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Bu ¢alismada, susuz ortamda camsi karbon elektrot (CKE) iizerinde piroliin elektropolimerizasyonu ve ¢ok
duvarli karbon nanotiipiin (CDKN) modifikasyonu ile elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir. Polipirol ve
CDKN temelli elektrot, Parkinson hastaligi tedavisinde kullanilan etken maddeler olan Levodopa ve
Benserazid’in elektrokimyasal olarak kantitatif tayini icin kullanilmigtir. Modifiye edilmis sensor iizerindeki
farkli parametrelerin etkisi test edilmis ve optimize edilen yontem yiiksek segicilik ve hassasiyet gostermistir.
Modifiye sensor, 10 - 50 uM Levodopa ve 100 - 500 uM Benserazid derigim araliklarinda dogrusal yanitlar
vermistir. Levodopa ve Benserazid i¢in sirasiyla 3.65 uM ve 1.99 pM'lik tayin sinirlar1 elde edilmistir. Sensoriin
aktivitesi, girisim yapan tiirlerden biri olan askorbik asit varliginda bagariyla test edildi. Gelistirilen yontem,
gercek idrar numunelerinde ve farmasétik dozaj formundaki Levodopa ve Benserazid’in tayininde basariyla
uygulanmistir.

Anahtar kelimeler: Benserazid, Cok duvarli karbon nanotiip, Levodopa, Pirol

ABSTRACT

In this study, an electrochemical sensor has been developed by modification of the electropolymerized pyrrole
and multi-walled carbon nanotube (MWCNT) on the glassy carbon electrode in anhydrous environment. The
polypyrrole and MWCNT based electrode have been used for the electrochemical quantitative determination of
the active substances Levodopa and Benserazide which are used in the treatment of Parkinson's disease. The
effect of different parameters on the modified sensor have been tested and the optimized method showed high
selectivity and precision. The modified sensor gave linear responses in the concentration ranges of 10 - 50 uM
Levodopa and 100 - 500 uM Benserazide. Determination limits of 3.65 uM and 1.99 uM have been obtained for
Levodopa and Benserazide, respectively. The activity of the sensor was successfully tested in the presence of an
interference species, ascorbic acid. The developed method has successfully been applied in the determination of
Levodopa and Benserazide in real urine samples and pharmaceutical dosage form.
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GIRIS

Beyinde sinir hiicrelerinin uyarilabilme 06zelligini arttiran asetilkolinle bunun aksini
yapan dopamin arasinda belli bir denge bulunmaktadir. Parkinson hastaliinda bu denge
asetilkolin lehine bozulmus olup, tedavide dopamin agiginin yerine konmasi gerekmektedir.
Sentetik dopamin kan ile beyin arasindaki bariyeri asamamaktadir. Bu problem kan beyin
engelini astiktan sonra dopamine doniisen, Levodopa'nin bulunmasi ile ¢éziimlenmistir (Atta,
Galal ve EIl-Gohary, 2020; Beitollahi, Safaei ve Tajik, 2020; Ghalehno, Mirzaei ve
Torkzadeh-Mahani, 2019; Goodman, Rall, Nies ve Taylor, 1990; Li, Gao, Wu ve Zhao, 2020;
Safaei, Beitollahi ve Shishehbore, 2020). Levodopa (L-Dopa) dopamine metabolize olan
aromatik amindir. Levodopa, ticari ilaglarda karbidopa veya Benserazid gibi aromatik amino
asit dekarboksilaz inhibitorii bir ilagla kombine preparatlar1 seklinde kullanilir. Genellikle, bu
maddeler, sulu c¢ozeltide yiikseltgenmek suretiyle, kinon bilesiklerini olusturmaktadir
(Kuyumcu Savan ve Erdogdu, 2017; Miraki vd., 2019; Ommaty, 2009; Savan ve Erdogdu,
2019).

Levodopa ve Benserazid ikili ilag karisiminin saptanmasi i¢in kromatografik (Pan, Guo
ve Li, 2010), spektrofotometrik (Dinc ve Ustundag, 2002) ve kemiliiminesans (Marques,
Santos, Lopes ve Lima, 2008) yontemler de kullanilmistir. Bu maddelerin ortak &zelligi,
kromofor grup icermeyen monoamin bir norotransmitter madde yapisina sahip olmalaridir.
Dolayisiyla spektrofotometrik metodlarla tayini siirli diizeydedir. Kromatografik metod
diger yontemlerden popiiler olmasina karsin, interferantlarin varligi bu metot i¢in énemli bir
dezavantajdir. Ayrica kromatografik metodla bu maddelerin tayini yine elektrokimyasal
dedektoriin kullanimi halinde miimkiindiir. Alternatif olarak, daha secici, daha duyarli, daha
ucuz ve diger yontemlere kiyasla daha kisa siirede hazirlanabilir olma gibi avantajlari
sebebiyle, elektrokimyasal yontem son zamanlarda daha fazla ilgi ¢cekmektedir. VVoltametrik
yontemler ile ilag etken maddelerinin herhangi bir ayirma yontemine gerek kalmadan
farmasotik preparatlardan ve biyolojik sivilardan analizinin hizli, hassas ve ekonomik bir
sekilde yapilmasi mimkiindiir (Aksoy, Pasahan, Gungor, Koytepe ve Seckin, 2017; Gungor,
Pasahan, Cengiz, Koytepe ve Seckin, 2015; Ozkan, Uslu ve Aboul-Enein, 2003; Pasahan,
Koytepe, Cengiz ve Seckin, 2013; Savan vd., 2016). Voltametrinin istiin yanlarindan biri de
ilag etken maddelerinin redoks reaksiyonlarindaki rolii ile molekiiler biyoloji alaninda ve
dolayisiyla fizyolojik 6nem tasiyan pek cok bilesigin farmakolojik etki mekanizmalariin

aciklanmasinda kullanilmasidir.
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Elektroanalitik uygulamalarda ¢aligma elektrotu olarak ciplak elektrot kullanildiginda,
askorbik asit, iirik asit gibi elektroaktif interferanslar iletken elektrot yiizeyinde elektroaktivite
gostererek sinyal alinmasi arzu edilen tiire ait amperometrik yanita katkida bulunmak
suretiyle ilgili tiirlin karakteristik pikini onemli Olclide degistirmekte ve sonug olarak da
analitlere ait pik ayriminda tatminkar potansiyel farklarma ulagilamamaktadir. Ciplak
elektrodun bu dezavantaji, modifiye elektrotlarin kullanimini zorunlu hale getirmistir. Ayrica,
elektrot modifikasyonu; asir1 potansiyelin diisiiriilmesi, reaksiyon hizinin arttirilmasi ve
duyarliligin iyilestirilmesi gibi daha pek ¢ok avantaj sunmaktadir (Hu, Wang, Liao ve Wang,
2005).

Karbon nanotiipler benzersiz yapilari, mekanik kuvveti ve elektronik 6zelliklerinden
dolay1 elektroanalitik kimyada elektrot modifikasyonunda biyosensdr dizayninda siklikla
kullanilmaktadir (Ouveria-Caridade, Pauliukaite ve Brett, 2008). Bu sekilde, c¢alisilan
potansiyel diismekte ve bir¢ok elektroaktif maddenin reaksiyon hizi artmaktadir. Boylece
karbon nanotiip modifiyeli elektrotlar diger bilindik karbon elektrotlardan daha 1yi
elektrokimyasal performans gostermektedir (Wang, Li, Shi, Li ve Gu, 2002). Hem karbon
nanotiipiin hem de iletken polimerlerin elektrokimyasal 6zellikleri, elde edilecek modifiye
elektrodun yeni ve essiz ozelliklere sahip olmasini saglamaktadir.

Elektrokimyasal yontemlerle Levodopa ve Benserazid tayininde karsilasilan en onemli
problemlerden birisi elektroaktif askorbik asidin varligidir. Bazi hastaliklarin teshis ve
tedavisinde, askorbik asit ve katekolaminlerin biyolojik sivilardaki tayini 6nemlidir. Biyolojik
stvilardaki askorbik asit, kanser, seker ve karaciger hastaliklar1 ile baglantili olan, insan
metabolizmasindaki oksidasyon stres miktarina ulagsmak i¢in kullanilabilir (Wu vd., 2010).
Zira askorbik asit, beyin omurilik sivisinda bu tiir katekolaminlerle birlikte bulunur ve pik
potansiyelleri birbirine yakin oldugundan, bu maddelerin 6l¢iimii i¢in ciddi bir problem
olusturur (Liu, Honma ve Zhou, 2005; Wu vd., 2010). Bu problemin yenilebilmesi i¢in, ya
Levodopa, Benserazid ve askorbik asit i¢in pik potansiyellerinin ayrilabildigi elektrokatalitik
ozellikteki yapilara ya da elektroaktif askorbik asiti bloke ederken Levodopa, Benserazid
gecisine izin veren permselektif kaplama materyallerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada, pirol (PR) monomerinin karbon nanotiipler ile beraber modifiye elektrot
yapiminda kullanimi, elde edilecek bu elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi
ve Levodopa, Benserazid ilag¢ etken maddelerinin tayin edilmesi amaglanmistir. Bu modifiye
elektrot ile askorbik asit ve firik asit gibi girisim yapan tilirler varliginda ilag etken

maddelerinin tayini gergeklestirilmistir. Ayrica, ilag numunesi, kan serumu ve idrar gibi
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biyolojik sivilardaki pek ¢ok girisim yapan maddeler varliginda, bu tiir maddelerin se¢imli

olarak tayini basaril1 bir sekilde gerceklestirilmistir.
GEREC VE YONTEM

Kimyasal Maddeler: Bu galismamizda kullanilan biitiin kimyasallar analitik saflikta
olup; Levodopa standardi Alfa Aesar (A Johnson Matthey Company), Benserazid standardi
Sigma, ¢ok duvarli karbon nanotiip (CDKN) (ortalama ¢ap: 3-10 nm, uzunluk: 10-30 um,
saflik: >%95, yiizey alani: >500 m?/g) Grafen Inc., pirol, tetrabiitilamonyumtetrafloroborat
ve L-(+)-askorbik asit Merck firmalarindan temin edilmistir. Tampon ¢o6zeltilerin
hazirlanmasinda analitik safliktaki kimyasallar; NaHPO4 (Merck), KH2PO4 (Carlo Erba), KCI
(Merck), NaCl (Merck), HsPOs (Merck), HsBOz (Merck) ve CH3COOH (Merck)
kullanilmistir. Biitiin sulu ¢0zeltilerin hazirlanmasinda, Milli-Q sistemden (Millipore,
Milford, USA) elde edilen yiiksek safliktaki ultra saf su kullanilmistir. Ayrica,
elektrokimyasal Olgiimlerde etken madde olarak kullanilan Levodopa ve Benserazid, 1072
M’lik derisimlerde stok ¢ozeltileri saf su ile hazirlanmistir. Biitlin ¢Ozeltiler analiz esnasinda
hazirlanmis ve 1siktan korunmustur.

Cihazlar ve gerecler: Biitlin elektrokimyasal islemler, tiglii-elektrot hiicresinde BAS
(Bioanalytical Systems, Inc.) 100W elektrokimyasal analizor tarafindan gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal hiicre olarak, ayni firmanin C2 Faraday hiicre kafesi kullanilmistir.
Cozeltilerin pH’1 Hanna Instruments pH 211 Microprocessor pH metresi ile 6l¢iilmiistiir.

Yardimci elektrot olarak spiral disk seklinde hazirlanmis platin elektrot, sulu ortamlar
icin referans elektrot olarak 3 M KCl i¢indeki Ag/AgCl elektrotu (CHI111), susuz ortamlar
icin Ag/Ag" referans elektrotu (CHI112) ve ¢alisma elektrotu olarak ise camsi karbon elektrot
(CHI104) kullanilmistir. Camsi karbon elektrotlar (CKE), deneysel calismalar yapilmadan
once aliimina tozu ve distile sulu kadife disk (BAS, MF-1040) temizleme pedlerinin {izerinde
temizlenmistir. Daha sonra CKE, 100 mV / sn tarama hizinda 0.1 M H2SO4 ¢6zeltisi i¢inde —
0.5 ile 2.0 V araliginda 20 dongii ile ¢evrimli voltametri (CV) teknigi uygulanarak aktive
edildi. Tiim deneyler, argon gaz1 atmosferi altinda gercgeklestirildi.

Tampon c¢ozeltilerinin hazirlanisi: Fosfat tampon ¢ozeltilerini (PBS) hazirlamak i¢in,
1.9052 g KH2PO4, 19579 g NaxHPOs, 36.5250 g NaCl ve 1.0066 g KCI tartilip
coziinlirlestirildikten sonra 500 mL ye balonjojede deiyonize su ile tamamlanmistir. Bu
¢ozeltinin pH’1 yaklasik olarak 6.3 civarinda 6l¢iilmiistiir. 0.2 M’lik NaOH, 0.1 M’lik H3POg4
ilavesiyle pH’lar1 2.0, 3.0, 4.0; 5.0, 7.0, 9.0 ve 11.0 olan PBS tamponlar1 hazirlanmistir.
Britton-Robinson (BR) tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in, 2.4700 g HsBOgs, 2.7 mL H3PO4 ve
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2.3 mL CH3COOH karistirilip ¢oziiniirlestirildikten sonra 1000 mL ye balonjojede deiyonize
su ile tamamlanmistir. Elde edilen bu ¢ozeltinin pH’1 yaklisik 2.02 civarinda 6l¢iilmiistiir. 0.2
M’lik NaOH ve 0.1 M lik H3PO4 yardimiyla hazirlanan tampon ¢6zeltilerinin pH’lar1 2.0, 3.0,
5.0, 7.0, 9.0 ve 11.0° ayarlanmistir. Asetat tampon (AT) ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in, 0.1
M’lik 500 mL’lik CH3COOH c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin pH’1 yaklagik 2.7 olarak
Olgiilmiistiir. 0.1 M’lik CH3COOH ¢o6zeltisinden yararlanarak 5.0 M NaOH ve derisik
CH3COOH ¢ozeltileri yardimiyla pH’lar1 3.0, 5.0, 7.0, 9.0, 11.0 olan tampon ¢ozeltiler
hazirlanmistir.

CDKN’iin islevsellestirilmesi: Karbon nanotiiplerin diizgiin dispersiyonlarini elde
etmek ve kuvvetli etkilesimini saglamak icin ¢ok duvarli karbon nano tiiplerin yiizeyine
karboksilik asit gruplari baglanmustir. Oncelikle, ¢cok duvarli karbon nano tiipiin (CDKN)
oksidasyonu 3:1 oraninda siilfirik asit ve nitrik asit karisimi kullanilarak gerceklestirilmistir
boylece ham materyal, katalizorlin ylizeyine karboksilik gruplart absorplamaktadir. Bu
amagla, 100 mg CDKN, 12 mL H2SO4:HNOs3 (1:1) karisimina eklenmis, 70 °C’de silikon yag
banyosunda 12 saat karistirarak isitilmis, triin 0.22 pum gozenekli teflon membrandan
stiziilmiis ve pH’1 notral degere ulasincaya kadar saf su ile yitkanmistir. Karboksillenmis ¢ok
duvarli karbon nanotiipler (CDKN-COOH) vakum etiiviinde 48 saat oda sicakliginda
kurutulmustur (Tsang, Chen, Harris ve Green, 1994).

Camsi karbon elektrotlarin CDKN ve polipirol ile kaplanmasi: Calismada kullanilan
polipirol polimer elektrotlarini elektrokimyasal olarak elde etmek i¢in, 50 mM pirol 0.1 M
KCl igerisindeki ¢ozeltisi hazirlanmistir. Piroliin yiikseltgenme potansiyeline karar vermek
icin, CKE’da (-200) ile (+1800) mV’da 50 mV/s tarama hizinda CV teknigi uygulanmistir.
Sekil 1’deki voltamogramlarda goriildiigii gibi ilk yiikseltgenme piki 1178 mV’da elde
edilmistir. Bu nedenle, 1200 mV’da 10 saniyelik siire ile y18in elektroliz (YE) yontemi
uygulanarak c¢iplak CKE vyiizeyi piroliin elektropolimerizasyonu ile kaplanmistir. Elektrot
yiizeyinde olusan polimerin renginin parlak mavi renkte oldugu gozlemlenmistir.

% 0.2 - % 05 - % 1.0 (mg/uL) derisimlerindeki CDKN c¢ozeltileri hazirlanmistir.
CDKN-COOH’i islevsel hale getirmek icin N,N-dimethylformamide (DMF) icerisinde
homojen bir karisim elde edilinceye kadar 4 saat ultrasonik banyoda tutulmustur. Modifiye
elektrotlar, iki farkli uygulama ile modifiye edildi. Birinci modifikasyon prosediiriinde,
polipirol CKE yiizeyine 1200 mV’da 10 saniyelik siire ile YE teknigi ile elektrokimyasal
olarak kaplandi. Uzerine 10 puL veya 20 pL CDKN-COOH dispersiyonlarindan damlatilds.
Ikinci modifikasyon prosediiriinde, CKE vyiizeyine 10 puL veya 20 pL CDKN-COOH

dispersiyonlarindan damlatilip 1 giin oda sicakliginda kurutuldu. Sonra bu elektrotlarin ylizeyi
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polipirol ile elektrokimyasal olarak kaplandi. Boylece on iki tane farkli elektrot olusturuldu.
Modifiye edilen elektrotlar daha sonra deiyonize su ile yikandi. Olusturulan bu elektrotlar
calisma elektrotu olarak kullanildi.

Numune Uygulamasi: Levodopa ve Benserazid ikili karisimi numune uygulamasinda,
Madopar (bir tablet 100 mg Levodopa ve 50 mg Benserazid igerir, Deva) ila¢ formu
kullanildi. Bu ila¢g formundan 10 adet tablet hassas olarak tartildi ve bir havanda ince toz
haline getirildi. Calisilan standart maddenin istenilen miktarina esdeger miktarda tartilip saf
su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Daha sonra ultrasonik banyoda bir saat karistirildi. Bu
karigtirma siiresi sonunda, karigim 0.45 um’lik membran filtreden siiziildii. Bu ¢dzeltiden
uygun miktarda alinip pH’1 7.0 olan 0.1 M PBS elektroliti ile 10 mL’ye tamamlanarak 5
tekrar numunesi hazirlandu.

Calismada kullanilan tabletler icerisinde yer alan katki maddelerinin girisim yapip
yapmadigini tespit etmek amaciyla geri kazanim c¢alismalart yapilmistir. Bu amagcla belirli
miktarlarda hazirlanan tablet cozeltilerine diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi
uygulanarak, uygun kalibrasyon grafiginden igerisindeki madde miktar1 hesaplanip geri
kazanim degerleri bulunmustur. Ayrica, bu tablet numunelerine ve idrar numunelerine saf
etken maddelerden olusan karisimdan istenen miktarlarda ilave edilip, eklenen miktarlarin
geri kazanilabilirligi arastirilmistir. Bu Olglimlerde bes tablet numunesi ve idrar numunesi
hazirlanmistir. Idrar numunesi hazirlanirken, idrardan 1.0 mL alintp pH’1 7.0 olan 0.1 M PBS
elektroliti ile 10 mL’ye seyreltildi. Her bir numune ¢6zeltisinin ii¢ tekrar DPV odl¢limleri

alinmis ve bu tekrarlarin ortalamasi alinarak geri kazanim degerleri hesaplanmustir.
BULGULAR VE TARTISMA

Film Kahnhg Etkisi: Pirol monomeri, CKE yiizeyinde CV yontemiyle biiyiitiilmiis
ancak etken maddelerin bu film ylizeylerinde yanitlar1 alinamamistir. Bu nedenle BE yontemi
denenmistir. Piroliin Sekil 1°deki ¢evrimli voltamogramlar1 alindiktan sonra yiikseltgenme
pikinin gézlemlendigi 900-1400 mV araliginda 10 saniyelik filmleri olusturulmus ve bunlarin
etken maddelere kars1 yanitlar1 incelenmistir. Sekil 2°’de Benserazid’e karsi olan yanitlar
goriilmektedir. Bu voltamogramlar incelendiginde, en yiiksek pik akimi 1200 mV’da
blyiitiilen film yiizeyi ile elde edildiginden bu potansiyelde filmlerin biiylitiilmesine karar

verilmistir.
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sirastyla yaklasik 80 ve 184 mV potansiyelde yiikseltgenme piki verdikleri goriilmiistiir (Sekil
3, Sekil 4).
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Sekil 3. (a) 1.0 mM Benserazid’in Polipirol Elektrot Uzerinde, a) 10, b) 15, ¢) 20 d) 25 ¢) 30 Saniyelik Film
Kalinliklarindaki Verdigi DPV Yanitlar1 (b) 1.0 mM Benserazid’in Polipirol Elektrottaki Akim-film Kalinlig:
Mliskisi.
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Sekil 4. (a) 1.0 mM Levodopa’nin Polipirol Elektrot Uzerinde, a) 10, b) 15, c) 20, d) 25, e) 30 Saniyelik Film
Kalinliklarindaki Verdigi DPV Yanitlar1 (b) 1.0 mM Levodopa’min Polipirol Elektrottaki Akim-film Kalinlig
Mliskisi.

Bu film kalinliklarindaki voltamogramlar incelenmis, film kalinligi artarken etken
maddelerin pikindeki degismeler dikkate alindiginda 10 s’lik film kalinliginda en yiiksek pik
akimlar1 gozlenmistir. Filmin kalimliginin artmasiyla biiyiik molekiiler hacme sahip etken

maddelerin gegisine engel oldugu yani permselektif bir davranis sergiledigi diisiiniilmektedir.

343



ISSN: 2147-7892, Cilt 8, Say: 2 (2020) 336-355 doi: 10.33715/inonusaglik.721268
Pirol ve Cok Duvarli Karbon Nanotiip Modifiye Sensér ile Levodopa ve Benserazid’in Elektrokimyasal Olarak Eszamanli Tayini
Ebru KUYUMCU SAVAN, Gamze ERDOGDU

Destek Elektrolit ve pH Etkisi: Etken maddelerin polipirol modifiye elektrottaki
yanitini arttirabilecek en uygun destek elektrolit ¢ozelti ortami arastirilmistir. Bu amagla,
fosfat tamponu, britton-robinson tamponu ve asetat tamponu elektrolit ¢ézeltilesi olarak
kullantlmistir.

Etken maddelerin, Fosfat tamponu ve BR tamponu i¢in pH 2-11, AT i¢in pH 3.0-7.0
araligindaki ¢ozeltilerinin, modifiye elektrot iizerindeki DPV yanitlar1 incelenmistir. Sekil 5,
Sekil 6 ve Sekil 7 incelendiginde en uygun pH’1in 7.0 oldugu, ikili karigimin en iyi bu ortamda
ayrilabildigi anlasilmaktadir. Bu yiizden sonraki deneyler bu elektrolit ortami igerisinde

yapilmustir.

-200 T T I T T T
+1.0 +0.8 +0 .G +0 .4 . +0 .2 Q 0.2 -0.4
Potansiyel (V)

Sekil 5. 1.0 mM Levodopa ve 1.0 mM Benserazid Karisiminin PBS’nun Farkli pH’larinda a) 2.0, b) 3.0, ¢) 5.0,
d) 7.0, e) 9.0, f) 11.0 Polipirol Elektrot Uzerindeki Yamtlari.
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Sekil 6. 1.0 mM Levodopa ve 1.0 mM Benserazid Karigiminin BR Tamponunun Farkli pH’larinda a) 2.0, b) 3.0,
¢) 5.0, d) 7.0, e) 9.0, f) 11.0 Polipirol Elektrot Uzerindeki Yanitlari.
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Sekil 7. 1.0 mM Levodopa ve 1.0 mM Benserazid Karisiminin AT nun Farkli pH’larinda a) 3.0, b) 5.0, ¢) 7.0, d)
9.0, €) 11.0 Polipirol Elektrot Uzerindeki Yamtlari.

Benserazid ve Levodopa’nin Modifiye Elektrotlar ile Tayini: 1.0 mM Benserazid ve
1.0 mM Levodopa’nin PBS pH 7.0 tamponundaki ¢ozeltileri hazirlanmis ve hazirlanan
modifiye elektrotlardaki DPV yanitlar1 arastirilmistir. 1.0 mM Benserazid’in PR-CDKN
modifiye elektrotlar ile alinan DPV yanitlarinin karsilastirilmast sonucu Sekil 8’deki
voltamogramlar elde edilmistir. Difereansiyel puls voltamogramlari incelendiginde, CKE
tizerine polipirol kaplanip iizerine 20 pL % 0.5’lik CDKN damlatilmasiyla elde edilen
modifiye elektrotla (CKE/PR/CDKN) en iyi ayrilma saglanmistir. Elde edilen akim degerleri
de daha tatmin edicidir. Benserazid i¢in 200 mV’da 2.775 x 10* A’lik pik akimi, Levodopa
icin 352 mV’da 8355 x 10* A’lik pik akimi elde edilmistir. Ayrica, modifiye
CKE/PR/CDKN elektrot, CKE un polipirol ile kaplanmasiyla elde edilen polimer elektrottan
da daha iyi yanit gostermis ve bu modifikasyonla yanitlarin iyilestigi gozlenmistir. Bundan

sonraki ¢aligmalar i¢in modifiye CKE/PR/CDKN elektrot kullanilmistir.
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Sekil 8. 1.0 mM Levedopa ve 1.0 mM Benserazid Karisiminin Modifiye Elektrotlar Uzerindeki DPV Yanitlar:
CKE Yiizeyine a) polipirol kaplanmis, b) polipirol kaplandiktan sonra 20 puL % 0.2 CDKN’ten damlatilmus, ¢)
polipirol kaplandiktan sonra 10 uL % 0.5 CDKN’ten damlatilmus, d) polipirol kaplandiktan sonra 20 uL % 0.5
CDKN’ten damlatilmig, €) polipirol kaplandiktan sonra 10 pL % 1.0 CDKN’ten damlatilmug, f) polipirol
kaplandiktan sonra 20 pulL % 1.0 CDKN’ten damlatilmis, g) 20 pL % 0.2 CDKN’ten damlatildiktan sonra
polipirol ile kaplanan, h) 10 uL. % 0.5 CDKN’ten damlatildiktan sonra polipirol ile kaplanan, 1) 20 uL % 0.5
CDKN’ten damlatildiktan sonra polipirol ile kaplanan, j) 10 uL % 1.0 CDKN’ten damlatildiktan sonra polipirol
ile kaplanan, k) 20 uL % 1.0 CDKN’ten damlatildiktan sonra polipirol ile kaplanan elektrotlar.

Analitik Metodun Validasyonu: DPV, disiik tayin limitlerinde organik ilag
bilesiklerinin tayini i¢in etkin, se¢imli ve duyarli bir yontemdir. Bu ylizden DPV, Benserazid
ve Levodopa’nin kantitatif degerlendirmesinde kullanilmistir. Calisilan metodun validasyonu,
kesinlik ve dogruluk dikkate alinarak standart cozeltilerin elektrolit ¢ozeltisinde tekrar
analizlerinin gerceklestirilmesiyle degerlendirilmistir. En 1y1 yanita, pik sekline, pik akim
duyarliligina ve tekrarlanabilirligine bakilarak karar verilmistir. Analitik deneylerde
kullanilan biitiin ¢ozeltiler, c¢ozeltideki analitin kararliligin1  saglayabilmek i¢in taze
hazirlanmistir. Metot validasyonu kapsaminda, DPV teknigi ile pik akiminin Benserazid ve
Levodopa’nin derisimlerine karsi ¢izilen kalibrasyon grafiklerinden regresyon denklemleri
elde edilmis, tayin smirlar1 bulunmus, tablet dozaj formlarinda ve idrar orneklerinde geri
kazanim ¢alismalar1 yapilmis, Askorbik Asit (AA) yaninda girisim etkileri arastirilmistir.

Kalibrasyon egrisi caligmalari, anodik yiikseltgenme pik akimlar1 ve konsantrasyon
arasinda gergeklesen lineer korelasyona dayanmaktadir. Kalibrasyon esitligi Ipa (pA) = XC
(uM) + Y olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi en kiiglik kareler
yontemi ile gergeklestirilmistir. Olciim limitleri, tayin smr1 (LOD) = 3 x s/m ve tayin alt

sinirt (LOQ) = 10 x s/m formiillerinden hesaplanmistir. Bu formiillerde s, kalibrasyon
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araliginda belli bir derisimde tekrarlanan pik akimlarinin (10 tekrar ile) standart sapmasi, m
ise ilgili kalibrasyon egrisine ait egim degeridir (Ermer ve Miller, 2005).

Metodun kesinligi, DPV teknigi ile ayn1 gilin icerisinde 1.0 mM BS ve 1.0 mM
Levodopa (LD) ¢ozeltilerinin birbirinden bagimsiz 10 tekrarindan (giin i¢i tekrarlanabilirlik)
ve arka arkaya 5 giin siiresince Ol¢iimler alinarak (gilinler arasi tekrarlanabilirlik)
hesaplanmistir. Glinler aras1 Olgiimlerde 3 tekrar yapilip ortalamasi alinarak hesaba
katilmistir. Bagil standart sapma (% RSD) olarak degerlendirilen kesinlik ve dogruluk, giin
ici ve giinler arasi standart sapmanin, Ol¢iim degerlerinin ortalamasina boliintip 100 ile
carpilmasit sonucu hesaplanmistir.

Etken maddelerin 1.0 mM’lik stok ¢ozeltileri ultra saf su igerisinde hazirlanmis ve
kalibrasyon ¢alismalar1 icin gerekli derisimler bu stok c¢ozeltilerden seyreltilerek
kullanilmistir. Tayin sinir1 ¢alismalarinda, en diisikk 1.0 pM derisiminde standart ¢ozeltiler
kullanilmis ve 1.0 mM’lik stok cozeltisinden belirli miktarlardaki hacimler, pH 7.0 PBS
elektrolit ortamimna eklenmistir. Seyrelme g6z Oniline alinarak derisimler yeniden
hesaplanmistir. Her derisim i¢in ii¢ tekrar yapilmis ve alinan sonuglarin ortalamasi alinmistir.

Benserazid’in artan derigimlerinin (100.00, 199.01, 297.05, 394.14, 491.22 uM) pH"1
7.0 olan 0.1 M PBS’da, modifiye CKE/PR/CDKN elektrot {izerindeki diferansiyel puls
voltamogramlar1 ve kalibrasyon grafigi Sekil 9’da gosterilmistir. Ayrica, modifiye
CKE/PR/CDKN elektrodunun kararlilik testi icin yapilan 394.14 pM’lik Benserazid’in
ardisik on DPV yanit1 Sekil 10°da gosterilmistir. Levodopa’nin pH’1 7.0 olan 0.1 M PBS’daki
artan derisimlerinin (10.00, 19.98, 29.70, 39.41, 49.03, 58.55, 67.99, 77.33, 86.59, 95.77 uM)
modifiye CKE/PR/CDKN elektrot lizerindeki diferansiyel puls voltamogramlar1 ve 10-50 uM
derisim araliginda alinan yanitlarin kalibrasyon grafigi Sekil 11°de gdsterilmistir. Modifiye
CKE/PR/CDKN elektrodun kararlilik testi i¢in yapilan 39.41 uM’lik Levodopa’nin ardisik on
DPV yaniti Sekil 12°de gosterilmistir. Benserazid ve Levodopa’nin, modifiye
CKE/PR/CDKN elektrotta DPV teknigi ile elde edilen verileri kullanilarak kalibrasyon

egrilerinin karakteristigi ve ilgili validasyon parametreleri Tablo 1’de dzetlenmistir.
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Sekil 9. (a) 100.0 - 491.22 uM Derisim Araligindaki Benserazid’in, (a: Koreait Voltammogram) Modifiye
CKE/PR/CDKN Elektrot Uzerinde Alinan DPV Yanitlari. (b) 100.00 - 491.22 uM Derisim Araliginda
Benserazid’in Kalibrasyon Grafigi.
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Sekil 10. 394.14 uM Derisimindeki Benserazid’in Modifiye CKE/PR/CDKN Elektrot Uzerinde Alinan Tekrarli
DPV Yanutlari
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Sekil 11. (a) 10.00 - 95.77 uM Derisim Araligindaki Levodopa’ nin Modifiye CKE/PR/CDKN Elektrot Uzerinde
Alinan DPV Yanitlar1. (b) 10.00 - 49.03 uM Derisim Araliginda Levodopa’nin Kalibrasyon Grafigi.
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Sekil 12. 39.41 uM Derisimindeki Levodopa’nin Modifiye CKE/PR/CDKN Elektrot Uzerinde Alinan Tekrarli
DPV Yanitlart.

Tablo 1. Benserazid ve Levodopa’nin kantitatif tayininde modifiye CKE/PR/CDKN elektrot ile elde edilen
validasyon verileri

Benserazid Levodopa
Kalibrasyon egrisinin denklemi I (uA)=0.8422C(uM) -4.4408 1 (pA)=2.2409C(uM) + 1.3544
Olgiim Yapilan Potansiyel (mV) 160 352
Dogrusallik Araligi (M) 1.0x10*-5.0x 10* 1.0x10%-5.0x10°
Egim (pA.uM™?) 0.8422 2.2409
Kesigim (pA) -4.4408 1.3544
Korelasyon Katsayisi 0.99732 0.99258
Egimin Standart Sapmasi 0.0252 0.112
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Kesisimin Standart Sapmasi 8.24 3.56
Tayin Sinir1 (uM) (LOD) 1.99 3.65
Tayin Alt Sinint (uM) (LOQ) 6.63 12.16
Potansiyelin giin i¢i

tekrarlanabilirligi (%RSD) 8.80 4.46
Potansiyelin giinler arasi

tekrarlanabilirligi (%RSD) 10.2 7.85
Akimin giin i¢i tekrarlanabilirligi

(%RSD) 39.04 35.91
Akimin giinler arasi

tekrarlanabilirligi (%RSD) 58.54 85.16

Levodopa ve Benserazid ikili karisim analizine girisimin etkisi: Levodopa ve
Benserazid ikili karisiminin, pH’1 7.0 olan 0.1 M PBS elektrolit ortaminda askorbik asit
girisim etkisi ¢alisilmistir. Bu amagla, askorbik asit ve Benserazid derisimi sabit tutulup
Levodopa derisimi arttirilmustir. Sekil 13a incelendiginde askorbik asit ve Benserazid pikleri
ayni kalirken Levodopa pikleri lineer olarak artmaktadir. Ayrica, Levodopa ve Benserazid
ikili karigiminin derisimi sabit tutulmus ve askorbik asit derisimi arttirilmistir (Sekil 13b).
Levodopa ve Benserazid igin pik akim yiikseklikleri sabit kalirken, askorbik asit derisiminin
artmasiyla orantili olarak pik akim yiikseklikleri artmistir. ikili karistmin askorbik asit
varliginda tayininde, 6l¢limiin kararliligin1 gérebilmek icin bes saniye araliklarla arka arkaya
on Ol¢im alinmig ve elde edilen voltamogramlar Sekil 13c’de gosterilmistir. Tiim analitlere
ait pik potansiyellerinde herhangi bir kayma gozlenmezken, pik akim yiikseklikleri de sabit
kalmustir. 1kili karisimin fizyolojik pH degeri olan pH 7.0’de askorbik asit varliginda bu
sonucu veriyor olmast gercek Orneklerde, ikili karistmin bu yontem ile dogrudan tayin

edilebilecegi konusunda umut vericidir.
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Sekil 13. (a) 5 mM askorbik asit (AA) ve 0.1mM Benserazid (BS) varliginda Levodopa’nin (LD) (1.0, 2.0, 3.0,
4.0 mM), (b) 0.1mM LD, 0.1mM BS ve AA’in (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 mM), (c) 7.0 mM AA yaninda 0.1mM BS
ve 1.0 mM LD’nin PBS tamponunda modifiye CKE/PR/CDKN elektrot {izerindeki DPV yanitlari.

Levodopa-Benserazid ikili karisiminin, idrar 6rnekleri igerisindeki askorbik asit girisim
etkisi calisilmis ve numuneler hazirlanirken 1 mL idrar 6rnegi alinip 9 mL tampon ilave

edilmistir. Bu amagla, Levodopa ve Benserazid derisimi sabit tutulup, askorbik asit derigimi
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arttirllmistic (Sekil 14a). Ayrica, ikili karisimin idrar ortaminda askorbik asit varliginda
tayininde, 6l¢iimiin kararliligin1 gérebilmek icin 5 s araliklarla arka arkaya 10 dlgiim alinmis
ve elde edilen voltamogramlar Sekil 14b’de gdsterilmistir. idrar 6rneklerinde girisim etkisi
caligmalari, gergek drneklerde de bu iig tiirlin secici bir sekilde ¢ok iyi ayrilabildigini ve tayin

edildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 14. a) 0.1mM LD, 0.1mM BS ve AA’in (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 mM), b) 0.1mM LD, 0.1mM BS ve AA
(5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 mM) idrar Numunesinde Modifiye CKE/PR/CDKN Elektrot Uzerindeki DPV Yanitlar1.

Ger¢cek numune uygulamalar ve geri kazamim ¢ahsmalari: Levodopa-Benserazid
(Madopar) ikili karigimlarini igeren tablet uygulamalarmin uygun derisimde etken madde
icerecek sekilde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinarak pH’1 7.0 olan 0.1 M
PBS elektroliti ile 10 mL’ye tamamlanarak 5 tekrar numunesi hazirlanmistir. Bu numunelerin
analizi modifiye CKE/PR/CDKN elektrot ile DPV teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Uygun kalibrasyon grafiklerinden karigimdaki karsilik gelen etken madde miktarlar
bulunmus ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Ayrica ayni islemler, idrar numunelerine
standart madde eklenerek hazirlanan ¢ozeltilere de uygulanmis, karisimdaki her bir etken
maddenin miktar1 ve geri kazanim degerleri hesaplanmustir.

Idrar numunesinde yapilan uygulamada ise idrar 1:10 oraninda 0,1 M PBS tamponu (pH
7,0) ile seyreltilerek etken maddelerin istenen derisim olacak sekilde belirli bir hacimde ilag
orneklerinden ilave edilmistir. Madopar (100 mg Levodopa / 50 mg Benserazid) tablet
numunesinin modifiye CKE/PR/CDKN elektrot ile yapilan geri kazanim caligmalar1 Tablo
2’de 6zetlenmistir. Madopar tablet numunesine ve idrar numunesine Levodopa ve Benserazid
standart maddelerinin eklenmesi sonucu modifiye CKE/PR/CDKN elektrot iizerinde alinan

yanitlarin geri kazanim ¢alismalar1 Tablo 3’te 6zetlenmistir. Analitik calismalar ve elde edilen
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geri kazanim degerleri uygulanan yontemin, modifiye CKE/PR/CDKN elektrotta, ikili

karisimlarin tayininin yapilabilir olmasi yoniinde olumlu sonuglar géstermistir.

Tablo 2. Madopar tablet numunesi i¢cin DPV yanitlarindan yararlanilarak hesaplanan sonuglar

Tablette bulunan miktar (mg) Olgiilen Miktar (mg) % Geri Kazanim
Numune LD BS LD BS LD BS

1 1.972 0.986 1.9828 0.9675 100.55 98.13
2 1.972 0.986 1.9494 0.9039 98.86 91.68
3 1.972 0.986 1.9888 0.9186 100.86 93.17
4 1.972 0.986 1.9295 0.9191 97.85 93.22
5 1.972 0.986 1.9464 0.9597 98.71 97.34
Xort? 99.36 94.71

SsP 1.1508 2.5449

%RSD¢ 1.1582 2.6872

% BH¢ 0.6353 5.2928

@ Xort; bulunan sonuglarin ortalamasini,
bSS; standart sapmayi,

€%RSD; degiskenlik katsayisini,

d94BH; yiizde bagil hatay1 ifade etmektedir.

Tablo 3. Madopar tablet numunesine ve idrar numunesine standart etken maddelerin eklenmesiyle DPV
yanitlarindan hesaplanan sonuglar

Olgiilen Miktar (mg) % Geri Kazamim
Eklenen miktar
(mg) Tablette idrarda Tablette idrarda
Numune LD BS LD BS LD BS LD BS LD BS
1 0.197 0.294 0.197 0.299 0.184 0.271 99.92 101.7 93.12 92.22

0.197 0294 0189 0.271 0.185 0.277  96.07 92.22 93.74 94.48
0.197 0294 0193 0.293 0.183 0.281 97.65 99.83 9257 95.64
0.197 0294 0201 0.281 0.182 0.279 101.9 95.64 92.16 95.10
0.197 0294 0197 0277 0.175 0.269 99.82 94.48 88.66 91.49
Xort 99.07 96.77 92.05 93.79
SS 2020 3478 1776 1.635
% RSD  2.039 3.595 1930 1.744
% BH 0.928 3.232 7951 6.214

a|lbhlwin

SONUC VE ONERILER

Piroliin elektropolimerizasyonu ve ¢cok duvarli karbon nanotiipler ile modifikasyonuyla
elde edilen elektrotlar ile Levodopa ve Benserazid igin en iyi yanit arastirilmistir. En iyi
kararlilik, rezoliisyon ve en yiiksek pik akimlari, pH’1 7.0 olan PBS ortaminda CKE iizerine
polipirol kaplanip iizerine 20 pL % 0.5’lik CDKN damlatilmasiyla elde edilen modifiye
elektrotla gergeklestirilmistir. Metot validasyonu kapsaminda, DPV teknigi ile pik akiminin
Levodopa ve Benserazid derisimlerine karsi ¢izilen kalibrasyon grafiklerinden, 10.00 - 49.03
uM Levodopa’nin derisim araliginda Ipa (nA) = 2.2409C (uM) + 1.3544 ve 100.00 - 491.22
uM Benserazidin derisim araliginda Ipa (nA) = 0.8422C (uM) - 4.4408 esitlikleri elde
edilmistir. Tayin sinirlar1 LD i¢in 3.65 uM ve BS i¢in 1.99 uM hesaplanmistir. Tablet dozaj

formunda ve idrar Orneginde geri kazanim c¢aligmalarinda yiiksek geri kazanimlar elde
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edilmistir. Girisim yapan askorbik asit varliginda etken maddelerin tayinleri es zamanli olarak
secici ve duyarli olarak gergeklestirilmistir. Deneylerin tablet matriksinden etkilenmeden geri
kazanilabilecegi yaptigimiz caligmalar ile 6nerilebilmektedir.

Sonu¢ olarak, yapilan biitiin elektroanalitik caligmalar sonucunda, Levodopa ve
Benserazid karigimlarinin hizli, kolay, dogru, duyarli, kesin, segici ve herhangi bir ayirma
islemine ihtiya¢ duyulmayan es zamanli voltametrik tayininde, modifiye CKE/PR/CDKN

elektrodun kullanilabilecegi dnerilebilmektedir.
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