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ÖNSÖZ 

 

 

Tez kapsamında, antiviral ilaçlardan efavirenz, antikanser ilaçlardan löprolid ve 

fulvestrant ile çift sarmal DNA (dsDNA)‟nın etkileĢimleri elektrokimyasal 

yöntemlerle incelenmiĢtir. EtkileĢimlerin belirlenebilmesi için elektrokimyasal tayin 

tekniklerinden diferansiyel puls voltametri (DPV) tekniği ile tek kullanımlık kalem 

grafit elektrot (KGE) çalıĢma elektrodu olarak kullanılmıĢtır. Deneysel 

parametrelerdeki farklılık (incelenen ilaç deriĢimi, DNA deriĢimi, madde-DNA etkileĢme 

süresi) DPV tekniğiyle ölçüm yapılarak incelenmiĢtir.  

Doktora eğitimim boyunca ve tez çalıĢmalarım sırasında, çalıĢmalarımın bilimsellik 

dahilinde yürümesi için bana kıymetli bilgi ve engin tecrübelerini zaman kavramı 

gözetmeksizin esirgemeden aktarmaya çalıĢan ve bilimsel geliĢimimde mevcut tüm 
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1. GĠRĠġ 

 

 

         Algılayıcılar fiziksel ortam ile endüstriyel amaçlı elektrik/elektronik cihazları 

birbirine bağlayan bir köprü görevi görürler. Bu cihazlar endüstriyel iĢlem sürecinde 

kontrol, koruma ve görüntüleme gibi çok geniĢ bir kullanım alanına sahiptirler.     

         Günümüzde üretilmiĢ yüzlerce tip algılayıcıdan söz edilebilir. Mikro elektronik 

teknolojisindeki inanılmaz hızlı geliĢmeler bu konuda her gün yeni bir buluĢ ya da yeni 

bir uygulama tipi geliĢtirilmesine olanak sağlamaktadır.  

         Teknik terminolojide Sensor ve Transducer terimleri birbirlerinin yerine sık sık 

kullanılan terimlerdir. Transducer genel olarak enerji dönüĢtürücü olarak tanımlanır. 

Sensor ise çeĢitli enerji biçimlerini elektriksel enerjiye dönüĢtüren cihazlardır. Ancak 

1969 yılında ISA (Instrument Society of America) bu iki terimi eĢ anlamlı olarak kabul 

etmiĢ ve “ölçülen fiziksel özellik, miktar ve koĢulları kullanılabilir elektriksel miktara 

dönüĢtüren bir araç” olarak tanımlamıĢtır (http://www.obitet.gazi.edu.tr). YoğunlaĢma, 

içerik, oksidasyon/redüksiyon, reaksiyon hızı, pH gibi büyüklükleri ölçen sensörler 

kimyasal sensörler olarak adlandırılmaktadır. Bir kimyasal sensör; kimyasal tanıma 

sistemi (reseptör) ve fizikokimyasal çevirici (transistör) olmak üzere genel olarak iki 

temel unsurdan meydana gelir. 

Kimyasal sensörler yaĢamı ve canlı organizmaların sağlığını koruma açısından 

gerekli olmuĢtur. Çoğu zaman sensörler, çok düĢük deriĢimdeki kimyasal bileĢenleri çok 

fazla giriĢim yapan diğer bileĢenler yanında tayin edebilme yeteneğine sahiptir. 

Gelecekte, istediğimiz her Ģeyi taĢınabilir, küçük ve akıllı algılayıcı cihazlarla izlemek 

büyük bir olasılıkla mümkün olacaktır.  Kimyasal sensörlerin çok önemli bir alt sınıfı 

olan elektrokimyasal sensörler de kimyasal tanıma sistemi, kimyasal bileĢikler ya da 

iyonlar ile seçici ve tersinir bir Ģekilde etkileĢerek onları tanır ve bu tanıma sonucu 

oluĢan kimyasal değiĢiklikler, fizikokimyasal çevirici tarafından deriĢime bağımlı 



2 

 

elektriksel sinyallere dönüĢtürülür. (Camman ve ark., 1991; Gronow ve ark., 1992; 

Sharma ve Rogers, 1994) 

Bir elektrokimyasal sensörün yapısına enzim, hücre, doku, antikor, nükleik asit 

gibi biyolojik maddelerin katılmasıyla biyosensörler elde edilir (Turner, 1987). 

Biyosensörler, biyolojik yanıtları elektriksel sinyallere çeviren analitik aletlerdir. Biri 

elektrokimyasal diğeri biyokimyasal iki çevirici sistemden oluĢurlar. Biyokimyasal 

çevirici, analizi yapılacak maddeyle etkileĢerek onu tanırken, elektrokimyasal kısım bu 

etkileĢimi okunabilir sayısal bir değere çevirir. Biyosensörde en önemli nokta sistemde 

mutlaka bir biyolojik materyal kullanılıyor olmasıdır. Bu biyolojik materyaller 

kullanılarak, çok seçici, hassas, çoğu zaman da daha hızlı ölçüm yapmak mümkündür. 

Tüm canlılar yaĢadıkları ortamdaki değiĢimleri derhal algılayıp yaĢamlarını 

sürdürebilmek için değiĢimlere uymaya çalıĢırlar. ĠĢte bu algılama mekanizması 

biyosensörlerin invitro kullanımı için temel oluĢturmuĢtur. Genel anlamda biyosensörler, 

biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, mühendislik gibi pek çok bilim alanının bilgi 

birikiminden multidisipliner bir anlayıĢ çerçevesinde yararlanılarak ve biyolojik 

moleküllerin veya sistemlerin seçimlilik özellikleri ile modern elektronik tekniklerin 

iĢlem yeteneğinin birleĢtirilmesiyle geliĢtirilen biyoanalitik cihazlar olarak 

tanımlanabilirler. Son yıllarda bilim ve teknolojideki hızlı geliĢmeler biyosensör kavram 

ve tanımlarında da önemli geniĢlemelere yol açmıĢtır. Canlı yaĢamın önemli 

unsurlarından olan görme, iĢitme, koklama, tad alma, dokunma gibi algılama 

mekanizmaları doğal ve en mükemmel biyosensörik sistemler olarak düĢünüldükleri için 

biyosensör çalıĢmalarına güzel örnekler oluĢturmaktadırlar. (http://www.scribd.com).  

Deoksiribonükleik asit‟in (DNA), analizi yapılacak maddeyle etkileĢerek onu 

tanıyan biyolojik materyal olarak kullanıldığı biyosensörlere DNA biyosensörü denir. 

Son yıllarda DNA biyosensörlerine olan ilgi oldukça artmıĢtır (Cai ve ark, 1997; Carter 

and Bard, 1987; Carter ve ark 1989; Deforce ve ark 1996; Mascini, 2001; Mikkelsen, 

1996; Palecek, 1996; Service, 1998; Wang ve ark 1998a; Wang ve ark 1998b). Bu 

geliĢme ile elektrokimyasal DNA biyosensörlerinin gelecekte hasta baĢında yapılacak 

http://www.scribd.com/
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doktor gözetimindeki analizlerde çok önemli bir rol oynayacağı düĢünülmektedir (Wang 

ve ark 1998c).  

Nükleik asitlerin tayin edilmesi moleküler biyoloji, biyoteknoloji ve diğer birçok 

bilimsel alanda oldukça büyük bir öneme sahiptir (Kubik ve ark., 2005; Hayashizaki ve 

Kanamori, 2004). 1960‟lı yılların baĢında nükleik asitlerin elektroaktifliklerinin 

keĢfedilmesi ile birlikte bu moleküllerin tayinine yönelik pek çok elektrokimyasal 

inceleme gerçekleĢtirilmiĢtir (Palecek, 2002). Elektrokimyasal ya da optik transistörler 

ile birleĢtirilen nükleik asit tabakaları, küçük molekül ağırlığındaki moleküller için yeni 

bir çeĢit afinite biyosensörü oluĢtururlar. Bu yöndeki aktivite, DNA ile ilgili hedef 

moleküller arasındaki etkileĢimin açıklanmasıyla iliĢkilidir. (Palecek, 1988; Wang ve 

ark., 1997a; Erdem ve Ozsoz, 2002; Drummond ve ark., 2003; Rauf ve ark., 2005; Tian 

ve ark., 2008). DNA biyosensörleri, DNA hedefli bazı ilaçların, toksinlerin, mutajenik 

çevre kirleticilerinin ve karsinojenlerin DNA‟ ya olan etkilerinin aydınlatılmasında, bu 

maddelerin etkileĢim mekanizmalarının belirlenmesinde ya da nokta mutasyonların 

tayininde kullanılabilir. Ayrıca DNA hibridizasyonunda veya DNA hasarlarının 

belirlenmesinde de kullanılır. (Erdem ve ark 2000; Erdem ve ark 1999; Kelley ve Barton 

1997; Labuda ve ark 2002; Lukasova ve ark 1982; Mikkelsen 1996; Millan ve 

Mikkelsen 1993; Millan ve ark 1994; Millan ve ark 1992; Wang ve ark 1996a; Wang ve 

ark 2001; Wang ve ark 1998b; Wang ve ark 1996b; Wang ve ark 1997b; Wang ve ark 

1997c). Hastalık nedeni olan patojenler, bakteriler ve virüsler de DNA baz dizilerinin 

bilinmesinden dolayı kolaylıkla tayin edilebilecektir. Modern DNA teĢhis ve nükleik asit 

araĢtırmalarında özellikle guanin yükseltgenme sinyalinin izlenmesi temeline dayalı 

sıyırma voltametrisi kullanımıyla elektroanalizin bu alanda kullanımı artmıĢtır (Mascini 

ve ark., 2006; Liu ve ark., 2007). DNA‟daki elektroaktif bazlara ait sinyallerdeki 

değiĢiklikler ya da analizi yapılacak maddeye ait elektrokimyasal sinyaldeki 

değiĢiklikler, analit ile DNA arasındaki etkileĢimleri güvenilir bir Ģekilde ortaya 

koymaktadır (Johnston ve ark 1995; Johnston ve Thorp, 1996; Johnston ve ark 1996; Ju 

ve ark 1995;  Liu ve ark 1996; Marin ve ark 1998; Molinier-Jumel ve ark 1978; Palecek, 

1996; Perez ve ark 1999; Takenaka ve ark 1990;  Teijeiro ve ark 1995; Tuite ve Norden, 

1994; Wang ve ark 1998d; Wang ve ark 1996c;  Wang ve ark 1996d; Xia ve ark 1999). 
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Basit tasarımlı, yüksek duyarlı ve seçicilik özelliğine sahip aletlerin analitiksel 

gereksinimleri karĢılamasından bu yana analitik kimyanın çok önemli bir uygulama 

alanını oluĢturan biyosensörler, bu bilim dalında son yılların en önemli geliĢmelerinden 

biri olan minyatürizasyona da olanak sağlamaktadırlar. (Nakamura ve Karube, 2003; 

Abad-Valle ve ark., 2005).  

DNA testleri için immunoassay yöntemler ve elektroforetik ayırma yöntemleri 

kullanılmaktadır. Polimeraz zincir tepkimesine (PCR) dayalı bu yöntemler hasta baĢında 

gerçekleĢtirilecek hızlı ve kesin cevap alınması gereken rutin analizler için uygun 

olmamaktadır. Bu yöntemler örnek hazırlanması uzun zaman aldığından ve sonuçların 

alınması geç olduğundan çok fazla tercih edilmemektedir.  

Bilinen bu yöntemlere alternatif yöntem olarak günümüzde DNA mikroçiplerinin 

tasarımı gündeme gelmiĢtir. Ġnsan genom projesi de tamamlandığından sağlık sisteminin 

çok hızlı ve ucuz DNA testlerine olan ilgisi de artmıĢtır.  Elektrokimyasal DNA 

hibridizasyon biyosensörleri, elektrokimyasal DNA çiplerinin bir ön basamağı olarak 

tasarlanmıĢtır (Liu ve ark., 1996; Palecek, 1995) 

Biyoçip teknolojisi ile binlerce gen analizi paralel olarak, etkin yüzey alanı 

yaklaĢık birkaç cm
2 

olan bir kredi kartı boyutlarında çip üzerinde yapılabilmektedir.  

Son yıllarda dünyada Çip Üzerinde Laboratuar Teknolojisi (Laboratory on a Chip) 

olarak adlandırılan teknik üzerinde önemli çalıĢmalar yapılmaktadır. Bu yeni 

teknolojinin amacı; tek bir çipte tüm genomun izlenmesini ve binlerce gen arasındaki 

etkileĢmenin aynı zamanda belirlenmesini sağlayabilmektir. Bu teknolojinin esası 

biyosensörlere dayanmaktadır ve bu çipler küçültülmüĢ DNA biyosensörleridir. 

Klinikte kullanım için küçük boyutlarda kullanılacak bu cihazların tasarımına ait 

ilk çalıĢmalar, Amerika BirleĢik Devletlerindeki Clinical Micro Sensors (CMS) adlı 

Amerikan Ģirketi S. Mikkelsen‟in kullandığı teknolojinin lisansını alması ile baĢlamıĢtır. 

Böylece DNA mikroçiplerinin klinikte kullanımının ilk adımları atılmıĢ ve hizmete 

sunulmuĢtur. 
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Clinical Micro Sensors ile birlikte yine bir Amerikan Ģirketi olan Motorola‟nın 

hazırlamıĢ olduğu Affymetrix ve Thorp ve arkadaĢlarının kurduğu Xanthon Inc. 

firmalarında DNA mikroçiplerinin ön çalıĢmaları bitmiĢ ve bu çipler klinikte kullanıma 

hazır hale getirilmiĢtir. Tüm bu çalıĢmalar çok yakın bir süre sonra elektrokimyasal 

DNA mikroçiplerinin kullanıma uygun bir Ģekilde geçeceğini göstermektedir.  

DNA çipleri ile “Genomics” kapsamındaki çalıĢmaların hemen hemen hepsini 

yapmak mümkündür. Özellikle kriminolojik çalıĢmalarda çok hızlı olarak DNA testi ile 

suçlu belirlemesi yapılabilir. Hastalık durumunda ortaya çıkabilecek mutasyonları 

izleyip, hastalık tanısını koyup, gen ekspresyon profilinin zamanla nasıl değiĢtiğine 

bakıp hastalığın geliĢmesi/gerilemesi izlenebilir. Yeni ilaç adaylarının olası toksik 

etkilerini çok hızlı bir Ģekilde izleyip eliminasyonu çok kolaylıkla yapılabilir. Potansiyel 

ilaçların farmakolojik etkileri çip üzerinde bulunabilir.   

Günümüzde tanıma yüzeyi olarak DNA‟ nın kullanıldığı biyosensörler, genetik ve 

bulaĢıcı hastalıkların hızlı bir Ģekilde teĢhis edilmesine olanak sağlamaktadır. Ayrıca 

DNA ile etkileĢerek ona hasar veren maddelerin saptanmasını da mümkün kılmaktadır. 

Özellikle antikanser ve antiviral özellik taĢıyan ilaç moleküllerinin DNA ile 

etkileĢimlerinin hızlı ve güvenilir bir Ģekilde belirlenmesi, ilaç geliĢtirme çalıĢmaları için 

oldukça önem taĢımaktadır. (Kelley ve ark 1997; Kolakowski ve ark 1996; Liu ve ark 

1998; Jelen ve ark 2002; Erdem ve ark 2005a; Krizkova ve ark 2007; Karadeniz ve ark 

2003; Zhou ve ark 2005; Palaska ve ark 2007; Oliveria-Brett ve ark 2006). 

ÇalıĢmamızda, madde ve DNA etkileĢmesini incelemek amacıyla bir 

elektrokimyasal DNA biyosensörü (genosensör) tasarımı gerçekleĢtirildi. Bu amaçla 

yüzeyine çift sarmal DNA (dsDNA) tutturulmuĢ kalem grafit elektrodu (KGE) 

kullanılarak, potansiyel antiviral etkili madde efavirenz (EFV) ve antikanser ilaçlar 

löprolid (LPR) ve fulvestrant (FLV)‟ ın dsDNA ile etkileĢmesi elektrokimyasal olarak 

incelendi. Elektrokimyasal tayin yöntemi olarak diferansiyel puls voltametri tekniği 

(DPV) kullanıldı. ÇalıĢma sırasında; kullanılan madde ile DNA‟nın etkileĢme süresi, 

madde ve DNA deriĢimindeki değiĢimin yanıta etkisi ve tekrarlanabilirlik gibi bazı 

deneysel parametreler incelendi.  
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Katı elektrotlarla yapılan voltametrik analizler maddenin farmakolojik aktivitesi 

ve biyotransformasyonu hakkında bilgi vermesinin yanında; (a) Modifiye elektrot 

geliĢtirilmesiyle o maddeye duyarlı analiz sağladığı için, (b) Katı elektrotlarla yapılan 

çalıĢmalar, yüksek basınçlı sıvı kromatografisi için dedektör geliĢtirilmesine yardımcı 

olduğu için, (c) Bu elektrotlarla geliĢtirilen yöntemlerin daha sonra mikro elektrotlarla 

in–vivo tayinlerde kullanılabileceği için ayrıca önem taĢımaktadır. Daha önceki 

çalıĢmalardan farklı olarak kullandığımız kalem grafit elektrot (KGE) ile 

gerçekleĢtirdiğimiz çalıĢmanın getirdiği en önemli yarar; KGE‟nin tek kullanımlık 

olması ve daha tekrarlanabilir sonuçlar vermesidir. 

Madde-DNA etkileĢiminin genosensörlerle tayinine dayalı ilk bölümünde, 

potansiyel antiviral etkili madde EFV‟in dsDNA ile etkileĢmesinin elektrokimyasal 

tayini gerçekleĢtirilmiĢ olup, bu çalıĢma dünya literatürüne girmiĢtir (Dogan-Topal ve 

ark., 2009). EFV‟in DNA ile etkileĢim öncesi ve sonrası, DNA‟daki elektroaktif baz 

guaninin yükseltgenme sinyallerindeki değiĢiminden yola çıkarak, elektrot olarak KGE 

ve yöntem olarak DPV‟nin kullanılmasıyla incelendi. EFV ile yüzeye tutturulmuĢ 

DNA‟nın etkileĢme süresi, EFV ve DNA deriĢiminindeki değiĢimin yanıta etkisi ve 

tekrarlanabilirlik gibi bazı deneysel parametreler de incelendi. Ayrıca EFV‟in boĢ KGE 

kullanılarak, DPV yöntemi ile elektrokimyasal davranıĢlarınının: pH, destek elektroliti, 

tarama hızı ve deriĢim ile değiĢiminin incelenmesi ve bu sonuçlara göre en iyi koĢulların 

saptanabilmesi amaçlanmıĢtır. Her iki yöntemle de saptanan en iyi koĢullarda 

voltametrik miktar tayini yapılması ve geliĢtirilecek bu yöntemlerin farmasötik dozaj 

formlarına uygulanması planlanmıĢtır. Her iki yöntemle elde edilen sonuçlar 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Madde-DNA etkileĢimine dayalı diğer çalıĢmamızda antikanser ilaç löprolid, KGE 

kullanılarak iki ayrı yolla, hem dsDNA immobilize edilmiĢ elektrotta hem de çözelti 

ortamında dsDNA ile etkileĢmesi DNA‟nin elektroaktif bazlarından biri olan guanin 

yükseltgenme sinyalindeki değiĢim üzerinden incelendi. Bu çalıĢma dünya literatürüne 

girmiĢtir (Dogan-Topal ve Ozkan, 2011).  LPR ile yüzeye tutturulmuĢ DNA‟nın 

etkileĢme süresi, LPR ve DNA deriĢiminindeki değiĢimin yanıta etkisi ve 
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tekrarlanabilirlik gibi bazı deneysel parametreler iki yöntemle de incelendi. Ayrıca 

LPR‟in boĢ KGE kullanılarak, DPV yöntemi ile elektrokimyasal davranıĢlarınının: pH, 

destek elektroliti, tarama hızı ve deriĢim ile değiĢiminin incelenmesi ve bu sonuçlara 

göre en iyi koĢulların saptanabilmesi amaçlanmıĢtır. Her üç yöntemle de saptanan en iyi 

koĢullarda voltametrik miktar tayini yapılması ve geliĢtirilecek bu yöntemlerin 

farmasötik dozaj formlarına uygulanması planlanmıĢtır. Her üç yöntemle elde edilen 

sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Madde-DNA etkileĢiminin genosensörlerle tayinine dayalı üçüncü bölümünde, 

potansiyel antikanser etkili madde fulvestrant‟ın dsDNA ile etkileĢim öncesi ve sonrası, 

DNA‟daki elektroaktif baz guanin yükseltgenme sinyallerindeki değiĢim, elektrot olarak 

KGE ve yöntem olarak DPV‟nin kullanılmasıyla incelendi. FLV ile yüzeye tutturulmuĢ 

DNA‟nın etkileĢme süresi, FLV ve DNA deriĢimindeki değiĢimin yanıta etkisi ve 

tekrarlanabilirlik gibi bazı deneysel parametreler incelendi. Ayrıca FLV‟nin boĢ bor ile 

dope edilmiĢ elmas elektrot (BDEE) kullanılarak, DPV yöntemi ile elektrokimyasal 

davranıĢlarınının: pH, destek elektroliti, tarama hızı ve deriĢim ile değiĢiminin 

incelenmesi ve bu sonuçlara göre en iyi koĢulların saptanabilmesi amaçlanmıĢtır. Her iki 

yöntemle de saptanan en iyi koĢullarda voltametrik miktar tayini yapılması ve 

geliĢtirilecek bu yöntemlerin farmasötik dozaj formlarına uygulanması planlanmıĢtır. 

Her iki yöntemle elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırılacaktır. 

Sonuç olarak çalıĢmamızda tasarımı yapılan tek kullanımlık elektrokimyasal 

genosensör kullanılarak, DNA hedefli maddelerin DNA ile etkileĢmesi incelenerek, 

gelecekte yeni antikanser ve antiviral ilaç hedefleme çalıĢmalarına yeni bir boyut 

getirilmesi ve yakın gelecekte piyasaya sürülecek DNA biyoçiplerinin teknolojisini 

(Hodgson, 1998) oluĢturacak olan elektrokimyasal genosensörlerin bir prototipinin 

geliĢtirmesi hedeflenmiĢtir. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

2.1. Elektrokimya 

 

Elektrokimya; maddenin elektriksel davranıĢını ve elektrik enerjisi ile kimyasal tepkime 

arasındaki iliĢkiyi inceleyen bilim dalıdır. Elektrokimyasal tepkimeler yükseltgenme ve 

indirgenme tepkimeleri olup, elektron geçiĢi veya elektron aktarımı ile sağlanır. 

Elektrokimyasal tepkimeler, elektronların bir yerden baĢka bir yere geçiĢiyle, 

elektrokimyasal hücre adı verilen bir hücrede gerçekleĢir. Elektrokimyasal tepkimelerin 

gerçekleĢebilmesi için; analizi yapılacak maddeyi içeren bir çözelti (Elektriksel 

iletkenliği sağlamak amacıyla tampon çözelti kullanılır), maddenin kimyasal dönüĢüme 

uğradığı genellikle üçlü olan elektrot sistemi, elektrotları birbirine bağlayan çevirim 

sistemi gereklidir. 

 

 

2.1.1. Elektrokimyasal Hücreler ve Tepkimeler 

 

Kimyasal sistemlerdeki elektrokimyasal ölçümler, elektrot çözelti ara yüzeyinin 

elektriksel özelliklerini ve elektrot tepkimelerinin temel ilkelerini anlamayı gerektiren 

uygulamalardır. Elektrokimya, kimyasal fazlar arasındaki ara yüzey boyunca oluĢan yük 

aktarımını etkileyen nedenleri ve bu süreci inceler. Kimyasal fazlardan biri, iyonların 

hareketi ile yükün taĢındığı (sıvı çözeltiler, erimiĢ katılar ya da iyonik olarak iletken 

katılardan oluĢan) elektrolit olarak adlandırılan kısımdır. Ġkinci faz ise elektronik 

hareketle (elektron hareketi) yükün taĢındığı (metaller, yarı iletkenlerden oluĢan) 

elektrot olarak adlandırılan kısımdır. 
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Elektrot – elektrolit arasında oluĢan ara yüzeyin toplam özelliklerinin çalıĢıldığı 

sisteme elektrokimyasal hücre denir. Bir elektrokimyasal hücre, analit ile birlikte destek 

elektroliti adı verilen ve belirteç olmayan bir elektrolitin aĢırısını da içeren bir çözeltiye 

daldırılmıĢ üç elektrottan (çalıĢma, karĢılaĢtırma, yardımcı) olmuĢtur. Voltametrik 

ölçümlerde kullanılan elektrokimyasal bir hücrenin bileĢenleri ġekil 2.1.‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 2.1. Genel elektrokimyasal hücre Ģeması. (Yalçın, 2007) 

 

ÇalıĢma elektrodu: Üzerinde ilgili tepkimenin oluĢtuğu ve zamanla gerilimi 

doğrusal olarak değiĢen elektrottur. 

KarĢılaĢtırma elektrodu: ÇalıĢma elektrodunun geriliminin kıyaslandığı elektrot 

olup, analit bileĢiminden bağımsız olarak tekrar edilebilir, kararlı ve sabit bir gerilim 

sağlar. 

Yardımcı elektrot: Sinyal kaynağından çıkan elektriğin çözelti içerisinden 

geçerek çalıĢma elektroduna aktarılmasını sağlayan (akım taĢıyıcı elektrot) ve tepkimeye 

girmeyen (inert) bir iletken materyalden oluĢan elektrottur. 

Elektrokimyasal ölçümler genellikle bir destek elektroliti içeren çözelti 

ortamında yürütülür. Çözücü seçiminde; analitin çözünürlüğü ve redoks aktivitesinin 

yanı sıra çözücünün elektrik iletkenliği, elektrokimyasal aktivitesi ve kimyasal 

reaktivitesi de önemlidir. Çözücü, analit ile tepkimeye girmemeli ve geniĢ bir gerilim 
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aralığında elektrokimyasal inert olmalıdır. Su, en çok kullanılan çözücü olup genellikle 

iki kez arıtılmıĢ olması yeterlidir. Organik çözücülerden ise metanol, asetonitril, 

dimetilformamid (DMF) ve dimetil sülfoksit (DMSO) sıklıkla kullanılır. Bazı 

uygulamalar için çözücü karıĢımları da kullanılabiir. 

Gerilimin kontrol edildiği deneylerde destek elektroliti kullanılması gereklidir. 

Destek elektroliti; çözeltinin direncini azaltır, elektriksel migrasyon (elektriksel göç) 

etkisini ortadan kaldırır ve sabit bir iyonik güç sağlar. Ġnert destek elektroliti olarak 

inorganik tuzlar, mineral asitler ya da pH kontrolü gerekli olduğu zaman tampon 

sistemleri kullanılabilir. Destek elektroliti olarak kullanılacak kimyasal bileĢiklerin 

saflığı yüksek olmalı ve kolaylıkla yükseltgenip indirgenmemelidir. Destek elektroliti 

deriĢimi, diğer tüm elektroaktif (elektrot tepkimesine katılan) türlerin deriĢiminden 

büyük olmalıdır. Genel olarak 0.1 – 1 M arasındaki çözelti deriĢimlerinde hazırlanır. 

Elektrokimyasal hücrelerde karĢılaĢtırma elektrodunun gerilimi sabit 

olduğundan, hücredeki değiĢikliğin çalıĢma elektrodundan kaynaklandığı söylenebilir. 

Elektrokimyasal hücrede karĢılaĢtırma elektroduna göre çalıĢma elektrodunun gerilimi 

diğer bir deyiĢle çalıĢma elektrodundaki elektronların enerjileri kontrol edilir ya da 

gözlemlenir (Wang, 2000; Skoog ve ark., 1998) 

Elektroda negatif gerilimlerin uygulanması ile elektronların enerjisi artar; 

elektrolizdeki türlerin değerlilik durumundaki enerji düzeyine ulaĢıldığında elektronlar, 

elektrottan çözeltiye akar ve indirgenme akımı meydana gelir. Benzer bir Ģekilde 

elektroda pozitif gerilim uygulandığında elektronların enerjisi düĢer; çözelti ortamındaki 

enerji düzeyi uygun olan elektronlar elektroda akar ve yükseltgenme akımı meydana 

gelir. Bu süreçte etkili olan kritik gerilim değeri, türlerin standart gerilimi (E
o
) ile 

ilgilidir (Bard ve Faulkner, 1980) 
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2.1.2. Elektrokimyasal Tabakalar 

 

Elektrokimyasal ölçüm yapılırken elektrot yüzeyi ile analit çözeltisi arasında heterojen 

tabakalar meydana gelmektedir. Bunun nedeni; elektrodun kendisine bitiĢik olan çözelti 

tabakasındaki bir türe elektron verebilmesi ya da o tabakadan elektron alabilmesidir. 

Genel olarak hareketli (karıĢtırılan) sistemlerdeki heterojen tabakaların bileĢimi ġekil 

2.2‟te görülmektedir.  

                   

                 ġekil 2.2. Elektrot yüzeyindeki tabakaların Ģematik olarak gösterilmesi                 

                                 (Karadeniz, 2004) 

 

       Türbülent akıĢ tabakası: Elektrottan uzak çözelti yığınında gözlenir; sıvı hareketinin 

düzenli bir akıĢ modeli yoktur. 

        Laminar akıĢ bölgesi: Yüzeye yaklaĢıldığında laminer akıĢa geçiĢ olur; sıvı 

tabakaları elektrot yüzeyine paralel bir yönde birbiri üzerine kayarlar. 
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        Nernst difüzyon tabakası: Elektrot yüzeyinden  cm uzakta laminer akımının hızı, 

sıvı ile elektrot arasındaki sürtünmeden dolayı sıfıra yaklaĢır ve bunun sonucunda 

elektrot çevresinde ince, durgun bir çözelti tabakası oluĢur. Genellikle bu çözelti 

tabakası, 10
-2

 –10
-3

 cm kalınlığında olabilir (Skoog ve ark., 1998). 

 

 

2.1.3. Elektrokimyasal Çift Tabaka 

 

Elektrokimyasal ölçümler yapılırken elektrodun kendisine bitiĢik çözelti tabakasındaki 

bir türe elektron vermesi ya da ondan elektron alması nedeniyle heterojen sistemler 

oluĢumuna neden olmaktadır. Bu nedenle, bu tabakanın bileĢimi çözeltinin diğer 

kısımlarının bileĢiminden önemli ölçüde farklı olabilir. Elektroda pozitif bir gerilim 

uygulandıktan hemen sonra elektrodun yüzeyinde tepkimeye girecek aktif bir tür yoksa 

hızla sıfıra düĢecek anlık bir akım dalgası oluĢacaktır. Bu akım, her iki elektrodun da 

yüzeyinde bir negatif yük fazlalığı (ya da eksikliği) yaratan bir yükleme akımıdır. Fakat 

iyonik hareketliliğin bir sonucu olarak elektroda bitiĢik olan çözelti tabakalarında derhal 

bir zıt yüklenme oluĢur. Bu etkileĢim ġekil 2.3‟de gösterilmektedir. Elektrodun 

yüzeyinde, uygulanan pozitif gerilimin bir sonucu olarak pozitif yük fazlalığı 

oluĢmuĢtur. Yüklü çözelti tabakası iki kısımdan oluĢmaktadır: 

       1-  Yoğun iç tabaka (d0 „dan d1‟ e), bu tabakada elektrot yüzeyinden uzaklaĢıldıkça 

ortaya çıkan gerilim mesafe ile doğru orantılı olarak azalır. Bu tabaka, çözücü 

moleküllerinden ve bazen özel olarak adsorblanmıĢ diğer türlerden (iyonlar ya da 

moleküller) oluĢur.   

       2- Difüze tabaka (d1 „dan d2‟ e), burada elektrot yüzeyinden uzaklaĢıldıkça ortaya 

çıkan potansiyel üstel olarak azalır. Elektrot yüzeyindeki ve yüzeye bitiĢik çözeltideki 

bu yük topluluğu bir elektriksel çift tabaka olarak adlandırılır (Bard ve Faulkner, 1980; 

Skoog ve ark., 1998; ġahinci, 2005).   ġekil 2.3‟de elektriksel çift tabakanın görünümü 

ve elektrot yüzeyinden uzaklaĢtıkça gerilim değiĢimi gösterilmiĢtir.  
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              ġekil 2.3. Elektrot yüzeyinde oluĢan elektriksel çift tabaka (Karadeniz, 2004) 

 

 

2.1.4. Elektrokimyasal Bir Olayda Akımlar 

 

Elektrot sistemine gerilim uygulandığında kapasitif akım ve faradayik akım olmak üzere 

2 çeĢit akım oluĢur. 

1-Kapasitif akım (ic) : Bir elektrodun bir elektrolit çözeltisine daldırılması ve 

negatif yükle yüklenmesiyle çözeltideki pozitif yüklü iyonlar elektroda doğru çekilir. 

Böylece ara yüzeyde bir gerilim farkı oluĢur. Ters iĢaretli yüklerin ara yüzeyin iki 

tarafında birikmesi ile bu bölgede bir elektriksel çift tabaka oluĢur. OluĢan bu çift 

tabaka,  bir kapasitör gibi davranır. Bu kapasitörü yüklemek için ortamda 

yükseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akım oluĢur. Bu akım 

reaksiyona bağlı değildir; sistemden kaynaklanır ki bu akıma kapasitif akım denir. Ne 

kadar düĢük olursa, o kadar doğru ölçüm yapılır. Kapasitif akım fon akımın oluĢmasına 

neden olan etkenlerden biridir. 
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2-Faradayik akım (if): Elektrot tepkimesinden kaynaklanan (analiz edilecek 

maddeden) akımdır. Elektrot-Elektrolit ara yüzeyi boyunca yükün (örneğin 

elektronların) aktarımıyla bir yükseltgenme/indirgenme meydana geldiği ve Faraday 

Yasalarına (elektrotlarda değiĢikliğe uğrayan madde miktarı, elektrolitin içinden geçen 

elektrik miktarı ile doğru orantılıdır) uyduğu için faradayik akım adını alır. 

 

 

2.1.5. Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik ĠĢlemler 

 

Çözelti ve elektrot arasındaki yüzeyden akımın iletimi sırasında, elektrotlardan birinde 

yükseltgenme reaksiyonları olurken diğerinde indirgenme reaksiyonu meydana gelir. Bu 

reaksiyonlarda;  

                                             O + ne
-
   R   

O ve R‟nin, sırasıyla, redoks çiftinin, yükseltgenmiĢ ve indirgenmiĢ Ģeklini ifade 

ettiği tepkime ile gösterilmektedir. Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde, 

elektrot potansiyeli, elektroaktif türün elektrot yüzeyindeki deriĢiminin [Co(0,t) ve 

CR(0,t)], Nernst Denklemine (eĢitlik 1.1) göre saptanmasında kullanılabilir.  

                   C
C

EE
R

nF

RT 00
log

3,2


    (1.1)    

           E
0
 = Redoks tepkimesi için standart potansiyel 

           R = Gaz sabiti (8,314 JK
-1

mol
-1

) 

           T = Sıcaklık (
0
K) 

           n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayısı 

           F = Faraday sabiti (96487 coulombs) 
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Elektrot ara yüzeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sırasında akım, 

elektronların doğrudan aktarımı yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde 

miktarının geçen akımla doğru orantılı olduğunu ifade eden bu tip iĢlemlere, faradayik 

iĢlemler, bu Ģekilde oluĢan akımlara da faradayik akımlar adı verilir. 

Analizlenecek madde ve ürünlerin deriĢimleri yalnızca elektrot yüzeyinden 

uzaklığın bir fonksiyonu olarak ve Nernst tabakası içinde değiĢir. (Bard ve Faulkner, 

1980; Wang, 2000; Meriç, 2001). 

 

 

2.1.6. Elektrokimyasal Bir Olayda Kütle Aktarım Yolları 

 

Kütle aktarımı, çözelti içinde bulunan bir maddenin bir yerden baĢka bir yere hareketi 

olarak tanımlanır. Bu hareket, iki bölge arasında elektriksel ya da kimyasal gerilim farkı 

varsa hızlanır. Bir elektrot, yalnızca elektrot yüzeyindeki çok ince bir çözelti tabakasında 

etkili olabildiğinden faradayik akım, ana çözeltiden elektrot yüzeyine doğru tepkimeye 

giren türlerin devamlı kütle aktarımını gerektirir. 

 

Elektroaktif maddeler elektrokimyasal bir olayda üç Ģekilde taĢınabilir: 

    a) Bir elektrik alan etkisi altında Göç/ Migrasyon, 

    b) KarıĢtırma veya titreĢim sebebiyle Konveksiyon, 

    c) DeriĢim farkından kaynaklanan Difüzyon. 

Migrasyon, yüklü taneciklerin elektriksel alanın etkisi ile zıt yüklü kutba doğru 

çekilmesinden kaynaklanan bir hareket türüdür. Burada anyonlar anoda, katyonlar 

katoda doğru hareket ederler. Migrasyona yol açan kuvvetler sadece elektrostatik 

güçlerdir. Elektroaktif tür yüklü olduğu sürece zıt yüklü elektrot tarafından çekilecektir. 

Ancak deriĢime bağlı olmadığı için, ilgilenilen türün bu yolla aktarımını tümüyle 

sıfırlayamazsak da en aza indirmek için ortama aĢırı miktarda aktif olmayan destek 
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elektrolit ilavesi yapılır. Bu çözeltideki iyonlar iyonik göçü önemli ölçüde 

üstleneceğinden analitin çok az bir kesimi migrasyonla taĢınır hale gelecektir. Böylece 

çözeltideki yükler herhangi bir iyon tarafından taĢınabilir; analitin zıt yüklü elektroda 

göç etme hızı uygulanan potansiyelden bağımsız hale gelir. Ġyonik göç ortama destek 

elektroliti ilavesiyle engellenebilir. 

Konveksiyon sıcaklık ve yoğunluk farkından oluĢur. Konveksiyonun akım 

yoğunluğu üzerinde büyük etkisi vardır. Bunu önlemek için çözelti ya karıĢtırılır ya da 

elektrot hızla döndürülür. 

Asıl istenen, ana çözeltideki elektroaktif maddenin elektrot yüzeyine sadece 

difüzyonla taĢınmasıdır. Difüzyon kontrollü elektrokimyasal olaylarda madde 

deriĢiminin fazla olduğu bölgeden deriĢimi az olan bölgeye doğru difüzlenir. Böylece 

elektrolit çözeltisi ile elektrot yüzeyi arasındaki deriĢim farkından bir difüzyon akısı 

doğar.  

          Bu akı; 

                 J = – D (dc/dx) 

        Formülü ile verilir. Bu iliĢki Fick‟in 1. yasasıdır.  

Burada J, difüzyon akısı (mol m
–2

s
–1

); dc/dx deriĢim gradienti (mol m
–4

) ve D 

difüzyon katsayısı (m
–2

s
–1

)‟dir. Fick‟in 1. yasasında kararlı hal difüzyonu göz önüne 

alınmıĢtır. (Bocris ve Reddy, 1970). Yani difüzlenen partiküllerin deriĢimi ve akı 

zamanla değiĢmemektedir. Bu yasa elektrot olaylarına uygulandığında, elektroda bitiĢik 

difüzyon tabakası denilen bir bölgede elektroaktif maddenin elektrota ulaĢmasını açıklar. 

Bu taktirde elektroda difüzlenen maddenin eĢdeğer gram sayısı difüzyon akısına eĢit 

olur. Yani; 

               I /nF = J = – D (dc/dx) 

Eğer bu kavramlar değiĢiyorsa bu halde; 

               (δc / δt) = D (δ
2
 C / δχ

2
)  
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denklemi elde edilir. Bu denklem Fick‟in 2. Yasası adını alır. Yani deriĢim hem 

zamana, hem uzaklığa bağlıdır. Böylece kısmi diferansiyel denklemle gösterilen 

yukarıdaki Fick‟in 2. yasasının formülü elde edilir. 

 

 

2.1.7. Elektrot Tepkime Hızını ve Akımını Etkileyen ĠĢlemler ve Polarizasyon 

 

Elektrokimyasal hücrelerde akım ya da elektrot tepkime hızı genelde aĢağıdaki 

iĢlemlerin hızları tarafından yönlendirilir: 

       1- Kütle aktarımı (Örneğin bir A molekül veya A
-
 iyonunun ana çözeltiden elektrot 

yüzeyine aktarımı) 

       2-  Elektrot yüzeyinde oluĢan elektron aktarımı 

       3-  Elektron aktarımının öncesi ve sonrası oluĢan kimyasal tepkime 

       4-  Diğer yüzey tepkimeleri (adsorpsiyon, desorpsiyon, kristalizasyon) 

Birçok önemli elektroanalitik yöntem, hücredeki akımın değiĢiminin bir 

fonksiyonu olarak ölçülen akım-gerilim eğrilerine dayanır.         

             Ehücre = Ekatot – Eanot – IR 

Yukarıdaki eĢitlik, sabit elektrot geriliminde, hücre gerilimi ile akım arasında 

doğrusal bir iliĢkinin geçerli olduğunu göstermektedir. Uygulamada doğrusallıktan 

uzaklaĢılan durumlara sık rastlanır. Bu koĢullarda hücre polarize olmuĢtur denir ve 

polarizasyon derecesi aĢırı gerilim (ŋ) ile verilir. AĢırı gerilimden etkilenen bir 

elektrolitik hücre için gerilim aĢağıdaki eĢitlikle verilir: 

             Eh = Ek – Ea – IR – ŋ 

Bir yarı hücrede polarizasyonun gerçekleĢebileceği elektrot, elektroda hemen 

bitiĢik çözelti tabakası ve ana çözelti olmak üzere üç bölge bulunmaktadır;                        
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Elektrokimyasal yarı hücrede bulunan elektroaktif türün elektrot yüzeyine 

hareketi; kütle aktarımı, kimyasal tepkime, fiziksel hal değiĢimi ve elektron aktarımı ara 

basamaklarından geçerek gerçekleĢir. Bu ara basamaklardan biri toplam tepkimenin 

hızını ve böylece akımın büyüklüğünü sınırlayabilir. Kütle aktarımı elektroaktif türün 

ana çözeltiden yüzey tabakasına hareketini içerir. Bu basamak toplam tepkimenin ve 

devamında akımın hızını sınırladığından deriĢim polarizasyonunun varlığından 

sorumludur. Bazı yarı hücre tepkimelerinde elektroaktif türün yükseltgenme ve 

indirgenme formlarının bulunduğu bir ara kimyasal tepkime de yer alır. Bu ara basamak 

daha sonra elektron aktarım iĢleminde etkin bir rol oynar. Böyle bir ara basamak 

tepkimesinde ürünlerin oluĢum ya da bozunma hızı akımı sınırlarsa tepkime 

polarizasyonunun varlığından söz edilebilir. Bazı durumlarda ise adsorpsiyon, 

desorpsiyon ya da kristallenme gibi fiziksel iĢlemlerin hızı akımı sınırlar. Bu durumda 

adsorpsiyon, desorpsiyon, kristallenme polarizasyonu oluĢur. Sonuçta yük aktarım 

polarizasyonu ile karĢılaĢılır ki bu durumda yüzey tabakada elektrottan yükseltgenmiĢ 

türlere ya da indirgenmiĢ türlerden elektroda doğru olan elektron aktarımı hızının yavaĢ 

olması nedeniyle akımın sınırlanması söz konusudur. 

Voltametrik yöntemlerde tam deriĢim polarizasyonunun olduğu koĢullar altında 

çalıĢılmak istenir. Genel olarak deriĢim polarizasyonu koĢullarını sağlamak için; 

             -Analit deriĢimleri düĢük tutulur. 

             -Elektrolit deriĢimleri yüksek tutulur. 

             -Elektrodun yüzey alanı küçük tutulur (mikro elektrotlarla çalıĢmak idealdir) 

            Elektrotların birinde ya da ikisinde birden yükseltgenme ya da indirgenme 

tepkime hızı teorik olarak gerekli olan akım oluĢturabilecek kadar hızlı değilse yük 

aktarım polarizasyonu oluĢur. Yük aktarım polarizasyonu ile ortaya çıkan aĢırı gerilim 

aĢağıdaki özelliklere sahiptir: 

            -AĢırı gerilim akım yoğunluğu ile artar. 

            -AĢırı gerilim genellikle sıcaklık arttıkça azalır. 

            -Elektrodun kimyasal bileĢimine göre değiĢir. 
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           AĢırı gerilimler H2 ve O2 gibi gaz ürünlerin oluĢtuğu elektrot iĢlemleri için çok 

önemlidir. (Bard ve Faulkner, 1980; Skoog ve ark., 1998; Meriç, 2001) 

 

 

2.1.8. Elektroanalitik Yöntemler 

 

Elektroanalitik metotların çok çeĢitli sınıflandırma yolları vardır. En yaygın kabul 

görmüĢ olan sınıflandırma metodu ġekil 2.4‟de Ģema halinde verilmiĢtir. ġemadan 

görüldüğü gibi elektroanalitik metotlar genelde net akımın sıfır olduğu denge 

durumundaki statik metotlar ve denge durumundan uzakta net akımın gözlendiği 

dinamik metotlar olmak üzere ikiye ayrılır. Dinamik metotlar çoğunlukla ya potansiyel 

kontrollü veya akım kontrollüdür. Potansiyel veya akımın kontrol edildiği tekniklerde bu 

parametreler büyük genlikli veya küçük genlikli olarak uygulanır. Büyük genlikli 

teknikler diğerlerine göre daha yaygın olarak kullanılır.  
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                ġekil 2.4. Elektroanalitik yöntemlerin sınıflandırma Ģeması (GökmeĢe, 2004)                          

 

 

           Elektroanalitik yöntemler, hücrenin elektrokimyasal özelliklerinin izlenmesine 

dayanan yöntemlerdir. Elektroanalitik yöntemler bilimsel çalıĢmalarda oldukça yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Endüstriyel materyallere, farmasötik maddelere, biyolojik 

örneklere ( ya da sıvılara ) uygulanabilmektedir. 

          Elektroanalitik teknikler ile çok düĢük tayin sınırına ulaĢabilir (yaklaĢık 10   ֿ
 10

 M) 

ve mekanizma tayinine olanak veren yöntemlerdir. Çoğu kez, bir elementin özel bir 

yükseltgenme basamağı için spesifiktir. Kullanılan cihazlar nispeten ucuzdur. Kimyasal 

türlerin deriĢiminden çok, aktiviteleri hakkında bilgi verir. Ayrıca ara yüzeydeki yük 

aktarımının stokiyometrisi ve hızı, kütle aktarım hızı, adsorpsiyon ve kemisorpsiyon 
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derecesi, kimyasal tepkimelerin hızı ve denge sabitleri gibi konularda da bilgi verir. Bu 

özelliklerinden dolayı, elektrokimyasal yöntemler diğer yöntemlerden daha avantajlıdır. 

Elektroanalitik yöntemler; ara yüzeyde ya da çözelti ortamının tamamında 

gerçekleĢen değiĢimlerin incelendiği yöntemler olarak da ikiye ayrılır. Ara yüzey 

yöntemlerinde; kimyasal ve fiziksel dönüĢümler, elektrot yüzeyi ile çok ince çözelti 

tabakaları arasında gerçekleĢir. Ara yüzeyde gerçekleĢen yöntemlerden olan 

potansiyometri ve voltametri; duyarlılık, seçicilik ve uygulanabilirlik gibi özellikleriyle 

yaygın bir kullanım alanı bulmuĢlardır (Yıldız ve ark., 1997; Skoog ve ark., 1998; 

Wang, 2000). 

Voltametri ve polarografi, elektroanalitik yöntemlerin en yaygın kullanılan 

türleridir. 

 

 

2.1.8.1.Voltametri  

 

ÇalıĢmamızda uygulanan yöntem olan voltametri; inorganik, fiziko ve biyokimyacılar 

tarafından çeĢitli ortamlarda oluĢan yükseltgenebilen ve/veya indirgenebilen 

(elektroaktif, elektrot tepkimesine giren) organik ve inorganik maddelerin çeĢitli 

ortamdaki çözeltilerinden uygun koĢullarda elde edilen akım Ģiddeti-gerilim eğrilerinin 

(voltamogram) karakteristiklerini inceleyen ve değerlendiren analiz tekniğidir. (Bockris 

J.O.M. ve ark.1970; Yıldız ve Genç, 1993). Ayrıca voltametri, yüzeydeki adsorpsiyon 

iĢlemlerinin araĢtırılması ve kimyasal olarak modifiye edilmiĢ elektrot yüzeylerinde 

gerçekleĢen elektron aktarım mekanizmalarının aydınlatılması gibi analitik olmayan 

amaçlar için de yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır. 

 Voltametri 1922 yılında Çekoslovak kimyacı Jaroslav Heyrovsky tarafından 

bulunan polarografiden geliĢtirilmiĢtir. Voltametrinin hala önemli bir dalı olan 

polarografi, diğer voltametri tiplerinden çalıĢma mikroelektrodu olarak damlayan cıva 

elektrodu kullanılması bakımından farklılık gösterir (Bond, A.M., 1980). Heyrovsky 
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polarografi keĢfinden ve geliĢtirilmesinden dolayı 1959 yılında Nobel Kimya Ödülünü 

kazanmıĢtır 

 Voltametride kullanılan mikro elektrot, iç çapı 0,03-0,05 mm olan cam bir kapiller 

borudan akarak büyüyen ve belli bir büyüklüğe geldiği zaman koparak düĢen bir cıva 

damlası ise, yöntem „polarografi‟ ve elde edilen akım-gerilim eğrisi ise „polarogram‟ 

olarak adlandırılır. 

 Polarografik yöntem damlayan civanın kolayca yükseltgenmesi nedeniyle daha çok 

indirgenme olaylarının, voltametri ise katı elektrotlar yardımı ile yükseltgenme 

olaylarının incelenmesinde kullanılmaktadır. Karbon elektrotlarla yapılan voltametri ise 

hem yükseltgenme, hem de indirgenme bölgesinde geniĢ bir çalıĢma aralığına imkân 

tanımaktadır.(~ –1.8V - +1.8V (sulu ortamda)). (Tunçel ve ark., 1984)  

 Voltametrik çalıĢmalarda kullanılan elektrotlar kısaca; platin, altın, rutenyum gibi 

inert metaller (Biryol ve ark.,1989) pirolitik grafit ve camsı karbon (Panzer, 1972; 

Shearer ve ark., 1972; Tjaden ve ark., 1976; Özkan ve ark.,1998; ġentürk ve ark.,1998), 

çinko oksit, iridyum oksit gibi yarı iletken elektrotlardır. Tel, levha, disk biçiminde olan 

katı elektrotların sabit,  döner veya titreĢen tipleri vardır. (Biryol ve ark., 1989)        

 1960‟lı yılların ortalarında klasik voltametrik tekniklerle yapılan pek çok 

değiĢiklik, yöntemin duyarlılığını ve seçiciliğini büyük ölçüde arttırmıĢ ve özellikle tıp, 

eczacılık, biyokimya ve çevre çalıĢmalarında yönteme geniĢ ve giderek artan bir 

uygulama alanı sağlanmıĢtır. (Patriarche, 1979; Brezina ve ark., 1958; Greef ve 

ark.,1990; ġentürk  ve ark., 1996 ; Özkan ve ark., 1997; Yılmaz ve ark.,1998; Özkan ve 

Uslu, 2002; Uslu ve ark., 2006; Tian ve ark., 2008; Dogan-Topal ve ark., 2009).  
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2.1.8.2. Polarografi   

 

Polarografi, ilk bulunan ve kullanılan voltametri tipidir ve elektrot olarak damlayan civa 

elektrodu kullanılmaktadır. Destek elektrolite ait polarogramın incelenmesi ile ortamda 

analizlenecek madde yokken bile hücrede artık akım adı verilen küçük bir akımın 

oluĢtuğunu gösterir. (Skoog ve ark., 1996; Yıldız ve Genç, 1993) 

Sınır akımları, akımın büyüklüğü analizlenecek maddenin elektrot yüzeyine 

taĢınma hızı ile sınırlı olduğu zaman gözlenir. Difüzyonla kütle aktarımı olduğu için 

polarografik sınır akımlarına genellikle difüzyon akımları denir ve id ile gösterilir. Bu, 

difüzyon akımı ile artık akımlar arasındaki farktır. Difüzyon akımı analizlenecek madde 

deriĢimi ile doğru orantılıdır. 

 Artık akımların oluĢma sebeplerinden biri olarak safsızlıkların indirgenmesi ve bu 

safsızlıkların içinde az miktarda çözünmüĢ oksijen, damıtık sudan gelen ağır metal 

iyonları ve destek elektrolit olarak kullanılan tuzdaki safsızlıklar sayılabilir. 

 Polarografik yöntemlerde doğruluk ve duyarlık, faradayik olmayan artık akımın 

büyüklüğüne bağlıdır ve doğru bir sonuç elde etmek için artık akımın etkisini giderme 

yoluna gidilir. 

 

 Polarografide pH’nın etkisi: (1) 

         Bazı organik ve inorganik madde reaksiyonları aĢağıdaki gibi ifade edilir: 

 

 R, analitin yükseltgenmiĢ Ģekli ve RHn de indirgenmiĢ Ģeklini göstermektedir. Bu 

tip bileĢiklerin yarı-dalga potansiyelleri denklemden de anlaĢılacağı gibi önemli ölçüde 

pH‟ ya bağlıdır; pH‟nın değiĢimi, reaksiyon sonucunda oluĢan ürününün değiĢmesine 

bile sebep olabilir. Bu nedenle analit çözelti çok iyi Ģekilde tamponlanmalıdır. Eğer bu 

iĢlem yapılmazsa, elektrot yüzeyindeki çözeltinin pH' sı büyük oranda 



24 

 

değiĢebilmektedir. Bu değiĢimler, reaksiyonun indirgenme potansiyelini etkiler ve iyi bir 

görünümü olmayan yayvan eğrilerinin elde edilmesine neden olur. Ayrıca, özellikle 

organik maddelerle yapılan polarografide tekrarlanabilir yarı-dalga potansiyelleri ve 

difüzyon akımları elde etmek için iyi bir tamponlama yapmak genellikle çok önemlidir. 

 Polarografide akım, çalıĢma elektrodu üzerinde maddelerin indirgenmesi veya 

yükseltgenmesi sonucunda oluĢur. Ġndirgenmeden dolayı oluĢan akıma katodik akım, 

yükseltgenmeden dolayı oluĢan akıma ise anodik akım denir. Belli bir potansiyelden 

sonra akımın sabit kaldığı bir plato bölgesine ulaĢılır. Bu akıma sınır akımı adı verilir. 

Elektrot üzerinde henüz reaksiyon olmadığı zaman küçük de olsa bir akım gözlenir. Bu 

akıma artık akım denir. Sınır akımı ile artık akım arasındaki yükseklik dalga 

yüksekliğidir. Dalga yüksekliği, elektroaktif maddenin deriĢimi ile doğrusal olarak artar. 

Bu özellik nedeniyle polarografi kantitatif analizlerde kullanılabilmektedir. Akımın, 

sınır akımı değerinin yarısına eĢit olduğu potansiyel yarı dalga potansiyeli olarak 

tanımlanır. Yarı dalga potansiyeli E1/2 ile gösterilmektedir. E1/2 değeri genellikle 

elektroaktif maddenin deriĢiminine bağlı değildir ve standart yarı hücre potansiyeli ile 

yakından iliĢkilidir. Yarı dalga potansiyelinin her madde için karekteristik olması 

özelliğinden dolayı polarografi kalitatif analizlerde de kullanılabilmektedir.  
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                    ġekil 2.5. 1M HCl içerisinde 5x10
-4

M
 
Cd

+2
‟nin indirgenmesine (B) ve 1M  

                                    HCl çözeltisine ait polarogram  

 

         Fick kanunları olarak ifade edilen diferansiyel denklemlerin geniĢleyen küresel 

elektrot için çözülmesi ile ortalama akım için aĢağıdaki Ilkoviç eĢitliği elde edilir.  

                    (Ġd)ort = 607 nCD
1/2

m
2/3

t
1/6 

            

         Bu eĢitlikteki terimlerin açıklamaları aĢağıdaki gibidir:  

            i : damla ömrü sonundaki akım, A;  

            n: aktarılan elektron sayısı, eq/mol;  

           C: ana çözeltideki depolarizer deriĢimi, mol/cm
3
;  

           D: difüzyon katsayısı, cm
2
/s;  

           m: cıvanın akıĢ hızı, g/s;  

           t : damla ömrü, s.  

A
k

ım
, 

µ
A

 

Potansiyel, V, DKE‟ye karĢı 
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Bir polarografik deneyde cıva sütunun yüksekliği (h) sabit tutulursa cıvanın akıĢ 

hızı (m) ve damla ömrü (t) de sabit kalır. Deney sabit sıcaklıkta yapılırsa difüzyon 

katsayısı da sabit olacağından Ilkoviç eĢitliği aĢağıdaki gibi yazılabilir.  

                                                 id = kC  

Bu eĢitlikte C, ana çözelti deriĢimi olduğu için polarografi, kantitatif analizlerde 

kullanılabilmektedir. Yukarıda verilen eĢitlik, koordinat sisteminin sıfır noktasından 

geçen bir doğru denklemidir.  

Polarografide difüzyon kontrollü sınır akımından baĢka kinetik ve adsorpsiyon 

kontrollü akımlara da rastlanır. Kinetik akım, elektroaktif maddenin bir kimyasal 

reaksiyon sonucu oluĢması ile gözlenir. Elektroaktif maddenin deriĢimi kimyasal 

reaksiyonunun hızı ile kontrol edildiği için bu akıma kinetik akım adı verilir. Bazen de 

akım, elektrot yüzeyine elektroaktif maddenin, ürünün veya ortamda bulunan diğer 

maddelerin adsorpsiyonu ile kontrol edilir. Bu akıma da adsorpsiyon akımı adı verilir.  

 

 

2.1.8.3. Voltametrik Cihazlar 

 

Voltametrik analizde kullanılacak cihazlar, elektrokimyasal hücre, analit ve destek 

elektrolit adı verilen elektrolitin aĢırısını içeren bir çözeltiye daldırılmıĢ üç elektrottan 

yapılmıĢtır.  

          Tanım olarak; 

          1) ÇalıĢma elektrodu; tasarımı yapılacak bir biyosensör bu üçlü sistemlerde  

kullanılabilmektedir. Bu elektrot, yüzeyinde analitin yükseltgendiği veya indirgendiği 

elektrottur.  

          2) Referans elektrot; Referans elektrot, potansiyeli deney süresince sabit kalan bir 

elektrottur. Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) kullanılabilir.  
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          3)Yardımcı elektrot; Pt bir tel veya bir civa havuzu Ģeklinde olan ve elektriğin 

çözelti içinden çalıĢma elektrotuna aktarılmasını sağlayan karĢıt elektrottur. Bu elektrot, 

çalıĢma elektrotu ile bir çift oluĢturan fakat ölçülen potansiyelin büyüklüğünün tayininde 

rol oynamayan bir elektrottur. 

         Mikroelektrotlardaki hızlı ilerlemeler ve özellikle elektroanalitik cihazlara 

kullanıma hazır amplifikatörlerin yerleĢtirilmesi ile bu alandaki araĢtırmalarda önemli 

değiĢiklikler meydana geldi. Bu tür aletler iki akımdan oluĢurlar, hücreye gerilim 

uygulayan bir polarize akım ve hücre akımının izlenmesi ile ölçülen akım. Modern 

voltametrik analizlerin karakteristiği, hücre direncinden kaynaklanan hataları en aza 

indirgeyen çalıĢma elektrodunun potansiyostatik kontrolüdür. Potansiyostatik kontrollü 

üç elektrot sistemi ile hücre direncinin büyük bölümü ortadan kaldırılmıĢtır. Burada 

karĢılaĢtırma elektrodu çalıĢma elektroduna mümkün oldukça yakındır. Yardımcı 

elektrot ise akım yolunun tamamlanması için çözeltiye yerleĢtirilmiĢ akım taĢıyıcı 

elektrottur. Böylece akım yardımcı elektrot ve çalıĢma elektrot arasında çözelti boyunca 

akar. ÇalıĢma elektrodundaki bütün noktalarda akım yolunun eĢit olması için bu 

elektrotların simetrik olarak hücreye yerleĢtirilmesi önemlidir. KarĢılaĢtırma 

elektrodunun çalıĢma elektroduna çok yakın olması nedeniyle karĢılaĢtırma 

elektrodundan hiçbir akım geçmez; bu da hücre direncinin dolayısıyla ohmik gerilimin 

(IR) en aza inmesini sağlar. Yalnız tüm çalıĢmalara karĢın hücre direnci tam olarak yok 

edilmediğinden ölçülen gerilimlerde IR‟nin de katkısı bulunmaktadır. Bilgisayar 

kontrollü aletler tüm analiz cihazlarında olduğu gibi voltametrik cihazlarda da 

vazgeçilmez bir unsur olmuĢtur. Bilgisayar kontrollü cihazlar ile analizlerde kesinlik, 

hız, kolaylık artmıĢtır (Skoog ve ark., 1998; Wang, 2000)  
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2.1.8.4. Voltametrik Elektrokimyasal Analizde Kullanılan Elektrotlar 

 

2.1.8.4.1. Referans Elektrotlar  

 

Elektrokimyasal analizler sırasında potansiyeli dıĢ ortamdan etkilenmeyen ve analiz 

süresince sabit kalan elektrotlardır. Referans elektrotlar çalıĢılan maddelere karĢı 

duyarsızdırlar. 

           Ġdeal bir referans elektrotta aranan özellikler aĢağıdaki gibidir; 

            -Kolay hazırlanabilmeli 

            -Tersinirdir ve Nernst eĢitliğine uyar 

            -Potansiyeli zamanla sabit kalır 

            -Çok küçük akımlara maruz bırakıldıklarında eski orijinal potansiyellerine              

              geri dönerler 

         Referans elektrotlar, sıcaklık değiĢimlerine karĢı ufak değiĢimler gösterir. 

(Skoog ve ark., 1996; Yıldız ve Genç, 1993; Evans A. 1991; Pietrzyk ve Frank, 1979; 

Tomschik, M., ve ark., 1999) 
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       Referans Elektrot ÇeĢitleri 

 

       Standart hidrojen elektrot (SHE) 

       Elektrokimyada ilk olarak standart hidrojen elektrotlar kullanılmıĢtır. Hazırlanması 

güç olduğundan pratik çalıĢmalarda diğer referans elektrotlar öncelikle tercih edilir.  

 

       Kalomel referans elektrot 

       Doygun kalomel elektrotun hazırlanması oldukça kolay olduğundan çalıĢmalarda 

pratiklik sağladığı için yaygın olarak kullanılmaktadırlar. Ancak kullanımı tüm sistemler 

için elveriĢli değildir. En büyük sakıncası büyük sıcaklık katsayılarına sahip olmalarıdır. 

       Doygun kalomel elektrotun elektrot potansiyeli 25 °C‟ de standart hidrojen 

elektrotuna göre +0,244 V „ dur. 

      OluĢan elektrot tepkimesi Ģu Ģekildedir; 

              Hg2Cl2 (s) + 2e
-
                   2Hg + 2Cl

- 
 

 

       Gümüş – gümüş klorür referans elektrot 

       GümüĢ – gümüĢ klorür referans elektrotları da doygun kalomel elektrotlar gibi 

oldukça yaygın kullanılırlar. GümüĢ – gümüĢ klorür elektrotu doygun kalomel elektrota 

göre daha yüksek sıcaklıklarda kullanılabilirler. Ayrıca gümüĢ iyonları civa (I) 

iyonlarına göre daha az sayıda analitle reaksiyona girerler. 

       Bir gümüĢ – gümüĢ klorür referans elektrot gümüĢ bir telin, elektrolitik yoldan 

AgCl ile kaplanarak Cl
-
 iyonu içeren bir çözeltiye daldırılmasıyla elde edilir. Doygun 

KCl çözeltisi kullanıldığı zaman 25 °C‟ de standart hidrojen elektrota göre potansiyeli 

+0,222 V‟ dur. 

       OluĢan tepkime Ģu Ģekildedir; 

               AgCl + e  
-
             Ag + Cl

-
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       Civa – civa (I) sülfat referans elektrot 

       Doygun kalomel elektrota benzer. Elektrot potansiyeli sülfat iyonlarının aktifliği ile 

bulunur. 

 

 

2.1.8.4.2. ÇalıĢma Elektrotları 

 

Zamanla potansiyeli doğrusal olarak değiĢen, yüzeyinde analitin yükseltgendiği veya 

indirgendiği mikroelektrotlardır. 

         Voltametrik tekniklerin performansı çalıĢma (indikatör) elektrotuna bağlıdır. 

ÇalıĢma elektrotunun yüzeyinin kimyasal yapısı ve fiziksel özellikleri performansı 

etkilemektedir. Elektroanalitik yöntemler geliĢmeye devam ederken çalıĢma 

elektrotlarını geliĢtirme çabaları da halen devam etmektedir. Elektroanalitik yöntemlerin 

verimini arttırabilmek için çalıĢma elektrotları Ģekil ve kimyasal yapıları bakımından 

geliĢtirilmeye çalıĢılmaktadır. 

         Yapımında platin veya altın gibi iletken bir metal, pirolitik grafit ya da camsı 

karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yarı iletken veya bir civa filmi ile kaplanmıĢ 

bir metal kullanılabilir. ÇalıĢma elektrotları biyosensör tasarımına uygun bir Ģekilde 

geliĢtirilebilir. 

         ÇalıĢma elektrodu tekrarlanabilir yanıtlar kadar sinyal/ gürültü karakteristiği de 

sağlar. ÇalıĢma elektrodunun seçimi temel olarak iki faktör üzerine kurulur: 

           -Hedef analitin redoks davranıĢları. 

           -Ölçüm için gerekli gerilim aralığının üstündeki artık akım 

         ÇalıĢma elektrodu seçerken dikkate alınacak diğer faktörler; gerilim penceresi, 

elektrik iletkenliği, yüzey tekrarlanabilirliği, mekanik özellikler, fiyat, bulunabilirlik ve 
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toksiklik sayılabilir. Bu tür elektrotların kullanıldığı gerilim aralığının saptanması çok 

önemlidir. Özellikle de bu gerilim aralığı, sulu çözeltilerde yalnızca elektrot 

malzemesine değil, aynı zamanda bu elektrotların daldırıldığı çözeltinin bileĢiminine 

bağlı olarak da değiĢir. Pozitif gerilim sınırları genellikle moleküler oksijen verecek 

Ģekilde, suyun yükseltgenmesi sonunda oluĢan hidrojenden kaynaklanır. 

         Elektroanaliz için geniĢ bir materyal aralığı çalıĢma elektrodu olarak kullanım 

olanağı bulmaktadır. Civa, karbon ve soy metaller (özellikle platin ve altın) en çok 

kullanılanlardır (Wang, 2000) 

         Voltametride sıklıkla kullanılan çalıĢma elektrotları aĢağıdaki Ģekilde 

sınıflandırılabilir: 

           -Civa elektrotlar 

           -Katı elektrotlar 

           -Kimyasal modifiye elektrotlar 

           -Mikroelektrotlar 

 

             ġekil 2.6. ÇeĢitli çalıĢma elektrotlarına ait çalıĢma potansiyeli aralıkları (Yalçın,  

                             2007) 
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         ÇalıĢma elektrotları çeĢitleri; 

 

         1.Civa Elektrot 

 

         Civa elektrotlar elektrokimyasal analizde oldukça yaygın kullanılmaktadır. Büyük 

negatif potansiyel aralıklarında çalıĢılmasına imkân sağlar. Bunun yanında civa kolayca 

yükseltgenebilir. Bu özelliğinden dolayı anot olarak kullanılabildiği potansiyel aralığı 

oldukça düĢüktür. En büyük üstünlüklerinden bir tanesi her seferinde yeni bir metal 

yüzeyi oluĢturulmasıdır. Bunun yanında civa toksik bir metal olduğu için kullanımı 

zahmetlidir. Civa elektrotunun; disk elektrot, asılı civa damla elektrot, damlayan civa 

elektrot, durgun civa damla elektrot gibi çeĢitleri vardır. 

         Önceki yıllarda damlayan cıva elektrot bazı üstünlükleri nedeniyle voltametrik 

çalıĢmalarda sıkça kullanılmaktaydı. Bu üstünlükleri ise; her yeni damla ile yeni ve 

temiz bir metal yüzeyi oluĢturulduğundan elde edilen akım önceki damlalardaki 

elektroliz olaylarının etkisinde kalmaz, bu nedenle de tekrar edilebilir sonuçlar elde 

edilir. Elektrot yüzeyi pratikçe her zaman aynı kalır. Yine, civanın kimyasal açıdan inert 

oluĢu ve civanın hidrojen indirgenmesine karĢı gösterdiği yüksek aĢırı gerilimden dolayı 

bağıl olarak büyük negatif gerilimlerde kullanılabilir ve bu elektrotla birçok indirgenme 

tepkimesi incelenebilir (Birçok metal iyonu cıva elektrot üzerinde tersinir olarak 

indirgenir. Civa, protondan hidrojen gazı oluĢmasına karĢı büyük bir aĢırı gerilim 

oluĢturur. Bu nedenle, birçok madde asit ortamda dahi protondan önce indirgenebilir.). 

Elektrodun pasifleĢmesi veya zehirlenmesi gibi olaylar meydana gelmez. BaĢka bir 

deyiĢle reaksiyonlar tekrarlanabilir türdendir. 

         Bütün bu üstün özelliklerine karĢın bu elektrotun bazı sınırlamaları da vardır. 

Metalik civanın düĢük pozitif gerilimde bile kolayca yükseltgenebilmesi, (~+0.4V) ve 

kalomel oluĢturması cıva elektrodun kullanılmasını sınırlayan en önemli özelliklerden 

birisidir. Ayrıca kullanılan civanın temizlenmesinin oldukça zahmetli olması, damlama 

süresinin ayarlanmasının zorluğu, civanın damlatılmasında kullanılan kılcalların kolayca 
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tıkanabilmesi, cıva buharlarının toksik olması ve bu nedenle tekniğin doğrudan dokuya 

uygulanamaması bu elektrotun kullanılmasındaki baĢlıca sorunlardır. Ayrıca kullanılan 

civanın çok saf olması istenir; ancak, bunun her zaman bulunması oldukça güçtür.  

Damlayan civanın baĢka bir mahsuru, klasik yöntemin duyarlılığını yaklaĢık 10
-5

 M‟a 

sınırlayan faradaik olmayan artık akım veya yükleme akımı oluĢmasıdır. Damlayan cıva 

elektrodun diğer dezavantajı da akım maksimumları vermesidir. 

         Damlayan cıva elektrotu yukarıda belirtilen sorunları ortadan kaldırmak için 

1940‟lı yılların sonunda Skobets ve arkadaĢları tarafından baĢlatılan ve günümüze kadar 

süren katı elektrot çalıĢmaları bu yönteme geniĢ bir uygulama alanı sağlamıĢtır. (Adams 

ve ark. 1958; Skoog ve ark.1996) 

 

        Damlayan Civa Elektrodu: 

        Bu elektrotla çok uzun bir damlama süresi elde etmek zordur. Ancak damlama 

süresi 18 dakika olan elektrotlar geliĢtirilmiĢtir. (Bond,1980) 

 

        Asılı Civa Damla Elektrotu (ACDE) 

        Genelde bu elektrotun yapısında mikroĢırınga yer alır. Bu Ģırınga yardımıyla damla 

büyüklüğü kontrol edilebilmektedir. Bazı ticari firmaların daha farklı elektrotları 

bulunmaktadır (Solak ve ark.,1988; Kır ve ark.,1990; Altınöz ve Temizer, 1990a ; 

Altınöz ve ark.,1990b; Altınöz ve ark.,1992) ACDE, hem basit, hem ekonomik, hem de 

istenilen tekrar edilebilirliğe sahiptir. Bu elektrotla elde edilen eğriler de katı ve duran 

elektrotlarla elde edilen eğrilere benzemektedir. Burada Hg damlaları, bir cam çubuğa 

kaynatılmıĢ Pt telin ucuna asılabilir. Bu Hg elektrodun rutin analizlerde kullanımı 

mikroĢırıngalıya oranla daha zordur.  
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        Film Elektrotlar(Civa ince film elektrot) (CİFE) 

        Yüzey/hacim oranın büyük olması avantaj sağlar, duyarlılığı artırır. Eğer hacim 

büyük olursa, Hg yüzeyine difüzlenme zaman alır ve ayırmagücü düĢer. Elektrotun 

geometrik yapısı da duyarlılıkta rol oynayan önemli bir faktördür. CĠFE‟un yüzey 

alanının hacmine oranının çok büyük olması üstünlük sağlamaktadır. 

        Hg filmin içinden dıĢarıya doğru difüzlenme son derece hızlıdır. Bu da civa film 

elektrotun asılı civa elektrota üstünlüğüdür. 

        Film elektrodun bazı tiplerinde tekrar edilebilirliğin az olması bu elektrotun 

dezavantajıdır. Film elektrotlarının metaller arası bileĢik oluĢturma özellikleri vardır. Ġlk 

çalıĢmalarda Ag, Pt, Ni tel elektrotlar kullanılmıĢtır, bu elektrotlarda yüzey oksit filmi 

oluĢmakta ve tekrar edilebilirlik az olmaktadır. 

         Hg filmleri iki aĢamada hazırlanır (Christian, 1969). Ġlk olarak Hg -0,2V‟da 

(kalomel elektrota karĢı) elektrot materyali üzerine kaplanır. Daha sonra potansiyel daha 

negatif yapılarak tayin edilecek diğer metaller bu film üzerine kaplanır (Matson ve 

ark.1965). Bazen de tayini yapılacak çözeltiye Hg katılır ve elektroliz sırasında hem Hg 

hem de madde elektrot yüzeyine kaplanır. 

 

 

          2.Katı Elektrotlar 

 

          Katı elektrotlar, değiĢik voltametrik tekniklerde çalıĢma elektrotu olarak yıllardır 

kullanılmaktadır. Elektroanalitik çalıĢmalarda katı elektrotlar genellikle cam 

elektrotlardan geliĢtirilir.  

         Katı elektrotlar 50 yıl önce elektroanalitik kimyada kullanılmaya baĢlanmıĢ ve 

birçok değiĢik katı materyal çalıĢma elektrodu olarak kullanılmıĢtır. En sık kullanılanlar: 

karbon yapılı olanlar, Pt, Au‟dır. Bazı özel çalıĢmalarda; Ag, Ni, Cu, Bi da 



35 

 

kullanılmaktadır. Bunlar değiĢik Ģekillerde hazırlanmıĢ olabilir: tubular (boru 

biçiminde), ring (halka biçiminde), makro ya da mikro Ģekilde… 

         Katı elektrotlar, elektrokimyasal yönden inert bir potansiyel aralığına sahiptir. 

Yüksek sıcaklık ve basınca dayanıklıdır. Elektriksel iletkenlikleri iyidir. Uygulaması 

kolay, geliĢtirilebilir, nispeten ucuz ve az toksiktir. Bunlar da katı elektrotlara kullanım 

avantajı kazandırmaktadır. Küçük yapıları ve toksisitelerinin az olması nedeniyle vücut 

içi uygulamalarda da kullanılabilmektedir ve zarar minimum düzeyde olmaktadır. 

         Katı elektrot yüzeyinin deneye hazırlanmasının tekrar edilebilirlik açısından önemi 

büyüktür. Deney süresince elektrot yüzeyine adsorblanmıĢ veya birikmiĢ safsızlıklardan 

dolayı katı elektrotlar son derece düzensiz davranıĢ gösterirler. Katı elektrotlarda, civa 

elektrotta olduğu gibi elektrot yüzeyinin yenilenmesi söz konusu olmadığından tekrar 

edilebilir sonuçların alınabilmesi için katı elektrotların yüzeyinin her ölçümden önce 

temizlenmesi gerekir. Ön iĢlem adı verilen bu iĢlemler her metal için kendine özgü 

olmaktadır. (Wang ve Hutchins, 1985a; Fagan D.T. ve ark. 1985; Özkan S. ve ark. 1994) 

         Voltametride değiĢik tipte katı elektrotlar kullanılmaktadır. Örneğin soy metal 

elektrotlar, çeĢitli karbon elektrotlar, modifiye elektrotlar gibi. 

 

 

        a)Metal Elektrotlar 

 

        ÇeĢitli soy metaller bu elektrotların yapımında seçilebilir. En yaygın kullanıma 

altın ve platin sahiptir. Bazı özel uygulamalarda bakır, nikel, gümüĢ de kullanılabilir. 

Ayrıca çinko, indiyum, iridyum, rutenyum oksit gibi metal oksitlerinden de 

yararlanılmaktadır. Metal elektrotlar, istenilen bir elektron aktarım kinetiği ve geniĢ bir 

anodik gerilim aralığında çalıĢma sağlarlar. DüĢük hidrojen aĢırı gerilimine sahip 

olmaları, bu elektrotların katodik gerilim aralığında çalıĢmalarını sınırlamıĢtır. Ancak 

çalıĢma ortamının pH değerine bağlı olarak –0.2 V ve –0.5 V aralığındaki daha az 

negatif gerilimlerde kullanılabilir. Yüzey tabaka sorunlarının küçük olması nedeniyle 
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susuz ortam çalıĢmalarında bu elektrotların kullanımı idealdir. Metal elektrotlar 

elektrokimyasal ya da kimyasal iĢlemlere sokularak modifiye edilebilir. Tiyol 

gruplarının özellikle altın ve platine ilgisi ve yüksek akım yanıtı nedeniyle son yıllarda 

biyosensör teknolojisinde kullanımını artırmıĢtır (Wang, 2000). 

 

 

         b) Karbon Elektrotlar 

 

         Karbon temelli katı elektrotlar; geniĢ bir gerilim aralığında çalıĢmaya olanak 

tanıması, zengin yüzey kimyasının olması, ucuzluğu, kimyasal inertliği, düĢük artık 

akım vermesi, yüksek duyarlılığı nedeniyle elektrokimyasal analizlerde sık olarak 

kullanılır. Elektron aktarım hızları metal elektrotlardan daha yavaĢtır. Karbon, yüksek 

yüzey aktivitesi olması nedeniyle organik bileĢikler tarafından kolayca kirletilebilir. 

Grafit tozundaki aromatik halkaların aktif oksijen grupları içermesine bağlı olarak çeĢitli 

fonksiyonel gruplar (hidrojen, hidroksil, karboksil grupları ve hatta kinonlar) karbon 

yüzeyinde bağlar oluĢturabilmektedir. Bu fonksiyonel grupların varlığı nedeniyle karbon 

yüzeyine birçok değiĢik madde tutturulabilir (Wang, 2000; Kadayıfçılar, 2003). Katı 

elektrotların kullanıldığı voltametri, özellikle indirgenme olaylarına oranla az incelenmiĢ 

olan yükseltgenme tepkimelerindeki rolü ile biyoloji alanında ve dolayısıyla fizyolojik 

önemi olan pek çok bileĢiğin farmakolojik etki mekanizmalarının açıklanmasında da 

baĢarıyla kullanılmaktadır. Bu amaçla geliĢtirilen ultramikroelektrotlar canlı 

organizmada invivo çalıĢmaların yapılmasına olanak sağlamaktadır. (Lane R.F ve ark. 

1976; Tunçel N. ve ark. 1984). Bu yöntemdeki en önemli geliĢmelerden biri de, 

biyosensörlerle biyolojik ortamda reaksiyona giren ve oluĢan ürünlerin analizlerinin 

yapılabilmesidir. Bunlara örnek olarak; glikoz elektrotu, üre elektrotu v.b. verilebilir. 

Son yıllarda özellikle ilaç–DNA etkileĢmelerinin incelenebilmesi ve yeni elektrot 

tasarımlarının yapılabilmesi için elektrokimyasal DNA biyosensörleri üzerindeki 

çalıĢmalar hızla artmaktadır. (Erdem ve Özsöz 2002; Palecek ve Jelen, 2002; La-Scalea 
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ve ark., 2002; Kerman ve ark., 2001; Ibrahim ve ark., 2002; Özkan ve ark. 2004; Rauf ve 

ark 2005) 

         Karbon elektrotlar ikiye ayrılır (Uslu ve Özkan, 2007). 

         1. Homojen olanlar; camsı karbon, grafit, elmas, fullerens, karbon-fiber, perde 

baskılı karbon (Panzer, 1972)       

         2. Heterojen olanlar; karbon pasta ve modifiye karbon pasta elektrotlar,  

         Elmas elektrik akımını iletmez. Bor ile dope edilmiĢ elmas elektrodun zemin 

akımının düĢük olması gibi üstünlükleri vardır ve ilaç analizlerinde son yıllarda 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Grafit, yumuĢak ve gözenekli bir materyal olduğu için 

yüksek adsorbsiyon kapasitesi vardır. Camsı karbon ise mekanik olarak iyi bir 

iletkenliğe sahiptir. Camsı karbon elektrokimyasal dedektör olarak en çok kullanılan 

dedektör tipidir. Fullurens, camsı karbon veya grafit sp
2
 tipinde hibritleĢmiĢ 

karbonlardır. Bütün bu grup karbon materyalleri elektrot hazırlanmasında sıklıkla 

kullanılmaktadır.  

 

         Performanslarında dört kriter önemlidir: 

           -GeniĢ potansiyel aralığına sahip olmaları, 

           -Elektron transfer mekanizmaları, 

           -Stabilite ve geliĢtirilebilirlikleri, 

           -Adsorbsiyon (Analitik iĢlemlerde adsorbsiyon nadiren istenen bir durumdur; 

ancak, genellikle istenmez. Elektrot yüzeyine adsorbsiyon istenen bir durum olduğunda 

elektrotun modifikasyonu için kullanılır. Ancak bazen istenmeyen adsorbsiyon elektrot 

yüzeyinin kirlenmesine neden olmaktadır.) 
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        c)Karbon Pastası Elektrotu 

 

        Karbon pastası elektrotu; %70 grafit ve % 30 bağlayıcı maddeden (bu oran sabit 

değildir, araĢtırıcılara bağlı olarak değiĢebilir) homojen olarak elde edilen karıĢımın, 2 – 

4 mm. çapında camdan ya da teflondan yapılmıĢ borulara sıkıĢtırılmasıyla hazırlanır. 

Elektriksel iletkenlik, bir ucundan iletken bir telin borunun 2/3‟ üne kadar uzatılmasıyla 

sağlanır. 

 

                        ġekil 2.7. Karbon pastası elektrotunun Ģematik olarak gösterimi.  

                                        (Yalçın, 2007) 

 

         Karbon pastasının hazırlanmasında bağlayıcı madde olarak mineral yağ, parafin 

yağı, silikon yağı, bromonaftalen kullanılabilir. Bağlayıcı madde ve grafit karıĢımının 

elektrot etkinliği üzerine etkisi vardır. Örneğin bağlayıcı olarak kullanılan maddenin 

karıĢımdaki oranı arttıkça, elektrotun elektron transfer hızı azalmaktadır. 

         Karbon pastası elektrotu; hazırlanan karıĢıma, çalıĢmaya uygun maddelerin 

eklenmesiyle modifiye edilebilir. Ayrıca hazırlanmasının pratik ve ucuz olması, yüzey 

yenilenmesinin kolay olması gibi nedenlerden dolayı çalıĢmalarda sıklıkla tercih edilir. 
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         d)Camsı Karbon Elektrot 

 

         Mikrometre boyutlu grafit tozu partiküllerinin, sert ve yapıĢtırıcı madde ile inert 

malzemeden yapılmıĢ elektrot gövdesi içerisine sıkıĢtırılmasıyla elde edilir. 

ÇalıĢmalarda genellikle tekrarlanabilir yüzeyler sağlanır. Kimyasal tepkimelere girmez. 

GeniĢ bir potansiyel aralığında çalıĢılmasına olanak sağlar. Karbon pastası elektrotlarına 

göre daha düzgün ve pürüzsüz elektrot yüzeyleri elde edilir. Fiziksel dayanıklılığı daha 

fazladır. 

         Camsı karbon elektrotlar, karbon yapılı elektrotlar arasında en yaygın olarak 

kullanılanlardır. Camsı karbon diğer karbon yapılarından farklı fiziksel özellikler taĢır. 

Yüzeyinde daha ufak gözenekler bulunur ve bu özelliğinden dolayı diğer karbon 

türlerine göre daha çok kullanılır. 

        Yapılan pek çok çalıĢmada camsı karbon elektrottaki elektron transferinin metal 

elektrottakinden daha yavaĢ olduğu bulunmuĢtur. Camsı karbon elektrodun yapısı ve 

özellikleri ile elektroanalitik kimyadaki kullanımı Van der Linden ve Dieker tarafından 

hazırlanan bir derlemede açıklanmıĢtır (Van Der Linden ve Dieker, 1986). 

        Camsı karbon elektrot materyali ilk defa Yamada ve Sato tarafından 1962 yılında 

geliĢtirilmiĢtir. Bu araĢtırmacılar, camsı karbon elektrodu inert bir gaz içerisinde fenol 

formaldehit reçinesini çok dikkatli bir Ģekilde ısıtma (300-1200
o
C) sonucunda elde 

etmiĢlerdir. Ayrıca camsı karbon elektrot; poliakrilonitrilin 1000-3000
 o

C sıcaklık  

aralığında basınç altında karbonizasyona uğratılması ile de elde edilebilir. 

        Camsı karbon yapısının, rastgele yerleĢmiĢ ve karıĢık aromatik Ģerit 

moleküllerinden oluĢtuğu saptanmıĢtır. Diğer katı elektrotlarda olduğu gibi camsı 

karbon elektrotla da aktivasyonu sağlamak ve tekrar edilebilir sonuçları elde edebilmek 

için çeĢitli ön iĢlemler geliĢtirilmiĢtir. Bu iĢlemler parlatma (Rusling, 1984; Thornton ve 

ark.1985; Hu ve ark., 1985) kimyasal ve elektrokimyasal (Taylor ve Humpffay, 1973; 

Wang ve Hutchins, 1985), radyo frekans (Evans ve Kuwana, 1977), düĢük basınç altında 

sıcaklık uygulaması (Stutts ve ark., 1983; Wightman ve ark., 1984) vakum-sıcaklık 
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uygulaması (Fagan ve ark., 1985), laser ıĢını ile uyarılma (Hershenhart ve ark., 1984) ve 

metal oksit filmlerinin elektrot yüzeyinde kaplanması (Cox ve ark., 1988) olarak 

sınıflandırılabilir. Standart bir aktivasyon iĢlemi henüz saptanamamıĢtır. Çünkü 

aktivasyon iĢlemi kullanılan çözeltiye ve incelenecek maddeye bağlı olarak 

değiĢmektedir (Shearer ve ark., 1972; Tjaden ve ark., 1976; Özkan ve ark., 1998; 

ġentürk ve ark., 1998 ; Yılmaz ve ark., 1998; Özkan ve ark., 2000). 

         Elektron transferi açısından aktivasyon iĢleminin amacı (Hu ve ark., 1985), yüzey 

kirliliklerinin uzaklaĢtırılması, yüzeydeki fonksiyonel grupların oluĢturulması ve yüzey 

alanının büyütülmesi, serbest keskin uçlar oluĢturulması ve mikro partikül oluĢumunu 

sağlamaktır. Yüzeydeki fonksiyonel gruplar yükseltgenme derecesine göre değiĢir, az 

oksitlenirse hidroksil, kuvvetli oksitlenirse karboksil veya kinolik yapılar oluĢabilir. 

ġekil 2.8.‟de camsı karbonun yapısı görülmektedir (Pravda, 1998). 

 

                                ġekil 2.8. Camsı karbon elektrodun amorf yapısı 
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         e) Perde Baskılı Karbon Elektrotlar  

 

         Perde baskılı elektrotlar tek kullanımlık elektrokimyasal sensörlerin üretimi için 

hızlı bir metottur. Perde baskılı elektrotların kullanım kolaylığı, taĢınabilirliği ve ucuz 

üretim teknikleri nedeniyle tercih edilir. En önemlisi ucuzdur ve yüksek derece kesinlik 

elde edilir. GeliĢen DNA mikroçip teknolojisine uygunluğu açısından oldukça etkin olan 

perde baskılı karbon elektrotlar elektrokimyasal analizlerde son yıllarda oldukça tercih 

edilmektedirler. (Lucarelli ve ark., 2002; Marazza ve ark., 1999) 

         Perde baskı teknolojisi; çeĢitli mürekkeplerin, poliester esnek film, seramik ya da 

plastik materyaller üzerine baskısından oluĢur. Karbon ve platin mürekkep 

formülasyonları, çalıĢma elektrodunun baskısında, gümüĢe dayalı formülasyon ise 

karĢılaĢtırma elektrodunun baskısında sıklıkla kullanılmaktadır. Karbon mürekkepleri, 

ucuz olmaları ve ölçümlerin düĢük fon akımında ve geniĢ gerilim aralığında yapılmasını 

sağlamaları nedeniyle perde baskılı karbon elektrot hazırlamada sıklıkla 

kullanılmaktadır.  

         Tek kullanımlık perde baskılı elektrotlar kirlilikten kaçınma, enzimin yapısının 

bozulması ve elektrotun kirlenmesinden dolayı kaybolan yanıt problemlerini giderme 

gibi bazı avantajlara sahiptir. Perde baskılı elektrotların en önemli avantajı sadece bir 

kez kullanımdan dolayı devam eden yüzey problemleri ve yüzey kirlenmesini 

azaltmasıdır. Bu elektrot deneyimsiz kiĢilerin analitik çalıĢmalarında da ekonomik fayda 

sağlar.  Bununla birlikte küçük taĢınabilir araçla laboratuvar dıĢında da kullanılabilir 

         Uygulamada önemli bir kullanım alanına sahip olmalarına karĢın, karmaĢık 

yüzeylerde meydana gelen elektrot tepkimelerinin mekanizması hakkında yeterli bilgi 

vermemektedir. (Hart, 1997; Prudenziati, 1994; Meriç, 2001).  
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             ġekil 2.9. Perde baskılı karbon elektrotun Ģematik olarak gösterimi  

                             (Yalçın, 2007) 

 

 

         f)  Karbon-fiber Elektrot 

 

        Ultramikro elektrotlara artan ilgi, elektrokimyasal analizlerde karbon fiberlerin 

geniĢ bir alanda kullanılmasına yol açmıĢtı. Bu tür materyaller, polimer tekstil 

prolizlerinin yüksek sıcaklığa dayanıklı bileĢiklere katalitik kimyasal gaz biriktirilmesi 

yoluyla bağlanmasıyla üretilmektedir. Birçok analitik uygulamada çapları 5–20 µm 

fiberler kullanılmakta ve bunlar istenilen radyal difüzyona olanak sağlamaktadır. 

Karbon-fiber elektrodun en önemli üstünlüğü, küçük ölçütleri nedeniyle çeĢitli mikro 

çevresel (beyin gibi) ölçümlere olanak sağlamalarıdır (Wang, 2000). 
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             ġekil 2.10. Karbon-fiber elektrotun Ģematik olarak gösterimi  

 

        

         g) Kalem Grafit Elektrot 

 

        Tüm katı elektrotlarla çalıĢılırken en bilinen sorun; analiz sırasında bazı bileĢiklerin 

yükseltgenme ürünlerinin elektrot üzerinde ince bir film olarak birikmesi sonucu analitik 

yanıtın büyüklüğünün azalması, elektrot temizleme iĢlemleri uygulansa bile 

tekraredilebilirlik kayıplarının oluĢmasıdır. Bu nedenle elektrot temizliği, 

elektrokimyasal tekniklerin analizlerde geniĢ çapta kullanılmasını kısıtlayıcı en önemli 

sorundur. 1990‟lı yılların sonunda baĢlayarak el-yapımı kalem grafit (kalem ucu) 

elektrotlar (KGE) camsı karbon ve karbon pasta elektrotlara tek kullanımlık 

özelliklerinin yanısıra çok düĢük maliyetlerinden dolayı alternatif olmuĢlardır (Bond ve 

ark., 1997; Wang ve ark., 2000; Wang ve Kawde, 2001). Elektrot olarak farklı sertlik ve 

çapta her yerde bulunabilen ticari mekanik kurĢun kalem uçlarından yararlanılır. Kalem 

uçları, doğal grafitin kil ve balmumu karıĢımı içerisine dispersiyonu ve ardından ısıl 
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iĢlem uygulanması ile üretilir. Kil yerine selüloz gibi organik temelli materyal kullanılıp 

oksijensiz atmosferde yakıldığı zaman selüloz karbon Ģekline dönüĢür. OluĢan yapı son 

derece elastiktir. KG elektrotlar, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar kırılgan, ne de 

camsı karbon kadar serttir. Tek kullanımlık ve hazırlanmasının zahmetsiz ve ucuz 

olmasından dolayı son yıllarda kalem grafit elektrotuna olan ilgi daha fazla artmaktadır 

(Erdem ve ark., 2005b, Karadeniz ve ark., 2003; Masawat ve ark., 2002; Gao ve ark., 

2005; Wang ve ark., 2001). Ayrıca bu elektrot ile alınan sonuçlar daha tekrarlanabilirdir. 

Analizi yapılacak maddelerin, uygun elektrokimyasal teknikler kullanılarak daha düĢük 

tayin sınırlarına ulaĢılabilir. Kalem ucunun sertlik ve siyahlığı ticari olarak grafit ve kil 

oranlarının ve sıcaklığının değiĢtirilmesi ile modifiye edilmektedir. 

 

                     ġekil 2.11.  Kalem grafit elektrotun Ģematik olarak gösterimi 

        

 

         h) Fullerene Elektrotlar: 

 

         Fullerenes (C60, C70) karbon allotropları ailesindendir. Camsı karbon ve grafit 

gibi sp
2
 hibrit karbon yapısına dayanır. Fullerenlerin yapısı boĢluklu, küre, elips ya da 

tüp Ģeklindedir. sp
2
 karbonlarının, birleĢen hexagonal yapılara karĢı koymasına rağmen, 

fullerenler grafite benzemez ve grafit gibi düzlemsel yapılar oluĢturmazlar.  
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         Karbon nanotüpleri silindirik fullerenlerdir ve iyi elektrik iletkenliği, mekanik 

dayanıklılığı ve geniĢ kullanım potansiyel aralığı nedeniyle oldukça kullanıĢlı bir 

elektrotdur. Bu karbon tüpler çoğunlukla sadece birkaç nanometre geniĢliğindedir. Boru 

Ģeklinde yapıları birkaç nm çapında ve birkaç “m”  uzunluğundadır. Bu eĢsiz 

moleküler yapı eĢsiz makroskopik özellikleri, yüksek gerilme kuvvetini, yüksek elektrik 

iletkenliğini, ısıya karĢı yüksek direnci de beraberinde getirir. Karbon nanotüplerin daha 

geniĢ yüzeyde daha küçük boyut, yüksek seçicilik, hızlı yanıt gibi avantajları vardır 

 

 

         ı)Elmas Elektrotlar:  

 

         Elmas materyalleri karbon materyallerinin yeni bir sınıfını temsil eder ve 

elektrokimyasal uygulamalar için geleceğin umut verici materyalidir. Elmas (yoğunluğu 

3,5) renksiz, saydam ve bilinen en sert maddedir, iletken değildir, kimyasal ve dıĢ 

etkenlere karĢı dayanıklıdır. Elmas bor karbür hariç diğer hiçbir cisim tarafından 

çizilemez. Elmasın saf karbondan meydana geldiğini 1814 yılında Davy bulmuĢtur. 

Elmas karbonun diğer çeĢitlerinin çok yüksek basınç ve sıcaklık altında kalması sonucu 

meydana gelir.  

         Elmas; sertlik, en yüksek atomik yoğunluk, kimyasal reaksiyonlara girmeme, optik 

özellikler, ısı iletkenliği, elektriksel karakteristik gibi pek çok özelliğinden dolayı 

yüksek performanslı materyaller arasında özel bir yere sahiptir. Bor ile dope edilmiĢ 

elmas (BDE);  geniĢ elektrokimyasal potansiyel aralığı, düĢük gürültü sinyali, elektro 

analitik uygulamalarda mekanik sağlamlık gibi özelliklere sahiptir. (Uslu ve Özkan, 

2007a; Uslu ve Özkan, 2007b) 

         Elmas elektrotlar, kimyasal stabiliteleri nedeniyle elektroanalitik kimyada ilaç 

analizlerinde oldukça sık kullanılmaktadır. 2008 yılında Uslu, B., ve ark., Bor ile dope 

edilmiĢ elmas ve camsı karbon elektrot kullanarak pefloxacin‟in  elektrokimyasal 

davranıĢını incelemiĢler ve geliĢtirdikleri yöntemi farmasötik preparatlara ve insan 
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serumuna uygulamıĢlardır. Elmas elektrotların performansı yüksektir, kimyasal açıdan 

inerttir. Yüksek atomik dansiteleri vardır. Optik özellikleri, öz iletkenlikleri ve 

elektriksel karakterleri kullanımlarında avantaj sağlar. (Uslu ve ark., 2008) 

        Ġnertliği ve stabil oluĢları nedeniyle güçlü asidik ortamda dahi kullanılabilirler. Bu 

yönüyle klasik karbon elektrotlar ve diğer metal elektrotlardan daha üstündür. GeniĢ 

elektrokimyasal potansiyel aralığına sahip olmaları nedeniyle kimyasal çalıĢmalarda 

oldukça kullanıĢlıdır. Diğer elektrotlardan üstün yönleri Ģu Ģekilde sıralanabilir: 

            -Daha düĢük deriĢimli maddeler dahi analiz edilebilir. 

            -Daha kısa sürede daha kesin sonuçlar verir. 

            -Sonuç stabildir. 

         Amorf elmas elektrotlar, nispeten daha ucuzdur ve kristal elmas elektrotlara göre 

bu yönüyle daha avantajlıdır.  

         Elmas elektrotlar düzlemsel dinamik aralığın süresi, belirme sınırı, yanıt zamanı, 

yanıt kesinliği, yanıt kararlılığı gibi diğer elektrotlardan daha çok avantaja sahiptir. 

(Siangproh W ve ark, 2003; http://www.chm.bris.ac.uk; Zhang J ve Oyama M 2004). 

Elektro katalitik aktivitesi ve oldukça düĢük seçiciliği elmasın dezavantajlarıdır  

 

                     ġekil 2.12.  BDE elektrodun yapısı (Martínez-Huitle ve ark., 2008) 

http://www.chm.bris.ac.uk/
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         3.Modifiye Elektrotlar  

 

         Modifiye elektrotları; elektrot yüzeyinde molekül ve iyonların toplanmalarını 

sağlayacak bir tabakanın yer almasıyla oluĢurlar (Özkan ve ark., 1993). Elektrodun 

modifikasyonunun anlamı; 

 HızlandırılmıĢ elektron transfer tepkimelerini 

 Elektrot yüzeyinin adsorbsiyon nedeniyle zehirlenmesinin önlenmiĢ 

olması 

 Biyokataliz 

 Seçimli geçirgenliğin sağlaması gibi konuları kapsar. 

Modifiye elektrotları Ģöyle sınıflandırabiliriz. 

a) Kimyasal Modifiye Elektrotlar :   1) Oksit Kaplı Elektrotlar 

                                                           2) Polimer Kaplı Elektrotlar 

b) Biyolojik Modifiye Elektrotlar  :   1) Enzim Elektrotlar      

                                                                        a) Doğal izole enzim elektrotlar 

                                                                        b) Yapay enzim elektrotlar 

                                                            2) Doku Elektrotlar 

                                                                         a) Hayvan Dokusu Elektrotlar 

                                                                         b) Bitki Dokusu 

                                                            3) Bakteri Elektrotlar (mikroorganizmaları) 

 

a) Kimyasal Modifiye Elektrotlar 

1) Oksit Kaplı Elektrotlar: Ġlk yapılan çalıĢmalarda oksit kaplı metalik 

elektrotlar anot olarak kullanılmıĢ ve böylece oksijen ve klor çıkıĢı 
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tepkimelerinin katalizlendiği bulunmuĢtur. Bu tip elektrotlarda elektrot 

olarak seçilecek olan metalin üzerine kimyasal veya elektrokimyasal yolla 

oksit kaplama yapılmaktadır. Seçilecek metal kullanılacak elektrokimyasal 

olayın niteliğine göre değiĢir. Örneğin NaBr ve HBr çözeltilerinin 

hidrolizinde Titan, talyum, Nb (nibidyum) gibi metaller üzerine 

Rutenyumdioksit ve titandioksit kaplanmaktadır. Metallerin 

elektrokimyasal olarak saflaĢtırılmasında Titan-palladyum alaĢımı elektrot 

olarak kullanılmakta, üzerine RuO2 + IrO2,  RuO2 + TiO2,  Ir + IrO2  gibi 

katalizörler kaplanmaktadır. Günümüzde bu elektrotların kristallerinin 

belirli yüzeyleri üstte kalacak biçimde yönlendirilerek „yönlendirilmiĢ 

elektrot‟ denen Ģekilleri de kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

2) Polimer Kaplı Elektrotlar: Elektrot yüzeyine bir polimerle kaplayarak 

modifiye etmek voltametrik bir ölçümün seçimliliğini ve duyarlılığını ve 

tekraredilebilirliğini arttırma amacına yöneliktir. Elektrot iyonik bir 

polimerle kaplandığında redox özelliği gösteren maddeler polimer 

filmindeki iyonik bölgelerle elektrostatik etkileĢme sonucunda film 

üzerinde yoğunlaĢırlar. Bu açıdan bu teknikle sıyırma voltametrisi arasında 

benzerlik vardır. YoğunlaĢma sonucu tayin sınırı düĢerek duyarlılık artar. 

Eğer bu tabakada incelenen madde yoğunlaĢıyorsa bu aynı zamanda 

seçimliliğin de artması demektir. YoğunlaĢma iĢlemi metal iyonları için 

film içerisinde bir kompleksleĢtirici madde yerleĢtirip metalle 

kompleksleĢtirmek yoluyla da yapılabilir. 

      Polimer elektrotların en önemli üstünlükleri bu filmler içerisinde enzim ve     

      mediatörlerin sabitleĢtirilmesi ve kararlılıklarının arttırılmasıdır.  

 

b) Biyolojik Modifiye Elektrotlar 

       Bu tip elektrotlarla biyolojik ortam tepkimelerinin reaktant ve ürünleri ölçülerek 

biyolojik önemi olan bileĢiklerin uygun seçicilik ve duyarlılıkta tayini 

yapılablmektedir. Çoğu zaman amperometrik ve potansiyometrik sistemler 
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elektrokimyasal biyosensörlerle birlikte kullanılır. Bu elektrotlardan ileriki konularda 

ayrıntılı bahsedilecektir.                                                        

 

        4. Mikroelektrotlar 

 

        Elektrot çapı 25 µm‟den daha büyük olmayan elektrotlar için kullanılmaktadır. 

Minyatürizasyona analitik kimyada artan bir ilgi vardır. Bu elektrotların uygulamadaki 

üstünlüğü; mikroskobik alanların incelenmesinde, bölgesel deriĢim profillerinin 

ölçülmesinde, elektroforez kapilerinin içindeki mikroakım sistemlerinin belirlenmesinde 

ve çok küçük hacimli örneklerin analizinde kullanılmaları sayılabilir (Wang, 2000). 

 

 

2.1.8.4.3. Yardımcı Elektrot 

 

KarĢıt elektrot olarak da adlandırılır. Platin tel ya da civa havuzu yardımcı elektrot 

olarak kullanılabilir. Sinyal kaynağından alınan elektriğin çözelti içinden geçip çalıĢma 

elektrotuna aktarılmasını sağlar. 

 

                ġekil 2.13. Üçlü elektrot sisteminin potensiyostata yerleĢiminin Ģematik olarak  

                                   gösterimi (Yalçın, 2007) 
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2.1.8.5. Voltametride Kullanılan Elektrotlara Yapılan Ön ĠĢlemler 

 

Elektro yükseltgenme olayları, elektro indirgenme olaylarına oranla daha az 

incelenmiĢtir. Bunun nedeni polarografide damlayan civanın daima yenilenerek temiz 

bir yüzey sağlaması ve bu nedenle de tekrar edilebilir sonuçlar elde edilebilmesidir. 

Ancak bu elektrot pozitif potansiyellerde yükseltgendiği için elektro yükseltgenme 

olaylarının incelenmesi için uygun değildir. Katı elektrotlar da elektro yükseltgenmede 

kullanılabilmelerine karĢın yüzey, adsorplanabilen maddelerle kaplandığından veya 

elektrotların kendileri yükseltgendiklerinden ve oksitle kaplandıklarından tekrar 

edilebilirliğin sağlanması için her deneyden önce aynı yüzey halinin oluĢturulması 

gerekmektedir. Bu iĢleme ön iĢlem denilmektedir. Ön iĢlem hem elektrotun cinsine, hem 

deney çözeltisinin bileĢimine bağlıdır. Kimyasal (Adams ve ark., 1958; Eggretsen ve 

Weiss, 1956; Fagan ve ark. 1985; Hershenhard ve ark. 1984; Kabasakalian ve Mc 

Glotten, 1958), elektrokimyasal (Ferret ve Philips, 1985; DermiĢ ve Biryol,1990; Özkan 

S.A. ve ark. 1994) ve hem kimyasal hem de elektrokimyasal (Kolthoff ve Tanaka, 1954; 

Biryol ve ark. 1989; Özkan ve ark. 1994) ya da mekanik (Yılmaz ve ark 2001; Özkan ve 

Uslu 2002; Uslu ve Özkan 2002; Demircigil ve ark. 2003; Doğan ve ark. 2004; Uslu ve 

Özkan 2004; Doğan ve ark 2005a; Doğan ve ark 2005b; Uslu ve ark. 2006; Uslu ve ark., 

2008; Altun ve ark., 2009) ön iĢlemler olabilir. 

 

 

2.1.8.6. Voltametride Kullanılan Uyarma Sinyalleri  

 

Elektrokimyasal hücreye değiĢtirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanır. Bu uyarma 

sinyalleri, karakteristik akım cevaplarını oluĢturur. Voltametride en çok kullanılan dört 

uyarma sinyalinin Ģekli, Ģekil 2.14.‟ de verilmiĢtir. Bunlar; doğrusal taramalı, 

diferansiyel puls, kare dalga ve üçgen dalgadır. (Skoog ve ark, 1998) 
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           ġekil 2.14. Voltametride kullanılan potansiyel uyarma sinyalleri  

                            (Karadeniz, 2004) 
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2.1.8.6.1. Doğrusal Taramalı Voltametri 

 

Doğrusal taramalı voltamogramlar, genelde „voltametrik dalga‟ adı verilen sigmoidal 

Ģekilli (S Ģeklinde) eğrilerdir. ġekil 2.16. Dik bir artıĢtan sonra gelen sabit akıma 

difüzyon kontrollü akım ya da sınır akımı (is) adı verilir. Çünkü bu akım, analizlenecek 

maddenin kütle aktarım iĢlemiyle elektrot yüzeyine taĢınma hızıyla sınırlıdır. Sınır 

akımları analizlenecek maddenin deriĢimi ile doğru orantılı olup  

                                                         is = k CA  

         eĢitliği ile verilir. Burada,  CA analit deriĢimi, k ise bir sabittir. Nicel doğrusal 

taramalı voltametri bu iliĢkiye dayanır. Difüzyon tabakasını aĢırı basitleĢtiren 

varsayımlara dayanarak türetilmiĢ bu eĢitlik; hareketli ve durgun tabakalar arasındaki 

arayüzeyin, konveksiyonla taĢınmanın son bulduğu, difüzyonla taĢınmanın baĢladığı 

keskin bir kenar olduğu varsayımı temeline dayandırılmıĢtır.  

        Yarı-dalga gerilimi, akımın sınır akımının yarısına eĢit olduğu gerilime denir ve 

E1/2 ile gösterilir. Yarı-dalga gerilimi, yarı-tepkimenin standart gerilimi ile yakından 

ilgili olmakla birlikte ona eĢit değildir. 

 

      

2.1.8.6.2. DönüĢümlü Voltametri 

 

Normal polarografide potansiyel tarama hızı damla ömrüne göre çok yavaĢtır. Örneğin 5 

mV/s tarama hızında damla süresi 1 s ise bir damla ömrü esnasında potansiyeldeki 

değiĢme 5 mV kadardır. Tarama hızı bir damla ömrü için 100-200 mV/s cıvarında 

tutulursa ve belli bir potansiyelden sonra ilk taramanın tersi yönde tarama yapılırsa bu 

voltametrik metot dönüĢümlü voltametri (DV) adını alır.  

       Ġlk olarak Nicholson ve Shain (1964) tarafından geliĢtirilen dönüĢümlü (siklik) 

voltametri elektrokimyasal olayların incelenmesinde kullanılan önemli yöntemlerden 
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birisidir (Nicholson ve Shain, 1964).  Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akım 

ölçülür.  Sürekli değiĢen potansiyel değerlerine karĢı belirli bir aralıkta akımdaki 

değiĢim grafiğe geçirilerek DönüĢümlü Voltamogram elde edilir. Yöntemde, 

karıĢtırılmayan bir çözeltideki elektrodun akım cevabı, üçgen Ģekilli dalga potansiyeli ile 

uyarılır. Bu uygulamada, potansiyel iki değer arasında devreder. Önce bir maksimuma 

doğru doğrusal olarak artar ve sonra aynı eğimle orijinal değerine doğrusal olarak azalır. 

Bu iĢlem, akım zamanın bir fonksiyonu olarak kaydedilirken defalarca tekrarlanabilir. 

Bir tam devir 100 ve/veya daha fazla saniye sürebilir ve/veya 1 saniyeden daha az 

sürede de tamamlanabilir. Ġleri ve geri yöndeki gerilim hızları aynı tutulabildiği gibi 

farklı tarama hızları da kullanılabilir.  

 

  ġekil 2.15. (a) DönüĢümlü voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana  

                     karĢı grafiği ; (b) DönüĢümlü voltametride elde edilen akım-gerilim eğrisi. 

 

         Doğru akımdaki gibi kapasitif akımın en küçük olduğu bölgede çalıĢılır. Duyarlılık 

10
-5

 M ile sınırlıdır. DönüĢümlü voltametri, miktar tayinine dayalı bir yöntem değildir 

ama analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasıl davrandığı hakkında bilgi verir. 

Elde edilen bilgiler doğrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum cevabı 

verebileceğini gösterir. 
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         DönüĢümlü voltamogramların Ģekli ve yapısında seçilen potansiyel aralığının 

yanısıra, seçilen tarama hızının, kaç defa tarama yapıldığının da etkisi vardır. Tarama 

hızı pratikte 10 mV/s‟den birkaç yüz V/s ye kadar değiĢtirilebilir. Çok yüksek tarama 

hızlarında (birkaç bin V/s) çift tabaka yüklenmesi ve IR problemleri ortaya çıkar. Ancak 

mikroelektrot kullanıldığı zaman bu tür problemler minumuma indirilir.  

         DV'de tarama hızı değiĢtirilerek pik yüksekliklerinin tarama hızı ile değiĢmesinden 

adsorpsiyon, difüzyon ve elektron aktarım reaksiyonuna eĢlik eden kimyasal reaksiyon 

olaylarının varlığı ve tabiatı belirlenebilir. Ayrıca ileri ve geri tarama piklerinden 

elektrot reaksiyon mekanizması hakkında fikir edinilebildiği gibi kinetik veriler de 

bulunabilir. Bu özelliklerinden dolayı dönüĢümlü voltametri ilk defa çalıĢılan bir sistem 

için tercih edilen bir teknik olmuĢtur. 

 

        Voltametrinin Kuramı: 

 

         Bu yöntemde genel prensip; elektrokimyasal hücrede bulunan, polarize olabilen bir 

çalıĢma elektrotu ile karĢılaĢtırma elektrotu arasında değeri zamanla değiĢtirilen gerilim 

uyarma sinyali uygulanarak üç elektrotlu hücrelerde çalıĢma elektrotu ile yardımcı 

elektrot, iki elektrotlu hücrelerde ise çalıĢma elektrotu ile karĢılaĢtırma elektrotu 

arasındaki akımın ölçülmesine dayanır. (Yıldız ve Genç, 1993; Bond, 1980). Dengedeki 

bir elektrokimyasal hücreye dıĢarıdan denge geriliminden farklı bir gerilim uygulanırsa, 

sistem yeniden dengeye ulaĢmaya çalıĢır. Bu sırada bir elektrot tepkimesi olur yani akım 

geçer. Voltametride, uygulanan ve değeri zamanla değiĢtirilen gerilime karĢı hücreden 

geçen akım ölçülür. Uygulanan gerilimin, ölçülen akım değerlerine karĢı çizilen 

grafiğine ise voltamogram denir. 

         Analizi yapılacak çözelti içindeki elektroaktif maddelerin yükseltgenebilme, 

indirgenebilme özelliklerine göre elektroliz tepkimesi, çalıĢma elektrotuna ait gerilim 

aralığının belirli bir noktasında olur. Bu yüzden voltamogram, çözeltideki elektroaktif 

maddelerin nitel ve nicel özelliklerini yansıtır. 
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         Voltametride en çok kullanılan gerilim uyarma sinyallerinden biri, elektrokimyasal 

hücreye uygulanan gerilimin zamanın bir fonksiyonu olarak doğrusal olarak arttığı ġekil 

2.16‟ da gösterilen bir doğrusal tarama olup, hücrede oluĢan akım uygulanan gerilimin 

bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Bu yönteme doğrusal taramalı voltametri (Yıldız ve 

Genç, 1993) denir. 

         Potansiyel değiĢme hızının 100 mVs
–1

‟den daha büyük olduğu yöntem, hızlı 

tarama yöntemi olarak adlandırılır. Bu yöntemle, yük geçiĢi reaksiyonunda yüzeyde 

oluĢan adsorblanmıĢ ara ürün belirlenir. Bütün bunlara ilaveten literatürlerde yavaĢ ve 

hızlı tarama yöntemleri için değiĢik hız aralıklarına rastlanmaktadır. (Ross 1977) 

         Potansiyel tarama tekniğindeki potansiyel-zaman iliĢkisi ġekil 2.17‟deki gibidir. 

Burada potansiyel E1 ve E2 sınırları arasında belirli, bir tarama hızıyla (mVs
–1

) 

değiĢtirilir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             ġekil 2.16. YavaĢ potansiyel değiĢiminde katı elektrot voltamogram 
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             ġekil 2.17. Potansiyel tarama tekniğinde elde edilen potansiyel – zaman eğrisi 

         

         En yaygın olarak kullanılan yöntemler dönüĢümlü voltametri ve doğrusal taramalı 

voltametridir. Her iki yöntem de baĢlangıçta aynıdır. Yalnız dönüĢümlü voltametride  E2 

potansiyeline eriĢilince E1 potansiyeline geri dönülür ya potansiyel bir süre burada 

tutulur sonra E2 potansiyeline geri dönülür veya E3 potansiyeline doğru devam edilir. 

DönüĢümlü voltametride genellikle gidiĢ ve dönüĢ hızı aynıdır. Doğrusal taramalı 

voltametride ise sadece belli bir hızda E1 potansiyelinden E2 potansiyeline ulaĢılır. Hem 

dönüĢümlü voltametride, hem de doğrusal taramalı voltametride akım, uygulanan 

potansiyelin bir fonksiyonu  olarak kaydedilir. Genel olarak bu deneylerde kullanılan hız 

birkaç mVs
–1

‟den  birkaç yüz bin mVs
–1

‟ye kadar değiĢir (ġekil 2.18). Birkaç yüz bin 

mVs
–1

 hızları  çok büyük olduğu için deneysel güçlüklere sahiptir. Çift tabaka 

yüklenmesi ve IR düĢüĢü etkileri çok büyük olur. Yakın zamanlarda, hızlı tarama 

yapıldığında iyi sonuçlar alabilmek için mikroelektrotların kullanılması gerektiği 

bulunmuĢtur. Böylece yük akımı ve direnç küçültülmüĢ olur. Voltamogramların kaydı 

için bugün XY kaydedicisi veya osiloskoplar yerine bilgisayar kullanılmaktadır. 

ZAMAN 

POTANSĠYEL 

E2 

E3 

E1 



57 

 

DönüĢümlü voltametri bir sistemi ilk kez incelemek amacıyla kullanılıyorsa önce 

kalitatif, sonra yarı kalitatif ve en son kantitatif deneyler yapılabilir. 

       Gerilimin doğrusal taramada olduğu gibi sabit bir hızla bir değere kadar 

çıkarılmasından sonra tekrar aynı hızla ilk değere döndürülmesi ile dönüĢümlü 

voltamogramlar elde edilir. Bu sistemlere ġekil 2.17‟deki potansiyelin ikizkenar üçgen 

Ģeklindeki gerilimi uygulanırsa dönüĢümlü voltamogramlar elde edilir (ġekil 2.19 ve 

2.20). Ġleri yöndeki gerilim taraması sırasında bir yükseltgenme olmuĢsa, gerilim 

taraması tersine çevrildiğinde yükseltgenme sırasında oluĢan ürünün elektrotta yeniden 

indirgenmesi ile bu yönde de bir pik gözlenebilir. Geri dönüĢümlü bir elektrokimyasal 

tepkimede anodik pik gerilimi (Epa) ile katodik pik gerilimi (Epk) arasında en fazla 59/n 

mV‟luk bir gerilim farkı olmalı ve aynı zamanda anodik pik akımı (Ġpa) katodik pik 

akımı (Ġpk) birbirine eĢit olmalıdır. Elektrot tepkimesinin geri dönüĢümlülüğü azaldıkça 

anodik ve katodik pikler birbirinden daha farklı gerilimlerde ve daha yayvan olarak 

gözlenir. Tam geri dönüĢümsüz bir elektrot tepkimesinde ise ürünün çok hızlı bir Ģekilde 

tüketilmesinden dolayı geri pik tamamen kaybolur. 

       Kalitatif analiz için, değiĢik hızlarda eğriler çizdirilir. DeğiĢik potansiyel aralıkları 

seçilir. Genel olarak pik veya dalga gözlenir ve bunların hızla nasıl değiĢtiği incelenir. 

Bu eğriler indirgenme ve yükseltgenme pik akımı ve potansiyelleri gibi elektrokimyasal 

parametrelerin yanında reaksiyon hızı, aktarılan elektron sayıları, deriĢim gibi 

parametrelerin bulunmasında da kullanılır. Ġlk ve son eğrilerin arasındaki değiĢimin 

incelenmesinden pik akımlarının hıza bağlılığı ölçülür. Buradan adsorbsiyon, difüzyon, 

eĢleĢmiĢ kimyasal reaksiyonlar hakkında fikir edinilebilir. Ara vermeksizin üst üste 

çizdirilen dönüĢümlü voltametride ilk ve son voltamogramlar arasındaki fark mekanizma 

hakkında bilgi verir. Mekanizma tayininde ayrıca döner halka disk elektrot ve sabit 

potansiyel kulonometrisi ve çeĢitli spektroskobik yöntemlerden de yaralanılmaktadır. 

Kinetik amaçla yapılan çalıĢmalarda ise ilk taramadaki eğriler kullanılır. 

       DönüĢümlü voltametride anodik ve katodik tarama hızları genel olarak aynı seçilir. 

Hızlı kimyasal reaksiyonlar için ise, değiĢik hızlarda çalıĢılmalıdır. 
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       Geri DönüĢümlü Sistemler : 

       O +   n e
-
                R    gibi bir geri dönüĢümlü olay için çok yavaĢ bir tarama 

uygulandığı zaman, potansiyel değiĢme hızı arttırıldıkça eğri değiĢip pik Ģeklini alır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.18. Farklı potansiyel tarama hızlarında elde edilen akım – potansiyel eğrisi. 

 

       O maddesinin deriĢim profili potansiyelin fonksiyonu olarak incelenirse, eğrinin 

neden sigmoidal veya pik Ģeklinde görüldüğü anlaĢılabilir. Kararlı hal Ģartlarında 

elektrottan belirli uzaklıktaki deriĢimler doğal konveksiyonla sabit tutulmaktadır. 

Elektroda bitiĢik tabakada ise (Nernst Difüzyon Tabakası) deriĢim gradienti doğrusaldır. 

Nernst denkleminde potansiyelin negatif olabilmesi için O maddesinin yüzey 

deriĢiminin az olması gerekir. 

              










aR

ao

nF

RT
EoE ln

 

       Burada ao ve aR, O ve R maddelerinin yüzey deriĢimlerini göstermektedir. 

Artan süpürme 

hızları 

Kararlı hal 

E-Ee
θ
 / V 

-I 

+0,1 -0,3 0 -0,2 -0,1 
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       Bu durumda deriĢim gradienti arttıkça akım artacaktır. Çünkü difüzyon hızı artar. 

Sonunda yüzey deriĢimi sıfıra yaklaĢır ve deriĢim profili artık değiĢmez. Bu noktada 

akım limit değerine ulaĢmıĢtır. Tarama hızı arttıkça difüzyon tabakası denge durumuna 

ulaĢmak için yeterli zaman bulamaz ve çözeltiye kadar ulaĢamaz.  DeriĢim profili de 

artık doğrusal değildir. Potansiyel değeri O maddesinin indirgenebileceği değere ulaĢtığı 

zaman O‟nun yüzey deriĢimi çözelti deriĢiminden Nernst denkleminin gerektirdiği 

değere düĢer (ġekil 2.18). Sonuçta bununla orantılı olan bir akım devreden geçer. Bu 

gradient bir defa kurulunca sabit kalmaz, difüzyon nedeniyle düĢer. Bu arada elektrot 

potansiyeli de değiĢir. Bu yüzden O maddesinin yüzey deriĢimi düĢer (b ve c eğrileri) 

Sonuçta bu değer sıfıra iner (e eğrisi). Bu eğrilere göre herhangi bir potansiyelde 

yüzeydeki deriĢim gradienti kararlı halden daha büyük olduğu zaman akım da büyük 

olur. Yüzey deriĢimi sıfıra eriĢince deriĢim gradienti artık azalmaya baĢlar. Bunun 

sonucunda da eğri pik Ģeklini alır. Bu yöntemde hız arttıkça akım da artmaktadır. (Greef 

ve ark. 1990) 

        Potansiyel ters döndüğü zaman yavaĢ tarama hızlarında (kararlı hale benzer 

değerlerde) akım aynı yolu izleyerek geri döner. Daha hızlı taramalarda ise gidiĢ dönüĢ 

eğrileri aynı değildir. Çünkü tarama geri çevrildiği zaman elektrot yüzeyinde ve 

yakınında R maddesinin önemli deriĢimi vardır ve R maddesi aynı zamanda oluĢmaya 

da devam eder (denge potansiyeline ulaĢılıncaya kadar). E denge potansiyelinden sonra 

ters akım geçmeye baĢlar. Elektrot potansiyeli değiĢtikçe R maddesinin yüzey deriĢimi 

de sıfıra eriĢir ve oksidasyon dalındaki gibi bir pik oluĢur. Böyle bir dönüĢümlü 

voltamogram ġekil 2.18‟de görülmektedir.     

       Bu eğride ölçülebilen toplam dört parametre vardır: 

         -Katodik pik potansiyeli (Epk) 

         -Anodik pik potansiyeli (Epa) 

         -Katodik pik akımı (Ipk) 

         -Anodik pik akımı (Ipa) 
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       ġekil 2.19. Geri dönüĢümlü bir olayın dönüĢümlü voltamogramı 

 

       Bu tip eğrilerde olaydaki yük değiĢikliği katodik olaydakine göre daha küçüktür. 

Çünkü R maddesinin çoğu elektrottan difüzlenmiĢtir. Bu yüzden yeniden 

yükseltgenemez (Greef ve ark. 1990). Geri dönüĢümlü bir dönüĢümlü voltamogramın 

Ģeklini veren matematiksel denklemi ifade etmek için; 

 

      (O  +   ne
-     

                R ) olayı ile ilgili Fick‟in ikinci yasasını veren denklem uygun 

sınır koĢulları için çözülür ve 

 

 

 

-I 

0,2 0,1 E-Ee
θ
 / V 0,0 -0,1 -0,2 
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..4463,0

2/1











RT

nF
nFIpc

Co
∞
 . D

1/2 
. v

1/2
     (2.1)  denklemi elde edilir. 

 

       25
o
C için denklem düzenlenirse; 

 

       Ipc = - (2.69 x 10
5
) . n 

3/2
 . Co


 . D 

½
 . v 

½
   denklemi elde edilir. 

 

         n : Reaksiyonda alınıp verilen elektron sayısı 

         D: Difüzyon katsayısı 

         Co

 : O maddesinin çözelti içindeki deriĢimi 

         v : Potansiyel değiĢme hızı‟dır. 

 

       Bu denkleme Randles – Sevcik denklemi de denir. Bu denklemden de 

anlaĢılabileceği gibi pik akımı hızın kareköküyle doğru orantılıdır. 

       DönüĢümlü voltamogramın hızla değiĢimi ġekil 2.20‟de görülmektedir. Ip – v
1/2

   

ifadesinin doğrusal oluĢu olayın difüzyon kontrollü olduğunu gösterir. Çünkü Randles – 

Sevcik denklemi olayın difüzyon kontrollü olduğu hal için çıkarılmıĢtır. 

       Geri dönüĢümlü bir voltamogram ancak hem O hem de R maddeleri kararlıysa 

geçerlidir ve elektron transferi hızlı ise söz konusudur. Bu durumda bütün hızlarda  ve 

potansiyellerde elektron transferi yüzeyde denge halindedir. Yani yüzey deriĢimi Nernst 

denklemine uymaktadır. 
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ġekil 2.20. Geri dönüĢümlü bir olayın hızla değiĢimini gösteren dönüĢümlü  

                   voltamogram. 

 

       Bir sistemin geri dönüĢümlü olup olmadığı; 

          1.  Ep = Ep
A
 – Ep

C
 = 59 / n mV 

          2. [ Ep – Ep/2 ] = 59 / n mV 

          3. [ Ip
A
 / Ip

C
] = 1 

          4. Ip  v 
½
 

       Ep‟nin tarama hızı ile değiĢmemesinden 

       Ep‟nin üzerindeki değerlerde, 1 / I „ nin zamanla orantılı olmasından anlaĢılır. 
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       Geri DönüĢümsüz Sistemler: 

 

        Geri dönüĢümlü sistemlerde elektron transfer hızı bütün potansiyellerde kütle 

taĢınma hızından önemli ölçüde büyüktür. Bu yüzden de Nernst denklemi elektrot 

yüzeyinde daima geçerlidir. Eğer elektron transfer hızı yavaĢsa bu durumda yüzeydeki 

denge sağlanamaz ve voltamogram değiĢir. Bu halde düĢük tarama hızlarında elektron 

transfer hızı kütle transfer hızından fazladır. Voltamogram geri dönüĢümlüdür. Tarama 

hızı arttığı zaman kütle taĢıma hızı artar ve elektron transfer hızıyla karĢılaĢtırılabilir 

büyüklüğe gelir. Bunun en güzel gözlenen etkisi pikler arasındaki ayrılığın büyümesidir. 

Bu tip verileri incelemek için yararlı bir yol, akımı difüzyon hızındaki değiĢimin 

kareköküne göre uyarlamaktır. Yani akım yerine I / v
1/2

 , birim hızdaki akım – 

potansiyel eğrisi çizmektir. ġekil 2.21‟ de geri dönüĢümsüz bir sistem için çeĢitli 

hızlarda üstüste alınmıĢ voltamogramlar görülmektedir. Burada anodik ve katodik pik 

potansiyelleri arasındaki farkın geri dönüĢümlü sistemlerden fazla olduğu ve pik 

yüksekliklerinin geri dönüĢümlü sistemlerden daha az olduğu görülmektedir. 

       Geri dönüĢümsüz sistemler için kullanılan bağıntı : 

       Ip = - (2.99 x 10
5
) . n  (c n)

1/2
 . Co . D 

½
 . v 

½
   ( 2.2.) 

 

         n : Reaksiyonda alınıp verilen elektron sayısı 

        n : Hız tayin edici basamağa kadar alınıp verilen elektron sayısı 

        c : Transfer katsayısı 

         D: Difüzyon katsayısı 

        Co: O maddesinin çözelti içindeki deriĢimi 

         v : Potansiyel değiĢme hızıdır 
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ġekil 2.21. Geri dönüĢümsüz bir sistem için çeĢitli hızlarda üst üste kaydedilmiĢ  

                   dönüĢümlü voltamogram 

 

       Geri dönüĢümsüz bir reaksiyon için belirleyici Ģartlar da Ģunlardır: 

         1. Ters pik yoktur. 

         2.  Ip  v
1/2

 ile orantılıdır. 

         3.  Epc, -30 / cn mV kadar kayar (hızdaki her 10 kat artıĢ için). 

         4.  │Ep – Ep/2 │= 48 / cn mV‟dur. 

 

        DüĢük tarama hızlarında geri dönüĢümlü olan sistem, tarama hızı arttığında geri 

dönüĢümsüz hale gelir. Bu arada sistem yarı geri dönüĢümlü bir halden geçmiĢtir. Bu 

geçiĢ elektron transfer hızı kütle transfer hızına göre yavaĢladığında, yani elektrot 

yüzeyinde Nernst denklemi geçersiz hale geldiğinde olur. Bütün bu tarama çeĢitleri 

sonunda elde edilen bu eğrilere voltamogram denilmektedir. Voltamogramlar analizi 

-I / v
1/2

 

E-Ee
θ
 / V 

c 
d 

b a 

c 
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b a 
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yapılacak çözelti içindeki elektroaktif maddelerin (elektrot tepkimesine giren madde) 

sürekli değiĢen potansiyelde gösterdikleri davranıĢların kaydedilmiĢ Ģeklidir. Potansiyel 

taraması, referans elektroda karĢı çalıĢma elektrodunun potansiyelinin değiĢtirilmesi ile 

gerçekleĢtirilecek akım – potansiyel eğrileri, yani voltamogramlar elde edilir. Her madde 

için karakteristik olan bu eğriler elektroaktif maddelerin nitel ve nicel özelliklerini 

yansıtır. 

        Eğer dönüĢümlü voltamogramın Ģekli teoride beklenenden farklı çıkıyorsa bu bir 

yüzey olayının varlığını gösterir. Örneğin faz oluĢması veya uzaklaĢması reaksiyona 

giren maddenin veya ürünün adsorbsiyonu gibi. DeğiĢik adsorbsiyon izotermleri vardır 

(Greef ve ark. 1990). Henry, Virial, Langmuir, Frumkin ve Temkin gibi. Örnek olarak 

Langmuir izotermine uyan bir reaksiyona giren maddenin adsorbsiyonu durumunda; 

                                 




RT

fn
I

o
c

p
4

22


    (2.3) 

 

      
o
 : O maddesinin potansiyel taraması baĢlamadan önceki yüzey fazlası 

      v  : potansiyel tarama hızı 

      n  : transfer edilen elektron sayısı 

      F  : Faraday sabiti 

      R   : gaz sabiti 

      T  : mutlak sıcaklık 

 

       denklemi ile verilen bir pik akımı gözlenir. Görüldüğü gibi adsorbsiyon kontrollü 

pik akımı tarama hızıyla doğru orantılıdır. Log Ip
c
 – Log v eğrisinin eğiminin ½ çıkması 

olayın difüzyon kontrollü, 1 çıkması ise adsorbsiyon kontrollü olduğunu gösterir. 

(Denklem 2.1 ; 2.2 ; 2.3) 
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Kararlı Hal Kinetiğinin Ġncelenmesi: 

 

Kararlı halde kinetik verilerin incelenmesi için Tafel denkleminden yararlanılır. (Greef 

ve ark. 1990) Tafel denklemi katodik bir reaksiyon için;  

                         
RT

Fn
ILogILog c

oc
3.2




              (2.4) 

       Anodik bir reaksiyon için ise; 

                     
RT

Fn
ILogILog a

oa
3.2




                  (2.5) 

       ġeklinde verilir. Burada, 

 

        I : Akım yoğunluğu 

        Io: Yük değiĢimi akım yoğunluğu. Bu değer dengedeki bir sistemin, yani dıĢ   

             çevreden akım geçmezken ileri ve geri reaksiyonların hızının ölçüsüdür. 

       a: Anodik transfer katsayısı 

       c: Katodik transfer katsayısı 

       n : Alınıp verilen elektron sayısı 

       η : AĢırı gerilim [E - E
o
 = ] 

       F : Faraday sabiti 

       R  : Gaz sabiti 

       T : Mutlak sıcaklık 

 

        transfer katsayısı tek basamaklı basit reaksiyonlarda  sembolü ile gösterilir ve bu 

katsayı elektrot – elektrolit ara yüzeyinde yük transferi reaksiyonunun bir 
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karakteristiğini verir. Bu kavram yüzeyin denge potansiyelinden ayrılmasıyla oluĢan 

elektriksel enerjinin ne kadarının elektrokimyasal reaksiyonun hızını etkilediğini 

gösterir. Basit ve tek elektronlu reaksiyonlarda bu değer 0.5 dolayındadır (Bocris ve 

Reddy,1970). 

 

 

Elektrot mekanizmasının DV ile incelenmesi   

 

Elektron transferine eĢlik eden kimyasal reaksiyonların varlığının tespitinde DV çok 

önemli bir metottur. Genellikle ilk mekanizma araĢtırmaları DV ile yapılır. DV ile 

mekanizma çalıĢmalarında mümkün olduğu kadar geniĢ potansiyel tarama hızı 

aralıklarında çalıĢılır.  

 

 

       CE mekanizması  

 

       Bir elektrot reaksiyonunda elektron aktarım basamağından önce elektroaktif 

maddenin oluĢmasına yol açan bir kimyasal reaksiyonun bulunması CE mekanizması 

olarak adlandırılır.  

                                       

       Böyle bir mekanizmada C basamağının hızı çok yavaĢ ve E basamağı tersinir ise 

DV de pik gözlenmez. Bunun yerine kararlı haldeki gibi DC polarogramına benzer bir 

voltamogram gözlenir. Burada gözlenen sınır akımından, kimyasal reaksiyonun hız 

sabitleri aĢağıdaki eĢitlik yardımıyla hesaplanır.  
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       Bu eĢitlikte K, kimyasal basamağın denge sabitidir. Kimyasal reaksiyonun hızının 

çok yüksek olması durumunda DV voltamogramı, normal difüzyon kontrollü durum ile 

aynıdır.  

       Bir elektrot reaksiyonu CE mekanizmasına göre yürüyorsa aĢağıdaki kriterler 

geçerli olur.  

         1. Tarama hızı arttıkça Ιp
k 
/ v

1/2 
azalır.  

         2. Ιp
a
/Ιp

k 
oranı ν ile artar ve bu oran ≥ 1 dir.  

 

 

       EC mekanizması  

 

       EC mekanizmasında elektron aktarım basamağını (E) bir kimyasal basamak (C) 

takip eder.  

                      

       Bu tür bir mekanizmada E basamağının tamamen tersinmez olması durumunda 

kimyasal basamağın voltamogramda hiç bir etkisi bulunmayacağı için kinetik verileri 

incelenemez. E basamağının tersinir olduğu durumlarda C basamağının hız sabiti büyük 

ise anodik pik yine gözlenemez. Fakat hız sabiti küçük ise anodik pik gözlenir. EC 

mekanizmasının tersinirlik kriterleri aĢağıdaki gibidir.  

        1. │Ιp
a
/Ιp

k
 │<1 dir. Ancak ν arttıkça 1‟e yaklaĢır.  

        2. Ιp
k
/ν

1/2 
oranı v arttıkça çok az da olsa azalır.  
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        3. Ep
k
, tersinir durumdakinden daha pozitiftir.  

        4. Artan ν ile Ep
k 

negatif bölgeye kayar ve saf kinetik bölge için ν‟deki 10 kat artıĢ 

(reaksiyon birinci dereceden ise) 30/n mV kaymaya neden olur. Reaksiyon ikinci 

dereceden ise kayma 19/n mV‟dur.  

 

       ECkatalitik mekanizması  

 

       Katalitik mekanizma EC mekanizmasının özel bir halidir. Bu mekanizmada reaktif 

indirgendikten (veya yükseltgendikten) sonra bir kimyasal reaksiyonla tekrar oluĢur.  

         O + ne
- 
→ R                (E)  

         R + X   
k
      O + Y       (C)  

       Bu mekanizma tarama hızının azalmasıyla Ιp
k
/ν

1/2 
oranı artan tek mekanizmadır.  

        1. │Ιp
k
/ν

1/2
│oranı ν arttıkça azalır.  

        2. Ιp
k
, düĢük tarama hızlarında sınır değere ulaĢabilir.  

        3. Ιp
k 
değeri Randles-Sevcik eĢitliğinden beklenenden daha büyüktür.  

        4. │Ιp
a 
/Ιp

k
│<1‟dir.  

 

 

         ECE mekanizması  

 

         Bu mekanizmada ilk indirgenmeyi takiben, oluĢan R maddesi bir kimyasal 

reaksiyonla yine indirgenebilen O′ maddesine dönüĢür.  

             O + n1e
- 
→ R           (E)  

             R    
k
       O′              (C) 
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             O′ + n2e
- 
→ R′          (E)  

         Bir elektrot reaksiyonunun ECE mekanizması olabilmesi için aĢağıdaki kriterleri 

taĢıması gerekir.  

        1. değeri tarama hızı ile değiĢir. Ancak yüksek ve düĢük tarama hızlarında 

limit değere ulaĢır ve  (düĢük v) >  (yüksek v) dir.  

        2. oranı, artan tarama hızı ile artar ve yüksek tarama hızlarında 1‟e 

yaklaĢır. 
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 2.1.8.6.3. Puls Polarografisi 

 

        Diferansiyel Puls Polarografisi 

 

        Bu teknikle, yarı-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farklı olan maddeler için 

bile pik maksimumları elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, çok duyarlı 

bir yöntemdir ve tayin sınırı 10
-7

-10
-8 

M arasındadır.  

        10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls civa damlasına uygulanır. Uygulanan pulsun 

belli bir zaman öncesi ve sonrasında, puls baĢına elde edilen akımdaki fark (i), 

doğrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir.  

       Gözlenen diferansiyel eğri pik Ģeklinde olup, yüksekliği konsantrasyonla doğru 

orantılıdır.  

 

ġekil 2.22. Diferansiyel puls polarografisi için uyarma sinyalleri; (a) Analog cihazlarda  

                  diferansiyel puls voltametrisi için kullanılan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel  

                  puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram. (Karadeniz, 2004) 

 

        Faradayik akımın yüksek, faradayik olmayan yükleme akımının ise düĢük değerde 

olması duyarlılığın artmasıyla açıklanabilir. Örneğin potansiyel aniden 50 mV 

arttırıldığında, elektrodu çevreleyen yüzey tabakasında, eğer elektroaktif bir tür varsa, 

analit konsantrasyonunu yeni potansiyel tarafından istenen seviyeye düĢürecek bir akım 
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artıĢı gözlenir. Ancak bu potansiyel için gerekli olan denge konsantrasyonuna eriĢilince, 

akım difüzyonu karĢılayacak bir seviyeye düĢer ki buna difüzyon kontrollü akım denir. 

Puls polarografisinde akım ölçümü, bu akım artıĢı tamamen sona ermeden önce yapılır. 

Toplam akım, difüzyon akımından büyüktür. Damla değiĢtiğinde, çözelti yeniden 

analizlenecek madde yönünden homojen hale gelmektedir. 

       Gerilim pulsu ilk uygulandığı zaman damla üzerinde yük artıĢı nedeniyle faradayik 

olmayan akımda da bir dalgalanma olur. Bu akım zamanla azalır ve yüzey alanının çok 

az değiĢtiği damla ömrünün sonuna doğru sıfıra yaklaĢır. Dolayısıyla akımı bu anda 

ölçmek suretiyle faradayik olmayan artık akım büyük oranda azaltılır ve sinyal / gürültü 

oranı artar. Bunun sonucunda duyarlılık da artar. 

        Puls akımının ölçüldüğü referans düzey, puls uygulamasından önceki akımdır. 

Pulsun baĢlangıcından akımın ölçülmesine kadar geçen süre (örneğin 50 msn) içerisinde 

yük akımı çok küçük bir değere düĢer. Kalan faradaik akım kısa bir zaman periyoduna 

entegre edilerek ölçülür ve fark doğru akım potansiyeline karĢı grafiğe alınır. Puls 

uygulama süresi ( 50 ms) hızlı dc polarografisi veya voltametrideki süreye eĢdeğer 

olduğundan puls yöntemleri analitik amaçlarla kullanıldığında elektrot kinetiğine 

kuvvetle bağlı olması beklenmez. Sonuç olarak puls polarografisi elektrokimyasal olarak 

geri dönüĢümsüz olan sistemler için de yüksek bir duyarlılığa sahiptir (Bond, 1980 ; 

Greef ve ark. 1990). Diferansiyel puls polarografisinde potansiyel-zaman profili ġekil 

2.23‟da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2.23. Diferansiyel puls polarografisinde uygulanan potansiyel dalgasının Ģekli  

 

       Normal dc polarografisi için yazılmıĢ olan Heyrovsky – Ilkovich denkleminin 

diferansiyeli alınıp bundan limit difüzyon akımı değeri çıkarılırsa; 
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         denklemi elde edilir. 

       Burada; 

       i : diferansiyel puls akımı 

      E : puls genliğidir. 

 

DAMLAMA ZAMANI 

Puls Genliği 

16-7 ms 

AKIM(I) 

16-7 ms 

56-7 

 ms 

Damla düĢüĢü 

(E)  

t (Zaman) 
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         Bu denklem küçük genlikler için geçerlidir. Denklem E‟nin bütün değerleri için 

geçerli olacak Ģekilde çözülürse: 
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denklemine ulaĢılır. Burada; 
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                E2 – E1 : E puls genliği 

                E2 : Puls uygulandıktan sonraki i2 akımının ölçüldüğü potansiyel 

                E1 : Puls uygulanmadan önceki i1 akımının ölçüldüğü potansiyel  

 

Ġndirgenme için  E  0‟dır. i maksimum olduğunda PA = 1‟dir. 
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          Eğer - E /2  RT /nF ise bu denklem küçük genlik Ģeklini alır ve 
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         Eğer  -E / 2  RT / nF ise ( - 1) / ( + 1) = 1 olur ve (i)max Cottrell 

eĢitliğindeki değerini alır. 

 

         -E değeri büyüdükçe (i)max büyür. Fakat puls genliği büyüdükçe elde edilen pik 

yayvanlaĢır, bu da ayırım gücünü azaltır. 

         Denklem 2.6‟dan anlaĢıldığı gibi (i)max, deriĢimle doğru orantılıdır. Bu geri 

dönüĢümlü olmayan haller için de geçerlidir. Ancak katalitik reaksiyonlarda ve benzeri 

karmaĢık reaksiyonlarda bu doğrusal iliĢki bozulur. Yarı geri dönüĢümlü veya tamamen 

geri dönüĢümsüz hallerde birim deriĢim baĢına düĢen (i)max değeri geri dönüĢümlü 

halden daha küçüktür. 

         Normal puls ve diferansiyel puls polarografisi teorileri damlayan cıva elektrot için 

geliĢtirilmiĢ olmakla birlikte puls deneylerinde zaman eĢeli puls süresi ile tayin 

edildiğinden durağan elektrotlara da bu teori uygulanmaktadır. (Bond,1980) 
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       Kare Dalga Polarografisi ve Voltametrisi: 

       Son derece hızlı ve duyarlı olma üstünlüğü olan bir puls polarografi tekniğidir. Bir 

kare-dalga voltametresinde uyarma sinyalinin oluĢumu ġekil 2.24‟de görülmektedir.    

 

ġekil 2.24. Bir kare-dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin oluĢumu [(a) daki uyarma  

                  sinyali (b)‟deki puls taraması ile (c)‟deki kare-dalga uyarma sinyalini elde  

                  edecek Ģekilde toplanıyor]. 
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         Voltamogramın tamamı 10 ms‟den daha kısa bir sürede elde edilir. Damlayan cıva 

elektrodu ile tarama, bir damla ömrünün son birkaç saniyesi içinde, yükleme akımı 

hemen hemen sabitken gerçekleĢtirilir. Kare dalga voltametrisi asılı cıva damla 

elektrodu ve kromatografik dedektörler ile kullanılmaktadır.  

 

 

 

ġekil 2.25. Bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin oluĢumu. Akım cevabı ∆i,  

                  1 potansiyelindeki akımdan 2 potansiyelindeki akımı çıkarılarak bulunur. 

 

       ġekil 2.25‟de kare dalga voltametrisi yönteminde elde edilen basamaklı sinyal 

görülmektedir. Basamaklı sinyalde her basamağın boyu ve puls periyodu eĢit olup, bu 

yaklaĢık 5 ms civarındadır.  

       Basamaklı sinyalin potansiyel basamağı (∆Es) genellikle 10/n mV, pulsun 

büyüklüğü (2 Esw) ise genelde 50/n mV dur. Sistemin bu Ģartlar altında çalıĢtırılması 20 

Hz‟lik puls frekansına karĢılık gelir ve bu durumda 1V‟luk bir tarama 0,5 sn‟de yapılır. 

Yöntemde akım pulsun pozitif (1) ve negatif (2) kısmının sonuna doğru iki kez 

ölçülmekte ve bunların farkı alınmaktadır. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir 

r 

∆Es + Esw 

 

∆i = i1 – i2 

potansiyel 

zaman 

1 

2 
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pulsun boyutu, ileri tarama sırasında oluĢan ürünün geri tarama sırasında 

yükseltgenmesini sağlamaya yetecek kadar büyüktür. Ġleri puls bir katodik akımını (i1) 

geri puls da bir anodik akımını (i2) oluĢturur.  Genellikle voltamogramlarda bu akımların 

farkı (∆i) grafiğe geçirilmektedir. Bununla ilgili voltamogram ġekil 2.26‟da 

görülmektedir. Bu fark deriĢimle doğru orantılıdır. Elde edilen pik potansiyeli de dc‟deki 

yarı dalga potansiyeline karĢılık gelir. Ölçüm son derece hızlı yapıldığından, analizin 

kesinliğini arttırmak için birkaç voltametrik taramanın sinyal ortalaması alınmalıdır. Bu 

yöntemde tayin sınırları 10
-7 

– 10
-8

 M arasındadır. (Hart, 1990 ; Yıldız ve Genç, 1993 ; 

Skoog ve ark., 2000 ; Smyth ve Vos, 1992) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.26. Geri dönüĢümlü bir reaksiyon için kare dalga voltamogramı.  

                  A : ileri doğru akım B : geriye akım C : net akım 
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     Bu yöntemde ölçülen difüzyon sınır akımı  

 

         
 pd tt

cnFAD
İ 


 

2/1

2/1

 eĢitliği ile verilir. 

 

       Burada; 

        t
ı
 : Akım ölçümünün yapıldığı zaman 

        tp : Pulsun uygulanmaya baĢladığı zaman‟dır. 

 

       Kare dalga yöntemleri temel olarak üç Ģekilde uygulanır. Bunlar Barker, Osteryoung 

ve Kalousek yöntemleridir. Barker kare dalga voltametrisi / polarografisi kare dalganın 

en basit Ģeklidir. Bu formda dalga bir rampa yada merdiven Ģeklinde olup simetrik bir 

kare dalga ile sinüzoidal alternatif akım voltametrisinin uygulanmasıyla oluĢmuĢtur. 

Kalousek kare dalga voltametrisi / polarografisi (Heyrovsky tarafından 

isimlendirilmiĢtir) kare dalganın sadece ters yarı devirlerindeki akımın ölçülmesiyle elde 

edilen daha küçük frekanslı (5 Hz) yöntemleri için uygulanmaktadır. En çok kullanılan 

kare dalga yöntemi ise Osteryoung‟tır. Bu yöntem diğerlerinden, uygulanan puls 

periyodunun (λ), yarı puls yüksekliğinin (Esw) ve uygulanan her puls sonunda 

potansiyelin artması ile farklılık gösterir (Christie ve ark., 1977 ; Turner ve ark., 1977; 

Yılmaz ve ark. 2001; Uslu ve Özkan, 2002 ; Demircigil ve ark., 2002; Özkan ve Uslu, 

2002; Uslu ve Özkan, 2004; Doğan ve ark. 2005a; Uslu ve ark. 2006).  
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         Puls  Polarografisinin Uygulamaları: 

         Günümüzde yüksek duyarlılığı, kolaylığı ve seçiciliğinden dolayı, puls yöntemleri 

kantitatif uygulamalarda, genellikle pik yüksekliklerinin analizlenecek madde  

konsantrasyonuna karĢı grafiğe geçirildiği kalibrasyon eğrileri çizilmesi çalıĢmalarında 

kullanılır.  

 

 

2.1.8.7. Voltametrinin Yeri ve Önemi 

 

Yeni elektrot Ģekil ve tasarımı (modifiye elektrotlar) (Wang ve ark. 1985; Biryol ve ark. 

1996; Biryol ve ark. 1998; Özkan ve ark.1993), yeni yüzey temizleme teknikleri (Özkan 

ve ark. 1994) elektro analiz yöntemleri (puls dalga formları, adsorptif teknikler, sıyırma) 

(Yılmaz ve ark. 2001;Uslu ve ark. 2001; Özkan ve Uslu, 2002; Uslu ve ark. 2002; Uslu, 

2002; Özkan ve ark. 2003a; Özkan ve ark. 2003b; Doğan ve ark.2004; Uslu ve Özkan, 

2004; Doğan ve ark. 2005a; Doğan ve ark. 2005b; Uslu ve ark. 2005a; Uslu ve ark. 

2005b; Doğan ve ark. 2006; Uslu ve ark. 2006; Ostatna ve ark 2006; Palaska ve ar., 

2007; Krizkova ve ark., 2007; Altun ve ark. 2009; Martinez-Huitle ve ark., 2008; 

Dogan-Topal ve ark. 2009; Dogan-Topal ve Ozkan, 2011) sayesinde farmasötik 

preparatlarda ve vücut sıvılarındaki aktif bileĢenler, safsızlıklar, ara ürünler ve 

metabolitler oldukça geniĢ tayin sınırlarıyla (~ 10
–11

M), seçicilikte ve hızlı bir biçimde 

doğrudan analiz edilebilmektedir. 

      Bu nedenle ilaç analizlerinde kromatografik ve fotometrik yöntemlere alternatif 

yöntem olarak nitelendiren modern voltametri bu yöntemlerle yarıĢmalı olmaktan çok 

onları tamamlayıcı niteliktedir. Ayrıca yöntemin yüksek performanslı sıvı 

kromatografisiyle birleĢtirilmesiyle, kompleks karıĢımların analizinde de baĢarıyla 

uygulanması sağlanmıĢtır. (Özkan ve ark. 1998) 

      Voltametrik ve polarografik yöntemlerin, eczacılık alanında ve klinik çalıĢmalarda 

sıklıkla kullanılmasının nedeni düĢük deriĢimlerde farmasötik analizlerin yapılabilmesi, 
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numunelerin kolayca ve çok kısa bir sürede hazırlanabilmesi, analiz süresinin kısa 

olması, ortamda bulunan katkı maddelerinin veya safsızlıkların analiz sonucunu 

etkilememesi, bu tekniklerin ürün kalite kontrolünde kullanabilmesine olanak 

sağlamaktadır. Tablet, kapsül, süspansiyon, Ģurup v.b. ilaç formülasyonlarının 

çözünmeyen kısımlarının veya katkı maddelerinin genelde elektro aktiviteleri 

bulunmadığı için herhangi bir ayırma iĢlemine gerek olmadan analizleri 

yapılabilmektedir. Ayrıca bu yöntemlerin diğer bir üstünlüğü de pahalı ve az miktardaki 

ilaçların analizinde de çok az miktarda numuneye ihtiyaç gösterdiği için 

kullanılabilmesidir. (Brezina ve Zuman, 1958; Zuman ve Brezina,1962). 

       Bu yöntemlerle saf etken maddenin yanında çok kompleks bir karıĢım olsa bile 

(çözünmeyen ilaç katkı maddeleri, serum ya da plazmada bulunan endojen maddeler, 

v.b.) aktif maddelerin analizi duyarlılıkla ve herhangi bir giriĢim olmaksızın 

yapılabilmektedir. Pek çok ilaç etken maddesi ve vücutta bulunan fizyolojik aktif 

maddeler, polarografik veya voltametrik yöntemlere cevap vermektedir. Bu yöntemlerin 

diğer analitik yöntemlere üstünlüğü ise az miktarda maddenin analiz için yeterli olması 

sebebiyle ucuz olması, kolay uygulanabilirliği, analitlerin ön saflaĢtırma iĢlemlerine 

fazla ihtiyaç olmaması, fazla çözücü gerektirmemesi ve hassas bir yöntem olmasıdır. 

(Zuman ve Brezina, 1962; Kissinger ve Heineman, 1996) 
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2.1.8.8. Sıyırma Voltametrisi 

 

Alternatif akım voltametrisi, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi 

gibi modern teknikler, arasında sıyırma voltametrisinin önemli bir yeri vardır. Çünkü 

sıyırma voltametrisinde duyarlılık, faradaik akımın diğer modern polarografik tekniklere 

oranla çok büyük olması, yük akımının o tekniklerdeki kadar olması nedeniyle çok 

artmıĢtır. Bu durum, tayin sınırını çok düĢürmüĢtür (Bond,1980; Strobel,1973). 

        Örneğin, Eisner ve Mark, AgI ile çekirdeklendirilerek yağdırılan yağmur ve kar 

suyunda 10
-10

 M düzeyinden daha duyarlı olarak sıyırma voltametrisi ile Ag miktarını 

tayin edebilmiĢler (Eisner ve Mark, 1970). Genel olarak sıyırma voltametrisinde tayin 

sınırı 10
-6

 ve 10
-9

 M arasındadır.  

        Nükleik asitlerin tayin edilmesi moleküler biyoloji, biyoteknoloji ve diğer birçok 

bilimsel alanda büyük öneme sahiptir. Modern elektroanalitik tekniklerin bu alanda 

önemi büyüktür. Modern DNA teĢhis ve nükleik asit araĢtırmalarında özellikle guaninin 

yükseltgenme sinyalinin izlenmesi temeline dayalı sıyırma voltametrisi kullanımıyla 

elektroanalizin bu alanda kullanımı artmıĢtır. (Wang, 2002; Mascini ve ark., 2006; Liu 

ve ark., 2007)  

        Sıyırma yöntemi basitçe Ģöyle tanımlanabilir; Bir ön deriĢtirme basamağında 

elektrot üzerinde biriktirilen maddenin sonra herhangi bir polarografik teknikle 

sıyrılması, yani çözeltiye geri verilerek ölçülmesidir. 
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2.1.8.8.1.  Sıyırma Voltametrisinin ÇeĢitleri 

 

        4 tip sıyırma voltametrisi vardır: 

         1- Anodik sıyırma 

           2- Katodik sıyırma 

          3- Adsorptif sıyırma 

            4- Potansiyometrik 

 

 

        Anodik Sıyırma Voltametrisi: 

 

        Bir ön biriktirme basamağının voltametri ile birleĢtirilmesidir. Bu ön iĢlem 

basamağında, çözeltideki bir metal iyonu, potansiyel kontrollü elektroliz ile polarografik 

yarı dalga potansiyelinden daha negatif bir potansiyelde özellikle plato bölgesinde bir 

katı elektrot üzerinde (Hg elektrot üzerinde) amalgam verecek Ģekilde elektrolizlenir 

(Wang , 1988). 

           M
n+

 + Hg + ne
-
 ↔ M(Hg) 

         Sıyırma aĢamasında potansiyel anodik yönde doğrusal veya diğer metodlarla hızla 

taranır ve iyonun yükseltgenerek çözeltiye geri difüzyonu gerçekleĢir. 

           M (Hg) → Mn
+ 

+ ne
–
 + Hg 

         Elde edilen voltamogramdaki sıyırma piki, biriktirilen metalin yükseltgenmesine 

iliĢkin olduğundan pik akımı metalin elektrottaki ve dolayısıyla çözeltideki deriĢimine 

iliĢkin bilgi verir. Pik potansiyeli yardımıyla nitel analiz gerçekleĢtirilebilir. 

         Anodik sıyırma voltametrisinde duyarlılık üzerine etkili paramatreler; 
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           - metalin amalgamdaki konsantrasyonu, 

           - elektrodun Ģekli ve geometrisi, 

           - elektroliz basamağının süresi ve verimidir. 

 

 

         Katodik Sıyırma Voltametrisi: 

 

         Katodik sıyırma voltametrisi analizi yapılacak maddenin elektrot üzerinde 

yükseltgenerek çözünmeyen bir film oluĢturduğu ön konsantrasyon basamağı ile, 

sonradan bu maddenin negatif bölgede indirgenerek ölçümüne dayalı bir yöntemdir. 

              An- + Hg ↔ HgA + ne- 

         Kısaca anodik sıyırma voltametrisinin ayna görüntüsü de denir.  

            An- : Tek değerli (Cl-) veya iki değerli bir anyon,  

            HgA : Civa tuzlarını göstermektedir(HgCl). 

         ÇeĢitli organik ve inorganik maddeler, tiyoller, halojenürler, Hg ile çözünmeyen 

tuzlar oluĢtururlar ve bunlar katodik sıyırma voltametrisiyle ölçülürler (Booth, 1970). 

Hg damlası üzerinde yapılacak sıyırmada katodik dalga Hg‟nin indirgenmesinin 

gözlenmeyeceği bir  potansiyelde yapılmalı ve buna uygun bir sıyırma yöntemi 

seçilmelidir.(Bond, 1980) 

 

 

         Potansiyometrik Sıyırma Voltametrisi: 

 

         Bu teknik biriktirme adımı yönüyle anodik sıyırma voltametrisi ile aynıdır ancak 

sıyırma aĢamasında elektrot yüzeyinde toplanan metalik türün ortamda bulunan Hg
2+
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iyonları gibi bir yükseltgenle kimyasal olarak yükseltgenmesi sonucu elektrot 

potansiyelindeki değiĢimler zamana karĢı kaydedilir. Yöntem kronopotansiyometrik 

sıyırma olarak da adlandırılır. 

                   M ( Hg) + n/2 Hg
2+

 → M
n+

 + n/2 H 

 

         Potansiyometrik sıyırmada konsantrasyon basamağından sonra sabit potansiyel 

uygulamasına son verilir ve toplanmıĢ metaller yükseltgen bir madde ile yükseltgenir. 

Bu madde çözeltide bulunmaktadır veya uygun değerde bir sabit akım uygulanarak da 

bu iĢlem yapılır (Wang, 1988; Jagner ve Graneli, 1976; Jagner, 1982). 

         Bu yükseltgenme sırasında çalıĢma elektrodunun potansiyeli değiĢir bu potansiyel 

zamana karĢı kayıt edilir. Bu eğri sıyırma platosudur. Redoks titrasyon eğrilerinde 

olduğu gibi iki eĢdeğerlik noktası arasındaki süre bu zaman aralığında yükseltgenmiĢ 

olan maddenin konsantrasyonunun ölçüsüdür. 

                         tsıyırma  α  [M
n+

] tbiriktirme 

         Wang, J., ve ark., (1996e) fenotiyazin grubu ilaçlardan; prometazin, fenotiyazin, 

klorpromazin, tiyoridazin ve proklorperazin ile dsDNA etkileĢimlerini karbon pastası 

elektrot kullanarak potansiyometrik sıyırma analizi ve diferansiyel puls voltametrisi 

teknikleri ile incelemiĢlerdir. (Wang ve ark., 1996e) 

 

 

         Adsorptif Sıyırma Voltametrisi: 

 

         Adsorpsiyon sıyırma yöntemleri, anodik ve katodik sıyırma yöntemlerine oldukça 

benzemektedir. Burada, en yaygın kullanılan; 

                – mikroelektrot 

                – asılı civa damla elektrotu 
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                – karbon bazlı elektrotlar (camsı karbon, karbon pasta, bor ile dope edilmiĢ 

elmas, kalem grafit, vb) 

analitin karıĢtılan bir çözeltisine birkaç süre ile daldırılır. Sonra, elektrot yüzeyinde 

analitin birikmesi elektrolitik olarak değil, fiziksel adsorbsiyonla meydana gelir. 

Yeterince analit biriktirildikten sonra (bunu deneysel optimizasyonla belirliyoruz), 

birikmiĢ madde doğrusal taramalı veya değiĢik puls voltametrik yöntemlerle tayin edilir. 

Kantitatif analiz, numunelerle aynı Ģekilde iĢlemelere tabi tutulan standart çözeltilerle 

yapılan kalibrasyona dayanır. 

        Anodik sıyırmada kolaylıkla indirgenip amalgam oluĢturan metallerin tayinleri söz 

konusudur (Pb, Cd, Zn, Cu, Bi, Tl, In, Sb, Sn, Ni, Mn, Ga, gibi). Al, Fe, Co, MO, V, Cr, 

Ti, La, gibi metaller ise adsorptif sıyırma volametrisi ile tayin edilirler. Sıyırma 

basamağı herhangi bir polarografik teknikle olabilir.  

        Metaller dıĢında organik moleküllere de uygulanabilmektedir. Bu amaçla Hg 

elektrotlar yanında modifiye elektrotlar da kullanılmaktadır.Örnek: (Wax impregneted 

graphite electrode WIGE) mumla impegrene edilmiĢ elektrotla    fenotiyazin grubu 

ilaçlar adsorptif sıyırma ile tayin edilmiĢtir (Jarbawi ve ark.,1982; Jarbawi ve ark,1986). 

Bu tayinde organik madde önce elektrot üzerine adsorplanmıĢ ve mum içerisine 

ekstrakte olmuĢtur. 

         DeğiĢik yöntemlerle elektrot yüzeyinde toplanan maddeler, doğrusal taramalı 

voltametri, normal puls polarografisi (pp), diferansiyel puls polarografisi(dpp), kare 

dalga, alternatif akım(ac) polarografisi ve kronopotansiyometri gibi yöntemler 

kullanılarak, elektrot yüzeyinden sıyrılarak tayin edilebilmektedir. Sıyırma 

voltametrisinde karbon elektrotlar kullanılırken, sıyırma yöntemi olarak, doğrusal 

taramalı voltametri yerine, pp, dpp, ac, kare dalga kullanıldığı zaman daha büyük 

duyarlılık sağlanabilmektedir (Greef ve ark.1990; Osteryoung ve Christie, 1974). Puls 

tekniğinin hassasiyeti, doğrusal taramalı voltametriden daha iyidir. 

         Diferansiyel puls anodik voltametrik yöntemi ile 10
-10

 M tayin limitine 

ulaĢılabilmektedir (Schiavon ve ark.,1991). 
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         Klinik ve farmasötik önemi olan birçok organik molekül, özellikle civa yüzeyi, 

civa üzerindeki yükün sıfır olduğu yaklaĢık -0,4 V‟a (DKE‟ye karĢı) ayarlanırsa, sulu 

çözeltilerden civa yüzeyine kuvvetle adsorplanırlar. Ġyi bir karıĢtırma ile, adsorpsiyon 

hızlanır ve analiz için yeterli miktar analit biriktirmek için, 10
-7

M çözeltilerde sadece 1-5 

dakika, 10
-9

M çözeltilerde 10-20 dakika gerekir. Bu süre maddeye göre de 

değiĢmektedir.  

         Adsorptif sıyırma voltametrisi, çok düĢük deriĢimlerdeki çeĢitli inorganik 

katyonların tayininde kullanılmaktadır. Bu uygulamalarda, katyonlar genellikle 

dimetilglioksim, kateĢol ve bipridin gibi yüzey-aktif kompleksleĢtiricilerle kompleksleri 

haline dönüĢtürülür. Yöntemin gözlenebilme sınırı 10
-10

 ve10
-11

 M aralığındadır. 

         Palecek 1988 yılında, nükleik asitlerin elektrokimyasal olarak tayininde adsorptif 

sıyırma voltametri tekniğinin kullanılması ile duyarlılığın iki kat arttığını belirmiĢtir. 

(Palecek, E., 1988) 

 

 

2.1.8.8.2. Sıyırma Voltametrisinin Basamakları 

 

        Elektrot Biriktirme Basamağı 

 

        Normal olarak, elektrot biriktirme basamağı sırasında analitin yalnızca ufak bir 

kesri elektrot yüzeyinde birikir. Bu yüzden kantitatif sonuçlar; 

          -elektrot potansiyelinin kontrol edilmesi 

          -elektrot boyutu 

          -biriktirme süresi 

          -hem numunenin hem de kalibrasyonda kullanılan standart çözeltilerin karıĢtırma 

hızı gibi faktörlere bağlıdır. 
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        Sıyırma yöntemindeki mikroelektrotlar civa, altın, platin, gümüĢ ve çeĢitli 

formlardaki karbon gibi değiĢik maddelerden yapılır. En çok kullanılan elektrot, asılı 

civa ve damla elektrotudur. Bu elektrot bir platin ile temasta olan asılı civa damlasından 

oluĢur. Bu elektrotlar asılı damla boyutunun tam hassas bir Ģekilde kontrolünü sağlamak 

için çoğunlukla mikrometreli bir mikro Ģırıngadan ibarettir. Böylece Ģırınga ile kontrol 

edilen akıtma sistemlerinde, civanın yer değiĢtirmesi ile damla kapillerin ucunda oluĢur. 

        Anodik sıyırma ile bir metal iyonunu tayin etmek için, önce taze bir asılı damla 

oluĢturulur, karıĢtırmaya baĢlanır ve ilgili iyonun yarı dalga potansiyelinden 10-20mV 

daha negatif bir potansiyel uygulanır. 10
-7 

M çözeltiler için bir dakika veya daha az 

süreden, 10
-9

 M çözeltiler için 30 dakika veya daha fazla süreye kadar değiĢmek üzere, 

dikkatlice ölçülen bir süre için elektrotta biriktirme yapılır. Elektroliz süresi, analizin 

tamamlanması için seçilecek yöntemin duyarlılığı ile belirlenir. 

 

 

        Analizin Voltametrik Olarak Tamamlanması 

 

       Asılı civa damla elektrodunda toplanan analit, birkaç voltametrik yöntemden 

herhangi biri ile tayin edilebilir. Örneğin, doğrusal anodik tarama iĢleminde, birikme 

tamamlandıktan sonra 30 saniye daha karıĢtırmaya devam edilir. Daha sonra potansiyel, 

sabit ve doğrusal bir Ģekilde baĢlangıç katodik değerinden itibaren azaltılır ve oluĢan 

anodik akım uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.  

       Voltametrik iĢlemlerin çoğunda sıyırma basamağı vardır. Bunlar içinde en çok 

kullanılanı anodik diferansiyel puls tekniğidir. Bu yöntemle oluĢan dar ve sivri pikler, 

karıĢımların analizinde büyük kolaylık sağlar. Keskin pik elde etmek için kullanılacak 

bir baĢka yöntem ise civa film elektrodu kullanmaktır. Burada camsı karbon gibi inert 

bir elektrot üzerine ince bir civa filmi elektrolitik olarak kaplanır. Normal olarak civa 

analitle birlikte biriktirilir. Burada filmden çözelti ara yüzeyine olan mesafesi civa 

damlasındakinden daha kısa olduğu için, analitin film tabakasından çözeltiye geçiĢi daha 
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hızlı olur; bunun sonucu daha büyük duyarlılığa ve karıĢımdaki bileĢenlerinin her birinin 

daha iyi tayinine yol açan, daha dar ve daha büyük voltametrik pikler elde edilir. Diğer 

taraftan asılı civa damla elektrodu, özellikle yüksek analit deriĢimlerinde çok daha 

tekrarlanabilir sonuçlar vermektedir. Bu yüzden pek çok uygulamada asılı civa damla 

elektrodu kulanılır. 

        Sıyırma tekniğinin birçok Ģekli geliĢtirilmiĢtir. Örneğin çok sayıda katyon, bir 

platin katot üzerine elektro kimyasal biriktirme ile tayin edilebilmektedir. Daha sonra 

biriken miktarı uzaklaĢtırmak için gerekli elektrik miktarı kulometrik olarak ölçülür. Bu 

yöntem eser element analizleri için son derece kullanıĢlıdır. Ayrıca, halojenürlerin tayini 

için de, katodik sıyırma yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Burada halojenür iyonları civa 

üzerine civa tuzları halinde biriktirilir, daha sonra katodik bir akımla sıyırma yapılır. 

 

 

2.1.8.8.3. Yöntemin Teorisi 

 

Genel olarak sıyırma voltametrisi ile anodik sıyırma voltametrisinin teorisi aynıdır. 

Sıyırma voltametrisinde bir doğru akım (d.c.) potansiyel rampı söz konusudur. Hem 

dönüĢümlü voltametride hem de doğru akım polarografisinde bu ramp üçgen 

Ģeklindedir. Böylece potansiyel sinyali uygulandığında potansiyel değiĢme bölgesi 

negatif ise önce katodik yönde indirgenme, potansiyel değiĢme bölgesi ters çevrildiğinde 

anodik yönde yükseltgenme piki veya pikleri gözlenir.  

        Olay eğer tersinir ise pik, anodik ve katodik dalda hemen hemen aynı 

potansiyellerde görülür ve pik yükseklikleri eĢittir. 

                           A + ne-  ↔ B 

        Tersinir olayının olabilmesi için, yani piklerin aynı bölgede görülebilmesi için, 

oluĢan B maddesinin çözünüp, çözeltiye geçmesi gerekir. 

                        A + ne-  ↔ B(Hg) 
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        Böyle bir tersinir olayda oluĢan indirgenme ürünü Hg ile amalgam oluĢturuyorsa ve 

bu olay çok küçük hacimli bir asılı civa elektrodunda oluĢuyorsa sonuçta gidiĢ yönünden 

daha büyük pikli bir dönüĢ yönü elde edilir. Çünkü amalgamdaki metal tekrar 

yükseltgenerek çözeltiye geçmiĢtir. Böylece amalgam oluĢturmasını kapsayan bir olayda 

geri dönüĢ ve analitik olarak istenen faradaik akım artıĢı sağlanmıĢtır. 

         Hg elektrotla yapılan anodik sıyırma voltametrisinde hesaplanması gereken önemli 

parametrelerden biri kontrollü potansiyel elektroliz basamağındaki amalgam 

konsantrasyonudur. Kontrollü potansiyelde elektroliz, anodik sıyırma voltametrisinde, 

polarografik yarı dalga potansiyelinden 300-400 mV daha negatif potansiyelinde yapılır. 

Bu sırada çözelti karıĢtırılır veya elektrot döndürülür. Bu potansiyelin tam değerinin 

bulunması için deney Ģartlarının optimize edilmesi gereklidir. Elektrotun dönme hızı 

veya çözeltinin karıĢtırılma hızı (W) elektroliz verimini etkileyen faktörlerdir. 

 

2.1.8.8.4. Sıyırma Voltametrisinde Kullanılan Elektrotlar 

 

Bu teknikte kullanılan hücre ve elektrotlar doğru akım polarografisindeki gibidir. Üç 

elektrotlu bir sistem kullanılır. Böylece çalıĢma, referans ve yardımcı elektrotlar 

arasındaki IR düĢüĢü minimuma indirilir. ÇalıĢma elektrotu bu teknikte doğru akım 

polarografisinden farklı olabilir. 

        Asılı Civa Damla Elektrodu sıyırma voltametrisinde en sık kullanılan elektrotlardan 

biridir. (Solak ve ark.,1988; Kır ve ark.,1990; Altınöz ve Temizer, 1990a ; Altınöz ve 

ark.,1990b; Altınöz ve ark.,1992)        Günümüzde Hg film elektrotlara destek olarak, 

karbon elektrotlar kullanılmaktadır. Çünkü karbon elektrotlar inert, dayanıklı ve elektrik 

iletkenliği yüksek elektrotlardır. 

         Bu amaçla kullanılan karbon elektrotlar arasında karbon pasta elektrot 

(Florence,1970), balmumu ile impegrene edilmiĢ (grafit) karbon elektrot 

(Chrıstıan,1969; Adams,1958; Convıgton ve ark.,1965), camsı karbon elektrot (Matson 

ve ark,1965; Florence, 1980; Adeloju ve ark.,1991; Dogan ve Ozkan, 2005), kalem 
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grafit elektrot (Dogan-Topal ve ark, 2009) ve karbon fiber elektrot (Cushman,1981) 

sayılabilir. DeğiĢik bir elektrot olarak grafit sprey elektrot da anodik sıyırma 

voltametrisinde kullanılmıĢtır (Kauffmann ve ark.,1982). GeliĢtirilen farklı bir elektrot 

da asılı bakır amalgam damla elektrottur ve bu elektrot yardımıyla Bilewicz ve Kublik 

iyodun eser miktarlarını tayin edebilmiĢlerdir (Blewıcz ve ark.1983). 

 

 

2.1.8.8.5. Sıyırma Voltametrisinin Uygulama Alanları  

  

        Ġlaç analizleri: Pek çok ilaç analizi genelde adsorptif sıyırma voltametrisi 

kullanılarak yapılmıĢtır. 

        2004 yılında Doğan ve ark., Anodik Adsorptif Sıyırma Voltametri tekniği ile 

Hipertansiyonda kullanılan Kandesartan Sileksetil‟i camsı karbon elektrotta analiz 

etmiĢlerdir. (Dogan ve ark., 2004) 

        2005 yılında Carapuça ve ark. Trimetoprimi adsorptif sıyırma voltametrisiyle asılı 

civa elektrotta analiz etmiĢlerdir. Tayin edilebilen en küçük konsantrasyon olarak 1x10
-7 

M‟ a kadar inmiĢler. (Carapuça ve ark., 2005)  

        2005 yılında Doğan, B., ve Özkan,S.A., adsorptif sıyırma voltametrisiyle camsı 

karbon elektrotta hipertansiyon hastalığında kullanılan Karvedilolün elektrokimyasal 

davranıĢlarını incelemiĢler ve geliĢtikleri yöntemi farmasötik dozaj formlarına ve insan 

serumuna uygulamıĢlardır. Ġnsan serumunda yakalama sınırını 5,99x10
-8

M bulmuĢlardır. 

 

         Klinik uygulamaları: Klinik uygulamalarda insan kanında, idrarında, doku ve 

organlarda, kan plazmasında çeĢitli analizler yapılmıĢtır. Örneğin 10
-10

M seviyesinde 

bilirubin tayini Wang ve Luo tarafından 1985 yılında yapılmıĢtır. (Wang ve Luo, 1985b) 

        2005 yılında Kuo-Tang Liao ve Hsuan-Jung Huang 1.6 femtomolar seviyesinde, 

tavĢandaki immunglobulin G miktarını tayin etmiĢler ve kare dalga sıyırma 

voltametrisini kullanmıĢlardır. (Liao ve Huang, 2005) 
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        Çevre analizleri: Çevre analizlerinde numune olarak genellikle deniz suyu ve 

doğal sular kullanılmıĢtır. Deniz suyunda Fe, Cu, Bi, Pb, Cd ve Zn nun eser 

miktarlarının doğrudan ve aynı zamanda tayinleri yapılmıĢtır. Doğal sulardan da Cu, Pb, 

Cd ve Zn tayini yapılabilmiĢtir (Brihaye ve ark 1983; Blutstein ve ark 1976). 

KullanılmıĢ motor yağlarından mikro molar düzeyinde ve sentetik Pb numunelerinden 

ppb düzeyinde Pb tayin edilmiĢtir (Kapanıca 1991). 

 

        Diğer analizler : Sıyırma voltametrisi ile yapılan diğer analizler ise genellikle 

kompleks tayinleridir. Bu yöntemlerle, Al, U, Co, Cd ve Zn‟nun çeĢitli komplekslerden 

tayinin (Stryjewska ve ark.1991; Dıaz-Cruz ve ark. 1991) ve anyonik yüzey aktif 

maddeler yardımıyla kompleks oluĢturarak Tl, Pb, Cd, Cu ve In tayini yapılabilmiĢtir 

(Opydo 1992). 

        Ayrıca bu yöntemle çeĢitli ilaç formlarından Selenyum (Se) (Stoıca ve ark. 2002) 

analizi yapılmıĢtır. 

        Mikro elektrotlarla hızlı taramalı sıyırma voltametrisi (Namura ve ark., 1991) 

yöntemleri de kullanılmıĢtır. Bir çalıĢmada da özel bir tip ceketli elektrot kullanılarak Co 

ve Ni adsorptif sıyırma voltametrisi ile tayin edilmiĢtir (Breeff ve ark., 1991). 

        Modifiye elektrotların geliĢmesine paralel olarak, sıyırma voltametrisi klinik, çevre, 

ilaç ve eser madde analizlerinde sıklıkla kullanılmaya baĢlanmıĢtır.  

        Bu yöntemden aynı zamanda organik moleküllerin tayininde de yararlanılmaktadır. 

Bu yöntemde tayin ve yakalama sınırının çok düĢük olması, yöntemin en büyük 

üstünlüğünü oluĢturmaktadır. 
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2.2. Biyosensör 

 

Biyosensörler, biyolojik materyaller içeren ve/veya bunların çeĢitli ortamlarda kalitatif 

ve/veya kantitatif tayin ve izlenmesinde kullanılan cihazlardır. Biyosensörlerde en 

önemli nokta sistemde mutlaka bir biyolojik materyal kullanılıyor olmasıdır. Bu 

biyolojik materyaller kullanılarak, çok seçici, çok hassas, çoğu zaman da çok daha hızlı 

ölçüm yapmak mümkündür. 

        Biyosensörler, birbiri içine geçmiĢ tanıyıcı bölüm ve tanıyan ile tanınan arasında iki 

etkileĢmeyi elektrik sinyaline çeviren bir çevirici sistemden oluĢan biyoanalitik 

aletlerdir. Birinci kısım hedef analit ile seçimli olarak etkileĢime giren biyokimyasal 

kısımdır. Ġkinci kısım ise bu etkileĢimi algılayan elektriksel kısımdır. Tanıyıcı kısımda 

immobilize edilmiĢ ligandlar bulunmaktadır (Coulet, 1991; 

http://www.biyomedtek.com; Pividori ve ark., 2000; Turner, 1987). Biyosensörlerde 

amaç örnek içinde bulunan bir kimyasalın deriĢimi ile doğru orantılı bir elektronik sinyal 

elde etmektir. Kısaca biyosensörler analizlenecek maddenin bilinmez değiĢimleri 

hakkında sürekli bilgi sağlar. 

   

 

                        ġekil 2.27. Biyosensörün yapısı ve bileĢenleri (Karadeniz, 2004) 
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2.2.1. Ġdeal Bir Biyosensörün Sahip Olması Gereken Özellikleri  

 

Ġdeal bir biyosensör aĢağıda adı geçen özelliklere sahip olmalıdır (Hall, 1990; Söğüt ve 

Kayalı, 2005). 

          Seçimlilik: Ġdeal bir biyosensör öncelikle seçimli olmalıdır. ÇalıĢma ortamında 

analit ile giriĢim yapabilecek çeĢitli bileĢenler olabilir. Seçimli olan biyosensör, analiti 

varlığı tespit edilmiĢ olan bu bileĢenlerden farklı olarak ölçebilir. Seçimlilik yeterli 

değilse, bunu sağlamak için ek iĢlemler gerekir.  

         Kullanım ömrü: Ġdeal bir biyosensör, uzun kullanım ömrüne sahip olmalıdır. 

Biyosensörün kullanım ömrünü kısıtlayan en önemli faktör biyolojik çeviricinin 

aktivitesindeki azalmadır.  

         Kalibrasyon: Kullanım ömürleri boyunca biyosensörler, sıklıkla kalibre 

edilmelidir. Ġdeal bir biyosensörün kalibrasyona hiç gereksinim duymaması gerekse de, 

bu pratikte gerçekleĢememektedir. Bunun için biyosensör tasarımı için kullanılan 

cihazın kalibrasyon gereksiniminin mümkün olabilecek en az miktarda olması 

istenmektedir. 

         Tekrarlanabilirlik: Ġdeal bir biyosensör için, aynı koĢullar altında, ardarda 

yapılan ölçümlerde, elektrodun yaklaĢık olarak aynı sonuçları okuması istenir. Bu durum 

pratikte mümkün değildir. Bu noktada tekrarlanabilirlik, aynı kiĢi tarafından, aynı 

koĢullarda, sabit bir örnek ile belli bir yöntem kullanılarak yapılan bir dizi iĢlemin, 

kesinliği olarak tanımlanır. Biyolojik örnek için %15‟ten fazla bağıl standart sapma ile 

kesinlik sağlanabilir. Tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir çünkü 

tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, biyosensörün de o denli iyi olduğundan söz 

edilebilir.  

         Stabilite: Stabilite, kullanılan biyolojik materyalin fiziksel dayanıklılığına bağlı 

olup, pH, ısı, nem, oksijen deriĢimi gibi faktörlere karĢı elektrodun kararlılığını ifade 

etmektedir. Ġdeal bir biyosensör kararlı olmalıdır. 
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         Duyarlılık: Duyarlılık, biyosensörün konsantrasyonda meydana gelen küçük 

değiĢimleri kaydetme kapasitesidir. Biyosensöre immobilize edilmiĢ biyolojik 

materyalin duyarlılığının yüksek olması gerekir. 

         Tayin sınırı: Analitin, analitik bir iĢlemle tayin edilebilecek en düĢük 

konsantrasyonu tayin sınırını belirler. Tayin sınırının düĢük olması kullanılan 

malzemenin de az olmasını sağlar. Tayin sınırı, elektrot yüzeyinin büyüklüğü, biyolojik 

materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, elektrot yüzeyine tutturulan madde miktarı 

gibi faktörlerden etkilenir. 

        Ölçüm aralığı: Ölçüm aralığı akım–konsantrasyon eğrilerinin lineer olduğu 

deriĢim aralığıdır. Ġdeal bir biyosensörde bu aralığın geniĢ olması istenir. 

        Cevap zamanı: Cevap zamanının kısa olması çalıĢmada zamandan tasarruf sağlar. 

Bu bakımdan ideal bir biyosensörün hızlı cevap zamanına sahip olması istenir. Elde 

edilen akım–zaman eğrileri cevap zamanı hakkında bilgi verir. Basamakların Ģekli 

yayvan ve geniĢse cevap zamanı yavaĢ, tersi söz konusu ise cevap zamanı hızlıdır.  

        Geriye dönme zamanı: Geriye dönme zamanı, örneğin amperometrik 

çalıĢmalarda, ilk örnekten ne kadar süre sonra ikinci örneğin ölçülebileceğini belirler. 

Ġdeal bir biyosensör hızlı geriye dönme zamanı özelliği göstermelidir. 

        Basitlik ve ucuzluk: Ġdeal bir biyosensörün tasarımı basit, maliyeti ucuz ve 

kullanımı kolay olmalıdır. 

        Küçültülebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensör yapısında bulunan 

materyallerin küçültülebilmesi, biyosensör tasarımı açısından oldukça önemlidir. 

Biyosensörün sterilizasyonu ise ikinci bir önemli noktadır, ancak biyolojik materyalin 

fiziksel dayanıklılığı, sterilizasyonu kısıtlayan bir etmen olarak karĢımıza çıkar. 
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2.2.2. Çevirici Türüne Göre Biyosensör ÇeĢitleri 

 

Biyosensörün tanıyıcı tabakasına takılmıĢ bulunan ligand (tanıyan) ile tayini 

gerçekleĢecek olan analit (tanınan) arasında, sensör yüzeyinde bir etkileĢme oluĢur. Bu 

etkileĢim, biyosensörlerde çoğu kez çok seçicidir. EtkileĢmenin sonucunda oluĢan 

değiĢiklik ortaya çıkan bir kimyasal madde veya baĢlangıçta ortamda bulunan ve 

etkileĢme ile kaybolan bir kimyasal madde olabilir. Bu durum bazı değiĢikliklere sebep 

olur ve çevirici kısım bu değiĢiklikleri algılar ve elektrik sinyaline çevirir. 

 

 

                       ġekil 2.28. Çevirici türüne göre biyosensör çeĢitleri 

 

 

 

Doku kesitleri 
İmmunajanlar 
Nükleik asitler 
Reseptör molekülleri 
Mikroorganizmalar 
Organeller 
Enzimler 

 

-Elektrokimyasallar 

  Potansiyometrik 
  Amperometrik 
  Voltametrik 
  Kondüktometrik 
  Transistörler 
-Optik 
  Fotometri 
  Florimetri 
  Luminesans 
-Kütle Değişimi 

  Piezoelektrik 
-Isı Değişimi 

 Termistörler 

Biyokomponent Çevirici Kısım 
Veri toplama ve  
Değerlendirme 

Elektronik 
Sinyal 

  numune 

BBiiyyoosseennssöörr  ÇÇeeşşiittlleerrii  
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         Elektrokimyasal Biyosensörler  

 

         EtkileĢim sonucu ortaya çıkan değiĢim elektrokimyasal bir değiĢim ise (elektriksel 

potansiyel veya akım değiĢimi gibi), çevirici bölümün bu elektrokimyasal değiĢimleri 

algıladığı biyosensörlere elektrokimyasal biyosensörler adı verilir. Bu baĢlık altında en 

yaygın olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan etkili biyosensörlere 

rastlanmaktadır. 

 

 

         Optik Biyosensörler 

 

         Biyosensörün çevirici bölümünün optik değiĢimleri algıladığı ve elektrik sinyaline 

çevirdiği aygıtlara optik biyosensörler denir. Optik biyosensörler iletici sistem olarak 

optik lifler üzerine uygun bir yöntemle uygun bir biyomolekül immobilize edilerek 

hazırlanan ölçüm aygıtlarıdır. EtkileĢim sonucu meydana gelen kimyasal ya da 

fizikokimyasal bir değiĢimin ölçümünü esas alırlar. Sinyal ıĢık yansıması, saçılımı ya da 

yayımı sonucu meydana gelir (http://www.biyomedtek.com; 

http://www.kontrolkalemi.com) 

 

 

         Kütle Hassas Biyosensörler 

 

         Kütle hassas biyosensörlerde çevirici olarak piezoelektrik kristaller kullanılır. 

Rezonans frekanstaki değiĢime dayanarak santimetrekarede nanogram seviyesinde kütle 

değiĢimi ölçülür. Bu sebeple antikor–antijen etkileĢimlerinde sıkça kullanılır. Kütle 

http://www.biyomedtek.com/
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hassas biyosensörlere Kuartz Kristal Mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance, QCM) 

örnek gösterilebilir. (http://www.baskent.edu.tr).  

 

 

         Isıl (Termal Sensörler) 

        Sıcaklığın değiĢimi üzerine kurulmuĢ olan sensörlerdir. Genellikle reaksiyon 

sıcaklığı ve adsorpsiyon sıcaklığı ölçüm temeli üzerine kurulmuĢtur. 

          

 

2.2.3. Elektrokimyasal Biyosensörler 

 

Elektrokimyasal biyosensörler, özel biyolojik tanıma unsuru ile elektrokimyasal 

tekniklerin analitiksel gücünü birleĢtirir. Amaç; analitin deriĢimine bağlı olarak biyolojik 

bir iĢlemle bir elektrik sinyali elde etmektir. 

 

 

2.2.3.1. Elektrokimyasal Biyosensörlerin Çevirici Ölçüm Türüne Göre  

              Sınıflandırılması 

 

Elektrokimyasal biosensörler, çevirici (transistor) ölçüm türüne gore üç ana baĢlık 

altında toplanabilir: 

         - Amperometrik 

         - Potansiyometrik 

         - Kondüktometrik 
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         Amperometrik elektrokimyasal biyosensörler 

         KarĢılaĢtırma elektroduna göre sabit gerilimde iĢlev görürler. Bu biyosensörlerde 

ölçülen sinyal, biyosensör yüzeyinde indirgenen ya da yükseltgenen tür tarafından 

çalıĢma elektrodunda meydana gelen akımdır. Bir elektrokimyasal türün, 

elektrokimyasal indirgenmesi/ yükseltgenmesi ile meydana gelen akımın ölçülmesine 

dayanır. Genelde çalıĢma elektrodu üzerinde sabit gerilim değeri varken çalıĢılır. Amper 

değeri en az 10
-9

 – 10
-6

 amper olmalıdır. 

        Amperometrik ölçümler uygulanan tek bir gerilim değerinde hücredeki akım 

artıĢının kaydedilmesi ile yapılır. Elde edilen elektrik sinyalinin büyüklüğü elektroaktif 

türün deriĢimi ile doğru orantılıdır. Amperometrik biyosensörler oldukça duyarlı, hızlı 

ve ucuzluk üstünlüklerine sahiptirler. 

 

         Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensörler 

         Potansiyometrik ölçümler ya çalıĢma ve karĢılaĢtırma elektrot arasındaki gerilim 

farkının ya da iki karĢılaĢtırma elektrotu arasına geçirgen bir membranın yerleĢtirilmesi 

ile meydana gelen gerilim farkının ölçülmesine dayanır. Bu sistemlerde önemli bir akım 

yoktur. Potansiyometride sensör ara yüzeyinde bölgesel bir denge kurulur; ara yüzeydeki 

elektrot ya da membran gerilimi ölçülür. Gerilim farkından örnek bileĢimi hakkında 

bilgi elde edilir. 

 

          Kondüktometrik elektrokimyasal biyosensörler 

          Ana çözeltideki ya da ince film üzerindeki elektrik iletkenliğinin değiĢimi üzerine 

kurulmuĢtur. Bu iletkenlikte analitin bulunma miktarı etkilidir. Kondüktometrik 

yöntemler temel olarak seçici değillerdir; ancak yüzey modifikasyonu ve aletsel 

geliĢmeler seçiciliği artırmıĢ ve sensör tasarımına bu yöntemin girmesini sağlamıĢtır 

(Thevenot ve ark., 1999; Stradiotto ve ark., 2003). 
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2.2.4. Analizlenecek Madde-Biyoaktif BileĢen ĠliĢkisine Göre Biyosensörlerin  

          Sınıflandırılması  

 

Biyosensörler farklı bir bakıĢ açısıyla Analizlenecek madde-biyoaktif bileĢen iliĢkisine 

göre aĢağıdaki Ģekilde de sınıflandırılabilirler;  

 

 

        1.Biyoaffinite Esaslı Biyosensörler 

 

        Afinite biyosensörleri, belirli biyomoleküllerin (antikor, reseptör, polinükleotitler) 

özel hedef analitlere seçici bağlanmasında kullanılır. Bu sensörler, bağlanma sürecinin 

sonucu olarak oluĢan elektrokimyasal sinyallerin ölçülmesine dayanır. Biyokimyasal 

bağlama tepkimelerinin afinitesi ve yüksek spesifikliği oldukça duyarlı ve seçici 

aletlerin yapılmasına yol açmaktadır. Afinite biyosensörleri üç ana baĢlık altında 

toplanabilir. 

         -  Ġmmünosensörler 

         -  Reseptör temelli biyosensörler 

         -  Nükleik asit temelli biyosensörler 

 

         İmmunosensörler (antikor temelli sensörler):  

         Antikor/antijen(AbAg) kompleksinin oluĢumunu içeren immünojikal tepkimeler 

temeli üzerine dayandırılmıĢtır. 

           Ab  + Ag ↔ AbAg 

        Antikor, yabancı molekülleri bağlaması için (antijen vb.) organizma tarafından 

üretilen proteinlerdir. Ġmmunosensörler bağlanma olayının ya da yer değiĢtirme olayının 

sonucunda antikor ya da antijen deriĢimindeki doğrudan değiĢikliğin kaydedilmesi 
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üzerine kurulmuĢtur. Bu sensörlerin büyük bir çoğunluluğunun tepkimesi tersinmez 

olduğundan yeniden kullanılamaz ve pahalıdır. 

 

        Reseptör temelli biyosensörler: 

        Yeni önerilen duyarlı bir yol, biyolojik tanıma elemanı olarak kemoreseptörlerin 

kullanılmasıdır. Reseptörler protein molekülleridir, hedef analiti özel olarak bağlayan 

hücresel membrana yerleĢtirilmiĢlerdir. Membran reseptör hedef analit arasındaki seçici 

bağlanma olayı sonucunda membrandaki iletkenliğin değiĢimi ölçülerek tayin yapılır. 

Membran reseptör ve hedef analit arasındaki basit ve seçici bir bağlanma olayı binlerce 

iyonu içine alan çevirici membranın iletkeliğindeki artmanın sonucundadır. 

 

        Nükleik asit temelli biyosensörler: 

        Nükleik asitler tanıma tabakası olarak elektrokimyasal bir çevirici ile birleĢtirilerek 

afinite biyosensörlerin önemli ve yeni bir türünü oluĢtururlar. RNA ve DNA temelli 

biyosensörlerdir. DNA biyosensörler ile hedef analitin belirlenmesinde iki yaklaĢım 

geliĢtirilmiĢtir. Birincisi DNA‟nın çift sarmal arasına analitin girmesi, ikincisi DNA 

yapısının en elektroaktif türü olan guaninin doğrudan ölçülmesi Ģeklindedir. Geleneksel 

yöntemlerle karĢılaĢtırıldığında daha hızlı ve ucuzdurlar. Bu analizlerle genetik bilgilere 

ıĢık tutulmaktadır (Thevenot ve ark., 1999; Wang, 2000; Stradiotto ve ark., 2003) 

 

 

1. Biyokatalitik Esaslı Biyosensörler 

 

        Tanıma tabakası (reseptör) olarak enzim, doku, bakteri ve hücrelerin kullanıldığı 

biyosensörlerdir. Enzim temelli elektrotlar ile doku ve bakteri elektrotlar olarak iki 

baĢlıkta incelenir. 
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         Enzim temelli elektrotlar 

         Biyosensör  teknolojisinin  tarihsel  geçmiĢine  bakıldığında  bu  alandaki  ilk  

çalıĢmaların  enzim  sensörleriyle  baĢladığı  görülmektedir. 1962  de  Clark  ve  Lyons  

ve  1967  de  Updike  ve  Hick  tarafından  rapor  edilen  glukoz  tayinine  yönelik  

glukoz  oksidaz  enzim  elektrodları  bu  konudaki  ilk  örnekleri  oluĢturmaktadır. 

Enzimler canlı sistemlerde kimyasal tepkimeleri katalizleyen proteinlerdir. Bu tür 

katalizörler yalnızca etkili değil aynı zamanda oldukça seçicidirler. Böylece enzimler 

birçok duyarlı uygulama alanında tanıma yüzeyi olarak kullanılırlar. Enzim elektrotlar, 

uygun bir elektrotla enzim tabakasının birleĢtirilmesi temeli üzerine dayandırılmıĢlardır. 

Enzimler, substratlara (enzimle tepkimeye giren madde) oldukça yüksek seçicilikte yanıt 

verirler. 

         Ġmmobilize enzim tabakası bir tepkimeyi katalizlemek için seçilir ve bu tabaka 

analizlenecek türü üretir ya da tüketir. 

                          S + C   ↔    P + C‟ 

            S: Substrat, C: Koreaktif, P ve C‟ : OluĢan ürünler 

         Uygun elektrodun seçimi, temel olarak enzimatik sistemin iĢleyiĢi üzerine 

dayandırılır. Enzim elektrotların en genel anlamıyla yapılıĢ tarzı bir diyaliz membran ve 

elektrot arasına enzim çözeltisinin immobilizasyonudur. 

 

          Enzim temelli elektrotların sınıflandırılması; 

          a. Glikoz biyosensörler: Kanda glikoz miktarının belirlenmesi, diabetin tanı ve 

tedavisinde önemli rol oynar. Glikoz için elektrokimyasal biyosensörler bu doğrultuda 

anahtar bir rol oynar. Amperometrik glikoz sensörlerde elektrot genel olarak platin 

çalıĢma elektrodu üzerine yarı geçirgen bir membran ve poliüretan arasına glikoz 

oksidaz enziminin (Gox) tutturulması esasına dayandırılmıĢtır. 

           



103 

 

          b. Etanol biyosensörler: Etanol miktarının güvenle belirlenmesi birçok 

uygulamada çok önemlidir. Etanolun enzimatik tepkimesi alkol dehidrojenaz (ADH) 

varlığında, nikotin amid dinükleotit (NAD
+
) kofaktörü ile gerçekleĢtirilir. Sensör 

tepkimesi;   C2H2OH + NAD
+ 

  ↔   C2H2O
-
 + NADH2

+
  olarak verilir. 

 

          c. Üre biyosensörler: Üre, üreaz enziminin kataliz tepkimesi temeli üzerine 

dayandırılarak tayin edilebilir. Sensör tepkimesi aĢağıdaki Ģekildedir.  

                NH2CONH2  + 2H2O + H
+
  ↔ 2NH4

+
  +HCO3

-
 

                 Üre elektrot, üreaz enziminin amonyum iyon seçici elektrot üzerine 

immobilizasyonu üzerine yapılmıĢtır. 

 

                Doku ve bakteri elektrotları: 

                Ġzole edilen enzimlerin sınırlandırılmıĢ kararlığı, bazı enzimlerin saf halde 

bulunamamaları, bazı enzimlerin pahalı oluĢu hücresel materyallerin (bitki dokuları, 

bakteriyel hücreler vb.) kullanılmasına yol açmıĢtır. Bu biyokatalitik elektrotların 

fonksiyonu geleneksel enzim elektrotlar ile benzer tarz gösterir. Doku ya da hücrede 

bulunan enzim belirlenecek türü harcar ya da üretir. Örneğin muz dokuları, polifenol 

oksidaz enzimince zengindir; karbon pasta matrise karıĢtırılarak elektrot yüzeyine 

immobilize edilir. 

 

 

2.2.5.  Biyosensörlerin  Uygulama  Alanları  

 

Biyosensörler tıp, gıda, eczacılık, çevre kirliliği, savunma ve birçok endüstriyel 

aktivitede özellikle otomasyon, kalite kontrolü, durum tespit ve enerji saklanmasında  

çok  önemli rol  oynarlar. Bugüne kadar 180 ´ den fazla farklı madde için biyosensör 
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hazırlanmıĢ olup bunlardan ancak 25  kadarı  ticari  olarak  üretilmektedir. Biyosensörler  

için  mümkün  uygulama  alanları  Ģunlardır: 

        -Klinik  diyagnostik, biyomedikal  sektör 

        -Proses  kontrolü:  

             -- Biyoreaktör kontrol ve  analitik 

             -- Gıda üretim ve analizi 

        - Tarla tarımı, bağ bahçe tarımı ve veterinerlik 

        - Bakteriyal ve viral diyagnostik 

        - Ġlaç analizi 

        - Endüstriyel atık su  kontrolü 

        - Çevre koruma ve  kirlilik  kontrolü 

        - Maden iĢletmelerinde toksik gaz analizleri 

        - Askeri uygulamalar 

        Biyosensörler; gıda maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler ilaçlar gibi 

organik maddeler, bazı organik bileĢikler yanında enzimler, virüsler ve  

mikroorganizmaların   tayininde  kullanılırlar. Bunların dıĢında toksisite ve mutajenite 

testlerinde de baĢarı ile uygulanmaktadırlar.    

        Biyosensör  grupları  ve  kapsadıkları  analiz  alanları  aĢağıdaki  Çizelgede  

gösterilmektedir .  

 

 

 

 

 



105 

 

Çizelge  2.1. Biyosensör  grupları  ve  kapsadıkları  analiz  alanları  

BĠYOSENSÖR  GRUBU KAPSADIĞI ANALĠZ ALANI 

Enzim  Sensörleri Küçük moleküllü organik ve anorganik 

maddeler (metaboliler, ilaçlar, gıda 

maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, 

pesdisitler vb. ) 

Mikrobiyal  Sensörler Enzim sensörlerin kapsadığı alanlar + 

Toksisite, Mutajenite 

DNA  -  Sensörleri Virüsler, patojen mikroorganizmalar 

Ġmmuno  Sensörler Virüsler, patojen mikroorganizmalar + 

Ksenobiyotikler 

 

        Hiç kuĢkusuz biyomedikal sektör biyosensörler için en iyi pazardır. Bu alanda 

uygulama olanağı bulan ilk biyosensörler enzim sensörleridir. Ticari olarak üretilen ilk 

biyosensör ise Ģeker hastalığı teĢhisi için kan ve idrarda glukoz tayinini mümkün  kılan  

glukoz  oksidaz elektrodudur. Bunu renal fonksiyon testleri için geliĢtirilen üre ve 

kreatinin elektrodları ile kas gücünü ölçmeye yönelik laktat elektrodu izlemiĢtir. Ġnsan 

vücuduna implante edilebilen biyosensörler de geliĢtirilmiĢ olup bunlar biyolojik sıvılar 

vücut dıĢına alınmadan ve tüketilmeden analiz imkanı verirler ki, özellikle ameliyat 

sırasında bu bilgilerin kesintisiz sağlanması çok önemlidir. Biyosensörlerin, ilaçların 

vücuttaki düzeylerinin ayarlanması ve kontrolünde kullanılması yakın bir gelecekte 

gerçekleĢtirilebilecektir. Yapay pankreas çalıĢmaları buna güzel bir örnektir.   

        Son yıllarda analizatörlere enzim elektrodları monte edilmiĢ ve yoğun bakım 

ünitelerinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Elektrolitlerin bileĢimi, kan gazları ve anahtar 

metabolitler diyagnostik açıdan çok değerli bilgiler verir. Biyosensörlerin gelecekte 

önemli uygulamalarından biri superoksit ve nitrik oksit gibi kısa ömürlü ve hormonlar 

ve  nörotransmitterler gibi  düĢük  konsantrasyonlu  maddelerin  in vivo tayinidir. Ayrıca 

biyoproseslerin nükleik asit düzeyinde izlenmesi, ilaçların reseptörlere etkisi ve özellikle  
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transmitter – reseptör  etkileĢimi  de  biyosensörlerin  gelecekteki  önemli  tıbbi  

uygulamaları  olacaktır. 

         Biyoteknoloji ve  gıda  endüstrisinde  baĢta glukoz olmak  üzere  birçok  

monosakkarid, amino asitler, organik  asitler (laktik asit)  Üre ve alkol tayinlerinde  

enzim sensörleri  kullanılmaktadır. Ayrıca gıdalardaki yabancı maddeler  (pestisidler, 

toksinler ve yabancı hormonlar vb.)  yanında aroma ve tazelik gibi kompleks 

parametreler için de biyosensörler hazırlanabilir. Günümüzde gıda zehirlenmelerinin 

gittikçe artması toksik ve mikrobiyal kirleticilerin daha hızlı tayinini zorunlu 

kılmaktadır. Biyosensörler yardımı ile bu tayin iki Ģekilde baĢarılıdır. 

 

           I.Antigen – antikor reaksiyonu veya DNA hibridizasyonu vasıtası ile 

mikroorganizmaların  doğrudan  tayini    (immuno  sensörler + DNA  sensörleri). 

          II.Mikrobiyal  kontaminasyonun  gıdanın  metabolik  değiĢimi  üzerinden  indirekt  

tayini  ( Enzim  sensörleri ) 

 

         Ġlaçların kötü amaçla  kullanımı  ve  uyuĢturucu  ile  mücadelede  biyosensörler  

kullanılabilecektir. UyuĢturucu arayan köpeklerin yerini  biyosensörler  alabilir. Böylece 

özellikle  gümrüklerde, karakollarda  zaman  kazanılacaktır. 

         Toprak, hava ve su  kirliliğinin  kontrolünde  mikrobiyal  sensörler  ve  enzim  

sensörleri  kullanılmaktadır.  SavaĢ durumunda kimyasal ve  bakteriyolojik  silahlara  

karĢı  korunma  olasılığı  çok zordur. Çünkü bunların algılanması  kolay  değildir. Ancak 

biyosensörler sayesinde  bu  algılama  mümkün  olabilmektedir. Birçok kimyasal  savaĢ  

maddesinde  organofosfor  bileĢikleri  bulunur  ve  bunlar da  kolinesteraz  enzim  

sensörleri  ile  belirlenir. Bakteriyolojik silahlardaki  virüs, bakteri  ve  toksik  ajanlar  

diğer  bazı  biosensörler  ile saptanabilmektedir.  Biyosensör piyasası günden  güne  

geliĢmektedir. 2000 yılında  1.4  milyar  dolarlık  bir  piyasaya  ulaĢacağı  bunun  % 45´ 

i  tıp , % 22 ´si  gıda , % 17 ´si  çevre  koruma  ve  biyoteknoloji, kalan  % 16 ´sının  ise  

diğer  sektörlere  yönelik  olacağı  beklenmektedir.   (Telefoncu, 1999) 
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2.2.6. Biyosensör Tasarımında Kullanılan Moleküller ve Yapıları 

 

         Nükleik asitler ve DNA  

         Nükleik asitler genetik bilgilerin kodlandığı makro moleküllerdir. Genetik bilginin 

nesilden nesile aktarılmasını sağlarlar. Ġki tip nükleik asit vardır. Bunlar DNA 

(deoksiribonükleik asit) ve RNA (ribonükleik asit) olarak isimlendirilirler. 

Genler, DNA„daki bazı kimyasal dizilimler olan nükleotidlerden meydana gelmiĢtir. 

Çoğunluk kromozomların içerisinde bulunurlar Bir nükleotidin yapısında Ģeker grubu, 

pürin veya pirimidin bazı ve fosfat grubu vardır. Belirli tür ve sayıdaki nükleotidlerin 

belirli bir diziliĢ sırasına göre 3‟–5‟ fosfodiester bağları ile birbirlerine bağlanarak 

polinükleotid zinciri oluĢturmaları sonucu nükleik asitlerin primer yapısı oluĢur. Bu 

bağlanma Ģeker molekülünün 3‟ konumundaki karbonunun, kendinden sonra gelen 

nükleotidin Ģeker molekülünün 5‟ konumundaki karbonuna bağlanması ile gerçekleĢir. 

Nükleik asit yapısındaki Ģekere göre deoksiribonükleik asit (DNA) ya da ribonükleik asit 

(RNA) adını alır.  

 

 

                            

 

 

 

                                         ġekil 2.29. Nükleotitin yapısı 

 

         Nükleik asitlerin organik bileĢikleri Pürin (Adenin, Guanin) ve Pirimidin (Urasil, 

Timin, Sitozin) bazlarıdır. Urasil pirimidin bazlarına dahil olup yalnızca RNA‟da 

bulunur. Sekonder yapı; uygun pirimidin ve pürin bazları hidrojen bağları ile birbirine 

bağlanarak eĢleĢirler. ġeker grubu ise nükleik asitlerin ana omurgalarını oluĢturduğu için 
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pürin ve pirimidin bazları kadar önemli moleküllerdir. Polinükleotidler omurgada 

bulunan fosfat gruplarından dolayı asidik karakterlidir. 

 

 

                          ġekil 2.30. Primer yapıdaki 5
‟
 → 3

‟
 yönünde ssDNA‟ nın yapısı 

 

Chargaff tarafından ortaya konan DNA moleküllerine ait X–ıĢınları difraksiyon verileri, 

DNA molekülünde adenin (A) ve timin (T) miktarları ile guanin (G) ve sitozin (C) 

miktarlarının eĢit olduğunu göstermektedir. Buna dayanarak yapılan çalıĢmalarda 1950 

yıllarında Watson, Crick ve Wilkins DNA yapısının çift zincirli heliks Ģeklinde bir yapı 

olduğunu ortaya koymuĢtur. ġekil 2.31 DNA çift sarmalını göstermektedir. Bu zincirler 

boyunca pürin ve pirimidin bazları bulunmaktadır ve bu bazlar karĢılıklı hidrojen bağları 

ile bir arada tutulmaktadır. Bazları arasında yer alan hidrojen bağları tarafından çift 

sarmal DNA molekülünün iki zinciri birarada tutulmaktadır. Çift zincirli sarmalda bazlar  

sarmal iç kısımda fosfat ve Ģeker omurgası ise dıĢ kısımda yer aldığı için sarmalın iç 

kısmı hidrofobik, dıĢ kısmı ise hidrofilik özelliktedir. Pürin ve pirimidin bazları çift 

sarmal boyunca karĢılıklı olarak birbirleriyle spesifik olarak bağlanırlar. Buna göre 

yapıda; Adenin ( A)  ile Timin (T), Guanin (G) ile de Sitozin (C) baz çiftlerini oluĢturur. 
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Bu sayede, bir zincirdeki baz dizisi verildiğinde ikinci zincirdeki baz dizisi de 

bulunabilmektedir. A–T baz çiftinde iki, G–C çiftinde üç hidrojen bağı bulunmaktadır. 

Bazlar arasında bulunan bu hidrojen bağları zayıf olduklarından DNA ısıtıldığında, 

heliks yapısı bozularak ikiye ayrılır. Denatürasyon adı verilen DNA heliks yapısının 

bozulması 260 nm dalga boyunda absorpsiyon ölçülerek gözlemlenebilmektedir. G ve C 

arasında üç hidrojen bağı (GC) bulunduğundan yüksek deriĢimde G ve C içeren DNA 

iki hidrojen bağı taĢıyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapısına göre  daha yüksek 

sıcaklıkta denatüre olmaktadır. Uygun Ģartlar altında çift zincirli DNA tekrar oluĢabilir, 

bu iĢlem renatürasyon olarak isimlendirilir. (Devran, 1998; Sinden, 1994; Onat ve 

Emerk, 1997).  

         Molekül içerisindeki nükleotid bağlarını parçalayan nükleaz enzimlerine 

endonükleaz, iki uçtan parçalayalanlara ise ekzonükleaz adı verilmektedir. 

 

                                  ġekil 2.31. DNA çift sarmal yapısı 
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         Çift sarmal Ģeklindeki molekülün bir zinciri 5‟ → 3‟ yönüne doğru, diğeri ise 3‟ → 

5‟ yönüne doğrudur. Heliks içinde, iki zincirin arasındaki üç boyutlu sistemdeki iliĢki, 

büyük oluk (majör) ve küçük oluk (minör) oluĢturmak Ģeklindedir. Çift sarmalın dıĢ 

yüzeyinde zincirler bulunmaktadır.  

         Bu zincirlerden her biri kovalent bağlılığı sağlayan fosfodiester köprülerinin 

bulunduğu fosfat ve pentoz gruplarından oluĢmuĢtur. DNA çift sarmalın  her iki zinciri, 

pürin ve pirimidin bazlarının arasındaki hidrojen bağları ile bir arada tutulmaktadır. 

         Watson ve Crick tarafından 1953 yılında önerilen ilk DNA yapısı, sağa doğru 

yönelmiĢ, her dönüĢte 10 nükleotidi bulunan ve küçük oluğa mükemmel yerleĢen bağlı 

su ile stabilize olabilen yapıya sahiptir. DNA dehidrate edildiği zaman, yapısal 

değiĢikliğe uğrayarak A-DNA adını almaktadır. A-DNA da sağa doğru yöneliktir ve her 

dönüĢünde 11 nükleotid bulunmaktadır. Çift sarmalın çapı, pentoz gruplarının 

yapılanmasıyla geniĢlemektedir. Bu durumun bir sonucu olarak DNA‟nın boyu 

kısalmaktadır (Brett ve ark, 1997). 
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          ġekil 2.32. Nükleik asitte bulunan organik bazların kimyasal yapısı ve  

                             sınıflandırılması. 
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                     ġekil 2.33. Nükleik asitte bulunan Ģekerlerin kimyasal yapısı. 

 

 

         Peptik nükleik asitler (PNA) 

 

         DNA‟nın omurgasını oluĢturan negatif yüklü deoksiriboz–fosfat omurgasının, amit 

bağları ile bağlı peptide benzer, nötral bir yapıyla değiĢtirilmesi sonucu PNA‟lar elde 

edilir. PNA, bir DNA analoğudur. Negatif yüklü iki DNA yapısı hibridizasyona dayalı 

çalıĢmalarda elektrostatik olarak birbirini iter. PNA nötral yüklü olduğu için bu 

dezavantajı ortadan kaldırır. Ayrıca PNA‟lar sıcaklığa ve enzimlere dayanıklıdır. 

Yüksek ısılarda denatüre olmazlar. 
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         DNA ile Ġlgili Bazı Terimlerin Tanımlamaları 

 

        AĢağıda DNA baz dizilerinin yazılımı ve bazı terimler ile ilgili temel bilgiler 

hakkında kısa bilgiler verilmiĢtir (Devran, 1998; Sinden, 1994). 

 

Oligonükleotid: Birden çok nükleotidin yanyana gelmesiyle oluĢan yapıya 

oligonükleotid denir. 

Dinükleotid: Ġki nükleotidin yanyana gelmesiyle oluĢan yapıya denir. 

Trinükleotid: Üç nükleotidin yanyana gelmesiyle oluĢan yapıya denir. 

Tekrarlayan oligonükleotidler: Polimer içerisinde, tekrarlanan tek bir nükleotid, iki 

nükleotid veya üç nükleotid, tekrarlayan oligonükleotidleri ifade eder. Tekrarlayan 

mononükleotide poly (A), dinükleotide poly (AT), trinükleotide poly (GAT) örnek 

verilebilir. 

Çift sarmal tekrarlayan polimerler: Tekrarlayan baz çiftlerinden oluĢan ve 5‟→3‟ 

polaritesine sahip polimerlerdir. Nokta ile ayrılarak ifade edilirler. Örneğin 

mononükleotid gösteriliĢine, poly(A).poly(T) (veya poly(dA).poly(dT) Ģeklinde 

gösterilebilir), dinükleotide poly(AT).poly(AT), trinükleotide poly(CAT).poly(ATG) 

örnek verilebilir. 

Baz çifti: Baz çifti, birbirinin karĢılığı olan iki baz anlamına gelir. Bazların arasına nokta 

konularak ifade edilir. Örneğin, A.T veya G.C baz çiftleri gibi. 

Prob: Sahip olduğu baz dizilimi bilinen oligonükleotid. 

Hedef dizi (Target): Prob dizisinin karĢılığını içeren oligonükleotid. 

YanlıĢ eĢleĢen dizi (Mismatch): Bir bazı veya birden fazla bazı hedef diziye karĢılık 

gelmediği için, hedef diziyle tam olarak eĢleĢemeyen oligonükleotid. 

Rasgele dizi (Non-complementary): Tüm bazları hedef diziye karĢılık gelmeyen 

oligonükleotid. 
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Mutasyon: Nükleik asitlerdeki baz dizilerinde tabii yollarla ya da kimyasal veya 

radyoaktif herhangi bir mutajen ajan vasıtasıyla meydana gelen değiĢimlere mutasyon 

adı verilir. Farklı insan genomlarında yaklaĢık her 200 nükleotidte bir nükleotid farklıdır 

buna polimorfizm denir. DNA replikasyonu, fiziksel veya kimyasal etmenler ile 

DNA‟da kalıcı hasarlar ortaya çıkmaktadır. 

DNA‟daki bir ya da birkaç baz ile ortaya çıkan mutasyona nokta mutasyonu adı verilir. 

Tek bir bazda oluĢan nokta mutasyonu en yaygın görülen türüdür. Bu durum herhangi 

bir bazın kendi tamamlayıcısı olan baz dıĢındaki bir baz ile birleĢmesi ile meydana gelir.  

Gen: Kalıtımın temel, fiziksel ve iĢlevsel birimidir. Ortalama 1500 nükleotidten 

oluĢmuĢ canlının kalıtsal özelliklerinden herhangi birini taĢır. Her gen, protein veya 

RNA molekülü gibi özel bir iĢlev taĢıyan kromozomların belli bir noktasındaki nükleotid 

dizilerinden oluĢur. 

 

Ġnterkalasyon: Düzlemsel bir halka sistemine sahip olan bazı maddelerin DNA baz 

çiftleri arasına yerleĢerek, güçlü bir Ģekilde bağlanması olayıdır (Bertino, 1992; 

Dökmeci, 1992). Maddenin yapısına bağlı olarak, bu etkileĢim tersinir ya da tersinmez 

Ģekilde gerçekleĢmektedir (Wang ve ark., 1996c). Ġnterkalasyon, DNA'da zincir 

kırılmasına yol açarak ve DNA senteziyle DNA' ya bağımlı RNA sentezini bozmaktadır. 

Bu maddeler Topoizomeraz (II) enzimini inhibe ederler. Ġnterkale olabilen bazı ilaçların 

etki mekanizmaları, bu Ģekilde açıklanmaktadır. 

 

                                                ġekil 2.34.      Ġnterkalasyon 
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        Nükleik asit (DNA) Hibridizasyonu 

 

                   ġekil 2.35. Nükleik Asit Hibridizasyonu 

 

         Nükleik asit hibridizasyonu, karĢılığı olan baz çiftlerinin, özel hibridizasyon 

koĢullarına bağlı olarak kararlı bir dubleks molekül oluĢturması iĢlemidir (Bej, 1996). 
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2.2.7. DNA Biyosensörleri 

 

Bir biyosensör, birbiri içine geçmiĢ biri biyokimyasal diğeri elektrokimyasal özellikteki 

iki çevirici sistemden oluĢmaktadır. Biyokimyasal kısım, analizi yapılacak madde ile 

etkileĢime girerek onu tanır. Biyosensör, biyokimyasal kısmını oluĢturan biyolojik 

materyel DNA olduğunda, DNA biyosensörü adını alır (McGown ve ark., 1995; 

Mikkelsen, 1996; Palecek 1996; Steel ve ark, 1998; Wang ve ark 1998d). DNA 

biyosensörleri, dizisi bilinen hibridizasyon olaylarının izlenmesinde (Mikkelsen, 1996; 

Wang ve ark, 1997a) veya bu yüzey ile etkileĢime giren maddelerin tayininde 

kullanılabilir (Brett ve ark, 1998; Wang ve ark, 1997c). 

         AlıĢagelmiĢ bir tasarıma göre; tek sarmal prob (baz dizisi belli oligonükleotid) 

dizisi tanıma tabakasına (elektrot, kristal, çip) immobilize edilir, tanıma tabakasında baz 

çifti etkileĢimi ile yüzeyde hedef DNA dizisi oluĢturulur. (Drummond ve ark., 2003). 

         Genelde hedef DNA tanıma yüzeyine tutturulur, hibritleĢme sonucu oluĢan elektrik 

sinyalinden yararlanılarak analiz yapılır. DNA hibridizasyon biosensörler genelde tek 

sarmal bir oligonükleotid probunun çevirici yüzeye immobilizasyonu temeline dayanır. 

Burada amaç, hibritleĢme ile hedef dizisinin belirlenmesidir (Tomschik ve ark., 1999; 

Molinier-Jumel ve ark., 1978). 

         DNA ve diğer moleküllerin arasındaki etkileĢim; in-vivo DNA‟nın transkripsiyonu 

ve replikasyonu, genlerin ve türlerin mutasyonu, bazı DNA‟ya hedeflenmiĢ ilaçların 

mekanizmaları, bazı hastalıkların tayini, bazı sentetik kimyasal nükleazların hareket 

mekanizmaları ile ilgili yaĢam bilimlerinde çok önemli bir ana konudur. Moleküler 

biyoloji ve biyoteknolojideki son yıllarda görülen geliĢmeler, DNA‟ya dayalı 

elektrokimyasal biyosensörler için ümit verici ve heyecan verici olanakların bir 

basamağını oluĢturmaktadır. DNA‟ ya dayalı elektrokimyasal biyosensörler alanındaki 

geliĢmeler oldukça dikkat çekicidir (Brett ve ark., 1996; Palecek, 1995; Pividori ve ark, 

2000; Richardson ve ark., 1981). Antikor ve enzimlerden farklı olan nükleik asit tanıma 

tabakası, çok kararlı olan, kolaylıkla oluĢturulabilen ve tekrar kullanım için 
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yenilenebilen bir tabakadır. (Brett ve ark., 1997; Steinbach ve Hurtubise, 2000; Ozsoz ve 

ark., 2002; Wang ve ark., 2005) 

DNA molekülünün dört nükleobazı arasında yüksek elektron yoğunluğu ve düĢük 

yükseltgenme gerilimi nedeniyle guaninin üzerinden araĢtırmaların gerçekleĢtirilmesi 

tercih edilen bir durumdur. (Stenken ve Jovanovic, 1997) Birçok elektrokimyasal DNA 

biyosensörde çevirici (transistör) olarak geleneksel altın ve karbon elektrotlar 

kullanılmaktadır (Lucarelli ve ark., 2004). Çevirici olarak perde baskılı elektrotların 

kullanımının, yerinde (on-site) DNA analizlerini kolaylaĢtırdığı öne sürülmüĢtür (Zen ve 

Kumar, 2003). Son zamanlarda tek kullanımlık kalem grafit elektrotların geleneksel 

karbon elektrotlarla kıyaslandığında ilgi çekici performansı rapor edilmiĢtir; ayrıca 

kalem grafit elektrotlarla oluĢturulan biyosensörlerin mikro fabrikasyon perde baskılı 

elektrotlara bir alternatif olduğu belirtilmiĢtir. (Wang ve Kawde, 2001; 

 Kara ve ark., 2007) 

         1981 yılında Brabec doğal ve sentetik nükleik asitlerin karbon elektrotlarla 

elektrokimyasal yükseltgenmelerini saptamıĢtır. Diferansiyel puls voltametri tekniği ile 

karbon elektrotlarda çift sarmal DNA yapısındaki adenin-timin ve guanin-sitozin baz 

çiftlerinin iyi ayrımlı yükseltgenme pikleri verdiğini belirtmiĢtir. (Brabec, 1981) 

          1988 yılında Palecek, nükleik asitlerin katodik sıyırma voltametrisi ile nanomolar 

deriĢimde tayin edilebileceğini belirmiĢtir. Nükleik asitlerin tayininde akümülasyon ve 

immobilizasyon basamağını içine alan adsorptif sıyırma voltametri tekniği ile duyarlığın 

arttığını civa elektrotla göstermiĢ, bunun da DNA‟nın yapısı ile etkileĢim çalıĢmalarında 

modern bir yaklaĢım olduğunu belirtmiĢtir. (Palecek E., 1988) 

          Wang ve ark., (1999), doğrudan ve güvenilir bir Ģekilde DNA‟nın elektrokimyasal 

olarak tayin edilmesinin, DNA hasar ve etkileĢimlerinde, nükleik asitlerin elektroforetik 

ayrımlarında, modern DNA hibridizasyon çiplerinin geliĢtirilmesinde oldukça önemli 

olduğunu ileri sürmüĢlerdir. Alette zemin düzeltmesinin yapılarak, adsorptif sıyırma 

voltametri tekniğinin DNA ve RNA‟nın oldukça eser miktarda tayinlerine olanak 

tanıdığını, geleneksel katı elektrot voltametrisinin olumsuzluklarını yok ettiğini 

göstermiĢlerdir. 



118 

 

          Oliveria-Brett ve ark., (2004), DNA‟nın tüm monofosfat nükleotidlerinin geniĢ bir 

pH aralığında camsı karbon elektrotta diferansiyel puls voltametri tekniği ile voltametrik 

yükseltgenmesini araĢtırmıĢlardır. Deneysel değiĢkenlerden olan elektrot çapı, destek 

elektroliti bileĢimi ve pH; en iyi pik akımı ve pik gerilim ayrımının görüldüğü koĢullara 

ayarlanmıĢtır. GeliĢtirdikleri yöntemin fizyolojik pH‟da DNA‟nın dört bazının eĢzamanlı 

ve iyi bir ayrım sağladığını ve gözlenebilme sınırının nanomolar düzeyinde olduğunu 

belirtmiĢlerdir. 

         Tümör oluĢumu, kanserojenik kimyasallar ve onların metabolitleri tarafından 

meydana gelen DNA katım ürünleri (addükt) ile doğrudan iliĢkilidir. Bundan dolayı 

DNA etkileĢim temellerinin araĢtırılması bazı DNA hasarlarının mekanizmalarının 

anlaĢılması ve koruyucu önlemlerin geliĢtirilmesinde oldukça önemli olup (Baird ve 

ark., 2005; Poirier ve ark., 2000; Madden, 2003; Wogan ve ark., 2004), ayrıca bu 

etkileĢim çevre, kilinik ve gıda örneklerindeki tüm yaĢayan organizmalar için tehlikeli 

olan bileĢiklerin saptanmasında ve miktarının belirlenmesinde kullanılabilir (Mascini, 

2001; Ohe ve ark., 2004; Jakubowski ve ark., 2005; Hyung ve ark., 2005; Zhang ve ark, 

2007). 

 

 

2.2.7.1. DNA veya Prob Dizilerinin Elektrot Yüzeyine Ġmmobilize Edilme           

             Yöntemleri 

 

DNA biyosensörlerinde analizi yapılacak maddenin en etkin bir Ģekilde tanınması için, 

tanımayı gerçekleĢtirecek biyolojik materyal DNA‟ nın elektrot yüzeyine sağlam bir 

Ģekilde tutturulması gerekmektedir. Eğer yüzeye probun en kolay ve sağlam Ģekilde 

tutturulması sağlanırsa, bu probun daha sonra hedefi ile hibritleĢmesi daha kolay olacak 

ve oluĢan hibritin çeĢitli fiziksel ya da kimyasal etkenlerden etkilenip yüzeyden kopması 

gibi olumsuz etkiler de ortadan kalkacaktır. Tüm dünyada araĢtırmacılar bu teknik 

üzerinde deneyler yapmakta ve en düĢük maliyetle ve en uygun özel bağlanmayı 
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sağlayacak tekniği bulmaya çalıĢmaktadırlar. DNA çiplerinde uygulanabilirliği 

araĢtırılan bu temel aĢama çok büyük önem taĢımaktadır. 

         Tutturma iĢlemi DNA biyosensörleri ile yapılan analizlerin temel aĢamalarını 

oluĢturmaktadır. 

 

        DNA elektrot yüzeyine üç teknikle tutturulur. Bunlar;  

          - Elektrostatik bağlanma 

          - Kovalent bağlanma (altın elektrot ve karbon elektrot için) 

          -Tiyol (-SH) grubu ile iĢaretli oligonükleotitin altın elektrot yüzeyine afinitesinden 

dolayı bağlanması‟ dır. 

 

        Elektrostatik bağlanmada; elektrot yüzeyine pozitif gerilim uygulanması, negatif 

yüklü fosfat omurgasına sahip olan DNA‟nın yüzeye elektriksel çekim kuvvetleri 

sayesinde tutunmasını sağlar. 

        Kovalent bağlanmada, altın elektrotlar (tek kullanımlık perde baskılı altın 

elektrodlar da olmak üzere) altın nanopartiküller için ilk olarak 3-merkaptopropiyonik 

asit ya da l-sistein ile –SH gruplarının elektrod yüzeyine tutunması sağlanır. Burada –SH 

gruplarının altın metaline olan güçlü afinitesinenden yararlanır. Daha sonra N-

hidroksisüksinimit (NHS) ve etil karbodiimit (EDC) gibi kovalent ajanlar kullanılarak –

NH2 grubu ile iĢaretli probun yüzeyde güçlü Ģekilde tutunmasına olanak sağlayan zemin 

oluĢturulur. Bu yöntem, özellikle de altın elektrot için özel olan yüzey kaplama 

yöntemidir. Eğer elektrot olarak altın değil de çeĢitli karbon (grafit) elektrodlar 

kullanılırsa bu durumda 3-merkaptopropiyonik asit gibi bir ajana gereksinim 

duyulmamaktadır. Sadece kovalent ajanlarla yapılan kaplamada –NH2 grubu ile iĢaretli 

prob yüzeye doğrudan güçlü Ģekilde bağlanmaktadır (Coulet, 1991; Erdem ve Ozsoz, 

2001a, Gülmez, 2005) 
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2.2.7.2. Elektrokimyasal DNA Biyosensörleri ile DNA Dizi Algılanması     

 

ÇeĢitli yöntemlerle biyolojik örneklerden özgün DNA dizisi saptanması biyomedikal 

alanda çok önemlidir. Hastalık tanısında insan, virüs ve bakteri baz diziliminin tayini ile 

pek çok kalıtsal hastalıklara neden olan mutasyonlar artık saptanabilmektedir.  

         Hibridizasyon tayinlerinde kullanılan çeĢitli immünokimyasal ve voltametrik 

metodlar karĢılaĢtırıldığında birkaç örneğin çalıĢıldığı durumda voltametrik yöntemlerin 

daha hızlı yanıt verdiği gözlenir, ancak büyük miktarda bir seri benzer örnek 

analizlenecekse, iyi bir otomasyona sahip EIA gibi immünokimyasal tekniklerin 

kullanılması daha uygun olmaktadır (Palecek, 1996).  

         Diziye özgün DNA biyosensörleri, bir çevirim sistemi ile beraber DNA probundan 

oluĢmuĢtur. DNA biyosensörlerinin esası, DNA bazlarının hibridizasyonuna dayanır 

(Wang ve ark, 1998a). 

         Elektrokimyasal DNA biyosensörleri, aranan hedefin baz dizisinin karĢılığı olan 

20-40 baz gibi kısa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmallı DNA (ssDNA) 

oligomerin (veya “PROB“ olarak isimlendirilir), elektrot yüzeyine bağlanmasına 

dayanmaktadır. Hedefi içeren bir örnek çözeltisine sensörün uygulanması, ile elektrot 

yüzeyinde hibrit oluĢur. Elektrokimyasal ölçümlerde elektrot yüzeyinde oluĢan hibrit iki 

yöntemle tayin edilir; bunlardan ilki bir elektroaktif indikatör aracılığıyla (örneğin bir 

redoks-aktif katyonik metal kompleksi) yapılan tayindir. Bu yöntemde yüzeyinde hibrit 

oluĢan elektrot, indikatörü içeren çözeltiye daldırılır ve indikatörün hibrite bağlanma 

düzeyi belirlenir (Erdem ve ark, 2000; Erdem ve ark, 1999; Gooding, 2002; Millan ve 

Mikkelsen, 1993; Wang ve ark, 1996c).  

Diğer yöntem ise DNA bazlarından en elektroaktif olan Guanin bazının 1.0 V‟ da 

verdiği yükseltgenme sinyalinin farklılanmasından yola çıkılarak yapılan tayindir (Wang 

ve ark, 1998a). 
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          Ġndikatöre Dayalı DNA Dizi Algılama Yöntemleri: 

 

         Ġndikatöre dayalı DNA dizi algılanması, ya DNA‟ya interkale olabilen (metal 

kompleksleri, antibiyotikler) (Barton ve ark, 1986; Cai ve ark, 1997; Carter ve Bard, 

1987; Carter ve ark, 1989; Johnston ve Thorp, 1996; Kolakowski ve ark, 1996; Millan 

ve Mikkelsen, 1993) veya DNA dizisindeki bazlarla özgün olarak etkileĢen (MB, 

Ru(bpy)3
3+

, vb.) elektroaktif maddeler (indikatör) ile tayin edilebilmektedir (Erdem ve 

ark, 1999; Takenaka ve ark, 1990). Elektrokimyasal çeviriciler, hibridizasyon olayını 

analitik sinyale çevirmede etkin bir Ģekilde kullanılmaktadır (Carter ve Bard, 1987; 

Carter ve ark, 1989; Collins ve ark, 1998; Coulet, 1991; Devran, 1998).  

          Elektrot yüzeyinde oluĢan hibrit ile etkileĢen indikatörün neden olduğu artan veya 

azalan elektrokimyasal yanıt hibridizasyonun tayinine yönelik bir sinyal olarak kullanılır 

(Mikkelsen, 1996;  Millan ve ark, 1994; Wang ve ark, 1996a).  

          Elektroaktif bir maddenin indikatör olarak kullanılabilmesi için ssDNA ve dsDNA 

ile etkileĢimi sonucu alınan yanıtlar arasında anlamlı bir fark olması gerekmektedir. 

Ru(II) (Barton ve ark, 1986; Johnston ve Thorp,1996), Co(III) (Cai ve ark, 1997; Carter 

ve Bard, 1987; Carter ve ark, 1989; Takenaka ve ark, 1990), Os(II), Os(IV) (Lukasova 

ve ark, 1982; Takenaka ve ark, 1990)„ ün 1,10-fenantrolin ve 2,2
‟
-piridin kelatları 

hibridizasyon indikatörü olarak sıklıkla kullanılan maddelerdir. 
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          Ġnterkalatör Madde ile DNA Dizi Algılama Yöntemi: 

 

Ġnterkalasyon; bir maddenin DNA çift sarmalı arasına girip birikmesidir. Bu 

durumda; ġekil 2.36‟ da gözlendiği gibi; çift sarmal DNA (dsDNA) ile etkileĢimden 

sonra alınan madde sinyali maddenin birikmesinden dolayı tek sarmal DNA (ssDNA) ile 

etkileĢimden sonra alınan madde sinyaline göre oldukça yüksektir (Barton ve ark, 1986; 

Cai ve ark, 1997; Carter ve Bard, 1987; Carter ve ark, 1989; Johnston ve Thorp,1996). 

 

 

 

           ġekil 2.36. Ġnterkalatör bir hibridizasyon indikatörü ile DNA dizi algılanması 
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          DNA Bazlarının En Az Biriyle EtkileĢen Bir Ġndikatör Ġle: 

 

Hibridizasyon indikatörü olarak kullanılan madde DNA‟nın bazlarından biriyle 

(özellikle Guanin) etkileĢiyor olabilir. Bu durumda; ġekil 2.37 „da gözlendiği gibi; tek 

sarmal DNA (ssDNA) ‟da bazlar açıkta olduğundan dolayı alınan madde sinyali, 

hibridizasyondan sonra oluĢan çift sarmal DNA (dsDNA) ‟da bazlar kapalı olduğundan 

dolayı alınan madde sinyaline oranla oldukça yüksektir (Millan ve Mikkelsen, 1993). 

 

 

ġekil 2.37. DNA bazlarından biriyle etkileĢen bir hibridizasyon indikatörü ile  

                   DNA dizi algılanması. 

          

 



124 

 

         Ġndikatörsüz DNA Dizi Algılama Yöntemleri: 

 

Elektrot yüzeyine tutturulan tek sarmal prob diziye  (ssDNA) ait Guaninlerin 

verdiği elektrokimyasal yanıt ile, probun komplementeriyle birleĢmesinden sonra oluĢan 

çift sarmal DNA‟ ya ait guaninlerden alınan elektrokimyasal yanıt arasında ġekil 2.38‟ 

de gözlendiği gibi önemli bir farklılanma vardır. Bu farklılanma hibridizasyonun 

tayinine yönelik bir sinyal olarak kullanılır (Erdem ve ark, 2004; Wang ve ark, 1998a; 

Wang ve ark,1998c).  

 

 

 

              ġekil 2.38. Ġndikatörsüz DNA dizi algılama yöntemi 
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2.2.7.3. Ġlaç-DNA EtkileĢmesinin Elektrokimyasal  DNA Biyosensörleri  Ġle   

             Algılanması       

 

         DNA – Ġlaç EtkileĢmesine Dayalı DNA Biyosensörleri 

 

         Yeni sentezlenen birçok maddenin, ilacın, DNA hedefli ilacın tasarımı 

gerçekleĢtirilirken, bu maddelerin DNA ile etkileĢimlerinin hızlı ve etkin bir Ģekilde 

aydınlatılması; bu çalıĢmaların amacı doğrultusunda daha hızlı bir Ģekilde ilerlemesini 

sağlayacaktır. Ayrıca çevresel atıkların, kimyasal maddelerin DNA ile etkileĢimlerinin 

saptanması, bu maddelerin insan üstündeki olumsuz etkileri ile mücadele edebilmek 

açısından önemlidir. 

      Analizi yapılacak maddelerin DNA ile etkileĢimleri üç yolla olur. Bunlar; 

        --Maddenin, nükleik asitin negatif yüklü Ģeker – fosfat omurgasına elektrostatik 

olarak bağlanması ile 

        --DNA çift sarmal yapısındaki büyük ve küçük oluklara bağlanma ile 

        --DNA‟ nın baz çiftleri arasına interkalasyon yapması 

Ģeklinde sınıflandırılabilir. 

 

        DNA biyosensörleri kullanılarak DNA – ilaç etkileĢimleri baĢarılı bir Ģekilde 

algılanabilmektedir. Bu algılama DNA‟ ya ait elektroaktif bazlar olan guanin/adenin 

sinyali üzerinden ya da analizi yapılacak ilacın elektrokimyasal sinyali üzerinden 

sağlanabilir. Bu sinyallerdeki değiĢimlere göre DNA – ilaç etkileĢimleri hakkında 

yorumlar yapılabilir (Erdem ve Ozsoz, 2002). 

         DNA – ilaç etkileĢimine dair literatürde pek çok yayın vardır. Bunlardan bir 

tanesinde; L. Wang ve arkadaĢlarının antikanser bitkisel bir ilaç olan emodin ile 

diferansiyel puls voltametri tekniği ve dönüĢümlü voltametri tekniği kullanarak 

yaptıkları çalıĢmada, emodinin DNA çift sarmal yapısının içine interkale olarak, DNA 
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ile etkileĢtiği sonucunu bulmuĢlardır (Wang ve ark 2006). Bir diğer çalıĢmada; H. 

Nawaz ve arkadaĢlarının, kinolin türevi antibakteriyel etkiye sahip ciprofloxacin ile 

yaptıkları çalıĢmaya göre; ciprofloxacinin DNA‟ ya elektrostatik olarak ve interkalasyon 

yaparak bağlandığını göstermiĢlerdir (Nawaz ve ark 2006). 

         Özellikle bazı antikanser ilaçların DNA ile etkileĢmelerinin değiĢik metodlarla 

(Firedman ve Borown, 1978; Levision ve ark, 1998; McGown ve ark, 1995; Müler ve 

Crothers, 1975) incelenmesinin yanısıra, özellikle son yıllarda elektrokimyasal 

yöntemlere dayalı tayinler kullanılması elektrokimyasal DNA biyosensörlerinin önemini 

arttırmaktadır. Kullanılan yöntem basit ve düĢük maliyetli olup, hızlı ve seçimli bir 

Ģekilde, DNA ile etkileĢme türü incelenen ve ilaç olarak hedeflenen maddenin az 

miktarlarında çalıĢmayı mümkün kılmaktadır. 

 

                                  ġekil 2.39. Guanin bazının yükseltgenmesi 

 

         Plambeck ve Lown (1984), kemoterapide antibiyotik olarak kullanılan 

Doksorubisin‟in dsDNA ile etkileĢiminin asılı civa damla elektrot yüzeyinde Adsorptif 

Transfer Sıyırma Alternatif Akım Voltametri tekniği ile incelemiĢlerdir. Doksorubisin‟in 

DNA ile etkileĢim sonunda interkalasyon sebebiyle ilacın sinyalinde azalma 

gözlenmiĢtir. 

        Wang ve ark., (1998d), kemoterapide antibiyotik olarak kullanılan Daunomisin‟in 

dsDNA ile etkileĢiminin perde baskılı karbon, karbon pastası ve dönen disk elektrot 

yüzeyinde kronopotansiyometrik, sıyırma analizi ve dönüĢümlü voltametri teknikleri ile 
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incelemiĢlerdir. Daunomisin‟in DNA ile etkileĢim sonunda interkalasyon sebebiyle 

ilacın sinyalinde azalma gözlenmiĢtir. 

        Marin ve ark., (1998); Ozkan ve ark., (2004) kemoterapide antibiyotik olarak 

kullanılan Mitomisin C‟in dsDNA ile etkileĢiminin perde baskılı karbon ve asılı civa 

damla elektrot yüzeyinde Kare dalga ve dönüĢümlü voltametri teknikleri ile 

incelemiĢlerdir. Mitomisin C‟in DNA ile etkileĢim sonunda asit ile aktive edilmiĢ ilacın 

sinyalinde azalma gözlenmiĢtir. DNA‟nın guanin yükseltgenme sinyalinde de azalma 

görülmüĢtür. 

         Brett ve ark., (1998); Erdem ve Ozsoz (2001b). kemoterapide antibiyotik olarak 

kullanılan Mitoksantron‟un dsDNA ile etkileĢiminin camsı karbon ve karbon pastası 

elektrodu yüzeyinde diferansiyel puls voltametrisi, dönüĢümlü voltametri ve kare dalga 

voltametrisi teknikleri ile incelemiĢlerdir. Mitoksantron‟un DNA ile etkileĢim sonunda 

dönüĢümsüz ve pH‟a bağlı bir ilaç elektrooksidasyonu söz konusudur. DNA‟nın guanin 

ve adenin bazına ait spesifik bir etkileĢme gözlenmemiĢtir. 

        Wang ve ark., (1996c) fenotiyazin grubu ilaçlardan; prometazin, fenotiyazin, 

klorpromazin, tiyoridazin ve proklorperazin ile dsDNA etkileĢimlerini karbon pastası 

elektrot kullanarak potansiyometrik sıyırma analizi ve diferansiyel puls voltametrisi 

teknikleri ile incelemiĢlerdir. Ġlaçların DNA ile etkileĢim sonunda interkalasyon 

sebebiyle sinyallerinde arttma gözlenmiĢtir. DNA‟nın guanin yükseltgenme sinyalinde 

de azalma görülmüĢtür. 

         Brett ve ark., (1996) platin grubu bileĢiklerden karboplatin ile dsDNA 

etkileĢmesini camsı karbon elektrot kullanarak diferansiyel puls voltametri tekniği ile 

incelemiĢlerdir. Karboplatin‟in DNA çapraz bağlanması nedeniyle adenin sinyalinde 

artıĢ gözlenmiĢtir. 

         Erdem ve ark., (2000); Xia ve ark., (1999) epirubisin ile dsDNA etkileĢmesini 

karbon pastası ve camsı karbon elektrot kullanarak dönüĢümlü ve diferansiyel puls 

voltametri teknikleri ile incelemiĢlerdir. Epirubisin‟in DNA etkileĢiminde interkalasyon 

sebebiyle ilacın sinyalinde azalma görülmüĢtür.  
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         Ġlaç-DNA etkileĢimini elektrokimyasal biyosensörle tayin ederken izlenen yol Ģu 

Ģekildedir; EtkileĢim öncesi ve sonrası mevcut ilaç sinyalindeki ve/veya DNA‟daki 

elektroaktif bazlar, guanin ve adenin sinyalindeki değiĢim ölçülür ve bu değiĢime göre 

etkileĢim hakkında yorum yapılır (Erdem ve Ozsoz, 2002). 

 

ġekil 2.40. Ġlaç-DNA etkileĢmesine dayalı elektrokimyasal DNA biyosensörlerinin  

                  (genosensörlerin) tasarımının Ģematik olarak gösterilmesi: A) ÇalıĢma  

                   elektrodu yüzeyinde etkileĢimin a) DNA tutturulmuĢ elektrot, b) ilaç  

                   tutturulmuĢ elektrot kullanılması ile tayin. B) Çözelti  fazında etkileĢim.  

                   EtkileĢim basamağından sonra izlenen basamaklar: elektrodun yıkanması ve  

                   voltametrik teknikler kullanılarak elektrokimyasal ölçümlerin yapılması ve  

                   sinyallerin kıyaslanması; etkileĢim öncesi ve/veya sonrası ilaç ve/veya  

                   DNA‟nın voltametrik sinyalindeki artma veya azalmanın bulunması.  
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2.3. Analitik Yöntem Validasyonu (Yöntem Geçerlik Testleri) 

 

Analitik yöntemler, ilaç analizlerinde, biyolojik numune analizlerinde, biyoeĢdeğerlik, 

biyoyararlanım çalıĢmalarında, farmakokinetik bilgilerin değerlendirilmesi ve 

yorumlanmasında, ilaç etken maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde, ilaç etken 

maddelerinin metabolitlerinin tayininde kullanılan yöntemlerdir. 

         Bu iĢlemlerin yapılabilmesi için iyi karakterize edilmiĢ, güvenilir sonuçların elde 

edilebileceği tamamen geçerli analitik yöntemlerin kullanılması veya geliĢtirilmesi 

gereklidir. Her yeni geliĢtirilen yöntemin validasyon sonuçları birbirinden bağımsızdır 

(Riley ve Rosanske 1993; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Ahuya ve Scypinski 2001; 

Lunte ve Radzik 1996). 

         Yöntem validasyonu analitik iĢlemlerin istenilen kullanım için uygunluğunu 

gösteren parametrelerdir. Uygulanacak analitik iĢlemler için hangi tip validasyon 

karakteristiklerinin kullanılacağı belirlenmelidir. GeliĢtirilen bir yöntemin veya 

parametrelerinde ufak değiĢiklikler yapılmıĢ bir yöntemin geçerli olabilmesi için 

mutlaka gerekli validasyon testlerinin ve ilgili hesapların yapılmıĢ olması gereklidir 

(Riley ve Rosanske 1993; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Ermer and Miller, 2005; 

Ahuya ve Scypinski 2001; Lunte ve Radzik 1996; Adamovics 1997; Braggio ve ark 

1996; Shabir 2003; Papadoyannis ve Samanidou 2004; Mc Dowell 1999). 

         Amerikan Farmakopesine (USP 24) göre validasyon, analizi yapılacak madde için 

geliĢtirilen analiz yönteminin seçilen aralıkta uygunluğunu, doğruluğunu, duyarlığını, 

tekrar edilebilirliğini, sağlamlığını belirtmektedir. 
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2.3.1. Validasyonun Genel ĠĢlemleri 

 

        1. Cihazın kontrolü ve validasyonu, (tüm donanım ve yazılımlar için geçerlidir) 

        2. GeliĢtirilen yöntemin geçerliliğini kanıtlamak için veya geliĢtirilmiĢ olan bir      

yöntemdeki parametrelerde yapılan değiĢikliklerden sonra yapılan validasyon, 

        3. Cihaz ve ilgili yöntem seçildikten sonra ve validasyonları yapıldıktan sonra 

ayırma  

         yöntemleri için gerçekleĢtirilen Sistem Uygunluk Testleri (SUT). Bu testler FDA 

ve USP tarafından önerilen ve sıvı kromatografisi ve diğer ayırma tekniklerinde yöntem 

geliĢtirmenin bir parçasını oluĢturan testlerdir. 

 

         Bir analitik yöntemin validasyonu; laboratuar çalıĢmaları ile belirlenen ve istenen 

analitik uygulamaları için gerekli yöntem performans karakteristiklerinin bulunmasıdır. 

Performans karakteristikleri analitik parametreler cinsinden ifade edilir. Bu parametreler 

hem in-vivo hem de in-vitro çalıĢmalarda kullanılan yöntemler için geçerlidir.  

         Biyoanalitik yöntemler; kan serum, plazma veya idrar gibi biyolojik sıvılarda etkin 

maddelerin veya metabolitlerinin; gaz kromatografi (GK), sıvı kromatografisi (SK) veya 

bunların SK-KS, GK-KS, SK-KS-KS, GK-KS-KS gibi kütle spektrometrisi (KS)  ile 

kombinasyonları, Elektrokimyasal ve Radyokimyasal yöntemler gibi yöntemlerle miktar 

tayinlerini içerir.  
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2.3.2. Tipik Validasyon Karakteristikleri 

 

2.3.2.1.  Doğruluk (Accuracy; Geri Kazanım(Recovery)) 

2.3.2.2. Kesinlik (Precision) 

2.3.2.3.  Seçicilik (Selectivity, specificity) 

2.3.2.4. TeĢhis Sınırı (LOD) 

2.3.2.5. Tayin Sınırı (LOQ) veya tayin alt sınırı (LLOQ) 

2.3.2.6.  Doğrusallık  

2.3.2.7. Duyarlılık  

2.3.2.8. ÇalıĢma Aralığı  

2.3.2.9. Sağlamlık  

2.3.2.10.  Tutarlılık  

2.3.2.11.  Stabilite  

 

 

2.3.2.1. Doğruluk (Geri Kazanım) 

 

Analiz sonuçu elde edilen değerin gerçek değere yakınlığının ölçüsüdür. Sonuçlar 

ortalama % geri kazanım olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi yapılacak 

madde) analiz yapılan ortamdan hangi oranda geri alınabildiğini gösterir. Bu aynı 

zamanda biyolojik sıvılardan tüketmenin etkinliğini de gösterir. Kullanılan cihazlardan 

yapılan ölçümlere dayalı olarak hesaplanır. Biyolojik sıvılarda çalıĢılırken geri 

kazanımın % 100 olması gerekmez.  
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         Geri kazanım çalıĢmaları en az 3 değiĢik deriĢim için yapılır; alçak (tayin alt 

sınırında veya yakın konsantrasyonunda), orta (çalıĢma konsantrasyon aralığının 

ortasında yer alan bir konsantrasyonda) ve yüksek (çalıĢma konsantrasyon aralığının üst 

sınırlarında veya yakınında yer alan bir konsantrasyonda) deriĢim değerleri seçilerek 

kullanılır. Seçilen her bir konsantrasyon için minimum 5 tayin yapılmalıdır. Bu 

tayinlerden minimum 3 tanesi ortalama değerin % 15 inden daha fazla sapma 

göstermemelidir. Tayin alt sınırındaki konsantrasyon için bu sapma % 20 yi 

geçmemelidir. 

 

       Geri kazanım çalıĢmaları için 3 yol izlenebilir. Bunlar: 

 

       Referans standart ile karşılaştırmak:  

 

       GeliĢtirilen analiz yöntemi ile 3 farklı deriĢimde, 3‟er ölçüm alınır ve bu değerler % 

geri kazanım değerlerine çevrildikten sonra tümü bir araya getirilir. Sonuçlar referans 

kabul edilen veya basılı olan baĢka bir yöntem sonuçları ile istatistiksel olarak 

karĢılaĢtırılır. Bu karĢılaĢtırma iĢlemi için student-t ve Fisher (F) testleri kullanılır. 

Student-t testi ile iki yöntemin ortalamaları arasındaki, F testi ile de standart sapmaları 

arasındaki farklılık karĢılaĢtırılır. Hesapla bulunan t ve F değerleri çizelgelerde verilen 

teorik t ve F değerleri ile kıyaslanır. Hesapla bulunan değerlerin çizelgede yer alan 

değerlerden küçük oluĢu geliĢtirilen yöntemin en az referans olarak kabul edilen yöntem 

kadar hassas olduğunu gösterir. Sonuçların ortalamaları, % bağıl standart sapma (%BSS) 

ve/veya % bağıl hata (BH) (% Bias) ile beraber verilir.  
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             GD: Gerçek Değer 

             SS: Standart Sapma 

            

__

X : Ortalama Değer 

 

 

       Kör matris ortamına analizi yapılan maddeyi ilave etmek:  

 

       Farmasötik dozaj formları gibi matris etkisi olan numunelerle çalıĢıldığı zaman 

kullanılan bir yöntemdir. Analizi yapılacak madde boĢ matrise değiĢik deriĢimlerde 

eklenir. Bu matris ilaç dozaj formları için (etken maddesiz) yardımcı maddelerden, 

pestisit kalıntıları için pestisit ile muamele edilmemiĢ ekinlerden oluĢur.   

       Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oranında madde ilavesi yapılır ve her seviyede 

en az 3‟er ölçüm yapılır. Sonuçlar % geri kazanım olarak ifade edilir ve % bağıl standart 

sapma ve/veya % bağıl hata (% BH) ile beraber verilir.  

 

         Standart ekleme yöntemi ile saf madde ilavesi:  

 

         Analizi yapılacak maddenin bilinen ve değiĢik miktarları matris içerisinde yer alan 

ve miktarı bilinmeyen veya daha önce tayin edilmiĢ aynı maddenin üzerine ilave edilir. 

Asıl numunedeki etken madde deriĢimi deney verilerinden matematiksel olarak 

hesaplanır. Genellikle % 25, 50, 100 oranında madde ilave etmek iyi bir yaklaĢımdır. 

Madde ilave edilmiĢ ve ilave edilmemiĢ bütün numuneler en az 3‟er defa analiz edilir. 

Sonuçlar ilave edilen ve ölçülen madde miktarları verilerek ifade edilir. Bu teknik, katkı 

maddelerinin ve yardımcı maddelerin bilinmediği durumlarda kullanılır. Sonuçların 

ortalamaları, % bağıl standart sapma ve/veya % bağıl hata (% Bias) ile beraber verilir.  
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2.2.2.2. Kesinlik  

 

GeliĢtirilen yöntemin çalıĢılan koĢullar altında tekrarlanabilirliğinin ölçüsüdür. BaĢka bir 

ifade ile bir numuneye aynı yöntem birden çok sayıda uygulandığında analit için 

bulunan sonuçların birbirine yakınlığının bir ölçüsüdür. % BSS (Bağıl Standart Sapma) 

veya % VK (Varyasyon Katsayısı) olarak ifade edilir.  Ölçüm yapılan her bir deriĢim 

için minimum 5–6 tayin yapılmalıdır. Bunlardan en az 3 tanesi % BSS olarak teorik 

değerin % 15‟inden daha fazla sapma göstermemelidir. Tayin alt sınırındaki 

konsantrasyon için (TAS) bu sapma % BSS olarak % 20 yi geçmemelidir. 

         Kesinlik üç kısımda düĢünülmelidir. Tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik 

(intermediate precision) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility).  

 

          Tekrarlanabilirlik:  

         Kısa zaman aralığı içerisinde aynı iĢlem koĢulları altındaki kesinliği ifade eder. 

Analizi yapılacak maddenin çalıĢma ortamındaki çözeltisi hazırlanır ve bu çözeltilerden 

en az 10 ölçüm yapılır (30–40 ölçüm tercih edilmelidir). Bu tekrar edilebilirlik gün içi 

veya çalıĢma sırasındaki kesinlik olarak da adlandırılır. Sonuçta, kesinlik elde edilen 

değerlerin %BSS‟ı verilerek ifade edilir ve %BSS  1.0 olmalıdır.  

 

         Orta-Kesinlik:  

         Orta kesinlik laboratuar içi deneysel faklılıkları belirten bir kesinlik derecesidir. 

Farklı günlerde, farklı analizciler veya farklı cihazlar kullanılarak saptanabilen 

değerlerdir. ÇalıĢmalar arası, deneyler arası veya günler arası kesinlik olarak tanımlanan 

bu değer çalıĢmanın tam anlamda kesinliğini belirtir. Bu kesinliği sağlayan çalıĢma diğer 

kesinlik parametrelerini de sağlamıĢ olur. Analizi yapılacak maddenin çalıĢma 

ortamındaki çözeltisi ayrı ayrı hazırlanır ve bu çözeltilerin her birinden en az 3‟er ölçüm, 

farklı günlerde ve/veya farklı analizciler tarafından ve/veya farklı cihazlarla yapılır. 

Sonuçta, orta kesinlik elde edilen değerlerin %BSS‟ı verilerek ifade edilir ve %BSS   
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2,0 olmalıdır. Biyolojik numunelerle çalıĢırken %BSS değerleri 10-15‟e kadar 

çıkabilmektedir. 

 

         Tekrar Elde Edilebilirlik:  

         Tekrar elde edilebilirlik özellikle ortak çalıĢma yapan farklı laboratuarların 

uygulamaları sonucu elde edilen ve deneysel faklılıkları belirten bir kesinlik derecesidir. 

Özellikle yöntem tek biçimliliği (standardizasyonu) çalıĢmalarında kullanılan bir 

kesinlik değeridir. GeliĢtirilecek yöntem farklı laboratuarlarda da aynı anda 

kullanılacaksa bu kesinliğin hesaplanması ve değerinin raporda belirtilmesi gerekir. 

Analizi yapılacak maddenin çalıĢma ortamındaki çözeltisi ayrı ayrı laboratuarlarda, 

farklı zamanlarda ve farklı analizciler tarafından (En az bir kaç gün ara ile yapılmalıdır) 

hazırlanır ve bu çözeltilerin her birinden en az 3‟er ölçüm yapılır. Sonuçta, tekrar elde 

edilebilirlik, ölçülen değerlerin %BSS‟ı verilerek ifade edilir ve %BSS   2,0 olmalıdır. 

Biyolojik numunelerle çalıĢırken %BSS değerleri 10-15‟e kadar çıkabilmektedir.  

    

   

2.3.2.3. Seçicilik 

 

Analizi yapılacak maddenin numunede bulunan giriĢim yapma ihtimali bulunan diğer 

yardımcı veya etken maddeler yanında miktarının tam ve doğru olarak tayin 

edilebileceğini gösteren bir parametredir. Bu kompleks numune karıĢımlarının 

analizinde giriĢim derecesinin de bir ölçüsüdür. Etken madde yanında safsızlıkların, 

parçalanma ürünlerinin, benzer kimyasal maddelerin veya plasebo bileĢenlerin 

bulunduğu numune ile bulunmadıkları numunede yapılan miktar tayini analizlerde etkin 

maddenin bulunan konsantrasyonları arasındaki fark olarak ifade edilir. Özellikle 

stabilite tayini çalıĢmalarında yapılması kesinlikle zorunlu olan bir parametredir. 

Seçicilik yeterli düzeyde değilse, yöntemin doğruluğu, kesinliği ve doğrusallığı 

hakkında bir Ģüphe uyanır. 
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         Seçicilik, miktar tayini sırasında gerekli validasyon iĢlemleri yapılırken, teĢhis 

testleri ve safsızlıkların tayini sırasında yapılmalıdır. Kütle spektrometri ile birleĢtirilmiĢ 

yöntemlerin kullanılması durumunda giriĢimin olmadığı kabul edilir. 

 

         Seçicilik 2 yolla saptanır: 

         1- Tayini yapılan bileĢik ile giriĢim yapma olasılığı bulunan maddelerin giriĢim 

yapma oranına veya ayırma yöntemlerinde, “Ayırım gücü” (Rs) değerlerine bakılır. Bu 

değer ayırma yöntemleri için Rs  2,0 olmalıdır. 

         2- Ayırma yöntemlerinde duyarlı bir dedektör seçilebilir. Ġncelenecek bileĢiğe 

cevap verme yeteneğine sahip olan dedektörler Elektrokimyasal veya Radyoaktivite 

Dedektörleridir. Bu dedektörler belli maddelere duyarlıdır ve baĢka maddelerin giriĢim 

yapma ihtimalini yok ederler. 

 

        1. basamaktaki iĢlem için: 

        A- Bütün bilinen veya giriĢim yapmasından Ģüphe edilen maddeler aynı anda 

geliĢtirilen yöntemle analiz edilir ve cevaptaki değiĢim incelenir. Ayırma yöntemlerinde 

bilinen veya giriĢim yapmasından Ģüphe edilen maddeler aynı anda kolona etken madde 

ile birlikte enjekte edilir ve ayırım gücü değerlerine bakılır (R  2,0 olmalıdır). 

         B- Ġlaç dozaj Ģekillerinin yardımcı maddeleri, analizi yapılan madde ile birlikte 

geliĢtirilen yöntemle analizlenir ve cevap incelenir. Ayırma yöntemlerinde kolona 

enjekte edilir ve R değerlerine bakılır (R  2,0 olmalıdır). 

         C- Maddenin %10-30‟unu bozacak kadar süre, 0,1 N HCl (asit); 0,1 N NaOH 

(baz); 50 
o
C sıcaklık; UV ıĢığı veya %3 lük H2O2 çözeltisi ile etkileĢtirilir ve elde edilen 

çözelti geliĢtirilen yöntemle analiz edilir, ayırma yöntemlerinde ise kolona enjekte edilir. 

Sonuçta elde edilen kromatogramdaki piklerin R değerleri R  2,0 olmalıdır. 

         D- GeliĢtirilen yöntemin Ģartlarında ufak değiĢiklikler oluĢturulur (pH, tampon, 

iyon Ģiddeti, sıcaklık gibi). Bu değiĢiklikler sonucu cevapta bir farklılık olup olmadığı, 
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ayırma yöntemlerinde herhangi bir ilave pik olup olmadığı ve bunun madde pikini 

etkileyip etkilemediği saptanır. 

         E- Ayırma yöntemlerinde kütle spektrometrisi dedektörleri gibi duyarlı ve hassas 

tekniklerle veya DAD (Foto diyot dizisi) dedektörü ile değiĢik dalga boyunda deney 

anında taramalar yaparak herhangi ilave bir pik olup olmadığını kontrol edilir. 

 

 

2.3.2.4. TeĢhis Sınırı, Gözlenebilirlik Sınırı (TS)  

 

Analizi yapılan örneğin belirdiği fakat nicel sınırlar içerisine girmediği en alt 

konsantrasyondur. Doğrudan, yapılan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Doğrudan 

yapılan deneylerden, gözlenerek yapılan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Gürültü 

(signal/noise) oranı 3 olarak alınır.  

        Hesaplama yolu ile TeĢhis Sınırı saptanmasında; 

                                TS= 3.3 x SS / m 

eĢitliği kullanılır. Bu eĢitlikte SS=  Kör çözeltilerinde (en az 5 adet)  yöntem 

uygulandığında elde edilen sonuçlarının veya ilgili kalibrasyon doğrusunun kesiĢim 

değerinin standart sapması, m= ilgili kalibrasyon doğrusunun eğim değeridir 
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ġekil 2.41.  TeĢhis sınırını hesaplanmasında kullanılan sinyal/gürültü oranı Ģekli 

 

 

2.3.2.5. Tayin Alt Sınırı (TAS)  

 

Analizi yapılan maddenin kabul edilebilir düzeyde kesin ve doğru olarak miktarının 

tayin edilebileceği, doğrusallık sınırları içerisine girmeyen veya kalibrasyon eğrisinin en 

alt deriĢimini oluĢturan konsantrasyon düzeyidir. Doğrudan yapılan deneylerden veya 

hesapla bulunabilir.  

         Doğrudan yapılan deneylerden gözlenerek TAS tespiti için genel olarak 

Sinyal/Gürültü oranı 10 olarak alınır.  

         Hesaplama yolu ile Tayin Alt  Sınırı saptanmasında; 

                              TAS= 10 x SS / m 

eĢitliği kullanılır. SS= Kör çözeltilerinde (en az 5 adet)  yöntem uygulandığında elde 

edilen sonuçların veya y eksenindeki kesiĢim değerinin standart sapması, m= ilgili 

kalibrasyon doğrusunun eğim değeridir. 

         SS ve m değerleri TS eĢitliğinde kullanılan değerlerle aynıdır. 
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        ġekil 2.42. Tayin alt hesaplanmasında kullanılan sinyal/gürültü oranı Ģekli 

 

         Biyolojik sıvılarla çalıĢılırken TAS‟nı belirlemek için aĢağıdaki Ģartların yerine 

gelmesi gerekir: 

         Analitin TAS‟daki deriĢimi için cihazdan ölçülen cevap kör için ölçülen cevabın 

en az 5 katı olmalıdır. 

         Analit için gözlenen pikin veya alınan cevabın tanımlanabilir ve diğer giriĢim 

yapma ihtimali bulunan maddelerden ayrı olması gerekir ayrıca % 20 kesinlik ve % 80–

120 doğrulukta tekrar edilebilir olmalıdır. 

 

 

2.3.2.6. Doğrusallık  

 

DeriĢime karĢı cevabın doğru orantılı olarak artması ve çizilen grafikte noktaların düz 

bir çizgi üzerinde yer almasıdır. Eğim (m), kesiĢim(n) ve korelasyon katsayısı (r) 

doğrusallığı veren parametrelerdir. Bunlar analit deriĢiminin ölçülen değerlere karĢı 

regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanır. Doğrusallık,  korelasyon 
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katsayısı r= 0,999 ve üzerinde ise ve cevap değerleri çizilen doğrunun üzerinde yer 

alıyorsa sağlanmıĢ demektir. 

         Doğrusallığı belirleyebilmek için stok çözeltiden en az 5 değiĢik deriĢimin 

hazırlanması ve analiz edilmesi gerekir. Bu deriĢimin alt sınırı hedef seviyenin %50 

sinden düĢük ve üst sınır da %150 sinden yüksek olacak aralıkta seçilmelidir. Bu 5 

değerle yapılan doğrusallığın saptanması iĢleminin en az 3 defa tekrarlanması gerekir. 

Doğrusallığın tam validasyonu için ayrıca eğim ve kesiĢim değerlerinin %BSS ları veya 

standart hataları da hesaplanmalı ve raporda verilmelidir. 

 

 

2.3.2.6.1. Kalibrasyon Doğrusu (Grafiği) 

 

Analitin bilinen deriĢimleri ile cihazlarda ölçülen değerler arasındaki iliĢkidir. Bir 

kalibrasyon eğrisi hazırlanırken seçilen deriĢimler daha önce yapılan çalıĢmalarla 

belirlenir. Doğrusal veya doğrusal olmayan sonuçlar elde edilebilir. Tayin alt sınırı ve 

Tayin üst sınırı deriĢimleri de dahil olmak üzere çalıĢma aralığında en az 5 deriĢim için 

(kör hariç) cihazdan ölçülen değerlere göre hazırlanır. Doğrusal olmayan eğriler için 

daha fazla standart deriĢimin seçilmesi uygun olur. 

 

 

 

 

 

 

 

                   ġekil 2.43. Kalibrasyon doğrusu (grafiği) ve eĢitliği 
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       Biyolojik sıvılarla çalıĢılırken kalibrasyon eğrisi oluĢtururken aĢağıdaki kriterlerin 

yerine gelmesi gerekir: 

       Tayin alt sınırı deriĢiminden elde edilen cevaplar arasındaki sapma %20 den fazla 

olmamalıdır 

       Tayin alt sınırı deriĢiminin dıĢında seçilen standart deriĢimlerden elde edilen 

cevaplardaki sapmalar % 15 den fazla olmamalıdır. 

 

 

2.3.2.7. Duyarlılık 

 

Duyarlılık, doğrusallığın geçerli olduğu aralıktaki doğru denkleminin eğimidir. Pek çok 

kitapta aynı zamanda tayin alt sınırı olarak tanımlanmıĢtır. Tayin alt sınırı ne kadar 

küçükse yöntem o derece duyarlıdır. 

 

 

2.3.2.8. ÇalıĢma Aralığı 

 

Yeterli doğruluk ve duyarlıkta doğrusallığa sahip yöntemin geçerli olduğu alt ve üst 

sınırlar arasında yer alan deriĢim aralığıdır. DeriĢim aralığı genellikle seçilen yöntemin 

tipine göre değiĢir. Bu aralık yöntemin doğrusallığı bulunduktan sonra belirlenir. Ana 

maddenin analizinde standartların deriĢimleri genellikle hedeflenen seviyede veya ona 

yakın ölçülür. Bu deriĢimin alt sınırı hedef seviyenin %50 sinden düĢük ve %150 sinden 

yüksek olacak aralıkta seçilmelidir. Hedef miktarın %50, 75, 100, 125 ve 150‟si olacak 

Ģekilde aralık düzenlenebilir. 
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2.3.2.9. Sağlamlık  

 

Yöntemin, analiz parametrelerindeki ufak değiĢimlerden etkilenmeden kalabilme 

kapasitesidir. Bu parametreler organik çözücü yüzdesi, pH, iyonik güç, sıcaklık gibi 

etkenlerdir. Kararlılık yöntemin normal kullanımındaki güvenirliğinin bir ölçüsüdür ve 

yöntem geliĢtirilirken değerlendirilmesi gereken bir parametredir.  

         Örneğin pH 3 de ± 0,1 kadar bir değiĢim gösteren bir madde pH 4,5 da değiĢmeden 

aynı sonucu veriyorsa pH 4,5 ortam olarak seçilmelidir.  

 

 

2.3.2.10. Tutarlılık 

 

Yöntemin gerçek kullanım koĢulları altında tekrar edilebilirliğinin saptanmasıdır. Bunun 

için çalıĢmanın: aynı laboratuarda farklı analizciler tarafından; aynı laboratuarda farklı 

cihazlar tarafından; farklı laboratuarda gerçekleĢtirilmesi; reaktif ve çözücülerin 

markalarının değiĢtirilmesi; farklı günlerde ve sıcaklıklarda yapılması gibi normal test 

Ģartlarının değiĢtirilmesi; ayırma yöntemlerinde aynı marka ve modele sahip yeni bir 

kolon kullanarak tekrarlanması gereklidir. 

         Orta kesinlikle de benzeĢmektedir. % BSS ile ifade edilir. Uluslararası Uyum 

Konferansı (ICH= International Conference on Harmonization) bunu yapılması kesin 

olarak zorunlu iĢlemler grubuna dahil etmemiĢtir. 
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2.3.2.11. Stabilite  

 

Zorunlu bir validasyon parametresi olmamakla beraber yapılması tavsiye edilir. Tekrar 

edilebilir ve güvenilir sonuçlar elde edebilmek için numunelerin, standart maddelerin ve 

kullanılan çözücülerin uygun bir süre (örneğin 1 gün, 1 hafta, 1 ay veya ne kadar süreye 

ihtiyaç duyuluyorsa o kadar süre ) stabilitesini koruması gereklidir. 

         Etken maddenin stabilitesi oda sıcaklığında ve en az 6 saat olarak 

değerlendirilmelidir. Saklama süresinin tamamlanmasından sonra stabilite taze 

hazırlanmıĢ stok çözelti ile karĢılaĢtırma yaparak tayin edilir. 

         Biyolojik numunelerde ilacın stabilitesi, onun saklama Ģartları, kimyasal yapısı, 

matris ve saklama kabının bir fonksiyonudur. Stabilite olarak; numune toplama ve 

iĢleme sırasında, uzun süreli (belirlenen saklama sıcaklığında), kısa süreli saklamalarda 

(oda sıcaklığında) ve dondurma - çözme iĢleminden sonra geliĢtirilen analitik yöntem 

uygulanarak tayin edilir. 

         Tüm stabilite çalıĢmalarında analitin, içinde analit ve giriĢim olmayan biyolojik 

sıvı içerisinde taze hazırlanmıĢ stok çözeltilerinden hareketle hazırlanan numune setleri 

kullanılır.  

 

         Dondurma çözme stabilitesi: 

  

         Bu yolla yapılan stabilite çalıĢmalarında 3 dondurma ve çözme siklusu kullanılır. 

DüĢük ve yüksek deriĢimlerde en az 3 çözelti istenen sıcaklıkta 24 saat süreyle 

dondurulur, sonra oda sıcaklığında kendiliğinden çözülmesi beklenir. Tamamen 

çözüldükten sonra numuneler aynı Ģartlarda 12–24 saat süreyle yeniden dondurulur.   

Donma-çözme iĢlemi 2 kez daha tekrarlanır ve 3. siklustan sonra tayin iĢlemi yapılır.  

Eğer analit istenen saklama Ģartlarında dayanıklı değilse; stabilite için numunenin 3 

donma-çözme iĢlemi için – 70 
o
C kullanılır. 
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         Kısa süreli stabilite  

 

         DüĢük ve yüksek deriĢimlerdeki numuneler oda sıcaklığında çözülür ve bu 

sıcaklıkta 4–24 saat aralığında tutulur (bu süre numunenin oda sıcaklığına gelmesi 

süresine bağlı olarak değiĢir). Bu sürenin tamamlanmasından sonra stabilite taze 

hazırlanmıĢ stok çözelti ile karĢılaĢtırma yaparak tayin edilir. 

 

         Uzun süreli stabilite 

  

         Bu stabilite, numunenin ilk toplandığı tarihten baĢlayarak son numune analizine 

kadar geçen süreyi kapsar. Bu iĢlemde düĢük ve yüksek deriĢimde en az üç çözeltinin 

aynı koĢullar altında saklanmasından sonra tayinleri yapılır. Numunelerin hacmi üç ayrı 

iĢlemde kullanıma yetecek kadar olmalıdır. Stabilite hesabında ilk toplandığı andaki 

deriĢim ile son deriĢim arasında kıyaslama yapılarak tayin edilir. 

 

 

2.3.3. Yöntem Validasyonu Ġle Ġlgili ÇalıĢmaların Sunumu 

 

Bir analitik yöntemin validasyonu; laboratuar çalıĢmaları ile doğrulanması ve sonuçların 

deney validasyon raporları olarak sunulması ile tamamlanır. Müracaat sırasında 

hazırlanacak raporlar aĢağıdaki bilgileri kapsamalıdır: 

        Özet bilgi, 

        Kullanılan yöntem ile ilgili bilgiler, 

        Rutin numune analizlerine yöntemin uygulanmasıyla elde edilen biyoanalitik 

raporlar, 

        Diğer bilgiler 
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2.4. Analiz Yöntemleri 

 

2.4.1. Efavirenz için 

 

2.4.1.1. Kromatografik Yöntemler 

 

Veldkamp AI ve ark (1999) insan serumundan efavirenz‟in miktar tayini için basit ve 

hızlı bir yüksek performanslı sıvı kromatografisi (YPSK) metodu geliĢtirmiĢlerdir. Ters 

faz kromatografisiyle 246nm‟de UV detektörle ölçüm yapmıĢlardır. 250 mikrolitre 

plazma kullanarak 10 – 10,000 ng/mL deriĢim aralığında yöntemlerini valide 

etmiĢlerdir. Bütün kontrol deneylerinde gün içi ve günlerarası tekraredilebilirlikler % 4,3 

den küçük bulunmuĢtur. Tayin alt limiti 10 ng/mL, serumdan geri kazanım ise % 106,4 

olarak bulunmuĢtur. 

        Villani P ve ark (1999), insan serumundan efavirenz‟in UV detektör kullanarak ters 

faz yüksek performanslı sıvı kromatografisiyle miktar tayinini ve validasyonunu 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Dietil eter ile sıvı-sıvı ekstraksiyonu için 100 mikrolitre plasma 

örneği kullanmıĢlardır. Hareketli faz olarak asetonitril ve su karıĢımı, akıĢ hızı olarak 1,2 

mL/ dk kullanmıĢlardır. 247 nm de UV detektör kullanılmıĢtır. Efavirenz‟in ve internal 

standardın alıkonma zamanları sırasıyla 5,3 ve 4,5‟dir. TeĢhis sınırı 100 ng/mL olarak 

belirlenmiĢtir. 

        Saras-Nacenta M. ve ark (2001), efavirenz‟in insan serumundan miktar tayini için 

basit bir YPSK metodu geliĢtirmiĢler ve valide etmiĢlerdir. Katı faz ekstraksiyonu ile 

plazmadan efavirenz‟i ve iç standardı ayırmıĢlardır. Ters faz C8 kolonu kullanılarak UV 

detektörle 250nm‟de analizi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ġzokratik hareketli faz olarak fosfat 

tamponu (pH 5,75) - asetonitril kullanarak ilacı ve iç standardı analiz etmiĢlerdir. Tüm 

kalite kontrol numuneleri için gün içi ve günler arası tekraredilebilirlik % 8,6„dan az 

bulunmuĢtur. Tayin alt sınırı 0,1 µg/mL, serumdan geri kazanım  % 83‟den büyük 

bulunmuĢtur. 
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         Langmann P. ve ark (2001), efavirenz‟in serumdan miktar tayini için yeni bir 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi yöntemi önermiĢlerdir. 200 mikrolitre 

plazmadan dietileter kullanarak sıvı-sıvı ekstraksiyonuyla baĢarıyla kantitatif geri 

kazanım yapılabilmiĢtir. Hareketli faz olarak 67mM potasyum dihidrojen fosfat-

asetonitril kullanılmıĢtır. Fenomeneks C18 kolonu ile korunarak XTerraRP 18 kolonu 

kullanılmıĢ ve 246 nm‟de UV detektörle çalıĢılmıĢtır. DeriĢim aralığını 25-15,000 

ng/mL olarak bulmuĢlardır. Gün içi ve günler arası tekraredilebilirlik çalıĢmaları 

%10‟dan küçük bulunmuĢtur. 

         Fan B ve ark (2002) serumda lamivudin, stavudin ve efavirenz kombinasyonunun 

miktar tayinini ve validasyonunu LC/MS/MS metoduyla gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Elektrosprey tandem detektör kullanmıĢlardır. Bu ilaçlar ve internel standart aprobarbital 

için katı faz ekstraksiyon yöntemini kullanmıĢlardır. Gradient hareketli faz sistemi 

kullanmıĢlar, hareketli faz olarak asetonitril ve 20mM amonyum asetat tamponu 

karıĢımının pH‟ını glasiyel asetik asit kullanarak pH 4,5‟a ayarlamıĢlardır. Kolon olarak 

hekzilsilan kolon kullanmıĢlardır. Lamivudin için 1,1 – 540 ng/mL; stavudin için 12,5 – 

6228 ng/mL ve efavirenz için 1,0 - 519 ng/ mL konsantrasyon aralıklarında doğrusallık 

saptanmıĢtır. Geri kazanım değerleri  % 90‟ının üstündedir.  

        Matthews CZ ve ark. (2002), YPSK yöntemi kullanarak efavirenz‟i kantitatif olarak 

insan serumundan ve kalitatif tayinini efavirenz‟i fotokimyasal türevlendirerek 

fluoresans detektörle gerçekleĢtirmiĢlerdir. Kantitatif tayin için ters faz kromatografisi 

kullanılırken steorokimyasal değerlendirmeler için kiral durgun faz içeren kolon 

kullanılmıĢtır. Kantitatif ölçümler 50 -1000 ng/mL deriĢim aralığında valide edilmiĢtir. 

Tüm standart piklerde geri kazanım % 89‟dan daha iyi çıkmıĢtır. Ölçüm aralığında 

doğruluk % 95 ile 104 aralığında iken, gün içi kesinlik %5 C.V.‟den iyidir.  

        Ramachandran G. ve ark. (2006), efavirenz‟in insan serumundan kantitatif tayini 

için basit ve hızlı bir yüksek performanslı sıvı kromatografisi yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. 

Analizlerini, terz faz C-18 kolonu (150mm) kullanarak UV detektör ile 

gerçekleĢtirmiĢler ve 0,0625-10,0 µg/mL deriĢim aralığında doğrusallık saptamıĢlardır. 

Serumda geri kazanım değerini %101 bulmuĢlardır.  
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         Dogan-Topal ve ark. (2007) efavirenz, abakavir ve valgansiklovir‟in insan 

serumundan kantitatif tayini için basit ve hızlı bir yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Ayrımlarını terz faz 5µm Waters Spherisorb 

kolon (250 x 4,6 mm ID) kullanarak diod array detektör ile gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Hareketli faz olarak asetonitril: metanol: KH2PO4 (pH 5.00) (40:20:40 h/h/h) karıĢımını 

1,0 mL/dk akıĢ hızında kullanmıĢlardır. Serumda, abakavir ve efavirenz için 50-30,000 

ng/mL konsantrasyon aralığında, valgansiklovir için ise 10-30,000 ng/mL deriĢim 

aralığında doğrusallık saptamıĢlardır. Tayin alt limitlerini abakavir, efavirenz ve 

valgansiklovir için sırasıyla 3,80 ng/mL, 2,61 ng/mL ve 130 ng/mL olarak bulmuĢlardır. 

         Seshachalam ve ark. (2008) efavirenz‟in S- ve R- enantiomerlerini yüksek basınçlı 

sıvı kromatografisiyle analiz etmiĢlerdir. Durgun faz olarak tris- (3,5-

dimetilfenilkarbamat) içeren Chiralcel OD (250mm x 4,6mm, 10mikrom) kolonu 

kullanmıĢlardır. Hareketli faz olarak %0,1 (h/h) formik asit içeren n-hekzan: 

isopropilalkol (80:20 h/h) kullanılmıĢtır. 1,0 mL/dk akıĢ hızı ve 254 nm de UV detektör 

ile ölçüm yapılmıĢtır. R- enantiomeri için 0,1 - 6,0 µg/mL konsantrasyon aralığında 

doğrusallık saptanmıĢtır. TeĢhis sınırı 0,03 µg/mL ve tayin alt sınırı 0,1 µg/mL (n:3) 

olarak bulunmuĢtur. R- enantiomerinin tekraredilebilirlik çalıĢmaları sonucunda altı tane 

tekrarlanan ölçüm sonucunda pik cevabının BSS‟sı % 1,34 bulunmuĢtur. Sonuçlar 

göstermiĢtir ki geliĢtirilen metod basit, kesin, sağlam ve saf efavirenz‟in miktar tayini 

için uygulanabilir. 

         Huang ve ark (2008) insan saçından efavirenz, lopinavir ve ritonavir‟in miktar 

tayinini ve validasyonunu LC/MS/MS yöntemiyle gerçekleĢtirmiĢlerdir. Saç numuneleri 

AIDS tedavisi gören hastalardan alınıp 37
o
C‟de 14 saatten fazla metanolde tutulup, zayıf 

alkali Ģartlarında metil tert-butil eter: etil asetat (1:1) karıĢımında ekstraksiyon 

yapılmıĢtır. Elektrosprey tandem detektör kullanmıĢlardır. Kantitatif ölçümler ritonavir 

için 0,01- 4,0 ng/mg deriĢim aralığında; lopinavir ve efavirenz için 0,05 - 20 ng/mg 

deriĢim aralığında valide edilmiĢtir. Gün içi ve günler arası kesinlik çalıĢmaları %15 

civarındadır, doğruluk çalıĢmaları ise %89-110 aralığında değiĢmektedir. 
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 Lakshmi Sailaja ve ark (2007), efavirenz‟in insan serumundan miktar tayini için 

basit ve hızlı bir yüksek performanslı sıvı kromatografisi yöntemi geliĢtirmiĢler ve 

valide etmiĢlerdir. Yöntemlerinde C18 analitik kolonunu ve hareketli faz olarak 

asetonitril: KH2PO4 (pH 3,50) (50:50) karıĢımını kullanmıĢlardır. Maddeleri UV 

detektörle 247 nm‟de görüntülemiĢlerdir. Alıkonma zamanları efavirenz için 6,45 dk ve 

iç standart nelfinavir için ise 2,042 dk‟dır. Serumda 0,1- 10 µg mL
-1

 deriĢim aralığında 

doğrusallık saptamıĢlardır. GeliĢtirilen yöntem basit, kesin, doğru ve efavirenz‟in 

biyoyararlanım ve farmakokinetik çalıĢmaları için uygulanabilir. 

 

 

2.4.1.2. Voltametrik Yöntemler 

 

Dogan-Topal ve ark. (2009) efavirenz ile çift sarmal balık spermi DNA‟sının 

etkileĢimini kalem grafit elektrot kullanarak diferansiyel puls voltametrisiyle tayin 

etmiĢlerdir. EtkileĢme çift sarmal DNA daki guanin sinyalinin azalıĢı üzerinden 

incelenmiĢtir. Efavirenz‟in 2,0-24,0 µg/mL konsantrasyon aralığındaki ilavesiyle guanin 

sinyalindeki doğrusal azalıĢ üzerinden miktar tayini yapılmıĢ ve farmasötik preparatlara 

uygulanmıĢtır. Ayrıca efavirenz‟in tek baĢına boĢ kalem grafit elektrot ile miktar tayini 

yapılmıĢ; 0,018 -2,56 µg/mL deriĢim aralığında doğrusallık bulunmuĢtur. Gerekli tüm 

validasyon parametreleri hesaplanmıĢtır. 
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2.4.2. Löprolid için 

 

 

2.4.2.1. Kromatografik Yöntemler 

 

Ueno ve Matsuo (1991) löprolid ve metaboliti için serum ve idrardan miktar tayini için 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Löprolid ve 

metaboliti için TeĢhis sınırı 0,05 ng/mL olarak bulunmuĢtur. Serum ve idrardan geri 

kazanım çalıĢmaları % 88‟in üstünde bulunmuĢtur.  

         Sanz-Nebot ve ark (2000)  löprolid, peptidik hormonunu, elde etmek için katı faz 

peptid sentezi kullanmıĢlardır. Löprolid‟in ayrımı ve karakterizasyonu için Elektrosprey 

iyonizasyonu kullanarak kütle spektrometresiyle sıvı kromatografisini birleĢtirmiĢlerdir. 

Sıvı kromatografisi ayrım Ģartları optimize edilmiĢtir. 

         Singh ve ark (2000) löprolid‟in miktar tayini için 220 nm‟de UV detektör ve C18 

Microsorb-MVTM kolon (4,6 mmx15 cm) kullanarak yüksek performaslı sıvı 

kromatografisiyle izokratik yöntem geliĢtirilmiĢtir. Hareketli faz oranı, 0,03M, %77 

dibazik amonyum fosfat tamponu: %23 asetonitril‟dir. AkıĢ hızı 2,0 mL/dk‟dır. Bütün 

deriĢim çalıĢmaları için kesinlik sonuçları % 2 (C.V)‟den küçüktür. Löprolid için tayin 

limiti ve kuyruklanma faktörü sırasıyla 100 ng/mL ve 1,16-1,26 bulunmuĢtur. 

Sanz-Nebot ve ark (2002) çok peptid içeren löprolid‟in ayrımı ve karakterizasyonu 

için ters faz sıvı kromatografisi- kütle spektrometrisi ve kapiller elektroforez 

yöntemlerini geliĢtirmiĢlerdir. KarıĢım öncelikle LC-MS ile analiz edildi ve kapiller 

elektroforez ile ayrım gerçekleĢtirilmiĢtir. 

         Gioia ve ark (2005) tarafından löprolid‟in hassas miktar tayini için florojenik ön 

kolon türevlendirmesiyle sıvı kromatografisi yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Histidin, arjinin, 

serin, triptofan, glutamik asit, tirosin, metiyonin, izolösin, lösin ve fenilalanin‟i ters faz 

ODS kolon kullanarak ve gradient elüsyon yöntemiyle trietilamonyum fosfat tamponu-
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metanol karıĢımı kullanarak ayırmıĢlardır. Tüm prosedür için günler arası doğruluk % 

80,5 – 109,5 aralığında bulunmuĢtur, tekraredilebilirlik %BSS‟sı % 5,8‟den düĢük 

bulunmuĢtur. Gün içi doğruluk % 81,5 -107,2 aralığında tekraredilebilirlik ise %BSS‟sı 

%4,6 bulunmuĢtur. TeĢhis sınırı 30-800 femtomol bulunmuĢtur. 

 Jamshidi ve ark (2006) löprolid asetat için yeni, kararlı bir HPTLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Durgun faz olarak Silika jel 60F254; hareketli faz olarak, etil asetat-

metanol-%25 amonyak (60:30:10) kullanılmıĢtır. Löprolid asidik, bazik ve oksidatif 

bozulmalara maruz bırakılmıĢtır. Bozunma ürünlerinin pikleri löprolid‟in pikinden farklı 

yerlerdedir. Dansitometrik değerler 280nm‟de uygulanmıĢtır. Löprolid için 107-422 ng 

deriĢim aralığında doğrusallık saptamıĢlardır. Tayin alt ve teĢhis sınırı sırasıyla 25 ve 

107 ng bulunmuĢtur. Günler arası geri kazanım ve bağıl standart sapma sırasıyla % 

97,06-102,0 ve %1,34-2,90 bulunmuĢtur.              

          Sofianos ve ark (2008) löprolid‟in miktar tayini için kütle spektrometrisi yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Fare plazmasından pikomolar deriĢimde löprolid tayin edilmiĢtir. 

TeĢhis sınırı 0,1ng/mL olarak bulunmuĢtur. Farmakokinetik parametreler optimize 

edilmiĢtir. 

 Zhan ve ark (2009), löprolid için serumdan miktar tayini için yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi yöntemi geliĢtirmiĢler ve valide etmiĢlerdir. Serum 

numunelerinde proteinleri metanol ile ayırıp, Oasis
®
 HLB kartuĢ katı faz 

ekstraksiyonuyla muamele edildikten sonra löprolid ve alarelini (iç standart), arayüzeyde 

pozitif elektrosprey iyonizasyonlu üçlü dört uçlu kütle spektrometrisiyle, C18 kolonda 

analiz etmiĢlerdir. Hareketli faz içeriği; asetonitril: su: propiyonik asit (20: 80: 0,05)‟dir. 

Löprolid için 0,018-45,2 ng mL
-1

 deriĢim aralığında doğrusallık saptamıĢlardır. Gün içi 

ve günler arası kesinlik (% BSS) %11,5‟den düĢük ve doğruluk (bağıl hata) ± 2,8 

civarında bulunmuĢtur. TeĢhis alt limiti, 0,018 ng mL
-1

‟dir. Valide edilmiĢ LC-MS/MS 

metodu, derialtı 1 mg löprolid verilen sağlıklı Çinli erkek gönüllülerde farmakokinetik 

çalıĢmalar için uygulanmıĢtır. 
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2.4.2.2. Voltametrik Yöntemler 

 

Dogan-Topal ve ark (2010) löprolid ile çift sarmal DNA‟nın etkileĢimini kalem grafit 

elektrot kullanarak tayin etmiĢlerdir. EtkileĢme mekanizması hem kalem elektrodu 

üzerinde hem de çözelti ortamında diferansiyel puls voltametrisiyle incelenmiĢtir. DNA 

immobilize edilmiĢ kalem elektrotta ve çözelti ortamında guanin sinyalindeki doğrusal 

azalıĢ üzerinden miktar tayini çalıĢmaları yapılmıĢtır ve tayin alt limitleri sırasıyla 0,06 

ppm ve 0,04 ppm bulunmuĢtur. Ayrıca efavirenz‟in tek baĢına boĢ kalem grafit elektrot 

ile elektrokimyasal davranıĢı açıklanmıĢ ve miktar tayini yapılmıĢtır. Tayin alt limiti 

0,0014 ppm bulunmuĢtur. Gerekli tüm validasyon parametreleri hesaplanmıĢtır ve 

yöntem farmasötik preparatlara uygulanmıĢtır. 

 

 

2.4.3. Fulvestrant için 

 

 

2.4.3.1. Kromatografik Yöntemler 

 

Balaram ve ark (2010), tavĢan serumundan fulvestrant‟ın sıvı-sıvı ekstraksiyonuyla hızlı 

ve duyarlı tayini için YPSK yöntemi geliĢtirmiĢler ve valide etmiĢlerdir. Elektrosprey 

tandem  dedektörü kullanmıĢlardır. Analizlerini ters faz Sunfire C18 kolonu kullanarak 

300µL/dk akıĢ hızında gerçekleĢtirmiĢlerdir. Noretisteron‟u internal standart olarak 

kullanmıĢlardır. Yöntem 0,092-16,937 ng/mL deriĢim aralığında valide edilmiĢtir. Tayin 

alt sınırı 0,023 ng/mL‟dır. Gün içi ve günler arası tekraredilebilirlik ve doğruluk 

%10‟dan düĢüktür. Fulvestrant ve noretisteron için geri kazanım sırasıyla %85 ve 90‟dır. 
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2.5. Kullanılan Araç ve Gereçler 

 

 

2.5.1. Deneylerde Kullanılan Araç ve Gereçler 

 

a) Elektrokimyasal analizör: BAS 100 W ve  

                                      AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda) 

b) Deney hücresi: Tek bölmeli voltametrik hücre 

c) Elektrotlar 

a. ÇalıĢma elektrodu :  Bor ile Dope edilmiĢ Elmas elektrot  

                                          (Windsor Scientific, England)        

                                           ve Kalem grafit elektrot  

b. Yardımcı elektrot : Platin tel elektrot (BAS MF 1032) 

c. KarĢılaĢtırma elektrodu : Ag/AgCl (3M KCl) (BAS MF 2052) 

d) Manyetik karıĢtırıcı – ısıtıcılı : Ikamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor 

Technic) 

e) Hassas terazi : Labor Alliance ve Shimadzu Libror AEG –220 

f) UV-Vis spektrometresi: Shimadzu UV 1601 

g) pH metre : Model 538 (WTW, Austria)  

h) Kombine elektrot (cam elektrot-referans elektrot ) 

i) FT-IR spektrometresi: Jasco-420 

j) Santrifüj     

k) Ultrasonik banyo  

l) ÇeĢitli boylarda pyrex
®

 balonjoje,  kapaklı, hacmi belirli deney tüpleri, cam 

havan, beherler, çeĢitli ölçülerde otomatik ve mikro pipetler, ön iĢlem için 

kullanılan BAS marka kahverengi yumuĢak yüzeyli parlatma pedleri 
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2.5.1.1. BAS 100 W ve AUTOLAB 30 Elektrokimyasal Analizör 

 

Cihazlarda; potansiyostat ve fonksiyon jeneratörü genel olarak polarograflarda olduğu 

gibi esas kısımlardır. Bilgisayar teknolojisi ile desteklenerek verim ve kullanım kolaylığı 

arttırılmıĢtır. Microsoft Windows
®
 ile uyumlu sistem yazılımı sayesinde cihazın 

kontrolü, veri toplanması ve bu verilerin değerlendirilmesi kolaylıkla yapılmaktadır 

(ġekil 2.44). Bu cihazlar, aĢağıdaki tekniklerin kullanılmasına olanak sağlamaktadır.  

 

a) DönüĢümlü Voltametri 

b) Doğrusal Taramalı Voltametri 

c) Kronoamperometri 

d) Kronokulometri 

e) Normal Puls Voltametri ve Polarografisi 

f) Diferansiyel Puls Voltametri ve Polarografisi 

g) TAST Polarografisi 

h) Barker Kare Dalga Voltametri ve Polarografisi 

i) Osteryoung Kare Dalga Voltametri ve Polarografisi 

j) Alternatif akım (ac) Voltametri ve Polarografisi 

k) Faz Selektif ac Voltametri ve Polarografisi 

l) 2. Harmoni ac Voltametri ve Polarografisi 

m) Üçgen Dalga ac Voltametri ve Polarografisi 

n) Diferansiyel Üçgen Dalga ac Voltametri ve Polarografisi 

o) ac Direnci 

p) Döner Disk Elektrotla DTV 

q) Hidrodinamik Modülasyon Voltametrisi 
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r) Barker Kare Dalga Sıyırma Voltametrisi 

s) Diferansiyel Puls Sıyırma Voltametrisi 

t) Doğrusal Taramalı Sıyırma Voltametrisi 

u) Osteryoung Kare Dalga Sıyırma Voltametrisi 

v)  Elektrokapiler Eğri Ölçümleri 
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           ġekil 2.44. Genel elektrokimyasal analiz cihazının Ģeması 
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2.5.1.2. Kullanılan Elektrotların HazırlanıĢı 

 

2.5.1.2.1. Bor ile Dope EdilmiĢ Elmas Elektrot (BDEE) 

 

Bu elektrodun çapı 6 mm, yüzey alanı ise 28,27 mm
2
‟dir. Yardımcı elektrot olarak platin 

tel elektrot (MW–1032) ve karĢılaĢtırma elektrodu olarak da Ag/AgCl (MF 2052 BAS) 

elektrot kullanılmıĢtır. 

         Tekrar edilebilir elektrot yüzeyi oluĢturabilmek amacıyla bor ile dope edilmiĢ 

elmas çalıĢma elektroduna basit bir ön iĢlem uygulanmıĢtır. Bu elektrot için özel 

yapılmıĢ yumuĢak yüzeyli bir parlatma malzemesi üzerine az miktarda alüminyum oksit 

(Al2O3) tozu konup, distile suyla ıslatılarak elektrot yüzeyi dairesel hareketlerle 

parlatılmıĢtır. En iyi tekrar edilebilirliği sağlamak için tüm bu ön iĢlem değiĢik sayılarda 

tekrar edilerek en uygun parlatma sayısı saptanmıĢtır. Ön iĢlem yapıldıktan sonra 

parlatılan elektrot distile suyla yıkandıktan sonra temiz bir kurutma kağıdı ile kurulanıp 

deney hücresine alınmıĢtır. Platin tel yardımcı elektrot ile Ag/AgCl referans elektrot ise 

her deney sonrasında, deney hücresinden çıkarılarak distile suyla yıkanıp, kurutma 

kağıdı ile kurutularak deney hücresine yerleĢtirilmiĢtir. 

 

 

2.5.1.2.2. Kalem Grafit Elektrot (KGE) HazırlanıĢı 

 

Kalem grafit elektrot yapımında kırtasiyelerden sağlanabilen Rotring T 0.5 mekanik 

kurĢun kalem modeli kullanıldı. Kalem grafit elektrot Wang ve arkadaĢları tarafından 

önerilen yol izlenerek hazırlandı. Bu amaçla kalem gövdesinin uç kısmının metalik 

bölümü ile dıĢ metalik tutacağının elektriksel iletkenliğini sağlamak için bakır tel ile 

tutturuldu. Kalem uçlarının (Tombo 0.5, Japon) uzunluğu 60 mm ve çapı 0.5 mm olup, 

15mm boyutu dıĢarıda kalacak Ģekilde iĢaretlenip Rotring kaleme hassas bir Ģekilde 

yerleĢtirilir. Elektrokimyasal hücredeki 5 mL‟lik analiz çözeltisine bu uçların 12 mm‟lik 

kısmı daldırıldı.  (Karadeniz ve ark, 2003; Wang ve ark., 2001). 
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2.5.1.3. Deney Hücresi 

 

Kalem elektrot ile yapılan tüm deneylerde el yapımı olarak tasarlanmıĢ, ġekil 2.45‟de 

görülen deney hücresi kullanılmıĢtır. BDEE elektrot ile yapılan deneylerde ise BAS 

100W Elektrokimyasal Analizörüne ait özel deney hücresi kullanıldı. Bu sistem 2000 

mVs
-1

 hıza kadar olan gerilim tarama hızlarını yapabilmektedir. Cihaz; Gateway 2000 

markalı Pentium 166
®
 iĢlemcili, Windows XP iĢletim sistemiyle çalıĢan bir bilgisayarla 

uyumlu kullanılmaktadır. 

 

 

ġekil 2.45. Elektrokimyasal analizör deney hücresi 

 

 

 

2.5.2. Deneylerde Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Yapılan deneylerde kullanılan kimyasal maddelerden ileri gelebilecek safsızlıkların 

deney sonuçlarına yansımaması için kromatografik ve / veya analitik saflıkta kimyasal 

maddeler kullanılmıĢtır. (Çizelge 2.2., Çizelge 2.3, Çizelge 2.4). 
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Çizelge  2.2. Kullanılan standart maddeler 

Standart Madde Adı Üretici Firma Adı 

Efavirenz Merck Sharp & Dohme 

Löprolid Abbott 

Fulvestrant Astra Zeneca 

 

 

Çizelge 2.3. Tayinlerde üzerinde çalıĢılan ilaç dozaj formu ve birim doz içeriği 

Madde 

Adı 

Müstahzar 

Adı 

Farmasötik 

ġekli 

Birim Doz 

Ġçeriği 

Efavirenz Stocrin
®

 Film Tablet 600 mg 

Löprolid Lucrin
®

 Flakon 1mg/0,2mL 

Fulvestrant Faslodex
®

 
Enjeksiyonluk 

Çözelti 
250mg/mL 

 

 

 

Çizelge 2.4. Çözeltilerin hazırlanmasında kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal Maddenin Adı Üretici  Firma Adı 

Sülfürik Asit Merck 

Hidroklorik Asit(%37) Merck 

Sodyum Hidroksit Merck 

Asetonitril Merck 
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Etanol Merck 

Borik Asit Merck 

              Sodyum klorür Sigma 

Fosforik Asit Merck 

Glasiyel Asetik Asit ( %99-

100) 
Merck 

Sodyum dihidrojen fosfat Merck 

Alüminyum Oksit Merck 

Fish sperm dsDNA Serva 

Potasyum dihidrojen fosfat Riedel-de Haen 

Di potasyum mono hidrojen 

fosfat 
Riedel-de Haen 

 

 

          Tüm çalıĢmalarda Mili Q distile su (18 Mega – ohm‟ luk) kullanıldı. Deneysel 

çalıĢmalar oda sıcaklığında (25,0 ± 0,5) °C‟ de gerçekleĢtirildi. 
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2.5.2.1. Deneylerde Kullanılan Etken Maddeler Hakkında Genel Bilgi 

 

2.5.2.1.1. Efavirenz Hakkında Bilgi 

 

Tanımı  

Efavirenz, HIV enfeksiyonun tedavisinde oral yoldan kullanılan non-nükleozit reverse 

transkriptaz inhibitörü (NNRTI) bir ilaçtır. Yirmi dört haftaya kadar devam eden 

kontrollü çalıĢmalarda viral yükte sağladığı azalma ve CD4 hücre sayısındaki artıĢın 

standart tedavi ile karĢılaĢtırılabilir düzeyde olduğu saptanmıĢtır. Efavirenz‟in önemli 

avantajları, günde tek doz halinde kullanılması, serebrospinal sıvıya penetre olabilmesi 

ve besinlerle iliĢkili olmaksızın alınabilmesidir. 

 

                                            ġekil 2.46.  Efavirenz‟in kimyasal yapısı 

 

Etki Mekanizması:  

Efavirenz, HIV reverse transkriptaz enzimini inhibe eder. Nükleozit reverse transkriptaz 

inhibitörleri (NRTI)‟den farklı olarak, efavirenz, Ģablon veya nükleozit trifosfatazları ile 

yarıĢmaya girmez. Ayrıca, aktive olmak için fosforilasyona da gereksinim duymaz. 

Efavirenz, reverse transkriptaz üzerinde NRTI ilaçların bağlandıkları yerden kesinlikle 

farklı, fakat onların bağlandığı noktaya yakın bir yere doğrudan bağlanır. Bu bağlanma 

enzimin aktif bölgesinin bozulmasına böylece RNA- ve DNA-polimeraz aktivitelerinin 

bloke olmasına neden olur. 
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In-vitro NNRTI ilaçlara karĢı çapraz rezistans gösterilmiĢtir. Daha önce efavirenz‟e 

dirençli olduğu gösterilen HIV-1 türleri, in vitro fenotipik olarak nevirapin ve 

delavirdin‟e de dirençlidir. Bununla birlikte türemiĢ ZDV-dirençli HIV-1 izolatlarının 

efavirenz‟e in vitro duyarlıklarını korudukları görülmüĢtür. 

 

Farmakokinetik Özellikleri:  

Efavirenz oral yoldan verilir. HIV ile enfekte gönüllülere günde 200, 400 ve 600mg 

dozda verilmesinin ardından plazmada doruk konsantrasyonlara 3-3,5 saat sonra ulaĢır. 

Bu gönüllülerde kararlı plazma konsantrasyonlarına 6-10 günde ulaĢır. In vitro 

çalıĢmalar efavirenz‟in sitokrom P450 (CYP) 3A4 ve CYP2B6 enzimleri ile metabolize 

olduğunu göstermiĢtir. Efavirenz, birlikte alındığı ilaca bağlı olarak CYP 450 enzimlerin 

indükler (CYP3A4) veya inhibe eder (CYP2CP, CYP2C19). On gün süreyle, tekrarlanan 

dozlar halinde günde 200-400 mg verildiğinde, vücutta biriken miktarı öngörülenden 

daha düĢük bulunmuĢ (%22-42‟den az) ve terminal yarı-ömrü 40-55 saat (tek doz yarı-

ömrü 52-76 saat) olarak belirlenmiĢtir. Radyoaktivite ile iĢaretli efavirenz ile yapılan bir 

çalıĢmada efavirenz ve/veya metabolitlerinin yaklaĢık %14-34‟ünün idrar ve %16-

61‟inin de feçesle atıldığı saptanmıĢtır. Metabolize olmamıĢ kısmı efavirenz‟in feçesle 

atılan en büyük bölümüdür. Buna karĢın idrarda değiĢmemiĢ halde bulunan ilaç oranı 

%1‟den daha azdır. 

 

Kimyasal yapısı: (S)-6-Kloro-4-(siklopropiletinil)-1,4-dihidro-4-(triflorometil)-2H-3,1- 

benzoksazin-2-on 

Fiziksel özellikleri: Efavirenz beyazdan açık pembeye değiĢen renkte kristalize bir 

tozdur. Pratik olarak suda çözünmez. 

Saklama Koşulları: Efavirenz 15-30
o
C oda sıcaklığında ve hava geçirmeyen sıkıca 

kapalı kaplarda saklanmalıdır. 
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2.5.2.1.2. Löprolid Asetat Hakkında Bilgi 

 

Tanımı:  

Löprolid vücutta doğal olarak yapılan gonadatropin salıverici hormon (GnRH)‟ın 

sentetik bir analogudur. Löprolid ilerlemiĢ prostat veya meme kanserinin tedavisinde 

hormon antagonisti olarak veya endometriyoz tedavisinde hormon terapisi için 

parenteral yoldan kullanılır. Gonadatropin salıverici hormonda bulunan iki aminoasidin 

sübstitüsyonu, prostat ve meme kanserlerinin hormonal kontrolunu sağlayan kalıcı bir 

aktivite sağlar. Löprolid‟in depo formülasyonu uterin fibroid tümörler, endometriyozis 

ve ilerlemiĢ prostat kanserinin tedavisinde endikedir. 

 

                                      ġekil 2.47.  Löprolid‟in kimyasal yapısı 

 

Etki Mekanizması:  

Löprolid hastada medikal kastrasyon oluĢturur ve hormona bağımlı testosteron ve 

estrojen tümörlerini tüketir. Kısa süreli veya intermitant tedavi Ģeklinde uygulandığında 

löprolid, gonadatropin salıverici hormonla aynı etkiyi paylaĢır, fakat uzun süreli 

tedavisinde hipofiz bezinde gonadatropin salıverilmesini baskılamasına bağlı olarak 

overler ve testislerde streidojenezi azaltır. Normalde gonadatropin salıverici hormon 

pulsatil bir Ģekilde salıverilir, fakat löprolid‟in sürekli aktivitesi resptörlerin down 
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regülasyonuna neden olur ve sonuçta folikül stimüle edici hormon (FSH) ve luteinleyici 

hormon (LH) yapımı azalır. Bu aktivitesi erkekte testislerdeki testosteron yapımını 

durdurmasına neden olur. Aynı etki kadında overlerdeki östrojen yapımının durmasını 

sağlar. Endometriyozisi olan hastalarda bu reversibl hipoestrojenik durum 

endometriyozis ağrısını semptomatik olarak iyileĢtirir ve endometriyotik lezyonların 

sayısının azalmasını sağlar. Löprolid baĢlangıçta FSH ve LH‟da bir fırlamaya neden olur 

ve bu fırlama prostat veya meme kanserinde bir alevlenme reaksiyonuna neden olabilir. 

Ancak sonunda alevlenme reaksiyonu azalır. Total kastrasyon 1-2 hafta içerisinde ortaya 

çıkar. 

 

Farmakokinetik:  

Löprolid subkütan (SC) veya intramüsküler (IM) yoldan verilir. SC yoldan verildiğinde 

hızlı ve tam olarak absorbe olur ve biyoyararlanımı % 94 kadardır. IM enjeksiyonundan 

sonra doruk düzeylerine 4 saatte ulaĢır. IM depo enjeksiyon preparatı üzerinde yapılan 

çalıĢmalar %20-25 kadarının 1 hafta boyunca absorbe olduğunu göstermiĢtir. Absorbe 

olduktan sonra karaciğer, böbrek ve hipofiz dokusunda göreceli olarak daha yüksek 

konsantrasyonlarda bulunur. Ġnsanda proteinlere in vitro bağlanma oranı % 43-49 

oranındadır. Doğal olarak gonadatropin salıverici hormon gibi löprolid de ön hipofiz ve 

hipotalamusta metabolize edilebilir. Löprolid‟in plazma eliminasyon yarı ömrü yaklaĢık 

3 saattir. 

 

Kimyasal Yapı: 

 5-Okso-L-prolil-L-histidil-L-triptofil-L-seril-L-tirozil-D-lösil-L-lösil-L-arginil-N-etil-L-

prolinamid asetat 
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2.5.2.1.3. Fulvestrant Hakkında Bilgi 

 

Tanımı:  

Fulvestrant parenteral yoldan kullanılan bir 7-alfa-alkilsülfinil estradiol analoğudur. 

Fulvestrant bilinen estrojen agonisti etkileri olmayan saf bir estrojen-reseptör 

antagonistidir. Estrojen reseptörünün yıkılımını sağlayarak etki gösteren yeni bir 

antiestrojen grubunun ilk üyesidir. Meme kanseri hücrelerinin in vitro ve in vivo güçlü 

bir Ģekilde inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Klinik araĢtırmalarda, önceden hormon tedavisi 

görmüĢ postmenopozal kadınlarda etkili bulunmuĢtur. Fulvestrant halen ilerlemiĢ meme 

kanserinin birinci sıra tedavisi içim tamoksifen ile karĢılaĢtırmalı olarak 

araĢtırılmaktadır. 

 

                                 ġekil 2.48.  Fulvestrant‟ın kimyasal yapısı 

 

Etki Mekanizması:  

Fulvestrant estrojen reseptör down regülatörü (ERD) olarak iĢlev gören kompetitif bir 

estrojen reseptör (ER) antagonistidir. Fulvestrant in vivo uterotropik denemelerde 

agonist etki göstermez. Postmenopozal kadınlarda fulvestrant tedavisine yanıt olarak 

plazma FSH ve LH konsantrasyonlarında bir değiĢiklik olmaması ilacın periferde 

steroidal etkiler yapmadığını gösterir. Fulvestrant estrojen reseptörüne estradiol ile 

karĢılaĢtırılabilir düzeyde bir afinite ile bağlanır. Estrojen reseptör down regülasyonu, 

bir antiestrojen estrojen reseptörü üzerinde antagonist etki gösterdiğinde ortaya çıkar ve 

bunun sonucunda estrojen reseptörünün iĢlevlerinde dimerizasyonda zayıflama, 
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turnoverde artıĢ ve çekirdek lokalizasyonunun bozulması Ģeklinde çoklu değiĢiklikler 

meydana gelir. Fulvestrant estrojen reseptörünün yıkılımını da tetikler ve böylece 

hücresel estrojen reseptörü düzeyinin önemli ölçüde azalmasına neden olur. 

 

Farmakokinetik:  

Fulvestrant parenteral yoldan uygulanır. Ġntravenöz veya intramüsküler enjeksiyonu 

takiben, hepatik kan akımına yakın yüksek bir hızla (nominal olarak dakikada 10,5 

mL/kg) plazmadan uzaklaĢır. Ancak uzun etkili fulvestrant IM enjeksiyon, plazmadaki 

fulvestrant düzeylerini dar sınırlar arasında devam ettirir.  

         Fulvestrant vücutta hızla ve geniĢ kapsamlı olarak dağılır; kararlı düzeylerdeki 

sanal dağılım hacminin yüksek (yaklaĢık 3-5 L/kg) olması, bu bileĢiğin büyük ölçüde 

damar-dıĢı kompartmanda dağıldığı izleminin vermektedir. Klinik kullanım sırasında 

elde edilmesi beklenen konsantrasyonlardan çok daha yüksek düzeylerdeki fulvestrantın 

plazma proteinlerine bağlanma oranı yüksektir (%99). VLDL, LDL ve HDL lipoprotein 

fraksiyonları, fulvestrantın bağlandığı baĢlıca proteinler olarak gözükmektedir. Cinsiyet 

hormonu bağlayan globüline bağlanma söz konusu olsa bile incelenmemiĢtir. Proteinlere 

kompetitif olarak bağlanmayla ilgili ilaç-ilaç etkileĢimi çalıĢmaları, bu tip etkileĢimlerin 

hemen her zaman albümin ve alfa-1-asit glikoproteine bağlanan ilaçlar arasında 

görülmekte olması nedeniyle yapılmamıĢtır. 

         Vücuttaki fulvestrant, karaciğer-safra yoluyla hızla uzaklaĢtırılır; burada bir bütün 

olarak hız belirleyen faktör, bileĢiğin kullanılma yoludur. Metabolitler vücuttan, dıĢkı 

yoluyla uzaklaĢtırılır.  

Kimyasal yapısı:  

7alfa-[9-[(4,4,5,5,5-Pentafloropentil)sülfinil]nonil]estra-1,3,5(10)-trien-3,17beta-diol  

Fiziksel özellikleri:  

Fulvestrant çözeltisi berrak, renksiz veya sarıya kayan renkte, viskoz bir sıvıdır. 
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2.5.2.2. Voltametrik Analizlerde Kullanılacak Çözeltilerin Hazırlanması 

 

 

2.5.2.2.1.  Destek Elektrolitleri 

 

Elektrokimyasal olaylarda elektroaktif olan maddenin elektrot yüzeyine taĢınma 

basamaklarının aynı anda olmaması olayı basitleĢtirmektedir. Bu taĢıma sistemleri 

arasında engellenmesi en kolay olanı göç (migrasyon) olayıdır. Bunun için çalıĢılan 

ortama kolayca iyonlaĢan bir tuz, elektrokimyasal özellikleri incelenen maddeninkinden 

çok daha yüksek deriĢimlerde ilave edilir. Bu tuza ya da bu tuzu içeren çözeltiye “destek 

elektroliti” adı verilir. Destek elektrolitinin deriĢimi incelenen maddenin deriĢiminden 

100 kat daha fazla olmalıdır. Miktar tayini çalıĢmalarında ve kinetik incelemelerde 

analizi yapılacak maddeleri kolayca çözebilen, uygun pH aralığı sağlayan ve oldukça 

düĢük akım veren çözeltiler destek elektroliti olarak seçilmiĢtir. 

 Deneylerde destek elektroliti olarak 0,1 M H2SO4 ve 0,5 M H2SO4 yanında 

değiĢik yapıda asidik ve bazik tampon çözeltileri (fosfat, asetat ve Britton-Robinson 

tamponları) kullanılmıĢtır. 

 

 

2.5.2.2.2.   Tampon Çözeltiler ve HazırlanıĢları 

 

Deneylerde sülfürik asit çözeltileri ve tampon çözelti olarak, asetat, fosfat ve Britton– 

Robinson tamponları kullanılmıĢtır. 

 Asetat tamponu için 1 M asetik asit çözeltisi hazırlanmıĢ ve 5 M NaOH ile 

istenen pH değerlerine ayarlanmıĢtır. Bu tamponla pH 3,50 – 5,50 aralığında 

çalıĢılmıĢtır. 
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          0,50 M asetat tampon çözeltisin hazırlanışı (pH 4,8): Kullanılan 0,50 M asetat 

tampon çözeltisi litresinde 0,2722 g (0,002 mol) sodyum asetat trihidrat ve 0,1154 mL 

asetik asit içermektedir. Çözeltinin pH'sının 4,8 değerine ayarlanması, 0,1 N NaOH ve / 

veya 0,1 N HCl ilavesiyle, pH metre ile ölçülerek gerçekleĢtirilir. HazırlanıĢında Mili Q 

distile su kullanıldı. Hazırlandıktan sonra plastik ĢiĢelerde, buzdolabında saklandı. 

Ġyonik kuvveti sağlamak için litresine deriĢimi 0,02 M olacak Ģekilde 1,168 g NaCl 

eklendi. (Bu tampon özellikle dsDNA çalıĢmaları için kullanılmıĢtır.) 

 Fosfat tamponu için 0,2 M H3PO4, NaH2PO4.2H2O ve Na2HPO4 ve Na3PO4 

çözeltileri hazırlanmıĢ ve istenen pH‟a uygun konjuge baz çözeltileri ile ayarlanmıĢtır. 

Bu tamponla pH 2,00–8,05 aralığındaki belli pH değerlerinde çalıĢılmıĢtır. 

 Britton – Robinson tamponu için; 2,47gram H3BO3, 2,7ml deriĢik H3PO4 ve 

2,3ml glasiyel CH3COOH içeren 1000 mL çözelti bidistile su kullanılarak hazırlanmıĢ 

ve 5,0 M NaOH çözeltisi ile istenen pH değerine ayarlanmıĢtır. Bu tamponla pH 2,20 – 

12,01 aralığında çalıĢılmıĢtır. 

 

 

2.5.2.2.3.   Oligonükleotit Çözeltilerinin HazırlanıĢı 

 

Tüm oligonükleotit stok çözeltileri Mili Q distile su ile 1000 µg/mL deriĢiminde 

hazırlandı ve sıfır derecenin altında saklandı. 

 

 

2.5.2.3.    Standart Maddelerin Saflık Verileri 

 

Firmalar tarafından yollanan analiz sertifikaları sayesinde, firmalardan temin edilen 

standartların çalıĢmalarımızı yürütebilecek özellikleri taĢıdığı görülmüĢtür. 

 



168 

 

 

2.5.3. Deneylerde Kullanılan Yöntemler 

 

2.5.3.1. Guanin Sinyali için Optimum ġartların Belirlenmesi 

 

Kullanılan elektrotların aktivasyonu, elektrot yüzeyine dsDNA immobilize edilmesi 

(tutturulması), DNA materyalinin madde ile elektrot yüzeyinde ve/veya çözelti fazında 

etkileĢmesinde, mevcut literatürlerde  (Erdem ve Ozsoz, 2001a; Erdem ve Ozsoz, 2001b; 

Ozsoz ve ark., 2002) rapor edilen yol aĢağıdaki basamaklarda izlenmiĢtir. 

 

 

2.5.3.1.1. KGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilen Farklı DeriĢimlerdeki dsDNA’ya Ait   

                Guanin Yükseltgenme Sinyalinin Tayini  

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M Asetat tamponu (pH 4,8) 

içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 0,20 – 10,00 µg/mL aralığında değiĢen 

deriĢimlerde dsDNA çözeltisine daldırıldı. +0,50 V potansiyel 120 saniye süreyle 

karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat 

tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 
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2.5.3.1.2. KGE Yüzeyine Farklı Zamanlarda Ġmmobilize Edilen dsDNA’ya Ait  

                Guanin Yükseltgenme Sinyalinin Tayini  

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8) 

içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyelde 30-300sn aralığında değiĢen sürelerde karıĢan ortamda 

uygulanarak dsDNA elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 

4,8) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 

 

 

 

2.5.3.1.3. Çözelti Ortamındaki Farklı DeriĢimlerdeki dsDNA’ya Ait Guanin    

                Yükseltgenme Sinyalinin Tayini 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tampon çözeltisi 

içinde (pH 4,80) +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive 

edildi. 

 

Ölçüm: Asetat tamponu içerisinde hazırlanan 0,20 – 10,00 µg/mL değiĢen 

deriĢimlerdeki dsDNA, 120 saniye dıĢ ortamda karıĢtırıldıktan sonra asetat tamponu ile 
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+0,50 V ile + 1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls genliğinde tarama 

yapılarak ölçüm alındı. 

 

2.5.3.1.4. Çözelti Ortamındaki Farklı Zamanlarda dsDNA’ya Ait Guanin    

                Yükseltgenme Sinyalinin Tayini 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tampon çözeltisi 

içinde (pH 4,80) +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive 

edildi. 

 

Ölçüm: Asetat tamponu içerisinde hazırlanan 5,00 µg/mL dsDNA dıĢ ortamda 30-

240 sn değiĢen zamanlarda karıĢtırıldıktan sonra asetat tamponu ile +0,50 V ile + 1,40 V 

arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls genliğinde tarama yapılarak ölçüm 

alındı. 

 

 

2.5.3.2. Efavirenz’in BoĢ Kalem Grafit Elektrotta Yükseltgenme Mekanizmasının  

             ve dsDNA Modifiye EdilmiĢ Elektrotta Guanin Sinyali Üzerinden Ġlaç-DNA  

             EtkileĢiminin Ġncelenmesi 

 

2.5.3.2.1. Standart Maddelerin Stok Çözeltisi 

 

BoĢ kalem grafit elektrot ile yapılan deneylerde kullanılan efavirenz 5 mg hassas Ģekilde 

tartılarak, 5 ml metanol içerisinde 1000 µg/mL deriĢimde stok çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan değiĢik deriĢimlerde ve değiĢik destek elektrolitleri içerisindeki efavirenz 

çözeltilerinde %20 metanol oranı sürekli sabit tutulmuĢtur.  
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2.5.3.2.2. Voltametrik Yöntemin Tabletlere Uygulanması 

 

6 adet Stocrin
®
 film tablet hassas olarak tartılmıĢ ve bir havanda ince toz haline 

getirilmiĢtir. Bu tozdan 1mg/mL‟e eĢdeğer miktarda tam tartılmıĢ ve 5mL‟lik plastik 

tüpte metanol ile tamamlanmıĢtır. Ultrasonik banyoda 45 dakika karıĢtırılmıĢtır. 

Sonunda elde edilen berrak çözeltiden uygun miktarda alınmıĢ ve seçilmiĢ destek 

elektrolitleri (boĢ elektrot için pH 3,00 BRT; dsDNA modifiye edilmiĢ elektrot için pH 

4,80 asetat tamponu) ile tüpte gerekli hacime tamamlanmıĢtır. Hazırlanan çözeltilerin 

standart çözeltilerle aynı koĢullarda voltamogramları alınmıĢtır. 

 

 

2.5.3.2.3. Efavirenz Ġçin Yapılan Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Tablet içerisindeki katkı maddelerinin giriĢim yapıp yapmadığını anlamak amacıyla 

tabletlerden geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu amaçla belirli miktarda toz edilmiĢ 

tablet (efavirenz miktarı önceden tayin edilen) ve belirli miktarda saf madde karıĢımı 

belli bir hacimde metanol içinde çözüldükten sonra tabletlere uygulanan iĢlemler aynen 

bu çözeltilere de uygulanmıĢ, üstteki berrak çözeltiden kalibrasyon grafiği içerisinde yer 

alan bir deriĢime karĢılık gelen hacimde çözelti alınmıĢ ve destek elektroliti ile 

seyreltilip voltamogramları kaydedilmiĢtir. Buradan da voltametrik deney sonucunda bu 

tartılan saf madde miktarının ne kadarının tayin edilebildiği hesaplanmıĢtır. 
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2.5.3.2.4. Efavirenz ile dsDNA EtkileĢmesinin Diferansiyel Puls Voltametri Tekniği         

                ile Elektrokimyasal Olarak Ġncelenmesi 

 

1000 µg/mL efavirenz stok çözeltisi metanol ile hazırlandı. 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,8) çalıĢma ortamı olarak kullanıldı. 

 

2.5.3.2.4.1. KGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilen dsDNA ile Farklı DeriĢimde  

                   Efavirenz EtkileĢmesinin Guanin Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim  

                   Üzerinden Ġncelenmesi 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,80) içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyel 240 saniye süreyle karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA 

elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Efavirenz’ in dsDNA ile etkileĢimi: dsDNA immobilize edilmiĢ KGE, potansiyel 

uygulanmaksızın asetat tamponu (pH 4,80) içerisinde 2,00 – 32,00 µg/mL aralığında 

değiĢen deriĢimlerde hazırlanan efavirenz ile 120 saniye süreyle karıĢan ortamda 

etkileĢtirildi. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 
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2.5.3.2.4.2. Elektroda TutturulmuĢ dsDNA’nın Efavirenz ile Zamana Göre    

                   EtkileĢmesinin Ġncelenmesi 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8) 

içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyel 240 saniye süreyle karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA 

elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Efavirenz’ in dsDNA ile etkileĢimi: dsDNA immobilize edilmiĢ KGE, potansiyel 

uygulanmaksızın asetat tamponu (pH 4,8) içerisinde 24,00 µg/mL deriĢimde hazırlanan 

efavirenz ile 30 – 300 saniye arasında değiĢen sürelerde, karıĢan ortamda etkileĢtirildi. 

Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,8) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,50 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 
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2.5.3.3. Löprolid’in BoĢ Kalem Grafit Elektrotta Yükseltgenme Mekanizmasının ve  

             dsDNA Modifiye EdilmiĢ Elektrotta ve Çözelti Ortamında Guanin Sinyali  

             Üzerinden Ġlaç-DNA EtkileĢiminin Ġncelenmesi 

 

 

2.5.3.3.1.Standart Maddenin Stok Çözeltisi 

 

BoĢ kalem grafit elektrot ile yapılan deneylerde kullanılan löprolid 5mg hassas Ģekilde 

tartılarak, 10ml saf su içerisinde 500µg/mL deriĢimde stok çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

 

 

2.5.3.3.2. Voltametrik Yönteminlerin Enjeksiyon Çözeltisine Uygulanması 

 

Lucrin
®

 hazır farmasötik preparatından 1mg/mL‟e eĢdeğer miktarda ölçülü alıp 5mL‟lik 

plastik tüpte saf su ile tamamlanmıĢtır. Ultrasonik banyoda 10 dakika karıĢtırılmıĢtır. 

Sonunda elde edilen berrak çözeltiden uygun miktarda alınmıĢ ve seçilmiĢ destek 

elektroliti (boĢ elektrot için pH 2,00 BRT; dsDNA modifiye edilmiĢ elektrot için pH 

4,80 Asetat tamponu) ile tüpte gerekli hacime tamamlanmıĢtır. Hazırlanan çözeltilerin 

standart çözeltilerle aynı koĢullarda voltamogramları alınmıĢtır. 

 

 

2.5.3.3.3. Löprolid Ġçin Yapılan Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Enjeksiyonluk çözelti içerisindeki katkı maddelerinin giriĢim yapıp yapmadığını 

anlamak amacıyla enjeksiyonluk preparatlardan geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu 

amaçla belirli miktarda enjeksiyonluk çözeltisi ve belirli miktarda saf madde karıĢımı 

belli bir hacimde distile su içinde çözüldükten sonra enjeksiyonluk çözeltilere uygulanan 

iĢlemler aynen bu çözeltilere de uygulanmıĢ, üstteki berrak çözeltiden kalibrasyon 
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grafiği içerisinde yer alan bir deriĢime karĢılık gelen hacimde çözelti alınmıĢ ve destek 

elektroliti ile seyreltilip voltamogramları kaydedilmiĢtir. Buradan da voltametrik deney 

sonucunda bu tartılan saf madde miktarının ne kadarının tayin edilebildiği 

hesaplanmıĢtır. 

 

 

2.5.3.3.4. Löprolid ile dsDNA EtkileĢmesinin Diferansiyel Puls Voltametri Tekniği    

                ile Elektrokimyasal Olarak Ġncelenmesi 

 

1000 µg/mL löprolid stok çözeltisi saf su ile hazırlandı. 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8) 

çalıĢma ortamı olarak kullanıldı. 

 

 

 

2.5.3.3.4.1. KGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilen dsDNA ile Farklı DeriĢimlerde  

                   Löprolid EtkileĢmesinin Guanin Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim  

                   Üzerinden Ġncelenmesi  

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,80) içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyel 240 saniye süreyle karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA 

elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Löprolid’in dsDNA ile etkileĢimi: dsDNA immobilize edilmiĢ KGE, potansiyel 

uygulanmaksızın asetat tamponu (pH 4,80) içerisinde 0,2-10,0 µg/mL aralığında değiĢen 
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deriĢimlerde hazırlanan löprolid ile 60 saniye süreyle karıĢan ortamda etkileĢtirildi. 

Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,8) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,8) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 

 

 

2.5.3.3.4.2. Elektroda TutturulmuĢ dsDNA’nın Löprolid ile Zamana Göre  

                  EtkileĢmesinin Ġncelenmesi 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8) 

içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyel 240 saniye süreyle karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA 

elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Löprolid’ in dsDNA ile etkileĢimi: dsDNA immobilize edilmiĢ KGE, potansiyel 

uygulanmaksızın asetat tamponu (pH 4,80) içerisinde 6,00 µg/mL deriĢimde hazırlanan 

löprolid ile 30-360 saniye arasında değiĢen sürelerde, karıĢan ortamda etkileĢtirildi. 

Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 
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2.5.3.3.4.3. Löprolid ile dsDNA’ nın Çözelti Ortamında EtkileĢmesinin Guanin    

                   Yükseltgenme Sinyali Üzerinden Ġncelenmesi 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,80) içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

Löprolid ile dsDNA’ nın çözelti fazında etkileĢimi: Asetat tamponu (pH 4,80) 

ile hazırlanan 5,00 µg/mL dsDNA çözeltisi içerisine değiĢen deriĢimlerde löprolid ilave 

edildi ve 120 saniye dıĢ ortamda karıĢtırılarak etkileĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında karıĢımın ölçümü 

gerçekleĢtirildi. +1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki 

değiĢim incelendi. 

 

 

 

2.5.3.4. Fulvestrant’ın Bor ile Dope EdilmiĢ Elmas Elektrotta Yükseltgenme  

             Mekanizmasının ve dsDNA Modifiye EdilmiĢ Kalem Elektrotta Guanin  

             Sinyali Üzerinden Ġlaç-DNA EtkileĢiminin Ġncelenmesi 

 

2.5.3.4.1. Standart Maddelerin Stok Çözeltisi 

 

Bor ile dope edilmiĢ elmas elektrot ile yapılan deneylerde kullanılan fulvestrant hassas 

Ģekilde tartılarak, asetonitril içerisinde 1x10
-3

M deriĢimde stok çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan değiĢik deriĢimlerde ve değiĢik destek elektrolitleri içerisindeki fulvestrant 

çözeltilerinde %30 asetonitril oranı sürekli sabit tutulmuĢtur.  
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2.5.3.4.2. Voltametrik Yöntemin Enjeksiyonluk Preparatlara Uygulanması 

 

Faslodex® 250mg/5mL farmasötik prepatından 1x10
-3

M (bor ile dope edilmiĢ elmas 

elektrot için) ve 0,5mg/mL (kalem grafit elektrot için)‟e eĢdeğer miktarda ölçülüp 

alınmıĢ ve 10mL‟lik plastik tüpte asetonitril (BDEE elektrot için) veya etanol (KGE 

için) ile tamamlanmıĢtır. Ultrasonik banyoda 15 dakika karıĢtırılmıĢtır. Sonunda elde 

edilen berrak çözeltiden uygun miktarda alınmıĢ ve seçilmiĢ destek elektroliti (boĢ 

BDEE elektrot için 0,1 M H2SO4; dsDNA modifiye edilmiĢ KG elektrot için pH 4,80 

asetat tamponu) ile tüpte gerekli hacime tamamlanmıĢtır. Hazırlanan çözeltilerin standart 

çözeltilerle aynı koĢullarda voltamogramları alınmıĢtır. 

 

 

2.5.3.4.3. Fulvestrant Ġçin Yapılan Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Enjeksiyonluk preparat içerisindeki katkı maddelerinin giriĢim yapıp yapmadığını 

anlamak amacıyla enjeksiyonluk preparattan geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu 

amaçla belirli miktarda enjeksiyonluk preparat (fulvestrant miktarı önceden tayin edilen) 

ve belirli miktarda saf madde karıĢımı belli bir hacimde asetonitril veya etanol içinde 

çözüldükten sonra enjeksiyonluk preparata uygulanan iĢlemler aynen bu çözeltilere de 

uygulanmıĢ, üstteki berrak çözeltiden kalibrasyon grafiği içerisinde yer alan bir deriĢime 

karĢılık gelen hacimde çözelti alınmıĢ ve destek elektroliti ile seyreltilip 

voltamogramları kaydedilmiĢtir. Buradan da voltametrik deney sonucunda bu ölçülen 

saf madde miktarının ne kadarının tayin edilebildiği hesaplanmıĢtır. 
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2.5.3.4.4. Fulvestrant Serum Stok Çözeltisi 

 

Bunun için, 10 ml‟lik ağzı kapaklı santrifüj tüpüne 3,2 ml insan serumu konulur. Ġnsan 

serumu üzerine, 1×10
-2

 M‟lık standart maddenin stok çözeltisinden toplam hacimde 10
-3

 

M olacak Ģekilde fulvestrant ilave edilir. Üzerine 4,8 ml asetonitril ilave edilerek serum 

proteinleri çöktürülür. Çözeltinin iyice karıĢması ve fulvestrant ile serum numunesinin 

iyice etkileĢmesini sağlamak için 30 dk süreyle ultrasonik banyoda karıĢtırılır. Daha 

sonra 5000 rpm‟de 20 dk süreyle santrifüj edilir, böylece serum proteinlerinin çökmesi 

sağlanır. Üstteki berrak çözeltiden (10
-3

 M‟lık serum stoğundan) gerekli miktarlarda 

(1ml ) alınarak hacim 10 ml‟ye destek elektroliti ile tamamlanır (10
-4

 M‟lık serum stoğu 

elde edilir) ve deney hücresine alınır. DPV eğrileri standart fulvestrant eğrileri gibi 

kaydedilir. ÇalıĢmaların sonunda elde edilen kalibrasyon eğrilerinden yararlanarak insan 

serumundan (herhangi bir ilaç kullanmayan ve onayları alınmıĢ sağlıklı kiĢilerden alınan 

serumdan) fulvestrant‟ı geri kazanmak için yüzde geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

 

 

2.5.3.4.5. Fulvestrant ile dsDNA EtkileĢmesinin Diferansiyel Puls Voltametri  

                Tekniği Ġle Elektrokimyasal Olarak Ġncelenmesi 

 

1000 µg/mL fulvestrant stok çözeltisi etanol ile hazırlandı. 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,80) çalıĢma ortamı olarak kullanıldı. Hazırlanan değiĢik deriĢimlerde ve değiĢik destek 

elektrolitleri içerisindeki fulvestrant çözeltilerinde %30 etanol oranı sürekli sabit 

tutulmuĢtur.  
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2.5.3.4.5.1. KGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilen dsDNA ile Farklı DeriĢimlerde  

                   Fulvestrant EtkileĢmesinin Guanin Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim       

                   Üzerinden Ġncelenmesi 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,80) içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyel 240 saniye süreyle karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA 

elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Fulvestrant’ın dsDNA ile etkileĢimi: dsDNA immobilize edilmiĢ KGE, 

potansiyel uygulanmaksızın asetat tamponu (pH 4,80) içerisinde 5,00-40,00 µg/mL 

değiĢen deriĢimlerde hazırlanan fulvestrant ile 120 saniye süreyle karıĢan ortamda 

etkileĢtirildi. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 
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2.5.3.4.5.1. Elektroda TutturulmuĢ dsDNA’nın Fulvestrant ile Zamana Göre    

                    EtkileĢmesinin Ġncelenmesi 

 

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yüzeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 

4,80) içinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye süreyle karıĢmayan ortamda aktive edildi. 

 

KGE yüzeyine dsDNA immobilizasyonu: Yüzeyi aktive edilmiĢ KGE, asetat 

tamponu (pH 4,80) içinde hazırlanmıĢ olan 2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA çözeltisine 

daldırıldı. +0,50 V potansiyel 240 saniye süreyle karıĢan ortamda uygulanarak dsDNA 

elektrot yüzeyine tutturuldu. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Fulvestrant’ın dsDNA ile etkileĢimi: dsDNA immobilize edilmiĢ KGE, 

potansiyel uygulanmaksızın asetat tamponu (pH 4,80) içerisinde 10,00 µg/mL deriĢimde 

hazırlanan fulvestrant ile 30-420 saniye arasında değiĢen sürelerde, karıĢan ortamda 

etkileĢtirildi. Yıkama iĢlemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Ölçüm: +0,5 V ile +1,40 V arasında 15 mV/s tarama hızıyla 50 mV‟luk puls 

genliğinde tarama yapılarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortamında ölçüm gerçekleĢtirildi. 

+1,00 V civarında gözlenen guanin bazına ait yükseltgenme sinyalindeki değiĢim 

incelendi. 
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3. BULGULAR 

 

 

3.1. dsDNA’nın Diferansiyel Puls Voltametri Tekniği ile Elektrotta ve Çözelti  

       Ortamında Yükseltgenme Sinyallerine Ait Bulgular 

 

 

3.1.1.KGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilen Farklı DeriĢimlerdeki dsDNA’nın Guanin  

         Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim Üzerinden Ġncelenmesine Ait Bulgular  

 

Bölüm 2.5.3.1.1. de anlatılan yol izlenerek yapılan çalıĢmada, tek kullanımlık kalem 

grafit elektrotta, 0,20–10,00 µg/mL deriĢim aralığındaki dsDNA‟nın, diferansiyel puls 

voltametri tekniği ile guanin sinyali üzerinden elektrokimyasal tayini 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir deriĢim için ardıĢık üçer ölçüm alınmıĢtır. Elde edilen 

diferansiyel puls voltamogramları Ģekil 3.1.‟de ve dağılım grafiği Ģekil 3.2‟ de 

gösterilmiĢtir. Ölçümlerin standart hataları dağılım grafiği üzerinde görülmektedir. 
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0.2ppm dsDNA

pH 4,82 asetat tamponu          

0.867 0.917 0.967 1.017 1.067 1.117 1.167

-5-0.01x10

-50.02x10

-50.04x10

-50.07x10

-50.09x10

E / V

i
 
/
 
A

 

 

ġekil 3.1.   pH 4,80 asetat tamponu içerisinde dsDNA‟nın bazı deriĢimlerdeki guanin  

                  yükseltgenme sinyallerinin AdSDPV eğrileri a) 0,20 µg/mL; b) 0,50 µg/mL;   

                  c) 1,00 µg/mL; d) 2,00 µg/mL; e) 3,00µg/mL  

 

dsDNA derişimi (g/mL)

0 2 4 6 8 10 12
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ġekil 3.2. 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00 µg/mL deriĢimlerdeki dsDNA‟ ya ait 

guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklükleri. 

 

Potansiyel, mV 

A
k

ım
, 

A
 

a 

b 

c 

d 

e 
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         0,20 – 10,00 µg/mL deriĢim aralığında optimum çalıĢma deriĢimi sinyalin yüksek 

olduğu, 2,00 µg/mL olarak belirlenmiĢtir.  

         2,00 µg/mL deriĢimdeki dsDNA‟ nın ortalaması 1,02 µA ve bağıl standart sapması 

(BSS) % 3,81 (n=3) olan anlamlı bir sinyal elde edilmiĢtir.  

 

3.1.2. KGE Yüzeyine Farklı Zamanlarda Ġmmobilize Edilen dsDNA’nın Guanin  

          Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim Üzerinden Ġncelenmesine Ait Bulgular  

 

Bölüm 2.5.3.1.2. de anlatılan yol izlenerek yapılan çalıĢmada, tek kullanımlık kalem 

elektrotta, 2,00 µg/mL deriĢimdeki dsDNA‟nın, diferansiyel puls voltametri tekniği ile 

350 rpm‟de karıĢtırma süresi 30–300 sn arasında arttırılmıĢtır. Her bir karıĢtırma süresi 

için ardıĢık üçer ölçüm alınmıĢtır. Elde edilen diferansiyel puls voltamogramları Ģekil 

3.3.‟de ve dağılım grafiği Ģekil 3.4‟de gösterilmiĢtir. Ölçümlerin standart hataları 

dağılım grafiği üzerinde görülmektedir. 

2ppm dsDNA

pH 4,82 asetat tamponu          

0.835 0.885 0.935 0.985 1.035 1.085 1.135 1.185

-5-0.00x10

-50.02x10

-50.05x10

-50.07x10

-50.10x10

-50.12x10

E / V

i 
/ 

A

 

 

 

ġekil 3.3.   pH 4,80 asetat tamponu içerisinde 2,00 µg/mL dsDNA‟nın farklı karıĢtırma  

                  hızlarındaki guanin yükseltgenme sinyallerinin AdSDPV eğrileri a) 30 sn;  

                  b) 60 sn; c) 120 sn; d) 240 sn; e) 300 sn  
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A
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Zaman, sn
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ġekil 3.4.  2,00µg/mL dsDNA‟nın 30; 60; 90; 120; 180; 240; 300 saniye değiĢen 

sürelerde karıĢtırılmasına ait guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama 

büyüklükleri. 

 

30–300 saniye değiĢen zaman aralığında optimum çalıĢma süresi 240 sn olarak 

belirlenmiĢtir. 

         2,00 µg/mL deriĢimde dsDNA‟nın 240sn karıĢtırma süresinde elde edilen 

akımlarının ortalaması 1,20 µA ve bağıl standart sapması (BSS) % 1,91 (n=3) olan 

anlamlı bir sinyal elde edilmiĢtir.  

 

 

3.1.3. Çözelti Ortamında Farklı DeriĢimlerdeki dsDNA’ ya ait Guanin  

          Yükseltgenme Sinyaline Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.1.3. de anlatılan yol izlenerek yapılan çalıĢmada, tek kullanımlık kalem grafit 

elektrot (KGE) ile çözelti ortamındaki, 0,20–10,00 µg/mL deriĢim aralığındaki dsDNA‟ nın, 

diferansiyel puls voltametri tekniği ile elektrokimyasal tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir 
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deriĢim için ardıĢık üçer ölçüm alınmıĢtır. Elde edilen diferansiyel puls voltamogramları 

Ģekil 3.5.‟de ve dağılım grafiği Ģekil 3.6‟ da gösterilmiĢtir. Ölçümlerin standart hataları 

dağılım grafiği üzerinde görülmektedir. 

 

0.2ppm dsDNA

pH 4,82 asetat tamponu          

0.830 0.880 0.930 0.980 1.030 1.080 1.130 1.180

-5-0.00x10

-50.02x10

-50.05x10

-50.07x10

-50.10x10

E / V

i 
/ 

A

 

 

 

 ġekil 3.5.   pH 4,80 asetat tamponu içerisinde dsDNA‟nın bazı deriĢimlerdeki  

                              guanin yükseltgenme sinyallerinin AdSDPV eğrileri a) 0,20 µg/mL;  

                              b) 1,00 µg/mL; c) 3,00 µg/mL; d) 5,00 µg/mL; e) 10,00µg/mL  

 

 

Potansiyel, mV 
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dsDNA Derişimi, g/mL
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ġekil 3.6.  0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00 µg/mL deriĢimlerdeki dsDNA‟ ya ait 

guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklükleri. 

 

 

0,20 – 10,00 µg/mL deriĢim aralığında optimum çalıĢma deriĢimi olarak 5,00 

µg/mL olarak belirlenmiĢtir. 

 5,00 µg/mL deriĢimdeki dsDNA‟dan ortalaması 1,01 µA ve bağıl standart 

sapması (BSS) %1,14 (n=3) olan anlamlı bir sinyal elde edilmiĢtir.  

 

 

3.1.4. Çözelti Ortamında Farklı Zamanlarda dsDNA’ya Ait Guanin Yükseltgenme  

          Sinyalindeki DeğiĢim Üzerinden Ġncelenmesine Ait Bulgular  

 

Bölüm 2.5.3.1.4. de anlatılan yol izlenerek yapılan çalıĢmada, tek kullanımlık kalem 

elektrotta, 5,00µg/mL deriĢimdeki dsDNA‟nın, diferansiyel puls voltametri tekniği ile 

350rpm‟de karıĢtırma süresi 30-240sn arasında arttırılmıĢtır. Her bir karıĢtırma süresi 

için ardıĢık üçer ölçüm alınmıĢtır. Elde edilen diferansiyel puls voltamogramları Ģekil 
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3.7‟de ve dağılım grafiği Ģekil 3.8‟ de gösterilmiĢtir. Ölçümlerin standart hataları 

dağılım grafiği üzerinde görülmektedir. 

2ppm dsDNA

0.868 0.918 0.968 1.018 1.068 1.118 1.168 1.218

-5-0.01x10

-50.02x10

-50.04x10

-50.07x10

-50.09x10

E / V

i
 
/
 
A

 

 

ġekil 3.7.   pH 4,80 asetat tamponu içerisinde 5,00 µg/mL dsDNA‟nın farklı karıĢtırma  

                  hızlarındaki guanin yükseltgenme sinyallerinin AdSDPV eğrileri a) 60 sn;  

                  b) 120 sn; c) 180 sn; d) 300 sn  

Zaman, sn
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ġekil 3.8.  5,00µg/mL dsDNA ile farklı sürelerde (30; 60; 90; 120; 180; 240 s)    

                  karıĢtırılmasına ait guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklükleri 

Potansiyel, mV 
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30 – 300 saniye zaman aralığında optimum bekletme süresi 120sn olarak 

belirlenmiĢtir. 

5,00 µg/mL deriĢimdeki dsDNA‟nın 120sn karıĢtırma süresinde ortalaması 1,02 

µA ve bağıl standart sapması (BSS) %1,75 (n=3) olan anlamlı bir sinyal elde edilmiĢtir.  

 

 

3.2. Efavirenz Üzerindeki Ġncelemeler 

 

ÇalıĢma maddesi olarak seçilen efavirenz üzerinde dönüĢümlü voltametri (DV), 

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri kullanılarak değiĢik ortamlarda ve pH 

değerlerinde kapsamlı çalıĢmalar yapılmıĢtır.  

 AUTOLAB 30 elektrokimyasal analizörü, kalem grafit çalıĢma elektrodu, platin 

tel yardımcı elektrot ve Ag/AgCl referans elektrot (MF 2052) deneylerin tamamında 

kullanılmıĢtır.  

 Diferansiyel puls voltametrisi tekniğinde en uygun ortamı seçebilmek için pH 

2,00–12,00 arasındaki Britton-Robinson (BR) tamponuyla elektrokimyasal davranıĢı 

yükseltgenme yönünde incelenmiĢtir. Deneylerde analitik amaçlar için en uygun ortamın 

pH 3,00 BRT olduğu saptanmıĢtır.  

 Yukarıdaki pH ve ortamda, saf maddenin davranıĢı değiĢen hızlarda 

incelendikten sonra ticari tabletler üzerindeki uygulamaya geçilmiĢ ve bu amaçla Merck 

Sharp & Dohme ilaç firmasından temin edilen ve her biri 600 mg efavirenz içeren 

Stocrin® adlı ilaçtan örnekler alınıp tabletlerden miktar tayini ve % geri kazanım 

deneyleri yapılmıĢtır.  
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3.2.1. Efavirenz Üzerindeki Voltametrik ÇalıĢmalar 

 

Efavirenz‟in voltametrik incelemesi, kalem grafit elektrot ile diferansiyel puls 

voltametrisi (DPV) ve dönüĢümlü voltametri (DV) teknikleri kullanılarak yapılmıĢtır.  

 

 

3.2.1.1. Efavirenz’in BR Tampon Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan Diferansiyel Puls  

             Voltametri ÇalıĢmaları 

 

Efavirenz‟in BR tamponları içerisindeki elektrokimyasal davranıĢlarını incelemek için 

pH 2,00; 3,03; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,03; 9,00; 10,00; 11,00; 12,00 BR tampon 

çözeltileri kullanılmıĢtır. pH incelemelerinde 2,00µg/mL deriĢimde, %20 metanollü 

ortamda çalıĢılmıĢtır. Bu ortamlarda pH taraması yapılarak analitik değerlendirmeler 

için uygun koĢulların saptanması ve destek elektrolitinin cinsinin ve pH‟ının reaksiyon 

üzerinde etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

 2,00µg/mL deriĢimi ile pH 2,00–12,00 BR tamponlarındaki voltamogramları 

ġekil 3.9a ve 3.9b‟de görülmektedir.  

 pH 2,00‟de pik 1444 mV‟da gözlenirken pH arttıkça bu pikin daha az pozitif 

potansiyellere kaydığı saptanmıĢtır. pH 2,00–12,00 arasındaki potansiyeller değerleri 

Çizelge 3.1‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.9a. 2,00µg/mL efavirenz‟in pH 2,00 – 6,00 arası BR tamponları içerisindeki  

                  voltamogramları. a) pH 2,00; b) pH 3,00; c) pH 4,00; d) pH 5,00;  

                  e) pH 6,00. 

 

 

2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.431 0.681 0.931 1.181 1.431 1.681

-5-0.10x10

-50.00x10

-50.10x10

-50.20x10

-50.30x10

-50.40x10

-50.50x10

-50.60x10

E / V

i 
/
 
A

2ppm efavirenz

pH taramasi  
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2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.432 0.682 0.932 1.182 1.432
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2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.427 0.677 0.927 1.177 1.427
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2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.352 0.602 0.852 1.102 1.352

-5-0.02x10
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ġekil 3.9b. 2,00µg/mL efavirenz‟in pH 7,00 – 10,00 arası BR tamponları içerisindeki  

                    voltamogramları. a) pH 7,00 b) pH 8,00; c) pH 9,00; d) pH 10,00.  

 

 

 

 

 

 

 

2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.326 0.576 0.826 1.076 1.326

-6-0.09x10

-60.16x10

-60.41x10

-60.66x10

-60.91x10

E / V

i 
/
 
A

2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.273 0.373 0.473 0.573 0.673 0.773 0.873 0.973 1.073 1.173

-6-0.07x10

-60.03x10

-60.13x10

-60.23x10

-60.33x10

-60.43x10

-60.53x10

-60.63x10

-60.73x10

E / V
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/
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2ppm efavirenz

pH taramasi  

0.162 0.262 0.362 0.462 0.562 0.662 0.762 0.862 0.962 1.062
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Çizelge 3.1. BRT çözeltileri içerisinde kaydedilen 2,00µg/mL efavirenz‟in değiĢik pH  

                    değerlerinde DPV ile kaydedilen eğrilerinden elde edilen pik akımı ve pik  

                    potansiyeli değerleri. 

   

pH Pik Potansiyeli 

(mV) 

Pik Akımı 

(μA) 

1,93 1444 2,64 

3,00 1389 2,29 

4,00 1365 1,48 

5,00 1270 0,86 

6,00 1166 1,64 

7,00 1119 1,00 

8,00 1079 0,55 

9,00 992 0,86 

10,00 936 0,39 
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3.2.1.2. Efavirenz’in BR Tampon Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan DönüĢümlü  

             Voltametri ÇalıĢmaları 

 

pH 3,00 BRT içerisinde 30,00µg/mL efavirenz içeren çözeltinin altı devirli 

voltamogramı kalem grafit elektrot ile 100mVs
–1

 hızla çizdirilmiĢtir (ġekil 3.10). Ġlk 

devirde anodik yönde efavirenz‟in 1400mV civarında (Ox1) yükseltgenme pikinin ve 

katodik yönde 630mV civarında küçük bir indirgenme pikinin oluĢtuğu gözlenmiĢtir. 2. 

devirde, 700mV (Ox2)‟da ve 1040mV (Ox3)‟da iki küçük anodik pik belirmiĢtir. Bu yeni 

pikler efavirenzin birinci devirde yükseltgenmesinden sonra gözlenmiĢtir.  

a
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ġekil 3.10. pH 3,00 BRT içerisinde 30,00µg/mL efavirenz içeren çözeltinin altı devirli  

                dönüĢümlü voltamogramı (a); 2. ve daha büyük devirlerde görülen ilave  

                akımlar (b) 

Potansiyel, mV 

A
k

ım
, 

A
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Akım değerinin en yüksek okunduğu 3,00 BRT çözeltisi içinde 30,00µg/mL 

efavirenz‟in değiĢik tarama hızlarındaki eğrileri 5-1000mVs
–1

 aralığında kaydedilmiĢtir. 

Bu deneylerden elde edilen sonuçlara bakıldığı zaman 5-100mVs
–1

 aralığında hızın 

karekökü ile akımın doğrusal olarak arttığı ve potansiyelin 5-100mVs
–1

 aralığında 

146mV kaydığı saptanmıĢtır. Bu deneylerden elde edilen veriler Çizelge 3.2‟de 

gösterilmiĢtir. Bu deneylere ait voltamogram da ġekil 3.11a ve b‟de verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 3.2. 30,00µg/mL efavirenz‟in pH 3,00 BRT çözeltisi içerisinde 5-1000mVs
–1

   

                     tarama hızları arasında  elde edilen potansiyel (Ep) ve akım (ip) değerleri. 

 

Tarama hızı 

(mVs
–1

) 
v

1/2
 ip (µA) Ep (mV) logv logip 

5 2,236 34,3 1423 0,699 1,54 

10 3,162 28,3 1409 1 1,45 

25 5 27,4 1377 1,398 1,44 

50 7,071 21,1 1389 1,699 1,32 

75 8,660 13,5 1357 1,875 1,13 

100 10 9,94 1389 2 1,00 

250 15,811 7,66 1348 2,398 0,88 

500 22,360 5,03 1340 2,699 0,70 

750 27,386 2,06 1292 2,875 0,31 

1000 31,623 1,15 1277 3 0,06 

 

 

 

 

 

 

 



196 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.11. 30,00µg/mL efavirenz‟in 3,00BRT içerisinde A) 5 – 75 mVs
-1

 ; B) 100 –  

                   1000 mVs
-1

 tarama hızlarında elde edilen dönüĢümlü voltamogramları. 1) 5 ;  

                   2) 10 ; 3) 25 ; 4) 50 ; 5) 75; 6) 100; 7) 250; 8) 500; 9) 750; 10) 1000 mVs
-1

 

 

Eğrilerde geri dönüĢ pikinin olmaması ve hızla birlikte pik potansiyelinin kayması 

reaksiyonun geri dönüĢümsüz olduğunu göstermektedir. 
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Hızın akım ile doğrusal olarak değiĢtiği 5 – 100mVs
-1

 tarama hızlarında gerekli 

hesaplamalar yapıldığı zaman doğru denklemi; 

 

                      ip (µA) = 0,125 v (mVs
-1

) + 1,06                     r = 0,994   (n =6) 

 

olarak bulunmuĢtur. 

 

Elde edilen bu doğrusallık da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu 

göstermektedir (ġekil 3.12.a). Aynı hız aralığındaki logv – log i grafiği (ġekil 3.12.b) ve 

denklemi incelenince  bulunan eğim değerinin 0,81 olması reaksiyonun adsorpsiyon 

kontrollü olduğunu göstermektedir (Laviron ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990). 

Elde edilen doğru denklemi; 

 

                     log ip (µA) = 0,81 log v (mVs
-1

) –0,49            r = 0,997  (n =6) 

 

(Saf difüzyon kontrollü olduğu zaman ve çözeltinin bu madde için ideal olduğu 

durumlarda eğim 0,5 , saf adsorbsiyon kontrollü olduğu zaman ve kullanılan elektrodun 

o olay için ideal olduğu durumlarda 1 olur) (Laviron, 1980) 
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ġekil.3.12. 30,00µg/mL efavirenz‟in 3,00BRT içerisinde 5 – 1000 mVs
-1

 tarama  

                   hızlarında elde edilen DV‟lara ait a) v – ip ve b) logv – log i grafikleri 
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pH‟ın potansiyel ve pik akımına etkisini daha rahat görebilmek için bütün pH‟ları 

ve ortamları bir arada gösteren (Pik potansiyeli - pH) Ep-pH, (Pik akımı - pH) Ġp-pH 

eğrileri ġekil 3.13a, 3.13b‟de gösterilmiĢtir. 
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                         ġekil 3.13.  2,00 µg/mL efavirenz‟e ait Ep – pH (a) , Ġp – pH (b) eğrileri.  

                                            (○) : BRT  
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         Diferansiyel puls voltametri tekniğiyle bütün pH çözeltilerinde, doğrusallık elde 

edildiği görülmüĢtür. ġekil 3.13‟den de anlaĢılacağı gibi pH 10,00‟ a kadar doğrusallık 

elde edilmiĢtir (Çizelge 3.1). 

         Bu Çizelge değerlerine göre;  

 

                            Ep(mV) = 1584 – 65.25pH           (r:0.996)   (n=9)      „dir. 

 

 

3.2.1.3. GeliĢtirilen Voltametrik Yöntemlerle Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Adsorpsiyon kontrollü olan ve daha hassas bir teknik olan adsorptif sıyırma voltametrik 

yöntemlerinin uygulanmasına imkân tanıyan efavirenz ile ilgili voltametrik bir 

çalıĢmaya literatürlerde rastlanmadı. Adsorptif sıyırma voltametrisi ile miktar tayini 

çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

         Elektrot yüzeyinde etken maddenin birikmesi elektrolitik olarak değil, fiziksel 

adsorbsiyonla meydana gelmiĢtir. Yeterince etken madde biriktirdikten sonra, birikmiĢ 

madde AdSDPV tekniği kullanılarak analiz edilmiĢtir.  

         Öncelikle elektrokimyasal ön biriktirme basamağında pik akımının en iyi olduğu, 

potansiyeli ve zamanı seçmek için Ģartlar optimize edilmiĢtir (Çizelge 3.3) (ġekil 3.14a 

ve 3.14b). Pik akımının en iyi olduğu potansiyeli seçerken 2,00µg/mL deriĢimdeki 

AdSDPV için 60sn biriktirme süresi uygulanmıĢtır. En uygun potansiyeli 700mV olarak 

belirledikten sonra, bu potansiyelde en uygun zamanı 300sn olarak belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 3.3. 2,00µg/mL efavirenz‟in % 20 metanollü pH 3,00 BRT içerisinde AdSDPV  

                    yöntemi ile potansiyel ve zamana göre akımdaki değiĢiklik 

 

Potansiyel (mV) Akım(µA) Zaman (sn) Akım(µA) 

0 4,32 30 2,86 

200 5,25 60 5,72 

400 5,10 120 6,34 

500 4,90 180 8,12 

600 5,56 240 11,00 

700 6,55 300 12,00 

800 5,97 360 9,17 

900 5,13 420 8,49 
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ġekil 3.14. AdSDPV  tekniğiyle 2,00µg/mL efavirenz‟in %20 metanollü pH 3,00 BRT  

                   çözeltisi içerisinde  a) ip (µA) – Ep (Biriktirme Potansiyeli) b) ip (µA) – t  

                   (dk) (Biriktirme Zamanı) grafikleri.   
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ġekil 3.14‟den de anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla elektrokimyasal ön biriktirme 

basamağındaki Ģartları optimize edilmiĢ oldu. Buna göre 700mV‟da 300sn bekletilerek 

akımın en büyük olduğu Ģartlar sağlanmıĢ oldu. ġartlar optimize edildikten sonra 

elektrot üzerinde birikmiĢ olan madde AdSDPV tekniği kullanılarak tayin edilmiĢtir. 

Efavirenz‟in voltametrik analizi için geliĢtirilen AdSDPV yöntemi, en yüksek akımın ve 

en keskin pik Ģeklinin elde edildiği pH 3,00 BRT içerisine uygulanmıĢtır. pH 3,00 BRT  

çözeltisi içinde 0,018 – 2,56 µg/mL deriĢim aralığında elde edilen AdSDPV eğrilerinden 

bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 3.15‟de verilmiĢtir.  

 Efavirenz‟in deriĢiminin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar % 20 

metanollü ortamda pH 3,00 BRT içeren çözeltisinde diferansiyel puls sıyırma 

voltametrisi kulanılarak elde edilmiĢtir.  Çizelge 3.4‟de efavirenz deriĢimleri (C) ve 

AdSDPV için +1,34V‟da karĢılık gelen pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu değerlere 

göre 0,018 – 2,56 µg/mL deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı arasında r = 0,999 

korelasyon katsayısı ile AdSDPV için ip(µA) = 2,89 C(M) + 0,601 eĢitliklerine uyan 

doğrusal iliĢki bulunmaktadır (ġekil 3.16). Bu sonuçlara dayanarak, kalem grafit elektrot 

ile AdSDPV teknikleri kullanılarak efavirenz‟in ticari preparatından miktar tayininin 

yapılabileceğine karar verilmiĢtir. 
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ġekil 3.15. pH 3,00 BRT içerisinde efavirenz‟in bazı deriĢimlerdeki AdSDPV eğrileri   

                  (a) destek ; (b) 0,08 µg/mL; (c) 0,16 µg/mL ; (d) 0,32 µg/mL  
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ġekil 3.16.  0,018 – 2,56 µg/mL deriĢim aralığında pH 3,00 BRT içerisinde efavirenz‟in   

                   (%20 metanollü ortam) AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon grafiği 
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Çizelge 3.4.  pH 3,00 BRT içerisinde efavirenz için (%20 metanollü ortam) elde edilen  

                      deriĢim-pik akımı iliĢkisine ait analiz sonuçları 

 

DeriĢim (µg/mL) Akım (µA) 

0,0179 0,399 

0,0238 0,481 

0,0400 0,693 

0,0800 0,982 

0,1600 1,270 

0,3200 1,660 

0,6400 2,530 

1,2800 4,200 

2,5600 8,010 

 

  

          Çizelge 3.4‟deki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon 

analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ ve sonuçlar 

Çizelge 3.5‟de gösterilmiĢtir.  

          Çizelge 3.5‟de verilen yakalama (YAS) ve tayin alt (TAS) sınırları;  

                                     YAS = 3 s/m; TAS = 10 s/m 

          formüllerinden bulunmuĢtur (Riley ve Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997) 

         Bu formüllerde s, en düĢük deriĢimin bir üst deriĢiminde 3 adet tekrarlanan sonucun 

standart sapması, m ise ilgili kalibrasyon eğrisine ait eğim değeridir.  
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Çizelge 3.5. pH 3,00 BRT içerisinde efavirenz için AdSDPV teknikleri ile elde edilen  

                     kalibrasyon eğrisine ait regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon  

                     parametreleri. 

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel (V) 1,34 

Potansiyelin gün içi tekrarlanabilirliği (%BSS) 0,35 

Potansiyelin günler arası tekrarlanabilirliği (%BSS) 0,60 

Doğrusallık aralığı (µg/mL) 0,018 – 2,56 

Eğim (μA.M
-1

) 2,89 

KesiĢim (μA) 0,601 

Korelasyon Katsayısı 0,999 

Eğimin standart hatası 0,0701 

KesiĢimin standart hatası 0,069 

Yakalama Sınırı (µg/mL)* 0,0042 

Tayin alt Sınırı (µg/mL)* 0,0138 

Akımın gün içi tekrarlanabilirliği (%BSS) 1,32 

Akımın günler arası tekrarlanabilirliği (%BSS) 1,58 

 

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 0,018 

µg/mL deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

efavirenz içeren piyasa preparatlarından miktar tayini çalıĢmaları yapılabileceğini 

göstermiĢtir. 

 

  

 

 

 

 



207 

 

3.2.1.4. Efavirenz Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamaları 

 

Efavirenz tayini için geliĢtirilen voltametrik teknik piyasa preparatlarına çalıĢmalarına 

uygulanmıĢtır.  

 

 

3.2.1.4.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması ve  

                Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Efavirenz içeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek için numuneler 2.5.3.2.2 

bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢ ve eğriler saf efavirenz gibi kaydedilmiĢtir. 

Bu eğrilerden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde yerine konularak 

tabletlerin içerdiği etken madde miktarları hesaplanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemlerle 

yapılan analiz çalıĢması sonuçları Çizelge 3.6‟ da gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.6. Efavirenz içeren (600 mg) Stocrin
®
 tabletlerin pH 3,00 BRT destek  

                     elektroliti içerisinde kalem grafit elektrotla, geliĢtirilen AdSDPV  

                     yöntemleriyle elde edilen analiz bulguları 

 

 AdSDPV  

Numune No Tablette Bulunan Madde Miktarı (600 mg) 

1 615,40 

2 595,96 

3 599,20 

4 592,72 

5 605,68 

 

Xort 600,82 

SS 10,07 

%BSS 1,68 

%Bias -0,41 

 

 

Tablet içerisinde yer alan katkı maddelerinin tayin yöntemlerimizi etkileyip 

etkilemediğini anlamak için geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bölüm 2.5.3.2.3‟de 

anlatıldığı gibi bilinen miktarda hazırlanan saf etken madde içeren tablet numunelerinin 

üzerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmiĢ ve gerekli hesaplamalar 

sonucunda % geri kazanımlar bulunmuĢtur. % Geri kazanım sonuçları Çizelge 3.7.‟de 

gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.7. Efavirenz içeren tabletlerden pH 3,00 BRT içerisinde elde edilen % geri  

                     kazanım sonuçları. 

 

Yöntem 

 

Ġlave Edilen Madde 

Miktarı (mg) 

Bulunan Madde 

Miktarı (mg) 

% Geri 

Kazanım 

AdSDPV 

5,00 4,93 98,54 

5,00 4,86 97,19 

5,00 4,78 95,57 

5,00 4,87 97,46 

5,00 4,83 96,65 

 Xort : 97,07 

SS : 1,09 

% BSS : 1,12 

%Bias: 2,93 
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3.2.2.  Efavirenz ile dsDNA EtkileĢiminin Diferansiyel Puls Voltametri Tekniği ile    

           Elektrokimyasal Olarak Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

 

3.2.2.1.KGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilen dsDNA ile Farklı DeriĢimde Efavirenz  

            EtkileĢmesinin Guanin Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim Üzerinden  

            Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.2.4.1. de anlatılan yol izlenerek, KGE yüzeyine immobilize edilen dsDNA‟ 

nın 2,00 – 32,00 µg/mL deriĢim aralığında değiĢen efavirenz ile etkileĢiminden elde edilen 

guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklüklerini gösteren grafik ġekil 3.17‟deki 

gibidir. 
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ġekil 3.17. Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler; sırasıyla 2,00µg/mL dsDNA ile 

efavirenz etkileĢmeden önce; metanol/asetat tamponu karıĢımı ile 

etkileĢtikten sonra; 2,00; 4,00; 8,00; 16,00; 24,00; 32,00 µg/mL deriĢimlerde 

efavirenz ile etkileĢtikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 
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ġekil 3.17‟de elde edilen verilere göre, efavirenz‟in deriĢimi arttırıldıkça guanin 

yükseltgenme sinyalinde düĢüĢ olduğu gözlenmiĢtir. Ancak bu düĢüĢ 24,00 µg/mL 

efavirenz‟den sonra sabitlenmiĢtir. Grafiğe göre uygun efavirenz deriĢimi 24,00 µg/mL‟ 

dir. 

 

 

3.2.2.2. Elektroda TutturulmuĢ dsDNA’nın Efavirenz ile Zamana Göre  

             EtkileĢmesinin Ġncelenmesine ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.2.4.2. de anlatılan yol izlenerek, bölüm 3.3.2.1‟den elde edilen veriler 

doğrultusunda 24,00 µg/mL efavirenz‟in 2,00 µg/mL dsDNA ile etkileĢiminde sürenin etkisini 

inceleyebilmek için etkileĢim süresi 30–300 saniye arasında değiĢtirilmiĢ ve elde edilen 

sonuçlardan ġekil 3.18‟deki grafik çizdirilmiĢtir. 

Zaman (sn)

0 50 100 150 200 250 300 350
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k
ım

 (
µ

A
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ġekil 3.18.  Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00µg/mL dsDNA ile 

24,00µg/mL efavirenz‟in farklı sürelerde (sırasıyla 2,00µg/mL dsDNA ile 

efavirenz etkileĢmeden önce; etanol/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten 

sonra; 30; 60; 120; 180; 240; 300 µg/mL etkileĢmesine ait guanin 

yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklükleri. 
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Guanin yükseltgenme sinyalinde etkileĢim süresi arttırıldıkça bir düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Bu düĢüĢün 3. dakikadan sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum etkileĢim 

zamanı 3 dakika olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

3.2.2.3. Optimize Edilen dsDNA-Efavirenz EtkileĢiminin Voltametrik Yöntemlerle  

             Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Efavirenz-dsDNA etkileĢiminin voltametrik bir çalıĢmasına literatürlerde rastlanmadı. 

Efavirenz ve guanin pik akımları etkileĢimden önce ve sonra diferansiyel puls 

voltametrisi (DPV) tekniğiyle ölçülmüĢtür ( ġekil 3.19b).  

        Öncelikle dsDNA‟daki guanin pik akımını en çok düĢüren efavirenz deriĢimi 

seçilmiĢtir, 24,00µg/mL, sonra bu deriĢimde guanin sinyalini en çok düĢüren karıĢtırma 

süresi, 180sn, seçilerek Ģartlar optimize edilmiĢtir.  

        ġekil 3.18‟den de anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla Ģartlar optimize edilmiĢ oldu. 

Buna göre 180sn bekletilerek akımın en küçük olduğu Ģartlar sağlanmıĢ oldu. ġartlar 

optimize edildikten sonra elektrot üzerinde birikmiĢ olan madde AdSDPV tekniği 

kullanılarak tayin edilmiĢtir. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde 2,00 – 24,00 µg/mL 

deriĢim aralığında elde edilen AdSDPV eğrilerinden bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 

3.19b‟de verilmiĢtir.  

 Efavirenz‟in deriĢiminin guanin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar % 

20 metanollü ortamda pH 4,80 asetat tamponu içeren çözeltisinde diferansiyel puls 

sıyırma voltametrisi kulanılarak elde edilmiĢtir.  Çizelge 3.8‟de efavirenz deriĢimleri (C) 

ve AdSDPV için +1,02V‟da karĢılık gelen pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu 

değerlere göre 2,00 – 24,00 µg/mL deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı arasında r = -

0,999 korelasyon katsayısı ile AdSDPV için ip(µA) = –0,0138 C(M) + 0,704 

eĢitliklerine uyan doğrusal iliĢki bulunmaktadır (AdSDPV için ġekil 3.20). Bu sonuçlara 
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dayanarak, kalem grafit elektrot ile AdSDPV teknikleri kullanılarak efavirenz‟in ticari 

preparatından miktar tayininin yapılabileceğine karar verilmiĢtir. 
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ġekil 3.19. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde A) 2,00 µg/mL efavirenz ile 2,00 µg/mL 

dsDNA etkileĢmesine ait grafikler; etkileĢmeden once guanine sinyali (- - - - 

- ); dsDNA ile etkileĢtikten sonra efavirenz sinyali (–––––) and etkileĢmeden 

once efavirenz sinyali (– – – – –). B) 2,00 µg/mL dsDNA‟nın guanin 

yükseltgenme sinyaline ait grafikleri; a) 2,00 µg/mL dsDNA ile efavirenz 

etkileĢmeden önce; b) metanol/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten 

sonra; c) 2,00 ; d) 8,00 e) 24,00 µg/mL deriĢimlerde efavirenz ile 

etkileĢtikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 
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A
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A
 

A
k
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, 

A
 

A 

B 
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Efavirenz Derişimi, g/mL

0 5 10 15 20 25 30

G
u

a
n

in
 A

k
ım

ı,
 

A

0,35

0,40

0,45

0,50

0,55

0,60

0,65

0,70

 

ġekil 3.20. 2,00 – 24,00 µg/mL deriĢim aralığında pH 4,80 asetat tamponu içerisinde  

                 efavirenz‟in (%20 metanollü ortam) AdSDPV tekniği ile elde edilen  

                 kalibrasyon grafiği 

 

 

 

Çizelge 3.8. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde efavirenz ile etkileĢen guanin sinyali için  

                    (%20 metanollü ortam) elde edilen deriĢim-pik akımı iliĢkisine ait analiz  

                    sonuçları 

 

 DeriĢim (µg/mL) Akım (µA) 

Tek baĢına guanin sinyali 0  0,930 

„metanol + asetat tamponu‟ ile 

etkileĢtikten sonra 

0  0,804 

efavirenz ile etkileĢtikten sonra 2 0,681 

4 0,642 

8 0,597 

16 0,481 

24 0,374 
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 Çizelge 3.8‟deki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer 

regresyon analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ 

ve sonuçlar Çizelge 3.9‟da gösterilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.9. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde efavirenz-dsDNA etkileĢimi için guanin  

                   üzerinden AdSDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon eğrisine ait  

                   regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri. 

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel 

(V) 

1,02 

Potansiyelin gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
0,29 

Potansiyelin günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
0,46 

Doğrusallık aralığı 

(µg/mL) 

2,00 – 24,00 

Eğim (μA.M
-1

) –0,0138 

KesiĢim (μA) 0,704 

Korelasyon Katsayısı –0,999 

Eğimin standart hatası 0,00029 

KesiĢimin standart hatası 0,0040 

Yakalama Sınırı (µg/mL)* 0,599 

Tayin alt Sınırı (µg/mL)* 1,995 

Akımın gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

0,96 

Akımın günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

2,22 

  

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 2,00 µg/mL 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  
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Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinden oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

efavirenz içeren piyasa preparatlarından miktar tayini çalıĢmaları yapılabileceğini 

göstermiĢtir. 

 

 

3.2.2.4.  Efavirenz-dsDNA EtkileĢimi Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin  

              Uygulamaları 

 

Efavirenz-dsDNA etkileĢiminin tayini için geliĢtirilen voltametrik teknik piyasa 

preparatlarına uygulanmıĢtır.  

 

 

3.2.2.4.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması ve  

                Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Efavirenz içeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek için numuneler 2.5.3.2.2. 

bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢtır. EtkileĢim sonrası elde edilen guanin 

eğrilerinden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde yerine konularak 

tabletlerin içerdiği etken madde miktarları hesaplanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemlerle 

yapılan analiz sonuçları Çizelge 3.10‟ da gösterilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 



217 

 

 

Çizelge 3.10. Efavirenz içeren (600 mg) Stocrin
®
 tabletlerin pH 4,80 asetat tamponu  

                      içerisinde kalem grafit elektrotla, geliĢtirilen AdSDPV yöntemleriyle elde   

                      edilen analiz bulguları 

 

 AdSDPV  

Numune No Tablette Bulunan Madde Miktarı (600 mg) 

1 603,26 

2 590,58 

3 585,15 

4 605,07 

5 596,02 

 

Xort 596,02 

SS 8,40 

%BSS 1,41 

%Bias 0,66 

 

Tablet içerisinde yer alan katkı maddelerinin tayin yöntemlerimizi etkileyip 

etkilemediğini anlamak için geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bölüm 2.5.3.2.3‟de 

anlatıldığı gibi bilinen miktarda hazırlanan saf etken madde içeren tablet numunelerinin 

üzerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmiĢ ve gerekli hesaplamalar 

sonucunda % geri kazanımlar bulunmuĢtur. % Geri kazanım sonuçları Çizelge 3.11‟de 

gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.11. Efavirenz içeren tabletlerden pH 4,80 asetat tamponu içerisinde elde  

                      edilen % geri kazanım sonuçları. 

 

 

Yöntem 

 

Ġlave Edilen Madde 

Miktarı (mg) 

Bulunan Madde 

Miktarı (mg) 

% Geri 

Kazanım 

AdSDPV 

12,00 12,03 100,24 

12,00 12,28 102,36 

12,00 12,61 105,07 

12,00 12,17 101,45 

12,00 11,92 99,34 

 Xort : 101,69 

SS : 2,21 

% BSS : 2,18 

%Bias: -1,69 
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3.2.3. Ġki Yöntemin Analiz ÇalıĢmalarının KarĢılaĢtırılması 

 

BoĢ kalem elektrot ve dsDNA tutturulmuĢ elektrotta Stocrin tabletlerden elde edilen 

analiz bulguları karĢılaĢtırıldığı zaman, hesaplanan t ve F değerleri tablo değeriyle 

karĢılaĢtırıldığında yöntemler arasındaki farkın önemsiz olduğu görülmektedir. 

 

 

Çizelge 3.12. dsDNA tutturulmuĢ ve boĢ kalem grafit elektrot ile Stocrin
®
 tabletlerden  

                     elde edilen analiz bulgularının karĢılaĢtırmalı sonuçları 

 BoĢ kalem elektrot dsDNA tutturulmuĢ kalem 

elektrot 

Tablette bulunan madde 

miktarı (mg) 

600,00 600,00 

Bulunan madde miktarı 

(mg) 
600,82 596,02 

 

%BSS 

 

1,68 

 

1,41 

 

Hesaplanan t değeri 0,32 
Tteorik = 2.31 

Hesaplanan F değeri 0,90 
Fteorik = 2.60 

 

(p: 0,005) 
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3.3. Löprolid Üzerindeki Ġncelemeler 

 

ÇalıĢma maddesi olarak seçilen löprolid üzerinde dönüĢümlü voltametri (DV), 

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri kullanılarak değiĢik ortamlarda ve pH 

değerlerinde kapsamlı çalıĢmalar yapılmıĢtır. Deneylerin tamamında AUTOLAB 30 

elektrokimyasal analizörü, kalem grafit çalıĢma elektrodu, platin tel yardımcı elektrot ve 

Ag/AgCl referans elektrot (MF 2052) kullanılmıĢtır.  

 Diferansiyel puls voltametrisi tekniğinde en uygun ortamı seçebilmek için pH 

2,00–12,00 arasındaki Britton-Robinson (BR) tamponuyla elektrokimyasal davranıĢı 

yükseltgenme yönünde incelenmiĢtir. Deneylerde analitik amaçlar için en uygun ortamın  

pH 2,00 BRT olduğu saptanmıĢtır.  

 Yukarıdaki pH ve ortamda, saf maddenin davranıĢı değiĢen hızlarda 

incelendikten sonra ticari tabletler üzerindeki uygulamaya geçilmiĢ ve bu amaçla Abbott 

ilaç firmasından temin edilen ve her biri 1mg/0,2mL löprolid içeren Lucrin
®
 adlı ilaçtan 

örnekler alınıp enjeksiyonluk çözeltiden miktar tayini ve % geri kazanım deneyleri 

yapılmıĢtır.  

    

 

3.3.1. Löprolid Üzerindeki Voltametrik ÇalıĢmalar 

 

Löprolid‟in voltametrik incelemesi, kalem grafit elektrot ile diferansiyel puls 

voltametrisi (DPV) ve dönüĢümlü voltametri (DV) teknikleri kullanılarak yapılmıĢtır.  
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3.3.1.1. Löprolid’in BR Tampon Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan DönüĢümlü  

             Voltametri ÇalıĢmaları 

 

Löprolid‟in BR tamponları içerisindeki elektrokimyasal davranıĢlarını incelemek için 

pH 2,00; 3,03; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,03; 9,00; 10,00; 11,00; 12,00 BR tampon 

çözeltileri kullanılmıĢtır. pH incelemelerinde 4,00µg/mL deriĢimde distile sulu ortamda 

çalıĢılmıĢtır. Bu ortamlarda pH taraması yapılarak analitik değerlendirmeler için uygun 

koĢulların saptanması ve destek elektrolitinin cinsinin ve pH‟ının reaksiyon üzerinde 

etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

 4,00µg/mL deriĢimi ile pH 2,00–12,00 BR tamponlarındaki voltamogramları 

ġekil 3.21a ve 3.21b‟ de görülmektedir.  

 pH 2,00‟de pik 918 mV‟da gözlenirken pH arttıkça bu pikin daha az pozitif 

potansiyellere kaydığı saptanmıĢtır. pH 2,00–12,00 arasındaki potansiyeller değerleri 

Çizelge 3.13‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.21a 4,00µg/mL löprolid pH 2,00 – 6,00 arası BR tamponları içerisindeki  

                   voltamogramları. a) pH 2,00 ; b) pH 3,00; c) pH 4,00; d) pH 5,00;  

                   e) pH 6,00. 

 

 

Potansiyel, mV 

A
k
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, 

A
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A
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A
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A
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ġekil 3.21b 4,00µg/mL löprolid‟in pH 7,00 – 10,00 arası BR tamponları içerisindeki  

                    voltamogramları. a) pH 7,00 b) pH 8,00; c) pH 9,00; d) pH 10,00.  

 

 

 

 

 

 

 

Potansiyel, mV 

A
k

ım
, 

A
 

0.042 0.292 0.542 0.792 1.042 1.292

-4-0.047x10

-4-0.022x10
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A
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/
 
A
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Çizelge 3.13. BRT çözeltileri içerisinde kaydedilen 4,00µg/mL löprolid‟in değiĢik pH  

                      değerlerinde DPV ile kaydedilen eğrilerinden elde edilen pik akımı ve pik  

                      potansiyeli değerleri. 

   

pH Pik Potansiyeli 

(mV) 

Pik Akımı 

(μA) 

2,00 913 2,613 

3,00 854 1,674 

4,00 789 1,05 

5,00 745 1,15 

6,00 684 1,45 

7,00 642 1,33 

8,00 574 1,506 

9,00 520 1,297 

10,00 467 okunamadı 

11,00 451 okunamadı 

12,00 424 okunamadı 
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        pH 2,00 BRT içerisinde 4,00µg/mL löprolid içeren çözeltinin altı devirli 

voltamogramı kalem grafit elektrot ile 100mVs
–1

 hızla çizdirilmiĢtir (ġekil 3.22). Ġlk 

devirde anodik yönde löprolid‟in 918mV civarında (Ox1) yükseltgenme pikinin oluĢtuğu 

ve katodik yönde indirgenme piki 350mV civarında gözlenmiĢtir. 2. devirde, 400 mV 

(Ox2)‟da ve 822 mV (Ox3)‟da iki küçük anodik pik belirmiĢtir. Bu yeni pikler löprolid‟in 

birinci devirde yükseltgenmesinden sonra gözlenmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.22. pH 2,00 BRT içerisinde 4,00µg/mL löprolid içeren çözeltinin altı devirli  

                  dönüĢümlü voltamogramı 

 

 

Akım değerinin en yüksek okunduğu pH 2,00 BRT çözeltisi içinde 4,00µg/mL 

löprolid‟in değiĢik tarama hızlarındaki eğrileri 5–1000 mVs
–1

 aralığında kaydedilmiĢtir. 

Bu deneylerden elde edilen sonuçlara bakıldığı zaman 5–100 mVs
–1

 aralığında hız ile 

akımın doğrusal olarak arttığı ve potansiyelin 5–100 mVs
–1

 aralığında 110mV kaydığı 

saptanmıĢtır. Bu deneylerden elde edilen veriler Çizelge 3.14‟de gösterilmiĢtir. Bu 

deneylere ait voltamogram da ġekil 3.23a ve 3.23b‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.14. 4,00µg/mL löprolid‟in pH 2,00 BRT çözeltisi içerisinde 5-1000mVs
–1

   

                      tarama hızları arasında elde edilen potansiyel (Ep) ve akım (ip) değerleri. 

 

Tarama hızı 

(mVs
–1

) 
v

1/2
 ip (µA) Ep (mV) logv logip 

5 2,236 18,9 975 0,699 1,28 

10 3,162 13,8 982 1 1,14 

25 5 9,65 952 1,398 0,99 

50 7,071 4,63 943 1,699 0,67 

75 8,660 2,15 927 1,875 0,33 

100 10 1,58 919 2 0,20 

250 15,811 1,17 910 2,398 0,07 

500 22,360 0,658 896 2,699 -0,18 

750 27,386 0,358 877 2,875 -0,45 

1000 31,623 0,218 865 3 -0,66 
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ġekil 3.23. 4,00µg/mL löprolid‟in pH 2,00 BRT içerisinde A) 5 – 75 mVs
-1

 ; B) 100 –  

                   1000 mVs
-1

 tarama hızlarında elde edilen dönüĢümlü voltamogramları. 1) 5 ;  

                   2) 10 ; 3) 25 ; 4) 50 ; 5) 75; 6) 100; 7) 250; 8) 500; 9) 750; 10) 1000 mVs
-1

 

 

Potansiyel, mV 

A
k

ım
, 

A
 

A 

0.108 0.358 0.608 0.858 1.108 1.358

-5-0.425x10

-5-0.325x10

-5-0.225x10

-5-0.125x10

-5-0.025x10

-50.075x10

-50.175x10

-50.275x10
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-4-0.261x10
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Eğrilerde geri dönüĢ pikinin olmaması ve hızla birlikte pik potansiyelinin kayması 

reaksiyonun geri dönüĢümsüz olduğunu göstermektedir. 

 

Hızın akım ile doğrusal olarak değiĢtiği 5–1000 mVs
-1

 tarama hızlarında gerekli 

hesaplamalar yapıldığı zaman doğru denklemi; 

 

                      ip (µA) = 0,019 v (mVs
-1

) + 0,180                     r = 0,999   (n: 10) 

 

olarak bulunmuĢtur. 

 

Elde edilen bu doğrusallık da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu 

göstermektedir (ġekil 3.24a). Aynı hız aralığındaki logv – log i grafiği (ġekil 3.24b) ve 

denklemi incelenince  bulunan eğim değerinin 0,85 olması reaksiyonun adsorpsiyon 

kontrollü olduğunu göstermektedir (Laviron ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990). 

Elde edilen doğru denklemi; 

 

                     log ip (µA) = 0,85 log v (mVs
-1

) –  1,33          r = 0,997  (n :10) 

 

(Saf difüzyon kontrollü olduğu zaman ve çözeltinin bu madde için ideal olduğu 

durumlarda eğim 0,50, saf adsorbsiyon kontrollü olduğu zaman ve kullanılan elektrodun 

o olay için ideal olduğu durumlarda 1 olur) (Laviron, 1980) 
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ġekil.3.24.  4,00µg/mL löprolid‟in pH 2,00 BRT içerisinde 5 – 1000 mVs
-1

 tarama  

                   hızlarında elde edilen DV‟lara ait a) v – ip ve b) logv – log i grafikleri 

 

pH‟ın potansiyel ve pik akımına etkisini daha rahat görebilmek için bütün pH‟ları 

ve ortamları bir arada gösteren (Pik potansiyeli - pH) Ep-pH, (Pik akımı - pH) Ġp-pH 

eğrileri ġekil 3.25a, 3.25b‟de gösterilmiĢtir. 
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                         ġekil 3.25.  4,00µg/mL löprolid‟in Ep – pH (a) , Ġp – pH (b) eğrileri.  

                                            (○) : BRT  

 

 

         Diferansiyel puls voltametri tekniğiyle bütün pH çözeltilerinde, doğrusallık elde 

edildiği görülmüĢtür. ġekil 3.25‟den de anlaĢılacağı gibi pH 10,00‟ a kadar doğrusallık 

elde edilmiĢtir.(Çizelge 3.13)  
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         Bu çizelge değerlerine göre;  

 

                            Ep(mV) = 1019,5 – 55,32pH           (r:0.996)   (n=9)      „dir. 

 

 

3.3.1.2. GeliĢtirilen Voltametrik Yöntemlerle Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Adsorpsiyon kontrollü olan ve daha hassas bir teknik olan adsorptif sıyırma voltametrik 

yöntemlerinin uygulanmasına imkân tanıyan löprolid ile ilgili voltametrik bir çalıĢmaya 

literatürlerde rastlanmadı. Adsorptif sıyırma voltametrisi ile miktar tayini çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

         Elektrot yüzeyinde etken maddenin birikmesi elektrolitik olarak değil, fiziksel 

adsorbsiyonla meydana gelmiĢtir. Yeterince etken madde biriktirdikten sonra, birikmiĢ 

madde AdSDPV tekniği kullanılarak analiz edilmiĢtir.  

         Öncelikle elektrokimyasal ön biriktirme basamağında pik akımının en iyi olduğu, 

potansiyeli ve zamanı seçmek için Ģartlar optimize edilmiĢtir (Çizelge 3.15) (ġekil 3.26a 

ve 3.26b). Pik akımının en iyi olduğu potansiyeli seçerken 1,00µg/mL deriĢimdeki 

AdSDPV için 120sn biriktirme süresi uygulanmıĢtır. En uygun potansiyeli 700mV 

olarak belirledikten sonra, bu potansiyelde en uygun zaman 180 sn olarak belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 3.15.   1,00µg/mL löprolid‟in  pH 2,00 BRT içerisinde AdSDPV  

                        tekniğiyle potansiyel ve zamana göre akımdaki değiĢiklik 

 

Potansiyel (mV) Akım(µA) Zaman (sn) Akım(µA) 

0 2,11 0 1,87 

200 2,20 30 2,50 

400 2,28 60 2,61 

600 2,31 90 2,70 

700 2,32 120 2,90 

800 1,72 180 3,01 

1000 1,00 240 3,07 

  300 2,79 
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ġekil 3.26. AdSDPV  tekniğiyle 1,00µg/mL löprolid‟in pH 2,00 BRT  

                   çözeltisi içerisinde  a) Ġp (µA) – Ep (Biriktirme Potansiyeli) b) ip (µA) – t  

                   (dk) (Biriktirme Zamanı) grafikleri.   

 

 

ġekil 3.26‟dan da anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla elektrokimyasal ön biriktirme  

basamağındaki Ģartları optimize edilmiĢ oldu. Buna göre 700mV‟da 180sn bekletilerek 

akımın en büyük olduğu Ģartlar sağlanmıĢ oldu. ġartlar optimize edildikten sonra 
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elektrot üzerinde birikmiĢ olan madde AdSDPV tekniği kullanılarak tayin edildi. 

Löprolid‟in voltametrik analizi için geliĢtirilen AdSDPV yöntemi, en yüksek akımın ve 

en keskin pik Ģeklinin elde edildiği pH 2,00 BRT içerisine uygulanmıĢtır. pH 2,00 BRT  

çözeltisi içinde 0,005 – 0,200 µg/mL deriĢim aralığında elde edilen AdSDPV 

eğrilerinden bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 3.27‟de verilmiĢtir.  

 Löprolid‟in deriĢiminin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar pH 2,00 

BRT içeren çözeltisinde diferansiyel puls sıyırma voltametrisi kulanılarak elde 

edilmiĢtir.  Çizelge 3.28‟de löprolid deriĢimleri (C) ve AdSDPV için 0,87 V‟a karĢılık 

gelen pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu değerlere göre 0,005 – 0,200 µg/mL deriĢim 

aralığında deriĢim-pik akımı arasında r = 0,997 korelasyon katsayısı ile AdSDPV için 

ip(µA) = 9,95 C(M) + 0,16 eĢitliklerine uyan doğrusal iliĢki bulunmaktadır (AdSDPV 

için ġekil 3.28). Bu sonuçlara dayanarak, kalem grafit elektrot ile AdSDPV teknikleri 

kullanılarak löprolid‟in ticari preparatından miktar tayininin yapılabileceğine karar 

verilmiĢtir. 
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ġekil 3.27. pH 2,00 BRT içerisinde löprolid‟in bazı deriĢimlerdeki AdSDPV eğrileri   

                  (a) destek ; (b) 0,01 µg/mL; (c) 0,05 µg/mL ; (d) 0,10 µg/mL  
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ġekil 3.28.  0,005 – 0,20 µg/mL deriĢim aralığında pH 2,00 BRT içerisinde löprolid‟in   

                   AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon grafiği  

 

Potansiyel, mV 

A
k

ım
, 

A
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Çizelge 3.16.  pH 2,00 BRT içerisinde löprolid için elde edilen deriĢim-pik akımı  

                      iliĢkisine ait analiz sonuçları 

 

DeriĢim (µg/mL) Akım (µA) 

0,005 0,123 

0,01 0,202 

0,02 0,421 

0,05 0,745 

0,1 1,19 

0,2 2,11 

 

  

          Çizelge 3.16‟daki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon 

analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ ve sonuçlar 

Çizelge 3.17‟de gösterilmiĢtir.  

          Çizelge 3.17‟de verilen yakalama (YAS) ve tayin alt (TAS) sınırları;  

                                     YAS = 3 s/m; TAS = 10 s/m 

          formüllerinden bulunmuĢtur (Riley ve Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997) 

         Bu formüllerde s, en düĢük deriĢimin bir üst deriĢiminde 3 adet tekrarlanan sonucun 

standart sapması, m ise ilgili kalibrasyon eğrisine ait eğim değeridir.  
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Çizelge 3.17. pH 2,00 BRT içerisinde löprolid için AdSDPV teknikleri ile elde edilen  

                      kalibrasyon eğrisine ait regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon  

                      parametreleri. 

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel (V) 0,86 

Potansiyelin gün içi tekrarlanabilirliği (%BSS) 0,20 

Potansiyelin günler arası tekrarlanabilirliği (%BSS) 0,25 

Doğrusallık aralığı (µg/mL) 0,005-0,2 

Eğim (μA.M
-1

) 9,95 

KesiĢim (μA) 0,160 

Korelasyon Katsayısı 0,997 

Eğimin standart hatası 4.71x10
-1

 

KesiĢimin standart hatası 4.43x10
-2

 

Yakalama Sınırı (µg/mL)* 1.36x10
-3

 

Tayin alt Sınırı (µg/mL)* 4.53x10
-3

 

Akımın gün içi tekrarlanabilirliği (%BSS) 1,55 

Akımın günler arası tekrarlanabilirliği (%BSS) 2,03 

 

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 0,01µg/mL 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

löprolid içeren piyasa preparatlarından miktar tayini çalıĢmaları yapılabileceğini 

göstermiĢtir. 
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3.3.1.3. Löprolid Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamaları 

 

Löprolid tayini için geliĢtirilen voltametrik teknik piyasa preparatlarına çalıĢmalarına 

uygulanmıĢtır.  

 

 

3.3.1.3.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması ve        

                Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Löprolid içeren enjeksiyonluk çözeltiden miktar tayini yapabilmek için numuneler 

2.5.3.3.2 bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢ ve eğriler saf löprolid gibi 

kaydedilmiĢtir. Bu eğrilerden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde 

yerine konularak tabletlerin içerdiği etken madde miktarları hesaplanmıĢtır. GeliĢtirilen 

yöntemlerle yapılan analiz sonuçları Çizelge 3.18‟ de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.18. Löprolid içeren Lucrin
®
 enjeksiyonluk çözeltilerinin pH 2,00 BRT destek  

                      elektroliti içerisinde kalem grafit elektrotla, geliĢtirilen AdSDPV  

                      yöntemleriyle elde edilen analiz bulguları 

 

 AdSDPV  

Numune No Enjeksiyonluk Çözeltide Bulunan Madde 

Miktarı (5 mg/mL) 

1 5,12 

2 4,87 

3 4,97 

4 4,97 

5 4,92 

 

Xort 4,97 

SS 0,09 

%BSS 1,89 

%Bias 0,6 

 

 

Enjeksiyonluk çözelti içerisinde yer alan katkı maddelerinin tayin yöntemlerimizi 

etkileyip etkilemediğini anlamak için geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bölüm 

2.5.3.3.3‟de anlatıldığı gibi bilinen miktarda hazırlanan saf etken madde içeren 

enjeksiyonluk numunelerinin üzerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmiĢ 

ve gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanımlar bulunmuĢtur. % Geri kazanım 

sonuçları Çizelge 3.19.‟de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.19. Löprolid içeren tabletlerden pH 2,00 BRT içerisinde elde edilen % geri  

                      kazanım sonuçları. 

 

Yöntem 

 

Ġlave Edilen Madde 

Miktarı (mg) 

Bulunan Madde 

Miktarı (mg) 

% Geri 

Kazanım 

AdSDPV 

2,00 1,96 97,97 

2,00 2,05 102,49 

2,00 1,96 98,22 

2,00 2,05 102,49 

2,00 1,96 98,22 

 Xort : 99,88 

SS : 2,39 

% BSS : 2,39 

%Bias: 0,12 
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3.3.2. Löprolid ile dsDNA’nın Elektrot Yüzeyinde EtkileĢiminin Diferansiyel Puls   

          Voltametri Tekniği ile Elektrokimyasal Olarak Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

 

3.3.2.1. dsDNA Ġmmobilize Edilen KGE Yüzeyinde Farklı DeriĢimlerde Löprolid   

             EtkileĢiminin Guanin Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim Üzerinden    

             Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.3.4.1. de anlatılan yol izlenerek, KGE yüzeyine immobilize edilen dsDNA‟ 

nın 0,20-10,00 µg/mL deriĢim aralığında değiĢen löprolid ile etkileĢiminden elde edilen 

guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklüklerini gösteren grafik ġekil 3.29‟ deki 

gibidir. 
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ġekil 3.29. Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler; sırasıyla 2,00µg/mL dsDNA ile 

löprolid etkileĢmeden önce; saf su/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten 

sonra; 0,20; 0,40; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00; 10,00 µg/mL deriĢimlerde 

löprolid ile etkileĢtikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 
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ġekil 3.29‟ da elde edilen verilere göre, löprolid‟in deriĢimi arttırıldıkça guanin 

yükseltgenme sinyalinde düĢüĢ olduğu gözlenmiĢtir. Ancak bu düĢüĢ 6,00 µg/mL 

löprolid‟ den sonra sabitlenmiĢtir. Grafiğe göre uygun löprolid deriĢimi 6,00 µg/mL‟ dir. 

 

 

3.3.2.2. Löprolid EtkileĢim Süresindeki DeğiĢimin Guanin Yükseltgenme Sinyali   

             Üzerine Etkisinin Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.2.4.2. de anlatılan yol izlenerek, 3.3.2.1.‟ den elde edilen veriler doğrultusunda 

6,00 µg/mL löprolid‟in 2,00 µg/mL dsDNA ile etkileĢiminde sürenin etkisini inceleyebilmek 

için etkileĢim süresi 30–360 sn arasında arttırılmıĢ ve sonuçlardan ġekil 31‟deki grafik 

çizdirilmiĢtir. 
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ġekil 3.30. Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00µg/mL dsDNA ile 6µg/mL 

löprolid‟in farklı sürelerde (sırasıyla 2,00µg/mL dsDNA ile löprolid 

etkileĢmeden önce; saf su/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten sonra; 30; 

60; 90; 120; 180; 360sn) etkileĢmesine ait guanin yükseltgenme sinyallerinin 

ortalama büyüklükleri. 
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Guanin yükseltgenme sinyalinde etkileĢim süresi arttırıldıkça bir düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Bu düĢüĢün 90 saniyeden sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum etkileĢim 

zamanı 90 sn olarak saptanmıĢtır. 

 

 

3.3.2.3. Optimize Edilen dsDNA-Löprolid ÇalıĢmasının Voltametrik Yöntemlerle  

             Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Löprolid-dsDNA etkileĢiminin voltametrik bir çalıĢmasına literatürlerde rastlanmadı. 

Löprolid ve guanin pik akımları etkileĢimden önce ve sonra Diferansiyel Puls 

Voltametrisi (DPV) tekniğiyle ölçülmüĢtür ( ġekil 3.31a). Öncelikle dsDNA‟daki guanin 

pik akımını en çok düĢüren löprolid deriĢimi seçilmiĢtir, 6,00µg/mL, sonra bu deriĢimde 

guanin sinyalini en çok düĢüren karıĢtırma süresi, 90sn, seçilerek Ģartlar optimize 

edilmiĢtir.  

         ġekil 3.30‟den de anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla Ģartlar optimize edilmiĢ oldu. 

Buna göre 90sn bekletilerek akımın en küçük olduğu Ģartlar sağlanmıĢ oldu. ġartlar 

optimize edildikten sonra elektrot üzerinde birikmiĢ olan maddeler AdSDPV tekniği 

kullanılarak tayin edildi. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde 0,20 – 6,00 µg/mL deriĢim 

aralığında elde edilen AdSDPV eğrilerinden bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 3.31b‟de 

verilmiĢtir.  

 Löprolid‟in deriĢiminin guanin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar pH 

4,80 asetat tamponu içeren çözeltisinde diferansiyel puls sıyırma voltametrisi 

kulanılarak elde edilmiĢtir.  Çizelge.3.20‟de löprolid deriĢimleri (C) ve AdSDPV için 

+1.02V‟da karĢılık gelen guanin pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu değerlere göre 

0,20 – 6,00 µg/mL deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı arasında r = -0,987 korelasyon 

katsayısı ile AdSDPV için ip(µA) = –0,0825 C(M) + 0,7355 eĢitliklerine uyan doğrusal 

iliĢki bulunmaktadır (AdSDPV için ġekil 3.32). Bu sonuçlara dayanarak, kalem grafit 

elektrot ile AdSDPV teknikleri kullanılarak löprolid‟in ticari preparatından miktar 

tayininin yapılabileceğine karar verilmiĢtir. 
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10ppm dsDNA

pH 4,8 asetat tamponu          

0.513 0.613 0.713 0.813 0.913 1.013 1.113 1.213 1.313

-5-0.03x10

-50.02x10

-50.07x10

-50.12x10

-50.17x10

-50.22x10

E / V

i 
/ 

A

 
 

 

ġekil 3.31. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde (A) KGE yüzeyinde 2,00 µg/mL ds-DNA  

                  ile 1,00 µg/mL löprolid etkileĢiminine ait grafikler; etkileĢimden önce guanin  

                  sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkileĢiminden sonra löprolid sinyali(–––––) ve  

                  etkileĢimden önce löprolid sinyali(– – – – –) (B) 2,00 µg/mL dsDNA‟nın  

                  guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikleri; a) 2,00µg/mL dsDNA ile  

                  löprolid etkileĢmeden önce; b) Su/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten  

                  sonra; c) 0,40 µg/mL; d) 2,00 e) 6,00 µg/mL deriĢimlerde löprolid ile  

                  etkileĢtikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 
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A
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ġekil 3.32. 0,20 – 6,00 µg/mL deriĢim aralığında pH 4,80 asetat tamponu içerisinde  

                  löprolid‟in AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon grafiği 

 

 

Çizelge 3.20. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde löprolid için elde edilen deriĢim-pik  

                     akımı iliĢkisine ait analiz sonuçları 

 

 DeriĢim (µg/mL) Akım (µA) 

Tek baĢına guanin sinyali 0  1,06 

„su + asetat tamponu‟ ile 

etkileĢtikten sonra 

0  0,939 

löprolid ile etkileĢtikten 

sonra 

0,20 0,752 

0,40 0,723 

1,00 0,634 

2,00 0,520 

4,00 0,400 

6,00 0,260 
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 Çizelge 3.20‟deki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer 

regresyon analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ 

ve sonuçlar Çizelge 3.21‟de gösterilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.21. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde löprolid-dsDNA etkileĢimi için guanin  

                      üzerinden AdSDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon eğrisine ait  

                      regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri. 

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel 1,02 

Doğrusallık aralığı 

(µg/mL) 

0,20 – 6,00 

Eğim (μA.M
-1

) –0,083 

KesiĢim (μA) 0,736 

Korelasyon Katsayısı –0,987 

Eğimin standart hatası 0,0068 

KesiĢimin standart hatası 0,021 

Yakalama Sınırı (M)* 0,06 

Tayin alt Sınırı (M)* 0,19 

Akımın gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

1,75 

Akımın günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

3,24 

  

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 0,20 µg/mL 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

löprolid içeren piyasa preparatlarından miktar tayini çalıĢmaları yapılabileceğini 

göstermiĢtir. 



247 

 

3.3.2.4. Löprolid Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamaları 

 

Löprolid-dsDNA etkileĢiminin tayini için geliĢtirilen voltametrik teknik piyasa 

preparatlarına uygulanmıĢtır.  

 

 

3.3.2.4.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması  

 

Löprolid içeren enjeksiyonluk preparatlarda miktar tayini yapabilmek için numuneler, 

2.5.3.3.2 bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢtır. EtkileĢim sonrası elde edilen 

guanin eğrilerinden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde yerine 

konularak enjeksiyonluk çözeltilerin içerdiği etken madde miktarları hesaplanmıĢtır. 

GeliĢtirilen yöntemlerle yapılan analiz sonuçları Çizelge 3.22‟ de gösterilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.22. Löprolid içeren (5 mg/mL) Lucrin
®
 enjeksiyonluk preparatından pH 4,80  

                      asetat tamponu içerisinde kalem grafit elektrotla, geliĢtirilen AdSDPV  

                      yöntemleriyle elde edilen analiz bulguları 

 

 Enjeksiyon Çözeltisinde Bulunan Madde 

Miktarı (5 mg/mL) 

Numune No AdSDPV 

1 5,20 

2 5,17 

3 5,00 

4 4,81 

5 4,99 

Xort 5,04 

SS 0,16 

%BSS 3,15 

%Bias -0,8 
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3.3.3. Löprolid ile dsDNA’ nın Çözelti Ortamında EtkileĢiminin Guanin  

          Yükseltgenme Sinyali Üzerinden Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.3.4.3.de anlatılan yol izlenerek, çözelti fazında 5,00 µg/mL dsDNA ile 

0,20-10,00 µg/mL deriĢimleri arasında değiĢen löprolid‟in etkileĢiminden elde edilen 

guanin yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklüklerini gösteren grafik ġekil 3.33‟ 

deki gibidir. 

LPR Derişimi, g/mL
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ġekil 3.33. Çözelti fazında etkileĢen guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler;    

                  sırasıyla 5,00µg/mL dsDNA ile löprolid etkileĢmeden önce; su/asetat 

tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten sonra; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 2,00; 

4,00; 6,00; 8,00; 10,00µg/mL deriĢimlerde löprolid ile etkileĢtikten sonra 

elde edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 

 

ġekil 3.33‟e göre löprolid‟in deriĢimi arttırıldıkça guanin yükseltgenme sinyalinde 

düĢüĢ gözlenmiĢtir. Bu düĢüĢ löprolid‟in 6,00 µg/mL deriĢiminden sonra sabitlenmiĢtir. 
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3.3.3.1. Çözelti Ortamında dsDNA-Löprolid ÇalıĢmasının Voltametrik Yöntemlerle  

             Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Çözelti ortamında löprolid-dsDNA etkileĢimine ait herhangi bir voltametrik çalıĢmaya 

literatürlerde rastlanılmamiĢtır. Löprolid ve guanin pik akımları etkileĢimden önce ve 

sonra Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) tekniğiyle ölçülmüĢtür (ġekil 3.34a). 

Öncelikle dsDNA‟daki guanin pik akımını en çok düĢüren löprolid deriĢimi belirlendi. 

ġekil 3.33‟den de anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla Ģartlar belirlenmiĢ oldu. Buna göre 

dıĢ ortamda 120sn karıĢtırarak elektrot üzerinde birikmiĢ olan madde-dsDNA, AdSDPV 

tekniği kullanılarak guanin sinyali üzerinden tayin edilmiĢtir. pH 4,80 asetat tamponu 

çözeltisi içinde 0,20 – 1,00 µg/mL deriĢim aralığında elde edilen AdSDPV eğrilerinden 

bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 3.34b‟de verilmiĢtir.  

 Çözelti ortamında löprolid‟in deriĢiminin guanin pik akımı üzerine etkisi için 

optimum koĢullar pH 4,80 asetat tamponu içeren çözeltisinde diferansiyel puls sıyırma 

voltametrisi kulanılarak elde edilmiĢtir.  Çizelge 3.23‟de löprolid deriĢimleri (C) ve 

AdSDPV için +1,01V‟da karĢılık gelen guanin pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu 

değerlere göre 0,20 – 1,00 µg/mL deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı arasında r = -

0,995 korelasyon katsayısı ile AdSDPV için ip(µA) = –0,5175 C(M) + 0,9951 

eĢitliklerine uyan doğrusal iliĢki bulunmaktadır (AdSDPV için ġekil 3.35). Bu sonuçlara 

dayanarak, kalem grafit elektrot ile AdSDPV teknikleri kullanılarak löprolid‟in ticari 

preparatından miktar tayininin yapılabileceğine karar verilmiĢtir. 
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10ppm dsDNA
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ġekil 3.34. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde (A) Çözelti ortamında 5,00 µg/mL  

                  ds-DNA ile 1,00 µg/mL löprolid etkileĢiminine ait grafikler; etkileĢimden  

                  önce guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkileĢiminden sonra löprolid  

                  sinyali(–––––) and etkileĢimden önce löprolid sinyali(– – – – –) (B) pH 4,80  

                  asetat tamponu içerisinde 2,00 µg/mL dsDNA‟nın Guanin yükseltgenme  

                  sinyaline ait grafikleri; a) 5,00µg/mL dsDNA ile löprolid etkileĢmeden önce;  

                  b) Su/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten sonra; c) 0,08 µg/mL;  

                 d) 0,16 µg/mL e) 0,32 µg/mL deriĢimlerde löprolid ile etkileĢtikten sonra elde  

                 edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 
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LPR Derişimi, g/mL
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ġekil 3.35. 0,20 – 1,00 µg/mL deriĢim aralığında pH 4,80 asetat tamponu içerisinde  

                  löprolid‟in AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon grafiği 
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Çizelge 3.23. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde löprolid için elde edilen deriĢim-pik  

                      akımı iliĢkisine ait analiz sonuçları 

 

 DeriĢim (µg/mL) Akım (µA) 

Tek baĢına guanin 

sinyali 

0 (guanin) 1,12 

„saf su + asetat 

tamponu‟ ile 

etkileĢtikten sonra 

0 (asetat ile) 0,987 

löprolid ile 

etkileĢtikten sonra 

0,20 0,891 

0,40 0,801 

0,60 0,678 

0,80 0,558 

1,00 0,495 

  

  

Çizelge 3.23‟deki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer 

regresyon analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ 

ve sonuçlar Çizelge 3.24‟de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.24. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde löprolid-dsDNA etkileĢimi için guanin  

                      üzerinden AdSDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon eğrisine ait  

                      regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri. 

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel 1,01 

Doğrusallık aralığı 

(µg/mL) 
0,20 – 1,00 

Eğim (μA.M
-1

) –0,518 

KesiĢim (μA) 0,995 

Korelasyon Katsayısı –0,995 

Eğimin standart hatası 0,0295 

KesiĢimin standart hatası 0,0196 

Yakalama Sınırı (M)* 0,04 

Tayin alt Sınırı (M)* 0,14 

Akımın gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
1,84 

Akımın günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
2,52 

 

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 0,40 µg/mL 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

löprolid içeren piyasa preparatlarından çözelti ortamında miktar tayini çalıĢmaları 

yapılabileceğini göstermiĢtir. 
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3.3.3.2. Löprolid Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamaları 

 

Çözelti ortamında löprolid-dsDNA etkileĢiminin tayini için geliĢtirilen voltametrik 

teknik piyasa preparatlarına uygulanmıĢtır.  

 

 

3.3.3.2.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması  

 

Löprolid içeren enjeksiyonluk preparattan miktar tayini yapabilmek için numuneler 

2.5.3.3.2 bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢtır. EtkileĢim sonrası elde edilen 

guanin eğrilerinden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde yerine 

konularak enjeksiyon çözeltilerinin içerdiği etken madde miktarları hesaplanmıĢtır. 

GeliĢtirilen yöntemlerle yapılan analiz sonuçları Çizelge 3.25‟ de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.25. Löprolid içeren (5 mg/mL) Lucrin
®
 enjeksiyonluk preparatların pH 4,80  

                       asetat tamponu içerisinde kalem grafit elektrotla, geliĢtirilen AdSDPV  

                       yöntemleriyle elde edilen analiz bulguları 

 

 
Enjeksiyon Çözeltisinde Bulunan Madde 

Miktarı (5 mg/mL) 

Numune No AdSDPV 

1 4,95 

2 4,83 

3 4,98 

4 5,16 

5 4,99 

 

Xort 4,98 

SS 0,12 

%BSS 2,34 

%Bias 0,4 
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3.3.4. Üç Yöntemin Analiz ÇalıĢmalarının KarĢılaĢtırılması 

 

BoĢ kalem elektrotta, çözelti ortamında ve dsDNA tutturulmuĢ elektrotta Lucrin 

enjeksiyonluk çözeltisinden elde edilen analiz bulguları karĢılaĢtırıldığı zaman, bulunan 

t ve F değerleri tablo değeriyle karĢılaĢtırıldığında yöntemler arasındaki farkın önemsiz 

olduğu görülmektedir. 

 

 

 

Çizelge 3.26.  BoĢ kalem grafit elektrotta (KGE), çözelti ortamında ve elektrot  

                       üzerinde etkileĢimde Lucrin
®
 enjeksiyonluk çözeltisinden elde edilen  

                       analiz bulgularının karĢılaĢtırmalı sonuçları 

 

      

 BoĢ KGE Elektrot üzerinde 

etkileĢimde  

Çözelti ortamında 

etkileĢimde 

Tablette bulunan 

madde miktarı (mg) 

5,00 5,00 5,00 

Bulunan madde 

miktarı (mg) 

4,97 5,04 4,98 

%BSS 1,89 3,15 2,34 

Hesaplanan t değeri 
tteorik = 2,31 0,46 0,91 

Hesaplanan F değeri 
Fteorik = 2,60 0,33 0,69 

 

(p: 0,005) 
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3.4. Fulvestrant Üzerindeki Ġncelemeler 

 

ÇalıĢma maddesi olarak seçilen fulvestrant üzerinde dönüĢümlü voltametri (DV), 

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri kullanılarak değiĢik ortamlarda ve pH 

değerlerinde kapsamlı çalıĢmalar yapılmıĢtır. BAS 100 W elektrokimyasal analizörü, bor 

ile dope edilmiĢ elmas (BDEE) çalıĢma elektrodu, platin tel yardımcı elektrot ve 

Ag/AgCl referans elektrot deneylerin tamamında kullanılmıĢtır.  

         Yapılan çalıĢmalarda fulvestrant‟ın farklı pH‟lardaki elektrokimyasal 

davranıĢlarını incelemek için destek elektroliti olarak 0,1 M H2SO4, pH 2,00 – 12,00 

arasındaki Britton – Robinson (BRT) tamponları, pH 2,00 –  7,00 arasındaki fosfat 

tamponları ve pH 3,50 – 5,50 arasındaki asetat tamponları kullanılmıĢtır. Deneylerde 

analitik amaçlar için en uygun ortamın 0,1M sülfürik asit olduğu saptanmıĢtır.  

        Yukarıdaki pH ve ortamda, saf maddenin davranıĢı değiĢen hızlarda incelendikten 

sonra ticari preparatlar üzerindeki uygulamaya geçilmiĢ ve bu amaçla Astra Zeneca ilaç 

firmasından temin edilen ve 250 mg/5mL fulvestrant içeren Faslodex® adlı ilaçtan 

örnekler alınıp enjeksiyonluk çözeltiden miktar tayini ve % geri kazanım deneyleri 

yapılmıĢtır.  

         ÇalıĢmanın daha sonraki aĢamasında ise insan kan serumu örnekleri temin edilmiĢ 

ve bu örneklere geliĢtirilen miktar tayin yöntemi uygulanmıĢtır. Ġn vivo – in vitro ya da 

Ex-vivo olarak adlandırılan bu yöntemle ilgili detaylı açıklamalar ve hazırlanıĢa bölüm 

2.5.3.4.4‟de yer verilmiĢti. 

    

 

3.4.1. Fulvestrant Üzerindeki Voltametrik ÇalıĢmalar 

 

Fulvestrant‟in voltametrik incelemesi, bor ile dope edilmiĢ elmas (BDEE) elektrot ile 

dönüĢümlü voltametri (DV) ve adsorptif sıyırma diferansiyel puls voltametrisi 

(AdDPSV) tekniği kullanılarak yapılmıĢtır.  
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3.4.1.1. Fulvestrant’ın Adsorptif Sıyırma Diferansiyel Puls Voltametri ÇalıĢmaları 

 

Adsorptif Sıyırma Diferansiyel Puls Voltametri (AdSDPV) tekniği kullanılarak 

fulvestrant‟in bor ile dope edilmiĢ elmas elektrot ile 0,1 M H2SO4, pH 2,00 – 9,00 

Britton – Robinson (BRT) tamponları, pH 2,00 –  7,00 arasındaki fosfat tamponları ve 

pH 3,50 – 5,50 arasındaki asetat tamponları içerisinde pH, hız taraması ve mekanizma 

çalıĢmalarına yönelik incelemeler yapılmıĢtır. 

 

 

3.4.1.1.1. Fulvestrant’ın BR Tampon Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan Adsorptif   

                Sıyırma Diferansiyel Puls Voltametri ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant‟ın BR tamponları içerisindeki elektrokimyasal davranıĢlarını incelemek için 

pH 2,00; 3,03; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,03; 9,00 BR tamponları çözeltileri kullanılmıĢtır. 

pH incelemelerinde 2x10
-5

M deriĢimde, %30 asetonitril içeren ortamda çalıĢılmıĢtır. Bu 

ortamlarda pH taraması yapılarak analitik değerlendirmeler için uygun koĢulların 

saptanması ve destek elektrolitinin cinsinin ve pH‟ının reaksiyon üzerinde etkisinin 

araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

         pH taraması öncelikle diferansiyel puls voltametrisiyle yapılmıĢ ve belirlenen orta 

değerde bir pH‟da (pH 4,00 BRT) pH taraması için sıyırma voltametrisi Ģartları optimize 

edilmiĢtir. pH taramasında AdSDPV yöntemi kullanılarak 1050V‟da 90 sn karıĢtırılarak 

çalıĢılmıĢtır. (Çizelge 3.34) (ġekil 3.45a ve 3.46b). 

         2x10
-5

M deriĢim ile pH 2,00–9,00 BR tamponlarındaki voltamogramları ġekil 

3.36‟de görülmektedir. pH 2,00‟de pik 906 mV‟da gözlenirken pH arttıkça bu pikin daha 

az pozitif potansiyellere kaydığı saptanmıĢtır. pH 2,00–9,00 arasındaki potansiyel 

değerleri Çizelge 3.27 „de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.36.   2x10
-5

M fulvestrant‟ın pH 2,00 – 6,00 arası BR tamponları içerisindeki  

                    AdSDPV voltamogramları. 1) pH 2,00 ; 2) pH 4,00; 3) pH 6,00.  
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Çizelge 3.27. BRT çözeltileri içerisinde kaydedilen 2x10
-5

M fulvestrant‟ın değiĢik pH  

                      değerlerinde AdSDPV ile kaydedilen eğrilerinden elde edilen pik akımı ve     

                      pik potansiyeli değerleri. 

 

pH Pik Potansiyeli 

(mV) 

Pik Akımı 

(μA) 

2,00 906 0,365 

3,00 856 0,290 

4,00 840 0,229 

5,00 823 0,150 

6,00 802 0,060 

7,00 777 0,071 

8,00 718 0,062 

9,00 693 0,007 

 

 

 

3.4.1.1.2. Fulvestrant’in Fosfat Tampon Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan AdSDPV  

                ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant‟ın fosfat tamponları içerisindeki elektrokimyasal davranıĢlarını incelemek 

için pH 2,00; 3,00; 6,00; 7,00 fosfat tamponları çözeltileri kullanılmıĢtır. pH 

incelemelerinde 2x10
-5

M deriĢimde, %30 asetonitril içeren ortamda çalıĢılmıĢtır. Bu 

ortamlarda pH taraması yapılarak analitik değerlendirmeler için uygun koĢulların 

saptanması ve destek elektroliti cinsinin ve pH‟ının reaksiyon üzerinde etkisinin 

araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

         2x10
-5

M deriĢim ile pH 2,00–7,00 fosfat tamponlarındaki voltamogramları ġekil 

3.37‟ de görülmektedir. pH 2,00‟de pik 902 mV‟da gözlenirken pH arttıkça bu pikin 

daha az pozitif potansiyellere kaydığı saptanmıĢtır. pH 2,00–7,00 arasındaki 

potansiyeller değerleri Çizelge 3.28‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.37.  2x10
-5

M fulvestrant‟ın pH 2,00 – 7,00 arası fosfat tamponları içerisindeki  

                   AdSDPV voltamogramları. 1) pH 2,00 ;2) pH 6,00.  

 

 

 

Çizelge 3.28. Fosfat tampon çözeltileri içerisinde kaydedilen 2x10
-5

M fulvestrant‟ın  

                      değiĢik pH değerlerinde AdSDPV ile kaydedilen eğrilerinden elde edilen   

                      pik akımı ve pik potansiyeli değerleri. 

  

pH Pik Potansiyeli 

(mV) 

Pik Akımı 

(μA) 

2,00 902 0,370 

3,00 859 0,270 

6,00 785 0,085 

7,00 745 0,045 
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3.4.1.1.3. Fulvestrant’ın Asetat Tampon Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan AdSDPV  

                ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant‟in asetat tamponları içerisindeki elektrokimyasal davranıĢlarını incelemek 

için pH 3,50; 4,50; 5,50 asetat tamponları çözeltileri kullanılmıĢtır. pH incelemelerinde 

2x10
-5

M deriĢimde, %30 asetonitrilli ortamda çalıĢılmıĢtır. Bu ortamlarda pH taraması 

yapılarak analitik değerlendirmeler için uygun koĢulların saptanması ve destek 

elektrolitinin cinsinin ve pH‟ının reaksiyon üzerinde etkisinin araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır.  

         2x10
-5

M deriĢim ile pH 3,50–5,50 asetat tamponlarındaki voltamogramları ġekil 

3.38‟ da görülmektedir. pH 3,50‟de pik 846 mV‟da gözlenirken pH arttıkça bu pik daha 

az pozitif potansiyellere kaydığı saptanmıĢtır. pH 3,50–5,50 arasındaki potansiyeller 

değerleri Çizelge 3.29‟da verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.38.   2x10
-5

M fulvestrant‟ın pH 3,50 – 5,50 arası asetat tamponları içerisindeki  

                    AdSDPV voltamogramları. 1) pH 3,50 ; 2) pH 4,50; 3) pH 5,50.  
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Çizelge 3.29. Asetat tamponu çözeltileri içerisinde kaydedilen 2x10
-5

M fulvestrant‟ın  

                     değiĢik pH değerlerinde AdSDPV ile kaydedilen eğrilerinden elde edilen  

                     pik akımı ve pik potansiyeli değerleri. 

 

pH Pik Potansiyeli 

(mV) 

Pik Akımı 

(μA) 

3,50 846 0,14 

4,50 800 0,14 

5,50 731 0,10 

 

 

 

3.4.1.1.4. Fulvestrant’ın Sülfirik Asit Çözeltileri Ġçerisinde Yapılan AdSDPV   

                ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant‟in H2SO4 destek elektroliti içerisindeki elektrokimyasal davranıĢlarını 

incelemek için 0,1M H2SO4 destek elektroliti kullanılmıĢtır. pH incelemelerinde 2x10
-5 

M deriĢimde, %30 asetonitril içeren ortamda çalıĢılmıĢtır. Bu ortamlarda pH taraması 

yapılarak analitik değerlendirmeler için uygun koĢulların saptanması ve destek elektroliti 

cinsinin ve pH‟ının reaksiyon üzerinde etkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

 2x10
-5

M deriĢim ile 0,1M ve 0,5M H2SO4 destek elektrolitindeki voltamogramları 

ġekil 3.39‟ da görülmektedir. 0,1M ve 0,5M H2SO4 destek elektrolitindeki potansiyel 

değerleri Çizelge 3.30‟da verilmiĢtir. 
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ġekil 3.39.   2x10
-5

M fulvestrant‟ın 0,1M (1) ve 0,5M (2) H2SO4 destek elektroliti  

                   içerisindeki voltamogramı.  

 

 

 

Çizelge 3.30.Sülfirik asit çözeltileri içerisinde kaydedilen 2x10
-5

M fulvestrant‟ın değiĢik  

                      pH değerlerinde AdSDPV ile kaydedilen eğrilerinden elde edilen pik akımı  

                      ve pik potansiyeli değerleri. 

 

pH Pik Potansiyeli (mV) Pik Akımı (μA) 

0,30 976 0,57 

1,00 931 0,62 

 

pH‟ın potansiyel ve pik akımına etkisini daha rahat görebilmek için bütün pH‟ları 

ve ortamları bir arada gösteren (Pik potansiyeli - pH) Ep-pH, (Pik akımı - pH) Ġp-pH 

eğrileri ġekil 3.40a, 3.41b‟de gösterilmiĢtir. 
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 ġekil 3.40. 1x10
-3

M Fulvestrant‟ın Ep – pH (a) , Ġp – pH (b) eğrileri. (○) : H2SO4 ;  

                   (◊) : BRT ; (∆) : Asetat ; (□) : Fosfat  

 

Adsorptif sıyırma diferansiyel puls voltametri tekniğiyle bütün pH çözeltilerinde, 

doğrusallık elde edildiği görülmüĢtür. ġekil 3.40‟dan de anlaĢılacağı gibi pH 10,00‟ a 

kadar doğrusallık elde edilmiĢtir.(Çizelge 3.31)  
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Çizelge 3.31. pH 2,00 – 12,00 arası pH‟a karĢı okunan potansiyel değerleri  

  

 

pH 1.Pik Potansiyeli (mV) 

1,00 931 

2,00 902 

3,00 859 

3,50 846 

4,00 840 

4,50 800 

5,00 823 

6,00 785 

7,00 745 

8,00 718 

9,00 693 

 

Bu Çizelge değerlerine göre;  

 

         Ep = 954,83 – 29,45 pH               (r:0,991)   (n=11)     
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3.4.1.2. Fulvestrant’ın Sülfirik Asit Destek Elektroliti Ġçerisinde Yapılan  

             DönüĢümlü Voltametri ÇalıĢmaları 

 

0,1M H2SO4 içerisinde 8x10
-5

M fulvestrant içeren çözeltinin dört devirli voltamogramı 

BDE elektrot ile 100mVs
–1

 hızla çizdirilmiĢtir (ġekil 3.41). Ġlk devirde anodik yönde 

fulvestrant‟ın 956mV civarında bir dalga verdiği, katodik yönde bir pik vermediği 

gözlenmiĢtir. 2. devirde, fulvestrant‟a ait dalga daha az pozitif potansiyele kaymıĢ ve 

911mV‟da pike dönüĢmüĢtür.  

 

 

 

ġekil 3.41.  0,1M H2SO4 içerisinde 8x10
-5

M fulvestrant içeren çözeltinin 2 devirli  

                   dönüĢümlü voltamogramı  

 

Akım değerinin en yüksek okunduğu 0,1M H2SO4 içerisinde 4x10
-5

M 

fulvestrant‟in değiĢik tarama hızlarındaki eğrileri 5-1000mVs
–1

 aralığında 

kaydedilmiĢtir. Bu deneylerden elde edilen sonuçlara bakıldığı zaman 5-1000mVs
–1

 

aralığında hız ile akımın doğrusal olarak arttığı ve potansiyelin 5-1000mVs
–1

 aralığında 

230mV kaydığı saptanmıĢtır. Bu deneylerden elde edilen veriler Çizelge 3.32‟de 

gösterilmiĢtir. Bu deneylere ait voltamogram da ġekil 3.42a ve 3.42b‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.32. 0,1M H2SO4 içerisinde 4x10
-5

M fulvestrant‟in 5-100mVs
–1

 tarama hızları  

                      arasında elde edilen potansiyel (Ep) ve akım (ip) değerleri. 

 

Tarama hızı 

(mVs
–1

) 

v
1/2

 ip (µA) Ep (mV) logv logip 

5 2,236 4,49 1381 0,699 0,65 

10 3,162 3,20 1357 1 0,51 

25 5 2,40 1368 1,398 0,38 

50 7,071 1,70 1293 1,699 0,23 

75 8,660 0,88 1238 1,875 -0,06 

100 10 0,81 1213 2 -0,09 

250 15,811 0,50 1220 2,398 -0,31 

500 22,360 0,30 1207 2,699 -0,52 

750 27,386 0,18 1181 2,875 -0,74 

1000 31,623 0,11 1151 3 -0,97 
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ġekil 3.42.a. 0,1M H2SO4 içerisinde 4x10
-5

M fulvestrant‟ın 100 – 1000 mVs
-1

 tarama  

                      hızında elde edilen dönüĢümlü voltamogramları. 1) 1000 ; 2) 750 ; 3) 500 ;  

                      4) 250 ; 5) 100 mVs
-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.42.b. 0,1M H2SO4 içerisinde 4x10
-5

M fulvestrant‟ın 5 – 100 mVs
-1

 tarama  

                      hızında elde edilen dönüĢümlü voltamogramları. 1) 75 ; 2) 50 ; 3) 25 ;  

                      4) 10 ; 5) 5 mVs
-1
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Eğrilerde geri dönüĢ pikinin olmaması ve hızla birlikte pik potansiyelinin kayması 

reaksiyonun geri dönüĢümsüz olduğunu göstermektedir. 

Hızın akım ile doğrusal olarak değiĢtiği 5 – 1000 mVs
-1

 tarama hızlarında gerekli 

hesaplamalar yapıldığı zaman doğru denklemi; 

 

               ip (µA) = 0,0041 v (mVs
-1

) + 0,3162              r = 0,991   (n:10) 

 

olarak bulunmuĢtur. 

 

Elde edilen bu doğrusallık da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olabileceğini 

göstermektedir (ġekil 3.43a). Aynı hız aralığındaki logv – log i grafiği (ġekil 3.43b) ve 

denklemi incelenince  bulunan eğim değerinin 0,69 olması reaksiyonun adsorpsiyon 

kontrollü olabileceğini göstermektedir (Laviron ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990). 

Elde edilen doğru denklemi; 

 

               log ip (µA) = 0,69 log v (mVs
-1

) –1,45         r = 0,997    (n =10) 

 

(Saf difüzyon kontrollü olduğu zaman ve çözeltinin bu madde için ideal olduğu 

durumlarda eğim 0,5, saf adsorbsiyon kontrollü olduğu zaman ve kullanılan elektrodun o 

olay için ideal olduğu durumlarda 1 olur) (Laviron E., 1980) 
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ġekil 3.43. 0,1M H2SO4 içerisinde 4x10
-5

M fulvestrant‟in 5 – 1000 mVs
-1

 tarama  

                   hızlarında elde edilen DV‟lara ait a) v – ip ve b) logv – log i grafikleri 

 

 

 

 

 

 



272 

 

3.4.1.2.1. Fulvestrant Ġçin Elde Edilen Mekanizma Verilerinin Değerlendirilmesi 

 

 

Fulvestrant için çalıĢılan bütün ortamlardan elde edilen eğrilerin geri dönüĢlerinde pik 

görülmemesi ve pik potansiyellerinin hız ile beraber değiĢmesi olayın seçilen ortamlarda geri 

dönüĢümsüz olduğunu göstermektedir.       

         Seçilen ortamda (0,1 M H2SO4), değiĢik tarama hızlarında DV eğrileri kaydedilmiĢ ve 

bunlarla ilgili gerekli değerlendirmeler yapılmıĢ ve ġekil 3.42 ve Çizelge 3.32‟de verilmiĢtir. 

         0,1 M H2SO4  içerisinde yapılan değiĢik tarama hızlarında elde edilen değerlendirmeler 

sonucunda reaksiyonun difüzyon kontrollü olduğu düĢünülmektedir. Mekanizma 

değerlendirmelerine ıĢık tutması açısından fulvestrant çözeltisinin BDEE ile kararlı hal 

kinetiğini incelemek için 5 mVs
-1
 tarama hızında elde edilen voltamogramlarından 

yararlanılarak Tafel grafiği çizilmiĢtir (Yıldız ve Genç, 1993; Kissinger ve Heineman, 1996). 

Tafel grafiği için kullanılan veriler 0,1 M H2SO4 destek elektrolitinde Çizelge 3.33‟de ve bu 

verilere karĢılık gelen Tafel eğrisi de ġekil 3.44‟de verilmiĢtir. Doğrusal bölgenin eğiminden 

αn hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 3.44. 1x10
–4

M fulvestrant‟ın 5mVs
–1

 tarama hızında 0,1 M H2SO4 içerisinde elde   

                  edilen Tafel eğrisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



274 

 

Çizelge 3.33. 0,1 M Sülfirik asit‟te 5 mVs
-1
 tarama hızında potansiyele karĢılık pik akımı  

                      değerleri  

 

Potansiyel(V) Log io(µA) 

0,80 -6,48 

0,81 -6,40 

0,82 -6,29 

0,83 -6,29 

0,84 -6,22 

0,85 -6,14 

0,86 -6,06 

0,87 -6,01 

0,88 -5,99 

0,89 -5,98 

0,90 -5,93 

 

 

0,1 M Sülfirik asit‟te Tafel değerleri hesaplanırken pikin görüldüğü 800-900 mV arasındaki 

seçilmiĢ potansiyeller akıma karĢı grafiğe geçirildiğinde; 

 ip(µA) = 5,54Ep -10,87      r =0,985, (n = 11) 

 Buradan αn = 0,33 ;    I0 = 1,35 x 10
–11

 A/cm
2
 olarak bulunmuĢtur. 
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3.4.2. GeliĢtirilen Voltametrik Yöntemlerle Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Adsorpsiyon kontrollü olan ve daha hassas bir teknik olan adsorptif sıyırma voltametrik 

yöntemlerinin uygulanmasına imkân tanıyan fulvestrant ile ilgili voltametrik bir 

çalıĢmaya literatürlerde rastlanmadı. Adsorptif sıyırma voltametrik yöntemle miktar 

tayini çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

         Elektrot yüzeyinde etken maddenin birikmesi elektrokimyasal olarak değil, fiziksel 

adsorbsiyonla meydana gelmiĢtir. Yeterince etken madde biriktirildikten sonra, birikmiĢ 

madde DPV tekniği kullanılarak analiz edildi.  

         Öncelikle elektrokimyasal ön biriktirme  basamağında pik akımının en iyi olduğu, 

potansiyeli ve zamanı seçmek için Ģartlar optimize edildi (Çizelge 3.34) (ġekil 3.45a ve 

3.46b). Pik akımının en iyi olduğu potansiyeli seçerken 2x10
-5

M deriĢimlerde AdSDPV 

için 30sn biriktirme süresi uygulanmıĢtır. En uygun potansiyeli 1100mV olarak 

belirledikten sonra, bu potansiyelde en uygun zaman olarak 150sn belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 3.34. 2x10
-5

M fulvestrant‟in % 30 asetonitril içeren 0,1M H2SO4 çözeltisinde   

                      AdSDPV tekniğiyle potansiyel ve zamana göre akımdaki değiĢiklik 

 

Potansiyel (mV) Akım(µA) Zaman (sn) Akım(µA) 

0 0,42 15 0,41 

200 0,30 30 0,42 

400 0,27 60 0,59 

600 0,30 90 0,70 

800 0,36 120 0,83 

900 0,40 150 0,89 

1000 0,50 180 0,89 

1100 0,55 240 0,90 

1200 0,44   
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ġekil 3.45. AdSDPV  tekniğiyle 2x10
-5

M fulvestrant‟in % 30 asetonitrilli 0,1M H2SO4  

                   içerisinde  a) Ġp (µA) – Ep (Biriktirme Potansiyeli) b) ip (µA) – t (sn)  

                   (Biriktirme Zamanı) grafikleri.   
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          ġekil 3.45‟den de anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla elektrokimyasal ön biriktirme  

basamağındaki Ģartları optimize edilmiĢ oldu. Buna göre 1100mV‟da 150sn bekletilerek 

akımın en büyük olduğu Ģartlar sağlanmıĢ oldu. ġartlar optimize edildikten sonra 

elektrot üzerinde birikmiĢ olan madde AdSDPV tekniği kullanılarak tayin edildi. 

Fulvestrant‟ın voltametrik analizi için geliĢtirilen AdSDPV yöntemi, en yüksek akımın 

ve en keskin pik Ģeklinin elde edildiği 0,1M H2SO4 içerisine uygulanmıĢtır. 0,1M H2SO4 

destek elektroliti içerisinde 1x10
-6

 – 8x10
-5

M deriĢim aralığında elde edilen AdSDPV 

eğrilerinden bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 3.46‟de verilmiĢtir.  

 Fulvestrant deriĢiminin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar % 30 

asetonitrilli ortamda 0,1M H2SO4 içeren çözeltisinde diferansiyel puls sıyırma 

voltametrisi kulanılarak elde edilmiĢtir.  Çizelge 3.35‟de fulvestrant deriĢimleri (C) ve 

AdSDPV için +1,00V‟da karĢılık gelen pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu değerlere 

göre 1x10
-6

 – 8x10
-5

M deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı arasında r=0,999 korelasyon 

katsayısı ile AdSDPV için ip(µA) = 35200C(M) –0,0902 eĢitliklerine uyan doğrusal 

iliĢki bulunmaktadır (AdSDPV için ġekil 3.47). Bu sonuçlara dayanarak, BDEE elektrot 

ile AdSDPV teknikleri kullanılarak fulvestrant‟ın ticari preparatından miktar tayininin 

yapılabileceğine karar verilmiĢtir. 
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ġekil 3.46. % 30 asetonitrilli 0,1M H2SO4 içerisinde fulvestrant‟ın bazı deriĢimlerdeki  

                   AdSDPV eğrileri  (1) destek ; (2) 1x10
-5

 M; (3) 2x10
-5

 M; (4) 4x10
-5

 M  

 

Derişim, M
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ġekil 3.47.  1x10
-6

 – 8x10
-5

M deriĢim aralığında 0,1M H2SO4 içerisinde fulvestrant‟ın   

                   (%30 asetonitrilli ortam) AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon grafiği 
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Çizelge 3.35. 0,1M H2SO4 içerisinde fulvestrant için (%30 asetonitrilli ortam) elde  

                       edilen deriĢim-pik akımı iliĢkisine ait analiz sonuçları 

 

DeriĢim (M) Akım (µA) 

1x10
-6

 0,0072 

2x10
-6

 0,014 

4x10
-6

 0,037 

6x10
-6

 0,0998 

8x10
-6

 0,172 

1x10
-5

 0,222 

2x10
-5

 0,603 

4x10
-5

 1,298 

6x10
-5

 2,06 

8x10
-5

 2,72 

 

  

Çizelge 3.35‟deki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon 

analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ ve 

sonuçlar Çizelge 3.36‟de gösterilmiĢtir. Çizelge 3.36‟da verilen yakalama (YAS) ve 

tayin alt (TAS) sınırları; 

  YAS = 3 s/m ; TAS = 10 s/m 

formüllerinden bulunmuĢtur (Riley ve Rosanske, 1996 ; Swartz, Krull, 1997) 

 

Bu formüllerde s, en düĢük deriĢimin bir üst deriĢiminde 3 adet tekrarlanan 

sonucun standart sapması, m ise ilgili kalibrasyon eğrisine ait eğim değeridir.  
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Çizelge 3.36. 0,1M H2SO4 içerisinde fulvestrant için (%30 asetonitrilli ortam) AdSDPV  

                       teknikleri ile elde edilen kalibrasyon eğrisine ait regresyon analizi  

                       sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri. 

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel 1,00 

Potansiyelin gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
0,66 

Potansiyelin günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
0,71 

Doğrusallık aralığı (M) 1x10
-6

 – 8x10
-5

 

Eğim (μA.M
-1

) 3,52x10
4
 

KesiĢim (μA) -9,02x10
-2

 

Korelasyon Katsayısı 0,999 

Eğimin standart hatası 4,17x10
2
 

KesiĢimin standart hatası 1,46x10
-2

 

Yakalama Sınırı (M)* 2,36x10
-7

 

Tayin alt Sınırı (M)* 7,88x10
-7

 

Akımın gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

0.55 

 

Akımın günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

1.50 

 

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 6x10
-6

 M 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

fulvestrant içeren piyasa preparatlarından miktar tayini çalıĢmaları yapılabileceğini 

göstermiĢtir. 
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3.4.3. Fulvestrant Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamaları 

 

Fulvestrant tayini için geliĢtirilen AdSDPV voltametrik tekniği ile hem piyasa 

preparatlarına hem de insan serumundan % geri kazanım çalıĢmalarına uygulanmıĢtır  

 

 

3.4.3.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması ve  

             Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant içeren enjeksiyonluk çözeltiden miktar tayini yapabilmek için numuneler 

2.5.3.4.2 bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢ ve eğriler saf fulvestrant gibi 

kaydedilmiĢtir. Bu eğrilerden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde 

yerine konularak enjeksiyonluk çözeltinin içerdiği etken madde miktarı hesaplanmıĢtır. 

GeliĢtirilen yöntemlerle yapılan analiz sonuçları Çizelge 3.37‟ de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.37. Fulvestrant içeren (250 mg/ 5 mL) Faslodex
®
 enjeksiyonluk çözeltisinin  

                      pH 0,1M H2SO4 destek elektroliti içerisinde BDEE elektrotla, geliĢtirilen  

                      AdSDPV yöntemleriyle elde edilen analiz bulguları 

 

 Enjeksiyonluk Çözeltide Bulunan Madde 

Miktarı (250 mg/ 5 mL) 

Numune No AdSDPV 

1 250,22 

2 248,17 

3 250,09 

4 250,30 

5 252,85 

 

Xort 250,33 

SS 1,67 

%BSS 0,67 

%Bias -0,13 

 

Enjeksiyonluk çözeltinin içerisinde yer alan katkı maddelerinin tayin 

yöntemlerimizi etkileyip etkilemediğini anlamak için geri kazanım çalıĢmaları 

yapılmıĢtır. Bölüm 2.5.3.4.3.‟de anlatıldığı gibi bilinen miktarda hazırlanan saf etken 

madde içeren enjeksiyonluk preparat, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmiĢ 

ve gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanım değerleri bulunmuĢtur. % Geri 

kazanım sonuçları Çizelge 3.38.‟de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.38. Fulvestrant içeren farmasötik preparattan 0,1M H2SO4 içerisinde elde  

                       edilen % geri kazanım sonuçları. 

 

Yöntem 

 

Ġlave Edilen Madde 

Miktarı (mg) 

Bulunan Madde 

Miktarı (mg) 

% Geri 

Kazanım 

AdSDPV 

20,00 20,15 100,77 

20,00 20,40 102,00 

20,00 20,39 101,95 

20,00 19,62 98,07 

20,00 20,32 101,61 

 Xort : 100,88 

SS :1,65 

% BSS : 1,63 

%Bias: -0,88 
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3.4.3.2. GeliĢtirilen Yöntemlerin Ġnsan Serumuna Uygulanması ve Serumda %  

             Geri Kazanım ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant için geliĢtirilen miktar tayini yöntemleri, fulvestrant‟ın serum 

numunelerinden tayin edilebilirliğinin araĢtırılması amacıyla insan serum numunelerine 

bölüm 2.3.2.2.‟ de anlatıldığı Ģekilde uygulanmıĢtır. Bu çalıĢma ile ilgili voltamogramlar 

ġekil 3.48‟ de görülmektedir. Elde edilen sonuçlar da Çizelge 3.39‟da verilmiĢtir. 

         0,1 M H2SO4 çözeltisi içerisinde 1x10
-6

– 4x10
-5 

M deriĢim aralığında insan 

serumunda elde edilen AdSDPV eğrilerinden bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 3.48‟ de, 

verilmiĢtir.  

         Fulvestrant‟ın serum deriĢiminin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar % 

30 asetonitrilli ortamda 0,1M H2SO4 tamponu içeren elektrolit çözeltisinde diferansiyel 

puls sıyırma voltametrisi kulanılarak elde edilmiĢtir. Çizelge 3.39‟da fulvestrant‟ın 

serum deriĢimleri ve AdSDPV için +0,98V‟da karĢılık gelen pik akımı değerleri 

verilmiĢtir. Bu değerlere göre 1x10
-6

– 4x10
-5 

M deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı 

arasında r=0.998 korelasyon katsayısı ile AdSDPV için i(µA) = 5,77x10
4
 C(M) – 0,112 

eĢitlikliğine uyan doğrusal iliĢki bulunmaktadır (ġekil 3.49). 

         Bu sonuçlara dayanarak, BDEE elektrot ile AdSDPV kullanılarak fulvestrant‟ın 

serumdan miktar tayininin yapılabileceğine karar verilmiĢtir. 
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ġekil 3.48. 0,1 M H2SO4 destek elektroliti içerisinde fulvestrant‟ın bazı serum  

                  deriĢimlerdeki AdSDPV eğrileri  (1) : destek ; (2) 1x10
-5

 M ; (3) 2x10
-5

 M ;  

                  (4) 4x10
-5

 M  
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ġekil 3.49. 1x10
-6

 – 4x10
-5

M serum deriĢim aralığında fulvestrant‟ın 0,1 M H2SO4  

                  destek elektroliti içerisinde (%30 asetonitrilli ortam) AdSDPV tekniği ile  

                  elde edilen kalibrasyon grafiği  

 

 

Potansiyel, V (vs Ag/AgCl) 
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Çizelge 3.39.   Fulvestrant‟ın 0,1 M H2SO4 destek elektroliti içerisinde (%30 asetonitrilli  

                         ortam) elde edilen serum deriĢim –  pik akımı iliĢkisine ait analiz  

                         sonuçları  

 

 

DeriĢim (M) Pik Akımı (μA) 

1x10
-6

 0,012 

2x10
-6

 0,041 

4x10
-6

 0,135 

6x10
-6

 0,202 

8x10
-6

 0,280 

1x10
-5

 0,437 

2x10
-5

 1,028 

4x10
-5

 2,227 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.39‟daki AdSDPV tekniği ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon 

analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ ve 

sonuçlar Çizelge 3.40 ve  Çizelge 3.41‟ de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.40. 0,1 M H2SO4 destek elektroliti AdSDPV ile elde edilen serum kalibrasyon  

                      eğrisine ait regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri  

 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel (V) 0,98 

Potansiyelin gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
0,95 

Potansiyelin günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 
1,28 

Doğrusallık aralığı (M) 1x10
–6

 – 4x10
–5

 

Eğim (μA.M
-1

) 5,77x10
4
 

KesiĢim (μA) –0,112 

Korelasyon Katsayısı 0,998 

Eğimin standart hatası 1,40x10
3
 

KesiĢimin standart hatası 2,33x10
-7

 

Yakalama Sınırı (M)* 2,33x10
-7

 

Tayin alt Sınırı (M)* 7,76x10
-7

 

Akımın gün içi tekraredilebilirliği 

(%BSS) 

0,67 

Akımın günler arası 

tekraredilebilirliği (%BSS) 

0,71 

(*)  Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 4x10
-7

 M 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

 

Elde edilen sonuçlar pik potansiyeli için tekrar edilebilirliğin çok iyi olduğunu 

kanıtlamaktadır.   
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Çizelge 3.41. AdSDPV ile 0,1 M H2SO4 destek elektroliti içerisinde insan serumunda  

                      elde edilen geri kazanım sonuçları 

 

Yöntem 

Seruma Ġlave 

Edilen Madde 

Miktarı (M) 

Bulunan 

Madde Miktarı 

(M) 

Ortalama % 

Geri Kazanım 
% BSS 

 

%Bias 

AdSDPV 4,00x10
–5

M 4,01 x10
–5

M 100,34 0,85 -0,34 
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3.4.2. Fulvestrant ile dsDNA EtkileĢiminin Diferansiyel Puls Voltametri Tekniği Ġle  

          Elektrokimyasal Olarak Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

 

3.4.2.1. dsDNA Ġmmobilize Edilen KGE Yüzeyinde Farklı DeriĢimlerde Fulvestrant   

             EtkileĢiminin Guanin Yükseltgenme Sinyalindeki DeğiĢim Üzerinden    

             Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.4.5.1. de anlatılan yol izlenerek, KGE yüzeyine immobilize edilen dsDNA‟nın 

5,00–40,00 µg/mL deriĢim aralığında değiĢen fulvestrant ile etkileĢiminden elde edilen guanin 

yükseltgenme sinyallerinin ortalama büyüklüklerini gösteren grafik ġekil 3.50‟ deki gibidir. 

Fulvestrant Derişimi, g/mL
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ġekil 3.50. Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler; sırasıyla 2,00µg/mL dsDNA ile 

fulvestrant etkileĢmeden önce; etanol/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten 

sonra; 5,00; 10,00; 20,00; 40,00µg/mL deriĢimlerde fulvestrant ile 

etkileĢtikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama büyüklükleri. 
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ġekil 3.50‟ de elde edilen verilere göre, FLV‟ nin deriĢimi arttırıldıkça guanin 

yükseltgenme sinyalinde düĢüĢ olduğu gözlenmiĢtir. Ancak bu düĢüĢ 10,00 µg/mL FLV‟ 

den sonra sabitlendi. Grafiğe göre uygun FLV deriĢimi 10,00 µg/mL‟ dir. 

 

 

3.4.2.2. Fulvestrant EtkileĢim Süresindeki DeğiĢimin Guanin Yükseltgenme Sinyali   

             Üzerine Etkisinin Ġncelenmesine Ait Bulgular 

 

Bölüm 2.5.3.4.5.2. de anlatılan yol izlenerek, 3.4.2.1.‟ den elde edilen veriler doğrultusunda 

10,00 µg/mL Fulvestrant‟ın 2,00 µg/mL dsDNA ile etkileĢiminde sürenin etkisini 

inceleyebilmek için etkileĢim süresi 30–420 sn arasında arttırılmıĢ ve sonuçlardan ġekil 

3.51‟deki grafik çizdirilmiĢtir. 

FLV Etkileşme süresi
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ġekil 3.30. Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00µg/mL dsDNA ile 

10,00µg/mL fulvestrant‟ın farklı sürelerde (sırasıyla 2,00µg/mL dsDNA ile 

fulvestrant etkileĢmeden önce; etanol/asetat tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten 

sonra; 30; 60; 180; 300; 420 sn) etkileĢmesine ait guanin yükseltgenme 

sinyallerinin ortalama büyüklükleri. 
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Guanin yükseltgenme sinyalinde etkileĢim süresi arttırıldıkça bir düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Bu düĢüĢün 180 saniyeden sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum 

etkileĢim zamanı olarak 180 sn saptanmıĢtır. 

 

 

3.4.2.3. Optimize Edilen dsDNA-Fulvestrant ÇalıĢmasının Voltametrik  

             Yöntemlerle Yapılan Analiz ÇalıĢmaları 

 

Fulvestrant-dsDNA etkileĢiminin voltametrik bir çalıĢmasına literatürlerde rastlanmadı. 

Fulvestrant ve guanin pik akımları etkileĢimden önce ve sonra Diferansiyel Puls 

Voltametrisi (DPV) tekniğiyle ölçülmüĢtür (ġekil 3.52a). Öncelikle dsDNA‟daki guanin 

pik akımını en çok düĢüren fulvestrant deriĢimi 10,00µg/mL ve bu deriĢimde guanin 

sinyalini en çok düĢüren karıĢtırma süresi de 180sn olarak seçilmiĢ ve Ģartlar optimize 

edilmiĢtir.  

         ġekil 3.51‟den de anlaĢılabileceği gibi bu sonuçlarla Ģartlar optimize edilmiĢ oldu. 

Buna göre 180sn bekletilerek akımın en küçük olduğu Ģartlar sağlanmıĢ oldu. ġartlar 

optimize edildikten sonra elektrot üzerinde birikmiĢ olan maddeler AdSDPV tekniği 

kullanılarak tayin edildi. pH 4,80 asetat tamponu çözeltisi içinde 1,00 – 20,00 µg/mL 

deriĢim aralığında elde edilen AdSDPV eğrilerinden bazı seçilmiĢ deriĢimler ġekil 

3.52b‟de verilmiĢtir.  

 Fulvestrant‟ın deriĢiminin guanin pik akımı üzerine etkisi için optimum koĢullar 

pH 4,80 asetat tamponu içeren çözeltisinde diferansiyel puls sıyırma voltametrisi 

kulanılarak elde edilmiĢtir.  Çizelge 3.42‟de fulvestrant deriĢimleri (C) ve AdSDPV için 

+1,03V‟da karĢılık gelen guanin pik akımı değerleri (ip) verilmiĢtir. Bu değerlere göre 

1,00 – 20,00 µg/mL deriĢim aralığında deriĢim-pik akımı arasında r = -0,987 korelasyon 

katsayısı ile AdSDPV için ip(µA) = –0,0252 C(µg/mL) + 0,7811 eĢitliklerine uyan 

doğrusal iliĢki bulunmaktadır (AdSDPV için ġekil 3.53). Bu sonuçlara dayanarak, kalem 

grafit elektrot ile AdSDPV teknikleri kullanılarak fulvestrant‟ın ticari preparatından 

miktar tayininin yapılabileceğine karar verilmiĢtir.  
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ġekil 3.52.pH 4,80 asetat tamponu içerisinde içerisinde (A) KGE yüzeyinde 2, 00µg/mL  

                 ds-DNA ile 10,0 µg/mL fulvestrant etkileĢiminine ait grafikler; etkileĢimden  

                 önce guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkileĢiminden sonra fulvestrant  

                 sinyali(–––––) ve etkileĢimden önce fulvestrant sinyali(– – – – –)  

                (B) 2,00 µg/mL dsDNA‟nın Guanin yükseltgenme sinyaline ait grafikleri;  

                 a) 2,00 µg/mL dsDNA ile fulvestrant etkileĢmeden önce; b) Etanol/asetat   

                 (30/70) tamponu karıĢımı ile etkileĢtikten sonra; c) 2,00 µg/mL; d) 10,00 e)  

                 20,00 µg/mL deriĢimlerde fulvestrant ile etkileĢtikten sonra elde edilen  

                 sinyallerin ortalama büyüklükleri. 

 A
k

ım
, 
A

 

 Potansiyel, V 

 c 

b 

e 
d 

c 

a 

A 

B 
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ġekil 3.53. 1,00 – 20,00 µg/mL deriĢim aralığında pH 4,80 asetat tamponu içerisinde  

                  fulvestrant‟ın AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon grafiği 

 

 

Çizelge 3.42. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde fulvestrant için elde edilen deriĢim-pik   

                      akımı iliĢkisine ait analiz sonuçları 

 

 DeriĢim (µg/mL) Akım (µA) 

Tek baĢına guanin sinyali 0  1,050 

„etanol + asetat tamponu‟ 

ile etkileĢtikten sonra 

0  0,905 

fulvestrant ile etkileĢtikten 

sonra 

1,00 0,794 

2,00 0,704 

5,00 0,665 

10,00 0,490 

20,00 0,300 
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Çizelge 3.42‟deki DPV tekniği ile elde edilen veriler kullanarak lineer regresyon 

analizi ve kalibrasyon eğrisi için gerekli validasyon parametreleri hesaplanmıĢ ve 

sonuçlar Çizelge 3.43‟de gösterilmiĢtir.  

 

 

Çizelge 3.43. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde fulvestrant-dsDNA etkileĢimi için  

                      guanin üzerinden AdSDPV tekniği ile elde edilen kalibrasyon eğrisine ait  

                      regresyon analizi sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(*) Yakalama ve tayin alt sınırı hesabı için gerekli standart sapma sonuçları 1,00 µg/mL 

deriĢiminin 3 değerinden elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukça iyi sonuçlar elde edilebilmesi, 

fulvestrant içeren piyasa preparatlarından miktar tayini çalıĢmaları yapılabileceğini 

göstermiĢtir. 

 AdSDPV 

Ölçüm Yapılan Potansiyel 

(V) 

1,03 

Doğrusallık aralığı 

(µg/mL) 

1,00 – 20,00 

Eğim (μA.M
-1

) –0,0252 

KesiĢim (μA) 0,7811 

Korelasyon Katsayısı –0,987 

Eğimin standart hatası 2,84x10
-3 

KesiĢimin standart hatası 2,45x10
-2 

Yakalama Sınırı (µg/mL)* 0,41 

Tayin alt Sınırı (µg/mL)* 1,39 

Akımın gün içi 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

0,81 

Akımın günler arası 

tekrarlanabilirliği (%BSS) 

1,85 
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3.4.2.4. Fulvestrant Ġçin GeliĢtirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamaları 

 

Fulvestrant-dsDNA etkileĢiminin tayini için geliĢtirilen voltametrik teknik piyasa 

preparatlarına uygulanmıĢtır.  

 

 

3.4.2.4.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Dozaj ġekillerine Uygulanması  

 

Fulvestrant içeren enjeksiyonluk preparatlarda miktar tayini yapabilmek için numuneler, 

2.5.3.4.2 bölümünde anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢtır. EtkileĢim sonrası elde edilen 

guanin eğrilerinden okunan pik akımı değerleri ilgili kalibrasyon eĢitliğinde yerine 

konularak enjeksiyonluk çözeltilerin içerdiği etken madde miktarları hesaplanmıĢtır. 

GeliĢtirilen yöntemlerle yapılan analiz sonuçları Çizelge 3.44‟ de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.44. Fulvestrant içeren (250 mg/5mL) Faslodex
®
 enjeksiyonluk preparatından  

                      pH 4,80 Asetat tamponu içerisinde kalem grafit elektrotla, geliĢtirilen DPV  

                      yöntemleriyle elde edilen analiz bulguları  

 

 Enjeksiyon Çözeltisinde Bulunan Madde 

Miktarı (250 mg/5mL) 

Numune No AdSDPV 

1 268,95 

2 251,09 

3 239,19 

4 254,07 

5 249,11 

 

Xort 252,48 

SS 10,77 

%BSS 4,27 

%Bias -0,99 

 

 

Enjeksiyonluk preparat içerisinde yer alan katkı maddelerinin tayin yöntemlerimizi 

etkileyip etkilemediğini anlamak için geri kazanım çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bölüm 

2.5.3.4.3‟de anlatıldığı gibi bilinen miktarda hazırlanan saf etken madde içeren 

enjeksiyonluk numunelerin üzerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmiĢ ve 

gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanımlar bulunmuĢtur. % Geri kazanım 

sonuçları Çizelge 3.45‟de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.45. Fulvestrant içeren enjeksiyonluk preparatlardan pH 4,80 asetat tamponu  

                      içerisinde elde edilen % geri kazanım sonuçları. 

 

Yöntem 

 

Ġlave Edilen Madde 

Miktarı (mg) 

Bulunan Madde 

Miktarı (mg) 

% Geri 

Kazanım 

DPV 

10,00 9,55 95,47 

10,00 8,50 84,94 

10,00 9,63 96,25 

10,00 9,84 98,43 

10,00 9,78 97,84 

 Xort : 94,58 

SS : 5,52 

% BSS : 5,84 

%Bias: 5,41 
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3.3.3.5. Ġki Yöntemin Analiz ÇalıĢmalarının KarĢılaĢtırılması 

 

BoĢ BDE elektrotta ve dsDNA tutturulmuĢ KG elektrotta Faslodex enjeksiyonluk 

preparatından elde edilen analiz bulguları karĢılaĢtırıldığı zaman, bulunan t ve F 

değerleri tablo değeriyle karĢılaĢtırıldığında yöntemler arasındaki farkın önemsiz olduğu 

görülmektedir. 

 

Çizelge 3.46.  BoĢ BDEE ve dsDNA modifiye kalem elektrot üzerinde etkileĢimde  

                       Faslodex
®
 enjeksiyonluk çözeltisinden elde edilen analiz bulgularının  

                       karĢılaĢtırmalı sonuçları 

 

      

 BoĢ BDEE  dsDNA modifiye 

KG elektrot 

Enjeksiyonluk 

preparatta bulunan 

madde miktarı (mg) 

 

         250,00 

 

250,00 

Bulunan madde 

miktarı (mg) 

250,33 252,48 

%BSS 0,67 4,26 

Hesaplanan t değeri 
tteorik = 2,31 0,67 

Hesaplanan F değeri 
Fteorik = 2,60 0,003 

 

                 (p: 0,005) 
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4. TARTIġMA 

 

Antiviral ilaçlardan efavirenz, antikanser ilaçlardan löprolid ve fulvestrant ile tez 

kapsamında yürütülen araĢtırmalarda voltametrik teknikler kullanılarak, bu ilaçların 

miktar tayininde kullanılabilecek yeni ve duyarlı yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Ayrıca, 

moleküllerin yükseltgenmesine ve çift sarmal DNA (dsDNA) ile etkileĢmesine ait 

mekanizmaya ıĢık tutması düĢüncesiyle dönüĢümlü voltametri (DV) ve Adsorptif 

Sıyırma Diferansiyel Puls Voltametrisi (AdSDPV) teknikleri kullanılmıĢtır. Literatür 

araĢtırması sırasında üç ilacın da detaylı elektrokimyasal davranıĢlarına ait herhangi bir 

çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır.  

Efavirenz‟in elektrokimyasal tepkimeleri kalem grafit elektrot kullanılarak 

incelenmiĢtir. Kalem grafit elektrotla değiĢik pH değerlerinde yapılan çalıĢmalar, 

efavirenz‟in yüksek potansiyellerde ve bütün pH değerlerinde tersinmez olarak 

yükseltgendiğini göstermektedir. Efavirenz‟e ait pik AdSDPV tekniğiyle kalem grafit 

elektrot kullanılarak kaydedilmiĢtir. Pik akımları ve potansiyelleri %20 metanol içeren 

pH 1,93 – 10,00 aralığında BR tamponunda tayin edilmiĢtir. 

DPV eğrilerinin pik akımı – pH eğrileri incelendiği zaman en yüksek pik akımı 

değerine pH 3,00 BR tampon çözeltisi ile (% 20 metanollü ortam) ulaĢıldığı 

görülmektedir. 

Olayın özelliğini anlayabilmek için seçilmiĢ ortamda yapılan hız taraması 

deneylerini değerlendirilmiĢ ve ip- ν
1/2

,  ip- ν ve log ip-log v iliĢkileri incelenmiĢtir. DV 

tekniği ile, efavirenz‟in pH 3,00 BR tamponunda (% 20 metanol oranı) 5 - 1000 mVs
-1

 

hız tarama aralığında, değiĢik tarama aralıklarda, incelemeler yapılmıĢtır. 

Pozitif potansiyelde elde edilen pik adsorpsiyon kontrollü bulunmuĢtur. pH 3,00 

BRT‟de 30,00µg/mL deriĢimdeki, 5–100 mVs
–1

 aralığında yapılan hız taraması 

sonucunda; pik akımı (i)  ve v arasında doğrusal bir iliĢki saptandı. 

 

 ip (μA) = 0,125ν  (mVs
-1

) + 1,06    (r: 0,994 ; n: 6) 
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Elde edilen bu doğrusallık da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu 

göstermektedir. Aynı hız aralığındaki log v – log i grafiği ve denklemi incelenince (ġekil 

3.12) bulunan eğim değerinin 0,81 olup adsorpsiyon kontrollü teorik değer olan 1,00‟e 

yakın bulunması reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu göstermektedir (Laviron 

ve ark., 1980 ; Greef ve ark., 1990). 

Elde edilen doğru denklemi; 

Log ip (μA) = 0,81 log v (mVs
-1

) – 0,49  (r: 0,997 ; n: 6)  

5-100 mVs
-1

 aralığında yapılan hız taramasında pik akımı ve potansiyelinin 

değerlendirilmesi sonucunda hız artmasıyla pik potansiyeli 80mV pozitife kayması 

katodik yönde bir pik ya da dalga olmaması ile birlikte olayın tersinmez olduğunu 

göstermektedir. 

pH taraması sırasında yükseltgenme pik potansiyeli pH arttıkça daha düĢük pozitif 

potansiyele kaymıĢ ve pH 2,00–10,00 değerleri arasında doğrusallık elde edilmiĢtir. 

Ep(mV) = 1584 – 65,25pH              r = 0.996       (pH:2,0 ve 10,0 arası) 

pH 10,00‟dan sonra elde edilen eğrilerde herhangi bir dalga veya pik elde 

edilememiĢtir. Bizim çalıĢmalarımızda cevap elde ettiğimiz bu son pH değeri 

literatürdeki 10,20 olan pKa [http://www.cal-tox.org] değerine yakındır.  

pH taramasının pik akımı üzerine etkisi de incelenmiĢtir, ip - pH grafiğinden de 

anlaĢıldığı gibi maksimum pik akımı asit ortamda özellikle de pH 3,00 BRT‟de 

görülmüĢtür (ġekil 3.13). Elde edilen verilerden bu pikin adsorptif karakterde olduğu 

bulunmuĢtur. Bu yüzden analitik ölçümler için duyarlılığı daha fazla olan adsorptif 

sıyırma tekniği kullanarak düzgün, keskin ve en iyi pik Ģekli elde edilen pH 3,00 BRT 

ile deneylere devam edilmiĢtir.  

Efavirenz‟in hem asidik hem bazik ortamda elektroaktif olduğu görülmektedir. 

Yükseltgenme mekanizması hakkında literatür bulunamamıĢtır. 

Yapılan 3 devirli eğrilerde elektrot cevabı ilk eğride yüksek çıkmakta, daha sonraki 

devirlerde azalmaktadır. Tahminen 1. devirde yüzeyde tutulmuĢ olan maddeler ve 
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difüzyonla elektrot yüzeyine gelen moleküller reaksiyona girmektedir. Ancak 2. devirde 

yeni bir adsorpsiyon dengesinin kurulması için yeterli zaman olmadığından elektrot 

yüzeyine difüzyonla ulaĢan moleküller genelde reaksiyona girmektedir.  

Efavirenz‟in tayini için duyarlı ve seçici voltametrik yöntem geliĢtirmek amacıyla 

yapılan çalıĢmalarda daha keskin ve iyi belirlenmiĢ piklerin elde edilmesinden dolayı 

AdSDPV tekniği seçilmiĢtir. Analitik açıdan en iyi efavirenz pikleri ve tekrar 

edilebilirlik sonuçları elde edildiği için pH 3,00 BR tamponu (%20 metanollü) çalıĢma 

ortamı olarak seçilmiĢtir. AdSDPV için diğer kullanılan Ģartlar (sıyırma voltametrisi 

için; biriktirme potansiyeli 700 mV, biriktirme süresi 300s olarak optimize edilmiĢtir), 

bulgular kısmında detaylı olarak verilmiĢtir. Bu koĢullarda yapılan voltametrik analiz 

çalıĢmaları kalem grafit elektrodun efavirenz‟in sıyırma voltametrik yöntemlerle 

analizine uygun elektrot olduğunu göstermiĢtir. pH 3,00 BRT (%20 metanol) içerisinde 

efavirenz için 0,018 – 2,56 µg/mL deriĢim aralığında doğrusallık bulunmuĢtur (Çizelge 

3.4 ve Çizelge 3.5). Yakalama sınırı 0,0042 µg/mL bulunmuĢtur.  

Voltametrik incelemenin saf maddeler üzerinde yapılmasından sonra geliĢtirilen 

teknikler efavirenz‟in piyasa preparatı olan Stocrin
®
 film kaplı tabletlere uygulanmıĢtır. 

Tabletler toz haline getirilip daha önceki bölümlerde anlatıldığı gibi çözeltileri 

hazırlandıktan sonra herhangi bir ayırma veya süzme iĢlemine gerek kalmadan 

voltamogramları alınmıĢtır. Toz edilmiĢ ilaç numunesinden bilinen miktarda efavirenz 

içeren numunelerin üzerine, bilinen miktarda saf madde ilave edilerek geri kazanım 

çalıĢmaları için numuneler hazırlanmıĢtır. Bu numunelerden alınan voltamogramlardan 

ve elde edilen % geri kazanım değerlerinin yüksek olmasından ilaç katkı maddelerinin 

yöntemlerimizi etkilemediği sonucuna varılmıĢtır. 

Efavirenz‟in kalem elektrotta elektrokimyasal davranıĢı aydınlatıldıktan sonra 

dsDNA tutturulmuĢ kalem elektrot ile etkileĢim mekanizmalarının aydınlatılmasına 

çalıĢılmıĢtır. Balık spermi çift sarmal DNA ile efavirenz‟in etkileĢimi, 0,02 M NaCl 

içeren asetat tamponu (pH 4,8) kullanılarak kalem elektrot yüzeyinde adsorptif sıyırma 

diferansiyel puls voltametri tekniği ile incelenmiĢtir.  
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Madde ve DNA arasındaki etkileĢim, DNA bazlarından guanin yükseltgenme 

sinyalindeki farklılanma üzerinden incelenmiĢtir. DNA çalıĢmaları için öncelikle 

tekraredilebilir guanin sinyali elde edilen çift sarmal DNA deriĢimi belirlenmiĢtir. ġekil 

3.2‟ye göre optimum çalıĢılan dsDNA deriĢimi 2,00 µg/mL ve ġekil 3.4‟e göre optimum 

karıĢtırma süresi 240 sn‟dir. Guanin akımının gün içi ve günler arası tekraredilebilirliği 

sırasıyla % 0,98 ve % 1,58‟dir. Guanin ve efavirenz pik akımları etkileĢimden önce ve 

sonra Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) tekniğiyle ölçülmüĢtür. (ġekil 3.19a) 

EtkileĢimden sonra guanin sinyalinde doğrusal bir azalma görülmüĢtür (ġekil 3.19b). 

Efavirenz sinyalinde de etkileĢim sonrası azalma saptanmıĢtır, fakat doğrusal değildir.  

16,00 µg/mL deriĢimdeki efavirenz‟in 2,00 µg/mL deriĢimdeki dsDNA ile 

etkileĢimine dair diferansiyel puls ölçümlerinde, guanin yükseltgenme sinyaline ait gün 

içi ve günler arası bağıl standart sapması sırasıyla % 0,96 ve % 2,22‟dir (n=3). 

Optimum analitik çalıĢma performansının bulunabilmesi için çift sarmal DNA 

deriĢimi, biriktirme süresi ve DNA üzerindeki efavirenz deriĢiminin ve etkileĢim 

süresinin etkileri gibi deneysel parametreler incelenmiĢtir.  

DNA optimizasyonu için 0,20–10,00 µg/mL deriĢim aralığında çalıĢıldı. Optimum 

biriktirme süresini bulmak için 2,00 µg/mL DNA ile 30–300 sn aralığında çalıĢıldı ve 

biriktirme zamanı 240sn olarak belirlenmiĢtir. Yöntemin tablet dozaj formlarına da 

uygulanabilmesi için DNA‟yla etkileĢen efavirenz deriĢimi ve etkileĢim zamanı optimize 

edilmiĢtir. Efavirenz 0,00–32,00 µg/mL deriĢim aralığında 120s etkileĢtirildi, guanin 

sinyalini en çok düĢüren deriĢim 24,00 µg/mL‟da olarak bulunmuĢtur. Bu deriĢimde 0–

300 sn aralığında etkileĢim süresi optimize edildi ve biriktirme zamanı 180sn olarak 

belirlenmiĢtir.  

Guanin yükseltgenme pik akımı efavirenz ile etkileĢmesinden sonra doğrusal 

olarak azaldı. pH 4,80 asetat tamponu (%20 metanol) içerisinde guanin sinyalindeki 

azalma efavirenz artan deriĢiminin (2,00–24,00 µg/mL aralığında) fonksiyonudur. 

(Çizelge 3.9). Yakalama sınırı 0,599 µg/mL bulunmuĢtur.  
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Voltametrik incelemenin saf maddeler üzerinde yapılmasından sonra geliĢtirilen 

teknikler efavirenz‟in piyasa preparatı olan Stocrin
®
 film kaplı tabletlere uygulanmıĢtır. 

% geri kazanım çalıĢmaları için numuneler hazırlanmıĢtır. Bu numunelerden alınan 

voltamogramlardan ve elde edilen % geri kazanım değerlerinin yüksek olmasından ilaç 

katkı maddelerinin yöntemlerimizi etkilemediği sonucuna varılmıĢtır. dsDNA modifiye 

edilen KGE ve boĢ KGE ile yapılan tablet çalıĢmalarından t ve F testi hesaplanmıĢ, 

aralarındaki fark anlamsız bulunmuĢtur. 

Efavirenz için geliĢtirilen her iki yöntemin de doğruluğu, duyarlılığı, 

uygulanabilirliği ve seçiciliğini gösterebilmek için yöntemlere gerekli tüm validasyon 

çalıĢmaları uygulanmıĢ ve elde edilen sonuçlarla yöntemlerin tekrar edilebilirliği, 

duyarlılığı, doğruluğu, seçiciliği ve uygulanabilirliği gösterilmiĢtir (Çizelge 3.5; 3.6; 3.7; 

3.9;  3.10; 3.11).  

Tez kapsamında üzerine çalıĢılan ikinci maddemiz kanser ilacı löprolid‟dir. 

Löprolid‟in elektrokimyasal tepkimeleri kalem grafit elektrot kullanılarak incelenmiĢtir. 

Kalem grafit elektrotla değiĢik pH değerlerinde yapılan çalıĢmalar, löprolid‟in yüksek 

potansiyel değerlerinde bütün pH değerlerinde tersinmez olarak yükseltgendiğini 

göstermektedir. Löprolid‟e ait pik AdSDPV tekniğiyle kalem grafit elektrot kullanılarak 

kaydedilmiĢtir. Pik akımları ve potansiyelleri pH 2,00–12,00 aralığında BR tamponunda 

tayin edilmiĢtir. 

DPV eğrilerinin pik akımı – pH eğrileri incelendiği zaman en yüksek pik akımı 

değerine pH 2,00 BR tampon çözeltisi ile ulaĢıldığı görülmektedir. 

Olayın özelliğini anlayabilmek için seçilmiĢ ortamda yapılan hız taraması 

deneylerini değerlendirmek için ip- ν
1/2

,  ip- ν ve log ip-log v iliĢkileri incelenmiĢtir. DV 

tekniği ile, löprolid‟in pH 2,00 BR tamponunda; 5–1000 mVs
-1

 hız tarama aralığında, 

değiĢik tarama aralıklarda, incelemeler yapılmıĢtır. Pozitif potansiyeldeki pik 

adsorpsiyon kontrollü bulunmuĢtur. pH 2,00 BR tamponunda, 4,00µg/mL deriĢimdeki, 

5–1000 mVs
-1

 aralığında yapılan hız taraması sonucunda; pik akımı ve v arasında 

doğrusal bir iliĢki saptandı. 
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 ip (μA) = 0,019ν  (mVs
-1

) + 0,18    (r: 0,999 ; n: 10) 

Elde edilen bu doğrusallık da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu 

göstermektedir. Aynı hız aralığındaki log v – log i grafiği (ġekil 3.24b) ve denklemi 

incelenince  bulunan eğim değerinin 0,85 olup adsorpsiyon kontrollü teorik değer olan 

1,00‟e yakın bulunması reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu göstermektedir 

(Laviron ve ark., 1980 ; Greef ve ark., 1990). 

Elde edilen doğru denklemi; 

Log ip (μA) = 0,85 log v (mVs
-1

) – 1,33  (r: 0,997 ; n: 10)  

5–1000 mVs
-1

 aralığında yapılan hız taramasında pik akımı ve potansiyelinin 

değerlendirilmesi sonucunda hız artmasıyla pik potansiyeli 110mV pozitife kayması 

katodik yönde bir pik yada dalga olmaması ile birlikte olayın tersinmez olduğunu 

göstermektedir. 

pH taraması sırasında yükseltgenme pik potansiyeli pH arttıkça daha düĢük pozitif 

potansiyele kaymıĢtır, doğrusallık elde edilmiĢtir. 

Ep(mV) = 1019,5 – 55,32pH              r = 0.999       (pH:2,00 ve 10,00 arası) 

pH arttıkça pH 10,00‟den sonra pik potansiyeli daha yavaĢ kaymaya baĢlamıĢtır. Bu 

nokta literatürdeki 9,60 olan pKa [http://www.sanofi-aventis.ca/products/en/eligard.pdf] 

değerine yakındır.  

pH taramasının pik akımı üzerine etkisi de incelenmiĢtir, ip - pH grafiğinden de 

anlaĢıldığı gibi maksimum pik akımı asit ortamda özellikle de pH 2,00 BRT‟de 

görülmüĢtür. Elde edilen verilerden bu pikin adsorptif karakterde olduğu bulunmuĢtur. 

Bu yüzden analitik ölçümler için duyarlılığı daha fazla olan adsorptif sıyırma tekniği 

kullanarak düzgün, keskin ve en iyi pik Ģekli elde edilen pH 2,00 BRT ile deneylere 

devam edilmiĢtir.  

Löprolid‟in elektrokimyasal mekanizmasına bakıldığı zaman, hem asidik hem 

bazik ortamda elektroaktif olup yapısındaki indol ve fenol gruplarından yükseltgendiği 

düĢünülmektedir (Altun ve ark., 2009;  Demircigil ve ark., 2002). Löprolid, indol 

halkasındaki azot atomundan (Yılmaz ve ark., 2001; Sagar ve ark., 1992; Humphries  ve 
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Dryhurst 1987; Özkan ve Uslu, 2002) ve fenol halkasındaki hidroksil grubundan 

yükseltgenmektedir (Demircigil ve ark., 2002). Model ilaç olarak karĢılaĢtırılan anisol 

ve 4-metoksi fenol‟ün ikisi birden kinon yapısına dönmektedir (Grimshow, 2000; 

Demircigil ve ark., 2002). Yapılan çalıĢmalarla kıyaslandığı zaman, löprolid bütün 

destek elektroliti çözeltileri içerisinde 2 elektronlu bir oksidasyon ve hızlı kimyasal 

reaksiyonlarla benzokinona dönüĢmektedir. 

 Yapılan 3 devirli eğrilerde elektrot cevabı ilk eğride yüksek çıkmakta, daha 

sonraki devirlerde azalmaktadır. Tahminen 1. devirde yüzeyde tutulmuĢ olan maddeler 

ve difüzyonla elektrot yüzeyine gelen moleküller reaksiyona girmektedir. Ancak 2. 

devirde yeni bir adsorpsiyon dengesinin kurulması için yeterli zaman olmadığından 

elektrot yüzeyine difüzyonla ulaĢan moleküller genelde reaksiyona girmektedir.  

Löprolid‟in tayini için duyarlı ve seçici voltametrik yöntem geliĢtirmek amacıyla 

yapılan çalıĢmalarda daha keskin ve iyi belirlenmiĢ piklerin elde edilmesinden dolayı 

AdSDPV tekniği seçilmiĢtir. Analitik açıdan en iyi löprolid pikleri ve tekrar edilebilirlik 

sonuçları elde edildiği için pH 2,00 BR tamponu çalıĢma ortamı olarak seçilmiĢtir. 

AdSDPV için diğer kullanılan Ģartlar (sıyırma voltametrisi için; biriktirme potansiyeli 

700 mV, biriktirme süresi 180s olarak optimize edilmiĢtir), bulgular kısmında 

verilmiĢtir. Bu koĢullarda yapılan voltametrik analiz çalıĢmaları kalem grafit elektrodun 

löprolid‟in sıyırma voltametrik yöntemlerle analizine uygun elektrot olduğunu 

göstermiĢtir. pH 2,00 BRT içerisinde löprolid için 0,005–0,20 µg/mL deriĢim aralığında 

doğrusallık bulunmuĢtur (Çizelge 3.16). Yakalama sınırı 1,36x10
–3

 µg/mL olarak 

bulunmuĢtur.  

Voltametrik incelemenin saf maddeler üzerinde yapılmasından sonra geliĢtirilen 

teknikler löprolid‟in piyasa preparatı olan Lucrin
®
 enjeksiyonluk çözeltilerine 

uygulanmıĢtır. Enjeksiyonluk çözelti numunesinden belirli miktarda löprolid içeren 

numunelerin üzerine, bilinen miktarda saf madde ilave edilerek geri kazanım çalıĢmaları 

için numuneler hazırlanmıĢtır. Bu numunelerden alınan voltamogramlardan ve elde 

edilen % geri kazanım değerlerinin yüksek olmasından ilaç katkı maddelerinin 

yöntemlerimizi etkilemediği sonucuna varılmıĢtır. 
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Löprolid‟in kalem elektrotta elektrokimyasal davranıĢı aydınlatıldıktan sonra 

dsDNA tutturulmuĢ kalem elektrot ile etkileĢim mekanizmalarının aydınlatılmasına 

çalıĢılmıĢtır.  

Löprolid‟in iki ayrı yöntemle etkileĢim mekanizması incelenmiĢtir. Bunlardan ilki; 

dsDNA tutturulmuĢ kalem elektrotla löprolid incelenmesi, ikincisi; çözelti ortamında 

dsDNA ile löprolid‟in incelenmesidir. Balık spermi çift sarmal DNA ile löprolid‟in 

etkileĢimi, 0,02 M NaCl içeren asetat tamponu (pH 4,80) kullanılarak iki yöntemle de, 

adsorptif sıyırma diferansiyel puls voltametri tekniği ile incelenmiĢtir. 

Her iki yöntemle de madde ve dsDNA arasındaki etkileĢim, dsDNA bazlarından 

guanin yükseltgenme sinyalindeki farklılanma üzerinden incelenmiĢtir. Her iki yöntemle 

de öncelikle tekraredilebilir guanin sinyali elde edilen dsDNA deriĢimi belirlenmiĢtir. 

Daha önce açıklandığı gibi elektrotta etkileĢimde çalıĢılan optimum dsDNA deriĢimi 

2,00 µg/mL‟dir. Elektrotta etkileĢim için guanin akımının gün içi ve günler arası 

tekraredilebilirliği sırasıyla %1,01 ve %1,06‟dır. Çözelti ortamında bulunan optimum 

dsDNA deriĢimi 5,00 µg/mL‟dir. Çözelti ortamında etkileĢim için guanin akımının gün 

içi ve günler arası tekraredilebilirliği sırasıyla %1,39 ve %2,39‟dır. Her iki yöntem için 

de guanin ve löprolid pik akımları etkileĢimden önce ve sonra diferansiyel puls 

voltametrik (DPV) teknikle ölçülmüĢtür. (ġekil 3.31a ve ġekil 3.34a)  

Her iki teknik için de optimum analitik çalıĢma performansının bulunabilmesi için 

çift sarmal DNA deriĢimi, biriktirme süresi ve dsDNA üzerindeki löprolid deriĢiminin 

ve etkileĢim süresinin etkileri gibi deneysel parametreler incelenmiĢtir.  

Elektrotta etkileĢimde guanin sinyali için Ģartlar optimize edilmiĢtir. Aktive edilen 

kalem elektrot 2,00 µg/mL dsDNA ile 0,5V‟da 240 sn karıĢtırılarak tutturulmuĢtur. 

Yöntemin farmasötik dozaj formlarına da uygulanabilmesi için dsDNA‟yla etkileĢen 

löprolid deriĢimi ve etkileĢim zamanı optimize edilmiĢtir. Löprolid 0,00–6,00 µg/mL 

deriĢim aralığında 60sn etkileĢtirilmiĢ, guanin sinyalini en çok düĢüren deriĢim 6,00 

µg/mL‟de olarak bulunmuĢtur (ġekil 3.29). 2,0 µg/mL dsDNA tutturulmuĢ elektrotta 

6,00 µg/mL‟de deriĢimde löprolid‟in, 0–360 sn aralığında etkileĢim süresi optimize 

edildi ve 90sn olarak belirlenmiĢtir (ġekil 3.30).  
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Çözelti ortamında etkileĢim için de öncelikle guanin sinyali için Ģartlar optimize 

edilmiĢtir. Aktive edilen kalem grafit elektrot yüzeyine, 0,20–10,00 µg/mL aralığında 

değiĢen deriĢimde dsDNA çözeltisi, 0V‟da 120sn karıĢtırılarak dıĢ ortamda tutturuldu. 

Optimum deriĢim 5,00 µg/mL belirlendi (ġekil 3.5). 5,0 0µg/mL dsDNA kullanılarak 

karıĢtırma süresi 30–240 sn aralığında değiĢtirilerek optimum karıĢtırma süresi 120 sn 

olarak bulunmuĢtur (ġekil 3.6). Yöntemin farmasötik dozaj formlarına da 

uygulanabilmesi için dsDNA‟yla etkileĢen löprolid deriĢimi optimize edilmiĢtir. DıĢ 

ortamda hazırlanmıĢ olan 5,00 µg/mL dsDNA çözeltisine löprolid 0,20–10,00 µg/mL 

değiĢen deriĢim aralığında eklenmiĢ ve 0V 120 sn karıĢtırılarak elektroda tutturulmuĢtur 

(ġekil 3.33). löprolid‟in deriĢimi arttırıldıkça guanin yükseltgenme sinyalinde düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Bu düĢüĢ löprolid‟in 6,00 µg/mL deriĢiminden sonra sabitlendi. 

Her iki yöntemle de löprolid ile etkileĢimden sonra guanin yükseltgenme pik 

akımında doğrusal bir azalma görülmüĢtür. pH 4,80 asetat tamponu içerisinde guanin 

sinyalindeki azalma; elektrotta etkileĢimde löprolid‟in 0,20–6,00 µg/mL ve çözelti 

ortamında löprolid‟in 0,20–1,00 µg/mL deriĢim aralıklarında gözlenmiĢtir. (Çizelge 3.20 

ve Çizelge 3.23). Yakalama sınırı elektrotta ve çözelti ortamında sırasıyla 0,06 µg/mL 

ve 0,04 µg/mL olarak bulunmuĢtur.  

Elektrotta etkileĢimde; 4,00 µg/mL deriĢimdeki löprolid‟in 2,00 µg/mL 

deriĢimdeki elektroda tutturulmuĢ dsDNA ile etkileĢimine ait diferansiyel puls 

ölçümlerinde, guanin yükseltgenme sinyaline ait gün içi ve günler arası bağıl standart 

sapması sırasıyla % 1,75 ve % 3,23‟dir (n=3). 

Çözelti ortamında etkileĢimde; 0,80 µg/mL deriĢimdeki löprolid‟in 5,00 µg/mL 

deriĢimdeki dsDNA ile etkileĢimine dair diferansiyel puls ölçümlerinde, guanin 

yükseltgenme sinyaline ait gün içi ve günler arası bağıl standart sapması sırasıyla % 1,84 

ve % 2,52‟dir (n=3). 

 Madde-DNA etkileĢiminin saf maddeler üzerinde yapılmasından sonra geliĢtirilen 

her iki teknik de löprolid‟in piyasa preparatı olan Lucrin
®

 enjeksiyonluk çözeltisine 

uygulanmıĢtır. Bu numunelerden alınan voltamogramlardan ilaç katkı maddelerinin 

yöntemlerimizi etkilemediği sonucuna varılmıĢtır. BoĢ KGE, dsDNA ile modifiye edilen 
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KGE ve çözelti ortamında löprolid-dsDNA etkileĢim için yapılan enjeksiyonluk çözelti 

çalıĢmalarından t ve F testi değerleri hesaplanmıĢ, teorik çizelge değerleriyle 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Üç teknik arasında enjeksiyonluk preparata uygulanması yönünden 

aradaki fark anlamsız bulunmuĢtur.  

Löprolid için geliĢtirilen her üç yöntemin de doğruluğu, duyarlılığı, 

uygulanabilirliği, seçiciliğini  gösterebilmek için yöntemlerin tüm validasyon çalıĢmaları 

yapılmıĢ ve elde edilen sonuçlarla yöntemlerin tekrar edilebilirliği, duyarlılığı, 

doğruluğu, seçiciliği ve uygulanabilirliği gösterilmiĢtir (Çizelge 3.17 ;3.18 ;3.19 ;3.21 

;3.22 ;3.24 ve 3.25).  

Tez kapsamında çalıĢılan üçüncü maddemiz kanser ilacı fulvestrant‟tır. Ġlaç 

analizlerinde kromatografik ve optik yöntemlere alternatif yöntem olarak nitelendirilen 

voltametrik teknikler kullanılarak, fulvestrant‟ın miktar tayininde kullanılabilecek yeni 

ve duyarlı yöntemler geliĢtirilmiĢ, molekülün yükseltgenmesine ait mekanizmaya ıĢık 

tutması düĢüncesiyle bor ile dope edilmiĢ elmas (BDEE) elektrotla dönüĢümlü 

voltametri (DV) ve AdSDPV teknikleri kullanılmıĢtır. 

Fulvestrant elektrokimyasal tepkimeleri mekanik ön iĢlemle temizlenmiĢ BDEE 

elektrot kullanılarak incelenmiĢtir. Sonuçların tekrar edilebilirliği bu ön iĢlemin yeterli 

olacağı fikrini vermektedir (Çizelge 3.16). BDEE elektrotla değiĢik pH değerlerinde ve 

farklı destek elektrolitleri içerisinde yapılan çalıĢmalar, fulvestrant‟ın yüksek potansiyel 

değerlerinde bütün ortamlarda ve pH değerlerinde tersinmez olarak yükseltgendiğini 

göstermektedir. pH çalıĢmalarına baĢlamadan önce sıyırma voltametrisi parametreleri 

orta bir pH‟da optimize edilmiĢtir. Biriktirme süresi ve potansiyeli optimize edilmiĢ, 

sırasıyla +1,05V ve 90 sn olarak bulunmuĢtur. Fulvestrant‟a ait yükseltgenme piki 

+1,05V‟da 90 sn karıĢtırılarak AdSDPV tekniğiyle elmas elektrot kullanılarak 

kaydedilmiĢtir. Pik akımları ve potansiyelleri %30 asetonitril içeren destek elektrolitler i 

ile tayin edilmiĢtir. Böylece değiĢik elektrokimyasal tekniklerle (dönüĢümlü ve 

diferansiyel puls voltametrisi) çeĢitli destek elektrolit ve tamponlarıyla birçok kez ölçüm 

alınmıĢtır. Fulvestrant‟ın BDEE elektrot kullanarak pH 1,00–12,00 aralığında 

yükseltgendiği görülmüĢtür. 
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Fulvestrant için DV ve AdSDPV teknikleri ile 0,1M H2SO4, pH 2,00–12,00 

Britton-Robinson, pH 2,00–7,00 fosfat ve pH 3,50–5,50 asetat tampon çözeltileri ile 

çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bütün çalıĢmalarda % 30 asetonitrilli ortam sabit tutularak 

deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir. AdSDPV eğrilerinin pik akımı–pH eğrileri incelendiği 

zaman, bütün teknikler için en yüksek akım değerine 0,1M H2SO4 destek elektroliti (% 

30 asetonitrilli ortam) ile ulaĢıldığı görülmektedir. 

Olayın özelliğini anlayabilmek için seçilmiĢ olan ortamda yapılan hız taraması 

deneylerini değerlendirmek için ip- ν
1/2

,  ip- ν ve log ip-log v iliĢkileri incelenmiĢtir. DV 

tekniği ile, fulvestrant‟ın 0,1M H2SO4 (% 30 asetonitril ortam) destek elektrolitinde; 5 - 

1000 mVs
-1

 hız tarama aralığında, değiĢik tarama aralıklarda, incelemeler yapılmıĢtır. 

Fulvestrant‟ın hız taramasına ait sonuçlara göre piki adsorpsiyon kontrollü 

bulunmuĢtur. 0,1M H2SO4‟de 4x10
–5

M deriĢimde, 5-1000 mVs
-1

 aralığında yapılan hız 

taraması sonucunda; pik akımının (ip2) ve  v arasında doğrusal bir iliĢki saptandı. 

 ip (μA) = 0,0041ν  (mVs
-1

) + 0,3162    (r: 0,992 ; n: 10) 

Elde edilen bu doğrusallık da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu 

göstermektedir. Aynı hız aralığındaki log v – log i grafiği ve denklemi incelenince (ġekil 

3.43) bulunan eğim değerinin 0,69 olup adsorpsiyon kontrollü teorik değer olan 1,00‟e 

yakın bulunması reaksiyonun adsorpsiyon kontrollü olduğunu göstermektedir (Laviron, 

ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990). 

Elde edilen doğru denklemi; 

Log ip (μA) = 0,69log v (mVs
-1

) – 1,45  (r: 0,998; n: 10)  

5–1000 mVs
–1

 aralığında yapılan hız taramasında pik akımı ve potansiyelinin 

değerlendirilmesi sonucunda hız artmasıyla pik potansiyeli 230 mV pozitife kayması 

katodik yönde bir pik yada dalga olmaması ile birlikte olayın tersinmez olduğunu 

göstermektedir. 

pH taraması sırasında yükseltgenme pik potansiyeli pH arttıkça daha düĢük pozitif 

potansiyele kaymıĢtır, bir doğrusallık elde edilmiĢtir. 
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Ep(mV) = 954,83 – 29,45pH              r = 0.991       (pH:1.0 ve 9.0 arası) 

pH arttıkça pH 9,00‟dan sonra fulvestrant‟ın piki kaybolmuĢtur. pH taramasının 

pik akımı üzerine etkisi de BDEE elektrotla incelendi, ip - pH grafiğinden de anlaĢıldığı 

gibi maksimum pik akımı asit ortamda özellikle de 0,1M H2SO4‟de görülmüĢtür. Elde 

edilen verilerden bu pikin adsorptif karakterde olduğu bulunmuĢtur. Bu yüzden analitik 

ölçümler için de adsorptif sıyırma tekniği kullanarak düzgün, keskin ve en iyi pik Ģekli 

elde edilen 0,1M H2SO4 ile deneylere devam edilmiĢtir. 

Fulvestrant‟ın yapısında yer alan aromatik halka üzerindeki hidroksil grubundan 

yükseltgendiği düĢünülmektedir. Yükseltgenme sonrasında moleküldeki hidroksil 

grubunun kinon yapısına döndüğü düĢünülmektedir. Fulvestrant bütün destek elektroliti 

çözeltileri içerisinde 2 elektronlu bir oksidasyon ve hızlı kimyasal reaksiyonlarla 

benzokinona dönüĢür. (Grimshow, 2000; Demircigil ve ark., 2002) 

DV yöntemine ait BR, asetat ve fosfat tamponlarıyla elde edilen pik potansiyeli - 

pH eğrilerine bakıldığı zaman (ġekil 3.40) Ep-pH denkleminin eğimi  -29,45 mV‟dur. 

59 mV'dan (Nernst denklemindeki eğimden) daha düĢük olarak bulunması olayda proton 

iyonlarının etkili olduğunu göstermektedir. 

Yapılan 3 devirli eğrilerde elektrot cevabı ilk eğride dalga halinde gözükmektedir, 

daha sonraki devirlerde ise dalga pik Ģeklini almıĢtır. (ġekil 3.41 )  

Fulvestrant‟ın BDEE elektrot ile kararlı hal kinetiğini incelemek çin 5mVs
–1

 

tarama hızında 0,1M H2SO4 destek elektrolitleri içerisinde çizilen voltamogramları 

yardımı ile Tafel diyagramı çizilmiĢ doğrusal bölgenin eğimi hesaplanmıĢtır (ġekil 3.44 

ve Çizelge 3.33). Tafel eğrisi çizilirken gerçek denge potansiyelinden sapma yerine 

kararlı hal potansiyelinden baĢlayarak ölçülen potansiyel değerleri alınmıĢtır. Maddenin 

reaksiyona girmeye baĢladığı potansiyel noktasından baĢlanmıĢtır. Tafel diyagramının 

eğiminden n değeri hesaplanmıĢ ve 0,33 olarak bulunmuĢtur. Bulunan I0 değerinin çok 

küçük oluĢu ise (I0 = 1,35x10
–11

 A/cm
2
) bize bu reaksiyonların yavaĢ yürüdüğünü (yük 

aktarım hızının yavaĢ olduğunu) göstermektedir (Yıldız ve Genç, 1993).  
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Fulvestrant‟ın tayini için duyarlı ve seçici voltametrik yöntem geliĢtirmek 

amacıyla yapılan çalıĢmalarda DV‟ye göre daha keskin ve iyi belirlenmiĢ piklerin elde 

edilmesinden dolayı AdSDPV tekniği seçilmiĢtir. Analitik açıdan en iyi fulvestrant 

pikleri ve tekrar edilebilirlik sonuçları elde edildiği için 0,1 M H2SO4 destek elektroliti 

(%30 asetonitrilli) çalıĢma ortamı olarak seçilmiĢtir. AdSDPV için diğer kullanılan 

Ģartlar (sıyırma voltametrisi için; biriktirme potansiyeli 1100 mV, biriktirme süresi 150s 

olarak optimize edilmiĢtir), bulgular kısmında verilmiĢtir. Bu koĢullarda yapılan 

voltametrik analiz çalıĢmaları BDEE elektrodun fulvestrant‟ın sıyırma voltametrik 

yöntemlerle analizine uygun elektrot olduğunu göstermiĢtir. 0,1 M H2SO4 destek 

elektroliti (%30 asetonitril) içerisinde fulvestrant için her iki yöntemle de 1x10
–6

–8x10
–5

 

M deriĢim aralığında doğrusallık bulunmuĢtur (Çizelge 3.34). Yakalama sınırı olarak 

DPV için 2.36x10
–7 

M bulunmuĢtur.  

Voltametrik incelemenin saf maddeler üzerinde yapılmasından sonra geliĢtirilen 

teknikler fulvestrant‟ın piyasa preparatı olan Faslodex
®
 enjeksiyonluk çözeltilerine 

uygulanmıĢtır. Ġlaç numunesinden bilinen miktarda fulvestrant içeren numunelerin 

üzerine, bilinen miktarda saf madde ilave edilerek geri kazanım çalıĢmaları için 

numuneler hazırlanmıĢtır. Bu numunelerden alınan voltamogramlardan ve elde edilen % 

geri kazanım değerlerinin yüksek olmasından ilaç katkı maddelerinin yöntemlerimizi 

etkilemediği sonucuna varılmıĢtır. 

GeliĢtirilen tekniklerin insan serumundan fulvestrant‟ın tayinine uygulanabilirliği 

de araĢtırılmıĢtır. Yapılan geri kazanım çalıĢmaları ile elde edilen sonuçlardan serum 

içerisinde yer alan ve giriĢim yapması muhtemel maddelerin (endojen maddeler) analiz 

pikimizi ve yöntemimizi etkilemediği görüĢüne hem voltamogramlara hem de elde 

edilen geri kazanım sonuçlarına bakılarak varılmıĢtır.  

GeliĢtirilen tekniklerin doğruluğu, duyarlılığı, uygulanabilirliği, seçiciliğini 

gösterebilmek için yöntemlerin gerekli tüm validasyon çalıĢmaları yapılmıĢ ve elde 

edilen sonuçlarla yöntemlerin tekrar edilebilirliği, duyarlılığı, doğruluğu, seçiciliği ve 

uygulanabilirliği gösterilmiĢtir (Çizelge 3.36;  3.37; 3.38; 3.40; 3.41).  



313 

 

Fulvestrant‟ın bor ile dope edilmiĢ elmas elektrotta elektrokimyasal davranıĢı 

aydınlatıldıktan sonra DNA tutturulmuĢ kalem elektrot ile etkileĢim mekanizmalarının 

aydınlatılmasına çalıĢılmıĢtır. Balık spermi çift sarmal DNA ile fulvestrant‟ın etkileĢimi, 

0,02 M NaCl içeren asetat tamponu (pH 4,8) kullanılarak kalem elektrot yüzeyinde 

adsorptif sıyırma diferansiyel puls voltametri tekniği ile incelenmiĢtir.  

Madde ve dsDNA arasındaki etkileĢim, dsDNA bazlarından guanin yükseltgenme 

sinyalindeki farklılanma üzerinden incelenmiĢtir. dsDNA çalıĢmaları için öncelikle 

tekraredilebilir guanin sinyali elde edilen çift sarmal DNA deriĢimi belirlenmiĢtir. ġekil 

3.2‟e göre optimum çalıĢılan dsDNA deriĢimi 2,00 µg/mL ve ġekil 3.4‟e göre optimum 

karıĢtırma süresi 240 sn‟dir. Guanin akımının gün içi ve günler arası tekraredilebilirliği 

sırasıyla % 1,40 ve % 1,44‟dür. Guanin ve fulvestrant pik akımları etkileĢimden önce ve 

sonra Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) tekniğiyle ölçülmüĢtür. (ġekil 3.52a) 

EtkileĢimden sonra guanin sinyalinde doğrusal bir azalma görülmüĢtür (ġekil 3.52b).  

10,00 µg/mL deriĢimdeki löprolid‟in 2,00 µg/mL deriĢimdeki dsDNA ile 

etkileĢimine dair diferansiyel puls ölçümlerinde, guanin yükseltgenme sinyaline ait gün 

içi ve günler arası bağıl standart sapması sırasıyla % 0,81 ve % 1,85‟dir (n=3). 

Optimum analitik çalıĢma performansının bulunabilmesi için çift sarmal DNA 

deriĢimi, biriktirme süresi ve dsDNA üzerindeki fulvestrant deriĢiminin ve etkileĢim 

süresinin etkileri gibi deneysel parametreler incelenmiĢtir.  

dsDNA optimizasyonu için 1,00–20,00 µg/mL deriĢim aralığında çalıĢıldı. 

Optimum biriktirme süresini bulmak için 2,00 µg/mL dsDNA ile 30–300 sn aralığında 

çalıĢıldı ve 240 sn olarak belirlenmiĢtir. Yöntemin enjeksiyonluk preparatlara da 

uygulanabilmesi için dsDNA‟yla etkileĢen fulvestrant deriĢimi ve etkileĢim zamanı 

optimize edilmiĢtir. Fulvestrant 0,00–40,00 µg/mL deriĢim aralığında 120 s etkileĢtirildi, 

guanin sinyalini en çok düĢüren deriĢim 10,00 µg/mL‟da olarak bulunmuĢtur. Bu 

deriĢimde 0–420 sn aralığında etkileĢim süresi optimize edildi ve 180 sn olarak 

belirlenmiĢtir.  
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Guanin yükseltgenme pik akımı fulvestrant ile etkileĢmesinden sonra doğrusal 

olarak azaldı. pH 4,80 asetat tamponu (%30 etanol) içerisinde guanin sinyalindeki 

azalma fulvestrant artan deriĢiminin (1,00–20,00 µg/mL aralığında) fonksiyonudur. 

(Çizelge 3.43). Yakalama sınırı 0,41 µg/mL bulunmuĢtur.  

Voltametrik incelemenin saf maddeler üzerinde yapılmasından sonra geliĢtirilen 

teknikler fulvestrant‟ın piyasa preparatı olan Faslodex
®
 film kaplı tabletlere 

uygulanmıĢtır. % geri kazanım çalıĢmaları için numuneler hazırlanmıĢtır. Bu 

numunelerden alınan voltamogramlardan ve elde edilen % geri kazanım değerlerinin 

yüksek olmasından ilaç katkı maddelerinin yöntemlerimizi etkilemediği sonucuna 

varılmıĢtır. dsDNA modifiye edilen KGE ve boĢ BDEE ile yapılan enjeksiyonluk 

preparat çalıĢmalarından t ve F testi hesaplanmıĢ, aradaki fark anlamsız bulunmuĢtur. 

Fulvestrant-dsDNA için geliĢtirilen yöntemin doğruluğu, duyarlılığı, 

uygulanabilirliği, seçiciliğini gösterebilmek için yöntemlerin tüm validasyon çalıĢmaları 

yapılmıĢ ve elde edilen sonuçlarla yöntemlerin tekrar edilebilirliği, duyarlılığı, 

doğruluğu, seçiciliği ve uygulanabilirliği gösterilmiĢtir (Çizelge 3.43; 3.44; 3.45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



315 

 

5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Moleküler tanı ve farmakogenetik çalıĢma alanlarında biyosensör tasarımında 

kullanılan nükleik asit tanıma katmanları, yeni ve ilgi çekicidir. DNA katmanlarına 

dayalı biyosensörlerin tasarımı ile ortaya çıkan elektrokimyasal DNA biyosensörleri    

(genosensörler) ile gelecekte hasta baĢında veya doktor gözetimindeki daha hızlı, daha 

güvenilir ve daha ucuz DNA analizlere olanak sağlayan biyoçiplere ait önemli adımlar 

atılmıĢ olacaktır. 

Adsorptif sıyırma voltametrisi; ucuzluğu, basitliği, hızı, duyarlılığı, aynı anda 

çoklu ve mikrohacim analit tayinine olanak tanıması ve gerektiğinde taĢınabilir ölçülere 

de sahip olması açısından modern DNA tanısı ve nükleik asit araĢtırmalarında geleceği 

çok parlak olan bir yöntemdir. 

Farmasötik ve biyolojik önemi olan pek çok bileĢiğin üzerinde yapılan 

elektrokimyasal çalıĢmalar; onların in vitro yükseltgenme mekanizmaları ile 

farmakolojik davranıĢları ya da diğer bir deyiĢle yapı-etki iliĢkileri arasında pek çok 

benzerlik olduğunu ortaya koymaktadır. (La-Scalea ve ark., 2001; Monzon ve Yudi, 

2001) Elektrokimyasal DNA biyosensörünün kullanıldığı bu araĢtırmadan elde edilen 

bilgiler, aynı zamanda yeni sentezlenen bu bileĢiklerin tıp ve eczacılıkta kullanılabilirliği 

için en uygun yapının ve fonksiyonel grupların önceden belirlenmesine ve in vivo 

davranıĢlarının anlaĢılmasına olanak sağlayacaktır. (Rauf ve ark., 2005; Swain ve 

Gierasch, 2006)  

Tez çalıĢmasının ilk bölümünde antiviral ilaç Efavirenz ile çalıĢılmıĢtır. Kalem 

grafit elektrot üzerinde farklı pH ortamlarında efavirenz‟in elektrokimyasal davranıĢı 

DV ve DPV metodu kullanılarak aydınlatılmıĢtır. Analitik çalıĢmalar için en uygun 

ortamın % 20 metanol içeren pH 3,00 BRT olduğu saptanmıĢtır. Kalem grafit elektrot 

kullanılarak efavirenz‟in adsorpsiyon kontrollü çıkan piki için AdSDPV tekniği ile 

elektrokimyasal ön biriktirme  basamağının Ģartları optimize edilmiĢ ve geliĢtirilen 

voltametrik tayin yöntemleri ile 0,018 – 2,56 µg/mL deriĢim aralığında doğrusallık (r: 

0,999) saptanmıĢtır. Efavirenz‟in DNA ile etkileĢmesi sonucunda, guanin yükseltgenme 
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sinyallerindeki değiĢim incelenmiĢ ve geliĢtirilen yöntem, efavirenz ile DNA‟nın 

etkileĢme mekanizmasının tayini için kullanılmıĢtır. Guaninin yükseltgenme sinyaline 

dayalı yanıtta bir azalma görülmüĢtür: bu değiĢim, DNA‟nın elektroaktif bazı, guanine 

ait yükseltgenebilen grupların kısmen hasar görmesi Ģeklinde yorumlanabilir. Her iki 

yöntemle de kalibrasyon eğrilerine ait ve gerekli diğer validasyon hesaplamaları yapılıp 

ilgili çizelgelerde verilmiĢtir. 

Tez çalıĢmasının ikinci bölümünde antikanser ilaç löprolid ile çalıĢılmıĢtır. Kalem 

grafit elektrot üzerinde farklı pH ortamlarında löprolid‟in elektrokimyasal davranıĢı 

DPV metodu kullanılarak aydınlatılmıĢtır. Analitik çalıĢmalar için en uygun ortamın pH 

2,00 BRT olduğu saptanmıĢtır. Kalem grafit elektrot kullanılarak löprolid‟in adsorpsiyon 

kontrollü çıkan piki için AdSDPV tekniği ile elektrokimyasal biriktirme basamağının 

Ģartları optimize edilmiĢ ve geliĢtirilen voltametrik tayin yöntemleri ile 0,005 – 0,200 

µg/mL deriĢim aralığında doğrusallık (r:0,997) saptanmıĢtır. Löprolid-dsDNA etkileĢimi 

için iki teknik kullanılmıĢ; hem dsDNA immobilize edilen KGE yüzeyinde; hem de 

çözelti ortamında etkileĢimleri incelenmiĢtir. Her iki teknikle de etkileĢim guanin 

yükseltgenme sinyallerindeki değiĢim üzerinden incelenmiĢ ve geliĢtirilen yöntem, 

löprolid ile DNA‟nın etkileĢme mekanizmasının tayini için kullanılmıĢtır. Guaninin 

yükseltgenme sinyaline dayalı yanıtta bir azalma görülmüĢtür: bu değiĢim, DNA‟nın 

elektroaktif bazı, guanine ait yükseltgenebilen grupların kısmen hasar görmesi Ģeklinde 

yorumlanabilir. Her iki yöntemle de kalibrasyon eğrilerine ait ve gerekli diğer 

validasyon hesaplamaları yapılıp, parametreler ilgili çizelgelerde verilmiĢtir. 

Tez çalıĢmasının üçüncü bölümünde antikanser ilaç fulvestrant ile çalıĢılmıĢtır. 

Bor ile dope edilmiĢ elektrot üzerinde farklı pH ortamlarında fulvestrant‟ın 

elektrokimyasal davranıĢı AdSDPV metodu kullanılarak aydınlatılmıĢtır. Analitik 

çalıĢmalar için en uygun ortamın % 30 asetonitril içeren 0,1 M H2SO4 olduğu 

saptanmıĢtır. BDEE elektrot kullanılarak fulvestrant‟ın adsorpsiyon kontrollü çıkan piki 

için AdSDPV tekniği ile elektrokimyasal ön biriktirme basamağının Ģartları optimize 

edilmiĢ ve geliĢtirilen voltametrik tayin yöntemleri ile 1x10
-6

–8x10
-5

 M deriĢim 

aralığında doğrusallık (r: 0,999) saptanmıĢtır. Fulvestrant‟ın dsDNA ile etkileĢmesi 
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sonucunda, guanin yükseltgenme sinyallerindeki değiĢim incelenmiĢ ve geliĢtirilen 

yöntem, Fulvestrant ile dsDNA‟nın etkileĢme mekanizmasının tayini için kullanılmıĢtır. 

Guaninin yükseltgenme sinyaline dayalı yanıtta bir azalma görülmüĢtür: bu değiĢim, 

dsDNA‟nın elektroaktif bazı, guanine ait yükseltgenebilen grupların kısmen hasar 

görmesi Ģeklinde yorumlanabilir. Her iki yöntemle de kalibrasyon eğrilerine ait ve 

gerekli diğer validasyon hesaplamaları yapılıp, gerekli parametreler ilgili çizelgelerde 

verilmiĢtir. 

dsDNA ile etkileĢen çeĢitli maddelerin voltametrik davranıĢlarının tayini, 

kemoterapide kullanılan dsDNA‟ya özgül olarak bağlanan moleküllerin dizayn edilmesi 

ve dsDNA‟ya bağlı hasta baĢı teĢhislerde kullanılan biyoteknolojik araçların 

geliĢtirilmesinde büyük bir önem taĢımaktadır. 

ÇalıĢmanın amacı olan dsDNA ile etkileĢen yeni sentezlenen bileĢiklerin dsDNA 

ile etkileĢim türlerinin, geliĢtirilen bu yöntemle tayini ilaç-dsDNA etkileĢim 

mekanizmalarının çözülmesinde tek kullanımlık elektrot sistemi ile kombine 

elektrokimyasal metodların geliĢtirilmesidir. Bu amaçla kalem grafit elektrodu (KGE) 

kullanılarak diferansiyel puls voltametri tekniğine dayalı daha hızlı, daha ucuz ve yeni 

bir yöntem geliĢtirilmiĢtir. 

GeliĢtirilen bu yöntemler, etken maddelerin farmasötik dozaj formlarına basit, hızlı 

ve herhangi bir ayırım yapılmadan doğrudan uygulanabilmiĢtir. Tablet ya da 

enjeksiyonluk dozaj form katkı maddelerinin çalıĢmamızı etkilemediğini kanıtlamak için 

geri kazanım çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢtığımız her üç maddenin de tayini için hızlı, kolay, doğru, duyarlı, kesin, 

seçici ve herhangi bir ayırma iĢlemine gerek duyulmayan voltametrik teknikler 

geliĢtirilmiĢ ve bunların etken madde içeren farmasötik dozaj formlarına 

uygulanabilirliği istatistiksel olarak gösterilmiĢtir. GeliĢtirilen her yöntemin gerekli tüm 

validasyon (yöntem geçerliliği) çalıĢmaları yapılmıĢtır ve elde edilen sonuçlar bu 

yöntemlerin, bu üç ilacın analizinde rahatlıkla kullanılabilecegini göstermiĢtir. 
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Sonuç olarak, gelecekte DNA‟ya hedefli ilaç olarak sentezlenen maddelerin 

kullanılabilirliğinin araĢtırılmasına yönelik yeni bir yöntem geliĢtirilmiĢtir. Ġlaç-DNA 

kompleksinin fonksiyonlarının incelenmesi ve bu fonksiyonel özelliklerin belirlenmesi, 

ilaç moleküllerinde hedeflerine göre yapmamız gereken tasarımlar için önemlidir. DNA-

ilaç etkileĢmelerinin türü ve DNA bazlarındaki yapı değiĢimleri, geliĢtirilen 

elektrokimyasal genosensörler ile aydınlatıldığında, belki ilacın biyolojik 

fonksiyonlarını içeren kurallar açıklanabilir. Bu kurallar sayesinde, kullanımda olan 

ilacın aktivitesini arttırmak veya istenen aktiviteyi gösterecek gerekli yapılara sahip yeni 

bir sınıf bileĢikler tasarlamak mümkün olacaktır. DNA analizlerine dayalı tasarlanan 

elektrokimyasal genosensörlerin, yeni sentezlenecek olan antibiyotik, antiviral, 

antikanser ilaç ve antisense oligonükleotitlerine dayalı ilaç hedefleme çalıĢmalarına 

katkıda bulunmak ve/veya bir ilaç hammaddesinin daha duyarlı bir Ģekilde tayinini 

yapmak amacıyla, gelecekte piyasaya sürülecek DNA biyoçiplerinin teknolojisini 

oluĢturacağı ümit edilmektedir. 
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ÖZET 

 

Bazı Antiviral ve Antineoplastik Ġlaç Etken Maddelerinin DNA ile EtkileĢimi ve 

Elektrokimyasal Analizleri 

Bu çalıĢmada efavirenz, löprolid ve fulvestrant ilaçlarının çift sarmal DNA (dsDNA) ile 

olan etkileĢimleri elektrokimyasal yöntemlerle incelenmiĢtir. EtkileĢimlerin 

belirlenebilmesi için elektrokimyasal tayin tekniklerinden diferansiyel puls voltametri 

(DPV) tekniği ile tek kullanımlık kalem elektrot (KGE) çalıĢma elektrodu olarak 

kullanılmıĢtır. Deneysel parametrelerdeki farklılık (incelenen ilaç deriĢimi, DNA deriĢimi, 

madde-DNA etkileĢme süresi) DPV tekniğiyle ölçüm yapılarak incelenmiĢtir.  

           Efavirenz‟in dsDNA ile etkileĢiminde, dsDNA‟nın elektroaktif bazı olan guanin 

yükseltgenme sinyalinde azalma gözlendi. Ayrıca efavirenz‟in yükseltgenme davranıĢı 

KGE üzerinde ve alkol – su karıĢımlı ortamda (20: 80 metanol: H2O, pH aralığı 2,00 – 

10,00) DönüĢümlü voltametri (DV) ve DPV teknikleri ile çalıĢılmıĢtır.  

           Löprolid‟in dsDNA ile etkileĢiminde, hem elektrotta hem de çözelti ortamında dsDNA‟ 

nın elektroaktif bazı olan guanin yükseltgenme sinyalinde azalma gözlendi. Ayrıca 

löprolid‟in yükseltgenme davranıĢı KGE ile pH 2,00 – 12,00 aralığında DV ve DPV 

teknikleri ile çalıĢılmıĢtır.  

          Fulvestrant‟ın dsDNA ile etkileĢiminde, dsDNA‟ nın elektroaktif bazı olan guanin 

yükseltgenme sinyalinde azalma gözlendi. Ayrıca fulvestrant‟ın yükseltgenme davranıĢı 

Bor ile dope edilmiĢ elmas elektrot (BDEE) üzerinde ve alkol – su karıĢımlı ortamda 

(30: 70 Asetonitril: H2O, pH aralığı 1,00 – 12,00) DV ve DPV teknikleri ile çalıĢılmıĢtır.  

         Efavirenz, löprolid ve fulvestrant‟ın dsDNA ile etkileĢmeleri sonrasında yanıtta gözlenen 

azalmalar, bu ilaçların dsDNA‟nın çift sarmal yapısını bozabileceği Ģeklinde yorumlanabilir. 

ÇalıĢılan ilaçların ve dsDNA ile etkileĢimlerinin miktar tayini için AdSDPV tekniğiyle 

çalıĢılmıĢtır. GeliĢtirilen bütün yöntemler maddelerin farmasötik dozaj formlarına ile 

uygulanmıĢtır.  

Anahtar kelimeler: dsDNA, etkileĢim, guanin, kalem grafit elektrot, miktar tayini, 

voltametri.  
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SUMMARY 

 
Interaction Between DNA and Some Antiviral, Antineoplastic Drugs  and Their 

Electrochemical Analyses 

In this study, the interaction of efavirenz, leuprolide and fulvestrant with double 

stranded DNA (dsDNA) structure was examined with electrochemical methods. For 

investigation of these interactions, differential pulse voltammetry (DPV) technique was 

utilized. This is  an electrochemical designation technique in which a  disposable pencil 

graphite electrode (PGE) was used as a working electrode. The difference in the 

experimental parameters (the concentration of studied drug, the concentration of dsDNA, and 

the interaction time of compound with DNA) was studied by measuring with DPV technique.  

           The interaction of efavirenz with dsDNA showed a decrease in the oxidation signal of 

guanine. Also, the electrochemical oxidation of efavirenz was studied in hydroalcoholic 

media (20:80 methanol: H2O, pH range 2,00 – 10,00) using cyclic voltammetry (CV) 

and DPV at PGE.  

           The interaction of leuprolide with dsDNA showed a decrease in the oxidation signal of 

guanine both on the electrode and also in solution media. Also, the electrochemical 

oxidation of leuprolide was studied between pH 2,00 – 12,00 range using CV and DPV 

at a PGE.  

         The interaction of fulvestrant with dsDNA also showed a decrease  in the oxidation 

signal of guanine. Also, the electrochemical oxidation of fulvestrant was studied in 

hydroalcoholic media (30:70 methanol: H2O, pH range 1,00 – 12,00) using CV and DPV 

at a boron-doped diamond electrode (BDEE).  

       The decrease in guanin signals that is observed after interaction of efavirenz, 

leuprolide and fulvestrant with dsDNA could be explained by a possible damage of these 

drugs to the double helix form of dsDNA. Determination of the drugs and their 

interaction with dsDNA were performed by AdSDPV. All these developed methods 

were applied for the analysis of these drugs in pharmaceutical dosage forms.  

Keywords: determination, dsDNA, interaction, guanine, pencil graphite electrode, 

voltammetry.  
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