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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NAFAZOLIN HIDROKLORUR’UN ELEKTROKIMYASAL DAVRANISI VE
ADSORPTIF SIYIRMA YONTEMI ILE TAYINI

Tugce CETINKOL

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Funda OZTURK

Bu calismada simpatomimetik etken madde olarak damar daraltici etki yaratmasi
sebebiyle, goz ve burun damlalarinda sikga kullanilan nafazolin hidrokloriiriin (NFZ-HCI)
elektrokimyasal davranisi, sade karbon pasta elektrot (KPE) ve aliminyum oksit
nanopartikiillii karbon pasta elektrot (Al,O3-NP-KPE) yiizeyinde, Britton-Robinson (BR)
tamponunda dontisiimlii voltametri (DV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) yontemleri ile
incelendi. NFZ-HCI’iin adsorpsiyon ozellikleri incelenerek yiikseltgenme reaksiyonunda
aktarilan elektron sayisi hesaplandi. Ayrica NFZ-HCI’lin serum 6rneklerinde tayini igin Kare
dalga anodik adsorptif siyirma voltametri (KDAAdSV) yontemi gelistirildi. Bu yontem ile
elde edilen pik akimi-derisim grafiklerinden dogrusal ¢aligma araligi 1,0x10°® molL™-3,0x10°
molL*olarak belirlendi. Yapilan kalibrasyon c¢aligmalarinin analitik parametreleri en kiigiik
kareler 9yé’)ntemi ile degerlendirildi. Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin sinir1 degerleri sirasiyla
2,6x10° molL™ ve 8,63x10° molL™ olarak hesaplandi. Gelistirilen yéntemin validasyonu
yapildi. Bu yontem insan kan serumu ortaminda bulunan NFZ-HCI tayini i¢in kullanildiginda;
giivenilir, tekrarlanabilir, yliksek dogruluk ve kesinlige sahip sonuglar elde edildi. Gelistirilen
yontemin uygulama sonuglar1 ve validasyon parametreleri s6z konusu ilag etken maddesi i¢in
literatiirde Onerilen standart yontemlerin sonuglart ve parametreleri ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, sonuclar arasinda %95 giiven seviyesinde anlamli bir fark olmadigi
gorildii.

Anahtar kelimeler: Nafazolin hidrokloriir, voltametri, Al,O3 nanopartikiilleri, karbon pasta
elektrot, kan serumu

2015, 51 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

ELECTROCHEMICAL BEHAVIOR OF THE NAPHAZOLINE HYDROCHLORIDE AND
DETERMINATION BY ADSORPTIVE STRIPPING VOLTAMMETRY METHOD

Tugce CETINKOL

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Funda OZTURK

In this study, electrochemical behavior of naphazoline hydrocholoride (NPZ-HCI),
which is frequently used in eye and nose drops as sympathomimetic agent due to the impact
of the vasoconstrictor was investigated on bare carbon pasta electrode (CPE) and aluminum
oxide nanoparticles modified carbon paste electrode (Al,O3-NP-CPE) in Britton-Robinson
buffer (BR) by cyclic voltammetry (CV) and square wave voltammetry (SWV). Adsorption
properties of NPZ-HCI were investigated and number of electron transferred in the oxidation
of NPZ-HCI was determined. Furthermore, square-wave anodic adsorptive stripping
voltammetric (SWAAdSV) method was developed to its direct determination in human serum
samples. Linear working concentration range for this method was evaluated as 1.0x10® molL"
1.3.0x10™ molL™. Limit of detection and limit of quantitation were calculated from analytical
parameters of calibration studies by using least squared method. Limit of detection and limit
of quantitation values calculeted as 2.6x10° molL™ ve 8.63x10° molL™?, respectively.
Validation of method was also performed. Results of applications of developed method to
human blood serum samples were found to have high accuracy and precision, reproducible
and high confidence. These results were also compared with those of standart methods
proposed for determination of NPZ-HCI and results were found to be insignificant at 95%
confidence level.

Keywords: Naphazoline hydrochloride, voltammetry, Al,O3; nanoparticles, carbon paste
electrode, blood serum
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1. GIRIS

Nafazolin hidrokloriir (NFZ-HCI) alfa adrenerjik etkinligi olan simpatomimetik bir
ajandir. Mukozaya uygulandiginda damar daraltict etkisiyle sisme ve benzeri rahatsizliklar
azaltir (Wenzel ve ark. 2004). Clear Eyes ve Naphcon gibi g6z damlalar1 dahil olmak iizere
bir ¢ok formiilasyonda nafazolin hidrokloriir aktif bilesen olarak bulunur (Meloun ve ark.
2004).

Elektrokimyasal tepkimeler ile biyolojik tepkimeler arasindaki benzerliklerin yaninda
elektrot ve metabolizma mekanizmalarinin da benzer ilkelere sahip olmasindan dolay1 son
yillarda enstriimental yontemler yaninda, elektroanalitik yontemler de ilag etken maddelerin
hem nicel tayini hem de etki mekanizmalarimin nasil yiiridiigii hakkinda bilgi edinmek

amactyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Kili¢ ve ark. 1997).

Voltametrik ve polarografik yontemlerin, numunelerin kolayca ve ¢ok kisa bir siirede
hazirlanabilmesi, az miktarda numune gereksinimi, analiz siiresinin kisa olmasi, ortamda
bulunan katki maddelerinin veya safsizliklarin analiz sonucunu etkilememesi gibi 6zellikleri
bu yontemlerin eczacilik alaninda ve klinik calismalarda, yaygin olarak kullaniminin bir
bagka sebebidir (Dogan ve ark 2005). Elektrokimyasal yontemlerle, tablet, kapsiil,
sispansiyon, surup v.b. ilag formiilasyonlarinin ¢odziinmeyen Kkisimlarinin veya Kkatki
maddelerinin genelde elektroaktiviteleri bulunmadigi i¢in herhangi bir ayirma iglemine gerek
olmadan analizleri yapilabilmektedir. Tiim bu {stiinliiklerin yaninda elektrokimyasal
yontemlerin bir diger avantaji pahali ve az miktardaki ilaglarin analizinde ¢ok az miktarda

numuneyle ¢aligma imkan1 vermesidir (Zuman ve Brezina 1962).

Literatiir incelendiginde insan serumunda ve farmasotik orneklerde NFZ-HCI'nin
tayini i¢in gelistirilmis simirl sayida spektrofotometrik (Sayed ve ark. 2013, Zhu, Liu 2012,
Chocholou” ve ark. 2006), kromatografik (Saito ve ark. 2008), potansiyometrik (Mohamed
ve ark. 2013) ve elektroforetik (Marchesini ve ark. 2002) yonteme rastlanmistir. Ancak
NFZ-HCI tayinine yonelik elektrokimyasal bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bundan dolay1
NFZ-HCI tayini i¢in secici, duyarli, kolay ve hizli uygulanan, dogru sonuglar verip rutin

analizlerde kullanilabilecek bir elektrokimyasal yontem gelistirmek son derece dnemlidir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1110093112000385
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512007974
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023208005242
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S209517791300035X

Bu ¢aligmada, bir imidazolin tiirevi olan, siniizit ve alerji tedavisinde kullanilan NFZ-
HCI'iin (Sekil 1.1), voltametrik yontemlerle elektrokimyasal yiikseltgenme davranisi
incelendikten sonra biyolojik Orneklerde analizinin gerceklestirilmesi igin  yontem
gelistirilmesi ve olas1 yiikseltgenme reaksiyon mekanizmasinin belirlenmesi hedeflendi. Bu
amacla, molekiil yapisinda yiikseltgenme tepkimeleri igin elverigli fonksiyonel gruplarin
bulunmasindan yola ¢ikilarak voltametrik yontemlerle elektrokimyasal yiikseltgenme
davranig1 incelendi. Kati elektrotlar, civa elektrotlarin aksine yiikseltgenme tepkimelerinin
incelenmesini miimkiin kilar. Bu nedenle, ¢alisma elektrodu olarak kati elektrotlar tercih
edildi. Cams1 karbon elektrot ylizeyinde belirgin bir pik elde edilememesinden dolay1 ¢alisma

elektrotu olarak sade KPE ve Al,O3-NP-KPE seg¢ildi.

L)
5

HCl

Sekil 1.1. Nafozolin hidrokloriir’iin kimyasal yapisi



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya; redoks (indirgenme-yiikseltgenme)  tepkimelerini inceler.
Elektrokimyasal tekniklerde, elektrot—¢6zelti sistemine bir elektriksel etki uygulanarak
sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Daha ¢ok akim olarak ortaya ¢ikan bu cevap, sistemin
Ozellikleri hakkinda bilgi verir (Greef 1990, lzutsu 2002). Hemen hemen biitiin
elektrokimyasal tekniklerde potansiyel, akim ve zaman parametreleri bulunur. Bu
parametrelere teknigin adinda yer verilir. Ornegin voltametri, Kkronoamperometri,
kronokulometri gibi adlandirmalarda sirasiyla potansiyel-akim, zaman—akim ve zaman—yiik

parametrelerinden teknik hakkinda kabaca bilgi edinilebilir.

Elektroanalitik tekniklerin ¢ok ¢esitli siniflandirilmalar1 vardir. En yaygin kullanilan
smiflandirma Cizelge 2.1°de verilmistir. Cizelge 2.1°den de gorildigi gibi elektroanalitik
teknikler genelde net akimin sifir oldugu denge durumundaki statik metotlar ve denge
durumundan uzakta net akimin gozlendigi dinamik metotlar olmak iizere ikiye ayrilir.
Tekniklerin ¢ok biiyiik bir kisminda akim gozlenir ve bunlar ¢ogunlukla potansiyel kontrollii

veya akim kontrollidiir (Asildag 2006).






2.2 Voltametri

Tarihsel olarak voltametri, Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1922

yilinda voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografiden gelistirilmistir (Bockris ve ark. 1970).

Voltametri, bir ¢caligma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmesine dayanan elektro analitik yontemlere verilen
isimdir. Cizelge 2.2’de voltametrik tekniklerin siniflandirilmasi1 goriillmektedir. Polarizasyonu
saglamak icin voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlarinin yiizey alani birkag milimetrekare
ile birka¢ mikrometrekare arasinda degisir (Giingor 2012a). Uygulanan potansiyele karsi
Olgiilen akimin grafige gecirilmesi ile elde edilen akim-potansiyel egrisine voltamogram
denir. Voltametri ile diger elektrokimyasal yontemler arasindaki temel farklari belirtmek
gerekirse; voltametri, tam derisim polarizasyonu sartlarinda bir elektrokimyasal hiicrede
olusan akimimn 6l¢iilmesine dayanir. Bunun aksine potansiyometrik dlgiimler, akimin sifira
yaklastig1 ve polarizasyonun olmadigi sartlarda yapilir. Voltametri, derisim polarizasyonunun
etkilerini en aza indirmek ya da gidermek igin gerekli tedbirlerin alinmasi yo6niinden
elektrogravimetri ve kulometriden farkliliklar gostermektedir. Ayrica voltametride analit
minimum miktarda harcanirken, elektrogravimetri ve kulometride hemen hemen tiim madde

bir reaksiyon tiriiniine doniistiiriliir.

Voltametrik metotlarda iiglii elektrot sistemi kullanilir. Uglii elektrot sisteminde;
potansiyel ¢alisma elektrotu ile referans elektrot arasina uygulanir, akim ise ¢alisma elektrodu
ile karsit elektrot arasinda oOlgiilir (Baba 2007). Boylece calisma ile referans elektrot
arasindan hemen hemen hi¢ akim ge¢mez. Referans elektrotun potansiyeli c¢ok kiiciik
akimlarda sabit olup akim arttiginda potansiyeli sabit kalmaz. Bagka bir ifadeyle referans
elektrot polarize olmaz. Uglii elektrot sisteminin kullanilmasi ile ayn1 sistemde hem gerilim
uygulanabilir hem de olusan akim o6lgiilebilir (Giingor 2012b). Bu sayede akim gegcisi
esnasinda ikili elektrot sisteminde karsilasgtirilmasi muhtemel potansiyel kaymasmin 6niine

gecilmis olur.

Voltametride c¢alisma elektrotuna uygulanan potansiyel negatif yonde arttirilirsa
elektrottaki indirgenme tepkimesi hizlanir. Genelde calisma elektrodu katot olarak kullanilir
ve indirgenme ile katodik akim (ix) olusur. Eger calisma elektrotunun potansiyeli, pozitif

yonde arttirilirsa, bu kez elektrot anot olarak davranir ve anodik akim (i) olusur. Calisma
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elektrotunun hangi potansiyel degerlerinde katot, hangi potansiyel degerlerinde anot olarak
davranacagini, elektroaktif maddenin, ortamin ve elektrotun tiiriine gore belirginlik kazanir

(Yilmazgii¢ 2008).



Cizelge 2.2. Voltametrik teknikler




2.2.1 Doniisiimlii voltametri

Doniistimlii voltametri (DV), oldukc¢a yaygin kullanilan bir elektroanalitik tekniktir.
Nicel amagla kullanimi seyrek olmakla beraber, yiikseltgenme/indirgenme tepkimelerinin
incelenmesinde, reaksiyon ara iiriinlerinin gézlenmesinde ve elektrotlarda olusan fiiriinlerin,
olusum sonrasi1 reaksiyonlarini yakalamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang 2000). DV
yonteminde, uygulanan potansiyel 6nce bir yonde sonra ters yonde taranirken akim olgiiliir.
Bir DV yonteminde tek bir tam dongii, bir yarim dongii veya ardi ardina birgok dongii
kullanilabilir. Taramanin ters dondiigii potansiyellere doniis potansiyeli denir. Belli bir
deneyde, doniis potansiyelleri, bir veya daha ¢ok sayida tiriin diflizyon kontrollii
yiikseltgenmesini veya indirgenmesini gozlemeyi miimkiin kilacak sekilde secilir (inan
2013a). Ilk taramanin yonii, aktif maddenin bilesimine bagli olarak negatif ydnde olabilecegi
gibi, bunun tersi de olabilir. Daha negatif potansiyellere dogru gidilerek tarama yapiliyorsa,
buna ileri tarama, diger yondekine de geri tarama denir. Tarama stireleri 1 ms veya daha kisa

degerlerden baslar; 100 s veya daha uzun degerlere ¢ikabilir.

Bu yontemde ¢ogu zaman platin elektrotlar kullanilir. Negatif potansiyeller bolgesinde
civa film elektrotlar tercih edilebilir. Diger yaygin ¢alisma elektrotlari arasinda; camsi karbon,

altin, grafit ve karbon pasta elektrotlar sayilabilir (Inan 2013b).

2.2.1.1 Adsorpsiyonun doniisiimlii voltametri ile incelenmesi

Cozelti igerisindeki iyonlar veya molekiiller elektrot ylizeyine cesitli sekillerde
adsorbe olabilirler. Adsorbe olan iyon veya molekiil ile elektrot yilizeyi arasinda bir gesit bag
meydana gelir. Bu bag, anyon ve katyonlarda elektrostatik karakterli olabildigi gibi yiiklii
elektrot yiizeyi ile dipol 6zellikteki molekiiller arasinda yiik—dipol etkilesmesi seklinde de
olabilir (Wopschall ve Shain 1967a). Elektroaktif maddeler, ara iiriinler veya son iriinlerin
elektrot yilizeyine adsorplanmasi elektrot reaksiyonunu kuvvetli bir sekilde etkiler. Elektrot
reaksiyonunda dogrudan yer almayan iyon veya molekiillerin adsorplanmasi ise elektron
aktarim hizin1 etkiledigi gibi elektrot reaksiyonunun mekanizmasini degistirerek farkli iiriin
olusumuna yol agabilir (Bard ve Faulkner 2001). Bu sebeplerden dolayi, beklenmeyen

elektrokimyasal davranislar adsorpsiyon olayina baglanir.



Uriin kuvvetli bir sekilde adsorbe oluyorsa voltamogramda bir on pik gozlenir
(Cekirdek 2005a). Bu 6n pikin yiiksekligi tarama hiziyla dogru orantili oldugundan ve
difiizyon pikinin akimi ise tarama hizinin karekokii ile arttifi i¢in esitlik 2.1°de goriildigi
gibi;

{ip)ads

(ip)dif (2.1)
orani, tarama hiz1 arttik¢a artar. Reaktant kuvvetli adsorbe oldugu zaman, difiizyon pikinden
sonra bir arka pik gozlenir. Bu arka pik, adsorbe olmus tiiriin ¢ozeltideki tiire gore daha
kararli olmasindan dolay1r olusur. Gozlenen bu arka pik tarama hizindaki artis ile artar
(Cekirdek 2005b). Eger bilesenin adsorpsiyonu zayif ise adsorbe olmus bilesenin ve
¢Oziinmiis bilesenin indirgenme enerjileri arasindaki fark kiicliktiir. Boyle bir durumda arka

pik gézlenmez.

Net etki; adsorpsiyonun olmadigi duruma gore katodik pikin daha yiiksek olarak
ortaya c¢ikmasidir (Wopschall ve Shain 1967b). Ciinkii hem adsorbe olmus hem de
difiizlenen bilesenin akima katkis1 vardir. Ters taramadaki anodik pik de ayni sekilde daha
yiiksektir, ama Kkatodik taramadaki kadar fazla degildir. Eger “R” tiirii zayif bir sekilde
adsorbe oluyorsa, katodik taramadaki pik ¢cok az degismesine ragmen anodik pik yiiksekligi
artar. Tarama hiz1 artmasi ile anodik pik pozitif potansiyellere kayar. Bunun nedeni elektrot
yiizeyine yakin bolgedeki R’lerin adsorbe olmasidir. Doniistimli voltametri teknigi ile

kuvvetli ve zayif adsorpsiyonun varlig1 asagidaki testlerle belirlenir.

e DV voltamogramlarinda 6n pik veya arka pik gézlenmelidir.
e Log (ip)-log (v) grafiginin egimi 0,5’ten biiyiik olmalidir.

e Akim fonksiyonu (i / Cvyp) tarama hizi ile artmalidir.

e Derisim artis1 ile ip/C orani azalmalidir.

e iy/Cv-v degisimi sabit olmalidir (Cekirdek 2005c).

2.2.2 Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Normal puls voltametrisinde puls sonundaki artik akim az da olsa kapasitif akim igerir.
Kapasitif akimin artik akim igindeki paymi azaltmak, duyarhigi arttirmak amaciyla pulsun

baslangicinda ve sonunda Olgiilen akimlarin farklari alinmig ve diferansiyel puls voltametrisi



adinda yeni bir teknik elde edilmistir. Bu teknik normal puls voltametrisinden daha duyar
olup duyarligi 107-10® molL™ diizeyindedir (Scolz 2010). Pulslar, giderek artan bir dogru
akim potansiyeline sabit genlikli pulslar bindirilerek uygulanabilecegi gibi sabit dogru bir
potansiyele giderek artan genlikli pulslar bindirilerek de uygulanabilir. Puls uygulanmasindan
once ve sonra akim Olciiliip iki akim arasindaki fark alinip bulunan akim degeri potansiyele

kars1 grafige gecirilir (Wang 2000b).

2.2.3 Kare dalga voltametrisi (KDV)

Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli olan bir voltametri teknigidir.
Voltamogramin tamami 10 ms’den daha az siirede elde edilir. Kare dalga voltametrisi, asili
civa damla elektrodu ve kromatografik dedektorler ile birlikte kullanilabilmektedir.
Basamakli sinyalde her basamagin boyu ve puls periyodu (1) esittir ve yaklagik 5 ms
civarindadir Basamakli sinyalin potansiyel basamagi (AE) genellikle 10 mV’dur. Pulsun
biiyiikliigii 2 E ise, genelde 50 mV’dur. Sistemin bu sartlar altinda ¢aligtirilmast 200 Hz’lik
puls frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1 V’luk bir tarama 0,5 s’de yapilir (Wang
2000c).

Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda olugan
rtiniin, geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglama yetecek kadar biyiiktiir. Boylece
sekil 2.1°de gosterildigi gibi, ileri puls bir katodik akimini (i1) geri puls da bir anodik akimini
(i2) olusturur. Genellikle voltamogramlar: elde etmek i¢in bu akimlarin farki (Ai), grafige
gecirilir. Bu fark derisimle orantidir; pik potansiyeli de voltametrik yari-dalga potansiyeline
karsilik gelir. Olgiim son derece hizli yapildifindan, birkag voltametrik taramanin sinyal
ortalamasi alinarak analizin keskinligini artirmak miimkiindiir. Kare dalga voltametrisinin

tayin simrlart 107 ile 10® molL™ arasindadir (Ceylan 2008).
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Sekil 2.1. Kare dalga voltametrisinde anodik ve katodik akimlar

2.2.4 Siyirma voltametrisi

Voltametrik siyirma yontemleri, eser miktardaki elektro aktif tiirlerin analizi igin
gelistirilen olduke¢a yiiksek duyarliliga sahip elektro analitik yontemlerdir. Bu yontemlerin
yiiksek duyarliliga sahip olmasinin en 6nemli sebebi elektro aktif tliriin yontem sonucunda
alman Ol¢limde sinyal-giiriilti oranin1 kayda deger derecede artiracak sekilde caligma
elektrodu yiizeyine biriktirilebilmesidir. On deristirme basamag: olarak ta kabul edilen bu
biriktirme isleminden sonra belirli bir yonde (anodik veya katodik yonde) potansiyel taramasi
yapilarak siyirma islemi gerceklestirilir. Biriktirme basamagindan sonra yapilan siyirma
basamaginda ylizeye biriktirilen tiir yiikseltgenerek siyrilacaksa potansiyel taramasi anodik
yonde (ylikseltgenme yoniinde) yapilir ve yontemin adi “Anodik Siyirma Voltametri”, (ASV)
olur. Bunun yaninda yiizeye biriktirilen tiiriin siyrilmasi indirgenerek gerceklestirilecekse
potansiyel taramasi katodik yonde (indirgenme yoniinde) yapilir, bu durumda ydntem

“Katodik Siyirma Voltametri”, (KSV) adini alir.

Styirma voltametride yontem elektro aktif tiiriin ylizeye biriktirilmesi i¢in segilen
potansiyel degerine gore de farkli isimler alir. Soyle ki, biriktirme icin secilen potansiyel
degerinde herhangi bir elektron transferi gerceklesmiyorsa (elektrokimyasal doniisiim
gerceklesmiyorsa) biriktirme adsorptif biriktirme, yontemin adi ise “Adsorptif Siyirma
Voltametri”, (AdSV) olur. Adsorptif biriktirme basamagindan sonra uygulanan siyirma
basamagi yiikseltgenme yoniinde yapilirsa yontem “Anodik Adsorptif Siyirma Voltametri”,
(AAdSV) adsorptif biriktirme basamagindan sonra uygulanan siyirma basamagi indirgenme

yoniinde yapilirsa yontem “Katodik Adsorptif Siyirma Voltametri”, (KAdSV) adini alir. Bu
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durumda, adsorptif siyirma yontemi i¢in indirgenme davranisi ¢alisilan elektro aktif tiiriin
elektrot ylizeyine biriktirilmesi icin segilen potansiyel degeri tiirlin indirgenme
potansiyelinden daha kiigiik bir potansiyel degerinde (tiirlin indirgenme potansiyeline gore
daha anodik degerde), ylikseltgenme davranisi calisilan elektro aktif tiirlin  ylizeye
biriktirilmesi i¢in ise tiriin yiikseltgenme potansiyelinden daha kiigiik bir potansiyel
degerinde (tiiriin yiikseltgenme potansiyeline gore daha katodik bir degerde) biriktirme
yapilmalidir (Bond 1980, Zoski ve ark. 2007, Barek ve ark. 2008, Scholz 2010). Analizi
yapilacak elektro aktif tiir elektron aktarimi yaparak elektrot ylizeyine biriktiriliyorsa
yontemin adi styirma voltametridir. Bu durumda anodik siyirma voltametrisi i¢in biriktirme
basamaginda tiir indirgenerek elektrot yiizeyinde biriktirilir. Siyirma basamaginda
yiikseltgenme yOniinde tarama yapildigindan indirgenerek yilizeyde biriktirilen tiir tekrar
yiikseltgenerek elektrot yiizeyinden siyrilir. Katodik siyirma voltametride ise biriktirme
basamaginda madde yiikseltgenerek elektrot yiizeyinde biriktirilir. Siyirma basamaginda
katodik yonde potansiyel taramas1 yapilarak ylizeyde yiikseltgenme sonucu biriktirilen madde

indirgenerek yiizeyden siyrilir.

Styirma voltametri yonteminde ¢alisilacak yontem belirlendikten sonra biriktirme
potansiyeli ve biriktirme siiresi i¢in optimizasyon ¢aligmast yapilmalidir. Biriktirme
potansiyeli se¢imi i¢in yontemin adsorptif olup olmadigina karar verildikten sonra, 52 analizi
yapilacak ¢ozeltide bulunan tiirlerin potansiyelleri de (6zellikle karisimdaki bilesenlerin es
zamanl tayininde 6nemlidir) dikkate alinarak birkag biriktirme potansiyelinde 6l¢timler alinip
optimizasyon yapilir. Biriktirme siiresini optimize ederken optimizasyon ¢ozeltisindeki hedef
tiiriin derisimi onemlidir. Zira biriktirme siiresi bir nevi yiizeyin ne kadar siirede hedef tiire
doyacagmin bir dlciisiidiir. Bundan dolay1 gelistirilecek yontemin olas1 uygulama alanlar1 ve
bu alanlarda caligmalarin yapilacagi oérneklerde bulunacak madde derisimi géz Oniine alinarak

biriktirme siiresi optimize edilmelidir (Tasdemir 2011).

2.3 Elektrokimyasal Reaksiyonlar
2.3.1 Tersinir reaksiyonlar

Tersinir bir ift icin pik akimi (25°C), Randles-Seveik esitligiyle verilir (Esitlik 2.2).
ip = (2,69x105)n%ACD1/2V1/2 (22)
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Burada n, aktarilan elektron sayisi; A, elektrodun alami (cm?), C, derisim (mol/cm®), D,
difiizyon katsayist (cm%/s) ve v, tarama hizidir (V/s). Buna gore akim, derisimle dogru
orantilidir ve tarama hizinin karekokiiyle artar. Basit bir tersinir ¢ift i¢in, anodik pik akiminin
katodik pik akimina orami 1’dir. Bu oran, redoks reaksiyonuna eslik eden kimyasal

reaksiyonlarin varligindan oldukea giiclii bir sekilde etkilenir.

Potansiyel eksenindeki piklerin konumu, redoks c¢iftlerinin formal potansiyeline

baglidir. Tersinir bir sistem i¢in formal potansiyel, asagidaki gibi verilir (Esitlik 2.3).

E2+E
EC = % (2.3)
Tersinir bir sistemde, pik potansiyelleri arasindaki fark Esitlik 2.4.’te verilmistir.
0,059
k ]
AEsz;—Epz . Vv (2.4)

Bu yiizden, pik potansiyelleri farki, aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasinda ve
redoks c¢iftinin Nerst davranis1 gosterip gostermediginin belirlenmesinde kullanilir. Buna
gore, hizli bir 1e™‘lu reaksiyon, 59 mV’luk bir Ep gosterir. Katodik ve anodik piklerin her ikisi
de tarama hizindan bagimsizdir. Cok elektronlu bir indirgenme gergeklesiyorsa, sistemin
tersinir olmasi igin voltamogramda, birbirinden iyi bir sekilde ayrilmis ve E° degerleri

birbirinden sirayla artis gosteren ¢ok sayida pikin olmasi gerekir (WWang 2000d).
Bir reaksiyonun tersinir oldugunun belirlenmesinde, doniisiimlii  voltametri
calismalarindan yararlanilir ve asagidaki kriterlerin saglanmasi elektrot reaksiyonunun tersinir

oldugunu gosterir.

Ep“-Ep’= 59/n mV veya E,-E,/2= 57/n mV’tur.

e [E,tarama hizi ile degismez.
e ipa/ipk= 1’dir ve bu oran tarama hiziyla degismez.
e iy/v1/2, tarama hiziyla degismez.

e Dalga sekli tarama hiziyla degismez.
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2.3.2 Tersinmez ve yar1 tersinir reaksiyonlar

Elektron transferinin yavas oldugu tersinmez sistemler i¢in, piklerin biiylikligii tersinir
sistemlere gore azdir ve pikler birbirinden epeyce ayrilir (Wang 2000e). Tersinmez

sistemlerde, tarama hiziyla pik potansiyelinde kayma olur (Esitlik 2.5).

o 172
E, =E°- RTF |:0,78—In[;( : +|n(“”“':v] } (2.5)

p an 1/ RT

a

Burada, a, transfer katsayisidir ve n yiik-transfer basamagindaki elektron sayisidir. Bu
yizden, Ep, E®dan daha yiiksek potansiyellerde olusur. Pik potansiyeli, yari-pik
potasiyelinden 48/n mV kadar farkli olur. Pik akimi, asagidaki esitlikten Esitlik 2.6’dan
gorildiigl gibi, ¢ozeltinin derisimiyle orantihidir fakat transfer katsayisina bagli olarak pik

yiiksekligi daha distiktiir. =0,5 ise, tersinir pik akiminin tersinmez pik akimina orani 1,27°dir.

i, =(2,99x10° (e, )*2 ACD 2y 2 (2.6)

Standart hiz sabitinin 10*>k>10" cm/s oldugu yari-tersinir sistemler i¢in akim, hem
yiik transferi hem de kiitle aktarimiyla kontrol edilir. Doniisiimlii voltamogramin sekli,
k%/D’nin bir fonksiyonudur (= nFv/RT). k%D arttikea, sistem tersinirlige yaklasir. k%D’nin
yiiksek tarama hizlarindaki kiiciik degerleri icin sistem tersinmez davranig gosterir. Yari-
tersinir sistemlerde, pik potansiyelleri, tersinir sistemlerle karsilastirildiginda, birbirinden

oldukg¢a ayridir.

Bir reaksiyonun yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde de doniisiimlii voltametri
caligmalarindan elde edilen verilerden yararlanilir. Bu amagla, asagidaki kriterler incelenir

(Greef ve ark. 1990, Bard ve Faulkner 2001). Yari-tersinir bir sistem igin:

° ip/Vl/Z

tarama hizina bagl degildir.
o i,?/i)=1"dir. (= 0,5 ise)

. Epk tarama hizi ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif

degerlere kayma yoniindedir.

. Epk-Epa fark: diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda bu

degerden daha biiyiiktiir ve tarama hizi ile artar.

e Tarama hiz1 arttik¢a pik genislemesi olur (Kacar 2010).
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2.4 Kaynak Arastirmasi

Chocholou™s ve arkadaslari (2006) tarafindan yapilan ¢alismada nafazolin nitrat ve
metil paraben sirali enjeksiyon kromatografisi yontemi ile spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir. Bu yontem klasik HPLC metoduna alternatif olarak gelistirilmistir. Mobil faz
olarak metanol/su kullanilmis ve asetik asit-trietilamin ile pH 5,2 olacak sekilde ayarlanmastir.
Akis huizi ise 0,9 mLdak™ olarak secilmistir. UV ile yapilan tayinlerde nafazolin igin A 220 nm
ve metil paraben igin 256 nm dalga boyu kullanilmistir. iki bilesen (metil paraben ve
nafazolin ) igin kolerasyon katsayisi >0,999 ve bagil standart sapma ise % 0,5-1,6 olarak
verilmistir. Tim Olgtimler 4 dakikadan daha kisa bir siirede gergeklestirilmis ve burun

damlasinda yapilan 6l¢iimlerde geri kazanim % 100,06-102,55 olarak belirtilmistir.

Mohammed ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan calismada nafazolin,
screen-printed ve karbon pasta elektrot kullanilarak potansiyometrik yontemle tayin
edilmistir. Nafazolinin potansiyometrik tayininde 25°C’de 7,0x107-1,0x10 molL™ derisim
araliginda ve pH 3,1 ve 7,9 araliginda ¢alisilmistir. Screen-printed ve karbon pasta elektrotlar
sirastyla 4 ve 7 s’de cevap vermis ve raf Omdiirleri yine sirasiyla 28 ve 30 gilin olarak
verilmistir. Bu yontemle yapilan calismada inorganik anyonlar, katyonlar, sekerler ve diger
ilag etken maddelere ait herhangi bir girisim etkisi olmamstir. fla¢ karisimlarinda yapilan

calismalarda geri kazanim %100,2-102,6 olarak belirlenmistir.

Hemmateenejad ve arkadaglari tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada antazolin
ve nafazolinin es zamanl tayini, deneysel olarak iiretilmis sinir aglarinda dalga boyu se¢imine
dayanan net analit sinyalinden yararlanilarak kalibrasyon yontemi gergeklestirilmistir.
Antazolin ve nafazoline ait net analit sinyal vektorleri, bu iki etken maddenin karigimina ait
absorbans verilerinden en kiiglik kareler yontemi kullanilarak hesaplanmigtir. Dalga boyu
segme yontemi ise bu iki ilag etken maddenin birbirinden etkin bir bi¢imde ayrilmasi i¢in
kullanilmistir (antazolin ve nafazolin igin sirasiyla Amax 242 nm ve 280 nm olarak verilmistir).
Bu c¢aligsmada yeni bir prosediir olarak dalga boyu se¢imi i¢in deneysel olarak tasarlanmis {i¢
katmanli bir sinir ag1 sistemi kullanilmistir. Tasarlanan bu model ile yapilan c¢aligmalarda
diger yontemlere gore daha az hata veren 6l¢iimler alinabildigi belirtilmis (%2,0) ve bu model

ile goz damlalarinda antazolin ve nafazolin basarili bir sekilde tayin edilmistir. Goz
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damlasinda yapilan Ol¢limlere ait geri kazanimlar antazolin ve nafazolin i¢in sirasiyla %

98,5-103,8 ve % 97,4-105,8 olarak verilmistir.

Marchesini ve arkadaslari 2003 yilinda yaptiklari bir c¢alismada nafazolin,
difenhidramin ve fenilefrini kapiler elektroforez yontemi kullanilarak es zamanli olarak tayin
etmiglerdir. Her bir etken maddenin 1:25 oraninda su ile seyreltilmesinden sonra Gl¢timler
alinmistir. Ayirmada kullanilan silikadan yapilmis kapilerin kalinligi 75 pm ve uzunlugu 70
cm olarak secilmistir. Uygulanan voltaj 17,7 kV olarak belirlenmis ve 0,063 molL™ pH 3,72
fosfat tamponu kullanilmistir. Bu yontemle yapilan nafazolin, difenhidramin ve fenilefrin
tayininde HPLC ve kromatografi yontemlerine gore daha hizli ve dogru sonuglar elde

edilmistir.

Terrones ve arkadaglar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada nafazolinin
farmasotik karigimlarda tayini igin bir optik sensor gelistirilmigtir. Calisma nafazolinin
floresans oOzelliklerinden yararlanilarak gerceklestirilmistir. Terrones ve ark. nafazolinin
floresans sinyalini 294/306 nm’de gozlemlemislerdir. Bu optik sensdriin 80 s gibi kisa bir
siirede nafazolin 6l¢iimiinii yapabilmekte oldugu ve en diisiik belirleme limitinin 1x10® molL"
1

oldugu belirtilmistir. Gelistirilen optik sensér nafazolinin farmasotik karigimlarinda

kullanilmis ve herhangi bir girisim etkisine rastlanmamustir.

Saito ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada dibukain ve nafazolin sivi
kromatografisi ve kiitle spektroskopisi ile es zamanli olarak tayin edilmistir. Sivi
kromatografisi, momolitik silika kolon ve Cyg ters faz kolonu ile mobil faz A: 10 mmolL?
amonyum format, B: asetonitril kullanilarak gergeklestrilmistir. Akis hiz1 olarak 0,2 mLdak™
se¢ilmistir. Dibukain ve nafazolin i¢in en diisiik belirleme limitleri sirasiyla 2x10°® molL™? ve
4x10°® molL™ olarak verilmistir. Bu ¢aligmada 6l¢iim yaklagik 20 dakika stirmekte ve geri

kazanim %70,0 civarinda olmaktadir.

Ghoreishi ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklart bir ¢alismada nafazolin tayini i¢in
yeni bir nafazolin se¢imli membran gelistirmislerdir. Gelistirilen bu iyon se¢imli membran
elektrot grafitle kaplanmistir. Calismada derisim araligir olarak 1,0x107°-5,0x10 2 molL*
secilmis ve pH calismalar1 3,0-8,0 arasinda gerceklestirilmistir. Bu yontem kullanilarak
yapilan Olciimler yaklasik 20 s’de tamamlanmustir. Iyon seg¢imli membran ile yapilan

calismada inorganik anyonlar, katyonlar, sekerler ve diger ila¢ etken maddelere ait herhangi
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bir girisim etkisi olmadig belirtilmistir. Ghoreishi ve arkadaslar1 iyon se¢imli membranin raf

Omriinii yaklasik 1 ay olarak belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler, temin edildikleri firma ve saflik dereceleri belirtilerek,

Cizelge 3.1°de alfabetik sirayla verildi.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin temin edildigi firma ve saflik

dereceleri
Kullanilan kimyasal Temin edildigi firma Saflik derecesi
maddeler %
Asetik asit Sigma Aldrich 99,8
Azot gazi Yiiksel Ltd. Sti 99,99
Borik asit Sigma Aldrich 99,5
Fosforik asit Sigma Aldrich 85,0
Hidroklorik asit Sigma Aldrich >37,0
Metanol Sigma Aldrich 99,9
Nafazolin Hidrokloriir Yenisehir Lab. Ltd. Sti. <99 HPLC
Sodyum hidroksit Sigma Aldrich >98,0

3.2 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

3.2.1 Elektrokimyasal analiz cihaz

Voltametrik dlgme deneyleri, Electrochemical Analyzer Dropsens pstatt 400 (ispanya)
elektrokimyasal c¢alisma sistemi kullanilarak yapildi. Elektrokimyasal sisteme BAS C3

elektrot hiicre stand1 baglanarak tiim deneyler bu hiicrelerde gerceklestirildi.

3.2.2 Hiicre ve elektrotlar

Voltametrik 6lgme deneylerinde Sekil 3.1°de verilen ii¢ elektrotlu 6lgme sistemi
kullanildi. Referans elektrot olarak BAS MF-2052 Ag/AgCl, karsit elektrot olarak BAS
MW-1034 platin tel ve ¢alisma elektrodu olarak 15 mg i¢ hacimli karbon pasta elektrot
kullanildi.
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Sekil 3.1. Olgiimlerde kullanilan BAS C3 elektrot hiicre stand1

3.2.3 pH metre

Tampon ¢o6zeltinin pH olgtimlerinde Hanna Instruments HI 2211 marka pH metre

cihazi kullanildi.

3.2.4 Mikro pipet

Cozelti ilaveleri igin Autolab + 0,05 pL hassasiyeti olan 10-100 uL’lik mikro pipetler
kullanildi.

3.2.5 Azot gaz1

(Cozeltide ¢oziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak i¢in Yiiksel Yedek Parca

Ltd. Sti. tarafindan temin edilen yiiksek safliktaki (% 99,99) azot gazi kullanildi.

3.2.6 Saf su

(Cozeltinin hazirlanmasinda kullanilan saf su Purelab Option Q DV 25 marka saf su

cihazindan saglandu.
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3.3 Karbon Pasta Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calismada calisma elektrodu olarak hem sade karbon pasta elektrot hem de Al,O3
nanopartikiilleri ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot (Al,O3-NP-KPE) kullanildi. Sade
karbon pasta elektrot, 15,00 mg grafit tozu ve 10,00 uL parafin yaginin homojen karisim elde
edilinceye kadar karigtirllmasi ve 15 mg i¢ hacimli karbon pasta elektrot gévdesine siki bir
sekilde doldurulmasiyla elde edildi. Daha sonra diiz bir kagit iizerinde elektrot yiizeyi

plriizsiiz hale getirilerek karbon pasta elektrotlar hazirlandi.
Al,0O3-NP-KPE ise 3,00 mg Al,O3 nanopartikiilleri ve 12,00 mg grafit tozu iizerine
10,00 pL parafin yagi eklenerek yukarida anlatildigi sekilde hazirlandi ve karbon pasta

elektrot gbvdesine doldurularak yiizeyi piiriizsiiz hale getirildi.

3.4 Nafazolin Hidrokloriir Analizleri

3.4.1 Nafazolin hidrokloriir’iin ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesi

Nafazolin Hidrokloriir’iin farkli ¢oziiciilerde (su, metanol, etanol, aseton) ¢oziintirliigii

arastirild1 ve suda tamamen ¢6ziindigii belirlendi.

3.4.2 Nafazolin hidrokloriir ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan nafazolin hidrokloriir stok ¢ozeltisi toplam hacmi 25 ml, derisimi

1,00x10% molL™ olacak sekilde saf NFZ-HCI tartildiktan sonra saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

Calismada kalibrasyon egrisi hazirlamak igin kullanilan NFZ-HCI ¢ozeltileri, stok

¢ozeltinin BR tamponu ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

3.4.3 Britton —Robinson Tamponunun Hazirlanmasi

BR tamponu, asetik asit, borik asit ve fosforik asit ¢ozeltilerinden her bir bilesenin
analitik derisimi 0,04 molL™ olacak sekilde gerekli miktarlarda alinip hacim 1000 mL olacak
sekilde suda c¢oziilerek hazirlandi. Cozeltilerin pH’lar1 0,20 molL™? NaOH kullanilarak
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istenilen degere ayarlandi. BR tamponu hazirlandiktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’de
sakland1 (Rege 2011).

3.4.4 Serum numunelerinin analize hazirlanmasi

Serum ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda saglikli ve NFZ kullanmayan insanlardan temin
edilen serum Ornekleri kullanildi. Bu 6rneklerin iizerine belirli oranda (1:1) metanol ilave
edilerek serum proteinleri ¢oktiiriildii ve ¢oken proteinler santrifiij yardimiyla ayrildi. Proteini
¢oktiiriiliip ayrilan serum 6rneginden 1 mL alindi ve igerisinde 9,0 mL tamponlanmis (pH 7,0)

BR ¢ozeltisi bulunan hiicreye eklenerek serum ¢ozeltisi hazirlandi.

3.4.5 Deneylerin yapihisi
3.4.5.1 Dongiisel voltametri deneylerinin yapilisi

Dongiisel voltametri (DV) deneyleri Sekil 3.1°de goriilen elektrokimyasal hiicrede
gergeklestirildi. Destek elektrolit olarak secilen ve pH 7,00’ye ayarlanmig BR tamponu belirli
hacimde alinarak elektrokimyasal hiicreye konuldu ve 2 dakika siire ile azot gazi gegirildi.
Inert gaz gecisi kesildikten sonra baslangic ve bitis potansiyeli ayn1 olacak sekilde ayarlama

yapilip ¢esitli tarama hizlarinda dongiisel voltamogramlar kaydedildi.

3.4.5.2 Kare dalga voltametrisi deneylerinin yapilisi

Calisma ¢ozeltisinin 10 ml’sine c¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢ozeltiden ¢dziinmiis oksijenin giderilmesi i¢in 2 dakika azot gaz1 gegirildi. Inert gaz
gecisi kesildikten sonra basamakli adim yiiksekligi 0,005 V sinyal genligi 0,005 V ve sinyalin
frekans1 5-20 Hz araliginda degistirilerek voltamogramlar kaydedildi. Pik akim1 ve pik sekli

dikkate alinarak optimum parametreler belirlendi.

3.4.5.3 Kare dalga adsorptif siyirma yonteminin gelistirilmesi

Calisma ¢ozeltisinin 10 ml’sSine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢ozeltiden ¢dziinmiis oksijenin giderilmesi i¢in 2 dakika azot gazi gegirildi. Inert gaz
gecisi kesildikten sonra, biriktirme stiresi 0-150 s, biriktirme potansiyeli 0,0-0,8 V araliginda
degistirilip kare dalga voltametri voltamogramlar1 kaydedildi. Pik akiminin en yiiksek ve pik

seklinin en yiiksek oldugu siire ve potansiyel belirlendi.
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3.4.5.4 Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

Kare dalga voltametri (KDV) ve kare dalga anodik adsorbtif siyirma voltametri
(KDAAASV) yontemlerinde ¢esitli derisimlerdeki bir seri NFZ-HCI ¢ozeltilerinin belirlenen
optimum kosullarda voltamogramlar: alindi ve pik akimlar belirlendi. Olgiilen pik akimlari
etken madde derisine kars1 grafige gecirilip kalibrasyon grafikleri olusturularak cizilen

regresyon egrisinden dogrusal calisma aralig1, alt tayin ve gozlenebilme sinirlar1 hesaplandi.
3.4.6 Kalibrasyon parametrelerinin belirlenmesi
3.4.6.1 Dogrusal ¢calisma arahig:

Bolim 3.4.5.4’te belirtildigi sekilde elde edilen kalibrasyon grafiklerinin regresyon

katsayisinin R?=0,9948 oldugu derisim araligi dogrusal calisma araligi olarak belirlendi.
3.4.6.2 Dogruluk

Serum numunelerinde eklenen ilag etken madde miktarlart (p) ile voltametrik

yontemler kullanilarak bulunan ortalama miktarlardan (x) yararlanarak % geri kazanim esitlik

3.1 kullanilarak hazirlanda.

%GK = £ %100 (3.1)
7

3.4.6.3 Tekrarlanabilirlik

Pik akimi ve pik potansiyeli tekrarlanabilirliklerinin belirlenmesi i¢in ayni ¢dzelti
kullanilarak ayni giin igerisinde, ayni sekilde hazirlanmig farkli ¢ozeltiler kullanilarak farkl
giinler igerisinde optimum sartlarda voltamogramlar kaydedildi ve belirtilen parametreler icin

bagil standart sapma degerleri en az ii¢ 6l¢lim i¢in hesaplandi.
3.4.6.4 Duyarhk

Boliim 3.4.5.4’te belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafiklerinin egimi (birim

derisim bagina sinyal) yontemin duyarlig1 olarak degerlendirildi.
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3.4.6.5 Gozlenebilme simir1 (LOD)

Boliim 3.4.5.4°te belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafikleri en kiigiik kareler
yontemiyle degerlendirildi ve Esitlik 3.2 ve Esitlik 3.3 kullanilarak gozlenebilme sinir1 (LOD)
ve alt tayin sinir1 (LOQ) hesaplandi.

LoD = 3% (3.2)
m

10s,

LOQ = (3.3)

Burada sb, kalibrasyon dogrusunda baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi, m ise kalibrasyon

dogrusunun egimidir.

3.4.6.7 Aktarilan elektron sayisi (n) ile yiik aktarim Katsayisimin () ¢carpiminin
bulunmasi
Aktarilan elektron sayist n ve yiikseltgenme reaksiyonu i¢in anodik tiik aktarim
katsayisi B’nin garpimi, doniistimlii voltametri ¢alismalarinda pik potansiyeli ile yari-pik
potansiyeli arasindaki fark literatiirlerde verilen (Asangil ve ark. 2012, Tasdemir 2011)
asagidaki esitligin kullanilmasi sonucu hesaplandi.

)= 1857RT _ 47,7
BnF Bn

[E p—Ep,h mV (34)

Burada E,, pik potansiyelini (mV), E,n yart pik potansiyelini (mV), T mutlak sicakligr (K), R,
ideal gaz sabitini (J/molK; n, aktarilan elektron sayisini (mol elektron/mol molekiil);5, anodik
yiik aktarim katsayisini, F faraday sabitini (K/mol elektron) ifade etmektedir. Ayrica aktarilan
elektron sayisi, n ve ylikseltgenme reaksiyonu i¢in anodik yilik aktarim sayisi fnin ¢arpimi
doniistimlii voltametri calismalarinda pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile
degisimi kullanilarak, kare dalga voltametri ¢aligmalarinda ise, pik potansiyelinin frekansin

logaritmasi ile degisimi kullanilarak hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. NFZ-HCP’iin Elektrokimyasal Davramsinin incelenmesi

4.1.1 Doniisiimlii voltametri ¢alismalar:

Bu ¢alismada NFZ-HCI’iin, sade KPE ve ¢esitli nanopartikiiller ile modifiye edilmis
KPE vyiizeyindeki elektokimyasal davranisi incelenerek olasi ylikseltgenme mekanizmasi
onerildi. Daha sonra NFZ-HCI’iin biyolojik orneklerde tayinine yonelik kare dalga anodik
adsorptif styirma voltametri yontemi gelistirildi. NFZ-HCI’in voltametrik yontemle tayini
icin en uygun nhanopartikiil belirlenmeye calisildi. Bu amagla, cesitli nanopartikiiller
kullanilarak modifiye edilmis KPE ile doniisiimlii voltametri (DV) deneyleri yapildi. Sekil
4.1°de de goriildiigii gibi 1,00x10™° molL™ sabit NFZ-HCI derisiminde, BR tamponunda SnO,
CuO, CdO, Fe,03 ve NiO nanopartikiilleri ile modifiye edilmis karbon pasta elektrotlarda
0,00 V ile +1,20 V potansiyel araliginda herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme piki
gozlenmezken ZnO ve Al,O3; nanopartikiilleri ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot
yiizeyinde NFZ-HCl’e ait tekli yiikseltgenme pikine rastlandi. 1,00x10°° molL™* NFZ-HCI’iin
Al;O3 nanopartikiilleri ile modifiye edilmis KP elektrotta (Al,O3—NP-KPE) gozlenen pikin
ZnO nanopartikiilleri ile modifiye edilmis KPE’a gore yaklasik 30 kat daha yiiksek akima
sahip oldugu goriildii ve ¢alismalara Al,O3—NP-KPE yiizeyinde devam edildi.
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Sekil 4.1. 1,0x10° molL™ NFZ-HCI’iin BR ortaminda a) SnO b) NiO ¢) Fe203 d) CuO ¢)
CdO f) ZnO g) Al,03-NP-KPE’ta elde edilen doniisiimlii voltamogramlari (v: 0,1

VIs, pH: 7,0)



NFZ-HCI’iin elektrokimyasal yiikseltgenme davranisi incelenmeden 6nce BR ortami
icin potansiyel penceresi belirlendi. Bu amacla, hem pH 7,0'de hazirlanan BR ¢ozeltisinin
hem de BR ortaminda 1,50x10° molL? olarak hazirlanan ve pH’s1 7,0 olan NFZ-HCI
¢ozeltisinin sade KPE ve Al,03-NP-KPE yiizeyinde doniisiimlii voltamogramlar1 alind (Sekil
4.2). Sekil 4.2°den de goriildugi gibi, 0,6 ile 1,2 V araliginda BR’den olusan ¢oziicii
sistemine ait herhangi bir indirgenme yiikseltgenme pikine rastlanmadi. Bu nedenle,
calismaya uygun potansiyel penceresinin 0,6-1,2 V olarak segilmesine karar verildi. Sekil 4.2
incelendiginde Al,O3-NP-KPE’ta alinan doniisiimlii voltamogramlardan elde edilen pik

akimlarinin sade KPE’ta elde edilen pik akimlarindan daha keskin ve yiiksek oldugu goriildii.

10

0,4 0,9 1,4
Potansiyel, V

Sekil 4.2. 1,50x10° molL? NFZ-HCI’iin, BR ortaminda, Al,O3-NP-KPE ve sade KPE’ta elde
edilen doniisiimlii voltamogramlar1 (v: 0,1 V/s, pH: 7,0; sade KPE’ta alinan
doniistimlii voltamogram i¢ grafik olarak verildi.)

Sekil 4.2°de gortldigia gibi +0,60 V ve +1,20 V potansiyel araliginda, +0,9 V’da
nafazolin hidrokloriire ait bir anodik pik gozlenirken katodik pike rastlanmadi.
Voltamogramda herhangi bir katodik pikin gézlenmemesi, NFZ-HCI’iin yiikseltgenmesinin

tersinmez olabilecegini diisiindiirdii.

Ayrica farkli tarama hizlarinda alinan dontisiimlii voltametri deneylerinden elde edilen

voltamogramlardan yararlanarak da bu diislincemiz dogruland1 (Sekil 4.3-4.4).
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1,5x10° molL™® NFZ-HCl’iin, sade KPE ve Al,O3-NP-KPE’ta, pH 7,0’de 0,01-0,2 Vs
arasindaki farkli tarama hizlarinda alinan doniisiimlii voltamogramlarinda, tarama hizi arttik¢a
pik akimlarinin arttigi ve pik potansiyellerinin anodik potansiyellere kaydigi goézlendi.
Epa’lerin yiiksek tarama hizlarinda degismesi kriteri de sistemin tersinir olmadiginin bir
gostergesidir (Nicholson ve Shain 1964, Greef ve ark. 1990, Bard ve Faulkner 2001). Elde
edilen sonuglar, NFZ-HCIl’iin sade KPE ve Al;O3-NP-KPE yiizeyindeki ylikseltgenme

reaksiyonunun tersinir olmadigini gosterdi.

0,3
1
y =0,0872x + 1,025
R2=0,976
> 0,96 F
=
Woe2
0,2
0,88 0,125 Vs
g -2,2
é 0,075 Vs
0,1 0,050 Vs
0,025 Vs!
0,010 Vs
0 ]
0 0,5 1 15

Potansiyel, V

Sekil 4.3. 1,50x10° molL™ NFZ-HCI%iin sade KPE’ta pH 7,00 BR tamponunda farkli tarama
hizlarinda alinan doniisiimlii voltamogramlar1 (Tarama hizinin pik potansiyeline
etkisini gosteren grafik i¢ grafik olarak verilmistir)
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Sekil 4.4. 1,50><1O'3 molL™? NFZ-HCI’iin Al,O3-NP-KPE’ta pH 7,00 BR tamponunda farkli
tarama hizlarinda almman doniisiimlii voltamogramlari (Tarama hizinin pik
potansiyeline etkisini gosteren grafik i¢ grafik olarak verilmistir)

4.1.2 NFZ-HCPiin adsorpsiyon ozellikleri

Biiyiik molekiillii organik maddelerin 6nemli bir kismi, elektrot yiizeyine adsorbe olur
ve bu molekiillerin elektrot yiizeyine adsorbe olmasi elektrot reaksiyonlarini énemli 6lclide
etkilemektedir. Bu nedenle, maddelerin, elektrot ylizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin
belirlenmesi gerekir. Bu amagla kullanilan en 6nemli elektrokimyasal yontemlerden biri,
doniistimlii voltametridir. Adsorpsiyonun olup olmadigi, NFZ-HCI’lin farkli tarama hizlarinda
donlisimlii  voltamogramlar1 alinarak pik akimlarimin tarama hiziyla degisiminden
yararlanilarak incelendi. Bu amagla, log ipa-log v grafikleri ¢izildi. Bilindigi gibi, difiizyon
dikkate alinarak tiiretilen ve doniisiimlii voltamogramdaki pik akimini veren Randless-Sevcik
esitliginden, log ipa ve log v arasinda, egimi 0,5 olan bir dogru elde edilir. Maddenin elektrot
yiizeyinde adsorpsiyonu sz konusu ise, bu bagintidan ve dolayisiyla 0,5’den sapmalar
meydana gelir ve genellikle bu durumda grafiklerin egimi 0,5’den biiyiikk olur (Bard and
Faulkner 2001b). Sekil 4.5 incelendiginde log v-log ip, grafiklerinin egimlerinin 0,5’ten
kiiclik olmas1 NFZ-HCI’iin her iki elektrot yiizeyine de adsorbe olmadigin1 gosterdi.
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Sekil 4.5. 1,00x10° molL? NFZ-HCl’in farkli tarama hizlarinda alinan doniisiimli
voltamogramlarindan elde edilen log ips- log v grafigi (A) sade KPE (B) Al,O3-
NP-KPE

4.1.3 Elektrot reaksiyonunda yer alan H* sayisinin bulunmasi ve pH’mn pik
akimina ve pik potansiyeline etkisi
Caligmalarin yapildigi ortamda bulunan H* iyonlar1 derisiminin bir dlgiisii olan pH
degeri, elektrokimyasal sinyalin konumu (Ep) ve siddetini (ip) degistirebilen en Onemli
parametrelerden birisidir. Bu nedenle H® iyonlarnin NFZ-HCliin elektrokimyasal
reaksiyonuna olan etkisi incelendi (Kagar 2000b). NFZ-HCl’in pik akimi ve pik
potansiyeline pH’in etkisini incelemek amaciyla, kare dalga voltamogramlarindan

yararlanildi. (Sekil 4.6). BR tamponu ve 0,10 molL™ NaOH kullamlarak farkhi pH’larda
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hazirlanan 10 mL’lik 1,0x10™ molL™ ¢ézeltilerde ¢alisildi. Elde edilen pik akimlar1 ve pik
potansiyellerinin pH ile degisimi grafige gecirildi. pH 2,0 ile 7,0 araliginda pik
potansiyellerinin negatife kaydigi ve pik akimlarmin giderek arttigi gorildi. pH 7,0-10,0
araliginda degistirildiginde ise pik potansiyelleri daha pozitife kayarken pik akimlarinin da
azaldig1 goriildii. Optimum pH olarak en yiiksek pik akiminin goriildiigii pH 7,0 secildi (Sekil
4.7). Ayrica, pik potansiyeli ve pik akimmnin pH ile degismesi, elektrot reaksiyonunda
hidrojen iyonunun (protonun) yer aldigim gosterdi (Malik 1982, Kameswara Rao ve ark.
1988, Ismail 1991, El-Hallag ve ark. 2000). Ayrica, pik potansiyelinin pH ile degisiminde
farkli egimlerde dogrusal kisimlarin gozlenmesi de ylikseltgenme olayinda hidrojen

iyonlarmnin rol aldiginin bir baska gostergesidir (Ismail 1991).

11

0 1 1 1
0,6 0,8 1,2 14 1,6

1
Potansiyel, V

Sekil 4.6. Al,0s-NP-KPE’ta 1,0x10° molL™" NFZ-HCl’tin farkli pH’lardaki kare dalga
voltamogramlari
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Sekil 4.7. Al,O3-NP-KPE’ta 1,0x10° molL™ NFZ-HCI%in, BR ortaminda, KDV yontemi ile
elde edilen pik akimlarinin pH ile degisimi

NFZ-HCI'nin elektrot tepkimesinde hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisini
belirlemek igin esitlik 4.1°den kullanildi. (Wang ve ark. 2006, Oztiirk ve ark. 2010,
Tasdemir ve ark. 2011).

E,=k +ilogv (4.1)

(np)F
Bu esitlikte: E, : Pik potansiyeli, V, R:ideal gaz sabiti, J/(molK), T:mutlak sicaklik, K, n:hiz

belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi, mol elektron / mol molekiil, F:Faraday sabiti,

C/mol elektron, B:anodik yiik aktarim katsayis1 v: tarama hizi, Vs™, k:sabit’i ifade etmektedir.

Yapilan tarama hizi ¢alismasinda, tarama hizinin pik potansiyeline etkisini
degerlendirmek i¢in tarama hizinin logaritmasina karsi, pik potansiyeli grafige gecirilmis ve

pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmas: ile E  =0,0732logv+1,0113 R?=0,0843

[

esitligini saglayacak sekilde degistigi goriilmiistiir. Bu denkleme ait egim degeri Esitlik 4.1°de
yerine konuldugunda anodik yiik aktarim katsayisi olan P ile elektrot tepkimesinin hiz
belirleyen basamaginda aktarilan elektron sayisinin (n) carpimi (nxB) degeri 0,35 olarak
hesaplanmistir. Ayn1 parametre kare dalga voltametride yapilan frekans calismalarinda ise
0,48 olarak bulunmustur (Radi 2003). Yiik aktarim katsayisinin O ile 1 arasinda deger
alabilecegi (Brett ve Brett 1992) ve birgok c¢alisma elektrodu i¢in bu parametrenin 0,50
oldugu disiiniildiginde NFZ-HCI’iin yiikseltgenme mekanizmasindaki hiz belirleyen

basamakta bir elektron aktarildig1 soylenebilir.
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NFZ-HCl’iin yiikseltgenmesinde akatrilan elektron sayisinin  belirlenmesinde
literatiirde benzer elektroaktif gruplara sahip molekiiller incelendiginde 2 elektron 2 proton
aktarim ile yiikseltgenmenin gerceklestigi goriildii (Oztiirk ve Ark 2014, Goyal ve Bishnoi
2010).

Elde edilen veriler degerlendiginde NFZ-HCI’tin Al,03-NP-KPE yiizeyinde

e Yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna

e Yiikseltgenme reaksiyonunda protonunda yer aldigina,

e Yiikseltgenme reaksiyonunda hiz belirleyici basamakta aktarilan elektron sayisinin 1,
toplamda 2 elektron aktarildigina,

e Yiikseltgenme tepkimesinin ¢ozelti elektrot ara yilizeyinde difiizyon kontrollii olarak

gerceklestigine karar verildi.

Buna gore gerceklesen elektrokimyasal yiikseltgenmede diazin grubundaki proton yapidan
ayrilirken deprotosyona ugrayan yapinin elektron aktararak aktiflesmis kompleks olusturdugu
sonra hizli bir sekilde 1H"/1e“nun aktarilmas ile yiikseltgenmenin tamamlandig1 sonucuna

varildi. Olasi yiikseltgenme mekanizmasi Sekil 4.8”de verildi.

L L)
H

N
-2H+, -2e-

Sekil 4.8. NFZ-HCI’iin yiikseltgenme mekanizmasi
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4.2 NFZ-HCPiin Siyirma Voltametrisi ile Tayini icin Yontem Gelistirme

4.2.1 Cihaz parametrelerinin optimizasyonu

Voltametrik yontemlerde, elektroaktif maddeye ait piklerin olugsmasinda ve
keskinlesmesinde, kullanilan yazilim ve cihazin sinyal parametreleri onemlidir. Bundan
dolaytr bu parametrelerin de optimize edilmesi gereklidir. Bu sebeple NFZ-HCl’iin
yiikseltgenme pik akimi ve pikin sekli dikkate alinarak yapilan ¢alismalarda optimum cihaz

parametreler belirlendi ve sonuglar Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Siyirma voltametri yontemi i¢in optimum cihaz parametreleri

Parametre KDAAdSV

Baslangig¢ Potansiyeli, V0,6
Bitis Potansiyeli, V 1,2
Genlik Frekans, mVs* 10
Basamak potansiyeli,V 0,005
Omekleme Genisligi, V. 0,005

Durulma siiresi, s 3

4.2.2 Yontem parametrelerinin optimizasyonu

4.2.2.1 Biriktirme potansiyelinin belirlenmesi

NFZ-HCI’in pik akimina biriktirme potansiyelinin (Ep;) etkisi, kare dalga anodik
adsorptif siyirma voltametri yontemi ile incelendi. Biriktirme potansiyeli 0,0 V-0,8 V
araliginda degistirilerek pik akimi degisimi pik potansiyeline karsi grafige gecirildi (Sekil
4.9). Pik akiminin, 0,0 V-0,6 V biriktirme potansiyel araliginda artarken 0,6 V’dan sonra
azalmaya bagladigi goriildi. KDAAdSV yontemi i¢in 0,6 V optimum biriktirme potansiyeli

olarak belirlendi.
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Sekil 4.9. 1,OO><10'6 molL? NFZ-HCl’iin Al,O3-NP-KPE ile elde edilen pik akimlarmin
biriktirme potansiyeli ile degisimi (pH 7,0).

4.2.2.2. Biriktirme siiresinin belirlenmesi

Biriktirme potansiyeli 0,60 V olarak belirlendikten sonra, bu potansiyelde 1,00x10®
molL™ nafazolin hidrokloriir igeren hiicrede biriktirme siiresi 15-150 s arasinda degistirilerek
pik akiminin zamanla degisimi grafige gegirildi (Sekil 4.10). Pik akimlar1 15 s-90 s araliginda
artarken, 90 s’den sonra akimlarin azaldig1 goriildi. Optimum biriktirme siiresi en yiiksek pik

akiminin gozlendigi 90 s olarak secildi.
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Sekil 4.10. 1,00x10° molL" NFZ-HCl’in Al,03-NP-KPE ile elde edilen pik
akimlarinin biriktirme siiresi ile degisimi (pH 7,0).

Elde edilen sonuglara gore, NFZ-HCI’'lin KDVAAdSV yontemi ile tayini igin

belirlenen parametreler Cizelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2. KDAAASV Yontemi igin optimum yontem parametreleri

Parametre Deger

Destek elektrolitin tiirii BR tamponu
Destek elektrolitin derisimi, molL? 0,04

pH 7,0
Biriktirme potansiyeli, V 0,6
Biriktirme stiresi, s 90
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4.3 KDAAdASYV Yonteminin Analitik Uygulamalar:

4.3.1 Derisim calismasi

Gelistirilen KDAAdSV yontemi igin optimum cihaz parametreleri (Cizelge 4.1) ve
optimum yontem parametreleri (Cizelge 4.2) kullanilarak derisim ¢alismalari yapildi. Yapilan
derisim ¢aligmalar1 sonucunda dogrusal calisma araligi ve yonteme ait bazi kalibrasyon
parametreleri hesaplandi. Derisim calismalarinda, igerisinde pH 7,0’s1 ayarlanmis, bilinen
hacimde BR bulunan elektrokimyasal hiicreye, NFZ-HCI’iin stok ¢dzeltilerinden (1,00x107
molL™ ve 1,00x10° molL™) bilinen miktarlarda ilaveler yapildi. Her bir ilaveden sonra
hiicredeki hacim degisimleri de dikkate alinarak NFZ-HCI’iin derisimleri hesaplandi ve
KDAAAJSYV yontemi ile alinan voltamogramlar her bir derisim igin ayr1 ayr1 kaydedildi (Sekil
4.11). Derisime kars1 elde edilen voltamogramlardan okunan akim degerleri grafige gecilerek

kalibrasyon egrisi olusturuldu ve istatistiksel degerlendirilmesi yapildi (Sekil 4.12).

22 |
2 | 3.00<10° moll” 0,03
5 1
18 I 1,00x10 moll 0,02
] -6 -1
8,00x10 " moll I
16 | moll 0.01
! 5,00x10 moll 0 . L
<14 0.5 0,7 0.9 1,1
o
=12 | 800510 moll
g 5,00<10" moll”"
< 1 1,00x10" moll”
-8 1
0,8 | 8,00x10 moll
-8 -1
06 5,00x10 moll
, -8 1
1,00x10 moll
04 | ’
| m’/
0 ! |

L ——
04 06 M 1,2

Potansiyel, V

Sekil 4.11. NFZ-HCI’nin farkli derisimlerde ve Al,O3-NP-KPE alinan KDAAdSV
voltamogramlar1 (pH: 7,0, Epir: 0,6 V, tyir: 90 S).
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Sekil 4.12. NFZ-HCI’iin akim derigim grafigi

4.3.2 Kalibrasyon grafikleri kullamlarak serum érneklerinden nafazolin
hidrokloriir miktar tayini

Gelistirilen KDAAdSV yonteminin dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaci ile
Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilen optimum cihaz ve yontem kosullarinda ve Boliim 4.2°de verilen
kalibrasyon caligmalarinin analitik parametreleri kullanilarak serum o6rneklerinde dogrudan
kalibrasyon yontemi kullanilarak geri kazanim caligmasi yapildi. Serum o6rnekleri Bolim
3.4.4°de anlatildig1 gibi hazirlandiktan sonra KDAAdSV yontemi ile voltamogramlari alindu.

NFZ-HCI’iin geri kazanim sonuglar1 ve istatistik degerlendirmeleri ise Cizelge 4.3’te verildi.

Cizelge 4.3. Gelistirilen yontemin serum Orneklerine uygulanmasiyla dogrudan kalibrasyon
yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar

Eklenen NFZ-HCL, pg Bulunan NFZ-HCI, pg Geri kazamm® % BSS°,%

2467,30 2393,28;2393,28 2392,97  97;0 + 0,32 0,007
123,36 125,83, 125,66; 126,12 102,0 + 0,38 0,018

#Geri kazanim degerleri % 95 giiven seviyesinde (ortalama=ts/ +/ N ) esitligine gore hesaplanmustir.
PBSS: Hesaplanan her deger iin geri kazanim degeri bulunup bu degerlerin % bagil standart
sapmalar1 verilmistir.
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4.4 Gelistirilen Yontemin Validasyon Parametrelerinin Incelenmesi

Analitik yontem gelistirmede, gelistirilen yOntemin performans karakteristiklerinin
belirlenmesi O6nemlidir. Bu amacla NFZ-HCl miktar tayini igin gelistirilen KDAAdSV

yonteminin agagidaki parametreler degerlendirilerek validasyonu yapildi.

4.4.1 Dogrusal ¢calisma arahgi

Farkli derisimlerde NFZ-HCI igin, 0,60 V biriktirme potansiyeli ve 90 s biriktirme
stiresi uygulanarak pH 7,00 BR tamponunda adsorptif siyirma voltametrisi ile elde edilen
akimlarin grafige gecirilmesiyle elde edilen bir kalibrasyon egrisi incelendiginde pik

akimlarmin 1,00x10°® ile 3,00x10° arasinda dogrusal olarak degistigi goriildii.

4.4.2 Yontemin dogrulugu

Yapilan analitik uygulamalar ile gelistirilen yontemin dogrulugu arastirildi. Bunun
icin, Onerilen yonteme ait kalibrasyon parametreleri kullanilarak, hesaplanan % geri kazanim
degerleri hesaplandi. Serum ornekleri i¢in geri kazanim degeri %97,00 ile %102,00 arasinda

degistigi gortldii. Sonug olarak, gelistirilen yontemin dogrulugunun yiiksek oldugu ve girisim

etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

4.4.3 Tekrarlanabilirlik
4.4.3.1 Aym cozeltide (giin ici) pik akim ve pik potansiyeli icin tekrarlanabilirlik

1,00x10® molL* NFZ-HCI’iin, pH 7,00°de optimum kosullarda voltamogramlari
alindi. Ayni1 gilin, ayn1 ¢ozeltide ard arda {ic defa alinan siyirma voltamogramlarindan elde
edilen pik akimlarinin ve pik potansiyellerinin bagil standart sapma (BSS) degerleri
hesaplandi. Ayni giin ayn1 ¢ozeltide ard arda ii¢ defa alinan siyirma voltamogramlarindan elde
edilen pik potansiyelleri ve pik akimlart i¢in BSS degerleri sirasiyla %0,00 ve % 0,028 olarak
hesaplandi. Sonug olarak, KDAAdSV yontemi ile elde edilen piklerinin akim ve potansiyel
degerlerindeki tekrarlanabilirligin oldukea iyi oldugu belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Al,03-NP-KPE’ta KDAAdSV yontemi ile ayni giin, ayn1 ¢ozeltide yapilan
Olgtimlere ait voltamogramlar (Epi: 0,6 V, thir: 90 S, Cnrz-ner: 1,0x10°° molL™?,
pH: 7,0).

4.4.3.2 Farkh ¢ozeltilerde (giinler arasi) pik akimi ve pik potansiyeli igin
tekrarlanabilirlik

1x10° molL™ NFZ-HCI farkh giinlerde hazirlanan ¢ozeltilerde optimum kosullarda
KDAAJSV yontemi ile siyirma voltamogramlar: alindi. Her bir 6l¢iin 3 defa tekrarlandi. Elde
edilen pik potansiyeli ve pik akimi degerleri kaydedildi. Farkli giinlerdeki ayni1 derisimdeki
farkli ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen pik akimlarinin BSS degeri %0,072 iken pik
potansiyelleri i¢in BSS degeri ise %0,015 olarak hesaplandi. Sonug¢ olarak, NFZ-HCI’e ait
pikin giinler arasi tekrarlanabilirliginin oldukea iyi oldugu belirlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Al,03-NP-KPE’ta KDAAdSV yontemi ile farkli giin, farkli ¢ozeltilerde yapilan
Olgtimlere ait voltamogramlar (Epir: 0,6 V, thir: 90 S, Cnrz-ner: 1,0x10°° molL™?,
pH: 7,0).

4.4.4 Yontemin segiciligi

Serum Orneklerinde yapilan c¢alismalarda c¢alisma hiicresine NFZ-HCI ilavesi
yapilmadan once aynmi potansiyel araliginda voltametrik Olgiimler yapildi ve NFZ-HCI
molekiillerine ait ytlikseltgenme pikinin akim ve potansiyel degerini etkileyecek herhangi bir
voltametrik sinyale rastlanmadi. Bununla birlikte pik potansiyellerinde gelistirilen yontem
icin 0-10 mV araliginda bir kayma gozlendi. Buna gore c¢alismalarin dayandirildigi
yiikseltgenme potansiyeli degerinin, serum ortaminda bile NFZ-HCI molekiiliine 6zgii bir

deger oldugu sdylenebilir.

4.4.5 Gozlenebilme simir1

Gelistirilen KDAAdSV yontemi icin gozlenebilme sinir1 3s/m bagintis1 kullanilarak
hesaplandi. Bu esitlikte s baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon
esitliginin egimidir. Bu esitlige gére KDAAASV yonteminin gdzlenebilme smir1 2,60x107
(6,41x10* mgL™) olarak hesapland.
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4.4.6 Alt tayin Sinir1

Benzer sekilde gelistirilen yontem i¢in alt tayin sinir1 10s/m bagmtist kullanilarak
hesaplandi. Bu esitlige gore KDAAdASV icin alt tayin siri 8,63x107 (2,13x10° mgL™)

olarak hesaplandi.

4.4.7 Saglamhk

Gelistirilen yontemin performans parametrelerinin, ortam sartlarindaki ve deneysel
kosullardaki (oda sicakligi, tampon derisimi, pH, biriktirme siiresi, biriktirme potansiyeli v.b.)
kiiciik degisikliklerden analiz performansini ciddi sekilde degistirecek kadar etkilenmemekte

oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.4. Nafazolin hidrokloriir tayini igin gelistirilen yOntemin baz1 validasyon
parametreleri

Validasyon parametreleri Deger
Dogrusal ¢alisma aralig, molL™ 1,0x10%-3,0x107
Pik potansiyeli, V 0,9
Kalibrasyon grafiginin egimi ALmol™ 6,69x102
Baslangi¢ ordinati, A 2,61x10°
Regresyon standart sapmasi, sr 4,58x10°
Egimin standart sapmast, sm 1,6><10'3
Baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi 1,60x10°
Gozlenebilme sinir1, LOD 2,60x107°
Alt tayin sinir1, LOQ 8,63x107
Regresyon katsayisi, R? 0,995
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi, %BSS 0,028
Glin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi, %BSS 0,000
Glinler aras1 akim tekrarlanabilirligi, %BSS 0,074

Giinler aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi, %BSS 0,014

45 Farkh Yontem Sonuclarimin ve Parametrelerinin Istatistiksel Olarak
Karsilastirilmasi
NFZ-HCI tayini i¢in gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi %95 giiven
seviyesinde, bu yontemle elde edilen geri kazanim degerleri ile literatiirde NFZ-HCI tayininde
kullanilan yontemlerle (Saito ve ark. 2008) elde edilen geri kazanim degerlerinin t testi
kullanilarak karsilagtirllmasiyla arastirildi. T testini uygulamak i¢in Esitlik 4.2°den
yararlanildi. Yapilan hesaplamalarin sonuglar1 degerlendirildi ve %95 giliven seviyesinde iki
yontem arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii. Hesaplanan degerler Cizelge 4.5°te

verildi. Cizelge 4.6’da nafazolin hidrokloriir’e ait literatiir calismalar1 6zet halinde verilmistir.
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Cizelge 4.5. Dogrudan kalibrasyon ve standart katma yontemleri ile KDAAdSV yontemi igin
hesaplanan baz1 degerler

Yontem KDAAdSV
Egim (dogrudan kalibrasyon yontemi) 0,0669
Egimin standart sapmasi Sy, (dogrudan kalibrasyon) 0,001604279
t deneysel 0,70

t kriti 4,30
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Cizelge 4.6. NFZ-HCl’e ait literatiir 6zeti

Dogrusal ¢alisma

Gozlenebilme sinir1

Geri kazanim

Geri kazanim

Kullanilan Yontem aralig (molL™) PH (molL™) Tablet, % serum, % Literatiir
-5 -2 -6
Spektrofotometri 2,00x107-1,0010 i 3,90x10 103,74
-5 -4 -7
TLC- densitometri 2,00x10™-1,80%10 - 6,10x10 102,06 - (Sayed ve ark. 2013)
-5 -4 -7
HPLC 2,00x107-1,50%10 7,00 5,60x10 104,60
Potansiyometri , , ,
Screen printed elektrot ~ 7,00x107°-1,00x10 7.90 5,60 x10 100,20 _ (Mohamed ve ark.
Karbon pasta iyon 7,00x107-1,00x107 5,90 x10” 102,60 2013)
secimli elektrot
(Zhu, Liu 2012)
Spektrofotometri 1,00x10°-4,00x10° 7,40 1,00x107 - -
Ekstraksion ve sivi
kromatografi —kiitle 200
spektrometrisi 4,00x10%-1,00x<107 " 4,00x10® - 98,30-101,25  (Saito ve ark. 2008)
Iyon secimli membran 5 2
sensor 1,00x107=5,00x107 4 4 4,00x10° 103,20 i (Ghoreishi 2005)
. 8 7 8 i i (Chocholou” ve ark.
Spektrofotometri 8,10x107-8,10x10 5,20 8,00x 1A 100,06-102,55 2006)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1110093112000385
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S209517791300035X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512007974
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023208005242

Kapiler elektroforez 1,60x10™-2,40x10™ 3,72

Fluerans Optosensor 1,00x 10'8-9, 10x107 8,00

Kare Dalga Anodik
Adsorbtif Styirma 1,0x10%-3,0x10° 7,00
Voltametri

2,00%1072

1,00x107

2,60x107°

(Marchesini ve ark.

101,00 - 2002)
(Casado-Terrones ve
106.90 - ark. 2005)
- 97,00-102,50 (Bu ¢alismada)
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5. SONUC

Bu tez calismasinda, nafazolin hidrokloriir’iin elektrokimyasal davranisi ilk kez
incelenmis ve ylikseltgenme mekanizmasi Onerilmistir. Ayrica nafozolin hidrokloriir i¢in
voltametrik tayin yontemi gelistirilmis ve analitik uygulamalar1 yapilmistir. Tez ¢alismasinda

elde edilen sonuglar agagida verilmistir.

e NFZ-HCl’lin, camsi karbon elektrot yiizeyinde -elektrokimyasal aktiflige sahip
olmadigi, Al,Os-NP-KPE’ta BR ortaminda pH 7,00’de 2e/2H" aktarimi sonucunda
tersinmez ve difiizyon kontrollii olarak yiikseltgendigi belirlenmistir.

e Nafazolin hidrokloriir’tin serum Orneklerinde tayini i¢in KDAAdSV yontemi
gelistirildi. Gelistirilen yontemin biriktirme potansiyeli 0,60 V, biriktirme siiresi ise 90
s olarak belirlendi.

e Gelistirilen yontemin dogrulugunu belirlemek igin, serum orneklerinde geri kazanim
caligmalar1 yapildi. Serum Orneklerinde bulunabilecek diger tiirlerin herhangi bir
etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

e QGiin ici ve giinler aras1 tekrarlanabilirligin BSS degerlerinin %5,0 degerinin altinda
oldugu bulundu. Gelistirilen yontemin kesinliginin olduk¢a iyi oldugu sonucuna
varildi.

e Gelistirilen yontemle ile elde edilen sonuglarin literatiirde NFZ-HCI tayini i¢in
gelistirilen diger yontemlerle elde edilen sonuglarla %95,0 giiven seviyesinde uyumlu
oldugu goriildii.

e Gelistirilen yontemin, dogrusal calisma aralifi, gozlenebilme siniri, geri kazanim
degerleri gibi degerleri literatiirlerde bulunan sonuglarla karsilastirildiginda daha iistiin
oldugu gozlemlendi.

e Gelistirilen yontemin, ekonomik, hizli, duyarli olmasi, az miktarda numune ile
calisilmast ve aywrma gibi zaman alict islemlere gerek duyulmadan analiz
yapilabilmesi gibi istiinliiklerinden dolay: literatiirde verilen yontemlere alternatif

olabilecegi sonucuna varildi.
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