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Danigsman: Prof. Dr. Osman CUBUK

Bu calismada, potansiyometrik polivinil kloriir (PVC) membran ifosfamid—segici
sensor ilag etken madde olan ifosfamid tayini icin kullanildi. Ifosfamid-sodyum
fosfomolibdat hidrat (IF-SFMH) ve ifosfamid—fosfotungstik asit hidrat (IF-FTAH)
iyon—¢iftleri hazirlandi. Hazirlanan iyon—¢iftleri sensér membraninin yapisinda
iyonofor olarak kullanildi. Membran optimizasyonunu saglamak i¢in PVC membran
sensorler sentezlenen iyon—¢ifti kullanilarak ¢esitli bilesimlerde hazirlandi. Bu
sensoOrlerin potansiyometrik performans o6zellikleri arastirildi. En iyi potansiyometrik
performans 6zelliklerinin %4,0 IF-SFMH iyon—ifti, %65,0 o—nitrofeniloktileter (o—
NPOE), %31,0 PVC, bilesimine ait oldugu belirlendi. Bu sensériin dogrusal ¢aligma
araligmin 1,0x10° mol/L ila 1,0x102 mol/L ve her onkatlik konsantrasyon
degisimindeki egimi 24,25 mV, tayin sinir1 2,0 10 mol/L, pH ¢alisma aralig1 7,0—
9,0 ve cevap zamam <9 s olarak belirlendi. Hazirlanan potansiyometrik ifosfamid—
secici sensor oldukga tekrarlanabilir bir potansiyometrik cevap sergilemistir. Bir ilag
numunesinin ifosfamid igerigi karsilastirilmali olarak yiiksek basinglt sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi ve hazirlanan potansiyometrik ifosfamid—secici
sensOr kullanilarak belirlenmistir. Her iki yontem ile elde edilen sonuglarin uyum
icerisinde oldugu gézlemlenmistir.

2022, 81 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antikanser ilag, ifosfamid tayini, Ila¢ etken madde, Iyon—segici
elektrotlar, Potansiyometrik sensorler.



ABSTRACT

Master Thesis

THE DEVELOPMENT OF POTENTIOMETRIC IFOSFAMIDE-SELECTIVE
SENSOR AND IT’S ANALYTICAL APPLICATIONS

Qusay ABDULSATTAR MOHAMMED MOHAMMED

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Osman CUBUK

In this study, the potentiometric polyvinyl chloride (PVC) membrane iphosphamide—
selective sensor was used for the determination of the drug active substance
iphosphamide. Iphosphamide—sodium phosphomolybdate hydrate (IP-SPMH) and
iphosphamide—phosphotungstic acid hydrate (IP-PAH) ion pairs were synthesized.
Synthesized ion pairs were used as ionophores in the structure of the sensor
membrane. In order to achieve membrane optimization, PVC membrane sensors were
prepared in various compositions using the synthesized ion—pair. The potentiometric
performance characteristics of these sensors were investigated. It was determined that
the best potentiometric performance properties belonged to 4.0% (IP-SPMH) ion
pair, 65.0% o-nitrophenyloctylether (0—-NPOE), 31.0% Polyvinylchloride (PVC)
composition. The slope of the linear working range of this sensor is between 1.0x10°
mol/L and 1.0x10% mol/L and the per decade concentration change is 24.25 mV,
limit of detection, 2.0x10 ® mol/L, pH operating range 7.0-9.0 and response time was
set as <9 s. The prepared potentiometric iphosphamide selective sensor exhibited a
highly reproducible potentiometric response. The iphosphamide content of a drug
sample was determined comparatively using the high pressure liquid chromatography
(HPLC) method and the prepared potentiometric iphosphamide—selective sensor. It
has been observed that the results obtained by both methods are in good agreement.

2022, 81 Pages

Keywords: Active drug agent, Anticancer drug, lon-selective -electrodes,
Iphosphamide determination, Potentiometric sensors
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1. GIRIS

Iyonofor, Yunancadan gelen “ion” ve “—phore” ile olusturulan "iyon tasryic" olarak
kullanilan ve iyonlar tersinir sekilde baglayan kimyasal bir tiir olarak tanimlanir.
Iyonoforlar, sivi polimerik membranlar (tasiyici-bazli iyon-segici elektrotlar) gibi
hidrofobik membranlar boyunca iyon tasinmasini katalize ederler (Bakker vd., 1997).
Yapisal olarak, bir iyonofor, hidrofilik bir merkez ve membranla etkilesime giren
hidrofobik bir kisim igerir. Iyonofor iceren PVC membran sensorler ise her tiirden
analitik analizlerde, tipta, kompleks biyolojik ve ¢evresel numunelerde ¢esitli iyonlarin
secgici, dogru ve tayinlerinin dogrudan yapildigi rutin olarak kullanilan yaygin analitik
araglardir. Tyon-secici sensorlere dayali analitik uygulamalarin genisletilmesi, analiz
sistem performanslarini iyilestirmeyi ve insan saghigi i¢in temelde yeni kimyasal veya
fiziksel konfigtirasyonlar: bulmay: amaglar. Iyon—segici sensorlerin genel anlamda sahip
oldugu potansiyel gug, ila¢c ve ila¢ etken maddelerinin hem in—vitro hem de in-vivo
analiz testlerinde ve ayrica tipta klinik analizlerde basarili ve dogru bir sekilde

sagladiklar1 analitik bilgileridir (Faridbod vd., 2007).

[fosfamid, cesitli tiimorlerin tedavisinde intravendz yolla rasemik karisim olarak
kullanilan cift islevli bir alkilleyici ajandir. Ifosfamid, siklofosfamid yapisina benzer bir
kimyasal formiile sahip olan bir oksazafosforin tiirevidir. ifosfamidin ilag etken maddesi
olarak kullanildig: ve ticari ad1 Holaxan® olan ilag ise kansere karsi 6nemli bir ila¢ olup
meme kanseri, testis kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, yetiskinlerde
yumusak doku sarkomu ve germ hiicreli tiimorlerinin tedavisinde ikinci basamak olarak
kullanilmaktadir (Nichols, 1995; Buda vd., 2003). Holoxan®’m asir1  miktarda
kullanilim1 akut bobrek yetmezligi, idrarda kan, kemik iligi baskilanmasi, istah kayb,
karaciger hasari, kusma, azaltilmis kan trombosit veya beyaz kiire sayisi, mide bulantisi,
damarlarin enflamasyonu, idrar kesesi iltihabi, kanama ve ¢esitli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Bu nedenle de bu ilacin etken maddesi olarak kullanilan ifosfamidin
klinik testlerde ve farmasotik preparatlarinda tayin edilmesi, yiiksek duyarliliga sahip
metotlarin gelistirilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Literatirde ifosfamid tayini
pahali enstrumanlar ve sarf malzemeler gerektiren, testleri zaman alici, analiz igin
uzman teknisyen gerektiren maliyetli yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir.

Potansiyometri ise basit, ucuz, hizli ve giivenilir sonuglar veren, minyatiirizasyona



imkan veren, uygulamada uzman teknisyenler gerektirmemek gibi avantajlara sahip
analitik bir yontemdir. Son yillarda, ilag etken maddelerinin tayinine yonelik olarak
iyonofor iceren potansiyometrik PVC membran sensorlerin gelistirilmesine yonelik
calismalar literatiirde yer almaktadir. Yapilan literatiir taramasi1 sonucunda su ana kadar
ilag etken maddesi ifosfamidin tayinine yonelik tiimiiyle kati—hal potansiyometrik
ifosfamid-secici bir sensor calismasinin mevcut olmadigi goriilmiistiir. Buradan
hareketle ¢alismada ifosfamid tayininde kullanilmak tizere ilk defa tiimiiyle kati—hal
potansiyometrik ifosfamid—secici bir sensor gelistirilmistir. Bu tez ¢alismasi bu agidan

0zglin bir caligmadir.

Calismada, tumuyle kati—hal kontakt potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici
sensoriin yapisinda iyonofor madde olarak kullanilmak itizere ifosfamid ile sodyum
fosfomolibdat hidrat ve fosfotungstik asit hidrat bilesikleri kullanilarak ifosfamid—-iyon—
ciftleri sentezlenmistir. Sentezlenen ifosfamid—-sodyum fosfomolibdat hidrat (IF—
SFMH) ve ifosfamid—fosfotungstik asit hidrat (IF-FTAH) iyon—ciftlerinin iyonofor
olarak kullanilmasi ile gelistirilen tiimiiyle kati—hal kontakt potansiyometrik PVC
membran ifosfamid-secici sensorlerin  potansiyometrik performans 6zellikleri
arastirilmis ve IF-SFMH iyon—iftinin iyonofor olarak kullanilmasina karar verilmistir.
Calismanin devaminda IF-SFMH iyon—iftinin iyonofor olarak kullanildigi tiimiyle
kati—hal kontakt potansiyometrik P\VC membran ifosfamid—segici sensoriin optimum
membran bilesimi arastiritlmis ve bu membran bilesimine sahip sensor igin
potansiyometrik performans 6zellikleri tespit edilmistir (dogrusal ¢alisma araligi, tayin
smirt, duyarlilik, cevap zamani, tekrarlanabilirlik, secicilik, pH calisma araligi, kullanim
omri gibi). Gelistirilen sensoriin analitik uygulamasi olarak, ifosfamid tayini icin ticari
ilag numunesinde uygulamalar yapilmis ve potansiyometri yontemi ile elde edilen
sonuglarla karsilagtirma yontemi olarak segilen yiiksek basingli sivi kromatografisi
yontemi (HPLC) kullanilarak elde edilen sonuglar karsilastirilmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bazm Ilac Etken Maddelerinin Potansiyometrik Tayini Icin Gelistirilen
Literattrdeki Sensorler

Mohamed ve arkadaslar1 1994’de yaptiklar1 ¢alismada, saf ve dozaj formlarinda
siklofosfamid ve ifosfamid tayini igin basit bir kalorimetrik yontem onermislerdir. Her
ikisinde de siklofosfamid ve ifosfamid nitroz asidinin ikincil amino grup ile
reaksiyonuna bagli oldugu ve boylece siklofosfamid igin 325 nm’de ve ifosfamid igin
335 nm’de Olcllebilen bir nitroso tiirevi olusturdugu gézlemlenmistir. Siklofosfamid
icin 20-90 pg/mL ve ifosfamid icin 5-100 pg/mL konsantrasyonlarda Beer yasasina
uyulmus ve tekrarlanabilirlik sirasiyla %99,83 £0,256 ve %99,72 +0,649 olarak
bulunmustur. Gelistirilen yontemle farkli farmasotik preparatlara uygulama yapildigi ve
Ingiliz farmakopesi 1988 yontemiyle karsilastirildiginda 6nemli bir farkin olmadig

belirtilmistir (Mohamed vd., 1994).

Minoia ve arkadaslar1 1998’de yaptiklar1 calismada, iki italyan hastanesinde
siklofosfamid (CP) ve ifosfamide (IF) maruz kalan 24 iscinin (10’u hazirlikta ve 14’0
uygulamada yer alan) izlendigini bildirmislerdir. Ifosfamid ve siklofosfamide
maruziyeti degerlendirmek i¢in siiriintiiler, bandajlar, hava numuneleri ve eldivenler
kullanildig1 ve g¢alismanin basinda ve sonunda idrar atilimii 6lgmek i¢in bir sivi
ekstraksiyon yontemi ve yiiksek performansli sivi kromatografisi/tandem kutle
spektrometrisi kullanildigr belirtilmistir. SUrtintd numunelerinde, 24 hava 6rneginden
liciiniin CP veya IF i¢in pozitif oldugu sonucuna varilmis ve Hastane A’da (32 numune)
<0,001-82,4 mg/dm? ve Hastane B’de (17 numune) 0,2-383,3 mg/dm? arasinda degisen
CP konsantrasyonlarinin bulundugu bildirilmistir. IF konsantrasyonlarinin ise Hastane
A’da <0,001-90,9 mg/dm? ve Hastane B’de 0,01-141,5 mg/dm? arasinda degistigi ve
bandajlarn (her isci icin 11°den 13’e kadar) 6zel olarak gogiis, bacaklar ve kollarda IF

ve CP ile kontamine oldugu belirtilmistir (Minoia vd., 1998).

Hassan ve arkadaglari 1998’de yaptiklar1 ¢alismada, siklofosfamid ve ifosfamidin
belirlenmesi icin poli (vinil kloriir) (PVC) ve poli (vinil klorur) karboksilat membran
sensorlerinin yap1 ve elektrokimyasal 6zelliklerini arastirmiglardir. Tetrafenilborat ve

ilac etken maddenin katyon formu arasinda bir iyon—ifti kompleksinin olusumuna gore



iki PVC sensort, yani siklofosfamid membran sensoru ve ifosfamid membran
sensOrunii hazirlamislardir. Sensér 1 ve SensOr 2 olarak adlandirdiklart sensérlerin
sirastyla 10210 m/L konsantrasyon araliginda CP ve IF icin dogrusal ¢alisma
araligina sahip oldugu ve her onkatlik konsantrasyon degisimine karsi siras1 ile 56,0 ve
54,6 mV’luk egimlere sahip oldugu belirtilmistir. Bir diger sensor tiirii olarak PVC
karboksilatlardaki ayrismis —COOH gruplari ile ilag ¢ozeltisi arasindaki reaksiyona
bagl olarak Sensor 3 hazirlanmistir. Bu sensoriin ise her iki ila¢ etken maddesi olan CP
ve IF igin 10°-10"° mol/L konsantrasyon aralizinda dogrusal calisma aralig1 sergiledigi
ve her onkatlik konsantrasyon degisimine karst 49,7 mV’luk katyonik davranis
sergiledigi belirtilmistir. Farmasotik Orneklerinde Onerilen sensorler kullanilarak
siklofosfamid ve ifosfamidin dogrudan potansiyometrik tayini yapilmis ve Sensor 1,
Sensor 2 ve Sensor 3 igin sirasiyla %101,3 +0,6, %100,8 £10,7 ve %102,0 £11,0°lik
ortalama geri kazanim degerleri elde edilmistir. Gelistirilen sensorlerle elde edilen
verilerin, Ingiliz farmakopesi yontemi (1993) kullamlarak elde edilen verilerle
karsilastirildiginda sonuglarin birbiriyle makul bir sekilde uygun oldugu bildirilmistir
(Hassan vd., 1998).

Sottani ve arkadaslar1 2005°de yaptiklar1 c¢alismada, idrarda siklofosfamid (CP) ve
ifosfamidin (IF) eszamanli tayini icin, yiiksek basingli sivi kromatografisi/segici
reaksiyon izlemeli iyonizasyon tandem kitle spektrometrisi (HPLC/SRMMS) olarak
adlandirdiklar1 yontemi gelistirmislerdir. Idrarda, CP ve IF igin sirasiyla 0,02 — 0,04
mg/L kantitatif alt sinirlar1 (LLOQ’lar) ile 0,02 — 0,4 mg/L araliginda dogrusal olarak
belirlenmistir. Kesinlik ve dogruluk bir dogrulama c¢alismasi ile gergeklestirilmistir.
Bagil standart sapma (RSD) olarak ifade edilen giin i¢i dogruluk, her iki analiz icin de
%14,7°den az bulunmustur. Genel dogruluk {i¢ farikli glin boyunca degerlendirilmistir.
Genel dogrulugun %150’den az oldugu bulunmustur. Oksaksafosforin geri kazanim
oran1 (RSD) %14,6°dan az olacak sekilde ayarlandiginda %83,5 (CP) ile %88,5 (iF)
arasinda degismistir. Birlesik belirsizlik, tiim dogrulama ¢alisma giinlerinde %25°ten az
bulunmustur. Bu yontemin, diisiik maruziyet degerlendirme prosediiriiyle ilgili bir dizi
idrar konsantrasyonunda (CP) ve (IF) diizeylerini belirlemeye yetecek kadar segici ve
hassas oldugu kabul edilmistir (Sottani vd., 2005).



Oliveira ve arkadaslar1 2007°de yaptiklar1 ¢alismada, insan plazmasindaki ifosfamidin
[(R)-IF ve (S)-IF] enantioselektif tayini ve N—tespiti i¢in hassas ve spesifik bir sivi
kromatografi—kitle spektrometrisi (LC-MS) yontemi gelistirilmislerdir (Oliveira vd.,
2007).

Martins ve arkadaslar1 2009°da yaptiklar1 ¢alismada, plazmada siklofosfamid (CP) ve
ifosfamidin (IF) aym:1 anda belirlenmesi icin tekrarlanabilir ve secici bir yontem
gelistirmisler ve izokratik eliisyon kullanilarak dogrulamislardir. Calisma bir C18
kolonu (5um, 150x4 mm) ve 195 nm’de belirlenen HPLC-UYV ile gergeklestirilmistir.
Mobil faz, 1 mL/dk’lik bir akigla 10 mM pH 6,0:asetonitril (77,25:22,75) fosfat
tamponundan olusturulmustur. Tekrarlanabilirlik varyasyon katsayilar1 (CV) %0,5 —
%7,8 arasinda ve ara kesinlik CV’leri %0,9 — %S5,7 arasinda degistigi belirlenmistir.
Ekstraksiyon etkinligi ve dogrulugu %94 ila %115 arasinda bulunmustur (Martins

vd.,2009).

Llewellyn ve arkadaslart 2011°de yaptiklar1 ¢alismada, Kanalizasyon atigindaki
sitotoksik ilaclar olan siklofosfamid ve ifosfamidin belirlenmesi icin guvenilir ve
spesifik bir yontem gelistirmislerdir. En basarili kombinasyon olarak Strata—x kat1 faz
ekstraksiyonu ve ardindan florisil temizligi, sivi kromatografi-tandem kutle
spektrometrisi ile elde edilmistir. Miktar tayini ayrica 6zel olarak formiile edilmis d4—
siklofosfamid kullanilarak i¢ standardizasyon yontemiyle gergeklestirilmistir (LIewellyn
vd., 2011).

Mohamed ve arkadaslari 2011°de yaptiklar1 c¢alismada, 1—(etoksikarbonil)
pentadesiltrimetil amonyum bromuriin (Septonex) belirlenmesi icin elektroaktif madde
olarak Septonex—tetrafenilborat ve plastiklestirici madde olarak o—nitrofeniloktileter (o—
NPOE) kullanimina dayali olarak ekran baskili bir elektrot (SPE) hazirlamislardir.
Hazirlanan elektrot pH 2,0 — 9,0 araliginda 59,33 + 0,85 mV/her onkat’lik aktiviteye
yakin bir Nernstian egim degerine ve 9x10~" mol/L’lik bir alt tayin sinir1 sergilemistir.
Yaklasik 5 s’lik bir cevap siiresi ve 6 aylik yeterli bir kullanim 6mriine sahip oldugu
belirtilmistir. Gelistirilen yOntem farmasotik preparatlarda Septonex tayini igin
uygulanmistir. RSD %1,24 — %99,88’lik bir geri kazanim yiizdesi elde edilmistir.
Ayrica elektrot, dogrudan potansiyometrik, kalibrasyon egrisi ve standart ekleme

yontemleri ile de laboratuvarda hazirlanan numunelerde Septonex tayininde basariyla



uygulanmistir. Septonex’in titrant olarak sodyum tetrafenilborat ve fosfotungstik asit ile
potansiyometrik titrasyonu, son nokta gosterge elektrotu olarak modifiye edilmis ekran
baskil1 elektrot ile izlenmistir. Bir dizi potansiyel girisim yapan maddeye gore Septonex
icin segicilik katsayilar1 belirlenmistir. Sensdr, Septonex icin olduk¢a secici oldugu
bulunmustur. Onerilen elektrot laboratuvarda hazirlanmis farmasotik numunelerinde
Septonex'in belirlenmesinde basariyla uygulanmis ve sonuclar analitik olarak tatmin

edici olarak degerlendirilmistir (Mohamed vd., 2011).

Anilanmert ve arkadaglar1 2015°de yaptiklar ¢alismada, idrarda ytliksek geri kazanimli
siklofosfamid tayini i¢in hassas bir yontem gelistirmigler ve mesleki maruziyeti izlemek
icin kullanmislardir. Calismada etil asetat/diklorometan (pr=3:1;6,0 mL) kullanilarak
uclii sivi  ekstrakte edilmistir. Tandem kitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile
birlestirilmis sivi kromatografisi yontemiyle 9 dakikalik bir analiz yapilmis ve
siklofosfamid ile ifosfamid arasindaki ayrim igin tatminkar sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Anilanmert vd., 2015).

Ganjali ve arkadaglar1 2015°de yaptiklar1 caligmada, farmasotik numunelerdeki p—
histinin tayini icin, PVC mebran elektrot ve nano kompozit karbon pasta elektrot
gelistirmiglerdir. Optimum potansiyometrik performans ozelliklerinden membran
kompozisyon oranmnin %30 PVC, %63 0-NPOE, %7 iyon—¢ifti ve karbon—pasta
bilesiminin ise %53 grafit, %30 parafin yagi, %15 iyon—Gifti ve %2 MWCNT
bilesimine sahip oldugu belirtilmistir. Bu elektrot nernst davranisina yakin bir davranis
gostermis ve dogrusal calisma araligt PVC mebran elektrot igin 1,0x10°-1,0x102
mol/L olarak, nano kompozit karbon—pasta elektrot icin 1,0x10°-5,0x10" mol/L
olarak belirlenmistir. Hazirlanan elektrotlarin iyi bir tekrarlanabilirlige ve kisa cevap

sliresine sahip olduklari belirtilmistir (Ganjali vd., 2015).

Kanberoglu ve arkadaglar1 2015°de yaptiklar1 calismada, tamoksifenin cesitli iyon
iliskilerine dayanan yeni tamoksifen—segici potansiyometrik elektrot gelistirmislerdir.
En iyi potansiyometrik 0zelliklere sahip optimum membran bilesimi olarak (a/a) %3,0
tamoksifen—fosfomolibdat iyon—ifti, %32,0 PVC ve %65,0 0-NPOE’den olusan oran
belirlenmistir. Hazirlanan elektrotun pH calisma araliginin pH 2,0-6,0 araliginda
oldugu, egim degerinin 42,9 £ 0,3 mV/her onkat’lik aktiviteye sahip oldugu ve
9,1x10 °-1,0x10 2 mol/L’lik dogrusal ¢alisma araligina (R°=0,9989) sahip oldugu ve



standart tamoksifen cozeltileri icin 7,3+0,4x10°® mol/L tayin siur1 ve ~25 s gibi kisa
cevap zamanina sahip oldugu belirtilmistir. Baz1 alkali ve toprak alkali metallerin,
biyolojik olarak énemli molekiillerin ve baz1 farmasotik tiirlerin elektrot lizerine girisim
etkileri incelenmistir. Onerilen elektrot, standart ekleme yontemi kullanilarak bazi
farmasotik formilasyonlarin tamoksifen igeriklerinin belirlenmesi igin uygulanmuistir.
Elektrotun analitik uygulamasinda farmasotik formilasyonlar igin elde edilen
potansiyometrik analiz sonuglari ile yiiksek performanslhi sivi kromatografisi ile elde
edilen sonuclarin %95 given dizeyinde uyumlu oldugu belirtilmistir (Kanberoglu vd.,
2015).

Hatamluyi ve arkadaslar1 2018’de yaptiklar1 ¢alismada, ifosfamid (IF) ve etoposidin
(ETO) antikanser ilaglarinin eszamanli tayini icin poli—-L-Sistein ile sislenmis
Au/PdrGO nanokompozit ile modifiye edilmis kalem grafit elektrota dayali bir
elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. Modifiye elektrotun ozelliklerini  ve
avantajlarmni incelemek i¢in dongiisel voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) yontemleri kullanilmistir. Modifiye edilmis Au/PdrGOp (L-Cys)
elektrot iizerindeki IF ve ETO’nun elektrokimyasal davranisi, dongiisel voltametri ve
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglar
hem IF’in hem de ETO’in elde edilen bireysel ve eszamanl algilama icin etkin oldugu
belirtilmistir. Elektrokimyasal parametrelerin optimizasyonundan sonra, olusturulan
sensdriin farmasdtik bilesiklerde ve biyolojik numunelerde ETO ve IF’nun eszamanl

analizi i¢in yararh olabilecegi belirtilmistir (Hatamluyi vd., 2018).

Cavus ve arkadas1 2019°da yaptiklar1 ¢alismada, bir tetrasiklik farmasotik ilag maddesi
olan maprotilini belirlemek icin bir potansiyometrik iyon-secici elektrot (ISE)
gelistirmiglerdir. Maprotilin—tetrafenilborat iyon—cifti sentezlenmistir. Element analizi
sonuglart maprotilin-tetrafenilborat iyon—ciftinin birlesme oraninin 1:1 oldugunu
gOstermistir. Hazirlanan iyon—¢ifti, sensér membraninda iyonofor olarak kullanilmustir.
Optimum membran kompozisyon orani olarak %3,0 maprotilin—tetrafenilborat iyon—
cifti, %65,0 dibatilftalat, %32,0 PVC bilesimi verilmistir. Hazirlanan elektrotun
dogrusal calisma araligi 1,0x10°-1,0x102 mol/L ve her onkatlik konsantrasyon
degisimindeki egimi 55,4 mV olarak verilmistir. Elektrotun tayin limitinin 5,0x10°°

mol/L, pH ¢aligma araligimin pH 3,0-5,0 ve cevap zamaninin 55 oldugu belirtilmistir.



Ayrica, elektrotun tekrarlanabilirliginin yiksek oldugu belirtilmistir. Depresyon
tedavisinde kullanilan iki farkli farmasotik tabletin maprotilin igerigi gelistirilen elektrot
kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin karsilastirma yontemi olarak secilen
gaz kromatografisi (GC) yontemi ile elde edilen sonuclarla %95 gliven seviyesinde

birbiriyle uyumlu oldugu belirtilmistir (Cavus ve Kanberoglu, 2019).

Kanberoglu 2019’da yaptigi c¢alisgmada, raktopamin miktarin1 belirlemek igin
potansiyometrik iyon—segici bir elektrot (ISE) gelistirmistir. Raktopamin—tetrafenilborat
(Rak-TPB) iyon—¢ifti hazirlanmis ve hazirlanan iyon—cifti sensér membraninin
yapisinda iyonofor olarak kullanilmigtir. Optimim PVC membran bilesimi olarak %5,0
Rak-TPB, %32,0 PVC, %62,6 DBF ve %0,4 KTpCIPB oranlar1 verilmistir. Hazirlanan
sensoriin potansiyometrik performans ozelliklerinden dogrusal ¢alisma araligi, egimi,
tayin sinir1, pH ¢alisma aralig1 ve cevap zamani sirasiyla 1,O><1075—1,0><1071 mol/L, 51,0
mV/her onkat, 1,0x10° mol/L, pH 3,0-50 ve <5s olarak verilmistir. Sensoriin
tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu ve domuz yeminde raktopamin tayini igin
uygulandig belirtilmistir (Kanberoglu 2019).

Yoosefian ve arkadaslar1 2019°da yaptiklar1 ¢alismada, iF anti—kanser ilaci i¢in (10,10)
koltuklu tek duvarli karbon nanotiiplerin bir nanovektor olarak kapsiilleme etkinligini
arastirmiglardir. (10,10) koltuk tek duvarli karbon nanotiip, kapsiilleme i¢in daha biiyiik
i¢ hacim, islevsellestirme i¢in farkli i¢ ve dis yiizeyler ve hiicrelere veya hiicre
cekirdegine niifuz etme olasihig nedeniyle secildigi belirtilmistir. Ilacin olasi tiim
kararli konformerleri Gaussian 09 program paketi kullanilarak B3LYP/6-31G teori
diizeyinde geometri optimizasyonlar ile arastirilmis ve ardindan en kararli konformerin
kapsuillenmesi incelenmistir. ifosfamid ilag molekiiliiniin, tek duvarli karbon nanotiipiin
koltuk i¢ bosluguna Kkapsiillenebilecegini gosterilmistir. Kapsillemenin kuantum
mekaniksel hesaplamalari, tek duvarli bir karbon nanotiipiin, kimyasal adsorpsiyon
islemi yoluyla bir IF molekiiliinii kendiliginden adsorbe edebilecegini belirtilmistir

(Yoosefian, 2019).

Yolcu ve arkadast 2019’da yaptiklar1 ¢alismada, antikanser ila¢ etken madde olan
busulfan (BUS) icin segici yeni tir kati-hal PVC membran mikrosensor
gelistirmiglerdir. Bu amag igin BUS-TPB iyon—ifti sentezlenmis ve sensfr membran

yapisinda iyonofor olarak kullanilmistir. Hazirlanan sensdrlerin en iyi potansiyometrik



performans 6zellikleri arastirildiktan sonra sensoriin optimum membran bilesimi %30,0
PVC, %66 0o—NPOE ve %4 BUS-TPB iyon—<itfi olarak verilmistir. Genis bir dorusal
calisma araliginda (R?=0,990) ~2,5%10° —1,0x10 2 mol/L, sensdr egimi olarak 53,3 +
3,4 mV/her onkat verilmistir. Gelistirilen sensériin tayin sinirinin 1,8x107° mol/L, cevap
stresinin ~25 s ve kullanim 6mrinin ~6 hafta oldugu belirtilmistir. Gelistirilen
busulfan—secici sensor, kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bir farmasotik ilag
numunesinde busulfan1 tayin etmek i¢in basariyla kullanilmistir. Potansiyometrik
yontem kullanilarak elde edilen sonuglar ile UV yontemi kullanilarak elde edilen
sonuglar karsilagtirildiginda, iki yontem arasinda %95 guven seviyesinde bir uyum
oldugu belirtilmistir (Yolcu ve Arslan, 2019).

Yolcu ve arkadaglar1 2019°da yaptiklar1 ¢alismada, antihipertansif bir ilag etken madde
olan atenolol igin tiimiiyle kati—hal potansiyometrik PVC membran atenolol-segici
mikrosensor gelistirmiglerdir. Sensoriin membran yapisinda iyonofor olarak atenolol—
tetrafenilborat (A-TPB) iyon—¢ifti kullanilmistir. Sentezlenen sensorlerin en iyi
potansiyometrik performans 6zellikleri incelendikten sonra %30,0 PVC, %62,0 DOS ve
%8 A-TPB iyon—ifti membran bilesimine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Genis
dogrusal calisma araliginda (5,0x10°-1,0x102 mol/L), sensdriin egiminin 36,6+2,6
mV/her onkat (R’=0,996), tayin sirmin 1,26x10> mol/L, pH ¢alisma araliginin pH
3,0-8,0, cevap zamaninin 10-12 s ve kullanim Omriinin yaklasik 6 hafta oldugu
belirtilmistir. Gelistirilen mikrosensor, hastaliklarin tedavisinde kullanilan farmasotik
gercek numunelerdeki atenololil tayin etmek igin kullanilmistir. Potansiyometri yontem
ile elde edilen sonuglarin %95 gliven seviyesinde UV yontem ile elde edilen sonuclarla

uyum igerisinde oldugu belirtilmistir (Yolcu ve Celik, 2019).

Kanberoglu ve arkadaslar1 2020°de yaptiklar1 calismada, ila¢ etken madde olan
izoprenalin tayin etmek icin potansiyometrik iyon—secici bir elektrot gelistirmislerdir.
Ik olarak izoprenalinin fosfomolibdat, tungstik asit, tetrafenilborat, amonyum reinakat
ve fosfotungstik asit ile iyon—<iftleri sentezlenmistir. Hazirlanan bu iyon—ciftleri
elektrot membraninin yapisi icerisinde iyonofor madde olarak kullanilmis ve
membranin iyilestirilmesine katkida bulunmak i¢in hazirlanan iyon—iftleri kullanilarak
cesitli bilesimlerde PVC membran sensorler hazirlanmigtir. Optimum potansiyometrik

performans Ozelliklerinin %3,0 izoprenalin—tetrafenilborat iyon—ifti, %64,0 0—-NPOE,



%32,0 PVC, %1,0 KTpCIPB bilesimine sahip membran orani kullanilarak elde edildigi
belirtilmistir. Bu elektrodun dogrusal ¢alisma araligimimn 5,010 °-1,0x10 " mol/L ve her
onkathk konsantrasyon degisimindeki egiminin 45,3 mV, tayin siurimn 5,0x10°
mol/L, pH ¢alisma araliginin pH 2,6-3,6 ve pH 5,7-7,9 ve cevap slresinin <5 s oldugu
belirtilmistir. Elektrodun oldukga tekrarlanabilir bir potansiyometrik cevap sergiledigi
ve uygulama olarak ilag drnegindeki izoprenalin igeriginin izoprenalin—segici elektrot

kullanilarak ilagta tayin edildigi belirtilmistir (Kanberoglu ve Ozarslan, 2020).

Tumur ve arkadaslar1 2020°de yaptiklar1 ¢alismada, sisteaminin tayini icin bir iyon—cifti
esasli potansiyometrik P\VC membran sisteamin-secici sensor gelistirmislerdir. Sensor
hazirlamada sisteamin—fosfomolibdat (Cys—FMH) iyon—¢ifti sentezlenmis ve sensorin
PVC membran kokteylinde iyonofor olarak kullanilmistir. Hazirlanan sensoriin
potansiyometrik performans 6zelliklerinden dogrusal ¢alisma araligi 1,0x10*-1,0x10
mol/L, egimi 51,7 mV/her onkat, cevap zamani 5 s ve tayin sinir1 1,0><1075 mol/L olarak
verilmistir. Sensoriin tekrarlanabilirliginin ve segiciliginin yiiksek oldugu belirtilmistir.
Gelistirilen sensoriin pH calisma araligi ve kullanim 6mrunun de sirasiyla pH 3,0-7,0
ve yaklagik 25 gun oldugu belirtilmistir. Analitik uygulama olarak farmasotik bir
formiilasyonda sisteamin tayini yapilmig ve analiz sonuc¢larinin daha karmasik, pahali
ve zaman alic1 analitik yontemlere gore bir alternatif yontem olabilecegi belirtilmistir
(Tumur vd., 2020).
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3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. ifosfamid ve Siklofosfamid

ifosfamid (IF) veya IUPAC adiyla (2—kloroetilamino)-N—(2—kloroetil) tetrahidro—2H—
1,3,2—oksazafosforin—2—oksit) ve siklofosfamid (CP) veya IUPAC adiyla 2—(bis(2—
kloroetil) amino) tetrahidro—2H-1,3,2—oksazafosforin—2—oksit) en yaygin kullanilan
antineoplastik alkilleyici ajanlardandir. Her iki bilesik de ¢esitli tiimorlere karsi
aktivitelerinden dolay1r bircok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan yaygin
antineoplastik ilaglardir ve kemoterapide siklikla kullanilirlar (B’Hymer and Cheever,
2010).

3.1.1. ifosfamid ve siklofosfamidin kimyasal yapilar

Ifosfamid ve siklofosfamid arasindaki kimyasal yap: farki 2—kloroetil grubunun hardal
nitrojen atomundan siklik nitrojen atomuna transferinden kaynaklanir. Bu da iki
bilesigin farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin yani sira farkli toksikolojik 6zelliklere
sahip olmasina yol agar. Hem ifosfamid hem de siklofosfamid, alkilleyici metabolitler
olusturmak i¢in hepatik mikrozomal enzimler tarafindan aktivasyon gerektiren 6n
ilaglardir (Burton and James, 1988). Sekil 3.1’de ifosfamid ve siklofosfamidin kimyasal

yapilar1 gosterilmistir.

O H CI
DH“II:I""NWCI

Tfosfamid Sikdofosfamid
Sekil 3.1. Ifosfamid ve siklofosfamidin kimyasal yapilar1

[fosfamid, her nitrojen atomuna bir kloroetil grubunun bagl oldugu siklofosfamidin
yapisal bir izomeridir. Her iki ilacin metabolik yollar1 niteliksel olarak aynidir. Her ikisi

de dort halka numarali fosforamid hardalin oksidasyonu yoluyla hepatik mikrozomal
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enzimler tarafindan aktive edilir ve ifosfoamid hardal, sirasiyla siklofosfamid ve

ifosfamidin gercek alkilleme yeteneklerini sergiler (Baker vd., 1990).

3.1.2. ifosfamidin viicuttaki metabolizmasi

Siklofosfamid gibi ifosfamid de ¢esitli aktif ve potansiyel olarak toksik metabolitlere
metabolize olan bir ilag etken maddedir. ifosfamidin terapétik dozunun yaklasik %45'i
tipik olarak N-dekloroetilasyon yoluyla kloroasetaldehit (CAA) metabolize olurken,
siklofosfamidin sadece %10’u CAA’ya donistiiriliir (Kaijser vd., 1993). CAA’nin
norotoksisite ve nefrotoksisiteyi indiikledigi disiiniildiigiinden, bu durumun ifosfamid
ile tedavi edilen hastalarda da belirli istenmeyen olaylarin daha yaygin olarak meydana
gelmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Boddy ve Yule, 2000). 4-hidroksi—
ifosfamidin olusumu ile rekabet muhtemelen inaktif 2— ve 3-dekloroetilifosfamid ve
norotoksik metabolit CAA Uretimine yol acan katabolik ifosfamid dekloroetilasyon
yoludur. Bununla birlikte bazi preklinik calismalar antitimér aktivitesini CAA’ya

baglamaktadir (Briiggemann vd., 2006).

4—hidroksi—ifosfamid kararsiz bir tiriin oldugundan, totomerik formu olan aldofosfamid
ile dengede bulunur ve kendiliginden izofosforamid hardal ve akroleine ayrisir.
Alkilasyon mekanizmasi, onarimi daha zor olan zincirler arasi ¢apraz baglanmayi
kolaylastirir ve dolayisiyla da daha buylk bir sitotoksik etkiyi tesvik ederek hiicreleri
apoptoza iter. [fosfamid metabolizmasini etkileyen en énemli faktorlerden biri genetik
polimorfizmler, otoindiiksiyon ve ifosfamidi metabolize eden ve tasiyan enzimleri
kodlayan ilag kombinasyonlaridir (Zhang vd., 2005). ifosfamid spontan
indiiksiyonunun, tedavinin baslamasindan sonraki 12-24 saat icinde meydana geldigi
belirlenmistir. Daha da 6nemlis metabolik hizlarin U¢ hafta i¢inde baslangi¢ seviyelerine

dondiigi gézlemlenmistir (Lewis, 1996).

Ilag—ilag etkilesimlerinin yan1 sira, kanser hastalarinda gozlemlenen klinik yanit orani
ve toksisitede bireyler arasi acik farkliliklar, kismen ifosfamidi metabolize eden ve
tasiyan enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerle aciklanmistir (Stresser ve
Kupfer, 1999; Code vd., 1997). ifosfamidin viicuttaki metabolizmas: grafiksel olarak
Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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ALDH1A1

ALDH3A1

Sekil 3.2. ifosfamidin viicuttaki metabolizmasi

[fosfamidin viicuttaki metabolizmasinin esas1 olarak sitokrom P450 enzimlerinin aktif
medyator 4-OH ifosfamidi irettigi ve karacigerde meydana geldigi gorilmektedir
(Brock ve Hohorst, 1963). Halka oksidasyonuna ek olarak siklik veya eksojen
nitrojende yan zincir oksidasyonu meydana gelebilir ve 2,3-dikloroetil ifosfamid
(2DC), (3DC) ve kloroasetaldehit (CAA) metabolitlerini verir. Sekil 3.3’te ifosfamidin

vicuttaki metabolik yollar gosterilmistir.

Dekloroetilsiklofosfaid (3-DC)

\/ \,
\/\3 \/\3 \/\ ">§

I ifosfamid (IFO) cao-q,c«,
cIcH,CH,

-
+CICHLHO / cicH.CH,
kloroasetaldehit 1 Faso / 4-Tiyoifosfamid

\/
\/\ \/\ \
e I \/

CICH,CH, \ "4 \
Dekloroetilifofosfaid (2-DC) 4. I{xdrokstfosfamzd cnca,ca, I sAa
CICH,CH,
l l 4-Ketoifofamid (KP)
o, ©
™D
ne P g ) uom ) T
)/ 7 22 \N/ \ " H \ M
CICH, CH, ' CICH,CH;™ | CICH,CH N ';
CICH,CH, CICH,CH, CICH,CH,
Karboksifosfamid(CX) Aldoifosfamid izofosforamid
hardal (IPND)
+ CH,CH-CHO
Alkrolein

Sekil 3.3. ifosfamidin viicuttaki metabolik yollart
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Izofosforamid hardal, DNA arasinda capraz baglara neden olan IF’in son alkilasyon
metabolitidir.  Nefrotoksisite ve norotoksisiteden sorumlu metabolitler olarak
bilinmemektedir. Ancak reaktif bir metabolit oldugu ve biiylik miktarlarda tiretildigi
icin CAA s0z konusudur (Wagner, 1994). DEX’in ifosfamid ile birlikte kullanilmasinin
nedenlerinden biri de antiemetik Ozelliklere sahip olmasidir. Bu nedenle kullanimu,
ifosfamidin metabolik modelini terapotik veya toksik sonuclarla degistirebilir (Weber

ve Waxman, 1993).

3.1.3. ifosfamidin ila¢ olarak kullammndaki yan etkileri

[fosfamidin baslica akut yan etkileri notropeni, trombositopeni, bulant1, kusma, alopesi
ve asir1 duyarlilik reaksiyonlart gibi diger antineoplastik ajanlarla yaygin olarak
goriilenleri icerir. Ifosfamide 6zgii toksisitelerle ilgili olarak, ifosfamidin kullanimi
baslangigta hemorajik sistit olusumu ile sinirlandirilmistir. 1979 yilinda ifosfamidin
akrolein metabolitini antitimor etkisini etkilemeden sadece mesanede detoksifiye eden
bir tiyol bilesigi olan merkaptoetan siilfonat sodyumun (mesna) piyasaya surtilmesinden
sonra hemorajik sistit artik doz simirlayici olarak kabul edilmemistir (Schoenike ve
Dana, 1990). ifosfamid ile yapilan klinik ¢alismalar, hastaya uygulanan tek yiiksek
dozlarin birka¢ giin i¢inde bobrek yetmezligine ve hastanin akut tiibiiler nekrozuna yol
acabilecegini kanitlamistir (Ho vd., 1995). Uzmanlar1 bu ila¢ igin boliinmiis doz
programlar1 gelistirmeye tesvik eden ana nedenlerden biri, bu ilacin yiiksek dozlarda
alinmasinin neden oldugu zararlardan kag¢mmaktir. Bes giin boyunca ifosfamid
uygulamast ile hem mesane hem de renal toksisite orami daha diisik gorilmiistiir

(Marina vd., 2000).

Sasirtict olmayan bir sekilde, ifosfamid ve siklofosfamidin toksisitesi benzerdir.
Bulanti, kusma, miyelosupresyon (megakaryositlerin nispi korunmas ile), hemorajik
sistit, gonadal disfonksiyon ve bunun sonucunda hiponatremi, alopesi ve miyokard
enfarktiisiine yol acan antiditretik hormon benzeri bir etki icerir (yiiksek dozlar ile)
(Morgan vd., 1982; O’Connell ve Berenbaum, 1974). Interstisyel pndmoni,
siklofosfamid tedavisinin iyi tanimlanmis bir yan etkisi olmasina ragmen, insanlarda
ifosfamidin neden oldugu interstisyel akciger hastaligina iliskin herhangi bir rapor

bulunmamaktadir (Dohner vd., 1972).
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3.1.4. ifosfamid ilacinin toksisitesi

Siklofosfamidin yapisal bir analogu olan ifosfamid (IF), pediatrik hastalarda gesitli
tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir alkilleyici ajandir. Gegmiste (akut
hemorajik sistit) kullaniminin ciddi yan etkileri nedeniyle ifosfamidin kullanimi1 ¢ok
smirliyken, sodyum 2—merkaptoetan siilfonatin (Mesna) devreye girmesiyle ifosfamidin
klinik kullanim1 hizla artmistir. Mesane icin etkili bir profilaktik ajandir. IF’in neden
oldugu nefrotoksisite glukoz, fosfat, bikarbonat, amino asitler ve protein gibi soliitlerin
subklinik tiibiiler israfini, asemptomatik Fanconi nefrotik sendromunu ve nadir bobrek

yetmezligi vakalarini igerir (Skinner vd., 1993; Loebstein ve Koren, 1998).

Iyi belirlenmis akut nefrotoksisite vakalarinin ¢ogu bes yasindan kiiciik cocuklarda veya
daha yuksek kuimulatif dozlarda ifosfamid alan ¢ocuklarda meydana gelmistir (Skinner
vd., 1993). Bu toksisite, genellikle ¢ogu hastada Fanconi sendromuna bagli klinik
belirtilerle birlikte, ifosfamid tedavisinin kesilmesinden sonra uzun stire devam eder.
Ifosfamidin neden oldugu nefrotoksisitenin baslangici, dogas1 ve siddetinde kisiler arasi
onemli degiskenlik oldugu bilinmektedir. Pek ¢ok ¢ocugun bobrek toksisitesi ¢ok azdir
veya hi¢ yoktur, ancak ¢ok azi ciddi sekilde etkilenir. Akut tiibiiler toksisite, tedavinin
ilk korinG takip edebilir veya kronik glomeriler ve tibuler hasar, ifosfamidin
tamamlanmasindan sonra birkag ay siirebilir (Skinner vd., 2000). Nefrotoksisitede IF’in
kendisinden ziyade 4-hidroksiifosfamid, klorasetaldehit ve akrolein gibi ifosfamid
metabolitlerinin 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Mohrmann vd., 1994). Bu
metabolitler renal tiibiiler glutatyonu tiiketerek apikal plazma membrani i¢indeki tiibiiler
tasima proteinlerinin oksidatif hasarina yol acabilir. IF metabolitlerinin bu dogrudan
toksik etkisine ek olarak, bobrek soliitlerinin aktif taginmasi icin elektrokimyasal
gradyani olusturan mitokondriyal enzimlerdeki hasarlar, Na“, K", ATPase ve iF
tarafindan indiiklenen Fanconi sendromunun patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilir

(Di Cataldo vd., 1999; Mohrmann vd., 1993).

IF nefrotoksisitesinin baslica klinik bulgularindan biri, degisen derecelerde proksimal
tibdler disfonksiyondur (Rossi vd., 1995). Siddetli nefrotoksisite durumlarinda, idrar
konsantrasyonunda azalma, glomerdiler filtrasyon hizinda (GFR) azalma ve boébrek
yetmezligi gelisebilir (Tokuc vd., 1997; Loebstein vd., 1999). Bu akut nefrotoksisiteye

hemen hemen her zaman proksimal tiibiiler disfonksiyon gelisimi eslik eder (Ashraf vd.,
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1994). Doku kiiltiirii ve laboratuvar hayvanlarinda, ifosfamidin Yoshida assit sarkomu,
Ridgway osteosarkomu ve DS karsinosarkomuna kars1 siklofosfamidden daha aktif ve

daha az toksik oldugu bulunmustur (Goldin, 1982).

Standart bir IF dozu kullanan hayvan ¢alismalari, hematolojik toksisiteyi ve iirotelyal
toksisiteyi azaltmak icin yiiksek tiimor hiicresi iiretiminde dért parcali bir iF dozunun
tek bir doza gore daha listlin oldugunu gostermistir (Klein vd.,1984). Yiiriitillen sinirh
klinik c¢alismalara ragmen, ifosfamidin siirekli infiizyonunun bolus etkisi ile
karsilastirildiginda ayni antitiimor etkisi i¢in hematolojik olarak daha az toksik
oldugunu gostermistir (Rodriguez vd., 1976). Bu nedenle, artan {F pargalanmasimin

dogal toksisitesinin bir kismini dokulara ayirmasi miimkiindiir (Morgan vd., 1982).

Kanser hastalarinda IF ve CP genel olarak CYP3A4, CYP2C9 ve CYP2B6
bilesiklerinin verilmesiyle aktive edilir, bu islem karacigerde bir butin olarak
gerceklesmektedir. Aktive metabolitler daha sonra eritrositler tarafindan kan dolagimi
yoluyla timor dokularina tasinmaktadir. Ayrica aktif metabolitler organizmanin
vicudundaki normal dokulara girerek konak toksisitesine neden olabilir. CPA igin

olagan doz sinirli toksisite miyelosupresyondur (Bramwell vd., 1987).

[fosfamidin kimyasal yapisi, bilesiminde ndrotoksisite, nefrotoksisite, hematolojik
toksisite ve idrar toksisitesi dahil olmak (izere bir grup toksisite icermektedir
(Klastersky, 2003). Dozla smirli hematolojik toksisite miyelosupresyon, ozellikle
l6kositopenidir. Miyelosupresyonun insidansi doza baglidir. Yiiksek tek doz ifosfamid
programut ile diisiik kismi doz ifosfamid programi karsilastirildiginda, ilkinin daha fazla
miyelosupresyon olusturma egiliminde oldugunu gorilmiistir (Morgan vd., 1982).
Urotoksisite, ifosfamid dozlarini sinirlayan ve genellikle hemorajik sistit seklinde
kendini gdsteren baska bir toksisite tiiriidiir (Klastersky, 2003). Akrolein ve CAA IF’in
iirotoksisitesinin nedensel faktdrii olarak kabul edilmistir. Idrar yolunda idrar
zehirlenmesi surecini engelleyen olayin Mena’nin akrolein ile reaksiyonu oldugu
diistiniilmektedir (Brock vd., 1979).
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3.1.5. ifosfamidin calisma mekanizmasi

Siklofosfamid ve ifosfamid, oksazafosforinler olarak alt smiflandirmaya sahip
alkilleyici ajanlardir. Oksazafosforinler, hiicre dis1 dongiiye 6zgii ajanlardir. Birincil etki
mekanizmalari, DNA sentezinin inhibisyonu ve ardindan hiicre 6liimii ile sonuglanan
DNA alkilasyonudur. Oksazafosforinler kimyasal olarak nitrojen hardaldan oldukca
farklidir. Sekil 3.4°te gosterildigi gibi (A) nitrojen hardali, (B) siklofosfamid ve (C)

ifosfamidin sirasiyla yapisal formiilleridir.

: (I::H?CH;.CI
N—CH N—CH
_CHCH,C CICHCH,, \’ CICHLCH;  / \’
N el fN_P\:D KCHZ ’fH_ F::-O o
22 CICH,CH,, 0—CH, H 0—CH,
(A) Nitrojen hardall (B) Siklofosfamid (C) Ifosfamid

Sekil 3.4. (A) Nitrojen mustard, (B) siklofosfamid ve (C) ifosfamidin yapisal formiilleri

Siklofosfamid, ekzosiklik nitrojen atomu Utzerinde elektron g¢eken siklik bir fosfamid
grubuna sahiptir. ifosfamid ise kimyasal yapisinda ekzosiklik nitrojen atomuna bagl
Kloroetil gruplari ve biri ekzosiklik nitrojene bagli olmak Uzere endosiklik nitrojen

atomuna bagl bir siklik fosfamid grubu icermektedir (Hilton, 1984).

3.1.6. ifosfamid kullanim alanlar

Siklofosfamidin yapisal bir izomeri olan ifosfamid, 1972°de erken klinik deneylere
dahil edilmistir. Baz1 siklofosfamid direngli tiimorlerin tedavisinde belirgin etkinligi ve
daha diisiik kemik 1ligi toksisiteleri nedeniyle daha yiiksek dozlarin kullanilmasina izin
verilerek yavas yavas kullanilmistir. Son denemeler Ewing sarkomu, rabdomyosarkom
ve yumusak doku sarkomu dahil olmak Uzere birgok tlimoriin tedavisinde ifosfamidin
yararll bir ilag oldugunu gostermektedir. Ifosfamid, bu malignitelerin bazilari igin
birinci basamak tedavinin bir parcast olarak kabul edilmistir. Nefrotoksisite
yetigskinlerde yaygin bir yan etki olmasina ragmen, ¢ocuklarda ifosfamid kullandiktan

sonra nadiren dnemli bobrek hasar1 bildirilmistir (Skinner vd., 1990). Insanlarda yapilan
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denemeler, ifosfamidin osteosarkom, yumurtalik kanseri, yumusak doku sarkomu,
kigiik hiicreli akciger kanseri, lenfamalar ve testis kanserine karsi etkili oldugunu
gostermistir. Niikseden veya tedaviye direncli testis kanseri i¢in kurtarma tedavisi
olarak kullanisliligi nedeniyle, yakin zamanda ifosfamid bu malignitenin tedavisinde

kullanim i¢in onaylanmistir (Barnett, 1982).

[fosfamid 1972’de tanitilmistir. Erigkinler ile pediatride kati tumarlerin ve hematolojik
malignitelerin tedavisinde rolii oldugu bulunmustur (Colvin, 1999). Yetiskinlerde
ifosfamid meme kanseri, jinekolojik maligniteler, testis kanseri, kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri, yumusak doku sarkomu ve germ hiicreli timorler dahil olmak iizere
cesitli maligniteler igin ikinci basamak tedavi olarak kullanilir (Nichols, 1995; Buda
vd., 2003).

Ifosfamid ayrica kemik ve yumusak doku tiimérleri dahil olmak tizere bircok pediatrik
kati timdriin tedavisinde 6nemli bir rol oynar. Wilms tlimorleri, ndroblastomlar ve germ
hicreli timorleri gibi se¢ilmis bir grup yiiksek riskli hastada kullanilmistir (Carli vd.,
2003). Hem direncli hem de niikseden lenfomalar ve ayrica l6semiler, kemik iligi veya

kok hiicre nakli olsun veya olmasin ifosfamid ile tedavi edilmistir (Hagemeister, 1999;

Chang, 1995).

3.2. Potansiyometri

Potansiyometri, referans elektrot ve uygun indikator elektrot ile olusturulan
elektrokimyasal hiicrede Olcililen potansiyel degerleri kullanilarak  hiicrenin

¢ozeltisindeki iyonlarin nitel ve nicel analizinin yapildig1 yontem olarak tanimlanabilir
(Skoog vd., 1998).

Potansiyometri, nispeten diisiik maliyetli enstriimantasyon ile genis bir dogrusal araligin
yani sira yiiksek hassasiyet, dogruluk ve kesinlik saglayan gii¢lii ve ¢ok yonll bir
analitik yontemdir. Ek olarak, potansiyometrik islemler piridin koenzimleri ve flavin
tirevleri gibi 6nemli biyolojik bilesiklerin redoks ozelliklerini aydinlatmak i¢in de

yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang, 1988).

Potansiyometrik yontemlerde diger yontemlerde oldugu gibi bir potansiyel uygulamak

gerekli olmadigindan sinyal iletimi agisindan tiim elektroanalitik tekniklerin en basiti
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olarak kabul edilebilir. Potansiyometride olusan sinyal, ¢alisma elektrotunda olusan
potansiyeldeki bir diisiis nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu durum ise genellikle sadece
ilgilenilen iyon icin gecirgen olan bir membrana dayanmaktadir (Kuban ve Hauser,
2009).

3.3. Potansiyometrik Tayin Teknikleri

Potansiyometrik bir hiicrede, indikator elektrotu bir referans elektrot veya “dis referans
elektrot” olarak adlandirilan elektrot ile birlikte kullanilmalidir. Referans elektrotu,

genellikle AgCl ile kaplanmis bir Ag telinden olusmaktadir.

Bir iyon-secici elektrot (ISE) durumunda ise, hicrenin olgiilen elektrokimyasal
potansiyel farklari (ISE’ye kars1 dis referans elektrot potansiyelleri) ¢ozeltinin iyon
aktivitesinin logaritmasi ile dogrusal bir bagimlilik sunmaktadir. Potansiyometrik
Slgiimler sirasinda, akim yaklasik 107° pA ve yiiksek giris empedansh bir milivolt—

metrenin kullanilmasiyla tiretilmektedir.

Herhangi bir potansiyometrik iyon—secici sensoriin temel bileseni indikator elektrottur.
Indikator elektrotlarda algilama malzemesi iyonofor olarak adlandirilmaktadir. Bir
indikator elektrodun herhangi bir numune icerisindeki diger iyonlarin varliginda analite
verdigi tepki segicilil olarak ifade edilmektedir. Bir iyon, organik ve sulu fazlar
arasindaki sinirdan gegebilirse, iyon—se¢ici membrandaki algilama materyali (iyonofor)

tarafindan algilanacaktir.

Daha sonra iki fazda farkli potansiyellerin olusmasiyla bir elektrokimyasal dengeye
ulagilacaktir. Sonugta membranlar arasinda olusan potansiyel fark, daha sonra yalnizca
bu spesifik iyonun iki ¢ozelti fazindaki ve ayrica zar fazindaki aktivitesi tarafindan
yonetilecektir (Faridbod vd., 2007). Potansiyometrik analiz icin tipik bir hiicre sekli
Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Potansiyometrik analiz icin tipik bir hiicre
Potansiyometrik yontemler iki grup altinda toplanabilir;

» Dogrudan potansiyometrik metot

» Potansiyometrik titrasyon metotu.

3.3.1. Dogrudan potansiyometrik metot

Potansiyometrik 6l¢lim yonteminde yaygin olarak kullanilan dogrudan potansiyometrik
6l¢lim metodunun kolayligi, iyonun konsantrasyonuna karsi 6lgiilen potansiyelin grafige
gecirilmesiyle elde edilebilen kalibrasyon egrisinden gelir. Dogrudan potansiyometrik
Olgtimleri basit bir sekilde gergeklestirilebilir, ¢linkii 6lcimlerde bir indikator elektrot
ile referans elektrot dogrudan kullanilabilir. Analitin konsantrasyonunu dogrudan ve
secici olarak Olgme imkani sunan ve yaygin olarak kullanilan en Onemli analitik
yontemlerden biridir. Dogrudan potansiyometrik 6lgme yonteminin uygulamasi kolay

olsa da baz1 dezavantajlar icermektedir. Dezavantajlarindan biri pek ¢ok
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potansiyometrik Olgmelerde bulunan "sivi baglant1i" potansiyelidir. Bu baglanti

potansiyeli, l¢iilen degerlerin dogruluguna bir sinirlama getirmektedir (Durst, 1968).

3.3.1.1. Nernst esitligi

Nernst esitliginin kullanilmasiyla analitin dogrudan potansiyometrik tayini deneysel
olarak ¢ok kolaydir. Yalnizca ilgilenilen iyon—segici elektrottan ve potansiyeli kesin
olarak bilinen ve kararli olan uygun bir referans elektrottan olusan bir hiicrenin hiicre
potansiyelinin dlctlmesi yeterlidir. Analit tirlerinin aktivitesi icin Nernst denklemi daha
sonra gozlenen hiicre potansiyeli kullanilarak ¢oziiliir. Bununla birlikte, ne yazik ki,
Olciilen hiicre potansiyelinin yorumlanmasi genellikle ¢ok zordur, ¢iinkii Slgiilen hiicre

potansiyeli ayn1 zamanda bir s1v1 baglanti potansiyeli terimini, yani E;’yi icermektedir.
Ecett = Eina — Eref + Ej 3.1
Ornegin, bir tek degerli anyon X ’e yanit veren iyon-segici bir elektrot icin,
or  RT
Ecen = Eing — Fln Ay — Eref + Ej (3.2)

ve

1
0,1984T

a,_ = antilog (=Ecen + ESlq — Ever — Ej) (3.3)

Eing: Indikator elektrot potansiyeli

Er: Referans elektrot potansiyeli

T: Kelvin cinsinden sicaklik (0 °C igin 273,15 K)
Tum potansiyel terimler milivolt cinsindendir.

Ayrica, burada dikkat edilmesi gereken sey, Ef,; indikator elektrot normal anlaminda
"standart potansiyeli" olarak kabul edilemeyecegidir. Diger bir deyisle, i¢ membran faz
simirinin potansiyellerini, asimetri potansiyelini ve i¢ referans elektrotun katkilarini
icerdiginden, cam pH elektrotunun (sifir potansiyeli) ile ¢ok benzerdir. Bu nedenle,

Denklem (3.3)’un uygulanabilmesi igin Ejq degeri her elektrot igin ayr1 ayri
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degerlendirilmelidir. Nernst esitliginin direkt degerlendirilmesinin dezavantajlarindan
biri, bulgularin iyonik aktivite cinsinden olmasi gergeginden kaynaklanmaktadir.
Konsantrasyon, analizlerde olagan ilgi miktar1 oldugundan, aktiviteyi konsantrasyona
dontistiirmek igin aktivite katsayisi verilerinin mevcut olmasi gereklidir (Malmstadt ve

Winefordner, 1959).

3.3.1.2. Konsantrasyon hucre teknikleri

Sifir noktasi1 teknolojisi ilk kez 1928’de Debrockere tarafindan uygulanmistir (De
Brouckére, 1928). Pratik bir prensib olarak, sifir noktasi potansiyometrik teknigi,
bilinen (spesifik) bir bilesime sahip bir ¢ozeltinin, analiz edilecek ¢ozeltiyle (analitik
cozelti) karsilastirildigi basit bir konsantrasyon hiicresi teknigi olarak yorumlanabilir.
Bu olagan islem, belirtilen tipteki 6zdes sensorler arasinda oOlgiildiigiinde sifir hiicre
potansiyeli ile gosterildigi gibi, diger yarim hiicreyle eslesmesi i¢in yarim hiicre
¢Ozeltisinin bilesiminin ayarlanmasiyla olmaktadir (Malmstadt ve Winefordner, 1959).
Bu tip bir konsantrasyon hiicresinin genel durumu icin, hiicre potansiyeli su sekilde

verilebilir;

RT C
Ecen = —1In —
nF CZVZ

+ E (3.4)

Ecen: Hiicre potansiyeli

Ej: S1v1 temas potansiyeli

R: Ideal gaz sabiti (8,314 J/molK)
F: Faraday sabiti (96486 J/volt)
C: Konsantrasyon (mol/L)

y: Aktiflik katsayisi

Her bir yari-hiicrede yeterli miktarda inert elektrolit kullanildiginda, iki yari—hiicre
arasindaki elektrolit konsantrasyonu farki nedeniyle E; degeri ihmal edilebilir hale gelir.

Ayni zamanda, inert elektrolit tarafindan saglanan sabit ve yiiksek iyonik kuvvet
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nedeniyle iki yarim hiicrede aktivite katsayilar1 yaklasik olarak esit olacaktir (Malmstadt
vd., 1960; Malmstadt ve Winefordner, 1961).

Denklem (3.4)’deki bilinenler yerine konulup tekrar diizenlenirse asagidaki esitlik elde
edilir.

59,61 C
Ecen = Tlogc_: (3.5)

Ozetle, her iki yari-hiicrede sicaklik ayni1 (genel olarak 298 K) oldugunda, hiicre
potansiyeli sadece iyon tirlerinin konsantrasyon oranina baglidir. Denklem (3.5)’te
E o= 0 oldugunda, analit konsantrasyonu C;, bilinen konsantrasyon C,’ye esit olur.
Bilinen yari—hiicredeki konsantrasyon hacimsel olarak degistirilirse, yani inert elektrolit
cozeltisiyle seyreltme yoluyla veya iyon tirlerinin derisik bir ¢ozeltisinin eklenmesiyle,
bilinen konsantrasyon C,’yi hesaplamak igin olagan seyreltme diizeltme faktori
uygulanabilirdir (Durst vd.,1968).

3.3.1.3. Kalibrasyon egrileri

Elektrot potansiyelinin herhangi bir tirin konsantrasyonu veya aktivitesi ile direkt
iligkili oldugu yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, deneysel bir titrasyon egrisi
olusturma yontemidir. Veriler genel olarak yar1 logaritmik grafik kagidina ¢izilir (Ecen —
log &), bu da elektrot davranisina ve iyonik yiike bagl olarak dogrusal bir egimle bir
titrasyonla belirlenir. Daha karmasik sistemler icin, test c¢Ozeltilerinin arka planina
yaklasan veya test ¢Ozeltisindeki girisimleri ve varyasyonlar1 ortadan kaldiracak fazla
miktarda inert elektrolit (art1 elektrolit olmayanlar, tamponlar, vb.) igeren kalibrasyon
cozeltileri kullanmak gereklidir. Bu iki yontem, aktiviteden kaynaklanan etkileri iceren
“formal potansiyellerin” bir kalibrasyon egrisinin olusturulmasina esdegerdir. Sivi
baglant1 potansiyelleri ve hiicre potansiyelini etkileyen herhangi bir arka plan tiri. Bu
iki titrasyon yonteminden birinin se¢imi sistemine dayalidir. Cogu biyolojik sistem ve
deniz suyu gibi test ¢ozeltisinin arka plan konsantrasyonunun yiiksek oldugu bazi
durumlarda, arka plani etkili bir sekilde doldurmak ¢ok zorluktan ve test ¢ozeltisine
yaklasan bir dizi arka plan titrasyon ¢ozeltisi gerekli olacaktir. Daha az karmasik

sistemler i¢in veya hiicre potansiyeli ile konsantrasyonu daha kolay iliskilendirmek i¢in
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aktivite katsayisinin nispeten sabit tutulmasimnin istendigi sistemler igin, fazla bir inert

elektrolit veya tampon ¢ozeltisi genellikle yeterli olacaktir.

Bu teknik, ayn1 anda ii¢ islevi yerine getiren TISAB ¢ozeltisi (buzlu asetik asit, sodyum
Kloriir ve pH’1 sodyum hidroksit kullanilarak pH 5,0-5,5’e ayarlanmis sodyum sitrat

igeren ¢ozelti) ile hem standartlarin hem de numunelerin 1:1 seyreltilmesine dayanr;

> lIyonik kuvvet, TISAB'de bulunan yiiksek seviyedeki iyonlarla sabitlenir.
»  Cozelti, hidroksitin karismadigi bir aralikta tamponlanir.
> Mevcut herhangi bir Fe®* veya AI** sitrat tarafindan kompleks haline getirilerek

bagli flortir salinir.

Bu yontem, idrardaki floriir veya hava kirliligi monitorlerindeki temizleyicilerden
gelen floriir gibi ¢ok cesitli sulu sistemlerde diisiik floriir seviyelerinin belirlenmesinde

uygulama imkani bulmaktadir (Frant ve Ross, 1968).

3.3.1.4. Elektrot kalibrasyonu

Titrasyon egrisi yontemleriyle yakindan iliskili bir teknik, elektrodu bir veya daha fazla
standart cozeltiyle titre etmek ve hicre potansiyeliyle konsantrasyonun logaritmasi

arasinda dogrusal bir iliski varsaymaktir. Bu, aslinda pH 6l¢iimiinde kullanilan teknikle
aynidir ve bilinmeyen aktivite, standart ¢ozeltiler ile bilinmeyen ¢ozeltiler arasindaki
potansiyel fark olarak tanimlanabilir. Bilinmeyen ¢Ozeltiyi parantez igine alan iki
standart ¢ozeltinin kullanilmasi hem elektrot sistemi hem de yanit egimi igin "sifir

potansiyel" E®’yi kurarak yontemin giivenilirligini artirir.

Bu islem, elektrotun teorik olmayan tepki o6zelliklerinin ¢oguna izin verecektir. Bu
kalibrasyon prosedirlerinin voltametri tayinlerini yonlendirmek igin uygulanmasi,
iyonlarin aktivitesine veya konsantrasyonuna karsilik gelen hiicre potansiyelinin
logaritmik okumasiyla saglanan tipte bir pH metrenin kullanilmasiyla kolaylastirilir.
Tek degerli katyon secici sensorlerin, yani alkali metallerin ve giimiisiin dogrudan
okunmasi i¢in geleneksel pH Olger yeterli olacaktir, ancak tek degerli anyonlar ve iki
degerlikli katyonlar ve anyonlar i¢in 6zel bir sayag tipi gereklidir. Tek degerli anyonlar
icin, pH metredeki basit bir polarite—ters ¢evirme anahtar1 (veya pH 0lgeginin tersine

cevrilmesi) yeterli olacaktir. Iki degerlikli iyonlar icin, hiicre potansiyelini iyonik
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aktivite veya konsantrasyonla iliskilendirmede Nernst RT/2F faktorii i¢in hazirlik

yapilan daha yeni bir sayag tipine (Orion Serisi 400) ihtiyag vardir.

Uygun kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak, bu tip bir cihaz ppm, molarite, normalite vb.
gibi ¢esitli konsantrasyon terimlerinde dogrudan okuma yapilabilir ve ayrica su sertligi
Olgtimlerinin yapilmasinda da kullanilabilir. Bu tiir bir cihazin pH metre olarak
kullanimiyla pH 6l¢iimiiniin kolaylastirildigi gibi elektrotun iyon-secici tayinlerinide
basitlestirir. Bununla birlikte, cam pH elektrotu cevabinda daha tutarli bir sekilde Nernst
davranis1 sergiler iken, iyon-secici sensorlerin bazilari, teorikten iki veya ti¢ milivolt
kadar daha az cevap egimleri ile biraz daha az Nernst davranisina sahip olma
egilimindedirler. Bu durum, en azindan simdilik, dogrudan okuma i¢in uygun egim
diizeltmesinin uygulanabildigi durumlarda, basamaklama kalibrasyon ydnteminin
kullanilmasii gerektirir. Bu yontemin kesinlik ve dogrulugunda hafif bir diisiis
olmasina ragmen, nispeten kiigiik bir hata olarak kabul edilir. Ayrica, bu sensorlerden
birinin yanitt belirlendikten sonra, nispeten sabit kaldig1 ve boylece gerektiginde tek bir
referans ¢ozeltisi kullanilarak "sifir potansiyelin" yalnizca periyodik olarak kontrol

edilmesi i¢in ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (Frant ve Ross, 1968).

3.3.2. Potansiyometrik titrasyon

Potansiyometrik kalibrasyon yonteminin sundugu avantajlardan birisi  Nernst
denklemine bagli dogrudan potansiyometrik yontemin tamamen tersi olan ve artan
Olcim zamant ve uygulama zorluguna ragmen dogruluk ve hassasiyette bir artis

saglamasidir.

Titrasyon teknikleri yaygin olarak uygulanabilir ve c¢esitli reaksiyonlara dayanabilir:
notralizasyon (asit-baz), ¢okeltme, redoks ve komplekslesmedir. Ayrica, kalibrasyon
reaksiyonunun stokiyometrik olmasi, bagil olarak hizli olmasi ve tamamlanabilir olmasi
gereklidir. Bir kalibrasyondaki kritik sikinti, kesin, reaksiyona giren tiplerin esdeger
miktarlarda bulundugu noktay1 belirlemektir. Hiicre potansiyeli grafiginin biikiilme
noktasi, eklenen reaktifin hacmine kars1 tam veya nispeten bu esdegerlik noktasina
karsilik gelmektedir. 1:1 olmayan reaksiyonlar durumunda, bu, ayni titrasyon eylemi

kullanilarak ve simetrik olmayan titrasyon egrisinin biikiilme noktasinin denklik noktasi
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olarak keyfi olarak atanmasiyla bilinen bir analat miktarina kars: titrantin standardize

edilmesiyle kolaylikla gergeklestirilebilir.
Tipik titrasyon egrisinin esdegerlik noktas iki sekilde belirlenebilir;

> llk yontem, esdegerlik noktasi hiicrelerinin potansiyelinin &nce standartlar
kullanilarak 6l¢iildiigli ve daha sonra bu potansiyele ulagsmak icin gereken
reaktif hacminin bulundugu yontemdir.

» Esdegerlik noktasi grafiksel olarak bulunabilir.

Esdegerlik noktasi belirlemek igin yapilan titrasyon, siradan titrasyonlara tamamen
benzerdir ve verilerin kaydedilmesi gereksiz oldugundan uygun ve hizlidir. Bu basit
yontemin kesinligi, esdegerlik noktasi potansiyelinin tekrarlanabilirligine baglhdir.
Ancak, hicre potansiyel-hacim egrisinin normal olarak esdegerlik noktasina yakin
egiminden dolayr +£10 mV’a kadar bu potansiyel dlcumi genellikle yeterince yuksek
hassasiyetle sonuglanir. Esdegerlik noktasint bulmanin en klasik yontemi grafik
yontemidir. Maksimum egim noktasini bulmak i¢in hiicre potansiyeli ile hacim titrasyon
egrisinin incelenmesi gerekir. Bu yontemde, esdegerlik noktasina ulasmak igin,
esdegerlik noktasi gecilinceye kadar artislar azaltildikga, titrantin nispeten biiyiik
alikuotlar1 eklenir. Ekleme islemlerinden sonra sistemin dengeye gelmesi igin yeterli
stire beklenmelidir. Bu genellikle hiicrenin zamana kars1 potansiyelini gosteren bir kayit
cthazi kullanilarak kolayca yapilir. Egrinin olusturulmasi ve maksimum egim noktasinin
belirlenmesi, kisisel yargi nedeniyle hataya neden olabilir. Esdegerlik noktasi, donim
noktasimin yakininda kiigiik, esit boyutlu kalibrator artislari eklenerek ve kalibrasyon
verilerinin birinci veya ikinci tlirev egrilerinden donim noktas1 degerlendirilerek
genellikle daha uygun ve dogru bir sekilde bulunabilir. Birinci tlrev durumunda,
verilerin egiminin, AE/AV’nin maksimum oldugu nokta, denklik noktasina karsilik gelir.
Ikinci tiirev verilerini kullanan baska bir yontem, (AZE) / (AVZ)’nin sifir oldugu, yani
birinci tlrevin maksimumuna karsilik geldigi noktadan esdegerlik noktasini hesaplar.
Esdegerlik noktasi, bir grafiin ¢izilmesine ve yorumlanmasina gerek kalmadan
hesaplandigindan, bu yontem yukarida belirtilen kisisel hataya daha az egilimlidir. Sekil

3.6°da tipik titrasyon egrileri gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Titrasyon egrileri a) potansiyele kars: titrant hacmi (E — V), b) birinci tirev
egrisi (AE/AV — V), c¢) ikinci tiirev egrisi (A2E/AV? — V), d) tahmin edilmis egri
(AE/AV —V)

Cok az ilgi gormiis olan titrasyon verilerini degerlendirmenin son bir yontemi,
AV/AE’ye kars1 titrant hacminin c¢izilmesine dayanmaktadir. AE/(AV)’ye gore
hesaplanmas1 biraz daha az uygun olsa da AE’nin degerleri tek tip tamsayilar

olmayacagindan, bu yontemle baz1 avantajlar elde edilir.

Bu tip tipik bir ¢izim i¢in esdegerlik noktasi civarinda, egrilerin birbirini kesen iki diiz
cizgiden ve esdegerlik noktasinda hacim ekseninden (Gran’a gore) olustugu
gorilmektedir (Anfélt ve Jagner, 1969). Bazen, tam esdegerlik noktasinda diiz
cizgilerden bir sapma ortaya ¢ikar. Buna ragmen, diiz kisimlar tahmin edilirse, hacim
ekseninde kesisirler. Ayrica, cizgilerin egimleri reaksiyona giren iyonlarin yiiklerinin
gostergesidir, yani aym yiikteki iyonlar i¢in cizgiler esdegerlik noktasi etrafinda
simetriktir, farkli yliklii iyonlar i¢in ise egimler farkli olacaktir. Bu teknik,
noétralizasyon, c¢okeltme, komplekslesme ve redoks titrasyonlarna esit derecede
uygulanabilir. Potansiyometrik titrasyonlarin yiiksek dogrulugu ve kesinligi genis ¢apta
kabul gormektedir. Esdegerlik noktas1 hacmi E;j, E° ve Erf'ten bagimsiz oldugundan,

titrasyon yoOntemleri ayni zamanda, eslestirilmis konsantrasyon hiicresi oOlg¢limleri
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disinda, dogrudan potansiyometrik verilerin degerlendirilmesinin zor oldugu, sulu
olmayan sistemlerde de genellikle kullanilabilir. Hiz ve cok seyreltik ¢ozeltilere
uygulama disinda, dogrudan potansiyometrinin potansiyometrik titrasyonlara gore tek
belirgin avantaji, yiiksek dogrulugun gerekli olmadig1 degisen sistemlerin siirekli
izlenmesi igindir. Potansiyometrik titrasyonlarin dogrudan potansiyometriye gore
bahsetmeyi hak eden ek bir avantaji, iyon—segici sensoOrlerin mevcut olmadigi diger
tiirlerin belirlenmesinde seg¢ici iyonun titrant olarak kullanilmasi olasiligidir. Bunun
mikemmel bir ornegini saglayan bir Ornek, floriir ile titrasyon yoluyla lityumun

belirlenmesidir (Baumann, 1968).

3.4. Potansiyometrik Ol¢iim Sisteminin Bilesenleri

Potansiyometrik sistem terimi, bir analit cozeltisi (elektrolitik ¢ozelti), bu cozeltiye
daldirilmig bir referans elektrotu, bir calisma elektrotu (indikatdr) ve bu elektrotlarla
temas halinde sabit bir potansiyometre igeren bir test hlcresine verilir. Analit ¢ozeltisine
daldirilmis ¢alisma elektrodunda, mevcut iyon veya iyonlarin aktivitesine bagli olarak

bir potansiyel olusur. Sekil 3.7°de basit bir potansiyometrik sistem gosterilmistir.

potansiyometre

referans elektrot 2
i¢ referans elektrot

cahyma elektrodu

/

ic referans cozelti

/

aktif elektrot yiizeyi

/

-

analit ¢cozeltisi

Sekil 3.7. Basit bir potansiyometrik sistem (Aydin, 2012)
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3.4.1. Potansiyometre cihazi

Potansiyometride potansiyel dl¢iimlerinin dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in devreden
kiiciik bir akim gegmesi gerekir (agik devre kosullar1). Bunun nedeni, devreden degisen
miktarlarda akim gegirildiginde teorik olarak gozlemlenmesi gereken potansiyel
degerlerden farkli potansiyellerin okunmasina neden olabilmesidir. Elektrokimyasal
hiicrede akim akisimi engellemek icin yiiksek direngli voltmetreler kullanilmalidir.

Boylece gegen akimin ¢ok kiiclik degerleri tutulabilir.

Potansiyometre, disardan uygulanan fiziksel etkilerle degeri degistirilebilen direngtir.
Potansiyometride, uygun bir indikator elektrotunun potansiyeli, bir referans elektrota,
yani sabit potansiyeli bir elektrota kars1 dlgiilmeltedir. Indikatér elektrotu analit ¢ozeltisi
ile dogrudan temas halindeyken, referans elektrotu genellikle ¢esitli sekillerde bir tuz
kopriisii ile analit ¢ozeltisinden ayrilmaktadir. Isaret elektrotunun elektrot potansiyeli,
genellikle ¢oOzeltideki analit aktivitesinin  logaritmast ile dogru orantilidir.
Potansiyometrik yontemler, titrasyonun son noktasini belirtmek igin kullanilmis ve
siklikla kullanilmaktadir. Bu kullanim on dokuzuncu yiizyilin sonundan beri
bilinmektedir. Iyon-secici elektrotlarla potansiyometriklerin dogrudan belirlenmesi,
esas olarak 20. vyiizyilin ikinci yarisinda gelistirilmistir.  Sekil 3.8’de bir

potansiyometrenin ¢alisma prensibi sematik olarak gosterilmistir.

. . |
Degisken Direng |

IV AVAVAVAVAVA

Konum degistirici(surgii)

M

@ Galvanometre
|

— | | _|_ Bilinmeyen voltaj kaynagi

Sekil 3.8. Potansiyometrenin galisma prensibinin sematik olarak gésterimi (Topcu,
2009)
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Ayarlanabilen direncin uygun konumu ile gii¢ kaynagi (standart) potansiyelinin bilinen
kismi bilinmeyen potansiyele kars1 grafige gecirilmektedir. Iki potansiyel esit olur
olmaz galvanometreden akim ge¢mez. Bu sekilde bilinmeyen potansiyel degisken

direncin konumundan okunabilir (Yolcu, 2001).

Potansiyometrik sistem; Bir test hiicresinden (analit ¢6zeltisi), iligkili bir indikator
elektrotundan (degisken potansiyel) ve bir referans elektrottan (sabit potansiyel) ve
kararli bir potansiyometreden olusur. Bunlara ayrica “potansiyometrik hiicre
elemanlar1” da adi verilir. Sekil 3.9’da bilgisayar kontrollii bir potansiyometrik sistemin
elemanlar1 sematik olarak goriilmektedir. Analit c¢ozeltisine daldirilan indikator
elektrotunda, mevcut iyon veya iyonlarin konsantrasyonuna bagli olarak bir potansiyel
degisikligi meydana gelir. Bu potansiyel degisim ol¢iilerek iyonlarin konsantrasyonlari

belirlenebilir (Yolcu, 2001).

Potansiyometrik
sensor

Potansiyometre

Bilgisayar ( Cok kanalli
\

Analit ¢ozeltisi

Sekil 3.9. Bilgisayar kontrollii bir potansiyometrik sistemin elemanlari

3.4.2. Referans elektrotlar

Hiicrede kullanimi igerisinde potansiyeli degismeden kalabilen elektrotlara referans
elektrotlar ad1 verilmektedir. Bu elektrotlar, elektrik potansiyeli yiiksek dogrulukla
bilinmesi gereken yari-hiicre olarak siniflandirilir. Aslinda bu elektrotlar analitten higbir
sekilde etkilenmezler. Standart hidrojen elektrotu, elektrokimyasal cihazlarda temel bir
referans eleman rolund oynar; ancak uygulamada bir¢ok giigliikleri vardir. Bu nedenle,
cogu deneyde ikincil referans elektrotlar1 tercih edilir. ikincil bir referans elektrot

asagidaki kriterleri karsilamalidir;
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» Kimyasal ve elektrokimyasal olarak tersinir olmalidir, yani potansiyeli nernst
denklemi tarafindan yonetilir ve zamanla degismez.

» Elektrottan kii¢iik bir akim gectiginde ve bu kadar kiigiik bir akim akisindan
sonra (yani polarize olmayan bir elektrot) esas degerine geri dondiigiinde
potansiyel neredeyse kararli kalmak gerekmektedir.

» Potansiyelin termal katsayis1 kiigiik olmak gerekmektedir.

» Hicbir referans elektrot bu istiinliiklerin hepsini ayni1 derecede sunmasa da bu

ideal davranisa yaklasan elektrotlar vardir.

Referans elektrot, galisan bir elektrotun potansiyelinin kontroliine veya bu referans
elektrota gore bir indikator elektrotunun potansiyelinin 6l¢tlmesine izin vermektedir.
Elektrot reaksiyonlarinin hizi, {irlini ve tirtin dagilimi elektrot potansiyeline baglidir.
Herhangi bir elektrokimyasal cihaz tasarlamak veya herhangi bir anlamli 6l¢iim yapmak
icin elektrot potansiyeli bilgisi son derece Onemlidir. Akim bir elektrokimyasal
hiicreden gegctiginde, arastirilan elektrotun elektrot potansiyeli i¢in iyi tanimlanmis bir
degere sahip olmak veya potansiyelini kontrol etmek i¢in elektrotlardan birinin
potansiyeli pratik olarak sabit kalmalidir— bu referans elektrottur. Ideal olarak polarize
olmayan bir elektrot veya davranigi ona yakin olan bir elektrot, referans elektrot gorevi

gorebilir (Kissinger ve Heineman., 2018).

3.4.2.1. Standart hidrojen elektrodu

Standart hidrojen elektrotu, elektrokimyada birincil standart referans elektrottur.

Asagidaki tersinir dengeye dayanmaktadir;
Hy + 2H,0 2 2H30" +2¢” (3.6)

Tanim olarak, bu elektrotun potansiyeli tiim sicakliklarda “Esyg= 0,0000” kabul edilir.
Hidronyum iyonlarinin aktivitesini 1'e ayarlamak zor oldugundan, pratik amag i¢in 1072
veya 107° mol/L konsantrasyonlu hidroklorik asit kullanilir. Elektrotun potansiyeli,
hidroklorik asidin 1yi bilinen aktivite katsayilar1 kullanilarak hesaplanabilir. Literatiirde,
birka¢g dahiyane hidrojen elektrot yapisi bulunabilir (Ives vd.,1961). Sekil 3.10’da

standart hidrojen elektrodu gosterilmistir.
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| atm basin¢ta Hp(g) —as $ Pt elektrot

i

Pt tel -

Pt elektrot —

Pt yiizeyindeki yan tepkime
2H* (suda)+2e” = Ha(qg)

Sekil 3.10. Standart hidrojen elektrodu (Eren, 2006)

Standart hidrojen elektrotu, ¢ok hassas dl¢limlerin yapilmasina olanak tanir; ancak zorlu
kullanim, kullanimini kisitlar. Omegin, hidrojen gazi, ozellikle oksijen, H,S, AsH3,
SO,;, CO ve HCN agisindan en yiiksek saflikta olmalidir, ¢iinkii bu gazlar platin
elektrodu zehirler. HCI gibi ugucu maddeler hidrojen gazi ile ¢dzeltiden temizlenebilir,
elektrotta metaller indirgenebilir, redoks sistemleri elektrot potansiyelini etkileyebilir.
Bu, standart hidrojen elektrotunun pratik énemini kaybettigini, ancak birincil standart

olarak roliinii stirdlirdiigiinti anlamak i¢in yeterli olacaktir (Kahlert 2010).

3.4.2.2. GUmUs/Gilimiis kloriir referans elektrot

Ikinci tiirden bu elektrot, pratik olciimlerde en kullanilan referans elektrottur, ¢iinkii
yapisi ¢ok basittir, potansiyel ¢ok iyi tekrarlanabilir ve son olarak, fakat en az degil, bu
elektrot civa icermemektedir. Normalde, bir giimiis tel, termal veya elektrokimyasal

olarak elde edilebilen giimiis kloriir ile kaplanmaktadir (Galster ve pH—Messung,1990).

Elektrokimyasal olarak Uretilen filmler, termal olarak Uretilen filmlerden daha incedir.
Ticari olarak temin edilebilen bir giimiis/glimiis kloriir elektrotunun yapisi, kalomel
elektrotuna benzerdir. Bir giimiig/giimiis kloriir elektrotu hazirlamak i¢in ¢ok basit bir

yontem Thomas tarafindan tarif edilmistir (Thomas 1999).
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Glimiis/glimiis kloriir bazli referans sistemler ¢ok kiigiik boyutlarda iiretilebildiginden,
genellikle mikrosistemlerde kullanilirlar (Mroz 1998). Bu referans sistemlerindeki
elektrolit ¢cozeltisi normalde bir potasyum Klorr ¢ozeltisidir (¢cogunlukla doymus veya

3M) ve yalnizca nadiren sodyum veya lityum kloriirdiir.
Elektrot net reaksiyonu “Es. 3.16”de verilmistir.
Ag’+Cl 2 AgCl +e (3.7)

Glimiig/glimiis kloriir referans elektrotun Nernst esitligi “Es. 3.23” teki gibidir.

E = ERgci/ag — R—FT Inac- (3.8)
Kalomel elektrotla karsilastirildiginda, giimiis/giimiis kloriir referans sistemi, yiliksek
sicakliklarda oSlglimlerin miimkiin olmast gibi biiyiik bir avantaja sahiptir. Yiiksek
sicakliktaki sulu ¢ozeltilerde ve degisen basing kosullarinda 6l¢timler i¢in giimiis/glimiis
kloriir referans sistemlerine dayali 6zel cihazlar gelistirilmistir (Lvov vd.,1998; Peters,
1997). Sekil 3.11°de gosterildigi gibi giimiig/giimiis kloriir elektrottur. Kalomel elektrot,
1890 yilinda Ostwald tarafindan sabit, iyi bilinen ve ¢ok tekrarlanabilir potansiyelin
referans elektrotu olarak tanitildi, bugilin hala 6nemlidir. En kolay durumda, kiiciik

hacimde bir tiipe bir damla civa koyar ve civa(I) kloriir (kalomel Hg,Cl,) ile kaplanir.

— Ag tel

9 w

hava giris deligi

doygun KCI +
Ag tel 1-2 damla 1M
AgNO,

KClve AgClile
doygun sulu
cozelti

AgCl pasta

kati KCI
kati KCl ve

/ biraz AgCl

S

poroz tapa (luz )
koprusi) poroz tapa
(a) (b)

Sekil 3.11. Giimiis/giimiis klortir referans elektrot (Boz, 2015)
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3.4.2.3. Civa/cva(l) klorir (Kalomel) referans elektrodu

Diger bir secenek, kiiciik hacimde bir cam tiipii civa, civa(I) kloriir ve potasyum kloriir
cOzeltisinden olusan bir macunla doldurmaktir. Macun, sabit aktiviteye sahip bir
potasyum kloriir ¢ozeltisi ile temas halindedir. Cogu zaman doymus bir potasyum
kloriir ¢ozeltisi kullanilir ve macun ayrica kat1 potasyum kloriir igerir. Elektrot net

reaksiyonu asagidaki sekilde formiile edilebilir.
Hg + ClI"2 1/2HgCl2 + e~ (3.9

Boylece, bu elektrodun standart hidrojen elektroduna karsi potansiyeli denklem ile

verilir:
RT

Sorun su ki, 35 °C’nin iizerindeki sicakliklarda zaten doymus bir potasyum kloriir

cozeltisinde, agagidaki denkleme gore orantisiz bir reaksiyon meydana gelir:
Hg.Cl, 2 Hg + HgCl> (3.11)

Sekil 3,12°de kalomel referans elektrot gosterilmistir.

C .
Pt tel “ ¢ ‘~--\ < A
delik 4 g \k
- o p
. W S k\k\\t\
<L !
\ Hg \\_\.&\ « \\'\ "<
— B L Y
Hg, Hg.Cl, + KCI “ = B\ n O
2> Cl \ S B & \\\'§
cam yind Ho g - \
\\ <
i delik
@: Kalomelin (Hg,Cl,) kristal yapis:
4.6 M KCI (doygun) kalomelin sudaki ¢cozunuritigu

cok azdir
KCI (kat) (b) K, =18 x10'®
cam duvar
(a) poroz tapa (tuz koprusu)

Sekil 3.12. Standart kalomel referans elektrot yapis1 (Boz, 2015)
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Elektrodu sogutarak geri reaksiyon ¢ok yavastir, bu nedenle elektrot potansiyelinde bir
histerezis meydana gelir. Bu nedenle kalomel elektrotun sadece daha diisiik
sicakliklarda, maksimum 70°C’ye kadar kullanilmasi tavsiye edilir. Termal katsay1, 0,1
M KCI iceren bir kalomel elektrot i¢in en kiigiiktiir, ancak doymus kalomel elektrotunu

islemek daha kolaydir.

3.4.3. indikatér (calisma) elektrodu

Calisma elektrodu, potansiyeli analitin konsantrasyonuyla bilinen bir iliskiye gore
degisen bir elektrot sistemidir. Miikemmel calisma elektrotu, test ¢ozeltisindeki tek bir
iyonun veya iyon grubunun konsantrasyonundaki degisikliklere hizli ve tekrar tekrar
yanit vermektedir. Genel olarak ¢alisma elektrotlari, {i¢ gruba ayrilabilir. Sunlar:
metalik elektrotlar, membran elektrotlar ve iyon-secici alan etkili transistorlerdir.
Membranin kimyasal ve fiziksel bilesimine gore smiflandirilabilen membran
elektrotlarinda {retilen potansiyel, esas olarak membranin yapisina dayanhidir. Bu

elektrotlar, molekiillere ve iyonlara duyarli membran olarak iki gruba ayrilmaktadir.

3.4.3.1. Iyon—secici membran elektrotlarin prensibi ve tasarimi

Bir iyon—segici elektrot, basit bir sekilde, tek bir iyon veya bir iyon smifi i¢in nispeten
yiiksek derecede ozgiilliige sahip bir gosterge veya dl¢lim elektrotu olarak tanimlanir.
pH 6l¢iimii (hidrojen iyon aktivitesi) i¢in cam elektrot, yaygin kullanima ulasan en eski
iyon—secici elektrottu. Sekil 3.13’de bir galvanik yari—hiicrenin geleneksel yapisi

verilmistir.

Hg, HgClL , KCl | nyzkoprasa | ounmune

B Ez E; E;
\ j

Y
referans elektrot sistemi
,l membren | ic cozelti - AgCl. Ag
_—
L En Esq Es 7

|

Tyon-secici membran elektrot

( ndikator el=ktro?)

Sekil 3.13. Bir galvanik yari—hicrenin geleneksel yapisi
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1930’larda beraberindeki enstriimantasyonla birlikte ticari olarak temin edilebilir hale
geldi. Iyon segici elektrotlar ailesinden diger iki cam elektrot 1959 yilinda ticari olarak
temin edilebilir hale geldi (Bates, 1964).

Secici elektrotlar, ¢alismalar1 ayni ¢ozeltide baska iyonlar bulundugunda bazi iyonlarin
bag aktivitesi potansiyelinin belirlenmesine izin vermeyi igeren elektrokimyasal
sensorler olarak tanimlanabilir ve test edilen numune genellikle sulu bir ¢ozeltidir. Bu
elektrot, iyon—segici bir membran, bir i¢ temas ¢ozeltisi) veya bir kat1 temas (tamamen
kati—hal konfiglirasyonu) ve bir i¢ referans elektrottan olusan bir galvanik yari—hlicre

olusturur.

Pratik kolaylik saglamak i¢in bu elemanlar tek bir gdvdeye yerlestirilmistir. Diger yari—
hiicre, bir referans elektrolitine daldirilan dis bir referans elektrot tarafindan verilir. Iki
yart-hiicre arasindaki temas, tercihen referans elektrot mahfazasina yerlestirilebilen bir
ara tuz kopriisii ile saglanir. Hiicrenin iki ucu arasinda oOlgiilen toplam elektriksel
potansiyel farkinin, kati—kati, kati—sivi ve sivi—sivi araylizlerinde ortaya ¢ikan cok
sayida yerel voltaj farkindan (E) olustugu agiktir. Tiim bu terimlerin toplami, hiicrenin

iyon—segici elektrot hiicresine potansiyel yaniti olarak gézlemlenebilir:
E=(E1+E:+Es+Es+Es)+E+Eu=Eo+E+Eu (3.12)
E: hicre potansiyeli

Eo: hiicrede referans elektrotlari sisteminde ortaya ¢ikan E;’den Es’e potansiyel katkilari

kapsayan referans potansiyeli
E;: stvi—temas potansiyeli
Em: membran potansiyeli

Belirli bir membran elektrot diizenegi ve sabit bir sicaklik i¢in Eq sabittir. Boylece hiicre
potansiyeli, numune ¢ozeltisinden etkilenen iki elektrik potansiyeli katkisini yansitir. E;
terimi, numune c¢ozeltisi ile tuz kopriisii ¢ozeltisi arasindaki baglantida olusan
potansiyel farki ifade eder. Bu tiir sivi baglant1 potansiyelleri, iyon—se¢ici membranin

igsel tepkisine agik¢a miidahale ettikleri i¢cin deneyde bazi sorunlara neden olabilir.
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Pratik amaglar i¢in elektrolit kombinasyonlarinin se¢ilmesi tavsiye edilir.
Er=0 (3.13)

Membran potansiyeli Ey, iyon—segici membran elektrotunun tiim performansini agikga
tanimladig1 i¢in temel kisim olarak bulunur. Ideal olarak ve miinhasiran I tiirii iyonlar
icin secici oldugu varsayilan bir membran i¢in, sifir akim membran potansiyeli, her iki

taraftaki temas eden ¢ozeltilerdeki ilgili aktivitelerin dogrudan ve spesifik bir ol¢iisiidiir:

Ey = %lnz— (3.14)
a; : Dig ¢dzeltinin aktivitesi (numune)
a!' : Ig gozeltinin aktivitesi
Z; = Proton yukinun birimlerinde iyonun yukudur

Bu durumda, i¢ dolgu c¢dozeltisinin bilesimi sabit tutuldugundan, membran elektrot

hlcresinin Nernstian tepkisini bekleyebiliriz.
E = E? + s loga; (3.15)

Denklem (3.3) uygulandig1 siirece, dogrusal yamit fonksiyonu EP'in kesisimi standart

bir potansiyaldir,

Ef = Ey+ E; —slog a; = sabit (3.16)
S = Nernstian egimiyle aynidir.

S =2,303RT/z;F = 59,16 mV /z; (25°C) (3.17)

Iyon-Secici elektrotlarmnin analitik tekniginin, potansiyel aktivite iliskilerinin
uygulanabilirligine bagli oldugu agiktir. (3.10)—(3.12) denklemlerine gore, temel iyon

I'e yonelik temel tepki su sekilde tiiretilir:

1mV = z;.4% (a;) da degisim (3.18)
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Iyon—secici elektrotlar1 kullanan dogrudan potansiyometri, oldukga hassas bir analitik
teknik olarak diisiiniillemese de, avantajlari bu sinirlamadan daha agir basmaktadir.
Secici elektrotlarin tespit limiti genellikle reaktiflerdeki safsizliklarin neden oldugu
numune kontaminasyonunda mevcut olan girisim yapan iyonlar, membrandan iyonlarin
filtrelenmesi veya kasitli olarak eklenen arka plan elektrolitleri tarafindan belirlenir.
Pratikte, Denklem agiklandig1 gibi optimal olarak tanimlanmis elektrot davranisini elde

etmek ¢ogu zaman miimkiin degildir.

Genigsletilmis Nikolsky denklemi (veya Eisenmann denklemi), ger¢ek membran elektrot
sistemlerini manipiile etmek icin yar1 deneysel ancak biraz basarili bir yontem sunar
(Nicolsky 1937; lupac, 2000). Sekil 3.14’te iyon secici bir elektrotun tepki

fonksiyonunun sematik diyagrami gosterilmistir.

(mv] | Dogrusal
yanit arahgi

/ Tayin sinir

log a
Sekil 3.14. Iyon—secici bir elektrotun tepki fonksiyonunun sematik diyagrami
> Daireli hata ¢ubuklar: Na* ve Ca*’-secici stivi-membran elektrotlari iizerinde
yiiriitiilen rutin 6l¢timlerin standart sapmalari.

» Dairesiz hata gubuklan : Li*, Na*, K*, Ca* ve CI" segici elektrotlar tizerinde

gerceklestirilen hassas dl¢limlerin standart sapmalaridir.

Hiicre potansiyeli Ol¢iimiine eslik eden birgok hata vardir. Sekil 3.15’te hicre

potansiyeli 6lgiimleriyle ilgili hatalar gosterilmistir.
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Sekil 3.15. Hiicre potansiyeli 6lcimleriyle ilgili hatalar

Tuz kopriisii  elektroliti tarafindan siiriklenme, sicaklik dalgalanmalar1  ve

kontaminasyonu saglamak i¢in 6zel dnlemler alinmaktadir.

E = E? +5s log [a{ + Yis kijt a})Zi/Zj] (3.19)

(3.19) denkleminde tanitilan klijt agirlik faktorleri, membran elektrotunda etkin bir

sekilde gozlemlenebilen iyonun seciligine tam spesifikasyonunu verir ve bu nedenle
secicilik katsayilar1 olarak adlandirilir. Segicilik katsayilarinin degerlendirilmesi igin

farkli yontemler onerilmistir (Lauger 1970). Bunlar:
a) Ayri ¢ozelti yontemi

b) Sabit bozucu yontemi

c) Sabit ana iyon yéntemi.

Yontem (a)’nin 6zelligi basitliktir, ancak bu sekilde belirlenen segicilik verileri, karisik
numune ¢Ozeltileri icin temsili olmayabilir. Bu nedenle, yontem (b) IUPAC tarafindan
onerilmistir (Guilbault vd., 1976). Bununla birlikte, karistk ¢oziim yontemiyle

seciciliklerin belirlenmesindeki belirsizligin ayr1 ¢6ziim teknigine gore daha yiiksek
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goriindiigiine dikkat edilmelidir. Yontem (c¢) pH’in belirli bir birincil iyona hicre
potansiyel yanit1 iizerindeki etkisini gostermek disinda daha az siklikla kullanilir (P.
Szepesvary ve L. Naszodi). Iyon—secici membran elektrotlarla elde edilen dogru ve
odaklanmis analitik bilgiler, klinikte oldugu kadar in vitro ve farmasotik driinlerin
biyoanalizinde de basariyla kullanildiklar1 i¢in iyon-secici elektrotlarin en biiyiik
giiciidiir (Gupta vd., 2011). Ilaglarin molekiiler taninmasinda iyon-segici sensorler ok
onemlidir ve yiiksek hassasiyet, yiiksek tekrarlanabilirlik, hizlilik ile verilen yiksek
guvenilirlik dahil olmak tizere birgok analitik yonii ile diger tekniklerin yerini almis ve
onlar1 geride birakmistir. Cozeltideki bilesiklerin analiz edilmesi gereken maddelerin
herhangi bir 6n ayrimi olmaksizin dogrudan Ol¢iimii icin iyon—Segici elektrotlar
kullanilir. Son yirmi yilda iyon-Segici elektrotlar, ilag analizinde 6nemli bir rol
oynamustir. Son yillarda ISE’lar farmasétik analizlerde kullanilmastyla daha fazla 6nem
kazanmistir (Cosofre ve Buck, 1993). Farkli ilag bilesiklerine duyarli iyon-secici
membranlar olusturmak i¢in daha yaygin hale gelen ve benimsenen ve uygulanan en
onemli mevcut ilkelerden biri, yiikksek diizeyde plastiklestirilmis bir membrana bir
lipofilik iyon—iftinin eklenmesidir. Ila¢ katyonlarmi belirleme ydntemleri ¢ogunlukla,
katyonlar ve TPB, tris(oktilhidroksi)benzensulfonat (TOBS), molibdofosfat (MPA) ve
difenilhidroksiasetat (DFHA) gibi biiyiik iyonlar arasindaki baglantilari iceren ISE'ye
dayanir. Ilaglarin anyonlari, iigiinciil amonyum bazlarinin katyonlar: tarafindan temsil
edilen kars1 iyonlara sahip elektrot aktif maddeler kullanilarak belirlenir. Bu nedenle, bu

alandaki arastirmalara biiyiik onem verilmistir (Gupta vd., 2011).

Iyon—secici membran elektrotlar, ¢ozeltideki iyonlarin aktivitesi dnceden herhangi bir
ayirma olmaksizin dogrudan tespit edilebildiginden, ila¢ tahlilindeki analitik bilgilerin
giivenilirligini saglar. Farmasotik ilag analizi i¢in en iyi elektrotlar, iyon—iftlerinin

komplekslerine dayanir.

Elektrot yapimindaki temel problem, en iyi karsi iyonu ve en iyi membran matrisini
secmektir. Literatiir verileri, esdeger boyut ve yapidaki iyonlar i¢in ayni kosullar
altinda, elde edilen deneysel verilerin tamamen farkli oldugunu dogrulamaktadir.
Egilim, egimi 6nemli olgiide etkileyen ¢oziiciiler, plastiklestiriciler ve polivinil klorur
(PVC) kullanimi gibi diger deneysel kosullar1 degistirmek olmustur (Cobben vd., 1994).

Iyon segici membran elektrotlari, iyonik membran elektrotlar1 kullanilirken saglanan
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analitik bilgilerin dogrulugu nedeniyle farmasétik tiriinlerin biyolojik ve laboratuvar

analizleri diizeyinde biiyiik basari elde etmistir (Stefan vd., 1997).

Iyon secici membran elektrotunun minyatiirlestirilmesinin avantaji, ilaglar1 in vivo
olarak taramayir miimkiin kildi, ancak ayn1 zamanda sensoriin boyutu ve geometrisi,

antikor etkilesimi nedeniyle segiciligini etkiler (Shao vd., 1997).

In vivo 6lgiimlerde kullanilan iyon-segici membran sensorleri ile ilgili bir diger
problem de biyouyumluluk dereceleridir. Membran matrisinde kullanilan bu
biyouyumlu bilesiklerin segici sensorlere en iyi yaniti vermesi kosuluyla biyouyumlu

membran malzemeleri kullanilarak biyouyumluluk saglanabilir.

Dikkate alinmasi gereken seylerden biri, elektrotun tepkisi ile biyouyumlu malzeme
arasinda bir korelasyon olmasidir. Ote yandan, elektrokimyasal ve biyosensorlerin ilag
analizi icin glvenilir ve uygulanabilir alternatifler olarak kullanmak icgin farmasotik

preparatlara asagidaki nedenlerle daha biiyiik bir rol verilmelidir:

» Cogu durumda, sensor ilgilenilen ilaca baglidir.

» Kalibrasyon egrisinin dogrusallig1 nispeten biiyiiktiir ve genel olarak 102 ile 107
> m/L aralhigmi kapsar. Bazi ilaca duyarli sensérler igin 10°® veya 107 m/L
algilama limitleri de rapor edilmistir. Numunenin 6nceden zenginlestirilmesiyle,
membran sensérleri kullanan potansiyometrik tekniklerin saptama limitleri,
radyoimminoassay, @az-sivi kromatografisi, yiiksek performansli sivi
kromatografisi ve kimyasal iyonizasyon kiitle spektrometresi gibi bazi pahali ve
karmagik tekniklerinkilere esit veya onlardan daha {istiin olabilir.

» Bazi istisnalar olsa da genel olarak elektrokimyasal sensorlerin hizli tepki
siirelerine sahip oldugu, cogu zaman 30 saniye oldugu ve bunun test edilecek
analitin konsantrasyonuna bagli olarak yapildigi soylenebilir. Bu istisnalar
arasinda mikrobiyal ve bitki doku elektrotlar1 ve enzim elektrotlar1 bulunur.
Geometrik ve kinetik parametreler agisindan bu elektrotlarin kararli hal ve
zamana bagli davranisi i¢in heniiz genel bir teorik formiilasyon yoktur.

> Bir¢ok sensdr minyatiirlestirmeye uygundur (6rnegin intravaskiiler yerlestirme
kolaylig1 i¢in) ve fizyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan ve kolayca sterilize

edilen malzemeden yapilabilir. Transistor (ISFET) (iyon—segici alan etkisi) adi
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verilen ve in vivo biyomedikal analiz alaninda gelecekte yeterli olacagi umut
verici yeni bir iyon—segici cihaz tiirii vardir.
» Cogu durumda, algilama siiresini ve maliyetini énemli Ol¢iide azaltmak igin

secici membran sensorleri kullanilir.

PVC matris membranlarin segici sensorlerini  sivi membranlarin  sensorleriyle
karsilastirirken, PVC matris membranlarin sensorlerinin daha biiyiik bir rol oynadigini
gortlmektedir. Bunun sebebi, iyon-secici sensorlerin plastik membran sensorleri ile

kullanilabilmesi ve in vivo dl¢limlerde uygulanabilmesidir (Shoukry, 1995).

flag iiriinlerin bircogu hidrokloriir tuzlar1 olarak uygulandigindan, kloriir secici
membran elektrot tasarimina biiyiikk 6nem verilmistir (Kim vd., 1997). Klorlr iyonu
tayini icin onerilen elektrotlar, iyi bir tepki (her onkatlik yaklasik 55 mV) ve mevcut
diger birgok anyon {iizerinde iyi bir segicilik gosterir (Xiao vd., 1997). Anyon segici
membran elektrot tasarimina biiyiilk onem verilir, ¢iinkii organik anyon tahlili i¢in
kullanimlari analitik bilgilerin en iyi giivenilirligini saglar. Tel iizerinde elektroaktif
malzeme biriktirme, iyon—segici elektrotlar igin en yaygin kullanilan yontemlerden

biridir (Jovanovic, V. M., ve Jovanovic, M. S., 1995).

Iyon—secici membran elektrotlarin tepki 6zelliklerini etkileyen en dnemli faktdrlerden
biri, 6zellikle in vivo o6lglimlerinde mikrosensor olarak kullanildiklarinda membran
elektrotlarmin geometrisi ve ¢apidir (Shao vd.,1997). iyona bagli membran elektrotlar
genel olarak iyon—segici elektrotlar veya p—iyon elektrotlar1 olarak adlandirilir. p—iyon
modeli, bu elektrotlardan (6rn. pH, pNHs3; veya pNOs) gelen verilerin genellikle

raporlanma sekline baghdir. Bu tiir elektrotlar ikiye ayrilmaktadir.

a. Kristalin membran elektrotlar: Homojen ve heterojen kristal membran elektrotlari
olmak {tizere iki tip membran gelistirilmistir. Heterojen kristal membran elektrotlar
genellikle toz halindeki katilarin polivinil kloriir, parafin veya silikon kauguk gibi inert
bir malzemeye ince bir sekilde dagitilmasiyla hazirlanir. Membranlar, dagilmis katiy
olusturan iyonlardan biri iizerinde segici olarak hareket etmektedir. Homojen kristal
membranlar genellikle iyonik bilesiklerden veya homojen bir iyonik bilesikler
karisimindan hazirlanir. Bazi durumlarda kristal membran, tek bir kristal seklinde

olabilirken, diger durumlarda erimis kati, cok ince kristalli bir katidan yapilmis bir disk
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olarak hazirlanmak iizere yiiksek basing altinda dokiilebilir. Bu membranlar, bir
elektrot olusturabilmek i¢in teflon veya polivinil klorur gibi kimyasal olarak inert bir
malzemeden yapilmis bir tiipiin ucuna baglanir.

Bu tur elektrotlarda, membran ya tek kristal (6rn. F~igin LaF3) ya da polikristal (karigik
kristaller) (6rn. S* ve Ag" icin Ag,S) olabilir.

b. Kristalin olmayan membran elektrotlar: Sivi membran elektrotlar (6rn. K* igin notral
tastyicilar ve Ca®* icin s1v1 iyon degistiriciler) ve Cam membran elektrotlar (Srnegin H'
ve Na" icin silika camlar1) bu tiir elektrotlara ornektir. Sivi membranlar sivilardan
olusur. Bu sivilar genellikle su ile karismaz ve belirli iyonlara segici olarak baglanir.
Bu tiir membranlar yoluyla gelistirilen elektrotlar, baz1 tek yiiklii anyon ve katyonlarin

aktivitelerinin dogrudan potansiyometrik belirlenmesini sagladigi i¢in ¢ok gereklidir

(Skoog vd., 1998).

3.4.3.2. Molekaul secici elektrotlar

Gelismis arastirmalar sirasinda iire, glikoz, hidrojen siyaniir ve karbon dioksit gibi
spesifik molekiilleri tanimlamak icin c¢esitli membran elektrotlar1 gelistirildi. Bu
elektrotlar iki tiptir, birincisi gazlara duyarli (6rnegin, karbon dioksit ve NH3’e karsi
hidrofobik bir membran) ve ikincisi enzim elektrotlarina (6rnegin, bir kan hucresinin

tire membrani) duyarlidir (Topcu, 2009).

3.4.4. lyon—secici membranlarin iistiinliikleri

Bazi anyon ve katyonlara karsi membranlarin segici ve duyarli olmasiyla bagli olarak
lyon—segici membranlarin farikli ortak tstlinliikleri vardir. Sunlar asagida s6z

etmektedir.

Minimum ¢6zuiniirlik: Iyon segici membranlarda bulunmasi gereken dzelliklerden biri

de test cozeltilerinde (Ozellikle sulu c¢ozeltilerde) c¢oziiniirliiklerinin sifira yakin
olmasidir. Bu ylizden membranlarin ¢ogu, Silika camlar veya polimerik regineler gibi
biiyiilk molekiillerden olusmaktadir. Giimiis halojeniirler gibi ¢6ziiniirliigii az olan,

iyonik inorganik bilesiklerden de membranlar hazirlanabilir.
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Elektriksel iletkenlik: Iyonik—segici membranda bulunmasi gereken dzelliklerden biri,

biraz diisiik elektrik iletkenligine sahip olmasidir ve bu iletkenlik genel olarak iyonlarin

gocii aracilifiyla iiretilmektedir.

Tayin edilecek tipe karsi secicilik.: Membran matrisindeki veya membrandaki bazi

tiplerin tespit edilecek iyon ile segici bir korelasyona sahip olmasi gerekmektedir. Bu
baglama; komplekslesme, iyon degisimi ve kristallenme olmak iizere ii¢ sekilde

yuratilebilirdir (Skoog vd., 1998).

3.5. Tyon-segici Elektrotlarin Performans Parametreleri
3.5.1. Cevap suresi

Uluslararas1 ve temel kimya birligine (IUPAC) gore cevap slresi, bir iyon-secici
elektrot ile bir referans elektrotun (ISE hiicresi) bir numune ¢ozeltisi ile temas ettirildigi
(veya bir ¢ozeltideki ilgilenilen iyonun aktivitesinin degistigi) an arasinda gegen stiredir.
Hicre potansiyeli emf/zaman egiminin (AE/At) deneysel kosullar ve/veya dogrulukla
ilgili gereksinimler temelinde secilen bir sinirlayici degere esit oldugu ilk andir. Baska
bir deyisle referans elektrot (ISE hiicresi) ve iyon-segici elektrotun, her iki elektrot
analiti iceren bir ¢ozeltiye daldirildiktan sonra sabit duruma ulagmasi i¢in gereken siire
olarak tanimlanabilir (Buck ve Lindner 1994). Kararl hal degerine ulasilmasindan kasit,
egimden beklenen potansiyel degerine (t*) £1 mV yakinlikla ulagilmas1 veya bu degerin
%90’ma (tgo) ulasilmasidir. Bazi durumlarda beklenen degerin %95’ine (tgs) veya
%63’0ne (ts3) ulasilmasi, kararli hal degerine ulasildigi anlamina gelebilir (Kili¢ ve
Dalkiran 2009).

3.5.2.  Kullaniom Omrii

Sensorler omrd, Ticari sensorlerin ilk kullanildiklarinda egimin %70’ine indirildigi stre
olarak tanimlanabilir. PVC membran sensorlerin omrini etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri membran bilesenlerinin zaman iginde ¢ozeltiye sizmasidir. Sensorlerin
ne siklikta kullanildigina bagl olarak sensorlerin émrii, duyarliligi ve dogrusal ¢alisma
araligindaki degisiklik ile belirlenir (Boz, 2015).
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3.5.3.  Duyarhhk

Sensorler duyarliligi, her birim aktivite i¢in sinyaldeki degisiklikler olarak
tanimlanabilir. Kalibrasyon egrisinin dogrusal kisminin egimi, o elektrotun duyarlilig
olarak kabul edilebilir. Kullanilan geleneksel sensorler, nernst denklemine gore bir yanit

vermektedir.

RT In %(suda)

— 0
Es=E"+ zF %(org)

(3.20)
Bahsedilen denkleme gore, analit ¢cozeltisindeki (z;) yiikii arttik¢a elektrotun duyarliligi
onemli Ol¢lide azalmaktadir. Hiicre potansiyeli, tek yiiklii bir iyon i¢in yaklasik 10 kati
olan her aktivite degisiklik i¢in 59 mV degistiginde, bu degisikligin yarisinin ikili yiikli
bir iyon i¢in meydana gelecegini beklemek sezgisel olacaktir. iyon-secici sensorlerin
kullanimi, aslinda numunenin fazi1 iyon-se¢ici elektrotun membrani ile temas
halindeyken analitik iyonlarin dengeli paylasimina baglidir. aj(org) boyutu, 6rneklem
boyutundan bagimsizdir, bu nedenle elde edilecek cevaplar Nernst denklemi ile
tutarhdir. Yukaridaki denklemde gosterildigi gibi, aj(suda)’nun boyutu aj(org)’un

boyutuyla dogrusal olarak degistiginde, sonuglar Nernst denklemi ile belli bir sekilde
uyumsuz olacaktir (Amemiya vd., 1998).

3.5.4. Secicilik

Membran sensorleri kullanimini biiyiik 6lgiide etkileyen ana faktorlerden biri, numune
cozeltisindeki diger iyonlarla girisim varliginda birincil iyonlarin se¢imidir. Niteliksel
bir segicilik dlgiisii, secicilik katsayisidir. Secicilik katsayilarinin degisimi, olgiimlerde
yaygindir ve segici kalicilik teriminin terk edilmesinin bir sonucudur. Segicilik
katsayilarindaki degisikliklerde 6nemli ve etkili rol oynayan faktorler hakkinda su anda
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Birincil atomun aktivitesi, girisim yapan iyonlarin
aktivite seviyeleri ve elektrotun hassasiyeti secicilik katsayisini etkileyen faktorler
arasindadir. Bir dereceye kadar, cesitli yazarlar tarafindan Onerilen secicilik
katsayilarinin farkli degerlendirilme yontemleri. Teorik kosullar yerine gercek kosullar
altinda, seg¢icilik katsayilarinda da hatalara neden olabilir. Yukarida bahsedilen ¢esitli

faktorlerin secicilik katsayilari tizerindeki etkileri oldukcga farklidir; bu, hesaplamalarda
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kullanilan Nicolsky denkleminin olduk¢a ilgili formundan gelir (Hulanicki ve
Augustowska, 1975).

0,0592

E=E°+ log [aA + ¥ (Kj”gt agA/ZB)] (3.21)

aa= Olcllecek iyonun aktivetisi

ag= Girisim yapan iyonun aktivitesi
Za, Zg= Her bir tlrin yiki

K35 = Secicilik katsayisi

Secicilik katsayisi, incelenecek olan numune ¢6zeltisinde diger girisim yapan iyonlarin
mevcudiyetinde secici bir elektrotun spesifik iyonlar i¢in kullanilip kullanilamayacagin
tahmin etmek i¢in faydali nicel bir ara¢ olarak kabul edilebilir (Moore ve Wilson,
1963). Nikolskii—Eisenman denklemine dayanarak, elektrotlar yalnizca belirli iyonlara
bir nernst yaniti vermekle kalmaz, ayni zamanda ¢ozeltiye miidahale eden mevcut
iyonlara da bir yanit vermektedir. Ayrica bu denklem elektrotlarin segicilik
katsayilarinin belirlenmesinde deneysel olarak kullanilan en 6nemli yOntemlerden
biridir. Nikolsky denklemi, ana iyonlarn ve farkli yiiklerdeki bozucu iyonlarin
potansiyele Onemli Olgiide katkida bulundugu konsantrasyon araliklarinda
potansiyometrik tepkisini yiiksek dogrulukla tanimlamak igin yetersizdir (Coldur vd.,
2015).

Potansiyometrik segicilik katsayilarimin belirlenebilecegi ¢esitli yontemler vardir.

Bunlardan en iinliisii asagida bahsedilecektir (Faridbod vd., 2007).
1. Ayr1 Cozelti Yontemi (ACY).

2. Karigik Cozelti Yontemi (KCY).

a. Sabit Bozucu Yontemi (SBY).

b. Sabit Ana iyon Yontem (SAY).

3. Eslesen potansiyel yontemi (EPY).
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4. Notral Segicilik Katsayilart (NSK)
En iyi sonuglar1 veren segicilik katsayilarinin 6l¢iim kosullar1 asagidaki gibi secilmistir:

(1) Siv1 elektrodu kullanmak i¢in potansiyel okumalar1 yeterince kararli olmalidir

(hazirlandiktan sonra en az bir hafta).

(2) iyonik kuvvet, ol¢iimlerde ayarlanmasi pratik olacak sekilde olmalidir, ancak 1,0
degerine yaklagsmamalidir. Aktivite katsayilarinin hesaplanmasinin stipheli oldugu ve

gerekli yliksek diizeyde girisim yapan iyonu nedeniyle 0,1 en iyi uzlagsmadir.

(3) girisim yapan iyonun seviyesi nispeten yiiksek olmaldir. Ozellikle segicilik
katsayilar1 kiigiik oldugunda, ¢iinkii bu, girisim yapan iyonun 6l¢ilen potansiyele makul
bir katkisin1 saglar: segicilik katsayilarinin 0,5’i asmadigi mevcut sistemlerde, girisim

yapan iyon konsantrasyonu 0,1 pm’den az olmamalidir.

(4) ana iyonun aktivitesi gerekli aralikta degistirilmelidir, ancak hesaplamalar i¢in
kullanilan baglangi¢ degeri, belirli bir (0,1) enterferans iyon konsantrasyonu igin
potansiyel tepki egrisinin egriliginin en biiylik oldugu aralikta bulunmalidir (Hulanicki

ve Augustowska, 1975).

3.5.5. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, belirli bir numune karakteristiginin belirli bir kisa siirede, ayni
kosullar altinda ve 6l¢lim cihazinin ayn1 parametreleriyle 6l¢iilmesi sirasinda elde edilen
sonuglarin yakinsamasinin bir Olgiisii olarak tanimlanabilir. Tekrarlanabilirlik elde
etmek igin, organik ve sulu fazlar arasinda ortaya ¢ikan termodinamik dengede bir
degisiklik olmamasi i¢in iyon—Segici Sensorlerin c¢ozeltiye daldirilmasi gerekir.
Tekrarlanabilirligi elde etmek i¢in, organik ve sulu fazlar arasinda meydana gelen
termodinamik dengede bir degisiklik olmamasi igin iyon-segici sensorler cozeltiye
daldirilmahidir. Kalibrasyon egrisinin egimlerinin standart ¢oziimlerinde Olgiilen seri
gerilim degerlerinden elde edilen standart bagil sapma, sensorlerin tekrarlanabilirligidir
(Coldur vd., 2009). Sensorlerin tekrarlanabilirligi ol¢iiliirken, 6l¢tim islemi sirasinda
ayni sensorler kullanilmalidir. Nernst esitliginin dogru bir sekilde uygulanmasi igin

temel kosullardan biri, bitisik organik ve sulu fazlar arasinda termodinamik dengenin
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olugsmasidir. Bu kosulun saglanmasi icin, faz transferinin kinetigi ve ilgili difiizyon
islemleri i¢in ilgili kompleks olusumu hizli olmalidir. Elektrokimyasal terimlerle,
degisim akimi membrandan gecen akima gore c¢ok biiylik olmalidir (Faridbod vd.,

2007).

3.5.6. Dogrusal ¢calisma arahgi ve gozlenebilme sinir1

Bir ISE’nin gézlenebilme smiri, IUPAC tavsiyesine gore iyon-secici kalibrasyon
egrisinin iki ekstrapolasyonlu dogrusal boliimiintin kesiti kullanilarak hesaplanir.
Pratikte, cogu iyon-segici elektrotlar icin tayin siuri degerleri 10°-10° m/L
mertebesindedir. Elektrotun dorgusal calisma araligi, kalibrasyon egrisinin, i¢inden bir
dogrusal regresyonun veri noktalarinin dogrusalliktan 2 mV’ten fazla sapmadigin
gosterecegi kismi olarak tanimlanir. Birgok elektrot i¢in bu aralik 1 mol/L’den 10° ve

hatta 10~" mol/L’e kadar uzanabilir (Faridbod vd., 2007).

3.5.7. pH calisma arahgi

Iyonlarmn hidranyum iyonu varliginda kendi aralarindaki farkli davranislari nedeniyle,
pH’1n kontrol edilmesi islemi ¢ok dogru ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in
saglanmas1 gereken seylerden biridir. Herhangi bir elektrotun ¢alisma pH araliklarim
arastirilirken, bu cozeltiler elektrotun secici oldugu sabit bir ana iyon konsantrasyonu

icerdiginden tampon ¢ozeltiler kullanilmalidir (Coldur, 2011).

Genel olarak tampon cozeltilerin pH araligi, ana ¢ozeltinin sabit bir konsantrasyonunun
varliginda 212 arasinda degisir. Iyon—secici referans elektrottan kaynaklanan olctimler

alindiktan sonra elde edilen potansiyel farklari, pH degerlerine kars: ¢izilir.

Elde edilen sonuglarin grafigini cizdikten sonra, elektrotun pH’inin ¢alisma araligini
bilmek kolaydir, ¢ilinkii olgiilen potansiyel onemli ve gozle goriiliir bir degisikligin
olmadig: aralik, elektrotun pH’min ¢aligma araligi olarak kabul edilir. X iyonuna bir
Iyon—segici elektrodun farkli konsantrasyonlarda pH ¢aligsma araligini belirleyen temsili

bir grafik Sekil 3.16°da gosterilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Kullanmilan Kimyasallar

Calismada kullanilan ifosfamid (iF, >%98), sodyum fosfomolibdat hidrat (SFMH),
fosfotungstik asit hidrat (FTAH), potasyum tetrakis(4—klorofenilborat) (KTpCIPB), o—
nitrofeniloktileter (0-NPOE), tetrahidrofuran (THF, susuz), dibutilftalat (DBP),
dioktilftalat (DOP), bis(2—etilhekzil) sebekat (dioktil sebekat, DOS), yuksek molekil
agirlikli poli(vinil kloriir) (PVC), grafit (toz, <20 pm), fruktoz, maltoz, alanin,
NaH,PO4%x2H,0, Na,HPO4x2H,0, H3PO, ve NaOH kimyasallar1 Sigma—Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edildi. Calismada kullanilan diger tim kimyasallar

analitik saflikta olup yine Sigma—Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildi.

Kati—kontaktlarin hazirlanmasinda kullanilan epoksi (TP3100) ve sertlestirici
(Desmodur RFE) Bayer—Almanya firmasindan temin edildi. Calismada standart test
cozeltileri hazirlamak igin kullanilan tiim anyon ve katyon bilesikleri yine analitik
saflikta olarak Sigma—Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildi. Calismanin analitik
uygulama kisminda kullanilan ve analizi gergeklestirilen Holoxan® (2g, ifosfamid ilac)
bir eczaneden temin edildi. Tim standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve diger tiim
calismalarda Erzincan Binali Yildirrm Universitesi merkezi laboratuvarindan temin

edilen deiyonize su (18,2 MQ) kullanildu.

4.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada gelistirilen tum sensorlerin potansiyometrik davraniglarini test etmek igin
Sekil 4.1°de goriintiilenen bilgisayar kontrollii ¢ok kanalli bir potansiyometrik sistem
diizenegi kullanildi. Tim potansiyometrik 6lglimlerde referans elektrot olarak Gamry
(ABD) marka doygun giimiis/giimiis kloriir elektrot (Ag/AgCl) kullanildi. Sensorlerin

potansiyometrik 6zelliklerini belirlemek igin kullanilan hiicre semasi ise;
Ag/AgCI referans elektrot | Test ¢ozeltisi | PVC membran| Kati—kontakt| Cu(k)

seklindedir.
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Sekil 4.1. Calismada kullanilan potansiyometrik sistem

Tum pH 6lgtimleri Sekil 4.2°de gorseli verilen Orion Star A215 pH/iletkenlik 6l¢iim
cihaziyla gerceklestirildi (Thermo Fisher Scientific, ABD).

S

Sekil 4.2. Calismada kullanilan pH metre cihazi
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Gelistirilen potansiyometrik P\VC membran ifosfamid—secici sensoriin analitik yontem
olarak karsilagtirllmasinda yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile elde edilen
sonuglar karsilastirildi. Kromatografik olcimler icin ise Erzincan Binali Yildirim
Universitesi merkezi laboratuvarinda mevcut yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC, Thermo—Dionex Ultimate 3000 model, ters faz C18 kolon ve otomatik sampler
duzenekli) cihazi kullanildi.

4.3. Standart Cozeltiler

Potansiyometrik Ol¢iimlerde kullanilan standart katyon cozeltilerini hazirlamak igin
oncelikle, tiim katyonlarin nitrat tuzlarindan 0,1 mol/L’lik olacak sekilde gerekli
miktarlarda tartim alindi. Sonra bu tartimlar balon joje igerisinde deiyonize su ile
coziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Son olarak ise, her bir katyonun gereken
konsantrasyonlarindaki standart ¢Ozeltileri bu stok standart ¢Ozeltilerinden uygun

miktarlarda deiyonize su ile seyreltilerek hazirlandi.

4.4, Standart Tampon Cozeltinin Hazirlanmasi

Standart tampon c¢Ozeltileri analitik safliktaki NaH,PO4x2H,O ve Na,HPO;x2H,0
fosfat tuzlari ile hazirlandi. Hazirlama igin bir beher igerisine 0,0789 g NaH,PO4x2H,0
tuzundan konularak Gzerine bir miktar deiyonize su eklenerek ¢ézlldi. Daha sonra bu
cozelti Gzerine 0,0890 g Na;HPO,%2H,0 tuzu tartilip eklenerek Karistirildi. Hazirlanan
¢ozeltinin pH’1 pH—metre yardimiyla pH 7,40’a ayarlandiktan sonra deiyonize su ile

100 mL tamamlanda.

4.5. Potansiyometrik PVC Membran ifosfamid-secici Sensérlerin Hazirlanmasi

Potansiyometrik P\VC membran ifosfamid—secici sensorlerin hazirlanmasi bes asamada

gergeklestirildi. Bu asamalar sirasiyla asagida verilmistir.

I. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensor hazirlamak igin iyon—
ciftlerinin olusturulmasi asamasi.
II. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor hazirlamak igin gerekli

olan kati—kontaktlarin hazirlanmasi agsamasi.
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ITI. Potansiyometrik P\VC membran ifosfamid—secici sensor hazirlamak i¢in membran
kokteyllerini hazirlanmas1 agamasi.

IV. Hazirlanan kati—kontaktlarin ylizeyine membran kokteyllerinin kaplanmasi iglemi.

V. Son olarak ise hazirlanan potansiyometrik PVC membran ifosfamid-segici
sensorlerin sartlandirilmasi ve potansiyometrik Ol¢iimlerinin alinmasi asamalari

seklindedir.

45.1. ifosfamid iyon—giftlerinin hazirlanmasi

Klasik potansiyometrik PVC membranlarda, sensoérlerin segicilik 6zelligini saglayan en
onemli bilesen iyonofor maddelerdir. Iyonofor maddeler bu tiir sensorlerin igerisine
diger bilesenlerle birlikte belli oranlarda katkilanarak sensorler Gretilmektedir. Ilag
etken maddelerin analizinde kullanilmak {izere hazirlanan iyon—secici elektrotlarin
gelistirilmesinde de yaygin olarak iyon—¢ifti kompleksleri kullanilir (Altunéz Erdogan,
2011). Buradan hareketle calismada ¢esitli kanser tedavilerinde ilag etken madde olarak
kullanilan ifosfamidin tayinini gergeklestirebilmek igin hazirlanan potansiyometrik PVC
membran ifosfamid—secici sensoriin gelistirilmesinde ilk asama olarak ifosfamid—
sodyum fosfomolibdat hidrat (IF-SFMH) ve ifosfamid—fosfotungstik asit hidrat (IF—
FTAH) iyon—ciftleri hazirlandu.

[F-SFMH iyon—iftinin hazirlanmasi icin bir beher icerisinde surekli olarak igerisinden
azot gaz1 gegirilen ve karistirilan 20 mL 1x1072 mol/L ifosfamid cozeltisi tizerine damla
damla yavas bir sekilde 20 mL 1x102 mol/L sodyum fosfomolibdat hidrat cozeltisi
ilave edilerek karistirilmaya devam edildi. Daha sonra olusan beyaz renkli ¢okeltiler
stizulerek en az bes kez deiyonize su ile yikandiktan sonra oda kosullarinda karanlikta
kurumaya birakildi. Yine benzer yontem ile IF-FTAH iyon—ifti de hazirland:.
Hazirlamada bu kez 20 mL 1x102 mol/L ifosfamid ¢ozeltisi ile 20 mL 1x1072 mol/L
fosfotungstik asit cozeltisi yavas yavas karistirildi ve olusan kahverengimsi ¢okelek
yine en az bes kez deiyonize su ile yikanarak oda kosullarinda kurumaya birakildi. Sekil
4.3’de yukaridaki sekilde hazirlanan IF-SFMH ve IF-FTAH iyon-ifti bilesiklerinin

yapisal formiilleri gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Hazirlanan IF-SFMH ve IF-FTAH iyon—ifti bilesiklerinin sirasiyla yapisal
formulleri.

45.2. Kati—kontakt elektrotlarin hazirlanmasi

Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor hazirlamak i¢in kullanilan kati—
kontaktlarin hazirlanmasi1 % 50 (a/a) grafit, % 35 (a/a) epoksi ve % 15 (a/a) sertlestirici

iceren karisimm THF ile homojenize edilmesi ile yapildi.

Ilk olarak kati-kontakt elektrot olarak adlandirilan uglart bir miktar agilmis ve
zimparalanmig 1,5-2,0 mm capinda ve 15-20 cm uzunlugundaki bakir teller yukarida
olusturulan homojen karigima agik ug¢larindan daldirildi. Daha sonra ug¢ kisimlar1 % 50
(a/a) grafit, % 35 (a/a) epoksi ve % 15 (a/a) sertlestirici igeren ve THF ile homojenize
edilmis karigimla kaplanan kati—kontakt elektrotlar oda kosullarinda ve karanlikta 24
saat kurutulmaya birakildi. Sekil 4.4’de hazirlanan kati—kontakt elektrotlarin gorseli

verilmistir.
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Sekil 4.4. Hazirlanan kati—kontakt elektrotlar.
4.5.3. PVC membran kokteyllerinin hazirlanmasi

Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor hazirlanmasinda genel olarak
kullanilan oranlar (% (a/a) 30—-35 mg aras1 PVC, % (a/a) 60-65 mg arasi plastiklestirici,
% (a/a) 1-10 mg aras1 iyonofor madde ve % (a/a) 1-5 mg aras1t KTpCIPB, NaTPB gibi
iyoniklestirici maddeler) seklindedir. Calismada, PVC membran kokteyli hazirlamak
i¢in kullanilan PVC oran1 % (a/a) % 31 olarak sabit tutuldu.

Tablo 5.1°de verilen farkli oranlardaki iyonoforlar (IF-SFMH ve iF-FTAH iyon—
ciftleri), plastiklestiriciler (0-NPOE, DOP) ve iyoniklestirici olarakta KTpCIPB
kullanilarak hazirlandi. Hazirlama isleminde PVC membran kokteylleri ~5 mL THF
icinde tam olarak homojenize olana kadar karistirildi.

Daha sonra hazirlanan PVC membran kokteyllerini uygun sensor kaplama viskozitesine
getirmek i¢in oda sicakliginda ve karanlikta ¢oziiciisii (THF) bir miktar uguruldu. Elde
edilen viskoz karigim potansiyometrik PVC membran ifosfamid-secgici sensor

hazirlanmasinda PVC membran kokteyli olarak kullanildi.
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4.5.4. PVC membran kokteyllerinin kati-kontakt elektrotlara kaplanmasi

Potansiyometrik PVC membran ifosfamid-secici sensérler hazirlanmasinin dérdinci
asamasinda ise yukaridaki gibi hazirlanan PVC membran kokteylleri kati—kontakt
elektrotlara klasik olarak uygulanan daldirma yontemi ile kaplandi. Sekil 4.5’te gorseli
verilen daldirma yontemi ile kati—kontakt elektrot kaplanmasinda daha &nce hazirlanan
15-20 cm uzunlugundaki ug kisimlar1 % 50 (a/a) grafit, % 35 (a/a) epoksi ve % 15 (a/a)
sertlestirici karisimi ile kaplanan ve kurutulan kati—kontakt elektrotlar viskoz hale
getirilmis PVC membran kokteyline diisey bir konumda uygun membran kalinlig: elde
edilene kadar daldirild: (en az iki defa). Daha sonra PVC membran ile kaplanan kati—
kontakt elektrotlar oda sicakliginda ve karanlikta 24 saat bekletilerek kurutuldu.

AT \\ N\
\ \ \

oy

Sekil 4.5. Kati—kontakt elektrotlarin PVC membran ile kaplanmasi

4.5.5. Hazirlanan potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensorlerin
kosullandirilmasi

Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor hazirlanmasinda son agama
olarak PVC membran kokteylleri ile kaplanan kati—kontakt elektrotlarin
potansiyometrik  Olciimlerinden 6nce sartlandirilmas1 (kosullandirilmasi) islemi
gerceklestirildi. Bu sartlandirma islemi hazirlanan potansiyometrik PVC membran

ifosfamid—segici sensorlerin PVC membran ile kaph ug¢ kisimlarimin ¢ozelti igerisinde
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kalacak sekilde 1x1072 mol/L standart ifosfamid cozeltisine daldirilmasiyla yapildi.
Sartlandirma islemi sirasinda sensorler karanlikta ve oda sicakliginda 24 saat bekletildi.
Bu son asamadan sonra hazirlanan potansiyometrik PVC membran ifosfamid-secici
sensOrler potansiyometrik performans Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in Sekil 4.1°de

gorseli verilen potansiyometrik sistemde test edildi.

4.6. HPLC Yontemi ile ifosfamid Tayini

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensorlerin ila¢ etken
madde olan ifosfamidin tayininde karsilagtirma yontemi olarak yiliksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi kullanildi. Bu yontem ile ifosfamidin ilag
numunesindeki tayini icin olusturulan HPLC parametre sartlar1 Tablo 4.1°de

Ozetlenmistir.

Table 4.1. HPLC yonteminde kullanilan parametreler

HPLC cihaz Thermo-Dionex Ultimate 3000 HPLC
Analitik Kolon C18%3 umx150 mm

Mobil Faz pH 4,50/ACN(Amonyum asetonitril) 60:40
Deteksiyon dalga boyu 200 nm

Firin sicakligi 30 °C

Enjeksiyon hacmi 20 pL

57



5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Uygun Iyonofor Bilesiginin Belirlenmesi

Calismada, IF-SFMH ve IF-FTAH iyon-ciftleri olusturularak bu iyon—iftlerinin
ifosfamid-segici PVC membran sensorlerde iyonofor madde olarak kullanilip
kullanilmayacag arastirildi. Bu amaca yénelik olarak olusturulan IF-SFMH ve IF—
FTAH iyon—ciftleri (iyonofor olarak) ile o-NPOE, DOP, PVC ve KTpCIPB maddeleri
yiizde agirlik/agirlik (% a/a)’ca kullanilarak genel anlamda yaygin kullanilan membran
kokteyl oranlarinda PVC membran kokteylleri hazirlandi. Diger taraftan grafit, epoksi
ve sertlestirici ile hazirlanan bu mebran kokteylleri ile potansiyometrik ¢zellikleri test
edildi.

5.2. En Uygun Membran Bilesiminin Belirlenmesi

Iyon-secici sensdriin potansiyometrik &zelliklerinin sadece kullamilan aktif maddenin
dogasina degil, ayn1 zamanda biiyiik Ol¢clide membran bilesenlerinin oranlarna ve
kullanilan plastiklestiricilerin 6zelliklerine de bagli oldugu iyi bilinmektedir. Hangi
membran bilesimine en iyi analitik performansi sergiledigini belirlemek igin bir 6n
deneyde, iyonofor ve plastiklestiricilerin genel potansiyometrik tepki tizerindeki etkileri
test edildi.

Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensorlerin hazirlanmasinda, iyonofor,
plastiklestiricinin tipi ve bu bilesenlerin ve PVC’nin oranlar1 sensoriin potansiyometrik
performans Ozelliklerini belirleyen en oOnemli ajanlardir. Bu nedenle en iyi
potansiyometrik performans oGzellikleri gosteren sensoriin tespit edilebilmesi igin, IF—
SFMH ve IF-FTAH iyon giftleri i¢in bu parametreler degistirilerek herbir iyon ¢ifti igin

29 farkli membran bilesimi hazirlandi.

Farkli oranlarinda hazirlanan sensorlerin (tayin siniri, egim, dogrusal ¢alisma aralii ve
titrasyon dogrusu i¢in R? degeri) potansiyometrik performans ozellikleri arastirildi.
Tablo 5.1°de IF-SFMH ve IF-FTAH iyon-iftleri kullanilarak hazirlanan 29 adet

sensOr membraninin bilesimleri verilmistir.
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Tablo 5.1. Potansiyometrik PVVC membran ifosfamid-secici sensér hazirlanmasinda
kullanilan membran bilesimleri.

Iyonfor Plastiklestirici Polimer Iyoniklestirici
Sensér  IF-SFMH IF-FTAH (0-NPOE) (DOP) (PVC) (KTpCIPB)
No (%0)(a/a) (%)(a/a) (%0)(a/a) (%)(@/a)  (%)(ala) (%0)(a/a)
1* %4 - %65 - %31 -
2 %4 - %64 - - %1
3 - %4 - %65 %31 -
4 - %4 %64 %31 %1
5 %3 - %66 - %31 -
6 %3 - %65 - %31 %1
7 %3 - - %66 %31 -
8 %3 - - %65 %31 %1
9 - %3 %66 - %31 -
10 - %3 %65 - %31 %1
11 - %3 - %66 %31 -
12 — %3 - %65 %31 %1
13 %2 - %67 - %31 -
14 %2 - %66 - %31 %1
15 %2 - - %67 %31 -
16 %2 - - %66 %31 %1
17 %1 - %68 - %31 -
18 %1 - %67 - %31 %1
19 %1 - - %68 %31 -
20 %1 - - %67 %31 %1
21 - %2 %67 - %31 -
22 - %2 %66 - %31 %1
23 - %1 %68 - %31 -
25 - %1 %67 - %31 %1
26 - %4 %65 - %31 -
27 - %4 %64 - %31 %1
28 - %4 - %65 %31 -
29 - %4 - %64 %31 %1
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5.3. Gelistirilen Potansiyometrik PVC Membran Ifosfamid—Secici Sensoriin
Potansiyometrik Performans Ozellikleri

5.3.1. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensérin kalibrasyon
egrisi, dogrusal calisma arahg, egimi ve tayin sinir1

Gelistirilen PVC membran ifosfamid—secici sensorin potansiyometrik performans
ozelliklerini tayin etmek icin, deiyonize suda seyreltilmesiyle 1,0x102-1,0x10"° mol/L
seyreltilmis ifosfamid ¢6zeltileri hazirlandi. Potansiyometrik 6lciim hiicresi olusturmak
icin, ifosfamid—secici sensorii ile Ag/AgCl bir referans elektrot kullanildi ve her ikisi de
seyreltilmig ifosfamid c¢ozeltilerine daldirildi. Hiicrenin potansiyel Ol¢iimleri diisiik
ifosfamid derisiminden yiiksek ifosfamid derisimine dogru yapildi. Kaydedilen
Potansiyel degerleri ifosfamid derisiminin logaritmasina kars1 grafige gecirildi. Titrasyon
grafiklerinden her bir sensoriin tayin siniri, egimi, dogrusal ¢alisma araligi ve R?

degerleri Tablo 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. IF-SFMH ve IF-FTAH iyon—ciftleri kullanilarak hazirlanan sensér
membranlarinin potansiyometrik performans 6zellikleri

Egim, mV/her onkat

Elektrot konsantrasyon Tayin Simiri, M Dogrusal Arahk, M R?
No degisimi
IF-1* 24,25 2,0x10°° 1,0x107°-1,0x10°? 0,992
iF-2 20,7 2,0x10° 1,0x10°-1,0x1072 0,990
iF-3 22,5 1,0x107° 1,0x10°-1,0x10? 0,991
iF-4 21,2 1,0x10° 1,0x10°-1,0x1072 0,997
iF-5 233 1,0x107° 1,0x10°-1,0x10? 0,998
iF-6 34,3 1,0x107° 1,0x10°-1,0x10? 0,987
iF-7 251 1,0x10°° 1,0x10°-1,0x1072 0,996
iF-8 36,3 1,0x107° 1,0x107°-1,0x107? 0,994
iF-9 35,5 1,0x10°° 1,0x10°-1,0x10°* 0,999
IF-10 31,6 1,0x107° 1,0x107°-1,0x107? 0,998
iF-11 30,6 1,0x10°° 1,0x10°-1,0x10°* 0,988
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Tablo 5.2 incelendiginde IF-6, IF-8, IF-9, IF-10 ve IF-11 sensérlerin egimi en yiiksek
cikmasina ragmen dogrusal calisma araliginin daha dar bir aralikta oldugu
goriilmektedir. IF-1 no’lu sensdriin egiminin Yyilksek olmamasma ragmen, genis
dogrusal ¢alisma araligi ve daha diisiik tayin smir1 nedeniyle iyi sonuglar verdigi
gorilmektedir. Bu nedenle de ¢alismada IF—1 nolu sensor tercih edilmis ¢alismalarda da
bu sensor kullanilmustir. TF—1 sensérii igin 1,0x102~1,0x10® mol/L standart ifosfamid
cozeltilerinin kalibrasyon serisinden elde edilen potansiyometrik davranis1 Sekil 5.1°de

verilmistir.
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Sekil 5.1. Gelistirilen ifosfamid—segici sensoriin potansiyometrik davranisi

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid-secici Sensor her onkatlik
ifosfamid iyonu aktivite degisiminde ortalama (~24,25)mV potansiyel degisimi
sergilemis ve 1,0x102-1,0x10"° mol/L ifosfamid iyonu aktivitesi araliginda dogrusal
cevap goOstermistir (R?= 0,9986). Tablo 5.2°de gelistirilen PVC membran ifosfamid—

secici sensOriin potansiyometrik karakteristikleri (6zellikleri) verilmistir.
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Gelistirilen PVC membran ifosfamid—segici Ssensoriin tayin sinir1 titrasyon egrisinin iki
dogrusal kismumin kesistirilmesinden 2,0x10° mol/L olarak hesaplandi. Sekil 5.2°de
farkli ifosfamid iyonu aktivitelerine sahip standart ¢ozeltilerin 6lglimlerinden elde

edilen dogrusal ¢alisma araligin1 gosteren kalibrasyon grafigi verilmistir.
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Sekil 5.2. Hazirlanan potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensérunin
kalibrasyon grafigi.

Hazirlanan potansiyometrik PVC membran ifosfamid-secici sensor icin elde edilen

karakteristik potansiyometrik 6zellikler Tablo 5.3’te verilmistir.

Tablo 5.3. Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensoriin
sergiledigi potansiyometrik ozellikler

Dogrusal calisma Tayin sinir1  Cevap zamani )
Sensor R
arahig (mol/L) (mol/L) (s)

Ifosfamid—secici , 5 6
) 1,0x10™ - 1,0x10" 2,0x10™ <9 0,992
sensor
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5.3.2. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensorin
tekrarlanabilirligi

Hazirlanan ~ Potansiyometrik ~ PVC  membran  ifosfamid—-segici  sensorln
tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla; ifosfamid—segici sensor 1,O><10_2, 1,0><1O_3 Ve
1,0x10™* mol/L konsantrasyonundaki standart ifosfamid c¢ozeltilerine sirasiyla 12 kez
daldirild. En iyi sonu¢ aldigimiz IF—1 sensériiniin 102 mol/L, 10~ mol/L ve 10 * mol/L
konsantrasyonuna sahip  cozeltilerde ardarda Olcumleri alindi.  Gelistirilen
Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensoriin ¢ok sayida tekrarlanabilir

sonuglar gosterdigi soylenebilir. Sekil 5.3’te tekrarlanabilirlik grafigi gosterilmistir.

e pest : (b)

25 mV

- (c)

Zaman(s)

Sekil 5.3. iF-1 ifosfamid-secici sensoriin (a) 1,0x1072, (b) 1,0x10°% ve (c) 1,0x10™*
mol/L ¢ozeltilerinde tekrarlanabilirligi.

5.3.3. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid- segici sensfriin cevap zamani

Gelistirilen ifosfamid—segici ensoriin cevap siiresini belirlenmesi amaciyla hazirlanan
titrasyon ¢ozeltilerinin her birine diisiik derisimden yiiksek derisime ve Yyiksek
derisimden diisiik derisime dogru olmak tizere sensor daldirildi. Standart ifosfamid
cozeltileri igin 10°-10° mol/L konsantrasyonundeki denge potansiyellerine gegis
slireleri (tgs) kaydedildi. PVC membran ifosfamid—secici sensoriin cevap zamani
yaklagik olarak 9s hesaplandi. Sekil 5.4’de 10° mol/L, 107 mol/L, 10~ mol/L ve 1072

mol/L ifosfamid ¢Ozeltilerinde sensoriin dengeye gelme siiresi gortilmektedir.
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Sekil 5.4. Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensoriin cevap
zaman grafigi

5.3.4. Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid-secici sensérin pH
calisma arahg

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensorin potansiyometrik
Ozelliklerinden biri olan pH ¢aligma araligi 60’sar mL 0,5 ve 5,0 mM’lik standart
ifosfamid ¢ozeltileri ile belirlendi. Bu standart ¢ozeltiler hazirladiktan sonra bir beher
icerisine alinarak ¢ozeltiler manyetik karistirict diizenegine konularak belirli bir hizda
karistirildi. Es zamanli olarak 6l¢tim alinabilmesi i¢in bu ¢ozeltiler icerisine gelistirilen
PVC membran ifosfamid-secici sensor ile Ag/AgCl referans elektrot ve pH metre

yerlestirildi.

Hazirlanan ifosfamid ¢6zeltisinin Gzerine H3PO4 ve NazPO, seyreltik cozeltilerinden

damla damla eklenerek ¢ozeltinin pH’1 degistirildi istenilen pH’lara ayarlandi. Herbir
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ifosfamid konsantrasyonu i¢in pH metreden gozlenen pH degerine karsilik, 6l¢iim
hiicresinden gozlenen potansiyel degerlerinin grafigi elde edildi. Elde edilen pH —

potansiyel degisim grafigi Sekil 5.5’de verilmistir.
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Sekil 5.5. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensoriin pH ¢alisma araligi

Grafikten de goriilecegi ilizere gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—
secici sensorln her iki standart ifosfamid konsantrasyon degerleri (0,5 mM ve 5,0 mM
ifosfamid) icin pH 7,0 — 9,0 araliginda potansiyelde bir degisme gozlenmemektedir. Bu
durum bu aralikta gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensoriin
HsO" iyonlar1 aktivitesinden etkilenmedigini gostermektedir ve pH calisma araliginin
pH 7,0-9,0 araliginda oldugunu gostermektedir. Yine pH c¢alisma araligino gosteren
grafik incelendiginde yiikselen pH degerlerinde (> pH 9,0) ve azalan pH degerlerinde (<
pH 7,0) gelistirilen ifosfamid—secici sensoriin potansiyelinin hizla azalmaya basladigi
goriilmektedir. Bu durum bu pH araliklarinda (>pH 9,0 ve <pH 7,0) gelistirilen
potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensorin eklenen H3PO, ilavesiyle
ortamdaki H3O" iyonu konsantrasyonun arttigmi ve ifosfamid-segici sensorin HzO*

iyonuna cevap sergiledigi goriilmektedir.
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5.3.5. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensoriin segiciligi

Baz1 yaygin alkali metallerin, alkali toprak metallerin, agir metallerin ve bazi organik
molekdllerin potansiyometrik PVC membran ifosfamid-—secici sensor tepkisi izerindeki
etkilerini belirlemek igin, bu tlrler icin segicilik katsayilari ayri ¢ozelti yontemi
kullanilarak hesaplandi (Umezawa vd., 2000). Segicilik katsayilar1 hesaplanirken, bir
kalibrasyon egrisi kullanilarak 1072 mol/L 6rtiisen iyon ¢ozeltilerinde okunan potansiyel

degerlere karsilik gelen ifosfamid konsantrasyonlari tespit edildi.

Secicilik katsayilari hesaplanirken, bir kalibrasyon egrisi kullamlarak 102 mol/L
ortiisen iyon ¢ozeltilerinde okunan potansiyel degerlere karsilik gelen ifosfamid
konsantrasyonlar1 tespit edildi. Bozucu iyonun 1x107% mol/L derisimi i¢in elde edilen
potansiyel degerinin ifosfamid i¢in elde edilen kalibrasyon egrisinde karsilik gelen
derisim degeri secicilik katsayist hesaplama denkleminde yerine konularak herbir
organik molekiill ve bozucu katyon igin sensoriin segicilik katsayisi belirlendi.
Hesaplanan segicilik katsayisi Tablo 5.4’te verilmistir. Segicilik katsayilari
degerlendirildiginde sensoriin, Olciilen tiirlere karst oldukca segici oldugu

gorulmektedir.

Tablo 5.4. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensériin bazi yaygin
katyonik tiirlere kars1 potansiyometrik secicilik katsayilari

No. Girisim Yapan Tiirler Log Kf";t
1 NH," -0,91
2 K* -1,05
3 Na* 2,64
4 Ba®" 3,82
5 Ni** -3,74
6 Mg* 3,88
7 Ca’" 3,98
8 Fruktoz —4,04
9 Maltoz —4,06
10 Alanin —-4,92
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5.3.6.

Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensoriin kullanim 6mrii

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran [F-secici sensoriin kullanim &mriinii

belirlemek amaciyla 1,0x1072 ile 1,0x10°° mol/L derisim araligindaki standart ifosfamid

cozeltileri kullanildi. Bu standart ¢ozeltiler ile belirli glinlerde potansiyometrik dlgumler

alind1 ve kalibrasyon egrilerinden egim degerleri belirlendi. Zamana (giin) kars: elde

edilen egimlerin (mV/her onkatlik konsantrasyon) degisimini gosteren grafik Sekil

5.6.’da verilmistir. Grafiktende goriilecegi tizere 6zellikle 75. glnden sonraki elde

edilen egim degerlerindeki Onemli sapmalar, sensor kararliliginin bozuldugunu

gOstermektedir. Bu nedenle de sensoriin kullanim 6mriiniin yaklasik 10 hafta (~2,5 ay)

oldugu sodylenebilir.

Egim (mV/her onkathk konsantrasyon)
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Sekil 5.6. Potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensoriin kullanim 6mrti.
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5.4. Potansiyometrik PVC Membran Ifosfamid-Secici Sensoriin Analitik
Uygulamasi

Gelistirilen potansiyometrik P\/C membran ifosfamid—segici sensorin potansiyometrik
performans ozellikleri incelendikten sonra, sensoriin analitik uygulamasi olarak
ifosfamid ilag¢ etken maddesini igeren ticari adi Holoxan® (1g ifosfamid icermekte) olan
farmasotikin - (ilag numunesinin) icerigi belirlenerek gergeklestirildi. Uygulamada
potansiyometrik dogrudan Ol¢iim yontemi kullanilarak tayini yapildi. Daha sonra ise
karsilastirma amaci ile HPLC yoOntemiyle ayni ilag numuinesindeki ifosfamid igerigi
belirlendi. Sonuglar1 karsilastirmak i¢in ifosfamid iceren ayni numune ve ayni standart
¢ozeltiler kullanilarak HPLC ve potansiyometri yontemi ile analiz yapilmis ve ifosfamid
miktar1 mg olarak hesaplanmistir. Elde edilen kalibrasyon grafikleri ve potansiyel—
zaman degisim grafigi sirasiyla Sekil 5.7-8. ve Sekil 5.9°da verilmistir. Her iki yontemle
elde edilen sonuclari % verim ve bagil hata degerleri ise hesaplanarak ve Tablo 5.5’te

sunulmustur.

y = 0.0249x + 0.1195
5 R2 = 0.9973 A

Pik Alam1
w

0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 5.7. Yiiksek basingli s1vi kromatografisi yontemi ile ifosfamid ¢ozeltilerinden elde
edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 5.8.5,0x10%, 1,0x10™*, 2,0x10*, 4,010, 8,0x10 * mol/L ilag numunesinin
standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon grafigi
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Sekil 5.9. (A) 1,0x1072 mol/L, (B) 1,0x10% mol/L, (C) 1,0x10* mol/L, (D) 1,0x10™°
mol/L, (E) 1x10® mol/L ifosfamid konsantrasyonlari ve (F) ilag numunesine
kars1 elde edilen potansiyel-zaman degisimleri.
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Tablo 5.5. Ticari ilag numunesinde farkli yontemlerle belirlenen ifosfamid miktarlart

Yontem Farmasotik Etiket Bulunan Geri Bagil
(Alnan flac degeri deger* kazanim hata
numunesi) (mg) (mg) (%) Er (%)
Gelistirilen
potanstyometrik Holoxan® 50  519+34 1038 38
(mg)
I—(lr:;)c Holoxan® 50 50,85+1,4 101,7 1,7

*N=4 verinin ortalama degeri + standart sapmasi ile birlikte verilmistir.

Tablo 5.5’ten de goriilecegi {iizere gelistirilen potansiyometrik PVC membran
ifosfamid-—secici sensor ile elde edilen geri kazanim ve bagil hata degerlerinin (%103,8
geri kazanim ve %3,8 bagil hata) hem etiketli degerlerle hem de bilinen bir yontem olan

HPLC yontemiyle elde edilen sonuglar ile tatmin edici bir uyum iginde oldugu
belirlendi.
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6. SONUC ve ONERILER

[fosfamidin tayini i¢in iyon—¢ifti olusturma islemi basariyla gergeklestirildi. Hazirlanan
ifosfamid—tungstik asit iyon cifti iyonofor madde olarak PVC—membran yapisinda

kullanilarak potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensor gelistirildi.

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensOrin tayin limiti,
dogrusal ¢alisma aralifi, cevap zamani, sicaklik calismasi, pH calisma aralig1 gibi bazi
potansiyometrik performans ozellikleri belirlendi. Gelistirilen sensor ile ticari ilag
numunesindeki ifosfamid miktari basariyla tayin edildi ve HPLC yontemi ile de ticari
ilag numunesindeki ifosfamid miktar1 belirlenerek istatistiksel olarak her iki yontemle
elde edilen sonuglar karsilagtirildi ve sonuglarin birbiriyle uyum icinde oldugu
belirlendi. Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor
literatiirdeki ifosfamid—secici sensorler ile bazi potansiyometrik 6zellikleri bakimindan
karsilastiritlmis ve sonug olarak gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—
secici sensor, ilacin ifosfamid miktarinin belirlenmesi ¢alismalarinda basariyla

uygulanabilecegini sonucuna varilmastir.

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—secici sensdr i¢in hazirlanan
sozli sunum “A NOVEL PVC-MEMBRANE POTENTIOMETRIC IFOSFAMIDE-
SELECTIVE SENSOR” baghgt ile uluslararasi “INTERNATIONAL IGDIR
CONFERENCE ON APPLIED SCIENCE” kongresinde 14—15 Nisan, 2021/Igdur,
Turkey’de sunulmus ve 6zeti kongre kitabinda “IGDIR INTERNATIONAL APPLIED
SCIENCES CONGRESS—Abstract Book (ISBN 978-605-74616—7—4) yayimlanmistir.

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor ile diisiik 61t hacme
sahip akis hiicrelerinin tasariminin yapilarak akis enjeksiyon analiz (AEA) sistemi gibi
hareketli ortamlarda dedektorler olarak kullanimi ve numunelerde ifosfamid tayininin

yapilabirligi diisiiniilmektedir.

Gelistirilen potansiyometrik PVC membran ifosfamid—segici sensor igin yaymn hazirlik

islemleri devam etmektedir.
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