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OZET

KONDANSE 1,4-DIHIRDOPIRIDIN TUREVLERININ
ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ ELEKTROKIMYASAL
YONTEMLE iNCELENMESI

FUNDA CORBACIOGLU
Yiuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. SERDAR ABACI
Haziran 2013, 92 Sayfa

Serbest radikaller ile kanser, diyabet, hipertansiyon, alzheimer, parkinson gibi pek
cok hastalik ve yaslanma arasindaki iliski yapilan ¢alismalarla her gun biraz daha
ortaya ¢cikmaktadir. Serbest radikallerin organizmada neden oldugu oksidatif hasar
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan onlenir. Ancak a-lipoik
asit, melatonin, glutatyon gibi endojen antioksidanlar artan serbest radikal miktar
karsisinda yetersiz kalmaktadir. iste bu durum hem yiiksek aktivite hem de diisiik
toksisite ve yan etkiye sahip yeni antioksidan turlerinin sentezini gerekli
kilmaktadir. Genis literatlr kaynaklarina gore diyetle alinan antioksidanlar, serbest
radikallere karsi korunmada yararhdir ve insanlarda pek ¢ok hastaligin

Onlenmesinde dnemli rol oynarlar.

1,4-Dihidropiridin tirevleri biyolojik aktivitelerinden dolayi ilag aktif maddesi olarak
kullanilmaktadirlar. En onemli kalsiyum kanal blokerleri olarak bilinirler ve

antioksidan ozellikleri de arastiriimaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, ilk defa sentezlenen doért farkli kondanse 1,4-
dihidropiridin turevinin antioksidan kapasiteleri donusumlu voltametri teknigiyle
anodik pik akim degerlerinden belirlenmigtir ve voltamogramlar incelendiginde
kondanse 1,4-dihidropiridin tUrevlerinin antioksidan etkiye sahip olduklar

gOrulmustar.



Anahtar Kelimeler: Antioksidan Kapasite, Kondanse 1,4-Dihidropiridin TUrevleri,

Serbest Radikal, Déntisumlu Voltametri, Kalem Ucu Karbon Elektrot



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT CAPACITIES OF CONDENSED
1, 4 - DIHYDROPYRIDINE DERIVATIVES BY ELECTROCHEMICAL
METHOD

FUNDA CORBACIOGLU
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. SERDAR ABACI
June 2013, 92 pages

The relationship between free radicals and diseases like cancer, diabetes,
hypertension, alzheimer, parkinson and aging emerges more and more day by day
with recent studies. Oxidative damage caused by free radicals in the system is
prevented by enzymatic and non-enzymatic antioxidants. But, endogenic
antioxidants such as a-lipoic acid, melatonin and glutathione are insufficient
against increasing amount of free radicals. This situation requires synthesis of
antioxidants with high activity, low toxicity and side effect. According to a large
literature sources, dietary antioxidants are useful for protecting against free

radicals and play an important role in the prevention of many diseases in humans.

1,4-dihydropyridine derivatives are used as active pharmaceutical ingredient due
to their biological activities. They are known as the most important calcium channel

blockers and their antioxidant properties are being researched.

In this work, antioxidant capacities of four different condensed 1,4-dihydropyridine
derivatives, which were synthesized for the fist time, were determined by cyclic
voltammetry from anodic peak values and when the voltammograms were
analyzed, it was seen that 1,4-dihydropyridine derivatives had an antioxidant

effect.



Keywords: Antioxidant Capacity, Condensed 1,4-Dihydropyridine Derivatives,

Free Radical, Cyclic Voltammetry, Pen-Point Carbon Electrode
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1. GIiRIS

Organizmada hem normal metabolik faaliyetler sirasinda surekli olusan, hem de dig
kaynakli etkenlerle olusturulan serbest radikaller, antioksidan savunma sistemi
tarafindan duzenli olarak ortadan kaldirilirlar. Serbest radikallerin olusumu ile
antioksidan sistem tarafindan ortadan kaldiriimasi arasinda bir denge s6z konusudur
ve bu dengeye oksidatif denge adi verilir. Oksidatif denge saglandigi strece
organizma serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gormez. Antioksidan
savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi veya serbest radikal olusumunun artmasi
nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikal yonune kaymasi durumunda oksidatif
stres meydana gelir [1] [2]. Oksidatif stres yaklasik elli kadar hastalik patogeneziyle
iligkilendirilmistir [3].

Oksidatif zararlari ve antioksidan kapasitesini degerlendirmek icin cok sayida
kimyasal ve biyokimyasal protokol geligtiriimistir. Pek ¢ok calismadaki analitik
metotlar, UV spektrofotometri, IR spektroskopi, oksimetri (elektron spin rezonans),
yuksek performansli sivi kromatografisi veya lazer flag fotolizi gibi kompleks
protokolleri ve/veya pahali maddeleri igerirler. Bu ydontemlerin yaninda elektrokimya
kompleks bir ortamin antioksidan kapasitesini belirlemek igin uygun bir yol olarak
gorunar. Elektrokimyasal yontemler, az miktarda maddenin analiz igin yeterli olmasi,
ucuz olmalari, kolay uygulanabilir olmalari gibi avantajlara sahiptirler. Elektrokimyasal
tekniklerden donusumltu voltametri, bilesiklerin  yulseltgenme ve indirgenme
potansiyelleriyle ilgili bilgi saglayarak elektrokimyasal karakterizasyon igin benzersiz
bir tekniktir. Diferansiyel Puls Voltametri ve Diferansiyel Puls Polarografi de

elektrokimyasal dlgimleri almak igin sik sik kullanilan tekniklerdir.

Pek ¢ok hastaligin patogenezindeki etkileri ortaya ¢ikan serbest radikaller son yillarda
uzerinde en c¢ok arastirma yapilan konularin baginda gelmektedirler. Serbest
radikallerin bu zararh etkilerine karsi her gegen gin yeni antioksidanlar ortaya
konmaktadir. Bu ¢alismanin amaci da bu amagla ilk defa sentezlenen kondanse 1,4-
dihidropiridin turevlerinin elektrokimyasal Ozelliklerinden yararlanarak donusumlu
voltametri teknigi ile analizlerinin yapilmasi ve antioksidan kapasitelerinin,

voltamogramlarin incelenmesiyle kolayca saptanmasidir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulunan atom veya
molekullere serbest radikal denir. Serbest radikaller, pozitif yuklt, negatif yukli ya da
notral olabilirler. Dusuk molekul agirlikh, kisa 6murll ve kararsiz yapilar olan serbest
radikaller, ortaklanmamis elektronlarini eslestirmek igin baska molekullerle kolayca
tepkimeye girerler. Sayisiz enzimatik tepkime ve biyolojik fonksiyon icin gerekli olan

serbest radikallerin fazla Uretimi doku hasari ve hicre 6limu ile sonuglanmaktadir [4]
[5] [6].
Serbest radikaller 3 temel mekanizma ile olugurlar [7]:

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirllmasi: Kovalent bag yapisindaki iki elektronun
her biri, kirlma sonrasinda ayri ayri atomlar tzerinde kaliyorsa serbest radikal

olusur.
XY > X +Y-

2. Normal Bir Molekulun Elektron Kaybetmesi: Radikal olmayan bir molekulin
elektron kaybetmesi sonucu dis orbitalinde ortaklanmamis elektron kaliyorsa

serbest radikal olusur.
X—>X-+e

3. Normal Bir Molekule Elektron Transferi: Radikal olmayan bir molekile tek
elektron transferi ile dig orbitalinde ortaklanmamis elektron olusuyorsa serbest

radikal olusur.
X+e ->X

Biyolojik sistemlerde olusan en onemli serbest radikaller, reaktif oksijen turleri (ROT)
olmakla beraber; C, N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik molekdiller de vardir. Cu?*,
Fe®", Mn%*, Mo®" gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlari

katalizlediklerinden dolayi serbest radikal olusumunda énemli rol oynarlar [6].



Cizelge. 2.1. Bazi 6nemli reaktif turler

Reaktif Oksijen Turleri

Oksijen Merkezli Olmayan Reaktif
Tirler

Radikaller i ™
-Superoksit, O, fRadlkaller . )
. . -Karbon merkezli organik
| “riidroksil, (O radikaller, L., R-
-Perhidroksil, HOz | _Tiyil Radikalleri, RS-
_AIKOKSII_' RO. -Hidrojen Atomu, H-*
=Rele SRR -Nitrik Oksit, NO-
-Azotdioksit, NO,-
-Triklorometil, CCls-

™ N\ J

(Non-radikaller
-Hidrojen Peroksit,H,O,
-Hidroperoksit, ROOH L

| -OzoN, O, [Non-radikaller ]

-Hipoklorik Asit, HOCI RemksiLOUCC
-Hipoklorit, CIO-
(Singlet Oksijen, 10,

J

2.1.1. Reaktif Oksijen Turleri

Normal sartlarda oksijen kararli, kokusuz, tatsiz, renksiz, sudaki ¢dzinurlaga sinirli
bir gazdir. insan hayati icin hem gerekli hem de toksik olan bir molekdildiir. Molekuler
oksijen, tasidigi iki ortaklanmamig elektrondan dolayr bir diradikal olarak
degerlendirilir [6] [8].

je0:0-}

..

Molekiiler O,

Vicuttaki molekuler oksijenin %95-98’i enzimatik yollarla suya c¢evrilirken, geri kalan
kismi elektron eklenmesi sonucu hucre igi organellerin yapilarini ve fonksiyonlarini
degistiren, membranda oksidatif yikima neden olan reaktif oksijen tirlerini (ROT)
meydana getirir. Oksijenden olugsan 6nemli serbest radikaller arasinda superoksit
anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen yer almaktadir [9] [10]
[11].

Molekuler oksijen elektron alarak suya kadar indirgenir. Oksijene bir elektron

eklenmesi sonucu slperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi sonucu hidrojen peroksit,



uc elektron eklenmesi sonucu hidroksil radikali ve en son dort elektron eklenmesi ile
de su olusur [12] [13].

0, '0,  Singlet oksijen
O Molekiiler oksijen
l +le
Oz Siiperoksit radikali
+le
J, +2H"
H,, Hidrojen peroksit
+le Fe'™ gibi metaller katalizlerse
Fenton Reaksivonu olarak bilinir
H;O + 1H
OH" Hidroksil radikali
+le
l +IH"
2H,0 Metabolik su

Sekil 2.1. Serbestlesen oksijen molekiillerinin olusturdugu radikaller

2.1.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikallerin meydana gelmesine neden olan baslica hucre i¢i kaynaklar
mitokondriyal elektron transport zinciri, mikrozomal elektron transport zinciri,
endoplazmik retikulum ve niUkleer membran elektron transfer sistemleri, kiglk
molekullerin  otooksidasyonu, arasidonik asit metabolizmasi, yukseltgenme-
indirgenme reaksiyonlari, peroksizomlar, ¢ozunur enzimler ve proteinler, plazma

membrani ve solununum patlamasidir.

Cevresel ajanlar (hava Kkirliligi yapan fotokimyasal maddeler, pestisitler, sigara
dumani, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar, radyasyon), toksik maddeler, aktive

olmus fagositler, antineoplastik ajanlar, aliskanlik yapan maddeler, kinolon grubu
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antibiyotikler, 1s1, agir egzersiz ve stres de serbest radikallerin meydana gelmesine

yol agan baglica hucre digl kaynaklardir.

OKSiDAN KAYNAKLARI ve YAPTIGI DNA HASARI

‘. Radyasyon
E 2

Sigara

1 '0; 2= de -\ :

- on (@’ / e
. 9 e 5
DNA o
HASARI
SN o

inflamasyonlar 05 + u)

" '@ Hava Kirliligi | ! @‘mw @

White biood cell

Sekil 2.2. Serbest radikal kaynaklari ve yaptigi DNA hasari

2.1.3. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikallerin doku ve hiicredeki hasarlari su sekilde siralanabilir [14] [15] [16]:

1.

2.

DNA Hasari

Nukleotit yapidaki enzimlerin yikimi

Protein ve lipitlerle kovalent baglanma

Enzim inaktivasyonu

Proteinlerin oksidatif hasara ugramasi

Lipit peroksidasyonu

Zar yapilarinin ve fonksiyonlarinin etkilenmesi
Yaslilik pigmentlerinin birikimi

Kolajen ve elastin gibi uzun émdurlu yapilardaki ylikseltgenme ve indirgenme

olaylarinin bozularak damarlarda aterofibrotik degisikliklerin olusumu

10. Zar proteinlerinin hasari ve transport sistemlerinin bozulmasi
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Sobanam

Protein Hasan W{‘E’ e
W Mitokondrival Hasar
:x":_—@.‘:,qgn 'il

DA

Membran Hasan
ﬁ%ﬁ ﬁ» J Oz
OH» HO
- il “““::Mw
DNA Hasan o Bgcleus m:n "“1-.1 Hiicrede Siskinlik
"-_m'l‘“_"“-
3 Gecirgenlikte Artig

Lipit Peroksidasyonu

Sekil 2.3. Serbest radikallerin yol a¢tigi hiicre hasari

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hem i¢c hem de dis etkenler sonucu sirekli olusan serbest radikallerin belli dizeyde
tutulmasi ve neden olduklari oksidatif hasarlarin engellenmesi igin, hucreler,
enzimatik ve nonenzimatik yapilardan olusan antioksidan savunma sistemlerine
sahiptirler ve bu sayede serbest radikallerden ve lipit peroksidasyonundan korunurlar
[8] [17] [18] [19] [20] [21].

Antioksidanlar, kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri nétralize eden ve bu
esnada serbest radikal haline gelmeyen, vicutta kalkan gorevi yapan yapilardir [22].
Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢ozunuarlukleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir [23].

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler [24] [25] [26] ;
1. Serbest radikal olusumunun engellenmesi
a. Baslatici reaktif tirevleri uzaklastirirlar.
b. Oksijeni uzaklastirir veya konsantrasyonunu azaltirlar.
c. Katalitik metal iyonlarini uzaklagtirirlar.
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getiriimesi

a. Toplayici etki: Serbest radikalleri daha zayif yeni bir moleklle donusturerek
etkisizlestirirler. Antioksidan enzimler ve molekuller bu yolla etki ederler.
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b. Bastirici etki: Serbest radikallere bir proton aktararak onlar etkisizlestirirler.

Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki ederler.
c. Onarici etki: Oksidatif hasar gormus biyomolekull onarirlar.

d. Zincir kirici etki: Serbest radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini
kirarak fonksiyonlarini 6nlerler. Hemoglobin, seroplazmin ve agir metaller

bu sekilde etki ederler.

2.2.1. Antioksidanlarin Siniflandiriimasi
Antioksidanlarin siniflandirilmasi gesitlilik gostermektedir.

1. Yapilarina goére
a- Enzimler
b- Enzim olmayan proteinler, kiigik molekuller
2. Kaynaklarina gore
a- Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b- Disandan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3. Coziunurllklerine goére
a- Suda ¢ozunenler
b- Yagda ¢6zunenler
4. Bulunduklari yere gore
a- Hucre icinde bulunanlar
b- Plazma ve diger ekstrasellller sivilarda bulunanlar.

2.2.1.1. Endojen Antioksidanlar

Pek ¢cok sayida endojen molekulun antioksidan etkisi tanimlanmistir. Bu molekuller
arasinda superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PXx),
glutatyon rediktaz (GSH-Red), glutatyon S-transferaz (GST), mitokondriyal sitokrom

oksidaz enzimi gibi enzim olanlar ve glutatyon, a-Lipoik Asit (a-LA), albdmin, drik asit,



seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, sistein, ferritin, bilirGbin, taurin, ubikinon

(koenzim @) gibi enzim olmayan antioksidanlar bulunur.

SOD, zincirleme radikal reaksiyonlarinin gugli bir baslaticisi olan O, serbest
radikalinin daha az toksik olan H,;O,'e ve Oje dénusimunu katalizleyen ve O,
serbest radikalinin lipit peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi hucreleri koruyan
bir metalloenzimdir [25] [27] [28]. KAT, SOD’in olusturdugu H,O.'yi, peroksidazlarla
beraber oksijen ve suya parcgalayarak biyolojik sistemleri H,O,'nin zararlarina kargi
koruyan bir hemoproteindir [5] [29] [30] [31]. GSH-Px, elektron kaynagi olarak
glutatyonu kullanarak H,O; ve lipit hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizleyen bir
enzimdir [17]. GSH-Red, elektron kaynadi olarak NADH’I kullanarak, okside
glutatyonun indirgenmesi reaksiyonunu katalizler [26] [32] [33]. GST'ler, yabanci
maddelerin biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda énemli rol alan ve lipit
peroksitlere karsi aktivite gosteren enzimlerdir [6] [34]. Mitokondriyal sitokrom oksidaz

solunum zincirinin son enzimidir O, temizleyicisidir [6].

GSH, serbest radikalleri indirgeyerek hucreleri oksidatif hasara karsi korur ve mebran
gegirgenliginin saglanmasi, protein konformasyonu ve enzim aktivitesinin ayarlanmasi
gibi gorevlerde de rol alir [6] [25] [35] [36]. Melatonin, "OH" radikalini ortadan kaldiran
en gucli antioksidanlardan biridir. Lipofilik olmasi sebebiyle hicrenin butin
organellerine ve hicre gekirdegine kolayca ulasarak ¢ok genis bir alanda antioksidan
aktivite gosterir. Melatonin ¢ok yuksek dozlarda dahi toksik etki gostermez ve bazi
antioksidanlar gibi prooksidan aktiviteye sahip degildir. DNA hasarinin melatonin
tarafindan etkili bir sekilde inhibe edildigi de gosterilmistir [37] [38] [39]. a-LA,
mitokondriyal enzimlerde bir kofaktér olarak gbrev yapan ve dogal olarak meydana
gelen bir bilegiktir. a-LA, butin hucrelerde enerji elde etmek icin baslica yol olan
glukoz oksidasyonunun en dnemli enzimlerinden biri olan piruvat dehidrogenaz enzim
kompleksinin aktivitesi i¢cin koenzim olarak gereklidir, hticrelerde hasar yapan serbest
radiklalerin etkisizlestiriimesi i¢in gereklidir, hiicre i¢i ve hlcre diginda gorev yapan
diger antioksidanlarin yenilenmesi igin gereklidir ve kadmiyum, mangan, arsenik,
bakir, ¢inko, civa gibi metallerle birleserek, onlarin dokularda toksik etki
gOstermelerini engeller [40] [41] [42] [43] [44]. Alblimin, plazmada bulunan en yaygin



proteindir. Yapisinda bulunan ¢ok sayida sulfidril grubu sayesinde bakir iyonlarini
baglar ve lipit peroksidasyonunun baglamasini engeller [45] [46]. Pdurin
metabolizmasinda son urln olarak olusan urik asit ise singlet oksijen, hidroksil,
superoksit, peroksit radikalleri igin gugli bir temizleyicidir. Fakat lipit radikalleri
Uzerinde etkisizdir [6]. Transferin kanda demir tasiyan bir B-globindir. Laktoferrin
dolasimdaki serbest demiri distk pH’larda baglarken, ferritin dokudaki demiri baglar
[6]. Seruloplazmin, SOD’a benzer bir mekanizmayla etki gosterir. Sistein, siperoksit
ve hidroksil radikali toplayicisidir. Biliriibin ise hem metabolizmasinin memelilerdeki
son urunlerinden biridir. Ayni zamanda lipit peroksidasyonunu inhibe eder ve peroksil
radikallerini etkileyerek zincir kirici bir etki goOsterir [47]. Organizmada sistein ve
metiyoninden sentez edilen taurin, protein yapisina katilmaz ve dokuda serbest
olarak bulunur. Taurinin, kolesterol atihmi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, hlicre
membraninin stabilizasyonu ve hucre igi kalsiyum seviyelerinin modulasyonu gibi
onemli biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlari vardir. Oksidan bir bilesik olan HOClyi
N-klorotaurine doénuUstlrerek hicre icinde oksidan hasar olusmasini engeller [6].
Ubikinon esas olarak mitokondride elektron transport zincirinin bir pargasi olarak
kullanilirken, ayni zamanda duasuk derisimlerde plazmada ve hicre zarlarinda lipit

peroksidasyonuna karsi koruyucu antioksidan olarak bulunur [48].

2.2.1.2. Eksojen Antioksidanlar

insanlarda sentez edilmediginden diyetle alinmasi gereken C vitamini (askorbik asit),
suda ¢dzlinen en guclu antioksidan molekuldur. Guglu indirgeyici aktivitesinden dolayi
ayni zamanda guclu bir antioksidandir. C vitamini etkili olarak H,O,, hipoklorit,
superoksit, hidroksil ve peroksil radikallerini ve singlet oksijeni tutar. Sivi fazdaki tim
peroksil radikallerini plazma lipitlerine difize olmadan tutar ve bu sekilde lipit
peroksidasyonunun baslamasini engeller. Membranlarda olugan a-tokoferol radikali
ile reaksiyona girerek a-tokoferoliin yenilenmesini saglar [5] [6] [12]. Karotenoidler (A
vitamini), oldukca etkili serbest radikal sUpurtculeridir. Antioksidan aktiviteleri,
yapilarindaki konjuge cift baglardan ileri gelmektedir [49] [50]. E vitamini, tokoferol ve
tokotrienol turevlerini kapsayan bir vitamindir. a-Tokoferol, sUperoksit, hidroksil,
singlet oksijen, lipit peroksil radikalleri ve diger bazi serbest radikalleri indirger ve lipit
peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattini olusturur. a-Tokoferol, OH grubundaki H
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atomunu kolayca uzaklastirilabildigi igin lipit peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil
ve alkoksil radikalleri komsu bir yag asidi ile birlesmeden dogrudan a-tokoferol ile
birlesir. Bu olay zincir reaksiyonunu sonlandirdidi igin lipit peroksidasyonu da
sonlanmis olur [5] [25] [51] [52] [53]. Lipitlerde ¢6zlinen antioksidanlar sinifindan olan
flavonoidler, anomerik hidroksil grubundan lipit radikallerine bir hidrojen atomu
vererek lipit oksidasyonunu engellerler. Lipit oksidasyonu engelleme disinda
flavonoidlerin, O,-", ‘OH’, ROO-, RO:, NO- gibi serbest radikalleri temizleme, metal
selatlama ve a-tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara katildiklari bildirilmistir [54]
[55] [56] [57] [58].

Yukarida bahsettigim dogal eksojen antioksidanlarin yani sira ksantin oksidaz
inhibitdrleri, NADPH oksidaz inhibitdrleri, rekombinant superoksit dismutaz, Trolox-C,
demir redoks dongusu inhibitorleri, noétrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler,
barbituratlar, demir gelatorleri gibi ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar ve
gidalarin korunmasi ve depolanmasi sirasinda meydana gelen lipit oksidasyonunu
engellemek igin kullanilan batillenmis hidroksil toluen, tersiyer butil hidrokinon,
batillenmis hidroksi anizol , propil gallat gibi eksojen sentetik antioksidanlar da

mevcuttur.

2.2.2. Antioksidan Tayin Yontemleri

2.2.2.1. Bakir (Il) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yoéntemi
CUPRAC yontemi, Apak ve arkadaslari [59] tarafindan gelistirilmistir. Yontem,
ornekte bulunan antioksidanlar tarafindan 2,9-dimetil-1,10-fenantrolinin, bakir(ll) ile
olusturdugu  bakir(ll)-neokuproin  kompleksinin  bakir(l)-neokuproin  kelatina
indirgenmesini temel alir. Spektrofotometre ile dlgim yapilir [93]. CUPRAC ydntemi
askorbik asit, Urik asit, gallik asit ve kersetin igin birka¢ dakika icinde tamamlanir,
fakat daha kompleks molekuller icin 30-60 dakika gereklidir. Bu yontem, kompleks

antioksidan karisiminda uygun tepkime zamanini se¢gme agisindan problemlidir [60].

2.2.2.2. Troloks Egsdegeri Antioksidan Kapasitesi (TEAC) Yontemi
TEAC yontemi ilk olarak Miller ve arkadaslari [61] tarafindan ortaya konmus, daha
sonra Re ve arkadaslari [94] tarafindan gelistiriimistir. TEAC yontemi, antioksidan

varhginda  ¢ozeltideki  2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin,6-sulfonat)  radikalinin
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absorbansindaki azalmanin Olglimesine dayanmaktadir [61] [62]. Antioksidan
kapasite Troloks derisimi olarak tayin edilir. TEAC reaksiyonunun bitis noktasina
ulasmasi uzun bir zaman alabilir. Kisa sureli bir bitis noktasinin kullaniimasi,
reaksiyon tamamlanmadan 6nce okuma yapilmasina ve daha digstuk TEAC degerleri

bulunmasiyla sonuglanabilir [60].

2.2.2.3. Demir () iyonu indirgeme Antioksidan Gii¢ (FRAP) Yoéntemi

FRAP ybntemi, Benzie ve Strain [63] tarafindan gelistiriimisti. FRAP ve TEAC
yontemleri birbirine benzemektedir. Tek fark TEAC yontemi notr pH'da FRAP ise
asidik kosularda gergeklestirilir [64] [65]. Yontem, asidik ortamda antioksidan igeren
bir érnegdin eklenmesi sonucu, ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin (Fe*-TPTZ), ferréz
kompleksine (Fe*2-TPTZ) indirgenmesine dayanmaktadir. Olusan ferréz kompleksinin
rengi koyu mavidir ve 593 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Sonugclar troloks
esiti olarak ifade edilir [64]. Bu ydntemin dezavantajlarindan biri gerceklesen
reaksiyonun spesifik olmamasidir, 0.70 V’'den daha disuk redoks potansiyeline sahip,
in vivo olarak antioksidan Ozellik gostermeyen herhangi bir bilesik bile demiri
indirgeyebilir.  Ayrica, glutatyon gibi tiyol antioksidanlar FRAP ydntemiyle
Olcllemezler. Bunun nedeni Fe(lll)’Un, kimyasal olarak inert olmasina neden olan

yuksek spinli yari dolu d orbitalleri olabilir [65] [66].

2.2.2.4. Folin Ciocalteu Yontemi

Bu yontem, Singleton ve Rossi [67] tarafindan gelistiriimigtir. Folin-Ciocalteu yontemi
fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden molibdenyuma elektron transfer
edilmesine dayanmaktadir. Yontemde kullanilan bakir silfat, alkali ortamdaki
antioksidanla kompleks yapar. Folin Ciocalteu reaktifi eklendiginde, reaktif
antioksidana baglanir. Antioksidanla Cu(ll)'nin tepkimesinden agiga c¢ikan Cu(l)
kompleksi, reaktifi heteropoli mavisine indirger. Mavi renkli kompleks olusumu
spektrofotometrik olarak belirlenir. Sonuglar gallik asit egiti olarak verilir [67]. Sulu
fazda gergeklestirildigi icin lipofilik bilesikler i¢in uygulanamamaktadir. Ayrica
kullanilan reaktifin sadece total fenolik bilesik miktarini dlgmedigi ve 6rnek iginde

mevcut tim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi bilinmektedir. Bu nedenle
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reaktifin sadece oOrnekteki fenolik bilesik duzeyini degil Ornegin total indirgeme

kapasitesini de 6l¢tugu konusunda tartisma vardir [63] [68] [69] [70].

2.2.2.5. Toplam Radikal Tutma Parametresi (TRAP) Yontemi

TRAP yontemi ilk defa Wayner ve arkadaslar [71] tarafindan gelistiriimigtir. Bu
yontem, bir azo bilesiginin termal bozunmasiyla induklenen kontrolli bir lipit
peroksidasyon tepkimesi sirasinda oksijen tlketiminin olgllmesi temeline dayanir.
Plazmanin oksijen tlketimi Uzerine geciktirme etkisi, bilinen miktarda Troloksun
geciktirme etkisiyle karsilastiriir [22] [63] [72]. TRAP ydntemi zaman gerektiren
oldukga kompleks bir yontem olup; oldukg¢a fazla tecriibe gerektirmektedir. Ayrica bu
yontemde karsilasilan problemlerden biri de oksijen elektrotunun gereken zaman

boyunca stabilitesinin saglanamamasidir [22] [60].

2.2.2.6. Luminol Yontemi

Metsa-Ketela ve arkadaslan tarafindan gelistirilen ve yayinlanan kemiluminesans
esasli TRAP yontemi daha sonra Alho ve Leinonen tarafindan [73] detayli sekilde
ifade edilmigtir. AAPHdan Uretilen peroksil radikallerinin luminold yukseltgemesi
sonucu Isik yayan luminol radikalleri meydana gelmektedir. Yayilan i1sik luminometre
cihazi ile olgllir. Ornek igindeki antioksidanlar, kemiluminesans Isimasinin
olusumunu belli bir zaman igin engeller. Gecikme zamani bir 6rnekteki toplam
antioksidan potansiyeli ile dogrudan orantilidir. Elde edilen sonuglar troloks esdegeri

cinsinden hesaplanir [73].

2.2.2.7. Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) Yontemi

Valkonen ve Kuusi’ nin [74] gelistirdigi DCFH-DA yonteminde, 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiyazolin,6-sllfonat) peroksil radikalini olusturmak igin, DCFH-DA ise
yukseltgenebilen substrat olarak kullaniimistir. Peroksil radikali ile DCFH-DA
arasindaki oksidasyon reaksiyonu sonucu olusan diklorofloresin ylksek floresans
Ozelligine sahiptir. 504 nm de maksimum absorbsiyon gosterir. Bu bakimdan hem
floresans yontemi hem de spektrofotometrik yontem kullanilarak diklorofloresin
miktari ve buna bagli olarak toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir. Bu
yontemde toplam antioksidan kapasitesi iki kademede bulunmaktadir. ilk kademede
ornek igindeki  antioksidanlarin  kapasitesi gecikme zamani  cinsinden

12



hesaplanmaktadir. Sonra ayni 6rnek Uzerine miktari bilinen Troloks c¢ozeltisi ilave
edilmektedir. Troloks ¢oOzeltisi serbest radikaller tarafindan tuketildikten sonra ikinci
gecikme zamani hesaplanir. Bu iki gecikme zamani arasindaki farktan yararlanarak

troloks cinsinden toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir [74].

2.2.2.8. Fikoeritrin (FE) Esash Yontemler

Bu yontem Glazer [75] tarafindan ortaya konmus, Ghiselli ve arkadaslar [114]
tarafindan geligtiriimigtir. Fikoeritrinin peroksil veya hidroksil radikallerine karsi
sagladigi gecikme zamaninin uzunlugu Troloksun sagladidi gecikme zamanina
oranlanarak 6rnegin antioksidan kapasitesi Troloks esdegeri cinsinden belirlenir [75].
Fakat fikoeritrin, fluoresans sénumuanin kinetikleri, peroksil veya hidroksil radikalleri
varliginda lineer degildir. Ayrica analiz edilen ornek, plazma veya serum oldugu

zaman gecikme zamanini belirlemek genellikle zordur [22].

2.2.2.9. Krosin Yontemi

Tubaro ve arkadaslarinin [76] gelistirdigi bu yontemde kinetik parametreler
kargilastirilarak plazma igindeki antioksidan kapasitesi olgulmektedir. Bu yodntem;
peroksil radikallerinin krosini ylUkseltgemesine dayanmaktadir. Krosinin peroksil
radikalleri ile yukseltgenme reaksiyonunda antioksidanlarin olmadi§i durumdaki hizi
ve antioksidanlarin oldugu durumdaki hizi spektrofotometreyle olculir. Sonugclar
Troloks cinsinden hesaplanmaktadir [76]. Bu yonteminin gida o6rnekleri igin
uygulanmasi sinirhdir. Yontem antioksidanlarda derisim degisimine duyarli degildir.
Ayrica krosin safrandan elde edilen dogal pigmentler karisimi oldugu ve c¢ok fazla
cesitlilik gosterdigi icin sayisal degerlendirmelerde yontemin endustriyel alanda

kullanimini sinirlandirmaktadir [63] [64].

2.2.2.10. 1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH) Yontemi

DPPH yontemi ilk olarak Blois [77] tarafinda ortaya konmus, daha sonra Brand-
Williams ve arkadasglari [78] tarafindan geligtirilmistir. Yontemin esasi DPPH iceren
cozelti ile antioksidan c¢ozeltisinin  karistirlmasi sonucu DPPH radikalinin
indirgenmesine dayanir. DPPH c¢o6zeltisinin baslangigtaki koyu menekse rengi acilir
ve absorbanstaki azalma spektrofotometreyle Olgulur. Antioksidan aktivite
baslangictaki DPPH derigiminin % 50’sinin azalmasi igin harcanan antioksidan
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miktarini ifade eden ICsq (etkin konsantrasyon) degeri ile verilir [78]. DPPH yontemi
teknik olarak basit olmasina karsin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Birgok
antioksidan bilesik lipit peroksidasyonunda rol oynayan peroksil radikalleri ile ¢ok hizli
tepkime vermektedir, ancak DPPH ile yavas tepkime vermektedir. Ayrica, DPPH ile
antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon kinetiginin DPPH derigimi ile her zaman

dogrusallik gostermedigi de bilinmektedir [64] [79].

2.2.2.11. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Bu yontem baslangigta Cao ve Prior [80] tarafindan gelistiriimigtir. ORAC peroksil
radikalinin antioksidan inhibisyonunu olger. Bu ydontemde peroksil radikali floresans
Ozellik gosteren bir molekiille floresans olmayan bir Grlin olusturmak tzere reaksiyona
girer. Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans bozunma egrisinin
altindaki integre edilmis net alandan yapilir. ORAC degerleri genellikle Troloks
esdegder olarak rapor edilir. Farkl derisimdeki Troloks standartlari kullanilarak
kalibrasyon egrisi elde edilir. Numunenin Troloks esdegeri, Troloks derisimi ve
floresans bozunma egrisi altindaki net alan arasindaki dogrusal veya ikinci dereceden
iliski kullanilarak hesaplanir. ORAC reaksiyonu sicakliga duyarli bir tepkime
oldugundan, plaka boyunca sicaklik kontroli onemlidir. Kiguk sicaklik farkliliklari

tekrar Uretilebilirligi azaltir [81].

2.2.2.12. Toplam Oksiradikal Suplirme Kapasitesi (TOSC) Yontemi

Winston ve arkadaslan [82] tarafindan geligtiriimis olan bu yodntem; peroksil
radikallerinin o-keto-y metiolbutirik asiti etilene yukseltgemesini esas alir. Bu esnada
olusan etilen gazi, gaz kromotografisi ile dlgulur. Eger ortamda antioksidanlar varsa
peroksil radikallerini sondurtr ve etilen olusumunu énler [22] [83]. TOSC y6nteminin
sakincalari elle GC enjeksiyonlarina ihtiyag duyulmasi ve test ¢oOzeltilerinin kisa

Omurlt olmasidir [83].

2.2.2.13. Donusumli Voltametri (CV) Yontemi

Kohen ve arkadaslari [84] tarafindan gelistirilen bu yéntem, biyolojik sivilarda veya
homojen doku altlarindaki dusuk molekul agirlikli antioksidanlarin toplam indirgeme
guglerini degerlendiren bir ydontemdir. CV yonteminde &rnek, hazirlama iglemini

takiben camsi karbon elektrot (galisma elektrotu), gumus/gumugklorur (Ag/AgCl)
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elektrot (referans elektrot) ve Pt telden (yardimci elektrot) olusan ug elektrotlu bir
sistem igine vyerlegtirilir. Calisma elektrotuna sabit bir hizla (100 mV/dk) pozitif
(indirgeme cinsinden degerlendirme) ve negatif (ylkseltgeme cinsinden
degerlendirme) potansiyeller uygulanmaktadir. Bu iglem sirasinda potansiyel akim
egrisi (cevrimsel voltamogram) elde edilir. Bir 6rnegin indirgeme gicu (antioksidan
gucu) iki parametreden olugmaktadir: Pik potansiyeli [Ey(a)] ve anodik akim. Ep(a),
her bir anodik dalgada akimin yarisi kadar artmasi i¢in gerekli potansiyel olarak
Olculur ve E1, olarak gosterilir. E1», dederi indirgen maddeler arasindaki korelasyonu
gOstermektedir. Ej, degerinin dusik olmasi, test edilen bilesiklerin g¢alisma
elektrotuna elektron verme yeteneginin yliksek olmasini ifade etmektedir. Anodik
akim ise her bir anodik dalganin y ekseninden olcgllir ve indirgenlerin

konsantrasyonlari ile iligkilidir [84].

Kilmartin ve arkadaslari [85] yaptiklari ¢alismada iki farkh kirmizi sarap ve iki farkli
beyaz sarap Ornegindeki fenolik antioksidanlarin indirgeyici guglerini doénusumlu
voltametri teknigi ile degerlendirmislerdir. Calisma elektrotu olarak camsi karbon
elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCIl elektrot ve karsit elektrot olarak da platin tel
kullanmiglardir. Tarama hizi olarak 100 mV/s se¢misler ve -100 mV ile +100 mV
potansiyel araliginda calismiglardir. Derisim ve tarama hizi galismalari yapmiglardir.
Ortodifenollerin yukseltgnenme pikleri +0,4 V civarindayken kirmizi saraptaki

antisiyoninlerin yukseltgenme pikleri +0,6 V civarinda gozlenmigtir.

Arulpriya ve arkadaslari [86] yaptiklari ¢alismada Ug¢ farkh petrol eteri ekstraktinin
antioksidan kapasitelerini anodik pik potansiyelleri Uzerinden kiyaslamiglardir.
Calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot, referans elektrot olarak DKE ve karsit
elektrot olarak da platin tel kullanmiglardir. -2.0 mV ile +2.0 mV potansiyel araliginda
calismiglardir. Tum 6rneklerin anodik pik potansiyelleri 0.4 V civarinda kaydedilmisgtir.
Dusuk antioksidan potensiyelini yiksek antioksidan kapasite olarak yorumlamiglar ve

kiyaslamayi da buna goére yapmislardir.

Chevion ve arkadaslari [87] elektrokimyasal yontemlerle antioksidan kapasite tayinin
de iki Onmeli parametre oldugunu belirtmislerdir. Birincisi yukseltgenme pik

potansiyeli, ikincisi de anodik pik akimi. Fakat farkli maddelerin antioksidan
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kapasitelerini kiyaslarken anodik pik dalgasinin altinda kalan alani kullanmiglardir;
cunku anodik pik akimi tek bir potansiyel degerini iceriyorken, alanin farkli potansiyel
degerlerindeki degisimi icerdigini belirtmislerdir. 0.5 V civarinda ylkseltgenme pik
potansiyeline sahip olduklari goézlenen biyolojik orneklerin antioksidan kapasiteleri

annodik pik dalgasinin altinda kalan alan Gzerinden kiyaslanmigtir.

Elektrokimyasal yontemlerle antioksidan kapasitesi tayini nispeten daha yeni bir
arastirma konusu olmakla birlikte, su ana kadar yapilan galigmalarda bir kisitlamasi
ortaya konmamistir. Bu tez calismasi kapsaminda da CV ydntemi kullanilimistir.

Yontemle ilgili detaylar ileride anlatilacaktir.

2.3. VOLTAMETRI

Elektroanalitik kimya, analitik ¢ozelti bir elektrokimyasal hicrenin pargasi oldugunda,
¢cOzeltinin elektrokimyasal Ozelliklerine dayanan bir grup kantitatif analitik yontemi
kapsar. Elektroanalitik yontemler c¢ok duslik tayin sinirlarina ulasabilirler ve
elektrokimyasal yéntemlerin uygulanabildigi sistemler hakkinda ara ylzeylerdeki yuk
aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi, adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun
derecesi, kimyasal reaksiyonlarinin hiz ve denge sabitleri gibi bilgileri de igeren ¢ok

fazla sayida sistemi karakterize eden bilgiler verirler [88].
Elektroanalitik yontemlerin diger analitik yontemlere gore Ustunlukleri [89]:
e az miktarda maddenin analiz igin yeterli olmasi,
e ucuz olmalari,
e kolay uygulanabilir olmalari,
¢ analitlerin 6n saflagtirma islemlerine fazla ihtiya¢c olmamasi,
e fazla ¢oziclu gerektirmemeleri,

e cogu kez bir elementin 6zel bir ylkseltgenme basamagi igin spesifik olmalari

ve hassas birer ydontem olmalaridir.
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Cizelge 2.2. Elektroanalitik yontemlerin siniflandiriimasi

|ELEETROANALITIE YONTEMLEE |
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Voltametri, bir indikatér ya da galisma elektrotunun polarize oldugu sartlar altinda
akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak oOl¢iimesinden faydalanarak,
analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik metota verilen isimdir. Uygulanan
gerilimin Olgulen akim degerlerine karsi ¢izilen grafigine voltamogram denir.
Voltametri; c¢esitli ortamlarda meydana gelen yukseltgenme ve indirgenme
islemlerinin incelenmesi, yuzeydeki adsorpsiyon islemlerinin arastiriimasi ve elektrot
yuzeylerinde gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarinin  aydinlatiimasi,
molekuler oksijen tayini, farmasoétik acgidan o6nemli tlrlerin tayini gibi birgok
uygulamada kullanilir. Voltametride yiizey alani birkag mm?den daha kiiciik calisma
elektrotlari kullanilir (mikroelektrotlar). Hatta ylzey alani birka¢ mikrometrekare veya
daha kuguk elektrotlar kullaniimaktadir [88]. Anot, yukseltgenme reaksiyonlarinin
gerceklestigi, katot ise indirgenme reaksiyonlarinin gergeklestigi elektrottur. Katot
materyali olarak Hg, C, Ag, Pt, Au ve pek ¢ok metal kullanilabilir. Anot materyali

olarak Pt, C, Au veya cesitli metal oksitler gibi daha sinirh sayida materyal kullanilir.
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Katot olarak kullanilan bazi metaller, elektrolitik oksidasyon esnasinda kolayca

oksitleneceginden anot olarak kullaniimazlar.

Voltametri ile eser diizeyde metallerin ve tiirlerinin, S, CN’, CI', F” anyonlarinin, 103,
NO,, SCN’, S,05%, SOs* ve SO, gibi inorganik bilesiklerin; aromatikler, peroksitler,
eterler, nitroaromatikler, aminler, heterosiklik aminler, fenoller, alifatik halojenler,
kinonlar, karboksilli asitler, dienler, asetilen gibi organik bilesiklerin tayini
yapiimaktadir.

Voltametri, inorganik, fizikokimya, biyokimyada yukseltgenme, indirgenme ve
adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi, hidroliz, ¢dzunurlik, kompleks olusumu,
kimyasal reaksiyonlarin  stokiyometrik ve kinetik incelemelerinde, elektrot
reaksiyonlarinin mekanizmalarinin aydinlatiimasinda ve ilag etken maddeleriyle ilgili

calismalarda da kullaniimaktadir [88].

2.3.1. Voltametrik Hiicrenin Bilegenleri

Voltametrik dlgimlerde iki ya da Ugc elektrotlu sistemler kullanilir. Ug elektrotlu
hiucrelerde ¢alisma elektrotu ile yardimci elektrot, iki elektrotlu hicrelerde ise ¢alisma
elektrotu ile karsilastirma elektrotu ile Olgim yapilir [90] [91]. Sekil 2.4.de

elektrokimyasal hucre gosterilmektedir.

A\

' Referans elektrot

C'ahsma
elekrodu™
5 N, girigi
Karsit : I
s kargit ¢alisma
elektrot \Teﬂon elektrot elektrodu
referans
J elektrot
N,cikigt

L

Sekil 2.4. Elektrokimyasal hiicre ve girig-gikislar.
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2.3.1.1. Voltametrik Kap
Voltametrik kap, 6rnede karsi inert olan herhangi bir materyalden yapilabilir [92].

Genelde cam, kuartz veya teflon hicreler kullanilir.

2.3.1.2. Destek Elektrolit

Elektrokimyasal Olgumler genellikle bir destek elektrolit iceren ¢ozelti ortamlarinda
gerceklestirilir. Cozlcl secgiminde 6ncelikle analitin bu ortamdaki ¢ézunurliganin iyi
olmasina dikkat edilir. Cozucu, analitle tepkime vermemeli ve elektrotta da tepkimeye
girmemelidir. Destek elektrolit, analit ¢ozeltisine fazla miktarda ilave edilen ve
elektrotta tepkimeye girmeyen alkali metal tuzlaridir [88]. Voltametride elde edilen
akimin yalniz diflizyon kontrolli olabilmesi i¢in ortama iyonik géclin tamamini

ustlenmek Uzere destek elektrolit eklenir.

2.3.1.3. Calisma (indikatér) Elektrotu:
Calisma elektrotu, zamanla analit derigsimindeki degisimlerle potansiyeli dogrusal
olarak degisen elektrottur. Analit bu elektrot Uzerinde yukseltgenir veya indirgenir.

Potansiyometrik 6lcumlerde her zaman katot olarak islem gorur [88].

Basarili bir calisma elektrotu icin elektrotun hazirlandigi materyal; kullanildigi
kosullarda kimyasal olarak inert, genis bir potansiyel aralijinda elektrokimyasal olarak
inert, elektron aktarabilir ve elektriksel direnci dusuk ve genis potansiyel araligindaki

artik akimi dusuk olmalidir.

Sekil 2.5. Altin ¢calisma elektrotu



Cizelge 2.3. Voltametride kullanilan galisma elektrotlarinin siniflandiriimasi
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2.3.1.4. Karsilastirma (Referans) Elektrot

Referans elektrotlar, yari hicre potansiyeli sabit, galisilan ¢dzeltinin bilesiminden
badimsiz ve potansiyel degeri bilinen elektrotlardir. Referans elektrot, calisma
elektrotunun potansiyelini dlger, tepkime ile hig bir ilgisi yoktur. indirgenme ve
yukseltgenme potansiyellerinin tam olarak belirlenebilmesi, baglantilardaki ve ¢ozelti
icindeki potansiyel kaybinin ve ayrica ¢ozelti direncinin gideriimesi igin referans
elektrot kullanilmahdir. Bir referans elektrot kolay hazirlanabilmeli, belli bir akim
araliginda tersinir davranmali, geriliminin sicaklikla degisme katsayisi kiigik olmalidir.
Voltametride karsilastirma elektrotu olarak ikinci siniftan metal-metal iyonu elektrotlar
kullanilir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlar; standart hidrojen elektrodu, doygun

kalomel elektrot (DKE) ve gumug-gumaus klorur elektrotlandir.
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Sekil 2.6. a) Doygun Kalomel referans elektrot, b) Ag/AgCI referans elektrot

2.3.1.5. Karsit (Yardimci) Elektrot

iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, tizerinden akim gectigi icin, yiiksek
akimlarda polarlanir. Ayrica ¢ozelti direnci yuksek ise bu direnci yenmek icin gerekli
olan potansiyel onemli bir dlizeye c¢ikar. Bu iki nedenden calisma elektrotunun
polarizasyon potansiyeli hatali okunabilir. Bu sorun, sistemde Uglnclu bir elektrot
kullanilarak ¢dzumlenir. Akim, c¢alisma elektrotu ile yardimci elektrot ikilisinden
gegirilir ve galisma elektrotunun potansiyeli karsilastirma elektrotuna karsi sifir akim
altinda saptanir. Yardimci elektrot, reaksiyon ilgisi olmayan ve elektrokimyasal
hacrede akimi tagiyan elektrottur. Akim yardimci elektrot Uzerinden gegctigi icin bu
elektrotlarin soy metal olmalari gerekir. Bu nedenle daha c¢ok platin, grafit, tantal ya
da tungsten tel gubuklar kullanilir. Bu elektrotlarin alani ¢alisma elektrotu alaninin en
az elli kati olmahdir. Ayrica ¢ok kuguk hacimlerle galisildiginda yardimci elektrotta

olusan drunlerin, galisma elektrotunda girisim yapmayacagi elektrot tirt segilmelidir.

v 4
g

Sekil 2.7. Platin karsit elektrotlar
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2.3.2. Voltametrik Analizi Etkileyen Parametreler

2.3.2.1. Destek Elektrolit-Gozucu Segimi

Daha oOnce bahsedildigi gibi destek elektrolit ve ¢ozucu elektrotta tepkimeye
girmemelidir. Destek elektroliti ve ¢dzuclyu secgerken, analite karsi inert olma,
elektriksel iletkenlik, ¢ézme gucu, vizkozite, dielektrik sabiti, kolay bulunabilirlik,

ucuzluk, kolay saflastirilabilir olma gibi 6zellikler gz 6ninde bulundurulur.

2.3.2.2. pH Ayari

Cogu organik molekiliin elektrottaki tepkimesi sirasinda H* Uretimi ya da tiketimi
nedeniyle akim-potansiyel iligkileri pH'ya bagl olur. Bu bagdimliigin olusturacagi
yanilgilardan kurtulmak igin ortam pH’sinin yluksek kapasiteli tampon sistemlerle
korunmasi gerekir. Ayni zamanda segilen tamponun g¢alisma potansiyel araligini

daraltmamasi da gerekir.

2.3.2.3. Sicaklik Kontrolii

Sicaklik, difizyon katsayisi degerini etkiler ve bu nedenle dlgilen akim degisir.
Sicakhktaki 10°C’lik fark, difizyon katsayisini yaklasik %1-2 oraninda degistirir. Limit
akim kinetik kontrolli oldugunda da sicakhdin etkisi olacaktir. Bu nedenle ¢alismalar

termostatik kosullarda yapilmali ve sicaklik £ 0.5°C araliginda sabit tutulmalidir.

2.3.2.4. Oksijenin Uzaklastiriimasi
Genig bir aralikta indirgenme dalgalari vermesi ve gugclu bir ylkseltgen olmasi

nedenleriyle, oksijen voltametrik ¢alismalarda asagidaki sorunlari yaratir;
1. O2'nin indirgenmesi ek bir faradaik akim yaratir.

2. O2nin indirgenmesine iliskin dalgalar, genig bir potansiyel arahgini
kapsadigindan, analit dalgalariyla girisim yapar.

3. Kimi analitler oksijenle tepkime verebilir. Ornegin agir metal iyonlari varhiginda
metal oksitleri olusur veya anodik slyirma voltametrisinde toplanan metalin

yukseltgenmesine neden olur.

Bu sakincalar nedeniyle calismaya baglamadan dnce, ¢ozunmus oksijenin ¢ozeltiden
N2, He, CO; gibi elektroinert bir gaz gegirilerek uzaklastiriimasi gerekir. inert gaz

gecirme suresi; 2-30 dakika kadardir. Pratikte, oksijene ait bu dalgalar tamamen
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kaybolana dek gaz gegirme islemi surdurulir. Ayrica g¢alisma suresince sisteme
atmosferik oksijenin difuzlenmesini 6nlemek amaciyla, ¢ozelti inert gaz atmosferinde

tutulur. Bazik ¢ozeltilerle ¢alisildiginda, oksijen sodyum sulfit ile de giderilebilir.

2.3.2.5. Polarografik Maksimumlarin Giderilmesi

Polarografik dalgalarin limit akim bolgelerinde maksima denilen tepecikler olugur.
Maksima yukseklikleri derisimle orantili degildir. O nedenle difizyon akiminin saglikli
Olculmesini engeller ve giderilmeleri gerekir. Bu amagla ortama yuzey etkin maddeler
katilir. Bunlar jelatin, metil kirmizisi gibi buyuk molekulli organik maddelerdir. Yluzey
etkin maddelerin asirisi, limit akim yUksekligini dusurdugu igin, ekleme fazla olmamali

ve rutin calismalarda her seferinde ayni miktar olmalidir [133].

2.3.2.6. Elektrotlara Yapilan On islemler

Elektrooksidasyon olaylari, elektrorediksiyon olaylarina oranla daha az incelenmisgtir.
Bunun nedeni, polarografide damlayan civanin daima yenilenerek temiz bir ylzey
saglamasi ve bu nedenle de tekrar edilebilir sonuglar elde edilebilmesidir. Ancak bu
elektrot pozitif potansiyellerde ylkseltgendigi igin elektrooksidasyon olaylarinin
incelenmesi icin  uygun dedildir. Kati elektrotlar da elektrooksidasyonda
kullanabilmelerine karsin ylzey, adsorblanabilen maddelerle kaplandigindan veya
elektrotlarin kendileri ytkseltgendiklerinden ve oksitle kaplandiklarindan tekrar
edilebilirligin saglanmasi icin her deneyden Once ayni ylzey halinin olugturulmasi
gerekmektedir. On islem hem elektrotun cinsine, hem deney ¢dzeltisinin bilesimine

baglidir. Fiziksel, kimyasal, elektrokimyasal 6n islemler yapilabilir.

2.3.3. Voltametride Akim Cesitleri ve Elektron Aktarimi
Diger elektrokimyasal yontemlerde oldugu gibi voltametrik ¢alismalarda da kaynagina

gore iki farkh akim vardir [93]:

1. Kapasitif akim: Calismalarda kullanilan ¢oézucu-destek elektrolit molekillerinin
calisma elektrotu c¢evresinde bulunan kisimlari uygulanan potansiyel
sonucunda bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorlerin elektriksel
yuklenmeleri sonucu olusan akima kapasitif akim denir. Bazi kaynaklarda artik
akim olarak da isimlendirilen bu akimin elektron transferi ile ilgisi yoktur.

Kullanilan ¢ézucu-destek elektrolit ¢esiti ve derigimi, sicaklik, ¢calisma elektrotu
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cinsi ve yuzey alani, pH ve tarama hizi gibi bazi deneysel parametrelerden
etkilenir. Elektrokimyasal tayin yontemi cgalismalarinda bu akim bileseninin
minimum olmasi istenir.

Faradayik akim: Elektron aktarimi sonucu olusan akimdir. Elektrokimyasal
calismalarda degerlendirilien ve degerlendiriimesi sonucu sistem ile ilgili

termodinamik ve/veya kinetik bilgilerin elde edildigi akim ¢esitidir.

Elektrot-Cozelti ara yiizeyi | Cozelti ortam (Bulk gozelti)

|

cozeltide

Sekil 2.8. Elektrokimyasal calismalarda pik seklini ve pik akimini etkileyen olasi
dénusumler

Sekil 2.8’de de goruldugu gibi elektrot yluzeyinde veya elektrot/¢ozelti ara yuzeyinde

gerceklesecek olan elektron aktarimi, elektron aktarimini gergeklestirecek olan

turlerin bu bolgelere tasinmasini saglayan kitle aktarimina olduk¢a baghdir ve bu

aktarimin genel olarak Ug farkli sekilde gergeklestigi bilinmektedir [93]:

1.

2.

Diflizyon: Atom, iyon veya molekullerin bolgeler arasindaki derigim farkindan
dolay! kendiliginden gercgeklestirdikleri tasinma hareketidir. Bu tagsinmanin hizi
sicaklik, tanecik buyukligu ve derigim farki gibi faktérlerden etkilenir ve s6z
konusu hareket bolgelerdeki derisimler esitleninceye kadar devam eder.

Go¢ (Migrasyon): Taneciklerin  elektrostatik etki ile tasinmasidir.
Elektrokimyasal calismalarda c¢alisma elektrotuna uygulanan potansiyelin
polaritesine gore hucredeki turlerin elektrot yuzeyine yaklasma veya elektrot

yuzeyinden uzaklagsma yoninde hareket ettigi dusunulmektedir.
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3. Konveksiyon (Nakil): Cozeltide bulunan turlerin ¢ozeltinin karigtiriimasi ile

tasinmasi olayidir.

Elektrokimyasal galismalarda galigma elektrotu ve galigmalarin yapildigi tur arasinda
gerceklesen elektron aktarimi ya c¢ozelti-elektrot ara ylzeyinde ya da elektrot

yuzeyinde gergeklesir.

2.3.4. Voltametrik Yontemler
Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyallerinden dérdu Sekil 2.9'da verilmigtir.

a. Dogrusal Taramali Voltametri.

POTAMSIYEL,

i . ‘ y
m
> /
0 f ‘ b. Diferansiyel Puls Voltametri.
2
ZAMAN,t ——»
>
> I
]
=
z .-
ol c. Kare Dalga Voltametrisi.
[o]
g
ZAMAN.t ——»
=
n]
=
@
E d. Déniigiimlii Voltametri.
o

ZAMAN. t —=

Sekil 2.9. Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri.
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2.3.4.1. Diferansiyel Puls Voltametri

Diferansiyel puls voltametri, organik ve inorganik tlrlerin eser miktarlarinin
Olcllmesinde son derece kullanigl bir tekniktir. Bu yéntemde, dogrusal bir potansiyel
artisina gore ayarlanmis sabit bayuklikte pulslar (dE/dt), calisma elektrotuna belli bir
sure uygulanir. Iki kez akim olglliir. Birincisi, puls uygulanmadan 6nce yani tam
pulsun basladigi anda potansiyelde bir artis olmadan, ikincisi, pulsun bitmesine yakin
bir bolgede olglltr. Bu iki akim arasindaki fark, Al olarak verilir. Sonunda,
uygulanan potansiyele karsi bu akim farklarinin grafige geciriimesiyle diferansiyel

puls voltamogrami elde edilir [94].

DPV, en cok kullanilan elektroanalitik yontemlerden biridir. Normal puls voltametriyle
karsilastirildiginda iki Ustunlugu vardir. Birincisi, her bir analitin analitik pikleri
birbirinden kolyaca ayrilabildigi icin tek bir voltamogramda pek 6ok analitin
belirlenebilmesini saglamaktir. ikinci Ustlnltgu ise, diferansiyel akimla galisiimasi ve
bdylece voltametrik bir pikin elde edilmesiyle anailitik duyarliligin 5.0x10°M' dan
1.0x10°M' a kadar gelismesidir [94].

2.3.4.2. Kare Dalga Voltametrisi

Diferansiyel puls voltametri yonteminde oldugu gibi bu yontemde de her bir puls
dongusuinde iki defa akim olculir. DPV ydnteminden temel farki ise geri yonde de
puls uygulanmasidir. Akimin ileri yonde uygulanan pulsun bitigi ile geri yonde
uygulanan pulsun bitisinde olgullr ve net akim olarak iki akim arasindaki fark alinir.
Bu durumda hesaplanan net akim hem ileri yonde uygulanan pulsun akimindan hem
de geri ydonde uygulanan pulsun akimindan daha biyuk olacaktir. Clnka ileri yonde
uygulanan pulsun akimi pozitif, geri yonlu pulsun akimi ise negatiftir. Bu durumda
elde edilen voltamogram yari pik potansiyeline gore simetrik ve akimi elektroaktif
turdn derigimi ile dogrusal dedisen bir grafiktir [94] [95]. Kare dalga voltametrisini
DPV’den ayiran en onemli iki 6zellik kare dalga voltametrisinde tarama hizinin ve
akimin daha yuksek olmasidir. Hizin ylksek olmasi rutin analizlerde zaman
tasarrufunun yaninda caligsma elektrotu olarak damlayan civa elektrot kullanildiginda

bir tek damlada 6lguim yapilabilmesini saglarken, akimin ylksek olmasi daha yuksek
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duyarliliga ve daha dusuk alt tayin sinirina sahip tayin yontemlerinin geligtiriimesini

saglamaktadir [93].

Alam 61gﬁm§i_, ,\
vV ’/ 1 i \\'-.
1 '-"‘ ",l
| i .|
\ —3, y

X adim siiresi P

S \\. %
puls siiresi = adim siiresi /2 . 5 ms'denl0s %

Aiziz-is

Sekil 2.10. Kare-Dalga voltammetrisi tarama programi ve voltammogrami.

2.3.4.3. Donuisumlii Voltametri (CV)

Doénusumlli voltametri teknigi elektrokimyasal teknikler icinde en yaygin kullanilan
tekniktir. Bu teknikte potansiyel, zamanla dogrusal olarak degistirilir. Potansiyelin
zaman ile degismesi tarama hizi olarak adlandirilir. Potansiyel taramasi bir E;
baslangic potansiyeli ve E, potansiyeli arasinda yapilirsa metot dogrusal taramali
voltametri adini alir. Eger E;, potansiyeline ulastiktan sonra ayni tarama hiziyla ilk
tarama yonune gore ters yonde tarama yapilirsa metotun adi déniisiimlii voltametri
olur. Ters taramada potansiyel E;'de sonugclanabilecegi gibi farkl bir E3 potansiyeline
de goturllebilir. ileri taramada indirgenme olmussa ters taramada yikseltgenme
meydana gelir. Dogrusal taramali voltametri analitik galigmalar igin uygun bir metottur.
Fakat elektrot ~mekanizmalarinin  incelenmesinde, adsorpsiyon  olayinin

arastirimasinda ve kinetik ¢alismalarda CV teknigi daha ¢ok kullanilir.
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Sekil 2.11. Donugumlu voltametride potansiyel taramasinin zamanla degisimi, tersinir

bir elektrot olayi i¢cin akim-potansiyel egrisi

Gerek dogrusal taramali voltametride gerek CV’de akim, potansiyele karsi grafige
gecirilir. Cok yuksek tarama hizlarinda ¢ift tabaka yuklenmesi ve IR problemleri ortaya

ctkar. Ancak mikroelektrot kullanildigi zaman bu tur problemler minimuma indirilir.

CV’de tarama hizi degistirilerek pik yuksekliklerinin tarama hizi ile degismesinden
adsorbsiyon, diflizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna egslik eden kimyasal
reaksiyon olaylarinin varhdi ve tabiati belirlenebilir. Ayrica ileri ve geri tarama
piklerinden reaksiyon mekanizmasi hakkinda fikir edinilebildigi gibi ileri taramadan
kinetik veriler de bulunabilir. CV’de genellikle katodik ve anodik yondeki tarama hizlari
esit alinir. Ancak 6zellikle hizli homojen kimyasal reaksiyonlarin varliginda anodik ve
katodik tarama hizlari farkli da alinabilir. CV’de elde edilen pik akiminin buyuklagu
elektroaktif maddenin derigimi, aktarilan elektron sayisi, elektrot yuzey alani ve

difuzyon katsayisi ile degigir.

Elektroanalitik galismalarda genellikle ilk olarak uygulanan deneysel basamaktir.
Ozellikle, elektroaktif tlrlerin redoks potansiyellerinin yerinin hizli bir sekilde
belirlenmesini ve ortamin redoks reaksiyonuna etkisinin degerlendiriimesini saglar
[94].

28



Elektron aktariminin ¢ozelti-elektrot ara yuzeyinde gergeklestigi elektrokimyasal
donusumler kinetik kontrolli veya difizyon kontrolll sistemler olarak adlandirilirken,
bu aktarimin elektrot yuzeyinde gergeklestigi donugumlere ise adsorpsiyon kontrollt
sistemler denilmektedir. CV, gerceklesen elektrokimyasal dedisimin yukarida verilen
iki temel sistemden hangisine ait oldugunu belirlemede en sik kullanilan deneysel
yontemdir. Bunun belirlenmesinde CV g¢alismalarinda elektro aktif tirlin derigimi sabit
tutularak tarama hizi (V) calismasi yapilir. Bu calismalarda potansiyel tarama hizi
sistematik olarak degistirilir ve isaretine bakilmaksizin i,’nin V ile degisimi incelenir.

Bu incelemede asagida tanimlanan grafikler olusturulur [93]:

1. Tarama hizina karsi pik akimi (I,-V)
2. Tarama hizinin karekokiine karsi pik akimi (i,-VV)

3. Tarama hizinin logaritmasina karsi pik akiminin logaritmasi (log i,- log V)

Ip-V grafiginin dogrusal olmasi ve log Iy-log V grafiginin egiminin 1.0 degerine
yaklagmasi incelenen elektrot aktariminin elektrot ylzeyinde gerceklestigini
(adsorpsiyon kontrollii oldugunu) belirtir. T,-VV grafiginin dogrusal ve log Iy-log V
grafiginin egiminin 0.5 degerine yaklagsmasi ise incelenen elektron aktariminin
elektrot—¢ozelti ara ylzeyinde gergeklestigini (diflzyon kontrolli oldugunu) gosterir
[93] [94] [96] [97]. DOnlsUmMIU voltametride bu incelemeler yapilirken V degerlerinin
¢cok yuksek veya ¢ok dusUk degerlerde olmamasina dikkat edilmelidir. Zira V’nin
saniyede birka¢ milivolt oldugu c¢ok dusiUk degerlerde tutulmasi durumunda s6z
konusu elektroaktif tirtin elektrot ylizeyine adsorbe olmak igin yeterli zaman bulacagi
ve incelenen dénusumun difizyon kontrollli olsa bile adsorpsiyon kontrollliymus gibi
gorulecedi bilinmelidir. V’nin saniyede birkag volt gibi yuksek segilmesi durumunda ise
adsorpsiyon kontrolli mekanizmalardaki elektroaktif tirin yluzeye yeterince adsorbe
olmasi zaman yetersizliginden dolayr mumkun olmayabilecek ve bu durumda sistem
difizyon kontrolliymuUs gibi algilanacaktir. Bu sebeple CV calismalarinda sistemin
adsorpsiyon kontrolli ma, difizyon kontrolli mU olduguna karar vermek igin yapilan

tarama hizi calismasi makul seviyedeki tarama hizi degerlerinde yapiimaldir [93].

CV calismalarinda V c¢alismasi sadece yukaridaki sonuglarin elde edilmesi igin
yapilmaz. V ¢alismalari donusumlerde gercgeklesebilecek olasi radikalik ara Grunlerin
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tespitinde ve bu ara Urunlerin galigmalarin yapildigi ortamdaki goreceli kararliliginin
belirlenmesinde de kullaniimaktadir. Bu tur caligmalarda segilen V degeri 6nem
kazanmaktadir. Ancak ¢ok yuksek V segilerek yapilan galigmalarda oldukga yuksek
kapasitif akim ile karsilasilacagi g6z onunde tutulmalidir. Bu tir calismalarda
cOzeltiye elektroaktif tur eklenmeden alinan Olgimlerdeki akim degerleri elektroaktif
tur eklendikten sonra alinan olgumlerdeki akim deg@erlerinden ¢ikarilarak net akimlarin

kullaniimasi daha dogru sonuglar verebilmektedir [93].

Yapilan c¢alismalarda elektrokimyasal doénlsumin hangi olay tarafindan kontrol
edildiginin  (difUzyon/adsorpsiyon) anlasilmasi icin daha detayli calismalar da
mevcuttur. Bu calismalarda yine tarama hizi g¢alismalarinda yukarida verilenlerin

yaninda su grafikler de olusturulmaktadir [95]:

1. Derisime karsi pik akiminin derigime orani (i,/C-C)

2. Tarama hizina kargi pik akiminin derisim ve tarama hizinin ¢arpimina orani
(I/CV-V)

3. Tarama hizina karsi pik akiminin derisim ve tarama hizinin karekokunun

carpimina orani (I,/NCV-V)

Bu calismalarda I,/C-C grafiginin azalan bir yaklasim gostermesi, I,/CV-V grafiginin
makul de@erlerdeki tarama hizlarinda yaklasik olarak sabit kalmasi, ip/\/CV-V
grafiginin ise artan yonde yaklasim sergilemesi incelenen elektron aktariminin ylizeye

adsorbe olan tirler ile elektrot arasinda gercgeklestigini géstermektedir [93].

2.3.4.3.1. Tersinir Tepkimelerin Donlisumliu Voltamogrami
Tersinir sistemlerde, ileri yondeki potansiyel taramasi sirasinda bir ylukseltgenme
olmussa, potansiyel taramasi tersine cevrildiginde yukseltgenme sirasinda olusan

ariinun elektrotta yeniden indirgenmesi ile bu yonde de bir pik gdzlenebilir.
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E-E2V

Sekil 2.12. Tersinir bir elektrot reaksiyonun dontusumlu voltamogrami

Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi 25°C sicaklkta asagidaki esitlikle

gosterilir. Bu esitlige Randles-Sevcik esitligi adi verilir.
I = (2,69%10°)xn¥2xAx\DxV/xC
Bu esitlikteki terimlerin anlamlari agagidaki gibidir;
I Pik akimi, A
D: Elektroaktif tirlin difiizyon katsayisi, tipik degeri 10° cm?/s'dir.
V: Tarama hizi, V/s
C: Elektroaktif tiriin derisimi, mol/cm?®
n: Aktarilan elektron sayisi, mol e/mol molekdl
A: elektrot yiizey alani, cm?
Bu esitlige gére akim, derisimle ve \V ile dogru orantilidir.

CV teknigi ile sistemin tersinirlik testi yapilabilir. Bunun igin sistemin bazi kriterlere

uymasi gerekmektedir [96]:

1. I-VV grafigi dogrusal olmalidir.
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2. Pik potansiyelleri arasindaki farkin asagidaki egitlige uymasi gerekir. Bu esitlik
kullanilarak, gerceklesen elektrokimyasal tepkimede aktarilan elektron sayisi

hesaplanabilir.

0,059
n

AE, = Epg— Epx = v

Ep.a: Anodik pik potansiyeli, V

E,«: Katodik pik potansiyeli, V

n: Aktarilan elektron sayisi, mol e/mol molekdl

Yar pik potansiyeli (Ep»2) ile yari dalga potansiyeli (Ei,) arasindaki iligki de

asagidaki gibidir.

0.028
Epz =Eyz t n v

3. Potansiyel tarama hizi ile degismemelidir.

4. Ipallok = 1 olmali ve bu oran tarama hizi ile degismemelidir.

5. Pik potansiyelinden daha negatif potansiyellerde akim, “tile orantili olmalidir.
Bir sistemin tersinir olmasi igin yukaridaki kriterlerin hepsinin gecerli olmasi gereklidir.

2.3.4.3.2. Tersinmez Tepkimelerin Donustimliu Voltamogrami

Tamamen tersinmez sistemlerde anodik pik gézlenmez. Anodik pik gdzlenmeyisi her
zaman sistemin tersinmez oldugunu ispatlamaz. Elektron aktarim basamagini takip
eden ¢ok hizli kimyasal bir reaksiyon varliginda yani olusan urtn, hizli bir sekilde
baska bir maddeye donustiginde de anodik pik gbézlenmeyebilir. Tersinmez
sistemlerde elektron aktarim hizi yeteri kadar buylk olmadigindan elektrot yizeyinde
Nernst esitligi gecerli degildir. Bu durumda CV voltamograminin sekli, tersinir
durumdan farkhdir. Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok disuk ise, elektron
aktarim hizi kdtle aktarim hizinguldan daha yuksektir ve sistem tersinir gibi
g6zlenebilir. Tarama hizi arttikga katle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile ayni

seviyeye gelir. Bu durum tarama hizi arttikga anodik ve katodik pik potansiyellerinin
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birbirinden uzaklagsmasi ile belli olur. Tersinmez elektron aktarim reaksiyonlarinda

standart hiz sabiti tersinir reaksiyonlardakine gore daha kuguktur.

Tersinmez sistemler igin pik akiminin matematiksel ifadesi asagidaki gibidir. Pik akimi

tersinir sistemlerde oldugu gibi derisime baghdir ve a (yuk aktarim katsayisi) degeri

ile degisir.

Ip=(2,99%10°) x n x (an’)? x A x C x \D x WV

Bu esitlikteki n, elektrot mekanizmasinda aktarilan toplam elektron sayisi, n’ ise hiz

belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisidir.

Ayrica tersinmez elektrot mekanizmalarinda pik potansiyeli ile yari pik potansiyel

arasindaki fark:

Ep-Epz = (1.857RT/naF)mV

seklinde ifade edilir.

F: Faraday sabitini, 96485 C/mol e-
R: ideal gaz sabiti, 8.3145 J/mol K
T: mutlak sicakligi, K

a: yuk aktarim katsayisi

A

Tersinir mekanizma

AKim

Vi

Yan tersinir mekanizma

Akim
~

Potansiyel

Tersinmez

Tarama hzn

Sekil 2.13. a)Donusumllu voltametri

calismalarinda tersinir

ve yarl

tersinir

mekanizmalara ait voltamogramlar, b)Tarama hizi ile mekanizma arasindaki baglanti.
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Donusumll voltametri ile tersinmez bir reaksiyonun taninma kriterleri [96]:

[ERN

. Anodik pik gbzlenmez.

2. Akim tarama hizinin karekoku ile dogru orantili olarak degigir.

w

. Pik potansiyeli tarama hizinin logaritmasi ile yaklasik olarak 30/(an) degerine

esit bir egim ile degisir (a, yuk transfer katsayisidir).
4. |Ep-Epr| = 48/(an) mV'dur.

2.3.4.3.3. Yan Tersinir Tepkimelerin Dontisiumlu Voltamogrami
Yar tersinir sistemlerde akim, hem elektron aktarimi hem de katle aktarimi ile kontrol
edilir. Tarama hizi arttikga tersinmezlik egilimi artar; ayni zamanda pik potansiyelinde

tarama hiziyla kayma kaydedilir. Anodik ve katodik pikler birbirinden uzaklasir.
Doéndsumla voltametride bir reaksiyonun yari tersinirlik kriterleri [96]:
1. I, WV ile artar ancak dogrusal degildir.

2. Epy tarama hizi ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile

negatif degerlere kayma yonutndedir.
3. ipalipk =1 olmaldir (a = 0.5 ise).
4. Epk-Epa farki dusik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagmalidir.
5. Pik potansiyeli tarama hizinin logaritmasi ile yaklasik olarak 30/(an) degerine
esit bir egim ile degisir.
2.4.5.3.4. CV ile Tepkime Mekanizmasinin Belirlenmesi
Donusumlla voltametrinin en 6nemli uygulamalarindan biri kimyasal reaksiyonlarin
redoks basamaklari igin nitel bilgiler elde edilmesini saglamaktir. Bu tip reaksiyon

mekanizmalari, genellikle, redoks basamag icin E ve kimyasal basamaklar igin C
harfleri kullanilarak gosterilir [95] [96] [97].
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Cizelge 2.4. Kimyasal reaksiyonlarla birlikte gerceklesen elektrokimyasal

mekanizmalar

1. Kimyasal bir reaksivonun olmadif tersinir elektron transferi:
Yiik + ne” < Ind

2. Tersinir bir elekiron aktannumn ardindan tersinir bir kimvasal reaksiyvonun
gergeklestigi; .0 mekanizmast:
Yiik + ne” < Ind Ind—Z

3. Tersinir bir elektron aktannumin ardindan tersinmez bir kimyasal reaksivonun
gerceklestigi: ZrCi mekanizmasi:

Yiik + ne” ++ Ind Ind—Z

4. Tersimir bir kimyasal reaksivonun ardmndan tersinir bir elektron aktanm; CF;
mekanizmasi:
L+ Yiik Yiik + ne” « Ind

5. Tersinir bir kinryasal reaksiyonun ardindan tersinmez bir elektron aktarimm; OG5
mekanizmasi:
L+ Yiik Yiik + ne” — Ind

6. Tersinir bir elekiron aktanmmn ardmdan baslangic maddesinin tersinmez olarak
veniden olustugn katalitik mekanizma:
Yiik < ne” « Ind Ind + Z — Yiik

7. Tersinmez bir elektron aktannmumm ardindan baslangic maddesinin tersinmez
olarak veniden olustugu katalitik mekanizma:

Yiik + ne” — Ind Ind + Z — Yiik

8 Arava bir kinvasal reaksivonun girdifi coklu elektron aktanmu, ECE
mekanizmasi:
Yiik < n;e” < Ind Ind—Y

Y +ue =2

EC mekanizmasinda, elektrokimyasal basamagi bir kimyasal basamak takip

etmektedir. EC mekanizmasi sematik olarak soyle gosterilir.

khet
Othe —— 3, R
k
R, Y

Elektrokimyasal reaksiyonun hiz sabiti, heterojen hiz sabiti adini alir ve Kpe ile,
kimyasal reaksiyonun hiz sabiti ise k; ile gosterilir. EC mekanizmasina gore tarama
hizindaki artma ile katodik pik akimi artar ve pik potansiyeli negatife kayar. Yukaridaki
mekanizmaya gore yuruyen bir sistemde R turu, takip eden kimyasal reaksiyonun
hizindan etkilenmektedir. Eger kimyasal reaksiyon hizli ve tarama hizi diguk ise, R
turd hizh bir sekilde elektrot ylzeyinde kimyasal reaksiyon ile tuketilmekte ve bu
nedenle anodik pik gozlenmemektedir. Tarama hizi arttirildiginda ise anodik pik
ortaya ¢ikmaktadir.

EC mekanizmasi igin testler agsagidaki gibidir [96]:
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[ERN

. |ip,alip k| < 1°dir. Ancak V arttikca bu deger 1’e yaklagmaldir.
2. ip,k/\/V orani V artikga ¢ok az da olsa azalmaldir.
3. Epk tersinir durumdakinden daha pozitif olmalidir.

4. ArtanV ile Epx negatif bolgeye kayar ve saf kinetik bolge igin V'deki 10 kat artis

30/n mV kaymaya neden olmalidir.

Bir elektrot reaksiyonunda elektron aktarim basamagindan once elektroaktif
maddenin olusmasina yol agan bir kimyasal reaksiyonun bulunmasi CE mekanizmasi

olarak adlandinlir ve asagidaki genel reaksiyon ile gdsterilir.

k
A%O

khet
Othe— 3, R

Bu esitliklerde A, elektroaktif olmayan bir maddeyi ifade etmektedir. Bu maddenin
elektrot ylizeyinde ne indirgendigi ne de ylkseltgendigi kabul edilir. Elektroaktif tir O
maddesidir. O ile gosterilen elektroaktif tirun, indirgenmesi ile konsantrasyonu azalir

ve kimyasal reaksiyon saga dogru kayar.

CE mekanizmasi kriterleri [96]:
1. Tarama hizindaki artig E,'yi anodik yone kaydirir.
2. Tarama hizindaki artis ile ip«/NVorani azalrr.

3. ip.alipk orant her zaman 1’e esit veya birden buyuktir ve tarama hizindaki artig

ile artar.

CV ile belirlenebilen diger bir mekanizma ise ECE mekanizmasidir. ECE
mekanizmasinda birinci basamakta bir elektrokimyasal basamak gerceklesmektedir.
Bu basamagi bir kimyasal basamak takip eder. Sonra ikinci bir elektron aktarim

basamagi tekrar meydana gelir.

O+ne — R (E)
R—3»A ©)
A+ne ——» B (E)
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ECE mekanizmasina gore yuruyen bir elektrot reaksiyonu asagidaki kriterlere
uymalidir [96]:

1. lipk/NV] degeri tarama hizi ile degisir. Ancak yliksek ve disiik tarama hizlarinda

limit degere ulagir ve |ipx/NV| (dlgik V) > [ipk NV| (yiksek VYydir.
2. ipalipk orani artan tarama hizi ile artar ve yuksek tarama hizlarinda 1’e yaklasir.

2.5. Kondanse 1, 4 - Dihidropiridin Turevleri

Piridin, elektronik bakimdan, benzen molekuline benzerlik gosteren, alti Gyeli
heterosiklik bir halkadir. Elektron ¢ifti tasiyan halka i¢i azot atomu nedeniyle
protonlanma, alkilasyon, acilasyon reaksiyonlari verebilir ve N-oksit olusturabilir.
Benzen moleklline benzer sekilde elektrofilik ve nukleofilik slbstitisyon
reaksiyonlari verebilir. Kimyasal reaktiflere olan davraniglari agisindan benzen ve

piridin arasinda benzerlikler vardir.

Sekil 2.14. Piridinin yapisi

Dihidropiridin, piridin halkasinin kismi indirgenmesiyle olusan bir halka sistemidir.
Piridin halkasina iki hidrojen katihmi, c¢esitli dihidropiridin turevlerini verir. Bu
izomerlerden 1,2-DHP ve 1,4-DHP vyapilari en ¢ok bilinen ve kararli izomerlerdir.
Bunun nedeni, elektronlarini kolaylikla mezomere sunmalaridir. Ozellikle 1,4-DHP
izomerinin kararlihgi, hiperkonjugasyon ve homoaromatisite yoluyla gergeklesen
elektronik etkilesmeye baglanmaktadir. Molekuler hesaplamalar 1,4-dihidropiridinlerin
azotun yalniz elektron cifti ve iki olefin baginin elektronlarinin delokalize oldugunu
belirlemistir. Enamine konjuge olan C(3) ve C(5) pozisyonunda elektron c¢eken
substituentlerin olmasi da bu delokalizasyonu arttirir. Elektron veren gruplarin aksine
dihidropiridin halkasi kararsizdir [98] [99] [100] [101].

llagsal aktiviteye dihidropiridin merkezine bagli cesitli fonksiyonel gruplarin etkileri

incelenmis ve agonist ya da antagonist aktiviteleri veren yapi 6zellikleri ile ilgili bilgiler
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saglanmistir. Antagonistler igin dihidropiridin halkasi genellikle C(4) te aril substitue

bulunan pseudo aksiyal yonelmeyi saglayan yassi bot konformasyonunu alir [101].

Rz
\“\\ \‘\
//
H
ROOC COOR;
Me TI Me
OR H

Sekil 2.15. 1,4-Dihidropiridinlerin konformasyonu

Substitle 1,4-dihidropiridin bilesikleri antiviral, antikanser, antitimor, antibakteriyel,
damar genisletici, antidiyabetik, karacigeri koruyucu, kan akimi duzenleyici, beyin
hdcrelerini  koruyucu aktivitelerinden dolayr farmakolojik 6neme sahiptirler. Bu
bilesiklerin canli metabolizmasindaki sitokrom P-450'nin redox tepkimelerini
katalizledigi bilinmektedir. Bu bilesiklerin kalsiyum kanal blokerleri ve HIV inhibitéru
olarak etki gosterdikleri belirlenmigtir. Bunlara ek olarak Alzheimer hastaliginin
tedavisinde pihtilasmaylr saglayan kan hdcrelerinin normal damar duvarina
yapismasina Onleyici olarak kullanilirlar Substitie 1,4-dihidropiridinler ve piridinler
uzerindeki farkh gruplar, bu gruplarin dogasi, kiralligi, 6zellikleri ve konumlari bu
maddelerin aktivitelerini etkilemektedir. Son zamanlarda 1,4-DHP bilesiklerine
biyolojik aktivitelerinden o6turt ¢ok fazla yonelme olmustur. Temel hedef, daha etkin,

daha selektif ve yan etkileri en aza indirilmis tlrevlerin kazaniimasidir.
1, 4-DHP’ler, gesitli yollarla sentezlenebilmektedirler. Bunlar;

1. Hantzsch sentezi

2. Piridin turevlerinden hareketle yapilan sentezlerdir.

Dihidropiridinlerin elde edilmesinde en ¢ok kullanilan yontem, iki mol etil asetoasetat,
bir mol aldehit ve amonyagin reaksiyonuna dayanan ve 1882’de Hantzsch tarafindan
geligtirilen Hantzsch sentezi dir [102] [103].
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Sekil 2.16. Hantzsch sentezi ile 1,4-dihidropiridin sentezi

Sekil 2.17. 1,4-DHP tdrevi (2-(metakriloiloksi)etil,4-aril-2,6,6-trimetil-5-okzo-
1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Materyaller
3.1.1. Elektrokimyasal Davranigi incelenen Bilesik ve Sentezi
Bu tez c¢alismasi kapsaminda dort farkli kondanse 1,4-Dihidropiridin tlrevinin

elektrokimyasal davranisi incelenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan 1,4-dihidropiridin tirevleri Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakultesi Farmasotik Kimya Ana Bilim Dali'nda Prof.Dr. Rahime
Simsek ve grubu tarafindan Hantzsch yontemiyle sentezlenmistir. Bilegiklerin
yapilarinin kanitlanmasinda, spektral analizlerden yararlaniimistir. Ayrica elemental

analizleri yardimiyla tim bilesiklerin yapilari dogrulanmigtir.

1 mol 4,4-dimetilsiklohekzan-1,3-dion, 1 mol 2-(metakriloiloksi)etil asetoasetat, 1 mol
substitie benzaldehit ve 4 mol amonyum asetat metanol igerisinde ¢dézinmus ve 15
dakika mikrodalga 1sinlamasina tabi tutulmustur. Tepkimenin ilerlemesi TLC ile izlendi.
Tepkimenin tamamlanmasinin ardindan karisim basing altinda kurutulmus ve sonucta

olusan ¢okelek diklorometan/eter karisimindan tekrar kristallendirilmistir.

R Sibstitlie benzaldehid

5%

O O
an
L Q
o CH
CH; i\
4 4-dimetilsiklohekzan-1,3-dion o) CH 2-(metakriloiloksi)etil asetoasetat

GECOOME;  Amonyum asetat

l metanol

Sekil 3.1. 1,4-DHP tarevlerinin Hantzsch yontemiyle sentezi
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Sekil 3.2. 1,4-DHP tlrevi, R=2,4diCl (2-(metakriloiloksi)etil,4-(2,4-diklorofenil)-2,6,6-
trimetil-5-okzo-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat)

Sekil 3.3. 1,4-DHP tlrevi, R=2,5diCl (2-(metakriloiloksi)etil,4-(2,5-diklorofenil)-2,6,6-
trimetil-5-okzo-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat)

Sekil 3.4. 1,4-DHP tarevi, R=3CI (2-(metakriloiloksi)etil,4-(3-klorofenil)-2,6,6-trimetil-5-
okzo-1,4,5,6,7,8-hekza hidrokinolin-3-karboksilat)

Sekil 3.5. 1,4-DHP turevi, R=2CI|,5CF; (2-(metakriloiloksi)etil,4-(2-kloro-5(triflorometil)
fenil)-2,6,6-trimetil-5-okzo-1,4, 5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat)
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3.1.2. Kimyasal Malzemeler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kimyasal Malzeme Temin Edilen Firma
Tetrabditil amonyum perklorat (TBAP—(CH3CH,CH,CH,)4N(CIO4)) Aldrich
Diklorometan (CH,Cly) Prolabo

Deneylerde kullanilan su destile sudur (Sadece temizleme isleminde kullanildi).
Susuz ortamda yapilan c¢alismada, destek elektrolit olarak TBAP kullanildi. 0.1 M
TBAP destek elektrolit gozeltisi diklorometan ¢éziucusunde hazirlandi. 0.8548g TBAP,
25ml diklorometanda c¢ozullerek stok c¢ozelti hazirlandi. Daha sonra dort farkli 1,4-
DHP tarevinin degisik derisimlerdeki ¢ozeltileri destek elektrolit ¢ozeltisi kullanilarak
deney oncesi 5ml’lik voltametrik hicrelerde hazirlandi. Derisimi 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml,
0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml ve 1.0 mg/ml olan ¢oOzeltilerde calismalar yapildi. Deneye
baslamadan once oksijeni uzaklastirmak amaciyla, hazirlanan butin ¢ozeltilerden 2
dakika sure ile saf azot (N2) gazi gegirildi.

3.1.3. Cihazlar )
Voltametrik olgimler CH Instruments CHI660C model potansiyostat ile yapildi. Ug

elektrotlu sistem kullanildi ve yontem olarak donlsumli voltametri teknigi secildi.

Tartimlar Axis AGN200C model terazi ile odlguldi ve c¢dzeltilerden oksijeni

uzaklastirmak icin BOS marka saf (%99.99) N, gazi kullanildi.

Sekil 3.6. CH Instruments CHI660C model potansiyostat

3.2. Metot
1.0 mg kondanse 1,4-dihidropiridin turevi tartiip voltametrik hlcreye koyulduktan

sonra uzerine 5 ml 0.1 M TBAP/diklorometan destek elektrolit ¢dzeltisi eklendi.
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Destek elektrolitte hazirlanan 0.2 mg/ml antioksidan c¢ozeltisinden oksijeni
uzaklastirmak icin 2 dakika sure ile N, gegirildi. Hlcre, ¢alisma elektrotu olarak kalem
grafit elektrotun, karsit elektrot olarak Pt telin ve referans elektrot olarak da DKE’nin
kullanildigi GglU sisteme yerlestirildi. Elektrotlar ¢cézeltiye 1cm daldinildi. Tim olgimler
oda sicakliginda gercgeklestirildi. -1.8 V - +1.8 V gibi genig bir potansiyel araliginda
DKE'ye karsi, tarama hizi 10 mV/s’den 200 mV/s'ye arttinlarak donusumli
voltamogramlar alindi. Derigim arttirilarak ayni islem tekrar edildi. Farkli deneye
gecmeden Once elektrotlar temizlendi, kalem ucu degistirildi ve ¢ozeltiden tekrar 2
dakika sure ile N, gazi gegcirildi. Segilen galisma ortaminda pik akimina ve pik
potansiyeline tarama hizinin ve derisimin etkisi, donisumli voltametri teknigi ile
incelendi. Son olarak dort farkli 1,4-DHP tlrevinin ylkseltgenmesi ve indirgenmesi
icin gerekli akim ve potansiyeller belirlendi ve tarama hizina kargi derisim grafikleri

cizilip bu grafiklerden dort farkli 1,4-DHP turevinin antioksidan kapasiteleri kiyaslandi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Elektrot Secgimi ve Elektrotlara Uygulanan On islemler

Deneyde hangi calisma elektrotunun kullanilacagina ve hangi potansiyel araliginda

cevap verdigine karar vermek igin, tim calisma elektrotlarinin (Au, Pt ve kalem ucu C
calisma elektrotlar) 0.1 M TBAP/CH,Cl, destek elektrolit ¢ozeltisindeki ve 1,4-DHP

tlrevi iceren ¢ozeltideki voltametrik davranislari incelendi.
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Sekil 4.1. Au elektrotun, -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliinda DKE’ye karsi, 200 mV

tarama hizinda, bos c¢ozeltideki ve 0.2 mg/mi

¢Ozeltideki voltametrik davranigi

1,4-dihidropiridin tUrevi igeren

4.5
4.0 9
354
3.04
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0.8

Potansivyel (V)

Sekil 4.2. Pt elektrotun, -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda DKE’ye karsi, 200 mV
tarama hizinda, bos c¢ozeltideki ve 0.2 mg/mL 1,4-dihidropiridin tlrevi igeren

cOzeltideki voltametrik davranisi
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Sekil 4.3. C elektrotun, -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda DKE’ ye karsi, 200 mV
tarama hizinda, bos c¢ozeltideki ve 0.2 mg/mL 1,4-dihidropiridin tlrevi igeren

¢Ozeltideki voltametrik davranigi

Yukaridaki voltamogramlarda goéruldigu gibi, kalem ucu C elektotun antioksidan
Olciminde daha iyi sonug¢ verdigi goruldd. C elektrotun antioksidan olgimunde
yaklasik +0.1 V'de gobzlenen ve bos C elektrot davranigindan farkhlik gdsteren
yukseltgenme piki antioksidanin varligini ve yukseltgendigini gosterdi. Bu sonuca
gore calisma elektrotu olarak segilen C elektrotun tekrarlanabilirligi icin ¢ kez dlgim
alindi ve standart sapma, s=V(Zx*-(Zx;)*/N)/N-1formiili ile 0.02 olarak hesaplandi. C
elektrot olarak kalem ucu C elektrot (0.5 kalem ucu) kullanildi. Kalem ucu C elektrot
laboratuvarimizda platin tel kullanilarak hazirlandi. Kalem ucu C elektrot kullanilarak
maliyet dusuruldugu gibi, bu elektrot kullanildiginda diger elektrotlara yapildigi gibi 6n
islemlere gerek duyulmadigindan deney suresi de kisalmig oldu.

Referans elektrot olarak DKE ve karsit elektrot olarak da Pt tel kullanildi. Au ve Pt
elektrotlar 6lgimden 6nce 1 M H,SO, ¢Ozeltisinde elektrokimyasal olarak ve daha
sonra 0.05 mikron gamma alimina tozu ve 1.0 mikron alfa alimina tozu ile zimparada
kimyasal olarak temizlendi. Karsit elektrot yakilarak temizlendi, referans elektrot ise

saf suyla temizlenip, kullaniimadigi zaman KCI ¢6zeltisinde bekletildi.
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4.2. Kalem Ucu C Elektrotun 0.1 M TBAP/CH,CI, Cozeltisindeki Voltametrik
Davranisi

Sekil 4.4’de kalem ucu C elektrotun 0.1 M TBAP/CH,CI, destek elektrolit ¢ozeltisinde

(bos c¢ozelti), -1.8 V ile +1.8 V arahginda, DKE'ye karsi ol¢ulen donusumli

voltamogrami gosterilmektedir. -0.8 V’de gorilen omuz C-O olusumunu, +1.2 V’'de

gorilen pik ise olugsan C-O tabakasinin siyrilmasini géstermektedir. Bu bilgiden yola

cikarak bir sonraki adimda bos ¢ozeltiye antioksidan madde eklenerek antioksidanin

elektrokimyasal davranisi incelenmistir.
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20 1.6 12 08 0.4 0 04 08 -1.2 -16 2.0

Potansiyel (V)

Akim (104A)

Sekil 4.4. Kalem ucu C elektrotun, -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda DKE'ye

karsi, 200 mV tarama hizinda olgulen, bos ¢ozeltideki voltametrik davranisi

4.3. Kalem Ucu C Elektrotun 1,4-Dihidropiridin Tiirevi igeren Cozeltilerdeki
Voltametrik Davranisi

Sekil 4.5'de kalem ucu C elektrotun, bos c¢ozeltide ve 1,4-dihidropiridin tlrevi iceren
cOzeltilerde alinan doénusimli voltamogramlari karsilastiriimistir. Kalem ucu C
elektrotun 1,4-dihidropiridin tlrevi iceren c¢oOzeltilerdeki elektrokimyasal davraniglari
incelendiginde yaklasik +0.1 V'de ve +1.2 V’'de goOzlenen ve bog ¢ozeltiden farklilik
gOsteren yukseltgenme pikleri antioksidanin varligini gosterir. Bolum 2.3.13.’de 6rnek
verdigim literatlrdeki ¢alismalarda da antioksidan varlidi 0.0 V’a yakin potansiyellerde
gosterilmigtir. Bu tez calismasi kapsaminda da antioksidan aktivite yaklasik +0.1 V

civarindaki yukseltgenme pikleri Uzerinden kiyaslanmistir. Yukseltgenme pik
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potansiyeli 0.0 V'a ne kadar yakinsa antioksidanin o kadar kolay yukseltgendigini
gosterir. Antioksidan aktivite, antioksidanin ne kadar iyi bir indirgen olduguyla ilgili
oldugu icin, ylkseltgenme pik potansiyelinin 0.0 V’a yaklasmasi yani erken

yukseltgenmesi o maddenin daha iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

gOsterir.
Vi \.-"-. " ,"r
¢ -Bos cizeli ' ;| -Boscozel :
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'qt 54 'qt 29
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C d

Sekil 4.5. Kalem ucu C elektrotun bos ¢ozelti ve 0.4 mg/ml 1,4-dihidropiridin tlrevi
iceren g¢ozeltilerde, 200 mV tarama hizinda, -1.8 V ile +1.8 V aralijinda DKE'ye karsi
voltametrik davranigi (a)R=2,4diCl, b)R=2,5diCl, c)R=3Cl, d)R=2ClI, 5CF3)
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4.4. Tarama Hizi Caligsmasi

2_1 I 1 1 1 1 1 1 1 1
181 Siyah>10mv i
1.5 ,__,/ r 3"
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< 0.9
-1.2 4 Mavi=>100mV 3
-1.5 1 2.Siyah->120mV .
-1.8
21 Ik 2.Pembe>200mv |
2.4 +——F— T T T T T T T T T L 1 T LI T T
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Potansivel (V)
Sekil 4.6. Kalem ucu C elektrotun, 0.2 mg/ml R=2,4diCl ¢bzeltisinde -1.8 V ile +1.8 V

potansiyel aralijinda, DKE’ye kargi tarama hizi galismasi

Potansivel (V)

2.1 ::::: l 4 M R l & 55 54 | L 1 P
18 Siyah->10mV i
1.5 1 -
] Pembe->30mVv
1.2 1 Lacivert>40mv 3
0.9 - -
0.6 -
o 0 - Yesil>50mV -
A 0.3 Turuncu->60mV L
§ 06 _ Kirmizi=>70mV
it‘ 0.9 Mor->80mV a
1.2 Mavi->100mV 1
1.5 ] 2.Siyah>120mv
1.8 L
2.1 2.Pembe>200mvV |
24 e e —
2.4 1.8 1.2 0.6 0 06 -1.2 -18 2.4

Sekil 4.7. Kalem ucu C elektrotun, 0.2 mg/ml R=2,5diCl ¢ozeltisinde -1.8 V ile +1.8 V
potansiyel araliginda, DKE’ye kargi tarama hizi galismasi
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Sekil 4.8. Kalem ucu C elektrotun, 0.2 mg/ml R=3Cl ¢dzeltisinde -1.8 V ile +1.8 V
potansiyel araliginda, DKE’ye kargi tarama hizi galismasi
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= 03 o
~ Turuncu->60mVv 3
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2.4 2
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230 T
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Sekil 4.9. Kalem ucu C elektrotun, 0.2 mg/ml R=2CI,5CF; ¢ozeltisinde -1.8 V ile +1.8
V potansiyel araliginda, DKE’ye kargi tarama hizi ¢alismasi
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Calisilan dort farkl madde i¢in de tarama hizinin pik akimina etkisi, tarama hizi

10 mV/s’den 200 mV/s’ye arttirilarak incelendi.

Dort 6rnek igin de artan tarama hiziyla pik potansiyelinin hemen hemen sabit
kaldigi gozlendi. Pik potansiyelin degismemesi ve hem anodik hem katodik pik

g6zlenmesi birlikte degerlendirildiginde tepkimenin tersinir oldugu disunulda.

Voltamogramlar incelendiginde tarama hizi arttikga pik akimlarinin da arttigi
g6ruldi. Randles-Sevcik denkleminden yola ¢ikarak, tarama hizina karsi pik
akimi ve tarama hizinin karekodklne karsi pik akimi grafikleri cizildi ve her iki

grafigin de dogrusal oldugu goruldd.

TUm o6rnekler icin pik akimin tarama hiziyla dogrusal olmasi ve logi-logV
grafikleri gizildiginde egimlerinin 1’e yaklagmasi tepkimelerin elektrot ylizeyinde
ve adsorpsiyon kontrolli gergeklestigini gosterir. Fakat incelenen maddelerin
hi¢g birinin dénisimli voltamogramlarinda bir 6n pike ya da arka pike
rastlanmamasi  elektrot  tepkimesinde  kuvvetli  bir  adsorpsiyonun

gerceklesmedigini dusundurdr.

Tarama hizinin  ¢ok duguk tutuldugu degerlerde antioksidan piki
kaydedilmemistir. Bu gozlem, elektrota uygulanan potansiyelin baslangic
degerinden elektron aktarimi gerekli degere ulasincaya kadar gegen siurede
antioksidan molekullerinin baska bir forma donugebilecegini akla getirmistir.
Yani elektrokimyasal basamaktan once bir kimyasal basamagin olabileceqgi
dusunulmektedir. Ayrica tepkimenin adsorpsiyon kontrolli olmasi da kimyasal
bir tepkimenin gergeklestigini disundurar. Adsorpsiyon olayinin gergeklesmesi

polimerizasyon yapilabilecegini de g0osterir.
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Cizelge 4.1. 0.4 mg/ml 1,4-dihidropiridin turevinin (R= 2,4diCl) farkh tarama

hizlarinda, anodik pik akim ve potansiyelleri

V(mV/s) | logV | WV | Ea(V) | 1ax10°(A) logla
50 | 1.700 | 7.071 [ 0.069| -1.002 -4.999
100 | 2.000 | 10.000 | 0.069 | -2.799 -4.553
120 | 2.079 [ 10.954 | 0.072| -3.260 -4.487
150 | 2.176 [12.247 [0.080 | -4.019 -4.396
200 | 2.301 |14.142[0.089| -5.120 -4.291

Cizelge 4.2. 0.4 mg/ml 1,4-dihidropiridin tlrevinin (R= 2,5diCl) farkh tarama

hizlarinda, anodik pik akim ve potansiyelleri

V(mV/s) | logV | W | EaV) | 12x10°(A) | logia
50 1.700 | 7.071 |[0.076 | -1.018 | -4.992
100 2.000 | 10.000 | 0.076 | -2.886 | -4.540
120 2.079 | 10.954 | 0.076 | -3.071 | -4.513
150 2.176 | 12.247 | 0.081 | -3.926 | -4.406
200 2.301 [ 14.142 | 0.087 | -5.114 | -4.291

anodik pik akim ve potansiyelleri

Cizelge 4.3. 0.4 mg/ml 1,4-dihidropiridin ttrevinin (R= 3CI) farkli tarama hizlarinda,

V(mV/s) | logV W | Ea(V) | 12x10°(A) | logia
50 1.700 | 7.071 [0.140 | -1.259 | -4.900
100 2.000 | 10.000 | 0.140 | -2.295 | -4.639
120 2.079 | 10.954[0.132 | -2.675 | -4.573
150 2.176 | 12.247]0.138 | -3.420 | -4.466
200 2.301 | 14.142 | 0.141 | -4511 | -4.346
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Cizelge 4.4. 0.4 mg/ml 1,4-dihidropiridin tarevinin (R= 2Cl, 5CF3) farkli tarama

hizlarinda, anodik pik akim ve potansiyelleri

V(mV/s) | logV W | Ea(V) | 12x10°(A) | logla
50 1.700 | 7.071 | 0.148 -1.998 -4.699
100 2.000 | 10.000 | 0.148 -3.051 -4.516
120 2.079 |10.954 | 0.149 -3.138 -4.503
150 2.176 | 12.247 | 0.164 -3.738 -4.427
200 2.301 | 14.142 | 0.148 -4.650 -4.333

0 0

0 6] 10 15 0 3 10 15
-4 * vTarama Hizi q * “Tarama Hizi
2 2
3 y = -0.6148x + 33805 ' 3 ¥
' N . y=-05680x+20881

= 09963 RY=0.9922

4 # 4 *
-8 * 5 L
5 Mm . £ Akim b

Sekil 4.10. a) R= 2,4diCl b) R= 2,5diCl, 1,4-Dihidropiridin tirevlerinin tarama hizinin

karekokune karsi pik akimi grafikleri

0 0
05 " 5 10 15 05 0 5 10 15
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25 y=04T18c+ 23223 & 2.5
3 R =0.988 L4 3
; y=-0365804 0666 4
35 * -3.5 R?=0.9708
4 -4 *
45 , . 45 .
-5 Akim -5 Akim b

Sekil 4.11. a) R= 3Cl b) R= R= 2CI,5CF3, 1,4-Dihidropiridin tirevlerinin tarama hizinin
karekokune karsi pik akimi grafikleri
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Sekil 4.12. a) R= 2,4diCl b) R= 2,5diCl, 1,4-Dihidropiridin turevlerinin tarama hizina

kargi pik akimi grafikleri
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Sekil 4.13. a) R= 3CIl b) R= R= 2CI,5CF3, 1,4-Dihidropiridin tlrevlerinin tarama hizina

karsi pik akimi grafikleri
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Sekil 414. a) R=2,4diCl b) R=2,5diCl, 1,4-Dihidropiridin turevlerinin logi-logV

grafikleri
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Sekil 4.15. a) R= 3Cl b) R= R= 2CI,5CF3, 1,4-Dihidropiridin ttrevlerinin logi-logV

grafikleri

4.5. Derigsim GCalismasi
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Akim (10°A)

- 0.6mg/mL R=2,4 diCl
- 0.8mg/mL R=2,4 diCl
- 1.0mg/mL R=2,4 diCl

Sekil 4.16. -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda, 200 mV tarama hizinda derisim

calismasi
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- 0.2mg/mL R= 2,5 diCl
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Sekil 4.17. -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda, 200 mV tarama hizinda, derisim

calismasi
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Sekil 4.18. -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda, 200 mV tarama hizinda, derisim
calismasi
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Sekil 4.19. -1.8 V ile +1.8 V potansiyel araliginda, 200 mV tarama hizinda, derisim

calismasi

e Derisimin pik akimina etkisi bes farkh derisim (0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6

mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml) Uzerinden arastinildi. Artan derigsim ile
yukseltgenme pik akiminin arttgi goritldid. Anodik pik potansiyeli ise hemen
hemen sabit kaldi. Yani pik potansiyeli derisime bagh degilken, pik akimin
artan derisim ile dogrusal olarak arttig1 anlasildi. Randles-Sevcik esitligine gore

de i-C grafiginin dogrusal olmasi gerekiyordu.

Cizelge 4.5. 4 Farkli kondanse 1,4-dihidropiridin tirevinin 200 mV tarama hizinda,
derisim, anodik pik potansiyeli ve anodik pik akimi degerleri

R=2,4diCl R=2,4diCl R=2,5diCl R=2,5diCl R=3CI R=3ClI R=2CI,5CF; R=2CI,5CF;

Derisim Akim Potansiel Akim Potansiel Akim Potansiel Akim Potansiel
(mg/ml) (10°A) V) (10°A) ) (10°A) ) (10°A) V)

0.2 -4.950 0.089 -3.659 0.111 -4.436 0.138 -3.885 0.148

0.4 -5.120 0.089 -5.114 0.087 -4.511 0.141 -4.650 0.148

0.6 -5.286 0.092 -6.829 0.112 -5.320 0.144 -4.926 0.130

0.8 -5.394 0.090 -8.006 0.130 -5.489 0.153 -5.695 0.133

1.0 -5.523 0.1 -8.745 0.129 -5.957 0.153 -6.056 0.139
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Sekil 4.20. Kondanse 1,4-dihidropiridin tirevinin (R=2,4diCl) derigsim-pik akimi grafigi

0
40 0.2 04 0.6 0.8 1 12
" Derigim
3
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-7 L4
-8 #

g *
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Sekil 4.21. Kondanse 1,4-dihidropiridin turevinin (R=2,5diCl) derigsim-pik akimi grafigi

(1] 0.2 04 06 08 i 12
- Derigim

y=-1.91x - 40366
4 R*=0877%

.7 - Akim
Sekil 4.22. Kondanse 1,4-dihidropiridin turevinin (R=3Cl) derigim-pik akimi grafigi
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Sekil 4.23. Kondanse 1,4-dihidropiridin tdrevinin (R=2CI,5CF3) derisim-pik akimi
grafigi

4.6. Kondanse 1,4-Dihidropiridin Turevlerinin Antioksidan Kapasitelerinin
Kiyaslanmasi

20 44—
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038 1
121 .
16 _ . - Siyah->R=2,4diCl -
203 f—
243 Pembe->R=3Cl o
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20 16 12 08 04 0 -04 -08 -12 -16 -20

Potansiyel (V)

Akim (10°A)

Sekil 4.24. 4 farkli 0.4 mg/ml kondanse 1,4-dihidropiridin tlrevinin, -1.8 V - +1.8 V

arasinda, 200 mV tarama hizinda kiyaslanmasi

Yapilan ¢alismalar sonucunda goéruldu ki, anodik pik akimi tarama hizi ve derigim ile

dogru orantilidir.
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Bu dort farkli maddenin antioksidan kapasiteleri kiyaslanirken hem yukseltgenme
(anodik) pik potansiyelleri hem de anodik pik dalgasinin altinda kalan alanlar birlikte
degerlendirildi. Daha onceki bolumlerde bahsettigim gibi yukseltgenme tepkimesinin
erken gerceklesmesi o maddenin indirgeme yetenegi yani antioksidan o6zelligi
hakkinda fikir verir. Bunun yaninda pik dalgasinin altinda kalan alan farkl
potansiyellerdeki degisimleri icerdiginden, bu iki durum birlikte degerlendirildiginde
daha saglikli sonuglar elde etmemize yardim eder.
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Sekil 4.25. a) R=2,4diCl, Pik Alani (Ap)=-8,169e°C, b) R=2,5diCl, Pik Alani (Ap)=-
6,394e°C
2.47 1 1 1 1 1 - 21 1 1
< 184
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Sekil 4.26. a) R=3Cl, Pik Alani (An)=-4,623e°C, b) R=2CI,5CF3,Pik Alani (Ap)=-
5,748e°C
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Cizelge 4.6. 0.4 mg/ml kondanse 1,4-dihidropiridin turevlerinin pik alan ve pik

potansiyel degerleri degerleri

Pik Alani Pik Potansiyel
© (V)
R=2,4diCl -8.169e® 0.089
R=2,5diCl -6.394e® 0.087
R=3Cl -4.623e® 0.141
R=2CI|,5CF; -5.748e™® 0.142

Voltamogramlar kiyaslanarak calisilan maddelerin antioksidan kapasite siralamasi su

seklide bulunmustur:
R=2,4diCl > R=2,5diCl > R=2CI,5CF3 > R=3ClI

incelenen dért farkli 1,4-dihidropiridin tiirevi arasindaki antioksidan kapasite farki

yapilarindaki fenil grubu Gzerindeki gruplarin farkliigindan ileri gelmektedir.

Voltamogramlarda iki tane anodik pik gorulmektedir. Bu durum ylkseltgenme olayinin
iki basamakta gergeklestigini gosterir. ilk ylkseltgenme olayinin piridin halkasi
uzerinde C(4) pozisyonundan, ikinci yukseltgenme olayinin ise C(1) pozisyonundan

H’nin ayrilmasiyla gergeklestigi disunulmektedir.

Sekil 4.27. Birinci elektrokimyasal basamak
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Sekil 4.28. ikinci elektrokimyasal basamak

ik elektrokimyasal tepkimeden sonra olusan radikalin kararlihg fenil halkasindaki
farkh gruplara baghdir. Karbokatyon ne kadar kararliysa antioksidan 6zelligi de o
kadar fazladir. Piridin halkasi Uzerinde C(4) pozisyonundaki eslesmemis elektronun
fenil halkasi Uzerinde ilerlemesiyle, mezomerik etki sonucu doért farkli 1,4-
dihidropiridin tlrevinin her birinin Ug farkli rezonans yapisi olusur. R=2,4diCl tlrevinin
iki rezonans yapisi da karaliyken, R=3CI tirevinin rezonans yapilarindan hig¢ biri
kararh degildir. R=2,5diCl ile R=2CI,5CF3 tlrevlerinin her ikisinin de tek rezonans
yapisi kararhdir; fakat F’'un elektronegatifligi daha yuksek oldugu icin R=2,5diCl
tirevinin rezonans yapisi daha karaldir. Deneysel sonuglar da bu degerlendirmeyi

destekler niteliktedir.
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5. SONUG

Yapilan c¢alismalarin sonuglarinda géruldigu gibi UV spektrofotometri, IR
spektroskopisi, yliksek performansli sivi kromatografisi veya lazer flag fotolizi
gibi kompleks protokolleri ve/veya pahali cihazlari igceren diger analitik
yontemlerin yaninda, donusumld voltametri teknigi hem antioksidan
yukseltgenme tepkimelerinin mekanizmasinin aydinlatiimasinda hem de
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde dusuk maliyetli, nispeten daha basit

ve zaman kazandiran bir tekniktir.

Calismadaki voltamogramlar incelendiginde tarama hizi ve derisimle pik
akimin dogrusal oldugu, fakat hem tarama hizinin hem de derisimin pik
potansiyeli Uzerinde bir etkisi olmadigi goértlmuastir. Bu durum antioksidan
yukseltgenme  tepkimesinin  tersinir  olmasiyla  sonuglanir.  Ayrica
voltamogramlardan tepkimenin elektrot ylzeyinde adsorpsiyon kontrolll
gerceklestigi de belirlenmistir. Tum bu sonuglarin 1s1g1 altinda, kullanilan
antioksidan turevlerinin  kapasitelerinin  birbirinden  farkli  oldugu ve
siralamasinin R=2,4diCl > R=2,5diCl > R=3CI| > R=2CI,5CF; seklinde oldugu

gorulmustar.

Antioksidanlarla ylzey elektrokimyasi tekniklerini birlestirerek ¢alisma imkani
saglayan bu tez calismasi kapsaminda, 0.2 mg/ml gibi disuk derisimlerde
oldukga az miktarda antioksidan maddesi tlketerek birka¢ dakika icerisinde
antioksidan olgumlerinin tamamlandigi goérulmastir. Bu tez c¢alismasinda
sadece nitel analiz yapiimistir ve antioksidan kapasiteleri anodik pik alanlari ve
anodik pik potansiyelleri karsilastirilarak belirlenmigtir. Bu tez, ileride devam
edecek calismalarda Troloks gibi bir referans madde kullanarak antioksidan
miktar tayinlerinin yapilmasina ve yeni antioksidan turlerinin aydinlatiimasina

olanak saglayacaktir.
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