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Bu tez ¢aligmasinda, bitkisel kaynakl ve antineoplastik bir ajan olan, antikanser etki gésteren etoposid
i¢in basit, hizli ve duyarli bir voltametrik yontem gelistirilmistir. Etoposid’in elektrokimyasal 6zellikleri ve
miktar tayini tek kullanimlik kursun kalem elektrot (PGE) kullanilarak kare dalga (SW) ve doniisiimlii volta-
metri (CV) yontemlerinden yararlanilarak incelenmistir. SW voltametri yontemi ile Britton Robinson (BR)
tamponu (5 mM SDS igeren pH =3.0) ortaminda Etoposid’in +0.563 V (vs. Ag/AgCl) geriliminde (0.00 V ve
60 s 6n-deristirme sonrasi) anlamli voltametrik bir yanit vermistir. PG elektrot kullanilarak gelistirilen elektro-
analitik yontem idrar ve ilag numunelerine basarili bir sekilde uygulanmistir.
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In this thesis work, A simple, fast and sensitive voltammetric method has been developed for etoposide,
a plant-derived antineoplastic agent with anticancer effects. The electrochemical properties and determination
of etiposide were investigated using a disposable pencil electrode (PGE) using square wave (SW) and cyclic
voltammetry (CV) methods. Etoposide gave a significant voltammetric response at +0.563 V (vs. Ag/AgCl)
(0.00 V and 60 s post-concentration) in Britton Robinson (BR) buffer (pH = 3.0 containing 5 mM SDS) by SW
voltammetry method. The electroanalytical method developed using PG electrode was successfully applied to
urine and drug samples.
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1.GIRIS

Giintimiizde beslenme, yaslilik, ¢cevresel ve genetik yatkinliga bagli olarak hizla artan
kanser hastaliklarinin 6nlenmesi/iyilestirilmesi i¢in sinirsiz sayida ¢alismalar yapilmaktadir.
Ulkeler bu calismalar icin biiyiik biitceler ayirmaktadir. Bu anlamda viicutta kansere sebep
olan hiicreleri iyi anlamak ve tanimak gerekmektedir. Kanserin isleyisinde etkin olan bile-
senlerin neler oldugunu, hangi yapilardan, organlardan, ne kosullarda iiretilip sentezlendigi,
viicutta nasil yol aldigi ve zarar mekanizmasiin nasil gelistigini kesfetmek son derece
onemlidir. Bu maksatla uygun analizlerin veya teshislerin zamaninda yapilmasi1 ne kadar
onemliyse kanser hiicresinin olumsuz etkilerini azaltmak veya tamamen ortadan kaldirmak
icin akademik caligmalarin yapilmasi da son derece énemlidir. Her ne kadar yeni ilag ve
farkl1 tedavi yontemleri olsa da gelisen teknoloji ve yapilan arastirmalar sonucunda bu alan-
daki kosullar her gecen giin dahada iyilestirilebilmektedir. Bununla birlikte daha az toksik
ilaglarin denenmesiyle giinden giine daha giivenli bir tedavi ortami olusturulabilmektedir. Bu
durum tedavi siirecinde kullanilan farmasaétik bilesenlerin dogru, hizli ve kolay bir sekilde
analizlerinin yapilmasi i¢in ayrica 6nem arz etmektedir. Disiplinlerarasi ¢alismalarda; bu ve
buna benzer analizlerin gergeklesmesinde analitik yontemlerin kullanildigi bilinmektedir. Bu
anlamda disiplinlerarasi ¢alismalarda, 6zellikle analitik kimya analitin farkli ortamlarda ana-
lizi i¢in, spektroskopik, kromatografik ve elektrokimyasal yontemleri kullanma ve uygula-
mada diger disiplinlere gore bir adim daha 6ne ¢ikmaktadir.

Maddelerin bilesenlerinin ve yapilarinin saptanmasini inceleyen kimyanin alt ana bi-
lim dali olan analitik kimya; kimyasal islemlerin bilimsel amagla kullanildig1 ve ¢6ziim {iret-
memizi saglayan alternatif yollar gelistiren 6zellikle analitik yaklasim i¢in gerekli temel bilgi
ve yontemler ile bunlarin mevcut ve yeni teknolojilerle uyumunu ve geligsmesini igeren bir
bilim dalidir. Analitik kimyanin tanimindan da anlasilacag iizere bilim insanlar1 ugrastiklar
maddeyi en dogru sekilde kesfetmek ve analiz etmek igin analitik yontemleri kullanirlar. Bu
analitik yontemlerden olan elektrokimya, kimyasal tepkimeler ile elektrik enerjisi arasindaki
iliskiyi temel alan ve bu siiregte elektroaktif olan maddenin hem kalitatif hemde kantitatif
ozelliklerini inceleyen bir bilim dalidir. Elektroanalitik yontemler, farkli yiikseltgenme/in-

dirgenme basamagindaki tiirlerin kolayca saptanabilmesi, bu yontemlerin uygulanmasini



saglayan cihazlarin kromatografik ve spektroskopik cihazlara gére ¢ok daha ucuz, kullanim-
larinin kolay olmasi ve genellikle kimyasal tiirlerin analitik derisimini belirtmesi gibi 6nemli
avantajlara sahiptirler. Ozellikle voltametrik tekniklerle gergeklestirilen ilag bilimi, klinik ve
adli tip analizleri, madde analizlerin yapilabilir olmasinin yaninda numunenin rahatlikla ve
kisa zaman i¢inde hazirlanabilmesi ve analizin hizli bir sekilde gergeklestirilebilir olmasi
aragtirmacilar i¢in etkileyici olmaktadir.

Kanser, diinyada oliimle sonuglanan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Kanser tedavisinde; radyoterapi, kemoterapi ve hormon tedavisi, en fazla kullanilan yontem-
lerdir. Bu yontemlerin olumlu ve kabul edilebilir birgok yonii olmasina ragmen bu yontemler
uygulanirken saglikli hiicrelere de zarar gormektedir. Kemoterapide, timor hiicrelerini
6ldiirmek veya biiylimesini kontrol etmek igin sitotoksik veya sitostatik ilaglar uygulanir. Bu
ilaglarin uygulanmasinda hasta yaninda bulunan kisiler, tiretim sirketleri ve bu sirketlerdeki
caliganlar, saglik calisanlari ilaglarin etkisine maruz kalmaktadirlar. Bu durum insan sagligi
acisindan ciddi anlamda risk olusturmaktadir.

Antineoplastik bir ajan olan Etoposid, giiglii bir kliniktir. Bitki kaynakli bilesikler,
taksol, vinblastin, vinkristin, kamptotesin tiirevleri, topotekan ve irinotekan ve epipodofilo-
toksinden tiiretilen etoposid dahil olmak tizere klinik olarak yararli bir¢ok anti-kanser ajani-
nin énemli bir kaynagi olmustur. Kiigiik akciger kanserleri, lenfoma, I6semi'nin AIDS ile
iliskili yumusak doku kanseri dahil olmak iizere bir¢ok tiimore kars etkilidir. Kan kanseri
olan hastalarda kemik iligi nakli igin hazirlik asamasinin bir pargasi olarak kullanilir. Etopo-
sidin etki mekanizmasi1 hakkinda bilinenler ise DNA topoizomeraz Il ile etkilesime girerek
ya da serbest radikaller olusturarak DNA kopmalarina neden olan bir ilag oldugudur.

Yapilan literatiir arastirmasina gore, Etoposid {izerinde farkli analitik yontemlerin
kullanildigi ¢alismalarin oldugu tespit edilmistir. Yukarida sunulan bilgilerin 1s1ginda belir-
lenen tez c¢aligmasinda; kanser tedavisinde kullanimi giderek yayginlasan Etoposid
bilesiginin redoks ozelliklerinin incelenmesine ve tayinine uygun voltametrik bir yontemin
gelistirilmesi amaglanmistir. Boylece 6zetle sunulan bilgilerden faydalanilarak; sunulan bu
tez ¢alismasinda, antineoplastik ilag grubunda yer alan ve bir alkilleyici ajan 6zelligi tasiyan
"Etoposid” bilesiginin analizi i¢in tek kullanim 6zelliginde olan kursun kalem elektrot kulla-
nilarak elektroanalitik etkinligi arastirtlacaktir.

Tez calismas: kisaca asagidaki asamalar takip edilerek ilerleyecektir:




Ik bsliimde Kursun Kalem elektrot iizerinde farkl: destek elektrolit ¢ozeltileri icinde
genis bir pH araliginda, Etoposid bilesiginin elektrokimyasal davranisi detayli bir

sekilde incelenmesi,

Ikinci boliimde ise Edopsidin analizine iliskin bir voltametri teknigi gelistirilecek ar-

dindan bu teknigin optimum kosullarinin belirlenmesi,

Ucgiincii béliimde ise 6nceki boliimlerden elde edilen bilgiler cercevesinde Edopsidin
farmasotik ve idrar numunelerinde analizine iliskin yontemin analitik validasyon

caligmlar1 yapilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, maddelerin elektrokimyasal 6zelliklerinden yararlanarak kimyasal tep-
kimeler de indirgenme-yiikseltgenme olaylarinin gergeklesmesi ile alinan ve verilen elekt-
ronlarin hareketini inceleyen bir bilim dalidir. Elektrokimyanin esas alinarak kullanilan y6n-
temler; redoks titrasyonlari, potansiyometri, kulometri, voltametri, hiz/denge sabitleri, anali-
tin eser diizeyde analizi, tiirlendirme, iletken polimer sentezi gibi farkl1 alanlar gosterilebilir.
Elektroanalitik yontemler, bir¢ok yiikseltgenme basamagindaki tiirlerin kolayca tespit edil-
mesini saglar. Bu yontemlerin uygulanmasini saglayan cihazlar kromatograflara ve spektro-
fotometrelere gore ¢ok daha ucuzdur. Bu gibi istiinliikler sayesinde elektrokimyanin
popiileritesi her gegen giin daha da artmaktadir. Elektroanalitik teknikler potansiyometrik ve
poatansiyostatik teknikler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Potansiyometride, akim sifir oldugu
kosullarda deneyler yapilirken potansiyostatik yontemler ise gerilim kontrollii sartlarda ger-
ceklestirilmektedir. Cozelti ve elektrot arasindaki yiik iletimi incelenir.(Wang, 2006) Elekt-
roanalitik yontemler ara yiizeyde gerceklesen degisimlerin incelendigi yontemler ve ¢ozelti
ortaminin tiimiinde meydana gelen yontemler olmak tizere 2 grup altinda toplanabilir(Sekil
2.1). Elektroanalizde deneyler elektrokimyasal hiicre olarak adlandirilan bir sistem iginde
yapilmaktadir. Bu hiicre; elektrot, elektrolit ve 6lgiim devresi kisimlarindan olugsmaktadir.

Elektrolit, su veya organik ¢oziiciilerde %100 iyonlasarak elektrigin iletimini sagla-
yan bilesenlerdir. Sulu ortamda siklikla kullanilan elektrolitler, HCI, NaOH vb. iken organik
¢oziiciilerde ise tetrabiitil amonyum perklorat, tetrametil amonyum kloriir gibi tersiyer amon-
yum tuzlar1 kullanilmaktadir.

Olgiim devresi, elektrokimyasal dlgiimlerin yapildig1 cihaz ve onun baglantilaridir.
Olgiim devresi kullanilacak elektrokimyasal yonteme gére degismektedir. Akim veya gerilim
kaynagi olarak potantiyostat/galvanostat cihazi kullanilirken iletkenlik 6l¢iimlerinde kon-
diiktometre kullanilir.

Elektrotlar, bir elektriksel iletkenlik 6zelligi gosteren ve redoks reaksiyonlarinda kul-
lanilan malzemelerdir. Voltametri, ¢calisma elektrotunun tam polarize oldugu sartlarda galis-

malrin yapildig: bir elektroanalitik tekniktir. Burada kullanilan ¢alisma elektrotunun yiizeyi



genellikle birka¢ milimetrekareden daha kiigiiktiir. Voltametri, elektroaktif organik ve inor-
ganik maddelerin cesitli ortamlardaki ¢ozeltilerinden uygun kosullarda elde edilen akim eg-

rilerinin(voltamogram) karakteristiklerini degerlendiren analiz teknigidir.

/ Elektroanalitik Yintemler \

Ara Yilzey Analiz Ortaminin
Yintemleri Tamammda Gergeklesen
/ "\ Yintemler
Statik Dinamik \ .
Yiinte mlﬂ Yiintemler Kondiiktometri Kondiiktometrik
Titrasyonlar
Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyon
Sabit Elektrot :::::::I‘I:I Elektrogravimetri Sabit Akim
I'omnsnel]\nlummm
Amperometrik Kulometrik Elek . .,
Titrasyonlar Titrasyonlar lektrogravimetri
Voltametri

Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin sematik gosterimi (Gokge, 2004)

2.1.1. Voltametri

Voltametri, ¢alisma elektrodu ile polarize bir elektrot kullanilarak gesitli ortamlarda
redoks tepkimesi ile akim-gerilim ve derisim islemlerinin yapilmasi ve incelenmesine daya-
nan bir elektroanalitik yontemdir.(Skoog, 1998) Calismanin tiiriine gore gerilim kademeli
veya stirekli olarak degistirilir ve akim 6lgiiliir. Elde edilen egrilerin sekli, gerilim degisimin
hizina ve ¢6zeltinin karigtirilip karistirilmamasina veya hareketsiz kalmasina baglidir(Bard,
vd. 2000).

Voltametrik tekniklerin; diisiik derisimlerde metallerin, organik ve inorganik bilesi-
klerin belirlenmesine olanak saglamasi (Fifield, 2000) elektroaktif tiirlere kars1 secici (Barek,
vd. 2001, 5.556-562) ve ayn1 zamanda ucuz ve kolay olmasi 6nemili avantajlar sunmaktadir.
Voltametrik teknikler; calisma elektrotunun yapisina ve destek elektrolitin tiiriine gore olusan
yiikseltgenme/indirgenme siirecleridir. Ayniz zamanda organik ve inorganik bilesiklerin el-

ektron aktarim siirecleri ve bunlarin ¢aligmalari hakinda detayli bilgiler sunmaktadirlar



(Skoog, 1998). Son yillarda gelistirilen farkl: tiir elektrot sekil ve tasarimi elektrodun akti-
vasyon islemleri “kati elektrot voltametrisi 'ni giindeme tagimistir. Kati elektrot voltametrisi
yeni yontemler kullanilarak degisik derisim diizeylerinde ¢alismaya imkan vermesi nedeni-
yle bu teknikleri iistiin hale getirmistir. (Czae ve Wang, 2000, s.921- 928;Barek, vd. 2001,
5.556-562)

Voltametrik teknikler ¢ok farkli analizlerde tercih edilmektedir. Bu tekniklerin en
onemli 6zelligi cok diisiik derisimdeki maddelerin (10°1°-10"*2 M) analizine olanak tanimasi-
dir. Bu deneylerde diisiik diizeyde analiz imkani, duyarli ve hizli bir sekilde deneylerin ta-
mamlanmasi ve elde edilen bilgilerin dogrulugu farmasétik analizler gibi direk insan sagli-
giyla alakali olmasi son derece 6nemlidir. Tiim bu avantajlar dogrultusunda son yillarda far-
masotik maddelerin kalitatif ve kantitatif analizlerine yonelik ¢alismalarda voltametrik tek-
nikler cok 6nemli bir yere sahip olmuslardir.

Voltametrik analizler ii¢lii hiicre sisteminde ¢alisma, yardimci ve referans elektrot
bulunmaktadir. Bu voltametrik sisteminde; farkli hacim boyutlarina sahip cam hiicreden,
manyetik karistiricidan ve sisteme sinyal saglayan potansiyostat kaynagindan (gerilim) olu-
sur.(Reinke ve Simon, 2002, s.1256-1260; Colombo ve Van den Berg, 1998, s.229-240)

Sistemdeki c¢alisma elektrotunun gerilimi anodik yada katodikyonde degistirilir.
Elektrotun yiizeyi olabildigince kiiciik tutularak tam polarizasyon ¢aligma kosullar1 saglanir.
Guimiis/giimis kloriir veya doygun kalomel elektrot referans elektrotu olarak kullanilir. Kar-
silastirma elektrotunun gerilimi elektrokimyasal analiz boyunca sabit tutulur. Genellikle yii-
zeyi biiyiik tutulan yardimei elektrot olarak kullanilan inert platin hiicredeki gegirgenligi sag-
lamak i¢in kullanilir. Dogrusal taramali gerilim elde etmek i¢in sinyal kaynag: jeneratorii bu
amag i¢in kullanilmaktadir. Direnci ¢ok biiyiik olan (~10'! Q) sinyaller potansiyostatik kont-
rol devresine gelir. Bu sekilde akim ihmal edilmis olur. Buradan gelen akimi dogrudan yar-
dimc elektrot iistiine alir. Potansiyostatik kontrol devresi akimi diizenleyerek gerilim jena-
ratorii ile karsilastirma ve galisma elektrotlarinin gerilimlerinin diizgiin ve esit olmasini sag-

lar. Elde edilen akim gerilime doniistiiriilerek zamana kars1 grafige gegirilir (Sekil 2.2).



Sinyal Kaynagi \
Dogrusal
Taramal AMA L /
Voltaj
Jeneratorii 2
-5
Refi Yardhmer
l Elekiat | Elektrot
L\ Elektrokimyasal Akim-Yiik Donigtiiricii
PotansiyomﬁN Hiicre A
Kontrol Devresi

Caligma \ Kaydedici
Hikroelekrodu l_/

Sekil 2.2. Uc elektrotlu potansiyostat sistem diyagrami(Bard, 2001)

2.1.1.1. Dogrusal Taramalh Voltametri
Dogrusal taramali voltametri de gerilim sabit araliklarda kullanilir. Bu voltametri tiirii

ilk bulunan ve uygulanandir. Bununla birlikte, bu voltametri tekniginde de gerilim bir alt
limitten bir st limite dogru taranmaktadir. Uygulanan gerilimin degerlerine bagli olarak
akim sonuglar1, zamana kars1 grafige gegirilir(Wang, 2006, s.1-180). Sekil 2.3’deki gibi vol-

tamogramlar elde edilir.

Potansivel

Zaman

Sekil 2.3. Dogrusal gerilim tarama



2.1.1.2. Polarografi

Voltametri, Cekoslavak Kimyac1 J. Heyrovsky’nin “polarografi” teknigi tizerine 1920
yillarin basinda yaptigi bilimsel galismalar ile baslamistir. Bu teknik diger tekniklere gore
konveksiyonun engellenmis olmasi ve damlayan civa elektrot (DME) ¢alisma elektrotu ola-
rak kullanilmasi bakimindan diger voltametrik yontemlerden ayrilir Harvey, 2000, s.508-
527). Bu teknik ile notral molekiiller, anyonlar/ katyonlar ve bir¢ok organik bilesik analiz
edilebilir. Ayn1 zamanda ¢ok fazla sayida madde elektroaktif oldugu i¢in bu teknik ile analiz
edilebilirler.(Barek, vd. 2001, s.556-562)

DME'nin ¢alisma elektrotu olarak kullanildig: voltametrik teknik polarografi olarak
bilinmektedir. DME ¢alisma elektrotunun gerilimi referans elektrota kars1 degistirilip hiicre-
deki akimin kaydedilmesi bu teknigin ¢alisma esasini teskil etmektedir. Elektroaktif madde-
nin ¢alisma elektrotu olan DME {izerinde indirgenmesi/yiikseltgenmesi sonucu akim mey-
dana gelir. Burada olusan akima karsilik gerilim grafigi (polarogram) cizilir.(Wang, 2006,
5.1-180)
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Sekil 2.4. 1M hidroklorikasit(A) ve 1M hidroklorikasit (B) iginde 4x10* M Cd?* igin polarogramlar; id smir-
layict akimu temsil ederken, E1/2 yarim dalga gerilimidir. (Wang, 2006, s.1-180).



2.1.1.3. Doniisiimlii voltametri

Doniistimlii voltametri (CV), elektrokimyasal tepkimeler hakkinda kalitatif bilgi elde
etmek igin en ¢ok kulanilan tekniklerden biridir. CV’nin giicti, redoks proseslerinin termodi-
namigi, heterojen elektron transfer tepkimelerinin kinetigi ve birlesik kimyasal tepkimeler
veya adsorpsiyon prosesleri hakkinda hizli bir sekilde 6nemli bilgiler saglama kabiliyetinden
kaynaklanmaktadir. CV oOl¢timleri, elektroanalitik bir ¢alismada genellikle gerceklestirilen
ilk deneylerden biridir. Ozellikle, elektroaktif analitlerin redoks gerilimlerinin hizl bir konu-
munu ve ortamin redoks islemi tizerindeki etkisinin uygun bir sekilde degerlendirilmesini
saglar. CV tekniginde, gerilim ileri ve geri yonlerde uygulanmaktadir. (Sekil 2.5). Elde edilen
veriler gerilime kars1 akimin grafige gecirilmesi ile voltamogramlar elde edilir. Bu voltametri
tekniginde de tglii elektrot sistemleri kullanilir. Bu teknik durgun sistemde karistirilma ol-
maksizin yapilir ve CV’de hiz demek difiizyon demektir. Analit ile elektron arasindaki alis-
veris voltamogram iizerinden takip edilmektedir. CV, ti¢ggen bir gerilim dalga formu
kullanarak sabit ¢alisan bir elektrotun gerilimini (karistirilmamis bir ¢oziimde) dogrusal ola-

rak taramaktan olusur (Sekil 2.5).

zaman —p

Sekil 2.5. Doniisiimlii bir voltametrik deneyde gerilim- zaman uyarma sinyali.(Wang, 2006, s.1-180)

Sekil 2.6 tek bir gerilim dongi sirasinda bir redoks ciftinin beklenen yanitini goster-
mektedir. Bu nedenle, ilk yar1 dongii i¢in, azalmanin olmadig: bir degerden baslayarak, ne-

gatif giden bir gerilim taramas1 secilir. Uygulanan gerilim redoks islemi i¢in karakteristik
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E°'ye yaklastikca, katodik akim bir zirveye ulasilana kadar artmaya baslar. Indirgeme isle-
minin gergeklestigi gerilim bolgeyi gectikten sonra gerilim taramanin yonii tersine gevrilir.
Ters tarama sirasinda, R molekiilleri ileri yarim dongiide tiretilir ve yiizeyin yakininda birikir,
tekrar baslangica ulasir yeniden yiikseltgenir ve bu da anodik bir tepe olusturur. (Wang, 2006,
5.1-180)
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Sekil 2.6. Tersinir redoks iglemi i¢in tipik dongiisel voltamogram grafigi.(Wang, 2006, s.1-180)

Dontigiimlii voltamogramdaki  karakteristik pikler, elektrot yiizeyinin yakininda
difiizyon tabakasinin olusumundan kaynaklanir. Bunlar, gerilim tarama sirasinda derigim-
mesafe 6zelliklerini dikkatlice inceleyerek en iyi sekilde anlasilabilir. Ornegin, Sekil 2.7, (a)
baslangi¢ gerilim degerine, (b, ¢) ¢iftin bigcimsel gerilimine (sirasiyla ileri ve geri taramalar
sirasinda) karsilik gelen farkli zamanlarda reaktan ve ftiriin igin dort derisim gradyanini gos-
terirken ve (c) sifir tepken yiizey derisiminin elde edilmesini ifade eder. Sonugta ortaya ¢ikan
akim pikleri, bu nedenle derisim gradyaninin zamanla siirekli degisimini yansitir. Bu ne-
denle, pik sinyal siddetindeki artis, difiizyon kontroliiniin elde edilmesine karsilik gelirken,
akim diistis (tepe noktasinin 6tesinde) sergiler (uygulanan gerilimden bagimsiz). Bu neden-
lerden otiirti, ters akim, ileri akim ile ayn1 sekle sahiptir. Ultra mikro elektrotlarin kullanimi
- kiitle tasima stirecine radyal (dogrusal) difiizyonun hakim oldugu sigmoid sekilli bir donii-

stimlii voltamogram ile sonuglanir.(Wang, 2006, s.1-180).
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Sekil 2.7. Redoks ¢iftinin yiikseltgenmis(Co) ve indirgenmis(CR) sekillerinin baslangig gerilimine () karsilik
gelen doniistimlii bir voltametrik deney sirasinda farkli zamanlarda, ileri ve ters taramalar (b, d) sirasinda ¢iftin

bicimsel gerilimine ve sifir tepken yiizey derisiminin elde edilmesi (c) (Wang, 2006, s.1-180)

CV ile elde edilen voltamogramlarin tarama hizi ile degisimi, elektrot ve elektrolit
ylizeyinde meydana gelen siireglerin anlagilmasi ve yorumlanmasi hususunda detayl bilgiler
sunmaktadir. Bu elektrokimyasal siirecte meydana gelen olaylarin anlasilmasi ve aktarilan
elektron basamak siiregleri voltamogramlardan elde edilebilir. CV ile ¢6zelti iginde bulunan
molekiiller veya iyonlar elektrot yiizeyinde adsorbe olabilmektedir ve aralarinda gesitli etki-
lesimler olabilir. Bu etkilesim elektrostatik ¢ekim kuvvetleri olabildigi gibi zayif etkilesime

sahip iyon-dipol etkilesimi de olabilmektedir.(Bard ve Faulkner, 2001;Gosser, 1994)
2.2.2. Puls voltametrik teknikler
Puls voltametrik teknikler, voltametrik Sl¢iimlerin algilama smirlarimi disiirmeyi

amaglamaktadir.(Barker, vd. 1952, s.685) Bu tiir teknikler, faradaik ve faradaik olmayan

akimlar arasindaki oranm1 énemli dlgiide artirarak, 10 M derisim seviyesine kadar analiz im-
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kan1 sunmaktadir. Biiyiik 6l¢iide iyilestirilmis performanslar1 nedeniyle, modern puls teknik-
leri, analitik laboratuvarda biiyiik 6l¢iide klasik polarografinin yerini almistir. Cesitli puls
tekniklerinin tiimii, 6rneklenmis bir akim/gerilim adim (kronoamperometri) islemine dayan-
maktadir. Her biri yaklasik 50 ms’lik bir siireye sahip olan bu tiir gerilim adimlarin bir dizisi,
calisma elektrotuna uygulanir. Gerilim kademelendirildikten sonra, sarj akimi hizla (iissel
olarak) ihmal edilebilir bir degere diiserken, faradaik akim daha yavas azalir. Boylece, puls
omriiniin sonundaki akimi 6rnekleyerek, sarj akimina karsi etkili bir ayrim saglanmis olur.
Cesitli puls voltametrik teknikler arasindaki fark, uyarma dalga bigimi ve mevcut érnekleme
islemidir. Hem normal puls hem de diferansiyel puls voltametri ile DME kullanildiginda her
civa damlasi igin bir gerilim puls uygulanir. Diisme stiresinin kontrol edilmesiyle puls, civa
damlasinin maksimum biiyiimesiyle senkronize edilir. Bu noktada, diisme émriiniin sonuna
dogru, faradaik akim maksimum degerine ulasirken, sarj akiminin katkist minimum-
dur.(Wang, 2006, s.1-180)

Puls voltametrik teknikler; “normal puls”, “diferansiyel puls-DP” ve “kare-dalga-
SW” voltametrik teknikler olarak ii¢ baslik altinda incelenir. Bu tekniklerden DP ve SW vol-

tametrik teknikler giiniimiizde bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2.2.1 Normal Puls VVoltametrisi

Normal puls voltametri, her damla 6mriiniin sonuna yakin énceden segilmis bir za-
manda ardigik damlalara uygulanan bir dizi artan genlik pulstan olusur.(Barker, vd. 1960,
s.79) Pulslar arasinda elektrot, analitin hi¢bir tepkimenin meydana gelmedigi sabit bir geri-
limde tutulur(Sekil 2.8). Pulsun genligi, her damlada dogrusal olarak artar. Puls uygulandik-
tan yaklasik 40 ms sonra akim olgiiliir, bu sirada sarj akimimin katkist neredeyse sifirdir.
Normal puls polarografi, kat: elektrotlar kullanildiginda da avantajli olabilir. Ozellikle, isle-
min biiyiik bir bolimiinde disiik bir baglangi¢ gerilimini muhafaza ederek, yiizey kirlenme
problemlerini (adsorbe edilmis tepkime iiriinlerinden dolay1) hafifletmek miimkiindiir. Tlgili
bir teknik olan ters puls voltametri, normal puls voltametrinin ayna goriintiisii olan bir puls
dizisine sahiptir.(Osteryoung, vd. 1980, s.62) Bu durumda, ilk gerilim dalganin platosundadir
(yani, indirgemenin ve ya yiikseltgenmenin meydana geldigi yer) ve bir dizi azalan genlikte

pozitif giden pulslar uygulanir.(Wang, 2006, s.1-180)
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Sekil.2.8. Normal puls voltametri i¢in uyarma sinyali grafigi

2.2.2.2. Diferansiyel puls voltametrisi

DP voltametri, organik ve inorganik tiirlerin eser diizeylerini analiz etmek i¢in ol-
dukga kullanighi bir tekniktir. DP voltametride, dogrusal bir gerilim rampasinda tist iiste binen
sabit biiytlikliik pulslarin disiisiin bitiminden hemen 6nceki bir zamanda galisan elektroda
uygulanir (Sekil 2.9). Akim, puls uygulamasindan hemen 6nce (1'de) ve tekrar puls 6mriiniin
sonunda (~ 40 ms sonra, 2'de, sarj akimi azaldiginda) olmak iizere iki kez uygulanir. ilk akim,
enstriimental olarak saniyeden ¢ikarilir ve bu akim farki [Ai =i (t2) - i (t2)] uygulanan gerilime
kars1 ¢izilir. Elde edilen DP voltamogram, yiikseklige karsilik gelen analitlerin derigimi ile

dogru orantili olan akim tepe noktalarindan olusur.
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Sekil.2.9. Diferansiyel puls voltametri icin uyarma sinyali grafigi

2.2.2.3. Kare dalga voltametrisi

SWYV, basamakli merdiven gerilimi tizerine bindirilmis simetrik bir kare dalgadan
olusan bir dalga formunun galisan elektroda uygulandig: biiytik genlikli bir diferansiyel tek-
niktir.(Osteryoung, vd. 1985, s.101A) (sekil 2.10) Akim, her bir kare dalga dongiisii sirasinda
iki kez, bir kez ileri pulsun sonunda (t1'de) ve bir kez de ters pulsun sonunda (t.'de) uygulanir.
SW modiilasyon genligi ¢ok biiyiik oldugundan, ters pulslar iiriiniin (ileri pulsun) ters tepki-

mesine neden olur. Iki 6l¢iim arasindaki fark, temel merdiven gerilimine gére ¢izilir.

POTANSIYEL
<
-
¢

ZAMAN

Sekil 2.10. Esw genligini, adim yiiksekligini AE, kare dalga periyodunu T, gecikme siiresini Td ve akim
Olglim siireleri 1 ve 2'yi gosteren kare dalga formu.
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2.2.3. Siyirma Voltametrisi

Siyirma voltametrisi, inorganik/organik maddelerin analizini gergeklestirmek igin
son derece duyarli bir tekniktir.(Wang, vd. 1985;Copeland, vd. 1974) Olaganiistii duyarliligi,
son derece uygun bir sinyal: artik akim orani tireten gelismis 6l¢iim prosediirleri ile etkili bir
on deristirme siirecine baghdir. Analit ¢alisma elektrotta 6n-deristirme yada biriktirme tek-
nigi ile dnceden konsantre edildiginden, algilama sinirlar1 ¢ozelti fazi voltametrik 6lgiimlere
kiyasla iki ile tig biiyiikliik siras1 kadar diistirtiliir. Bu nedenle, nispeten ucuz enstriimantasyon
kullanilarak 107*° M'ye kadar diisiik derisim seviyelerinde cesitli matrislerde ayn1 anda dort
ile alt1 metal dlgiilebilir. Esasen siyirma analizi iki asamali bir tekniktir. ilk veya biriktirme
asamasi, metalleri 6nceden yogunlastirmak igin ¢ozelti igindeki metal iyonlarmin kiigtik bir
kisminin ¢alisma elektrotuna elektrolitik biriktirilmesini i¢erir. Bunu, birikintinin ¢oziinme-
sini (siyrilmasini) igeren styirma adimi (6lgiim adimi) izler. Biriktirme ve 6l¢iim adimlarinin
dogasina bagl olarak siyirma analizinin farkli versiyonlari kullanilabilmektedir.(Wang,
2006, s.1-180)

2.2.3.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Anodik siyirma voltametrisi (ASV), siyirma analizinin en yaygin kullanilan seklidir.
Bu durumda, metal ya da analit ¢calisma elektrotuna elektrodepozisyonla énceden konsantre

edilir. On biriktirme, kontrollii bir zaman ve gerilimde katodik biriktime ile yapulir.

2.2.3.3. Adsorptif Styirma Voltametrisi

Adsorptif styirrma analizi, styirma dlgiimlerinin kapsamini bir ¢ok anorganik ve orga-
nik maddenin analizinde basaril1 bir sekilde uygulanmaktadir. (Wang, 1989, s.1; Paneli vd.
1993, s.355) Bu teknikteki strateji, metalin yiizey aktif kompleksinin olusumunu, ¢alisma
elektrotu yiizeyinde birikmesini ve indirgenmesini icermektedir. Adsorbe edilmis tiirii
6lgmek icin sirastyla negatif giden gerilim taramasi veya sabit katodik akima sahip hem po-

tansiyometrik styirma hemde voltametrik siiregler uygulanabilir.
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2.2.3.4. Katodik Siyirma Voltametrisi

Katodik siyirmama voltametrisi (CSV), ASV'nin ayna goriintiisidiir. Analitin anodik
biriktirilmesini ve ardindan negatife giden bir gerilim taramada siyrilmasini igerir: Meydana
gelen indirgenme pik akimu, istenen niceliksel bilgiyi saglar. Katodik siyirma voltametri, civa
ile ¢oziinmez tuzlar olusturabilen ¢ok c¢esitli organik ve inorganik bilesikleri analiz etmek

icin kullantlir.

2.3. Elektrokimyasal Sistemler

Elektrokimyasal ¢aligmalarda, voltametrik dlglimleri gergeklestirmek igin en az iki
elektrot gerekir. Bunlardan ilki analit ile temas eden ¢alisma elektrodudur. Bu elektrot istenen
gerilimi kontrollii bir sekilde uygulamali ve devreden gecen akimi analite ve analitten dev-
reye transferini kolaylastirmalidir. Diger elektrot ise ¢ozelti ortaminin derisimden bagimsiz
olan referans elektrottur(Ag / AgCl veya Hg / Hg2Cl2). Bu elektrotun esas gorevi hiicre geri-
limini kontrol altinda tutmaktir. Ozellikle referans elektrodun devreden gegen akim degisim-
lerinden etkilenmemesi i¢in kullanilan yardimci elektrot olarak platin tel ayn1 zamanda hiic-
rede meydana gelen akimi dengelemek igin akim gegisini kendi {istiine almaktadir. Bu sekilde

tasarlanan ti¢ elektrotlu hiicreler sekil 2.11’de verilmistir.

WE

Sekil 2.11.Voltammetrik 6lgiimler i¢in bir hiicrenin sematik diyagrami: WE - ¢alisma elektrotlar1; RE - refe-
rans elektrot; CE - karsi elektrot. Elektrotlar, hiicre kapagindaki deliklerden yerlestirilir. (Wang, 2006, s.1-
180)
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Calisma elektrotu olarak kullanilan malzeme voltametrik yontemin etkinligini belir-
lemektedir. Calisma elektrotunun sec¢iminde; elektrot malzemesinin elektriksel iletkenligi,
ol¢tim icin gerekli olan gerilim bolgesindeki artik akim, analitin redoks davranisi, uygulana-
bilirligi, gerilim galisma aralig1, yiizey tekrarlanabilirligi, maliyeti, mekanik o6zellikleri ve
toksisitesi gibi dlciitlere dikkat edilmesi gereklidir.(Ozkan, vd. 2015, s. 350) Voltametride

yaygin olarak kullanilan ¢alisma elektrotlar1 Sekil 2.12'de verilmistir.

Yer gekimi ethdili
| Damlayan crva |
elelch’oru

Mekanilk
Asih crva damla
Civa kokenli slektrotu
TR Durgun civa damla
elelctrotu
— Grafit
-|C1va film elektrotu .
— Camumsi karbon

— Platin
—  Karbon pasta ‘
= Karbon o I ——

—{ Kati elektrotlar pf ——— —{Empreyene karbon
— Altin
S Pirolitik karbon

Voltametrk gabgma
elektrotlan
1

L Bizmut
Lif karbon
‘— — Kompozit — Polimer kaplama ‘
Modifiyve 4 !
elektrotlar Fr—
—IK_i.myasal modifive |—— Ry
| adsorpsiyonu
. Kimyasal
Disk = basl
—{ Dénen elektrotlar }—- "
e Halka-disk

Sekil 2.12. Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari

Voltametrinin ilk uygulamasinda, yontem 6zel olarak "polarografi” olarak kullanil-
mustir. Ayni uygulama civa-temelli elektrotlarin da ilk 6rnegi olan DME kullanarak gercek-
lestirilmistir. Civa; piirlizsiiz ve kolaylikla yenilenebilir yiizeye sahip oldugundan yiizey Kir-
liligi azalmis olup tekrarlanabilir yanit vermektedir. Bununla beraber genis bir negatif gerilim
araliginda ¢alismaya olanak saglar. Ve dahasi civa-temelli elektrotlar pek ¢ok metal iyonu-
nun ve indirgenebilen fonksiyonel gruplari olan organik bilesiklerin de tayininde kullanil-
maktadir.(Heyrovsky, 2011, s.1799-1803; Ozkan, vd. 2015, s. 350)

Fakat yiikseltgenme ve indirgenme 6zelligine sahip molekiillerin hem sabit hem de

akigkan sistemlerde analizini gerceklestirebilmek icin farkli elektrot malzemesine gereksinim
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olacagi agiktir. Bu nedenle "voltametri” terimi ilk kez 1940 yilinda "kat1 elektrotlar" ile kul-
lanilmaya baglamigtir. Ayn1 uygulama civa-temelli elektrotlarin da ilk 6rnegi olan DME di-
sinda diger elektrotlarin yer aldigi analizleri tanimlamak iizere gergeklestirilmistir. Kati
elektrotlarin giinimiizde civa-temelli elektrotlara kiyasla daha yaygin kullanilmalarinin ne-
deni, istisnalar1 olmak kosulu ile hem pozitif hem de negatif gerilim degerlerinde kullanil-
maya olanak saglamalaridir. Kati elektrot yiizeyinde tekrarlanabilir yanitin kontrol edilme
zorluguna karsin, bu elektrotlarin civa-temelli elektrotlara mekanik olarak dayaniklilik ve
kullanilma kolaylig1 agisindan iistiinliikleri bulunmaktadir. Analitik kullanimlar1 disinda Kati
elektrotlar, biyolojik, farmakolojik ve ¢evresel 6nemi olan bilesiklerin redoks 6zelliklerinin
incelenmesine ve dolayistyla farmakolojik etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina da olanak
saglamaktadirlar.(Uslu ve Ozkan, 2007a, $.495-513; Kalcher, vd. 2009, s.861-889; Svancara,
vd. 2009, s. 598-656; Cavalheiro, vd. 2012, s.31-53)

Farkli karbon formlarinda (karbon-temelli) yapilan elektrot malzemeleri ise diisiik
maliyete, genis bir gerilim penceresine, diisiikk artik akima, zengin yiizey kimyasina, , Kim-
yasal inertlige sahip olmalar1 nedeniyle elektroanalitik kimyada genis bir uygulama alani
bulmustur. 19901 yillarda perde-bask: teknolojisi, tek kullanimlik elektrokimyasal sensor
(SPE) uygulamalarinda yeni bir fikir olusturmustur. Destek bir malzeme (poliester esnek film
veya plastik) iletken bir miirekkeple C, Bi, Pt, Gr, Au, CNT gibi malzemelerle kaplanir. Kati
elektrotlar da ise 6nemli bir degisiklik olan 1970 'lerin ortasinda baslamis kimyasal modifiye
elektrot (CME) uygulamalaridir. Modifiye edici olarak, inorganik kristaller, iletken polimer-
ler, killer, kompozitler, zeolitler, organik metaller ve enzim tabakalar1 yaygin olarak kulla-
nilmaktadir.(Bard ve Zoski, 2000, s.246-352;Diaz-Ballote, vd. 2007, s.17-25;Uslu ve Ozkan,
20074, $.495-513;Uslu ve Ozkan, 2007b, s.817-853;0zkan, vd. 2015, 5.350)

Referans elektrotlar derisimden ve gerilimden bagimsiz hareket ederler, bu 6zelligiyle
Nernst esitligiyle uyumludur. Kolaylikla her sart da tekrar tekrar 6nceki haline donebilir.
Referans elektrotlara 6rnek olarak kalomel ve giimiis/giimiis klortir elektrotlar1 gosterilebilir.

Yardimci diger adiyla karsit elektrotlar olarak bilinen bu elektrotlarin iki islevi vardir
bunlardan ilki elektrokimyasal hiicrede akimin dogruca iletilmesini saglarlar. Ikinci gorevi
ise referans elektrota akim iletimini 6nlemektir. Karsit elektrot olarak platin tel 6rnek verile-
bilir.
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2.3.3. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlari

Voltametrik teknigin etkinligi, ¢alisilan elektrot malzemesinden biiyiik 6l¢iide etkile-
nir. Calisma elektrodu, tizerinde oldukga yiiksek sinyal/giiriiltli oran1 ve tekrarlanabiligi iyi
bir yanit saglamalidir. Bu nedenle, ¢alisma elektrotun tercihi iki esas faktore baglidir; bilesi-
gin ylikseltgenme/indirgenme davranisi ve analiz igin ihtiyag olan gerilim bolge iizerindeki
artik akim. Ayrica gerilim penceresi, elektriksel iletkenlik, yiizey tekrarlanabilirligi, mekanik
ozellikler, maliyet, kullanilabilirlik ve toksisite yer almaktadir. Elektroanaliz igin ¢alisma
elektrotlari olarak bir dizi malzeme uygulama alani bulmustur. En popiiler olanlar1 civa, kar-
bon veya soy metallerdir.(\Wang, 2006, s.1-180)

Civa elektrotlarmin sinirli anodik gerilim araligi, yiikseltgenebilir bilesiklerin izlen-
mesindeki kullanimlarini sinrlandirmistir. Buna gore, genisletilmis anodik gerilim aralikli
kat1 elektrotlar, analitik olarak 6nemli derecede ilgi ¢ekmistir. Calisma elektrotlar: olarak
kullanilabilen birgok farkli kati malzemeden en sik kullanilanlar1 karbon, platin ve altindir.
Guimiis, nikel ve bakir da 6zel uygulamalar i¢in kullanilabilir. Kati elektrotlarin kullanilma-
sinda 6nemli bir faktor, yanitin elektrotun yiizey durumuna bagimliligidir. Bu tiir ¢alisma
elektrotlarin analiz siiresince, ylizeyinde tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in dogru ve
hassas bir elektrot 6n islemi ve cilalama teknigi gerektirir. Bu 6n islem adimlarinin dogast,
ilgili malzemelere baglidir. Metal elektrotlar i¢cin mekanik parlatma (piiriizsiiz bitirme) ve
gerilim dongii yaygin olarak kullanilirken, karbon bazli elektrotlari etkinlestirmek i¢in ¢esitli
kimyasal, elektrokimyasal veya termal yiizey prosediirleri eklenir. Civa elektrotlarinin aksine
kati elektrotlar, elektrokimyasal aktiviteye gore heterojen bir yiizey sunmaktadir (Breyer, vd.
1963).

Karbon temelli elektrotlar da kati elektrot sinifinda yer alir. Bu elektrotlar da genis
gerilim araliklari, diisiik artik akimlari, zengin yiizey kimyalari, diisitk maliyetleri, kimyasal
eylemsizlikleri ve ¢esitli algilama ve algilama uygulamalari i¢in uygunlugu nedeniyle su
anda elektroanalizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Aksine, karbon yiizeylerinde gozlem-
lenen elektron transfer hizlari, metal elektrotlarda gézlemlenenden genellikle daha yavastir.
Elektron transfer reaktivitesi, karbon yiizeyinin kokeni ve gegmisinden biiyiik 6lgiide etkile-
nir.(Hebert, vd. 2003, s.3301;Zhang, vd. 2004, s.3619) Bu nedenle, karbon elektrotlarda
yapi-reaktivite iligkisini anlamak icin ¢ok sayida calisma yapilmistir.(Hebert vd. 2003,
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5.3301) Tiim yaygin karbon elektrot malzemeleri, alt1 iiyeli aromatik bir halkanin ve sp? ba-
gimin temel yapisini paylasirken, yiizeylerinde kenar ve taban diizlemlerinin nispi yogunlu-
gunda farklilik gosterirler. Kenar oryantasyonu, elektron transferi ve adsorpsiyona yonelik
grafit bazal diizlemden daha reaktiftir. Bu nedenle, farkli ug-bazal diizlem oranlarina sahip
malzemeler, belirli bir redoks analiti i¢in farkl1 elektron transfer kinetigi gosterir. Kenar yon-
lendirmesi ayrica istenmeyen yiiksek arka plan akimi katkilarini da gosterir. Yiizey mikro-
yapisinin yani sira diger faktorler, karbon elektrotlarda elektrokimyasal reaktiviteyi etkiler.
Bunlar, yiizeyin temizligini ve yiizey fonksiyonel gruplarinin varligini igerir. Elektron trans-
fer oranlarin1 artirmak i¢in gesitli elektrot 6n islem prosediirleri 6nerilmistir. (Hebert vd.
2003, 5.3301) On islem yonteminin yani sira karbon tiirii de analitik performans iizerinde
derin bir etkiye sahiptir. En popiiler karbon elektrot malzemeleri, camsi karbon, karbon ma-
cunu, karbon elyaf, ipek baskili karbon seritleri, karbon filmleri veya diger karbon kompo-
zitleri igeren malzemelerdir.(Wang, 2006, s.1-180)

Bu elektrotlar hakkinda kisa bir bilgi verecek olursak;

Camums: Karbon Elektrotlari: Mitkemmel elektriksel ve mekanik 6zellikleri, genis
bir gerilim penceresi, kimyasal inertlik ve iyi bir tekrarlanabilir 6zellikleri nedeniyle ¢ok po-
piiler olmustur. Materyal, inert bir atmosferde 6nceden tasarlanmis bir polimerik regine gov-
desinin dikkatli ve kontrolli bir sicaklik programi ile hazirlanir (Smith, 1971, s.247). Oksi-
jen, nitrojen ve hidrojenin ortadan kaldirilmasini saglamak igin karbonizasyon siireci sicaklik
(300-1200 °C) araliginda agamali bir sekilde artirtlir. Camimsi karbonun yapisi, ¢apraz bagli
grafit benzeri tabakalardan olusan ince, karigik seritleri igerir. Elektrokimyasal, kimyasal, 1s1
veya lazer tedavileri gibi ek aktivasyon adimlari1 da performans: artirmak igin kullanilmustir.
(Hebert, vd. 2003, 5.3301;Economou, vd. 2003, s.205)

Karbon pastas: elektrotlar: Cesitli suyla karismayan, iletken olmayan organik bagla-
yicilar (yapistirict sivilar) ile karistirillmig grafit tozu kullanan elektrotlar, kolayca yenilene-
bilir ve degistirilmis bir yiizey, diisiik maliyet ve ¢ok diisiik artik akim 6zelliklerine sahiptir-
ler (Wang vd. 2000, s.3218; Marken, vd. 1997, s.19). Cok ¢esitli yapistirma sivilar: bulun-
maktadir, ancak diisiik uguculuk, saflik ve ekonomi gibi pratik hususlar, se¢imi birkag siviya
daraltir. Bunlara Nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon gresi ve bromonaftalin dahildir.

Ilki en iyi performans1 gésteriyor gibi goriiniiyor. Macun bilesimi, elektrot reaktivitesini
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giicli bir sekilde etkiler, yapistirma sivisi igerigindeki artis elektron transfer oranlarini ve
artik akim katkilarini azaltir.(Marken vd. 1997, s.19)

Elmas Elektrotlar: Elmasin kendisi bilinen bir yalitkan olmasina ragmen, bor katkili
elmas filimler yar1 iletkenden yar1 metallige kadar degisen elektronik 6zelliklere sahiptir ve
elektrokimyasal olgtimler i¢in olduk¢a kullanishidir. Kimyasal buhar biriktirme yontemle-
riyle tiretilen bor katkili elmas film elektrotlar, ¢ekici 6zelliklerinden dolay: yogun bir sekilde
calisilmistir.(Van den Berg, vd. 1986, s177; Wang, vd. 1992, 5.137)

Karbon bazli elektrotlarin yaninda kursun kalem elektrotlarda kati elektrot
smifindadir. 1990’ yillarda el yapimi kalem-ucu grafit (PG) elektrotlar kullanilmaya baslan-
mustir. PG "nin tercih edilmesinin sebebi oncelikle toksik 6zellikli bilesiklerin basit ve duyarli
tayinlerinde kullaniminin olmasi, GC ve CP elektrotlara gore tek kullanimlik 6zelliklerinin
yanisira ¢oK diisiik maliyetlerinden dolay alternatif olmuslardir. PG elektrot, diisiik teknolo-
jiye, mekanik saglamliga, yiiksek elektrokimyasal reaktiflige, kolaylikla hazirlanabilme ve
diistik maliyet 6zelliklerine sahiptir.(Wang, vd. 2000, s.3218; Wang ve Kawde, 2001, s.219-
224; Kariuki, 2012, s.H747-H751; David, vd. 2017) Elektrot olarak degisik sertlik ve ¢apta
ticari mekanik kursun kalem uglart kullanilir (Sekil 2.18). Kalem uglari, dogal grafitin kil ve
balmumu karisimi igerisine dagilmasi ve ardindan sicakliga maruz birakilmasiyla tiretilir. Bu
kalem uclarinin siyahlik ve sertligi; kil/grafit orani, sicaklik ayari ile birlikte daha fazla grafit
icermesi durumunda daha kalin ve yumusak uglar elde edilebilir. Kalem uglarinin sertlikleri
19 farkl1 derece olarak en sert olan “9H” dan en yumusak olan 8B’ye kadar degisiklik goste-
rir. PG elektrot kullanilarak yapilacak olan analizlerde uygun uc sertligini segmek son derece
onemlidir. (Tavares ve Barbeira, 2008, 5.827-832; Keskin, 2009)
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Sekil 2.13. Ticari kursun kalem (A) ve kalem-ucu grafit elektrotunun sematik gosterimi (B)

PG elektrot, GC elektrot kadar sert ve CP elektrot kadar kirilganda degildir. Analizler
esnasinda her yeni analizde tek kullanimlik olarak uygulandiklari i¢in elektrot temizleme is-
lemlerine gerek yoktur. Bu sebeple elektrot yanitinin tekrarlana bilirligi iyi degildir. Diisiik
teknolojiye sahip PG elektrotlar; kullanildikdan sonra atilmak tizere ve az malzemeye ihtiyag
duymalar1, kolay biriktirilmeleri nedeniyle ¢evre dostu olmalari nedeniyle oldukga tercih edi-
len malzemelerdir.(Bond , vd. 1997, s.67-74; Demetriades, vd. 2004, s.167-172)

Son zamanlarda GC elektrot tizerindeki anodik voltametri, alisagelen analitik analiz-
lerden daha ¢ok arastirma maksatl kullanilmaktadir. Bunun sebebi ise elektrot yiizeyinin
zamanla pasiflesmesi ve yontemin duyarlilig1 azalmasidir. Kati elektrotlar kullanilarak olus-
turulan anodik voltametride karsilagilan bir dizi sorunlar bulunmaktadir. Analiz yapilirken
bazi molekiillerin yiikseltgenme {iriinlerinin elektrot tizerinde ince bir film olarak birikmesi
ve bunun sonucu olarak elektrot pasiflesmesidir. Her ne kadar elektrot temizleme islemleri
uygulansa da tekrarlanabilirlik kayiplarinin olusmasi, yontemin duyarliligini azaltmaktadir.
Biitiin bu sebeplerden dolay1 PG elektrot diger elektrot tiirlerinin yaninda daha avantajli go-

rinmektedir.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu kisimda kisaca kanser hakkinda bilgi verilmistir. Daha sonra Etoposit bilesiginin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri hakkinda bilgiler sunulduktan sonra Etoposit ile ilgili yapilan

bilimsel ¢alismalarin analitik yontemler agisindan kisa bir 6zeti yapilmustir.

3.1. Kanser

Diinya ¢apinda kanser olusumu, ¢esitli antikanser ilaglarin gelistirilmesi ve {iretimi
icin kiiresel ¢apta bir ¢alismay1 baslatmistir. Ne yazik ki, antikanser ilaglarin ¢ogu igin yiik-
sek oranda toksisite ve mutajenik ile kanserojen yan etkiler bildirilmistir, bu da hasta i¢in
hafif bir dozajda bile bir¢ok soruna neden olur. Bunu g6z 6niinde bulundurarak elektrokim-
yasal yontemler, yiiksek duyarlilik, secicilik ve ucuzluk gibi istiin 6zellikleri sayesinde an-
tikanser ilaglarin ve kanser biyo belirteclerinin izlenmesine yonelik hizli, hassas ve giivenilir
yontemler gelistirilmesinde biiyiik ilgi gormiistiir.

Kanser hastaligi; neredeyse hayvanlar alemiyle yasit goriinmektedir. Arastirmalara
gore, dinozor fosilleri ile birlikte binlerce yillik mumyalarda kanser bulgularina rastlanmustir.
Kanser (Yunanca karkinos = yengeg) teriminin, yanlis bilinenin aksine Galen (MS 129-216)
tarafindan degil yazili kaynaklara gore ilk kez Hipokrat (MO 460-375) tarafindan kullanildig
ongoriilmektedir (Temel, 2015, 5.96-108).

Kanser, viicudun kendi hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, farklilagsmasi,
fonksiyon kaybina ugramasi, komsu dokuya yayilimi (invazyon) ve uzak dokulara yayilimi
(metastaz) olarak 6zetlenebilir.(Sekil 2.1) (Weinberg, 1996, s.62-70; Shewach ve Kuchta,
2009, 5.2859-2861)

Invazif
In situ kanser
Mutasyona kanser

ugramis hicre Displazi

Hiperplazi

Sekil 3.1. Kanserin evreleri
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Yapilan bilimsel arastirmalara gore kanserin belli basli 6zellikleri genel olarak; (Douglas,
2011, 5.10-1016)

Kendi biiyiime faktorlerine sahip olma
Bagisiklik sisteminden kagma
Kanserlesmeyi destekleyen iltihaplanma
Gen yapisinda meydana gelen mutasyonlar
Enerji metabolizmasini1 degistirme

Siirekli boliinme yetenegi

Biiylime engelleyici faktorlerden kurtulma
Anjiyogenez

Farkl1 doku ve organlara gog etme

Hiicre 6liim mekanizmasini atlatma.

Olarak tanimlanmastir.

metabolizmasini

hiicresel

Kanserin 10 Temel Ozellizi

g¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
sUrdardlmesi kagma

enerji

degistirme

olume
direng

genetik
kararsizhk ve
mutasyonlar

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 3.2. Kanserin 10 temel 6zelligi (Douglas, 2011, s.10-1016)

olumsiizlugln
etkinlestirilmesi

kanserlegmeyi



25

Kanserin tedavi edilmesi siirecinde kullanilan belli bagli yontemler genel olarak; cer-

rahi girisim, radyasyon, ilag kullanilmas1 (kemoterapi), hormon tedavisi, immiinoterapi, he-

defe yonelik akilli ilag tedavisi ve hipertermi seklindedir. "Kemoterapi”, 1900'lii yillarda Al-

man tip hekimi Paul Ehrlich sayesinde ortaya atilmis ve sifilis tedavisiyle ilgili tiiretilmis bir

kelimedir. Bugiin kemoterapinin temel ilkesi, sitotoksik ilaclar olarak da isimlendirilen an-

tineoplastik ilaglar ile tedavinin de ana ilkelerini olusturur.(Bokesoy, vd. 2000; Moosa, vd.
2003, s. 87-107; Thurston, 2006; Kayaalp, 2012) Tedaviden istenen yanit, hastanin ya da

konakginin saglikli hiicrelerine zarar vermeden kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilimini

durdurmak ya da miimkiin olabilirse yok etmektir.

Antineoplastik ilaglarin etkinligi ile hiicre dongiisii arasinda bir iliski bulunmaktadir.

Hiicre dongiisiiniin baglica dort evresi bulunmaktadir (Sekil 3.2). Bu dongiiler sirasiyla;

DNA sentezine hazirlik donemi (G1), siiresi digerlerine gore daha uzundur ve en fazla
farklilik gosteren evredir, GO seklinde sembolize edilir, "istirahat donemi” de denir;
DNA sentezi veya replikasyon donemi (S), 4-24 saat siirer;

Mitoza hazirlik donemi (G2), mitoz iplik¢iginin olustugu donemdir, ortalama 2 saat
surer;

Mitoz (hiicre boliinmesi) donemi (M), 1 saatten kisa siirer.
>

o E senteze hazirhik

> J e
U

mitoza hazirhk NS

mitoz déngul baslar

<~ 3 G1 . GO
/
( ,
SN )
A) )
DNA'nIn S "hiicre devam edip
replikasyonu etmemeye karar verir

Sekil 3.3. Hiicre ¢ogalmasinin evreleri.(Weinberg, 1996, 5.62-70)

Antineoplastik ilaglarin kullanimini ve bu kullanimda varliklarini kisitlayan 6nemli

bir alan; bu ilaclarin etkinlikleri hiicre dongiilerine ait olmamasidir. Bazi ilaglar yalnizca
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hiicre dongiisiintin belirli bir dsneminde etki gosterirken, digerleri hiicre yasaminin tiim do-
nemlerinde etkili olmaktadirlar. Hiicre yasaminin tiim dénemlerinde etkili olan bu ilaglarin
temel niteligi, DNA’nin genetik yapisini bozmaktadirlar.

Bu ilaglar, kanser hiicresine kars1 sitotoksik etki gosterirken bir yandan da hizli bir
sekilde ¢cogalan saglikli hiicrelere de zarar verebilir hatta yok etme ihtimali de s6z konusudur.
Bu sebepten giiniimiizde kullanilan ilaglar antikanser olmasiyla birlikte antiproliferatif (hiicre
cogalmasimi engelleyici) ilaglar olmasi istenmektedir ve kullanilmaktadir. Antineoplastik
ilaclarla tedavi de beklenmeyen sonuglar dogabilecegi gibi hayati riske eder boyuta ulasan
yan etkiler s6z konusu olabilmektedir. Bu ilaglarin, kani olusturan elementlerden birinin ya
da tiimiiniin diizeyini azaltan kemik iliginin baskilanmasi, lenfotoksik etki ve immunosup-
resyon, bulant1 ve kusma, intestinal iilserasyon/oral, diyare, sa¢ dokiilmesi gibi yan etkileri
mevcuttur. Antineoplastik ilaglarin hamilelik siiresince bebekte bigim bozuklugu ve olumsuz
gelisme (teratojenik), hiicre ¢ekirdegindeki DNA iizerinde mutajenik etki ve karsinojenik
(kanser yapici) etkileri de vardir. Bunun yanisira, bu ilaglar bireysel durumlarda spesifik ola-
rak yan etkiler de s6z konusu olabilir. Bu nedenle ilagla tedavinin deneyimli uzmanlar tara-
findan yapilmasi 6nem arzetmektedir.

Bu ilaglarin etkinligini engelleyen 6nemli bir diger husus ise, kanser hiicresinin ilaca
kars1 kuvvetliligidir. Tedavi sirasinda direng kazanimimi azaltmak igin ilaglar ya ayn1 anda
kullanilir ya da tek ilag uygun zaman ve dozda uygulanir. Bu ilaglar genel olarak; agizdan
kapsiil olarak, enjeksiyon olarak kas igine ya da cilt altina ve igne ise damardan uygulanmak-
tadir.

Bu tabloda yer alan alkilleyici ilaglar, en fazla kullanilan ilag grubunda olup déneme
has degildirler. Hiicreleri her donemde etkileyebilirler. Onemli &zelliklerinden biri; én-ilag
olmalart dolayisiyla in-vitro ortamda etkin olmamalaridir.

Ikinci diinya savasinda Italyanin Bari kentindeki bir bombardimanda siilfiirlii hardala (hardal
gazi) uzun siire maruz kalan denizcilerde daha sonra kemik iligi ve lenf diigiimlerinde kii-
¢lilme olustugu gozlenmistir. Bu durum bilim insanlarin dikkatini ¢gekmis, hiicre boliinmesi
tizerindeki bu olumsuz etkinin gozlenmesi, [6semi ve lenfoma gibi kanserlerin tedavisinde
hardal bilesenlerinin kullanilabilecegi diisiincesini dogurmustur. Yale Universitesi'nde iKi bi-
lim insan1 olan, Louis Goodman ve Alfred Gilman, hardal bilesenleri basta olmak iizere ge-

sitli kimyasallarin tedavi edici etkilerini arastirmaya baslarlar. Bunun sonucunda modern
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kanser kemoterapisinin temelleri atilmis olur. 19401 yillarin sonunda mekloretamin ve tii-

revlerinin (azotlu hardal) tedavi yonteminde kullanilmasiyla ger¢eklesmis olur.

3.2. ETOPOSIDE

Bitkisel kaynakli ilaglar igerisinde bulunan, Podofilot oksin grubunun bir tiirevi olan
Etoposid sitotoksit etki gosteren antineoplastik ilag grubunda yer alir. Cizelge 3.2’de etoposid

‘in yapis1 ve genel 6zellikleri gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Etoposid bilesiginin molekiiler yapisi ve genel 6zellikleri.

Acik Formiilii

Genel ozellikleri

H

“3‘3‘%0
0]
O

OH

Formiilii: C2oH32013

Molekiil agirhgr: 588,6 g/mol
Erime noktasi: 236-251°C
Coziiniirliik: Metanol, kloroform
iginde ¢OK ¢Oziiniir; etanol iginde
az ¢ozlniir, suda az ¢oziiniir. Al-
kol(0,76mg/ml), Su(0.08 mg/ml)
pKa: 9,8

Saklama kosullari: Enjeksiyon-
luk etoposid konsantresi oda si-

cakliginda saklanmalidir.

Etoposid, DNA ve topoizomeraz-11 enzimi ile ti¢li bir kompleks olusturur, DNA ip-
liklerinin yeniden baglanmasini onler ve bu sekilde DNA ipliklerinin kirilmasina neden

olur.(Pommier, vd. 2010, s.421-33) Kanser hiicreleri, daha hizli béliindiikleri i¢in bu enzime


https://en.wikipedia.org/wiki/DNA
https://en.wikipedia.org/wiki/Topoisomerase_II
https://en.wikipedia.org/wiki/Ligation_(molecular_biology)
https://en.wikipedia.org/wiki/Cancer
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saglikli hiicrelerden daha ¢ok giivenilir. Bu nedenle, bu DNA sentezinde hatalara neden olur
ve kanser hiicresinin 6liimiinii tesvik eder.(Hande, 1998, s.1514-21; Gordaliza, vd. 2004,
s.441-59) Ayrica Etoposid, bir D-glikoz tiirevi ile podofillotoksinin bir glikozid dir. Bu bi-
lesiklerin her ikisi de, podofillotoksinin daha az toksik tiirevlerini olusturmak amaciyla ge-
listirilmistir. Bu madde, beyaz ile sari-kahverengi kristal bir tozdur ayrica organik ¢oziicii-
lerde ¢oziiniir. Tuz toposid fosfat formunda kullanilir.(Dinnendahl, vd. 2015) Diger tarafta-
netoposid DNA topoizomeraz II'yi inhibe ederek DNA sentezini inhibe eder. Hiicre boliin-
mesinin ilk asamasinda DNA sentezinde kritik hatalara neden olur ve kanser hiicresinin
oliimiine yol agabilir. Etoposid, hiicre dongiisiine baglidir ve faza 6zeldir, esas olarak hiicre
boliinmesinin S ve G2 fazlarini etkiler. Topoizomeraz Il alfa izoformunun engellenmesi ile
etopositin anti-tiimor aktivitesiyle sonuglanir. flag ayrica beta izoformunu engelleyebilir, an-
cak bu hedefin engellenmesi, anti-tiiméor aktivitesi ile baglantili degildir. Bunun yerine kan-
serojen etki ile iliskilidir. Ilag, DNA'ya zarar vererek ve boylece DNA sentezine engel olarak
veya degistirerek sitotoksik etkilerini tirettigi goriilmektedir. (McEvoy, 2004 )

Yaptigimiz en iyi kaynak arastirmasina gore Edopside iizerinde yapilmis olan elekt-
rokimya temelli ¢alismalarin analitik performans o6zellikleri gizelge 3.3 ‘te 6zetlenmistir. Bu
calismalar kisaca asagidaki gibi 6zetlenebilir.

2007 yilinda yayinlanan ve Abd-Elgawad R. ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kar-
bon pasta elektrot kullanilmistir. Yontem olarak ise DPV kullanilmistir. Destek elektrolit ¢6-
zeltisi BR(pH 3.0) optimum ortam se¢ilmistir. Analitik ¢alisma araligi ise 25-0.25 uM ve
LOD degeri 100 nM olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem biyolojik sivi numunelerine
uygulanmgtir.

2013 yilinda yayinlanan ve Burcin ve ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada camsi kar-
bon elektrot kullanilmistir. Y6ntem olarak ise adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametrisi
kullanilmistir. Destek elektrolit BR (pH 6.0) tampon ¢ozeltisi segilmistir. Analitik ¢alisma
araligi ise 2-0.02 uM ve LOD degeri 5.4 nM olarak hesaplanmistir. Bu arastirmada kullani-
lan yontem ile flakon 6rneklerinde ETO’nun belirlenmesine uygulanmustir.

2016 yilinda yaymlanan ve Hoai Viet Nguyen ve arkadaslarinin yaptigi calismada
modifiye cams1 karbon elektrot kullanilmistir. Yontem olarak ise DPV ve HPLC kullanil-
mustir. Destek elektrolit BR (pH 6.0) tampon ¢ozeltisi segilmistir. Bu arastirmada kullanilan

yontem, insan serum drneklerinde ETO'nun belirlenmesine uygulanmustir.


https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_synthesis
https://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycoside
https://en.wikipedia.org/wiki/Salt_(chemistry)
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2018 yilinda yayinlanan ve Behnaz ve ark. ve arkadaslarinin yaptigi calismada kalem
grafit elektrot modifiyeli Poli (L-Sistein) ile siislenmis Au/Pd @ rGO nanokompozit kulla-
nilmigtir. Yontem olarak ise CV ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi kullanilmustir.
Destek elektrot ¢ozeltisi BR( pH 6.0) optimum ortam segilmistir. Analitik ¢alisma araligi
0.01-40 uM ve LOD degeri 0.718 nM olarak bulunmustur. Bu ¢alisma da, olusturulan sen-
sortin biyolojik numuneler ve farmasatik bilesiklerde ETO’nun belirlenmesinde kanitlanmig-
tir.

2018 yilinda yayinlanan ve Pinar ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada modifiye camsi
karbon elektrot kullanilmistir. Yontem olarak ise DPV ve SW-AdSV teknikleri kullanilmis-
tir. Destek elektrolit BR (pH 4.0) tampon ¢ozeltisi se¢ilmistir. Analitik ¢alisma aralig: ise
0.025-0.5 uM, LOD degerleri 0.0023 uM seklinde hesaplanmistir. Bu aragtirmada kullanilan
yontem ile flakon 6rneklerinde ETO ‘nun belirlenmesine uygulanmistir.

2019 yilinda yayinlanan ve Hajer Hrichi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada camsi
karbon elektrot kullanilmistir. Teknik olarak ise DPV ve DV kullanilmistir. Destek elektrolit
¢ozeltisi BR( pH 4.0) optimum ortam segilmistir. Analitik caligma aralig: ise 10-0.5 uM LOD
degeri ise 2.8 nM olarak hesaplanmistir. Bu arastirmada kullanilan yontem ile idrar 6rnekle-
rinde ETO’ nun belirlenmesine uygulanmistir.

2020 yilinda yayinlanan Zehra Yazan ve arkadaglar yaptigi caligmada kalem grafit
elektrot kullanilmistir. Y6ntem olarak SW voltametrisi ve PARAFAC segilmistir. Bes farkli
pH'da sabit bir konsantrasyonda (10 uM) ETO varliginda 2.0-90.0 uM araliginda DNA igeren
yedi numunelik bir setin tepe akim verileri, potansiyel ve frekansin bir fonksiyonu olarak
kaydedilmistir. flag-DNA baglanma sabitinin sonucu (K = 1.26 10°), ETO ve DNA arasinda

baglanma mekanizmasi ile 6nemli bir etkilesim oldugunu gostermistir.
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Cizelge 3.2. Etoposite’nin farkli elektrokimyasal yontemler ile yapilmis ¢alismalarin analitik performans
ozellikleri

Elektrot Teknik Destek Analitik LOD Ornek Kaynak
Elektrolit  ¢alisma (nM)

arahg
(nM)
CPE DPV BR (pH 3.0) 0.25-25 100 Serum Abd-
Elgawad,
vd. 2007
GCE SW-AdSV- BR (pH 4.0) 0.025-0.5 0.0023 lag Pinar, vd.
2018,
MWCNT-  AdS-DPV  BR (pH 6.0) 0.02-2 5.4 flag Bozal
modified Palabiyik,
GCE vd. 2013
Au/Pd@rG DPV BR(pH 6.0) 0.01-40 0.718 Biyolojik Behnaz,
@) ornek vd. 2018
GCE DPV BR (pH 4.0) 0.5-10 2.8 idrar Hrichi,
vd. 2019
Modifiye DPV BR (pH 6.0) 0.02-2 5 Serum Nguyen,
GCE vd. 2016
PGE SW-AdSV BR (pH 3.0) 0.705-6.34 156 Idrar, ila¢ Bu tez ¢a-
lismasi

Teknik: DPV, Diferansiyal puls voltametri; AdSV, Kare dalga adsorptif siyirma voltametrik; AdSDPV,
adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametri; AdsSWV, Kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi; SWV, Kare
dalga Voltametrisi; EIS, Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi yontemleri; CV, Doniisiimlii voltametri; CV,
Gerilim adim dongiisel voltametri; SPCE, ekran baskili karbon elektrot.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

4.1.1. Voltametrik ¢calismalarda kullanilan malzemeler

Bu tez ¢alismasinda asagidaki arag/gere¢ ve malzemeler kullanilmistir.

Elektrokimyasal analiz cithazi (AUTLAB, PGSTATI128N) (sekil 4.1) (Nova 1,11
yazilimi kullanilmistir)

Calisma elektrotu: PGE, Karsilastimma elektrotu: Ag/AgCI (3 M NaCI;MF 1063,
BAS). Yardimci elektrot: Platin tel(MF 1032, BAS)

Deney hiicreleri 3 bélmeli 10 mL kapakli standart cam hiicre (MR1208)
Karnigtirma sitemi Manyetik karnistirict (ARE heating magnetic stirrer)

pH metre (Termo scientific Orion 3 star pH metre)

Duyarl: terazi (Precisa 320XB 220A)

Otomatik makro ve mikro (¢esitli dlciilerde) pipetler

Santrifiij (Sogutmali Hettich ROTINA 380R)

Cesitli olgiillerde cam (pyrex®) birbirinden farkli hacimlerde tampon ¢ozelti

siseler1, meziir, pipet, balonjoje, deney tiiplern, erlen, beher ve cam tiipler.

Sekil 4.1. AUTLAB, PGSTAT128N cihazi
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4.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler asagida verilmistir.

Maddenin ad: Uretici Firma

Etoposid Sigma
Altiminyum oksit, Al20;3 Merck
Sodyumhidroksit, NaOH Merck
Borik Asit, H3BO3 Merck
Fosforik asit (%85), H3POg4 Merck
Dimetil Siilfoksit(DMSO), C2HsOS Merck
Nitrik asit (%65), HNO3 Merck
Hidroklorik asit (%37), HCI Merck
Asetikasit (2099-100), CH;COOH Merck
Disodyum hidrojen fosfat, NaxHPO4.7H20 Merck
Sodyum kloriir, NaCI Merck
Cetyl trimethyl ammonium bromide, CTAB Merck
Sodium dodecyl siilfate, SDS Merck
Polietilen glikol zerz-oktilfenil eter, TRT Merck

Ttum ¢alismalarda Milli-Q sistemi (Millipore) 1le saflastinlmis su kullanilmistir.

4.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

4.2.1. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Etoposid’in stok ¢dzeltisi (1.41x10°2 M) metanol ige-
risinde hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltileri, karanlikta ve buzdolabinda +4 °C sicakli-

ginda saklandu.

4.2.2. Destek elektroliti ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Elektrokimyasal deneylerinde destek elektroliti ¢ozeltisi olarak; fosfat tamponu (0.1
M, pH 3.0, 4.0, 7.4, 9.0), asetat tamponu (0.1 M, pH 4.8) ve Britton-Robinson tamponu (BR,
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0.04 M, pH 2.0-12.0) ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu tampon ¢6zeltileri 5M NaOH veya 5M
HCL ¢ozeltisi ile arzulanilan pH degerlerine ayarlanmistir. BR tamponu; 0.04 M (H3POs,
H3BO3 ve CH3COOH) karisimindan hazirlanarak istenilen pH degeri 5 M NaOH veya 5 M
HCI ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Tompon ¢ozeltileri Pyrex® cam siselerde buzdolabinda sa-

kalnmustir.

4.3. Elektrokimyasal él¢iimler

Elektroanalitik galismalarda tglii elektrot sitemi kullanmilmistir. Bu deneylerde sira-
styla ¢aligma, karsit ve referans elektrot olarak PG, platin tel karsit ve Ag/AgCI kullanilmis-
tir. Calisma elektrot i¢in ihtiyag olan kalem uglar1 (Model, Tombo 0.5/2B Japan) ticari olarak
temin edilmistir. Elektriksel iletkenlik Sekil 2.24’de gosterildigi gibi saglanmistir. Bu uglar
0.5 mm gapta ve 6 cm uzunlukta olacak sekilde 1.5 cm boyutu disarda kalacak sekilde kaleme
yerlestirilmigtir. Her deney i¢in yeni bir kalem ucu kullanilmistir. Calisma elektrotunu aktif
hale getirmek icin, karar verilen destek elektrolit ¢6zeltisi igerisinde kalem ucu 1.5 cm olacak
sekilde ve karistirma yapilmadan her analizden 6nce elektrota +1.6 V/60 s boyunca gerilim
uygulanmistir. Her analiz i¢in bu aktivasyon siiregi tekrar edilmistir. Bu tez ¢alismasinda
Autolab PGSTAT 128N elektrokimyasal analiz cihaz1 (Sekil 4.1) ve (Noval.ll) yazilimi
kullanilmigtir. MR 1208 6zelligindeki deney hiicresi kullanilmigtir. Elektrotlar deney hiicresi
kapaklarinda ti¢ girisi bulunan bolmelere yerlestirilir. Deneylerde kullanilan tiim cam malze-

meler 3.0 M HNOs ¢ozeltisi iginde bekletilmistir.

4.3.1. Voltametrik Yontem

Etoposid’in elektrokimyasal davranisini detayli incelemek i¢in; PG elektrot iizerinde
mekanizma ¢alismalar1 igin CV ve analitik miktar tayini icin SWV yontemlerinden faydala-
nilmistir. Etoposid PG elektrot yiizeyinde; destek elektrolit/pH degerinin, tarama hizi, birik-
tirme ve SW iizerinde etkili olan degiskenleri arastirilmistir. Etoposidin voltametrik analizi
icin izlenecek yol asagidaki gibidir:

1. PG elektrot galisilan destek elektrolit ¢ozeltisi igerisinde +1.6 /60 s boyunca ge-

aktive edilir
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2. Aktive olan PG elektrot derisimi bilinen Edopsit hiicresi 600 rpm karistirma uy-
gulanarak 0.0 V/ 60 s boyunca biriktirme yapilir

3. Karistirma kapatilarak CV veya SWV teknigi ile 0.0 Vile 1.6 V gerilim araliginda
voltamogramlar alinir.

Deneyeler laboratuvar sicakliginde gergeklestrilmis olup dlgtimler ti¢ kez tekrarlan-

migtir.

4.4. Ger¢cek Numunelerin Analize Hazirlanmasi

Gelistirilen analitik yontemin ilag sekline uygulamasinda ticari olan ETOSID
(50mg/2.5 mL etoposid) flakonu eczanelerden temin edilmistir. Istenilen miktarda etoposid,
secilen destek elektrolit ¢ozeltisine (5 mM SDS igeren BR 3.0) pL diizeyinde eklemelerle
elde edildi. Boliim 4.3 ve 4.3.1°deki prosediirler uygulanarak hazirlanan flakon ¢ozeltilerinin
voltamogramlar1 kaydedildi. Flakon i¢indeki saf etoposid miktar1 ve geri kazanim galigmalari
coklu standart ekleme yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Idrar &rnegi, sigara icmeyen Ve ilag kullanmayan saglikli bir goniilliiden a¢ karnmna
ve deneylerden hemen o6nce toplanmistir. Bilinmeyen endojen kimyasallar1 uzaklastirmak
i¢in numuneler 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlendi. Ustteki berrak kistmdan 100 pL
idrar numunesi secilen destek elektrolit ¢ozeltisi (5 mM SDS eklenmis BR, pH:3.0) ile 10
mL'ye seyreltildi. Idrar eklenmis numunelerde etoposid’in belirlenmesi, 0.33, 1.76, 2.47,
3.17, 3.88 ve 4.58 uM (voltametrik hiicredeki son derisimler) standart ilavelerinden sonra
gerceklestirilmigtir. Bolim 4.3 ve 4.3.1°deki islemler uygulanarak hazirlanan idrar numune-
lerinin voltamogramlar1 kaydedildi. Geri kazanim ¢alismalari, goklu standart ekleme yontemi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Olgiimler ii¢ kez tekrarlandi.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Etoposide’nin Elektrokimyasal Davramsinin incelenmesi

Tek kullanim 6zellikli bir elektrot olan PG tizerinde Etoposide bilesiginin elektrokim-
yasal 6zelliklerini belirlemek i¢in ilk 6nce, sulu veya siirfaktanli ortamlarda ve degisik destek

elektrolit ¢ozeltileri igerisinde SWV/CV yontemleri kullanilarak incelenmistir.

5.1.1. Doniisiimlii voltametri

Tez calismasinin ilk asamasinda PG elektrot yiizeyinde 7.05x10* M Etoposid’in BR
tamponu (pH 3.0) ve 5 mM SDS ortaminda 100 mVs ! gerilim tarama hizinda (0.0 V)-
(+1.5V)-(0.0 V) gerilim araliginda CV egrileri kaydedilmistir (Sekil 5.1). Bu yontem ile ta-
rama hizinin degistirilmesiyle pik ytiksekliklerinin tarama hizi ile farkli sekilde degismesin-
den dolay1 adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarim reaksiyonuyla birlikte ytiriiyen kimya-
sal reaksiyon siireclerinin anlasilmasinda faydali bilgiler vermektedir. Sekil 5.1’de BR tam-
ponu (pH 3.0) ve 5 mM SDS ortaminda Etoposide bilesiginin optimum sartlar altinda CV
egrisine yer verilmistir. Etoposid yalin ortamda PG elektrot yiizeyinde yaklasik +0.732 V
civarinda yayvan bir voltamogram vererek yiikseltgenirken SDS ortaminda yaklagik +0.617
V civarinda daha belirgin voltamogram ile yiikseltgendigi g6zlenmistir. Negatif yonde tara-
maya devam edildiginde elektrot yiizeyinde herhangi bir sinyal gozlenmemistir. Bu kosul-
larda gozlenen yiikseltgenme pikinin tersinmez oldugu séylenebilir. Hem yalin hemde SDS
ortaminda dongii sayisi artikga PG elektrotu yiizeyinde ger¢eklesen pik sinyal siddetinin azal-
dig1 goriilmektedir. Ayrica SDS ortaminda PG elektrot yiizeyinde Etoposid’in daha negatif
bolgede yiikseltgendigi tespit edilmistir(Sekil 5.1).
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0 02 04 06 08 10 12 14 16
Gerilim, V(Ag/AgCl)

Sekil 5.1: PG elektrot iizerinde 7.05x10** M Etoposid'in BR (pH 3.0, siirfaktanli ve siirfaktansiz) tamponu
icinde iki dongiilii doniisiimlii voltametri egrileri. Gerilim tarama hizi, 100 mVs?, Kesikli ¢izgi; destek elekt-
rolit.

Etoposid bilesiginin gerilim tarama hizina olan etkisini arastirmak amaciyla 7.05x10"
4 M Etoposid’in BR tamponu (5 mM SDS igeren pH 3.0) icerisinde (0.0 V) — (+1.5 V) —
(0.0V) gerilim araliginda ve 25-700 mV s mVs™ tarama hizlarinda CV’leri sekil 5.2 de kay-
dedilmistir. Tarama hiz1 arttik¢ca Etoposid’e ait anodik pikinin daha pozitif bolgeye kaydigi
gozlenmistir. Bu olgu tarama hizi arttik¢a yiikseltgenme siireci i¢in daha fazla gerilim uygu-
lanabilecegini gostermektedir.

25-700 mV st araligindaki tarama hiz1 ile anodik pik akimi iliskisinde elde edilen
veriler degerlendirildiginde; ip/\v iliskisi [ip (1A) = 2.0769\v (MVs™) - 45947, r = 0.981]ve
logip-logv iliskisi [logip = 0.543 logv+ 0.1397] incelendiginde, ideal kosullarda; difiizyon
kontrollii bir pikte; ipAlv grafigi dogrusal ve logip/logv grafiginin egimi ise 1 bulunur. Cali-
silan ortama bagli olarak elektrot yiizeyinde difiizyon kontrolli bir adsorpsiyon gerceklesti-
ginde egimin 0.5 ile 1 araliginda olmasi beklenir. Elektrot tepkimesi tamamen difiizyon kont-
rollii olursa egim 0.5 olur. ipAlv verileri arasindaki dogrusallik ve logip-logv grafigindeki

egiminin 0.543 olmasi BR (0.5 mM SDS igeren pH= 3.0) ortaminda PG elektrot iizerinde
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gerceklesen elektrokimyasal siirecin difiizyon kontrolli adsorpsiyon o6zellikli olabilecegini

gostermektedir.
Ayrica, Sekil 5.2 detayli incelendiginde; tarama hizi arttikga anodik pik gerilimlerinin

daha pozitif bolgeye kaydigi goriilmektedir.

0 0.2 04 06 038 1.0 1.2 14 1.6
Gerilim, V(Ag/AgCl)

Sekil 5.2. 7.05x10** M Etoposid'in BR (5 mM SDS iceren pH 3.0) tamponu ortaminda gerilim tarama hizla-
riyla elde edilen doniisiimlii voltamogramlari. Hiz Taramast, (1)25, (2)50, (3)100, (4)200, (5)300, (6)400,
(7)500, (8)600 ve (9)700 mV/s.
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Hiz Taramasi/ Vv’ Hiz Taramasi/log v

Sekil 5.3: 7.05x10** M Etoposid’in PG elektrot iizerindeBR (5 mM SDS igeren pH 3.0) tamponu ortaminda
farkli tarama hizlarinda elde edilen tarama hizi akim iligkisi.
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5.2. Destek elektroliti ve pH etkisi

Voltametrik bir gcalismada analitin ¢alisma elektrotu yiizeyinde meydana gelen elekt-
rokimyasal siireclerin anlasilmasi igin destek elektrolit tiirii/bilesimi ve pH degerinin belir-
lenmesi son derece énemlidir. Elektrokimyasal siiregte BR destek elektroliti genis bir gerilim
pencere ¢alisma aralig1 sunmasindan dolay1 tercih edilen bir karma tampon sistemidir. Ayrica
fosfat ve asetat destek elektrolitleri de uygun bir pH degeri segilme kosuluyla kullanilabil-
mektedirler. Sunulan bu bilgiler temel alinarak; Sekil 5.4 de asetat tamponu (pH 4.8), fosfat
tamponu (pH 2.0 3.0, 7.4 ve 9.0 ) ile 0.5 M H2SO4 ortaminda ve BR (pH 2.0-12.0) tamponlari
(Sekil 5.5) ortaminda SWV teknigi kullanilarak 4.23X107° M Etoposid PG elektrot iizerinde
akim egrileri ve gerilim ile olan iligkisi kaydedilmistir.

Sekil 5.4 ve 5.5 detayli olarak incelendiginde, Etoposid’in yiikseltgenmesi {izerinde
pH’nin ve farkli destek elektrolitlerinin arastirmasi sonucunda PG elektrot tizerinde BR (pH
3.0) ortaminda pik akim sinyal siddetinin yiiksek olmas1 ve piklerin belirgin olmasindan do-
lay1 en uygun ortam oldugu goriilmektedir.

50¢ ”

45

BR:3.0

401

351
i30- PBS:7.4

PBS:9.0

PBS:3.0

Aki
S

PBS:2.0

X\

0 0.2 04 06 08 10 1.2 1.4 1.6
Gerilim, V(Ag/AgCl)
Sekil 5.4: 4.23x10° M Etoposid BR (pH 3.0), fosfat (pH 2.0, 3.0, 7.4 ve 9.0 ), asetat (pH 4.8) tamponlar: ve

0.5 M H;SO.i¢inde PG elektrot kullanilarak elde edilen SWV egrileri. SWV degiskenleri; frekans 20 Hz,
adim gerilimi 0.005 mV, amplitiid 0.03 mV.
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Sekil 5.4 ve 5.5’te goriildigii gibi pH degeri arttik¢a yiikseltgenme pik gerilimi daha
negatif degerlere kaydigi goriilmektedir. BR (pH:2.0-12.0) ortaminda, yiikseltgenme pik ge-
rilimi ile pH arasindaki iliski sekil 5.6’da verilmistir. PG elektrot yiizeyinde gerceklesen
elektrokimyasal siirecte Ep/pH iliskisi incelendiginde egim degeri -51.145 mV/pH olarak
elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore proton katkisinin elektron sayisina esit oldugu

soylenebilir.

06 08 1.0 1.2 1.4 1.6
Gerilim, V(Ag/AgCl)

Sekil 5.5: 4.23x10°° M Etoposid'in BR tamponu iginde (pH 2.0- 12.0) PG elektrot kullanilarak elde edilen
SWV egrileri. SWV degiskenleri sekil 5.4 iginde verilmistir.
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Sekil 5.6. BR tamponu i¢inde (pH:2.0-12.0) araliginda pH'nin akim ve gerilim(Ep) ile olan iliskisi.

5.3. Siirfaktan Etkisi

Aletsel degiskenlerin optimize edilmesinin ardindan son olarak Etoposid'in analitik
caligmasi icin en iyi deneysel kosulu saglamak amaciyla SDS, CTAB, TRT derisiminin etkKisi
arastirilmigtir. Bu aragtirmada TRT notr, SDS anyonik, CTAB katyonik yonlendirici olarak
kullanilmistir. Etoposid derisimi 1,41x10° M degerinde sabit tutularak ayri ayr1 CTAB, SDS,
TRT siirfaktanlar: kullanilarak BR tamponu (pH 3.0) ¢6zeltisine eklenerek SW-AdSV egri-
leri kaydedilmistir. Sekil 5.7' den goriildiigi gibi, Etoposid’in yiikseltgenme pikinin SDS
ortaminda daha duyarli bir sekilde arttigi goriillmektedir. Calismanin bundan sonraki asama-
larinda optimum SDS derisimi belirlemek i¢in gergeklestirilmistir. 0.1 mM ile 8 mM arali-
ginda SDS derigimi ¢alisilmig ve optimum derisim 5 mM olarak bulunmustur. Sonug olarak,
analitik incelemenin geri kalan boliimiinde tiim deneyler SDS derisimin 5 mM degerinde

sabit tutarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 5.7: 1.41x10° M Etopside’nin yalin ve siirfaktanli BR tamponu (pH 3.0) igerisinde kaydedilen volta-
mogramlar1. Biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans 20 Hz, adim gerilimi
0,005 mV, amplitid; 0,03 mV.

5.4. Biriktirme/siyirma kosullarimin etkisi

Tezin bu bolimiinde, Etoposid bilesiginin PG elektrot kullanilarak adsorptif
ozellikleri incelenmistir. 4.23x107° M derisimdeki Etoposid i¢in BR tamponu (pH 3.0, 5 mM
SDS igeren) iginde biriktirme siiresi (tacc) ve gerilimi (Eacc) kosullarinin etkileri incelen-
mistir. Eacc degeri 0.0 VV’da sabit tutularak biriktirme siiresinin sinyal iizerine olan etkisi 30-
150 s araliginda incelenmistir. Sinyal 30 s degerine kadar artmis, sonrasinda ise diisiis gos-
termistir. Elektrot yiizeyinin analit molekdilii ile doygun hale geldigini bu sonuglar netice-
sinde soyleyebiliriz. Ote yandan s1yirma pik akimi-Eacc iliskisi 0.0 V ile 0.4 V araliginda ve
tacc =30 s kosulunda analiz edildiginde; Eacc ile pik akimi1 +0.2 V’a kadar arttig1 gézlenmis-
tir. +0.2 V biriktirme geriliminden sonra yiikseltgenme pik sinyal siddetinin diistiigi gozlen-
mistir. Bu inceleme sonucunda tacc= 30 s ve Eacc =+0.2 Voptimum deger olarak kullanil-

maya karar verilmistir.



42

5.5. Kare-dalga degiskenlerinin etkisi

Tez galismasinin ilerleyen siireglerinde, en iyi akim egrileri elde edilmesi ve cihaz
icin en iyi olan SW parametrelerini belirlemek amaciyla (frekans, f = 5-70 Hz, amplitidi,
AEsw =10-50 mV, adim gerilimi, AEs = 1-21 mV) etkileri arastirilmistir.

Bu amag icin 4.23x10° M etoposid optimum BR (5 mM SDS iceren pH= 3.0) orta-
minda gergeklestirilmistir. i1k olarak, AEsw etoposid pik akim sinyali {izerindeki etkinligi 10-
50 mV gerilim araliginda incelenmistir. Pik akim sinyal siddeti 30 mV 'ta kadar artmis daha
sonra azaldig1 gézlenmistir. Daha sonra AEsw =30 mV olarak sabit tutularak optimum AEs
degerini belirlemek i¢in 1-21 mV araliginda yapilan dlgiimler incelendiginde pik sinyal sid-
detinde 5 mV ta kadar artis oldugu sonrasinda ise pik siddetinde azalmanin oldugu gozlendi.
AEsw =30 mV ve AEs= 5 mV sabit tutuldugu sartlarda en iyi f degerini belirlemek i¢in 5-80
Hz araliginda 6l¢timler yapildi 20 Hz’e kadar pik akim sinyal siddetinin arttig1 daha sonra
azaldig1 gozlendi.

Calismanin bundan sonraki asamalarinda SWV igin optimum ¢alisma kosullari: AEsw
= 0,03 mV, AEs= 0,005 mV ve f = 20 Hz olarak kullanildi.

PG elektrot tizerinde Etoposid’in elektroanalitik incelemesi i¢in gelistirilen voltamet-

rik yontemin optimum kosullari Cizelge 5.1 de 6zetlenmistir.



43

Cizelge 5.1. Etoposid tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen en iyi deneysel ve aletsel parametreler

Parametreler

Optimum bulgular

Yontem

Elektrot
Destek elektrolit

Biriktirme gerilimi, Eacc

Biriktirme stiresi, tacc

Frekans, f

Adim gerilimi, AEs

SW-AdSV

PG
BR tamponu (pH 3.0)
Adsorptif siyirma degiskenleri
0.2V
30s
Kare-dalga degiskenleri
20 Hz
0.03 mV
0.005 mV

5.6. Analitik Calisma Kosullar:

Tez galismasinda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, PG elektrot iizerinde ge-
listirilen voltametrik yontemin basarim 6zellikleri (analitik ¢alisma araligi, duyarlilik, tekrar-
lana bilirlik), destek ¢ozelti olarak BR tamponunda optimum pH’da (5 mM SDS igeren pH=
3.0) incelenmis olup Etoposid bilesiginin tayinine yonelik optimum cihaz parametreleri ve
optimum voltametrik yontem parametreleri Cizelge 5.2’de verilmistir.

1.41x10° M Etoposid standart ¢dzeltisinden elektrokimyasal hiicreye belirli hacim-
lerde eklenmis ve yukarida sunulan sartlarda akim egrileri (li¢ kez tekrarlanarak) kaydedil-
mistir. Her ilave yapildiktan sonra yaklasik +0.563 V’daki anodik pik degerlendirmeye alin-
mistir. ilgili voltamogramlar ve anodik pik akimi-derisim iliskisi Sekil 5.8’de gdsterilmistir.
Sekil 5.8’de sunulan grafik, 0.705-6.34 uM derisim araliginda [ip (uA)=0.6621 C(uM)-
0.5755 (r=0.983), n=9 )] dogrusal bir yanit vermistir. Esitlikteki C Etoposid derisimi, ip ad-
sortif styirma pik akimi ve r korelasyon katsayisidir. Elde edilen analitik egrilerden en diisiik
tayin sinir1 (LOQ) ve gozlenebilirlik sinir1 (LOD) degerleri; LOQ =10 s/m; LOD 3 s/m esit-
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liklerinden yararlanilarak hesaplanmistir. Bu formiilde bulunan “m” ilgili kalibrasyon esitli-
ginin egimi, “s” ise dogrusallik araligindaki en diisiik derisime karsilik gelen pik akiminin (3
degerin ortalamasi olarak) standart sapmasidir. Elde edilen veriler kullanildiginda
LOQ=0.521 ve LOD=0.156 uM olarak hesaplanmistir. Bu tez ¢alismasinda goriildiigii tizere
PG elektroda herhangi bir modifikasyon siireci uygulanmadan Etoposid’in analitik tayini i¢in
cok diisiik derisimler de bile oldukea iyi sonuglar elde edilmistir. ilk defa bu tez ¢calismasinda
gelistirilen elektroanalitik yontemin duyarlilik, hassaslik ve analitik performansi agisindan
Cizelge 3.3'de sunulan voltametrik yontemlerinin bazilari ile kiyaslanabilecek diizeyde ol-
dugu soylenebilir. PG elektrot tizerinde BR tamponu (pH 3.0, 5 mM SDS igeren) ortaminda
Etoposid bilesigi i¢in gelistirilen voltametrik yontemin tekrar edilebilirlik diizeyini saptamak
icin 3.525 uM diizeyindeki ¢ozeltiler ayn1 giin iginde 9 kez SW-AdSV egrileri kaydedilmis-
tir. Bu s1yirma voltamogramlariin anodik gerilim/akim degerleri kaydedilerek sonuglar giin
ici kesinlik olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore anodik pik gerilimi/akimi igin
BSS degerleri sirasiyla % 1.15 ve % 3.15 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.8: Etoposidin farkli derigimlerinin [(1) 0.705, (2) 1.41, (3) 2.115, (4) 2.82, (5) 3.525, (6) 4.23, (7)
4.935, (8) 5.64, (9) 6.34 uM] BR tamponu (5 mM SDS igeren pH=3.0) igerisinde kaydedilen SW egrileri,
Elektrot, PG; biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V SW degiskenleri: frekans 20 Hz, adim gerilimi
0.005 mV, amplitiid; 0.03 mV. kesikli ¢izgi destek elektroliti.

5.7. Ger¢ek Ornek Analizleri

Gelistirilen yontemin ger¢ek numunelerdeki basarim 6zelliklerini dogrulamak igin,

uygulanabilirligi ticari ilag sekillerinde ve idrar 6rneklerinde denenmistir.
5.7.1. Flakon c¢ozeltiler

Yontemin ticari ilag sekline uygulamasinda eczanelerden alinan ETOSID 50mg/2.5
mL etoposid flakonu kullanilmigtir. B6liim 4.3'de belirtildigi gibi deneyler gergeklestirilmis-
tir. Flakon analizine ait voltamogramlar ile standart Etoposid ait voltamogramlar kiyaslandi-
ginda egrilerin uyumlu ve bu sartlarda flakon numunelerinde bulunan etoposide’nin tayin
edilebilegegini gostermistir. Standart katma yontemi kullanilarak elde edilen Flakon ilag se-
Killerindeki voltamogramlar sekil 5.9 da sunulmustur. Hem flakon ¢6zeltisinde hem de ardi-
stk eklemelerden sonra anodik pik akimlari kaydedilmistir. Daha sonra flakon 6rnegine kati-

lan saf etoposid’in ne kadarmin tayin edilebildigi hesaplanmistir. Gelistirilen voltametrik
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yontemle elde edilen analiz sonuglari gizelge 5.2 'de verilmistir. Elde edilen sonuglar goste-
riyor ki, %94-%107 arasindaki kazanimla PG elektrotu iizerinde gelistirilen voltametrik yon-

temin dogrulugunun bilimsel agidan gegerli oldugunu gostermistir.

0 ]
1" Ip(rA)=1,2426C(uM)-0,2598

r= 0,973

T T T T T d
1 2 3 4 5 6

Derisim/pM

o

B

1 1

0 0.2 04 06 08 10 1.2 1.4 1.6

1

Gerilim, V(Ag/AgCl)

Sekil 5.9 Flakon 6rneginin BR tamponu (5 mM SDS igeren pH 3.0) ortaminda kaydedilen akim egrileri, (1)
flakon ¢ozeltisi, (2)1,75, (3) 2,25, (4) 2,75, (5) 3,25, (6) 3,75, (7) 4,25, (8) 4,75 uM standart eklemeler sonrasi
derisim. Destek elektrolit: Kesikli ¢izgi, biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri:
frekans 20 Hz, adim gerilimi 0,005 mV, amplitiid; 0,03 mV.

Cizelge 5.2. Etoposid igeren ETOSID 50mg/2.5 mL flakonlarda SW-AdSV analiz bulgulari

flave edilen Bulunan(uM)=2° Geri Kazamim®(%) +%BSS
0.21 +3.05
1,75 2.06 106 £3.75
2,25 2.62 107 £3.62
4,25 4.21 94 +3.76

4Son ¢ozeltideki derisim

Sonuglar, ii¢ analizin ortalamasidur.
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5.7.2. idrar érnekleri

Etoposid miktar tayini i¢in tek kullanimlik PG elektrot tizerinde gelistirilen
voltametrik yontemin 1y1 bir duyarliga ve tekrar deneylerinde i1y1 sonuglar elde edilmesi
nedeniyle idrar drnegi gibi karmasik ortamlarda da uygullanilabilirligi arastirlmistir.
Calismanin bu béliimiinde bdlim 4.3’de anlatildigi gibi hazirlanmis ve etoposid
katilmamis idrar 6rneklerinde akim egrileri, destek elektrolit ¢ozeltisinde (5 mM SDS
iceren BR tampon pH 3.0) almmuistir. Etoposid’e ait yiikseltgenme pikinin gorildiigi
aralikta idrarda bulunan biyomolekiillere (iirik asit, dopamin, askorbik asit) iliskin
yukseltgenme sinyalleri goriilmemistir. Etoposid katilmis idrar 6rnegi, herhangi bir 6n
1slem yapilmadan ve ayirma yéntemi kullanmadan direk idrar iizerinde segilen destek
elektrolit ile seyreltilerek analiz edilmistir. Elde edilen akim egriler1 Sekil 5.10°da
gorilmektedir. Yaklasik olarak +0.563 V civarinda gézlenen pik, her eklenen standart
etoposid ¢ozeltisi sonunda pik diizgiin olarak artis gostermistir. Cizelge 5.3°te goriildiigii
gibi idrara eklenmis etoposid derisimi arasindaki dogru oranti Gnerilen voltametnk
yontemin idrar 6rneklerinde de basarili ve % 95- %107 gert kazanim ile dogru bir sekilde

etoposid’in tayin edilebilecegini gostermektedir.
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Sekil 5. 10. Idrar 6rneginin BR tamponu (5 mM SDS igeren pH 3.0) ortaminda kaydedilen akim egrileri, (1)
0.33, (2)1.76, (3) 2.47, (4) 3.17, (5) 3.88 ve (6) 4.58 uM standart eklemeler sonras: derisim. ilave yapilmamus
idrar numunesi: Kesikli ¢izgi, biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans 20

Hz, adim gerilimi 0,005 mV, amplitid; 0,03 mV.

Cizelge 5.3. SW-AdSV yontemi ile Etoposid’in idrar numunelerinde elde edilen sonuglar
Eklenen? (M) Bulunan®® (uM) Geri Kazaninm(%)+% BSS
0.33 +3.21
1.76 2.00 954+2.85
2.47 2.95 106+4.05
3.17 3.72 107+3.24
2Analiz edilen ¢6zeltideki son derisim

Degerler ii¢ analizin ortalamasidir
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6. SONUCLAR VE ONERILER

"Genel Bilgiler” boliimiinde agiklandig: tizere, Etoposid’in voltametrik tayinine yo-
nelik kaynakcada kayitl ¢ok sinirli sayida calismaya rastlanmustir. ilgili calismada bilesigin
miktar tayini yapilmis, elektrot mekanizmasi aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Yaptigimiz kaynak arastirmasinda gore Etoposid’e yonelik voltametrik ¢alismalara
siirli sayida rastlanmistir. 2018 yilinda yaymlanan ve Behnaz H. ve arkadaslarinin yaptigi
calismada kalem grafit elektrot modifiyeli Poli (L-Sistein) ile siislenmis Au/Pd @ rGO na-
nokompozit kullanilmistir. Y 6ntem olarak ise CV ve elektrokimyasal empedans spektrosko-
pisi kullanilmistir. Caligma araligi 0.01-40 uM ve LOD degeri 0.718 nM olarak bulunmustur.
Bir diger ¢alisma da ise; 2018 yilinda yaymnlanan ve Pmar T. ve arkadaslarinin yaptigi
calismada modifiye camsi karbon elektrot kullanilmistir. Y6ntem olarak ise DPV ve SW-
AdSV teknikleri kullanilmistir. Analitik ¢alisma aralig: ise 0,025 — 0,5 uM , LOD degerleri
0,0023 uM seklinde hesaplanmistir. Baska bir ¢alisma ise; 2019 yilinda yayinlanan ve Hajer
Hrichi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada camsi karbon elektrot kullanilmigtir. Y6ntem ola-
rak ise diferansiyel puls voltametrisi ve CV teknigi kullanilmigtir. Analitik ¢alisma araligi ise
5,0x101° M-1,0x10®% M LOD degeri 2.8x107° uM olarak hesaplanmustir.

2020 yilinda yaymlanan Zehra Yazan ve arkadaslari yaptigi ¢alismada ise kalem gra-
fit elektrot kullanmilmistir. Yontem olarak SW voltametrisi ve PARAFAC se¢ilmistir. 2020
yilinda yayinlanan Mohammed I. Majeed ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada modifiye camsi
karbon elektrot kullanilmistir. Yontem olarak CV secilmistir. LOD degeri 1.6x1024,

Bu yapilan caligmalara kiyasla bu tez ¢alismasinda LOD degeri 0.156 uM olarak
bulunmustur. PGE ile CV yontemi kullanilarak ulagilan LOD degeri diger galigmalara gore
oldukga iyi bir degerdir. Daha dnce yapilan ¢alismalar da PGE ‘nin hi¢ denenmedigi sadece
2020 yilinda Zehra Yazan’in ¢ikarmis oldugu yayinda PGE kullanildig1 goriilmektedir fakat
yontem olarak PARAFAC yontemi secilmistir. Bu yiizden bu tezin hi¢ denenmemis bir
calisma oldugu goriilmektedir. Bulunan LOD degeri de ¢alismanin bilim diinyasina biiyiik
bir katki sundugunu gostermektedir.

Bu tez kapsaminda sunulan arastirmada, yalin ya da siirfaktan (anyonik/katyo-
nik/notr) igeren sulu ¢ozeltilerde karbon-temelli malzemeler (PG elektrot) iizerinde Etoposid

molekiiliiniin nas1l yiikseltgendigi ayrintili olarak gosterilmistir. En uygun ortami belirlemek
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icin asetat tamponu (pH 4.8), fosfat tamponu (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0 ) ile BR tamponlari
(2.0-12.0) kullanilmistir. Tekrar edilebilirligin, hassas, duyarli ve keskin pikin yapilan de-
neysel galismalar sonucunda pH 3.0'da BR tamponunda elde edildigi gorilmistiir. Arastir-
madan elde edinilen gozlemin iki agidan 6nemi vardir. (i) Giintimiizde Etoposid ve benzeri
bilesiklerin redoks mekanizmasiin 6zellikle serbest radikaller ve ara iiriinler olusturmasi
acisindan ¢ok karmasik oldugu ve pek ¢ok anlasilmamis noktanin bulundugu g6z o6niine
alinirsa, stirfaktan ortaminda siirdiiriilen bu arastirmanin devamindan edinilecek bilginin
Etoposidin yiikseltgenme ¢alismalarina onemli dlgiide 151k tutacagi agiktir. (i) Ote yandan,
Etoposid igin ilk kez gelistirilen voltametrik yontem, 6zelde bu bilesik genelde benzer yapili
diger bilesiklerin biyolojik orneklerden tayininde siklikla kullanilan ancak ¢ok zaman alici
ve 6zel deneyim isteyen on-ayirma islemlerine gerek duyan kromatografik yontemlere alter-
natif olusturacaktir.

Tek-kullanimlik, ekonomik ve ¢evre-dostu PG elektrotunun kullanilmasi ile gelistiri-
len bu yontemin, Etoposidin 6zellikle hastane gevresindeki atiklarinin yerinde dlgtimleri igin
de ilk adim1 olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Siirfaktan varliginda ulagilan LOD degeri
(0.156 uM) gelecekteki arastirmalar i¢in ¢ok umut verici gézilkmektedir.
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