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Anahtar Kelimeler Ozet: Atk sularda bulunan ila¢ kalintilar1 sucul ortam iizerinde oldukga toksik
Methotrexate, etkilere  sebep olmalar1 nedeniyle birincil kirleticiler = kapsaminda

51_?ktr°'°ki‘dasy°n' degerlendirilmeye baslanmistir. Atik sularda ve yiizeysel sularda ila¢ kalintilariin
lizey yani

konsantrasyonlar1 pg/L ve ng/L gibi ¢ok diisiikk seviyelerde olmasina ragmen
kronik etkileri nedeniyle arastirma yapilmasina gerek duyulmaktadir. Bu toksik
kimyasallar, biyo-bozunur olmadiklarindan dolay1 su ve atik sulardan gidermek
icin klasik biyolojik aritma yontemleri yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden ileri aritma
yontemlerinin gelistirilmesi oldukca énemlidir. Ozellikle elektrokimyasal aritma
yontemleri bu tiir kimyasallar1 aritmak i¢in olduk¢a basarili yontemler olarak
dikkat c¢ekmektedir. Bu calismada, Methotrexate (MTX) adli etken maddenin
elektro-oksidasyon yontemi ile arittimi ¢alisiimistir. MTX uzun yillardir kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kimyasaldir. Calismada, Ti/IrO2/RuO;
karisik metal oksit elektrotu kullanilmistir. Optimum ¢alisma sartlarinin
belirlenmesi amaciyla yiizey yanit metodu (YYM) kullanilarak elektro-oksidasyon
metodunun MTX giderimi i¢cin optimizasyonu yapilmistir.

The Optimization of Methotrexate Removal by Electro-oxidation Process Using
Response Surface Method

Keywords Abstract: The pharmaceutical residuals which are found in the wastewater
MethOtreX?ter_ treatment effluents are evaluated as primary pollutants due to their high toxicity.
Electro-oxidation, Although the concentration of pharmaceutical residuals in wastewater and surface

Response surface water are in low levels like pg/L and ng/L levels, because of their chronical effects

the researches should be conducted. Those toxic chemicals, due to their non-
biodegradable structure, are not amenable to conventional treatment. Hence, it is
very important that advanced oxidation processes have to be developed. Especially
electrochemical processes to remove such chemicals have attracted attention as
very effective methods. In this study, electro-oxidation of Methotrexate (MTX) has
been studied. MTX is a chemical agent which has been used for years in cancer
treatment. In the study, Ti/IrOz/RuO; mixed metal oxide electrode has been used.
With the purpose of determination of optimum operation conditions, the
optimization of electro-oxidation method for MTX removal has been conducted by
response surface method (RSM).

1. Giris iizerinde genotoksik/mutajenik potansiyel etkiye

sahip ila¢ gruplarindandir. Giliniimiizde, aritma
Farmasotik olarak aktif icerikler éncelikli kirleticiler tesisleri bu tarz maddelerin gideriminde yetersiz
olarak nitelendirilmektedirler [1]. Bu maddelerin kalmaktadir. Bu maddelerin giderilmesi ve igme suyu
biyolojik aktiviteleri, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda sistemlerine karismasinin énlenmesi i¢in etkili aritim
dahi sucul yasam iizerinde negatif etkilere neden teknolojilerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

olmaktadir ve icme suyu kaynaklarinda potansiyel
etkilere sahip olabilmektedirler [2]. Sitotoksik ilaglar Methotrexate (MTX) kemoterapide kullanilan
kemoterapide kullanilan ve biitiin organizmalar sitotoksik ilaglar icerisinde en eskilerden biridir.
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Kimyasal olarak N-[4-[[(2,4-diamino-6-
pteridinil)metil]metilamino]benzoil]-L-glutamic asit
olarak tanimlanmaktadir. MTX'in major kismi
diamino-pretidin zincirine metilen kopriisi ile bagh
para-metilaminobenzoik asitten olusmaktadir ve bu
kisim amid zinciri ile glutamik asite baglanmstir.
MTX hastane atik sularinda 1 pg/L
konsantrasyonlarinda gorilmiistir [3]. Bununla
beraber, iiretici atik sularinda 200 pg/L’ye kadar
cikmaktadir.

Elektro-oksidasyon oldukga etkili bir aritma yontemi
olarak farkl atik sularda yaygin olarak calisilmistir
[4-7]. Birgok farkli elektrotun kullanildig1 elektro-
oksidasyon prosesinde, son yillarda o6zellikle bor
katkili elmas [8] ve karisik metal oksitler [9] ile
organiklerin gideriminde olduk¢a iyi sonuglar elde
edilmistir.

Yiizey yanit metodu (YYM) son zamanlarda, deney
sayisinin azaltilmasi ve anlamli sonuglar vermesi
bakimindan yaygin olarak kullanilan istatistiksel
analizlere dayanan bir programdir.

Bu ¢alismada, MTX'in Ti/IrO2/Ru0; elektrotu
kullanilarak elektro-oksidasyonu gerceklestirilmis,
isletme parametrelerinin etkisi belirlenmis ve YYM
kullanilarak proses optimize edilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasallar

Methotrexate (MTX) etken maddesinin standardi
European  Pharmacopoeia firmasindan temin
edilmistir. Elektro-oksidasyon deneyleri boyunca
destekleyici elektrolit olarak Sigma Aldrich marka
Na;SOs4 kullanilmistir. pH'in  giderim verimine
etkisinin incelenmesi i¢in yapilan deneylerde
seyreltik (%20°lik) Sigma Aldrich marka H:SO4 ve
NaOH kullanilmistir.

2.2. Elektrokimyasal diizenek

Elektro-oksidasyon deneyleri, kesikli sistem olarak,
500 pg/L baslangi¢c konsantrasyonunda hazirlanan
MTX cozeltileri ile yiiriitilmistiir. Sentetik olarak
hazirlanmis etken madde iceren soliisyon reaktore
doldurulduktan sonra elektrotlar, aradaki mesafe 0,5
cm olacak sekilde reaktore yerlestirilmis ve gii¢
kaynagina baglanmistir. Anot olarak 2 adet
Ti/Ir02/Ru0; elektrotu, katot olarak ise paslanmaz
celik kullanilmistir ve her bir elektrotun boyutu 5x5
cm’dir. Anotun aktif yiizey alani, bir baska deyisle
soliisyon igerisinde kalan etkin alan, 77,18 cm? olarak
belirlenmistir. Reaktdr boyutlariise 7,5 x 6,5 x 11 cm
ve 350 ml hacmindedir. Reaktordeki atik su,
karistirma hizi 120 rpm olacak sekilde manyetik
karistiric1  ile kanstirnlmistir.  Akim  yogunlugu
uygulanan akimin aktif yiizey alanina boéliinmesiyle
elde edilmistir.

2.3. Analitik yontemler

pH ve iletkenlik parametreleri Hach-Lange marka
multimetre cihaz1 kullanilarak o6lciilmiistiir. MTX
konsantrasyonlarinin  belirlenmesinde =~ Thermo
Scientific TSQ Access Max Ultimate 3000 markal
(Triple Quadrupole) LC/MS/MS (Likit kromatografi-
tandem  kiitle spektrometre) kullanilmistir.
Kromatografik sartlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. LC/MS/MS analiz kosullar1

Mobil Faz: %50 Metanol, %50 Amonyum
Format (5mM), %01 (v/v)
formik asit

Akis: 0,2 ml/dk.

Firin: 40 0C

Basing: 104 bar

Enjeksiyon Hacmi: 30 pl

Analiz Siiresi: 2,01 dk.
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2.4. Matematiksel ve istatistiksel prosediirler

MTX'in elektro-oksidasyon ile gideriminde, pH, akim
yogunlugu ve zaman gibi isletme parametrelerinin
optimizasyonu i¢in ylizey yanit metodu (YYM)
kullanilmistir. Bu programin kullanilmasi ile farkh
isletme parametrelerinin MTX'in elektro-oksidasyonu
iizerindeki etkisini gérmek ve bu parametrelerinin
bireysel ve sinerjetik olarak etkilerinin incelenmesi
ve en ylksek verimi elde etmek i¢cin uygun isletme
sartlarin belirlenmesidir. Buna gore, akim yogunlugu,
pH ve zamanin bagimsiz degisken; etken madde
giderimin bagimli degisken olarak kabul edildigi Box-
Behnken model analizi kullanilmistir (A: akim
yogunlugu, B: pH ve C: zaman). Proses
parametrelerinin calisma araliklari; akim yogunlugu
icin 15-45 mA/cm?, pH i¢in 4-9 ve zaman igin ise 10-
30 dakika olarak belirlenmistir. Giderim verimleri
esitlik 1’de belirtilen ikinci derece polinom esitligine
uyarlanmistir:

R=p,+ Zﬁixi‘i' ZﬁiiXi2+ Zﬂinin (1)

Burada, R tahmin edilen cevap, Xi and X; bagimsiz

degiskenler, [, intersept, (i lineer katsayi, ii
kuadratik katsay1 ve f; etkilesim katsayisim
belirtmektedir.

Design expert, versiyon 8.0.4.1 (STAT-EASE Inc,
Minneapolis, USA) deneysel parametrelerin dizayni
ve elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in
kullanilmistir. Varyans analizi (ANOVA) istatistiksel
degerlendirme i¢in kullanilmistir.

3. Bulgular
3.1. ANOVA analizi ve model olusturulmasi
MTX etken maddesinin Ti/IrO2-Ru0O; elektrotu

kullanilarak gerceklestirilen elektro-oksidasyonunda,
optimum c¢alisma sartlarinin belirlenmesine ydnelik
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YYM yiritilmiis ve asagidaki sonuclar elde
edilmistir.
Tablo 2'de  deneylerde  kullanilan  dizayn

parametreleri ve bu sartlara gore elde edilen giderim
verimleri goriilmektedir.

Tablo 2. MTX elektro-oksidasyonu icin deney dizayni ve
elde edilen giderim verimleri

Deneysel dizayn parametreleri Cevap (giderim

verimi)

A: Akim B:pH | C:zaman | C/Co

yogunlugu (dakika)

(mA/cm?)

15 6,5 1,0 0,795

45 6,5 30,0 0,000944

15 6,5 30,0 0,00148

30 9,0 1,0 0,505

45 6,5 1,0 0,927

30 6,5 15,5 0,0004047

15 4,0 15,5 0,00323

45 4,0 15,5 0,00252

30 4,0 1,0 1,0291

30 6,5 15,5 0,0004043

30 6,5 15,5 0,0004041

30 6,5 15,5 0,000403

30 9,0 30,0 0,000625

30 6,5 15,5 0,0004047

30 4,0 30,0 0,002141

15 9,0 15,5 0,095537

45 9,0 15,5 0,224809

Tablo 3. MTX elektro-oksidasyonuna etki eden faktdrlerin
kuadratik modele uygunlugu ve ANOVA analizi

Source Sum of | FValue p-value
Squares
Model 2,01 16,91 0,0006
(significant)
A-Akim 8,452E-003 | 0,64 0,506
yogunlugu
B-pH 5,566E-003 | 0,42 0,5374
C-Zaman 1,32 99,78 <0,0001
AB 4,224E-003 | 0,32 0,5898
AC 4,391E-003 | 0,33 0,5827
BC 0,068 5,16 0,0574
A2 0,017 1,30 0,2912
B2 1,233E-003 | 0,093 0,7691
C2 0,57 42,76 0,0003
Residual 0,093
Lack of Fit 0,093
Pure Error 1,952E-012
Core total 2,11
Tablo 3’te gorildiga tlizere, MTX'in elektro-

oksidasyonuna etki eden faktorlerin modellenmesi
sonucunda elde edilen kuadratik modelin F degeri
16,91 gikmistir. F degerinin yani sira, p degeri de goz
oniine alindiginda ("Prob > F" degeri 0,0500°den
kiiciik) modelin anlamli oldugu goriilmektedir.
Modelin regresyon katsasiy1 (R2) 0,9560’dir. Modelin

1056

degiskenleri incelendiginde ise C ve CZ anlamli model
degerleridir. Regresyon analizi sonucu elde edilen
kuadratik denklem asagidaki gibidir;

Giderim (C/Co) = +4.042E - 004 + 0.033A - 0.026B -
0.41C + 0.032AB - 0.033AC + 0.13BC + 0.064A2 +
0.017B2 + 0.37C? (2)

Deney dizayni kapsaminda ytriitiilen deney sonuglari
ile tahmin edilen deney sonugclarinin arasindaki iliski
Sekil 1’de gorildiigi gibidir. Modelin regresyon
katsayisinin 0,95 olmasi ile gercek deney sonuglariyla
beklenene olduk¢a yakin sonuglar elde edildigi
gorilmektedir.

Tahmin edilenlere kargi gercek degerler
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Sekil 1. Deneysel ve tahmin edilen Kkosullarin
karsilastirilmasi

3.2. Modelin grafiksel olarak degerlendirilmesi

ANOVA analizi sonuglarindan elde edildigi tzere,
modelin istatistiksel olarak anlaml tek parametresi
C'dir. Sekil 2’deki grafige gore 3 degiskenin kesistigi
noktalar, parametrelerin orta degerlerini ifade
etmektedir. Buna gore, reaksiyon zamani arttik¢a
giderim verimi artmis ancak belirli bir zamandan
sonra reaksiyon siiresi artisinin verime etkisi
olmamistir. A ve B degiskenlerinin ise yani sirasiyla
akim yogunlugu ve pH degisiminin verim iizerinde
cok fazla bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. Akim
yogunlugunun artmasi, MTX giderimini az bir oranda
arttirmistir. Uygulanan akim yogunluklarina gore, 30
dakika proses siiresi sonunda ayni giderim verimleri
elde edilmistir. Fakat 30 mA/cm? akim yogunlugunda
5 dakika sonunda MTX %99,9 oraninda giderilirken,
aynt giderim verimine 15 mA/cm? akim
yogunlugunda 30 dakika sonunda ulasilmistir. Akim
yogunlugunun 45 mA/cm? degerine ¢ikartilmasi ise
giderim verimini arttirmamistir. Bu durum, anodun
artan akim yogunluguna bagli olarak oksit
tabakalarinin olusmasi sonucu pasivizasyonu ve anot
ylizeyinde O olusumunun artmasi sonucu ortaya
¢ikabilir.

Sekil 3’'te, MTX c¢ozeltisinin baslangic pH’sinin 7
oldugu durumda zaman ve akim yogunlugunun
biitiinlesik etkisi goriilmektedir. Pertiirbasyon egrisi
ve ANOVA analizinden hatirlanacag gibi, modele gore
sisteme etki eden tek parametre C yani zaman olarak
elde edilmistir. ANOVA analizinde de herhangi bir
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Perturbasyon
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Sekil 2. Secilen faktorlerin minimum degerden maksimum
degere olan degisimi (Pertiirbasyon Egrisi) (A: Akim
Yogunlugu=30 mA/cm?, B: pH=7, C: Zaman=16 dk)

biitiinlesik etkinin (AB, AC, BC) p degeri anlamh
cikmamistir. AC biitiinlesik etkisi Sekil 3’te 6rnek
olarak sunulmus, ancak zamanin bireysel etKkisi,
zeminde yer alan parelel kontiir ¢izgilerinden
gorilmektedir. Diger yandan, tek basina zamanin
degisiminin giderimi olduk¢a degistirdigi egrinin
yapisindan goriilmektedir ve egrinin bu trendi her
akim yogunlugu icin benzerdir. Bu sebeple, MTX
giderimi iizerinde iki bilesenin sinerjetik etkisi
olmadig1 goézlenmistir. Diger biitlinlesik etkiler de
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu i¢in grafiklerine
yer verilmemistir.

Giderim (C/C0)

C:t (dk)
Sekil 3. Zaman ve Akim yogunluguna bagh olarak MTX'in

giderim grafigi (Deneysel kosullar: [MTX]o=0,5 mg/L;
pH=7) (A: Akim Yogunlugu; C:Zaman).

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismada, anti-kanser ilaci olan MTX'in yiiksek
karaliliga sahip Ti/IrO2/RuO; elektrotu kullanilarak
elektro-oksidasyonu incelenmistir. Yiizey yant
metodu (YYM) ile, akim yogunlugu, pH ve zaman gibi
elektro-oksidasyon prosesine etki eden en 6nemli
isletme parametrelerinin ve optimum calisma
degerlerinin tespit edilmesi amag¢lanmistir. Yiiriitiilen
calismalar sonucunda MTX giderimi i¢in gelistirilen
model anlamli bulunmustur (F degeri ve p<0,005).
Model degerlerinin bireysel etkisi olarak reaksiyon
siiresinin MTX gideriminde anlamli ve en etkili
oldugu tespit edilmistir. MTX 30 dakika proses stiresi
sonucunda %99,9 oraninda giderilmistir. pH ve akim
yogunlugu degisiminin MTX giderimi {izerinde
herhangi bir etkisi olmamistir. Ayrica, MTX giderimi
lizerinde pH ve akim yogunlugu bilesenleriin
sinerjetik etkisi olmadig1 gozlenmistir.
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Bu c¢alisma, TUBITAK tarafindan desteklenen
114Y606 nolu proje kapsaminda yapilan c¢alismalar
sonucu ger¢eklestirilmistir. Proje desteginden dolay:
TUBITAK’a tesekkiir ederiz.
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