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OzET

CESITLi AGIR METAL iYONLARININ TAYiNi iCiN MODIFiYE EDiLMiS CAMSI
KARBON ELEKTROTLARIN GELiSTIRILMESI VE KARAKTERIZASYONU

Canan UGUR

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof.Dr. ibrahim ISILDAK

Bu calismada, Pb*, cd**, Fe? iyonlarinin tayini icin kullanilabilecek bir sensor
gelistirilmistir. Bu amacla GC elektrodun yizeyi CV teknigi kullanilarak Boc-Trp-OH ile
modifiye edilmis ve modifiye ylizey, AFM, FTIR, Elipsometre, CV ve Elektrokimyasal
impedans Spektroskopisi ile karakterize edilmistir.

Hazirlanan elektrodun Pb%, cd*, Fe* iyonlari icin duyarhliginin belirlenmesi amaciyla,
bu iyonlari iceren ¢ézeltilere es zamanh analizler yapilmistir. Olgiim ydntemi olarak
kare dalga voltametrisinde, adsortif siyirma voltametrisi kullanilmistir.

Ayrica hazirlanan yizeyin Pb*, Cd**, Fe®* metallerine karsi segiciliginin calisilmasi
amaciyla Fe¥*, cu®, Co®", Hg*" ve Ag" iyonlari varliginda olctimler alinmistir. Gelistirilen
metot girisim yapan iyon iceren musluk suyunda Pb**, Cd**, Fe®" iyonlarinin tayini igin
uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Yiizey modifikasyonu, yiizey karakterizasyonu, Cd**, Fe?*, Pb** iyon
tayini, voltametri
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF MODIFIED GLASSY CARBON
ELECTRODES FOR DETERMINATION OF VARIOUS HEAVY METAL IONS

Canan UGUR

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Advisor: Prof. Dr.Ilbrahim ISILDAK

In this study, a sensor was developed which can be used for the determination of Pb**,
cd**, Fe** ions. For this purpose glassy carbon electrode (GCE) surface was modified
with Boc-Trp-OH (Ng-(tert-Butoxycarbonyl)-L-tryptophan) by using CV (cyclic
voltammetry). Modified surface was characterized with AFM (atomic force
microscopy), FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroskopisi), ellipsometry, CV and
electrochemical impedance spectroscopy.

To determine sensivity of modified electrode for Pb2+, Cd2+, Fe ions, real-time analysis
was made with different concentrations of metal solutions. The adsorptive stripping
voltammetry is used as the method of measurement in the square wave voltammetry.

In addition to determine the selectivity of prepared electrode for modified surface for
Pb%*, Cd**, Fe’" ions, the measurements were taken in the presence of Fe**, Cu®*, Co%,
Hg”* ve Ag' ions. The developed method was applied to tap water which contains
interference ions.

Keywords: Surface modification, surface characterization, Cd**, Fe®', Pb** ion
detection, voltammetry
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1  Agir Metaller

Agir metal tanimi, bir sistemde birikimleri ve kirlilik yapmalari sonucu toksik 6zellik
gosteren ve genellikle endlstriyel faaliyetlerle yerylzindeki miktari artan bir grup
metal ve yari metal icin kullaniimaktadir. IUPAC tarafindan yapilmis herhangi bir agir
metal tanimi bulunmamakla birlikte; literatiire bakildiginda atom numarasi, yogunluk,
kimyasal oOzellikler ve toksisiteye dayali farkh sekillerde agir metal tanimlan

bulunmaktadir [1].

Artan endustriyel faaliyetler agir metallerin ¢cevrede birikimine yol agmaktadirlar. Pb,
Cd, Hg, Fe gibi agir metallerin eser diizeyleri bile biyobozunmaya ugramadan besin
zincirinde birikmekte ve canh sistemler Gzerinde toksik ve karsinojenik etkiye yol
acmaktadirlar [2]. Bu metallerin azot, oksijen ve kikirt atomlarina sahip biyolojik
maddelere karsi gosterdikleri afinite sonuculigand-metal etkilesimleri gerceklesmekte;
bunun sonucunda biyolojik molekiiller ve metaller kompleksler olusturmaktadir. Bu
durum protein yapilarinda degisime yol agmakta ve boylece enzim inhibisyonlarina
kadar devam eden silirecler meydana gelmektedir [3]. Agir metallerin baslica kaynaklari
endustriyel islemler, tarim ve madencilik gibi aktivitelerdir. Bu tip aktiviteler metallerin
sucul ve karasal sistemlere gecmesine ve yasayan tim organizmalari etkilemesine yol
acmaktadir. Bu nedenle, metallerin yol actigi kirliligin teshis edilmesi icin erken uyari

sistemlerinin gelistirilmesi gerekmekte; bu kapsamda secici ve hassas metotlarin



literatlire kazandirilmasi 6nem tasimaktadir [4]. Eser dlzeydeki agir metallerin canli
sistemlerde yol actigi etkilerin ve cevre kirliliginin erken tanimlanmasi igin arastirmalar

devam etmektedir.

Agir metallerin tayin edilmesinde kullanilan geleneksel 6lglim yontemleri arasinda,
atomik absorbsiyon spektrometresi (AAS), indikleme ile eslesmis plazma/kitle
spektrometresi  (ICP-MS), indikleme ile eslesmis plazma/atomikemisyon
spektrometresi (ICP-AES), UV- goriinir spektroskopi ve X-isini floresan spektroskopisi
gibi teknikler bulunmaktadir. Bu teknikler yorucu 6rnek hazirlama ve dnzenginlestirme
islemlerini icermekte, analizlerin yapilabilmesi pahali cihaz ve bu alanda uzmanlasmis
personel gerektirmektedir. Ayrica belirtilen teknikler yerinde tayin amaciyla tasinabilir
aletler olarak kullanilamamaktadir. Bu gibi durumlar nedeniyle elektrokimyasal
yontemlere dayanan in situ metal tayinleri icin hizl, distk maliyetli ve kullanici dostu

sensor tekniklerinin gelistirilmesi 6nem kazanmistir [2], [3], [4].

Sensorler, bir veya daha fazla analitin varliginda nitel ve nicel cevap olusturan
cihazlardir. Elektrokimyasal sensoérler ise potansiyometri, kondiktometri ve
amperometri gibi elektrokimyasal tekniklere dayanan, analitin elektrokimyasal
reaksiyonu sonucu sinyal olusturan sensorlerdir. Sensor yizeyine analiti taniyici
biyolojik veya kimyasal molekiller immobilize edilebilmekte; bdéylece analite spesifik
bir yizey olusturulabilmektedir [5]. Sematik bir sensoér diyagrami Sekil 1.1'de

gosterilmektedir.

Doniistiiriicd Analit
0O 21 -
< _ ﬂ‘ L] O‘ -
Olusan sinyal ] 0 ‘ O
Tamiyici Molekiil Matri?s

Sekil 1. 1 Sematik sensor gosterimi



1.1.2  Agir Metal Reseptorleri

Sensor teknolojileri metallerin tayin edilmesinde segcicilik ve hassasiyet saglamalari
acisindan birgok avantaj saglamaktadirlar. Fakat yapilan analizlerde hassasiyet ve
seciciligin arttirlmasi i¢in elektrotlarin gesitli yontemlerle modifiye edilmesi yoluna
gidilmektedir. Agir metallerin elektrokimyasal yontemlerle tayin edilmesinde sentetik
metal iyonoforlarindan, DNA veya proteinler gibi biyolojik reseptorlerle yapilan

modifikasyonlara kadar genis bir yelpazede yer alan ¢alismalar literatlirde mevcuttur.

1.1.2.1 Metal Nanopartikiiller

Metal nanoyapilarla modifiye edilmis elektrotlar elektron transfer hizini ve kitle
transferini arttirmalari, genis ylizey alani saglamalari agisindan anlizlerde avantaj
saglamaktadirlar. Ayrica bu metal nanoyapilarin kullanilmasi analizlerin S/N
(sinyal/guraltt) oranini yikseltmektedir. Bu avantajlari nedeniyle altin nanopartikuller
(AuNP) makroelektrotlarin modifikasyonunda kullanilmaktadir[6].Abollino ve ark.
yaptiklari calismada, camsi karbon elektrot ylzeyi AuNP’ler ile modifiye edilmis ve
anodik siyirma voltametrisi teknigi ile Hg2+tayini gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada
elektrot ylzeyinin AuNP ile modifikasyonu farkli metal iyonlarinin girisim etkisini
azaltmis ve Hg®" icin tayin limiti degeri dismustir [7]. Metal analizlerinde ayrica Bi
nanopartikillerde kullanilmaktadirlar. Lee ve ark. yaptiklari ¢alismada Zn, Cd ve Pb’un
tayininde Bi nanopartikil modifiye edilmis elektrotlari kullanmislar ve nanopartikiil
boyutunun tayin sinirlari tizerindeki etkisini incelenmislerdir. Sonuclar gostermistir ki;

elektrodun tayin siniri ve hassashgi Bi partikillerinin kiicilmesiyle artmaktadir [8].

Metal nanopartikiiller sadece elektrokimyasal platformlarda modifiye amacgh
kullanilmamaktadir. Ozellikle DNA temelli biyolojik tayin sistemlerinde, sinyalin
zenginlestiriimesi amacgh da kullanilmaktadir. Literatlirde bu sekilde calismalarin
yapildigi agir metal analizlerinin temeli genellikle iki olaya dayanmaktadir: (i) DNA
hibridizasyonu ve (ii) agr metal iyonlarinin DNA sekanslarinda timin—timin
uyumsuzluklarina karsi afinitesi[5]. Shen ve ark. 2008 yilinda yayinlamis olduklari
calismada, Pb®" iyonlarinin tayini icin Au elektrot yiizeyine,Pb®" iyonunu taniyici
katalitik DNA sekansini Au-S etkilesimini kullanarak baglamislardir. Bu ¢alisma ile Pb%*
icin tayin limitini 1 nM olarak bulmuslardir. Fakat DNA ya da enzimler gibi biyolojik
3



reseptorlerle galismalar yapilmasi, kisa kullanim é6mri ve gergek numunelerde kullanim

zorluklari gibi dezavantajlari da beraberinde getirmektedir [9].

1.1.2.2 Sentetik Reseptorler

Metallerin spesifik taninmasinda iyonofor olarak adlandirilan sentetik ya da dogal
reseptorlerle yapilan calismalaraliteratiirde siklikla rastlanmaktadir. Ticari olarak basit
yapil, kafes yapili ve makromolekiillerden olusan iyonoforlar bulunmaktadir. Bu
molekdillerin metal iyonlarini tanima mekanizmasi kimyasal afinite ve kavitede tutulma
esaslarina dayanmaktadir. Bazi ticari ve ticari olmayan iyonoforlar Cizelge 1.1'de

gosterilmistir [3].

Schneider ve ark. 1980 yilinda yapmis olduklari ¢alismada dioksaditiyoamit bilesigini
(Cizelge 1.1-1. numarali molekil) Cd** tayini icin yiksek segicilige sahip bir iyonofor
olarak belirlemislerdir. Calismalarinda iyonoforun sahip oldugu —S gruplarinin zayif
Lewis bazi olarak davranmasi sonucu, zayif Lewis asidi olarak davranan Cd2+'ya karsi

afinitesinin gelistigini gostermislerdir [10].

Marbella ve ark. ise vyaptiklari c¢alismada 4,4-dimetil-4H-5-oksa-1,3-ditiya-6,11-
diazasiklopenta[a]antrasen-2-on(Cizelge 1.1-2.numarali molekil)’u Pb*" iyonlari tayini
icin kullanmiglardir. Bu iyonoforda metal iyonu ile baglanma diger molekillerden farkli

olarak -O, -N atomlari yerine -S atomlari lGizerinden gerceklesmektedir [11].

Makromolekiller ve kafes yapili molekiiller spesifiklikleri nedeniyle, metal iyonlarina
karsi hedefleyici molekiller olarak kullanilmaktadir. Ta¢ eterler ise metal iyonlarina
baglanma ozellikleri nedeniyle reseptor molekil olarak gorev yapmaktadirlar. Tac
eterlerin seciciligi, substratin boyutuna, halka blyukligine ve dondr atomlarin eter
molekiliindeki konumuna gore degismektedir. Kwon ve ark. 2007 yilinda yapmis

olduklari ¢calismada Ag” iyonunun tayininde tag eterleri kullanmislardir [12].

15-tac-5 (Cizelge 1.1-4. numarali molekil)Pb®* iyonu tayini icin kullanilan en basit tac
eter yapisidir. Srivastava ve ark. Polivinilklorir (PVC) temelli membrani bu molekil ile
modifiye ederek Pb?* tayini gerceklestirmislerdir [13]. Kaliksaren ve siklodekstrin gibi

makromolekiillerde metal tayininde reseptor olarak kullanilan molekillerdendir [14].



Cizelge 1.1 Agir metal analizlerinde kullanilan sentetik reseptérler [3]

Molekiil Sentetik Reseptor Metal Kaynaklar
1 kL_{_ _)_J// Cd2+ [10]
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1, dioksaditiyoamit; 2, 4,4-dimetil-4H-5-oksa-1,3-ditiya-6,11-diazasiklopenta[a]antrasen-2-on; 3, 1-[2-
(oktilamino)etil]-3,5-difenilpirazol; 4, 15-tag-5; 5, terpenil tlrevi 15-ta¢-5; 6, N,N’-dibenzil-4,13-diaza-18-
tag-6; 7, kaliks[4]aren, 8, siklodekstrin.




1.1.2.3 Biyolojik Reseptorler

Proteinler, antikorlar ya da nukleik asitler gibi molekiler, metallere baglanma
afinitelerinden dolayr metal tayininde 6nemli avantajlar saglamaktadirlar. Metal

reseptori olarak kullanan bazi biyolojik molekdller Cizelge 1.2’de gosterilmistir [3].

Agir metal tayini icin gelistirilen DNA problari iki bilimsel bulguya dayanmaktadirlar: (i)
DNA hibridizasyonunun kullanimi ve (ii) Timin-timin karsilagsmalari sonucu yapida
meydana gelen bozukluklar ve bu uyumsuzluklara kimyasal olarak metal katyonlarinin
baglanma afinitesi. Ono ve ark. yaptiklari calismada timin-timin etkilesimlerinin Hg**

iyonu tayininde kullanildig bir sensor teknolojisi gelistirmislerdir [5].

Cizelge 1.2 Agir metal analizlerinde kullanilan biyolojik reseptorler [3]

Reseptor Metal Kaynaklar
Niikleik Asitler
Pb2*
4 Hg2* [29], [20], [21]
‘/ 7 7
%?//L { cu*
4 s
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Hg*" [22], [23]
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Antikorlar
Pb2+ C02+
—‘\3‘\:\ Hg?* Ag" [23], [24]
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1.1.3  Yizey Modifikasyon Yontemleri

Sensor teknolojileri alaninda yapilan ¢alismalarin artmasiyla birlikte, sensorlerin
elektrokimyasal 06zelliklerinin iyilestiriimesi amaciyla modifikasyonlar yapilmaya
baslanmistir.  Elektrotlarin hassasiyet, segicilik gibi 06zelliklerinin iyilestirilmesi,
elektrokimyasal kararhliginin arttirlmasi ve daha genis potansiyel araliginda
calismalarin yapilabilmesi icin elektrotlar c¢esitli yontemlerle modifiye edilmektedir.

Modifikasyon teknikleri genel olarak;

- Elektrokimyasal ylkseltgenme

- Elektrokimyasal indirgenme

- Kendiliginden dlzenlenen tek tabakalar (SAM)

- Langmuir-Blodget (LB) ytzeyler

- Karbon nanotip (CNT) modifikasyonu

- Metal nanopargacik ve ¢ekirdek-kabuk (CS) nanokristal modifikasyonu
- Kimyasal modifikasyon

seklinde siniflandiriimaktadir.

1.1.3.1 Elektrokimyasal Yiikseltgenme

Elektrokimyasal ylkseltgenme tekniginde, organik bir molekil elektrot ylizeyinde
pozitif potansiyele maruz birakilarak yizeye modifiye edilmektedir. Bu modifikasyon
tardile;

e aminlerin oksidasyonu

alkollerin oksidasyonu

camsi karbon (GC) ylizeyinde ¢esitli organik molekillerin modifikasyonu

anilin, pirol ve tiyofen tabanli molekdillerin elektropolimerizasyonu

inorganik komplekslerin (hekzasiyano ferrat, porfirin tiirevleri vb); kobalt, bakir
gibi elektrot ylizeylerinde modifikasyonu

yapiimaktadir.

1°ve 2° aminler GC ve karbon fiber ylzeylere amin grubunun oksidasyonu ile modifiye

edilmektedir. Sekil 1.2’de amin grubunun oksidasyonu sonucu elektrot ylizeyine

baglanmasi gosterilmektedir.



_ H
. . |
GC j + RNH, — = j + RNH + H' — %N'R

Sekil 1. 2 Amin oksidasyonu ile GC ylizeyin modifikasyonu [25]

Zhang ve ark. 2001 vyilinda yapmis olduklari galismada, amin igeren grubu
elektrokimyasal yikseltgenmesi ile glisin aminoasidini GC ylizeye baglamislar; bu
sekilde dopamin ve askorbik asidin tayinini gergeklestirmislerdir [26].

Elektrokimyasal ylkseltgenme yéntemi ile, aminler gibi alkoller iceren molekdllerinde
ylkseltgenmesi sonucu elektrot modifikasyonu gerceklestirilebilmektedir. He ve ark.
2007 yiinda yapmis olduklari bir ¢calismada elektrokimyasal yikseltgenmeyle camsi
karbon ylizeyine bir flavonoid olan quarsetin modifiye etmis ve hazirlamig olduklari bu
ylzeyle Urik asit tayini gerceklestirmislerdir [27].

Yang ve arkadaslari 2005 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, 4-aminobenzilfosfonik
asiti GC ylizeyine donisimli voltametri (CV) teknigiyle modifiye etmislerdir [28].
Modifikasyon voltamogrami Sekil 1.3'de gosterilmektedir. Sekilde birinci, ikinci,

Ucglincl, dordiincli ve yirminci cevrim sonucu voltamogramlar gortlmektedir.
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Sekil 1. 3 4-aminobenzilfosfonik asitin elektrokimyasal ylikseltgenmeyle camsi karbon
ylzeyine CV teknigi ile modifikasyonu



Downard tarafindan 2000 yilinda yayinlanan derleme makalede “Karbon elektrotlarin
elektrokimyasal kovalent modifikasyonu” anlatilmistir. Downard bu makalesinde
lektrokimyasal yulkseltgenme ile modifikasyon tekniklerinin amin oksidasyonu,
arilasetat ve alkol vyikseltgenmesi seklinde oldugunu belirtmektedir [25].
Elektrokimyasal ylikseltgenme uygulamalarina polianilin, polipirol ve politiyofen gibi
iletken polimerlerle yapilan ¢alismalarda dahil edilebilmektedir. Bu tip ¢alismalara da
literatlrde sikhkla rastlanmaktadir [29]. Bu polimerler genellikle dopamin ve askorbik
asit gibi biyokimyasal maddelere karsi sensor platformu hazirlanmasinda
kullanilmaktadir [30].

Radikalik dekarboksilasyon tepkimeleri de yilikseltgenme ile modifikasyon tirleri
arasinda gosterilmektedir. Bu yontemde karboksil grubu ihtiva eden bir bilesik
elektrokimyasal ylikseltgenmeye maruz kalirsa Colbe reaksiyonunda oldugu gibi bir
karboksilat radikali meydana gelmektedir. Bu radikalden CO, ayrilmasi sonucu, yeni bir
radikalik grup meydana gelmektedir. Bu radikal grbun elektrot ylizeyine kovalent bagla
baglanmasi sonucu modifikasyon gerceklesmektedir [31]. Gergeklesen reaksiyonun

mekanizmasi Sekil 1.4’de gosterilmektedir.

R-COZ_ =+ 6' e RCOE'
R-COQ' — R‘ + C02

R. -¢ —> R'

Karbonl + R — |_R+

Sekil 1. 4 Elektrokimyasal ylkseltgenme-dekarboksilasyon reaksiyonuyla (Colbe
reaksiyonu) modifikasyon

1.1.3.2 Elektrokimyasal indirgenme

Diazonyum tuzu modifikasyonu, uzun yillardan beri kullanilan modifikasyon taridur.
Bu alanda yapilan calismalarda kolayligi ve kesin sonug alinmasi itibariyle oldukga etkin

bir bicimde kullaniimaktadir. Yontemde donisimli  voltametri  kullanilarak



indirgenmenin tamamlanmasina kadar ¢oklu voltamogramlar alinmaktadir. Karbon
elektrotlarin modifikasyonu icin kullanish bir teknik olan diazonyum tuzu indirgenmesi

Sekil 1.5’de gosterilmektedir.

Sekil 1. 5 Diazonyum tuzu indirgenmesi- C ylizeyine organik molekillerin baglanmasi

isbir ve ark. 2005 yilinda yapmis olduklari calismada dietilen glikol bis(2-aminofenil)
eter diazonyum tuzu (DGAE) ile camsi karbon elektrodu modifiye etmisler ve elektrot
ylzeyi Ozelliklerini incelemislerdir. Ylzey karakterizasyonu CV ile yapilmis ve GC
elektrot/DGAE modifiye ylizeyindeki molekiiler bag 6zellikleri Raman spektroskopisi ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ile incelenmistir [32].

Elektrokimyasal indirgenme modifikasyonuna metal modifikasyonlari da dahil
edilbeilmektedir. Pb*, Co%*, Fe®*/**,Cu®* gibi metalik katyonlar elektrokimyasal
indirgenme ile elektrot ylizeyine modifiye edilirler [33]. Hazirlanan bu ylzeyler gesitli
komplekslerle elektrokimyasal ylikseltgenmeye maruz birakilarak ya da direkt olarak

kullanilabilmektedir.

1.1.3.3 Kendiliginden Diizenlenen Tek Tabakalar (SAM)

......

Kendigiliginden gergeklesen adsorpsiyon ile subsrat yilzeyinin modifikasyonu,
kendiliginden diizenlenen tabakalar (SAM) seklinde adlandirilmakta ve modifikasyon
teknikleri arasinda fazlasiyla kullaniimaktadir. Bu filmler genel anlamda substrat
ylzeyine kemisorpsiyon olayi ile baglanmakta ve film icerisindeki molekiillerarasi
etkilesimlerde 6nem tasimaktadir. Kemisorpsiyon, molekiliin substrat ylizeyine bir
kimyasal bag olusum ile kuvvetli bir sekilde adsorbe olmasidir. Bu bag, molekiildeki bir
fonksiyonel grup ile elektrot yizeyindeki bir bolge arasinda olusmaktadir. Bir

kendiliginden diizenlenmis tabakanin sematik gésterimi Sekil 1.6’da verilmektedir [25].
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Sekil 1. 6 Kendiliginden diizenlenen tabalarin sematik gosterimi

Bircok silfur iceren fonksiyonel grup metal elektrot ylizeylerine kimyasal olarak
baglanabilmektedir. Ornegin; tiyol (-SH) ve disilfit (-S-S) gruplari Au vyiizeye
baglanabilmektedir. Kendiliginden dizenlenen tabakalar, kolay hazirlanabilmesi
nedeniyle biyosensor ve biyomalzemeler konusunda calisan arastirmacilar tarafindan
sikhikla tercih edilmektedir. Wang ve arkadaslari, 2007 yilinda yapmis olduklari bir
calismada altin elektrot yizeyini poli(allilaminhidrokloriir) ve polisakkaritlerle
kaplamislardir. Daha sonra hazirlamis olduklari ¢ok tabakali ylzeyi askorbik asit

tayininde kullanmislardir [34].

1.1.3.4 Langmuir — Blodget (LB) Yiizeyler

Langmuir-Blodget (L-B) teknigi modifiye elektrot ylizeylerinin hazirlanmasi igin
kullanilan, ¢ok yonli bir tekniktir. L-B tabakalar, monomolekiiler filmlerin sivi fazdan,
taban malzemeye (substrat) transferi ile hazirlanir. Non-kovalent etkilesimler sonucu
filmin elektrot ylizeyine baglanmasi gerceklesir. L-B filmler, lipid membranlari taklit
edebilecek seklinde davranabildikleri i¢in biyolojik calismalarda kullanilabilmektedirler.
Ayrica molekiler tanima sensorlerinde ve enzim aktivite calismalarinda da bu sekilde
hazirlanmis elektrotlar kullanilmaktadir. Zou ve ark. 2013 yilinda yayinlamis olduklari
calismada, GC yuzeyini altin nanopartikil/polianilin filmi L-B yontemi ile modifiye
ederek, epinefrin ve Urik asit tayinine yonelik voltametrik bir sensér gelistirmislerdir
[35]. Literatirde bu modifikasyon teknigi kullanilarak yapilmis metal tayini calismalari
da mevcuttur [36], [37].
11



1.1.3.5 Karbon Nanotiip Modifikasyonu

Karbon nanotiipler (CNT) Ust diizey karbon fiberler olarak adlandirilan karbon
allotroplandir [38]. Elektriksel, kimyasal, mekanik ve yapisal 6zellikleri bakimindan
onemli avantajlar saglamaktadirlar [39], [40]. Nanotlplerin Uretiminde mekanik
o0glutme, lazerle puskirtme, mikrodalga plazma, buhar yogunlastirma, kimyasal buhar
depolama (CVD), karbon ark yontemi, ve indiiklenen plazma gibi sentez yontemleri
kullanilmaktadir. CNT'ler ¢ok duvarli (MW) ve tek duvarli (SW) sekilde
Uretilebilmektedirler [41], [42]. Sekil 1.7'de 800-1000 °C’lik firinda inert argon

atmosferinde CVD metoduyla hazirlanan karbon nanotipler gorilmektedir.

S

1
|
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\
|

L HE

Sekil 1. 7 CVD metoduyla hazirlanmis karbon nanotipler

CNT modifiye ylzeyleri, yalin yizeyin iletkenligini ve ylizey alanini oldukga arttirir.
Karbon nanotipler bir ylizeye kimyasal reaksiyonla baglanabilecegi gibi, fiziksel
biradsorpsiyonla da baglanabilir. Ozellikle karbon malzemelere c¢ok kuvvetli
absorplanmaktadirlar.

CNT’ler sagladiklari 06zellikler nedeniyle sensor calismalarinda da oldukca ilgi
cekmektedirler. Karbon nanotiplerle modifiye edilmis ylzeylerin klasik elektrotlara
oranla daha fazla yiizey alanina ve iletkenlige sahip olmasi avantajlar saglamaktadir.
Ornegin askorbik asit ve dopamin karisiminin camsi karbon elektrotla analizi iki
bilesigin yikseltgenme potansiyellerinin ayni aralikta olmasi nedeniyle oldukca zordur.
Ancak karbon nanotiip modifiye GC elektrotla (CNT-GC) bu iki tiir farkli potansiyellerde

ve yuksek pik akimlarinda yilkseltgenmektedir [43]. Ayrica CNT’lerin &zelliklerinin
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iyilestirilmesi nedeniyle bazi gcalismalarda CNT’lere polimer, kitosan, DNA vb. bilesikler

baglanabilmektedir.

1.1.3.6 Metal Nanopargacik ve Cekirdek Kabuk Nanokristal Modifikasyonu

Metal nanopargaciklar elektrot ylzeylerine gesitli tekniklerle modifiye edilmektedirler.
Kolloidal nano-metal ¢ozeltisinden biriktirme yapilarak ylizey modifikasyonu oldukca
fazla tercih edilen bir yéntemdir [44]. Ozellikle altin nanopargaciklar (AuNP) tiyol (-SH)
grubu iceren yilzeylere SAM teknigi ile baglanma egilimi gostermektedirler. Yizeye
baglanan AuNP’lere tekrar -SH iceren bilesikler baglanarak modifikasyon
gelistirilebilmektedir. Sekil1.8’de ylizeydeki serbest tiyollere SAM teknigi ile AuNP
bagladiktan sonra Au-S etkilesimlerine dayanarak AuNP’lere tiyol grubu iceren DNA

zincirleri baglanmistir.

. & e |
HS 4§ , : —_— 1
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anans 2 %i" 3
e krwﬂ.mﬂwﬁ-—~*—l- &wﬁﬁ‘hwmipi
adim 2 “ adim3

| S'“CAGGTTCAT-(CHs)e-SH-3'
2 5-ATGAACCTGAGGCCCAT-3'
a DNA 3 5-HS-(CH2)¢-ATGGGCCT-3'

® altin nanoparcacik

Sekil 1.8 Altin nanopartikillerin kullanilmasi ile modifiye DNA yiizeylerinin hazirlanmasi

Cekirdek-kabuk nanokristal metodu ile modifikasyon teknigi “coreshell” olarak
bilinmektedir. Bu metotta Ag/Au, CdS/ZnS, Zn/Sn, Fe,03/TiO, gibi iki metal veya metal
bilesigi ark-bosalim sisteminde veya cesitli buharlastirma teknikleriyle ¢ekirdek-kabuk
olusturacak sekilde birbirine modifiye edilmektedir. Bu modifiye yapilar sadece iki
metal bilesigi ile elde edilmemekte, bir metal bilesigi ylizeyine cesitli DNA veya

polimerler de kaplanarak elde edilebilmektedir [45]. Bu tir yapilar genellikle katalizor
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calismalarinda, yari  iletken  teknolojisinde ve  kimyasal tepkimelerde

kullaniimaktadirlar.

1.1.3.7 Kimyasal Modifikasyon

Elektrot modifikasyonlarinda kullanilan bir diger yontemde, ylizeylere yeni gruplarin
baglanmasini saglayan kimyasal modifikasyondur. Bu yontemler yilzeyde bulunan
gruplar esterlesme, amitlesme ve shiff bazi olusumu gibi reaksiyonlarla modifiye
edilmektedirler. Yizeye baglh bir amin grubu ile aldehit grubunun shiff baz
olusturmasi, karbodiimitle aktiflenmis bir asitin ile ylzeydeki amin grubunun
amitlesmesi, tiyonilklorirle aktiflenmis bir karboksilik asit grubuyla bir alkol grubunun

esterlesmesi bu modifikasyon tiriline 6rnek olarak verilebilmektedir [46], [47].

1.1.4  Agir Metal Tayinine Yonelik Diger Teknolojiler

Agir metallerin tayini igin elektrokimyasal sistemlerden farkl olarak optik ve alan etkili
transistor sistemleri (FET-field-effect transistors) de kullaniimaktadir. Bu alanda optik

sensorlerle yapilmis bircok agir metal analizi calismasi bulunmaktadir.

Optik sensorler bircok kimyasal icin kolorimetrik ya da floresans degisimlere dayal
gorintileme yaparak, hizli, etkili ve hassas oOlclimler yapabilen, slirekli ve gercek
zamanli izleme igin tercih edilen analitik cihazlardir [48]. Optik sensorlerle yapilan
calismalardatacg eterler, siklodekstrin molekiilleri ve kaliksarenler, Ustlin molekiler
tanima mekanizmalari nedeniyle katyonlar, anyonlar bazi nétral organik molekiillerin
tayininde siklikla kullanilmaktadirlar. Optik sensorler, floresan, kolorimetrik, ylzey
plazmon rezonans (SPR) ve ylizeyde gii¢lendirilmis raman sacilmasi (SERS) sensorleri
olarak siniflandiriimaktadirlar [48],[2], [49]. Literatirde metal iyonlarinin tayin
edilmesinde kullanilan bircok optik sensér calismalari mevcuttur. Fakat bunlarin
arasinda floresan temelli sensorler 6Gnemli bir yer tutmaktadirlar. Bu alanda yapilan agir
metal analizlerine Ono ve ark. 6ncililk etmektedirler [5]. Bu alanda Hg?* tayini icin
yaptiklari ¢alismada, bir oligonikleotid temelli probun her iki ucuna organik boyar
madde (florofor) ve bir sonimleyici molekil baglanmistir. Bu sensor ile LOD (tayin

limiti) 40 nM Hg2+ olarak belirlenmistir. [2],[50].
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Florofor grup olarak organik boyalarin yani sira, kuantum noktalari, karbon noktalari,
grafen oksit gibi maddelerin yer aldigl arastirmalarda literatlirde bulunmaktadir.
Floresan teknigine dayanan SERS sensorleri ile yapilmis birkag agir metal analizi
calismasi da mevcuttur. Fakat bu yontemde agir metallerin dogrudan tayini
yapilamamakta ve sensor vylzeyine metalin baglanabilecegi organik ligantlarla
modifikasyonlar yapilmaktadir. Chen ve ark. 2012 vyilinda yayinlamis olduklari
calismalarinda AgNP ylzeyi glutatyon/4-merkaptopiridin (4-MPY) ile modifiye ederek,
glutatyona As-O bag tizerinden baglanan As®>* iyonunu tayin etmeyi basarmislardir. Bu
sensorde LOD degeri 0,76 ppb gibi distuk bir limite inebilmis ve farkli metallerin

varliginda da As*" iyonuna segicilik saglanmistir [51].

1.1.5 Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler hiz, secicilik ve hassaslik konusunda sagladiklari
avanatajlardan dolayi literatirde siklikla metal analizlerinde kullaniimaktadirlar. Optik
tekniklerle kiyaslandiginda, kullanim kolayhgi, sahada uygulanabilmesi ve maliyetinin
uygunlugu bu yéntemin avantajli yanlarini olusturmaktadir. Farkli elektrokimyasal
teknikleri icerisinde voltametrik ve potansiyometrik tekniklerle yapilmis agir metal

analizleri literatirde fazlasiyla mevcuttur.

Agir metallerin elektrokimyasal yontemlerle analizleri igin ilk yillarda civa-temelli
sensorlerin kulanildigi gorilmektedir [52]. Bu sensorlerin elektrokimyasal analizlerde
kullanilmasinin baslica nedenleri arasinda metallere karsi gosterdikleri yliksek secicilik
ve katodik potansiyel araliklarinin genis olmasi gibi 6zellikler yer almaktaydi. Fakat ayni
zamanda bu sensorler civa temelli olduklari igin ylksek toksisite de icermekteydiler. Bu
nedenle civa temelli sensorlerin yerini zamanla cevre acisindan zararsizolan bizmut
temelli elektrotlar almistir ve bu elektrotlarla da literatlirde yayinlanmis bircok calisma
mevcuttur [53], [54]. Fakat bizmut elektrotlarinda dar katodik potansiyel araliga sahip
olmalari ve oksidasyona ugrayarak havada bozunmalari bu tip analizlerde
kullanilmalarini zorlastirmistir [55]. Civa ve bizmut temelli elektrotlarin yani sira; camsi
karbon temelli ve bor katkili elmas elektrotlarda calismalarda kullanilmistir [56]. yi ve
secici bir elektrokimyasal sensdr hazirlamanin en 6nemli noktasini analitin tayin

edilmesinde elektrokimyasal donisimi saglayacak olan malzeme olusturmaktadir.
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Nanomalzemeler elektronik, kimyasal ve mekanik 6zellikleri nedeniyle elektrokimyasal
sensorlerde siklikla tercih edilmektedirler. Elektrokimyasal dénisim malzemesiolarak,
karbon nanomalzemelerden, metalik nanopartikiillere ve farkli diger nanoyapidaki

adsorbanlara kadar birgok malzeme sinyal zenginlestirilmesi icin kullanilmaktadir.

Agir metal analizleri igin CNT, fulleren ve grafen gibi karbon temelli malzemelerin
kullanildig calismalar literatliirde genis bir yer tutmaktadir. CNT temelli sensorlerle
yapilan c¢alismalara bakildiginda, CNT’lerin modifiye edilmesiyle hazirlanmis birgok
metal analizi galismasi gorilmektedir. Morton ve ark. yaptiklari ¢alismada CNT
malzemeyi sistein aminoasidi ile modifiye etmisler ve Pb** ve Cu** gibi metal iyonlariyla
sisteinin kompleks olusturmasi sonucu metalin indirgenmesini saglamiglardir. Bu
sekilde bu metallerin tayini icin hassas bir voltametrik analiz yontemi gelistirilmistir. Bu
yontemle tayin limitlerini 8, 9 ve 23 nM olarak belirlemislerdir [57]. CNT’lere ek olarak
grafen ve karbonanofiberlerin metal analizlerinde kullanildigi ¢alismalar literatiirde
mevcuttur [58]. Karbon temelli malzemeler 6zellikle karbon nanomalzemenin
olusturdugu genis ylzey alani, elektrokatalitik davranislari, stliin elektron transfer
Ozellikleri ve kolay ylizey modifikasyon teknikleri nedeniyle tercih edilmektedirler.
CNT’lerin hidrofobik yapida olmalari nedeniyle bu vyizeylerin hidrofilik yapiya
dénidsmesi icin  bazi c¢alismalarda fonksiyonel gruplarla modifiye edilmeleri
saglanmistir. Bu sekilde yapilan yizey modifikasyonlari ayni zamanda secimli metal

analizlerinde metale karsi afiniteyi arttirmaktadir.

Wang ve ark. yaptiklari calismada, CNT’lere tiyakaliksaren (TCA) molekilini
baglamislar ve bu vyapinin camsi  karbon elektroda immobilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Bu elektrodu Pb** iyonlarinindiferansiyel puls anodik siyirma
voltametrisi (ASV) yontemi ile tayin edilmesi icin kullanmislardir [59]. Hazirlanan
elektrot 2 x 10" M ve 1 x 10® M konsantrasyon araliginda Pb** iyonu icin yiiksek

secicilik ve hassaslik gostermis ve tayin limiti 4 x 10" M olarak belirlenmistir.

Oztekin ve ark. 2010 yilinda yapmis olduklari calismada 1,10-fenatrolin ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrotu kullanarak Cd*" iyonlarinin voltametrik tekniklerle
tayinini gerceklestirmislerdir. Hazirlamis olduklari elektrodun farkli metal iyonlari

iceren cozeltideki Cd*" iyonlari icin secici oldugunu belirlemisler ve bu yéntemi toksik
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metal iyonlari iceren gergek numuneler izerinde de basaril bir sekilde uygulamiglardir

[60].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci bir GC elektrodun Boc-OH-Trp ile modifiye edilerek
hazirlanmasi ve Pb**, Fe**, Cd** iyonlarinin tayin edilmesinde kullanilmasidir. Bu amacla
karbon elektrot 0/2.5 V potansiyel araliginda yikseltgenme yolu ile Boc-OH-Trp ile
modifiye edilmis ve Pb**, Fe**, Cd®* iyonlarina karsi hazirlanan sensériin hassasiyeti

incelenmigstir.

1.3 Hipotez

Yiksek derisimlerde agir metallere maruz kalinmasinin ya da cevresel kosullarda bu
metallerin birikimlerinin olumsuz etkileri bilinmektedir. Bu nedenle bu metallerin tayin
edilmesi ile ilgili arastirmalar tim diinyada yaygin olarak yapilmaktadir. Bu amacla
cesitli spektroskopik teknikler de kullanilmaktadir. Fakat bu teknikler yorucu ve uzun
on islem prosedirleri icermekte ve yerinde analiz icin olanak tanimamaktadir. Bu
nedenle, bu tez calismasi kapsaminda elektrokimyasal bir yontem ile Pb%*, Fe®" ve Cd**
iyonlarinin tayinine yonelik bir sensor gelistirilmis ve sensorin iyonlara karsi

spesifikliginin arttirilmasi amaciyla sensoriin modifikasyonu gergeklestirilmistir.
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BOLUM 2

KURAMSAL BIiLGILER

Agir metal analizlerinde elektrokimyasal 6lglimlerin kullanilmasi arastirmacilara hiz,
secicilik ve hassaslik gibi bircok avantaj saglamaktadir. Elektrokimyasal sensorlerde
Olclilen sinyaller optik sensorlerden farkl olarak bir dedektdrde degil de, iletken kablo
ya da teller aracihgiyla toplanmaktadirlar. Bu nedenle elektrokimyasal sensoérler kolay
bir sekilde kompakt bir sistem igerisine entegre edilebilirler. Bununla birlikte, agir
metal iyonlarinin belirli redoks potansiyellerine sahip olmalari nedeniyle, herhangi bir
modifikasyona ihtiya¢ kalmadan c¢iplak elektrot ile tayin edilmeleri de mimkinddr.
Farkli elektrokimyasal yontemlerin arasinda agir ve eser metallerin analizlerinde en ¢ok

Uzerinde ¢alisma yapilan teknikler voltametrik ve potansiyometrik teknikleridir.

2.1 Voltametri

Voltametri 1920’li yillarda kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan gelistirilen bir
tekniktir. Teknigin kulanildig ilk dénemlerde bazi zorluklar icermesi rutin analizlere
uygulanabilirligini zorlastirmistir. Fakat 1960 ve 1970’li yillarda voltametrinin her
alaninda (teori, yontem ve enstriimantasyon) kaydedilen 6nemli gelismeler sayesinde
bu zorluklar asilmistir. Voltametri teknigi 6zellikle cesitli ortamlarda meydana gelen
ylkseltgenme-indirgenme mekanizmalarinin  aydinlatilmasi, ylzey adsorpsiyonu
Ozelliklerinin arastiriimasi ve modifiye edilmis elektrotlardaki elektron aktarim
mekanizmalarinin incelenmesi amaciyla literatiirde siklikla kullaniimaktadir [61]. Tim
voltametrik yontemler elektroda bir potansiyel (E) uygulanmasi sonucu,

elektrokimyasal hiicreden gegen akimin (i) 6l¢tilmesi prensibine dayanmaktadir. Birgok
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durumda uygulanan potansiyel gesitlendirilebilir ve akim, zamanin (t) bir fonksiyonu
olarak oOlgilebilir. Bu nedenle tim voltametrik yontemler E, i ve t'nin fonksiyonudur.
Elektrokimyasal hiicreye uygulanan potansiyel sonucu, ¢ozeltideki elektroaktif tirlerin
elektrot ylzeyinde indirgenme-yiikseltgenmesi gergeklesir ve bu tirlerin
derisimlerinde degismeler olur. Voltametrik analizlerde uygulanan potansiyelin
etkisiyle akimin degisen davranislari bircok yasa ile agiklanmaktadir. Nernst veya
Butler-Volmer esitliklerine gore, uygulanan potansiyel redoks tirlerinin elektrot
yiizeyindeki derisimini (Co° ve Cg°) ve reaksiyon hizini (k%) etkilemektedir. Esitlik 2.1’de

Nernst denklemi gérilmektedir.
RT
E=E" ——In ca/ct (2.1)

Voltametri de calisma elektrodunun voltaji, sistematik olarak degistirilirken, akim
Olglilmektedir. Yapilacak calismanin niteligine gore elektroda zamanla ¢ok farkh
voltajlar uygulanabilir. Bu sirada olusan voltaj-zaman fonksiyonlarina uyarma sinyali
denmektedir. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri dogrusal taramali, diferansiyel

puls, kare dalga ve licgen dalga formlaridir.

Voltametrik ¢alismalarin yapilacagl elektrokimyasal hiicre, ¢calisma elektrodu, referans

elektrot ve karsit elektrodu icermektedir.

Referans elektrot; potansiyeli deney siresince sabittir. Genellikle Ag/AgCl veya
doymus kalomel elektrotlar kullanilir. Bu elektrotlar farkh sekiller ve gesitlerde ticari

olarak temin edilebilmektedirler.

Caligma (indikator) elektrot; uygulanan potansiyel sonucu polarize edilebilen
elektrotlardir. Uygun potansiyelde indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlari calisma
elektrodunun ylizeyinde degisimlere neden olmakta ve bunun sonucunda akim
degisimi gozlenmektedir. Civa, platin, altin, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon
pasta elektrot, camsi karbon, karbon elektrot vb.) gibi elektrotlar yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Karsit (yardimci) elektrot; elektrigin glic kaynagindan ¢alisma elektroduna

aktarilmasini saglayan elektrotlardir. Karsit elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanihr.
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Yontem, referans elektrot ve galisma elektrodu arasina potansiyel uygulanmasina,
¢calisma elektrodu ve karsit elektrot arasindaki akimin 6lglilmesine dayanmaktadir.
Uygun potansiyelde calisma elektrodunun yiizeyinde meydana gelen indirgenme-
ylkseltgenme tepkimeleri sonucu, elektroaktif tirlerin elektrot ylizeyine kitle aktarimi

gerceklesmekte ve bu durum hiicreden akimin gegmesine neden olmaktadir.

Polarografi, voltametri tekniginin farkli bir ¢esidi olarak sayilsa da; teknikte kullanilan
calisma elektrodu bakimindan farkhlik icermektedir. Polarografide ¢alisma elektrodu
olarak Damlayan Civa Elektrodu (DCE) kullanilmaktadir. Damlayan civa elektrodunda
ince bir kapiler borudan yergekimi etkisiyle civa akmakta ve ardi ardina yeni civa
damlalari olugsmaktadir. Her yeni damla redoks reaksiyonunun gerceklesmesi igin temiz
bir ylzey saglamakta ve damla biyutdikge alanin biylmesiyle akimda bir artis

gozlenmektedir.

20—
Sinr Akarmi
15—
Lo
Yan dalga Difuizyon akimi
" potansiyeli !d
51— Ein
Bozunma Fotansiyel
Ex
T (b)
’ T T~ Artik akim
: ' SR B I IS ;
¢ -03 —06 ~09 —12

E %, Ag/agCl've kars)

Sekil 2. 1 Dogru akim polarogramlari (a) Elektroaktif maddenin polarogrami, (b)

destek elektrolit polarogrami

Sekil 2.1’de verilen poloragramda belirtilmis olan sinir akimi belli bir potansiyel
degerinden sonra akimin sabit bir degere ulastigi akimdir. Sinir akim, genellikle analitin
derisimiyle dogru orantilidir. Elektrot Gzerinde heniz reaksiyon yok iken, analitin

olmadigl sadece destek elektrolitinin bulundugu durumlarda, az da olsa go6zlenen
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akima artik akim denir. Sinir akimi ile artik akim arasindaki yukseklik ise dalga
yuksekligidir. Elektroaktif maddenin derisimi arttikca dalga ylksekligi de dogrusal
olarak arttigindan polarografi kantitatif tayinlerde kullanilabilmektedir. Akimin sinir
akimin yarisina esit oldugu potansiyele, yari dalga potansiyeli denir ve Eq; ile gosterilir.
Yari dalga potansiyeli, yari reaksiyonun standart potansiyelleri ile dogrudan ilgilidir ve
bu nedenle bazi durumlarda ¢o6zeltideki bilesenlerin taninmasi amaci ile de
kullanilabilmektedir. Dogrusal taramal polarografi teknigi, daha kullanish farkl
tekniklerin ortayagikmasiyla ©6nemini kaybetmistir. Bu durumdaki en biylk
nedenlerden biri de teknigin tayin sinirinin olduk¢a distk olmasidir. Bu sinirlamalar

puls yontemleri ve elektrotlarin gelistirilmesiyle biylik 6lclide ortadan kaldiriimistir.

2.1.1 Doniisiimlii Voltametri

Donlslimli voltametri kimyanin bircok alaninda kullanilabilen 6nemli bir tekniktir.
Literatirde donlsimli voltametri tekniginin kullanildigi kantitatif analiz¢alismalari
nadiren bulunmaktadir. Fakat teknik cogunlukla redoks reaksiyonlarinin incelenmesi,
reaksiyon ara urlinlerinin anlasilmasi ve reaksiyon trunlerinin kararliiginin belirlenmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Donlisimli voltametri tekniginde uygulanan potansiyel
once bir yonde, sonra diger yonde taranirken akim olcilir. Potansiyel taramasi belirli
baslangi¢c ve bitis potansiyelleri arasinda yapilir; bitis potansiyeline ulasildiginda ilk
tarama yonune ters yonde tarama yapilmaktadir. Bu sekilde tarama yapilmasi sonucu
Ug¢gen dalga formunda uyarma sinyali olusmaktadir. Bir CV deneyinde durgun bir
cozeltideki elektroda Sekil 2.2’de gosterilen sekilde bir potansiyel uygulandiginda, akim

sinyali vermesi saglanmaktadir.
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Sekil 2. 2 D6nlslimli voltametride zaman-potansiyel degisimi

Negatif potansiyeller yoniindeki tarama ileri tarama, zit yondeki tarama ise ters tarama
olarak adlandiriimaktadir. ileri ve geri ydnlerdeki tarama hizlari esit olabilecegi gibi,
farkl hizlarda da tarama yapilabilmektedir. Ters tarama baslangic potansiyelinde
sonuclandirilabilecegi gibi, farkl bir potansiyelde de sonuclandirilabilmektedir. Sekil
2.3’de CV teknigi ile uygulanan potansiyel sonucu elde edilen akim-potansiyel egrisi

gosterilmektedir.
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Sekil 2. 3 CV teknigi ile elde edilen akim-potansiyel egrisi
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DOnldsimli  voltamogramlarin en 6nemli parametreleri katodik ve anodik pik
potansiyelleri (Ey« ve Epa) ve katodik ve anodik pik akimlari (I, lpa ) dir. Tersinir bir
elektrot tepkimesinde, E, ve E,, piklerinin ayrimi igin Esitlik 2.2’de verilen denklem

gecerlidir:

AE, = |E,, — E,x| = 2.303 RT /nF (2.2)

Bu esitlikteki n aktarilan elektron sayisidir.

Tersinir redoks reaksiyonlari icin 25° C’de n elektronla Esitlik 2.3’de belirtilen sekildedir.
AE, = 0.0592 /nV (2.3)

Elektron aktarim kinetiginin yavas olmasi durumunda, tersinmezlik mevcuttur. Bu

durumda AE, beklenen degerden daha bulylk ¢ikmaktadir. Distk tarama hizlarinda

reaksiyon tersinir gibi gérinurken, tarama hizi buylGdikece AE, blylyorsa, bu durum

tersinmezlik oldugunun gostergesidir. Bu nedenle galismalarda elektron kinetiginin

yavas olup olmadigini belirlemek ve hiz sabitlerini elde etmek icin farkh tarama

hizlarindaki AE,, degerleri bulunmaktadir. Nicel bilgi icin, Esitlik 2.4” de verilen Randels-

Sevcik esitligi kullanilmaktadir.

i, = 2,686 x10°n*/?4cDz v/ (2.4)

Esitlik 2.4’de A elektrot yuzey alani (cm?), D difiizyon katsayisi (cm?/sn), ¢ derisim
(mol/cm?3), v tarama hizi (V/s) dir. Déniisimlii voltametri ayni zamanda elektrot yiizey
alani ve tarama hizinin bilinmesi halinde, diflizyon katsayilarinin tayin edilmesi icin

kullanilabilen bir yoldur.

Elektrokimyasal tepkimenin tersinirlik derecesine gore voltamogramlar farkhliklar
gostermektedirler. Tepkimenin tersinirligi azaldikca katodik ve anodik pikler birbirinden
ayri potansiyellerde gozikmekte ve pikler daha yayvan olmaktadirlar. Tersinmez bir

elektrot tepkimesinde ise geri taramada bir pik gozlenmemektedir. Sekil 2.4’de tersinir,
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tersinmez ve vyari tersinir reaksiyonlarin gergeklestigi sistemleri karsilagtiran bir

voltamogram verilmistir.

Tersinir

. Yari tersinir
~
% r—

" - - ) .
<~ .- Tersinmez

Akim (pA)

Potangiyel (V)

Sekil 2. 4 Tersinir, tersinmez ve yari tersinir sistemlerin dénisimli voltamogramlari

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizidlsuktir. Bu nedenle Nernst esitligi gecerli
degildir. Bu nedenle CV voltamogrami tersinir durumlardagoézlenen voltamogramdan

farkl olmaktadir. Tersinmez bir sistemde genellikle anodik pik gézlenmemektedir.

2.1.2 Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi son derece duyarli ve hizli olan bir puls teknigidir. Kare dalga
voltametrisinin sabit elektrotlarda potansiyel-zaman dalga sekli Sekil 2.5'de

gorilmektedir.

Sekil 2. 5 Kare dalga voltametrisi icin potansiyel-zaman dalga sekli ve akim
Olcimii
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Potansiyel-zaman dalga seklini olusturan simetrik kare dalgalardan, bir kare dalganin
tamamlanma siiresi olan periyot (t)’dur ve yaklasik 5 ms civarindadir. Birbirini takip
eden kare dalgalar arasindaki yikseklik farki basamakli adim ylksekligi (sinyalin
potansiyel basamagi) dir ve AE; ile gosterilir. Bu deger genellikle 10 mV’dur. Herbir
dalganin alt ve Ust noktalari arasindaki farkin yarisina kare dalga genligi (Esy) denir.
Puls genisligi (t,) ise t/2'ye esittir. Genellikle periyot yerine 1/t'a esit olan frekans (f)
kullantlir.

Elektrot yilzeyinde c¢ok az miktarda elektroaktif madde biriktiginde, yilzeyin
karakterizasyonu i¢in veya ylzeydeki aktif tiriin nicel tayini icin bu yéntem siklikla

kullanilabilmektedir.

2.2 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi elektrokimyasal sistemlerin incelenmesinde
kullanilan hassas ve gugli bir tekniktir. CV tekniginde oldukga blyilk bir potansiyel
arahgi kullanildigi icin ylizeyin hasar gérme ihtimaline bulunmasina ragmen; bu teknikle
kiicik potansiyel araliginda 6l¢ciim yapilmakta ve bdylece yiizeydeki molekillerin zarar

gormeden karakterize edilmesi saglanmaktadir.
Kullanim alanlari;

eKorozyon galismalari

oFilm ylizeylerin karakterizasyonu
eYari iletken elektrotlar
eSensorler teknolojileri

eBiyolojik sistemlerin incelenmesi

oPiller

seklinde siralanabilir. EIS tekniginde diger elektrokimyasal tekniklerden farkh olarak
sistemler denge durumunda iken incelenmektedir. Voltametrik tekniklerin ¢ogunda
sistemin denge durumu bozulur. Clinki elektrokimyasal sistemlere bir sinyal gonderilir
ve cevabi Olc¢llir. Ancak EIS’de sisteme gonderilen sinyal disik genlikli bir

potansiyelidir. Uygulanan potansiyel genellikle Eg= 5 mV civarindadir. Sistemin denge
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durumu bozulmaz. Uygulanan potansiyel sinlis dalgasidir. Bu potansiyelde frekans

degisimi ile impedans 6l¢limu yapilir [62].

E; t anindaki potansiyeldir ve Eq genlik, w agisal frekans (rad/s) ve t zamani ifade etmek

Uzere; E, Esitlik 2.5’de belirtilen denklemle ifade edilmektedir.

E = Egsinwt (2.5)

Acisal frekans ise; Esitlik 2.6’da verilen denklem ile ifade edilmektedir.

w = 2nf (2.6)

Burada f, frekanstir (Hz). Sinozoidal potansiyele sistemin verdigi akimin cevabi da sinis
dalgasidir. Bu dalga potansiyel dalgasi ile ayni frekanshdir. Ancak aralarinda ¢ faz farki

vardir.

| = lpsin(wt + @) (2.7)

I: t anindaki akim (A); lo: akim genligi (A) ve ¢: faz kaymasidir. Sinls egrisi ve fazor

diyagrami Sekil 2.6’da gosterilmistir.

/2

- m;'l

Sekil 2. 6 Fazor diyagrami ve sinis egrisi

E ve | ayni frekanslarda donen iki ayri fazérdiir. Aralarinda ¢ kadar aci vardir. |, E'yi ¢
kadar faz farkiyla geriden takip eder. DC devrelerinde Ohm Kanunu’na benzer sekilde

E/l orani impedans (Z) olarak adlandirilir. DC devrelerinde bu oran direngtir. Normal bir
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direng (R) igin Ohm kanunu (R = E/I) gegerlidir. Direng degeri, uygulanan potansiyel
frekansina bagh degildir. Uygulanan potansiyel ile olusan akim ayni fazdadir. impedans

direncten daha genel bir ifadedir ve frekansa baglidir.

2.3 Elipsometri

Elipsometri yontemi, hassas optik olciimlere dayanan ve ylizeye zarar vermeyen bir
yontemdir. Yizeyin optik 6zellikleri konusunda bilgi edinmek amaciyla kullanilmaktadir.
Elipsometri, polarize bir dalga vektorinin polarizasyon halinin 6lgllmesine
dayanmaktadir. Yiizeye gonderilen polarize bir 1518in ylizeyden yansimaktadir. Fakat
yuzeyin film ile modifiye edilmesi ya da kaplanmasi durumunda, ylizeyden yansiyan
IsigIn polarizasyonu degisir. Bu ozelligi ile elipsometri teknigi, ylizeye kaplanan filmin
kalinhgr ve filmin optik ozellikleri konusunda bilgi sahibi olunmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Elipsometri, 1stk kaynagi, polarizasyonu belirleyen bazi optik

bilesenler ve dedektérden olusmaktadir.

Isigin gelme duzlemine paralel polarize olan yansima genliginin (R,) dik polarize

yansima genligine (Rs) oranlanmasi ile elipsometrik W parametresi ifadesi elde edilir.

tanW = Ry/Rs (2.8)

ikinci elipsometrik parametre olan A, R, ile Rs arasindaki faz farki olmak tizere;

A = AR, ARs (2.9)

A, ve A, Ry ve R¢'nin fazlaridir. Bu parametrelerden yararlanarak elipsometrik oran

asagidaki sekilde ifade edilir;

p =(Ro/Rs e®P B = tanw e (2.10)

Bu denklem filmin optik sabitleri arasindaki iliskiyi gosterir. Sekil 2.7’de bir

elipsometrede bulunan temel bilesenler gérilmektedir.
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Sekil 2. 7 Elipsometreyi meydana getiren bilesenler

2.4 Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

AFM vylzey calismalarinda ylzeylerden atomik boyutta gorintiler alinmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Teknik, bir kantileverin ucunda bulunan tipin yizeyi taramasi sonucu,
kuvvete duyarli ucun bagh oldugu denge cubugu ile ylzey arasindaki kiglk kuvvet
degismelerinin optik sistemlerle algilanmasina dayanmaktadir. Sekil 2.8’"de AFM’nin
temel prensibi goriilmektedir [63]. Bu sekilde ylizey hakkinda topografik bilgiler elde
edilmektedir. AFM ylzeylerin 10" m ve nanometrenin onda biri oraninda
goériintiilenmesini saglamaktadir. lyi gériintiler elde edilebilmesi icin yiizeyin temiz ve
plritzsiz olmasina dikkat edilmelidir. Elde edilen filmin gorintisi iki boyutludur. Bu
gorintd Uc¢ boyutlu gorintid haline de getirilebilmektedir. Bu sekilde vylizeyin
plrtzlalagu, film tabakasinin homojenligi, katmanh olup olmadigi ve kalinhigi hakkinda

bilgi edinilebilmektedir.

Kantilever
Yiizey Prob

Tip

Sekil 2. 8 AFM’nin temel prensibi
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

3.1.1  Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar HPLC safliginda olup, Merck, Fluka, Sigma-Aldrich
ve Riedel’den temin edilmistir. Boc-Trp-OH, bilesigi Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir (CAS Number 13-139-14-5). Elektrotlarin parlatiimasi islemlerinde kullanilan
alumina c¢ozeltileri 0.1 um ve 0.05 um tanecik boyutuna sahip Baikowski marka
alumina ¢ozeltilerdir. Deneyler yapilirken oksijeni etkisini engellemek ve inert bir

ortam saglanmasi amaciyla % 99,99 saflikta Argon gazi kullanilmistir.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Voltametrik analiz cihazi (BAS 100B/W, ABD)

e FTIR Spektrofometre (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA,
ABD)

e Elipsometre (Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre, Géttingen, ALMANYA)

e Atomik Kuvvet Mikroskopisi (Nanomagnetics Instruments, Oxford, INGILTERE)

e Temas Acl Cihazi (Kriiss DSA100, Hamburg, Almanya)

e Camsi Karbon (GC) elektrotu (BAS, geometrik alani 0.027 cm?)

e pH metre (Mettler Toledo MA 235, ABD)

e Hassas terazi (Mettler Toledo AG 285, ABD)

e Ultrasonik banyo(Bandelin, Sonorex, RK 514 BH, ABD)

e Vorteks karistirici (Niive, NM 110, TURKIYE)
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e Santrifij(Nive, NF 1215, TURKIYE)
e Otomatik mikropipet (Biohit 10-100 pL ve 100-1000 pL, FINLANDIYA)

3.2 Deneysel Yontemler

3.2.1 Metal Sensoriiniin Hazirlanmasi

3.2.1.1 Camsi Karbon Elektrot Yiizeyinin Temizlenmesi

Camsi karbon elektrotlar temizlenmis ve islak zimpara kagidi (tanecik boyutu 4000) ile
parlatilarak hazirlanmistir. Elektrotlar 0.1 um ve 0.05 pm c¢aplarindaki alimina
¢Ozeltileri ile mikropetler lzerinde parlatilmistir. Daha sonra ultra saf suda iki kere
sonikasyon islemine tabi tutulmus ve 50:50 (v/v) izopropil alkol and asetonitril
(IPA+MeCN) ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Saf su ile 10 dakika ultrasonik banyoda ve
sonrasinda IPA+MeCN karisimi ile muamele edilen elektrot ylizeyinden eser aliimina
uzaklastirilmakta ve yilizey temizlenmektedir. Bu islemlerden sonra elektrot ylzeyi
MeCN ile muamele edilerek reaksiyona girmemis, yilizeye adsorbe olmus maddelerin
de ylizeyden uzaklastiriimasi saglanmaktadir. Calisma kapsaminda yapilan IR, AFM,

temas acisi ve elipsometre dlcliimleri icin Tokai marka GC-20 elektrotlar kullaniimistir.

Referans elektrot olarak sulu ortamlarda Ag/AgCl, susuz ortamlarda Ag/Ag’ (0.01 M)

elektrotlar kullanilmistir.

3.2.1.2 Camsi Karbon Elektrot Yiizeyinin Ligand ile Elektrokimyasal Modifikasyonu

Turevlendirmeden 6nce, elektrotlar argon gazi ile kurutulur. Camsi karbon elektrotlarin
yluzey modifikasyonu 1.0 mM Boc-Trp-OH ¢ozeltisi, 0.1 M TBATFB (tetrabltilamonyum

tetrafloroborat) iceren MeCN ¢ozeltisi icerisinde ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

Ag/Ag’ (0.01 M) referans elektrot kullanilarak 200 mV/s tarama hizinda, +0.5 V and

+2.5 V potansiyel araliginda CV teknigi ile tarama yapilmistir.
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3.2.2 Metal Sensoriin Karakterizasyonu

3.2.2.1 Atomik Kuvvet Mikroskobu Goriintiileme

Sensoriin  karakterizasyonu igin yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu
(Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullanilmistir. Atomik kuvvet
mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096 piksel gibi cok
yuksek ¢ozlnirlikte 6l¢im alabilmektedir. Gelistirilen sensorler gift yiizlii karbon bant
ile 6rnek tutucuya yerlestirilmistir. Gorlintileme c¢alismalari hava ortaminda, yari
degen modda gerceklestirilmistir. Salinim rezonans frekansi, 341.30 kHz olarak
uygulanmistir. Titresim genligi, 1 Vgus ve bos titresim genligi ise 2 Vrus‘dir. Ornekler 2
um/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziinlrlukte, 2 x 2 um’‘lik bir alanin gérintusi

olarak alinmistir.

3.2.2.2 FTIR Spektroskopi

Gelistirilen sensoriin karakterizasyonu icin FTIR spektrofotometresi (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilmistir. Olgiim yapilan érnek
haznesinden 10 dk azot gazi gegirilerek havadan kaynaklanan nem ve karbondioksit
uzaklastiriimistir. Gelistirilen sensoérler cihazin 6rnek yuvasina yerlestirilmis 400-4000
cm™ dalga sayisi araliginda yiizeyde gerceklesen toplam yansima miktari élgilerek

spektrumlari alinmistir.

3.2.2.3 Elipsometre

Gelistirilen sensorin yizeyindeki kalinhk 6l¢timleri Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre
(Gottingen, Almanya) cihazi ile karakterize edilmistir. Kalinhik olglimleri 532 nm dalga
boyunda, 62°lik bir gelis acisinda gerceklestirilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal
ylzeyler lazer 1sik kaynagi altina yerlestirilmistir. Yizey kalinligi hesaplama uygun
algoritmalar kullanilmistir. Olglimler sensoér yiizeyinde 6 farkli noktada 3 kere

tekrarlanmis ve sonuclar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.
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3.2.2.4 Doniisiimii Voltametri

Do6nusimlu voltametri 6lgimleri igin IviumStat (New York/ABD) donanimh PCI4/300
potansiyostat cihazi (New York/ABD) kullaniimistir. Donuslimlu voltametri teknigi
kullanilarak camsi karbon elektrotlari redoks problari olarak 0.1 M KCl ¢ozeltisinde
hazirlanmis; 1.0 mM Ks[Fe(CN)]¢ ve 0.1 M TBATFB iceren MeCN c¢Ozeltisinde
hazirlanmis 1.0 mM ferrosen kullanilarak karakterize edilmistir. Her iki redoks probu

icin -500 mV/+500 mV potansiyel taramasi kullaniimistir.

3.2.2.5 Elektrokimyasal impedans Spektroskopik Ol¢iimii

Elektrokimyasal impedans spektroskopik ol¢iimleri Gamry Referans 600 donaniml
PCl4/300 potansiyostat cihazi ile yapilmistir. EIS 300 yazilimi kullanilarak alinan
Olciimler degerlendirilmistir. Camsi karbon elektrotlari 1.0 mM ferrosiyaniir/1.0 mM
ferrisiyantr redoks cifti kullanilarak karakterize edilmistir. EIS deneylerinden &nce
redoks prob sisteminin ¢iplak GC elektrodun yilizeyinde CV’si alinarak E;;, denge
potansiyeli 0.030 V olarak tespit edilmistir. impedans dl¢iimleri 100 kHz dalga genligi

ve 0.030 V elektrot potansiyelinde alinmistir.

3.2.2.6 Sonikasyon Kararhhig

Modifiye elektrotlarin kullanimi agisindan énemli bir etki olan sonikasyon kararliligi test
edilmistir. Kararhlik testleri MeCN icerisinde hazirlanmis 0.1 M TBATFB icinde ¢6zllmus
1.0 mM Boc-Trp-OH ¢ozeltisiyle yapilmistir. Bu testler +0.5/+2.5 V potansiyel araliginda
donistmla voltametri teknigi kullanilarak 200 mV/s tarama hizinda gergeklestirilmistir.
Susuz ortamda deneyler gerceklestirildigi icin referans elektrot olarak Ag/Ag’(0.01 M)
ve yardimci elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Modifiye ylzeyler 5, 30 ve 60’ar

dakika sliresince MeCN ile sonikasyon islemine tabi tutulmustur.

3.2.3  Metal iyon Tayini

3.2.3.1 Yontem Optimizasyonu

En iyi kare dalga voltammogramlari ve pik siddeti degerlerini elde etmek icin yontem

optimizasyonu ¢alismalari gergeklestirilmistir. Yontem optimizasyonu igin hazirlanan
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ylzeylerle metal iyonlari arasindaki komplekslesmenin sonucu olarak sicaklik,
inkiibasyon zamani ve pH etkileri incelenmistir. Sicakhigin etkisi icin 10-35 °C araliginda
kaydedilen voltammogramlar sonucunda olciilen pik siddetleri grafige gecirilmistir.
inkiibasyon zamani olarak 10-35 dakika aralig1 ve destek elektrolit pH’si igin 2.0-7.0 pH

degerleri optimize edilmistir.

3.2.3.2 Uglii Metal iyon Tayini

Hazirlanan Boc-Trp-OH/GC yizeylerinin  uygulanabilirligini gostermek amaciyla
modifiye elektrotlar farkl derisimlerde hazirlanan Cd(ll), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin es
zamanl analizine uygulanmistir. Elektroanalitik yontem olarak kare dalga modunda
olan adsorptif siyirma voltametrisi kullaniimistir. Hazirlanan modifiye elektrotlar iyon
¢Ozeltilerinde 25 dakika boyunca karistirilarak bekletildikten sonra ylizeyde olusan
M*"/Boc-Trp-OH kompleksi dnce negatif potansiyel uygulanarak (-1.4 V) yiizeyde
bulunan iyonlarin metalik iyon haline indirgenmesi saglanmistir. Sonra pozitif yonde
silyirma voltametrisi uygulanarak iyonlarin yikseltgenme pikleri kaydedilmis ve
degerlendirilmistir. Uygulanan bu islem derisimleri farkh her bir katyon ¢ozeltileri icin
uygulanmistir. Son olarak, Cd(ll), Pb(ll) and Fe(ll) iyonlari icin siyirma piki akimlari
Olclilmustlir. 4 mV puls ylksekligi, 25 mV kare dalga genligi ve 60 Hz frekansta kare
dalga voltamogramlari kaydedilmis ve Cd(ll), Pb(ll) and Fe(ll) iyonlarinin farkh
derisimlerdeki ¢ozeltilerine karsilik gelen pik akimlari hesaplanmistir. Bunun sonucu
olarak Cd(ll) icin -1.05 V, Pb(ll) igcin -0.82 V ve Fe(ll) icin -0.65 V degerlerinde siyirma

pikleri elde edilmistir.

3.2.3.3 Girisim Etkileri

Hazirlanan yuzeylerin, analizi yapilacak iyonlara seciciliginin belirlenmesi amaciyla
Fe(lll), Cu (1) Co(ll), Hg(ll) ve Ag(l) gibi diger metallerin girisim etkileri farkh pH’larda
cahsilmistir. Bu iyonlarin varliginda analizi yapilacak katyonlara spesifik olarak
hazirlanan ylizeylerin kare dalga voltammogramlari alinmis ve degisim degerleri

hesaplanmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Hazirlanan Boc-Trp-OH Yiizeyinin Modifikasyonu

Camsi  karbon elektrotlarinin 1.0 mM Boc-Trp-OH ¢ozeltisi ile hazirlanmis
elektrokimyasal modifikasyon voltammogrami Sekil 4.1’de verilmistir. Anodik tarama
potansiyelinin aromatik organik molekillerin elektrot ylzeyine modifikasyonuna
onemli bir etkisinin oldugu bilinmektedir. Camsi karbon elektrotu ylksek potansiyele
dogru tarandiginda ilk taramada gozlenen spesifik pikler ikinci ve Uglincli taramada
ortadan kaybolmaktadir. Bu sonuclar camsi karbon yizeyinin 1.0 mM Boc-Trp-OH
¢Ozeltisi ile elektrokimyasal olarak modifiye oldugunu gostermektedir. Tarama
potansiyeli oksijen olusum arali§ina genislediginde, camsi elektrot ylizeyi
yukseltgenmekte, karboksil ve alkol gruplarinin olusumuna neden olmaktadir. Bu
oksijen iceren gruplar MeCN igerisinde kalan sudan gelmektedir ve literatlirde yaklasik

107°-10"%M araliginda oldugu rapor edilmistir [64].
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Sekil 4. 1 Boc-Trp-OH/GCE ylzeyinin modifikasyon voltammogrami

Bu nedenle GC elektrot ylizeyine Boc-Trp-OH modifikasyonu, yiz

gruplarinin Boc-Trp-OH bilesiginin oksidasyon Girtind ile aromatik p-karbonu lzerinden

reaksiyonu sonucu Sekil 4.2’ de gosterildigi lGzere “(GC)C-O-C(Boc-Trp-OH)” seklinde

eterik bag olusumu ile sonuglanmaktadir.
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Sekil 4. 2 Boc-Trp-OH’in GC elektrot yiizeyine baglanmasi ve M*"/Boc-Trp-OH /GC

yapisi
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4.2 Hazirlanan Boc-Trp-OH Yiizeyinin Karakterizasyonu

4.2.1 Atomik Kuvvet Mikroskobu ile Goruintiileme

Camsi karbon elektrot ylizeyindeki Boc-Trp-OH filmin karakterize edilmesi amaciyla,
modifiye edilmis ylizeylerin gérintileri AFM ile alinmistir. Boc-Trp-OH/GC ylizeyinin
ylizey morfolojisi yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize
edilmistir. Bu hazirlanan ylizeyin ylzey derinligi ylzey 36.71 +1.22 nm olarak

bulunmustur.
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Sekil 4. 3 Boc-Trp-OH/GCE ylzeyinin AFM gorintusi

4.2.2 FTIR Spektroskopi

Boc-Trp-OH ile modifiye edilmis GC elektrot ylizeyinin yapisi hakkinda bilgi edinmek
amaciyla RAIRS olgiimleri gergeklestirilmistir. 600—-4000 cm™* frekans araliginda Boc-
Trp-OH film spektrumu Sekil 4.4’ de verilmistir. Aromatik halka C-H baglari, aromatik
halka C=C gerilme modlari ve C=0 gerilme bandi 670-850 cm™, 1580-1600 cm™* ve

1764 cm'ldegerlerinde gozukmektedir. Asimetrik ve simetrik C-O-C sinyalleri ise 1169
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ve 853 cm™ degerlerindedir. Bu sonuglar camsi karbon yiizeyinin Boc-Trp-OH ile

modifikasyonunun basaril bir sekilde gerceklestirildigini gostermektedir.
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Sekil 4. 4 Boc-Trp-OH modifiye GC yiizeyin RAIRS spektrumu

4.2.3 Elipsometre

Boc-Trp-OH/GCE yuzeyinin ylizey karakterizasyonu igin ayrica elipsometrik olctimler
yapilmistir. AFM sonuclari ile elipsometrik sonuclar arasinda bir uyumun oldugu
gorulmektedir. Elipsometrik sonuglara gére Boc-Trp-OH /GCE ylzeyinin ylzey kalinhgi
27.17 +2.78 nm olarak o6lclilmis ve bdylece homojen ve tek tabakali bir filmin olusumu

basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Sekil 4.5’de elipsometrik 6lcim gosterilmektedir.
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Sekil 4. 5 Boc-Trp-OH/GCE ylizeyinin kalinlik 6lgimu
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4.2.4 Temas Acisi Olgiimii

Modifiye edilmemis ve Boc-Trp-OH ile modifiye edilmis GC ylzeylerinin temas agisi
degerleri sirasiyla 79.14 + 2.13 ve 66.30 + 1.87 olarak bulunmustur. Ylizey temas
acilarindaki azalis yuzeyin hidrofilik karakterinin artmasini gostermektedir. Temas
acisindaki bu azalma (a>B), ylzeye giren —OH ve —COOH gruplarinin hidrofilik

karakterinden kaynaklanmakta olup bu sonuglar FTIR sonuglariyla értliismektedir.

(a) (b)

Sekil 4. 6 a) GCE ylzeyinin b) Boc-Trap-OH yiizeyinin temas acisi 6l¢ciimleri

4.2.5 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi Olgiimii

EIS, modifiye edilmis elektrot ylizey 6zelliklerinin incelenmesi igin etkili bir yéntemdir.
Yontem, modifiye edilmis ylizeylerde mevcut olan cgukur/kusurlar hakkinda film
olusumu ve ylizey kaplama mekanizmalari konusunda yararl bilgiler vermektedir
[65];[66]. Sekil 4.7’de modifiye edilmemis camsi karbon elektrotu ile Boc-Trp-OH ile
modifiye edilmis camsi karbon elektrotunun Nyquist egrileri goérilmektedir. Modifiye
edilmemis camsi karbon elektrotu dogrusal bir impedans egrisi gostermektedir. Diger
taraftan the Boc-Trp-OH/GC vylzeyinde yiliksek frekans bdlgesinde Fe(CN)63'/4'
(ferro/ferrisiyanit) turlerinin ylzey ile arasindaki elektron transferinin bloke oldugu
gorilmektedir. Modifiye edilmemis camsi karbon elektrota ve Boc-Trp-OH ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrota ait yiik transfer direncleri (R%; ve Ret) 15.32 kQ ve 141.4
kQ olarak hesaplanmistir. Tahmin edildigi Gizere, Boc-Trp-OH/GC elektrodunun ylk

transfer direnci, modifiye edilmemis camsi karbon elektrota gore yiiksek bulunmustur

ve bu durum filmin elektro-pasiflestirme ozelligine isaret etmektedir. Yiik transfer
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transfer direnci degerlerinin kullanilmasi ile yilizey kaplamasi (8) Esitlik 4.1’den

bulunabilmektedir.
e =1- (Roct/Rct) (41)

Esitlikten ylzeyin kaplamasi %90 olarak bulunmustur. Boc-Trp-OH/GC elektrodun
donltsimli voltammetri ve impedans sonuglari molekiller yogun ve iyi paketlenmis

siki bir film olustugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.7 1.0 mM [Fe(CN)6]*"* redoks ciftinin Boc-Trp-OH/GCE ylzeyinde EIS egrisi.

Inset: 1.0 mM [Fe(CN)6]3'/4' redoks ciftinin GCE EIS egrisi

4.2.6 Doniisimli Voltametri ile Boc-Trp-OH/GCE karakterizasyonu

Boc-OH/GCE yilizeyinin elektrokimyasal karakterizasyonu iki redoks aktif probu
kullanilarak gergeklestirilmistir: (i) 0.1 M KCl ¢6zeltisinde hazirlanmis 1.0 mM potasyum
ferrisiyantr probu (ii) 0.1 M TBATFB destek elektroliti iceren MeCN c¢ozeltisinde
hazirlanmis 1.0 mM ferrosen probu: Boc-Trp-OH/GCE vyuzeylerinde bu redoks
problarinin Sekil 4.7'de verilen doénlsimli voltamogramlarina gére camsi karbon

elektrodunda goriilen tersinir redoks pikleri modifiye elektrotta tamamen ortadan
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kaybolmustur. Bu sonuglar camsi karbon ylzeyinde Boc-Trp-OH filminin olusumunun

onemli bir belirtisi olarak kabul edilebilir.
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Sekil 4. 8 (A) Ferrisiyanir testi (a) GCE, (b) Boc-Trp-OH/GCE; (B) Ferrosen testi (a) GCE,
(b) Boc-Trp-OH/GCE

4.2.7 Sonikasyon Kararliligi

Sonikasyon zamani icin kararlilik testinde, modifiye ylzeyler 5, 30 ve 60’ar dakika
siresince MeCN ile sonikasyon islemine tabi tutulmustur ve Sekil 4.8'den
gorilebilecegi lizere 6nemli bir degisiklik gdzlenmemistir. Modifiye edilmemis ve
modifiye GC elektrotun farkh sonikasyon zamanlari sonunda elde edilen dénisimli

voltamogramlari karsilastirildiginda, modifiye edilmemis GC elektrotta ferrisiyaniir igin
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tersinir redoks pikleri gozlenmesine ragmen, modifiye ylizeyde pik engellenmistir. Bu

durumdan anlasildigl (izere; modifiye ylizey en az 60 dakika icin elektrokimyasal

calismalarda kulanilabilecektir.

40.00
Bare GC
20.00
< 5min 30 min/ﬁﬂ min
& 0.000
5
(&}
-20.00
400
-400.0 -200.0 0.000 200.0 400.0 600.0

Potential, mV

Sekil 4. 9 Farkl sonikasyon zamanlarinda elektrovoltamogramlari

4.3 Metal iyon Tayini

4.3.1 Yontem Optimizasyonu

inkiibasyon sicakliginin pik akimlari tizerine etkisi Sekil 4.10’dan gériildugii tizere 10-35
°C araliginda cgalisilmistir. Destek elektrolitin sicakligi 10°C’'den 25°C’ye yavas yavas
arttirildiginda pik akimlari da artmistir. Ardindan 25 °C {zerinde akim dismeye
baslamistir. 25-35 °C araliginda pik akimlarindaki diisme bu sicaklik araliginda modifiye
elektrodun kararli olmamasindan ileri gelmektedir. Bu nedenle tim takip eden

analizlerde inklibasyon sicakligi 25 °C olarak kullanilmustir.
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Sekil 4. 10 0.5nM Cd(l1), Pb(ll) and Fe(ll) igin SWV pik akimlarinda inklibasyon
sicakliginin etkisi (Destek elektroliti: sodium asetat/asetik asit tampon ¢ozeltisi)

Boc-Trp-OH/GC elektrot tGzerindeki metal iyonlari igin inklibasyon zamaninin etkisi Sekil
4.11'de gosterildigi tzere 10 ve 35 dakika arasinda calisilmistir. Boc-Trp-OH/GC
elektrotu 25 °C sicakhginda her inklibasyon zamaninda 0.5 nM metal iyonu iceren
sodium asetat/asetik asit tampon c¢ozeltisinedaldirilmistir. Cd(ll), Pb(Il) and Fe(ll)
iyonlari icin inkiibasyon zamaninin 10 dakikadan 25 dakikaya arttirilmasi ile pik
akimlarinin dogrusal sekilde artmasi, uzun inkiibasyon zamaninda metal iyonlarinin
elektrot ylizeyine tutunmasinin arttigini goéstermektedir. Pik akimlarindaki artis, Boc-
Trp-OH molekillerinin aktif kisimlarinin metal iyonlari ile doygunluguna ulasmasi
sonucu sabit dlizeye gelmistir. Pik akimlari 25 dakika inkiibasyon zamaninda

sabitlenmistir. Bu nedenle optimum inkibasyon zamani 25 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 11 0.5nM Cd(ll), Pb(ll) and Fe(ll) icin SWV pik akimlarinda inkiibasyon
zamaninin etkisi (Destek elektroliti: 0.1 M sodium asetat/asetik asit tampon ¢ozeltisi)

Ayrica siyirma piklerine olan destek elektrolitin pH etkisi (2.0 — 7.0) calisiimistir. pH’nin
akim Gzerine etkisi Sekil 4.12’de gosterilmektedir. Yapilan galismalar 0.5 nM metal
¢Ozeltisi icin 25 dakika ve 25 °C'de gergeklestirilmistir. Akimin tampon ¢06zeltinin
pH’indan 6nemli 6lglide etkilendigi belirlenmistir.pH 2.0’den pH 5.0’e degisim sonucu
pik akimi artmis ve pH 5.0’de maksimum akim o6lglilmustir. pH 5.0’in Gzerinde akim
dismus ve akim cevaplarinda pH 5.0’in lzerinde girilti gézlenmistir. Bu nedenle pH’si
5.0 olan sodium asetat/asetik asit destek elektroliti en uygun destek elektroliti olarak

secilmistir.
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Sekil 4. 12 0.5nM Cd(ll), Pb(ll) and Fe(ll) icin SWV pik akimlarinda pH’in etkisi (Destek
elektroliti: sodium asetat/asetik asit tampon ¢ozeltisi)

4.3.2 Kalibrasyon, Uglii Metal iyon Tayini ve Gercek Numuneye Uygulanmasi

Eser diizeyde Cd (ll), Pb (Il) ve Fe (ll) eszamanli analizleri icin kare dalga modunda
adsorptif siyirma voltametrisi  kullanilmistir. Sekil 4.13’de pH 5.0 olan sodium
asetat/asetik asit tampon ¢ozeltisi igcerisinde Cd (Il), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin 0.1-1.5
nM araliginda degisen c¢esitli derisimlerdeki kare dalga voltamogramlari goérilmektedir.
Kalibrasyon grafikleri (Sekil 4.14) her bir nokta 6 bagimsiz 6lcimden elde edilen
ortalama degere karsihk gelmektedir. Boc-Trp-OH/GC elektrodun pratikte
uygulanabilirliginin test edilmesi icin Cd (ll), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin gercek
numunelerdeki tayini ¢alsilmistir. Onerilen metot yiiksek konsantrasyonlarda girisim
yapan iyon iceren musluk suyunda Cd(Il), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin tayini icin
uygulanmistir. Boc-Trp-OH/GC elektrot basarili bir sekilde Cd (1), Pb(ll) ve Fe(ll)
iyonlarinin tayin edilmesi icin kullanildi. 1:1000 oraninda seyreltilmis musluk suyunda
Cd(l1), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin derisimleri sirasiyla; 0.24 nM, 0.4 nM ve 1.23 nM

olarak bulundu.
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Sekil 4. 13 (a) 0.1 M, pH 5.0 asetat tamponu, (b) 0.1, (c) 0.2, (d) 0.5, (e) 0.7, (f) 1.0 ve
(g) 1.5 nM Cd(ll), Pb(Il) ve Fe(ll) SWV voltammogramlari
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Sekil 4. 14 (a) Cd(ll), (b) Pb(Il) ve (c) Fe(ll) ait kalibrasyon egrileri

4.3.3  Girisim Etkileri

Agir metallerin tayini igin metodun segiciligi ¢esitli agir metal iyonlarinin yani sira Cd
(1), Pb(ll) ve Fe (ll) iyonlarini da iceren coOzeltilerde onderistirme basamaginda
hesaplandi. Boc-Trp-OH'Iin farkli pH’larda metal iyonlari ile kompleks yapabilen
multidentat bir ligand olarak davranmasi nedeniyle, diger metal iyonlari Boc-Trp-OH
film ile komplekslesme yoluyla girisim etkisi yapabilmektedir.Yapilan ¢alismada Fe(lll),
Cu (I1) Co(ll), Hg(ll) ve Ag(l) gibi diger metallerin girisim etkileri farkli pH’larda ¢alisildi.
Cizelge 4.1’den gorilebilecegi Gzere Cd(ll), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin akim cevaplari,
tim pH’larda diger metal iyonlarinin 100 kat fazlahginda % 2.6 - 4 oraninda azalmistir.
Bununla beraber; diger metal iyonlarinin esit derisimde olmasi durumunda Cd(ll), Pb(ll)

ve Fe(ll) iyonlarinin eszamanl tayinini etkilememektedir.
Cizelge 4.1 Cd(ll), Pb(ll) ve Fe(ll) iyonlarinin pik sinyalindeki degisimler (Fe(lll),

Cu (1) Co(ll), Hg(ll) ve Ag(l) iyonlarinin derisimi 100 kat daha fazla)

Olmasi Gereken Pik
Sinyali (uA) Hesaplanan Pik Sinyali (uA) % Degisim
cd(i) 7 6,71 4,1
Pb(Il) 6 5,77 3,83
Fe(ll) 5 4,87 2,6
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Sonug olarak,

Bu calismada Fe? Cd** ve Pb* iyonlarinin tayini igin Boc-Trp-OH ile modifiye edilmis

GC elektrot hazirlanmistir.

GC elektrot yilizeyleri Boc-Trp-OH ile CV teknigi kullanilarak elektrokimyasal

oksidasyon ile modifiye edilmistir.

Elde edilen Boc-Trp-OH filmi spektroskopik teknik olarak Infrared
spektroskopisiyle karakterize edildiginde, aromatic halkadaki C-H bandi modu,
C=C gerilme modlari ve C=0 gerilme bandi sirasiyla 670-850 cm™, 1580-1600

cm™tve 1764 cm™ seklinde bulunmustur.

AFM ile Boc-Trp-OH filmi karakterize edildiginde, ylizeyin topografya
gorintisiinde ara ara kiimelenmeler olmakla birlikte genel itibariyle homojen

bir dagilim gorilmustr.

Hazirlanan filmin kalinhg elipsometre ile ol¢liimUs ve ylzey kalinhgl 27.17+£2.78
nm olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclar AFM sonuclari ile 6rtlismekte ve

homojen bir film olusumunu géstermektedir.

Temas acisi Olclimlerine goére, modifiye edilmemis GC ve Boc-Trp-OH ile
modifiye edilmis GC yuzeyler arasindaki farkllik oldugu anlagilmistir. Boc-Trp-
OH/GC vylzeyi icerdigi -COOH gruplarindan dolayr daha hidrofil 6zellik
gostermistir.

Boc-Trp-OH filmin GC elektrot ylzeyinde olusup olusmadigini belirlenmesi

3% ve ferrosen

amaciyla CV ile karakterizasyon yapilmistir. Bu amacla [Fe(CN)¢]
problari ile ¢iplak GC elektrotta ve modifiye elektrotta ol¢lidler alinmistir. Ciplak
GC elektrotta tersinir CV voltamogramlari gorilmesine ragmen, modifiye
ylzeyde tersinir piklerin engellenmesi GC vyilzeyde Boc-Trp-OH filminin
olustugunu gostermektedir.

GC elektrot ylizeyinde olusturulan Boc-Trp-OH filminin varliginin kanitlanmasi

amaciyla [Fe(CN)6]3'/4'

redoks cifti ile ¢ciplak GC elektrotta ve modifiye elektortta
EIS dlctimleri alinmistir. Bos GC elektrot ve modifiye elektrot icin R% ve R

degerleri sirasiyla 15.32 kQ ve 141.4 kQ olarak bulunmustur. Modifiye
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elektrodun Ret degerinin yuksek olmasi elektrot ylzeyindeki

elektropasiflestirmeyi gostermekte ve filmin olusumunu kanitlamaktadir.

- Elektrodun kararhliginin belirlenmesi amaciyla 5, 30 ve 60’ar dakika MeCN ile
sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Sonikasyon islemlerinin sonunda giplak

ve modifiye GC elektrot icin [Fe(CN)s*"*

testleri gerceklestirilmistir. 60
dakikanin sonunda modifiye GC elektrottan alinan voltamogramlarda, halen
tersinir piklerin engellendigi gortlmektedir. Bu durum elektrodun en az 60

dakika sire ile analzilerde kullanilabilecegini kanitlamaktadir.

- Hazirlanan sensoriin oOlglim alabilecegi en optimum kosullarin belirlenmesi
amaciyla optimizasyon calismasi yapilmis ve destek elektrolitin pH ve sicakhgi
ve elektrodun inkibasyon zamaninin optimum degerleri belirlenmistir.
Optimum pH 5, optimum sicakhk 25°C ve optimum inklibasyon zamani 25

dakika olarak bulunmustur.

- Optimum kosullarin belirlenmesinin ardindan, Fe?* Cd** ve Pb*' iyonlarinin
eszamanli tayini igin, iyonlarin 0.1-1.5 nM derisim araligindan c¢ozeltileri
hazirlanmis ve kare dalga voltametrisi ile adsorptif siyirma modunda olciimler
alinmustir. iyonlar icin siyirma pikleri 8l¢iilmis ve kare dalga voltamogramlari

kaydedilmistir.

- 0.1-1.5 nM derisim araligindaki metal ¢ozeltilerine karsilik alinan akimlar ile

kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Bu kalibrasyon grafiklerinde,

Pb®* icin kalibrasyon denklemi y=3,182x+4,328 seklinde elde edilmis ve R’
degeri 0,9960 olarak bulunmustur.

2+

Fe’" icin kalibrasyon denklemi y=3,211x+3,359 seklinde elde edilmis ve R’

degeri 0,9910 olarak bulunmustur.

Cd* icin kalibrasyon denklemi y=3,160x+5,343 seklinde elde edilmis ve R®

degeri 0,9950 olarak bulunmustur.

- Derisimi bilinen c¢ozeltilerin akim cevaplarina gore cizilen kalibrasyon

grafiklerinden, modifiye edilmis elektrot ile musluk suyunda Fe®" Cd** ve Pb**
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tayini yapilmis ve derisimler sirasi ile, 1.23 nM, 0.24 nM ve 0.4 nM olarak

bulunmustur.

- Sensorin farkli metallerin varliginda da davranisinin incelenmesi amaciyla, Fe®"
Cu®, Co®, Hg* ve Ag' iyonlari ortaminda hazirlanan yizeyin seciciligi
denenmistir. Diger iyonlarin 100 kat fazlaliginda akim cevaplarinin % 2.6 - 4
oraninda azalmasina ragmen, iyonlarin hepsinin esit derisimlerde olmasi

halinde akim cevaplarinin diger iyonlardan etkilenmesigi belirlenmistir.
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