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OZET

AMUDI K, Uygun Organik Fonksiyonel Gruplarla Nanomalzemelerin Sentezlenmesi ve Bu
Nanomalzeme ile Modifiye Edilen Camims1 Karbon Elektrot ile ibrutinib ila¢ Etken Maddesinin
Voltametrik Tayini, Van Y.Y.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczaciik Anabilim Dah, Analitik
Kimya Bilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2022. Bu ¢alisma, GO-NH-B(OH).@AgNPs/GCE modifiye
edilmis cams1 karbon elektrot kullanilarak akilli hedefe yonelik yeni nesil bir antikanser ilag olan
ibrutinib’in (IBR) modifiye elektrot ile yapilan elektrokimyasal analizini duyarli, segici, hizli ve diisiik
maliyetli bir voltametrik analizini géstermektedir. Dontistimlii voltametri teknigi ile bilesik kuvvetli asidik
ortamda (0.1 mol L'* HNOs) yaklagik +1.52 V'da (Ag/AgCl'ye kars1) adsorpsiyon etkisi altinda diifizyon
kontrollii ve iyi tanimlanmig tersinmez bir yiikseltgenme piki vermistir. Kare dalga voltametri teknigi ile
+1.49 V'de (Ag/AgCl'ye kars1) 0.1 mol L't HNOj3 ¢ozeltisinde IBR nin nicel tayini igin dogrusal aralik 0.025
ile 1.00 ug mL™, gdzlenebilme sinir1 0.006 pg mL™ olarak bulunmustur. Onerilen bu ydntem, farmasotik
formiilasyonunda IBR miktarini bulmak i¢in basariyla kullanilmstir.

Anahtar Kelimeler: Ibrutinib, Canmums: karbon elektrot, Grafen oksit-boromidik asit, Modifiye elektrot,
Voltametri



ABSTRACT

AMUDI K, Synthesis of Nanomaterials with Appropriate Organic Functional Groups with This
Nanomaterial the Glassy Carbon Electrode was Modified and Used for Voltammetric Determination
of Ibrutinib Drug. Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Department of Basic Pharmacy,
Department of Analytical Chemistry, Master Thesis, Van, 2022. This study presents a new
electrochemical analysis of ibrutinib (IBR), a smart targeted new-generation anticancer drug, using a GO-
NH-B(OH).@AgNPs/GCE modified glassy carbon electrode that illustrates a sensitive, selective, fast and
cost-effective voltammetric analysis. A well-defined and diffusion-controlled with some adsorptive
irreversible oxidation peak at about +1.52 V (vs. Ag/AgCI) was observed in the combined strongly acidic
medium by cyclic voltammetry technique. The linear range for the quantitative determination of IBR in 0.1
mol L' HNOj3 solution at +1.49 V (against Ag/AgCl) by square wave voltammetry technique was found to
be 0.025 to 1.00 pg mL%, and the limit of detection was 0.006 ug mL*. This proposed method has been
successfully used to find the amount of IBR in a pharmaceutical formulation.

Key Words: Ibrutinib, Glassy carbon electrode, Graphene oxide-boromodic acid, Modified electrode,
Voltammetry
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1. GIRIS VE AMAC

Analitik kimyanin 6nemli bir alt dali olan elektroanalitik kimya, yontem ve
tekniklerinin basit, ekonomik, hizli ve duyarli olmalarinin yanisira kiigiik hacimli
minyatiirizasyona olanak saglamasiyla karbon malzemelerinin elektroanaliziginde
elektrot malzemesi olarak kullanimlarini artirmistir. Bu nedenle karbon malzemeleri,
cesitli allotroplarinin yapisal 6zellikleri sayesinde elektronik ve elektrokimyasal alanda

giiniimiiziin en ilgi ¢ekici malzemeleri arasinda yer alir.

Novoselov'un 2004 yilinda iki boyutlu malzeme ile ilgili ¢1gir agan deneylerinden,
grafen ve grafen bazli materyallerin incelenmesi ve uygulanmasi i¢in muazzam arastirma
caligmalar1 yapmigtir. Grafen, karbon atomlarimin bir bal petegine benzeyen altigen bir
kafes i¢inde paketlendigi, siiresiz olarak uzatilmis iki boyutlu (2D) bir karbon kristalidir.
Grafen, genis spesifik yiizey alani, yiiksek seffaflik, milkemmel mekanik mukavemet ve
esneklik, giiclii ambipolar elektrik alan etkisi, iyi termal ve elektriksel iletkenligin yani
sira Uistlin elektronik 6zellikler de dahil olmak iizere gesitli ilgi ¢ekici 6zellikler gosterir.
Bu olaganiistii 6zellikler; dokunmatik ekranlara, kapasitorlere, spintronik cihazlara, yakit
hiicrelerine, pillere, sensorlere, seffaf iletken filmlere, yiiksek frekansli devrelere, toksik

madde uzaklastirmaya ve esnek elektroniklere artan bir ilgi uyandirdi.

Biiyiik uygulama potansiyeline ragmen, grafenin fonksiyonel grupla eslestirilmesi
gerektigi konusunda genis bir fikir birligi vardir. Fonksiyonel gruplar, genellikle,
kendilerine 6zgii dogal 6zelliklere ve islevlere sahip olan malzemeler olarak tanimlanir.
Fonksiyonel gruplar, metal ve metal oksit nanopargaciklari, polimerler, organik ve
biyolojik molekiiller gibi tiim malzeme siniflarinda bulunur. Bu fonksiyonel gruplar veya
fonksiyonel molekiiller, 6zel elektroanalitik amag i¢in algilama yeteneklerini gelistirmek
ve hatta kazandirmak i¢in kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot uygulamasinda
siklikla kullanilir. Grafenin farkli fonksiyonel malzemelerle modifiye edilmesi,
malzemenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ince bir sekilde ayarlanmasini saglayarak,
her bilesen malzemesinin bireysel dzelliklerinin bir kombinasyonu ile sonuglanir. Ornek
olarak, biyolojik tanima elemanlari ile birlikte hedeflerin yakalanmasina ve sinyal

iletimine yardimci olabilir.



Umut verici bir elektrot malzemesi olarak grafen nanokompozit, yiiksek
performansl elektrokimyasal sensdrlerin ve biyosensdrlerin rasyonel tasarimi igin uygun
olan miikemmel elektrokatalitik aktivitenin yani sira iyi stabilite, diisiik asir1 potansiyel,

genis gerilim penceresi, diisiikk akimlara hassasiyet gosterebilme 6zelligine sahiptir.

Bruton tirozin kinaz (BTK), reseptdr olmayan tirozin kinazlarin bir iiyesidir. BTK
inhibitorleri, B hiicresi reseptor sinyal yolunun ¢ok 6nemli bir pargasi olan BTK enzimini
inhibe eder. Son on yilda, BTK inhibitorleri, 6zellikle kronik lenfositik 16semi (KLL) ve
mantle hiicreli lenfoma (MCL) hastalarinda kemoterapiye dayali rejimin yerini giderek
daha fazla almaktadir. Ibrutinib (IBR) agizdan kullanilabilen BTK inhibit6rii olup,
BTK’in geri doniisiimsiiz ve spesifik inhibitoriidiir. B-hiicre ¢ogalmasi, gelismesi ve
canliligimi inhibe etmekte, tiimor mikrogevresinin etkisini engellemektedir. Kaynakca
incelmesi yapildiginda, su ana dek IBR molekiiliiniin tayinine yonelik herhangi bir
elektrokimyasal ¢alismaya rastlanmamistir. Elektroanalitik yontemler, diisiik maliyetli
oluslar1, aletsel basitlilikleri, hizl1 tayine olanak vermeleri ve kiigiik hacimlerdeki
orneklere uygulanabilirlikleri agisindan ilag etken maddelerinin tayininde siklikla
kullanilirlar. Yalin ve modifiye elektrotlar ilag, gida ve ¢evre analizleri gibi genis bir
uygulama alaninda kullanilmaktadir. Spektroskobik, kromatografik ve hibrit sistemler
ilag etken madde tayinlerinde kullanilan baslica yontemlerdir. Fakat bu yontemler
elektrokimyasal yontemlere gére daha pahali ve zaman alicidir. Bu tez, IBR ila¢ etken
maddesinin ilk kez yalin elektrot ve modifiye elektrot kullanilarak detayli olarak
elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesini amaglamaktadir. Ayrica gelistirilecek olan
voltametrik yontem ile farmakalojik (kapsiil) Ornekleri kullanilarak yontemin

uygulanabilirligi test edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicre biiylimesi ve bdliinmesi yani hiicre dongiisiinii diizenleyen
mekanizmalardaki bozukluklar sonucu ortaya cikan patolojik bir durumdur. Ayni
zamanda hiicrelerin agir1 iiretiminin uygun hiicre kaybi ile dengelenmedigi, giderek artan
hiicre kiitlelerinin birikimi olarak tanimlanabilir, biriken bu hiicreler, dokular1 ve organlari
invaze ederek hasara neden olur (Nygren,2001). Kanserde 6liim oraninin yiiksekligi
konunun 6nemini arttirmaktadir. Kanser, Kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci
sirada Oliimle sonuglanan bir hastaliktir. Kisiyi bazi kanser tiirlerine yatkin hale getiren
genler, kanser olusumuna yol acan viriisler, ¢esitli kimyasal maddeler ve radyasyona
maruz kalma kanser sebepleri arasinda sayilir. Bagisiklik sistemindeki bozulmalar, ¢esitli
cevresel faktorler ya da beslenme tarzimiz da kanser olusumunda rol oynar (Alberts ve
ark., 2008). Kanserlesen hiicrelerde temel bozuklugun genlerdeki farklilasmayla basladigi
diigiiniilmektedir. Genlerdeki bozukluklar dogustan olabilecegi gibi, sonradan meydana
gelen bir etkiyle de olabilir. Genlerde, mutasyon denilen bozulmalar hiicrenin normal

kontrol mekanizmalarini bozup kontrolsiiz ¢ogalmasina yol agar (Ames ve ark.,1995).

2.1.1. Karsenogenez genler, proto-onkogen ve onkogenler

Kanser olusumundan sorumlu olan genlere "onkogen" denir. Bu genlerin hiicrede
varlig1 ya da aktif hale gegmesi, o hiicrenin kanserlesmesine yol acar. Onkogenlerin koken
aldig1 bu genlere proto-onkogen denir. Proto-onkogenler, normal hiicre boliinmesinden
ve biiylimesinden sorumlu genlerdir. Hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasini, hiicrelerde
bulunan “biiyiime faktorleri” saglar. Bu biiyiime faktorler hiicre zarindaki ozel
algilayicilara yapisarak hiicre igerisinde bir dizi reaksiyona yol acar. Bu reaksiyonlar
sonucunda hiicre ¢ekirdegindeki "transkripsiyon faktorleri” denen 6zel proteinler aktif
hale gecer (Lane ve ark., 1990). Transkripsiyon faktorleri ¢ekirdekteki boliinmeden ve
biiyiimeden sorumlu genleri harekete ge¢irir. Bu genler hiicrede biiylimeyi kontrol eden
birgok proteinin sentezlenmesini saglar. Proto-onkogen'lerin hasara ugrayip yapilarinin
bozulmasiyla da onkogenler olusur. Onkogenler, proto-onkogenler gibi biiyiime ve

cogalma proteinlerini kodlamakla gorevlilerdir. Ancak, genlerin yapisindaki bozukluklar



nedeniyle kodladiklar1 proteinler de normal dis1 bir yapiya sahip olur. Onkogenler
genellikle hiicredeki bazi normal genlerin yapisinin bozulmasi, yani mutasyona ugramast
sonucu olusur (Anderson ve ark.,1992). Onkogenler, hiicrelerde normal sartlarda
sentezlenmeyen bir dizi proteinin sentezlenmesine yol agar. Bu proteinler, hiicre
boliinmesini ve biiylimesini artirir. Onkogen aktive olduktan sonra agiri miktarda normal
gen veya anormal gen tretir (Jhiang ve ark., 2000). Diizensiz normal hiicre biiyiimesi ve
proliferasyonu, neoplastik doniisiim olasiligini artirir. Ornegin; Insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (HER) onkogen ailesindendir ve bu aile 4 tiye igerir: ErbB-1 ( EGFR =
epidermal growth factor receptor ), HER-2, HER-3 ve HER -4. Insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii aktive edildiginde tirozin kinaz reseptorlerinin ve sinyal yollarin
aktivasyonu ile hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasina neden olur. Bir onkogen olarak geni
asir1 cogaltilir bu da birkag kanserde asir1 hiicresel poliferasyon, metastaz ve anjiyogenez

ile sonuglanir (Vasuden ve ark., 2011).
2.1.2. Timor baskilayici genler

Tiimor baskilayici genler, normal kosullarda hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesini
yavaglatan proteinleri kodlayarak hiicrelerde kanser olusumunu engeller. Ancak bu durum
genlerin mutasyona ugramasina ya da eksikligine bagli olarak degisir, boylece hiicre
kontrolii kaybolur ve hiicre kanserlesir. En yaygin tiimor baskilayici genler; Retinoblasom
ve p 53 genleridir. P 53, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve DNA hasar1 yoluyla
indiiklenen apoptozis icin gereklidir (Sekil.1). P 53 mutasyonu kanserle iliskili en yaygin

genetik degisikliklerden biridir (Velculescu ve ark., 1996; Vasuden ve ark., 2011).

Sekil 1. Hiicre dongiisii



2.2. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi olmak tizere ii¢ geleneksel
yaklasim kullanilir. Kemoterapinin normalde cerrahi ve radyoterapi ile birlikte
kullanildigin1 anlamak Onemlidir. Ayrica, kombinasyon tedavisinin (farkli etki
mekanizmalarina sahip ¢esitli antikanser ilaglarinin ayn1 anda kullanilmasi) tek bir ilag
kullanmaktan daha etkili oldugu goriiliir. Avantajlar1 arasinda artan ilag etkinligi,
azaltilmis toksisite ve ilag direncinden kaginma yer alir. Cogu geleneksel antikanser ilact,
DNA'nin islevini bozarak calisir ve sitotoksik olarak siniflandirilir. Bazilar1 dogrudan
DNA iizerinde hareket ederken digerleri (antimetabolitler) DNA sentezinde yer alan
enzimleri inhibe ederek dolayli olarak etki eder. Kanser hiicresinde anormal veya asir1
eksprese edilen spesifik molekiiler olduk¢a segici ajanlardir. Kemoterapi alanindaki
ilerlemeler, belirli kanser hiicrelerinde yer alan hiicresel kimyanin daha iyi
anlagilmasindan kaynaklanmaktadir. Imatinib (Glivec) gibi kinaz inhibitdrlerinin

gelisimi, bu yaklagimin ¢ok iyi bilinen bir 6rnegidir (Patrik, 2013 ).
Kanser ilaglarimin Simiflandirilmasi
A- Dogrudan niikleik asitlere etki eden ilaglar

1. Interkalasyon ajanlari

2. Topoizomeraz enzimlerinin DNA  {izerindeki etkisini engelleyen
interkalasyon igcermeyen ajanlar.

3. Alkilleyici ve metallestirici maddeler
4. Zincir kesiciler
5. Antisens tedavisi

B- Enzimlere etki eden ilaglar (antimetabolitler)

a. Dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri

b. Timidilat Sentaz Inhibitorleri

C. Riboniikleotid Rediiktaz inhibitorleri
d. Adenozin deaminaz inhibitorleri

e. DNA polimeraz inhibitérleri



f. Piirin antagonistleri.
g.  Poli ADP riboz polimeraz inhibitorleri
C- Hormon bazli tedaviler

a. Glukokortikoidler, dstrojenler, progestinler ve androjenler
b.  Liiteinize edici hormon salgilatict hormon agonistleri
c.  Anti-ostrojenler
d.  Anti-androjenler
e. Aromataz inhibitorleri
D- Yapisal proteinlere etki eden ilaglar.
a.  Tibiilin polimerizasyonunu engelleyen ajanlar
b.  Tibiilin depolimerizasyonunu engelleyen ajanlar
E- Sinyal yollarinin inhibitérleri
a. Farnesil transferaz ve Ras proteininin inhibisyonu
b.  Protein kinaz inhibitorleri
F- Cesitli enzim inhibitorleri.

a. Matriks metalloproteinaz inhibitorleri

b. Proteazom inhibitorleri
C. Histon deasetilaz inhibitorleri
d.  Diger enzim hedefleri

G- Cesitli antikanser ajanlar
a. Sentetik ajanlar
b. Dogal iiriinler
c. Protein tedavisi
d. Transkripsiyon faktorii-ko-aktivator etkilesimlerinin modiilasyonu

H- Antikorlar, antikor konjugatlar1 ve gen tedavisi



a. Monoklonal antikorlar

b. Antikor-ilag konjugatlar

C. Antikor yonelimli enzim 6n ilag tedavisi (ADEPT)
d. Antikor yonelimli abzim 6n ilag tedavisi (ADAPT)
e. Gen yonelimli enzim 6n ilag tedavisi (GDEPT)

f. Diger gen tedavisi bigimleri

I- Fotodinamik terapi
2.2.1. Protein kinaz inhibitorleri

Protein kinazlar, protein yapili substratlarindaki spesifik aminoasitleri fosforile
eden enzimlerdir. 500'den fazla farkl: tipte protein kinaz oldugu tahmin edilmektedir ve
su anda bu enzimlerin potansiyel inhibitorleri {izerinde birgok arastirma yapilmaktadir.
Protein kinazlarin bir¢ogu hiicrenin sitoplazmasindaki enzimlerdir, digerleri (protein
kinaz reseptorleri) hiicre zarimi geger ve hem reseptdr hem de enzim olarak ikili bir rol
oynar (Davies ve ark., 2000). Bunlar, harici molekiiler haberciyi almak i¢in hiicre disi
baglanma sahasina ve haberci reseptoriin baglanma sahasina birlestiginde aktive olan
hiicre i¢i kinaz aktif sahasina sahiptir. Ilgili kimyasal haberciler gesitli sitoplazmik protein
kinazlar1 iceren bir dizi sinyal zincirinin baslangicimi tetikleyen ¢ok cesitli biliylime
hormonlar1 ve bliylime faktorleridir. Bu siire¢ sayesinde hiicre biiylimesine ve hiicre
boliinmesine yol agan DNA'daki spesifik genlerin transkripsiyonunu kontrol edilir (Grant,
2009). Birgok kanser ¢esidinde belirli bir bilyiime hormonunun ya da biiyiime faktoriiniin,
belirli bir protein kinaz veya protein kinaz reseptOriiniin asir1 miktarda oldugu
gbozlemlenmistir. Bu yapilar hiicre biiylimesini ve hiicre boliinmesini saglayan sinyal
iletim siireclerine yakindan dahil oldugundan protein kinaz inhibitorlerinin yararh

antikanser ajanlar1 olacagini1 varsaymak mantiklidir (Wang, 2022).

Protein kinazlar iki ana kategoriye ayrilabilir; tirozin kinazlar ve serin-treonin
kinazlar. Son zamanlarda, bir histidin kalintisinin azotunu fosforile eden histidin kinazlar
da kesfedilmistir. Tirozin kinazlar, tirozin kalintilarinin fenol grubunu fosforile ederken,
serin-treonin kinazlar serin ve treonin kalintilarinin alkol grubunu fosforile eder. Tim

kinazlar fosforilasyon ajani olarak kofaktor adenosin trifosfat (ATP) kullanir (Liu ve ark.,



2013). Aktifbolge i¢inde ATP'yi baglayan bir bolge ve substrati baglayan komsu bir bolge
vardir. Teoride bu bolgelerden birine veya digerine baglanan inhibitorler tasarlamak
miimkiindur, ancak simdiye kadar en iyi sonuglar kofaktér baglama bdlgesine

baglanabilen inhibitérlerle elde edilmistir (Yoshimori ve ark., 2022).
Reseptor Tirozin Kinaz Inhibitérlerinin Simiflandirilmasi

Kanser hiicresinin zorlu kosullarda ve tiimoér mikro-ortami (TME) tarafindan
zorlayan degisikliklerde ¢ogalmaya devam etmesi igin Darwinci se¢imi takip etmesi
onerilmistir. Bu molekiiler yollarin merkezlerini hedeflemek i¢in hiicre ici sinyallemeyi
hedefleyen ilaglar gelistirilmistir. Bu ilaglar arasinda, reseptdr tirozin kinaz inhibitérleri
(RTKI'ler) bu hedefe yonelik ilaglar i¢inde genis bir ailedir ve 2001'den beri klinik olarak
sayisiz bagar1 ile kullanilmaktadir. Genellikle kinazin aktif bolgesini hedeflerler ve
bdylece hiicre ici hedeflerin fosforilasyonunu 6nlerler. Cogunlukla hiicre proliferasyonu
veya anjiyogenez ile ilgilidir. Agustos 2019 itibariyle, 43 RTK inhibitorii, onkolojik
endikasyonlar i¢in Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Pottier ve ark.,
2020).

a. Anaplastik lenfoma kinaz (ALK)

b. Kesme noktasi kiime bolgesi ile Abelson'in (BCR-ABL) birlesimi
c. Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR)

d. FMS benzeri tirozin kinaz 3 (FLT3)

e. Fibroblast biiytime faktorii reseptorleri (FGFR)
f. Janus kinaz (JAK)

g. Norotrofik Tirozin Reseptdr Kinaz (NTRK)

h. Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGFR)

I. BRAF

J. Bruton tirozin kinaz: Acalabrutinib ve ibrutinib
k. Mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz (MEK)

I.  Sikline bagimli kinaz 4/6 (CDK4/6)



Bruton Tirozin Kinaz

Bruton tirozin kinaz (BTK), tirozin protein kinazlarin Tec Kinaz ailesine aittir. B
hiicresi reseptorii (BCR) sinyal yolunda 6nemli bir terminal kinazdir ve B hiicrelerinin
gelisimi ve aktivasyonu icin gereklidir. B hiicrelerinin anormal aktivasyonunun,
lenfomalar ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde merkezi bir rol oynadig
bulunmustur. Bu nedenle, BTK inhibitorlerinin, hematolojik maligniteler ve otoimmiin
hastaliklar gibi baz1 bozukluklarinin tedavisi i¢in umut verici bir potansiyele sahip oldugu

diistintilmektedir (Feng ve ark., 2019).

BTK, T ve plazma hiicreleri hari¢ tiim hematopoietik tiirevli hiicrelerden eksprese
edilen bir proteindir. Bu kritik bir efektor molekiildiir ve c¢ogalma, olgunlasma,
farklilasma, apoptoz ve hiicre gogii dahil olmak tizere B hiicresi gelisiminin tiim
yonlerinde yer alir. Diger Tec ailesi liyeleri gibi, BTK'nin da bir PH (pleckstrin-homoloji)
alani, SH3 ve SH2 (src-homoloji) alanlari ve bir karboksil kinaz alani vardir (Sekil 2.).
Bu tirozin kinaz, B hiicresi antijen reseptoriiniin (BCR) asagisinda yer alir. BCR'nin
aktivasyonu tlizerine, BTK, PH ve SH alanlar1 aracilifiyla partner molekiillerle etkilesime

girerek aktive olur. Bu da kalsiyum salinimina yol acar (Wu ve ark.,2016).

()~ o~ o)

Sekil 2. Bruton Tirozin Kinaz

C481S

2.3. ibrutinib: Birinci Nesil BTK inhibitorii

Kanser hiicresinin biiylimesini ve farklilasmasini diizenleyen siiriicii molekiiller
olan yeni biyobelirtecleri hedeflemek, kanser tedavisi i¢in ilag gelistirmede ¢1gir agmistir.
Lenfositlerdeki biyobelirte¢ molekiillerini hedefleyen yeni ajanlar, lenfoid malignitelerin
tedavisinde devrim yaratmaktadir. BTK, B hiicresi gelisimi i¢in kritik bir efektor molekiil
oldugundan ve lenfojenezde 6nemli bir rol oynadigindan, BTK inhibitorleri potansiyel
tedaviler olarak arastirilmistir. Bugiine kadar IBR, birkag lenfoproliferatif malignite i¢in

onaylanmis tek BTK inhibitorii olmaya devam ediyor (Cameron ve ark., 2014).



IBR,(R)-1-(3-(4-amino-3-(4-fenoxyfenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yI)
piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (sekil 3.), BTK kinaz alaninin allosterik inhibitor
segmentinde sistein 481 tortusuna secici olarak baglanan, sinifinda birinci ve yiiksek
derecede giicli molekiil inhibitoriidiir.  Bilesik, 223 tirozin kalintisinda
otofosforilasyonunu inhibe ederek BTK'min tam aktivasyonunu geri dondiiriilemez
sekilde engeller. Ibrutinib (imbruvica), kronik lenfositik 16semi (KLL), mantle hiicreli
lenfoma (MCL) ve Waldenstrom makroglobulinemisi gibi hastaliklarin tedavisi i¢in

onaylanmustir.

Bununla birlikte, kanama, dokiintii, ishal ve atriyal fibrilasyon gibi istenmeyen
etkiler gozlemlenmis bu durum kismen, epidermal biiyiime faktorii reseptorii ve BTK
disindaki Tec ailesi proteinleri lizerindeki hedef dis1 etkilerine baglanmistir. Ayrica
IBR'ye karsi direng gozlemlenmistir. Sonug olarak, ikinci nesil BTK inhibitorleri

gelistirilmektedir (Nocco ve ark., 2022).

Sekil 3. Ibrutinib’in kimyasal yapi
2.3.1. ibrutinibin farmakodinamik ézellikleri

BCR yolu B hiicresi farklilasmasi, gocii, ¢ogalmas1 ve apoptozu i¢in énemli bir
diizenleyicisidir ayn1 zamanda B hiicresi malignitelerinin gelisiminde 6nemli oldugu
distiniilmektedir. BTK, BCR kaskadinin erken doneminde etkindir ve BTK bos
mutasyonlari, secici B hiicresi inhibisyonu ve diisiik serum immiinoglobulin (X'e bagl
agamaglobulinemi) ile iliskilidir. Bu nedenle BTK'y1 hedefleyen ajanlar, B hiicre
malignitelerinin tedavisi i¢in umut vaat etmektedir. IBR, BTK'nin sistein Cys-481 ile
kovalent bag1 yoluyla BTK'y1 geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder. Bunu yaparken, kotii

huylu B hiicrelerinin ¢gogalmasini ve hayatta kalmasini engeller, ayrica B hiicre gociinii
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ve substrata yapismasini da azaltir. BTK, T hiicrelerinde bulunmamakla birlikte; IBR,
yakin zamanda yapilan bir arastirmada oldugu gibi, T hiicre sinyalizasyon aracili

hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilir.

Bir faz II ¢alismasindaki Multipl miyelom MM hastalik belirtecleriyle ilgili ara
sonuglara dayanarak, IBR, MM hiicrelerinin stromal hiicrelerle etkilesimini ve hasta
cksplantlarindan MM koloni olusturan hiicrelerin biiylimesini inhibe etmistir. Ayni
zamanda osteoklast farklilasmasini baskilamis ve hem sitokin hem de kemokin iiretimini
azaltmisir. Ayrica MM'nin bir hayvan modelinde hastalik ilerlemesini ve kemik yikimini
azalttig1 goriilmiistiir. NHL's1 niiksetmis veya refrakter NHL hastalarinda yapilan bir faz
I ¢alismasinda, IBR dozdan 4 saat sonra % 95 doluluk oraniyla BTK'y1 tamamen isgal
etmis ancak periferik kandaki B, T veya dogal 6ldiiriicti hiicrelerde 6nemli bir azalma
olmadan ve T hiicresinde degisiklik olmadan tepkiler gostermistir. Daha 6nce MM
tedavisi gormiis hastalarda yapilan bir klinik arastirmanin 6n bulgularinda, 420 mg/giin
IBR, bon metabolizmasinin baz1 belirteclerinde (sklerostin ve RANKL), proanjiyogenik
ve biiyiime faktorlerinde, ayrica kandaki sitokin seviyelerinde ve kemokin dongiisiinde

azalmaya neden olmustur ( Christensen ve ark., 2022).
2.3.2. ibrutinibin farmakokinetik ozellikleri

IBR, oral uygulamadan sonra hizla emilir ve 840 mg'a kadar olan dozlarda
sistemik maruziyet artar. Maksimum IBR, plazma derisime 1-2 saatte ulasilir ve derigim-
zaman egrisi altindaki kararli durum alani, 560 mg/giin dozunda 953 ng.saat/mL'dir. IBR
sistemik maruziyeti, a¢ durumda uygulamaya kiyasla gida ile uygulamadan sonra yaklasik
2 kat artar. IBR’nin her giin ayn1 saatte su ile alinmasi tavsiye edilir. IBR nin gériinen
kararli durum dagilim hacmi, viicutta yaygin olarak dagildigin1 gosteren yaklasik 10,00
L'dir. 50-1.00 ng/mL araliginda derisim bagimlilig1 olmaksizin insan plazma proteinine
geri dontisiimlii olarak % 97.3 oraninda baglanir. IBR, hepatik sitokrom P450 (CYP) 3A
enzimleri ve kiiciik bir miktarda CYP2D6 tarafindan metabolize edilir. Metabolizma,
eliminasyonun ana yoludur. Dihidrodiol metaboliti PCI-45227 aktiftir ancak ana bilesige
gore BTK ya yonelik yaklasik 15 kat daha diisiik aktiviteye sahiptir. Kararli durumda,
PCI-45227'nin IBR 'ye ortalama derisimin orani 1:2.8'dir. IBR’nin goriiniir klerensi

yaklagik 1.000 L/saattir ve eliminasyon yar1 dmrii 4-6 saattir. IBR esas olarak fecesle
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elimine edilir, %10'dan daha az1 idrarla ve neredeyse tamamen metabolitler olarak atilir

(Asawa ve ark., 2022).

Ibrutinib klirensi yasa (37-84 yas) veya cinsiyete gore degismez. Karaciger
yetmezligi olan hastalardaki 6n veriler, IBR sistemik maruziyetinin orta derecede
karaciger yetmezligi olan hastalarda yaklasik 6 kat daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Ibrutinib bobrekler tarafindan énemli dl¢iide temizlenmez ve kreatinin klirensi (CLCR)
[25 mL/dak] olan hastalarda CLCR ile IBR maruziyeti arasinda bir iligski yoktur. Siddetli
bobrek yetmezligi olan hastalarda (CLCR 25 mL/dk) veya diyaliz alan hastalarda

farmakokinetik veri yoktur.

Ketokonazol (gii¢lii bir CYP3A inhibitorii), IBR maksimum derisimin ve AUC'y1
sirasiyla 29 ve 24 kat arttirir; orta dereceli CYP3 A inhibitorleri AUC'y1 6-9 kat artirabilir.
Ozellikle klinisyenler, IBR'yi orta ve giiglii CYP3A inhibitdrleriyle birlikte kullanmaktan
kacinmalidir. IBRnin orta diizeyde bir CYP3A inhibitdrii ile kullanilmas1 gerekiyorsa,
IBR dozu azaltilmalidir. Klinisyenler, CYP3A inhibitorlerinin kisa siireli kullanimi
sirasinda IBR uygulamasina ara vermeyi diisiinmeli ve CYP3A inhibitorlerinin uzun
stireli kullanimindan tamamen kaginmalidir. Ayrica CYP3A indiikleyicileri ile de birlikte
uygulamadan kagimmalidir. Rifampin (giiglii bir CYP3A indiikleyicisi) IBR maruziyetini
10 kat azaltabilirken, orta dereceli CYP3A indiikleyicileri maruziyeti 3 kata kadar
azaltabilir. IBR ve aktif metaboliti, CYP enzimlerinin zayif indiikleyicileri oldugundan,
terapotik dozlarda IBRnin CYP substratlarinin farmakokinetigi tizerinde klinik olarak

onemli etkilere sahip olmasi olasi degildir (Lee ve ark., 2022).
2.3.3. ibrutinib’in analitik yontem ¢alismalari

Veeraraghavan ve arkadaslar1 IBR ve lenalidomid ilaglarinin kombinasyonlarini
kullanarak yapilan ¢aligma ile her iki ilacin da kan plazmasinda kesin olarak belirlenmesi
icin analitik bir yontemin gelistirilmislerdir. Sigan plazmasinda lenalidomid, IBR ve aktif
metaboliti PCI45227'nin eszamanli tespiti i¢in yiiksek performansli bir s1vi kromatografi-
tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi gelistirilmistir.  Analitlerin
kromatografik ayrimi, hareketli fazlar olarak 1 ml/dk'lik bir akis hizinda asetonitril: % 0.1
formik asit tamponu ile gradyan kosullar1 altinda YMC (kolon tiirii) paketi (150 mm x 4.6

mm, 5 um) kolonunda gergeklestirilmistir. Analitler ve internal standart i¢in 6ncii iyon ve
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iirlin iyon gegcisi, pozitif iyonizasyon modu ile segici reaksiyon izlemede calistirilan tiglii

dort kutuplu bir kiitle spektrometresinde izlenmistir (Veeraraghavan ve ark., 2015).

Ibrutinib igin 0.72-183.20 ng/ml, PCI-45227 igin 0.76-194.33 ng/ml ve
lenalidomid igin 1.87-479.16 ng/ml derisim araliginda calisilmustir. ibrutinib, PCI-45227,
lenalidomid ve internal standart i¢in % 75.2, % 84.5, % 97.3 ve % 92.3'liik ortalama
ekstraksiyon geri kazanimi, diisiik, orta ve yliksek QC seviyelerinde elde edilmistir.
Analitik yontem, Wistar siganinda lenalidomid, IBR ve aktif metaboliti PCI-45227'nin es
zamanli tahmininin farmakokinetik calismasini desteklemek i¢in uygulanmistir. Testin

tekrarlanabilirligi, olusan 18 6rnegin yeniden analiziyle kanmitlanmistir (Veeraraghavan ve
ark., 2015).

Igbal ve arkadaslari, sigan plazma 6rneklerinde IBRnin yiiksek verimli analizi i¢in
bir UPLC-tandem MS yontemi gelistirmisler. Box-Behnken deney tasariminin
uygulanmasiyla kromatografik bir yontem tasarlanmistir. Tiim kalibrasyon egrileri, 0.35
ila 400 ng/mL (r?> > 0.997) derisim araliginda ve LOQ ise 0.35 ng/mL'lik daha diisiik bir
sonug elde etmislerdir. Gelistirilen yontem, yeni bir IBR kendi kendine nanoemiilsifiye
edici ilag dagitim sistemi formiilasyonunun farmakokinetik g¢alismasinda basariyla

uygulanmistir (Igbal ve ark., 2016).

Rood ve arkadaslari, insan ve fare plazmasinda IBR ve onun dihidrodiol metaboliti
icin dogrulanmis basit, hizli ve hassas biyo-analitik yontem denemislerdir. Numune
hazirlama, protein ¢okeltme ve ilgili doteryumlu i¢ standartlarin eklenmesi ve ardindan
LC-MS/MS analizi ile gergeklestirilmistir. Ayirma, % 0.1 v/v formik asit ve asetonitril ile
gradyan eliisyonu ile 3.5 um partikiil boyutunda, kopriilii etilen hibrit kolonu tizerinde
gerceklestirmiglerdir. Test, 5-5000 ng/ml kalibrasyon araliginda gergeklestirilmistir. Oda
sicakliginda, IBR daha once tanimlanmayan bir kararsizlik géstermis ve 37 °C'de hizli
bozunma gosterdi. Son olarak, yontem, tedavi edilen FVB farelerinde plazma

seviyelerinin farmakokinetik bir ¢alismasi i¢in kullanilmistir (Rood ve ark., 2016).

Bindu ve arkadaslari, IBR nin miktar tayini i¢in yeni bir HPLC yontemi
onermislerdir. Calisma i¢in Kromosil kolonlu (250mm x 4.6 mm, 5u partikiil boyutu)
Shimadzu Model HPLC sistemi kullanilmistir. 1.0 mL/dk akis hizina sahip fosfat tamponu

ve asetonitril (45:55, v/v) karisimi, optimize edilmis kromatografik kosullardir ve sistem
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295 nm'de izlenmistir. Ibrutinib, regresyon denklemi = 15528x + 251.16 (r?> = 0.9999) ile
3.5-2100 pg/ml dogrusallik gostermis, LOD ve LOQ sirasiyla 0.6927 pg/ml ve 2.1578
ug/ml olarak bulunmustur (Bindu ve ark., 2018).

Zhang ve arkadaslari, sican plazmasinda IBR tayini i¢in bir HPLC ydntemi
gelistirmis ve farmakokinetigini incelenmistir. Analitik kolon olarak ZORBAX XDB-
C18(150 mmx4.6 mm, 5 um) kullanmustir. i¢ standart olarak karbamazepin kullanilmas,
alkali kosul altinda plazma ekstrakte edilmis ve IBR tespit edilmistir. Dokuz sigan,
tragastrik uygulamada tek doz 15 mg-kg™ IBR ile tedavi edilmistir. IBR uygulamasindan
sonra farkli zaman noktalarinda kan 6rnekleri toplanmis ve IBRnin plazma derisimi ve
farmakokinetik parametreler DAS yazilimi ile hesaplanmistir. 10 pug-L *ile 2 000 pg-L*
(r=0.9997) araliginda dogrusal iliski elde edildi. Ug derisim igin (25, 500 ve 1500 pg L-
1y giin igi RSD'ler %7.11, %10.41 ve %3.19 ve giin i¢i RSD'ler sirastyla %2.56, %1.98 ve
%3.79), ortalama geri kazanimlar sirasiyla % (78.91 = 2. 10), (86.29 + 3. 97) % ve (83.61
+ 2. 11) olarak bulunmustur (Zhang ve ark., 2018).

Beauvais ve arkadaslari, beyin omurilik sivisinda (BOS) IBR ve aktif metaboliti
PCI-45227'nin miktar tayini i¢in ultra performansli bir sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometrisi  (UHPLC-MS/MS) teknigin  gelistirilmesini ve dogrulanmasini
tanimlamiglardir. Bu, BOS'ta IBR ve PCI-45227'min miktar tayini ic¢in ilk tam
dogrulanmis yontemdir. Bilesikler bir Waters BEH C18 kolonu (50.0 x 2.1 mm; 1.7 pm)
iizerinde amonyum format tamponu 5.0 mmol L* pH 3.2 ve asetonitril + % 0.1 formik
asitten olusan bir mobil faz ile bir gradyan eliisyonu kullanilarak 400 pL akis hizi ile
ayrigtirtlmigtir. BOS numuneleri basit ve hizli bir seyreltme ile hazirlanarak, yontem,
secicilik, yanit islevi, giin i¢i ve glinler aras1 kesinlik, dogruluk, saptama limitleri (LOD)
ve alt miktar tayini limitleri (LOQ) test edilerek dogrulanmistir. Dogrulama sonuglari,
yontemlerin gergek biyolojik BOS orneklerinde IBR ve PCI-45227'yi 0.50 (IBR) veya
1.00 (PCI-45227) ile 30.00 ng'-mL™* arasinda uygun oldugu gosterilmistir (Beauvais ve
ark., 2018).

Yasu ve arkadaslari, plazmada IBR derisimin tayini ig¢in basit bir yontem
tasarlamislardir. Analiz, 200 pL'lik bir plazma numunesinin ekstraksiyonunu ve kati faz
ekstraksiyonu kullanilarak proteinlerin ¢oktiiriilmiistiir. i¢ standart olarak kullanilan IBR

ve nilotinib, bir asetonitril-% 0,5 monopotasyum fosfatin (KH2POa, pH 3,0; 52:48, v/v)
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mobil fazi kullanilarak yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) teknigiyle ayirma
gergeklestirilmistir. Capcell Pack C18 MG 11 (250 x4.6 mm), 260 nm'de, 1.0 mL/dk'lik bir
akis hizinda deneyler yapilmistir. Kalibrasyon egrisi sayesinde 0,999 korelasyon katsayisi
() ile 10-500 ng/mL plazma derisim arahiginda dogrusallik gozlenmistir. Bu HPLC
yontemi, hastane laboratuvarlarinda rutin terapotik ilag izleme icin basitlik ve
uygulanabilirlik gibi ¢esitli avantajlara sahip oldugunu vurgulamislardir (Yasu ve ark.,
2019).

Du ve arkadaslari, segici ve saglam UPLC-MS/MS yontemini, ilk olarak uygun
maliyetli protein ¢okeltme ekstraksiyonu kullanilarak si¢can plazmasinda ii¢ anti-timor
tirozin kinaz inhibitoriiniin (anlotinib, seritinib, IBR) es zamanli tayini igin
gelistirmislerdir. LC ayrimi, 5 dakikalik bir ¢alisma siiresinde gradyan kosullari altinda
Waters XBrige C18 kolonunda (50 mm x 2.1 mm, 3.5 um) saglanmistir. Calisma,
anlotinib icin 0.1-20 ng mL™, seritinib icin 2-1000 ng mL™, IBR i¢in 1-500 ng mL™
araliginda dogrusallik gostermistir. Tiim analitler i¢in giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve
kesinlik sirastyla % 13.84 ve % 12.56 hesaplanmistir. Optimize edilmis yontem, karigimin
6 mg kg, 25 mg kg ve 10 mg kg dozlarinda tek oral gavaj uygulamasindan sonra bir

farmakokinetik ¢alisma igin basariyla uygulanmistir (Du ve ark., 2019).

Konduru ve arkadaslari, RP-HPLC/PDA ve QDa kiitle dedektorlerini IBR igindeki
bozunma tiriinlerinin, bilinen ve genotoksik safsizliklarin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in
yeni bir stabilite gosteren yontem gelistirme ve dogrulamasimi agiklamiglardir. Tim
safsizliklarin ayrilmasi igin, 1 ml/dakika akis hiz1 ile toplam ¢alisma siiresi 85 dakika olan
sabit faz kolonu (X-Select CSH, C18, 150 mm x 4.6 mm % 3.5 um) kullanmistir. IBR nin
1s1, UV, nem ve su kosullar1 altinda stabil oldugu bulunurken, tanimlanan safsizliklarda,
bozunma iiriinlerinde ve IBR tepe alikonma siiresinde higbir etkilesim bulunmamastir.
Onerilen yontem, ICH Q2 (R1) yonergelerine gére dogrulanmustir. Validasyon ve
bozunma sonuglara gore, yontemin iyi bir stabiliteye sahip oldugu ve ayni zamanda

cevre dostu oldugu gosterilmistir (Konduru ve ark., 2020).

Liclican ve arkadaslari, Tirabrutinib'in BTK Cys-481'e kovalent baglanmasi, bir
degisken modifikasyon arama parametresi olarak kullanilarak BTK'nin LC /MS-MS
analizi ile degerlendirilmistir. Tirabrutinib, IBR, acalabrutinib ve spebrutinib'in BTK ve

ilgili kinazlara kars1 inhibisyon giicti, ya sabit bir inkiibasyon siiresinden sonra (geleneksel
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IC50 galismalarinda kullanildig1 gibi) ya da inaktivasyon kinetiklerinin 6l¢iildiigii bir
zaman siirecini takiben doza bagl bir sekilde incelenmistir. Tirabrutinib geri doniisiimsiiz
ve kovalent olarak BTK Cys-481'e baglanir. inaktivasyon etkinligi kinact/Ki &l¢iildii ve
calisilan dort inhibitoriin her biri igin farkli kinazlar arasindaki segiciligi hesaplamak i¢in

kullanilmustir (Liclican ve ark., 2020).

Chang ve arkadaslari, cesitli karmasik biyolojik sivilarda IBR ve pralatreksatin
tayini i¢in bir dizi florimetrik tayin yontemi, eksitasyon emisyon matrisi ile birlestirilmis
ikinci derece kalibrasyon yontemlerini onermislerdir. Bu yontemlerin ortalama geri
kazanimlari sirasiyla % 94.5-104.9 hesaplanmistir. Sonuglar, li¢ yontemin dnemli bir fark
olmaksizin dogru bir sekilde 6lciilebilecegini gdstermistir. Ibrutinib ve pralatreksatin
tayin alt sinir1 (LOD) ve miktar tayin sinirt (LOQ) sirasiyla 0.11-0.76 ng mL™ ve 0.21-
1.12 ng mL* araliginda bulunmustur. Bu sonuglar, &nerilen yontemin klinik ilag izleme
icin umut verici, alternatif ve evrensel bir analiz stratejisi sagladigin1 gostermektedir

(Chang ve ark., 2021).

Gopireddy ve arkadaslari, IBRdeki gerilim genotoksik safsizligin belirlenmesi ig¢in
hassas, basit, hizli1 ve saglam bir ters faz HPLC yontemi gelistirilmisler. Tiirevlendirme
reaktifi olarak salisilaldehit ve 4.6 mm x 250 mm kolon boyutu ve 5 um partikiil boyutuna
sahip duragan faz olarak oktadesil hidrazin hidrat (Inertsil ODS-3V) kullanilmigtir. 0.02
mol L amonyum dihidrojen-ortofosfat ve asetonitril mobil faz olarak kullanilmistir.
Ayirma i¢in izokratik eliisyon modu, 1.0 mL/dk'lik bir akis hiz1 ve 40°C'lik kolon firin
sicakligt kullanilmistir. Algilama 354 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Gelistirilen
yontem ICH yonergelerine gore valide edilmis ve dogrusal, dogru, spesifik, secici, kesin
ve saglam bulunmustur. Test soliisyonunun 48 saate kadar stabil oldugu bulunmustur. Bu
yontem, rutin analiz ve stabilite degerlendirmesi i¢in IBR 'deki hidrazin hidratin

belirlenmesi i¢in basartyla uygulanabilir (Gopireddy ve ark., 2021).

Konduru ve  arkadaslari, ters fazli  yliksek  performansli  sivi
kromatografisi/fotodiyot dizisi dedektori ile bitmis kat1 dozaj formlarinda IBR tayini i¢in
basit, kesin, dogrusal, saglam, dogru ve stabiliteyi gosteren bir sivi kromatografi yontemi
gelistirmistir. Ayirma, uygun bir mobil faza sahip bir Luna C18 150 mm x 4.6 mm x 3.0
um kullanilarak saglanmis, mobil faz A olarak 10 mmol L* fosfat tamponu ve 1 mL

trietilamin kullanilmigtir. Ayrica mobil faz B % 85 asetonitril igermektedir. Akis hiz1 1.0
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mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 pL, kolon sicakligi 40°C ve dalga boyu 258 nm gibi optimize
edilmis kromatografik kosullar ¢calisilmistir (Konduru ve ark., 2022).

Gopireddy ve arkadaslari, IBRnin enantiyorezoliisyonu igin yeni HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Ibrutinib enantiyomerlerinin ayrilmasi ve tanimlanmasi, silika jel
(Chiral-pack-IC) iizerinde immobilize edilmis seliiloz tris (3,5-diklorofenilkarbamat)
kullanilarak arastirilmistir. % 0.1 Dietil amin ve % 0.3 Trifloro asetik asit ile 55 ve 45 (%
h/h) oraninda n-Heksan, etanolden olusan normal faz kosulu altinda Chiral-pack-1C'de iyi
temel enantioseparasyon elde edilmistir. Analiz, 260 nm'de gergeklestirilmistir. Optimize
edilmis enjeksiyon hacmi ise 10 pL olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontem, 6zgiilliik,
saptama sinir1, niceleme sinir1, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saglamlik ve saglamlik

icin ICH kilavuzlarina gére dogrulanmistir (Gopireddy ve ark., 2022).

Bilge ve arkadaglar1 (2022), IBR ile ¢ift sarmalli DNA arasindaki etkilesimin
elektrokimyasal ve molekiiler docking ile arastirmasini pH 4.7 ortaminda yapmislardir.
DNA biyosensoriinde pik akimlarinin tekrar edilebilirlik sonuglari (%RSD) sirasiyla 1.95
ve 1.74 olarak bulunmustur. Baska bir calismada GCE ile surfaktan varliginda IBR’i tayin
etmislerdir. Tayin alt sinir1 2.73 x 107° mol L olarak bulunmustur. Onerilen yéntem
biyolojik numunelerde IBR miktarinin belirlenmesi i¢in uygulanmistir (Giirbiiz ve ark.,
2022).

2.4. Elektrokimya

Elektrokimya, elektron transferlerini iceren tepkimeleri arastiran, elektrik ve
kimya alanindaki ¢aligmalar1 bir araya getirerek maddelerin elektriksel davraniglarini
inceleyen bir kimya dali olarak ifade edilir. Bagka bir sekilde ise; elektrokimya, elektron
akisin1 kimyasal degisimlerle iliskilendirilir. Inorganik kimyada, sonucta ortaya ¢ikan
kimyasal degisim genellikle bir metal kompleksinin oksidasyonu veya indirgenmesidir.
Elektrokimya alani, ¢ozelti/elektrot ara ylizeyinde meydana gelen elektron transferi ile
ilgilenir. Bu alanin temel ilkelerinin ¢ogu, elektronun kesfinden 6nce 1893'te J. J.

Thompson tarafindan agiklanmistir (Elgrishi ve ark., 2018).

Elektroanaliz, giiniimiiz diinyasinda analitik problemleri ¢ozebilmek igin

tasarlanmis elektrokimyanin pratik bir pargasidir. Bunlar esas olarak elementlerin veya
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kimyasal bilesiklerin tanimlanmasi ve nicelemesi ile iligkilidir. Son yillarda
elektrokimyasal yontemlerde, 6zellikle voltametrik yontemlerde dinamik bir gelisme
olmustur. Giiniimiizde, yaygin olarak kullanilan kromatografik yontemlere cekici bir
alternatif haline gelmislerdir. Avantajlarin1 diigiindiigimiizde dogruluk, kesinlik, tespit
limitleri ve tayin agisindan kromatografik yontemlerle karsilagtirilabilir ancak pahali ve
karmasik ekipman gerektirmezler. Diger bir avantaj ise, 6zellikle biyolojik materyal s6z
konusu oldugunda, numunenin hazirlanmasi kolay ve basit oldugu i¢in bu agama siiresinin
az olmasidir. Elektroaktif bilesiklerin voltametrik analizi i¢in tiirevlendirme gerekli
degildir. Numune hazirlama genellikle numunenin uygun bir ¢6ziicii iginde ¢oziinmesiyle
elde edilir ve bazen de istege bagl olarak c¢oziinmeyen materyal bilesenlerini ayiran

filtrasyonla elde edilir.

Bunlarin kullanimi, numunenin diger elektroaktif bilesenlerinin varligini
siirlayabilir ayrica sinyalleri de analite girisim yapabilir. Bu avantajlar, analiz siiresini
kisaltabilir ve hata olasihigini en aza indirebilir. Olgiim hiicresinin minyatiirlestirilmesi
sayesinde, reaktiflerin tiiketimini 6nemli 6l¢iide azaltmak da miimkiindiir, bu da analiz
maliyetlerini en aza indirir ve voltametrik teknikleri yeni popiiler olan yesil kimya ile

uyum saglayan ve ¢evre dostu hale getirir (Michalkiewicz ve ark., 2021).
2.5. Voltametri

Voltametri, akimin uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak ol¢ildiigi
elektroanalitik yontem gruplarindan biridir. Ilk voltametri teknigi, 1922'de Cek kimyager
Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografinin kesfinden gelistirilmis ve 1959 Nobel
Kimya Odiilii'nii almistir. Elektroanaliz, gercek hayattaki analitik problemleri ¢6zmek igin
elektrokimya uygulamasi olarak tanimlanabilir. Voltametride, hem akimi hem de
potansiyeli izlemek i¢in ii¢ elektrot (caligma elektrotu, referans elektrot ve karsi/yardimci
elektrot) kullanilir. Bu nedenle, cogu analitin, ¢6zlinmiis organik ve inorganik maddelerin
cesitliliginin nicel tayini i¢in rutin olarak voltametrik teknikler kullanir. Arastirmacilar
cesitli ortamlarda yliksetgenme ve indirgeme isleminin temel g¢alismalari, elektron
transfer isleminin kinetigi ve ¢dziinmiis tiirlerin termodinamik 6zellikleri vb. dahil olmak

lizere ¢esitli amagclar icin voltametrik teknikleri yaygin olarak kullanirlar (Skoog ve ark.,
1996).
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2.5.1. Voltametrik teknikler

Voltametride kullanilan teknikler; kullanilan elektrotlarin cinsine, uygulanan
akim potansiyelin siddetine, dengenin bozulma hizi gibi farkli parametrelere bagli olarak
cesitli sekillerde gelistirilmis ve isimlendirilmistir. Voltometrik teknikler elektroda
uygulanan potansiyel farkinin 6l¢iilmesi ile ¢alisan bir elektrokimyasal yontemlerdendir.

Asagida siklikla kullanilan voltametrik teknikler verilmistir.

e Kare Dalga Voltametrisi (KDV)
e Adsorptif Siyirma Voltametrisi (ASV)
e Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

e Doniisiimlii Voltametri (DV)

Kare dalga Voltametrisi

KDV, hizl1 ve hassas bir voltametri yontemidir. 10 milisaniyeden daha kisa siirede
tam bir voltamogram elde edilir. Bu yontemde 6l¢iim ¢ok hizli yapilabildiginden 6l¢tim
sayist arttikga sonuglarin  dogrulugunun da artmasi miimkiindir. Kare dalga
yontemlerinde darbeler farkli sekillerde uygulanabilir. Bu teknikte, akim gerilim etrafinda
simetrik oldugundan, pik gerilimi redoks ciftinin E1/2'sinde meydana gelir. Kapasitif sarj
akimimin daha az katkis1 nedeniyle, KDV i¢in algilama sinirlar1 nanomolar derigimler
diizeyindedir. Bu teknik Ramaley ve Krause tarafindan icat edilmis olup, Osteryoungs ve
arkadaslar1 tarafindan kapsamli bir sekilde gelistirilmistir (sekil 4) (Osteryoung ve O’Dea,
1986).
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Sekil 4. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyallerinin olusumu.
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Adsorptif Styirma Voltametrisi

Voltametrik yontemler arasinda en duyarli sonuglarin elde edildigi siyirma
voltametrisi, inorganik ve organik bilesiklerin diisiik derisimlerde analizlerinin
yapilmasina olanak saglar. Bu yontem, analitin yiikseltgenme ve/ya da indirgenme
amaciyla alinarak elektrot yiizeyinde biriktirilmesiyle elektrokimyasal 6n deristirme

uygulanarak gereceklestirilir.

Anodik styirma voltametrisi, belirli iyonik tiirlerin nicel olarak belirlenmesi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Ilgili analit, bir ¢okeltme asamasi sirasinda calisma elektrotu
iizerinde elektrolizle kaplanir ve siyirma asamasi sirasinda elektrottan oksitlenir. Akim,
styirma adimi sirasinda Olgiiliir. Tiirlerin oksidasyonu, tiirlerin oksitlenmeye basladig
gerilimde mevcut sinyalde bir pik noktasi olarak kaydedilir. Styirma adimi dogrusal,

basamakli, kare dalga veya darbeli olabilir (Copeland ve Skogerboe, 1974).

Katodik siyirma voltametrisinde ise, iz analiz ydntemi anodik siyirma
voltametrisine benzer ancak kaplama adimi i¢in gerilim, bir oksitleyici gerilimde tutulur
ve oksitlenmis tlirler gerilimin pozitif olarak siipiiriilmesiyle elektrottan siyrilir. Bu
teknik, ¢ozlinmeyen tuzlar olusturan ve biriktirme sirasinda anodik calisan elektrot
iizerinde veya yakininda birikecek olan iyonik tiirler i¢in kullanilir. Siyirma adimi

dogrusal, basamakli, kare dalga veya darbeli olabilir (Obata ve Van den Berg, 2001).
Diferansiyel Puls VVoltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi, gerilim dogrusal siiplirme veya merdiven
basamaklar lizerine bindirilmis bir dizi diizenli voltaj darbesi ile dogrusal siiptirme
voltametrisinin veya basamakli voltametrisinin bir tiirevi olarak diigiiniilebilir. Akim, her
gerilim degisiklikten hemen 6nce Ol¢iiliir ve akim farki gerilimin bir fonksiyonu olarak
cizilir. Gerilim degismeden hemen o6nce akimi Ornekleyerek sarj akimimin etkisi

azaltilabilir (sekil 5) (Kroger ve ark., 1999)
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gerilimi — Olgiim zamam 1

ZAMAN

Sekil 5. Diferansiyel puls voltametri uyarma sinyali.
Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii Voltametri, elektrokimyasal siiregler hakkinda 6nemli bilgiler elde
etmek icin yararli bir tekniktir. ilk olarak 1938'de rapor edilmis ve teorik olarak Randles
tarafindan tanimlanmistir. Dontisiimlii voltametri (DV), elektrokimyasal olarak aktif
sistemlerin ilk karakterizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. DV, farkh
oksidasyon durumlarinin sayisini ve bunlarin bagil enerjilerini belirtir. Bunun yaninda
farkli mekanizmalarla iligkili doniisiimlii voltamogramlarin karakteristik goriiniimiinden
dolayi, elektron transfer reaksiyonlarinin kimyasal reaksiyonlara baglandig: sistemlerin

mekanik ¢alismalari i¢in de kullanilabilir (sekil 6) (Kissinger ve Heineman, 1983).

Katodik Gerilim

to L8] t2 t3 ty

Zaman

Sekil 6. Doniisiimlii voltametride gerilim-zaman ve gerilim-akim egrileri.
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Dontisiimlii voltamogramin parametreleri pik gerilimi ve pik akimidir. Redoks
reaksiyonu ile iligkili iki pik noktasi vardir. Anodik pik gerilimi (Epa) ve katodik pik
gerilimi (Epc) ve ilgili akim sirasiyla anodik pik akimi (ipa) Ve katodik pik akimidir (ipc).
Sekil 7’de akim ve gerilim ile tersinir bir siire¢ igin tipik bir voltamogrami gésterilmistir.
Gerilim zamanla lineer olarak degistigi i¢in yatay eksen bir zaman ekseni olarak da
diistintilebilir. Daha fazla pozitif gerilim, tiim oksidasyonlar1 hizlandiracak ve daha fazla

negatif gerilim, tiim indirgemeleri hizlandiracaktir (Venton ve Cao, 2020).

Akim

Gerilim

Sekil 7. Tipik bir doniisiimlii voltamogram
2.5.2. Elektrokimyasal hiicreler

Indirgenme ve yiikseltgenme tepkimeleri, indirgen ile yiikseltgen maddenin birbiri
ile dogrudan temas ettigi bir kapta ya da tepkimeye giren maddelerin birbiri ile temas
etmedigi elektrokimyasal hiicrede gerceklestirilmektedir. Elektrokimyasal hiicreler
elektrolitik ve galvanik olarak ikiye ayrilir. Elektrolitik hiicre elektrik enerjisi harcar.
Reaksiyonun gerceklesmesi icin disaridan enerji gereklidir. Galvanik hiicre ise kimyasal

enerjisiyi elektrik enerjisine ¢eviren hiicredir ve reaksiyon kendiliginden meydana gelir.

Genel voltametrik Ol¢iimlerde kullanilan elektrokimyasal hiicreler, 5-50 mL

cozelti ile calisabilecek sekilde yapilmistir. Teflondan yapilmis kapaga elektrotlar takilir.
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Ince bir boru yardimiyla ¢dzeltiden N2 gaz1 gegirilir (8zellikle indirgenme siireglerinde).
Hiicre yilizeyide adsorpsiyon yapmayan camdan imal edilmistir. Sicaklik kontroliiniin
gerektirdigi 6l¢iimlerde hiicrenin dis kisminda suyun dolagmasina izin veren 6zel hiicreler
kullanilir. 1ki elektrotlu hiicrelerde bir calisma (indikator) elektrodu ile bir karsilastirma
(referans) elektrodu vardir. Tuz kopriisii iki yar1 hiicrenin birbiriyle karigmasini onlerken
ayn1 zamanda akimin gegmesini saglar. iki elektrotlu hiicrelerde elektroaktif maddelerin
indirgenme ve yiikseltgenme gerilimleri belirlenemedigi ve gerilim kontrollii elektroliz
yapilamadigi i¢in elektrokimyasal ¢alismalarda ¢ogunlukla li¢ elektrotlu sistemler tercih
edilmektedir (Sekil 8). Ug elektrotlu hiicrelerde, calisma elektrotunun gerilimi referans
elektrota gore belirlenir ve bu da reaksiyonun her asamasinda elektrot geriliminin
bilinmesini saglar. Bu tiir elektrokimyasal hiicrelerde yardimci, ¢alisma ve karsilastirma
elektrotu icinde elektroaktif tiir ile destek elektroliti igeren ¢oziicii igerisine daldirilir.
Gergeklestirilecek elektrokimyasal reaksiyonun tiiriine gore kapali veya agik tip hiicreler
kullanilabilir. Eger reaksiyon esnasinda olusan tirlinler veya ara {iriinler hava oksijeninden

etkileniyorsa kapali tip hiicreler tercih edilir (Elgrishi ve ark., 2018).

Electrot baglama yeri

Gaz veya reaktif giris
T~ Teflon kap

Cam hiicre

ﬁ Elektrolit ¢ézeltisi

Calisma elektrot

Referans elektrot
Yardimci elektrot

Sekil 8. Elektrokimyasal Hiicre
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2.5.3. Voltametride kullanilan elektrotlar

Voltametrik teknigin performansi, ¢alisma elektrotunun malzemesinden gii¢lii bir
sekilde etkilenir. Caligma elektrodu, tekrarlanabilir bir yanitin yani sira yiiksek sinyal sesi
ozellikleri saglamalidir. Bu nedenle secimi dncelikle iki faktore baglidir. Birincisi, hedef
analitin redoks davranisi, ikincisi ise 6l¢iim i¢in gerekli gerilim bolge tizerindeki arka plan
akimi olarak sdylenebilir. Diger hususlar, gerilim penceresi, elektriksel iletkenlik, ylizey
tekrarlanabilirligi, mekanik ozellikler, maliyet, kullanilabilirlik ve toksisite de oldukca

Onemlidir.

Bir voltametri deneyinde ¢alisan bir elektrotun gerilimi her zaman bir standarda
gore kontrol edilir ve bu standart referans elektrottur. Cogu kaynakta bulunan yari
reaksiyon gerilimlerinin termodinamik 6l¢egi, elektrot gerilimlerini "standart hidrojen”
referans elektroduna (SHE) karsi 6lgerken, fiili uygulamada SHE'nin kullanilmasi ¢ok
zahmetlidir. Bu nedenle, bir dizi bagka referans elektrotlar1 gelistirilmistir. Bu alternatif
referans elektrotlara kars1 gerilimin deneysel Olclimleri yapilir ve daha sonra gerilimler
basit toplama veya ¢ikarma ile "diizeltilir" ve SHE'ye kars1 rapor edilir. Sulu ¢ozeltilerde
calismak i¢in en genel olarak mevcut referans elektrotlardan biri doymus kalomel
elektrottur (SCE). Bir SCE referansininiginde meydana gelen yar1 reaksiyon asagida

verilmistir.
Hg:Cloky + 267 < 2 Hg (s) + 2 Clsui)

25°C'de, SCE yar reaksiyonunun formal gerilimi, SHE referans elektrotundan
0.2415 volt daha pozitiftir. Bir SCE kullanimina kars1 6lgiilen bir gerilim, SHE'ye kars1
sadece 0.2415 volt eklenerek rapor edilebilir. SCE elektrotu, az miktarda civayr kati
kalomel (Hg2Cl2) macunu ile dogrudan temas halinde tutarken ayn1 zamanda macunu
doymus sulu potasyum kloriir ¢ozeltisi ile temas halinde tutabilen uygun bir cam esyadan
yapilmalidir. Elektrik temasi, sivi civaya bir platin tel daldirilarak yapilir ve potasyum
kloriir ¢ozeltisi, bir tuz kopriisii veya gozenekli cam frit yoluyla elektrokimyasal
hiicredeki test ¢ozeltisi ile iyonik temas1 korur. Bu elektrotlar "el yapimi" olabilir veya
cesitli Uireticilerden satin alinabilir. Diger faydali referans elektrotlari, bir giimiis elektrot
iceren yar1 reaksiyonlara dayanir. Sulu sistemlerde ¢aligmak i¢in giimiis-glimiis kloriir

(Ag/AgCl) referansi oldukga popiilerdir.
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Bu referans elektrot i¢in yari reaksiyon asagidaki gibidir:
AgCl +e <  Agk + CI™ su

Bir Ag/AgCI referansi tarafindan varsayilan gercek gerilim, yalnizca kloriir
anyonunun aktivitesine baglidir. Referans olarak hizmet etmesi i¢in kloriir aktivitesinin
sabit tutulmasi gerekir. Bunu basarmak i¢in, bir giimiis tel (bir giimiis kloriir tabakasi ile
kaplanmis) potasyum kloriir ile doyurulmus bir i¢ ¢6zeltiye daldirilir. Kloriir iyon derigimi
doyma smirinda sabit kalir. Elektrik temasi, giimiis tele dogrudan baglanti ile yapilir ve
dahili elektrot soliisyonu, bir tuz kopriisii veya gézenekli cam frit yoluyla test soliisyonu

ile iyonik temas halinde yerlestirilir.

Yar1 i¢ kompozisyonu degistiren referans elektrottan gecen akimin akisi,
geriliminin beklenen standart degerden uzaklagmasma neden oluyordu. Bu ve diger
nedenlerle, elektrokimyasal Ol¢iimler, referans elektrottan akim akmadan yapilmistir.
Modern ii¢ elektrotlu potansiyostat, bunun olmasini 6nlemek i¢in bir geri besleme
devresini c¢alistirir, ancak bu geri besleme devresi, elektrokimyasal hiicreye ek bir
yardimci elektrotun sokulmasini gerektirir. Bu elektrot, akimin takip etmesi i¢in alternatif

bir yol saglar, boylece referans elektrottan yalnizca ¢ok kiigiik bir akim geger.

Yardime elektrot, istenen herhangi bir elektrot geometrisi kullanilarak hemen
hemen her malzemeden yapilabilir. Tasarim sec¢imleri genellikle calisilan belirli test
cozeltisindekimyasal olarak inert olan bir malzeme bulmaya dayanir ve genellikle
yardimci elektrotun genis bir ylizey alanina sahip olmasi iy1 bir fikirdir. Cogu durumda,
bir platin tel bobini kullanilir, ancak paslanmaz ¢elik, bakir veya aliiminyum tel agindirici
olmayan cozeltilerde de ¢alisabilir. Elektrokimyasal hiicre metalden yapilmissa, hiicrenin
kendisi yardimci olarak kullanilabilir. Yardimci elektrottan akim gectigi icin
elektrokimyasal siire¢ burada da meydana gelecektir. indirgeme ¢alisma elektrotunda
meydana gelirse, yardimeci elektrotta oksidasyon meydana gelir ve bunun tersi de
gecerlidir. Yardimcida iiretilen {riinler, ¢alisma elektroduna yayilmasina izin verilirse,
deneysel 6l¢iime miidahale edebilir. Bu bir sorun oldugunda, yardimci elektrot, bir cam
frit araciligiyla ana test ¢ozeltisi ile iyonik temas halinde olan bir elektrolit ¢ozeltisi igeren
ayr1 bir bélmeye yerlestirilir. Bununla birlikte, ¢ogu durumda, yardimci, referans ve

caligma elektrotlari ile birlikte dogrudan test ¢cozeltisine yerlestirilebilir.
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2.5.4. Voltametride kullamilan karbon temelli calisma elektrotlar:

Elektrot malzemesi olarak karbon kullanma tarihi, Humphrey Davy'nin alkali
metallerin elektrolizi i¢in bir grafit elektrot kullandig1 19. yilizyilin baslarina kadar uzanir.
Karbon pasta (KP) formundaki malzeme ilk kez 1958 yilinda R.N. Adams tarafindan
kullanilmistir. KP, damlayan bir civa elektroduna alternatif olarak tasarlanmis ve iyodiir
iyonlariin oksidasyonu i¢in “anodik polarografide” kullanilmistir. O zamandan beri
karbonun c¢alisma elektrotu malzemesi olarak kullanimi hizla artmis ve glinlimiizde
elektroanalizde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Popiilaritesi, temel olarak toksik
olmayan ozellikleri, diisiikk maliyeti, ¢esitli karbon malzemelerinin mevcudiyeti, iyi
elektrik iletkenligi, metal elektrotlarda elde edilenden daha genis gerilim araligi, diisiik
arka plan akimlari, kimyasal ve elektrokimyasal olarak inert ve kararli olmas, her ikisinde
de kullanim olasilig1 nedeniyledir. Sulu ve susuz ortam ve elektrokimyasal performansini
artiran ylizey degistiriciler ile giiclii kovalent veya kovalent olmayan baglanma yoluyla
yiizey modifikasyonunun kolayligi, kati metal elektrotlarin aksine, karbon yiizeylerinde
gozlemlenen elektron transfer hizlar1 genellikle daha yavastir. Karbon elektrotlarin
yiiksek aktif yiizeyleri nedeniyle, organik bilesiklerin adsorpsiyonuna ve sonug olarak,
analitlerin ylizeylerine erisimini ve elektron degisim reaksiyonunu engelleyen
zehirlenmeye kars1 hassastirlar. Tekrarlanabilir sonuglar elde etmek, kullanilan karbon
malzemesinin tipine bagli olan bir temizleme prosediirii gerektirir. Pratik olarak, tiim
karbon formlar1 ve bunlarin allotroplar1 voltametride ¢alisma elektrotlarinin yapiminda

kullanilmistir (Adams, 1958; Kour, 2020).

Camimsi Karbon Elektrot

Camimsi karbon (GC), voltametrik ¢alisma elektrotlar tiretmek i¢in kullanilan en
yaygin karbon malzemesidir. 1960'larin basinda, bir fenol-formaldehit re¢ine gdvdesinin
inert bir atmosferde dikkatlice kontrollii 1sitilmasiyla iiretilmeye baslanmistir. Piroliz
islemi, 300— 1200 °C sicakhik araliginda c¢ok yavas ilerler. Bu malzeme, sp?
hibridizasyonlu karbon igerir; tiim yonlerde aym elektriksel Ozelliklere sahip,
makroskopik olarak izotropik, sert, kimyasal olarak direngli ve mevcut gézenekler sikica
kapali oldugu i¢in yiliksek yogunluktadir. Bu nedenle, herhangi bir emprenye prosediirii

gerekli degildir. Capraz bagh grafit benzeri tabakalardan olusur. GC, sabit veya donen bir
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disk camsi karbon elektrotu (GCE) olusturmak i¢in yalitkan bir malzemeden yapilmis
baglanti borusuna yerlestirilir. GCE'nin ylizeyi, kullanimdan 6nce aliimina oksit ile
parlatilarak ve deiyonize su ile durulanarak temizlenir. Bazen kimyasal veya
elektrokimyasal aktivasyon gereklidir. Yalin ve modifiye edilmis bir yiizeye sahip camsi
karbon, 1980'lerden beri en sik kullanilan elektrot malzemesi olmustur. GC ylizeyi
genellikle modifiye edilir, 6rnegin karbon nanotiipler (CNT'ler), grafen, kimyasal olarak
indirgenmis grafen oksit, fullerenler metal oksitler: In2Os3, CuO/Cu.0O, IrOx veya
azaltilmig grafen oksitli kompozitleri: R-GNO/ZnO, MnO2/R-GNO. GCE yiizeyinin
ilging bir degistiricisi, grafen oksit (GNO/C030s), indirgenmis grafen oksit (R-
GNO/Co0304) veya ¢ok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT/Co0304) ile kobalt oksit
nanoparcaciklarinin hibritleridir. Son zamanlarda, GCE yiizeyinin modifikasyonu i¢in
kullanilan “sicak” malzeme, nitrit iyonlarinin (NO2™ ) hassas tespiti i¢in kullanilan grafitik
karbon nitriir (a-ZIrP@G-C3N4/GCE) ile a-zirkonyum fosfatin bir bilesimidir. GCE
yiizeyinde biriken kompozit GCsN4/MWCNT'ler yakin zamanda Cu(II) iyonlarinin hassas
tespiti i¢in uygulanmistir (Michalkiewicz ve ark., 2021).

Bor-Katkih Elmas Elektrot

Grafitten sonra elmas, karbonun bilinen ikinci dogal allotropudur. Her bir karbon
atomunun sp® hibridizasyonu ile kiibik, yakin paketlenmis bir yapiya sahiptir. Elmas
seffaf, parlak ve dogada bilinen en sert maddedir. Bunun disinda, kimyasal olarak
olagantistii kararhidir ve ¢ok yiiksek bir erime noktasina sahiptir. Diger karbon
formlarindan farkli olarak elmas ¢ok zayif bir iletkendir ve elektrot malzemesi olarak ¢ok
kullanilmazlar. iletkenligi, cogunlukla borun eklenmesi ile artar. Bor katkili elmas,
(BDD) ince film, metan ve bor kaynagi, genellikle trimetilbor, trimetil boran veya B2Hs
iceren hidrojen plazmasindan kimyasal buhar biriktirme yoluyla yapilir. BDDE, grafit
malzemelerle uyumlu elektrokimyasal 6zelliklere sahiptir. Bununla birlikte, kimyasal
olarak ¢ok daha inerttir, ayrica korozyona kars1 ve mekanik olarak direnglidir. Ayrica
organik bilesiklerin adsorpsiyonuna ihmal edilebilir bir duyarlilik gosterir. BDDE, hem
sulu hem de organik ortamda (sirastyla 3—3.5 V ve 5-7.5 V) ¢ok diisiik ve kararl bir arka
plan akimma ve ¢ok genis bir gerilim araligina sahiptir. Bu benzersiz 6zellikler,

BDDE'nin 1990'larin basindan beri elektrokimyada 6nemli bir ara¢ haline gelmesine
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neden olmustur (Luongve ark., 2009).

Karbon Pasta Elektrot

Karbon pastast (KP), 1958'de Adams tarafindan elektroanaliz icin tanitilan ilk
karbon malzemedir. O zamandan beri KP, elektrot malzemesi olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir ve temel bilesimi neredeyse hi¢ degismemistir. Diger karbon
malzemelerinin aksine, bu, suyla karigsmayan ¢esitli, diisiikk uguculuklu, yiiksek viskoziteli
ve ilgilenilen c¢oziiciide diisik c¢oziiniirliige sahip, kimyasal olarak inert organik
baglayicilar (yapistirma sivilari) ile karistirilmis karbon parcaciklarindan olusan ikili bir
karisimdir. Cogu zaman karbon pastasi, Nujol (mineral yag) icinde dagilmis grafit tozu
(5-20 pum), daha az siklikla parafin yagi, heksadekan veya silikon yagi ve gresidir. Yeni
KP bilesimi, cams1 karbon (GCP), fullerenler (C60P), karbon nanotiipler (CNP), grafen
(GNP) ve karbon lifleri (CFP) gibi grafit karbon formlar1 disinda icerebilir. Bu yeni

karbon formlari da bir modifiye olarak CP'ye eklenir.

KP'deki tipik karbon icerigi agirlikca yaklasik %70'dir. Yenilenebilir bir disk
elektrotu elde etmek i¢in, genellikle bir pistonla donatilmis cam, teflon veya baska bir
izolasyon malzemesinden yapilmis bir tlipe homojenlestirilmis bir karbon macunu
yerlestirilir. Yilizeyin yenilenmesi, dis tabakasi degistirilerek ve yeniden diizlestirilerek
gerceklestirilir. Elektrik kontagi, diskin arkasindaki macuna daldirilmis bir metal tel
(6rnegin, Pt, Cu) saglar. Elektroaktif yiizey alani, iist {iste binen radyal difiizyon
katmanlar1 ile bir mikro elektrot diizenegi goérevi goren kiiclik karbon mikro
pargaciklarindan olusur. Bu, elektroaktif tiirlerin KP elektrot yiizeyine verimli bir sekilde
toplu tasinmasimi saglar. Elektron aligverisi, bu parcaciklarin elektrolit ¢ozeltisi ile
temasinda meydana gelir. Yapistirma sivilarinin hidrofobikligi ve gozenekleri doldurma
yetenegi nedeniyle sulu elektrolit, macuna niifuz edemez. Bu nedenle, elektrot
reaktivitesi, biiyiik 6l¢tide macun bilesimine baglidir. Yapistirma sivisinin artan igeriginin

elektron transfer hizin1 ve arka plan akimlarini azalttigi bilinmektedir.

KP'nin ¢ok onemli bir avantaji, birgok farkli degistirici ekleyerek ve bodylece
modifiye karbon macunlar1 (MKP'ler) olusturarak kolay modifikasyon olusturulmasidir.
Grafit ve yapistirma sivisinin karigtirilmasi sirasinda eklenebilirler. Hem yapistirma

stvilart hem de degistiriciler bazen daha sonra buharlasan ortak ¢oziicii i¢inde ¢oziliir.
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Degistiricilerin se¢imi, incelenen elektrot reaksiyon mekanizmasina bagldir. Ornegin,
glikoz oksidaz, tirozinaz, lakkaz veya proteinler gibi enzimler, biyosensorler ve
coziinmeyen katilar (6rnegin CaCOgz, Cu ve diger metal partikiiller) gelistirmek i¢in
eklenir. Ogiitiip macuna ekledikten sonra seciciligini veya reaktivitesini arttirirlar.
KP'deki modifiye edilen maddenin miktar1 genellikle % 10 ile % 30 (a/a) arasinda degisir.
KPE'lerin metalik filmlerle (6rnegin civa, bizmut, altin) kaplamak i¢in uygun bir baz
olabilecegi ve bu nedenle film elektrotlarinin yapiminda kullanilan kati elektrotlarin
ozelliklerine benzer oOzellikler sundugu rapor edilmistir. Bu tiir elektrotlar,
elektrokimyasal styirma yontemlerinde uygulanabilir. KPE'lerin baglica avantajlar diisiik
maliyet, kolay hazirlama ve yiizey yenileme, yiizeyde mekanik hasar riski olmamasi, ¢ok
diisiikk zemin akimlari, genis gerilim pencere, ¢ok diisiik omik direng, cesitli etkilesimler
(adsorpsiyon, ekstraksiyon, iyon eslestirme, elektroliz, kataliz) ve g¢esitli olasi
modifikasyonlar kullanma imkanidir. Baslica dezavantajlari, baglayicinin organik bir
coziicli iceren ¢ozeltilerde ¢oziinme egilimi, siirli kullanim Omrii, ana malzemenin
redoks reaksiyonu ile etkilesimi olasilig1 ve karbon partikiilleri tizerinde adsorpsiyonu

oldugu soylenilebilir (Tajik, 2020).
Karbon Fiber Elektrot

Karbon fiber (CF), 1980'lerin basindan beri elektrot malzemesi olarak
kullanilmaktadir. GC iiretiminde kullanilana benzer bir piroliz isleminde poliakrilonitril
(PAN), polimer tekstil veya petrol ziftinden yapilirlar. Piroliz isleminin {iriinii daha sonra
kiirleme sirasinda disari cekilir. Katalitik kimyasal buhar biriktirme de kullanilir. Elde
edilen CF, fiberin ucunun kenar diizleminin yiiksek bir kismini sergiledigi bir enine kesite
sahiptir. Bu nedenle, bu malzeme 1yi diizenlenmis bir grafit benzeri yap1 ve diisiik
gozeneklilik ile karakterize edilir. Elektrokatalitik ozellikler elde etmek icin Ornegin
nitrojen veya metallerle katkilanabilir. CF ¢aplar1 birka¢ um’dan ila yaklasgik 60 um
arasindadir. Fiberler epoksi kullanilarak cama gomiiliir ve ardindan karbon yiizey
kesilerek aciga cikarilir. Karbon fiber elektrotlar (CFE'ler) cogunlukla disk seklindedir,
daha az siklikla silindir seklindedir. CFE'lerin kiiciik caplar1 (genellikle 5-15 pm)
nedeniyle, analitin yiizeylerine karakteristik radyal diflizyonu ile mikro elektrotlar olarak
kullanilirlar. Kiiglik ylizey alani, yiliksek tarama hizlarinda bile diisiik bir arka plan akima,

diisiik bir omik diisme hatasi, IR (diislik faradaik akimlar nedeniyle) verir ve bu nedenle
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yiiksek direncgli ¢oziimlerde uygulanabilirler. Mikroelektrotlarin diger avantajlari, hizl
tepki siiresi, hizli kinetik ve kii¢iik boyuttur; bu, elektrokimyasal dl¢limlerin az sayida
numunenin kullanilmasini  gerektirdigi anlamina gelir. Ayrica canli hiicrelerdeki
sireclerin arastirmalarina bagartyla uygulanirlar. CFE segiciliginin iyilestirilmesi,
yiizeylerinin ¢esitli degistiriciler, O6rnegin CNT'ler, enzimler veya asil metallerin
kaplanmasi ile modifiye edilmesiyle kolayca elde edilebilir (Mohammadzadeh Kakhki,
2019).

Karbon Nanomalzemeler

Nanoteknolojinin son birka¢ yilda gozlemlenen hizli gelisimi, elektrokimyasal
sensorlerin yapiminda yeni firsatlar agmistir. Nanoelektroanalitik kimya, elektrokimyanin
avantajlarini nanomalzemelerin benzersiz Ozellikleriyle birlestiren, hizla gelisen
disiplinler arasi bir alandir. Elektrokimyasal sensorler, ¢cok ¢esitli analitlerin tespitine
uygulanabilir. Diisiik maliyet, yiiksek hassasiyet ve secicilik, basitlik ve hizli tepki ile
karakterize edilirler. Cesitli elektrot malzemeleri arasinda, kolay hazirlama ve
modifikasyon, yiiksek iletkenlik, kimyasal kararlilik, genis bir gerilim aralig1 ve diisiik bir
arka plan akimi gibi benzersiz fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolayr karbon
nanomalzemeler en sik kullanilir. Elmas ve grafitin, iyi bilinen allotropik karbon ¢esitleri
olmalarmin yani sira, son yillarda yeni allotroplar - fullerenler, karbon nanotiipler ve
grafen sentezlendi. Kiigiik boyutlar1 nedeniyle karbon nanomalzemeler adi verilen bir
gruba dahil edildiler. Her biri farkli elektrokimyasal 6zelliklere sahip cesitli elektrot
malzemelerinin bir bileseni olabilir ve biyomolekiiller ve ilaclar dahil olmak iizere birgok
inorganik ve organik bilesigin hassas elektroanalitik aragtirmalarinda uygulanabilir (Sekil
9) (Maldonado,2006).
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Sekil 9. Nanomalzemelerin farkli sekilleri
Fullerenler

En iyi bilinen fulleren (C60) olan Buckminsterfulleren, 1985 yilinda Kroto, Curl
ve Smalley tarafindan kesfedilmistir. Elmas ve grafitin ardindan, karbonun iiciincii yeni
allotropudur. Lazer 1sinlamasi kullanilarak grafitin buharlastirilmasiyla elde edilmistir.
Buckminsterfulleren bazen de dogada bulunmustur. Molekiil, bir futbol topu yapisinda
diizenlenmis 60 karbon atomundan (C60) olusur. Bu kiimenin yiizeyi 20 altigen ve 12
besgen karbon halkasindan olusur. Her karbon atomu kovalent olarak baglidir ve bir bes
iiyeli ve iki alt1 iiyeli halkanin bir araya geldigi bir kdsede bulunur. Bu karbon allotropu

polar ¢oziiciilerde ¢oziinmez. Ancak benzen, toluen ve karbon disiilfiirde kismen ¢6ziiniir.

C60'n kesfi, tamamen yeni bir karbon nanomalzeme ve karbon kimyas: alan
agmustir. Bu kesif sayesinde Kroto, Curl ve Smalley 1996 Nobel Kimya Odiilii'ne layik
goriilmiistiir. Tiim fullerenler, cams1 karbon ve grafit gibi sp? hibritlestirilmis karbona
dayanir, ancak geometrik yapilarinda farklilik gosterir. Fullerenlerin genis bir spesifik
ylizey alani, diisiik bir agregasyon derecesi, mekanik direng, alkali metallerle
birlestirildiginde siiper iletken olma yetenegi, kimyasal kararlilik, elektrokatalitik
ozellikler ve genis bir pozitif gerilim araligi, onlar elektrot yiizeylerinin degistiricileri
olarak yararl kilar. Fullerenlerin siirli ¢éziiniirliikleri nedeniyle, onlara hidrofilik veya
amfifilik 6zellikler kazandirmay1 amaclayan islemler farkli zorluklar ortaya ¢ikarmustir. -

OH gruplarina sahip fullerenol, suda ¢6ziiniir bir bilesik 6rnegidir ve metalofullerenler,
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bircok organik reaksiyonda katalitik Ozelliklere sahip C60'mm hidrofobik tiirevlerinin
ornekleridir. Fulleren tiirevleri genellikle elektronlarin yiik tasiyici oldugu yari iletken

malzemelerdir ve bu nedenle sensorlerin yapiminda uygulanabilirler (Acquah, 2017).
Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler (CNT'ler) otuz yil 6nce (1991) Sumio Ilijima tarafindan
kesfedilmistir. CNT'ler, sp? hibritlestirilmis bir karbon atomu ile silindirler (tiipler)
seklinde sarilmis tek grafit katmanlarmdan (grafen) olusan iyi sirali yapilardir. Iki
kategoriye ayrilabilirler: bir tlipe sarilmis tek bir grafen levhadan olusan tek duvarli
karbon nanotiipler (SWCNT'ler) ve ortak bir eksene sahip birka¢ es merkezli tiip igeren
cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT'ler). Nanotiiplerin tipine bagli olarak, caplari
SWCNT'ler ve MWCNT'ler i¢in sirasiyla 0.4 —2 nm ile 2-100 nm arasinda degisirken,
uzunluklar1 yiiz nanometre ile birka¢ milimetre arasinda degismektedir. MWCNT'lerde
tipler arasindaki bosluk (yaklasitk 0.42 nm), grafitteki ara katman araligi ile
karsilastirilabilir.

CNT'lerin benzersiz yapisi, kiiciik boyut, genis spesifik ylizey alani, yliksek
uzunluk / ¢ap orani, esneklik, yiiksek mekanik ve gekme mukavemeti, yliksek 1s1 direnci,
miilkemmel yiliksek termal iletkenlik, yiiksek kimyasal stabilite dahil olmak iizere
olagandis1 6zellikleri yaninda, son derece diisiik elektrik direnci ve diger elementlerin
atomlarin1 molekiiler yapilari iginde tutma yeteneklerine sahiptir. Son 6zellikler olarak,
CNT'lerin ¢esitli nanomalzemeler, 6rnegin nanopartikiiller, enzimler, aptamerler veya
redoks aktif bilesikler gibi molekiillerin eklenmesi veya birgok farkli yiizey fonksiyonel
grubunun (6rnek, -COOH, -OH veya -C=0). CNT'lerin olaganiistii 6zellikleri, onlar1
elektroanalizde en yaygin uygulanan elektrot malzemesi 6zelligi katmaktadir. Bunlar, tek
elektrotlarin yiizeyini degistirmek i¢in hem yalin hem de modifiye edilmis formlarda
kullanilirlar. En sik olarak, CNT'ler, siispansiyonlarini bromoform, etanol veya N,N-
dimetilformamid i¢inde buharlastirarak cams1 karbon veya grafit gibi iletken bir yiizey
iizerinde biriktirilir. CNT tabanli elektroanalitik sensorlerin artan elektroaktif ylizey alani
ve genellikle elektrokatalitik aktiviteleri, onlar1 iyi iletkenlik ve yiiksek kimyasal
kararlilik, hizli ve tekrarlanabilir tepkiler, analitlerin Ortiisen tepkilerini ¢dzme yetenegi,
GCE veya CPE gibi geleneksel elektrotlarla karsilastirildiginda daha hizli elektron

transfer kinetigi, daha yiiksek hassasiyet, daha diisiik algilama limitleri sergilemelerini
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saglamaktadir (Wang ve ark., 2016).
Grafen

Grafen (GN), 2004 yilinda Novoselov ve Geim tarafindan alinan ince bir tabaka
karbon allotropudur. Bu yeni nanokarbon iizerindeki ufuk agici ¢aligmalari nedeniyle
2010 Nobel Fizik Odiilii'ne layik gériildiiler. Grafen, 0.142 nm'lik bir bag mesafesi ile iki
boyutlu (2D) altigen bir petek kafes igine sikica paketlenmis tek bir karbon atomu
tabakadir. Bu nanomalzeme, diger karbon allotroplari i¢in temel bir yap1 elemanidir. 0D
fullerenlere sarilabilir, 1D nanotiiplere sarilabilir veya 3D grafite istiflenebilir.
Baslangicta, toplu grafitin mikromekanik olarak bdliinmesiyle iiretilmistir. Ancak bu

yontemin verimi ¢ok diisiiktiir ve siirecin kontrol edilmesi zordur.

Glinlimiizde, grafit veya tiirevlerinden dogrudan sentez, metal substratlar tizerinde
kimyasal buhar biriktirme, SiC'nin termal ayrismasi, substratsiz gaz fazi sentezi, grafen
oksitte kimyasal indirgeme ve hatta elektrokimyasal sentez dahil olmak iizere ¢esitli
grafen elde etme yontemleri uygulanmaktadir. Bununla birlikte, kontrollii bir sekilde tek
bir grafen tabakasi elde etmek pratik olarak zordur. Bu nedenle, karbon nanomalzeme,
alt1 {iyeli halkalarda diizenlenmis tek, ¢ift veya birkag (3 ile 10) sp? hibritlestirilmis karbon
atomu katmani olusturdugunda grafen olarak kabul edilebilir. Bu, ii¢ farkli grafen tiirii
arasinda ayrim yapmay1 miimkiin kilar. Daha kalin yapilar, ince grafit filmleri olarak ele

alimmalidir (Geim ve Novoselov,2007).

Grafenin benzersiz 2D yapisi, mekanik, kimyasal, optik, termal ve elektriksel
olanlar dahil olmak iizere olaganiistii 6zellikleriyle sonug¢lanir. Grafen bilinen en ince, en
esnek ve en gii¢lii malzeme olarak tanimlanir. Mekanik olarak kararlidir, kirtlmaya kars1
dayaniklidir ve elmastan daha serttir. Grafen, CNT'lerinkinin (1315 m? g 1) iki kat1 olan
kiigiik bir boyuta ve asir1 derecede genis spesifik yiizey alanma (2630 m? g 1) sahiptir.
GN kimyasal olarak kararlidir ve yiiksek optik gecirgenlige (%9 7,7'ye kadar) ve yiiksek
termal iletkenlige sahiptir. Yar1 metalik bant yapisi, oda sicakliginda elektrigi diger tim
malzemelerden daha hizli iletmesini saglar (hesaplanan iletkenlik 64 mS.cm™,
SWCNT'lerinkinden yaklasik 60 kat daha fazladir). Farkli grafen formlarinin varlig
nedeniyle, bu benzersiz elektriksel Ozellikler tam olarak agiklanamamistir. Bununla

birlikte, GN'nin GC ve hatta CNT'ler gibi diger elektrotlarla karsilagtirildiginda ¢ok iyi
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elektrokimyasal performans sergileyebilecegine dair Onemli kanitlar mevcuttur.
Bir¢ogunun goriisiine gore, grafenin ortaya ¢ikmasi, nanokarbon elektrokimyasinda ve

elektroanalizde ilerleme anlamina gelmistir.

GN ve grafen oksit (GNO) veya kimyasal olarak indirgenmis grafen oksit (CR-
GNO) gibi ilgili malzemelerin genis bir 2D aromatik yiizeyi, ¢ok bilesenli elektrot
malzemelerinin sentezi ve tasarimi i¢in umut verici bir temeldir. Ayrica, hem metalik
olmayan heteroatomlarin (B, S, N ve P) hem de ge¢is metallerinin (Pd, Pt, Rh, Ag, Ni,
Co, Mn ve Fe) dopant olarak dahil edilmesi, GN'nin elektrot olarak kullanimin1 arttirir.
Malzeme kenarlarinda veya yiizeylerinde oksijen i¢eren gruplarin varligi ayrica farkl
spesifik gruplarin baglanmasini kolaylastirir. Boylece, DNA, aptamerler, proteinler,
peptitler, seliiloz, hemoglobin, sitokrom B, enzimler gibi yiiksek hassasiyetli
elektrokimyasal biyosensorler olusturmak i¢in GN, GNO ve CR-GNO'ya ¢esitli organik
bilesikler eklenir.

CR-GNO'nun elektrot malzemesi olarak GNQO'ya gore daha fazla avantaji oldugu
bulunmustur. GN'ye dayali elektrokimyasal sensorler, esas olarak GC olmak tizere kati
elektrotlarin bir modifikasyonu olarak yapilmistir. GN, elektrot ve analit arasindaki
elektron transferini etkin bir sekilde destekler ve bdylece analitik sinyallerini gelistirir.
Grafen bazli elektrotlar, CNT bazli elektrotlara kiyasla daha yiiksek stabilite, daha iyi
iletkenlik, daha ytliksek elektrokatalitik aktivite ve ayrica daha diisiik gerilimlerde daha
biiyiik akimlar gosterir (Wan ve ark., 2012; Martin ve ark., 2014).

2.6. Voltametride Kullamilan Karakterizasyon Yontemleri
2.6.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

SEM analizi veya SEM teknigi olarak da bilinen taramali elektron mikroskobu,
diinya capinda bircok disiplinde kullanilmaktadir. Nanometreden mikrometreye (pm)
kadar olan 6lcekte organik ve inorganik maddelerin analizinde etkili bir yontem olarak
kabul edilebilir. SEM, genis bir malzeme yelpazesinden ¢ok hassas goriintiiler iiretirken
300.000x ve hatta 1.000.000x (baz1 modern modellerde) gibi yiiksek bir biiylitme orani
ile calisir. Energy Dispersive X-ray Spektroskopisi (EDS), kalitatif ve yar1 kantitatif
sonuclar saglamak i¢in SEM ile birlikte calisir. Birlikte her iki teknik de taranan
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numunelerin malzeme bilesimi hakkinda ortak laboratuvar testleri ile saglanamayan temel
bilgileri saglama gerilimine sahiptir. Analiz, malzeme bilimi i¢in ¢ok gelismis bir SEM
Quanta aract olan Sekil 10'da gosterildigi gibi SEM ekipmani ile yapilir. Cihaz, herhangi
bir numuneyi (1slak veya minimum diizeyde hazirlanmis numuneler dahil) tutabilen
degisken bir basing¢ sisteminden olusur. 200 mm capa ve 80 mm ylikseklige kadar
numunelerin analizine izin verir. Cihazin biyiitiilmesi 5x ile 300.000x arasinda
degismektedir. SEM'de kullanilabilecek malzemeler metaller ve polimerler dahil olmak

iizere organik ve kati inorganik malzemelerdir (Mohammed ve Abdullah, 2018).

QLLTRHTT)

Sekil 10. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

2.6.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegcirimli elektron mikroskobu, malzeme bilimi i¢in ¢ok gii¢lii bir aragtir. Yiiksek
enerjili bir elektron demeti ¢ok ince bir numuneden gegirilir. Elektronlar ve atomlar
arasindaki etkilesimler kristal yapi, yapidaki dislokasyonlar ve tane smirlari gibi
ozellikleri gozlemlemek i¢in kullanilabilir. Kimyasal analizler de yapilabilir. TEM,
katmanlarin biliylimesini, bilesimlerini ve yar iletkenlerdeki kusurlari incelemek icin
kullanilabilir. Kuantum kuyularinin, tellerin ve noktalarin kalitesini, seklini, boyutunu ve

yogunlugunu analiz etmek icin yiiksek ¢oziintirliikk kullanilabilir.
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TEM, 1s1k mikroskobu ile aymi temel prensiplerde calisir ancak 1s1k yerine
elektronlar1 kullanir. Elektronlarin dalga boyu 1s18in dalga boyundan ¢ok daha kiigiik
oldugu i¢cin, TEM goriintiileri i¢in elde edilebilecek optimal ¢oziiniirlik, bir 11k
mikroskobundan ¢ok daha iyi bir biiyiikliik derecesidir. Bdylece, TEM'ler i¢ yapinin en
ince ayrintilarini ortaya cikarabilir (Warwick, 2010).

2.6.3. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), ¢ok c¢esitli malzemelerin
elektriksel 6zelliklerini arastirmak i¢in hizli, tahribatsiz ve kolayca otomatiklestirilebilir
bir tekniktir. Siniizoidal bir potansiyel uygulamaktan ve akim tepkisini 6lgmekten olusur.
Nyquist grafigi olarak bilinen sonugtaki faradaik impedans spektrumu, ¢ift katmanl
kapasitans, elektrolit ¢ozeltisinin omik direnci, elektron transfer direnci ve Warburg
diflizyon impedansi gibi unsurlar hakkinda bilgi icerir. Bu esdeger elektrik devresi,
numunenin bir parmak izini temsil eder, 6zellikleri ve arayiiz elektrotu/cozeltisi hakkinda

degerli bilgiler saglar.

Grafen, insan tarafindan bilinen en iletken malzemelerden biridir, bu nedenle
malzeme iletkenligini artirmak i¢in modifiye elektrokimyasal sensorler hazirlamanin ana
hedeflerinden biridir. EIS, elektrot/¢ozelti arayiiziindeki elektron yiikii aktarimi nedeniyle
Nyquist grafiginde sunulan diren¢ yarim dairelerini analiz ederek bu fenomeni ortaya
koyabilir. EIS'deki detayli ¢alismalar, farkli yontemlerle sentezlenen GO ve RGO
hakkinda da bilgi verebilir. Farkli yapilara sahip kompozitler de karakterize edilebilir ve
etkilesimleri incelenebilir. EIS, malzeme/cozelti arayiiziinde farkli molekiillerin difiizyon

ve absorpsiyon siirecini incelemek i¢in de kullanilabilir (Nossol ve ark., 2021).

2.7. Grafen ve Grafen Oksit i¢cin Sentetik Teknikler

2004 yilinda, Nobel Odiilii sahibi Konstantin Novoselov ve Andre Geim, grafit
styirma yoluyla birkag atomik katman kalinliginda grafenin hazirlanmasini ilk kez
yayinlamiglardir. 2009'da, '"benzersiz elektronik sistem" terimi, grafenin farkli
uygulamalar1 hakkinda daha fazla arastirmaya duyulan ihtiyact vurgulayan Geim
tarafindan tanitilmistir. Grafen ve GO f{iretimi i¢in kullanilan sentez yontemleri asagida

iki bolimde incelenmektedir; asagidan yukariya yaklasimlar ve yukaridan asagiya
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yaklagimlar Sekil 11 (Shams ve ark., 2015) verilmistir.

Sekil 11. Grafen sentez asagdan yukariya ve yukardan asagiya.

2.7.1. Asagidan yukariya yaklasimlar

Asagidan yukariya yaklasim, malzemenin bir tohumdan bir aga¢ olusumu gibi

daha kiiciik birimler veya varliklar kullanilarak tiretildigi tekniklere isaret etmektedir.

Epitaksiyel Bilyiime

Epitaksiyel biliylime, grafen katmanlarinin kristal bir substrat iizerine
yerlestirildigi sentetik bir tekniktir. Bu farkli substrat tiirleri altigen bor nitriir, Ir, Ru, Cu,
silisyum karbiir (SiC), Pt, vb. olabilir. Epitaksiyel biiyiime ile sentezlenen grafen, 6nemli
bir avantaj olarak kabul edilen standart bir litografi yontemi kullanilarak modellenebilir.
Dezavantajlar1 ise kalinligi kontrol etmenin zor olmasi ve spesifik ve net bir biiyiime
modelinin olmamasidir. Cu, Ru, Ir ve Pt gibi daha kaliteli grafen iiretmek icin diger

substratlar arastirilmistir (Zheng ve Kim, 2015; Kruskopf ve ark.,2016; Yang, 2013).
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Kimyasal Buhar Biriktirme (CVD)

CVD, son calismalarda gosterildigi gibi grafen i¢in daha pratik bir sentetik yontem
olabilir. Bu yontem, yiiksek sicakliklarda karbon igeren bir kaynak gaz varliginda grafen
biiyiitmek i¢in metalik bir substrat (yani nikel veya bakir folyo) kullanir. Proseste
kullanilan kosullar metan, metan-hidrojen, metan-hidrojen-argon dahil olmak tizere farkli
karbon kaynak gazlarina gore degisir. Bir gecis metali substratinin yiiksek sicaklik altinda
bir hidrokarbon gazina maruz birakilmasi, grafen ¢ekirdeklenmesine ve biiyiimesine yol
agmaktadir. Massachusetts Teknoloji Enstitiisii'niin 2009'daki ilk CVD raporunda, 1 ile
10 katmanlar1 olan ultra ince bir grafen filmi sentezleme girisimleri ve yiiksek seyreltmede
hidrokarbon akis1 ile 900-1000°C'de bir nikel film kullandigi yazilmistir. Bu CVD
isleminde, nikel film ve karbon atomlar1 bir araya gelerek kat1 bir ¢ozelti olusturur.
Nikeldeki karbon ¢oziiniirliigliniin sicakliga bagimliligi géz oniine alindiginda, sogutma
islemi sirasinda karbon atomlarmin ¢okelmesiyle grafen tabakasi olusturulmustur. CVD
ile bliytitiilmiis grafen tabakasinin metalik substratindan ayrilmasi genellikle kimyasal
asindirma ile gerceklestirilir. Ancak kimyasal asindirma maliyeti artirir ve uzun bir
iyilesme siiresi gerektirir. Alternatif olarak, grafen filmlerin bakir substratlardan uzakta
elektrokimyasal delaminasyonu, elektrolit olarak K>S»0g kullanilarak gergeklestirilmis ve
grafen/Cu'yu desteklemek icin poli(metil metakrilat) (PMMA) kullanilmistir. Bu
yontemin sematik bir gosterimi Sekil 12'te gosterilmektedir (Vlassiouk,2011; Wang,
2011).
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Sekil 12. Kimyasal Buhar Biriktirme.
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Hummer yontemi

KMnO4, NaNO3 veya KCIO3 gibi giiglii oksitleyici ajanlarin kullanimi, asidik bir
ortamda grafiti oksitlemek i¢in kullanilabilir. 1859'da Brodie, grafitin potasyum Kklorat ve
nitrik asit ile iglenmesiyle yeni bir tiir karbon yapisinin elde edildigini ve buna “Grafon”
adim1 verdigini bildirmistir. Buglin bu yontem, GO hazirlamak i¢in kullanilan temel

metodolojinin bir 6rnegidir.

Bundan sonra, 1898'de Staudenmaier, bir siilfiirik asit ve nitrik asit karisimi
varliginda yavas yavas klorat ekleyerek Brodie'nin yaklagimini gelistirmeye ¢aligsmustir.
Daha sonra 1958'de Hummer ve arkadaslari, gelistirilmis bir grafen malzemesi tiretmek
amactyla H2SO4 iginde KMnOs4, NaNOs igeren bir reaksiyon karisiminin kullanimini
gostermistir. Bu reaksiyon o zamandan beri degistirilmis Hummer yontemi olarak
adlandirilmistir. GO, oksijen iceren bircok fonksiyonel grup igerir, bu da onu ¢esitli
uygulamalarda kullanim i¢in kimyasal olarak islevsellestirilmek {izere saf grafenden daha
iyl bir malzeme yapar. Bununla birlikte, Hummer yontemiyle hazirlanan oksitlenmis
grafitten hazirlanan grafenin, grafenin dogrudan oksidasyonu ile istesinden gelinebilecek

siirlt homojenlik gibi bazi dezavantajlart vardir.

GO'nun gereksiz yere yiiksek oranda oksitlendigi diisiiniilebileceginden,
indirgenmis bir form olan rGO hazirlanmigtir. GO'nun indirgenmesi sirasinda, kimyasal
ve fiziksel Ozellikleri gesitli faktorler etkileyebilir. Ornegin, oksidasyon derecesinin
ayarlanmas elektriksel iletkenligi, GO ve katkili nanokristaller arasindaki etkilesimi ve
elektronik bant araligini kontrol edebilir. rGO, mikrodalga destekli indirgeme, termal
indirgeme, kimyasal indirgeme lektrokimyasal indirgeme, fotokimyasal indirgeme ve
fototermal indirgeme gibi bir dizi farkli indirgeme yontemiyle elde edilmistir. Hummer'in
yonteminin de kimyasal peeling icerdigi i¢cin yukaridan asagiya bir yontemolarak kabul

edildigi belirtilmelidir (Sekil 13) (Song ve ark., 2014; Alam, 2017).
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Sekil 13. Hummer metodu ile grafen sentezi (Song ve ark., 2014).

2.7.2. Yukaridan asagiya yaklasimlar

Asagidan yukariya ragmen, yukaridan agagiya yaklagimlar, 6rnegin bir agagtan bir
ahsap durum yapmak veya silikon kiilgelerden silikon gofret iiretmek gibi, yiiksek
dereceli yapmin daha diisiik dereceli bir varliga doniistirtildigi prosediirlerdir.
Yukaridan asagiya yaklasimlar, asagidan yukariya yaklasimlardan daha biiyiik miktarlar
tiretmek igin Ol¢eklenebildikleri i¢in yakin zamanda arastirilan, sivi ortamdaki toplu

grafitten grafen katmanlarinin sentezini ifade etmektedir.

Mekanik Eksfoliyasyon

Bu yaklasimin amaci, grafen tabakalarmi bir arada tutan van der Waals
kuvvetlerinin iistesinden gelmektir; buradaki zorluk, tabakalara zarar vermemek ve

tabakalar pul pul dokiildiikten sonra meydana gelebilecek tabakalarin yeniden
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yigilmasindan kagimmaktir. Grafen filmler, ilk kez, iyi yonlendirilmis pirolitik grafitin
tekrar tekrar soyuldugu mekanik bir pul pul dokiilme teknigi (mekanik boliinme olarak da
adlandirilir) ile iiretildi ve sonugta 10 pm boyutuna kadar grafen film katmanlar1 olustu
ve yaklagik 3 nm kalinliginda pullar ortaya ¢ikt1 (oksitlenmissilikon gofret {izerinde).
Katmanlarin ayrilmasi, ¢cok zayif ara katman van der Waals kuvveti nedeniyle, Scotch
bant, SiO damgasi, paladyum film veya PDMS damgas: kullanilarak kolayca
gerceklestirilebilir. Diisiik maliyet, basitlik ve biiylik miktarlarda grafen iiretme yetenegi
bu sentetik yaklasimin avantajlarindan bazilaridir. Ana dezavantajlar, boyutun ve
kristallik kalitesinin kontroliinliin kolaylikla garanti edilememesidir (Ebbesen ve

Hiura,1995; Liang, 2009; Yi, 2015).

Kimyasal Eksfoliyasyon

Kimyasal pul pul dokiilme, grafit katmanlar1 oksidasyon yoluyla veya dogrudan
coziiciiler kullanilarak birbirinden ayrildiginda meydana gelir. Oksidasyon sirasinda
olusan farkli oksijen iceren gruplarla islevsellestirme, grafit katmanlari arasindaki
mesafeyi artirarak katmanlar arasindaki van der Waals kuvvetinin azalmasina neden olur.
Grafiti pul pul dokmek i¢in grafen tiretmek i¢in hidrazin gibi gesitli indirgeyici ¢oziiciiler

kullanilmistir. Hidrat, Nmetil-2-pirolidon, metansiilfonik asit ve iyonik ¢oziiciiler.

Grafen iiretiminde hidrazin bazli indirgeyici ajanlar yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, c¢ok toksik ve patlayici bir kimyasal oldugu i¢in kullanimi biiytlik o6lcekte
sorunludur. Paredes ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, sodyum borohidrit,
pirogallol ve C vitamini dahil olmak iizere diger kimyasallarla birlestirilmis hidrazin
karsilastirilmistir. Indirgemeden sonra c¢okelme olmadan hem organik hem de sulu
ortamda iyi1 dagilmig bir {riin lireten GO'yu oksijensizlestirmek icin etkili bir siire¢
bulmaya ¢alismiglardir. Bu alternatifler arasinda sadece C vitamininin hidrazinden {istiin

oldugu bulunmustur (Parvez ve ark., 2013; Fernandez-Merino ve ark., 2010).
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Sekil 14. Grafitten oksidasyon prosesi ile grafen eldesini
Elektrokimyasal pul pul dokiilme

Siireg, grafitin HBr, HCl, HNO3 ve H2SO4 gibi ¢esitli elektrolitlerle birlikte
elektrot olarak kullanilmasini igerir. Bu elektrolitler arasinda HoSO4, zaman ve kalinlik
acisindan en uygun eksfoliasyon verimini gostermis, ancak cok sayida kusurlu grafen
iretmistir. Bu sorunun iistesinden gelmek icin elektrolitin asitligini azaltarak grafitin
oksidasyonunu 6nlemek icin HoSO4 ¢ozeltisine KOH eklenmistir. Son zamanlarda, Pan
ve arkadaglari, KOH eklenirken < 10 V'luk diisiik bir potansiyel uygulanmasinin islemi
¢ok yavas ve verimsiz hale getirdigini one siirmiislerdir. Bu nedenle, elektrokimyasal
eksfoliasyonu yeni kesfedilen kivilcim plazma sinterleme ile birlestiren bir yontem
onermislerdir. Ayrica, toplanmay1 6nlemek i¢in elektrokimyasal pul pul dokiilme iglemine
yiizey aktif maddeler eklenmistir. Genel olarak, elektrokimyasal pul pul dokiilmenin
endiistriyel 6l¢ekte grafen tiretmek icin diisiik maliyetli, yiliksek verimli ve ¢evre dostu bir

islem oldugu kanitlanmistir (Su ve ark., 2011; Gong 2017).
Ark Desariji

Ark desarj1 ilk olarak 1991 yilinda fulleren tiretimi i¢in tanimlanmistir. Grafen
iretmek icin ark desarj islemi, tampon gazlarin varliginda yiiksek saflikta grafit elektrotlar
kullanir. H2 veya He gibi tampon gazlar kullanilmistir. H2 tampon gazi kapali yapilarin
olusumunu Onleyebilir ¢linkii Hz'nin varligi “sarkan baglarin” sona ermesine yol
acabilmektedir. Tampon gazina karistirilan helyumun yiiksek kristallige sahip bir
malzeme ile sonuclandig1 gosterilmistir. Basitligi, ucuzlugu ve en 6nemlisi daha az

malzeme ile biiylik Olgekte grafen iliretme olasiligi nedeniyle ark desarji grafen igin
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sentetik bir yontem olarak kullanilmistir (Chen ve ark., 2012; Arora ve ark., 2014).

2.7.3. Grafenin kovalent modifikasyonu

Grafen malzemelerinin islevsellestirilmesi, diisiik dagilabilirlik, kimyasal
eylemsizlik ve sifir bant araligi gibi yapisal dezavantajlarin iistesinden gelmek igin
kullanilir. Modifikasyon stratejileri, yapistirma tiirlerine gore kovalent ve kovalent
olmayan yontemler olarak iki gruba ayrilir. Kovalent olarak islevsellestirilmis grafen
malzemeleri, en ¢ok ¢aligilan islevsellestirme tiirtidiir. Grafen malzemelerinin substratlar
iizerinde kovalent islevsellestirilmesi, tek atomlu reaksiyonlar (oksidasyon,
hidrojenasyon, halojenasyon), radikal reaksiyonlar ve siklo katilma reaksiyonlar1 dahil
olmak iizere reaksiyon tiplerine gore kategorize edilebilir. Ayrica polimerler, grafene

kovalent olarak baglanmak i¢in en sik kullanilan malzemelerdir (Criado, 2015).

Oksidasyon

Oksitlenmis grafen (OxG), Hummer yontemi kullanilarak grafitin asit islemleriyle
kolayca elde edilebilir. Bu siirecte, bu yontemde yer alan zorlu ortam nedeniyle altlik
iizerindeki grafen tabakasinin kararliligi 6nemli bir faktordiir. Grafiti 6nce oksitlemek ve
ardindan grafen oksit olusturmak icin pul pul dokmek genellikle daha basittir.
Staudenmaier, Hofmann, Brodie ve Hummer's dahil olmak iizere dort ana prosediir vardir.
Bu yontemlerin tiimiinde asidik ortamda gii¢lii oksitleyici ajanlar kullanilmaktadir.
Yoshinobu et. al, epitaksiyel grafen, SiC substratindan pul pul dokiilmeden oksitlenerek,
60°C'de Hummer yontemine benzer oksitleyici maddeler kullanmiglardir. Bununla
birlikte, Hummer yontemindeki yikici kosullara ragmen, ¢alisma, diiz bir yapiya ve 0,4
eV'ye esit bir bant aralifina sahip OxG'ye yol agan hafif bir damla dokiim prosediirii
onermislerdir (Hossain ve ark., 2014; Sturala ve ark.,2018).

Hidrojenasyon

Bir karbon bilesigine eklenebilecek en basit atom hidrojendir ve bu nedenle
hidrojenasyon kovalent islevsellestirmenin ilk 6rnegi olabilir. Kovalent olarak bagl

hidrojen atomu, bagli karbon atomunun hibridizasyonunu sp?den sp®e degistirerek sifir
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bant aralikli grafeni 3.5 eV bant araligi ile hidrojene grafene (HyG) doniistiiriir. Grafen
malzemeleri, yari1 iletken veya iletken olmayan 2D malzeme iireten plazma veya sivi bazl
yontemler kullanilarak hidrojenlenebilir. Bu 6zellik, esnek elektronik alaninda biiytik ilgi
gormiistiir. Kismen HyG, pul pul dokiilmiis grafenin 2 saat boyunca plazma muamelesi
kullanilarak ilk kez elde edilmis ve ilging bir sekilde, 450°C'de 24 saat siireyle tavlamadan

sonra, grafen 6zellikleri kolayca yeniden restore edilebilmistir.

Yakin tarihli bir ¢calismada, iki aliiminyum elektrot (25KV, 15 W, 160 Hz)
arasinda elektrik arklar1 olusturarak darbeli bir ark kiime iyon kaynagi kullanilarak bir
HyG yalitkani elde edilmistir. Elde ettikleri sonuclar, odaklanmis elektron isinlar ile
isinlama siiresini artirarak HyG'nin Olciilen elektrik direncini 200 KQ'dan 2 KQ'a
kademeli olarak diisiirmenin miimkiin oldugunu gostermislerdir. Calisma, yar1 iletken
veya iletken grafenin CH baglarinin (elektron 1511 tarafindan indiiklenen) ayrigmasinin,
seffaf ve esnek elektroniklerin ve giyilebilir elektroniklerin imalatinda faydali olabilecek
18 nm ¢oziiniirliikli yalitkan HyG tizerinde yapilabilecegini gostermistirler (Soni ve ark.,
2018; Liu ve ark., 2018).

Halojenasyon

Tek atomlu kovalent islevsellestirmenin tigiincii smnifi halojenasyondur.
Hidrojenasyon gibi, halojenli grafen (HaG), bozulmamis grafenden daha biiyiik bir bant
aralifi, daha diisiik ylik hareketliligi ve iletkenlik iiretir. Halojenasyon isleminde, halojen
atomlar1 bir halojen-plazma yontemi, fotokimyasal reaksiyonlar veya halojen igeren
reaktifler (XeF2 gibi) kullanilarak grafene kovalent olarak baglanabilir. Uriinler diger
halojenlere gore daha kararli oldugundan halojenasyon i¢in ¢ogunlukla flor ve klor
kullanilir. Hidrojenasyon gibi, halojenlerin karbon atomlarina kovalent baglanmasi,
karbon atomu hibridizasyonunda sp2'den sp3'e bir degisiklik tiretir. Bununla birlikte, klor

iyonik baglar yoluyla karbon atomlariyla da etkilesime girebilir (Copetti ve ark., 2018).

Radikal Reaksiyonlar

Diazonyum tuzlarinin indirgenmesinden iiretilen aril radikalleri, grafen yapisinin

yiizeyinde ekleme reaksiyonlarina girebilir. Aril diazonyum katyonlari, grafen
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substratindan elektronlar1 kabul eder ve nitrojen gazi salarak, grafen i¢indeki aromatik
halkalara saldiran bir aril radikali iiretilir. Bu modifikasyon yontemi, yiiksek derecede

islevsellik iiretebilir ve tiriinler bir¢ok kosulda stabildir (Jiang ve ark., 2006).

Siklolizasyon

Elektronik bant araligini ve grafenin iletkenligini degistirmek i¢in donlisimli
ekleme reaksiyonlar1 kullanilmistir. Siklolizasyon ¢ogunlukla, bir ¢ift karbon atomunun
hibridizasyonunun sp?den sp®e degistirildigi ve elektronca zengin bir organik dien ile
birleserek yeni bir halkanin olusturuldugu bir islem olan Diels-Alder reaksiyonu yoluyla
gerceklestirilir. Bu islem grafenin bant araligini arttirir. Siklo ekleme reaksiyonunun
optimizasyonunda bir¢ok belirsizlik olmasina ragmen, Sarkar ve digerleri bunu daha
derinlemesine kesfetmeye calistilar. Daha yakin zamanlarda, laboratuvarda Diels-Alder
reaksiyonunu kullanarak grafen, GO ve rGO'yu kovalent olarak modifiye eden bagka

caligmalar da yapilmistir (Petrushenko, 2014; Cernat ve ark., 2019).

Genel olarak, kovalent eslestirme, asagidakileri igeren kovalent baglarin
olusumunu igerir (Sekil 15). Grafenin bazal diizlemindeki karbon atomlarinin
heteroatomlarla degistirilmesi, grafenin C = C baglarina serbest radikallerin eklenmesi ve
organik fonksiyonel gruplar ile oksijen iceren fonksiyonel GO gruplar1 arasindaki
reaksiyonlar, ayrica bunun gibi reaksiyonlarda grafen iizerine yapilan arastirmalar da

mevcuttur (Koehler ve ark., 2013).
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Sekil 15. Modifiye grafen 6rnegi
2.8. Grafen Modifiye Eelektrotlarla Ilgili Kaynakca Arastirmasi

Zhao ve ark., (2015) calismasinda, grafen ile modifiye edilmis bir tantal tel elektrot
iizerinde MgO nano kayislarinin elektrodepozisyonu ile AA, DA ve UA'nin eszamanl
tespiti i¢in elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir. Sensdr, yalnizca iic maddenin
oksidasyonuna yonelik iyi elektrokatalitik aktivite sergilemekle kalmadi; ayn1 zamanda
bu {i¢ tiirin CV oksidasyon piklerini, ti¢ iyi tanimlanmig pike ayirmistir (Zhao ve
ark.,2015)

HO (0] N
HN
NH
HO o~ N
OH H
Dopamin Askorbik asid urik asid

Sekil 16. Onemli endojen molekiiller
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Yigit ve ark., (2021) ¢calismasinda 4 basamakl1 bir reaksiyon ile ¢ok duvarli karbon
nanotiip yapisina borik asit baglayarak bu yapiyr camimsi karbon elektroda modifiye
etmislerdir (Sekil 17). Bu calismada katodik olarak 6n isleme tabi tutulmus camimsi
karbon elektrotta adsorptif anodik siyirma voltametrisi kullanilarak dopamin tayini igin
elektrokimyasal bir yontem gelistirilmistir. Dopamin tespitinde kullanilan bu sensor
calismasi borik asit iceren ve 5.1 nmol L hassasiyetle 6l¢iim yapan ilk ¢alisma olarak

literatiirde yer almaktadir (Yigit ve ark., 2021).

sOcl,

DMF 70°C

Sekil 17. Boramidik asit-cok duvarli karbon nanotiip ¢alismasi

Gida giivenliginin izlenmesing hedefleyen Narayanan ve ark. (2015), botulinum
norotoksininin (BoNT) tespiti i¢in voltametrik bir immiinosensor tasarlamislardir.
Onerilen sensdr iizerinde kovalent olarak immobilize edilmis BoNT antikoru ile
CRGO'yu algilama platformu olarak modifiye edilen karboksil gruplari kullanildi. GCE
elektrokimyasal indirgeme yoluyla karisik bir tek p-nitrofenil ve fenil tabakasi (Ph—
PhNH2/GCE) ile modifiye edildi. BoONT'nin nicel analizi i¢in AgNP'lerin styirma akimi
kullanildi. Iimmiinosensér, 5 pg mL? 'de LOD ile 10 pg mL? - 10 ng mL? araliginda
BoNT'"yi se¢ici olarak saptayabilecek sekilde gelistirilmistir. (Narayanan ve ark., 2015).
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Gida toksinlerinin yami1 sira, kolesterol gibi Onemli biyolojik molekiillerin
algilanmasinda antikorlar da kullanilabilir. Ali ve ark. (2014), algilama arayiizii olarak
aminli CRGO tiizerine kovalent olarak immobilize edilmis antikor ile bir impedimetrik
lipid kolesterol immiinosensoru lirettiler. Algilama arayiiziine dayali olarak; 5-120 mg dL"

1ik bir algilama aralig1 ve 5 mg dL! 'lik bir LOD elde edilmistir. (Ali ve ark., 2014),
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3.GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Deneysel Calismada Kullamilan Materyal ve Yontemler

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Sentez i¢in kullanilan kimyasallar, tionil kloriir (SOCI2), dimetilformamid (DMF),
susuz tetrahidrofuran (THF), etilendiamin, borik asit, grafit, sodyum nitrat, siilfiirik asit

(H2S04), potasyum permanganat (KMnOys), hidrojen peroksit (H202) olarak kullanild.

IBR, sodyum hidroksit, nitrik asit (%65, A/A), hidroklorik asit (%37, A/A),
fosforikasit (%85 A/A), asetik asit (%99-100 A/A), borik asit, disodyum hidrojen fosfat,
dimetil stilfoksit, aliminyum oksit, potasyum ferri siyaniir, potasyum ferro siyaniir
voltametrik ¢alismalar i¢in kullanilmistir. Tiim ¢alismalarda Milli-Q sistemi (Millipore)

ile saflastirilmis su kullanilmigtir.

3.1.2. Kullamilan cihazlar

Elektrokimyasal deneyler ve elektrot karakterizasyon calismalari, NOVA 2.1
elektrokimyasal yazilimi tarafindan kontrol edilen bir Autolab PGSTAT 101 (Metrohm
Autolab B.V., Hollanda) iizerinde gerceklestirilmistir. Deneyler, camsi bir karbon
elektrotu (GCE; ©: 3 mm, ¢ap, BAS, MF-2012, ABD) ve GO-NH B(OH): igeren ii¢
elektrotlu bir voltametrik hiicrede (hacim 10 mL) gerceklestirilmistir. Calisma elektrotu
olarak modifiye GCE, yardimci elektrot olarak platin tel (BAS, MW-1032, ABD) ve bir
Ag/AgCl (3 mol L KCI) referans elektrotu (BAS, MF 2056, ABD) kullanilmustir.
Cozeltinin pH ol¢timleri, WTW laboratuvar i¢i pH 720 ile yapilmustir.

Modifiye edici ajanin yapist, 20 kV hizlanma potansiyelinde bir SE dedektorii olan
bir JEOL JSM 5600 taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak karakterize
edilmistir. Ayrintili yiizey morfolojisi icin SEM kullanilmistir (Goriintiiler sirasiyla
x1000, 2000 ve 1000 biiyiikliikte gergeklestirilmistir). Gegirimli elektronik mikroskobu
(TEM) goriintiilemesi, GO i¢in X7000, GO-NH2 i¢in X6000 ve GO i¢in X8000 biiyiitmeli
Hitachi HT7800 TEM (100.0kV) ile yapilmistir.
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X-1s1m1 kaynagi: AI Ka Monokromatik (1486.68 eV), spot boyutu 300 pm,
ornekleme alan1 60x60 mm olarak secilmistir. Analizor, genel tarama icin 200 eV gecis
enerjisi ve kismi tarama igin 50 eV gegis enerjisi ile 180° yar1 kiiresel analizor -128 kanal
dedektorii kullanilmistir. XP cihaz ylizey analizi 3 c¢alisma parametresinde
gerceklestirilmistir.  GO-NH-B(OH)2'nin elementel bilesikleri XPS ile karakterize

edilmistir.

3.1.3. GO-ED-BA nanoparc¢aciklarinin sentezi

GO-Cl olusumu

Grafen oksit (GO), Hummers yontemine gore hazirlanmistir. (Celebi ve ark.,
2017). Daha sonra, GO-COOH (300 mg) 25 mL'lik bir cam siseye yerlestirillip,
ardindan sirayla SOCl; (10 mL) ve kuru DMF (1 mL) eklenmistir. Reaksiyon ortami, 70
°C'de 24 saat 1sitilmistir. Isitma tamamlandiktan sonra, katiy1 ¢ozeltiden ayirmak i¢in bir
gooch pota (No: 4) lizerinde siizme yapilmistir. Bir Gooch potasindan (No: 4) siizme
stirasinda kati, 6nce kuru dietil eter, kuru THF veson olarak kuru DMF ile yikanmistir.
Yikandiktan sonra elde edilen kati, bir vakumlu firinda 50 °C'de 24 saat kurutulmustur.
Daha sonra yiizey karakterizasyonlari i¢cin FTIR, SEM, TEM, XPS cihazlar
kullanilmistir (Sekil 18).

SoCl,
DMF 70°C

Sekil 18. GO-CI molekiillerinin sentezi
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GO-CO-NH2'nin Olusumu

GO-CO-CI (100 mg) bir cam siseye (25mL) alind1 ve 4 mL etilendiamin ilave
edilmis ve reaksiyon ortami 110 °C'de 24 saat 1sitilmistir. Isitmadan sonra, bir gooch
potasinda (No: 4) sltizme yapildi ve nihai kati, kuru THF ile yikanmistir. Sonraki asamada
yiizey bilgisi i¢cin vakumlu etiivde50 °C'de 24 saat kurutulmustur. Daha sonra SEM, TEM,
XPS ve FT-IR ile ylizey karakterizasyonlar1 yapilmistir (Sekil 19).

2
o
DMF 110°C

Sekil 19. GO-CO-NH2 molekiillerinin sentezi

GO-NH-B(OH)2'nin Olusumu

GO-NHz2 (100 mg) ve SmL DMF cam bir cam balona (25mL) yerlestirilmis ve bir
stire karistirilmistir. Daha sonra buna borik asit (300 mg) eklenmis ve reaksiyon ortami
120°C'de 24 saat 1sitilmistir. Isitmadan sonra katiyr ¢ozeltiden ayirmak i¢in gooch pota
(No: 4) lizerinde slizme yapilmistir. Filtrasyon sirasinda kati, 6nce saf su, THF ve daha
sonra etil alkol ile yikanmistir. Yikandiktan sonra elde edilen kati vakumlu etiivde
50°C'de 24 saat kurutulmustur. Daha sonra SEM, TEM, XPS ve TGA ile yiizey analizi
yapilmistir (Sekil 20) (Yigit vd., 2021).
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Sekil 20. GO-NH-B(OH); molekiillerinin sentezi

3.1.4. Cozeltilerin hazirlanmasi

Ibrutinib ¢ézeltisini hazirlamasi

Numune 1000 pg mL? olacak sekilde 10 mg IBR iizerine 10 ml metanol bir tiipe
eklenmistir. Hazirlanan ¢dzeltiler, kullanilmadig siire i¢inde 151k almayacak sekilde +4
°C'de saklanmistir. Uygun destek elektroliti icerisinde Ol¢iimii yapilacak cesitli

derisimdeki standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda stok ¢ozeltilerden yararlanilmstir.

Destek elektroliti cozeltilerinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektroliti ¢zeltisi olarak Britton-Robinson tamponu (BR 0.04
mol L 1, pH 2.0-10.0), fosfat tamponu (0.1 mol L%, pH 2.5; 7.4) ve asetat tamponu (0.1
mol L, pH 4.8) ¢dzeltileri kullamlmistir. BR tamponu i¢in 0.04 mol L H3BOs, 0.04 mol
Lt HsPO4 ve 0.04 mol L? CH3COOH karisimim igeren ¢ozeltiye 5 mol L™t NaOH
c¢ozeltisi eklenerek istenen pH degerine ayarlanmistir. Fosfat tamponu i¢in 0.1 mol L
NaHPO4.7H,0 ¢ozeltisine 5 mol Lt NaOH ya da 5 mol L™ HCI ¢ozeltisi eklenerek
istenen pH degerine ayarlanmigtir. Asetat tampon igin ise, 0.1 mol L* CH3COOH
¢ozeltisine 5 mol Lt NaOH eklenerek istenen pH degerine ayarlanmistir. Tampon

cozeltileri hazirlandiktan sonra cam siselerde buzdolabinda saklanmastir.

Redoks probu ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5.0 mmol L KsFe (CN)s/KaFe(CN)s (1/1) igeren 0.10 mol L KCI ¢dzeltisi, belli

miktardaki kat1 maddelerin, 0.10 mol L * derisimdeki KCI ¢ozeltisi icinde ¢coziilmesi ve
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hacmin saf su kullanilarak tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Diger tiim ¢ozeltiler gibi,

hazirlanan redoks prob ¢ozeltisi, buzdolabinda +4 °C’de saklanmaistir.

Giimiis nanopartikiil (AgNPs) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Sodyum borohidrit ve trisodyum sitrat kullanilarak giimiis nanopartikiiller
(AgNP'ler) elde edilmistir (Gao ve ark., 2020). 19.0 mL saf suya giimiis nitrat (0.5 mL,
10.0 mmol L ') ve sodyum sitrat (0.5 mL, 40.0 mmol L) ilave edilmis ve karistirilmistir.
Daha sonra 0.5 mL taze hazirlanmis sodyum borohidrit eklenmis ve siirekli

karigtirllmistir. Renksizden sar1 renge doniince ¢ozelti hazir hale getirilmistir.

3.1.5. AgNPs, GO-NH-B(OH)2, ve GO-NH-B(OH)2@AgNPs ile camimsi1 karbon

elektrodun modifikasyonu

Elektrot modifikasyonundan 6nce, GCE, 0.05, 0.1 ve 0.5 um aliiminyum oksit
bulamaci ile bir parlatma bezi pedi {lizerinde iyice parlatilmistir. Parlatma isleminden
sonra ¢ift distile su ile iyice durulanmistir. Bu mekanik temizleme isleminden sonra
elektrot kurumaya birakilmistir. AgNP'leri bir mikropipet kullanilarak GCE yiizeyine
10.0 pL olacak sekilde damlatilmistir. AgNP'ler ile kapli GCE, kurumasi i¢in oda
sicakliginda birakilmistir. GO-NHB(OH). ile modifiye edilecek GCE'yi hazirlamak i¢in;
2.5 mL saf suya 5.0 mg GO-NH-B(OH): ilave edilmis ve yaklasik 4 saat boyunca bir
ultrasonik banyoda tutulmustur. Siyah bir siispansiyon elde edildikten sonra elektrot
yiizeyine 10.0 uL ilave edilmis ve herhangi bir islem gérmeden kurumaya birakilmistir.
Son olarak, AgNPs/GCE iizerinde GO-NH-B(OH): ile daha fazla modifikasyon igin,
onceden hazirlanmis 5.0 pL. GO-NH-B(OH)2 siispansiyonu AgNPs modifiye GCE
iizerine damlatilarak dokiilmiis ve elektrot sonra tekrar kurutulmustur. Boylece, GO-

NHB(OH).@AgNPs/GCE yeni birelektroanalitik sensor olarak kullanilmustir.
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Calismada Kullanmilan elektrotlarin temizlemesi

Voltametrik deneylerde elektrot yiizeyinin temiz olmasi 6nemlidir. Elektron
transferi acisindan aktivasyon islemi, yiizeyde biriken kirliliklerin atilmasi, yilizeyde
bulunan fonksiyonel gruplarin olusmasini, aynt zamanda yiizey alaninin biiytiltiilmesini
saglamaktadir. Aym1 zamanda elektrot ylizeyinin temiz olmadigr durumlarda
yiikseltgenme/indirgenme pik akiminda azalma ve pik geriliminde kayma meydana
gelebilmektedir. Elektrot yiizeyinin temizlenmesi, bagka bir ifadeyle aktive edilmesi i¢in
cesitli On islem metotlar1 vardir. Bu islemin amaci reaksiyonun tersinirligini arttirmaktir.
Cams1 karbon elektrot temizlenmesi mekanik olarak aliiminyum oksit ile yapilmistir.
Modifiye edilmis eletrodun temizlenmesi +0.0 V ile +1.4 V potansiyel araliginda tekrarli
3 dongii ile 0.1 V st hiziyla gerceklestirilmistir. Sonrasinda elektrot distile su ile

yikanarak kullanimi hazir hale getirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Modifiye Edilmis Grafen Oksit'in Karakterizasyonu
4.1.1. SEM analizleri

Numunelerin yap1 karakterizasyonu, 20 kV hizlanma voltajinda SE dedektorlii bir
JEOL JSM 5600, taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilmistir. Grafen
oksit, Hummers yontemine gore hazirlanmigtir (Marcano ve digerleri, 2010). Ayrintili
yiizey morfolojisi i¢in taramali elektron mikroskobu kullanilmistir (Goriintiiler sirastyla
x1000, 2000, 1000 biiyiitmede elde edildi). Sekil 21°deki GO katmanlarinin SEM
goriintiilerine gore; GO kinsiklik ve kivrimlara sahip oldugu gdzlemlenmistir
(Muniyalakshmi,2020). Goriintiilerden ‘siinger yapisi’ gibi bir goriintii tanimlanmustir.
Aminasyon islemi ile birlikte diizensiz kiimelenmis ince tabakalardan olusan GO NH>
tespit edilmistir (Ge vd., 2018). GO-NH2 borik asit modifikasyonu sonrasi daha fazla

yiizey piiriizliiliigii olan goriintiilerden belirlenmistir (Tsierkezos vd., 2016).

L
XZ,868  1@Nm

28ky %1 88E  (Bum Joky

Sekil 21. (a) GO, (b) GO-NHj, ve (c) GO-NH-B(OH), SEM gériintiileri.

4.1.2. TEM analizleri

Sentezlenen GO, GO-NH2 ve GO-NH-B(OH)2'nin morfolojik 6zellikleri {izerine
ylizey c¢alismalar1 Sekil 22'te gosterildigi gibi TEM ile gergeklestirilmistir. Gegirimli
Elektronik Mikroskobu (TEM) goriintiilemesi Hitachi HT7800 TEM (100.0kV) sirasiyla
GO i¢in X7000, GO-NH: i¢in X6000 ve GO-NH-B(OH). i¢in X8000 biyiitme ile
yapilmistir. Goriintiillemede birden fazla seffaf katman gézlenmistir (Aziz ve ark., 2014).
Ayrica TEM goriintiilerine gore; GO,daha az yogun oldugu ve yirtik kagit pargalar gibi
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goriindiigli zaman diistintilmiistiir. Karanlik bolgeler, GO yiizeyindeki oksijen gruplarinin
(karboksil gruplar1 gibi) y181lmis dogasini temsil eder(Stobinski ve digerleri, 2014). GO-
NH2'nin TEM goriintiisii, GO'ya kiyasla tirtiklt ve daha kavisli kenarlar gostermektedir
(Yang vd., 2015). Aminasyon sonrast yapilan borik asit modifikasyonunun
goriintiilenmesinde belirgin bir yapisal hasar olmamasina ragmen ylizeyde hafif bir

biiziilme meydana geldigi belirlenmistir. (Yigit ve ark., 2021).

Sekil 22. (2)GO, (b)GO-NH; ve (c)GO-NH-B(OH), TEM gbriintiileri.

4.1.3. XPS analizleri

X-1s11 kaynagi: Al Ka Monokromatik (1486.68 eV), X-ray spot boyutu: 300 um,
ornekleme alani: 60x60 mm, analizor: 180 ° yar1 kiiresel analizor-128 kanal dedektorii,
genel tarama i¢in 200 eV gecis enerjisi ve 50 eV ge¢is Kismi tarama i¢in enerji, Tarama
numarast: 3 isletim parametresinde XPS cihaz yiizey analizi yapilmistir. GO-NH-
B(OH)2'nin elementel bilesikleri XPS ile karakterize edilmistir. GO-NH-B(OH)2'nin XPS
arama spektrumlart Sekil 23’de goOsterilmektedir. Grafen oksidin borik asit
modifikasyonunun XPS taramasinda elde edilen giiglii tepe noktalari, Cls, Ols, Nls ve
Bls ile iliskilendirilmistir. C1s bolgesinde elde edilen iki spektrum, C=C,C-H,C-C (284.6
eV) ve C-OH (286.1 eV) ile iliskilendirilmistir. Elde edilen diger spektrumlar C-N
(285.2eV), O=C NH (287.4eV), O=C-0 (288.5¢V) olarak yorumlanmistir. O 1s bolgesinin
iki farkli piki C=0 (532.4 eV) ve O-B ile tanimlanabilir (532,5 eV). N1s bolgesindeelde
edilen spektrumlar sirasiyla N-B, -CO-NH-, -CH2-NHa- ve C-N'nin 399, 401.1, 401.7 ve
403.6 eV'deki dort tepe noktasina atfedilir. Son olarak B1s bolgesinde elde edilen iki farkl
giicli spektrum B-N (193.4eV) ve B-O(194.2¢V) olarak tanimlanmustir. (Yigit ve
digerleri, 2021,Pei ve digerleri,2021).
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Sekil 23. Sentezlenen GO-NH B(OH)2'nin XPS arastirma spektrumu. O1s(a),XPS piki
(b), B1s(c), N1s(d), C1s(e)

4.2. Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sentezlenen malzemenin
elektrolit arayliziindeki elektrokimyasal yiizeyini ve elektron transfer oOzelliklerini
hesaplamak igin iyi bir yontemdir. Yalin ve modifiye edilmis GC elektrotlarinin mpedans
degisikliklerinive arayiiz oOzelliklerini degerlendirmek icin EIS ve CV teknikleri
kullanilmistir. Redoks probu olarak [Fe (CN)s]¥* kullanilarak EIS ve CV ¢alismalar
yapilmustir.

Nyquist grafigi iki kisimdan olusur. Birincisi yarim daire ve ikinci kisim ise
dogrusal kistmdir. Tlk kisim yiiksek frekans bolgesindeki yiik transfer direncini (Rct) ifade
ederken, ikinci kisim diisiik frekans bolgesindeki difiizyon sinirli prosesle ilgilidir. Sekil
24°da 0.5 mol L ** KCI ¢ozeltisinde 3.0 mmol L [Fe (CN)s] “** redoks probu ile 0.01-
10.000 Hz frekans araliginda yalin ve modifiye elektrotlarin EIS spektrumlarini
gosterilmistir. Ret degeri yarim dairenin ¢apindan hesaplanir ve grafiklerin diiz ¢izgisi Rs
degerini temsil eder. Yalin GC, GONH-B(OH)./GC, AgNPs/GC ve GO-NH-
B(OH)@AgNPs/GC elektrotlarinin Rct degerleri sirasiyla, 819, 153, 136 ve 43.2 Q
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olarak elde edilmistir. GO-NH-B(OH)@AgNPs/GC elektrotunun digerlerinden daha

hizli elektron transfer 6zelliklerine ve daha iyi elektrokatalitik aktiviteye sahip oldugu

gosterilmistir.
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-1000 ) ol oce
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g -800 + o 3 « AQNPS/GCE
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Sekil 24. GCE, AgNPs/GCE, GONH-B(OH)GCE ve GO-NH-B(OH),
@AgNPs/GCE'de 0.5 mol LKCI ve 3.0 mmol L [Fe(CN)6]* redoks probu ile elde
edilen Nyquist diyagramu, frekans araligi; 0.01-10.000 Hz, genlik: 0.01 V ve gerilim: 0.25
V.

Sekil 25°de hem yalin GCE hem de tiim modifiye elektrotlarm 0.5 mol L™* KCI
¢ozeltisinde 3.0 mmol L [Fe (CNys]™® redoks probu ve 100 mV s tarama hizinda elde
edilen iyi tanimlanmis tersinir redoks piki gosterilmistir. GC yiizeyinin GONH-
B(OH).@AgNP'ler ile modifikasyonu sonucunda, yiiksek iletkenlige bagli olarak redoks
pik akimlarimin arttigi (yaklasik ti¢ kat) gozlenmistir. GO NH B(OH)@AgNPs/GC
elektrotunun elektroaktif yiizey alani, CV teknigi ile 10- 400 mVs arasinda farkli tarama
hizlarinda karakterize edilmistir. Buna gore, GO-NH B(OH).@AgNPs/GC elektrotunun

elektroaktif yiizey alani, asagida verilen Randles-Sevcik denklemi ile hesaplanmigtir.

Ipa =2,69 x 10°An 32 CoD” 9%
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Burada Ip pik akimi, n, Fe (CN)6¥** (n = 1) i¢in transfer edilen elektron say1si, A
etkin yiizey alani, D, difiizyon katsayisi (7.7 x 10°® cm? /s), v tarama hiz1 (V s %), C, Fe
(CN)6 “**nin derisimidir. Sonug olarak, yalin GC ve GO-NHB(OH).@AgNPs/GC
elektrotlarinin elektroaktif yiizey alanlari sirasiyla 0.0729 ve 0.35 cm? olarak

hesaplanmustir.

120

== GO-NH-B(OH)2/GCE 100 mV s
-160 == GO-NH-B(OH)@AgNPs/GCE 100 mV s!
== GCE 100 mV s'!

== AgNPs/GCE 100 mV s!

04 02 0 02 04 06 08 1.0
Gerilim / V (Ag/AgCl)

Sekil 25. 3.0 mmol L™lik [Fe(CN)s] ¥ ve 0.5 mol L KCI, 100 mV s* tarama hizinda
GCE, GO-NH-B(OH)@AgNPs/GCE, GO-NH-B(OH)./GCE, AgNPs/GCE ait

dontistimlii voltamogramlar.
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4.3. ibrutinib Etken Maddesinin Elektrokimyasal Davramsi

4.3.1. Doniisiimlii voltametri ¢calismalari

GC elektrot ve GO-NH-B(OH)@AgNPs/GCE, GO-NH-B(OH)2/GCE,
AgNPs/GCE elektrotlarinin yiizeyinde IBR’in elektrokimyasal davranigini anlayabilmek
amaciyla 0.1 mol L' HNOj3 ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan 75 ug mL ™ (1.7x10 mol L)
IBR ¢ozeltisinin (0.6 V) - (+2.0 V) gerilim tarama araliginda, 100 mV s gerilim tarama

hizi1 ile doniisiimlii voltamogramlari kaydedilmistir.

Anodik taramada, her elektrotta iyi tanimlanmis bir yilikseltgenme pik noktasi (la)
(yaklasik +1.50 V) gdzlenmistir. 75 pg mL ™t (1.7x10™ mol L™ ) IBR igeren ¢ozeltide hem
yalin GCE hem de modifiye elektrotlarin destek elektrolit ¢ozeltileri ile karsilagtirilmalari
Sekil26 ‘de gosterilmistir. GC elektrot kullanildiginda 1.50 V’da 6.21 pA, GO NH
B(OH)./GC elektrot kullanildiginda aynmi gerilimde 5.03 pA, AgNPs /GC elektrot
kullanildiginda 1.52 V’da 4.08 pA, GO-NHB(OH).@AgNPs/GC elektrodu
kullanildiginda ise en yiiksek pik akimini 1.49 V’°da 39.33 pA olarak kaydedilmistir.

700 = GcCE
= AgNPs/GCE
== GO-NH B(OH):/ GCE
600 | = GO-NH B(OH).@AgNPs/GCE
500 |
< 400
=. —
-
300
200
100
0 .

08 10 12 14 16 18 20
Gerilim / V (Ag/AgCl)
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Sekil 26. 75 pg mL ™t (1.7x10°% mol L), 0.1 mol L™ HNO; ¢ozeltisinde GCE, GO-NH
B(OH)./GCE, AgNPs/GCE ve GO-NH B(OH)2@AgNPs/GCE elektrot yiizeyinde 100

mV s gerilim tarama hizinda déniisiimlii voltamogramlar1

Voltametrik metotlarda akim tiiriiniin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Ciinki
akim tiirtine gore voltametrik metotlar belirlenir. GO-NH B(OH).@AgNPs/GC elektrodu
kullanilarak, 75 pg mL™ IBR igeren 0.1 mol L HNO; ¢ozeltisinde, 25-800 mV s tarama
hiz araliginda doniisiimli voltamogramlar Sekil 25°de ve buna ait sonuglar Tablo 1°de

verilmistir. Tarama hizlarina bagli olarak akim degisimi incelenmistir.

Tablo 1. 75 ug mL™? IBR igeren 0.1 mol L™ HNOs ¢ozeltisinde, 25-800 mV s tarama

hiz araligindaki sonuglar:

Hiz (mVs?)  logv V12 Ip loglp Ep
25 1397 | 5.000 | 5582 | 0.746 1.46
50 1.698 | 7.071 | 8.210 | 0.914 1.47
100 2.000 | 10.000 | 13.548 | 1.131 1.48
200 2.301 | 14.142 | 19.800 | 1.296 1.49
400 2.602 | 20.000 | 31.284 | 1.495 1.50
600 2.778 | 24.494 | 42.133 | 1.624 151
800 2.903 | 28.284 | 51.458 | 1.711 152
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Sekil 27. 75 ug mL! IBR igeren 0.1 mol L™ HNOs ¢ozeltisinde, 25-800 mV s? tarama
hiz araliginda GO-NH B(OH).@AgNPs/GC elektrot kullanilarak elde edilen dontisiimlii
voltamogramlar. A) Gerilim tarama hizinin logaritmasi ile akimin logaritmasi arasindaki
dogrusal grafigi, B) Gerilim tarama hizinin kare kokii ile akim arasindaki dogrusal grafigi

gostermektedir.

Sekil 27'de, tarama hizi1 arttik¢a, oksidasyon pik geriliminde daha pozitif degerlere
dogru hafif bir kayma gozlenmis ve bu elektrot reaksiyonunun tersinmez bir tepkime
oldugunu kanitlamustir. v\ - ip arasindaki dogrusal denklemde korelasyon katsayisinin
(0.996) 1’e yakin olmasi1 ve log v- log ip grafiginin egiminin 0.64 (0.5’e yakin) olmasi

adsorptif etkili difiizyon kontrollii oldugunun bir gostergesidir.
ip (uA) =1.959 Vo (MV s') — 5.9285, (r = 0.996)
log ip (uA) =0.641 log v (MV s71) - 0.1615, (r = 0.9933)

Yukaridaki denklemlerin 1s18inda, IBR'nin elektro-oksidasyonu, bir miktar
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adsorpsiyon katkisi ile agirlikli olarak difiizyon tarafindan yonetilir. Anodik pik gerilimi
pozitif kisimlara dogru kayar, bu da tarama hizi arttigindan IBR'nin yiikseltgenme
reaksiyonunun GO-NH B(OH)@AgNPs/GCE iizerinde tersinmez olma egiliminde

oldugunu gosterir.
4.3.2. ibrutinib bilesiginin kare dalga voltametrisi ¢calismalar:
Destek elektroliti ve pH

Yukaridaki bilgiler dahilinde; IBR bilesiginin elektrot tepkimesi difiizyon
kontrollii oldugu i¢in, destek elektrolit ve pH etkisi

den c¢ok daha hassas olan kare dalga voltametri teknigi kullanilarak yapilmistir.
IBR bilesiginin GO-NH B(OH)@AgNPs/GC elektrot yiizeyindeki voltametrik davranist
icin BR tamponu (pH 2.0-5.0 aras1), kuvvetli asit (0.1 mol L* HNOs, 0.2 mol L ! H,SO4)
ve fosfat tampon (pH 2.5) cozeltileri kullanilmistir. pH degeri 5’ten daha yiiksek
degerlerde IBR’nin yiikseltgenme piki gozlenmemistir. BR tamponunda pH 2.0-5.0
araliginda IBR nin yiikseltgenme piki pH artik¢a cok fazla degismemekle beraber negatif
potansiyel degerlerine kaydig1 goriilmiistiir (Sekil 28). pH degerlerine karsilik gelen pik
potansiyel degerleri grafige gegirilerek asagidaki denklem elde edilmistir.

Ep(V) =-0.0272 pH + 1.5229 r = 0.9963

Igili esitlik degerlendirilde IBR bilesiginin eletrot yiiksetgenmesinde protonlarm

yer aldig1 ve ilgili bolgede elektron sayisi proton sayisinin iki kat1 oldugu anlagilmistir.
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Sekil 28. 5.0 pg mL™! IBR’nin BR tampon, pH 2.0-5.0 (A) ve farkli pH’lerdeki (B)

4

== Nitrik asit
= siilfirik asit
= == pbs 2.5

10 11 12 13 14 15 16 1.7 1.8
Gerilim / V (Ag/AgCl)

4.0

3.0

1.0

0

¢ozeltisinde GO-NH B(OH).@AgNPs/GC

voltamogramlari. Kare dalga degiskenleri; frekans, S0 Hz, puls amplitiid, 30 mV, gerilim

adimi, 8 mV. Sekil i¢ci (A), pH 2.0-5.0 arasinda pH degerlerine karsilik pik gerilimi

5 4db = pH 2.0 BRT
== pH 3.0 BRT

4 145 == pH 4.0 BRT
- o = pH 5.0 BRT

1/ pA
w

o -

0 2 PH 4

70 11 12 13 14 15 18 17 18
Gerilim / V (Ag/AgCl)

elektrot ile kaydedilmis kare dalga

degerleri arasindaki dogru denklemini géstermektedir.

1 = GO-NH B(OH):@AENPs/GCE

1 =oacE

== GO-NH B(OH)/GCE
= AgNPs/GCE

Sekil 29. 5.0 ug mL? IBR in 0.1 mol L* HNO; ¢ozeltisinde tiim elektrotlar ile

10 11 12 13 14 15 16 17 18
Gerilim / V (Ag/AgCl)

kaydedilmis kare dalga voltamogramlari.
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Sekil 28B ve 29’den de goriildiigli gibi pH degerleri incelendigi zaman kuvvetli
asit ortaminda hem GO-NH B(OH)@AgNPs/GC hem de diger tiim elektrotlarda oldukga
yiiksek pik akim degeri elde edilmistir. Calismanin bundan sonraki tiim asamalarinda

destek elektrolit olarak 0.1 mol L  HNOj3 ¢ozeltisi kullanilmustir.

Kare dalga voltametrisinin degiskenlerinin etkisi

Dontistimlii  voltametriden daha hassas olan kare dalga voltametri tekniginin
degiskenlerinin optimize edilmesi calismanin daha duyarli hale getirilmesi i¢in
tamamlayicilik saglamistir. 1.0 ug mL™* IBR’nin 0.1 mol L HNO; ¢ozeltisinde elde
edilen kare dalga voltamogramlarinin iyilestirilmesi igin yontem parametreleri olan
frekans, puls amplitiid ve gerilim adim1 degiskenleri optimize edilmistir. Frekans 15-100
Hz araliginda, puls amplitiid 10- 50mV araliginda ve gerilim adimi 2-10 mV araliginda
degistirilerek, en uygun degerler elde edilmistir. Sekil 30°da goriildiigi gibi 6zellikle
yiikseltgenme pikinin hem sekil olarak hem de morfolojik olarak en iyi oldugu degerler
alinarak optimizasyon saglanmistir. Buna gore bu c¢alisma frekans icin 75 Hz, puls

amplitiid icin 30 mV ve gerilim admmi i¢in ise 10 mV kabul edilmistir.

160 . - 15Hz 24.0 . - 2mA - 10 mA

@ - 25Hz ” - 4mA = 20 mA
-k 204 <21 . - 6 mA 200 =" - 30mA
Ed - 50 Hz E =
1401- . . - 75Hz 20] ="1 e &Y - 8 mA i - 40 ma
ot — 100 Hz i = == 0mA = S0ma
120 ¢ " 18.0
16.0
10.0
S140
< 80 =120
4
< 10.0
= 6.0
8.0
4.0 6.0
4.0
20
20
0 0
10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 10 11 12 13: 14 15 16 17 18
Gerilim / V (Ag/AgCl) Gerilim / V (Ag/AgCl) Gerilim / V (Ag/AgCl)

Sekil 30. 1.0 pg mL?* IBRnin 0.1 mol L' HNO;z g¢bzeltisinde GO-NH
B(OH)@AgNPs/GCE ile kaydedilmis A) Frekans B) Gerilim adimi C) Plus

amplitiidlerin kare dalga voltamogramlart.
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4.4. Ibrutinib Bilesiginin Tayini I¢in Gelistirilen Yontemin Performans ve Ger¢ek

Orneklerdeki Uygulama Calismalar:

4.4.1. Gelistirilen yontemin analitik performans ozellikleri

Gelistirilen voltametrik yontemin analitiksel olarak performansini degerlendirmek
icin optimize edilen en iyi deneysel kosullarda yonteme ait dogrusal ¢alisma aralig, tayin
siirlar, tekrarlanabilirlik (kesinlik), bagil standart sapma ve bias gibi analitik validasyon
parametreleri incelenmistir. IBR derisiminin yiikseltgenme pik akimi tizerine etkisini
incelemek i¢in, artan derisimlerdeki IBR nin kare dalga voltamogramlar1 kaydedilmistir.
0.1 mol L? HNO; ¢ozeltisinde IBR derisiminin artirilmasi ile kaydedilen kare dalga

voltamogramlar1 ve deriseme karsilik pik akimi kalibrasyon egrisi sekil 31°da verilmistir.
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Sekil 31. 0.025-1.00 pg mL™? (5.68x1082.3x10® mol L"1) araliginda 0.1 mol L' HNO3
¢ozeltisindeki IBR’nin GO-NH-B(OH)@AgNPs/GC elektrot iizerinde kare dalga
voltamogramlar1. Kare-dalga voltametri degiskenleri; frekans; 75 Hz, amplitiid; 30 mV,

gerilim adim1; 10 mV.

IBR’nin 0.025-1.00 pg mL-! (5.68x10® - 2.3x10% mol L 1) derisim araligindaki
artis ile birlikte yiikseltgenme pik akim degerleri arasinda dogrusal bir iliski oldugu
goriilmektedir. Derisime karsi pik akim degerleri grafige gecirildikten sonra asagidaki

baginti1 elde edilmistir.
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Ip(pA) = 19.034 C (ug mL?Y) + 1.1991 (r: 0.997; n:7)

B. Bir analizde go6zlenebilen en kiiciik sinyalin derisime gozlenebilirlik siniri,
kantitatif analizin yapildig1 en kiiciik derisime ise kantitatif tayin alt smir1 denir ve
sirastyla LOD, LOQ ile gosterilir. LOD degeri, konsantrasyon araligindaki en kiiglik
degerden kiiclik olmali, LOQ ise konsantrasyon araligindaki en kiiciik degere esit ya da
kiigiik olmalidir. Bu hesaplamalarda LOD =3 s /m ve LOQ =10s/m formiilleri kullanildi,
esitliklerde yer alan ‘s’ standart sapmay1 ve ‘m’ ise kalibrasyon dogrusunun egimini

temsil etmektedir.

Bir analizde elde edilen sonuglarin birbirine yakinligina kesinlik denir. Gelistirilen
voltametrik yontemin tekrarlanabilirlik (kesinligi) bulmak i¢in, IBR ¢6zeltisinin ayn1 giin,
ayni laboratuvarda, ayn1 cihazla, ayn1i numune iizerinde, ayni analizci tarafindan on defa
kare dalga voltamogramlari alinarak kaydedilmisti. Elde edilen voltamogramlar {izerinde
pik akimi degerleri okunmus ve bulunan degerler giin-i¢i tekrarlanabilirlik olarak
degerlendirilmistir. Ayni derisim ile ardisik ti¢ glin yapilan deney sonuglar1 gilinler-arasi
tekrarlanabilirlik olarak hesaplanmistir. Bu ¢ergevede hesaplanan tiim degerler tablo 2’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. Onerilen voltametrik yontemde IBR’nin 0.1 mol L™ HNOj3 ¢ozeltisi igerisindeki
analitik performans degerleri

Analitik parametresi

E, ( Gerilim) +149V
Calisma aralhig (n =7) 0.025-1.0 pg mL(5.68x108"
2.3x10° mol L?)
r 0.997

LOD 0.006 pg mL™*(1.36x108 mol L)

LOQ 0.018 pg mL™*(4.08x108 mol L)
Giinici tekrarlanabilirlilik BSS% 4.75 ( pik akim )

(n=10)

Giinlerarasi tekrarlanabilirlik 5.85 ( pik akim )

BSS% (n =5)
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4.4.2. Gelistirilen voltametrik yontemin secicilik ¢calismalari

IBR tayini i¢in Onerilen kare dalga voltametrik yontemi, girisim yapma ihtimali olan baz1
maddeler iizerinde secicilik agisinda test edilmistir. Tolerans smir1, 0.025 pg mL™ IBR’in
belirlenmesinde yaklasitk +%10 olarak hata verebilen yabanci maddelerin
konsantrasyonlar1 goz oniine alinarak belirlenmistir. Glukoz, fruktoz, laktoz, sukroz gibi
seker bilesikleri, Na* , K™, Ca*2, Mg*?, Zn*2, Fe*3, Ti**, NO=, CI, SO4 2 gibi inorganik
iyonlar, misir nisastasi, magnezyum stearat ve mikrokristal seliilloz gibi farmasdtik
formiilasyonlardaki bazi bilesikler ve trik asit, askorbik asit ve dopamin gibi biyolojik
stvilarda IBR’nin  voltametrikyanitina etkisi degerlendirilmistir. IBR iceren ilag
formiilasyonunda bulunan kroskarmelloz sodyum, magnezyum stearat, mikrokristalin
seliiloz ve sodyum lauril stilfat (E487) varligimin voltamerik sinyali etkilemedigi de
bilinmektedir. Bu maddelerin IBRin piki {izerine etkisi ihmal edilebilir diizeydedir. Urik
asit, askorbik asit ve dopamin gibi biyolojik sivilarda yapilan calismada ise Sekil 32°de
goriildiigi gibi her {i¢ molekiil 0.8 V ile 1.2 V arasinda yer almaktadir ve IBR

yiikseltgenme pik potansiyelinden oldukca uzak bir gerilimde bulunmaktadirlar.
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sl 1
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0.6 0‘.8 1 :0 1‘.2 1 ‘.4 1 ‘.6 1 ‘-8
Gerilim / V (Ag/ACI)

Sekil 32.0.025 pg mL? IBR igeren 0.1 mol Lt HNOj3 ¢ézeltisinde, 1.0 pg mL* dopamin,
tirik asit ve askorbik asitin GO-NH-B(OH).@AgNPs/GCE elektrot {izerindeki kare dalga

voltamogramlari. Kare dalga voltametri degiskenleri Sekil 31°deki gibidir.
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4.4.3. Gelistirilen voltametrik yontemin farmasotik preparatlarindaki uygulama

calismalari

Elde edilen sonuglara dayanarak, onerilen yaklasimin tatmin edici bir segicilik
sagladig1, farmasotik numune ve biyolojik sivi analizinde IBR’in nicellestirilmesi i¢in
basariyla  kullanilabilecegi  sonucuna varilabilir. GO-NH-B(OH).@AgNPs/GC
elektrodunun IBR tayini icin pratik olarak uygulanabilirligi ticari farmasotik
formiilasyonda analizi ile dogrulanmigtir. Numune hazirlanirken herhangi bir
ekstraksiyon, buharlastirma veya filtrasyon olmadan uygun seyreltmeler yapildiktan
tablet numuneleri analiz edilmistir. Sekil 33’de hazirlanan tablet ¢ozelti numunesinin ve
standart katma yapilan IBR’nin kare dalga voltamogramlar1 verilmistir. Bu analiz sonrasi
elde edilen derisime karst1 akim degerleri sekil icindeki kalibrasyon egrisinde
gosterilmistir. Numune analiz standart katma yontemi ile yapilmis olup, asagida ilgili

denklem verilmistir.

Ip(nA)=23.678C (ng mL?) + 2.15, (r: 0.9965; n:6)

14.0

Il uA

L

0 0,2 0,4 0,6
Derigim, ug mL-1

00| Ak J
08 10 12 14 16 18
E/V (vs. Ag/AgCl)

-
EEEEREEE
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Sekil 33. Seyreltilmis ilag 6rneginin (kesikli ¢izgi) ve 0.025, 0.050, 0.10, 0.25 ve 0.50 pg
mL?* IBR standart ilavelerinin 0.1 mol L' HNO;3 ¢ozeltisinde elde edilen kare dalga

voltamogramlari. Kare dalga voltametri degiskenleri Sekil 31’deki gibidir.

Numune ¢6zeltileri, dogrusal ¢alisma araligi i¢inde hedef derisime seyreltildikten
sonra hazirlandi. Numunenin analizi, ilgili regresyon denkleminden kalibrasyon egrisi
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Numunenin ardisik seyreltilerini géz Oniine
alindiginda, IBR igeriginin, iiretici tarafindan sunulan 140 mg her kapsul icin etiket
degerine yaklasik olan 136.34 mg (%5.94 BSS) olarak hesaplanmistir. Onerilen yéntemin

gecerliligi, geri kazanim (%97.39) ¢aligmalarina uygulanarak degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hiicre biiyiimesi ve bdliinmesi kontroliiniin tamamen kayboldugu ve kat1
hiicre kiitlesinden olusan tiimdrlerin olusumuna yol agan bir hastaliktir. Kanser tedavisi
cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapiyi i¢erdiginden genellikle 6liimle sonuglanir.
Kemoterapi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini sinirlamak ve bu hiicreleri segici olarak
etkisiz hale getirmek igin diisiik molekiiler agirlikli ilaglara dayanir. Ibrutinib, Bruton'un
tirozin kinaz (BTK) inhibitdr sinifina ait bir antikanser ilacidir. Gegtigimiz yillarda IBR,
lenfoma tedavisinde bir atilim yapti. Genellikle manto hiicreli lenfoma, kronik lenfositik

16semi ve marjinal bolge lenfomasini tedavi etmek i¢in kullanilir (Asawa ve ark., 2022).

Kaynak arastirmasinda IBR’in voltametrik tayinine yonelik elektroanalitik
calisma raporlar1 yeterli bulunmamis, bu nedenle yeni bir elektroanalitik yontemi
belirlenmistir. Son yillarda yapilan benzer calismalarda karbon bazli elektrotlar

kullanilmistir.

Bu calismada, boramidik asit adi verilen yeni bir fonksiyonel grubu tasiyan
benzersiz grafen oksit bazli yeni nanomalzemeler sentezledik. Klinik olarak kullanilan
farkl1 ilaclan tespit etmek i¢in birgok grafen oksit bazli nanomalzeme vardir. Bununla
birlikte, aktif farmasotik bilesenleri tespit etmek ic¢in grafen nano yiizey iizerindeki
boramidik asidin islevselligi bilinmemektedir. Boramidik asit iglevselliginin yani sira,

Ibrutinib tespitine kars1 hassasiyetini artirmak igin giimiis nanopartikiiller eklenmistir.

0.1 mol L? HNO;s c¢ozeltisi iginde IBR'in elektrokimyasal tayini GO-
NHB(OH)@AgNPs/GCE yiizeyinde incelendi. Optimize edilmis kare dalga voltametrik
(SWV) kosullar1 altinda, 0.025-1.00 pg mL? (5.7x108- 2.3x10° mol L?) ¢alisma
araliginda IBR konsantrasyonu ile iyi dogrusallik gosterdi, 0.006 pg mL™? (1.36x10® mol
L 1) saptama limiti (LOD) bulundu. Yiiksek stabilitesi ve tekrarlanabilirliginin yani sira,
IBR'nin GO-NHB(OH)2@AgNPs/GCE'deki yanitt dopamin, iirik asit ve askorbik asit
varligindan etkilenmedi. Gelistirilen tayin metodu, farmasdtikte IBR'i tayin etmek i¢in
basariyla uygulandigi tespit edildi. Sunulan yontem, idrar numunelerinde de IBR'in

belirlenmesi i¢in uygun bir segenek olarak diistiniilmektedir.
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