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Iki elektrotlu tipik bir elektrokimyasal hiicre

Voltametrik Sl¢iimlerde kullanilan ii¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre
Yaygin elektroanalitik yontemlerin sematik gosterimi

Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyallerinin dordiiniin dalga
sekli

Dontigiimlii voltametride gerilim-zaman ve gerilim-akim egrileri

Kare dalga voltametrisinde uyara sinyali ve elde edilen voltamogram
Adsorptif styirma voltametrisi

(a) elmas, (b) grafit, (c) fulleren, (d) karbon nanotiip

Grafen yapisi

(a) sp>-bagli elmas ve (b-d) sp’-bagli karbon ((b) CNT (1D-yapisi), (c)
fulleren (OD-yapisi), (d) grafen (2D-yapisi)

Nafion/grafit ve Nafion/grafen-modifiye elektrotlar

HPLC cihazinin akis semasi

KAF, PAR, ASA’nin molekiil formiilleri

Grafit, GO ve rGO’nun FTIR spektrumlari.

GO ve rGO’nun Raman spektrumlari

0.05 mg mL* GO ve rGO’nun sulu cozeltilerindeki UV/Vis
spektrumlari

Gr/GCE (A) ve Gr-Nf/GCE (B) yiizeylerinin SEM goriintiileri

4 ng mL™* PAR’n 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) i¢erisinde GCE (mor
cizgi), Gr/GCE (mavi ¢izgi) ve Gr-Nf /GCE (kirmiz1 ¢izgi) iizerinde
doniistimli voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 50 mV s,

4 ng mL™ PAR’m 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde Gr-Nf/GCE

iizerinde doniisiimlii voltamogrami hiz taramasi (50-700 mV s™).

40 pg mL™* ASA’min 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) icerisinde GCE
(mor c¢izgi), Gr/GCE (mavi ¢izgi) ve Gr-Nf /GCE (kirmizi ¢izgi)

iizerinde doniisiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 50 mV s™.
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40 ug mL™ ASA’nin 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde Gr-Nf/
GCE iizerinde doniisiimlii voltamogrami hiz taramasi (50-700 mVs-1).

50 pg mL™? KAF’m 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) i¢erisinde GCE (mor
cizgi), Gr/GCE (mavi ¢izgi) ve Gr-Nf /GCE (kirmiz1 ¢izgi) lizerinde

dontigiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 50 mV s™.

50 pg mL™ KAF’m 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde Gr-Nf/

GCE iizerinde doniisiimlii voltamogramu hiz taramasi (50-700 mV s™).

BR tamponunda (pH 2-8) 0.05 pg mL™ PAR, 1 pg mL™* ASA ve 1 pg
mL" KAF c¢ozeltilerinin Gr-Nf/GCE vyiizeyinde kare-dalga siyirma
voltamogramlari. Kare dalga degiskenleri; puls amplitid, 30 mV,
frekans, 50 Hz, gerilim adimi, 8 mV. Elektrokimyasal biriktirme stiresi,

60 s (agik devrede, 5000 rpm).

PBS (pH 2.5, kirmiz1 ¢izgi, pH 7.4, mavi ¢izgi) ve ABS (pH 4.7,
kahverengi cizgi) tamponunda 0.05 pg mL™ PAR, 1 ng mL™ ASA ve 1
ng mL™ KAF cozeltilerinin Gr-Nf/GCE yiizeyinde kare-dalga siyirma
voltamogramlari. Kare dalga degiskenlerii; puls amplitiid, 30 mV,
frekans, 50 Hz, gerilim adimi, 8 mV. Elektrokimyasal biriktirme siiresi,

60 s (agik devrede, 5000 rpm).

Gr-Nf/GCE iizerinde PBS (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde PAR (0.001,
0.005, 0.01, 0,002, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 ve 0.225 pg mL™) i¢in kare
dalga adsorptif siyirma voltamogramlari. Biriktirme siiresi 60 s;
biriktirme gerilimi 0.1 V; Kare-dalga voltametri degiskenleri: Frekans,
75 Hz; Gerilim adimi, 14 mV; amplitiid, 50 mV.

Gr-N{f/GCE fiizerinde PBS (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde; ASA (0.025,
0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 pug mL'l) icin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari. Degiskenler Sekil 26’daki gibidir.

Gr-N{f/GCE iizerinde PBS (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde; KAF (0.025,
0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ve 7.5 pg mL™) icin kare dalga adsorptif
styirma voltamogramlari. Degiskenler Sekil 26’daki gibidir.

Vi

38

39

40

41

42

45

45

46



Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

1 pg mL™? ASA ve 2.5 ug mL™* KAF varliginda 0.00125-0.25 ng mL*
araliginda 0.1 M PBS (pH=2.5) icerisinde PAR’1n kare dalga adsorptif
styirma voltamogramlari. Elektrot, Gr-Nf/GCE, biriktirme siiresi 60 s;
biriktirme gerilimi, 0.1 V; Kare-dalga voltametri degiskenleri,
amplitiid: 50 mV, gerilim adim1: 14 mV, frekans 75 Hz.0.04 pg mL™ .

0.04 pg mL™ PAR ve 2.5 pg mL™* KAF varhiginda 0.05-5.0 pg mL™
araliginda 0.1 M PBS (pH=2.5) icerisinde ASA’nin kare dalga adsorptif

styirma voltamogramlari. Degiskenler Sekil 29°daki gibidir.

0.04 pg mL™ PAR ve | ug mL™* ASA varhigmnda 0.05-7.5 pg mL™
araliginda 0.1 M PBS (pH=2.5) icerisinde KAF’1n kare dalga adsorptif

styirma voltamogramlari. Degiskenler Sekil 29°daki gibidir.

0.00125-0.075 pg mL™ PAR, 0.15-3.0 ug mL™ ASA ve 0.05-2.0 pg
mL™ KAF araliginda 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) icerisinde PAR,
ASA ve KAF'mn es zamanlhi kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlar1. Degiskenler Sekil 29°daki gibidir.

PAR igeren Parol ilag c¢ozeltisine (kesikli ¢izgi), standart PAR
¢ozeltisinden 0.005 ppm, 0.01 ppm, 0.04 ppm ve 0.06 ppm eklenmesi
sonucu olusan akim degerlerine iliskin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari. Elektrot; Gr-Nf /GCE, biriktirme stiresi 60 s,
biriktirme gerilimi 0.1 V, Kare Dalga Voltametri degiskenleri,
amplitiid; 50 mV, gerilim adimi; 14 mV, frekans; 75 Hz.

ASA igeren aspirin ilag ¢oOzeltisine (kesikli ¢izgi), standart ASA
¢ozeltisinden 0.15 ppm, 0.25 ppm, 0.5 ppm ve 2.5 ppm eklenmesi
sonucu olusan akim degerlerine iliskin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari. Elektrot; Gr-Nf/GCE, biriktirme siiresi 60 s,
biriktirme gerilimi 0.1 V, Kare Dalga Voltametri degiskenleri,
amplitiid; 50 mV, gerilim adimi; 14 mV, frekans; 75 Hz.
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PAR, ASA ve KAF iceren thomapyrin ilag ¢ozeltisine (kesikli ¢izgi),
standart PAR ¢ozeltisinden sirasiyla 0.00025 ppm, ASA ¢ozeltisinden
0.5 ppm ve KAF c¢ozeltisinden 0.1 ppm, standart PAR ¢ozeltisinden
0.002 ppm, ASA c¢ozeltisinden 1 ppm ve KAF ¢ozeltisinden 0.4 ppm,
standart PAR c¢ozeltisinden 0.002 ppm, ASA c¢ozeltisinden 1.5 ppm ve
KAF ¢ozeltisinden 0.8 ppm ve standart PAR ¢6zeltisinden 0.005 ppm,
ASA ¢ozeltisinden 1.75 ppm ve KAF c¢ozeltisinden 1 ppm eklenmesi
sonucu olusan akim degerlerine iliskin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari, Elektrot; Gr-Nf/GCE, biriktirme siiresi 60 s,
biriktirme gerilimi 01. V, Kare Dalga Voltametri degiskenleri,
amplitiid; 50 mV, gerilim adimi; 14 mV, frekans; 75 Hz.

PAR standart c¢ozeltisinin HPLC  kromatogrami (tR=4.237).
Kromatografik kosullar; kolon: Nucleosil C18 (250 mm X 4.6 mm, 5
um), hareketli faz bilesimi: asetonitril /su (25:75 v/v), pH 2.5, hareketli
faz akis hizi: 1 mL dakika'l, kolon firin sicakhigr: 25 °C, dedektor:
fotodiot dizileri (207 nm).

ASA standart ¢ozeltisinin  HPLC  kromatogrami (tR=10.755).
Kromatografik kosullar Sekil 36’daki gibidir.

KAF standart ¢ozeltisinin  HPLC  kromatogrami  (tR=5.323).
Kromatografik kosullar Sekil 36’daki gibidir.

PAR, KAF ve ASA standart c¢ozeltilerinin HPLC kromatogramu.
Kromatografik kosullar Sekil 36’daki gibidir.

PAR, KAF ve ASA’nin eszamanl tayinlerinde elde edilen kalibrasyon
grafikleri.

Parol ilag ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami. Kromatografik kosullar
Sekil 36’daki gibidir.
Aspirin ila¢ ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami. Kromatografik kosullar
Sekil 36’daki gibidir.

Thomapyrin ilag c¢ozeltisinin HPLC kromatogrami. Kromatografik
kosullar Sekil 36’daki gibidir.
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TABLOLAR

KAF, PAR ve ASA’nin tayinlerine yonelik bazi ydntemlere
ornekler

KAF, PAR ve ASA’nin tayinine yonelik son yillarda yapilan
elektrokimyasal ¢alismalara drnekler

PAR, ASA ve KAF analizi igin voltametrik yontem ile elde edilen
en iyi deneysel kosullar

Gr-Nf/GCE’de PAR, ASA ve KAF’in tekli kalibrasyon
karakteristikleri

Gr-Nf/GCE’de diger iki bilesigin derisimleri sabit tutuldugunda
bir bilesik i¢in kalibrasyon karakteristikleri

PAR, ASA ve KAF’mn es zamanli tayinleri i¢in kalibrasyon
karakteristlikleri

HPLC  yontemi ve  SW-AdASV  kullamilarak  ilag
formiilasyonunda (parol ve aspirin tabletlerinde) PAR ve
ASA’ni tekli tayin sonuglari

PAR, KAF ve ASA’nin ilag preparatlarindaki (Thomapyrin
tablet) eszamanli tayinlerinin voltametrik (Gr-Nf/GCE) ve

HPLC yontemi ile bulunan sonuglar1
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LOD Go0zlenebilme Siniri

LOQ Kantitatif Olgme Sinir1

BDD Bor Katkili Elmas Elektrot

GCE Cams1 Karbon Elektrot

HPLC Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
DAD Diyot dizi detektorii

CVv Dontigiimlii Voltametri

LC S1v1 Kromatografisi

DPV Diferansiyel Puls VVoltametrisi
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AdASV Adsorptif Styirma Voltametrisi
SW-AdJASV Kare Dalga Adsorptif Siyirma Voltametrisi
CNT Karbon Nano Tiip

BR Britton-Robinson Tamponu

rpm Dakikada Donme Sayis1

f Frekans
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1. GIRIS

Karbon materyalleri, cesitli allotrop yapilar1 sayesinde farkli elektronik ve
elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle giintimiiziin ilgi ¢eken malzemeleri arasindadir.
Elektrokimyasal yontemlerin basit, hizli, ekonomik ve duyarli oluslarinin yanisira
kiiciik hacimli minyatiirizasyona olanak saglamalar1 nedeniyle karbon allotroplarinin
elektroanaliz alaninda elektrot olarak kullanimlart da giderek artmaktadir. Camsi
karbon elektrotlar (GCE), uzun yillardir farkli analitlerin saptanmasinda yaygin
bi¢imde kullanilmaktadir. Son yillarda ise yeni karbon materyalleri, 6zellikle katkili
(dope edilmis) elmas (doped diamond), karbon nanotiip (CNT) ve grafen nanoyapilar;
elektroanalizde (biyo) molekiillere duyarli platformlar olarak artan hizla gelistiril-
mektedir. Cok daha yeni olarak, Geim ve Novoselov’un 2010 yilinda Nobel Fizik
odiilti almasiyla tiim dikkatler gelecegin malzemesi olarak isimlendirilen ve iki boyutlu
planar yapilarin ¢ok ender Orneklerinden biri olan grafen {izerine c¢evrilmistir
(Novoselov ve ark., 2004). Yeni bir karbon ¢agmin baslamasinin sinyallerini veren
uygulamalarina iliskin fizik, kimya ve materyal biliminde grafen ve iligkili materyaller
lizerine basilmis makalelerin sayis1 son bes yil igerisinde sasirtici bir hizla artmistir.
Grafenin rulo haline gelmis formu olan CNT malzemesi giiniimiizde elektronikten
sagliga kadar bir¢cok alanda binlerce kullanim alani1 bulmustur. Nanotiiplere oranla
daha basit elde edilis yontemlerine sahip olmasi ve bu yontemlerin nanotiiplere kiyasla
daha kontrol edilebilir olmasi nedeniyle grafenin yakin gelecekte nanotiip teknolojisi

uzerinde Ustiinliik kurmasi da olasidir.

Diger taraftan; son otuz yil, insan ve bitki gibi canl tiirlerinde var olan ya da
onlarin yararina kullanilan énemli (biyo) molekiillerin saptanmast i¢in elektroanalitik
yontemlerdeki gelismeye taniklik etmektedir. Ayn1 anda birden fazla bilesigi ya da en
azindan benzer fizikokimyasal 6zellige sahip bir grubu saptamak iizere gelistirilen
analitik yontemlerin hi¢ siiphesiz ki saglik bilimlerinde, ila¢ ve gida endiistrisinde,

fitoterapi pazarinda 6nemi ¢ok biiyiik olacaktir.

Yukarida so6zii edilen bilgilerin 1s18inda bu tez kapsaminda amaglanan hedef;
grafen ile modifiye edilmis elektrotlarin ilag etken maddelerinin ilgili preparatlarinda

yeni uygulamalari iizerinedir. Ilag preparatlarindaki uygulamasi; agri kesici ve ates



diisiiriici olarak en fazla kullanima sahip olan kafein, parasetamol ve asetilsalisilik

asit’in tekli ve karisimu tizerinde gergeklestirilecektir.

Bu tez kapsaminda ilgili bilesiklerin elektrokimyasal yiikseltgenmesine dayali
yeni, duyarli, secici, hizl elektroanalitik yontem gelistirilmesi tasarlanmustir. Gelistirilen
yontem gercek Orneklere (ticari ilag preparatlari) uygulanarak sonuglar yiiksek

performansli s1vi kromatografisi ile kiyaslanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, bir metalik iletken ile kimyasal bir maddenin ¢6zeltisi ya da
bizzat kendisi arasindaki ara ylizeyde meydana gelen kimyasal degisimleri ele alan
kimya dalidir (Chang, 2006). 217 yil 6nce Volta’nin elektrik pilini (1799) kesfi ile
baglayan elektrokimya uzun bir gegmise sahiptir ve elektrokimya uygulamalart ile
ilgili yapilan ¢ok fazla ¢calisma bulunmaktadir (Bard ve Faulkner, 1980; Sawyer ve
ark., 1995). Son yillardaki ilerlemelerle birlikte, bilim ve teknolojinin yeni
alanlarinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar ve kiiresel enerji ve ¢evre sorunlarinin

¢ozlimiine katki saglar (lzutsu, 2002).

Elektrik enerjisinin kimyasal doniistimleri gerceklestirebilmesi ve kimyasal
dontistimlerin de elektrik enerjisi iiretebilmesi yiikseltgenme ve indirgenme
siireclerine baghidir. Bu olaylar gerceklestigi anda sistemde elektron gegisleri ve
aktarimi meydana gelir. Elektrik-madde etkilesimi, elektrokimyasal hiicre ad1 verilen
bir diizenek igerisinde gergeklestirilir. Bir elektrokimyasal tepkimenin olugmasi
incelenecek maddeyi (analit) iceren bir c¢Ozeltiyi, analitin kimyasal doniisiime
ugradig: elektrot sistemini (genellikle ticlii elektrot sistemi) ve elektrotlar1 birbirine
baglayan bir doniistiiriicii sistemini (transistor) gerektirir. Cozelti olarak elektriksel

iletkenligi saglamak amaciyla siklikla tampon ¢6zelti kullanilir (Yardim, 2009).

Elektroanalitik kimya, analit ¢ozeltisinin bir elektrokimyasal hiicrenin pargasi
olmasi1 durumunda ¢6zeltinin elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesine dayanan

bir grup nicel analitik yontemin genel adidir (Skoog ve ark., 1998).

Elektroanalitik  yontemlerin  ¢ok  ¢esitli  siniflandirilmalart ~ vardir.
Elektroanalitik yontemlerin, ara yiizey yontemleri ve analiz ortaminin tamamindaki
yontemler olmak iizere iki ana grupta toplanmasi en yaygmn kabul edilen
simiflandirmadir. Yontemlerin ¢ok biiyiikk bir kisminda akim goézlenir ve bunlar
¢ogunlukla gerilim kontrollii ya da akim kontrollidiir. Gerilim ve akimin kontrol
edildigi yontemlerde bu degiskenler biiyiikk genlikli ya da kiigiik genlikli olarak
uygulanir. Biiylik genlikli yontemler digerlerine gore daha yaygin olarak kullanilir

(Oztekin, 2008).



Elektroanalitik yontemler, ¢ok diisiik tayin sinirlarina olanak tanimalarinin
yani sira uygulandiklar1 sistemler hakkinda kapsamli bilgiler (yiik ve kiitle aktarim
hizi, adsorbsiyon derecesi, kimyasal tepkimelerin hiz ve denge sabitleri)
sunmalariyla var olan yontemleri tamamlayici hatta onlara alternatif olma konumunu
da tagirlar.

Gegen zamanla birlikte bu alanda yapilan yenilikler; analizlerin daha kisa
stirede, daha diigiik tayin sinirinda ve daha ekonomik kosullarda yapilmasina olanak
sagladigl i¢in elektroanalitik yontemler analitik kimyada tercih edilen Oncelikli

konuma gelmistir (Y1ldiz ve ark., 1997; Skoog ve ark., 1998; Giindiiz, 2004).

2.1.1. Elektrokimyasal hiicreler

Elektrokimyasal hiicreler, elektrik enerjisi iiretiminde kullaniliyorsa
"galvanik", bir dig kaynaktan elektrik alip harciyorsa "elektrolitik" olarak
siniflandirilirlar. Analitik kimyada iki tiir hiicre de kullanilir. Hiicrelerin ¢ogu, deney

kosullar1 degistirilerek galvanik ya da elektrolitik amaglarla ¢alistirilabilir.

Elektrokimyasal bir hiicrede, uygun bir elektrolit ¢cozeltisine daldirilmis, iki
metalik iletken (elektrot) bulunur. Elektrik akimi elde edilmesi i¢in elektrotlarin
distan iletken bir tel ile baglanmasi ve iki elektrolit ¢ozeltisinin, iyonlarin birinden
digerine hareketini saglayacak sekilde birbiriyle baglanti halinde bulunmasi ve her
iki elektrodun her birinde bir elekron aktarim tepkimesinin olusmasi gerekir (Skoog
ve ark., 1998).

Elektrokimyasal hiicreler iki elektrotlu ve 1ii¢ elektrotlu olmak {izere

siiflandirilabilirler.

iki elektrotlu hiicrelerde bir calisma elektrodu ile bir karsilastirma elektrodu

vardir. Iki elektrotlu elektrokimyasal hiicrelerin boliimleri Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. iki elektrotlu tipik bir elektrokimyasal hiicre

(Cozelti direncinin 6nemli oldugu elektrokimyasal hiicrelerde ¢alisma ve
karsilagtirma elektrotlarina ek olarak yardimei (karsit) elektrot olarak bilinen iiglincii
bir elektrot kullanilir. Hiicre materyali, elektrot girisleri bulunan bir kapakla
kapatilmis genellikle kiiciik bir cam kaptan (5-20 mL) olusmustur. Cozlinmiis
oksijeni uzaklastirmak amaciyla inert gaz aktarim borusu ve se¢ime bagli olarak
karistirict igerir. Voltametride kullanilan ii¢ elektrotlu diizenegin tipik bir 6rnegi

Sekil 2’de verilmistir.
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Sekil 2. Voltametrik ol¢iimlerde kullanilan {i¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre (Als
Co. Ltd., 2006).

Calisma Elektrodu: Yiizeyinde c¢ozeltideki indirgenme ve yiikseltgenme

tepkimelerinin gergeklestigi ve zamanla gerilimi dogrusal olarak degisen elektrottur.

Karsilagtirma Elektrodu: Sabit bir gerilime sahip olan bu elektrot, calisma
elektrodunun geriliminin kiyaslandigi elektrottur. Gerilimi analizi yapilacak analitin

derisiminden bagimsiz olup tekrarlanabilen, kararl1 ve sabit bir degerdedir.

Yardimci Elektrot: Elektrokimyasal hiicre icinde akimin aktarilmasi gorevini
yiiriiten, calisma elektrodu ile bir ¢ift olusturan ve genellikle inert materyalden

olusan elektrot tipidir.



Hiicre icindeki elektrotlarin yerlesimi olduk¢a 6nemlidir. Calisma elektrodu,
karsilastirma elektroduna olduk¢a yakin olmak kosuluyla yardimci elektrot ve
karsilastirma elektrodu arasma yerlestirilir. Uclii elektrot sistemi kullanilmasinin
gerekcesi, potansiyostatin calisma elektrodu asir1 gerilim yiiklemesi durumunda
sistemi otomatik olarak verilen dogru gerilime getirmektir. Bu islem, calisma
elektrodu ve karsilastirma elektrodu arasindaki gerilim siirekli Olgililerek ve ayarh

gerilimle karsilagtirarak yapilir.

Elektrokimyasal hiicreye yerlestirilen {iglii elektrot girisleri, iletken bir telle

potansiyostata baglanarak devre tamamlanur.

Analiz sirasinda ¢oOzeltinin karistirilip  karistirllmamasina bagli  olarak

elektrot-elektrolit ara yiizeyinde ger¢eklesen olaylar da farkli olur.

2.1.2. Elektroanalitik yontemler

Elektroanalitik yontemler, ara yilizey yontemleri ve analiz ortaminin
tamaminda gerceklesen yontemler olmak {izere iki ana baslik altinda incelenirler. Ara
ylizey yontemleri elektrot yiizeyleri ile bu yiizeye hemen bitisik konumdaki ince
tabakadaki (elektriksel cift tabaka) ¢ozelti arasinda gergeklesen olaylari inceler.
Analiz ortaminin tamamindaki yontemler ise c¢ozeltinin tamaminda gergeklesen
olaylar1 incelemek iizerine kurgulanmistir ve ara ylizey olaylarindan olabildigince

uzak durulur.

Ara ylizey yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerin akimin varliginda ya da
yoklugundaki isleyisine gore duragan (statik) ve dinamik olmak iizere iki ana sinifa
ayrilir. Statik yontemlerin hizlarinin ve segiciliklerinin elektroanalitik kimyada ayri
bir 6nemi olsa da akimin c¢ok Onem tasidig1 dinamik ara yilizey yOntemleri
elektroanalitik kimyada daha yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Sekil 3’de yaygin

olarak kullanilan elektroanalitik yontemler gosterilmistir.



Elektroanalitik Yontemler

Ara yazey Analiz artamemin
yontemben tamamundakl yéntember
Statik Dinazmk Eonduktometn Eeondaktometnk
yontemler yontemler titrasyonlar
(I=0) (1= G=1E) (bacim)
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Fotansrvemetnk
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(hacim)
Enlometnk
/ titrasyonlar
Q=1
Potansiyel
kontolli Sabat akam
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{kiitle)
Sabat abaktrot Veoltametn Amperometnk Elektrogravimetn
potansiyel nmrasyonlar
kulometina
[I=1£(EN (Bacim) (itde)
Q=[5 1dt)

Sekil 3. Yaygin elektroanalitik yontemlerin sematik gosterimi (Gokge, 2004)

2.2. Voltametri

Elektroda uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak akimin o&lgiilmesiyle
sistem hakkinda bilgi veren bir elektroanalitik yontemdir. Bu elektroanalitik
yontemlerle maddelerin, nitel ve nicel analizleri yapilabilecegi gibi elektrot
tepkimelerinin mekanizmalar1 da incelenebilir. Ayrica maddelerin ¢6zeltilerdeki

kararliliklar1 ve ¢esitli fizikokimyasal sabitlerinin de tayinini yapmak olaniklidir.



Voltametrik yontemlerin bir kisminda gerilim sabit tutulur ya da g¢esitli
sekillerde degistirilerek madde miktarina bagl olarak olusan akim miktar1 incelenir.
Voltametri yonteminde, ¢alisma elektrodunun gerilimi zamanla degistirilirken akim

Olculiir.

Elektroda, zamanin bir fonksiyonu olarak farkli gerilimlerin uygulanmasiyla
olusan farkli sekillerdeki gerilim-zaman fonksiyonlarina uyarma sinyali denir.
Voltametri de en ¢ok kullanilan uyarma sinyallerinin dordiiniin dalga sekli asagidaki

gibidir.

ismi Dalga Sekli Voltametri Tipi
T Polarografi
Dogrusal Taramali £ Hidrodinamik Voltametri

Zaman —»

e

Zaman —»

Difarensiyel Puls Difarensiyel Puls Polarografisi

Gerilim ——»

Kare Dalga I Kare-Dalga Voltametrisi
Zaman —————»
Ucggen I Déniisiimlii Voltametri
///\\\ ,",/ h
Zama —_—

Sekil 4. Voltametride En Cok Kullanilan Uyarma Sinyallerinin Dordiiniin Dalga Sekli
(Skoog ve ark., 1998)



2.2.1. Voltametrinin ve voltametrik yontemlerin siniflandirilmasi

» Déniistimlii voltametri (CV)
» Tersinir sistemler
» Tersinmez ve yari-tersinir sistemler
» Adsorpsiyonun doniisiimlii voltametri ile incelenmesi

- Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)
» Kare dalga voltametrisi (SWV)
» Sabit gerilimli elektroliz (Bulk elektroliz, BE)

» Siyirma voltametrisi
» Anodik styirma voltametrisi (ASV)
» Katodik styirma voltametrisi (KSV)
» Adsorptif styirma voltametrisi (AdSV) (Turan, 2008).

2.2.1.1. Doniisiimlii voltametri

Dontistimlii voltametri, susuz ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal ¢alismalarda en
kullamish yontemlerden biridir (Izutsu, 2002). Ozellikle, kararsiz bir ara iiriin ya da
tirlin iceren elektro tepkimelerinin incelenmesinde yararlidir. Hiicrede olusan akimin
gerilimin fonksiyonu olarak kaydedilmesiyle elde edilen akim-gerilim egrilerine
dontisimlii voltamogram denir. Doniisiimlii voltametride gerilim-zaman ve gerilim-

akim egrileri Sekil 5°de gosterilmistir.
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1 J
O 4R
Zaman Gerilim

Sekil 5. Doniisiimlii  voltametride gerilim-zaman ve gerilim-akim egrileri
(Karabilgin, 2012)

Dontigiimlii voltametri yonteminin, nicel amacgla kullanimi nadirdir. Ancak

elektrokimyasal tepkimeler hakkinda nitel bilgi edinilmesinde en yaygin olarak
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kullanilan yontemdir. Bunun nedeni; redoks olaylarinin termodinamigi, heterojen
elektron-transfer tepkimelerinin kinetigi ve takip eden kimyasal tepkimeler ve
adsorpsiyon olaylariyla ilgili glivenilir bilgileri hizli bir sekilde saglamasidir (Wang,
2000).

2.2.1.2. Kare-dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi genis genlikli bir diferansiyel yontemdir.
Basamaklarin st {iste binistirildigi simetrik bir kare dalganin birlestirilmesiyle
olusan bir dalga seklidir (Sekil 6). Her bir kare dalga doniisiimii i¢in bir ileri yondeki
pulsun sonunda ve bir de ters yondeki pulsun sonunda olmak iizere akim iki kez
orneklenir. Voltamogram miikemmel bir duyarlilik ve etkin bir ayirmayla sonuglanir.
Tayin simr1 yaklagik 107° M*dir. Kare dalga voltametrisinin en énemli tistiinliigii hizl
olmasidir. Sonug¢ olarak analiz Siiresi ¢ok belirgin bir sekilde azalir ve tiim

polarogram bir kag saniye i¢inde kaydedilir (Oztekin, 2008).

Ai

Zaman E(V)

Sekil 6. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali (a) ve elde edilen voltamogram
(b) (Oztekin, 2008)

2.2.1.3. Adsorptif siyirma voltametrisi

Adsorptif styirma voltametrisi (AdSV) yontemi, genis bir araliktaki organik
bilesiklerin ve inorganik tlirlerin nanomolar diizeyde analizinin yapilmasina olanak
tantyan etkili bir yontemdir (Smyth ve Smyth, 1978; Smyth ve Vos, 1992; Fogg ve
Wang 1999; Zimmerman ve ark., 2001; Farias ve ark., 2003; Ghoneim ve ark., 2003;
Hourch ve ark., 2003; Ensafi ve ark., 2004). Sekil 7°de verilen bu yontemin ilk kez

1983 yilinda Lam ve arkadaslari tarafindan kullanildig: diistintilmektedir.
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Sekil 7. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Gecen zamanla birlikte bu alanda yapilan yenilikler; analizlerin daha kisa
siirede, daha diisiik tayin sinirinda ve daha ekonomik kosullarda yapilmasina olanak
sagladig1 icin elektroanalitik yontemler analitik kimyada oOncelikli tercih edilen
konuma gelmistir (Yildiz ve ark., 1997; Skoog ve ark., 1998; Giindiiz, 2004; Keskin,
2009).

2.2.2. Voltametrik yontemlerin uygulama alanlari

» Cevresel Goriintiileme
» Toksikoloji

> Ilac Analizleri

» Gida Analizleri

» Adli Tip Analizleri

Voltametrik yontemler ile maddelerin, nitel ve nicel analizleri yapilabilecegi
gibi elektrot tepkimelerinin mekanizmalari da incelenebilir. Ayrica maddelerin
cozeltilerdeki kararliliklar1 ve gesitli fizikokimyasal sabitlerinin de tayinini yapmak
olanaklidir (Turan, 2008).
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Elektrokimyasal yontemlerin basit, hizli, ekonomik ve duyarli oluslarinin
yani sira kii¢iik hacimli minyatiirizasyona olanak saglamalar1 nedeniyle karbon
allotroplarinin elektroanaliz alaninda elektrot olarak kullanimlar1 da giderek

artmaktadir.

2.3. Karbon Materyalleri

Karbon materyalleri, degisik allotroplarinin (grafit, fulleren, karbon nanotiip,
grafen, elmas gibi) yapisal farkliliklari sonucunda farkli elektronik ve
elektrokimyasal 6zellikleriyle giiniimiiziin ilgi odag1 olan malzemelerdir. Karbonun

bazi allotroplar1 Sekil 8’de verilmistir.

Sekil 8. (a) elmas, (b) grafit, (c) fulleren, (d) karbon nanotiip (Kenan Elibol, 2012)

2.3.1. Grafen ve ozellikleri

1947°de P.R Wallace tarafindan grafitin band yapis1 hesaplanmistir. Linus
Pauling 1957 yilinda grafenin elektronik yapist ve 0Ozelliklerine yayimlandigi
makalelerle 151k tutmustur. 1980’e kadar karbonun sadece ii¢ temel formu (elmas,
grafit, amorfkarbon) oldugu sanilmistir. 2004 yilinda Novaselov ve arkadaglarinin
yayiladigi ¢alisma ile tek tabakali, iki tabakali ve birkag tabakali olarak sentezlenen
iki boyutlu malzeme grafen olarak adlandirilmistir (Novaselov ve ark., 2004).
Novaselov ve arkadaglar1 grafeni tek tabaka halinde sentezlemeyi basarmis ve
beklenenden ¢ok daha degisik fiziksel ve elektronik oOzelliklere sahip oldugunu

ispatlamistir. 2010 yilinda Andre Geim ve Konstantin Novaselov grafenin taninmasi,

13



iretimi, izolasyonu ve karakterizasyonu konulu ¢alismalariyla Nobel fizik odiliini

almiglardir. Sekil 9°da grafenin yapis1 gosterilmektedir.

Sekil 9. Grafen yapis1 (Du ve ark., 2011)

Grafen ¢ok yonlii bir karbon bilesigidir. Grafen elmastan sert ancak esnek
yapidadir, hafif ve kuvvetlidir. Ayrica saydam, inert, yogun ve ileri derecede 1s1l
iletkentlik gibi ozelliklerinden dolayr onemli bir molekiil olarak goriilmektedir.
Ayrica karbonda oldugu gibi grafen oksit de biyo uyumludur (Chang ve ark., 2011).
Grafenin sp? hibritlesmesi yapmasima ragmen poliaromatik hidrokarbon olmadig
bilinmektedir (Wu ve ark., 2007). Grafene olan ilgi baslarda ¢ok azdi fakat daha
sonra grafende kesfedilen kiitlesiz Dirac fermiyonlari, anormal kuantum hall etkisi,
oda sicakliginda balistik taginma ve Klein paradoksu gibi yeni olgular grafende
deneysel olarak gozlenmistir. Bunlar sonucunda grafene olan ilgi son derece
artmistir. Kimyacilar ve malzeme bilim insanlar1 i¢in grafen kolay hazirlanmasi ve

islenebilirligi nedeniyle tercih edilmektedir (Kim ve ark., 2012).

2.3.2. Grafenin sentezi
2.3.2.1. Katman ayirma yontemi

Bu yontem ilk kez Manchester grubundan Giem ve arkadaglari tarafindan
sentezlenmistir. Burada grafit tabakasi bir zemin iizerinde kaydirilarak grafen

tabakalarinin ayrilmasi saglanmistir (Novaselov ve ark., 2004).
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2.3.2.2. Kimyasal buhar biriktirme yontemi

Grafen ¢ogunlukla Cu, Ru, Ir ve Ni’nin de aralarinda bulundugu metaller
tizerinde kimyasal buhar biriktirme (CVD) teknigi ile biiyiitiilebilir. Bu yontem ile
tek tabaka grafit ya da grafen metal yiizeyler lizerinde biyiitiilmektedir. Yontemde
en cok tercih edilen metal Cu’dir. Cu asindirilmast kolay, ucuz ve grafen ile
etkilesiminin fiziksel diizeyde oldugu bir metaldir. Buda keyfi ylizeylere grafen film

transfer siireglerini gelistirmektetir (Xuesong ve ark., 2009).

2.3.2.3. Kimyasal indirgeme yontemi

Bu yontemde grafit oksit tabakalari hidrazinle etkilestirilmektetir. Grafit
oksidin iizerinde bulunan fonksiyonel gruplar indirgenmektedir. indirgenme
sonrasinda grafen tabakasinin kenarlarinda kalan alkol tiirevleri ve karboksilik asit
gruplar1 kolay kivrilan ve donen yapinin sabit kalmasini saglamaktadir. Ayrica
karbon atomuna gore biiyiik olan bu gruplar grafen tabakalar1 arasindaki mesafenin
artmasina neden olduklar1 igin tabakalarin ayrilmasini kolaylastirmaktadir. Bu

yontemi avantajli hale getiriyor (Vincent ve ark., 2008).

2.3.3. Grafenin kullanim alanlari

Grafen; elektronik ve optik alanda, kompozit malzemelerde, temiz ve
yenilebilir enerji depolanmasinda, sensdrler ve analitik uygulamalarda, elektriksel
uygulamalarda ve katalizor destek maddesi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Grafen, lityum iyonlar1 bataryasinda kullanabilmektedir. Yiiksek yogunluga sahip
lityum bataryalarinin; gelismis elektronik teknolojilerde, ¢esitli enerji cihazlarinda ve
elektriksel araglarda kullanilmasi planlanmaktadir. Lityum iyonlar elektrokimyasal
olarak ayrilan grafen tabakalarina adsorbe olarak lityum-grafit interkalasyonu CeLi
seklinde bilesik olusturmaktadir. Boylece yiiksek donilisiime sahip lityuma
depolanmis grafen nanotabakalarinin, sarj edilebilir iyon bataryast olarak
kullanilmas1 saglanmaktadir (Eun ve ark., 2008). Cesitli sensor yapimlarinda da
grafen kullanilmaktadir. Son derece esnek ve diisiik maliyetli amonyak sensorii
gelistirilirken tabakali grafen kullanilmaktadir. Son yillarda grafen, endiistriyel gaz
sensorii uygulamalarinda 6nemli yer almaktadir (Lu ve ark., 2011; Basu ve
Bhattacharyya 2012 ). Grafen tabakali yapisindan dolay1 ¢ok biiylik bir yiizey alanina

sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1 katalizor destek maddesi olarak kullanilmaktadir.
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Kaynakc¢ada grafenin katalizor destegi olarak kullanildigi ¢ok fazla ¢alisma
mevcuttur (Chang ve ark., 2011; Metin ve ark., 2012a; Metin ve ark., 2012b; Michael
ve ark., 2012; Sherif ve ark., 2014).

2.4. Kat1 Elektrot VVoltametrisi ve Karbon-Temelli Elektrotlar

Son on yil boyunca gelistirilen yeni elektrot sekil ve tasarimi (modifiye
elektrotlar), elektrot aktivasyon islemleri ve modern yontemler (puls-dalga formlari,
adsorptif yontemler, siyirma) kullanilarak gerceklestirilen "kati elektrot voltametrisi”;
pikomolar alt1 derisim diizeylerinde, daha kisa siirede, daha ekonomik kosullarda, basit
ve tagiabilir diizeneklerle ¢alismaya olanak saglamaktadir. Bu nedenle; kromatografik
ve spektroskopik yontemlere alternatif yontem olarak nitelendirilen modern voltametri,
bu yontemlerle yarismali olmaktan ¢ok onlari tamamlayici niteliktedir. Kat1 elektrot-
voltametrisi, analiz yontemi olmanin disinda yiikseltgenme tepkimelerindeki roli ile
molekiiler biyoloji alaninda ve dolayisiyla endojen kaynakli pek ¢ok bilesigin canli
organizmadaki etki mekanizmalarinin agiklanmasinda da basartyla kullaniimaktadir

(Barek ve ark., 2001).

Kat1 elektrot voltametrisinin performansini biiyiik dlgiide ¢alisma elektrotu
belirler. Calisma elektrotundan beklenen; analiti ylizeyinde iyi adsorbe etmesi kadar
dayanikli ve tekrarlanabilir yiizeye de sahip olmasidir. Karbon-temelli elektrotlar;
genis bir gerilim penceresine, diisiik maliyete, zengin ylizey kimyasina, diisiik artik
akima, kimyasal inertlige, pek ¢ok zor analiz i¢in uygunluga sahip olmalar1 nedeniyle
elektroanalitik kimyada yaygmn bir uygulama alami bulmuslardir. Ayrica bazi
yontemlerdeki (elektrokimyasal dedektorlii yiiksek-performansli sivi kromatografisi,
kapiler elektroforez) dedeksiyon uygulamalari i¢in de uygundurlar. Bu elektrotlarin
bir siniflama bi¢imi, homojen (GCE, grafit, perde-baskili karbon, fulleren, CNT,
elmas) ve heterojen (karbon pasta ve modifiye karbon pasta) olma 6zellikleri
agisindandir (Uslu, Ozkan, 2007).

Karbon bag tipine ve yapisina bagh olarak smiflandirilmalar ise Sekil 10’da
verilmistir. Sekilden de goriilecegi tizere, fullerenler 0-boyutlu (0D), karbon nanotiipler
1-boyutlu (1D), grafen 2-boyutlu (2D), elmas ve grafit ise 3-boyutlu (3D) karbon
materyalleridir. Karbonun bal petegi orgiilii yapilar olan grafit, fulleren, CNT ve grafen,

sp? melezlesmesinin iiriiniiyken; elmas ise sp> melezlesmesi ve dort yiizlii ag orgiisii ile
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digerlerinden farkli bir simifta degerlendirilir. Elmas ve grafit dogada serbest halde
bulunurken, digerleri ancak yapay yolla sentezlenebilmektedirler. 1987°de kesfedilen
fullerenler, grafen baslangic maddesinden elde edilen, 60 karbon atomuna sahip futbol
topu seklindeki yapilardir. 1991°de kesfedilen nanotiipler ise grafenin boru seklinde

katlanmasiyla olugsmuslardir.
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Sekil 10. (a) sp*>-bagli elmas ve (b-d) sp>~bagh karbon ((b) CNT (1D-yapist), (c) fulleren
(OD-yapisi), (d) grafen (2D-yapust) (Kato, Niwa, 2013).

2.5. Grafen-Temelli Elektrotlar

Grafen, sp® melezlesmesi yapan karbon atomlarmim birbirlerine hekzagonal
olarak ayni diizlem iizerinde 2-boyutlu baglandigi tek atomik tabakalardan olusan bir
molekiildiir. Grafendeki giiglii karbon baglar1 ona yeryiiziindeki bilinen en ince ve en
saglam malzemelerden biri olma 6zelligini kazandirmaktadir. Materyalin olaganiistii
ozelliklerinden biri de elektronlarin bu tek atom kalinligindaki karbon tabakasi
icerisinde sanki hig kiitleleri yokmusgasina hizli hareket edebiliyor olmasidir. Isiy1 en
iyl ilettigi disiiniilen elmastan daha gii¢lii bir iletken oldugu da saptanmustir.
Atomlar1 ¢ok siki bir sekilde dizilmis oldugundan igerisinden en kii¢iik atom (helyum
atomu) bile gecemezken grafen kolayca esneyebilmekte ve degisik formlardaki
birgok malzemenin ylizeyine kolayca kaplanabilmektedir. Sonug¢ olarak; yiiksek
mekaniksel dayanikliligi (gelikten 200 kez daha fazla), ¢ok yiiksek elektron
hareketliligi (=200 000 cmZ/V/s) ve ylizey alant (2600 mz/g), ileri derecede 1s1l
letkenligi (3 kW/m/K), toksik olmamasi, metalik safsizlik igermemesi (CNT’lere
istiinliigii) ve diisiik maliyeti (CNT’lere iistiinliigii) gibi bircok kullanigh 6zellikleri

nedeniyle (Li, Kaner, 2008) bilim diinyasinda "miikemmel malzeme" olarak
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nitelendirilen grafen, 6zellikle DNA, proteinler, norotransmiterler, fitohormonlar,
ilaglar, kirleticiler, metal iyonlari, gazlar, hidrojen peroksit tayininde elektrokimyasal
sensOr ve biyosensor olarak son birka¢ yil igerisinde birincil derecede tercih edilen
karbon materyali haline gelmistir ( Pumera ve ark., 2010; Gan, Hu, 2011; Kochman
ve ark., 2012; Li ve ark., 2012; Sheng ve ark., 2012; Kato, Niwa, 2013). Grafenle
iliskili olan bagka materyaller (grafen materyalleri) de bu amagla kullanilmaktadir.
Bunlar, grafene giden sentez basamaklari sirasinda elde edilen grafit oksit, grafen
oksit ve indirgenmis grafen oksit (rGO)’tir. Grafen-temelli sensor tasariminda grafen
materyalleri yalin halde, kompozit formunda ya da farkli malzemelerle modifiye
edilerek kullanilabilir. Elektrot fabrikasyonunda Nafion/grafen ya da kitosan/grafen
ortaklig1 da GCE ylizeyine grafen materyallerinin tutturulmasini saglamak ve analite
duyarlilig1 artirmak amaciyla siklikla tercih edilen yoldur. Sekil 11°den de goriilecegi
tizere grafenin Nafion katilmasindan sonra olusan diizensizligi ve yon degisikligi
nedeniyle Nafion/grafen ortakligi, Nafion/grafit ortakliklarina oranla yontemin

duyarliligint 6nemli dlgilide artirir (Kochman ve ark., 2012).

Grafit Grafen
asil ylizey
[ I e .,r_;}_kenar yiizey = asil yizey
e T >— kenar yiizey
destek elektrot yiizeyi destek elektrot yizeyi
l Nafion lNaﬁon
asil yizey

TS ¢

"{ 1 Iy ;L H',“; i el Jé f ‘7 : /g kenar yiizey

> — — destek elektrot ylzeyi
destek elektrot yizeyi

Sekil 11. Nafion/grafit ve Nafion/grafen-modifiye elektrotlar ( Kochman ve ark., 2012).

Grafen temelli elektrotlar c¢ogunlukla farkli elektrot ylizeyine grafen
¢ozeltisinin damla-kurut yontemi ile tek tabaka seklinde kaplanmasiyla ya da elektrot
ylizeyine elektrokimyasal biriktirme ile olusturulmaktadir (Chou ve ark., 2009;
Wang ve ark., 2012).
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2.6. Kromatografi
Kromotagrafi genel anlamda bir karigimi olusturan bilesiklerin ya da
maddelerin iki ayr1 faz arasinda ve bu fazlardaki hareket hizlarinin farkliliklarina

dayanarak hem nitelik hem de nicelik olarak ayristirilmasi iglemidir (Weiss, 2004).

Kromatografi Ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tsvett (1903) tarafindan
gelistirilmistir. Tsvett bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta
kullanmistir. Kullandig1 kolonda renkli bandlar olustugundan, bu ayirma yontemin

kromatografi adin1 vermistir ( Skoog ve ark., 1998).

Modern kromatografide karisimin ayristirilmasinda iki farkl faz kullanilir,
bunlar sabit faz ve hareketli fazdir. Sabit faz sivi ya da kati olabilir. Hareketli ya da
tastyict denilen faz ise hem sivi hem de gaz fazinda olabilir. Hareketli fazin gaz
olmas1 durumunda sistem Gaz kromatografisi diye tanimlanmaktadir. Tasiyic1 ya da
hareketli kismin sivi olmasi durumunda ise Sivi kromatografisinden (LC) s6z etmek

miumkindiir.

2.6.1. Sivi Kromatografisi

Hareketli fazin sivi oldugu bu kromatografi tiiriinde; sabit faz bir dolgu
maddesi lizerine tutturulmus sivi film ise bu kromatografi tiirline sivi-sivi
kromatografisi denir. Hareketli ve sabit fazdaki sivilarin polarliklari farkli olmalidir.
Genellikle hareketli faz olarak hegzan gibi apolar bir sivi, dolgu maddesi olarak
etilen glikol gibi polar bir sivi kullanilir (Normal faz kromatografisi). Bunun tersi
ozellikte sivilar kullanilirsa (sabit faz apolar, hareketli faz polar) buna ters faz sivi-

stvi kromatografisi denir (Mehmet Yaman, 2012).

2.6.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi kisaca HPLC (High Performance

Liquid Chromatography) olarak adlandirilir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, glinlimiizde c¢ok yaygin olarak
kullanilan ve ozellikle de gaz kromatografisinde ayrilamayan ugucu olmayan
bilesenlerin ayrilmasinda en ¢ok tercih edilen kromatografik ayirma yontemlerinden
birisidir. Birgok alanda oldugu gibi ilag¢ etkin madde analizlerinde de siklikla HPLC

kullanilir. HPLC’nin ¢ok genis bir kullanim alanina sahip olmasinin nedenleri
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arasinda; analiz edilecek maddenin yapisina gore hareketli fazda bir¢cok degisiklik
yapilabilme olanagi, ¢ok ¢esitli kolon se¢eneklerinin ticari olarak temin edilebilmesi
sayilabilir. ~ Ayrica HPLC sistemlerinin bir¢cok dedektor tirti ile birlikte
kullanilabilmesi, duyarliligi, nicel tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmas1 ve ugucu
olmayan ya da sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunluguda
HPLC’nin kullanimimi arttirir.  UV/Vis dedektorler iyi dogrusallik ve hizli analiz
saglamalart ve ¢ok yonlii kullanilabilir olmalari nedeniyle HPLC sistemleri ile
calisirken siklikla tercih edilir. Bir UV/Vis dedektor c¢esidi olan diyot dizisi
dedektorleri (DAD) tek dalga boyu dedektorlerinden farkli olarak pik teshisi ve pik

safliginin belirlenmesi gibi avantajlara sahiptirler (Nikolin, 2004).
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tj Auk rnlz;

Puls séniimleyici
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Enjeksiyon muslugu

Sekil 12. HPLC cihazinin akis semas1 (Perkin EImer Corporation, Norwalk, CT)

Giiniimiizde modern HPLC cihazi, bir ya da daha fazla, herbiri 200-1000 mL

¢oziicii iceren cam ya da ¢elik hazne igermektedir (Sekil 12).

Bir HPLC pompalama sisteminde; 400 atm’e kadar basing iiretimi, puls

icermeyen basing ¢ikist, 0,1-10 mL dakika™ araliginda akis hizlari, % 0,5 ya da daha
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iyi bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii, korozyona dayanikli pargalar oldukca

Onemli sartlardir.

Swvilar sikistirllamadigindan HPLC pompalarinca iiretilen basingla patlama
tehlikesi olugsmadigina dikkat edilmelidir. Pargalardan birinde meydana gelebilecek
catlak, ¢coziicliniin disar1 sizmasi ile sonuglanabilecektir. Cogu zaman 6lgmelerin
kesinligini  belirleyici  faktor, Ornegin kolon dolgu maddesine sevkinin
tekrarlanabilirligidir. Asir1 6rnek yiiklenmis kolonlarda goriilen bant genislemesi de
kesinligi etkiler. Bu yiizden, kullanilan hacim, 10-100 uL’ye kadar oldukga kiigiik

olmal1 ve sistemin basincini diisiirmeden 6rnegin siteme girisi saglanmalidir.

HPLC kolonlar1 polaritelerine gore normal faz ve ters faz olarak ikiye
ayrilirlar. Daha polar bir kolon dolgu maddesi kullanilan yontemler normal faz, daha
apolar kolon dolgu maddesi kullanilan yontemler ise ters faz olarak adlandirilmistir.
Normal fazda hareketli faz olarak daha apolar organik ¢oziiciiler kullanilirken ters
fazda daha polar ¢oziiciiler kullanilir. Hareketli fazin dengeye ulasmasinin normal
fazda ¢ok yavas olmasi, normal fazda kullanilan polar bilesenlerin ayiriminin ¢ok
yavasg, apolar ¢oziiciilerin ise pahali olmasi, normal fazda hareketli faz bilesimindeki
kiiciik degisikliklerin kromatogramlarda belirgin farkliliklara neden olmasindan

dolay1 ters faz ¢alismalar1 gok daha yaygin kullanilmaktadir (Skoog ve ark., 1998).

2.7. Kafein, Parasetamol ve Asetilsalisilik Asit

Farmasoétiklerin 6nemli boliimii, hastalikla iliskili agr1 ve diger semptomlari
hafifleten bilesiklerdir. Ancak karistirildiklar1 ya da asir1 dozda alindiklarinda zararh
olabilir hatta 6liime yol agabilirler. Bu nedenle; hastaliklar1 bagariyla tedavi etmek,
yan etkileri en aza indirmek ve yasal diizenlemelere uymak i¢in ilaglarin kalite
kontroliinii yapmak adina yeni ydntemlerin gelistirilmesi son derece dnemlidir. ilag
piyasasinda bulunan pek ¢ok karigim (Kafein+Parasetamol+Asetilsalisilik asit’de
oldugu gibi), bilesiklerin farmakodinamik etkilerini en c¢oga c¢ekmek icin
kullanilmaktadir. Parasetamol (asetaminofen, PAR) ve asetilsalisilik asit (aspirin,
ASA), non-steroidal antiinflamatuar bilesiklerdir, agr1 kesici ve ates diisiirlicii
Ozellikleriyle diinyada olast en yaygin olarak kullanilan ilaglarin basinda
gelmektedirler ( Beaver, Million, 1980; Mehlish, 2002; Fiebich ve ark., 2006; Bufan
ve ark., 2009).
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KAF, tibbi olarak trimetilksantin olarak adlandirilir. Kimyasal formiili
CsH10N4O2’dir. Saf haldeyken ¢ok aci tatda beyaz kristallerden olusan bir toz
seklindedir. Tibbi agidan kardiak uyarici olarak faydalidir. Ayrica iyi bir uyarict ve
diiiretiktir. Ancak KAF bagimlilik yapan bir uyusturucu gibidir. Amfitamin, kokain
ve eroinden ¢ok daha az zararli olmasina karsin bu maddeler ile ayn1 yoldan beyni

etkilemektedir (How Stuff Works, 2009).

KAF, piirin smifi alkaloidler grubunun en 6nemli {iyesi olup, kahve ve cay
gibi irlinlerde dogal olarak, kola, enerji icecegi gibi lriinlerde yapay olarak
bulunmaktadir. Dogal bir uyarici kimyasal olan KAF, beyin ve sinir sistemi tizerinde
hizlandirici bir etkiye sahiptir. Noronlarin uyarilma esigini diisiirerek, sinirsel
uyarilmay arttirir. KAF’1n ilag formiilasyonlari ise astim, burun tikanikligi, basagrisi
gibi rahatsizliklarin tedavisinde, atletik dayanikliligi artirmada ve kilo vermede

kullanilmaktadir (James, 1991).

PAR, agri kesici ve ates distiriicii 6zelligine sahip bir ilag etken maddesidir.
Kapali formiilii CgHgNO; diir. Molekiil agirligi 151.17 olup % 63,56 C, % 6,00 H, %
9,27 N, % 21,17 O igermektedir. Kimyasal ad1 N-(4-Hidroksifenil)asetamid ya da 4’-
Hidroksiasetanilid’tir. Analjezik ve antipiretik etken olarak aspirine etkili bir
alternatiftir, aspirinden farkli olarak antiinflamatuar etkisi zayiftir. PAR iyi tolere
edildigi i¢in, ASA’nin yan etkilerinden ¢ogunu tasimaz ve regetesiz alinabilir. PAR
akut doz agiminda, hepatik ya da renal hasar sonucu 6liime yol agabilmektedir.
Evlerde yaygin kullanimi ve regetesiz kolaylikla alinabilmesi gibi nedenlerle, PAR
iceren ilaglarla intihar ya da kaza sonucu oliimler siklikla goriilmektedir
(Acetaminophen, 2011a, 2011b; Federal Aviation Administration, 2011).

Toksik dozda PAR aliminda, klinik bulgular ii¢ evredir. Birinci evrede oral
alimdan bir ya da birka¢ saat sonra bulanti, kusma, anoreksi ve diaforezi gozlenir.
Ikinci evrede bu semptomlarm siddeti azalir, hepatik enzimler ile biliriibin
seviyelerinde asir1 yiikselmeler gozlenir. Protrombin zamaninda yiikselme de bunlara
eslik eder. Idrar, renal hasar, ilacin diiiretik etkisi ve dehidratasyondan dolay: azalir.
Ugiincii evre 3-5 giin sonra olunur. Sarilikla birlikte hepatonekroz, hipoglisemi,
ensefalopati ve miyokardiyopati goriiliir. Hepatik yetmezlik ve nekroz 6liime neden

olur (Mumcuoglu, 2011).
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ASA, basagrisi, kas gerilmeleri, kire¢glenme ve romatizma gibi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmasinin yanisira Alzheimer ve  kalp-damar  hastaliklarinin
tedavisinde de etkilidir. Kapali formiilii CoHgO,’diir. Molekiil agirligir 180.16 olup
yogunlugu 1.35 g cm *dir.

ASA, non steroidal antiinflamatuar (NSAID) smifinin ilk ilacidir.
Antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik Ozellikleri ile eski tarihlerden beri
kullanilmaktadir. Yeni tarihli ¢alismalarda, aspirin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser olmak {izere, iki Oliim riskini ortadan kaldirmak i¢in kullanilmaktadir
(Hennekens, 2007; Patrono ve Rocca, 2008). KAF, PAR ve ASA’nin molekiil

formiilleri Sekil 13’de gosterilmistir.

o

Kafein (KAF) Parasetamol (PAR) Asetilsalisilik asit (ASA)

Sekil 13. KAF, PAR ve ASA’nin molekiil formiilleri

KAF, PAR ve ASA’nin iglii karisimi ile hazirlanmis ilaglar migren, kas
agrilari, adet sancisi, eklem iltihabi, sirt agrisi, dis agrisi, soguk alginlig1 ve siniizit
rahatsizliklarinda kullanilmaktadir. Fakat bu karisimi igeren ilaglarin asir1 dozda
alinmasi; bulanti, kusma, ishal, karin agrilari, terleme, fel¢ ve diizensiz kalp atislarina

neden olmaktadir (Kachoosangi ve ark., 2008; Atta ve ark., 2009).

2.7.1. Kafein, Parasetamol ve Asetilsalisilik Asit Tayinleri

KAF diinyada en ¢ok tiiketilen igeceklerde (kahve, c¢ay, kola vb.)
bulundugundan, PAR ve ASA igeren ilaglar ise yapilan arastirmalarda diinyada en
yaygin kullanilan ilaglarin basinda (ASA, iizerinde en ¢ok arastirma yapilan ilag
etken maddesi olup, bunu PAR takip etmektedir) yer aldigindan, bu bilesiklerin ayri
ayr1 ya da es zamanli analizlerine yonelik yeni yontemlerin gelistirilmesi giiniimiizde
onemini korumaktadir. KAF, PAR ve ASA’nin tayinlerine yonelik yeni yontemlerin
bilim diinyasina siirekli olarak kazandirildigi goriilmektedir bu yontemlere 6rnekler

Tablo 1’de sunulmaktadir.
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Tablo 1. KAF, PAR ve ASA’nin tayinlerine yonelik bazi yontemlere 6rnekler

Analit Yontem Calisma araligi, Ortam Saptama siniri Kaynak
KAF UV-Vis Su i¢in ; Su i¢in; (Belay, 2010)
spektrofotometrisi | (1.25-14.20)X10° M 1,25X10° M
dikolorometan igin; Dikolorometan
(1.78-9.48)X10° M icin;1.78X10°
Oda sicakligt M
KAF Gaz 10-2000 pg pL™* 0.5-20 pg uL™* | (Verenitch ve
kromotografisi Atik su ve su ark., 2006)
KAF+ Gaz KAF;1-20 mg pL™* KAF icin; (Jafari ve ark.,
TEOFILIN | kromatografisi TEOFILIN;1-20 mg uL™ | 0,2 mg pL™ 2010)
pH=3-9 TEOFILIN;
0,3mg puL™
KAF Sivi 2,5-400 pg pL™ 0,004 pg uL™* (Gardinali,
kromatografisi NaOH ¢ozeltisi Zhao, 2002)
pH=8-9
KAF Sivi 0-200mg L ™ 0,10mg L™ (Tzanavaras,
kromatografisi Su ve asetonitril Themelis,
2007),
KAF Kapiler 1,5-194 pg mL™* 1,50 ug L " ( Zhao, Lunte,
elektroforez PBS Tamponu 1997)
ASA+ Spektrofotometri | ASA; 3X10-5X10™* M ASA:1,3X10° | (Lopez ve ark.,
PAR PAR, 10°-10* M M 2001)
H,S0, Cozeltisi PAR;2,6X10*
M
PAR Kemiliiminesans | 0,3-50 ug mL™ 0,2 ugmL™ (Ruengsitagoon
HzSO4, HCI, HNO3, H3PO ve ark., 2006)
¢oOzeltileri
PAR Kromatografi 0,004-0,02mg L * 0,0002mgL™ | (McEvoy ve
Asetonitril ark., 2007)
ASA Spektroflorometri | 50-170 mg g™ 22mgg” (Moreira ve
laktoz, misir nigastasi, ark., 2004)
pudra ve magnezyum
stearat karigimi
ASA Uv-Vis 0-13,2mg 0,6 mg (Matias ve ark.,
spektrofotometrisi | NaOH, 2004)
HNO;,
Fe(NO3)3.9H,0 ¢ozeltileri
ASA Kromatografi 1-100ng L™ 2ng L™ (Stolker ve ark.,
Su 2004)
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yillarda yapilan galismalardan bazilar1 Tablo 2’de sunulmustur.

KAF, PAR ve ASA’nin elektrokimyasal yontemlerle tayinine yonelik son

Tablo 2. KAF, PAR ve ASA’nin tayinine yonelik son yillarda yapilan elektrokimyasal

calismalara ornekler

Analit | Elektrot Calisma araligit (M), | Saptama  sinir1 | Kaynak
Ortam (M)
ASA | Nikel oksit-modifiye | 2X10*-8X107 4.8X107° (Majdi  ve
nikel Sodyum hidroksit ark., 2007)
ASA+ | Kenar diizlem pirolitik | 2X10%-1X10™ ASA; 1X107 (Goyal ve
KAF | grafit (EPPGE). PBS tamponu pH=7.0 KAF; 8X10° ark.,2011)
KAF+ | BDD KAF; 9.7X10°-1.1X10* | KAF; 7X10° (Lourengao
AA AA; 1.9X10°-2.1X10%* | AA; 19X10° ve ark,
Siilfiirik asit 2010)
ASA+ | BDD ASA; 1.1X10°-1.5X10° | ASA; 2.3X10" (Faria ve
KAF KAF; 1.0X10°-1.8X10° | KAF; 1.6X10” ark., 2012)
Stlfiirik asit
KAF | Polimer-modifiye 6X10°-4X10° 1.37X10° (Amare,
GCE ABS tamponu pH=5 Admassie,
2012)
KAF+ | Cok duvarli karbon | 1X10°-5X10™ KAF; 3.52X10° | (Gupta ve
AA nanotip (MWCNT- | PBS tamponu pH=7.2 AA; 1X10°® ark., 2013)
modifiye GCE
KAF+ | BDD 5X107-8.3X10° KAF; 3.5X10°® (Lourencao
PAR ABS tamponu pH=4.5 PAR; 4.9X10” ve ark.,
2009)
KAF | BDD 4X107-2.5X10° 1.5X107 (Svorc  ve
Perklorik asit ark., 2012)
PAR | Cok duvarh karbon | 2X10%°-1.5X107, ox10™ (Kutluay,
nanotip (MWCNT)- | PBS tamponu pH=7.0 Aslanoglu,
modifiye GCE 2013)
PAR | Elektrokimyasal ~ 6n- | 5X10%-2.5X10° 2.5X10° (Ozcan,
islem gormiis kalem | PBS tamponu pH=6.0 Sahin,
grafit elektrot 2011)
PAR+ | Cok duvarh karbon | PAR; 4X107-9X10" PAR; 3.5X10” (Amiri-
MET | nanotip (MWCNT- | MET; 5X107-1X10™ MET; 2.8X107 | Aref  ve
modifiye GCE PBS tamponu pH=7.0 ark., 2013)
PAR+ | Cok duvarli karbon | PAR; 2.5X107-1X107° PAR; 3.2X10® (Dalmasso
AA nanotip (MWCNT)- | AA; 25X10°-25X10° | AA; 7.6X10” ve ark,
modifiye polihistidin | PBS tamponu pH=7.4 2012)
GCE
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PBS tamponu pH=2.5

PAR | Poli(4-vinilpiridin ¢ok | 2X10°-4.5X10™ 1.69X10° (Gradimi
duvarl karbon | PBS tamponu pH=7.0 ve ark.,
nanotip (MWCNT)- 2013)
modifiye GCE
KAF | Nafion/Grafen- 4X107-4X10” 1.2X107 (Sun  ve
modifiye GCE Siilftirik asit ark., 2011)
PAR | Nafion/Grafen- 1X107-2X10° 3.2X10°® (Kang ve
modifiye GCE Amonyak tamponu, ark.,2010)
pH=9.3
PAR | Nafion/TiO,-Grafen 1X10°-1X10* 2.1X10°" (Fan  ve
modifiye GCE PBS tamponu pH=7.0 ark., 2011)
UA+ | GCE Fizyolojik pH UA;8.8X10°®, (Raj,
XN+ XN;1.1X107, John,
HXN+ HXN;3.2X107 | 2013).
KAF CAF; 4.3X10”’
PAR+ | NAF/PtNP/GI/GCE | 8,2X10°-1.6X10° PAR;1.06X10%° | (Kalambate
DOM PBS tamponu pH=6.0 DOM:;4.37X10™ | ve ark.,
2015).
PAR | GO/AT/GCE 4,0X10%-1.0X10° 6,8 X 10" (Kesavan,
John,
2016).
KAF+ | Triton  X-100 ile | 2.91X107-6.27X10” PAR; 2.58X10° | (Sanghavi,
PAR+ | modifiye CNT-pasta | PBS tamponu ASA; 8.47X10°® | Srivastava,
ASA | elektrot pH=7 KAF;8.83X10°¢ | 2010)
KAF+ | Poli-1,5 0.1-120nM ASA;9.3X10° (Goyal ve
PAR+ | diaminonaftalen pH=7.2 PAR;5.7X10° ark., 2013).
ASA | modifiye-pirolitik KAF;6.4X10°
grafit sensoriinii
KAF+ | BDD PAR;3.31X10°-8.27X10* | PAR; 0.597 (Yigit  ve
PAR+ KAF;2.57X10°-6.44X10* | KAF: 0.277 ark., 2016).
ASA ASA;2.78X10°-6.94X10" | ASA: 1.310

Kaynakga arastirmasindan da goriilecegi gibi KAF ve PAR bilesiklerinin tekli

analizinde grafen-modifiye elektrotlardan yararlanilmistir. Ancak bilgimize gore ASA

igin

heniiz

grafen

materyallerinin

kullanildig:

yaymlanmig

bir

aragtirma

bulunmamaktadir. KAF, PAR ve ASA’nin eszamanl tayinine yonelik ise sadece {i¢

calisma oldugu goriilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyde Kullamlan Kimyasallar

Tez kapsaminda kullanilan tiim kimyasallarin analitik safligi yiiksek olup
Sigma ve Merck markali {rlinlerin satis yetkilisi firmalardan saglandi. Tim
calismalarda iki kez distillenmis deiyonize su kullanildi. Deneysel caligmalar oda
sicakliginda (25+0.5 °C) yapildi. Destek elektroliti; 0.1 M PBS tamponu (pH, 2.5 ve
7.4), 0.1 M ABS tamponu (pH, 4.7) ve 0.1 M BR tamponu (pH, 2-8) ¢ozeltilerinden
yararlanildi. Voltametrik analizlerde PAR ve KAF stok ¢ozetileri 500 pg mL™
derisimi olacak sekilde de iyonize suda hazirlandi. ASA stok ¢dzeltisi 500 pg mL™
derisimi olacak sekilde 0.01 M NaOH’de hazirlandi. KAF, PAR ve ASA’nin
seyreltik ¢ozeltileri voltametrik aligmalarda kullanilan tampon sistemleri ile
hazirlandi. HPLC c¢alismalari igin ilgili maddelerin standart ¢ozeltileri hareketli
(mobil) faz ile hazirlandi. HPLC ¢alismalarinda hareketli faz olarak %25 asetonitril,
%75 su (pH 2.5, 0.1 M PBS tamponu) karisimlar1 kullanildi.

3.2. Arac- Gerecler

Kare dalga voltametrik calismalari ve doniistimlii voltametrik c¢aligmalari,
elektrokimyasal analiz cihazlart pAUTOLAB PGSTAT204 (GPES 4.9 yazilimu ile
birlikte) ile yapildi. Tiim kare dalga voltametrik deneyler sonucu elde edilen
voltamogramlarda aletin yazilim programinda yer alan zemin diizeltmesi [baseline
correction, Savitzky and Golay filter (level 2), peak width of 0.01 V) yapild.
Calisma elektrodu olarak olarak sirasiyla camsi karbon elektrot (GCE), grafen
modifiye camsi karbon elektrot (Gr/GCE) ve grafen-Nafion modifiye cams1 karbon
elektrot (Gr-Nf/GCE) kullanildi. Karsilastirma elektrodu olarak Ag/AgCl elektrodu
(MF 2012, BASI) ve yardime elektrot olarak platin tel elektrottan (MW 1032, BAS)
yararlanildi. Elektrokimyasal deney hiicreleri (10 mililitrelik) pyrex camlardan
yapilmis olup ii¢ elektrot girisli deney hiicresi kapagi ile elektrotlarin ¢ozelti ile
temasi saglandi. Diizenegin alt kisminda manyetik karistirict olup, ¢dzelti ortaminin
karistirilmast durumlarinda bir magnetten yararlanildi. pH o6l¢imlerinde WTW,
inolab pH 720 cihazindan yararlanildi. Santrifiij olarak Sogutmali Hermle Z320K
markali alet kullanildi. Kromatografik analizlerde otomatik 6rnekleyici sisteme sahip

DAD dedektorlii Agilent 1100 serisi kromatografik sistem kullanildi.
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FTIR spektrumlar1 FTIR-IR-Affinity-1 kizil 6tesi spektrofotometre ile
kaydedildi (Shimadzu, Japan). UV-Vis adsorpsiyon spektrumlar, UV-2600
spektrofotometre kullanilarak elde edildi (Shimadzu, Japonya). Raman spektrumlari
Horiba Jobin Yvon HR 800 Raman spektrometresi kullanilarak elde edildi (Horiba,
Japonya). Elektrot yiizey morfolojileri tarama elektron mikroskobu (SEM, Zeiss
EVO MA 15) ile incelendi (Zeiss, Almanya).

3.3. Yontem

3.3.1. Grafen yapilarimin sentezi

Yiiksek kalitedeki grafen (GR ve/ya da Gr) iki adimdan olusan etkili kimyasal
bir yontem ile hazirlandi. ilk olarak grafen oksit (GO) Hummers yontemi
kullanilarak, grafit tozu ile sentezlendi (Marcano ve ark., 2010). Gr ardindan
kaynakca islemine goére GO’nun indirgenmesi ile elde edildi (Stankovich ve ark.,

2007). Sentezde izlenen yol asagida 6zetlenmistir:

Ik adimda, 5.0 g grafit tozu ve 2.5 g sodyum nitrat karisimina 115 mL
derisik siilfiirik asit ilave edildi ve karistm O °C’de buz banyosu kullanilarak
sogutuldu. Asirt 1sinmay1 ve patlamayi dnlemek amaciyla 20 °C’nin altinda tutulan
karisima, 15.0 g potasyum permanganat yavas yavas ilave edildi ve daha sonra
karisim, 35 ° C’de 30 dakika boyunca karistirildi. Daha sonra elde edilen ¢ozelti, 98
° C’ye kadar genis bir ekzoterm ile tiretilen sudan 230 mL ilave edilerek seyreltildi.
Grafiti tamamen yiikseltgemek icin, sicaklik 15 dakika boyunca 98 °C'de saklandi.
10 dakika boyunca su banyosu ile sogutulduktan sonra karisim, 600 mL su ve baska
bir ekzoterm ile tiretilen % 30’luk hidrojen peroksittin 5 mL’si ile seyreltildi. Hava
sogutulmasindan sonra, karisim % 5’lik HCl ve su ile defalarca yikandi,
santrifiijlendi, eleme ve filtrasyon islemleriyle saflastirildi. Kati {iriin vakumla

kurutuldu ardindan tortusundan ayrildi. islemler sonucunda 2.5 g madde elde edildi.

Indirgenmis grafen oksitin (GR, Gr velya da rGO) hazirlanmast igin; 100 mg
GO iizerine 50 mL su eklendi ve homojen olmayan sari-kahverengi dispersiyon elde
edildi. Daha sonra dispersiyon goriiniir partikiil igermeyen berrak hale gelene kadar
sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra, bu ¢6zelti, 200 mL dimetilformamid ve 17 mL

hidrazin hidrat igeren bir karisim igine aktarildi. Son karisim, 24 saat refliiks
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kosullar altinda 100 °C’de 1s1tild1 ve siyah bir toz halinde Gr ¢oktiirtildii. Bu iiriin
stizlildii, su (5X50 mL) ve etanol (5X50 mL) ile yikand1. 0.70 gram siyah kati vakum

altinda kurutuldu.

3.3.2. Elektrotlarin hazirlanmasi

3.3.2.1. Gr/GCE’nin damla- kurut yontemi ile hazirlanmasi

Modifikasyondan 6nce, 0.05 pm aliimina tozu ile hazirlanan bulamaglar
temizleme (cilalama) pedi (BAS) iizerine siirtildii ve ¢iplak GCE el ile cilaland1, daha
sonra su ile iyice durulandi. Sonra arka arkaya 1:1 oraninda nitrikasit, etanol ve su ile
sonikasyona tabi tutuldu, elektrot su ile durulandi.

10 mg grafen iizerine 10 mL saf su eklenerek grafen ¢oziildii. 2 saat
ultrasonik banyoda karistirildi. Daha sonra bundan 10 mikrolitre alinarak GCE’ye
damlatildi ve kurumaya birakild1 (yaklasik 8 saat). Kurutma isleminden sonra
modifiye elektrot doniisiimlii voltametri yontemi ile ¢alisilicak gerilim araliginda
(+0.2 V ve +1.65 V, 10 dongii) 100 mV s™ gerilim tarama hizinda ilgili tampon da
aktive edildi.

3.3.2.2. Gr-Nf/GCE’nin damla-kurut yontemi ile hazirlanmasi

Temizlenen GCE oda sicakliginda kurutuldu. 3.0 mg Gr, 3.0 mL Nafion alkol
¢ozeltisi (%5 a/h) igerisine eklendi ve ardindan homojen ¢ozelti olusturmak igin 2 saat
ultrasonik su banyosunda bekletildi. Daha sonra, 10 pL grafen Nafion ¢6zeltisinin
(etiketli Gr-Nafion) homojen dispersiyonu temizlenen GCE iizerine damlatildiktan
sonra 8 saat oda sicakliginda kurutuldu. Gr-Nf/GCE elde edildi. Karsilagtirma igin,
grafen modifiye GCE (Gr/GCE), Gr-Nf/GCE ile aym sekilde muamele edildi.
Kullanimdan énce Gr/GCE ve Gr-Nf/GCE, 100 mV s™ gerilim tarama hizinda, +0,2
ve +1,65 V (10 dongii) gerilim araliginda doniistimlii voltametri teknigi ile ilgili

tampon da aktive edildi.

3.3.3. Voltametrik analiz

Calismanin voltametrik analiz asamasinda grafen-temelli elektrotlar {izerinde
KAF, PAR ve ASA’nin doniisimli voltametri yontemi ile elektrokimyasal
davranislari incelendi. ikinci asamada gelistirilecek elektrokimyasal ydntemin en iyi

deney kosullar1 icin, voltametrik yontem se¢imi, farkli tampon sistemleri ile pH’1n
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elektrot yanitina etkisi, biriktirme siiresi ve geriliminin elektrot yanitina etkisi, kare-
dalga degiskenlerinin elektrot yanitina etkisi, kalibrasyon egrisinin olusturulmasi ve
tekraredilebilirlige yonelik deneysel ¢alisma ve gelistirilen teknigin bu ilaglar1 iceren
ilag preparatlarina uygulanmasi iizerine kuruldu. Yapilan deneysel c¢alisma
basamaklar1 altta belirtildi. GCE yiizeyinin temizlenmesinin ardindan grafen
yapilarinin kaplanmasi gerceklestirildi. Grafen temelli elektrotlar yiizeyine tizerinde
KAF, PAR ve ASA’nin, 0.1 V gerilimde, 60 saniyede ve ilgili destek elektrolit
sisteminde 5000 rpm’de adsorptif biriktirildikten sonra, +0.2 V ile +1.65 V arasinda
tarama yapilarak ilgili etken maddelerin 6l¢timii gergeklestirildi.

3.3.4. Kromatografik analiz

KAF, PAR ve ASA molekiillerinin kromatografik analizde gerceklestirildigi
kosullari; kolon o6zellikleri: Nucleosil C18 (250 mmX4.6 mm, 5 um), hareketli faz
bilesimi: asetonitril/su (25:75 v/v), pH 2.5’¢ 0.1 M H3PO4 ve 0.1 M NaOH ile
ayarlandi, hareketli faz akis hizi: 1 mL dakika™, akis 6zelligi: izokratik, kolon firin
sicakhigr: 25 °C, dedektér: fotodiyot array (207 nm)’dir. Viallerdeki KAF ve PAR’1n
derisimleri 50 pg mL™ ve ASA derisimi 200 pg mL™ olacak sekilde ayarlandi. Daha
sonra kolona farkli enjeksiyon hacimlerinde enjekte edilerek kalibrasyon grafikleri

elde edildi (Franeta ve ark., 2002).

3.3.5. Orneklerin hazirlanmasi

Farmasoétik formiilasyonlar eczanelerinden temin edildi. PAR ve ASA tekli
tayinleri i¢in Parol® tablet (Atabay Co., Tiirkiye) ve aspirin® tablet (Bayer Tiirk Co.,
Tiirkiye) farmasotik formiilasyonu kullanildi. KAF, PAR ve ASA’nin eszamanl
tayinleri i¢in, Thomapyrin® tablet (Boehringer Ingelheim Co. Germany) Ornegi
kullanildi. Tiim 6rnekler igin, on tablet tartildi ince bir toz halinde 6giitiildi ve iyice
karistirildi. ASA igeren Asprin® ve Thomapyrin® tabletler i¢indeki asetilsalisilik asiti
tamamen hidrolize etmek (hidroliz triinii salisilik asit) igin 10 dk 0.01 M sodyum
hidroksit i¢inde kaynatildi. Elde edilen salisilik asit elde miktar1 drneklerdeki ASA
miktarma esittir (Sanghavi ve Srivastava, 2010). Parol® tablette, drnek su iginde
hazirlandi. Ayrica 6rnekler, hiicreye istenen miktara getirmek i¢in pH 2.5, 0.1 M PBS
icinde seyreltildi.
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4. BULGULAR

4.1. Grafen Oksit (GO) ve Indirgenmis Grafen Oksitin (rGO)

Spektrofotometrik Yontemler ile Tanimlanmasi
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Sekil 14. Grafit, GO ve rGO’nun FTIR spektrumlari

FTIR spektrumlarinda (Sekil 14); GO ve grafitte -OH titresim bandi 3452-3344
cmt de, C=0 kuvvetli titresim band1 1728-1708 cm™ de, C=C titresim band1 1616-
1577 cm™ de, C-O (epoksi) titresim bandlar1 1250-1188 cm™ de beklendigi iizere
goriildi. rGO’nun  FTIR spektrumu GO’nunkinden C=0 fonsiyonel bant
yogunlugundaki azalma nedeniyle olduk¢a farklidir. Ayrica rGO’nun 3452-3402
cm™? arahgindaki keskin adsorpsiyon bandmm siddeti azaldi. Bu sonuglar grafen
oksitin basarili bir sekilde indirgendigini ve elde edilen rGO spektrumlarinin

kaynakg¢ayla uyustugunu gosterdi (Zangmeister, 2010).
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Sekil 15. GO ve rGO’nun Raman spektrumlari

GO ve rGO’nun Raman spektrumlar1 Sekil 15°de verildi. GO’nun Raman
spektrumunda sirasiyla 1332 ve 1584 cm™ de iki karakteristik bant (D ve G bandr)
gozlendi. sp® karbon hibritlesmesinden dolayr GO’nun kimyasal indirgenmesinden
sontra D ve G bandinin yogunlugu azalirken rGO’nun Raman spektrumunda D
(1332cm™) ve G (1576cm™) de belirgin iki bant vardir. Bu degisiklik GO’nun
basarili bir sekilde indirgendigini gosterdi (Gasnier ve ark., 2013).
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Sekil 16. 0.05 mg mL™ GO ve rGO’nun sulu ¢ozeltilerindeki UV/Vis spektrumlari

GO ve rGO’nun sulu c¢ozeltilerindeki UV-Vis spektrumlart Sekil 16’da
verildi. GO’nun UV-Vis spektrumu; aromatik halkadaki C-C bagindaki 1 — n*
gegisini 232 nm de ve C=0 bandinin n — x* gecisini 306 nm de gii¢lii adsorpsiyon
piklerini gosterdi. GO’nun indirgenmesiyle rGO olustugunda 306 nm deki pik
kayboldu. GO’nun indirgenmesi sonucu grafen yapraklardan uzaklasan fonksiyonel
gruplarin yerine yeni sp® yapilarinin olusmasi sonucunda ise 232 nm deki pikin 266

nm ye kaydig1 goriildii.
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EHT = 7.50 k¥ Signal A= SE1 W
WD = 11.0 mm Chamber = 1.62e-003 Pa___ Vacuum Mode = High Vacuum

EHT = 7.50kV Signal A = SE1 Mag = 4.33KX w
WD =11.5mm Chamber = 1.06e-003 Pa Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 17. Gr/GCE (A) ve Gr-Nf/GCE (B) yiizeylerinin SEM goriintiileri

Sekil 17°de verilen Gr/GCE (A) ve Gr-Nf/GCE (B) yiizeylerinin morfolojileri
SEM kullanilarak elde edildi. SEM c¢alismalar1 igin Gr/GCE ve Gr-Nf/GCE gereg
yontem kisminda soz edildigi sekilde hazirlandi. Genis yiizey alanina sahip
Gr/GCE’nin yiizeyine Nafion filmin homojen dagilmasindan dolayr Gr-Nf/GCE’nin
yiizeyi Gr/GCE’den daha piiriizlii ve burusuktur.
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4.2. PAR, ASA ve KAF’In Eszamanh Tayinine Yonelik Grafen Temelli

Elektrotlar Yiizeyinde Voltametrik Yontem Gelistirilmesi

4.2.1. Parasetamol, asetilsalisilik asit ve kafeinin GCE, Gr/GCE, Gr-Nf/GCE
iizerindeki doniisiimlii voltametri ¢alismalar:

Grafen temelli elektrotlar iizerinde olusan elektrokimyasal islemi
anlayabilmek amaciyla 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde hazirlanan PAR
¢ozeltisinin (+0.45 V)-(+0.90 V) gerilim tarama araliginda, 50 mV s™ gerilim tarama
hiz1 ile doniisiimlii voltamogramlart GCE, Gr/GCE ve Gr-Nf/GCE yiizeyinde
kaydedildi. Sekil 18’de 4 pg mL™ PAR ¢bzeltisinin GCE, Gr/GCE ve Gr-Nf/GCE

tizerinde dontistimlii voltamogramlari verildi.
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-0.54

0.40 0.50 0.60 0.70 0.20 0.90
EMNV (vs. AglAgCl)

Sekil 18. 4 ug mL™? PAR’m 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde GCE (mor
cizgi), Gr/GCE (mavi ¢izgi) ve Gr-Nf /GCE (kirmiz1 ¢izgi) {izerinde
déniisiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 50 mV s™.

Sekil 18’den goriilecegi tizere her li¢ elektrottada PAR yiikseltgenme sinyali
yaklagtk +0.605 V da goriildi. PAR’1in pik akimlart sirasiyla GCE; 0.99 pA,
Gr/GCE; 1.10 pA ve Gr-Nf/GCE; 2.34 uA’dir. Pik akimlar1 yoniinden en duyarli
sonu¢ Gr-Nf/GCE ile elde edildi.

Gerilim tarama hizinin yiikseltgenme pik gerilimleri ve akim siddeti iizerine

etkisini incelemek amaciyla; 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) i¢erisinde hazirlanan 4
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ng mL? PAR c¢ozeltisinin 50 mV st ile 700 mV s' araliginda doniisiimlii

voltamogramlar1 kaydedildi ve Sekil 19°de sunuldu.
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ElV (vs. AglAgCl)

Sekil 19. 4 ug mL™ PAR’in 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde Gr-Nf/GCE
tizerinde déniisiimlii voltamogrami hiz taramasi (50-700 mV s™%).

Gerilim tarama hizi (50-700 mV s™) ile pik akim iligkisinde elde edilen

dogrusalliga iligkin dogru denklemleri asagida verilmistir:
ip (A) = 0.047v (MV s 1)-0.808, r = 0.999 (n=9)

Egriler degerlendirildiginde gerilim tarama hizi ile siyirma pik siddeti
arasinda dogrusal bir iligki saptandi. Ayrica gerilim tarama hizinin logaritmasi ile pik
akimmin logaritmasi1 arasindaki dogru denklemlerinin egiminin 0.047 dolayinda

bulunmasi yiikseltgenme olayinin adsorptif karakterli oldugunu kanitlamaktadir.

ASA ¢bzeltisinin (+0.75 V)-(+1.30 V) gerilim tarama araliginda, 50 mV s™

gerilim tarama hizi ile doniisiimlii voltamogramlari GCE, Gr/GCE ve Gr-Nf/GCE
yiizeyinde kaydedildi. Sekil 20°de 40 ug mL™* ASA ¢ozeltisinin GCE, Gr/GCE ve

Gr-Nf/GCE tizerinde doniisiimlii voltamogramlari verildi.
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Sekil 20. 40 ug mL™? ASA’nin 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde GCE (mor
cizgi), Gr/GCE (mavi ¢izgi) ve Gr-Nf /GCE (kirmiz1 ¢izgi) iizerinde
déniisiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 50 mV s™.

Sekil 20’den goriilecegi tizere ASA igin GCE’de 1.072 V’da 1.37 pA,

Gr/GCE 1.014 V’da 1.45 pA ve Gr-Nf/GCE’de 0.984 V’da 1.81 pA degerleri elde

edildi. Pik akimlar1 yoniinden en duyarli sonu¢ Gr-Nf/GCE’de bulundu.

Gerilim tarama hizinin yiikseltgenme pik gerilimleri ve akim siddeti lizerine
etkisini incelemek amaciyla; 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde hazirlanan 40
ng mLY ASA ¢ozeltisinin 50 mV s? ile 700 mV s? arahginda doniisimli

voltamogramlari kaydedildi ve Sekil 21°de sunuldu.
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Sekil 21. 40 ug mL™ ASA’ni 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) icerisinde Gr-Nf/GCE
iizerinde doniisiimlii voltamogrami hiz taramasi (50-700 mV s™).

Gerilim tarama hizi (50-700 mV s?) ile pik akimi iliskisinde elde edilen

dogrusalliga iliskin dogru denklemleri asagida verilmistir:
ip (WA) = 0.004 v (mV s %) + 1.057, r = 0.981 (n=9).

Egriler degerlendirildiginde gerilim tarama hizi ile siyirma pik siddeti
arasinda dogrusal bir iligki saptandi. Ayrica gerilim tarama hizinin logaritmasi ile pik
akimmin logaritmasi arasindaki dogru denklemlerinin egiminin 0.004 dolayinda

bulunmasi yiikseltgenme olayinin adsorptif karakterli oldugunu kanitlamaktadir.

KAF c¢ozeltisinin (+1.20 V)-(+1.60 V) gerilim tarama araliginda, 50 mV st
gerilim tarama hizi ile doniisiimlii voltamogramlari GCE, Gr/GCE ve Gr-Nf/GCE
yiizeyinde kaydedildi. Sekil 22°de 50 ug mL™* KAF ¢ozeltisinin GCE, Gr/GCE ve

Gr-Nf/GCE {iizerinde doniisiimlii voltamogramlart verildi.
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Sekil 22. 50 pg mL™? KAF’in 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde GCE (mor
cizgi), Gr/GCE (mavi ¢izgi) ve Gr-Nf /GCE (kirmiz1 ¢izgi) iizerinde
déniisiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 50 mV s™.

Sekil 22’den goriilecegi tlizere KAF igin GCE’de 1.45 V’da 4.62 A,

Gr/GCE’de 1.40 V’da 5.24 pA ve Gr-Nf/GCE’de 1.34 V’da 8.99 pA’dir. Pik

akimlar1 yoniinden en duyarl sonug Gr-Nf/GCE’de elde edildi.

Gerilim tarama hizinin yiikseltgenme pik gerilimleri ve akim siddeti iizerine
etkisini incelemek amaciyla; 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde hazirlanan 50
ng mL? KAF ¢ozeltisinin 50 mV s* ile 700 mV s* araliginda déniistimlii
voltamogramlari kaydedildi ve Sekil 23’de sunuldu.
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Sekil 23. 50 pg mL™* KAF’1n 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) i¢erisinde Gr-Nf/GCE
iizerinde déniisiimlii voltamogrami hiz taramasi (50-700 mV s%).

Gerilim tarama hizi (50-700 mV s™) ile pik akimu iliskisinde elde edilen

dogrusalliga iliskin dogru denklemleri asagida verilmistir:
ip (uA) =0.055 v (MV s %) + 9.269, r = 0.988 (n=9).

Egriler degerlendirildiginde gerilim tarama hizi ile siyirma pik siddeti
arasinda dogrusal bir iliski saptandi. Ayrica gerilim tarama hizinin logaritmasi ile pik
akimmin logaritmasi1 arasindaki dogru denklemlerinin egiminin 0.055 dolayinda

bulunmas: yiikseltgenme olayinin adsorptif karakterli oldugunu kanitlamaktadir.

4.2.2. Destek elektroliti ve pH etkisi

Destek elektroliti ve pH’iIn PAR, ASA ve KAF’in adsorptif voltametrik
davranis1 lizerine etkisini incelemek amaciyla uygun destek elektroliti igerisinde
hazirlanan ¢ozeltilerinin (+0.10 V)-(+1.65 V) gerilim tarama araliginda kare-dalga
voltamogramlar1 kaydedildi. Destek elektroliti olarak BR tampon (pH 2-8), PBS
tamponu (pH 2.5 ve 7.4) ve ABS tampon (pH 4.7) ¢ozeltileri kullanilda.

0.05 pg mL™ PAR, 1 ng mL™ ASA ve 1 ug mL™ KAF igeren karisimin Gr-
Nf/GCE’deki yiikseltgenme yaniti lizerine ¢ozelti pH’inin etkisini kare dalga
adsorptif anodik siyirma voltametrisi (SW-AdASV) ile dikkatli bir sekilde arastirdik.

40



Sekil 24°de BR tamponunda (pH 2-8); PAR, ASA ve KAF c¢ozeltilerinin Gr-Nf/GCE

ylizeyinde kare-dalga voltamogramlar verildi.
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Sekil 24. BR tamponunda (pH 2-8) 0.05 pg mL™ PAR, 1 ug mL* ASA ve 1 pg mL™
KAF  c¢ozeltilerinin ~ Gr-Nf/GCE  ylizeyinde  kare-dalga  siyirma
voltamogramlari. Kare dalga degiskenleri; puls amplitiid, 30 mV, frekans,
50 Hz, gerilim adimi, 8 mV. Elektrokimyasal biriktirme siiresi, 60 s (acik
devrede, 5000 rpm).

Sekil 24’den goriilecegi tlizere voltamogramlar incelendiginde PAR ve ASA
yiikseltgenme gerilim degerlerinin pH degeri artikca negatif bolgeye kaydigi dolayist
ile bu iki bilesigin yiikseltgenmesinde pH’nin etkili oldugu anlasilmaktadir. KAF
sinyallerinde artan pH’ye karsilik onemli bir yiikseltgenme gerilim degisimi
goriilmemektedir. Bu da ilgili bilesigin yiikseltgenme geriliminin ¢alisma kosullari

altinda pH’den bagimsiz oldugunu gostermektedir.

ASA ve KAF’in maksimum yiikseltgenme pik akimlar1 pH 2.0 gdzlendi,
PAR’m maksimum yiikseltgenme pik akiminin pH 5’de oldugu goriildi. pH ve
bilesiklerin pik gerilimleri arasindaki iliski sirastyla incelendi. pH ve pik gerilimleri
(Ep) icin dogrusal regrasyon esitlikleri Ep (V)= -0.053 pH+0.729 (PAR, r=0.999),
Ep (V)= -0,032 pH+1,123 (ASA, r=0.965) seklindedir. PAR ve ASA igin
regresyon denklemlerinin egimleri sirastyla 53 ve 32 mV/pH olarak bulundu. Gr-

Nf/GCE ylizeyinde her iki bilesigin redoks tepkimelerinde protonlar da etkilidir.
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Ug bilesigi igeren ¢esitli derisimlerdeki karisimin, farkli tamponlardaki styirma
voltamogramlar1 Sekil 25°de verildi. Agik devrede 60 s biriktirilmeye birakilmis 0.05
pg mL? PAR, 1 pg mL™ ASA ve 1 ug mL™ KAF’1in PBS tamponu (pH 2.5 ve 7.4)
ve ABS tampon (pH 4.7) ¢ozeltilerinde kaydedilen kare-dalga voltamogramlari

tistiinde pH’nin etkisini gostermektedir.
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Sekil 25. PBS (pH 2.5, kirmiz1 ¢izgi, pH 7.4, mavi ¢izgi) ve ABS (pH 4.7,
kahverengi cizgi) tamponunda 0.05 pg mL™ PAR, 1 pg mL™ ASA ve 1
ng mL? KAF ¢ozeltilerinin Gr-Nf/GCE yiizeyinde kare-dalga siyirma
voltamogramlari. Kare dalga degiskenlerii; puls amplitiid, 30 mV,

frekans, 50 Hz, gerilim adimi, 8 mV. Elektrokimyasal biriktirme siiresi,
60 s (agik devrede, 5000 rpm).

PBS (pH=2.5) kullanildiginda PAR, ASA ve KAF igin yiikseltgenme pik
gerilimleri sirastyla +0.61, 1.03 ve 1.40 V ve pik akimlar1 22.88, 10.49, 9.60 pA’dir.
ABS (pH=4.7) kullanildiginda PAR, ASA ve KAF i¢in yiikseltgenme pik gerilimleri
sirasiyla +0.49, 0.99 ve 1.40 V ve pik akimlar1 16.29, 10.18, 6.13 pA’dir. Ote yandan
PBS (pH=7.4) kullanildiginda bu degerler PAR i¢in +0.34 V (26.04 pA), ASA icin
0.86 V (3.652 nA), KAF i¢in 1.37 V (7.33 pA) seklindedir.

Sekil 24 ve 25°de agikga goriildiigi gibi, ASA ve KAF pik akimlarinda
onemli bir artis pH 2.5 PBS icinde gozlendi, PAR i¢in ise en yiiksek akim pH 7.4'de
PBS elde edildi. En iyi tampon sisteminin PBS tamponu pH 2.5 olduguna karar
verilmis ve ¢alismanin bundan sonraki boliimiine bu sistemle devam edildi. PAR’1n

kuvvetli asidik ¢ozeltileri iginde temel yiikseltgenme pikinden daha az pozitif
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gerilimlerde ek bir pikin daha ortaya c¢iktt gozlemlendi. Bununla birlikte, bu
yiikseltgenme asamasi daha az belirgin ve de ana pikten ayrilmis sekildedir. Analitik
caligmalar i¢in en uygun c¢aligma gerilim araligi pik morfolojisi ve anlasilabilirlik goz

oniinde bulunduruldugunda +0.45 V ile 1.75 V olarak segildi.

4.2.3. Elektrokimyasal biriktirme degiskenlerinin etKkisi

PAR, ASA ve KAF ¢ozeltileri i¢in elektrot yaniti tizerine biriktirme siiresi ve
geriliminin etkisi incelendiginde, biriktirme siiresinin etkisi karistirilan 0.05 pg mL™
PAR, 1 ng mL™ ASA ve 1 ug mL™" KAF ¢ozeltilerinde 0-360 s arasinda degistirilerek
uygulandi. Sinyaller 60 s degerine kadar artt1 ancak daha sonra onemli bir artis
saglanamadi. Biriktirme siiresi olarak bu deger (60 s) calismamin bundan sonraki
asamasinda kullanildi. Biriktirme geriliminin etkisi ise karistirilan 0.05 pg mL™ PAR,
1 pg mL™ ASA ve 1 ng mL™ KAF ¢ozeltilerinde 60 s biriktirme siiresi uygulanarak
ya agik devre kosulunda ya da +0.1 V’dan +0.5 V’a degisen gerilim araliginda
caligildi. Maksimum biriktirmenin +0.1 V gerilim degerinde elde edilmesi nedeni ile

¢alismanin devaminda bu gerilim degerinin kullammmina karar verildi.

4.2.4. Kare dalga degiskenlerinin etkisi

PBS tampon (pH 2.5) ¢ozeltisinde 0.05 pg mL™ PAR, 1 pg mL™* ASA ve 1
pg mL* KAFin, 0.1 V’da 60 s biriktirme islemi uygulandiktan sonra
voltamogramlar1 alindi. Daha sonra cesitli aletsel kosullar degistirilerek optimize
calismalarina devam edildi (frekans, f= 25-100 Hz, gerilim adim1 AEs= 8-16 mV,
puls amplitiid AEsw= 30-70 mV). Frekans degerinin arttirilmasi sonucunda pik
akimlarinda onemli bir artis goézlendi, fakat 75 Hz’den daha biiylik frekans
degerlerinde zemin ¢izgisi ve pik sekilleri bozuldu. Bu nedenle ¢alismanin bundan
sonraki bolimlerinde en uygun f=75 Hz kullanilmasina karar verildi. Gerilim
adimindaki artis incelendiginde 8-16 mV gerilim araliginda pik sekli ve siddeti
acisindan en basarili sonug, AES= 14 mV degerinde elde edildi. Bu nedenle
calismanin devaminda gerilim adimi olarak 14 mV degeri kabul edildi. 30-70 mV
puls amplitiid araliginda pik akiminda 50 mV’a kadar bir artis goriildii, 50 mV’dan
sonra ise akim da artis olmasina ragmen pik morfolojisinde (yayvan pik gibi)

bozunmalar oldu. Bu nedenle en uygun AEsw = 50 mV olarak belirlendi.
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PAR, ASA ve KAF’in Gr-Nf/GCE {izerindeki elektrokimyasal davraniginin
arastirllmas1 sonucunda miktar tayinine yonelik en iyi voltametrik ve analitik

kosullar Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. PAR, ASA ve KAF analizi i¢in voltametrik yontem ile elde edilen en iyi
deneysel kosullar

Degisken Bulgu

Voltametrik Yontem SW-AdJASV

Tampon sistemi PBS tamponu, pH 2.5
Biriktirme gerilimi 0.1V

Biriktirme siiresi 60 s

Kare-dalga degiskenleri

a) Gerilim adim 14 mV
b) Puls amplitid 50 mV
c) Frekans 75Hz

4.2.5. Voltametrik yontemin analitik performans o6zellikleri

Bu boliimde ilk olarak, PAR, ASA ve KAF’mn tekli analizi yapildi. Daha
sonra PAR, ASA ve KAF igeren karisimda, diger iki bilesenin derigimleri sabit
kalirken bir tiirtin derisimi degistirildi ve segici analizi gergeklestirildi. Son olarak

PAR, ASA ve KAF’1n es zamanl tayini yapilarak calismaya devam edildi.

Voltametrik yontemin aletsel performansini belirlemek i¢in saptanan deneysel
degiskenler kullanilarak yonteme ait caligma araligi, duyarlilik, tekrarlanabilirlik
kosullart aragtirildi. En iyi deney kosularinda PAR, ASA ve KAF derisiminin pik
akimi tlizerine etkisini incelemek amaciyla yiiriitiilen ¢alismada, farkli derisimlerdeki

PAR, ASA ve KAF ¢ozeltilerinin kare dalga voltamogramlari kaydedildi.

PBS tamponu (pH 2.5) ¢o6zeltisi igerisinde Gr-Nf/GCE {izerinde PAR, ASA

ve KAF’in farkli derisimleri igin kaydedilen tekli voltamogramlari ve
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voltamogramlara karsilik gelen kalibrasyon egrisi grafikleri sirasiyla (Sekil 26, 27,
28)’de verildi.
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Sekil 26. Gr-Nf/GCE {izerinde PBS (pH 2.5) ¢6zeltisi igerisinde PAR (0.001, 0.005,
0.01, 0,002, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 ve 0.225 png mL'l) icin kare dalga
adsorptif siyirma voltamogramlari.Biriktirme siiresi 60 s; biriktirme
gerilimi 0.1 V; Kare-dalga voltametri degiskenleri: Frekans, 75 Hz;
Gerilim adimi, 14 mV; amplitiid, 50 mV.
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Sekil 27. Gr-Nf/GCE tizerinde PBS (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde; ASA (0.025, 0.1,
0.25, 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 pg mL™) icin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari. Degiskenler Sekil 26°daki gibidir.
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Sekil 28. Gr-Nf/GCE tizerinde PBS (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde; KAF (0.025, 0.1,
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ve 7.5 ug mL™) icin kare dalga adsorptif siyirma

voltamogramlari. Degiskenler Sekil 26°daki gibidir.

Tablo 4. Gr-Nf/ GCE’de PAR, ASA ve KAF’1n tekli kalibrasyon karakteristikleri

Bilesik Kalibrasyon Dogrusal
Arahg gerilim
denklemi

r

LOD %BSS

PAR 0.001-0.225 pg mL™* ip (WA) = 798.70
6.6X10°-1.5X10° M C (ng mL™) -1.931

ASA  0.025-5.0 pgmL™ ip (LA) = 13.89
1.4X107-2.9X10°M  C (ug mL™)+1.259

KAF  0.025-7.5pgmL™ ip (LA) = 8.83
1.3X107-3.9X10°M  C (ug mL™)+0.859

0.999

0.996

0.999

0.13ngmL*  2.88
8.6X10"°M

7.4ngmL*? 3.72
4.1X10% M

6.1 ngmL™ 4.61
3.1X10% M
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Sekil 26, 27 ve 28’deki voltamogramlarda PAR, ASA ve KAF’in
yukseltgenme pik gerilimleri sirastyla +0.64, +1.05 ve +1.44 V olarak goriildii. PAR
ile ASA arasindaki gerilim farki 0.41 V ve ASA ile KAF arasindaki gerilim farki
0.39 V’dur. Bu fark karisim icinden {i¢ maddenin ayr1 ayr tayini i¢in yeterince

bilyiiktiir.

PAR, ASA ve KAF’n tekli kalibrasyon karakteristikleri Tablo 4’de sunuldu.
Onerilen yontemin duyarlilig: gdzlenebilme smir1 (LOD) degerleri agisindan kontrol
edildi. LOD degeri LOD = 3 s/m denklemi kullanilarak hesaplandi. Burada s, en
diisiik dogrusal araliga sahip {i¢ tekrarin standart sapmasi, m ise kalibrasyon
egimidir. PAR, ASA ve KAF’in tekli, secici ve es zamanh tayinlerine ait LOD

degerlerinin kiyaslanmasi birlikte verilmistir.

Tekli analizlerin ardindan PAR, ASA ve KAF’in segici analizlerine gegildi.
PBS tamponu (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde ASA ve KAF derisimlerinin sabit
tutularak PAR derisiminin dogrusal artirilmasi ile kaydedilen voltamogramlar ve

karsilik gelen kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 29°da verildi.
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Sekil 29. 1 ug mL™? ASA ve 2.5 pg mL™ KAF varliginda 0.00125-0.25 pg mL™
araliginda 0.1 M PBS (pH=2.5) igerisinde PAR’1in kare dalga adsorptif
styirma voltamogramlari. Elektrot, Gr-Nf/GCE, biriktirme siiresi 60 s;
biriktirme gerilimi, 0.1 V; Kare-dalga voltametri degiskenleri; amplitiid:
50 mV, gerilim adimi: 14 mV, frekans 75 Hz.
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PBS tamponu (pH 2.5) ¢ozeltisi igerisinde PAR ve KAF derisimlerinin sabit
tutularak ASA derisiminin dogrusal artirilmasi ile kaydedilen voltamogramlar ve

karsilik gelen kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 30°da verildi.
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Sekil 30. 0.04 ug mL™ PAR ve 2.5 pg mL" KAF varhgmnda 0.05-5.0 pg mL™*
araliginda 0.1 M PBS (pH=2.5) igerisinde ASA’nin kare dalga adsorptif
styirma voltamogramlari. Degiskenler Sekil 29°daki gibidir.

000 035 060 085 110 135 160
EIV (vs. AgiAgCl)

Sekil 31. 0.04 pg mL? PAR ve 1 pg mL? ASA varliginda 0.05-7.5 pg mL*
araliginda 0.1 M PBS (pH=2.5) igerisinde KAF’in kare dalga adsorptif
styirma voltamogramlari. Degiskenler Sekil 29°daki gibidir.
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ASA ve KAF'n derisimleri sabit tutulurken PAR'In derisimi diizenli bir sekilde
arttirildiginda PAR'n yiikseltgenme akim cevabi dogrusal bir sekilde artarken ASA
ve KAF'm yiikseltgenme akimlar1 sabit kaldi (Sekil 29). Ayni bicimde Sekil 30 ve
31’de de diger iki bilesigin pik akimlari sabit kalirken, ASA ve KAF’m pik

akimlarinin derisimdeki artigla birlikte arttig1 goriildii.

Tablo 5. Gr-Nf/ GCE’de diger iki bilesigin derisimleri sabit tutuldugunda bir bilesik
icin kalibrasyon karakteristikleri

Bilesik  Kalibrasyon Dogrusal r LOD %BSS
Arah@ gerilim
denklemi

PAR 0.00125-0.25 ug mL™* i, (nA) = 778.50 0.999 016 ngmL*  3.14

3.3X10°-1.7X10°M  C (ug mL™)+0.196 1.1X10° M

ASA 0.05-5.0 uygmL™ ip (MA) =12.50 0.999 7.7ngmL* 4.65
2.9X107-2.9X10°M  C (ug mL™)-0.680 4.3X10% M

KAF 0.05-7.5 ugmL™ ip (LA) = 8.26 0.996 7.0ng mL* 5.22
2.6X107-3.9X10°M  C (ug mL™)+1.433 3.6X10% M

Tablo 5’de Gr-Nf/ GCE’de diger iki bilesigin derisimleri sabit tutuldugunda bir
bilesik igin kalibrasyon karakteristikleri sunuldu. Onerilen ydntemin duyarliligi
gbzlenebilme sinir1 (LOD) degerleri agisindan kontrol edildi. PAR, ASA ve KAF’ in
tekli, segici ve es zamanl tayinlerine ait LOD degerlerinin kiyaslanmasi birlikte

verilmistir.

PAR, ASA ve KAF’in es zamanh tayinleri i¢in ilgili bilesiklerin farkl
derisim aralifinda miktarlar1 dogrusal olarak artirildi ve derisim artikca pik

akimlarinin diizenli bir sekilde arttigi gozlendi (Sekil 32).
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Sekil 32. 0.00125-0.075 pg mL™ PAR, 0.15-3.0 ug mL™* ASA ve 0.05-2.0 ug mL™*
KAF araliginda 0.1 M PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde PAR, ASA ve
KAF’in es zamanli kare dalga adsorptif siyirma voltamogramlari.
Degiskenler Sekil 29°daki gibidir.
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Tablo 6. PAR, ASA ve KAF’In es =zamanl tayinleri i¢in kalibrasyon
karakteristlikleri

Bilesik Kalibrasyon Dogrusal r LOD % BSS
Arahg gerilim
denklemi

PAR 0.00125-0.075 pgmL™ i, (uA)=460.90  0.998 0.18 ngmL™*  4.08

8.3X107-5.1X10" M C (ug mL™1)+0.575 1.2X10° M

ASA 0.15-3.0 pgmL™* ip (LA) = 8.69 0.999 11.7ngmL* 543
8.7X107-1.7X10° M C (ug mL™) -0.348 6.5X10° M

KAF 0.05-2.0 pg mL™* ip (WA) =10.10 0.997 7.3ngmL™ 6.31
2.6X107-1.0X10° M C (ug mL™)+0.663 3.8X10% M

GR-Nf/GCE kullanilarak PAR, ASA ve KAF’mm es zamanli tayini i¢in
gelistirilen voltametrik yontemin duyarliligin1 hesaplamak amaciyla; PAR, ASA ve
KAF’in tekli, secici ve eszamanli tayinlerine ait voltamogramlar alindi. Alinan
voltamogram ve bunlara karsilik gelen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak LOD
degerleri hesaplandi. LOD degerleri Tablo 4, 5 ve 6°da verildi. Tiim LOD degerleri
incelendiginde; analitik egrilerin duyarliliklar1 arasinda anlamli farkliliklar olmadig:

goriildil.

PAR (0.00125 pg mL™), ASA (0.15 pg mL™) ve KAF (0.05 ug mL™Y) igin
gelistirilen voltametrik yontemin tekrarlanabilirlik diizeyini saptamak igin en iyi
deney kosullarinda hazirlandi ¢ozeltilerinin ayni giin icerisinde on kez siyirma
voltamogramlar1 kaydedildi. Bu voltamogramlar {izerinde pik akimi degerleri okundu
ve bulunan degerler giin-i¢i kesinlik olarak degerlendirildi. Elde edilen bulgulara
gore bagil standart sapma (BSS) degerleri PAR igin % 3.49, ASA igin % 4.57 ve
KAF igin % 5.72 olarak saptandi. Aynmi derisimler iizerinden ii¢ ardisik giin i¢in
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yapilan giinler aras1 kesinlik degerleri PAR i¢in % 3.92, ASA i¢in % 5.44 ve KAF
icin % 7.33 olarak saptand.

4.3. PAR, ASA ve KAF’in Gr-Nf/GCE Yiizeyinde Secicilik ve Kararhhk
Calismalan

Secicilik calismasi degerlendirilmesi, ilgili girisim maddelerinin PAR, ASA
ve KAF’1n sinyallerini  %+5 degistirmesi iizerine kuruldu. K*, Na*, Ca?*, Zn*,
I\/Igz+, S0.%, NOs, glikoz, sakkarin, fruktoz, sukroz’un doymus c¢ozeltilerinin,
askorbik asit (50 kat) ve dopamin’nin (50 kat) {i¢ analitin belirlenmesinde girisim
etkisine rastlanilmadi. Fakat tirik asit’in esit derisimlerde bile PAR sinyalleri ile
ortistigi  gorildii. Dolayistyla  gelistirilen  yontemin  idrar  Orneklerine
uygulanmasinda PAR tayinleri oncesi lrik asidin ortamdan uzaklastirilmas: ya da
ornegin bir kromatografik ayirima tabi tutulmasi gerekmektedir. Gelistirilen
yontemin ilgili ilaglarla tedavi edilmis gergcek hasta Orneklerinden alinan idrar
orneklerine uygulanmasinda (tez ¢alismasinda bdyle bir amag¢ glidiilmemistir) tirik
asidin Ozellikle PAR analizini etkileyecegi goz oOniinde bulunduruldugunda bir

onislemin gerekliligi ka¢inilmazdir.

Elektrot fabrikasyon kararlilik ¢alismalari i¢in 3 adet GCE alinip, yiizeyleri
Gr-Nf ile kaplandi ve bu ii¢ elektrotla optimum kosullarda PAR, ASA ve KAF
sinyalleri degerlendirildi. Elde edilen BSS sonuglart PAR igin %2.89, ASA i¢in
%3.85 ve KAF igin %5.17 olarak bulundu. Gr-Nf/GCE’nin 21 giin saklanmasi
sonucu yapilan 6l¢iim sonuglarinda ise BSS degerleri PAR igin %3.58, ASA igin
%4.75 ve KAF icin %6.22 olarak hesaplandi. Elde edilen bu sonuglar gelistirilen
elektrodun tekrar iiretilebilirlik ve kararlilik agisindan oldukga iyi oldugunu ortaya

koydu.

4.4. Gelistirilen Yontemin fla¢ Orneklerinde Uygulama Calismalar

Gelistirilen yontemin ilag¢ preparatlarina uygulanmasi PAR i¢in Parol®, ASA
icin Asprin® iizerinde gergeklestirildi. Bunun yanisira PAR, ASA ve KAF iceren
Thomapyrin® markali (1 tablet; 250 mg ASA, 200 mg PAR ve 50 mg KAF igerir)
ila¢ tizerinde yapildi. Tabletteki miktar tayinleri standart katma yontemi ile elde
edilerek, sonuglar HPLC deneyi sonucu elde edilen degerler ile birlikte Tablo 7°de

verildi.
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PAR igeren Parol® adli ilag ¢ozeltisine daha dnce gere¢ yontem kisminda s6z
edildigi sekilde yeni bir kalibrasyon islemi yapildi. Bir tabletinde 500 mg PAR igeren
Parol® adli ilag ¢ozeltisine, standart ekleme yontemiyle PAR standart ¢ozeltilerinden
belli derisimlerde eklenerek PBS tamponu (pH=2.5) icerisinde voltamogramlar:

alindi. Sekil 33’de kaydedilen voltamogramlar verildi.

010 035 0.60 0.85 110 135  1.60
EINV (vs. AglAgCl)

Sekil 33. PAR iceren Parol ilag ¢cozeltisine (kesikli ¢izgi), standart PAR ¢ozeltisinden
0.005 ppm, 0.01 ppm, 0.04 ppm ve 0.06 ppm eklenmesi sonucu olusan
akim degerlerine iligkin kare dalga adsorptif siyirma voltamogramlari.
Elektrot; Gr-Nf /GCE, biriktirme siiresi 60 s, biriktirme gerilimi 0.1 V,
Kare Dalga Voltametri degiskenleri, amplitiid; 50 mV, gerilim adimi; 14
mV, frekans; 75 Hz.

ASA igeren Aspirin® adli ilag ¢ozeltisine daha dnce gere¢ yontem kisminda
s0z edildigi sekilde yeni bir kalibrasyon islemi yapildi. Bir tabletinde 500 mg ASA
iceren Aspirin® adh ilag ¢ozeltisine, standart ekleme yontemiyle ASA standart
cozeltilerinden belli derisimlerde eklenerek PBS tamponu (pH=2.5) igerisinde

voltamogramlari alindi ve Sekil 34’de gosterildi.
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Sekil 34. ASA iceren aspirin ilag ¢ozeltisine (kesikli ¢izgi), standart ASA
¢ozeltisinden 0.15 ppm, 0.25 ppm, 0.5 ppm ve 2.5 ppm eklenmesi sonucu
olusan akim degerlerine iliskin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari. Elektrot; Gr-Nf /GCE, biriktirme siiresi 60 s, biriktirme
gerilimi 0.1 V, Kare Dalga Voltametri degiskenleri, amplitiid; 50 mV,
gerilim adimi; 14 mV, frekans; 75 Hz.

PAR, ASA ve KAF igeren Thomapyrin® adli ilag ¢ozeltisine daha once gereg
yontem kisminda soz edildigi sekilde yeni bir kalibrasyon islemi yapildi. Bir
tabletinde 250 mg ASA, 200 mg PAR ve 50 mg KAF igeren Thomapyrin® adli ilag
¢oOzeltisine standart ekleme yontemiyle PAR, ASA ve KAF standart ¢ozeltilerinden
belli derisimlerde eklenerek PBS tamponu (pH=2.5) igerisindeki voltamogramlari
kaydedildi ve Sekil 35’de gosterildi.
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Sekil 35. PAR, ASA ve KAF iceren thomapyrin ilag ¢ozeltisine (kesikli ¢izgi),
standart PAR ¢ozeltisinden sirasiyla 0.00025 ppm, ASA ¢ozeltisinden 0.5
ppm ve KAF ¢ozeltisinden 0.1 ppm, standart PAR ¢ozeltisinden 0.002
ppm, ASA ¢ozeltisinden 1 ppm ve KAF ¢ozeltisinden 0.4 ppm, standart
PAR c¢ozeltisinden 0.002 ppm, ASA ¢ozeltisinden 1.5 ppm ve KAF
¢ozeltisinden 0.8 ppm ve standart PAR ¢ozeltisinden 0.005 ppm, ASA
¢ozeltisinden 1.75 ppm ve KAF ¢o6zeltisinden 1 ppm eklenmesi sonucu
olusan akim degerlerine iliskin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlari, Elektrot; Gr-Nf/GCE, biriktirme siiresi 60 s, biriktirme
gerilimi 01. V, Kare Dalga Voltametri degiskenleri, amplitiid; 50 mV,
gerilim adimi; 14 mV, frekans; 75 Hz.

4.5. PAR, KAF ve ASA’min Eszamanh Tayinine Yonelik HPLC Teknigi ile
Yapilan Analiz Sonug¢lar:

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunun kiyaslanmasi i¢in ilgili kaynakc¢adan
(Franeta ve ark., 2002) yararlanilarak HPLC deneyleri yapildi. HPLC ile tayini
yapilacak PAR, KAF, ASA bilesiklerinin once ayr1 viallerde standart g¢ozeltileri
hazirlanip, belirlenen kromatografik kosullarda alikonma zamanlari belirlendi. PAR
icin alikonma zamani 4.237 dakika, KAF i¢in 5.323 dakika ve ASA icin 10.755
dakika olarak bulundu (Sekil 36, 37, 38). Ilgili bilesenlerin birbirinden bagimsiz

yerlerde gozlenmesi bilesiklerin eszamanli tayinine olanak tanimistir.
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Sekil 36. PAR standart ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami (tg=4.237). Kromatografik
kosullar; kolon: Nucleosil C18 (250 mm X 4.6 mm, 5 um), hareketli faz
bilesimi: asetonitril /su (25:75 v/v), pH 2.5, hareketli faz akig hizi: 1 mL
dakika™, kolon firmn sicaklig: 25 °C, dedektér: fotodiot dizileri (207 nm).
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Sekil 37. ASA standart ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami (tg=10.755). Kromatografik
kosullar Sekil 36°daki gibidir.

KAF

2
Alikonma zaman / dakika

Sekil 38. KAF standart ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami (tg=5.323). Kromatografik
kosullar Sekil 36’daki gibidir.

56



Yapilan 6n deneme sonucglar1 gz Oniinde bulundurularak PAR, ASA ve
KAF karisimi igeren vialdeki ilgili maddelerin derisimleri PAR ve KAF ig¢in 50 ug
mL™, ASA igin 200 pg mL™ olacak sekilde ayarlandi. Sekil 39°da PAR, KAF ve
ASA’nm bir aradaki kromatogrami verildi. PAR, KAF ve ASA’nin eszamanl
kalibrasyon grafigi olusturulurken, karisim vialinden HPLC cihazina farkli
enjeksiyon hacimleri girildi. Cihaza ilgili stok karisim vialinden 1, 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50 ve 60 pL hacimlerinde enjeksiyon yapildi. Kalibrasyon grafigi ilgili
enjeksiyon hacmine karsilik gelen miktarlarin hesaplanmasi ile elde edildi. Yapilan
hesaplamalar sonucu PAR ve KAF’m enjeksiyon hacmine karsilik gelen degerler;
0.05, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 ug, ASA i¢in; 0.2, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0,
8.0, 10.0, 12.0 pg’dwr. Elde edilen veriler dogrultusunda olusturulan kalibrasyon
grafikleri (enjeksiyon hacmindeki madde miktara karsilik pik alani) Sekil 40’da

verildi.

PAR’in miktar1 0.05-3.0 pg araliginda artikga pik alanlarinin diizenli bir
sekilde arttig1 gozlendi. Miktara karsilik alan degerleri kalibrasyon grafigine
yerlestirildikten sonra asagidaki esitlige ulasildi.

y =5134X (ng) +429.0

Kalibrasyon egrisinin dogrusallik korelasyon katsayisi (r) 0.998 olarak
hesapland1 (n=9).

KAF’in miktar1 0.05-3.0 pg araliginda artikca pik alanlarinin diizenli bir
sekilde arttig1 gozlendi. Miktara karsilik alan degerleri kalibrasyon grafigine
yerlestirildikten sonra asagidaki esitlige ulasildi.

y = 7313X (ng) + 510.5

Kalibrasyon egrisinin dogrusallik korelasyon katsayist (r) 0.997 olarak
hesaplandi (n=9).

ASA’nin miktar1 0.2-12.0 pg araliginda artik¢a pik alanlarinin diizenli bir
sekilde arttig1 gozlendi. Miktara karsilik alan degerleri kalibrasyon grafigine
yerlestirildikten sonra asagidaki esitlige ulasildi.
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y = 3450X (ug) + 1195

Kalibrasyon egrisinin dogrusallik korelasyon katsayist (r) 0.998 olarak

hesaplanmistir (n=9).
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Sekil 39. PAR, KAF ve ASA standart c¢ozeltilerinin HPLC kromatograma.

Kromatografik kosullar Sekil 36’daki gibidir.
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Sekil 40. PAR, KAF ve ASA’nin eszamanli tayinlerinde elde edilen kalibrasyon

grafikleri.

HPLC yonteminin ilag preparatlarina uygulanmasi asamasinda hazirlanan

ornek ¢ozeltisinin enjeksiyon hacminde okunan degerlerin ilgili kalibrasyon

grafiklerindeki degerlerin arali§ina diisecek sekilde olmasina dikkat edildi.

Parol® ilag ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami Sekil 41, Aspirin® ilag ¢ozeltisinin

HPLC kromatogrami Sekil 42, Thomapyrin® ilag ¢6zeltisinin HPLC kromatogrami
Sekil 43°de verildi.
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Sekil 41. Parol ilag ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami. Kromatografik kosullar Sekil

36°daki gibidir.
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Sekil 42. Aspirin ilag ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami. Kromatografik kosullar
Sekil 36’ daki gibidir.
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Sekil 43. Thomapyrin ilag ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami. Kromatografik kosullar
Sekil 36°daki gibidir.
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[lag preparatlarinda okunan degerler yukarida verilen kalibrasyon
denklemlerinde y yerine yazilip, elde edilen x degerleri miktarin belirlenmesinde
kullanildi. Elde edilen sonuglar voltametrik yontemle kiyaslamali olarak Tablo 7 ve

Tablo 8’de sunuldu.

Tablo 7. HPLC yontemi ve SW-AdASV kullanilarak ilag formiilasyonunda (parol
ve aspirin tabletlerinde) PAR ve ASA’nin tekli tayin sonuglari

Bilesik PAR ASA
Belirtilen miktar 500 500
(mg/tablet)

SW-AdJASV* 491.7+7 517.0+ 11
(mg/tablet)

HPLC? (mg) 504+ 2 508.7 + 3
E:° (%) 1.7 3.4
Es* (%) -2.4 1.6

*Ortalama + s (n = 3)
"Bagil Hata 1 (%) = [(voltametrik deger-etiket degeri)/ etiket degeri] X 100
‘Bagil Hata 2 (%) = [(voltametrik deger -HPLC degeri)/HPLC degeri] X 100
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Tablo 8. PAR, KAF ve ASA’nin ilag preparatlarindaki (Thomapyrin tablet)
eszamanli tayinlerinin voltametrik (Gr-Nf/GCE) ve HPLC yontemi ile

bulunan sonuglari

Bilesik PAR KAF ASA
Belirtilen 200 50 250
miktar

(mg/tablet)

SW-AdASV? 188+ 8.4 47 +2.8 255+9.1
(mg/tablet)

HPLC?(mg) 197 + 1.2, 51+1.6 248 £ 1.4
E+® (%) -6.0 -6.0 2.0

E.° (%) 4.6 -7.8 2.8

%Ort.+ ss (n =3)

bBagll Hata 1 (%) = [(voltametrik deger-etiket degeri)/ etiket degeri] X 100
‘Bagil Hata 2 (%) = [(voltametrik deger -HPLC degeri)/HPLC degeri]X 100

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde t testinden yaralanildi.

%095 giiven araliginda t tablo degeri 2.78°dir (Miller ve Miller, 1993). Gr-Nf/GCE

ile yapilan sonuglarin HPLC yontemi ile bulunan sonuglarla kiyaslanmasi sonucu

bulunan t degerleri PAR i¢in 1.84, ASA i¢in 1.32 ve CAF i¢in 2.15°dir. Elde edilen t

degerlerinin tablo degerinden diisiik olmasi sonuglar arasinda istatistiksel olarak (%

95 giiven araliginda) 6nemli bir farkin olmadigini gosterdi.
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5. TARTISMA VE SONUC

flag, canli hiicre iizerinde meydana getirdigi tesir ile bir hastaligin teshisini,
iyilestirilmesi ya da semptomlarinin azaltilmasi amaciyla tedavisini ya da bu hastaliktan
korunmayr miimkiin kilan, canlilara degisik uygulama yontemleri ile verilen dogal,
yari sentetik ya da sentetik kimyasal preparatlardir. Farmasotiklerin 6nemli boliimii,
hastalikla iliskili agr1 ve diger semptomlar1 hafifleten bilesiklerdir. Ancak karigtirildiklar
ya da asir1 dozda alindiklarinda zararli olabilir hatta 6liime yol agabilirler. Bu nedenle;
hastaliklar1 basariyla tedavi etmek, yan etkileri en aza indirmek ve yasal diizenlemelere
uymak i¢in ilaglarin kalite kontroliinii yapmak adina yeni yontemlerin gelistirilmesi son
derece Onemlidir. Ilag piyasasinda bulunan pek ¢ok karisim (Kafeint+Parasetamol+
asetilsalisilik asitte oldugu gibi), bilesiklerin farmakodinamik etkilerini en ¢oga ¢ekmek

icin kullanilmaktadir.

Kafein (KAF), piirin sinifi alkaloidler grubunun en 6nemli iiyesi olup, kahve ve
cay gibi irlinlerde dogal olarak, kola, enerji icecegi gibi iiriinlerde yapay olarak
bulunmaktadir. Dogal bir uyaric1 kimyasal olan KAF, beyin ve sinir sistemi {izerinde
hizlandirici bir etkiye sahiptir. Noronlarin uyarilma esigini diisiirerek, sinirsel uyarilmay1
arttirir. KAF’in ilag formiilasyonlar1 ise astim, burun tikanikligi, basagrisi gibi
rahatsizliklarin  tedavisinde, atletik dayaniklihigi artrmada ve kilo vermede
kullanilmaktadir.

Parasetamol (asetaminofen, PAR) ve asetilsalisilik asit (aspirin, ASA), agr1 kesici
ve ates disiiriicii Ozellikleriyle diinyada olasi en yaygmn olarak kullanilan ilaglarin
baginda gelmektedirler. ASA, basagrisi, kas gerilmeleri, kireglenme ve romatizma gibi
rahatsizliklarin  tedavisinde kullanilmasmim yamisira alzheimer ve kalp-damar

hastaliklarinin tedavisinde de etkilidir.

KAF, PAR ve ASA’ nin ii¢lii karisimi ile hazirlanmis ilaglar migren, kas agrilari,
eklem iltihabi, sirt agrisi, dis agrisi, soguk alginhigi ve siniizit rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir. Fakat bu karisimi igeren ilaclarin asir1 dozda alinmasi; bulanti, kusma,

ishal, karin agrilar1, terleme, felg ve diizensiz kalp atiglarina neden olmaktadir.

Bu bilesiklerin ayr1 ayr1 ya da es zamanli analizlerine yonelik yeni

yontemlerin gelistirilmesi giiniimiizde 6nemini korumaktadir. Her li¢ maddenin de
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glinliikk hayatta cok kullanilmalar1 nedeniyle KAF, PAR ve ASA’nin tayinlerine
yonelik yeni yontemlerin bilim diinyasina siirekli olarak kazandirildigi
goriilmektedir. KAF’1n ¢evre, biyolojik, bitki ve gida gibi farkli ortamlarda tayinine
yonelik  bircok analitik yontem gelistirilmigtir.  Ultraviyole-goriintir  bolge
spektrofotometrisi (UV-Vis) (Belay, 2010) gaz kromatografisi (Verenitch ve ark.,
2006; Jafari ve ark., 2010) sivi kromatografisi (LC) (Gardinali, Zhao, 2002;
Tzanavaras, Themelis, 2007,), kapiler elektroforez (CE) (Zhao, Lunte, 1997), KAF
tayininde kullanilan yontemlerden bazilaridir. PAR tayininde kullanilan yontemlere
ornek olarak; spektrofotometrik (Lopez ve ark., 2001), kemiliiminesnas
(Ruengsitagoon ve ark., 2006) ve kromatografik (McEvoy ve ark., 2007) yontemler
verilebilir. Spektroflorimetrik (Moreira ve ark., 2007), UV-Vis spektrofotometrik
(Matias ve ark., 2004) ve kromatografik (Stolker ve ark., 2004) yontemler, ASA
tayininde kullanilan yontemlerden bazilaridir. Yukarida sozii edilen yontemlerle
kiyaslandiginda elektrokimyasal yontemlerden voltametrinin uygulamasinin basit,
hizli ve diisiik maliyetli olmasi, yeterli segicilik ve duyarlilik gostermesi nedeniyle

ustiinlikleri bulunmaktadir.

Calismamizda amaglanan hedef; grafen ile modifiye edilmis elektrotlarin ilag
preparatlarindaki bu ii¢ 6nemli bilesigin tayinine yonelik yeni uygulamalar lizerinedir.
Analitik yontemin gelistirilmesi amaciyla PAR, ASA ve KAF’in elektrokimyasal
yiikseltgenmesine dayali olarak tekli ve eszamanli tayinleri igin grafen-modifiye camsi
karbon elektrotlarlar hazirlanmis ve ilgili bilesiklerin tayinin yapilabilirligini ortaya

konmustur. Kisaca yapilan ¢alisma plani asagida 6zetlenmistir.

Anodik bolgede es zamanli tayinleri yapilmasi planlanan KAF, ASA ve
PAR’in farkli ¢6zelti ortamlarinda (ABS, PBS ve BR tamponlari) grafen-temelli
elektrotlar iizerindeki elektrokimyasal ve adsorptif davranislar1 doniisiimlii voltametri

teknigi ile arastirilmustir.

Analiz ¢dzeltisi bilesiminin, pH’nin, biriktirme gerilimi ve siiresinin, kare-
dalga formu degiskenlerinin (frekans, puls amplitiid, gerilim adimi) elektrot yanitina
etkisi incelenmis ve eszamanli tayine olanak taniyacak en iyi deney kosullari

belirlenmistir.
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En iyi deney kosullarinda bilesiklerin es zamanli tayini i¢in aletsel performans
ozellikleri c¢aligma araligi, kesinlik (glin-ici ve glinler-aras1 tekrarlanabilirlik)

saptanmuistir.

Secicilik (metal iyonlarinin, bazi anyon bilesiklerinin ve ilgili organik
molekiillerin girisim etkisi), duyarlilik (gozlenebilme siir1 ve tayin alt sinir1) ve geri

kazanim ¢alismalar1 yapilmustir.

Kaynakc¢a arastirmasi incelendiginde PAR, ASA ve KAF’in eszamanl
voltametrik tayini lizerine sadece ii¢ ¢alisma bulundugu goriilmektedir (Sanghavi,
Srivastava, 2010, Goyal ve ark., 2013, Yigit ve ark., 2016). Son yillardaki tiim
calismalarda karbon bazli elektrotlar kullamilmistir. Sanghavi ve Srivastava
caligmalarinda ila¢ formiilasyonlarindaki bu aktif bilesen karisimlarunin belirlenmesi
icin yerinde yiizey aktif madde ile modifiye edilmis ¢cok duvarli karbon nanotiip pasta
elektrot iizerinde adsorptive siyirma voltamogramlarint bildirmistir. Bu c¢alismada
tespit limitleri sirastyla PAR, ASA ve KAF, icin, 2.6X10%, 8.5X10 ® ve 8.8X10 ¢ M
olarak gozlenmistir. Goyal ve arkadaglari, karigim igerisindeki PAR, KAF, ASA’nin
kare dalga voltametrik tayini i¢in poli-1,5-diaminonaftalin modifiye pirolitik grafit
elektrot hazirlamus ve sirastyla 0.57X10™° M, 0.93X10™° M ve 0.34X10™ M tespit
limitlerini elde etmislerdir. Calisma grubumuz ise daha 6nceki ¢alismamizda katodik 6n
islem gormiis bor katkili elmas elektrodun PAR, ASA ve KAF’1n eszamanl tayinindeki
etkinligini srasiyla 3.9X10° M, 7.3X10° M ve 1.4X10° M tespit sirlariyla
kanitlamistir. Bu eserlerin ragmen, PAR, ASA ve CAF eszamanli belirlenmesi i¢in yeni

elektrot malzemelerinin kesif hala bir sorundur.

PAR, ASA, KAF’m es zamanl voltametrik tayini iizerine nispeten yeni ve
simirlt veriler dogrultusunda, bu calisma farmasotik ilag formlarmdan PAR, ASA,
KAF'1n eszamanl tayini i¢in grafen/Nafion film modifiye temelli camsi karbon
elektrodun (Gr-Nf/GCE) hazirlanmasi ve hassas, dogru, basit ve segici elektrokimyal bir
sensOr sunmayil amaglanmigtir. Bu calismada, Gr-Nf/GCE PAR, ASA ve KAF’in
elektrokimyasal yiikseltgenme davranigini arastirmak i¢in de kullanilmistir. PAR, ASA
ve KAF’1n eszamanh tayininde Gr-Nf /GCE kullanimi sonucunda gézlenebilme sinirlart
sirastyla 1.2X10° M, 6.5X10® M ve 3.8X10® M olarak bulunmustur.
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Elde edilen sonuglar Gr-Nf/GCE, farmasétik formiilasyonlarda yaygin olarak bulunan
PAR, ASA ve KAF’1n nicel tayininde biiyiik bir gerilime sahip umut verici bir alternatif

oldugunu gosterir niteliktedir.
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OZET

Yigit A, Grafen-modifiye elektrotlar kullanarak kafein, parasetamol ve asetilsalisilik
asidin ila¢ preparatlarinda eszamanh tayinine yonelik yontem gelistirilmesi, Yiiziincii Yil
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel Eczacihk Anabilim Dah, Analitik Kimya Bilim
Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2016. Bu ¢alismada, grafen-Nafion kompozit film modifiye camsi
karbon elektrot (Gr-Nf / GCE) kullanarak parasetamol (PAR), aspirin (ASA) ve kafein (KAF)’nin
tekli ve eszamanli belirlenmesi i¢in yeni voltammetrik bir yontem gelistirilmistir. Gr-Nf / GCE
tizerinde PAR, ASA ve KAF’m elektrokimyasal davraniglari doniisiimlii voltametri (CV) ve Kkare
dalga adsorptif anodik siyirma voltametrisi (SW-AdASV) ile incelenmistir. GCE, Gr / GCE ve Gr-Nf
/" GCE iizerinde PAR, ASA ve KAF i¢cin CV kullanilarak kargilagtirmali bir c¢alisma
gergeklestirildiginde; hem pik akimlari hem pik gerilimi igin en iyi sonuglar Gr-Nf/GCE’de elde
edildi. Bu elektrot iizerinde ii¢ bilesigin yiikseltgenme pik akimlari; her bilesenin tekli tayini i¢in
0.00125-0.25, 0.05-5, ve 0.05-7.5 pg mL™ araliklarindaki sirasiyla PAR, ASA ve KAF derisimleri
ile dogrusal olarak artugi bulundu. Eszamanlh tayinleri icin PAR, ASA ve KAF’m derisimleri
degistirilerek, kendi elektrokimyasal ylikseltgenme pikleri 0.64, 1.04 ve 1.44 de goriildii ve sirasiyla
8 ng mL™ (1.2X10°M), 11.7 ng mL™, (6.5X10°M) ve 7.3 ng mL™ (3.8X10°M) gozlenebilme
siirlart ile 0.00125-0.075, 0.15-3, ve 0.05-2pg mL™ derisim arah@inda iyi dogrusal akim cevaplari
elde edildi. Onerilen elektrokimyasal sensér herhangi bir 6n islem olmadan ticari farmasétik
formiilasyon orneklerinde PAR, ASA ve KAF i 6l¢iilmesi i¢in basariyla uygulanmistir. Hazirlanan
modifiye elektrot, basit hazirlama yontemi, yiiksek hassasiyet, ¢ok diisiik tayin smirlart ve ¢ok iyi
tekrarlanabilirlik gibi ¢esitli avantajlara sahiptir.

Anahtar Sozciikler: Aspirin, Farmasotik Formiilasyon, Grafen Modifiye Elektrot, Kafein,
Parasetamol.
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SUMMARY

Yigit A, Graphene modified electrode for simultaneous determination of paracetamol,
aspirin and caffeine in the pharmaceutical formulations, Yuzuncu Yil University, Institute of
Health Science, Department of Basic Pharmaceutical Sciences, Analytical Chemistry Science,
Master Thesis, Van, 2016. In this study, a new voltammetric method has been developed for the
individual and simultaneous determination of paracetamol (PAR), aspirin (ASA) and caffeine (CAF)
using graphene-Nafion composite film modified glassy carbon electrode (Gr-Nf/GCE). Electrochemical
behaviors of PAR, ASA and CAF on a Gr-Nf/GCE were investigated by cyclic voltammetry (CV),
and square-wave adsorptive anodic stripping voltammetry (SW-AdJASV). When a comparative study
was carried out employing CV for PAR, ASA and CAF on bare GCE, Gr/GCE and Gr-Nf/GCE, it
could be observed that the best results for both peak current and peak potential were obtained from the
Gr-Nf/GCE. The oxidation peak currents of the three compounds on this electrode were linearly
dependent on PAR, ASA and CAF concentrations in the ranges of 0.00125-0.25, 0.05-5, and 0.05—
7.5 ug mL™ in the individual detection of each component, respectively. By simultaneously changing
the concentrations of PAR, ASA and CAF, their electrochemical oxidation peaks appeared at 0.64,
1.04 and 1.44 V, and good linear current responses were obtained in the concentration ranges of
0.00125-0.075, 0.15-3, and 0.05-2 pg mL™ with the detection limits of 18 ng mL™ (1.2X10°M),
11.7 ng mL?, (6.5X10®M) and 7.3 ng mL™ (3.8X10®M), respectively. The proposed electrochemical
sensor was successfully applied for quantifying PAR, ASA and CAF in commercial pharmaceutical
formulations without any sample pretreatment. The prepared modified electrode showed several
advantages, such as a simple preparation method, high sensitivity, very low detection limits and
excellent reproducibility.

Keywords: Aspirin, Caffeine, Graphene-modified electrode, Paracetamol, Pharmaceutical
formulation.
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