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OZET

TUNC B, Sefalosporin Grubu ilaglardan Sefotaksim’in Bor-Katkih Elmas Elektrot ile Voltametrik
Tayini, Van Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczaciik Anabilim Dali, Analitik Kimya Bilim
Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2023. Bu calisma, 3-Laktam ailesinin yar1 sentetik antibiyotik grubu olan
tiglincii nesil Sefalosporinlerden olan sefotaksim’in, anodik 6n islem gérmiis bor katkili elmas elektrot
(APT-BDDE) ile elektrokimyasal analizleri genis bir pH araliginda kare dalga (KD) ve doéniisiimlii
voltametri (DV) teknikleri ile incelenmistir. Analitik ¢alismalardan dnce, BDD elektrodunun performansini
etkileyen faktorler detayli calisildiktan sonra, ortamin pH’si tarama hizinin etkisi, segicilik ve yontem
parametrelerinin etkisi detayli olarak arastirilmistir. Bu analizlerden, sefotaksim etken maddesinin iyi
belirlenmis yiikseltgenme pik basamaklarmin gerilimleri sirasiyla, yaklasik olarak 1.1 ve 0.9 V olarak
belirlenmistir. KDV teknik kullanilarak, calisma araligi 1-20 pug mL-1 ( 2.1x10° — 4.2x10"° M) araliginda
dogrusallik oldugu belirlemis ve pH 2.5 fosfat tamponu ¢ozeltisi iginde gozlenebilme sinirt 0.22 pg mL-1
(4.6x107 M) olarak bulunmustur. Onerilen KDV teknigi ile ilag formulasyonuna uygulanmustir.

Anahtar Kelimeler: Bor-katkili elmas elektrot, [la¢ formulasyon, Voltametri, Sefalosporinler, Sefotaksim.



ABSTRACT

TUNGC B, Voltammetric Determination of Cefotaxime, a Cephalosporin Group Drug, with Boron-
Doped Diamond Electrode, Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Faculty of Pharmaceutical
Sciences, Department of Analytical Chemistry, Master Thesis, Van, 2023. In this study, electrochemical
analyzes of cefotaxime, one of the third-generation cephalosporins, the semi-synthetic antibiotic group of
the -Lactam family, with an anodic pre-treated boron-doped diamond electrode (APT-BDDE) were
investigated using square wave (SWV) and cyclic voltammetry (CV) techniques in a wide pH range. Before
the analytical studies, after the factors affecting the performance of the BDD electrode were studied in
detail, the pH of the medium, the effect of the scan rate, interference, and the effect of the method
parameters were investigated in detail. From these analyses, the voltages of the well-defined oxidation peak
steps of the active ingredient cefotaxime well-defined oxidation peak steps as 1.1 and 0.9 V, respectively.
Using the SWV technique, linearity was determined in the working range of 1-20 pug mL-1 (2.1x10% —
4.2x10° M), and the detection limit in pH 2.5 phosphate buffer solution was 0.22 pg mL* (4.6x107 M)
was found. The proposed SWV technique was applied to the drug formulation.

Key Words: Cephalosporins, Cefotaxime, Boron-doped Diamond Electrode, Drug formulation,
Voltammetry.
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1. GIRIS

Analitik kimya, bilim ve tibbin tiim alanlarinda yararli olan bir dizi gii¢lii fikir ve
yontemden olusan bir dl¢iim bilimidir. Analitik kimyacilar, pratik problemleri ¢6zmek
icin bilim ve teknolojiyi kullanirlar. Analitik kimya bilimin, endiistrinin ve tibbin her
alaninda uygulanmaktadir. Analitik kimya, maddenin kimyasal karakterizasyonu ve iki
onemli sorunun cevabi ile ilgilenir: ne oldugu (nitel analiz) ve ne kadar (niceliksel analiz).
Kimyasallar kullandigimiz veya tiikettigimiz her seyi olusturur ve bircok maddenin
kimyasal bilesiminin bilinmesi giinliilk hayatimizda 6nemlidir. Analitik kimya, 6rnegin
ilag, tarim, klinik, ¢evre, adli tip, imalat, metalurji ve farmasotik kimya gibi kimyanin

neredeyse tiim alanlarinda 6nemli bir rol oynar.

Insanlhiga biiyiik yararlar saglamis olan antibiyotikler uzun yillardir kullanilan
giclii ilaglardir. Antibiyotikler sayesinde gilinlimiiz insaninm O6mrii uzadigi
disiiniilmektedir. Sefalosporinler, antibiyotik sinifinda yer alan ve sayis1 oldukc¢a fazla
olan bir grup ilagtir. B- laktam ailesinin yar1 sentetik grubu iginde yer alan
Sefalosporinlerin ana biyokimyasal yapisindaki ortak yap1 7-aminosefalosporinik asittir.
B-Laktam antibiyotikler, genis antibakteriyel aktivite spektrumlar1 ve diistik toksisiteleri
nedeniyle insan tibbinda en sik kullanilmaktadir. Aktiviteleri, bakteriyel duvarin
olusumunu engelleyen bakteriler i¢in hayati 6nem tasiyan bazi enzim reaksiyonlarmin
inhibisyonu yoluyla uygulanir. Sefalosporinler, penisilinler ile birlikte, genis bir aktivite
spektrumu ile baskin anti-mikrobiyal ajan smifin1 olusturmaktadir. Sefotaksim (SEF)
molekiilinde metoksi-imino grubunun varhgi kimyasal ve elektrokimyasal davranisi
acisindan ¢ok Onemlidir. Sefotaksim (7- [a- (2-aminotiyazol-4-il) - a- (z) -metoksi
iminoasetamido] -3- (1-metil asetat) -metil-3-sefem-4-karboksilat) alt solunum yolu
enfeksiyonlarinda,  genito-liriner (idrar  yolu) enfeksiyonlarinda, jinekolojik
enfeksiyonlarinda, deri enfeksiyonlarinda ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda

kullanilir.

Yapilan kaynakca arastirmasina gére SEF ilag etken maddesinin tayinine yonelik
yiiksek performansli sivi kromatografi, spektrofotometrik, potansiyometrik gibi bir¢ok
analitik teknikler kullanilmistir. Bu analitik teknikler olduk¢a pahali ve zaman alict

olmasinin yani sira fazla organik ¢oziiciiler ve kimyasallarin kullanilmasi elektrokimyasal



yontemlere gore dezavantajdir. Elektrokimyasal yontemler kiigiik hacimlerle ¢alisilmaya
imkan taniyan ucuz tekniklerdir. Kisa siirede yapilan analizler sayesinde ayni giin
icerisinde yapilan analiz sayisini da yapilan ¢alismanin dogrulugunu, kesinligini yiiksek

derecede etkilemektedir.

SEF’e ait elektrokimyasal ¢aligmalar incelendigi zaman genellikle modifiye
edilmis elektrotlar kullanilmistir. Bu prosediirler olduk¢a zaman alict ve pahal
yontemlerdir. Bu tez ¢alismasinda SEF etken maddesinin yalin bor katkili elmas elektrot
ile elektro-analitik yontemle arastirildigi herhangi bir ¢alisgmaya rastlanmamustir. Bu tez
caligmasinda, SEF’in BDD elektrot ile voltametrik teknik kullanilarak, elektro-kimyasal
ozellikleri arastirilmis, tiim analitik method validasyon parametreleri ile hizli, duyarl,
basit, secici ayni zamanda daha ucuz bir voltametrik yontem gelistirilmistir. Bu

gelistirilen yontemle uygulanabilirliligi ila¢ dozaj formunda c¢alisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler ve Siniflandirilmasi

Antibiyotikler, bilindigi tizere insanlik igin biiyiik yararlar saglamis ve 75 yildir
kullanilan ilaglardir. Antibiyotiklerin kullanimi ile birlikte insan émriinde en az 10 yillik
bir uzama sagladigi1 tahmin edilmektedir. Antibiyotiklerin en sade tanim1 “dogada diisiik
konsantrasyonlarda zaten bulunmakta olan, bir mikroorganizmanin irettigi, diger bir
mikroorganizmanin  iiremesini  engelleyen maddeler” olarak tanimlanabilir.
Antibiyotikler, hiicre duvar1 sentezi supresyonu, nikleik asit sentezi inhibisyonu, hiicre
zar1 degisimi, protein sentez supresyonu ve DNA inhibisyonu gibi ¢esitli etki
mekanizmalarina  sahiptir.  B-laktamlar, kinolonlar, tetrasiklinler, makrolidler,
stilfonamidler, aminoglikozitler, poliether iyonoforlar ve farkli fonksiyonel gruplara
sahip glikopeptitler gibi kimyasal yapilarina dayali farkli smiflarda kategorize
edilebilirler. ik kez 1940’larda Amerikali Biyokimyaci olan Selman A. Waksman
antibiyotik terimini kullanmistir. Bilindigi tizere, dogal olan antibiyotikler ekosistemin
bir pargasidir. Sir A. Flemming’in 1928 yilinda Penicillium notatum kolonilerinden
bakteri liremesini engelledigini tespit etmis ve sonra penisilin ilag olarak 1941 yilinda
kullanima girmistir. BOylelikle yeni bir donemin baslangicit olan “antibiyotik ¢agi”
baslamustir. Penisilinin kimyasal ana yapis1 beta-laktam halkasi olarak bilinen, 6-amino-
penisiloik asit (6- APA)’tir. Dolayisiyla penisilinler, B-laktam grubu antibiyotiklerin ana
uyesidir. Klinik endikasyon vakalarinda en sik recete edilen ilaglar arasinda beta-laktam
antibiyotikler yer alir. B - laktam antibiyotikler, molekiiler yapilarinda bir beta -laktam
halkasin1 kapsayan tiim antibiyotiklerden olusan genis spektrum antibiyotikler olarak
smiflandirilir. B - laktamlar, ortam pH ve sicakliginda sadece hidrolize degil, ayni
zamanda cesitli reaktifler ile boliinmeye duyarhdir (Ozumchelouei ve ark., 2020).

Yirminci yiizyilin 30'lu yillarindan itibaren ortaya ¢ikmalari, bakteriyel bulasici
hastaliklara karst miicadeleyi biiylik Olciide degistirmistir. Biyokimyasal agidan
bakildiginda, bu ilaglarmn ortak bir 6zelligi olan 3-karbon ve 1-azot halkas1 (beta-laktam
halkas1) icermis olmasidir (O’Rourke ve ark., 2020; Hsia ve ark., 2019; McGettigan ve
ark., 2017; Charani ve ark., 2019).



2.1.1. Penisilinler

Bu antibiyotikler (¢ogu -silin son ekiyle biter), 6-animopenisilanik asit (laktam
art1 tiazolidin) halkas1 ve diger halka yan zincirlerinden olusan bir ¢ekirdek igerir. Bu
grup, dogal penisilinleri, beta-laktamaz direngli ajanlari, aminopenisilinleri,
karboksipenisilinleri ve {ire-ido-penisilinleri icerir (Evaggelopoulou ve ark., 2013; Svorc
ve ark., 2012).

H
T
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Sekil 1. Penisilin’in molekiiler yapisi.

2.1.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler yapisal ve farmakolojik olarak penisilin ile iligkilidir. Onlar gibi
sefalosporinler de bakteri hiicre duvarinin sentezine miidahale eden bir B-laktam halka
yapisina sahiptir. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilirlar. En giivenli ve en etkili genis spektrumlu bakterisidal
antimikrobiyal ajanlar arasindadirlar ve sonu¢ olarak en sik regete edilen antibiyotik
smifidirlar. Sefalosporinler, ¢evresel olarak ortaya cikan kirleticiler olarak taninirlar ve
farmasotik olarak aktif bilesikler grubuna dahil edilirler, ancak bu maddeler igin gosterge
niteliginde tolere edilebilir degerler heniiz sabitlenmemistir. Tabii ki, kullanimlariyla
ilgili ana endiselerden biri, direnglerin gelismesidir. Bu, atik su ve kanalizasyon aritma
tesislerinde ve ayrica diger ¢evre boliimlerinde zaten tespit edilmistir. Bu durum,
aritilmamig kanalizasyonun ¢evreye dogrudan desarji ile iligkili yliksek kendi kendine
tedavi oranlarinin su kalitesini giiclii bir sekilde etkiledigi gelismekte olan {ilkelerde

ozellikle kritiktir (Baeza-Fonte ve ark., 2018).

Sefalosporinler, 7-aminosefalosporanik asit ve 3,6-dihidro-2 H-1,3-tiazan
halkalar1 olan yan zincirler icerirler. Bu terminolojinin kabulli evrensel olmasa da,

sefalosporinler geleneksel olarak bes sinifa veya nesile ayrilir (Duan ve ark., 2021).
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Sekil 2. Sefolosporinler’in molekiiler yapisi.

Birinci nesil (kusak) sefalosporinler, esas gram pozitif ve anaerop etkinlikleri
olup, gram negatif etkinlikleri diisiik olan sefaleksin, sefadroksil, sefazolin, sefalotin
ilaglarm1 icermektedir. Ik kullamma giren sefalosporin sefalotin’dir. Ancak

nefrotoksisitesi nedeniyle giiniimiizde kullanilmamaktadir (Fernandez ve ark., 2021).

Ikinci nesil (kusak) sefalosporinler, gram negatif etkinligi birinci kusaga gore
daha fazla olan bu grup, hem gram pozitif hem de gram negatif ve anaerop etkinlikleri
vardir. Agiz yoluyla kullanilabilen bu grupta, sefaklor, sefuroksim, sefotetan, sefoksitin

yer almaktadirlar (Fernandez ve ark., 2021).

Ucgiincii nesil (kusak) sefalosporinler, gram negatif etkinlik agirlikli olan bu grup
iiyelerinin gram pozitif etkinlikleri ise diigiiktiir. Yar1 dmiirleri uzun ve bakterisidaldirler.
Bu grupta yer alan ilaclar ise sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefiksim’dir. Beyin
omurilik s1visina menenjitte iyi penetre olan bu grup Uyelerinin anaerop etkinlikleri ise

oldukca diistiktiir (Fernandez ve ark., 2021; Bui ve Preuss, 2022).

Dordiincii nesil (kusak) sefalosporinlerde ise sefepim yer almaktadir ve genis bir
spektruma sahiptir. Bu grup hem gram pozitif hem gram negatif hem de anaerop
etkinliklerine sahiptir. Beta laktamazlara karsi direngli ve febril notropenide, yogun
bakimlarda kullanilir (Fernandez ve ark., 2021; Bui ve Preuss, 2022).

Besinci nesil (kusak) sefalosporinlerde ise seftarolin ve seftobiprole yer
almaktadir. Bu grup yeni bir kusaktir. FDA tarafindan gocuklarda kullanimi uygun

bulunmamustir (Bui ve Preuss, 2022).



2.1.3. Karbapenemler, monobaktamlar ve beta-laktamaz inhibitdrleri

Tanimlayici1 yapilari, beta-laktamazlarin ¢oguna karsi koruma saglayan bir beta-
laktam halkasina bagli bir karbapenemdir. Ancak bu bilesiklere karsi direng énemli bir
sorun olusturur ve esas olarak gram-negatif patojenler, karbapenemaz olarak adlandirilan
farkli beta-laktamaz siniflar1 iiretir. Oncelikle beta-laktam halkasini hidrolize eden ve
inaktive eden enzimler olan serin beta-laktamazlari (6zellikle gram-negatif bakterilerde)
inaktive ederek ¢alisirlar. Bu ajanlar, birinci nesil beta-laktamaz inhibitdrlerini
(klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam) ve Klebsiella pneumoniae karbapenemaz gibi
karbapenemaza kars1 aktif olan daha yeni avibaktam ve vaborbaktami igerir (Aslan ve

ark., 2022).
2.2.  Sefotaksim’in Yapisi ve Yapisal ozellikleri

Sefotaksim sodyum (Sekil 1), sodyum (6R,7R)-7-[2-(2-amino-4-tiazolil)
glioksilamido]-3-(hidroksimetil)-8-okso-5-tia-1-azabi-siklokt-2-en-2-karboksilat 72-
(2)-(O-metiloksim) olarak adlandirilan bir ilag fermantasyon triiniiniin yar1 sentetik bir
turevidir. Molekiler formili C16H1sNsNaO7S,; ve molekiiler agirhigi 477.45 g/mol'diir.
Beyaz veya hafif sarimsi kristal bir tozdur. Suda serbest¢e ¢Oziiniir, metanolde ve
etanolde az, organik coziicillerde ise pratik olarak c¢oziinmez. 30°C'nin altindaki
sicakliklarda, 1s1ktan korunan sikica kapatilmis bir kapta saklanmalidir (Ali ve ark., 2021;
Béranger ve ark., 2018). Sefotaksimde bulunan sefalosporinin karakteristik kimyasal
grubu, bir B-laktam halkasi ve bir dihidrotiazin halkasi igeren 7-aminosefalosporinik
asittir. Sefalosporinlerin karakteristik kimyasal yapis1 Sekil 2'de sunulmustur; temel
yapidaki karbon 7'ye baglanan grup, sefotaksim'i sinifindaki diger molekiillerden ayirir

(Pacifici, 2022).

Sekil 3. Sefotaksim’in molekiiler yapisi.



2.3.  Sefotaksim’in Farmakinetik Ozellikleri

Sefotaksim, intravendz veya intramuskuler enjeksiyonla uygulanan parenteral,
ticiincli kusak bir sefalosporin antibiyotiktir. Psoédomonas hari¢ gram pozitif ve gram
negatif organizmalara kars1 aktiftir. Bu ticiincii nesil grupta stafilokok kapsami azalir.
Sefotaksim menenjit, alt solunum ve idrar yolu enfeksiyonlari, pelvik inflamatuar
hastalik, cilt ve cilt yapis1 enfeksiyonlar1 ve gonore tedavisinde kullanilir. Sodyum
sefotaksim, bakteri duvarmin peptit bag sentezini katalize etmekten sorumlu olan
transpeptidaz enzimine geri doniisiimsiiz olarak baglanan tgilincii nesil bir
sefalosporindir. Bu baglanmanin ardindan yap1 bozulur ve bakteri hiicre lizisine yol agar
(Chen ve ark., 2020). Kuzey Amerika ve Avrupa'da, sefotaksim, glinde 1-4 g sefotaksim
olarak iki veya ¢ doz halinde intramuskuler veya intravendz yollarla uygulanabilen
liyofilize bir toz olarak ticari olarak mevcuttur. Siddetli enfeksiyon durumunda giinde 10-
12 g uygulanabilir. Agirlikli olarak Haemophilus influenzae, penisiline duyarh
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ve diger merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarinin neden oldugu menenjit tedavisinde kullanilir (Kryuk ve ark., 2021).
Sefotaksim intravendz olarak uygulandiginda plazma yar1 omrii yaklasik 1 saat,
intramiiskiiler olarak uygulandiginda ise yaklasik 1.5 saattir. Sefotaksim'in yaklasik %
25-40"1 plazma proteinlerine baglanir (Vercheval ve ark., 2018; Thorsted ve ark., 2020).
Uygulanan dozun yaklasik % 901 bobrekler tarafindan, % 50'si degismemis bigimde ve
% 20'si desasetilsefotaksim  (sefotaksim'in ana metaboliti) olarak atilir.
Desasetilsefotaksim orijinal molekiilden daha az aktiftir, ancak sefotaksim ile ¢esitli

mikroorganizmalara karsi sinerjistik olarak etki eder (Elhewaty ve ark., 2019).
2.4. Elektrokimya ve Elektroanalitik Ydéntemler

Elektrokimya, kendiliginden kimyasal reaksiyonlar sirasinda agiga ¢ikan
enerjiden elektrik iiretimi ve kendiliginden olmayan kimyasal doniisiimler meydana
getirmek icin elektrik enerjisinin kullanilmasi ¢aligmasidir. Konu hem teorik hem de
pratik acidan dnemlidir. Cok sayida metal, sodyum hidroksit, klor, flor ve daha bir¢ok
kimyasal elektrokimyasal yontemlerle iiretilmektedir. Piller ve yakit hiicreleri, kimyasal
enerjiyi elektrik enerjisine doniistiirmekte ve ¢esitli alet ve cihazlarda biiylik dlcekte
kullanilmaktadir. Elektrokimyasal olarak gergeklestirilen reaksiyonlar enerji agisindan

verimli ve daha az kirletici olabilir. Bu nedenle, elektrokimya ¢alismasi, ¢evre dostu yeni



teknolojiler yaratmak icin dnemlidir. Duyusal sinyallerin hicrelerden beyne ve hiicreler
arasindaki iletisimin elektrokimyasal kokenli oldugu bilinmektedir. Elektrokimya, bu

nedenle, ¢ok genis ve disiplinler arasi bir konudur.

Elektrokimya, yiik ayrimu ile iliskili kimyasal olaylar1 igerir. Genellikle bu yiik
ayrimi, ¢oOzelti iginde homojen olarak veya elektrot ylizeylerinde heterojen olarak
meydana gelebilen yik transferine yol acar. Gergekte, elektro-nétraliteyi saglamak igin,
z1it yonlerde iki veya daha fazla ylik transfer yar1 reaksiyonu gerceklesir. Homojen redoks
reaksiyonlar1 disinda, bunlar genellikle bir hiicrede ¢6zeltiye daldirilmig farkl
elektrotlarda meydana gelen boslukta ayrilir. Bu elektrotlar, yiikiin taginabilmesi i¢in hem
cozelti icinde (iyonik tasima yoluyla) hem de harici olarak (elektrik telleri vb. yoluyla)
iletken yollar ile baglanir. Hiicre konfigurasyonu izin verirse, iki elektrot reaksiyonunun
drtinleri ayrilabilir. Her iki elektrottaki serbest enerji degisimlerinin toplami negatif
oldugunda, ag¢iga ¢ikan elektrik enerjisi kullanilabilir (piller). Pozitif ise, elektrot
reaksiyonlarmin gergeklesmesini ve kimyasal maddelerin doniistiiriilmesini (elektroliz)
zorunlu kilmak i¢in disaridan elektrik enerjisi saglanabilir. Elektrot reaksiyonlar1 ve

elektrot siiregleri anlasildiktan sonra, bu bilgi asagidakiler i¢in kullanilabilir.

Elektrot reaksiyonlarini, belki elektrot malzemesini degistirerek veya yeni elektrot
malzemeleri gelistirerek, gerekli olan ve istenmeyen elektrot reaksiyonlarmi dnleyecek

sekilde uyarlamak,

Biyoelektrokimyada oldugu gibi, elektroaktif tiirlerin konsantrasyonlarmin
Olctlmesinde oldugu gibi, birgok elektrot reaksiyonunun ayni anda veya ardisik olarak
meydana geldigi karmasik sistemleri incelemek, potansiyelin ve elektrot malzemesinin
dengede veya denge disinda (potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve enzimde

oldugu gibi) se¢iciligini kullanmak,

Bu nedenle uygulama yelpazesi ¢ok genistir. Elektroanaliz, potansiyometrik,
voltametrik, endiistriyel elektroliz, elektrokaplama, piller, yakit hiicreleri,
elektrokimyasal isleme ve korozyonun en aza indirilmesi dahil diger birgok ilgili

uygulama; biyosensorler ve biyoelektrokimya da kullanmak.

Elektroanalitik teknikler, kimyada kullanilan en eski enstriimantal yontemler



arasinda yer alsa da gelismeye devam etmektedir. Son yirmi yilda, bu alanda kimyasal
Olctimlerle ilgili son derece heyecan verici arastrmalar yer almustir. Elektroanalitik
yontemler (Sekil 4), analizi yapilacak olan maddeyi (analit) i¢eren bir elektrokimyasal
hicrenin potansiyeli (volt) ve akimi (amper) o6lgulerek, inceleyen bir grup teknikler
smifidir. ki ana kategorisi vardir. Bunlar; ara yiizey yontemleri ve analiz ortaminda
gerceklesen yontemlerdir. Bu teknikler arasinda siklikla literatiirde yer alan

potansiyometri, kulometri ve voltametridir (Wang ve ark., 1996).

Elektroanalitik
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1
Ara Yiizey Analiz Ortamimin
Yontemleri Tamammdaki Yontemler
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Sekil 4. Elektroanalitik tekniklerin smiflandirilmasi.

Birka¢c basamakta elektrokimyasal tepkimeler gergeklesebilir ve tepkimelerin
hizlarin1 en yavas basamak belirler. Elektrot yuzeyindeki elektroaktif turlerin farkli
yollarla tagindig1 bilinmektedir. Daha karmasik sistemlerde ise elektron aktarim 6ncesi
elektrolit cozeltisinde gerceklesen kimyasal tepkimelerde s6z konusudur. Elektron
aktarimy/kiitle taginmasi olayr analitin tiirline, destek elektrolit tiirline, elektrot
malzemesine ve deneysel kosullara baghdir. Elektriksel gog, konveksiyon ve diflizyon

olmak (zere kiitle tasinmasi ti¢ farkli yolla gerceklesmektedir.
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Sekil 5. Kiitle aktarim yollar1.

Elektriksel gog¢; taneciklerin (yuklu) elektriksel alanda hareket etmesi,
konveksiyon; maddenin karigtirilmast, calisma (indikator) elektrodun
donmesi/dondirilmesi ya da titresimi gibi mekanik yollarla elektrot yiizeyine tagimasi
ve son olarak diflizyon ise, ¢6zeltinin derisim farkindan yararlanarak analitin derisimin

fazla oldugu ana ¢6zeltiden daha seyreltik olan elektrot ylizeyine hareket etmesidir.

Elektroanalitik yontemlerin diger prosediir tiirlerine gore belirli genel avantajlari

vardir. Bunlar;
-Genellikle bir elementin belirli bir ylkseltgenme durumuna 6zguidur.
-Kullanilan aletler nispeten ucuzdur.
-Kimyasal tiirlerin derisimleri yerine aktivite hakkinda bilgi vermesidir.
2.5. Voltametri

Voltametri olarak bilinen elektrokimya dali, polarografinin kesfinden
gelistirilmistir. Voltametri farkli analitik amaclar i¢in kullanilir. Ozellikle toksik atik
analizlerinde, ilag, gida, adli tip, tarimda pestisit analizlerinde ve kalitatif-kantitatif analiz

uygulamalarinda siklikla kullanilan yontemlerdendir.

Tiim bu yontemlerde, potansiyel uygulanarak, akim 6l¢iiliir, potansiyel uygulama
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yolu ve zamanlamasi gibi kii¢iikk bir fark vardiwr. Bu farkliliklar ¢esitli kimyasal,
elektrokimyasal ve fiziksel bilgiler verebilir. Analizler, kimyasal reaksiyonlar i¢in hiz
sabitleri, redoks reaksiyonlarinda yer alan elektronlar ve difiizyon sabitleri hakkinda bilgi
verir. Voltametri, bir elektrotun yiizeyine sabit ve/veya degisen bir potansiyel
uygulanmasi ve ortaya ¢ikan akimin ii¢ elektrotlu bir sistemde dlgmesine dayanir. Bu
yontem, bir analitin indirgeme/yilkseltgenme potansiyelini ve elektrokimyasal

reaktivitesini ortaya ¢ikarabilir.

Voltametri, elektrot-¢ozelti araylzlerindeki elektrot reaksiyonlarmin akim-
potansiyel egrileri ile yorumlandigi bir elektrokimyasal bir tekniktir. Voltamogram adi
verilen akim- potansiyel egrileri, kararli durum 6lgiimleri disinda 6l¢lim siiresiyle biiyiik
Olglide degisir ve bu nedenle zaman degiskenlerine dikkat etmek gereklidir. Potansiyel,
geleneksel voltametride bir kontrol degiskenidir ve akim, belirli bir zamanda uygulanan

potansiyelin bir fonksiyonu olarak algilanan bir degiskendir.
2.5.1. Voltametrik sistem

Voltametrik sistem, analizin gergeklestigi elektrokimyasal hicre, analitin ve
destek elektrolitten olusan ¢ozelti ortami ve {i¢ elektrotun bagli oldugu elektriksel
sistemden olusur. Elektrotlar ve elektrotlarmm bagli oldugu bu sistem voltametrinin

anahtarlaridir.
A- Elektrokimyasal hiicre

Elektrokimyasal hiicre, analizi gergeklestirilecek olan madde (analit) ile
tepkimeye girmeyen malzemelerden (teflon, cam, polietilen) olusur. Sekil 6’da tipik bir

elektrokimyasal hiicre gdsterilmistir.
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-| Potansiyostat

Sekil 6. Tipik bir elektrokimyasal hiicre.

Elektrokimyasal hiicrede yukaridaki sekilde de goriildiigii gibi iiglii elektrot

sisteminde, destek elektrolit ve analit bulunmaktadir.
B. Voltametride kullanilan elektrotlar

Ucli elektrot sistemi, referans (karsilastirma) elektrotu, calisma (indikatdr)
elektrotu, ve karsit (yardimci) elektrottan olusmaktadir. Bu elektrotlar asagida detayli

olarak anlatilmistir.

Temelde gerilimin kontrol edildigi ve hlicreden gecen akimin 6lgtildiigii elektrot,
indikator (calisma) elektrodudur. Bu elektrot, analizi yapilacak olan maddenin
elektrokimyasal olaylarmin (indirgenme ve/veya ylikseltgenme) gerceklestigi elektrottur.
Calisma (indikator) elektrotlarmin hem kimyasal hem de fiziksel 6zellikleri sayesinde
voltametride kullanilan elektrotlar belirli tiirde ve sayidadir. Calisma elektrotlarinin
potansiyel araligi pH, destek elektrolit ¢ozeltisi ve elektrotlara bagli olarak degisir.
Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlarinin polarize olabilmesi i¢in yiizey alanlarinin
oldukga kiiciik olmasi gerekir. Sekil 7°de voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlar:

gosterilmistir.
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Sekil 7. Voltametride kullanilan ¢esitli ¢alisma elektrotlari.

Civa elektrotlar, indirgenme potansiyeli oldukc¢a genis olan bir elektrottur ve
yiizeyinde hidrojen c¢ikis1i fazladir. Bu elektrotlarmm en Onemli avantaji, her analiz
sonrasinda yeni bir yiizey kullaniliyor olmasidir. Kati elektrotlar ise platin, altin,
rutenyum, nikel, palladyum gibi metallerden olusmasidir. En fazla kullanilan kati
elektrotlar arasinda karbon pasta, camsi karbon, grafit ve elmas elektrotlar gelir. Camsi
karbon elektrot, genis bir potansiyel araligina sahip yiiksek iletkenlik gdsteren bir elektrot
olurken, elmas elektrot elektrigi iletmez. Grafit ise yumusak ve gozenekli yapiya sahip
oldugu icin yiiksek adsorpsiyona sahiptir. Karbon elektrotlarin en dnemli 6zelligi hem
yiikseltgenme hem de indirgenme bolgesinde ¢alisilabilir olmasidir. Bunun yam sira

ekonomik ve inert olmasi da diger 6zellikleri arasindadir.

Karbon elektrotlar arasinda son yillarda ¢ok popiiler olan bir diger elektrot ise bor-

katkili elmas elektrotdur.
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Bor katkili elmas (BDD) elektrot (Sekil 8), sulu bir ¢ozeltide genis bir potansiyel
pencereye sahip, fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal olarak kararli bir elektrot
malzemesidir. Bu 06zelliklerinden dolayr BDD elektrotlari, elektrolitik prosesler ve
elektrokimyasal enerji cihazlar1 gibi bir¢ok elektrokimyasal alanda kullanilabilmektedir.
Elektroanaliz uygulamalarinda, BDD elektrotlarinin elektrokimyasal uygulamalarda
onemli bir yeri vardir. Oldukg¢a genis bir gerilim arali§ina ek olarak BDD, diisiik arka
plan akimi ve yiizey adsorpsiyonunda inertlik gibi elektrot kirlenmesine direnen faydali
Ozelliklere sahip olmasi, BDD elektrotlarinin hassas ve giivenilir elektrokimyasal tespiti
icin kullanilmasini saglar. Bu temel 6zelliklerinin yani sira, elektrodun optimizasyonu
icin ylizey on islemi (anodik ve katodik on islem) ve yiizey modifikasyonu ile

islevsellestirilebilmeleri de BDD elektrotlarmin degerli bir 6zelligidir (Kondo, 2022).

Sekil 8. Bor katkili elmas elektrot.

Referans elektrot, metal-metal iyonlardan olusur. En ¢ok kullanilanlar giimiis-
giimiis kloriir elektrotu (Ag/AgCl) ve doymus kalomel elektrottur. Sekil 9°de farkh
ortamlarda kullanilan ¢esitli referans elektrotlar gosterilmistir. Referans elektrotlar,
calisma elektrotunun gerilimini 6lgmek i¢in kullanilir ve akim gegmedigi siirece sabit bir

elektrokimyasal potansiyele sahip olmalidir.

> 4 ' .
N \

- g

Sekil 9. Farkli referans elektrotlar.
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Karsit veya yardimci elektrot (Sekil 10) ise hiicre i¢inden akimin gegebilmesini
saglayan elektrottur. Basitge, hiicre devresini tamamlayan bir iletkendir. Calisma
elektrodu araciligiyla ¢ozeltiye akan akim, yardimci elektrot araciligiyla ¢ozeltiyi terk
eder. Karsi elektrot, platin veya karbon gibi reaktif olmayan, yiiksek yiizey alanli bir

elektrot olmalidir.

Sekil 10. Yardimme1 (karsit) elektrot.

2.5.2. Voltametrik teknikler

Voltametrik yoéntemler uygulanan potansiyel uyarma sinyallerine goére
cesitlilik gostermektedir. Bunlar arasinda en yaygin olarak dogrusal taramali, kare

dalga, diferansiyel puls ve doniisiimlii voltametri kullanilmaktadir.

Bir elektrokimyasal hiicrede, potansiyelin dogrusal olarak artarken ya da
azalirken, akimm Ol¢lilmesine dayanan voltametrik yontem dogrusal taramali
voltametridir. Genellikle, potansiyel hiz taramasi 10-1000 mV s? araliginda
gerceklestirili.  Calisma  (indikator)  elektrodunun  potansiyeli  baslangi¢
potansiyelinden, maddenin indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline dogru zamanla

dogrusal olarak degistigini gdstermektedir.

Kare dalga voltametri; bir merdiven dalga bicimi Gzerine simetrik bir kare
dalga darbesi bindirilir. Burada ileri kare darbe merdiven basamagi ile cakismaktadir.
fleri akim ve ters akimlar dlgiiliirek, aralarindaki farkla net akim 6l¢iiliir. Elektroaktif
tirlerin konsantrasyonu, pik yiiksekligi ile dogru orantilidir. Oldukga hizli ve duyarl

bir voltametrik tekniktir.
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Kimyanin bir¢ok alaninda 6nemli Olciide yer alan ve ¢ok yaygin olarak
kullanilan doniisiimlii voltametri, basli basma bir elektroanalitik teknik haline
gelmistir. Genellikle redoks proseslerinin incelenmesinde, inceleme altindaki
elektrotlarin iyonlar1 ve yiizey atomlar1 arasindaki elektrokimyasal reaksiyonlarin
analizlerinde, reaksiyon druinlerinin stabilitesini elde etmek, reaksiyon ara maddelerini
anlamak ve elektrot reaksiyon mekanizmalar1 hakkinda kalitatif bilgi almak igin
kullanilir. Elektrot yiizeyinden elektrolit iyonlar1 ve elektronlar arasindaki ytik transfer
reaksiyonlar1 hakkinda bilgi veren 6nemli bir voltametrik tekniktir. Ug elektrotlu bir
elektrokimyasal hiicrede, doniisiimlii voltametri ile akimi gozlemlerken, calisma
elektrotuna uygulanan potansiyelin hem ileri hem de geri yonlerde (bazi tarama
hizlarinda) degistirilmesine dayanir. Bu teknik ile, calisma elektrotlar1 ve karsit
(yardimci) elektrotlar arasinda gegen akim Olgtiliirken, ¢alisma ve referans elektrotlar1

arasinda ise elektrot potansiyelinin dogrusal ve dongiisel degisimi incelenir.

Dontigiimlii  voltametri (DV), calismanin yapildigi potansiyodinamik bir
elektrokimyasal Olcimdir. Elektrotun potansiyeli, baslangi¢ potansiyeline geri
donmek i¢in ters yonde uygulanir. Bu dongiiler bir ya da bir¢cok kez tekrarlanabilir.
Doniisiimlii voltamogram, akima karsi uygulanan potansiyelin grafigini verir. Sekil

10’da farkli calisma elektrotlarina ait doniisiimlii voltamogramlar verilmistir.

Akim, A

50 uA ]

—_—

| v o i 7 |
025 =050 073 -1.00 -1.25 -1.50

Potansiyel, V

Sekil 11. Farkli calisma elektrotlarina ait doniisiimlii voltamogramlar.

16



Reaksiyon {irlinlerinin stabilitesini, redoks reaksiyonlarinda ara maddelerin
varligmi, reaksiyonu belirlemek i¢in ¢esitli redoks islemlerini incelemek igin siklikla

kullanilir.

Genel olarak, ¢esitli ¢6zlinmiis inorganik ve organik maddelerin kantitatif
tayini i¢in rutin olarak voltametrik teknikler kullanirlar. Cesitli ortamlarda
yukseltgenme-indirgeme tepkimelerinin temel basamaklari, yiizeyler (izerinde
elektron transferi ve reaksiyon mekanizmalari, adsorpsiyon islemleri, elektron transfer
basamaklarmin kinetigi ve tasinmasi, tlirlesme dahil olmak iizere ¢esitli amaglar i¢in
voltametrik teknikler yaygin olarak kullanilir. Voltametrik yontemler oldukca fazla ve
farkli alanlarda kullanilmalar1 nedeniyle elektroanalitik yontemler arasinda 6nemli bir
roli vardwr. Hizli, basit, duyarlh ve ucuz olmasi nedeniyle bircok alanda
elektrokimyasal yontemler tercih edilmektedirler. Bu sayede voltametrik yontemleri

kullanim1 artmustir.
2.6.  Sefotaksim ile Tlgili Voltametrik Tayinler

Literatiir arastirmasinda elektrokimyasal analizi gerceklestirilen sefotaksim’in
analitiksel acidan farkli tekniklerle analizleri gerceklesirildigi goriilmektedir. Ancak bu
tez kapsaminda sefotaksim’e ait farkli ¢alisma elektrotlar1 kullanilarak yapilan
calismalardan bazilar1 Tablo 1°de sunulmustur. Tabloya bakildig1 zaman 6zellikle yalin
camsi karbon ve karbon pasta elektrodun oldugu géze carparken, ayni zamanda damlayan

civa elektrodu ile de ¢alisilmustir.

Tablo 1. Sefotaksim tayini ile ilgili daha 6nce literatiirde bildirilen bazi voltametrik
yontemler.

Elektrot  Dogrusallik Arahg1 (M) LOD (M) Kaynak

HMDE 7.5x107%-1.0x107 8.0x1010 Aleksi¢ ve ark., 2006

GCE 3.0x107°-7.2x107 2.0x10° Vasantharahavan ve ark., 2021
GCE 1.0x10%-6.0x10° 4.0x107 Yue ve ark, 2022

GCE 1.0x10%-6.0x10° 3.0x107 Dogan ve ark., 2009

GCE 4.0x10°-1.0x10" 1.0x10° Shahro ve ark., 2012

HMDE: Damlayan civa elektrodu, GCE: Cams1 karbon elektrodu; CPE: Karbon pasta elektrodu
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Literatiir taramasinda SEF’e ait bor katkili elmas ile ¢aligmasina rastlanmamaistir.
Dolayisiyla gergeklestirilen bu tez ¢alismasi literatiirdeki boslugu doldurmasi agisindan

Onemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyde Kullamilan Kimyasallar

Tum kimyasallar, Sigma-Aldrich ve Merck sirketlerinden (Istanbul, Tiirkiye)
satin almmuistir. Destek elektrolit olarak 0.1 mol L Britton-Robinson (BR) tamponu (pH
2.0-8.0) kullanilmigtir. Bu tamponu olusturan diger kimyasallardan fosforik asit, % 85
saflikta, borik asit ve asetik asit ise %100 saflikta kullanilmistir. 0.1 mol L—1 fosfat
tamponu (pH 2.5 ve 7.4), 0.1 mol L asetat tamponu (pH 4.8), 0.1 mol L™ HNO3 (% 65
saflik) ve 0.1 mol L' H2SOs (%95-97 saflikta), destek elektrolit ¢dzeltileri olarak
kullanilmistr.  Sefotaksim sodyum tuzu, Sigma (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan
saglanmustir. Segicilik ¢aligmalarinda kullanilan dopamin, Urik asit ve askorbik asit ise
sigma tarafindan temin edilmistir. Tiim ¢6zeltiler, oda sicakliginda ultra saf su (18.2 MQ,

Millipore Simplicity) kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2. Arag-Gerecler

Voltametrik ¢alismalar elektrokimyasal analizor AUTO LAB TYPE Il (NOVA
2.1.2. yazilim paketi (EcoChemie, Hollanda)) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Voltametrik deneyler icin kare dalga voltametrisi kullanild1 ve yapilan tim deneyler
sonucunda elde edilen sinyaller, cihazin yazilim programinda zemin diizeltmesi [temel
diizeltme, Savitzky ve Golay filtresi (seviye 2), pik genisligi 0.01 V) ile yapilmistir.
Indikator (galisma) elektrodu olarak bor-katkili elmas elektrot (3 mm ¢apinda ve 1000
ppm bor igerigine sahip Windsor Scientific Ltd., UK) kullanilmistir. Karsilastirma
elektrotu (referans elektrot) olarak Ag/AgCl elektrot (3.0 mol L™t NaCl; MF 2012,
BASi®, ABD) ve yardimci elektrot olarak platin tel elektrot (MW 1032, BASi®)
kullanilmustir. Elektrokimyasal hiicre pyrex camdan yapilmis olup, elektrotlar, ig elektrot
girigli hiicre kapagi (C-3 Cell Stand; BASi®) kullanilmistir. Montajin alt kisminda
manyetik karistirici bulunmakta olup, ¢6zelti ortaminin karistirildig1 durumlarda miknatis

kullanilmaktadir. pH dl¢timleri icin WTW-pH 720 cihazi kullanilmigtir.
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3.3. Yontem
3.3.1. Elektrot 6n islemleri

BDD elektrotunun anodik veya katodik (karsilastirma amaciyla) 6n islemi, diger
elektrokimyasal deneylere baslamadan 6nce giinde bir kez +1.8 veya -1.8 V (her ikisi i¢in
de) 180 s uygulanarak 0.5 mol L™ H,SOs varliginda gerceklestirilmistir. Bireysel
Olciimler arasinda, tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde etmek icin ayni1 kosullar

altinda 60 saniye boyunca bir aktivasyon programi uygulanmaistir.
3.3.2. Voltametrik analiz

Bu c¢alismada, sefalosporin grubundan bir antibiyotik olan sefotaksim'in
elektrokimyasal 6zellikleri ilk kez anodik 6n islem gérmiis bir BDD elektrotu kullanilarak
arastirilmis ve kantifikasyonu i¢cin kare dalga voltametrik bir yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen voltametrik yontemin duyarliligi, seciciligi, dogrulugu, tekrarlanabilirligi ve
uygulanabilirligi bulgularla ortaya konmustur. Gelistirilen bu yontem, herhangi bir 6n
konsantrasyon islemine ve zamana ihtiya¢ duymadan, hizli ve kii¢iik hacimli numunelerle
calisan ucuz ve hassas bir yontem gelistirerek bibliyografyadaki kromatografik ve

spektroskopik yontemlere alternatif olabilir.

SEF'in elektrokimyasal davranisi iizerine 6n ¢calismalar i¢in doniistimlii voltametri
(DV), ardindan analitik performansi ve yontemin uygulanabilirligini degerlendirmek icin
kare dalga voltametrisi (KDV) kullanildi. SEF'in 6n konsantrasyonu, 6n islem
uygulanmis (anodik-katodik) BDD elektrotunun numune ¢ozeltisine daldirilmasiyla
gerceklestirilmistir. Cozelti dinlenme siiresinden sonra (5 s) arka plan akimi, anodik
taramalar, KDV kullanilarak +0.5 ile +1.8 V potansiyel araliginda gerceklestirilmistir.
Analitik uygulama i¢in, SWV i¢in optimize edilmis cihaz parametreleri olan frekans, 75
Hz; puls genligi, 40 mV; gerilim adimi, 10 mV olarak kullanilmistir. Tiim voltametrik
Olclimler laboratuvar sicakliginda ii¢ tekrarla gergeklestirilmistir. Gozlenebilme sinir1
(GS, LOD) ve tayin alt smir1 (TAS, LOQ), ilgili dogrusal denklemin egimi ve dogrusallik
araliginm en diisiik konsantrasyonunun pik akimlarinin (on 6l¢lim) standart sapmasi ile

hesaplanmuigtir.

Y 6ntemin uygulanabilirliligi yerel hastaneden alinan EQITAX® enjekte edilebilir
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cozelti (Tum - Ekip Ilag A.S, Tiirkiye) ile gergeklestirildi. EQITAX®, 1 g IM/IV
enjektabl toz iceren 15 mL’lik flakon ilag sisesinden gerekli miktar alinarak gerekli
seyreltmeler yapilarak, se¢ilen tampon ¢6zelti ortamida dogrudan analiz edildi. Standart

ekleme yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinden miktar tayini yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SEF’in Elektrokimyasal Davranisi

SEF’in, BDD elektrot yilizeyindeki elektrokimyasal tepkimesini anlamak i¢in 0.1
mol L? fosfat tamponu, pH 2.5 olan ¢dzelti iginde 80 ng mL™? SEF’in anodik tarama
yoniinde +0.5 ile +1.8 V gerilim araliginda ve 100 mV s tarama hizinda elde edilen ii¢
dongl donisiimlii voltamogramlar: almmistir (Sekil 12). Voltamogram incelendiginde
SEF’in yaklasik olarak +1.1 V’da birinci yiikseltgenme piki (Ia) ve daha yliksek
potansiyelde (+1.5 V) ikinci yiikseltgenme piki (I1a) goriilmiistiir. Katodik yonde tarama
yapildiginda herhangi bir indirgenme piki gozlenmemistir. Dolayisiyla bu

elektrokimyasal tepkimenin tersinmez oldugunu gdstermektedir.

40.0

30.0

3

~

20.0

I

10.0

0.5 075 1.00 125 150 1.75 2.00
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 12. BDD elektrot iizerinde 80 pg mL™* SEF’in 0.1 mol L fosfat tamponu, pH 2.5
icerisinde ii¢ dongiisel doniisiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 100 mV s, kesikli
cizgi destek elektrolit ¢ozeltisini gostermektedir.

Dontisiimlii voltametri teknigi kullanilarak, gerilim tarama hizinin SEF’in anodik
pik akimi ve anodik pik gerilimleri iizerine etkisini incelemek i¢in; 80 ug mL™* SEF’in
25- 500 mV s? hiz tarama araliginda, pH 2.5 fosfat tamponu ¢ozeltisinde déniigiimlii
voltamogramlar1 kaydedilmistir. Asagida verilen esitliklerde goriildiigii gibi gerilim
tarama hiz1 ve pik akim siddeti (1) arasinda dogrusal bir iliski olmasinin yani sira tarama
hizinin logaritmasi ile pik akimmin logaritmasi (2) arasindaki dogrusal iliskinin egimi

0.5’ten kiiglik olmas1 SEF’in elektrokimyasal tepkimenin difiizyon kontrollii oldugunu
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gostermektedir.

ip (LA) =0.014v (MV s ') +3.0755r=0.994 (1)
log ip (uA) =0.395 log v - 0.0988, r = 0.997 (2)

0.5 mol L™ H2SO4 ortaminda, SEF’in BDD elektrot iizerindeki etkisi uygulanan
anodik (+1.8 V/ 60 s) ve katodik (-1.8 V/ 60 s) yondeki tarama ile belirlenmistir. Sekil
13’te verilen kare dalga voltamogramlarinda goriildiigii gibi elektrot temizligi anodik
yonde (APT) uygulama yapildiginda katodik yonde (CPT) uygulamaya goére Ia
ylikseltgenme pik akimi daha iyi bir sonug¢ gostermistir. Ayni sekilde dontistimlii
voltamogramlarinda benzer sonuclar elde edilmistir. Yapilan bu caligmalarda analitik
analizler Ia’ya gore (hem tekraredilebilir hem de duyarlilik agisindan) degerlendirilmistir.
Bu anlamda bundan sonraki analizlerde yiikseltgenme piki Ia olarak se¢ilmis ve temiz,

tekraredilebilir bir ylizey elde etmek i¢in anodik 6n iglem uygulanmaistir.

1.50
- APT-BDDE

1.25 — CPT-BDDE
1.00

< 0.75
S~

= 0.50
0.25

0.0

0.5 075 1.00 125 150 1.75 2.00
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 13. 30 ug mL? SEF’in 0.1 mol L fosfat tamponunda (pH 2.5) farkli 6n islem
gormiis bor katkili elmas elektrot ile alinmig KD voltamogramlari. KD voltametri
degiskenleri; Frekans: 25 Hz; Amplitiid: 30 mV, Gerilim adim1: 8 mV.

Daha duyarli ve segici bir voltametrik analiz i¢in kare dalga voltametrik teknik ve
anodik 6n islem goérmiis (APT-BDDE) bor katkili elmas elektrot kullanilarak, SEF’in
iizerinde destek elektrolit ve pH’ nin etkisi, genis bir pH araligina sahip olan 0.1 M BR
tamponu (pH 2-10), 0.1 M fosfat tamponu (pH 2.5), 0.1 M asetat tamponu (pH 4.8) ve
kuvvetli asit olan 0.1 M H>SOs kullanilmustir. Sekil 14’te 30 pg mL? SEF iceren
cozeltilerinde kaydedilen KD voltamogramlari gosterilmistir. Sekilde goriildiigii gibi SEF
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maddesine ait [a yiikseltgenme pik gerilimi pH ile daha az gerilime dogru kaymakta ancak

ITa yiikseltgenme pik gerilimi hemen hemen sabit bir gerilimde bulunmaktadir.

1.50 -
pH2 1" | w== PH 2.5 phosphate buffer
1.25 1.25 || == 0.1MH;S04
| | w== pH4.8acetate buffer
1.0 1.00
i 0.75 i 0.75
~ ~
b —
0.50 0.50
0.25
0.25 B
A 0 y \
o— [ L Ll N - 0.50 0.7 , , 15 1. j
0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 L 10 = e 20

E /V (vs. Ag/AgCl) : E/V (vs. Ag/AgCI)

Sekil 14. Farkli destek elektrolitlerinde 30 pg mL? SEF cozeltilerinin KD
voltamogramlari. A: 0.1 M BR tamponu (pH:2-10), B: 0.1 M H>SOs, pH 4.8 asetat
tamponu ve pH 2.5 fosfat tamponu. KD voltametri degiskenleri; Frekans: 25 Hz;
amplitiid: 30 mV, gerilim adim1: 8 mV.

Voltametrik analizlerde, kullanilan cihaz parametrelerinin optimizasyon
calismalar1 yapilarak, analitin yiiksetgenme pik akim ve gerilim degerlerinde
iyilestirmeler yapilabilmektedir. Bu nedenle, 30 pg mL™* SEF’in daha dnce belirlenen en
iyl ortam olan pH 2.5 fosfat tamponu i¢inde KD parametreleri optimize edilmistir. Bu
parametrelerden frekans araligi ( f ) 15-175 Hz olarak, gerilim adimi ( AEs ) 2-16 mV
olarak ve amplitid (Esw) 10-70 mV araliginda degerlendirilmistir. Bu parametrelerde
birinin degiskenligi incelenirken diger iki parametre sabit bir degerde tutularak en iyi
kosullar belirlenmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada pik sekli ve siddeti agisindan en uygun
kosullar f= 75 Hz, AEs= 10 mV ve Esw= 40 mV olarak belirlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. 30 ug mL?* SEF’in pH 2.5 fosfat tamponu igindeki cihaz parametreleri
optimizasyon egrileri. A- Frekans aralig1 10-175 Hz, B- Gerilim aralig1 2-16 mV ve C-
Amplitid araligi 10-70 mV.

Gelistirilen voltametrik yontemim performansint belirlemek i¢in duyarlilik,
secicilik, gun-igi, ginler-aras1 tekrar-edilebilirlik ve c¢alisma araligi ayrintili olarak
degerlendirilmistir. Belirlenen en uygun deneysel parametre kosullarinda SEF’in
derigimine karsi molekilin yiikseltgenme pik akimi etkisi, farkli derisimlerdeki SEF
cozeltilerinin kare-dalga voltamogramlar1 alinmustir. 1.0- 20.0 pg mL? (2.1x10° —
4.2x10° M) calisma araliginda standart SEF ¢ozeltilerinin, fosfat tamponu (pH 2.5) APT-
BDD elektrodu kullanilarak, +1.12 V potansiyelde elde edilen ylkseltgenme pik akim
KD voltamogramlar1 alinmistir. Bu verilerden elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 16’da

verilmistir.

[ip (RA) = 0.0605 C (ug mL? ) +0.0183], r=0.9988
1.25

1.00; 12 |

I/pA

0.751

I/pA

0.50;

Con.pg mL-1

0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
E /V (vs. Ag/AgCl)

25



Sekil 16. pH 2.5 fosfat tamponu APT- BDD elektrotta SEF’in degisen derisimlerine (1.0
- 20.0 ug mL™) karsilik elde edilen KD voltamogramlari ve ilgili kalibrasyon egrisi. Kare
dalga degiskenleri (puls amplitiid, 40 mV, frekans, 75 Hz, gerilim adimi, 10 mV).

Onerilen bu ¢alismada, gdzlenebilme sinir1 olan GS, LOD (3*s/m) ve tayin alt
siirt olan TAS, LOQ (10*s/m) esitliklerine gore hesaplanarak gelistirilen voltametrik

[IP%2)
S

metodun analitiksel duyarliligi bulunmustur. Esitlikte bulunan “s”, standart sapma, “m”
ise kalibrasyon egrisinin egimini gostermektedir. Bu verilerle elde edilen kalibrasyon
egrisinin denkleminden elde edilen sonuglara goére GS; 0.22 pg mL™ (4.6x107 M) ve
TAS; 0.73 pug mL? (1.53%10°® M) olarak bulunmustur. Tablo 2’de elde edilen analitiksel

sonuglar detayl olarak gosterilmistir.

SEF yiikseltgenme pik akim degerlerinin giin-i¢i ve gunler-arasi
tekraredilebilirliginin  bagil standart sapmalar1 (BSS) ile yontemin kesinligi
degerlendirildi. SEF’e ait yiikseltgenme pik akim degerlerinin giin-i¢i ve glnler-aras1 %
BSS degerleri sirasiyla % 2.7 ve % 3.1 olarak bulunmustur. Dolayisiyla elde edilen
verilere gore, SEF’e ait yiikseltgenme pik akim ve pik gerilim degerlerinin

tekraredilebilirliginin olduke¢a iyi oldugunu sdylenebilir.

Tablo 2. SEF’in tayinine dayali analitik validasyon sonuclari.

Kalibrasyon Egrisi
Calisma Arahg (M) 2.1x10° - 4.2x10°
Kesisim+%0BSS 1.83x102 + 1.12
Egim+%BSS 6.05x10% + 1.86
Korelasyon Katsayisi (R) 0.9988
GS, LOD(M) 4.6x107
TAS, LOQ (M) 1.53x10°®
Akim ve Gerilim Giin-i¢i Tekraredilebilirliligi (% BSS) 23;12
Akim ve Gerilim Glnler-Aras: Tekraredilebilirliligi (% BSS) | 3.5;1.8

Onerilen voltametrik metodun segicilik ¢alismasi igin 5.0 (a) ve 15.0 (b) ug mL*
SEF ¢bzeltisinde girisim yapabilecek maddeler olan Ca?*, Cu?*, Zn?*, Ag*, Na*, NO* ,
CI, askorbik asit, iirik asit ve dopamin bilesikleri ¢alisilmistir. SEF’¢ ait pik geriliminde
herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Sekil 17°da askorbik asit (d), dopamin (e) ve {irik
asit’e (c) ait voltamogramdan da goriildiigii gibi, SEF miktar tayini icin APT-BBD
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elektrot ile gergeklestirilen voltametrik yontemin secici oldugunu sdylenebilir. Sekil
17°deki voltamogramda dopamin 0.56 V (0.44 nA) gerilimde, iirik asit 0.78 V (1.11 pA)
ve askorbik asit ise 0.63 V (1.13 pA) gerilimde yiikseltgenmistir.

1.75;
1.254
3

~ 0.75;
et

0.25;

co 025 050 075 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 17. 0.1 mol L* fosfat tamponu (pH 2.5) icindeki 5.0 (a) ve 15.0 (b) pg mL™ CEF,
2.0 pg mL* dirik asit (c), 4.0 pg mL* askorbik asit (d) ve 2.0 ug mL* dopamin (e) ait KD
voltamogramlari.

Calismanin bu boliimiinde, ticari olarak farmasétik formiilasyondaki (enjekte
edilebilir ¢ozelti) SEF igerigini belirlemek i¢in 6nerilen metodoloji uygulandi. Numune
cozeltileri, nihai ¢ozeltinin, ¢alisilabilir dogrusal araligi i¢inde bir hedef konsantrasyona
seyreltilmesinin ardindan hazirlandi. Numunenin analizi, daha 6nce de belirtildigi gibi
‘la’ i¢in 1ilgili regresyon denkleminden kalibrasyon egrisi yontemi kullanilarak
yapilmistir. Enjekte edilir numuneden gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra destek
elektrolit ¢ozeltisi i¢ine alman numune lizerine standart katma yontemi uygulanmistir.
SEF’in standart ¢Ozeltisinin her ilavesinden sonra pik akiminin artist gozlenmistir.
Dolaysiyla, +1.1 V’de beliren pikin SEF’in yukseltgenme basamagma ait oldugu
sOylenebilir. SEF’in pik akim degerleri derisime kars1 grafige gecirildikten sonra elde
edilen dogrusal denklem [ip (uA) = 0.0649 C (ug mL™ ) +0.1184], r=0.9934 seklindedir.
Bu lineer esitlikten yararlanilarak Tablo 3°de % geri kazanim ve % BSS degerleri tablo

3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Farmasotik numunenin geri kazanimi ve bagil standart sapmasi sonuglart.

Eklenen (ug mL-1) Bulunan (ug mL-1) % Gerikazanim = %BSS
2.50 2.80 110.0+1.65
5.00 5.40 108.0+1.86
7.50 7.40 99.0+2.78
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda SEF antibiyotiginin elektrokimyasal tekniklerle tayini igin

yalin bor katkili elmas elektrot esliginde ¢calismalar gerceklestirilmistir. Literatiirde SEF’e

ait s6z konusu ile ilgili voltametrik analize rastlanmamistir. Bu c¢alismada, SEF’in

elektrokimyasal davranisi BDD elektrot ile KDV ve CV kullanilarak voltametrik analizler

gerceklestirilmistir. SEF analizi igin gerekli kosullar belirlenmis ve bu kosullarda

analizler yapilmistir. Gelistirilen bu elektroanalitik yontem ile SEF’in ticari bir preparati

olan EQITAX® ilacina uygulanmistir.

SEF’in elektrokimyasal davranisi, bor katkili elmas elektrot (BDDE) kullanilarak

dontisiimli voltametri ve kare dalga voltametrisi teknikleri ile incelenmistir.

1-

SEF’in BDD elektrot iizerindeki etkisi 0.5 mol L' H,SOs; ortaminda,
uygulanan anodik (+1.8 V/ 60 s) ve katodik (-1.8 V/ 60 s) yondeki tarama ile
belirlenmistir. BDD elektrot aktivasyonu anodik yonde (APT) uygulama
yapildiginda katodik yonde (CPT) uygulamaya gore la yiikseltgenme pik
akimi daha iyi bir sonug gostermistir. Dolayisiyla, temiz ve tekraredilebilir bir
yiizey elde etmek i¢cin anodik 6n islem uygulanmustir.

Anodik 6n islem gérmiis BDD elektrot ile yapilan ¢aligmalarda dncelikle
SEF’in BR tamponunda pH 2-10 arahginda elektrokimyasal davranisi
incelenmistir. Genis bir pH taramasinda SEF’in pik akiminin en yiiksek
oldugu pH 2.5 fosfat tampon ¢o6zeltisi olduguna karar verilmis ve SEF’in
analitik tayini i¢cin bu ortam tercih edilmistir.

Analitik tayinin gerceklestirildigi kare-dalga voltametrik tekniginin cihaz
parametrelerinin optimizasyon calismalarinda frekans i¢in, 75 Hz; adim
potansiyeli icin 10 mV ve amplitid icin 40 mV elde edilerek 6nerilen
yontemin duyarlilig icin uygun tayin kosullar1 belirlenmistir.

SEF igin gergeklestirilen doniisimlii voltametri ¢aligmalarinda ileri yondeki
potansiyel taramasinda yaklasik olarak +1.1 V’da ve daha ylksek
potansiyelde +1.5 V’da sirasiyla iki yukseltgenme piki gozlenirken geri
yondeki potansiyel taramasinda herhangi bir katodik pik gdzlenmemis olup,

tersinmez bir tepkime oldugunu gosterilmistir.
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Tarama hizinin etkisi doniisiimlii voltametri teknigiyle 25 — 500 mV s
arasinda incelenmistir. Tarama hizinin logaritmasi ile pik akiminimn logaritmasi
arasindaki dogrusal iligkinin egimi 0.5’ten kiicik olmast SEF’in
elektrokimyasal tepkimenin diflizyon kontrollii oldugunu gosterilmistir.
Belirlenen en iyi deneysel kosullarinda SEF derisimin’in ylkseltgenme pik
akimi iizerine etkisini incelemis, 1.0- 20.0 pg mL™ ( 2.1x10° - 4.2x10° M)
calisma araliginda kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon
egrisinin denkleminden elde edilen sonuglara gére GS; 0.22 ug mL™ (4.6x10"
M) ve TAS; 0.73 ug mL* (1.53x10° M) olarak bulunmustur.

Onerilen voltametrik metodun segicilik ¢alismasi i¢in girisim yapabilecek
inorganik, anorganik molekuller ve biyomolekiiller olan askorbik asit, Urik asit
ve dopamin bilesikleri ¢alisilmistir. Askorbik asit, dopamin ve iirik asit’e ait
yiikseltgenme pikleri SEF ile girisim yapmadigini1 gosterilmistir.

Calismanm son boluminde ise, ticari olarak farmasotik formulasyondaki
(enjekte edilebilir ¢ozelti) SEF icerigini belirlemek i¢in dnerilen metodoloji
standart katma yontemi ile uygulanda.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi ile SEF’in analitik tayini i¢cin hem duyarlilik,
dogruluk hem de Kesinlik acisindan yiksek bir yontem olarak
degerlendirilebilir. Literatiirde SEF’in voltametrik analizine yonelik yapilmis
BDD elektrot ile herhangi bir ¢alisma olmadigindan bu ¢alisma yeni bir tayin

yontemi olarak nitelendirilebilir.
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