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OZET

Antibakteriyel fla¢ Sefepimin Karbon Esash Elektrotlar ile Elektrokimyasal

Oksidasyonu ve Farmasétiklerden ve Serumdan Kantitatif Tayini

Bir sefalosporin antibiyotigi olan sefepimin elektrokimyasal analizi bor-katkili
elmas elektrot ve karbon pasta elektrot kullanilarak yiikseltgenme yoniinde incelendi.
Her iki elektrot i¢in farkli pH’lardaki tampon ¢6zeltileri kullanilarak dongiilii voltametri
ile taramalar yapildi. Hiz taramasi caligmasi ile sefepimin bor-katkili elmas elektrot
tizerinde difiizyon kontrollii olarak oksidasyona ugradig: belirlendi. Sefepimin kantitatif
analizi diferansiyel puls voltametri ve kare dalga voltametri yontemleri kullanilarak
yapildi. Bor-katkili elmas elektrot kullanilarak kalibrasyon grafiklerinden elde edilen
sefepimin dogrusallik araliklar1 diferansiyel puls voltametri i¢in 0.04 - 10 pM
(korelasyon katsayis1 0.999) ve kare dalga voltametri i¢in 0.4 - 60 uM (korelasyon
katsay1s1 0.998) olarak, sirastyla 1.58x103 ve 1.10x10 uM teshis smirlariyla belirlendi.
Karbon pasta elektrot i¢in optimum pasta bilesimi %25 olarak belirlendi. Hiz taramasi
calismas1 ile, oksidasyon siirecinin adsorpsiyon kontrollii oldugunu belirlendi.
Kalibrasyon grafiklerine gore, diferansiyel puls siyirma voltametri ig¢in dogrusal
araliklar 0.08 - 10 uM (korelasyon katsayis1 0.999) ve kare dalga siyirma voltametri igin
0.4 - 10 pM (korelasyon katsayis1 0.998) olarak, sirasiyla 3.73x103 ve 2.21x102 pM
teshis sinirlart ile belirlendi. Kullanilan yontemlerin kesinligi, tekrar edilebilirlik
calismalar1 ile incelendi. Gelistirilen bu yontemler ile sefepimin farmasétik dozaj
sekillerinden ve insan kan serumundan kantitatif analizi, her iki elektrot i¢in herhangi

bir ayirma islemi yapilmadan gergeklestirildi.

Anahtar Sézciikler: Bor-katkili elmas elektrot, Diferansiyel puls voltametri,

Dongiilii voltametri, Karbon pasta elektrot, Kare dalga voltametri, Sefepim



SUMMARY

Electrochemical Oxidation of Antibacterial Drug Cefepime and Its Quantitative
Determination from Pharmaceuticals and Serum with Carbon Based Electrodes

Electrochemical analysis of cefepime which is a cephalosporin antibiotic was
studied in the direction of oxidation using boron-doped diamond electrode and carbon
paste electrode. Scans were performed using buffer solutions at different pHs with
cyclic voltammetry for both electrodes. Cefepime was determined to oxidize as
diffusion controlled with scan rate study on boron-doped diamond electrode.
Quantitative analysis of cefepime was done using differential pulse voltammetry and
square wave voltammetry methods. Linear ranges of cefepime obtained from the
calibration graphs using boron-doped diamond electrode were determined as
0.04 - 10 uM (correlation coefficient 0.999) for differential pulse voltammetry and
0.4 - 60 uM (correlation coefficient 0.998) for square wave voltammetry with the
detection limits of 1.58x10° and 1.10x102 pM, respectively. Optimum paste
composition for carbon paste electrode was determined as 25%. The oxidation process
was adsorption controlled by scan rate study. According to the calibration graphs, linear
ranges for differential pulse voltammetry were obtained as 0.08 - 10 uM (correlation
coefficient 0.999) for differential pulse stripping voltammetry and 0.4 - 10 uM
(correlation coefficient 0.998) for square wave stripping voltammetry with the detection
limits of 3.73x10° and 2.21x102 pM, respectively. Precision of the methods was
examined with repeatability studies. Quantitative analysis of cefepime from
pharmaceutical dosage forms and human blood serum was done for both electrodes

without any separation with these developed methods.

Keywords: Boron-doped diamond electrode, Carbon paste electrode, Cefepime,
Cyclic voltammetry, Differential pulse voltammetry, Square wave voltammetry



3. GIRIS ve AMAC

Tam polarize olmus bir indikator elektroda uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak akimin Olgiilmesi esasina dayanan yonteme voltametri denir.
Yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen elektroaktif organik ve inorganik maddelerin
karakterizasyonu, voltametrik yontemlerle elde edilen potansiyel-akim iliskisinden
yararlanarak yapilabilir. Bu yontem ile mikromolar-nanomolar gibi ¢ok diisiik
konsantrasyondaki maddelerin kalitatif ve kantitatif analizleri hizli ve hassas bir sekilde
yapilabilir (1). Yapilarinda elektroaktif fonksiyonel gruplar barindiran ilag etkin
maddelerinin de miktar tayinleri voltametrik yontemler kullanilarak etkin bir sekilde
yapilabilir ve bu nedenle giiniimiizde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (2-4). Ayrica, ilag
etkin maddelerinin farmasotik preparatlardan ve biyolojik sivilardan da herhangi bir
ayirma islemine gerek kalmadan voltametrik yontemlerle (puls-dalga formlari, styirma
teknikleri vb. kullanilarak) hizli, hassas ve ekonomik bir sekilde tayin edilmeleri de
mimkiindiir (5-7). Elektrokimyasal analizlerde karbon esasli ve soy metal elektrotlar
basta olmak tizere c¢esitli elektrotlar kullanilmaktadir. Karbon esash elektrotlarin
arasinda en yaygin kullanilanlar camsi karbon (CK), karbon pasta (KP), bor-katkili
elmas (BKE) ve grafit elektrotlardir (6).

Bu tez kapsaminda, bir B-laktam sefalosporin antibiyotigi olan sefepimin
yiikseltgenme yoniindeki elektrokimyasal analizinin, bor-katkili elmas ve karbon pasta
elektrotlar kullanilarak voltametrik yontemlerle yapilmasi amacglanmistir. Bu amacla,
her iki elektrot i¢in uygun destek elektrolit tiirlinin ve pH’nin belirlenmesi ve bu
ortamda miktar tayininin yapilmast i¢in gelistirilen yOntemin validasyon
parametrelerinin elde edilmesi planlanmistir. Secilen elektrotlar ile sefepimin kantitatif
analizinin literatiirdeki farkli elektrotlar ile yapilmis az sayida ¢alismaya oranla daha
hassas ve hizli bir sekilde yapilmasi amaglanmistir. Daha sonra, her iki elektrot i¢in
gelistirilen yontemler ile elde edilecek sonuglar hem birbiri ile hem de literatiirde
bulunan diger c¢alismalarla Kkarsilagtirilarak dstiinliiklerinin - ortaya konulmasi
planlanmistir. Boylece, segilen elektrotlar ile gelistirilecek metotlar sefepimin kalitatif
ve kantitatif analizi i¢in hem literatiirdeki diger yontemlere gore hem de diger
elektrotlara gore tercih edilebilecektir. Ayrica, gelistirilecek metotlar ile sefepimin
farmasotik dozaj formlarindan ve serumdan tayininin yapilmasi ile, bu yontemlerin

dogrulugunun ve gilivenirliginin saptanmasi da amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Sefepim

Sefepim  (sefepim  hidrokloriir),  1-[[(6R,7R)-7-[2-(2-amino-4-tiyazolil)-
glioksilamido]-2-karboksi-8-okso-5-tia-1-aza-bisiklo [4.2.0] okt-2-en-3-il] metil]-1-
metil pirrolidinyum  kloriir  72-(Z)-(O-metiloksim) monohidrokloriir monohidrat

(Sekil 1), 1994 yilinda gelistirilmis, dordiincii nesil bir sefalosporindir (8-10).
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Sekil 1. Sefepimin molekiil yapisi

Sefalosporinler B-laktam familyasinin yari sentetik antibiyotikleridir ve ilk kez
1948 yilinda sefalosporium acremonium adli mantar kiiltiirlerinden elde edilmislerdir
(11, 12). Kimyasal yapilari, etki mekanizmalar1 ve toksisiteleri penisilinlere benzer.
Bununla birlikte, bakteriler tarafindan {iretilen beta-laktamaza, penisiline oranla daha
dayaniklidirlar. Sefalosporinlerin kimyasal yapilarinda yapilan degisiklikler sayesinde
1961 yilindan bu yana bir¢ok sefalosporin antibiyotigi gelistirilmistir. Yeni nesil
sefalosporinlerin etki spektrumlar1 daha genis ve antimikrobiyal aktiviteleri daha
yiiksektir (12). Sefepim, yeni nesil bir sefalosporindir ve hem gram-pozitif hem de
gram-negatif bakterilere kars1 genis bir spektrumda aktivitesi bulunmaktadir. Ozellikle
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus ve Estreptococos tiirlerine karst miikemmel bir aktivite

gosterir (13).

Sefepim, hiicre duvarinda yer alan ve bakteri hiicresini ¢evreleyip ona belirli bir
sekil veren peptidoglikan tabakanin sentezini ¢apraz baglarin olusumu safhasinda inhibe
eder, bakteriye ait hidrolazlarin da da olaya katilmasiyla duvar orgiisiinii kaybeden

bakteri hiicresi Oliir (14, 15). Bircok aerobik gram negatif bakteriye karsi etkilidir.



Gram negatif ve gram pozitif mikroorganizmalar {izerinde, igclincii kusak
sefalosporinlerden daha genis bir antibakteriyel etkinlige sahiptir. Antipseudomonal bir
sefalosporindir. Sefepim ¢ift kutuplu bir molekiildiir, suda ¢oziiniirligi yiiksektir, gram
negatif bakterilere penetrasyonu hizlidir. Bakterilerin sitoplazmik membranlarina hizla
penetre olur. Kisa siirede yiiksek kan diizeyleri olusturur ve 12 saat boyunca etkili
konsantrasyonlarda kalir. Sefepimin serum pik konsantrasyonu 130 mg/L olarak tespit
edilmistir (16). Sefepim, viicut doku ve sivilarina hizla ve yiiksek oranlarda penetre
olur. Eliminasyonu aktif olarak bobreklerden olur, idrarda yiliksek konsantrasyonlarda
bulunur. Kanitlanmis bir toksisitesi yoktur. Diger parenteral sefalosporinlerden farkli
olarak, C-3 pozisyonunda pozitif yiikli bir kuaterner-amonyum grubu igermesi, gram
negatif bakterilerin dig membranindan daha kolay ve daha hizli penetrasyonunu saglar;
C-7 pozisyonundaki yan zincire bir 2-aminotiazolilasetamido grubunun girmesi de

sefepimi degisik B-laktamazlara kars1 daha dayanikli kilar (17).

Sefepim, 6zellikle alt solunum yolu enfeksiyonlari, febrilnétropenik vakalar,
idrar yolu enfeksiyonlari, deri yumusak doku enfeksiyonlari, komplike karin ici
enfeksiyonlari ve jinekolojik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (18). Ayrica gram-
negatif bakterilerin neden oldugu menenjit ve septisemi gibi 6zel enfeksiyonlarin

tedavisinde de kullanilmaktadir (12).

Sefalosporinlerin en sik gorillen yan etkileri alerjik reaksiyonlardir.
Kullananlarin  yaklagitk  %5’inde olustugu saptanmistir. En sik  goriilenler;
makiilopapiiler cilt dokiintiileri, tirtiker ve eozinofili seklinde olanlardir. Ayrica,
gastrointestinal bozukluklar, lokal tahris reaksiyonlari, siiperinfeksiyon, nefrotoksik etki

ve karaciger fonksiyon bozuklugu gibi yan etkiler de goriilebilmektedir (19).
4.2. Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu ortaya g¢ikan
kimyasal doniisiimler ile fiziksel degisimleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
cevrilmesini inceleyen bilim dalidir (20). Akim, potansiyel ve yiik gibi elektriksel
biiyiikliiklerin Sl¢limiine ve bunlarin kimyasal degiskenler ile arasindaki iliskiye
dayanir. Analitik amacgh elektriksel 6l¢timler, endiistrideki kalite kontrol, ¢evresel ve

biyomedikal analizler gibi alanlarda uygulamalara sahiptir (21).



Elektrokimyasal islemler, elektrokimyasal hiicre denilen bir diizenekte
gerceklesir. Elektrokimyasal siiregler elektronik bir iletken (metal, grafit, veya yari
iletken) ile iyonik bir iletken (elektrolit) ara yiizeyinde gergeklesir. Tayin igin kullanilan
elektrik sinyalinin tiirii, farkli elektrokimyasal yontemler arasindaki farkin nedenidir.
Potansiyometrik ve potansiyostatik olmak {izere elektroanalitik Olgtimlerin iki temel

tird vardir (22).

Potansiyometri, akimin sifira yakin oldugu ve derisimin bir fonksiyonu olarak
potansiyelin belirlendigi bir yontemdir. Bu yontemde akim gegisi olmaz, net faradayik
tepkime meydana gelmez ve genellikle potansiyel sistemin termodinamik 6zellikleri
tarafindan kontrol edilir. Elektrotun yiizey alani, kiitle transferi, elektrotun sekli gibi

ozellikler potansiyele dogrudan etki etmez.

Potansiyostatik  (potansiyel kontrollii)) yoOntemler, elektrot—¢ozelti ara
ylzeyindeki yiik transfer siirecini inceler. Bu yontemde elektrot potansiyeli elektron
transfer tepkimesinden kaynaklanir ve ortaya ¢ikan akim 6lgiiliir ve bu akim reaksiyon
hakkinda bilgi verir. Potansiyostatik yontemler ile indirgenebilen ya da
yiikseltgenebilen elektroaktif kimyasal tilirler Olciilebilir. Potansiyel kontrollii
yontemlerin amaci, incelenen analitin derisimine bagli olarak bir akim elde etmektir. Bu
yontemlerin yiiksek duyarlik, se¢icilik, genis dogrusal aralik, tasinabilir ve ucuz cihaz

kullanimi ve farkli elektrot kullanimi gibi ¢ok sayida avantaj1 vardir.
4.3. Elektrokimyasal Hiicreler

Elektrokimyasal hiicreler indirgenme/yiikseltgenme (redoks) reaksiyonlarinin
gerceklestigi  diizeneklerdir. Elektrokimyasal bir hiicrede, uygun bir elektrolit
¢Ozeltisine daldirilmis elektrotlar bulunur. Elektrik akimi elde edilmesi i¢in elektrotlarin
distan iletken bir tel ile baglanmasi ve iki elektrolit ¢ozeltisinin, iyonlarin birinden
digerine hareketini saglayacak sekilde birbiriyle baglanti halinde bulunmasi gerekir.
Diizenegin anot kisminda yiikseltgenme, katot kisminda ise indirgenme olay1
gerceklesir. Reaksiyonda iki tiir arasinda gerceklesen elektron alis verisinde elektron

alan tiir indirgenir elektron veren tiir ylikseltgenir.

Elektrokimyasal hiicreler, elektrik enerjisi tiretiminde kullaniliyorsa "galvanik",

bir dis kaynaktan elektrik alip harciyorsa "elektrolitik" olarak simiflandirilirlar.



Hiicrelerin ¢ogu, deney kosullar1 degistirilerek galvanik veya elektrolitik amaclarla

calistirilabilir.

Bir galvanik hiicre elektrik iiretmek icin kendiliginden yliriiyen bir kimyasal
tepkimeden yararlanir. Bunu saglamak igin, bir reaktif yiikseltgenmeli digeri de
indirgenmelidir. Elektronlarin indirgen maddeden yiikseltgen maddeye dogrudan
aktarilmamasi i¢in bu iki reaktif temas ettirilmemelidir. Bunun yerine ylikseltgen ve
indirgen maddeler fiziksel olarak ayrilir ve elektronlar reaktiflerin birinden digerine dis
devre boyunca akisa zorlanir. Bataryalar ve yakit pilleri galvanik hiicrelerdir ve elektrik

tiretmek lizere reaktifleri tiikketirler (23).

Elektrolitik hiicrelerde reaksiyonlar kendiliginden olusmaz; bdyle hiicreler
disaridan elektrik enerjisi alarak g¢alisir. Elektrolitik hiicreler, galvanik hiicrelerin tam
tersi bir sisteme sahiptir. Galvanik hiicrelerdeki anot elektrot, elektrolitik hiicrelerde

katot elektrot olarak davranir (Sekil 2).
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Sekil 2. (A) Galvanik ve (B) elektrolitik hiicre sistemleri (24)

Elektrokimyasal bir reaksiyon, iki veya ii¢ elektrotlu hiicrelerde yapilabilir. iki
elektrotlu hiicrede, elektrot potansiyeli ve indirgenme/yiikseltgenme potansiyeli
belirlenemez, gercek elektrot potansiyeli belirsizdir. Ug elektrotlu hiicrelerde ise,
calisma elektrotunun potansiyeli, referans elektrota gore belirlendigi i¢in reaksiyonun
her safthasinda elektrot potansiyeli bilinen bir degere sahiptir. Elektrokimyasal
reaksiyonlarda agik veya kapali tip hiicreler kullanilabilir. Eger reaksiyon esnasinda

olusan iriinler veya ara iriinler hava oksijeninden etkileniyorsa kapali tip hiicreler



tercih edilir. Ayrica ¢oziinmiis oksijenin bozucu etkisinin varligi durumunda kapali tip

hiicrelerde azot veya argon gibi inert gazlarin atmosferi altinda ¢alisilmalidir (25).
4.3.1. Kiitle Transferi

Elektrot tepkimesi birka¢ basamakta gerceklesir. Bu tepkimenin hizini en yavas
basamak belirler. Basit tepkimeler, elektroaktif tiirlerin elektrot yiizeyine sadece kiitle
transferi, ara yiizeyde elektron aktarimi ve ana ¢ozeltiye flriinlin tasinmasi ile
gerceklesen tepkimelerdir. Daha karmasik tepkimeler, elektron aktarimindan Once

gerceklesen bazi kimyasal ve ylizey siiregleri igerir.

Tepkimenin kiitle tasinmasi ya da elektron aktarimi tarafindan kontrol edilip
edilmedigi, bilesigin tiirli ve cesitli deneysel kosullar (elektrot malzemesi, ortam,

potansiyel, kiitle taginmasinin tiirii ve zaman 6lgegi gibi) tarafindan belirlenir (22).

Bir elektrokimyasal hiicrede madde elektrot ylizeyine li¢ yolla taginir: Difiizyon,

konveksiyon ve elektriksel go¢ (migrasyon).

Difiizyon, bir ¢6zeltinin iki bolgesi arasindaki derisim farkindan dolay1 iyonlarin

veya molekiillerin daha derigik bolgeden daha seyreltik bolgeye hareket etmesidir.

Konveksiyon, elektrot yiizeyine veya elektrottan disartya mekanik yollarla
maddelerin taginmasidir. Karistirma veya sarsma gibi olaylarla meydana getirilen
zorlamali konveksiyon, elektrot yiizeyindeki difiizyon tabakasinin kalinliginin
azalmasima neden olur ve bdylece derisim polarizasyonu azalir. Ayrica, sicaklik ve
yogunluk farkindan kaynaklanan dogal konveksiyon elektroda dogru veya elektrottan

disartya dogru molekiillerin tasinmasina katkida bulunur (26).

Elektriksel gog, elektriksel bir alan boyunca yiiklii pargaciklarin zit yiiklii

elektrotlara dogru hareket etmesi olayidir.
4.4. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik kimya, ¢ozeltilerin elektrokimyasal hiicrelerin bir kismi haline
getirildikten sonra, elektriksel Ozelliklerinin Ol¢lilmesi ve Olgiilen bu 6zelliklerinden
yararlanilarak maddenin tayin edilmesi lizerine kurulmus olan metotlar toplulugudur
(27). Elektroanalitik yontemler c¢ok diisiik tayin smnirlarina ulasabilirler ve
elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildigi sistemler hakkinda, ara yiizeylerdeki yiik

aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi, adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun



derecesi, kimyasal reaksiyonlarin hiz ve denge sabitleri gibi bilgileri de igeren ¢ok fazla

sayida sistemi karakterize eden bilgiler verirler.

Elektroanalitik yontemler, degisik yiikseltgenme basamagina sahip tiirlerin
kolayca saptanabilmesi, bu yontemlerin uygulanmasini saglayan ticari cihazlarin
kromatograflara ve spektrofotometrelere gore ¢ok daha ucuz olmasi ve genellikle

kimyasal tiirlerin analitik derisimini belirtmesi gibi tstinliklere sahiptir (28).

Elektroanalitik yontemler, ara yiizeyde gerceklesen yontemler ve tiim analiz
ortaminda gerceklesen yontemler olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Ara ylizey yontemleri,
elektrot yiizeyleri ve bu yiizeylere hemen bitisik olan ince ¢ozelti tabakasi arasindaki
ara ylizeyde olusan olaylara dayanmaktadir. Tiim analiz ortami yontemleri, ¢6zeltinin

tamaminda olusan olaylara dayalidir (29).

Elektroanalitik yontemler baslica potansiyometri, kulometri, kondiiktometri ve
voltametri olarak siniflandirilir. Bir ¢o6zeltinin elektrokimyasal bir hiicre haline
getirilerek Onemli miktarda akim almadan potansiyelinin o6l¢iilmesi ve Olgiilen
potansiyelden yararlanilarak da i¢indeki maddenin konsantrasyonunun tayin edilmesi
prensibi iizerine kurulmus olan metotlar topluluguna potansiyometri denir (27).
Kulometri, bir tepkimede kullanilan elektronlarin sayilarak analit miktarinin
bulunmasina dayali bir analiz yontemidir (23). Kondiiktometri ise elektrolitlerde

iletkenlik 6l¢timiine dayali olarak yapilan analiz yontemidir (27).

Bir diger elektroanalitik yontem olan voltametri, bu tez ¢aligmasi kapsaminda

sefepim ilag etkin maddesinin analizinde kullanildig1 i¢in detayli olarak agiklanacaktir.
4.5. Voltametri

Voltametri, Cekoslovak kimyaci1 Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920’lerin

basinda kesfedilen, 6zel bir voltametri tipi olan polarografi tekniginden gelistirilmistir.

Voltametri, bir indikatér ya da calisma elektrotunun polarize oldugu sartlar
altinda akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak o6l¢iilmesinden
faydalanarak, analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik metoda verilen
isimdir. Uygulanan gerilimin olgiilen akim degerlerine karsi ¢izilen grafigine
voltamogram denir. Voltametri; ¢esitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme ve

indirgenme iglemlerinin incelenmesi, ylizeydeki adsorpsiyon islemlerinin arastirilmasi



ve elektrot ylizeylerinde gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi,
molekiiler oksijen tayini ve farmasdtik agidan Onemli tiirlerin tayini gibi bircok

uygulamada kullanilir (30).

Elektrokimyasal bir reaksiyon iki elektrotlu veya {i¢ elektrotlu hiicrelerde
yapilabilir. Potansiyel 6l¢iim aletleri, sadece potansiyeldeki farklar dlgtiigiinden tek bir
elektrotla mutlak potansiyelin 6l¢iimii miimkiin degildir ve iki elektrotlu hiicrelerde
elektrot potansiyeli ve elektroaktif maddelerin indirgenme ve yiikseltgenme potansiyeli
belirlenemez. Bu nedenle potansiyel kontrollii elektrokimyasal ¢aligmalarda genellikle

ti¢ elektrotlu sistemler tercih edilmektedir.
4.6. Voltametrik Hiicrenin Bilesenleri

Voltametrik ¢aligmalarin yapildigi bir elektrokimyasal hiicrede iiclii elektrot
sistemi, destek elektrolit ve c¢oziiciide ¢6ziinmiis halde bulunan numune vardir.
Numunenin miktarina ve kullanilan teknige bagli olarak farkl biiyiikliiklerde, sekillerde
ve farkli materyallerden yapilmis hiicreler kullanilabilir. Elektrokimyasal hiicreler
calisilan numune ile reaksiyon vermeyen cam, teflon veya polietilenden iiretilir. Uglii
elektrot sistemi; referans elektrot, yardimci elektrot ve galisma elektrotundan olusur

(Sekil 3).
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elektrotu
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elektrot

Yardimei
clektrot

~ Elektrolit

Sekil 3. Uclii elektrot sisteminin sematik gosterimi

4.6.1. Destek Elektrolit

Elektrokimyasal oOlgiimler genellikle bir destek elektrolit iceren c¢ozelti
ortamlarinda gergeklestirilir. Coziicli seciminde Oncelikle analitin bu ortamdaki

¢Oziiniirliigliniin 1yi olmasina dikkat edilir. Coziicii, analitle tepkime vermemeli ve

10



elektrotta tepkimeye girmemelidir. Destek elektrolit, analit ¢6zeltisine fazla miktarda

ilave edilen ve elektrotta tepkimeye girmeyen alkali metal tuzlaridir (30).
4.6.2. Referans Elektrot

Referans elektrotlar, yar1 hiicre potansiyeli sabit, c¢alisilan ¢dzeltinin
bilesiminden bagimsiz ve potansiyel degeri bilinen elektrotlardir. Referans elektrot,
calisma elektrotunun potansiyelini 6lger, tepkime ile hig bir ilgisi yoktur. Indirgenme ve
yiikseltgenme potansiyellerinin tam olarak belirlenebilmesi, baglantilardaki ve ¢ozelti
icindeki potansiyel kaybinin ve ayrica ¢ozelti direncinin giderilmesi i¢in referans
elektrot kullanilmahidir. Voltametride referans elektrot olarak ikinci siniftan metal-metal
iyonu elektrotlar1 kullanilir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlar; standart hidrojen
elektrot (SHE), doygun kalomel elektrot (DKE) ve giimiis-glimiis kloriir (Ag/AgCl)
elektrottur (31).

Temel referans elektrotlardan biri olan standart hidrojen referans elektrot (SHE)
bagil yari-hiicre potansiyelleri hakkinda bilgi veren bir referans elektrottur. Bu elektrot
gecmiste referans elektrot olarak kullanilmalarinin yani sira pH Slgiimlerinde ¢alisma
elektrodu olarak da kullanilmistir. Bu elektrotun potansiyeli sicaklik, g¢ozeltideki
hidrojen iyonu konsantrasyonu ve elektrot ylizeyindeki hidrojen gazinin basincina
baglidir. SHE’nin potansiyeli tiim sicakliklarda sifir volt olarak kabul edilmektedir.
Ideal bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, Nernst esitligine uymali, tersinir ve
zamanla degismeyen bir potansiyele sahip olmalidir. Ayrica, gerilimin sicaklikla
degisme katsayisi kii¢iik olmalidir. SHE tiim bu 6zelliklere sahip olmadigindan elektrot
ylizeyinin hazirlanmasinda ve reaktif aktivitelerinin kontroliinde karsilagilan giigliik

nedeniyle uygulamada ¢ok fazla kullanigh degildir.

Standart hidrojen referans elektrot yerine genellikle Hg ve Ag gibi bir metal ile o
metalin az ¢éziinen tuzundan yapilmis, hazirlanmasi ve kullanimi1 daha kolay referans

elektrotlar (DKE ve Ag/AgCI elektrot gibi) tercih edilmektedir.

Doygun kalomel elektrot (Sekil 4A), Hg2Cl2 ve metalik civadan olusmus bir
karisim ve KCI ¢ozeltisinden olusur. Standart hidrojen elektrotuna karsi, DKE’nin
potansiyeli 25°C’de 0.244 V’tur. DKE’deki civa(I) iyonlari, giimiis iyonlarina goére daha
fazla numune bileseniyle reaksiyona girer ve bu tiir reaksiyonlar elektrotla analit

¢Ozeltisi arasindaki baglantinin tikanmasina neden olur (32).
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Glimiis/Glimiis kloriir referans elektrot (Sekil 4B), giimiis elektrotun glimiis
kloriirle doyurulmus potasyum kloriir ¢ozeltisine daldirilmasiyla elde edilir (27).
Glimiis-giimiis kloriir elektrot 25°C’de standart hidrojen elektrota karsi 0.199 V

potansiyele sahiptir.

(A) b (B)
'Tﬁ/ Pt tel
T~
n\ He
Doygun KCl1+
Hg, Hg,Cl, + KClI Ag tel 1-2 damla 1.0 M AgNO;
Cam yiinii
,/ .
W.f Delik
E ;6:\/11( IéICI (doygun) Kat1 KCI
] — ati .
- Giézenekli KClile doygun
Pordz tapa (tuz kopriisii) disk agar tikag

Sekil 4. (A) Doygun kalomel ve (B) Ag/AgCI referans elektrotlar (32, 33)

4.6.3. Yardima Elektrot

Iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, iizerinden akim gectigi igin,
yiiksek akimlarda polarlanir. Ayrica ¢ozelti direnci yiiksek ise bu direnci yenmek igin
gerekli olan potansiyel 6nemli bir diizeye ¢ikar. Bu iki nedenden dolayr g¢alisma
elektrotunun polarizasyon potansiyeli hatali okunabilir. Bu sorun, sistemde tigiincii bir
elektrot kullanilarak c¢oziimlenir. Akim, ¢alisma elektrotu ile yardimci elektrot
ikilisinden gecirilir ve ¢alisma elektrotunun potansiyeli referans elektrota karsi sifir
akim altinda saptanir. Yardimer elektrot, reaksiyon ilgisi olmayan ve elektrokimyasal
hiicrede akimi tasiyan elektrottur. Akim yardimci elektrot iizerinden gectigi icin bu
elektrotlarin soy metal olmalar1 gerekir. Bu nedenle daha ¢ok platin, grafit, tantal ya da
tungsten tel cubuklar kullanilir. Ayrica, ¢ok kiigiik hacimlerle c¢alisildiginda yardimci
elektrotta olusan iriinlerin caligma elektrotunda girisim yapmayacagi elektrot tiiri

secilmelidir (31).
4.6.4. Calisma Elektrotu (indikator Elektrot)

Calisma elektrotu, incelenen elektrokimyasal olayin gerceklestigi elektrottur ve

islevi elektrokimyasal Ol¢clim bolgesini olusturmaktir. Calisma elektrotu iizerinde
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maddelerin indirgenmesinden dolay1 olusan akima katodik akim, yiikseltgenmesinden

dolay1 olusan akima anodik akim denir.
Genel anlamda bir ¢alisma elektrotu;

> Tletken olmali,

» Caligilan potansiyel araliginda inert olmali,

» Negatif potansiyel siir1 yiiksek olmali,

> Istenilen geometrik sekil kolaylikla verilebilir ve kolay islenebilir

olmalidir.

Calisma elektrotlar1 esasen fabrikasyon triinii olmakla beraber, uygun
materyaller (polimerler, nanopartikiiller, doku hiicreleri vs.) kullanilarak yapilan
modifikasyon islemi ile elektrotlarin yiizey aktifligi artirilabilir ve daha basarili sonuglar

elde edilebilir.

Calisma elektrotlar1 genel olarak civa kokenli elektrotlar, kati elektrotlar, donen

elektrotlar ve modifiye elektrotlar olarak siniflandirilir.
4.6.4.1. Civa Kokenli Elektrotlar

Civa kokenli elektrotlarin, negatif potansiyellerde kullanilabilmeleri, her
damlada olusan yeni yiizeyle onceki islemlerden kalan safsizliklarin civa yiizeyinden
uzaklastirilabilmeleri ve genis bir potansiyel araliginda kullanilabilmeleri gibi
avantajlart vardir (34). Bu dstiin ozelliklerine ragmen civa elektrotlarin bazi
sinirlamalart da vardir. Metalik civanin disiik pozitif potansiyelde bile kolayca
yiikseltgenebilmesi bu elektrotun kullanilmasini sinirlayan en 6nemli 6zelliklerden
biridir. Ayrica, civamn damlama siiresinin ayarlanmasinin  zorlugu, civanin
damlatilmasinda kullanilan kilcallarin tikanmasi, civa buharlarinin toksik olmas: ve
teknigin dogrudan dogruya uygulanamamas: bu elektrotun kullanilmasindaki baslica
sorunlardir (35).

Damlayan, asili ve civa film elektrot gibi farkli ¢esitlere sahip civa elektrotlar
vardir. Analizi yapilacak elektroaktif tiir ve s6z konusu deneyin sartlari1 dikkate alinarak

en ideal civa elektrot se¢imi yapilir.
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4.6.4.2. Kat1 Elektrotlar

1940’11 yillarin sonunda baslatilan ve giiniimiize kadar siiren kat1 metal elektrot
calismalar1 voltametriye genis bir uygulama alani saglamistir (36, 37). Kat1 elektrotlar,

platin, altin, bizmut ve karbon esasli elektrotlar olarak siniflandirilabilir.

Platin, iyi bir elektrokimyasal inertlik goéstermesi ve ¢esitli formlarda
tiretilebilme kolayligi nedeniyle en uygun elektrot materyallerinden biri olarak kabul
edilmektedir (38). Altin, belli bir derisime kadar oksijeni sogurmadigi igin, platin
elektrotta goriilebilecek oksitlenme sorunu altin elektrotta daha azdir. Altin, yiiksek
iletkenlige sahip olmasi da g6z Oniinde bulunduruldugunda, iyi bir elektrot materyali
olarak kabul edilmektedir (35, 39). Bizmut elektrotlar ise, disiik toksisite, kolay
hazirlanma ve yiiksek hassaslik gibi ilgi ¢ekici 6zelliklere sahiptir (40).

Kati elektrot grubunda yer alan karbon esash elektrotlarin kullanimi 1950’1
yillarda baslamistir ve bu elektrotlar giiniimiizde hala yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (41). Karbon elektrotlarla yapilan voltametri hem yiikseltgenme, hem
de indirgenme bolgesinde genis bir calisma araligina imkan tanimaktadir. Grafit, camsi
karbon, karbon pasta ve bor-katkili elmas gibi farkli tiirde karbon esasli elektrotlar
bulunmaktadir. Grafit, yumusak ve gozenekli bir materyal oldugu icin yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine sahiptir. Cams: karbon ise diger karbon yapilarindan farkl
fiziksel ozellikler tasir. Yiizeyinde daha ufak gozenekler bulunur ve bu 6zelliginden

dolay: diger karbon tiirlerine gore daha ¢ok kullanilir,

Sefepim ila¢ etkin maddesinin analizinde ¢alisma elektrodu olarak bor-katkili
elmas elektrot ve karbon pasta elektrot kullanildig1r icin, bu iki elektrot ayrica

acgiklanacaktir.
4.6.4.2.1. Bor-Katkih Elmas Elektrot

Elmas miikemmel bir elektriksel yalitkandir. Elmasin bor ile islem gormesiyle
elektrik iletkenligi degistirilmis yeni bir elektrot materyali ortaya cikar: Bor-katkili
elmas elektrot. Giiniimiizde elektroanalitik uygulamalarda yiiksek kalitede bor-katkili

elmas elektrotlar siklikla kullanilmaktadir.

Iletken 6zellige sahip bor-katkili elmas elektrot, grafit veya camsi karbon gibi

geleneksel karbon elektrotlardan iistiin 6zelliklere sahip bir elektrottur. Oksijen
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degisimine olduk¢a duyarsizdir ve sulu ortamlarda ya da organik ¢oziiciilerde
tyilestirilmis bir elektrokimyasal aralik sunmaktadir. Ayrica, diger -elektrotlarla
karsilastirildiginda, genis potansiyel araligi, oldukg¢a diisiik giriiltii-sinyal ve zemin-
sinyal oranlar1 ve elektrokimyasal uygulamalarda mekanik saglamlik gibi karakteristik
ozellikleri bulunmaktadir (6).

4.6.4.2.2. Karbon Pasta Elektrot

Karbon pasta, grafit tozu ve su ile karismayan organik bir sivinin belirli
oranlarda karistirilmasi ile hazirlanir. Organik sivi olarak nujol, bromonaftalin ya da
metil silikon tercih edilmektedir. Daha sonra, bu bilesim inert plastik yapili bir elektrot
govdesinin alt kismindaki bos bolmeye yerlestirilir ve iyice bastirilarak pastanin
stkigmas1 saglanir. Bu sekilde hazirlanan karbon pasta elektrotlar yalin halde
kullanilabildikleri gibi uygun maddelerle modifiye edilerek de kullanilabilmektedirler.
1959-1963 yillar1 arasinda yapilan arastirmalar, 6zellikle elektrotun kullanilmasinda
dikkat edilmesi gereken noktalara ve bu elektrot ile ne tiir analizlerin
gerceklestirilebilecegine odaklanmistir. 1964-1965 yillarinda ise ilk modifikasyon
denemeleri gergeklestirilmistir (41).

Karbon pasta elektrot yiizeyinin tekrar edilebilirligi iyi olmadigindan, her 6l¢iim
oncesinde elektroda doldurulmus pastanin analit ile etkilesen dis kismi ince bir spatiil
yardimiyla siyrilir ve yerine yeni pasta doldurulur. Bu sekilde kolayca yeni ve temiz bir

yiizey olusturulabilmektedir.

Karbon pasta elektrotlar oldukga genis bir potansiyel araligina sahiptirler.
Yapimlar: ve yenilenmeleri zaman alict olmayip, zemin akimlar1 olduk¢a distiktiir.
Eger karbon pasta iizerinde sogurulmus oksijen kalmissa, bunun indirgenmesi nedeniyle
onemli miktarda bir artitk akim olusur. Bunun, 6n elektrolizle giderilmesinde yarar
vardir (34).

4.6.4.3. Donen Elektrotlar

Donen elektrotlar; donen disk ve halka disk elektrotlar olmak iizere ikiye ayrilir.
Bu elektrotlar platin veya camsi karbon gibi bir maddeden yapilir ve bir motor sistemi

ile donme hizlar1 kontrol edilir (42).
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Donen disk elektrotta hareket eden sivi degil, elektrotun kendisidir. Elektrot bir
eksen etrafinda dondiiriildiik¢e bir sivi akist olusur. Burada sivi akisi elektrotun
merkezine dogru olur ve elektrota geldiginde merkezkag kuvveti etkisiyle sagilir. Donen
disk elektrotlar, kiitle transferini hizlandirmak i¢in etkili bir yol olarak bilinmektedir. Bu
elektrot, ylizeyine cok yakin etkili bir konveksiyon olusturur. Madde taginmasi
konveksiyon ile gergeklestiginden durgun elektrotlardan daha biiyiik bir akim
yogunlugu saglarlar. Bu nedenle, bu tiir elektrotlarla yapilan dlgiimlerde duyarlik daha

yiiksektir (43, 44).

Halka disk elektrot sistemi, bir disk elektrotu ¢evresine yerlestirilmis olan halka
seklindeki bir baska elektrottan olusur. Halka ile disk arasindaki mesafe oldukca dardir.
Temel elektrot reaksiyonu disk tizerinde gergeklesir. Halka kismi da disk tizerinde

olusan triinlerin nitel ve bazen de nicel tespitinde kullanilir (44).
4.6.4.4. Modifiye Elektrotlar

Cesitli organik veya inorganik modifiye edicilerin elektrot yiizeyine
yerlestirilmesi ile analitik amaglara uygun olacak sekilde, modifiye edilmis elektrotlar
hazirlanmaktadir. Organik madde olarak genelde polimerler kullanilmasina karsilik,
inorganik madde olarak ligandlar, kompleksler ya da metal oksitler kullanilir.
Modifikasyon islemi ile elektroaktif tiirlerin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyelini
azaltmak ve yalin haldeki elektrotun Ozelliklerinin zenginlestirilmesi amaglanir.
Analitik amaglarla kullanilacak kimyasal olarak modifiye edilmis bir elektrot, mekanik
dayaniklilik, kimyasal kararlilik, tekrarlanabilirlik, modifiye edicinin aktivitesinin uzun
stireli olmasi, gerekli potansiyel aralifindaki zemin akimlarinin diisiik ve kararli olmasi,
elektrot yapiminin basit ve giivenli olmas1 gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Ayrica hizli
cevap verme ve yeniden kullanilabilir olma o&zelligine de sahip olmalidir.
Elektrokimyasal yontemler, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlarin hazirlanarak

secici ve hassas analitik uygulamalarda kullanilabilmesine olanak saglamaktadir

(45, 46).
4.7. Voltametrik Yontemler

Voltametrik yontemler, direkt yontemler ve siyirma yontemleri olarak iki sinifta
toplanabilir. Direkt yontemlerde, elektroaktif tiir potansiyel taramasi sirasinda ¢alisma

elektrotu iizerinde dogrudan elektrolizlenir. Siyirma yontemleri ise ¢ok sayida
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elektrokimyasal islem igerir. Bu islemlerde analit, genellikle karistirilan bir ¢ozeltide
once bir elektrot iizerinde biriktirilir. Olgiilen bir siirenin sonunda, elektroliz ve
karistirma durdurulur ve birikmis analit tayin edilir. Analizin ikinci basamaginda analit
elektrot yiizeyinden ¢oziiliir veya siyrilir. Bu nedenle bu yontemlere syyirma yontemleri

ad1 verilir.

Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarma sinyali ve bu sinyallere bagli olarak
olusan voltametrik yontemler sunlardir: Dogrusal tarama-dogrusal taramali voltametri,
tiggen dalga-doniisimlii voltametri, diferansiyel puls-diferansiyel puls voltametri ve

kare dalga-kare dalga voltametri.
4.7.1. Polarografi

Polarografi, Cek bilim adamui Jaroslav Heyrovsky tarafindan gelistirilmis ilk
voltametrik yontemdir. Heyrovsky bu alandaki calismalariyla 1959 yilinda Nobel

Kimya Odiilii kazanmistir.

Polarografide ¢alisma elektrotu olarak en ¢ok damlayan civa elektrot kullanilir.
Damlayan civa elektrotun potansiyelinin referans elektrota karsi degistirilip hiicredeki
akimin Olglilmesi, polarografinin calisma prensibini olusturur. Akim, elektroaktif
maddenin damlayan civa elektrot iizerinde indirgenmesi ya da yiikseltgenmesi sonucu

meydana gelir. Olusan akima kars1 ¢izilen potansiyel grafigine polarogram denir.

Damlayan civa elektrot her damla ile yeni bir elektrot yiizeyi olusturdugundan
elektrotun davranisi daha onceki durumdan bagimsiz olur. Bu elektrotun aksine diger
kat1 metal elektrotlari, ylizeylerinde adsorplanmis veya birikmis safsizliklarin bulunmasi

durumunda oldukca diizensiz davranig gosterirler.

Bazi tayinler i¢in en iyi yontem olmasina ragmen polarografinin birkag
sinirlamast  bulunmaktadir. Bunlarin en Onemlisi, civanin +0.2 V’dan yiiksek
potansiyellerde oksidasyona ugramasi ve bu nedenle pozitif potansiyel bodlgesinde

caligmaya uygun olmamasidir (30, 47).
4.7.2. Dogrusal ve Dongiilii Voltametri

Dogrusal voltametri yonteminde elektrokimyasal hiicredeki ¢6zeltiye uygulanan
potansiyel, zaman ile dogrusal olarak artirilir, yani hiicreye dogrusal uyarma sinyali

(Sekil 5) gonderilir. Potansiyelin zamanla degisim hizi, tarama hizi olarak ifade edilir.
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Potansiyel, V
&

Zaman, s

Sekil 5. Dogrusal voltametri yontemindeki uyarma sinyalinin sekli

Dogrusal voltametrinin daha yaygin olarak kullanilan sekli dongiilii
voltametridir. Bu yontemde potansiyel belirlenen bir degere ¢ikarilir ve ardindan ilk
degere ya da belirlenen baska bir degere dondiiriiliir. Yani, ileri yonde yapilan tarama
sonlandi1g1 an potansiyelin yonii degistirilir ve geri yonde tarama yapilir. ileri taramada
indirgenme olmussa, ters taramada yiikseltgenme meydana gelir. Dogrusal voltametride
yalnizca ileri yonde tarama yapilirken dongiilii voltametride ileri ve geri yonde tarama
yapilir. Dongiilii  voltametri yonteminde kullanilan uyarma sinyali Sekil 6’da
gosterilmistir. Her iki yontemde de, uygulanan potansiyelin sonucu olarak akim
degerleri elde edilir ve voltamogram olarak adlandirilan potansiyel-akim grafikleri

cizilir (48).

Potansiyel, V

Zaman, s

Sekil 6. Dongiilii voltametri yontemindeki uyarma sinyalinin sekli
Dongiilii  voltamogramlarin  ayrintili  incelenmesiyle, bir sistemin hangi

potansiyellerde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigi, elektrokimyasal agidan

tersinir olup olmadigi, elektrot tepkimesini izleyen bir ¢ozelti tepkimesinin olup
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olmadigi, olusan iriinlerin kararliligi, elektrot tepkimesine giren maddelerin veya
rtinlerin elektrot ylizeyine tutunup tutunmadigi anlasilabilir (49). Pozitif bolgede
olusan pik anodik, negatif bolgede olusan pik ise katodiktir. Sadece anodik yonde ya da
sadece katodik yonde bir pik olugsmussa reaksiyon tersinmezdir. Hem anodik hem de
katodik yonde bir pik olusmussa reaksiyon tersinirdir. Sekil 7°de dongiilii voltametri

yontemi ile elde edilmis tersinir ve tersinmez pikler gosterilmistir.

(A) (B)

Akim
Akim

Potansiyel Potansiyel

Sekil 7. Dongiilii voltametri ile elde edilmis (A) tersinir ve (B) tersinmez
voltamogramlar

Elektroanalitik ¢aligmalarda genellikle ilk olarak dongiilii voltametri basamagi
uygulanir. Bu basamakta ozellikle, elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin yeri
hizli bir sekilde belirlenir ve ortamin redoks reaksiyonuna etkisi degerlendirilir.
Elektron aktarimimnin ¢ozelti-elektrot ara yiizeyinde gerceklestigi elektrokimyasal
dontistimler diflizyon kontrollii sistemler olarak adlandirilirken, bu aktarimin elektrot
yilizeyinde gergeklestigi doniisiimler adsorpsiyon kontrollii sistemler olarak adlandirilir.
Dongiilii voltametri, gerceklesen elektrokimyasal degisimin yukarida verilen iki temel
sistemden hangisine ait oldugunu belirlemede en sik kullanilan deneysel yontemdir.
Bunun belirlenmesi igin elektroaktif tiiriin derisimi sabit tutularak dongiilii voltametri
yontemi ile tarama hizi ¢alismasi yapilir. Bu ¢aligmalarda tarama hizi diizenli olarak

degistirilir ve pik akiminin tarama hiz1 ile degisimi incelenir.
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» Tersinir sistemler i¢in; Randles-Sevcik denklemine (Esitlik 1) gére akim

(Ip) ile konsantrasyon dogru orantilidir ve tarama hizinin karekokii (v/?) ile artar.

lp = 2.69x10° n®2 A C DY2 v1?2 (1)

Burada, n almip verilen elektron sayisi, A elektrotun yiizey alan1 (cm?), C analit

konsantrasyonu (mol L), D difiizyon katsayis1 (cm? s%) ve v tarama hiz1 (V s)’dir.

Yiikseltgenme/indirgenme  piklerinin =~ potansiyelleri ~ redoks  olusum
potansiyellerine baglidir. Tersinir sistemlerde, anodik ve katodik pik akim degerleri
birbirine esittir (Ipa/lpc = 1) ve olusum potansiyeli (E°) anodik pik potansiyeli (Epa) ile
katodik pik potansiyeli (Epc) arasindadir (Esitlik 2).

Epat+Epc
2

E® = (2)
Pik potansiyelleri arasindaki fark, redoks reaksiyonu sirasinda alinip verilen
elektron sayisini1 vermektedir (Esitlik 3). Ayrica, tersinir sistemlerde anodik ve katodik

pik potansiyelleri tarama hizindan bagimsizdir.

0.0592
AE, = Epq — Ep =

pc n

\4 ©)

» Tersinmez ve yart tersinir sistemlerde; dlisiik tarama hizlarinda tersinir olan
sistem tarama hizi arttiginda tersinmez hale gelir. Anodik ve katodik pik potansiyelleri
arasindaki fark tersinir sistemlere gore fazladir. Pik akimi ile tarama hizi arasindaki
iliski (4) esitligi ile verilir.

lp = 2.99x10° n (ans)*2 A C DY2 y12 (4)

Burada, o transfer katsayisi, n reaksiyonda alinip verilen elektron sayisi, na yiik

transfer basamagindaki elektron sayisi, A elektrotun yiizey alani (cm?),
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C analit konsantrasyonu (mol L?), D difiizyon katsayis1 (cm? s?) ve v tarama hiz1

172

(V sty dir. Ayrica, tersinmez sistemlerde ters pik yoktur ve Ip ile vt/? orantilidir.

Tarama hizinin karekokii (v?) ile pik akimu (Ip) arasindaki grafigin dogrusal
olmasi, incelenen elektron aktariminin elektrot—¢ozelti ara yiizeyinde gerceklestigini
(difiizyon kontrollii) gosterir. Tarama hizi (v) ile pik akimi (lp) grafiginin dogrusal
olmas1 ise, incelenen elektrot aktariminin elektrot yiizeyinde gergeklestigini
(adsorpsiyon kontrollii) belirtir. Ayrica, pik akiminin logaritmasi (log lp) ile tarama
hizinin logaritmasi (log v) arasindaki grafigin egiminin 0.5 olmas1 olaym difiizyon
kontrollii, 1.0 ¢ikmasi ise olayin adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir (26,

50-52).

Dogrusal ve dongiilii voltametri, elektrokimyasal siirecler hakkindaki bilgiyi
iceren verilerin kisa siirede, kolayca elde edilmesi ve yorumlanmasi bakimindan essiz

birer yontem olarak kabul edilmektedir (53).
4.7.3. Puls Voltametri

Puls voltametrik yontemler, analitik kimyada daha duyarli ¢alismalar yapmak
amaciyla gelistirilmistir. Ginimiizde puls yontemleri 6zellikle analitik kimyada genis
uygulama alan1 bulan yontemlerden biridir. Bu yontemler, elektroaktif tiirler i¢in arka
plan akimlarini diisiirerek daha diisiik saptama limitleri elde edebilmek ve polarografik

performansi iyilestirmek amaciyla Barker ve Gardner tarafindan 6nerilmistir (48, 54).

Puls voltametri tekniklerinde, voltametrik hiicreye potansiyel pulslar1 uygulanir
ve olusan akim bu pulslarin 6mrii siiresince zamanin fonksiyonu olarak 6lgiiliir. Normal
ve diferansiyel puls olmak {iizere iki tiir puls vardir. En sik kullanilan puls voltametri
yontemleri; normal puls voltametri, diferansiyel puls voltametri ve kare dalga

voltametridir.
4.7.3.1. Normal Puls Voltametri

Normal puls voltametri yonteminde hiicreye, baslangi¢ potansiyeli olarak se¢ilen
degerden itibaren belirli araliklarla basamak halinde artan genlikli pulslar uygulanir.
Her bir basamak arasindaki fark birbirine esittir. Uygulanan pulslar sonucu elde edilen
akim degerlerinden, analiz edilen madde hakkinda bilgiye ulasilir. Bu yontem 6zellikle

analiz edilen tiiriin veya reaksiyon sonucu olusan iirliniin adsorpsiyon 6zelligi hakkinda
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bilgi verir. Sekil 8’de normal puls voltametri yonteminde kullanilan uyarma sinyalinin

sekli ve bu uyarma sinyali ile elde edilen voltamogram gosterilmistir.

(A) _ (B)

Akim, A

Potansiyel, V

Zaman, s Potansiyel, V

Sekil 8. Normal puls voltametri yontemi i¢in (A) uyarma sinyalinin sekli ve
(B) tersinmez bir reaksiyon igin elde edilen voltamogram

4.7.3.2. Diferansiyel Puls VVoltametri

Diferansiyel puls voltametri yontemi, organik ve inorganik tiirlerin eser
miktarlarinin analizinde oldukca yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde
calisma elektrotuna, dogrusal bir potansiyel artisina gore ayarlanmis sabit biiyiikliikte
pulslar uygulanir. Akim, ilk olarak puls uygulanmadan yani tam pulsun bagladig1 anda
potansiyelde bir artis olmadan ol¢iiliir ve sonra pulsun bitmesine yakin bir bolgede
Olciiliir. Bu iki akim arasindaki fark almir. Uygulanan potansiyele karsi bu akim
farklarinin grafige gegirilmesiyle diferansiyel puls voltamogrami elde edilir (50).
Sekil 9’da diferansiyel puls voltametri yonteminin uyarma sinyali ve bu uyarma sinyali

ile elde edilen voltamogram gdsterilmistir.

> | (A) <| (B)
£ 2
g E;
<]
~
Zaman, s Potansiyel, V

Sekil 9. Diferansiyel puls voltametri yontemi i¢in (A) uyarma sinyalinin sekli ve
(B) tersinmez bir reaksiyon igin elde edilen voltamogram
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Diferansiyel puls voltametri, en ¢ok kullanilan elektroanalitik yontemlerden
biridir. Normal puls voltametriyle karsilastirildiginda iki tistiinliigii vardir: Birincisi, her
bir analitin analitik pikleri birbirinden kolayca ayrilabildigi i¢in tek bir voltamogramda
pek c¢ok analitin belirlenebilmesi miimkiin olabilmektedir. Ikinci iistiinliigii ise,

diferansiyel akimla ¢alisilmasi ve bdylece analitik duyarligin artirilmasidir (55).
4.7.3.3. Kare Dalga Voltametri

Diferansiyel puls voltametri yonteminde oldugu gibi kare dalga voltametri
yonteminde de her bir puls dongiisiinde iki defa akim 6lgiiliir. Bu yontemin diferansiyel
puls voltametri yonteminden temel farki ise geri yonde de puls uygulanmasidir. Akim,
ileri yonde uygulanan pulsun bitisi ile geri yonde uygulanan pulsun bitisinde olgiiliir ve
net akim olarak iki akim arasindaki fark almr. Ileri yonde uygulanan pulsun akimi
pozitif, geri yonlii pulsun akimi ise negatif oldugundan, hesaplanan net akim hem ileri
yonde uygulanan pulsun akimindan hem de geri yonde uygulanan pulsun akimindan
daha biiyiik olur (21, 50). Bu iki akim arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde Sekil 10°da gorildigi gibi bir kare dalga

voltamogrami elde edilir.

(A) (B)

1] WW

Potansiyel, V
Akim, A

Zaman, s Potansiyel, V

Sekil 10. Kare dalga voltametri yontemi icin (A) uyarma sinyalinin sekli ve
(B) tersinmez bir reaksiyon i¢in elde edilen voltamogram

Kare dalga voltametri, olduk¢a hizli bir teknik olmasi bakimindan dstin bir
yontemdir. Voltamogramlar birkag saniye icinde elde edilebilmektedir. Ortalama
2-3 dakikayr bulan diferansiyel puls voltamograminin tamamlanmas: ile
karsilastirildiginda, kare dalga voltametrisinin analiz siiresi oldukea kisadir (50, 55). Bu
yontemin bir diger tstiinligi ise, kare dalga voltametri ile elde edilen toplam akima,

artitk akimin Katkisinin minimuma indirilmis olmasidir. Ayrica, kare dalga voltametri
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yonteminde net akim hem ileri hem de geri puls akimlarindan daha biiyiik oldugundan,
voltametrik pik genellikle olduk¢a kolay okunmaktadir. Bu da, yontemin dogrulugunu
artirmakta ve diferansiyel puls voltametri yonteminden daha yiiksek duyarligin elde

edilmesini saglamaktadir (56).
4.7.4. Styirma Yontemleri

Siyirma teknikleri voltametrik analizlerde duyarligi artirmaya yonelik olarak
gelistirilen iki asamali tekniklerdir. Bu yontemde, analizi yapilacak madde seyreltik
¢ozeltiden indirgenme veya yiikseltgenme yoluyla elektrot yiizeyinde biriktirilir. Bu
basamakta yapilan islem bir elektrokimyasal 6n deristirme islemidir. Daha sonra
elektroda pozitif (anodik) veya negatif (katodik) yonde potansiyel taramasi uygulanir.
Bu tarama esnasinda elektrot yiizeyinde yogunlasmis madde indirgenme veya
yiikseltgenme ile elektrot yiizeyinden siyrilarak tekrar ¢ozeltiye geger. Bu esnada olusan
akim olgiilerek madde miktar: tayin edilir. Siyirma yéntemleri kullanilarak 107 ile

10° M arahginda ¢ozeltilerin analizi yapilabilmektedir (30).
4.7.4.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Anodik siyirma voltametrisinde, 6nce negatif yonde potansiyel uygulanir ve
analitin caligma elektrotu iizerinde birikmesi saglanir; sonra pozitif yonde potansiyel
uygulanir ve elektrot yiizeyinde birikmis olan analitin elektrot yiizeyinden ayrilarak

cozeltiye gegmesi saglanir.

Anodik siyirma yontemlerinde elektrot, biriktirme basamagi sirasinda bir katot
olarak, analiz edilecek maddenin ilk haline yiikseltgendigi siyirma basamaginda ise anot

olarak davranir (57).

Bu yontemde yiiksek derisimlerde ¢alisilir ve uzun siire biriktirme uygulanirsa,
elektrot yiizeyi doygunluga ulasir ve ¢ozelti ici derisim ile elde edilen sinyal arasindaki
baginti gecerliligini yitirebilir. Bu nedenle elde edilen pik akimlari ile derisim

arasindaki dogrusal iliski siklikla kontrol edilmelidir.
4.7.4.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

Bu yontemde ise, anodik siyirma voltametrisindeki islemlerin tersi yapilir.
Elektrota 6nderistirme basamaginda pozitif yonde potansiyel; siyirma basamaginda ise

negatif yonde potansiyel uygulanir. Onderistirme basamaginda elektrot yiizeyinde
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analitin ¢ozlniirligl az olan tuzu olusur ve bu tuz siyirma basamaginda indirgenerek
elektrot yiizeyinden ayrilir. Bu esnada Olglilen akim, potansiyelin fonksiyonu olarak

grafige gegirilir ve voltamogramlar elde edilir (58, 59).
4.7.4.3. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Adsorptif styirma yontemleri anodik ve katodik siyirma yontemlerine oldukca
benzemektedir. Bu yontemde, ¢alisma elektrotu siirekli karistirilan bir analit ¢6zeltisine
daldirilir. Bu sekilde elektrot yiizeyinde analitin birikmesi, anodik ve katodik siyirma
yontemlerindeki gibi elektrolitik olarak degil, fiziksel adsorpsiyonla meydana gelir.
Biriktirme basamagindan sonra karistirma durdurulur ve birikmis madde dogrusal

taramali1 ya da puls voltametri tekniklerinden biri ile tayin edilir (30).

Bu yontem ile biyolojik 6neme sahip ilaglar ve pestisitler gibi bircok bilesik
nanomolar diizeyde tayin edilebilmektedir. Bazi ilaglarin adsorptif siyirma voltametri
yontemi ile 102 M gibi diisiik konsantrasyonlarda tayininin yapilabildigine dair bilgiler

literatiirde mevcuttur (60-62).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Kullanilan Maddeler
5.1.1. Sefepim Stok Cozeltileri

Sefepim saf ilag etkin maddesi Sigma-Aldrich’ten ve sefepimin farmasotik dozaj
sekli olan Unisef® (1.0 g/1 flakon) Mustafa Nevzat ila¢ Sanayi A.S.’den tedarik edildi

ve saflagtirilmadan aynen kullanildi.

Saf sefepimin 1.0x10% M’lik stok ¢ozeltisi ultra saf su igerisinde ¢dziilerek
hazirlandi. Bunun i¢in 28.6 mg sefepim tartilip 50 mL’lik bir balon jojeye alind1 ve ultra
saf su ile hacme tamamlandi. Tamamen ¢oziinebilmesi igin 15 dakika ultrasonik
banyoda bekletildi. Sefepim ¢alisma ¢ozeltileri, bu stoktan belirlenen hacimde alinip
uygun tampon ¢ozelti ile istenen hacme tamamlanarak hazirlandi. Sefepim ¢ozeltileri

giinliik olarak taze hazirlandi.
5.1.2. Serum Stok Cozeltileri

Serum ¢alismasinin yapilabilmesi i¢in gerekli izni almak tizere Etik Kurul
Raporu hazirlandi ve KTU Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na sunuldu.
Rapor, kurul tarafindan onaylandiktan sonra saglikli ve herhangi bir ila¢ kullanmayan
bir bireyden 60 mL kan 6rnegi alindi. Serum kismini ayirmak amaciyla, kan 6rnegi
santrifiij edildi. Ayrilan serum eppendorf tiiplerine aktarildi ve buzdolabinin dondurucu

kisminda -22°C’nin altinda saklanda.

Serum ¢alismasi icin, saf sefepimin 1.0x102 M’lik stok ¢ozeltisi ultra saf su
igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Bunun i¢in 57.2 mg sefepim tartilip 10 mL’ye ultra saf

su ile tamamlanda.

Sefepim etkin maddeli serum ana stok ¢ozeltisi 1.0x10° M olacak sekilde
hazirlandi. Bunun igin, saf serum ¢ozeltisinden 3.6 mL, asetonitril ¢ozeltisinden 5.4 mL
ve 1.0x102 M’lik sefepim stok ¢ozeltisinden 1.0 mL almarak bu ii¢ ¢ozelti 10 mL’lik
deney tiipiine aktarildi ve 1.0x10° M’lik etkin maddeli serum ana stok ¢ozeltisi elde

edilmis oldu.

Destek (bos) serum ana stok ¢ozeltisi igin ise; 0.9 mL saf serum ¢ozeltisi,
1.35 mL asetonitril ¢ozeltisi ve 0.25 mL ultra saf su karistirilarak 1.0x103 M derisimde

2.5 mL ¢ozelti elde edildi.

26



5.1.3. Sodyum Hidroksit Cozeltisi

Tampon ¢ozeltilerin pH degerlerinin ayarlanmasinda kullanilan sodyum
hidroksit (NaOH) >%98 saflikta, Aldrich (Cek Cumhuriyeti) marka iriin idi.
Saflastirilmadan aynen kullanildi. 5.0 M’lik NaOH ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 20.0 g

NaOH tartild1 ve balon joje igerisinde ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
5.1.4. Britton-Robinson Tampon Cozeltisi (BRT)

Britton-Robinson tampon c¢ozeltisi i¢in 0.04 M fosforik asit (H3PO4, %85,
yogunlugu 1.685 g mL?, Merck, Almanya), 0.04 M glasiyal asetik asit (CH3COOH,
%100, yogunlugu 1.049 ¢ mL*, Merck, Almanya) ve 0.04 M borik asit (HzBO3, %99.5,
Aldrich, ABD) karisimi ultra saf su ile toplam hacim 1.0 L olacak sekilde hazirlandi.
Stok olarak hazirlanmis bu ¢ozelti 50 veya 100 mL’lik balon jojelere aktarilarak, 5.0 M
NaOH ¢ozeltisi ile istenen pH’lara (2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0)

ayarlandi. Tampon ¢ozeltiler oda sicakliginda hazirlandi ve buzdolabinda saklandi.
5.1.5. Fosfat Tampon Cozeltisi (FT)

Fosfat tampon ¢ozeltisi, HsPOs (%85, yogunlugu 1.685 g mL?, Merck,
Almanya) ile hazirlandi. Bunun i¢in, 6.84 mL H3sPOa ultra saf su ile 500 mL’ye
tamamlanarak 0.2 M’lik stok ¢6zelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 100’er mL alinarak balon
jojelere aktarildi ve bu ¢ozeltiler 5.0 M NaOH ile istenilen pH’lara (2.0, 3.0, 4.0, 5.0)
ayarlandi. pH degerleri 6.0, 7.0 ve 8.0 olan 0.1 M fosfat tampon c¢dzeltileri ise,
NaH2P04.2H20 (>%99, Merck, Almanya) ve Na2HPOs (>%99, Aldrich, Almanya)
tuzlarindan hazirlandi. pH 6.0 i¢in 1.47 g NaH2PO4.2H20 ve 82 mg Na2zHPOa4; pH 7.0
icin 0.97 g NaH2P04.2H20 ve 0.54 g Na2HPOs; pH 8.0 i¢in 0.22 g NaH2P04.2H20 ve
1.22 g Naz2HPOa tartilarak 100’er mL’lik balon jojelere alind1 ve hacim ultra saf su ile
100 mL’ye tamamlandi. Cozeltiler, 5.0 M NaOH c¢ozeltisi ile s6z konusu pH’lara

ayarlandi. Tampon ¢6zeltiler oda sicakliginda hazirlandi ve buzdolabinda saklandi.
5.1.6. Asetat Tampon Cozeltisi (AT)

Asetat tampon ¢dzeltisi, CHsCOOH (%100, yogunlugu 1.049 g mL™, Aldrich,
Almanya) ile derisimi 1.0 M olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in, 28.6 mL CH3COOH

bir balon jojeye alind1 ve hacmi ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltinden
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100’er mL alinarak balon jojelere aktarildi ve 5.0 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak
istenilen pH’lara (3.5, 4.5 ve 5.5) ayarlanda.

5.1.7. Aliiminyum Hidroksit

Bor-katkili elmas elektrot yilizeyinin cilalanmasi islemi i¢in kullanilan pudra

formundaki aliiminyum hidroksit (AI(OH)s, %100, Merck, Almanya) {irtini idi.
5.1.8. Karbon Pasta Elektrot Bilesimi

Bilesim igin, grafit tozu (yogunlugu 2.2 g mL?, Merck, Almanya) ve mineral
yag (yogunlugu 0.84 g mL?, Aldrich, ABD) kullanildi. Bilesim, porselen bir havan
icerisinde belirlenen oranlarda grafit tozu ve mineral yagin karistirilmasi ile hazirlandi.
Oncelikle %15 mineral yag ve %85 grafit tozunu igeren bilesim i¢in, 0.3 g grafit tozu ve
63 pL mineral yag homojenlik saglanincaya kadar iyice karistirildi. Daha sonra,
sirastyla, %20 mineral yag-%80 grafit tozu igin 0.3 g grafit tozu ve 89 uL mineral yag;
%25 mineral yag-%75 grafit tozu i¢in 0.3 g grafit tozu ve 120 uL mineral yag; %30
mineral yag-%70 grafit tozu i¢in 0.3 g grafit tozu ve 153 pL mineral yag; %35 mineral
yag-%65 grafit tozu icin 0.3 g grafit tozu ve 192 uL mineral yag; %40 mineral yag-%60
grafit tozu i¢in 0.3 g grafit tozu ve 238 puL mineral yag karigtirilarak alt1 farkli oranda
pasta bilesimi hazirlandi. Hazirlanan bilesimler eppendorf tiiplerine alinarak, oda

sicakliginda ve karanlikta muhafaza edildi.
5.2. Kullanilan Cihazlar
5.2.1. Voltametri Cihaz

Autolab marka PGSTAT 128N model potansiyostat/galvanostat cihazi ( Resim 1)
kullanildi (Metrohm-Autolab, Hollanda). Analiz sonuclari, Nova 1.10 programi ile
degerlendirildi.

Resim 1. Potansiyostat/galvanostat cihazi
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5.2.2. Elektrot Sistemi

Deneyler, calisma elektrotu, referans elektrot ve karsit elektrottan olusan {i¢
elektrotlu elektrokimyasal hiicre ile gergeklestirildi. Calisma elektrotu olarak
Windorscientific marka bor-katkili elmas (BKE) elektrot ya da BASI marka karbon
pasta (KP) elektrot; referans elektrot olarak BASI marka Ag/AgCl elektrot ve karsit
elektrot olarak BASI marka platin tel kullanildi (Resim 2).

A B  © O

,a/by
,,l‘
|
e |

Resim 2. (A) Ag/AgCl referans elektrot, (B) platin tel karsit elektrot, (C) karbon pasta
calisma elektrotu, (D) bor-katkili elmas ¢alisma elektrotu ve (E) ii¢ elektrotlu
hiicre

5.2.3. pH Metre

Hanna HI2211 model (Romanya) pH metre, tampon ¢dzeltilerin pH degerlerinin
ayarlanmasinda kullanildi. Giinlik pH o6lgiimleri dncesinde, pH metreyi kalibre etmek
icin pH degerleri 4.0 ve 7.0 olan standart tampon c¢ozeltiler (Merck, Almanya)
kullanildi. Tiim 6l¢timler oda sicakliginda yapildi.

5.2.4. Saf Su/Ultra Saf Su Cihazi

Santorius marka Arium proUV model ultra saf su cihazi ve Arium 61316 model
saf su cithaz1 (Almanya) idi. Cozeltilerin hazirlanmasinda direnci >18 M olan ultra saf

su; yikama ve temizlik islerinde ise saf su kullanildi.
5.2.5. Ultrasonik Banyo

Sonica 3300MH model (italya) idi. Cozeltilerin karistirilmasinda ve cam

malzemelerin temizliginde kullanildi.

29



5.2.6. Terazi

Ohaus PA214C model (ABD) idi. Cozeltilerde kullanilan kati kimyasallarin

analitik hassasiyette tartilmasinda kullanildi.
5.2.7. Manyetik Karistirici

Heidolph MR Hei Standart model (Almanya) idi. Siyirma voltametrisi

deneylerinde, hiicredeki ¢ozeltiyi karistirmak amaciyla kullanildi.
5.2.8. Vortex

Heidolph Reax Top model (Almanya) idi. Homojen karigimli ¢alisma ¢ozeltileri

elde etmek amaciyla kullanildi.
5.2.9. Buzdolabi

Profilo BD2046W2NN model (Tiirkiye) idi. Tampon ve etkin madde stok
¢ozeltilerinin muhafazasinda kullanildi. Serum stok ¢ozeltileri buzdolabinin dondurucu

kisminda -22°C’nin altinda saklandi.
5.2.10. Mikropipet

Isolab (Almanya) ve Socorex (Isvicre) marka idi. Cozeltilerin hassas bir sekilde
hazirlanmas1 amaciyla, hacim araliklart 0.5-10, 10-100 ve 100-1000 pL olan
mikropipetler kullanildi.

5.3. Calisma Elektrotlarinin Hazirlanmasi ve Temizlenmesi

Bor-katkil1 elmas elektrot yiizeyi Olglimler Oncesinde cilalanarak temizlendi.
Cilalama islemi i¢in, 6zel olarak hazirlanmis cilalama pedi saf su ile 1slatilarak {izerine
az miktarda AI(OH)s tozu konuldu ve dairesel hareketlerle otuz kere sekiz ¢izildi. Daha
sonra elektrotun yiizeyinde kalan AI(OH)s artiklarin1 uzaklastirmak igin saf su ile

yikandi.

Karbon pasta elektrot govdesinin i¢ine doldurulmak iizere, Bolim 5.1.8’de
aciklandig1 sekilde, farkli oranlarda grafit tozu-mineral yag bilesimi hazirlandi.
Sefepimin analizi i¢in en uygun bilesimi belirlemek amaciyla gerekli 6l¢iimler yapildi
ve sonraki deneylerin tiimii en uygun oldugu belirlenen pasta bilesimiyle
gergeklestirildi. Karbon pasta elektrot ile alinan her 6l¢iim sonrasinda, elektrotun pasta

bilesiminin hiicredeki ¢ozelti ile temas eden ylizey kismi ince ucglu bir spatiil ile
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styrilarak ¢ikarildi ve yeniden pasta ile dolduruldu. Daha sonra pastanin elektrota iyice
yerlesmesi ve elektrot yiizeyinin piiriizsiizlesmesi amaciyla, kagit tizerinde piiriizsiiz bir
yilizey elde edilinceye kadar sekiz ¢izildi. Son olarak, elektrotun govdesi saf su ile

yikanarak hazir hale getirildi.

Sefepimin voltametrik analizi i¢in en uygun karbon pasta bilesimini belirlemek
amaciyla, pH degeri 3.0 olan BRT, pH degeri 4.5 olan AT ve pH degeri 3.0 olan FT
igerisinde 6.0x10° M’lik sefepim c¢ozeltileri hazirlandi ve ddngiilii voltametri,
diferansiyel puls voltametri ve kare dalga voltametri yontemleri ile voltamogramlar

aliarak elde edilen pik akim degerleri karsilagtirildi.
5.4. Voltametrik Calismalar
5.4.1. pH Taramasi

Sefepimin, BKE ve KP elektrotlar ile elektrokimyasal analiz ¢alismasi igin
oncelikle en uygun tampon ortami ve pH belirlendi. Bu amacla, pH’lar1 2.0, 3.0, 4.0,
5.0, 6.0, 7.0, 8.0 olarak hazirlanan FT ¢d6zeltileri, pH’lar1 3.5, 4.5, 5.5 olarak hazirlanan
AT cozeltileri ve pH’lar1 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 olarak hazirlanan
BR tampon ¢ozeltileri kullamldi. Konsantrasyonu 6.0x10° M olan sefepim ¢ozeltileri
i¢in 1.0x10° M’lik sefepim stok ¢dzeltisinden 0.3 mL alinip hacmi tampon ¢ozelti ile

5 mL’ye tamamlandi ve bu ¢ozeltiler pH taramasinda kullanildi.

BKE elektrot kullanilarak yapilan pH taramas: c¢alismalarinda, dongiili
voltametri (DV), diferansiyel puls voltametri (DPV) ve kare dalga voltametri (KDV)
yontemleri i¢in potansiyel tarama araligi 0.0 ile +1.4 V olarak belirlendi. Her 6l¢tim
oncesinde elektrot yiizeyi parlatilarak temizlendi. Daha sonra, sefepim icermeyen
tampon ¢ozeltinin bulundugu hiicrede DV yontemi kullanilarak -0.4 ile +1.4 V arasinda

100 mV st tarama hizinda dort dongiilii tarama yapilarak yiizey aktif hale getirildi.

En iyi iki karbon pasta, %25 mineral yag - %75 grafit tozu ve %30 mineral yag -
%70 grafit tozu iceren bilesimler olarak belirlendi ve bu iki bilesimle hazirlanan KP
elektrotlar kullanilarak pH taramasi yapildi. DV, DPV ve KDV yontemleri ile
gergeklestirilen pH taramasinda, potansiyel tarama araligi +0.1 ile +1.2 V olarak
belirlendi. Her ol¢iim Oncesinde elektrot yiizeyi, DV yontemi ile -0.4 ile +1.2 V

arasinda 100 mV s tarama hizinda dort dongiilii tarama yapilarak aktiflestirildi.
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DV, DPV ve KDV yo6ntemleri ile elde edilen pH taramasi sonuglari incelendi ve
her iki elektrot i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere, sefepimin en simetrik ve en yiiksek pik akim
degerleri belirlendi. Bu iki pik akim degerinin elde edildigi tampon ortamlar1 ¢alisma
tamponu olarak secildi ve devamindaki ¢aligmalar secilen tampon ortamlarinda

gerceklestirildi.
5.4.2. Hiz Taramasi

Sefepimin elektrokimyasal yiikseltgenme siirecinin difiizyon kontrollii ya da
adsorpsiyon kontrollii oldugu bilgisi, hiz taramasi ¢alismalar ile elde edildi. Her iki
elektrot icin dlglimler oncesindeki elektrotlarin temizlik ve yiizey aktivasyon islemleri

Boliim 5.4.1°de agiklandigi sekilde secilen tamponlar icerisinde DV yontemi ile yapildi.

BKE elektrot ile yapilacak hiz taramasi ¢aligmalar1 icin, pH’s1 2.0 ve 7.0 olan
BRT igindeki 6.0x10° M’lik sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiler,
DV yontemi kullanilarak +0.6 ile +1.4 V potansiyel tarama araliginda sirasiyla 150,
100, 75, 50, 25, 10 ve 5 mV s tarama hizlarinda tek dongii ile tarandi.

KP elektrot ile yapilan hiz taramasi ¢aligmast i¢in, pH’st 5.0 olan FT ve pH’s1
10.0 olan BRT iginde 6.0x10® M lik sefepim ¢dzeltileri hazirlandi. Bu iki farkli tampon
ortaml1 sefepim c¢ozeltileri, +0.3 ile +1.0 V potansiyel tarama araliginda DV yontemi
kullanilarak sirastyla 150, 100, 75, 50, 25, 10 ve 5 mV s! tarama hizlarinda tek dongi

ile tarandi.

Uygulanan tarama hizlarina karsilik gelen sefepimin pik akim degerleri
okunarak, her iki elektrot i¢in hem tarama hizina karsi hem de tarama hizinin

karekokiine karsi pik akim grafikleri ¢izildi.
5.4.3. Siyirma Voltametrisi Parametreleri

Sefepimin BKE elektrot ile diferansiyel puls siyirma voltametrisi (DPSV) ve
kare dalga siyirma voltametrisi (KDSV) yontemleri kullanilarak yapilan kantitatif analiz
caligmalar1 i¢in siyirma parametreleri optimize edildi. Bunun i¢in pH 2.0 BRT
igerisinde 1.0x107° M sefepim ¢ozeltisi hazirland1 ve biriktirme potansiyeli ve biriktirme

stiresi optimize edilmeye ¢alisildi.

Sefepimin, KP elektrot kullanilarak yapilan kantitatif analiz ¢alismalarinda,
DPSV ve KDSV yontemleri igin farkli tamponlar kullanildi: DPSV i¢in pH 5.0 FT ve
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KDSV i¢in pH 10.0 BRT. Her iki elektrot i¢in olgtimler 6ncesindeki elektrotlarin
temizlik ve ylizey aktivasyon islemleri Boliim 5.4.1°de agiklandigi sekilde segilen

tamponlar igerisinde DV yontemi ile yapildi.

KP elektrot icin hem DPSV hem de KDSV i¢in sirastyla biriktirme potansiyeli
ve biriktirme zamani optimize edildi. Bunun igin &ncelikle 1.0x103 M sefepim stok
coOzeltisi kullanilarak, DPSV c¢alismalar1 i¢in pH 5.0 FT igerisinde, KDSV calismalari
i¢in ise pH 10.0 BRT igerisinde 6.0x10° M’Iik sefepim calisma ¢ozeltileri hazirlandi.
Daha sonra her iki yontem igin biriktirme siiresi 60 s’de sabit tutularak biriktirme
potansiyeli sirasiyla 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 V olarak degistirildi
ve her iki yontem i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere, pik akim degeri en yiiksek olan en simetrik
sefepim pikinin gozlendigi biriktirme potansiyeli se¢ildi. Son olarak, her iki yontem i¢in
biriktirme siiresinin optimizasyonu yapildi. Bunun i¢in, secilen biriktirme potansiyelleri
sabit tutuldu ve biriktirme stiresi; DPSV i¢in sirasiyla 15, 20, 30, 35, 40, 55, 75, 85, 90,
120 s olarak, KDSV ig¢in ise sirasiyla 15, 30, 45, 60, 75, 120, 180 s olarak arttirildi. Elde
edilen voltamogramlar incelenerek, her iki yontem icin ayr1 ayr1 olmak iizere, pik akim

degeri en yiiksek olan en simetrik sefepim pikinin gozlendigi biriktirme stiresi secildi.
5.4.4. Kalibrasyon Calismasi

Sefepimin, BKE elektrot ile yapilan kantitatif analiz ¢alismalar1 i¢gin DPV ve
KDV yontemleri; KP elektrot ile yapilan kantitatif analiz ¢aligmalari igin ise DPSV ve
KDSV yontemleri kullanildi. Potansiyel tarama araligi, DPV ve KDV ig¢in +0.6 ile
+1.4 V, DPSV i¢in +0.4 ile +1.0 V ve KDSV i¢in +0.2 ile +0.85 V olarak belirlendi ve
bu dogrultuda yapilan taramalar sonucu elde edilen sefepim piklerinin akim degerleri
okunarak kalibrasyon caligmasi yapildi. Her iki elektrot i¢in Ol¢limler dncesindeki
elektrotlarin temizlik ve ylizey aktivasyon iglemleri Bolim 5.4.1°de agiklandig: sekilde

secilen tamponlar igerisinde DV yontemi ile yapildi.

BKE elektrot ile yapilan kalibrasyon caligmasi icin, sefepimin pH 2.0 BRT
igerisinde 2.0x10® ile 1.0x10* M konsantrasyon araliginda yirmi farkli ¢ozeltisi
hazirlandi. Calismanim yiiksek hassasiyette gergeklestirilmesi amaciyla 1.0x10° M
sefepim ana stok ¢ozeltisi ve konsantrasyonlar1 1.0x10%, 1.0x10° ve 1.0x10°® M olan
sefepim ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. Oncelikle, 1.0x10° M ana stok ¢dzeltiden

1.0 mL alind: ve hacmi ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak 1.0x10™* M’lik ara stok
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¢ozeltisi hazirland1. Daha sonra, 1.0x10™ M’lik ara stoktan 1.0 mL alinip ultra saf su ile
10 mL’ye tamamlanarak 1.0x10° M’lik ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Son olarak,
1.0x10° M’lik ara stoktan 1.0 mL alinip ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak
1.0x10° M’lik ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ana ve ara stok cozeltiler kullanilarak
pH 2.0 BRT igerisinde sefepim c¢alisma c¢ozeltileri hazirlandi. Bunun igin,
konsantrasyonu 1.0x10® M olan ara stok ¢ozelti ile 2.0x10% 4.0x10% 6.0x10%8,
8.0x1078, 1.0x107 M sefepim ¢aligma cdzeltileri; konsantrasyonu 1.0x10° M olan ara
stok ¢ozelti ile 2.0x107, 4.0x107, 6.0x107, 8.0x107, 1.0x10° M sefepim calisma
¢ozeltileri; konsantrasyonu 1.0x10% M olan ara stok ¢ozelti ile 2.0x10°, 4.0x107,
6.0x10°, 8.0x10°, 1.0x10° M sefepim ¢alisma ¢ozeltileri; konsantrasyonu 1.0x103 M
olan sefepim ana stok ¢ozelti ile de 2.0x10°, 4.0x10°, 6.0x10°, 8.0x10°, 1.0x10™* M
sefepim calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Kalibrasyon c¢alismasi igin, konsantrasyonu en
diisiik sefepim ¢alisma ¢ozeltisinden (2.0x10® M) baslanarak konsantrasyonu en yiiksek
sefepim calisma ¢ozeltisine (1.0x10# M) dogru her bir konsantrasyon i¢in yapilan DPV
ve KDV taramalar1 sonucu elde edilen pik akim degerleri sefepim konsantrasyonuna

kars1 grafige gecirildi.

KP elektrot ile yapilan kalibrasyon caligmalarinda, DPSV ve KDSV yontemleri
icin secilen tampon c¢ozeltilerle hazirlanan sefepim calisma c¢ozeltileri kullanildi.
Sefepimin 2.0x1078 ile 1.0x10™* M konsantrasyon araliginda yirmi farkli ¢ozeltisi DPSV
taramalari i¢in pH 5.0 FT igerisinde; KDSV taramalar1 i¢in ise pH 10.0 BRT igerisinde
hazirlandi. Ana stok ¢ozelti, ara stok ¢ozeltiler ve bu stoklar ile hazirlanan c¢alisma
cozeltileri, BKE elektrot ile yapilan kalibrasyon calismasinda oldugu gibi hazirlandi.
Konsantrasyonu en diisiik sefepim c¢alisma ¢ozeltisinden baslanarak konsantrasyonu en
yiiksek sefepim c¢aligma ¢ozeltisine dogru her bir konsantrasyon i¢in yapilan DPSV ve
KDSV tarama sonuclari incelenerek pik akim degerleri okundu ve sefepim

konsantrasyonuna kars1 grafige gegirildi.

Sefepimin teshis smir1 (TS) ve tayin alt sinir1 (TAS) degerleri DPV, KDV,
DPSV ve KDSV yontemleri igin, sefepim c¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon
grafikleri yardimiyla Esitlik 5 ve 6 kullanilarak hesaplandi.
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TS =3 (5/m) ()

TAS = 10 (5/;) (6)

Esitliklerde, s ii¢ deger iizerinden elde edilen sefepimin pik akim degerlerinin

standart sapmas1 ve m ilgili yontemin kalibrasyon denkleminin egimidir (63).
5.4.5. Tekrar Edilebilirlik Calismasi

Sefepim analizi i¢in Onerilen metodun kesinliginin tespiti amaciyla tekrar
edilebilirlik calismalar1 yapildi. BKE elektrot ile gerceklestirilen tekrar edilebilirlik
calismalarinda DPV ve KDV; KP elektrot ile gergeklestirilen tekrar edilebilirlik
calismalarinda ise DPSV ve KDSV yontemleri kullanildi. Hem sefepim pik akim
degerleri hem de sefepim pik potansiyelleri i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrar
edilebilirlik deneyleri yapildi. Tekrar edilebilirlik deneyleri icin Oncelikle, her iki
elektrot i¢in Ol¢limler Oncesindeki elektrotlarin temizlik ve yiizey aktivasyon iglemleri

Boliim 5.4.1°de agiklandig sekilde secilen tamponlar igerisinde DV yontemi ile yapildi.

BKE elektrot kullanilarak elde edilen giin ici ve giinler arasi tekrar edilebilirlik
verileri i¢cin pH 2.0 BRT igerisinde farkli konsantrasyonlarda sefepim ¢alisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Calisma ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar;, DPV yontemi igin 8.0x10° ve

1.0x10° M; KDV yéntemi igin 8.0x10° ve 4.0x10° M olarak segildi.

KP elektrot ile yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde DPSV ve KDSV i¢in ayr1
tampon ortamlar1 kullanildi. DPSV igin pH 5.0 FT igerisinde 4.0x10® ve 6.0x10° M
sefepim calisma ¢ozeltileri, KDSV i¢in pH 10.0 BRT igerisinde 6.0x10° ve 8.0x10° M

sefepim calisma ¢ozeltileri hazirlandi.

Belirlenen konsantrasyonlardaki sefepim c¢alisma ¢ozeltilerinden, her yontem
icin kendi i¢inde degerlendirilmek iizere, ayni giin icerisinde elde edilen pik akimi ve
pik potansiyeli verilerinden secilen bes degerin ortalamasi alinarak standart sapmalari
ve yiizde bagil standart sapmalar1 (Esitlik 7) hesapland1 ve bdylece giin i¢i tekrar
edilebilirlik calismasi tamamlandi. Giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismasi, bir hafta
igerisinde farkli giinlerde elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli verilerinden segilen

bes deger lizerinden yapildi.
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Esitlikte, %BSS ylizde bagil standart sapma, S standart sapma, x; i’nci dlglimiin

sayisal degeri, X ise n sayidaki 6l¢iimiin aritmetik ortalamasidir (30).
5.4.6. Sefepimin Farmasotiklerden Tayini

Sefepimin farmasdtiklerden analizi BKE elektrot ile DPV ve KDV; KP elektrot
ile DPSV ve KDSV yontemleri kullanilarak gerceklestirildi. Her iki elektrot igin
sefepim c¢alisma ¢ozeltilerinden alinan her bir 6l¢iim Oncesinde elektrotlarin yiizeyi
Boliim 5.4.1°de anlatildigi sekilde temizlenerek her bir yontem igin segilen tamponlar

icerisinde DV yoOntemi ile aktive edildi.

Farmasotiklerden tayin deneylerinde, bir flakonunda 1.0 g sefepime esdeger
sefepim hidrokloriir bulunan Unisef® isimli ila¢ kullamildi. Calisma i¢in 6nce temiz ve
kuru bir beherin agirligi 6l¢iildii. Daha sonra flakonun toz haldeki igerigi, flakonun
icerisinde madde kalmamasina 6zen gosterilerek, bu behere aktarildi. Dolu ve bos
beherin agirliklarinin farki alinarak bir flakonun igerigi 1.488 g olarak hesaplandi.
Sefepimin 1.0x10° M’lik farmasétik ana stok ¢dzeltisini hazirlamak icin gerekli olan
flakon igeriginin miktar1 41.07 mg olarak hesaplandi. Bu miktar tartilarak 50 mL’lik bir
balon jojeye aktarildi ve ultra saf su ile hacme tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi. Calisma ¢ozeltilerinin yiiksek hassasiyette
hazirlanabilmesi amaciyla, 1.0x10° M’lik farmasétik ana stok ¢dzeltisinden 1.0 mL
almip hacmi ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak konsantrasyonu 1.0x10* M olan
farmasotik ara stok ¢oOzeltisi hazirlandi. Farmasotik ¢alisma  ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlari, BKE elektrot kullanilarak yapilan ¢alismalarda DPV yontemi igin
8.0x10° M; KDV yontemi icin 4.0x10° M ve KP elektrot kullamlarak yapilan
calismalarda ise DPSV yéntemi igin 4.0x10° M; KDSV yontemi i¢in ise 8.0x10° M

olarak secildi.

DPV yontemi ile yapilan farmasoétiklerden sefepim tayini ¢aligmasi igin, ii¢ adet
8.0x10° M’lik farmasétik calisma ¢dzeltisi hazirlandi. Bunun igin, konsantrasyonu
1.0x10* M olan farmasétik ara stok ¢ozeltisinden 0.4 mL alindi ve pH 2.0 BRT ile
5 mL’ye tamamlandi. KDV calismalarinda kullanilan 4.0x10° M farmasotik calisma
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¢ozeltisi igin, 1.0x10° M farmasotik ana stok ¢ozeltisinden 0.2 mL alinip pH 2.0 BRT
ile 5 mL’ye tamamlandi. DPSV icin segilen 4.0x10° M farmasétik ¢alisma ¢ozeltisi,
1.0x10* M farmasotik ara stok ¢ozeltisinden 0.2 mL alinip pH 5.0 FT ile 5 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. Konsantrasyonu 8.0x10° M olarak KDSV metodu i¢in segilen
farmasotik calisma ¢ozeltisi igin ise, 1.0x10* M farmasétik ara stok ¢ozeltisinden
0.4 mL alind1 ve pH 10.0 BRT ile 5 mL’ye tamamlandi. Secilen bu dort farkli ¢alisma

¢Ozeltisinin her birinden liger adet hazirland.

Farmasotik ¢alisma cozeltilerinden elde edilen voltamogramlardan okunan pik
akim degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve yiizde bagil standart sapmalari

(Esitlik 7) bes deger iizerinden hesaplandi.
5.4.7. Geri Kazamim Calismasi

Sefepim i¢in gelistirilen elektrokimyasal analiz yonteminin dogrulugunu test
etmek amaciyla, geri kazanim caligsmas: yapildi. Calisma i¢in, DPV, KDV, DPSV ve
KDSV vyontemleri kullanildi. Farmasotik formdaki sefepimin flakon igeriginden
hazirlanan ilag ¢ozeltisine, saf sefepim etkin maddesinden hazirlanan stok ¢ozeltiden
bilinen miktarda ilave edildi. Her iki elektrot i¢in ¢alisma ¢dzeltilerinden alinan her bir
Olctim oOncesinde elektrotlarin yiizeyi Boliim 5.4.1°de anlatildig1 sekilde temizlenerek

her bir yontem icin segilen destek tamponlar igerisinde DV yontemi ile aktive edildi.

Geri kazanim c¢alismasi i¢in Oncelikle Bolim 5.4.6’da acgiklandigi sekilde
sefepimin 1.0x10° M’lik farmasétik ana stok ve 1.0x10* M’Iik farmasétik ara stok
¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra Boliim 5.4.4’te aciklandig sekilde 1.0x1073 M’lik saf

sefepim ana stok ve 1.0x10 M’lik saf sefepim ara stok ¢ozeltileri hazirland.

BKE elektrot ile yapilan geri kazanim ¢aligmalarinda DPV ve KDV; KP elektrot
ile yapilan calismalarda ise DPSV ve KDSV yontemleri kullanildi. Calisma ¢ozeltisi
konsantrasyonu DPV igin 1.0x10° M; KDV igin 6.0x10° M; DPSV i¢in 6.0x10% M ve
KDSV igin 1.0x10° M olarak secildi. DPV icin 1.0x10° M’lik calisma ¢ozeltisi su
sekilde hazirlandi: 1.0x10* M’lik farmasétik ara stok ¢dzeltisinden 0.8 mL alinip bir
deney tiipiine konulduktan sonra iizerine 1.0x10* M saf sefepim ara stok ¢ozeltisinden
0.2 mL eklendi ve hacmi pH 2.0 BRT ile 10 mL’ye tamamlandi. KDV yo6ntemi ig¢in
secilen 6.0x107° M’lik calisma ¢ozeltisi, 1.0x10° M farmasétik ana stok cozeltisinden

0.4 mL alinip bir deney tiipiine konularak iizerine 1.0x103 M saf sefepim ana stok
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¢Ozeltisinden 0.2 mL eklenmesi ve hacmin pH 2.0 BRT ile 10 mL’ye tamamlanmasiyla
hazirlandi. DPSV’nin calisma c¢ozeltisi icin ise, 1.0x10* M farmasétik ara stok
¢ozeltisinden 0.4 mL alind1 ve bir deney tiipiine konuldu, daha sonra iizerine 1.0x10* M
saf sefepim ara stok ¢ozeltisinden 0.2 mL eklendi ve hacmi pH 5.0 FT ile 10 mL’ye
tamamlandi. Son olarak, 1.0x10° M’k KDSV c¢alisma ¢ozeltisi igin, 1.0x10% M
farmasotik ara stok ¢ozeltisinden 0.8 mL alinip bir deney tiipline konulduktan sonra
lizerine 1.0x10* M saf sefepim ara stok ¢dzeltisinden 0.2 mL eklendi ve hacmi pH 10.0
BRT ile 10 mL’ye tamamlandi. Her bir yontem icin {iger adet ¢alisma c¢ozeltisi
hazirlandi ve belirtilen yontemler ile yapilan taramalar sonucunda elde edilen
voltamogramlarin sefepim pik akim degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve
yilizde bagil standart sapmalar1 (Esitlik 7) bes deger lizerinden hesaplandi. Geri kazanim

degerleri ylizde geri kazanim olarak verildi.
5.4.8. Serum Calismasi

Serum ¢alismasit hem BKE hem de KP elektrot ile yapildi. Sefepim igeren serum
cozeltileri icin yapilan calismalarda, her ol¢iim Oncesinde her iki elektrotun yiizeyi
Boliim 5.4.1°de anlatildig1 sekilde temizlendikten sonra her bir yontem icin segilen
tampon ¢ozeltisiyle hazirlanmis 1.0x10° M destek serum g¢ozeltisi ile DV yéntemi

kullanilarak dort dongiilii tarama yapildi ve elektrot yiizeyleri aktiflestirildi.

Serum kalibrasyon c¢aligmasinda oncelikle, Boliim 5.4.4’deki kalibrasyon
calismalarinda belirlenen dogrusallik araliklar1 dikkate alinarak artan konsantrasyonda
sefepim iceren serum ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltilerden BKE elektrot ile
DPV ve KDV; KP elektrot ile DPSV ve KDSV yontemleri kullanilarak 6l¢timler alindi.
Sefepim konsantrasyonuna karsi okunan pik akim degerleri grafige gegcirilerek serum
kalibrasyon grafikleri elde edildi.

BKE elektrot kullanilarak elde edilen giin ici ve giinler arasi tekrar edilebilirlik
verileri icin pH 2.0 BRT igerisinde DPV igin 6.0x10° M ve KDV igin 6.0x10° M
sefepim iceren serum c¢alisma ¢oOzeltileri hazirlandi. KP elektrot ile yapilan tekrar
edilebilirlik deneylerinde ise, DPSV i¢cin pH 5.0 FT igerisinde ve KDSV igin
pH 10.0 BRT igerisinde 2.0x10® M sefepim igeren serum ¢alisma ¢ozeltileri hazirland.

Serum calisma cozeltileri ile yapilan geri kazanim calismasinda, DPV i¢in

8.0x10° M; KDV igin 8.0x10° M; DPSV ve KDSV icin 4.0x10° M calisma ¢ozeltileri

38



hazirlandi. Calisma ¢ozeltilerinin yiiksek hassasiyette hazirlanmas1 amaciyla 1.0x10° M
sefepim iceren serum ana stok ve 1.0x10* M sefepim igeren serum ara stok ¢dzeltisi
hazirlandi. Ayrica ayni konsantrasyonlarda, serum igermeyen saf sefepim ana ve ara
stok ¢ozeltileri de hazirlandi. 1.0x10* M’lik ara stok ¢ozeltiler, ana stok ¢dzeltiden

1.0 mL alinip hacmin ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

BKE celektrot ile yapilan geri kazanim c¢alismalarinda, konsantrasyonu
8.0x10° M olan serum calisma ¢dzeltisi igin, bir deney tiipiine 1.0x10* M sefepim
iceren serum ara stok ¢ozeltisinden 0.6 mL konuldu, daha sonra {izerine konsantrasyonu
1.0x10* M olan saf sefepim ara stok ¢ozeltisinden 0.2 mL eklendi ve pH 2.0 BRT ile
10 mL’ye tamamlandi. Konsantrasyonu 8.0x10° M olan c¢alisma ¢dzeltisi igin su
adimlar izlendi: Oncelikle 1.0x10° M sefepim igeren serum ana stok ¢ozeltisinden
0.6 mL alindi ve bir deney tiipiine aktarildi, daha sonra iizerine konsantrasyonu
1.0x10 M olan saf sefepim ana stok ¢dzeltisinden 0.2 mL eklendi ve pH 2.0 BRT ile

10 mL’ye tamamlandi.

KP elektrot ile DPSV ve KDSV yontemleri kullanilarak yapilan geri kazanim
calismalarinda, 4.0x10® M’lik serum calisma ¢ozeltisi kullanildi. Bunun igin dncelikle,
0.2 mL 1.0x10* M sefepim igeren serum ara stok ¢dzeltisi ile 0.2 mL 1.0x10* M saf
sefepim ara stok ¢ozeltisi karistirildi ve hazirlanan bu karigim, DPSV ¢alismalarinda
kullanilmak iizere pH 5.0 FT ile ve KDSV c¢alismalarinda kullanilmak {izere
pH 10.0 BRT ile 10 mL’ye tamamlandi. Her bir yontem igin tiger adet serum caligsma
cozeltisi hazirland1 ve belirtilen yontemler ile yapilan taramalar sonucu elde edilen
voltamogramlarin sefepim pik akim degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve
yilizde bagil standart sapmalar1 (Esitlik 7) bes deger lizerinden hesaplandi. Geri kazanim

degerleri ylizde geri kazanim olarak verildi.
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6. BULGULAR
6.1. Bor-Katkili Elmas Elektrot ile Elde Edilen Bulgular
6.1.1. Destek Elektrolit Secimi ve pH Etkisi

Bor-katkili elmas elektrot kullanilarak sefepimin elektrokimyasal analiz
calismasi i¢in en uygun destek elektrolitin ve pH’nin belirlenmesi amaciyla pH taramasi
yapildi. Bunun igin, pH’s1 2.0 ile 11.0 arasinda degisen 0.04 M BRT, 2.0 ile 5.0
arasinda degisen 0.2 M FT, 6.0 ile 8.0 arasinda degisen 0.1 M FT ve 3.5 ile 5.5 arasinda
degisen 1.0 M AT igerisinde 6.0x10° M sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢dzeltilerin
her birinin DV, DPV ve KDV yo6ntemleri ile voltamogramlari elde edildi. Sekil 11°de
bazi tamponlar igerisindeki sefepim etkin maddesinin dongiilii voltamogramlari

gosterildi.

0.6 019 112 1.5
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 11. (a) pH 2.0 BRT, (b) pH 3.0 FT, (c) pH 4.5 AT, (d) pH 7.0 FT ve (e) pH 9.0
BRT igerisindeki 6.0x10° M sefepimin déngiilii voltamogramlari. Tarama
hiz1 100 mV s

Sekil 11°de goriildiigii gibi, farkli tamponlar icerisindeki sefepim etkin maddesi,
BKE elektrot {izerinde yalnizca yiikseltgenme yoniinde pik verdi, indirgenme ydniinde
herhangi bir pik goriilmedi. DPV ve KDV yontemleri ile yapilan pH taramasi i¢in elde

edilen voltamogramlar Sekil 12°de verildi.
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Sekil 12. (a) pH 2.0 BRT, (b) pH 3.0 FT, (c) pH 4.5 AT, (d) pH 7.0 FT ve (e) pH 9.0
BRT icerisindeki 6.0x10° M sefepimin (A) diferansiyel puls ve (B) kare
dalga voltamogramlar1

Konsantrasyonu 6.0x10° M olan sefepim ¢ozeltilerinden elde edilen
yiikseltgenme pik potansiyellerinin tampon pH’sina karst degisimi Sekil 13°te
gosterildi. Sefepim pik potansiyellerine kars1 pH grafiklerinde, belli bir pH’ya kadar pik
potansiyellerinde dogrusal bir azalma goriildii, daha sonra dogrusallik sona erdi ve pH
degistikce hemen hemen sabit kaldi. Bu iki bolgenin kesisme noktasi ya da kirilma
noktast DV, DPV ve KDV’de pH 5.0’da gozlendi. pH 9.0°dan sonra sefepim igin
herhangi bir pik gozlenmedi. Esitlik 8-10’da, pH 2.0 ile 5.0 arasinda sefepimin pik

potansiyeline (Ep) kars1 pH grafiklerinin dogrusallik denklemleri verilmistir.

DV yo6ntemi igin;
Ep (MV) =1170.4 — 42.6 pH (r=10.990) (8)

DPV yontemi igin;

Ep (MV) = 1119.6 — 48.5 pH (r=10.993) 9)
KDYV yontemi igin;
Ep (MV) = 1142.1 — 46.3 pH (r=0.993) (10)

41



Pik Potansiyeli / mV

110044 (B)
1000 -
>
® g
XA = A
1000 B .4
*N Z 900 A
° g LN
XA £
° = x
X % o A~ ol
900 - X 800 X
1 3 4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9
pH pH
©)
10404 %
>
E )
= X
S, 960 A
wn
8 N
o
e 2N
= 880
[ )4
. X
1 2 3 4 5 6 7 9
pH

Sekil 13. (A) DV, (B) DPV ve (C) KDV yontemleri ile FT, AT ve BRT igerisindeki
6.0x10° M sefepimin pH’ya kars1 pik potansiyel grafikleri. x: BRT, A: AT,

Sefepimin voltametrik analizi

o FT

icin en uygun pH’daki

tampon ortami

belirlenirken DV, DPV ve KDV yontemleri kullanilarak yapilan pH taramasinda elde

edilen sefepim piklerinin pik akim degerlerine ve piklerin simetrisine bakildi. Her bir

yontem icin pik akimlar1 Sekil 14’te gosterildigi gibi pH’ya kars1 grafige gegirildi.

Akim degerleri pH 2.0 ile 9.0 arasinda okundu. Kullanilan tiim yontemlere gore elde

edilen sefepim pikleri degerlendirildi ve en yiiksek pik akimina sahip en simetrik

sefepim piklerinin, pH 2.0 BRT ortaminda elde edildigi goriildii.
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Sekil 14. (A) DV, (B) DPV ve (C) KDV yontemleri ile FT, AT ve BRT igerisindeki
6.0x10° M sefepimin pH’ya kars1 pik akim grafikleri. x: BRT, A: AT, e: FT
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6.1.2. Hiz Taramasi

kontrollii mii adsorpsiyon kontrollii mii oldugunu tespit edebilmek amaciyla yapildi.
pH taramasinda belirlenen tampon ve pH’nin yam
konsantrasyonlarda sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. pH 2.0 ve pH 7.0 BRT igerisinde
6.0x10° M sefepim ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra bu cozeltilerde 150 mV s™’den
5 mV s'’e degisen tarama hizlarinda tek déngiilii DV taramasi yapildi. Sekil 15A°da
pH 2.0 BRT igerisindeki ve Sekil 15B’de pH 7.0 igerisindeki 6.0x10° M sefepimin hiz

Hiz taramasi caligmasi sefepimin ylikseltgenme reaksiyonunun difiizyon

pH

taramas1 dongiilii voltamogramlar1 gosterildi.
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Sekil 15. Tek dongiilii DV ile yapilan (A) pH 2.0 BRT ve (B) pH 7.0 BRT igerisindeki
6.0x10"° M sefepimin hiz taramas1 voltamogramlari

Hazirlanan iki farkli sefepim ¢6zeltisi i¢in her bir tarama hizina karsi elde edilen
sefepim yiikseltgenme pikinin akim degerleri okundu. Her iki ¢6zelti i¢in tarama hizina
(v) kars1 (Sekil 16A, 16C) ve tarama hizinin karekokiine (v2) (Sekil 16B, 16D) karsi
sefepim pik akim degerleri (Ip) grafige gegirildi. Sekil 16A ve 16C’deki Ip- v grafikleri
dogrusal bir degisim gosterdi ve dogrusallik denklemleri Esitlik 11 ve 12°de verildi.
Sefepim ¢ozeltilerinden elde edilen hiz taramasi sonuglari incelenerek reaksiyonun

adsorpsiyon ya da difiizyon kontrollii oldugu belirlendi.

lp (A) = 0.0038 v (MV s%) + 0.10 (r = 0.998) (11)

lp (LA) = 0.0014 v (MV s1) + 0.06 (r = 0.999) (12)
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Sekil 16. (A ve B) pH 2.0 BRT ve (C ve D) pH 7.0 BRT igerisindeki 6.0x10° M
sefepimin DV ile elde edilen (A ve C) tarama hizina ve (B ve D) tarama
hizinin karekokiine karsi pik akimi grafikleri

6.1.3. Siyirma Optimizasyonu

Sefepimin pH 2.0 BRT igerisinde diferansiyel puls siyirma voltametrisi (DPSV)
ve kare dalga siyirma voltametrisi (KDSV) yontemleri kullanilarak yapilan kantitatif
analiz ¢aligmalar1 i¢in siyirma parametreleri optimize edildi. Bunun i¢in pH 2.0 BRT
icerisinde 1.0x10° M sefepim ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltide dncelikle biriktirme
stiresi 60 s’de sabit tutularak biriktirme potansiyeli degistirildi ve en yiiksek pik akimini
veren potansiyel belirlendi. Bu potansiyelin, yapilan tekrar c¢alismalarinda
degismediginden emin olmak amaciyla ayni deney her iki yontem icin ikiser kez
tekrarland1. Sekil 17A’da DPSV i¢in ve Sekil 17B’de KDSV igin biriktirme

potansiyeline kars1 pik akim grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 17. pH 2.0 BRT igerisindeki 1.0x10° M sefepimin (A) DPSV ve (B) KDSV
yontemleri ile elde edilen biriktirme potansiyeline kars1 pik akimi grafikleri

Sekil 17°deki biriktirme potansiyeli grafiklerinden, en yiiksek pik akimini veren

en ideal biriktirme potansiyeli +0.5 V olarak secildi ve bu potansiyel sabit tutularak
biriktirme siiresi degistirildi. Sekil 18A’da DPSV i¢in ve Sekil 18B’de KDSV igin

biriktirme siiresine karst pik akim grafikleri verilmistir. Her iki yontem i¢in biriktirme

stiresi ile orantili sekilde artan pik akim degerleri elde edilemedi. Deneyler her iki

yontem i¢in tekrarlandi ve yine biriktirme siiresine gore diizensiz olarak degisen pik

akim degerleri elde edildi. Bu nedenle biriktirme parametreleri optimize edilemedi ve

daha sonraki miktar tayini ¢alismalarinda BKE elektrot i¢in siyirma yodntemlerinin

kullanilmamasina karar verildi.
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Sekil 18. pH 2.0 BRT igerisindeki 1.0x10° M sefepimin (A) DPSV ve (B) KDSV
yontemleri ile elde edilen biriktirme siiresine kars1 pik akimi grafikleri
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6.1.4. Kalibrasyon Calismasi

Sefepimin kantitatif analizinin DPV ve KDV yontemleri ile yapilmasi
kararlastirildiktan sonra kalibrasyon ¢alismasina gecildi. Kalibrasyon deneyleri pH 2.0
BRT igerisinde hazirlanan 2.0x108 ile 1.0x10* M sefepim konsantrasyon araligindaki
yirmi farkli ¢ozelti ile yapildi. Elde edilen verilere gore, pik akim degeri okunabilen ilk
sefepim piki DPV igin 4.0x10°8 M’da ve KDV i¢in 4.0x1077 M’da gdzlendi. Sekil 19°da
DPV ve KDV yontemleri ile yapilan kalibrasyon c¢alismast icin sefepim

konsantrasyonundaki artis ile sefepim pikinin degisimi goriilmektedir.

(A) () Sefepim konst.: (B) ) Sefepim konst.:
LG (a) 8.0x10° M (2) 8.0x107 M
(b) 4.0x10" M 1.2 (b) 4.0x10° M
() 2.0x10° M (c) 2.0x10° M
i 016 (d) 6.0x10° M <_§L (d) 4.0x10° M
= x107° ~ 6.0x10° M
§ (€) 1.0x10° M = 084 (e) 6.0
2 0.124 g
< =
0.08 0.4 -
@ @
0.90 0.95 1.00 1.05 1.10 1.15 0.9 1.0 1.1 1.2 13
Potansiyel / V (Ag/AgCl) Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 19. (A) DPV ve (B) KDV yontemleri ile pH 2.0 BRT igerisindeki sefepim
¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlar

DPV ve KDV yontemleri kullanilarak elde edilen voltamogramlardaki sefepim
pik akim degerleri okundu ve sefepim konsantrasyonuna kars1 grafige gecirildi. Her iki
yontem i¢in ¢izilen grafiklerden dogrusalligin goriildiigi konsantrasyon araligi
belirlendi (Sekil 20). Cizilen dogrusal kalibrasyon grafiklerinden elde edilen veriler

Tablo 1°de verilmistir.

47



Pik Akimi/ pA

0.12 1

e

=3

)
1

e

o

(@)}
1

e

S

(98]
1

e

(=3

(=}
1

(A)

Pik Akimi/ pA

2 4 6 8 10
Konsantrasyon / uM

(B) i
0.9 1
0.6 u
0.3 1 n
[ |
0.0 -'.-
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon / uM

Sekil 20. (A) DPV ve (B) KDV yontemleri ile elde edilen pH 2.0 BRT igerisindeki
sefepim konsantrasyonuna kars1 pik akim grafikleri

Tablo 1. BKE elektrot kullanilarak sefepimin DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen
kalibrasyon verileri

DPV KDV
Pik potansiyeli (mV) 1020 1050
Dogrusallik araligi (uM) 0.04 -10 0.4-60
Egim (uA uM™?) 1.26x102 £ 1.29x10 1.29x102 £ 9.06x10°
Kesim noktas1 (LA) -1.03x10° £ 3.44x10*  -1.04x10°+3.30x10*
Korelasyon katsayisi, r 0.999 0.998
Teshis sinir1, TS (UM) 1.58x103 1.10x102
Tayin alt sinir1, TAS (uM) 4.78x10°3 3.34x1072

Kullanilan yontemlerin kesinligini test etmek amaciyla pH 2.0 BRT igerisinde
hazirlanan, DPV igin 8.0x10° ve 1.0x10° M; KDV igin 8.0x10° ve 4.0x10° M sefepim
¢ozeltilerinde giin igi ve gilinler aras1 tekrar edilebilirlik deneyleri yapildi. Her bir
konsantrasyon i¢in hazirlanan {iger sefepim ¢dzeltisinden elde edilen bes adet pik akimi
ve pik potansiyeli degerlerinin %BSS’leri hesaplandi. Sonuglar Tablo 2 ve 3’te

gosterilmektedir.
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Tablo 2. BKE elektrot kullanilarak pH 2.0 BRT ig¢indeki sefepim ¢ozeltilerinden
DPV yontemi ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

8.0x10° M 1.0x10°M
Giini¢i  Giinler Arast Giini¢i  Giinler Arast
Veriler (mV) 1021 1021 1016 1018
1021 1021 1017 1017
— 1020 1020 1018 1020
;>)’ 1021 1018 1016 1021
g 1018 1018 1018 1018
g Ortalama (mV) 1020.2 1019.6 1017.0 1018.8
Standart sapma 1.30 1.52 1.00 1.64
%BSS* 0.13 0.15 0.10 0.16
Veriler (LA) 0.0836 0.0793 0.1090 0.1041
0.0833 0.0817 0.1094 0.1036
0.0830 0.0796 0.1078 0.1021
§ 0.0832 0.0787 0.1098 0.1027
E 0.0827 0.0780 0.1081 0.1038
& Ortalama (pA) 0.0832 0.0795 0.1088 0.1033
Standart sapma 3.3x10* 1.4x107 8.2x10* 8.3x10*
%BSS* 0.40 1.76 0.75 0.80

* Yiizde bagil standart sapma
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Tablo 3. BKE eclektrot kullanilarak pH 2.0 BRT i¢indeki sefepim ¢ozeltilerinden
KDYV yo6ntemi ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

8.0x10° M 4.0x10°M
Giinl¢i  Giinler Aras1  GiinI¢i  Giinler Arasi
Veriler (mV) 1038 1035 1044 1044
1037 1037 1047 1042
— 1037 1039 1044 1047
(07% 1035 1035 1044 1049
*§ 1039 1049 1044 1042
g Ortalama (mV) 1037.2 1037.0 1044.6 1044.8
Standart sapma 1.48 2.00 1.34 3.11
%BSS* 0.14 0.19 0.13 0.30
Veriler (LA) 0.070 0.067 0.454 0.455
0.070 0.066 0.453 0.454
0.069 0.067 0.455 0.457
g 0.071 0.065 0.454 0.456
E‘ 0.070 0.064 0.459 0.446
= Ortalama (nA) 0.070 0.066 0.455 0.454
Standart sapma 5.1x10* 1.1x1073 2.4x107 4.4x10°3
%BSS* 0.73 1.67 0.53 0.97

* Yiizde bagil standart sapma

6.1.5. Farmasotiklerden Tayin ve Geri Kazanim Calismasi

Kullanilan DPV ve KDV yontemlerinin dogrulugunu test etmek amaciyla,
sefepimin farmasotiklerden tayini ve geri kazanim calismasi yapildi. Oncelikle,
farmasotiklerden tayin ¢alismasi i¢in flakon sefepim kullanilarak pH 2.0 BRT igerisinde
DPV icin 8.0x10°% M ve KDV igin 4.0x10° M sefepim igeren iiger adet ¢dzelti
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden elde edilen voltamogramlardan sefepimin pik potansiyeli ve
pik akim degerleri okundu. Pik akim degerleri kullanilarak, hesaplanan sefepim miktari
ile sefepimin flakon formunda bildirilen sefepim miktar1 karsilastirildi. Sonuglar

Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. BKE elektrot kullanilarak DPV icin 8.0x10°% M ve KDV icin 4.0x10° M
sefepim ¢ozeltilerinden elde edilen farmasdétiklerden tayin ¢alismasi verileri

DPV KDV
Flakonda beyan edilen sefepim miktari (g) 1.000 1.000
Bulunan sefepim miktarlar1 (g) 1.022 1.023
1.006 1.027
= 1.011 1.033
) 1.012 1.038
£ 1.008 1.044
_é) Bulunan ortalama sefepim miktari (g) 1.012 1.033
:2 Standart sapma 0.006 0.008
E@ %BSS* 0.59 0.77
% Bagil hata 1.2 3.3
t -testi 0.002
F-testi 0.567

* Yiizde bagil standart sapma
Teorik olarak t -testi: 2.31 ve F-testi: 6.39

Farmasotiklerden tayin calismasini takiben yapilan geri kazanim ¢alismasinda,
DPV yontemi icin sefepimin flakon formundan hazirlanan 8.0x10°% M sefepim
¢ozeltisinin iizerine toplam sefepim konsantrasyonu 1.0x10° M olacak sekilde saf
sefepim ¢ozeltisi; KDV ydntemi igin ise flakon formundan hazirlanan 4.0x10° M
sefepim ¢dzeltisinin {izerine toplam sefepim konsantrasyonu 6.0x10° M olacak sekilde
saf sefepim ¢ozeltisi ilave edilerek tiger adet ¢cozelti hazirlandi ve her iki yontem ile elde
edilen voltamogramlardan pik akim degerleri okundu. Flde edilen pik akim
degerlerinden beser adet secilerek DPV ve KDV icin %BSS ve yiizde geri kazanim
degerleri hesaplandi (Tablo 5).
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Tablo 5. BKE elektrot kullanilarak DPV i¢in 1.0x10° M ve KDV icin 6.0x10° M

sefepim ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV KDV
Ilave edilen sefepim miktar1 (g) 1.107x107° 1.107x10*
Bulunan sefepim miktari (g) 1.118x10° 1.124x10*
1.112x10° 1.119x10*
1.118x10° 1.136x10*
g 1.103x107° 1.136x10*
§ 1.103x10° 1.135x10*
TC) Bulunan ortalama sefepim miktar1 (g) 1.111x10° 1.130x10*
© Ortalama geri kazanim (%) 100.37 102.07
Standart sapma 0.70 0.72
% BSS* 0.70 0.71
% Bagil hata 0.36 2.08

* Yiizde bagil standart sapma

6.1.6. Serum Calismasi

Sefepimin kalitatif ve kantitaif analiz ¢alismalar1 sonucu elde edilen verilerin
insan serumu kullanilarak yapilacak kantitatif analiz ¢aligmalar1 i¢in Bolim 5.1.2°de
belirtilen sekilde serum ¢ozeltileri hazirland1 ve Boliim 6.1.4°te agiklandigi sekilde DPV
ve KDV yontemleri ile tayinler gerceklestirildi. Saf sefepim i¢in yapilan kalibrasyon
calismalarinda oldugu gibi sefepim iceren serum analizlerinde de destek elektrolit

olarak pH 2.0 BRT ¢o6zeltisi kullanild.

Kalibrasyon deneyleri i¢in, serum i¢cermeyen sefepim c¢ozeltilerinin Tablo 1°de
belirtilen dogrusallik aralig1 konsantrasyon verileri dikkate alinarak, DPV igin 2.0x108
ile 2.0x10° M ve KDV i¢in 2.0x107 ile 8.0x10° M arahiginda pH 2.0 BRT igerisinde
on alt1 farkli konsantrasyonda serum ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden elde
edilen voltamogramlara gore pik akim degeri okunabilen en diisiik konsantrasyon DPV
i¢in 8.0x10® M ve KDV i¢in 6.0x107" M olarak bulundu. DPV ve KDV yontemleriyle
elde edilen sefepim pikleri Sekil 21°de gosterilmistir.
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(A) (e) Sefepim konst.: 104 B) © Sefepim konst.:
0.06 (a) 4.0x10" M ' (a) 4.0x10° M
(b) 2.0x10° M (b) 2.0x10° M
(c) 4.0x10° M (c) 4.0x10° M
< 0.041 (d) 6.0x10° M < 0.8 (d) 6.0x10° M
= () 8.0x10° M = (¢) 8.0x10° M
£ £
v} v
< 0.021 < 041
0.00 0.0+
1.0 11 12 1.0 11 12
Potansiyel / V (Ag/AgCl) Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 21. (A) DPV ve (B) KDV yontemleri ile pH 2.0 BRT igerisindeki sefepim igeren
serum ¢oOzeltilerinden temel ¢izgi diizeltmesi yapilarak elde edilen
voltamogramlar

Elde edilen DPV ve KDV voltamogramlarindaki pik akim degerleri okunarak
konsantrasyonuna kars1 grafige gegirildi (Sekil 22). Kalibrasyon grafiklerinden elde

edilen veriler Tablo 6’da gosterilmektedir.

(A) - 1.24 (B) -
0.06 +
. 0.9 .
<_£x. 0.04 - <_Ez.
é . é 0.6 + -
2 2
< 002 < 0sl
A u =2 .*
[
0.00{ = 004 #F
0 2 4 6 8 0 20 40 60 80
Konsantrasyon / pM Konsantrasyon / uM

Sekil 22. (A) DPV ve (B) KDV yontemleri ile elde edilen pH 2.0 BRT igerisindeki
sefepim iceren serum konsantrasyonuna karsi pik akim grafikleri
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Tablo 6. BKE elektrot kullanilarak sefepim igeren serum ¢o6zeltilerinden pH 2.0 BRT
icinde DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen kalibrasyon verileri

DPV KDV
Pik potansiyeli (mV) 1030 1070
Dogrusallik araligt (uM) 0.08 -8 0.6-80
Egim (uA uM ™) 7.77x10°£9.17x10° 1.44x1072 + 1.69x10
Kesim noktas1 (LA) 1.46x10™ £ 4.75x10°® 6.30x103 + 5.10x10™
Korelasyon katsayisi, r 0.997 0.999
Teshis sinir1, TS (uM) 2 45%1072 0.13
Tayin alt sinir1, TAS (uM) 7.43x102 0.40

Tekrar edilebilirlik deneylerinde pH 2.0 BRT igerisinde hazirlanan DPV igin
6.0x10% M ve KDV i¢in 6.0x10° M sefepim iceren serum ¢alisma ¢dzeltileri kullanilda.
Her iki yontem i¢in hazirlanan iicer ¢ozeltiden elde edilen bes adet pik akimi ve pik
potansiyeli degerlerinin giin i¢i ve giinler arast %BSS’leri hesaplandi. Veriler ve

sonuglar Tablo 7°de gosterilmektedir.
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Tablo 7. BKE elektrot kullanilarak DPV icin 6.0x10® M ve KDV icin 6.0x10° M
sefepim iceren serum ¢ozeltilerinden elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DpPV KDV
GiinI¢i  Giinler Aras1  Giini¢i  Giinler Arasi
Veriler (mV) 1035 1034 1066 1066
1033 1031 1071 1069
— 1034 1028 1074 1069
:IZ% 1034 1034 1071 1074
g 1030 1038 1069 1074
;ﬁ Ortalama (mV) 1033.2 1033.0 1070.2 1070.4
Standart sapma 1.92 3.74 2.64 3.51
%BSS* 0.19 0.36 0.25 0.33
Veriler (uA) 0.0479 0.0480 0.886 0.893
0.0472 0.0474 0.893 0.883
0.0477 0.0481 0.895 0.885
g 0.0478 0.0472 0.883 0.910
E’ 0.0482 0.0482 0.881 0.873
a2 Ortalama (pA) 0.0478 0.0478 0.888 0.889
Standart sapma 3.6x10*  45x10* 6.1x1073 13.8x10°3
%BSS* 0.76 0.94 0.69 1.55

* Yiizde bagil standart sapma

Geri kazanim ¢alismasi i¢in, sefepim igeren serum stok ¢dzeltisi ve saf sefepim
¢ozeltisi kullanilarak Boliim 5.4.7°de agiklandigi gibi hazirlanan, DPV igin 8.0x10° M
ve KDV icin 8.0x10° M c¢alisma ¢ozeltileri kullamldi. Hem DPV hem de KDV
yontemleri i¢in pH 2.0 BRT igerisinde iiger adet calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde

edilen voltamogramlardan bulunan veriler Tablo 8’de gosterilmektedir.
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Tablo 8. BKE elektrot kullanilarak DPV icin 8.0x10® M ve KDV icin 8.0x10° M
sefepim iceren serum ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV KDV
[lave edilen saf sefepim konsantrasyonu (uM) 2.000 20.00
Bulunan saf sefepim konsantrasyonu (uM) 1.994 20.08
2.001 19.83
2.014 20.20
g 1.985 20.11
§ 2.010 19.99
E Bulunan ortalama saf sefepim konsantrasyonu (uM) 2.001 20.04
© Ortalama geri kazanim (%) 100.03 100.21
Standart sapma 0.59 0.69
% BSS* 0.59 0.69
% Bagil hata 0.05 0.20

* Yiizde bagil standart sapma

6.2. Karbon Pasta Elektrot ile Elde Edilen Bulgular
6.2.1. Karbon Pasta Elektrot Bilesimi Optimizasyonu

Karbon pasta elektrot ile gergeklestirilecek elektrokimyasal analiz ¢aligmalari
oncesinde, sefepim analizi i¢in en iyi mineral yag-grafit tozu oranina sahip bilesim
belirlendi. Bu amagla, pH 3.0 FT, pH 3.0 BRT ve pH 4.5 AT cozeltileri igerisinde
6.0x10° M sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kullanilarak Bélim 5.1.8°de
aciklandigi gibi hazirlanan, farkli oranlarda pasta bilesimi iceren KP elektrotlar ile elde
edilen DV, DPV ve KDV voltamogramlari incelendi. %15 ve %20 mineral yag orani ile
hazirlanan pasta bilesimleriyle yapilan deneylerde elektrotlarda bazi dokiilmeler
meydana geldi. Bu nedenle ¢alismalara %25, %30, %35 ve %40 mineral yag oranina
sahip pasta bilesimleriyle devam edildi. DV, DPV ve KDV yontemleri igin galisilan tim

tamponlarda elde edilen pik akim degerleri Tablo 9’da gosterilmektedir.

Elde edilen voltamogramlarin pik akim degerleri dikkate alinarak en uygun
karbon pasta bilesimlerinin %25 ve %30 olabilecegi goriildii. Her iki bilesim arasindan
en uygun olanma karar verebilmek i¢in pH taramasi ¢alismast hem %25 hem de

%30’luk pasta oranlar1 ile yapildi.
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Tablo 9. Farkli oranlardaki pasta bilesimleri kullanilarak, 6.0x10° M sefepim
cozeltilerinden DV, DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen pik akim

degerleri
KP icin mineral yag orani

Tampon Cozeltiler %25 30 %35 %40
pH3.0FT 2.01 1.45 1.16 1.51

> |pH3.0BRT 2.25 1.56 1.28 0.77

pH 4.5 AT 2.57 1.71 1.08 1.18

g pH3.0FT 1.29 2.37 1.47 1.65
g 2 |pH3.0BRT 2.32 2.44 1.93 1.62
f ° pH 4.5 AT 2.90 2.91 1.76 1.29
= pH3.0 FT 1.28 1.56 1.35 1.11
2 |pH 3.0 BRT 1.96 2.38 1.59 1.51

~ pH 4.5 AT 2.25 1.91 1.14 1.33

6.2.2. pH Taramasi

Karbon pasta elektrot ile sefepimin elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek
elektroliti belirlemek amaciyla pH taramasi yapildi. Bunun i¢in, pH’s1 2.0 ile 11.0
arasinda degisen 0.04 M BRT, 2.0 ile 5.0 arasinda degisen 0.2 M FT, 6.0 ile 8.0
arasinda degisen 0.1 M FT ve 3.5 ile 5.5 arasinda degisen 1.0 M AT igerisinde
6.0x10° M sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. Oncelikle %25°lik KP elektrot kullanilarak bu
cozeltilerin her birinin DV, DPV ve KDV yontemleri ile voltamogramlar: elde edildi.
Daha sonra 9%30’luk KP elektrot kullanilarak, ayn1 tamponlarda hazirlanan
6.0x10° M’lik sefepim ¢ozeltilerinin DV, DPV ve KDV voltamogramlar1 alindi.
Sekil 23A’da %25°lik ve 23B’de %30’luk KP elektrot ile alinan bazi tamponlar
icerisindeki sefepim etkin maddesinin dongiilii voltamogramlar1 gosterildi. Sekil 23°te
goriildiigii gibi, farkli tamponlar igerisinde sefepim, KP elektrot iizerinde yalnizca

yiikseltgenme yoniinde pik verdi, indirgenme yo6niinde herhangi bir pik gériilmedi.
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) ° [®

44 Destek elektrolit: Destek elektrolit:
(a) pH 3.5 AT 44(a)pH 2.0 FT
(b) pH 4.0 BRT (b) pH 4.5 AT
J©PpHSOFT |(c) pH 5.0 BRT %
< |W@pH60FT < |()pHSOFT
~ () pH 8.0 BRT ~ () pH 9.0 BRT
£ 21 £ 21
v e
< <

0.4 016 018 110 014 016 018 110 1.2
Potansiyel / V (Ag/AgCl) Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 23. (A) %25 ve (B) %30 pasta bilesimiyle elde edilen farkli tamponlardaki
6.0x10° M sefepimin déngiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s

pH taramasi i¢in ayrica DPV ve KDV yontemleri de kullanildi. Boylece, her ii¢
yontem i¢in hem %25 hem de %30’luk pasta bilesimine sahip elektrotlar ile elde edilen
voltamogramlar degerlendirildi. Sekil 24’te %25 ve %30’luk KP elektrot ile
pH taramasinda elde edilen bazi tamponlar icerisindeki sefepim etkin maddesinin

diferansiyel puls ve kare dalga voltamogramlari gosterilmistir.
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Sekil 24. Farkli tampon ortamlarinda 6.0x10° M sefepimin (A ve B) %25’lik ve
(C ve D) %30’luk pasta bilesimiyle elde edilen (A ve C) diferansiyel puls ve
(B ve D) kare dalga voltamogramlari

Sekil 24’teki voltamogramlara gore, her iki pasta bilesimi i¢in en yliksek pik
akimina sahip en simetrik sefepim piki DPV yontemi ile pH 5.0 FT ortaminda gbzlendi.
KDV yontemi ile de en yiiksek pik akimi pH 5.0 FT ortaminda elde edilmesine ragmen,
bu pH’da sefepim pikinin omuzlanmasi nedeniyle pik akimi daha diisiik olmasina

ragmen en simetrik pik pH 10.0 BRT ortaminda gézlendi.

DPV ve KDV yontemleri i¢in pH 5.0 FT ve pH 10.0 BRT ortamlarinda %25 ve
%30’luk pasta bilesimlerinden hangisiyle calismalara devam edilecegine karar verildi.
Bunun i¢in, sefepim ¢ozeltilerinin DV, DPV ve KDV yontemleriyle elde edilen

voltamogramlarindan, %?25’lik pasta bilesimi ile sefepim icin daha yiiksek pik akim
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degerlerinin elde edildigi goriildii. Sonug olarak, sonraki ¢aligmalarda %25 mineral yag

- %75 grafit tozu igeren pasta bilesiminin kullanilmasina karar verildi.

%25°1lik KP elektrot kullanilarak 6.0x10™° M sefepim ¢dzeltilerinden elde edilen
yiikseltgenme pik potansiyellerinin tampon pH’sina karst degisimi Sekil 25°te
gosterildi. Buna gore, pH 5.0’a kadar pH arttikca pik potansiyellerinde dogrusal bir
azalma goriildi. pH 5.0’dan sonra pik potansiyellerindeki azalma orani diistii.
Azalmanin daha yiiksek oldugu pH araligr ile daha az oldugu pH araliginin kesisim
noktas1 ya da kirilma noktast DV, DPV ve KDV’de pH 5.0°da gozlendi.
Esitlik 13-15°de, pH 2.0 ile 5.0 arasinda sefepimin pik potansiyeline (Ep) karst pH

grafiklerinin dogrusallik denklemleri goriilmektedir.

DV yontemi igin;

Ep (mV) = 1052.8 —48.4 pH (r = 0.991) (13)
DPV yontemi i¢in;
Ep (mV) = 1006.3 — 48.7 pH (r = 0.992) (14)
KDV yontemi i¢in;
Ep (MV) =1010.9 —51.2 pH (r = 0.991) (15)
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Sekil 25. (A) DV, (B) DPV ve (C) KDV yontemleri ile FT, AT ve BRT igerisindeki
6.0x10° M sefepimin pH’ya kars1 pik potansiyel grafikleri. x: BRT, A: AT,

o FT

%25°1ik KP elektrot kullanilarak her bir yontem i¢in elde edilen pik akimlari
Sekil 26°da gosterildigi gibi pH’ya karsi grafige gecirildi. Akim degerleri pH 2.0 ile
pH 11.0 arasinda okundu. Pik simetrisinin en 1yi oldugu en yiiksek akim degerine sahip

sefepim piklerinin elde edildigi DPV i¢in pH 5.0 FT ve KDV i¢in pH 10.0 BRT

¢Ozeltileri sonraki calismalar i¢in destek elektrolit olarak belirlendi.
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Sekil 26. (A) DV, (B) DPV ve (C) KDV yontemleri ile FT, AT ve BRT igerisindeki
6.0x10° M sefepimin pH’ya kars1 pik akim grafikleri. x: BRT, A: AT, o: FT

6.2.3. Hiz Taramasi

Sefepimin  %25’lik KP elektrot iizerindeki yiikseltgenme reaksiyonunun
difiizyon kontrollii mii adsorpsiyon kontrollii mii oldugunu tespit edebilmek amaciyla
hiz taramasi yapildi. pH taramasi sonucunda belirlenen pH 5.0 FT ve pH 10.0 BRT
orrtamlarinda  6.0x10% M sefepim ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltilerde
150 mV s’den 5 mV se degisen tarama hizlarinda tek dongiilii DV taramasi yapildi.
Sekil 27°de pH 5.0 FT igerisindeki 6.0x10° M sefepimin hiz taramas1 voltamogramlari

gosterildi.
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Sekil 27. KP elektrot kullanilarak tek dongiilii DV ile (A) pH 5.0 FT ve (B) pH 10.0
BRT igerisindeki 6.0x10® M sefepimin hiz taramas1 voltamogramlari

pH 5.0 FT ve pH 10.0 BRT igerisinde hazirlanan sefepim ¢dzeltileri igin her bir
tarama hizina karsi elde edilen sefepim yiikseltgenme pikinin akim degerleri
okunduktan sonra tarama hizina (v) karsi (Sekil 28A, 28C) ve tarama hizinin
karekokiine (v2) (Sekil 28B, 28D) karsi sefepim pik akim degerleri (lp) grafige
gecirildi. Sekil 28A ve 28C’deki lp-v grafikleri dogrusal bir degisim gosterdi ve
dogrusallik denklemleri Esitlik 16 ve 17°de verildi. Sefepim ¢ozeltilerinden elde edilen

hiz taramasi1 sonuglar1 incelenerek reaksiyonun adsorpsiyon ya da difiizyon kontrolli

oldugu belirlendi.
Ip (WA) =0.0018 v (mV s1) + 0.03 (r = 0.996) (16)
Ip (LA)=0.0014 v (mV s) + 0.01 (r = 0.997) a7
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Sekil 28. (A ve B) pH 5.0 FT ve (C ve D) pH 10.0 BRT igerisindeki 6.0x10° M
sefepimin DV ile elde edilen (A ve C) tarama hizina ve (B ve D) tarama
hizinin karekokiine karsi pik akimi grafikleri

6.2.4. Siyirma Optimizasyonu

Sefepimin KP elektrot kullanilarak DPSV ve KDSV yontemleri ile yapilan
kantitatif analiz ¢alismasi i¢in styirma parametreleri optimize edildi. Bu amagla, DPSV
icin pH 5.0 FT icerisinde ve KDSV icin pH 10.0 BRT igerisinde 6.0x10° M sefepim

¢oOzeltileri hazirlandi.

DPSV yontemi i¢in hazirlanan sefepim ¢ozeltisi ile oOncelikle biriktirme
potansiyeli, sonra da biriktirme siiresi optimize edildi. Bunun igin, biriktirme siiresi

60 s’de sabit tutularak biriktirme potansiyeli degistirildi ve en yliksek pik akimini veren
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potansiyel +0.2 V olarak belirlendi. Biriktirme siliresinin belirlenmesi igin, sefepim
cOzeltisinde biriktirme potansiyeli +0.2 V’de sabit tutularak biriktirme siiresi
degistirildi. Sekil 29A°da biriktirme potansiyeline ve 29B’de biriktirme siiresine kars1
pik akim grafikleri verilmistir. Biriktirme siiresi arttik¢a pik akim degerlerinin de arttig1,
ancak 40 s’lik biriktirme siiresinden itibaren pik akim degerlerinde artisin olmadigi

gozlendi. Buna gore, biriktirme siiresi olarak 40 s se¢ildi.

1B
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0.70 =
| | i = .I
| |
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= . . " 2065 m
E 0.5 E ; .
< . < 0.60-
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Biriktirme Potansiyeli / mV Biriktirme Siiresi /s

Sekil 29. DPSV yéntemi ile pH 5.0 FT icerisindeki 6.0x10° M sefepimin (A) biriktirme
potansiyeline ve (B) biriktirme siiresine kars1 pik akimi grafikleri

KDSV i¢in biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresi, DPSV’ye benzer sekilde
optimize edildi. Bunun i¢in, pH 10.0 BRT igerisinde hazirlanan 6.0x10° M sefepim
cozeltisi kullanildi. Oncelikle biriktirme siiresi 60 s’de sabit tutularak biriktirme
potansiyeli degistirildi. En yiliksek pik akim degerini veren potansiyel +0.4 V olarak
belirlendi; ancak bu potansiyelde sefepim pikinde omuzlanma gozlendi. Bu nedenle,
omuzlanmanin olmadigi en yiiksek pik akim degerine sahip sefepim pikinin gézlendigi
0.0 V biriktirme potansiyeli olarak sec¢ildi. Daha sonra biriktirme siiresi optimize edildi.
Bunun ig¢in, sefepim ¢dzeltisinde biriktirme potansiyeli 0.0 V’de sabit tutularak
biriktirme stiresi degistirildi. Buna gore, en yiiksek pik akiminin elde edildigi siire 30 s
olarak belirlendi. Sekil 30A’da biriktirme potansiyeline ve 30B’de biriktirme siiresine

kars1 pik akim grafikleri verilmistir.
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Sekil 30. KDSV yéntemi ile pH 10.0 BRT icerisindeki 6.0x10° M sefepimin
P
(A) biriktirme potansiyeline ve (B) biriktirme siiresine karsi pik akim
grafikleri

6.2.5. Kalibrasyon Calismasi

Sefepimin kantitatif analizi igin DPSV ve KDSV yontem parametreleri
belirlendikten sonra kalibrasyon calismasma gec¢ildi. DPSV ile yapilan kalibrasyon
calismasi pH 5.0 FT icerisinde ve KDSV ile yapilan kalibrasyon ¢aligmasi pH 10.0 BRT
icerisinde hazirlanan 2.0x1078 ile 1.0x10* M konsantrasyon araligindaki yirmi farkl
sefepim ¢ozeltisi ile gerceklestirildi. Elde edilen DPSV verilerine gore, pik akim degeri
okunabilen en diisiik sefepim konsantrasyonu DPSV icin 8.0x10% M ve KDSV icin
4.0x107 M oldu. Sekil 31°de DPSV ve KDSV yontemleri ile yapilan kalibrasyon
calismasi i¢in sefepim konsantrasyonundaki artis ile pik akimimin dogrusal degisimi

goriilmektedir.
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Sekil 31. (A) DPSV yontemi ile pH 5.0 FT igerisinde ve (B) KDSV yontemi ile pH 10.0
BRT igerisinde sefepim igeren ¢ozeltilerden temel ¢izgi diizeltmesi yapilarak

akim degerleri okundu ve konsantrasyona karsi grafige gecirildi (Sekil 32), ¢izilen

grafikten dogrusalligin goriildiigli konsantrasyon araligi belirlendi. Cizilen dogrusal
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kalibrasyon grafiklerinden elde edilen veriler Tablo 10’da verilmistir.
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Sekil 32. (A) DPSV yontemi ile pH 5.0 FT igerisinde ve (B) KDSV yontemi ile pH 10.0
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Tablo 10. KP eclektrot kullanilarak sefepimin DPSV ve KDSV yontemleri ile elde

edilen kalibrasyon verileri

DPSV KDSV
Pik potansiyeli (mV) 740 560
Dogrusallik araligi (uM) 0.08 - 10 0.4-10
Egim (pA pM™) 9.77x102 +2.21x10°® 1.05x101 £ 1.79x1073
Kesim noktas1 (HA) 2.09x102+£9.50x103 -3.06x102 + 8.89x1073
Korelasyon katsayisi, r 0.994 0.998
Teshis sinir1, TS (uM) 3.73x103 2 21x102
Tayin alt siniri, TAS (uM) 1.13x1072 6.71x1072

Kullanilan yontemlerin kesinliginin belirlenmesi i¢in, DPSV yontemi ile pH 5.0

FT igerisinde hazirlanan 4.0x10° ve 6.0x10° M; KDSV yéntemi ile pH 10.0 BRT

icerisinde hazirlanan 6.0x10° ve 8.0x10° M sefepim ¢ozeltilerinden giin ici ve giinler

arast tekrar edilebilirlik deneyleri yapildi. Ayni konsantrasyonda hazirlanan iiger

cozeltiden elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin %BSS’leri

hesaplandi. Sonuglar Tablo 11 ve 12°de gosterilmektedir.
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Tablo 11. KP elektrot kullanilarak 4.0x10® M ve 6.0x10® M sefepim ¢ozeltilerinden
DPSV yontemi ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

4.0x10° M 6.0x10° M
Giini¢i  Giinler Aras1  GiinI¢i  Giinler Arasi
Veriler (mV) 742.34 737.30 737.30 737.30
742.34 742.34 737.30 737.30
_ 742.34 737.30 742.30 742.30
g‘ 742.34 743.34 737.30 742.30
*g 737.30 742.34 737.30 742.30
= Ortalama (mV) 741.33 740.32 738.30 740.30
Standart sapma 2.25 2.76 2.24 2.74
%BSS* 0.30 0.37 0.30 0.37
Veriler (LA) 0.383 0.382 0.545 0.532
0.383 0.386 0.546 0.546
0.386 0.373 0.546 0.546
g 0.386 0.384 0.539 0.538
E 0.384 0.386 0.538 0.553
& Ortalama (pA) 0.384 0.382 0.543 0.543
Standart sapma 0.0014 0.0055 0.0039 0.0080
%BSS* 0.37 1.44 0.72 1.47

* Yiizde bagil standart sapma
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Tablo 12. KP elektrot kullanilarak 6.0x10® M ve 8.0x10® M sefepim ¢ozeltilerinden
KDSV yontemi ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

6.0x10° M 8.0x10° M
Ginl¢i  Giinler Aras1  Giinl¢i  Giinler Arasi
Veriler (mV) 553.97 553.97 558.85 558.85
558.85 553.97 561.29 561.29
_ 556.41 558.85 561.29 558.85
% 558.85 558.85 561.29 561.29
‘g 558.85 558.85 563.74 566.18
= Ortalama (mV) 557.39 556.90 561.29 561.29
Standart sapma 2.18 2.67 1.73 2.99
%BSS* 0.39 0.48 0.31 0.53
Veriler (LA) 0.576 0.579 0.670 0.666
0.569 0.564 0.667 0.657
0.569 0.578 0.669 0.675
g 0.579 0.571 0.666 0.673
E 0.574 0.575 0.657 0.666
2 Ortalama (nA) 0.574 0.573 0.666 0.667
Standart sapma 0.0043 0.0059 0.0054 0.0073
%BSS* 0.75 1.03 0.81 1.09

* Yiizde bagil standart sapma

6.2.6. Farmasotiklerden Tayin ve Geri Kazanim Calismasi

Sefepimin kantitatif analizi i¢in kullanilan DPSV ve KDSV yontemlerinin
dogrulugu, farmasodtiklerden tayin ve geri kazamim ¢aligmalar1 ile incelendi.
Farmasotiklerden tayin ¢aligsmasi icin flakon sefepim etkin maddesi kullanilarak DPSV
icin pH 5.0 FT igerisinde iicer adet 4.0x10° M ve KDSV i¢in pH 10.0 BRT igerisinde
ticer adet 8.0x10° M sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢dzeltilerden elde edilen
voltamogramlarin pik potansiyeli ve pik akimi degerleri okundu. Pik akim degerleri
kullanilarak hesaplanan sefepim miktar: ile sefepimin farmasétik formunda bildirilen

sefepim miktar1 karsilastirildi. Sonuglar Tablo 13’te verildi.
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Tablo 13. KP elektrot kullanilarak DPSV icin 4.0x10% M ve KDSV i¢in 8.0x10° M
sefepim ¢o6zeltilerinden elde edilen farmasétiklerden tayin verileri

DPSV KDSV
Flakonda beyan edilen sefepim miktar1 (g) 1.000 1.000
Bulunan sefepim miktarlari (g) 1.007 0.994
1.007 1.001
= 1.002 1.000
) 1.012 1.009
£ 0.996 1.001
_é) Bulunan ortalama sefepim miktari (g) 1.005 1.001
:2 Standart sapma 0.0059 0.0055
E:: %BSS* 0.59 0.55
% Bagil hata 0.5 0.1
t -testi 0.323
F-testi 0.812

* Yiizde bagil standart sapma
Teorik olarak t -testi: 2.31 ve F-testi: 6.39

Geri kazanim calismasinda, DPSV yontemi i¢in sefepimin flakon formundan
hazirlanan 4.0x10° M sefepim ¢ozeltisinin iizerine toplam sefepim konsantrasyonu
6.0x10° M olacak sekilde saf sefepim ¢ozeltisi; KDSV yontemi igin ise flakon
formundan hazirlanan 8.0x10° M sefepim ¢ozeltisinin iizerine toplam sefepim
konsantrasyonu 1.0x10° M olacak sekilde saf sefepim ¢ozeltisi ilave edildi ve her iki
yontem ile elde edilen voltamogramlardan sefepim pik akim degerleri okundu. Elde
edilen pik akim degerlerinden beser adet secilerek DPSV ve KDSV i¢in %BSS ve
ylizde geri kazanim degerleri hesaplandi (Tablo 14).
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Tablo 14. KP elektrot kullanilarak DPSV icin 6.0x10° M ve KDSV i¢in 1.0x10° M

sefepim ¢ozeltilerden elde edilen geri kazanim verileri

DPSV KDSV
[lave edilen sefepim miktar1 (g) 1.107x10° 1.107x10°
Bulunan sefepim miktari (g) 1.113x10° 1.095x10°
1.130x10° 1.105 x10°°
1.109x107° 1.105x10°
g 1.117x10° 1.116 x10°®
§ 1.130x10° 1.116x10°
% Bulunan ortalama sefepim miktari (g) 1.120x10° 1.107x10°
© Ortalama geri kazanim (%) 101.17 100.04
Standart sapma 0.87 0.80
% BSS* 0.86 0.80
% Bagil hata 1.17 0.04

* Yiizde bagil standart sapma

6.2.7. Serum Calismasi

Karbon pasta elektrot kullanilarak insan serumundan sefepim analizini yapmak

tizere, Boliim 5.1.2°de belirtilen sekilde serum ¢ozeltileri hazirlandi.

Sefepim iceren serum c¢ozeltilerinin analizinde destek elektrolit olarak DPSV
icin pH 5.0 FT ve KDSV igin pH 10.0 BRT ¢ozeltileri kullanildi. Serum igermeyen saf
sefepim ¢ozeltileri ile Bolim 6.2.5°te aciklanan kalibrasyon calismasina paralel sekilde

sefepim iceren serum ¢dzeltileri ile kalibrasyon ¢aligmasi yapildi.

Sefepim iceren serum cozeltilerinin kantitatif analizi i¢in yapilan kalibrasyon
calismasinda, Boliim 6.2.4’te aciklanan parametrelerdeki DPSV ve KDSV yontemleri
kullanildi. DPSV yéntemi i¢in pH 5.0 FT igerisinde 6.0x107% ile 2.0x10° M araliginda
ve KDSV yéntemi igin pH 10.0 BRT igerisinde 2.0x107 ile 2.0x10° M araliginda on iig
farkli konsantrasyonda serum c¢alisma ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlara gore pik akim degerinin okunabildigi en diisiik konsantrasyon hem

DPSV hem de KDSV igin 4.0x10”" M oldu.
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Sekil 33. (A) DPSV yontemi ile pH 5.0 FT igerisindeki ve (B) KDSV yontemi ile
pH 10.0 BRT igerisindeki sefepim iceren serum cozeltilerinden temel ¢izgi
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Tablo 15. KP elektrot kullanilarak sefepim igeren serum ¢ozeltilerinden DPSV ve
KDSV yontemleri ile elde edilen kalibrasyon verileri

DPSV KDSV
Pik potansiyeli (mV) 730 540
Dogrusallik araligi (uM) 04-6 04-8
Egim (uA uM™?) 3.16x102% +3.67x10* 6.32x107 + 5.09x10*
Kesim noktas1 (HA) 8.40x10° £ 6.00x10* 3.80x10° +2.28x1073
Korelasyon katsayisi, r 0.998 0.999
Teshis siniri, TS (UM) 3.01x1072 2 11x1072
Tayin alt sinir1, TAS (uM) 9.14x102 6.39x1072

Tekrar edilebilirlik deneylerinde DPSV i¢in pH 5.0 FT ve KDSV i¢in pH 10.0
BRT igerisinde hazirlanan 2.0x10°% M sefepim igeren serum calisma cozeltileri
kullanildi. Her iki yontem i¢in de, iicer ¢cozeltiden elde edilen bes adet pik akimi ve pik
potansiyeli degerlerinin glin i¢i ve giinler arasi %BSS’leri hesaplandi. Sonuglar

Tablo 16’da gosterilmektedir.
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Tablo 16. KP elektrot kullanilarak DPSV ve KDSV yontemleri ile 2.0x10° M
sefepim igeren serum ¢ozeltilerinden elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DPSV KDSV

Giini¢i  Giinler Aras1  Giini¢i  Giinler Aras1
Veriler (mV) 727.23 727.23 539.32 534.44

727.23 727.23 539.32 536.88

727.23 722.22 536.88 539.32

% 727.23 732.27 536.88 539.32
*g 132.27 7132.27 536.88 539.32
g Ortalama (mV) 728.24 728.24 537.86 537.86
Standart sapma 2.25 4.21 1.34 2.18
%BSS* 0.31 0.58 0.25 0.41
Veriler (LA) 0.0666 0.0660 0.128 0.126
0.0669 0.0671 0.128 0.129

0.0672 0.0674 0.129 0.129

g 0.0674 0.0674 0.130 0.130
E 0.0674 0.0677 0.130 0.131
& “Ortalama (LA) 0.0671 0.0671 0.128 0.129
Standart sapma 3.5x10* 6.6x10% 1.0x1073 1.9x1073
%BSS* 0.52 0.98 0.78 1.47

* Yiizde bagil standart sapma

Geri kazanim g¢aligmasi i¢in, sefepim igeren serum stok ¢ozeltisi ve saf sefepim
cozeltisi kullanilarak Boliim 5.4.8°de agiklandigi gibi, DPSV i¢in pH 5.0 FT ve KDSV
icin pH 10.0 BRT igerisinde hazirlanan 4.0x10°% M ¢alisma ¢ozeltileri kullanildi. DPSV
ve KDSV i¢in iicer adet calisma cozeltisinden elde edilen voltamogramlardan

hesaplanan veriler Tablo 17°de gosterilmektedir.
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Tablo 17. KP elektrot kullanilarak DPSV ve KDSV yontemleri ile 4.0x10° M
sefepim iceren serum ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPSV KDSV
Ilave edilen saf sefepim konsantrasyonu (uM) 2.000 2.000
Bulunan saf sefepim konsantrasyonu (uM) 1.985 1.994
2.001 1.994
2.001 2.010
g 2.016 2.018
§ 2.032 2.026
E Bulunan ortalama saf sefepim konsantrasyonu (uM)  2.007 2.009
Ortalama geri kazanim (%) 100.34  100.43
Standart sapma 0.90 0.71
% BSS* 0.90 0.71
% Bagil hata 0.35 0.45

* Yiizde bagil standart sapma
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7. TARTISMA ve SONUC
7.1. Bor-Katkili Elmas Elektrotla Elde Edilen Sonuclar
7.1.1. pH Etkisi

Sefepimin bor-katkili elmas elektrot {izerinde voltametrik teknikler ile yapilan
analiz ¢alismalari i¢in 6ncelikle ideal pH ve destek elektrolit belirlendi. Bu amagla DV,
DPV ve KDV yontemleri ile farkli pH ve tamponlar igerisindeki sefepim ¢ozeltilerinden
elde edilen voltamogramlar incelendi. Sekil 11°de farkli pH ve tamponlar igerisindeki
sefepim ¢ozeltilerinin dongiilii voltamogramlarinda goriildigii gibi, sefepim etkin
maddesi BKE elektrot lizerinde yalnizca yiikseltgenme yoOniinde pik verirken,
indirgenme yoniinde herhangi bir pik olusmadi. Bdylece, sefepimin redoks

reaksiyonunun tersinmez oldugu sonucuna varildi.

Sekil 11 ve 12’de goriildigii gibi pH artist ile yani daha bazik bdlgelere
gidildikge sefepim pik potansiyeli daha diisik degerlere dogru kaydi. Bu, destek
elektrolitin pH’s1 arttik¢a sefepimin yiikseltgenmesinin daha kolay gergeklestigini

gosterdi.

pH’ya kars1 ¢izilen pik potansiyeli (Ep) grafiklerinden, pH 2.0 ile 5.0 arasinda
elde edilen ve Esitlik 8, 9 ve 10°da sirasiyla -42.6, -48.5 ve -46.3 mV pH? olarak
verilen egim degerleri, teorik -59.2 mV pH™ degerine (64) yakindir. Bu sonug, redoks
reaksiyonunda yer alan proton sayisinin transfer edilen elektron sayisina esit oldugunu
gosterdi. pH 5.0’dan sonra pik potansiyeli pH’dan hemen hemen bagimsiz kaldi. Bu
durum, yiikseltgenmeden sorumlu grup ya da gruplarin asit-baz dengesinin pKa 5.0
civarinda oldugunu, tamponun pH degeri 5.0’dan biiyiik oldugunda olusan konjuge
bazin ortamda baskin oldugunu ve daha fazla konjuge baz olusamadigi icin pik
potansiyelinin pH’dan bagimsiz oldugunu gosterdi. pH 2.0’dan 5.0’a artarken,
sefepimin pik potansiyelindeki azalma, bu bolgede asit-baz dengesinin kurulmakta

oldugunu gosterdi.

DV, DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen pH’ya kars1 pik akimi grafikleri de
dikkate alinarak en yiiksek pik akimina sahip olan en simetrik sefepim piki pH 2.0 BRT
ortaminda elde edildi. Bu nedenle, BKE elektrot ile devam eden c¢alismalarda destek

elektrolit olarak bu ortam kullanild.
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7.1.2. Hiz Taramasi

pH taramasi sonrasinda belirlenen tampon ortami igerisinde sefepimin
yiikseltgenme reaksiyon karakterizasyonunun belirlenmesi i¢in hiz taramasi ¢alismasi
yapildi. Bu ¢alisma ile sefepimin BKE elektrot iizerindeki yiikseltgenme reaksiyonunun
difiizyon kontrollii mii yoksa adsorpsiyon kontrollii mii oldugu belirlendi. Bu amagla,
pH 2.0 BRT ve pH 7.0 BRT ortamlarindaki 6.0x10° M sefepim c¢ozeltilerinin
150 mV s?ile 5 mV s? tarama hiz1 araliginda DV taramasi yapildi. Bu ¢ozeltilerden her
bir tarama hizi1 i¢in elde edilen pik akim degerleri dikkate alinarak ¢izilen lp- v grafikleri
dogrusal bir degisim gosterdi (Sekil 16A ve 16C, Esitlik 11 ve 12) ve boylece sefepimin

ylkseltgenme reaksiyonunda adsorpsiyon etkisinin baskin oldugu sonucuna varildi.

Adsorpsiyon etkisinden dolayi, sefepimin miktar tayini ¢aligmalarinda siyirma
yontemlerinin ~ kullanilip  kullanilmayacagmma  karar verilmesi igin  siyirma
parametrelerinin optimizasyonu yapildi. Bu amagla, biriktirme potansiyeli ve biriktirme
siiresinin optimizasyonu calismasinda, pH 2.0 BRT icerisinde hazirlanan 1.0x10° M
sefepim c¢ozeltisi kullanildi. Bu c¢ozeltide oncelikle biriktirme siiresi 60 s’de sabit
tutularak biriktirme potansiyeli degistirildi ve diger potansiyellere gore nispeten daha
yiiksek pik akimini verdiginden dolay1r hem DPSV hem de KDSV i¢in +0.5 V biriktirme
potansiyeli olarak secildi (Sekil 17). Sonraki asamada biriktirme siiresi optimize
edilmeye calisildi. Sekil 18°de goriildiigli gibi, her iki yontem i¢in biriktirme siiresi
arttikca orantili sekilde artan pik akim degerleri elde edilemedi. Deneyler her iki yontem
icin tekrarland1 ve yine biriktirme siiresine gore diizensiz olarak degisen pik akim
degerleri elde edildi. Sonug olarak biriktirme parametreleri optimize edilemedi ve daha
sonraki miktar tayini g¢alismalarinda BKE elektrot igin siyirma ydntemlerinin

kullanilmamasina karar verildi.
7.1.3. Kalibrasyon ve Tekrar Edilebilirlik Calismalar:

Sefepimin kantitatif analizi i¢in DPV ve KDV yontemleri kullanilarak
kalibrasyon c¢aligmasi1 yapildi. Kalibrasyon deneylerinde pH 2.0 BRT igerisinde
hazirlanan yirmi farkli konsantrasyondaki sefepim ¢ozeltisi kullanildi. BKE elektrot ile
elde edilen kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik araligi DPV igin 4.0x10® — 1.0x10° M
ve KDV icin 4.0x107 — 6.0x10° M olarak gdzlendi. Sefepimin teshis sinir1 DPV igin
1.58x10° M ve KDV igin 1.10x10® M olarak hesaplandi (Tablo 1). Kullanilan DPV ve
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KDV yontemlerinin kesinligi tekrar edilebilirlik ¢caligmasi ile incelendi. Her bir yontem
icin iki farkli konsantrasyonda ticer adet ¢ozelti hazirland1 ve bulunan pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri iizerinden kesinlik ile ilgili c¢ikarimlarda bulunuldu. DPV
yonteminin kesinligi i¢in 8.0x10° M ve 1.0x10° M; KDV yonteminin kesinligi igin ise
8.0x10% M ve 4.0x10° M sefepim ¢ozeltileri hazirlandi. Tablo 2 ve 3’te her iki yontem
icin verilen %BSS degerleri pik potansiyeli i¢in %0.10 ile %0.30 arasinda ve pik akimi
icin %0.40 ile %1.76 arasinda degisti. Boylece, hem DPV hem de KDV yontemlerinin

kesinliginin iyi oldugu sonucuna varildu.
7.1.4. Farmasotiklerden Geri Kazanim Calismasi

Sefepimin kantitatif analizinde kullanilan DPV ve KDV yo6ntemlerinin
dogrulugu, farmasétiklerden tayin ve geri kazanim calismalari ile arastirildi. Oncelikle,
sefepimin flakon formda 1.0 g olarak beyan edilen miktar1 DPV ile 1.012 g ve KDV ile
1.033 g olarak ve sirasiyla %0.59 ve %0.77°1lik %BSS degerleri ile bulundu (Tablo 4).
Farmasotik form ¢ozeltisi tlizerine ilave edilen saf sefepim ¢ozeltisi ile yapilan geri
kazanim ¢alismasinda da ilave edilen sefepim ile bulunan sefepim miktarlarinin DPV
icin %100.37 ve KDV i¢in %102.07 geri kazanim degerleri ile birbirine yakin oldugu
goriildii (Tablo 5). Elde edilen bu sonuglardan, flakondaki ilag etkin madde haricindeki
katki maddelerinin uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar1 etkilemedigi

sonucuna varildi.

Gelistirilen DPV ve KDV yontemlerinin Dbirbiriyle istatistiksel olarak
karsilastirilmasi, farmasotik form ve geri kazanim c¢alismasindan elde edilen sefepim
pik akim degerleri iizerinden yapilan hesaplamalar ile gergeklestirildi. Bu c¢aligsma icin
hesaplanan t-testi ve F-testi sonuglari %95 giiven seviyesindeki teorik degerlerden
(Tablo 4) diisiik oldugu icin gelistirilen iki yontem arasinda istatistiksel bir fark

bulunmadig1 sonucuna varildi.
7.1.5. Serum Calismasi

Valide edilen DPV ve KDV yontemleri sefepim igeren serum ¢ozeltilerine
uygulandi. pH 2.0 BRT ortaminda serum c¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon
verileriyle teshis sinir1 degerleri DPV igin 2.45x10® M ve KDV igin 1.30x107 M olarak
hesaplandi (Tablo 6). Tablo 7’de verilen tekrar edilebilirlik deneylerinden her iki
yontem i¢in elde edilen %BSS verileri pik potansiyeli i¢in %0.19 ile %0.36 arasinda ve
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pik akimi i¢in %0.69 ile %1.55 arasinda degisti. Boylece, gelistirilen yontemlerin serum

cozeltilerindeki kesinliginin iyi oldugu sonucuna varildi.

Serum igerisindeki sefepimin dogruluk caligmalar1 geri kazanim ¢alismalari ile
elde edildi (Tablo 8). Buna gore, serum ¢ozeltisine ilave edilen saf sefepim miktar1t DPV
icin %100.03 ve KDV i¢in %100.21 ortalama geri kazanim ile elde edildi. Bu nedenle,
serumda bulunan tiirlerin sefepimin bu ¢alisma ile gelistirilen voltametrik yontemlerle

analizine herhangi bir etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.
7.2. Karbon Pasta Elektrotla Elde Edilen Sonuclar
7.2.1. Karbon Pasta Bilesiminin Se¢ilmesi

Karbon pasta elektrot ile sefepimin analizi i¢in Oncelikle ideal pasta bilesimi
belirlendi. Bu amagla, %15 ile %40 arasinda degisen oranlarda mineral yag iceren
karbon pastalar hazirlandi. Her bir oran i¢in ii¢ farkli tampon ortaminda sefepimin DV,
DPV ve KDV voltamogramlar: alindi. Elde edilen voltamogramlarin pik akim degerleri
ve pik simetrisi degerlendirildi. %15 ve %20 pasta oranlarinin, yapilan deneyler
stiresince stabil kalamamalar1 nedeniyle daha sonraki tiim deneyler %25 ve iizeri
mineral yag oranina sahip pasta bilesimleriyle yapildi ve optimum karbon pasta
bilesimleri %25 ve %30 olarak belirlendi. Bu iki pasta bilesiminden hangisinin

kullanilacagina pH ¢aligmalar: sirasinda karar verildi.
7.2.2. pH Etkisi

Sefepimin KP elektrot iizerindeki oksidasyon reaksiyonuna pH etkisi, dnceki
calismada belirlenen %25 ve %30’luk KP bilesimleri i¢in incelendi. Yapilan
pH taramasi sonucunda sefepimin karbon pasta elektrot {izerinde yalnizca yiikseltgenme
yonlinde pik verdigi goriildi. Boylece, KP elektrot icin de sefepimin redoks

reaksiyonunun tersinmez oldugu sonucuna varildi.

Tampon ortamimin artan pH degeri ile elde edilen sefepim pik potansiyel
degerleri Sekil 23 ve 24’te de goriildiigii gibi daha diisiik degerlere dogru kaydi. Bu
durum, destek elektrolit pH’s1 arttikca sefepimin oksidasyonunun daha kolay

gergeklestigini gosterdi.

pH taramasi sonucunda hem %25°lik hem de %30’luk KP elektrot i¢in elde
edilen DPV ve KDV voltamogramlar1 da ayrica incelendi (Sekil 24). pH taramasi
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sonrasindaki ¢alismalarda DPV ve KDV i¢in %25°lik ve %30’luk pasta bilesimlerinden
hangisinin daha ideal olduguna bakildi. Bu amagla, her iki bilesim i¢in pH taramasi ile
elde edilen tiim voltamogramlar incelenerek %25’lik KP elektrot ile daha yiiksek pik
akim degerlerinin elde edildigi goriildii. Sonug olarak, %25 mineral yag oranina sahip

pasta bilesimiyle ¢alisilmasina karar verildi.

pH’ya karsi ¢izilen Ep grafiklerinde (Sekil 25) pH 2.0 ile 5.0 arasinda DV, DPV
ve KDV yéntemleri igin sirasiyla -48.4, -48.7 ve -51.2 mV pH™ olarak negatif egim
degerleri elde edildi (Esitlik 13-15), Bu verilerin teorik -59.2 mV pH? degerine (64)
yakin olmasi, redoks reaksiyonunda yer alan proton ve elektron sayisinin esit oldugunu
gosterdi. pH 5.0’dan sonra pH arttik¢a gozlenen pik potansiyellerindeki azalma orani
diistii. Bu durum, yiikseltgenmeden sorumlu grup ya da gruplarin asit-baz dengesinin
pKa 5.0 civarinda kuruldugunu gosterdi. Bu sonug, BKE elektrot ile elde edilen sonugla

uyum gosterdi.

Sekil 26’da verilen lp-pH grafiklerinden, daha sonraki ¢alismalar igin
kullanilmak tiizere, en yiiksek pik akim degerinin goriildiigii ve en simetrik pikin elde
edildigi tampon ¢ozeltiler DPV i¢in pH 5.0 FT ve KDV i¢in pH 10.0 BRT olarak
belirlendi.

7.2.3. Hiz Taramasi ve Siyirma Parametrelerinin Belirlenmesi

Hiz taramasi ¢alismasinda, farkli tarama hizlari i¢cin hem pH 5.0 FT hem de
pH 10.0 BRT igerisindeki sefepim ¢ozeltilerinin dongiilii voltamogramlari elde edildi
(Sekil 27). Her iki ortam i¢in de, lp-v grafiklerinin (Sekil 28A ve 28C) dogrusal olmast,
sefepimin KP elektrot lizerindeki oksidasyon siirecinin adsorpsiyon kontrollii oldugunu
gosterdi. Bu nedenle, sonraki calismalarin siyirma yontemleri ile yapilmasi uygun
goriildii. DPSV ve KDSV yontemleri i¢in optimum biriktirme potansiyeli ve biriktirme
stiresini belirlemek lizere siyirma optimizasyonu calismast yapildi. En yiiksek pik
akimina sahip en simetrik pik DPSV i¢in +0.2 V biriktirme potansiyeli ve 40 s
biriktirme siiresi ile (Sekil 29); KDSV i¢in 0.0 V biriktirme potansiyeli ve 30 s
biriktirme siiresi ile (Sekil 30) elde edildi.

7.2.4. Kalibrasyon ve Tekrar Edilebilirlik Calismalari

Secilen siyirma parametreleri ile sartlandirilan DPSV ve KDSV yontemleri

kullanilarak kalibrasyon calismasi yapildi. Bu amagla hazirlanan yirmi farkli sefepim

81



cozeltisinden, DPSV ve KDSV yontemlerinin dogrusallik araliklar1 sirasiyla,
8.0x10® — 1.0x10° M ve 4.0x107 — 1.0x10° M olarak bulundu. Sefepimin teshis sinir1
DPSV icin 3.73x10° M ve KDSV icin 2.21x10® M olarak hesapland: (Tablo 10).
Yontemlerin kesinligi tekrar edilebilirlik ¢aligmasi ile incelendi. Tablo 11 ve 12°de her
iki yontem igin verilen %BSS degerleri pik potansiyeli igin %0.30 ile %0.53 arasinda ve
pik akimi i¢in %0.37 ile %1.47 arasinda degisti. Boylece, hem DPSV hem de KDSV

yontemlerinin kesinliginin iyi oldugu sonucuna varildi.
7.2.5. Farmasotiklerden Geri Kazanim Calismasi

Sefepimin KP elektrot ile kantitatif analizi i¢in kullanilan DPSV ve KDSV
yontemlerinin dogrulugu, farmasétiklerden tayin ve geri kazanim c¢alismalart ile
arastirildi. Farmasoétiklerden tayin ¢alismasinda, tablette beyan edilen 1.0 g’lik sefepim
miktar1, gelistirilen DPSV i¢in %0.59’1uk %BSS ile 1.005 g ve KDSV igin %0.55’lik
%BSS ile 1.001 g olarak bulundu (Tablo 13). Farmasdtik sefepim ¢ozeltisi lizerine ilave
edilen saf sefepim ¢ozeltisi i¢in DPSV ile %101.17 ve KDSV ile %100.04 geri kazanim
sonuglari elde edildi (Tablo 14). Elde edilen bu verilerden, sefepimin analizi i¢in her iKi
yontemin de dogru ve kesin sonuglar verdigi ve ila¢ etkin madde disindaki katki

maddelerinin uygulanan yontemlerin sonuglarin etkilemedigi sonucuna varildi.

DPSV ve KDSV yontemlerinin birbiriyle istatistiksel olarak karsilastirilmasi i¢in
farmasotik form ve geri kazanim c¢alismasindan elde edilen sefepim pik akim degerleri
kullanildi. Hesaplanan t-testi ve F-testi sonuglari %95 giiven seviyesindeki teorik
degerlerden (Tablo 13) diistik oldugu i¢in gelistirilen iki yontem arasinda istatistiksel bir

fark bulunmadigi sonucuna varildi.
7.2.6. Serum Calismasi

Gelistirilen DPSV ve KDSV yontemleri sefepim iceren serum c¢ozeltilerine
uygulandi. Serum ¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon verileriyle teshis sinir1 degerleri
DPSV i¢in 3.01x108 M ve KDSV ig¢in 2.11x10® M olarak hesaplandi (Tablo 15).
Tablo 15°te verilen tekrar edilebilirlik deneylerinden her iki yontem icin elde edilen
%BSS verileri pik potansiyeli i¢in %0.25 ile %0.58 arasinda ve pik akimi i¢in %0.52 ile
%1.47 arasinda degisti. Boylece, gelistirilen yontemlerin serum ¢dzeltilerindeki

kesinliginin iyi oldugu sonucuna varildu.
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Serum igerisindeki sefepimin dogruluk c¢alismalart %?25°lik KP elektrot
kullanilarak geri kazanim calismalar ile elde edildi (Tablo 17). Buna gore, serum
cozeltisine ilave edilen saf sefepim miktar1 DPSV i¢in %0.90’1ik %BSS ile %100.34 ve
KDSV igin %0.71°lik %BSS ile %100.43 ortalama geri kazanim olarak elde edildi. Bu
nedenle, serumda bulunan tiirlerin sefepimin bu g¢alisma ile gelistirilen voltametrik

yontemlerle analize herhangi bir etkisinin olmadig: sonucuna varildi.
7.3. Sefepim Verilerinin Karsilastirilmasi

Sefepim i¢in bu tez kapsaminda elde edilen veriler literatiirdeki diger
voltametrik calismalardaki verilerle karsilastirildi (Tablo 18). Sadece Pt nanopartikiil
modifiyeli camsi karbon elektrotla (68) yapilan galismanin dogrusallik araliginin bu tez
kapsaminda elde edilen dogrusallik araliklarindan daha genis oldugu goriildii, ancak
kalibrasyon egimi (duyarlik) hakkinda herhangi bir bilgi verilmemistir. Ayrica, ayni
calismada elde edilmis teshis sinir1, bu tez kapsaminda BKE elektrotla DPV yontemi
kullanilarak elde edilen teshis smiriyla olduk¢a yakin degerdedir. Pt nanopartikiil
modifiyeli camsi karbon elektrotla yapilmis ¢alisma (68) disindaki diger calismalarla
karsilagtirildiginda, BKE elektrotla DPV yontemi kullanilarak en genis dogrusallik
aralig1 ve en diisiik teshis sinir elde edildi. Kalibrasyon dogrusunun en yiiksek egim

degeri de yine bu tez kapsaminda BKE elektrotla KDV yontemi kullanilarak elde edildi.

Boylece, literatiirde bulunan az sayidaki ¢aligmalara gore daha hassas ve etkin

yontem gelistirilmis oldu.

83



¥8

Tablo 18. BKE ve KP elektrot ile elde edilmis kalibrasyon verilerinin literatiirdeki voltametrik yontemlerle karsilastirilmasi

Elektrot Yontem Tampon Dogrusallik Egim TS Kaynak
araligi (LA pM1) (LM)
(uM)
GCE* Dogrusal voltametri 0.1 M KH2PO4-NaOH, pH 8.0 52-26.0 - 5.13x107 65
GCE* KDV AT,pH 5.0 1.0-10.0 0.134 5.00x10% 66
Pt elektrot DPV 0.1 M AT, pH 4.5 25.0 —150.0 - 15.0 67
Modifiyeli GCE* — - 0.008 - 6.0 — 1.20x10°3 68
BKE elektrot DPV 0.04 M BRT, pH 2.0 0.04 -10.0 0.013 1.58x1073 Tez
BKE elektrot KDV 0.04 M BRT, pH 2.0 0.4 -60.0 0.165 1.10x1072 Tez
KP elektrot DPV 0.2 M FT, pH 5.0 0.08 - 10.0 0.098 3.73x107 Tez
KP elektrot KDV 0.04 M BRT, pH 10.0 0.4-10.0 0.105 2.21x1072 Tez

*Camsi karbon elektrot



8. SONUCLAR ve ONERILER

Sefepimin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in literatlirde bircok yontem mevcuttur.
Sefepimin analizi i¢in siklikla kullanilan analitik yontemler kromatografi (69-74),
spektrofotometri (75-77), akis enjeksiyonlu kemiliiminesans (78) ve Kkapiler
elektroforezdir (79). Bu yontemler tatmin edici hassasiyete ve segicilige sahip
olmalarina ragmen, numunenin hazirlanmasi i¢in zahmetli 6n islemler gerekmekte ve bu
da analizi daha zaman alici, daha pahali ve karmasik bir hale getirmektedir.
Elektroanalitik teknikler, kromatografik ve spektrofotometrik analizlerde gerekli olan
on islemlere gerek duyulmadan hedeflenen maddenin analizinin seg¢ici ve hassas bir
sekilde yapilmasina imkan tanimasindan dolay1 tercih edilmektedir. Sefepimin
elektrokimyasal analizinin bazi elektrotlar ile yapildig1 az sayida calisma literatiirde
mevcuttur. Sefepimin, camsi karbon elektrot (65, 66), platin mikroelektrot (67) ve
grafen nanoplaka-karbon nanokiire tabanli nanokompozit film/platin nanopartikiil
modifiyeli camsi karbon elektrot (68) ile yiikseltgenme yoniindeki voltametrik; civa
elektrot (80-82) ve giimiig-civa amalgam elektrot (83) ile indirgenme ydniindeki
polarografik; camsi karbon elektrot ile hem yiikseltgenme hem de indirgenme
yoniindeki (84) bazi elektrokimyasal analiz caligmalar1 literatiirde mevcuttur. Bu tez
kapsaminda, sefepimin yiikseltgenme yoniindeki voltametrik elektrokimyasal kantitatif
analizi bor-katkili elmas ve karbon pasta elektrotlar ile ilk kez ¢alisildi. Segilen
elektrotlar, sefepimin herhangi bir elektrot modifikasyonuna gerek olmadan
yukseltgenme yoniindeki kantitatif analizinin hizli, hassas ve segici bir sekilde
yapilmasima imkan sagladi. Ayrica, bu elektrotlar ile sefepimin biyolojik sivilardan
(serum) ve farmasotik dozaj formlarindan analizi de bu tez calismasi kapsaminda
gergeklestirildi. Sonug olarak hizli, ekonomik ve literatiirdeki yontemlere gore tercih

edilebilecek daha hassas bir yontem gelistirilerek literatiire katkida bulunuldu.
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