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OZET

ERDOGAN KABLAN, S. Sefuroksim aksetilin voltametrik davramislarinin
incelenmesi ve elektroanalitik yontemlerle farmasotik preparatlardan analizi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Program
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2015. Bu tez calismasinda sefuroksim aksetil
(CEFA)’nin farmasotik preparatlardan miktar tayini igin kare dalga voltametri (SWV)
yontemleri gelistirilmistir. SWV yontemleri ile maddenin asili duran civa elektrot
(ADCE) iizerinde indirgenmesi ve modifiye edilmis camsi karbon elektrot (M-CKE)
tizerinde yiikseltgenmesi incelenmistir. CEFA tayini i¢in ilk olarak; kullanilan destek
elektrolit pH’s1, cinsi ve derisimi belirlenmis, daha sonra indirgenme ve yiikseltgenme
icin sartlar optimize edilmistir. ADCE i¢in 40 Hz’lik frekans, 5 mV’luk adim
yiiksekligi 35 mV’luk puls genliginde en iyi pikler elde edilmis ve gézlenebilme sinir1
(LOD) 0.086 pg mL™?, alt tayin sinir1 (LOQ) 0.263 pug mL™?, ve dogrusallik aralig
0.263- 14.773 pg mL™* olarak bulunmustur. M-CKE’de 45 Hz’lik frekans, 5 mV’luk,
adim ytiksekligi 60 mV’luk puls genliginde en iyi pikler elde edilmis ve gézlenebilme
sinir1 (LOD) 2.705ug mL™2, alt tayin smir1 (LOQ) 8.197 pg mL™, dogrusallik aralig
8.197 — 45.454 ng mL? olarak bulunmustur. Gelistirilen SWV yontemleri validasyon
caligmasi sonuglarina goére; dogru, kesin, 6zgiin, duyarli, tekrarlanabilir ve saglam
bulunmustur. CEFA igeren farmasotik preparatlar gelistirilen ve valide edilen SWV
yontemleri ile analiz edilmistir. Sonuglar, kaynaklarda verilen UV-spektrofotometrik
yontemden elde edilen sonuglarla karsilastirilmis ve aralarinda istatistiksel acgidan
anlamli fark bulunmamistir. Ayrica CEFA’nin hem ADCE hem de M-CKE iizerindeki
elektrokimyasal davraniglari incelenmistir. Bu amagla; doniisiimlii voltametri (CV),
kronoamperometri (CA), kronokulometri (CC) yontemleri kullanilarak akimin
karakteri, elektrot tepkimesinin tersinirligi incelenmistir. Diflizyon katsayisi (D),
kimyasal tepkimenin hiz sabiti (k) ve elektron aktarim hiz sabiti (kf) hesaplanarak
indirgenme ve ylikseltme tepkimeleri i¢in mekanizma Onerilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Sefuroksim aksetil, farmasotik preparat, voltametri, modifiye
elektrot, validasyon, doniisiimlii voltametri, kronoamperometri, kronokulometri

Destekleyen kurumlar: H.U.B.A.B Tez Destek Projesi (TYL-2015-6419)
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ABSTRACT

ERDOGAN KABLAN, S. Evaluation of voltammetric behavior of cefuroxime
axetil and analysis in pharmaceutical preparations by electroanalytical methods,
Hacettepe University Health Sciences Institute, Analytical Chemistry Program,
Master of Sciences Thesis, Ankara, 2015. In this thesis, square wave voltammetric
(SWV) methods have been developed for the quantitative determination of cefuroxime
axetil (CEFA) from pharmaceutical preparations. Electrochemical reduction and
oxidation of the substance on hanging mercury drop electrode (HMDE) and modified
glassy carbon electrode (M-GCE) were investigated by SWV methods. For the
determination of CEFA, firstly, supporting electrolyte pH, type and concentration were
determined, then reduction and oxidation conditions were optimized. For HMDE,
well-defined peaks were obtained with a frequency of 40 Hz, potential increment of 5
mV, pulse amplitude of 35 mV and limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ) and linearity range were found 0.086 pg mL™, 0.263 pg mL?, 0.263-14.773 ug
mL, respectively. For M-GCE, well-defined peaks were obtained with a frequency
of 45 Hz, potential increment of 5 mV, pulse amplitude of 60 mV and LOD, LOQ and
linearity range were found 2.705 pg mL*?, 8.197 pg mL?, 8.197-45.454 pg mL*,
respectively. According to validation studies, the developed SWV methods were found
as accurate, precise, specific, sensitive, repeatable and robust. The developed and
validated SWV methods were applied to the determination of CEFA in pharmaceutical
formulations. The results were compared with those obtained by a published ultraviolet
spectroscopic method and no difference was found statistically. In addition,
electrochemical behaviours of CEFA were investigated on both HMDE and M-GCE.
For this purpose, current type and reversibility of electrode reaction were investigated
by using cyclic voltammetry (CV), chronoamperometry (CA), chronocoulometry
(CC). Besides the calculating diffusion coefficient (D), rate constant of chemical
reaction (k) and rate constant of electron transfer (kf), the reduction and oxidation
mechanisms were also proposed.

Keywords: Cefuroxime axetil, pharmaceutical preparation, voltammetry, modified
electrode, validation, cyclic voltammetry, chronoamperometry, chronocoulometry

Supported by: H.U.B.A.B Thesis Support Project (TYL-2015-6419)
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1. GIRIS ve AMAC

Bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotik ilaglar kullanilmaktadir.
Sefuroksim aksetil (CEFA), sefalosporin tiirevi olan genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. II. Kusak sefalosporinlerden olan sefuroksim (CEF) agiz yolu ile ancak
% 1 oraninda emilebildiginden oral preparatint hazirlama g¢aligmalar1 sonucunda
CEF’in asetoksi etil ester tiirevi olan CEFA bulunmustur. CEFA, CEF’in oral
kullanimina elverisli formudur. Alt ve st solunum yolu enfeksiyonlari, {iriner ve
genital sistem enfeksiyonlari, piyelonefrit, sistit, tiretrit gibi deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda etkilidir.

Kaynaklarda CEFA analizi i¢in spektrofotometrik (1-8), kromatografik (9-16),
ve kapiler elektroforez yontemler (17,18) ile tek basina ve/veya karisim halinde
analizleri bildirilmistir. Ancak elektrokimyasal yontemlerle analizi ile ilgili tek bir
makale bulunmaktadir ve o ¢caligmada diferansiyel puls voltametri yontemi ile asidik
ortamda CEFA’nin analizi yapilmistir (19). CEFA’nin farmasatik preparatlardan kare
dalga voltametri yontemi ile analizine rastlanmamasi {izerine literatiire bu konuda
katki saglamak amaciyla calisma yapilmasina karar verilmistir.

CEFA’nin yapisinda hem indirgenecek hem yiikseltgenecek elektroaktif grup
bulunmaktadir. Kaynaklarda yiikseltgenmesine dayali ¢alismaya da rastlanmamustir.
Bu durum bizi CEFA’nin elektrokimyasal davraniglarini hem indirgenme hem
yiikseltgenme ag¢isindan incelenmesi konusuna yonlendirmistir.

Bu tez ¢aligmasinda CEFA’nin farmasotik preparatlardan analizi igin kare
dalga voltametrisi (SWV) ile indirgenme ve yiikseltgenmesine dayali olmak tizere,
asilt duran civa elektrot (ADCE) ve modifiye camsi karbon elektrot (M-CKE)
kullanilarak iki yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Gelistirilen yOntemlerin
kararlilik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, saglamlik, tutarhilik, 6zgiinlik ve geri
kazanim gibi validasyon parametrelerinin degerlendirilmesinden sonra, piyasada
satilan farkli miktarlarda etkin madde igeren preparatlardaki CEFA analizine
uygulanmasi ve gelistirilen yontemlerden elde edilen sonuglarin kaynaklarda verilen
analiz yontem sonuglari ile istatistiksel agidan karsilastirilmasi planlanmistir. Ayrica
CEFA’nin indirgenme ve ylikseltgenme yoniinden elektrokimyasal davraniglarinin
ADCE ve M-CKE kullanilarak ayr1 ayr1 incelenmesi igin doniisiimlii voltametri (CV),

kronoamperometri (CA) ve kronokulometri (CC) yontemleri uygulanmistir. Elektrot



reaksiyonunun tersinirligi, pik akimlarinin karakteri, transfer edilen elektron sayisi (n),
elektron aktarim hiz sabiti (kf), difiizyon katsayisi (D) ve elektrot mekanizmasi gibi

parametrelerin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibakteriyel ilaglar (20,21)

Antibakteriyel ilaglarin 6nemli bir boliimiinii antibiyotikler olusturur.
Antibakteriyel ilaglar tiim mikroorganizma grup ve tiirlerine etki géstermez. Az sayida
mikroorganizma tiiriine etkili olan ilaglara dar spektrumlu antibakteriyel ilaglar, gok
sayida mikroorganizma tiirline etkili olan ilaglara genis spektrumlu antibakteriyel
ilaclar denir.

Antibakteriyel ilaglar mikroorganizma iizerine gosterdikleri etkilere gore
bakterisid ve bakteriostatik (bakteriyostatik) etkili olarak gruplandirilir.

Bakterisid Etkili Antibakteriyel Ilaclar

Bakteriyi Oldiiren ve yok eden ilaglardir. Penisilinler, Sefalosporinler,
Karbapenemler, Monobaktamlar, Aminoglikozidler, Florokinolanlar,
Nitroimidazoller, Rifampin ve Vankomisin bakterisid etkili ilaglardandir.

Bakteriostatik Etkili Antibakteriyel Ilaclar

Bakterilerin liremesini ve gelismesini engelleyen ilaclardir. Gelismesi ve
tiremesi durdurulan mikroorganizmalar viicuttaki savunma hiicreleri tarafindan da
kolaylikla yok edilir. Tetrasiklinler, Siilfonamidler, Amfenikoller, Linkozamidler,
Makrolidler ve Azolidler

2.1.1. Antibakteriyel Ilaclarin Etki Mekanizmalari

Bakteri hiicre duvar1 sentezlenmesini engelleyenler: Bu gruptaki ilaglar
hiicre duvar1 sentezlenmesi tamamlanmamuis bakterileri etkileyerek bakteriyi yok eder.
Hiicre duvari sentezini tamamlamis olan bakterilere etkileri yoktur. Penisilinler,
Sefalosporinler, Novobiosin, Basitrasin, Aztreonam, Vankomisin ve Imipenem bakteri
hiicre duvar1 sentezini bozan ilaglardir.

Bakteri hiicresinin membran gecirgenligini bozanlar: Bakteri sitoplazma
membran gecirgenligini artirarak, hiicre icinde bulunan maddelerin hiicre disina
cikmasini saglayarak bakterisid etki olusturur. Gelismesini tamamlamis bakterileri de

etkiler. Polimiksinler, Gramisidin, Amfoterisin B ve Nistatin bu etkiye sahip ilaglardir.



Bakteri hiicresinin protein sentezini engelleyenler: Bakteri hiicresinde
protein sentezini inhibe eder. Bazilar1 bakterisid, bazilar1 bakteriyostatik etki olusturur.
Genis spektrumlu ilaglardir. Bu gruptaki ilaglar; Tetrasiklinler, Aminoglikozidler,
Kloromfenikol, Eritromisin, Linkomisin ve Oleandomisin’ dir.

Bakteri hiicresinin genetik yapisini bozanlar: Bunlarin biiyiik kism1 bakteri
genetik yapisini etkilerken konaker hiicre ¢ekirdegini de etkilediklerinden sitotoksik
ilaglardir. Digerleri ise antineoplastik ila¢ olarak malign (kotii huylu) tiimdrlerin
tedavisinde kullanilir. Digerleri ise konakg1 hiicresinde fazla toksik etki gdstermez. Bu
gruptaki ilaglar; Mitomisinler, Aktinomisinler, Rifamisinler, Fluorokinolanlar ve
Nitroimidazoller’dir.

Intermediyer metabolizmay1 bozanlar: Bu gruptaki ilaglar bakteri
metabolizmast ic¢in gerekli olan bir maddenin sentezini Onler. Bu gruptaki ilaglar;

Siilfonamidler, Sulfonlar, Etambutol, Trimetoprim ve izoniazid’dir.

2.2. Sefalosporin Grubu Antibiyotikler (20,22,23)

Sefalosporinler ilk kez Cephalosporium tiirii mantardan elde edilmislerdir.
Penisilinler gibi bakteri hiicre duvarmin sentezini bozarak ve bakterideki otolitik
enzimleri aktive ederek bakterisid etki olusturan ve tedavide penisilinlerinkine benzer
endikasyonlarda  kullanilan  B-laktam  tiiri  antibiyotiklerdir. = Molekiiliiniin
antibakteriyel etkisinden ¢ekirdek kismindaki B-laktam halkasit sorumlu oldugundan
B-laktam ya da B-laktamlar adi verilir. B-laktam halkasi; bir azot ve ii¢ karbon
atomundan olusan 4 iiyeli doymus bir halkadir. 1940’11 yillardan giiniimiize kadar
molekiiler 6zellikleri stirekli gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin kullanilan
antibiyotik tiirlerinden biri durumuna gelmistir. Birbirinden farkli 6zellikleri ve
molekiiler yapilar1 ile glinlimiizde dordiincli kusak sefalosporinlere kadar farkli
gruplar1 kullanimdadir. Birinci kusaktakiler gram pozitif koklara daha fazla etkili iken,
liciincii kusaktakiler gram-negatif comaklar iizerine daha fazla etkilidir. Ikinci kusak
sefalosporinler bu 6zellikleri ile diger iki grup arasinda yer alirlar. Dordiincii kusak
sefalosporinlerin gram pozitif bakterilere etkisi birinci kusak sefalosporinlere, gram
negatiflere etkisi de Tciincii kusak sefalosporinlere benzerlik gdstermekte ve
indiiklenebilir B-laktamazlara karst da dayanikli olmalar1 nedeniyle digerlerinden

ayrilmaktadir. Sefalosporinlerin artan gram negatif bakteri etkinlikleri, B-laktam



halkasinin 7. pozisyonunda bulunan "metoksi" grubu yerine bir hidrojen atomunun
yerlesmesi ile gerceklesmektedir. Sefalosporinlerin ortak kimyasal 6zelligi, alt1 tiyeli
dihidrotiyazin halkas1 ve buna bagli dort tiyeli B-laktam halkasidir. B-laktam halkasinin
7. konumundaki farkliliklar antibakteriyel etkinin, 3. konumdaki farkliliklar ise
farmakokinetik ve toksik 6zelliklerin belirlenmesinde rol oynar. Sefalosporinlerde de
yeni molekiiller gelistik¢e bakterilerin olusturdugu direng orani ve direng tiirli de artis

gostermistir.

|. Kusak sefalosporinler: Bu grupta sefalotin, sefazolin gibi parenteral,
sefaleksin, sefadroksil gibi oral ve sefradin gibi hem parenteral, hem de oral
kullanilabilen bilesikler bulunmaktadir. Gram-pozitif bakterilere en etkili sefalosporin
grubudur. Gram-negatif etkinlikleri E.coli, Proteus mirabilis ve K. pneumoniae gibi
bakterilerle kisithidir. Bu 0Ozellikler g6z Oniine alindiginda, yumusak doku
infeksiyonlar1 gibi stafilokoksik infeksiyonlarda ilk segilecek ilaglar arasindadir.
Ayrica, idrar yolu infeksiyonlari ve safra yolu infeksiyonlarinda da kullanilabilirler.

Il. Kusak sefalosporinler: Sefaklor, sefuroksim, sefuroksim aksetil, sefprozil
bu gruptandir. ikinci kusak sefalosporinler birinci kusaklara yakin veya esit bir gram-
pozitif etkinlige sahiptir. Bunun yaninda gram-negatif etkinlikleri biraz daha fazladir.
Sefuroksim ve sefoksitin parenteral, digerleri oral yoldan kullanilir. CEF’in tek basina
oral emilimi yeterli degildir. Bu nedenle parenteral yoldan kullanilir. CEF’e aksetil
yapist eklendiginde yagda ¢oziiniirliigli ve gastrointestinal sistemden emilimi artar.
CEFA, sefuroksimin oral kullanima elverigli olan formudur. Etki alanlar1 goz oniine
alindiginda baslica kullanim alanlar1 solunum sistemi enfeksiyonlaridir. Akut
tonsillofarenjitler, akut otits media ve akut siniizit gibi iist solunum yolu infeksiyonlart,
pnomoni ve KOAH alevlenmeleri gibi alt solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde
ilk segenek ilaglar arasinda yer alirlar. Ayrica, komplike olmayan {iriner sistem
infeksiyonlari, deri ve yumusak doku infeksiyonlarinda da oldukga iy1 etkinlik
gosterirler.

1. Kusak sefalosporinler: Sefoperazon, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim,
seftazidim ve sefodizim sadece parenteral kullanilan tigiincii kusak sefalosporindir. Bu
gruba ait olan sefiksim; oral kullanilabilen tek antibiyotiktir. Bu grup sefalosporinlerin

en etkili oldugu bakteriler gram-negatif ¢omaklardir. Gram-pozitif bakterilere karsi



etkinlikleri birinci kusaklara oranla oldukg¢a azdir. Sefotaksim gram-pozitif etkinligi
en iyi olan iiglincii kusak sefalosporindir. En az etkili olan ise seftazidimdir. Higbirinin
iyi bir anti-anaerop etkinligi yoktur. Ugiincii kusak sefalosporinler gram-negatif sepsis
gibi ciddi enfeksiyonlarda, gram-negatif bakterilerle olusan hastane kokenli
enfeksiyonlarda genellikle aminoglikozitlerle kombine olarak, beyin-omurilik sivisina
iyi gegtiklerinden ve baslica menenjit etkenlerinin tiimiine etkili olduklarindan akut
bakteriyel menenjitlerde (gram-negatif basil menenjitleri dahil) kullanilirlar.

IV. Kusak sefaloporinler: Bu grupta sefepim bulunmaktadir. Sefepimin gram-
negatif bakterilere etkinligi miikemmeldir. Ugiincii kusaklardan farkli olarak
Enterobacter tiirlerine etkinligi de ¢ok iyidir. Ugiincii kusaklardan bir diger farkl
yonleri gram-pozitif bakterilere onlardan daha etkili olmalaridir. Yani daha genis ve
dengeli bir etki alanina sahiptir. Ancak, antianaerop etkinligi iyi degildir. Sadece
parenteral kullanilir. Kullanim alanlari ti¢lincii kusak sefalosporinler gibidir. Sekil

2.1.”de sefalosporinlerin siniflandirilmasi gortiilmektedir.

SEFALOSPORINLER

l ,, | l

1EUSAK 2KUSAK I KUSAK 4KUSAK
Sefalotin Sefamandol Sefoperazon Sefepim
Sefapirin Sefoksitin Sefotaksim Sefpirom
Sefazolin Sefaklor Seftizoksim
Sefalektin Sefonisid Seftriakson
Sefradin Seforamid Moksalaktam
Sefadroksil Sefuroksim Seftazidim
Sefaloridin

Sekil 2.1. Sefalosporinlerin Siniflandirilmasi



2.3. Sefuroksim aksetil (CEFA) (24)

Sefalosporinlerin esterli tiirevlerinden tedavide en yaygin kullanilan
sefuroksim aksetildir. Ikinci kusak sefalosporinlerden olan sefuroksim sodyum (CEF
Na) agiz yolu ile ancak % 1 oraninda emilebildiginden oral preparatin1 hazirlama
aragtirmalart sonucunda CEFA bulunmustur. CEFA; CEF’in Cs pozisyonuna
asetoksietilester baglanmasi ile olusur. Klinik olarak etkin olabilmesi i¢in bu asetil
grubunun hidrolize ugramasi gerekmektedir. Bu hidroliz; kanda, karacigerde ve
intestinal mukozada yaygin olarak bulunan nonspesifik esterazlar tarafindan
gerceklestirilir. CEF’in lezzeti kotii oldugundan film kapli tabletler tercih edilir. Ancak
film kapli tabletlerin mide ortaminda ¢6ziinmez jel olusturma olasiliklari
bulunmaktadir. CEFA emildikten sonra 3-4 dakika gibi kisa bir siirede barsakta
luminal esterazlar tarafindan hizla CEF’e hidrolize olur. CEF fizyolojik pH’larda
anyon durumunda oldugundan lipid ¢6zliniirliigii ve dolayisi ile emilimi yok denecek
kadar diigiiktiir. Ancak yiyeceklerden hemen sonra alinirsa biyoyararlanim % 25- 87
oraninda artabilir.  Besinlerin  esterazlar1  baskiladiklar1  dusiinilmektedir.
Biyoyararlanimin yiyeceklere bagli olmasi CEFA’nin diizenli serum diizeyi saglama

olasiligina kusku diisirmektedir.



2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

OCONH,

CONH N

Sekil 2.2. CEFA Molekiiliiniin Kimyasal Yapis1

CEFA,; sefuroksimin 1-(asetiloksi) etil esteridir (Sekil 2.2). Molekiil formiili
C20H22N4010S ve molekiil agirligi 510.48 g/mol’ diir. (6R, 7R) -7 - [2 - furil (metoksi-
imino)-asitamido] -3 - karbamoiloksimetil-8 - okso - tiya-1 - azabisiklo [4.2.0] okt-2 -

en-2 - karboksilik asit, 1 - asetoksi-etil ester olarak okunur.

2.3.2. Farmakodinamik Ozellikleri (21)

CEFA, bakterisit bir antibiyotik olan sefuroksimin oral 6n ilacidir. CEF,
bakteriyel B-laktamazlara karsi iyi bir stabilite gosterir ve sonug olarak ampisilin veya
amoksisiline direngli suslarin pek ¢oguna etkilidir. CEF onemli hedef proteinlere
baglanarak bakterilerde hiicre duvari sentezini 6nleyerek bakterisit etki gosterir.

Aerob Gram-negatif mikroorganizmalar: Haemophilus influenzae
(ampisiline direncli tiirler dahil), Haemophilus parainfluenzae, Moraxella catarrhalis,
Neisseriagonorrhoeae (penisilinaz {ireten ve tiretmeyen tiirler dahil), Escherichia coli,
Klebsiella tiirleri, Proteus mirabilis, Providencia tiirleri, Prividencia rettgeri.

Aerob  Gram-pozitif mikroorganizmalar:  Staphylococcus  aureus

(Penisilinaz treten tiirler dahil, metisiline direngli suslar hari¢), Staphylococcus



epidermidis (Penisilinaz ireten tiirler dahil, metisiline direngli suslar harig),
Streptococcus pyogenes (ve diger beta hemolitik streptokoklar), Streptococcus
pneumoniae, (Streptococcus agalactiae)

Anaerob mikroorganizmalar: (PeptococcusPeptostreptococcus tiirleri dahil),
Gram negatif koklar (PeptococcusPeptostreptococcus), Gram-pozitif basiller
(Clostridium tiirleri dahil) Gram-negatif basiller (BacteroidesFusobacterium tiirleri
dahil), Propionibacterium.

Diger organizmalar: Borrelia burgdorfer

2.3.3. Farmakokinetik Ozellikleri (21)

Absorpsiyon

CEFA oral yoldan alindiginda gastrointestinal sistemden absorbe edilir. CEFA
ac veya tok karnina almabilir. Ancak tok olarak alindiginda absorpsiyon ve
biyoyararlaniminin daha yiiksek oldugu (mutlak biyoyararlanimi %37’den % 52’ye
yiikselmis) goriilmiistiir. CEFA tabletleri yemeklerden sonra alindiginda, yaklasik 2.4
saat sonra ulasilan doruk plazma diizeyleri 125 mg'lik doz igin 2.9 mg L™, 250 mg'lik
doz i¢in 4.4 mg L%, 500 mg'lik doz igin 7.7 mg L ve 1 g'lik doz igin 13.6 mg L olarak
saptanmistir. CEFA siispansiyonun absorpsiyon hizi tabletlere nazaran daha az olup,

doruk serum seviyeleri daha diisiiktiir ve sistemik biyoyararlanimi azalmistir.

Dagilim
CEFA serum proteinlerine yaklasik % 50 oraninda baglanir ve metabolize olup

CEF’e doniistiikten sonra tiim ekstraselliiler sivilara dagilir.

Metabolizma
CEFA nonspesifik esterazlarla barsak mukozasinda ve kanda siiratle CEF’e

hidrolize olur. Kalan aksetil ise asetaldehit ve asetik aside metabolize olur.
Renal atilim

CEF, biiyiik ol¢iide idrarla degismemis olarak atilir. Uygulanan dozun yaklagik
% 50’si 12 saat i¢inde idrardan uzaklastirilir. Yarilanma omrii 1-1.5 saattir. Renal
fonksiyonlarinda bozukluk olan hastalarda ilacin yarilanma 6mrii uzar. Ortalama
kreatinin klerensi 34.9 mL dk olan yash bireylerde eliminasyon yarilanma dmriiniin

3.5 saate kadar uzadig1 goriilmiistiir. Probenesid ile verilmesi atilimini geciktirir.
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Yan etkiler

CEFA’nin  yan etkileri genellikle hafif ve gecici Ozelliktedir.
Yan etkiler ic¢in belirlenen siklik kategorileri tahminidir, plasebo kontrollii
caligmalarda da oldugu gibi bir¢ok reaksiyonda insidans1 hesaplamak i¢in elverisli veri
(6rnegin plasebo kontrollii ¢aligmalardan saglanan veriler) bulunmamaktadir. Ayrica

CEFA’ya bagli yan etkilerin insidanslar1 endikasyona gore degisebilmektedir.

Ilac etkilesimleri

Mide asiditesini azaltan ilaglar aglik durumuyla karsilastirildiginda CEFA’nin
biyoyararlanimini azaltabilir ve yemek sonrasi absorpsiyonundaki artisi ortadan
kaldirabilir. Probenesid ile beraber kullanildiginda sefuroksimin plazma doruk
konsantrasyonu tek basina kullanildigindaki konsantrasyona oranla daha yiiksek

bulunmustur.
2.4. Sefuroksim aksetilin Analiz Yontemleri

2.4.1. Spektrofotometrik Analiz Yontemleri

Amir ve dig. (1), CEFA’nin farmasotik preparatlardan analizi igin basit, hassas,
dogru ve tekrarlanabilir UV spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. CEFA,
metanol (MeOH) igerisinde 278 nm’de maksimum absorpsiyon vermistir ve 0.80-3.60
ng mL? araliginda dogrusallik elde edilmistir. Regresyon denklemi; y = 0.05x + 0.048,
korelasyon katsayisi ise; 0.995°dir. Gelistirilen yontem valide edilmistir. Giin i¢i ve
giinler aras1 kesinligi yiiksek bulunmusgtur.

Pritam ve dig. (2), CEFA’nin farmasétik preparatlardan analizi igin basit, hizli,
dogru ve ekonomik UV spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. CEFA’nin
maksimum absorpsiyon verdigi dalga boyu 0.1 N HCI igerisinde 281 nm’dir.
Dogrusallik araligi 0.4-2.0 ug mL?, korelasyon katsayis1 0.998 ve geri kazanim
degerleri % 98.54-99.98 arasinda bulunmustur. Bagil standart sapma (BSS) % 2’den
diisik oldugundan yontemin kesin oldugu soylenmistir. Gelistirilen yOntemin
CEFA’nin tabletlerden rutin analizinde hizli ve diisiik maliyetli oldugu belirtilmistir.

Chaudhari ve dig. (3), kat1 dozaj formlarinda kombine halde bulunan CEFA ve
probenesidin es zamanli tayini i¢in basit, hizli ve kesin UV spektrofotometrik yontem

gelistirmislerdir. CEFA ve probenesid sirasiyla 280 ve 249 nm’de absorpsiyon


http://www.ijpsonline.com/searchresult.asp?search=&author=SV+Chaudhari&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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gostermislerdir. Yontemin dogruluk ve kesinligi istatistiksel olarak valide edilmistir.
Yontem iyi bir tekrar iiretilebilirlik ve %2’den diisiikk BSS ile iyi bir geri kazanim
gostermistir. Yontem pazarlanan formiilasyonlarin in vitro dissoliisyonu ve tayini i¢in
basarili bulunmustur.

Game ve dig. (4), CEFA’nin farmasdtik preparatlardan analizi i¢in basit iki
spektrofotometrik ~ yontem  gelistirmislerdir.  Birinci  yontem; basit UV
spektrofotometrik yontemdir. CEFA 0.1 N HCI igerisinde 281 nm’de maksimum
absorbans vermistir. Yontemin dogrusallik araligi 2-30 pg mL™? olarak bulunmustur.
Ikinci ydntem ise; birinci tiirev spektrofotometrik yontemdir. CEFA 0.1 N NaOH
igerisinde 266 nm’de maksimum absorbans, 300 nm’de minimum absorbans vermistir.
Yéntemin dogrusallik araligi; 4-30 pg mL™ olarak bulunmustur. Her iki yontem valide
edilmistir. Segilen dalga boylarinda ve deney kosullarinda tabletteki yardimer
maddelerin girisiminin olmadig1 bulunmustur.

Ingale ve dig. (5), CEFA ve potasyum klavulanatin kombine halde oldugu
farmasotik  preparatlardan ayn1 anda analizi i¢in basit, hizli ve hassas
spektrofotometrik  yontem  gelistirmislerdir. MeOH igerisinde = maksimum
absorbanslart CEFA i¢in 284 nm, potasyum klavulanat i¢in 271 nm’de Sl¢iilmistiir.
CEFA igin dogrusallik aralig1 5-50 pg mL™, korelasyon katsayis1 0.999, potasyum
klavulanat i¢in dogrusallik araligi 1-30 pg mL?, korelasyon katsayist 0.998dir.
Gelistirilen yontem ICH’e gore valide edilmistir.

Pavankumar ve dig. (6), CEFA’nin kat1 dozaj formlarindan tayini i¢in ii¢ basit
ve dogru spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. A yoOnteminde; UV
spektrofotometrik Ol¢limler maksimum absorpsiyon 277 nm’de yapilmistir. B
yontemi; demir kloriir varliginda CEFA ve 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon
hidrokloriir monohidrat (MBTH) arasindaki oksidasyon reaksiyonu yoluyla yesil
renkli kromojen olusumuyla ilgilidir, 6l¢iimler 624 nm’de yapilmistir. C yontemi ise;
Poli-dialildimetilamonyum kloriir (PDAC) ile pembe renkli kromojen olusumuna
dayanir ve ol¢timler 537 nm’de yapilmistir. Reaksiyonu etkileyen ¢esitli parametre
kosullar1 optimize edilmistir. Optimize sartlar altinda; dogrusallik araligt A yontemi
icin; 5-25 pg mL?, B yéntemi igin; 1-5 pg mL?, C yontemi icin; 2-10 ug mL™Y°dir.
Korelasyon katsayilar1 A yontemi i¢in; 0.999, B yontemi i¢in; 0.9992, C yontemi igin;
0.998°dir. Dogrusallik, kesinlik, dogruluk, saglamlik ve tutarlilik gibi validasyon
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parametreleri valide edilmis bir yontemle karsilastiritlmistir. Gelistirilen yontemler igin
secilen dalga boylarinda tabletteki yardimci maddelerin girisiminin olmadigi
bulunmustur. Gelistirilen yontemlerin farmasdtik preparatlardan CEFA tayini igin
basarili oldugu diisiiniilmiistiir.

Sengar ve dig. (7) CEFA ve potasyum klavulanatin farmasotik preparatlardan
ayni anda analizi i¢in dogru, kesin, hassas ve ekonomik iki spektrofotometrik yontem
gelistirmislerdir. Bunlar; absorbans ve birinci tiirev spektrofotometrik yontemlerdir. I.
Yontemde 277 nm’de potasyum klavulanatin absorbansi sifirdir, CEFA tayin
edilmistir. 218 nm’de CEFA’nin absorbansi diizeltildikten sonra potasyum klavulanat
tayin edilmistir. II. yontemde potasyum klavulanat i¢in 230 nm, CEFA i¢in 300 nm
secilmistir. Analiz sonuglar1 istatistiksel olarak valide edilmis ve geri kazanim
calismalar1 yapilmstir.

Shelke ve dig. (8), CEFA’nin farmasotik preparatlardan analizi i¢in basit,
dogru, ucuz ve tekrarlanabilir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Maksimum
absorpsiyon MeOH iginde 281 nm’de olgiilmiistiir. Farmasotik preparatlardan geri
kazanim degeri; %99.97 + 0.3969 bulunmustur. Gelistirilen yontem dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve hassaslik acisindan valide edilmistir. Dogrusallik araligi; 4-28
ng mL?, regresyon denklemi; y = 0.0346x + 0.0566, korelasyon katsayisi ise;
0.9999°dur.

2.4.2. Kromatografik Analiz Yontemleri

Can ve dig. (9), tabletlerden, serumdan ve idrardan CEFA tayini igin basit ve
kesin sivi kromatografik ve akis enjeksiyon analiz yontemi gelistirmisler ve valide
etmislerdir. I¢ standart olarak Indapamid, hareketli faz olarak 0.1 M KH2PO4 (pH 4)
ve asetonitril (70:30, h/h) kullanilmustir. Hareketli faz akis hizi 1 mL dkt ile 281 nm
de 11. dk’da CEFA tayin edilmistir. Akis enjeksiyon analizi; MeOH: H>O (10:90, h/h)
ve 1 mL dk? akis hiz1 ile gerceklestirilmistir. LOD ve LOQ degerleri HPLC analizi
icin 1.35x107 and 4.08x10" M, akis enjeksiyon analizi i¢in 1.31x107" and 4.00x10"
M’dir. Tablet formiilasyonunun analizi ile elde edilen sonuglar, bir spektrofotometrik
yontemle elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda yontemler arasinda 6nemli bir fark

bulunmamastir.
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Kumar ve dig. (10), CEFA tayini i¢in; hizli ve tekrarlanabilir yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Hareketli faz
olarak MeOH ve 0.01 M pH 2- 5 potasyum dihidrojen o- fosfat tamponu (60: 40 h/h),
akis hiz1 0.8 mL dk* ve 248 nm secilmistir. Alikonma zamani 3.693 dk’dir. Yontem
CEFA konsantrasyonu 0.45 ve 80 pug mL? arasinda dogrusal cevap vermistir.
Gelistirilen HPLC yontemi ile LOD degeri 0.26, LOQ degeri 0.58 ng mL*
bulunmustur. Yontem ICH rehberine uygun olarak basari ile valide edilmistir.

Sengar ve dig. (11), CEFA ve potasyum klavulanat tayini igin basit, spesifik,
dogru ve kesin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Ilaglarn ayrilmasi Hypersil Gold C-
18 kolon (250 mm x 4. 6 mm i.d.) ile Jasco HPLC sistemde, hareketli faz olarak 0.01
M Potasyum dihidrojen fosfat: MeOH (60: 40 h/h) kullanilarak saglanmis ve madde
UV dedektorde 225 nm’de tespit edilmistir. Dogrusallik araligi CEFA i¢in 5-50 pg
mL1, potasyum kalvulanat i¢in 5-30 pg mL? bulunmustur. Ortalama alikonma zamani
potasyum klavulanat ve CEFA’nin 2 izomeri i¢in sirastyla 2.573, 8.293 and 9.987
dk’dir. Giinler aras1 bagil standart sapma CEFA i¢in %0.328, potasyum klavulanat i¢in
%0.382 dir. Giin i¢i bagil standart sapma CEFA i¢in %0.545, potasyum klavulanat i¢in
%0.552°dir. Geri kazanim CEFA i¢in 100.976 £+ 0.439, potasyum klavulanat igin
101.053 £ 0.423 (ortalama + SS) bulunmustur.

Ingale ve dig. (12), tablet dozaj formundan CEFA ve potasyum klavulanatin es
zamanli tayini i¢in basit, kesin, 6zgilin ve dogru ters faz HPLC yontem gelistirmeyi
amagclamislardir. Hareketli faz olarak metil alkol ve su (90:10, h/h) 1.0 mL dk* akis
hiz1 ile kullanilmistir. Alikonma zamanlari; CEFA igin 2.46, potasyum klavulanat igin
3.33 dk’dir. Yontem 6zgiinliik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve saglamlik agisindan
ICH ¢ e gore valide edilmistir. Korelasyon katsayisi; CEFA i¢in 0.996 ve potasyum
klavulanat i¢in 0.992°dir. Standart sapma ve bagil standart sapma degerleri kabul
edilebilirdir. Yontem CEFA ve potasyum klavulanatin es zamanli tayini i¢in 6zgiin,
dogru ve kesin oldugundan; bu iki ilac1 beraber ya da ayr1 ayri igeren farmasotik
preparatlarin rutin ya da kalite kontrol analizleri i¢in uygun bulunmustur.

Krzek ve dig. (13), ince tabaka kromatografi ve dansitometre ile CEFA ve
CEF’in taninmas1 ve miktar tayini i¢in gereken sartlar1 denemislerdir. Iki etkin
maddenin iyi bir sekilde ayrilmas silikajel tizerinde hareketli faz olarak kloroform:

etil asetat: glasiyel asetik asit: su (4:4:4:1, h/h/h/h) ile gergeklestirilmistir.



14

Kromatogram iizerinde noktalarin belirlenmesinde UV dansitometre kullanilmistir.
CEFA ve CEF i¢in gozlenebilme sinir1 sirasiyla 40 ng ve 30 ng, geri kazanim degerleri
% 99.93 ve % 97.94 olarak bulunmustur.

Pramar ve dig. (14), CEFA’nin miktar tayini i¢in kararliligin1 gésteren HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Yontem; dogru, kesin ve tekrarlanabilirdir. Gelistirilen
yontem  kullanilarak CEFA  siispansiyonlarmin  stabilitesi  incelenmistir.
Siispansiyonlarin igerisindeki CEFA; 5°C’de depolandiginda 28 giin kararhidir. Ek
olarak; numunelerin pH degeri ve fiziksel goriiniisii degismemistir.

Ranjane ve dig. (15), CEFA ve ornidazoliin kombine halde oldugu tabletlerden
iki etkin maddenin tayini i¢in yeni ve basit yiiksek performansli ince tabaka
kromatografik yontem gelistirmisler ve valide etmislerdir. Ayirim silikajel ile
kaplanmis aliiminyum plaklarda ger¢eklesmis, hareketli faz olarak toluen—n-biitanol—-
trietilamin (8.5:2:0.5, h/h/h/h) kullanilmustir. ilaglarin miktar tayini plaklarin 285
nm’de densitometrik taranmasi ile gerceklestirilmistir. Ornidazol ve CEFA igin
alikonma faktorii; sirasiyla 0.51 += 0.007 ve 0.67 £ 0.009’dir. Yontem dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve saglamlik agisindan valide edilmistir. Ornidazol ve CEFA ig¢in
dogrusallik araligi 100- 500 ng/band olarak bulunmustur. Yontem farmasotik
formiilasyonlarda ilaglarin analizi i¢in basariyla uygulanmistir ve % geri kazanim,;
CEFA i¢in 102.36 + 0.775, ornidazol i¢in 101.00 £ 1.192 olarak bulunmustur.

Ranjane ve dig. (16), CEFA ve ornidazoliin kombine halde oldugu tabletlerden
iki etkin maddenin es zamanl tayini i¢in basit, dogru ve hassas ters faz HPLC yontemi
gelistirmislerdir. C18 kolonda hareketli faz olarak 0.01 M potasyum dihidrojen orto
fosfat- metil alkol (56:44, h/h) ve i¢ standart olarak tinidazole kullanilmustir.
Dogrusallik araligi; CEFA igin 5-25, ornidazol igin 10-50 pg mL? bulunmustur.
Yontem basarili bir sekilde valide edilmis ve farmasotik formiilasyonlarda ilaglarin

analizi i¢in uygulanmstir.

2.4.3. Kapiler elektroforez analiz yontemi

Altria ve Rogan (17), CEFA ig¢in yiiksek performansli kapiler elektrokinetik
kromatografi (HPCE) yontemi gelistirmislerdir. Bu amagla kapiler elektroforez (CZE)
ve misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MECC) teknikleri arastirilmustir.
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Raj (18), sefiksim trihidrat ve CEFA tayini igin basit, giivenilir ve
tekrarlanabilir elektroforetik yontem gelistirmislerdir. Proteinlerin ayrilmast amaciyla
indirgeme ajani olarak merkaptoetanol iginde anyonik yiizey aktif madde olarak
sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilmistir. Proteinlerinin tespiti ve karakterizasyonu

icin hizli ve hassas bir deney yontemidir.

2.4.4. \Voltametrik Analiz Yontemleri

Aleksi¢ ve dig. (19), CEFA, seftazidim ve seftriaksonun pH 2 ve 8 araliginda
asili duran civa elektrot kullanarak doniistimlii voltametri (CV) ve diferansiyel puls
voltametri (DPV) ile voltametrik davraniglarini incelemislerdir. Pik akimlar1 ve pik
potansiyelleri lizerine pH nin, destek elektrolitin ve tarama hizinin etkisi incelenmistir.
CEFA ve seftazidimin asidik c¢ozeltide indirgenmesinin diflizyon kontrolli,
seftriaksonun ise adsorpsiyon ile gerceklestigi belirlenmistir. Seftazidim i¢in pH 2.0,
CEFA igin pH 3.5, seftriakson icin ise pH 8.0’de DPV yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. Her ti¢ madde i¢in dogrusallik araligi, LOD ve LOQ degerleri incelenmis

ve yontemler farmasotik preparatlarda adi gegen maddelerin analizinde uygulanmistir.

2.5. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler; akim, potansiyel ve yiik ile ilgili parametrelerin
ol¢iildiigli segici, az miktarda numune ile caligilabilen, diisiik maliyetli ve pratik
yontemlerdir. Elektrotlar ve ¢ozeltiden olusan sisteme elektriksel etki yapilarak,
sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Analit destek elektrolit ad1 verilen elektroaktif olmayan
iyon igeren tuz ¢ozeltisi veya tampon ¢ozeltisine eklenerek nitel ve nicel analizler
gerceklestirilir. Yik aktariminin stokiyometrisi, hizi, kiitle aktarim hizi, kimyasal
reaksiyonlarin hizi, denge sabitleri ve adsorpsiyon derecesi gibi bilgiler edinilebilir.

Elektroanalitik yontemler kullanilan ¢aligma elektrot tiirline gore, uygulanan
akim veya potansiyelin sabit ya da degisken olmasina bagl olarak birgok sekilde

smiflandirilabilir. Yaygin olan siniflandirma yontemi Sekil 2.3’de gosterilmistir (25).



Elektroanalitik
Teknikler

Ttk Tekadkler (=07
Pofansipomeri

epicd Eleldrodiar
Pofansipomedril]
Tifrasponiar

Diinareik Teknikler {1 =0 )

:

Potansiyel Kontrolli
teknikler

0 Jrn Foomtrollia
Telnilkler
E ronopotansivometi

E romoarnperorett
F ronokulormett

ekt Potansiyel
Elulotetrisi

Vaoltametr

ik Eoomtrollid Teknikler

Hidrodinarnil, Voltarnetrd
|dzeltinig Kangtmldin
rroltatneti

Dinen disk elektrodn
rroltametrisi

Pulz Violtarnetris

2.5.1. Voltametri

[Rabit Elektrot
Waltametrisi
Ddriigimli Woltametn

Sekil 2.3. Elektroanalitik Yontemlerin Smiflandirilmasi

16

Voltametri, en yaygin kullanilan elektroanalitik yontemlerden biridir. Indikator

veya calisma elektrodunun polarize oldugu sartlarda, uygulanan potansiyelin bir

fonksiyonu olarak akimin dlgiilmesinden yararlanarak analit hakkinda bilgi edinilen

bir grup analitik yontemi igerir.

Voltametride kullanilan elektrotlar;

1. Polarize edilemeyen (referans) elektrotlar; potansiyeli dis etkilerle

degismeyen elektrotlardir (doymus kalomel elektrot ve glimiis/giimiis kloriir

(Ag/AgCl) elektrot gibi).
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2. Polarize edilebilen (calisma) elektrotlar; potansiyeli dis etkilerle
degistirilebilen elektrotlardir (civa, platin, altin, grafit elektrotlar gibi).

3. Karsit elektrotlar; elektrigin gii¢ kaynagindan ¢ozeltinin iginden gegerek
calisma elektrotuna aktarilmasini saglayan elektrotlardir (26,27).

Voltametride tglii elektrot sistemi kullanilir. Calisma elektrodu ile referans
elektrot arasina potansiyel uygulanir ve ¢alisma elektrodu ile karsit elektrot arasindaki
akim ol¢iiliir. Calisma ile referans elektrot arasinda akim Olgiilmez, ¢iinkii referans
elektrodun potansiyeli kii¢iik akimlarda sabittir ancak akim arttiginda potansiyel sabit
kalmaz. Uglii elektrot sistemi kullanildiginda aymi sisteme hem potansiyel
uygulanabilir hem de olusan akim Olgiilebilir.

Kullanilan c¢alisma elektrotlari, polarizasyonu artirmak amaciyla, ylizey
alanlar1 birkag milimetre kare ve bazi uygulamalarda ise birka¢ mikrometre kare ya da
daha kii¢iik olan mikroelektrotlardir.

Voltametrik yontemde c¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrot
kullanilirsa polarografi, asili duran civa damlasi veya kat1 elektrot kullanilirsa sabit
elektrot voltametrisi denir.

Elektrot tepkimelerinin mekanizmalarinin  belirlenmesi, kinetiklerinin
incelenmesi ve nitel ve nicel analizlerinin yapilmasinda yaygin olarak kullanilan
voltametrik yontemler asagida verilmistir.

-Polarografi, dogru akim polarografisi, diferansiyel puls polarografisi ve puls
polarografisi
-Dontistimlii voltametri
-Kare dalga voltametrisi ve polarografisi
-S1yirma voltametrisi
-Kronoamperometri
-Kronokulometri
-Sabit potansiyel kulometrisi
Cesitli voltametrik yontemlerde kullanilan cihaz diizenegi Sekil 2.4’de

goriilmektedir.
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Sekil 2.4. Voltametrik Olgiimlerde Kullanilan Hiicrenin Sistematik Diyagrami

2.5.1.1. Polarografi

Polarografi, 1927’de J. Heyrovsky tarafindan gelistirilmis ilk voltametrik
yontemdir. Bundan 40 yil oncesine kadar dogru akim polarografisi (DC, normal
polarografi) ile sinirli olan polarografi, son yillarda ¢ok kullanilan duyarli ve giivenilir
yontemdir. Polarografi ile periyodik tablodaki elementlerin biiyiik bir kismi ile
indirgenebilen veya yiikseltgenebilen fonksiyonel gruba sahip elektroaktif organik
molekiillerin dogrudan analizi yapilabilmektedir. Elektroaktif olmayan organik
molekiiller kompleks olusturma, nitrolama, nitrozolama, N veya S oksitleme,
kondenzasyon ve katilma tepkimeleri ile dolayli yolla polarografi ile analiz
edilebilirler (28). Polarografide kullanilan ¢alisma elektrodu; damlayan civa elektrodu
(DCE)’dir. Bu elektrot 0.05 - 0.08 mm i¢ ¢apli kilcal cam borudur. Bu kilcalin ucu 1-
50 mL kadar ¢ozelti bulundurulan bir hiicreye daldirilir. DCE’nin potansiyeli, bir
referans elektrota kars1 degistirilir. Referans elektrot genellikle Ag /AgCl veya doymus
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kalomel elektrottur (DKE). DCE ile referans elektrot arasina potansiyometre
yardimiyla bir potansiyel uygulanir. Akim, calisma elektrotu ile karsit elektrot
arasinda akar. Karsit elektrot olarak platin kullanilir. Hiicreden gecen akim bir
galvanometre ile olgiiliir. Olgiilen akimm uygulanan potansiyele karsi grafigi
polarogram adini alir. Dogru akim polarografisinde gozlenen akim-potansiyel egrisi

Sekil 2.5°de goriildiigii gibidir.

20—
Sinr Akarmi
15—
Lo
Yan dalga DifUZ‘YO—n alami
*TT potansiyel I
5 Eip
EBozunma Potansiyeli
Ey
. ()
O —
\\ Artik akim
I | | 1 ! L 1 |
0 -0.3 -06 -09 -12

E (v, Ag/agCl've karsi)

Sekil 2.5. Dogru Akim Polarogramlari (a) Elektroaktif Maddenin Polarogranmi
(b) Destek Elektrolit Polarogrami

Polarografide akim, ¢alisma elektrodunda maddelerin indirgenmesi ya da
yiikseltgenmesi ile olusur. Indirgenme sonucu olusan akima katodik akim,
yiikseltgeme sonucu olusan akima ise anodik akim denir. Katodik akimin isareti
pozitif, anodik akimin isareti ise negatif olarak kabul edilmistir. Sekil 2.5’de verilen
polarogramdan gorildiigi gibi yiikseltgenmenin veya indirgenmenin basladig

potansiyele bozunma potansiyeli (En) denir. Bozunma potansiyelinden sonra ¢ok az
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bir potansiyel degismesine karsilik olusan akimda hizli bir artig gozlenir. Belli bir
potansiyel sonrasinda akimin sabit kaldig bir plato bolgesine ulasilir ve bu akima sinir
akim denir. Destek elektrolitte elektrot tizerinde heniiz tepkime olmadig1 zaman kii¢iik
de olsa bir akim gozlenir. Bu akima artik akim denir. Bu akimin iki nedeni vardir:

1. Cozelti iginde analiz edilecek maddeden daha elektroaktif safsizliklarin
indirgenmesi veya ylikseltgenmesi ile olusan faradaik akim,

2. Elektrot ylizeyine adsorbe olan maddenin elektrot-elektrolit ara yiizeyindeki
(civa damlasmin yiiklenmesi) elektriksel c¢ift tabakanin kapasitansina etki etmesi
sonucu olusan kapasitif akimdir.

Smir akim ve artik akim arasindaki akim farki dalga yiiksekligidir. Dalga
yiksekligi, elektroaktif maddenin konsantrasyonu ile dogrusal olarak artar.
Polarografide akimin artmaya basladigi ilk potansiyel bozunma potansiyelidir.
Indirgenme bozunma potansiyelinden sonra baslar. Ik 6nce elektrot yiizeyindeki
maddeler indirgenir ve akim artmaya baslar. Cozeltideki maddeler derisimin “0”
oldugu elektrot yiizeyine diflizyonla gelmeye baslar, indirgenir ve akim artar. Elektrot
tepkimesinin hiz1 ¢ozeltideki maddenin diflizyon hizina esit oluncaya kadar akim artar.
Elektrot tepkimesinin hizin1 maddenin difiizyon hizi sinirlar. Buna difiizyon sinir
akimi denir. Bu 6zelliginden dolay1 polarografi nicel analizlerde kullanilabilmektedir
(29). Akimin sinir akimi degerinin yarisina esit oldugu potansiyel yar: dalga
potansiyelidir. Yart dalga potansiyeli Ey ile gosterilmektedir. E1/2 degeri genellikle
elektroaktif maddenin derisimine bagli degildir ve standart yar1 hiicre potansiyeli ile
yakindan iliskilidir. Yar1 dalga potansiyelinin her madde i¢in karakteristik olmasi
ozelliginden dolay1 polarografi nitel analizlerde kullanilabilmektedir (28) .

Oksijen biitlin ¢oziiciilerde az veya ¢ok ¢oziindiigiinden polarografik deneyler
oksijensiz ortamlarda gerceklestirilmelidir. Ciinkii 25°C’de suda ¢6ziinmiis oksijenin
derisimi 10 M’dir. Coziinmiis oksijen DCE iizerinde indirgenir. Bu indirgenme iki
basamaklidir. Birincisi -0.05 V’da perokside indirgenmesi, ikincisi ise -0.9 V’da
gozlenen peroksidin suya indirgenme tepkimesidir. Bu potansiyeller ortamin pH’s1 ile

degisir. Asidik ortam i¢in bu tepkimeler asagidaki gibidir.

Oz + 2H30" + 26¢ —— H20; +2H20
H202 + 2H30* + 20 —» 4H20
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Bu tepkimeler ile polarografide 0.0 ve -1.0 V arasi gibi bir ¢ok indirgenme
tepkimesinin gozlendigi bolge kapatilmis olur. Buna engel olmak i¢in deney 6ncesinde
¢ozeltiden azot (N2) veya argon (Ar) gibi bir inert gaz gegirilir, boylece ¢oziinmiis
oksijen ortamdan uzaklastirilir.

Elektrot tepkimelerinin hiz1 tersinirligi belirler. Elektron aktarim hizi yliksek
ise tepkime tersinir, diisiik ise tersinmezdir.

Tersinir elektrot tepkimelerinde polarogramin yiikselen kisminda akim-

potansiyel iliskisi i¢in kullanilan esitlik Nernst esitligidir.

E=Ew2 - (RT/nF)In[(i-ida/ (iak- 1)] (2.1)
E = Uygulanan potansiyel (volt)

E12 = Yar1 dalga potansiyeli (volt)

R = Gaz sabiti (8.315 joule mol™?. K1)

T = Mutlak sicaklik (°K)

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti (96485 coulomb)

i = Uygulanan potansiyeldeki akim (pnA)

ida= Anodik sinir akimi (nA)

isk = Katodik siir akimi (nA)

Bir maddenin elektroda gogii ti¢ sekilde olabilir (30,31).

1. Konveksiyon (mekanik karistirma) ve isisal karistirma: Karigtirma veya
elektrodun ylizeyinden gecen ¢oOzeltinin akist sonucunda mekanik hareketi
kapsamaktadir. Cozeltinin sabit hiz ve sicaklikta homojen olarak karistirilmasi ile
konveksiyon saglanir.

2. Elektrostatik ¢ekim (iyonik gdg): Uygulanan potansiyel ile elektrotlar
yiiklenir. Elektrotlarin ¢ozeltideki iyonlar: elektrostatik kuvvet uygulayarak itmesi ya
da ¢ekmesidir.

3. Difiizyon: Maddenin derisik oldugu ana ¢ozeltiden, seyreltik oldugu elektrot
yilizeyine go¢ etmesi seklindedir. Ana ¢ozelti ile elektrot yiizeyi arasindaki derisim
farki ne kadar fazla olursa difiizyon o kadar fazla olur.

Analiz durgun bir ortamda yapilirsa konveksiyon, sabit sicaklikta yapilirsa

1s1sal karisim dnlenebilir. Tyonik gocii onlemek igin ise elektroaktif maddenin aktarim
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sayisini azaltmak gerekir. Cozeltiye incelenecek madde derigiminin en az yiiz kati
fazla ve esdeger iletkenligi yiiksek olan bir tuz ¢ozeltisi eklenirse, elektroaktif
maddenin aktarim sayis1 sifira yaklasir. Eklenen bu tuz ¢6zeltisine destek elektrolit ad:
verilir. Bunlar tuz, asit veya bazlarin uygun ¢ozeltileri olabilir. Destek elektrolit
eklenmesinin bir diger yarari da ¢ozeltinin direncini disiirerek IR potansiyelini
azaltmaktir.

Polarografide konveksiyon ve iyonik goc¢ yok edilerek veya etkileri en aza

indirilerek maddenin elektrota difiizyonla ulagmasi saglanir.

Polarografik Akimlar
Sinir akiminin olusmasina neden olan olaylara gore polarografik akimlar
difiizyon, adsorpsiyon, kinetik ve katalitik kontrollii sinir akimi1 olmak iizere ¢esitlere

ayrilir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Sinir Akimi Cesitleri ve Farkli Parametreler ile Degisimi

Civa
Akim siitun Derisim | Tampon Sicaklik
0 yiiksekligi | (C) bilesimi pH katsayist
h) (1/i)(di/dv)
Difiizyon (iq) K . h'? k.C Bagimsiz | Bagimsiz % 1.6
Kinetik (i) K.h° k.C Bagimli Bagimli % 5-20
Adsorpsiyon (ia) K.ht Sinirh Bagimsiz | Bagimsiz Degisken
Katalitik (ikata) Degisken Sinirh Bagimli Bagimli -

k = sabit bir terim, h = civa stitunun yiiksekligi, i = akim, di/d:= akimin sicaklikla degisimi

Difiizyon Kontrollii Stnir Akimi (31)

Elektroliz, kanistirilmayan durgun ortamda ve destek elektrolit eklenerek
yapilirsa, konveksiyon ve iyonik go¢ Onleneceginden akim yalmiz difiizyonla gelen
madde miktarina bagli olur. DCE’ye uygulanan potansiyel, polarogramin sinir akimi
bolgesinde oldugunda ve elektron aktarim hizi elektrot yiizeyindeki elektroaktif
maddeyi hemen indirgeyecek ya da yiikseltgeyecek kadar biiyiik oldugunda, akim
elektrot yiizeyine diflizyonla gelen madde miktar1 ile belirlenir. Bu durumda akim
difiizyon kontrolliidiir denir. Sinir akimi1 bdlgesinde potansiyel uygulanir uygulanmaz

elektrot ylizeyindeki iyon veya molekiiller hemen elektrolizleneceginden elektrot
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yiizeyine ¢ok yakin bir bolgede elektroaktif madde derisimi sifir olacaktir. Ana ¢ozelti
elektrot ylizeyindeki bu derisim farki ile madde elektrot yiizeyine dogru
difiizlenecektir.

Maddeler daha derisik olduklar1 bolgeden daha seyreltik olduklar1 bolgeye Fick
kanunlart ile difiizlenirler.

Fick kanunlari olarak bilinen diferansiyel denklemlerin kiiresel elektrot igin

cOziilmesi ile asagidaki esitlik elde edilir.

i=0.732nF (C - C (x=0)) D¥? m?3 /6 (2.2)

Bu esitlikte;

1= Damla 6mrii sonundaki akim (A)

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti

C = Ana ¢ozeltideki elektroaktif madde derisimi (mol (cm®)™?)

Cx=0) = Elektrot yiizeyindeki elektroaktif madde derisimi (mol (cm®)?)
D = Difiizyon katsayis1 (cm? s)

m = Crvanin akis hiz1 (g s?)

t = damla 6mrti (s)

Esitlik 2.2, polarogramin her bolgesinde gegerlidir. Sinir akimi bdlgesinde
elektron transfer tepkimesi ¢ok hizli olacagindan Cx=0) = 0’dir. Bu deger Esitlik 2.2°de
yerine konursa Esitlik 2.3 elde edilir.

ia= 0.732n F C D¥2 m?® ¢/ (2.3)

Esitlik 2.3, Ilkovi¢ esitligi olarak bilinir. Bu esitlikteki akim (ig) damla
Oomriiniin sonundaki diflizyon kontrollii sinir akimdir. Damla 6mrti (t) sabit bir degere
sahiptir. Damlanin olusmaya baslama ve kopma zamani arasinda akim artar. Bu artis
t¥% ile orantilidur.

Polarografik deneyde civa siitun yiiksekligi (h) sabit tutuldugunda civanin akis
hiz1 (m) ve damla 6mrti (t) de sabit kalir. Deney sabit sicaklikta yapildiginda difiizyon

katsayisi da sabit olacagindan Ilkovig esitligi asagidaki gibidir.
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ig= kC (2.4)

Bu esitlikte C ana ¢ozelti derisimi oldugundan polarografi nicel analizlerde
kullanilabilir. Esitlik 2.4, koordinat sisteminin sifir noktasindan gegen dogru
denklemidir.

Polarografide kullanilan DCE ¢ok kiigiik yilizeyli bir elektrottur. Bu tir
elektrotlara mikroelektrot adi verilir. Mikroelektrot iizerinde ¢ok az miktarda madde
elektrokimyasal degisiklige ugradigi icin aymi ¢ozelti ile deney istenildigi kadar
tekrarlanabilir.

Kinetik Kontrollii Stnir Akimi
Elektron aktarim basamagindan 6nce kimyasal tepkime s6z konusu ise ve
elektroaktif A maddesi, elektroinaktif Y maddesinden olusuyorsa asagidaki dengeler

sOz konusudur.

A+ne<< B

Eger indirgenen madde (A) derisimi Y ile sinirli ise, olusan akim da Y derisimi
ile sinirhidir ve akim kinetik kontrolliidiir. Bu durumda difiizyon ne kadar hizli olursa
olsun elektrot yiizeyindeki A derisimi, Y’nin derisimi ve k1 (veya K denge sabiti) ile
kontrol edilir.

Bu akim Y derisimi ile dogrusal olarak degisir ve ki ile kz’ye bagli oldugu igin

sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi faktorlerden ¢ok etkilenir.

Katalitik Kontrollii Akim
Bazi durumlarda elektrokimyasal degisiklige ugrayan B maddesi ortamdaki
elektroinaktif Z ile tepkimeye girerek yeniden A maddesini olusturabilir. Katalitik

mekanizma adi verilen bu mekanizma asagidaki gibi yazilabilir.
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B iiriinii Z ile tepkimeye girip A’y1 yeniden olusturur. Elektroaktif A maddesi
tekrar indirgenecegi icin diflizyon kontrollii akimdan c¢ok daha biiyiik akim
gozlenecektir.
Katalitik akim ortam sartlarindan ¢ok etkilenir. Ciinkii Z’nin katalitik etkisi ile

k hiz sabitleri ortam sartlarindan ¢ok etkilenen iki parametredir.

Adsorpsiyon Akimi

Cozeltide bulunan maddeler elektrot yiizeyine adsorbe olunca hem kapasitif
akim, hem de faradaik akim etkilenir. Faradaik akiminin etkilenmesi iki farkli sekilde
olabilir (32).

a) Elektroaktif madde veya iiriin adsorbe olabilir. Boyle bir durumda normal
dalganin yaninda ikinci bir dalga gozlenir. Adsorpsiyon dalgasi ad1 verilen bu dalga
reaktif ve iirlinlin adsorplanmasina bagli olarak normal dalgadan sirasiyla daha negatif
veya daha pozitif potansiyelde gozlenebilir. Ayrica sinir akimi bolgesinde maksimum,
minumum ve baska diizensizliklere yol acabilir.

b) Cozeltilerde reaktif ve iirliniin disinda bir maddenin adsorplanmas1 halinde
dalgada kayma, boliinme ve deformasyon gibi diizensizlikler meydana gelebilir.

Adsorpsiyon akimi madde derisiminden bagimsizdir. Diislik derisimlerde
elektrot yiizeyini kaplayacak kadar madde olmadigindan akim difiizyon kontrolliidiir.

Belli bir derisimden sonra iki dalga gozlenir.

Puls Polarografisi (32)

Normal polarografide, diisilk derisimlerde elektrottaki elektriksel ¢ift
tabakanin yiiklenmesinden olusan kapasitif akim, faradaik akima gore oldukca biiyiik
oldugundan, yapilan analizlerde tayin sinir1 distiktir. Kapasitif akimin katkisi
azaltilip, daha kiiciik degerdeki faradaik akimlar Olciilebilirse yontemin duyarlilig

artar. Bu ylizden puls teknikleri gelistirilmistir.
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Puls polarografisi yontemleri Barker tarafindan gelistirilmistir. Dogru akim
(DC) polarografisinde hiicreye sabit bir potansiyel uygulayip olusan akim oliigiiliirken

puls polarografisinde potansiyel periyodik olarak kisa zaman araliklarinda

uygulanmaktadir.

Normal Puls Polarografisi (NPP)

Normal puls tekniginde zamanla genligi artan pulslar uygulanir. Uygulanan
potansiyel pulslar1 yaklasik 40 — 60 ms siireyle simirlhidir, fakat pulslar arasindaki
potansiyel daima baslangi¢ degerine doner (Sekil 2.6.a). DCE’de yiizey damlama
stiresinde degismesine ragmen, pulslar daima damla sonunda uygulandiginda sabit
elektrot yiizeyi korunmus olur. Akim O6lglimii her puls siiresinin sonuna dogru

yapildigindan kapasitif akimin etkisi minimumdur.

Burada elde edilen polarogram normal polarografi tekniginde elde edilenler
gibi dalga seklindedir (Sekil 2.6.b).

16,7 ms
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Sekil 2.6. Normal Puls Polarografisi i¢in a) Uyarma Sinyalleri b) Elde Edilen
Polarogram
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NPP’de sinir akimi Cottrell esitligi ile verilir.

i=nFCA/D (2.5)
Fikn

Cottrell esitligi DC polarografisindeki ilkovi¢ esitliginin karsihigidir. Hem
tersinir, hem de tersinmez sistemler i¢in gecerlidir. Tersinmez bir sistem i¢in normal

puls polarografisinde akim — potansiyel egrisi Heyrovski — ilkovig esitligi gibidir.

E=Eip+ 2303 RT log {(i-i)/i}
nF

(2.6)

Diferansiyel Puls Polarografisi (DPP)

DPP’de normal polarografideki artan DC voltajina, damla 6mrii sonlarina
dogru sabit genlikli pulslar bindirilir. Akim, puls uygulamasindan 6nce ve puls
uygulamasinin sonuna dogru 6l¢tiliir. Akimlar arasindaki fark potansiyele kars1 grafige
gegirilir ve pik seklinde bir polarogram elde edilir. Pik potansiyeli elde edilen pikin
tepe noktasindaki potansiyeldir ve Ep ile gosterilir. Diferansiyel puls polarografisinde

uygulanan potansiyel ve elde edilen pik Sekil 2.7’de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Diferansiyel Puls Polarografisi i¢in a) Uyarma Sinyalleri b) Elde Edilen
Polarogram



28

DPP’ de akim — potansiyel iliskisi i¢in,

(Almax =N°F2 AC (AE) /D _ p/(1+p)’ 2.7)
RT 7 tm

esitligi tiretilmistir. Bu esitlikte Al, diferansiyel puls akimi; AE ise puls
genligidir.

Pik akiminin yarisindaki pik genisligine yari pik genisligi denir. DPP’de yar1
pik genisligi (W12), 3.52 R T / n Fdir ve 25 °C’de 90.4 / n mV’a esittir. DPP’deki Ep

ile E12 arasindaki iliski,

Ep=E'12-(AE/2) (2.8)

ile ifade edilir. Bir indirgenme i¢in puls genligi artik¢a pik potansiyeli pozitif
degerlere kayar. Ciinkii indirgenme i¢in AE negatiftir.

DPP’de pik akiminin derisimle dogrusal olarak degistigi bilinmektedir. DC
polarografideki elektrot olaymi etkileyen katalitik ve diger etkiler difiizyon sinir
akimini ne sekilde etkilerse normal ve diferansiyel puls polarografisindeki sinir ve pik

akimlarini da ayni sekilde etkiler.

2.5.1.2. Doniisiimlii Voltametri ve Dogrusal Taramal Voltametri (33)

Bu teknikte durgun bir ¢6zelti ortaminda ¢alisma elektroduna hizli potansiyel
taramasi uygulanir. Hiicrede olusan akim, potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir
ve elde edilen akim potansiyel egrilerine doniigiimlii voltamogram denir. CV’de
uygulanan potansiyelin zamanla degisimi Sekil 2.8’de gosterilmistir. Potansiyel
taramasi E; ve E; arasinda yapildiginda yonteme dogrusal taramali voltametri (LSV)
denir. Sayet E> potansiyeline ulasildiktan sonra tarama yoniine gore ters yonden tarama

yapildiginda yonteme doniisiimlii voltametri (CV) denir.
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Sekil 2.8. Doniistimlii Voltametride a) Uyarma Sinyali b) Voltamogrami
E: = indirgenmenin olmadig1 potansiyel, E2 = akimin difiizyon
kontrollii oldugu potansiyel, Epk = katodik akim potansiyeli,

Epa = anodik akim potansiyeli, Ipk = katodik akim, Ipa = anodik akim

Tarama hiz1 pratikte 10 mV s1’den 1000 mV s¥’e kadar degistirilebilir. Cok
yiiksek tarama hizlarinda IR diismesi ve ¢ift tabaka yliklenmesi gibi problemler ortaya
cikar. Mikroelektrotlarin kullanilmasiyla bu problemler giderilebir.

CV yontemi ile; tarama hizlar degistirildiginde pik akimlarimin degismesi
sonucu akimin karakteri (adsorpsiyon, difiizyon) ve elektron aktarim tepkimesinden
once veya sonra kimyasal tepkimelerin olup olmadig: belirlenebilir.

Ileri ve geri tarama piklerinden tepkime mekanizmasi hakkinda bilgi sahibi
olunabilir.

Redoks reaksiyonlarimin termodinamigi ve elektron aktariminin kinetigi
belirlenebilir.

Elektrot tepkimesinin tersinirlik testi yapilabilir. Elektrot yiizeyinde
gerceklesen elektrokimyasal reaksiyonlar; tersinir, tersinmez ya da yari tersinir

olabilir.
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Tersinir Tepkimeler: (33)

O + ne < R seklinde gergeklesen tersinir bir tepkimenin doniistimlii

voltamogrami Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Tersinir Bir Sisteme Ait CV Voltamogrami

Epk = katodik akim potansiyeli, Epa = anodik akim

potansiyeli, Ipk = katodik akim, Ipa = anodik akim

CV’de Ipik degeri igin sinir durumlari ile tarama hiz1 géz 6niine aliarak ve

Do = Dr = D kabul edilerek Fick’in ikinci kanunundan asagidaki Randles — Sevcik
esitligi elde edilir.

I,= 0.4463 nF (i;_F

T}I'E C.= D212 2.9)
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Bu esitlik 25 °C” de asagidaki sekle doniisiir.

Ip = (2.69 x 10%) n®? A Co DY2 V2 (2.10)
Ip : Akim yogunlugu, A (cm?)?
A : Elektrot alani, cm®
D : Difiizyon katsayis1, cm? st
\% : Tarama hizi, V st
Co : O’nun ana ¢dzelti derisimi, mol (cm®)?t
Eger V2 - Ipik grafigi dogrusal olup orjinden gegerse, sistem tersinirdir. Ay

zamanda bir sistemin tersinir olmasi i¢in diger bazi kriterlerin de saglanmis olmasi

gerekir. Bu kriterler;

1. AE,=E;*- E;f = 59/n mV
2. |Ep-Ep: |=59m mV
3L =1

4 [« A2

N

. E;. vden bagmmsizdir.

=2

. Ep den daha negatif (veya daha pozitif) potansivellerde I* o t'dir.

Bir sistemin tersinir olmasi i¢in sayilan kriterlerin hepsinin gecerli olmasi
gereklidir. Bir veya birkag1 gegerli degil ise elektrot tepkimesi ya tersinmezdir ya da
kabul edilenden daha kompleks bir mekanizmaya sahiptir.

Tersinmez Tepkimeler : (33)

Tersinir sistemlerde biitiin potansiyellerde elektron aktarim hiz1 kiitle aktarim
hizindan biiyiiktiir ve Nernst esitligi elektrot ylizeyinde gecerlidir.

Tersinmez sistemlerde ise elektron aktarim hizi yeteri kadar biiyiik
olmadigindan Nernst esitligi gecerli degildir ve doniligiimlii voltamograminin sekli

tersinir durumdan farklidir.
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Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok diisiik ise elektron aktarim hizi kiitle
aktarim hizindan daha yiiksektir, sistem tersinir gibi g6zlenir. Tarama hiz1 arttikca
kiitle aktarim hiz1 artmasi ile kiitle aktarim hizi1 ve elektron aktarim hizi ile ayni1 olur.

Fick’in ikinci kanunu siir degerlerinde ¢oziiliirse tersinmez sistemin pik akimi

icin (25 °C’de) asagidaki esitlik bulunur.

Ip = (2.99 x 10°) n (ac Ne)*? A Co Do2 v¥2 (2.11)

Burada n, aktarilan toplam elektron sayisidir. Buna hiz tayin basamaginda
aktarilan elektron sayist da dahildir. Tersinir durumda oldugu gibi pik akimi derisim
ve tarama hizinin kare kokii ile dogru orantilidir. ilaveten transfer katsayisiin kare
kokdi ile dogru orantilidir. Aktarilan elektron sayisinin 1 oldugu durumda eger ac = 0.5
ise tersinmez pik akimi ayni1 sartlardaki tersinir pik akiminin % 75.8’1 kadardir.

Tamamen tersinmez bir sistemin en 6nemli belirtisi ters tarama pikinin (anodik
pikin) gozlenmemesidir. Ancak unutmamak gerekir ki bunun tersi her zaman dogru
degildir. Yani anodik pikin goézlenmeyisi mutlaka elektron aktarim basamaginin
tersinmez oldugunu gostermez. Ornegin elektron basamagim takip eden ¢ok hizli bir
kimyasal tepkimede olusan iiriin hemen baska maddeye doniisecegi i¢in ters taramada
yiikseltgenme piki gozlenmeyebilir.

Ep< tersinir durumda tarama hiz1 ile degismedigi halde, tersinmez durumda

asagidaki esitlige gore degisir.
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EX,=K-—"""1s0v (2.12)

| 0.78 - log—5— | (2.13)

Yani tersinmez bir elektron transfer reaksiyonunun katodik pik potansiyeli,
tarama hiz1 arttikca negatif bolgeye kayar ve bu kaymanin miktar1 her 10 birimlik v
artisinda 25 °C’de 30 / ac N mV’ dur. Dalganin seklindeki degisme kriteri olan

Ep — Ep2 kaymasi da farkhidir.

48
oon,

|Ey-Epnl= mV. (25°C"de) (2.14)

Dolayisiyla Eg¥ ve Ep — Epe kaymalarindan; D, ks ve ac N, degerleri
hesaplanabilir.

Tersinmez bir dalganin asagidaki kriterlerin tiimiinii saglamasi gerekir.

1. Ters taramada anodik pik gézlenmez.

2. I, tarama hizinin karekokii ile orantilidir.

3. Ep kaymasi, 25 °C’de tarama hizindaki 10 birimlik artmada 30 / ac Ng
degerine esittir.

4. Tarama hiz1 10 kat artarsa, Ep — Epz =48 / acne mV degerine esit olur.

Akim hem elektron hem de kiitle transferi ile olusuyor ise sistem yar1 tersinirdir

ve ks degeri; 0.3 v2>ks>2.0 x 10° v2 ¢m st araligindadir.
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Sekil 2.10. CV Yonteminde Pik Akiminin Tarama Hizinin Karekokii ile Degisimi

Elektrokimyasal reaksiyonlarda doniisiimlii  voltamogram asagidaki

parametreleri sagliyorsa yari tersinirdir.

1.
2
3.
4. Anodik ve katodik pik potansiyelleri arasindaki fark diisiik tarama

Tarama hiz1 attikca pik genislemesi olur.
Tarama hizinin artmasi ile pik potansiyeli daha negatif degerlere kayar.

Pik akimlar1 oran1 esit degildir.

hizlarinda 59 mV/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda ise 59 mV/n’den

daha biiytiktiir ve tarama hizindaki artis ile artar.

CV ile Adsorpsiyon incelenmesi

(Cozeltideki iyon veya molekiiller elektrot yiizeyine adsorbe olabilirler ve

adsorbe olan iyon ya da molekiil ile elektrot yiizeyi arasinda bir ¢esit bag meydana

gelebilir. Elektroaktif maddelerin, ara {irlinlerin veya son triinlerin elektrot yiizeyine

adsorplanmasi elektrot tepkimesini kuvvetli bir sekilde etkiler. Elektrot tepkimesinde

dogrudan yer almayan iyon ya da molekiillerin adsorplanmasi ise hem elektron aktarim

hizini etkiler hem de elektrot tepkimesinin mekanizmasini degistirerek farkli iiriin

olugsmasina yol agabilir (34).

Elektroaktif maddenin kendisi kuvvetli bir sekilde adsorbe oluyorsa,

elektroaktif maddenin pikinden sonra kiigiik bir adsorpsiyon piki gozlenirken (Sekil

2.11.a), elektroaktif maddenin iiriinii ylizeyde kuvvetli bir sekilde adsorbe oluyorsa

normal pikten dnce ayr1 bir adsorpsiyon piki gézlenir (Sekil 2.11.b).
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Alam JA
Alam fA

6l 00 0l 0.1 0o 0.1
"Potansiyel | V Potansiyel | V

Sekil 2.11. a) Reaktantin Kuvvetli Adsorpsiyonunda Gozlenen Voltamogram

b) Uriiniin Kuvvetli Adsorpsiyonunda Gozlenen Voltamogram

Reaktant zayif bir sekilde adsorbe oldugunda katodik pik akiminda genel
olarak bir artis gozlenirken, anodik pik akiminda daha az bir atis olur. Uriin zayif
adsorbe oldugunda ise katodik pik akiminda hemen hemen hi¢ degisiklik olmazken
anodik pikin akiminda bir artis gozlenir (35,36).

CV yontemi ile zayif ya da kuvvetli adsorpsiyonun varligi asagidaki kriterlerle

belirlenir .

1. CV voltamogramlarinda 6n pik ya da arka pik gozlenmelidir.

2. log (Ip) — log (v) grafiginde egim 0.5 ten biiyiik olmalidir.

3. Akim fonksiyonu olan ( Ip (Cv¥?)1) degeri tarama hizi ile artmalidir.
4. Derisim artis1 ile Ip / C oran1 azalmalidir.

5.1p / Cv — v degisimi sabit olmalidir.

CV ile Elektrot mekanizmasinin incelenmesi

Bir elektrot mekanizmasi EC (elektron aktarim basamagini kimyasal tepkime
takip etmesi), CE (elektron aktarim basamagindan dnce kimyasal tepkime olmasi),
ECE, ECkataiitik seklinde olabilir. Elektron transferinin yani sira kimyasal tepkimelerin

varligmin incelenmesinde CV oOnemli bir yontemdir. CV ile mekanizmanin
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incelenmesinde miimkiin oldugunca genis tarama hiz1 degerlerinde ¢alisilir. CV

teknigi kullanilarak elektrot mekanizmalarinin belirlenmesinde yararlanilan kriterler

Tablo 2.2’ de verilmistir (32).

Tablo 2.2. Elektrot Mekanizmalarinin Belirlenmesinde Kullanilan Kriterler

O’ +ne R’

V) > ka/ Vl/2

(ytiksek v)

Mekanizma Ipk — v iliskisi Ep—viliskisi | (Ipa/Tpk) — v iliskisi
(CE) Tarama hiz1 Tarama hizi Ipa / Ipk v ile
Y—-O0 arttikca arttikca artar ve
O+ne R fpk/ VY2 azalir | Ep pozitife kayar bu deger > 1°dir
Tarama hizi . . ‘
(EC) Tarama hiz1 Ipa / Tpk < 1°dir.
arttikca
O+ne R arttikca ) Ancak v artikca
. Ep negatife
ReY Tpk/ V2 azalir 1’e yaklasir
kayar
Ipk/ v degeri
(ECE) tarama hizi ile Ipa / Ipk oran1 v ile
O+nme«<R degisir. artar ve ytiksek
R <O’ Tpk/ v2 (diisiik tarama hizlarinda 1’e

yaklagir

(ECataritik)
O+ne+— R

R+ X <0 +Y

Tpk/ VY2 degeri v
artikca azalir, Ipk
diisiik tarama
hizlarinda sinir

degere ulasabilir

1pa / jpk< l’dir
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2.5.1.3. Kare Dalga Voltametrisi (SWV) (37,38)

Bu teknigin teorik ve uygulama agisindan gelisimi 1985°de Osteryoung
tarafindan gergeklestirilmistir. SWV’nin potansiyel-zaman dalga sekli Sekil 2.12°de
gosterilmistir.

Kare dalga voltametrisinde, Sekil 2.12.b’deki pulsun Sekil 2.12.a’daki
basamak sinyali lizerine bindirilmesiyle elde edilen uyarma sinyali Sekil 2.12.c’de
gorilmektedir. Dalga sekli, simetrik kare dalgalardan olusan merdiven
goriiniimiindedir.

Bir kare dalganin tamamlanma siiresi (her basamagin boyu)’ na periyod denir
ve 1 ile gosterilir. Yaklasik olarak 5 ms civarindadir. Cogu zaman t yerine 1/ t’a esit
olan frekans kullanilir ve f ile gosterilir. Birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki
yikseklik farkina adim yiiksekligi (sinyalin potansiyel basamagi) denir ve AEs ile
gosterilir. AEs genellikle 10 mV’dur. Her bir dalganin alt ve iist noktalar1 arasindaki
farkin yaris1 kare dalga yiiksekligi (puls genligi) olarak bilinir ve Esw ile gosterilir.
Pulsun biiytikliigii 2 Esw ise, genellikle 50 mV’dur. Sistemin bu sartlarda ¢alistirilmasi
200 Hz’ lik puls frekansina karsilik gelir. Bu durumda 1 V’luk bir tarama 0.5 s’de
yapilir.
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Sekil 2.12. Kare Dalga Voltametrisinde Uyarma Sinyalinin Olusumu

Potansiyel

(a)’daki uyarma sinyali (b)’deki puls taramasi ile (c)’deki kare dalga
uyarma sinyalini verecek sekilde toplanmaktadir. Akim cevabi Aj, 1
potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akim ¢ikarilarak

bulunur. AEs: adim yiiksekligi, Esw: puls genligi

Tersinir bir indirgenme tepkimesinde pulsun boyutu, ileri taramada olusan
iirlinlin, geri taramada yiikseltgenmesini saglayacak kadar biiyiiktiir. SWV’de akim
dlgiimleri ileri ve geri pulslarin sonuna dogru ts kadar bir zaman araliginda yapilir. ileri
puls icin olgiilen akim i1, geri puls i¢in olgiilen akim i, olmak {izere her bir kare

dalganin net akimi Ai = iy - i2’ye esittir ve ileri fark akimi olarak adlandirilir (Sekil
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2.13). Geri puls i¢in dlgiilen akim degeri (-) oldugundan Ai mutlak deger agisindan iki
akimin toplami seklindedir ve akim degeri yiiksek elde edilir.

SWV yonteminde voltamogramlari elde etmek igin bu akimlarin farki (Ai)
grafige gecirilir. Ai derisimle dogru orantilidir, pik potansiyeli de polarografik yari
dalga potansiyeline karsilik gelir.

Akim, pA

_s | 1 | | | |
200 100 0 ~100 -200 -300 -400 -500

"(E— El/z), mV

Sekil 2.13. SWV’de Tersinir Bir Tepkime I¢in Net Akim

SWV’de deneysel parametreler belirli araliklarda secilir. Frekansin artmast ile
periyot azalacaktir. Sonug olarak kare dalga pik akimi ve duyarlilig artar. 1000 Hz’den
daha yiiksek frekansla yapilan ¢alismalar ¢ok biiyiik dikkat ve hassasiyet gerektirir.
Analitik amaclh calismalar i¢cin duyarhilik ve kararlilik agisindan 200 Hz ideal bir
frekans degeri olarak gozlenmistir.

Frekans 10 < f < 1000 Hz, periyod 1 <t < 100 ms araliginda segilir. Adim
yiiksekligi ise aktarilan elektron sayisi n degerine bagli olarak AEs = 10/n mV
esitliginden segilir. SWV’de tarama hizi; frekans, periyod ve adim yiiksekligine bagh
olarak belirlenir ve buna etkin tarama hizi (ETH) denir. ETH asagidaki esitlikle ifade

edilir.
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ETH =fx AEs= 1/1 x AEs (2.15)

Tayin sinirlar1 107~ 10® M arasinda olan SWV’nin en biiyiik Gstiinliigii ¢ok
hizl1 bir teknik olmasidir. Olgiimler ¢ok hizli yapildigindan birkag voltametrik

taramanin ortalamasi alinarak analizin kesinligi artirilabilir.

2.5.1.4. Kronoamperometri (CA) (33)

Potansiyel kontrollii bir yontemdir. Oncelikle ¢alisma elektroduna herhangi bir
indirgenmenin olmadigi E; potansiyeli uygulanir. Sonra potansiyel aniden
indirgenmenin oldugu E>’ye degistirilir. Calisma elektroduna uygulanan potansiyel -
zaman grafigi Sekil 2.14.a’daki gibidir. Uygulanan potansiyel sonucu akim - zaman
iliskisi incelenir ve zamanin karekokii ile azalan bir akim olusur. Sekil 2.14.b’de

gosterildigi gibi akim-zaman egrisi elde edilir.

El

Sekil 2.14. CA’da a) Calisma Elektroduna Uygulanan Potansiyel Programi
b) Elde Edilen Akim-Zaman Egrisi

E: potansiyelinde tepkime olmaz, E. potansiyelinde ise akim difiizyon
kontrolliidiir.

E1ve Ezpotansiyeli segilirken dncelikle maddenin DC polarogrami veya CV’si
alimir. E1 ve E> potansiyellerinin se¢imi Sekil 2.15°de gosterilmistir. Elektroaktif

maddenin indirgenmedigi ve artitk akimin oldugu herhangi bir potansiyel Ej,
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indirgenmenin difiizyon kontrollii oldugu difiizyon sinir akiminin plato bdlgesinden

secilen potansiyel ise E2 olarak segilir.

1(4)

(a)

e = e o o ——

1(4)

®)

EW

\f\
|
|
Ey

Sekil 2.15. CA’da E; ve E> Potansiyellerinin Se¢imi a) DC Yonteminden b) CV

Y onteminden

Potansiyel E> degerinde bir siire sabit tutulur ve bu potansiyelde olusan akimin

zamanla degisimi asagidaki Cottrell esitligindeki gibidir.

[=

[=Akim, A

n = Aktarilan elektron sayis1

F = Faraday sabiti, C eq*

A = Elektrot alani, cm?

nFD'*C,

1,1

t

D2 = (Difiizyon katsayis1)*/?, (cm? s1)*2

Co = Maddenin derisimi, mol (cm®)*!

t=zaman, s

Esitlik 2.16’ya gbre akimin,

t-l/Za

(2.16)

ye gore grafife gecirilmesi ile aktarilan

elektron sayisi ve elektroaktif maddenin difiizyon katsayisi hesaplanabilir. Fakat

giivenilir sonuglarin elde edilmesi i¢in zaman araligmin genis tutulmas: gereklidir.

100-300 ms’lik zaman araligi uygundur. Ayrica CA’da elde edilen voltamogramdan

elektrot tepkimesinin difiizyon kontrollii olup olmadig: tespit edilir.
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2.5.1.5. Kronokulometri (CC) (33)

Kronoamperometri gibi potansiyel kontrollii bir yontemdir. Olusan akimin,
zamana kars1 grafige gecirilmesi ve bu grafigin elektronik olarak integralinin alinmasi
sonucu toplam yiik bulunur. Toplam ylik zamana kars1 grafige gecirilir. Eger akim
difiizyon kontrollii ise, Cottrell esitligi ile ifade edilen akim — zaman iligkisinin

integrali alindiginda toplam yiik ile zaman arasindaki iligki i¢in Esitlik 2.17 elde edilir.

2nFD "’C_t'?
Q= 0 (2.17)

T

Q — t'2 grafiginin egiminden difiizyon katsayis1 ve elektrot tepkimesinde
aktarilan elektron sayist hesaplanabilir.
Akim, difiizyon ve kinetik akimlarin karigimi halinde ise katodik hiz sabitinin

_ t1/2

biiyiik oldugu durumlarda, ks >> kp oldugunda Q grafigi yiiksek t degerlerinde

dogrusaldir ve Esitlik 2.17’nin integralinden ;

- 4nFk,
Q| =¥
T

Co(tr*t"%-1) (2.18)

esitligi elde edilir. Bu esitlikte Q — tY2 grafigi dogrusaldir ve dogrunun t*?

12

eksenini kestigi nokta t.“ ye esittir. Elde edilen tL degerinin dogrunun egiminde

yerine konulmasi ile kr hesaplanabilir.

. AnAFk, .
Edim=———CotL ~ (2.19)
T

Eger elektrot yiizeyine elektroaktif madde adsorplanmis ise bu durumda toplam

yiik esitligi asagidaki gibi olur.

2nFDY2C !
Q |= ©  + Qg+ nFATT (2.20)

12
n
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Bu esitlikten Qi ¢ift tabakada biriken yiik miktari, ' ise elektrot yiizeyine
adsorbe olmus maddenin mol (cm®)? tiiriinden derisimidir. Oncelikle ortamda
elektroaktif madde yokken destek elektrolitin kronokulometrik Q — t? egrisi ¢izilerek
¢ift tabakanin yiik miktari bulunur. Sonrasinda elektroaktif madde ilave edilerek Q-t*/2
egrisi ¢izilir. Sekil 2.16°daki gibi iki egrinin Q ekseni t = 0 aninda kestigi noktadaki

farktan elektrot yiizeyine adsorbe olan elektroaktif maddenin derisimi hesaplanir.

Q (C)

Ly Qgifi + nF AT

t.1.".£ {S}L'I

Sekil 2.16. CC ile Elektrot Yiizeyine Adsorbe Olan Maddenin Derigiminin

Bulunmasi

2.6. Kullanilan Calisma Elektrotlari

Tez calismasinda kullanilan ADCE ve M-CKE c¢alisma elektrotlarinin

ozelikleri asagida anlatilmistir.

ADCE

ADCE’de civa haznesinin altina yerlestirilmis olan kapilerden civa damlalari
olusturulur (Sekil 2.17). Civanin ve kapilerin temiz olmasi, kapilerin 6zenle ve bilingle
kullanilmas1 6nemlidir. Kapiler i¢ yiizeyine ¢ozelti temas ederse elektrot ¢alisgamaz
hale gelir. Bu nedenle; kapiler ucu ¢ozeltiye daldirilmadan 6nce diizenli bir akis

saglanacak sekilde ayarlanmalidir.
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Sekil 2.17. DCE ile Elektrot Hiicre Stand1

ADCE ile calisiyorken ortamdaki ¢oziinmiis oksijen uzaklastirilmalidir.
Cozlinmiis oksijen civa iizerinde indirgenerek ek bir faradayik akim olusturacagindan
diger maddelerin tayinini engeller. Bu nedenle ¢alismaya baglamadan 6nce ¢ozeltiden
N2, He, CO> gibi elektro inert gazlar gecirilerek ¢oziinmiis oksijenin uzaklastirilmasi
gerekir. Inert gaz gecirme siiresi 2- 30 dk araligindadir. Oksijene ait dalgalar kaybolana
kadar gaz gecirme islemi siirdiiriiliir. Ayrica ¢aligma boyunca sisteme atmosferik
oksijenin diftizlemesini 6nlemek igin ¢ozelti inert gaz atmosferinde tutulur.

ADCE ile siirekli olarak yeni bir metal yiizeyi olusur. Onceki analizler sonraki
Olctimleri etkilemez. Boylece tekrarlanabilir sonuglar elde edilir. Bu ADCE’nin bir
avantajidir. Diger bir avantaji ise yiiksek hidrojen asir1 gerilimdir. Bu sayede asidik
cozeltilerde herhangi bir engelleme olmadan birgok maddenin indirgenebilmesini
saglar.

Civanin yiikseltgenmesi ADCE’nin en biiyilk dezavantajidir. Bu durum
civanin anot olarak kullanilmasini sinirlar. +0.4 V’tan biiyiik potansiyellerde civa (I)
iyonu olusur. Yiikseltgenmesinin + 0.4 V’tan daha biiyiik potansiyellerde olmasi
halinde civa ile ¢alisilmasina engel olur. Ayrica kuvvetli oksitleyici maddelerin
indirgenmesi, civanin yiikseltgenmesinden dolayr miimkiin olmaz. Bu nedenle ADCE
sadece indirgenebilen yada kolaylikla yiikseltgenebilen maddelerin analizi i¢in

kullanilabilir.
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M-CKE

Kat1 elektrotlar ile siirekli yeni bir yiizey olusturan civa damlas1 kadar
tekrarlanabilir sonuclar alinamaz. Aksine kati elektrottan alinan sonuglar kalinti
toplanmasi, adsorpsiyon ya da oksit olusumundan dolayr zamanla degisir. Yine de
analiz edilecek elektroaktif maddenin cinsine ve ozelligine bagli olarak civanin
kullanilmadigi durumlarda platin, grafit veya altindan yapilan kat1 elektrotlar
kullanilmaktadir.

Karbon genis anodik potansiyel araligina, diisiik artik akima ve tekrarlanabilir
yiizey yapisina sahip oldugundan ideal bir elektrot malzemesidir. Karbonla yapilan
elektrotlar ile -1.8 V ve + 1.8 V (sulu ortamda) arasinda hem indirgenme hem
yiikseltgenme bolgesinde genis bir potansiyel araliginda ¢aligilabilir.

Cams1 karbonun diger karbon yapilarindan farkli fiziksel 6zellikleri vardir.
Daha kiigiik gozeneklere sahiptir ve bu nedenle diger karbon tiirlerinden daha ¢ok
kullanilir. Cams1 karbon elektrot ve diger kat1 elektrotlarda aktivasyonu saglamak ve
tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in temizleme (parlatma), kimyasal ve
elektrokimyasal islemler, diisilk basin¢ altinda sicaklik uygulamasi, radyofrekans,
lazer 15111 ile uyarilma ve metal oksit filmleri ile elektrot yiizeyinin kaplanmas1 gibi 6n
islemler vardir. Bu tez ¢alismasinda ¢alisma elektrodu olarak grafen oksit ile modifiye
edilmis camsi kabon elektrot (M-CKE) kullanilmistir.

Grafen oksit ¢ok yonlii bir karbon bilesigidir (39). (Sekil 2.18, 2.19) Grafen
elmastan sert ancak esnek yapida, hafif ve kuvvetlidir. Ayrica transparen, inert, yogun,
yiiksek iletkenlik ve termal iletkenlik gibi 6zelliklerinden dolayr 6nemli bir molekiil
olarak goriilmektedir.

Grafen oksit elektronik ve optik alanda, kompozit malzemelerde, temiz ve
yenilenebilir enerji depolanmasinda, sensorler ve analitik uygulamalarda, elektriksel
uygulamalarda ve katalizor destek maddesi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Cesitli
sensOr yapimlarinda da grafen oksit kullanilmaktadir. Grafen oksit tabakal1 yapisindan
dolay1 ¢ok biiyiik bir ylizey alanina sahiptir. Bu 6zelligi ve yiiksek iletkenligi, grafen
oksit ile modifiye edilen elektrotlarda gozlenen sinyalin ¢ok yiikselmesini saglar. Bu
da yontemin duyarlhiliginin artmast demektir. Tezde CEFA’nin yiikseltgenmesi i¢in

elde edilen sinyalin artmasi amaciyla CKE grafen oksit ile modifiye edilmistir.



Sekil 2.19. Grafen Yapisi
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Gerecler

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Voltametrik analiz cihazi
UV Spektrofotometre
Erime noktasi cihazi

pH metre

Ultrasonik banyo
Vorteks karistiric
Santrifiij

Hassas terazi

Otomatik mikropipet

( BAS 100B / W)

(Agilent 8453)

(Thomas Hoover)

( Mettler Toledo MA 235)

( Bandelin, Sonorex, RK 514 BH)

( Niive, NM 110)

( Niive, NF 1215)

(Mettler Toledo AG 285)

( Biohit 10-100 uL ve 100-1000 uL)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

CEFA

Hidroklorik asit
Sodyum hidroksit
Nitrik asit

Fosforik asit

Borik asit
Dipotasyum hidrojen fosfat
Disodyum tetra borat
Metil alkol

Civa

Azot gazi

Mili- Q su

(HCI, Merck)

(NaOH, Merck)

(HNOs, Merck)

( HsPOa, Merck)
(H3BO3, Merck)
(K2HPO4, Merck)

( Na2B407.2H,0, Merck)
(CH30H, Merck)

(Hg, BDH, Analar)

( N2, Habas)
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3.1.3. Kullanilan Malzemeler

e Balon joje
e Beher
e Cam pipet

e Santriftyj tiipli
e Havan

e Eppendorf tiip

3.1.4. Analizi Yapilan Farmasotik Preparatlar

Bu tez kapsaminda piyasada satilmakta olan Cefaks isimli farmasdétik

preparatin analizi yapilmistir.

3.2. Kullanilan Standart Maddenin Safliginin Arastirilmasi

CEFA’nin safligi; UV spektrumunun alinmasi ve erime noktasinin tayin

edilmesi ile kontrol edilmistir.

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok CEFA Cozeltisi (1000 ug mL™): 25 mg standart CEFA tartilip bir miktar
metanol igerisinde ¢oziindiikten sonra MeOH ile 25 mL’ye tamamlanmis ve +4 °C’de
buzdolabinda saklanmistir. Istenen derisimde standart CEFA ¢ozeltisi hazirlamak igin
bu stok ¢ozelti su ile seyreltilmistir.

0.1 M Michaelis Borat Tamponu: 12.4 g borik asit, 100 mL 1 M NaOH
¢ozeltisinde ¢oziindiikten sonra su ile bir litreye tamamlanmis ve 0.1 M HCl veya 0.1
M NaOH ¢ozeltisi ile istenilen pH’ya ayarlanmstir (40).

0.1 M Michaelis Fosfat Tamponu: 9.08 g KH2PO4 ve 11.87 g Na2HPO4.2H20
ayr1 ayn tartilip su ile ¢oOziindiikten sonra bir litreye tamamlanmis ve uygun
miktarlarda karigtirilarak istenilen pH’ya ayarlanmigtir (40) .

0.1 M KyHPOs-Na:BsO7 (FB) Tamponu: 4.35 g KoHPOs; ve 9.53 g

Na2B407.2H20 ayr1 ayr tartilip suda ¢oziindiikten sonra 250 mL’ye tamamlanmis ve
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1:1 oraninda karigtirildiktan sonra 0.1 M NaOH veya 0.1 M HCI ¢ozeltisi ile istenilen
pH’ ya ayarlanmistir.

Britton Robinson (BR) Tamponu: 2.47 g borik asit, 2.7 mL fosforik asit ve 2.3
mL glasiyel asetik asit suda ¢oziindiikten sonra bir litreye tamamlanmis ve 0.1 M
NaOH ¢ozeltisi ile istenilen pH’ya ayarlanmigtir.

0.1 M NaOH Cozeltisi: 4.0 g NaOH tartilarak su ile ¢oziindiikten sonra 1 L’ye
tamamlanmustir.

0.1 M HCI Cézeltisi: Yogunlugu 1.19 g mL™? olan ve kiitlece % 37’lik HCI
cozeltisinden 8.29 mL alinarak balon jojedeki bir miktar su ilizerine ilave edilmis ve su

ile 1 L’ye tamamlanmuistir.

3.4. Kullanilan Madde ve Malzemelerin Temizligi

3.4.1. Civanin Temizlenmesi

Icerisindeki kirliliklerin elektrot {izerindeki reaksiyonlar1 engellememesi ve
hidrojen asir1 gerilimini azaltmamasi i¢in Civanin temizlenmesi gereklidir. Bu amagla;
huniye yerlestirilen ve alt tarafinda igne deligi bulunan Whatman 41 nicel siizgeg
kagidi igerisinden civa temiz bir erlene gegirilerek kaba kirler uzaklastirilmigtir. Daha
sonra civa yikama sisesine aktarilarak iizerine dnce su, daha sonra 2 M HNOs3 ¢ozeltisi
ilave edilerek, ikiser giin boyunca siirekli emdirilen hava akimi ile ¢alkalanmistir.
Yikama sisesinden alinan civa igerisine 6nce 2 M HNOs, daha sonra su konulan bir
cam borunun istiine yerlestirilen platin elekten ¢ok kiigiik pargalara ayrilarak
gecirilmistir. Boylece; civa pargalarinin yiizeyi cam boruda ilerlerken 6nce asit, sonra
su ile temizlenmistir. Temizlenme asamasinda civanin, hava ile temas ederek
buharlasmasini ve oksit tabakasi olusumunu Onlemek igin yiizeyin su ile kapl
olmasina dikkat edilmistir. Temizlenen civa, igerisindeki asit kalmamasi igin su ile
lyice yikandiktan sonra, huni igerisine yerlestirilmis ve dibinde igne delikleri bulunan
siizge¢ kagidindan bes kez gecirilerek kurutulmus, en son Nz gecirilerek oksijeni

uzaklastirilmis ve teflon kaplarda agzi kapali olarak saklanmistir (41).
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3.4.2. Camsi Karbon Elektrodun Temizlenmesi

Modifikasyon igslemine baslamadan 6nce ¢alisma elektrodunun temizlenmesi
ve elektrot ylizeyinin parlatilip, diizgilinlestirilmesi gerekir. Bunun i¢in 3 farkli
(srasiyla 1.0 pm, 0.3 pm ve 0.05 um tanecik boyutlarina sahip) aliimina tozu
kullanilarak temizleme ve parlatma islemi yapilmistir. Her bir temizlemeden sonra
farkli boyuttaki toz taneciklerin birbiriyle karigmamasi i¢in elektrot yiizeyi saf su ile
yikanmustir. Daha sonra elektrot 6nce saf suda sonra da asetonitril ve izopropil alkoliin
1:1 oranindaki karisiminda sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Bu parlatma ve
temizleme iglemleri ile daha 6nce modifiye edilmis elektrot ylizeyindeki molekiiller
yiizeyden uzaklastirilmig olur. Ayrica yiizeye adsorbe olmus organik ve inorganik
kirlilikler giderilerek modifikasyon i¢in temiz ve parlak yiizeyler elde edilir. Bunun

yani sira tek tabaka olusumuna uygun diizgiin yiizeyler elde edilmis olur (42).

3.4.3. Cam Malzemelerin Temizlenmesi

Kullanilan cam malzemeler deterjanli su ile yikanip, g¢esme suyu ile

durulandiktan sonra distile su ile birka¢ kez yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur.

3.4.4. Elektrokimyasal Hiicrenin Temizlenmesi

Kullanilan elektrokimyasal hiicre cam malzemeler gibi temizlenmistir.

Analizler sirasinda 6nce MeOH, daha sonra distile su ile yikanmustir.

3.5. Grafen oksit sentezi

Grafen oksit, Hummers yonteminin (43) modifiye edilmesi ile sentezlenmistir
(44). 25 mL H2S04 (%98), 5 g K2S20s, 5 g P20s ve 5 g grafit karisimi 80 °C’de 6 saat
bekletildikten sonra 20 °C’ye sogutulmus, ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanarak 12 saat
bekletilmistir. On oksitlenen karbon siiziiliip ve ultra saf su ile yikandiktan sonra
0°C’de 250 mL H2SOs (%98) eklenmis, sicaklik kontrol edilerek 30 g KMnOg4
eklenerek 20°C’ye sogutulmustur. 35°C’de 30 dk bekletildikten sonra bu sicaklikta 4
saat karistirilmistir. Buz banyosunda distile su ile 500mL’ye seyreltilip 2 saat

karistirildiktan sonra su ile 2 L’ye seyreltilmistir. Olusan kahverengi siispansiyon 40
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mL %30 H20: ile muamele edilmis ve rengi agik sartya donmiistiir. Hava kabarcigi
¢ikist durana kadar karistirilmistir. Sentezlenen grafen oksit siiziildiikten sonra 0.1 N
HCI ve 3 kez de distile su ile yikanmistir. Grafen oksit santrifiij ile ¢oktiiriilerek
atmosferik sartlarda kurutulmustur (Sekil 3.1).

Hummers yontemi

grafit — H2SO0s+ K28:05 + P20s — koyu mavi ¢ozelti

l

Stk on H2S0: + KMnOs e
. 2 *— (sicaklk kontrol ¢ (eH=7)
%30 H202 altinda tutularak

ekleniyor.)
renk degisimi 1:10 HCl ile olusan
(acik sar1) T metal ivonlarnmn

sart - kahverengi

gozelti %0.2 g/L

grafen oksit igerir.

Sekil 3.1. Grafen Oksit Sentezinin Sematik Gosterimi

3.5.1. CKE’nin Modifikasyonu

Sentezlenen grafen oksitin uygun miktari distile su iginde ¢oziiliip, sonike
edildikten sonra santrifiijlenmistir. Berrak ¢6zeltiden, temizlenmis ve parlatilmig
camsi karbon elektrot yiizeyine mikrolitre diizeyinde tatbik edilmistir. Daha sonra
infrared 1511 karsisinda 1.5 saat bekletilmistir. Yiizey kuruduktan sonra elde edilen

modifiye camsi karbon elektrot kullanima hazir hale gelmistir.
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3.6. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi

3.6.1. CEFA’ nin Asith Duran Civa Elektrodu (ADCE) Uzerinde

Indirgenmesine Dayanan Yontem Gelistirilmesi

Elektrokimyasal Hiicre Diizenegi

Voltametrik caligmalar BAS 100B/W Model cihaz ile yapilmistir. Referans
elektrot olarak Ag/AgCl elektrot, ¢alisma elektrodu olarak ADCE, karsit elektrot
olarak platin tel kullanilmistir. Hiicre i¢indeki ¢oziinmiis oksijen ADCE {izerinde
indirgeneceginden ortamdaki oksijenin uzaklagtirilmasi gerekmektedir. Bu amagla
hiicreye ince bir teflon boru daldirilip hiicreden N2 gegirilmistir. Nicel analizlerde
hiicre icerisindeki ¢ézeltinin buharlasmasini dnlemek i¢in N2 hiicreye gelmeden dnce
icerisinde destek elektrolit ¢ozeltisi bulunan yikama sisesinden gegirilerek oksijenin

analit ¢Ozeltisi igerisinde yeniden ¢dziinmesi engellenmistir.

Deneyin Yapilist

Destek elektrolit olarak segilen pH 7.0 FB tampon ¢dzeltisinden 3.0 mL
alinmig, elektrokimyasal hiicreye konulmus ve 15 dakika N2 gecirilmistir. SWV
yontemi icin -600 ve -1700 mV araliginda potansiyel uygulanarak destek elektrolit
voltamogrami alinmistir. Hiicreye mikropipet ile pL diizeyinde artan derisimlerde

standart CEFA ¢ozeltisinden eklenmis ve voltamogramlar kaydedilmistir.

Yontem Optimizasyonu

Geligtirilen SWV yontemi i¢in deneysel ve cihaza ait parametreler
degistirilerek uygun sartlar arastirilmustir. ik olarak uygun tampon ¢dzelti ve pH’st,
sonrasinda ise cihaza ait parametrelerden frekans, adim yiiksekligi ve puls genligi
degistirilerek optimum  degerler Dbelirlenmistir. Cihaza ait parametrelerin

belirlenmesinde CEFA derisimi 3.23 pg mL* olarak alimustir.
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3.6.2. CEFA’nin Modifiye Edilmis Cams1 Karbon Elektrot (M-CKE)

Uzerinde Yiikseltgenmesine Dayanan Yontem Gelistirilmesi

Elektrokimyasal Hiicre Diizenegi

Voltametrik ¢alismalar BAS 100B/W Model cihaz ile yapilmistir. Referans
elektrot olarak Ag/AgCl elektrot, calisma elektrodu olarak grafen oksit ile modifiye

edilmis camsi karbon elektrot ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.

Deneyin Yapihisi

Destek elektrolit olarak segilen pH 2.0 BR tampon ¢ozeltisinden 3.0 mL
alinarak elektrokimyasal hiicreye konulmus ve SWV yontemi i¢in 800 ve 1600 mV
araliginda potansiyel uygulanarak destek elektrolit voltamogrami alinmistir. Hiicreye
mikropipet ile pL diizeyinde artan derisimlerde standart CEFA ¢ozeltisinden eklenmis

ve voltamogramlar kaydedilmistir.

3.6.2.3. Yontem Optimizasyonu

Gelistirilen SWV yontemi igin deneysel ve cihaza ait parametreler
degistirilerek uygun sartlar arastirilmustir. Ik olarak uygun tampon ¢dzelti ve pH’ s1
sonrasinda ise cihaza ait parametrelerden frekans, adim yiiksekligi ve puls genligi
degistirilerek  optimum  degerler belirlenmistir. Cihaza ait parametrelerin

belirlenmesinde CEFA derisimi 16.13 ug mL™? olarak alimmustir.

3.6.3. Gelistirilen Yontemler Icin Kalibrasyon Grafiklerinin

Hazirlanmasi

CEFA stok ¢ozeltisi 1000 pg mL*? olacak sekilde MeOH igerisinde
hazirlanmistir. Dogrusallik araligimi belirlemek icin elektrokimyasal hiicreye artan
derisimlerde 100 pg mLYye seyreltilmis standart CEFA cozeltisinden eklenerek
voltamogramlar kaydedilmistir. Elde edilen pik akimi degerlerinin derisime karsi
grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri giinliik

hazirlanmis ve analiz sirasinda 6 ayr1 kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon
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egrisine ait regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi belirlenmistir. Korelasyon
katsayist 6nem kontrolii ve elde edilen dogrularin dogrusalliktan ayriliginin 6nem

kontrolii testleri yapilmistir (Bkz. EK 1).

3.6.4. Gelistirilen Yontemlerin Validasyonu

Geligtirilen SWV  yontemlerinin validasyonu i¢in kararlilik, dogrusallik,
duyarlilik, kesinlik, dogruluk, cihaz tekrarlanabilirligi, saglamlik, tutarlilik, 6zgtinliik

ve geri kazanim parametreleri degerlendirilmistir.

Kararlihik

CEFA’nin metanoldeki 1000 pg mL? cozeltisinin kararlihk galigmasi
yapilmistir. Bu amagla oda sicakliinda ve buzdolabinda saklanan CEFA
cozeltilerinden 3.226 pg mLYlik standart CEFA ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kisa
donem kararlilik ¢alismasi i¢in oda sicakliginda saklanan CEFA ¢ozeltisinin 24 saat
boyunca ADCE ile kare dalga voltamogramlari alinmistir. Uzun donem kararlilik
caligmasi i¢in +4 °C’de saklanan standart CEFA ¢ozeltisinin 2 ay boyunca ADCE ile

kare dalga voltamogramlar1 alinmustir.

Dogrusallik

Dogrusallik araligin1 saptamak i¢in destek elektrolit iceren elektrokimyasal
hiicreye artan derisimlerde standart CEFA c¢ozeltisinden eklenmis ve sirasi ile
voltamogramlar kaydedilmistir. Derisime karsi pik akimmin grafige gegirilmesiyle
kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Gelistirilen SWV yonteminin dogrusalligi; olmasi
gereken derigsimlere karsi, kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler kullanilarak

bulunan derisimlerin grafige gegirilmesiyle kontrol edilmistir.

Duyarhilik
LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi i¢in asagida verilen formiiller

kullanilmistir (45).
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LOD=3.3(§) (3.1)

L0Q=10(%) (3.2)

SS; Olusturulan kalibrasyon egrilerinin y eksenini kestigi noktanin standart
sapmast.

S; Olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimlerinin ortalamasidir.

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik ve dogruluk ¢alismalar giin i¢i ve giinler aras1 olmak {izere ayr1 ayri
yapilmistir. Bunun i¢in; indirgenme y&ntemi igin 2.00, 6.00 ve 11.00 pg mL™? CEFA
derisimlerinde, yiikseltgenme yontemi ic¢in 8.20, 16.13, 31.25 pug mL? CEFA
derisimlerinde tekrarli analizler yapilmistir. Derisimler alt tayin sinirina yakin, orta ve
list tayin siiria yakin olacak sekilde se¢ilmistir. Giin i¢i ¢alismalarda; {i¢ derisim
seviyesinde ve her derisim igin alti ayr1 ¢ozelti hazirlanmig, bu ¢ozeltiler ayn1 giin
icinde analiz edilmistir. Giinler arasi ¢alismalarda; {i¢ derisim seviyesinde yeni
hazirlanan ¢ozeltilerin analizleri altt ayr1 giinde yapilmistir. Kesinlik; bulunan
degerlerin ortalamasi, standart hatas1 (SH), standart sapmasi (SS) ve bagil standart
sapmasi (BSS) ile verilmistir. Dogruluk ise; eklenen CEFA derisimi ile bulunan CEFA

derisiminin karsilastirilmasi ve bulunan % bagil hata ile verilmistir (Bkz. Ek 2).

Cihaz Tekrarlanabilirligi

Gelistirilen SWV yontemleri igin cihaz tekrarlanabilirligi; ADCE ile;
8 pg mL?l, M-CKE ile; 16.13 pg mL' CEFA iceren ¢ozeltinin on kez
voltamogramlarinin kaydedilmesiyle elde edilen pik akimlarinin BSS degerleri

hesaplanarak gosterilmistir.

Saglamlik ve Tutarlilik

SWYV yoénteminin saglamlik calismasi i¢in belirlenen deney kosullarinda kiigiik
degisiklikler yapilarak analizler tekrarlanmistir. Bu amacla; destek elektrolit pH’s1 ve
baslangi¢ potansiyelinde kiigiik degisiklikler yapilmistir. Bulunan sonuglar optimize

sartlarda elde edilen sonuglarla istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Tutarlilik
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calismalarinda ise; ¢ozeltilerin analizleri iki farkli analizci tarafindan yapilmistir. Bu
amagla; dogrusallik araligina giren bir derisim seviyesinde yedi ayri1 c¢ozelti
hazirlanmis ve bu ¢dzeltilerin ayni giin i¢inde farkl iki analizci tarafindan analizleri

yapilmistir. iki analizcinin sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Ozgiinliik (Secicilik)
Yontemlerin 6zgiinliigiinii belirlemek amaciyla ayni1 derisimde CEFA igeren

standart, sentetik preparat ve tablet ¢ozeltilerinin voltamogramlari karsilastirilmistir.

Geri Kazanim

Geri kazanim ¢alismalarinda sentetik preparat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bunun
icin; 10 adet tablete karsilik gelen miktar kadar Na benzoat, propilen glikol, metil
paraben, aerosil, TiO», kroskarmeloz sodyum, mikrokristalin seliiloz tartilmigtir. Bu
karisima 6014 mg CEFA (bir tablet 601.4 mg CEFA igermektedir) eklenerek
olusturulan sentetik tablet homojen olacak sekilde karistirildiktan sonra bir tablete
esdeger miktar tartilmis ve 100 mL’lik balon jojeye alinarak MeOH ilave edilmistir.
Ultrasonik banyoda 15 dk bekletildikten sonra MeOH ile son hacime tamamlanmistir
ve santrifiij edilmistir. Ustteki berrak ¢ozeltiden dogrusallik sinirlar1 igerisinde olacak
sekilde bir derisim segilerek seyreltmeler yapilmis, bu ¢ozeltiden elektrokimyasal
hiicredeki destek elektrolit izerine pL diizeyinde eklemeler yapilarak voltamogramlar

kaydedilmistir.
3.6.5. Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Kalibrasyon Grafigi Yontemi ile Analiz

10 adet tablet toz haline getirilerek homojen olacak sekilde karigtirildiktan
sonra bir tablete esdeger miktarda tartilan toz 100 mL’lik balon jojeye alinarak MeOH
eklenmis ve ultrasonik banyoda 15 dk bekletilip MeOH ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
Bu ¢ozeltiden belli bir miktar tiipe almarak santrifiij edilmistir. Ustteki berrak
cozeltiden dogrusallik siirlart i¢inde olacak sekilde uygun seyreltmeler yapilmistir.

Elektrokimyasal hiicredeki destek elektrolit iizerine bu ¢ozeltiden eklemeler yapilarak
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ve voltamogramlar kaydedilmistir. Hazirlanmis olan kalibrasyon grafiklerinden

preparatlardaki CEFA miktar1 hesaplanmustir.

Standart Ekleme Yontemi ile Analiz

Destek elektrolit ¢ozeltisine Boliim 3.6.5.1°de anlatildigi sekilde hazirlanan
tablet ¢ozeltisinden belli bir miktar ekleme yapilip voltamogram kaydedildikten sonra
100 pg mLYlik standart CEFA ¢ozeltisinden dogrusallik sinirlar: igerisinde olacak
sekilde artan derisimlerde ii¢ ekleme yapilarak voltamogramlar kaydedilmistir.
Eklenen CEFA derisimlerine kars1 olglilen pik akimi degerleri grafige gecirilmis ve
dogrunun x eksenini kestigi noktada maddenin derisimi bulunmustur. Yapilan

seyreltmeler gbz onilinde alinarak preparatlardaki CEFA miktar1 hesaplanmuistir.

Karsilastirma Yontemi Ile Analiz

MeOH igerisinde 0.8, 1.6, 3.2 ve 6.4 pg mL? standart CEFA ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kor ¢ozelti olarak etkin maddenin ¢dziiciisii olan MeOH kullanilmistir.
Cozeltilerin 200-400 nm araliginda spektrumlart kaydedilmis ve 278 nm’de
absorbanslar okunarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Bolim 3.6.5.1°de
anlatildig1 sekilde hazirlanan tablet ¢6zeltileri uygun derisimlere seyreltildikten sonra
absorbanslar okunmus ve elde edilen kalibrasyon grafiklerinden preparatlardaki CEFA

miktar1 hesaplanmugtir.

3.7. CEFA’nin Elektrokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

3.7.1. Kare Dalga Voltametri Deneyleri

Referans elektrot olarak Ag/AgCI elektrodu, karsit elektrot olarak platin tel,
calisma elektrodu olarak CEFA’nin indirgenmesi i¢in ADCE, yiikseltgenmesi i¢in M-
CKE kullanmilmistir. Her iki yontem igin secilen destek elektrolit ¢ozeltilerinden
elektrokimyasal hiicreye 3.0 mL alinmistir. ADCE ile calisirken elektrokimyasal
hiicreden 15 dk N2 gegirilmistir. ADCE igin -600 mV, M-CKE i¢in 800 mV baslangig¢

potansiyeli uygulanarak Once destek elektrolit ¢ozeltilerinin daha sonra destek
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elektrolit tizerine artan derisimlerde eklenen standart CEFA c¢ozeltisinin kare dalga

voltamogramlar: kaydedilmistir.

3.7.2. Doniisiimlii Voltametri Deneyleri

CEFA’nin indirgenmesi i¢in referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu,
calisma elektrodu olarak ADCE ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.
Elektrokimyasal hiicreye pH 2.0 ve 10.0 araliginda 3.0 mL, 0.1 M FB tampon ¢6zeltisi
ilave edilerek, ¢ozeltiden 15 dk N, gegirilmistir. 10 ile 1000 mV s araliginda farkl
tarama hizlarinda 8.00 pg mL? CEFA ¢ozeltisinin déniisimlii voltamogramlar
kaydedilmistir.

CEFA’nimm yiikseltgenmesi i¢in referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu,
calisma elektrodu olarak M-CKE ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.
Elektrokimyasal hiicreye 3.0 mL, pH 2.0 BR tampon ¢ozeltisi ilave edilerek, 10 ile
1000 mV s? araliginda farkli tarama hizlarinda 31.25 pg mL™* CEFA ¢ozeltisinin

dontisiimlii voltamogramlart kaydedilmistir.

3.7.3. Kronoamperometri Deneyleri

CEFA’nin indirgenmesi i¢in referans elektrot olarak Ag/AgCIl elektrodu,
calisma elektrodu olarak ADCE, karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.
Elektrokimyasal hiicreye 3.0 mL pH 7.0, 0.1 M FB tampon ¢ozeltisinden ilave
edilerek, 15 dk N2 ge¢irilmistir. [(-800) — (-1100)] mV” luk potansiyel araliginda 15.00
ng mL? CEFA ¢ozeltisinin kronoamperometrik voltamogramlar1 tek yonlii ve cift
yonlii olarak kaydedilmistir.

CEFA’nin yiikseltgenmesi icin referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu,
calisma elektrodu olarak M-CKE ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.
Elektrokimyasal hiicreye 3.00 mL, pH 2.0 BR tampon ¢ozeltisi ilave edilerek [(800) —
(1600)] mV’luk potansiyel araligmda 31.25 pg mL? CEFA ¢ozeltisinin

kronoamperometrik voltamogramlari tek yonlii ve ¢ift yonlii olarak kaydedilmistir.
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3.7.4. Kronokulometri Deneyleri

CEFA’nin indirgenmesi i¢in referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu,
calisma elektrodu olarak ADCE, karsit elektrot olarak platin tel kullanilmastir.
Elektrokimyasal hiicreye 3.0 mL pH 7.0, 0.1 M FB tampon ¢ozeltisinden ilave edilerek
15 dk N2 gegirilmistir. [(-800) — (-1100)] mV’luk potansiyel araliginda 15.00 pg mL™*
CEFA ¢ozeltisinin kronokulometrik voltamogramlar1 kaydedilmistir.

CEFA’nin yiikseltgenmesi i¢in referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu,
calisma elektrodu olarak M-CKE ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.
Elektrokimyasal hiicreye 3.00 mL pH 2.0 BR tampon ¢ozeltisi ilave edilerek [(800) —
(1600)] mV’luk potansiyel araliginda 31.25 pg mL?! CEFA ¢ozeltisinin

kronokulometrik voltamogramlari kaydedilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Saflik Kontrolii Bulgular:

4.1.1. Erime Noktasi

CEFA nin erime noktas1 yapilan tayin sonucu 171-173°C olarak belirlenmistir.

4.1.2. CEFA’nin UV Spektrumu

CEFA’ nin MeOH igindeki ¢ozeltisinin UV spektrumu Sekil 4.1°de verilmistir.

Absorbans (A)

T T T T T T T
200 220 240 2680 280 300 az0 340 60

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. 6.4 ug mL™* CEFA’nin MeOH I¢indeki UV Spektrumu

4.1.3. CEFA I¢in Uygun Céziiciiniin Belirlenmesi

CEFA suda kismen, MeOH’da tamamen ¢6ziindiigii i¢cin en uygun ¢oziicli
MeOH olarak se¢ilmistir. Stok CEFA ¢6zeltisi MeOH igerisinde hazirlanmis, gerekli

seyreltmeler ise su ile yapilmustir.
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4.2. Gelistirilen Elektroanalitik Yontemlere Ait Analiz Bulgulari

4.2.1. CEFA’nin Asih Duran Civa Elektrodu Uzerinde Indirgenmesine

Dayanan Yontemin Analiz Bulgulari

Destek Elektrolitin Belirlenmesi

ADCE ile SWV yonteminde CEFA tayini i¢in yapilan ¢aligmalarda oncelikle
farkli pH degerleri ve farkli tamponlar arastirilmistir. Bu amagla 0.1 M fosfat, 0.1 M
borat, 0.1 M FB ve BR tamponlari denenmistir. Bu tampon ¢ozeltilerin her birinde
CEFA’nin indirgenme piki gézlenmistir. Asidik ortamda (pH 2-5) 3 pik gézlenirken,
pH 7 ve 8 de ise daha yiiksek pik akimina sahip tek pik gozlenmistir (Sekil 4.2- Sekil
4.4).

4] 4

5 -

g =

+5 =

Alam (pA)

5 =

+3 -

) =

-+ -

I I ]
0 -D.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4

Potansivel (V, Ag/AgCl' ve karst)

Sekil 4.2. 8.37 ug mL* CEFA’nin Farkli pH’da 0.1 M FB Ortaminda Kare Dalga

Voltamogramlar1



o -0.2 -0 .4 -0.6 —DI.E —1I.D —1I.2 —1I.4 -1.6
Potansivel (V, Ag/AgCl ve karst)

Sekil 4.3. 8.37 ug mL* CEFA’nin pH 2, 0.1 M FB Ortaminda Kare Dalga

Voltamogramlar1
+9 .l\
+7 — —
I
é - -
g |
+3 pH7 ;_
] pH 7 destek /L
eleltrolit \_F/
+1 -
-1 1 T I I I T
0 -0.2 -04 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 14

Potansivel (V, Ag/AgCl ve kargt)

Sekil 4.4. 8.37 ug mL™* CEFA’nin pH 7, 0.1 M FB Ortaminda Kare Dalga

Voltamogramlari
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CEFA’nin 0.1 M FB tampon sisteminde farkli pH degerlerinde I ve Il numarali
pikler icin Ipik degerleri Sekil 4.5°de gosterilmistir.

2500 |, pik
000 1. pik

1500

1000

Ipik (nA)

500

pH

Sekil 4.5. 5.00 ug mL* CEFA’nin 0.1 M FB Tampon Sisteminde SWV Y 6ntemine
Ait | ve Il Numarali Pikler i¢in pH — Ipik Grafigi

7000
y = 428.6x - 188.75

R2=10.9979
5000 (b)

4000

6000

y =79.775x + 74.652
R2=0.9709

(@)

3000

Ipik (nA)

2000

1000

0 5 10 15 20
-1000

Derisim (ug mL™1)

Sekil 4.6. CEFA’nin 0.1 M FB Tampon Sistemindeki SWV Yontemine Ait

(@) I Numarali Pik i¢in pH 2°de, (b) Il Numaral1 Pik I¢in pH 7°de
Kalibrasyon Dogrular1
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CEFA’ya ait her iki pikten Il numarali pikin pH 7, 0.1 M FB tampon sisteminde
gozlenen pik akimimin ¢ok daha yiiksek (Sekil 4.5) ve elde edilen kalibrasyon
dogrusunun egiminin daha biiyiik olmasi nedeniyle (Sekil 4.6) ADCE ile yapilacak

tiim ¢alismalarda II. pikin degerlendirilmesine karar verilmistir.

+2.0
— //,".\II
1.6~ / l",ll i
a / \_— 0.1 MFB
- , \ -
p— //' : ll.
v1.2 0.1 MBR
. : 0.1 M Borat v/ \\
g | \ // " (\l".‘/
[ / L 0.1 M Fosfat
e // | : ..'.\-.
o Y “\\‘ /‘
+0.4 - > \\ JA-
> — —~“~t:\: J /
0+ — T I T T T
-0.7 0.8 09 1.0 =N (- (% 1.4

Potansivel (V. Ag/AgCl ye karst)

Sekil 4.7. 3.23 ug mL™* CEFA’nin Farkli Tampon Cozeltilerdeki (pH=7)Kare Dalga
Voltamogramlari ( frekans 35 Hz, adim yiiksekligi 5, puls genligi 40 mV)

Farkli destek elektrolitler arastiriliyorken; CEFA’nin II numarali indirgenme
pikinin sekli ve pik akimi dikkate alindiginda pH 7, 0.1 M FB tamponu tiim ¢aligma
boyunca destek elektrolit olarak segilmistir (Sekil 4.7).

FB tampon ¢ozeltisinin farkli derisimlerinde CEFA’nin pik akimi degerleri
Olgtilmiistiir (Tablo 4.1)



Tablo 4.1. CEFA’nin Farkli Derisimlerdeki pH 7.0 FB Tampon Cdzeltileri

Orataminda Elde Edilen Pik Akimlari

CEFA pH 7.0 FB Tampon Cozelti Derisimi (M)
Derisimi 0.025 0.05 0.1 0.2
(ng mL™) Pik Akimi1 (nA)

0.66 - 112.00 179.81 141.91
1.64 - 404.30 488.00 479.72
3.23 897.72 989.81 1168.90 1116.23
6.25 2026.71 2241.81 2563.93 2419.20
9.09 3444.70 3484.82 3974.92 3890.22
11.76 4728.71 4826.82 5418.90 5260.21

14.29 5558.74 5972.88 6697.91 6520.23

Sekil 4.7 ve Tablo 4.1’den goriildiigii iizere CEFA’ya ait I1. pik i¢in en uygun
destek elektrolit olarak pH 7.0, 0.1 M FB tamponu secilmistir.

Cihaz Parametrelerinin Optimizasyonu
ADCE ile SWV yonteminde optimum cihaz parametrelerinin belirlenmesi igin
secilen destek elektrolite belirli miktarda CEFA eklenerek pik akimi iizerine; frekans,

puls genligi ve adim yliksekligi degisimin etkisi incelenmistir. (Sekil 4.8-Sekil 4.10)

6000

5000

Q 4000
=

~— 3000
=

542000

1000

0 20 40 60 80 100
Frekans (Hz)

Sekil 4.8. ADCE’de SWV Yoéntemi icin CEFA nin Pik Akimima Frekans
Degisiminin Etkisi

(adim yiiksekligi=5 mV, puls genligi= 40 mV, CEFA derisimi: 3.23 ug mL™})
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0 10 20 30 40 50
Puls Genligi (mV)

Sekil 4.9. ADCE’de SWV Yéntemi icin CEFA nin Pik Akimima Puls Genligi
Degisiminin Etkisi

(adim yiiksekligi=5 mV, frekans=35 Hz, CEFA derigimi: 3.23 ug mL)

1600

1400 °
1200

1000 °

800

Ipik (nA)

600
400

200

0 1 2 3 4 5 6 7

Adim Yiiksekligi (mV)

Sekil 4.10. ADCE’de SWV Yoéntemi i¢cin CEFA’nim Pik Akimina Adim Yiiksekligi
Degisiminin Etkisi

(frekans=35 Hz, puls genligi=40 mV, CEFA derisimi: 3.23 ug mL)
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Pik sekli ve pik akimi degerleri dikkate alindiginda en uygun parametreler;
frekans i¢in 35 Hz, puls genligi 40 mV ve adim yiiksekligi 5 mV olarak secilmistir. Bu
parametreler ile pH 7.0, 0.1 M FB tampon ¢6zeltisinde artan derisimlerde CEFA’ya

ait kare dalga voltamogramlar1 Sekil 4.11°de gésterilmistir.

+7.7 ' '

-1.1
Potansivel (V, Ag/AgCl ve karsi)

-1.2 -1. -1.4

Sekil 4.11. CEFA’nin ADCE’de Kare Dalga Voltamogramlari
a) Destek elektrolit, b) 0. 33 ¢) 1.32 d) 5.06 ) 7.41
f) 9.64 g) 11.76 h) 13.93 pg mL* CEFA
(frekans 35 Hz, adim yiiksekligi 5 mV, puls genligi 40 mV)
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4.2.2. CEFA’nin Modifiye Edilmis Camsi1 Karbon Elektrot Uzerinde

Yiikseltgenmesine Dayanan Yontemin Analiz Bulgular

Destek Elektrolitin Belirlenmesi

M-CKE ile SWV yonteminde CEFA tayini icin destek elektrolit olarak BR
tampon ¢ozeltisi denenmistir ve 1.3 V civarinda CEFA’nin yiikseltgenme piki
gozlenmistir. Sonraki tiim c¢aligmalarda destek elektrolit olarak BR tamponu
kullanilmustir.

Normal CKE ve farkli miktarlarda grafen oksitle kaplanmis M-CKE ile
CEFA’nin SWV voltamogramlart Sekil 4.12’de gosterilmistir.

o T T T T
+1 .6 +~1 .5 «1 .4 +1.3 1.2 +1.1 1.0 +«) .9 +0 .8

Potansivel (V, Ag/AgCl ve karsi)
Sekil 4.12. a) Normal Elektrot b) 1.00 mg mL™ ¢) 1.50 mg mL* d) 2.00 mg mL™*
e) 2.50 mg mL? Grafen Cozeltisi Ille Modifiye Edilmis CKE’de 38.46 g
mL? CEFA’nin pH 2, BR’de Kare Dalga Voltamogramlari
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1000
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Grafen derisimi (mg mL1)

Sekil 4.13. 38.46 pg mL™* CEFA’nin M-CKE’de Pik Akimina Modifikasyon
Isleminde Kullanilan Grafen Oksit Miktarmin Etkisi

En yiiksek pik akim1 CKE 2.00 mg mL™* grafen oksit ¢ozeltisi ile kaplandiginda
elde edilmistir(Sekil 4.13). Tiim ¢alisma boyunca CKE 2.00 mg mL™ grafen oksit
¢ozeltisi ile kaplanarak elektrokimyasal dl¢iimler gergeklestirilmistir.

Modifikasyon i¢in uygun grafen miktari belirlendikten sonra M-CKE ile BR
¢ozeltisinin farkli pH degerlerinde CEFA nin yiikseltgenmesine ait pik akim1 degerleri
Sekil 4.14°de gosterilmistir.
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1600
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Ipik (nA)
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200

Sekil 4.14. BR Tamponunun Farkli pH’larinda 16.129 pg mL™* CEFA nin
Yiikseltgenmesine Ait Pik Akimi Degerleri

Sekil 4.14°e gore CEFA’nin BR ¢ozeltisinde yiikseltgenmesi i¢in en yiiksek
pik akim1 pH 2’de elde edildiginden M-CKE ile yapilan tiim ¢alismalarda en uygun
destek elektrolit olarak pH 2, BR tamponu seg¢ilmistir.

Cihaz Parametrelerinin Optimizasyonu

M-CKE ile SWV yonteminde optimum cihaz parametrelerinin belirlenmesi
icin secilen destek elektrolite belirli miktarda CEFA eklenerek pik akimi iizerine;
frekans, puls genligi ve adim yiiksekligi degisiminin etkisi incelenmistir

(Sekil 4.15-4.17).



0 10 20 30 40 50 60 70
Frekans (Hz)

Sekil 4.15. M-CKE’de SWV Yontemi i¢in CEFA’nin Pik Akimina Frekans
Degisiminin Etkisi

(adim yiiksekligi=5 mV, puls genligi= 60 mV, CEFA derigimi: 16.13 pg mL'l)
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Sekil 4.16. M-CKE’de SWV Yéntemi Igin CEFA nin Pik Akimma Puls Genligi
Degisiminin Etkisi

(adm yiiksekligi=5 mV, Frekans=45 Hz, CEFA derisimi: 16.13 pg mL™)
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Sekil 4.17. M-CKE’de SWV Yéntemi I¢in CEFA nin Pik Akimima Adim Yiiksekligi
Degisiminin Etkisi

(Frekans=45 Hz, puls genligi=60 mV, CEFA derisimi: 16.13 ug mL™?)

Pik sekli ve pik akimi degerleri dikkate alindiginda en uygun parametreler;
frekans i¢in 45 Hz, puls genligi 60 mV ve adim yiiksekligi 5 mV olarak se¢ilmistir. Bu
parametreler ile pH 2.0 BR ¢ozeltisinde CEFA’ya ait kare dalga voltamogramlari Sekil
4.18°de gosterilmistir.
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Potansivel (V, Ag/AgCl' ye karsi)

Sekil 4.18. CEFA’nin M-CKE’de Kare Dalga Voltamogramlari
a) pH 2.0 BR ¢ozeltisi, b) 3.31 ¢) 8.20 d) 12.99 e) 16.13 f) 23.81 g) 31.25
h) 38.46 ng mL™ CEFA
(frekans 45 Hz, adim yiiksekligi 5 mV, puls genligi 60 mV)

4.3. Yontemlerin Validasyonu

Kararhhk

CEFA’nin kisa ve uzun donem kararlilik bulgular1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. ADCE ile CEFA i¢in Kisa ve Uzun Dénem Kararlilik Bulgulari

Kisa Donem Kararhhk Uzun Dénem Kararhhk
(saat) (giin)
0 8 24 15 30 45 60
Pik
Potansiyeli | -1065 - 1065 - 1060 -1060 -1055 -1055 -1055
(mV)
Pik(:}:)lml 1167.12 | 1169.33 | 1179.64 | 1190.51 | 1184.07 | 1172.97 | 1151.47
Bulunan
Miktar 3.23 3.23 3.25 3.28 3.26 3.24 3.19
(ng mL™)
Geri

Kazanim 100.00 | 100.18 | 100.84 | 101.55 | 101.12 | 100.40 99.01
(%)

(Eklenen CEFA derisimi 3.23 ug mL1) (n=3)

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik Arahg:
ADCE ve M-CKE’de SWV yontemi ile CEFA derisimine karsi elde edilen pik

akimi degerlerinin grafige gegirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde edilmistir (Sekil
4.19- Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. CEFA’nin ADCE’de SWV Yontemi ile Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi
(n=6)
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4000 y = 85.711x + 471.59
R? = 0.9943
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Sekil 4.20. CEFA’nin M-CKE’de SWV Yontemi ile Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi
(n=6)
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Kalibrasyon egrilerinin dogrusalliktan ayrilis ve korelasyon katsayilarinin

onem kontroliine ait istatistiksel degerlendirme sonuglart Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de

gosterilmistir.

Tablo 4.3. CEFA’nin ADCE’de SWYV Y ontemi ile Analizinden Elde Edilen

Kalibrasyon Egrisinin Korelasyon Katsayisi ile Dogrusalliktan Ayrilig

Onem Kontrolii I¢in Yapilan Istatistiksel Hesaplamalar

Korelasyon Katsayisi’nin Onem Kontrolii

n r Sr Th Tr
6 0.9987 0.0253 39.47 2.78
Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr
-22482049.2 | -22026005.1 | -471075.5 | -117768.9 | -23199207.6 | 196.99 | 7.71

*Terimler Ek 1°de agiklanmustir.

Tablo 4.4. CEFA’nin M-CKE’de SWV Yontemi ile Analizinden Elde Edilen

Kalibrasyon Egrisinin Korelasyon Katsayisi ile Dogrusalliktan Ayrilis

Onem Kontrolii I¢gin Yapilan Istatistiksel Hesaplamalar

Korelasyon Katsayis’’nin Onem Kontrolii

n r Sr TH Tr
6 0,9986 0,0379 4.31 2.78
Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr
10737.5 10783.3 45.8 11.4 10737.5 | 9379 7.7

*Terimler Ek 1°de agiklanmstir.
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Gelistirilen SWV yontemleri i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri

Tablo 4.5’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. SWV Yéntemlerine Ait Kalibrasyon Egrilerinin Ozellikleri (n=6)

Indirgenme Yiikseltgenme

(ADCE ile) (Modifiye CKE ile)
Regresyon Denklemi y =428.86x —191.69 | y=285.711x +471.59
Egimin Standart Hatasi 0.1749 0.303637
Kesisimin Standart Hatasi -0.0762 0.7705
Korelasyon Katsayisi (r) 0.9987 0.9986
Tanmmlayiciik Katsayisi (R?) 0.9974 0.9972
Dogrusallik arah@ (ug mL1) 0.263- 14.773 8.197- 45.454
LOD (ng mL™?) 0.089 2.705
LOQ (ug mL?) 0.263 8.197

y*= ax+b; x: Derigim (ug mL?). y: Pik akim1 (nA). a: Egim. b: Kesisim

SWYV yontemlerinin dogrusalliginin kontrolii i¢in; kalibrasyon egrilerinin elde
edildigi derisimlerde hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizi yapilarak Kalibrasyon
denklemlerinden sonuglar hesaplanmig ve olmasi gereken derisimlere karsi grafige
gecirilmistir (Sekil 4.21- Sekil 4.22).



Hesaplanan Derisim (ug mL™?)
N &2 o ® o 9~ 5 o

o
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y = 1x - 4.0x10°
R?=0.9957

4 6 8 10 12 14 16
Olmasi Gereken Derigim (ug mL?)

Sekil 4.21. CEFA’nin ADCE’de Yontem Dogrusalligi Kontrol Grafigi

Hesaplanan Derigim (ug mL?)
B R, NN W W DN DN O
(9] o (€] o (6] o (2] o 6] o

o

y = 1x + 5x10°
R?=0.9943

10 20 30 40 50
Olmasi Gereken Derigim (ug mL1)

Sekil 4.22. CEFA’nin M-CKE’de Yoéntem Dogrusalligi Kontrol Grafigi



Duyarhhk
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CEFA i¢in SWV yontemi ile LOD ve LOQ degerleri Tablo 4.5’de verilmistir.

Dogruluk ve Kesinlik

SWYV yontemi ile CEFA’nin analizinde dogruluk ve kesinlik ¢alismalari igin

giin i¢i ve gilinler arasinda elde edilen sonuglar Tablo 4.6 ve Tablo 4.7’de verilmistir.

Tablo 4.6. CEFA’nin ADCE’de SWV Yéntemi ile Analizinde Giin I¢i ve Giinler

Arasi Kesinlik ve Dogruluk Bulgular1 (n=6)

CEFA miktar: Giin I¢it Giinler Arasi?
(ng mL™)
Bulunan % Bagil Hata Bulunan % Bagil Hata
Miktar Miktar
1.99 0.44 1.98 0.96
2.00 2.02 -1.14 1.98 0.73
2.00 -0.22 1.97 1.53
2.04 -1.80 2.04 -1.84
2.00 -0.16 2.03 -1.30
2.00 -0.20 1.99 0.44
X 2.01+0.01 2.00 +0.01
SS 0.02 0.03
BSS (%) 0.81 1.44
5.95 0.43 5.92 1.33
5.88 1.16 5.88 1.91
6.00 5.94 1.01 5.91 1.47
5.98 0.33 6.01 -0.14
5.96 0.58 6,11 -1,86
5.92 1.39 5.97 0.43
X 5.94 +0.02 5.97 +0.04
SS 0.04 0.09
BSS (%) 0.67 1.44
11.14 -1.28 11.12 -1.12
11.13 -1.19 11.20 -1.81
11.00 11.19 -1.70 11.20 -1.86
11.10 -0.88 11.09 -0.83
11.15 -1.33 11.10 -0.92
11.18 -1.67 11.14 -1.28
X 11.15+£0.01 11.14 £ 0.02
SS 0.03 0.05
BSS (%) 0.30 0.44

1Giin i¢i ¢aligmalar; {i¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilmustir.
%Giinler aras1 ¢aligmalar; ii¢ derisim seviyesinde alti ayr1 ¢ozelti kullamlarak 6 farkli giinde yapilmustir.

X : Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma
(Istatistiksel hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2)




Tablo 4.7. CEFA’nin M-CKE’de SWV Yéntemi ile Analizinde Giin I¢i ve Giinler

Arasi Kesinlik ve Dogruluk Bulgular1 (n=6)

CEFA
miktari Giin Icit Giinler Arasi?
(ng mL™)
Bulunan % Bagil Bulunan % Bagil
Miktar Hata Miktar Hata
8.11 1.06 8.09 1.35
8.20 8.12 0.94 8.21 0.16
8.23 0.36 8.18 0.25
8.10 1.14 8.15 0.60
8.21 0.15 8.09 1.35
8.13 0.84 8.28 0.97
X 8.15+0.02 8.16 +0.03
SS 0.05 0.07
BSS (%) 0.66 0.90
16.18 0.31 16.25 0.75
16.41 1.76 15.99 0.84
15.94 1.18 15.84 1.76
16.13 16.12 0.05 16.01 0.75
15.94 1.16 15.86 1.65
16.16 0.19 16.14 0.08
X 16.13 = 0.07 16.02+ 0.06
SS 0.18 0.16
BSS (%) 1.09 0.98
31.13 0.38 31.24 0.05
31.14 0.36 31.05 0.63
31.25 31.44 0.61 31.19 0.20
30.89 1.16 30.80 1.42
31.10 0.49 31.02 0.74
31.50 1.42 31.48 0.73
X 31.200 + 0.094 31.13+0.09
SS 0.23 0.23
BSS (%) 0.74 0.73

1Giin i¢i galismalar; {i¢ derisim seviyesinde alti ayr1 ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilmustir.

%Giinler aras1 ¢aligmalar; {i¢ derisim seviyesinde alti ayr1 ¢dzelti kullamlarak 6 farkli giinde yapilmugtir.

X : Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma
(Istatistiksel hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2)
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Tekrarlanabilirlik

SWYV yontemi i¢in cihaz tekrarlanabilirligi sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. CEFA’nin ADCE ve M-CKE Kullanilarak SWV Yo6ntemi ile Analizinde
Cihaz Tekrarlanabilirligi Bulgulari

Indirgenme Yiikseltgenme
(ADCE ile) (M-CKE ile)
Epik Ipik Epik Ipik
(mV) (nA) (mV) (nA)
1060 3.29 1295 1.68
1055 3.27 1300 1.65
1060 3.27 1300 1.66
1060 3.30 1300 1.66
1060 3.27 1305 1.64
1060 3.28 1310 1.66
1060 3.29 1305 1.61
1060 3.26 1310 1.64
1060 3.29 1310 1.62
1060 3.27 1310 1.62
X 3.28+0.01 1.64+0.01
S.S 0.01 0.02
BSS 0.38 1.32
GA 3.27 -3.29 1.63-1.66

(Eklenen CEFA derisimi: ADCE igin; 3.226 ug mL?, M-CKE i¢in; 16.129 pg mL?, n=10)
X : Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi
(a=0.05) (istatistiksel hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2)



Saglamhk
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CEFA’nin SWV yontemi ile analizinde saglamlik ¢alismalarina ait sonuglar ve

istatistiksel olarak karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.9. CEFA’nin ADCE’de SWV Yo6nteminin Saglamligina Ait Analiz

Bulgular1 (n=7)

pH=7.1

(CEFA derisimi 8.00 pg mL™1) Bulunan BSS Mann Whitney
(ug mL™?) (%) U tesi*

]slz_llszlz;nglg: potansiyeli=-0.7 V 8.04 + 0.01 0.19 )

Basl tansiyeli= -0.69 V

obiey e 7994002 | 068 Un= 37

Baslangi¢ potansiyeli=-0.71 V

obie7 o 800+002 | 083 Un= 27

Bas_langlc; potansiyeli= -0.7 V 808+ 001 0.40 Un= 27

pH=6.9

Baslangic potansiyeli=-0.7 V 798+ 002 0.69 Un= 32

X : Ortalama + Standart hata, BSS: Bagil standart sapma.
(istatistiksel hesaplamalar icin Bkz. Ek 2 ve Ek 3)

*Sonugclar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla karsilastirilmistir. (Mann Whitney U testi)

U tablo= 38 (p>0.05) Sonuglar arasinda fark yoktur.



Tablo 4.10. CEFA’nin M-CKE’de SWV Y o6nteminin Saglamligina Ait Analiz

Bulgular1 (n=7)
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(CEFA derisimi 16.13 ng mL™?) Bulunan BSS Mann Whitney
(ng mL1) (%) U tesi*

Baslangic potansiyeli= 0.80 V

pH=2.0 16.08+0.07 1.18 -

Baslangic potansiyeli= 0.79V

pH=2.0 16.30+0.04 0.70 Un=35

Baslangic potansiyeli= 0.81 V

pH=2 16.20+0.06 1.05 Un=31

Baslangic potansiyeli= 0.80 V

pH=1.9 16.12+0.03 0.46 Un=28

Baslangic potansiyeli= 0.80 V

pH=2.1 16.12+0.05 0.86 Un=29

X : Ortalama + Standart hata, BSS: Bagil standart sapma .
(istatistiksel hesaplamalar icin Bkz. Ek 2 ve Ek 3)

Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla karsilastirilmistir. (Mann Whitney U testi)

U tablo= 38 (p>0.05) Sonuglar arasinda fark yoktur.



Tutarhhk
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CEFA’nin SWV yontemi ile analizinde tutarlilik ¢aligmalarina ait sonuglar ve

istatistiksel olarak karsilastirma sonuclar1 Tablo 4.11 ve Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.11. CEFA’nin ADCE’de SWV Yonteminin Tutarliligina Ait Analiz

Bulgular1 (n=7)

1. Analizci 2. Analizci
Eklenen CEFA miktar: Bulunan miktar Bulunan miktar
(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)
7.91 7.91
7.96 7.97
7.93 7.93
7.98 7.98
8.00 8.01 8.01
8.07 8.06
8.03 8.03
X 7.98 +0.02 7.98+ 0.02
SS 0.06 0.05
% BSS 0.70 0.66
GA 7.93-8.03 7.93-8.03

X : Ortalama + Standart hata. SS: Standart sapma. BSS: Bagil standart sapma. GA: Giiven aralif1
(0=0.05)(Istatistiksel hesaplamalar icin Bkz. Ek 2 ve Ek 3)

Iki analizciden elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. (Mann Whitney U testi)

U tablo= 38 (p>0.05) Sonuglar arasinda fark yoktur.



Tablo 4.12. CEFA’nin M-CKE’de SWV Yonteminin Tutarliligina Ait Analiz

Bulgular1 (n=7)
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1. Analizci 2. Analizci
Eklenen CEFA miktari Bulunan miktar Bulunan miktar
(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)
16.14 16.04
15.93 16.08
16.15 16.12
15.92 15.98
16.13 16.14 16.14
16.13 16.11
16.36 16.35
p% 16.11+0.06 16.12 +0.04
SS 0.15 0.11
% BSS 0.93 0.71
GA 15.97- 16.25 16.01- 16.22

X : Ortalama + Standart hata. SS: Standart sapma. BSS: Bagil standart sapma. GA: Giiven aralig1
(a=0.05)(Istatistiksel hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2 ve Ek 3)

Iki analizciden elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. (Mann Whitney U testi)

U tablo= 38 (p>0.05) Sonuglar arasinda fark yoktur.

Ozgiinliik (Secicilik)
SWYV yonteminin dzgiinliik ¢calismalar icin ADCE ile 3.226 pg mLt, M-CKE

ile 16.129 pg mL* CEFA iceren standart, sentetik preparat ve tablet ¢ozeltileri igin

kaydedilen voltamogramlar Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’de gosterilmistir.



1.8

=1 6=

g -

+1.2+

Alam

+1.0+
+0.8-
+0.6-
0 4 -

024 ==

!
-0.7 -0.8 -0.9 -1.0 -1.1 -1.2 =-1.3 -1.4

Potansivel (V, Ag/AgCT ye kargi)

Sekil 4.23. ADCE ile 3.126 ug mL™ CEFA igeren Standart, Tablet ve Sentetik

Numune Cozeltilerine Ait SWV Voltamogramlari

— standart CEFA
e tablet (CEFAKS)

sentetik tablet

T T T I T
+1.6 +1.5 +1.4 +1.3 +1.2 +=1.1 +1.0 +0.9 0.8

Potansiyel (V, Ag/AgCT ye karst)

Sekil 4.24. M-CKE ile 16.129 ug mL™* CEFA igeren Standart, Tablet ve Sentetik

Numune Cozeltilerine Ait SWV Voltamogramlari
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601.4 mg CEFA iceren sentetik preparata ait her iki yontem i¢in geri kazanim

degerleri Tablo 4.13’de verilmistir.

Tablo 4.13. CEFA’nin SWV Yontemleri ile Sentetik Preparatlardan Analiz Bulgulari

Indirgenme Yiikseltgenme
(ADCE ile) (M-CKE ile)
Bulunan % Geri Bulunan % Geri
(mg) Kazanim (mg) Kazamim
603.23 100.30 601.64 100.04
603.49 100.35 601.37 100.00
603.02 100.27 601.03 99.94
602.14 100.12 600.87 99.91
600.40 99.83 600.87 99.91
601.77 100.06 602.08 100.11
602.40 100.17 602.48 100.18
X 602.35 100.16 601.48 100.01
SS 1.06 0.18 0.63 0.10
BSS 0.18 0.18 0.10 0.10
GA 601.95- 602.75 600.90 -602.06

(Eklenen CEFA miktari: 601.4 mg/tablet n=7)
X : Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligt
(0=0.05)(Istatistiksel hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2)

4.4. Farmasotik Preparatlarin Analizi

601.4 mg ve 300.7 mg CEFA igeren Cefaks tabletlerin analizleri gelistirilen iki

voltametrik yontemle ve karsilastirma yontemi (1) ile yapilmis olup veriler Tablo

4.14°de gosterilmistir.



Tablo 4.14. Gelistirilen Yontemlerle Cefaks Tablete Ait Kalibrasyon Grafigi
Yontemi ile Elde Edilen Analiz Bulgular1 ( n = 10)
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601.4 mg CEFA/tablet

300.7 mg CEFA/tablet

. i . Karsilastirma . i . Karsilastirma
ADCE ile | M-CKE ile Yontemi ile (1) ADCE ile | M-CKEile Yontemi ile (1)
Bulunan Bulunan Bulunan (mg) Bulunan Bulunan Bulunan

(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
599.9 602.2 599.1 300.3 299.4 301.3
601.6 600.7 598.5 300.7 299.1 298.7
600.8 602.2 601.6 300.4 298.2 298.2
599.0 600.0 602.2 301.4 302.9 302.4
601.6 600.1 599.7 300.1 302.2 298.6
599.9 602.5 599.0 301.5 299.3 302.0
601.3 599.3 599.7 300.9 298.4 299.1
601.3 602.2 602.7 300.6 299.5 298.4
601.8 599.8 596.5 299.8 299.6 302.1
602.6 601.4 599.1 301.0 298.0 299.1

X 601.0+0.34 | 601.0.0.38 599.840.59 300.7+0.18 | 299.7+0.52 300.0+0.54

SS 1.08 1.19 1.88 0.56 1.64 1.71

% BSS 0.18 0.20 0.31 0.19 0.55 0.57

% BH 0.07 0.07 0.27 0 0.33 0.23
600.2- 300.3- 298.5-

GA 601.8 600.2-601.8 598.5-601.1 3011 300.9 298.8-301.2

Kruskal Wallis varyans analizi KWt = 5.99 > KWy = 3.82, p>0.05

X : Ortalamazstandart hata, SS: Standart Sapma, BSS: % Bagil Standart Sapma, BH:% Bagil Hata
GA: Giiven Araligi (o :0.05) (Bkz. Ek 2 ve Ek 4)

ADCE ve M-CKE kullanilarak standart ekleme yontemi ile elde edilen

kalibrasyon dogrular1 Sekil 4.25 ve Sekil 4.26°da gosterilmistir. Standart ekleme ile

elde edilen dogrularin egimleri normal kalibrasyon dogrularinin egimine (ADCE ig¢in

428.86, M-CKE i¢in 85.711) yakin oldugundan farmasoétik preparatlarin analizinde

normal kalibrasyon dogrulari kullanilmistir.
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y =429.58x + 113.2
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Sekil 4.25. CEFA’nin ADCE’de Standart Ekleme Yontemi ile Elde Edilen
Kalibrasyon Egrisi (n=6)

2500

y =86.947x + 599.98
R?=0.9993
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Derisim (ug mL-1 )

Sekil 4.26. CEFA’nin M-CKE’de Standart Ekleme Yontemi ile Elde Edilen
Kalibrasyon Egrisi (n=6)



90

4.5. CEFA’nin Elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

4.5.1. CEFA’min Asih Duran Civa Elektrodundaki Elektrokimyasal
Ozellikleri

CV Yontemi ile Pik Akimlarina Tarama Hizinin EtKisi

CEFA’nin pik akimi (Ipik)’lerinin, tarama hiz1 (v) ile iligkisi CV ydntemi
kullanilarak incelenmistir. Farkli tarama hizlarinda CEFA’nin  doniisiimli
voltamogramlar kaydedilmistir Sekil 4.27°de, Ipik- v’? grafigi Sekil 4.28°de ve log
Ipik- log v grafigi Sekil 4.29°da gdsterilmistir.

=100
T —_— 10 mVis i
@ 7 @ i — L AU
= ] —_ 50mV/s |
g \ 100 mV/s
+5.10 | i =
250 mV/s
.I..-'f.--\'. I'.
Yoo 500 mV/s

0.7 -0.8 -0.9 =1.0 =1.1 =1.2 =1.3 =1.4

Potanstyel (V, Ag/AgCl' ve karsi)

Sekil 4.27. 8.00 ug mL* CEFA’nin pH 7.0, 0.1 M FB Tampon Cozeltisinde Farkli

Tarama Hizlarinda Doniisiimlii Voltamogramlari



log Ipik (nA)

Ipik (nA)
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Sekil 4.28. 8.00 pg mL* CEFA’nin pH 7.0’de v¥/2-Ipik Grafigi

4,5

4 y =0,7205x + 1,8141
R?=0,9968

w
w

w

N
(6]

1,5
0,5 1 1,5 2 2,5

log v (mV/s)

Sekil 4.29. 8.00 ug mL-1 CEFA’nin pH 7.0°de log v — log Ipik Grafigi
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Tablo 4.15. 8.00 pg mL™* CEFA’nin Farkli pH’larda log Ipik Degerlerinin log v ile

Degisimlerinin Dogru Denklemleri

pH Esitlik R?
2 y = 0.771x + 1.3221 0.9930
3 y = 0.706x + 1.4511 0.9929
4 y = 0.7917x + 1.2029 0.9898
5 y = 0.7413x + 1.0826 0.9626
7 y = 0.7205x + 1.8141 0.9968
8 y = 0.6624x + 1.9022 0.9969

CV Yontemi Ile Pik Potansiyellerine Tarama Hizinin Etkisi

CEFA’nmn indirgenme potansiyeli (Epik)’e farkli pH degerlerinde tarama
hizinin etkisi CV yontemi kullanilarak incelenmigtir. Tarama hizinin logaritmasina
kars1 Epik degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 4.30). Elde edilen dogru denklemleri
Tablo 4.16°da verilmistir.

1200

1000 ‘/‘/.—0—0/’/‘*

_— 800
ra y = 98.141x + 806.66
Z o R2=0.9867
I 400
200
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
logv

Sekil 4.30. 8.00 ug mL™* CEFA’nin pH 7.00’de Déniisiimlii Voltamogramlarindan
Elde Edilen logv- Epik Grafigi
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Tablo 4.16. 8.00 ug mL™* CEFA’nin Farkli pH’larda Epik Degerlerinin logv ile

Degisimlerinin Dogru Denklemleri

pH Esitlik R2
2 y = 81.306X + 875.67 0.9963
3 y = 94.238X + 824.25 0.9912
4 y = 92.462X + 857.46 0.9876
5 y =107.19x + 814.88 0.9896
7 y = 98.141x + 806.66 0.9866
8 y = 97.833x + 907.19 0.9928

Kronoamperometri Bulgular

CEFA ¢ozeltisinin [(-800)-(-1100)] mV’luk potansiyel araliginda CA
calismalar1 gerceklestirilmistir. Akimin; zamanla degisim grafigi Sekil 4.31°de,

zamanin karekokiiyle degisim grafigi ise Sekil 4.32°de gosterilmistir.

4]} 2 4 5] a8 10 12

Zaman (ms)

Sekil 4.31. 15.00 pg mL™* CEFA’nm Kronoamperometrik Voltamogramu (t- I)
Baslangi¢ potansiyeli E1 = -800 mV

Indirgenmenin oldugu potansiyel E2 = -1100 mV
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0 T T T T T T T I
4] 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 2.0 a.5 4.0 4.5

t-l2 (ms)
Sekil 4.32. 15.00 pg mL* CEFA’nin Kronoamperometrik Voltamogramu (t2 -I)
Baslangi¢ potansiyeli E1 = -800 mV

Indirgenmenin oldugu potansiyel E2 =-1100 mV

Kronokulometri Bulgulari

CEFA ¢ozeltisinin  [(-800)-(-1100)] mV’luk potansiyel araliginda CC
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Elektrot tepkimesi sonucu olusan yiikiin; zamanla
degisim grafigi Sekil 4.33’de, zamanin karekokiiyle degisim grafigi Sekil 4.34°de

verilmistir.
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+201.5 o

+200.04 =

Yiik (nC)
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+295.5 I~
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1 2 3 a 5 6 7 8 9 10

Zaman (ms)

Sekil 4.33. 15.00 pg mL* CEFA’nin Kronokulometrik Voltamogramu (t- )
Baslangi¢ potansiyeli E1 = -800 mV
Indirgenmenin oldugu potansiyel E2 = -1100 mV

+3032.0

+3201.5~ o

+3200.0+ -

Yik (aC)

+295.5 B

+297 .0+ =

+295.5 I

+294 .0+ =

+292.5+ -

+291.0 F

+289.5 T T I | T |
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

Sekil 4.34. 15.00 pg mL™* CEFA’nin Kronokulometrik Voltamogrami (t"2-])
Baslangi¢ potansiyeli E1 = -800 mV
Indirgenmenin oldugu potansiyel E2 = -1100 mV
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4.5.2. CEFA’min Modifiye Cams1 Karbon Elektrodundaki
Elektrokimyasal Ozellikleri

CV Yontemi ile Pik Akimlarina Tarama Hizinin Etkisi

CEFA’nin pik akimi (Ipik)’lerinin, tarama hiz1 (v) ile iliskisi CV yontemi
kullanilarak incelenmistir. Farkli tarama hizlarinda CEFA’nin  doniistimli
voltamogramlari Sekil 4.35°de, Ipik- v*2 grafigi Sekil 4.36°da ve log Ipik-log v grafigi
Sekil 4.37°de gosterilmistir.

+9 .1

16 +15 +14 +13 +12 +11 +10 +09 +08
Potansivel (V, Ag/AgCl ye kars)
Sekil 4.35. 16.129 pg mL™* CEFA’nin pH 2.0 BR Tampon Cézeltisinde Farkli
Tarama Hizlarinda Doniisiimli Voltamogramlari
a) Destek elektrolit b)25 mV s ¢)50 mV s* d)75 mV s €)100 mV s
f)250 mV st g)500 mV s?
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Sekil 4.36. 16.13 pg mL* CEFA’nin pH 2.0’de v¥2- Ipik Grafigi

2,9

28 y = 0.1396x + 2,4577

2,8 R?=0.9936

log Ipik

2,65

2,6
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

log v (mV s1)

Sekil 4.37. 16.13 pg mL™* CEFA’nin pH 2.0’de log v- log ipik Grafigi

CV Yontemi Ile Pik Potansiyellerine Tarama Hizinin Etkisi

CEFA’ nin yiikseltgenme potansiyeline (Epik) pH 2.0°de tarama hizinin etkisi
CV yontemi kullanilarak incelenmistir. Tarama hizinin logaritmasina kars1 pik

potansiyelleri grafige gecirilmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. 16.13 pg mL™* CEFA’nin pH 2.0’de Déniisiimlii Voltamogramlarindan

0,5

y =58.709x + 1232.3

R?=0.9933

1 1,5 2
log v (mV s1)

Elde Edilen logv- Epik Grafigi

CA Bulgulan

2,5

3,5
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CEFA ¢ozeltisinin [800- 1600] mV’luk potansiyel araliginda CA ¢alismalari

gerceklestirilmistir.  Akimin; zamanla degisim grafigi Sekil 4.39°da, zamanin

karekokiiyle degisim grafigi Sekil 4.40°da gosterilmistir.

+1.1

+0.94

Alam (mA)

+0.7

+0.5-

+0.2

+0.1

Sekil 4.39. 31.25 pg mL™* CEFA’nm Kronoamperometrik Voltamogramu (t- I)

| 1
4 G

Zaman (ms)

Baslangig potansiyeli E; = 800 mV

10

Yiikseltgenmenin oldugu potansiyel E; = 1600 mV

12
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+1.1

(.9 o
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+0.7 =
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Sekil 4.40. 31.25 pg mL* CEFA’nin Kronoamperometrik Voltamogram (t Y/2-1)
Baslangic potansiyeli E; = 800 mV
Yiikseltgenmenin oldugu potansiyel E2 = 1600 mV

CC Bulgulan

CEFA c¢ozeltisinin [800-1600] mV’luk potansiyel araliginda CC ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Elektrot tepkimesi sonucu olusan yiikiin; zamanla degisim grafigi

Sekil 4.41°de, zamanin karekokiiyle degisim grafigi Sekil 4.42°de verilmistir.



100

4.8

4 4 — -

pC)

= [ — =

Yik

+32.6 =

+32.2 -

2 8 -

+2.4 - -

+2 0 o

1.6 - -

+1.2 T T T T ] I I T
Zaman (ms)
Sekil 4.41. 31.25 pg mL™* CEFA’nin Kronokulometrik Voltamogrami (t- Q)

Baslangi¢ potansiyeli E1 = 800 mV
Yiikseltgenmenin oldugu potansiyel E2 = 1600 mV

+~2 8 =

-2 A — —

+2.0 -

+1.6 - =

+1.2 T T T T T
1.0 1.5 2.0 2.5 2.0 2.5 4.0 4.5

t ¥ (ms)
Sekil 4.42. 31.25 pg mL* CEFA’min Kronokulometrik Voltamogramu (t 22-Q)
Baslangic potansiyeli E1 = 800 mV
Yiikseltgenmenin oldugu potansiyel Ez = 1600 mV
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda II. kusak sefalosporin antibiyotiklerinden olan CEFA’nin
farmasotik preparatlardan analizi i¢gin ADCE’de indirgenmesine ve M-CKE’de
yiikseltgenmesine dayalt SWV yontemleri gelistirilmistir. Ayn1 zamanda CV, CA ve
CC yontemleri ile CEFA’nin elektrokimyasal davraniglari incelenmistir. Gelistirilen
yontemlerin  validasyon parametreleri degerlendirildikten sonra farmasotik
preparatlara  uygulanabilirligi  gosterilmistir.  Sonuglar, literatiirdeki UV
spektrofotometrik analiz yontemiyle elde edilen sonuglarla istatistiksel olarak
karsilastirilmis ve anlamli fark bulunmamustir.

CEFA’nin su igerisinde kismen, MeOH’da ise tamamen ¢o6ziindiigi
goriilmistiir ve ¢oziicii olarak MeOH se¢ilmistir. Stok CEFA ¢6zeltileri MeOH’da
hazirlanmis, gerekli seyreltmeler ise su ile yapilmistir.

CEFA’nin safligimin aragtirtlmasi i¢in erime noktasi tayini yapilmis (171 -
173°C) ve UV spektrumlari alinmistir (Bkz. Sekil 4.1). Bu veriler ile standart
CEFA’nin yeterli saflikta oldugu gosterilmistir.

5.1. ADCE ile Yapilan Calismalar

5.1.1. ADCE I¢in Destek Elektrolitin Belirlenmesi

ADCE ile caligmalarda ilk olarak uygun destek elektrolitin belirlenebilmesi
amaciyla belirli derisimde CEFA i¢in 0.1 M fosfat, 0.1 M borat, 0.1 M FB, ve BR
tampon ¢ozeltilerinin asidik, bazik ve notral pH’lar1 denenmistir. Asidik ¢ozeltilerde
CEFA’ya ait 3 indirgenme piki gozlenirken, pH 7 ve 8’de tek pik gozlenmistir (Bkz.
Sekil 4.2- Sekil 4.4). Asidik ortamda gozlenen 1. ve III. pikler artan pH ile negatif
potansiyele kaymis ve pik akimlari azalmistir (Bkz. Sekil 4.2). pH 7°de 1. ve IlI. pik
kaybolmustur. pH’ya kars1 grafige gegirilen pik akimlart (Bkz. Sekil 4.5) ve pH 2 ile
7°de elde edilen kalibrasyon dogrulariin egimleri (Bkz. Sekil 4.6) dikkate alindiginda
pH 7’de gozlenen II numarali pik secilerek CEFA tayini i¢in yontem gelistirilmesi
diistinilmiistiir. pH 7°deki II numarali pik i¢in en yiiksek pik akimi ise 0.1 M FB

igerisinde elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.7). Tampon ¢ozelti tiirii belirlendikten sonra



102

tampon ¢ozelti derisiminin pik akimina etkisi incelenmistir. Pik yiiksekligi ve sekli

dikkate alindiginda tampon derisimi olarak 0.1 M segilmistir (Bkz. Tablo 4.1).

pH 2.0 ve pH 10.0 araliginda denenen tampon sisteminde CEFA’ya ait Il. pikin
pik akim1 degerleri 6l¢iilmiis ve pik sekli incelenmistir. pH 2, 3, 4,5, 7 ve 8’de diizgiin
bir pik gozlenmis, ancak pH 6, 9 ve 10 oldugunda pik sekli bozulmustur (Bkz. Sekil
4.2).

5.1.2. Cihaz Parametrelerinin Optimizasyonu

ADCE ile SWV yénteminde 3.23 pg mL™* CEFA icin; frekans (10 — 80 Hz),
adim yiiksekligi (2 — 6 mV) ve puls genligi (10— 45 mV) degisiminin CEFA’nin pik
akimu tizerindeki etkileri arastirilmistir (Bkz. Sekil 4.8 — Sekil 4.10). Pik akimi ve pik
sekli dikkate alinarak optimum cihaz parametreleri; frekans 35 Hz, adim yiiksekligi 5

mV ve puls genligi 40 mV olarak segilmistir.

5.2. M-CKE ile Yapilan Calismalar

5.2.1. M-CKE I¢in Destek Elektrolitin Belirlenmesi

M-CKE ile yapilan ¢aligmalar i¢in destek elektrolit olarak BR tampon sistemi
denenmistir. CKE {izerine modifiye edilen grafen oksit miktar1 2 mg mL™ olarak
optimize edilmistir (Bkz. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). CEFA’ya ait yiikseltgenme pikine
pH degisiminin etkisini incelemek igin pH 2.0 ve pH 7.0 araliginda BR ¢ozeltisinde
pik akimlar1 Sl¢iilmiis ve pik sekli incelenmistir. En yiiksek pik akimi1 pH 2.0 de elde
edilmistir (Bkz Sekil 4.14). M-CKE ile yapilan ¢alismalarda destek elektrolit olarak
pH 2.0 BR tampon sistemi segilmistir.

5.2.2. Cihaz Parametrelerinin Optimizasyonu

M-CKE ile SWV yénteminde 16.13 pg mL™ CEFA igin; frekans (10 — 60 Hz),
adim yiiksekligi (1 =7 mV) ve puls genligi (30— 70 mV) degisiminin CEFA’nin pik
akimi iizerindeki etkileri arastirilmistir (Bkz. Sekil 4.15— Sekil 4.17). Pik akim1 ve pik
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sekli dikkate alinarak optimum cihaz parametreleri; frekans 45 Hz, adim yiiksekligi 5

mV ve puls genligi 60 mV olarak segilmistir.

5.3. Yontemlerin Validasyonu

Gelistirilen yontemlerin validasyonu kararlilik, dogrusallik, duyarlilik,
dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, saglamlik, tutarlilik ve 6zgiinliik ¢alismalari ile
yapilmuistir.

Kararhhk

CEFA’nmn 1000 pg mL? derisimdeki stok ¢ozeltilerinin oda sicakliginda ve
buzdolabinda bekletilerek kisa ve uzun donem kararlilig1 belirlenmistir. Bu amagla;
bekletilen ¢ozeltilerden 100 pg mL™Y’ lik ¢ozeltiler hazirlanmus, uygun seyreltmeler
yapilarak elektrokimyasal hiicreye ilave edilmis ve ADCE ile SWV voltamogramlari
kaydedilmistir. Voltamogramlardaki pik akimi ve pik potansiyeli degerleri taze
hazirlanmis ¢ozeltilerin pik akimi ve pik potansiyeli degerleri ile karsilastirilmistir.
Elde edilen pik akimi degerlerinde azalma ve pik potansiyelinde degisim olmamustir.
CEFA’nin stok cozeltilerinin oda sicakliinda minimum 24 saat, buzdolabinda
minimum 60 giin kararli oldugu s6ylenebilir (Bkz. Tablo 4.2).

Dogrusallik

Elektrokimyasal hiicreye ilave edilen CEFA derisimine karsi SWV
yontemlerinde elde edilen pik akimlariin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri
(n=6) olusturulmus ve dogrusallik araligt ADCE igin 0.263- 14.773 pg mL*, M-CKE
icin 8.197-45.454 ug mL™! araliginda belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
SWYV yontemleri i¢in dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii yapilmistir (Bkz. Tablo 4.3
ve Tablo 4.4). ADCE ile SWV yontemi igin Fy = 196.99 > Fr = 7.71, M-CKE ile SWV
yontemi igin Fy=937.89 > Fr=7.71 (p > 0.05 ) degerleri elde edilmis ve bu sonuglara
gore dogrusalliktan ayrilisin Onemsiz oldugu bulunmustur. Ayrica korelasyon
katsayilarinin 6nem kontrolii yapilarak bu katsayilarin istatistiksel olarak onemli
degerler oldugu bulunmustur (SWV yontemi i¢in ADCE ile ty = 39.47 > tt = 2.78, M-
CKE ile ty = 4.31 > tt = 2.78, p > 0.05 ). Kalibrasyon model denklemlerindeki
katsayilarinn ANOVA ile 6nemlilik kontrolleinde Fy > Fr olmas1i model katsayilarinin
onemli oldugunu gostermektedir ty > tr olmast ‘r’ katsayisinin anlamli oldugunu

gostermektedir.



104

Her iki yonteme ait kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri Tablo 4.5’de verilmistir.

Y ontemlerin dogrusalliginin kontrolii igin; standart ¢ozeltilerin olmasi gereken
derisimine karsi, Kkalibrasyon denkleminden hesaplanan derisimler grafige
gecirilmistir (Bkz. Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Bu grafiklerde ADCE ve M-CKE igin
strasi ile tanimlayicilik katsayist (R?) 0.9957, 0.9943 ve egim her ikisi i¢in de 1.0000
olarak bulunmustur. Bu sonuglar ¢izilen kalibrasyon egrilerinin bir dogru oldugunu
gosterir.

Duyarhhk

CEFA’nin SWV yontemi ile ADCE’de LOD; 0.087 ug mL*?, LOQ; 0.263 pg
mL?t, M-CKE’de LOD; 2.705 pg mL?, LOQ; 8.197 pg mL? olarak hesaplanmistir
(n=6) (Bkz. Tablo 4.5). Bulunan LOD ve LOQ degerlerinin diisiik olmas1t CEFA’nin
farmasotik preparatlardan analizi ic¢in gelistirilen SWV yontemlerinin yeterince
duyarli oldugunu belirtir.

Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk; 6lciilen ve kabul edilen analitik sonug arasindaki uyumun 6l¢iisiidiir
ve % bagil hata (BH) ile ifade edilir. Yontem dogrulugu dogrusallik araliginda alt
derigim, orta derisim ve iist derisim seviyelerinden birer derisim segilerek 6 analiz
sonucu ile belirlenmistir.

Kesinlik; elde edilen sonuglarin birbirine yakinligimmin 6lgiisiidiir. Yapilan
tekrarli analizler sonucunda hesaplanan BSS ile ifade edilir.

CEFA’ nin ADCE i¢in 2.00, 6.00 ve 11.00 pg mL* derisimlerde, M-CKE igin
8.20, 16.13 ve 31.25 pg mL* derisimlerde giin i¢i ve giinler arasi tekrarli analizler
yapilmistir. Giin i¢i calismalarda; sec¢ilen 3 derisim seviyesinde 6 ayri standart CEFA
¢ozeltisi hazirlanmis ve ayni gilin analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin BSS
degerleri ADCE ve M-CKE igin sirasiyla %0.30- 0.81 ve % 0.66-1.09, % BH degerleri
mutlak deger olarak %0.16- 1.80 ve %0.05-1.76 arasinda bulunmustur. Giinler arasi
caligmalar ise; secilen 3 derisim seviyesinde 6 farkli giinde hazirlanan standart CEFA
cozeltilerinin analizleri ile yapilmistir. Elde edilen sonuglarin BSS degerleri ADCE ve
M-CKE ig¢in sirastyla %0.44-1.44 ve %0.73-0.98 arasinda, % BH degerleri de mutlak
deger olarak %0.14- 1.91 ve %0.20-1.76 arasinda bulunmustur (Bkz. Tablo 4.6 ve
Tablo 4.7).
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Gelistirilen SWV yontemlerinin giin i¢i ve giinler arasi analizler sonras1 % BH
degerlerinin % 2’den kiigiik olmas1 yontemlerin dogrulugunun, BSS degerlerinin de %

2’den kiigiik olmasi ise kesinliginin yiiksek oldugunu gosterir (46).

Tekrarlanabilirlik

Cihaz tekrarlanabilirligi; ADCE igin 3.23 ug mL*, M-CKE i¢in 16.13 pg mL"
! CEFA igeren ¢ozeltide tekrarli akim 6l¢iimii ile yapilmustir. BSS degerleri ADCE ve
M-CKE igin sirast ile %0.38 ve %1.32 bulunmustur (Bkz. Tablo 4.8). BSS
degerlerinin %2’den diisiik olmasi yontemlerin tekrarlabilirliginin iyi oldugunu
gosterir (46).

Saglamhk

Saglamlik calismalar1 i¢in optimum sartlarda kiiciik degisiklikler yapilarak
bunun sonuglara etkisi incelenmistir. Bu amagla baslangic potansiyeli ve destek
elektrolit pH’s1 degistirilmistir. Analizler ADCE i¢in 8.00 pg mL?, M-CKE i¢in 16.13
ng mL? CEFA igeren ¢ozelti ile gerceklestirilmistir. Her bir degisiklik sonrasi elde
edilen sonuglar optimum sartlarda elde edilen sonuglar ile Mann Whitney U testi ile
karsilastirilmistir. U hesap < U tablo oldugundan analizler arasinda fark olmadigi
(Bkz. Tablo 4.9 ve Tablo 4.10) ve CEFA analizi i¢in gelistirilen yontemlerin saglam
oldugu belirlenmistir.

Tutarhhk

Tutarlilik ¢aligmalari i¢in farkli analizci etkisi incelenmistir. Analizler ADCE
i¢cin 8.00 pg mLt, M-CKE i¢in 16.13 png mL ™ CEFA igeren ¢ozelti ile gergeklestirilmis
ve bulunan degerler Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir. U hesap < U tablo
oldugundan iki analizci ile elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel agidan fark
olmadigi (Bkz. Tablo 4.11 ve Tablo 4.12), gelistirilen yontemlerin tutarli oldugu
kanisina varilmistir.

Ozgiinliik

Sentetik preparat, tablet ve standart CEFA ¢ozeltilerinin voltamogramlari
karsilastirilarak yontemlerin 6zgilinliigii incelenmistir. Hem ADCE hem de M-CKE
icin sentetik preparat, tablet ve standart CEFA c¢d6zeltilerinin voltamogramlarinin
birbirinin aynist olmasi1 (Bkz. Sekil 4.23 ve Sekil 4.24) ve baska pik gézlenmemesi

gelistirilen yontemlerin 6zgiin oldugunu gostermistir.
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Yontem Ozgiinliigliniin diger bir kaniti standart ekleme ydnteminin tablet
cozeltilerine uygulanmasidir. Standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon
egrilerinin denklemi ADCE igin; y = 429.58x + 1137.2 ve M-CKE i¢in y = 86.947x +
599.98’dir. Dogru denklemlerinde egimlerin dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde
edilen egimlere ¢ok yakin olmasi (Bkz. Sekil 4.25 ve Sekil 4.26) farmasotik preparat
icinde bulunan diger katki maddelerinin girisim yapmadigint ve gelistirilen
yontemlerin 6zgilin oldugunu gostermektedir.

Geri Kazanim

601.4 mg CEFA igeren sentetik preparat ¢ozeltisinin ADCE ve M-CKE ile
analizi yapilarak geri kazanim sonuglart degerlendirilmistir. Geri kazanim
sonuglariin 100 + 2 araliginda olmasi gerektigi kaynaklarda belirtilmistir (46). Tablo
4.13’de yer alan verilere gore geri kazanim sonuglarinin bu araliga girdigi (%99.83-
%100.35) ve BSS degerlerinin diisiik oldugu goriilmektedir. Geri kazanim degerlerinin

uygunlugu; ayni zamanda yontemlerin dogrulugunu da destekler.

5.4. Farmasétik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen yontemlerin validasyon parametreleri sonuglari kabul edilebilir
araliklarda bulunmustur. Boylece iki farkli miktarda CEFA iceren Cefaks isimli
farmasotik preparatlarin analizinde basartyla uygulanabilir oldugu gosterilmistir (Bkz.
Tablo 4.14).

Gelistirilen yontemlerin gecerli oldugunu kanitlamak i¢in diger bir yol,
yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglarin kaynaklarda
gegerliligi kanitlanmig baska bir yontem ile elde edilen analiz sonuclart ile
karsilastirilmasi ve aralarinda istatistiksel agidan fark olmadiginin gésterilmesidir. Bu
amagla ayni numunenin analizi kaynakta bildirilen bir spektrofotometrik yontemle (1)
yapilarak elde edilen sonuglar gelistirilen yontemlerin sonuglari ile karsilastirilmistir.
Kruskal Wallis testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede gelistirilen yontemlerle
karsilastirma yontemi arasinda fark olmadigi bulunmustur. Bdylece gelistirilen
yontemlerin dogrulugu ve farmasdétik preparatlarin analizinde uygulanabilir oldugu bir

kez daha kanitlanmustir.
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5.5. CEFA’nin Elektrokimyasal Davramislarinin incelenmesi
5.5.1. ADCE ile Yapilan Calismalar

Elektrot Tepkimesinin Tersinirliginin Incelenmesi

ADCE ile CEFA’nin indirgenme tepkimesi i¢in tersinirlik testlerinde CV
yontemi kullanilmisgtir. CEFA i¢in CV yontemi ile elde edilen voltamogramda ters
taramada anodik pikin gozlenmemesi (Bkz. Sekil 4.27) sistemin tersinmez oldugunun
onemli bir gostergesi oldugundan CEFA’ya ait indirgenme tepkimesinin tersinmez
oldugu distiniilmiistiir. Tersinmez bir elektrot tepkimesinde tarama hizinin artmas ile
katodik pik potansiyeli negatif bolgeye kayar (32). Sekil 4.27 incelendiginde tarama
hizinin artmasi ile pik potansiyelinin negatif degerlere kaydigi goriilmektedir.
CEFA’nin pik akiminin tarama hizinin kare kokii ile degisim grafigi (Bkz. Sekil 4.28)
Sekil 2.10°daki grafigin tersinmez sekline benzemektedir (33).

Tersinir bir sistemde biitiin potansiyellerde elektron aktarim hiz1 kiitle aktarim
hizindan biiyiiktiir ve Nernst esitligi elektrot ylizeyinde gegerlidir. Tersinmez
sistemlerde ise elektron aktarim hiz1 yeteri kadar biiyiik olmadigindan Nernst esitligi
gecerli degildir. Tersinmez elektron aktarim reaksiyonlarinda standart hiz sabiti
kiigliktiir. Bu nedenle; indirgenme reaksiyonu, standart elektrot potansiyelinden daha
katodik potansiyellerde gergeklesir.

Tersinir durumda katodik pik potansiyeli Ep°, tarama hizinin bir fonksiyonu

olmadigi halde, tersinmez durumda tarama hizi ile agagidaki esitlige gore degisir.

RT

XN F

C = F0_ 1 e Mk DoV
ES=FE [0.780 + 2 ln( = lnks] (5.1)
Bu esitlige gore; elektron aktarim hizi azaldikca Epile E° arasindaki fark artar.
Diger bir ifade ile ks kiigiildiikge indirgenme E®” dan daha negatif potansiyellerde
meydana gelir.
Standart hiz sabiti (ks) ve elektron aktarim katsayisi ac’nin bulunmasinda pik

akimi ve pik potansiyeli arasinda asagida verilen esitlikten yararlanilabilir.
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ip = 0.227nFACokexp |- “2E (E, — E°)| (5.2)

Eger reaksiyonun E° degeri biliniyorsa farkli tarama hizlarinda yapilan Ipik ve
Epik 6l¢iimlerinden log Ipik- (Epik-E°) grafigi ¢izilir. Dogrunun egiminden ve ordinati
kesim noktasindan ks hesaplanabilir. Ancak E°® degeri her zaman bilinmediginden
voltamogramin 0.11pik’den daha diisiik akim degerlerinde ks ve oc’nin bulunmasinda

Esitlik 5.2 yerine daha basit olan agagidaki esitlik kullanilir.

ip = NFACoks = nFACokexp [“2E (E, ;)| (5.3)

Bu esitlikte Ej; herhangi bir akimin olugmadigi baslangic potansiyelidir. Ep- Ei
degerlerine karsilik log Ipik degerlerinin grafige gecirilmesi ile y= - 0.0237x + 8.5455
denklemi elde edilmistir. Yapilan islemler sonucu dogrunun kesim noktasindan
ks=2.8176x10° cm s bulunmustur. Bu degerin 5x10° cm s’ den kiigiik olmasi

CEFA’nin ADCE iizerinde indirgenme reaksiyonunun tersinmez oldugunu kanitlar.

Akim Karakterinin incelenmesi

a) CV Yontemi ile;

CV yontemi ile pH 2 ve 8 arasinda tarama hizinin logaritmasina (log v) karsi
pik akiminin logaritmasimin (log ipik) grafie gegirilmesi ile elde edilen dogrularin
egimi (Bkz. Sekil 4.29°da pH 7 icin gosterilmistir) 0.5’den biiyiik bulunmustur (Bkz.
Tablo 4.15). Bu da CEFA’nin indirgenmesi sonucu olusan akimin adsorpsiyon
etkisinde difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

b) CA Yontemi ile;

CA yonteminde elde edilen akim — zaman iliskileri Sekil 5.1°de (33)
goriilmektedir. CEFA’ nin CA voltamograminda elde edilen akim — zaman egrisi (Bkz.
Sekil 4.31) Sekil 5.1.a’ya benzemektedir Bu durum CEFA’nin indirgenmesi sonucu

olusan akimin diflizyon kontrollii oldugunun diger kanitidir.
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!

Sekil 5.1. CA’da Uygulanan Potansiyele Gore Akim — Zaman [liskisi
a) Diflizyon Kontrollii akim b) Kinetik Kontrollii Akim
¢) Hem Difiizyon Hem de Kinetik Kontrollii Akim

Aktarilan Elektron Sayisinin Bulunmasi

SWV ve CV yontemlerinden elde edilen veriler kullanilarak 3 farkli yol ile
aktarilan elektron sayisi (ny) hesaplanmistir.

. yol;

SWV yontemi ile elde edilen voltamogramda net akimin yar1 yiiksekligindeki

voltamogramin genisligine yari-pik genisligi (W1.2) denir.

Tersinir sistemler i¢in;

Wi2=90.6 /N, (5.4)
Tersinmez sistemler i¢in;
W12 = 62.4 1 acng (5.5)

olarak verilmektedir (47).

W2 degerleri kullanilarak n, hesaplanmistir.

Tersinmez bir sistem i¢in oc¢ degerleri 0.3, 0.5 ve 0.7 olabilir. CEFA’nin

dontisiimlii voltamogram seklinin o = 0.3 durumuna uygun oldugu goriilmektedir (32).
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Tablo 5.1. 8.00 ug mL™* CEFA’nin SWV Yénteminde Yar1 Pik Genisligi Teorisi ile

Farkli pH Degerlerinde Hesaplanan acny Degerleri

pH W12 0cNa n=1 n=2 n=3
2 102.85 0.61 0.61 0.30 0.20
3 113.33 0.55 0.55 0.28 0.18
4 106.67 0.58 0.58 0.29 0.20
5 106.67 0.58 0.58 0.29 0.20
7 109.68 0.57 0.57 0.28 0.19
8 108.86 0.57 0.57 0.29 0.19

Tablo 5.1°e gore net akimin yar1 yiiksekliginde elde edilen w12 degerlerinden

achq hesaplanarak, ac’nin 0.3’e yakin oldugu durumda n, 2 olarak bulunmustur.

1. yol;

CV yontemi ile farkli pH degerlerinde CEFA’nin indirgenme pik potansiyeline

tarama hizinin etkisi incelenmistir. Tersinir durumda Epik, tarama hizinin bir

fonksiyonu olmadigi halde tersinmez durumda v ile Esitlik 2.12°ye gore degisir. Farkli

pH’larda CEFA’nin log v degerlerine kars1 pik potansiyeli grafikleri ¢izilmistir (Bkz.

Sekil 4.30). Elde edilen dogrularin egimlerinden ve Esitlik 2.12°den yararlanilarak

acNg degerleri bulunmustur.

Tablo 5.2. 8.00 ug mL™* CEFA’nin CV Yéntemi ile Farkli pH Degerlerinde log v

Epik Grafiklerinden Hesaplanan ach, Degerleri

pH Egim 0OcNa n=1 n=2 n=3
2 81.31 0.73 0.73 0.36 0.24
3 94.24 0.63 0.63 0.31 0.21
4 92.46 0.64 0.64 0.32 0.21
5 107.19 0.55 0.55 0.28 0.18
7 98.14 0.60 0.60 0.30 0.20
8 97.82 0.60 0.60 0.30 0.20

Tablo 5.2’de goriildiigii gibi oc’nin 0.3’e yakin oldugu durumda n, 2 olarak

bulunmustur.
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I11. yol;
CV yonteminde tersinmez sistemler i¢in gecerli olan Esitlik 2.14 kullanilarak

acng degerleri hesaplanabilir.

Tablo 5.3. 8.00 ug mL* CEFA’nin CV Yéntemi ile Farkli pH Degerlerinde Ep-Epr

Kaymalarindan Hesaplanan acn, Degerleri

pH Ep-Epr2 OcNa n=1 n=2 n=3
2 80.00 0.60 0.60 0.30 0.20
3 83.87 0.57 0.57 0.29 0.19
4 77.41 0.62 0.62 0.31 0.21
7 80.00 0.60 0.60 0.30 0.20
8 80.00 0.60 0.60 0.30 0.20

Esitlik 2.14 kullanilarak Ep — Ep/z kaymalarindan ocne degerleri hesaplanarak
Tablo 5.3’e gore ac’nin 0.3’e yakin oldugu durumda n, 2 olarak bulunmustur.

Ayrica Esitlik 5.3°de verildigi gibi Ep-Ei degerlerine karsi, log Ipik
degerlerinin grafige gegirilmesi ile elde edilen denklemde egimden yola ¢ikarak ac=0.3

oldugunda; n, degeri 2.03 olarak hesaplanmastir.

Difiizyon Katsayisinin Bulunmasi

Iki farkli voltametrik yontemle CEFA’nin indirgenmesine ait difiizyon

katsayilar1 (D) hesaplanmustir.

a) CV Yontemi ile;
CEFA’nin doniistimlii voltamogramlarindan tersinmez indirgenme piki i¢in
Esitlik 2.11°de verilen Randles-Sevcik esitliginden yararlanarak farkli tarama

hizlarinda hesaplanan diflizyon katsayilar1 Tablo 5.4’de verilmistir.



Tablo 5.4. 8.00 ug mL™* CEFA i¢in CV Yoénteminde Degisik Tarama Hizlarinda

Hesaplanan Diflizyon Katsayilari

Tarama hiza D2 D
(mV s?) (cm?s?) (cm?s?)
10 4.31x10* 1.86x1077
50 6.97x10* 4.86x10°
100 6.87x10* 4.72x10°
250 8.70x10* 7.57x1077
500 10.40x10* 10.81x10°7
750 11.94x10* 14.26x107

b) CC Yontemi ile;
CC yontemi ile elde edilen yiikke karst zamanin karekokiinlin degisimi
grafiginin egiminden Esitlik 2.17 kullanilarak hesaplanan difiizyon katsayilar1 Tablo

5.5’de verilmistir.

Tablo 5.5. 15.00 ug mL™* CEFA’nin CC Yontemiyle Hesaplanan Difiizyon

Katsayilari
z (Puls Genisligi) D2(cm? s1) D (cm?s?)
10 2.27x10* 5.14x10®
100 1.04x10°3 10.71x10”7
250 1.06x10°3 11.34x10”7

Her iki yontemle bulunan D degerleri birbiri ile uyumlu bulunmustur.
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Elektron Aktarim Hiz Sabitinin Bulunmasi

CA ve CC yontemleri kullanilarak elektron aktarim hiz sabiti (kf)
hesaplanabilir.

a) CA Yontemi ile;

CA voltamograminda zaman kii¢iik oldugu durumda akim Esitlik 5.6 ile ifade
edilir.

(5.6)

k, +k)t"?
i:nFAkfco[l—Q]

1/211/2
77 “Dg

Kiigiik t degerlerinde I - t 2 arasindaki iliski dogrusaldir ve dogrunun ordinatt

kestigi noktadaki akim Esitlik 5.7 ile verilir.
i(t=0 )= nFAKk{Cq (5.7)
Esitlik 5.7°den yararlanarak elektron aktarim sabiti k¢ hesaplanabilir. Sekil

5.2’den kiiciik t degerlerinde egrinin ordinati kestigi noktadan elektron aktarim hiz

sabiti kr=4.8409x103cm s olarak hesaplanmistir.

8
7
6
2{ 5
= . y = 4.8603x - 0.2862
'g R?=0.9952
2503
2
1
0
1 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
t-1/2

Sekil 5.2. CA Yonteminde CEFA’min Kiigiik Zaman Degerlerindeki t 2 - |
Grafigi
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b) CC Yontemi ile;

CC yontemi ile bir elektron aktarim tepkimesinin hiz sabiti hesaplanabilir.
Esitlik 2.17°den goriilecegi gibi Q — t*2 grafigi dogrusaldir ve dogrunun t*? eksenini
kestigi nokta t.*?’ye esittir. CC yontemi ile CEFA i¢in Q — t*2 grafiklerinden (Bkz.
Sekil 4.34) dogrunun absisi kestigi noktadan elde edilen t. degerinin Esitlik 2.19’da

yerine konulmastyla kf degerleri hesaplanmustir.

Tablo 5.6. 15.00 ug mL™* CEFA i¢in CC Yéntemi ile Hesaplanan Elektron Aktarim

Sabiti Degerleri

¢ (Puls Genisligi) 1 12 ki (cm s)
10 1.01 6.364x10°3
100 0.83 6.306x10°3
250 0.86 5.374x10°3

Iki yontem icin bulunan ks degerleri birbiri ile uyumlu bulunmustur.

CV Yontemi Ile Adsorpsiyon Varhiginin Incelenmesi

CEFA’nin ADCE iizerinde adsorpsiyon varliginin belirlenmesinde CV
yontemi kullanilmstir.

pH 7, FB tampon ¢ozeltisi iginde CV verileri ile elde edilen log v- log Ipik
grafiginin egimi 0.5’den biiyliktiir (Bkz. Sekil 4.29).

Tarama hizinin artis1 ile akim fonksiyonu [Ipik (Cv )] artmistir (Tablo 5.7).



Tablo 5.7. 8.00 ug mL™* CEFA nin CV Yénteminde Farkli Tarama Hizlarinda Akim

Fonksiyonlari
v (mV s?) Ipk (C vi2)1
10 13.02
25 16.44
50 21.05
75 22.83
100 20.75
250 26.29
500 31.41
750 36.08

Bu veriler diflizyon akimina adsorpsiyon etkisi oldugunu gostermektedir.

CC ile Adsorplanan Madde Miktarinin Bulunmasi

Boliim 2.5.1.5°de anlatildig1 gibi CC yontemi ile adsorplanan madde miktari
Esitlik 2.20’ye gore hesaplanabilir.

t
]

Yk (uC)
|
|
I|
|

t
N

«0) .6

e [
4 0

Sekil 5.3. a) pH 7.0, 0.1 M FB’nin b) 1.962x10® mol (cm®)* CEFA’nin CC
Yontemi ile tY2—Q Grafigi

t1'2 (ms)
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Tablo 5.8. 1.962x108 mol (cm®)™) CEFA i¢cin CC Yéntemi ile Uygulanan Puls

Genisligine Gore Adsorplananan Madde Miktar1

d r
(Puls Qcift+nFAT Q cift Fark mol (cm?3)? %
genisligi)
10 1.56x10® 3.72x107 1.19x10°® 1.84x1010 0.94
100 1.78x10® 3.67x107 1.42x10® 1.19x101° 1.12
250 1.05x10® 3.72x107 6.75x107 1.03x101° 0.53

Sekil 5.3’de verilen tY2 —Q grafiginden yararlamlarak adsorplanan madde
miktar1 hesaplanmistir. Tablo 5.8’e gore CC yonteminde uygulanan puls genisligi ile

adsorplanan madde miktarin azalmistir.
5.5.2. M-CKE ile Yapilan Calismalar

Elektrot Tepkimesinin Tersinirliginin incelenmesi

M- CKE’de CEFA’nin yiikseltgenme tepkimesi i¢in tersinirlik testlerinde CV
yontemi kullanilmigtir. CV yontemi ile elde edilen voltamogramda ters taramada
anodik pikin gozlenmemesi (Bkz. Sekil 4.35) sistemin tersinmez oldugunu gosterir.
Tersinmez bir elektrot tepkimesinde tarama hizinin artmasi ile anodik pik potansiyeli
pozitif bolgeye kayar (32). Sekil 4.35 incelendiginde tarama hizinin artmasi ile pik
potansiyelinin pozitif degerlere kaydig goriilmektedir. CEFA’nin pik akiminin tarama
hizinin kare kokii ile degisim grafigi (Bkz. Sekil 4.36) Sekil 2.10’daki grafigin hem
tersinir hem tersinmez sekline uymaktadir. Sekil 4.36’da goriildiigii gibi tarama
hizindaki artis ile sistem tersinir durumdan tersinmez duruma gegmektedir. Difiizyon
kontrollii akimin tarama hizinin kare kokiiyle degisimi diisiik tarama hizlarinda tersinir
tepkimelerdeki gibidir. Tarama hizi1 biraz arttirildiginda elektrot tepkimesi yari tersinir
olur. Ciinkii tarama hizinin artis1 ile CEFA’nin elektrot yiizeyine diflizyon hizi artar.
Bu bolgede difiizyon hiz1 ve elektron aktarim hizi aynmi seviyededir. Sekil 4.36°daki
grafigin tersinmez bolgesinde akim, tarama hizinin kare kokiiyle Esitlik 2.11°e gore
dogrusal olarak artar. Fakat tersinmez kismin egimi tersinir kisiminin egiminden

kiigiiktiir. Sekil 4.36 incelendiginde farkli egimde iki dogru elde edilmistir ve ikinci
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dogrunun egimi birinci dogrudan daha kiigiiktiir. Bu durumda elektrot tepkimesinin
diisiik tarama hizlarinda tersinir, yiiksek tarama hizlarinda ise tersinmez oldugu

sOylenebilir.

Akim Karakterinin incelenmesi

a) CV Yontemi ile;

CV yontemi ile pH 2’de tarama hizinin logaritmasina (log v) kars1 pik akiminin
logaritmasimin (log Ipik) grafige gegirilmesi ile elde edilen dogrunun egimi 0.5°den
kiigik bulunmustur (Bkz Sekil 4.37). Bu durum CEFA’nin yiikseltgenmesi sonucu
olusan akimin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

b) CA Yontemi ile;

CA yonteminde elde edilen akim — zaman iliskileri Sekil 5.1’de (33).
goriilmektedir. CEFA nin CA voltamograminda elde edilen akim — zaman egrisi Sekil
5.1.a’ya benzemektedir (Bkz. Sekil 4.39). Bu durum CEFA’nin yiikseltgenmesi

sonucu olugan akimin difiizyon kontrollii oldugunun diger kanitidir.

Aktarilan Elektron Sayisinin Bulunmasi

CV yontemi ile pH 2’de CEFA’nin log v degerlerine kars1 pik potansiyeli
grafigi ¢izilmistir (Bkz. Sekil 4.38). Elde edilen dogru egiminden ve Esitlik 2.12°den

yararlanilarak ochq degerleri bulunmustur.

Tablo 5.9. 31.25 pg mL™* CEFA’ min CV Yéntemi ile pH 2°de log v-Epik

Grafiklerinden Hesaplanan ocn, degerleri

pH Egim 0OcNa n=1 n=2 n=3
2 58.71 1.00 1.00 0.50 0.33

Tablo 5.9’a gore ac=0.5 oldugunda; n, degeri 2.0 olarak hesaplanmustir.
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Difiizyon Katsayisinin Bulunmasi

Iki fakli voltametrik yontemle CEFA’nin yiikseltgenmesine ait difiizyon
katsayilar1 (D) hesaplanmustir.

a) CV Yontemi ile;

CEFA’ nin doniisiimlii voltamogramlarindan tersinmez yiikseltgenme piki i¢in
Esitlik 2.11°den yararlanarak farkli tarama hizlarinda hesaplanan diflizyon katsayilari
Tablo 5.10’da verilmistir.

Tablo 5.10. 31.25 ug mL CEFA i¢in CV Yénteminde Degisik Tarama Hizlarinda

Hesaplanan Difiizyon Katsayilar

v (mV st DY2(cm? s1) D (cm?s?)
10 3.89x10° 1.52x107°
25 3.43x10° 1.17x10°
50 2.90x10° 0.84x107°
75 2.47x10° 0.61x107°
100 2.16x10° 0.47x107°
250 1.54x10° 0.24x107°
500 1.17x107 0.14x10°°
750 1.02x107° 0.10x10°°

b) CC Yontemi ile;
CC yontemi ile elde edilen yiike karst zamanin karekokiiniin degisimi
grafiginin egiminden Esitlik 2.17 kullanilarak hesaplanan difiizyon katsayilari

Tablo 5.11°de verilmistir.
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Tablo 5.11. 31.25 pg mL™? CEFA’nin CC Ydntemiyle Hesaplanan Difiizyon

Katsayilari
c D12 D
(Puls Genisligi) (cm? s7) (cm?s?)
10 1.66x107 2.75x10°
100 6.89x10 4.74x107
250 7.60x10* 5.78x10°’

Her iki yontemle bulunan D degerleri birbiri ile uyumlu bulunmustur.

Elektron Aktarim Hiz Sabitinin Bulunmasi

CA ve CC yontemleri kullanilarak elektron aktarin hiz sabiti (kf)hesaplanabilir.

a) CA Yontemi ile;

CA yontemi ile Esitlik 5.6 ve 5.7°den yararlanarak elektron aktarim sabiti ks
hesaplanabilir. Sekil 4.40°da kiigiik t degerlerinde egrinin ordinat1 kestigi noktadan k¢

degerleri hesaplanmig ve Tablo 5.12°de verilmistir.

Tablo 5.12. 31.25 ug mL CEFA i¢in CA Yéntemi ile Hesaplanan Elektron Aktarim

Sabiti Degerleri

¢ (Puls Genisligi) Kesim ki (cm s™)
10 5.58x10° 6.68x10°3

100 3.63x10® 4.34x10*

250 3.00x10® 3.59x10°3

b) CC Yontemi ile;

CC yontemi ile bir elektron aktarim tepkimesinin hiz sabiti hesaplanabilir.
Esitlik 2.17°den goriilecegi gibi Q — t*2 grafigi dogrusaldir ve dogrunun t*? eksenini
kestigi nokta t 12 ye esittir. CC yontemi ile CEFA icin Q — t? grafiklerinden dogrunun
absisi kestigi noktadan elde edilen t. degerinin egimde yerine konulmasiyla (Bkz.

Esitlik 2.19) elektron aktarim sabiti kf degerleri hesaplanmustir.
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Tablo 5.13. 31.25 ug mL CEFA igin CC Yontemi ile Hesaplanan Elektron Aktarim

Sabiti Degerleri

Puls Genisligi 112 ki (cm s)
10 1.17 1.26x10°3
100 1.12 5.45x10™
250 0.07 9.62x10°

Her iki yontemle bulunan k¢ degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu

distiniilmektedir.

CV Yontemi ile Adsorpsiyon Varliginin Incelenmesi

CEFA’'nin M-CKE iizerinde adsorpsiyon varligmin belirlenmesinde CV
yontemi kullanilmistir.

pH 2, BR tampon ¢dzeltisi icinde CV verileri ile elde edilen log v-log ipik
grafiginin egimi 0.5’den kiigiiktiir (Bkz. Sekil 4.37).

Tarama hizinmn artisi ile akim fonksiyonu Ip* (C v¥?)* azalmistir (Tablo 5.14).

Tablo 5.14. 16.13 pg mL * CEFA’nin CV Yénteminde Farkli Tarama Hizlarinda

Akim Fonksiyonlari

v (mV st Ipk (C v12)t

10 6.231

25 5.481

50 4.628

75 3.968
100 3.462
250 2.466
500 1.870
750 1.631
1000 1.469

Bu veriler difiizyon akimina adsorpsiyon etkisinin olmadigini géstermistir.
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5.6. CEFA’nin indirgenmesine Ait Elektrot Mekanizmasi

5.6.1. ADCE ile CEFA’nin Elektrot Mekanizmasi

Kaynaklarda II. kusak sefalosporinlerin yapisinda bulunan metoksi imino
grubundaki C=N ve dihidrotiyazin halka yapisindaki C=C baglarinin asidik ortamda
indirgenme piki verdigi ve bu piklerin artan pH ile negatif potansiyellere kaydigi
belirtilmektedir (19,48-52).

CEFA ile asidik ortamda yapilan ¢alismalarda — 0.4 V (1), — 1.05 V (Il) ve —
1.2 V (IIT) potansiyel degerlerinde ti¢ tane pik gézlenmistir (Sekil 5.3).

pH 2 i

./ pH3 I
<~ pH4 pHS /o '-" I

\

T T I
0 -0.2 -0.4 -0.6 -DI.G -1.0 -1.2 -1.4 -1.6
Potansivel (V, Ag/AgCl' ve karst)

Sekil 5.4. 8.37 ug mL™* CEFA’nin pH 2, 3, 4 ve 5°deki Voltamogramlari

[T numarali pikin akim1 oldukga kii¢iiktiir. Artan pH ile I ve III numarali pikler
negatif potansiyele kayarken II numarali pikin pH’dan bagimsiz oldugu goriilmiistiir
(Sekil 5.4). Artan pH ile 1. ve Ill. pik akimi1 giderek azalmis, pH 7°de 1. ve Ill. pik
kaybolurken, II. pik akim1 maksimum degere ulasmistir (Sekil 5.5).
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Potansivel (V, Ag/AgCl ve karsi)

Sekil 5.5. 8.37 pg mL™* CEFA’ninpH 4, 5,6, 7 ve 8 Voltamogramlari

B-laktam antibiyotiklerden sefuroksimin (CEF) polarografik indirgenmesinde
I. pikin asidik ortamda goriildiigi, artan pH ile pik akiminin azaldigi ve negatif
potansiyele kaydigi bildirilmistir (53). Bu literatiirde CEFA’da go6zlenen II. pikten
bahsedilmemektedir. CEFA yapisinda B-laktam antibiyotiklerden olan sefuroksimden
farkli olarak aksetil grubu bulunmaktadir (Sekil 5.6).

‘;H3 CH:
o, /
N 0,
[/ H \N
M“ s |
0 A i
° N O _NH \O S
A g
5 N A O N
o~ : Y
o
HO' o}
a b

Sekil 5.6. a) CEFA b) CEF Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi
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II. pikin CEFA’ya ait voltamogramda gozlenmesi ve CEF voltamograminda
gbzlenmemesi bu pikin aksetil grubundaki C=0O indirgenmesine ait olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Bu diislinceyi kanitlamak amaciyla farkli pH’larda destek elektrolit
igerisinde ayni derisimlerde CEF ve CEFA’nin voltamogramlari kaydedilmistir (Sekil
5.7).

| T T T r T — =
o o o o . -’ - - - 1 | I I 1 1 I U
0 02 04 06 08 0 2 14 16 8 0 02 04 06 08 10 12 -14 16 -18

Potansiyel (V, Ag/AgCT ye karg)) Fotansiyel (V, Ag/AgCl ye karg)
-9 R 1]
c il d
- |
\
gﬂ_ | A | A7 \l\
‘ “ I pH7CEFA | ‘
§ = il \ F g i\ ./ |pH 8 CEFA
/ el i N
e by T | A1
oy “‘ pH 6 CEFA ‘ MR [
o \ | pH 8 CEF “‘v‘ \
-2\l ecer |\ \‘ N pH 7 CEF
+1 ‘ / { \ ™ ‘(
X »
o ;XT_ T __7_/7 T T T
02 -04 -06 -08 -10 -1.2 -14 -16 -18 1 T T T T T T T T
-0.2 04 -0.6 -08 1.0 -1.2 14 -1.6 -18

0. e
Eomsysil-Agistlyekan) Potansiyel (V, Ag/AgCT ye kars)

-7.2

pH10CEF | - |~

pH 9 CEF

[} 02z -04 06 08 -10 -12 -14 -16 -18
Potansiyel (V, Ag/AgCl ye karsi)

Sekil 5.7. Aymi derisimde (8.37 pg mL? ) CEFA ve CEF in a) pH 2-3 b) pH 4-5

c) pH 6 d) pH 7-8 €) pH 9-10 Voltamogramlari
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Sekil 5.7.d’de CEF voltamogramlarinda pH 7 ve 8 de II. pikin olmadig1
goriilmektedir. Bu iki bilesik arasindaki fark aksetil grubundan kaynaklanmaktadir
(Sekil 5.5.a). Bu durum II. pikin aksetil grubundaki C=0 indirgenmesine ait oldugunu
gostermektedir. Kaynaklarda ester yapisindaki C=O pikinin pH’dan bagimsiz oldugu
belirtilmistir (54,55). CEFA voltamogramindaki II pikin pH’dan bagimsiz olmas1 bu
pikin yapidaki ester karbonilinin indirgenmesine ait oldugu disiincesini
desteklemektedir.

Pik potansiyelinin pH ile degismemesi, elektrokimyasal tepkimede protonun
dogrudan yer almamasi anlamina gelmektedir (56). Bu anlamda CEFA’daki C=0
grubunun indirgenme mekanizmasi igin CV (Tarama hiz1 arttik¢a Ep negatife kayar)
(Bkz. Sekil 4.27 ve Tablo 2.2) ve Sekil 5.8’de ¢ift potansiyelli CA verileri géz 6niine
alindiginda indirgenmenin EC mekanizmasina gore oldugu diisiiniilebilir.

Sekil 5.8°de CEFA i¢in ¢ift potansiyel teknigi uygulanarak elde edilen akim
zaman grafigi goriilmektedir. 100 ms siiresinde grafikten okunan Ip ve I degerlerinin
orant (Ip / i) hesaplanmustir. Bu deger 0.1012 bulunmustur. (ip / Ir) degerinin 1°den
kiigiik olmasi geri potansiyelde gozlenen akimin kiiciik oldugunu, dolayisiyla
indirgenme {riiniiniin kimyasal tepkimeye girdigini gostermektedir. Bu durum

indirgenmenin EC mekanizmasina gore oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 5.8. 15.00 ugmL* CEFA’nin ADCE ile Cift Potansiyelli Kronoamperometrik
Voltamogramu (t- 1)

Baslangi¢ potansiyeli E; = -800 mV
Indirgenmenin oldugu potansiyel E2 = -1100 mV

Segilen 100 ms siiresinde (I / Ir) oran1 igin bulunan deger Sekil 5.9°da verilen
calisma grafiginde (33) yerine konarak elektron aktarimini takip eden kimyasal
tepkimenin hiz sabiti 6.757x10 s olarak hesaplanmistir. Takip eden kimyasal
tepkimenin hiz sabitinin ¢ok kiiglik olmamasi da elektron aktarimindan sonra kimyasal
tepkimenin olustugunun gostergesidir. CV ve gift potansiyelli CA yontemlerinden elde

edilen bulgular ile indirgenmenin EC mekanizmasina gore oldugu kanitlanmustir.
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4o/l
10k
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Sekil 5.9. Cift Potansiyelli Kronoamperometride (Ip / i) Oranimin kr ile Degistigi
Calisma Grafigi

Bolim 5.5.1.3’de indirgenme mekanizmasinda 2 elektronun yer aldig
bulunmustur. Karbonil bilesiklerinin nétral ve bazik sulu ortamda civa elektrotta 2 e
alarak alkollere, asidik ortamda pinakollere indirgendigi bilinmektedir (57,58).
CEFA’nin yapisinda bulunan aksetil grubundaki (-C = O)’nun indirgenmesi sonucu —
CH(OH) sekline donistiigi disiiniilmektedir. Bu durumda mekanizma elektron
aktariminda olusan anyon radikalinden (ketil anyon) sonra kimyasal basamak olarak
destek elektrolitten molekiile H * eklenmesi sonucu karbinol olusumu seklinde oldugu
diistiniilmektedir (28,54,59).

Buna gore CEFA’nin pH 7.0, 0.1 M FB tampon ¢6zeltisindeki voltamogramda

gozlenen C=0 pikinin indirgenmesi i¢in asagidaki mekanizma onerilmektedir.
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CEFA molekiiliintin asidik ortamdaki (pH 2) voltamograminda gézlenen |I.
pike ait mekanizma kaynaklarda belirtildigi sekilde metoksi imino grubundaki

C=N’nin indirgenmesi sonucu iki basamakli, 4 elektron transferi ile oldugu

distintilmektedir (19,49,50,55,60).

H H
\h/ +2e- +2H" \i/ +2e—+m+} Y + CH,0H
N\ /N\ H/N\H
OCH, H  OCH,

Asidik ortamda yapilan ¢aligsmalarda 1. pik i¢in hiz belirleyici basamaga kadar

transfer edilen elektron sayis1 Esitlik 2.14°e gore 2 bulunmustur.



Tablo 5.15. 16.129 pg mL™* CEFA’nin CV Yoéntemi ile pH 2 ve 3°de Ep-Epr

Kaymalarindan Hesaplanan acno Degerleri

pH Ep-Epr2 acno. n=1 n=2
2 80 0.600 0.600 0.3
3 77.78 0.617 0.617 0.308

Bu durum ilk basamagin hiz belirleyici oldugunu ve bu basamaga kadar 2
elektron transfer oldugunu gostermektedir (55).

Asidik pH’lardaki I numarali pik akimi, pH 7°deki II. pik akimina goére ¢ok
daha diisiik oldugu i¢in miktar tayini ¢alismalarinda ve elektrokimyasal davraniglarin
incelenmesinde II. pik se¢ilmistir.

CEFA molekiiliiniin pH 2 ve 3’deki voltamograminda gozlenen ve sinyali daha
kiictik olan III numarali pike ait indirgeme mekanizmasinin kaynaklarda belirtildigi

gibi

S

S
IE/\/)\/O\+2e+2}r=:=— L/ O

H
seklinde oldugu diisiintilmektedir (19,61).

5.6.2. M-CKE ile CEFA’nin Elektrot Mekanizmasi

M- CKE ile yapilan ¢alismalarda CEFA’ nin yaklasik 1.3 V civarinda pH 2°de
maksimum degere sahip olan ve pH artisi ile azalan yiikseltgenme piki gozlenmistir.

Sekil 5.10’da CEFA igin ¢ift potansiyel teknigi uygulanarak elde edilen akim
zaman grafigi goriilmektedir. 100 ms siiresinde grafikten okunan Iy ve Ir degerlerinin
orant (Ip / 1) hesaplanmistir. Bu deger 0.382 bulunmustur. (Ip / i) degerinin 1°den

kiigiikk olmasi geri potansiyelde gozlenen akimin kiiciik oldugunu, dolayisiyla
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yiikseltgenme iriiniiniin kimyasal tepkimeye girdigini gostermektedir. Bu durum

yiikseltgenmenin EC mekanizmasina gore oldugunu dogrulamaktadir.

I T
0 5 10 15 20 25

Zaman (ms)

Sekil 5.10. 31.25 pg mL™* CEFA’nin M-CKE ile Cift Potansiyelli
Kronoamperometrik Voltamogramu (t- I)
Baslangi¢ potansiyeli E1 = 800 mV.
Yiikseltgenmenin oldugu potansiyel E; = 1600 mV

Segilen 100 ms siiresinde (Ib / if) orani igin bulunan deger Sekil 5.9°da verilen
calisma grafiginde (33) yerine konarak elektron aktarimini takip eden kimyasal
tepkimenin hiz sabiti 9.459x10° s olarak hesaplanmistir. Takip eden kimyasal
tepkimenin hiz sabitinin ¢ok kii¢iik olmamas1 da elektron aktarimindan sonra kimyasal
tepkimenin olustugunun gostergesidir.

Elektrot tepkimesi diislik tarama hizlarinda tersinir oldugu halde CV
yonteminde diigiik tarama hizlarinda anodik pikin gézlenmemesi de (Bkz. Sekil 4.35)
takip eden kimyasal tepkimenin varligin1 gosterir.

CV ve ¢ift potansiyelli CA yontemlerinden elde edilen bulgular ile

yiikseltgenmenin EC mekanizmasina gore oldugu kanitlanmistir.
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Bolim 5.5.2.3°de yiikseltgenme mekanizmasinda 2 elektronun yer aldig
bulunmustur.

Sulu ortamda amitin yiikseltgenme mekanizmas: igin kaynaklarda N
tizerindeki bir elektronun kaybedilmesi ile radikalik katyon olustugu, ardindan ikinci
elektron ve bir H* kaybedilerek iminyum iyonu olustugu ve ayni anda su molekiilii
eklendigi belirtilmistir (62).

radikalik katyon iminyum iyonu
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda antibakteriyel bir madde olan CEFA’nin farmasotik
preparatlardan analizi i¢in hem indirgenmesine hem yiikseltgenmesine dayanan 2 ayr1
SWYV yontemi gelistirilmistir.

CEFA’nin  indirgenmesinde = ADCE,  yiikseltgenmesinde = M-CKE
kullanilmigtir. Pik potansiyel degerleri ADCE igin -1060 mV, M-CKE i¢in 1300 mV
civarinda gézlenmistir.

Gelistirilen elektroanalitik yontemlerin kararlilik, dogrusallik, duyarlilik,
kesinlik, dogruluk, cihaz tekrarlanabilirligi, saglamlik, tutarlilik, 6zgiinliik gibi
validasyon parametreleri degerlendirilmis ve gecerlilikleri kanitlanmistir. Valide
edilen yontemler piyasada satilmakta olan CEFA igeren Cefaks ticari isimli farmasotik
preparatlarin analizine basarili bir sekilde uygulanmistir.

Gelistirilen SWV yontem verilerinin, karsilastirma yontemi olarak segilen bir
spektrofotometrik yontemden elde edilen veriler ile istatistiksel olarak karsilastiriimasi
sonucunda anlamli fark olmamasi gelistirilmis yontemlerin dogru oldugunu
Kanitlamustir.

Ayrica CEFA’nin elektrokimyasal davranislart incelenmistir. Bunun igin
yapilan CV ve SWV deneyleri sonucunda C=0 piki i¢in indirgenme mekanizmasinin
2 elektronlu, -NH2 i¢in yiikseltgenme mekanizmasmin da 2 elektronlu oldugu
bulunmustur. CV, CA ve CC yontemleri ile, akim karakteri belirlenmis ve CEFA igin
diftizyon katsayisi (D), elektron aktarim hiz sabiti (k), Kimyasal tepkimenin hiz sabiti
(k) hesaplanmigtir. Ayrica CV ve ¢ift potansiyelli CA yontemlerinden elde edilen
bulgular ile indirgenme ve yiikseltgenmenin EC mekanizmasma gore oldugu
kanitlanmustir.

Calismada kullanilan iki elektrot (ADCE ve M-CKE) calisma kolayligi,
caligsma siiresi, duyarlilik, tekrarlanabilirlik agisindan karsilastirildiginda ADCE tercih
edilebilir. Cilinkii;, ADCE’de her bir civa damlasi ile yeni bir yiizey olusturulur,
sonuglar tekrarlanabilirdir ve caligma siiresi kisadir. M-CKE ise yiizey belirli
araliklarla yenilenmelidir, ¢calismalar ADCE kadar kolay degildir ve ¢aligma siiresi
uzayabilir.

CEFA’nin elektroanalitik yontemlerle analizi ve elektrokimyasal davraniglar

ile ilgili ¢alisma bulunmamasi, yapilan tez ¢aligmasinin literatiire katki saglamasi
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acisindan onemlidir. Gelistirilen elektroanalitik yontemlerin; basit, hizli, duyarl ve
ekonomik olmalarinin yanisira az miktarda numune ile calisilmasi, ayirma ya da
zenginlestirme gibi zaman alic1 6n islemlere gerek duyulmadan analizlerin yapilmasi
CEFA analizi i¢in HPLC ve UV spektrofotometrik yontemlere alternatif olarak
Onerilebilecegi disiiniilmektedir. CEFA’nin kromatografik ve spektrofotometrik
yontemler ile analizi i¢in yapilan ¢alismalarda verilen LOD ve LOQ degerlerinin,
gelistirilen SWV yontemleri ile elde edilen sonuglardan daha biiyiik oldugu
gorilmektedir.

CEFA, hidroliz ile CEF’e doniistiigiinden tez calismasinda gelistirilen
yontemler biyolojik materyallere uygulanmamistir. Bu nedenle daha alt tayin
sinirlarina diisiilmediginden daha hassas olan siyirma yontemleri denenmemistir.
Ancak sonraki ¢aligmalarda CEF i¢in kare dalga siyirma voltametri yontemleri ile

calisilmasi distiniilmektedir.
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EKLER

Ek 1. Korelasyon Katsayisi ve Dogrusalliktan Ayrihs Onem Kontrolii

Bulunan korelasyon katsayisinin 6nemli bir katsay1 m1 yoksa tesadiife bagli bir
katsay1r m1 oldugu test edilmistir.
Testin yapiminda islemler:

1. Ho: Korelasyon katsayisi tesadiife bagli bir degerdir (r = 0).

2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

Sr= (Korelasyon katsayisinin standart hatast)

n-2

Yanilma olasiligi olarak a = 0.05 secilmistir. Serbestlik derecesi n — 2’dir.

3. Karar: Hesapla bulunan thessp degeri, n-2 serbestlik dereceli twbio degerinden

bliylikse korelasyon katsayisinin anlamli oldugu sdylenir.



Dogrusalliktan Ayrihis Onem Kontrolii

1. Kareler toplamlar1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):

2
(2x) (Zy)
X Xy -
n
RKT =
(Zx)°
X2 -
n

b) Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):

(Zy)?
YOAKT = 3y?-—
n

c) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami = RAKT = YOAKT - RKT
2. Serbestlik dereceleri bulunur:

a) Regresyon Serbestlik Derecelesi (RSD) = 1

b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi = YOASD = n-1

c) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi = RASD = YOASD — RSD
3. Kareler ortalamalari bulunur:

a) Regresyon Kareler Ortalamast = RKT / RSD

b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamasi = RAKO = RAKT / RASD

Yanilma olasilig1 o = 0.05 segcilmistir.

4. F=RKO/RAKO



. Yanilma olasiligt o = 0.05 se¢ilmistir. p = 0.05 diizeyinde RSD ve RASD

serbestlik derecelerindeki tablo F tabio degerleri bulunur.

Karsilastirma: Hesapla bulunan Fhesap degeri, Frabio degerinden biiylikse regresyon

dogrusuna uyumun anlamli oldugu séylenir (p>0.05).



Ek 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (BSS) = SS, 100
X

SS: Standart Sapma

X : Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

(Olmasi gereken miktar —Bulunan miktar)|
Olmasi gereken miktar

% Bagil Hata (%BH) =| x100

Standart Hata Hesaplanmasi

SS
Standart Hata (SH) =

Jn
SS: Standart sapma

n: Olgiim sayisi
% Geri Kazanim Hesaplanmasi

] Bulunan miktar
% Geri kazanim = - x100
Olmast gereken miktar

Evren Ortalamasi Giiven Araliginin Hesaplanmasi

p=X=£S;t veya X=S5 <p<X+35
il : Evren ortalamasi
X : Orneklem ortalamasi

Sy : Standart hata

t : Secilen yanilma diizeyi (o) ve n-1 serbestlik derecesindeki t tablosundaki deger.



Ek 3. Mann-Whitney U testi

Parametrik test varsayimlari yerine getirilmediginde, iki bagimsiz gruba iligkin
ortalamalarin karsilastirilmasinda kullanilir.

Mann-Whitney U testinde, gruplardaki gozlem sayilarina bagl olarak iki farkli
test istatistigi vardir. Her iki gruptaki gozlem sayilar1 20 ya da daha az oldugunda test
islemleri:

Ho: iki dagilim arasinda fark yoktur.

Ha: iki dagilim arasinda fark vardar.

ny(n, +1)
2

U, =nmn, —U;

U, =myn, Ry

ile verilir. Burada;
ni= Birinci gruptaki gdzlem sayisi
ny= Ikinci gruptaki gézlem sayisi

R1= Birinci gruptaki degerlerin sira numarali toplami

Istatistiksel karar igin; U1 ve U2 degerinden biiyiik olan1 segilen o yanilma
diizeyindeki n; ve nz serbestlik dereceli Utanio istatistigi ile karsilastirilir. Unesap > Utablo
ise Ho hipotezi kabul edilir, Utablo > Unesap iSe Ho hipotezi reddedilir.



Ek 4. Kruskal Wallis Varyans Analizi

Parametrik test varsayimlar1 yerine getirilmediginde, bir degisken yoniinden
ikiden fazla bagimsiz grup arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilir.

Test islemleri:

Biitiin gruplardaki degerler kiiclikten biiylige dogru tek dizi halinde siralanir ve
her bir degere sira numarast verilir. Ayn1 degerler i¢in ortalama sira numarasi

hesaplanir ayni olan degerlere verilir.

Test istatistiginin (KW) hesaplanmas:

Tj: j. gruptaki degerlerin sira numaralari toplami (her bir grup i¢in);
n;j : j. gruptaki denek sayisi (her bir grup icin);
k: Grup sayisi

n: Toplam gozlem sayisi

Ho : iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.
Hi: Iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir.
a = 0.05 yanilma diizeyi i¢in (grup sayis1 — 1) serbestlik derecesindeki tablo
degerine (KWr) bakilir.
Karar : KWt > KW ise Ho hipotezi kabul edilir.
KW+t < KW ise Ho hipotezi reddedilir.
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