerinin Hazirlanmasi

Hedcf analitin analizini glglcstirceck veya analizin yapilmasini cngelleyeeek, girisim
yapabilceck olast maddclerim analize ctkisinin olup olmadigm: belirlemck ve gelistirilen
yontemin seciciligini ve hassasiyetini dogrulamak i¢in girisim ¢alismalari (interferans)
gcrecklestirilmektedir. Asagida listclenmis olan ajanlar insan viicudunda bulunan

endojen bazi bilesikler ve digaridan alinabilecek olasi etken maddeleri ifade etmektedir:

Her bir kimyasal madde icin stok ¢ozeltileri, 1x10~ M derisimde olacak sekilde 10 mL

su ile balon jojelerde hazirlanmugtir. Detaylt tartimlar asagidaki ¢izelgede mevcutiur
(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Girisim yapabilecek maddelerin hazirh@ina iliskin ¢izelge

Madde Miligram (mg) Coziicii (10ml)
Askorbik Asit 1,761 Deiyonize Su
Folik Asit 4,414 NaOH (5M)
Urik Asit 1,681 Mctanol
Dopamin 1,531 Deiyonize Su
Glukoz 1,801 Deiyonize Su
Sodyum Klorit 0,584 Deiyonize Su
Magncezyum Siilfat 1,203 Dciyonize Su
Paroksetin HCI 3,748 Deiyonize Su
Sultamisilin 7,669 Metanol
Tlurbiprofen 2,244 Deiyonize Su
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2.2.6. CKE’ nin Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda kullanilan nanoyapilar fizikscl ve kimyasal modifikasyon iglemlcri
kullanilarak hazirlanmigtir. Baglangic malzemesi olarak ticari olarak elde edilmis olan
aktif karbon kullanilmistir. Ik 6nce bilyeli degirmen kullanilarak aktif karbon
nanopar¢aciklarinin yapisinda kusurlar olusturulmustur. Bu iglemden sonra ise elde
edilen naoyapilarin yiizeylerine kimyasal indirgeme yontemi kullanilarak gimiis (Ag)

nanoparcaciklan ¢coktiiriilmiistiir.

Bilyeli Degirmen ile Yapisal Modifikasyon isleminde ilk once aktif karbon daha once
belirlenmis miktarda sertlestirilmis ¢clik vial iccrisine koyulmustur. Daha sonra
karbon/bilye orani agirlikga 1/100 olacak sekilde 16 adetl serlestirilmis gelik bilyeler
yerlestirilmistir. Vial icerisine karbon ve bilyelerin yukleme islemleri glove box (vakum
kabini) i¢crisinde Argon atmosferi altinda gergeklestirilmistir. Boéylece vial igerisinde
oksitleyici herhangi bir ortamin bulunmamasi saglanmistir. Aksi halde ogutme iglemi
sirasinda olusan yiiksck cnerjinin de ctkisi ile birliktc yapida oksit tabakalarn veya oksit
tiirleri olusacak ve ulasilmak istenilen elektro-katalitik ozelliklerin etkisine olumsuz
etkileri bulunacaktir. Ogiitme islemine 5 dakika boyunca devam edilmistir. Ogiitme
stiresinin uzun olmasi1 durumunda yapida meydana gelen kusurlarin ctkisi ve yogunlugu
fazla olacak ve amorf karbon yapilar elde edilecektir. Bu sebepten dolayr 5 dakika

ogiitme siiresi bu malzemclerin modifikasyonu i¢in belirlenmis ve uygulanmastir.

Yapisal modifikasyon sonrasinda elde edilen nanoyapilarin  elektro-katalitik
Ozelliklerinin daha da iyilestirilmest amaciyla ylizeye kimyasal indirgeme yontemi
kullanilarak Ag nanoparcaciklan ¢oktiiriilmustlir. Bu islemdc ise S dakika 6giitiilmiis
aktif karbondan 30 mg alinarak 30 mL 11,72 mg AgNO3 i¢eren ultra saf su icerisinde 55
°C’de 12 saat boyunca dagitilmistir. 12 saatin sonunda 25 mL saf su icerisinde
¢ozdurilmiis 25 mg NaBHy yavagga karigima eklenmistir. Ekleme igleminin ardindan 1
saat boyunca 55 °C’de karismaya devam etmistir. Daha sonra da filtreleme islemi ile sivi
(azdan ayirma ve ultra sal su ile yitkama islemi gergeklestirilmistir. Son olarak vakum

ortaminda 40 °C’de kurumaya birakidmuigstir.
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Tez calismasi kapsaminda hazirlanan yiizeye Ag nanoparcaciklari ¢oktiiriilmiis 5 dakika
6gilitme 1glemine tabi tutulmus aktif karbon (bu agamadan sonra AgACSDKBM olarak
belirtilecektir) fiziksel ve kimyasal karakterizasyon islemlerine tabi tutulmugtur.
Hazirlanan nanoyapilarin karakterizasyonu i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM),
enerji dagilim spektroskopisi (EDS), termogravimetrik analiz (TGA), Raman
Spektroskopisi yontemleri kullanilmistir Karakterizasyon ¢aligmalart i¢in detayli bilgiler

bulgular kisminda verilmistir.

2.2.7. Modifiye Elektrodun Hazirlanmasi

Parlatma pedi kullanilarak, az miktarda su ile 0.05 um aliimina siispansiyonu vasitasiyla
clektrot ylizeyi 1-2 dakika boyunca mckanik temizlemeye tabi tutulur. Yiizey tamamen
temiz oldugunda oncelikle saf su daha sonra da detayli temizlik i¢in saf su-etanol (80:20,
h/h) ¢ozeltisiyle 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilir. Daha sonra kurumasi beklenir.
Sensor yiizeylerinin hazirlanmasi amaciyla AgACSDKBM kullanimi ile agagida verilen
bilesime sahip miirekkep karisimlarn hazirlanmis ve daha dnceden parlatilmis camsi
karbon yiizeyine pipet yardimyla 5pL damlatilip kurumaya birakilmisor. 1 saat

bekletildikten sonra 6l¢imler yapilmigtir.

¢ 2 mg Katalizor

e 30 uL Nafion

o 0,2 ml Etanol

¢ 0,8 ml DI (Dciyonizc Su)
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3. BULGULAR

3.1. Camsi Karbon Elektrotta Parasetamol Davramsinin incelenmesi

Parasctamolc ait cams: karbon clcktrot ilc gerecklestirilen analizler, DV, DPV, KDV,

AdSV teknikleri kullanilarak yapilmistir.

3.1.1. pH Taramasi

pH taramasi yapilirken gere¢ ve yontem bashigi altinda belirtilen tampon cozeltiler,
belirtilen araliklarda kullanilarak destck clektrolit cinsinin akim ve potansiyel ctkisi
incelenmistir. 10 pM  derisimde hazirlanan parasetamol c¢ozeltisi, DPV  teknigi

kullamlarak farkli destck clcktrolit ortamlarda Sl¢tilmistiir.

10 uM Parasetamol *un pH 3,7- 5,7 asetatl tamponu araliginda incelenen voltamogramlari

Sckil 3.17de akim vc potansiyel degerleri ise Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. 10 pM Parasctamol ’un camst karbon clektrot ile asctat tamponu (3.7-5,7) icerisinde incelenen

voltamogramlan (l'arama hizi: 100 mV s 1)



Cizelge 3.1. Asctat tamponu igerisinde camsi karbon elektrot ilc 10 pM Parasctamol ‘un farkl: pIT degerlerinde DPV

tle kaydedilen cgrilerinden clde edilen pik akumi ve pik potansiyeli degerleri.

pH Akim degeri (LA) Potansiyel (V)
3.7 1,81 0,55
4,7 1,46 0,46
5,7 1,19 0,44

10 uM Parasctamol’'un BRT tamponu (pH 1,5- 11) kullanilarak incclenen

voltamogramlar Sekil 3.2°de ve akim ile pik degerleri ise Cizelge 3.2’ de verilmistir.
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Sckil 3.2, 10 uM Parasetamol ’un camsi karbon elekirot ile BRT tamponu igerisinde incelenen voltamogramlarn
(Tarama hiz1: 100 mV s ')
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Cizelge 3.2. BRT tamponu icerisinde cams: karbon clektrot ile 10 pM Parasctamol ‘un farkh pIT degerlerinde DPV

tle kaydedilen cgrilerinden elde cdilen pik akimi ve pik potansiyceli degerleri.

pIl Akim degeri (pA) Potansiyel (V)
2 4,26 0,58
3 3,35 0,54
4 2,7 0,5
5 2.2 0,44
6 1,28 0,42
7 0,86 0,4
8 0,663 0,34
9 0,185 0,32
10 0,122 0,48
11 0,116 0,44

10 uM Parasetamol’un fostat tamponu (pH 1,5-8) kullanilarak incelenen voltamogramlar:

Sckil 3.3’tc verilmistir.

WA Scan 1

Current

Sekil 3.3. 10 pM Parasetamol "un camsi karbon elektrot ile fostat tamponu icerisinde incelenen voltamogramlar:

(Tarama hizi: 100 mV s71)
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Cizelge 3.3. Tosfat tamponu icerisinde cams: karbon clektrot ile 10 pM Parasctamol “un farkh pIT degerlerinde DPV

tle kaydedilen cgrilerinden elde edilen pik akimr ve pik potansiyeli degerleri.

pIl pA Potansiyel
1,5 4,62 0,6
2 5,83 0,58
3 9.8 0,5
6 25 0,4

Yukaridaki sonuglar baglaminda, destck clcktrolitin pH degerinin azalmasiyla yani daha
asidik bolgelere yaklasildiginda, potlansiyel degerlerin daha pozitil' degerlere kayarak
arttigr goriilmektedir. Ep-pH dogrusu ve denklemi asagida gosterilmektedir (Sekil 3.4.).
Farkli sckillerde, pIT degeri arttikga, parasctamoliin pik noktasmin voltamogramin soluna
dogru yani daha negatif potansiyele dogru hareket ettigi voltay degerlerinin 0,5'in altina

diistirdiigi acikca goriilmcktedir.
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Sekil 3.4. 10 pM Parasetamol 'un camst karbon elekirot ile kaydedilen voltamogramlarina gore farkli pH degerleri
i¢in pik akimi (A) ve pik potansiyeli (B) lizerine etkisini gisteren egriler. (A): Asetat tamponu, (L): Fostat tamponu,

(0): BRT tamponu (Tarama hizi: 100 mV s)

pH taramalar sonucunda analite ait vollamogramlar ve grafiklerin de incelenmesi
sonucunda, sinyalin sekli ve sinyale ait akim agisindan bir degerlendirme yapildiginda,
analizlerin devami igin cn uygun destek clektrolitin fosfat tamponu oldugu ve en uygun
pH degerinin de 3,0 oldugu gorilmektedir. Optimum kosul olarak belirlenen bu destek

clcktrolit ortaminda mekanizmayi aydinlatmak adina hiz taramalart gerceklestirilmistir.
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3.1.2. Camsi Karbon Elektrot ile Hiz Taramasi

Hiz taramasinda tcmel amag, clcktrot ylizeyinc maddc tasinmasimin adsorpsiyon vcya
difiizyon yoluyla olup olmadigini belirlemektir. Bu sebeple, pH 3,0 fostat tamponu
kullanarak ve 10 pM parasetamol derisimde, 5 1000 mV s (n:10) araliginda hiz
taramalart DV teknigiyle yapilarak sonuglar asagida verilmistir.10x10M parasetamol
‘un pH 3 fosfat tamponu ortaminda yapilan hiz taramasi ¢alismasimda tarama hizi ile pik

akimi arasinda dogrusal bir iliski oldugu asagidaki denklem ilc gosterilmistir.

ip (LA) — 0,0305v (mVs-1) + 1,519 (1: 0,9916; n: 10)

Ayn1 ortamda tarama hizinin kare kokii ile pik akimi arasindaki iliski isc asagidaki

denklem ile gosterilmistir.

ip (WA) = 0,9487v1 2 (mVs-1) — 3,0709 (r: 0,9862; n:10)

Parasctamol i¢in pH 3,0 fosfat tamponu iccrisindc log V — log 4 cgrisinin cgim dcgeri

0,715 olarak bulunmustur ve cldc cdilen dogruya ait denklem asagida verilmistir.

log ip (UA) =0,715log v (mVs-1)  0,6982 (1: 0,9993; n: 10)

Parasetamol i¢in camst karbon elektrot ile yapilan hiz taramasi sonuglarina gore ¢izilen

Ep —log vcgrisine ait cgim degeri 0,0288 olarak bulunmustur, buradan cldc cdilen dogru

Denklemi asagida sunulmustur,

Ep (mV)=0,0288 log v (mV s-1) + 0,5113 ( = 0,967 n=T) scklindcdir.

50



10x10®* M parasetamol ’un pH 3 fosfat tamponu ortaminda yapilan hiz taramasi
calismasinda clde cdilen tarama hizimin karc kokii- akim cgrisi, log v — log ip cgrisi,
tarama hizinin logaritmasi ile pik potansiyeli egrisi ve tarama hizi- pik akimi egrisi

sirastyla Sekil 3.5 ve 3.6” da verilmistir.

30 -
y = 0,0305x + 1,519
R?=0,9916
25 -
-
20 -
)
=15
10 - v
5 4
0 T T T T 1
0 200 400 600 800
v (mVsT) A
30 7y =0,9487x - 3,0709 .
R? = 0,9862
25
35
pl2 (mVs") B

Sckil 3.5. 10 uM Parasetamol *un camsi karbon elekirotta ile pH 3 fosfal tamponu ortaminda 5—1000 mV s°!
araliginda yaptlan, tarama hizi-pik akimi (A), hiz taramast ¢calismasinin karc koki ile pik akimi (B) arasindaki iliskiyi

gdsteren eZriler.
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Sekil 3.6. 10 uM Parasctamol un camsi karbon clcktrotta ilc pH 3 fosfat tamponu ortaminda 5 1000 mV s™!
arahiginda yapilan, tarama hizimin logaritmasi ilc pik akimmin logaritmasi (C) ve tarama hizimin logaritmasi ilc pik

potansiycli (D) arasindaki iligkiyi gdsteren cgriler.

Literatiire gére, hizin logaritmasi ile akim degerlerinin logaritmasi grafige gecirildiginde
clde edilen dogru denklemine ait egim, 0,5 degerinc yakinsa clektronlarin clektrot
yiizeyine taginmasi diftizyon yoluyla, bu degerin 1'e yakin ¢ikmas: durumunda ise
mekanizma adsorpsiyon kontrollt olarak kabul edilmektedir. (Laviron ve ark., 1980). Tez
kapsaminda CKE ile yapilan bu (arama sonucunda potansiyel kaymasimnin povitil yonde

70 mV oldugu gorilmiis olup, log v - log ip egrisinden elde edilen egim 0,715 olarak
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hesaplanmistir ve bu sonu¢lar 1s1@inda tasinma mekanizmasinin adsorpsiyon oldugu

goriilmistir.

3.2. Camsi Karbon Elektrotta DPV Tekniginin Optimizasyonu

Uygun pH ve hiz taramasi sonuglari alindiktan sonra DPV teknigine ait diger
parametrelerin (biriktirme siiresi ve biriktirme potansiyeli) optimizasyonuna ait

caligmalar CKE ile gerceklestirilmistir.

DPV teknigi i¢in optimum olarak buldugumuz pH 3,0 fosfat tamponu icerisinde
biriktirme potansiycli ve biriktirme siiresi calismalar1 10x10°M derisimde yapilmistir
(Sekil 3.7). Biriklirme potansiyeli ¢alismalarinda biriktirme siiresi olarak 150 saniye
kullamlmistir. En yilksck akim dcgerinin clde cdildigi potansiyel 0,1 V olarak
belirlendikten sonra 15-210 saniye araliginda biriktirme siiresi optimizasyonu yapilmig

ve en uygun deger 150 saniye olarak sec¢ilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. 10 pM Parasctamol 'un camst karbon clcktrotta ile pH 3 fosfat tamponu ortaminda DPV ile elde edilen

biriktirme siiresine kargt akim (A) ve biriktirme potansiycline kargi akim (B) grafikleri.

3.3. Camsi Karbon Elcktrot Kullanilarak Gergcklestirilen Analiz Cahismalari

pH 3.0 fosfat tamponu ve CKE kullanilarak olusturulan parasetamole ait kalibrasyon
grafigi asagida verilmistir (Sekil 3.8.). Dogrusallik 5x10"M-2x10"M derisimleri arasinda
saglanmis olup sabit bir potansiyelde, parasetamol derisimine kars1 ¢izilen pik akimlar
sonucunda elde edilen voltamogramlar (Sekil 3.9) dogru denklemleri ve kalibrasyona ait

veriler asagidadir:

ip (LA) — 4,822%10° C (M) + 0.443; 7 — 0,9895 (n — 8)
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ekil 3.8. Parasctamol 'un CKT: kullanilarak ilc 5x107M-2x10-*M derisim araliginda pH 3,0 fosfat tamponu
5 2 P )

icerisinde DPV tcknigi ile clde edilen kalibrasyon grafikleri.
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Sekil 3.9. CKE kullanilarak pIT 3,0 fostat tamponu igerisinde parasctamol “un sccilmis derigimlerindcki DPV ile clde
cdilen voltamogramlari. 1) Destek clektrolit; 2) 8,0x10°7 M; 3) 2,0x10% M; 4) 5,0 x10% M; 5) 8,0x10¢ M 6) 1,0x10
SM7) 2,0x10°M

DPV yontemi ile gergeklestiren moditiye edilmemis CKE kullanilarak yapilan analizlere
ait kalibrasyon egrisine dair elde edilen veriler cizelge 3.9°te Ozetlenmistir. Ilgili

cizelgede modiliye CKE kullanilarak yapilan analiz sonuglar1 da mevcuttur.



3.4. Parasctamol Analizi i¢cin CKE Uzerinde Yapilan Modifikasyon
Calismalan

3.4.1. Modifikasyon Malzemesinin Karakterizasyonu

Raman Spcktroskopisi yontemi bag yapisinin karakterizasyonu icin kullanilmig ve clde
edilen sonuglar Sekil 3.10” da verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde karbon
yapilarina ait karaktcristik Raman piklerinin clde edildigi goriilmektedir. 1350 ve 1590

cm! dalga numaralarinda clde cdilen pikler karakteristik D ve G bantlarimin varligim

gostermektedir.
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Sekil 3.10. Raman Spektroskopisi sonucu

Hazirlanan malzemelerin faz analizi X-sim kirmim (XRD) yontemi  kullanilarak
belirlenmistir. XRD sonucu sekil 3.11° de verilmektedir. 38.3, 44.3, 64.6, 77.5 ve 81.9
agilarinda cldc edilen XRD pikleri yiizey merkezli kiibik yapiya sahip (YMK) Ag fazinin
varhigint gostermekledir. Bu pikler sirastyla (111), (200), (220), (311) ve (331) diizlem
ailelerine karsihik gelmektedir. Elde edilen sonuc, aktif karbon yilizeyinin Ag

nanopargaciklari ilc basarili bir sckilde modifiye edildigini géstermcktedir.
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Sckil 3.11. Hazirlanan nanoyapilarin XRD [az analizi.

Karbon esash nanoyapilarin yiizeylerinin modifiye edilmesinde kullanilan Ag miktarinin
belirlenmesi amaciyla TGA analizi kullanilmistir. TGA analizinde numunc oksijence
zengin ortamda oda sicakligindan 900 °C” ye kadar 1sitilmis ve yanma reaksiyonlarina
bagli olarak kiitledec mecydana gelen cgisim incclenmistir. Elde edilen sonuclar
incelendigine (Sekil 3.12) 350 C’ den sonra kiitlede hizli bir disiis gézlemlenmigtir. Bu
kiitle kayb: yapida bulunan karbon esasl fazin yanmasina baghidir. 550 C* den sonra ise
kiitle kayb1 sabitlenmistir, Geride kalan kiitle yiizey modilikasyonu igin kullanilan Ag
miktarin gostermektedir. Elde edilen sonuglar karbon esasli yapilarda agirlik¢a %26,6

olarak hcsaplanmistir.
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Sekil 3.12. TGA analizi sonuglari

Sckil 3.13" de, hazirlanan malzemelcrin yiizeylerinden clde edilen SEM gériintiileri ve
EDS sonuglart verilmektedir. SEM resimlcrinde gortldiigii gibi hazirlanan nanoyapilar
gozenekli bir 6zellik gostermektedir. Bu yapi yiiksek elektrokimyasal performans elde
cdilebilmesi icin dnemlidir. EDS sonuglar1 incclendigine isc yapida C, Ag ve O
atomlarinin bulundugunu gostermektedir. EDS haritalama yonteminde (Sekilde verildigi
gibi) bu elementler yiizeye homojen bir sekilde dagilmis ve modifikasyonun tiim

malzecme biinyesinde homojen bir sckilde gergeklestirildigini gostermektedir.
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Sckil 3.13. Farkli SEM gériintiileri ve EDS grafigi
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3.4.2. Modifikasyon Malzemesi Uzerine Cahsmalar

DV teknigi kullanilarak gerceklestirilen analizler vasitasiyla parasetamol analizi igin
kullanacagimiz karbon siyahma ait c¢egitli modifikasyonlar yapilmis ve gimiis
parcaciklarla birlestirilmis karbon siyahinin (Ag-AC) daha yiiksck akim dcgerlerine
ulasabilecegi ongorilmiistiir. Destek elektrolit ve 0,3 mM parasetamol derisimine sahip
bir numune dl¢iildiigiinde, se¢cmis oldugumuz modifikasyon ylizeyinin sinyal giiclinli cok
arttirmadign goriilmiistiir ancak ardindan gerecklestirilen modifikasyon ¢alismalarinda
farkli bekleme strelerinde bilyeli 6giitiicti (ball-miling) cihazinda bekletilen materyalin
analiz sonuglarina ctkisi incelenmis olup 0,5 V voltaj degerindeki cevaplar gésterilmistir.
(Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Ag-AC i¢in 2,5 dk, 5 dk, 10 dk olarak uygulanan bilycli dgiitlicii stircleri sonrasi DV cevabi

Ogiitme siireleri arttikga, parasetamole ait 0,5 V' a ail sinyalin artug1 gozlemlenmis ve

sonraki ¢alismalara 5 ve 10 dakika 6glitme stireleri ile devam etme karari alinmagtir.
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Bilyeli 6giitme kullamilasinin avantajlar, partikiil boyutunun kiiciiltiilmesi ile ylzey
alaninin  artis1, daha kolay homojenizasyon ve malzemeye ait performansin
iyilestirilmesidir. (El-Eskandarany, 2015). Ayrica oglitme sirasinda karbon eklenmesi,
elektrot malzemesi pargaciklar1 arasindaki elektriksel iletkenligin de artmasima sebep
olarak parcacik aglomerasyonunu da avaltabilir (Taniguchi ve Bakenov). Her ne kadar
bizim durumumuzda 0giitme siirelerinin artig1 performansin artmasina sebep olmus olsa
da sc¢ilccck modifikasyon malzemesi ve analitin tiiriine gore bu durum degisiklik

gosterebilmektedir. Cizelge 3.4°te her bir modifikasyona ait akim artislar tablolanmistir.

Cizcelge 3.4, Scgilen modifikasyon tiirline gére akim farklarmm dlgiilmesi

Modifikasyon Cinsi Akim Artis Miktan
Ag-AC 4.6
Ag-AC2,5dk 74
Ag-AC 5 dk 20,6
Ag-AC 10 dk 19,34

Yukarida da agiklandigr gibi, bilyc 0giitme siircsi arttik¢a spesifik yiizey alam onemli
Olgide artar. Ancak, bilyali 6gitme siresinde daha fazla artis olmast, spesifik ylzey
alaninin kademeli olarak azalmasina, yiizeyin kapanmasina ve dolayisiyla performans
azalmasina sebebiyet verebilmektedir (Konarova and Taniguchi, 2009) 10 dakika 6giiime
stiresinde akimin artik diismeye basladigini gérdligtiimiiz icin O0giitme siiresine yonelik
farkli dakikalarda daha fazla test yapilmamistir. Elektrotun performansimi arttirmak
amactyla, altin, platin nanopartikiiller ve grafen kuantum noktalar tabaka-tabaka (layer
by laycr) olacak sckilde gelistirilmis olan yiizeye modifiye cdilmistir ve Parasctamol
standartlari, 150 saniyelik birikme siiresiyle 1uM konsantrasyonda o6lgiilerek Cizelge 3.5.

teki sonu¢lar alinmastir.
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Cizelge 3.5. Fakli ylizey modifikasyonlarma ait sonuglar

Modifikasyon Cinsi Akim (nA) Potansiyel (V)
Ag-AC 5dk BM 6,65 0,52
Ag-AC 5dk BM-AuNP 6,1 0,52
Ag-AC 5dk BM-PtNP 5,14 0,52
DRP-GQD 5,446 0,52

Cizelgeden de goriildigu lizere test edilmis ek modifikasyonlardan yapilacak fazladan bir

modifikasyonun analiz performansi iizerine bir etkisi olmadig1 gdrillmiistiir.

3.4.2.1. Modifiye elektrot ile pH Taramasi

Bir ¢6zeltinin pH degeri, parasctamoliin redoks akimlari ilc redoks potansiyclini daha
pozitif veya negatif yonlere kaydirarak genellikle elektrokimyasal reaksiyonu etkiler. Bu
nedenle, pik akimlarmin diisik pik potansiyellerindeki yogunlugunu en iist dizeye
¢tkarmak i¢in optimum bir pH gerekir (Alam ve ark,. 2018). Daha oncede belirtildigi gibi
as1 amag etkin ve hassas bir analizin yapilacag optimum pH degerinin bulunmasidir. Bu
scbeple DPV yontemi kullanilarak farklt pH ortamlarinda 1 uM parasctamol numuncsi

Olgtlmiigtiir. Geri kalan deneysel parametreler asagida belirtildigi gibidir.

Estart: OV, Eend: 1,8V, Cycles: 1 cls, Pulse Time. 10ms, Pulse Amplitude: 100mV

I step: 20 mV, Scan rate: 40mVs

1 uM Parasctamol "un plIT 3,7-5,7 asctat tamponu araliginda incclenen voltamogramlart

Sekil 3.15 te, sonuglara ait veriler de ¢izelge 3.6 da verilmistir.
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Sckil 3.15. | pM Parasetamol "un asetat Lamponu igerisinde incelenen voltamogramlar.

Cizelge 3.6. Asetal tamponu icerisinde camsi karbon elekirot ile 1 uM Parasetamol ‘un [arkli pH degerlerinde DPV

ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimu ve pik potansiyeli degerleri.

plIl Akim degeri (nA) Potansiyel (V)
3,7 0,131 0,54
4,7 0,072 0,54
5.7 0,035 0,48

I uM Parasetamol ‘un pH 1,5-8 BRT tamponu araliginda incelenen doniigimli

voltamogramlar Sckil 3.16 ye, sonuclara ait veriler de ¢izelge 3.7 ye verilmistir.
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Sekil 3.16. 1 uM Parasetamol "un BRT tamponu icerisinde incelenen voltamogramlart. Mikro amper degerleri (A)

nano amper degerleri (B)
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Cizelge 3.7. BRT tamponu icerisinde cams: karbon clektrot ile 1 uM Parasctamol “un farkh pIT degerlerinde DPV ile

kaydedilen cgrilerinden clde cdilen pik akimi ve pik potansiyeli degerleri.

pH Akim degeri (LA) Potansiyel (V)
2 1,049 0,58
3 1,26 0,52
4 0,751 0,46
5 0,317 0,44
6 0,152 0.38
7 0,052 0,34
8 0,0244 0,26

1 uM Parasctamol’un pH 1,5-8 fosfat tamponu araliginda incclenen doniistimlii

voltamogramlar Sckil 3.17 de, sonuglara ait veriler de ¢izelge 3.8 de verilmistir.
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Sckil 3.17. 1 uM Parasctamol ’un fosfat tamponu igerisinde incclenen voltamogramlari, Mikro amper degerleri (A)

nano amper degerleri (B)



Cizelge 3.8. T'osfat tamponu icerisinde camsi karbon clektrot ile T pM Parasctamol “un farklt pIT degerlerinde DPV

tle kaydedilen cgrilerinden elde cdilen pik akimi ve pik potansiyeli degerleri.

pH A Potansiyel
1,5 0,889 0,62

2 0,693 0,6

3 1,480 0,5

6 0,261 0,4

7 0,325 0,32

8 0,209 0,26

Fosfat tamponu icin, pH daha asidik oldugunda, potansiyel degerlerin artisi

gozitkmektedir

1,6 & BRT W Fosfat A Asetat

1,4
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BRT I FOSFAT A ASETAT

Sekil 3.18 | uM Parasetamol "un DPV vollamogramlarina gore farkli pIT degerleri i¢in pik akimu (A) ve pik

potansiyeli (B) lizerine elkisini gosteren egriler. (A): Aselal tamponu, (L): Foslat tamponu, (0): BRT lamponu.

Sekil 3.18 de gosterilen grafik sayesinde pH taramasi sonuglarma ait verilerin pik akim
ve pik potansiyeli olarak degisimleri gézlenmektedir. Bu veriler incelendiginde pik akim:
ve pik sckli agisindan analitik ¢alismalar i¢in uygun olan ortamin pIT 3 fosfat tampon

ortami1 oldugu goriilmiis ve bu ortam ¢alismalarimizda kullanilmak iizere segilmistir,

3.4.2.2.Secilen Modifikasyon ile Gerceklestirilmis Hiz Taramasi

pH taramalarn ncticesinde fosfat tamponunun pH 3 oldugu kosula karar verildikten sonra
1x10”° M derisimde parasetamoliin 5-1000 mV s™' araliginda hiz taramast yaptlmistir. Bu
calismalarda potansiyel tarama hizi sistematik olarak degistirilerek pik akiminin tarama

hizt ile degisimi incelenir. Bu incclemedc asagida tanimlanan grafikler olusturulur (Lavi

ron ve ark., 1980)
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L. Tarama hizina karst pik akimi (ip  v)
il. Tarama hizinin karekékiine karst pik akimi (ip — Vo)

itl. Tarama hizinin logaritmasina karst pik akiminin logaritmasi (log ip — log v)

1x10° M parasctamol *un pII 3 fosfat tamponu ortaminda yapilan hiz taramasi

calismasinda tarama hivt ile pik akimi arasinda dogrusal bir iliski oldugu,

ip (nA) =0,0405v (mVs-1) + 3,3887 (r: 0,9579; n: 10)
denklemi ile verilmisgtir.

Ayni orlamda tarama hizinin kare kokii ile pik akimt arasinda bir iliski oldugu,

ip (LA) = 1,3935vi 2(mVs™h) — 3,9887 (1: 0,9917; n:10)
denklemi ile verilmigtir,

Parasctamol icin pH 3 fosfat tamponu icerisinde log v — log ip cgrisinin cgim degeri

0,7324 olarak bulunmustur; buradan elde edilen dogr,

log ip (LA) = 0,7324log v (mVs-1) — 0,5514 (r: 0,9982; n: 10)

denklemi ile verilmistir.

Parasctamol i¢in AgAC 5dk BM ilc yapilan hiz taramasi sonuglarma gore ¢izilen Ep —

log v egrisine ait egim degeri 0,0263 olarak bulunmustur, buradan elde edilen dogru

denklemi,

Ep (mV)=0,0263 log v (mV s-1) +0,5347 (r = 0,935 n=7) seklindedir.

1x10° M parasetamol ’un pH 3 fosfat tamponu ortammda yapilan hiz taramasi

calismasinda elde edilen tarama hizinin kare koki- akim egrisi, log v — log p egrisi,
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tarama hizinin logaritmasi ile pik potansiyell egrisi ve tarama hizi- pik akimi egrisi

sirastyla Sckil 3.19 ve 3.20 da verilmistir.
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Sekil 3.19 1 pM Parasetamol "un pH 3 fosfat tamponu ortaminda 5-1000 mV s ! araliginda yapilantarama hizi-pik

akimi (A), hiz taramasi ¢alismasinin kare kokdi ile pik akimm (B) arasindaki iligkiyi gdsteren egriler.
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Sckil 3.20 1 uM Parasetamol "un pH 3 fosfat tamponu ortanunda 5-1000 mV s™! araliginda yapilantarama tarama
hizimm logaritmasi ile pik akiminm logaritmasi (C) ve tarama hizinin logaritmasi ile pik potansiyeli (D) arasidaki

iligkiyi gdsteren egriler.

Olusturulan bu grafiklerden birincisinin (ip — v) dogrusal bulunmasi ve iigiinciiniin (log
ip — log v) egiminin 1,0 degerine yaklagmast incelenen elekiron transferinin elektrot
yiizeyinde gerecklestigini (adsorpsiyon kontrollii oldugunu) belirtirken; ikinci grafigin
(ip-Yv) dogrusal ve figiincii grafigin egiminin 0,5 deferine yaklasmasi ise incelenen
elektron aktariminin elektrot cozelti ara yiizeyinde gerceklestigini (difiizyon kontrollii

oldugunu) gostermcktedir (Laviron ve ark., 1980).
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0,7324 olarak elde edilen egimin bahsedilen teorik degerlerin arasinda olmasi

reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gdstermektedir.

3.4.2.3.Modifiye Elektrotta Biriktirme Potansiyeli ve Biriktirme Siiresi

Uygun pH ve hiz taramasi sonuclart alindiktan sonra biriktirme siiresi ve biriktirme
potansiycli optimizasyonu test yapilmistir. Camsi karbon clcktrotla modifikasyon ilc
(AgAC5DKBM) DPV teknigi kullanilarak incelemeler gergeklestirilmistir. DPV teknigi
icin pH 3 fosfat tamponu icerisindc biriktirme potansiycli ve biriktirme siircsi ¢alismalari
1x10°M derisimde yapilmistir (Sekil 3.21 B). Biriktirme potansiveli ¢aligmalarinda
biriktirme siiresi olarak 90 saniye kullanilmistir. En yiiksek akim degerinin elde edildigi
potansiyel belirlendikten sonra 15—160 saniyc araliginda biriktirme siircsi optimizasyonu

yapilmis ve en uygun deger 90 saniye olarak secilmistir (Sekil 3.22 A).
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Sckil 3.21 1 uM Parasetamol 'un pH 3 fosfat tamponu ortanunda DPV ile elde edilen biriktirme siiresine kars: akim

(A) ve biriktirme potansiyeline kars1 akim (B) grafikleri.

3.4.3. Modifiye Elektrot ile Parasetamol Miktar Tayini Calismalari
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3.4.3.1. Modifiyc Elcktrot ilc Standart Cozclti ilc Kalibrasyon Olusturma

pH 3,0 fosfat tamponu ve modifiye edilmis yiizeye sahip CKE kullanilarak olusturulan
parasetamole ait kalibrasyon grafigi asagida verilmistir (Sekil 3.22). Dogrusallik 1x10%-
8x107 M derisimleri arasinda saglanmis olup sabit bir potansiyelde, parasetamol
derisiminc karsi ¢izilen pik akimlan sonucunda clde cdilen voltamogramlar (Sckil 3.23)

dogru denklemleri ve kalibrasyona ait veriler agagida verilmektedir.

ip (WA) = 9,335%10° C (M) + 0,0275; r = 0,9991 (1 = 8)

ip (pA)
S

0
0,00E+00 2,00E-07 4,00E-07 6,00E-07 8,00E-07 1,00E-06
Parasetamol Konsantrasyonu (M)

Sckil 3.22 Parasetamol "un 1x10 ¥- 8x10 7 M derisim araliginda pH 3,0 fosfat tamponu igerisinde DPV ile elde edilen

kalibrasyon egrisi

DPV ile kalibrasyon araligt igerisindeki farkli derisimlerde elde edilen bazi segilmis

voltamogramlar Sekil 3.23 "te verilmistir.
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Sekil 3.23. Modifiye clcktrot kullanilarak, pH 3,0 fosfat tamponu igerisinde parasctamol "un sc¢ilmig derisimlerdeki
DPV ilc clde edilen voltamogramlar. 1) Destck clcktrolit; 2) 5,0> 1078 M; 3) 8.0<10% M; 4) 1,0< x107 M; 5) 5,0x107
M 6) 8,0x107 M

DPV yontemi ile gereeklestiren modifiye CKE kullanilarak yapilan analizlere ait
kalibrasyon egrisine dair elde edilen veriler, bolum 3.4.3.3'deki cizelge 3.9'de

belirtilmistir.

3.4.3.2. Modifiye Elektrotta Serum ile Kalibrasyon Olusturma

Gereg yontem boliimiinde hazirligi anlatilan serum ¢ozeltileri ile olusturulan kalibrasyona
ait dogrusallik, 8x10%-1x107 M derisim arahfmda elde edilmistir. DPV teknigi
kullanilarak parasetamol derigimi-pik akimi arasinda elde edilen dogru denklemleri ve

korelasyon katsayisi deZerlert asagidaki verilmektedir.

b (MA) = 1,068x10 C (M) +0,7815; r=10,9988 (n=18)
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Sckil 3.24. Modifiye elekirol kullamlarak, Parasetamol *un 1x107%-8x1077 M derisim arahigimda pH 3 fosfal lamponu

kullanilarak serum i¢erisinde olusturulmus kalibrasyon egrisi

Scrum ¢ozcltilerine ait kalibrasyon araliginin olusturuldugu farkli derisimlerde clde

edilen bazi se¢ilmis voltamogramlar Sekil 3.25 “te verilmistir.
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Sekil 3.25 Modiliye elekirot kullanilarak, pH 3 [osfat tamponu ve serum icerisinde parasetamol "un baz
derigimlerindeki DPV ile elde edilen voltamogramlarn. 1) Destek; 2) 1,010 ¥ M; 3) 5,00 10 % M; 4) 1,0» x107 M, 5)
2,0x107M 6)5,0x107 M 7) 8,0x10 "M



Serum igerisinde yardimct maddelerin etken madde sinyaline etkisi olup olmadigina dair

sonuglar da % geri kazanim calismalar1 gegeklestirilerck bulunmustur.

3.4.3.3. Modifiye Elektrotta idrar ile Kalibrasyon Olusturma

Serum ile benzer sekilde hazirlanan idrar ¢ozeltileri ile pH 3 fosfat tamponu ortaminda
DPV yontemi kullanilarak 1x10®-2x107 M derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir.
Parasetamol derigsimi-pik akimi arasinda elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon

katsayis1 degerleri asagida verilmcektedir.

ip (LA) = 2,443% 107 C (M) + 0,0697; 7 = 0,9996 (1 = 6)

0
0,00E+00 5,00E-08 1,00E-07 1,50E-07 2,00E-07 2,50E-07

Parasetamol Konsantrasyonu (M)

Sekil 3.26 Modifiye clektrot kullanilarak, Parasctamol *un 1x10-8x107 M derigim araligmda pTT 3 fosfat tamponu

kullanilarak idrar igerisinde olugturulmus kalibrasyon cgrisi
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Idrar ¢ozeltilerine ait kalibrasyon araliginin olusturuldugu farkli derisimlerde elde edilen

bazi sccilmis voltamogramlar Sckil 3.27dce verilmistir.
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Sekil 3.27 Moditiye elektrot kullanilarak, pll 3 tostat tamponu ve idrar igerisinde parasetamol "un bazi
derigimlerindeki DPV ilc elde edilen voltamogramlar. 1) Destek; 2) 1,010 M; 3) 2,0x10% M; 4) 5,0> x10% M; 5)
8,0x10% M 6) 1,0x107 M 7) 2,0x10" M

[drar igerisinde yardimc1 maddelerin etken madde sinyaline etkisi olup olmadigina dair

sonuglar da % geri kazanim c¢alismalar ilc incelenmistir.

Cizclge 3.9. Camsi karbon clektrot ve moditiye edilmis yiizey kullanilarak, serum ve idrar ile parasctamol “un pTI 3
fostat tamponu i¢erisinde clde cdilen kalibrasyon cgrisine ait regresyon analizi sonuclar ve gerekli validasyon

parametreleri.

Paramctreler

CKEile Modifiye Elcktrot Scrum idrar
standart ile standart
Parasetamol Parasetamol
Olgiim potansiyeli (V) 0,540 0,520 0,520 0,500
Dogrusal arahg (M) 5x107 2x10°% 1x10°%  8x107 1x10% 8107  1X10°% - 2X107
E&im (LA/M) 4.826x10° 9,335x10° 1,068 x107 2.,443X107
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Kesigim (pA)
Koarclasyon katsayisi (r)
Teshis smir1 (M)

Tayin alt sinirt (M)

Akimin giin i¢i
tekrarlanabilirligi (%BSS) *

Potansiyclin giin i¢i
tekrarlanabilirligi (%BSS) *

Akimn glinler arasi
tekrarlanabilirligi (%BSS) *#

Potansiyelin -~ glnler  aras
tekrarlanabilirligi (%BSS) *

0,444
0,990
5.569 x10°
1.69 x10°7

1,294

0,261

1,341

0,407

-0,028
0,999
1,249x10%
3,787x10%

1,027

0,110

1,633

1,904

0,7815
0,998
3,370x10%
1,00x 10

2,903

1,904

3,644

1,970

0,0696
0,999
3,26X10°
9,88X10°

1,832

1,980

2,634

2,064

* Akim ve potansiyel icin tekrarlanabilirlik calismalar 1x10-6 M konsantrasyonundan clde edilmistir (n:5).

3.4.3.4. Modifiye Elektrot ile Ger¢eklestirilen Geri Kazanim Calismalari

DPYV teknigini kullanarak dnceki boliimlerde belirtildigi gibi iki tiir farmasétik dozaj sekli

iizcrinde analizler gergeklestirilmistir. Tablcet icerisinde yardimer maddelerin ctken

madde sinyaline etkisi olup olmadigina dair sonuclar da % geri kazanim caligmalari ile

gbsterilmektedir. Parasetamol iceren Boots® ve Minoset Plus® tablet ile birlikte serum ve

idrar pH 3 fos(al tamponu igerisinde elde edilen gergcek numunelere uygulama ve geri

kazanim analiz sonuglari ¢izelge 3.10°da verilmigtir.

78



Cizelge 3.10. Tarmasotik dozaj sckli ve biyolojik numunelere ait gergek numune ve geri kazanim sonuclarn

Boots Minoset Plus Serum idrar
Ctiket Miktar: (mg) 500 250 - -
Bulunan Miktar (mg) 507,5 257.5 - -
%BSS* 4,42 2,97 - -
%Bagil Hata* -1,50 -3,0 - -
ilave cdilen madde miktar (mg) 50 50 50 50
Bulunan madde miktan (mg) 50,93 50,10 50,80 50,66
% Ortalama geri kazanim®* 101,877 100,199 101,618 101,328
Y% BSS* 0,295 4,347 4,175 3,784
% Bagil I1ata* -1,88 -0,199 -1,62 -1,33

¥ (nid)

3.4.3.5. Modifiye Elektrotta Gerc¢eklestirilen Girisim Calismalari

Gelistirilen yontem i¢in gergeklestirilen girisim calismalarina ait sonuglar 3.29 de ifade
edilmektedir. Sunulmus olan ¢ubuk grafikte, saf’ parasetamol ile ortama eklenen diger
olast girisim ajanlar1 es zamanl olarak analiz edilmis ve analize olan etkileri farkl

oranlardaki katilimlari da gosterilerck sunulmustur.
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Sckil 3.28. Modifiye elekirota ait girisim ¢alismalart sonuglari

Sckil 3.28’de, 1x107 M derisimde hazirlanan parasctamol drnegine gore olasi girisim
yapabilceck ajanlarin ctkisi agikga goriilmcktedir. Ayrica cklenen her bir farkh girigim

ajani i¢in farkli kombinasyonlarin etkileri de sunulmaktadur.
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4. TARTISMA

Bu tez ile 6ngorilen ¢alisma kapsaminda diinya capinda cok yaygim olarak kullanilan,
kolay ulagim saglanan ve dolayistyla intihar tesebbiisi vakalarinda da bagrol
oyuncularindan birisi olan parasetamol icin hassas, duyarli, hizli ve tamamen validasyonu
yapilmis elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Analizlerde kullanilan camsi karbon
elektrot 6zgin nano malzemelerle modifiye edilerek daha hassas ve diisik tayin sinirina
sahip analizlcrin yapilmasi saglanmistir. Elcktrokimyasal yontcmlerden amperometri,
dontigimlii voltametri, diferansiyel puls ve kare dalga voltametresi gibi yontemler
kullanarak, uygun dcstck clcktroliti ve pH belirlenerck, sccilen ortamda miktar tayini
yapilmast, teshis ve iayin limitleri, tekrar edilebilirlik ve tim gerekli validasyon
parametrelerinin incelenmesi de gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda camsi karbon
clektrot ylizeyine giimis modifiye edilmis aktif karbonun 5 dakika boyunca ball-milling
cthazinda ogitiilmesiyle gelistirilmis olan bir ylizey modifikasyonu kullaniloug ve bu
modifikasyon yiikseltgenme davranislar1 incelenerek maddenin elektrokimyasal

davraniglar aydilatilmistir,

Calismalarda 6ncelikle etken maddeye ait davranislar modifiye edilmemis CKE elektrotta
gergeklestirilmigtir. Bu nedenle, asetat, fosfat, Britton-Robinson tamponlart gibi tampon
sistemlert kullanilarak farkli elektrokimyasal Ol¢iim teknikleri ile parasetamole ait
yiikscltgenme davramislart  incelenmigtir.  pIl  taramalart sonucunda analitc ait
voltamogramlar ve graliklerin de incelenmesi sonucunda, sinyalin sekli ve sinyale ait
akim agisindan bir degerlendirme yapildiginda, analizlerin devami icin en uygun destek
clektrolitin  fosfat tamponu oldugu ve cn uygun pIT dcgerinin de 3,0 oldugu
goriilmektedir. Optimum kosul olarak belirlenen bu destek elektrolit ortaminda
mckanizmay1 aydinlatmak adma hiz taramalar1 gergeklestirilmistir. Tez kapsaminda CKE
ile yapilan bu tarama sonucunda potansiyel kaymasinin pozitif yonde 70 mV oldugu
goriilmis olup, log v-log ip egrisinden elde edilen egim 0,715 olarak hesaplanmistir ve
bu sonuglar 151¢inda lasinma mekanizmasmin diltzyonun da etkili olabilecegi
adsorpsiyon kontrollii oldugu gorilmiistic. DPV  teknigi i¢in optimum kosullarda
biriktirme potansiycli ve biriktirme stiresi ¢alismalari 10x10°M derisimde yapilmigtir ve

optimum kogullar 0,1 V 150 saniye olarak tespit edilmistir. Modifiye edilmemis CKE ile
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gerceklestirilen analiz calismalarinda Parasetamol kalibrasyon egrisi 5x1077 M-2x10° M

arasinda dogrusal bulunmustur.

Tez caligmalarinin ikinei kisminda ylizeyi modifiye edilen elektrot performansi
incelenmistir. Bu amagla 6ncelikle ylizey modifikasyon malzemesine ait karakterizasyon
ve performans caligmalar yapilmistir. DV teknigi kullanilarak farkli modilikasyon
materyalleri ve bilyeli 6gltme dakikalari ile sentezlenmis, aktif karbon i¢in en ylksek ve
kararlt akim dcgerleri 5 dakika siiren bilycli 6gttme ile 6giitlilmiis gtimiis katkili aktif

karbonda elde edilmistir.

Bu modifikasyon iizerinc sinyali arttirmak adma katman Uzerine katman ckleme
yontemiyle [arkli nano malzemeler denenmis olup altin nanopartikiil, platin nanopartikiil
ve en son grafen kuantum noktalart eklemesi ayri ayrn gergeklestirilmistir. Ancak bu
katman cklemeleri sonucunda kayda dcger bir gelisme saglanamamistir. Bu nedenlc,
elektrot ylizeyl modifikasyonu i¢in AgAC 5dK BM modifikasyonu metodolojimiz i¢in
cn ctkili ve hassas olarak sccilmistir. Sccilen modifiye yiizeyin kararlilik ve raf omri
caligmalart neticesinde 1 ay kararli oldugu saptanmistir. Giimis, modifikasyonlar
gerceklestirilirken yaygin olarak kullanilan cok tercih edilen malzemelerden biridir.
Ancak metallerin istenmeyen oksidasyonu sadece iletkenligt azaltmamakia kalmaz, aynt
zamanda yuzeyin performansint da etkilemektedir. (venkata Krishna Rao ve ark, 2015).
Dolayisiyla yiizcyi modifiye cdilen clcktrot buzdolabinda karanlik bir kapta tutulmalidir.
Aksi takdirde 1 ay sonunda yilizey modifiye edici ajanlarin elekirokimyasal aktivitesi

parasctamol pikinin akim dcgerinin 6l¢iilmesini 6nemli dlciide ctkiledigi goriilmistiir.

Yizeyi modifiye edilmis elektrot ile gerceklestirilen pH taramalarinda ¢ok asidik veya
cok bazik olmayan vc clcktrodun ytizeyine hasar vermcycceck tampon sistemlcrinden olan
asetat, BRT ve (oslat tamponlart kullanilmistir. DPV teknigi kullanilarak ol¢iimler
gercgeklestirilmis olup. Parasetamoliin akim degerinin en uygun oldugu tampon ¢6zelti
sistemi pIT 3'tcki fosfat tamponu oldugu tespit edilmistir. ITiz taramasi igin parasctamoliin
akim degerine etkisini aragtirdik ve bulunan degere gére modifikasyonumuzun kontrol
difiizyonu mu yoksa adsorpsiyon mu oldugu belirlendi. Bu amacla, parasctamol 6l¢imleri
CV teknigi kullamlarak 1x10°M konsantrasyonda igerisinde 5 — 1000 mV s™' araliginda
incelenmistir. pH, 3,0 fosfat tampon ortaminda yapilan hiz taramasi c¢alismalari

incelendiginde log p — log v egrisinin egimi olan 0,7324 degeri maddenin elektrot
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yiizeyine taginmasinin c¢ogunlukla adsorpsiyon kontrolli oldugunu gostermistir.
Biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresi belirlemek icin, 1x10°® M'lik bir parasctamol
cozeltisi DPV teknigi ile olgiilmiis, biriktirme siiresi i¢in 15s -150s arasinda degisen
sireler uygulanmustir. Sabit biriktirme potansiyelinde en yiiksek akim 90 saniye

biriktirme stresinde goriillmistar.

Modifiye elektrot ile ger¢eklesen analizlerde kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in farkl
derisimlerde ¢ozceltiler hazirlannms ve DPV tcknigi ilc dlgtimler gereeklestirilmistir
(1x10°M-5x10°M).  Orzellikle daha diisiik konsantrasyonlarda  kargilasilan
tckrarlanabilirlik sorunlan yiiziinden dogrusallik ve galisma aralign 1x10° M- 8x107 M
aralizindadir, R 0.999, LOD: 1,24x10° M ve LOQ: 3.78x10° M dolarak

hesaplanmaistir.

Biyolojik numuncler ile ¢alisirken, scrum ile gerecklestirilen kalibrasyon denemclerinde
en uygun aralik 1x10® M ile 8x107 M arasindadir ve R? degeri 0.998'dir. Geri kazanim
sonuglarinin %99,3 ila%101,7 araliginda oldugu bclirlenmistir. Ayni sckilde idrar igin
gergeklestirilen ¢aligmalarda da tiim numuneler aymi giin ve taze olarak hazirlandi
kuvvetli yaz sicagi nedeniyle tiim deneyler, sonuglarda degisiklik olmamasi icin klimali
bir odada gerceklestirildi. Idrar kalibrasyon egrisi 1x10®* M ile 2x107 M arasinda
dogrusalliga sahip olmakla birlikte R* degeri 0.999 bulunmustur. Geri kazanim sonuglari

%100,09 ila %100,06 araliginda oldugu belirlenmistir.

Parasctamol ilacinin uygun bir kalibrasyonu cldc cdildikten sonra, 500 mg parasctamol
igeren Boots™ tablet dozaj sekli ve 250 mg parasetamol iceren Minoset Plus® tablet dozaj
sekli analiz edilmis ve geri kazanim ¢alismalan gerceklestirilmistir. Bu gergek numune
calismalarinin ana amaci, farmasotik dozaj sckillerinin clcktrodun analiz kalitcsini ve
modilikasyonumuzu etkileyip etkilemedigini gostermeklir. Gergeklestirilen ¢alismalar
neticesinde parasetamoliin tabletlerden analiz icin uygun oldugu ve geri kazanim
sonuglarmm %101 ila %102 oldugu belirlenmistir. Gelistirilen tckniklerin validasyon
¢alismalarinin  sonuglar1 degerlendirildiginde, bu tekniklerin dogru, tekrarlanabilir,

saglam vc uygulanabilir oldugu sonucuna varilmaktadir.

Son olarak interferans analizleri gerceklestirilmis ve olasi girisim yapabilecek analitlerin
ya da endojen maddelerin her birinin etkisi analiz edilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda
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gelistirilen yiizeyin olasi girisimlerin yaninda parasetamoliin analizini secici ve duyarl
olarak  gerecklestirebildigimiz  gdsterilmistir.  Bircok  analitte  1:1  ve  1:10
kombinasyonlarinin parasetamoliin sinyali iizerinde hicbir etkisinin olmadigi ve
elektrotun iglevselliginin etkilenmedigi goriillmiis olup. Ayrica Askorbik Asit,
Flurbiprolen ve Magnezyum Siilfata ail her orandaki etkilegimin parasetamol piki igin
herhangi bir etk gostermedigini sdylemek miimkiin olmaktadir. Ancak, analizlerimizi en
cok ctkileyen ve girisim yapabilceck analitler incclendiginde, paroksctin ve 1:100 ve
1:500 kombinasyonlarinda bulunan dopamin ile 1:100 oranlarinda eklenen iirik asit

analizlerimizi ctkileme potansiyeline sahiptir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan yiiksek lisans tezi kapsaminda, parasetamoliin hizli, kararli, dogru ve tekrar
edilebilir analizi i¢in ylizeyi modiliye edilmis cams1 karbon elektrot ile analizi Gizerine bir
yontem Onerilmistir. Parasetamoliin elektrokimyasal davranisi, destek elektrolit cinsi ve
plI ’si ilc birlikte tarama hizlarmin ctkileri agisindan da incclenmistir. ITem modifiye
edilmemig CKE ile hem de yiizeyi modifiye edilmis CKE ile yapilan analizler sonrasinda
cn uygun destck clektrolitin fosfat tamponu oldugu ve cn uygun pH degerinin de 3,0

oldugu goriilmektedir.

Ayrica gerceklestirilen hiz taramalan sonucunda elde edilen grafikler ve dogru
denklemleri incelendiginde log v-log ip cgrilerinin sonuglarma gore cgimleri hesaplanmig
ve bulunan 0,7324 degeri sonrasinda elektrot yiizeyine tasinma mekanizmasinin

adsorpsiyon kontrollii oldugu éncrilmistir.

Parasetamol i¢in se¢ilen ortam ve optimum kosullarda kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve
gereklt validasyon c¢alismalarn gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen regresyon analizi
sonrasinda AgACSDKBM ile pH 3,0 asetat tamponu i¢inde DPV yontemi kullanildiginda
hesaplanan teshis smur1 degerleri 1,249x10 M olarak tespit edilmistir. Bu deger literatiir
ile karsilastirildiginda birgok yontemden Ustlin olarak goriilmiistiir. Yontemde kullanilan
modifikasyon malzemesinin hazirligimin da kompleks olmayip birgok yonteme gore

uygun maliyetli oldugu belirtilmelidir.

Gelistirilen clcktroanalitik yontem scrum, idrar vc farmasotik dozaj, scklinc dc
uygulanmis ve % geri kazanim ¢aligmalartyla yardimer maddeler ve endojen bilesikler
yaninda Parasctamol 'un analizinin sceici bir sckilde yapilabildigi gosterilmistir. Ayrica
inter(erans ¢alismalart sonucunda da birgok girisim yapabilecek madde yaninda

gelistirilen yontem ile analizin miimkiin oldugu da goriilmektedir.



OZET

Parasetamol analizi i¢in elektrokimyasal sensor gelistirilmesi

Parasetamol, bircok insanin kolay erigebilecegi ve yaygin olarak kullanilan bir analjeziktir. Asir
dozda almmas1 sonucunda, NAC (N-asetilsistein) ve acil bir destekleyici bakim ile tedavi
cdilmediginde dlimciil olma potansiycline sahiplir. Bununla birlikic uygulanan crken icdavi ilc
O6nemli olcilide tyilesme kaydedilir.

Elektrokimyasal sensorler, adli uygulamalar ve klinik yaklasim i¢in cekici bir segenektir, ¢iinkii
cok yonliiliik, tagmabilirlik, scgicilik, hassasivet ve ¢ok az on isleme veya hi¢ isleme tabi
tutulmamig numuneleri analiz etme yetenegine sahiptir. Bu nedenle, basit ve ekonomik sensorler,
sofistike ve pahali cihazlar kullanmak, yerine modern bilimde hizli tan1 icin ¢ok &nemli bir
yaklagimdr.

Bu c¢alisma kapsaminda, scntctik biyolojik numunclerden parasctamol analizi i¢in hassas, scgici,
hizli ve tamamen analitik yontem gecerlilik testleri yapilmus elektrokimyasal sensorler ile ilgili
yeni bir metodoloji gelistirmesi amaglanmaktadir. Ayrica gelistirilen yontemin sonuglar farkh
analitik tckniklerle kiyaslanacakur,

Anahtar Sozciikler: Biyolojik numune, Elektrokimya, Parasetamol, Sensor, Validasyon.
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SUMMARY

Development of electrochemical sensor for the determination of Paracetamol

Paracctamol is casily accessible by many pcople and is commonly used as an analgesic. In
overdose, it has the potential to prove lethal if not wreated with NAC (N-acctyleysteine) and
supportive care quickly. With treatment, outcomes improve significantly, and fatalities are rare.

Electrochemical sensors are an attractive option to forensic applications and health care systems
because they provide versatility, portability, sclectivity, sensitivity, and the ability to analyzc
samples with little to no pre-treatment. Therefore, substituting multi-functional sophisticated and
expensive instrumentation with simple and economical sensors is a very important trend in
modern science.

In this study, it is aimed to develop a new methodology for electrochemical sensors. These sensors
have been tested for sensitive, selective, rapid, and fully analytical method validation tests for
paracctamol analysis using synthctic and biological samples. In addition, the results of the
devcloped method will be compared with different analytical techniques.

Key words: Biological samplcs, Elcctrochemistry, Paracetamol, Sensors, Validation.
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