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0z
3 Kanser kemoterapisinde kullanilan vinblastin (VNB) antineoplastik bir ilagtir. Sunulan bu ¢alismada,
Anahtar kelimeler VNB‘nin elektrokimyasal 6zellikleri tek kullanimlik kalem grafit (PG) elektrot ile genis bir pH araliginda
Vinblastin; ve farkh destek elektrolitler “Britton—Robinson (0.04 M BR, pH 2.0-12.0), fosfat (0.04 M PBS, pH 2.0,
Kalem Grafit Elektrot; 3.0, 4.0, 7.4) ve asetat ( 0.04 M ABS, pH 4.8) iginde dongisel voltametri “CV”’ ve Kare Dalga Voltametri
Voltametri; “SWV" teknikleriyle incelenmistir. VNB, +0.993 V gerilim ve 3.844 pA akim degerinde BR (pH 2.0) iginde
Flakon, idrar CV ile tersinmez bir yukseltgenme piki vermistir. SWV teknigi ile anodik akim sinyali, BR (pH 2.0)

icerisinde 11 nM ile 495 nM arasinda derisim ile dogrusal bir korelasyon gosterdi “lIp (nA) = 0.0087 C
(nM) - 0.3448 (r =0.993, n = 12)"”" . 11 nM derisim seviyesinde, 2.4 nM gozlenebilme siniri (LOD) ve %
2.93 goreli standart sapma hesaplandi. Onerilen yéntemin analitik uygulamasi ilag ve idrar érneklerinde
pratik edilmis ve geri kazanimlarla gosterilmistir.

Investigation and Quantification of Electrochemical Properties of the
Anti-Cancer Drug Vinblastine on the Pencil Graphite Electrode Surface

Abstract

Vinblastine (VNB) is an antineoplastic drug used in cancer chemotherapy. In this presented study, the
electrochemical properties of VNB were investigated in a wide pH range with disposable pencil graphite

Keywords : ) . €
(PG) electrode and different supporting electrolytes "Britton—Robinson (0.04 M BR, pH 2.0-12.0),
Vinblastine; phosphate (0.04 M PBS, pH)". 2.0, 3.0, 4.0, 7.4) and acetate (0.04 M ABS, pH 4.8) were studied by cyclic
Pencil Graphite voltammetry "CV" and Square Wave Voltammetry "SWV" techniques. VNB gave an irreversible
Electrode; oxidation peak with CV in BR (pH 2.0) at +0.993 V potential and 3.844 pA current. With the SWV
Voltammetry; technique, the anodic current signal showed a linear correlation with the concentration between 11
Vial, urine nM and 495 nM in BR (pH 2.0) " Ip (1A) = 0.0087 € (nM) - 0.3448 (r=0.993, n=12) " . At a concentration
level of 11 nM, a limit of detection (LOD) of 2.4 nM and a relative standard deviation of 2.93% were
calculated. The analytical application of the proposed method has been practiced in drug and urine
samples and demonstrated with recoveries.
© Afyon Kocatepe Universitesi
1. Giris farmakokinetik ozelliklerine olan ilgi her gegen glin

Vinblastin, kanser kemoterapisinde kullanilan bir artmaktadir. Genel olarak vinka-alkaloidler, Hodgkin

vinka alkaloididir. Vinka-alkaloidler, mitoz sirasinda hastalig), Kaposi sarkomu, kiigiik hicreli olmayan

. . . R . akciger kanseri, meme kanseri, mesane kanseri
beta-tubuline baglanarak mikrotiibil fonksiyonunu & ! ! !

. i e lenfomalar ve 16semi dahil olmak Uzere ¢ok gesitli
bozarak hicre 6limine neden olurlar ve ayrica

anjiyogenezi inhibe edebilirler (Kavallaris et al. kemoterapide kullanilirlar (Owellen et al. 1977).
2008, Pasquier and Kavallaris, 2008, Gan and Teknolojideki  gelismelerin  giderek  analitik
Kavallaris, 2008). Klinik pratikte vinka-alkaloidleri yontemlerin gelisimine katki sagladigi bilinmektedir.

1960'h  wyillardan  beri  kullaniimaktadir  ve Biyolojik matrikslerde VNB ’nin tayini icin kullanilan
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farkh analitik yontemlerden bazilari sunlardir: akis
iyonlasma  kitle
2001), yuksek
performansli SIvI kromatografisi-kitle
(Stokvis 2005),
elektroforez-kitle spektrometrisi (Chen et al. 2011),
kitle
spektrometresi (Kosjek et al. 2013), elektrosprey

enjeksiyonlu  elektrosprey

spektrometresi (Favretto et al.

spektrometrisi et al kapiler

sivi  kromatografisi—ylksek ¢ozinarlukli

iyonlastirma tandem kiitle spektrometrisi ile
birlestirilmis sivi kromatografisi (Gao et al. 2014),
sivi  kromatografisi—-atmosferik basing kimyasal
iyonlasma—kiitle spektrometrisi (Achanta et al.

2013), yuksek performansli sivi kromatografisi—

elektrosprey iyonizasyon—tandem kitle
spektrometrisi (Lin et al. 2014).

Yukarida verilen bu yontemler bilim insanlari
tarafindan  kabul edimekle birlikte; toksik

¢Ozeltilerin  kullanimi, zaman alan 6glitme ve
numune 0On islemi, maliyet ve deneyimli analistlere

sahip olma dezavantajlaridir.

GUnUmuizde voltametrik yontemler diger analitik
yontemlere alternatif olarak tercih edilmektedir.
Voltametride; disik maliyet, kisa analiz sresi,
kiiclik analitik hacim, yliksek duyarlilik, segicilik,
elektro-aktif bilesiklerin analizi, 6rneklerin kolay
hazirlanabilirligi faydalarindandir (Brainina, 2001;
Farghaly et al. 2014).

Voltametrik yontemde elektrot secimi; yontemin
dogrulugunu, kesinligini, seciciligini ve duyarliligini
etkiler. Calisma elektrodu seciminde; analitin redoks
davranisi, analizin yapildigi gerilim ¢alisma araligi ve
bu aralktaki artik
elektriksel

akim, calisma elektrotun

iletkenligi, elektrot ylzeyinin
tekrarlanabilirligi, mekanik 6zellikleri, ekonomik
olmasi, uygulanabilirligi gibi kriterler ve toksisite

dikkate alinmalidir (Ozkan et al. 2015).

Bu calismada karbon bazli kati elektrotlardan biri
olan tek kullanimlik grafit kalem uglu calisma
elektrodu kullanilmistir. Elektrokimyasal analizde
karbon bazli kati elektrotlar: genis ¢alisma gerilim
araligl, dustk artik akim, yiksek duyarhhk, kimyasal
inertlik ve zengin ylizey kimyasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, bu elektrotlarla
cahsirken, bazi molekillerin anodik oksidasyon

Urlnleri elektrot ¢alisma ylizeyinde istenmeyen bir

ince film tabakasi olusturdugundan analitik sinyal
azalr, bu nedenle tekrarlanabilir sonuglar elde
edilemez. Kalem uclu grafit elektrotlar, ekonomik ve
pratik kullaniminin yani sira tek kullanimlik olmalari
nedeniyle diger karbon bazl elektrotlara alternatif
olarak calismalarda yerini almistir (Bond et al. 1997,
Ozcan et al. 2018, Arvas et al. 2018).

PG calisma elektrodu; vyuksek elektrokimyasal
reaktivite, mekanik dayaniklihk, hazirlik kolayhgi,
disik maliyetli ve teknolojik ozelliklere sahiptir.
bir toksik
kimyasal ve reaktife maruz kalmamasi da 6nemlidir
(Wang ve Kawde, 2001, Wang et al. 2000, Bond et

al. 1997).

Ayni zamanda elektrotun herhangi

Bilim insanlarinin yillar igcinde PG elektrotu farkli
alanlarda kullandiklari géralmuastir (Altunkaynak et
al. 2021, Altunkaynak et al. 2020, Levent and Onal
2018, Levent et al. 2009, Ly et al. 2004, Wang et al.
2000).

Literatlrler incelendiginde, VNB ’nin farkli
voltametrik teknikler ve farkli calisma elektrotlari ile

ilgili bilimsel calismalari sayica sinirlidir (Cizelge 1).

Calismamizda VNB analizinde SWV teknigi ve toksik
olmayan tek kullanimhk ekonomik PG elektrot
kullanilmistir.

Cizelge 1. Farkli elektrokimyasal teknikler ile yapilmis VNB
ile ilgili gahismalar

Teknik  Elektrot LOD Referans

DPV CPE 0.04 Rusling et al.
mM 1984

DPP . - Temizer, 1986

cv, GCE - Brett et al.

DPV 1994

DPV CPE 0.04 Haque ve Saba
mM 2009

EIS AuNPs/GCE 0.084 Haghshenas et

nM al. 2017
DPV: Diferansiyel puls voltametri, DPP : Diferansiyel

puls polarografi, CV : Donlisimli voltametri , NPV :

Normal puls voltametri, EIS Elektrokimyasal
impedans spektroskopi (EIS), CPE: Karbon pasta
elektrot , GCE : Camsi karbon elektrot, Pt : Platin,
AuNPs/GCE : Altin nano partikil / camsi karbon

elektrot, LOD : Tespit limiti.

2. Malzemeler ve yéntemler
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2.1 Analizér ve elektrotlar

Bir potansiyostat/galvanostat (Autolab
PGSTAT128N Netherlands)
Gzerinde CV ve SWV calismalari yapildi. Ticari yazilim
Nova 1.11 sdrim kullanildi.  Elektrokimyasal
Olcimler icin, "Ag/AgCl (MF 2052, BAS 3 M KCI)"
referans elektrot, "platin tel (MF 1032, BAS)"

EcoChemie, The

yardimci elektrot ve '"PG calhisma elektrotu
kullanildi. BASI C-3 hiicre standi olarak ii¢ elektrotlu
bir giris sistemi ve 10 mililitrelik bir deney hiicresi
(pyrex®, MR 1208, BAS) kullanildi. Cozeltilerin pH
ayarlamalari cam elektrotlu “thermo scientific orion
3 star’” pH metre ile yapildi.

2.1.1 Kalem ucu grdfit ¢calisma elektrotunun
hazirhik asamasi

PG calisma elektrotuna uygun grafit kalem (Rotring)
ve grafit kalem ucu (Model Tombo 0.5/2B, Japan)
kirtasiyeden satin alindi. Her 6l¢lim igin yeni bir
kullanildi.  Elektrot,
arkadaslarinin onerdigi teknige uygun olarak

kalem ucu Wang ve
tasarlandi. Rotring kalemin dis metal kulpu ve ug

kismindaki metal kisim bakir tel ile sarilarak
elektriksel iletkenligi saglandi. 60 mm uzunlugunda
ve 0.5 mm capinda olan grafit kalem ucu, 15 mm
boyutu disarida kalacak sekilde isaretlendi ve grafit
kalem igerisine yerlestirildi. Kalem ucunun 12 mm
‘lik kismi, 10 ml ’lik voltametrik deney hiicresindeki
daldirildi. PG

tekrarlanabilir ve duyarh sinyaller elde etmek igin

analiz  ¢ozeltisine elektroduna
aktivasyon islemi gerceklestirildi. Deneylerden 6nce
secilen destek elektrolitinde PG elektrot ylizeyine
(elektrot on-islemi) +1.5 V gerilim 60 s slirede

uygulandi (Wang et al. 2000).
2.2 Kimyasallar

VNB standardi [vinblastin sdlfat tuzu, (V1377),
Ca6HssN4Os] Sigma-Aldrich’den, VNB flakonu (1 mg /
1 mL, VINKO) eczaneden satin alindi. Kullanilan diger
kimyasallar ve ¢oziciler analitik reaktif sinifindaydi
ve saflastiriimadan dogrudan kullanildi.
Dimetilstlfoksid ¢dziictsu ile 1.1x10° M VNB stok
¢Ozeltisi hazirlandi. Cesitli derisimlerde standart
¢Ozeltilerin hazirlanmasinda stok ¢ozeltiler kullanild.
Elektrokimyasal olglimler igin destek elektrolit
olarak; ABS (pH 4.8), PBS (pH 3.0, 4.0, 7.4) ve BR (pH

2.0-12.0) tampon c¢ozeltileri kullanildi. Tampon

¢Ozeltilerin istenilen pH degerine ayarlanmasi 5.0 M
NaOH ve 5.0 M HClI ile yapildi. Deneysel ¢alismalar
oda sicakhginda ultra saf su kullanilarak
gerceklestirildi. Hazirlanan c¢ozeltiler +4 °C ‘de

buzdolabinda saklandi.
2.3 Analiz prosediirii

VNB ’nin elektrokimyasal davranisinin arastiriimasi
icin PG elektrot kullanilarak yapilan 6n ¢alismalarda
CV teknigi
elektrodu, temiz ve tekrarlanabilir bir elektrot

uygulandi. Analizlerden once, PG
ylzeyi elde etmek icin, destek elektrolitinde +1.50
V gerilim ve 60 s sirede isleme tabi tutuldu.
Elektroanalitik yontem gelistirme asamasinda,
calisilacak voltametrik ydntemin optimizasyonu igin;
BR, PBS ve ABS destek elektrolitleri ve pH, elektrot
temizleme yonteminde yer alan biriktirme gerilimi
ve slresi, SWV yontemi parametrelerinin elektrot
Uzerindeki etkisi, kalibrasyon egrisi olusturma,
tekrarlanabilirlik ¢alismalari ve analitik uygulama
yapilmistir. Tim olglimler 10-mL ‘lik voltametrik
deney hiicresinde laboratuvar sicakliginda (25 £ 5°C)

3 kez tekrarlanmak sartiyla gerceklestirildi.
2.4 Ornek hazirlama
2.4.1 Farmasdétik érneklerin hazirlanmasi

Yontemin ticari ilag formuna uygulamasinda
eczaneden satin alinan VINKO flakonu (1 mg/1 mL)
kullanildi. Her flakon 1 mL’de 1 mg VNB 'ye esdeger
1.14342 mg vinblastin silfat icerir. Optimum
kosullar icin segilen destek elektroliti iceren (BR, pH
2.0) voltametrik hiicreye flakon igeriginden L

diizeyinde ilaveler yapildi. Numune soliisyonu
dogrudan analiz edildi ve kalibrasyon yontemi ile

miktari belirlendi.
2.4.2 idrar érnegi hazirlama

idrar 6rnekleri, sigara ve ila¢g kullanmayan géniillii
erkek donorlerden a¢ karnina ve deneylerden
hemen 6nce alindi. 5 mL idrar 6rnegi, 10 mL’lik
ornek tlplnde esit hacimde asetonitril ile
karistirilarak vorteks karistiricida 1 dakika islemden
gecirildi ve ardindan 5000 rpm’de 5 dakika
santrifijlendi. Ust tabakadan alinan érnegin 50 plL’si
deney hiicresinde destek elektrolit ile karistirildi.
Daha kiigcik hacimlerde VNB

¢Ozeltisinden eklendi ve hemen analiz edildi.

sonra standart
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3. Bulgular

3.1 PG elektrot iizerinde Vinblastin’in voltametrik
davranisi

PG elektrot ylizeyindeki elektrokimyasal davranisin
incelenmesinde, VNB (5.5x10° M) 'nin iki dénguli
voltamogramlari 100 mVs™ tarama hizi ve (0.0 V)-
(+1.5 V) gerilim c¢alisma araliginda destek
elektrolitinde (BR, pH 2.0) kaydedildi (sekil 1).
Destek elektroliti ve VNB (5.5x10° M) iceren
¢Ozeltinin egrileri karsilastinildiginda, VNB yaklasik
+0.993 V (3.844 pA) degerinde tersinmez bir anodik
yikseltgenme piki (1a) verdi (Sekil 1).

80

60

IpA

40

|
0 0.5 1 1.5
E/V, (vs. Ag/AgCl)

Sekil 1. 5.5x10° M Vinblastin ’in BR (pH 2.0) icinde iki
déngili voltamogrami. Tarama hizi (100 mVsl). Destek

elektrolit: Kesikli ¢izgili.

5.5x10° M VNB’nin
Gzerindeki tarama hizinin pik gerilimlerinin ve

anodik ylkseltgenmesi

akimlarinin etkisini incelemek icin; VNB’nin CV ’leri
25-600 mVs? gerilim tarama hiz araliginda destek
elektrolitte (BR, pH 2.0) kaydedildi. VNB bulgular
incelendiginde; gerilimin 25-600 mVs? araliginda
pozitif gerilimlere dogru kaydigi goézlendi (Sekil 2).

IpA

0 0.5 1 1.5
E/V, (vs. Ag/AgCl)

Sekil 2. 25-600 mVs™ tarama hizlarinda BR (pH 2.0)'de

elde edilen 5.5x10° M Vinblastin ’in déngili
voltamogramlari.
Sekil 2'de verilen ilgili voltamogramlardaki

bulgular yardimiyla belirlenen gerilim tarama
hizi ile pik akimi (v) / (Ip) arasindaki iliskiden elde
edilenlp/vu;lp/v;ve loglp/logu grafikleri Sekil
3 ‘te gosterilmektedir.

16 | Ip=07418vv - 40151

. 15| Ip=00254v+0 0361

1 | r=05688 . 16| r=09882 ’
L 14
3 10 -1 ‘
= N su
. 8 ¢
6 ' 6 ..
4 4
; o e
0 LA 0
0 5 w15 w3 0 0 200 400 600 800
Vv ¥
14
12 loglp =0.983 log v - 1.5508
| r=09944 *
o 08 . +*
Enu,a g
04 L
02
, ‘
0,2 1 L
04 log v
Sekil 3. 5.5x10° M Vinblastin ’in BR (pH 2.0) icinde pik
akimi - 25-600 mVs?! gerilim tarama hiz grafikleri.
Elektrot, PG

Gerilim tarama hizi ile pik akimi arasinda 25-600
mVs? araligindaki dogrusallik denklemleri asagidaki
gibi elde edilmistir:

Ip (WA) =0.7418 Vv (mV s1)-4.2151, r = 0.9688 (1)
Ip (MA) =0.0254 v (mV s™1) + 0.0361, r =0.9882 (2)
log Ip (LA) =0.983 log v- 1.5508, r = 0.9944 (3)

VNB (5.5x10° M)’nin 25-600 mV s gerilim tarama
hizlari araliginda yiikseltgenme pik gerilimi ve pik
akim siddeti Uzerindeki etkisini incelemek icin
destek elektrolit (BR, pH 2.0) icinde dongill
voltamogramlar kaydedildi (Sekil 2). Yukseltgenme
pik akimi siddeti ile gerilim tarama hizi arasinda
dogrusal bir iliski oldugu gorildi (Ip (uA) =0.0254 v
(mV st ) + 0.0361, r = 0.9882). Tarama hizinin
logaritmasi (log v) ile ylksetgenme pik akiminin
logaritmasi (log Ip) arasindaki iliskiden “ log Ip (HA)
=0.983 log v - 1.5508, r=0.9944 " elde edilen egim
0.5 ile 1 arasindadir, bu da VNB "nin elektrokimyasal
yukseltgenme tepkimesinin adsorpsiyon kontrollii
oldugunu gosterir. lgili grafik Sekil 3 ’de
gosterilmektedir.

Tersinmez bir elektrot islemi icin Ep ile log v
arasindaki iliski su sekildedir: Ep = E°+ (2.303RT /
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anF) log (RTk®/ anF) + (2.303RT / anF) log v (Laviron,
1979). iliskide bulunan “a” yiik aktarim katsayisi ve
“n” redoks tepkimesinde transfer edilen elektron
sayisidir. R=8.314 J K mol?, T =298 K ve F = 96480
C mol? bilinen sabitlerdir. Ep/log v iliskisinden elde
edilen bagintidan “Ep (V) = 0.0595 log v (mVs?) +
0.8851 (r = 0.9860)" egim degeri 0.0595
bulunmustur. “a.n” denklemden 0.991
olarak hesaplanmistir. Tersinmez elektrot olayinda
a = 0.5 olarak kabul edilebileceginden n = 1.98 (= 2)

degeri elde edildi. Bu degere gobre, PG elektrot

degeri

ylzeyinde tersinmez olarak yiriyen VNB bilesiginin
ylkseltgenme islemi sirasinda mol basina 2 elektron
aktarnldigini gosterir. Buldugumuz bu sonucun
Haque ve Saba’nin 2009 yilinda yaptig ¢alismayla
uyumlu oldugu gorilmistir. Elde edilen verilere
dayanarak, VNB 'nin olasi  ylikseltgenme

mekanizmasi Sekil 4’ te gosterilmistir.

= VNBH; +¢e

= VNBH +H

WVNEH;
VMNBHz ™

VNBH + & "> VNBH

Sekil 4. Vinblastin igin dnerilen oksidasyon mekanizmasinin
semasl (Haque ve Saba 2009).

3.2 Teknik ve ¢alisma elektrodu se¢cimi

1.1x10° M VNB ’nin PG ve GC elektrotlar lzerinde
voltamogramlari, SWV ve DPV teknikleri
kullanilarak BR (pH 2.0) icinde kaydedilmistir. Elde
degerlendirildiginde SWV
teknigi ve PG elektrot ile elde edilen pikin VNB ’nin

edilen voltamogramlar

anodik yikseltgenmesinde daha duyarli oldugu
gorilmustir (Sekil 5).

10+ .
sl SWV/PG |
< i
=
=
4 — -
2r SWV/GC |
DPV/PG
ok . -~ DEV/GC |
| 1 | 1 _
0 0.5 1 1.5

ENV, (vs. Ag/AeCl)
Sekil 5. 1.1x10°> M Vinblastin ’in BR (pH 2.0) icinde PG ve
GC elektrotlari kullanilarak elde edilen SWV ve DPV egrileri.
Biriktirme sliresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 50 Hz; adim gerilimi, 14 mV; amplittd,
40 mV.

3.3 pH’nin Etkisi

VNB (1.1x10° M)nin PG elektrot yiizeyindeki
voltametrik davranisi farkli destek elektrolitlerinde
ve farkh pH degerlerinde SW-AdSV teknigi
kullanilarak incelenmistir. ABS (pH 4.8), PBS (pH 3.0,
4.0,7.4) ve BR (pH 2.0-12.0) destek elektrolitlerinde
hazirlanan VNB ’nin (+0.0 V) - (+1.5 V) gerilim
araliginda (acik devrede 60 s biriktirilmis) elde edilen
SW voltamogramlarina pH’in etkisi Sekil 6 A-B ve
Sekil 7'de gosterilmistir. Sekil 6 A-B ‘de gorildagi
gibi BR destek elektrolitlerinde pH degeri artikca
VNB ’nin yiikseltgenme pik noktalari daha negatif
gerilim bolgesine dogru kaymistir. Notral ve bazik pH
degerlerinde pik akim siddeti azalmistir. Ayrica,
notral ve bazik pH ‘larda BR (pH 7.0 - 12.0)
VNB bilesiginde iki
basamagi ve BR (pH 2.0 - 6.0) ortaminda ise bir
yiukseltgenme  basamagi gozlendi. Sekil 7
incelendiginde, PBS ortaminda asidik pH (3.0, 4.0) ve
bazik pH (7.4) degerlerinde VNB 'nin ylikseltgenme

ortaminda ylkseltgenme

pikinin negatif gerilim bolgesine dogru kaydigi ve
pik akim siddetinin azaldigi goézlendi. Ayni zamanda
VNB bazik pH (7.4) degerinde iki ylikseltgenme
basamagi vermistir. ABS pH (4.8) ortaminda ise diger
destek elektrolitlere gére daha disik pik akim ve
gerilim degerinde bir voltamogram elde edilmistir.
Sekil 6A-B ve sekil 7 ‘den elde edilen veriler
degerlendirildiginde; ortamda goézlenen yiksek pik
ve bu pik akim nedeniyle ¢alisma ortami olarak BR
(pH 2.0) segilmistir.
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ENV, (vs. Ag/AeCl) ENV, (vs. Ag/AgCl)
Sekil 6. 1.1x10°> M Vinblastin ’‘in BR igindeki
voltamogramlari (A) pH 2.0 - 7.0. (B) pH 8.0 - 12.0.
Yontem, SW-AdSV; Elektrot, PG; Biriktirme siresi
60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri:
frekans, 50 Hz; adim gerilimi, 14 mV; amplittd, 40
mV.

0 0.5 1.0 1.5
E/V, (vs. Ag/AeCl)

Sekil 7. 1.1x10° M Vinblastin ’in farkli tampon
ortamlarindaki voltamogramlari: BR (pH 2.0), PBS
(pH 3.0, pH 4.0, pH 7.4 ) ve ABS (pH 4.8). Yontem,
SW-AdSV; Elektrot, PG; Biriktirme slresi 60 s;
biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans,
50 Hz; adim gerilimi, 14 mV; amplitid, 40 mV.

SW-AdSV teknigi kullanilarak VNB (1.1x10° M) ‘nin
pik gerilimi (Ep) ve pik akimi (Ip) ile pH arasindaki
iliskisi incelenmistir. BR (pH 2-12) ortamlarinda pH-
Ep ve pH-Ip grafikleri Sekil 8 'de gosterimektedir. pH
ve pik gerilimi arasindaki iliski incelendiginde; pik
geriliminin pH arttikca negatif degerlere kaydig
gorilmektedir. Pik geriliminin negatife kaymasi,
yukseltgenmenin kolaylastirildigini gosterir. pH ile
incelendiginde

pik akimi (lp) arasindaki iliski

maksimum pik akimi pH 2.0 “da elde edilmistir.

1 Ep 12
0,9 — p
0.8 10
> 0.7 g P
=
0.6
= =
0.5 & =
0.4
0.3 4
0.2 2
0,1
0 0
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14
pH

Sekil 8. 1.1x10° M Vinblastin ’in BR icinde farkli pH
degerlerinde (pH 2.0 - 12.0) pik gerilimi (Ep) ve pik akimi
(Ip) Uzerine pH etkisi. Yontem, SW-AdSV; Elektrot, PG;
Biriktirme siresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 50 Hz; adim gerilimi, 14 mV;
amplitid, 40 mV.

VNB ’nin pH-Ep iliskisi incelendiginde Ep (mV) = -
0.0277 pH +0.9998, r = 0.989 denkleminden pH (2.0
— 12.0) araliginda tek egimli bir bolge oldugu
gorilmektedir. Denklemden elde edilen -27.7 mV
egim degerinin yaklasik olarak 59 mV Nerst
denleminin degerinin yarisina esit olmasi, elektrot
mekanizmasindaki  elektron  sayisinin  proton
sayisinin iki katina esit oldugunu gosterir. Sekil 4 'de
goralduga gibi keskin pik ve yiksek pik akimi sonucu

¢alisma ortami olarak BR pH 2.0 segilmistir.
3.4 Biriktirme kosullarinin etkisi

BR (pH 2.0) destek elektrolitinde biriktirme siiresi ve
gerilim (tacc; Eacc) kosullarinin, PG elektrot
yiizeyinde VNB (5.5x10® M)‘nin adsorptif 6zellikleri
Gzerindeki etkileri arastinldi (sekiller verilmedi).
Analitik sinyal Gizerinde tacc etkisi, Eacc degeri 0.0 V
‘da sabit tutularak 30 s -210 s
incelenmistir. VNB "nin ylkseltgenme pik sinyali 30 s

araliginda

ve 60 s ‘de dizenli olarak artarken, 60 s ‘den sonra
90 s ve 120 s 'de dizenli azalma goézlenirken 150 s
‘de tekrar artip 180 s ve 210 s ‘de azalmistir. Bu
sonug, elektrot ylizeyinin analite doygun oldugunu
gosterir. Optimum biriktirme silresi 60 s olarak
belirlenmistir. Analiz, (0.0 V) — (+0.8 V) araliginda ve
60 s biriktirme suresinde siyirma pik akim / gerilim
iliskisi secilerek gergeklestirildi. 0.0 V - 0.7 V
araliginda yikseltgenme pik sinyalinde diizenli bir
azalma gozlendi. 0.8 V degerinde ise sapma seklinde
artis gozlendi. Biriktirme gerilimi 0.0 V olarak
¢alisma icin belirlenmistir. Pik geriliminin artmasiyla
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pik akiminin azaldigi da goézlemlendi. Sonug olarak,
biriktirme slresi / biriktirme gerilimi (60 s / 0.0 V)
secilerek analitik calismalar yapilmistir.

3.5 SWV Degiskenlerin Etkisi

VNB (5.5x10°® M)’nin cihaz degiskenlerini belirlemek
icin BR (pH 2.0) destek elektrolitinde 0.0 V 'da 60 s
sireyle biriktirme uygulandi ve Sw
degiskenlerinden sirasiyla gerilim adimi (1-24 mV),
kare- dalga amplitlid ( AEs = AEsw = 10-70 mV] ve
kare-dalga frekansinin (f = 10-70 Hz) siyirma etkisi
Gzerindeki etkisi arastirildi. SWV tekniginin hizi;
adim gerilimi, puls amplitlidii ve frekans degerleriile
iliskilidir. iki degisken sabit tutularak diger degisken
degerlerinin voltamogramlari elde edildi. (Sekiller
verilmedi). Gerilim tarama hizindaki artisa bagl
olarak, f=50 Hz ve AEs = 14 mV degerine kadar olan
artis, pik akimi degerlerinde artisa neden olmustur.
Bu degerlerden sonra akim degerlerinin diismesi ile
f=60-70 Hz ve AEs = 18-24 mV degerlerinde zemin
cizgisi bozulmasi ve pik genislemesi gozlenmistir.
Puls amplitid degeri analitik sinyal ile iliskili
oldugundan, pik yukseklikleri AEsw = 40 mV ‘a kadar
artmis, 50-60 mV’da azalmis ve 70 mV degerinde
azalma ile birlikte sapma gozlenmistir. En iyi SWV
degiskenleri olarak; f = 50 Hz, AEs = 14 mV ve AEsw
=40 mV elde edilmistir. Calismanin bundan sonraki
bolimiinde bu degerler kullaniimistir.

3.6 Analitik Uygulama

Optimum calisma kosullarinda VNB derisiminin pik
akim Uzerindeki etkisini arastirmak amaciyla, VNB
standart ¢ozeltilerinin PG elektrot (izerinde BR (pH
2.0) ortaminda 11 nM — 495 nM derisim araliginda
voltamogramlari ve bunlarin kalibrasyon egri grafigi
olusturulmustur (Sekil 9A-B).

0 0.5 1 1.
E/V, (vs. Ag/AgCl)

th

Sekil 9. (A) Vinblastin 'in (11 nM - 495 nM) BR (pH 2.0)
icinde elde edilen voltamogramlari (1) 11; (2) 55; (3) 99;
(4) 143; (5) 187; (6) 231; (7) 275; (8) 319; (9) 363; (10) 407;
(11) 451; (12) 495 nM. Kesikli ¢izgili, destek elektrolit ve
(B) Pik akimi - derisim kalibrasyon egrisi. Yontem, SW-
AdSV; gerilim tarama hizi, 100 mV s'; Elektrot, PG;
Biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 50 Hz; adim gerilimi, 14 mV;
amplitiid, 40 mV.

+0.97 V gerilimde VNB derisimi arttik¢a (11 nM — 495
nM araliginda) pik akimlarinin arttigi gézlendi. Pik
akim  kalibrasyon grafiginden elde edilen
denklemden “lp (nA) = 0.0087 C (nM) -0.3448, r
=0.993 (n=12)" kalibrasyon egrisinin dogrusallik
korelasyon katsayisi r = 0.993 olarak bulundu.
Metodun LOD = 3 s/m
(g6zlemlenebilirlik siniri) ve LOQ = 10 s/m (tayin alt

analitik  duyarlihgi,

“u_n
S

sinirl) denkleminden hesaplandi. Denklemdeki “s”,
destek elektrolitinin zemin ¢izgisinde okunabilen en
kiiclk yedi sinyal glriltisinin standart sapmasidir
ve “m” kalibrasyon egrisinin egimidir. Hesaplamalar
sonucunda LOD =2.4 nM olarak bulundu. Gelistirilen
yontemin tekrarlanabilirlik diizeyini belirlemek igin
200 nM derisiminde ¢ozeltiler hazirlanmis ve glinde
9 kez

voltamogramlarin yikseltgenme pik akim ve gerilim

siyirma voltamogramlari alinmistir. Bu
degerleri kaydedilmis ve bulunan degerler gilin igi
kesinlik olarak degerlendirilmistir. Bu verilere gore
ylkseltgenme pik akim ve gerilim % BSS degerleri
siraslyla % 1.25 ve % 0.45 olarak bulunmustur.
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3.7 Gergek érnek analizi
3.7.1 Farmasétik ¢ozeltiler

Ticari ilac  formuna uygulama  sirecinde
kullanilan VNB enjekte edilebilir sollsyon
(VINKO, 1 mg / 1 mL) eczaneden temin edildi.
2.4)
voltamogramlari, standart maddeler icin hazirlanan

kosullar altinda alinmistir(Sekil 10).

Hazirlanan flakon ¢ozeltilerinin  (BOlUm

T T T T

! 3
0 0.5 1 1.5
E/V, (vs. Ag/AgCl)

Sekil 10. VNB iceren VINKO flakonun (0.5 nM - 495 nM)
BR (pH 2.0) iginde elde edilen voltamogramlari (1) 5; (2)
11; (3) 22; (4) 33; (5) 44; (6) 55; (7) 66 nM. Kesikli gizgili,
destek elektrolit. Elektrot, PG; Biriktirme siresi 60 s;
biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 50 Hz;
adim gerilimi, 14 mV; amplitiid, 40 mV.

Standart VNB 'nin voltamogramlari (Sekil 9) flakon
(Sekil  10) ile
voltamogramlarin  uyumlu oldugu

analizinin  voltamogramlari
karsilastirildi,
denklemindeki

gorildi.  lgili  kalibrasyon

ylikseltgenme pik akim degerleri degistirilerek
flakonlardaki VNB miktari hesaplandi ve elde edilen
deger gercek degerle karsilastirildi.  Onerilen
yontemin kesinligini ve dogrulugunu kontrol etmek
icin geri kazanim c¢alismalari yapiimistir. Ayni flakon
¢Ozeltisine standart VNB ¢ozeltisi art arda
alindi.  Pik

akimlari hem orjinal flakon ¢ozeltisinde hem de

eklenelerek voltamogramlar tekrar
ardisik ilavelerden sonra olgllmustir. Flakon ¢ozelti
ornegine ilave edilen saf maddenin ne kadarinin
Cizelge 2 ‘'de
voltametrik yontemle vyapilan analiz sonuglari

belirlenebilecegi  hesaplandi.

degerlendirildiginde; bagil standart sapma (BSS) %
2.93 ve ortalama geri kazanim % 99.6 ‘dir.

Cizelge 2. Vinblastin igeren VINKO flakonlarinda elde
edilen analiz verileri

Numune Eklenen* Bulunan* Geri Kazanim
(nM) (nM) (%)**1% BSS

1 11 10.45 95 +2.85

2 22 21.34 97 £2.79

3 33 34.32 104+3.01

4 44 46.64 106+2.94

5 55 52.80 96+3.08

*1mg / 1ml flakon
**Sonuglar 3 analizin ortalamasidir.

3.7.2 idrar érnekleri

VNB tayini icin PG elektrodu kullanilarak gelistirilen
voltametrik yontem, idrar gibi karmasik matriks
ortamlarinda incelenmistir. idrar érneklerinde urik
asit voltamogramlari 0.6 V - 1.0 V araliginda
gbzlendi. VNB BR (pH 2.0) ortaminda 0.956 gerilim
degerinde pik verdigi icin PG elektrot ile gelistirilen
SW-AdSV
uygulanacagi gorulmustir (sekil 11A).

yonteminin idrar orneklerine

T 350 T

10r A
VNB

LpnA
=
T

VNB+DRAR

1\ AN

{|]nilld
0 0.5

EIV, (vs. Ag/iAgCl)

Sekil 11. (A) Vinblastin ’in (1.1x10° M) BR (pH 2.0) icinde

idrar ortaminda elde edilen voltamogramlari. (B) Standart

] 1
15 0 03 1 13
EW, (vs. Ag/AeCl)

katma yontemi ile elde edilen idrar 6rneginin
voltamogramlar (1) 11; (2) 22; (3) 33; (4) 44; (5) 55 nM.
Kesikli cizgili, destek elektrolit, Yontem, SW-AdSV.
Elektrot, PG; Biriktirme siresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0
V. SW degiskenleri: frekans, 50 Hz; adim gerilimi, 14 mV;
amplitiid, 40 mV.

Saglikli bir erkek gondlliiden idrar 6rnekleri alindi.
idrar 6rnegine 50 pg mL™* nihai derisimi ile uygun
miktarda stok VNB ¢o6zeltisi eklendi ve ayni idrar
ornegiyle 10 mL 'ye tamamlanacak sekilde 4.95 mL
asetonitril eklendi. Numune tiipleri 5000 devirde 10
dakika
icermeyen idrar 6rnegi (kor) ile tekrarlandi. 50 pL
idrar ornegi BR (pH 2.0) destek elektrolitine
eklendikten sonra, VNB ¢ozeltisinden: 11; 22; 33; 44;

santrifljlendi. Ayni prosedir, analit
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55 nM eklemelerle standart ekleme yontemi yapildi
(Sekil 11B). VNB ‘nin standart ilavelerinden sonra pik
akimindaki artis nedeniyle, yaklasik +0.95 V ’da
noktasinin ~ VNB
kaynaklandig

okunan yikseltgenme pik

ylkseltgenmesinden sonucuna
varilabilir. Sekil 11A ’da verilen grafikte yaklasik
+0.75 V ‘ta gorilen sinyalin idrar 6rneklerindeki Girik
asitten yaklasik +0.95 V ‘ta gorilen sinyalin ise VNB
sinyali oldugu anlasiimaktadir. Derisim - pik akim
degerleri grafiginden (sekil 11 B) elde edilen
dogrusal iliskiyi kullanarak [Ip (uA) =5.4658 C (ug mL°
1)+2.1398 r=0.8841] % geri kazanim ve % BSS analiz

verileri Cizelge 3 'de gosterilmektedir.

Cizelge 3. Vinblastin igeren idrar 6rneklerinde elde edilen
analiz verileri

Numune Eklenen* Bulunan* Geri
(nM) (nM) Kazanim

(%) +% BSS

1 11 11.86 107.84+3,85

2 22 22.93 104.26+2,42

3 33 33.61 101.85+1,85

4 44 43.40 98.65+1,26

5 55 55.91 101.66+1,57

*Sonuglar 3 analizin ortalamasidir
3.8. Secicilik ¢alismasi

Gelistirilen voltametrik yontemin segicilik calismasi
VNB (1.1x10° M) ¢ozeltisinde girisim yapabilecek
maddeler Uzerinde analiz edilmistir. Bu amagla;
adrenalin, noradrenalin, testesteron, progesteron,
dopamin, askorbik asit, Urik asit gibi biyomolekiller
ve Na*l, Mg*?, Ca*?, Fe*2 Ni*?, Zn*2, Se*?, Pb*? gibi bazi
iyonlar optimum kosullarda VNB iceren ¢ozeltiye 10
kat ilave edilerek incelenmistir. Tolerans siniri,
girisim tdrlerinin maksimum konsantrasyonu olarak
alindi ve £ % 5 'lik bir % RSD ile degerlendirildi
(cizelge 4). Yukarida verilen biyomolekdil ve iyonlarin
Urik asit disinda digerleriyle girisim yaptigi icin bu
kosullar altinda ayni anda analiz edilemedigi

gorilmastar.

Cizelge 4. VNB (1.1x10° M) ‘nin PG elektrot ile elde edilen
girisim verileri

Madde Tolerans seviyesi + % hata

orani (yabanci

madde, VNB)
Na* 10:1 6.19
Mg 10:1 5.06
Ca? 10:1 16.01
Fe?* 10:1 9.29
Se** 10:1 4.53
Ni%* 10:1 15.29
Zn** 10:1 10.54
Pb2* 10:1 2.84
Adrenalin 10:1 7.98
Noradrenalin 10:1 4.35
Testesteron 10:1 7.35
Progesteron 10:1 5.08
Dopamin 10:1 5.04
Askorbik asit 10:1 9.52
Urik asit 10:1 14.9

4. Sonuglar

Bu ¢alismada, VNB ’nin elektrokimyasal 6zellikleri ilk
kez PG elektrot ile incelendi ve miktar tayini igin SW-
AdSV yontemi
uygulanabilirlik, duyarliik, dogruluk, segicilik ve

gelistirildi. Gelistirilen teknikte;
tekrarlanabilirlik bulgularla gosterildi. VNB tayinine
yonelik kaynakcada yer alan diger elektrokimyasal
(Cizelge 1) PG
calisma elektrotunun daha duyarli oldugu goérildi
(LOD = 2.4 nM ).
(AuNPs/GCE)  kullanilarak  yapilan  calismanin
(Haghshenas et al. 2017) LOD degeri (Cizelge 1) daha
dislik olmasina ragmen, ilgili ¢alismada c¢alisma

yontemlerle karsilastirildiginda

Sadece modifiye elektrot

elektrotuna modifikasyon islemi uygulanmistir.
Gelistirilen bu voltametrik teknikte kullanilan PG
elektrotun diisik maliyetli ve modifikasyon islemi
toksik

ortaya

yapilmamis olmasi ayrica olmamasi

¢alismanin  6zglnlUglini koymaktadir.

Gelistirilmis elektroanalitik teknik; herhangi bir 6n-
deristirme islemi gerektirmeden hizli olmasi,
duyarlilik agisindan yiksek glvenilirlik, az miktarda

numune ile ¢alisabilmesi ve zaman alici ayirma

islemlerine ihtiyag duymadan analiz
yapilabilmesinin yani sira literatiirdeki diger
kromatografik ve spektroskopik yontemlere

alternatif olabilir.
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