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SIMGELER VE KISALTMALAR

Eip Yar1 Dalga Potansiyeli

Ep Pik Potansiyeli

Ip Pik Akimi

ig Sinir (Limit) Akim

GCE Cams1 Karbon Elektrot

LOD Belirme Smurt (Limit of Detection)
LOQ Kantitatif Tayin Sinir1 (Limit of Quantitation)
HPLC Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
R Korelasyon Katsayisi

RSD Bagil Standart Sapma

v Tarama Hizinin Karekokii

n Voltametrik Hiicrede Tekrarlanan Ol¢iim Sayisi
NPV Normal Puls Voltametrisi

DPV Diferansiyel Puls VVoltametrisi

SWv Kare Dalga Voltametrisi

CcVv Doniisiimlii Voltametri
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ASV Anodik Siyirma Voltametrisi

CSVv Katodik Styirma Voltametrisi

AdSV Adsorptif Styirma Voltametrisi

PSV Potansiyometrik Siyirma Voltametrisi
UTGE Ultra Trace Grafit Elektrot

NAP Naproksen



OZET

NAPROKSEN’IN VOLTAMETRI VE YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFiSi (HPLC) TEKNiKLERi iLE iLAC DOZAJ FORMLARINDAN
MIKTARININ BELIRLENMESI

Suzan YANIK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Selehattin YILMAZ
26/06/2014, 61

Bu c¢alismada, naproksen adli ilag etken maddenin elektrokimyasal yiikseltgenme
ozelliginden yararlanilarak ultra trace grafit elektrotta (UTGE) ticari formundan miktar
belirlendi. Optimum sartlar1 belirlemek igin farkli destek elektrolitlerde diferansiyel puls
voltametrisi ve doniisiimlii voltametri ile yiikseltgenme 6zelligi incelendi. Naproksen igin
ultra trace grafit elektrotta keskin pikin ve maksimum akimin gézlendigi pH=4.50 asetat
cozeltisi destek elektrolit olarak segildi. Pik akimina ve pik potansiyeline pH’ 1n etkisi
diferansiyel puls voltametri teknigi (DPV) ile tarama hizinin pik akimina etkisi ise
dontisimlii voltametri teknigi (CV) ile belirlendi. Belirme sinir1 (LOD), kantitatif tayin
smirt (LOQ) ve konsantrasyon araligi gibi analitik analiz parametreleri belirlendikten
sonra, ilag tabletlerindeki naproksen’in miktar1 belirlendi. Uygulanan voltametrik yontemin
dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaci ile ilag tabletinden naproksen’in geri kazanim
caligmalar1 yapildi. Ayrica naproksen’in yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemiyle dogruluk, kesinlik ve geri kazanim caligmalari yapilarak bu iki teknik

istatistiksel olarak karsilastirildi.
Anahtar sozciikler: Naproksen, Voltametrik Yontem, Diferansiyel Puls Voltametrisi

(DPV), Doéniistimlii Voltametri (CV), Ultra Trace Grafit Elektrot (UTGE), Yiiksek
Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC), Ticari Ilag Tabletleri, Naproksen (NAP).
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ABSTRACT

QUANTITATIVE DETERMINATION OF NAPROXEN FROM DRUG DOSAGE
FORMS BY VOLTAMMETRY AND HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC) TECHNIQUES

Suzan YANIK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Chair for Chemistry

Advisor: Prof. Dr. Selehattin YILMAZ
26/06/2014, 61

In this study, active compounds named naproxen was determined from commercial drug
form based on electrochemical oxidation properties at ultra trace graphite electrode
(UTGE). In different supporting electrolyte, reduction was examined by differantial pulse
voltammetry (DPV) and cyclic voltammetry (CV) to determine the optimum conditions.
Ultra trace graphite electrode, using pH=4.50 asetate solution in which sharp peak and
maxium current was observed, at ultra trace graphite electrode for naproxen, was selected
as supporting electrolyte. The effects of pH on the peak current and peak potential for
material was investigated by differential pulse voltammetry (DPV) and the effect of scan
rate on the peak current was investigated by cyclic voltammetry (CV) techniques. After
analytical parameters, such as; limit of quantitation (LOQ), limit of detection (LOD) and
range of concentration had been determined, quantitative analysis of naproxen was
determined from drug tablets. In order to check accucarcy and precision of applied
voltammetric method, recovery experiment of naproxen was carried out from the drug
tablet. Also naproxen high performance liquid chromatography (HPLC) method, accuracy,
precision, and recovery experiment had been done. These two techniques were compared

statistically.
Keywords: Naproxen, Voltammetric Method, Differential Pulse Voltammetry (DPV),

Cyclic Voltammetry (CV), High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Ultra
Trace Graphite Electrode (UTGE), Commercial Drug Tablets, Naproxen (NAP).
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BOLUM 1
GIRIS

Naproksen, 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl) (NAP), orta ve siddetli agrilarin
giderilmesinde siklikla kullanilan non-steroidal anti-inflamatuar bir ilagtir. Bobrek taslari
romatoid artrid ve diger inflamatuvar hastaliklar gibi kosullarin sebep oldugu sertligin
azaltilmasi iginde yaygin kullanilir (Martin ve ark., 1999). Her ne kadar diger non-steroidal
anti-inflamatuarlara oranla daha biiyiik bir dozaja ihtiya¢ duyulsa da naproksen, albumine
kuvvetlice baglanir ve boylece diger ilaclara oranla kanda daha uzun bir yarilanma siiresine
sahiptir. Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar artan sayida kardiyovaskiiler olaylarla
iligkilendirilmistir. Ancak, son donemdeki arastirmalar naproksenin kardiyovaskiiler
sartlarda en az zararli non-steroidal anti-inflamtuar olarak smiflandirmistir (Kaynak ve

ark., 2008; Suryanarayanan ve ark., 2005).

Naproksen ilk kez 1976'da, regete ilact olarak Naprosyn adiyla satilmaya
baslanmigtir. Naproksen sodyum ise ilk kez 1980'de Anaprox ismiyle satilmaya
baslanmistir. ABD'deki FDA - Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration) 1991
yilinda ilacin regetesiz olarak da satilmasini onaylasa da, Kanada dahil diinyanin diger

birgok tilkesinde ilag halen regete ile satilmaktadir (Suryanarayanan ve ark., 2005).

CH,

Naproxen

Sekil 1.1. Naproksen’in kimyasal yapisi (Anonim, 2014)



Bu ¢aligmanin amaci, NAP’n ultra trace grafit elektrot kullanarak elektrokimyasal
ozelliklerini aragtirmak ve ilag dozaj formlarindan miktarin1 voltametri ve yiiksek-

performansl sivi kromatografisi (HPLC) teknikleri ile hizli, hassas ve dogru bir bigimde

belirlemektir.

Cizelge 1.1. Naproksen’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

NAPROKSEN

flag sinifi

Antienflamatuar ve Antipiretik

CAS numarasi

22204-53-1

Kimyasal ismi (IUPAC)

(+)-(S)-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)
propanoic acid

Kimyasal formiili C14H1403
H CH,
Yapisal formulii CO,H
HsCg
Molekiiler agirlig1 (g/mol) 230.259

UV spektrumu dalga boyu (nm)

240-280 (262)

Erime noktas1 ("C) 153
Buhar basinc1 (mmHg) -
Henry yasasi sabiti (atm-m>/mol) 3.39x10™%°
pKa 42
Plazma yarilanma 6mrii (sa) 12-15

Coziiniirligi

Etanol, aseton gibi organik ¢oziiciilerde

kolav cO6zuniir. Suda céziinmez.

Fiziksel gortinlimii

Beyaz kristalize toz

Kokusu

Kokusuz

1.1. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik Kimya, ¢ozeltilerin elektrokimyasal bir hiicre i¢inde elektriksel
Ozelliklerinin Slgiilmesi ve bu Slgiilen 6zelliklerinden yararlanilarak maddelerin kalitatif ve

kantitatif analizine dayanan teknikleri igeren Analitik Kimyanin 6nemli bir dalidir. Bir

2


http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2006/MB_cgi?term=22204-53-1&rn=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/IUPAC_adland%C4%B1rma_sistemi

baska deyisle ise maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu olusan kimyasal ve
fiziksel degisimler ile kimyasal enerjinin elektrik enerjisine doniistiiriilmesini inceleyen

bilim dalidir (Yilmaz, 2012).

Elektrokimya, ¢oziiciilerde homojen ya da elektrot/¢6ziicli ara ylizeyinde heterojen
bicimde meydana gelen yiik ayrilmasi ve yiik aktarimu ile iligkili olan olaylarla ilgilenir.
Elektrokimyanin temelleri uzun bir ge¢mise dayanir ve 200 yil dnce Volta’nin elektrik
pilini (1799) kesfi ile baslar. Son yillardaki ilerlemeler ise olduk¢a fazladir. Giiniimiizde,
bilim ve teknolojinin yeni alanlarinin gelistirilmesinde énemli rol oynar ve kiiresel enerji

ve ¢evre sorunlarinin ¢oziimiine gerekli katkilar yapar (Izutsu 2002).

Elektrokimya, elektriksel ve kimyasal etkilerin birbiri arasindaki iliskilerinin
incelenmesine dayanan bir kimya dalidir. Elektrokimyanin biiylik bir kismi, bir elektrik
akimimin ge¢mesinin sebep oldugu kimyasal degisikliklerin arastirilip incelenmesiyle ve
kimyasal reaksiyonlar sonucu elektrik enerjisinin {iretilmesiyle ilgilenir. Aslinda

elektrokimya, ¢ok sayida farkli olaylarin, araglarin ve teknolojilerin yer aldigi bir daldir
(Bard and Faulkner 2001).

Elektroanalitik teknikler, akim, potansiyel veya yik gibi elektrokimyasal
biiyiikliikleri Olgerek ve Olcililen bu kimyasal parametrelerle aralarindaki iliskilerini
arastirarak elektrik ve kimyanin birbiriyle etkilesimini inceler. Elektriksel dl¢timlerin bu
tip analitik amach kullanimi, cevresel goriintilleme, endiistriyel kalite kontrol ve
biyomedikal analiz olmak {izere ¢ok yaygin bir sekilde uygulama alani bulmaktadir.
Kimyasal ol¢timlerin ¢ogu homojen ¢ozeltilerinde yapilirken, elektrokimyasal ¢aligmalar

ise elektrot-¢cozelti araylizeyinde gergeklestirilmektedir (Wang, 2000).

Elektrokimyasal tekniklerde, elektrot-¢ozelti sistemine bir elektriksel etki uygulanir
ve sistemin verdigi cevap Ol¢iiliir. Daha ¢ok akim olarak ortaya ¢ikan bu cevap, sistemin
Ozellikleri hakkinda bilgi verir. Hemen hemen biitiin elektrokimyasal tekniklerde
potansiyel, akim ve zaman parametreleri bulunur. Bu parametrelere teknigin adinda yer
verilir. Ornegin, voltametri, kronoamperometri, kronokulometri gibi adlandirmalarda
sirasiyla potansiyel-akim, zaman- akim ve zaman-yiik parametrelerinden teknik hakkinda

kabaca bilgi edinilebilir (Tekin, 2008 ).

Elektroanalitik tekniklerin ¢ok farkli siniflandirmalart  vardir. En  yaygin

smiflandirma bi¢imi Sekil 2.1°de sema halinde verilmistir.
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Sekil 1.2. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi (Ozdemir, 2006)

1.2. Voltametri

Voltametri; yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen elektroaktif (elektrot
tepkimesine giren) organik ve inorganik maddelerin ¢esitli ortamdaki ¢ozeltilerinden
uygun olan kosullarda elde edilen akim siddeti — potansiyel egrilerinin (voltamogramlarin)
Ozelliklerini inceleyip, degerlendiren analiz teknigine denir. Bir bagka deyisle ise
voltametri, bir indikator veya ¢aligma elektrodunun polarize oldugu sartlarda, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin Ol¢lilmesinden yararlanilarak analit hakkinda

bilgi edinilen bir¢ok elektroanalitik teknigi kapsar (Yilmaz, 2012).



Voltametride, ¢aligma elektrodunun potansiyeli bir potansiyometre yardimiyla
referans elektroda kars1 degistirilerek hiicreden (ii¢ elektrotlu sistemlerde ¢alisma elektrotu
ile yardimci elektrot arasindan, iki elektrotlu sistemlerde ise ¢alisma elektrotu ile referans
elektrot arasindan) gecen akim galvonometre yardimiyla &lgiiliir. Olgiilen bu akimin
uygulanan potansiyele kars1 grafigi cizilir. Bu grafikteki akim potansiyel egrilerine

voltamogram ad1 verilir (Bond, 1980).

Voltametrinin gelisimi, Cekoslovak kimyaci olan Heyrovski tarafindan 1922 yilinda
bulunarak, gelistirilen ve voltametri yonteminin &6zel bir tipi olan “’polarografi’’ ile
baslamistir. Bu bulus sayesinde Heyrovski 1959 yilinda Kimya Nobel o&diiliinii
kazanmigtir. Bununla birlikte elektrokimyasal Onderistirmeye iliskin kimi fikirler one
stiriilmekle birlikte, siyirma teknikleri olarak adlandirilan duyarli tekniklerin dogusu ise
1950°1i yillarda Kemula’nin asili civa damla elektrodunu (ACDE) gelistirmesi ile
baslamistir. Siyirma tekniklerinin duyarliligmin iyi olmasinin sebebi tayin edilecek
maddenin elektrot yiizeyinde kii¢iik bir hacimde onderistirilmesinden ileri gelmektedir. Bu
onderigtirme islemi, elektroda uygulanan potansiyel altinda ve c¢ozelti karistirilarak
yiiriitiiliir. Ardindan potansiyelin anodik veya katodik yonde taranarak ylizeyde deristirilen
maddeye iliskin akim potansiyel egrileri incelenerek analiz gergeklestirilir. 1970°1i yillarda
diferansiyel puls yonteminde cihazlarda yer almasiyla birlikte daha duyarli dlglimlere
olanak saglanmigtir. Boylelikle spektroskopik tekniklerde gozlenen atilimla birlikte
laboratuarlardan giderek uzaklastirilan voltametrik cihazlar, duyarlilik ve seg¢imlilik
yoniinden biiyiik artislar saglayan degisikliklerle yeniden laboratuarlara geri donmiistiir
(Henden ve Dig., 2001).

llag analizlerinde kullanilan kromatografik ve fotometrik ydntemlere alternatif
yontem olarak nitelendirilen modern voltametri bu yontemlerle yarismali olmaktan ¢ok
onlar1 tamamlayici niteliktedir. Ayrica uygulanan yontemin yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) ile birlestirilmesiyle, kompleks karisimlarin analizinde de basariyla
uygulanmasi saglanmistir (Wang ve Hutchins, 1985).

Bu yontemlerin diger analitik tekniklere iistiinliigii ise; az miktarlardaki maddelerin
analiz i¢in yeterli olmalari, ucuz olmalari, kolay uygulanabilir olmalari, analitlerin 6n
saflagtirma islemlerine fazla ihtiyag duyulmamasi, fazla ¢oziicii gerektirmemeleri ve

yontemin hassas olmasidir (Zuman ve Brezina, 1962; Kissinger ve Heineman, 1996).

Modern voltametri ylikseltgenme ve indirgenme islemlerinin yaninda, adsorpsiyon

islemleri i¢in de son derece pratik bir metot olarak kullanilmaktadir (Skoog, 1996; 2000).



1.3. Voltametrinin Calisma Prensibi

Voltametri tekniginin ¢aligma prensibi; elektrokimyasal hiicrede bulunan ve polarize
olabilen bir ¢alisma (indikator) elektrodu ile karsilastirma (referans) elektrodu arasinda
degeri zamanla degistirilen potansiyel uygulanarak ii¢ elektrotlu hiicrelerde caligma
elektrodu ile yardimci (karsit) elektrot, iki elektrotlu hiicrelere ise ¢aligma elektrodu ile
karsilastirma elektrodu arasindaki akimin 6lgiilmesine dayanir (Yildiz ve Geng, 1993;
Bond, 1980).

Hiicreye uygulanan potansiyel stirekli arttirilarak voltamogram adi verilen
potansiyel-akim egrisi elde edilir. Bu teknikte calisma elektrodu olarak kati elektrotlar
kullanilirsa elde edilecek olan bu egriye voltamogram, calisma elektrodu olarak civa

elektrodu kullanilirsa elde edilecek bu egriye polarogram adi verilir (Yilmaz, 2012).

1.4. Voltametrik Hiicrenin Bilesenleri
Voltametrik hiicrenin bilesenleri; voltametrik kap, destek elektrolit, ¢oziicii, ¢alisma

elektrodu, karsilastirma (referans) elektrodu ve yardimci (karsit) elektrottan olusur

(Y1lmaz, 2012).
1.4.1. Voltametrik kap
Voltametrik analizlerde kaplar cam, kuartz veya teflondan olusur ve bu kaplarda

yuritiilir. Kabin yapildigi malzeme ise kirlenme ve adsorpsiyon yanilgilarinin en az

oldugu maddelerden secilir (Henden, 2001).

]

Sekil 1.3. Deney hiicresi (Yilmaz, 2012)



1.4.2. Destek elektrolit

Hiicre igindeki ¢ozeltilerde analizi yapilacak maddeden (analitten) baska bir madde
daha bulunur. Bu maddeye, destek maddesi veya destek elektroliti denir. Destek elektrolit
deney kosullarinda elektroaktif olmayan (elektrolizlenmeyen) maddedir. Hidrodinamik
voltametride iyonlarin elektrik ¢ekim etkisiyle elektrotlara go¢ etmelerini en aza indirmek
amaciyla destek elektroliti ilave edilir. Destek elektrolitin konsantrasyonu, analizi yapilan
maddenin konsantrasyonunun en az 100 kat1 olmas1 gerekir. Bu sartlarda analizi yapilanin
elektrik etkisiyle elektroda dogru gogii ve bundan dolay1 tasidiklart elektrik miktarr ihmal
edilecek seviyeye gelir. Bu da analizi yapilacak iyonun, zit yiiklii elektroda dogru
cekiminin veya gogiiniin elektroda uygulanan potansiyelden artik bagimsiz hale geldigini

gosterir (Yilmaz, 2012).

Voltametride destek elektrolit, analit ¢6zeltisine fazla miktarlarda eklenen bir tuzdur.
En yaygin olan tuzlar analit analizinde kullanilan potansiyelde mikroelektrotta reaksiyona
girmeyen alkali metal tuzlaridir. Bundan dolay1 ortama KCI1, KNOg gibi bir inorganik tuz,
bir mineral asidi veya baz katilabilir. Sitrik asit / sitrat veya asetik asit / asetat gibi tampon
sistemleri pH kontroliinii gerektiginde destek elektrolit olarak kullanilabilir. Destek
elektrolitin konsantrasyonu ise genellikle 0.1 M dolayindadir. Bu seviye ise minimum
kirlilik ile yiiksek iletkenlik arasindaki bir ara degerdir. Caligmalarda destek elektrolit
konsantrasyon araligi 0.01-1.0 M arasinda degisir. Ohmik diisme degisimlerini engellemek
icin destek elektrolit konsantrasyonu her Ornekte hep ayni sekilde olmalidir. Destek
elektrolit hazirlanmasinda kullanilan reaktifler mutlaka ¢ok yiiksek saflikta olmalidir
(Erdogdu, 1995).

1.4.3. Calisma (indikator) elektrodu
Calisma elektrodu, lizerinde analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi elektrota denir.
Potansiyeli zamanla degisen mikro elektrottur. Indirgenme-yiikseltgenme olayr bu

elektrotta gerceklesir (indikator veya mikro elektrot da denir) (Can, 2013).



Camsi karbon elektrot Plaun tel elektrot Ag /AgCl referans elektrot

Sekil 1.4. Calisma ve referans elektrotlarina 6rnekler (Can, 2013)

Voltametrik tekniklerde kullanilan ¢alisma elektrotlarinda polarlanmanin olabilmesi
icin kiiglik yiizey alanina sahip olmalidir. Bundan dolayr kullanilacak olan g¢alisma
elektrotlart mikro elektrotlardir. Mikro elektrotlarin kullanilmasindan dolay1 ornekteki
elektroaktif tiirlerin ¢ok kiiciik bir miktar1 elektrokimyasal tepkimeye girmektedir. Boylece
Oornegin bilesimi hemen hemen ayni kalmaktadir. Bunun sonucunda ise ayni Ornegin

defalarca voltamogrami alinabilmektedir (Y1lmaz, 2012).

Calisma elektrotu ile referans elektrot arasinda potansiyel uygulanirken buna

karsilikta calisma elektrodu ile karsit elektrot arasinda ise akim kaydedilir (Tiire, 2009).

Genel olarak bir ¢alisma elektrodu iletken, ¢alisilan potansiyel araliginda inert,
negatif potansiyel siir1 yiiksek olmali, istenilen geometrik sekil kolaylikla verilebilir ve
kolay islenebilir olmalidir. Buna camsi karbon calisma elektrodu 6rnek olarak verilebilir
(Sekil 1.4.).

Sekil 1.5. Camsi karbon ¢aligma elektrodu (Yilmaz, 2012)
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Sekil 1.6. Voltametrik calisma elektrotlarinin genel bir siniflandirilmasi (Yilmaz, 2012)

1.4.3.1. Civa kokenli elektrotlar

Civa elektrotlar, lizerinde hidrojenin ¢ikis potansiyelinin biiyiik olmasi nedeniyle,
oldukca genis bir katodik bolgede calisma potansiyel araligina ve her damlada yenilenen
elektrot yiizeyine sahiptirler. Metallerle malgama olusturmasindan dolayi, metal
iyonlarinin metalik halde oOnderistirilmesini saglarlar. Bu o6zelliklerinden dolayr da

voltametride olduk¢a genis bir kullanim alani bulurlar (Yilmaz, 2012).

Voltametri tekniginde kullanilacak olan civanin ¢ok saf, i¢cindeki safsizliklarin ppm
diizeyinden daha diisiik olmas1 gerekir (Saf civa ticari olarak temin edilebilir). Ancak bu
saflikta olmayan civa i¢in ise %10’luk nitrik asitle iyice calkalandiktan sonra saf su ile
yikanip kurulanir. Daha sonra diisiikk basing altinda damitilir. Ancak bu iglemin civa

buharlarinin zehirli olmasi nedeniyle, titizlikle yapilmasi gerekir (Yilmaz, 2012).

Civa mikroelektrotlar1 voltametri tekniginde birka¢ sebepten dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sebeplerden birisi de elektrotlarla kullanilabilecek negatif potansiyel
siirmin ¢ok yiiksek olmasidir. Ayrica kolayca olusturulabilen yeni bir damla ile taze bir
metalik yiizey olusturulabilir. Buna ek ise pek ¢ok metal iyonu bir civa elektrodunun

yiizeyinde amalgam olusturmak suretiyle tersinir olarak indirgenmektedir ki, olaymn
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kimyas: basittir (Skoog ve dig., 1996).

Bundan dolay1 elektrot yiizeyindeki {iriiniin ¢ozeltiye geri kazanimi kati elektrotlara
oranla civa damla elektrotlarinda daha kolay ger¢eklesmektedir. Ayrica civa elektrotlarla
cok daha genis negatif potansiyel araliklarinda ¢alismak miimkiindiir. Konsantrasyonu 1
ppb’den diisiik ¢ozeltilerin tayinlerinde civa damla elektrodu, 1 ppb’den daha diisiik
¢oOzeltilerin tayininde ise civa film elektrodu tercih edilebilir (Riley, T., Watson, A., James,
A.M, 1987).

Civa mikroelektrotlar bazi sebeplerden dolayr voltametride yaygin olarak

kullanilmaktadir. Bu sebepler;

* Nispeten biiylik, negatif potansiyel araliginda ¢alisma olanagi saglarlar.

* Olusan yeni bir damla ile kolayca taze bir metalik ylizey olusturulabilir. Taze bir
yiizey hazirlanabilmesi ise voltametride Olgiilen akimlarin temizlige ve diizensizliklerin
olmamasina duyarli olduklari i¢in ¢ok biiylik 6nem arz etmektedir.

* Bircok metal iyonunun civa elektrot yilizeyinde indirgenmesi islemi kimyasal

reaksiyonlar1 basitlestirir (Greef ve ark., 1990).

1.4.3.1.1. Damlayan civa elektrot (DCE)

Ic cap1 0,03-0,08 mm olan ince bir cam kilcal borunun (kapiler) civa deposuna
baglanmasi ile olusturulan bu elektrotlar, bu kilcal borudan civanin damlatilmasi ise yer
cekimin etkisiyle ve mekanik yolla gerceklestirilebilir ve genelde alani 2-6 mm? olan

damlalar olusturulur (Yilmaz, 2012).

1.4.3.1.2. Asili civa damla elektrot

Asili civa damla elektrotlari bir civa deposuna bagli bir kilcal borudan olusur. Damla
bir vida diizenegi yardimiyla kilcal borunun ucunda olusturulur ve istenilen biiyiikliikteki
civa damlas1 vidanin belli bir oranda dondiiriilmesi ile elde edilir. Civa damlasinin
buytikligli ise kilcal boru ucunda olusan damlanin disiiriiliip tartilmasi ile saptanir
(Y1lmaz, 2012). Damla analiz boyunca sabit kalir, biriktirme siiresi uzadikg¢a siyirma piki

genisler.

1.4.3.1.3. Civa film (zar) elektrotlar
Civa film (zar) elektrotlar, inert bir destek iizerine, 1-100 um diizeyinde ince bir civa
film kaplanarak olusturulurlar. Inert destek olarak ise genellikle platin, altin, grafit ve

cams1 karbon kullanilir. Bu destekler bir tel ya da disk formunda olabilirler. Duragan bir
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elektrot olarak kullanilabildikleri gibi ayrica donen elektrot olarak da kullanilabilirler
(Yilmaz, 2012).

1.4.3.2. Kat1 elektrotlar

Kat1 elektrotlar soy metallerden veya karbondan elde edilir (Henden ve Dig., 2001).
Voltametride kullanilan kat1 elektrotlar; platin, altin, rutenyum gibi inert metaller (Biryol
ve ark., 1995; Gerlache ve ark., 1997a; Lu, 2002), pirolitik grafit ve cams1 karbon (Ozkan
ve ark., 1998; Sentiirk ve ark., 1998), cinko oksit, iridyum oksit gibi yar iletken
elektrotlardir (McBreen ve Gannon, 1985; Kodintsev ve Trasatti, 1994). Tel, levha, disk
seklinde olan kati elektrotlarin sabit, doner ya da titresen tipleri vardir (Biryol ve ark.,

1989; Sentiirk, Z., 1991; Sentiirk ve ark., 2000).

Civa kokenli elektrotlarin anodik bolgede calisma araligi dardir. Daha pozitif
potansiyellerde gerceklesen yiikseltgenme olaylarinin incelenmesi gerektiginde elektrot
calisma penceresinin buna izin vermesi, bagka bir ifadeyle elektrot malzemesinin anodik
¢cozlinmesinin daha pozitif potansiyellerde olmas1 gerekir. Bu 6zellige sahip olan platin,
altin gibi soy metaller ve karbon gibi materyaller elektrot yapiminda kullanilir. Bu
yontemle elde edilen kati elektrotlar daha genis anodik ¢aligma bolgesi saglamakla birlikte;
kimi sorunlara da neden olur. Deney boyunca elektrot yiizeyine adsorblanmig veya
birikmis safsizliklardan dolayr kat1 elektrotlar son derece diizensiz davranig gosterirler.
Kat1 elektrotlarda, civa elektrotta oldugu gibi elektrot ylizeyinin yenilenmesi 6zelligi
olmadigindan tekrar edilebilir sonuglarin alinabilmesi icin kati elektrotlarin ylizeyinin her
dlgiimden &nce temizlenmesi gerekir. On iglem adi verilen bu islemler her metal icin ise

kendine 6zgii olmaktadir (Wang ve ark., 1985; Fagan ve ark., 1985; Ozkan ve ark., 1994).

Voltametride farkli tipte kati elektrotlar kullanilmaktadir. Soy metal elektrotlar,
modifiye elektrotlar bunlardan sadece iki tanesidir. Yeni elektrot sekil ve tasarimi amaci ile
gelistirilen modifiye elektrotlar, yeni yiizey temizleme yontemleri, elektroanaliz yontemleri
(puls dalga formlari, adsorptif teknikler, styirma) sayesinde, farmasotik preparatlardaki ve
viicut stvilarindaki aktif bilesenler, safsizliklar, ana iirlinler ve metabolitler olduk¢a genis
tayin smurlariyla  (~10™M) segicilikte ve hizli bir sekilde dogrudan analiz
edilebilmektedirler (Wang ve ark., Ozkan ve ark., 1994).

Voltametri analizinde kullanilan kat1 elektrotlar; platin elektrot, altin elektrot, bizmut
elektrot ve karbon grubu (grafit, cams1 karbon, karbon pasta, empreyen karbon, pirolitik

grafit ve lif karbon) elektrotlardir.
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1.4.3.2.1. Platin elektrot

Platin telden yapilan bu elektrot, voltametride en ¢ok kullanilan elektrotlardan biridir.
Platin tel bir cam tiibe monte edilmistir. Eskiden inert olarak dikkate alinmasina karsin;
giiniimiizde, yiizeyinde gaz adsorplamasi ve oksit olusumundan dolayr voltametrik
davraniglart engelleyebilecegi belirtilmektedir. Platin iizerinde olusan hidrojen asiri
gerilimi pratikge ihmal edilebilir. Platin elektrotlar, biyolojik Orneklerin incelenmesi
bakimindan da uygundur. Yiiksek duyarliliga sahip olmasi ve iyi tekrarlanabilirligi
nedeniyle donen platin elektrot amperometrik titrasyonlarda kullanilabilir (Aycan, 1994).
Voltametrik yontemlerde mikro elektrot olarak ya da modifiye edilerek kullanilabilir
(Henden ve ark., 2001).

1.4.3.2.2. Altin elektrot

Altin, inert bir metaldir ve voltametride, indikator elektrot olarak kullanilir. Platin ile
karsilastirildiginda ise hidrojen asir1 geriliminin daha yiliksek oldugu goriiliir. Ayrica altin
onemli miktarda hidrojen adsorplamaz. Boylece bazi katodik prosesleri incelemek

amactyla uygun bir elektrottur (Aycan, 1994).

Altin elektrotlar 6zellikle civa analizlerinde doner disk veya altin film elektrot
seklinde kullanilir. 1 M HCI1O, ¢6zeltisi i¢in altina iliskin anodik sinir +1,50 V’tur. Ancak
pratikte ise bu smir elektrot yiizeyinde oksit olusumu nedeniyle +0,80 V olarak
bulunmustur. Kloriir varliginda ise bu siir daha da negatif degerlere kayar (Henden ve
ark., 2001).

1.4.3.2.3. Bizmut elektrot

Hidrojenin bizmut iizerinden c¢ikis asir1 potansiyelinin yliksek olmasindan dolay1
bizmutun katodik bélgede kullanilma olasiligini ortaya koymustur. Asetik asit - asetat
tamponunda ( pH= 4,70) -0,20 ve — 1,20 V potansiyel araligina sahiptir. Bizmut elektrot

ucucu ve zehirli olmamasi civaya gore tistiinliigiidiir (Tural, 2003).

1.4.3.2.4. Karbon elektrotlar

Karbon elektrotlarla yapilan voltametrik calismalarda hem yiikseltgenme, hem de
indirgenme bolgesinde genis bir ¢aligma araligina imkan tanimaktadir (~-1,80 V - +1,80 V
(sulu ortamda)) (Tungel ve ark., 1984).
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Karbon elektrotlar genis bir potansiyel araliginda cevap verir. Elektriksel direnci ve
artik akim degeri de diisiikk olmasindan dolay1 bir¢ok ¢alismada yeglenir (Henden ve ark.,
2001).

Karbonun degisik formlari, ¢alisma elektrodu yapiminda Kkullanilir. Bunlar;
spektroskopik safliktaki grafit, karbon pasta, pirolitik grafit (komiirden 1s1l yontemle elde
edilen), cams1 karbon gibi tiirlerdir (Aycan, 1994).

Kat1 elektrotlar grubunda olan karbon elektrotlarin; genis gerilim araliginda
calisilmasina olanak saglamalari, diislik artik akim gdstermeleri, zengin ylizey kimyasina
sahip olmalari, ucuz olmalari, kimyasal olarak inert olmalar1 ve dedektdér olarak
uygulamada yer almalar1 (elektrokimyasal dedektorli yiiksek performansh sivi
kromatografisi) nedeniyle elektroanalizde kullanilisi son yillarda ¢ok biiyiik bir 6nem
kazanmistir. Buna karsilik ise karbon yiizeylerde gozlenen elektron aktarim hizlar1 metal
elektrotlardan daha yavastir (Wang, 2000). En popiiler olan karbon elektrot materyalleri;

cams1 karbon, karbon pasta, karbon fiber’dir.

1.4.3.2.4.1. Elmas elektrot
Elmas, elektrik akimini iletmez. Elektrokimyada, metal yiizeylerin temizlenmesinde

toz olarak kullanilmasiyla sinirlidir (Can, 2013).

1.4.3.2.4.2. Grafit elektrot

Elektrokimyasal ¢aligsmalarda genis bir kullanim alanina sahiptir. Grafit dogada dogal
olarak olusur. Dogal olarak bulunan grafit elektrotlarmn kiil icerigi (% 5 - % 20) kullanimini
smirlar. Bundan dolay: elektrokimyasal ¢aligmalarda bu grafiti saflastirip kullanmak yerine
yapay grafitin kullanimi yeglenir. Grafit, yumusak ve gozenekli bir materyal oldugundan
yiiksek adsorbsiyon kapasitesi vardir (Tural ve ark., 2003).

1.4.3.2.4.3. Karbon pasta elektrot
Karbon pasta elektrotlar ise toz halinde bulunan grafitin nujol gibi bir sivi ile
karigtirilarak hazirlanir. Ayrica hazirlama sirasinda bazi reaktifler eklenerek, modifiye

edilebilir ve belli bir tiire se¢imli hale getirilebilir (Henden ve ark., 2001).

Diisiik artik akim verir ve yinelebilirligi iyidir. Elektrodun yiizeyi, pastanin kiigiik bir
kisminin styrilmastyla periyodik olarak yenilenebilir. Bu elektrot ile sulu ortamda iyi sonug

alinmasina karsin, susuz ¢oziiciilerde ise pasta dagilip, bozulabilir (Aycan, 1994).
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1.4.3.2.4.4. Camsi karbon elektrot
Camsi karbon, gaz gecirmeyen ve kimyasal etkilere direngli izotropik bir madde olup
elektrik iletkenligi oldukg¢a iyidir. Elektrot, bir cam tiipiin ucuna kiiciik bir cams1 karbon

cubugun eklenmesiyle hazirlanir ve yiizeyi aliiminyum ile parlatilir (Aycan, 1994).

Gozenek biiyiikliigii ise azaltilarak elde edilen camsi karbon elektrotlar da styirma
tekniklerinde genis capta kullanilmaktadir. Sert bir yiizeye sahip olduklar1 i¢in mekanik
yontemle parlatilabilir ve ayrica analiz dncesi potansiyel taranarak, kosullama saglanir.
Camsi karbon elektrotlar akigkan sistemlerde ve sivi kromotografi ile yiiriitiilen

amperometrik caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (Henden ve ark., 2001).

Camsi karbon, mekanik ve elektriksel 6zelliklerinden dolay: en fazla uygulama alani
olan bir elektrottur. Diisiik yiikseltgenme hiz1 ve yiiksek kimyasal safsizliginin yaninda ¢ok
kiigiik gozenekli olmasi ve diisilk gaz ve sivi gecirgenliginden dolayr inert 6zelliklere
sahiptir. Genis bir gerilim penceresine sahip olup bu elektrotlar, goreceli olarak tekrar
edilebilirligi yiiksektir (Jenkins ve Kawamura, 1971, Van der Linden ve Dieker, 1986).

1.4.3.2.4.5. Empreyene karbon elektrotlar

Empreyene karbon elektrotlar, grafitin parafin ve uygun reginelerle karistirilmasi ve
eritilip homojenlestirildikten sonra ise metalik iletken iceren bir tiibe doldurulmasiyla
hazirlanir (Can, 2013).

1.4.3.2.4.6. Pirolitik grafit elektrot

Prolitik grafit, karbonun bir baska yapay formudur. 1200 °C’ den yiiksek
sicakliklarda metan gibi bir hidrokarbon igeren maddelerin 1s1l islemle bozundurulmasi ile
elde edilir. Pirolitik grafit elektrodun asitli ortamda doygun kalomel elektroduna karsi
calisma potansiyel araligi +1,00 V ile -0,80 V’ dir (Can, 2013).

1.4.3.2.4.7. Mikro karbon (lif) elektrotlar

Mikro karbon (lif) elektrotlar, yakin zamanda kullanilmaya baslanan elektrotlardir.
Daha ¢ok mikroelektrot olarak kullanilip, ¢aplart 5-10 um diizeyinde olan lif seklindeki
karbon telciklerdir ve kare dalga voltametrisinde kullanilir (Can, 2013).

1.4.3.3. Donen disk ve halka disk elektrotlar
Donen disk ve halka disk elektrotlar genelde platin ve camsi karbondan yapilirlar.

Diger kati elektrotlar ise dogrudan veya civa ile kaplanarak kullanilabilirler. Donen
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elektrotlarla elektrota madde tasinmasi difiizyonla saglandigindan dolay1r durgun

elektrotlardan daha biiyiik akim yogunlugu saglarlar (Can, 2013).

1.4.3.4. Modifiye elektrotlar

Voltametride kullanilan elektrotlarin sinirli olmasindan dolay: elektrotlarin kimyasal
ya da elektrokimyasal 6zellikleri degistirilerek calisma sartlari gelistirilmistir. Modifiye
elektrotlar, genel olarak elektrot yiizeyinde 6nderistirme saglayan kimyasallarla islem veya
elektrot ylizeyinin elektron aktarma Ozelligini degistiren islem (elektrokataliz) yapilarak
hazirlanir (Yilmaz, 2012).

Modifiye elektrotlarin 6nderigtirme amaciyla kullanimlari iki sekilde yiiriitiilebilir;

-Numune (analit) ve destek elektrolitin bulundugu ortamda biriktirme yapildiktan

sonra yine ayni ortamda voltametrik tayin yapilabilir.

-Numune (analit) ortaminda Onderistirme yapildiktan sonra, elektrot saf su ile

yikanip, ayr1 bir destek elektrolit ortamina aktarilarak da voltametrik tayin yapilabilir
(Tural ve ark., 2003).

Modifiye elektrotlarin 6zelliklert;

Modifikasyon terim olarak yenilenme anlamina gelmektedir. Voltametride kullanilan
elektrotlarin siurli olmasindan dolayr elektrotlarin kimyasal ya da elektrokimyasal
nitelikleri degistirilerek calisma kosullarimin  gelistirilmesiyle modifiye elektrotlar
hazirlanir (Yilmaz, 2012).

Modifiye edilmemis kati elektrotlarin yilizeyleri kararsizdir ve zamanla degisiklige
ugrama olasiligr gibi dezavantajlar1 vardir. Camsi1 karbon elektrot yiizeyinde olusmasi
istenen reaksiyon, bir siire sonra yiizeyde meydana gelen oksitlenme ve kirlenme nedeniyle
engellenebilir veya farkli mekanizmaya gore yiiriiyebilir. Bunu o6nlemek igin ise kati

elektrotlarin yiizeyleri modifiye edilir (Yilmaz, 2012).

Genellikle iletken bir substratin modifiye edilmesi islemiyle modifiye elektrotlar
hazirlanir. Boylece modifiye edilmemis substrattan degisik Ozellikleri olan istenilen
islevlere uygun elektrotlar elde edilir. Substrat yiizeyleri ¢ok degisik sekillerde modifiye
edilerek hazirlanir. Elektrotlarin hepsi o6ncelikle elektronik olarak iletken maddeler
kullanilarak modifiye edilirler. Karbon, bir metal, bir yar1 iletken, bir iletken polimer ya da

organometaller substrat madde olarak kullanilabilirler (Y1ilmaz, 2012).
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Iyi bir substratin elektriksel iletkenligi yiiksek olmalidir ve korozyona, etkilestigi
cozeltiden gelen diger etkilere karsi iyi bir direng gostermelidir. Kararliliklar1 yiliksek
oldugundan Pt, Au ve C elektrot metaryali olarak ¢ok kullanilirlar. Kararlilik; gesitli
ortamlarda elektrotlar i¢in olduk¢a Onemlidir. Elektrotlar mekanik bakimdan da kararl
olmalidir. Kullanim siiresince elektrot yiizeyinin degismemis olmasi mekanik ve kimyasal
yonden kararliligini gosterir. Bilesikler substrat yiizeyine kovalent baglarla baglanacak ise,

substrat baglanma reaksyonlari i¢in elverisli olmalidir (Yilmaz, 2012).

1.4.3.4.1. Elektrot yiizeylerinin modifikasyonunda uygulanan metotlar
Elektrot yiizeylerinin modifikasyonunda uygulanan teknikler asagidaki gibidir.

Elektrot Yiizeylerinin Modifikasyonunda Kullanilan Teknikler

Kovalent Baglanma Adsorbstyon Potimerik Kaplama

N Si]jnisazx-'(;l a- Polimer ¢Ozeltisiyle kap.

- Dﬁ‘ekt talaa b- Elektro ve fotobiriktirme
© c- Elektropolimerizasyon

Sekil 1.7. Elektrot ylizeylerinin modifikasyonunda kullanilan teknikler (Yilmaz, 2012)

Kovalent baglanma, silinisazyon ve direkt baglanma diye ikiye ayrilir.

Silinisazyon, tarihte kullanilan ilk yiizey modifikasyon yontemidir. Yontem,
trialkoksi ya da triklorosilanlar ile tepkimeye girecek olan yiizey hidroksil ya da oksit
gruplarinin olusumunu icermektedir. Silinisazyon reaksiyonlar1 i¢in kullanilan elektrot
materyallerinin aralig1 ¢ok genistir. Camsi karbon, pirolitik karbon, platin, altin, metal
oksitler ve yari iletkenler kullanilabilir. Bu yonteme bir alternatif yaklasim elektrot
yiizeyinde termal 6n islemler ile karboksilik asit gruplarinin olusturulmasidir. Boyle reaktif
gruplar asit klorlirlerine donilisim sonrast ya da direkt olarak modifiye elektrotlarin

hazirlanmasi i¢in yararli sentetik gecis yontemleri sunarlar (Y1ilmaz, 2012).
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Direkt baglanma ise, ¢esitli karbon elektrotlar ve platin elektrot bu teknik ile
kaplanabilir. Karbon elektrotlarin modifikasyonunda en ¢ok bagvurulan teknik, bir
diazonyum tuzunun aprotik bir ¢oziicii ortaminda indirgenmesiyle ¢ozeltide bir aril radikali
olusturulmasi ve bu radikallerin karbon elektrot yiizeyine kovalent baglarla baglanmasidir.
GCE, yiizey modifikasyonuna ¢ok uygun olmasindan dolay1 bu sahada en ¢ok kullanilan
elektrotlar arasindadir. Bununla birlikte elde edilen bir modifiye elektrodun yiizeyine,
cesitli kimyasal reaksiyonlarla ¢ok ¢esitli maddeler de tutturulabilir. Boylece ¢ok genis bir
elektrot modifikasyon alani elde edilir (Y1lmaz, 2012).

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon birka¢ baglanma sekli ile gerceklesir. Substratin yapist tiirler icin
hareket etme bakimindan ¢o6zeltiye gore daha uygun oldugu igin pek ¢ok bilesen genellikle
¢ozeltiden substratin yiizeyine adsorbe olur. Ornegin, siilfiirigeren tiirler; civa, altin ve
diger metal yiizeylerine kuvvetlice tutunup, yiizeye tutunan tiirlerin elektrokimyasal olarak
yiikseltgenme ve indirgenmesi gozlenebilir (Yilmaz, 2012).

Polimerik kaplama

Polimer filmi ile kaplanmig elektrot yapiminda ya onceden kimyasal yontemle
sentezlenen polimerler ile kaplama yapilir ya da dogrudan monomer elektrot yiizeyinde
polimerlestirilir. Kimyasal yontemle elde edilen polimerler iki sekilde elektrot yiizeyine
kaplanabilir (Yilmaz, 2012).

a)Elektrot yiizeyinde elektrokimyasal ¢oktiirme:

Elektrokimyasal ¢oktiirme tekniginde polimer ¢ozeltisine daldirilan elektroda uygun
bir gerilim uygulanarak yapilan elektroliz ile polimer elektrot ylizeyinde biriktirilir.

b)Daldirip kurutma ya da damla-dondiirerek buharlastirma (spin kaplama):

Daldirip kurutma tekniginde polimerik materyal bir ugucu c¢oziicii de c¢oziiliir.
Polimer ¢ozeltisi bir mikro pipet yardimiyla bilinen hacimde elektrot yiizeyine aktarilir ve
¢Ozilicli ondan sonra uzaklastirilir. Bu havada kurutma ve vakum yoluyla yapilabilir. Eger
diiz filmler isteniyorsa ¢dziicli uzaklastirilmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir.

Monomerlerin elektrot yiizeyinde dogrudan polimerlestirilmesinde kullanilan ii¢ teknik
vardir. Bunlar; a) Elektrokimyasal polimerizasyon, b) Organosilan kondenzasyonu ve
) Plazma polimerizasyonu’ dur.

Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon; ¢6ziicli, monomer konsantrasyonu, elektrolit gesidi,
sicaklik, pH, elektrot maddesi ve uygulanan elektriksel kosullar gibi bir¢ok deneysel
degisken igerir. Polimer, potansiyostatik, galvonostatik veya dongiilii potansiyel taramasi

ile biriktirilebilir. Uygulanan elektriksel kosullar ve deneysel degiskenler filmin yapisini,
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niteliklerini ve polimer iiretme hizim1 etkilemektedir. Iletken polimer elde edilmesinde

kullanilan elektrokimyasal yontemler Cizelge 1.2°de verilmistir (Y1lmaz, 2012).

Cizelge 1.2. iletken polimer elde edilmesinde kullanilan elektrokimyasal teknikler

Uygulanan Kontrollii Olgiilen Diger Saglanan
Teknik degisken degerler parametreler bilgiler
_ _ . Cozelti Redoks
Voltametri Potansiyel, E Akim, i o potansiyeli
bilesimi :
yiik
o _ Cozelti Redoks
Potansiyometri - Potansiyel, E S potansiyeli
bilesimi ’
iyon degisim
) ) Cozelti Elektron
Kulometri Potansiyel, E Yik, Q L ] o
bilesimi stokiyometrisi
AC empedans el £ Akim, i veya Cozelti Yiik transferi
otansiyel, Tesimi i
spektroskopi Yy Empedans, Z Bilesimi ve iyon tagima
frekans kinetigi

Elektrokimyasal biriktirme potansiyeli her bir elektropolimerizasyon i¢in 6zgiidiir.
Polimerler direkt olarak yiikseltgenmis iletken seklinde, elektrodun yiizeyinde birikir. Bu
tiir modifikasyona ornek ise camsi karbon elektrodun p-aminobenzen siilfonik asitle (p-
ABSA) modifikasyonu verilebilir (Y1lmaz, 2012).

1.4.3.4.2. Kompozit elektrotlar

Modifiye edici kimyasal madde dogrudan iletken elektrot malzemesine katilip,
karistirilarak elektrot hazirlanabilir ve bu tiir elektrotlara kompozit elektrotlar adi verilir
(Can, 2013).

1.4.3.4.3. Kimyasal modifiye elektrotlar

Modifiye edici kimyasal madde elektrot ylizeyine kimyasal bagla veya kimyasal
adsorpsiyonla baglanarak hazirlanabilir. Ayrica modifiye edici uygun bir monomer elektrot
yiizeyinde elektropolimerizasyona ugratilarak ya da elektrot yilizeyinde dogrudan polimer

film olusturularakta yine bu tiir elektrotlar hazirlanabilir (Can, 2013).
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1.4.4. Karsilastirma (referans) elektrodu

Voltametride karsilastirma (referans) elektrot olarak ikinci siniftan metal-metal iyonu
elektrotlar1 kullanilir. Bu elektrotlar kiigiik akim siddetlerinde polarlanmazlar. Akim
siddeti artinca ideal konumlarindan saparlar. Encok kullanilanlar kalomel ve Ag/AgCl
elektrotlardir. Bu elektrotlardan anodik akim gectiginde metaller yiikseltgenir ve ortamdaki
asirt kloriirle c¢okeldiklerinden, elektrot ylizeyindeki derisimleri degismez ve bdylece
potansiyelleri akimdan bagimsiz olur. Bu elektrotlardan katodik akim gegtiginde ise,
¢Oziiniirliikten gelen metal iyonlar1 inirgenir, elektrot yiizeyinde ¢okelek ayrisarak tekrar

ayn1 denge diizeyinde metal iyonu olusturur, bdylece potansiyel yine degismeden kalir

(Kandaz ve ark., 2011).

Elektroanalitik kimyada karsit elektrot ¢alisma elektrodu ile bir ¢ift olusturan fakat
oOl¢iilen potansiyelin biiyiikliigliniin belirlenmesinde rol oynamayan bir elektrottur (Skoog
ve ark., 1996).

Karsilastirma elektrotlari, bilinen ve sabit bir potansiyel degeri saglayan ve incelenen
¢ozeltinin bilesiminden etkilenmeyen elektrotlardir. Karsilastirma elektrodunun bilesimi
degismez ve analiz siiresince polarlanmadan kalir. Bundan dolay1 Ag/AgCl veya dolgun
kalomel elektrot (DKE) kullanilir (Henden ve ark., 2001).

Bu elektrotlardan anodik akim gecince metaller yiikseltgenir ve ortamdaki asiri
kloriirle ¢okeldiklerinden, elektrot yiizeyindeki derisimleri degismez ayrica potansiyelleri
akimdan bagimsiz olur. Katodik akim gectiginde ise, ¢oziiniirliikten gelen metal iyonlari
indirgenir, elektrot ylizeyinde ¢okelek ayrisarak metal iyonu olusturur ve potansiyel yine
degismeden kalir (Kandaz ve ark., 2011).

Sudan baska ¢oziiciilerde calisildiginda ise baska uygun karsilastirma elektrotlar
kullanilir. Ornegin asetonitrilde ¢alismalarinda Ag/ Ag+ (Ag/ AgNO3) elektrodu kullanilir
(Tural ve ark., 2001).

Iyi bir referans elektrot;

e Tersinir (reversibl) olmal1 ve Nerst esitligine uymalidir,
e Zamanla bagimli olmayan sabit bir potansiyel vermelidir.
¢ Az miktarlarda akim elde edildikten sonra yine eski haline kisa stirede donmelidir,

o Sicaklik degismelerinde 6nemli bir degisiklik gostermemelidir (Yilmaz, 2012).
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Sekil 1.8. Karsilastirma elektrotu (Yilmaz, 2012)

1.4.5.Yardima (karsit) elektrot

Calisma elektrodunun potansiyelini kontrol eden hiicre direncinden gelebilecek
yanilgilar1 ise en aza indirmek ic¢in {i¢iincii bir elektrot kullanilir. Yardimci elektrot
kimyasal acidan inert ve iletken maddelerden belli bir ylizey alanina sahip olacak sekilde

yapilir. Platin ve grafit ¢ubuklar ise en ¢ok kullanilan tiirleridir (Henden ve ark., 2001).

2

Sekil 1.9. Yardimci elektrot (Yilmaz, 2012)

Iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, iizerinden akim gectiginden
dolay1 yiiksek akimlarda polarlanir. Cozelti direnci yiiksek ise bu direnci yenmek igin
gerekli goriilen potansiyel (IR) 6énemli bir diizeye ¢ikar. Bu iki nedenden dolay1 ¢alisma
elektrodunun polarizasyon potansiyeli yanilgili algilanir, bunun sonucu olarak i = f (E)
egrileri yatiklasirlar ve belirli bir noktadan pikler kaybolur. Bu sorun ise sistemde {igiincii

bir elektrot kullanilarak c¢oziimlenir. Akim, g¢alisma elektrodu ile yardimci elektrot
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ikilisinden gegirilir ve calisma elektrodunun potansiyeli karsilastirma elektroduna karsi
sifir akim altinda diizeyde saptanir. Akim yardimci elektrot {izerinden gectigi i¢in bu
elektrotlarin soy metal olmalar1 gerekir. Bundan dolay1 daha ¢ok platin, grafit, tantal ya da
tungsten tel cubuklar kullanilir. Yardimer elektrotlarin alani ¢alisma elektrodu alaninin en
az 50 kat1 olmalidir. Ayrica kiigiik hacimlerle ¢alisildiginda ise yardimci elektrotta olusan
tirtinlerin, ¢alisma elektrodunda girisim yapmayacagi elektrot tiirii se¢ilmelidir (Tural ve
ark., 2001; Yagmur, 2005).

1.5. Voltametrik Teknikler

Voltametrik tekniklerin sematik siiflandirilmasi Sekil 1.10° da verilmistir.

Voltametrik Teknikler

2 -

Polarografi Puls Dénisiimli Styirma
Voltametrisi Voltametri Voltame trisi

Normal Puls Anodik

»| Voltametnisi - Styrma
Voltame trisi

Diferansivel Katodik

» Puls » Styirma
Voltametnsi Voltame trist

Kare Dalga Adsorptif

» Voltametnsi = Styirma

Voltametrisi

—® Potansiyometrik
Styirma
Voltame trisi

Sekil 1.10. Voltametrik tekniklerin siniflandirilmasi (Y1lmaz, 2012)

1.5.1. Polarografi
Voltametri tekniginde c¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodun
kullanildiginda (DCE) yonteme polarografi denir. DCE, 0,05 - 0,08 mm i¢ ¢aplt bir kilcal

cam borudan damlayan civadan olusur.

Damlayan civa elektrot ile referans elektrot arasina bir potansiyometri yardimiyla
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potansiyel uygulanir. Hiicreden gegen akim bir galvanometre yardimiyla dlgiiliir. Olgiilen

bu akimin uygulanan potansiyele karsi1 grafigi polarogram adini alir (Y1ilmaz, 2012).

Polarografide akim, calisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesi (katodik

akim +) veya yiikseltgenmesi (anodik akim, -) sonucunda olusur (Yilmaz, 2012).

Sekil 1.11° deki polarogramdan goriildiigii gibi belli bir potansiyelden sonra akimin
sabit kaldig1 bir plato bolgesine ulasilmaktadir ve bu akima smir akimi (i) adi verilir.
Elektrot iizerinde heniiz reaksiyon olmadigi zaman kiigiikte olsa bir akim go6zlenir. Bu
akima artik akim denir. Sinir akimu ile artik akim arasindaki yiikseklik dalga yiiksekligidir.
Dalga ytiksekligi, elektroaktif maddenin konsantrasyonu ile dogrusal olarak artar. Bu

0zellik nedeniyle polarografi, kantitatif analizlerde kullanilabilmektedir (Yilmaz, 2012).

Akimin, sinir akimi degerinin yarisina esit oldugu potansiyel yar1 dalga potansiyelidir
ve yar1 dalga potansiyeli Eyp ile gosterilmektedir. Ei, degeri genellikle elektroaktif
maddenin konsantrasyonuna bagli degildir ve standart yar1 hiicre potansiyeli ile yakindan
iligkilidir. Yar1 dalga potansiyelinin her madde icin karakteristik olmasi 6zelliginden dolay1

polarografi kalitatif analizlerde de kullanilabilmektedir (Y1lmaz, 2012).

Alaam Amper)

Sinar
B T

Artile
Alormn

Eip EWValt)

Sekil 1.11. Polarografide akim potansiyel grafigi (Yilmaz, 2012)

1.5.2. Puls voltametrisi

1.5.2.1. Normal puls voltametrisi (NPV)

Normal polarografide bir civa damlasinin olusma ve kopma siiresi igerisinde
uygulanan potansiyel degisimi ¢ok diisiik oldugundan dolay1 ( 2-3mV ) potansiyel sabit

kabul edilir. Puls polarografisinde ise damla 6mrii sonuna dogru potansiyel pulslari
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uygulanir ve olusan bu akim Olgiiliir. Puls uygulamasi iki farkli sekilde olabilir (Yilmaz,
2012).

Normal puls voltametrisinde (NPV) baslangi¢ potansiyeli temel alinarak her damla
omrii sonunda artan genlikli pulslar uygulanir. Her puls uygulanmasindan sonra ise
baslangi¢ potansiyeline geri doniiliir. Bu teknik normal puls voltametrisi (NPV) adim1 alir
(Yilmaz, 2012).

1.5.2.2. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Normal puls voltametrisinde pulsun sonunda saptanan akim az da olsa sigasal bilesen
icerir. Bu bilesenin 6l¢iilen akimdaki payini1 daha da azaltmak ve se¢imliligi arttirmak i¢in
pulsun basinda ve sonundaki akimlari 6l¢iip, farklarini alma yoluna gidilmistir. Bu teknikle

calisan yonteme diferansiyel puls voltametrisi denir ( Kandaz ve ark.; 2011 )

Bu teknik normal puls tekniginden daha duyarli olup, duyarliligi ise 10— 10°M
diizeyindedir. Buna ek olarak se¢imliligi de yiiksektir. Dogru akim ve normal puls
polarografilerinde yan yana analizler i¢in, genelde yar1 dalga potansiyelleri arasindaki
farkin 120-240 mV olmasi gerekirken, diferansiyel puls polarografisinde ise bu farkin,
alternatif akim polarografisinde oldugu gibi, 30-60 mV kadar olmas: yeterlidir (Tural ve
ark.; 2003).

1.5.2.3. Kare dalga voltametrisi (SWV)

Kare dalga voltametrisi, son derece hizli ve duyarli olma istiinligii olan bir
yontemdir. Voltamogramin tamami 10 ms’den daha kisa bir zamanda elde edilir.
Damlayan civa elektrodu ile tarama, bir damla Omriiniin son birka¢ saniyesi ic¢inde,
yiikleme akimi hemen hemen sabitken gergeklestirilir. Kare dalga voltametrisi, asili civa
damla elektrodu ve kromatografik dedektorler ile kullanilmaktadir ( Yilmaz, 2012). Bu
teknik, 107 — 10® M gibi yiiksek duyarliga sahiptir.

1.5.3. Doniisiimlii voltametri (CV)

Normal polarografide potansiyel tarama hizi damla Omriine gore ¢ok yavastir.
Mesela 5 mV/s tarama hizinda damla siiresi 1 s ise bir damla Omrii esnasinda
potansiyeldeki degisme 5 mV kadardir. Tarama hizi bir damla émrii i¢in 100-200 mV/s
civarinda tutulursa ve belli bir potansiyelden sonra ilk tarama ydniinde tarama yapilirsa bu

voltametrik yonteme doniisiimlii voltametri (CV) denir (Yilmaz, 2012).
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1.5.4. Siyirma voltametrisi (SV)

Siyirma yontemleri ¢ok seyreltik ¢ozeltilerin (10™° M'a kadar) analizlerinde
basvurulan; baslangic basamagi ortak ve karakteristik olan ¢ok sayidaki elektroanalitik
yontemi kapsar. Biitiin bu islemlerde ise analit genellikle karigtirilan bir ¢ozeltide once bir
mikroelektrot lizerine biriktirilir. Yeterli biriktirme siiresi sonunda karistirma durdurulur ve
birikmig bu analit daha 6nceden anlatilan voltmetrik tekniklerden (DPV, SW, CV) biri ile
analiz edilir. Analizin bu ilk basamaginda analit mikroelektrot yiizeyinden ¢oziliir ve

styrilir; bu yiizden bunlara siyirma teknikleri denir (Yilmaz, 2012).

1.5.4.1. Anodik siyirma voltametrisi (ASV)

Anodik siyirma voltametrisi (ASV) yonteminde mikroelektrot biriktirme basamagi
sirasinda bir katot olarak; analitin ilk haline tekrar yiikseltgendigi siyirma basamaginda ise
anot olarak davramir. Styirmanin yapildigi voltametri yonteme goére adim alir. Ornegin
diferansiyel puls teknigiyle siyirma yapilirsa uygulanan bu teknige diferansiyel puls anodik
styirma voltametrisi (DPASV) denir (Yilmaz, 2012).

1.5.4.2. Katodik siyirma voltametrisi (CSV)

Katodik siyirma voltametrisi (CSV) yonteminde ise; mikroelektrot biriktirme
sirasinda bir anot gibi; styirma sirasinda da bir katot gibi davranir. Biriktirme basamaginda,
analit elektrokimyasal olarak bir Onderistirilme (zenginlestirme) islemine ugrar, yani

mikroelektrot yiizeyindeki analit konsantrasyonu, cozeltideki konsantrasyonundan cok
daha biiytiktiir (Y1lmaz, 2012).

1.5.4.3. Adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV)

Adsorptif Siyirma Voltametrisi ( AdSV ) ise maddenin calisma elektrodu iizerine
kisa siirede adsorbe edilmesi esasina dayanan bir tekniktir. Voltametrik veri, adsorbe
edilen maddenin yiizeydeki konsantrasyonuna dogrudan baghdir. AdSV tekniginde
biriktirme isleminde madde herhangi bir kimyasal reaksiyona tabi tutulmaz. AdSV ile tibbi
ve biyolojik 6nemi olan bir¢ok organik molekiiliin sulu ¢ozeltilerde civa ylizeyinde

adsorbe olma 6zelliginden yararlanarak analizleri yapilabilmektedir (Yilmaz, 2012).

1.5.4.4. Potansiyometrik siyirma voltametrisi (PSV)
Bu teknik ozellikle Onderistirme asamasi anodik siyirma voltametrisine benzer.
Siyirma asamasinda farkli olarak elektrot yiizeyinde Onderistirilen metallerin

¢Oziindiiriilmesi kimyasal yontemle saglanir (Can, 2013).
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1.6. Kromatografi

Kromatografi, kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini i¢in yaygin olarak
kullanilan bir analitik yontemdir. Kromatografik ayirimda maddeler karismayan iki faz
arasinda dagilirlar. Bir kolon iginde veya diiz bir yiizeyde tutturulmus faza sabit faz, sabit
fazin lizerinden veya arasindan gegen analiti de i¢eren faza hareketli faz ad1 verilir (Adatas,
2011).

Kromatografi, gaz veya sivi haldeki bir hareketli fazla ilerleyen karigimdaki
bilesenlerin, sabit fazdan ge¢me hizlarina bagl olarak ayrildiklart bir tekniktir. Karigimi

olusturan bilesenlerin birbirlerinden ayrilmasiyla nitel ve nicel analizleri miimkiin olur.

1892'de Reed tarafindan ortaya atilmig olan ilk kuramda, kolon yardimi ile bir
karisimin ayrilabilecegi sOylenmistir. 1906 yilinda Tswett adli arastirmaci, kolon
kromatografisini kullanarak klorofili pigmentlerine ayirmistir. Adsorban olarak CaCOs3’n
kullanildigr bu ayirim ile ilk kez kati-sivi kromatografisi kullanilmistir. Tiirk asilli Rus
arastirici olan Izmailov 1938'de ince tabaka kromatografisini kesfetmis ve bu yontem 1950
yilinda Stahl tarafindan pratikte kullanilis sekli ile tanitilmistir. Martin-Synge (1941) kolon
dagilma kromatografisi esaslarindan bahsetmis ve sivi-Sivi kromatografisi ortaya ¢ikmistir.
Martin-James (1952) gaz-sivi kromatografisini gelistirmis ve diger yontemlerden farkli
olarak hareketli fazda gaz kullanilmis ve bu ¢alisma Nobel odiiliine layik goriilmiistiir.
Huber ve Hulsman (1967) adli arastiricilar kolon teknolojisini gelistirerek yiiksek
performansli pompa sistemleri ve duyarli dedektorlerin kullanilmast ile yiiksek

performansli sivi kromatografisinin temellerini ortaya atmislardir.

Kromatografik yontemler iki sekilde smiflandirilabilir. Birincisinde, hareketli ve
sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri esas alinir. Kolon kromatografisinde, sabit
faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz yercekim veya basing altinda bu sabit fazin
arasindan gecmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide, sabit faz diiz bir plaka {izerine
veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz
arasindan kapiler etkisiyle veya madde aktarimini saglayan yer ¢ekimi etkisiyle hareket
eder. Her iki kromatografinin de dayandigi ilkeler aymidir. Kromatografinin bir diger
siniflandirilmasi, kullanilan hareketli fazin tipine goredir; sivi kromatografi, gaz
kromatografi ve siiper kritik akigkan kromatografi. Kullanilan hareketli fazlar sirasiyla sivi,
gaz ve stperkritik akiskandir. Sadece sivi kromatografi, hem kolonlarla hem de diizlemsel
yiizeyler {izerinde gerceklestirilebilir; gaz kromatografi ve siiperkritik akiskan
kromatografi yalniz kolonlarda gergeklestirilebilir. Eliisyon islemi bir kolondan siirekli

taze ¢Oziicli gegirerek ¢oziinmiis bilesenin sabit faz boyunca hareket ettirilerek ayrilmasi ve
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kolon sonunda toplanmasidir. Kolona katilan hareketli faz, numunenin bir béliimiinii igeren
¢oziiciiyli kolonda ilerlemeye zorlar ve bu arada hareketli fazla sabit fazin yeni boliimleri
arasinda numune tekrar boliisiiliir. Kolona siirekli ¢oziiciiniin verilmesi, hareketli ve sabit
faz arasinda siirekli madde aktarimi yaparak, ¢oziinen madde molekiillerini kolonda
asagiya tasir. Fakat ¢oziinen madde hareketi sadece hareketli fazda oldugu i¢in, ¢dziinen
maddelerin kolonda gog ettigi ortalama hizi, onun hareketli fazda gegirdigi zaman ile
orantilidir. Sabit fazin kuvvetle tuttugu maddeler kolondan daha geg eliie olurlar. Hizlarda
olusan bu fark sonucu, karisimdaki bilesenler kolon boyunca bant veya bolgeler seklinde
ayrilirlar. Ayrilan bilesenler kolondan yeterli miktarda hareketli faz gegirilmesiyle izole
edilirler (Adatas, 2011).
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Sekil 1.12. Eliisyon kromatografi ile bilesenlerin ayrilma diyagrami (Anonim,2014)

(b)

Arnaunt of
malenal

Sekil 1.12 (a)’da goriilecegi gibi, biiylik molekiiller sabit faz tarafindan A'ya gore
daha kuvvetli tutuldugu i¢in go¢ sirasinda gecikmektedir. Kolondan asagiya hareketleri
sirasinda aralarindaki uzakligin arttigi acgikga goriilmektedir. Coziinenin herhangi bir
Ozelligine cevap veren bir dedektdr kolonun sonuna konulur ve sinyal zamana (veya
eklenen hareketli faz hacmine) kars1 grafige gecirilirse, bir dizi pik elde edilir (Sekil 1.12
(b)). Boyle bir grafige kromatogram adi verilir ve hem nitel hem de nicel analizde

kullanilir.

Kromatografik yontemlerde sabit faz, hareketli faz ve numune arasindaki
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etkilesimlere bagli olarak ¢esitli mekanizmalar kullanilir. Bu mekanizmalara dayanarak
kromatografi, adsorpsiyon, dagilma, iyon degistirme, molekiiler eleme, iyon ¢ifti ve afinite

kromatografisi seklinde siniflandirilir (Hamilton ve Sewel, 1982).

1.6.1. Adsorbsiyon kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisinin esasi ayrilacak olan molekiilleri tersinir olarak
adsorplayan bir kati faz ile sivi veya gaz hareketli faz arasindaki ger¢eklesen olaydir. Sabit
fazda bulunan tutunma gozenekleri i¢in madde ve hareketli faz molekiilleri yarisma
halindedir. Silika ve alumina gibi adsorban maddelerin yiizeyleri polar oldugundan, polar
molekiiller bu yiizeylere ilgi gosterirler ve dipol-dipol, dipol indirgenmis dipol ve hidrojen
bag1 gibi etkilesmelerle tutulurlar. Polar maddeleri ayirmak i¢in polar sabit faz, apolar
maddeleri ayirmak i¢in apolar sabit faz kullanilir. Bir maddenin tutunma giici,

molekiiliindeki fonksiyonel grup tiiriine ve sayisina baglidir.

1.6.2. Dagilma kromatografisi

Dagilma kromatagrafisi eylemsiz (inert) bir destek malzemesine tutturulmus veya
destek katiya kimyasal olarak baglanmis sivi bir sabit faz ile sivi hareketli faz arasinda
maddelerin dagilmas1 esasina dayanir. Ayrilacak maddeler sabit ve hareketli faz arasinda
dagilma katsayilarma gore dagilirlar. Bu dagilma sonucunda farkli hizlarda gogerler ve
ayirma bu teknik sivi-sivi ve sivi-bagli faz kromatografi olmak iizere iki alt sinifa
ayrilabilir. ki teknik arasindaki fark, kati pargaciklar yiizeyine sabit fazin
tutturulmasindaki yontem farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi tekniginde sabit faz kati
yiizeyine fiziksel adsorpsiyonla; bagli faz tekniginde ise kovalent kimyasal baglarla
tutunur. Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak yiizeye tutturulmus dolgulara gore daha
kararli olma gibi bir stiinliige sahiptir. Yiizeye fiziksel olarak tutturulan fonksiyonel
gruplar zamanla hareketli fazda ¢oziinerek stiriiklenebilir ve etkisizlestirilebilir. Bagl faz
dolgu maddelerinin sakincasi ise; biraz daha sinirli numune kapasitesine sahip olmalaridir

(Skoog ve digerleri, 1999).

Sabit faz ile hareketli fazin polaritelerine goére normal faz ve ters faz sivi

kromatografisi olmak tizere iki tip dagilma kromatografisinden soz edilir.

a) Normal Faz Sivi Kromatografisi: Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden
daha yiiksek oldugu durumda s1vi kromatografisi normal faz olarak tanimlanir. Normal faz
yiiksek performansli sivi kromatografide siklikla kullanilan kolon dolgu maddeleri silika

veya allimina, kullanilan hareketli fazlar, ise daha diisiik polariteli hekzan, izo-propil,
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metilen kloriir, metil biitil eter, kloroform ve bunlarin karigimlari olabilir (Meyer, 1988).
Silika tizerine farkli polaritelerdeki CN, -NO; ve -NH; gibi gruplar baglanarak farkli sabit
fazlar elde edilebilir. Normal faz sivi kromatografisi ile polarligt en az olan madde

kolondan en dnce eliie olur (Skoog ve ark., 1999).

b) Ters Faz Sivi Kromatografisi: Sabit faz polaritesinin hareketli faz polaritesinden
diisiik oldugu bu yontemde polarlifi en ¢ok olan madde kolondan 6nce eliie olur. Bu
yontem apolar sabit fazda tutunmayi tercih eden maddeleri ayirmada basarilidir. Alkil
zincirlerinin kimyasal olarak baglanmasiyla olusturulan sabit fazlardan en sik kullanilani
oktil veya oktadesil silan bagli dolgu maddeleridir. Bu tiir dolgu maddelerinde uzun
zincirli hidrokarbon gruplari parcacik yilizeyine dik ve Dbirbirine paralel sekilde
yerlestirilerek apolar bir yiizey elde edilmis olur. Cg veya daha kisa zincirli hidrokarbonlar,
siklohekzil ve fenil bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir. Fenil gruplari alkil gruplarina
gore daha polardir (Meyer, 1988). Hareketli faz ise, metanol, asetonitril veya
terahidrofuran gibi ¢oziiciileri igeren sulu ¢ozeltilerdir (Skoog ve ark., 1999).

Ters-faz sivi ve normal-faz sivi kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz
polaritesine yakinligina gore kolonda alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakin olan

maddeler kolonu Once terk eder.

HPLC ile ilag analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilma kromatografisi
uygulanir. Bu kromatografi tiiriinde uygun bir analiz yapabilmek i¢in maddenin belli bir
¢oziiciide ¢ozlinmils olmas1 gerekir. Maddenin apolar veya polar olmasina gore maddenin
polaritesine yakin bir sabit faz secilir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi ayrilabilmesi igin
sabit faz ile hareketli faz polaritesi farkli olmalidir. ilag analizlerinde ilaglarin genellikle

kismen apolar maddeler olmalarindan dolay ters faz sivi kromatagrafisi tercih edilir.

1.6.3. Iyon cifti kromatografisi

Iyon cifti (veya eslesmis iyon) kromatografisi, iyonik tiirlerin ayrilmasi ve tayini igin
kullanilan bir tiir ters faz dagilma kromatografisidir. Hareketli faz metanol, asetonitril gibi
bir organik ¢oziicii igeren sulu tampon ve tayin edilecek bilesik ile zit yiikli karsit iyon
iceren bir iyonik bilesikten meydana gelmistir (Skoog ve ark., 1999). Karsit iyon analitle
birleserek ters faz dolgu maddesi ile alikonulabilen nétral iyon ¢ifti olusturan bir iyondur.
Kars1 iyonlar numune iyonlarinin polar olamayan sabit fazda alikonmasini arttiracak alkil
gruplar1 igerirler. Iyonize olabilen maddelerin dagilma kromatografisiyle iyi bir ayirimi

genellikle sorunludur. Hareketli faz pH'sinin denetlenmesiyle sulu ortamda iyonlasabilen
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bu maddelerin ters faz kolonla ayrimi saglanabilir. Bu isleme iyon bastirma denir ve
hareketli faz pH'st analitin pKa degerine yakin oldugunda pH'da yapilan kiiciik
degisiklikler alikonma siiresinde biiyiik degisikliklere yol agabilir. Iyon bastirma teknigi,
analitin kuvvetli asidik (pKa < 3) ve kuvvetli bazik (pKa > 8) oldugu kosullarda uygulanir.
Ancak asir1 pH degerleri ¢elik kolonda korozyona, baglanmis sabit fazin ayrilmasina veya
silika destek maddesinin ¢6ziilmesine neden olabilir. Boyle durumlarda, hareketli faza,
kars1 iyon adi1 verilen maddeler eklenerek ayirim iyilestirebilirler. Hareketli faza eklenen
iyon, ya iyon ¢ifti olusturarak ya da ayrilan madde ile kromatografik etkilesme igin
yarigsarak veya dolgu maddesindeki silanol ug¢larmm dinamik olarak kapatarak

kromatografik ayrimi gergeklestirebilirler.
Iyon ¢ifti olusumuna etki eden faktorler;

. Kars1 iyon tipi ve ayrilan maddeyle etkilesme derecesi,
. Kars1 iyonun boyutu,
. Kars1 iyon derigimi,

1

2

3

4. Ortamin pH's1,

5. Hareketli fazdaki organik ¢oziicii tipi ve miktari,
6. Sicaklik,

7

. Sabit faz yiizeyinin kars1 iyonla kaplanma derecesidir.

1.6.4. Tyon degistirme kromatografisi

Iyonlarin (katyon-anyon) yer degistirmesine dayanan bu kromatografide, sabit fazda
bulunan iyonlarla numunedeki aynmi yiiklii iyonlar yer degistirir. Iyonik halde veya
iyonlagabilen madde ya da pH'ya bagl olarak iyonlasabilen molekiillerin ayrimi igin
kullanilan bir ydntemdir. Iyon degistirici dolgu maddeleri silika iizerine iyonik fonksiyonel
gruplarin baglanmasiyla elde edilir. iyon degistirme mekanizmasinda hareketli fazin pH's1
ve iyonik giicli alikonma siiresi iizerinde, hareketli fazin organik ¢oziicii igerigine oranla
daha fazla etkilidir. Ayrilacak madde ile sabit faz arasinda ne kadar kuvvetli bag ve
elektrostatik ¢ekim olusursa alikonma o kadar giiglii olur (Meyer, 1988; Snyder ve ark.,
1988).

1.6.5. Eleme kromatografisi
Eleme kromatografisi, molekiil agirlik farki ¢ok biiyilkk olan bilesikleri igceren
karisimlar1 ayirmak igin kullanilir (Skoog ve ark., 1998). Eleme kromatografisinde esas

olarak sabit faz ile fizikokimyasal etkilesim olmaktadir. Dolgu maddesinin gézenek
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biiyiikliigii ve numunede bulunan molekiillerin boyutu alikonma siiresini etkiler. Biiyiik
molekiiller dolgu maddesinin gbzeneklerine (porlarina) girmeyerek hareketli faz ile birlikte
hizla siiriiklenir ve kolonu 6nce terkederler. Kiigiik molekiiller porlart dolduran hareketli
faza difiize olurlar. Bunlarin ortalama hizlar1 porlarda gecirdikleri zamana baglidir. Orta
biiyiikliikkteki molekiiller ise sadece bazi porlara difiize olurlar, bu nedenle ortalama bir
hizla hareket ederler. Eleme kromatografisi genellikle polimerleri ayirmak i¢in kullanilir.
Alikonma zaman ile molekiil agirligi arasinda ¢izilen grafikten bir polimerin molekiil

agirlik dagilimi bulunabilir.

1.6.6. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi sabit faz olarak modifiye edilen ligant bagl jel matriks ile
protein molekiili arasindaki spesifik etkilesime dayanir. Sabit faz bir antikor gibi
davranarak sadece etkilesen antijen yiizeyi olan protein molekiiliiniin baglanmasina izin
verir. Hareketli faz bilesimi veya pH degistirilerek bu proteinin kolonda eliie olmasi
saglanir (Skoog ve ark., 1998).

1.7. Kromatografide Temel Parametreler

i. Allkonma zamani ve kapasite faktorii

Numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore ulagsmasi igin gegen zamana alikonma
zamant denir (tg). Alikonma zamani terimi yerine alitkonma hacmi de kullanilir. Bir
maddenin alikonma hacmi (VRg) bir bilesenin sabit fazdan eliie olmasi igin gerekli olan

hareketli faz hacmi olup, alikonma zamani ve hacimsel akis hizindan (F) hesaplanabilir.
VR = tRF (11)

Alikonma hacmi temel kromatografik parametre olan dagilim katsayist (K) ile
asagidaki esitlik geregi dogrudan iliskilidir.
VR =Vm +KVsg (1.2)

Vm: Kolondaki hareketli faz hacmi
Vs: Kolondaki sabit faz hacmidir.
Dagilim katsayisi (K) ise; analitin sabit fazdaki molar derisiminin (Cs) hareketli fazdaki

derigsimine (Cy) oranidir.

K =Cs/Cm (13)
Bir maddenin alikonma hacmi, 6lii hacim (Vo) terimini i¢cerecek bigimde de tanimlanabilir.

Kapasite faktorii (k') olarak bilinen bu kavram esitlik 1.4' de verilmistir.
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k' =(VR-V)/Vo (1.4)

Eliisyon sirasinda hacimsel akis hizi (F) sabitse esitlik;

k' :(tR-to)/to (15)
biciminde yazilabilir. Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler 6lii zamanda
elie edilirler. Esitlik 1.5'te ty siras1 ile 6lii hacim ve 6lii zaman olarak tanimlanmustir.

Kapasite faktorii dagilimdaki derisimlere bagli olup dagilim katsayisi ile iligkilidir.
k' =Kx VsV (1.6)

Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve uygun bir hareketli faz-sabit faz
cifti secildiginde belirli bir karisimdaki her bir bilesen icin farkli kapasite faktorii degerleri
elde edilir. Iyi bir ayrim igin kapasite faktoriiniin 1-10 arasinda olmasi beklenir.
Hesaplanan k'< 1 ise maddenin kolonda ¢ok az tutundugu, k' > 10 ise maddenin kolonda

cok fazla tutunarak analiz siiresini asir1 uzattig1 diisiiniiliir.

ii. Secicilik
Iki maddeye ait kapasite faktdrlerinin oram segicilik (o) veya aymrim faktorii olarak

adlandirtlir ve asagidaki esitlikle verilir.
A=Kk' 2/ k' 1= (tRz—tO)/ (tRl—to) (17)

Bu esitlikte, k'; kisa alikonma zamanli maddenin, k', ise daha uzun alikonma zamanl
maddenin kapasite faktorii olarak tamimlanmistir. Segicilik, esas olarak sabit faz
Ozelliklerine baghdir ancak hareketli faz bilesimi de segiciligi etkiler. Deneysel ¢alismada

iki pikin seciciliginin 1'den biiyiik olmasi beklenir.

iii. Kolon etkinligi

Kromatografik kolonun etkinligi teorik tabaka sayisi arttikga ve teorik tabaka
yiiksekligi azaldikga artar. Kolon tipi ve boyutu, hareketli faz bilesimi ve akis hizina bagh
olarak kolon etkinligi degismektedir. Teorik tabaka sayisini elde edebilmek i¢in asagidaki

formiil kullanilabilir.
N= 16 / (tr/w)? (1.8)

tr: Alikonma zamani
w: Pik zemin genisligi

Pik genisliginin Olclilmesinde karsilasilacak hatalardan kaginmak igin N degeri
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hesaplamada baska bir secenek, wipp, yani yan yiikseklikteki pik genisligi degerinin

kullanilmasidir.
N= 5.54 (tr/W1s) 2 (1.9)

Kromatografik kolondaki ayirma olaylarina matematiksel yaklagim, 1950'li yillarda
Hollandali kimya miihendisi Van Deemter'in kendi adi ile anilan esitligin bulunmasi ile

sonuclanan incelemeleri ile baglamistir.
H=A+B/u+Cu (1.10)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollari

B: Boyuna diflizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun etkinliginin saglanmasi i¢in 6nce bu kolon ig¢in
kullanilacak optimum akis hizinin saptanmasi gerekir. H degerinin kiiciiltiilmesi i¢in bir

dizi 6nlem alinarak kolonun etkinligi arttirilabilir.

iv. Ayiricihk
Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi ayiricilik

kavramiyla ifade edilir. Ayiricilik (R), genel olarak asagidaki esitlikle verilmektedir.
R=2 (tRZ - tR]_) / (Wl + Wz) (111)

tr1=Birinci numunenin alikonma zamani

tro=Ikinci numunenin alikonma zamani

wi=Birinci numunenin olusan pik araliginin genisligi

W ,=Ikinci numunenin olusan pik araligmin genisligi

Ayiriciligin; kapasite faktori (k'), secicilik (o) ve kolon etkinligi (N) terimleriyle
iligkisi asagidaki esitlikle ifade edilebilir

R = (1/4) [(e-1) / a] [K' /(k'+1)] N1/2 (1.12)

Nicel kromatografik analizler igin iki pikin birbirinden tamamen ayrildigt R > 1.5
degeri en uygundur. Genel olarak se¢icilik arttik¢a ayiriciligin da artmasi beklenir. Fakat

belli bir segicilik degerinden sonra toplam ayiricilikta gercek bir iyilesme olmadan farkli
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alikonma siirelerine sahip madde pikleri elde edilebilir. Segicilik disinda kalan terimler
sabit kabul edilerek segicilige kars1 ayiricilik grafige isaretlendiginde bu davranis agik¢a
goriilmektedir. Kromatografik ayirimin basari ile gerceklesmesi i¢in o > 1 olmalidir, o = 1
oldugunda iki bilesik ayrilamaz. Secicilik, hareketli ve sabit fazin bilesimi ile degisir.
Birbirine yakin piklerde segicilik 1'e yakindir. Ayiriciliin secicilikle ve kapasite faktorii
ile degisimi Etkinlik faktorii olarak da tanimlanan N, akis hizi, kolon uzunlugu veya dolgu
maddesinin tanecik boyutu ile degisir. Etkinlik faktori, pik genisligi ile ilgilidir. Ayiricilik,
N'in karekokiiniin bir fonksiyonu oldugu icin N'deki biiylik artiglar ayiricilikta kiigiik
degisiklikler meydana getirir. Kapasite faktoriiniin ayiricilik tizerine etkisi bu kavramdan
tiretilmis olan segiciligin etkisine benzer. k'=0 oldugunda herhangi bir ayirma islemi
gerceklesmez. Ayrica k' degeri arttikga k'/(k'+1) degeri bire yaklasir ve kapasite
faktoriindeki artisin toplam ayiriciliga etkisi kalmaz. Kapasite faktorii i¢in en uygun
degerler 1 ile 10 arasindadir ve daha ¢ok hareketli faz 6zelliklerine gore degisir (Adatas,
2011).

v. Pik simetrisi

Analitin hareketli faz denge derisimi (Cm) sabit fazdaki denge derisimine (C8)
arasinda dogrusal iliski olup grafige gecirildiginde egimi dagilim katsayisini verir. Biitiin
Cm degerlerinde K sabit oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde ayni hizda
hareket eder ve simetrik bir eliisyon piki elde edilir. I¢ biikey iliski kolonda fazla miktarda
madde oldugunu gosterir. Bu durumda sabit fazdaki madde-madde etkilesmeleri madde
¢oziicl etkilesmelerinden daha baskindir. Bu durum K degerinin artmasia ve dogrusal
olmayan iliski elde edilmesine neden olur. Eliisyon egrisinin 6niinde bir alan olusur. Bu
duruma 6n kuyruklanma ya da yiiklenme denir ve ayrilan maddenin alikonma siiresi
derisimle artar. Eger molekiiller aras1 kuvvetler maddeyi sabit faz yilizeyinde bir katman
olusturacak bi¢imde tutuyorsa iliski digbiikey olur ve eliisyon egrisinde pik kuyruklanmasi
goriiliir, boylece artan madde derisimiyle alikonma zamani azalir. Dogrusalliktan sapma
nicel analizi gii¢lestirdigi ve alikonma siirelerinin nitel analizde kullanimimi engelledigi
icin kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki saglanacak sekilde diizenlenir (Adatas,
2011).

1.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi hareketli fazin basing yardimiyla kolona gonderildigi sistemlere yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) denir. Yiiksek performans; yiiksek hiz ve yliksek
ayiricilig ifade eder. Yiiksek performans ¢ok kiiciik ¢apli (< 20 mikron) kolon dolgu
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maddeleri kullanilarak bant genislemesinin azaltilmasi ve daha dar piklerin elde edilmesi
ile saglanir. Kolon boyunca hareketli fazin ilerlemesini saglamak icin yiiksek basing
gereklidir. Bu nedenle yontem, HPLC, yiiksek basingli sivi kromatografisi olarak da

adlandirlir.

1.8.1. HPLC cihaz1 boliimleri
HPLC cihazinin kisimlar1 enjektdr, pompa, kolon, dedektor ve kaydediciden olusur
ve Sekil 1.13.te sematik olarak gosterilmistir. Organik ¢oziicii ve tampondan

etkilenmemesi i¢in biitiin materyal korozyona dayanikli malzemelerden yapilir.

i. Pompalar
Hareketli fazin kolon boyunca akisini saglamak i¢in kullanilirlar. Akisin sabit ve

deneylerin tekrarlanabilir olmasi i¢in hareketli fazin pompalanma hiz1 sabit olmalidir.

HPLC Column
Packing Matecisl

Chromatogram
‘ . Posks « ﬁb« Red, e
L\ 4
Injector
AutoSampler -
Sample Manager -
o ——————
) :
L Computer Data Statior
Sotvent L = .
(Mobile Phase) Sample
Reservolr
Pump
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Sekil 1.13. HPLC cihaz1 kisimlarinin sematik gosterimi (Anonim, 2014)

ii. Hareketli faz

Hareketli fazin bilesimi alikonmayi ve seciciligi en ¢ok etkileyen faktordiir. Hareketli
fazin;
1. Ayrim etkileyen ¢oziicii 6zellikleri: Eliisyon giicii ve segicilik.
2. Isletime bagl ozellikler: Vizkozite, bastirilabilirlik, dedektorle gegimlilik, kolon ile
gecimlilik, numune ile etkilesmeler, saflik ve i¢inde ¢oziinmiis gaz orani.

3. Giivenirlik 6zellikleri: Buharlagabilme 6zelligi.
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iii. Enjektorler

Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yliksek basingli bir ortama numune
aktarmak amaciyla kullanilan sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune yiikleme ve
enjeksiyon olmak {izere iki konumu vardir. Yiikkleme konumunda "loop" (kangal) basingh
ortamdan izole edilir ve bir siringa yardimi ile istenilen numune miktar1 "loop"a
doldurulur. Enjeksiyon konumunda "loop" tekrar yiiksek basingli ortama donerek
numuneyi sisteme aktarir.

Basit otomatik enjektorler: Manuel enjeksiyon valfine benzer bir valf kullanilir. Bu
sistemde numune sisesine azot basinci uygulayarak "loop" doldurulur ve valfin donmesi ile

numune enjekte edilir.

Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemleri: Numune "loop"unu doldurmak
icin hassas bir motor ile hareket ettirilen siringalar kullanilir. Enjektorle gekilen hacim
kontrol edilerek istenilen miktarda numune "loop"a doldurulur. Boylece kiigiik
miktarlardaki numune enjeksiyonlar1 gerceklestirilebilmekte ve numune kayiplari en diisiik

olmaktadir. Istenilen sayida enjeksiyonu pes pese yapmak miimkiindiir.

iv. Kolonlar

Sabit faz1 tasiyan kolonlar genellikle paslanmaz geliktir, 4-10 mm i¢ capinda ve 10-
30 cm boyunda olabilirler. Son yillarda uzunlugu 3-7.5 cm ve i¢ ¢ap1 1-4.6 mm olan
yiiksek performansli mikro kolonlar da imal edilmeye baslanmigtir. Dolgu maddesi
taneciklerinin ¢ap1 1.7-10 um kadardir ve sistemin performansini biiyiik dl¢iide belirleyen
niteliktir.

v. Dedektorler
HPLC sisteminin en énemli pargalarindan biridir ve iki grup altinda toplanirlar.
a. Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz icindeki maddenin oOzelliklerini tayin
ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri asagida verilmistir:
1. Fotometrik dedektorler (UV, GB, IR fotometreleri)
2. Floresans dedektorler
3. Elektrokimyasal dedektorler
4. Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri
5. Radyoaktivite dedektorleri
6. Elektron yakalayici dedektorler

7. Kiitle spektrometresi
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b. Cozeltiye Yonelik Dedektorler: Cozeltinin igindeki maddeye degil, maddenin
cozeltisine 0zgii dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
1. Refraktif indeks dedektorleri
2. Dielektrik sabiti dedektorleri
3. Kondiiktivite dedektorleri
4. Yogunluk dedektorleri
Bu ¢alismada UV/GB dedektorii kullanilmastir.

1.8.2. UV/GB dedektor

En ¢ok kullanilan dedektor tipi UV/GB dedektorlerdir. Birgok organik bilesigin
absorbsiyonu yiiksek oldugundan ve vyiiksek duyarlilikta Olgim yapilabildiginden
duyarlilik ve secicili yiiksektir. Sicaklik ve akis hiz1 degisikliklerine fazla duyarli olmadig:
icin gradient eliisyon i¢in idealdir. Bu dedektorler sabit veya degisken dalga boylu olabilir.

Degisken dalga boylu dedektorlerde 151k kaynagi olarak 190-400 nm'de kuartz-iyot

veya tungsten halojen lambalar1 kullanilir.

Dizi diyot dedektér (DAD) bir tir UV/GB dedektoriidiir. Optik sistemi, déteryum
lambasindan yayilan polikromatik 15181, akis hiicresinin iizerine yollar. Bu 151k daha sonra
optik ag tizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto diyot dizisi lizerine diiser.
DAD 200-700 nm dalga boyu araligimin 0.1 sn araliklarla tespit edebilmektedir. Analiz
edilecek maddelerin maksimum dalga boylari farkli oldugunda DAD'ler birden fazla dalga
boyunda 6l¢iim alabilir. Kromatografik piklerin saflik kontroliinde veya birden fazla pikten
olusup olusmadiklarinin tayininde oldukca sik kullanilir. Bu amagcla, piklerin eliisyonu
sirasinda birka¢ spektrum kayit edilerek, spektrumlar iist liste konup karsilastirilabilir.
Biitiin dalga boylarinda spektrumlar iist iiste ¢akisiyorsa madde piki saftir. Eger enjekte
edilen piklerin sayisindan daha az pik elde edilmisse saflik kontrolleri yararli ipuglar verir.

DAD'in 6zellikleri asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Ayn1 anda spektrumun biitiin dalga boylarinda piklerin 6l¢iimii yapilabilir.

2. Tek bir enjeksiyonla maksimum dalga boylar1 saptanabilir.

3. Ayni anda birden fazla dalga boyunda kromatogramlar ve kromatogramlardaki piklerin
UV/GB spektrumlar1 alinabilir.

4. Kromatografik olarak ayrilamamis piklerin nicel analizi yapilabilir (Referans dalga boyu
kullanilarak maddelerin ayrilmasi saglanir).

5. Spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile pik safliginin tespiti yapilabilir.

6. Pik kimliginin dogrulanmasi yapilabilir.
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1.9. Voltametrik ve Kromatografik Validasyonda Kullanilan Istatistiksel
Terimler

Voltametrik validasyon g¢aligsmalarinda yaygin olarak kullanilan terimler sunlardir
(Yilmaz, 2012):

Ortalama Deger: Bir analizde elde edilen tiim sonuglarinin (genel olarak Ol¢iim
degerleri) toplaminin analiz sayisina (N) boliinmesiyle elde edilen sayiya denir. Ortalama
deger kendisinin hesaplanmasinda kullanilan herhangi bir deger veya sonugtan daha giiven
vericidir ve analiz sayisina gore degisir. Analiz sayisi arttik¢a ortalama deger dogru degere

yaklasir.

Kesinlik: Bir analizde (6lgmede) elde edilen sonuglarin bir birine yakinligina veya
ortalama degerle herhangi bir deger arasindaki farka denir ve kesinligi yiiksek olan
sonuclarin dogruluk dereceleride genelde yiiksektir. Kesinlik ¢esitli sekillerde verilebilir.

a) Standart sapma (s): Numune standart sapmasi her hangi bir yontemin kesinligini

belirtmeye yarayan en énemli kriterdir ve asagidaki esitlik ile verilir.

(1.13)

s= numune standart sapmast

xi= analiz sonuglari

X = analiz sonuglarinin ortalamasi

N= analiz sayis1

b) Bagil standart sapma (S/Q): Standart sapma (s), ortalama degere (;) boliiniirse
bulunan degere bagil standart sapma denir ve RSD ile gosterilir. Bagil standart sapmaya

varyasyon katsayis1 (VK) da denir ve genelde % RSD olarak verilir.

%RsD= | x )x100
) (1.14)

¢) Varyans: Numune standart sapmasinin Karesi (s?) olarak ifade edilen bir
parametredir.
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2

82_ {L{xi'x} }
N-1
(1.15)

d)Yayilma (W): Bir analizde en biiyiik degerle en kiiglik deger arasindaki farka

denir ve W ile gosterilir. Bu fark ne kadar kiigiik olursa kesinlik o kadar yiiksek olur.

e) Dogruluk: Bir analizde (6l¢gmede) elde edilen en giivenilir sonuglarla dogru deger
veya dogru olarak kabul edilen deger arasindaki farka denir. Bagka bir deyisle dogruluk,
deneyle bulunan bir analiz sonucunun dogru (gercek) degere yakinlik derecesidir.
Kesinlikle dogruluk arasindaki en onemli fark, kesinlik az sayida analiz sonuglarinin
birbirine yakinlig1 iken, dogruluk ise analiz sonuglarinin ¢ok sayida (sonsuz sayida numune
lizerinde, sonsuz zamanda, sonsuz sayida alinan tekrar) analiz sonucunda elde edilen
gercek degere yakinligi olup, iki sekilde ifade edilir.

Ortalamanin mutlak hatasi (ortalamanin dogru degerden farki), E; ile gosterilir.

E.=X-wu
(1.16)
Ortalamanin bagil hatasi ise asagidaki sekilde ifade edilir.
T
U Ba@l hata = L—l} x 100
(1.17)

f) Bias: Analitik bir metodun sistematik hatasinin bir 6lgiisii olup metodun dogruluk

derecesiyle ilgilidir ve su sekilde ifade edilir.

bias= (1 -X;) (1.18)

u= Analizi yapilan maddenin popiilasyon ortalamasi (dogru veya gergek deger)

X= Analizi yapilan maddenin bulunan konsantrasyonudur.

g) Hassashk (Duyarhhk): Herhangi bir analizde uygulanan yontemin veya cihazin
hassasligi (duyarliligi) analizi yapilan maddenin (analitin) en kii¢iik konsantrasyonu bile

ayirt edebilme 6zelligidir. 2 tiirlii ifade edilir.

Kalibrasyon hassasligi, kalibrasyon dogrusuna dayanir ve kalibrasyon dogrusunun
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egimine esittir. Aynt maddenin tayininde kullanilan iki metotdan hangisinin kalibrasyon

egimi daha biiyiik olan metot, daha hassastir denir.

Analitik hassaslik ise kalibrasyon dogrusunun egiminin, maddenin o6l¢liim

sinyallerinden elde edilen standart sapmaya béliimiidiir ve v ile gosterilir.

h) Secicilik (Spesifiklik): Analitik bir teknigin analiz ortaminda bulunan diger
tirlerden (yiikli ve yiiksliz taneciklerden) sadece birinin kantitatif analizi igin

kullanilabilme 6zelligidir.

1) Cahsilabilir konsantrasyon arahigi: Analitik bir yontemin kantitatif sonuglar

verdigi araliga, calisilabilir konsantrasyon aralig1 denir.

i) Tayin alt simir1 (LOD): Bir analizde en kiigiik sinyalin gozlendigi konsantrasyona

tayin alt sinir1 denir ve LOD ile gosterilir ve asagidaki sekilde ifade edilir.

LOD=3s/m (1.19)

Burada m: kalibrasyon dogrusunun egimi; s, ise numune standart sapmasidir.

j) Kantitatif tayin simir1 (LOQ): Bir analizde kantitatif analizin yapildig1 en kiigiik
konsantrasyonu ifade eder ve LOQ ile gosterilir ve agsagidaki sekilde ifade edilir.

k) Geri kazanim: Numune ortami i¢indeki analitin tayini ile elde edilen miktarin,
saf analitin ¢ozeltisine gore % ne kadar geri kazanildiginin analiz edilmesi gerekir. Alt,
orta ve lst bilinen derisimdeki standart ¢ozeltiler, matrikse eklenir varsa bir ayirma islemi
ile geri elde edilir ve tayin edilerek bilinen miktarla karsilagtirilarak sonu¢ % hata ile

verilir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Naproksen’in Voltametrik Teknikler ile Tlaclardan Tayini
Yapilan literatiir aragtirmalarinda naproksen’in voltametrik teknikler ile kantitatif

analizi ile ilgili ultra trace grafit elektrotta ¢caligmasina rastlanmamustir.

Nafaa ve ark. (2003), NAP’in Pt elektrot kullanarak cyclic voltametri(CV), lineer
voltametri ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleriyle yiikseltgenme 6zelligini
aragtirmistir. Bundan yararlanilarak naproksen’in ¢esitli ilag formlarindan analizini DPV

teknigiyle gergeklestirmistir.

Suryanarayanan ve ark. (2005) da ilk olarak boron-doped diamond elektrot (BDD)
ile susuz destek elektrolit sisteminde diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigiyle
naproksen’in analizini gergeklestirmislerdir. Camsi1 karbon elektrot (GCE) ve BDD
elektrodun zemin sinyallerini kargilastirmigtir. BDD elektrot ile NAP’in 0.5-50 uM arasi

konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis ve cesitli ilag dozaj formlartyla karsilastirmasi yapilmistir.

Norouzi ve ark. (2009), disprozyum nanoteller kullanarak modifiye ettigi karbon
pasta elektrotla (DyNW/CPE), kare dalga voltametri (SWV) teknigi ile NAP’in ve
parasetamoliin kalibrasyon grafigini olusturarak gergek numunelerden analizlerini yiiksek

dogruluk ve hassasiyetle gerceklestirmislerdir.

2.2. Naproksen’in HPLC Metoduyla Yapilmis Calismalari

Yi-Hsin ve ark. (2005) naproksen’in metanol i¢erisinde fotodegradasyon iirtinlerinin
belirlenmesi icin hizli, dogru ve giivenilir bir ters fazli yiiksek performansl sivi
kromatografisi yontemi gelistirmistir. UV dalga boyunu 230 nm olarak belirlemislerdir.
Gelistirilen yontem ilag etkeni ve fotolirlinlerle karsilastirilmig; giin i¢i ve gilinlerarasi
standart sapmalar1 ve yiizde geri kazanimlarimi belirlemislerdir. Elde edilen sonuglars LC-

ESIMS ile ile karsilastirmislardir.

Kayiran ve ark. (2010) Naproksen sodyumun poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA)
(50:50 ) doku iskelelerinden tayini igin basit, 6zgiin ve giivenilir bir HPLC metodu
gelistirmislerdir. Calismada ters faz kolon (ODS2 C 18 200x4.6mm), mobil faz olarak
metanol ve asetat tamponu (pH 5.1) (55:45 v/v) kullanmislar, akis hizini ise 1 mL/dakika
olarak belirlemislerdir. Dedektér olarak 254 nm eksitasyon/ 352 nm emisyon dalga

boyunda floresans dedektorii kullanmiglardir. Naproksen sodyum igin alikonma zamani 9.3
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dakika olarak bulmuslardir. Kalibrasyon garafigini 0.08-75 g/mL derisim araliginda
dogrusal olarak olusturmuslardir. Giin igi ve giinler arasi kesinlik i¢in bagil standart sapma
degerini % 3.71’den, dogruluk i¢in bagil hata degeri 2.96’dan diisiik olarak
belirlemislerdir. Gelistirilen HPLC metoduyla naproksen sodyumun PLGA (50:50) doku

iskelelerinden miktar tayini gergeklestirmislerdir.

Amrohi ve ark. (2012) naproksen’in RP-HPLC metoduyla duyarli ve spesifik
kantitatif tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Kolon olarak C18, 250x4.6 mm Sum ; mobil
faz (40:60) fosfat tamponu, metanol olarak belirlemislerdir. Akis hiz1 1.3 mL/dakika olarak
belirlemislerdir. Onerilen ydntem standart ¢ozeltiyle kontrol edilip duyarlilig,

tekrarlanabilirligi, dogrulugu gibi ¢esitli uygunluk parametreleri incelemislerdir.

Bu caligmanin amaci, naproksen’in elektrokimyasal yiikseltgenme 6zelligini ilk defa
ultra trace grafit elektrot (UTGE) kullanarak arastirmak ve ilag dozaj formlarindan
miktarmi voltametrik ve yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) teknikleri ile

hizli, hassas ve dogru bigimde belirlemektir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal malzemeler

Bu calismada C,H;O, (Riedel-de Haen, %99), C,Hs3N (Merck %99), CH3;0OH
(Merck, %99,5), NaOH (Merck, %299,8), etanol, 0,05 pum boyutlu Aliimina (CH
Instruments ve metkom) kimyasal maddeleri kullanildi. Ayrica ila¢ etken madde
naproksenin ilag dozaj formu Naprosyn, Abdi ibrahim firmasindan temin edildi.

3.1.2. Kullamilan cihazlar

Voltamogramlar, Metrohm 757 VA Trace Analyzer ve cihazi ile alindi. Voltametrik
Olctimler; ultra trace grafit [(elektrodun yiizey boyutu (¢ ) 7 mm; disk ¢ap1 (R) 2 mm]
calisma elektrodu, platin tel yardimer elektrot, Ag/AgCl referans elektrodundan olusan bu
tcli elektrot sisteminde yapildi. Elektrokimyasal hiicredeki oksijenin uzaklastirilmasi

islemi i¢in % 99 saflikta argon gazi kullanildi.

Voltametrik hiicre ve diger cam malzemelerin 6n yikamasi ve sulu ¢ozeltilerin
hazirlanmasi ic¢in kullanilan saf su, TKA Smart2 pure marka ultrasaf su (0,055uS/cm

iletkenligi ile) cihazindan elde edildi.

Kromatogramlar Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 HPLC cihaz1 ile C18
ThermoAcclaim kolon (3 puM; 4.6 mmx150 mm) ve Diod-Array Dedektorii (DAD)
kullanilarak elde edildi.

Cozeltilerin pH'lar1 EZDO 5011 A marka pH metre ile dl¢iildii.

Ilag tablet ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda Electro.mag M 4812 P marka santrifij
cthaz1 kullanildi.

3.2. Yontem
Bu ¢alismada oncelikle ilag firmasindan (Abdi Ibrahim) Naproksen etken maddesi ve ilag
formu (naprosyn®) temin edildi. Naproksen’in etanolde ¢oziindiigii belirlendikten sonra bu
¢Oziiciideki 1x10° M konsantrasyonunda stok ¢oOzeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok
¢Ozeltiden istenilen konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltileri (1X10'3 ve 10™ M) hazirlandi.
Calisma ortamini belirlemek amaciyla pH taramasi yapildi. Bu amagla fosfat (0.067 M; pH
4.50-7.50), asetat (0.2 M; pH 3.50-5.50) ve Britton-Robinson (0.04 M; pH 2.0-12.0)
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tampon c¢ozeltileri igerisinde diferansiyel puls (DPV) ve doniisimlii voltametri (CV)
teknikleri ile voltamogramlari alindi. DPV teknigi ile pH 4.50 asetat tamponunda,
naproksenin yiikseltgenmesine ait 0.894 V’ da belirgin, keskin ve maksimum akimin
gozlendigi bir pik elde edildi. Bu nedenle bundan sonraki voltametrik 6l¢iimler pH 4.50

asetat tamponunda yapildi. Segilen bu ortamda dncelikle tarama hizi-akim (Vll 2

-ip ve logv-
logi) grafiklerinin egim ve korelasyon (r) degerlerine bakilarak akim tiiri belirlendi ve

bundan sonraki ¢aligsmalar buna gore yiiriitiildi.

Daha sonra ayni ¢oziicii-destek elektrolit sisteminde degisik konsantrasyonlarda
etken maddenin voltamogramlari alinarak, akim-konsantrasyon degerlerinden kalibrasyon
grafigi olusturuldu. Bu grafikten yararlanilarak dogrusalligin gozlendigi konsantrasyon
aralig1 belirlendi. Kalibrasyon grafiginin egim ve standart sapma degerlerinden belirme
smirt (LOD) ve kantitatif tayin sinirt (LOQ) hesaplandi. Akim degerlerinin giin i¢i ve
giinler arasi tekrarlanabilirligine, Olglimlerin dogruluguna ve kesinliklerine bakilarak
validasyon parametreleri belirlendi ve elde edilen analitik verilerden NAP’1n analizi igin
gelistirilen yontemin hizli, ekonomik, duyarli ve kolay bir yontem olup olmadig1 sonucuna
varildi. Daha sonra bu deney sartlarinda NAP’in ticari ilag dozaj formlarindan analizi

gerceklestirildi.

Calismanin ikinci agsamasinda naproksen adli etken maddenin analizi ayn1 zamanda
yiiksek-performansl sivi kromatografik teknik (HPLC) ile yapildi. Mobil faz olarak %
I’lik asetik asit, metanol ve asetonitril (40:20:40 v/v); dedektor olarak ise Diod-Array
Dedektorii (DAD) ve C18 ThermoAcclaim (3 uM; 4.6 mmx150 mm) kolonu kullanilarak,
naproksen i¢in alikonma zamani (tr) 6.35 dakika olarak belirlendi.

Kalibrasyon egrisi kullanilarak naproksen’in ilag tablet formundan miktar1 belirlendi.
Ayrica uygulanan iki teknigin analiz sonuglarn istatistiksel olarak birbirleriyle

karsilastirilarak dogrulugu ve avantajlar1 belirlendi.

43



BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Naproksen’in Ultra Trace Grafit Elektrotta Calisma Ortaminin

Belirlenmesi

Naproksen’in yiikseltgendigi optimum sartlari belirlemek amaci ile tim destek
elektrolitlerde DPV teknigi kullanarak pik akiminin ve pik potansiyelinin pH ile degisimi
incelendi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. 5x10° M naproksen’in farkl1 destek elektrolitlerdeki akim ve potansiyeline pH etkisi

pH Pik Akimi (nA) Pik Potansiyeli(V)
Asetat 3.50 2.720 0.909
Asetat 4.50 3.630 0.873
Asetat 5.50 1.400 0.828
Fosfat 4.35 2.890 0.882
Fosfat 5.50 1.610 0.819
Fosfat 6.50 0.884 0.819
Fosfat 7.50 1.180 0.810
Fosfat 8.20 1.720 0.810
BR 2.10 3.490 0.999
BR 3.02 3.580 0.954
BR 4.05 2.790 0.891
BR 5.01 1.760 0.837
BR 6.02 1.030 0.792
BR 7.02 0.816 0.801
BR 8.01 1.140 0.792
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Cizelge 4.1’in devamu

BR 9.01 1.100 0.774
BR 10.08 0.770 0.774
BR 11.00 5.110 0.885
BR 12.00 5.350 0.810

Cizelge 4.1° deki veriler kullanilarak naproksen’in pik akimina ve pik potansiyeline

etkisini gosteren grafikler olusturuldu ( Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).

1,2
+ Asetat
1 4 B Fosfat
m Britton-Robinson
< 0.8 1
2
£ 06 A
= 06 *
m
=
= 04 1 a
. n
0,2 -
0 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 pH 8 10 12 14

Sekil 4.1. 5x10° M naproksen’in pik akimma pH etkisi

, Potansivel (V)

1 -
* i
0,8 - ", E,mm
0,6 -
0,4 -
+ asetat M fosfat BR

0,2

0 : : : : : :

4] 2 4 6 8 10 12 14 pH

Sekil 4.2. 5x10° M naproksen’in pik potansiyeline pH etkisi
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Cizelge 4.1, Sekil 4.1. ve Sekil 4.2. incelendiginde pH=4.50 asetat tamponunda
yiiksek ve keskin pik akimi (3.63 pA) goriilmektedir. Buna gore ¢alisma ortami pH=4.50
asetat tampon olarak belirlendi. Bundan sonraki voltametrik 6lgiimler bu tampon ¢ozelti ve

pH’ da yapild.

4.2. Akim Tiiriiniin Belirlenmesi

5x10° M Naproksen’in asetat tamponunda, CV teknigi ile 10-1000 mVs™® tarama

hizlarindaki voltamogramlar1 alind1 (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. 5x10™ naproksen’in 10-1000 mVs™ tarama hizi araligindaki CV ile voltamogramu; a)
10, b) 25, )50, d) 100, e) 150, f) 250, g) 400), h) 600, i)750, j)1000 mV/s

Yukaridaki Sekil 4.3’teki voltamogramlarin akim-tarama hizi verilerinden Cizelge

4.2 olusturuldu.

Cizelge 4.2. 5 x 10™ M naproksen’in asetat (pH 4.50) tamponunda tarama hiz ile akim degisimi

Tarama Hizinin | Tarama Hizinin Pik Akimu, Pik Akiminin
Tarama Hizi, A ’ Logaritmasi,
Karekokii, Logaritmasi,
v (mVs™) v Log v lp (LA) Log I,
100 10.00 2.00 1.13 0.33
150 12.30 2.18 1.56 0.47
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Cizelge 4.2.’nin devanu

250 15.81 2.40 2.44 0.66
400 20.00 2.60 3.51 0.79
500 22.40 2.77 4.04 0.94
600 24.49 2.88 4.63 1.00
750 27.38 3.00 5.40 1.10

Cizelge 4.2 deki degerler kullanilarak Sekil 4.4. ve Sekil 4.5 ¢izildi.

Ip (nA)

Sekil 4.4.5x10"° M naproksen’in pH=4.50 asetat tamponunda pik akimi- karekok tarama hizi

(v"iy) grafigi

Sekil 4.4.°te yiikseltgenme pik akimimin, hizin karekoki ile dogrusal olarak
artmasindan elde edilen Ullz-ip grafiginin korelasyon katsayisinin, R= 0.9974 ( 1.00" a
yakin ) olmas1 akimin diflizyon kontrollii oldugunun bir gostergesidir (Skrzpek, 2005).
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Sekil 4.5. 5x10° M naproksen’in pH= 4.50 asetat tamponunda yiikseltgenme pik akimimin

logaritmasi- tarama hizinin logaritmasi (log v-10g iy degisimi

Sekil 4.5.te akimmin logaritmasi-tarama hizinin logaritmasi1 (log v-log ip
grafiginden egiminin 0.66 olmasi akimin diflizyon kontrollii oldugununun diger bir
gostergesidir. Egimin 0.5-0.75 arasinda olmasi akimin difiizyon, 0.75-1.00 olmasi ise

akimin adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

4.3. Analitik (Calisma) Konsantrasyon Arahgmn Belirlenmesi

Analitik  konsantrasyon  araligi1  belirlemek  i¢in  naproksen’in  farli
konsantrasyonlarda, asetat (pH=4.50) tamponunda DPV teknigi ile voltamogramlari alindi
(Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. DPV teknigi ile naproksen’in konsantrasyon-pik akimi degisimi a) Destek elektrolit
(asetat tamponu, pH=4.50 ); b) 4.0x107; c) 6.0x107; d) 8.0x107; e) 1.0x10°; f) 3.0x10°; q)
5.0x10°% h) 7.0x10°%; i) 9.0x10°®; j) 1.0x10°M naproksen

Sekil.4.6.’daki naproksen’in voltamogramlarindan elde edilen dogrusalligin

gozlendigi konsantrasyon-akim degerleri ise ¢izelge 4.3 te verildi.

Cizelge 4.3. Naproksen’in ultra trace grafit elektrotta DPV teknigyle elde edilen pik akimi

degerleri

Konsantrasyon (M) Pik akimi (uA)
4x10°” 0.031
6x107" 0.072
8x10”’ 0.104
1x107° 0.135
3x10° 0.408
5x10° 0.638
7x10° 0.835
9x10® 1.010
1x10™ 1.140
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Cizelge 4.3’ deki konsantrasyon (C) ve pik akim (i) degerlerinden dogrusalligin
gozlendigi kalibrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 4.7.).

Akim I(nA)
0,4

0,35 y = 35300x + 0,0045
R2=0,9945

0,3 A

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05 +

*

O I I I I I
0,00E+00 2,00E-06  4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05
Konsantrasyon C (mol/L)

Sekil 4.7. Naproksen’in fosfat (pH=4.50) tamponundaki pik akimi- konsantrasyon (C-ip, grafigi

Sekil 4.7. de goriildiigii gibi analitik konsantrasyon araligi 4x10” - 1x10®° M olarak
belirlendi. Konsantarsyon-akim grafiginin egimi 88737, korelasyon katsayisi ise 0.9945
hesaplandi. Buna gore kalibrasyon grafigindeki en diisiik konsantrasyonun bir iistiindeki
konsantrasyon olan 6x10”" M’ da voltamogram aliarak akim degerlerinin standart sapmas1

s, 4.46x10° olarak bulundu. Bu deger 3s/m ve 10s/m esitliklerinde yerine konularak

-8 7
belirme sinir1 LOD, 8.66x10 ve kantitatif tayin sinirt LOQ, 2.88 x 10 M olarak hesaplandi
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Naproksen’in pH=4.50 asetat tamponunda DPV yo6ntemi kullanilarak elde edilen
analitik tayin parametreleri

Parametreler Sonuglar
Olgiilen Potansiyel (V) 0.875
Konsantrasyon Araligi(M) 4x10-7- 1X10-5
Egim (WA M) 88737
Egimin Standart Sapmasi 3158
Kayma (nA) 0.0397
Kaymanin Standart Sapmasi 4.46x10°
Olgiim Sayist, n 5
Korelasyon katsayisi (R) 0.99
Belirme Siniri, LOD (M) 8.66x 10_8
Kantitatif Tayin Siir1, LOQ (M) 288 x 10_7
Giin I¢i Pik Akiminin
Tekrarlanabilirligi (%RSD) 5%x10° M i¢in 2.83
Giinler Aras1 Pik Akiminin 5x10° M i¢in 0.91
Tekrarlanabilirligi (% RSD)

o1



4.4. Naproksen’in Ultra Trace Grafit Elektrotta Ila¢c Formundan Miktarinin

Belirlenmesi ve Geri Kazanim

Gelistirilen yontem ile naprosyn tabletlerinde naproksen’in miktarin1 belirlemek i¢in,
naprosyn tabletlerinden 5 tablet tartilip toz haline getirilip 5x10° M naproksen igeren
cozeltisi hazirlandi. Bu ¢0zeltinin voltamogrami alinarak, Olglilen akim degeri
konsantrasyon grafigi esitliginde yerine konularak 1 tabletteki naproksen miktar1 247.40
mg olarak hesaplandi. Bu deger, tablet iizerinde belirtilen deger ( 250 mg) ile karsilastirildi
(Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Naprosyn tabletlerinde belirlenen naproksen miktar1 ve naproksen’in geri kazanimi

Tablette belirtilen Naproksen Miktari (mg) 250.00
Bulunan Naproksen Miktari (mg) 247.40
Bagil Standart Sapma, % R.S.D. 0.81

Dogruluktan Sapma, % Bias 1.04
Eklenen Naproksen (mg) 40.00
Bulunan Naproksen (mg) 39.64

Geri Kazanim ( %) 99.10

Geri Kazanimin Bagil Standart Sapmasi, 217
% R.S.D.

Geri Kazanimin Dogruluktan Sapma, 0.90
% Bias

Uygulanan voltametrik yontemin dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaci ile
geri kazimm calismast yapildi. Bu amagla, 7x10™® M naproksen’in pik akimi 6lgiildii. Elde
edilen akim degeri kalibrasyon grafiginin esitliginde yerine konularak naprosyn

tabletindeki naproksen etken madde miktar1 hesaplandi. Daha sonra ayni ¢ozeltiye 40 mg
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naproksen etken maddesi eklendi. Eklenen naproksen’in miktari ile bulunan naproksen
miktar1 karsilastirilarak, naproksen’in geri kazanimi % 99.00 olarak hesaplandi (Cizelge
4.5). Geri kazanim % 99.00 olarak bulunmasindan, uygulanan voltametrik ydntemin

dogrulugunu ve ilag¢ katki maddelerinin analiz yontemizi etkilemedigi sonucuna varildi.

4.5. Naproksen’in HPLC Metoduyla Ila¢ Formundan Miktarinin Belirlenmesi

Mobil faz olarak %1°lik asetik asit, metanol ve asetonitril (40:20:40 v/v); dedektor
olarak ise Diod-Array Dedektorii (DAD) ve C18 ThermoAcclaim (3 uM; 4.6 mmx150
mm) kolonu kullanilarak, naproksen igin alikonma zamami (tgr) 6.35 dakika olarak

belirlendi. 5x10-6 M Naproksen’e ait kromotogram Sekil 4.8.” de verilmistir.

1 TEOILEE SEEENCE £ STO7 WS 1
iU q W23 ren

Pik Yiiksekligi (mAU)

= AR

Zaman (dakika)

T T T T T T T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 i 15 10 45 80 ] 60 65 70 75 80 85 90 9 100

Sekil 4.8. 5x10™° M Naproksen’in HPLC metoduyla elde eldilen kromatogrami
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Analitik  konsantrasyon  araligmi  belirlemek icin  naproksen’in  farklh
konsantrasyonlarda kromatogramlart alindi. Bu kromatogramlarin konsantrasyon- pik

yiiksekligi degerlerinden kalibrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 4.9.).

Pik Yiiksekligi mAU

120

100 y = 1E+07x + 1,5155

R*>=0,9981
80 -

60
40 -

20

O T T T T 1
0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05

Konsantrasyon M

Sekil 4.9. DAD dedektorle elde edilen Naproksen standardina ait kalibrasyon dogrusu

4.6. Voltametri ve HPLC Teknikleri ile Elde Edilen Analiz Sonuclarinin

Istatistiksel Karsilastirilmasi

Uygulanan herhangi bir yontemin gegerliligini kanitlamak i¢in ayni analizlerin
birbagka yontem ile de yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla Voltametri ve HPLC
tekniginde kullanilan analiz ve gegerlilik parametreleri hesaplanarak bunlarin

karsilagtirilmasi yapildi (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Uygulanan voltametri ve HPLC tekniklerinin baz1 parametrelerinin karsilastiriimasi

ANALIZ VE GECERLILIK
PARAMETRELERI VOLTAMETRI HPLC
DOGRUSALLIK ARALIGI 4x107" - 1x10° 4x107" - 1x10™
8.66x107
LOD(M) 1.55x10”
LOQ(M) 2.88x107 5.16x107
Tablette belirtilen Naproksen
. p 250.00 25000
Miktar1 (mg)
Bulunan Naproksen Miktari
p 247.40 253.80
(mg)
Eklenen Naproksen (mg) 40.00 40.00
Bulunan Naproksen (mg) 39.64 40.61
% GERI KAZANIM 99.10 101.52

Cizelge 4.6. dan da goriilecegi gibi voltametri metoduyla elde edilen LOD ve LOQ
degerlerinin HPLC teknigiyle elde edile degerlerden daha diisiik olmasi voltametrik

teknigin daha avantajli oldugunu gostermektedir.

Voltametri ve HPLC teknikleri ile yapilan farmasotik preparat analiz sonuglart

istatistiksel olarak karsilastirildi. Buna gore iki teknigin analiz sonuglarinin ortalamalari
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arasinda  fark  olup  olmadigmi  belirlemek  ve  voltametrik  teknigin
gecerliligini(dogrulugunu) gostermek amaciyla t-testi uygulandi. N=6 serbestlik derecesi
ve % 95 giliven araligma gore belirlenen tyiik degeri hesaplanan degerden biiyiik
bulundugundan  (thesap < tkritik, 0.0085 < 2.45) iki metodun analiz sonuglar1 arasinda
anlamli fark olmadig1 sonucuna varildi ( Yilmaz, 2012; Skoog ve ark., 2000; Skoog ve
ark., 2013).

Uygulanan iki metodun 6l¢iim sonuglarinin kesinliklerini kargilastirmak amaciyla F
testi uygulandi. 6 serbestlik derecesiyle Furitik > Fhesap, 4.28 > 0.057 olarak belirlendi.
Frritik degeri hesaplanan Fresap degerinden bilyiik bulundugundan, iki metodun kesinligi
arasinda 6nemli bir farkin olmadig1 sonucuna varildi ( Yilmaz, 2012; Skoog ve ark., 2000;
Skoog ve ark., 2013).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, naproksen adli etken maddenin elektrokimyasal yiikseltgenme 6zelligi,
ultra trace (eser) grafit elektrot kullanilarak, diferansiyel puls ve doniisiimlii voltametri
teknikleri ile incelendi. Farkli pH’lardaki (pH=3.50-5.50) asetat tamponunda 0.3 ile 1.1 V

potansiyel araliginda alinan voltamogramlarda 0.894 V’da yiikseltgenme piki belirlendi.

Ayn1 zamanda uygulanan voltametrik yontem ile naproksen’in ticari ilaglardaki
miktar1 belirlenerek (LOD, LOQ gibi) validasyon parametreleri degerlendirildi. Ayrica
uygulanan yontemin dogrulugunu belirlemek i¢in geri kazanim ¢aligsmalar1 yapilarak iyi bir
geri kazanim elde edildi. Bdylece ilag katki maddelerinin uygulanan yontemleri

etkilemedigi sonucuna varildi.

Uygulanan voltametrik teknigin gegerliligini kanitlamak amaciyla ayni analizler
HPLC teknigi ilede gergeklestirildi. Her iki teknikle elde edilen analiz sonuglarinin
birbiriyle uyumlu oldugu goériildii. Dolayisiyla uygulanan voltametrik teknigin gecerliligi
HPLC teknigi ile kanitlanmis oldu.

Uygulanan voltametrik teknikler; ekonomik, hizli ve duyarli olmasi, az miktarda
numune ile ¢alisilmast ve ayirma gibi zaman alici islemlere gerek duyulmadan tayin
yapilabilmesi gibi Ustiinliikleri nedeni ile HPLC, gibi kromatografik yontemlerle yarisir
diizeyde oldugu hatta HPLC metoduna tercih edilebilir oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calismada elde edilen basarili analiz sonuclari nedeniyle voltametik ve kromatografik
(HPLC) yontemler diger ilaglarin, insan idrari, insan serumu gibi biyolojik sivilarin rutin

analizlerinde de rahatlikla uygulanabilir.
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