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1. OZET

Antiinflamatuar fla¢ Nimesulidin Cok Duvarh Karbon Nanotiip ile Modifiye
Edilmis Karbon Pasta Elektrot Kullanilarak Elektroanalitik Analizi

Antiinflamatuar ilag etken maddesi nimesulidin elektrokimyasal ozellikleri
damlatma yontemiyle elde edilen ¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye edilmis
karbon pasta elektrot kullanilarak doniistimlii voltametri, diferansiyel puls voltametri ve
kare dalga voltametri yontemleri ile yiikseltgenme yoniinde incelendi. Antiinflamatuar
ilag etken maddesi nimesulidin elektrokimyasal analizi i¢in en uygun tampon ortaminin
belirlenmesi c¢aligmas1 yapildi. Bu amacgla farkli tamponlarda pH taramasi
gerceklestirildi. Nimesulidin farkli tampon c¢ozeltilerinde yapilan analizlerde redoks
reaksiyonunun tersinmez oldugu goriildi. Hiz taramasi g¢alismasi ile nimesulidin
yiikseltgenme yoniinde difiizyon kontrollii davranis gosterdi. Nimesulidin DPV ile
kalibrasyon calismasinda dogrusallik araligi 6x10%-1x10° M (korelasyon katsayis
0.992) olarak, teshis smr1 1.07x10”° M ve tayin alt smir1 3.24x10° M olarak belirlendi.
Diferansiyel puls voltametrisi ile elde edilen nimesulidin kalibrasyon grafigi sonuglari
literatiirdeki sonuglarla karsilagtirildi. Calismanin son basamaginda nimesulidin
farmasdtik dozaj formlarindan analizi herhangi bir ayirma ve siizme islemi yapilmadan
gerceklestirildi. Yapilan calismalar sonucunda, antiinflamatuar ila¢ etken maddesi
nimesulidin diferansiyel puls voltametrisi yontemi kullanilarak ¢ok duvarli karbon
nanotiipiin damlatilmasiyla modifiye edilmis olan karbon pasta elektrot ile iyi derecede

kesinlik, yiiksek dogruluk ve hassas sonuglar verdi.

Anahtar Sézciikler: Cok duvarli karbon nanotiip, Diferansiyel puls voltametri, Karbon

pasta elektrot, Nimesulid, Validasyon, Voltametri.



2. SUMMARY

Electrochemical Analysis of Antiinflammatory Drug Nimesulide Using Multiwall
Carbon Nanotubes Modified Carbon Paste Electrode

Electrochemical properties of nimesulide which is antiinflammatory drug were
investigated in the direction of oxidation with carbon paste electrode modified with
multiwalled carbon nanotubes obtained with dropping method by cyclic voltammetry,
differential pulse voltammetry, and square wave voltammetry. Determination studies of
optimum buffer solution were done for electrochemical analysis of antiinflammatory
drug nimesulide. For this purpose, pH scanning was carried out at different pH buffer.
The analysis of nimesulide solution in different buffer solutions were found to be
irreversible redox reaction. The oxidation of nimesulide showed diffusion controlled
behaviour with scan rate study. The linearity range was determined as 6x108-1x10° M
(correlation coefficient 0.992), the limit of detection 1.07x10° M and limit of
quantification 3.24x10° M in the calibration work of nimesulide with DPV. The results
of calibration graph obtained with DPV were compared with the results in the literature.
Analysis of pharmaceutical dosage form of nimesulide in the final step of the study was
carried out without any separation and filtration processes. As a result of the studies,
anti-inflammatory drug nimesulide gave a good degree of precision, high accuracy, and
sensitivity using DPV method with carbon paste electrode modified by dropping

method of multi-walled carbon nanotubes.

Key Words: Multi walled carbon nanotubes, Differential pulse voltammetry, Carbon

paste electrodes, Nimesulide, Validation, Voltammetry.



3. GIRIS ve AMAC

Elektrokimyasal teknikler; kimya ve elektrik arasindaki etkilesim ile elektrik
miktar 6l¢limil, akim, potansiyel veya yiikiin kimyasal parametreler ile baglantilarini
inceler. Elektrokimyasal analiz yontemi; ila¢ sanayi, metal sanayi ve ¢evre analizlerinde
yarar saglayan giiclii bir analitik tekniktir. Elektrokimyasal analizler; yiiksek duyarlik,
dogruluk, kesinlik, genis dogrusal aralik, az miktarda numune ve ¢oziicii kullanima,
diisiik maliyet, yliksek hizda numune analizi ve yiiksek tarama hiz1 gibi avantajlarindan

dolay gii¢lii ve ¢ok yonlii analitik tekniklerdir.

Elektrokimyasal teknikler, ozellikle voltametri, farmasotik bilesiklerin dozaj
bicimlerinden ve biyolojik Orneklerinden belirlenmesinde kullanilir. Analitik kimya
laboratuarlarinda gilintimiizde kullanilan voltametrik yontemlerin, 6zellikle analitik
verilerin bilgisayar islemleriyle uygulanmasi enstriimantasyon agisindan oldukca

yiiksek fayda saglamaktadir.

Voltametri, ¢aligma elektroduna uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak
akimin cevap olarak elde edildigi elektroanalitik yontemlerin bir tipini temsil eder.
Voltametrik tekniklerde uygulanan potansiyel araligi kati elektrodun tiiriine, destek
elektrolit tipine, pH ve calisilan ¢ozeltiye baglidir. Voltametrik tekniklerin performansi,

calisma elektrodunun maddeler {lizerine etkisi agisindan oldukca giicliidiir.

Son yillarda voltametrik metodlar elektrokimyasal reaksiyonlarin, elektrokimyasal
olarak {iretilen serbest radikaller, enzimatik kataliz model ¢alismalari, koordinasyon
kimyasi, giines enerjisi doniisiimii, endiistriyel kalite kontrolii, biyolojik ve klinik olarak
onemli bilesiklerin eser konsantrasyonlarinin belirlenme ¢alisilmalari ig¢in yaygim bir

ara¢ olmustur.

Gergeklestirilen tez c¢alismasinda Oncelikle, antiinflamatuar ilag etken maddesi
NiM’in elektrokimyasal analizinin gerceklestirilebilmesi icin karbon pasta elektrot
yiizeyine ¢ok duvarli karbon nanotiipiin damlatilmasiyla duyarlilig1 yiiksek, ekonomik
ve etken modifiye elektrot hazirlanmasi planlanmistir. Planlanan ¢alisma kapsaminda
kullanilacak uygun tampon ¢ozelti bilesimi, pH, potansiyel tarama hizi, konsantrasyon
ve diger parametreler arastirilarak NIM’in elektrokimyasal analizi i¢in en uygun
parametreler secilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda nimesulidin duyarli, hassas, diistik

tayin etme sinirina sahip, tamamen valide edilen diferansiyel puls voltametrisi ve kare



dalga voltametrisi yontemleri kullanilarak kantitatif analizinin gergeklestirilmesi

planlanmustir.

Nimesulid ilag etken maddesinin farmasotik dozaj formlarindan miktar tayininin
yapilmast i¢in uygulanacak metotlarin ve c¢esitli parametrelerin validasyonunun

gerceklestirilmesi hedeflenmektedir.

Yapilan galismalar sonucunda antiinflamatuar ilag etken maddesi NIM’in DPV
yontemi kullanilarak ¢ok duvarli karbon nanotiipiin damlatilmasiyla modifiye edilmis
olan karbon pasta elektrot ile analizi sonucunda iyi derecede kesinlik, yliksek dogruluk
ve hassas sonuglar elde edilmesi ve bdylece literatiire dnemli bir katkida bulunulmasi

amaclanmugtir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Elektrokimya

Elektrokimya, elektrot ¢6zelti ara yiizeyinde heterojen olarak ya da ¢ozelti
sistemlerinde homojen olarak gézlenen yiik ayrilmasi ve yiik aktarimi gibi elektriksel ve
kimyasal etkilerin birbiriyle baglantisin1 inceleyen bir kimya dalidir. Elektrokimya
Volta’nin elektrik pilini (1799) kesfi ile baslayan uzun bir gegmise sahiptir.

Elektrokimya, olduk¢a fazla sayida farkli olaylarin, teknolojilerin ve araglarin
incelenmesini kapsar. Kimyasal sistemlerle ilgili elektrokimyasal dlgliimler ¢ok ¢esitli
amaglar i¢in uygulanir. Bu amaglar, bir reaksiyona ait termodinamik veri elde etmek,
kararsiz bir ara {lriin meydana getirmek ve onun bozulma hizin1 ve spektroskopik
davraniglarini incelemek, bir numunedeki eser miktardaki metal iyonlar1 veya organik

tiirlerin 6zelliklerini belirlemektir (1, 2).

Gectigimiz yillarda, insan hastaliklarinin teshis, tedavi ve 6nlenmesinde kullanilan
farmasotik aktif bilesiklerin bulus, sentez, hassas analiz ve uygulama siireclerinde
olaganiistii hizlanma olmustur. Kan, serum, idrar ve benzeri gibi biyolojik 6rneklerin
kiiciik miktarlardaki analizi, diisiik algilama ve kararlilik sinirlarinin bulunabilmesi i¢in

daha hassas yontemler gereklidir.

Elektrokimyasal teknikler yiiksek hassasiyet, belirgin kesinlik, genis dogrusal
dinamik aralik ve nispeten diisiik maliyetli enstriimantasyon gibi 6zelliklerinden dolay1

gliclii ve ¢ok yonlii analitik tekniklerdir (3).

Elektrokimyasal  ozelliklerden yararlanilarak maddelerin  tiirlerinin  ve
miktarlarinin belirlenmesi i¢in uygulanan yontemlere elektroanalitik yontemler denir
(4). Elektroanalitik yontemler ile dagilmis kati parcali ya da renkli numunelerin analizi
miimkiindiir. Karmagik 6rneklerde elektrokimyasal algilama seg¢iciligi oldukca yiiksek
duyarliga sahiptir (5). Elektroanalitik tekniklerin bazilarmin uygulanmasi, elektrot
cozelti ara ylizeyinde siirekli ve belli araliklarla degisen potansiyel uygulamalarinin
sonucu olarak Ol¢iilen akim cevabina dayanir. Elektroanalitik teknikler ¢esitli katyon,

anyon ve organik bilesiklerin gelismesine olanak saglar (6).

Elektriksel ol¢limlerin analitik amag i¢in bazi kullanimlari endiistriyel kalite

kontrolii, ¢evre analizleri ve biyomedikal uygulamalar agisindan desteklenmektedir (7).



Elektroanalitik kimya, analit ¢ozeltisi bir elektrokimyasal hiicrenin pargasi
oldugunda ¢ozeltinin bir grup nitel ve nicel analitik yontem ile analizini saglayan
elektrokimyasal 6zellikleri igerir. Bu veriler sayesinde ara ylizeylerdeki kiitle aktarim
hizi; ylik aktariminin stokiyometrisi ve hizi; kimyasal reaksiyonlarin hiz ve denge

sabitleri; adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun derecesi belirlenebilir.

Elektroanalitik yontemler diger analiz yontemlerine gore baz1 6zel lstiinliiklere
sahiptirler. Birincisi, elektrokimyasal Ol¢iimler genellikle bir elementin 6zel bir
yiikseltgenme basamagi i¢in ayirt edicidir. Elektroanalitik yontemlerin ikinci 6nemli

avantaj1 ise kullanilan cihazlarin daha ucuz olmasidir.

Elektrokimyasal Ol¢timler, yiikseltgenmenin ve indirgenmenin gergeklestigi bir

elektrokimyasal hiicrede cereyan etmektedir.
4.2. Elektrokimyasal Hiicreler ve Tepkimeler

Bir elektrokimyasal hiicre, uygun bir elektrolit ¢ozeltisi ve bu elektrot ¢dzeltisine
daldirilmus, elektrot olarak adlandirilan iki elektriksel iletkenden meydana gelmektedir.
Elektrokimyasal bir hiicrede yiikseltgenmenin oldugu elektrot anot, indirgenmenin

oldugu elektrot katot olarak ifade edilir.

Hiicrede bir akim meydana gelebilmesi i¢in; elektrotlarin dis baglantilarinin bir
metal iletkenle saglanmasi, iki elektrolit ¢6zelti arasinda iyon gecisine imkan verecek
bir temas olmasi ve elektrotlarin her birinde bir elektron aktarim reaksiyonunun
gerceklesmesi gereklidir. Cozeltide yiik akist hem katyonlarda hem de anyon tiirlerinde
gozlenir (8). Elektrokimyasal hiicreler meydana getirilirken iki elektrolit ¢ozeltisinin
karismasin1 engellemek icin genellikle tuz kopriileri kullanilir. Bir tiirden diger bir tiire
elektronlarin aktarildigi reaksiyonlar yiikseltgenme/ indirgenme reaksiyonu olarak ifade

edilir.

Elektrokimyasal hiicrede elektron aktariminin, net reaksiyonun, indirgenin ve
yiikseltgenin fiziksel olarak birbirinden ayr1 meydana getirilebilmesi yiikseltgenme/
indirgenme reaksiyonlarmin en dikkat ¢ekici 6zelligidir. Hiicrelerde meydana gelen
katottaki indirgenme ve anottaki yiikseltgenme reaksiyonlariyla elektrotlardaki
elektronik iletkenlik, ¢ozeltinin iyonik iletkenligine sebep olur. Elektrokimyasal

hiicreler galvanik ve elektrolitik hiicre olmak {izere iki kisma ayrilir.



4.2.1. Galvanik (Voltaik) Hiicreler

Galvanik veya voltaik hiicreler istemli ¢alisan ve elektrik enerjisini biinyesinde
saklayan pillerdir. Bu tip hiicrelerde, anottan katoda bir dis iletken vasitasiyla elektron
gecisi  olur ve iki elektrottaki reaksiyonlar kendiliginden meydana gelme

egilimindedirler (Sekill).

Voltmetre

Tuz kopriisii
KNO;

1.0 M Zn(NOs),

1.0 M Cu(NOj),

Anot Katot

Sekil 1. Galvanik bir hiicrenin sematik gosterimi (9)

4.2.2. Elektrolitik Hucreler

Elektrolitik bir hiicre ¢aligmak icin bir elektrik enerjisi kaynagma ihtiyag
duymaktadir. Bu hiicre tipinde reaksiyonlar istemli degillerdir yani kendiliginden
meydana gelemez. Elektrolitik hiicrelerde katot ¢zeltisi anot, anot ¢dzeltisi katot olarak

davranir (Sekil 2) ve sistem galvanik hiicrelerin tam tersi olarak calisir (10).

>1.103 WV
— il =
- -
€ Tuz k&priisij
KNO;

Katot

Sekil 2. Elektrolitik bir hiicrenin sematik gosterimi (9)



4.3. Voltametrik Hiicrenin Bilesenleri

Voltametrik sistemlerde bir hiicre genellikle voltametrik kap, destek elektrolit,
calisma elektrodu, karsilagtirma (referans) elektrodu ve yardimci (karsit) elektrottan

meydana gelmektedir.
4.3.1. Voltametrik Kap

Voltametrik analizler yapilirken genellikle cam, kuartz veya teflon malzemeler
kullanilmaktadir.  Sec¢ilen malzemenin kirlenme ve adsorpsiyon olaylarinin

gozlenmedigi maddelerden olmasi 6nem teskil etmektedir.
4.3.2. Destek Elektrolit

Hiicre igindeki ¢ozeltilerde tayini yapilacak maddeden baska bulunan madde
destek maddesi ya da destek elektroliti olarak ifade edilir. Destek elektrolit deney

sartlarinda elektroaktif olmayan tiirleri kapsamaktadir.

Destek elektrolitin  konsantrasyonu, tayini yapilacak olan maddenin
konsantrasyonunun en az 100 kati olarak hazirlanmalidir. Bu sekilde analitin elektrik
etkisiyle elektroda dogru gocii ve dolayisiyla tasidiklar: elektrik miktar: ihmal edilebilir.
Bu da tayini yapilacak iyonu zit yiiklii elektroda dogru ¢ekimini ya da gogiinii elektroda
uygulanan potansiyelden bagimsiz hale getirir.

Destek elektrolit voltametride, analit ¢Ozeltisine fazlaca ilave edilen tuz olarak
ifade edilir. Analit tayininde kullanilan potansiyelde mikro elektrotta reaksiyona

girmeyen alkali metal tuzlar1 en yaygin tercih edilen tuzlardir.

Destek elektrolitin konsantrasyonu genellikle 0.1 M olarak kullanilir. Bu seviye
minimum kirlilik ile yiiksek iletkenlik arasindaki bir degerde degismektedir.
Calismalardaki destek elektrolit konsantrasyonu 0.01-1M arasinda yer alir. Destek
elektrolit hazirlanmasinda kullanilan reaktiflerin  ¢ok yiiksek saflikta olmasi

gerekmektedir.
4.3.3. Calisma Elektrodu (indikator Elektrot)

Voltametride kullanilan elektrotlarin hem kimyasal hem de elektrokimyasal

ozellikleri 6nem teskil eder. Bu nedenle voltametride sinirli sayida polarlanabilen



elektrot kullanilmasi tercih edilir. Bu elektrotlar; civa, platin, altin, bizmut ve karbon

icerikli kat1 elektrotlar ile modifiye elektrotlardan olusur.

Duragan ya da dondiiriilerek kullanilabilen bu elektrotlarin her birinin potansiyel
calisma aralig1 farklilik gosterir. Bu aralik elektrot tliriine bagli oldugu gibi, ¢oziiciiye
kullanilan elektrolit tiiriine ve pH’a da baglilik gostermektedir. Katodik sinir1 hidrojenin
olusumu ya da destek elektrolitinin indirgenmesi, anodik sinir1 ise elektrot materyalinin

ya da ¢Oziiciiniin yiikseltgenmesi temsil eder.

Voltametrik yontemlerde kullanilan ¢alisma elektrotlar1 polarlanmanin olabilmesi
icin kiiclik ylizey alanina sahip olmalidir. Bunun i¢in kullanilan ¢alisma elektrotlar

mikro elektrotlar olarak ifade edilmektedir.

Mikro elektrotlarin kullanilmasi sonucunda oOrnekteki elektroaktif tiirlerin ¢ok
kiigiik bir miktar1 elektrokimyasal tepkime vermektedir. Boylece 6rnegin bilesimi
hemen hemen ayni 6zellik gostermektedir. Bunun sonucunda ayni 6rnegin defalarca

voltamogrami elde edilebilmektedir.

Calisma elektrodu ile referans elektrot arasinda potansiyel uygulanirken ¢aligma

elektrodu ile karsit elektrot arasinda akim ol¢iiliir.
4.3.3.1. Civa Kokenli Elektrotlar

Civa elektrotlar, oldukca genis bir katodik calisma potansiyel araligina ve her
damlada elektrot yiizeyinin yenilenme 0&zelligine sahiptirler. Bunun nedeni civa

elektrotlar iizerinde hidrojenin ¢ikis potansiyelinin biiyiik olmasidir.

Metallerle amalgam olusturma ozelliginden faydalanilarak, metal iyonlarinin
metalik halde on deristirilmesine olanak saglarlar. Bunun sayesinde voltametride

oldukca genis bir kullanim alanina sahiptirler.

Voltametride kullanilacak civanin ¢ok saf olmasi ve igindeki safsizliklar ppm
diizeyinden daha diisiik seviyede oOzellik gostermesi gereklidir. Fakat bu saflikta
olmayan civanin %10’luk nitrik asitle iyice ¢alkalandiktan sonra saf su ile yikanmasi,
daha sonra da diisiik basing altinda damitilmasi gereklidir. Civa buharlarinin zehirli

olmasi nedeniyle bu islem dikkatlice yapilmalidir.



4.3.3.2. Kat1 Elektrotlar

Damlayan civa elektrot kullanilmasiyla karsilasilan problemlerin ortadan
kaldirilmasi i¢in 1940’11 yillarin sonunda Skobets ve arkadaslari tarafindan baslatilan ve
glinlimiize kadar siiren kat1 elektrot ¢alismalari, voltametri alaninda genis bir uygulama

olanagi sunmustur.

Anodik calisma bolgesi civa kokenli elektrotlarda genis degildir. Daha pozitif
potansiyellerde meydana gelen yiikseltgenme olaylarinin arastirilmasi gerektiginde
elektrot ¢alisma araligi buna uygun olmali, baska bir ifadeyle elektrot tiiriiniin anodik

¢Oziinmesi daha pozitif potansiyellerde gerceklesmelidir.

Bu 6zellige sahip platin, altin gibi soy metaller ve karbon gibi materyaller elektrot
yapiminda tercih edilir. Bu yolla elde edilen kati elektrotlar daha genis anodik ¢alisma
bolgesi saglarlar fakat bu tip elektrotlar bazi problemlere yol agabilir.

Kat1 elektrotlarin kullanildig1 voltametri, 6zellikle indirgenme olaylarina oranla
daha az arastirilmis olan yiikseltgenme reaksiyonlarindaki rolii ile biyoloji alaninda ve
dolayisiyla fizyolojik Oneme sahip bilesigin farmakolojik etki reaksiyonlarinin
aciklanmasinda da 6nemli fayda saglamaktadir. Bu sebeple gelistirilen ultramikro

elektrot in-vitro ve canli organizmada in-vivo ¢aligmalarda kolay uygulanabilmektedir.

Bu yontemdeki en 6nemli katkilardan biri de biyosensor olarak ifade edilen ve
enzim, doku, bakteri elektrotlar1 igeren modifiye -elektrotlarla, biyolojik ortam
reaksiyonlariin reaktant ve iirlinleri dlciilerek biyolojik acidan 6dnemi olan bilesiklerin
kalitatif ve kantitatif tayinlerinin yapilmasina olanak saglamasidir. Bu tip elektrotlara

glikoz elektrodunu ve iire elektrodunu 6rnek olarak gosterebiliriz.
4.3.3.2.1. Karbon Pasta Elektrot

Toz grafitin nujol gibi organik bir siv1 ile karistirilmasi ile karbon pasta elektrot
meydana getirilir (Sekil 3). Pasta karisimi hazirlandiktan sonra bir tiip igine sikistirilir.
Karbon pasta elektrotlar ile olduk¢a genis c¢alisma araliinda analit incelemesi

gerceklestirilebilir. Bu tip elektrotlarin yapimlar1 ve yenilenmeleri kolay bir siirectir
(11).
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fletken Tel

Teflon veya
Cam Boru

Karbon Pastas:

Sekil 3. Karbon pasta elektrodun sematik olarak gosterimi

4.3.3.3. Modifiye Elektrotlar

Molekiil veya iyonlarin elektrot ylizeyinde toplanmasini saglayacak bir tabakanin
hazirlanmasiyla meydana gelir. Modifiye islemi uygulanmamis kati elektrotlarin

yiizeyleri kararsizdir ve zamanla degisiklige ugrama gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Elektrot ylizeyinde meydana gelmesi istenen reaksiyon, belirli bir siire sonra
yiizeyde meydana gelen kirlenme ve oksitlenme sebebiyle engellenebilir veya farkl
sonuglar elde edilebilir. Bu problemleri 6nlemek i¢in kati elektrotlarin yiizeylerine farkli

modifikasyon islemleri uygulanmaktadir.

Voltametride faydalanilan elektrotlarin ozelliklerinin simirli olmasi sebebiyle
elektrotlarin kimyasal veya elektrokimyasal 6zellikleri farklilastirilarak caligma sartlar

olusturulmustur.

Genel olarak elektrot yiizeyinde onderistirme saglayan kimyasal maddelerle veya
elektrot yiizeyinin elektron aktarma 6zelligini degistiren islemler kullanilarak modifiye

elektrotlar olusturulur.

Modifiye elektrotlarin onderistirme amaciyla kullanimlart iki sekilde meydana
getirilebilir: Ornek ve destek elektrolitin bulundugu ortamda biriktirme yapildiktan
sonra yine ayni analit ile ortamda voltametrik calismalar gerceklestirilir. Ornek
ortaminda Onderistirme gerceklestirildikten sonra, elektrot ylizeyi saf su ile yikanarak,

farkli bir elektrolit ortamina yerlestirilerek voltametrik 6l¢iim alinabilir.
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Bu tiir elektrotlarda; hizlandirilmis elektrot tepkimesi, biyokataliz ve se¢imli
gecirgenligin saglanmasi gibi avantajlar gozlenir. Modifiye elektrotlar; kimyasal
modifiye elektrotlar (oksit veya polimer kapli elektrotlar) ve biyolojik modifiye
elektrotlar (enzim, doku ve bakteri elektrotlar) olmak {izere iki tip elektrotlardan olusur

(11, 13).
4.3.4. Referans Elektrot

Referans elektrotlarin, analizi yapilan ¢ozeltinin bilesiminden ve derisiminden hig
etkilenmemesi, belli bir sicaklikta, sabit bilinen bir potansiyele sahip olmasi ve

potansiyeli deney siiresince degismemesi gerekir.

Bu elektrot kolay hazirlanilabilmeli, dayanikli olmali ve sistemden az bir akim
akarken sabit bir potansiyel meydana getirmelidir. Referans elektrotu i¢ine alan sistemin
direnci oldukca yiiksektir bu nedenle buradan neredeyse hi¢ akim ge¢memektedir ve

kaynaktan ¢ikan akim yardimci elektrottan ¢alisma elektroduna ulasmaktadir.

Temelde ¢ok 6nemli olmasina ragmen standart hidrojen elektrot, reaksiyona giren
bilesenlerin aktivitelerinin kontroliinde karsilasilan problemler ve elektrot yiizeyinin
hazirlanmasinin kolay olmamasi gibi sebeplerle yeteri kadar pratik degildir. Bu

nedenlerden dolay1 kimyacilar yeni referans elektrotlar gelistirme yoluna gitmislerdir.
Iyi bir referans elektrottan beklenen 6zellikleri su sekilde siralayabiliriz;

e Tersinir olmalidir ve Nernst esitligiyle uyum saglamalidir.

e Zamanla bagimli olmayan sabit bir potansiyel gdstermelidir.

e Az miktarlarda akim elde edildikten sonra yine eski haline kisa siirede donme
ozelligi gostermelidir.

e Sicaklik degisimleriyle onemli bir degisim gostermemelidir (11).
4.3.4.1. Kalomel Referans Elektrot

Ikinci yaygin kullanilan referans elektrot doygun kalomel elektrottur. Bu elektrot;
cwva (I) kloriir (kalomel) ve potasyum kloriir ile doyurulmus bir ¢ozeltiyle baglantili

olan civa havuzundan olusur.

Doygun kalomel elektrot kolay hazirlanabildigi icin yaygin olarak kullanilir.
Sicaklik katsayis1 olduke¢a biiyiiktiir ve bu bir dezavantaj olusturmaktadir. Diger bir

onemli dezavantaj ise sicaklik degisim durumlarinda potansiyelin yeni degerine oldukca
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gec ulagmasidir. Bu, potasyum kloriir ve kalomel arasindaki ¢oziiniirliikk dengesinin

yeniden kurulmasindan dolayidir.

(A) (B)

Resim 1. (A) Ag/AgCl referans elektrot, (B) platin tel karsit elektrot

4.3.4.2. Giimiis-Giimiis Kloriir Referans Elektrot

Giliniimiizde en yaygin kullanilan referans elektrotlardan biri giimiis/glimiis kloriir
elektrottur (Resim 1A). Giimiig/giimiis kloriir elektrot, doygun veya 3.5 M potasyum
kloriir ¢ozeltisiyle hazirlanmaktadir. Glimiis/glimiis kloriir elektrotlar, 60°C {izerindeki
sicakliklarda kullanilabilmektedirler fakat kalomel elektrotlar boyle bir 6zellige sahip
degildirler.

4.3.5. Yardimc1 (Karsit) Elektrot

Elektrigin kaynaktan ¢ikip, c¢ozelti iginden gegerek calisma elektrotuna
aktarilmasini saglayan helezon seklinde sarilmis bir platin tel ya da bir civa havuzu

seklinde olan bir elektrottur (Resim 1B) (7, 8).

Iki elektrotlu sistemlerdeki polarize olmayan elektrot iizerinden akim gegtigi igin,
yiiksek akimlarda polarize oldugu goézlenir. Ayrica ¢ozelti direnci yiiksek ise bu direnci

yenmek i¢in gerekli olan potansiyelin 6nemli bir diizeye ¢ikmasi gereklidir.

Bu iki nedenden dolay1 ¢alisma elektrodunun polarizasyon potansiyelinin yanilgili
oldugu bilinir. Bunun sonucu olarak i=f(E) egrileri yatiklasirlar ve belirli bir noktadan
sonra basamaklasir veya pikler silinir. Sistemde yardimci (karsit) elektrot adi verilen

tictincii bir elektrot kullanilarak bu sorun ortadan kaldirilir.
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Bu amagla akim calisma elektrotuyla yardimci elektrot arasindan gegirilir ve
calisma elektrotunun potansiyeli karsilastirma elektroduna karst sifir akim altinda

belirlenir.

Akim yardimer elektrot lizerinden gectigi i¢in bu elektrotlarin platin, grafit, tantal
ya da tungsten tel ¢ubuklar gibi soy metal olmalar tercih edilir. Bu elektrotlarin alani
calisma elektrodu alanmnin en az 50 kati olmalidir. Ayrica ¢ok kiigiik hacimlerle
calisildiginda yardimer elektrotta olusan iirlinlerin, calisma elektrodunda girisim

yapmayacagi elektrot tiirii belirlenmelidir (11).
4.4, Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik kimya, analit ¢ozeltisi bir elektrokimyasal hiicrenin pargasi
oldugunda cozeltinin elektrokimyasal o6zelliklerine dayanan bir grup nitel ve nicel
analitik yontemden olusmaktadir. Bir baska ifadeyle maddenin elektrik enerjisiyle
etkilesmesi sonucu olugan kimyasal ve fiziksel degisimler ile kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine doniistirilmesini inceleyen bilim dali olarak ifade edilmektedir.
Elektroanalitik  teknikler ¢ok iyi gozlenebilme smirlarina ulasabilirler ve
elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildigi sistemler hakkinda ¢ok degerli bilgiler
sunmaktadir. Ara yiizeylerdeki yiik aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim
hiz1, adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun derecesi, kimyasal reaksiyonlarin hiz1 ve denge

sabitleri bu bilgiler arasinda kabul edilmektedir.

Elektroanalitik kimyada yaygin uygulanan teknikler (voltametri, potansiyometri,
kulometri ve kondiiktometri), duyarlik ve hizlilik, numune hazirlama, segicilik, diisiik
tayin smir1 ve ekonomiklik gibi 6nemli avantajlari nedeniyle tercih edilmektedirler.
Elektroanalitik teknikler c¢ok sayida inorganik ve organik maddenin kalitatif ve
kantitatif tayine olanak sunar. Bu teknikler diger analitik tekniklerden bazi istiinliikleri
nedeniyle son yillarda yaygin olarak tercih edilmektedirler. Bu istiinliikleri soyle

siraliyabiliriz;

1. Diger tekniklerle analiz edilecek maddenin sadece toplam miktar1 elde
edilebilirken; elektroanalitik tekniklerle bir maddenin veya iyonun toplam
miktarimin yaninda istenilen yiikseltgenme basamagi da bulunabilir.

2. Elektroanalitik kimya alaninda kullanilan cihazlar basit ve ekonomik kullanim

imkani saglarlar.
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3. Elektroanalitik tekniklerle genellikle bir iyonun konsantrasyonu degil
aktivitesi de belirlenebilir. Ornegin, fizyolojik amaglarla kalsiyum, sodyum ve
potasyum analiz edilirken, bunlarin viicuttaki aktiflikleri belirlenir. Bu durum
konsantrasyon dl¢iilmesinden daha faydalidir.

4. Az miktardaki numune ile ¢alisilmasit miimkiindiir.

5. Elektroanalitik teknikler i¢in numune hazirlama iglemi basittir.

6. Yiksek dogruluk, kesinlik, hizlilik, duyarlik, hassaslik, spesifiklik ve secicilik
Ozellikleri gosterir.

7. Teshis sinir1 (TS) ve tayin alt sinir1 (TAS) daha diisiik seviyelerdedir.
4.4.1. Voltametri

Ilk olarak elektrolitik bir hiicrede akim potansiyel iliskileri, polarografi
yontemiyle ortaya koyulmustur. Bu polarografi teknigi gelistirilerek voltametri yontemi

aci8a ¢ikarilmigtir.

Voltametri 1920’lerin basinda Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
ileri stirilmiistiir. Polarografi ve voltametri teknikleri birbirine bagh yontemlerdir (8,
11). Elektroanalitik bir yontem olan voltametri; akim, potansiyel, elektrik yiikk miktar
ile madde miktari arasindaki iliskiye dayanir. Cesitli ortam ¢ozeltilerinde indirgenebilen
veya yiikseltgenebilen elektroaktif organik veya inorganik numunelerin optimum deney
sartlarinda elde edilen akim siddeti—potansiyel egrilerini (voltamogramlarini)

degerlendiren analiz yontemidir.

Bir kisim voltametrik yontemlerde potansiyel sabit degerde tutulur veya farkli
sekillerde degistirilerek madde miktarina gore degisen akim degeri 6l¢iiliir ve incelenir.
Sisteme uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak, bir indikatér veya calisma
elektrodunun polarize oldugu sartlarda, akim degerine bagli olarak numune hakkinda

bilgi edilmesine olanak saglayan bir yontemdir.

Voltametri teknigiyle maddelerin kalitatif, kantitatif analizleri, elektrokimyasal
reaksiyonlarin isleyis mekanizmalari, maddelerin ¢ozeltilerdeki kararlhiliklar1 ve gesitli
fizikokimyasal sabitlerin degerleri arastirilabilir (11, 14). Voltametrik analizlerde kati
elektrotlarin kullanilmas1 maddenin biyotransformasyonu ve farmakolojik etkinligi ile

ilgili caligmalarda bilgi vermektedir. Cesitli modifiye elektrotlarin {iretilmesiyle
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maddeye 0Ozgii analizler artmistir. Bu tip gelismeler sayesinde in—vivo analizler

acisindan gelismeler saglanmistir.

Voltametri genellikle kati1 elektrotlar kullanilarak yiikseltgenme olaylarinin
arastirtlmasinda, polarografik yontem ise damlayan civa elektrotun daha kolay
yiikseltgenmesi sebebiyle genellikle indirgenme olaylarinin arastirilmasinda tercih
edilmektedir. Voltametri tekniginde karbon elektrotlarin kullanilmasiyla hem
yiikseltgenme, hem de indirgenme bolgesinde genis ve etken ¢alisma araligi (~-1.8 V -
+1.8 V (sulu ortamda)) mevcuttur (12). Voltametri glinlimiizde az miktarda maddeyle
calisilabilmesi, analiz siiresinin uzun olmamasi, numuneye 6n islem uygulanilmamasi,
diistik konsantrasyonlarda numune kullanilabilmesi gibi avantajlarindan dolay1 tercih
edilir. Bu ozelliklerinden dolayr idrar, serum gibi numunelerde ve ila¢ etken
maddelerinin analizlerinde uygulanmaktadir (15). Voltametrik dlglimlerde genellikle
yizey alam1 birka¢ milimetre kareden daha kiiciik olan mikroelektrotlar tercih
edilmektedir. Bu mikroelektrotlar voltametrik Slgiimlerde 6nemli olan polarizasyonun
olmasini saglarlar (16). Voltametri, yiizeydeki adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi,
kimyasal olarak modifiye islemine tabi tutulmus elektrot yiizeylerinde meydana gelen
elektron transfer mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasinda ve farkli ortamlarda
gerceklesen yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin arastirilmasi gibi analitik

olmayan caligmalar i¢in de tercih edilmektedir.

Farmasotik ¢alismalar agisindan 6nemli olan maddelerin analizinde voltametri
yonteminin tercih edilmesi, bu yontemle yapilan ¢aligmalarin artmasina neden olmustur.
Farklt karmasik karigimlarin analiz ¢alismalarinda kullanilmak iizere voltametri
yontemiyle sivi kromatografisi bir araya getirilmistir. Yiikseltgenme ve indirgenme
caligmalarinin  yaninda modern voltametri, adsorpsiyon ¢aligmalarinda da

kullanilmaktadir.

Polarize olmus sartlardaki elektrotlarla yapilan c¢aligmalarda c¢ozeltide

yiikseltgenmis tiir (O) elektrot yiizeyinde meydana gelen agsagidaki denkleme gore;

O+ne—R
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n sayida elektron alarak elektrot yiizeyinde indirgenmis tirii (R) meydana
getiritken, uygulanan potansiyel (E), elektroaktif maddelerin derisimi Nersnt

denklemiyle ifade edilecektir (Esitlik 1).

o RT

R= ideal gaz sabiti (8.314 J mol*K™)
T= Mutlak sicaklik (K)

F= Faraday sabiti (96487 kulon)

n= Alinip verilen elektron sayisi

E°= Ilgili redoks ¢iftinin standart elektrot potansiyelini ifade etmektedir.

Yukarida ifade edilen redoks tepkimesi sonucu olusan akim Faraday yasalarina
uygun oldugu i¢in faradaik akim olarak ifade edilir. Bir mol maddenin n sayida elektron

alarak indirgenmesinin meydana geldigi sirada nx 96487 kulonluk yiik transferi

meydana gelmektedir. Redoks tepkimesinin hizi faradaik akim ile ifade edilebilir.

Faradaik akim ve kapasitif akimin toplam1 toplam akim olarak ifade edilir.

Basit bir indirgenme tepkimesinde sadece elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde elektron
aktarimi, elektroaktif tiiriin ¢6zelti i¢cinden elektrot yiizeyine aktarimi ve meydana gelen

tirliniin ¢6zelti igerisine geri diflizyonu bulunmaktadir (17).

Voltametrik 6l¢iimler ve mekanik incelemeler daha duyarli, tekrarlanabilir ve
kolay kullanimindan dolay1 biyolojik dneme sahip cesitli elektroaktif drneklerin (ilag,
metal, hormon ve vitaminler) redoks sistemi olarak arastirilmasina olanak saglar Ve,
voltametri ve ilag Ornekleri arasinda bazi durumlar iliskilidir ve elektrot reaksiyon

mekanizmasinin yasayan hiicrelerle baglantisini agiklayan faydali ipuglari verir.

Gilinlimiize kadar yapilan farmasotik caligmalarda ilaglarin voltametrik ve
polarografik analizler yapilmasinda ve analitiksel problemlerin ¢6ziimii i¢in oldukca

yaygindir.

Ilag etken maddeleri igeren suruplar, tabletler, kremler, fitiller ve merhemler ya da

biyolojik sivilar gibi karigik matriks iceren gesitli drneklerde ilaglarin belirlenmesi i¢in
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elektrokimyasal teknikler daha uygundur. Modern elektrokimyasal metotlarin, yardimci
maddelerin miidahalesine ihtiya¢ olmamasi, genelde ayirma ve ekstraksiyona gerek

olmamasi baslica avantajlarindandir (18).
4.4.1.1. Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlic voltametri elektroanalitik kimyanin birgok alanda kullanilan ve
oldukca 6neme sahip olan bir teknigidir. Kantitatif tayinler i¢in pek az tercih edilen
doniistimlii voltametriden, kimyasal reaksiyonlarin nasil meydana geldigini agiklamakta

ve genellikle redoks reaksiyonlariin arastirilmasinda faydalanilmaktadir.

Referans elektrot ile ¢alisma elektrodu arasina zamanla artan sekilde potansiyel
uygulanan, calisma elektrodu ile yardimci elektrot arasindaki akim farki potansiyele
kars1 okunan ve ilk olarak 1964’de Nicholson ve Shine tarafindan gelistirilen bir
tekniktir. DV, potansiyel —zaman egrisinin seklinden dolayr tiggen dalga veya testere
disi olarak ifade edilir (Sekil 4) (13).

I

(a) {b)

Sekil 4. (a) Doniistimlii voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana karsi
grafigi; (b) Donlistimlii voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi (9)

Dontigiimlii voltametri tarama yoniiniin tersine de gerilimin uygulandigr hizh
gerilim teknigi olarak ifade edilir ve ileri ve geri yonde tarama hizi ayni siddette
uygulanir. DOniistimlii  voltametride tek dongii ya da cok dongiili modlardan

yararlanilabilir.

Anodik ve katodik pik potansiyeli (Epa Ve Epc), anodik ve katodik pik akimi (I, ve
loc) ve katodik ve anodik akim pik degerlerinin yariya ulastig1 yarim tepe potansiyelleri

(Ep/2) doniistimlii voltametride Odlgiilen parametrelerdir (19). Yontemde, ¢dzeltinin
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karistirilmas1 6nem kazanmaktadir; ¢linkli boylelikle elektrot yiizeyinin temiz kalmasi
saglanir. Elektrot ylizeyinde indirgenme ve yiikseltgenme olaylart sonucunda yeni
bilesikler olusabilir ve bunlarin ylizeyde kalabilme ihtimalleri vardir. Bu sebeple her

tarama isleminden sonra elektrot yiizeyine temizlik islemi uygulanmalidir.

Tarama islemi sirasinda; analitin indirgenme potansiyeline (Ep= Katodik pik
potansiyeli) varincaya kadar akimda artma meydana gelir ve bir maksimum deger elde
edilir (In= Katodik pik akimi). Bu varilan noktadan sonra elektrot yiizeyinde
indirgenecek madde kalmadigr i¢in akim degerinde azalma gozlenir. Devaminda ters
yonde tarama islemi uygulandiginda analitin yiikseltgenme potansiyeline (Epa=Anodik
pik potansiyeli) elde edilinceye kadar akim degerinde artis meydana gelir ve tekrardan
maksimum deger elde edilir (Ip;=Anodik pik akimi). Eger reaksiyon tersinir ise (yani
reaksiyon hem indirgenebilir hem de yiikseltgenebilir ise) iki tarafli meydana gelen
egrilerin sekilleri birbirlerinden farksiz olur. Fakat reaksiyon geri doniisiimlii ise Epy ile
Epa arasinda en fazla 59/n mV kadar bir fark olmasi gereklidir ve lp,, lpk degerlerinin

birbirine esit olmalidir.

Elektrot reaksiyonunun geri doniisiimliiliigii azaldikca; birbirlerinden farkli
potansiyellerde anodik ve katodik pikler daha genis olarak meydana gelir. Reaksiyon
tersinir degilse; elektrot reaksiyonu sonucunda elektrot yiizeyinde indirgenme veya
yiikseltgenme olay1 hizla meydana gelir ve geri reaksiyonda herhangi bir pik meydana
gelmez. Doniisiimlii voltametride anodik ve katodik yondeki tarama hizlar1 genellikle

ayni alinir fakat hizli homojen kimyasal reaksiyonlarda bu hizlar farkli olarak aliabilir.

Dontistimlii  voltametri  genelde ¢o6zelti igerisinde analitin elektrokimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesinde basvurulan bir tekniktir. Bu 6zellikler arasinda redoks
potansiyelinin belirlenmesi ve elektrokimyasal reaksiyon hizlarinin hesaplanmasi yer

alabilir.

Tarama hiz1 degistirilerek pik yiiksekliklerinin tarama hiziyla degismesiyle
birlikte adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarimi reaksiyonuna eslik eden kimyasal
reaksiyonlarin varligi ve ozellikleri hakkinda bilgi aciga c¢ikarilir. Elektrokimyasal
calismalarda dontisiimlii voltametri, susuz ¢ozeltilerdeki en kullanish yontemlerden
birini olusturmaktadir. Genellikle, kararsiz bir ara iirlin veya iriin iceren elektrot

reaksiyonlarmin incelenmesine olanak saglamaktadir. Bu yontem puls yontemlerine

19



gore daha diisiik hassasiyetle olmasi nedeniyle genellikle maddelerin kalitatif

analizlerinde kullanilir.

Reaksiyon mekanizmalarinin tahmin edilebilmesi ve kararsiz tiirlerin
termodinamik ve kinetik 6zelliklerinin belirlenebilmesi, elde edilen voltamogramlarin
incelenmesiyle aciga cikarilabilir. Elektrokimyasal ve kimyasal reaksiyonlarin her biri
farkli reaksiyon hizi ve tersinirlik gosterirler. Bu farkliliklar1 voltamogramlarda

gozlemleyebiliriz.

Bir elektrot reaksiyonunun, potansiyel araligi, tarama hizi, sicaklik, elektrodun
cinsi, ¢ozeltinin bilesimi gibi ¢esitli parametreleri degistirerek doniisiimlii voltamogrami
alinirsa ve voltamogramlar incelenilirse, elektrot reaksiyonuyla ilgili bilgi saglanabilir
(1, 13). DV karmasik elektrokimyasal uygulamalardan biri olsa da, birgok Kimyasal
mekanizmanin kinetik ve termodinamik ac¢idan deneysel veri incelemesine olanak
saglamaktadir (20). DV, farmasotik bilesiklerde redoks davranisi arastirmak igin en iyi
yontem olarak bilinir (21). Numunenin elektrokimyasal davraniginin incelenmesinde
DV 6n hazirlik islemlerinde kullanilir (22). DV elektroaktif tiirlerin incelenmesi igin
Olciim kolayligi ile inorganik kimya, biyokimya ve organik kimya alanlarinda fazlasiyla

kullanilmaktadir (23).
4.4.1.2. Dogrusal Taramah Voltametri

Dogrusal taramali voltametri; dogrusal artan elektrot potansiyelinin fonksiyonu

olarak elektrokimyasal reaksiyon akiminin gozlendigi popiiler ve gii¢lii bir yontemdir.

Sabit potansiyel basamak yaklasimindan ziyade dogrusal taramali voltametride
akim-potansiyel iligkisi daha hizli elde edilebilir ve daha fazla bilgi elde edilebilen bir
tekniktir (Sekil 5).

Dogrusal taramali voltametri bazik ¢ozelti i¢inde platinyum elektrotlar gibi

katalizorler yardimiyla oksijen indirgeme kinetiklerinin agiklanmasinda kullanilir (24).
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Potansiyel
Z,
0//

Zaman

Sekil 5. Dogrusal voltametride uygulanan potansiyelin zamanin bir fonksiyonu olarak
degisim grafigi

Calisma elektrodunun potansiyelinin 2-5 mV s™lik tipik bir hizla arttirildigs ya da
azaltildigr ilk ve en basit voltametrik yontem dogrusal taramali voltametri teknigidir.
Genellikle, mikroamper derecesinde olan akim, calisma elektroduna uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak ifade edilir ve bu sekilde grafige gecirilir (10).
Cozelti veya mikroelektrodun siirekli hareket halinde oldugu normal (dogrusal) taramali

voltametri hidrodinamik voltametri olarak ifade edilir. Ginimuzde hidrodinamik

voltametrinin en 6nemli uygulamalarindan bazilarini sdyle siralayabiliriz:

e Akis enjeksiyon cihazlarindan ya da kromatografik kolonlardan ¢ikan kimyasal
turlerin belirlenmesi ve kantitatif analizi,

e Oksijen, laktoz, glukoz, ve sakkaroz gibi biyokimyasal 6nemi olan tiirlerin
rutin analizi,

e Volumetrik ve kulometrik titrasyonlarda doniim noktasi tayini,

o Elektroanalitik kimyasal islemlerle ilgili genel ¢aligmalar.

Hidrodinamik voltametri, akis enjeksiyon metodlariyla veya yiiksek basing sivi
kromatografisiyle ayrilmig yiikseltgenebilir ya da indirgenebilir bilesik veya iyonlarin
belirlenmesinde ve tayininde yaygin bir sekilde tercih edilmektedir. Bu uygulamalar
icin bir ince tabaka hiicresi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hiicrelerde, karsi
elektrottan ayrilan ¢alisma elektrodu ince bir tabaka ile yalitkan bir blok duvara
yerlestirilir. Boyle bir hiicrenin hacmi 0.1-1 mikrolitre degerinde yer alir. Analitlerin
sinir akimi bolgesine karsi gelen bir potansiyel, dedektoriin altina yerlestirilmis bir

giimiig/ glimiis kloriir referans elektrodu ile metal veya camsi karbon elektrodu arasina
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uygulanir. Bu tip uygulamada, analit i¢in 10°-10"° M’a kadar diisiik tayin simnir1 tespit
edilir (12).

4.4.1.3. Puls Voltametri

Puls yontemlerinin gelismesiyle geleneksel dogrusal taramali voltametrinin
uygulanmasindaki pek ¢ok simirlama engellenmistir. Akimi, istenen faradayik egri ile
girisim yapan yiikleme akimi arasindaki farkin biiyiik oldugu bir anda Slgme islemini
gerceklestirmek, puls voltametrik yontemlerin hepsinin temelinde yatan ana ilkeyi

olusturmaktadir. Bu yontemler i¢in ¢ok farkli ¢esitte kat1 elektrotlar tercih edilmektedir
(8).
4.4.1.3.1. Normal Puls VVoltametri

Normal puls voltametri potansiyel puls serisi ile sabit aralikta, siirekli artan genlik
ve her pulstan sonra baglangic potansiyel degerine geri doniis seklinde uygulanir. Akim
onemli Ol¢tide sarj akimi bilesenini azaltmak igin yeterlidir ve her bir darbe sonunda,
belli bir siire dlgiliir (25). Normal puls voltametrisinde puls uygulama siiresi arttikga

elektrot olay1 daha tersinir olarak meydana gelmektedir.
4.4.1.3.2. Diferansiyel Puls VVoltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinde normal volametride artan dogru akim voltajina
uygulanan potansiyel sonlarina dogru sabit pulslar olusturulur (Sekil 6). Puls
uygulamasidan énce ve puls uygulamasinin sonuna dogru akim 6l¢iimii yapilir. Ikisi
arasindaki fark potansiyele kars1 grafige gecirilir ve voltamogram pik seklinde gozlenir.
Pikin tepe noktasindaki potansiyel, pik potansiyeli olarak tanimlanir ve E, seklinde

ifade edilir. Pik potansiyeli Eyj; civarinda gézlemlenir (11).

Diferansiyel puls voltametrinin yiiksek duyarligi iki sebebe baglanabilir:
Bunlardan ilki, faradayik akimin artmasi; ikincisi ise, faradayik olmayan yilikleme
akiminin azalarak degismesidir. Potansiyel aniden 50 mV arttirildiginda, elektrodu
cevreleyen ylizey tabakasinda elektroaktif bir tiir varsa, analit derisimini yeni
olusturulan potansiyel tarafindan istenen seviyeye diisiirecek ani bir akim artisi
meydana gelir. Fakat bu potansiyel i¢in gerekli olan denge derisimine erisilince akim,
diflizyonu karsilayacak yeterli bir noktaya; yani, diflizyon kontrollii akim seviyesine

ulagir.
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Klasik voltametride baslangictaki ani akim artis1 gozlenmez. Ciinkii 6l¢iimiin
yapildig: siire, bu anlik akimin dmriinden ¢ok daha biiyliktiir. Diger taraftan bu akim
artis1 tamamen sona ermeden Once puls voltametride akim 6l¢me islemi gergeklestirilir.
Olgiilen akim hem difiizyon kontrollii bir bileseni; hem de yiizey tabakasindaki derisimi
Nernst esitliginin gerektirdigi bir degere indirecek bir bileseni igerir; yani toplam akim,

tipik olarak diflizyon akimindan birkag¢ kat daha biiyiiktiir.

Potansiyel

Zaman

Sekil 6. Diferansiyel puls voltametrisinde uygulanan potansiyelin zamanin bir
fonksiyonu olarak degisim grafigi

Hidrodinamik sartlar altinda bir sonraki puls serisi baglamadan 6nce ¢dzelti, analit
derisimi bakimindan homojen bir sekil alir. Bu uygulanan her voltajda, her voltaj pulsu

icin ayn1 Olgekte ani bir akim artisi olacag ifade edilir.

Elektroda potansiyel pulsu ilk uygulandiginda, ytik arttig1 i¢in faradayik olmayan
akimda da ani bir artis olur. Fakat bu akim zamanla {iistel olarak azalir ve sifira
yaklastigr gozlenir. Akimi bu evrede dlgmek icin faradayik olmayan artik akim biiytik
oranda azaltilir ve sinyal/giiriiltii oraninin arttig1 gézlenir. Bunun sonucunda duyarlikta

onemli bir artis meydana gelir.

Son zamanlarda bu yontem en yaygin kullanilan analitik voltametrik
yontemlerden biri haline gelmis olup, agir metal iyonlarmin eser derisimlerini

belirlemede 6zellikle kullanighidir (8).
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4.4.1.3.3. Kare Dalga Voltametri

Kare dalga voltametri elektrokinetik Olglimlerinin ve elektrot islemlerinin
mekanistik caligmalar1 gibi analitik uygulamalar i¢in uygun olan gilcli bir

elektrokimyasal tekniktir.

Puls tekniklerinin gelismis duyarlik, doniisiimlii voltametrinin elektrodun i¢gogii
mekanizmasi ve empedans tekniklerinin ¢ok hizli elektrot islemleriyle kinetik bilgi elde
edilmesi gibi avantajlarinin birlesmesiyle olusan kare dalga voltametri giiniimiizde en

gelismis voltametrik tekniklerden biri olarak kabul edilir.

Modern kare dalga voltametrisi gegis potansiyellerinin bir birlesimi olan ve
degismeyen elektrot ile uygulanan periyodik kare sekilli potansiyel islevi belirleyebilen
ozellikli dijital elektrokimyasal araglarla birlestirilmistir. KDV temel 6zelliklerinin yani
sira, yeni metodolojik degisiklik 6nermesi, teknigin kapsami ve uygulama ¢esitliliginin

gelistirilmesine olanak saglar (Sekil 7).

flave olarak, son zamanlarda hem analitik numunelerin belirlenmesi icin
kullanilan tipik ¢alismalarda hem de biyokimyasal ¢alismalarda ve mekanik ve elektro
kinetik amagh uygulamalarda kare dalga voltametri teorisinin oldukg¢a fazla katkisi

olmustur.

Potansiyel

Zaman

Sekil 7. Kare dalga voltametride uygulanan potansiyelin zamanin bir fonksiyonu olarak
degisim grafigi

Ilag olarak kabul edilen gesitli bilesiklerin fizyolojik agidan dénemli sistemlerin,

biyolojik aktif maddelerin, pestisitler ve daha fazla tiirlin analitiksel uygulamalarinda ve
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temel calismalarinda en gelismis voltametrik tekniklerden biri olan kare dalga

voltametrisi siklikla tercih edilir.

Kare dalga voltametrisi analitik uygulamalar i¢in kullanildiginda, diger
voltametrik yontemlere kiyasla daha fazla avantaja sahiptir. Bu voltametri yontemi
oldukca fazla duyarlik, kisa analiz siiresi ve kapasitif akimlarin 6nemli indirgenme
kabiliyetleri ile taninir. Elektroaktif olarak tanimlanan ya da galisilan, ¢esitlendirme igin
uygulanan farkli modlardaki duyarliklarda KDV’nin avantajlari bulunmaktadir. Son
yillarda, pahali olan ve uzun siire alan kromatografi ve spektrometrik yontemlere
nazaran kare dalga voltametrisi uygulanabilir ve ucuz bir alternatif yontem olarak agiga
cikmigtir.  KDV’nin en degerli yeteneklerinden biri ¢esitli farmasotik ve fizyolojik
orneklerde benzer yapilar ile bilesikleri es zamanli belirleme icin yapilan

uygulamalaridir (26).
4.4.1.4. Siyirma Yontemleri

Siyirma voltametrisi, elektroliz ile bir 6n deristirme basamagi ve daha sonra
voltametrik ¢aligma gerektiren elektrokimyasal yontemleri kapsar. Bu islemler sirasinda
analit genellikle karistirilan bir ¢6zeltide dncelikli olarak bir elektrot tizerine biriktirilir.
Olgiilen biriktirme siiresinden sonra elektroliz islemi tamamlanir. Daha sonra birikmis
analit voltametrik yOntemlerden biri ile belirlenir. Siyirma islemi anotta

gerceklesiyorsa; potansiyel anodik, katotta olacaksa katodik yonde taranir (8).
4.4.1.4.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Element analizlerinin ppt seviyede yapilabildigi bir yontemdir. Calisma sirasinda
cozelti icerisindeki metal iyonlar1 verilen bir zaman dilimi igerisinde gerekli bir negatif

potansiyel uygulanarak elektrot lizerine biriktirme islemi gergeklestirilir.

Anodik siyirma voltametrisi eser miktar Ol¢limlerinde tayin yapilabilmesine

olanak saglar ve bu nedenle genellikle metal tayinleri i¢in tercih edilir (13, 27).
4.4.1.4.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

Elektrot ile suda ¢oziinmeyen tuzlar meydana getirebilen bilesiklerin analizinde
bu yontem tercih edilir. Elektroda bu defa pozitif potansiyel uygulayarak elektrot
yiizeyinde ¢oziinmeyen bir tabaka meydana getirilir. Daha sonra negatif bir potansiyel

uygulanarak biriken maddeler ¢oziilerek ¢ozeltiye gecirilir (28, 29).
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4.4.1.4.3. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Bu teknik anodik ve katodik siyirma voltametrisine benzemesine karsilik bazi
farkliliklar igermektedir. Temel fark biriktirme islemi sirasinda analitin ya elektrotun
yiizeyine adsorbe edilmesi veya Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar tizerinde
kimyasal bir reaksiyon ile tutulmasinin saglanmasidir. Analit 6nce elektrot yiizeyinde
adsorplanir, ardindan da styirma islemi meydana getirilir. Adsorptif siyirma voltametrisi
calismalarinda modifiye elektrotlarin kullanimi yiiksek hassasiyetli ila¢ analizlerinin

gerceklestirilmesine olanak saglamaktadir (13, 30, 31).
4.4.2. Polarografi

Voltametri tipleri arasinda polarografi dogrusal taramal1 voltametrinin ilk bulunan
ve kullanilan tipidir ve hidrodinamik voltametriden iki yonden farklilik gostermektedir.
Bunlardan birincisi, konveksiyonun onlenmis olmasi, ikincisi ise ¢alisma elektrodu
olarak bir damlayan civa elektrodun tercih edilmesidir. Konveksiyondan kaginilmasinin
sonucu olarak polarografik sinir akimlar1 sadece difiizyonla denetlenir. Konveksiyon
olmadig1 i¢in, polarografik sinir akimlart hidrodinamik siir akimlarindan genellikle 10-
1000 kat daha kiigiiktiir. Polarografide akim, calisma elektrodu {izerinde maddelerin

indirgenmesi veya yiikseltgenmesi sonucunda meydana gelir.
Polarografinin Avantajlari;

e (Crva lizerindeki hidrojen asir1 gerilimi yiiksek oldugu i¢in pek c¢ok analizde
tercih edilebilir.

e Her an yenilendigi i¢in tekrarlanabilir akim ge¢cmesine yardimci olur.
Polarografinin dezavantajlari;

e Civa bulundugu ortamda buharlasir ve buharlar ¢ok zararlidir. Civa buharlari
ile uzun siire temasta kalan arastirmacilarda civa solunum yolu ile kana geger
ve organizmada yagda ¢oziinerek birikimlere neden olur.

e Kullanilan civanin ¢ok saf olmasi gerekir ve her zaman istenen saflikta civa
bulmak kolay degildir. Bu sebeple olduk¢a zor saflastirma islemlerinin
yapilmasina neden olur.

e Crvanin +0.5 V’dan daha pozitif voltajda oksitlenmesi bir negatif yon teskil

eder. Bu, ctvanin anot olarak kullanilmasina neden olur (8, 11).
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4.5. Karbon Nanotiipler

Nanomateryaller son yillarda genis potansiyelleri nedeniyle farkli alanlarda biiytik
ilgi odag1 olmuslardir. Iijima tarafindan 1991 yilinda kesfedilen karbon nanotiipler
(KNT), diger nano malzemeler arasinda 6nemli bir grup temsil eder. Karbon nanotiipler
basit kimyasal bilesimlere ve atomik bag konfigiirasyonuna sahiptirler. Nano
materyaller arasindaki zenginlik, yap1 ve oOzelliklerle iliskilidir ve genis cesitlilik
sergiler. KNT kesfinden bu yana, essiz yapi, elektronik ve mekanik ozelliklerinden
dolay1 c¢esitli bilimsel ¢alismalarin hedefi olmustur ve olduk¢a genis uygulama alanlar1
igin ¢ok ilgi ¢ekici bir materyal olmaktadir (32). KNT, yiiksek elektrik iletkenlik, genis
yiizey alan, kimyasal kararlilik, ¢ogu elektrolit ¢ozeltilerindeki nispeten kimyasal
inertlik ve genis calisma potansiyel araligi gibi 6zelliklerinden dolay1 elektrokataliz ve
elektroanaliz siireglerinde elektrot malzemesi olarak islev gordiigiinden, elektron
transfer reaksiyonlarmi desteklemek igin kullanilabilir (33). Bu o&zellikler yeni
elektrokimyasal sensér ve elektroanalitik malzemelerin  gelistirilmesi  igin
elektrokimyasal yiizey modifikasyonlarina olanak saglar (34). Bu nano malzemelerin
elektronik o6zellikleri, biyolojik tiirler (insiilin, karbonhidratlar, hidrojen peroksit,
niikleik asitler, dopamin, askorbik ve iirik asit) ve molekiillerin genis ¢alisma aralig1

i¢in elektron transfer reaksiyonlarinin ilerleyisinde 6nemli rol oynar (33).
Iki farkli tiirde karbon nanotiip bulunmaktadur:

1. Tek duvarli karbon nanotiip olarak ifade edilen (TDKNT) nanotiipler tek grafen
tabakasindan meydana gelir ve uzunlugu santimetreye kadar ve ¢ap1 1 nm civarinda

olan piiriizsiiz silindirik yapilardir (Sekil 8).
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Sekil 8. Tek duvarli karbon nanotiip (35)
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2. Cok duvarli karbon nanotiipler ise (CDKNT) birden fazla grafen tabakasindan
meydana gelmektedir. Cok duvarli nanotiiplerin boyu onlarca mikron uzunluguna
ulasabilmektedir ve ¢ap1 2-100 nm arasinda farklilik géstermektedir. Yogun silindir
formlarinin diziliminden ibaret olan bu nanotiipler 0.35 nm olarak ayrilmis ve grafitten
ayrilmig esas tabakalarla aynidir (Sekil 9) (35, 36).

Sekil 9. Cok duvarli karbon nanotiip (35)

Karbon nanotiiplerin ¢ok yonlii fabrikasyon teknolojisi karbon nanotiiplerin ve
karbon nanotiip tabakalarinin hizli ve etkili iiretimine olanak saglar. Bu ¢alismalarin
bircogu genis alan ylizeyindeki periyodik g¢esitlendirilmesine ve karbon nanotiipiin
diizenlenmesine ihtiya¢ duyar. Substrat bazli kimyasal buhar ¢oktiirme sayesinde dikey
olarak hazirlanmis karbon nanotiiplerin etken sentezi meydana getirilir. Bu g¢alisma
siiresince, KNT gelistirmek i¢in gerekli olan katalizor film substrat tabakasinda
biriktirilir. Yapisal KNT tabakalarinin iiretiminde nanomateryal transfer baski, lazer
kirpma ve litografi benzeri yontemler uygulanmaktadir. KNT dizileri iretmek igin

litografi asamasi1 mikro elektronik tekniklerde siklikla kullanilir (37).

KNT c¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlarim1 = soyle

siralayabiliriz:

e Kapasitorlerde,

¢ Elektrokimyasal enerji depolamada,
e Yakit pillerinde,

¢ Elektronik uygulamalarda,

e Elektrokimyasal ve biyo sensorlerde,
e Molekiiler muhendislikte,

¢ Karbon nanotiip hidrid cihazlarda,
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e Tipta,

e Katalizde uygulanmaktadir.

Karbon nanotiipler, ¢ok iyi kimyasal ve termal kararlilik 6zelligi gosterir ve esnek
yaptya sahiptirler. Maliyetleri ¢ok yliksek olmamakla birlikte, bozunma nadiren goriiliir.
Uretimi kolaydir ve geri déniisiim uygulanabilir. Bu iistiin 6zelliklerinden dolayr KNT

yukaridaki bir¢ok ¢alisma alaninda uygulanabilmektedir (38).

Cok duvarli karbon nanotiipler; yliksek dagilma kalitesine sahip olan karboksilik

asit gruplarinin redoks aktivitesiyle islevsel hale getirilirler (39).

Nano malzemelerin; daha genis ylizeyli biyomolekiillerin immobilizasyonunda

kullanilmasi daha biiyiik avantaj saglar (40).
4.6. Nimesulid

Tez kapsaminda iizerinde ¢alisilmak iizere segilen ila¢ etken maddesi NIM, N-(4-
nitro-2-fenoksifenil) metansiilfonamit, asidik olmayan (pK, = 6.5), steroidal olmayan,
anti-iltihabik, anti-piretik ve analjezik Ozellikli bir ilagtir. Bu ilag, prostaglandin

sintetaz/ siklooksijenaz inhibe eder ve prostaglandin iiretimini sinirlar.

Nimesulidin siklooksigenaz inhibisyon potansiyeli ara seviyededir fakat NIM
siklooksigenaz-2’ye (COX-2) nispeten segicidir ve bu nedenle mide hasarlar1 azdir.
Inflamasyon meydana geldigi durumlarda, nimesulid bir serbest radikal toplayici olarak
gorev yapar ve doku hasarina karsi korumaya yardimci olur. Nimesulid, osteoartrit ve

romatizmal artrit ile iligkili agriy1 azaltmada etkilidir (41).

Notr ortamda, NIM suda ¢ok az ¢dziiniir (~ 0.01 mg mL'l) ve farkl sekilde
¢Oziinlirligli arttirllmaya calisilir. Bununla birlikte, nimesulid bir zayif asidik
stilfonanilid grubuna sahiptir ve hem lipofilikligi hem de ¢6ziiniirliigii pH degerine gore
degisir ancak organik polar ¢oziiciilerde serbestce ¢Oziinlir. Aromatik halka iginde,
fenosiklik grubu (aromatik eter) ve nitrik grubu bulunur. Nimesulidin analjezik ve

antiinflamatuar etkisi tamamiyle COX inhibisyonuna bagli degildir.

Nimesulid metaloproteinaz gibi enzimlerin gii¢lii bir inhibitoridiir ve bu enzimler
serbest radikaller ile dejeneratif siirecte bagli olan molekiil matrislerinin bozunmasindan

sorumludur. Nimesulid neredeyse tamamen serbest radikal ve konjuge formlarinda 4-
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hidroksi nimesulid haline biyolojik olarak doénistiiriilir ve bu metabolitin, bilesiklerin

antienflamatuar aktivitesine katki sagladig gézlenmektedir (Sekil 10).

O O

NP
N\

Sekil 10. Nimesulidin yapis1

Ilag ve fizyolojik matrislerde, nimesulid miktar tayini hem klinik tan1 hem de

kalite kontrol agisindan olduk¢a dnemlidir (42).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Kullanilan Maddeler
5.1.1. Nimesulid Stok Cozeltisi

Elektrokimyasal analizini gerceklestirmek {izere Sanovel-Tiirkiye’den temin

edilen NIM ilag etken maddesi kullanildi.

Nimesulidin sudaki ¢6ziiniirliigli az oldugu i¢in metanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltisi
hazirlandi. 0.003 g NIM saf ilag¢ etken (1><10'3 M’lik) maddesi tartilarak 10 mL’lik
balon jojeye alindi ve {izerine bir miktar metanol ilave edilip daha iyi ¢oziinmesi igin

ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi ve metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

Nimesulidin tampon ortamindaki ¢alisma ¢ozeltilerinde %20 metanol orani daima

korundu.
5.1.2. Sodyum Hidroksit Cozeltisi

Konsantrasyonu 5.0 M olan sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi hazirlamak igin
20 g NaOH tartild1 ve balon joje igerisinde ultra saf su ¢oziildiikten sonra ultra saf su ile
100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerinin pH degerlerinin ayarlanmasi

icin saflagtirilmadan aynen kullanildi.
5.1.3. Asetat Tampon Cozeltisi (AT)

1.0 M konsantrasyonda asetat tampon ¢6zeltisini hazirlamak igin 28.6 mL asetik
asit (CHsCOOH) (%99.8, yogunlugu 1.049 g ml™, Merck, Almanya) bir balon jojeye
alind1 ve hacmi ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlandi. Daha sonra, 5.0 M NaOH
kullanilarak istenen pH’lara (3.5, 4.5 ve 5.5) ayarlandi. Tampon c¢ozeltiler oda

sicakliginda hazirlandi ve daha sonra buzdolabinda saklandi.
5.1.4. Britton-Robinson Tampon Cozeltisi (BRT)

0.04 M Britton-Robinson tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2.74 mL fosforik asit
(H3PO,, %85, yogunlugu 1.685 g mL™*, Merck, Almanya), 2.29 mL glasiyal asetik asit
(CH3COOH, %99.8, yogunlugu 1.049 ¢ mL™, Merck, Almanya) ve 2.47 gram borik asit
(H3sBO3) (%99.5, Aldrich, U.S.A.) karigimi ultra saf su kullanilarak 1.0 L’ye

tamamlandi. Stok olarak hazirlanmis bu ¢ozelti 100°er mL’lik boliimlere ayrilarak, 5.0
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M NaOH ¢ozeltisi ile istenen pH’lara ( 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) ayarlandi.

Tampon ¢ozeltiler bozulmamasi i¢in buzdolabinda bekletildi.
5.1.5. Fosfat Tampon Cozeltisi (FT)

0.1 M’lik stok fosfat tampon ¢ozeltisi HsPO, (%85, yogunlugu 1.685 g mL™,
Merck, Almanya) hazirlamak igin, 6.84 mL H3PO, balon jojeye alinip ultra saf su ile
500 mL’ye tamamlandi. Bu stok ¢ozelti 100’er mL’lik kisimlar halinde ayrildi ve pH
degerleri 5,0 M NaOH ile 3.0 ve 4.0 olacak sekilde ayarlandi.

pH degerleri 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0 olan 0.1 M fosfat tampon c¢ozeltileri
NaH,;P04.2H,0 (>%99, Merck, Almanya) ve Na;HPO,; (>%99, Aldrich, Almanya)
kullanilarak hazirlandi. pH 5.0 fosfat tamponunu hazirlamak i¢in 8.7 mg Na,HPO,4 ve
1.55 g NaH,P0O4.2H,0 tartilarak balon jojeye alindi. Daha sonra balon jojenin hacmi
ultra saf su ile 100 mL'ye tamamlandi. pH degeri 6.0 olan fosfat tampon ¢ozeltisini
hazirlamak icin 82 mg Na,HPO,4 ve 1.47 g NaH,PO,4.2H,0 tartilarak balon jojeye alindi

ve balon jojenin hacmi ultra saf su ile 100 mL'ye tamamlandi.

Daha sonra pH 7.0 i¢in 0.54 g NayHPO4 ve 0.97 g NaH,P0O4.2H,0 tartilarak balon
jojeye alind1 ve balon jojenin hacmi ultra saf su ile 100 mL'ye tamamlandi. Son tampon
¢ozeltimiz pH 8.0 fosfat i¢in 1.22 g Na;HPO,4 ve 0.22 g NaH,PO,4.2H,0 tartildi ve balon
jojeye alindi. Daha sonra balon jojenin hacmi ultra saf su ile 100 mL'ye tamamlandi.
Hazirlanan tampon ¢ozeltilerinin pH’lar1 5.0 M NaOH c¢o6zeltisi kullanilarak pH metre
ile ayarlandi. Tampon c¢ozeltiler oda sicakliginda hazirlandi ve bozulmamalari igin

buzdolabinda muhafaza edildi.
5.1.6. Dimetil Formamid

Karbon nanotiipiin homojen siispansiyonunun hazirlanmasinda ve karbon pasta
elektrot yiizeyine karbon nanotiip modifiye islemi sirasinda, N,N-Dimetil formamid
(DMF, %99, Aldrich, Almanya) karbon nanotiiplerin yiizeye daha iyi bir sekilde

tutunmasi i¢in kullanildi.
5.2. Kullanilan Diger Cihaz ve Malzemeler

Kullanilan tampon ¢ozeltilerinin pH’larinin ayarlanmasinda Hanna HI2211 model
(Romanya) masaiisti pH metre kullanildi. pH metrenin kalibrasyonu, pH degerleri

sirastyla 4.0 ve 7.0 olan standart tampon c¢ozeltileri (Merck, Almanya) ile oda
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sicakliginda yapildi. Cozeltilerin hazirlanmas1 amaciyla 0.5-10, 10-100 ve 100-1000 pL
hacim araliklaria sahip Socorex (Isvigre) ve Isolab (Almanya) marka mikropipetler
kullanildi.

Cozeltileri karistirmak i¢in Heidolph MR Hei Standart model (Almanya)
magnetik karistirict kullanildi. Tiim tampon ve ¢ozeltiler Arium proUV model ultra saf
su cihazi (Almanya) kullanilarak elde edilen ultra saf su (direng degeri >18 MQ cm) ile

hazirlandi.

Yikama ve temizlik islerinde Sartorius marka Arium 61316 model saf su cihazi ile
elde edilen saf su kullanild1 ve tartimlar Ohaus PA214C model (U.S.A.) elektronik
terazi ile yapildi. Karistirma, ¢ozme ve temizlik islemleri Sonica 3300MH model

(Italya) ultrasonik banyoda yapildi.
5.3. Elektrokimyasal Ol¢me Sistemi
5.3.1. Potansiyostat

Yapilan ¢aligmalar sirasinda Autolab marka ve PGSTATI28N model
potansiyostat/galvanostat cihazi kullanildi (Metrohm-Autolab, Hollanda). Cihaz ile

6lgtim almirken Nova 1.10 programindan yararlanildi (Resim 2).

Resim 2. Potansiyostat cihazi

5.3.2. Elektrot Sistemi

Gergeklestirilen deneyler sirasinda {iclii hiicre elektrot sistemi kullanildi. Bu

elektrotlardan ¢alisma elektrotu olarak; ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiyeli karbon
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pasta elektrot (BASI, U.S.A.), karsit elektrot olarak platin tel (BASI, U.S.A.) ve
referans elektrot olarak Ag/AgCl (BASI, U.S.A.) kullanildr (Resim 3).

Resim 3. Uglii elektrot sistemi

5.4. Modifiye Elektrodun Hazirlanmasi
5.4.1. Karbon Pasta Elektrodun Hazirlanmasi (KPE)

Karbon pasta elektrotun hazirlanmasi islemi sirasinda BASI marka karbon pasta
elektrot kullanildi.

Grafit tozu ve %15, %20, %25, %30, %35, %40 oranlarinda mineral yagi
kullanilarak karbon pasta hazirlandi. Bu oranlar %15°lik KPE i¢in %85 grafit tozu ve
%15 mineral yag, %20’lik KPE i¢in %80 grafit tozu ve %20 mineral yag, %25’lik KPE
icin %75 grafit tozu ve %25 mineral yag, %30’lik KPE icin %70 grafit tozu ve %30
mineral yag, %35’lik KPE i¢in %65 grafit tozu ve %35 mineral yag, %40’lik KPE i¢in
%060 grafit tozu ve %40 mineral yag icerecek sekilde hazirlandi.

Biitiin oranlardaki KPE i¢in 0.3 g grafit tozu tartildi. Mineral yag miktarlar
strastyla %15, %20, %25, %30, %35 ve %40 i¢in 0.06 mL, 0.09 mL, 0.12 mL, 0.15 mL,
0.19 mL ve 0.24 mL idi. Hassas sekilde tartilan grafit tozu iizerine hazirlanacak %KPE
oranina bagli olarak mikropipet yardimiyla 6l¢iilen mineral yag ilave edildi ve homojen

olmasi i¢in bir havanda karistirildi. Nimesulid ilag etken maddesinin elektrokimyasal
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Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla hazirlanmig karbon pastalar sirasiyla bos
elektrodun igerisine yerlestirildi. Elektrot yiizeyinin piiriizsiiz olmasi i¢in bir kagit

tizerinde sekiz ¢izilerek KPE elektrot hazirlandi.

pH degeri 7.0 olan 0.04 M BRT igerisinde 1x10° M NiIM ¢ézeltisi hazirland: ve
DV, DPV ve KDV yontemleri ile elektrokimyasal dl¢timleri alind1 ve voltamogramlar

karsilastirildi.
5.4.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiip Hazirlanmas1 (CDKNT)

Cok duvarli karbon nanotiip modifiyeliKPE’un hazirlanmasinda kullanilan % 95

saflikta 30+10 nm yarigapinda 1-5 pum uzunlugunda (Nanolab USA) kullanildi.

Modifikasyon isleminin gergeklestirilebilmesi i¢in agirlikca CDKNT’iin %0.2 ve
%0.5’lik DMF iginde siispansiyonlar1 hazirlandi. %0.2°lik CDKNT i¢in 1.0 mg karbon
nanotiip tartilarak ependorfa alindi ve tizerine 0.5 mL DMF ilave edildi. %0.5’1ik
CDKNT hazirlamak i¢in 1.0 mg karbonnanotiip tartilip, iizerine 0.2 mL DMF ilave
edildi ve hazirlanan siispansiyonlarin homojen karismasi i¢in dort saat boyunca

ultrasonik banyoda karistirild1 ve buzdolabinda saklandi.

5.4.3. Cok Duvarh Karbon Nanotiip ile Modifiye Edilmis Karbon Pasta

Elektrodun Hazirlanmasi

Modifikasyon islemi igin &ncelikle NIM ilag etken maddesinin en iyi cevap
verdigi %25 grafit tozu-mineral yag oranli karbon pasta elektrot bos elektrota
dolduruldu ve ylizeyin piriizsiizlestirildi. Hazirlanan %0.2 CDKNT/DMF
stispansiyondan 2.5 ve 5.0 uL hacimlerde ve %0.5’lik CDKNT/DMF siispansiyondan 1
ve 3 uL ayr1 ayr1 bu karbon pasta elektrot tizerine damlatildi ve 24 saat oda sicakliginda

kurutularak ¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot elde
edildi.

Nimesulidin yiikseltgenme yoniindeki en yiiksek pik akimini elde edecegimiz
elektrot modifikasyonunu belirlemek i¢in hazirladigimiz her bir modifiye elektrot ile pH
degeri 7.0 olan BRT igerisinde 1x10° M NiM’in DV, DPV ve KDV yéntemleri ile

voltamogramlar: alindi.
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5.5. Voltametrik Calismalar
5.5.1. pH Taramasi

Nimesulid ila¢ etken maddesinin elektrokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi
kapsaminda yapilan caligmalar i¢in uygun tampon ve pH’nin elde edilmesi i¢in pH
taramasi yapildi. Bu ¢alisma kapsaminda pH’lar1 3.5, 4.5 ve 5.5 olan 1.0 M AT, pH’lar
3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olan 0.04 M BRT, pH’lar1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0
olan 0.1M FT c¢ozeltileri kullanildi.

1x10™* M NiM ¢oOzeltisi kullanilarak DV, DPV ve KDV yontemleri ile NiM’in
farkli tamponlar igerisindeki iki tekrarli 6l¢timleri alindi. 1x10™* M NiIM ¢ozeltisi icin
1x10° M NiM stok ¢dzeltisinden 0.5 mL alinip, iizerine 0.5 mL metanol ilave edilip

Olctimii alinacak tampon ¢ozeltisi ile 5.0 mL’ye tamamlandi.

Doniistimlii voltametri yontemi icin potansiyel tarama aralig1 -0.4 ve +1.4 V, DPV
yontemi i¢in +0.4 ve +1.2 V ve KDV yontemi i¢in +0.5 ve +1.2 V olarak belirlendi. Her
ol¢iim sonrasinda, NIM igcermeyen tampon ¢ozeltisi icerisinde DV ydntemi kullanilarak
-0.4 ile +1.4 V arasinda 100 mV s™ tarama hizinda bes dongiilii tarama yapildi ve

boylece elektrot yiizeyi elektrokimyasal olarak temizlendi.

pH taramasi sonucunda elde edilen DV, DPV ve KDV voltamogramlari incelendi.
NIM ilag etken maddesinin en simetrik ve en yiiksek pik akimma sahip oldugu tampon
ortam1 belirlendi ve bundan sonraki yapilacak deneysel ¢alismalar bu tampon ortaminda

gerceklestirildi.
5.5.2. Hiz Taramasi

Hiz taramasi ¢alismalarinin sonucunda elde edilen sonuglar NIM’in yiikseltgenme

reaksiyonunun difiizyon veya adsorpsiyon kontrollii oldugu hakkinda bilgi sagladi.

Hiz taramasi ¢alismasi i¢in; pH 5.0 FT ortaminda 1x10™* M NiM c¢ézeltisinin DV
yontemi ile +0.5 ile +1.4 V potansiyel tarama araliginda sirasiyla 200, 150, 100, 75, 50,

25 ve 10 mV s™ tarama hizlarinda tek dongii ile tarandi.
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5.5.3. Kalibrasyon Calismasi

Kalibrasyon galismasi igin DV, DPV ve KDV yontemleri kullanilarak +0.4 ile
+1.4 V potansiyel tarama araliginda elde edilen veriler (NIM piklerinin akim degerleri)

okunarak kalibrasyon grafigine gecirildi.

NiM’in pH 5.0 FT ortaminda 2x107° ile 4x10° M konsantrasyon araliginda
¢ozeltileri hazirlandi. 1x10° M ana stok ¢ézeltisinden hata oranini en aza indirip dogru
sonug bulabilmek i¢cin NIM konsantrasyonlar1 1x10™, 1x10°, 1x10°® ve 1x107 M olan
dort ara stok ¢dzelti hazirlandi. Konsantrasyonu 1x10™* M olan birinci ara stok, 1x10°
M ana stoktan 1.0 mL alinip metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
Konsantrasyonu 1x10™ M olan ikinci ara stok 1x10™*M birinci ara stoktan 1.0 mL alinip
metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Konsantrasyonu 1x10° M olan iigiincii
ara stok, 1x10° M ikinci ara stoktan 1.0 mL alnip metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi. Konsantrasyonu 1x107 M olan dérdiincii ara stok 1x10° M iigiincii ara

stoktan 1.0 mL alinip metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

NIM calisma ¢ozeltileri, ara stok ¢ozeltileri kullanilarak pH 5.0 FT icerisinde
hazirlandi. Bu ¢o6zeltilerden; 2x107, 4x10°, 6x10° ve 8x10° M NiMm coOzeltileri
konsantrasyonu 1x107 M olan ara stoktan hazirlandi. 1x1078, 2x108, 4x107%, 6x107® ve
8x10° M NiM ¢ozeltileri konsantrasyonu 1x10° M olan ara stoktan; 1x107, 2x107,
4x107, 6x107 ve 8x107 M NiM ¢ozeltileri konsantrasyonu 1x10° M olan ara stoktan;
1><10'6, 2><10'6, 4><10'6, 6x10° ve 8x10° M NiM cozeltileri konsantrasyonu 1x10* M
olan ara stoktan; 1><10'5, 2x107° ve 4x10° M NiM ¢ozeltileri konsantrasyonu 1x10° M
olan NIM ana stok ¢dzeltiden hazirlandi. %20 metanol orani her bir ¢alisma ¢dzeltisi

i¢cin korundu.

Kalibrasyon ¢aligmalar1 yapilirken en diisiik NIM konsantrasyonuna sahip galisma
cozeltisinden baslayarak (2><1O'9 M) sirasiyla en yiiksek (4x10° M) NiM
konsantrasyonuna sahip c¢alisma c¢ozeltisine kadar DV, DPV ve KDV yontemleri
kullanilarak voltamogramlar elde edildi. Pik akim degerleri okunarak kalibrasyon

grafikleri olusturuldu.

NiM ilag etken maddesi igin teshis sinir1 (TS) ve tayin alt simir1 (TAS) degerleri
DPV yontemleri kullanilarak elde edilen voltamogramlar 1siginda c¢izilen kalibrasyon

grafiklerinden esitlik (Esitlik 2 ve 3) kullanilarak elde edildi.
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TS=3 (S/m) (2)
TAS=10 (S/m) (3)

Esitliklerde, S bes deger iizerinden elde edilen NIM’in yiikseltgenme pik akim
degerlerinin standart sapmasi ve m ilgili yontemin kalibrasyon dogrusunun egimini

ifade etmektedir (43).
5.5.4. Tekrar Edilebilirlik Calismasi

Nimesulidin elektrokimyasal 6zelliklerinin incelendigi bu ¢alismada kesinliginin
belirlenmesi i¢in DPV yontemi kullanildi. Tekrar edilebilirlik ¢alismalar1 giin i¢i ve

giinler arasi olmak {izere yapildi.

Tekrar edilebilirlik ¢alismast DPV yontemi kullanilarak +0.4 ile +1.4 V
potansiyel tarama araliginda elde edilen NIM piklerinin akim degerleri elde edildi. Her
dl¢iim sonrasinda NIM icermeyen pH 5.0 0.1 M FT icerisinde -0.4 ile +1.4 V potansiyel
tarama arahginda ve 100 mV s™ tarama hizinda bes dongiilii voltamogramlar1 alinarak

elektrotun temizlenme islemi gergeklestirildi.

Glin i¢i ve glinler aras1 tekrar edilebilirlik ¢alismasini1 gerceklestirebilmek igin;
1x10° M NIM ana stok ¢oOzeltisi kullanilarak pH 5.0 0.1 M FT igerisinde ii¢ adet 8x10
®M NIM calisma ¢ozeltileri hazirlandi.

Giin ici tekrar edilebilirlik degerleri igin hazirlanan NIM’in calisma
cozeltilerinden ayn1 giin igerisinde elde edilen veri degerlerinden NIM’in pik akim1 ve

pik potansiyeli verileri kullanilarak bes deger iizerinden ortalamalari, standart sapma ve
%BSS belirlendi.

Giinler arasi tekrar edilebilirlik verilerinin belirlenebilmesi i¢in bir hafta igerisinde
ti¢ farkl giinde hazirlanan iigcer adet 8x10™° M’lik NiM calisma ¢ozeltileri kullanildi.
8x10° M igin NIM’in pik potansiyeli ve pik akim degerlerinin ortalamalari, standart
sapmalar1 ve yiizde bagil standart sapmalar1 (Esitlik 4) bes deger iizerinden hesaplandi.

%BSSz%XlOO: = n-1 900 (4)
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Yukaridaki esitlikte belirtilen, %BSS yiizde bagil standart sapma, S standart

sapma, X verilerin aritmetrik ortalamasi, n veri sayisi ve X; dlgiilen degerdir (8).
5.5.5. Nimesulidin Farmasotiklerden Tayini

Nimesulid ilag etken maddesinin farmasotik formlarindan analizi DPV yontemi
kullanilarak gergeklestirildi. Ol¢iim aralig1 +0.6 ile +1.4 V potansiyel tarama araliginda
ve 100 mV s tarama hizinda gerceklestirildi. Her 6l¢iim sonrasinda NIM igermeyen
pH 5.0 0.1 M FT igerisinde -0.4 ile +1.4 V potansiyel tarama araliginda ve 100 mVs™
tarama hizinda bes dongili DV ile elektrodun yiizeyinin temizlenme islemi

gergeklestirildi.

Tablet calismasini gerceklestirebilmek icin her bir tabletinde 100 mg NiM iceren
Nimes® isimli farmasotik kullanildi. Bu tabletlerden 10 adet alinarak hassas bir sekilde
tartildi. Daha sonra bu 10 adet tablet iyice ezilerek ve karistirilarak homojen olmasi

saglandi.

Nimesulid ila¢ etken maddesinin 1x10° M’lik stok ¢dzeltisini hazirlamak i¢in
gerekli olan toz tablet miktar1 belirlendi ve 5.89 mg toz tablet tartilarak metanol ile 5
mL’ye tamamlandi. Maddenin tamamen c¢o6ziinebilmesi i¢in hazirlanan ¢ozelti
ultrasonik banyoda 10 dakika karistirildi ve daha sonra 1s1k almayan kapali bir ortamda

yarim saat bekletildi. Bu sayede ¢coziinmeyen diger maddelerin dibe ¢okmesi saglandi.

6x10° M ara stok calisma ¢ozeltisini hazirlarken hata payini en aza indirmek icin
konsantrasyonu 1x10* M olan ara stok ¢ozeltisi kullamldi. 1x10™ M ara stok calisma
¢ozeltisi igin 1x10° M ana stok ¢ozeltisinden 1 mL alinip metanol ile 10 mL’ye
tamamlandi. 6x10° M tablet ara stok ¢alisma ¢ozeltisini hazirlamak icin, 1x10™* M ara
stok ¢ozeltisinden 0.3 mL ahnip tizerine 0.7 mL metanol ilave edildi ve daha sonra
pH 5.0 0.1 M FT ile 5 mL'ye tamamlandu.

Hazirlanan ¢ adet 6x10° M tablet calisma c¢ozeltisinin DPV  yontemi
kullanilarak elde edilen voltamogramlardan NiM pikinin pik potansiyeli ve pik akimi
degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve yiizde bagil standart sapmalar (Esitlik

4) bes deger lizerinden hesaplandi.
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5.5.6. Geri Kazamim Calismasi

Nimesulid ilag etken maddesinin elektrokimyasal &zellikleri incelenirken
gelistirilen metotlarin dogrulugu i¢cin DPV yontemi kullanilarak geri kazanim c¢alismasi

gergeklestirildi.

Olgiim araligi +0.6 ile +1.4 V potansiyel tarama araliginda gergeklestirildi. Her
dlciim sonrasinda NIM igermeyen pH 5.0 0.1 M FT igerisinde -0.4 ile +1.4 V potansiyel
tarama araliginda ve 100 mV s’ tarama hizinda bes déngiili DV ile elektrodun

ylizeyinin temizlenme islemi gergeklestirildi.

Geri kazanim c¢aligmasini gergeklestirmek icin 8x10° M calisma cozeltisi
kullanildi. Bu amagla, NiIM’in farmasotik dozaj formu olan Nimes® tabletlerinden
hazirlanan ¢ozeltiye saf NIM cozeltisi enjekte edildi. 1x10 M tablet stok ¢ozeltisi ve
1x10* M NiM saf ila¢ etken maddesi c¢ozeltisi kullanildi. 1x10* M tablet stok
¢Ozeltisini hazirlamak i¢in 1x10 M tablet ana stok ¢ozeltisinden 1.0 mL alinip tizeri
metanol ile 10 mL’ye tamamlandi. 1x10* M NiM saf ilag etken maddesi ara stok
¢Ozeltisi 1x 103 M NiM saf ilag etken ana stok ¢ozeltinden 1.0 mL alinip iizeri metanol
ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. 0.3 mL 1x10™ M tablet ara stok ¢ozeltisinden,
0.1 mL 1x10™ M saf ilag etken maddesi ara stok ¢ozeltisinden alinarak tizerine 0.6 mL

metanol ilave edilip pH 5.0 0.1 M FT ile 5.0 mL'ye tamamlandi.

Bu ¢ozeltiden {i¢ adet hazirlanarak DPV yontemiyle voltamogramlari alindi.
Voltamogramlardaki NIM pik akim degerleri okunarak kalibrasyon grafiginden elde
edilen esitlikte yerine kondu ve % geri kazanim degeri hesaplandi. Bes deger {lizerinden

ortalama % geri kazanim, standart sapma ve %BSS (Esitlik 4) degerleri belirlendi.
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6. BULGULAR
6.1. Elektrot Modifikasyonunun Belirlenmesi

Nimesulid ila¢ etken maddesinin elektrokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde
ve yapilacak analiz ¢alismalarinda kullanilacak olan en uygun KPE i¢in grafit tozu ve
mineral yag orani belirlendi. Bu islemi gerceklestirmek i¢in mineral yag orant %15,

%20, %25, %30, %35 ve %40 olacak sekilde karbon pasta elektrotlar hazirlandi.

Bos elektrotun i¢ine hazirlanan karbon pasta sikica dolduruldu ve yilizeybir yagh
kagit iizerinde sekiz cizerek diizeltildi. NIM igin en uygun karbon pasta elektrot grafit
tozu: mineral yag oranim belirleyebilmek amaciyla 1x10° M NIM’in pH 7.0 0.04 M BR
tampon c¢ozelti ortammda DV, DPV ve KDV yontemleri kullanilarak iki tekrarli
olgiimleri alindi. Olgiimler arasinda bes déngiilii DV ile elektrotun yiizey temizligi
gerceklestirildi. DV, DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen voltamogram sonuglarina
gore NIM’in yiikseltgenme yoniindeki en yiiksek pik akim degerleri %25°lik KPE ile
elde edildi. DV, DPV ve KDV ile elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu
goriildii. Bu nedenle Sekil 11°de 1x10° M NiM’in sadece DPV ile elde edilen verilerle
mineral yag yiizdesine kars1 pik akim grafigi gosterildi. NIM icin uygun karbon pasta
bilesimi belirlendikten sonra KPE’un CDKNT ile modifikasyon islemine gegildi.

0.15

0.10

Pik Akiimil/pA
o
b

0.00

0.15 020 025 030 035 040

% Mineral Yag Oran

Sekil 11. 1x10° M NiM’in pH 7.0 0.04 M Britton-Robinson tampon ortami DPV ile
elde edilen mineral yag yiizdesine kars1 pik akimi degerleri.
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Karbon pasta elektrodun CDKNT ile modifikasyonu i¢in %0.2 ve 9%0.5’lik
CDKNT/DMF siispansiyonlar1 kullanildi. %0.2°lik siispansiyondan 2.5 ve 5.0 pL,
%0.5°1ik siispansiyondan 1.0 ve 3.0 uL hacimlerde ayr1 ayri1 olmak iizere karbon pasta
elektrot yiizeyine mikropipet ile damlatildi ve 24 saat oda sicakliginda kurutuldu.
CDKNT’iin damlatma isleminin homojen olmasina ve elektrot yiizeyinin ortasina
damlatilmasina 6zellikle dikkat edildi.

Hazirlanan bu dért farkli modifiye elektrot ile NIM’in yiikseltgenme yoniindeki
pik akim degerlerinin hangi modifikasyonda daha iyi oldugunu belirleyebilmek i¢in
1x10° M NiM’in pH 7.0, 0.04 M BRT igerisindeki ¢ozeltileri ile DV, DPV ve KDV
yontemleri kullanilarak voltamogramlar1 alindi. Bu voltamogramlar sonucunda
%0.2°lik siispansiyondan 2.5 pL damlatarak modifiye ettigimiz KPE ile NiM’in
yiikseltgenme reaksiyonunda en yiiksek pik akim degerine sahip en simetrik pikin elde
edildigi gorildi. DV, DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen sonuglar birbiri ile
uyumlu oldugu i¢in Sekil 12°de sadece DP voltamogramlar1 gosterildi.

Pik Akiml/ pA

O!S | l.IO
Potansiyel / V (Ag/AgCl)
Sekil 12. 1x10° M NIM’in pH 7.0 0.04 M Britton-Robinson tampon ortaminda, (a)

%0.2, 2.5 pL; (b) %0.5, 1 pL; (¢) %0.5, 3 puL ve (d) %0.2, 5 pL
CDKNT/DMF ile modifiye edilmis KPE ile alinan DP voltamogramlari.
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6.2. pH Etkisi

Yapilan elektrokimyasal analizler i¢in NIM etken maddesinin en uygun tampon
ortaminin belirlenebilmesi amaciyla pH taramasi gergeklestirildi. Bu calisma
kapsaminda pH’lar1 3.5, 4.5 ve 5.5 olan 1.0 M AT, pH’lar1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve
9.0 olan 0.04 M BRT ve pH’lar1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0 olan 0.1 M FT ¢ozeltileri
kullanildi.

1x10* M NiIM iceren ¢ozeltilerin DV, DPV ve KDV yontemleri voltamogramlari
alindi. Kullanilan yontemlerle elde edilen sonuglar birbiriyle uyumlu oldugundan bazi
tamponlar igerisindeki Sekil 13’te doniisiimlii voltamogramlar ve Sekil 14’te kare dalga

voltamogramlar gosterildi.

200 +

150

100

50 fus

Akim / pA

0.4 d6 d8 ﬁO ﬁz 1.4
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 13. 1x10* M Nimesulidin déniisiimlii voltamogramlari. 1.0 M AT pH 3.5 (-----),
0.1 M FT pH 4.0 (---) ve pH 5.0 (=), 0.04 M BRT pH 7.0 (———), pH 9.0
(—); 0.1 M FT pH 5.0 (). Tarama hiz1 100 mV s™.
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Akim / pA

0.7 ' 018 ' Of9 ' 1:0 ' lfl ' 112 ' 1.3
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 14. 1x10* M NiM’in KD voltamogramlar1 1.0 M AT pH 3.5 (---), 0.1 M FT pH
5.0 (=), 0.04 M BRT pH 7.0 (---), pH 9.0 (5.

Sekil 13’te NIM’in sadece yiikseltgenme yoniinde pik verdigi indirgenme
yoniinde herhangi bir piki olmadigi goriildii. Dolayisiyla NIM’in yiikseltgenme

reaksiyonunun tersinmez oldugu belirlendi.

Konsantrasyonu 1x10™ M olan NIM’in ¢alisma ¢dzeltilerinin DV, DPV ve KDV
ile elde edilen voltamogramlar1 okunarak pH’ya kars1 pik potansiyeli ve pH’ya kars1 pik
akimi grafikleri ¢izildi. Sekil 15 incelendiginde, pH arttik¢a pik potansiyeli pH 7.0’a
kadar daha negatif degerlere dogru kayd: ancak pH 7.0’dan sonra NiM pik potansiyeli
pH’dan bagimsiz oldu. NIM’in pik potansiyeline karst pH (Ep-pH) grafiginden pH 3.0
ile 7.0 arasinda elde edilen edilen dogrusallik denklemleri Esitlik 5, 6, 7’de
gorilmektedir. AT i¢in pH 5.5’ta ve FT icin pH 3.0’da birlesmis iki pik goriildiigi i¢in
grafiklere bu pH daki NIM’in pik akimi1 ve pik potansiyeli degerleri dahil edilmedi.

Ep(MV)= 1427 - 67.2 pH; r=0.982 (pH 3.0 and 7.0 arasi) (5)
Ep(MV)= 1298 - 64.1 pH; r=0.992 (pH 3.0 and 7.0 arasi) (6)
Ep(MV)= 1401 - 66.7 pH; r=0.991 (pH 3.0 and 7.0 arasi) ©)
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Sekil 15. (A) DV, (B) DPV (C) KDV ile elde edilen 1.0 M AT, 0.1 M FT, 0.04 M BRT
tampon ortamlarindaki 1x10* M NiM’in pH kars1 pik potansiyeli grafikleri.
m: 0.1 MFT, A:0.04 M BRT, ¢:1.0 M AT.

Nimesulidin elektrokimyasal analizinde en uygun tampon ortamini belirlemek i¢in
DV, DPV ve KDV ile elde edilen voltamogramlardan pik akimi degerleri okundu ve
pH’ya kars1 pik akimi degerleri grafige gecirildi. Sekil 16°dan da goriildiigii gibi NIM
icin en yiiksek pik akimi degerini veren en simetrik pikin 0.1 M FT i¢in pH 5.0
ortaminda elde edildigi goriildii. Bundan sonraki caligmalara bu tampon ortaminda

devam edildi.
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Sekil 16. (A) DV, (B) DPV (C) KDV ile elde edilen 1.0 M AT, 0.1 M FT, 0.04 M BRT
tampon ortamlarindaki 1x10* M NIM’in pH kars1 pik akimi grafikleri. m: 0.1
MFT, A:0.04 M BRT, ¢:1.0 M AT.

6.3. Hiz Taramasi

Nimesulid i¢in hiz taramasi yapilarak, yiikseltgenme reaksiyonunun difiizyon
kontrollii ya da adsorpsiyon kontrollii oldugu hakkinda bilgi edinildi. Bu ¢aligmay1
gergeklestirmek i¢in pH 5.0 0.1 M FT ortamindaki 1x10™* M NiM cozeltisi ile +0.5 ile
+1.4 V potansiyel tarama araliginda sirasiyla 200, 150, 100, 75, 50, 25 ve 10 mV st
degisen tarama hizlariyla DV ile tek dongiilii tarama gerceklestirildi (Sekil 17). Hiz
taramas1 caligmas1 li¢ kez tekrarlandi. Elde edilen voltamogramlardan pik akim

1/2

degerleri okundu. Tarama hizinin karekokiine (v=°) karst pik akim degerleri (lp) (Sekil

18A) ve tarama hizinin logoritmasina (log v) karsi pik akim degerlerinin logoritmasi
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(log 1p ) (Sekil 18B) grafige gegirildi ve elde edilen dogrularin egim degerleri
hesaplandi. Bu egim degerlerinden yola ¢ikarak NIM’in yiikseltgenme yoniindeki

reaksiyonunun difiizyon kontrollii oldugu belirlendi.

80 200mV s’
60 -
10mV s
< 404
g
g 20 4
< ]
O _
220 4
lTO 112 1.4

Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 17. Tek dongilii DV yontemi ile yapilan pH 5.0 0.1 M FT igerisindeki 1x10* M
NIM’in hiz taramasi voltamogramlari.

lp (nA) =0.341 v (mV s™) -0.339 (r = 0.991) (8)

log I, (uA) = 0.166 log v (mV s™) + 0.519 (r = 0.991) (9)
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Sekil 18. pH 5.0 0.1 M FT ortamindaki 1x10* M NIM’in DV ile elde edilen (A) tarama
hizinin karekokiine karst pik akimi ve (B) log (tarama hizi)’na karsi1 log (pik
akimi) grafikleri.

6.4. Kalibrasyon Calismasi

Nimesulid ila¢ etken maddesinin kantitatif analizinin yapilabilmesi i¢in uygun
deneysel parametreler belirlendikten sonra DV, DPV ve KDV yontemi kullanilarak
+0.4 ile +1.4 V potansiyel tarama araliginda kalibrasyon caligmasi1 gergeklestirildi.
Ancak, kalibrasyon grafigi i¢in dogrusallik sadece DPV ile elde edilebildi. Bu nedenle
bundan sonraki ¢alismalara sadece DPV ile devam edildi ve bu yontem ile elde edilen
Elde edilen voltamogramlardan NIM piklerinin  akim

sonuclar  verildi.

degerleri)okunarak kalibrasyon grafigine gegirildi.

Kalibrasyon caligmalar1 pH 5.0 0.1 M FT ortaminda 2x107° ile 4x10° M
konsantrasyon aralifinda gergeklestirildi. Sekil 19A°da DPV yoéntemi igin NIM
konsantrasyonundaki artis ile pik akimimin degisimi goriilmektedir. Elde edilen DP
voltamogramlarindaki NIM pik akim degerleri okunarak NIM konsantrasyonuna kars1
grafige gecirildi ve dogrusalligin goriildiigii konsantrasyon araligi 6x10%-1x10° M
olarak belirlendi. Cizilen dogrusal kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler Tablo

1°de gosterildi.
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Sekil 19. pH 5.0 olan 0.1 M FT ortaminda, (A) (a) 10.0, (b) 8.0, (c) 6.0, (d) 4.0, (e) 1.0
ve (f) 0.4 uM NiM igin DP voltamogramlari (B) 6x10®-1x10" M araligindaki
akim-konsantrasyon grafigi.

Tablo 1. Modifiye elektrot kullamlarak NIM’in DPV yéntemi ile elde edilen
kalibrasyon verileri

DPV
Pik Potansiyeli (mV) 1000
Dogrusallik Araligi (uM) 6x102-10
Egim (pA pM™) 0.8905 + 0.0030
Kesim Noktasi (LA) 0.1008 £ 0.0147
Korelasyon Katsayisi, r 0.9911
Teshis Sinirt, TS (uM)* 1.07x10°
Tayin Alt Siir, TAS (uM)* 3.24x107®

*Ucg deger iizerinden hesaplandi.

6.5. Tekrar Edilebilirlik Calismasi

Nimesulid i¢in gelistirilen DPV’nin kesinligi kanitlamak amaciyla 8x10° M
NiM iceren pH 5.0 0.1 M FT ortamindaki ii¢ farkli ¢alisma ¢ozeltisi icin giin ici ve
giinler aras1 olmak tiizere tekrar edilebilirlik ¢aligmasi yapildi. Elde edilen bes deger
tizerinden pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin ortalama, standart sapma ve %BSS

degerleri hesaplandi (Tablo 2).
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Tablo 2. Modifiye elektrot kullanilarak NIM’in DPV yéntemi ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

DPV (8x10° M)
Giin I¢i Giinler Arasi
1006 1006
1003 995
Veriler (mV) 995 999
1002 999
Pik Potansiyeli
999 1004
Ortalama (mV) 1001 1002
Standart Sapma 2.04 2.63
% BSS* 0.204 0.263
0.5978 0.5978
0.6050 0.5977
Veriler (uA) 0.5977 0.5978
_ 0.6030 0.598
0.5978 0.5858
Ortalama (nA) 0.6003 0.5952
Standart Sapma 0.0034 0.0051
% BSS* 0.574 0.8620

*Ylizde bagil standart sapma
Hesaplamalar bes deger iizerinden yapildi.

6.6. Tablet ve Geri Kazanim Calismasi

Nimesulid ilag etken maddesinin tablet ve geri kazanim c¢alismalarinin
gerceklestirilmesi icin NIM’in farmasotik dozaj formu kullanildi ve DPV yéntemi ile
¢ok duvarli karbon nanotliip modifiyeli karbon pasta elektrot kullanilip ydntemin

dogrulugu arastirildi.

Tablet ¢alismasini gergeklestirebilmek i¢in pH 5.0 0.1 M FT ortaminda 8x10° M
NIM ¢ozeltisi (ii¢ adet) hazirlandi. NIM’in DP voltamogramlardan pik akim degerleri
okundu ve kalibrasyon calismasinda elde edilen grafigin dogrusal esitliginden
yararlanilarak NIM’in pik akim degerlerine karsilik gelen NIM miktarlar1 hesapland.
Bes deger iizerinden ortalama NIM miktari, standart sapma ve %BSS elde edildi. Pik
akim degerlerinden elde edilen ortalama NIM miktari, farmasétik formunda belirtilen

NIM miktari ile karsilastirild1 (Tablo 3).
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Tablo 3. Modifiye elektrot kullanilarak NIM’in DPV yontemi ile elde edilen tablet

verileri
DPV
Beyan Edilen NIM Miktar1 (mg) 100
100.47
100.84
Tablet Bulunan NIM Miktari 100.09
100.25
100.41
Ortalama Bulunan NiM Miktar1 (mg) 100.41
Standart Sapma 0.28
% BSS* 0.28
% BH -0.41

*Hesaplamalar bes deger iizerinden yapildi.

Geri kazanim ¢alismast icin 1x10™ M tablet stok ¢dzeltisi ve 1x10™ M NiM saf
ilag etken maddesi ¢ozeltisi kullanild1 ve tablet ¢ozeltisine saf NIM ¢ozeltisi ilave edilip
8x10° M calisma ¢ozeltisi (li¢ adet) hazirlandi. Bu ¢6zelti kullanilarak DPV yontemiyle
NIM c¢ozeltilerinin voltamogramlar1 alindi. Elde edilen voltamogramlardan bes adet
NiM pik akim degerlerinden %BSS ve % geri kazanim degerleri hesapland (Tablo 4).

Tablo 4. Modifiye elektrot kullanilarak NIM’in DPV yéntemi ile elde edilen geri
kazanim verileri

DPV
[lave Edilen NIM Miktar1 (mg) 33.33
34.52
32.61
Bulunan NIM Miktar1 (mg) 33.83
34.33
35.66
Ortalama Bulunan NIM Miktar1 (mg) 34.16
Ortalama Geri Kazanim (%) 100.65
Standart Sapma 0.82
% BSS* 0.82
% BH -3.51

*Hesaplamalar bes deger tlizerinden yapildi.
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7. TARTISMA ve SONUC
7.1. Elektrot Modifikasyonunun Belirlenmesi

Nimesulid ila¢ etken maddesinin elektrokimyasal analizini ger¢eklestirmek i¢in en
etken karbon pasta bilesimi belirlendi. Bunun i¢in alti farkli karbon pasta bilesimi
hazirland1 ve NIM’in yiikseltgenme yniindeki en yiiksek pik akim degeri %25 mineral
yag orani ve %75 grafit tozu oraninda kullanilarak hazirlanan KPE’tan elde edildi.

Dolayisiyla ¢caligmalara bundan sonra bu elektrot ile devam edildi.

Hazirlanan %25’°lik KPE un modifikasyonu i¢gin CDKNT kullanildi. CDKNT’{in
DMF i¢inde 9%0.2 ve 9%0.5’lik siispansiyonlar1 hazirlandi ve CDKNT/DMF
siispansiyonlarindan %0.2’den 2.5 ve 5.0 pL ve %0.5’ten 1.0 ve 3.0 uL KPE
elektrotyiizeyine damlatildi. Her modifikasyon sonrasinda DV, DPV ve KDV ile 1x10
M NIM’in voltamogramlari alindi. Voltamogramlar incelendiginde en yiiksek pik
akimina sahip en simetrik pikin %0.2’lik siispansiyondan 2.5 pL. damlatilarak modifiye
edilen KPE ile elde edildigi gozlendi. Dolayisiyla ¢alismaya bu modifikasyon ile devam
edildi.

7.2. pH EtkKisi

Nimesulidin  elektrokimyasal  analizi  ig¢in  yiikseltgenme  reaksiyon
karakterizasyonunun ve en uygun tampon calisma ortaminin belirlenmesi i¢in pH
taramasi ¢alismasi yapildi. Sekil 13°de goriildiigii iizere NIM’in sadece yiikseltgenme
yoniinde pik verdigi, indirgenme yoniinde herhangi bir pik vermedigi belirlendi.
Dolayisiyla NIM’in yiikseltgenme yoniindeki reaksiyonunun tersinmez oldugu

sonucuna varildi.

Nimesulidin pH 3.0 ile 9.0 arasinda farkli tampon ¢6zelti ortaminda hazirlanan
calisma cozeltilerinin DV, DPV ve KDV yontemleri ile voltamogramlar1 alindi. Bu
voltamogramlardan yararlanilarak ¢izilen pH’a kars1 pik potansiyeli grafiklerinde (Sekil
15) pH arttikca pik potansiyelinin pH 7.0’a kadar negatif degerlere kaydigi, pH 7.0’den
sonra pik potansiyelinin pH’dan bagimsiz oldugu goriildii. Bu durum yiikseltgenmeden
sorumlu elektroaktif grubun (metilsiilfanamid grubu) asit-baz dengesinin pK,; 7.0
civarinda oldugunu gostermektedir ve bu deger literatiirdeki NIM’in pK, 6.5 degeriyle
uyumludur (41). Tamponun pH degeri NIM’in pK, degerinden biiyiik oldugunda olusan
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konjuge baz baskin durumdadir ve boylece daha fazla konjuge baz olusamaz ve

yiikseltgenme potansiyeli pH’dan bagimsiz olur.

Nimesulidin pH’ya kars1 pik potansiyeli grafiklerinde pH 3.0-7.0 araligindaki
dogrularin egim degerleri -64.1, -66.7 ve -67.2 olarak hesaplanmistir. Bu degerler Nerst
esitligindeki -59.0 mV/pH degerine olduk¢a yakin oldugundan NIM’in yiikseltgenme

reaksiyonunda esit sayida elektron ve proton yer almaktadir (44, 45).

NIM’in farkli tampon ortamlarinda yapilan pH taramasi sonucunda elde edilen
voltamogramlardan en yiiksek pik akimini veren en simetrik pik pH 5.0 0.1 M FT
ortaminda elde edildi (Sekil 15,16). Bundan sonraki tiim deneysel calismalar bu
ortamda gergeklestirildi.

7.3. Hiz Taramasi

Yapilan deneysel calismalarda reaksiyonun difiizyon ya da adsorpsiyon kontrollii
oldugunu belirlemek amaciyla hiz taramasi yapildi. Bu ¢alismayi gergeklestirmek igin
1x10* M NiM’in pH 5.0 0.1 M FT tamponu ortamuindaki ¢ozelti kullamilarak sirasiyla
200 ile 10 mV s arasinda degisen tarama hizlarinda DV ile tek dongilii tarama
gerceklestirildi. Nimesulidin yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii mii
diftizyon kontrollii mii oldugunun tespiti icin Sekil 17°da goriilen dongiilii
voltamogramlarin pik akim degerleri okundu. Tarama hizinin karekokiine (mV s )
kars1 pik akimi (Sekil 18A) ve log (tarama hizi)’na karsi pik log (pik akim) degerleri
(Sekil 18B) grafige gegirildi. Elde edilen grafiklerin egim degerlerinin 0.5’ten kiigiik

olmasi da NIM reaksiyonunun difiizyon kontrollii oldugunu gosterdi (46).
7.4. Kalibrasyon Calismasi

Nimesulidin elektrokimyasal tayininin yapilabilmesi ig¢in uygun deneysel
parametreler belirlendikten sonra DV, DPV ve KDV yontemleri kullanilarak +0.4 ile
+1.4 V potansiyel tarama araliginda kalibrasyon ¢alismas1 yapildi. Kalibrasyon grafigi
icin dogrusallik DPV yontemi ile elde edilebilmesine ragmen, DV ve KDV ile elde
edilen sonuglarda dogrusallik gozlenmedi. Bu nedenle bundan sonra gergeklestirilecek
calismalara DPV yontemi ile devam edildi. Elde edilen voltamogramlardan NiM
piklerinin akim degerleri okunarak kalibrasyon grafigi ¢izildi ve bu yontem ile elde

edilen sonuclar Sekil 19°de verildi.
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Nimesulid ila¢ etken maddesinin DPV yontemi ile elde edilen kalibrasyon

grafiginin dogrusallik araligiin 6x10®-1x10®° M (r=0.992) oldugu belirlendi (Tablo 1).

Elde edilen kalibrasyon verileri literatiirdeki NIM’in diger elektrokimyasal
calisma sonuglar1 ile karsilastirildi. Tablo 5’deki dogrusallik araligi ve teshis siniri
degerleri bakimindan incelendiginde bu g¢alismada kullanilan modifiye elektrot ve

yontem ile daha hassas ve duyarli sonuglar elde edildigi gozlendi.

Tablo 5. Modifiye elektrot ile elde edilmis kalibrasyon verilerinin literatiirdeki verilerle

karsilastirilmasi
Caligma Teshis
Elektrot Metod Araligi Siniri Kaynak
(LM) (uM)
Sisteik Asit/KNT ile Modifye Edilmis Cams1 Karbon DRV 0.1-10 5 0x10 (47)
Elektrot
Baryum ile Dop Edilmis Cinko Oksit NPs ile 3
Modifiye Edilmis Camsi Karbon Elektrot DPV Y 1.80 <10 (48)
Altin Elektrot DPV 0.2-1.2 1.10 x 10°  (49)

Cok Duvarli Karbon Nanotiip ile Modifiye Edilmis

-3
Karbon Pasta Elektrot DPV LR 10 Tez

7.5. Tekrar Edilebilirlik Calismasi

Nimesulid i¢in gelistirilen DPV yonteminin kesinligini kanitlamak amaciyla giin
ici ve glinler aras1 olmak iizere tekrar edilebilirlik ¢alismasi yapildi. Calisma ¢ozeltisi
olarak ii¢ adet 8x10° M NIM ¢ozeltisi kullamldi ve bes deger iizerinden pik
potansiyellerinin giin i¢i ve gilinler aras1 %BSS degerleri sirasiyla %0.204 ve %0.263,
pik akimlarmin giin i¢i ve giinler aras1 %BSS degerleri sirasiyla %0.574 ve %0.862
olarak belirlendi. Bu veriler dogrultusunda DPV yonteminin kesinliginin iyi oldugu

gozlendi.
7.6. Tablet ve Geri Kazanmim Calismasi

Nimesulid ilag etken maddesinin DPV yontemi kullanilarak elektrokimyasal
analizi i¢in yapilan ¢alismalarin dogrulugunun ve kesinliginin belirlenmesi i¢in tablet ve

geri kazanim ¢alismalar1 gerceklestirildi.
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Yapilan ¢aligmalar ile NIM’in farmasétik dozaj formu olan Nimes® igerisindeki
etken madde haricindeki yardimci maddelerin NIM’in elektrokimyasal analizinde
herhangi bir etkisinin olup olmadigina bakildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda tablet
igerisinde bulunan NiIM miktariyla, DPV yontemiyle yapilan tablet ¢alismasi1 sonucunda
elde edilen NIM miktarinin birbirine yakin oldugu belirlendi ve ortalama %BSS
degerleri %0.28 olarak hesaplandu.

Geri kazanim calismast icin tablet ¢ozeltisi iizerine saf NIM etken madde ilave
edilerek hazirlanan ¢ozeltilerin DPV ile elde edilen voltamogramlardan hesaplanan
NIM miktar1 % gerikazanim icin %BSS’s1 %0.82 olarak belirlendi.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez calismasinda, NIM’in elektrokimyasal analizi CDKNT ile modifiye
edilmis KPE kullanilarak DV, KDV ve DPV ile yapildi. Oncelikli olarak karbon pasta
elektrot i¢in grafit tozu ve mineral yag oran1 NIM’in yiikseltgenme yoniindeki pik akim
degerlerine gore belirlendi. Daha sonra yine NIM’in cevabma gére KPE’un
modifikasyonu i¢cin CDKNT miktar1 belirlendi. Daha sonra ¢ok duvarli karbon nanotiip
ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot ile NIM’in elektrokimyasal analizi DV, DPV,
KDV yontemleri ile yapildi.

pH 3.0-9.0 araliginda hazirlanan tampon ¢ozeltileri kullanilarak DV ile yapilan
tarama sonucunda NIM igin en uygun tampon ortammin pH 5.0 0.1 M FT oldugu
belirlendi. Daha sonra yapilan hiz taramasi calismasi ile NIM’in yiikseltgenme

reaksiyonunun difiizyon kontrollii ve tersinmez oldugu goriildii.

Nimesulidin elektrokimyasal yontemlerle miktar tayini i¢in, pH 5.0 0.1 M FT
farkli konsantrasyonlardaki NIM ¢ozeltilerinin DV, DPV ve KDV yéntemleri ile
kalibrasyon calismas1 gerceklestirildi. Fakat sadece DPV yontemiyle dogrusal bir
kalibrasyon egrisi elde edildi. DPV ile elde edilen kalibrasyon grafiginden dogrusal
calisma araligi, teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 belirlendi. Nimesulidin literatiirdeki
voltametrik  yontemlerle yapilan miktar tayini ¢alismalarinin  sonuglariyla
karsilastirildiginda, bu ¢alismada kullanilan modifiye elektrot ve yontem ile daha genis
calisma araligi ve daha diisiik teshis sinirina inildigi ve dolayisiyla daha hassas ve

duyarli sonuglar elde edildigi goriildii.

Ayrica NIM’in pH 5.0 0.1 M FT ortaminda igin giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi yapildi. Bu ¢alismalar sonucunda elde edilen diisiik %BSS

verileri ile iyi bir kesinlik elde edilmis oldu.

Nimesulid ila¢ etken maddesinin farmasotik dozaj formlarindan siizme ve ayirma
islemi uygulanmadan yapilan tablet ve geri kazanim g¢aligmalarinin sonucunda elde
edilen verilerin farmasotik formda belirtilen miktarla uyum gésterdigi belirlendi. Bu
sonuglar dogrultusunda yapilan caligmalarin yliksek dogruluga ve hassasiyete sahip
oldugu gozlendi. Sonug olarak hizli, ekonomik ve literatiirdeki yontemlere gore tercih

edilebilecek daha duyarli bir yontem gelistirildi ve literatiire katkida bulunuldu.
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