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OZET

ERIOCHROME BLACK T MODIFIYE KALEM GRAFIT ELEKTROT
ILE VOLTAMMETRIK ATORVASTATIN TAYINI
YUKSEK LiSANS TEZi
AYSEL ERDINC
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NURi NAKiBOGLU)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2019

Bu ¢alismada poli Eriochrome Black T modifiye Kalem Grafit Elektrodu
(PEBT/PGE) ile ilag tabletlerinde Atorvastatin (ATOR) tayini i¢in yeni bir
voltammetrik yontemin ¢alisma kosullar1 incelenmistir. Hazirlanan EBT/PGE
elektrodu ve yalin PGE elektrodunun KsFe(CN)s c¢ozeltisindeki dongiisel
voltammetrik  davramiglari, ATOR  ¢ozeltisindeki  differansiyel — puls
voltammogramlar1 ve SEM goriintiileri karsilastirilarak karakterize edilmistir.
Farkli tarama hizlarinda KsFe(CN)s ¢ozeltisindeki dongiisel voltammogramlar
alinarak ¢izilen lp - VY2 grafiginden elektrot alam 1,037 + 0,019 olarak
hesaplanmustir. Ayrica 1x10* M ATOR ¢bzeltisinin 0,04 M BR tamponlu (pH
= 5) ortamda farkli tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlar1 alinarak
cizilen Ip- V, lp- VY2 ve log Ip- logV grafiklerinden ATOR’un EBT/PGE
elektrottaki  yiikseltgenme tepkimesinin  diffiizyon  kontrollii  oldugu
anlasilmistir. Buna ek olarak Ep - V, Ep - logV grafiklerinden yararlanarak
ATOR’un formal potansiyeli 1,0453 V, elektrot tepkimesinde aktarilan elektron
sayis1 2 ve tepkimenin heterojen hiz sabiti 865 s olarak hesaplanmistir.
Yontemin dogrusal araligi1 4x10° M - 2,5x10* M, kalibrasyon grafiginin dogru
denklemi Ip (uA) = 0,0133 ( £ 7,44x10* ) Cator + 0,0538 ( = 0,062 ) ve
varyasyon katsay1s1, R2, 0,9961 olarak bulunmustur. Yéntemin dedeksiyon limiti
ve tayin sinir1 8x10° M ATOR derisimi igin elde edilen pik akimlarinin standart
sapmasi (N = 5) esas alinarak (3s ve 10s) sirastyla 2x10° M ve 6,7x10° M olarak
hesaplanmistir.  Yontem piyasada bulunan tabletlerde ATOR tayini igin
uygulanmis yiizde gerceklik (%GQG), ylizde bias ve yiizde bagil standart sapma
sirastyla %96.8, %3.2 ve %2.58 olarak bulunmustur. Ayrica bu tablet iizerine
standart ATOR ¢ozeltisinden eklenen 6rneklerdeki geri kazanimlar % 107 ve %
104 olarak belirlenmistir. Yontemin tabletlerde ATOR tayini i¢in camsi1 karbon
ve civa esasli elektrotlara gore daha basit ve ucuz olmasi yaninda ve dogru sonug
da verdigi gozlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Atorvastatin, EBT, kalem grafit elektrot,
diferansiyel puls voltammetrisi, modifiye elektrot.



ABSTRACT

VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF ATORVASTATIN
WITH ERIOCHROME BLACK T MODIFIED
PENCIL GRAPHITE ELECTRODE
MSC THESIS
AYSEL ERDINC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NURi NAKIiBOGLU )
BALIKESIR, JUNE 2019

In this study, the working conditions of a new voltammetric method for
determination of Atorvastatin (ATOR) in drug tablets with poly Eriochrome
Black T modified Pencil Graphite Electrode (pEBT / PGE) were investigated.
The cyclic voltammetric behaviors of the prepared EBT / PGE electrode and
bare PGE electrode in KsFe(CN)e solution were characterized by comparing the
differential pulse voltammograms and SEM images in the ATOR solution. The
electrode area was calculated as 1,037 + 0,019 from the I,- V2 graph drawn by
taking cyclic voltammograms in KsFe(CN)s solution at different scanning rates.
In addition, cyclic voltammograms for different scanning rates were also
recorded in 1x10* M ATOR solution in the presence of 0.04 M BR buffered (pH
= 5). l- V, l,- V¥2 and log lp- logV graphs were drawn and the electrode
oxidation reaction of ATOR at EBT / PGE was found to be diffusion controlled.
In addition, using the Ep - V and Ep - logV graphs, the formal potential of ATOR
was calculated as 1,0453 V, and the number of electrons transferred and the
heterogeneous rate constant of the reaction were calculated as 2 and 865 s,
respectively. The linear range of the method was 4x10® M — 2,5x10* M, and
equation of the calibration graph was Ip (uA) = 0,0133 (= 7,44x10*) CaTor +
0,0538 ( £ 0,062 ) (R*= 0.9961). The detection limit and the limit of
quantification of the method based on the standard deviation (N = 5) of the peak
currents obtained for the concentration of 8x10° M ATOR were calculated as
2x10° M and 6,7x10° M, respectively,. The trueness (% T), bias and relative
standard deviation of the method were found to be 96.8%, 3.2% and 2.58%,
respectively. In addition, the recoveries obtained from two samples spiked with
the standard ATOR solution were determined as 107% and 104%. It was
observed that the method was simpler and cheaper than the glassy carbon and
mercury based electrodes for the determination of ATOR in the tablets as well
as giving the good accuracy.

KEYWORDS: Atorvastatin, EBT, pencil graphite elektrode, differantial pulse
voltammetry, modified electrode.
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1. GIRIS

1.1 Statin

Statinler 1976’da Endo ve meslektaslar1 tarafindan, bir kiif mantar1 olan
‘Penicillium citrinium’dan izole edilerek kolesterol sentezi inhibitorii olarak
tamimlanmistir. Daha sonra Alberts ve arkadaslari tarafindan (1980), Aspergillus
terreus’dan elden edilen ve insanda kullanimi uygun goriilen ilk statin olan lovastatini

elde etmislerdir [1,2].

Lovastatin elde edilisinden ve Birlesik devletler yiyecek ve ilag kurulu (FDA)
kabul edilmesinden giiniimiize kadar ihtiyaca ve yan etkilerini gére 7 statin daha
gelistirilmistir. Bunlardan fungal kaynakli friinler: lovastatin, simvastatin,
pravastatin ve tamamen sentetik yolla elde edilenler: atorvastatin, rosuvastatin,
fluvastatin, cerivastatin, pitavastatindir. Bu statin grubu ilaglar, HMG-CoA rediiktaz
inhibasyonu yaparak hiperlipidemi tedavisinde kullanilirlar ve son 30 yildir en sik

regete edilen ilag gruplarindandir [2,3].

Statin ¢esitlerinin kendi aralarinda karaciger metabolizmasi, fizikokimyasal
ozellikleri, elde edilisi, spesifik aktivite, etkinlik dereceleri ve muhtemel yan etkileri
bakimindan farkliliklar1 vardir. Atorvastatin ve rosuvastatin aralarinda en etkin
olanlaridir ve tayin yontemleri ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmada
atorvastatinin voltammetrik tayini ile ilgili yontem gelistirilmesi ve miktar tayini

yapilmast amaglandi [3,4].

1.1.1 Atorvastatin

Atorvastatin viicutta bir tiir yag olan kolesterolun iiretilmesini engelleyen
statin ailesinden sentetik bir ilagtir. Atorvastatin, kolesteroliin iiretilmesinde 6nemli

rol oynayan mevalonoik asidin iiretimini katalizleyen 3 - hidroksi - 3 metilglutaril



CoA (HMG - CoA) enzimini inhibe ederek kandaki kolesteroliin diigliriilmesi

gorevini goriir ve bu sebeple HMG — CoA rediiktaz inhibitorii olarak da bilinir [5,6].

Ailesel (heterozigot), ailesel olmayan birincil hiperkolesterolemi ve nadir
rastlanan ailesel homozigot hiperkolesterolemi hastalarinda yiikselen toplam
kolesterol ve LDL kolesterolii diisiirme amaciyla kullanilir. Bu hastalarda kalp krizi,

felg ve kalp hastalig1 risklerini azaltilmak i¢in diyet ile birlikte kullanilir.

Atorvastatin, yaklasik 15 giin boyunca giinliik 40 mg alinan hastalarda total
kolestrolii %34, diisiik dansiteli lipoprotein kolesterolii (LDL) %48 oraninda
diistirdiigii gézlemlenmistir [5].

1.1.2 Atorvastatinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

ATOR’un kimyasal formiilii CasHzsFN2Os, molekiil agirligt 558,64
g/mol’diir. Atorvastatin kalsiyum halinde bulunur ve ATORCa kimyasal formiilii
CesHesCaF2N4O10 molekiil agirligr 1154,45 g/mol’diir. ATOR ve ATORCa’nin
molekiil yapis1 Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de verilmistir.

Atorvastatin oral alindiginda oldukga hizli adsorbe olur. Kan proteinlerinde
1 - 2 saat icinde maksimum zirve emilimine ulasir ve yaklasik %98 oraninda
baglanmis olur. Kolesterol sentezi aksam vakti daha fazla oldugu i¢in, atorvastatinin
o saatlerde kullaniminda kolesterolii yaklasik %30 oraninda daha fazla diisiis

gosterdigi bilinmektedir.

Atorvastatinin yarilanma omrii yaklasik 15 saattir. Atorvastatin pH 4 ve daha
diisiik pH’da olan sulu ¢ozeltiler icinde ¢oziinmez, distile su ile hazirlanmis pH 7
civar fosfat tamponunda, asetonitril ve etanol i¢inde ¢cok az ¢oziiniir. Atorvastatin

metanolde tamamen ¢6ziinme gosterir [5].



Sekil 1.1: Atorvastatinin molekiil yapisi.

Sekil 1.2: Atorvastatin kalsiyumun molekiil yapisi.



1.2 Elektrokimyasal Teknikler

Elektrokimya, anot ve katot bulunan bir hiicre sisteminin, elektrik enerjisi
iireten veya harcayan redoks (indirgenme-yiikseltgenme) reaksiyonlarini inceler.
Elektrokimyasal tekniklerde, elektrot - ¢ozelti sistemine elektriksel bir etki uygula-
narak sistemin verdigi cevap olgiiliir ve bu cevap sistemin 6zelligi hakkinda bilgi

Verir.

Bu teknikler, analizi yapilan elementin yiikseltgenme basamagina 6zgi
yapilabilir. Diger analitik yoOntemlere bakildiginda elementin toplam derigim
saptanabilirken, elektroanalitik tekniklerde o elementin 6rnegin seryum elementinin
toplam derigimi yerine seryum (l1I) ve seryum (IV) tiirlerinin belirlenmesini de

saglar.

Biitiin elektrokimyasal tekniklerde potansiyel, akim ve zaman parametreleri
bulunur. Bu parametreler elektrokimyasal teknigin adini belirler. Ornegin
voltametride potansiyel-akim, kronoamperometride zaman-akim parametreleri
incelenir [7,8,9].

Elektrokimyasal Tekniklerin Kullanim Alanlari

o Kantitatif analiz

o Kalitatif analiz

e Elektrot reaksiyonlarinin mekanizmalarinin belirlenmesi

e Elektrokimyasal ve kimyasal reaksiyonlarin  kinetiklerinin
incelenmesi

e Adsorpsiyon olaylarin incelenmesi

e Standart indirgenme potansiyellerin belirlenmesi

e Denge sabitlerinin bulunmasi

e Diflizyon katsayisinin bulunmasi [7]



Elektrokimyasal Tekniklerin Avantajlar:

e Ucuz olmasit

e Segici olmasi

e (Cok az numune ile calisilabilmesi

e Alt tayin sinirinin diisiik olmasi (LOD)
e Dogrusallik araliginin genis olmasi

e Cok farkli elektrotlarla ¢alisilabilmesi [7]

Elektroanalitik Teknikler

Statik Telenikler (1=0) Dinamik Teknilder (i=0)
Potansiyometri

Iyon Secici Elektrotlar

Potansivometrik Titrasvonlar

Potansivel Kontrollii Akim Kontrolli Yiik Kontrolli
Telmlkler Tekmkler Telnikler
Kronopotansiyometri

Kulometrik Titrasyonlar

Kronoamperometri Potansivel Valtametri

Kronokulometri Kontrollii
Kulometn
Hidrodmnamik Voltametr Puls Voltamerisi Sabit Elektrot Voltametrisi
a) Cozeltinin Kanstinnldig Dogrusal Taramal: Volt. (LSV)
Voltametri Déniisiimli Volt. (CV)
b) Dénen Disk Elekorot
Voltametrisi

Sekil 1.3: Elektrokimyasal tekniklerin siniflandirmasi [7].



1.2.1 Voltammetri

Voltammetri, kelime anlamina bakildiginda volt, amper ve 6l¢iim anlamina
gelen metri kelimelerinden gelmekte ve kisaca potansiyel uygulanip akimin
Olctldiigii teknigin genel adidir, 6l¢timden elde edilen akim - potansiyel egrilerine de

voltammogram ad1 verilmektedir.

Voltammetrik 6lgiimler referans, karsit ve ¢alisma elektrodunun oldugu ti¢li
elektrot sisteminde gergeklestirilir. Bu 6l¢timlerde referans (polarlanmayan) ile
calisma (polarlanabilen) elektrodu arasinda pozitif (anodik) veya negatif (katodik)
yonde potansiyel uygulanarak, ¢alisma ve karsit elektrot arasindaki akim o6l¢iiliir.
Calisma elektrodu iizerinde yiikseltgenme ile olusan akima anodik akim, indirgenme

ile olusan akima katodik akim adi1 verilir.

Voltammetride amaca bagl olarak ¢esitli tiirde elektrot segimi yapilabilir GC,
Pt, Au, HMDE ve MFE en c¢ok tercih edilen ¢alisma elektrotlaridir. Calisma
elektrodu olarak civa damla elektrodunun kullanildigi voltammetrik teknigi

polarografi, bu teknikten elde edilen egrilere de polarogram adi verilir [7,10].

Olgiimler sirasinda potansiyeli sabit kalan elektrot referans elektrottur, bu
elektrot polarizlenmeyen elektrot olarak da bilinir. Bu elektrot potansiyel
degisimlerinden minimum etkilenir ve diger elektrotlara kiyasla karsilagtirma gorevi
goriir. Ideal bir referans elektrot tersinir olmali ve Nernst esitligine uymalidir ayrica
potansiyeli zaman, sicaklik ve hiicreden az miktarda akim gegmesi ile
etkilenmemelidir. En yaygin kullanilanlari; Ag/Ag", Ag/AgCl, SHE ve SCE referans
elektrotlaridir. Genellikle soymetallerden secilen ticiincii elektrot karsit (yardimer)
elektrottur, potansiyeli 6l¢iilmez ve bilinmez. Gorevi ise akimin pilden gegmesini

saglamaktir [7].

Voltammetri ile metal iyonlarinin (Pd, Cd, Cu vb.), anyonlarin (CI, CN", F
vb.), baz1 organik ve inorganik bilesiklerin analizi yapilmaktadir. Voltammetri;
element analizi, kompleks olusumu, hidroliz, ¢6ziiniirliik, adsorbsiyon, kimyasal
reaksiyonlarin stokiyometrik ve kinetik incelemelerinde ve ilag tayinleri gibi

alanlarda kullanilmaktadir [10].
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Sekil 1.5: Calismalarda kullanilan hiicre ve tglii elektrot sistemi.



1.2.2 Voltammetride Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Voltammetrik 6l¢timler, ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda
yapilir ve bu polarizasyonun saglanmasi i¢in elektrot alani birka¢ milimetre kare olan
mikro elektrotlar kullanilir. Bir ¢alisma elektrodu; iletken olmali, ¢alisilan potansiyel
araliginda inert olmali, negatif potansiyel aralig1 yiiksek olmali, istenilen geometrik

sekil kolaylikla verilebilir ve kolay islenebilir olmalidir.

Calisma elektrotlari; civa kokenli elektrotlar, kati elektrotlar ve modifiye

elektrotlar olarak siniflandirilir [7,11].
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Sekil 1.6: Voltammetrik ¢aligma elektrotlarin siniflandirilmasi [12].
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1.2.2.1 Civa Kokenli Elektrotlar

Bu tip elektrotlarin damlayan civa elektrodu, asili civa damla elektrodu,

durgun civa damla elektrodu ve civa film elektrodu gibi ¢esitleri vardir.

Damlayan civa damla elektrodunda (DME) akis hizlarinin, elektrodun oldugu
hazne yiiksekliginin yer ¢ekim ile ayarlanmasi ya da manyetik etkiyle kontrol edilen
bir igne tarafindan mekanik olarak ayarlanmasiyla, civa haznesinden siirekli olarak

civa damlatilan elektrot ¢esididir.

Asili civa damla elektrodu (HMDE), civa haznesine bagli kapilerden akan
civa damlasinin ucuna bir igne ya da vida diizenegi yardimiyla asili durmasi ile olur.
Bu yOntemin avantaji, tim voltammogram Ol¢limleri tek bir civa damlasiyla
yapildigindan Onceki islemler sirasinda adsorblanan tiirlerden ve diger elektrot

kirliliklerinden uzak olmasidir.

Durgun civa damla elektrodu (SDME), civa haznesine bagli kapilerden akan
civa damlasmin ucuna bir igne ya da vida diizenegi yardimiyla belli bir siire asili

durmasi ile olur. Olgiimler, her damlanin durgun olarak durdugu anda alinr.

Civa film elektrodu (MFE), inert bir madde tlizerine (grafit, camsi karbon,
platin, altin vb.) yaklagik 1-100 um kalinliginda civa filmi kaplanmasi ile elde edilir.
Bu kaplama elektrokimyasal olarak ve amalgam yoluyla elde edilerek iki sekilde

yapilir [10].
Cwa kokenli elektrotlar;

e FElektrodun negatif potansiyel araliklarinda kullanilabilmesi

e Siirekli olarak yeni bir civa yiizeyi olusturulabildigi icin diger
islemlerden gelen safsizliklarin civadan uzaklastirilabilmesi

e Siirekli civa damlasi olusturulabildigi i¢in tekrarlanabilir akimlar elde
edilmesi ve genis potansiyel araliginda Ol¢iim alinabilmesi gibi
avantajlart vardir. Ancak civa Kkolay yikseltgendiginden anodik
simirin kii¢iik olmasi ve insan sagligina civanin etkilerinden dolay1

dezavantajlar1 vardir [10].



1.2.2.2 Kati1 Elektrotlar

Kat1 elektrot ¢esitleri genel olarak; metalden olusan elektrotlar (platin, altin
vb.), karbon bazli elektrotlar (grafit, camsi karbon, karbon pasta vb.) ve giimiis nikel

gibi elektrotlar olarak siniflandirilabilir.

Platin ve altin elektrotlar yiliksek saflikta metallerden yapilir ve bu elektrotlar
dogrudan ya da kimyasal modifiye islemleri uygulanarak kullanilabilir. Bu
elekrotlarda mekanik parlatma ve belli potansiyel araliklarinda potansiyel taramasi

yontemleri kullanilir.

Karbon bazli elektrotlar, kat1 elekrotlarda en ¢ok tercih edilen elektrotlardir.
Bu elektrotlar, civa kokenli elektrotlarin aksine genis bir anodik potansiyel araligina
sahiptirler bunun yaninda diisiik elektriksel dirence, diisiik zemin akima,
tekrarlanabilir yiizey yapisi, kolay iiretim ve diisiik maliyet gibi avantajlar1 bulunur.
Bu elektrotlarin  kullaniminda tekrarlanabilir sonuglarin dogru bir sekilde
alinabilmesi i¢in yiizey parlatma ve 6n islemlerin dogru bir sekilde uygulanmasi
gerekir ayrica elektrokimyasal ya da termal ylizey prosediirleri uygulanarak bu
elektrotlar1 aktivite etmek gerekir. Metal elektrotlara gore elektron transfer hizlar
yavastir. En ¢ok kullanilan karbon elektrotlar; grafit, camsi1 karbon, ags1 vitroz

karbon, karbon pasta, karbon fiber ve karbon filmlerdir [10,13].

1.2.2.3 Modifiye Elektrotlar

Voltammetride kullanilan elektrotlarin  ¢alisma kosullariin  smirh
olmasindan dolay1 kimyasal ya da elektrokimyasal 6zellikleri degistirilerek modifiye
elektrotlar gelistirilir. Elektrot ylizeyine onderistirme saglayan kimyasal maddelerle
islem ya da elektrot yiizeyinin elektrot aktarma oOzelliginin yani elektrokataliz

yapilarak hazirlanir.

Elektrodun yiizeyini kaplama teknigiyle kimyasal ya da elektrokimyasal
olarak farkli 6zelliklere sahip yeni elektrot elde etme yontemine modifikasyon, elde
edilen elektroda modifiye elektrot denir. Modifikasyonda, elektrot ylizeyine ¢esitli

tiirlerin kuvvetli ve tersinmez olarak adsorbe olmasi ile elekrotlarin elektrokimyasal
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olarak davramismnin degistigi gdzlemlenmistir. 2011 yilinda Oztekin ve arkadaslari
tarafindan poli-4-nitroanilini, amin oksidasyon yontemi ile hazirlanan cams1 karbon
elektrot yiizeyleri metal tayininde kullanilmis, hazirlanan yiizeyin yiiksek hassasiyete

sahip oldugu tespit edilmistir [10,14].

Modifiye elektrotlarda, maddeler elektrot yiizeyine kendiliginden ya da
disardan bir etki ile tutunurlar bunun sonucunda elektrot yiizeyinde yeni bir tabaka
olusur eger var olan bir tabaka varsa o tabakanin iizerine yeni bir tabaka olustururlar.
Elektrot yiizeyinin iletkenliginin kaybetmemesi i¢in, tutunan maddelerin iletken
olmasma ya da elektrodun iletkenligini kaybettirmeyecek sekilde kaplanmasina

dikkat edilmelidir.

Modifiye ediciler organik ya da inorganik maddelerden secilebilir. Organik
maddeler genellikle polimerlerden, inorganik maddeler ise ligandlar, kompleksler ya
da metal oksitlerinden secilir. Polimer film elektrotlarin en o6nemli ozelligi
elektroaktif merkez igermesidir, bu elektrot ile substrat arasinda elektron transferini
saglar. Polimer kaplanmis elektrotlarda, iletken bir metal {izerine iletken bir ¢ozelti
ve arasinda elektrokimyasal olarak aktif polimer tabaka bulunur, bu tabaka iletkenlik
ozelliklerine sahiptir. Bu polimer filmlerin yapisinin incelenmesi i¢in de genellikle

taramali elektron mikroskopundan (SEM) faydalanilmaktadir [14].

1.2.3 Voltammetrik Tayin Yontemleri

Voltammetrik yontemlerde sistem, c¢alisma elektrodu igeren hiicreye
potansiyel uygulanarak elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyine elektrolizlenmesi ile
olur. Bu potansiyel uygulamasiyla karakteristik akim cevaplari olugur. Voltammetrik
yontemde bu kullanilan potansiyele ve elektrodun ¢esidine gore adlandirilir. En ¢ok
kullanilan uyarma sinyallerine gore; diferansiyel puls voltammetri, kare dalga

voltammetri ve dongiilii voltammetri gibi ¢esitleri vardir [10,11].
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1.2.3.1 Diferansiyel Puls Voltammetri Teknigi (DP)

Puls teknikleri bircok elektroaktif tiirlin eser miktarda tayininde oldukga sik
kullanilmaktadir, bu tekniklerden en ¢ok tercih edileni de diferansiyel puls teknigidir.
Normal puls tekniginde sonunda 6l¢iilen akim az da olsa kapasitif akim icermektedir,
bu akimin daha da az oldugu ve sec¢imliligin arttirilmasi i¢in pulstan 6nce ve sonra

iki akimin 6l¢iiliip farkinin alindigi teknige diferansiyel puls voltammetrisi denir.

Diferansiyel puls teknigi, kapasitif akimin oldukg¢a kii¢iik olmasindan otiirti
normal pulsa gére olduk¢a duyarlidir, 107 M - 10® M derisimlerde tayini
yapilabilmektedir. Ayrica normal puls tekniginde yar1 potansiyel farki minimum
0.2 V olmasi1 gerekirken, diferansiyel puls tekniginde 0.04 V — 0.05 V olan
maddelerin bile pik yiikseklik dl¢iimlerinin yapilabiliyor olmasidir [7,10].

2 :
o 3 <
Diferansiyel Puls b
Voltammetrisi / Polaografisi ™ Al =1,-1,
Zaman Potansiyel

Sekil 1.7: Diferansiyel puls uyarma sinyali ve elde edilen voltammogram [10].

1.2.3.2 Dongiisel Voltammetri Teknigi (CV)

Cozeltide, ¢ozelti elektrot arasindaki elektroaktif tiirlerin incelenmesinde en
uygun voltammetrik yontemlerden birisi dongilisel voltammetridir, bu yontem
elektrokimyasal reaksiyonlarin nicel ve nitel analizi hakkinda bilgi verir. Bu
yontemin ¢aligma prensibi, potansiyelin dnce dogrusal olarak artmasi ve en yiiksek
deger ulastiktan sonra aymi dogrusallikla diislis gostererek baslangic noktasina

ulagmasidir.
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Bu teknikle; ¢alisilan maddenin yiikseltgenme - indirgenme reaksiyonlar1 ve
hizlari, tersinir olup olmadigi, tepkime tirtinlerinin kararlilig1, adsorpsiyonun varligi,
kantitatif analizler hakkinda bilgi vermesi gibi bir¢ok parametre c¢alisilabilmektedir
ve bu nedenlerden 6tiirii elektrokimyasal ¢alismalarin basinda oldukga sik kullanilan
bir tekniktir.

Dongiisel voltammetri tekniginde, elektrokimyasal olarak aktif tiir igeren
¢ozeltide ¢alisma elektroduna belli bir yonde dogrusal olarak artan bir potansiyel
uygulanir belli bir potansiyele ulastiktan sonra tam tersi yonde yine dogrusal ayni
potansiyel uygulanir. Burda tiirlerde baslangicta indirgenme oluyorsa tersi yonde
yiikseltgenirler, eger baslangigta ylikseltgenme oluyorsa tersi yonde indirgenme olur.
Bu sayede maddelerin ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigini ve kararli olup
olmadiklarini anlamak miimkiindiir. Ancak bu uygulanan potansiyeller tepkimelerin
baslamadig1 degerlerde olmalidir [8,10,11].

Dongiilii voltammetride, tarama hizi degistirilerek pik yiiksekliginin degisimi
gozlenebilir. Pik akim ve tarama hizi degerlerinden Fick’in ikinci kanunundan

hareketle Randles-Sevcik esitligi elde edilmistir.
Ip = 0,4463nF (nFRT)Y2C,DY2\/*2 (1.1)

Bu esitlikte; Ip: Pik Akimi, n: Elektron Sayisi, F: Faraday Sabiti,
96480 C/mol R: Gaz Sabiti, 8,314 J/Kmol D: Diflizyon Katsayisi, (Kz(FeCN)s) igin
7,6.10° cm?/s V: Tarama Hizi, C: Maddenin derisimidir. Formiilde de goriildiigii
gibi maddenin derisimi ile tarama hizinin karekoki ile dogru orantilidir, bu sayede
reaksiyonun tersinirligi belirlenebilir. Ip - VY2 grafigi dogrusal ve orjinden gegiyorsa
sistem tersinirdir. Ayrica sistemin tersinir olmasi i¢in anodik ve katodik pik

potansiyel farkinin 59 mV olmasi gerekir [11].
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Sekil 1.8: Tersinir bir elektrot tepkimesi igin elde edilen akim-potansiyel egrileri [12].
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Sekil 1.9: Dongiisel voltammetriye ait uyarma sinyali ve voltammogram grafigi [10].

1.2.3.3 Kare Dalga Voltammetri Teknigi (SW)

Uygulanan potansiyel, yarisinda pozitif yonde diger yarsinda negatif yonde
deger alarak akimin iist akimin Sl¢iildiigii ve st iiste basamaklarin birlestirilmesiyle

kare seklinde dalga olusturulan teknige kare dalga teknigi denir.

Bu teknikte anodik ve katodik bolgelerin iki akimi 6l¢iiliir ve bu toplami pik
akim degerini verir. Bu sayede kare dalga teknigi oldukca hizli ve duyarli olma
tistiinligii tasir, yaklasik tayin edilebilme smir1 10® M dir. Analiz siiresi diferansiyel
puls tekniginde yaklasik 3 dakika iken, kare dalga tekniginde birkac¢ saniyede
voltammogram kaydedilebilir [7,10].
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Sekil 1.10: Kare dalga yontemine ait uyarma sinyali ve voltammogramui [10].

1.2.4 Elektrokimyasal Siyirma Teknikleri

Eser miktarda bulunan elementlerin tayini igin yontem gelistirilmesi en ¢ok
ihtiya¢ duyulan konulardan olmugtur. Siyirma yontemleri de duyarlilifin
iyilestirilmesi icin gelistirilmistir ve elektrokimyasal c¢alismalarda duyarliligi en

yiiksek olan tekniktir.

Bu islemlerde, 6rnek hazirlanan ¢ozeltide bu eser miktardaki analitler
karigtirtlir ve analitin ¢alisma elektrodu tizerine belli bir potansiyelde ve siirede
biriktirmesi saglanir. Elektrot ylizeyine biriken analitin elektroliz ve karistirma
islemleri durdurularak voltammetrik yontemlerden biri ile tayini yapilir, tayin
esnasinda analit elektrot yiizeyinden siyrilir bu yiizden siyirma teknikleri ad1 verilir.
Analit biriktirme iglemi sirasinda yiikseltgeniyorsa siyirma asamasinda indirgenme,
biriktirme islemi sirasinda indirgeniyorsa s1yirma asamasinda ylikseltgenme gosterir.
Bu yontemde amag analitin elektrot yiizeyine biriktirilerek derisimin arttirilmasi yani

¢ozeltideki derisimden daha yiiksek olmasidir.

Siyirma teknikleri spektroskopik yontemlere bakildiginda kolayligi, es
zamanla ve c¢oklu element analizinin yapilabilmesi, maliyet ucuzlugu ve yiiksek
duyarhilik gibi avantajlara sahiptir. Bu teknikler sayesinde analitin 107 M civar
tayini yapilabilen diferansiyel puls yontemlerinde, siyirma teknigi ile tayini
yapildiginda duyarhligi 101° - 10! M diizeylerinde tayin yapilabilme imkam
saglamaktadir [7,11].

15



1.2.4.1 Anodik Siyirma Voltammetrisi (ASV)

Anodik styirma voltammetrisi, ¢dzelti igerigindeki metal iyonlarinin belli bir
siire negatif potansiyelde indirgenerek elektrot ylizeyine metalik olarak
Onderistirildigi, ardindan potansiyelin anodik yonde taranip bu metallerin
yiikseltgenerek yiizeyden siyrildigi ve bu sirada akim degisiminin izlendigi yontemin
adidir. Kisaca bu esnada biriktirme ile elektrot yiizeyine toplanan metalin, ylizeyden

anodik ¢oziinme ile ayrilmasidir.

Bu teknikle elde edilen pik akimlari metalin yiikseltgenmesi ile ilgili

oldugundan metalin elektrottaki ve ¢ozeltideki derisimine iligkin bilgi de verir.

Anodik styirma voltammetrisi, diisiik derisimlerde metal iyonlarinin (kursun,
kadmiyum, talyum, indiyum, bakir, galyum vb. ) tayininin yapilabildigi duyarlilig
yiiksek elektrokimyasal bir tekniktir [10,13].

1.2.4.2 Katodik Siyirma Voltammetrisi (CSV)

Katodik styirma voltammetrisi, elektroaktif tiirlin mikro elektrot ile
¢oziinmeyen tuzlar olusturarak elektrot yiizeyine biriktirilmesi, sonrada potansiyelin
katodik yonde taramasi ile indirgenerek tayininin yapildigt ve pik akiminin
gozlemlendigi yontemin adidir. Mikroelektroda pozitif potansiyelde belli bir siire
biriktirme uygulanarak elektrot ile analitin arasinda bir ¢6ziinmeyen tuz olusur. Bu
islemlerde biriktirme sirasinda elektroaktif tiir anot, siyirma sirasinda katot gibi

davranir [10].

1.2.4.3 Adsorptif Siyirma Voltammetrisi (AdSV)

Voltammetrik yontemlerde elektrokimyasal olarak biriktirilemeyen eser
miktarda organik ve inorganik bilesiklerin tayini i¢in kullanilan bir tekniktir.
Adsorptif styirma tekniginde, kullanilan analit 6nce birkag¢ dakika siire ile calisma
elektrodu daldirilarak bekletilir ve fiziksel adsorbe olmasi saglanir, sonra

voltammetrik yontemle tayini yapilir.
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Adsorptif toplamanin iki temel ¢alisma prensibi vardir; birincisi maddenin
kendiliginden elektrot yiizeyine adsorbe olmasi, ikincisi metal iyonunun bir ligandla
tepkimeye girerek kompleks olusturmasi ile Onderistirme yapilmasidir. Biriktirme
asamalarindan sonra ise, madde genellikle katodik yonde dogrusal taramali ya da
puls voltammetrik yontem ile tayini yapilir ve pik akimi gozlemlenir, bu sebeple

adsorptif katodik siyirma voltammetrisi olarak isimlendirilebilir [10,11].

1.3  Atorvastatin Tayin Yontemleri

Atorvastatin tayininde; kromatografi, spektrofotometri, kapiler elektrofez,
potansiyometri, polarografi, voltammetri, fluorimetri gibi analiz metotlar

kullanilabilmektedir.

Kromatografik ve spektroskopik teknikler; analizlerin 6nemli bir kismini
olusturur ve toplu ilaglardaki statin igeriginin belirlenmesi miimkiindiir. Ayrica bu
yontemler olduk¢a hassastir, duyarlilign 0,01-1 ng/mL diizeylerine kadar
ulagilabilmektedir. Ancak bu yontemlerin kullanilan cihazlarin pahali olmasi, zaman
alic1 tiirevlendirme ya da ekstraksiyon islemleri, analiz siiresinin uzun olmas gibi
dezavantajlar1 vardir. Bu sebeplerden 6tiirii atorvastatin tayini i¢in, daha hizli, daha
ucuz, basit ayni zamanda yeterli hassasiyete sahip elektrokimyasal teknikler

kullanimi oldukga artig gostermistir.

Bu teknikler son yillarda yayin sirasinda 3. sirada yer almaktadir, bunlardan
%901 voltammetrik tayinlerdir. Hizli, ucuz, hassas kullanimlar1 bir yana, daha
karmasik sistemlerin analizine de olanak tanimaktadirlar. Ciinkii maddenin
yiikseltgenme indirgenme basamagina gore tayini yapilabilmekte ve diger bilesenler
de ayirt edilebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, elektrokimyasal tekniklerden

voltammetrik yontemle ATOR tayini i¢in yontem iyilestirmektir [3,15].
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A - Kromatografi

B - Spektrofotometri

C - Voltammetri

D - Polarografi

E - Potansiyometri

F - Kapiler-Elektrofez
& Fluorimetri

Sekil 1.11: Atorvastatin tayininde kullanilan metodlar [3].

1.3.1 Atorvastatinin Voltammetrik Tayini

Son on yilda statinlerin belirlenmesinde yliksek hassasiyet, dogruluk ve genis
dogrusal aralik sunduklar ic¢in elektrokimyasal yontemlerin kullanimimin giderek
arttigt gozlemlenmistir. Bunun yan1 sira biyolojik numunelerde statinlerin
nicellestirilmesi, maddenin 6zel yiikseltgenme ya da indirgenme basamagi ile tayini

yapilabildigi igin daha karmasik 6rneklerde de kullanilan yontem olmustur [3].
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2011-2016

2005 -2010
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2000’e kadar

Voltammetri
Polarografi

Potansiyometri

Sekil 1.12: Atorvastatinin elektroanalitik metodlarla tayininin yillara gére dagilim [3].

Atorvastatinin farkli calisma elektrotlar1 kullanilarak voltammetrik tayin
yontemiyle elektrokimyasal davranisinin incelendigi c¢alismalar mevcuttur. Bu
calismalarda ¢ogunlukla camsi karbon ve civa kdkenli elektrotlar kullanilmistir. Bu
calismalardan ilki Erk. tarafindan farmasotik triinlerdeki atorun elektrokimyasal
tayini insan kan plazmasinda yapilmistir. S6z konusu ¢alismada pH = 2 Britton-
Robinson (BR) tamponunda GCE kullanilarak diferansiyel puls adsorptif siyirma ve
kare dalga adsorptif styirma voltammetrik yontemleri ile tayini yapilmistir ve geri

kazanimlari oldukga iyi diizeylerde (% 100.5, % 98.5) bulunmustur [3].
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Tablo 1.1: Atorvastatinin voltammetrik yontemle yapilan tayinlerinden bazi drnekler.

. .. Calisma
Teknik Ornek Elektrodu Ortam LOD (M) Referans
. pH 7.50,
ppp | [llaclarsaf |\ pp boraks 2.33nM
ornekler 16
tamponu
. pH 7.50,
ppp | [laclarsaf | gy ne boraks 42.9 uM
ornekler 17
tamponu
) pH 7.50,
ppp | [Maclar, saf DME boraks 0.23 mM 18
ornekler
tamponu
AdsDPV, | Tlaglar, ¢ivili pH 2, BR
AdsSWYV | insan plazmasi GCE tamponu 4.0nM, 2.0nM 15
. H5, BR
DPV, Film kapl pH o, 0
SWV tabletler GCE tamponu, 20% | 0.595 uM, 0.47 uM 19
metanol
Tabletler, insan
AdsSWV;, ' pH 2.5, BR
AdsDPV kan serumu, GCE tamponu 6.55 uM, 0.153 uM 20
idrar
DPV,
SWV; | Tabletler, insan 0.211 uM, 0.205 uM,
DPV, |serumu ve idrar | CCF BPPE| 0.1MH2S04 | 4 550 uM, 0.131 pM 21
SWv
PPY ve
. . CNT ile
Lgy | ladlarinsan - opgoe | PH2 BR 1.5nM 22
plazmasi oo tamponu
edilmis
GCE
CTAB
DPV Ilaglar, idrar | ortaminda pH 3.0, fostat 4.08 nM 23
tamponu
CPE
Ilaclar, pH 2, fosfat
AdsDPV | biyolojik | YASNT- | tamponu, 20% 9.4 M 6
! GOE
ornekler metanol
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2. DENEYSEL BOLUM

2.1  Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Voltammetrik 6l¢iimler i¢in Autolab Potantiostat / galvonastat markali cihaz
ve Basi C3 hiicre stand kullanildi. Calisma elektrodu olarak EBT polimer film
modifiye kalem grafit elektrot (EBT/PGE), referans elektrot olarak KCI ile doygun
Ag/AgCl elektrodu kullanildi. Yardimci elektrot olarak platin tel kullanildi.

Sekil 2.1: Voltammetrik 6l¢iim cihazi ve hiicre.

pH o6l¢iimleri igin Thermo Orion Star A211 model pH - metre ve Orion Ross

kombine cam elektrodu kullanildi ve pH &lgiimlerinden 6nce 4 — 7 - 10 tamponlari
ile kalibre edildi.

Sekil 2.2: Thermo Orion star A211 pH-metre.

Tartim islemlerinde Radwag AS 220/C/2 marka analitik terazi kullanildu.

Tiim cam malzemeler deterjanl su ile yikanip ¢esme suyuyla iyice durulandiktan
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sonra deiyonize sudan geg¢irildi. Cozelti hazirlama islemleri i¢in Purelab Option-Q

marka cihazdan alinan 18.2 MQ dirence sahip ultra saf su kullanildi.

Tiim ¢6zelti hazirlama, seyreltme ve ekleme islemleri igin isotherm marka

mikropipet ve tek kullanimlik uglar olarak kullanilda.

2.1.1 Giimiis—Giimiis Kloriir (Ag/AgCl) Referans Elektrodu

Hazirlanisi

Giimiis-Giimiis Kloriir (Ag/AgCI) Referans Elektrodu hazirlamak igin once
0.5 mm kalinliginda giimiis tel ince zimpara ile parlatildiktan sonra ultra saf su ile
yikandi. Daha sonra 1:1 etanol-saf su karigiminda, ultrasonik banyo igerisinde 10
dakika bekletildi. Tekrar saf su igerisine konuldu ve 10 dakika daha ultrasonik
banyoda bekletildi. Elektrot gdvdesi olarak kullanilacak olan bir ucu dar diger ucu
daha genis cam boru iyice yikanarak temizlendi. Bir beher igerisine 0.6 g agar ve 0.1
g KCI alind1 ve tizerine 10 mL saf su ilave edildi. Isitict ilizerine su banyosuna
konularak jel haline gelinceye kadar 1sitildi ve sicakken cam borunun dar ucundan
yiikselecek sekilde icerisine belli bir miktar c¢ekilerek kurumaya birakildi. Diger
taraftan zimparalanmis giimiis tel iiglii elektrot sisteminde calisma elektrodunun
yerine takildi, baglantilar yapildiktan sonra 1 M HCI elektrolit ortaminda, 1 V 10
saniye biriktirme iglemi yapilarak karartildi. Kaplama iglemi de tamamlandiktan
sonra 3.5 M KCI cam ¢ubuk igerisine aktarildi, Ag/AgCl kapl tel igerisine batirildi,
hava almayacak sekilde kapatildi ve kullanilmadan 6nce 1 hafta doygun KCI
¢ozeltisinde bekletildi.

2.1.2 Cozelti Hazirlanmasi

Her 6l¢iimde aktivasyon ve EBT kaplama islemleri elektroda uygulandi ve
cozeltiler giinliik olarak hazirlandi. Atorkalsiyum (ATORCa) stok ¢ozeltileri igin
gercken miktarda ATORCa tartiip metanolde c¢oziilerek hazirlandi. Seyreltik
¢ozeltiler bundan gerekli hacimler alinarak ve metanol-su orani % 40 olacak sekilde
BR tamponu ve metanol kullanilarak hazirlandi. Uygulanan bu iglemlerde ¢ozeltiler

stok c¢ozeltilerden giinliik hazirlandi.
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PH ayarlamak i¢in kullanilan (BR) tampon ¢ézeltisi hazirlanisi; Stok
cozeltiler 1 M asetik asit, 1 M borik asit, 1 M fosforik asit hazirlandi. Hesaplamalari
yapilarak son derisimleri 0.08 M olacak sekilde gerekli hacimler stok ¢ozeltilerden
alinip ultra saf su ile tamamlandi. 7 tane 50 mL’lik ¢ozeltiler beherlere alinarak, 1
M’lik NaOH (Merck) ¢ozeltisi ile pH 2 -3 -4 —5—6 — 7 - 8 degerlerine pH metrede
ayarlandi. pH ayarlamas1 yapilan ¢ozeltiler 100 mL’lik balon jojelere aktarilarak

hacimleri ultra saf su ile tamamlandi.

2.1.3 Ator Tablet Hazirlanmasi

Tablet uygulamasi i¢in SANOVEL ilag¢ firmasinin ATOR 10 mg‘lik tabletleri
kullanildi. Ana stok ATOR tablet ¢ozeltisi igin 10 adet 10 mg’lik (0.1 g) tablet
kullanildi. Agat havanda ezilen tabletler bir behere alinip az miktarda metanolde
(Merck) ¢oziildiikten sonra behere aktarildi ve 25 ‘C’de 15 dakika siireyle ultrasonik
banya konuldu. Daha sonra 3500 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiijlendi ve kalan
partikiiller i¢in bir miktar metanol eklenerek ultrasonik banyoda bekletildi ve
santrifiijlenerek berrak kisim digeriyle birlestirildi. 50 mL’lik balon jojeye alinarak

son hacim metanol ile tamamlandi.

2.1.4 Ator kalsiyum Cozelti Hazirlanmasi

ATORCa ¢ozelti hazirlamgi; ana stok ATOR c¢ozeltisi olarak (5x102 M)
0.144 g ATORCa tartild1 ve behere aktarilarak az miktarda metanol ile ¢oziildi. 25
mL‘lik balon jojeye aktarilarak kalan hacim metanol ile tamamlandi. Gerekli
derisimlerdeki c¢ozeltiler bu ana stok ¢ozeltisinden uygun miktarlarda alinip

seyreltilerek giinliik olarak hazirlandi.
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2.2 Metot

2.2.1 Eriochrome Black T Film Modifiye Kalem Grafit Elektrot

(EBT/PGE)’un Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

EBT kaplama isleminden 6nce elektrot aktivasyon islemi yapildi. Bu islem
i¢in elektrolit ¢ozeltisi olarak 10 mL 0.1 M KCI hazirland1 ve PGE ucu (TOMBOW
marka 0.5 HB) 1 cm elektrolit ¢ozeltisine daldirildi. +1.45 V sabit potansiyelde 90 s
bekletildi ve sonra -1 V ile +1 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda sabit bir zemin
elde edilene kadar (10 tekrarli) dongiisel voltammogramlar alindi. Bu islemden sonra
EBT modifiye PGE elektrodu hazirlamak igin, son derisimleri asidik ¢ozeltide 10
M EBT, 0.05 M H2SOy4 ve bazik ¢ozeltide 10° M EBT, 102 M NaOH olacak sekilde
stok ¢ozeltilerden gerekli hacimler alinarak son hacim 10 mL’ye tamamlandi. - 400
mV ile + 1400 mV arasinda sirasiyla, asidik ve bazik ¢ozeltilerde ayr1 ayri olmak
tizere gerekli dongii sayilarinda dongiisel voltammogramlar alinarak EBT/PGE
elektrotlar hazirlandi. PGE’nin EBT ile modifikasyon isleminin basarilt olup
olmadigi, gerek kaplama sirasinda elde edilen dongilisel voltammogramlarin
literatiirde verilenle karsilastirmas1 yapilarak, gerek SEM goriintiileri alinarak ve
gerekse 10 M KzFe(CN)s ve 0,1 M KCl igeren ¢ozeltinin yalin PGE ve EBT/PGE
elektrotlarindaki dongiisel voltammogramlar karsilastirilarak kontrol edildi. Ayrica
ATOR’un 0.04 M pH = 5 olan BR tamponunda yalin PGE ve EBT/PGE
elektrotlarindaki DP voltammogramlari karsilagtirildi [24].

QNa
0=S=0

T
OH

OH

. . N=N

Sekil 2.3: EBT nin molekiil yapisi.
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2.2.2 Dongii Sayisinin Pik Akimina Etkisi

Son derisimleri 1x10° M EBT ve 0.05 M H2SOs olan asidik ¢ozelti ve
1x10 M EBT, 1x102 M NaOH olan bazik ¢dzeltide ayr1 ayr1 olmak iizere - 400 mV
ile + 1400 mV potansiyel araliginda 5, 10, 15, 20, 25, 30 dongii sayilarinda 100 mV/s
tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlari alindi. Her bir dongii sayisinda
hazirlanan EBT/PGE elektrotlar1 5 mL BR tamponu (pH = 5) ve son derisimi 1x10*
M olacak sekilde ATOR igeren ¢ozeltinin son hacmi % 40 metanol i¢erecek sekilde
10 mL’ye tamamlanmis ¢ozeltiye alinarak 600 mV ile 1400 mV arasinda DP

voltammogramlar1 alind1 ve her bir dongii sayisi i¢in pik akimlari 6l¢iildii.

2.2.3 EBT/PGE Elektrodunun Elektrot Alan Hesab1

Hazirlanan EBT/PGE elektrodunun aktif ylizey alaninin hesaplanmasi i¢in 0,1 M
KCI ve 10° M K3Fe(CN)s ¢dzeltisinin 10 — 25 — 50 — 75 — 100 — 125 — 150 — 175 —
200 — 225 — 250 — 275 — 300 — 325 — 350 — 375 — 400 — 425 — 450 — 475 — 500 — 525
— 550 - 575 -600 — 625 — 650 — 675 — 700 — 725 — 750 — 775 — 800 — 825 — 850 —
875 — 900 — 925 — 950 — 975 — 1000 mV/s tarama hizlarinda dongisel
voltammogramlar1 alinarak I, — VY2 grafigi cizildi. Randless — Sevcik esitliginden

elektrot alan1 hesaplanda.

2.24 ATOR’un EBT/PGE Elektrodundaki Elektrokimyasal Davramsi

ATOR’un EBT/PGE elektrodundaki elektrokimyasal davranisi pH = 5 olan
BR tamponlu ve % 40 metanollii ortamda 1.10“% M ATOR igeren ¢dzelti de +600 mV
ile +1400 mV potansiyel araliginda 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600 mV/s tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlar alinarak ve

pik akimlar ve pik potansiyelleri 6lgiilerek incelendi.

25



2.2.5 Pik Akimina pH Etkisi

pH c¢alismasi i¢in, stok hazirlanan BR tampon ¢ozeltisinden 1 M NaOH ile
pH=2-3-4-5-6 -7 — 8 olacak sekilde 7 ¢ozelti hazirlandi. Son derisimi
1x10* M ATOR, % 40 metanol ve pH’lar1 ayarlanan 0,04 M BR tamponu olacak
sekilde ¢ozeltiler hazirlandi. EBT/PGE elektrot ile ayr1 ayr1 pH’1 bilinen ATOR
cozeltilerinin 600 mV ile 1400 mV potansiyel araliginda DP voltammogramlari

alinarak pik akimi ve pik potansiyel degerleri 6l¢iildii.

2.2.6 Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginin cizilmesi igin 5x10° M, 5x10° M, 5x10™* M’lik stok
ATORCa c¢ozeltilerinden gerekli miktarlarda ekleme yapilarak, son derigimleri
4x10°% M -2,5.10* M arasinda 11 farkli derisimde ATOR ¢ozeltilerinin +600 mV
ile +1400 mV potansiyel araliginda DP voltammogramlari alinarak pik akim ve pik

potansiyel degerlerleri 6l¢iildii ve kalibrasyon grafigi olusturuldu.

2.2.7 Tablet Ornek Uygulamalar

Ornek uygulamast icin 10 tablet ATOR 50 mL metanolde ¢dziilerek ana stok
¢ozelti (3,6 X103 M) hazirland. Bu ¢ozeltiden 50 pL alinip pH = 5 olan BR tamponu
ortaminda ve % 40 metanol olacak sekilde son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Bu
¢ozeltinin DP voltammogrami alindiktan sonra sirastyla 1x102 M’lik stok ATOR
cozeltisinden 40 pL’lik 3 ardisik eklemeler yapilarak standart katma islemi
gerceklestirildi. Her bir katim i¢in DP voltammogramlar1 alind1 ve pik akimlari
Olciilerek standart katma grafigi olusturuldu ve ayri ayri 5 kere bu deneme

tekrarlandi. Bu grafiklerden tabletlerdeki ATOR miktarlar1 hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1 EBT Modifiye Kalem Grafit Elektrot (EBT/PGE)’un

Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Elektrot modifikasyonu icin kosullandirma sonrasinda 10° M EBT ve
0.05 M H2SOy4 igeren asidik ve 10 M EBT ve 10 M NaOH iceren bazik ¢ozeltilerde

alinan dongiisel voltammogramlar sirasiyla Sekil 3.1°de ve Sekil 3.2de verildi.

Ayrica yalin PGE ve EBT/PGE elektrotlarinin SEM goriintiileri alinarak
Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gosterildi. Buna ek olarak yalin PGE ve EBT/PGE
elektrotlarinn 102 M KsFe(CN)s ve 0,1 M KCI iceren ¢ozeltideki dongiisel
voltammogramlar Sekil 3.5’te ve 1x10% M ATOR’un 0.04 M pH = 5 olan BR
tamponunda %40 metanol ortaminda yalin PGE ve EBT/PGE elektrotlarindaki DP
voltammogramlari Sekil 3.6’da karsilastirildi. DP voltammogramlarindan elde edilen

pik akim ve pik potansiyelleri Tablo 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1: PGE yiizeyine EBT kaplama (I) ( 1x10* M EBT, 0.05 M H2SO4, t4:5 S, Epag: -400 mV,
Epit: +1400 mV, tarama hizi: 100 mV/s, Nigrama: 20, Esep: 2 mV, CV).
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Sekil 3.2: PGE yiizeyine EBT kaplama (II) ( 1x103 M EBT, 1x102 M NaOH, t4: 5 S, Epag: - 400
mV, Epi: +1400 mV, tarama hizi: 100 mV/s , Nerama: 20, Estep: 2 mV, CV).
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EHT = 20.00 kV Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 5.00KX

Sekil 3.3: Yalin PGE elektrodunun SEM goriintiisii.

EHT = 20.00 kV Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 5.00KX

Sekil 3.4: EBT/PGE elektrodunun SEM goriintiisii ve EBT nin molekiil yapisi.
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Sekil 3.5: KzFe(CN)g ¢ozeltisinin yalin PGE ve EBT/PGE ile alinan voltammogramlari (1)
Aktivasyonu yapilan yalin PGE ile alinan voltammogram (2) Aktive edilen EBT/ PGE ile alinan
voltammogram (0.1 M KCI 1x10® M K3Fe(CN)g Narama: 1, Estep: 2 MV, tg: 5 sn, Tarama Hizi: 100
mV/s, CV).
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Potential applied (V) W —@ Differential pulse

Sekil 3.6: ATOR’un yalin PGE ve EBT/PGE elektrodu ile alinan voltammogramlari (1) %50
metanol ve pH=5 BR tampon ile alinan kor sinyali (2) Aktivasyonu yapilan yalin PGE ile alinan
voltammogram (3) EBT modifiye PGE ile alinan voltammogram (%50 metanol - su ortaminda
1x10“ M ATOR, pH =5 0.04 M BR tamponu, tq: 5 s, Epag: 600 mV, Epit: +1400 mV, Tarama Hizt:
10 mV/s, Estep: 5 mV, DP).
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Tablo 3.1: Yalin PGE ve EBT/PGE elektrodunun pik akim ve pik potansiyel degerleri.

Ornek Pik Akim (nA) Pik Potansiyeli (V)
Yalin PGE elektrot 1,7973 1,0431
EBT/PGE elektrot 2,2129 1,0129

3.2 Dongii Sayisinin Pik Akimina Etkisi

Son derisimleri 1x10° M EBT ve 0.05 M H2SOs olan asidik ¢ozelti ve
1x10° M EBT, 1x102 M NaOH olan bazik ¢dzeltide ayr1 ayr1 olmak iizere - 400 mV
ile +1400 mV potansiyel araliginda 5, 10, 15, 20, 25, 30 doéngii sayilarinda 100 mV/s

tarama hizlarinda alinan dongiisel voltammetrik teknikle hazirlanan EBT/PGE

elektrotlarinin 5 mL pH = 5 olan BR tamponu %40 metanol ve 1x10* M ATOR

iceren ¢ozeltide 600 mV ile 1400 mV arasinda DP voltammogramlar1 Sekil 3.7°de

ve bu voltammogramlardan her bir dongii sayis1 i¢in elde edilen pik akimlar1 ve pik

potansiyelleri Tablo 3.2°de ve |, — dongii sayis1 grafigi Sekil 3.8”de verildi.

WE(1).5.Current (A)

e
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Sekil 3.7: Dongii sayisina bagli pik yiikseklikleri (1) 5 dongiisel EBT kaplama, (2) 10 dongiisel EBT
kaplama, (3) 15 dongiisel EBT kaplama, (4) 20 dongiisel EBT kaplama, (5) 25 dongiisel EBT
kaplama, (6) 30 dongiisel EBT kaplama ( %50 metanol - su ortaminda 1x10“ M ATOR, pH =5 0.04
M BR tamponu, tg: 5 'S, Epas: 600 mV, Epit: +1400 mV, Tarama Hizi: 10 mV/s, Estep: S mV, DP ).
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Tablo 3.2: Déngii Sayisina bagli elde edilen ATOR pik akim ve pik potansiyel degerleri.

Pik Akim ) o
Dongii Sayisi Pik Potansiyeli (V)
(nA)

5 1,8041 0,9827

10 1,3922 0,9877

15 1,2803 0,9877

20 1,8617 0,9877

25 1,4981 0,9927

30 1,5937 0,9927
2
1,9
~ 18
E 1,7
— 16
2 s

=
Q14
=13
> 12
<
T 11
1
5 10 15 20 25 30 35
Dongu Sayisi

Sekil 3.8: ATOR’un dongii sayisina bagl pik akim grafigi.

3.3 EBT/PGE Elektrodunun Elektrot Alan Hesab1

Hazirlanan EBT/PGE elektrodunun aktif yiizey alaninin hesaplanmasi i¢in
0,1 M KCI ve 10 M K3Fe(CN)s ¢ozeltisinin 10 — 1000 mV/s tarama hizinda alian
voltammogramlari sekil 3.9°da verilmistir. Bu voltammogramlardan 10 — 25 — 50 —
75 —100 — 125 — 150 mV/s tarama hizlarinda pik akiminin tarama hizinin karekdkii
ile dogru orantil1 olmasi nedeniyle bu aralikta Ip — VY2 grafigi ¢izildi. Bu tarama hiz
araligina ait voltammogramlart Sekil 3.10°da ve buradan elde edilen veriler tablo
3.3’te ve bu tablodan olusturulan I — VY2 grafigi Sekil 3.11°de verildi. Elde edilen
dogru denkleminden (I, = 3,2201VY2 + 3,4481, R2 = 0,999) ilgili bilinen degerler

yerine konularak elektrot alan1 hesaplandi.
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WE(L).Current (A)

L T e e O e Iy B e
-0,10 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00
Potential applied (v}

Sekil 3.9: K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin tarama hizina gore voltammogramlari (0.1 M KCI, 103 M
KSFe(CN)G, Ntarama: 1, Estep: 2 MV, t4: 5°s, CV).
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Sekil 3.10: KsFe(CN)s ¢ozeltisinin farkli tarama hizlarindaki dongiisel voltammogramlari, (1) 10
mV/s, (2) 25 mV/s, (3) 50 mV/s, (4) 75 mV/s, (5) 100 mV/s, (6) 125 mV/s, (7) 150 mV/s (0.1 M
KCI, 10_3 M KSFG(CN)G, Ntarama: 1, Es[ep: 2 mV, td: 5 Sn, CV )
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Tablo 3.3: KsFe(CN)s ¢6zeltisinin tarama hizlarina gére pik akim ve pik potansiyel degerleri.

Anodik Pik
Tarama Hizi | Anodik Pik o Katodik Pik Katodik Pik
Potansiyeli o
(mV/s) AKimi (nA) W) Akimi (nA) Potansiyeli (V)

10 13,058 0,3273 -9,9767 0,16861
25 19,943 0,3395 -14,55 0,15396
50 26,492 0,3542 -18,36 0,14175
75 31,56 0,3688 -20,95 0,13687
100 35,697 0,3786 -22,87 0,12955
125 39,373 0,3810 -24,59 0,12711
150 42,588 0,3883 -25,96 0,12222

43
4 y = 3,2201x + 3,4481
28 R?=0,999
33
@ 28
23
18
13
8
1,2 3,2 5,2 7,2 9,2 11,2 13,2

V1/2

Sekil 3.11: 10mV/s — 150mV/s araliginda tarama hizlarinin karekokiine bagl anodik pik akim
grafigi

34




3.4  ATOR’un EBT/PGE Elektrodundaki Elektrokimyasal Davranisi

ATOR’un EBT/PGE elektrodundaki elektrokimyasal davranisi pH =5 olan
BR tamponlu ve %40 metanollii ortamda 1x10* M ATOR igeren ¢ozelti de +600 mV
ile +1400 mV potansiyel araliginda 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600 mV/s tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlar1 Sekil 3.12°de
verildi. Her bir tarama hiz1 igin pik akimlar1 ve pik potansiyelleri dl¢iildii. Tarama
hizlari, tarama hizlariin karekokii, tarama hizlariin logaritmasi, pik akimlari, pik
akimlarinin logaritmasi ve pik potansiyelleri Tablo 3.4’te verildi. Bu Tablo’dan
yararlanarak I, - V, Ip - V2, log I, — log V, Ep - V ve Ep — log V grafikleri sirastyla
Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18 ve Sekil 3.19°da
verildi. I, - V, I - VY2 ve log I, — log V grafiklerinden elektrot tepkimesinin kinetigi,
Ep - V grafiginden formal potansiyel (E®"), Ep — log V grafiginden an ve buradan

elektron sayisi (n) ve elektrot tepkimesinin heterojen hiz sabiti (k°) hesapland.

2,303RT lOg RTK® + 2,303RT10gV (31)

anF anF anF

E, = E” +

WE(L).Current (4)

I
0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20 1,30 140
Potential applied (V)

Sekil 3.12: ATOR un farkli tarama hizlartyla alinan pik akim voltammogramlari, (1) 10 mV/s, (2)
25 mV/s, (3) 50 mV/s, (4) 75 mV/s, (5) 100 mV/s, (6) 150 mV/s, (7) 200 mV/s, (8) 250 mV/s, (9)
300 mV/s, (10) 350 mV/s, (11) 400 mV/s, (12) 450 mV/s, (13) 500 mV/s, (14) 550 mV/s, (15) 600
mV/s ( pH =5 0.04 M BR tamponu, 1x10* M ATOR, tg: 5 S, Evas: + 600 mV, Egit: + 1500 MV, Esep:
2mV, CV).
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Tablo 3.4: Tarama Hizina gore Pik Akim ve Yiikseklikleri.

Tarama Pik Akim Pik Potansiyeli
WY log V log 1p
Hiza (V/s) (nA) V)
0,01 0,1 1 1,6 0,204 1,0101
0,025 0,1581 1,3979 3,21 0,5065 1,0272
0,05 0,2236 1,6989 3,81 0,5809 1,0443
0,075 0,2739 1,875 5,78 0,762 1,0541
0,1 0,3162 2 6,14 0,788 1,0614
0,15 0,387 2,176 6,70 0,826 1,0736
0,2 0,4472 2,3 5,89 0,77 1,0785
0,25 0,5 2,3979 6,79 0,832 1,0883
0,3 0,5477 2,477 8,71 0,94 1,098
0,35 0,5916 2,544 8,86 0,947 1,1053
0,4 0,6325 0,602 9,06 0,957 1,1078
0,45 0,6708 2,6532 9,26 0,9666 1,1127
0,5 0,7072 2,6989 9,36 0,9713 1,1176
0,55 0,7416 2,74 9,81 0,9917 1,12
0,6 0,7746 2,778 9,78 0,99 1,1224
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10

9,8

9,6

9,4

9,2

Pik Akimi (pA)

8,8

8,6

y =3,5429x + 7,6364
R*=0,9947

0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65

Tarama Hizi (V/s)

Sekil 3.13: 0,3V/s — 0,6V/s araliginda tarama hizlarina bagh pik akim grafigi.

10,00

9,80

9,60

9,40

9,20

Pik Akimi (pA)

9,00

8,80

8,60

T *
y =0,148x + 6,1107
g R?=0,9898
16 18 20 22 24 26

W

Sekil 3.14: 0,3V/s — 0,6V/s araliginda tarama hizlarinin karekokiine bagli pik akim grafigi.
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0,9 +

0,8 -

y=0,578x-0,3533
R?=0,9703

0,1 T T T T T T 1
0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2

logV

Sekil 3.15: Dogrusal degerlerle olusturulan tarama hizlariin logaritmalarina bagli pik akiminin
logaritma degerleriyle olusturulan grafik.
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Tarama Hizi (V/s)

Sekil 3.16: 10 mV/s — 600 mV/s araliginda tarama hizina bagli pik potansiyel grafigi.

1,11

1,105

1,1 y=0,1729x + 1,0453
R?=0,9925

1,095
1,09
1,085

1,08

Pik Potansiyeli (V)

1,075
1,07

1,065

1,06

1,055
0,08 0,13 0,18 0,23 0,28 0,33 0,38

Tarama Hizi (V/s)

Sekil 3.17: 100mV/s — 350 mV/s araliginda dogrusal degerlerle olusturulan tarama hizina bagli pik
potansiyel grafigi.
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Sekil 3.18: Tarama hizinin logaritma degerine bagli pik potansiyel grafigi.
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Sekil 3.19: 10 mV/s — 150 mV/s dogrusal degerlerle olusturulan tarama hiz1 logaritmasina bagli pik
potansiyel grafigi.
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3.5  Pik Akimna pH Etkisi

EBT/PGE elektrot ile son derisimleri 0.04 M BR tamponu, 1.10* M ATOR
%40 metanol olacak sekilde pH = 2 — 8 araliginda alinan DP voltammogramlar: Sekil
3.20°de, bu voltammogramlardan elde edilen pik akimlari ve pik potansiyeli degerleri
Tablo 3.5’te ve buna bagh Ip - pH grafigi Sekil 3.21°de, Ep — pH grafigi ise Sekil
3.22’de verildi.

=
=
m
W

rlIIII|IIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II

9,0E-6

8,0E-6

WE(1).6.Current (A)

7,0E-6

6,0E-6

(1) /

5,0E-6

4,0E-6

3,0E-6

2,0E-6
L ey e I B

0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20 1,30 140 1,50
Potential applied (V)

Sekil 3.20: EBT modifiye PGE' nin pH degerlerine gore davramislari, (1) pH =2, (2) pH =3, (3)
pH= 4, (4) pH=5, (5) pH=6, (6) pH =7, (7) pH =8 (1x10“* M ATOR, 0.04 M BR tamponu, ts: 5 s,
Epas: + 600 mV, Epit: + 1500 mV, Tarama Hizi: 10 mV/s, Egep: 5 mV, DP).
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Tablo 3.5: ATOR’un pH degerlerine gore pik akim ve pik potansiyel degerleri.

pH Pik Akimi (nA) Pik Potansiyeli (V)
2 0,68 1,038
3 0,57 1,038
4 1,16 1,018
5 1,73 0,993
6 1,41 0,973
7 1,10 0,952
8 1,05 0,927
2
1,8
1,6
14
<
212
£ 1
=
< 08
=
a 0,6
0,4
0,2
0
2 4 8
pH

Sekil 3.21: pH’a bagli pik akim grafigi.
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y =-0,022x + 1,1045
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Sekil 3.22: pH'a bagli pik potansiyel grafigi.

43



3.6  Kalibrasyon Grafigi

Optimum kosullarda 4x10°% M - 2,5x10* M arasinda 11 farkli derisimde
ATOR ¢ozeltilerinin + 600 mV ile + 1400 mV potansiyel araliginda DP
voltammogramlar1 almarak kalibrasyon grafigi olusturuldu. Elde edilen
voltammogramlar1 Sekil 3.23°te, bu voltammogramlardan her bir derisim igin
Olciilen akim degerleri Tablo 3.6’da ve buna gore ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil

3.24’te verildi.

7,5E-6
7,0E-6
6,5E-6
6,0E-6
5,5E-6
5,0E-6
4,5E-6

4,0E-6

WE(1).6.Current (A)

3,5E-6

3,0E-6

2,5E-6

2,0E-6

LSE-6

PO T T T T U A A A A A A A O A A N O 0 T A e

0,70 0,80 0,90 1,00 110 1,20 1,30 140
Potential applied (V)

Sekil 3.23: ATOR’un kalibrasyon grafigine ait voltammogramlari, (1) %50 metanol ve pH=5 BR
tamponu ile alman kér sinyali (2) 4x10°¢ M, (3) 7,97x10° M, (4) 1,19x10° M, (5) 1,58x105 M, (6)
1,97x10° M, (7) 5,88x10° M, (8) 9,76x10° M, (9) 1,36x10 M (10) 1,74x10"* M, (11) 2,12x10*
M, (12) 2,510 M, (pH: 5 0,04 M BR tamponu, Ep,g: +600 mV, Epit: +1400 mV, tarama hizi:
10mV/s, tg: 5, Esiep: 5 mV, DP).

44



Tablo 3.6: Kalibrasyon grafigi i¢in ATOR’un derisimine bagli pik akim ve potansiyel degerleri.

Ator Derisimi (mol/L) Pik Akimi (pA) Pik Potansiyeli (V)
4,00.10°® 0,108 0,96756
7,97.10° 0,12 0,97763
1,19.10° 0,180 0,98206
1,58.10° 0,246 0,98206
1,97.10° 0,306 0,98709
5,88.10° 0,924 0,98709
9,76.10° 1,4 0,99213
1,36.10* 1,90 0,99213
1,74.10* 2,28 0,99716
2,12.10* 2,64 0,99716
2,50.10* 6,01 1,0072

2,5

y = 0,0133x + 0,0538 A
R?=0,9961

2

g 1,5
E

< !
-
-

0,5

0

0 50 100 150 200

ATOR Derisimi (uM)

Sekil 3.24: Kalibrasyon grafigi.
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3.7  Ornek Uygulamalar:

Tabletlerdeki ATOR miktarinin belirlenmesi i¢in 6rnek olarak hazirlanan
ATOR tablet ¢ozeltisinden 50 pL alinarak pH: 5 BR tamponlu ortamda %40 metanol
icerecek sekilde ¢ozelti hazirlandi. 1x102 M stok ATOR ¢ozeltisinden 40 pL olacak
sekilde 3 standart eklenerek voltammogramlari alindi ve bu deneme 5 kez
tekrarlanarak hesaplamalar1 yapildi. Voltammogramlar Sekil 3.25’te ve bulunan
ATOR (mg) degerleri, % gergeklik (%G), % bias ve bagil standart sapma (BSS)

degerleri Tablo 3.7’de verilmistir.

WE(1).6.Current (A)

e e e e B e e e ey By ey ey ey By B B BB
0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 110 1,20 130 1,40
Potential applied (V)

Sekil 3.25: ATOR tablet 6rnegine standart katma yontemiyle alinan voltammogramlar, (1) 0 pL, (2)
+40 puL 1x102 M ATOR, (3) +40 pL 1x102 M ATOR, (4) +40 uL 1x102 M ATOR (pH: 50,04 M
BR tamponu, 6rnek ATOR tablet, Epsg: +600 mV, Epit: 1400 mV, t4: 5'S, Estep: 5 mV, tarama hizt:
10 mV/s, DP).
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Tablo 3.7: ATOR tabletlerinin bulunan (mg) degerleri, %G, %Bias, %R ve %BSS.

Ornegin %BSS
Etiket degeri Bulunan %G )
Tekrar %Bias | (Bagil Standart
ATOR (mg) ATOR (mg) (Gergeklik)
Sayisi Sapma)
1 10 9,64 96,4 3,6
2 10 10,09 100,09 0,9
3 10 9,64 96,4 3,6
4 10 9,42 94,2 58
5 10 9,61 96,1 39
ortalama 10 9,68 96,8 3,2 2,58
Eklenen Bulunan %R

ATOR (mg/L)

ATOR (mg/L)

(Geri Kazanim)

6,37

6,81

107

67,03

69,83

104
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3.8  Elektrot Kararhihg:

Hazirlanan EBT/PGE elektrodunun kararliligini goézlemlemek igin son
derisimleri 0.04 M BR tamponu, 1x10“% M ATOR %40 metanol olacak sekilde 1 saat
araliklarla ATOR’un DP voltammogramlar1 alindi. Bu voltammogramlardan pik

akimlar 6l¢iildii ve zamana kars1 pik akim grafigi ¢izilerek Sekil 3.26’da verildi.

2,05

1,95
1,9 °

1,85

Pik Akimi (pA)

1,8
1,75 ° ° °
1,7

0 1 2 3 4 5 6 7
Siire (saat)

Sekil 3.26: Zamana kars1 pik akim grafigi.
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4. SONUC VE TARTISMA

41 EBT Modifiye Kalem Grafit Elektrot (EBT/PGE)’un

Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

EBT/PGE elektrodunun hazirlanmasi igin literatiirde iki farkli yontem
onerilmistir. Bunlardan bir tanesi once 102 M EBT ve 0.05 M H,SO4 ortamda -400
mV ile +1400 mV potansiyel araliginda yeterince dongii sayisinda daha sonra 102 M
EBT ve 102 M NaOH ortamda yeterince dongii sayisinda -400 mV ile +1400 mV
potansiyel araliginda dongiisel voltammogram alma seklindedir [24]. Digerinde ise
sadece 102 M EBT ve 102 M NaOH ortamda yeterince déngii sayisinda -400 mV ile
+1400 mV potansiyel araliginda dongiisel voltammogram alma seklindedir [25]. Bu
calismada birinci  yol tercih edilmistir.  Asidik ortamda kaydedilen
voltammogramlarda (Sekil 3.1) anodik yonde +0,32 V civarindaki ve katodik yonde
+0,28 V civarindaki piklerin giderek artmasi ve sabitlenmesi ve bazik ortamda sabit
bir zemin elde edilinceye kadar ve akimlarin dongili sayis1 arttikga azalmasindan
(Sekil 3.2) elektropolimerizasyonun gergeklestigi anlasilmaktadir. Literatiirde asidik
ortamda elde edilen voltammogramla ilgili bir bilgi verilmemistir. Bazik ortamda

elde edilen voltammogramu ise literatiirde verilenle benzerlik gostermektedir.

Elektropolimerizasyonun, dolayisiyla EBT/PGE elektrot hazirlanma
isleminin gergeklesip gerceklesmedigini gormek i¢in yalin PGE ve EBT/PGE
elektrotlarinin Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’deki SEM goriintiileri karsilastirildiginda her iki
yiizeyin birbirinden net bir sekilde farkli oldugu goriilmektedir. Ayrica yine yalin
PGE ve EBT/PGE elektrotlarinin 0,1 M KCI ve 10° M KsFe(CN)s ortamindaki
dongiisel voltammogramlari ( Sekil 3.5 ) ve 1x10* M ATOR’un 0.04 M pH=5 olan
BR tamponunda %40 metanol ortaminda DP voltammogramlar1 ( Sekil 3.6 ) kendi
icerisinde karsilastirildiginda EBT/PGE elektrodunun pik akimlarinin yalin PGE
elektroduna gore arttig1 goriilmektedir. Ayrica DP voltammogramlarinda EBT/PGE
elektrodunda elde edilen pikin daha simetrik (gaussian) bir pik gériimiinde oldugu
yalin PGE elektrottaki pik akiminin ise simetrisinin bozuk oldugu goriilmektedir.
Buradan gerek pik akiminin yiiksek olmasi ve gerekse pik seklinin daha diizgiin

olmasi nedeniyle EBT/PGE elektrodunun yalin PGE elektroduna gore daha dogru ve
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duyar ATOR tayini i¢in kullanilabilecegi anlasilmaktadir. Buna ek olarak EBT/PGE
elektrodunun camsi karbon elektroduna gore ¢cok daha ucuz ve yiizey temizligi gibi
Onislem gerektirmemesi, camsi karbon modifiye elektrotlara gore (karbon nanotiip,
grafen, metal oksit) daha kolay hazirlanmasi, karbon pasta ve onun olast modifiye
elektrotlarinin zaman alici hazirlanma asamalarint icermemesi gibi {istiinliikleri
vardir. Bu nedenlerle herhangi bir matrikste herhangi bir analitin tayini i¢in kabul
edilebilir bir dogruluk ve beklenen duyarlik saglandiginda PGE ve PGE modifiye

elektrotlar oncelikli olarak 6nerilmelidir.

4.2  Dongii Sayisinin Pik Akimina Etkisi

Son derisimleri 1.10° M EBT ve 0.05 M H,SOs olan asidik ¢ozelti ve 1x1073
M EBT, 1x102 M NaOH olan bazik ¢dzeltide ayr1 ayri olmak iizere -400 mV ile
+1400 mV potansiyel araliginda 5, 10, 15, 20, 25, 30 dongii sayilarinda 100 mV/s
tarama hizlarinda alinan dongiisel voltammetrik teknikle hazirlanan EBT/PGE
elektrotlarinin her birinin ayr1 ayrt ATOR ¢dzeltilerindeki DP voltammogramlarinin
alinmasiyla elde edilen ve Sekil 3.8’de verilen grafikten pik akimlarinin dongii sayis1
20’de maksimum yaptig1 goriilmektedir. Bu nedenle 20 dongii sayis1t ATOR tayini

icin EBT/PGE elektrodu hazirlama isleminde optimum olarak alinmistir.

4.3 EBT/PGE Elektrodunun Elektrot Alan Hesabi

Hazirlanan EBT/PGE elektrot alan hesab1 0,1 M KCl ve 10 M KsFe(CN)s
iceren ¢ozeltinin farkli tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlar: alinarak

tersinir bir tepkime i¢in asagida verilen Randless-Sevcik esitligine gore hesaplandi;

3
Ip = 0,4463()Y2n%/24, D" CoV1/2 (4.1)

Bu esitlikte T = 298 K, R = 8,314 JK'mol?, F = 96485 Cmol?, n = 1 ve
Do = 7,6x10° s almarak ve Sekil 3.11°de gosterilen Ip - VY2 grafiginin dogru
denklemi y = 3,2201VY2 + 34481 (R2 = 0,999) seklindedir. Bu dogru denkleminde
her bir tarama hiz1 ve buna karsilik gelen akim degerleri yerine konularak elektrot

aktif ylizey alan1 (Ao) hesaplandi ve ortalamasi alinarak 1,037 + 0,019 olarak
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bulundu. Literatiirde CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) varliginda karbon
pasta elektrodu ile ATOR tayini yonteminde elektrot alan1 ayn1 yéntemle 0,1348 cm?
olarak hesaplandigi belirtilmistir [23]. Buradan EBT/PGE elektrodunun aktif yiizey
alaniin CPE elektrodundan daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

44  ATOR’un EBT/PGE Elektrodundaki Elektrokimyasal Davramsi

Ep = f(V) grafiginden 0,1 V/s — 0,35 V/s araliginda dogrusal olarak degisim
gostermektedir. Bu dogrunun denklemi E = 0,1729 V + 1,0453 (R? = 0,9925) dir. Ep
- V grafiginde Ep eksenini kestigi nokta E® degerini vermektedir. (Sekil 3.17) Buna
gore ATOR’un pEBT - PGE’deki yiikseltgenmesine ait formal potansiyel (E")
1,0453 V olarak bulunmustur [23,26]. Bu deger literatiirde ATOR’un karbon pasta
elektrodunda ve CTAB varliginda yiikseltgenmesi i¢in bulunan degerle uyumludur.
(1,043 + 0,06 V)

Diger taraftan tersinmez bir elektrot tepkimesi i¢in pik potansiyeli ile tarama

hizinin logaritmasi arasindaki iliski Laviron esitliginden hesaplanabilmektedir.

2,303RT RTKO 2,303RT
log +

anF anF anF

— 0
E,= E* +

logV (4.2)

Ep = f(logV) grafigi tarama hizinin 10 mV/s — 150 mV/s (log V = -2, - 0,82)
oldugu aralikta dogrusal olarak degismekte ve dogru denklemi Sekil 3.19°dan
asagidaki gibi elde edilmistir;

E, =0,0537 logV + 1,1154 (R* = 0,9937) (4.3)

Bu esitlik yardimiyla an ve ks hesaplanabilmektedir. Buna gore yapilan
hesaplamalar sonucunda an = 1,1 ve ks = 865 s olarak bulunmustur. Tersinmez bir
elektrot tepkimesi i¢in a = 0,5 kabul edilerek tepkimenin elektron sayisin =2,2 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglarda literatiirdeki verilerle oOrtiismektedir. ATOR’un
EBT/PGE elektrottaki tersinmez yiikseltgenme tepkimesi i¢in hesaplanan ks degeri
(865s?) literatiirde aymi tepkimenin nanosilikamodifiye CPE ve ZnO/NS/CPE
elektrotlardaki yiikseltgenme tepkimesi i¢in sirasiyla 835s™ ve 995s? olarak
verilmistir [26].
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ATOR’un EBT/PGE elektrodundaki yiikseltgenme tepkimesi ile ilgili
yukarida elde edilen an, n ve ks degerleri literatiirdeki verilerle uyum gostermektedir.
Bu nedenle ATOR’un yiikseltgenme tepkimesi ile ilgili tepkime mekanizmasininda

literatiirde verilenle ayn1 ve asagidaki sekilde olacagi goriilmektedir.

H OH
g 0 i OH OH O
-e
OH e
OH
OH O OH OH O
-e”
OH =— OH
OH OH O
CH, OH + H'
CHO

Sekil 4.1: ATOR'un tepkime mekanizmasi [22].
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45  Pik Akimma pH Etkisi

EBT/PGE elektrodu ile ATOR’un son derisimi 1.10* M, BR tamponu 0,04
M ve %40 metanol icerecek sekilde hazirlanan ¢ézeltinnpH 2-3-4-5-6-7-8
degerlerinde ayr1 ayr1 alinan DP voltammogramlar1 ve buna gore ¢izilen ve Sekil
3.21°de verilen I, — pH grafigi incelendiginde pik akiminin pH ile arttig1 ve pH = 5’te
maksimum yaptig1 goriilmektedir. Bu nedenle EBT/PGE elektrodu ile ATOR’un

yiikseltgenmesi i¢in pH = 5 optimum deger olarak alinmustir.

46  Kalibrasyon Grafigi ve Ornek Uygulamalar

Optimum kosullarda 4x10°% M - 2,5x10* M arasinda 11 farkli derisimde
ATOR c¢ozeltilerinin +600 mV ile +1400 mV potansiyel araliginda DP
voltammogramlar1 alinarak Sekil 3.24’te verilen kalibrasyon grafigi olusturuldu.
Kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denklemi lp (WA) = 0,0133 (£ 7,44x10%)
Cator + 0,0538 (£ 0,062 ) ve varyasyon katsayisi, R?, 0,9961 olarak bulunmustur.
Yontemin dedeksiyon limiti ve tayin sinir1 8x10° M ATOR derisimi icin 5 tekrarli
voltammogramdan elde edilen akimlarin standart sapmasi esas alinarak (3s ve 10s)
sirastyla 2x10% M - 6,7x10° M olarak hesaplanmistir. LOD ve LOQ hesaplama
yontemi olarak kalibrasyon grafiginin standart sapmasi ve sinyal/giiriiltii orani
yaklasimlar1 da denenmis, ancak uyumlu sonug¢ elde edilememistir. Yontemimizle
uyumlu sonuglar sadece kalibrasyon grafiginin en diisiik ATOR derisiminin standart
sapmast i¢in elde edilmistir. Yontem 10 tablet iceren 6rnekten alinan 5 tekrarl 6l¢im
ile tabletteki ATOR miktarinin tayini i¢in uygulanmistir. Elde edilen sonuglarin
verildigi Tablo 3.7’den ATOR igerigi etiket degeri 10 mg/Tablet olan 6rnek igin
ortalama ATOR miktar1 9,68 + 0,25 mg, gerceklik %96,8, bias 3,2 ve %BSS 2,58
olarak hesaplanmistir. Genel olarak gergekligin % 95 — % 105 arasinda ve % BSS’nin
% 10’dan kiiciilk olmas1 bir analitik yontem icin kabul edilen kriterlerdir. Bu
calismada ATOR tayini igin gelistirilen EBT/PGE elektrodunun kullanildigi
voltammetrik yontem ile elde edilen gerceklik ve %BSS degerlerinin bu kriterlere
uygun olmasi bu yontemin tabletlerde ATOR tayini i¢in kabul edilebilir sonug
verdigini gostermektedir. Bu sonuglar ayn1 zamanda tabletlerde ATORCa disinda
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bulunan diger kimyasallarin yonteme Onemli bir girisiminin olmadigini da

gostermektedir.

Sonug olarak bu calismada ucuz bir karbon esasli elektrot malzemesi olan
kalem grafit EBT ile modifiye edilerek ilag tabletlerinde ATOR tayini igin
voltammetrik bir yontem gelistirilmistir. Yontemin ilag tabletlerinde ATOR tayini
icin uygulanmasinda gerek elektrot hazirlanmasi ve gerekse deneysel parametreler
(ph, destek elektrolit, potansiyel tarama modu) optimize edilmistir. Ayrica hazirlanan
elektrodun alani, bu elektrotta ATOR’un elektrokimyasal davranisi (tarama hizinin
etkisi, elektrot tepkimesinde aktarilan elektron sayisi, heterojen hiz sabiti (ko),
elektron transfer katsayis1 (o), formal potansiyeli (E°”) ) hesaplanmistir. Gelistirilen
yontemin dedeksiyon limiti varolan civa esasli elektrotlarin kullanildigi polarografik
yontemlerin ve bazi adsorpsiyona dayali ve dogrudan potansiyel taramaya dayali
karbon esasli elektrotlarin kullanildigr voltammetrik yontemlerin dedeksiyon
limitlerinden daha iyi oldugu goriilmektedir. EBT/PGE elektrodunun ucuz olmasi ve
kolay hazirlanmasi nedeniyle daha pahali, ylizey temizligi gibi zaman alic1 6niglem
gerektiren camsi karbon elektrot ve onun destek olarak kullanildigi diger modifiye
elektrotlara alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Yontem ilag

tabletlerinde ATOR tayini i¢in yeterince duyar ve dogru sonug¢ vermektedir.

4.7  Elektrot Kararhhg:

Hazirlanan EBT/PGE elektrodunun kararliligimi gozlemlemek icin 1 saat
araliklarla alinan ATOR’un pik akimlarinin zamana kars1 degisim grafiginde (Sekil
3.26) akimin zamanla azalma gosterdigi ve 4. Saatin sonunda belli bir akim degerinde
sabitlendigi gdzlemlendi. Ilk 4 saatlik siirede pik akimlarindaki kayiplar sirastyla %5,
%7, %8 ve %12 olarak hesaplanmistir. Burdan hazirlanan EBT/PGE elektrodunun
ilk 3 saatte minimum kayiplar oldugu ve bu siirede oldukca kararli bir kaplama

isleminin gergeklestigi anlagilmaktadir.
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Tablo 4.1: Atorvastatinin voltammetrik yontemle yapilan tayinlerinden bazi 6rneklerle bu

caligmanin karsilastirilmasi.

. o Calisma
Teknik Ornek Elektrodu Ortam LOD (M) Referans
. pH 7.50,
DPP llaglar, saft 1 ;e boraks 2.33 nM
ornekler 16
tamponu
. pH 7.50,
ppp | laclarsaf gy np boraks 42.9 uM
ornekler 17
tamponu
. pH 7.50,
ppp | llaclarsaf e boraks 0.23 MM 18
ornekler
tamponu
AdsDPV, | Tlaglar, ¢ivili pH 2, BR
AdsSWYV | insan plazmasi GCE tamponu 4.0nM, 2.0nM 15
. pH 5, BR
DPV, Film kapls GCE tamponu, 0.595 uM, 0.47 uM 19
SWv tabletler H H
20% metanol
Tabletler
AdsSWV; | . ! pH 2.5, BR
AdsDPV insan k_an GCE tamponu 6.55 uM, 0.153 uM 20
serumu, idrar
DPV, 0.211 pM, 0.205
SWV; | o, | CCE | 01 H2S04 MM, 21
DPV, idrar ' BDDE ' 0.227 uM, 0.131
SWV uM
GCE
Ilaglar, insan | modified pH 2, BR
LSV plazmast with PPY tamponu 15nM 22
and CNTSs
CPE in the
DPV | flaglar, idrar | presence th jmo’gﬁzfat 4.08 nM 23
CTAB P
. pH 2, fosfat
Ilaglar
Loy VACNT- tamponu,
AdsDPV t?_lonOJlk GOE 20% 9.4 nM 6
ornekler
methanol
pH =5, BR BU
DPV Tablet EBT/PGE tamponu, 2 uM
calismada

%40 metanol
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