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KARE DALGA SIYIRMA VOLTAMETRISI KULLANILARAK MELITTININ
TAYINI VE ARI ZEHIRINE UYGULANMASI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Tugba MELEKOGULLARI
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
Aralik 2014
OZET

Ar1 zehirinin en biiyiik toksik bileseni olan melittin, amfipatik bir tiirdiir ve 26 aminoasit
iceren suda ¢oziinebilen bir peptitdir. Melittin giiglii hemolitik ve antimikrobiyal
aktivite sergiler. Bu nedenle eser miktardaki melittin tayini 6nemlidir. Bu c¢alismada
kare dalga styirma voltametrisi (KDSV) kullanilarak melittinin tayini ¢alistimistir. Sulu
ortam ¢alismalarinda Britton-Robinson (BR) tamponu, asili civa elektrodu kullanilirken
susuz ortam ¢aligmalarinda 0.1 M tetrabiitilamonyum tetrafloraborat i¢eren asetonitril

¢ozeltisi altin elektrot kullanilmigtir.

KDSV ile 0.1 M TBATEFB iceren asetonitril elektroliti ortaminda +160 mV’daki
ferrosen pikinden yararlanilarak yapilan ferrosenin pik akimindaki azalma ile melittinin
derisimi arasinda, dogrusal olarak ¢aligilabilen aralik 40 — 240 nM olarak tespit edilmis
olup tayin edebilme sinir1 40 nM’dir. Gelistirilen metot ar1 zehirindeki melittinin
tayinine basari ile uygulanmigtir. Bazi inorganik ve organik tuzlarmn melittin tayinine

etkisi incelenmigtir.
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DETERMINATION OF MELITTIN USING SQUARE WAVE STRIPPING
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ABSTRACT

Melittin, as the major toxin of honeybee venom, is a kind of amphipathic, water-soluble
peptide consisting of 26 amino acids. Melittin exhibits powerful hemolytic and
antimicrobial activity. Therefore, determination of trace melittine is very important. In
this work the determination of melittin was studied using the Square Wave Stripping
Voltammetry (SWSV). Aqueous medium studies were performed in Britton-Robinson
(BR) buffer, at hanging mercury electrode, while the non-aqueous studies were carried
out in acetonitrile solutions containing 0,10 M tetrabutylammonium tetrafluoroborate
(TBATFB), at gold electrode. For the analytical SWSV method running at acetonitrile
solutions containing 0,10 M TBATFB (belong to ferrocene peak at +160 mV), the
relationship between fall in the peak current of ferrocene and melittin concentration was
linear in the range of 40 to 240nM with a quantification (LOQ) limit of 40 nM. The
proposed method was successfully applied to the determination of melittin various
honeybee venom samples. The influences of some other commonly found inorganic and

organic salts on the determination were also examined.

Keywords: Melittin, Determination, Honeybee Venom, Square Wave Stripping
Voltammetry,
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1. BOLUM
GIiRiS

Melittin ar1 zehirinin ana bilesenlerinden olan ve gilinlimiizde antikanser terapisini
miimkiin kilacak olan bir maddedir [1]. Melittin baz1 kanser hiicrelerinin bilylimesini
engelleyici etkiye sahiptir [2]. Protein yapidaki melittin bagisiklik sisteminin
diizenlemesi, beyin sinir iletimini uyarmasi, bdylece sinir sisteminin diizenli ¢aligmasini
saglar [3]. Bal aris1 zehirinin ve bilesimindeki melittinin radyasyondan kaynaklanan
hasar1 azaltmada degerli olabildigi gibi radyo terapiyle iliskili yan etkilere kars1 da
profilaktik (6nleyici) tedavi segenedi sundugu gosterilmistir. Ar1 zehiri bilesenlerinin
radyoprotektif etkilerini hematopoetik (kan hiicreleri yapic1 doku ve organlarin
olusturdugu sistem) sistemi uyarmak suretiyle olusturduklar: distintilmektedir [4]. Kuru
ar1 zehrinin yaklasik %50’sini olusturan ve peptit yapisinda olan melittin lokal ve genel
olarak toksik etki gdsteren bir maddedir [5]. Ar1 zehrinin asil etkisini saglayan toksinler,
degisik sayida aminoasit iceren peptidlerdir [6]. Melittin, bu etkisiyle fosfolipaz A2 adl
enzimin pargalayici etkisine de yardimer olur [7]. Melittin, farmokolojik ve fizyolojik
olarak; antibakteriyel, antifungal (mantar biiyiimesine karsi etkili), sinir sistemini
diizenleyici, radyosyondan koruyucu etkiye sahiptir [8]. Ayrica afr kesici ozellige
sahiptir [9]. An zehiri fosfolipazi, bilinen en giliglti fosfolipazdir. Yilan zehirininkinden
ve memelilerdeki pankreatik fosfolipaz'dan daha etkilidir. Bu nedenle ar1 zehiri hiicre
zarlarin1 delip gegme giiciine sahiptir. Fosfolipazin hiicreleri pargalamadaki etkinligini

zehir igerisinde bulunan melittin artirmaktadir [10].

Sekil 1.1. Melittinin X-ray yapis1 [11]

Melittinin kapali formiilii Cy3H29N3903;, molekiil kiitlesi 2846.4 g/mol melittin
Melittin integument (kabuk, deri) yiizeyindeki mumsu maddeleri eritmekte ve zehirin

]



béeek viicuduna girmesini kolaylastirmaktadir. Gerek tilkemiz insani, gerekse tilkelerde
bal arisi zehiri romatizmal rahatsizliklar, eklem agrilart ve MS hastalig1 diye bilinen
Multiple Sclerosis basta olmak iizere bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
[13]. Ancak, ar1 zehirinin insanlari tedavi edici etkisi tizerinde simdiye kadar ilmi
¢alismalarm yapilmadig: belirtilmekte, fakat hayvanlarda anti-arthritik (eklem iltihabini
dnleyici) etkiye sahip oldugunun tespit edildigi belirtilmektedir [13,14].

Apis melifera arisindan elde edilen ar1 zehiri agik renkte, kokusuz, su gibi sivi bir
madde olup, keskin ve aci bir tadi bulunur [15]. I¢ginde bulunan alarm feromonlari
nedeniyle hos kokulu ozellik tasir [16]. Berrak, asidik yapida ( pH=5,0-5,5) olan ar1
zehri, normal sicaklikta yaklasik 20 dakikada kurur ve agirhiginin %65-70" ini kaybeder
[17]. 0,25 g ar1 zehirinden sivi kisim buharlastiktan sonra yaklagik 0,1 mg saf, kuru ar
zehri elde edilir [18]. Saf kuru ar1 zehrinin rengi sarimtirak kahverengidir [19]. Ar1 zehri
soguga ve sicaga dayaniklidir. Kurutulmus art zehri rutubetten korunursa birkag yil
sureyle ozelliklerini kaybetmez [20]. Ar1 zehirinin tedavi amagh kullantminin éniindeki
en biiyilk engel, bilesenlerinin farmakolojik ¢zelliklerinin heniiz net bir sekilde

tammlanmamig olmasidir [21].

Yapisindaki birgok farmakolojik etkili unsurlariyla arm zehri dogal ilag olarak
goriilmektedir [22]. Ari zehri kimyasal olarak ¢ok karmagik bir yapiya sahip olup
icerisinde birgok proteinler, enzimler, peptidler, ve aktif aminler bulunmaktadir [23].
Ar1 zehri 18’in {izerinde farmakolojik aktiviteye sahip bilesikten olugmaktadir.
Bunlardan en onemlileri Histamin, Melittin, Apamin, MCD-peptidi, Fosfolipaz A1- A2,
Dopamin ve Hyaluronidaz enzimleridir [24]. Insanlar igin bu denli yararli olan bal arisi,
bazi hallerde insanlar1 sokarak siddetli alerjik reaksiyonlar ve énemli sayida &liimlere

sebep olmaktadir [25].

Melittin tayini icin yapilan literatiir arastimasmnda fazla sayida galismaya

rastlanmamistir. Konu ile ilgili bulunan ¢alismalar agagida verilmistir.

Zhou ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 bir ¢aligmada yiiksek performansli sivi
kromatografisi ve kiitle spektrometresi yontemlerini kullanarak melittin ve apamin
tayini igin yontem geligtirmislerdir. Gelistirilen yontemde lineer ¢alisma araligi melittin
icin 1-100 pg/ mL; tayin edilebilme sinir1 1 pg/ mL olarak tespit edilmistir [26].
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Lam ve arkadaglarinin yaptigi galigmada ise BC-NMR spektroskopisi kullanilarak
melittinin yapisinda bulunan amino asitler belirlenmigtir [27]. Kapiler elektroforez
yontemi kullamlarak melittinin ar1  zehirinden alimmasi ve tayini icin kolon
koromatografisi kullanilarak hizli bir yéntem gelistirilmistir. Kapiler duvara analitin

adsorpsiyonunu arttirmak i¢in diigiik pH* I tamponda c¢aligilmistir [28].

Bu galismada eser miktardaki melittinin tayini i¢in yeni, izl tekrarlanabilirligi yiiksek
ve ard arda fazla sayida numuneye kisa siirede uygulanabilecek bir yontem

gelistirilmesi amaglanmistir.



2. BOLUM
ELEKTROKIMYASAL YONTEMLER

Elektrokimyasal y&ntemler, maddenin indirgenme veya yiikseltgenme olaylarim
inceleyen yontemlerdir. Diger analitik ydntemlere gore bazi Uistiinliiklere sahiptirler.
Birincisi, elektrokimyasal 6l¢timler ¢ogu kez bir elementin 6zel bir yiikseltgenme veya
indirgenme basamagina dzgiidiir. Ornegin; elektrokimyasal yontemler bir seryum (III)
ve seryum (IV) karigiminda her bir tiiriin derisiminin tayinini miimkiin kilar, buna
karsilik diger analitik ydntemlerin ¢ogu, ayirma yapilmadifi siirece toplam seryum
derigimini saptayabilirler. Yani elektroanalitik yontemler ile tiirlendirme ¢aligmalar1 ¢ok
kolay bir sekilde yapilabilir. Elektrokimyasal yontemlerin ikinci bir tstinltigii ise
kullanilan cihazlarin nispeten ucuz olmasidir. Elektroanalitik teknikler ¢ok diistik tayin
sinirlarina ulasabilirler ve ara yilizeylerdeki yiik aktariminin stokiyometrisi, elektrot
tepkime hizi, kiitle aktarim hizi, adsorpsiyon, kemisorpsiyon ve denge sabitleri gibi

bilgileri de iceren ¢ok sayida bilgi verirler [29].
2.1.Voltametri

Voltametri Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan, 1920’lerin basinda

gelistirilmistir [30].

Voltametri, ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak ol¢iilmesine dayanan elektroanalitik yontemlere
verilen isimdir. Genellikle polarizasyonu saglamak igin voltametride kullanilan ¢aligma
elektrotlar: yiizey alani birka¢ milimetrekare ve bazilarinda ise birkag mikrometre olan

mikroelektrotlardir [31].

Voltametride deneyler ticlii elektrot sisteminde gergeklestirilmektedir. Ug elektrottan
birisi zamanla potansiyeli degistirilen indikator elektrot veya calisma elektrodudur.
Voltametride indikator elektrot olarak, civa, platin, altin, paladyum, karbon elektrot
(grafit, karbon pasta elektrot, cams1 karbon, karbon cloth elektrot) gibi elektrotlar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki ikinci elektrot, potansiyeli deney
sliresince sabit kalan referans elektrottur. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya

doymus kalomel elektrottur. Elektrot sistemindeki tglincli elektrot ise kargit veya
4



yardimer elektrottur. Karsit elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanilir [32]. Sekil

2.1’de sulu ve susuz ortamlarda cesitli calisma elektrotlarinin kullanilabildikleri
potansiyel araliklart verilmigtir [33].
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Sekil 2.1. Sulu ve susuz ortamlarda platin, civa ve karbon elektrotlarm farkl destek
elektrolitlerdeki ¢aligma potansiyeli araliklar:
Kullanilan elektrotlarin cinsine, uygulanan akim ve potansiyelin siddetine ve dengenin
bozulma hizina bagh olarak cesitli yontemler gelistirilmigtir. Eger ¢alisma elektrodu
damlayan civa elektrodu ise yontem polarografi adin alir. Asili duran civa damlasi veya
bir kat1 elektrot kullamlirsa sabit elektrot voltametrisidir [30]. Voltametrik hiicrelerde

kullanilan elektrotlarn gosterimi Sekil 2.2.” de gosterilmistir [34].
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Resim 2.1. Elektrokimyasal calismalarda kullanilan ii¢ elektrotlu hiicre sistemi

Voltametrik yéntemler analitik yonden énemli avantajlar saglamaktadir. Bunlardan en
gnemlisi hem organik hem de inorganik tiirler i¢in genis ¢aliyma aralig (10'12- 107 M)
ile ¢ok yiiksek hassasiyette ¢alisilmasidir. Yine voltametrik yontemlerde ¢ok sayida
coziicti, elektrolit ile genis sicaklik araliginda ¢alisilabilmekte ve birkag analitin tayini
hizh bir sekilde aym anda gergeklestirilebilmektedir. Voltametrik yontemler kinetik ve

mekanik parametrelerin incelenmesine de olanak saglamaktadir [33].
2.1.1. Polarografi

Polarografi, 1927 yilinda Cek bilim adami J. Heyrovsky tarafindan gelistirilmis bir
yontemdir. 30 yil éncesine kadar dogru alam polarografisi ile smirh kalan bu yontem

son gelismeler ile cok bagvurulan duyarli ve glivenilir bir duruma gelmistir.

Polarografide akim, ¢alisma elektrodu tizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olugur. Indirgenmeden dolay: olusan akima katodik akim,
yiikseltgenmeden dolayr olusan akima ise anodik akim denir. Elektrot tizerinde heniiz

tepkime olmadif1 zaman kiigiik olsa da bir akim gézlenir. Bu akima artik akim denir.



Maddenin yiikseltgenmesinden veya indirgenmesinden kaynaklanan bir akim artis1 olur
ve sonra akim sabit hale gelir. Bu akima da sinir akimi denir. Siir akim ile artik akim
arasindaki yiikseklik dalga yiiksekligidir. Dalga yiiksekligi elektroaktif maddenin
derisimi ile dogrusal olarak artar. Bu 6zellik nedeniyle polarografi nicel analizlerde

kullanilir [30].

Polarografik deneyler oksijensiz ortamlarda gergeklestirilir. Cilinkii biitiin ¢ozilictilerde
oksijen az veya ¢ok ¢6zliniir. Coziinmiis oksijen molekiilii elektrot {izerinde indirgenir.
‘Bu indirgenme iki basamaklidir. Birineisi -0,05 voltta perokside indirgenmesi, ikincisi
ise -0,9 voltta gdzlenen peroksidin suya indirgenmesi tepkimesidir. Bu potansiyeller
ortamin pH’1ina gore degisim gosterir. Bu tepkimelerin olusumu ile polarografide 0,0 ve
-1,0 volt aras1 gibi bir¢ok indirgenme tepkimesinin gézlendigi bir bélge kapatilnug olur.
Bunu énlemek i¢in deney éncesinde ¢6zeltiden azot veya argon gazi gibi inert bir gaz

gecirilerek ¢dziinmiis oksijen ortamdan uzaklagtirilir [30].
Deney yapilan hiicrede maddenin elektroda gogii ti¢ sekilde gerceklesir. Bunlar:

Konveksivon: (Mekanik karigtirma ve 1sisal karigtirma) Cozeltinin sabit iz ve

sicaklikta homojen olarak karistirilmasiyla gergeklesir.

Elektrostatik ¢cekim: (iyonik go¢) Uygulanan potansiyelin elektrotlar yiiklemesi sonucu,

elektrotlarin ¢ozeltideki iyonlart elektrostatik kuvvet uygulayarak ¢ekmesi veya

itmesidir.

Difiizyon: Maddenin derisik oldugu bélgeden(ana ¢dzeltiden), seyreltik oldugu bslgeye
(elektrot yiizeyine) hareketidir.

2.1.2. Voltametride uyarma sinyalleri

Voltametride bir mikroelektrot igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir bir
potansiyel uyarma sinyali uygulamir. Metodun temelini teskil eden bu uyarma sinyali
karakteristik akimlar olusturur. Dort ¢esit uyarma sinyali vardir. Bunlarda bir tanesi
dogrusal taramali, iki tanesi puls tipi uyarma sinyali, kare dalga ve diferansiyel puls

sonuncusu da doniigtimlii voltametridir [30].



2.1.3. Doniisiimlii voltametri

Tarama hizi bir damla 6mrii i¢in 100-200 mV/s civarinda tutulursa ve belli bir
potansiyelden sonra ilk tarama ydniinde tarama yapilirsa bu voltametrik ySntem
doniistimlii voltametri (CV) adini alir. CV’ de uygulanan potansiyelin zamanla degisim

grafigi asagida verilmistir. [30].
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Sekil 2.2. Doniistimlii voltametride uygulanan potansiyelin zamanla degismesi

2.1.4. Diferansiyel puls voltametrisi

Bu yontemde normal polarografideki artan dogru akim potansiyeline, damlaya dogru,
sabit genlikli pulslar bindirilir. Akim puls uygulamasmdan 6énce ve puls uygulamasinin
sonuna dogru olgiiliir. Akim arasindaki fark potansiyele karsi grafige gecirildigi igin

polarogram pik seklinde gikar. Pikin tepe noktasindaki potansiyel pik potansiyelidir.
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DPV’nin diger polarografik yontemlerden farki, potansiyel zaman ayarlamasi ve akim
6leme diizeneginin kapasitif akimin etkisinin en aza indirilmesini saglayacak bir sekilde

olmasidir [30].
2.1.5. Kare dalga voltametrisi

Bu yontem son derece hizli ve duyarli olmasindan dolay: diger yontemlere iistiinlik

saglamistir. Voltamogramin tamam 10ms’den daha az siirede elde edilir [31].
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Sekil 2.4. Kare dalga voltametrisinde [a] potansiyel-zaman, [b] potansiyel-akim grafigi
Sekilde kare dalga voltametrisinde elde edilen basamakli sinyal goriilmektedir.

Basamakli sinyalde her basamagin boy ve puls periyodu esit olup bu yaklagik 5ms

civarindadir.
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Sekil 2.5. Tersinir bir reaksiyon i¢in kare dalga voltamogrami
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Yukaridaki sekilde tersinir bir reaksiyonun kare dalga voltamogrami goriilmektedir.
Kare dalganin anodik ve katodik bolgesindeki iki noktaya ait akim degerlerinin farklar
alinarak akim hesaplanir. Yani elektrot tepkimelerinde yiikseltgenme ve indirgenmede
olusan akim farklar alinir. Akimlardan birinin degeri negatif oldugu icin fark akimlarin
toplamum verir. Kare dalga voltametrisinin tayin sinirlari 107 ile 10® M oldugundan
dolay1 hem siiresinin daha kisa olusu hem de tayin siniriin diigiik olmasindan dolayi

madde analizlerinde gok kullanilan bir yéntemdir [30].
2.1.6. Siyirma voltametrisi

Eser elementlerin tayini igin duyarli metotlara duyulan ihtiyaci karsilamak igin son 20
yilda siyirma teknikleri gelistirilmistir. Karigim analizlerine uygulanabilirligi, cihazlarin
ucuzlugu ve olgiim kolaylign sebebiyle analizcilerin dikkatleri bu metot {izerinde

yogunlagmaktadir, Elektroanalitik metotlar igerisinde en duyarlisi styirma metotlaridar.

Bu yontemle analizde, analizi yapilacak madde seyreltik ¢dzeltiden indirgenme veya
yiikseltgenme suretiyle alinarak elektrot yiizeyinde biriktirilir. Bu basamakta yapilan
islem bir elektrokimyasal 6n deristirme islemidir. Daha sonra elektroda pozitif (anodik)
veya negatif (katodik) yonde potansiyel taramasi uygulamir. Bu tarama esnasinda
elektrot yiizeyinde yogunlasmis madde indirgenme veya yiikseltgenme ile elektrot
yiizeyinden siyrilarak tekrar ¢ozeltiye geri kazanilir. Metoda siyirma voltametrisi ada
verilmesinin sebebi iste bu basamak dolayisiyladir. Bu esnada olugan akim 6lgiilerek
madde miktari tayin edilir. Bu yontemle 10 ile10® M arahiginda ¢ozeltilerin analizi

yapilabilir [30].
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3. BOLUM
DENEYSEL CALISMALAR
3.1.Polarografi Cihazi

Kare dalga siyirma voltametrisinin (KDSV) yapildigi calismalarda elektrokimyasal
sistem: Bioanalytical Systems Electrochemical Analyzer BAS epsilon potentiostat/

galvanostat cihazi ve BAS C3 elektrot hiicre standi kullanildi.

Cihazinin ana kisimlart Resim 3.1° de goriilmektedir.

Resim 3.1. BAS model elektrokimyasal analiz6r[36]

3.2. Hiicre ve Elektrotlar
Calismalarda ti¢ elektrotlu sistem kullanilmistir.

Sulu ortamda gergeklestirilen elektrokimyasal ¢calismalarda, Ag/AgCl referans elektrodu
(BAS MF-2052), CGME hiicre s_tandmda yer alan civa kilcalindaki (BAS MF-2092,
100 pm) asili civa caligma elektrot ve karsit elektrot olarak Pt tel (BAS MW-1032)

kullanmilmistir.

Susuz ortam calismalarinda ise 0,10 M tetrabutilamonyum tetrafloroborat,

dimetilstilfoksitteli (S0mmol/I. LiCIO4) cozeltileriyle temasta olan Ag tel (Ag/Ag+)
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(DMSO/LiCIQy) referans elektrodu hazirlandi ve ¢aligma elektrodu olarak altm, camsi
karbon elektrotlari, karsit elektrot olarak Pt tel (BAS MW-1032) kullanildh.

3.2.1. Altin elektrot
1,6 mm gapinda teflona gomiilmiig altin elektrot kullanilmigtir [36].
3.2.2. Camsi karbon elektrot

Cams1 karbon, gaz gegirmeyen ve kimyasal etkilere direncli izotropik bir madde olup
elektrik iletkenligi oldukga iyidir. Teflon ile kaplanmis camsi karbonun ucu aliiminyum

ile parlatilmstir.
3.2.3. Asih ava elektrodu

Kare dalga siyirma voltametriside galisma elektrodu olarak kullanilan asili civa damla
elektrodunda kullanilan civa, Merck’ten saglanmigtir. Kare dalga siyima
voltametrisinde eser diizeyde madde tayini yapildigi i¢in kullamlan civanin oldukga

temiz olmast gerekmektedir.
3.2.4. Ag/Ag" elektrodu

Kare dalga siyirma voltametresinde (KDSV) referans elektrot olarak Ag/Ag’
(DMSO/LiCIOy4) kullanilmigtir ve cam hiicre igerisinde bulunan analit ¢tzeltiye temas
edecek sekilde hiicreye baglanmistir (0,00949 ¢ AgNO; almip, 50 mmol / 100mL

DMSO karisgimindan 5 mL almip ¢ozeltisi hazirlanmigtir).

3.2.5. Karsit elektrot

Platin tel (BAS MW-1032) karsit elektrot olarak kullamlmis ve cam hiicre igerisinde

bulunan analit ¢6zeltisine temas edecek sekilde hiicreye baglanmigtir.
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3.2.6. Azot gaza

Polarogramlarda oksijenin indirgenmesine ait dalgalar gozlenebilir. Bu nedenle bir
maddenin voltamogrami alinmadan 6nce, ortamda ¢6ziinmiis olan oksijenin
uzaklastirilmasi gerekir. Bunun i¢in maddenin ¢dzeltisinden inert bir gaz olan azot gazi

gecirilmistir.
3.3. pH Metre

pH &lgiimleri WTW pH/ION 735 (WTW Instruments, Germany ) model dijital pH

metre kullanilarak yapilmigtir.
3.4. Altin Elektrotun Temizlenmesi

Elektrokimyasal ¢alismalarda kullanilan kati ¢aligma elektrotlarinin ylizeylerinin son
derece temiz olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, her bir maddeyle ilgili yeni bir
elektrokimyasal ¢alismaya baslamadan 6nce kullanilacak elektrotlar 6zenle asagida
belittilen yontemle temizlenmistir. 1, 3 ve 15 pum boyutlarindaki aliiminadan
hazirlanmis yiizey temizleme siispansiyonlar: ve tizerinde dairesel hareketler gizilerek
temizleme yapilmasini saglayan ylizey temizleme petleri bulunmaktadir. Elektrotlar:
temizlemeye baslamadan &nce, uygun temizleme pedi segilerek, kullanilacak kismi az
miktarda saf suyla 1slatildi. Uzerine dnce biiyiik boyutta aliiminadan hazirlanan yiizey
temizleme siispansiyonundan birka¢ damla damlatilarak dairesel hareketlerle elektrot
ylizeyi temizlendi. Daha sonra aym islemler, daha kiigiikk boyutlardaki alliminadan
hazitlanan yiizey temizleme siispansiyonlariyla da tekrarlandi. Yiizeyi temizlenen
elektrot son olarak Once asetona sonra destek elektrolit ¢ozeltisine daldirilarak

ultrasonik banyoda 5’er dakika tutuldu ve boylece kullanima hazir hale getirildi [37].
3.5. Reaktifler ve Ozellikleri

Deneylerde kullanilan biitiin ¢6zeltiler analitik saflikta olup ¢ozeltiler saf su ile
hazirlanmistir. Asih civa damla elektrodunda kullanmilan civa yiiksek safliktadir ve

Merck’ten saglanmigtir. Kullanilan reaktifler ve 6zellikleri asagida verilmistir:

1)Melittﬁ1: (C131H229N30031), 2846.4 g/mol Merck
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2)Asetonitril: (C;H,N), d=0,78 kg/ L, 41,05 g/mol, Sigma-Aldrich
3)TBATFB: (CH:CH,CH,CH,)4NBF, , 467,515 g/mol, Merck

4)DMSO: (CH3),S0, 78,13g/mol, Sigma-Aldrich

5)Ferrosen: 186,03 g/mol, Merck.

6)Gallik asit: (C7HgOs), 170,12. g/mol, Merck.

7)Dopamin: (CgHy;0,N) 189,64 g/mol, Merck

8)Kadminyum Nitrat tetrahidra: Cd(NO3) 4H,0, 308,47 g/mol, Sigma-Aldrich
9)Selenyum dioksit: (SeO3), 110,959 g/mol, Sigma

10)Sodyum siilfit: (Na,SO3), 126,04 g/mol, Sigma-Aldrich

11)Asetik asit: (CH;COOH) , d=1,05 kg/L; %100’ litk; 60,05 g/mol, Sigma-Aldrich
12)Fosforik asit: (HsPO4) , d= 1,71 kg/L; 98 g/mol, % 85, Riedel

13)Borik asit: (H3;BO3), 61,83 g/mol, Sigma

14)Cinko nitrat hekzahidrat: (Zn(NO3),. 6 H20), 297,4 g/mol, Merck
15)Sodyum hidroksit: (NaOH), 40 g/mol, Sigma-Aldrich

16)Kursun(Il) nitrat: (Pb(NO3)2), 331,20 g/mol, Merck

17)Hidroklorik asit: ( HC1) , d=1,19 kg/L; % 37; 36,46 g/mol, Sigma-Aldrich

3.5.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

10 mol/L. Melittin stok ¢ézeltisinin hazirlanmast:

0,01g melittin katis: tartildiktan sonra 3,5 mL saf su ile cozildu.
0,01 mol/L TBATEB stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

3,2927 ¢ TBATFB katisi tartilip asetonitril ile ¢oziildiikten sonra 100mL’lik balon

jojede asetonitril ile 100mL’ye tamamlanmigtir.
10 mol/L ferrosen ¢ozeltilerinin hazirlanmast

0,186 g ferrosen katisi tartilip 0,10 M LiCIO, asetonitril ortaminda ¢oziiliip 25mL’lik
balon jojede 0,10 M LiCIOy asetonitril ile 25mL’ye tamamlanmigtir.

Ar1 zehirinin ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
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0,015g ar1 zehri katisi tartilip kiiltiir tiiptinde 2mL’ye tamamlanmugtir.
0,1 mol/L Gallik asit stok ¢ozeltisi

1,70 g.Gallik asit katis1 tartilmig ve saf su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ lik balon

jojede saf suile 100 mL’ ye tamamlanmistir

0,1 mol/L HCI ( %37 ‘lik d=1,19 g/mL )

HCl ¢ozeltisinden 0,83 mL 6lgiilii balona almarak saf su ile 100 mL’ ye tamamlanmistir
0,1 M NaOH c¢ozeltisi:

0,40 g NaOH katis1 tartilmig ve saf su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’lik balon jojede saf

su ile 100 mL’ye tamamlanmigtur.
0,1 M HoPOy4 - HPO,* tamponu:

9,08 g KH,PO4 ve 11,87 g Na,HPO,. 2 H,O ayn ayn tartilip, saf su ile ¢oziildiikten
sonra 1,0 L’ ye tamamlanmg ve uygun miktarlarda karistirilarak istenilen pH’ya

ayarlanmistir.
1,0 M HAc/NaAc tampon ¢6zeltisi:

57,2 mL derisik asetik asit ¢ozeltisine, saf suyla yikanmig 6,0 g kat1 NaOII eklenmig ve
saf su ile &lgiilii balonda 1,0 I ye tamamlanmigtir. pH-metre kullamilarak ¢ozelti,

calisma ortamina uygun pH’lara ayarlanmistir.
Britton-Robinson (B-R) tamponunun hazirlanmasi:

Britton-Robinson tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in 2,3 mL saf asetik asit; 2,7 mL
%85’ lik fosforik asit ve 2,5 g borik asit karistirtlip saf su ile 1 L’ ye tamamlanmagtr.
Hazirlanan B-R tamponu 0,1 M NaOH veya 0,1 M HCI gozeltisinden damla damla ilave

edilerek pH’s1 istenilen degerlere ayarlanmistir.

0,02 M H,S0, ¢ozeltisi:
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0,279 mL % 95-97° lik H,SOy4 ¢ozeltisinden almarak saf su ile 250 mLl’ ye

tamamlanmustir. pH’s1 istenilen degerlere ayarlanmustir.
Cesitli iyonlarin stok ¢dzeltilerinin hazirlanmasi:

Deneylerde kullanilan iyonlarin 0,01 M® lik stok cozeltileri hazirlanmistir. Seyreltik
¢ozeltilerin derisimleri zamanla degisebileceginden, stok ¢ozeltiler 1x10° M’ lik

¢ozeltilere seyreltilmesiyle giinliik olarak hazirlannmgtir.

0,01 M Se(IV) ¢dzeltisi: 0,055 g SeO; tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve olgiilii balona

alinarak 50 mL’ye tamamlanmisgtir.

0,01 M SO5™ ¢ozeltisi: 0,126 g Na,SO; tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve 6lgiilii balona

alinarak 100 mL’ye tamamlanmigtir.

0,01 M Zn*" ¢ozeltisi: 0,1487 g Zn(NO3),. 6 H,O tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve olgiilii

balona alinarak 50 mL.’ye tamamlanmuistir.

0,01 M Cd** ¢ozeltisi: 0,308 g CA(NO3),. 4 HyO tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve lgiilii

balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmigtir.

0,01 M Pb(II) ¢ozeltisi: 0,331 g Pb(NO3); tartihip saf su ile ¢oziilmiis ve 6lgiilii balona

alinarak 100 mL’ye tamamlanmustir.

10 M dopamin ¢ozeltisi 0,0018 g dopamin tartilip saf su ile ¢dziilmiis ve 6lgiilii balona

alinarak 100 mlL.’ye tamamlanmistir.
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4. BOLUM
DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Melittinin Elektrokimyasal Davranisinin Incelenmesi, Tayini ve Analitik

Uygulamalar:

Kare dalga styirma voltametrisi (KDSV) ile yapilan calismalarda eser miktardaki
melittinin tayini i¢in yeni bir yontem gelistirmek amaglanmigtir. Bu amagla, destek
elektrolit olarak asetonitril icindeki TBATFB (0.1M) (tetra biitil amonyum tetra fluoro
borat) tamponun en uygun destek elektroliti oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit
edilmistir. Calisma elektrodu altin elektrot olarak belirlenmistir. Caligma ortami ve
kullanilacak elektrot belirlendikten sonra, ferrosenin KDS voltamogrami aliman hticreye
cesitli derisimlerde melittin ilaveleri yapilmistir. Yapilan melittin ilaveleri ile ferrosenin
pik akimimda azalmalar oldugu gozlenmigtir. Bu azalmalarin eklenen melittin miktar1 ile
orantili oldugu belirlenmistir. Gelistirilen yontem ari zehirindeki melittin tayini igin
kullanilmustir. Ar1 zehiri igindeki melittinin tayini igin gelistirilen yontemin segicilifini

belirlemek amaciyla, ¢esitli iyonlarin girigim etkileri incelenmistir.
4.2. Destek Elektrolit ve Elektrot Secimi
4.2.1. Sulu ortam elektrolitleri

Melittinin elektroaktif oldugu elektrot ve sulu ortam elektrolit ¢zeltisini belirlemek
amaciyla asili civa elektrodu tizerinde (0 - -2200 mV araliginda) BRT, fosfat, stilftirik
asit ve siilfat iyonlar1 destek elektroliti kullanilarak gesitli derisimlerdeki melittinin
voltamogramlar1 kare dalga siyirma voltametresi (KDSV) yontemini kullanarak
almmistir. 1x 107 - 1x 10 M melittin aralizinda pH=2, pH=4, pH=6,5, pH=10 BRT,
Fosfat pH=6,5 ve siilfiirik asit pH=6,5 elektrolitleri ortamimnda voltamogramlar

kaydedilmigtir.

Melittinin tayini igin, yukarida bahsedilen destek elektrolitten voltametri hiicresine
10,0’ar mI. alinmis ve ¢ozelti iginde ¢dziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklagtirmak
icin igerisinden 5 dakika % 99,999 saflikta azot gazi gegirilmis KDSV yontemi
kullanilarak voltamogramlari kaydedilmistir.
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Melittinin standart ¢6zeltisinden hiicreye ard arda yapilan her ilaveden sonra da

hiicreden azot gaz1 gegirilerek, voltamogramlar kaydedilmistir.

Melittine ait herhangi bir indirgenme piki goézlenmemistir. Bu nedenle melittinin

dogrudan tayini yapilamamuistir.

Dolayli tayininin yapilabilirligini aragtirmak i¢in demir (III) iyonlarinin bulundugu
ortama melittin ilaveleri yapilarak melittinin iyonla etkilegimi sonucu yeni bir pikin
olusup olusmadigi aragtirilmigtir [38]. Yapilan bu calismada da melittinin derisimi ile
orantilt olarak artan bir indirgenme pikine rastlanamamistir. Bu nedenle sulu ortamda

melittinin dolayli tayini gergeklestirilememistir.
4.2.2. Susuz ortam elektrolitleri

Melittinin pik akimindan yararlanarak dogrudan tayini igin, melittinin elektroaktif
oldugu (yiikseltgenme piki verdigi) elektrolit ortami ve kati (camsi karbon, altin, Pt

gibi) elektrotlar aragtirilmugtir.

Bu amagla susuz ortam elektrolitlerinden DMSO LiCIO; (50 mM LiCIO; 50mL
DMSO ) ve asetonitril igindeki 0,1 M TBATFB destek elektrolitleri ile cams: karbon
elektrodu veya altin elektrot kullanilarak melittinin voltamogramlar: alinmustir. Ard arda
standart melittin ¢ozeltisi ilaveleri ile KDSV yontemi kullanilarak 0-2000mV potansiyel
arhginda aliman voltamogramlarda melittine ait herhangi bir yiikseltgenme piki

gbzlenmemistir.

Yukarda bahsedilen galismalar sonucunda melittine ait herhangi bir yiikseltgenme piki
gdzlenemedigi i¢in, melittinin dogrudan tayininin yapilamayacag anlagilmigtir. Bunun
{izerine susuz ortamda melittinin ferrosen anyonu yardim ile dolayli tayini

arastirilmigtir.
4.3. Melittinin Susuz Ortamda Dolayh Tayini

Calisilan ortamlarda melittinin kantitatif tayinine olanak saglayan herhangi bir pike
rastlanmamistir. Melittinin ¢egitli iyonlarla etkilesim olusturup tayinini saglayacak yeni

bir pikin ortaya ¢ikmasi ve bu pikin akimindan yararlanarak melittinin dolayli tayini
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amaglanmistir, Literatiirde yapilan c¢alismalarda susuz ortamda ferrosenin tayinine
olanak saglayacak yiikseltgenme piki verdigi tespit edilmistir [39]. Bunun iizerine
melittin-ferrosen etkilegsmesi olup olmadigi bu etkilesimden kaynaklanan yeni pikin
gozlenip gozlenmediginin arastirilmasi amaglanmistir. Altin ve cams1  karbon
elektrotlarinda derigimi tam olarak bilinen ferrosenin voltamogrami KDSV ydntemi

kullanilarak alinmis, ardindan hiicreye ard arda standart melittin eklemeleri yapilmuistir.
4.3.1. Camsi karbon elektrotta yapilan ¢alhismalar

(Calisma elektrotu camsi karbon olan hiicreye 10 mL TBATFB (0.1M) alinmig ve ¢ozelti
i¢inde ¢dziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastumak i¢in igerisinden 5 dakika %
99,999 saflikta azot gazi gegirilerek destek elektrolitlere ait voltamogramlar KDSV
yontemiyle 0-2000 mV araliginda tarama yapilmistir. Ardindan 10° M 0.1 mL ferrosen
eklemesi yapilarak ¢oziinmiis oksijeni uzaklagtirmak igin c¢ozeltiden azot gazi
gegirilmistir. Alinan voltamogramda ferrosenin yiikseltgenmesine ait +89 mV’ta keskin
bir pik kaydedilmistir. Daha sonra ard arda hiicreye 10° M 0.4 mL melittin ilaveleri
yapilmigtir. Standart Melittin ilaveleri ile ferrosenin pik akiminda azalmalar
gbzlenmistir. Ferrosen piki akimindaki azalmalarin, eklenen melittin derigimi ile orantili

olmadig1 i¢in melittinin tayini bu ortamda gergeklestirilememistir (Sekil 4.1.).
0217
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Sekil 4.1. KDSV yontemi kullanilarak 10,0 mL asetonitril i¢indeki TBATFB (0.1M)
destek elektrolitindeki ferrosen pikinin melittin ilaveleri ile azalisin1 gésteren
voltamogram
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a) 10,0 mL TBATFB (0.1M) + 0,1 mL 1x10™ M ferrosen
b)a+ 0,4 mL 1x10 M melittin

¢) b+ 0,8 mL 1x10° M melittin

d) ¢+ 1,2 mL 1x10"° M melittin

e) d+ 1,6 mL 1x10"° M melittin

f) e+ 2,0 mL 1x10™° M melittin

Yine ¢alisma elektrodu camsi karbon elektrot olan hiicreye DMSO_LiCIO4 (50 mmolar
LiCIO4 50mI, DMSO ) ¢izeltisinden 10 mL alindi ve her ¢ekimin ardindan oksijeni
uzaklastirmak i¢in azot gazi gegirildi. KDSV yontemi kullanilarak voltamogrami alinip
kaydedildi. Daha sonra 10° M 0.1 mL ferrosen hiicreye eklenip voltamogramu +147
mV’ta kaydedildi. Hiicreye standart 0,1 mL 10 M melittin ilaveleri yapildi. Standart
melittin ilaveleri ile ferrosenin pik akiminda azalmalar gézlendi. Bu ¢alisma 10°-10° M
melittin ile tekrar edildi. Ferrosen pikindeki azalmalar melittin derisimi ile orantih

olmadig i¢in melittin tayini yapilamadi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. KDSV yontemi ile 10,0 mL. DMSO_LiCIO4 (50 mmolar LiCIO4) destek
elektrolitindeki 0,1 mI. 1x10® M ferrosen pikinin melittin ilaveleri ile
azalisim gosteren voltamogram

a) 10,0 DMSO_LiCIO4 + 0,1 mL 1x10™ M ferrosen
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b) a+ 0,4 mL 1x10°M melittin
¢) b+ 0,8 mL 1x10° M melittin
d) c+ 1,2 mL 1x10"° M melittin
¢) d+ 1,6 mL 1x10°M melittin
f) et 2,0 mL 1x10° M melittin
g) +2,4 mL1x10™ M melittin
h) g+2,8 mL1x10°M melittin

4.3.2. Altin elektrotta yapilan calismalar

Calisma elektrodu altin elektrot olan hiicreye 10 mL asetonitril icindeki TBATFB (0.1

M) aliarak azot gazi gegirilerek ¢ozeltide ¢oziinmiis olan oksijen uzaklastirildiktan

sonra voltamogram KDSV yontemi ile kaydedilmistir. 10° M 0.1 mL ferrosen ilave

edilerek voltamogramda ferrosen ¢ozeltisine ait yiikseltgenme piki +110 mV’ta

gozlenmistir. Ardindan hiicreye 10 M 0.4 mL melittin ilaveleri yapildi. Standart

melittin ilaveleri ile ferrosen pikinde azalmalar gozlendi (Sekil 4.3). Ferrosen pikindeki

azalmalarin standart melittin miktariyla orantili oldugu anlagildi (Tablo 4.1. ve Tablo

42).

Tablo 4.1. 10 mL 0,1 M TBATFB (asetonitrilde) elektrolitinde 0,1mL 10® M ferrosen
olan hiicreye eklenen 0,4 mL 10" M melittinin % hata hesaplanmast

Xeklenen(melirtin)(M) Xbulunan(meljltjn)(M) % Hata
4,01x10° +0,2
4,10x10° +2,5

4x107° ”
3,91x10 2.1
4,06x10° +1,6
4,14x10°® +3,7

(%90 Giiven Araliginda) N=5
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Tablo 4.2. KDSV yontemi ile 10 mL 0,1 M TBATFB (asetonitrilde) elektrolitinde 1x
10® mol/L (hiicre icindeki derisim) melittinin miktar tayini

melittin S melitin + tSI[:'L\T:/2 % BSS
(M)
4.06x 10" 0,34 x 10° 4,06 £03)x 10° 8.5

(%90 Giiven Araliginda) N=5

Eser miktardaki melittin tayini i¢in alinan en iyi sonug¢ ¢alisma elektrodu olarak altin
elektrotun kullanildign TBATFB (0.1M asetonitril ile hazirlanan) destek elektroliti
ortamida kare dalga siyirma voltametrisi yontemi ile elde edilmistir. Melittinin miktar
tayini ferrosen-melittin etkilesimi sonucunda, ferrosenin pik akimindaki azalmadan
vararlanarak gergeklestirilmistir. Ferrosenin pik yiiksekligindeki azalma, standart
melittin ilaveleriyle orantili oldugu ve melittin tayini i¢in kullanilabilecegi anlagilmstir.

Gelistirilen bu ortamda standart ekleme ydntemi ile melittinin tayini ger¢eklestirilmistir.
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Sekil4.3. KDSV yontemi ile 10,0 mL TBATFB (0.1M asetonitril) destek elektrolitindeki
ferrosen pikinin 0,4 mL 10° melittin ilaveleri ile azalisim gosteren

voltamogram
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a) 10,0 TBATFB (0.IM)+ 0,1 mL 1x10™ M ferrosen
b) a+ 0,4 mL 1x10°M melittin

¢) b+0,8mL 1x10°M melittin

d) ct+ 1,2 mL 1x10° M melittin

) d+ 1,6 mL 1x10° M melittin

f) et 2,0 mL 1x10"° M melittin

g) f+2,4 mL 1x10°M melittin

Melittinin tayin edilebilir araligim belirlemek i¢in kalibrasyon c¢aligmalart yapilmigtir.
Melittinin 1x10%, 1x107 ve 1x10° mol/L’ lik ¢ozeltileri hazulanmustir. Melittinin tayin
sinirini belirlemek igin ilk olarak hiicreye 10,0 mL asetonitril iginde 0,1 M TBATFB
bulunan elektrolit igine 0,1 mL 107 M ferrosen ilave edilip voltamogrami alinmustr.
Ardindan ard arda hiicreye 0,4 mL 1x10° mol/L’lik melittin ¢dzeltilerinden ilaveler
edilerek voltamogramlar kaydedilmigtir ve ferrosenin pik akimindaki azalmalardan
yararlanilarak melittinin tayini i¢in kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.4, Tablo 4.3.).
10,0 mL asetonitril i¢indeki 0,1 M TBATFB elektroliti ve 0,1 mL 10® M ferrosen,
ortaminda hiicreye farkli derisimlerdeki melittin ¢ozeltisinin standart eklemeleriyle 40
nM — 240 nM araliginda ferrosenin pik akimindaki azalma ile eklenen melittin derigimi

arasmda dogrusal bir iligki belirlenmistir.
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Sekil 4.4. KDS yontemiyle 10 mL 0,1 M TBATFB elektroliti ortammdaki 0,1mL 10°M
ferrosenin, ard arda melittin ilaveleri ile ferrosenin pik akiminda gézlenen
azalmalardan yararlanarak ¢izilen kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.3. KDSV yontemiyle 10mL 0,1M TBATFB elektroliti ortamindaki 0,1mL 10°
SM ferrosenin, tizerine ard arda 0,4 mL 10° M melittin ilaveleriyle
ferrosenin pik yiiksekligindeki azalmalar

Hiicredeki Melittinin C(nM) Ferrosenin Pik yitksekligi (10°A)
40 5,323
80 5,08
120 4,805
160 4,552
200 4,244
240 4,057

Bu calisma melittin derigimleri 1x10®ve 1x107 M melittin olan gézeltilerle de tekrar
edilmis ancak bu calismalarda melittin eklemeleri ile ferrosen pik akimindaki

azalmalarin orantili olmalig1 tespit edilmistir.

Melittinin tayini i¢in geligtirilen dolayli yontem kullamlarak ve kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak tayin alt simirn 40 nM olarak belirlenmistir (genel olarak tayin alt sinin

icin Sinyal/Giiriiltii oran1 10 olarak alinmigtir).
4.4, Girisim Cahsmalar

Calistigimiz yonteme melittinin segiciligini belirlemek igin ar1 zehrinde bulunabilecek
baz1 iyonlarin ve organik maddelerin girisim etkileri incelenmistir. Bu iyonlar ve
organik maddeler Cd"?, gallik asit, Na', NOy, Se™, SO572, Pb*%, Zn**, dopamin, seklinde

siralanir.

Girisim etkilerini incelemek i¢in 10 mL TBATFB (0,1 M) elektrolit bulunan hiicreye
0,1 mL 10° M ferrosen ¢ozeltisi ilavesi yapildi ve kare dalga siyirma voltametrisi
yontemiyle voltamogrami kaydedildi. Ardindan 0,4 mL 1x10° M melittin ilavesi
yapildi. Daha sonra girigimi incelenmek istenen madde 0,1 mL 10° M olarak ayr1 ayri
hiicrelere ilave edildi. Olg¢timler kaydedilip geri kazanim hesaplamalari yapildi (Tablo

4.4).
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Tablo 4.4. 10 mL TBATFB elektrolitinde ve 0,1 mL 1x10™ M ferrosen gozeltisinde
1x10°® M melittine bazi iyonlarm girisim etkilerinin KDSV yontemi
kullamlarak incelenmesi

Girigim
Etkisi Incelenen fyonlar Melittinin
0,1 mL % geri kazanimi
1x10° M
cd” 115
Zn™ 115
Na 92,5
NO;s 102,5
Se'’ 110
8Os~ 92,5
Pb* 102,5
Dopamin 82,5
Gallik asit . 117

4.5. Gelistirilen Metodun Ar1 Zehirindeki Melittinin Tayinine Uygulanmasi

Ar1 zehirinin en aktif komponenti, melittindir. Melittin ar1 zehirindeki enzimlerden ¢ok
daha kiigiik olan bir proteindir. Ar1 zehrinin etkin mekanizmalarindan biri de
yapisindaki pek ¢ok aktif aminoasit, mikro elementler ve protein yapidaki melittin
sayesinde bagisiklik sisteminin diizenlemesi, beyin sinir iletimini uyarmasi, bdylece
sinir sisteminin diizenli calismasmi saglamasidir. Ar1 zehiri karadeniz aricilar
birliginden temin edilmistir. 0,015g ar1 zehiri tartilarak, numuneye 2 mL saf su ilave
edilmis olusan bu c¢ozelti ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilerek olugan ¢6zeltinin
homojenize olmasi saglanmstir. Cozelti kullanima hazir hale getirilmigtir. 10 mL 0,1 M
TBATEB elektroliti bulunan ¢dzeltinin voltamogrami KDSV ile alimp kaydedildikten
sonra 0,1 mL 107 M ferrosen ¢ozeltisi eklenmis ve voltamogran kaydedilmistir. Daha
sonra hazirlanan ar1 zehri ¢ézeltisinden 0,3 mL hiicreye ard arda iki defa eklenip ayr
ayr1 KDSV ile voltamogramlari kaydedilmistir. Ardindan hiicreye 0,4 mL 10° M
melittin ilaveleri yapilip voltamogramlar alinmigtir. Bu azalmalardan yararlanarak ar
zehirindeki melittin miktar1 tespit edilmistir. Gelistirilen metot ile ar1 zehrindeki
melittinin tayini gergeklestirilmistir. Sekil 4.5’de ar1 zehiri ¢ozeltisindeki melittin tayini

icin yapilan ¢alismadan elde edilen voltamogramlar gésterilmistir.
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Sekil4.5. KDSV ile alinan 10mL 0,1M TBATFB elektroliti ortamindaki 0,1mL 10°M
ferrosen voltamogrami {izerine art zehiri ve melittin ilavelerini gosteren
voltamogram

2)10 mL 10°M TBATFB

b)a+0.1 mL 0.0399M ferrosen

¢)b+0.3 mL ar1 zehri

d)c+0.6 mL ar1 zehri

€)d+0.4mL melittin 10°M

De+0.8 mL melittin 10° M

Bu ¢alisma 3 kez tekrarlanmisgtir. Deneyler sonucunda ar1 zehri ¢dzeltisindeki melitinin
miktar1 tespit edilmistir. Ar1 zehrinde bulunan melittin degerlerinin ortalamalari alinarak
Q testi, giiven araligi 95 olmak {izere uygulanmig ve ar1 zehrinde bulunan melittin
miktarlar1 icerisinde ¢ok farkli degerlerde olanlarn ortalamaya katilip katilmayacag
belirlenmistir. Bu sonuca gére hesaplanan melittinin miktarlarinin hepsinin ortalamaya

katilacagina karar verilmistir. Sonuglar Tablo 4.5te verilmistir.
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Tablo 4.5. Ar1 zehiri iginde melittinin KDSV yontemi kullamlarak tayini(%90 giiven

arali@)
XDmeﬁlu'.n .
(mg melittin/100 g ar1 S XO peitin = t/N” % BSS
zehirinde)
423 30 423429 14
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5.BOLUM
SONUCLAR
Melittin ile ilgili yapilan ¢aligmalar 6zet halinde sirasiyla asagida verilmistir.

Asili civa elektrodu tizerinde KDSV kullamilarak yapilan ¢aligmalarda, pH=6,5 Siilfiirik
Asit, pH=6,5 Fosfat tamponu, BRT(pH=10-2) elektrolitleri kullamlarak, hiicreye ard

arda melittin ilaveleri ile melittinin her hangi bir pikine rastlanmanustir.

Camsi karbon elektrot {izerinde KDSV kullanmlarak yapilan caligmalarda
DMSO LiCIO4(50 mM LiCIOQy4 / 50mL DMSO ), asetonitril i¢indeki 0,1 M TBATFB
elektrolitleri kullanilmis, melittinin elektroaktif olmadig1 tespit edilmistir.

Altin elektrot tizerinde KDSV kullanilarak yapilan galismada asetonitril i¢gindeki 0,1 M
TBATEB elektroliti kullanilmis melittinin elektroaktif olmadig: tespit edilmigtir.

En uygun ¢aligma ortaminin altin elektrot ile asetonitril igindeki 0,1 M TBATFB
elektrolit ortamimnda 0,1 mL 10° M ferrosenin voltamogrami alinarak hiicreye ard arda
standart melittin ¢o6zeltisi eklenmesi ile ferrosenin pik akiminda azalma oldugu
gozlenmistir, Yapilan ¢alismada 10 mL 0,1 M TBATFB elektroliti i¢ine 0,1 mL 10° M
ferrosen ¢ozeltisi ilavesi ile alinan voltamogramda +160 mV da yiikseltgenme p.iki
gozlenmistir. Ardindan standart melittin ilavelerinin derisimleri ile ferrosenin
yiikseltgenme pik siddetindeki azalmalarin orantili oldugu tespit edilmis ve dolayli tayin
amacl kullamlmistir. Standart melittin eklemeleri ile gozlenen ferrosen pik akimindaki
azalmalardan yararlanarak melittinin destek elektrolitteki tayini igin kalibrasyon grafigi
cizilmis ve dogrusal bir grafik elde edilmistir. Melittinin tayin edilebilme sinir

sinyal/giirtiltiiniin 10 kat1 alinarak 40 nM olarak tespit edilmistir.

Melittinin tayini igin gelistirilen yontemin segicilifini belirlemek amaciyla Cd*" Na'
NO; ,Se™ 805> Pb*" Zn*" ,Gallik asit, Dopamin gibi organik ve inorganik
maddelerin melittinin tayinine girisim etkileri incelenmistir (Tablo 4.4). incelenen
organik ve inorganik maddelerin varliginda melittinin geri kazamiminin %82,5-%117

araliginda oldugu belirlenmistir. Melittin igin yiiksek geri kazamim degerleri elde
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edilmistir. Bu da melittinin tayini igin gelistirilen yontemin segiciliginin iyi oldugunu

gistermektedir.

KDSV ile geligtirilen yéntemin gergek numunelere uygulamasini kontrol etmek
amaciyla, dnerilen metot art zehiri numunesine bagarili bir sekilde uygulanmigtir. Bu
uygulamalar sonucunda ari zehiri igindeki melittin miktar1 (423+29) melittin / g ar

zehiri; olarak bulunmustur (N=3 %90 giiven aralig).

Melittinin tayini i¢in KDSV ile gelistirilen yontem basit, izl ve ucuz oldugundan ari
zehiri numunesindeki melittinin hizli tayini i¢in mitkemmel alternatif bir yontem olarak

Onerilebilir.

Literatiirde melittin tayini i¢in ¢ok az sayida makale bulunmaktadir. Elektrokimyasal
yontemle yapilmis herhangi bir caligmaya da rastlanmamigtir. Bu calisma ile

literatiirdeki bu eksiklik kismen giderilmis olacaktir.
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