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0z
Bu calismada, bir antrasiklin ilag olan epirubisin’in, kalem grafit elektrot kullanarak elektrokimyasal
Anahtar kelimeler ozelliklerini katyonik surfaktan varliginda Britton-Robinson tampon cézeltisinde (pH 2.0-10.0)

Epirubisin; Katyonik arastirimistir. Oncelikle kalem grafit elektrotun performansini etkileyen parametreler drnegin, elektrot
Surfaktan; Voltametri;  aktivasyonu, destek elektrolit segimi, pH etkisi, biriktirme gerilimi ve siiresi, surfaktan etkisi ve kare-
Kalem Grafit Elektrot;  dalga voltametrik yéntem parametreleri adsorptif siyirma voltametrisi teknigi kullanilarak detayli bir

Biyolojik Ornek sekilde incelenmistir. Daha sonra 6nerilen tekniklerin elde edilen en iyi kosullarinda epirubisin igin
dogrusal aralik (0.01-2.0 ug mL1) ve gozlenebilme siniri (GS; 0.0018 pug mL1) belirlenmistir. Gelistirilen
kare dalga adsorptif siyirma voltametri teknigi, insan idrarina standart katma teknigiyle uygulanmistir.

Voltammetric Determination of Epirubicin using a Pencil Graphite
Electrode in the Presence of Cationic Surfactant

Abstract

In this study, the electrochemical properties of epirubicin, an anthracycline drug using pencil graphite
electrode, were investigated in Britton-Robinson buffer (pH 2.0-10.0) in the presence of cationic

Keywords
Epirubicin; Cationic surfactant. Firstly, parameters affecting the performance of the pencil graphite electrode, such as
Surfactant: electrode activation, support electrolyte selection, pH effect, deposition voltage and duration,

surfactant effect, and square-wave voltammetric method parameters were investigated in detail by
using adsorptive stripping voltammetry technique. Then, the linearity of epirubicin (0.01-2.0 pg mL?)
was determined as the detection limit (LOD; 0.0018 pug mL1) in the best conditions obtained in the
proposed techniques. The developed square wave adsorptive stripping voltammetry technique was

Voltammetry; Pencil
Graphite Electrode;
Biological Sample

applied to the human urine with standard addition technique.
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yan etki vardir. Bunlarin hepsi antikanser ilaglarin
kullanimindan sonra goézlemlenmektedir (Alavi-
Tabari et al. 2017; Karimi-Maleh et al. 2016; Howard
Antikanser ilaclarin analizi, insan viicudunda ve etal. 2015). Epirubisin (EB) (10- (4-amino-5-hidroksi-
kanser tedavisinde oynadiklari rol nedeniyle ilag 6-metil-oksan-2-il)oksi-6,8,11-trihidroksi-8- (2-

formiilasyonu icin cok 6nemlidir. Antikanser ilaglarla hidroksiasetil) -1-metoksi-9,10-dihidro7H-tetrasen-
kemoterapi, cesitli kanser tirlerini tedavi etmenin

1. Giris

5,12 dion) kemoterapi icin kullanilan bir antrasiklin
etkili bir yoludur. Ancak, sa¢ dokilmesi, yorgunluk, jjactir (Sekil 1) (Kurbanoglu et al. 2014). Epirubisin

halsizlik, oksurik veya ses kisikhgl, ciltte kirmizi y5h4 diisiik yan etkileri nedeniyle, meme kanserinin

lekeler ve sira disi kanama veya morarma gibi bircok  edayisinde yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte,
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kalp yetmezligi gibi kardiyak problemler EB'nin
baslica yan etkileridir. Bu
terapisinden  sonra

nedenle, kanser

insan  vicudundaki  EB
konsantrasyonunun kontrol edilmesi ¢ok 6nemlidir

(Jain et al. 1985).

NH.
Sekil 1. Epirubisin’in kimyasal yapisi

Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi ile ortaya
¢ikan tepkimeleri elektrokimyasal agidan inceleyen
bilim dali elektrokimya’dir. Elektroanalitik yontemler
ise analizlerde ¢ok diisiik tayinlere olanak sagladiklari
gibi uygulandiklari alanlar hakkinda genis bilgiler
sunar. Cogu kez mevcut yontemleri tamamlayici
niteliginde ve hatta onlara alternatif olmustur.
Teknolojideki gelismeler analitik tayin ve kontrol
yontemlerinin gelisimine yon vermekte, analizlerin
daha duyarh, hizh ve ekonomik olmasina imkan
tanimaktadir. Elektroanalitik yontemlerden olan
voltametri, duyarhhg, seciciligi, glivenirligi ve genis
bir calisma alanina uygulanabilirligi agisindan yaygin
bir kullanim alanina sahiptir (Yildiz vd. 1997; Skoog et
al. 1998; Fifield et al. 2000; Wang 2000). Voltametrik
yontemlerin diger yontemlere gore Ustlin yanlari;
ucuz olmasi, secici olmasi, ¢ok az érnekle galisiimasi,
analiz slresinin kisa olmasi, ¢ok farkh elektrotlar ile
calisiliyor olmasi, dogrusallik araliginin genis olmasi
ve tayin alt sinirinin distik olmasidir (Talay Pinar and
Senturk 2017; Talay Pinar et al. 2018; Yardim et al.
2011; Levent 2017).

Voltametri de karbon bazli kati elektrotlar; genis bir
gerilim araliginda ¢alismaya imkan saglamasi, ylizey
kimyasinin zengin olmasi, kimyasal inertligi, disuk
artik akim vermesi, ucuz olmasi, duyarhligin yiiksek
olmasiyla elektrokimyasal analizlerde siklikla tercih
edilirler. Camimsi karbon, karbon pasta, perde-
baskili karbon, karbon-fiber ve kalem grafit gibi
elektrotlar bulunmaktadir

cesitli  karbon tirevli

(Talay Pinar et al. 2014; Talay Pinar 2018; Ali et al.
2017). Tum kati elektrotlarda oldugu gibi karbon
elektrotlar ile calisiirken en 6nemli sorun, analiz
esnasinda bazi bilesiklerin ylikseltgenme Grilinlerinin
elektrot ylzeyinde ince bir film tabakasi olarak
birikmesi ve elektrot ylizeyinin aktivasyonu saglansa
bile
tekraredilebilir sonuglarin  olmamasidir.

analitik sinyalin azalmasi ve dolayisiyla
Doksanli
yillarin sonunda baslayarak kalem grafit (kalem ucu)
elektrotlar (KGE), camimsi karbon ve karbon pasta
elektrotlara tek kullanimlik 6zelliklerinin yanisira ok
ucuz olmalarindan dolayl alternatif olmuslardir
(Alpar et al 2017; Ozcan et al. 2018; Arvas et al.
2018). Elektrot yerde

bulunabilen farkli sertlik ve gapta olan ticari kursun

olarak, her kolaylikla
kalem uglarindan yararlanilir. Kalem uglari, dogal
grafitin kil ve balmumu karisimi icerisinde dagilmasi
ve 1sil islem uygulanmasi ile elde edilir. Kil yerine
selliloz gibi organik bazli maddeler kullanilp,
oksijensiz atmosferde yakildigi zaman seliiloz karbon
sekline donisir. Olusan yapi son derece elastiktir.
KGE’ler, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar
kirilgan, ne de camimsi karbon kadar serttir. Tek
kullanimhk olmalari, elektrot temizleme islemlerine
kolaylik saglar; dolayisiyla yeni bir elektrot yiizeyi
olusturmak c¢ok daha basit ve hizli olup tekrar
edilebilirlik yiksektir. Kaynakcada KGE’lerin pek ¢ok
uygulamasi  gorilmektedir. iz metal analizleri
(Honeychurch 2015),
askorbik asitin es zamanli analizi (Levent and Onal
2018), nikotin analizi (Levent et al. 2009), kafein
analizi (Ly et al. 2004), ila¢ analizleri (Purushothama
et al 2018; Temerk et al. 2016) ilagc-DNA etkilesim
calismasi (Dogan-Topal et al. 2009), fungusit analizi
(Aydin et al.

kullanildig1 arastirmalara ornek olarak verilebilir.

arik asit, norepinefrin ve

2018) kalem grafit elektrotunun

Yizey aktif maddeler (surfaktanlar), bir polar kafa
grubu ve bir apolar kuyruk bolgesinden olusur. Yizey
modifiye elektrotlar, sadece organik bilesiklerin
zamanda elektroaktif

¢Ozllmesinde degil, ayni

turlerin elektrokimyasal prosesi blylk olclide
etkileyen elektrot arayliziindeki molekiillerin spesifik
oryantasyonu saglayarak cok énemli bir rol oynarlar
(Abdullah at al. 2018; Donmez et al. 2018).
Farmakolojik, cevresel ve klinik acidan ilgi cekici
organik bilesiklerin elektroanalizinde sirfaktanlarin

kullanilmasiyla, tespitin hassasiyeti ve segiciliginde

20


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914018304843#!
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMelih%20Besir%20Arvas
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AKevin%20C.%20Honeychurch
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468609010974#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468217918300212#!
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Temerk%2C+Yassien+M
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956566308006490#!

Katyonik Surfaktan Varliginda Kalem Grafit Elektrot Yiizeyinde Epirubisin’in Siyirma Voltametrisi ile Miktar..., Talay Pinar ve Yardim

artis  saglanir.  Kaynakgada vyapilan

sonucunda EB’nin miktar tayini icin kromatografik ve

arastirma

spektroskopik yontemlerinin oldugu gorilmektedir
(Gopinath et al. 2018; Dodde et al. 2003; Sottani et
al. 2008; Souza et al. 2018). EB’nn elektrokimyasal
Ozellikleri inceleyen ve cesitli ¢alisma elektrotlar
kullanilarak yapilan miktar tayini calismalar ise
Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1. Epirubisin’in farkl elektrot kullanilarak yapilmis
elektrokimyasal calismalari

Calisma Elektrodu LOD (M)  Kaynak

SWNT/GCE 2.0x10® Zhang 2014

BDDE 7.3x10®  Bozal-palabiyik

etal. 2013

CoFe,04/NPs/1,3- - Karimi et al.

DPIBr/CPE 2017

Apt/AuNPs/Fes0,@ 4.0x10®  Hashkavayi and

Si02/DABCO/SPE Raoof 2017

KGE 3.6x10° Bu calisma
CoFe,04/NPs/1,3-DPIBr/CPE: CoFe;04 nanopartikdl 1,3-
dipropilimidazolyumbromir  modifiye  karbon  pasta elektrot;
Apt/AuNPs/Fe304@Si0,/DABCO/SPE: aptamer/ altinnanoparcagik/

demir(lll)oksit@silisyumdioksit diazoniabisiklo modifiye perde baskil
elektrot; BDDE: bor katkili elmas elektrot; SWNT/GCE: tek duvarli nano
tiip modifiye camsi karbon elektrot; KGE; kalem grafit elektrot

Yapilan kaynakga arastirmasinda EB’nin yalin KGE
ve/ya da bir katyonik surfaktan olan setil trimetil
amonyum bromir (CTAB) ile modifiye edilmis KGE
Gzerinde elektrokimyasal davranislarinin incelendigi
bir calismaya rastlanmamustir. ilk defa tarafimizdan
bu calismada, epirubisin‘in KGE ile elektrokimyasal
ozellikleri arastirilarak hem daha hizli, duyarli, segici
hem de daha
gelistirilmistir.

ucuz bir voltametri yontemi

2. Materyal ve Metot

2.1 Kimyasallar

Calismamizda kullanilan tim kimyasallar Sigma-
Aldrich ve Merck firmalarindan satin alinmistir.
Deneysel calismalar, ultra saf su kullanilarak, oda
sicakliginda gergeklestirildi. pH 2-10 arasindaki 0.1 M
Britton-Robinson (BR) tamponu destek elektroliti

olarak kullanildi. Epirubisin HCI stok ¢6zeltisi 1000 pg
mL™ olacak sekilde suyla hazirlandi ve kullaniimadig
zaman +4°C’de muhafaza edildi.

2.2 Analiz cihazi ve elektrot

Voltametrik calismalar, elektrokimyasal analiz cihazi
Autolab tip Il (GPES 4.9 yazilim paketi (EcoChemie,
Hollanda)) ile gerceklestirildi. Elde edilen vyalin

voltamogramlara, ‘Savitzky ve Golay’ vyazilim
programi kullanilarak zemin diizeltmesi yapiimistir.
Referans elektrot olarak MF 2012, BAS kodlu
Ag/AgCl, yardimc elektrot olarak MW 1032, BAS
kodlu platin tel elektrot kullaniimigtir. 10 mililitrelik
elektrokimyasal pyrex® deney hiicreleri (li¢ elektrot
girisli) kullaniimistir. Dizenegin alt kismina manyetik
kanstirici yerlestirilmistir. WTW, inolab pH 720 ile
¢cOzeltilerin  pH Ol¢imleri yapilmistir.  Calisma
elektrodu olarak kullanilan kalem grafit elektrot
asagidaki yolla hazirlandi. Yerel bir kirtasiyeden
alinan (Rotring, Almanya) kursun kalem (Model T 0.5)
icin uygun uglar (Tombo, Japonya) kullanildi. Tim
uglarin toplam uzunlugu 60 mm ve ¢api 0.5 mm'dir.
elektriksel kalemin metalik

Kursunun temasi,

kisminin  etrafina  metal bir tel sarlarak
gerceklestirildi. KGE ylzeyi, elektrodun hidrofilik
ozelliklerini arttirmak amaciyla, +1.40 V'ta 60 s
destek elektrolitte karistirma yapmadan uygulanarak

on islemden gegirildi.
2.3 Ornek hazirlama

idrar ©6rnegi, deneyden o6nce (kadin, yas 30)
toplanildi. 5 mL idrar 6rnegi, numune tipinde esit
hacimde asetonitril ile karistinldi. Tup sikica
kapatilp, 1 dakika boyunca vorteks ile karistirildi.
Sonra endojen kimyasallar
5000 dakika
santrifiijlendi. Ust tabakadan alinan 50 pL érnek,
voltammetrik hlicrede CTAB iceren 0.1 M BR
(pH=3.0) Daha

epirubisin standart c¢ozeltisinden kictk hacimler

bilinmeyen

uzaklastirmak igin rom'de 5

tamponu ile  karistinld. sonra
eklendi ve hemen analiz edildi.

2.3 Deneysel prosediir

ilk olarak, KG elektrot ile EB’nin dénisimli
voltametri teknigi ile elektrokimyasal davranislarinin
incelenmesi saglandi. Her analiz 6ncesi temiz ve
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tekraredilebilir bir elektrot ylizeyi olusturabilmek igin
KG elektrot, destek elektrolit ¢ozeltisinde +1.40 V'ta
60 s sireyle tutuldu. CGahsilacak
voltametrik ydntemin optimizasyonu igin ¢esitli
destek elektrolit ¢ozeltilerinin pH etkisi, elektrot

isleme tabi

temizleme yonteminin  biriktirme sliresi ve
geriliminin elektrottaki etkisi, kare-dalga voltametri
elektrottaki

surfaktan etkisi, kalibrasyon egrisinin olusturulmasi,

teknigi  parametrelerinin etkisi,
tekraredilebilirlik galismalari ve analitik uygulanmasi

gerceklestirildi.

3. Bulgular

Kalem  grafit elektrot  yilizeyinde  olusan
elektrokimyasal olayr anlayabilmek igin 0.1 M BR
tamponu (pH=3.0) icerisinde 20 pg mL' EB

¢ozeltisinin anodik yonde 0.0 V ile +1.40 V gerilim
tarama araliginda ve 100 mV s gerilim tarama hiz
ile elde edilen ¢ donglili  doéntsimli
voltamogramlari Sekil 2’de gosterilmistir. Destek
elektroliti ve 20 pg mL™ EB iceren c¢ozeltilerin egrileri
kiyaslandiginda EB’nin yaklasik olarak (/a) +0.793

V’da 2.63 pA’lik anodik bir ylkseltgenme piki verdigi,

katodik yonde tarama yapildiginda ise (/c) -0.497
V'da 0.62 pA’lik katodik bir
gozlenmektedir.

indirgenme piki

0 035 ~ 0.50 0.75 1.00 125  1.50
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 2. 20 pg mL? epirubisin’nin 0.1 M BR tamponu
(pH=3.0) icerisinde KG elektrot (zerinde U¢ dongull
dontsimli voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 100 mV s
1, kesikli cizgi destek elektrolitini gostermektedir.

Gerilim tarama hizinin EB’nin anodik ylikseltgenme
pik gerilimleri ve pik akim siddeti Uzerine etkisini
incelemek icin; 20 ug mL?* epirubisin’in, 25-1000 mV

s gerilim tarama hiz araliginda, 0.1 M BR tamponu
(pH=3.0) destek
voltamogramlari kaydedilmistir (Sekil 3A). Gerilim

¢cOzeltisi icinde dontsimli
tarama hizi ile yikseltgenme pik akimi siddeti
arasinda dogrusal bir iliski oldugu gorilmektedir (ip
(HA) =0.0169 v (mV s™) + 0.831, r = 0.999). Ayni
zamanda, tarama hizinin logaritmasi ile
yliksetgenme pik akiminin logaritmasi arasindaki
bagintidan (log ip (LA) =0.784 log v - 1.14, r = 0.998)
elde edilen egimin 0.5’den blylk olmasi EB’nin
elektrokimyasal yukseltgenme
adsorpsiyon proses

gostermektedir. Buna ait ilgili grafik Sekil 3B’de

tepkimesinin
kontrolli  bir oldugunu
verilmistir.

EB’nin daha duyarli ve segici voltametrik tayini igin,
daha keskin ve iyi belirlenmis pikler kare dalga
adsorptif styirma voltametri (KD-ASV) teknigi ile elde
Destek elektroliti
voltametrik davranisi Gizerine etkisini arastirmak igin

edilmigtir. ve pH’nin EB’nin

en uygun destek elektrolit c¢ozeltisi igerisinde
hazirlanan 2.0 pg mL™ EB ¢ézeltilerinin +0.0 ile +1.4
V gerilim tarama araliginda KD-AS voltamogramlari
kaydedilmistir. Bu amacg igin, destek elektroliti 0.1 M
BR tamponu (pH 2-10) ¢ozeltileri kullanilmistir. Sekil
4’de acik devrede 60 s biriktiriimeye birakilmis 2.0 ug
mL?
voltamogramlari

EB c¢oOzeltilerinde kaydedilen kare-dalga

Ustlinde pH’nin etkisini
gostermektedir. Sekil 4'te gorildigu gibi pH degeri
artikca EB’e ait yikseltgenme piki daha negatif
gerilime dogru kaymakta ve pik akim siddeti notral ve
bazik pH’lerde azalmaktadir. Ayrica, BR tamponu pH
20 ve

ylkseltgenme basamagina

3.0 c¢ozeltilerinde EB molekdlt ki

sahipken, diger pH
degerlerinde tek basamakta yikseltgenmektedir.
Gzerinde
katki

soylenebilir. EB’e ait pH ile pik gerilimi (Ep) iliskisi

Dolayisiyla, KG elektrot protonlarin

elektrokimyasal mekanizmaya sagladig
incelendiginde pH 2-10 araliginda tek egimli bolge
oldugu Ep (V) =-0.0648pH + 0.932, r=0.999
esitliginden gorilmektedir. Elde edilen egimin (-64.8
mV) teorik olarak bilinen 59 mV’a (Nerst esitligi)
yakin olmasi elektrot mekanizmasindaki elektron-
proton sayisinin esit oldugunu gostermektedir. Sekil
4’den de anlasilacagi lzere BR tamponu pH=3.0
¢Ozeltisi, keskin pik ve yiksek pik akimi verdiginden

dolayi en uygun ortam olarak secilmistir.
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30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

UpA

5.0
-10.0
15.0
-20.0

0.50 0.75 1.00 1.25

E/V (vs. Ag/AgCl)

] 0.25

1.50

logip

16 -

B
1.2
0.8
0.4 4
y=0,784x-1,1379
R* =0,9958
U : T T T T 1
1 1.5 2 25 3 3.5

logu

Sekil 3. 20 ug mL? epirubisin’nin 0.1 M BR tamponu (pH=3.0) icerisinde KG elektrot ile farkli hizlarda alinan déniisiimlii
voltamogramlari ( 1: 25, 2: 50, 3: 75, 4: 100, 5: 150, 6: 200, 7: 400, 8: 600, 9: 800, 10: 1000 mV s}).

9.0
0,9 -
pH10 = pH 2
6.5 0.8
0,7 -
> 05
540 £
- ‘=05
— [-1]
o
0,4 -
1.5 1
\ 0,3 -
e o =N 0.2 . , , , ,
0 2 4 6 8 10
1.0 - - - - - H
0 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 P

EN (vs. Ag/AgCI)

Sekil 4. BR tamponunda (pH:2-10) 2.0 pg mL? epirubisin’in kare-dalga adsorptif siyirma voltamogramlari. Kare dalga
degiskenleri; puls amplitiid, 30 mV, frekans, 50 Hz, gerilim adimi, 8 mV. Elektrokimyasal biriktirme siresi, 60 s (acik

devrede, 500 rpm)

EB’nin biriktirme siresi ve geriliminin etkisi kalem
grafit elekrot (izerinde incelendiginde, biriktirme
EB
¢oOzeltilerinde 0 - 360 s araliginda uygulanmis, 60 s

siiresinin etkisi karistinlan 0.25 pg mL?
degerine kadar pik siddeti artmis, sonraki siirelerde
60 s biriktirme
uygulanan 0.25 pg mL?! EB ¢dzeltilerinde biriktirme

pek bir artis gozlenmemistir.

geriliminin etkisi ya acik devre’de ya da +0.0 V'dan
+0.5 V’a kadar degisen gerilim
cahisilmistir.  Elektroaktif maddelerin

araliginda
adsorptif

karakter  gostermesi  durumlarinda, madde
karistirlan bir ortamda belirlenen bir stirede ya agik
devrede ya da belirli bir potansiyelde elektrot
ylzeyine biriktirilerek duyarhliginin artmasi saglanir.
Sekil 5’'te goruldugu gibi +0.1 V gerilimde en yiiksek
pik akimi gorilmistir dolayisi ile en iyi duyarhlik

burada elde edilmistir.
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1.5
1.3
1.0
3 0.8
0.5

0.3 a

0

0.3 T T T r r
0 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

E/V (vs. Ag/AgCl)
Sekil 5. BR tamponu (pH 3) ¢ézeltisinde 0.25 pug mL?
epirubisin’in kare-dalga voltamogramlari. a, biriktirme
yapmadan; b, acik devrede 60 s biriktirme; ¢, 0.1V, 60 s
biriktirme. Kare dalga degiskenleri Sekil 4’deki gibidir.

Voltametrik tekniklerde meydana gelen sinyaller,

kullanilan cihazin degiskenleri ile
degisebileceginden, bu degiskenleri de optimize
etmek gerekmektedir. Bu amag icin, 0.25 pug mL*
EB’nin, pH 3.0 BR tamponu igerisinde, +0.1 V
geriimde 60 s slireyle biriktirme islemi
uygulandiktan sonra frekans f =15-175 Hz, gerilim
adimi AE =2-14 mV ve puls amplitlid Esw = 10-50 mV
araliklarinda degistirilerek kare-dalga voltametri
teknigi degiskenlerini incelenmistir. Frekans’in
arttirlmasi ile 150 Hz'e kadar pik akiminda artis
saglanmis ancak 150 Hz'den sonra pik akimi artmis
fakat pik morfolojisi bozulmustur. Bu nedenle en
uygun frekans degeri olarak 150 Hz

belirlenmistir. 2—14 mV gerilim araliginda pik sekli

olarak

ve pik akim degeri bakimindan en iyi sonug, AE = 8
mV degerinde, 10-50 mV puls amplitiid araliginda
pik akimi 40 mV’da en iyi sonug elde edilmistir. Daha
sonra bir katyonik ylizey aktif madde sinifindan olan
setil trimetilamonyum bromir (CTAB) maddesinin
elektrokimyasal sinyale etkisi incelenmistir. Bu amag
icin BR tamponu (pH 3.0) ¢ozeltisi icinde KD-ASV ile
0.75 pg mL™ EB’nin elektrokimyasal sinyali tizerinde
arastirilmistir. Katyonik surfaktan, EB iceren destek
elektrolit ¢dzeltisi farkli derisimlerde (1x10%-7x10)
ilave edilmis en iyi sonug¢ 3x10* M CTAB ile elde
edilmistir (Sekil 6).

6.5

UpA

4.0

1.5

-1.0
0 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

EIV (vs. Ag/iAgCl)
Sekil 6. BR tamponu (pH 3) ¢dzeltisinde 0.75 pg mL?
CTAB
ortamda.

epirubisin’in  kare-dalga voltamogramlari. a;
olmadan, b; 3x10* M CTAB
Elektrokimyasal biriktirme siiresi, 60 s (+0.1 V, 500 rpm).

Kare dalga degiskenleri; puls amplitid, 40 mV, frekans,

iceren

150 Hz, gerilim adimi, 8 mV.
3.1. Analitik Yéntem Validasyonu

Calisilan voltametrik yonteme ait duyarlilik, segicilik,
tekraredilebilirlik ve dogrusallik araligi detayh bir
sekilde arastirilmistir. En iyi deneysel kosullarinda
EB derisiminin ylikseltgenme pik akimi (zerine
etkisini incelemek icin, farkh derisimlerdeki EB
¢Ozeltilerinin voltamogramlari alinmistir. 0.01- 0.10
ug mL* (1.72x10% - 1.72x107 M ) (sekil 7A) ve 0.25-
2.0 yg mL? (4.30x107 - 3.45x10°® M) (sekil 7B)
calisma araliklarinda standart epirubisin
¢Ozeltilerinin, BR tamponu (pH 3.0) ve CTAB iceren
¢cozeltilerinde KG elektrodu kullanilarak, +0.75 V
gerilimde  elde

edilen  ylikseltgenme  pik

voltamogramlarinin ve bunlara karsilik gelen
kalibrasyon grafigi Sekil 7 (1) ve (2)'te verilmistir.
Sekil 7A’da goraldigi gibi cok diisik derisimlerde
maddenin yliksetgenme sinyalinin yarildigi ancak
derisim artik¢a sinyalin tek bir sinyale donistigi
(Sekil 7B).

ylkseltgenme pik akim degerleri

tespit edilmistir Derisime karsihk
kalibrasyon
grafigine gecirildigi zaman elde edilen dogru

denkleminin esitlikleri asagidaki gibidir.

lip (WA) = 16.195 C (ug mL™) +0.079], r=0.998 (1)
lip (WA) =9.7013 C (ug mL™) +1.089], r=0.999 (2)
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Yukarida verilen (1) esitligi 1.72x10%-1.72x107 M,
(2) esitligi ise 4.30x107- 3.45x10° M derisim

araligina sahiptir.
18
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Sekil 7. BR pH 3.0'de KGE’de ebiribusin’nin degisen
derisimlerine A (0.01-0.1 pg mL?) ve B (0.25-2.00 ug mL
1) karsilk elde edilen kare dalga absorptif siyirma

voltamogramlari ve ilgili kalibrasyon egrileri. Degiskenler
sekil 6'daki gibidir.

Bu calismada secilen voltametrik metodun
analitiksel duyarliligini belirtmek icin gozlenebilme
siniri (GS, LOD) (3 s/m oranina gore), tayin alt siniri
(TAS, LOQ) (10 s/m esitligine gére ) hesaplanmistir.
Esitlikte yer alan “s”, destek elektroliti ¢ozeltisinin

zemin c¢izgisinde okunabilen en kiiclik on sinyal

glrlltistinin  standart sapmasini, “m” ise
kalibrasyon egrisinin egimini gbstermektedir.
Kalibrasyon egrisi denkleminden elde edilen

sonuglara gére LOD; 0.0018 pug mL? (3.6x10° M) ve
LOQ; 0.0062 pg mL! (1.1x10% M)
bulunmustur. Elde edilen analitiksel sonuclar cizelge

olarak

2’de detayl olarak gosterilmistir. Bu calismada, EB
icin surfaktan ortaminda KG elektrot
KD-ASV  yontemi ile
hesaplanan LOD, cizelge 1’'de verilen calismalarda

tayini
kullanilarak gelistirilen

elde edilen sonuglardan oldukca duyarli oldugunu
gostermektedir.

Yontemin kesinlik degerleri EB pik akim degerlerinin
hem giin ici hem de glinler arasi tekraredilebilirligi
bagil standart sapmalari (BSS) ile degerlendirildi. KD-
ASV yontemi kullanilarak, ayni giinde ve farkl
glinlerde bes farkh ¢ozeltide sekiz kez tekrar alindi.
Epirubisin’e ait ylkseltgenme pik akimlarinin glin-igi
ve glnler arasi % BSS degerleri sirasiyla % 3.3 ve %
3.6 olarak
ylkseltgenme pik akim ve pik gerilim degerlerindeki
oldukga iyi

belirlenmistir.  Sonuglar  bize,

tekraredilebilirliginin oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 2. Epurubisin’in tayinine dayali validasyon
parametreleri

1.Kalibrasyon 2.Kalibrasyon
egrisi egrisi
Calisma ortami BR, pH 3.0 BR, pH 3.0
Elektrot PGE PGE
Olgiilen gerilim (V) 0.75 0.77
Calisma araligi (M) 1.72x10%- 4.30x107-
1.72x107 3.45x10°
Kesisim+%RSD 0.079+3.56 1.089+1.41
Egim=%RSD 16.195+2.97 9.7013+2.37
Korelasyon 0.998 0.999
katsayisi
LOD (M) 3.6x107
LoQ (M) 1.1x10®
Akimin gin-igi 33
tekraredilebilirliligi
(% R.S.D.)
Gerilimin gln-igi 2.6
tekraredilebilirliligi
(% R.S.D.)
Akimin giinlerarasi 3.6
tekraredilebilirliligi
(% R.S.D.)
Gerilimin 3.2
giinlerarasi
tekraredilebilirliligi
(% R.S.D.)

3.2. Yontemin Segiciligi

Gelistirilen voltametrik metodun segcicilik calismasi
icin 0.75 pg mL! EB ¢ozeltisinde girisim yapabilecek
maddeler Uzerinde test edilmistir. Secicilik
calismasinda Ca?*, Cu?*, Zn?*, Ag*, Na*, NO*, CI, irik
asit ve dopamin bilesikleri varliginda EB’e ait pik
geriliminde herhangi bir degisiklik gb6zlenmemistir.
Sekil 8de EB’nin dopamin ve (rik asit ile es zamanh
olarak alinan voltamogramdan da gorildigu gibi, EB
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miktar tayini icin surfaktanli ortamda KG elektrot ile
KD-ASV ydntemin segici
soylenebilir. Sekil 8deki voltamogramda dopamin
0.48 V (1.40 pA) gerilimde, Urik asit 0.67 V (9.52 pA)
0.83 V (9.12 pA)
ylkseltgenmistir. Bu verilerden de anlasilacagi Gzere

tasarlanan oldugunu

ve EB ise gerilimde
trik asidin yliksek derisimlerinde EB sinyali ile
EB’'nin
tayininde gelistirilen yontemin uygulanmasinda

ortisme olacaktir, idrar orneklerinde
elektrokimyasal hiicreye disiik hacimlerde idrar

ornegi  katilmalidir.  Bu bilgi g6z ©nlinde
bulunduruldugunda gelistirilen yontemin LOD
degerinin distik olmasi (LOD; 0.0018 pg mL?) diistik
hacim ilaveli idrar 6rneklerinde EB tayinine imkan

tanimaktadir.

9.0 b

1.0

0 0.25 050 0.75 1.00 1.25 1.50
E/V (vs. Ag/AgCl)
Sekil 8. 0.75 pg mL? epirubisin’in (c) es zamanl olarak
0.25 pg mL™* dopamin (a) 0.50 pg mL? iirik asit (b) ile BR
tamponu (pH 3.0) icerisindeki kare dalga absorptif siyirma
voltamogramlari. Degiskenler sekil 6'daki gibidir.

3.3. Analitiksel Uygulama

Gelistirilen yontemin uygulamasi, farmasotik
formilasyonlarla karsilastirildiginda esas olarak su,
tuzlar ve biyomolekillerden olusan daha karmasik
matrislere sahip idrar numunesi U(zerinde test
edilmistir. idrar 6rnekleri 30 yas dolayinda saglkli bir
kadin goniilliiden alinmistir. idrar 6rnegine son
derisimi 50 pg mL?! olacak sekilde stok EB
¢Ozeltisinden uygun miktarda katilmistir. Bu
karisima daha sonra 4.95 mL asetonitril eklenmis ve
karissm  ayni  idrar  Ornegiyle 10 ml'ye
tamamlanmistir. Ornek tiipleri karistirildiktan sonra
5000 rpm hizda 10 dakika

edilmistir. Ayni

sireyle santrifj
islem analit katilmamis idrar

ornegiyle de (kor) tekrar edilmistir. 50 pL idrar

ornegi BR (pH 3.0) tamponuna ilave edildikten
sonra, sirasiyla 0.25, 0.50, 0.75, 1.0 pg mL* EB
cozeltisinden ilave edilerek standart ekleme
yontemi vyapilmistir (Sekil 9). Her standart EB
ilavesinden sonraki pik akiminin artigi, yaklagik +0.80
V'de  gorilen  yikseltgenme  pikinin EB
ylkseltgenmesine bagh oldugu sonucuna varilabilir.
Sekil 9 da gorilen ilk sinyalin (yaklasik +0.64 V) idrar
orneklerindeki Urik asitten kaynaklandigi, ikinci
sinyalin (yaklasik +0.80 V) oldugu

anlasiimaktadir.

EB sinyali

16

15.07 12
13.0{g ®
=4
10.0
oA
< & 01 03 07 11

Derigim, pg/mL
5.0 %

3.0

_3'00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 9. idrar 6rneginin kare dalga adsorptif siyirma
voltamogramlar. (a) 0.05 pg mL* epirubisin varliginda, (b-
e) 0.25, 0.50, 0.75, 1.0 ug mL* standart epirubisin’in 3x10°
4 M CTAB’li ortamda BR tamponu (pH 3.0)'de elde edilen

voltamogramlari. Degiskenler sekil 6'daki gibidir.
(Kalibrasyon egrisi sekil icinde gosterilmistir).
Derisime karsiik pik akim degerleri grafige

yerlestirildikten sonra dogrusal bir baginti elde
edilmistir [i, (LA) =13.086 C (ug mL?') + 0.836
r=0.998]. Bu dogrusal baglantidan faydalanilarak
Cizelge 3'de % geri kazanim ve % BSS degerleri
gosterilmistir.

Cizelge 3. idrar drneginin geri kazanim ve bagil standart
sapma sonuglari

Eklenen (ug mL?') Bulunan (ug mL?) %Geri
kazanimz+
%BSS

0.25 0.28 112+2.35
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4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢calismada, ilk defa KG elektrot ile anti kanser ilag
olan EB’nin elektrokimyasal o6zellikleri incelendi,
CTAB ile
artirilarak, miktar tayini icin bir kare-dalga adsorptif
gelistirildi.
yontemin

duyarhligi katyonik surfaktan olan

siyirma  yontemi Gelistirilen  bu

voltametrik duyarhligi, dogrulugu,

seciciligi, tekrar edilebilirligi, uygulanabilirligi
bulgularla gosterildi. Gelistirilen ydntem, EB tayinine
yonelik kaynakcada yer alan diger elektrokimyasal
yontemlerle kiyaslandiginda (tablo 1) daha duyarli
(LOD; 3.6x107) (KGE elektrotun

kullanilmasi). Gelistirilen elektrokimyasal yontem,

ve ucuzdur

hem hizli hem de bir 6n-deristirme islemine gerek

kalmadan, ucuz, duyarhlik bakimindan olduk¢a

basarili, kiiciik hacimli 6rnek ile ¢alisiimasi ve zaman
alici olan ayirma islemlerine gerek duymadan analiz
yapilabilmesinin yani sira kaynakc¢ada yer alan,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlere
alternatif olabilir.
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