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OZET

Doktora Tezi

ANTIKANSER OZELLIK GOSTEREN BAZI MADDELERIN VOLTAMETRIK
YONTEMLERLE TAYINI ICIN MODIFIYE KARBON PASTA ELEKTROTLARIN
GELISTIRILMESI ve ds-DNA ile ETKILESIMLERININ INCELENMESI

Dilek ESKIKOY BAYRAKTEPE

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Zehra YAZAN

Bu tez c¢alismasinda antikanser 6zellige sahip olan Sikonin (SKN), Mitoksantron
(MTK), Etoposid (ETP) ve Bikalutamid (BIKA)’in elektrokimyasal yiikseltgenme
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve duyarli bir voltametrik tayin yontemi gelistirilmesi
amacuyla, sepiyolit kili, ¢cok duvarli karbon nanotiip, TiO, nanoparg¢aciklar1 ve bunlarin
uygun karigimlariyla hazirlanan modifiye karbon pasta elektrotlar gelistirilmistir. Bu
elektrotlarin yiizey 6zellikleri doniistimlii voltametri (DV), elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) ve taramal1 elektron mikroskobu (SEM) yontemleriyle yapilmis ve
en iyi ozellige sahip elektrot/elektrotlar belirlenmistir. Belirlenen elektrot yilizeylerinde,
her bir madde icin en uygun destek elektrolit ve pH belirlendikten sonra,
elektrokimyasal davraniglart incelenmis ve olasi reaksiyon mekanizmalar1 6nerilmistir.
Elde edilen sonuglara gore de, her bir madde i¢in voltametrik bir yontem gelistirmek
amacityla AdsKDV ve AdsDPV yontemleri kullanilmistir. Bu amagla, biriktirme
potansiyeli ve biriktirme siiresi gibi degiskenler i¢in en uygun kosullar belirlenmistir.
Bu kosullarda kalibrasyon grafikleri olusturulmus, goézlenebilme sinir1 (LOD), tayin
sinir1 (LOQ) ve dogrusal ¢alisma araliklar belirlenmistir. Gegerliliklerinin belirlenmesi
amacuyla, gelistirilen yontemler gergek numunelere uygulanmistir. Her iki pH degerinde
de DNA-ila¢ baglanma sabiti, difiizyon katsayisi, heterojen hiz sabiti (ks) yiizey
kaplama sayis1 (/) ve Standart Gibbs serbest enerjisi (AG®) degiskenleri, ilag
molekiilleri serbest halde iken ve ortamda DNA var iken hesaplanarak
karsilastirilmistir.

Mart 2017, 215 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sikonin, Mitoksantron, Etoposid, Bikalutamid, voltametri,
modifiye karbon pasta elektrot, sepiyolit kili, cok duvarli karbon nanotiipler, TiO,
nanopargaciklari, ds-DNA



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DEVELOPMENT of MODIFIED CARBON PASTE ELECTRODES FOR
DETERMINATION OF SOME ANTICANCER AGENTS WITH VOLTAMMETRIC
METHODS and INVESTIGATION of ITS ds-DNA INTERACTIONS

Dilek ESKIKOY BAYRAKTEPE

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Zehra YAZAN

In this thesis, the electrochemical oxidation mechanisms and sensitive voltammetric
determination of some anticaner agents, Shikonin (SHI), Mitoxantrone (MTX),
Etoposide (ETP) and Bicalutamide (BICA), were studied. For this purpose, carbon paste
electrodes were developed by using sepiolite clay, TiO, nanoparticles, multiwalled
carbon nanotubes and their proper combination. Surface characterization of modified
electrodes were done by using cyclic voltammetry (CV), electrochemical empedance
spectroscopy (EIS) and scanning electron microscope (SEM) techniques. Then, the
electrodes which have good performance were selected. For each anticacer agent, the
best modified carbon paste electrode was selected and then en uygun pH, supporting
electrolyte were determined. Reversibility, quasi-reversibility, irreversibility,
adsroption/diffussion properties and protone/electron numbers were specified, too. By
using this datas, for each component, possible oxidation mechanisms were suggested.
After that, AdsDPV and AdsSWV methods were developed for voltammetric analysis
of components. To this end, deposition potential and deposition time were optimized on
both bare carbon paste and modified carbon paste electrodes. Under optimized
condition, calibration studies were done and limit of detections, limit of quantifications
and linearty ranges were determined. For validation, developed methods were
successfully applied for the determination of agents in real samples. Drug-DNA
interaction studies were carried out in two pH values of 4.8 and 7.4. In order to
compare, diffussion coefficient (D), heterogenous rate constant (ks), surface
concentration (/) and Standard Gibbs free energy (AG®) were calculated for free drug
and drug-DNA complex.

March 2017, 215 pages
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1. GIRIS

Kelime anlami olarak kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak
boliiniip ¢ogalmasiyla beliren kotii urlara denir. Genel anlamda ise kanser viicudumuzun
cesitli bolgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan 100'den fazla hastalik
grubudur. Tedavi edilmez ise ciddi rahatsizliklara, hatta 6lime dahi neden olabilir.
Glintimiizde kanserin tedavi edilmesi amaciyla kullanilan teknikler arasinda yer alan ve
en sik kullanilan yontemlerden biri kemoterapidir. Kemoterapi, kanser hiicrelerini yok
etmek veya bu hiicrelerin biiylimesini kontrol altina almak icin antikanser ilaclar
kullanilarak yapilan tedavidir. Antikanser ilaglarinin hasta viicuduna uygulama sekilleri
degisiklik gostermekle birlikte, dozlar1 genellikle hasta viicudunun metrekaresi basina
mg olarak uygulanir. Diger tiim ilaglarda oldugu gibi, antikanser ilaglarinin da viicuda

alindiktan sonra;

v’ yapisinda meydana gelen fiziksel ve farmokinetik degisikliklerin izlenmesi,
v" hedef doku ve organlarinin belirlenmesi,

v' insan viicudundan atilma seklinin belirlenmesi

amactyla ila¢ analiz yontemleri giiniimiizde oldukca 6nemlidir. Bu amacla gelistirilmis
veya gelistirilecek olan hizli, duyarli, diisiik maliyetli, yiiksek dogruluk ve kesinlikte
analiz yapan yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde, bu ihtiyaclar

karsilayacak yeni cihaz ve yontem gelistirme ¢aligsmalari hizla devam etmektedir.

Son yillarda ila¢ analizlerinde kullanilan ¢ok ¢esitli yontemler vardir. Bu yontemler
arasinda kromatografik, spektroskopik ve voltametrik yontemler sayilabilir. 1960’11
yillarin ortalarinda klasik voltametrik yontemlerde yapilan pek ¢ok degisiklik, yontemin
duyarhiligini ve segiciligini biiyilik dl¢iide arttirmis ve 6zellikle tip, eczacilik, biyokimya
ve cevre c¢aligmalarinda genis ve giderek artan bir uygulama alani saglamistir. Bu
yontemlerin, ¢alismalarda siklikla kullanilmasinin nedeni numunelerin kolayca ve ¢ok
kisa bir siirede hazirlanabilmesi, analiz siiresinin kisa olmasi, ortamda bulunan katki

maddelerinin veya safsizliklarin analiz sonucunu etkilememesi, bu tekniklerin {iriin



kalite kontroliinde kullanabilmesine olanak saglamaktadir. Tablet, kapsiil, siispansiyon,
surup v.b. ila¢ formiilasyonlarinin ¢oziinmeyen kisimlarinin veya katki maddelerinin
genelde elektroaktiviteleri bulunmadigi i¢in herhangi bir ayirma islemine gerek
olmadan analizleri yapilabilmektedir. Ayrica bu yontemlerin diger bir istiinliigii de
pahali ve az miktardaki ilaglarin analizinde de ¢ok az miktarda numuneye ihtiyag

gostermesidir.

Bu avantajlarinin yani sira, ilaglarin viicuda alinmasini takiben fiziksel ve farmokinetik
yapisinda meydana gelen degisiklikler bu ilaclarin ylikseltgenme/indirgenme
davraniglarindaki degisikliklere ve bu degisiklikler sonrasinda meydana gelen iiriinlere
dayanmaktadir. Biitiin bu degisiklikler ve yiikseltgenme/indirgenme mekanizmalar1 son

yillarda gelistirilmis olan modern voltametrik yontemlerle aydilatilabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, antikanser 6zellik gosteren ve yapisinda kinon - hidrokinon redoks
grubu igeren Sikonin (SKN), Mitoksantron (MTK), Etoposid (ETP) ve bunlarin diginda
Bikalutamid (BIKA)’in elektrokimyasal davranis: yalin karbon pasta ve uygun modifiye
karbon pasta elektrotlarla incelenmesi ve olast yiikseltgenme mekanizmalarinin
onerilmesi amacglanmistir. Karbon pasta elektrodun modifikasyonu amaciyla sepiyolit
kili, ¢ok duvarli karbon nanotiipler ve TiO, nanopargaciklarla bunlarin uygun
karigimlariin kullanilmas1 amaglanmistir. Elde edilen sonuglara gore uygun elektrot
bilesimine sahip elektrot yiizeyleri belirlendikten sonra, bu elektrot yiizeylerinde her bir
madde i¢in AdsKDV ve AdsDPV yontemlerinin gelistirilmesi ve bu yontemlerin ger¢ek

numunelere (idrar, serum ve tablet/flakon) uygulanmasi diisiiniilmiistir.

Bilindigi iizere, viicudumuzdaki saglikli hiicreler boliinebilme yetenegine sahiptirler.
Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla bu
yeteneklerini kullanirlar. Normalde viicudun saglikli ve diizgiin ¢alismasi igin hiicrelerin
biiyiimesi, boliinmesi ve daha ¢ok hiicre iiretmesine gereksinim vardir. Bazi durumlarda
ise bunun aksi bir durum ortaya c¢ikabilir ve yeni hiicrelere gerek olmadan hiicreler
boliinmeye devam eder. Bilincini kaybetmis kanser hiicreleri, kontrolsiiz boliinmeye

baslar ve ¢ogalarak tiimor olustururlar. Bu olayin sebebi ise DNA iplik¢iginde meydana



gelen bir hasardir ve DNA’nin bu sekilde kontrolsiiz ¢gogalmasiyla kotii huylu tiimor
olarak adlandirdigimiz kanser hiicreleri ortaya ¢ikmaktadir. Kemoterapide kullanilan
antikanser ilaglar1 ise bu kontrolsiiz ¢gogalmanin 6niine gegmek amaciyla direk olarak
DNA’ya etki etmektedirler. Bu nedenle, tez calismasmin ikinci kisminda antikanser
ozellik gosteren s6z konusu maddelerin DNA ile etkilesimlerinin 6nemli olmasi
sebebiyle ds-DNA ile etkilesimleri voltametrik olarak 2 farkli fizyolojik pH degerinde

(4,8 ve 7,4) yiiriitiilmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser ve Antikanser Tlaclari

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi ile karakterize edilen, sonucu bazi
tiirler i¢in 6liimle biten ve bu nedenle de tedavisi i¢in en ¢ok arastirma yapilan, ¢ok
cesitli yontemler denenen ve bati {ilkelerinde kalp hastaliklarindan sonra 6liime neden
olan ikinci siradaki hastaliktir (Olgen vd. 2002). Klinik olarak kanser ise, koken
aldiklar1 hiicre tiplerine bagl olarak degisik davraniglar gosteren yiize yakin sayidaki
karmagik hastaliklar1 kapsayan bir olgu olarak tanimlanir. Kanserler baslangic yaslarina,
biiyiime oranlarina, yayilimlarina, evrelerine ve tedaviye verdikleri tepkilere gore
cesitlilik gostermektedirler. Buna ragmen, tim kanserler, onlari tek bir birim aile

icerisinde birlestiren, molekiiler seviyede ortak, karakteristik 6zellikler gosterirler.

Tiim kanser hiicreleri iki temel 6zelligi paylasirlar;

v" anormal hiicre biiylimesi ve boliinmesi (hiicre gogalmast)
v hiicreleri viicudun diger boliimlerine yayilmasii ve istilasini engelleyen normal

sinirlamalardaki anormallikler.

Bu islevler, normal hiicrelerde uygun bir sekilde, zamaninda ve yerinde ifade edilen
genler tarafindan sikica denetlenmektedirler. Kanser hiicrelerinde ise bu genler ya

mutasyona ugrar ya da uygun olmayan sekilde ifade edilirler.

Kanser tedavisinde uygulanan yontemler baslica 3 ana baslik altinda toplanabilir;

(1) Cerrahi Girigsim
(2) Isinla Tedavi
(3) Ilagla Tedavi (Kemoterapi)



Neoplastik, yani tiimor 6zelliginde olan hiicreler, 6nce cerrahi olarak veya radyasyon
tedavisi ile azaltilir veya gelisimi yavaglatilir. Bunu kemoterapi, immunoterapi veya bu
tedavi yontemlerinin birlikte kullanilmasi takip eder. Kanser kemoterapisinde
amaclanan, kullanilan ilaglarla tiimoriin bliylimesini engelleyecek ve farkli odaklarda
yeniden gelismesini, tiimiiyle ortadan kaldirilmasimi saglayacak sitotoksik etki

saglamaktir.

Gelismis iilke insanlarinin en O6nemli saglik sorunlarinin basinda kanser hastaligi
gelmektedir Ornegin, Amerikan halkmnin yaklasik % 25’inin yasamlar1 boyunca bir kez
herhangi bir kanser tanisiyla karsilasacaklari diisiiniilmektedir. Diinyada her yil bir
milyon yeni kanser hastasi teshis edilmektedir. Bu hastalarin % 25’den az1 tek basina
cerrahi ve/veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan hastalarin biiyiik
bir boliimiine hastaligin  herhangi bir evresinde kemoterapi uygulanmaktadir.
Glinlimiizde kanser hastalarmin belli bir boliimiinde kanserin tipine de bagli olmak
lizere kemoterapi ile tam tedavi veya uzun bir iyilesme donemi (remisyon)
saglanabilmektedir. Giiniimiizde, tek basina cerrahi veya radyasyonla tedavi basaris1 %

20 iken, kemoterapi ile tedavi basaris1 % 75’lere kadar ¢ikmstir (Olgen vd. 2002).

Kemoterapi ile (Antineoplastik) tedavinin ana ilkesi hastanin veya konak¢inin normal
hiicrelerine zarar vermeksizin, tiimor hiicresinin biliylimesini, ¢ogalmasin1i durdurmak
veya miimkiinse onlar1 yok etmektir. Ancak, bu ilaglarin secicilikleri oldukga diisiiktiir.
Kemoterapide kullanilan antineoplastik ilaglarin  etki mekanizmalarina gore

siiflandirilmasi ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, asagida kimyasal ve farmakolojik 6zellikleri verilen 4 antikanser

Ozellige sahip madde ile voltametrik ¢aligsmalar yer almaktadir.



Cizelge 2.1 Antineoplastik ilaglarin siniflandirilmasi

Alkilleyici ilaglar

Siklofosfamid, Melfalan,

[fosfamid, Aziridin, Altretamin, Busulfan, Karmustin,

Mekloretamin, Klorambusil,

Lemustin, Semustin, Dakarbazin, Prokarbazin

Antimetabolitler

Metotreksat, Aminopterin, Merkaptopurin, Tioguanin,

Fludarabin, 5-Fluorourasil, Sitarabin, Gemsitabin,

Kladribin, Raltitreksed

Vinka alkaloidleri ve

diger bitkisel kaynakli

Vinblastin, Vinkristin, Vindesin, Vinorelbin, Podofilotoksin,

Etoposid, Tenipozid, Paklitaksel, Dosetaksel, irinotekan,

ilaglar Topotekan,

Sitotoksik antibiyotikler | Daktinomisin  (Aknitinomisin - D), Daunorubisin,
Doksorubisin  (Adriamisin),  Epirubisin,  Aklarubisin,
Mitoksantron  (Mitozantron),  Bleomisin,  Plikamisin

(Mitramisin), Mitomisin,

Platin tirevleri

Sisplatin, Karboplatin, Oksaliplatin, Amifostin,

L- Asparaginaz

Hormonlar ve Hormon

Antagonistleri

Estrojenler, Progestinler, Antiestrojenler, Antiandrojenler,
GnRH analoglari, Glukokortikoid Hormonlar, Mitotan,
Aminoglutetimid, Trilostan, Bikalutamid

Diger ilaglar

Hidroksitire (Hidroksikarbamid), Amsakrin, Altretamin,

Pentostatin, Tiretinoin, Radyoizitoplar

2.1.1 Sikonin (SKN)

OH O OH
CHs

CHs
OH O

Sekil 2.1 SKN’in kimyasal yapist



Sistematik (IUPAC) isimlendirmesi: (R)-5,8-Dihidroksi-2-(1-hidroksi-4-metilpent-3-
en-1-il)naftalin-1,4-dion

Kapali Formiilii: C16H1605

Molekiil Kiitlesi: 288.295 g/mol

Sikonin i¢in hayvan deneyleri tamamlanmis olup heniiz ilag olarak piyasaya siiriilme

asamasina gelmemistir.

Sikonin’in antikanser 6zellik gdstermesinin yani sira; anti-mikrobiyal, anti-fungal, Anti-
inflamatuvar 6zellikleri de mevcuttur (Huang vd. 2007). Bu madde, Cin’de yetisen
Lithospermum erythrorhizon adli bitkiden ekstrakte edilmektedir. Cin’in geleneksel
ilact olarak iin salmis olup cesitli kizarikliklar ve dokiintiilerde, bogaz agrilarinda,

sivilcelerde ve yanik tedavisinde de siklikla kullanilmaktadir (Wiench vd. 2012).

Sikonin’in farmokinetik ozellikleri {lizerine yapilan bir fare deneyinde, s6z konusu
maddenin oral ve intramiiskiiler olarak viicuda enjekte edilmesinden sonraki yari
Oomriiniin 8,79 saat, dagilim hacminin ise 8,91 L/kg oldugunu goézlemlemislerdir

(Andujar vd. 2013).

He vd. (2005) yilinda, Sikonin’nin serumda yer alan albiimine hidrofobik interkalasyon
baglar ile kuvvetli bir sekilde bagladigini spektroskopik olarak kanitlamislardir (He vd.
2005).

2.1.2 Mitoksantron (MTK)

H
OH O HN"~N~"on

OH O HN\/\N/\/OH
H

Sekil 2.2 MTK’1n kimyasal yapist



Sistematik (IUPAC) isimlendirmesi: 1,4-dihidroksi-5,8-bis[2-(2-hidroksietilamino)
etilamino]-antrasen-9,10-dion

Kapal Formiilii: C,H2sN4Og

Molekiil Kiitlesi: 444,481 g/mol

Hormon tedavisine cevap vermeyen ve agrili prostat kanser hastalarinda baglangic
kemoterapisi olarak uygulanir. Baglangi¢ tedavisi olarak uygun goriilen diger ilaglarla
birlikte akut nonlimfositik 16semi (myelojen, promyelositik, monositik ve akut eritroid

16semi) tedavisinde kullanilir.

Mitoksantron bir antrasiklin tiirevi olup antrosenedion grubundan sentetik bir
antineoplastiktir. Mitoksantron’un etki mekanizmasi tam anlasilmamakla birlikte timor
hiicresinde DNA ve RNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etki gosterdigi ileri
stiriilmiistiir. Mitoksantron bir DNA-reaktif ajanidir, DNA (deoksiriboniikleik asit)’nin
hidrojen baglari arasina girerek carpraz baglara ve tel kopmalarina neden olur. Yaklasik

%78 oraninda plazma proteinlerine baglanir (www.ilacprospektusu.com. 2016).

2.1.3 Bikalutamid (BIKA)

F F H HO O\\//O
N S
F
L
Néc F

Sekil 2.3 BIKA’in kimyasal yapisi

Sistematik (IUPAC) isimlendirmesi: (RS)-N-[4-siyano-3-(triflorometil)fenil]-3-[(4-
florofenil)sulfonil]-2-hidroksi-2-metilpropanamid

Kapah Formiilii: C1gH14F4N204S

Molekiil Kiitlesi: 430,373 g/mol


http://www.ilacprospektusu.com/

Bikalutamid ilerlemis prostat kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bikalutamid

kandaki proteinlere yiiksek oranda (% 96) baglanir (www.ilacprospektusu.com. 2016).

2.1.4 Etoposid (ETP)

Sekil 2.4 ETP’nin kimyasal yapisi

Sistematik (IUPAC) isimlendirmesi: 4'-Dimetil-epipodofilotoksin 9-[4,6-O-(R)-
etiliden-beta-D-glukopranosid], 4' -(dihidrojen fosfat)

Kapal Formiilii: Co9H32013

Molekiil Kiitlesi: 588,557 g/mol

- Refrakter testis tlimorleri: Refrakter testis tiimorlii hastalarin tedavisinde diger
kemoterapoétik ajanlarla kombine tedavide.

- Kiigiik hiicreli akciger kanseri: Kiigiik hiicreli akciger kanserli hastalarin tedavisinde
diger kemoterapoétik ajanlarla kombine tedavide.

- Hogkin hastalig1

- Malin (Hockin dis1) lenfomalar, 6zellikle histiyositik tip

- Akut non-lenfositik 1oseminin tedavisinde kullanilmaktadir.

Cevremizde bulunan bir¢ok gida, pestisit, i¢ecek, ilag etken maddesi gibi maddelerin
tayininde genellikle kromatografik yontemlerden yararlanilmaktadir. Bu yontemlerle

maddelerin analizleri hizli, hassas bir sekilde gerceklestirilebilmekle birlikte


http://www.ilacprospektusu.com/

tekrarlanabilirlikleri oldukga yiiksektir. Ayrica, bu tekniklerin ¢oklu karigimlara
uygulanabilmesi en oOnemli avantajlaridir. Ancak, cihaz maliyetlerinin yani sira
kullanilan kimyasallarin miktar1 ve maliyeti oldukg¢a yiiksektir. Kromatografik
yontemlerin disinda, pek ¢ok ila¢ etken maddesinin kromofor gruplara sahip olmasindan
dolay1, spektrofotometrik yontemler de sd6z konusu maddelerin analizlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Ancak kromatografik ¢aligmalarda kullanilan yontemin gézlenebilme
ve tayin smrit degerleri, sistemde kullanilan dedektore bagli oldugundan siradan
dedektorler kullanildiginda plazma, idrar ve serumda ¢ogu zaman eser miktarda bulunan
tiirlerin tayini miimkiin olmamaktadir. Eser miktarda bulunan tiirlerin tayini i¢in daha
gelismis dedektor sisteminin kullanilmasi gerekmektedir ki bu gereksinim analiz
yontemini daha karmasik hale getirirken yontemin ekonomik maliyetini de
arttirmaktadir. Spektrofotometrik yontemlerde ise gozlenebilme ve gozlenebilme siniri
degerlerinin diger yontemlere gore daha yiiksek olmasinin yaninda kan ve plazma
stvilarinda uygulama alanlarinin  olduk¢a kisitlh olmasit yontemin gegerliligini

siirlandirmaktadir (Tasdemir vd. 2011).

Diger taraftan biyolojik numunelerin ve ilaglarin analizinde elektrokimyasal
yontemlerin kullanimi giin gectik¢e daha yaygin hale gelmektedir. Bu artisin sebebi,
kolaylikla ve glivenle kullanilabilen genis c¢esitlilige sahip elektrotlarin, elektrokimyasal
cihazlarin ve elektrokimyasal yontemlerin ticari olarak gelistirilmesidir. Ilag etken
maddelerinin bircogu elektroaktiftir ve bu da s6z konusu maddelerin voltametrik
yontemler yardimiyla analiz edilmesine imkan saglamaktadir. Voltametrik yontemlerle
etken maddelerin analizi, ¢6zlinmeyen ila¢ katki maddeleri, serumda ve plazmada
bulunabilen endojen maddeler gibi bozucu etkilere ragmen girisim etkisi olmadan
duyarli bir bi¢imde yapilabilmektedir. Voltametrik yontemlerin diger yontemlere gore
bir takim avantajlar1 vardir. Bu avantajlar; az miktarda etken madde ve ¢oziici ile
calisma olanagi sunmasi, kullanilan cihazlarin oldukga basit ve diger yontemlere gore
daha ekonomik olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, herhangi bir 6n isleme ihtiyag
duyulmamasi ve oldukca hassas bir yontem olmasidir (Wang 2000, Bard ve Faulkner
2001). Diger yontemlere gore bircok avantaja sahip olan voltametrik yontemlerle ilgili

ayrintili bilgi boliim 2.2°de verilmistir.
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2.2 Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemlerin en yaygin kullanilanlart voltametri ve potansiyometridir.
Potansiyometri, hiicredeki potansiyel degisimini temel alir. Voltametri ise uygulanan
anodik veya katodik potansiyelle, akim degisimini inceler. Her iki yontemde de
elektrokimyasal hiicre, en az iki elektrot ve bir elektrolit ¢ozeltisinden olugmalidir.
Cozelti igerisinde yer alan hedef analit veya analitlere cevap veren elektroda indikator
elektrot veya calisma elektrodu adi verilir. VVoltametride indikator elektrot olarak, civa,
platin, altin, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, camsi1 karbon,
karbon cloth elektrot) gibi elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Sabit potansiyele
sahip olan diger elektroda ise referans elektrot adi verilir (Wang 2006).

Voltametride deneyler ii¢lii elektrot sisteminde gerceklestirilmektedir. Ug elektrottan
birisi indikator elektrottur. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel
elektrottur. Elektrot sistemindeki iiglincii elektrot ise karsit veya yardimci elektrottur.

Karsit elektrot olarak ise genellikle platin (Pt) tel kullanilir.

Voltametrik teknikler, sistemden ge¢en akimin sifir olmadigi durumlarda, elektrot-
¢ozelti ara ylizeyinde meydana gelen yiik transferi olaylarini inceler. Voltametride akim,
calisma elektrodu lizerinde, elektroaktif tiirlerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi
sonucunda olusur. Indirgenmeden kaynaklanan akima katodik akim, yiikseltgenmeden

kaynaklanan akima ise anodik akim denir.

Voltametrik teknikler; yiiksek duyarlilik, elektroaktif tiirlere karsi segicilik, genis
dogrusal calisma araligi, tasmabilir ve diisiik maliyetli cihazlara ve cok gesitli

elektrotlara sahip olmasi gibi avantajlar sunar (Wang 2006).

Bu tez calismasinda, voltametrik tekniklerden yararlanilmistir ve bundan sonraki
boliimlerde tez calismasinda kullanilmis olan yontemlerle ilgili ayrintili bilgilere yer

verilmistir.
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2.2.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Dontisiimlii voltametri (DV) teknigi, elektrokimyasal reaksiyonlarla ilgili bilgi sahibi
olmamizi saglayan ve en sik kullanilan tekniktir. DV yardimiyla, redoks
reaksiyonlarinin termodinamigi, heterojen elektron transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve

adsorpsiyon ozellikleri ile ilgili bilgiler hizli bir sekilde edinilmektedir.

DV, durgun ¢ozelti ortaminda, ¢alisma elektroduna uygulanan {iggen dalga seklindeki
potansiyelin (Sekil 2.5) dogrusal olarak degistirilmesi neticesinde olusan akim-
potansiyel egrisinin incelenmesine dayanan elektrokimyasal bir yontemdir. Elde edilen

bu akim-potansiyel egrisine “voltamogram” adi verilir (Sekil 2.6).

DV yontemi ile elektrokimyasal reaksiyonun tersinirligi, tersinmez ve yari-tersinirligi

hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir (Wang 2006).

— Dongii I —

Ebitis

Potansiyel

Ebaslanglg

POTANSIYELI

Zaman

Sekil 2.5 Doniisiimlii voltametri tekniginde potansiyel - zaman grafigi (Wang 2000)
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Sekil 2.6 Tersinir bir elektrot reaksiyonuna ait voltamogram (Wang 2000)

2.2.1.1 Tersinir reaksiyonlar

Sekil 2.6 tersinir bir elektrokimyasal reaksiyona ait Doniisimlii voltamogramini

gostermektedir.
0O+ne =R (2.1)

Bu voltamograma gore, baslangigta ortamda sadece yiikseltgenmis “O” tiirii mevcuttur.
Daha sonra negatif yonde potansiyel uygulaninca “O” tiirlinlin indirgendigi potansiyel
olan E° degerine ulastiginda katodik akim bir pik olusmaktadir. Negatif yondeki
potansiyel taramasi tamamlandiktan sonra, pozitif yondeki tarama bagslamaktadir.
Burada indirgenmis olan “R” tiirii tekrar elektron vererek “O” tiiriine ylikseltgenmekte
ve bu da anodik bir pikle sonu¢lanmaktadir. Ancak deney esnasinda yiizeyde olusan R,

cozeltiye dogru difiizleneceginden ters pik akimi (anodik akim) katodik akimdan biraz

daha diisiik olacaktir.
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Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi icin 25 °C sicaklikta asagidaki esitlik

yazilabilir (Brown vd. 1986):
ip(ters)=2,69X105n3/2AD01/2C001/2 22)

Bu esitlik, Randles-Sevcik esitligi olarak bilinir. Bu esitlikteki terimlerin anlamlari

asagidaki sekildedir:

n: aktarilan elektron sayisi

ip: pik akimi, Amper

D,: Difiizyon katsayisi, cm?/s

v: tarama hizi, V/s

Co: O tiiriiniin ana ¢ozeltideki derisimi, mol/cm®

A: elektrot yiizey alani, cm?

Gortildiigii gibi, pik akimi elektro-aktif maddenin derisimi ve tarama hizinin

karekokiiyle dogru orantilidir.

Doniisiimlic voltametride, tersinir elektrot reaksiyonlari igin katodik ve anodik pik

potansiyelleri arasindaki fark asagidaki sekilde verilebilir;
K a _ RT

25°C" de bu fark, E,- E,® =59/n mV’a esittir.

DV ile tarama hiz1 ¢aligmasi verilerinden faydalanilarak, bir reaksiyona tersinirlik testi
yapilabilir. Eger ij - o2 grafigi dogrusal ise ve orjinden gegiyorsa sistem tersinirdir.
Buna ek olarak bir sistemin tersinir olmasi i¢in bazi 6zelliklerinin de bulunmasi gerekir.

Bu 6zellikler sunlardir;
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1. Ey*- E,® =59/n mV’a esittir.

2. Ep tarama hiz1 ise degismez, sabit kalir.

3.ip"/i,* = 1"dir ve bu oran tarama hizi ile degismez.
4. ip/v™, tarama hizi ile degismez.

5. Pikin dalga sekli tarama hizi ile degismez.

Bir sistemin tersinir olmasi i¢in yukaridaki ozelliklerin hepsinin gecerli olmasi
gereklidir. Bir veya birkaci gegerli degilse sistem tersinir degildir. i, ve Ey’nin v ile

iliskisi yeteri kadar genis bir tarama hiz1 araliginda test edilmelidir (Brown vd. 1986).

2.2.1.2 Tersinmez ve yar1 tersinir reaksiyonlar

Tersinir sistemlerde her potansiyelde elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan

biiyiiktiir ve bu nedenle elektrot ylizeyinde Nernst esitligi gecerlidir.

b

Er:ll ....._........E

Sekil 2.7.a.Tersinmez b.yar1 tersinir elektrot reaksiyonlarna ait doniisiimlii voltametri
teknigi ile kaydedilen voltamogramlar (Wang 2000)

Tersinmez sistemlerde ise elektron aktarim hizi yeteri kadar biiyiik olmadigindan

elektrot yiizeyinde Nernst esitligi gegerli degildir. Sekil 2.7 A’da goriildiigii gibi,
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tamamen tersinmez bir sistemin en 6nemli belirtisi ters tarama pikinin gézlenmemesidir.
Ancak unutmamak gerekir ki bunun tersi her zaman dogru degildir. Yani anodik pikin
gozlenmeyisi mutlaka elektron aktarim basamaginin ¢ok yavas oldugu anlamina
gelmez. Mesela, hizli bir elektron aktarim basamagini takip eden ¢ok hizli bir kimyasal
reaksiyonda da ayni durum gozlenir. Olusan {irlin hizli bir sekilde baska bir maddeye
doniisecegi i¢in ters taramada yiikseltgenme gozlenmeyebilir. Bu sebeple elektrot
reaksiyonunun mekanizmasi belirlenmeden tersinirligi hakkinda bir sey sdylemek hatali

sonugclara yol acar.

Tersinmez bir elektrot reaksiyonunun pik akimi i¢in 25 °C sicaklikta asagidaki esitlik

yazilabilir;

i = 2,99 x 10°n(a.n,)?ACoDo*/?v!/? (2.4)

Burada n, hiz belirleyen basamaga kadar aktarilan elektron sayisidir. Buna hiz
belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi da dahildir. Tersinir durumda oldugu gibi

pik akimi derigimle ve tarama hizinin karekokii ile dogru orantilidir.

Tersinir durumda pik potansiyeli Ep, tarama hizinin bir fonksiyonu olmadigi halde

tersinmez durumda tarama hiz1 ile asagidaki esitlige gore degisir:

Ey =E°+ (=) [In (=) nu] (2.5)

anF anF

Bu esitlikten, elektron aktarim hizi arttikga E, ile E® arasindaki farkin artacagl
anlasilmaktadir. Baska bir ifade ile ks kiigiildiikge indirgenme E®dan daha negatif
potansiyellerde meydana gelmektedir. Yine bu esitlikten anlasilacagi iizere, tersinmez
bir reaksiyonun pik potansiyeli tarama hiz1 ile degisir. Tersinmez bir elektron transfer
reaksiyonunun pik potansiyeli tarama hizi arttik¢a pozitif bolgeye kayar ve bu kaymanin

miktart her 10 birimlik tarama hiz1 artisina kars1 25 °C’de 30/a.n, mV’dur. Ayrica

dalganin seklindeki degisme 6lgiitii olarak alinan |Ep — Epp | kaymasi da farklidir.
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|Ep _Ep/leﬁ (2.6)

Dolayisiyla, E), kaymalarindan, ip-Ul/ 2 egimi ve |E, — E, /2| farklarindan; a.n, , D ve

ks sabitleri hesaplanabilir.

Ozetlenecek olursa; tersinmez bir doniisiimlii voltamogrammin asagidaki Kriterlerin

tliimiine uymasi gerekmektedir (Wang 2006):

1. Ters potansiyel taramasinda anodik veya katodik pik gézlenmez.
2. if /u'/2, tarama hiz1 ile degismez.

3. Eg kaymas1 25 °C’de her 10 birimlik tarama hiz1 artigina karsi1 30/a.n, mV kadardir.

48
4. |E, — Eppal= —— mV’dur. 25 °C’de)

c'ta

Yarn tersinir reaksiyonlarda akim, kiitle transferi ve elektron aktarim hizi ile birlikte
kontrol edilir. Doniisiimlii  voltamogramlarinin ~ sekli  k°/vIIaD (0=nFu/RT)
denkleminin bir fonksiyonudur. k°/vIIaD degeri yiikseldiginde, yiikseltgenme veya

indirgenme prosesi tersinir duruma yaklasir. Fakat k°/+ITaD fonsiyonunun kiigiik
degerlerinde (cok yiiksek tarama hizi degerlerinde), sistem tersinmez olarak davranir.
Bunlarla birlikte, yar1 tersinir reaksiyonlarin voltamogramlari tersinir voltamogramlara
oranla daha yayvandir ve Ej — E{,‘ (AEp) farklar1 daha fazladir (Sekil 2.7 B) (Wang
2006).

Bir yart tersinir reaksiyonun Kriterleri asagidaki gibidir;

1. ip/vll2 tarama hizina bagh degildir.
2. Eger a=0,5 ise ig/i{;:l’dir.
3. E{,‘, tarama hizi ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif

degerlere kayma yoniindedir.
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4. Tarama hiz1 arttikca pik genislemesi olur.
5. E{f —E7 farki diisiik tarama hizlarinda 59/n mV degerine yaklasir. Yiiksek tarama

hizlarinda bu degerden uzaklasir ve tarama hizi arttik¢a artar (Brown ve Sandifer 1986).

2.2.1.3 DV ile adsorpsiyon-difiizyon o6zelliklerinin incelenmesi

Voltametride, elektroaktif tiir ve calisma elektrodu arasindaki elektron aktariminin

yapilabilecegi iki bolge vardir. Bunlar:

v’ Cozelti — elektrot ara ylizeyi
v" Elektrot yiizeyi’dir.

Elektron aktarimi, ¢ozelti-elektrot ara yiizeyinde gergeklesiyor ise, bu doniisiimlere
kinetik veya diflizyon kontrollii sistemler, elektron aktarimi elektrot yiizeyinde
gerceklesiyor ise bu sistemlere de adsorpsiyon kontrollii sistemler adi verilir.
Doéniistimlii voltametri tekniginde, tarama hizi degiskeninin degistirilmesi ile (tiirlin
derisiminin sabit kalmasi sart1 ile) elektrokimyasal doniisiimlerin difiizyon veya
adsorpsiyon kontrollii sistemlerden hangisine ait oldugu belirlenebilmektedir. Asagidaki

tanimlanmis olan grafiklere bakilarak ilgili yorumlar yapilir.

v/ Tarama hizina kars1 pik akimi (ip — v): Bu grafigin dogrusal olmasi adsorpsiyon
kontrollii sistemlerde miimkiindiir.

v" Tarama hizinin karekokiine karst pik akimi (ip — \v): Bu grafigin dogrusal olmasi
diflizyon kontrollii sistemlerde miimkiindiir.

v' Tarama hizinin logaritmasina karst pik akiminin logaritmast (logi, — logo): Bu
grafigin 1,0’e yaklagmasi1 adsorpsiyonu desteklerken, 0,5 civarinda olmas1 ise
difiizyon kontrollii sistemleri desteklemektedir (Bard ve Faulkner 2001, Wang
2006,).

Sistem tersinir ve difiizyon kontrollii ise elde edilen akim ve tarama hiz1 arasindaki

iliski esitlik 2.2°de, diflizyon kontrollii ve tersinmez ise esitlik 2.4’de verildigi gibidir.
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Adsorpsiyon kontrollii sistemlerde ise akim ile tarama hiz1 arasindaki iligki ise asagida

gosterildigi gibidir (Wang 2006):

P = n2r2
p ART

VAl (2.7)

Bu esitlikte i, pik akimini, n aktarilan elektron sayisini, F faraday sabitini, v tarama
hizini, A elektrot yiizey alanini, I” elektrot yiizey derisimini, T sicakligi, R ise ideal gaz

sabitini ifade etmektedir. Elektrot yilizey derisiminin formiili ise su sekildedir:

r=-2 2.8)

Burada, esitlik 2.8 esitlik 2.7°de yerine yazilirsa adsorpsiyon kontrollii sistemlerde pik
akimi igin esitlik 2.13 elde edilir (Laviron esitligi) (Zhou vd. 2010, Bayraktepe vd.
2016).

i = nFQu
P 4RT

(2.9)

2.2.2 Puls voltametrisi (PV)

Voltametrik g¢aligmalarda okunan akim, elektroaktif bilesenin yiikseltgenmesi veya
indirgenmesi neticesinde olusan faradayik akim ve destek -elektrolit-elektrot ara
yiizeyinde meydana gelen yiliklenmeden kaynaklanan kapasitif akim bilesenlerinden
olugmaktadir. Voltametride, kapasitif akim1 diistirmek ve faradayik akimi yiikseltmek
Ol¢iim dogrulugu acisindan Onemlidir. Bu dogrultuda, faradayik akimin yaninda
kapasitif akimin diisiiriilebildigi puls voltametrisi teknikleri gelistirilmistir. Puls
voltametrisi teknikleri ile ilgili ¢alismalar, Barker ve Jenkin tarafindan, voltametrik
Olgtimlerin gozlenebilme smirlarimi diisiirmek amaciyla baslatilmistir. Faradayik ve
faradayik olmayan (kapasitif) akimm oraninin arttirilmasit ile bu tekniklerin

gbzlenebilme sinirlart 108 M seviyelerine diisiiriilebilmektedir. Modern puls teknikleri,
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son yillardaki gelismis performanslar1 sayesinde, klasik yontemlerin yerini almaya

baslamistir.

Puls tekniklerinin temeli akim-potansiyel basamagina dayanmaktadir. Calisma
elektroduna belli araliklarla, 50 ms duraklama zamanina sahip potansiyeller
uygulanmaktadir. Potansiyel uygulama basamagindan sonra faradayik akim disiisi
yavagken, kapasitif akim hizli bir sekilde diigmektedir. Boylece faradayik akim ile
kapasitif akim orani artmakta olup okunan akim sinyalleri daha belirgin hale
gelmektedir (Wang 2006, Scholz 2010).

2.2.2.1 Normal puls polorografisi - voltametrisi (NPV)

Normal puls teknigi, ard arda gelen damlalara, damla émriiniin sonuna dogru bir seri
seklinde pulslarin uygulanmasina dayanir. Sekil 2.8’de uygulanan potansiyelin sekli
gosterilmistir; Pulslar arasinda, elektroda uygulanan potansiyel sabit tutulur ve bu
potansiyelde analitte herhangi bir reaksiyonun gozlenmesi beklenmez. Puls genligi
degeri her bir damlada giderek artar. Akim ise, uygulanan pulstan 50 ms sonra ol¢iiliir.
Bu noktada kapasitif akimin faradayik akima katkis1 yok denecek kadar azdir. Ayni
zamanda, puls siirelerinin kisa olmasi da, diflizyon tabakasinin daha ince ve faradayik
akimin daha yiikksek olmasim1 saglamaktadir. Bunun sonucu olarak, NPV’de

voltamogramlar sigmoidal yapidadir (Sekil 2.9).

Potansiyel

il

t
Diisen damla

Sekil 2.8 Normal puls voltametrisinde uyarma sinyali (Wang 2000)
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Sekil 2.9 1ki farkli potansiyelde yiikseltgenip indirgenebilen bir molekiile ait DV ve
NPV egrileri.

NPV teknigi, kat1 elektrotlar kullanilarak uygulandiginda da avantajli bir tekniktir.
Ozellikle diisiik bir baslangic potansiyeli uygulandiginda, yiizeye adsorbe olan
irtinlerden kaynaklanan elektrot yiizeyinin kirlenmesi, zehirlenmesi gibi problemler

asgari diizeye inmektedir (Wang 2006, Scholz 2010).

2.2.2.2 Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Diferansiyel puls voltametrisi, eser miktardaki organik ve anorganik tiirlerin tayin
edilmesinde son derece yararli bir tekniktir (Wang 2006). Bu teknik ilk olarak Barker
tarafindan ortaya atilmis, daha sonra ise Osteryoungs tarafindan biraz daha gelistirilmis

ve giiniimiizde siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir (Kissinger 1996).

Bu yontemde, calisma elektroduna damla bitiminden hemen 6nce sabit biiyiikliikte
pulslar uygulanir (Sekil 2.10). Akim ise, puls uygulamasindan hemen 6nce ve sonra
olmak tizere iki kez Ol¢iilir ve aradaki fark uygulanan potansiyele karsi grafige
gegirilerek DPV voltamogramlari elde edilir. Voltamogramlardan okunan akimlar, s6z

konusu analitin derisimi ile orantili olarak degismektedir.
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Sekil 2.10 Diferansiyel puls voltametrisi tekniginde potansiyel - zaman grafigi.

DPV teknigi ile derisimi 10® M civarinda olan analitlerin tayini yapilabilmektedir.
Ayrica, s0z konusu teknik yardimiyla birbirine ¢ok yakin redoks potansiyeline sahip
olan iki farkli tiiriin pik potansiyellerinin birbirinden ayrilmasi saglanabilmektedir. Oyle
ki, baz1 durumlarda pik potansiyelleri arasinda 50 mV fark olan tiirlere ait pikler dahi

okunabilmektedir.

Bu yontemde, segilen puls genligi ve potansiyel tarama hizinin degistirilmesi duyarlilik,
pik ayrimi ve Olglim hizi gibi bir takim degiskenlerin degismesine sebep olmaktadir.
Ornegin, yiiksek puls genligi degerleri, daha biiyiik ve yayvan piklerin elde edilmesine
sebep olmaktadir. Bu nedenle genellikle puls genligi 25 - 50 mV degerleri arasinda,
potansiyel tarama hizi ise 5 mV/s olarak uygulanmaktadir. Ayrica, elektrot
reaksiyonunun tersinir veya tersinmez olmast da DPV’deki pik seklini etkilemektedir.
Tersinmez elektrot reaksiyonun sahip sistemlerden elde edilen voltamogramlarda
gozlenen pikler tersinir sistemlere gore daha diisiik akim degerine sahiptirler ve pik

sekilleri daha genistir (Wang 2006).

2.2.2.3 Kare dalga voltametrisi (KDV)

Kare dalga voltametrisi, son yillarda modern bilgisayarlarla kontrol edilebilen

elektroanalitik tayin yapabilen cihazlarda (Autolab, pAutolab, Bioanalytical systems,
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PAR and CH Instruments, vb) yer alan baslica dort voltametrik teknikten biridir (Scholz
2010).

Yukarida da belirtildigi gibi, KDV teknigi son yillarda yildizi1 parlayan teknikler
arasinda yerini almistir. Bunun sebebi, yeni nesil cihazlarda yaygin olarak yer almasi,
iyi gelistirilmis bir teoriye sahip olmasi ve en Onemlisi ise elektrot yiizeyinde
gerceklesen reaksiyonlar igin yiiksek duyarlilik gostermesidir. Adsorptif siyirma kare
dalga voltametrisi teknigi ise, elektrot yiizeyine adsorbe olan organik molekiillerin

tayini i¢in en iyi elektroanalitik tekniktir (Wang 2006).

Modern KDV tekniginin tarihi Kalovsek ve Barker’in yapmis olduklar1 kare dalga
polorografi calismalarina dayanmaktadir (Scholz 2010). Bu teknik, yiiksek genlik ve
yiiksek frekansin basamak seklindeki dalga ile birlestirilmesi sonucu ortaya c¢ikan
potansiyel pulslarinin ¢alisma elektroduna uygulandig: bir diferansiyel puls teknigidir.
Sekil 2.11 modern KDV teknigine ait potansiyel - zaman egrisini gostermektedir (Wang

2000);

Her bir kare dalga periyodu, 1 merdiven basamagi periyodu (t) sirasinda meydana
gelmektedir. Dolayisiyla uyarma sinyalinin frekansi f = t™ ve puls siiresi tp = ©/2°dir.
Kare dalga genligi Exp pik genliginin yarisina esittir. Potansiyeldeki degisim AE ise,
merdiven dalgasinin basamak yiiksekligine esittir. Tarama hizi da AE/ 1 seklinde
tanimlanir. Tarama yoniine bagl olarak, AE, ileri ve geri yondeki pulslar ayrilabilir. Net
akim olarak her puls sonrasinda ve iki ardisik pulslar arasinda okunan akimlarin farki
verilir. Akimlar merdiven seklindeki potansiyel dalgasma karsi elde edilir (Scholz

2010).

KDV tekniginin en Onemli avantaji hizli bir teknik olmasidir. DPV ile
karsilagtirildiginda, bir voltamogram KDV tekniginde birka¢ saniyede kaydedilirken,
DPV tekniginde ise 2 - 3 dk’da kaydedilmektedir (Wang 2006).
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Sekil 2.11 Kare dalga voltametrisi teknigindeki potansiyel - zaman egrisi ve dalga sekli
(Wang 2000)

(EKD: puls genligi, AE: basamak yiiksekligi, t: kare dalga periyodu, Td: bekleme siiresi, 1 ve 2: akim
Ol¢iilen noktalar)

2.2.3 Siyirma voltametrisi (SV)

Voltametrik siyirma teknikleri, eser element tayininde kullanilan olduk¢a hassas
elektrokimyasal tekniklerdir. Karistm numunelerinin analiz edilmesinde kullanilmasi,
cihazlarin ucuzlugu ve olgilimlerin kolayligi sebebiyle son yillarda olduk¢a dikkat
cekmektedir. Bu teknigin yliksek hassasiyete sahip olmasi, yontemin 6n deristirme
basamag1 ve ileri derecedeki voltametrik tekniklerle 6lgme isleminin birlestirilmesi

esasmna dayanmaktadir. Bu sekilde, olduk¢a 1iyi sinyal/giiriilti oram1 elde

edilebilmektedir.

Siyirma teknikleri, yukarida da bahsedildigi gibi, iki basamakta uygulanan bir tekniktir.
Ik olarak; analit elektrot yiizeyinde elektrolitik olarak biriktirilmektedir. Bu basamaga

biriktirme ve ya On deristirme basamagi adi verilmektedir. Bu basamagi, siyirma
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basamag1 adin1 verdigimiz, analitin elektrot ylizeyinden ayrilip ¢ozelti fazina gecirildigi

adim izlemektedir.

Siyirma voltametrisi teknikleri, analitin elektrot yiizeyinde biriktirilme yonteminin
degismesi veya siyirma basamaginda uygulanan teknigin degismesine gore farkli

sekillerde uygulanabilmektedir (Wang 2006).

2.2.3.1 Anodik siyirma voltametrisi (ASV)

Bu yontem, siyirma yontemlerinin en sik kullanilan seklidir. Bu yontemde, metal
iyonlar1 elektrot yiizeyinde biriktirilir. Bu basamaga &n deristirme adi verilir. On
deristirme kontrollii potansiyel altinda katodik olarak gergeklestirilir. Uygulanan
potansiyel, metal iyonunun kolayca indirgenebilmesi icin genellikle iyonunun E°

degerinden 0,3 - 0,5 V daha negatif potansiyel degerinde olmalidir.

M™ + ne + Hg - M(Hg)

Biriktirme basamagini takiben, potansiyel anodik olarak taranir. Uygulanan potansiyel
dogrulsal veya puls seklinde olabilir. Genellikle artik akimi bertaraf etmek amaciyla

kare dalga ve diferansiyel puls voltametrisi teknikleri tercih edilmektedir.

ASV’de, potansiyel - zaman degisimini veren ve bu de8isim esnasindaki voltamogrami

gosteren grafik sekil 2.12°de verilmistir.
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Sekil 2.12 Anodik siyirma voltametrisinde: a. potansiyel zaman dalga sekli b. uygulanan
potansiyel neticesinden elde edilen voltamogram (Wang 2000)

2.2.3.2 Katodik siyirma voltametrisi (KSV)

Katodik siyirma voltametrisi ASV tekniginin ayna goriintiisii gibidir. Analitin anaodik
olarak biriktirilmesi ve sonrasinda negatif yondeki potansiyel taramasiyla

gerceklestirilen styirma basamagindan olugmaktadir.

Olusan indirgenme pik akimi, istenilen nicel bilgiyi sunmaktadir. KSV teknigi, organik
ve inorganik olan, civa ile ¢éziinmeyen tuz olusturabilen tiirlerin tayininde kullanilir

(tiyoller, penisilinler, siyaniir ve siilfit gibi) (Wang 2006).

2.2.3.3 Adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV)

Adsorptif styirma analizleri, eser miktardaki tiirlerin tayin edildigi siyirma 6l¢iimlerinin
kapsamini oldukca genisletmistir. Bu yontem, iyonlarin elektrot yilizeyine elektrolitik
olarak  biriktirilmesinin  miimkiin olmadig1i veya zor oldugu durumlarda
uygulanmaktadir. Bu yontemde, ¢ozelti icerisindeki metal, uygun bir ligand yardimiyla
selat haline getirilmekte ve sonrasinda olusan bu selatin elektrot yiizeyine adsorpsiyonla

ve kontrollii bir sekilde biriktirilmesine dayanmaktadir. Daha sonra ise adsorplanan
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selat icerisinde yer alan metal katyonu, uygulanan negatif potansiyel yardimiyla

indirgenmektedir (Sekil 2.13) (Kissinger 1996, Wang 2006).

Indirgenme, metal iizerinden izlenebilecegi gibi ligand iizerinden de izlenebilmektedir.
Yiizeyde biriken tiirlerden elde edilen sinyal direk olarak o tiiriin ylizeydeki derisimine
Langmuir adsorpsiyon izotermiyle baglidir. Bu izoterme gore, yiizeydeki madde

derisimi, o tiiriin elektrot yiizeyindeki derisimiyle dogru orantilidir;

I'=In (1fgc) (2.10)

Burada I, tiiriin yiizey derisimi, B adsorpsiyon katsayisini ifade etmektedir. Sonug
olarak, kalibrasyon grafikleri, analitin yiiksek derisimlerinde (> 10~7 M) dogrusalliktan

sapma gostermektedir.

Diistik adsorpsiyon zamani (1 - 5 dk) ile yiizeyde etkin bir biriktirme saglanmaktadir.
Benzer sekilde yilizeyde biriken biitiin tiiriin indirgenmesiyle de etkili bir indirgenme
basamagi gerceklesmektedir. Bu iki basamagin basarili bir sekilde uygulanmasi sonucu
bazi1 6nemli metaller i¢in oldukea diisiik gbzlenebilme sinir1 (10'10 -10™"? M) degerlerine

inilebilmektedir.

Eser elementlerin yanmi sira, AdSV teknigi bazi organik molekiillerin (kalp ilaglari,
antikanser 1ilaclari, niikleik asitler, vitaminler, pestisitler gibi) tayininde de
kullanilabilmektedir. Molekiillerin redoks davranisina bagl olarak, yiizeyde adsorbe

edilen tiiriin indirgenme veya yiikseltgenmesiyle tayini ger¢eklestirilebilmektedir.

Sekil 2.14°de bir antikanser (daunrubisin) ilacina ait farkli biriktirme siirelerinde elde

edilen voltamogramlar goriilmektedir (Kissinger 1996, Wang 2006).
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Sekil 2.13 Adsorptif styirma voltametrisi tekniginde bir metal iyonunun uygun bir

ligand varligindaki biriktirme ve styirma basamaklarini1 gosteren grafikler
(Kissinger 1996).

40 nA

d

C

b
a

—

i
-0.4 -0.6 -0.8
Potansiyel / V

Sekil 2.14 Bir anti kanser ilag etken maddesine (daunrubisin) ait farkli biriktirme
stirelerinde kaydedilmis AdSV voltamogramlari (Kissinger 1996)

a:0s;b:90s;¢:1805s;d: 300 s

2.2.4 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

EIS teknigi, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlarin 6zelliklerinin incelenmesi ve

elektrokimyasal reaksiyonlarin hizlar1 hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaciyla siklikla

kullanilan tekniklerden biridir. Son yillarda EIS teknigi, temel elektrokimyasal
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calismalarin ~ disinda, modern  elektrokimyasal = immiinosensér ve  DNA
biyosensorlerindeki  biyoafinite olaylarmin incelenmesi amaciyla da siklikla

kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal doniisiimler elektrot - ¢ozelti ara yiizeyinde gerceklesir. Elektrot
yiizeyinde gerceklesen bu doniisiimler elektronik devre elemanlariyla, deneysel
empedans spektrumlariyla iligkili olarak modellenebilmektedir. Sekil 2.15.a, elektrot
yiizeyinde gergeklesen olaylarin Randles ve Ershler tarafindan modellenen yararl bir
devre modelini gostermektedir. Bu devre, elektrot - ¢ozelti ara ylizeyinde meydana
gelen elektriksel ¢ift tabaka direnci Cgq, elektrolit ¢ozeltisinin direnci R, elektron
aktarim direci Ry ve Warburg (W) devre elemanindan olusmaktadir. W, ¢ozeltide yer
alan iyonlarin elektrot yiizeyine difiizyon araciligi ile ulagsmasinin sonucu olarak ortaya

¢cikmaktadir.

(a) A (b
Ca z"

Yiiksek'frekans

Sekil 2.15.a. Elektrot ylizeyinde gerceklesen olaylarin modellenendigi devre, b.
faradayik empedans spektrumu (Nyquist diyagrami)

Elektrot - ¢ozelti ara yiizeyinin empedansi, Ohm tarafindan gelistirilmis olan asagidaki

esitlik ile hesaplanabilmektedir.

RstRp JwR3Cq
(1+ w?R3¢CY))  (1+ w?R3CE)

Z(w) = =7'"+jz" (2.11)
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EIS, diisiik genlikli sinlizoidal o frekansindaki potansiyelin elektrokimyasal hiicreye
uygulanmas1 ve olusan akimin dl¢iilmesine dayanir. Elde edilen faradayik empedans
spektrumu ise Nyquist diyagrami olarak adlandirilir (Sekil 2.15b). Nyquist egrisi,
elektrikle yiiklenmis yiizey ve elektron transfer reaksiyonu ile ilgili bilgi vermektedir.
S6z konusu egri, elektron transfer direncini ifade eden, yiiksek frekanslarda kaydedilen,
bir yarim daireden ve diisiik frekanslarda elde edilen, difiizyon - sinirli olaylar1 temsil
eden dogrusal bir kistmdan olusmaktadir. Bu diyagramlar, elektrot yiizeyindeki elektron
aktarirminin  kinetigi ve difiizyon o6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olmamizi
saglamaktadir. Ornegin; elektron transferinin ¢ok hizli oldugu durumlarda empedans
spektrumu sadece dogrusal kisimdan olusur. Elektron transferinin diisiik oldugu
durumlarda ise, yarim daire ve dogrusal kisimdan ibaret olup elektron transfer hizi
azaldik¢a yarim dairenin ¢api1 artmaktadir. Yarim dairenin c¢ap1 ise elektron transfer
direnci (Rs) olarak tanimlanmaktadir. Yarim dairenin Z’ eksenini kestigi nokta Rgnin

sayisal degerini vermektedir (\Wang 2006).

Tiim bu bahsedilen elektrokimyasal tekniklerin performanslar1 kullanilan ¢alisma
elektrodunun kimyasal ve fiziksel oOzellikleriyle dogrudan iligkilidir. Bir c¢alisma
elektrodu voltametrik 6l¢iimlerde tekrarlanabilir cevap saglamali, yliksek sinyal/giiriilti
oranma sahip olmalidir. Ayrica, calisma elektrodunun seciminde potansiyel calisma
araligi, elektriksel iletkenligi, yiizeyin tekrarlanabilirligi, maliyeti ve toksik olup
olmamasi gibi Ozellikler de 6n plana g¢ikmaktadir (Wang 2006, Uslu vd. 2007).
Elektroanalitik tekniklerle yapilan analiz caligmalarinda birgok ¢alisma elektrodu
kullanilmaktadir. Bu calisma elektrotlar1 ile ilgili ayrintili bilgi bolim 2.2.5°de

verilmistir;

2.2.5 Calisma elektrotlar

2.2.5.1 Civa elektrotlar

Civa elektrodu, yiiksek hidrojen asir1 gerilimi sayesinde saglamis oldugu genis

potansiyel araligindan (kati elektrotlara kiyasla) dolayi ilgi ¢ceken bir elektrottur. Ayrica,
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diizgilin, yenilenebilir ve kolaylikla tekrarlanabilir ylizeye sahiptir. Bu avantajlarmin
yani sira, zehirli olmasi ve civanin yiikseltgenmesinden dolay1 kisitli anodik potansiyel
araligina sahip olmasi gibi dezavantajlar1 da mevcuttur. Civa elektrotlar, elektroanalitik
calismalarda, damlayan civa elektrot, asili damla civa elektrot ve civa film elektrot
seklinde kullanilmaktadir (Wang 2006).

2.2.5.2 Kati elektrotlar

Voltametrik tekniklerde, son 50 yildan beri ¢ok ¢esitli kat1 elektrotlar kullanilmaktadir.
Bu elektrotlarin tercih edilmesinin sebebi, sinirli anodik potansiyel penceresinden dolay1
civa elektrotla ¢aligilmast miimkiin olmayan bir¢cok organik molekiiliin yiikseltgenme
davraniglarinin incelenmesine olanak tanimasidir. Bunun yaninda kat1 elektrotlarin civa
elektroda gore daha diisiik tekrarlanabilirlige sahip olmasi bir dezavantaj olarak
goriilmektedir. Ancak son yillarda Analitik kimyacilar kati1 elektrot yiizeylerine
yaptiklar1 bir takim 6n islemler ve ylizeye uyguladiklari modifikasyolarla elektrotlarin

tekrarlanabilirligini, duyarlilik ve segiciligini arttirmay1 basarmiglardir (Uslu vd. 2007).

Guniimiize kullanilan ¢ok ¢esitli kat1 elektrot malzemeleri bulunmaktadir. Bunlardan,
karbon esash elektrotlar, altin, platin, rutenyum, glimiis, nikel, bizmut ve bakir
elektrotlar voltametrik c¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. Kati elektrotlar farkli
yiizey sekillerinde ve farkli boyutlarda hazirlanabilmektedir. Boru, halka ve diizlemsel
sekillerde oldugu gibi, makro veya mikro biiytikliiklerdeki kati elektrotlara da rastlamak
miimkiindiir (Wang 2006, Uslu vd. 2007).

Metal elektrotlar

Soy metaller olarak adlandirdigimiz Pt, Au ve Pd metallerinden olusan elektrotlar,
yiiksek 1iletkenliklerinden dolayr elektrokimyasal mekanizmalarin aydinlatildig:
caligmalarda tercih edilmektedirler. Yiiksek hidrojen asir1 gerilimlerinden dolay1
elektroanalitik caligmalarda kullanimlar kisitlidir. En sik kullanilanlari ise platin ve

altin elektrotlardir (Uslu vd. 2007).
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Karbon temelli elektrotlar

Elektrotlarin iyi bir elektriksel iletkenlige sahip olmalar1 elektroanalitik ¢aligmalarda
onemli bir faktordiir. Karbon temelli elektrotlarin elektriksel iletkenligi (elektron
aktarim hizi) soy metallerden olusan kati elektrotlara gére daha diisiiktiir. Buna karsin,
genis potansiyel ¢alisma araligir sunmasi, diisiik maliyete sahip olmasi, ¢esitli sensor ve
analiz teknolojilerinde uygulanabilmesinden dolay:1 elektroanalitik ¢alismalarda, diger
kat1 elektrotlara nazaran daha sik kullanilmaktadir. Karbon temelli elektrotlar baslica iki
ana grupta incelenebilir (Wang 2006, Uslu vd. 2007):

Karbon temelli elektrotlar

A Sa
Homojen vapidaki karbon elektrotlar Heterojen vapidaki karbon elektrotlar

1. Camsi karbon elektrot (CKE) 1. Karbon pasta elektrotlar (KPE)

2. Pirolitik grafit elektrot 2. Modifiye karbon pasta elektrotlar
3. Elmas elektrotlar

4. Perde baskili elektrotlar

5. Kalem grafit elektrot

Bu tez galismasinda, karbon temelli elektrotlar arasinda yaygin kullanim alanina sahip

olan karbon pasta elektrot ve baz1 modifiye karbon pasta elektrotlar kullanilmistir.

Karbon pasta elektrot (KPE)

Karbon pasta elektrotlar, grafit tozu ve su ile karismayan, inert, iletken olmayan organik
baglayicilarin fiziksel olarak karistirllmasiyla olusan yaygin kullanim alanina sahip bir
kompozit elektrottur (Uslu vd. 2007). Bu baglayicilar, nujol (mineral yag1), parafin yagi,
silikon yag1 ve bromonaftalinler olabilmektedir. S6z konusu elektrodu hazirlamak igin
uygun bilesimdeki grafit tozu ve baglayict karistirilarak bir tiip icerisine (genellikle
teflon tiip) sikistirilmaktadir (Sekil 2.16). Elektriksel iletkenligin saglanmasi amaciyla
da bakir, platin veya piring tellerden faydalanilmaktadir (Yilmaz 2016). Pastanin
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bilesimi elektrodun aktivitesini ciddi sekilde etkilemektedir. Oyle ki; baglayict
miktarinin artmasi, bu elektrot ylizeyindeki elektron aktarimini diisiirmekte ve artik

akim degerini arttirmaktadir (Wang 2006).

Karbon pasta elektrodun farkli elektrolit ortamlarindaki potansiyel pencereleri ¢izelge

2.2°de (Y1lmaz 2016) verilmistir.

KPE, 1950°1i yillarin sonlarina dogru Adams tarafindan gelistirilmistir. Bu elektrotlarin,
diisiik maliyete sahip olmasi, liretiminin ve kullaniminin kolay olmasi, diisiik artik akim
ve genis potansiyel araliginda ¢alisma imkani sunmasi, yiiksek hassasiyet, yiiksek
tekrarlanabilirlik ve kolaylikla modifikasyon olanagi sunmasi gibi ¢ok ¢esitli avantajlar

vardir (Benvidi vd. 2016).

Cizelge 2.2 KPE’ un farkl elektrolit ortamlarindaki potansiyel pencereleri

(Y1lmaz 2016)
Destek elektrolit pH Anodik simir (+V)  Katodik sinir (-V)
0,1 M HCI 1,02 0,90
0,1 M KCI 1,10 1,10
0,1 M H,SO, 1,30 -
Asetat tamponu 4,70 1,27 -
NH3/NH,CI 1,20
0,1 M NaClO4 1,10
0,1 M NaOH 1,40

grafit tozu ve

baglayici
KPE govdesi karisumt
(teflon)

/i

Sekil 2.16 Karbon pasta elektrodun hazirlanmasinin sematik gosterimi

spatiil
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Karbon pasta elektrodun modifiye edilmesi, yukarida da bahsedildigi gibi, oldukga
kolaydir. Modifiye edilecek olan tiir grafit tozu ve baglayiciyla birlikte kolaylikla
karistirilabilmektedir. Modifiyer madde genellikle tek basina kullanilmaktadir ama
birden fazla modifiyer madde kullanilarak da KPE modifiye edilebilmektedir. Modifiyer
maddenin miktari, modifyer malzemenin yiizeyde yeterinde aktif bdlge olusturabilme
yetenegine gore genellikle kiitlece % 10 - % 30 arasinda degisebilmektedir (Uslu vd.
2007). Modifiyer malzemeler mineral yagi, parafin yagi gibi baglayict sivida
¢ozlinebildigi gibi, fiziksel olarak grafit tozu ile de karistirilabilmektedir. Karbon pasta
elektrodun modifikasyonu, kullanilan modifiyer maddeye gore farkli gruplara
ayrilmaktadir. Bunlar maddeler: HgO, 8-hidroksikinolin, karbon nanotiipler, grafen,
bazi1 nanopargaciklar gibi kimyasal bilesikler ve analitik reaktifler; sepiyolit (Bayraktepe
vd. 2016), zeolit ve montmorillonit gibi kil mineralleri; silika, silika igeren bilesikler ve
yosun, alg, enzim ya da bakteri igeren bir takim substratlar’dir (Uslu vd. 2007).
Gorildigu gibi ¢ok ¢esitli malzemelerle KPE’nin modifikasyonu miimkiin olmakla
birlikte, bu tez c¢alismasinda, ¢ok duvarli karbon nanotiipler (CDKNT), TiO,
nanoparcaciklari ve sepiyolit Kili kullanilmistir. Tezin bu kisminda ise, bu maddelerle

ilgili birtakim bilgilere yer verilmistir.

Karbon nanotiipler (KNT)

Japonya bilim adami lijima tarafindan 1993 yilinda kesfedilmis olan ¢ok duvarli ve tek
duvarl karbon nanotiipler essiz yapilari, elektriksel ve mekanik 6zelliklerinden dolay:
miithis derecede ilgi gormektedirler. Karbon nanotiipler, yiiksek kimyasal ve termal
kararliga, yiiksek elastikiyete sahiptirler. Ayrica ¢ekmeye karsi dayanikli olup, bazi

karbon nanotiipler metallik iletkenlik sergilemektedirler.

Kavramsal olarak anlamaya calisildiginda, karbon nanotiipler, sp2 hibritlesmesi yapmis
karbon atomlarinin grafen levhalar1 seklinde diizenlendigini ve kusursuz bir sekilde
katlanarak silindirik bir hal almast seklinde diisiiniilebilir. KNT’ler 2 grupta
incelenmektedirler. Bunlar: tek bir silindirik halkadan meydana gelen tek duvarli karbon

nanotiipler (TDKNT) ve birden fazla silindirik halkanin {ist iiste bindigi ¢ok duvarh
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karbon nanotiiplerdir (CDKNT) (Sekil 2.17). TDKNT lerin boyutlart 0,5 - 1,5 nm
araligindayken, CDKNT lerin boyutlari ise 2,0 - 100 nm araligindadir (Gooding 2005).

0.5to 1.5nm >100nm

Sekil 2.17 Cok duvarli (CDKNT) ve tek duvarli (TDKNT) karbon nanotiiplerin sematik
gosterimi

KNT’lerin elektrokimyada, elektrot modifikasyonunda kullanimlar1 birgok avantaj
saglamaktadir. Bunlar arasinda; analizlerde yiliksek duyarlilik saglamasi, kii¢iik boyuta
sahip olmasina ragmen elektrot yiizey alanini arttirmasi, hizli cevap vermesi ve elektron
aktarim hizini arttirmasi sayilabilir. Bu 6zelliklerden dolayr KNT’ler sensor tasariminda

ve elektrokimyasal analizlerde siklikla kullanilmaktadir (Uslu vd. 2007).

Killer ve sepiyolit kili

Kil dogada bol miktarda bulunan bir malzemedir. Fakat saf kil bulmak olduk¢a zordur.
Kilin icerisinde en ¢ok kalker, silis, mika, demir oksit mineralleri bulunur. Killer, illit,
kaolinit, montmorillonit ve diger killer olmak {izere 4 ana grupta incelenir. Genellikle
0,002 mm'den daha kiigiik taneli malzemeye kil adi verilmektedir. Kil sarimtirak,
kirmizimtirak, esmer gibi renklerde bulunur. Bu 6zelligini bilesiminde bulunan yanici

maddeler verir. Kilin yapisi itibartyla su ¢ekme 6zelligi vardir. Bu nedenle kil daima
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nemlidir. Kili meydana getiren maddeler sulu aliiminyum silikatlardir. mAl,O3, nSiOy,
pH20 genel kimyasal bilesim formiilii ile ifade edilen kil, ¢ok saf oldugu zaman hidrat
Aliimin Silikat (kaolinit) adin1 alir. Kaolinit'in kimyasal formiilii, Al,03.2Si0,. 2H,0
dur (wikipedia.org. 2016).

Sepiyolit, Sepiyolit-Paligorskit grubuna ait, magnezyum hidrosilikattan olusan dogal bir
kil mineralidir. Tetrahedral ve oktahedral oksit tabakalarinin istiflenmesi sonucu olusan
lifsi bir yapis1 vardir ve lif boyunca devam eden kanal bosluklarina sahiptir (Rodriguez
vd. 1994).
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Sekil 2.18 Sepiyolit kristalinin sematik gosterimi

Sepiyolitin  kimyasal formiilii, Brauner ve Preisinger (1956) modeline gore
Si12MgsO30(OH)4(H20)4-8H,0 seklinde tanimlanmistir. Kaygan goriiniimlii, ince taneli,
topragimsi bir yapiya sahip tabakali sepiyolit, genellikle beyaz, krem, gri veya pembe
renkli olabilmektedir (Sabah vd. 1999).

Bilindigi {izere, elektrokimyada yliksek kalitede ve miikemmel yiizeye sahip elektrotlar
elde etme iizerine yapilan ¢alismalar neticesinde modifiye elektrotlar ortaya ¢ikmustir.
Bu ¢aligmalardan bir tanesi olan, Glosh ve Bard’in 1983 yilinda yapmis olduklari
calismada, ilk defa kil ile modifiye edilmis elektrodu kullanmiglardir. Bu ¢alisma, kil
modifiye edilmis elektrot yiizeyinde elektrokimyasal mekanizma belirleme ve analiz
caligmalarin1 baglatmistir. Sonrasinda ise, 1987 yilinda Herndndez vd. karbon pasta
elektrotu dogal zeolit kili ile modifiye ederek karbon pasta elektrot yiizeyinin kil ile
modifiye edildigi ilk ¢aligmayi yaymlamistir (Hernandez vd. 1987). Yine ayni grup,
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1988 yilinda ilk defa sepiyolit kilini kullanarak karbon pasta elektrodu modifiye

etmigler ve Tertametrin’in voltametrik tayininde kullanmiglardir (Hernandez vd. 1988).

Killerin, genis yiizey alanina sahip olmasi, iyon-degisim 6zelliginin bulunmasi, organik
tiirleri adsorbe ve interkale edebilmesi gibi Ozellikleri sayesinde elektrokimyasal

calismalarda, elektrotlarin modifiye edilmesi amaciyla kullanim alan1 bulmaktadirlar.

Karbon pasta elektrodun kil ile modifiye edilmesi olduk¢a kolaydir. Boyutlar genellikle
10 um’den daha kiigiik olan kil mineralleri uygun bilesimdeki grafit tozu ile homojen
bir sekilde karnstirilir ve baglayicit ajan olarak parafin yagi eklenerek pasta haline
getirilir. Burada 6nemli olan nokta, kil-grafit tozunun kiitlece birlesme oranidir. Bu oran
genellikle % 5 - 20 arahiginda degismektedir. % 20’nin {izerindeki miktarlar pek
kullanilmamaktadir (Navratilova vd. 2003).

TiO2 nanoparcaciklari

Metal yari iletken ve magnetik pargaciklar elekroanalitik kimyada islevsel olarak

kullanilmaktadirlar. Metal nanoparcaciklar elektrokimyada 3 Onemli fonksiyona

sahiptir. Bunlar:

v lletken elektrot-cdzelti ara yiizeyinin porozitesini arttirarak elektrodun yiizey
alaninin artmasini saglarlar.

v’ Katalitik  6zellikleri sayesinde elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde gergeklesen
elektrokimyasal reaksiyonu hizlandirarak katalitik etki yapabilirler.

v" Elektrodun iletkenligini arttirabilirler.

Bu emsalsiz ozellikleri sayesinde nanopargaciklar elektrokimyada gaz sensori,
molekiiler sensor, enzim sensorii, DNA biyosensorii ve immiinosensor gelistirme

caligmalarinda kullanilmaktadir (Mazloum-Ardakani vd. 2010).

TiO,, dusiik maliyeti, yiiksek kararliligi, dogaya ve insan viicuduna zararl
olmamasindan dolayr ideal bir yar1 iletken olarak nitelendirilir. Ayrica

biyouyumlulugunun yiiksekligi ve 3,2 eV bosluk enerjisine (iletkenlik bandi ile degerlik
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bandi1 arasindaki enerji) sahip olmasiyla bilinen en iyi yar iletkendir (Gupta vd. 2010,
Derkus 2012). TiO, ge¢is metal oksitleri simnifindandir. Bilinen 3 farkli kristal sekli

mevcuttur (Sekil 2.19). Bunlar: anataz, brokit ve rutil’dir.

Diger nanopargaciklar gibi TiO; de yiizey alanimi arttirmakta, elektrot yiizeyinde aktif
bolgeler olusturmakta ve boylelikle yontemin secicilik ve duyarliligini arttirmaktadirlar.
Bu materyal grafit, karbon nanotiipler gibi diger modifiyer malzemelerle kolaylikla
birlestirilebilmekte ve kompozit elektrotlar hazirlanabilmektedir (Erden vd. 2016). Tiim
bu avantajlarindan dolayr TiO, nanopargaciklar1 elektroanalitik kimyada siklikla

kullanim alani1 bulmaktadir.

Anataz

Sekil 2.19 TiO;’in kristal yapilari
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2.3 DNA ve DNA-Ila¢ Etkilesimleri
2.3.1 DNA nedir?

DNA, genetik bilgiyi depolayan, genetik bilginin nesilden nesile aktarimini saglayan
canli organizmalarin yapisinda bulunan bir niikleik asittir. Niikleik asitler
niikleotidlerden olusur. Bu niikleotidler iki uzun polimerden olusur. Bu polimerin
omurgalar1 ester baglari ile bagli seker, fosfar ve baz gruplarindan olusur. DNA’da
bulunan bazlar; adenin, sitozin, guanin ve timin olarak adlandirilir. Niikleik aside adini
veren tasidigr 5 karbonlu pentoz sekeridir. Riboniikleik asitlerde (RNA) Riboz,
deoksiriboniikleik asitlerde (DNA) ise deoksiriboz bulunur (Sekil 2.20).

OH OH OH H

Riboz Deoksiriboz

Sekil 2.20 DNA ve RNA’daki riboz ve 2-deoksiribozun kimyasal yapilari

Bir molekiil eger piirin veya pirimidin bazi ve bir pentoz sekeri iceriyorsa bu kimyasal
birime niikleozit, niikleozite fosfat gurubunun takilmasiyla olusan yapiya ise niikleotid

ad1 verilir.

1940-1953 yillar1 arasinda birgok arastirmaci, DNA’nin yapisin1 aydinlatmaya
calismislardir. Bu aragtirmacilar arasinda Erwin Chargaff, Maurice Wilkins, Rodslind

Franklin, Linus Pauling, Francis Crick ve James Watson’un yer aldig1 arastirmacilar
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biyoloji tarihinin en dnemli sorusu olan “DNA canli temelini nasil olugturmaktadir?”’in

cevabini aramislardir.

1953°de ise Francis Crick ve James Watson, DNA’nin yapisinin ¢ift sarmal seklinde
oldugunu onermislerdir. Onerdikleri bu model, Nature dergisinde yaymlanmis ve

Watson-Crick modeli olarak literatiirlere gegmistir (Sekil 2.22) (Klug 2011).

Bu modelin 6zellikleri ise soyledir:

1. Iki uzun poliniikleotid zinciri, bir merkez etrafinda kivrilarak, sag el ikili sarmal

yapisini olusturur.

Niikleozit Niikleotit

Uridin Deoksiadenilik asit

Sekil 2.21 RNA ve DNA’nin niikleozit ve niikleotidlerinin yapilar1 ve adlar

2. Iki zincir birbirine paralel degildir. Yani iki zincirin C-5" ucundan C-3’ ucuna dogru
olan yonleri birbirine terstir.

3. Her iki zincirin bazlar diizlemsel yapidadir. Bu diizlemler ise eksene diktir.

4. Kars1 zincirdeki bazlar, hidrojen baglar ile birbirleriyle eslesirler

5. Sarmalin bir tam doniisii 3,4 nm’dir. Yani her bir doniiste 10 baz yer alir.

40



6. DNA ekseni iizerinde, daha genis olan biiyiik oluklar ve daha kii¢li olan dar oluklar
mevcuttur.

7. DNA ¢ift sarmalinin ¢ap1 ise 2 nm’dir.

4. DNA’da yer alan baz eslesmesi, bu modelin genetik a¢idan en 6nemli 6zelligini teskil

etmektedir.

2.3.2 DNA-ilac etkilesimi ve 6nemi

DNA, canlilarin yasaminda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir ¢iinkii yasayan hiicreler i¢in
kalitim bilgisini tasimakta, hiicre icindeki gen ekspersyonu ve protein sentezini kontrol
ederek hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesini saglamaktadir. Tiim bu 6zelliklerinden
dolay1 antiviral, antikanser ve antibiyotik ilaclarin ana hedefi haline gelmistir

(Sirajuddin vd. 2013, Radi vd. 2014).

Sekil 2.22 Watson ve Crick’in 6nerdigi DNA c¢ift sarmalinin sematik goriiniimi
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Son yillarda kiigiikk molekiillerin DNA’ya baglanmasinin incelenmesi 6nem
arzetmektedir. DNA-ila¢ etkilesimin incelenmesi, DNA’nin yapisal 6zelliklerinin
aydinlatilmasina, gen mutasyonun incelenmesine, bazi gen hasarlarinin kaynaklarina
ulasilmasina ve baz1 antikanser ve antiviral ilaglarin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasina ciddi katkilar saglamaktadir. Ayrica, ilagc-DNA etkilesimlerin
aydinlatilmasi, DNA hedefli daha gii¢lii ve daha secici yeni ilaglarin tasarimina da katki
saglayacagl i¢in onem arz etmektedir (Chaires vd. 1998, Rauf vd. 2005, Temerk vd.
2016).

2.3.2.1 DNA-ilag etkilesim tiirleri

DNA ile ilag molekiillerinin etkilesimleri iki farkli sekilde olmaktadir.

Kovalent baglanma

- Alkilleyici ilaglarin DNA ile etkilesimi

Kovalent olmayan baglanma

- Interkalasyon
- DNA’da oluklara baglanma
- Elektrostatik baglanma

bu etkilesimler arasinda sayilabilir (Rauf vd. 2005, Radi vd. 2014). Kiigiik yapili
molekiillerin DNA’ya kovalent olarak baglanmalari alkilasyon ile ya da DNA’nin i¢inde
veya disinda yer alan zincir uzantilarina ¢arpraz baglanma seklinde yiirtimektedir. Bu
baglanma modu genellikle tersinmezdir ve hiicre 6liimiiyle sonuclanmaktadir. Kovalent
baglayict ajanlarin sagladigi en biiylik avantaj ise, yliksek baglanma giiciine sahip
olmalaridir. En yaygin kullanilan kovalent baglayici ajan Sisplatindir. Sisplatin’in DNA

ile baglanmasinin sematik gosterimi sekil 2.23’de verilmistir (Sirajuddin vd. 2013).
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Sekil 2.23. a. Sisplatin’in DNA’ya kovalent baglanmasi, b. Sisplatin’in Guanin (G) ve
Adenin’e (A) baglanmasi

Yukarida yer alan kovanlent olmayan etkilesim tiirleri arasinda en yaygin olarak
karsilasilan DNA-ilag etkilesim tiirii interkalasyondur. Interkalasyon kelime anlami
olarak, bir molekiil veya grubun iki molekiil arasina tersinir sekilde girmesi olarak

tanimlanir (tr.wikipedia.org.2016). Ilac molekiillerinin DNA c¢ift sarmali arasinda

tersinir olarak girmesi ise ilag molekiillerinin DNA ¢ift sarmalina interkale oldugu

seklinde tanimlanir (Sekil 2.24).

Bir diger baglanma sekli olan, DNA molekiilii iizerinde yer alan kii¢iik veya biiylik
oluklara da ila¢g molekiillerinin baglanmalar1 miimkiin olabilmektedir. Bu baglanma
hidrojen bagi veya van der Waals etkilesimleri ile ger¢eklesmektedir. Sekil 2.25°de

sematik olarak DNA iizerindeki herhangi bir oluga baglanma sekli goriilmektedir.

DNA’da bulunan negatif yiiklii fosfat gruplar1 ile baz1 yiiklii molekiiller elektrostatik
olarak etkilesebilmektedirler (Sekil 2.26). Bazi metal kompleksleri, oOzellikle de
Rutenyum kompleksleri DNA’ya elektrostatik olarak baglanmaktadirlar (Sirajuddin vd.
2013).

DNA ve ilag etkilesimlerinin incelenmesinde farkli teknikler kullanilmaktadir. Bu
teknikler arasinda: Floresans  Spektroskopisi, Ultra  Viyole-Goriiniir ~ Alan
Spektroskopisi, Raman Spektroskopisi, Niikleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi,
Infrared Spektroskopisi, Kapiler Elektroforez ve Elektrokimyasal Teknikler sayilabilir
(Radi vd. 2014, Gooding vd. 2004). Bu tez ¢alismasinda, baz1 antikanser ilaglarinin
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DNA ile etkilesimleri voltametrik tekniklerle incelenmistir. Bu nedenle bu bdliimde
DNA-ilag etkilesimlerinin voltametrik yontemlerle incelenmesi hakkinda kisaca bilgi

verilecektir.

2.3.2.2 DNA-ilag etkilesiminin voltametrik yontemlerle incelenmesi

Molekiil-DNA etkilesimlerinin elektrokimyasal olarak incelenmesi, spektroskopik
yontemlerle yapilan c¢aligmalara tamamlayici niteliginde olmustur. Ayrica, ilag-DNA
etkilesim mekanizmasimnin  agiklanmast  elektrokimyasal tekniklerle —miimkiin
olabilmektedir. Bu mekanizmanin agiklanmasi ise yeni antikanser ila¢ tasariminda

onemli bir basamaktir (Temerk vd. 2016).
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Sekil 2.24 Interkalasyon ile ilagc-DNA etkilesiminin sematik gdsterimi
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Sekil 2.25 DNA’daki oluklara baglanma ile ilag-DNA etkilesiminin sematik gdsterimi

PEI molekiilii

N—"""N—""N—" "N—" "N—" "N
Ha* Hz* Hat, Ha+ Ha* Ha*

Iz

G) (A) (©) m

Sekil 2.26 Ilag-DNA etkilesiminin elektrostatik olarak gerceklesmesinin sematik olarak
gosterimi

Son yillarda antikanser ilaglarinin DNA ile etkilesimlerinin elektrokimyasal tekniklerle
incelenmesi c¢alismalart hiz kazanmistir. Bu yoOntemlerle ilag-DNA etklesiminin
incelenmesi genel olarak antikanser ilacinin, DNA’nin bulundugu ve bulunmadigi
ortamdaki elektrokimyasal davranisina bagli olarak incelenmektedir. Kullanilan
antikanser ilaci elektroaktif ise, bu etkilesim ila¢ sinyali tizerinden incelenebilir.
Kullanilan antikanser ilag elektroaktif degil ise, bu etkilesim uygun sartlar
saglandiginda DNA {izerinde bulunan ve elektroaktif 6zellik gosteren Guanin veya
Adenin bazlar tizerinden de incelenebilmektedir (Rauf vd. 2005, Aydogdu vd. 2014).
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Antikanser ilaglarnin DNA ile etkilesimlerinin incelenmesinde ¢ok c¢esitli elektrotlar
kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda, karbon pasta elektrot (Wang vd. 1998, Kara vd.
2002, Bayraktepe vd. 2013), damlayan civa elektrot (Gherghi vd. 2003b), altin elektrot
(Mehdinia vd. 2009), kalem grafit elektrot (Eksin vd.. 2013), cams1 karbon elektrot
(Nawaz vd. 2006, Aydogdu vd. 2014) ve perde baskili elektrotlar (Lapuda vd. 2000,
Radi vd. 2014) sayilabilir. Genel olarak, ¢alismalarin basindan sonuna kadar ¢aligma
elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrodu igeren Ul elektrot sistemi kullanilmakta
olup, DV, DPV, KDV ve kronopotansiyometri gibi bircok voltametrik teknik
yardimiyla DNA-ilag etkilesimleri incelenmektedir.

Voltametrik yontemlerle DNA-ilag etkilesim mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik

calismalar ii¢ farkl sekilde uygulanmaktadir. Bunlar:

DNA’nin elektrot yiizeyine modifiye edilmesi ile incelenmesi

Bu yontemde, DNA elektrot yiizeyine elektrostatik etkilesim, kovalent baglama veya
pasif adsorpsiyon yontemlerinden biri yardimiyla tutturulur. DNA ile etkilesecegi
diistiniilen hedef molekiil ise ¢ozelti ortamima eklenir. Elektrot ylizeyinde, DNA
tizerinde bulunan elektroaktif 6zellik gosteren Adenin ve Guanin bazlarinin
yiikseltgenmesi gerceklesir ve bir akim okunur. Cozelti ortaminda bulunan molekiil ile
elektrot yiizeyindeki DNA’nin etkilesmesi durumunda, elektrot yiizeyinde tutunmus
olan DNA’dan elde edilen akim-potansiyel sinyalinde veya ¢ozeltide bulunan ilacin
akim-potansiyel sinyalinde diisme meydana gelir. Buna gore, ilgili etkilesimin
mekanizmasi, DNA-ilag baglanma sabiti gibi bazi degiskenler hesaplanabilmektedir
(Brett vd. 1996, Tian vd. 2008, Tajik vd. 2015).

Ilacin elektrot yiizeyine modifiye edilmesi ile incelenmesi

DNA’nin elektrot ylizeyine modifiye edilmesine benzer sekilde burada da, ilag elektrot

ylizeyine modifiye edilir ve sinyalleri okunur. DNA bulunan ¢ozelti ortaminda ilag
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modifiye elektrodun daldirilmasi ve DNA ile etkilesimi neticesinde elde edilen sinyaller
tekrar degerlendirilir (Brett vd. 2002).

DNA-ilac¢ etkilesiminin ¢ozelti ortaminda incelenmesi

DNA-ilag etkilesiminin ¢ozelti ortaminda incelenebilmesi i¢cin hem DNA hem de ilag
molekiiliiniin ayn1 ¢6zelti ortaminda ilave edilip belirli bir siire etkilestikten sonra,
ilagc-DNA kompleksinin voltametrik sinyali okunur ve daha dnce okunmus olan DNA
sinyali veya ilag sinyali ile karsilagtirilirak ilgili hesaplamalar yapilir (Wang vd 2006,
Temerk vd. 2016, Baytak vd. 2017).

DNA ve ilag molekiilleri etkilestiginde, asagidaki reaksiyona gore bir kompleks

olusturdugu diistiniiliirse;

[DNA] + mlilag] 2 [DNA-m(ilag)]

Bu kompleksin kompleks olusum sabiti (K) ise;

[DNA-m(ilag)]
[DNA][ilag]™

seklinde verilebilir. Buradaki K sabitine, DNA ve ilag arasindaki baglanma sabiti adi
verilir. Yukarida yer alan yontemlerden herhangi biri kullanilarak yapilan DNA-ilag
etkilesim calismalarinda, bahsedildigi ilizere ilag veya DNA derisimi sabit tutularak
diger tiirtin derisimi degistirilmektedir. Burada sabit tutulan tiirii ev sahibi, derigimi
degistirilen tiirii de misafir molekiil olarak tanimladigimizda, degisen akim

sinyallerinden yararlanarak esitlik 2.12’ya gore K baglanma sabiti hesaplanabilir.

log (——) = logK + log(—£2) (2.12)

[DNA] = lE-M
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Bu esitlige gore, basglangicta (hic DNA veya ilag eklenmeden) okunan sinyal ve artan

DNA veya ilag derisimi ile birlikte okunan sinyallerden hesaplanan log(l_Ei_Eﬁ)

1
[DNA]

degerine karsilik log( ) degeri grafige gecirilir. Bu grafigin kesim noktasindan

yararlanilarak K baglanma sabiti hesaplanir (Temerk vd. 2013, Sirajuddin vd. 2013,
Temerk vd. 2015, Temerk vd. 2016).

K baglanma sabitinin hesaplanmasinin ardindan, DNA-ilag etkilesimine dair bazi
termodinamik degiskenler de hesaplanabilir. Bu degiskenlerden en 6nemlisi Standart
Gibbs serbest enerji (AG®) degeridir. Hesaplanmis olan baglanma sabiti yardimiyla
esitlik 2.13 kullanilarak AG® hesaplanabilir. Bu degerin negatif olmasi DNA ve ilag
etkilesiminin kendiliginden gergeklestigini gostermektedir (Temerk vd. 2016).

AG® = —RTInK (2.13)
2.4 Kaynak Arastirmasi

Bu boliimde, tez calismasinda kullanilmis olan ilag etken maddeleri ile ilgili literatiirde

yer alan ¢calismalarin 6zetlerine yer verilmistir.
2.4.1 Sikonin ile ilgili yapilan ¢alismalar

Sikonin ile ilgili literatiirde voltametrik yontemlerie yapilmis olan yalnizca bes

calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismalarin 6zetleri asagida kisaca verilmistir.

Wu vd. (2015), 3.,4-etilendioksitiyofenin B-siklodekstrin substrati varliginda FeCls‘iin
yikseltgenmesi  ile nano  yapili  poli(3,4-etilendioksitiyofen)/B-siklodekstrin
(PEDOT/B-CD) hazirlanmistir. Yeni sentezlenmis olan bu kompozidin 6zelliklerini
incelemek amaciyla Taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier transform infrared

(FT-IR) spektroskopisi, X-isinlart kirmimm (XRD) ve elektrokimyasal empedans
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spektroskopi yontemi (EIS) kullanilmistir. Olusturulmus olan bu siispansiyon camsi
karbon elektrot yiizeyine damlatilarak yilizey modifikasyonu saglanmistir. Gelistirilmis
olan bu yeni elektrot ile bu iki maddenin differansiyel puls voltametrisi teknigi ile fosfat
tampon ortami1 pH 4,0’de elektrokimyasal tayinleri gerceklestirilmis olup dogrusal
calisma araligr Sikonin i¢in 7,0 — 5000 nM, hiperosid i¢in 3,0 — 10000 nM araliginda
bulunmustur. Gozlenebilme sinir1 ise; Sikonin igin 2,3 nM Hiperosid i¢in; 1,0 nM
olarak bulunmustur. Gelistirilen bu yontemle her iki ilag etken maddesinin serum
numunesine yapilan uygulama c¢aligmalar1 neticesinde %100 civarinda geri kazanim

degerlerinin elde edildigi gorilmistiir.

Gao vd. (2015), Sikonin’in elektroanalitik olarak tayinini gerc¢eklestirmek amaciyla
B-siklodekstrin ile fonksiyonlandirilmis CDKNT’lerle modifiye edilmis camsi karbon
elektrot kullanilmistir. Gelistirilmis olan bu yeni elektrotun yiizey 6zellikleri taramali
elektron mikroskobu (SEM) teknigi ile yapilmis ve B-siklodekstrin’in kullanilmasiyla
yiizeyin daha homojen oldugu gozlenmistir. Sikoninin elektrokimyasal sinyali igin en
iyi cevabin pH 5,0 fosfat tampon ortaminda CDKNT/B-CD/CKE’de elde edildigi
goriilmiistir. Bu elektrot ve Differansiyel puls voltametrisi teknigi kullanilarak
gelistirilmis olan yontemin dogrusal ¢aligma aralig1 5,0 - 10000 nM, go6zlenebilme sinir1
ise 1,0 nM olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin uygulamasi ise idrar numunelerine
yapilmis olup sonucglar %100’e oldukca yakin degerlerde bulunmustur. Ayrica
gelistirilmis olan yonteme K™, Na* , Ni®" AI**, CI', NOs , SO,%, PO,**iin 100 kata
kadar, folik asit, sitrik asit, ascorbik asit ve iirik asidin 20 kata kadar ortamda

bulunmasinin girisim yapmadigi %5’in altindaki akim farklari ile kanitlanmistir.

An vd. (2013), Sikonin’in  elektrokimyasal  yiikseltgenme  davranisi,
poli(dialildimetilamonyum kloriir) ile fonksiyonlandirilmis grafen levhalarla modifiye
edilmis camsi karbon elektrot yilizeyinde incelenmistir. (PDDA-GS/CKE). S6z konusu
elektrot yiizeyinde, fosfat tampon ortami pH 2,0’de doymus kalomel elektroda karsi,
Sikonin’e ait 0,681 V’da bir yiikseltgenme piki ve geri potansiyel dongiisiinde 0,662
V’da bir indirgenme pikinin oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte Sikonin’in akiminin
yeni modifiye edilmis olan PDDA-GS/CKE elektrot yiizeyinde CKE’a kiyasla fark
edilir derecede arttig1 goriilmiistiir. PDDA-GS/CKE ylizeyinde Sikonin’in yiikseltgenme
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pikinin 2e/2H" yer ile gergeklestigi goriilmiistir. Modifiye elektrot yiizeyinde
Sikonin’in a-elektron transfer katsayisi, n-elektron transfer sayisi ve elektrot
reaksiyonunun hiz sabiti (ks) degerleri hesaplanmis ve sirasiyla, 0,53, 2,18 ve 3,6 gt
olarak bulunmustur. Hazirlanmis olan modifiye elektrotla DPV yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen bu yontemin dogrusal caligma araligi 9,472><10_8 - 3,789X10_6 moIL'l,
gozlenebilme sinirt ise 3,157x10°° molL™ olarak bulunmustur. Ayrica, yeni gelistirilmis
olan modifiye elektrodun kararliligi, segiciligi ve tekrar iiretilebilirliginin Sikonin’i
gercek numunelerden analiz etmek igin uygun oldugu goriilmiis olup Lithospermum
erythrorhizon adli bitkiden Sikonin’i %100’e yakin geri kazanim degerleri ile tayin

etmislerdir.

Wu vd. (2013), Genis bir kullanim alanina sahip antikanser ilaci olan Sikonin tayini i¢in
nano yapili poli(hidroksimetillenmis-3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT-MeOH) ile
modifiye edilmis camsi karbon elektrota (CKE) kullanilmistir. bu elektrot yiizeyinde
Sikonin’e ait anadik ve geri taramada ise anodik pike ait bir katodik pikin oldugu
goriilmiistiir. Her iki pik icin en uygun pH fosfat tampon ortaminda pH 3,0 olarak
belirlenmis ve diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemi gelistirilmistir. PEDOT-
MeOH/CKE’un yalin CKE ile kiyaslandiginda Sikonin’in akim sinyalini ciddi sekilde
arttirdigr goriilmiistiir. Ayrica, modifiye elektrot kullanilarak gelistirilmis olan DPV
yonteminin 1,0 nmolL™ ile 10,0 |,LmolL'1 arasinda genis bir dogrusal caligma araligi
verdigi ve gozlenebilme simirmim ise 0,3 nmolL™ oldugu gériilmiistiir. Ayrica, PEDOT-
MeOH/GCE elektrodunun, yiiksek kararlilik, yliksek duyarlilik ve iyi bir tekrar
iretilebilirlige sahip oldugu gorilmistiir. Gelistirilmis olan bu yeni yontem ile
Sikoninin idrar numunelerinden geri kazanim ¢alismalar1 basari ile yapilmis olup elde

edilen geri kazanim degerleri %100’e olduk¢a yakin bulunmustur.

Zhou vd. (2010), Sikoninin elektrokimyasal davranigi camsi karbon elektrot yiizeyinde,
0,16 M asetik asit — sodyum asetat tampon ortaminda (pH 3,98) doniistimlii voltametri,
kare dalga voltametrisi ve kronokulometri teknikleri ile incelenmistir. Bu kosullarda,
Sikoninin Ep* = 0,698 V and E,* = 0,632 V civarlarinda, yar1 tersinir ve adsorpsiyon
kontrollii bir ¢ift redoks pikinin oldugu goézlenmistir. Yapilan donilisiimlii voltametri

calismalari neticesinde elde edilen 2e” ve 2H" verilerine gore mekanizmasi agiklanmis
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ayrica yiizeye adsorbe olan molekiill sayisi (), yiikk transfer katsayisi (a) ve
elektrokimyasal reaksiyonun hiz sabiti (ks) degerleri hesaplanmistir. Bunlara ek olarak,
Sikonin tayini i¢in kare dalga voltametrisi teknigi gelistirmek amaciyla bazi deneysel
kosullar optimize edilmis olup elde edilen akim degerlerinin Sikonin derisimiyle
dogrusal olarak degistigi sonucuna varilmustir (dogrusal calisma Araligi 2,08 x 107 -
1,82 x 10° M, R? =0,998). Yontemin gozlenebilme sinirt ise 7,8 X 10° M olarak
bulunmustur. Gelistirilmis olan bu yeni yontem ile herhangi bir 6n isleme tabi tutmadan
Gromwell-root ilaci igerisinde bulunan Sikoninin tayini gergeklestirilmis olup geri

kazanim degerleri oldukga yiiksek bulunmustur.

2.3.2 Mitoksantron ile ilgili yapilan ¢calismalar

Brett vd. (1998), yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada MTK’nin ¢ift sarmal DNA ve
tek sarmal DNA ile etklesimini voltametrik olarak incelemek amaciyla camsi karbon
elektrot yilizeyini DNA ile modifiye etmislerdir. MTK’nin analitik olarak tayin edilmesi
ve DNA ile etklesiminin incelenmesi amaciyla KDV ve DPV yontemleri kullanilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, pH 4,5 asetat tampon ortaminda, MTK nin DNA ile Adenin
veya Guanin bazi lizerinden interkalasyon yolu ile etkilestigini, etklesiminin kinetiginin

yavas oldugunu ve zamana bagl olarak degistigi sonucunu bulmuslardir.

Brett vd. (1999), yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada camsi karbon elektrodu
kullanarak MTK’nin elektrokimyasal davranisini aydinlatmiglardir. Bu ¢alismada
MTK’ nin yiikseltgenme davraniginin pH’a bagli, tersinmez ve karmasik yapida oldugu
yorumunu yapmuslardir. MTK’nin yiikseltgenme iirlinlerinin elektrot yiizeyini
zehirledigini ve bu problemin iistesinden gelmek i¢in %30 oraninda alkol iceren
ortamda calisilmas1 gerektigini One slrmiislerdir. DPV yontemi ile farkli pH
degerlerinde almis olduklar1 voltamogramlardan yaptiklari yoruma gore, MTK’ya ait
olan 2 adet yiikseltgenme pikinin 2e/2H" ile gerceklestigini diisiinmiislerdir. Daha
diisiik potansiyel degerlerinde gbzlenen pikin 5,8-hidroksil grubundan kaynaklandigini,
daha pozitif potansiyel degerlerinde gozlenen pikin ise yapida yer alan alifatik

zincirdeki azot atomlarmin 2e/2H" vererek halkalasmasindan kaynaklandigmni 6ne
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stirmiislerdir. Ayrica, KDV teknigi ile MTK’nin analitik tayini icin gelistirdikleri
yontemin dogrusal ¢alisma araligimi 0,1 - 1,0 yM, gozlenebilme smirint ise 0,1 yM

olarak bulmuslardir.

Mao vd. (2000), MTK tayini i¢in yapmis olduklari bir ¢alismada, pH 7,10’da 0,05 M
Tris tampon ortaminda MTK’nin indirgenme piki {izerinden dogrusal taramali
voltametri ile Co-karbon fiber modifiye ultramikro elektrot yiizeyinde bir voltametrik
tayin yontemi gelistirmislerdir. Doymus kalomel elektroda kars1 -0,798 V’da gbzlenen
indirgenme pikinin akimimin MTK derigimi ile dogrusal olarak degistigi aralig1 2,0x 107
- 6,0x10° M olarak, gbzlenebilme siniri ise 4,2x10® M olarak bulmuslardur.
Gelistirdikleri bu yontemi MTK’nin direkt olarak idrar numunelerinden tayininde
kullanmislar ve elde edlen geri kazanim degerlerinin % 95,4 - % 105,8 araliginda
oldugu gorilmustiir. Ayrica gelistirmis olduklar1 elektrot yiizeyinde MTK’nin
elektrokimyasal davranisinin adsorpsiyon kontrollii oldugu sonucuna varmislar ve MTK
icin elektron transfer hiz sabiti (ks) ve elektron transfer katsayisi (o) degerlerini Laviron
esitligi ile hesaplamuglardir. Bu degerler sirasiyla 4,4 s ve 0,48 olarak bulunmustur.
Gelistirilmis olan elektrodun yiizey Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla da Auger
elektron spektsroskopisi kullanilmis ve deney sonuglar1 Co’in karbon fiberler {izerinde
bulundugunu gostermistir. Son olarak s6z konusu elektrodun kararlilik ve tekrar

tiretilebilirlik ¢alisamlar1 yapilmis ve oldukea iyi sonuclar elde edildigi goriilmiistiir.

Erdem vd. (2001), MTK nin buzagi timiisiinden elde edilmis olan ¢ift sarmal (ds-DNA)
ve tek sarmal (ss-DNA) ile etkilesimini karbon pasta elektrot yiizeyinde hem DV hem
de DPV teknikleri ile fosfat tamponu pH 7,4’de incelemislerdir. Bazi deneysel
degiskenler (DNA derisimi, MTK derisimi ve MTK’nin birikme siiresi) DPV ile
optimize edilmistir. Optimize edilmis olan sartlar altinda her iki yontemle de incelenen
DNA etkilesim ¢aligsmalari neticesinde, MTK nin yiikseltgenme sinyali en yiiksek iken,
karbon pasta elektrot yiizeyi ds-DNA ile modifiye edildiginde bu sinyalin diistiigi
goriilmiistiir. Ayni ¢alisma ss-DNA ile de yapilmis ve sonug olarak MTK’nin ds-DNA

ile daha ¢ok etkilestigi sinucuna varilmstir.
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Wang vd. (2003), MTK’nin buzaginin timiis bezinden elde edilen DNA ile etklesimini
0,05 M Tris-HCl ortaminda pH 7,4’de DV yontemi ile ¢o6zelti ortaminda
incelemislerdir. DNA ile etkilesmis halde bulunan ve serbest haldeki MTK’ya ait
dizfiizyon katsayilari, MTK — DNA kompleksinin baglanma sabiti (K) ve baglanma
sayisini (s) hesaplamiglardir. Buna gore serbest haldeki MTK’nin difiizyon katsayisini
3,76x10™ cm?s™ bulurken MTK-DNA kompleksinin difiizyon katsayisim 2,73 x 107
cm?s™? olarak hesaplamislardir. Bulunan bu degerlere gore ¢ozelti ortaminda MTK nin
DNA ile baglandig1 ve bu nedenle elektrot yiizeyine difiizlenen MTK molekiillerinin
sayisinin  azaldigi yorumunu yapmuslardir. Ilgili baglanmaya ait K sabitini ve
baglanmasi sayisini da hesaplamuslar ve sirasiyla 8,7 x 10° cm®mol™, 2,8 bulmuslardr.
Elde edilen bu sonuglara géore MTK’nin yapisinda yer alan diizlemsel antrokinon
yapisinin DNA’ya interkale oldugunu, 2 adet aminoetilamino gruplarinin ise DNA’da

yer alan oluklara baglandigi yorumunu yapmislardir.

Li vd. (2005), MTK’nin DNA ile etkilesimi pH 4,8’de asetat tamponu ortaminda DV,
UV-Vis ve Raman spektroskopisi teknikleri ile incelenmisti. MTK’ya ait pik
akimindaki azalma ve maksimum absorpsiyon bantlarindaki hipokromik ve batakromik
kaymalarm sonucu olarak MTK’ nin DNA ile interkalasyon yolu ile etkilestigi sonucuna

varilmistir. Elde edilen bu sonucglar Raman spektroskopisi ile desteklenmistir.

2.3.3 Etoposid ile ilgili yapilan ¢cahismalar

Holthuis vd. (1985), ETP’nin sulu ¢6zelti ortaminda camsi karbon elektrot yiizeyinde
yiikseltgenme mekanimasinin aydinlatilmasina yonelik bir ¢aligma yapmislardir. Bu
caligmaya gore, ETP’nin iki adet yiikseltgenme pikinin oldugundan, birinci
yiikseltgenme pikinin 1,0 e transferi ile olusan kararli bir radikalin olusmasi ile
sonuclandigini, ikinci yiikseltgenme pikinin ise ikinci elektronun verilmesi ile
olustugunu belirtmislerdir. Son iriiniin 2,0 elektron transferi ile oldugunu, bu iirliniin
kararsiz bir katyon oldugunu ve hemen hizli bir doniisiimle ortokinona déniistiigiinii
sOylemislerdir. Elde ettikleri bu iirlinii izole ederek UV, kiitle ve IR spektroskopi

teknikleri ile karakterize etmislerdir.
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Radi vd. (2007), ETP tayini i¢in yapmis olduklar1 bir ¢alismada, ETP’nin BR tamponu
ortaminda pH 3,0’de yaklasik olarak 0,5 V civarinda gozlenen yiikseltgenme pikinden
yararlanarak DPV yontemi ile karbon pasta elektrot ylizeyinde yontem gelistirme
caligmalar1 yapmuslardir. Gelistirmis olduklar1 yontemin dogrusal g¢alisma araligini
2,5><10'7 - 2,5><10'5, gozlenebilme smirin1 ise l,OXlO'7 M olarak bulmuslardir.
Gelistirilen bu yontem ile ETP’nin serum ortaminda tayini, %90,0’in {izerinde geri

kazanimlarla yapilmistir.

Palabiyik vd. (2013), ETP tayini i¢in yapmis olduklar elektroanalitik yontem gelistirme
calismasinda, CDKNT ile modifiye ettikleri camsi karbon elektrot yiizeyinde AdsDPV
yontemini kullanmiglardir. Modifiye edilmis elektrot yiizeyini taramali elektron
mikroskobunu teknigi ile karakterize etmislerdir. ETP’nin pik akimima pH, biriktirme
potansiyeli, biriktirme siiresi, tarama hizi ve CDKNT miktar1 gibi degiskenlerin etkisi
incelenmis ve belirlenmis olan en uygun kosullarda AdsDPV yontemi ile olusturduklari
kalibrasyon egrisinin dogrusal ¢aligma araligini 2,0x10® - 2,0x10° M, gozlenebilme
sinirnt ise 5,4x10° M olarak bulmuslardir. Gelistirilmis olan elektrodun tekrar
tiretilebilirliginin 1,55’lik % Bagil standart sapma ile olduk¢a iyi oldugu gozlenmistir.
Gelistirilmis olan s6z konusu ydntemin uygulamasi ilag preperatlarindan %95,55’lik
geri kazanim degeri ile yapilmistir. Yontem gelistirme ¢alismalarina ek olarak, ETP’nin
olas1 yiikseltgenme mekanizmasi hakkinda gesitli yorumlar yapilmis ve ETP’ye ait 2
yiikseltgenme pikinin oldugu ve toplamda 2 ¢ un verilmesi ile yiikseltgenmenin

gergeklestigini sdylemislerdir.

Radi vd. (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada ETP’nin somon baliginin sperminden
izole edilen ¢ift sarmal DNA ile etkilesimi perde baskli elektrot ile ¢ozelti ortaminda
DV, DPV ve UV-Vis spektroskopisi yontemleri ile incelenmistir. ETP’nin fosfat
tampon ortaminda (pH 4,5 ve 7,4) iki yiikseltgenme pikinin oldugunu ve bu piklerin
DNA igeren ve DNA igermeyen ortamlardaki davraniglar1 DV ve DPV yontemleri ile
incelenmistir. ETP’nin ¢o6zelti ortaminda serbest halde iken hesaplanan difiizyon
katsayis1 4,2x10° cm?s™ iken, ortama DNA ileave edildiginde ETP-DNA kompleksi
icin hesaplanan difiizyon katsayis1 3,8x107 cm’™ olarak bulunmustur. ETP-DNA

kompleksinin baglanma sabiti ise her iki pH degerinde de 10° M™ mertebesinde
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bulunmustur. Elde edilen deneysel bulgular 1s1ginda ETP’nin DNA ile etkilesiminin
hem elektrostatik hem de interkalasyonla gergeklesebilecegini diisiinmiislerdir. Cozelti
ortaminda yapilan ¢alismalara ek olarak DNA elektrot ylizeyine modifiye edilmis ve
modifiye elektrot yiizeyinde DPV yontemi ile ETP tayini i¢in yontem gelistirilmistir.
gelistirilen yontemin gézlenebilme sinir1 (LOD) 5,0x107° M, tayin sinir1 ise 5,0x10% M
olarak bulunmustur. Gelistirilmis olan yoOntemin serum numunelerine uygulamasi

basariyla gergeklestirilmistir.

2.3.4 Bikalutamid ile yapilan ¢calismalar

Bikalutamid ile ilgili yapilan literatiir arastirmasinda, s6z konusu madde ile ilgili
voltametrik olarak yapilmis yalnizca iki tane ¢alisma oldugu goriilmiis olup, dzetleri

asagida sunulmustur.

Pandit vd. (2015), bir antikanser ilac1 olan BIKA’nin elektrokimyasal davranisi tek
duvarli karbon nanotiiplerle modifiye edilmis olan karbon pasta elektrot yardimiyla
DPV ve DV teknikleri ile incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda fosfat tampon
ortami pH 7,0’de tersinmez bir indirgenme pikinin oldugunu ve bu pikin modifiye
elektrot yiizeyinde diflizyon sartlar1 altinda adsorpsiyon kontrollii oldugunu
sOylemiglerdir. Tarama hiz1 ¢aligmalar1 neticesinde ilacin s6z konusu elektrot yiizeyinde
4e/4H" ile tersinmez olarak indirgendigi sonucuna varmuslar ve olasi indirgenme
makanizmasini onermislerdir. Mekanizma belirleme c¢alismalarina ek olarak optimize
edilmis sartlarda BIKA tayini i¢in DPV ydntemi gelistirilmistir. Bu yontemin dogrusal
caligma aralig1 0,01 - 1,0 uM araliginda iken, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,052 ve
0,174 uM olarak bulunmustur. Gelistirilmis olan bu yontemin biyolojik ortama ve ticari
ilag formiilasyonlarina uygulamast %100’e yakin geri kazanim degerleriyle

gerceklestirilmistir.

Raghu vd. (2010), BIKA nin elektrokimyasal davranisi ilk olarak sulu ¢dzelti ortaminda
ve camsi karbon elektrot yiizeyinde DV ve DPV yontemleri ile incelenmistir. BR

tampon ortaminda pH 2,0 ile 10,0 araliginda tersinmez ve difiizyon kontrollii bir
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indirgenme pikine rastlamiglardir. pH 6,4’de en iyi pik akimi ve sekline sahip olan
BIKA i¢in bu pH degerinde DPV yontemi gelistirilmistir. Bu yontemin dogrusal
calisma araligi 1,0x10® — 2,6x10° M araliginda iken LOD ve LOQ degerleri ise
sirastyla 8,0x10® ve 1,0x10-" M’dir. Gelistirilmis olan bu yontemin uygulamasi ise

piyasada bulunan ila¢ formiilasyonlarinda basariyla gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tezin bu boliimiinde, deneysel ¢aligmalar esnasinda kullanilan elektrokimyasal 6lgme
sistemleri ve elektrotlar, kullanilan ilag etken maddelerinin ve diger tiim maddelerin

analize hazirlanmalar1 ve kullanimlariyla ilgili bilgiler sunulmustur.

3.1 Kullanmilan Elektrokimyasal Sistem ve Elektrotlar

Tez caligmasinda yer alan ve antikanser 6zellik gosteren maddelerin elektrokimyasal
analizleri ve empedans ol¢iimleri CHI 760B model elektrokimyasal analiz cihazi

kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).

[l CH Instruments

Electrochemical Workstation
|

d

Sekil 3.1 CHI 760B elektrokimyasal analiz sistemi

Olgiimlerin alinmas1 esnasinda ise; iiglii elektrot sistemi baglantis1 iceren BAS C3

marka ¢alisma tinitesi kullanilmistir (Sekil 3.2).
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B i Cell Stand

Sekil 3.2 BAS C3 ¢alisma {initesi

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi tiim voltametrik Ol¢limlerde iiclii elektrot sistemi
kullanilmis olup, ¢alisma elektrotu olarak BASi MF2050 marka ve el yapimi karbon
pasta elektrotlar kullanilmistir. Referans elektrot olarak BAS MF2021 marka Ag/AgCl
(3,0 M NaCl), karsit elektrot olarak ise BASi MW1032 marka platin tel elektrot
kullanilmistir. Voltametrik c¢alismalara bagslamadan 6nce ve calismalar bittikten sonra

karsit ve referans elektrotlar saf su ile yikanmustir.
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3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Diger Cihazlar ve Malzemeler

Deneysel ¢alismalar esnasinda kullanilan ¢dzeltiler, Human Power 1" marka ultra saf su
sisteminden saglanan bidestile su ile hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin
¢oziinmelerini saglamak ve karbon pasta elektrotlar1 temizlemek amaciyla Ultrasonic

LC 30 H marka ultrasonik banyo kullanilmistir.

Deneysel calismalar esnasindaki pH olgtimleri HANNA marka HI2211 model pH/ORP
metre ile 6l¢iilmiistiir. pH metrenin kalibrasyonu, oda sicakliginda pH 4,0; 7,0 ve 10,0

olan ticari tampon ¢ozeltiler ile yapilmstir.

Hazirlanan tiim ilag stok ¢ozeltileri ve tampon c¢ozeltilerin karigmasini saglamak

amactyla WiseStir marka MSH-20A model magnetik karistirict kullanilmistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan maddelerin tartimlar1 0,01 mg (0,00001 g) hassasiyete sahip
Shimadzu marka AUW?220D model hassas terazi ile gergeklestirilmistir.

Stok DNA ¢ozeltisinin molar derisimi hesaplamak amaciyla Shimadzu UV-1700

PharmaSpec spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilmig olan kimyasal maddelerin temin edildikleri firma

ve saflik derecelerini igeren bilgiler ¢izelge 3.1°de sunulmustur.
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Cizelge 3.1 Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Madde Firma Saflik derecesi, %
Sikonin Sigma — Aldrich 98,0
Mitoksantron Sigma — Aldrich 97,0
Bikalutamid Sigma — Aldrich 98,0
Etoposid Sigma — Aldrich 98,0
Sepiyolit kili Sigma - Aldrich Saf
Cok duvarli Karbon Nanotiip DropSens Saf
(CDKNT)
Titanyum dioksit Sigma - Aldrich 99,5
nanopargaciklari (TiOy)
Grafit tozu Sigma - Aldrich 99,99
Mineral yagi Sigma - Aldrich Saf
ds-DNA sodyum tuzu Sigma - Aldrich Saf
Etanol Sigma - Aldrich 99,8
Metanol Sigma - Aldrich 99,7
Sodyum hidroksit Sigma - Aldrich 98,0-100,5
Hidroklorik asit Sigma - Aldrich 36,7-38,0
Sulfirik asit Sigma - Aldrich 95,0-97,0
Asetik asit Sigma - Aldrich 99,8-100,5
Borik asit Sigma - Aldrich 99,5
Fosforik asit Sigma - Aldrich 85,0-88,0
Disodyum monohidrojen Sigma — Aldrich 98,0-100,5
fosfat hepta hidrat
(Na;HPO,.7H,0)
Siilfiirik asit Sigma — Aldrich 95,0-97,0
Sodyum dihidrojen fosfat Riedel-de Haen Saf
dihidrat (NaH,P0O,4.2H,0)
Urik asit Sigma - Aldrich 99,0
Askorbik asit Carlo Erba Reagents Saf
Glikoz Sigma - Aldrich 99,6
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Cizelge 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler (devam)

L - sistein Merk Saf

L- glutamik asit Merk Saf
Dopamin Sigma - Aldrich Saf
Sodyum klortir Sigma - Aldrich Saf
Potasyum kloriir Sigma - Aldrich 99,0-100,5
Azot gazi Oksan Koll. STI. 99,99

3.4 Tez Calismasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1 ilac etken maddelerinin stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullandigimiz dort adet antikanser 6zellik gosteren maddelerin stok
coOzeltileri, her biri i¢in uygun coziiciilerle derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 6l¢iilii balon igerisinde ve buzdolabinda +4 °C’de
saklanmistir. Deney esnasinda kullanilan ¢ozeltiler stok c¢ozeltilerin uygun destek

elektrolit ¢ozeltisiyle seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

1,0x10° M Sikonin stok ¢ozeltisi: Sikonin standardindan 7,20 mg tartilarak etanol ile

25,0 mL ye tamamlanmistir.

1,010 M Mitoksantron stok ¢ozeltisi: Mitoksantron standardindan 12,9 mg tartilarak

saf su ile 25,0 mL’ye tamamlanmustir.

1,0x10° M Bikalutamid stok ¢ozeltisi: Bikalutamid standardindan 10,8 mg tartilarak

etanol ile toplam hacim 25,0 ml’ye tamamlanmaistir.

1,010 M Etoposid stok ¢ozeltisi: Etoposid standardindan 14,71 mg tartilarak metanol

ile toplam hacim 25,0 mL’ye tamamlanmistir.
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3.4.2 0,04 M Britton Robinson (BR) tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi

1,15 mL asetik asit, 1,24 g borik asit ve 1,35 mL % 85,0’lik fosforik asit karistirilarak
toplam hacim 0,5 L’ye ultra saf su ile tamamlanarak 0,04 M BR tamponu hazirlanmustir.
Hazirlanan bu tampon ¢dzeltinin pH’s1 0,100 M HCI ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak
2,0 ile 12,0 araliginda degistirilmistir.

3.4.30,1ve 0,2 M H,SO4 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Yogunlugu 1,98 g/(:m3 ve kiitlece yiizdesi % 98 olan H,SO4 ¢ozeltisinden 0,3 mL alinip
toplam hacimin 50,0 mL’ye tamamlanmasi ile 0,1 M H,SO, ¢6zeltisi hazirlanmistir. 0,2
M H,SO, ise benzer sekilde, 0,6 mL derisik H,SO4’den alinip toplam hacmin 50,0

mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir.

3.4.4 0,1 M NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Molekiil kiitlesi 40,0 gmol™ olan NaOH katisindan hassas terazi yardimyla 0,40 g
tartilmis ve az bir miktar ultra saf su ile ¢cozme islemi tamamlandiktan sonra ¢ozelti
hacmi 100 mL olan bir 6l¢iilii balona aktarilmis ve son hacim 100 mL’ ye ultra saf su ile

tamamlanmstir.

3.4.50,1 M HCI c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Yogunlugu 1,2 g/mL ve Kkiitlece ylizdesi % 37,0 olan derisik hidroklorik asit
¢ozeltisinden 1,2 mL alinarak igerisinde bir miktar saf su bulunan ve toplam hacmi 100
mL olan 6lgiilii balona yavasga aktarilmis ve toplam hacim ultra saf su ile 100 mL ye

tamamlanmuistir.
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3.4.6 1,0 M Asetik asit/sodyum asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Derisik asetik asit ¢ozeltisinden 5,0 mL alinip bir miktar saf suyun bulundugu behere
yavasca ilave edilip bu ¢ozeltinin igerisinde yaklasik olarak 4-5 tane NaOH peleti
atilmistir. pH yaklasik olarak 4,8 olduktan sonra toplam hacim 100,0 mL’ye saf su ile

tamamlanmaistir.

3.4.7 0,05 M Fosfat tamponunun hazirlanmasi

0,52 g Na;HPQO,.7H,0 ve 0,37 g Na;H,PQO, tuzlarindan tartilmis ve toplam hacmi 100,0

mL olacak sekilde saf su ile ¢coziilmiistiir.

3.4.8 Stok ds-DNA c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Sigma — Aldrich firmasindan temin edilen ¢ift sarmal DNA’nin sodyum tuzu, derigimi
1000 ppm olacak sekilde DNA’nin sodyum tuzundan 5,0 mg tartilmis ve 5,0 mL’lik
Olgiilii balonda saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Yapilan deneysel ¢alismalar
neticesinde, hazirlanan DNA stok ¢6zeltisi +4 °C’de buzdolabinda saklandiginda, 3 giin
boyunca kararliligini korudugu tespit edilmistir. 3 giin sonunda stok DNA ¢ozeltisi

tekrar hazirlanarak kullanilmistir.

Stok DNA ¢ozeltisinden saf su ile seyreltilerek hazirlanan 100,0 ppm DNA ¢o6zeltisinin
derisiminin belirlenmesi amaciyla, bu ¢ozeltinin UV-Vis spektroforometresi ile 260

nm’deki absorbansi 6l¢iilmiis ve derigimi 2,0x10™* M bulunmustur (Radi vd. 2014).

3.4.9 Girisim ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1,0x10° M glikoz ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 9,9 mg glikoz tartilip, toplam hacim 50,0

mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.
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1,0x10 M askorbik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 8,81 mg askorbik asit tartilip, toplam
hacim 50,0 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilerek hazirlanmigtir.

1,0x10° M iirik asit ¢dzeltisinin hazirlanmast: 8,40 mg trik asit tartilip, uygun
miktardaki LiCO3 eklenerek saf su ile toplam hacmin 50,0 mL’ye tamamlanmasiyla
hazirlanmistir.

1,0x10° M L-sistein ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 12,0 mg glikoz tartilip, toplam hacim
50,0 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

1,0x10° M L-glutamik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 7,36 mg L-glutamik asit tartilip,
toplam hacim 50,0 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

1,010 M dopamin ¢dzeltisinin hazirlanmast: 9,48 mg dopamin tartip, toplam hacim

50,0 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.5 Yalin ve Modifiye Karbon Pasta Elektrotlarin Hazirlanmasi

Deneysel calismalarda sekiz adet farkli modifiye karbon pasta elektrotlar (KPE)
kullanilmistir. Bu elektrotlar, miktarlari ¢izelge 3.2°de verilmis olan sepiyolit kili, TiO,
nanoparcaciklart ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler (CDKNT)’in belirtilen miktarda
grafit tozu, 10,0 uL mineral yaginin petri kabinda karistirilip pasta haline getirilmesi ve
elde edilen pastanin da sekil 3.3’de gosterilmis olan elektrot govdesinin u¢ kismindaki
capt ve derinligi 3,0 mm olan deligin i¢ine yerlestirilmistir. Elektrodun yiizeyi ise,

parafilm kagidi ile parlatilmistir.

Cizelge 3.2°de verilen oranlardaki modifiye karbon pasta elektrotlar, her bir ilag etken
maddesinin elektrot yiizeyindeki davranisini ve hangi modifiye elektrotta daha iyi cevap
verecegini gormek amaciyla hazirlanmis olup, her bir madde i¢in uygun elektrot
belirlendikten sonra elektrot bilesimlerinin optimizasyonu caligmasi yapilarak uygun
modifiyer bilesimi/bilesimleri belirlenmigtir (Boliim 4). Hazirlanan bu elektrotlar
elektrokimyasal calisma {iinitesinin ¢aligma elektrotu kismina baglanarak voltametrik
Olctimler kaydedilmistir. Tekrarlanabilir dl¢iimler elde etmek amaciyla, her bir 6l¢ltim

arasinda hazirlanmis olan elektrotlar, maddelerin uygun ¢oziiciileri ve saf suyun 1:1

64



(v/v) oraninda karistirilmasiyla elde edilen ¢ozeltide yikanmis ve her dlglim arasinda

30,0 s ile 60,0 s arasinda azot gaz1 gegirilmistir.

Sekil 3.3 Karbon pasta elektrot gévdesi

Cizelge 3.2 Modifiye karbon pasta elektrotlar ve % bilesim oranlari

Grafit tozu,  Sepiyolitkili, %  TiO,, % CDKNT, %

%

KPE 100 - - -
Kil/KPE 97,0 3,0 - -
TiO,/KPE 97,0 - 3,0 -
CDKNT/KPE 97,0 - - 3,0
Kil/CDKNT/CPE 94,0 3,0 - 3,0
TiO,/CDKNT/KPE 94,0 - 3,0 3,0
Kil/TiO,/KPE 94,0 3,0 3,0
Kil/TiO,/CDKNT/KPE 91,0 3,0 3,0 3,0
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3.6 Farmasotik Numunelerin Analize Hazirlanmasi

Tez cgaligmasi kapsaminda kullanilan anti kanser Ozellik gosteren maddelerden ilag

olarak kullanilan ve ticari olarak piyasada bulunanlar;

v" Etosit flakon (20 mg/mL Etoposid igerir)
v Mitoksantron flakon (2,0 mg/mL Mitoksantron igerir)
v’ Casodex tablet (50,0 mg Bikalutamit/tablet igerir)

Etoposid igin derisimi 1,0x10™* M olacak sekilde stok flakon ¢ozeltisi, Etosid adl
flakondan 0,029 mL alinip, toplam hacim metanol ile 10,0 mL’ye tamamlanarak

hazirlanmistir.

Benzer sekilde, 1,0x10° M Mitoksantron stok flakon ¢ozeltisi aym adi tasiyan
flakondan 5,56 mL alinip toplam hacmin saf su ile 25 mL’ye tamamlanmasi ile

hazirlanmistir.

Bikalutamit piyasada tablet formunda yer aldig: igin, tablet stok ¢ozeltisi hazirlamak
amaciyla bir takim 6n islemler yapilmistir. Bu amagla; 5 ayr1 Casodex tabletleri ayri
ayr tartilmig ve bir tabletin ortalama kiitlesi belirlenmistir. Bu 5 tablet porselen bir
havanda iyice o6giitiilerek toz haline getirilmis ve bu karisimdan bir tabletin kiitlesine
esit miktarda tartilarak 100 mL’lik Sl¢iilii balona aktartilmistir. Balon joyeye yaklasik
olarak 70-80 mL civarinda etanol koyularak 2 saat boyunca etken maddenin
¢Oziinmesini saglamak amaciyla ultrasonik banyoda bekletilmistir. Daha sonra toplam
hacim 100 mL’ye etanol ile tamamlanmis olup bir gece boyunca +4°C’de buzdolabinda,
coziinmeyen destek maddelerinin ¢okmesi igin bekletilmistir. Bu ¢ozeltiye stok tablet
cozeltisi adi verilmistir. Analizlerde, stok tablet cozeltisinden uygun hacimlerde

aliarak destek elektroliti iceren ortamda seyreltilerek kullanilmistir.
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3.7 Serum ve Idrar Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Serum Orneklerinden alinan 1,0 mL’lik bir kisim iizerine yine ayni hacimde asetonitril
ilave edilerek icerigindeki proteinin ¢okmesi saglanmistir. Proteinsiz serumu ayirmak
amaciyla 2000 rpm de 20 dk santifriij yapilmis ve Ustteki berrak ¢ozeltiden uygun

hacimde alinan kisim, destek elektroliti i¢eren analiz ortamina eklenmistir.

Idrar &rnekleri deneysel calismalardan hemen 6nce alinmus ve herhangi bir &n islem
uygulanmaksizin direk olarak destek elektrolit ve ila¢ etken maddesini igeren analiz

ortamina uygun hacimlerde ilave edilmistir.

3.8 Elektrokimyasal Deneylerin Yapilisi

3.8.1 Voltametrik ol¢iimlerin yapilisi

Tiim voltametrik dl¢iimler (doniistimlii voltametri, kare dalga voltametrisi, differansiyel
puls voltametrisi, ve siyirma voltametrisi yontemleri) sekil 3.2°de gosterilen BAS C3
kat1 elektrot tinitesi kaydedilmistir. Hiicreye toplam hacim 10,0 mL olacak sekilde
destek elektrolit + ilag etken maddesini igeren ¢ozelti koyulmus olup referans, karsit ve
calisma elektrotlar1 daldirilmistir. Her bir deney baslangicinda 1,0 dakika ve ol¢iim
aralarinda da 30’ar saniye siireyle yiiksek saflikta azot gazi gegirilmistir. Ilag etken
maddeleri eklenmeden 6nce zemin sinyallerini kaydetmek amaciyla destek elektrolitin
voltamogramlar1 alinmistir. Doniisiimli voltametri ¢alismalarinda, etken madde ilave
edildikten sonra genis bir potansiyel araliginda voltamogramlar kaydedilmis olup
maddelerin sinyal verdigi potansiyele gore her bir madde i¢in uygun potansiyel
penceresi belirlenmistir. Diger tiim voltametrik olgiimler bu potansiyel araliginda

kaydedilmistir.
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3.8.1.1 pH ve destek elektrolit ortaminin etkisi

Tez caligmasi kapsaminda elektrokimyasal davranisi incelenecek ve sonrasinda yontem
gelistirme ¢alismalar1 yapilacak olan maddelerin en iyi sinyal verdigi elektrolit ortami
ve pH degerini belirlemek amaciyla BR tamponu, asetat tamponu, fosfat tamponu ve
farkli derisimlerde siilfiirik asit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir ilag etken maddesinin
oncelikle genis bir pH araliginda calisma imkani sunan BR tampon ortaminda, pH 2,0 —
12,0 araligindaki sinyalleri kaydedilmistir. Bu sinyaller goz Oniine alinarak her bir
maddenin en 1iyi sinyal verdigi pH aralig1 belirlenmis ve 0 pH aralifinda farkl elektrolit
ortamlar1 tampon kapasiteleri kapsaminda denenerek birbirleri ile karsilagtirilmistir.
Boylece bu maddelerin, en yiiksek pik akimi ve en iyi pik sekline sahip oldugu destek

elektrolit ortami ve pH degeri belirlenmistir.

3.8.1.2 Biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresinin etkisi

Tez calismamizin 6ncelikli amaclarindan biri, dort farkl antikanser 6zellik gosteren ilag
etken maddeleri icin adsorptif siyirma voltametrisi tekniklerinden faydalanarak duyarl
bir tayin yontemi gelistirmektir. Bu ama¢ dogrultusunda kalibrasyon caligmalarina
baglamadan 6nce hem AdsKDV hem de AdsDPV tekniklerinde, biriktirme potansiyeli
degerleri, her bir madde i¢in uygun biriktirme potansiyeli DPV ve KDoniigimli
voltamogramlar1 kaydedilmistir. Benzer sekilde, en uygun biriktirme siiresini belirlemek
amaciyla, belirlenmis olan en uygun ortam sartlarinda, biriktirme siiresi 0 — 300 s
araliginda degistirilmis olup; her bir maddenin en iyi pik sekline ve en yliksek pik

akimina sahip oldugu biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresi belirlenmistir.

3.8.1.3 Kalibrasyon ¢alismalari

Uygun kosullarda DPV, KDV, AdsDPV ve AdsKDV yontemleri yardimiyla, soz
konusu ila¢ etken maddelerinin farkli derisimlerdeki cozeltilerinin akim degerleri
okunmus ve elde edilen akim degerleri ilgili ilacin derisimine kars1 grafige gegirilerek

kalibrasyon grafikleri olugturulmustur.
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3.8.1.4 Girisim yapan tiirlerin etkisi

Destek elektrolit ve ilgili ilag etken maddesini igeren ortama, ila¢ etken madde
derisiminin 100 kat1 olacak sekilde girisim etkisi incelenecek olan tiiriin boliim 3.4.9°da
bahsedildigi sekilde hazirlanan ¢ozeltilerinden ilave edilmistir. Daha sonra DPV, KDV,
AdsDPV ve AdsKDV yontemleri ile akimlar, girisim etkisi incelenen tiir eklenmeden
once ve eklendikten sonra en az 3’er kez okunarak kaydedilmis ve akimlar
karsilastirilarak % Akim Farki (Aip) degerleri her bir tiir i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir
(Boliim 4.2).

3.8.1.5 DNA ile etkilesim ¢caligmalarinin yapihisi

DNA etkilesim ¢alismalar1 2 farkl fizyolojik pH degerlerinde yiiriitiilmiistiir. Bu amagla
pH 4,8’de asetat tampon ¢6zeltisi ve pH 7,4’de fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilmistir.
Her iki ortamda da her bir ilag etken maddesinin pikinin net olarak gozlendigi bir
derisim degerinde (yaklasik olarak 10° M) c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ortama bdliim
3.4.8’de anlatildig1 sekilde hazirlanan stok DNA ¢ozeltisinden DNA derisimi 1,0; 3,0;
5,0; 15,0; 25,0; 35,0; 45,0; 60,0 ve 75,0 ppm olacak sekilde eklemeler yapilmistir. Her
bir ekleme sonrasinda DPV yontemi ile voltamogramlar kaydedilmis ve en az tiger kez

tekrarlanmistir.

3.8.1.5 Elektrotlarin tekrar iiretilebilirlik ve 6miir ¢calismalarinin yapilisi

Her bir madde i¢in gelistirilmis olan modifiye eletrotlarin tekrar {iretilebilirliklerinin
tayin edilmesi amaciyla aym sekilde 5 farkli modifiye elektrot hazirlanmistir.
Hazirlanan elektrotlar ilgili ilag etken maddesinin belli derisimdeki ¢ozeltisine
daldirilarak gelistirilmis olan yontemlerle akimlar1 her bir elektrot i¢cin en az bes kez

okunmus ve elde edilen akim verileri degerlendirilmistir.

Her bir modifiye elektrodun dmriiniin tayin edilmesi amaciyla ise, bir defa hazirlanmig

olan modifiye elektrot birer hafta ara ile ayn1 derisimde ila¢ etken maddesini i¢eren
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cozelti ortamina daldirilarak gelistirilmis olan yontemlerle akim degerleri en az 10 kez

tekrarlanarak kaydedilmistir.

3.8.2 Empedans ol¢iimlerinin yapilisi

Cizelge 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanmis olan modifiye karbon pasta elektrotlarin
EIS 6l¢iimleri, 5,0 mM K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] ve 0,1 M KCl i¢eren ortama referans,
karsit ve her bir modifiye elektrot ayr1 ayri daldirildiktan sonra frekans 1,0 — 10°
araliginda degistirilmistir. Baslangi¢ potansiyeli olarak her bir elektrot i¢in 6l¢iilen agik
devre potansiyeli ve 0,005 V genlik uygulanarak 6lgtimler kaydedilmistir.

3.9 Taramal Elektron Mikroskobu Olgiimlerinin Yapilisi

Analizin hemen Oncesinde, cizelge 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanmig olan 7
modifiye ve yalin karbon pasta elektrodun SEM goriintiileri Ankara Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisi'nde bulunan ZEISS EVO marka cihaz ile
gerceklestirilmistir. Her bir elektrot i¢in hazirlanmig olan pastalar cihazinin numune
bolmesine ayr1 ayr1 koyularak 200 nm’lik kesitler 30000 KX biiylitme ile goriintiiler
kaydedilmistir.4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Modifiye KPE’larin Yiizey Morfolojilerinin DV, EIS ve SEM ile incelenmesi

Bolim 3.4’de anlatildig: sekilde Kil, TiO, naoparcaciklart ve CDKNT ler kullanilarak
hazirlanmis olan 7 farkli modifiye karbon pasta elektrodun (Kil/KPE, TiO./KPE,
CDKNT/KPE, Kil/CDKNT/KPE, TiOo/CDKNT/KPE, Kil/TIO/KPE ve
Kil/CDKNT/TiO,/KPE) ve yalin karbon pasta (KPE) elektrodun yiizey ozellikleri
incelenmistir. Hazirlanmis olan modifiye karbon pasta elektrotlarin yiizey alanlarinin
hesaplanmasi ve DV sinyallerinin incelenmesi amactyla, standart bir redoks probu olan
5,0 mM Fe(CN)63'/4'/O,l M KCI ¢6zelti ortamina daldirilan elektrotlarin 50 mV/s tarama
hizinda DV yontemiyle voltamogramlart (-0,2 V) - (+1,2 V) potansiyel araliginda
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kaydedilmistir (Sekil 4.1). Sekil 4.1°de goruldigi gibi, Kil/CDKNT/TiO,/KPE
elektrodunun diger elektrotlara gore hem anodik hem katodik yondeki akiminin yiiksek
olmast bu elektrot yiizeyindeki elektron transfer hizinin da yiiksek oldugunu
gostermektedir (Bard ve Faulkner 2001). Ayrica ipk/iloa oraninin 1,0’e yakin olmasi da
elektron transfer hizinin ve bu elektrot yiizeyindeki tersinirligin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica katodik pik potansiyeli ile anodik pik potansiyeli arasindaki
farkin (AE,) KPE’de 0,48 V iken Kil/CDKNT/TiO./KPE 0,26 V oldugu dikkat
¢cekmektedir. Bu sonu¢ da yine, Kil/CDKNT/TiO/KPE nin yiizeyinde tersSinirligin ve
elektron aktarim hizinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.1).

5500 L
2500
E]
£ _50.0 —— Kil'KPE
é TiO/KEPE
— CDENT/EPE
-350.0 — Kil/TiOw/KPE
CDENT/EiL'KPE
—— CDENT/TiO/KPE
_650.0 — Kil/'CDENT/Ti0/EPE
1.20 0.70 0.20 20,30 -0.80

Potansivel / V (Ag/Ag(Cl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.1 Modifiye KPE’larin 5,0 mM K4Fe(CN)¢*™7/0,1 M KCI ¢ozelti ortaminda
kaydedilmis doniisiimlii voltamogramlar1 (v: 0,050 V/s)

50,0 mV/s’de elde edilen DV sonuglarina gore Kil/CDKNT/TiO,/KPEun akim
degerlerinin yiiksek olmasi sebebiyle, yine 50 mM Fe(CN)¢>™/0,1 M KCl ¢ozelti
ortaminda 9 farkl diisiik tarama hizlarinda (5,0; 10,0; 20;0; 30,0; 40;0;50,0; 60,0; 75,0

ve 100,0 mV/s) doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmis, her bir tarama hizindaki akim
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degerleri ve Randles - Sevcik (Esitlik 2.2) esitligi ile tiim modifiye ve yalin karbon

3-/4-

pasta elektrot i¢in yiizey alanlar1 (A) hesaplanmistir (Cizelge 4.2). (Fe(CN)g™ " tiirleri

icin D=7,6 x 10® cm?™, n=1,0 olarak almmustir).

Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere KPE’un yiizey alan1 0,066 iken, modifiye edilmis tiim
KPE’larin  yiizey alanlar1 KPE’ye gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak
Kil/CDKNT/TiO2/KPE’un yiizey alaninin KPE’a gore yaklasik olarak 2 kat daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.2°de dikkat ¢eken diger bir modifiye elektrot
ise Kil/KPE’dir. Bu elektroda bakildiginda KPE’a gore yiizey alaninin yaklasik olarak
1,5 kat daha fazla oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Modifiye KPE’lerin 5,0 mM K4Fe(CN)63'/4'/0,1 M KCI ¢6zelti ortamindaki
elektrokimyasal karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmast

Elektrot EX/V  EfIV  AE/V i pA i/ pA iy
KPE 0558 0,078 0,48 3118 2831 091
Kil/KPE 0409 0104 0,30 3762 3429 091
TiO,/KPE 0479 0,047 043 3805 3378 0,89
CDKNT/KPE 0459 0,017 0,44 4221 3657 087
Kil/TiO/KPE 0443 0,041 040 3737 3661 098
Kil/CDKNT/KPE 0494 0071 042 3448 3609 1,05
TiO,/CDKNT/KPE 0429 0,08 0,34 3102 3381 1,09

Kil/CDKNT/TiO./KPE 0,367 0,108 0,26 421,5 451,6 1,07

Cizelge 4.2 KPE ve Modifiye KPE’lerin 5,0 mM K4Fe(CN)¢>™/0,1 M KCl ¢ozelti
ortaminda DV yontemi ile hesaplanan ortalama ylizey alan1 degerleri

Elektrot Yiizey Alam (A), cm®
KPE 0,066 (+0,0012)
Kil/KPE 0,090 (+0,0004)
TiO,/KPE 0,068 (+0,0006)
CDKNT/KPE 0,072 (+0,0040)
KilI TiO,/KPE 0,081 (+0,0017)
Kil/CDKNT/KPE 0,076 (+0,0021)
CDKNT/TiO,/KPE 0,083 (+0,0031)
Kil/CDKNT/TiO,/KPE 0,112 (+0,0033)
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DV yontemi ile elde edilen sonuglari desteklemek amaciyla KPE, Kil/KPE, TiO,/KPE,
CDKNT/KPE, Kil/CDKNT/KPE, TiO»/CDKNT/KPE, Kil/TIO/KPE ve
Kil/CDKNT/TiO/KPE yiizeyleri farkli bir elektrokimyasal yontem olan EIS ile
incelenmistir. Boliim 3.8.2°de anlatildig1 gibi her bir modifiye KPE ve KPE’un Nyquist
egrileri kaydedilmistir (Sekil 4.2). Nyquist egrilerinde, yiiksek frekanslarda kaydedilmis
olan yarim dairenin ¢apinin artmasi elektrot yiizeyindeki elektron aktarm hizinin yavas,
capin azalmasi ise yiizeydeki elektron aktarim hizinin yiiksek oldugunu gostermektedir
(Wang 2006). Sekil 4.2°de gorildiigii gibi, KPE’un yarim daire c¢apmin diger
elektrotlara gore ¢ok yiiksek oldugu, KPE modifiye edildik¢e bu ¢apin bariz bir sekilde
kiigtildiigii goriilmektedir. Sekil 4.2 A’da ise 4 farkli modifiye elektroda ait Nyquist
egrileri goriilmektedir. Buna gore, Kil/CDKNT/TiO2/KPE’da yarim daire ¢apinin bu
elektrotlar arasinda en diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu sonuglara gore de
Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinin direncinin diisik ve buna bagli olarak da
iletkenliginin daha yiiksek oldugu yorumu yapilabilir.
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* KFE * Kil/KPE
25000 ® Kil’/KPE . KilTiO2/KPE
= TiO2/KPE = 3000 |*CDENT/TiO2KPE
» CDENT/KPE M- ¢ Kil/CDENT/TiO2/KEPE
CDENT/Kil/KPE
-x000.0 + ) 1000 b
et | S e
® CDENT/TiO2/KPE
~a " . 0 00 200 300 400 500
S s I ® Kil/'CDENT/TiO2/KPE
= 1s00.0 7o
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yANE
Sekil 4.2 Modifiye KPE’larm 5,0 mM Fe(CN)¢>™7/0,1 M KCl ¢ozelti ortamindaki

Nyquist diyagramlari
(Frekans araligi 1,0 - 10° Hz)
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4.1.1 Modifiye elektrotlarin SEM ile incelenmesi

Modifiye KPE’larin yiizey morfolojileri hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla her bir
elektrot yiizeyinin Taramali elektron mikroskobu teknigi ile yilizey goriintiileri farkli
kesitlerde alinmistir. Ancak modifiyer olarak kullanilan nanopargaciklarin boyutlarinin
100 nm’den kiiciik olmasi sebebiyle 200 nm’de alinmis olan SEM goriintiileri
kullanilmistir. Sekil 4.3 A’daki goriintiiye bakildiginda yalin karbon pasta elektrodun
yiizeyinin diger modifiye karbon pasta elektrotlara nazaran daha diiz bir yapida oldugu
goriilmektedir. KPE, kil ile modifiye edildiginde ise elektrot ylizeyinde sepiyolit kilinin
bulunmasindan kaynaklanan ve yaklasik olarak 2,0 - 3,0 um c¢apindaki bosluklarin
oldugu dikkat cekmektedir (Sekil 4.3 B) (Eskikoy Bayraktepe vd. 2016). Yiizeye diger
modifiyer maddelerin (TiO, nanopargaciklar1 ve CDKNT’ler) girmesi ile KPE’un
yiizeyinin degistigi ve daha diizensiz bir hal aldig1 dikkat ¢ekmektedir. Son olarak
yiizeyin TiO, nanoparcaciklari, kil ve CDKNT ile modifiye edilmesi ile elde edilmis
olan 3 bilesenli elektroda ait SEM fotografinda ise sepiyolit kilinde bulunan bosluklarin

oldugu dikkat ¢cekmektedir.

DV, EIS ve SEM sonuglarina gore Kil/CDKNT/TiO»/KPE’un en uygun elektrot oldugu
sonucuna varilmistir. Bundan sonraki kisimda oncelikle kinon - hidrokinon grubuna
sahip olan etken maddelerin elektrokimyasal davranislari incelenmistir. Sonrasinda ise
modifiye KPE ve karsilastirmak amaciyla KPE ylizeylerinde voltametrik yontem

gelistirme caligsmalari yapilmistir.

4.2 Sikonin (SKN) ile ilgili Yapilan Voltametrik Cahsmalar

4.2.1. SKN’in elektrokimyasal davramisimin DV ile incelenmesi

SKN’nin elektrokimyasal davranis1 boliim 4.1°de elektrokimyasal 6zellikleri incelenmis
olan Kil/KPE, Kil/CDKNT/TiO2/KPE ve KPE elektrot yiizeylerinde pH 2,5 (0,2 M
H2SO,) ortaminda incelenmistir. Bu amagla -0,6 ile 1,0 V’luk potansiyel araliginda ve

sadece 0,1 V/s tarama hizinda 1,0x10™* M SKN’in votamogramlar1 kaydedilmistir.
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Sekil 4.3.a. KPE, b. Kil/KPE c. TiO,/KPE, d. CDKNT/KPE e. Kil/TiO,/KPE f.
CDKNT/TiOyKPE g. Kil/CDKNT/KPE h. Kil/CDKNT/TiO,/KPE
elektrotlarina ait SEM fotograflari (200 nm)

Sekil 4.4°de goriildiigi gibi, SKN’in yiikseltgenmesine ait yaklasik olarak -0,1 V’da
birinci yiikseltgenme piki (P,%) ve yaklasik olarak 0,7 V civarinda ikinci yiikseltgenme
piki (P2%), geri potansiyel taramasinda ise (1,0 ile -0,6 V) bu yiikseltgenme piklerine ait
a

2 adet indirgenme pikine rastlanmistir. Bu piklere ait akim, potansiyel, AE, ve ipk/ip

degerleri ¢izelge 4.3°de verilmistir. Sekil 4.4 ve cizelge 4.3’¢ gore SKN’ye ait her iki
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pikin pik akimlarmin en yiiksek Kil/CDKNT/TiOo/KPE yilizeyinde elde edildigi
goriilmektedir. Ayrica bu elektrot yiizeyindeki AE, ve ipk/ipa degerleri incelendiginde
SKN’ye ait her iki pikin de Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeyindeki tersinirliginin, elektron
aktarim hizinin Kil/KPE ve KPE’ye gore daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle Kil/CDKNT/TiO2/KPEun SKN’ye ait her iki pik i¢in de en uygun elektrot

oldugunu s6ylemek miimkiindiir.

P1 ve P,’ye bakildiginda ise, P1’in Py’ye gore daha tersinir ve daha kesin bir pik sekline
sahip oldugu da yine sekil 4.4 ve gizelge 4.3’e bakarak sdylenebilir. Bu nedenle bundan
sonraki kisimlarda yapilan yontem gelistirme ve en uygun sartlarin belirlenmesi

calismalar1 Py lizerinden ylriitilmiistiir.

En uygun modifiye elektrodun 3 bilesenli olmasi sebebiyle, SKN’in elektrokimyasal
yiikseltgenme piki iizerine elektrot bilesiminin etkisi incelenmistir. Bu amagla
modifiyerlerin herbirinin bilesim yiizdesi %3,0 (1,0 mg/30,0 mg pasta) ile %13,0 (4,0
mg/30,0 mg pasta) arasinda degistirilmistir (Navratilova vd. 2002, Uslu vd. 2007). Her

bir bilesenin yiizde miktarlar1 ise ¢izelge 4.4 - 4.6’da verilmistir.

Ik olarak elektrot bilesenlerinden (digerleri sabit tutulmak iizere) kilin miktari
degistirilmis ve her bir farkli kil miktarlarinda 1,0 x 10° M SKN igeren ortamda P;’in
Dontistimlii  voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.5). Sekil 4.5 incelendiginde
SKN’in yiikseltgenmesine ait pik akimimin % 3,0 ile % 6,0 arasinda ¢ok hafif bir diisme,
% 8,3°de ani bir artis ve %13’e dogru ise keskin bir azalis gosterdigi goriilmiistiir. Bu

sonuglara gore 8,3 kilin en uygun miktar oldugu belirlenmistir.
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< 00-
E
= 200 -

400 - p,® — KFE
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Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.4 1,0x10”* M SKN’in Kil/KPE, Kil/CDKN/TiO»/KPE ve KPE elektrotlarinda
kaydedilmis Dontigiimlii voltamogramlari (pH: 2,5, v: 0,1 V/s)

Cizelge 4.3 Modifiye KPE’lerin 1,0x10* M SKN c¢ozelti ortamindaki elektrokimyasal
karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Pik | Elektrot i mA i, pA ES VO ESSVOAE, Vi
KPE 1211 682 -0,165 -0,095 -0,07 1,78
P, | Kil/KPE 11,90 868  -0,160 -0,095 -0,07 1,37
Kil/CDKNT/TiO,/KPE 4358 34,92 -0,167 -0,103 -0,06 1,25
KPE 738 2057 0536 0801 -027 0,36
P, |Kil/KPE 702 2091 0536 0804 -027 0,34
Kil/CDKNT/TiO,/KPE 27,74 49,30 05551 0,799 -025 0,56

77



Cizelge 4.4 Kil miktar1 optimizasyonunda her bir bilesenin % bilesim oranlari
g P Yy

Grafit tozu, % Kil, % TiOy, % CDKNT, %
91,0 3,0 3,0 3,0
87,0 50 3,0 3,0
88,0 6,0 3,0 3,0
85,7 8,3 3,0 3,0
84,0 10,0 3,0 3,0
81,0 13,0 3,0 3,0

En uygun kil miktar1 belirlendikten sonra, diger bir bilesen olan TiO,
nanopargaciklarinin miktar1 da yine ayni bilesim araliginda degistirilmis olup elde

edilen grafikler ve voltamogramlar sekil 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.6 i¢ grafikte goriildigi gibi TiOz’nin bilesimi % 3,0 oldugunda SKN’in
yiikseltgenme pik akimi yaklasik 0,9 pA civarinda iken, bilesim % 5,0 oldugunda
akimin yaklagik olarak 2 kat arttig1 ve % 6,0 ile %13,0 araliginda ise pik akiminda ani
bir diistisiin oldgu dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bu verilere gére en uygun TiO,

miktar1 % 5,0 olarak belirlenmistir.

En uygun CDKNT miktarini belirlemek amaciyla CDKNT bilesimi % 1,7 ile % 13,0
arasinda degistirilerek modifiye elektrotlat hazirlanmis, diger bilesenlerin oranlari ise
cizelge 4.6’de goriildiigii sekilde sabit tutulmustur. S6z konusu modifiye elektrotlar
kullanilarak yine 1,0 X 10° SKN iceren ortamda Déniisiimlii voltamogramlari
kaydedilmistir (Sekil 4,7). % 1,7 bilesim oranina sahip elektrot yiizeyinde SKN’in pik
akimi c¢ok diisiik iken, %3,0’de akimda ani bir sigrama gozlenmistir. Diger yiizde
bilesimlere bakildiginda ise pik akimi diismekte ve hemen hemen ayni degerlerde

seyretmektedir. Sonug olarak en uygun CDKNT miktart % 3,0 olarak belirlenmistir.
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Boylece ti¢ bilesenli elektrot olan Kil/CDKN/TiO,/KPE’nin en uygun % bilesimi

belirlenmis ve bu oranlar ¢izelge 4.7’ de verilmistir.

4.0
20 —— %33Kil
. — 945,0Kil
30 g 3 46,7 Kil
g Wr ., 3 { —— 048.3Kil
20 | < —— 0510,0Kil
< 0.0 . . 2413,3 Kil
— 0.0 5.0 10.0
g Lo Kil Miktar1 / %
0.0 : -
20 . , . . . , .
0.1 0.05 0 005 01 015 02 025 03

Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.5 1,0 x 10™ SKN igeren ortamda farkli kil yiizdelerinde elde edilen Py’in DV
voltamogramlar1

I¢ grafik: % Kil miktari-i, (pH: 2,5, 0,2 M H;SO,)
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30 —— %100 Tio,
%6133 Ti0,

4.0 ! ! ! ! ! ! ! !

0.3 0.2 0.1 0 01 02 0.3 0.4 0.5 0.6

Potansivel / V {Ag/AgCl 3 M NaCl'ye karsi)

Sekil 4.6 1,0 x 10° SKN igeren ortamda farkli TiO, yiizdelerinde elde edilen P;’in
dontisiimlii voltamogramlari

I¢ grafik: % TiO, miktari-i, (pH 2,5, 0,2 M H,SO,)
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izelge 4.5 TiO, miktar1 optimizasyonunda her bir elektrot bileseninin % oranlari
Cizelg p y $

Grafit tozu, % Kil, % TiO,, % CDKNT, %
85,7 8,3 3,0 3,0
83,7 8,3 5,0 3,0
82,7 8,3 6,0 3,0
80,4 8,3 8,3 3,0
78,7 8,3 10,0 3,0
75,7 8,3 13,0 3,0

e 6.0

REETTREE:

60 (5,01

ol et

0.0 5.0 10.0

ERET) CDENT Miktan /04
£
2 00
= —— 91,7 CDKNT
20 —— %33 CDKNT
iy —— 95,0 CDENT
' 96,7 CDKNT
.0 ——2610,0 CDKNT
96133 CDENT
8.0
03 02 0.1 0 01 02 03 04 05 06

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.7 1,0 x 10° SKN igeren ortamda farklit CDKNT ylizdelerinde elde edilen P;’in
dontisiimlii voltamogramlari Ic grafik: % CDKNT miktari-i, (opH 2,5, 0,2 M
H.SO,)
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Cizelge 4.6 CDKNT miktar1 optimizasyonunda her bir bilesenin % bilesim oranlari

Grafit tozu, % Kil, % TiO,, % CDKNT, %
85,0 8,3 5,0 1,7
83,7 8,3 5,0 3,0
81,7 8,3 50 5,0
80,7 8,3 5,0 6,0
78,4 8,3 5,0 8,3
76,7 8,3 5,0 10,0
73,7 8,3 5,0 13,0

Cizelge 4.7 Kil/CDKNT/TiO2/KPE i¢in en uygun bilesim yiizdeleri

Grafit tozu, % Kil, % TiO,, % CDKNT, %

83,7 8,3 5,0 3,0

Bu amacla ilk olarak genis bir pH ¢alisma araligina sahip olan (2,0 - 12,0) universal BR
tamponu kullanilmis ve 1,0x10™* M SKN’in 1,0’er pH birimi aralifinda dontisiimlii
voltamogramlar1 kaydedilerek pik akimlart okunmustur (Sekil 4.8). Sekil 4.8’de
goriildiigii gibi en yiiksek pik akimi ve pik sekli dikkate alindiginda P; yiikseltgenme
piki icin pik akiminda, pH 2,0’den 3,0’e bir yiikselme, pH 3,0’den 8,0’e kadar ise
diisme gozlenmistir. BR tamponu c¢aligmalar: 1s181inda yiiksek akimlarin gézlendigi pH
2,0 ile 6,0 araliginda farkli bilesimde tamponlar hazirlanmistir. pH 1,0-3,0 araligida
H,SO, cozeltisi, pH 4,0 ile 6,0 aralifinda ise asetat tamponu hazirlanmig, pH taramasi
yapilmis ve sonuglar 4.8.a’da verilmistir. BR ve asetat tamponuna gore, SKN’in birinci
yiikseltgenme piki (P1) i¢in en yiiksek pik akimi H,SO,4 ortaminda elde edilmistir. Bu
sonuglara gore de SKN’ye ait Py i¢in en uygun pH’in H,SO, ortaminda 2,5 oldugu

belirlenmistir.
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SKN’in ikinci yiikseltgenme piki olan Py i¢in de benzer ¢aligmalar yapilmis olup P; icin
en uygun destek elektrolitin asetat tamponu oldugu sekil 4.8.b’de goriilmiis ve en uygun
pH 4,5 olarak segilmistir (Sekil 4.8.b). En uygun destek elektrolit ortamlarinda her iki

pik icin farkli pH degerlerinde elde edilen voltamogramlar ise sekil 4.9°da verilmistir.

a #88 b
< i +8R 30 B H2504
) ] ) T . H2504
§ i )  rasod 2z Ly ASETAT TAMPONU
40 111 ASETAT TAMPONU T T
i | tl T i 0 * ! . T
~ 5 - *
s E . { .E 1
=
<2 ¢ ] 4
» ¥ 3 { 1w+ * {
¢ *
10 i, " s ¢, 3 }
o ]

0 1 2 3 4 5 6 7T 8% 9 0 1
pH

Sekil 4.8 A. 1,0x10* M SKN’in farkl: elektrolit ortamlarinda pH-i, grafikleri
a. SKN’ye ait 1. yiikseltgenme piki (P;) b. SKN’ye ait 2. yiikseltgenme piki (P;)

4.2.3 Tarama hiz1 calismasi

SKN’ye ait olan P; ve P, pikleri i¢in en uygun elektrolit ve pH degerleri belirlendikten
sonra her iki pik i¢cin de DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda yapilan c¢alismalar
yardimiyla SKN’in  Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde elektrokimyasal davranisi
(tersinirlik, yar1 tersinirlik, tersinmezlik ve adsorpsiyon Ozellikleri) ayrintili olarak
incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére de SKN’ye ait elektrot yiikseltgenme
mekanizmas1 onerilmistir. Bu calismalar i¢in 1,0 x 10% M SKN iceren ortamda
0,005-0,300 V/s araliginda tarama hizi ¢alismasi yapilmistir. Bu aralikta P; ve P,
yiikseltgenme pikleri i¢in kaydedilmis olan voltamogramlar sirasiyla sekil 4.10 —
4.11’de verilmistir. Bu voltamogramlardan elde edilen elektrokimyasal degiskenler

cizelge 4.8 - 4.9°da sunulmustur.

Cizelgeden, SKN’in birinci yiikseltgenme pikinin (P1) anodik pik potansiyelinin daha
pozitif degerlere kaydigi katodik pik potansiyeli ise daha negatif degerlere kaydigi
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goriilmektedir. Bu, pik potansiyelleri arasindaki farkin (AEp) tarama hiziyla

degismesine, ipk/ipa orani ise, tarama hiziyla sabit kalmasina sebep olmaktadir (Sekil
4.10, Cizelge 4.8).

Benzer sekilde, SKN’ye ait ikinci yiikseltgenme piki olan P,’nin tarama hizi ile
degisimi incelendiginde P ile benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.11, Cizelge 4.9).

Elde edilen bu sonuglara gore SKN’ye ait olan her iki yiikseltgenme pikinin de yari
tersinir bir redoks davranisi gosterdigi sdylenebilir.

Akim / pA

— pH2S
— pH30
Q16

pH
-100.0
4 03 {53 0.1

L] -1 B2 D3 0.4
Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Ak / pA

550

0.75 07 065 0.6 0.55 05 045 0.4 035 03

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.9 1,0x10* M SKN’in H,SO, ortaminda farkli pH’lardaki dontisiimlii
voltamogramlar1

a. SKN’ye ait birinci yiikseltgenme piki (P;) b. SKN’ye ait ikinci yiikseltgenme piki (P,) (v: 0,1 V/s)
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Sekil 4.10 1,0 x 10* M SKN ortaminda P;’in DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlari (pH 2,5)

60.0
400 |
—— 0,005 V/s
200 | —— 0,010 V/s
i 0,025 Vs
E 00 0,050 V/s
é — 0075V/s
200
— 0,1V/s
o L — 02 Vs
— 0AVis
600 -
_3{”} i i I I i
1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.11 1,0 x 10 M SKN ortaminda P,’nin DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlar1 (pH 4,5)
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Cizelge 4.8 SKN’in birinci yiikseltgenme piki olan P;’in tarama hizi degisimi ile
elektrokimyasal karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Tarama hizi, V/s  E,*V E), V AE,,V i nA i\ pnA  ipi?

0,005 -0,093 -0,135 0,04 0,51 2,15 4,21
0,010 -0,121 -0,156 0,04 3,06 4,82 1,58
0,025 -0,123 -0,164 0,04 5,38 6,98 1,30
0,050 -0,111 -0,168 0,06 10,46 11,19 1,07
0,075 -0,102 -0,172 0,07 15,07 14,78 0,98
0,100 -0,094 -0,175 0,08 18,95 17,59 0,93
0,200 -0,074 -0,196 0,12 30,72 25,86 0,84
0,300 -0,053 -0,203 0,15 39,75 33,02 0,83

Cizelge 4.9 SKN’in ikinci yiikseltgenme piki olan P;’in tarama hizi degisimi ile
elektrokimyasal karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Tarama iz, V/s E2V  ESV  AEL,V  iSpA  iSpA i)

0,005 0575 0511  (gg 0,95 07739 (g2
0,010 0602 0492 (11 3,39 1554 (46
0,025 0625 0484 (14 4,00 2230 gs5p
0,050 0,645 0462 (18 5,31 3965 075
0,075 0657 0446 (o1 6,16 5568 090
0,100 0672 0440 (3 8,65 9,074 105
0,200 0691 0412 (g 1360 1821 134
0,300 0714 0389 (32 1996 2985 150
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SKN’in modifiye elektrot (Kil/CDKNT/TiO2/KPE) ylizeyine taginmasinin adsorpsiyon
ve/veya difiizyon ile olup olmadigi, DV ile yine aym aralikta (0,005 - 0,300 V/s)
yapilan tarama hizi ¢alismalar ile elde edilen pik akimlarinin tarama hiziyla degisim
grafikleri (i, - v ve logi, - logv) ¢izilerek incelenmistir. ilk olarak SKN’in birinci
ylikseltgenme pikinin (P;) tarama hizi ile degisiminden elde edilmis olan i, - v ve logip -
logv grafikleri gizilmistir (Sekil 4.12). Sekil 4.12.a’dan da goriilecegi tizere pik akimin
tarama hiz1 ile dogrusal olarak degismesi maddenin elektrot yiizeyine adsorbe
olabilecegini diisiindiirmektedir (Wang vd. 2006, Bayraktepe vd. 2016). Bu davranisi
desteklemek amaciyla pik akimmin logaritmas: ve tarama hizinin logaritmasi (logi, -
logv) grafigi cizilmis olup bu grafikten elde edilen egimin 0,95 civarinda oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.12.b). logi, - logv grafiginden elde edilen egim degeri teorik
olarak 0,5 ile 1,0 araliginda degismektedir. Egimin 1,0’e yakin olmasi maddenin
elektrot yiizeyine adsorsiyon ile tasindigini gostermektedir (Bard ve Faulkner 2001,
Wang 2006, Tasdemir 2011). Elde edilen bu sonuglar ise SKN’ye ait olan P;’in

adsorpsiyon kontrollii oldugu sonucunu desteklemektedir.

Benzer sekilde Py icin de ayni sekilde yapilan tarama hizi verilerinden elde edilen iy - v
ve logip - logw grafikleri Sekil 4.13.a,b’de verilmistir. Sekil 4.13.a’dan da goriilecegi
tizere pik akimin tarama hizi ile dogrusal olarak degigsmesi maddenin elektrot yiizeyine
adsorbe olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu davranis1 desteklemek amaciyla logiy -
logv grafigi c¢izilmis olup bu grafikten elde edilen egimin 0,71 civarinda oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.13.b). Elde edilen bu sonuglar ise SKN’ye ait olan P,’nin de
adsorpsiyon kontrollii oldugu sonucunu desteklemektedir. Tim bu sonuglar
degerlendirildiginde P; in P,’ye gore yiizeye daha fazla adsorbe oldugunu sdylemek

miumkindiir.

Adsorpsiyon kontrollii oldugu belirlenen P; ve P; piklerinin yiikseltgenme
mekanizmasinda aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi amaciyla adsorpsiyon
sartlarinda gecerli olan Laviron esitligi (Esitlik 2.9) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara
gore mekanizmalarda yer alan elektron sayilari sirasiyla P; i¢in 1,96 + 0,46 P, icin ise

2,19 + 0,60 olarak hesaplanmustir.
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ipey / pA

¥ =163.67x + 1.8043
R® = 09966

v/Vis

0.5

LB

log ipay

y=09%x +2.2205
*=0.9907

Sekil 4.12 1,0 x 10* M SKN’in birinci yiikseltgenme pikinin tarama hiz1 calismasinda
elde edilen a. ip - v, b. logi, - logv grafikleri

v: 0,0050 - 0,300 V/s

60
50 } \ b 115.27x +2.6627 a
» *=0.997
0 ! i A
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
v/V/s

y=0.7107x + 1.9296
*=0.9829

- 0.5
logv

Sekil 4.13 1,0 x 10* M SKN’in ikinci yiikseltgenme pikinin tarama hiz1 aligmasinda
elde edilen a. ip - v, b. logi, - logv grafikleri

(v: 0,0050 - 0,300 V/s)

Elektron sayis1 belirlendikten sonra SKN’in yiikseltgenme mekanizmasinda yer alan
proton sayisinin belirlenmesi amaciyla sekil 4.9.a,b’de i¢ grafiklerde verilen pH - E,

grafiklerinden elde edilen dogru denklemi her iki pik i¢in sirastyla su sekildedir;

P icin; E, = -0,0531pH + 0,0579
P, icin; E, = -0,0523pH + 0,8988
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Bu dogru denklemlerinin egimlerine bakildiginda, P; i¢in 53,1 mV/pH, P, i¢in ise 52,3
mV/pH oldugu goriilmektedir. Bu degerler teorik Nerstian degeri olan 59 mV/pH
degerine oldukca yakindir. Bu sonug¢ ise, SKN’in her iki pikine ait redoks
mekanizmasinda aktarilan proton sayist ve elektron sayisinin birbirine esit oldugunun
gostergesi olarak yorumlanmistir (David vd. 2016, Bayraktepe vd. 2016, Honeychurch
vd. 2016). Bu veriler 1s1ginda, SKN’in her iki yiikseltgenme piki i¢in de aktarilan

elektron sayisi ve proton sayisinin 2e/2H" (asidik ortam) soylenebilir.

Buraya kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda -0,2 V ve +0,7 V’da iki ylikseltgenme
oldugu belirtilmisti. Daha negatif potansiyelde gozlenen P;’in SKN’in yapisinda
bulunan hidrokinon = kinon déniisiimiine ait oldugu disiinilmistiir. Ciinkii yapilan
literatlir arastirmalari, kinon/hidrokinon yapisinin alifatik alkol grubuna gore daha
diisiik potansiyellerde yani daha kolay yiikseltgendigini gostermektedir (Casella vd.
1993, Zheng vd. 2010). Buna gore SKN’in yapisinda bulunan hidrokinon 2¢” vererek
hizli bir sekilde kinon yapisma déniismekte ve sonrasinda 2H" un yapidan uzaklastig:
diistintilmiistiir. Daha 6nce soylendigi gibi SKN’ye ait daha pozitifi potansiyelde (0,7 V)
gozlenen P, yiikseltgenme pikinin ise, alifatik hidroksil grubunun yapida yer alan
alifatik alkol grubunun 2e ve 2H" ile ketona yiikseltgenmesinden kaynaklandig
sOylenebilir (Sekil 4.14).

4.2.4 SKN’nin AdsKDV ve AdsDPV ile tayini

Yukarida SKN i¢in yapilmis olan elektrokimyasal davranis ve mekanizma belirleme
caligmalar1 neticesinde iki adet yari tersinir yiikseltgenme pikine rastlanmistir. So6z
konusu maddenin tayini i¢in yontem gelistirmek amaciyla birinci yilikseltgenme piki

(P1) segilmistir. Bunun sebepleri su sekilde agiklanabilir:

- P3 ile kiyaslandiginda optimize edilmis ortam sartlarinda elektrot ylizeyine adsorbe

olabilme 6zelligi daha ytiksektir.
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Sekil 4.14 SKN molekiillerinin Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde gerceklesen
yiikseltgenme tepkimesi i¢in Onerilen yiikseltgenme mekanizmalari

- P2’ye gore yine optimize edilmis ortam sartlarinda daha yiiksek pik akimina ve daha
belirgin pik sekline sahiptir.

- Py’in yiikseltgendigi potansiyel degerinde (yaklasik olarak -0,1 V) yiikseltgenme
ozelligi bulunan askorbik asit, {irik asit gibi molekiillerin girisim yapmas1 gibi bir
durum soz konusu degildir. Ancak P,’nin yiikseltgendigi potansiyelde (0,6 - 0,7 V)

s0z konusu tiirlerin girisim yapmasi kaginilmazdir.

Tim bu sebepler degerlendirildiginde, yontem gelistirme c¢aligmalarinin P;
yiikseltgenme piki iizerinden yiiriiltilmesine karar verilmistir. Bu amagla,
Kil/CDKNT/TiO2/KPE ve karsilastirmak amaciyla KPE yiizeyinde hem AdsKDV hem
de AdsDPV yontemleri gelistirilmistir. H,SO, ortami ve pH 2,5°da yontem
degiskenlerinin optimizasyonu yapilmistir. Elde edilen sonuglara goére kalibrasyon
grafikleri ¢izilmis olup idrar ve serum 6rneklerine basartyla uygulanmistir. Bu konuyla

ilgili yapilan ¢alismalar asagida ayrintili olarak verilmistir.
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4.2.4.1 AdsKDV yoéntemi icin en uygun degiskenlerinin bulunmasi

Adsopritif styirma yontemi gelistirmede siyirma ve adsorpsiyonu etkileyen degiskenler
biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresidir. Bu amagla her iki yontem ig¢in en uygun

degiskenler asagida verilmistir.

En uygun biriktirme potansiyelinin arastirilmasi

SKN tayini i¢in AdsKDV yontemi gelistirmek amaciyla hem KPE hem de
Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrotlar1 yiizeyinde en uygun biriktirme potansiyelini tespit
etmek icin calismalar yapilmistir. Bu amagla daha onceden belirlenmis olan uygun
ortam sartlarinda 1,0 x 10° M SKN c¢ozeltisi hazirlanmis, 15,0 s’de sabit tutulan
biriktirme siiresinde, biriktirme potansiyeli -0,3 ile 0,6 V degerleri arasinda 0,1’er V’luk
artiglarla  degistirilmistir. ~ Sekil 4.15.a’da  KPE  Sekil 4.15 B’de ise
Kil/CDKNT/TiO2/KPE ylizeylerinde degistirilen biriktirme potansiyeline karsi akimin
degisimi verilmistir. Her bir potansiyelde akimlar tiger kez okunarak ortalama degerler
elde edilmistir. Sekil 4.15.a’da goriildigii gibi biriktirme potansiyeli -0,3 V ve -0,2 V
degerlerinde sabit olup -0,1 V’dan 0,1 V’a kadar artis gdstermistir. 0,1 V ile 0,6 V
degerleri arasinda ¢ok fazla artis gdstermemis olup en yliksek akim degeri 0,5 V’da elde
edilmistir. Bu nedenle KPE yiizeyinde AdsKDV yontemi gelistirmek amaciyla en
uygun biriktirme potansiyeli 0,5 V olarak belirlenmistir. Sekil 4.15.b incelendiginde ise
SKN’in akim degerleri -0,3 ile -0,1 V degerleri arasinda sabit kalmis olup 0,1 - 0,4 V
araliginda artis gostermis ve bu degerden sonra hemen hemen sabit kalmistir. Bu
nedenle Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde de biriktirme potansiyeli 0,5 V olarak

secilmistir.

En uygun biriktirme siiresinin arastirilmasi

Optimize edilmis olan biriktirme potansiyeli, uygun ortam sartlar1 ve 1,0 x 10° M SKN
iceren ortamda, AdsKDV yontemi gelistirmek amactyla biriktirme stiresi her iki elektrot

yiizeyinde de 0,0 ile 180 s araliginda degistirilmistir.
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Sekil 4.15 1,0 x 10° M SKN’in biriktirme potansiyeli-akim grafikleri

a.KPE b. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (0,2 M H,SO, ortami pH 2,5, biriktirme siiresi 15 s, AdsSKDV)

Sekil 4.16.a’ya gore KPE yiizeyinde SKN’in akimi 0,0 ile 120 s araliginda artis
gostermistir. 120 s ile 180 s arasinda neredeyse doygunluga ulasmistir. Bu nedenle 120
S en uygun biriktirme siiresi olarak belirlenmistir.  Sekil 4.16.b’de ise
Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde ayni ortam sartlarinda biriktirme stiresi 0,0 - 300 s
araliginda degistirilmistir. Degistirilen biriktirme siiresine kargt akim 240 s degerine
kadar siirekli bir artis gostermis olup 240 ile 300 s degerlerinde ise doygunluga
ulagsmistir. Bu nedenle 240 s Kil/CDKNT/TiO,/KPE i¢in en uygun biriktirme siiresi

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16 1,0 x 10°M SKN’in biriktirme siiresi-akim grafikleri

a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (0,2 M H,SO,4 ortami1 pH: 2,5, AdsKDV)
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AdsKDYV yontemi ile kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Belirlenmis olan en uygun ortam sartlari, biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresi
degerleri kullanilarak AdsKDV yénteminde SKN derisimi 1,0x107° ile 1,0x10° M
araliginda degistirilmis ve elde edilen akimlar SKN derisimine kars1 grafige gecirilerek
hem yalin KPE hem de Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeylerinde kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Voltamogramlar ve kalibrasyon grafikleri Sekil 4.17.a ve 4.17.b’de

verilmistir.

4.2.4.2 AdsDPYV icin yontem degiskenlerinin optimizasyonu

En uygun biriktirme potansiyelinin optimizasyonu

SKN tayini i¢in AdsDPV yontemi gelistirmek i¢in, hem KPE hem de
Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrotlar1 yiizeyinde biriktirme potansiyeli degiskeni optimize
edilmistir. Bu amagla, belirlenmis olan en uygun ortam sartlarinda 1,0 x 10° M SKN
¢Ozeltisi hazirlanmis olup 15,0 s’de sabit tutulan biriktirme siiresinde, biriktirme
potansiyeli -0,2 ile 0,6 V degerleri arasinda 0,1 V arttirilarak degistirilmistir. Sekil
4.18.a’da KPE Sekil 4.18.b’de ise Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeylerinde degistirilen
biriktirme potansiyeline kars1 akim degisimi verilmektedir. Sekil 4.18.a’ya bakildiginda,
pik akimi biriktirme potansiyeli -0,3 ile 0,0 V araliginda hemen hemen sabit iken 0,0
V’dan 0,2 V’a kadar artis gostermistir ve bu degerden sonra akim sabit kalmistir. Bu
nedenle KPE yiizeyinde AdsDPV yontemi gelistirmek amaciyla en uygun biriktirme
potansiyeli olarak 0,3 V secilmistir. Sekil 4.18.b incelendiginde ise SKN’in akim
degerleri -0,3 ile -0,1 V degerleri arasinda sabit kalmis olup 0,1 - 0,3 V araliginda artis
gOstermis sonrasinda hemen hemen sabit kalmistir. Bu nedenle Kil/CDKNT/TiO,/KPE

yiizeyinde en uygun biriktirme potansiyeli 0,4 V olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17 SKN’in farkli derisimlerideki AdSKDV voltamogramlari

a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO2/KPE (i¢ grafik: kalibrasyon grafigi)
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Sekil 4.18 1,0 x 10° M SKN’in biriktirme potansiyeli-akim grafikleri

a.KPE b. Kil/CDKNT/TiO2/KPE (0,2 M H,SO, ortami pH 2,5, biriktirme siiresi 15 s, AdsDPV)

En uygun biriktirme siiresinin optimizasyonu

En uygun biriktirme potansiyeli, uygun ortam sartlar1 ve 1,0 x 10° M SKN igeren
ortamda, AdsDPV yontemi gelistirmek amaciyla biriktirme siiresi her iki elektrot
yiizeyinde de 0,0 ile 100 s araliginda degistirilmistir. Sekil 4.19.a’ya bakildiginda KPE
yiizeyinde SKN’in akimi1 0,0 ile 60,0 s araliginda artig gostermis ve sonrasinda yaklasik
olarak sabit kalmistir. Bu nedenle KPE yiizeyinde 60,0 s AdsDPV yontemi igin en
uygun biriktirme siiresi olarak belirlenmistir. Sekil 4.19.b’de ise Kil/CDKNT/TiO/KPE
yiizeyinde ayni ortam sartlarinda 0,0 — 300 s araliginda degistirilen biriktirme siiresine
karsilik akim degerleri grafige ge¢irilmis ve akim 200,0 s degerine kadar stirekli bir artis
Bu nedenle

gostermis, 200 ile 240 s degerlerinde ise hemen hemen sabit kalmistir.

Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyine en uygun biriktirme siiresi 220 s olarak belirlenmistir.

AdsDPYV yontemi ile kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Belirlenmis olan en uygun ortam sartlari, biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresi
degerleri kullanilarak AdsDPV yonteminde SKN derisimi 1,0x107 ile 1,0x107

araliginda degistirilmis ve elde edilen akimlar SKN derisimine kars1 grafige gegirilerek
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olusturulmustur. Voltamogramlar ve kalibrasyon grafikleri Sekil 4.20.a,b’de verilmistir.
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Sekil 4.19 1,0 x 10° M SKN’in biriktirme siiresi-akim grafikleri

a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (0,2 M H,SO,4 ortamu1 pH: 2,5, AdsDPV)

Her iki elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsKDV ve AdsDPV yontemlerinin

regresyon degiskenleri Cizelge 4.10°da sunulmustur.

SKN i¢in hem KPE hem de Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrot yiizeylerinde yapilan
styirma voltametrisi yontemi gelistirme calismalarinda, sekil 4.17, 4.20 ve c¢izelge

4.10°da goriilecegi tizere;

- SKN derisimi arttik¢a pik akimlarinin hem KPE hem de Kil/CDKNT/TiO2/KPE
yiizeyinde dogrusal olarak degistigi gorilmiistiir.

- Dogrusal caligma araliginin regresyon katsayisinin her iki elektrot ve her iki yontem
icin de 0,99’dan biiylik oldugu goriilmektedir. Bu durum her iki yontemin de

dogrusalliginin ytiksek oldugunu gostermektedir.

- Her iki elektrot ve her iki yontemde elde edilen pik akimi ve pik potansiyellerinin

tekrarlanabilirlik degerleri %10’luk BSS degerinden kii¢iik oldugundan dolay1 her iki

yontemin de tekrarlanabilirliklerinin iyi oldugu sdylenebilir (Penalver vd. 2002).
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A. KPE B. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (i¢ grafik: kalibrasyon grafigi)
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Cizelge 4.10 KPE ve Kil/CDKNT/TiO,/KPE elektrotlar1 yiizeyinde gelistirilen
yontemlerin regresyon degiskenleri

KPE Kil/CDKNT/TiO,/KPE
Regresyon degiskeni
AdsKDV AdsDPV AdsKDV AdsDPV

Pik potansiyeli, V 0,132 -0,112 -0,128 -0,124
Dogrusal ¢alisma araligi, "M 27,45-5000 19,00-8000 | 1,30-1000  0,44-1000
Kalibrasyon egrisinin egimi, pA/pM 5,65 3,76 23.99 3213
Kalibrasyon egrisinin kesim noktasi, pA 0,35 1,30 2,40 0,058
Gozlenebilme sinir1 (LOD), nM 8.20 5.70 0.39 0.13
Tayin siuri (LOQ), nM 27,45 19,00 1,30 0,44
Regresyon katsayist (R') 0,9976 0,9920 0,9998 0,9986
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 314 187 494 531
Giin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (%BSS) 1,65 2.04 2,45 1,08
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 4.99 344 5.94 776
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi

0,71 2,48 2,48 1,64
(%BSS)

SKN i¢in KPE yiizeyine gelistirilen bu iki yontemin dogrusal ¢aligma aralig1 sirasiyla
AdsKDV igin 27,45 - 5000 nM, AdsDPV igin ise 19,00-8000 nM’dir. Modifiye
elektrot yiizeyinde ise bu ¢aligsma araliklar1 sirastyla 1,3-1000 ve 0,44-1000 nM’dur.
Bu sonuglara gore modifiye elektrot yiizeyinde gelistirilen AdsDPV yonteminin daha
genis bir dogrusal ¢aligma araligina sahip oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.10’da goriildiigii gibi modifiye elektrot yiizeyinde gelistirilen AdsDPV
yontemi ile elde edilen kalibrasyon egirisinin egiminin (32,13 pA/uM) gelistirilen
diger yontemlere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuca gore modifiye
elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsDPV yonteminin daha duyarli oldugu
sonucuna varilmigstir. Esitlik 4.1 ve 4.2 ve kalibrasyon egrilerinin egimleri yardimiyla
LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir (Pandit vd. 2015). Hesaplanan degerler
cizelge 4.10°da goriilmektedir. Bu sonuglara gore modifiye elektrot yiizeyinde
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gelistirilen AdsDPV yonteminin diger yontemlere gore daha diisiik gdzlenebilme

(0,13 nM) ve tayin (0,44 nM) sinirlarina sahip oldugu sonucuna varilmistir.

== (4.1)

— (4.2)

m: Kalibrasyon egrisinin egimi
s: Kalibrasyon egrisinin dogrusal ¢alisma araliginda yer alan ve en diisiik derisime yakin

bir derisimde elde edilen akimlarin standart sapmasi

Cizelge 4.10’da yer alan regresyon degiskenlerinin yani sira gelistirilmis olan
Kil/CDKNT/Ti102/KPE’unun omrii ve tekrar iiretilebilirligi de calisilmistir. Elektrodun
kararllligmim belirlenmesi amaciyla hazirlanmis olan elektrodun 1,0 x 107 M SKN
iceren ¢ozelti ortaminda AdsDPV yontemi ile her hafta akim degerleri en az 5 kez
okunmustur. Elde edilen ortalama akim degerlerine gore, 10 hafta sonunda ilk hafta
okunan akim degerinin % 95,03 oraninda korundugu goézlenmistir. Buna gore

gelistirilmis olan elektrodun en az 2 ay 10 giin kararli oldugu sonucuna varilmistir.

Kil/CDKNT/TiO2/KPE’unun tekrar iretilebilirliginin tayin edilmesi amaciyla aym
bilesimde ve ayni sartlarda 5 farkli modifiye elektrot hazirlanmistir. Elektrotlarin, 1,0 x
10" M SKN iceren ortamdaki akimlart AdsDPV yontemiyle en az 5 defa okunmustur.
Her bir elektrot i¢in okunan ortalama akim degerlerinin % BSS degeri 7,54 olarak
bulunmustur. Bu degerinin %10’dan kii¢iik olmasi, gelistirilmis olan yeni elektrodun

tekrar tiretilebilirliginin iyi oldugunu gostermektedir.
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4.2.4.3 Girisim etkisi

SKN tayini i¢in Kil/CDKNT/TiO2/KPE yardimiyla gelistirilmis olan voltametrik
yontemlere, biyolojik ortamda bulunmasi muhtemel olan bazi tiirlerin girisim etkisi
arastirtlmistir. Askorbik asit, trik asit, dopamin, L-sistein, L-glutamik asit ve glikoz
gibi elektroaktif ozelligi bulunan tiirlerin girisim etkisi aragtirtlmistir. Bu amag
dogrultusunda, SKN’in belli bir derisimde bulundugu ortama girisim yapan tiiriin
derisimi SKN’in derisiminden 100 kat fazla olacak sekilde ilave edilmis ve AdsDPV ile
elde edilen pik akimlar esitlik 4.3 yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar ¢izelge 4.11°de

sunulmustur.

Aip — iSKN—iSKN(girisnim yapan tir varken) X 100 (43)
ISKN

Bu sonuglara bakildiginda % Ai, degerlerinin % 1,0 ile % 4,4 arasinda degistigi
gorilmektedir. Bu durum ise ortamda bulunan tiirlerin SKN tayinine girisim

yapmadigini gostermektedir (Yan vd. 2015).

Cizelge 4.11 SKN’in AdsDPV ile tayinine girisim yapmast muhtemel tiirlerin etkisi

Girisim yapabilecek tiir % Alp
Askorbik asit 441
Urik asit 4,05
Dopamin 1,76
L-sistein 2,67
L-glutamik asit 1,42
Glikoz 3,75
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4.2.4.4 Gelistirilen yontemlerin gercek numunelere uygulamalari

Gelistirilen yontemlerin kalibrasyon ve girisim ¢alismalarindan elde edilmis olan
sonuglardan yola ¢ikarak (Bolim 4.2.4.1, 4.2.4.2 ve 4.2.4.3), Kil/CDKNT/TiO»/KPE
yiizeyi ve ilgili yontemler yardimiyla SKN’nin idrar ve serum Orneklerinde tayini
gerceklestirilmistir. Heniliz piyasada SKN iceren bir ila¢ olmadigr ig¢in ilag
formiilasyonlarinda SKN tayini yapilamamustir. Idrar ve serum 6rnekleri béliim 3.6’da
anlatildigr sekilde analize hazirlanmistir. Daha sonra SKN, SKN + idrar, SKN + serum
ve destek elektrolit numunelerin voltamogramlari, dogrusal galisma araligmma denk

gelecek sekilde farkli derisimlerde kaydedilmis ve sekil 4.20-4.21°de verilmistir.

Sekil 4.21°de idrar iceren ve igermeyen ortamda voltamogramlar1 verilen SKN’in idrar
ortaminda, ¢izelge 4.12°de goriilecegi lizere ti¢ farkli derisimde geri kazanim ¢aligsmalari
yapilmistir. Buna gore AdsKDV ve AdsDPV yontemleri i¢in hesaplanan ortalama geri
kazanim degerlerinin % 100 civarinda oldugu goriilmektedir. (Cizelge 4.12) Bu
sonuglar, SKN i¢in gelistirilen her iki yontemin de idrar numunelerine basariyla

uygulandigini gostermektedir.
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Potansiyel / V ( Ag/AgCL 3 M NaCl)
Sekil 4.21 SKN tayini i¢in gelistirilmis olan yontemlerin idrar i¢ceren ortamda ve idrar

icermeyen ortamda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. AdsDPV b. AdsKDV
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Serum numunelerinde de benzer sekilde 3 farkli derisimde geri kazanim c¢alismalari

gerceklestirilmis ve sonuglar yaklasik olarak %100 civarinda bulunmustur (Cizelge

4.13). Serum igeren ve serum igermeyen ortamlarda her iki yontemle de kaydedilmis

olan voltamogramlar ise sekil 4.22°de verilmistir. Bu sonuglar, SKN i¢in gelistirilen her

iki yontemin de serum numunelerine basariyla uygulandigini gostermektedir.

Cizelge 4.12 AdsKDV ve AdsDPV yontemlerinde idrar igeren ortamda SKN i¢in
yapilan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim, Bulunan Derisim, Ortalama Geri BSS**,
MM MM Kazanim*, % %
0,030 0,026; 0,029; 0,027 90,00 4,76
AdsRI 0,050 0,046; 0,050; 0,046 94,77 4,93
0,080 0,078; 0,086; 0,075 99,57 7,00
0,030 0,026; 0,030; 0,030 95,56 7,70
AdsDRg 0,050 0,049; 0,054; 0,055 105,33 6,43
0,080 0,071; 0,078; 0,083 96,67 7,79

* Sonuglar ii¢ 6l¢limiin ortalamasi olarak hesaplanmistir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma
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Sekil 4.22 SKN tayini i¢in gelistirilmis olan yontemlerin serum igeren ortamda ve
serum icermeyen ortamda kaydedilmis olan voltamogramlari

A. AdsDPV B. AdsKDV
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SKN tayini i¢in Kil/CDKNT/TiO,/KPE elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsDPV
ve AdsKDV yontemleri, literatiirde SKN icin gelistirilmis olan diger voltametrik
yontemlerle ¢izelge 4.14’de karsilastirllmistir. Cizelge 4.14’e bakildiginda SKN igin
gelistirmis oldugumuz AdsDPV yonteminin diger tiim voltametrik yontemlere gore en
diisiik gozlenebilme sinirina sahip oldugu, AdsKDV yonteminin goézlenebilme sinirinin

ise birgok voltametrik calismaya gore daha diisiik oldugu sonucuna varilmstir.

Cizelge 4.13 AdsKDV ve AdsDPV yontemlerinde serum igeren ortamda SKN igin
yapilan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Bulunan Ortalama Geri BSS**, %
Derisim, uM Derisim, pM Kazanim*, %
0,030 0,032; 0,033; 0,033 109,29 1,98
AdsRGe 0,050 0,049; 0,045; 0,047 93,61 4,77
0,080 0,081; 0,084; 0,086 104,73 3,40
0,030 0,033; 0,032; 0,033 108,89 1,77
AdsLig 0,050 0,045; 0,045; 0,046 90,67 1,27
0,080 0,078; 0,085; 0,089 105,00 6,63

* Sonuglar ii¢ 6l¢limiin ortalamasi olarak hesaplanmustir.
**hesaplanmig olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma

4.2.5 SKN’in ds-DNA ile etkilesimin DV ve DPV yontemleri ile incelenmesi

Sikonin’in DNA ile etkilesimi Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde iki fizyolojik pH olan
4,8 (Asetat tamponu) ve 7,4 (Fosfat tamponu) ortamlarinda DPV ve DV yontemleriyle

ayr1 ayr1 incelenmistir. Sonuclar asagida ayrintili olarak sunulmustur.

4.2.5.1 DPV yontemi ile elde edilen bulgular

SKN-dsDNA etkilesiminin pH 4,8 ve 7,4°de incelenmesi
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Bir antikanser ilaci olan SKN’in DNA ile etkilesiminin incelenmesi 6nemlidir. Bu
etkilesimi ¢ozelti ortaminda incelemek amaciyla 5,0 uM SKN igeren ortamlara boliim
3.4’ de antatildig1 sekilde hazirlanmis olan stok DNA ¢ozeltisinden belli derisimlerde
(5,0; 10,0; 15,0; 25,0; 35,0; 45,0; 60,0; 75,0 ppm) eklemeler yapilmistir.
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Cizelge 4.14 SKN tayini i¢in gelistirilmis olan voltametrik tekniklerin literatiirde yapilan diger ¢alismalarla karsilagtirilmasi

Elektrot Yontem Dogrusal ¢alisma
LOD, nM Uygulamasi Kaynak
araligi, nM
o Zhou vd.
CKE KDV 20,8 - 1820 7,80 Gromwell root (bitki)
2010
) Wu vd.
PEDOT — MeOH/CKE DPV 1,0 — 10000 0,30 Idrar
2013
Lithospermum
Anvd.
PDDA-GS/CKE DPV 94,7 — 3789 31,57 erythrorhizon (Bitki 2013
ekstrakti)
. Gao vd.
CDKNT/B-CD/CKE DPV 50,0 — 10000 1,00 Idrar
2015
Wu vd.
PEDOT/B-CD/CKE DPV 70,0 — 5000 2,30 Serum
2015
0,44-1000
AdsDPV 0,13 ] Tez
Kil/CDKNT/TiO,/KPE 13,00-1000 Serum ve idrar
AdsKDV 0,39 caligmasi




SKN’nin pik potansiyeli ve akimindaki degisimler DPV yontemi ile incelenmistir. Elde
edilen voltamogramlar ve grafikler sekil 4.23.a, b’de verilmistir. Bu voltamogramlarin
igerisindeki akim ve potansiyel degisimine ait grafikler incelendiginde, 5,0 ile 35,0 ppm
araliginda eklenen DNA derisimine pararlel olarak SKN’in pik akiminin her iki pH’da
da dogrusal bir sekilde azaldigr ve DNA derisimi artmaya devam ettikge okunan akim
degerinin hemen hemen sabit kaldig1 dikkat cekmektedir. Yine eklenen DNA derisimine
kars1 pik potansiyelindeki degismeye bakildiginda, P;’in pik potansiyelinin artan DNA
derigimiyle bir miktar negatife kaydigi, 35,0 ppm DNA eklenmesinden sonra ise hemen
hemen sabit kaldigi sdylenebilir. Bu verilere gore SKN’nin her iki fizyolojik pH

degerinde de DNA ile etkilesim i¢ginde oldugu sonucuna varilmstir.

Yukarida anlatildigi tizere, SKN’in DNA derisimi ile her iki ortamda da potansiyeli bir
miktar kaymaktadir. Yapilan literatiir arastirmasinda bu potansiyel degisiminin (negatife
kayma) olmasi DNA ile ilag etkilesiminin elektrostatik olabilecegini belirtmektedir
(Gherghi vd. 2003a).

Bu amagla 35 ppm DNA ve 2,0x10° M SKN’in bulundugu ¢ozelti ortamina farkl
derigimlerde (0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 M) NaCl ilaveleri yapilarak DPV
voltamogramlart her iki fizyolojik pH degerlerinde almmustir (Sekil 4.24.a,b).
Literatiirde bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde, NaCl derisiminin artmasiyla
Na" iyonlar1 ilag yerine DNA’nin yapisinda yer alan negatif yiiklii fosfat gruplarina
elektrostatik olarak baglanabilecegi ve DNA ile ila¢ molekiilleri arasindaki etkilesimin
azalacag: belirtilmektedir. Boylece Na® iyonlarinin derisimi arttikga ilag ile DNA
molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvveti azalacak ve ilacin akim-potansiyel sinyali ise
artacaktir (Hua Shi vd. 2015, Tig vd. 2016). Bu bilgiler 1s18inda, yapilan deneysel
calismalarda her iki ortamda da SKN’in akim-potansiyel sinyali NaCl derisimi ile
artmaktadir. Bu durum ise SKN ile DNA etkilesiminin elektrostatik olabilecegini

diistindiirmiistiir.
Elektrostatik etkilesimin yani sira, SKN molekiillerinin DNA’nin yapisinda bulunan

Guanin bazlarina hidrojen baglariyla baglanarak etkilesebilecegi de olasilik
dahilindedir.
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Sekil 4.23 SKN’in DPV sinyaline artan DNA derigiminin etkisi

(ic grafik: Cpna — ipskn grafigi a. pH:4,8 b. pH 7,4; 5,0 pM SKN)
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Sekil 4.24 SKN’in DNA iceren ortamina farkli derisimlerdeki NaCl’nin ilavesiyle elde
edilen DPV voltamogramlari

a.pH: 4,8b.pH: 7,4.

4.2.5.2 SKN - DNA etkilesiminin baglanma sabitinin (K) DPV ile hesaplanmasi

SKN ve DNA arasindaki etkilesimin baglanma sabitinin hesaplanmas1 amaciyla her iki
fizyolojik pH degerinde (4,8 ve 7,4) DPV yontemi ile elde edilen akim verilerden
yararlanilmigtir. Bu amagcla artan DNA derisimi ile SKN’nin pik akimindaki
degisimlerden ve boliim 2.3.2°de verilmis olan esitlik 2.12°dan yararlanilarak DNA ve
SKN arasindaki baglanma sabitleri hesaplanmistir. Burada DNA ve SKN’in ¢ozelti

ortaminda asagidaki reaksiyona gore bir kompleks olusturdugu diistiniilmiistiir;

SKN + DNA 2 [DNA—SKN]

Burada ev sahibi SKN, misafir ise eklenen DNA molekiilleridir (Temerk vd. 2013,
Sirajuddin vd. 2013, Temerk vd. 2015, Temerk vd. 2016). Buna gore, her bir DNA

. .. . ISKN-DNA
eklemesinden once ve eklenmesinden sonra hesaplanan log(—

, ) degerine
ISKN—ISKN-DNA

karsilik log(1/DNA) derisimleri grafige gecirilmis ve Sekil 4.25 A ve B’de verilmistir.
Sekil 4.25.a’da elde edilen grafigin kesim noktas1 4,45 ve sekil 4.25.b’de elde edilen
grafigin kesim noktasi ise 3,53’tiir. Bu degerden yararlanarak DNA ile SKN arasindaki
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olusum sabitleri her iki ortamda da (pH 4,8 ve 7,4) hesaplanmistir. Bu degerler pH
4,8°de 2,86 x 10* M iken, pH 7,4°de 3,38 x 10° M™"dir (Cizelge 4.15). Bu sonuglara
gore asidik ortamdaki baglanma sabitinin notral ortamdaki baglanma sabitine gore daha

yiiksek oldugu sdylenebilir.

DNA ile SKN arasinda olusan kompleksin Standart Gibbs serbest enerjisi (AG®),
yukarida bulunan K baglanma sabiti degerlerinin Esitlik 2.13’de yerine koyulmasi ile
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.15°de verilmistir. Burada AG®°
degerlerinin her iki ortamda da negatif degerde olmasi, DNA ile SKN arasindaki
etklesimin kendiliginden yiirdiigiinii gostermektedir.

4.2.5.3 DV yontemi ile elde edilen bulgular

SKN’nin DNA ile etkilesimi DV yontemi ile de yine iki farkli fizyolojik pH degerinde
(4,8 ve 7,4) 2,0 x 10° M SKN iceren ortamlarda incelenmis olup DNA i¢ermeyen ve 35
ppm DNA igeren ortamlarda yapilmis olan tarama hizi ¢aligmasi ile SKN ve SKN-DNA
kompleksinin difiizyon katsayist (D), SKN’in yiizey derisimi (/") ve reaksiyonun
standart heterojen hiz sabiti (ks) degiskenleri hesaplanarak karsilastirilmistir.

Hesaplamalara iligkin ayrintilar asagida sunulmus olup sonuglar cizelge 4.15°de

listelenmistir.
55
55
. a
P * ~5|b
< <
245 Z 45
) )
= 4 ¢ S 4 y=2.32x+3.53
) y =0.51x + 4.45 = [ ) R2=10.9726
2 R?=10.9697 o
=35 35
3 N N 3 1 1 1
-1 0 1 2 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
log(ipna-skn (iskn-iona-skn) log(iona-skn/ (skn-Tona-skw)

ISKN—ISKN-DNA

Sekil 4.25 log(—XN=DN4__y _ 1og(1/DNA) grafikleri

A.pH48B.pH 7,4
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Difiizyon katsayisinin (D) hesaplanmasi

Yapilan tarama hiz1 g¢alismasi sonuglarindan elde edilen ip—vll2

grafiginin egimi,
tersinmez ve yar1 tersinir sistemler igin gegerli olan esitlik 2.4’den yararlanarak, SKN’in
serbest halde iken ve ortama belli derisimde DNA ilavesi yapilarak difiizyon katsayilari
hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.15°de sunulmustur. Cizelge 4.15°de goriildigi gibi
SKN’in pH 4,8’de, ¢ozelti ortaminda tek basimayken hesaplanan diflizyon katsayisi
2,76x10° cm?s™ iken, DNA ilave edildiginde 1,10x10° cm?®s™ e diismektedir. Bu
sonuclara gore ortamda DNA bulundugunda SKN’in elektrot yiizeyine olan
difiizyonunun bir miktar da olsa azaldigi goriilmektedir. Cizelge 4.15°de, pH 7,4
ortamindaki diflizyon katsayisi degerleri incelendiginde ise benzer sonuglarin elde

edildigi goriilmektedir. Bu durum ise DNA ile SKN’in ¢6zelti ortaminda etkilestigini

gostermektedir.

Standart heterojen hiz sabitinin (ks) hesaplanmasi

Tarama hiz1 verilerinden hareket edilerek ¢izilmis olan Inv-E, grafiginin egimi ve esitlik
2.5°den yararlanarak DNA igeren ve DNA igermeyen ortamlarda SKN’in Ks degerleri
hesaplanmig olup sonuglar Cizelge 4.15°de sunulmustur. Cizelge 4.15°de goriildiigii
iizere SKN’in pH 4,8’de hesaplanan ks degeri, SKN serbest halde iken 0,90 s™dir.
Ortama DNA ilave edildiginde bu deger 0,88 s olmaktadir. pH 7,4°de ise tek basina
SKN igin ks degeri 0,86 s™* iken DNA eklendiginde ise 0,92 s™ oldugu gériilmektedir.
Bu degerlerin birbirine yakin olmast SKN’in elektrokimyasal 6zelliginde herhangi bir
degisiklik olmadig1 ve SKN’in DNA ile olusturdugu kompleksin elektroaktif 6zellik
gostermedigi seklinde yorumlanabilir (Jiao vd. 2005).

SKN’in elektrot yiizey derisimin (I') hesaplanmasi

Tarama hiz1 ¢aligmasi ile elde edilen akim degerlerinin tarama hizina karsi grafige
gecirilmesiyle elde edilen egim ve esitlik 2.7 yardimiyla SKN i¢in her iki ortamda da I”
degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.15’de verilmistir. Cizelge 4.15’de goriildiigi gibi pH
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4,8°de SKN’in tek basina iken bulunan I” degeri 5,19x10™ mol cm™ iken ortama DNA
ilave edildiginde bu deger 1,10x10™° mol cm®ye diismektedir. pH 7,4°de ise bu

degerler sirasiyla 1,0x10™° mol cm™ ve 8,9x10™ mol cm™ dir.

Cizelge 4.15 SKN-DNA etkilesimi i¢in her iki ortamda hesaplanan Difiizyon katsayisi
(D), heterojen hiz sabiti (ks), yiizey derisimi (), baglanma sabiti (K) ve
standart Gibbs serbest enerji (AG®) degerleri

pH Ortam D Ks r K AG’
bilesimi (cm?s™) sh (mol cm) (mol™L) kJ mol™*
x10° x10™ x10°
48 SKN 2,76(F0,17) 0,90(x0,09)  5,19(+0,8)
28,6 -25,42

SKN +DNA  1,10(+0,12) 0,88(+0,00)  1,10(+1,3)

74 SKN 0,56(+0,02) 0,86(+0,03)  1,00(+0,3)
3,38 20,13
SKN+DNA  0,41(+0,01) 0,92(+0,27)  0,89(+0,04)

4.3 Mitoksantron (MTK) ile lgili Yapilan Voltametrik Calismalar

4.3.1. MTK’nin elektrokimyasal davranisinin DV ile incelenmesi

MTK’nin elektrokimyasal davranigi, bolim 4.1°de elektrokimyasal o6zellikleri
incelenmis olan Kil/KPE, Kil/CDKNT/TiO,/KPE ve KPE elektrot yiizeylerinde pH 1,0
(0,1 M H,SO4) ortaminda incelenmistir. Bu amagla 0,3 ile 1,0 V’luk potansiyel
araligmda ve 0,1 V/s tarama hizinda 1,0x10° M MTK’min votamogramlari
kaydedilmistir. Sekil 4.26’da goriildigii gibi, MTK’ nin yiikseltgenmesine ait yaklasik
olarak 0,6 V’da birinci yiikseltgenme piki (P;%) ve yaklasik olarak 0,8 V’da ikinci
yiikseltgenme piki (P,%), geri potansiyel taramasinda (1,0 ile 0,3 V) ise herhangi bir
indirgenme pikine rastlanmamustir. Fakat, her bir pik daha dar potansiyel araliklarinda
tarandiginda, 0,3 ile 0,75 V arasinda yine bir yiikseltgenme piki gozlenirken, geri
taramada ise (0,75-0,3 V) Py’e ait bir indirgenme pikine rastlanmistir (Sekil 4.26.a).
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Benzer sekilde 0,7 ile 1,0 V’luk potansiyel aralifinda P,® i¢in her iki yonde tarama
yapilmustir (Sekil 4.26b). Elde edilen sonuglara gore, bu potansiyel araliginda da P,’ye
ait herhangi bir indirgenme pikine rastlanmamustir. Sekil 4.26’ya gore, MTK ’ya ait her
iki pikin pik akimlarinin en yliksek Kil/KPE yiizeyinde elde edildigi goriilmektedir. Bu
nedenle Kil/KPE’un MTK’ya ait her iki pik i¢in de en uygun elektrot oldugunu

sOylemek miimkiindiir.

MTK ig¢in en uygun elektrodun Kil/KPE olmasi sebebiyle, MTK’nin elektrokimyasal
yiikseltgenme pik akimlarina elektrot bilesiminin (sepiyolit kili) etkisi arastirilmistir. Bu
amagla kilin bilesim yiizdesi % 1,7 (0,5 mg kil/30,0 mg pasta) ile % 13,3 (4,0 mg
kil/30,0 mg pasta)arasinda degistirilmistir (Navratilova vd. 2002, Uslu vd. 2007). Her
bir bilesimde elde edilen voltamogramlar ve her iki pik igin % kil-i, grafikleri sekil
4.27°de verilmistir. Bu voltamogramdan da goriilecegi iizere MTK i¢in 9%10,0 kil
miktarinin tizerine ¢ikildiginda artik akimin ciddi sekilde arttigi ve P igin pik akiminin
distiigli gbéze carpmaktadir (4.27.c). Sekil 4.27.a,b’de gosterilen grafikler ve
voltamogramlar dikkate alindiginda, MTK’ya ait her iki pik i¢in de en uygun elektrot
bilesminin % 1,7 (0,5 mg kil/30 mg pasta) oraninda kil iceren elektrot oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.26 1,0x10° M MTK’nin Kil/KPE, Kil/CDKNT/TiO-/KPE ve KPE
elektrotlarinda kaydedilmis doniisiimlii voltamogramlari

a. 1,0x10° M MTK ya ait P,’nin Kil/KPE elektrodunda 0,75-1,0 V arasindaki déniisiimlii voltamogrami
b. 1,0x10° M MTK ’ya ait P,’nin Kil/KPE elektrodunda 0,3-0,80 V arasindaki Déniisiimlii voltamogrami
(pH: 1,0, v: 0,1 VI/s)

4.3.2 Destek elektrolit secimi ve pH’1n belirlenmesi

MTK’nin Kil/KPE yiizeyinde elektrokimyasal davranisini ayrintili olarak incelemek
icin her iki yiikseltgenme pik akimi ve pik potansiyeline pH’ nin ve elektrolit ortaminin
etkisi arastirilmistir. Bu amagla ilk olarak genis bir pH calisma araligina sahip olan (2,0
- 12,0) universal BR tamponu kullanilmis ve 1,0x10° M MTK’nin 1,0%er pH birimi
araliginda DOntigiimlii voltamogramlar: kaydedilmistir (Sekil 4.28). Sekil 4.28°de
gortldiigli gibi en yliksek pik akimi ve pik sekli dikkate alindiginda P; yiikseltgenme
piki icin pH 2,0°de en yiiksek pik akim1 gézlenirken pH 5,0’den sonra akim diismiistiir.
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Sekil 4.27 1,0x10° M MTK ortaminda farkli bilesimdeki kil yiizdelerinde elde edilen
dontiisiimlii voltamogramlari

I¢ grafik: a. % Kil miktari — ip; b. % Kil miktari — iy, (pH:1,0, 0,1 M H,SO,)

BR tamponu caligmalar1 1s18inda yiiksek akimlarin gézlendigi pH 2,0 ile 5,0 araliginda
farkli bilesimde tamponlar hazirlanmistir. pH 1,0-3,0 araligida H,SO4 ¢ozeltisi, pH 4,0
ile 6,0 araliginda ise asetat tamponu hazirlanmis ve sonuglar 4.28.a’da verilmistir. BR
ve asetat tamponuna gore kiyaslandiginda MTK ’nin birinci yiikseltgenme piki (P;) i¢in
en yiksek pik akimi, pH’in 1,0 oldugu H,SO,4 ortaminda elde edilmistir. MTK’ nin
ikinci ylikseltgenme piki olan P; i¢in de benzer ¢alismalar yapilmistir. Hem P; hem de
P, i¢in en uygun ortamin H,SO,4 ortami ve en uygun pH’in 1,0 oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.28.b). P; ve P, i¢in Bu ortam sartlarinda farkli pH’larda kaydedilen
voltamogramlar ise Sekil 4.29°da verilmistir.

4.3.3 Tarama hizi calismasi

MTK ’ya ait olan P; ve P, pikleri i¢in en uygun elektrolit ve pH degerleri belirlendikten
sonra her iki pik i¢in de, DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda yapilan caligmalar

yardimiyla MTK’nin Kil/KPE yiizeyinde elektrokimyasal davranisi (tersinirlik, yari
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tersinirlik, tersinmezlik ve adsorpsiyon 6zellikleri) ayrintili olarak incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore MTKya ait elektrot yiikseltgenme mekanizmasi Onerilmistir. Bu
calismalar i¢in 1,0 X 10° M MTK iceren ortamda tarama hizi 0,005-0,500 V/s
araliginda degistirilmistir. Bu aralikta P; ve P, ylikseltgenme pikleri i¢in kaydedilmis
olan voltamogramlar sirasiyla Sekil 4.30 ve 4.31°de verilmistir. Bu voltamogramlardan

elde edilen elektrokimyasal degiskenler cizelge 4.16 - 4.17°de sunulmustur.
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Sekil 4.28 1,0x10° M MTK nin farkh elektrolit ortamlarinda ip-pH grafikleri

a. MTK’nin birinci yiikseltgenme piki b. MTK ’nin ikinci yiikseltgenme piki (v:0,1 V/s)

Bu veriler incelendiginde tarama hizinin degisimiyle MTK’ nin birinci yiikseltgenme
pikinin (P;) anodik pik potansiyeli daha pozitif degerlere kayarken, katodik pik
potansiyeli ise daha negatif degerlere kaymaktatir. Bu durum ise pik potansiyelleri
arasindaki farkin (AEp) tarama hiziyla degismesine sebep olmaktadir. ipk/ipa orani ise,
tarama hiziyla degismektedir (Sekil 4.30, Cizelge 4.16). Elde edilen bu sonuglara gore
MTK’nin birinci yiikseltgenme pikinin yart tersinir bir redoks davranisi gosterdigi
sOylenebilir. MTK’ya ait ikinci yiikseltgenme piki olan P;’nin, sekil 4.26 ve sekil
4.31°de goruldiigii gibi geri potansiyel taramasinda herhangi bir indirgenme pikine
raslanmamistir. Tarama hizi ile degisimi incelendiginde ise pik potansiyelinin tarama
hiziyla daha pozitif degerlere kaydig1 cizelge 4.17°den goriilmektedir. Bu sonuglara
gore MTK’nin ikinci yiikseltgenme pikinin tersinmez bir redoks davranigi gosterdigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.29 1,O><10'5 M MTK’nin 0,1 M H,SO, ortaminda farkli pH degerlerindeki
doniistimlii voltamogramlari

a. Pl b P2 (U:O,l V/S)
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Sekil 4.30 1,O><10'5 M MTK ortaminda P;’in DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlari
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Sekil 4.31 1,0x 10° M MTK ortaminda P2’nin DV yo6ntemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlari

0,1 M H,SO, pH: 1,0
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Cizelge 4.16 MTK nin birinci yiikseltgenme piki olan P;’in tarama hiz1 degisimi ile elde
edilen elektrokimyasal degiskenler

Tarama iz, V/is  E,*V E)\V  AE,V iAipA  i\pA 92

0,005 0,672 0,638 0,035 0,44 0,219 0497
0,015 0,677 0,633 0,044 0,64 0,847 1323
0,025 0,682 0,636 0,046 1,039 0,850 0818
0,050 0,681 0,632 0,049 1,447 1,078 0.745
0,075 0,683 0,628 0,055 3,176 2,280 0.718
0,100 0,685 0,628 0,057 4,461 3,117 0.699
0,200 0,689 0,629 0,060 8,406 6,277 0747
0,300 0,693 0,623 0,070 12,85 9,661 0752
0,400 0,700 0,626 0,074 17,04 12,83 0.753
0,500 0,703 0,627 0,076 21,38 16040 (750

MTK’nin modifiye elektrot (Kil/KPE) yiizeyine tasinmasinin adsorpsiyon ve/veya
difiizyon ile olup olmadigi1 DV ile yine ayni aralikta (0,0050 - 0,500 V/s) yapilan tarama
hiz1 ¢aligmalari ile elde edilen pik akimlarinin tarama hiziyla degisim grafikleri (i, - v ve
logi, - logv) ¢izilmistir. (Sekil 4.32). Sekil 4.32.a’dan da goriilecegi lizere pik akimin
tarama hiz1 ile dogrusal olarak degismesi maddenin elektrot ylizeyine adsorbe
olabilecegini diisiindiirmektedir (Wang vd 2006, Bayraktepe vd 2016). Bu davranisi
desteklemek amaciyla pik akimmin logaritmas: ve tarama hizinin logaritmasi (logi, -
logv) grafigi ¢izilmis olup bu grafikten elde edilen egimin 0,89 oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.32.b).
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Cizelge 4.17 MTK nm ikinci yiikseltgenme piki olan P;’in tarama hiz1 degisimi ile elde
edilen elektrokimyasal degiskenler

Tarama hizi, V/s ExV ips HA
0,005 0.834 0.412
0,015 0.848 0.751
0,025 0.857 1.222
0,050 0.872 1.844
0,075 0.872 2.480
0,100 0.874 2.734
0,200 0.886 4.620
0,300 0.887 6.248
0,400 0.886 8.122
0,500 0.889 10.930

logi, - logv grafiginden elde edilen egim degeri teorik olarak 0,5 ile 1,0 araliinda
degismektedir. Egimin 1,0’e yakin olmas1 maddenin elektrot yiizeyine adsorsiyon ile
tasindigin1 gostermektedir (Bard ve Faulkner 2001, Wang 2006, Tasdemir 2011). Elde
edilen bu sonuglar ise MTK’ya ait olan P;’in adsorpsiyon kontrollii oldugu sonucunu
desteklemektedir. Benzer sekilde P, ig¢in de aymi sekilde yapilan tarama hizi
caligmalarindan elde edilen i, - v ve logi, - logo grafikleri Sekil 4.33.a,b’de verilmistir.
Sekil 4.33.a’dan da goriilecegi iizere pik akimin tarama hizi ile dogrusal olarak
degismesi maddenin elektrot ylizeyine adsorbe olabilecegini diisiindliirmektedir. Bu
davranis1 desteklemek amacryla logip - logv grafigi ¢izilmis olup bu grafikten elde
edilen egimin 0,68 civarinda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.33.b). Tiim bu sonuglar
degerlendirildiginde P; in Py’ye gore yiizeye daha fazla adsorbe oldugunu sdylemek

miumkindiir.
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Sekil 4.32 1,0<10° M MTK’nin birinci yiikseltgenme pikinin tarama hizi
caligmalarindan elde edilen a. i, - v, b. logip - logv grafikleri (tarama hizi
0,0050 - 0,500 V/s)
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Sekil 4.33 1,0x10°> M MTK’nin ikinci yiikseltgenme pikinin tarama hizi
caligmalarindan elde edilen a. ip - v, b. logip - logv grafikleri (tarama hiz1
0,0050 - 0,500 V/s)

Adsorpsiyon kontrollii oldugu belirlenen P; ve P; piklerinin yiikseltgenme
mekanizmasinda aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi amaciyla adsorpsiyon
sartlarinda gecerli olan Laviron Esitligi (Esitlik 2.9) kullanmilmistir. Elde edilen
sonuglara gore yiikseltgenme mekanizmalarinda yer alan elektron sayilari sirasiyla Py
i¢in 2,08 + 0,30 P, icin ise 1,94 =+ 0,42 olarak hesaplanmustir.

Elektron sayis1 belirlendikten sonra MTK nin yiikseltgenme mekanizmasinda yer alan

proton sayisinin belirlenmesi amaciyla sekil 4.29.a,b’de i¢ grafiklerde verilen pH - E,
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grafiklerinden elde edilen dogru denklemi kullanilmistir. Bu degerler her iki pik igin
swrastyla, Ep; = -0,0598pH + 0,76, Ep, = -0,0383pH + 0,92°dir. Bu dogru denklemlerinin
egimlerine bakildiginda, P; igin 59,8 mV/pH, P, i¢in ise 38,3 mV/pH oldugu
gorilmektedir. P; i¢in bulunan bu deger teorik Nerstian degeri olan 59 mV/pH degerine
esittir. Bu sonug ise, MTK nin birinci yiikseltgenme pikine ait redoks mekanizmasinda
aktarilan proton sayist ve elektron sayisinin birbirine esit oldugunun gdstergesi olarak
yorumlanmustir (David vd. 2016, Bayraktepe vd. 2016, Honeychurch vd. 2016). P, i¢in
bulunan deger ise 2¢/H" aktarimu igin gecerli olan 30 mV/pH teorik degerine oldukea
yakindir. Buna durum ise, MTK’nmin ikinci yiikseltgenme pikine ait redoks
mekanizmasinda aktarilan proton sayisinin, elektron sayisinin yarisina esit oldugunun

gostergesi olarak yorumlanmistir (David vd. 2016).

Bu veriler 1s18inda, MTK’nin birinci ve ikinci yiikseltgenme pikleri i¢in (P ve Py)
aktarilan elektron sayisi ve proton sayisinin sirastyla 2e/2H" (asidik ortam) ve 2e/H*

(asidik ortam) oldugu soylenebilir.

Buraya kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda MTK’ya ait 2 adet yiikseltgenme pikinin
oldugu (+0,6 V ve +0,8 V) goriilmiistiir. Bulardan daha diisiik potansiyelde gozlenen
(+0,6 V) ve yar tersinir oldugu diisliniilen pikin (P;) MTK’nin yapisinda bulunan
hidrokinon fonksiyonlu grubunun 2e/2H" vererek yiikseltgenmesi ile olusabilecegi

diistiniilmstiir.

Sekil 4.26’ya bakildiginda genis potansiyel taramasi neticesinde gozlenen her iki
yiikseltgenme pikinin geri potansiyel taramasinda herhangi bir indirgenme piki
gozlenmezken, P;’in gézlendigi potansiyel araliginda (0,3 - 0,75 V) bir potansiyel
taramasi yapildiginda P;’e ait bir indirgenme pikinin oldugu goriilmektedir. Daha sonra
ikinci pikin de yiikseltgendigi daha pozitif potansiyellere gidildiginde ikinci pikin ortaya
ciktig1 goriilmiistiir. Ancak geri potansiyel taramasinda hem ikinci hem de birinci pike
ait indirgenmenin gozlenmedigi gorilmistiir (Sekil 4.26). Bu sonuglara goére ikinci
yiikseltgenme pikinin, yapida yer alan amino grubunun tersinmez yiikseltgenmesinden
(2e",2H") kaynaklandi@1 diisiiniilmektedir. Her iki pike ait 6nerilmis olan mekanizmalar

sekil 4.34°de verilmistir.
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Sekil 4.34 MTK’nin Kil/KPE elektrot yiizeyinde gerceklesen olasi yiikseltgenme
mekanizmalari

4.3.4 MTK’nin AdsKDV ve AdsDPV ile tayini

Yukarida MTK igin yapilmis olan elektrokimyasal davranis ve mekanizma belirleme
calismalar1 neticesinde bir adet yar1 tersinir, bir adet de tersinmez yiikseltgenme pikine
rastlanmistir. S6z konusu maddenin tayini i¢in adsorpsiyon siyirma voltametrisi
yontemi gelistirmek amaciyla daha diisiik potansiyel degerlerinde gozlenen Pj

secilmistir. Bu pikin se¢ilmesinin sebebi su sekilde agiklanabilir:

- P2 ile kiyaslandiginda en uygun ortam sartlarinda elektrot yiizeyine adsorbe olabilme
ozelligi daha yiiksektir.

- P2’ye gore yine en uygun ortam sartlarinda daha yiiksek pik akimina ve daha kesin
pik sekline sahiptir.

Tim bu sebepler degerlendirildiginde, yontem gelistirme caligmalarinin P; {izerinden

yiriiltiilmesine karar verilmistir. Bu amagla, Kil/KPE ve karsilastirmak amaciyla KPE

yiizeyinde hem AdsKDV hem de AdsDPV yontemleri gelistirilmistir. H,SO,4 ortami ve

pH 1,0’de yontem degiskenlerinin optimizasyonu yapilmistir. Daha sonra belirlenen en

uygun degiskenler yardimiyla kalibrasyon grafikleri olusturulmus olup bu yontemler
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piyasada yer alan MITOKSANTRON adli flakon ve serum orneklerine basariyla

uygulanmistir. Sonuglar asagida ayrintili olarak sunulmustur.

4.3.4.1 AdsKDV ic¢in yontem degiskenlerinin belirlenmesi

Adsorptif siyirma yontemi gelistirmede siyirma ve adsorpsiyonu etkileyen degiskenler
biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresidir. Bu amacla her iki yontem icin bu

degiskenlerin en iyi sonuglar1 verecek kosullari belirlenmistir.

En uygun biriktirme potansiyelinin optimizasyonu

MTK tayini i¢in AdsKDV yontemi gelistirmek amaciyla hem KPE hem de Kil/KPE
elektrotlar1 yilizeyinde biriktirme potansiyeli calismasi yapilmistir. Bu amagla daha
onceden belirlenmis olan uygun ortam sartlarnda 1,0 x 10° M MTK cozeltisi
hazirlanmis olup 15,0 s’de sabit tutulan biriktirme stiresinde, biriktirme potansiyeli 0,0
ile 1,0 V degerleri arasinda 0,1’er birim arttirilarak degistirilmistir. Sekil 4.35.a KPE,
Sekil 4.35.b ise Kil/KPE elektrot yiizeylerinde biriktirme potansiyelinin pik akimi ile
degisimini vermektedir. Her bir potansiyelde akimlar tiger kez okunarak ortalama
degerler elde edilmistir. Sekil 4.35.a ve 4.35.b incelendiginde, her iki grafikte de
MTK’ya ait akimlarin 0,0 V degerinden sonra diistiigii goriilmektedir. Bu nedenle her

iki elektrot yiizeyinde de en uygun biriktirme potansiyeli 0,0 V olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.35 1,0 x 10° M MTK nin biriktirme potansiyeli - akim grafikleri

a. KPE b. Kil/KPE (pH: 1,0, biriktirme siiresi 15 s)
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En uygun biriktirme siiresinin belirlenmesi

En uygun degeri belirlenmis biriktirme potansiyeli ve uygun ortam sartlar1 altinda 1,0 x
10° M MTK ’nin i¢eren ortamda, AdsKDV yontemi ile biriktirme siiresinin pik akimina
etkisi hem KPE hem de Kil/KPE elektrot yiizeylerinde c¢alisilmistir. Sonuglar
4.36.a,b’de verilmistir. Sekil 4.36.2’da goriildiigii gibi KPE elektrot yiizeyinde
MTK’nin pik akimi 0,0 ile 100,0 s araliginda artis gostermis ve sonrasinda diismeye
baslamistir. Bu nedende KPE elektrot yiizeyinde en uygun biriktirme siiresi 100,0 s
olarak belirlenmistir. Sekil 4.36.b’de ise Kil/KPE elektrot yiizeyinde degistirilen
biriktirme siiresine karsilik elde edilen MTK nin pik akiminin 0,0 s’den 200 s’ye kadar
artis gostermekte oldugu ve sonrasinda (220 s) elektrot yiizeyinin doygunluga ulastigi

gozlenmektedir. Bu verilere gore en uygun biriktirme potansiyeli 200,0 s olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.36 1,0 x 10° M MTK nin biriktirme siiresi - akim grafikleri

A. KPE B. Kil/KPE (pH: 1,0)
Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Yukarida belirlenmis olan en uygun sartlarda MTK igin AdsKDV yontemi ile
kalibrasyon grafikleri her iki elektrot yiizeyinde de olusturulmustur (Sekil 4.37.a,b).
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4.3.4.2 AdsDPV icin yontem degiskenlerinin belirlenmesi

MTK tayini i¢in AdsDPV yontemi de gelistirilmistir. Bu amagla optimizasyon

caligmalar1 yapilmistir. Sonuglar asagida ayrintili olarak verilmstir.

En uygun biriktirme potansiyelinin belirlenmesi

1,0 x 10® M MTK ¢ozeltisi kullanilarak biriktirme potansiyeli 0,0 ile 1,0 V degerleri
arasinda 0,1’er birim arttirilarak degistirilmistir. Sekil 4.38.a KPE, Sekil 4.38.b ise
Kil/KPE yiizeylerinde degistirilen biriktirme potansiyeline karsi akimimn degisimini
vermektedir. Sekil 4.38 incelendiginde, her iki grafikte de MTK’ya ait akimlarin 0,0 V
degerinden sonra diistiigii giirlilmektedir. Bu nedenle AdsDPV yontemi gelistirmek i¢in

her iki elektrot ylizeyinde en uygun biriktirme potansiyeli 0,0 V olarak belirlenmistir.
En uygun biriktirme siiresinim belirlenmesi

En uygun biriktirme potansiyeli, uygun ortam sartlar1 altinda 1,0 x 10® M MTK igeren
ortamda, AdsDPV yontemi ile biriktirme siiresinin pik akimina etkisi hem KPE hem de
Kil/KPE elektrot yiizeylerinde caligilmistir. Sonuglar 4.39.a,b’de verilmistir. Sekil
4.39.a’da goriildiigi gibi KPE elektrot yiizeyinde MTK’nin pik akimi 0,0 ile 120,0 s
araliginda artig gostermis ve sonrasinda (150 -180 s) doygunluga ulagsmistir. Bu nedende
KPE elektrot yiizeyinde en uygun biriktirme siiresi 120,0 s olarak belirlenmistir. Sekil
4.39.b’de ise Kil/KPE elektrot yiizeyinde degistirilen biriktirme siiresine kargilik
MTK’nin pik akimi 0,0 s’den 180,0 s’ye kadar artis gdstermekte ve sonrasinda (180-240
s) elektrot yiizeyinin doygunluga ulastigi gozlenmektedir. Bu verilere gore en uygun

biriktirme potansiyeli 180,0 s olarak belirlenmistir.

Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Yukarida belirlenmis olan en uygun sartlarda, MTK i¢in AdsDPV yontemi ile
kalibrasyon grafikleri her iki elektrot yiizeyinde de olusturulmustur (Sekil 4.40.a,b).
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Her iki elektrot ylizeyinde gelistirilmis olan AdsKDV ve AdsDPV yontemleriyle ilgili

regresyon degiskenleri ¢izelge 4.18’de sunulmustur.
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Sekil 4.37 MTK’nin farkl derisimlerindeki AdsKDoniistiimlii voltamogramlari

a. KPE b. Kil/KPE i¢ grafik: kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.39 1,0 x 10 M MTK ’nin biriktirme siiresi - akim grafikleri

A. KPE B. Kil/KPE (pH: 1,0)

MTK i¢in hem KPE hem de Kil/KPE elektrot yiizeylerinde yapilan styirma voltametrisi

yontemi gelistirme ¢alismalarinda, sekil 4.37, 4.40 ve ¢izelge 4.18°de goriilecegi iizere;

- MTK derisimi arttikga pik akimlarinin hem KPE hem de Kil/KPE elektrot
yiizeylerinde dogrusal olarak degistigi goriilmiistiir.

- Dogrusal caligma araliginin regresyon katsayisinin her iki elektrot ve her iki yontem
icin de 0,98’den biiylik oldugu goriilmektedir. Bu durum her iki yontemin de
dogrusalliginin yliksek oldugunu gostermektedir.
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- Her iki elektrot ve her iki yontemde elde edilen pik akimi ve pik potansiyellerinin
tekrarlanabilirlik degerleri %10°lik BSS degerinden kiigiik oldugundan dolay1 her iki
yontemin de tekrarlanabilirliklerinin iyi oldugu sdylenebilir.

- MTK i¢in KPE yiizeyine gelistirilen bu iki yontemin dogrusal calisma araligi
sirastyla AdsKDV i¢in 1,59 - 1000 nM, AdsDPV i¢in ise 5,92-1000 nM’dir.
Modifiye elektrot yiizeyinde ise bu c¢aligma araliklar1 sirastyla 0,17-100 ve 2,4-100
nM’dur.

- Ayrica cizelge 4.18’de goriildiigli gibi modifiye elektrot yiizeyinde gelistirilen
AdsKDV yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisinin egimi (165,79 pA/uM) diger
yontemlere ve diger elektrotlara gore daha yiiksektir. Bu sonuca gore modifiye
elektrot ylizeyinde gelistirilmis olan AdsKDV yonteminin daha duyarli oldugu
sonucuna varilmistir. Esitlik 4.1 ve 4.2 ve kalibrasyon egrilerinin egimleri yardimiyla
LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir (Pandit vd. 2015). Hesaplanan degerler
Cizelge 4.18’de goriilmektedir. Bu sonuglara gore modifiye elektrot yiizeyinde
gelistirilen AdsKDV yonteminin diger yontemlere gore daha diisiik gbzlenebilme

(0,053 nM) ve tayin (0,18 nM) sinirlarina sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

Cizelge 4.18’de yer alan regresyon degiskenlerinin yani sira gelistirilmis olan
Kil/KPE’unun 6mrii ve tekrar iretilebilirligi de calisiimistir. Elektrodun kararliliginin
belirlenmesi amaciyla hazirlanmis olan elektrodun 1,0 x 107 M MTK iceren ¢dzelti
ortaminda AdsKDV yontemi ile her hafta akim degerleri en az 5 kez okunmustur. Elde
edilen ortalama akim degerlerine gore 5 hafta sonunda ilk hafta okunan akim degerinin
% 94,52 oraninda korundugu gézlenmistir. Buna gore gelistirilmis olan elektrodun en az

1 ay 10 giin kararl oldugu sonucuna varilmistir.

Kil/KPE’unun tekrar iiretilebilirliginin tayin edilmesi amaciyla ayn1 bilesimde ve ayni
sartlarda 5 farkli modifiye elektrot hazirlanmustir. Elektrotlarm 1,0 x 107 M MTK
iceren ortamdaki akimlart AdsKDV yontemiyle en az 5 defa okunmustur. Her bir
elektrot i¢in okunan ortalama akim degerlerinin % BSS degeri 9,21 olarak bulunmustur.
Bu degerinin %10°dan kiiclik olmasi, gelistirilmis olan yeni elektrodun tekrar

iretilebilirliginin iyi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.40 MTK nin farkli derisimlerindeki AdsKDoniistimlii voltamogramlari

A. KPE B. Kil/KPE i¢ grafik: kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.18 KPE ve Kil/KPE elektrotlar1 yilizeyinde gelistirilen yOntemlerin

regresyon degiskenleri

Regresyon degiskeni KPE Kil/lKPE
AdsKDV AdsDPV AdsKDV AdsDPV

Pik potansiyeli, V 0,648 0,672 0,628 0,624
Dogrusal ¢alisma araligi, M 1,59-1000 592-1000 | 0,17-100  2,4-100
Kalibrasyon egrlsmm eglml, IJ,A/},I.M 9,1391 5,8795 165,79 21,781
Kalibrasyon egrisinin kesim noktasi, pA 0,4193 0,3476 1,0453 0,0255
Gozlenebilme sinir1 (LOD), nM 0.48 1.76 0.0411 0.7261
Tayin smin (LOQ), nM 1,59 5,92 0,1371 2,4203
Regresyon katsayisi (R’) 0,9971 0,9932 0,9828 0,9776
Giin 1@1 akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 4.38 1.20 357 272
Gilin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi

0,11 1,02 0,29 0,35
(%BSS)
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 2,18 8,30 2,19 5,29
Giinler aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi

0,38 4,14 3,08 0,60

(%BSS)

4.3.4.3 Girisim etkisi

MTK tayini i¢in Kil/KPE elektrodu yardimiyla gelistirilmis olan voltametrik

yontemlere, biyolojik ortamda bulunmasi muhtemel olan bazi tiirlerin girisim etkisi

arastirtlmistir. Bu amagla askorbik asit, iirik asit, dopamin, L-sistein, L-glutamik asit ve

glikoz gibi elektrotaktif 6zelligi bulunan tiirlerin girisim etkisi arastirilmistir. MTK nin

belli bir derisimde bulundugu ortama, girisim yapan tiirlin derisimi MTK’nin

derisiminden 100 kat fazla olacak sekilde ilave edilmis ve AdsKDV ile elde edilen pik

akimlari esitlik 4.3 yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar ¢izelge 4.19°da sunulmustur.
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Cizelge 4.19°da goriildiigii gibi iirik asit digindaki diger tiirlerin derisimlerinin MTK nin
derisiminden 100 kata kadar fazla olmasinin, MTK’nin yiikseltgenme sinyaline
herhangi bir etkisinin olmadigr gorilmiistiir. Ancak tirik asidin voltametrik
yiikseltgenmesine ait olan pik potansiyeli MTK nin yiikseltgenme pik potansiyeli ile tist
iiste ¢akismakta ve MTK’nin akimini arttirmaktadir (Sekil 4.41). Bu durum ise trik

asitin MTK nin gelistirilen yontemlerle tayinine girisim yaptigini gostermektedir.

Cizelge 4.19 MTK’nin AdsKDV ile tayinine girisim yapmasi muhtemel tiirlerin etkisi

Girisim yapabilecek tiir % Aip
Askorbik asit 4,21
Urik asit -85,14
Dopamin -2,58
L-sistein 13,39
L-glutamik asit 5,16
Glikoz 3,52

4.3.4.4 Gelistirilen yontemlerin gercek numunelere uygulamalar:

MTK igin yapilmis olan kalibrasyon ve girisim ¢alismalarindan (Boliim 4.3.4.1, 4.3.4.2
ve 4.3.4.3) elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, Kil/KPE yiizeyi ve ilgili yontemler
yardimiyla MTK nin serum ve flakon 6rneklerinde tayini gergeklestirilmistir. Serum ve

flakon drnekleri boliim 3.6 ve 3.7°de anlatildig: sekilde analize hazirlanmustir.

Bolim 4.3.4.3’de goriildiigii gibi MTK i¢in gelistirilmis olan yontemlere idrar
ortaminda yliksek derisimlerde bulunan iirik asitin girisim yaptigi goriilmiistiir. Sekil
4.41°de goriildiigii lizere ortama idrar 6rnegi ilave edildiginde idrarin i¢eriginde bulunan

irik asit ile MTK’ya ait P;’in hemen hemen ayni potansiyel degerinde yiikseltgenme
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piki verdigi goriilmektedir. Bu durum ise, MTK i¢in gelistirilmis olan ortam sartlarinda

idrar igeren numunelerde tayin edilemeyecegini gostermektedir.

172

-1.0

— destek elektrolit

— 0,1 M H>SO4 + 10,0 pL! idrar
0,01 M MTX

20 F — 0,01 M MTX + 10,0 pL idrar

Akim / pA

1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3
Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.41 MTK’nin idrar igeren ve idrar igermeyen ortamlarindaki AdsKDV
voltamogramlari

Gelistirilen yontemlerin serum ortaminda geri kazanim c¢aligmalarinin yapilmasi
amaciyla, MTK’nin serum igeren ve serum igermeyen ortamlarda her iki yontemle
voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.42). Serum numunelerinde geri kazanim
caligmalar1 ii¢ farkli derisimde gergeklestirilmis ve sonuglar yaklasik olarak %100
civarinda bulunmustur (Cizelge 4.20). Bu geri kazanim sonuglarina gore, serum igeren

ortamda MTK ’nin tayini basariyla gergeklestirilmistir.

Serum igeren ortamlarda oldugu gibi, piyasada MITOKSANTRON adiyla bulunan
flakon 6rnegi ile geri kazanim galismalar1 yapilarak gelistirmis oldugumuz yontemlerin
dogrulugu teyid edilmistir. Bolim 3.6’da anlatildigr sekilde hazirlanmis olan
numunelerden elde edilen sonuglarin dogrudan kalibrasyon egrileri yardimiyla % geri
kazanim degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.21). Standart MTK ve flakon 6rneklerinin
ayni derisimlerdeki c¢ozeltilerinden her iki yontemle kaydedilmis voltamogramlar: ise

sekil 4.43’de verilmistir.
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Sekil 4.42 MTK tayini i¢in gelistirilmis olan yontemlerin serum igeren ve serum
icermeyen ortamlarinda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. AdsDPV b. AdsKDV

Cizelge 4.20 MTK tayini i¢in serum ortaminda AdsKDV ve AdsDPV yontemleri ile
hesaplanan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim, Bulunan Derisim, ygM Ortalama Geri BSS**, %
MM Kazamm*, %
0,030 0,0317; 0,0318; 0,0334 107,68 2,99
AdsKDV
0,050 0,0504; 0,0465; 0,0483 96,77 4,06
0,080 0,0790; 0,0782; 0,0846 100,79 4,34
0,010 0,0122; 0,0106; 0,0112 113,61 6,88
AdsDPV
0,030 0,0281; 0,0288; 0,0327 94,82 1,72
0,050 0,0530; 0,0549; 0,0540 107,94 1,70

* Sonuglar ti¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak hesaplanmaistir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri icin verilen bagil standart sapma

Cizelge 4.21°de goriildiigii tizere, MTK nin flakon 6rneklerinden geri kazanim degerleri

her iki yontem icin % 102,86 ile % 115,19 araliginda degismektedir. Bu geri kazanim

sonuglarina gore, gelistirilen voltametrik yontemlerle MTK nin flakon 6rneklerinden

voltametrik tayininin basariyla gergeklestirildigi goriilmektedir.
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MTK tayini i¢cin Kil/KPE elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsDPV ve AdsKDV
yontemleri, literatirde MTK i¢in gelistirilmis olan diger voltametrik yontemlerle ¢izelge
4.22°de karsilastirilmistir. Cizelge 4.22°ye bakildiginda MTK i¢in gelistirmis
oldugumuz AdsKDV yonteminin MTK icin gelistirilmis diger tiim voltametrik
yontemlere gore en diisiik gdzlenebilme sinirina ve genis bir dogrusal ¢aligma araligina
sahip oldugu, AdsDPV yonteminin gozlenebilme sinirinin ise birgok voltametrik

caligmaya gore daha diistik oldugu sonucuna varilmastir.
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Sekil 4.43 MTK tayini i¢in gelistirilmis olan yontemlerin flakon ve standart
ortamlarinda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. AdsDPV b. AdsKDV

Cizelge 4.21 MTK tayini i¢in flakon 6rneklerinden AdsKDV ve AdsDPV yontemleri ile
hesaplanan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim, Bulunan Derisim, pM Ortalama Geri BSS**, %
uM Kazamim*, %
0,0140 0,0141; 0,0142; 0,0147 104,00 2,18
AdsKDV 0,0800 0,0791; 0,0817; 0,0890 104,10 6,21
0,1000 0,1218;0,1128; 0,1109 115,19 5,07
0,0140 0,0136; 0,0148; 0,0147 102,86 4,67
AdsDPV 0,0800 0,0869; 0,0843; 0,0795 104,46 4,47
0,1000 0,1091; 0,1052; 0,1011 105,14 3,79

* Sonuglar ti¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak hesaplanmistir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma
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vET

Cizelge 4.22 MTK tayini i¢in gelistirilmis olan voltametrik tekniklerin literatlirde yapilan diger ¢calismalarla karsilastirilmasi

Dogrusal ¢alisma

Elektro Yontem LOD, nM Uygulamasi Kaynak

t aralhigi, nM

Hg-CFUME AdsV 0,5-20,0 0,50 Serum ve idrar Pozo vd. 1993
KPE AdsV 0,05-0,7 - idrar Villar vd. 1993
Hg AdsV - 0,05 idrar Villar vd. 1993
Hg/C-ME AdsDPV 1,3 - 10000 0,10 - Mandong 1995
CKE KDV 100,0 - 1000 100,0 - Brett vd. 1999
Co-C-MUME DV ve DTV 200,0 - 6000 42,0 idrar Mao vd. 2000
Ni/CKE LSV 18,0 idrar Bo vd. 2001
Pt/C-MME DTV 70 - 900 40,0 idrar Qian vd. 2004

cv 1000 - 10000

CDKNT/ME - 28,0- 1100 5,60 MTK igeren flakon Yang vd. 2006
CS/Grafen/CKE DPV 0,6 - 1000 0,20 idrar Hong vd. 2012
Kil/KPE AdsKDV 0,13-100 0,04 Serum, idrar ve flakon Tez calismasi
Kil/KPE AdsDPV 2,4-100 0,73 Serum, idrar ve flakon Tez calismasi




4.3.5 MTK’nin ds-DNA ile etkilesimin DV ve DPV yontemleri ile incelenmesi

MTK-DNA etkilesimi, ¢dzelti ortaminda iki fizyolojik pH olan 4,8 (Asetat tamponu) ve
7,4 (Fosfat tamponu) ortamlarinda DPV ve DV yontemleriyle ayr1 ayr1 incelenmistir.

Sonuglar asagida ayrintili olarak sunulmustur.

4.3.5.1 DPV yontemi ile elde edilen bulgular

MTK-dsDNA etkilesiminin pH 4,8 ve 7,4’de incelenmesi

Meme kanseri, bazi lenfoma ve 16semi hastaliklarinin tedavisinde kullanilan MTK ’nin
DNA ile etkilesiminin incelenmesi 6nem arzetmektedir. Bu etkilesimi ¢ozelti ortaminda
incelemek amaciyla 10,0 uM MTK igeren ortamlara boliim 3.6°da antatildigi sekilde
hazirlanmis olan stok DNA ¢ozeltisinden belli derisimlerde (1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 15,0;
25,0; 35,0; 45,0; 60,0 ppm) eklemeler yapilmistir. MTK’nin pik potansiyeli ve
akimindaki degisimler DPV yontemi ile incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar ve
grafikler sekil 4.44.a,b’de verilmistir. Sekil 4.44.a incelendiginde, 1,0 ile 15,0 ppm
araliginda eklenen DNA derisimine paralel olarak MTK’nin pik akiminin dogrusal bir
sekilde azaldig1 ve DNA derisimi artmaya devam ettik¢e okunan akim degerinin hemen
hemen sabit kaldigi dikkat cekmektedir. Yine eklenen DNA derisimine karst pik
potansiyelindeki degismeye bakildiginda, P; ve Py’nin pik potansiyellerinin bir miktar
pozitife kaydigi goriilmektedir. Sekil 4.44.b’deki (pH 7,4’de) voltamogramlar
incelendiginde ise, MTK’nin her iki pikine ait DPV pik akimlarmin eklenen DNA
derisimi ile dogrusal bir sekilde azaldigi ve 25,0 ppm DNA eklenmesinden sonra ise
hemen hemen sabit kaldig1 goriilmektedir. Her iki pike ait pik potansiyellerinin ise artan
DNA derigimi ile belirgin bir sekilde daha pozitif degerlere kaydig1 goriilmektedir. Bu
verilere gore MTK’nin her iki fizyolojik pH degerinde de DNA ile etkilesim iginde
oldugu sonucuna vartlmistir (Li vd. 2005).
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Sekil 4.44 MTK nin pik akiminin DNA derisimi ile degisiminin DPV voltamogramlari

i¢ grafik: Cpna — ipomk grafigi a. pH 4,8 b. pH 7,4
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Yukarida anlatildigi tizere MTK nin potansiyeli, artan DNA derisimi ile her iki ortamda
da bir miktar pozitife kaymaktadir. Yapilan literatiir arastirmasinda bu potansiyel

degisiminin olmast DNA ile ilag etkilesiminin interkalasyon ile olabilecegini

belirtmektedir (Li vd. 2005, Enache vd. 2015).

4.3.5.2 MTK - DNA etkilesiminin baglanma sabitinin (K) DPV ile hesaplanmasi

MTK ve DNA arasindaki etkilesimin baglanma sabitinin hesaplanmasi amaciyla her iki
ortamda DPV yontemi ile elde edilen akim verilerden yararlanilmistir. Bu amagla artan
DNA derisimi ile MTK’nin pik akimindaki degisimlerden ve boliim 2.3.2°de verilmis
olan esitlik 2.12°den yararlanilarak DNA ve MTK arasindaki baglanma sabitleri
hesaplanmistir. Burada DNA ve MTK nin ¢ozelti ortaminda asagidaki reaksiyona gore

bir kompleks olusturdugu diisiiniilmiistiir;

MTK + DNA 2 [DNA - MTK]

Burada ev sahibi MTK, misafir ise eklenen DNA molekiilleridir. Buna gore, her bir

eklemeden sonra hesaplanan log(im#) degerine karsilik log(1/DNA)
MTK~*MTK-DNA

derigimleri grafige gegirilmis ve sekil 4.45.a,b’de verilmistir. Sekil 4.45°deki grafiklerin
kesim noktalar1 yardimiyla DNA ile MTK arasinda olusan kompleksin baglanma sabiti
hesaplanmis ve Cizelge 4.23’de verimistir. Literatirde DNA ve ilag molekiilleri
arasindaki etkilesimin baglanma sabiti degerleri 10°-10° M araliginda oldugunda ilag
molekiillerinin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilestigi belirtilmistir (Temerk vd.
2016). Buna gore bu tez galismasinda MTK i¢in belirlenen K sabitinin (Cizelge 4.23)
yukarida bahsedilen aralikta olmasi, MTK-DNA arasindaki etkilesimin interkalasyon

yolu ile olabilecegini diisiindiirmiistiir.

DNA ile MTK arasinda olusan kompleksin Standart Gibbs serbest enerjisi (AGO),
yukarida bulunan K baglanma sabiti degeri esitlik 2.13’de yerine koyularak

hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar cizelge 4.23°de verilmistir. Burada, AG°

137



degerlerinin her iki ortamda da negatif degerde olmasi, DNA ile MTK arasindaki
etklesimin kendiliginden yiiriidiigiinii gostermektedir (Temerk vd. 2016).

6 6
a b
~ 5 g 5t
g ° o,
% 4 | y= 318x +4.77 % 4 b y =0.83x+4.77
2 R?=0.9792 3 R? = 0.9882
°
3 1 1 3 1 1 1 1 1
-0,5 0 0,5 1 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
log(ipna-mTr/imMTi-TDNA-MTK) log(ipnamTk!/IMTK- IDNA-MTK)

Sekil 4.45 log(—IE=DN4__) . Jog(1/DNA) grafikleri

MTK—IMTK-DNA

a.pH:4,8b.pH: 7,4

4.3.5.3 DV yontemi ile elde edilen bulgular

MTK’nin DNA ile etkilesimi DV yontemi ile de yine iki farkli fizyolojik pH degerinde
(4,8 ve 7,4) 1,0 x 10° M MTK igeren ortamlarda incelenmistir. DNA igcermeyen ve 35
ppm DNA iceren ortamlarda yapilmis olan tarama hizi ¢alismasi ile MTK ve MTK-
DNA kompleksinin difiizyon katsayis1 (D), MTK’nin elektrot yiizey derisimi (') ve
reaksiyonun standart heterojen hiz sabiti (ks) degiskenleri  hesaplanarak
karsilastirilmistir. Hesaplamalara iligkin ayrintilar asagida sunulmus olup sonuglar

cizelge 4.23’de listelenmistir.
Difiizyon katsayisinin (D) hesaplanmasi

Yapilan tarama hizi ¢aligmas1 sonucglarina gore, elde edilen ip-vll2 grafiginin egimi,
tersinmez ve yari tersinir sistemler igin gegerli olan esitlik 2.4’den yararlanarak

MTK’nin DNA icermeyen ¢ozelti ortaminda ve bu ortama belli derisimde DNA ilavesi
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yapilarak diflizyon katsayilari hesaplanmistir. Sonuclar ¢izelge 4.23°de sunulmustur.
Cizelge 4.23°de gorildiigi gibi MTK’nin pH 4,8’de, ¢ozelti ortaminda serbest
haldeyken hesaplanan difiizyon katsayisi 1,39x10”° cm?s™ iken, DNA ilave edildiginde
5,8x10° cm’s™ e diismektedir. pH 7,4 ortamindaki diflizyon katsayis1 degerleri
incelendiginde ise, DNA icermeyen ortamda MTK i¢in hesaplanan difiizyon katsayisi
3,1x107"° cm?s™t iken, ortama DNA ilave edildiginde bu deger 8,0x10® cm’s'e
diismektedir. Bu sonuglara gore, ortamda DNA bulundugunda MTK’nin elektrot
yiizeyine olan diflizyonunun azaldigi ve DNA ile MTK’nin ¢dzelti ortaminda

etkilestigini sdylenebilir.

Standart heterojen hiz sabitinin (ks) hesaplanmasi

Tarama hiz1 verilerinden hareket edilerek ¢izilmis olan Inv-E, grafiginin egimi ve
Esitlik 2.5’den yararlanarak DNA igeren ve DNA igermeyen ortamlarda MTK’ nin K
degerleri hesaplanmis olup sonuglar ¢izelge 4.23’de sunulmustur. Cizelge 4.23°de
goriildiigii izere MTK’nin pH 4,8’de hesaplanan ks degeri, MTK serbest halde iken 0,78
sdir. Ortama DNA ilave edildiginde bu deger 0,80 s olmaktadir. pH 7,4’de ise
serbest halde MTK igin ks degeri 0,80 s™ iken DNA eklendiginde ise 0,78 s oldugu
goriilmektedir. Bu degerlerin birbirine yakin olmast MTK’nin elektrokimyasal
ozelligide herhangi bir degisiklik olmadigt ve MTK’nin DNA ile olusturdugu
kompleksin elektroaktif 6zellik gostermedigi seklinde yorumlanabilir (Jiao vd. 2005).

MTK’nin elektrot yiizey derisimin (I') hesaplanmasi

Tarama hiz1 calismast ile elde edilen akim degerleri tarama hizina kars1 grafige
gegirilerek elde edilen egim ve Esitlik 2.7 yardimiyla MTK ig¢in her iki ortamda da I”
degerleri hesaplanmis ve cizelge 4.23’de verilmistir. Cizelge 4.23’de gortildiigi gibi pH
4,8’de MTK serbest halde iken bulunan 7" degeri 7,82x1072 mol cm iken ortama DNA
ilave edildiginde bu deger 4,31x10™2 mol cm®ye diismektedir. pH 7,4°de ise bu

degerler sirasiyla 3,32x10™ mol cm™ ve 5,90x10™** mol cm® dir.
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Bu sonuglara gore, daha once belirtildigi lizere MTK ile DNA’nin ¢6zelti ortaminda

etkilesim i¢inde oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.23 MTK-DNA etkilesimi i¢in hesaplanan Diflizyon katsayisi (D), heterojen
hiz sabiti (Ks), ylizey derisimi (I'), baglanma sabiti (K) ve standart Gibss
serbest enerji AG® degerleri

pH Ortam D (cm’s")  ki(s")  I'(mol cm™) K (mol AG’
bilesimi x10° x10* Lyx10* kJ mol™

MTK 13,9(+8,0) 0,78(+0,06)  7,82(+0,97)

48 MTK + 58(+0,7)  0,80(+0,06)  4,31(+0,78) >37 26,98
DNA
MTK 3,1(+0,4)  0,80(+0,19)  3,32(+0,76)

§ MTK+  0,08(+0,01) 0,78(+0,13)  0,56(+0,76) >37 -26,98
DNA

4.4 Etoposid (ETP) ile ilgili Yapilan Voltametrik Calismalar

4.4.1. ETP’nin elektrokimyasal davramisinin DV ile incelenmesi

ETP’nin elektrokimyasal davranisi, boliim 4.1°de elektrokimyasal 6zellikleri incelenmis
olan Kil/KPE, Kil/CDKNT/TiO./KPE ve KPE elektrot yiizeylerinde pH 2,0 (BR
tamponu) ortaminda incelenmistir. Bu amagla 0,0 ile 1,0 V’luk potansiyel araliginda ve
0,1 V/s tarama hizinda 1,0x10* M ETP’nin votamogramlar1 kaydedilmistir. Sekil
4.46’da goriildiigi gibi, ETP’nin yiikseltgenmesine ait yaklasik olarak 0,4 V’da birinci
yiikseltgenme piki (P1%) ve yaklasik olarak 0,7 V’da ikinci yiikseltgenme pikine (P,%)
rastlanmistir. Geri potansiyel taramasinda (1,0 ile 0,0 V) ise yaklasik olarak 0,340 V
civarinda 1. yiikseltgenme pikine ait bir indirgenme pikine (Plk) rastlanmistir. Bu
piklere ait akim, potansiyel, AE, ve ipk/ipa degerleri Cizelge 4.24’de verilmistir. Sekil
4.46 ve cizelge 4.24’e gore ETP’ye ait her iki pikin pik akimlarinin en yliksek
Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde elde edildigi goriilmektedir. Ayrica ETP’nin birinci
ylikseltgenme piki i¢in bu elektrot ylizeyindeki AE, ve ipk/ ip” degerleri incelendiginde iig

bilesenli modifiye elektrot yiizeyindeki tersinirliginin, elektron aktarim hizinin Kil/KPE
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ve KPE’ye gore daha yiliksek oldugu  goriilmektedir. Bu nedenle
Kil/CDKNT/TiO/KPE’un ETP’ye ait her iki pik i¢in de en uygun elektrot oldugunu

s0ylemek miimkiindiir.

50 .
Pk
—— KPE
30t — KilKPE
— Kil/CDENT/TiO3 /KPE

Akim / pA

—?.D 1 1 1 1 ]
1 0.3 0.6 0.4 0.2 0

Potansivel / V (Ag/Ag(Cl 3 M NaCl've kars1)

Sekil 4.46 1,0x10* M ETP’nin Kil/CDKNT/TiO,/KPE, Kil/KPE ve KPE elektrotlarinda
kaydedilmis doniisiimlii voltamogramlari

(pH: 2,0, v: 0,1 VI/s)

En uygun modifiye elektrodun 3 bilesenli olmasi sebebiyle, ETP’nin elektrokimyasal
yiikseltgenme piki iizerine elektrot bilesiminin etkisi incelenmistir. Bu amagla

modifiyerlerin herbirinin bilesim yiizdesi % 3,0 (1,0 mg/30,0 mg pasta) ile % 13,0 (4,0
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mg/30,0 mg pasta) arasinda degistirilmistir. Her bir bilesenin ylizde miktarlar1 ise

cizelge 4.25-4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.24 Modifiye KPE’lerin 1,0x10* M ETP ortamindaki elektrokimyasal
karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Pik | Elektrot ipmA i pA E)\V EAVOAE,V iy
KPE 077 015 029 046 017 5.13
p, | Kil/KPE 272 077 032 044 012 3.53
Kil/CDKNT/TiO/KPE 351 130 032 043 011 2.70
KPE - 1,824 - 0,624 - -
P, |Kil/KPE - 3,980 - 0,680 - -
Kil/CDKNT/TiO,/JKPE - 4,170 - 0,686 - -

Ik olarak elektrot bilesenlerinden (digerleri sabit tutulmak iizere) sepiyolit kilin miktari
degistirilmis ve her bir farkli kil miktarlarinda 1,0 % 10* M ETP iceren ortamda
Dontistimlii voltamogramlart kaydedilmistir (Sekil 4.47). Sekil 4.47 incelendiginde %
10,0 oraninda kil iceren 3 bilesenli modifiye elektrot yiizeyinde en yiiksek pik akiminin
elde edildigi goriilmektedir. Bu sonuca gore en uygun kil miktarinin % 10,0 olduguna

karar verilmistir.

Kil miktar1 belirlendikten sonra, diger bir modifiyer olan TiO, nanopargaciklarinin
miktar1 da yine ayni bilesim araliginda degistirilmis olup elde edilen grafikler ve

voltramogramlar sekil 4.48’de verilmistir.

Sekil 4.48 i¢ grafikte goriildiigii gibi TiO,’nin bilesimi % 3,0’den % 10,0 kadar
arttirlldiginda ETP’nin her iki pikine ait pik akimlarimin da siirekli olarak arttig
goriilmektedir. TiO, miktar1 % 10,0’dan % 13,0’e ¢ikarildiginda ise ETP’nin pik
akimlarinda hemen hemen %50,0 civarinda bir disiisiin oldugu goriilmektedir. Bu

sonuglara gore en uygun TiO, miktart %10,0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.26).
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En uygun CDKNT miktarint belirlemek amaciyla, CDKNT bilesimi de yine ayni
aralikta degistirilmis ve DV yontemi ile voltamogramlar kaydedilmistir. Diger
bilesenlerin oranlar1 ise ¢izelge 4.27°de goriildiigii sekilde sabit tutulmustur. ilgili

voltamogramlar ve grafikler sekil 4.49°da verilmistir.

3.0

10.0

0.0

10.0

Ak / pA

[ ]
T

-3 -

im S p
=
-
.
ipaf piA
[

(=1
T
-
e
(=19
T
"
e
"
H.'
——

400 : *

1] 5 10 15 0 5 10 15
Kil miktar: / %o Kil miltar: / %%

-50.0 !
0.75 0.65 0.55 0.45 0.35 0.25

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi1)

Sekil 4.47 1,0 x 10* M ETP farkli yiizelerde kil iceren elektrot yiizeylerindeki
doniistimlii voltamogramlari

I¢ grafik: A. % Kil miktar - ip1 B. % Kil miktart - iy,
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Cizelge 4.25 Kil miktar1 optimizasyonunda elde edilen her bir bilesenin % oranlari

Grafit tozu, % Kil, % TiO,, % CDKNT, %
91,0 3,0 3,0 3,0
89,0 5,0 3,0 3,0
87,3 6,7 3,0 3,0
85,7 8,3 3,0 3,0
84,0 10,0 3,0 3,0
80,7 13,3 3,0 3,0

— o4 3,0 TiO:

0 r — %% 5,0 TiO:

% 6,7 TiOa

— o4 8,3 TiO:

20 F —— 0% 10,0 TiO;
2513,3 TiO: /”—\\

"‘-.._____-_________
0

a b

40 | 30 * 20 F }

= 20 =

=10 I * L *
60 | =

. s . o . .
0 5 10 1s 0 5 10 15
TiO; miktar: / % TiO; Miktar / %%
-80 ; ; ; : ;
0.65 0.55 0.45 0.35 0.25

Potansivel / V {Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.48 1,0 x 10 M ETP igeren ortamda farkli TiO, yiizdelerinde elde edilen
dontisiimlii voltamogramlari

I¢ grafik: a. % TiO, miktar1 - iy b. % TiO, miktari - iy,
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Sekil 4.49’daki voltamogramlar ve grafikler incelendiginde, CDKNT miktar1 % 6,7
oldugunda her iki pik i¢in de en yiiksek pik akimi elde edilmistir. Bu sonuca gore, en
uygun CDKNT miktar1 % 6,7 (2,0 mg CDKNT/30,0 mg pasta) olarak belirlenmistir.

Boylece ii¢ bilesenli elektrot olan Kil/CDKNT/TiO2/KPE’un en uygun % bilesimleri

belirlenmis ve bu oranlar gizelge 4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.26 TiO, miktar1 optimizasyonunda elde edilen her bir bilesenin % oranlari

Grafit tozu, % Kil, % TiO2, % CDKNT, %
84,0 10,0 3,0 3,0
82,0 10,0 5,0 3,0
80,3 10,0 6,7 3,0
78,7 10,0 8,3 3,0
77,0 10,0 10,0 3,0
73,7 10,0 13,3 3,0

—— 4 3,0 CDENT

—— 94 5,0 CDENT
%% 6,7 CDENT

—— 04 8,3 CDENT
9% 10,0 CDENT
2413,3 CDENT

60

i W
— 20
£
é 40 30
a b
30
Z ’ o J
60 |}~ 20 | } .
= R o, rsle
10 * 3
0 1 I 0 . .
0 - 10 15 0 5 10 15
CDENT miktar: / %0 CDENT milktar: / %0
-100 N L L L y
0.65 0.55 0.45 0,35 0.2%

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.49 1,0 x 10" M ETP igeren ortamda farkli CDKNT yiizdelerinde elde edilen
dontistimlii voltamogramlari
I¢ grafik: a. % CDKNT miktar1 - ip; b. % CDKNT miktart - i
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Cizelge 4.27 CDKNT miktar1 optimizasyonunda elde edilen her bir bilesenin % oranlari

Grafit tozu, % Kil, % TiOy, % CDKNT, %
77,0 10,0 10,0 3,0
75,0 10,0 10,0 5,0
73,3 10,0 10,0 6,7
71.7 10,0 10,0 8,3
70,0 10,0 10,0 10,0
66,7 10,0 10,0 13,3

Cizelge 4.28 Kil/CDKNT/TiO,/KPE i¢in en uygun bilesim yiizdeleri

Grafit tozu, % Kil, % TiO,, % CDKNT, %

73,3 %10,0 %10,0 %6,7

4.4.2 Destek elektrolit secimi ve pH’1n belirlenmesi

ETP’nin Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeyinde elektrokimyasal davranisint ayrintili olarak
incelemek icin her iki yiikseltgenme pik akimi ve pik potansiyeline pH’nin ve elektrolit
ortaminin etkisi arastirilmistir. Bu amacla ilk olarak genis bir pH ¢alisma araligina sahip
olan (2,0 - 12,0) universal BR tamponu kullanilmis ve 5,0><10'5 M ETP’nin 1,0’er pH
birimi araliginda Doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilerek pik akimlar1 okunmustur
(Sekil 4.50). Sekil 4.50.a’da goriildiigii gibi en yiiksek pik akimi ve pik sekli dikkate
alindiginda, P; yiikseltgenme piki i¢in pik akimlarinin pH 2,0 ile 4,0 arasinda hemen
hemen ayni oldugu, pH 4,0’den sonra ise diismeye basladigi goriilmiistiir. P;
yiikseltgenme pik akimi i¢in ise, pH 2,0’den 3,0’e dogru ani bir diislis oldugu ve sonra
pH 7,0’ye kadar diismeye devam ettigi goriilmektedir (Sekil 4.50.b). Bu galismalar
1s1ginda her iki pikin de asidik bolgede yiiksek akimlar vermesinden dolayr 0,1 M
H,SO,4 ile pH taramasi yapilmistir (Sekil 4.50.a,b). H,SO4 ortaminda ETP igin elde

edilen akimlarin BR tamponuna goére daha diisiik oldugu gozlenmistir. Buna gore, her
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iki pik i¢in de en uygun pH’nin BR tamponunda 2,0 oldugu sonucuna varilmistir. BR

ortaminda farkli pH degerlerinde elde edilen voltamogramlar sekil 4.51°de verilmistir.

20 14
a b
#BR 12 F { #+BR
16
{ } H0,1MH2504 + MO0.1MH204
% 3 10
12
g fug 2oy
é 8 ;’ 6 - +
*
T
4
* 2 | * *
* *
*
0 0 1 1 1
0 2 4 6 3 10 0 2 4 6
pH pH
Sekil 4.50 5,0x10° M ETP i¢in pH-i, grafikleri
a. Py, b. P, (v: 0,1 VIs)
50.0 0.68 -
100 Z 064 1 \\
§ 0.5 -
L ¥=-0.0106x~ 0.6807
300 | R=09817
20.0 10
—_pH20
10.0 —_pH3D
< pHA4,0
= 00t —— pHS0
5 —— pHG,0
100 pH 7,0
: . —— pHS0
200 £ & ¥=-0.0586x-05786
5 04 F R:=0,9979
300 | P Py = \\
=02 F
400 | 0 .
0 5 10
500 : . : : : : -
0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0

Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl'ye karsi)

Sekil 4.51 ETP’ye ait P; ve P, yiikseltgenme piklerinin pH ile degisimini veren
dontistimlii voltamogramlari

a.pH—Ep, b. pH - Ep,
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4.4.3 Tarama hizi calismasi

ETP’ye ait olan P, ve P, pikleri i¢in en uygun elektrolit ve pH degerleri belirlendikten
sonra her iki pik i¢cin de DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda yapilan ¢alismalar
yardimiyla ETP’nin Kil/CDKNT/TiO2/KPE vyiizeyinde elektrokimyasal davranisi
(tersinirlik, yar1 tersinirlik, tersinmezlik ve adsorpsiyon oOzellikleri) ayrintili olarak
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore de ETP’ye ait elektrot yiikseltgenme
mekanizmasi Onerilmistir. Bu c¢alismalar i¢in 5,0 x 10° M ETP iceren ortamda
0,005-0,3 V araliginda tarama hizi1 c¢alismasi yapilmistir. Bu aralikta P; ve P;
yiikseltgenme pikleri i¢in kaydedilmis olan voltamogramlar sirasiyla sekil 4.52-53’de
verilmistir. Bu voltamogramlardan elde edilen elektrokimyasal degiskenler ¢izelge

4.29-30’da sunulmustur.

60.0
40,0
— 0,005 Vs
w0 + — 0,010 Vis
ﬂ 0,025 V/s
— — 0,050 V/=s
E 0o ¥ p—
é_, ——— 0,075 V/s
0,1Vis
-200 0,2V/is
—_— 0,3 Vs
400
-60.0 . . . - . . . .
0.7 0.6 0.5 0.4 03 0.2 0.1 1] -0.1 -0.2

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.52 5,0 x 10° M ETP ortaminda P;’in DV ydntemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlari
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100 b — 0,005 V/s
— 0,010 V/s
/ 0,025 Vis
ER ' — ==  — (050 Vs
= /\/_' —— 0,075 Vs
., //,//—\/_7 01Vis
100 F — 02VIs
— 03Vss
200 |
-30.0 : : : : :
0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.53 5,0 x 10° M ETP ortaminda P,’in DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlari

Cizelge 4.29 ETP’nin birinci yiikseltgenme piki olan P;’in tarama hizi degisimi ile
elektrokimyasal karakteristik 6zelliklerinin karsilagtirilmasi

Taramahz, V/s E2V  ESV  4E,V  iApA  iSpA 0]

0,005 0,38 0,36 0,02 1,25 1,06 0,85
0,010 0,40 0,36 0,04 2,55 2,22 0,87
0,025 0,41 0,34 0,07 5,65 4,82 0.85
0,050 0,44 0,32 0,11 8,97 7,95 0.89
0,075 0,45 0,31 0,14 1350 1315 (g7
01 0,47 0,29 0,17 1715 1785  q0q
0,2 0,50 0,27 0,23 2855 2971 104
0,3 0,52 0,25 0,27 358 3916 109
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Cizelge 4.30 ETP’nin ikinci yiikseltgenme piki olan P,’in tarama hizi degisimi ile
elektrokimyasal karakteristik 6zelliklerinin karsilastiriimasi

Tarama hizi, V/s EsV E), V ips HA ip's LA
0,005 0,59 : 0,42 :
0,010 0,60 - 0,65 -
0,025 0,62 - 0,86 -
0,050 0,63 - 1,91 -
0,075 0,64 - 2,16 -
0,1 0,64 - 2,38 -
0,2 0,64 - 3,72 -
0,3 0,66 - 5,29 -

Bu veriler incelendiginde tarama hizinin degismesiyle, ETP’nin birinci yiikseltgenme
pikinin (P;) anodik pik potansiyeli daha pozitif degerlere kayarken katodik pik
potansiyeli ise daha negatif degerlere kaymakta olup, bu da pik potansiyelleri arasindaki
farkin (AEp) degismesine sebep olmaktadir. ipk/ipa orani ise, tarama hiziyla sabit
kalmamaktadir (Sekil 4.52, Cizelge 4.29). Bu sonuglara goére ise, ETP’ye ait birinci
yiikseltgenme pikinin (P;) yari tersinir bir redoks davranigi gosterdigini sdylemek
miimkiindiir (Bard ve Faulkner 2001).

ETP’nin ikinci yiikseltgenme piki olan P, nin, sekil 4.46 ve sekil 4.53’de goriildiigii gibi
geri potansiyel taramasinda herhangi bir indirgenme pikine raslanmamistir. Tarama hizi
ile degisimi incelendiginde ise, pik potansiyelinin tarama hiziyla daha pozitif degerlere
kaydig1 Cizelge 4.30°da goriilmektedir. Bu sonuglara gére ETP’nin ikinci yiikseltgenme
pikinin (P2) tersinmez bir redoks davranisi gosterdigi sdylenebilir (Bard ve Faulkner
2001).

ETP’nin modifiye elektrot (Kil/CDKNT/TiO,/KPE) yiizeyine tasinmasinin adsorpsiyon
ve/veya difiizyon ile olup olmadigi DV ile yine ayni aralikta (0,0050 - 0,3 V/s) yapilan
tarama hiz1 ¢alismalar ile elde edilen pik akimlarinin tarama hiziyla degisim grafikleri

(ip - v ve logiy - logv) gizililerek incelenmistir. Ilk olarak ETP’nin ilk yiikseltgenme
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pikinin (P1) tarama hizi ile degisiminden elde edilmis olan i, - v ve logi, - logv grafikleri
cizilmistir (Sekil 4.54). Sekil 4.54.a’dan da goriilecegi iizere pik akimin tarama hizi ile
dogrusal olarak degismesi maddenin elektrot yiizeyine adsorbe olabilecegini
diisiindiirmektedir (Wang 2006, Bayraktepe vd. 2016). Bu davranisi desteklemek
amaciyla pik akiminin logaritmasi ve tarama hizinin logaritmasi (logi, - logv) grafigi
cizilmig, bu grafikten elde edilen egimin 0,86 civarinda oldugu goriilmektedir (Sekil
4.54.b). logi, - logv grafiginden elde edilen egim degeri teorik olarak 0,5 ile 1,0
araliginda degismektedir. Egimin 1,0’e yakin olmasi maddenin elektrot yiizeyine
adsorsiyon ile tasindigini goéstermektedir (Bard ve Faulkner 2001, Wang 2006,
Tasdemir 2011). Elde edilen bu sonuglar ise ETP’ye ait olan P;’in adsorpsiyon kontrollii

oldugu sonucunu desteklemektedir.

Benzer sekilde P; icin de ayni sekilde yapilan tarama hizi verilerinde elde edilen ip - v
ve logip - logv grafikleri sekil 4.55.a,b’de verilmistir. Sekil 4.55.a’dan da goriilecegi
tizere pik akimin tarama hizi ile dogrusal olarak degismedigi goriilmektedir. Bu durum
ise ETP’nin ikinci yiikseltgenme piki olan P,’nin Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeyindeki
yiikseltgenme davranisinin difiizyon kontrollii oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu davranigi
desteklemek amaciyla logi, - logu grafigi ¢izilmis olup bu grafikten elde edilen egimin
0,56 civarinda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.55.b). Elde edilen bu sonuglar ise ETP’ye
ait olan P2’nin difiizyon kontrollii oldugu sonucunu desteklemektedir. Tiim bu sonuglar
degerlendirildiginde ETP’nin birinci yiikseltgenme pikinin s6z konusu elektrot yiizeyine

adsorbe oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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Sekil 4.54 ETP’ye ait P;’in DV ile yapilan tarama hizi verilerinden elde edilen a. i, - v,
b. logip - logv grafikleri

5,0 x 10°M ETP, tarama hiz1 0,005 - 0,3 /s
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Sekil 4.55 ETP’ye ait P,’in DV ile yapilan tarama hizi verilerinden elde edilen a. iy - v,
b. logip - logv grafikleri

5,0 x 10° M ETP, tarama hiz1 0,005 - 0,3 /s

Adsorpsiyon kontrollii oldugu belirlenen P; ve difiizyon kontrollii oldugu belirlenen P,
piklerinin yiikseltgenme mekanizmasinda aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi
amaciyla P; i¢in adsorpsiyon sartlarinda gegerli olan Laviron esitligi (Esitlik 2.9), P,
i¢in ise tersinmez sistemlerde ve difiizyon sartlarinda gegerli olan esitlik 2.6 kullanilarak
elektrot sayilari hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore mekanizmalarda yer alan
elektron sayilart sirasiyla P; i¢in 1,90 + 0,59 P, i¢in ise 2,19 + 0,69 olarak
hesaplanmistir.

ETP’nin Ep-pH ¢alismalari incelendiginde (Sekil 4.51) Epi-pH egiminin Nernstian egim
olan 59,0 mV/pH degerine, Ey-pH egiminin ise bu degerine yarisina yakin oldugu
goriilmiistir. Bu durum ETP’nin birinci  yiikseltgenmesinde (kinon/hidrokinon)
aktarilan elektron sayisinin proton sayisina esit oldugunu gosterirken, ikinci
yiikseltgenme pikinde ise proton sayisinin aktarilan elektron sayisinin yarisina esit

oldugunu gostermektedir. (David vd. 2016).

ETP’nin elektrot ylizeyindeki yiikseltgenme mekanizmasii aydinlatmak amaciyla ¢ok
dongiilii Dontistimlii voltamogramlar1 alimmistir (Sekil 4.56). Bu voltamogramlarda, iki
yiikseltgenme piki ve bir indirgenme piki gozlenmistir. ilk déngiide sadece +0,6 V’da
tek bir yiikseltgenme piki (P,?), indirgenme yoniindeki potansiyel taramasinda ise +0,35
V’da tek bir indirgenme pikine rastlanmistir. ikinci déngiide ise, pozitif ydndeki

potansiyel taramasinda iki yiikseltgenme pikinden biri olan +0,4 V’da yeni bir
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yiikseltgenme piki (P;%) ortaya ¢ikmistir. ilk dongiide gozlenen yiikseltgenme pikinin
akimi azalirken, negatif yondeki taramada 0,35 V’daki indirgenme pikinin akiminin

arttig1 ve ticiincii dongiideki P1%/ P,* redoks ciftinin pik akimlarinin arttig1 gézlenmistir.

40 | Pk
0.0
i _—/_—__—_._
- 1
g -«
é_ 2
A0 Pp?
P2
8.0 1 1 1 1
1 0.3 0.4 0.4 0.2 0

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.56 1,0 x 10 M ETP’nin Kil/KPE elektrot yiizeyindeki ¢ok dongiilii DV’leri

pH:2,0; v: 0,1 V/s

Bu durum su sekilde agiklanabilir: Tk déngiide 0,6 V’da gozlenen ikinci yiikseltgenme
pikinin (P,") ETP’nin yapisindaki fenoliin 2e/H* (1) nolu fenil katyonuna ve bu
bilesigin de bir kimyasal reaksiyon ile 0-kinoid yapiya déniistiigii diisiiniilmiistiir. ikinci
dongiide gozlenmeye baglanan P.%/P.* redoks ¢iftinin (11/111) ise birinci dongiide olusan
kinoid yapmin indirgenmesi/yiikseltgenmesine (2e/2H") karsilik geldigi sonucuna
varilmustir. Iki yiikseltgenme pikinin elektron sayilar1 ve proton sayilar1 da burada
verilen yiikseltgenme mekanizmasi ile uyum igerisindedir. Sonug¢ olarak, ETP’nin

elektrokimyasal ylikeltgenme mekanizmasiyla ilgili ¢alismalara literatiirlerde rastlanmis
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ancak mekanizmasi ayrintili olarak verilmemistir (Holthuis vd. 1985, Palabiyik vd.

2013). Bu calismada ise, olduk¢a detayli bir yiikseltgenme mekanizmasi onerilmistir

(Sekil 4.57).
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Sekil 4.57 ETP molekiillerinin Kil/CDKNT/TiO,/KPE vyiizeyinde ger¢eklesen olasi

yiikseltgenme mekanizmast
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4.4.4 ETP’nin AdsKDV ve AdsDPV ile tayini

ETP’nin voltametrik adsorptif styirma voltametrisi ise tayini i¢in adsorpsiyon kontrollii

olan P; segilmistir. Bu pikin se¢ilmesinin nedeni su sekilde agiklanabilir:

- Py ile kiyaslandiginda en uygun ortam sartlarinda elektrot yilizeyine adsorbe olabilme
0zelligi daha yiiksektir.

- P2’ye gore yine en uygun ortam sartlarinda daha yiiksek pik akimina ve daha kesin
pik sekline sahiptir.

- Py’in yiikseltgendigi potansiyel degerinde (yaklasik olarak 0,3 V) yiikseltgenme
0zelligi bulunan ve girisim yapabilecek olan askorbik asit, {irik asit gibi molekiillerin
girisim yapmas1 gibi bir durum s6z konusu degildir. Ancak P,’nin yiikseltgendigi

potansiyelde (0,7 V) s6z konusu tiirlerin girisim yapmasi kaginilmazdir.

Tiim bu sebepler degerlendirildiginde, yontem gelistirme c¢alismalarinin  Pj
yiikseltgenme piki iizerinden yiriiltiilmesine karar verilmistir. Bu amagcla,
Kil/CDKNT/TiO2/KPE ve karsilastirmak amaciyla KPE yiizeyinde hem AdsKDV hem
de AdsDPV yontemleri gelistirilmistir. BR tampon ortami1 ve pH 2,0’de yontem
degiskenlerinin optimizasyonu yapilmistir. Daha sonra belirlenen en uygun degiskenler
yardimiyla kalibrasyon grafikleri olusturulmus olup gelistirilen yontemler idrar, serum
ve Etosid adli flakon orneklerine basariyla uygulanmistir. Sonuclar asagida ayrintili

olarak sunulmustur.

4.4.4.1 AdsKDYV i¢in yontem degiskenlerinin belirlenmesi

En uygun biriktirme potansiyelinin belirlenmesi

ETP tayini i¢in AdsKDV yontemi gelistirmek amaciyla hem KPE hem de
Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrotlar1  yiizeyinde biriktirme potansiyeli c¢alismasi
yapilmisir. Bu amacla daha 6nceden belirlenmis olan uygun ortam sartlarinda 1,0 % 10°®
M ETP c¢ozeltisi hazirlanmis olup 15,0 s’de sabit tutulan biriktirme siiresinde, biriktirme

potansiyeli 0,0 ile 1,0 V degerleri arasinda 0,1’er V’luk artislarla degistirilmistir. Sekil
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4.58.a’da KPE sekil 4.58.b’de ise Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeylerinde degistirilen
biriktirme potansiyeline karsi akimin degisimi verilmistir. Her bir potansiyel degerinde
akimlar tlicer kez okunarak ortalama degerler elde edilmistir. Sekil 4.58.a’da goriildiigi
gibi biriktirme potansiyeli 0,0 V ile 0,7 V degerleri arasinda diizensiz bir artis gostermis
0,7 V ile 1,0 V arasinda ise hemen hemen sabit kalmistir. Bu nedenle KPE yiizeyinde
AdsKDV yontemi gelistirmek amaciyla en uygun biriktirme potansiyeli 0,8 V olarak
belirlenmistir. Sekil 4.58.b incelendiginde ise ETP’nin akim degerleri 0,0 ile 0,3 V
degerleri arasinda artis gostermis, 0,3 ve 0,4 V arasinda hemen hemen sabit kalmistir.
0,4 V’dan sonra ise diismeye devam etmistir. Bu nedenle Kil/CDKNT/TiO,/KPE
yiizeyinde biriktirme potansiyeli 0,3 V olarak belirlenmistir.

0.02 9
a b
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- * = 4
2 o0 | { 3 Z6 |
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: 2
0.004 | s | S 3
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0 02 0.4 0.6 0.8 1 12 o 02 04 06 08 1 12

Biriktirme Potansiyeli / V Biriktirme Potansiyeli / V

Sekil 4.58 1,0 x 10° M ETP’nin biriktirme potansiyeli - akim grafikleri
a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO»/KPE (pH: 2,0, biriktirme siiresi 15 s)

En uygun biriktirme siiresinin belirlenmesi

En uygun biriktirme potansiyeli, uygun ortam sartlart ve 1,0 X 10° M ETP iceren
ortamda, AdsKDV yontemi gelistirmek amaciyla biriktirme siiresi her iki elektrot
yizeyinde de 0,0 ile 180 s araliginda degistirilmistir. Sekil 4.59.2’ya gore KPE
yizeyinde ETP’nin akimi 0,0 ile 60,0 s araliginda artis gostermis ve sonrasinda
doygunluga ulagmistir. Bu nedenle 60,0 s en uygun biriktirme siiresi olarak
belirlenmistir. Sekil 4.59.b’de ise Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeyinde ETP’nin

yiikseltgenme pik akimi 0,0 ile 135,0 s araliginda artis gostermis ve sonrasinda elektrot
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yiizeyi doygunluga ulagsmistir. Bu nedenle Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyinde en uygun

biriktirme stiresi olarak 135,0 s belirlenmistir.

0.04

a b
100 | s 3 o3
0.03 g = & ® 2 {
# ® 8.0 3
E! < ; 3
zo00z [ 3 T 60t 3 $
= y =
40 | }
0.01 L
4
20 [
0.00 . . . . 0.0 . . .
0 20 40 a0 80 100 120 140 0 50 100 150 200

Biriktirme siiresi/ s Biriktirme siiresi/ s

Sekil 4.59 1,0 x 10"° M ETP’nin biriktirme siiresi - akim grafikleri

a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (pH: 2,0)

AdsKDYV yontemi ile kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Yukarida belirlenmis uygun ortam sartlarda ETP i¢cin AdsKDV ydntemi ile kalibrasyon
grafikleri her iki elektrot yiizeyinde de olusturulmustur (Sekil 4.60.a,b).

4.4.4.2 AdsDPYV icin yontem degiskenlerinin belirlenmesi
En uygun biriktirme potansiyelinin belirlenmesi

ETP tayini icin AdsDPV yontemi gelistirmek i¢in, hem KPE hem de
Kil/CDKNT/TiO,/KPE elektrotlar1 yiizeyinde biriktirme potansiyeli degiskeni i¢in en
uygun deger belirlenmistir. Bu amagla, belirlenmis olan en uygun ortam sartlarinda 1,0
x 10° M ETP cozeltisi hazirlanmis olup 15,0 s’de sabit tutulan biriktirme siiresinde,
biriktirme potansiyeli 0,0 V ile 1,0 V degerleri arasinda 0,1 birim arttirilarak
degistirilmistir. Sekil 4.61.a’da KPE Sekil 4.61.b’de ise Kil/CDKNT/TiO,/KPE

yiizeylerinde degistirilen biriktirme potansiyeline karsi akim degisimi verilmektedir.
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Sekil 4.61.a’ya bakildiginda biriktirme potansiyeli 0,0 V oldugunda en yiiksek akim
degeri elde edilmis ve sonrasinda diismeye baslamistir. Bu nedenle KPE yiizeyinde
AdsDPV yontemi gelistirmek amaciyla en uygun biriktirme potansiyeli olarak 0,0 V
secilmistir. Sekil 4.61.b incelendiginde ise ETP’nin akim degerleri 0,0 V ile 0,3 V
degerleri arasinda artis gostermistir. 0,3 ile 0,5 V arasinda hemen hemen sabit kalmis ve
sonrasinda diismeye baslamistir. Bu nedenle Kil/CDKNT/TiO2/KPE ylizeyinde en

uygun biriktirme potansiyeli 0,3 V olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.60 ETP’nin farkli derisimlerindeki AdsKDV voltamogramlari
A. KPE B. Kil/CDKNT/TiO,/KPE i¢ grafik: kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.61 1,0 x 10° M ETP’nin biriktirme potansiyeli - akim grafikleri

a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (pH: 2,0, biriktirme siiresi 15 s)

Biriktirme siiresinin optimizasyonu

En uygun biriktirme potansiyeli, uygun ortam sartlar1 ve 1,0 x 10° M ETP igeren
ortamda, AdsDPV yontemi gelistirmek amaciyla biriktirme siiresi her iki elektrot
yizeyinde de 0,0 ile 150 s araliginda degistirilmistir. Sekil 4.62.2’ya gore KPE
yiizeyinde ETP’nin akim1 0,0 s ile 15,0 s arasinda ani bir diisme gostermis ve sonrasinda
hemen hemen sabit kalmistir. Sekil 4.62.b’de ise Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeyinde
ayni ortam sartlarinda 0,0 — 150 s araliginda degistirilen biriktirme siiresine karsilik
akim degerleri grafige gecirilmis akim 90,0 s degerine kadar siirekli bir artis gostermis
ve sonrasinda ve sonrasinda elektrot yiizeyi doygunluga ulasmistir. Bu nedenle

Kil/CDKNT/TiO2/KPE yiizeyine en uygun biriktirme siiresi 90,0 s olarak belirlenmistir.

AdsDPYV yontemi ile kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Yukarida yapilan en uygun yontem degiskenlerinin belirlenmesi c¢aligmalarina gore
KPE yiizeyinde AdsDPV yontemi gelistirmek amaciyla optimize edilen sartlarin 0,0 V
ve 0,0 s oldugu goriilmektedir (Sekil 4.61.a ve 4.62.a). Bu sonuglara gore, ETP’nin
ayni derisimini igeren ¢ozeltisinde KPE ylizeyinde klasik DPV ve optimize edilmis
sartlarda alinan AdsDPV voltamogramlari karsilastirilmistir. Klasik DPV ile elde edilen
akimlarin daha iyi olmasi sebebiyle KPE elektrot yiizeyinde DPV yontemi gelistirilmis
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ve Kil/CDKNT/TiOo/KPE elektrot yiizeyinde gelistirilen AdsDPV yontemi ile
karsilastirilmistir (Sekil 4.63.a,b).
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Sekil 4.62 1,0 x 10° M ETP’nin biriktirme siiresi - akim grafikleri
a. KPE b. Kil/CDKNT/TiO,/KPE (pH: 2,0)

Her iki elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsKDV, AdsDPV ve DPV yontemlerinin

regresyon degiskenleri ¢izelge 4.31°de sunulmustur.

ETP icin hem KPE hem de Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrot yiizeylerinde yapilan
styirma voltametrisi yontemi gelistirme calismalarinda, Sekil 4.60, 4.63 ve Cizelge

4.31°de goriilecegi tizere;

- ETP derisimi arttikga pik akimlarmin hem KPE hem de Kil/CDKNT/TiO,/KPE
yiizeyinde dogrusal olarak degistigi gorilmiistiir.

- Dogrusal caligma araliginin regresyon katsayisinin her iki elektrot ve her iki yontem
icin de 0,98’den biiylik oldugu goriilmektedir. Bu durum her iki yontemin de
dogrusalliginin ytliksek oldugunu gostermektedir.

- Her iki elektrot ve her iki yontemde elde edilen pik akimi ve pik potansiyellerinin
tekrarlanabilirlik degerleri % 5,0’lik BSS degerinden kii¢iik oldugundan dolay1 her
iki yontemin de tekrarlanabilirliklerinin oldukg¢a 1yi oldugu sdylenebilir.

- ETP icin yalin KPE yiizeyine gelistirilen bu iki yontemin dogrusal ¢alisma araligi
stirastyla AdsKDV i¢in 0,03 - 1,5 uM, DPV ig¢in ise 0,74 - 10,0 uM’dir. Modifiye
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elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsKDV ve AdsDPV yontemleri i¢in bulunan
dogrusal calisma araliklar1 ise sirastyla 0,003 - 0,5 ve 0,009 - 3,5 uM’dir. Bu
sonuglara gore modifiye elektrot yiizeyinde gelistirilen AdsDPV yonteminin daha

genis bir dogrusal ¢aligma araligina sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.63.a. ETP’nin KPE elektrot yiizeyinde farkli derisimlerindeki DPV voltamogramlar1 b.
ETP’nin Kil/CDKNT/TiO/KPE yiizeyinde farkli derisimlerindeki AdsDPV
voltamogramlari

i¢ grafik: kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.31 KPE ve Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrotlar1 ylizeyinde gelistirilen
yontemlerin regresyon degiskenleri

KPE Kil/CDKNT/TiO,/KPE
Regresyon degiskeni
AdsKDV DpPV AdsKDV AdsDPV

Pik potansiyeli, V 0,404 0,380 0,368 0,376
Dogrusal alisma araligt, uM 0,03-1,5  0,74-10,0 | 0,003-0,5  0,009-3,5
Kalibrasyon egrisinin egimi, JA/UM 0,009 0,003 5,25 2,61
Kalibrasyon egrisinin kesim noktasi, JA 0,009 0,006 0,01 0,23
Gozlenebilme sinir1 (LOD), },I.M 0.010 0.22 0.00088 0.0026
Tayin siri (LOQ), pM 0,030 0,74 0,0029 0,0087
Regresyon katsayist (R’) 0,9862 0,9935 0,9935 0,9976
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 1.04 260 1.70 112
Giin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,58 1,78 0,95 0,92
Gtinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 3.84 7 44 330 262
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi

1,70 0,92 0,53 0,54
(%BSS)

- Cizelge 4.31°de goriildiigii gibi modifiye elektrot ylizeyinde gelistirilen AdsKDV
yontemi ile elde edilen kalibrasyon egirisinin egiminin (5,25 pA/uM) gelistirilen
diger yontemlere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuca gore modifiye
elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsKDV yonteminin daha duyarli oldugu
sonucuna varilmistir.

- Esitlik 4.1 ve 4.2 ve kalibrasyon egrilerinin egimleri yardimiyla LOD ve LOQ
degerleri hesaplanmis ve cizelge 4.31°de verilmistir. Bu sonuglara gére modifiye
elektrot yiizeyinde ETP tayini igin gelistirilen AdsKDV ydnteminin diger yontemlere
gore daha diisiik gozlenebilme (0,9 nM) ve tayin (3,0 nM) sinirlarina sahip oldugu
sonucuna varilmistir.

ETP tayini igin gelistirilmis olan Kil/CDKNT/TiO2/KPE’unun omrii ve tekrar

tretilebilirligi de calistlmistir. Elektrodun kararhiliginin  belirlenmesi amaciyla

hazirlanmis olan elektrot, 1,0 x 107 M ETP iceren ¢ozelti ortaminda AdsDPV yontemi
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ile her hafta akim degerleri en az 5 kez okunmustur. Elde edilen ortalama akim
degerlerine gore 4 hafta sonunda ilk hafta okunan akim degerinin % 77,76 oraninda
korundugu goézlenmistir. Buna gore gelistirilmis olan elektrodun en az 28 giin kararh

oldugu sonucuna varilmastir.

Kil/CDKNT/TiO2/KPE’unun tekrar iiretilebilirliginin tayin edilmesi amaciyla ayni
bilesimde ve ayni sartlarda 5 farklt modifiye elektrot hazirlanmistir. Elektrotlarin 1,0 x
107 M ETP igeren ortamdaki akimlar AdsDPV ydntemiyle en az 5 defa okunmustur.
Her bir elektrot i¢in okunan ortalama akim degerlerinin % BSS degeri % 4,96 olarak
bulunmustur. Bu degerinin %10’dan kii¢iikk olmasi, gelistirilmis olan yeni elektrodun

tekrar tiretilebilirliginin iyi oldugunu gostermektedir.

4.4.4.3 Girisim etkisi

ETP tayini i¢in Kil/CDKNT/TiOo/KPE yardimiyla gelistirilmis olan voltametrik
yontemlere, biyolojik ortamda bulunmasi muhtemel olan bazi tiirlerin girisim etkisi
aragtirtlmistir. Bu amagla askorbik asit, iirik asit, dopamin, L-sistein, L-glutamik asit ve
glikoz gibi elektroaktif 6zelligi bulunan tiirlerin girisim etkisi arastirilmigtir. ETP’nin
belli bir derisimde bulundugu ortama girisim yapan tiirlin derisimi ETP’nin
derisiminden 100 kat fazla olacak sekilde ilave edilmis ve hesaplanan Ai, degerleri

cizelge 4.32’da sunulmustur.

Cizelge 4.32 ETP’nin AdsKDV ile tayinine girisim yapmast muhtemel tiirlerin etkisi

Girisim yapabilecek tiir % Alp
Askorbik asit -0,26
Urik asit 5,10

Dopamin -9,40
L-sistein 3,09

L-glutamik asit -6,59
Glikoz -0,52
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Bu sonuglara bakildiginda % Ai, degerlerinin % 5,10 ile %-9,40 arasinda degistigi
goriilmektedir. Bu durum ise ortamda bulunan tiirlerin derisiminin ETP’nin

derisiminden 100 kata kadar fazla olmas1 durumunda ETP tayinine girisim yapmadigini

gostermektedir (Yan vd. 2015).

4.4.4.4 Gelistirilen yontemlerin gercek numunelere uygulamalari

ETP i¢in yapilan kalibrasyon ve girisim ¢aligmalarindan (Bolim 4.4.4.1, 4.4.4.2 ve
4.2.4.3) elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, Kil/CDKNT/TiO,/KPE yiizeyinde ve
ilgili yontemler yardimiyla ETP’nin idrar, serum ve piyasada ETOSID adiyla flakon
seklinde bulunan ila¢ drneklerinden tayini gerceklestirilmistir. idrar, serum ve flakon
ornekleri boliim 3.6-3.7°de anlatildig1 sekilde analize hazirlanmustir. ilk olarak ETP,
ETP + idrar ve destek elektrolit numunelerinin voltamogramlari, dogrusal ¢alisma
araligindaki herhangi bir derigsim degerinde kaydedilmistir (Sekil 4.64). Geri kazanim

sonuglart ise ¢izelge 4.33’de verilmistir.

a b

6.0 \/% 20 |
g //‘
100 F /I destek elektrolit + idrar 40 F
—— 0,3 pYMETP destek elektrolit +idrar

/ 0,3 yM ETP + idrar —0.5 pMETP
0,5 pM ETP + idrar

Akmm { pA
Akim / pA

-14.0

-6.0

0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

0.6 0.5 0.4 0.3 0.2
Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've kars1)

Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl'ye karsi)

Sekil 4.64 ETP tayini i¢in gelistirilmis olan yontemlerin idrar igeren ve idrar icermeyen
ortamlarinda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. AdskDV b. AdsDPV

Cizelge 4.33’de goriilecegi iizere, idrar iceren ortamda ETP tayini ig¢in 3 farkli
derisimde geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Buna gore, AdsKDV ve AdsDPV

yontemleri i¢in hesaplanan ortalama geri kazanim degerlerinin % 100 civarinda oldugu
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goriilmektedir. Bu sonuglar, ETP i¢in gelistirilen her iki yOntemin de idrar

numunelerine basariyla uygulandigini1 géstermektedir.

Gelistirilen yontemler ayn1 zamanda serum numunelerine de uygulanmistir. Bunun i¢in,
serum igeren ve serum igermeyen ortamlarda da, her iki yontemle kaydedilmis olan
voltamogramlar sekil 4.65’de verilmistir. Bu numuneler i¢in de benzer sekilde ti¢ farkli
derisimde geri kazanim ¢alismalar1 gerceklestirilmis ve sonuglar yaklasik olarak % 100
civarinda bulunmustur (Cizelge 4.34). Elde edilen sonuglar serum ortaminda ETP’nin

basariyla tayin edilebilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.33 ETP tayini i¢in idrar ortaminda AdsKDV ve AdsDPV yontemleri ile
hesaplanan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim, Bulunan Derisim, Ortalama Geri BSS**, %
uM uM Kazamim*, %
0,100 0,096; 0,099; 0,109 101,82 6,91
AdsKDY 0,200 0,202; 0,224; 0,188 102,58 8,83
0,300 0,298; 0,310; 0,333 104,51 5,75
0,200 0,026; 0,030; 0,030 99,48 7,58
AdsDPV 0,500 0,467; 0,493; 0,516 98,43 4,98
0,800 0,722;0,733; 0,743 91,58 1,46

*Sonuglar ti¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak hesaplanmustir.
**Hesaplanmig olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma

Idrar ve serum igeren ortamlarda oldugu gibi, piyasada ETOSID adiyla bulunan flakon
ornegi ile geri kazamim c¢alismalar1 yapilarak gelistirmis oldugumuz yontemlerin
dogrulugu teyid edilmistir. Bolim 3.6’da anlatildigt sekilde hazirlanmis olan
numunelerden elde edilen sonuglarin dogrudan kalibrasyon egrileri yardimiyla % geri

kazanim degerleri hesaplanmuistir.
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destek elektrolit + serum

— 0,1 pM ETP

0,1 WM ETP + serum

0.5 0.4

Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've kars1)

icermeyen ortamda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. AdsKDV b. AdsDPV

0.3 0.2

Sekil 4.65 ETP tayini i¢in gelistirilmis olan yontemlerin serum igeren ortamda ve serum

Cizelge 4.34 ETP tayini igin serum ortaminda AdsKDV ve AdsDPV yontemleri ile
hesaplanan geri kazanim verileri

0.1

Yontem Eklenen Bulunan Ortalama Geri BSS**, %
Derisim, puM Derisim, pM Kazanim*, %
0,100 0,104; 0,097; 0,113 104,93 7,46
AdelEY 0,200 0,211; 0,206; 0,226 107,19 4,83
0,300 0,296; 0,304; 0,305 100,54 1,64
0,100 0,116; 0,111; 0,093 116,69 5,06
AdsDPV 0,500 0,519; 0,508; 0,547 104,90 3,88
0,600 0,604; 0,601; 0,606 100,62 6,41

edilmistir.
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*Sonuglar ii¢ 6l¢ilimiin ortalamasi olarak hesaplanmustir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma

(Cizelge 4.35). Cizelge 4.35’de goriildiigii iizere, ETP’nin flakon 6rneklerinden geri
kazanim degerleri her iki yontem i¢in % 99,31 ile % 105,56 araliginda degismektedir.

Bu geri kazanim sonuglarina gore, gelistirilen voltametrik yontemlerin dogrulugu teyid
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Sekil 4.66 Etosid flakon ve ETP standardinin voltamogramlari

a. AdsKDV b. AdsDPV

Cizelge 4.35 ETP tayini i¢in flakon 6rneklerinden AdsKDV ve AdsDPV yontemleri ile
hesaplanan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim,  Bulunan Derisim, Ortalama Geri BSS**, %
pM pM Kazamm*, %
0,200 0.180; 0,208; 0,223 101,96 10,76
AdsKDV
0,300 0,305: 0,318; 0,316 101,72 2.30
0,400 0,420: 0,410; 0,431 103,70 254
0.100 0,094 0.108; 0,096 99,31 786
AdsDPV 1,000 1,023: 1,024: 1,120 105,56 5,28
1,500 1,429: 1.616: 1,424 99,33 735

*Sonuglar ti¢ dl¢iimiin ortalamasi olarak hesaplanmustir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma

ETP tayini i¢in Kil/CDKNT/TiO,/KPE elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan AdsDPV ve

AdsKDV yontemleri, literatiirde ETP icin gelistirilmis olan diger voltametrik ve

yontemlerle Cizelge 4.36’da karsilastirilmistir. Cizelge 4.36’ya bakildiginda ETP i¢in

gelistirmis oldugumuz AdsKDV yonteminin diger tiim voltametrik yontemlere gore en

diisiik gozlenebilme sinirina sahip oldugu, AdsDPV yonteminin gézlenebilme sinirinin

ise bircok voltametrik caligmaya gore daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.36 ETP tayini i¢in gelistirilmis olan voltametrik tekniklerin literatiirde yapilan diger ¢alismalarla karsilastirilmasi

Elektrot Yontem Dogrusal
calisma LOD,
Uygulamasi Kaynak
arahg, uM
uM
KPE DPV 0,25-25,0 0,1 Serum Radi vd. 2007
CDKNT/GCE AdsDPV 0,02-2,0 0,0054 Flakon Palabiyik vd. 2013
PBKE DPV - 0,0050 Serum Radi vd. 2013
Kil/KPE AdsKDV 0,01-10,0 0,003 - Bayraktepe vd. 2015

Kil/CDKNT/TiO»/KPE AdsKDV 0,003-0,5 0,0009 Serum, idrar, flakon Tez galismasi
Kil/CDKNT/TiO,/KPE AdsDPV 0,009 - 3,5 0,003 Serum, idrar, flakon Tez ¢alismasi




4.4.5 ETP’nin ds-DNA ile etkilesimin DV ve DPV yontemleri ile incelenmesi

ETP-DNA etkilesimi, Kil/CDKNT/TiO,/KPE elektrot yiizeyinde ve ¢ozelti ortaminda
iki fizyolojik pH olan 4,8 (Asetat tamponu) ve 7,4 (Fosfat tamponu) ortamlarinda DPV
ve DV vyontemleriyle ayri ayri incelenmistir. Sonuglar asagida ayrintili olarak

sunulmustur.

4.4.5.1 DPV yontemi ile elde edilen bulgular

ETP-dsDNA etkilesiminin pH 4,8 ve 7,4’de incelenmesi

ETP’nin DNA ile etklesiminin ¢dzelti ortaminda incelenmesi amaciyla, pH 4,8 ve pH
7,4°de, 10,0 uM ETP igeren ortamlara boliim 3.6’da anlatildig: sekilde hazirlanmis olan
stok DNA ¢ozeltisinden belli derisimlerde (1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 15,0; 25,0; 35,0; 45,0;
60,0 ppm) eklemeler yapilmistir. ETP’nin pik potansiyeli ve akimindaki degisimler
DPV yontemi ile incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar ve grafikler sekil
4.67.a,b’de verilmistir. Sekil 4.67.a incelendiginde, 1,0 ile 25,0 ppm araliginda eklenen
DNA derisimine paralel olarak ETP’nin pik akiminin dogrusal bir sekilde azaldigi ve
DNA derisimi artmaya devam ettikce okunan akim degerinin hemen hemen sabit
kaldig1 dikkat ¢cekmektedir. Yine eklenen DNA derisimine karsi pik potansiyelindeki
degismeye bakildiginda pik potansiyellerinin bir miktar poztife kaydigi goriilmektedir.
Sekil 4.6.b’deki (pH 7,4’de) voltamogramlar incelendiginde ise, ETP’nin her iki pikine
ait DPV pik akimlarmin eklenen DNA derisimi ile dogrusal bir sekilde azaldigi ve 15,0
ppm DNA eklenmesinden sonra ise hemen hemen sabit kaldig1 goriilmektedir. Her iki
pike ait pik potansiyellerinin ise artan DNA derisimi ile belirgin bir sekilde daha pozitif
degerlere kaydig1 goriilmektedir. Bu verilere gore ETP’nin her ortamda da DNA ile

etkilesim i¢inde oldugu sonucuna varilmistir.

Yukarida anlatildig: {izere ETP’nin potansiyeli DNA derigimi arttikga her iki ortamda
da bir miktar pozitife kaymaktadir. Yapilan literatiir arastirmasinda bu potansiyel
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degisiminin olmast DNA ile ila¢ etkilesiminin interkalasyon yolu ile olabilecegini

belirtmektedir (Liv vd. 2005, Enache vd. 2015).

0.0 -
a
04 - \
- 08 '
Z —— 10,0 YMETP
5 —— 10,0 utMETP + 1,0 ppm DNA
s 10,0 uM ETP + 3,0 ppm DNA
12 ~ 4 \ —— 10,0 pMETP + 5,0 ppm DNA
05 -"1;0-:”3.‘9;6%” —— 10,0 pMETP + 10 ppm DNA
E 10,0 pMETP + 15 ppm DNA
Soq L . —— 10,0 pMETP + 25 ppm DNA
L6 . —— 10,0 pMETP + 35 ppm DNA
0 - —— 10,0 pMETP + 45 ppm DNA
0 50 100 —— 10,0 pMETP + 60 ppm DNA
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20 . . . . . .
0.75 0.65 0.55 0.45 0.35 0.25
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] 10,0 pM ETP + 3,0 ppm DNA
v 2
= 271 ry=-02237+ 18132 —— 10,0 pM ETP + 5,0 ppm DNA
- 2= -
20 5 \ R =0.9405 —— 10,0 pM ETP + 10 ppm DNA
. 10,0 pMETP + 15 ppm DNA
* * + *
0 . . —— 10,0 pM ETP + 25 ppm DNA
as |t 0 20 40 60 —— 10,0 pMETP + 35 ppm DNA
C oxa/ppm —— 10,0 {METP + 45 ppm DNA
30 . . . . . .
0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)
Sekil 4.67 ETP’nin pik akiminin DNA derisimi ile degisiminin DPV voltamogramlari

i¢ grafik: Cpna — ip grafigia. pH 4,8 b. pH 7,4
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4.4.5.2 ETP - DNA etkilesiminin baglanma sabitinin (K) DPV ile hesaplanmasi

ETP ve DNA arasindaki etkilesimin baglanma sabitinin hesaplanmasi amaciyla her iki
fizyolojik pH degerinde (4,8 ve 7,4) DPV yontemi ile elde edilen akim verilerden
yararlanilmistir. Bu amagla artan DNA derisimi ile ETP’nin pik akimindaki
degisimlerden ve Boliim 2.3.2°de verilmis olan esitlik 2.12’den yararlanilarak DNA ve
ETP arasindaki baglanma sabitleri hesaplanmistir. Burada DNA ve ETP’nin ¢ozelti

ortaminda asagidaki reaksiyona gore bir kompleks olusturdugu diisiiniilmiistiir;

ETP + DNA 2 [DNA—ETP]

Burada ev sahibi ETP, misafir ise eklenen DNA molekiilleridir. Buna gore, her bir

eklemeden sonra hesaplanan log(iw#) degerine karsilik log(1/DNA)
ETP—'ETP-DNA

derigimleri grafige gecirilmis ve Sekil 4.68 A ve B’de verilmistir. Sekil 4.68deki
grafiklerin kesim noktalar1 yardimiyla DNA ile ETP arasinda olusan kompleksin
baglanma sabiti hesaplanmis ve ¢izelge 4.37°de verimistir. Literatiirde DNA ve ilag
molekiilleri arasindaki etkilesimin baglanma sabiti degerleri 10%-10° Mm™ araliginda
oldugunda ilag molekiillerinin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilestigi belirtilmistir
(Temerk vd. 2016). Buna gore bu tez ¢alismasinda ETP igin belirlenen K sabitlerinin
(Cizelge 4.37) yukarida bahsedilen aralikta olmasi, ETP-DNA arasindaki etkilesimin

interkalasyon yolu ile olabilecegini diistindiirmiistiir.

DNA ile ETP arasinda olusan kompleksin standart Gibbs serbest enerjisi (AGO),
yukarida bulunan K baglanma sabiti degeri esitlik 2.13’de yerine koyularak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.37°de verilmistir. Burada, AG°
degerlerinin her iki ortamda da negatif de§erde olmasi, DNA ile ETP arasindaki
etklesimin kendiliginden yiiriidiigiinii gostermektedir (Temerk vd. 2016).
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4.4.5.3 DV yontemi ile elde edilen bulgular

ETP’nin DNA ile etkilesimi DV yontemi ile de yine iki farkli fizyolojik pH degerinde
(4,8 ve 7,4) 1,0 x 10° M ETP iceren ortamlarda incelenmistir. DNA igermeyen ve 35
ppm DNA iceren ortamlarda yapilmis olan tarama hiz1 ¢aligmasi ile ETP ve ETP-DNA
kompleksinin difiizyon katsayist (D), ETP’nin elektrot yiizey derisimi (/) ve
reaksiyonun standart heterojen hiz sabiti (ks) degiskenleri  hesaplanarak
karsilastirilmistir. Hesaplamalara iligkin ayrintilar asagida sunulmus olup sonuglar

cizelge 4.37°de listelenmistir.

Difiizyon katsayisinin (D) hesaplanmasi

Yapilan tarama hizi calismasi sonuclarina gore, diisiik tarama hizlarinda elde edilen
ip-vll 2 grafiginin egimi ve tersinmez ve yari tersinir sistemler i¢in gegerli olan esitlik
2.4’den yararlanarak ETP serbest halde iken ve bu ortama belli derisimde (35,0 ppm)
DNA ilavesi yapilarak difiizyon katsayilart hesaplanmistir. Sonuglar cizelge 4.37°de
sunulmustur.  Cizelge 4.37’de goriildiigii gibi pH 4,8°de ETP serbest halde iken
hesaplanan difiizyon katsayist 7,55x10° cm?s™ iken, DNA ilave edildiginde 1,27x10°

cm’s™ e diismektedir. pH 7,4 ortamindaki difiizyon katsayisi degerleri incelendiginde
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ise, ETP’nin serbest haldeki difiizyon katsayis1 1,21x10°® cm?s™ iken, ortama DNA

ilave edildiginde bu deger 3,7x10” cm?s™

ye diismektedir. Bu sonuglara gore, ortamda
DNA bulundugunda ETP’nin elektrot yiizeyine olan difiizyonunun azaldigi
goriilmektedir. Bu durum ise DNA ile ETP’nin ¢ozelti ortaminda etkilestigini

gostermektedir.

Standart heterojen hiz sabitinin (ks) hesaplanmasi

Tarama hiz1 verilerinden hareket edilerek ¢izilmis olan Inv-E, grafiginin egimi ve esitlik
2.5’den yararlanarak DNA igeren ve DNA igermeyen ortamlarda ETP’nin ks degerleri
hesaplanmis olup sonuglar ¢izelge 4.37°de sunulmustur. Cizelge 4.37°de gorildigi
iizere ETP nin pH 4,8’de hesaplanan ks degeri, ETP tek basina iken 0,78 s dir. Ortama
DNA ilave edildiginde bu deger 0,97 s olmaktadir. pH 7,4’de ise tek basina ETP igin
ks degeri 0,90 s iken DNA eklendiginde ise 0,88 s oldugu goriilmektedir. Bu
degerlerin birbirine yakin olmasi ETP’nin elektrokimyasal 6zelliginde herhangi bir
degisiklik olmadigr ve ETP’nin DNA ile olusturdugu kompleksin elektroaktif 6zellik
gostermedigi seklinde yorumlanabilir (Jiao vd. 2005).

ETP’nin elektrot yiizey derisimin (I') hesaplanmasi

Tarama hiz1 caligmast ile elde edilen akim degerleri tarama hizina karsi grafige
gecirilerek elde edilen egim ve esitlik 2.7 yardimiyla ETP i¢in her iki ortamda da I”
degerleri hesaplanmis ve cizelge 4.37°de verilmistir. Cizelge 4.37’de gortildiigi gibi pH
4,8°de ETP’nin tek basma iken 7" degeri 4,92x10™> mol cm™ iken ortama DNA ilave
edildiginde bu deger 2,19x10™* mol Cm'z’ye diismektedir. pH 7,4’de ise bu degerler
sirastyla 2,43x10™ mol cm? ve 1,25x10™ mol cm™®dir (Temerk vd. 2016).
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Cizelge 4.37 ETP-DNA etkilesimi i¢in hesaplanan Difiizyon katsayisi (D), heterojen hiz
sabiti (ks), ylizey derisimi (/), baglanma sabiti (K) ve Gibbs serbest

enerji (AG®) degerleri
pH Ortam D (cm?s’)  k,(s')  I(molcm? K (mol AG®
bilesimi x10° x10™" Lyx10* kJ mol™
ETP 7,55(+0,65) 0,78(+0,19)  4,92(+0,25)
4,8 3,54 -25,95

ETP +DNA 1,27(+0,25) 0,97(+0,01) 2,19(+0,50)

ETP 1,21(+0,20) 0,90(+0,06)  2,43(+0,17)

7.4 14,0 -29,35
ETP+DNA 0,37(£0,03) 0,88(+£0,13)  1,25(£0,19)

4.5 Bikalutamid (BIKA) ile Ilgili Yapilan Voltametrik Calismalar

4.5.1. BIKA nin elektrokimyasal davranmisinin DV ile incelenmesi

BIKA’nin elektrokimyasal davranisi, bolim 4.1°de elektrokimyasal performans
ozellikleri incelenmis olan Kil/KPE, Kil/CDKNT/TiO2/KPE ve KPE elektrot
yiizeylerinde pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda incelenmistir. Bu amagla 0,9 ile 1,5
V’luk potansiyel araliginda ve 0,1 V/s tarama hizinda 2,0x10° M BIiKA’mn
votamogramlar1  kaydedilmistir. ~ Sekil 4.69’da  goriildiigii  gibi, BIKA nmn
yiikseltgenmesine ait yaklasik olarak 1,3 V’da bir ylikseltgenme pikine rastlanmistir.
Geri potansiyel taramasinda (1,5 ile 0,9 V) ise herhangi bir indirgenme pikine
rastlanmanmustir. Sekil 4.69’a gore, BIKA nin yiikseltgenme pik akimimin Kil/KPE
yiizeyinde, KPE’ye gore yaklasik olarak 2 kat, ii¢ bilesenli modifiye elektroda gore ise
yaklasik olarak 1,5 kat daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, Kil/KPE’un

BIKAya ait yiikseltgenme piki i¢in en uygun elektrot oldugunu sdylemek miimkiindiir.

BIKA igin en uygun elektrodun Kil/KPE olmasi sebebiyle, BIKA nin elektrokimyasal
yiikseltgenme pik akimina elektrot bilesiminin (sepiyolit kili) etkisi arastirilmistir. Bu

amagla kilin bilesim yiizdesi % 1,7 (0,5 mg kil/30,0 mg pasta) ile % 13,3 (4,0 mg kil
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/30,0 arasinda degistirilmistir (Navratilova vd. 2002, Uslu vd. 2007). Her bir bilesimde
elde edilen voltamogramlar ve % kil miktari-i, grafikleri sekil 4.70’da verilmistir.

10.0

0.0 -

-10.0 -
El
= KPE
é 200 | — Kil'KPE

— KiWCDENT/TiOz/KPE
=300
_._I_D.D I I i i i
15 14 1.3 12 1.1 1 0.9

Potansivel / V (Ag/Ag(C]l 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.69 2,0x10° M BIKA nin Kil/KPE, Kil/CDKNT/TiO2/KPE ve KPE
elektrotlarinda kaydedilmis dontisiimlii voltamogramlari

Bu voltamogramdan da goriilecegi iizere BIKA igin % 3,3 kil miktarnin iizerine
cikildiginda pik akimimin diismeye bagladigi ve % 10,0’un {izerine ¢ikildiginda ise artik
akimin ciddi sekilde arttigi goriilmektedir (Sekil 4.70). Sekil 4.70°de gosterilen grafikler
ve voltamogramlar dikkate alindiginda, BIKA” ya ait yiikseltgenme piki igin en uygun
elektrot bilesiminin % 3,3 oraninda (1,0 mg kil/30 mg pasta) kil igeren elektrodun

oldugu sonucuna varilmstir.

4.5.2 Destek elektrolit secimi ve pH’1n belirlenmesi

BIKA’ nin Kil/KPE yiizeyinde elektrokimyasal davranisimi ayrintili olarak incelemek
icin yiikseltgenme pik akimi ve pik potansiyeline pH’nin ve elektrolit ortaminin etkisi

arastirilmistir. Bu amagla ilk olarak genis bir pH ¢alisma araligina sahip olan (2,0 -
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12,0) universal BR tamponu kullanilmig ve 2,0x10° M BIKA’nin 0,5’er pH birimi

araliginda Dontisiimlii voltamogramlari kaydedilmistir (Sekil 4.71).

280

0.0 +

[
&
=

Alam / pA

SRR

-40.0

Akim / pA

- % 1,7
_ %33

%0 5,0
-1200

— %67

LI — 0483

% 10.0

_160.0 I I 1 I I | — %133
13 14 13 12 11 1 09

Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.70 2,0x10> M BIKA ortaminda farkli bilesimdeki kil yiizdelerinde elde edilen
dontisiimlii voltamogramlari

I¢ grafik: a. % 1,7 - % 8,3 kil igeren elektrotlarda elde edilen Déniisiimlii voltamogramlari b. % Kil
miktar1 — i, (pH:7,0)

BIKA’nm pH 6,5’dan 6nce yiikseltgenme piki gozlenmemistir. Sekil 4.71°de goriildiigii
gibi en yliksek pik akimi ve pik sekli dikkate alindiginda yiikseltgenme piki i¢in pH
7,0’de en yiiksek pik akimi gozlenirken, pH 7,5’dan sonra akim diismiistiir. BR
tamponu c¢aligmalar1 1518inda yiliksek akimlarin gozlendigi pH 6,5 ile 8,0 aralifinda
karsilastirmak amaciyla fosfat tamponu hazirlanmis ve bu ortamdaki Doniigiimli
voltamogramlarindan elde edilen akim verileri sekil 4.71’de verilmistir. Bu sonuglara
bakildiginda BIKA min fosfat tamponu ortaminda ve pH 7,0 elde edilen akimlarmin
yiiksek oldugu gériilmektedir. Bu nedenle BIKA icin en uygun elektrolit ortami olarak
fosfat tampon ortami, en uygun pH ise 7,0 olarak belirlenmistir. Bu ortamda farkli pH

degerlerinde elde edilen doniisiimlii voltamogramlari ise sekil 4.72°de verilmistir.
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.
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Sekil 4.71 2,0x10° M BiKA’nin farkli elektrolit ortamlarinda ip,-pH grafikleri (v:0,1

VIs)

10.0

0.0

Alkam / pA

vy =-0.048x + 1.62
R*=10.9838

— pHGES 124 |
300 | — pHTD *
pHT.S 1.2 : .
—— pHS0 6 7 w8 9
-40.0 : : : : : : :
14 1.35 13 125 12 115 11 1.05 1

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.72 2,0x10° M BiKA’nin fosfat tamponu ortaminda farkli pH degerlerindeki
dontisiimlii voltamogramlari
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4.5.3 Tarama hiz1 calismasi

BIiKA’ya ait olan yiikseltgenme piki icin en uygun elektrolit ve pH degeri belirlendikten
sonra DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda yapilan ¢alismalar yardimiyla BIKA nin
Kil/KPE ylizeyinde elektrokimyasal davranisi (tersinirlik, yari tersinirlik, tersinmezlik
ve adsorpsiyon Ozellikleri) ayrintili olarak incelenmistir. Bu g¢aligmalar 2,0x10° M
BIKA igeren ortamda 0,005-0,3 V/s’lik tarama hiz1 araliginda yapilmistir. Bu aralikta
kaydedilmis olan voltamogramlar sekil 4.73’de verilmistir. Bu voltamogramlardan elde

edilen elektrokimyasal degiskenler ¢izelge 4.38’de sunulmustur.

50.0
0.0 | =
500 | V/ /V — 0,005 V/s
el i/ — 0,015 V/s
= 4 0,025 V/s
3 — 0,050V/s
L {
-100.0 / — 0,075V/s
; — 01V
[ 0.2V/s
1500 L [ — 03V/s
j
_:I:H}.I} 1 1 1 1 1 1
16 15 14 13 12 11 1 0.9

Potansivel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl've karsi)

Sekil 4.73 2,0x10° M BIKA ortamida DV yontemi ile farkli tarama hizlarinda
kaydedilen voltamogramlar (Fosfat tamponu pH: 7,0)

178



Cizelge 4.38 BIKA’nin yiikseltgenme pikinin tarama hizi degisimi ile elde edilen
elektrokimyasal degiskenleri

Tarama hizi, V/s E,*V ip’s nA
0,005 1,21 6,57
0,015 1,23 10,64
0,025 1,24 13,57
0,050 1,26 21,06
0,075 1,27 217,76

0,1 1,29 47,06
0,2 1,33 71,65
0,3 1,34 84,22

BiKA’nin 1,3 V civarinda gbzlenen yiikseltgenme pikinin incelenmesi amaciyla
oncelikle sekil 4.69 ve sekil 4.73 incelenmistir. Bu sekillerde gorildigi gibi geri
potansiyel taramasinda herhangi bir indirgenme pikine raslanmamistir. Tarama hizi ile
degisimi incelendiginde ise pik potansiyelinin tarama hiziyla daha pozitif degerlere
kaydig1 cizelge 4.38’den goriilmektedir. Bu sonuglara gore BIKA’nin yiikseltgenme
pikinin tersinmez bir redoks davranisi gosterdigi sdylenebilir (Bard ve Faulkner 2001).

BIKA’nin modifiye elektrot (Kil/KPE) yiizeyine tagmmasinin adsorpsiyon ve/veya
difiizyon ile olup olmadig1 DV ile yine aym aralikta (0,0050 - 0,300 V/s) yapilan tarama
hiz1 ¢aligmalari ile elde edilen pik akimlarnin tarama hiziyla degisim grafikleri (i, - v ve
logi, - logv) cizilerek incelenmistir (Sekil 4.74.a,b). Sekil 4.74.a’dan da goriilecegi
tizere pik akimin tarama hizi ile dogrusal olarak degismesi maddenin elektrot yiizeyine
adsorbe olabilecegini diistindiirmektedir (Wang 2006, Bayraktepe vd. 2016). Bu
davranig1 desteklemek amaciyla pik akiminin logaritmasi ve tarama hizinin logaritmasi
(logip - logv) grafigi ¢izilmis olup bu grafikten elde edilen egimin 0,70 oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.74.b). logi, - logv grafiginden elde edilen egim degeri teorik
olarak 0,5 ile 1,0 araliginda degismektedir. Egimin 1,0’e yakin olmasi maddenin
elektrot yiizeyine adsorpsiyon ile tagindigin1 gdstermektedir. Elde edilen bu sonuglar ise
BIKA’nin yiikseltgenme pikinin difiizyon sartlar1 altinda adsorpsiyon kontrollii oldugu
sonucunu desteklemektedir (Topal vd. 2013).
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Sekil 4.74 2,0x10° M BIKA’nin tarama hiziyla pik akimmn degisimi

a. ip - v, b. logi, - logw grafikleri (tarama hiz1 0,005 - 0,3 V/s)

BIKA’nin yiikseltgenme mekanizmasinda aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi
amaciyla tersinmez sistemlerde gegerli olan esitlik 2.6 kullanilarak elektron sayisi
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore mekanizmada yer alan elektron sayisi

1,87 + 0,60 olarak bulunmustur.

Elektron sayisi belirlendikten sonra sekil 4.72°de i¢ grafikte verilen egim
incelendiginde, egim degerinin teorik Nernstian egimi olan 30,0 mV/pH degerine yakin
oldugu goriilmektedir. Buna gore, BIKA nin elektrot yiizeyindeki redoks reaksiyonunda
aktarilan proton sayisinin elektron sayisinin yarisina esit oldugu seklinde yorumlanabilir
(Ardakani vd. 2010). Tiim bu veriler 1s13inda BIKA’nm yiikseltgenme piki igin

aktarilan elektron sayis1 ve proton sayisinin 2e/H” oldugu sdylenebilir.

Buraya kadar yapilan galismalar sonucunda BIKA nin bir adet tersinmez yiikseltgenme
pikinin oldugu (+1,2V) gériilmiistiir. Bu pikin BIKA nin yapisinda bulunan amin grubu
lizerinden 2e"/H"un ayrilarak kararli, pozitif yiiklii yiikseltgenme iiriinii olusturmas ile
aciklanabilir. BIKA’nin yiikseltgenme pikine ait olast mekanizma sekil 4.75’de

verilmistir.
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Sekil 4.75 BiKA’nin Kil/KPE elektrot yiizeyinde gerceklesen olasi yiikseltgenme
mekanizmasi

4.5.4 BIKA’nin KDV ve DPV ile tayini

Yukarida BIKA icin yapilmis olan elektrokimyasal davranis ve mekanizma belirleme
caligmalar1 neticesinde bir adet tersinmez yiikseltgenme pikine rastlanmistir. Bu pik
tizerinden hem AdsKDV hem de AdsDPV yontemleri gelistirilmek istenmis ancak her
iki yontemde ve her iki elektrot yiizeyinde (KPE ve Kil/KPE) BIKA’nin yiikseltgenme
pik akimu, biriktirme potansiyeli 0,0 V, biriktirme siiresi de 0,0 s oldugunda en yiiksek
degerlerine ulagmigtir. Ayrica AdsDPV ve AdsKDV yontemiyle 0,0 V’luk potansiyel
degerinde ve farkli biriktirme siirelerinde elde edilen voltamogramlarla klasik DPV ve
KDV yontemleriyle elde edilen voltamogramlar sekil 4.76’da karsilastirilmigtir. Sekil
4.76’ya bakildiginda klasik DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen akimin daha
yiiksek oldugu ve biriktirme siiresi arttik¢ca akimlarin diistiigii goriilmiistiir. Bu sonuglar,
BIKA igin siyirma tekniklerinden ziyade klasik KDV ve klasik DPV yontemi
gelistirilmesinin daha uygun olacagimi diislindiirmiistiir. Bu amacla, Kil/KPE ve
karsilastirmak amaciyla KPE yiizeyinde fosfat tampon ortaminda (pH 7,0) kalibrasyon
grafikleri olusturulmus olup gelistirilen yontemler piyasada yer alan CASODEX adli
ilag formulasyonlarina, serum ve idrar 6rneklerine basariyla uygulanmistir. Sonuglar

asagida ayrintili olarak sunulmustur.
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Sekil 4.76 2,0x10° M BiKA’nin a. Klasik DPV ve farkli biriktirme siirelerindeki
AdsDPV voltamogramlar1 b. Klasik KDV ve farkli biriktirme siirelerindeki
AdsKDV voltamogramlari

4.5.4.1 KDV ile kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

BIKA tayini icin KDV yéntemi gelistirmek amaciyla fosfat tampon ortami ve pH 7,0’de
kalibrasyon grafikleri her iki elektrot yiizeyinde de olusturulmustur (Sekil 4.77.a,b).

4.5.4.2 DPV ile kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

BIKA tayini i¢in DPV ydntemi gelistirmek amaciyla fosfat tampon ortami ve pH 7,0’de
kalibrasyon grafikleri her iki elektrot yiizeyinde de olusturulmustur (Sekil 4.78.a,b).

Her iki elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan KDV ve DPV yontemleriyle ilgili

regresyon degiskenleri ¢izelge 4.39’da sunulmustur.

BIKA icin hem KPE hem de Kil/KPE elektrot yiizeylerinde voltametrik ydntem
gelistirme ¢aligsmalarinda, sekil 4.77, 4.78 ve ¢izelge 4.39°de goriilecegi lizere;

- BIKA derisimi arttikca pik akimlarinin hem KPE hem de Kil/KPE elektrot

PO

yiizeylerinde dogrusal olarak degistigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.77 BIKA nin farkl1 derisimlerindeki KDéniisiimlii voltamogramlari

a. KPE b. Kil/KPE i¢ grafik: kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.78 BIKA nin farkli derigsimlerindeki DPV voltamogramlari

a. KPE b. Kil/KPE ig¢ grafik: kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.39 KPE ve Kil/KPE elektrotlar1 ylizeyinde gelistirilen yontemlerin regresyon

degiskenleri

Regresyon degiskeni KPE Kil/KPE

KDV DPV KDV DPV
Pik potansiyeli, V 1,276 1,216 1,264 1,200
Dogrusal ¢alisma araligt, uM 1,54-10,0 2,78-20,0 | 0,20-20,0  0,24-30,0
Kalibrasyon egrisinin egimi, JA/UM 0,13 0,34 0,30 0,20
Kalibrasyon egrisinin kesim noktasi, JA 0,04 0,07 0,64 0,64
Gozlenebilme sinir1 (LOD),uM 0,46 0,83 0,069 0,072
Tayin smnir1 (LOQ), pM 1,54 2,78 0,223 0,240
Regresyon Katsayist (R?) 0,9931 0,9863 0,9946 0,9929
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 210 4,05 4,04 1,26
Glin i¢ci potansiyel tekrarlanabilirligi
(%BSS) 1,40 0,19 1,63 0,34
Giinler aras1 akim tekrarlanabilirligi (%BSS) 4,67 6,11 3,20 1,73
Giinler aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi 069 0.89 0.18 0.94

(%BSS)

- Dogrusal caligma araliginin regresyon katsayisinin her iki elektrot ve her iki yontem

icin de 0,98’den biiylik oldugu goriilmektedir. Bu durum her iki yontemin de

dogrusalliginin ytiksek oldugunu gostermektedir.

- Her iki elektrot ve her iki yontemde elde edilen pik akimi ve pik potansiyellerinin

tekrarlanabilirlik degerleri %10°1ik BSS degerinden kiigiik oldugundan dolay1 her iki

yontemin de tekrarlanabilirliklerinin iyi oldugu sdylenebilir.

- BIKA icin KPE yiizeyinde gelistirilen bu iki yéntemin dogrusal calisma aralig
sirastyla KDV i¢in 1,54 - 10,0 uM, DPV i¢in ise 2,78-20,0 uM’dir. Modifiye

elektrot yiizeyinde ise bu ¢aligma araliklar sirasiyla 0,20-20,0 ve 0,24-30,0 pM’dur.

- Esitlik 4.1, 4.2 ve kalibrasyon egrilerinin egimleri yardimiyla LOD ve LOQ

degerleri hesaplanmistir (Pandit vd. 2015). Hesaplanan degerler c¢izelge 4.39’da

gorilmektedir. Bu sonuglara gére modifiye elektrot yiizeyinde gelistirilen KDV
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yonteminin diger yontemlere gore biraz daha diisikk gézlenebilme (0,069 uM) ve tayin
(0,223 uM) siirlarina sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.39°da yer alan regresyon degiskenlerinin yani sira gelistirilmis olan
Kil/KPE’unun omrii ve tekrar tretilebilirligi de ¢alisilmistir. Elektrodun kararliliginin
belirlenmesi amaciyla hazirlanmis olan elektrot, 1,0 X 10° M BIKA iceren ¢ozelti
ortaminda KDV yontemi ile her hafta akim degerleri en az 5 kez okunmustur. Elde
edilen ortalama akim degerlerine goére, 4 hafta sonunda ilk hafta okunan akim degerinin
% 95,80 oraninda korundugu gozlenmistir. Buna gore gelistirilmis olan elektrodun en az

28 giin kararli oldugu sonucuna varilmstir.

Kil/KPE’unun tekrar iiretilebilirliginin tayin edilmesi amaciyla ayni bilesimde ve ayni
sartlarda 5 farkli modifiye elektrot hazirlanmistir. Elektrotlarin 1,0 X 10° M BiKA
iceren ortamdaki akimlar1 KDV yontemiyle en az 5 defa okunmustur. Her bir elektrot
i¢cin okunan ortalama akim degerlerinin % BSS degeri % 8,10 olarak bulunmustur. Bu
degerin % 10°dan kiigilk olmasi, gelistirilmis olan yeni elektrodun tekrar

tiretilebilirliginin 1yi oldugunu gostermektedir.

4.5.4.3 Girisim etkisi

BIKA tayini i¢in Kil/KPE elektrodu yardimiyla gelistirilmis olan voltametrik
yontemlere, biyolojik ortamda bulunmasi muhtemel olan bazi tiirlerin girisim etkisi
arastirtlmistir. Bu amagla askorbik asit, iirik asit, dopamin, L-sistein, L-glutamik asit ve
glikoz gibi elektroaktif 6zelligi bulunan tiirlerin girisim etkisi arastirilmistir. BIKA’nin
belli bir derisimde bulundugu ortama girisim yapan tiiriin derisimi BIKA’nm
derisiminden 100 kat fazla olacak sekilde ilave edilmis ve KDV ile elde edilen pik

akimlar esitlik 4.3 yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.40°da sunulmustur.

Cizelge 4.40°da goriildiigl gibi girisim yapabilecek olan tiirlerin derisiminin 100 kata
kadar ortamda bulunmasi durumunda voltametrik c¢alismalarin  dayandirildig
yiikseltgenme potansiyeline herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Sonug olarak

gelistirilen voltametrik yontemlerin segiciliginin yiiksek oldugu séylenebilir.
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Cizelge 4.40 BIKA’nin KDV ile tayinine girisim yapmas1 muhtemel tiirlerin etkisi

Girisim yapabilecek tiir % Alp
Askorbik asit 4,44
Urik asit -4,23
Dopamin 1,31
L-sistein -2,00
L-glutamik asit 3,03
Glikoz 2,97

4.5.4.4 Gelistirilen yontemlerin gercek numunelere uygulamalari

Gelistirilen yontemlerin kalibrasyon ve girisim caligmalarindan elde edilmis olan
sonuglardan yola ¢ikarak (Bolim 4.5.4.1, 4.5.4.2 ve 4.5.4.3), Kil/KPE yiizeyi ve ilgili
yontemler yardimiyla BIKA’nin idrar, serum ve piyasada CASODEX olarak bulunan
tablet formulasyonlarindan tayini gergeklestirilmistir. Idrar, serum ve tablet drnekleri
boliim 3.6-3.7°de anlatildig1 sekilde analize hazirlanmistir. Daha sonra BIKA, BIKA +
idrar, BIKA + serum, CASODEX ve destek elektrolit numunelerin voltamogramlari,
dogrusal caligma araligina denk gelecek sekilde farkli derisimlerde kaydedilmis ve sekil
4.79-4.81°de verilmistir.

Cizelge 4.41°de goriilecegi iizere idrar igceren ortamda BIKA tayini igin 3 farkli
derisimde geri kazanim ¢alismalari yapilmistir. Buna gore KDV ve DPV yontemleri i¢in
hesaplanan ortalama geri kazanim degerlerinin % 100’e yakin oldugu gériilmektedir. Bu
durum ise BIKA’min idrar iceren ortamdan basariyla tayin edilebilecegini

gostermektedir.
Serum iceren ve serum icermeyen ortamlarda her iki yontemle de kaydedilmis olan

voltamogramlar sekil 4.80°de verilmistir. Bu numuneler i¢in de, benzer sekilde 3 farkl

derisimde geri kazanim caligmalar1 gerceklestirilmis ve sonuglar yaklasik olarak %100
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civarinda bulunmustur (Cizelge 4.42). Elde edilen bu sonuglar ise, BIKA’nin serum

iceren ortamdan basariyla tayin edilebilecegini gostermektedir.

50
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—— destek elektrolit + idrar destek elektrolit + idrar
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0.9
Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl'yve karsi)

Sekil 4.79 BIKA tayini icin gelistirilmis olan yontemlerin idrar igeren ve idrar
icermeyen ortamlarinda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. KDV b. DPV

Cizelge 4.41 KDV ve DPV yontemlerinde idrar igeren ortamda BIKA igin yapilan geri
kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim, Bulunan Derisim, Ortalama Geri BSS**, %
uM uM Kazamm*, %
8,0 8,24; 7,81; 8,40 104,62 5,95
KDV
10,0 10,45; 8,54; 8,76 92,50 11,28
15,0 14,10; 14,03; 15,5 95,96 3,94
8,0 7,21; 7,49; 6,45 88,14 7,64
DPV
10,0 9,56; 9,30; 10,80 94,30 8,51
15,0 15,83; 14,94; 14,80 102,10 3,66

*Sonugclar ii¢ 6l¢ilimiin ortalamasi olarak hesaplanmustir.
**Hesaplanmis olan geri kazanim degerleri igin verilen bagil standart sapma
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Sekil 4.80 BIKA tayini i¢in gelistirilmis olan ydntemlerin serum iceren ve serum
icermeyen ortamlarinda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. KDV b. DPV

Cizelge 4.42 KDV ve DPV yoéntemlerinde serum iceren ortamda BIKA icin yapilan geri
kazanim verileri

Yontem Eklenen Bulunan Ortalama Geri BSS**, %
Derisim, pM Derisim, pM Kazamim*, %
8,0 8,57; 9,02; 6,84 101,81 14,15
KDV 10,0 10,60; 11,59; 11,40 112,01 470
15,0 14,93; 14,02; 14,19 95,87 3,38
8,0 71,27, 7,86;7,79 95,49 4,20
DPV 10,0 10.29: 9,60: 9,19 96,94 5,70
15,0 14,56; 14,14; 14,32 95,60 1,45

*Sonuglar ti¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak hesaplanmustir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma

Idrar ve serum igeren ortamlarda oldugu gibi, piyasada CASODEX adiyla bulunan
tablet ornegi ile de geri kazanim c¢alismalar1 yapilarak gelistirmis oldugumuz
yontemlerin dogrulugu teyid edilmistir. Boliim 3.6’da anlatildigi sekilde hazirlanmis
olan numunelerden elde edilen sonuglarin dogrudan kalibrasyon yontemi ile
olusturulmus olan kalibrasyon egrilerine ait dogru denklemiyle degerlendirilmesi

sonucu hesaplanan % geri kazanim degerleri cizelge 4.43°de verilmistir. Cizelge
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4.43de goriildiigii iizere, BIKA nin tablet formiilasyonlarindan geri kazanim degerleri
her iki yontem igin % 97,82 ile % 103,65 araliginda degigsmektedir. Bu geri kazanim
sonuglarina gore, gelistirilen voltametrik yontemlerle BIKA nin tablet 6rneklerinden

tayininin yiiksek dogrulukla gergeklestirilebilecegi goriilmektedir.

6.0

wl b

20 T
<
2 < 30
EREYNE =

—— destek elefnrulit é —— destek elektrolit
ol — 150 ;L\iBlzl%a 00 | — 15,0 pM BIKA
X 15,0 pM BIK A(tablet) 15,0 pM BIKA (tablet)
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Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl'ye kargi) Potansiyel / V (Ag/AgCl 3 M NaCl'ye karsi)

Sekil 4.81 BIKA tayini igin gelistirilmis olan yontemlerin tablet ve standart
ortamlarinda kaydedilmis olan voltamogramlari

a. KDV b. DPV

BIKA tayini igin Kil/KPE elektrot yiizeyinde gelistirilmis olan DPV ve KDV
yontemleri, literatirde BIKA icin gelistirilmis olan diger voltametrik ydntemlerle
cizelge 4.44°de karsilastirnlmistir. Cizelge 4.44’¢ bakildiginda BIKA i¢in sadece
indirgenme yOniinde gelistirilmis olan iki ¢alisma bulunmaktadir. Tez ¢aligsmasinda ise,
BIKA’nin yiikseltgenme potansiyeline dayandirilan bir yéntem gelistirme g¢aligmasi
yapilmistir. Bugiline kadar yaptigimiz literatiir arastirmasina gore, daha once boyle bir
yontem gelistirme calismast yapilmamistir (Cizelge 4.44). Cizelge 4.44°’den de
goriilecegi iizere bu tez ¢aligmasinda gelistirilen yontemlerin gozlenebilme sinirlar

daha once yapilan galismalarla karsilastirilabilir diizeydedir.
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Cizelge 4.43 BIKA tayini i¢in tablet 6rneklerinden KDV ve DPV yontemleri ile
hesaplanan geri kazanim verileri

Yontem Eklenen Derisim, Bulunan Derisim, Ortalama Geri BSS**, %
uM pM Kazanim*, %
10,0 10,85; 8,81; 10,58 100,81 11,02
KDV
15,0 14,63; 15,29; 14,46 98,61 2,99
20,0 19,72; 19,51, 20,76 99,98 3,33
10,0 10,34; 10,25; 10,50 103,65 1,19
DPV 15,0 14,48; 14,75; 14,78 97,82 1,31
20,0 19,73; 20,35; 20,01 100,05 1,55

*Sonuglar ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak hesaplanmstir.
**hesaplanmis olan geri kazanim degerleri i¢in verilen bagil standart sapma

4.5.5 BIKA’nin ds-DNA ile etkilesimin DV ve DPV yontemleri ile incelenmesi

BIKA-DNA etkilesimi, Kil/KPE elektrot yiizeyinde ve ¢ozelti ortaminda sadece pH

7,4’de (Fosfat tamponu) ortaminda DPV ve DV yontemleriyle ayr1 ayr1 incelenmistir.

4.5.5.1 DPV yontemi ile elde edilen bulgular

BIKA, ilerlemis prostat kanseri tedavisinde kullanilan bir antikanser ilacidir.
Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilmakta olup DNA’ya etki ettigi bilinmektedir. Bu
etkilesimi ¢ozelti ortaminda incelemek amaciyla, pH 7,4°de, 50,0 pM BIKA igeren
ortama boliim 3.6 da antatildigr sekilde hazirlanmis olan stok DNA ¢ozeltisinden belli
derisimlerde (1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 15,0 ppm) eklemeler yapilmistir. BIKA’nm pik
potansiyeli ve akimindaki degisimler DPV yontemi ile incelenmistir. Elde edilen
voltamogramlar ve grafikler Sekil 4.82°de verilmistir. Sekil 4.82 incelendiginde, 1,0 ile

5,0 ppm aralifinda eklenen DNA derisimine paralel olarak BIKA nin yiikseltgenme pik
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akiminin azaldigt ve DNA derisimi artmaya devam ettikce okunan akim degerinin

hemen hemen sabit kaldig1 dikkat cekmektedir. Artan
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Cizelge 4.44 BIKA tayini i¢in gelistirilmis olan voltametrik tekniklerin literatiirde yapilan diger ¢alismalarla karsilastiriimasi

Elektrot Yontem Dogrusal
LOD,

caliyma b Uygulamasi Kaynak

arahgi, pM "
CKE DPV 0,1-26,0 0,08 Tablet Raghu vd. 2010
TDKNT/KPE DPV 0,01-1,0 0,05 Serum, idrar, tablet Pandit vd. 2015
Kil/KPE KDV 0,20 - 20,0 0,06 Serum, idrar, tablet Tez ¢alismasi
Kil/KPE DPV 0,24-30,0 0,07 Serum, idrar, tablet Tez ¢alismasi




DNA derisimine kars1i BIKA nin pik potansiyelinin yaklagik olarak 100 mV civarinda
negatif potansiyellere kaydig1 goriilmektedir. potasiyeldeki bu negatife kayma, BIKA
ile DNA arasindaki etkikelsimin elektrostatik olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica,
elektrostatik etkilesimin yan1 sira, BIKA molekiillerinin DNA nin yapisinda bulunan

Guanin bazlarina hidrojen baglariyla baglanarak etkilesebilecegi de olasilik
dahilindedir.

—— 50,0 pM BiKaA

—— 50,0 pM BiKA + 1,0 ppm DNA
50,0 pM BIKA +3.0 ppm DNA
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Sekil 4.82 BIKA nin pik akiminin DNA derisimi ile degisiminin DPV voltamogramlari

I¢ grafik: Cpna — ip grafigi (pH 7,4)

4.5.5.2 BIKA - DNA etkilesiminin baglanma sabitinin (K) DPV ile hesaplanmasi

BIKA ve DNA arasindaki etkilesimin baglanma sabitinin hesaplanmasi1 amaciyla, DPV
yontemi ile elde edilen akim verilerden yararlanilmistir. Bu amacla artan DNA derisimi
ile BIKA’nin pik akimindaki degisimlerden ve béliim 2.3.2°de verilmis olan esitlik
2.12°dan yararlamlarak DNA ve BIKA arasindaki baglanma sabitleri hesaplanmistir.

Burada DNA ve BIKA’nin ¢ozelti ortaminda asagidaki reaksiyona gore bir kompleks
olusturdugu diisiintilmiistiir;

BiKA + DNA 2 [BIKA— DNA]
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Daha 6nce bahsedildigi iizere, log(—ZKA=DNA__) |0q(1/DNA) grafigi ¢izilmis ve sekil

IBiKA~!'BIKA-DNA
4.83’de verilmistir. Sekil 4.83°deki grafigin kesim noktasindan baglanma sabiti

6,02x10° olarak hesaplanmis ve ¢izelge 4.45°de verilmistir.

6,0

log(1/DNA)
(2]
o

y =1.18x +5.78
R?=0.9778

4’0 L L L L L
-1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0

log(igika-ona/IBika-TBiKa-DNA)

'BikA~'BiKA-DNA

Sekil 4.83 log(%)-log(l/DNA) grafigi

DNA ile BIKA arasinda olusan kompleksin Standart Gibbs serbest enerjisi (AG®),
yukarida bulunan K baglanma sabiti degeri esitlik 2.13’de yerine koyularak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar cizelge 4.45°de verilmistir. Burada AG® degerinin
negatif olmasi, DNA ile BIKA arasindaki etklesimin kendiliginden yiiriidiigiinii

gostermektedir
4.5.5.3 DV yontemi ile elde edilen bulgular

BIKA’nin DNA ile etkilesimi DV yéntemi ile de pH 7,4’de 5,0 x 10> M BIiKA igeren
ortamlarda incelenmistir. DNA igermeyen ve 10,0 ppm DNA igeren ortamlarda
yapilmis olan tarama hiz1 ¢alismasi ile BIKA ve BIKA-DNA kompleksinin difiizyon
katsayis1 (D), ETP’nin yiizey derisimi (/") ve reaksiyonun standart heterojen hiz sabiti
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(ks) degiskenleri hesaplanarak karsilastirilmistir. Hesaplamalara iligkin ayrintilar

asagida sunulmus olup sonuglar ¢izelge 4.45°de listelenmistir.

Difiizyon katsayisinin (D) hesaplanmasi

Yapilan tarama hizi calismasi sonuglarina gore, diisiik tarama hizlarinda elde edilen
ip—ull2 grafiginin egimi, tersinmez ve yari tersinir sistemler i¢in gegerli olan esitlik
2.8’den yararlanarak BIKA’nin serbest haldeki ve bu ortama belli derisimde DNA
ilavesi yapilarak difiizyon katsayilar1 hesaplanmistir. Sonuclar ¢izelge 4.45°de
sunulmustur. Cizelge 4.45°de goriildiigii gibi BIKA’nin tek basinayken hesaplanan
difiizyon katsays1 6,78x10™ cm?s™ iken, DNA ilave edildiginde 2,45x10° cm*™ ¢
diismektedir. Bu sonuglara gore, serbest haldeki BIKA’ya gore, ortama DNA ilave
edildiginde BIKA nin elektrot difiizyon katsayisinin diistiigii goriilmektedir.

Standart heterojen hiz sabitinin (ks) hesaplanmasi

Tarama hiz1 verilerinden hareket edilerek ¢izilmis olan Inv-E, grafiginin egimi ve esitlik
2.5’den yararlanarak DNA iceren ve DNA icermeyen ortamlarda BIKA nin ks degerleri
hesaplanmis olup sonuglar ¢izelge 4.45°de sunulmustur. Cizelge 4.45°de gorildiigi
lizere BIKA’nin ks degeri, BIKA serbest halde iken 0,57 st dir. Ortama DNA ilave
edildiginde bu deger 0,70 s olmaktadir. Bu degerlerin birbirine yakin olmasi1 BIKA’nin
elektrokimyasal ozelligide herhangi bir degisiklik olmadigi ve BIKA’nin DNA ile
olusturdugu kompleksin elektroaktif 6zellik gostermedigi seklinde yorumlanabilir (Jiao
vd. 2005).

BiKA’nin elektrot yiizey derisimin (I') hesaplanmasi
Tarama hizi calismast ile elde edilen akim degerleri tarama hizina kars1 grafige

gecirilerek elde edilen egim ve esitlik 2.7 yardimiyla BIKA igin her iki ortamda da I”
degerleri hesaplanmis ve ¢izelge 4.45°de verilmistir. Cizelge 4.45°de gorildigi gibi
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BIKA tek basina iken bulunan I” degeri 7,67x10° mol cm™ iken, ortama DNA ilave
edildiginde bu deger 1,61x10™° mol cm™®’ye diismektedir.

Cizelge 4.45 BIKA-DNA etkilesimi i¢in hesaplanan Difiizyon katsayis1 (D), heterojen
hiz sabiti (ks), ylizey derisimi (I'), baglanma sabiti (K) ve Gibbs serbest

enerji (AG®) degerleri
pH Ortam D (cm”s™) ks (s I'(mol cm™) K (mol AG®
bilesimi x10° x10° 'L)x10° kI mol™
BIKA 678(+151) 0,57(+0,12) 7,67(+2,85)
7.4 6,02 -32,97

BIKA +DNA  245(+1,19) 0,70(+0,19) 1,61(0,6)
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda antikanser 6zellik gosteren sikonin (SKN), mitoksantron (MTK),
etoposid (ETP) ve bikalutamit (BIKA)’in sepiyolit kilii, CDKNT ve TiO;
nanoparcgaciklar1 ve bunlarin uygun karigimlar1 ile modifiye edilmis karbon pasta
elektrot yiizeyleride elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmalari, voltametik tayinleri
ve DNA ile etkilesimleri aragtirllmistir. Bu amagla, oncelikle yukarida bahsi gecen
modifiyer maddeler yardimiyla yalin karbon pasta ve yedi adet modifiye karbon pasta
elektrot hazirlanmis ve elektrot yiizeylerinin analizi ve ozellikleri DV, EIS ve SEM
yontemleriyle gergeklestirilmistir. Bu sekiz adet modifiye karbon pasta elektrotlar DV,
EIS ve SEM ile karsilagtirildiginda en iyt sonucun ¢ bilesenli olan
(Kil/CDKNT/TiO,/KPE) ve bunu takip eden elektrodun ise Kil/KPE oldugu sonucuna

varilmstir.

v En iyi sonucu veren elektrotlarin bilesiminde bulunan sepiyolit kilinin modifiyer
olarak kullanildig1 voltametrik c¢aligmalara literatiirde rastlanmakla birlikte, ¢
bilesenli modifiye karbon pasta elektrotla (Kil/CDKNT/TiO2/KPE) yapilmis olan
caligmalara hi¢ rastlanmamistir. Bu tez calismasi ile ilk defa hazirlanmis olan bu

elektrot literatiire kazandirilmistir (Bayraktepe vd. 2016).

v" Sikonin adli antikanser ilacina ait iki yiikseltgenme piki gozlenmistir. Her iki

yiikseltgenme pikinin yari tersinir ve adsorpsiyon kontrollii oldugu belirlenmistir.

v" Sikonin’in her iki yiikseltgenme piki ayrintili olarak incelenmis olasi yiikseltgenme

mekanizmalari ilk defa 6nerilmistir.

v" Sikonin i¢in hem yalin karbon pasta elektrotta hem de modifiye edilmis karbon pasta
elektrotta AdsKDV ve AdsDPV voltametrik yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemlerden AdsDPV  yonteminin daha duyarli oldugu, diger voltametrik

yontemlere gore de gbzlenebilme sinirinin daha diisiik oldugu sonucuna varilmstir.
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v" Gelistirilmis olan voltametrik tekniklerle, Sikoninin modifiye elektrot yiizeyindeki
yiikseltgenme sinyaline ait pik potansiyeli ve pik akimlarmin giin i¢i ve giinlerarasi
tekrarlanabilirlikleri ¢alisilmistir. Cizelge 4.10°da, bu verilere ait olan % BSS
degerlerine bakildiginda s6z konusu elektrot ylizeyinde gelistirilmis yontemlerin

tekrarlanabilirliklerinin oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir.

v' Sikonin igin gelistirilmis olan Kil/CDKNT/TiO2/KPE elektrodunun tekrar

tiretilebilirliginin (diisiik %BSS ile) oldukga iyi oldugu sonucuna varilmistir.

v' Gelistirilen yontemlerle Sikonin pik potansiyeline biyolojik ortamda bulunmasi
muhtemel bazi tiirlerin etkisi aragtirilmig ve girisim etkilerinin olmadigi goriilmistiir.
Bu durum ise, gelistirilmis olan voltametrik yontemlerin segiciliklerinin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

v" Sikonin i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin biyolojik numunelerde (serum ve
idrar) geri kazanim c¢alismalar1 yapilmis ve biyolojik numunelere basariyla

uygulanmustir.

v" Sikoninin ds-DNA ile etkilesimi iki farkl fizyolojik pH’da voltametrik yontemlerle
ilk defa incelenmistir. Bu amagla Sikonin - DNA etkilesimine ait difiizyon katsayisi
(D), strandart heterojen hiz sabiti (ks), yiizey derisimi (I'), baglanma sabiti ve
Standart Gibbs serbest enerjisi degerleri hesaplanarak karsilastirilmistir. Buna gore

Sikonin - DNA etkilesimin elektrostatik yolla oldugu sonucuna varilmistir.

v' Mitoksantron adli antikanser ilacina ait iki yiikseltgenme piki gozlenmistir.
Bunlardan, birinci yiikseltgenme pikinin yar1 tersinir ve adsorpsiyon, ikinci

yiikseltgenme pikinin ise tersinmez ve adsorpsiyon kontrollii oldugu belirlenmistir.

v’ Mitoksantronun her iki yiikseltgenme piki ayrintili olarak incelenmis ve olasi

yiikseltgenme mekanizmalari ilk defa 6nerilmistir.
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v' Mitoksantron i¢in hem yalin karbon pasta elektrotta hem de modifiye edilmis karbon
pasta elektrotta (Kil/KPE) AdsKDV ve AdsDPV voltametrik yontemleri
gelistirilmistir. Gelistirilen yontemlerden AdsKDV yonteminin daha duyarli oldugu,
diger voltametrik yontemlere gore de gozlenebilme simirinin daha diisiik oldugu

sonucuna vartlmistir.

v' Gelistirilmis olan voltametrik tekniklerle, Mitoksantronun modifiye elektrot
yiizeyindeki yiikseltgenme sinyaline ait pik potansiyeli ve pik akimlarin giin ici ve
glinlerarasi tekrarlanabilirlikleri ¢alisilmigtir. Cizelge 4.18°de, bu verilere ait olan %
BSS degerlerine bakildiginda s6z konusu elektrot yiizeyinde gelistirilmis

yontemlerin tekrarlanabilirliklerinin oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir.

v Mitoksantron igin gelistirilmis olan Kil/KPE elektrodunun tekrar iretilebilirliginin
(oldukca diisiik %BSS ile) oldukea iyi oldugu sonucuna varilmistir.

v' Gelistirilen yontemlerle Mitoksantronun pik potansiyeline biyolojik ortamda
bulunmasi muhtemel bazi tiirlerin etkisi arastirilmis ve tirik asit disindakilerin girisim
etkilerinin olmadigr goriilmiistir. Bu durum ise, gelistirilmis olan voltametrik

yontemlerin segiciliklerinin iyi oldugunu gostermektedir.

v' Mitoksantron igin  gelistirilen voltametrik  yOntemlerin  serum ve ilag
formiilasyonlarinda geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmis olup elde edilen geri kazanim
sonuglarina gore bu ortamlarda, Mitoksantronun yiliksek dogrulukla tayin

edilebilecegi goriilmiistiir.

v" Mitoksantronun ds-DNA ile etkilesimi iki farkli fizyolojik pH’da voltametrik
yontemlerle incelenmistir. Bu amagla Mitoksantron - DNA etkilesimine ait difiizyon
katsayisi (D), standart heterojen hiz sabiti (ks), yiizey derisimi (I"), baglanma sabiti ve

Standart Gibbs serbest enerjisi degerleri hesaplanarak karsilastirilmistir. Elde edilen
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sonuclara gore Mitoksantron-DNA etkilesiminin interkalasyon yolu ile oldugu

belirtilmistir.

v' Etoposid adli antikanser ilacina ait iki yiikseltgenme piki gozlenmistir. Bunlardan
birinci yiikseltgenme pikinin yar1 tersinir adsorpsiyon, ikinci yiikseltgenme pikinin

ise tersinmez ve difiizyon kontrollii oldugu belirlenmistir.

v' Etoposidin her iki yiikseltgenme piki ayrintili olarak incelenmis ve olasi

yiikseltgenme mekanizmalari ilk defa Onerilmistir.

v" Etoposid i¢in hem yalin karbon pasta elektrotta hem de modifiye edilmis karbon
pasta elektrotta (Kil/CDKNT/TiO,/KPE) AdsKDV ve AdsDPV voltametrik
yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen yontemlerden AdsKDV yonteminin daha
duyarli oldugu, diger voltametrik yontemlere gore de gozlenebilme sinirinin daha

diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

v" Gelistirilmis olan voltametrik tekniklerle, Etoposidin modifiye elektrot yiizeyindeki
yiikseltgenme sinyaline ait pik potansiyeli ve pik akimlarinin giin i¢i ve gilinlerarasi
tekrarlanabilirlikleri ¢alisilmistir. Cizelge 4.31°de, bu verilere ait olan % BSS
degerlerine bakildiginda s6z konusu elektrot yiizeyinde gelistirilmis ydntemlerin
tekrarlanabilirliklerinin oldukca yliksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Etoposid i¢in
gelistirilmis olan Kil/CDKNT/TiO,/KPE elektrodunun tekrar iretilebilirliginin de
(oldukga diisiik %BSS ile) oldukea iyi oldugu sonucuna varilmistir.

v Gelistirilen yontemlerle Etoposidin pik potansiyeline biyolojik ortamda bulunmasi
muhtemel bazi tiirlerin etkisi aragtirilmis ve girisim etkilerinin olmadigi goriilmistiir.
Bu durum ise, gelistirilmis olan voltametrik yontemlerin seciciliklerinin iyi oldugunu

gostermektedir.

v Etoposid igin gelistirilen voltametrik yontemlerin serum, idrar ve ilag

formiilasyonlarindan geri kazanim g¢alismalar1 yapilmis ve elde edilen geri kazanim
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sonuclaria gore bu ortamlarda, Etoposidin yiiksek dogrulukla tayin edilebilecegi

gorilmistir.

v" Etoposidin ds-DNA ile etkilesimi iki farkli fizyolojik pH’da voltametrik yontemlerle
incelenmistir. Bu amacgla Mitoksantron - DNA etkilesimine ait difiizyon katsayisi
(D), standart heterojen hiz sabiti (ks), yiizey derisimi (/'), baglanma sabiti ve Standart
Gibbs serbest enerjisi degerleri hesaplanarak karsilagtirllmistir. Elde edilen sonuglara

gore Etoposid-DNA etkilesiminin interkalasyon yolu ile oldugu belirtilmistir.

v" Bikalutamid adli antikanser ilacina ait bir adet yiikseltgenme piki gozlenmistir. Bu
pikin tersinmez ve adsorpsiyon sartlarinda difiizyon kontrollii oldugu sonucuna

varilmigtir.

v" Bikalutamidin yiikseltgenme piki ayrintili olarak incelenerek olasi yiikseltgenme

mekanizmasi ilk defa onerilmistir.

v" Bikalutamid i¢in hem yalin karbon pasta elektrotta hem de modifiye edilmis karbon
pasta elektrotta (Kil/KPE) yiikseltgenme piki kullanilarak ilk defa KDV ve DPV
voltametrik yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen yontemlerden KDV yonteminin
daha duyarli oldugu, literatiirdeki diger voltametrik yontemlere gore de gézlenebilme

sinirinin karsilastirilabilir diizeyde oldugu goriilmiistiir.

v" Gelistirilmis olan voltametrik tekniklerle, Bikalutamidin modifiye elektrot
yiizeyindeki ylikseltgenme sinyaline ait pik potansiyeli ve pik akimlarinin giin i¢i ve
giinlerarasi tekrarlanabilirlikleri calisilmistir. Cizelge 4.39°da, bu verilere ait olan %
BSS degerlerine bakildiginda s6z konusu elektrot yiizeyinde gelistirilmis
yontemlerin tekrarlanabilirliklerinin oldukca yiliksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
Bikalutamid i¢in gelistirilmis olan Kil/ KPE elektrodunun tekrar iiretilebilirliginin de

(diistik %BSS 1ile) oldukea 1yi oldugu sonucuna varilmistir.
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v Gelistirilen yontemlerle, Bikalutamidin pik potansiyeline biyolojik ortamda
bulunmasi muhtemel bazi tiirlerin etkisi arastirilmis ve girisim etkilerinin olmadigi
gorilmiistiir. Bu durum ise, gelistirilmis olan voltametrik yontemlerin seciciliklerinin
1yi oldugunu gostermektedir.

v' Bikalutamit i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin serum, idrar ve ilag
formiilasyonlarindan geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmis ve elde edilen geri kazanim
sonuglarina gore bu ortamlarda, Bikalutamidin ytliksek dogrulukla tayin edilebilecegi

gOriilmiistiir.

v' Bikalutamidin ds-DNA ile etkilesimi iki farkli fizyolojik pH’da voltametrik
yontemlerle incelenmistir. Bu amagla Bikalutamid-DNA etkilesimine ait difiizyon
katsayis1 (D), standart heterojen hiz sabiti (ks), ylizey derisimi (I), baglanma sabiti ve
Standart Gibbs serbest enerjisi degerleri hesaplanarak karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore Bikalutamit-DNA etkilesiminin elektrostatik yolla oldugu
belirtilmistir.
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