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OZET

Bu c¢alismada, herbisit etken maddesi olarak kullanilan bazi siilfonil iire grubu
bilesiklerinin sulu ortamdaki elektrokimyasal davranislari i¢in doniistimlii voltametri (CV),
kare dalga voltametrisi (SWV), kronoamperometri (CA), enzim inhibisyon 6zelliklerinin
incelenmesi i¢in kare dalga voltametrisi ve floresans spektroskopisi gibi teknikler
kullanildi. Sulu ortamda gergeklesen calismalarda 0,02 M pH:7,2 fosfat tamponu
(NaH,PO4/Na;HPQ,) igeren sulu ortam ¢alismalarinda asili civa elektrot kullanildi.
Incelenen maddelerin indirgenme reaksiyonlarinda indirgenme potansiyelleri, aktarilan
elektron sayilari, difiizyon katsayilari, elektrokimyasal indirgenme mekanizmalar1 ve buna
ilaveten enzim c¢alismalarinda maddelerin kare dalga voltametrisi ve floresans
spektroskopisi yontemleri kullanilarak glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ile maddelerin
etkilesim mekanizmalari, ICso ve K degerleri belirlendi.
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SOME SULFONYL UREA GROUPS ARE USED AS A HERBICEDE ACTIVE
SUBSTANCE OF METARIAL WHICH IS TO INVESTIGATE THE
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ABSTRACT

In this study, the electrochemical behaviour of some compounds either in aqueous media
investigated by using cyclic voltammetry (CV), square wave voltammetry (SWV),
chronoamperometry (CA) and fluorescence spectroscopy technics. Aqueous medium
studies were performed in water containing 0,02 M pH:7,2 phosphate buffer
(NaH,PO4/Na,HPO,4) at dropping mercury electrode. Transferred electron numbers,
reduction potential, diffusion coefficients and mechanism of electrochemistry were
calculated. Furthermore, the substances with glutathione reductase (GR) enzyme
efficiency, ICsp and K; values of substances were detected by using square wave
voltammetry and fluorescence spectroscopy technics.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

A Elektrotun yiizey alani, cm?

C Ana cozeltideki depolarizer konsantrasyonu,
(mol/cm?),(mol/It)

D Difiizyon katsayisi, cm?/s

E Uygulanan potansiyel (V)

Epk Katodik pik potansiyeli, (V)

F Faraday sabiti

Iq Diflizyon akimi, (A)

Ip Pik akimi, (A)

Iss Ultra mikro elektrotla elde edilen sinir akima, (A)

n Aktarilan elektron sayisi

Q Devreden gegen yiik, (C)

S Standart sapma

Scottrell Cottrell esitligine ait degisimin egimi

U Tarama hiz1 (V/S), (mV/S)



I1Cso

Ki

Kisaltmalar

LOD

LOQ

TBM

MSM

TFS

TRS

DMSO

XVi

Enzim aktivite derisimi

Enzim — inhibitor ayrigma sabiti

Aciklamalar

GoOzlenebilme sinir1

Tayin sinir1

Tribenuron metil (metil 2-[4-metoksi-6-metil-1,3,5-triazin-2-

il(metil) karbomil siilfomil]benzoat)

Metsulfuron metil (metil 2-[4-metoksi-6-metil-1,3,5-triazin-

2-il karbomil siilfomil]benzoate)

Thifensulfuron (metil 2-[4-metoksi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il

karbomil siilfomil]tiyofen 2 karboksilat)

Tritosulfuron  (1-(4-metoksi-6-triflorometil-1,3,5-triazin-2-

il)-3-(2-triflorometil benzensulfonil)iire

Dimetilsulfoksit



1. GIRIS

Pestisitler tarimsal miicadelede zararli organizmalara karsi kullanilan kimyasal maddeler
olarak adlandirilirlar [1]. Pestisitler kullanim amaglarina gére gruplara ayrilmislardir. Bu
pestisit gruplarindan insektisit, herbisit ve fungusitler yaygin olarak kullanilirlar [2].
Pestisit gruplarindan olan herbisitler zararli otlar1 kontrol altina almak amaciyla kullanilan
kimyasal maddelerdir. Bitkilerin kok ve yapraklarindan alinan herbisitler, bitkide spesifik
olarak etkiledigi yapiya (organ, doku, hiicre vb.) iletilerek bitkinin gelismesini kontrol

altina alir ya da bitkiyi 6ldiirtir.

Siilfonil iire grubu herbisitler yabanci ot kontroliinde énemli bir kimyasal grup olarak yer
almaktadir ve G. Lewitt Dupont tarafindan 1982 yilinda kesfedilmistir. Yaklasik 20°den
fazla sayiya sahip bir herbisit grubudur. Siilfonil iire grubu herbisitler tahillarin tiretiminde
genis yaprakli yabanci otlarin kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Siilfonil {irelerin
yapisi, bir hetero aromatik siilfamit ile tire kopriisii lizerinden baglanmis s-triazinik halka
veya diazinik yapi ile ifade edilir [3]. Siilfonil iirelerin, 10-50 g/ha arasinda en hizli ve en
iyi etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Memelilerde 5000 mg/kg' dan daha diisiik oranlarda
toksisitesinin olduk¢a az oldugu belirlenmistir [4]. Siilfonil treler toprakta ve sularda
biyolojik pargalanma ve kimyasal hidroliz ile bozulur. Cevrede birikmesi oldukga
azdir [3].

Siilfonil iire herbisitleri, bitkilerde dalli aminoasit sentezinde gorev alan asetolaktat sentaz
ve glutatyon rediiktaz enzimini etkileyerek bitki biiylimesini etkiler. Herbisitlerin,
asetolaktat sentaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri disinda etkiledigi baska enzimler de
vardir. Bunlara Ornek vermek gerekirse fotosentez, lipit, oksidatif fosforilasyon ve
karotenoit biyosentezde gorev alan enzimlerdir.

Enzim inhibit6rleri, bir enzime baglanan ve onun etkinligini azaltan molekiillerdir. Bir
enzim inhibitdrii cogu patojeni durdurabildigi ve bir metabolik diizensizligi diizenledigi
icin ¢ogu ila¢ bir enzim inhibitdriidiir. Ayrica enzim inhibitorler pestisit olarak da

kullanilabilirler.

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi diisiik veya yiiksek molekiil agirlikli disiilfiir substratlari
ile indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda elektron transferini katalizler. Glutatyon

rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyonun bilinen en 6nemli hedeflerinden biri hiicre



ortamindaki GSSG/GSH oranmi korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde yaklasik

500/1” dir. Bu oran diisiik oldugu zaman eritrosit hiicreleri hemoliz olmaktadir.

Bu caligmada bazi siilfonil iire grubuna ait herbisitlerin elektrokimyasal 6zellikleri ve
glutatyon rediiktaz enzimi i¢in inhibisyonunun arastirilmasi amaclanmistir. Ayrica TBM,
MSM, TFS, TRS maddelerinin 1Cso ve K; degerleri kare dalga voltametrisi ve floresans

spektroskopisi yontemiyle belirlenmesi hedeflenmistir.
Bunun igin;

1. Elektrokimyasal yontemler kullanilarak,
a- Maddelerin elektrokimyasal parametrelerinin (indirgenme potansiyeli, sinir
akimi, difiizyon katsayis1 ve elektron sayisi) belirlenmesi
b- Maddelerin sulu ortamda elektrokimyasal davraniglarinin belirlenmesi
c- Maddelerin sulu ortamda elektrokimyasal indirgenme mekanizmalarinin
belirlenmesi
2. Voltametri teknigi kullanilarak maddelerin enzim iizerindeki inhibisyonu ve kinetiginin
incelenmesi
a- Reaksiyon sonucu olusan GSH 1n dogrusal calisma araligi, gézlenebilme siniri
(LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) degerlerinin belirlenmesi
b- Maddelerin ICsg ve K; degerlerinin belirlenmesi
c- Km ve Vmaks degerlerinin belirlenmesi
d- Inhibisyon ¢esidinin belirlenmesi
3. Floresans spektroskopisi yontemi kullanilarak maddelerin ICsg ve K; degerlerinin

belirlenmesi

Calismalar1 gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Tarimda miicadele amactyla kullanilan biitiin kimyasallara pestisit denir. Pestisitler bocek,
bitki, mantar ve kemirici hayvanlar gibi tiirlere kars1 kullanilmaktadir [5]. Pestisit, zararli
organizmalari1 engellemek, kontrol altina almak ya da zararlarini kontrol altina almak i¢in
kullanilan madde veya maddelerden olusan karisimlardir. Pestisit kimyasal bir madde,
viriis ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan da olabilir. Pestisit kelimesi, Latince kokenli

olup, hastalik 6ldiiriicii anlamina gelmektedir.

Pestisitlerin bilingli kullanimlar1 sonucunda tarimsal iriinlerin tiretiminde yiiksek basari
saglanmaktadir. Fakat pestisitlerin bilingsiz ve asir1 kullanimi sonucunda iiriinlerde ve
cevrede asir1 pestisit birikimleri olusmaktadir [6]. Pestisitler, tarimsal faydalarinin yani sira

canlilar ve ¢evre i¢in 6nemli bir kirletici olmustur.

Pestisitlerin bilingsiz ve asirt kullanilmasi, besin zincirindeki iiyelerde birikmesi sonucunda
canlilarda bircok 6nemli saglik sorunlarina yol agmaktadir [7]. Ormegin DDT, aldirin,
heptaklor, dieldrin gibi pestisitlerin toprakta uzun siire bozulmadan kalabildigi ve besin

zincirindeki bireylerde birikmelere yol agtigi i¢in kullanimi yasaklanmuistir.

2.1.1. Pestisitlerin sitmiflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yapi, ve formiilasyon sekillerine gore, etkiledikleri zararli ve
hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine gore, igerdikleri aktif maddenin cins ve
grubuna gore, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore ¢ok degisik sekillerde
siniflandirilabilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan smiflandirma sekilleri ise kullanildiklar:

zararh gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan siniflandirmadir.

° Insektisitler, boceklere,

° Herbisitler, zararl otlara,

o Fungusitler, mantarlara

o Akarisitler, 6rtimcek, bit, kene gibi parazitlere,

o Rodentisit, kemirgenlere,



° Nematisit, nematotlara kars1 kullanilan pestisitlerdir [8,9].

2.1.2. Pestisitleri tarihsel siireci

Insanlarin pestisit ile tanismasi yillar dncesine dayanmaktadir. Baz1 tuzlarm ve kiillerin
herbisit olarak M.O 1200 yillarinda kullamldig, kiikiirdiin insektisit ve fungusit olarak
M.O. 1100 yillarinda kullanildig1 bilinmektedir. Bunlarin yani sira drnegin mineral yag ve
titlin  ekstratlarinin insektisit, tiitiin dumanlarinin ise fungusit olarak kullanildig

bilinmektedir [10].

Son yillarda organik pestisitler yerini sentetik pestisitlere birakmistir. Kisa siirede etkili
olan ve alternatifleri de bulunmayan bu sentetik pestisitlerden ilk organik fosforlu bilesik
olan TEPP ( tetra etil pirofosfat), Bernard Shreder tarafindan 1938’de ilk sentetik organik
klorlulardan DDT ( dikloro difenil trikloroetan) 1874’de sentezlenmis ve Paul Miiller

tarafindan 1939 yilinda insektisit 6zelligi kesfedilmistir.

Son yillarda sentetik kimyasal maddelerin yogun bir sekilde bitki koruma alaninda
kullanilmastyla birlikte bitki, hayvan, insan ve ¢evre sagligi agisindan bazi problemlerin

arttigr goriilmektedir.

2.1.3. Pestisitlerin kullanilmasi

Pestisitlerin tarim zararlilarina karsi yaygin olarak kullanilmasi ile insan, hayvan ve ¢evre
saglig1 agisindan bircok risk ortaya ¢ikmustir. Insan, hayvan ve cevre sagligini korumak
amaciyla her iilke de yasal diizenlemeler yapilmistir. Ulusal diizenlemelerin yani sira
uluslararas1 birgok kurulus ( EPPO, FAO, WHO; ECC, EPA ) pestisitlerin giivenli

kullanilmasi i¢in azami gayret gostermektedir.

Diinya’ da tarim iirlinlerinin arttirilma ¢abalarinin yani sira ¢evre ve insan sagliina zarari
daha az olan ya da zarar1 olmayan pestisitlerin kullanilmasi kaginilmaz olmustur. Birgok
iilke vyasalarla koydugu sinirlamalarla bazi pestisitlerin kullanimimi kontrol altina
almiglardir. Tiirkiye® de de pestisit kullanimini sinirlayan ydnetmelikler vardir. Ulkemizde
pestisitlerin bitkilerdeki kullanimi Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin uyguladigi

yonetmelikler Tirk Gida Kodeksi’ ne gore smirlanir. Pestisit kisitlamalariyla ilgili



kanunlar iilkelerin fayda/risk analizindeki &nceliklerin énemli bir etkisi vardir. Ornegin
ileri tarim teknolojisi olan iilkelerde bir tiire karsi zararli olan pestisit yasakli olabilirken
daha disiik tarim teknolojisine sahip {iilkelerde yasakli pestisit grubunda olmayabilir.
Birgok gelismis diinya iilkesinde ¢evre dostu pestisit liretimi i¢in arastirma ve gelistirme
calismalarina agirlik verilmektedir. Cizelge 2.1.’de Tiirkiye’ de bazi pestisitlerin gida

maddelerinde bulunmasina izin verilen en fazla pestisit kalintt miktarlar1 verilmektedir.

Cizelge 2.1. Tirkiye’ de bazi pestisitlerin, gida maddelerinde bulunmasina izin verilen
maksimum pestisit kalinti miktarlar [11].

Aktif Madde Uriin Ad1 En fazla Kalint1 Limitleri ( mg/kg )
Turunggiller 1
Antep fistigi 0,01
Asetamiprid Elma 0
Kiraz/Visne 0,5
Domates 0,15
Biber 0,3
Turunggiller 0,01
Amitrol Flma 001
Sofralik ve Saraplik iiziim 0,01
Asma yapragi 0,01
Turunggiller 0,1
1-3 dikloropropen Sert ¢ekirdekli meyveler 0,1
Meyveli sebzeler 0,1
Acetoklor Aygicegi tohumu 0,01
Misir 0,01
Havug 0,1
Aklonifen Mercimek 0,05
Nohut 0,05
Bensulfuron — metil Piring ( Celtik ) 0,01
Sofralik ve Saraplik tiziim 0,01
Cilek 2
Bifenazet Domates 0,5
Biber 2
Patlican 05
Kloridazon Sogan 0.05




Cizelge 2.1. (Devami) Tiirkiye’ de bazi pestisitlerin, gida maddelerinde bulunmasina izin
verilen maksimum pestisit kalint1 miktarlari [11].

Arpa 0,05
Dicamba Misir 0,05
Findik 0,05
Elma 0,2
Deltametrin Armut 0,1
Nohut 1
Soya fasiilyesi 0,05
Etridiazole Domates 0,05
Etoksisulfuron Piring 0,05
Fentin asetat Seker pancari 0,1
Florosulam Tahilla 0,01
Halosulfuron metil Misir 0,1
Greyfurt 0,1
Glifosat Portakal 0,5
Limon 0,1
Sofralik zeytin 1
Imazalil Asma yaprag1 0,02
Cay 5
Kiikdirt Seker pancari 50
Seker kamist 0,5
Metazaklor Kolza tohumu 0,05
Nicosulfuron Misir 0,02
Ofurace Patates 0,1
Domates 0,2
Penoxsulam Piring 0,01
Tritosulfuron Misie 001
Bugday 0,01
Valifenalat Patates 0,01

Pestisitler, tarimsal miicadele de yogun olarak kullanilmaktadir. Pestisitlerin tarimsal
miicadeledeki dneminin yani sira ekonomik anlamda da iilkeler i¢in 6nem arz etmektedir.

Tarimla ugrasan bir¢ok iilke pestisitlerin gelistirilmesi ve etkin kullanilabilmesi i¢in yogun



olarak arastirma gelistirme c¢alismalarimi siirdiirmektedir. Tiirkiye’de ve Diinya’da

kullanilan pestisit miktar1 Cizelge 2.2. ve Cizelge 2.3.’te verilmektedir.

Cizelge 2.2. Tiirkiye’ de pestisit kullanim miktarlar1 (kg veya L) [12].

Yillar  Insektisit Fungusit Herbisit  Akarisit Rodentisit ~ Diger Toplam

2004 - - - - - - 41.223.053
2005 - - - - - - 43.362.627
2006 7.628.215 19.899.724 6.955.895 901.999 2.877 9.987.399 43.375.799
2007 21.045.632 16.706.631 6.668.653  966.488 50.925 3.277.315 48.715.644
2008 9.250.719 17.862.861 6.176.508  737.123 351.095 5.613.346 39.991.651
2009 9.913.897 17.395.950  5.960.852 1.532.728 76.610 2.302.300 31.383.337
2010 7.175.813 17.545.584 7.451.591 1.039.739 147.404 5.343.714 38.703.862
2011 6.119.933 18.123.614  7.406.602 1.061.609 421.426 6.977.975 40.110.958

Tiirkiye’de birim alana diisen pestisit miktar1 bir¢ok diinya tlkesine gore oldukg¢a az
miktardadir. Fakat pestisitlerin bilingsizce kullanilmasi nedeniyle her yil tonlarca iiriin
pestisit kalint1 sorunlartyla kars1 karsiya kalmaktadir. Tiirkiye’ deki pestisit kullaniminin
bolgelere gore dagilimi incelenilecek olursa modern tarimin ve seraciligin gelismis oldugu
Ege ve Akdeniz bolgelerinde yogun pestisit kullanimi vardir. Diinya’ da herbisitler tarim
ilaglar1 arasinda % 47°lik bir oranla ilk siray1 almaktadir. Herbisitleri % 29 ile insektisitler,
% 19 ile fungusitler izlemektedir. Diger pestisit gruplari toplam % 5’ lik bir orandadr.
Tiirkiye’ de pestisit kullanimi incelendiginde ise % 47 ile insektisitler ilk siray1 alirken,

insektisitleri % 24 ile herbisitler ve % 16 ile fungusitler izlemektedir [13].

Diinya’ da pestisit tiiketimi yaklasik 3 milyon ton olup, parasal degeri ise 30 milyar €
civarindadir. Tiirkiye’ de yillik tarim ilaci tiikketimi 33000 ton olup bu miktardaki tarim
ilacinin piyasadaki payi yaklasik 230-250 milyon dolardir. Cizelge 2.3. incelendiginde
Avrupa Birligine iiye iilkeler arasinda Hollanda, Yunanistan ve Italya en yogun pestisit

tiikketen iilkeler iken, Finlandiya, Belgika ve Danimarka en az pestisit tiikketen tilkelerdir.
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Cizelge 2.3. Baz1 AB iilkelerinde ortalama pestisit tiiketimi (kg/ha) [13].

Ulkeler Pestisit Tiiketimi (kg/ha)
Hollanda 13.8
Yunanistan 13.5
Italya 9.3
Irlanda 8
Ingiltere 6,4
Portekiz 6
Fransa 5.6
Isvec 4.4
Liiksemburg 4.4
Avusturya 4
Almanya 2.6
Ispanya 2.3
Danimarka 1.7
Belgika 1.2
Finlandiya 1.2
Tiirkiye 0,7

Tirkiye’ de pestisit kullanimi yillara goére 400-700 g arasinda degismektedir [14].
1990°’larda hektar basina 400-700 g olan pestisit tiketimi 2006 yilinda 705 g’a
ulasmistir [15]. Ulkemizde pestisit tiiketimi AB iilkeleri ile kiyaslandiginda iilkemizde

kullanilan pestisit miktar1 AB {ilkelerine oranla oluk¢a az miktardadir. Fakat yurt disina



ithal edilen {irtinlerdeki uygun olmayan parti sayisina bakildiginda iilkemiz 125 iilke

arasinda 2. siradir.

2.1.4. Bitkisel iiriinlerde pestisit kalintilar

Son yillarda sivil savunma topluluklarinin ve tiiketicilerin baskilariyla cevreye zarar
vermeyen cevre dostu pestisitlerin kullanimi artmis bulunmaktadir. AB 2002 yilindan bu
yana Hizl1 Alarm Sistemi ile (Rapid Alert System for Food and Feed) AB’ ye giren kalinti
limitlerine uygun olmayan iirlinleri internet sitelerinde yayinlamaktadir. ABD Tarim
Bakanlig1 ve Gida Ilag Dairesi tarafindan yas gida iiriinlerinde gida giivenligi saglanmasi

amaciyla iyi tarim uygulamalar1 baglatilmistir [16].

Tiirkiye’'nin AB‘ye girme girisimlerinin yogunluk kazandigi ve bircok gelismis iilkeye
ciddi dlgtilerde tarim iiriinii dis satiginin stirdiigii giiniimiizde, saglig1 ¢evreyi ve dis ticareti
koruyabilmek amaciyla, tarim ilact kullanimi gelismis iilkeler standartlarinda, ¢ok bilingli
ve kontrollii yapilmalidir [17,18]. Diger taraftan AB uyum c¢alismalar1 gergevesinde
izleme programlarinin olusturulmasi ve kalinti analizlerinin rutin olarak yapilmasi

gerekmektedir [19-21].

2.2. Bitkilerde Oksidatif Stres

Bitkilerde oksidatif stres, UV 1sinlari, kuraklik, hava kirleticilerine maruz kalma, yiliksek
sicaklik ve herbisit gibi etkenlerle meydana gelmektedir. Oksidatif stres bitkilerde
hasarlara ve yikimlara neden oldugu i¢in her yil iiretimlerde biiyiik kayiplara neden
olmaktadir. Siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri bitkilerin baz1 yasamsal

mekanizmalarini etkileyerek bitkiye zarar vermektedir [22-24].

Oksidatif stres serbest radikallerin iiretimi ve antioksidan metabolitleri arasindaki denge
eksikligi olarak adlandirihir [25]. Hiicresel metabolizma tarafindan {iretilen serbest
radikaller lipitlere, proteinlere zarar verebildigi i¢in hiicre zar1 bozunmalar1 ve DNA hasari
gibi etkileri vardir [26-28]. Bu hasar mekanizmasi karbon merkezli seker radikallerinin
OH veya H' baglanmis heterosiklik baz radikallerinin olusumuna yol agan, serbest
radikallerin ayrisma ve birlesme tepkimelerinden ibarettir. Bu radikallerin tepkimeye

girmesi ise ¢ok sayida hasarli iriinlerin olusmasina yol acar [29]. Ayrica bazi reaktif



10

oksidatif tiirler hiicrenin redoks sistemine etki ederler. Boyle oksidatif stres hiicre redoks

sisteminin bozulmasina neden olur.

Oksidatif stres DNA bozulmasinin yani sira Parkinson, Alzheimer ve kanser hastaliklarina
da neden olmaktadir [30,31]. Oksidatif strese neden olan serbest radikallerin en 6nemli
tepkimeleri molekiiler oksijen ve onun reaktif tiirlerinin oldugu tepkimelerdir [32]. Demir,
bakir, mangan gibi metaller de dis yoriingelerinde tek elektron tagimalarina ragmen radikal
ozelliklere sahip degildirler [32]. Ayrica tiyol gruplart da enzimatik reaksiyonlar
araciligiyla ve serbest radikalleri yakalamak amaciyla gorev yapan bir antioksidanlardir.
Tiyol grubu tasiyan bir tripeptit olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini 6nleyen
ve ya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak gorev
almaktadir.  Glutatyon, biyolojik membranlart  lipit  peroksidayonuna  karsi

korumaktadir [33].
2.3. Indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyon

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan glutatyon hemen hemen biitiin
memeli, prokaryot ve Okaryot hiicrelerinde milimolar diizeyinde bulunan, baslica protein
yapisinda olmayan bir tiyol bilesigidir. Bir tripeptit olan glutatyon, temel biyolojik
indirgenme reaktifi olarak gorev alir. Bu tripeptitin 6nemli gorevleri; hiicre i¢i redoks
dengesini saglamak ve hiicreleri reaktif oksijen tiirevlerinden korumaktir. Ayrica DNA

sentezi ve amino asit taginmasi gibi fizyolojik siire¢lerde de gérev almaktadir [34].

Glutatyonu ilk olarak 1888 yilinda maya hiicresinde bularak “filothian” adin1 veren Roy
Paihade isimli bilim adami kesfetmistir. 1921°de Hopkins tarafindan saflastirilarak,
kristallendirilerek bugiinkii ismi verilmistir. Ilk 6nceleri glutamid-sisteinden ibaret bir

dipeptit oldugu zannedilmistir. Fakat 1929’dan sonra tripeptit oldugu anlagilmistir [35,36].
MNHo H O
HO M N \f-‘\ Ny OH
H
O O aH O

Sekil 2.1. Indirgenmis glutatyon yapisi, GSH, (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin).
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Sekil 2.2. Yiikseltgenmis glutatyonun yapisi, GSSG, 2(L-y-glutamil-L-sisteinil- glisin).

Glutatyon yapisinda bulunan —SH gruplar1 sayesinde hiicreyi oksitleyici ajanlarin yikict
etkilerine karsi korumaktadir. Glutatyonun diisiik derisimlerin de ise bazi metabolik

sorunlarla karsilasilabilmektedir. Glutatyonun bilinen bazi1 gérevleri sunlardir.

e Serbest radikallerin ve reaktif oksijen iiriinlerinin inaktivasyonunu saglar.

e Bazi proteinleri ve ¢esitli enzim proteinlerinin tiyol gruplarinin korunmasini saglar.
e DNA ve protein sentezini yapar.

e Aminoasit taginimini gergeklestirmede gorev alir.

e Proteinlerin konformasyonlarinin degismesine neden olur.

e Proteinlerdeki sulfidril gruplarinin indirgenmis halde tutulmasinda.

e Bazi enzimatik reaksiyonlar da koenzim olarak rol oynar

e Antioksidan savunma sisteminde

e Ksenobiyotiklerin etkisini gidermede gorev almaktadir [37,38].

Enzimatik savunma sistemlerinde bir¢ok enzim kullanilmaktadir. Bu sistemlere 6rnek
vermek gerekirse dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler

sOylenebilmektedir.
2.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR) (E.C.1.8.1.7) ilk defa 1951°de tanimlanmistir. Bu enzim hiicrede
okside glutatyonu rediikte glutatyona doniistiirmeden sorumlu olan ve tiim dokularda tespit
edilen flavoprotein yapisinda bir enzimdir [39]. Bu enzim diisiik veya yiiksek molekiil
kiitleli disiilfiir substratlar1 ile indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda elektron

transferini katalizler.

GSSG + NADPH + H* & 2GSH + NADP?*
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Indirgenmis glutatyon serbest bir disiilfidril grubu iceren bir tripeptittir. Indirgenmis
durumda hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin sistein atiklarini muhafaza eden bir
stilfidril tamponu olarak hizmet eder. Glutatyon rediiktaz, hiicre igerisinde indirgenmis
glutatyonun(GSH) oksitlenmis glutatyona oranini GSH/GSSG korumaktadir. Bu oran
eritrosit hiicrelerinde 500/1°dir [40-42].

Glutatyon kemoterapi tedavilerinde rediiktaz glutatyon mekanizmasinin dengesinde, bazi
genetik hastaliklarin teshisinde, beslenmede ve riboflavin yetersizliginde yaygQin olarak

kullanilmaktadir [43,44].

Bitkilerde glutatyon rediiktaz (GR) inhibisyonu

Glutatyon rediiktaz aerobik organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu
antioksidan savunma sistemlerinde kullanilmaktadir. Oksidatif stres kosullar1 altinda
enzimatik savunma mekanizmalarindan olan glutatyon rediiktaz ve askorbat peroksidaz
enzimleri genellikle hidrojen peroksiti suya indirgeyerek kloroplast ve mitokondriden
temizlenmesinde etkilidir. Askorbat peroksidaz, askorbat—glutatyon dongiisiinde hidrojen
peroksidi suya indirgemede gorevlidir. Bu sirada askorbat monodehidroaskorbat (MDHA)
okside olur. MDHA monodehidroaskorbat rediiktaz tarafindan askorbata doniisiir. Bunula
beraber MDHA’nin iki molekiili enzimatik olmayan yol ile MDHA’ya ve
dehidroaskorbata (DHA) oransiz olarak doniisii. DHA, dehidroaskorbat rediiktaz ile
askorbata indirgenir. Bu reaksiyondan sonra ise glutatyon (GSH), DHAR’mn etkisiyle
yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisir ve GSSG, GR tarafindan GSH’a geri

indirgenir.

2.5. Enzim Kinetigi ve Michaelis-Menten Esitligi

Insanlar ¢ok eski zamanlardan beri enzimatik maddelerden yararlanmislardir. Ornegin;
sarap yapiminda, ekmek, yogurt kimiz ve boza yapimlarinda enzimleri kullanmislardir.

Enzim terimi ilk kez W. Kiihne tarafindan kullanilmistir. ilk kez 1883’lerde Payen ve
Persoz nisastayr sindiren enzim olan diyastazi buldular. 1836’da ise Schwan mide
suyundan pepsini elde etti. 1926 yilinda ilk kristal enzim olan ureaz Summer tarafindan

izole edildi [45].
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Enzim, sozciik anlami canli ile bitkisel ve hayvansal hiicrelerde biyolojik olaylarin
kimyasal katalizorleri olan organik yapili maddelere enzim denir. Bir bagka degisle, hiicre
icerisinde maddelerin degisimi, bozunmalari, par¢alanmalar1 biyolojik enzimler tarafindan

gergeklestirilir. Enzimler biyolojik reaksiyonlar1 hizlandirici etki gosterirler [46-48].

Enzimler tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonlarin hizini inceleyen ¢aligma alanina
enzim kinetigi ad1 verilmektedir [49]. Enzimlerin kinetik 6zelliklerini agiklamak igin 1913
yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten basit bir model ileri stirmiislerdir. Michaelis—
Menten esitliginin amaci biyokimyasal reaksiyonlar i¢in kantitatif bir hesaplama
gelistirmektir. Canli hiicrelerin biyokimyasal reaksiyonlarini genelde enzimler katalizler.
Bu enzimler substratin spesifik bolgelerine baglanir. Bu enzimatik reaksiyonlara birkag

ornek vermek gerekirse [50].

¢ Glikozun, hekzokinaz enzimi varliginda glikoz-6-fosfat iirlinline doniismesi
e Transkripsiyon
e Proteinlerin fosforilasyonu sayilabilir [51].

Bircok enzimin kinetik 6zellikleri en basit bir bigimde;

k;
E+S = ES - E+P

Yukarida ifade edilen Michaelis-Menten esitligine gore substrat konsantrasyonu enzim
konsantrasyonundan oldukga fazladir. Formiilde, E enzimi, S substrat, P tiriinii, ES enzim
substrat madde, ki, k1 ve ky hiz sabitlerini géstermektedir. Bu formiilden yararlanilarak,
ES maddesi k.; katsayisi ile enzim ve substrata pargalanirken, k; katsayisi ile iiriin olusur.

Enzim, k; orant1 hiziyla substrata baglanarak ES maddesini olusturur.
[ES] olusum hizi = [ES] = k;.[E].[S] (2.1)

[ES] pargalanma hiz1 = k_;.[ES] + kz.[ES] (2.2)

esitlikleri elde edilir.
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[ES] olusum hiz1 ile [ES] pargalanma hizi1 birbirine esitlenerek;

Ki.[E] [S] = (k-1 + ko). [E]. [S] (2.3)
[ES] = (11((1_'[1]?1[5;]) (2.4)

Esitlikleri elde edilir. Ortamdaki en yiiksek enzim derisimi bilinerek maksimum hiza

ulasilabilir [52].
[E][S]/[ES] = (k—1 +k2)/kq (2.9)
Km = (k_; +k;)/k; (2.6)

Km; tepkimenin maksimum hizinin yarisindaki substrat derisimine karsilik gelir, enzim-
substrat etkilesimini karakterize eden dnemli bir birimdir, enzim ve substrat derisiminden

bagimsizdir. Buradan;

S
Vo = Vmaks ﬁ (2.7)

Michaelis-Menten esitligi elde edilir [53] (Sekil 2.3.).

A
I

Sekil 2.3. Michaelis-Menten Grafigi
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Sabit substrat derisimine ulasildigi andaki enzim hizi (Vmaks), maksimum hiz olarak
tanimlanir. Km degeri ise; enzimin maksimum hizinin yarisina ulasilmas: icin gerekli
substrat derisimi olarak tanimlanir [54,55]. Her enzime 6zgili karakteristik bir Michaelis-
Menten sabiti (Km) vardir. Ayrica Km degeri, enzimin substrata karsi ilgisinin bir
Olctisiidiir.

Vo ve Km’ yi hesaplamak igin farkli substrat konsantrasyonlarinda tepkime hizlari
hesaplanir ve Michaelis-Menten denkleminin ters gevrilmesiyle elde edilen Lineweaver-

Burk denklemi kullanilir [53,57] (Sekil 2.4.).

S
Vo =V, B (Michaelis-Menten esitligi) (2.8)

— Vmaks [S]+ Ky

: L 4 Em 1 (Lineweaver-Burk esitligi) (2.9)
- = - -burk esitiigl .
Vo Vmaks Vmaks [S] SHie

1
W RN
Wmax
_1
Km t\-\ 1
\w WO
1
[=]

Sekil 2.4. Lineweaver-Burk Grafigi [53,58]
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2.6. Enzim Inhibisyonu

2.6.1. Enzim inhibisyon cesitleri

Enzim-substrat maddesinin olusmasini degisik sekillerde etkileyen enzim faaliyetlerinin
azalmasina yol agan bilesiklere enzim inhibitorleri, bu olaya ise enzim inhibisyonu denir.
Enzim inhibisyonu, tersinir veya tersinmez olarak iki grupta incelenir.

Enzim inhibitorleri diisiik molekiil agirlikli kimyasal bilesiklerdir. Tersinir inhibisyonda
enzim ile inhibitér arasinda bir denge s6z konusudur. Tersinir inhibitorler kovalent
etkilesimlerle enzimlere baglanir. Inhibitdr ile aktif bolge arasindaki birden gok zayif bag
birlesip gii¢lii ve spesifik bir baglanma meydana getirir. Tersinir inhibisyon gesitleri
kompetitif (yarigmali), nonkompetitif (sinirli yarismali) ve unkompetitif (yarismasiz)
inhibisyon olmak iizere li¢ gruba ayrilir. Enzim inhibisyon tiirlerine 6zgii grafikler Sekil

2.5. ve Sekil 2.6.’da goriildiigii gibidir [54,59].

‘3 [11] ‘3 [1]
1w 1iv
(a) (b)
7

A

Sekil 2.5. (a) Yarismali ve (b) Yarigmasiz inhibisyon ¢esitleri [54].

%”

-

Sekil 2.6. Smurl1 yarigsmali inhibisyon ¢esidi [54].

1/[8] 1/[S]

1AS]
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Yarigmali inhibisyonda, substrat ve inhibitdr enzime ayni anda baglanamaz. Substrat ve
inhibitdr enzimin aktif bolgesi i¢in yarigirlar. Substrat konsantrasyonu yeterince arttirilarak
bu tip inhibisyonun iistesinden gelinir ve Vmaks hizina ulagilir. Sinirli yarigmali
inhibisyonda, substratla yapisal benzerligi olmayan inhibitorler, substratla enzimin ayni
aktif bolgesine baglanmazlar. Yiiksek substrat derisiminde de enzimin inhibisyonu
engellenemez. Smirli yarismali inhibitor, serbest enzime ya da ES maddesine baglanarak

reaksiyon hizini azaltir.
Yarigmasiz inhibisyonda ise, inhibit6r, enzim ve substratla ayn1 anda baglanabilir substrat
derisimi artirilarak inhibitoriin enzime baglanmasini azaltmak miimkiin degildir, bu ylizden

Vmaks degisir ancak Km sabit kalir [60, 61].

Cizelge 2.4. inhibisyon gesitleri.

inhibisyon -
Sematik Gosterimi Km, Vmaks
Kompetitif £ s Es
E+P Vmaks degismez
(Yarismal) +|
Km artar
Inhibisyon El
Nonkompetitif E+s ES E+p
Vmaks azalir
(Simirh yarismal) £ +
Km degismez
Inhibisyon El ESI
E+S ES — E+P
Unkompetitif Vmaks azalir
(Yarismasiz) inhibisyon *l Km azalir
ESI

Tersinmez inhibitorler genellikle bir enzimi kovalent olarak degisime ugratir ve dolayisiyla

inhibisyon geri dondiiriilemez [62].
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2.6.2. 1Cx ve K| degerleri

Biyolojik bir etkinligin inhibisyonu i¢in gerekli olan inhibitér derisimine maksimum
inhibitor konsantrasyonun yarisi (ICsq) denir. 1Cso degerleri farmakolojide yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Biyolojik islemler sirasinda, 1Csq derisimleri kantitatif 6lgtimlerle belirlenebilmektedir. Bir
inhibitoriin 1Csg etkisi, doz-doza yanit egrisi gizilerek ve geri donilisen agonistler ( hiicre
reseptorlerine baglanarak hiicrede bir tepki olusturan bilesikler) tizerine farkh
derisimlerdeki antagonistlerin (hiicre reseptorlerine baglanarak hiicrede bir tepki
olusturulmasin1 engelleyen bilesikler ) etkisi incelenerek belirlenir. 1Csy degerleri,
agonistlerin inhibe edilen yar1 maksimum biyolojik tepkisi ic¢in gerekli olan

konsantrasyonlarin belirlenmesi ile hesaplanir.

ICs0 degerleri Ol¢iim alinan dis kosullara oldukca baglidir. Genel olarak inhibitor
konsantrasyonu yiiksek oldugunda agonist aktivitesi azalir. Agonist konsantrasyonu

arttikca 1Cso degeri de artar.

ICs0 degeri, Cheng-Prusoff denklemine gore yarismali agonist ve antagonistler ile iliskili

olmasina ragmen affinite i¢in direk bir gosterge degildir. Bu denkleme gore;

K= % (2.10)

Bu esitlikte K; inhibitor affinitesi, ICsp inhibitériin fonksiyonel giicli, S substrat
konsantrasyonu, Kp enzim aktivitesinin 1Csy degerindeki substrat konsantrasyonudur.

Diger bir K degeri denklemi;

ICs9

G- (2.11)

1-+-EC50

Kiz

Bu esitlikte [A] agonistin sabit bir konsantrasyonu, ECso reseptoriin yarisiyla etkilesen

maksimum agonist konsantrasyonudur.
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Bir bilesik i¢in 1Csq degeri deneysel kosullara bagli olarak degisebilirken K; degeri sabit bir
degerdir ve deneysel kosullardan etkilenmez. Bir inhibitoriin ICsp Ve K degerleri ne kadar

diistikse o inhibitdriin inhibe edebilme 6zelligi o kadar iyidir.

2.7. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, kimya biliminin bir dali olup elektronik bir iletken ile iyonik bir iletken ara
yiizeyinde gergeklesen reaksiyonlart inceler. Genel anlamda elektrokimya elektrik enerjisi
tireten veya harcayan redoks (indirgenme-—yiikseltgenme) tepkimelerini inceler. Eger harici
bir voltaj uygulanarak bir kimyasal reaksiyon meydana getiriliyor, pil de oldugu gibi, bir
kimyasal reaksiyon voltaja neden oluyorsa bu bir elektrokimyasal reaksiyondur.
Elektrokimya pratikte bilyilk oneme sahip bir konudur. Piller, akiimilatorler kimyasal
enerjiyi elektrik enerjisine dontistiiren diizeneklerdir ve giinlilk hayatimizda ¢ok cesitli

amaclar icin elektrik enerjisi kaynagi olarak kullanilmaktadirlar.

Cesitli elektrokimyasal islemlerin analitik amagli kullanilmasi elektroanalitik yontemleri
olusturur. Elektroanalitik yontemler ile elektrot ara ylizeylerde meydana gelen yiik
aktarimmin sitokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi, adsorbsiyon ve kemisorpsiyon

derecesi, kimyasal tepkimelerin hizi ve denge sabitleri ile ilgili bilgilere ulasilabilir.

Elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmasinda izlenen farkli yollar vardir. En yaygin
olarak kullanilan yontem Sekil 2.7°de gosterilmistir. Bu gosterimde elektroanalitik
teknikler, “ara yilizeyde gerceklesen teknikler” ve “tliim analiz ortaminda gerceklesen
teknikler” olmak tizere 2 ana gruba ayrilirlar. Ara yilizey yontemleri, elektrot yiizeyleri ve
bu yiizeylere hemen bitisik olan ince ¢ozelti tabakasi arasindaki ara yiizeyde gerceklesen
olaylara dayanmaktadir. Tiim analiz ortam1 yontemlerinde ise ¢ézeltinin tamaminda olusan

olaylara dayanmaktadir [63,64].

Elektroanalitik yontemlerin diger analitik yontemlere gore bazi1 avantajlari vardir. Birincisi,
elektrokimyasal oOlciimler elektro aktif bir tiiriin, yiikseltgenme veya indirgenme
basamagina 6zgiidiir. Hemen hemen biitiin elektrokimyasal tekniklerde potansiyel, akim ve
zaman parametreleri bulunur. Elektrokimyasal yontemlerin ikinci bir dstiinligi ise
kullanilan cihazlarin nispeten ucuz olmasidir. Elektro analitik tekniklerle ¢ok diisiik tayin

sinirlarina ulasabilirler. Duyarliligi oldukca fazla olan bu yontemlerde oldukca genis bir
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calisma araligi vardir (10'3 M - 10 M). Ayrica bu analizlerin ¢cogu mikrolitre, hatta
nanolitre seviyesindeki numune miktariyla gergeklestirilebilir. Gozlenebilme sinirlari
pikomol seviyesinde olabilir. Sekil 2.7°de gosterilen elektroanalitik yontemlerin ¢ogu

cesitli kromatografik islemlerde detektor olarak kullanilmaktadir.

Elekroanalitik
yontemler

Analiz ortaminin
tamamindaki
yontemler

Ara yiizey
Yontemleri

B B B
Statik yontemler Dinamik yontemler Kondiiktometri ko;‘:g;l;;(grt]lleatrrﬂ(
(1=0) (1>0) (G=1/R) (hacim)

y
RelET T Potansiyometrik .
(g) titrasyonlar Fl’(otatns?{gl Sabit akim
ontroliu
(hacim)
I

B B
Sabit elektrot q Kulometrik
potansiyel Voltametri Ar_nperomeltrlk Elektrograwmetn titrasyonlar E'ektmgfa‘”me‘“
kulometrisi titrasyonlar @=11) (kiitle)

Sekil 2.7. Elektroanalitik teknikler igin bir siniflandirma 6rnegi. Olgiilen nicelikler parantez
icinde verilmistir.( I: Akim, E: Potansiyel, R: Direng, G: Iletkenlik, Q: Yiik
miktari, t: zaman, Hacim: Standart ¢ozelti hacmi, Agirlik: Elektrokimyasal
olarak biriktirilen tiiriin agirlig)

2.8. Voltametri

Voltametri, bir indikator elektrot ya da caligma elektrotunun polarize oldugu sartlar altinda
akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak dl¢iilmesine dayanan elektro analitik
yontemlere verilen isimdir. Voltametri potansiyometrik Ol¢timlerden farkli olarak tam
konsantrasyon polarizasyon sartlarinda bir elektrokimyasal hiicrede olusan akimin
Ol¢iilmesine dayanir. (Potansiyometrik 6lgiimler, akimin sifira yaklastigi ve polarizasyonun
olmadigi sartlarda yapilir.) Ayrica elektrogravimetri ve kulometriden farkli olarak
konsantrasyon polarizasyonun etkilerini en aza indirmek igin alinan Onlemler daha

farklhidir. Ayrica bu iki yonteme gore voltametride analit minimum miktarda harcanir.
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Voltametride cesitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin
incelenmesi, ylizeydeki adsorbsiyon islemlerinin arastirilmasi ve elektrot yiizeyinde
gergeklesen elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi, molekiiler oksijen tayini,
farmasotik agidan onemli tiirlerin tayini gibi bir¢ok uygulamada kullanilir. Voltametride
ylizey alam1 birkag mm’den daha kiiclik calisma elektrotlar1 kullanilir. Hatta ylizey alanm
birkag mm’den birkag cm’ye kadar ultra mikro elektrotlar kullanilmaktadir [63].

Uygulanan potansiyele kars1 Olciilen akimin grafige gecirilmesi ile elde edilen akim-

potansiyel egrisine voltamogram denir.

Voltametrik metotlarda ticlii elektrot sistemi kullanilir. Bunlar:

l. Calisma elektrodu olarak; camsi karbon elektrot, damlayan civa elektrot, altin
elektrot, platin elektrot gibi kolay polarize olan elektrotlar kullanilir.
. Referans elektrot olarak; Ag/AgCl elektrot, standart hidrojen elektrot ve doymus

kalomel elektrot gibi belirli bir yar1 hiicre potansiyeline sahip olan elektrotlar kullanilir.

1. Karsit elektrot olarak; platin elektrot ve altin elektrot gibi kolay polarize olan ve

genis yiizey alanina sahip elektrotlar kullanilir.

Uclii elektrot sisteminde; potansiyel calisma elektrotu ile referans elektrot arasina
uygulanir, akim ise ¢alisma elektrotu ile karsit elektrot arasinda oSlgiiliir. Boylece ¢alisma
ile referans elektrot arasindan hemen hemen hi¢ akim ge¢cmez. Ciinkii referans elektrotun
potansiyeli ¢cok kii¢lik akimlarda sabit olup akim arttiginda potansiyeli sabit kalmaz. Bagka
bir ifadeyle referans elektrot polarize olmaz. Uglii elektrot sisteminin kullanilmas: ile ayn1
sistemde hem gerilim uygulanabilir hem de olusan akim 6l¢iilebilir. Bu sayede akim gegisi
esnasinda ikili elektrot sisteminde karsilastirilmasi muhtemel potansiyel kaymasinin 6niine

gecilmis olur.

Voltametrik caligmalarda ¢6ziinmiis oksijen molekiiliiniin ortamdan uzaklastiriimasi
gerekir. Bunun i¢in hiicreden inert bir gaz olarak azot veya argon gazi gegirilir. Ciinkii
coziinmiis oksijen molekiilii elektro aktiftir ve elektrotta kolaylikla indirgenerek girisime
sebep olur. Bu olay iki adimli bir indirgenmedir. Bunlardan birincisi, oksijenin hidrojen

peroksite indirgenmesiyle gerceklesir:

0O, (g) + 2H" + 2e- o H,0, (-0,1V)
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Ikinci indirgenme ise hidrojen peroksitin suya indirgenmesidir:
H0, + 2H" + 2e- « 2H0 (-0,9V)

Oksijenin hidrojen peroksite indirgenmesi —0,1 V' ta ve peroksitin suya indirgenmesi
-0,9 V' ta (DKE' ye kars1) gerceklesir. Eger c¢oziinmiis oksijen sulu ¢ozeltiden
uzaklastirilmaz ise olusan indirgenme dalgalar1 analiz edilecek olan maddenin verecegi
pikleri orter. Ayrica hem O, hem de bunun birinci indirgenme iriinii olan H,O, incelenen

madde veya bunun elektroliz iirlinii ile tepkimeye girebilir.

Voltametride ¢aligma elektrotuna uygulanan potansiyel negatif yonde arttirilirsa
elektrottaki indirgenme tepkimesi hizlanir. Genelde calisma elektrodu katot olarak
kullanilir ve indirgenme ile katodik akim (ix) olusur. Eger ¢alisma elektrotunun potansiyeli,
pozitif yonde arttirilirsa, bu kez elektrot anot olarak davranir ve anodik akim (i) olusur.
Calisma elektrotunun hangi potansiyel degerlerinde katot, hangi potansiyel degerlerinde
anot olarak davranacagi, elektro aktif maddenin, ortamin ve elektrotun tiirtine gore

belirlenir.

Voltametri ¢aligmalarinda ortamin iletkenligi ve elektroaktif maddenin elektrot yiizeyine
sadece difiizyonla aktarimini saglamak icin destek elektrolit kullanilir. Destek elektrolit bu
goreve ek olarak bazi uygulamalarda ortamin pH" sin1 ayarlayan bir tampon ya da ortamda
bazi iyonlar1 komplekslestiren bir ligand gorevi de gorebilir. Voltametride destek elektrolit,
analit ¢ozeltisine fazla miktarda ilave edilen bir tuzdur. En yaygin tuzlar, analit tayininde

kullanilan potansiyelde elektrotla reaksiyona girmeyen alkali metal tuzlaridir.

Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi diferansiyel pulsdan daha sik tercih edilen bir elektroanalitik
yontemdir. Kisaca SWV olarak gosterilir ve ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel,
biiyiik genlikli bir diferansiyel teknik olmasini saglayan simetrik kare dalgalar seklindedir.
Her iki kare dongiisli boyunca, akim iki kez olgiiliir. Birincisi, ileri yondeki pulsun sonunda
(t) ikincisi ise geri yondeki pulsun sonundadir (t;). Bu iki akim arasindaki fark, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde kare dalga voltamogrami elde

edilir (Sekil 2.8.).
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Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli olmasi nedeniyle istiinliigii olan bir
voltametri teknigidir. Etkin tarama hizi, kare dalganin frekansi (f) ve basamak yiiksekligi
(AEs) degistirilerek belirlenir. Boylece birkac kare dalga voltametrisinin analiz siiresini
oldukga kisalttiginin bir gostergesidir [65]. Voltamogramin tamami 10 ms’den daha az bir

surede elde edilir.
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Sekil 2.8. Kare dalga voltametrisinde potansiyelin uygulanmasi.

Kare dalga voltametrisinin ikinci biiyiik tstiinligii de, kare dalga yoluyla toplam akima
kapasitif katkilarin en aza indirilmis olmasidir. Boylece tarama hizi carpict bir sekilde

arttirilabilir, 1 V/s’ lik tarama hizina kolaylikla ulasabilir.

Kare dalga voltametrisinde net akim (AI) hem ileri hem de geri puls akimlarindan daha
biiyliktiir. Bu nedenle, voltametrik pik genellikle ¢ok kolay okunmaktadir. Bu da, yontemin
dogrulugunu arttirmakta ve diferansiyel puls voltametrisinden daha yiiksek duyarliligin
elde edilmesini saglamaktadir. Boylece Kare dalga voltametrisinin duyarliigi 107 ile
10® M sinrlara inebilmektedir [66]. Olgiim son derece hizli yapildigindan, birkag
voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinligini artirmak miimkiindiir.
Giliniimiizde birka¢ firma kare dalga voltametri cihazlarmi ticari olarak piyasaya

sunmustur. Bu teknigin ilerde organik ve inorganik analizde biiyiik 6nem kazanacagi kesin
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gibidir. Ayrica, kare dalga voltametrisinin yliksek performans sivi kromotografisi

dedektorii olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir [67].

Doniistimlii voltametri

Doniisiimlii voltametri ¢ogunlukla CV seklinde kisaltilir. Bu yontemde, potansiyel
licgensel potansiyel dongiisii Sekil 2.9°deki gibi verecek sekilde ileri ve geri tarama

yapilirken akim ol¢iiliir.

Potansivel (V) DKE’a karsi

+

20
Laman (s)

Sekil 2.9. Doniistimlii voltametride potansiyelin uygulanmas.

Dontigiimlii voltametride belirli bir potansiyel araliginda dogrusal olarak tarama yapilir.
Sonra tarama yoni ters cevrilir ve potansiyel orijinal degerine getirilir. Her iki yondeki
tarama hizi aynidir. Bu ¢evrim birka¢ kez tekrarlanarak ¢oklu taramalarda yapilabilir. Geri
yondeki potansiyellere doniis potansiyelleride denir. Doniis potansiyellerinin araligi, bir
veya daha fazla analitin diflizyon kontrollii bir ylikseltgenme veya indirgenmenin meydana
geldigi potansiyeldir. Baglangic taramasinin yoni negatif veya pozitif olabilir. Bu da
numunenin bilesimine baghdir. Daha negatif potansiyeller yoniindeki bir tarama ileri
tarama, zi1t yondeki tarama da geri tarama olarak adlandirilir.

Uggen dalga uygulandiginda Sekil 2.10.’daki gibi bir voltamogram elde edilir.
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Katodik

Ak (pd)
b =]

anodik

T =
Potansivel (V). DKE yve karsa

Sekil 2.10. CV ile elde edilen akim-potansiyel egrisi.

Bu egri izah edilmek istenirse, gittik¢e artan bir katodik potansiyel uyguladiginda egrinin
ABDF dali elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir katodik akim gozlenir ( B noktas1). B” den
D’ye kadarki bolgede indirgenebilen maddenin ylizey derigsimi gittikce kiigiiliirken, akimda
hizl1 bir artig olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri, analitin yilizey derisimini
Nernst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek icin gerekli kapasitif akim artisidir.
Ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Pikin tepe noktasindan sonra difiizyon
tabakasi, elektrot yiizeyinden uzaklastik¢a hizla kiiciiliir ( D noktasindan F noktasina). F’
de uygulanan katodik potansiyel azalmaya baslar. FH bolgesinde indirgenebilen maddenin
indirgenmesi devam eder. Ancak indirgenmis madde derisimi azalmis oldugundan akim da
azalir. Potansiyel yeteri kadar pozitif oldugundan akim da azalir. Potansiyel degeri daha
pozitif oldugunda indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da
anodik olur. Anodik akim, ileri yondeki tarama sirasinda yiizey yakinlarinda biriken
indirgenmis maddenin yeniden yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik
seklinde goriilir sonra biriken indirgenmis maddenin anodik reaksiyonu yoluyla

harcanmasi nedeniyle azalir.

Bir doniisiimlii voltamogramin 6nemli parametreleri, katodik pik potansiyeli Epc, anodik
pik potansiyeli Ep,, katodik pik akimi ipx ve anodik pik akimi ip,’ dir. Tersinir bir elektrot
tepkimesi i¢in anodik pik potansiyeli Ep,, ile katodik pik potansiyeli Epy arasinda 0,058/n
V’ luk bir potansiyel farki olmalidir. Buradaki n, aktarilan elektron sayisidir.

Ortamda iki agamada indirgenebilen bir elektro aktif madde ya da iki ayr1 potansiyelde
indirgenen iki farkli elektro aktif madde bulunuyorsa elde edilecek doniistimlii

voltamogram Sekil 2.11°de goriildiigi gibidir.
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Sekil 2.11. iki basamakta indirgenebilen bir maddenin CV” si.

Doniistimlii voltamogramlarin ayrintili incelenmesi ile bir sistemin hangi potansiyellerde
ve ka¢ adimda indirgenip ylikseltgendigini, elektrokimyasal acidan tersinir olup
olmadigini, indirgenme ya da yiikseltgenme liriinlerinin kararli olup olmadigini, elektrot
tepkimesinde rol alan maddelerin ylizeye tutunup tutunmadiklarini kolayca anlamak

mumkundiir.

Elektrot tepkimesinin tersinirligi azaldik¢a katodik ve anodik pikler birbirinden daha ayri
potansiyellerde ve daha yayvan olarak gozlenir. Bir baska deyisle AE, degerleri elektrot
tepkimesinin hiz sabitinin bir 6lglistidiir. Tam tersinmez bir elektrot tepkimesinde ise geri
taramada bir pik gozlenmez. Tam tersinmez elektrot tepkimelerinde ileri yondeki pik akimi
potansiyel tarama hizinin karekoki ile orantilidir ve pik potansiyeli potansiyel tarama hiz
artinca negatif gerilimlere kayar. Yar tersinir elektrot tepkimelerinde ise pik akimi belli bir
tarama hizina kadar tersinir sistemlerdeki gibi tarama hizinin karekokiiyle dogru orantili
bi¢imde artar. Sekil 2.12’te tersinir, tersinmez ve yari tersinir sistemler i¢in geri doniisiimli

voltamogramlar gortilmektedir.
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Tersirur

____"'iun tersimir

e

Akim {pA)

Potanzsiyvel (V)

Sekil 2.12. Tersinir, tersinmez ve yar1 tersinir sistemler i¢in voltamogramlar.

Bazi durumlarda bir elektrot tepkimesini izleyen ¢ozelti tepkimesinin iiriinleri elektro aktif
ise donligiimlii voltamogramlarda bunlara ait pikler de gozlenir ve bdylece elektron
aktarimi olaymnin mekanizmast aydinlatilir. Yiizeye tutunmus bir maddenin elektrot
tepkimesinde, dlgiilen pik akiminin degeri uygulanan gerilimin tarama hizinin karekokii ile
degil, tarama hiz1 ile dogru orantilidir. Elektrot tepkimesine giren maddenin ve {iriiniin
kuvvetli bir bigimde elektrot yiizeyine tutundugu durumlarda elde edilen doniisimli

voltamogramlar Sekil 2.13’te goriilmektedir.

= a =

sl .

Sekil 2.13. (a) Elektrot tepkimesinde {iriiniin adsorpsiyonu
(b) Elektrot tepkimesinde tepkenin adsorpsiyonu



28

Doénitistimlii  voltametri, rutin nicel analizlerde kullanilmazken organik ve inorganik
yapidaki elektro aktif tiirlerin yiikseltgenme/indirgenme islemlerinin mekanizma ve kinetik

calismalari i¢in 6nemli bir aragtir.

Tersinir reaksiyonlar

Elektrot — ¢6zelti ara yiizeyinde meydana gelen heterojen reaksiyon, ( Esitlik 2.10.)
:0+ ne‘%R (2.10)
seklinde gergeklesen tersinir indirgenme reaksiyonu oldugu ve elektrot reaksiyonu
baslamadan Once, ¢ozelti ortaminda sadece indirgenebilir “O” tiiriiniin bulundugu kabul
edilsin. Bu durumda, elektrokimyasal olayin dncesinde ve sonrasinda, bu olaya eslik eden
herhangi bir kimyasal reaksiyonun da olusmadig1 diistiniildiigiinde ve tarama hizinin ¢ok
yavag olmasi durumunda, akim—potansiyel grafigi belli bir potansiyelden sonra smir
akimina ulagir ve akim potansiyelden bagimsiz bir hal alir. Tarama hiz1 arttik¢a, akim—
potansiyel grafigi bir pik haline gelir ve bu pik yiiksekligi tarama hiz1 ile dogrusal olarak
artar. Elektrokimyasal sistemde, sabit sartlar altinda ve tarama hizinin yavas olmasi
durumunda, elektrot yiizeyinden belli uzaklikta ¢ozeltideki analit derisimi sabittir. Ayrica
Nernst difiizyon tabakasindaki analit derisiminde meydana gelen degismede dogrusaldir.
Diflizyon tabakasinda meydana gelen tersinir bir reaksiyon i¢in, [O]/[R] oran1 Nernst
esitligi ile potansiyele baghdir. Sisteme, negatif yonde potansiyel uygulandikca, analitin
elektrot yiizeyindeki derigimi ([O]) azalir ve buna bagl olarak derisimdeki fark yani akim
artar. Bu durum asagidaki esitlikten (Nernst esitligi) kolayca goriilebilir. (Esitlik 2.11.)

_ po_ RT, [R]
E=E - ml (2.11)

Uygulanan potansiyelin bir sonucu olarak, analitin elektrot yiizeyindeki derisimi belli bir
stire sonra sifir olur. Analit derisiminin sifira diistiigii bu potansiyelden sonra “O” ve “R”
tiirleri i¢in derisim farklilagsmasi ortadan kalkar ve bu durumun sonucu olarak akim sabit

hale gelir.

Uygulanan potansiyelin zamanla degisme hizinin yiiksek olmasi durumunda, ¢ozeltiden

elektrot ylizeyine kiitle aktarim hizi, denge kosullarimin saglanmasina yetecek kadar
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yiiksek olmaz. Boyle bir durumda, difiizyon tabakasindaki derisim farklilagmasi
dogrusalliktan sapma gosterir ve uygulanan potansiyel ile [O]/[R] iliskisi Nernst esitligine
gore ifade edilemez. Uygulanan potansiyel, ¢cozeltideki “O” tiirlinli indirgemeye yetecek
biiytlikliige eristiginde, heniiz, elektrot yiizeyindeki analit derisimi ile ¢ozeltideki analit
derisimi birbirine esittir. Elektrot yiizeyinde “O” tiirii indirgenmeye bagladigi andan
itibaren, elektrot ylizeyi ile ¢ozeltideki “O” derisimi arasinda bir fark olusacaktir. Bu
derisim farkliligina bagl olarak, elektrot yiizeyi ile bulk ¢ozelti arasinda meydana gelen
derisim farklilagmasinin bir sonucu olarak, elektroaktif tiir elektrot ylizeyine dogru
difiizlenecek ve elektrik bir akim olusacaktir. Potansiyel negatife dogru kaydikga, elektrot
yilizeyindeki “O” tiliriiniin derisimi, ¢ozeltideki “O” tiirii derisimine gore daha az olacaktir.
Uygulanan negatif potansiyelin bir sonucu olarak, belli bir siire sonunda, “O” tiirlinlin
elektrot yiizeyindeki derisimi sifir olacaktir. Hizli taramada, herhangi bir potansiyelde,
elektrot ylizeyindeki derisim farki, kararli haldeki derisim farkina gore daha biiyiik ve
bunun sonucu olarak da, akim daha fazla olacaktir. Elektrot yiizeyindeki “O” tiirii derisimi
sifir oldugunda, derisim farkinin azalmasiyla birlikte akim da azalacaktir. Bu etkilerin bir
sonucu olarak, akim — potansiyel grafigi pik haline doniisecek ve pik yiiksekligi (pik
akimi) de tarama hizindaki artmaya bagli olarak artacaktir. Potansiyel tarama yonii ters
cevrildiginde ve hizli bir tarama yapildiginda, elektrot ylizeyinde yeteri kadar indirgenmis
“R” tiiri bulunacagindan, daha pozitif potansiyellerde R yiikseltgenmeye baslayacaktir. Bu
yiikseltgenmeye bagli olarak, ters taramada da akim olusacaktir. Indirgenme
mekanizmasinda gerceklesen olaylar, yiikseltgenme meydana gelirken de aymi sekilde
tekrarlanacaktir. Ancak indirgenme sirasinda elektrot yilizeyinde olusan “R” tiirii, ¢ozeltiye
dogru difiizleneceginden zit yondeki pik akimi (anodik akim) katodik akimdan biraz daha
diisiik olacaktir. Tersinir bir O + ne” <> R reaksiyonunun voltamogrami Sekil 2.14.’teki
gibidir.

-100 o 200 400 S00
Potatisizrel (W)

Sekil 2.14. Doniistimlii voltametride akim potansiyel egrisi.
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Elektrokimyasal sistemde, kiitle aktariminin yalnizca difiizyonla gergeklestigi diisiintiliirse
(olayin difiizyon kontrollii olmasi, CV tekniginde en ¢ok tercih edilen durumdur), “O” ve
“R” tiirleri i¢in, Fick yasalar gegerlidir. Boyle kosullarda, pik akimi (ip), Randles - Sevcik
esitligi ile verilir (Esitlik 2.12).

nfl o 11
I, = 0,4463 nF(E )2 C,” Dz v2 (2.12)
Bu esitlik 25 °C i¢in esitligi asagidaki sekle doniisiir (Esitlik 2.13)
I, = (2,69x10°) n3/2 A C, DY/? v1/2 (2.13)

Bu esitlikte “A” elektrotun yiizey alan1 (cm? ), “n” aktarilan elektron sayisi, Co elektro aktif

tiiriin baslangigtaki derisimi (mol/cm®) ve v tarama hizidir (V/s).

Fick yasalarindan tiiretilen Randles - Sevcik esitliginin en dnemli gostergelerinden biri, pik
akiminin, tarama hizinin karekdkiiyle dogru orantili olarak degigmesidir. Potansiyel
taramasi boyunca, bir redoks sistemi dengede kaliyorsa, boyle redoks prosesleri “tersinir”
olarak adlandirilir. S6z konusu denge, “O” ve “R” tiirlerinin ylizey derisimlerinin Nernst
bagintisina uyan degerlerde, sabit tutulmasini gerektirir. Bir doniisiimlii voltamogram,

asagidaki parametre degerlerini sagliyorsa, tersinirdir.

a) Biitiin tarama hizlarinda ve 25 °C’de, katodik ve anodik pik potansiyelleri arasindaki

b) Ep: tarama hizi ile degismez.
c) Biitiin tarama hizlarinda pik akimlari orant = ips / ipx =1

d) Pik akiminin tarama hizinin karekokiine oranmi (ip / v ), tarama hizindan (v)

bagimsiz.

e) Dalga sekli tarama hiziyla degismez.
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Tersinmez reaksiyonlar

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeterli olmadigi igin elektrot ylizeyinde Nernst
esitligi gecerli degildir. Bu durumda CV voltamograminin sekli, tersinir durumdan
farklidir. Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok disiik ise elektron aktarim hizi kiitle
aktarim hizindan yiiksektir ve sistem tersinir gibi goézlenebilir. Tarama hiz1 arttikca kiitle
aktarim hiz1 elektron aktarim hiziyla ayni seviyeye gelir. Bu durum tarama hizi arttik¢a
anodik ve katodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklasmasi ile belli olur. Tersinmez
elektron aktarim standart hiz sabiti tersinir reaksiyondakine gore daha kiicliktiir. Tamamen
tersinemez piklerde anodik pik gézlenmez. Anodik pik gozlenmeyisi her zaman sistemin
tersinmez oldugunu ispatlamaz. Elektron aktarim basamagini takip eden ¢ok hizli kimyasal
bir reaksiyon varliginda yani olusan iriin, hizli bir sekilde baska bir maddeye

dontistiigiinde de anodik pik gézlenmez.

Tersinmez sistemler i¢in, 25 °C’de, Fick yasalarindan tiiretilen pik akimi esitligi asagidaki

gibidir (Esitlik 2.14).
I, = (2,99x10%) «!/2 AC, Dy/? v1/2 (2.14)

Bir doniigiimlii voltamogram, asagidaki parametre degerlerini sagliyorsa, tersinirdir.

1/2

a) ip/v-“ tarama hizina bagli degildir.

b) ipa/lpk < 1, diI‘.

C) Epk; tarama hizi ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmas ile negatif

degerlere kayma yoniindedir.

d) Epk- Epa farki tarama hizina baglhidur.

Yari tersinir tepkimeler

Yar tersinir reaksiyonlarda akim difiizyon hizi ve elektron aktarim hizi ile birlikte kontrol

edilir. Elektron transferinin yavas oldugu yari tersinir sistemler icin, piklerin boyutu
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tersinir sistemlere gore daha azalir ve pikler birbirinden epeyce ayrilir. Yari tersinir

sistemlerde, tarama hiziyla pik potansiyelinde kayma olur.

anFp 1

RT K
Ep = EO - m [0,78 - ln; + 11’1( RT )2] (215)

Burada o transfer katsayisidir ve n yiik-transfer basamagindaki elektron sayisidir. Bu
yizden, E,, Eg’dan daha yiiksek potansiyellerde olusur. Pik potansiyeli ve yar1 pik
potansiyeli 48/an mV’tan farkli olur. Pik akimi, asagidaki esitlikten (Esitlik 2,16)
goriildigi gibi, ¢ozeltinin derisimiyle orantilidir fakat o transfer katsayisina bagl olarak
pik yiiksekligi daha diisiiktiir. A= 0,5 ise, tersinir pik akiminin tersinmez pik akimina orant

1,27°dir.

1
i, = (2,69x10%)n(an)zACD/?v1/? (2.16)

Standart hiz sabitinin 10">k’>10" cm/s oldugu yar tersinir sistemler i¢in akim, hem yiik
transferi hem de kiitle aktarimiyla kontrol edilir. Doniisiimlii voltamogramin sekli,
ko/(nocD)llz’nin bir fonksiyonudur. (0= nFv/RT). ko/(mLD)l/2 arttikca, sistem tersinirlige
yaklagir. ko/(naD)llz’nin, yiiksek tarama hizlarindaki kiiciik degerleri igin sistem tersinmez
davranig gosterir. Yar1 tersinir sistemlerde, pik potansiyelleri, tersinir sistemlerle

karsilagtirildiginda, birbirinden oldukc¢a ayridir.

Bir reaksiyonun yart tersinir oldugunun belirlenmesinde de doniisiimli voltametri
caligmalarindan elde edilen verilerden yararlanilir. Bu amagla, asagidaki kriterler

incelenir [68-70].

Yar1 tersinir bir tepkime i¢in:

a) /v

tarama hizina kismen baghdir.

B) ipa/ipk = 0,5°dir. (o= 0,5 ise)

C) Ep; tarama hizi ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif

degerlere kayma yoniindedir.
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d) Epk — Epa fark: diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda bu

degerden daha biiyiiktiir ve tarama hizi ile artar.

e) Tarama hiz1 arttik¢a pik genislemesi olur.

EC mekanizmasi

“EC” mekanizmasinda, elektrokimyasal basamagi bir kimyasal basamak takip etmektedir.

EC mekanizmasi sematik olarak asagidaki gibi gosterilmektedir;

khet

R —5 0O+ne (E)
kg
0O - A ©)

[Ik basamakta (E), indirgenmis tiir (R), elektrot yiizeyinde “O” tiiriine yiikseltgenir.
Elektrokimyasal basamagin {iriinii olan “O” tiirii ve elektrokimyasal basamagi takiben
baska bir “O” tiiriiyle, komsu molekiillerle veya ¢oziicii ile kimyasal reaksiyona girerek
(C), “A” tiiriinii olusturur. “A” tiirii, elektroaktif olmadig: gibi, sadece ¢alisilan potansiyel
araliginda elektroaktif olmayabilir. Sekil 2.15°de “EC” mekanizmasinin bulundugu bir

proseste, pik akimlarinin, tarama hizi ile nasil degistigini géstermektedir.

Alom A

n] o1 o2 o3 o (o 0.a o7 o8

Potansiyvel W

Sekil 2.15. “EC” mekanizmasimi gosteren coklu tarama yapilmig voltamogram ornegi
(v=1,2,4,6,8,10V/s)

Elektrokimyasal reaksiyonun hiz sabiti, heterojen hiz sabiti adin1 alir ve kpe ile Kimyasal

reaksiyonun hiz sabiti ks ile gosterilir.
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Elektrokimyasal indirgenme mekanizmasi, CV de tarama hizina karsi, pik akiminin tarama
kizinin karekokiine orani (ipklvll ?) grafiginden elde edilmektedir. Tarama hizindaki artisa
karst pik akiminin tarama kizinin karekokiine oranindaki azalma EC indirgenme

(elektrokimyasal-kimyasal) mekanizmasinin baskin oldugu anlamina gelmektedir.

Elektrokimyasal sistemde “EC” mekanizmasinin varligi, asagidaki parametrelerle de

desteklenmelidir.

a) | lpa/lpk | < 1 dir. Ancak v arttik¢a 1’e yaklasir.
b) kalvll 2 oran1 v arttik¢a ¢ok az da olsa azalir.
C) Epk, tersinir durumdakinden daha pozitiftir.

d) Artan v ile Epk negatif bolgeye kayar ve saf kinetik bolge i¢in v’ deki 10 kat artis 30/n

mV kaymaya neden olur.

ECE mekanizmasi

Doniisiimlii voltametri tekniginde ile belirlenebilen bir diger mekanizma ise “ECE”
mekanizmasidir. “ECE” harfleri, mekanizmanin {i¢ basamakta gergeklestigini gosterir. Ilk
basamak, elektrot yiizeyinde elektron aktarimini igeren elektrokimyasal prosesten olusur.
Bu basamakta olusan {iriin karasiz olup, kimyasal reaksiyon ile ikinci bir tiire doniisiir ve
olusan bu yeni tiir, ¢alisilan potansiyel araliginda elektro aktiftir. Potansiyel tarama yonii,

baslangi¢ degerine dogru ters ¢evrildiginde, olusan bu yeni tiire ait yeni bir pik tespit edilir.

20

"ECE"” mekanizmasi

100 Akne op -
20 kg
B—C

&0 K et _
C—= D+ e
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Sekil 2.16. “ECE” mekanizmasin1 gosteren ¢oklu tarama yapilmis voltamogram oOrnegi
(v=0,10,51,02,0 Vls).
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Kimyasal basamakta olusan tiir, baslangicta ¢ozeltide bulunan tirden daha zor
yiikseltgeniyorsa, ikinci elektrokimyasal reaksiyon ileri taramada da gozlenebilir. Sekil
2.16° da “ECE” mekanizmasiin bulundugu bir elektrokimyasal olayda, pik akimlarinin,
tarama hizi ile degisimi goriilmektedir. ECE mekanizmasina gore yiirliyen bir elektrot

reaksiyonu asagidaki kriterlere uymalidir.

a)[ ka/ullz] degeri, tarama hizi ile degisir. Ancak yiiksek ve diigiik tarama hizlarinda limit

degere ulasir ve [ Ip/v"?] ( diisiik v) > [ I/v'?] (yiiksek v) dir.

b) Ipa/ lpk orani, artan tarama hizi ile artar ve yiiksek tarama hizlarinda 1’e yaklasir.

CE mekanizmasi

Bir elektrot reaksiyonunda elektron aktarim basamagindan once elektroaktif maddenin
olugsmasina yol agan bir kimyasal reaksiyonun bulunmasi CE mekanizmas: olarak

adlandirtlir ve asagidaki genel reaksiyon ile gosterilir.

k

4% 0 ©)
khet

0O+ne—R (E)

Bu esitliklerde A, elektroaktif olmayan bir maddeyi ifade etmektedir. Bu maddenin
elektrot ylizeyine ne indirgedigi nede yiikseltgedigi kabul edilir. Elektroaktif tiir O
maddesidir. O ile gosterilen elektroaktif iiriin, indirgenmesiyle konsantrasyonu azalir ve

kimyasal reaksiyon saga dogru kayar.
CE mekanizma kriterleri:

a) Tarama hizindaki artis Ep’ yi anodik yone kaydirir.
b) Tarama hizindaki artis ile i,"/\V*? oran1 azalur.

c) 1, ipk orani her zaman 1’ e esit veya 1’den biiyiiktiir ve tarama hizindaki artis ile biiyiir.



36

Kronoamperometri (CA)

Kontrollii potansiyel tekniklerinden biri olan Kronoamperometri, karistirilmayan bir
cozeltide, calisma elektrodunun potansiyelini, faradayik bir reaksiyonun gerceklesmedigi
bir potansiyelden elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyindeki derisiminin neredeyse sifir oldugu
potansiyele kadar basamaklandirmaya dayanir. Kronoamperometri deneyi sonucunda,
zamanin bir fonksiyonu olarak akimin dl¢iildiigii, akim-zaman grafikleri elde edilir. Bu
grafikler ayn1 zamanda, kiitle aktarimi genellikle difiizyon kontrollii oldugu i¢in, elektrot

ylizeyinin yakinlardaki derisim farkini yansitir.

3]

L]

Puls gemshi

Potansrtyel
»

m
(g
—,

0 Siire T

Sekil 2.17. Kronoamperometride c¢alisma elektrotuna uygulanan potansiyelin zamanla
degisimi.
Grafikte E; baslangic uygulama potansiyeli Es basamak potansiyeli ve E; bitis
potansiyelidir. Elektrot yiizeyinde; O + e ——* R seklinde bir elektrokimyasal olay
gergeklestigi diistiniiliirse, elektroda uygulanan potansiyel, bu olaymn toplam hizini etkiler.
Redoks potansiyelinden (Eo) daha pozitif potansiyellerde, “O” tiiriiniin “R” tiiriine
doniismesi s6z konusu degilken, bu potansiyelden daha negatif potansiyellerde
elektrokimyasal olay, difiizyon kontrolliidiir (yani, “O” molekiilleri, elektrot ylizeyine

ulasir ulasmaz elektroliz olur).

Baslangicta ¢ozeltide sadece “O” tiirli bulunmaktadir. Potansiyel basamagi uygulandiktan

sonra, elektrot yiizeyindeki “O” tiirii derisimi sifira kadar azalir ve bu esnada elektrot ile
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cozelti ara yilizeyinde bir derisim farklilasmasi meydana gelir. Cozeltideki “O” tiirleri
elektrot yiizeyine difiize olup, “R” tiiriine doniisiirken, difiizyon tabakasi ¢0zelti tarafina
dogru genisler. Bu esnada olusan akimin, zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilmesi
teknigi “kronoamperometri” olarak adlandirilir. Olusan akimin zamanla degisimi Cottrell

esitligi ile verilir (Esitlik 2.17).

nFADY/2¢c,
nl/2¢1/2

[= (2.17)

Cottrell esitliginden de goriildiigii gibi akim, gecgen siirenin karekdkii ile ters orantilidir.

Kronoamperometri genellikle elektroaktif tiirlerin difiizyon katsayilarinin veya calisma
elektrodunun yilizey alaninin hesaplanmasinda kullanilir. Ayn1 zamanda, elektrot
reaksiyonlarinin mekanizmasinin belirlenmesiyle ilgili ¢alismalarda da kronoamperometri

verilerinden yararlanilir [65].

2.9. Elektrokimyasal Ozelliklerin Incelenmesi

2.9.1. Maddenin elektrokimyasal indirgenme mekanizmasinin tayini

Dontigiimlii voltametrinin en 6nemli uygulamalarindan biri kimyasal reaksiyonlarin redoks
basamaklar1 i¢in nitel bilgiler elde edilmesini saglamaktadir. Bu tip reaksiyon
mekanizmalarinda genellikle redoks basamagi i¢in E ve kimyasal basamaklar i¢cin C
harfleri kullanilir. Elektroaktif tiirlerin yiizey derisimlerini dogrudan etkileyen boyle
kimyasal reaksiyonlarin varligi, pek c¢cok organik ve anorganik bilesiklerin redoks
reaksiyonlar1 i¢in yaygin olarak bilinmektedir. Donilisiimlii voltametriden elde edilen
voltamogramda elektrokimyasal aktif veya {iirliniin kimyasal olarak yarigsmasi sonucu
olusan degisiklikler, bu reaksiyon basamaklarinin agiklanmasi ve reaktif ara iirtinlerle ilgili
giivenilir kimyasal bilesikler elde edilir. Ornegin; bir redoks sistemi i¢in EC mekanizmast,
yani elektron aktarim basamagindan sonra bir kimyasal basamak ger¢eklesiyorsa,
doniisiimlii voltamogramda ters taramada kiiciik bir pik gozlenir. Ciinkii indirgenme tirtinii

yiizeyden kimyasal olarak uzaklagmaktadir.
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Elektrokimyasal indirgenme mekanizmasi, CV de tarama hizina karsi, pik akimimnin tarama
hizinin karekokiine orani (ipklvll ?) grafiginden elde edilmektedir. Tarama hizindaki artisa
kars1 ipklvll2 oranindaki azalma EC indirgenme (elektrokimyasal-kimyasal)

mekanizmasinin baskin oldugunu gosterir.
2.9.2. Adsorpsiyon kontrol tayini

Cozelti igerisindeki iyonlar ve molekiiller elektrot yilizeyine cesitli sekillerde adsorbe
edilebilirler. Adsorbe olan iyon veya molekiil yiizeyi arasinda bir ¢esit bag meydana gelir.
Bu bag anyon veya katyonlarda elektrostatik karakterli oldugu gibi yiikli elektrot ylizeyi
ile dipol Ozellikteki molekiiller arasinda yiikk — dipol etkilesmesi seklinde de olabilir.
Elektroaktif maddeler, ara iiriinler veya nihai {iriinlerin elektrot yilizeyine adsorplanmasi
elektrot reaksiyonunu kuvvetli bir sekilde etkiler. Elektrot mekanizmasinda dogrudan yer
almayan iyon veya molekiillerin adsorplanmasi ise elektrot aktarim hizim etkiledigi gibi
elektrot reaksiyon mekanizmasini degistirerek farkli {irlin olusumuna yol acabilir. Bu

sebepten dolay1, beklenmeyen elektrokimyasal davranislar adsorbsiyon olayina baglanir.

Uriin kuvvetli bir sekilde adsorbe oluyorsa asagidaki Sekil 2.18den goriildiigii gibi

voltamogramda bir 6n pik gozlenir.

-
- -

Sekil 2.18. Uriiniin kuvvetli adsorbe oldugu durumda gézlenen voltamogram [71]

Bu 6n pikin yiiksekligi tarama hiziyla dogru orantili oldugu i¢in ve difiizyon pikinin akimi

in)ad
(l,p)a = orani tarama hiz1 arttikga artar.
(ip)dif

ise tarama hizinin karekokii ile arttig1 i¢in
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Reaktant kuvvetli adsorbe oldugu zaman, difiizyon pikinden sonra bir arka pik gézlemlenir
(Sekil 2.19.). Bu arka pik, adsorbe olmus tiirlin ¢ozeltideki tiire gore daha kararl

olmasindan dolay1 olusur. Gozlenen arka pik tarama hizindaki artis ile artar [71].

R — le———

Lo I | e | — 0

(E—E  In, %

Sekil 2.19. Reaktantin kuvvetli adsorpsiyonunda gézlenen arka pik

Eger O tiirlinlin adsorbsiyonu zayif ise adsorbe olmus O’nun indirgenme enerjileri
arasindaki fark kiicliktiir. Boyle bir durumda arka pik gozlenmez. Net etki adsorbsiyon
olmadig1 duruma gore katodik pikin daha yiiksek olarak ortaya ¢ikmasidir. Ciinkii hem
adsorbe olmus hem de diflizlenen O’nun akima katkis1 vardir. Ters taramadaki anodik pik

de ayn1 sekilde daha yiiksektir ama katodik taramadaki kadar fazla degildir.

Eger R tiirii zayif bir sekilde adsorbe oluyorsa, katodik taramadaki pik ¢cok az degismesine
ragmen anodik pik yiiksekligi artar. Tarama hizinin artmasi ile anodik pik pozitif
potansiyellere kayar. Bunun nedeni elektrot yiizeyine yakin bolgedeki R’ lerin adsorbe

olmasidir.

Dontisiimlii voltametri teknigi ile kuvvetli ve zayif adsorbsiyonun varligi asagidaki

testlerle belirlenir [71].

a) CV voltamogramlarin da 6n pik veya arka pik gézlenmelidir.
b) log(ip)-log (v) grafiginin egimi 0,5’ten biiyiik olmalidir.

c¢) Akim fonksiyonu (ip/CVllz) tarama hizi ile artmalidir.
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d) Konsantrasyon artis1 ile ip/C orani1 azalmalidir

e) ip/Cv-v degisimi sabit olmalidir.

2.9.3. Difiizyon kontrolii tayini

Elektrokimyasal caligmalarda, sonuglarin degerlendirilmesi admna Fick yasalarindan
tiretilen esitlikler, olayin difiizyon kontrolli oldugu durum dikkate aliarak
diizenlenmistir. Bir elektrokimyasal ¢alismada, analit veya iiriin, elektrot yiizeyine adsorbe
oluyorsa, elektrot reaksiyonu difiizyon kontrollii olmaz. Elektrokimyasal davraniglari
incelenen maddelerin, donilisimlii voltametri kullanilarak alinan voltamogramlarindan,
reaksiyona adsorbsiyon etkisinin olup olmadig: anlasilabilir. Diflizyon pikinden dnce veya
sonra, ilave olarak gdzlenen bir pik, kuvvetli bir adsorbsiyonun varligina isaret eder.
Adsorbsiyonun siddetli olmamasi halinde ise, adsorbsiyon piki, diflizyon pikiyle
cakisacagindan, adsorbsiyon olup olmadigini anlamak i¢in baska bir yonteme basvurulur.
Uriin veya analit, elektrot yiizeyine adsorbe oluyorsa, voltamogramdaki ileri yonlii pikin
akimi, tarama hizinin karekokii ile orantili olarak degismez ve logi,” nin log Vv ile

degisiminin egimi 0,5 degerinden biiyiik olur.

2.9.4. Maddenin yiikseltgenme veya indirgenmesi esnasinda transfer edilen elektron

sayllari ve difiizyon katsayilarinin tayini

Elektrot yiizeyinde meydana gelen heterojen reaksiyonlarda aktarilan elektron sayisi,
Baranski ve arkadaslarinin kullandig1 teknige gore hesaplanmistir [72]. Bu teknikte
aktarilan elektron sayis1 ve diflizyon katsayisi, bir mikro elektrot ve bir ultra mikro elektrot
(UME) kullanilarak hesaplanabilir. Baranski ve arkadaslari, Cottrell esitligi ile ultra mikro
elektrotlar i¢in siir akimini veren esitligi, analit ve aktarilan elektron sayisi bilinen bir
madde i¢in yeniden diizenleyerek asagidaki esitlikleri (Esitlik 2.18 ve Esitlik 2.19)
tiretmislerdir. Bu teknigin, kullanilan mikro elektrotun aktif yilizey alaninin ayrica

hesaplanmasina ihtiyag olmamasi ve hassas sonuglar elde edilmesi gibi tistiinliikleri vardir.

S SZ 'S CS
- n Skt (2.18)
D =Dl (2.19)

§% i3
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Bu esitliklerde n, S, C, 1 ve D sirasi ile elektro aktif bilesigin aktarilan elektron sayisi,
Cottrel egimi, derisimi (mol/cm3), UME’ deki sinir akimi ve difiizyon katsayisidir. Ng, Ss,
Cs, Is ve Dy ise standart olarak kullanilan ferrosen bilesiginin sirasiyla aktarilan elektron
sayisi, Cottrel egimi, derisimi (mol/cm3), UME’deki siir akimi ve difiizyon katsayisidir.
Standart madde olarak ferrosen kullanilmasinin nedeni, bu bilesigin ¢ok net ve 1

elektronluk indirgenme piki vermesi ve ¢oziiniirliigliniin yiiksek olmasidir.
2.10. Molekiiler Floresans Spektroskopisi

Floresans ve fosforesansta maddelerin elektron cekici gruplarinda bulunan bir elektron,
molekiil lizerine gonderilen kisa dalga boylu 151n ile uyarilarak bir iist enerji diizeyine ¢ikar
Molekiiliin bir ¢ift elektronundan birinin daha yiiksek enerji seviyesine ¢ikmasi ile singlet
ya da triplet hal meydana gelir. Uyarilma ile elektronun spininin degismeden bir iist veya
iki, li¢ iist enerji seviyelerine ¢ikmasi durumuna uyarilmis singlet hali denir. Bu uyarilmis
singlet halinde bulunan bir molekiil temel halinde oldugu gibi diyamanyetiktir yani
molekiil bir manyetik alana maruz birakildiginda elektronik enerji seviyesinde higbir
yarilma meydan gelmez. Uyarilmig bir elektronun spinini degistirerek {ist enerji
seviyelerine ¢iktigi duruma triplet hali denir. Triplet halde iki ortaklanmamis elektron
bulunur ve bu tiir molekiiller paramanyetiktir. Boyle molekiiller manyetik alan igerisinde
iki tiirli yonlenme gosterir ve iki farkli enerji hali vardir. Ancak temel haldeki bir
molekiiliin 1smnla uyarilmis triplet hale gegmesi diisiik bir olasiliktir. Bazi molekiiller
uyarilmis singlet halinden uyarilmis triplet haline gegebilir ve bunun sonucu genellikle
fosforesans 1simadir. Uyarilmis molekiiliin elektronlar1 tekrar temel enerji seviyelerine

degisik yollarla donebilirler.

Florimetride, florometre denilen cihazlarla madde konsantrasyonu, floresans isimanin
ol¢iimii ile tayin edilir. Ilag analizi, birgok organik aktif ila¢ maddesinin floresansi
yardimiyla yapilabilir. Metal iyonlarmin analizi, bunlarin olusturduklari bazi floresant
kompleksleri yardimiyla yapilabilir. Biyolojik 6rneklerde bazi amino asitler florometrik
yoldan tayin edilebilir. Baz1 kimyasal bilesiklerin florometrik tayini, bunlarin bir floresant

madde ile tepkimeye sokulup yeni bir floresant {iriin veya etiketlenmis {iriin olarak yapilir.
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2.11. Kaynak Arastirmasi

Beydemir ve arkadaslarinin 2000°de yaptigi ¢aligmada enzimler {izerine yapilan
aragtirmalarin biiylik bir kismini ilaglarin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi
olusturmakta. Bundan yola ¢ikarak yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar yapilmakta.
Ilaglar enzim sistemlerine inhibitdr veya aktivator olarak bir sekilde etki gdsterir. Yapilan
aragtirmalarda ilaglarin ¢ogunun hem in vivo hem de in vitro olarak benzer etkiyi
gosterdigi belirlenmistir, fakat bazi ilaglarin /n vivo ve in vitro ¢alismalar1 farklilik

gostermektedir [73].

Erat ve arkadaslarinin 2005 de yaptig1 ¢aligmada insan eritrosit GR enzimi {lizerinde bazi
antibiyotik ilaglarin etkisi incelenmistir. Bunlardan bazilar1 streptomisin siilfat, gentamisin
stilffat, tiamfenikol, penisilin G, teikoplanin, ampisilin, metronidazol, ofloksasin,
siproflaksasin, sefazolin sodyum, sefepim, meropenem, sefotaksim sodyum ve sefodizim
disodyum’dur. Yapilan invitro c¢alismalarda streptomisin siilfat, gentamisin siilfat,
tiamfenikol, penisilin G, teikoplanin ve ampisilin ilaglarinin insan GR enzimini az veya
cok aktive ettigi belirlenmistir. Metronidazol, ofloksasin, siproflaksasin, sefazolin sodyum,
sefepim,meropenem, sefotaksim sodyum ve sefodizim disodyum ilaglarinin da az veya ¢ok
inhibe ettigi belirlenmistir. Inhibisyon etkisi gosteren ilaglardan sefotaksim ve sefodizimin
Ki ve Isg degerleri belirlenmistir. Sefotaksim igin Isp 12,179 mM ve Ki 6,5123+/-4,1139,
sefodizim i¢in Isg 1,682 mM ve K; 0,7446+/-0,2216 olarak belirlenmistir [74].

Siegel ve arkadaglar1 1998 de yapilan ¢alismada ilk yar1 reaksiyonda, NADPH tarafindan
enzimin indirgenmesi saglanir ve kararli bir hal olan E(SH)2 formu olusur. ikinci yar

reaksiyonda ise GSSG, E(SH)2 tarafindan indirgenerek iki mol GSH olusur [75].

Kizek ve arkadaslarinin 2003 yilinda disiilfid bagi igeren glutatyon ve indirgen tris(2-
karboksiletil)fosfin (TCEP) redoks sistemi doniisiimlii voltametri ile ¢alisilmistir. Protein
ve peptitlerin indirgenmis halleri DNA-protein, DNA-genetik etkilesimlerinde 6nemlidir.
Peptit ve proteinlerin indirgenmis halleri —SH gruplan tarafindan karakterize edilmistir.
Indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) formlar1 déniigiimlii
voltametri ile Ol¢lilmistiir. Doniistimlii voltametride GSH’in indirgenme potansiyeli
pH:9,2 borat tamponunda asili civa elektrotunda belirlenmistir. TCEP sulu ortamda

disiilfid baglarinin kolayca indirgendigi belirlenmis. TCEP’in Ag-AgCl kars1 indirgenme
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potansiyeli -0,25V, GSH’un katodik ve anodik pik potansiyelleri sirasiyla -0,44V ve
-0,37V, GSSG’un katodik ve anodik pik potansiyelleri sirasiyla -0,69V ve -0,40V olarak
bulmustur [76].

Griffith ve arkadaglarinin 2000 yilinda yaptig1 ¢alismada ii¢ farkli bolgeden toplanan ¢im
ve musirdan saflastirilan glutatyon rediiktaz enziminin Km sabitinin sicakliga bagliligi
caligilmistir. Enzimin kinetik parametrelerinin sicaklikla iliskisi, cesitli sicakliklarda
optimizasyonu ve sicaklik limitleri c¢aligilmistir. Ayrica enzim sistemlerinin Micheal-
Menten sabitinin (Km) sicakliga bagli oldugu belirlenmistir. Glutatyon rediiktaz enzimini
Km degeri yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG) substrat olarak kullanildigr calismada
1-40°C araligindaki sicakliklarda hesaplanmistir. Glutatyon rediiktaz i¢in minimum Km
degeri 1°C i¢in belirlenmis ve sicakligin azalmasi ile Km degerinin arttig1

gbzlenmistir [77].

Raoof ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptig1 calismada glutatyonun tayin edilebilmesi i¢in
modifiye ferrosen karbon pasta elektrot kullanilmigtir. Dontisiimlii  voltametri ve
diferansiyel puls voltametri teknikleri kullanilarak pH: 7 tamponunda 480 mV olarak tespit
edilmis. Farkli derisimlerde GSH ¢ozeltileri hazirlanarak dontisimlii voltametri ve
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmis. Bu iki
yontem igin gozlenebilme sirt CV igin 1,8x10° M, DPV i¢in 2,1x10° M olarak tespit
edilmigtir [78].

Carta ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi c¢alismada bazi alifatik ve aromatik
karboksilatlarin karbonik anhidraz enzimi inhibisyonu galisilmistir. Calismada alifatik
karboksilatlarin milimolar diizeyde inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir. Aromatik
karboksilatlarin ise patojenik mantar enzimlerinde nanomolar diizeyinde inhibisyonu tespit
edilmistir. Farkli uzunluktaki kimyasal dallanmaya sahip olan bilesikler karsilastirildiginda
dallanmanin ve metil grubu fazla olan bilesiklerin daha inhibitér o6zelligi oldugu

belirlenmistir [79].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Potansiyostat cihaz1

Deneylerdeki kullanilan voltametri sistemi: Chi760d voltametri cihazi, BAS marka

CGME model hiicre stand1 ve bilgisayardan olusmaktadir.

pe )
096

CH Instruments
LAY LPOCIEARIOAT AT I

Resim 3.1. Bilgisayar Kontrollii CHi760d Potansiyostat / Galvanostat sistemi.

3.1.2. Floresans spektrofotometre cihazi

ICs50 degerlerinin 6l¢iimii i¢cin kullanilan emisyon degerleri i¢in Hitachi marka F7000

floresans spektrofotometresi kullanilmistir.

Resim 3.2. Hitachi F7000 floresans spektrofotometresi
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3.1.3. Kullanilan elektrotlar

Asili civa damlasi elektrodu

Kare dalga siyirma ve doniisiimlii Voltametri ¢alismalarinda, ¢alisma elektrodu olarak

kullanilan asili civa elektrot Merck firmasindan saglanmaistir.

Ciwvanin temizlenmesi; Kirlenen civa behere alindiktan sonra yaklasik on dakika boyunca
bagetle karistirilarak, iizerinden ¢esme suyu gegirilmistir. Civanin iizerindeki ¢esme suyu
uzaklastirildiktan sonra bir litrelik cam meziire doldurulmus ve birka¢ defa saf su ile
calkalanmistir. Platin elek meziiriin iist kisminda tutularak, civa platin elekten gecirilerek
ince zerrecikler halinde meziirde bulunan saf sudan gegirilmistir. Bu islem bes defa
tekrarlanmistir. Daha sonra derisik HNO3 ¢6zeltisi 1:4 oraninda (HNO3: H,0) seyreltilerek
3 M’ ik HNOs ¢ozeltisi (civa yikama suyu) hazirlanmistir. Civa yikama suyu bir litrelik
meziire alinmis ve daha sonra yine platin elek meziiriin iist kisminda tutularak, civa platin
elekten yikama suyu igerisine zerrecikler halinde siiziilmiistir. Bu islemde bes kez
tekrarlandiktan sonra meziire saf su konularak ayni islem tekrarlanmistir. Saf sudan
gecirme islemi asitlik giderilinceye kadar tekrarlanmistir. Civanin asitliginin giderip
giderilmedigi turnusol kagidi ile kontrol edilmistir. Asitligi giderilen civa slizge¢ kagidi ile
iyice kurutulduktan sonra civanin temizlenip temizlenmedigi voltamogramlar alinarak

kontrol edilmistir.

Standart gimiis/gumiis klorir elektrot

Hem giimiis kloriir hem de potasyum kloriir yoniinden doygun bir ¢ozeltiye daldirilmis bir
giimiis elektrottan ibarettir. Bu elektrotun potansiyeli 25°C° da 0,199 V’ dur. Biitlin
elektrokimyasal Olgiimlerde referans elektrot olarak standart Ag/AgCl elektrot

kullanilmistir.
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Resim 3.2. Standart glimiis/giimiis kloriir elektrot.

Karsit elektrot

Karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.

gllﬂ".l’413ﬂ

W

&

Resim 3.3. Platin tel

Ultra mikro platin elektrot

Ultra mikro elektrot kronoamperometrik ¢alismalarda Cottrell egimlerini hesaplamada

kullanilmistir.

Resim 3.4. Ultra mikro platin elektrot

——

/
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3.1.4. pH metre

Deneylerdeki pH ol¢iimleri i¢in daha dnceden kalibre edilmis ORION marka 5 star model

pH metre cihazi kullanilmistir.

3.1.5. Ultra saf su cihazi

Deneylerde Millipore mili-q marka cihazla iretilen, iletkenligi 0,055 pS/cm ultra saf su

kullanilmustir.

3.1.6. Analitik terazi

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin tartimlart 0,1 miligrama duyarli OHAUS
marka EP214C model analitik terazi ile yapilmustir.

3.1.7. Azot gaza

Deneylerde kullanilan %99,999 luk azot gazi Oksan firmasindan temin edilmistir.

3.2. Numuneler, Reaktifler ve Cozeltilerin Hazirlanmalar:

0,001 M Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

% 98 HPLC safliginda (Sigma) GSSG sodyum tuzundan 0,0066 g alinir, ultra saf su

icerisinde ¢oziilerek hacmi 10 mL’ ye tamamlanmugtir.

0,001 M indirgenmis B-nikotinamid adenin diniikleotid 2’-fosfat sodyum tuzu (NADPH)

cOzeltisinin hazirlanmasi

% 93-100 HPLC safliginda (Sigma) indirgenmis NADPH sodyum tuzundan 0,0083 g

alinir, ultra saf su igerisinde ¢oziilerek hacmi 10 mL’ ye tamamlanmustir.
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0,01 M indirgenmis glutatyon (GSH) cozeltisini hazirlanmasi

% 98 HPLC safliginda (Sigma) indirgenmis glutatyon (GSH) katisindan 0,0307 g alinir,

ultra saf su icerisinde ¢oziilerek hacmi 10 mL’ ye tamamlanmistir.

0,5 unit Glutatyon rediiktaz enzim ¢ozeltisi hazirlanmasi

Sigma marka 500 unit 740 pL enzim ¢ozeltisi 3 esit kisma boliiniip, her kistm 10 mL ultra

saf su icerisinde ¢oziillip hiicreye 30 pL eklenmistir.

Destek elektrolit olarak kullanilan 0,02 M (pH:7.2) fosfat tamponun hazirlanmasi
0,7798 g NaH,PO4 ve 0,5613 g Na;HPO, tuzlar1 ultra saf su i¢inde ¢oziiliip hacmi 250 mL’

ye tamamlanmistir. Cozeltinin pH’ 1 pH metre ile kontrol edilmistir.

0,01 M stok inhibitdr cOzeltilerinin hazirlanmasi

Tiirkiye Cumhuriyeti Ankara Tarim ve Koy Isleri Miidiirliigiinden temin edilen TBM,
MSM, TFS, TRS maddeleri kullanilmistir.

0,0395 g TBM maddesi terazi ile tartilarak DMSO’da ¢oziiliip, ultra saf su ile10 mL’ ye

tamamlanmustir.

0,0381 g MSM maddesi analitik terazi ile tartilarak DMSQO’ da ¢oziiliip, ultra saf su ile10

mL’ ye tamamlanmuistir.

0,0374 g TFS maddesi analitik terazi ile tartilarak DMSO’ da ¢dziiliip, ultra saf su ile10

mL’ ye tamamlanmustir.

0,0445 g TRS maddesi analitik terazi ile tartilarak DMSQO’ da ¢6ziiliip, ultra saf su ile10

mL’ ye tamamlanmustir.
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OCH5
N——ji
SOZNHCOT—————%éf N
CHa N <

CO,CH CHgz

Sekil 3.1. Tribenuron metil (TBM) (metil 2-[4-metoksi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il
(metil) karbomil siilfomil]benzoat) maddesinin kimyasal yapis1 ve mol
kiitlesi

TBM: 395,4 g/mol

OCH;
N——ﬂ<j
SOQNHCONH————{ff \\N
N———<<

CO,CHs CHz

Sekil 3.2. Metsulfuron metil (MSM) (metil 2-[4-metoksi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il
karbomil siilfomil]benzoate) maddesinin kimyasal yapist ve mol kiitlesi

MSM: 381,4 g/mol

COOH
OCH»

CHz

Sekil 3.3.  Thifensulfuron (TFS) (metil 2-[4-metoksi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il karbomil
stilfomil]tiyofen 2 karboksilat) maddesinin kimyasal yapis1 ve mol kiitlesi

TFS: 373,6 g/mol

N————ﬁgi
SOZNHCONH% ™
Q —

CFs CFz

OCH3

Sekil 3.4. Tritosulfuron (TRS) (1-(4-metoksi-6-triflorometil-1,3,5-triazin-2-il)-3-(2-

triflorometil benzensulfonil)iire maddesinin kimyasal yapis1 ve mol kiitlesi

TRS: 445,3 g/mol
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3.3. TBM, MSM, TFS, TRS Maddelerin Deneysel Calismalari

3.3.1 Elektrokimyasal ozelliklerin belirlenmesi icin doniisiimlii voltametri tekniginin

calisma sartlar

Elektrokimyasal o6zelliklerin belirlenmesi i¢in hiicreye destek elektrolit olarak 10 mL
0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu (NaH,PO4/Na;HPQ,) ilave ettikten sonra 10 dakika siire
boyunca ortamda bulunan oksijeni uzaklastirmak i¢in azot gazi gecirildi ve 100 pL
1x10% M herbisit etken maddesi eklenerek arka arkaya asili civa damlasi elektrotunda
Ag/AgCl standart referans elektroda kars1 10, 50, 100, 500, 1000 ve 5000 mV/s tarama

hizlarinda doniistimlii voltametri voltamogramlari alind1.

Kronoamperometri; doniisiimlii voltametri ile elde edilen indirgenme pik potansiyel
degerlerinde 0-0,25 s arasindaki akim degisimi Ol¢iilerek, Cottrell egimleri belirlendi.

UME sinir akim degerleri; platin ultra mikro elektrotlar kullanilarak baglangi¢ potansiyeli
0 V ve bitis potansiyeli -1,8 V olacak sekilde doniisiimlii voltametri voltamogramlari

alindi.

3.3.2 Kare Dalga Voltametrisi kullanilarak enzim inhibisyon mekanizmasi, 1Cs; ve K;

degerlerinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktazin, inhibitdr icermeyen ortamdaki enzim aktivite tayini i¢in hiicreye
10 mL pH: 7,2 NaH,PO4/Na,HPO, tamponu, 100 pL 1x10° M GSSG, 100 uL 1x10°M
NADPH ve 0,5 unit enzim ¢ozeltisi i¢in, 167 unit enzim ¢ozeltisinden 30 uL eklenerek her
30 s de bir olmak fiizere 10 kere kare dalga voltamogramlari alindi. Alinan
voltamogramlarda GSSG akimina ait pikteki azalmanin 6l¢timiindeki kararsizliktan dolayi
GSH akimina ait pikteki artis degerleri hesaplamalarda kullanildi. Ayni islemler, GSH’1n
inhibitorstiz  ortamdaki tepkime hizlarint ve enzim inhibisyon mekanizmasini
belirleyebilmek i¢in 2x10° M GSSG, 4x10° M GSSG ve 8x10° M GSSG derisimlerin de
tekrarlandi.

Glutatyon rediiktazin inhibitor maddesi i¢eren ortamda enzim aktivite tayini i¢in hiicreye
10 mL pH: 7,2 NaH,PO, / Na,HPO,4 tamponu, 100 uL 1x10° M GSSG, 100 pL 1x10°M
NADPH, 100 pL 2x10* M inhibitér ve 0,5 unit enzim ¢ozeltisi icin, 167 unit enzim
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cozeltisinden 30 pL eklenerek her 30 s de bir olmak 10 kere kare dalga voltamogramlari
alindi. Aynmi islemler, GSH’ 1n 2x10° M inhibitér maddesi igeren ortamdaki tepkime
hizlarim1 ve enzim inhibisyon mekanizmasini belirleyebilmek icin 2x10° M GSSG,
4x10° M GSSG ve 8x10° M GSSG derisimlerinde tekrarlandi. Biitin bu islemler,
5x10° M, 1x10° M ve 4x10° M inhibitdr varliginda, GSH’in tepkime hizim

belirleyebilmek icin tekrarlandi.

GSH iiriiniin pik akimindaki artisa gére, GSH’1n 10. dl¢limdeki pik akimi ile 1. 6l¢timdeki
pik akimi farkinin toplam gegen zamana boliimiiniin, GSH’1in kalibrasyon grafiginden

bulunan 1/egim ile ¢arpilmasiyla tepkime hizi hesaplandi.

y = (pkio=ipky) 1 (3.1)
300s m

Hesaplanan hiz degerlerine karst GSSG substrat derisim, degerlerinin Lineweaver- Burk
esitligine gore 1/V’ye kars1 1/S grafigi ¢izilerek Km(x eksenini kestigi nokta) ve Vmaks(y
eksenini kestigi nokta) degerleri hesaplandi. Inhibitdrlerin ICso degerleri icin, ard arda
alman 10 GSH pik akimlarmin ortalamas1 alinarak, akim-derisim grafigi ¢izilerek akimin

yartya diistiigli noktadaki derisim belirlendi.

Maddelerin sulu ortamda K; degerlerini hesaplamak i¢in Esitlik 3.2. kullanildi.

Ki = S5 (3.2)

Esitlikte ICsp; maddelerin akim veya floresans degerlerinin yariya distigii derisim, S

substrat derisimi ve Ky, degeri ise Lineweaver-Burk grafiginde x eksenini kesen deger.

3.3.3. TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin 1Csy degerlerinin floresans

spektroskopi yontemiyle belirlenmesi

TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin ICsy degerlerinin floresans spektroskopisi
yontemiyle belirlemek i¢in hiicreye 160 uL 1x10° M GSSG, 80 pL 1x10° M NADPH, 0,5
unit enzim igin 167 unit enzim ¢6zeltisinden 30 puL ve 3,730 mL 0,02 M pH: 7,2 fosfat
tamponu (NaH;PO4/Na;HPO,) eklendikten sonra 30 s araliklarla 340 nm ile 550 nm
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arasinda spektrumlar alindi. Olusan indirgenmis glutatyonun(GSH) floresans piki standart
glutatyon eklemeleri ile tespit edildi. Bu islemler hiicrede 2x10° M, 5x10° M, 1x10° M
ve 4x10™° M inhibitor varhiginda da tekrarland.

Cizelge 3.1. Doniisiimlii voltametrisi i¢in potansiyostatin ¢calisma sartlari.

Parametre Deger | Birim
Baslangi¢ potansiyeli -1,50 \Y
Dontim noktasi potansiyeli -2,10 \Y
Potansiyel tarama hizi 0,1 V/s
Tarama sayist 2 -
Gaz gegirme siiresi 30 S

Cizelge 3.2. Kare dalga voltametri i¢in potansiyostatin ¢aligsma sartlari.

Parametre Deger | Birim
Baslangi¢ potansiyeli 0

Bitis potansiyeli -1,8

Akim araligi 10 LA
Frekans 10 Hz
Puls genligi 25 mV
Eklemelerde gaz gecirme siiresi 30 S

Cizelge 3.3 Floresans spektrofotometresi i¢in ¢alisma sartlari

Parametre Deger Birim
Baslangi¢ Dalga Boyu 340 nm
Bitis Dalga Boyu 550 nm
Uyarim Siddeti 700 V
Slit Genisligi 50 nm
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. TBM, MSM, TFS ve TRS Maddelerinin Sulu Ortamdaki Baz1 Elektrokimyasal
Ozellikleri

41.1. Sulu ortamda TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin indirgenme-

yiikseltgenme potansiyelinin tayini

Sulu ortamda TBM, MSM, TFS, TRS maddelerinin indirgenme-yiikseltgenme
potansiyelleri farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak
belirlenmesi i¢in hiicreye destek elektrolit olarak 10 mL 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu
(NaH;PO4/Na;HPQ,) ilave ettikten sonra 10 dakika siire boyunca ortamda bulunan oksijeni
uzaklastirmak i¢in azot gazi gecirildi ve 100 pL 1x10 M herbisit etken maddesi eklenerek
arka arkaya asili civa damlasi elektrotunda Ag/AgCl standart referans elektroda karsi 10,
50, 100, 500, 1000 ve 5000 mV/s tarama hizlarinda doniistimlii voltametri voltamogramlari
alindi, elde edilen voltamogramlar sirastyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de
verildi. Bu voltamogramlardan okunan potansiyeller Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3
ve Cizelge 4.4’ te tablo halinde ifade edildi.

36 . — : ==zt _ 001Vs TBM
— 0,05 YS_TBM
321 — 0.5Vs TBM
— 1VsTBM
28 r  — 5VsTBM
< 244
w i
S 20
a
- 1 3
g 6
= 121
0.8
0.4+
0F
-1.50 2.10

Potansiyel, V

Sekil 4.1. TBM maddesinin pH: 7,2 (0,02 M H,PO,4/ HPO42‘) tamponunda farkli tarama
hizlarinda alinan doniistimlii voltamogramlari
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Cizelge 4.1. TBM maddesinin farkli tarama hizlarinda indirgenme-yiikseltgenme
potansiyelleri ve pik akimlari.

V,Vis [Epc,V | Ipk, A
001 [-1,83 |3,501x10°
0,05 |[-1,84 |5304x10°
0,1 -1,86 | 7,041x10°
0,5 -1,89 | 1,203x10”
1 -1,89 | 1,652x107
5 -1,94 | 3,010x10”

TBM maddesinin sulu ortamda 0,1 V/s tarama hizinda indirgenme potansiyeli -1,86 V tur.

| 1 1 1 1
50 0,01 Vs MSM
— 0.05Vs MSM
45 '

404
351
3.0
25
201
1.5
10
05

0 ‘ . 220\ 0 BEE 3 . T T T
-1.50 -1.60 -1.70 -1.80 -1.80 -200 -2.10

— 0.5Vs 1S
— 1VzMSM

Akim, (1x10-5 A)

Potansiyel, V

Sekil 4.2. MSM maddesinin pH: 7,2 (0,02 M H,PO,/ HPO,> ) tamponunda farkli tarama
hizlarinda alinan doniisiimlii voltamogramlari

Cizelge 4.2. MSM maddesinin farkli tarama hizlarinda indirgenme-yiikseltgenme
potansiyelleri ve pik akimlari.

V, V/s Epk, V | Ipk, A

0,01 -1,82 [ 8,502x10°
0,05 -1,87 1,561x10™
0,1 -1,91 | 2,240x10”
0,5 -1,97 | 3,204x10°
1 -1,98 | 3,813x10”

MSM maddesinin sulu ortamda 0,1 V/s tarama hizinda indirgenme potansiyeli -1,91 V tur.
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- 0,01 Vs TFS
- 0,05 Vs TFS
- 0.5VsTFS
- 1VsTFS

- 5VsTFS

Akim, [1x10-5 A)

150 -155 -160 -1656 -170 -175 -180 -185 -1.90
Potansiyel, V

Sekil 4.3. TFS maddesinin pH: 7,2 (0,02 M H,PO,/ HPO42' ) tamponunda farkli tarama
hizlarinda alinan doniistimlii voltamogramlari

Cizelge 4.3. TFS maddesinin farkli tarama hizlarinda indirgenme-yiikseltgenme
potansiyelleri ve pik akimlari.

V, V/s Epc, V | Ipg, A

0,01 1,62 |2,591x10°
0,05 -1,64 | 5,309x10°
0,1 -1,65 | 7,041x10°
0,5 -1,66 1,143x10”
1 -1,69 1,798x107
5 1,73 [3,611x107

TFS maddesinin sulu ortamda 0,1 V/s tarama hizinda indirgenme potansiyeli -1,65 V tur.

6.0

||

RO OO0
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c:i
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5.0

4.0

3.0

Alam, [1x10-5.A)

2.0

1.0

Y T T Vi T =3 1
-1.50 -1.60 -1.70 -1.80 -1.90 -2.00 -2.10

Potansiyel, vV

Sekil 4.4. TRS maddesinin pH: 7,2 (0,02 M H,PO,4/ HPO42' ) tamponunda farkli tarama
hizlarinda alinan doniistimlii voltamogramlari



58

Cizelge 4.4. TRS maddesinin farkli tarama hizlarinda indirgenme-yiikseltgenme
potansiyelleri ve pik akimlari.

V, Vis Ep. V| Ipc, A
0,01 -1,86 7,801x107
0,05 -1,89 1,433x107
0,1 -1,92 1,874x107
0,5 -1,96 3,519x107
1 -2,01 4,568x10™

TRS maddesinin sulu ortamda 0,1 V/s tarama hizinda indirgenme potansiyeli -1,92 V tur.

4.1.2. TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin sulu ortamda elektrokimyasal

davranisinin tayini

Maddelerin elektrokimyasal davranisinin difiizyon kontrollii veya adsorbsiyon kontrollii
oldugunu belirlemek i¢in log ipx degerleri, log v’ ye kars1 grafige gegirilir. Elde edilen
grafikte (Sekil. 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8.) egimin 0,5 degerine yakin olur.

0,6 -

y =0,3511x + 0,2096
R*=0,994

log vV

-2,5

Sekil 4.5. TBM ig¢in log ipk — log v grafigi.
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Grafige ait egimin 0,5 degerine yakin olmasi, TBM maddesinin asili civa elektrot

ylizeyinde indirgenmesinin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir (Sekil 4.5).

0,9 -
y =0,3203x + 0,6014 0,8 -
R*=0,9889
0,7

log Ipk

-2,5 @

logVv '
1

’

Sekil 4.6. MSM ig¢in log ipk — log v grafigi.

Grafige ait egimin 0,5 degerine yakin olmasi, MSM maddesinin asili civa elektrot

yiizeyinde indirgenmesinin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir (Sekil 4.6).

0,8 -
y =0,4148x + 0,2449
R?=0,9934

0,6 -

log V
-2,5

Sekil 4.7. TFS i¢in log ipk — log v grafigi.
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Grafige ait egimin 0,5 degerine yakin olmasi, TFS maddesinin asili civa elektrot yiizeyinde

indirgenmesinin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir (Sekil 4.7).

y = 0,3854x + 0,6599
R? = 0,9999 0,8 -

log V

0,5 1

Sekil 4.8. TRS i¢in log ipx — log v grafigi.

Grafige ait egimin 0,5 degerine yakin olmasi, TRS maddesinin asil1 civa elektrot ylizeyinde

indirgenmesinin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8).

4.1.3. Sulu ortamda TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin elektrokimyasal

indirgenme mekanizmasinin tayini

12
Elektrokimyasal indirgenme mekanizmasi, CV de, (ipk/V ) tarama hizina karsi ¢izilen

12
grafiginden tayin edilebilir. Tarama hizindaki artisa karsi (ipk/V ) grafiginin ( Sekil 4.9.,

Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.) egimindeki azalma EC indirgenme (elektrokimyasal—

kimyasal) mekanizmasinin gostergesidir.
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Tarama Hizi, V

0,01 0,05

0,1

Sekil 4.9. TBM ip, VY2 — v grafigi.

ipk/Vv/2

0,5

1 5

V, Tarama hizi

0,01 0,05

Sekil 4.10. MSM ipy VY2 — v grafigi.

0,1

0,5
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3,00 -

2,50 -

2,00 -

ipk/v/2
(AN
I
o

1,00 -

0,50 -

0,00 . . : : Tarama Hizi, y
0,01 0,05 0,1 0,5 1 5

Sekil 4.11. TFS ipx V% — v grafigi.

ipk/v1/2
w A~ U @ N

N
1

1 -

0 V, Tarama hizi

0,01 0,05 0,1 0,5 1

Sekil 4.12. TRS ipx IV — v grafigi.

Yapilan ¢aligmalarda, maddelerin CV de tarama hizina karsi ¢izilen (ipk/vll2

) grafiklerine
bakildiginda  egimdeki  azalma, EC  indirgenme  (elektrokimyasal-kimyasal)
mekanizmasinin baskin oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla maddelerin indirgenmesi

esnasinda Once elektrokimyasal sonra kimyasal tepkime meydana gelmektedir.
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4.1.4. Sulu ortamda TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin indirgenmesi esnasinda

transfer edilen elektron sayisi ve difiizyon katsayisinin tayini

Maddelerin sulu ortamda Cottrell egimlerini hesaplamak igin doniisiimlii voltametri (CV)
yontemiyle Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.te belirlenen katodik piklerinin
baslangi¢ ve bitis potansiyel degerleri alinip 25 mV’ta kronoamperometri (CA) dl¢iimleri
yapild1 ve cottrell egimleri hesaplandi. Daha sonra TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerin
yiikseltgenme ve indirgenmeleri esnasinda transfer edilen elektron sayist ve difiizyon
katsayilar1 tayini i¢in smir akim degerleri tespit edildi ve degerler sirasiyla 3,20x107,
7,14x10™%°, 9,10x107°, 8,52x10°A bulundu. Bu degerler belirlenirken ultra platin mikro
elektrotla doniisimlii voltametri teknigi kullanildi. Sulu ortamda pH:7,2 0,02 M fosfat
tamponu (NaH,PO4/Na,HPO,) igerisinde inhibitor derisimi 1x10™® M olacak sekilde
ayarlandi, maddelerin simir akimlari ayri ayr1 belirlendi ve elde edilen degerler

Cizelge 4.5.’te verildi.

Cizelge 4.5. TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerin elektron sayisi, difiizyon katsayisi, sinir
akimlar1 ve cotrell egimleri.

Cotrell Smir Mol bagna Difiizyon
Epy, aktarilan elektron
Maddeler 01 VIS) Egimi, Akimi, savisy katsayisi,
© () (i, A) b (D, cm?ls)
()

TBM -1,86 | 1,29x10° | 3,20x10° 1,23 3,20x10°
MSM 21,91 | 6,40x107 | 7,14x10™ 1,35 5,63x10
TFS 21,65 | 2,19x10° | 9,10x107° 1,26 8,82x10°
TRS 21,92 | 1,85x<10° | 8,52x10° 0,96 1,11x10°

4.15. Sulu ortamda indirgenmis glutatyon (GSH)

gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sitmirimin (LOQ) belirlenmesi

icin kalibrasyon grafigi,

Hiicreye 10 mL 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu (NaH,PO,/Na,HPO,) ilave ettikten sonra
sirayla 10 tarama olacak sekilde kare dalga voltametrisi yontemiyle voltamogramlar
alinarak belirlenen 10 artik akimin standart sapmasi ve ortalama degeri hesaplanarak

Cizelge 4.6.”da verildi.
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Cizelge 4.6. pH:7,2 fosfat tamponunun (0,02 M H,PO4/ HPO,* ) artik akim degerleri.

Tarama sayisi Akim (nA)
1 1,91
2 1,33
3 1,55
4 1,56
5 3,08
6 3,91
7 5,16
8 4,96
9 3,80
10 5,28
Ortalama 3,22
Standart sapma 1,60
18 e
1.6—2
1.4-5
il 12
g 101
c
0.6—2
0.4-5
0.2-5
gf% T

—
0 02 04 06 08 0 42 14 16 48 20
Potansivel / V

Sekil 4.13. pH:7.2 (0,02 M H,PO,/ HPO,”) tamponunda 10 adet kare dalga
voltamograma.

Daha sonra hiicre icerisine eklenen destek elektrolitin iizerine 1x10° M - 1,5x10° M
derigimlerinde indirgenmis glutatyon (GSH) (ultra saf suyla hazirlanmis) ilave edilip kare

dalga  voltametrisi  yontemiyle  Olgiillen  akimlara  kars1  derisim  grafigi
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olusturuldu (Sekil 4.14). Elde edilen grafikte akimin derisimle dogrusal olarak arttigi
noktalar belirlendi ve bu dogrusalligin oldugu yerlerin egim degeri hesaplandi.
5 -

45 -

y =0,2669x + 0,2879
R?=0,9947

4 -

Akim (pA)

O T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Derigim x10* M

Sekil 4.14. indirgenmis glutatyon (GSH) kalibrasyon grafigi

CLOD =3s/m (41)
CLOQ =10s/m veya CLOQ =3 CLop (4.2)

Kalibrasyon grafigiyle elde edilen egim Esitlik 4.1.’de kullanild1 ve buradan gézlenebilme
siirt (CLop) hesaplandi. Daha sonra bulunan goézlenebilme siir1 degeri Esitlik 4.2° te
yerine konulup ve buradan da tayin sinirt1 (Crog) elde edildi. Elde edilen C op Ve Ciog

degerleri Cizelge 4.7.’de verildi.

Cizelge 4.7. Kalibrasyon grafigi egim degeri, gézlenebilme ve tayin smir degerleri.

Kalibrasyon grafigi Gozlenebilme sinir degeri | Tayin sinir degeri (CLog)

egimi (Cop) (Mol/L) (mol/L)

0,2669 (1,798+0,002)x10™° (5,995+0,005)x10™®
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4.2. Enzim Inhibisyonu

TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin enzim inhibisyon mekanizmasini belirlemek i¢in
GSH pik akimindaki artis takip edildi. Hiicrede 4x10° M GSSG, 1x10° M NADPH ve 0,5
unit enzim(GR) varliginda kare dalga voltamogramlari alinmistir. Ard arda 30 s araliklarla
alinan 10 kare dalga voltamogramlariyla elde edilen GSH pik akimindaki artis Sekil
4.15te gosterilmektedir. Ayrica hiicrede 4x10° M GSSG, 1x10° M NADPH, 4x10° M
TBM ve 0,5 unit enzim(GR) varliginda kare dalga voltamogramlar1 alinmistir. Ard arda
30 s araliklarla alinan 10 kare dalga voltamogramlariyla elde edilen GSH pik akimindaki
artis Sekil 4.16’da gosterilmektedir. Reaksiyon sonunda olusan GSH voltamogramlari
incelendiginde TBM’siz ortamdaki GSH piklerinin, 4x10° M TBM ortamdaki GSH
piklerinden yiiksek akim degerlerine ulagtig1 goriilmektedir. TBM’siz ortamda olusan GSH
akimlarmin, TBM’li ortamda olusan GSH akimlarindan daha yiiksek olmasi, TBM

maddesinin GR inhibiyonunu gergeklestigini gostermektedir.

e SR
10
6.0 4
501

40

Akim, (1x10-7 A)

3.0

204

1.0

i ot s s s

0.27 -0.30 -0.33 -0.36 -0.39 -0.42 -045 -048 -0.51 -0.54 -0.57
Potansiyel, V

Sekil 4.15. Tepkime sonucunda olusan GSH’m 30 s araliklarla alinmis 10 kare dalga
voltamogrami
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1'8 . (AL M7 OB VAN] (0 S S PRV N I A S B/ ) RG] N7 S [ ) S b L VALY ' _1
16
: —4
) -39
14 -6
| 10 -1

Akim, (1x10-7 A)

0+

W L R L LB L L A

+0.33 -0.36 -0.39 042 -0.45 -0.48 -0.51 -0.54 -0.57 -0.60 -0.63 -0.66

Potansiyel, V

Sekil 4.16. Tepkime sonucunda olusan GSH’m 4x10° M TBM maddesi iceren ortamda
30 s araliklarla alinmig 10 kare dalga voltamogrami

4.2.1. TBM maddesinin enzim inhibisyonunun kare dalga voltametrisiyle belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini i¢in hiicreye 10 mL pH: 7,2 fosfat tamponu
100 uL 1x10™° M NADPH ve 100 uL 1x10° M GSSG (substrat) ve 0,5 unit enzim i¢in 167
unit enzim ¢ozeltisinden 30 pL enzim eklenerek her 30 s de bir olmak tizere 10 kez kare
dalga voltamogramlari1 alindi. Ayni islem enzim c¢ozeltisi eklemeden Once 2x10° M,
5x10° M, 1x10° M 4x10° M TBM ¢ozeltisi eklenerek tekrarlandi. TBM maddesinin dért
farkli GSSG derisimi i¢in ICsp degeri hesaplandi. Her bir GSSG derisimi i¢in tespit edilen

ortalama akim degerleri Cizelge 4.8’de verildi.
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Cizelge 4.8. Dort farklt TBM ve GSSG derisimlerindeki ortalama akim degerleri.

TBM
der¥simi(mol/L) 0 X107 5x10° Ix10% 4% 10°
GSSG
derigimi(mol/L
Akim(1x107" A)
1x107 1,971+0,23 | 1,249+0,42 | 1,168+0,11 | 0,982+0,10 | 0,767+0,13
2%107° 2,583+0,22 | 1,933+0,23 | 1,411+0,16 | 1,243+0,27 | 0,978+0,10
4x107 3,904+0,41 | 2,794+0,33 | 2,012+0,36 | 1,723+0,18 | 1,432+0,23
8x10° 5,372+0,50 | 3,371+0,13 | 2,673+£0,29 | 2,291+0,28 | 2,201+0,22
6,00 - —o—1x10-5 M GSSG
——2x10-5 M GSSG
>/00 - 4x10-5 M GSSG
24,00 ; —>¢=8x10-5 M GSSG
S
< 3,00 -
£
-
< 2,00 °
1,00 - — —
0,00 ; . . Derigim (uM)
0 2 5 10 40

Sekil 4.17. TBM igin 1x107°, 2x107, 4x10°°, 8x10™ mol/L GSSG i¢in ICsy grafigi.
Dort farklt GSSG miktari i¢in ICsq degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.9. TBM igin farkli GSSG derisimlerindeki ICsq degerleri.

GSSG derigimi 5 5 5 5 Ortalama
1x10° 2x10° 4x107 8x10°
(mol/L) ICso(mol/L)
ICso (mol/L) | 5,20x10° | 4,90x10° | 4,60x10° | 4,80x10° | (4,90+0,22) x10®

Farkli TBM derisimlerinde belirlenen TBM’ in ortalama ICsg degeri (4,90+0,22) x10° M

olarak belirlenmistir.
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4.2.2.

belirlenmesi

MSM maddesinin enzim inhibisyonunun kare dalga voltametrisiyle

Glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini i¢in hiicreye 10 mL pH:7,2 fosfat tamponu
100 uL 1x10™° M NADPH ve 100 uL 1x10° M GSSG (substrat) ve 0,5 unit enzim icin 167
unit enzim ¢ozeltisinden 30 uL enzim ¢ozeltisi eklenerek her 30 s de bir olmak iizere 10
kez kare dalga voltamogrami alindi. Ayni1 islem enzim ¢ozeltisi eklemeden dnce 2x 100 M,
5x10°M, 1x10° M, 4x10° M MSM cozeltisi eklenerek tekrarlandi. MSM maddesinin dort
farklt GSSG derisimi i¢in ICsg degeri hesaplandi. Her bir GSSG derisimi i¢in tespit edilen

ortalama akim degerleri Cizelge 4.10°da verildi.

Cizelge 4.10. Dort farkli MSM ve GSSG derigsimlerindeki ortalama akim degerleri.

SM derisimi(mol/L)
0 2x107 5x107° 1x107° 4x107°
GSSG
Derisimi(mol/L)
n=10 Akim(1x107" A)
1x10” 2,15120,26 | 1,231£0,39 | 1,179+0,14 | 1,042+0,14 | 0,885+0,10
2x10° 2,66420,23 | 1,953£0,29 | 1,478+0,16 | 1,309+0,38 | 1,023+0,12
4x10” 3,99120,45 | 2,952+0,20 | 2,139+0,27 | 1,970+0,19 | 1,652+0,21
8x107 5,443£0,54 | 3,196+0,34 | 2,847+0,24 | 2,670+0,18 | 2,397+0,16
6,00 -
=@=—1x10-5 M GSSG
5,00 - —#—2X10-5 M GSSG
4x10-5 M GSSG
?(4'00 7 == 8x10-5 M GSSG
S
3,00 -

Nkim
o)
S

P
o
o

Derigim (uM)

0,00 T T T
0 2 5 10 40

Sekil 4.18. MSM igin 1x10, 2x107°, 4x107°, 8x10™ mol/L GSSG i¢in ICsq grafigi.
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Dort farklt GSSG miktari i¢in ICsg degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.11. MSM ig¢in farkli GSSG derisimlerindeki ICsq degerleri.

GSSG derigimi 5 5 5 5 Ortalama
1x10° 2x107 4x10° 8x10°
(mol/L) ICs0(mol/L)
ICso (mol/L) |9,70x10° | 9,80x10° | 9,90x10° | 9,60x10° | (9,75+0,13) x10®

Farkli MSM derisimlerinde belirlenen MSM’nin ortalama 1Csy degeri (9,75ﬂ:0,13)XIO'6

mol/L olarak belirlenmistir.

4.2.3. TFS maddesinin enzim inhibisyonunun kare dalga voltametrisiyle belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini i¢in hiicreye 10 mL pH:7,2 fosfat tamponu

100 uL 1x10"° M NADPH ve 100 pL 1x10° M GSSG (substrat) ve 0,5 unit enzim igin 167

unit enzim ¢ozeltisinden 30 pL enzim ¢ozeltisi eklenerek her 30 s de bir olmak tizere 10

kez kare dalga voltamogrami alindi. Ayni islem enzim ¢ozeltisi eklemeden dnce 2% 10° M,
5x10° M, 1x10° M, 4x10° M TFS coOzeltisi eklenerek tekrarlandi. TFS maddesinin dort
farkli GSSG derisimi i¢in ICsp degeri hesaplandi. Her bir GSSG derisimi i¢in tespit edilen

ortalama akim degerleri Cizelge 4.12°de verildi.

Cizelge 4.12. Dort farkli TFS ve GSSG derisimlerindeki ortalama akim degerleri.

TFS
isimi (mol/L) 0 2%x10° 5%10° 1107 4x107°
GSSG
Derisimi (mol/L)
n=10 Akim(1x107 A)
1x10° 1,893+0,18 | 1,288+0,41 1,143+0,11 | 0,801+0,64 | 0,513+0,66
2x10° 2,521£0,22 | 1,718+0,11 | 1,411%0,17 | 1,203+0,86 | 0,779+0,59
4x10° 3,829+£0,40 | 2,584+0,19 | 2,209+0,37 | 1,679+0,16 | 1,133£0,16
8x10° 5,274+0,59 | 3,1994+0,36 | 2,732+0,53 | 2,533+0,34 | 1,967+0,27
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6,00 - =—1x10-5 M GSSG

=fi—2x10-5 M GSSG

>,00 - 4x10-5 M GSSG
== 8x10-5 M GSSG

4,00 -

<

S

3,00 -

=

-

<

2,00

1:00 7] \

0,00 : : — Derisim (WM)
0 2 5 10 40

Sekil 4.19. TFS icin 1x107, 2x10°, 4x10°°, 8x10™° mol/L GSSG i¢in ICsp grafigi.
Dort farklt GSSG miktari i¢in ICsg degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.13. TFS igin farkli GSSG derisimlerin deki ICs degerleri.

GSSG derisimi 5 5 5 5 Ortalama
1x10° 2x10° 4x10° 8x10
(mol/L) ICso(mol/L)

ICso (mol/L) | 7,60x10° | 8,30x10° | 7,70x10° | 7,50x10° | (7,78+0,36) x10°

Farkli TFS derisimlerin de belirlenen TFS’nin ortalama ICsy degeri (7,78+0,36) x107®

mol/L olarak belirlenmistir.

4.2.4. TRS maddesinin enzim inhibisyonunun kare dalga voltametrisiyle belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini i¢in hiicreye 10 mL pH:7,2 fosfat tamponu
100 uL 1x10™° M NADPH ve 100 uL 1x10° M GSSG (substrat) ve 0,5 unit enzim i¢in 167
unit enzim ¢ozeltisinden 30 pL enzim ¢ozeltisi eklenerek her 30 s de bir olmak tizere 10
kez kare dalga voltamogrami alindi. Ayni islem enzim ¢ozeltisi eklemeden 6nce 2% 10°M,

5%10° M, 1x10° M, 4x10° M TRS ¢oOzeltisi eklenerek tekrarlandi.. TRS maddesinin dort
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farklit GSSG derisimi i¢in ICso degeri hesaplandi. Her bir GSSG derisimi igin tespit edilen

ortalama akim degerleri Cizelge 4.14’te verildi.

Cizelge 4.14. Dort farkli TRS ve GSSG derisimlerindeki ortalama akim degerleri.

TRS
rl$lml(m0|/|_) 0 2% 10-6 5x 10-6 1x 10-5 4% 10-5
GSSG
derisimi (mol/L)
n=10 Akim(1x107 A)
Ix10° 1,936+0,30 | 1,361£0,45 | 1,163+0,12 | 1,083+0,13 | 0,742+0,10
2x107 2,629+0,26 | 2,038+020 | 1,522+0,13 | 1,287+0,11 | 1,071£0,21
4x10° 3,9910,47 | 2,792+023 [ 2391=0,15 | 1,771+0,24 | 1,386+0,23
8107 5,31240,50 | 3,41440,24 | 2,901+0,14 | 2,689+0,22 | 1,979+0,25
6,00 -~
=@ 1x10-5 M GSSG
5,50 -
== 2x10-5 M GSSG
5,00 - 4x10-5 M GSSG
4,50 - =>6=8x10-5 M GSSG
4,00 ;
< 3,50 -
S
Z 3,00 -
£
~4
<C 2,50 -
2,00
1,50 -
1,00 - \
0,50 A
0,00 | . Derisim (uM)
0 2 5 10 40

Sekil 4.20. TRS icin 1x107, 2x10, 4x107°, 8x10™° mol/L GSSG i¢in ICso grafigi.

Dort farklt GSSG miktari igin ICsq degerleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Cizelge 4.15. TRS i¢in farkli GSSG derisimlerindeki 1Csp degerleri.

GSSG derisimi 5 . . . Ortalama
1x10° 2x10 4x10 8x10
mol/L ICs0(mol/L)

ICso (Mol/L) | 8,00x10° | 8,50x10° | 7,70x10° | 9,00x10° | (8,30+0,57) x10°

Farkli TRS derisimlerin de belirlenen TRS’nin ortalama ICsy degeri (8,30+0,57) x10®

mol/L olarak belirlenmistir.

4.25 TBM maddesinin enzim inhibisyonunun floresans spektroskopisi yontemiyle

belirlenmesi

TBM maddesinin ICsy degerlerinin floresans spektroskopisi yontemiyle belirlemek igin
hiicreye 160 uL 1x10° M GSSG, 80 puL 1x10° M NADPH, 0,5 unit enzim ¢dzeltisi i¢in
30 uL 167 unit enzim ¢ozeltisinden ve 3,730 mL 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu
(NaH,PO4/Na;HPQ,) eklendikten sonra 30 s araliklarla ard arda 5 kere 340 nm ile 550 nm
arasinda spektrumlar alindi. Olusan indirgenmis glutatyonun(GSH) emisyon piki standart
glutatyon eklemeleri ile tespit edildi. Bu islem farkli inhibitor derisimlerin de tekrarlandi.
Bu islemler hiicrede 2x10° M, 5x10° M, 1x10° M ve 4x10° M TBM varliginda da

tekrarlanda.

Cizelge 4.16. TBM igin farkli madde derisimlerindeki ortalama floresans degerleri.

TBM derisimi

UL Floresans
mo

0 1822+15
2x10° 1157491
5x107° 1077+94
1x107° 741428
4x10° 732434
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Sekil 4.21. TBM icin 2x10°, 5x10®, 1x10°, 4x10™° mol/L derisimleri i¢in ICsq grafigi.

TBM maddesinin 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu (NaH,PO4/Na,HPO,) varliginda 340-550
nm arasindaki spektrumlarindan elde edilen floresans siddeti-inhibit6r derisimi grafiginden

ICso degeri 3,50x10° M olarak belirlendi.

4.2.6 MSM maddesinin enzim inhibisyonunun floresans spektroskopisi yontemiyle

belirlenmesi

MSM maddesinin ICsp degerlerinin floresans spektroskopisi yontemiyle belirlemek igin
hiicreye 160 puL 1x10™° M GSSG, 80 uL 1x10° M NADPH, 0,5 unit enzim ¢dzeltisi i¢in
30 puL 167 unit enzim c¢ozeltisinden ve 3,730 mL 0,02 M pH:7,2 fosfat tamponu
(NaH,PO4/Na;HPQ,) eklendikten sonra 30 s araliklarla 340-550 nm arasinda spektrumlar
alindi. Olusan indirgenmis glutatyonun(GSH) emisyon piki standart glutatyon eklemeleri
ile tespit edildi. Bu iglem farkli inhibitor derigsimlerin de tekrarlandi. Bu islemler hiicrede

2x10° M, 5x10° M, 1x10° M ve 4x10° M MSM varliginda da tekrarland.
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Cizelge 4.17. MSM i¢in farkli madde derisimlerindeki ortalama floresans degerleri.

MSM derisimi

L Floresans
mo

0 1822+15
2x10° 1019+161
5x10° 1009+77
1x10” 730+17
4x10° 517423
2000 -
1800

1600

1400

1200

Floresans
[E=Y
o
o
o

800
600
400 -
200 -
Derisim (uM)
O T T T 1
0 2 5 10 40

Sekil 4.22. MSM i¢in 2x10°®, 5x107°, 1x10™, 4x10”° mol/L derisimleri i¢in ICsq grafigi.

MSM maddesinin 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu (NaH,PO.4/Na,HPQO,) varliginda
340-550 nm arasindaki spektrumlarindan elde edilen floresans siddeti-inhibitér derisimi

grafiginden 1Cs degeri 7,35x10° M olarak belirlendi.



76

4.2.7 TFS maddesinin enzim inhibisyonunun floresans spektroskopisi yontemiyle

belirlenmesi

TFS maddesinin ICsy degerlerinin floresans spektroskopisi yontemiyle belirlemek igin
hiicreye 160 puL 1x10° M GSSG, 80 puL 1x10° M NADPH, 0,5 unit enzim ¢dzeltisi i¢in
30 puL 167 unit enzim ¢ozeltisinden ve 3,730 mL 0,02 M pH:7,2 fosfat tamponu
(NaH,PO4/Na;,HPQ,) eklendikten sonra 30 s araliklarla 340-550 nm arasinda spektrumlar
alindi. Olusan indirgenmis glutatyonun(GSH) emisyon piki standart glutatyon eklemeleri
ile tespit edildi. Bu islem farkli inhibitor derisimlerin de tekrarlandi. Bu iglemler hiicrede

2x107® M, 5x10° M, 1x10° M ve 4x10° M TFS varliginda da tekrarlandi.

Cizelge 4.18. TFS i¢in farkli madde derisimlerindeki ortalama floresans degerleri.

TFS derisimi
Floresans
mol/L
0 1822+15
2x10° 1301+72
5x10° 1198+29
1x10” 726+16
4x107 465+28
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Sekil 4.23. TFS i¢in 2x10°®, 5x10°°, 1x10°, 4x10° mol/L derisimleri icin ICso grafigi.

TFS maddesinin 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu (NaH,PO4/Na,HPQO,) varliginda
340-550 nm arasindaki spektrumlarindan elde edilen floresans siddeti-inhibitér derisimi

grafiginden 1Csq degeri 7,70x10° mol/L olarak belirlendi.

4.2.8 TRS maddesinin enzim inhibisyonunun floresans spektroskopisi yontemiyle

belirlenmesi

TRS maddesinin ICsy degerlerinin floresans spektroskopisi yontemiyle belirlemek icin
hiicreye 160 pL 1x10™° M GSSG, 80 uL 1x10° M NADPH, 0,5 unit enzim ¢ozeltisi icin
30 uL 167 unit enzim ¢o6zeltisinden ve 3,730 mL 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu
(NaH,PO4/Na;HPQ,) eklendikten sonra 30 s araliklarla 340-550 nm arasinda spektrumlar
alindi. Olusan indirgenmis glutatyonun(GSH) emisyon piki standart glutatyon eklemeleri
ile tespit edildi. Bu islemler hiicrede 2x10° M, 5x10° M, 1x10° M ve 4x10° M TRS

varhiginda da tekrarlandi.
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Cizelge 4.19. TRS i¢in farkli madde derisimlerindeki ortalama floresans degerleri.

TRS derigimi
" Floresans
mo
0 1822+15
2x10° 1173+73
5x10° 1002+15
1x10” 637+19
4x10° 475+87
2000 -
1800

1600

1400

1200

Floresans
[B=Y
o
o
o

800
600
400 -
200 - Derigim (uM )
0 T T T 1
0 2 5 10 40

Sekil 4.24. TRS icin 2x10®, 5x10°, 1x10°, 4x10™° mol/L derisimleri i¢in ICsq grafigi.

TRS maddesinin 0,02 M pH: 7,2 fosfat tamponu (NaH,PO4/Na;HPQO,) varliginda 340-550
nm arasindaki spektrumlarindan elde edilen floresans siddeti-inhibitor derisimi grafiginden

|Cso degeri 6,85x10° mol/L olarak belirlendi.
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Cizelge 4.20. Maddelerin kare dalga ve floresans spektroskopisi yontemiyle belirlenen 1Csg
degerlerinin karsilastirilmasi.

ICs0 (Kare dalga | 1Cso (Floresans

. o o Ki (Kare dalga Ki (Floresans

Inhibitér |  voltametrisi) | spektroskopisi) B -
voltametrisi) spektroskopisi)

mol/L mol/L

TBM 4,90x10° 3,50%10° 2,54x10° 1,82x10°

MSM 9,75x10° 7,35%10° 6,54x10° 4,93x10°

TFS 7,78x107° 7,70%10® 4,69x10° 4,64x107°

TRS 8,30x10° 6,85%10° 4,02x10° 3,32x10°

4.2.9. Enzim icin inhibitorsiiz ortamda ve farkl inhibitor derisimlerinde Km ve

Vmaks degerlerinin hesaplanmasi

TBM icin farkli derisimlerde Km ve Vmaks hesaplamalari

Enzim igin substrat derisimi ve zamana kars1 dl¢giilen akim degerlerinden hesaplanan hiz

degerleri Cizelge 4.21.’da verildi.

Cizelge 4.21. TBM i¢in 1/S ve 1/Vmaks degerleri.

) GSSG derisimi 1/S | 1/Vmaks
TBM derisimi Hiz Vmaks
(substrat) (10% (107)
supstra
mol/L Mol/L.s
Mol/L L/mol | L.s/mol
1x107° 5,64x10® 1,000 1,77
2x107° 9,49x107 0,500 1,05
0 4x107° 1,65x107 0,250 0,60
8x10™ 2,90%107 0,125 0,35
1x107° 3,88%107 1,000 2,58
2x107° 5,62x10® 0,500 1,78
2x10° 4x10° 8.54x10% | 0250 | 1,17
8x107° 1,27x107 0,125 0,88
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Cizelge 4.21. (Devami1) TBM i¢in 1/S ve 1/Vmaks degerleri.

13107 3,28x10° 1,000 3,05
2x107 5,65x10° 0,500 1,77
5x10°° 4x107° 6,66x107 0,250 1,50
8x10™ 8,704x10° 0,125 1,16
1x107 2,98x10° 1,000 3,36
2x107 4,45x10° 0,500 2,25
1x10° 4x10™ 5,56x107 0,250 1,80
8x107 7,89x107 0,125 1,27
13107 2,72x10° 1,000 3,68
2x10” 4,18x10° 0,500 2,39
4x10° 4x10” 4,90x10° 0,250 2,04
8x10” 7,31x10° 0,125 1,37

Lineweaver-Burk grafigine gore, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini (1/Vmaks)

kestigi noktalardan yola ¢ikarak Km ve Vmaks degerleri hesaplandi. Km ve V degerleri

icin Lineweaver-Burk grafikleri inhibitorsiiz ortam igin Sekil 4.25.°te, farkli inhibitor

derisimleri i¢in Sekil 4.26.’da verildi.

2 -
1 y =1,6063x +0,1896
18 T
R?=0,9951
9
S
E
S
[}
X
>
r
i
r 0 T T T T T 1
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

1/S x 10° (mol L)

1,2

Sekil 4.25. TBM i¢in inhibitdrsiiz ortamda Lineweaver-Burk grafigi.
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#2x10-6M TBM 4 - y = 2,4765x + 1,2091
W 5x10-6M TBM y=2,2817x + 1,1004
7
| =2,112x +0,88
1x10-5M TBM 2 y
£
X 4x10-5M TBM S y =2,003x + 0,6403
=)
1 X
Z
i
L 4

1/S x10° (mol-L)

r T O T T 1
-1,5 -1 /<//5/ 0,5 1 1,5

Sekil 4.26. TBM icin 2x10°, 5x10°, 1x10°, 4x10™° mol/L inhibitér derisimleri icin
Lineweaver-Burk grafigi.

Cizelge 4.22. TBM i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve hiz (Vmaks) degerleri.

TBM Derisimi Km vimaks
mol/L molil) | mol/L.s
0 8,47x10° | 5,27x107
%107 3,13x10° | 1,56x107
5% 107 2,41x10° | 1,14x107
1X10° 2,29x10° | 9,98x107
4x107 2,04x10> | 8,83x10°

Inhibitor derisimi arttikga Michaelis-Menten sabiti (Km) degerleri ve hiz (Vmaks)
azalmistir. Bu durum gergeklesen inhibisyonun, yarismasiz (unkompetitif) inhibisyon

seklinde gerceklestigini gostermistir (Cizelge 4.22).
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MSM icin farkli derisimlerde Km ve Vmaks hesaplamalari

Enzim i¢in substrat derisimi ve zamana kars1 dlgiilen akim degerlerinden hesaplanan hiz

degerleri Cizelge 4.23.”te verildi.

Cizelge 4.23. MSM i¢in 1/S ve 1/Vmaks degerleri.

] GSSG derisimi 1/S 1/Vmaks
erisimi 1z Vmaks
MSM derisimi - Hiz Vmak 10" (10"
supstra
mol/L Mol/L.s
mol/L L/mol L.s/mol
1x107° 5,45%10® 1,000 1,83
2x10° 8,46x107 0,500 1,18
0 4x10° 1,49x107 0,250 0,67
8x107° 3,97x107 0,125 0,25
1x107 3,11x10® 1,000 3,22
2%107° 5,20x10® 0,500 1,92
-6
2x10 4x10° 8,73x10° 0,250 1,15
8x107° 1,20x107 0,125 0,83
1x107° 2,70x10° 1,000 3,69
2x10° 4,85x107 0,500 2-06
6
5x10 4x10° 7.46x10°8 0,250 1,34
8x10° 1,10x107 0,125 0,91
1x107° 2,40x107 1,000 4,16
2x10° 4,80x107 0,500 2,07
5
1x10 4x10° 6.26x107 0,250 1,60
8x10° 1,05x107 0,125 0,95
1x10° 2,22x10® 1,000 4,52
2%107° 4,42x10° 0,500 2,26
5
4x10 4x10° 5.87x107 0,250 1,70
8x10° 1,03x107 0,125 0,98
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Lineweaver-Burk denklemine gore, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini (1/Vmaks)
kestigi noktalardan yola ¢ikarak Km ve Vmaks degerleri hesaplandi. Km ve Vmaks
degerleri icin Lineweaver-Burk grafikleri inhibitorsiiz ortam igin Sekil 4.27.’de, farkli

inhibitdr derisimleri i¢in Sekil 4.28.”de verildi.

2 _
y =1,7287x +0,1722 A
1,8 - R? = 0,9648
w
—
S
£
=)
=
>
S~
i
r C T T T T T 1
0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

1/S x10° (mol .L)

Sekil 4.27. MSM i¢in inhibitorsiiz ortamda Lineweaver-Burk grafigi.

5,00 - y =3,9249x + 0,5252
M 2x10-6M MSM R?=0,9864
5 400 - y = 3,5576x +0,5274
5x10-6M MSM R?=0,9835
e 3,00 - y =3,156x +0,5214
X 1x10-5M MSM 'S R? = 0,9994
= 2,00 -
> : y = 2,7464x + 0,4926
¥ 4x10-5M MSM = R? = 0,9988
1,00 -

1/S x10° (mol.L)

o000 020 040 060 080 1,00 1,20
-1,00 -

-0,80 -0,60 -0,

-2,00 -

-3,00 -

Sekil 4.28. MSM i¢in 2x10°, 5x10°, 1x10°, 4x10° mol/L inhibitdr derisimleri icin

Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 4.24. MSM i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve hiz (Vmaks) degerleri.

MSM Derisimi

Km Vmaks

mol/L mol/L mol/L.s
0 9,76x10° | 5,64x107
%108 5,58x10° | 2,03x107
5%10° 6,05x10° | 1,92x107
110" 6,75x10° | 1,90x107
4x107 7,47x10° | 1,90x10”

Inhibitdr derisimi arttikga Michaelis-Menten sabiti (Km) degerleri artmis, hiz (Vmaks) ise

sabit kalmistir. Bu durum gergeklesen inhibisyonun, yarigsmali (kompetitif) inhibisyon

seklinde gerceklestigini gostermistir (Cizelge 4.24).

TFS icin farkli derisimlerde Km ve Vmaks hesaplamalari

Enzim i¢in substrat derisimi ve zamana karsi dlgiilen akim degerlerinden hesaplanan hiz

degerleri Cizelge 4.25.”de verildi.

Cizelge 4.25. TFS i¢in 1/S ve 1/Vmaks degerleri.

) GSSG derisimi 1/S | 1/Vmaks
TFS derisimi (substrat) Hiz Vmaks (10% 1%
supstra
mol/L Mol/L.s
mol/L L/mol | L.s/mol
1x107 5,24x107° 1,000 1,91
. 2x10° 8,70x10° 0,500 1,15
4x10° 1,74x107 0,250 0,57
8x107 2,70x107" 0,125 0,37
1x10° 3,15x10°° 1,000 3,20
2x10° 2x10° 6,08x10° 0,500 1,64
x10
4x10° 8,82x10® 0,250 1,13
8x10° 1,21x107 0,125 0,83




Cizelge 4.25. (Devami) TFS i¢in 1/S ve 1/Vmaks degerleri.

13107 2,57x10° 1,000 3,84

. 2x107 4,67x10° 0,500 2,14
>10 4x107 6,37x10° 0,250 1,56
8x10” 1,04x107 0,125 0,96

1x10” 2,37x10° 1,000 4,22

5 2x107 4,40x107 0,500 2,27
10 4x107 5,50x10° 0,250 1,82
8x107 7,84x107 0,125 1,27

1x107 2,32x10° 1,000 4,31

- 2x10” 3,36x10° 0,500 2,98
w10 4x10” 4,78x10° 0,250 2,09
8x10” 5,08x10° 0,125 1,97

Lineweaver-Burk denklemine gore, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini (1/Vmaks)
kestigi noktalardan yola ¢ikarak Km ve Vmaks degerleri hesaplanir. Km ve V degerleri

icin Lineweaver-Burk grafikleri inhibitorsiiz ortam igin Sekil 4.29.’da, farkli inhibitor

derisimleri i¢in Sekil 4.30.’da verildi.

2,5 -
2 .
y=1,7781x + 0,1665
3 R?=0,9915
= 1,5 -
[}
E
S
i
x 1 -
>
~
i
0,5 -
P
r 0 T T T T
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

1/S x 105 (mol1.L)

Sekil 4.29. TFS i¢in inhibitdrsiiz ortamda Lineweaver-Burk grafigi.
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5 -
¢ 2x10-6M TFS y=2,7791x + 1,5348
W 5x10-6M TFS 4 - y =3,2904x + 0,8526
9
1x10-5M TFS 10 3 . y =3,255x + 0,6117
£
X 4x10-5M TFS S
= 1 y=2,713x + 0,4283
> 2 A
<
-
1 -

-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
1 1/S (10° mol.L)

Sekil 4.30. TFS icin 2x10°, 5x10°, 1x10°, 4x10° mol/L inhibitdr derisimleri icin
Lineweaver-Burk grafigi.

Cizelge 4.26. TFS i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve hiz (Vmaks) degerleri.

TFS Derisimi Km Vmaks
(mol/L) mol/L mol/L.s
0 1,07x10* | 6,01x107
2x107 6,33x10° | 2,33x10”
5x107 532x10° | 1,63x107
1x107 3,44x10° | 1,03x107
4x107 1,81x10° | 6,5x10®

Inhibitor derisimi arttikga Michaelis-Menten sabiti (Km) degerleri ve hiz (Vmaks)
azalmistir. Bu durum gergeklesen inhibisyonun, yarismasiz (unkompetitif) inhibisyon

seklinde gerceklestigini gdstermistir (Cizelge 4.26).
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TRS icin farkli derisimlerde Km ve Vmaks hesaplamalari

Enzim i¢in substrat derisimi ve zamana kars1 dlgiilen akim degerlerinden hesaplanan hiz

degerleri Cizelge 4.27.’da verildi.

Cizelge 4.27. TRS i¢in 1/S ve 1/Vmaks degerleri.

GSSG
1/S 1/Vmaks
TRS dersimi derisimi Hiz Vmaks . ;
(10% (10
(mol/L) (substrat) Mol/L.s
L/mol | L.s/mol
mol/L
1x107° 5,24x10® 1,000 1,93
2x107° 8,24x107% 0,500 1,20
0 4x107 1,44x107 | 0,250 | 0,70
8x10™ 3,26x107 0,125 0,30
1x107° 4,07x10° 1,000 2,45
2x107° 6,73x107 0,500 1,48
2x10°® 4x107° 9,32x10® 0,250 1,07
8x107° 1,11x107 0,125 0,90
1x107° 3,57x107 1,000 2.80
2x107° 6,11x10® 0,500 1,64
5x10°° 4x107 8,14x10° | 0250 | 1,23
8x107° 1,09x107 0,125 0,92
1x107° 3,18x10°® 1,000 3,14
2x107° 5,98x10® 0,500 1,67
1x107 4x107° 7,61x107 | 0,250 1,32
8x10™ 1,03x107 0,125 0,98
1x107° 3,09x10® 1,000 3,24
2x107° 5,55%107 0,500 1,83
4x10° 4x107° 7,54x10°® 0,250 1,33
8x10™ 1,00x107 0,125 1,00
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Lineweaver-Burk goére, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini (1/Vmaks) kestigi
noktalardan yola ¢ikarak Km ve Vmaks degerleri hesaplanir. Km ve Vmaks degerleri i¢in
Lineweaver-Burk grafikleri inhibitorsiiz ortam igin Sekil 4.31.’de, farkli inhibitor

derisimleri i¢in Sekil 4.32.”de verildi.

2,5

y =1,7955x + 0,1909
R?=0,978

1/V x 107 (mol* Ls)

[e)

-0,2 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

0,5 - 1/S x 105 (mol.L)

Sekil 4.31. TRS ig¢in inhibitorsiiz ortamda Lineweaver-Burk grafigi.

3,5 -
 2x10-6M TRS Y= 2,5461x + 0,6565
M 5x10-6M TRS 3 = 2,4369x + 0,6352
1x10-5M TRS =2,1224x + 0,6526
- 2,5 -
X 4x10-5M TRS 4 y = 1,7906x + 0,6357
S 2 -
E
b= 1,5 -
X
<
- 1 4

/ 1/S x 105 (mol.L)

r T T T 0 T T T T T 1

0,8 -0,6 /@/ -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-0,5 -

Sekil 4.32. TRS ic¢in 2x10°, 5x10°, 1x10°, 4x10®° mol/L inhibitér derisimleri icin
Lineweaver-Burk grafigi.



Cizelge 4.28 TRS i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve hiz (Vmaks) degerleri.

TRS
Derigimi Km Vmaks
(mol/L) mol/L mol/L.s
0 9,43x10° | 5,23,x10”
2x10° 3,25x10" | 1,57x107
5x10° 3,83x10° | 1,53x107
1x10° 3,85x10° | 1,57x107
4x10” 3,88x10° | 1,52x107

89

Inhibitdr derisimi arttikga Michaelis-Menten sabiti (Km) degerleri artmis, hiz (Vmaks) ise

sabit kalmistir. Bu durum gergeklesen inhibisyonun, yarigmali (kompetitif) inhibisyon

seklinde gerceklestigini gostermistir (Cizelge 4.28).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimini inhibe edebilen TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin
indirgenme potansiyeli, transfer edilen elektron sayisi, difiizyon katsayisi gibi
elektrokimyasal parametreleri tespit edildi. TBM, MSM, TFS ve TRS maddeleri igin
indirgenme potansiyelleri -1,86, -1,91, -1,65 ve -1,92 V olarak belirlendi. Elektron sayilari
sirastyla 1,23, 1,35, 1,26 ve 0,95 olarak belirlendi. Difiizyon katsayilari 3,20><10’6,
6,53x107, 8,82x10° ve 1,11x10° olarak hesaplandi. Ayrica maddelerin indirgenme
sirasinda elektrot yiizeyine tasiniminin difiizyon kontrollii oldugu ve EC indirgenme

mekanizmasina gore indirgenme reaksiyonlarinin gerceklestigi tespit edildi.

Enzimatik reaksiyonda GSH {iriinii takip edildigi i¢cin, GSH i¢in kalibrasyon grafigi ¢izilip;
dogrusal ¢alisma aralig belirlenip, gdzlenebilme sinir1 (LOD) 1,798x10°® mol/L ve tayin
siirlart (LOQ) 5,995%10°° mol/L olarak hesaplandi.

Maddelerin glutatyon rediiktazin katalizledigi ve GSH fazlaliginda ila¢ direncine neden
olan enzimatik reaksiyonun inhibisyon ¢alismalar1 kare dalga voltametrisi ve floresans
spektroskopisi yontemi ile gerceklestirilmistir.
GSSG + NADPH + H* <R . 2GSH + NADP*

Bu amagla farkli madde derisimlerinde GSH’1n akim ve floresans degerindeki azalma takip
edildi. Akimin ve floresansin yaritya diistiigii madde derisimi i¢in ICsp Ve K; degerleri
belirlendi. 1Cso ve K degerleri incelenmistir. TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin ICs
degerleri kare dalga voltametrisiyle ve floresans spektroskopisiyle sirastyla 4,90x10° M,
9,75x10° M, 7,78x10° M, 8,30x10° M ve 3,50x10° M, 7,35x10° M, 7,70x10° M,
6,85x10° M olarak belirlenmistir. Ayrica TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin K;
degerleri kare dalga voltametrisiyle ve floresans spektroskopisiyle sirasiyla 2,54x107,
6,54x10°, 4,69x10°, 4,02x10° ve 1,82x10°, 4,93x10°, 4,64x10°, 3,32x10° olarak

belirlenmistir.

TBM, MSM, TFS, TRS maddelerinin her iki yontemle de belirlenen 1Cso Ve K; degerleri
incelendiginde 1Cso ve K degerleri diisiik olan TBM maddesinin en iyi inhibitor 6zelligi
oldugu tespit edilmistir. TBM maddesinin diisiik ICsp degerinin belirlenmesi TBM
maddesinin daha diisiik konsantrasyonlarda bile etkili bir inhibitér oldugunu ispat

etmektedir. Ayrica TBM maddesinin K; degerinin diisiik olmas1 da TBM maddesi ile GR
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enziminin kuvvetli bir baglanma gosterdigini ve bu sayede GSH iirlin verimini azalttig1
tespit edilmistir. Diger maddelere gére TBM maddesinin diiz zincirinde fazladan var olan
dallanma ve metil grubu TBM maddesinin diger maddelere gore inhibitdr 6zelliinin daha

iyi olmasini sagladigi belirlenmistir.

Enzimatik reaksiyonda gergeklesen inhibisyonun g¢esidini belirlemek i¢in Lineweaver-Burk
grafigine gore Km ve Vmaks degerleri belirlenip, TBM, MSM, TFS ve TRS maddelerinin
inhibisyon mekanizmalar1 sirasiyla yarigmasiz, yarigmali, yarigmasiz ve yarigmali

inhibisyonu sekilde gerceklestigi belirlenmistir.
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