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OZET

FARMASOTIK PREPARATLARDA VE BiYOLOJIK SIVILARDA
MOLNUPIRAVIR TAYINI ICIN NANOKOMPOZIT MODIFiYE
ELEKTROKIMYASAL SENSORLERIN GELISTIRILMESI

Deniz EMRE
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Selehattin YILMAZ
30/06/2025, 78

Bu ¢aligmada, antiviral ila¢ etkin maddesi molnupiravirin (MLP) miktar tayininde
voltametrik sensor olarak kullanmak amaciyla kalem grafit elektrot (KGE) yiizeyi,
hidroksillenmis grafitik karbon nitriir (h-CN) ve grafen oksit (GO) bilesenlerinden olusan
fonksiyonel bir nanokompozit (h-CN@GO) ile modifiye edilmistir. CN, h-CN, GO ve h-
CN@GO sentezleri sirastyla termal polimerizasyon, hidroksilasyon, Intermediate Hummer
yontemi ve ultrasonikasyon islemleriyle gergeklestirilmistir. KGE yiizeyinin nanokompozit
ile modifikasyonu dongiisel voltametri (CV) teknigiyle yapilmistir. Destek elektrolitin tiirii,
pH’s1 ve derisimi optimize edilip nanokompozit bilesen oraninin MLP’nin pik akimina etkisi
incelenmistir. En yiiksek pik akimi agirlik¢a %30:70 oraninda h-CN:GO ve 0,1 M pH 7
sodyum fosfat tamponu kullanilarak elde edilmistir. Modifiye KGE kullanilarak diferansiyel
puls voltametrisi (DPV) yontemiyle yapilan MLP tayininde 7-300 nM dogrusal calisma
araligi, 2,2 nM gdzlenebilme sinir1 (DL) ve 6,6 nM kantitatif tayin sinir1 (QL) elde edilmistir.
Gelistirilen yontem yiiksek dogruluk (<%2 bagil hata) ve yiiksek kesinlik (giin i¢i %1,2 ve
giinler arast %1,5 bagil standart sapma) gostermistir. MLP tayininde yiiksek segicilik
gosteren sensor, c¢alisilan maddelerle girisim yapmamistir. MLP geri kazanimi, farmasotik
preparatta %99,6 ve MLP ilave edilen yapay serumda %99,7 bulunmustur. Bu sonuglar,

gelistirilen voltametrik yontemin gegerliligini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, Antiviral ilag, Molnupiravir, Hidroksillenmis

grafitik karbon nitriir, Grafen oksit, Voltametrik sensor
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANOCOMPOSITE MODIFIED ELECTROCHEMICAL
SENSORS FOR THE DETERMINATION OF MOLNUPIRAVIR IN
PHARMACEUTICAL PREPARATIONS AND BIOLOGICAL FLUIDS

Deniz EMRE
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Selehattin YILMAZ
30/06/2025, 78

In this study, the pencil graphite electrode (KGE) surface was modified with a
functional nanocomposite (h-CN@GO) consisting of hydroxylated graphitic carbon nitride
(h-CN) and graphene oxide (GO) components to use it as a voltammetric sensor for the
determination of the antiviral drug molnupiravir (MLP). CN, h-CN, GO and h-CN@GO
were synthesized using thermal polymerization, hydroxylation, Intermediate Hummer’s
method, and sonication processes, respectively. Cyclic voltammetry (CV) was performed to
modify the KGE surface using the nanocomposite. The type, pH, and concentration of the
supporting electrolyte were optimized, and the effect of the nanocomposite ratio on the MLP
peak current was studied. The highest peak current was achieved with a 30:70% h-CN:GO
(w:w) nanocomposite ratio in 0.1 M pH 7 sodium phosphate buffer. MLP was determined
by differential pulse voltammetry (DPV) using the modified KGE, with a linearity range of
7-300 nM, a detection limit (DL) of 2.2 nM, and a quantification limit (QL) of 6.6 nM. The
method showed high accuracy (<2% relative error), high precision (1.2% intra-day and 1.5%
inter-day relative standard deviations), high selectivity, and no interference from the studied
substances. The MLP recovery was 99.6% for pharmaceutical preparations and 99.7% for
MLP-spiked artificial serum, demonstrating the validity of the developed voltammetric

method.

Keywords: COVID-19, Antiviral drug, Molnupiravir, Hydroxylated graphitic

carbon nitride, Graphene oxide, Voltammetric sensor
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Bu tez calismasinin konusu, farmasotik preparatlarda ve biyolojik sivilarda
molnupiravir (MLP) tayini i¢in nanokompozit modifiye elektrokimyasal sensorlerin
gelistirilmesidir. Tez konusunun se¢iminde, MLP’nin yeni kesfedilmis bir ila¢ etkin maddesi
olmas1 (Painter vd., 2019) ve bu maddenin elektroanalitik yontemlerle miktar tayini i¢in
literatiirde sinirlt sayida calisma bulunmasi énemli rol oynamistir. Bununla birlikte, tez
Onerisinin verildigi yillarda koronaviriis hastaligt (COVID-19) pandemisinin etkisinin
devam etmesi ve MLP’ nin COVID-19 tedavisinde kullanilan bir antiviral ilag olmas1 (FDA,
2021) nedeniyle, bu calismanin saglik alaninda toplumsal katki saglayacagi ve Birlesmis
Milletler Siirdiiriilebilir Kalkinma Amaglar1 arasindaki “Amag 3: Saglikli Bireyler” amaci

kapsaminda olacag1 da goz 6niinde bulundurulmustur.

MLP tayini i¢in farkli nanokompozit oranlar1 arasindan analitik performansi en
yiiksek olan nanokompozit secilerek tez calismalart gergeklestirilmistir. Segilen
nanokompozitin bilesenleri ile farkli konularda yayimlanmis c¢aligmalar literatiirde
bulunmakla birlikte, bu bilesenlerden elde edilen nanokompozit ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez, secilen nanokompozitin sentezi, karakterizasyonu ve

uygulamalariyla literatiire katki saglayacaktir.

1.1. Genel Bilgiler

N*-hidroksisitidin tiirevlerinden biri olan ve antiviral ila¢ olarak kullanilan MLP’nin
kesfi, 2019 yilinda WO 2019/113462 patent numarasi ile yayimlanmistir (Painter vd., 2019).
Bu patent kapsaminda MLP’nin viral ensefalitler, Chikungunya atesi, ebola, grip, solunum
sinsityal viriisii ve zika virlisii enfeksiyonu gibi enfeksiyonlarin tedavisinde veya

profilaksisinde etkili oldugu bildirilmistir (Painter vd., 2019).

COVID-19 siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2 (SARS-CoV-2) adi
verilen riboniikleik asit (RNA) viriisiiniin neden oldugu akut bir enfeksiyondur (DSO, 2025).
[lk olarak 2019 yilinda Cin’de tespit edilen COVID-19, tiim iilkelere hizla yayilarak saglik,

egitim, ekonomi ve ulagim gibi bir¢cok alanda insan yasamini olumsuz etkilemistir. Diinya



Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore 2025 yilina kadar COVID-19 nedeniyle gerceklesen
6lim sayis1 diinya genelinde 7 milyon, Tiirkiye genelinde 100 binin iizerindedir (DSO,
2025). DSO, 5 May1s 2023’te COVID-19 pandemisinin sona erdigini ilan etmistir. Ancak,
vakalar ve oliim sayilart halen izlenmektedir (DSO, 2025). Ozellikle viriisiin yeni
varyantlarinin ortaya ¢ikmasi sonucunda mevcut asilarin etkinliginin azalma riskine kars,
oral antiviral ilaclarla tedavi hastaligin ilerlemesini Onleyerek viriisiin yayilmasim
durdurmasi agisindan 6nemini korumaktadir (Komarov vd., 2023). COVID-19 pandemisi
2023 yilinda son bulmus olsa da (Komarov vd., 2023), pandemi siirecinde yasanan
olumsuzluklar, ila¢ arastirmalarmin onemini bir kez daha ortaya koymustur. ilag
arastirmalarinda, iiretimde ve piyasa kontrollerinde uygulanan rutin ila¢ analizlerinde
kullanmak iizere duyarl ve ucuz sensorler iizerinde yiiriitiilen bilimsel ¢alismalar, dnemini

korumaktadir.

Pandemide yapilan ¢alismalarda MLP’nin COVID-19 tedavisinde etkili oldugunun
bulunmasindan (Sheahan vd., 2020) sonra, 2021 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan bu ilacin acil kullanim onay1 verilmistir (FDA, 2021). MLP
halen COVID-19 tedavisinde kullanilan antiviral bir ilagtir (Saglik Bakanligi, 2022). MLP,
viral genetik materyalin kopyalanmasi siirecinde hatalar olusturarak SARS-CoV-2’nin

replikasyonunu engeller (Gordon vd., 2021).

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) nomenklatiir
kurallarmma goére MLP, [(2R, 3S, 4R, 5R) -3.4-dihidroksi-5 - [4- (hidroksiamino) -2-
oksopirimidin-1-il] oksolan-2-il] metil 2-metilpropanoat olarak isimlendirilmistir. MLP nin
diger sinonimleri MK-4482, EIDD-2801 ve “Uridine, 4-oxime, 5'-(2-methylpropanoate),
(4Z)- (ACI)” olup, Amerikan Kimya Dernegi Chemical Abstracts Service (CAS) Kayit
Numarasi: 2492423-29-5’tir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda yapilan literatiir taramalarinda
belirtilen sinonimler kullanilmistir. MLP nin molekiil yapis1 Sekil 1°de verilmistir (Burgess

vd., 2025).
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Sekil 1. MLP molekiiliiniin kimyasal yapisi: Z-oksim (a), E-oksim (b) ve amin (c¢) formu.

MLP molekiilii tautomerik bir yapiya sahip olup, (Z) ve (E) oksim formu (Sekil 1 a
ve b) ve amin formu (Sekil I c¢) halinde bulunmaktadir (Burgess vd., 2025). Sitozin analogu
bir 6n ilag olan MLP, biyotransformasyon sonucunda aktif formu olan B-D-N*-
hidroksisitidin 5’-monofosfata doniismektedir (Gordon vd., 2021). ilacin aktif formu da
tautomerik ozellige sahiptir. Virlislin liremesi esnasinda RNA-bagimli RNA polimeraz
enzimi, viral RNA’y1 ¢ogaltirken guanin — sitozin ve adenin — urasil eslestirmesini yaptigi
sirada, MLP’nin aktif formu tautomerik doniisiimle hem sitozin, hem de urasil gibi davranip,
bunun sonucunda hem guanin hem de adenin ile baglanmaktadir (Kabinger vd., 2021). Bu
durum, viral RNA kopyalanmasi siirecinde hatalar olusturarak viral replikasyonunu inhibe

etmektedir (Gordon vd., 2021).

MLP, SARS-CoV-2, ebola viriisii, orta dogu solunum sendromu koronaviriisii, sigir
viral ishal viriisii, ensefalite neden olan alfaviriisler, grip ve hepatit C viriisii de dahil olmak
tizere RNA viriislerinin enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Alanazi vd., 2023;

Kabinger vd., 2021; L. Tian vd., 2022).
1.2. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal analiz cihazlarinda numunede analitin var olup olmadigin1 algilayan
veya bu analitin miktarini 6lgen cihaz pargasi, cihazin sensoriidiir (Bard vd., 2006; Uslu ve
Ozkan, 2007). Sensor, bir niceligin var olup olmadigini tespit eder veya bu niceligin
miktarini 6lger. Sensoriin ¢alisma mekanizmasi elektrokimyasal bir reaksiyona dayaniyor
ise bu tiir sensorlere elektrokimyasal sensor adi verilir. Cihazda sensor ile birlikte bulunan
diger bir par¢a olan transdiiser (doniistiiriicli) ise analitin sensorde olusturdugu degisikligi
elektriksel bir sinyale doniistiiriir (Bard vd., 2006). Elektrokimyasal sensorler, analitin

oksidasyon veya rediiksiyon akimini nicel olarak algilayabilir (Miyake, 2003). Bunun



yaninda, analitin sensorde olusturdugu potansiyel farkini 6l¢en potansiyometrik sensorler de
kullanilmaktadir. Potansiyometrik sensorler H' veya secici olarak diger bir iyonun
(amonyum, kalsiyum, kursun, potasyum, sodyum, klor, nitrat, siilfit gibi) derisiminin
Ol¢iimiinde kullanilir (Bard vd., 2006). pH oOlgerlerde genelde potansiyometrik sensor
kullanilir. Voltametrik sensorlerde ise uygulanan potansiyele bagli olarak akim olgiimii
yapilir. Voltametrik sensorler, yliksek duyarlilik, ¢gevre dostu ¢oziiciilerle calisabilme, diisiik
maliyet ve hizl1 6l¢iim gibi avantajlara sahip oldugundan dolay1 tercih edilmektedir (Sinclair,

2001).

Voltametri yonteminde tiglii elektrot sisteminde sensor olarak kullanilan bir ¢calisma
elektrodu, bir referans elektrot (6rnegin Ag/AgCl elektrot) ve bir karsit elektrot (6rnegin Pt
tel) kullanilir (Bard vd., 2006). Ol¢iim esnasinda ¢alisma elektrodu ile referans elektrot
arasindaki potansiyel farki olgiiliirken, ayni1 anda calisma elektrodu ile karsit elektrot
arasindan gegen akim Olgiiliir. Potansiyele karsi akim grafigine voltamogram adi verilir.
Voltametri, numune hakkinda hem nitel hem de nicel olarak degerli bilgiler saglar (Bard vd.,

2006; Sinclair, 2001).

Voltametride 6l¢iim baglangicindan bitisine kadar gecen siire zarfinda potansiyelin
uygulanma sekli, kullanilan voltametrik teknigin tiirlinii tanimlar (Bard vd., 2006).
Dontistimlii voltametri (CV), dogrusal tarama voltametrisi, diferansiyel puls voltametri
(DPV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) sik¢a uygulanan tekniklerdir. CV, elektrot
ylzeyindeki redoks reaksiyonlarinin mekanizmasinin aydinlatilmasinda, modifikasyon
sonrast karakterizasyonda, reaksiyon tersinirliginin incelenmesinde, reaksiyon kinetiginin
ve adsorpsiyon siire¢lerinin aragtirtlmasinda degerli fiziksel ve kimyasal veriler saglar (Bard
vd., 2006). Miktar tayininde ise yiiksek duyarlilik, hizli analiz ve uygulama kolaylig
saglayan SWV ve DPV gibi teknikler tercih edilir (Bard vd., 2006).

Voltametrik tekniklerde sensor olarak kullanilan ¢alisma elektrodunun se¢imi elde
edilen sonucun performansi iizerinde oldukea etkilidir (Kangmennaa vd., 2024). lyi bir
calisma elektrodunda istenilen Ozellikler dogru, kesin, tekrarlanabilir ve segici sonug
vermesi; bununla birlikte maliyetinin diisiik olmas1 ve kullaniminin pratik olmasidir (Annu
vd., 2020; David vd., 2017). Voltametrik ¢alisma elektrotlar1 civa kokenli elektrotlar

(damlayan, asili duran, civa film) ve kat1 elektrotlar (platin, altin, bizmut ve karbon), dénen
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elektrotlar (disk, halka-disk) ve modifiye (kompozit, polimer kaplama, yiizey adsorpsiyonu

ve kovalent baglanmali) elektrotlar olarak siiflandirilir (Yilmaz, 2016).

Karbon yiiksek elektriksel iletkenlige sahiptir ve iyonlagma potansiyeli ile elektron
afinitesi degerleri birbirine yakindir (Miyake, 2003). Bu {istiin elektronik 6zelligi sayesinde
karbon hem elektron dondrii hem de elektron akseptdrii olarak kullanilabilen bir elektrot
malzemesidir (Miyake, 2003). Grafit tiirevleri, cams1 karbon elektrot (GCE), karbon fiber
elektrot ve aktif karbonlar gibi ¢esitli 6zelliklere sahip karbon elektrot tiirleri mevcuttur.
Karbon elektrotlarin yiizeyindeki gozeneklerin boyutu ve miktar1 ile yiizeyindeki
fonksiyonel gruplarin varlig: gibi 6zellikler, ¢esitli kimyasal ve fiziksel islemlerle modifiye
edilerek, analite kars1 daha yiiksek duyarlilifa ve secicilige sahip elektrotlar elde etmek
miimkiindiir (Miyake, 2003).

Karbon ve tiirevleri, bircok acidan yiiksek performansli ozellikleri nedeniyle
elektrokimyada 6zel bir yere sahiptir. Nanomateryaller ile modifiye edilen karbon bazl
elektrotlar gibi modern elektrokimyasal teknikler kullanilarak farmasdétik dozaj formlarinda
ve biyolojik o6rneklerde etkin maddelerin miktar tayini ¢aligmalar1 aragtirmacilarin ilgisini
cekmektedir (Uslu ve Ozkan, 2007). Klinik 6ncesi ilag¢ aragtirmalari, klinik arastirmalar, ilag
iiretiminde kalite kontrol analizleri gibi ¢esitli alanlarda numunedeki ila¢ miktarini tayin
eden yoOntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Elektrokimyasal sensorler, bir karigimdaki
elektroaktif tiirlerin es zamanli olarak, ayirma gerektirmeden diisiik maliyetli tayinine imkan
verirken, bunun yaninda tasinabilir cihaz kullanimi gibi c¢esitli avantajlara da sahiptir
(Vishnu vd., 2018). Bu sensorler yiiksek duyarlilik, secicilik, hizli yanit alma, toksik
olmayan ¢oziiclilerle calisabilme, kullanim kolayligi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir

(Ozkan-Ariksoysal, 2022; Trnkova vd., 2021).

MLP’nin tayini i¢in mevcut analiz yontemlerinden yiiksek duyarlikli olanlar (Kablan
vd., 2022; Komarov vd., 2023; Recber vd., 2022) yiiksek maliyetli olup, literatiirde mevcut
olan diisiik maliyetli yontemlerde (Karakaya ve Dilgin, 2024; Vural vd., 2023) ise duyarlilik,
biyolojik sivilarda bulunan derisimlerdeki MLP’nin dogrudan tayini i¢in yeterli olmayabilir.
Bu problemin ¢6ziimii i¢in, bu tez ¢aligmasinda hem diisiik maliyete sahip, hem de yliksek

duyarliliga sahip bir sensor gelistirilmesi amaglanmaistir.



MLP tayini i¢in literatiirde kromatografik (Reg¢ber vd., 2022), spektroskopik (Jain
vd., 2022) ve voltametrik (Kablan vd., 2022; Karakaya ve Dilgin, 2024; Vural vd., 2023)
yontemler bildirilmistir. Her yontemin avantajlar1 oldugu gibi dezavantajlar1 da vardir.
Voltametrik teknikler yiiksek duyarlik, diisiik maliyet, uygulama kolaylig1 ve tasmabilir
cihaz secenekleri gibi 6zelliklere sahiptir (Ozkan-Ariksoysal, 2022).

1.3. Elektrokimyasal Sensorlerin Modifikasyonu

Voltametrik sensor olarak kullanilan elektrot yiizeyleri, duyarlilik ve segicilik gibi
elektrokimyasal 6zellikleri 1yilestirmek amaciyla analite gore secilen malzemelerle modifiye
edilebilir (Bouali vd., 2023). Elektrot ylizeyindeki fonksiyonel grup sayisindaki artigin
elektrot malzemeleri ve analitler arasindaki katalitik reaksiyonlar1 kolaylastirarak duyarligi
arttirdig1 bildirilmistir (Qian vd., 2020, 2021). Bu amagla karbon malzemeler, polimerler,
metaller, metal oksitler, metal siilfiirler ve bunlarin karisimlar1 ve kompozitleri en sik
kullanilan modifikasyon ajanlar1 arasindadir (Ozcelikay vd., 2022). Ozellikle grafen, karbon
nanotiipler, metal-organik yapilar, kuantum noktalar ve grafitik karbon nitriir (CN) gibi iki
boyutlu karbon nanomalzemeler elektrot yiizey alanini genisletmek, gozenekliligi artirmak
ve kolay immobilizasyon saglamak amaciyla elektrokimyasal sensor teknolojisinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Ozcelikay vd., 2022; Pashazadeh ve Habibi, 2020).

Azotun elektron dondrii olmasi nedeniyle azot katkili (N-doplanmig) karbon
materyaller, elektrokimyasal islemler sirasinda konjuge n baglarim giiclendirerek karbon
yapilarin kararliligini, dolayisiyla dayanikliligini artirmasi ve elektron transfer hizini
arttirmasi nedeniyle ilgi gormektedir (J. Liu vd., 2016). Bu baglamda, iirenin kondenzasyonu
ile kolayca elde edilebilen ve oldukca zengin azot igeren grafit benzeri bir yapiya sahip olan
CN, elektrokimyasal uygulamalar i¢in potansiyel bir bilesen ve N-doplama maddesi olarak
kullanilmaktadir (Almakhadmeh vd., 2024; J. Liu vd., 2016). CN yapilarinin grafen, yar1
iletkenler, metaller gibi malzemelerle kompozitleri ile elektrokimyasal sensorler modifiye
edildiginde, daha yiliksek duyarlilik saglandigi ve yeni algilama mekanizmalar1 ortaya
cikarabildigi rapor edilmistir (J. Liu vd., 2016). CN tiirevleri biyomolekiillerin, ilag
molekiillerinin, organik kirleticilerin, pestisitlerin, agir metal iyonlarinin, bakterilerin ve
viriislerin  elektrokimyasal tayininde elektrot ~modifikasyon materyali olarak

kullanilmaktadir (Kamble vd., 2024).



1.4. Hidroksillenmis Grafitik Karbon Nitriir (h-CN)

Karbon nitriir (CN) sentez yontemine ve ortam kosullarina gore C3Ns formiiliine
sahip ¢esitli allotrop formlarinda ve farkli morfolojik 6zelliklerde elde edilebilen iki boyutlu
bir karbon nanomateryaldir (Almakhadmeh vd., 2024). Karbon ve azot farkli valans bag
konfigiirasyonlarina sahip oldugundan a-CN, B-CN, grafitik-CN, kiibik-CN, psodokiibik-
CN gibi farkli CN yapilar1 bulk, amorf veya gézenekli morfolojiye sahip istenen 6zelliklerde
sentezlenebilir (Almakhadmeh vd., 2024). CN’den nanotiip, nanotabaka, nanotel, kuantum
noktalar1 ve ii¢ boyutlu yapilar elde edilmesi de miimkiindiir (Almakhadmeh vd., 2024).
Yapisindaki c¢esitli fonksiyonel gruplar sayesinde sahip oldugu yiiksek elektron transfer
kabiliyeti, adsorpsiyon kapasitesi, gozenekli yapisi, ucuzlugu ve sentez kolaylig gibi {istiin
ozellikleri nedeniyle kataliz, elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal sensorler, biyosensor,
biyomedikal goriintiileme ve enerji ile ilgili cihazlarda genis uygulama alanlarina sahiptir
(Vinoth vd., 2021). Farkli sentez kosullarina gore CN yapisinda iki yapida olusabilen
heptazin (tri-s-triazin) ve triazin yapilar1 Sekil 2’de verilmistir (Almakhadmeh vd., 2024).

\ITI/ Ny N)\N N/I\N
N}\N NA\N )\N/”\‘N J\N l N/
A M A L

A ST
| | | |
(a) (b)

Sekil 2. Heptazin (tri-s-triazin) (a) ve triazin (b) yapilari.

Heptazin yapisindaki piridine ait azot atomlari, giiclii elektron kabul etme yetenegi
nedeniyle, CN yiizeyinin elektrokatalitik ozelliklerini gelistirip, elektrokimyasal
Ozelliklerini iyilestirmektedir (Almakhadmeh vd., 2024; J. Liu vd., 2016).

CN’nin hidrojen peroksit ile sonikasyon islemine tabi tutulmasi yoluyla
hidroksillenmis CN (h-CN) hazirlandig bildirilmistir (Zheng vd., 2016). Hidroksilasyonun
CN’nin bant boslugunu azalttig1 ve yiizeydeki hidroksil gruplar1 sayesinde sudaki hidroksil
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radikali olusturularak h-CN’nin CN’ye gore daha yiiksek fotokatalitik aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Zheng vd., 2016). CN yapis1 ve hidroksilasyon islemiyle elde edilen h-CN
yapilar Sekil 3’te verilmistir (Zheng vd., 2016).

Ny ~y S Sy
N/LN N)\N H20 NQ\N N/J\N
/J\ /”\ )\ | — HO, /‘L ”(Jy\ /H\

I Sonikasyon HN N NH  HN N N

.****** A R
| | |

OH | |

Sekil 3. CN ve hidroksilasyon ile elde edilen h-CN’nin kimyasal yapilari.

Nispeten diisiik yiizey alan1 ve zayif iletkenligi, CN’nin dezavantajlaridir (Hayat vd.,
2022). Giiniimiizde arastirmalar bu dezavantajlarin giderilmesine ve uygulama alanlarinin
genisletilmesine odaklanmaktadir. Son yillarda, CN ve grafen oksit (GO) kompozitlerinin
sentezlenerek fotokataliz (Lou vd., 2023), elektrokemiliiminesans sensorii (Xia vd., 2015),
stiper kapasitorler (Kamali vd., 2022), lityum-iyon piller (Fu vd., 2014) ve elektrokimyasal
sensOr modifikasyonunda (Kalaiyarasi vd., 2020; Xiao vd., 2020; Zhang vd., 2014) basariyla
kullanildig: bildirilmistir.

1.5. Grafen Oksit (GO)

Grafeni biiyiik ol¢eklerde sentezlemek i¢in kullanilan 6nemli bir malzeme olan GO,
“oksijen igeren fonksiyonel gruplara sahip olan grafen” olarak diisiiniilebilir (L. Liu vd.,
2012). GO, yiizeyindeki hidroksil (-OH), karboksil (-COOH) ve epoksi (-O-) gibi
fonksiyonel gruplar nedeniyle, saf grafenden farkli 6zelliklere sahiptir (L. Liu vd., 2012).
Bu gruplar, elektrokimyasal sensor yiizeyinde elektron transferini kolaylastirarak duyarlilig
arttirlar (Yildiz vd., 2025). Bu 6zellikleri GO’nun elektronik materyaller (Eda vd., 2008),
enerji depolama (Y. Tian vd., 2021), sensor modifikasyon materyalleri (Devi vd., 2024) gibi
farkli alanlarda kullanilmasina olanak tanimaktadir (L. Liu vd., 2012). GO yapis1 Sekil 4’te

verilmigtir.
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Sekil 4. GO yapist.

GO, yiiksek iletkenlik, genis yiizey alan1 ve hizli elektron transfer kabiliyeti ve
mekanik dayaniklilik gibi tistiin 6zelliklere sahip 2D karbon nanomalzemelerinden biridir
(Bouali vd., 2023; L. Liu vd., 2012). Bu 6zelliklerinden 6tiirii GO tiirevleri, elektrokimyasal
sensOr uygulamalart i¢in tercih edilen modifikasyon nanomateryallerinden biridir

(Ozcelikay vd., 2022).

GO kullanilarak yapilan sensor modifikasyonunda uygulanan CV isleminde GO’nun
elektrokimyasal olarak indirgenmis GO (rGO)’ya doniiserek elektrot ylizeyinde biriktigi
bildirilmistir (Kablan vd., 2022). rGO, GO’dan daha yiiksek bir elektriksel iletkenlige sahip
olsa da elektron akseptorii olan daha az oksijenli fonksiyonel grubuna sahiptir (Yildiz vd.,
2025). GO’nun diger 2D karbon nanomalzemelerle kompozitleri, uygulama alanini

genisletir (Svoboda vd., 2019).

Bu calismada sensor modifikasyonu sirasinda GO’nun yiiksek elektriksel iletkenlige
sahip rGO’ya indirgenerek sensor yilizeyinde birikmesi ve bu sirada GO ile kompozit
halindeki CN’nin de elektrot yiizeyine taginarak sahip oldugu hidroksilli fonksiyonel gruplar

sayesinde duyarlilig1 arttirmasi amaclanmistir.

1.6. h-CN@GO Nanokompoziti

h-CN ve GO bilesenlerini farkli oranlarda iceren h-CN@GO kompozitleri
hazirlanarak MLP analizinde en yiiksek sinyali veren kompozit oran1 se¢ilmistir. Bu sayede,
h-CN ve GO’nun tek baglarina kullanimina kiyasla daha yiiksek duyarliliga sahip, uygun

maliyetli ve fonksiyonel elektrot modifikasyon materyali elde edilmistir. h-CN ve GO’nun



tistlin  Ozelliklerinden yararlanmak i¢in katmanli morfolojiye sahip yeni h-CN@GO

nanokompozitleri sentezlenmistir.

CN termal kondenzasyon polimerizasyonu yontemiyle sentezlenmistir (C. Sun vd.,
2021). Daha sonra, CN yiizeyi hidroksillenmistir (Zheng vd., 2016). GO intermediate
Hummer yontemiyle sentezlenmistir (Yadav ve Lochab, 2019). Sentezlenen h-CN ve GO,
ultrasonik banyoda disperse edilerek karistirilarak h-CN@GO kompoziti elde edilmistir.
Daha sonra, h-CN@GO dispersiyonuna kalem grafit elektrot (KGE) daldirilip CV teknigi
ile elektrokimyasal modifikasyon uygulanarak elde edilen h-CN@GO@KGE, MLP tayini

icin elektrokimyasal sensor olarak kullanilmistir.

Kompozit bilesiminin sensér duyarliligi tizerindeki etkisini arastirmak icin KGE
yiizeyleri h-CN ve GO bilesenlerinin 15 farkli oranini igeren ile h-CN@GO ile modifiye
edilip, elde edilen sensorlerin analitik performanslar1 karsilagtirilmistir. MLP tayininde
uygulanan DPV y0nteminin parametreleri optimize edilip, analitik yontem validasyonu
yapilmustir. Valide edilen yontem MLP igeren farmasotik preparattan (kapsiilden) ve ilag
eklenmis biyolojik materyallerden (yapay idrar ve yapay serumdan) MLP tayininde
uygulanmigtir. Farmasotik preparattan ve yapay serumdan MLP tayini basariyla

gerceklestirilmistir.

Bu calismanin smirliligi, biyolojik materyalden MLP analizi deneylerinde yapay
idrar ve yapay seruma bilinen miktarda MLP eklenerek analizin gergeklestirilmesidir.
Hastalarin MLP kullanmas1 sonrasinda, bir 6n ilag olan MLP biyotransformasyona
ugramakta ve biyolojik sivilarda aktif metabolitleri halinde bulunmaktadir (Komarov vd.,
2023). Bu calismada gelistirilen yontemle biyotransformasyona ugramamis olan MLP’nin

tayini gergeklestirilmistir.
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IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kuramsal Cerceve

Elektrokimyasal sensorlerin c¢alisma mekanizmasi, analitin sensor yiizeyinde
olusturdugu elektriksel sinyalin 6l¢iimiine dayanir. Bu 6l¢lim potansiyometri, amperometri,

voltametri, iletkenlik ve impedimetri gibi tekniklerle uygulanir (Bard vd., 2006).

Bu tez calismasinda, elektrot yiizeyinin karakterizasyonunda impedimetri ve
voltametri kullanilmis olup, miktar tayininde ise voltametri teknigi uygulanmistir.
Voltametri, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin o6l¢iimiine dayanir
(Yilmaz, 2016). Voltametre cihazinin elektronik parcalarmin bulundugu kismina
potansiyostat denir. Potansiyostat ile biitlinlesik veya ayr1 parca halinde, bilgisayarla
baglantiy1 saglayan arayiiz iinitesi de bulunur. Voltametrenin iiglii elektrot sisteminde
potansiyostat, ¢caligma elektroduyla referans elektrot arasindaki potansiyel farkini kontrol
ederken, ayn1 anda ¢aligma elektrodu ile karsit elektrot arasindan gegen akimi dlger (Sekil
5) (Yi1lmaz, 2016). Calisma elektrodundan akim gecisi, ¢ozeltideki elektroaktif maddelerin
yiikseltgenmesi (oksidasyonu) veya indirgenmesi (rediiksiyonu) sonucunda elektrot
ylizeyine elektron transferi ile gergeklesir (Bard vd., 2006). Voltametre cihazinin bilesenleri

Sekil 5’te goriilmektedir.

)

(c
/ Potansiyostat

Sekil 5. Voltametre cihazinin bilesenlerinin semasi: Referans elektrot (a), calisma elektrodu

(b) ve karsit elektrot (c).
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Voltametrik yontemlerle kantitatif analiz yapilirken dlgiilen akim miktarinin analit
derigimine bagli olmasi istenir ve bu tiir akima Faradayik akim denir (Bard vd., 2006).
Ancak elektrot yiizeyinde indirgenme ve yiikseltgenmeden baska, adsorpsiyon ve
desorpsiyon gibi olaylar da gergeklesir ve bunun sonucunda analit derisimine dogrudan bagl
olmayan non-Faradayik akim da gozlenebilir (Bard vd., 2006). Elektrot yiizeyindeki
elektron alig-verisini kolaylastirmak amaciyla, elektrot ylizeyi uygun bir materyal ile
modifiye edilebilir (Bard vd., 2006). Bununla birlikte, deneysel kosullarin optimizasyonu

yapilarak analitik sinyalde iyilesme saglanabilir.

Bu c¢alismada gelistirilen sensoriin elektrokimyasal 6zellikleri CV, DPV ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) teknikleriyle incelenmistir. Sensor
modifikasyonu, karakterizasyon ve akim tiirlinlin incelenmesi i¢in CV teknigi; elektrot
yiizeyindeki yiik aktarim direncini 6lgmek i¢in EIS; MLP miktar tayini i¢in DPV teknigi

uygulanmistir.

CV teknigine 6rnek olarak verilen Sekil 6 (a)’da goriildiigii gibi, baglangicta 0 V olan
potansiyel, 0,8 V yoniinde dogrusal olarak arttirilmistir. Potansiyel 0,8 V’a ulastiktan sonra,
0 V’a dogru azaltilmistir. Bu sirada potansiyele karsi Olclilen akim degerleri grafige
gecirilerek voltamogram elde edilmistir (Seki/ 6 b). Bu 6rnekte 8 saniyede 0,8 V potansiyel

taramasi yapildigindan, tarama hiz1 100 mV-s " dir.

60 -

(a) (b)
S

e
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/'

Potansiyel / V
S
~
Akim / pA

<
<

0 g 6 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Zaman /s Potansiyel /V

Sekil 6. CV tekniginde uygulanan potansiyelin zamanla degisimi (a) ve elde edilen

voltamogram (b).
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CV teknigi elektrot tepkimesinin tersinirliginin, akim tiiriiniin, elektroaktif yiizey
alaninin, elektrot reaksiyon mekanizmasimin ve elektrokimyasal reaksiyonda aktarilan
elektron ve proton sayisinin belirlenmesi amaglariyla uygulanmistir. Ayrica sensor
modifikasyonu i¢in uygulanan CV modifikasyon isleminde art arda ka¢ dongii yapildiginda
sensoriin en yliksek performansi gosterdigi arastirilarak, elde edilen sonuglar tezin dordiincii

boliimiinde tartigilmistir.

EIS, ¢ozelti-elektrot arayiiziindeki temel redoks olaylarini incelemek igin kullanilan
elektrokimyasal tekniklerden biridir (Bard vd., 2006). EIS, bu calismada modifiye edilen
elektrot ylizeyinin yiikk aktarim direncinin ve kapasitif oO6zelliklerinin 6l¢limiinde
kullanilmistir. Nanomalzemeler dahil olmak {izere ¢esitli materyaller ile elektrot yilizeyinin
modifiye edilmesi sayesinde, elektrot yiik aktarim direncinde diisme, iletkenlikte artis ve
kapasitif akimin diismesine bagli olarak analit konsantrasyonuyla iligkili olan faradayik

akimin daha ytiksek duyarlilikla 6l¢iilmesi saglanmistir.

DPV f{glii elektrot sistemi iceren elektrokimyasal bir hiicrede miktar tayini i¢in
uygulanan temel elektrokimyasal tekniklerden biridir. DPV’de faradayik akimin en yiiksek
ve kapasitif akimin en diisiik oldugu anda Slgiimler yapilarak, sinyal-giiriiltii oraninda artig
ve bu sayede daha yiiksek duyarlilik elde edilir (Ozkan-Ariksoysal, 2022). Bu yontemde,
uygulanan her pulsun basinda ve sonunda Olciilen akim farki (A7), dogrusal olarak artan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige gegirilir (Y1lmaz, 2016). Ortaya ¢ikan diferansiyel
egride ylikseltgenme veya indirgenmenin gergeklestigi bolgeler pik bicimindedir ve pik
yiiksekligi analit konsantrasyonu ile orantilidir (Ozkan-Ariksoysal, 2022).

2.2. Onceki Calismalar
2.2.1. MLP Analiz Yontemleri

MLP molekiilii 2019 yilinda kesfedilmistir (Painter vd., 2019). MLP nin COVID-19
tedavisinde kullanimi i¢in acil kullanim onay1 FDA tarafindan 2021 yilinda verilmistir
(FDA, 2021). Farmasotik preparatlardan ve biyolojik numunelerden MLP tayini i¢in analitik
yontemler 2021 yilindan itibaren literatiirde yayimlanmaya baglamis olup, her yil bu

konudaki yayin sayis1 artmaktadir.
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Tandem kiitle spektrometreli sivi kromatografisi (LC-MS/MS) ile serumda ve
biyolojik sivilarda MLP’nin biyolojik ortamdaki aktif formu olan N*-hidroksisitidin ve
metaboliti olan N*-hidroksisitidin trifosfatin tayini gergeklestirilmistir (Parsons vd., 2021).
Bu yoéntemde N*-hidroksisitidin igin dogrusal ¢alisma araligmin 1-5000 ng mL™! oldugu
bildirilmistir (Parsons vd., 2021). LC-MS/MS yontemi ¢ok yiiksek maliyetlidir ancak, sahip
oldugu yiiksek ayirma giicli, dogrulugu, kesinligi ve duyarliligi gibi ozellikleri klinik
caligmalarda MLP’nin farmakokinetik ve farmakodinamik ozelliklerinin aydinlatilmasi
acisindan Onemlidir. LC-MS/MS yontemiyle yapilan diger bir c¢aligmada, MLP ve
metabolitinin serum ve tiikiiriikten tayininde 2,5-5000 ng mL™' dogrusal c¢alisma aralig
bildirilmistir (Amara vd., 2021). Kobay (rat) serumunda MLP tayini i¢in gelistirilen diger
bir LC-MS/MS yoénteminde 12,50-100 ng/mL dogrusallik araligi kaydedilmistir (Reddy ve
Haque, 2022).

Ultraviyole - goriiniir bolge (UV-GB) dedektorlii yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) yontemiyle farmasdétik preparattan ve hammaddeden MLP tayini
0,2-80,0 ug mL! dogrusallik araliginda bildirilmistir (Annadi vd., 2022). UV-GB dedektorlii
ultra performanshi sivi kromatografisi (UPLC) yontemiyle hammadde ve farmasotik
preparatlarda stabilite ¢aligmalarinda kullanmak iizere MLP tayini i¢in 50-150 pg mL!
dogrusallik araligi bildirilmistir (Masipogu vd., 2022). Diger bir HPLC/UV-GB teknigi ile
10-30 pg mL! ¢alisma aralifina ulasilmistir (Ravi vd., 2022).

Floresan poliamin kuantum noktalar1 kullanilarak spektroflorimetrik yontemle 2-70
ng mL"! dogrusallik araliginda MLP tayini bildirilmistir (Salman vd., 2022). ince tabaka
kromatografisi - spektrofotometrik renk siddeti 6lgiimii yontemiyle 3,75-100 pg mL™' MLP
dogrusal caligsma aralig1 elde edilmistir (Saraya vd., 2022).

MLP’nin elektrokimyasal olarak tayinine iliskin yayimlanan ilk yontemde,
elektrokimyasal olarak indirgenmis GO ile modifiye edilmis GCE kullanilarak gozlenebilme
siirt (DL) 0,03 pM ve dogrusal ¢alisma araligi 0,09-4,57 uM olarak bulunmustur (Kablan
vd., 2022).

Metal-organik ¢erceve ve iletken polimer kompoziti olan “Cus(1,3,5-benzen

trikarboksilat)> + etilen glikol poli(3,4-etilendioksitiyofen) / polistiren siilfonat” ile GCE
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ylizeyi modifiye edilerek MLP tayininin 0,1 - 63,3 pM dogrusallik araliginda
gergeklestirildigi bildirilmistir (Erk vd., 2022). Karbon pasta elektrot, Fe3O4 magnetit
nanopartikiilleri ile modifiye edilerek, 0,25 ve 1500 uM ¢alisma araliginda (Vural vd.,
2023), diger bir ¢aligmada ise perde baski elektrot ylizeyi rGO ile modifiye edilerek 0,152-
18,272 uM araliginda (Nabil vd., 2023) MLP tayini gerceklestirildigi belirtilmistir.

MLP’nin ¢ift sarmalli deoksiriboniikleik asit (dsDNA) ile etkilesiminin DPV
yontemiyle incelendigi bildirilmistir (Kucuk vd., 2024). MLP ile etkilestikten sonra,
dsDNA’nin guanin yiikseltgenme sinyallerinin azaldigi belirtilmistir (Kucuk vd., 2024).
Bununla birlikte MLP ve dsDNA’nin baglanma sabitini, CV kullanilarak hesaplamislardir
(Kucuk vd., 2024).

GCE yiizeyine “polipirol-3-tienil boronik asit / MLP molekiiler baskili polimer” ile
modifikasyonu uygulanarak MLP tayini 7,5%10° - 2,5x10% puM ¢alisma aralifinda
gerceklestirilmistir (Cetinkaya vd., 2024). Aymi calismada, guanin metakrilat/ MLP
molekiiler baskili polimer ile de GCE modifikasyonuyla 7,5x107 - 2,5x10° uM araliginda
MLP tayin edildigi bildirilmistir (Cetinkaya vd., 2024).

Yalin KGE kullanilarak DPV yontemiyle MLP tayini ger¢eklestirildigi bildirilmistir
(Karakaya ve Dilgin, 2024). Literatiirdeki bu yontemde yalin KGE, karbon pasta elektrot ve
GCE kiyalanmis olup, KGE kullanildiginda MLP nin yiikseltgenme potansiyelinin azaldig1
ve pik akimimin 6nemli Olcilide arttig1 gosterilmistir (Karakaya ve Dilgin, 2024). Ayrica
KGE’nin, MLP oksidasyonu {izerinde dikkate deger bir elektrokataliz gosterdigi
belirtilmistir. MLP i¢in ¢alisma araligr 25 - 1000 nM olarak bildirilmistir (Karakaya ve
Dilgin, 2024).

2.2.2. CN, h-CN ve GO Hakkindaki Onceki Cahsmalar

CN tiirevleri, enerji depolama ve siirdiiriilebilir uygulamalar igin potansiyel
malzemeler olarak kabul edilen bir fonksiyonel malzeme sinifidir (Xavier ve Mathew, 2023).
CN diisiik maliyeti, yiiksek ylizey alan1 (Sreenivasulu vd., 2024a), bol miktarda bulunan iire
gibi diigiik maliyetli baslangic maddelerinden kolayca elde edilebilmesi (Sreenivasulu vd.,

2024a), hizli elektron transferi saglamasi, konjuge yapisinda analitler ile etkilesime olanak
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saglayan fonksiyonel gruplar i¢ermesi, metal icermemesi, biyouyumlu olmas1 ve katalitik
aktivitesi gibi ¢esitli 6zellikleri sayesinde son yillarda aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir

(Sreenivasulu vd., 2024a).

CN tilirevlerinin bant araligi yaklasik 2,7 eV oldugundan 460 nm’den kiiciik
dalgaboyundaki 151k ile fotokataliz uygulamalarinda da kullanilmaktadir (Zhu vd., 2014).
Ayrica CN bazli fotokatalizorler kullanilarak viriislerin fotokatalitik inaktivasyonuyla
virosidal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Hasija vd., 2021). Goriiniir 151k altinda
fotokatalitik dezenfeksiyon yoluyla GO@CN kompozitinin antibakteriyel aktivite gosterdigi
belirtilmistir (L. Sun vd., 2017).

Hidrojen peroksitin enzimatik olmayan elektrokimyasal tespiti i¢in karbon kumastan
iretilen elektrot A2O3-CN ile modifiye edilerek sensor gelistirilmistir (Mohammad ve
Zamzami, 2023). Oksikodon tayininde kullanmak {izere mezogdzenekli CN ile azot
katkilanmis katmanli karbon nanoyapilar1 ve altin nanopartikiillerinden olusan kompozit

dayal1 elektrokimyasal sensor gelistirilmistir (Ghalkhani vd., 2024).

Bal petegi benzeri ii¢ boyutlu yapiya sahip fosfor ve kiikiirt heteroatomlar1 katkili
CN yapisi kullanilarak biyolojik s1vilardan dopamin tayini i¢in perde baskili elektrokimyasal
sensoOr gelistirilmistir (Emran vd., 2024).

GCE yiizeyi CN, karbon nanotiipler ve GO hibrit materyali ile modifiye edilerek
askorbik asit, dopamin ve lirik asidin es zamanh tayininde elektrokimyasal sensor olarak

kullanilmistir (Wang vd., 2022).

Antiviral ila¢ etkin maddesi olan asiklovirin tayini, CN tabanlh elektrokimyasal
sensorler ile gerceklestirilmis olup, 3,52 nM gibi oldukg¢a diisiik bir DL bildirilmistir
(Sreenivasulu vd., 2024b). CN’nin sensore asiklovire karsi yiiksek duyarlhilik sagladigi
bildirilmistir (Sreenivasulu vd., 2024b).

Su 6rneklerinden toksik 6zellige sahip bentazon tayini i¢in kare dalga anodik s1yirma
voltametri yontemi ile CN kullanilarak karbon pasta elektrot bazi elektrokimyasal sensor

gelistirilmistir (Marahel vd., 2022).
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CN yapisinin kuantum nokta formu elde edilerek, molekiiler baskili bir asetaminofen
sensori gelistirilmistir (Medetalibeyoglu, 2021). CN kuantum noktalari elde etmek i¢in, CN
bulk halinde sentezlendikten sonra H2SO4: HNOs3 (1:1, v:v) ile 200 °C’de karistirilmastir.

Diisiik konsantrasyonlarda bile hem insanlar hem de ekosistem {izerinde olumsuz
etkilere yol agcan, endokrin sistemini bozma potansiyeline sahip bir steroid hormon olan 17f3-
estradioliin voltametrik tayini i¢in CN ve altin nanopartikiilleri ile modifiye edilen

elektrokimyasal sensoriin gelistirilmistir (Ma vd., 2024).

CN, literatiirdeki bu c¢aligmalarda belirtilen iistiin fonksiyonel 6zelliklere sahip
olmakla birlikte, islem goérmemis bulk formdaki CN’nin sulu ¢ozeltilerdeki dispersiyon
yetenegi zayiftir (Kumru vd., 2017). CN’nin dispersiyon kabiliyetini iyilestirmek i¢in
literatiirde cesitli yontemler bildirilmistir. Ornegin, hidrofilik veya hidrofobik olarak
asitlanmis CN sentezlemek icin bildirilirken bir yontemde, CN'nin istenen fonksiyonel
Ozelliklerini korurken, dispersiyon yetenegini iyilestirmek i¢in yilizeyine asilama yapmak
icin diisiik polimerizasyon egilimine sahip fonksiyonel olefinik molekiiller kullanilmistir

(Kumru vd., 2017).

CN’nin 6zelliklerini iyilestirmek i¢in uygulanan diger bir yontemde, H202’nin daha
verimli fotokatalitik iiretimi i¢in hidroksil fonksiyonel yiizeye sahip CN kullanilmistir (Chen
vd., 2023). Diger bir caligmada, CN vylizeyinin hidroksilasyonu H20O: kullanilarak
hidrotermal yontemle gerceklestirilmis ve bu islemin fotoelektrokimyasal ozellikleri

tyilestirdigi bildirilmistir (S. Liu vd., 2016).

CN yiizeyinin -OH fonksiyonel gruplar ile zenginlestirilerek, sudan dikuat dibromiir
(herbisit) kalintisinin yiiksek verimle uzaklastirilmasinda kullanildigi bildirilmistir (Liang

vd., 2021).

Tez ¢alismasinda CN hidroksilasyonu yapilarak h-CN eldesi i¢in uygulanan, Zheng
vd. (2016) tarafindan bildirilen yontemde CN ve H20: karisimi ultrasonik banyoda
karistirilarak h-CN elde edilmis ve rodamin B’nin giderilmesi icin yiiksek fotokatalitik
performans gosterdigi bildirilmistir (Zheng vd., 2016).
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CN, diistik maliyeti, sentez kolayligi, yiiksek elektron transfer hizi, yiizeyinde ¢ok
sayida fonksiyonel grup bulunmasi, gozenekli yapisi ve yiiksek adsorpsiyon yetenegi gibi
iistiin Ozellikleri nedeniyle kataliz, elektrokimyasal sensorler, biyosensorler, biyomedikal
goriintiileme ve enerjiyle ilgili genis uygulama alanlarina sahip, iki boyutlu (2D) karbon
nanomateryaldir (Emre vd., 2025; Vinoth vd., 2021). Bu 6zellikler nedeniyle son yillarda
elektrokimyasal sensor ¢calismalarinda tercih edilen malzemeler arasindadir (Emre vd., 2025;

Kamble vd., 2024).

Triazin Unitelerinden olusan CN c¢ercevesinin, analitlerle elektrostatik ve m-m
etkilesimleri sagladig1 ve elektrot duyarliligini artirdig: bildirilmistir (Umapathi vd., 2022).
Bu nedenle, CN bazli malzemeler biyomolekiillerin, ila¢ molekiillerinin, organik
kirleticilerin, pestisitlerin, agir metal iyonlarinin, bakterilerin ve viriislerin elektrokimyasal
tespiti i¢in elektrot degistiriciler olarak kullanilir (Kamble vd., 2024). Bununla birlikte,
CN’nin elektrokimyasal sensér uygulamalarindaki dezavantajlarindan biri  diisiik
iletkenligidir (Emre vd., 2025; Hayat vd., 2022). CN’nin iletkenligini artirmak ve
elektrokimyasal Ozelliklerini iyilestirmek icin ¢esitli ¢alismalar yiiriitilmiistiir. Bunlar
arasinda, cesitli karbon temelli malzemeler ve metal/metal oksit nanopartikiiller ile CN
kompozitlerinin hazirlanmas: tercih edilen yontemlerdir (Emre vd., 2025; Umapathi vd.,

2022).

CN ve GO bilesenlerinin uygun bir oranda birlestirmesiyle, h-CN ve GO’nun
bireysel bilesenlerine kiyasla daha yiiksek duyarliliga sahip olan ve daha diisiik maliyetli

fonksiyonel elektrot malzemelerinin hazirlanmasini saglanmistir (Emre vd., 2025).

Grafen temelli nanomateryaller, yiiksek elektriksel iletkenlikleri, iistiin termal, optik
ve mekanik yeteneklerinin yani sira yiiksek yiizey alanlarina sahip olmalar1 nedeniyle son
yillarin en ¢ok tercih edilen malzemeleridir (Worku ve Ayele, 2023). Grafen temelli
nanomateryaller, sensdr modifikasyonu (Qian vd., 2021; Yanik vd., 2023), biyokimyasal
tan1 amacl sensorler (Ozkan-Ariksoysal, 2022) ve enerji depolama teknikleri (Sathish vd.,
2011; Y. Tian vd., 2021; Yang ve Gunasekaran, 2013) gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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GO dispersiyonu GCE yiizeyine damlatilip kurutularak, sonrasinda CV uygulanmis
ve MLP iceren numunelerde kare dalga voltametrisi (SWV) yontemiyle MLP tayini
gerceklestirildigi bildirilmistir (Kablan vd., 2022). Bu yontemde, uygulanan CV islemi ile
GO’nun elektrokimyasal olarak rGO’ya doniiserek elektrot ylizeyinde biriktigi belirtilmistir
(Kablan vd., 2022). GO elektrot yiizeyinde indirgenerek rGO’ya doniistiiglinde, GO
yapisindaki oksijenli fonksiyonel grup sayisinda azalma gergeklestigi bildirilmistir (Yildiz
vd., 2025). GO’nun hidroksil gibi oksijenli fonksiyonel gruplar iceren diger 2D karbon
nanomalzemelerle kompozitlerinin elde edilmesiyle, uygulama alaninin genisletildigi

belirtilmistir (Svoboda vd., 2019).

GO tek basina veya kompozitleri halinde naproksen (Qian vd., 2020), izoniyazid
(Qian vd., 2021), mitomisin C (Yanik vd., 2023), favipiravir (Bouali vd., 2023) ve diger

bir¢ok ila¢ etkin maddesinin tayininde voltametrik sensér modifikasyonunda kullanilmistir.
Literatiirde h-CN@GO nanokompozitinin sentezine ve karakterizasyonuna iligskin

olarak, tez konusundan iiretilen yaymn (Emre vd., 2025) haricinde baska bir caligmaya

rastlanmamugtir.
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMi/MATERYAL YONTEM

3.1. Kullanmilan Kimyasallar

Nanokompozit bilesenlerinin sentezinde ve elektrokimyasal ¢alismalarda, Kimya
Boliimii Elektroanalitik Kimya ve Makromolekiiler Aragtirma Laboratuvarlarinda mevcut
olan kimyasallar kullanilmistir. HC1 (%37), asetik asit (%96), NaOH anhidrit (>%98),
H2SO4 (%98), H3PO4 (2%85), KMnO4 (>%99,0), grafit tozu (>%99; 325 um partikiil
boyutlu pullar), Na2HPO4 (>%99), NaH2PO4-2H20 (=%99), K3[Fe(CN)s] (=%99), CaClz
(=%99), MgCl2 (=%98), KC1 (=%99), NaCl (=%99), D(+)-glikoz (=%99,5), etanol (=%99,5)
ve metanol (>%99,8) Sigma-Aldrich; iire (ekstra saf) Tekkim;, MLP (>%99) etkin maddesi
ve miistahzar1 Covinavir 200 mg kapsiil, Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret Anonim
Sirketinden temin edilmistir. Temin edilen kimyasallar, ekstra saflastirma islemi yapilmadan

kullanilmustir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Kimya Bolimii Elektroanalitik Kimya ve Makromolekiiler Arastirma
Laboratuvarlarinda mevcut olan cihazlar kullanilmistir. Kompozit sentezinde IKA C-MAG
HS 7 termometreli manyetik karigtirici, Bandelin Sonorex marka ultrasonik banyo, pH
Olctimleri igin Adwa AD12 model pH metre ve kurutma islemlerinde Memmert marka etiiv

kullanilmustir.

Sentezlenen malzemelerin karakterizasyonunda Kimya Bolimii Arastirma
Laboratuvarindaki Perkin Elmer Lambda 25 model UV-GB ve Perkin Elmer Spectrum 100

model Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektrometreleri kullanilmastir.

X-Ismi kirmimi (XRD) spektrumlari i¢in, Cu-Ka 1s1n kaynakli Bruker-AXS model
difraktometre kullanilmistir. X-151m1 fotoelektron spektroskopi (XPS) i¢in monokromatik
Al-Ka 151 kaynakli Thermo-Scientific K-Alpha model cihaz ve Casa-XPS yazilimi

kullanilmistir.
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Nanokompozitin ve bilesenlerinin morfolojisini belirlemek i¢in taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileri, enerji dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi (EDX) ve element
dagilim haritalama (EDS) teknikleri i¢in Carl Zeiss 300VP model cihaz kullanilmistir.
Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) goriintiileme i¢in Tecnai G2 Spirit Biotwin model

cihaz kullanilmustir.

Elektriksel direng ve iletkenlik 6l¢timleri icin manuel hidrolik pres, kalip seti ve dort

nokta prob sistemine sahip Keithley 2400 model cihaz kullanilmistir.

Elektrokimyasal ¢alismalarda (CV ve DPV tekniklerinde) Metrohm 757 VA model
potansiyostat kullanilmustir. EIS ile yiik transfer direnci (Re) dlgiimleri Autolab PGSTAT-

30 model potansiyostat ve Ivium v4 yazilimi ile ger¢eklestirilmistir.

3.3. CN, h-CN, GO Bilesenlerinin ve h-CN@GO Kompozitlerinin Sentezi

GO, Intermediate Hummer yontemi ile sentezlenmistir (Yadav ve Lochab, 2019).
Bunun i¢in derigik H2SO4:H3PO4 (8:1, h:h) karisimina 1,0 g grafit tozu ilave edilmistir. Daha
sonra, bu karigim kuvvetlice karistirilirken tizerine yavasga 6,0 g KMnOs4 ilave edilmistir ve
50° C'de 12 saat boyunca karistirilmistir. Ortam sicakligina sogutulduktan sonra, {izerine
yavagca oksidan ¢ozeltisi (buz banyosunda 3 mL %30 H202 ve 250 mL soguk su karigimi)
ilave edilmistir. Reaksiyon ¢oOzeltisinin rengi, oksidan eklenir eklenmez koyu

kahverenginden saritya donmiistiir (Sekil 7).

Sekil 7. GO sentezinde ylikseltgeyici ilavesinden onceki (a) ve sonraki (b) basamaklarin

gorselleri.
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Daha sonra santrifiij uygulanarak ¢okeltiler deiyonize suyla yikanmistir. Yikama ve
santrifiijleme islemi pH 7’ye ulasana kadar tekrarlanmistir. Elde edilen iiriin 50 °C etiivde

12 saat kurutulmustur.

Gozenekli yapida CN sentezi i¢in, 400 mL beher igerisine konulan 200 mL etanole
10 g ire eklenmistir. Isiticili manyetik karistiricida kuvvetlice karistirilarak kaynama
noktasina kadar 1sitilarak tlirenin tamamen ¢oziinmesi beklenmistir. Etanolde ¢oziinen iire
110°C'de kurutularak kar benzeri ince tire kristalleri elde edilmistir. Porselen krozelerin 1/3
hacmi iire kristalleri ile doldurularak kapaklar1 kapatilmistir. Krozeler kiil firmnina alinip, 20

°C/ dakika hizda 1sitilarak 2 saat boyunca 550° C’de kalsine edilmistir (C. Sun vd., 2021).

CN hidroksilasyonu i¢in, 200 mg CN tartilip 30 mL %30 H20: ile karistirtlmigtir.
Elde edilen karisim 1 saat boyunca ultrasonik banyoda karigtirilmistir. Deiyonize su ile

yikandiktan sonra elde edilen h-CN 50 °C’de 12 saat kurutulmustur (Zheng vd., 2016).

h-CN@GO kompozitleri ultrasonik banyoda 35 kHz sabit frekans altinda
sonokimyasal yontemle hazirlanmistir (Vivekanandan vd., 2020). 30:70 bilesim oranina
sahip h-CN@GO kompoziti hazirlamak i¢in, 30 mL etanolde 30 mg h-CN ve 30 mL etanolde
70 mg GO’nun ayri ayr dispersiyonlar1 hazirlanmistir. Bu dispersiyonlar 1 saat boyunca
sonikasyona tabi tutulmustur. Daha sonra, dispersiyonlar karistirilip 1 saat daha sonikasyon
uygulanmistir. Elde edilen h-CN@GO 50 °C'de 12 saat kurutulmustur. Farkli oranlardaki
kompozitler de ayni kosullarda, farkli miktarlardaki h-CN ve GO ile hazirlanmistir.

3.4. Kalem Grafit Elektrot (KGE) Yiizey Modifikasyonu

KGE olarak 0,5 mm c¢apli Tombow 2B marka kursun kalem uglar1 kullanilmistir.
Modifikasyon isleminde KGE tutucu olarak, ayni anda 15 adete kadar istenen sayida KGE
takilabilen ¢oklu elektrot tutucu iiretilmistir. Bunun igin, yerel bir elektronik malzeme
tedarik¢isinden temin edilen Arduino breadboard adindaki devre tahtasinin 5 yuvali 3 sirasi
kesilmistir. Su aritmada kullanilan 6 mm ¢aph plastik hortumdan 10 cm uzunlukta
kesilmistir. Tek ucu kiskacli (krokodil) elektrot kablosunun serbest ucu hortumun iginden
gecirilip ve kablonun ucuna 5x3 sirali devre tahtasi lehimlenmistir. Hortumun diger

ucundaki kablo diigiimlenerek sabitlenmistir. Elde edilen ¢oklu KGE tutucu kullanilarak,
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giin i¢inde tekrarli analizlerde kullanmak iizere 15 adete kadar KGE ayni anda modifiye

edilmistir. Coklu KGE tutucunun gorselleri Sekil 8’de verilmistir (Emre vd., 2025).

(2)

Sekil 8. Coklu KGE tutucunun 10 adet KGE takilan (a) ve 6 adet KGE takilarak

modifikasyon uygulanan (b) gorselleri.

Sekil 8 (b)’de goriildiigii gibi, KGE’lerin modifikasyon uygulanan kisimlarinda renk
koyulagsmas1 gozlenmistir. GO’nun elektrot ylizeyinde birikmesi, literatiirde bildirilen
yontemle elektrokimyasal indirgeme islemiyle ger¢eklestirilmistir (Kablan vd., 2022; Zhou
vd., 2022). Kompozit malzeme de elektrot ylizeyine benzer bir yolla biriktirilmistir. KGE
ylizeyi iki adimda modifiye edilmistir. Modifikasyon i¢in kullanilan maddelerin stok
dispersiyonlar1 1:1 (h:h) metanol: su karisiminda 1 mg-mL™! derisimde hazirlanarak
ultrasonik banyoda 10 dakika disperse edilmistir. Dispersiyon stoklart buzdolabinda

saklanip her kullanimdan 6nce tekrar 30 saniye sonikasyon uygulanmustir.

KGE yiizeyinin modifikasyon isleminde voltametre cihazinin hiicresine 1 mg-mL!
h-CN@GO dispersiyonundan 200 pL konularak ve iizerine destek elektroliti eklenip 10
mL’ye tamamlanmistir. Voltametrenin karistiricist ile 2000 rpm devirde 60 saniye
karistirilmistir. Karistirma sirasinda hiicreden argon gazi (%99) gecirilmistir. 20 ug-mL!
(20 mg-L ") derisiminde h-CN@GO igeren elektrokimyasal hiicrenin igine KGE’ler 0,5 cm
daldirilmistir. Tarama hiz1 150 mV-s™! ayarlanarak -2,0 V’tan +2,5 V’a dogru 4 déngii CV
almarak KGE modifikasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. CV teknigiyle KGE yiizeyinin h-CN@GO ile modifikasyonuna iliskin

voltamogramlar (0,1 M -2,0 ile +2,5 V potansiyel araliginda 150 mV-s™! tarama hizinda 4

dongii alinmistir).

Modifikasyon islemi sirasinda alinan voltamogramda -1 V yakinlarinda bir
indirgenme piki gézlenmistir. Bu pik, literatiirde belirtilen GO’nun rGO’ya indirgenme piki
ile uyumludur (Kablan vd., 2022). Dongii sayis1 arttikga GO indirgenme pikinin siddeti
artmistir. Ancak 3. dongliden sonra muhtemelen elektrot yilizeyinde GO’nun
indirgenebilecegi elektroaktif bolgelerin doygunluga ulasmasina bagl olarak pik siddetinde
fazla artis gozlenmemistir. Buna gore optimum dongii sayisi 4 olarak belirlenmistir. Sekil

9’da verilen voltamogram, modifikasyon isleminin basarili oldugunu desteklemistir.

DPV o&l¢limlerinde bir adet KGE’nin voltametreye baglanmasi i¢in Rotring marka
kalem ucunun i¢ mekanizmasi: kullanilmistir. Elektrot kablosu kalem ucunu tutan
mekanizmaya lehimlenerek metal aksamin dis ylizeyi ¢ift bilesenli epoksi yapistirict ile

kaplanmustir (Sekil 10).
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(2)

Sekil 10. KGE’nin uzaktan (a), yakindan (b) ve voltametrede (c) ¢ekilen gorseller.

3.5. Karakterizasyon Teknikleri

Sentezlenen CN, h-CN, GO bilesenlerinin ve h-CN@GO kompozitlerinin
karakterizasyonu ic¢in ultraviyole — goriinlir bolge (UV-GB), FTIR, XRD, XPS
spektrumlari, SEM goriintiileri, EDX / EDS analizleri, TEM goriintiileri, elektriksel direng
ve iletkenlik 6l¢timleri alinmistir. Ayrica modifiye elektrot ylizeyinin karakterizasyonu i¢in

bu tekniklere ek olarak CV ve EIS gibi elektrokimyasal tekniklerden yararlanilmustir.

UV-GB absorbans spektroskopisi ile numunedeki bilesiklerin yapilar1 hakkinda
bilgiler saglanmistir. UV-GB spektrumlarinin alinmasi i¢in h-CN, GO ve h-CN@GO
ornekleri suda disperse edilerek 200-800 nm dalgaboyu araliginda ve 1 nm's"! dalgaboyu
tarama hizinda spektrumlari alinmistir. Elde edilen spektrumlar literatiirle kiyaslanmistir.
Ayrica malzemelerin optik bant araliklar1 Tauc esitligi kullanilarak hesaplanmistir (de Lima

vd., 2020; Tauc, 1968; Tauc vd., 1966).

FTIR spektroskopisi ile numunelerin fonksiyonel gruplar1 ve baglar1 hakkinda bilgi
edinilmistir. FTIR spektrumlari i¢in toz haline getirilen ve kurutulan CN, h-CN, GO, h-
CN@GO ve h-CN@GO@KGE numunelerinin 650 — 4000 cm™! dalgasayisi araligindaki %
transmittans degerleri kaydedilmistir. Elde edilen spektrumlar onceki calismalarla

karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
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XRD spektrumlar1 alinarak, numunenin kristalin yapisi ve baglari hakkinda bilgi
edinilmistir. Elde edilen spektrumlar XRD kiitiiphanelerindeki ve literatiirdekilerle
karsilastirilarak numunenin yap1 aydinlatmasinda kullanilmistir. Calismalarda Cu-Ka 151n
kaynakli XRD difraktometresi kullanilarak 5 — 35° araligindaki 26 degerlerinde CN, h-CN,
GO ve h-CN@GO numunelerinin X-1g1n1 kirinimlar1 kaydedilmistir.

XPS spektrumlari numunenin temel yapist ve kimyasal baglar1 hakkinda bilgiler
saglamigtir. XPS spektrumlarinin alinmasi i¢in monokromatik Al-Ka 1s1n kaynakli XPS
cihaz1 kullanilmistir. h-CN@GO@KGE numunesinin 300 pm ¢apindaki bir bolgesinde
odaklanan X-151n1 demeti ile 1 eV basamaklarla 200 eV gecis enerjisi kullanilarak 0-1200
eV baglanma enerjisi araliginda XPS survey spektrumu alinmistir. 0,1 eV basamaklarla 50
eV gecis enerjisi kullanilarak C 1s i¢in 280-292 eV, N 1s i¢in 394-410 eV ve O 1s i¢in 526-
540 eV baglanma enerjisi araliklarindaki XPS spektrumlar1 kaydedilmistir.

SEM ile numunenin yiizey morfolojisi hakkinda 50 nm — 2 pm araliginda detayl
goriintiiler elde edilmistir. SEM ile entegre olarak alman enerji dagilimhi X-1gin1
spektroskopisi (EDX) ve element dagilimi haritalama (EDS) teknikleri numunenin bulk
formunda yilizeye yakin kismindaki elementlerin neler oldugu ve yaklasik elementel
dagilim1 hakkinda bilgi vermistir. EDX ve EDS tekniklerinde 6rneklem olarak secilen
dikdortgen alanin bir kenar1 yaklagik 500 nm’dir. Bu kadar kiiciik bir alandan elde edilen
elementel dagilim oraninin, numunenin farkli bolgelerinde degisebilecegi gdz Onilinde
bulundurulmustur. SEM — EDX/ EDS teknikleriyle CN, h-CN, GO, h-CN@GO ve h-
CN@GO@KGE numunelerinin yiizey morfolojileri ve yiizeydeki elementlerin dagilimi

incelenmistir.

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak, SEM’e kiyasla numunenin
daha derinine inen goriintiiler elde edilmistir. TEM goriintiileme i¢in h-CN, GO ve h-
CN@GO numuneleri metanol i¢inde sonikasyon ile disperse edilip, karbon grid {izerine
damlatilip kurutulmustur. TEM goriintiilerinde bilesenlerin ve kompozitin morfolojileri

incelenerek kompozit olusumu dogrulanmastir.

Elektriksel direng ve iletkenlik 6l¢timleri i¢in, h-CN, GO, h-CN@GO numunelerinin

her birinden 200 mg tartilip, bir agat havan ve tokmak kullanilarak ince toz haline
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getirilmistir. Toz numuneler manuel hidrolik preste 15 mm capindaki pelet kalip setine
yerlestirilerek 1 dakika boyunca 1000 kg/cm? basing uygulanmustir. Elde edilen pelet
halindeki numunelerin elektriksel direng ve iletkenlik 6l¢timleri i¢in dort nokta prob cihazi

kullanilmastir.

3.6. Elektrokimyasal Yontemler

CV ve DPV teknikleri i¢in ii¢ elektrotlu (KGE ¢alisma elektrodu, platin karsit
elektrot ve Ag/AgCl referans elektrotlu) potansiyostat kullanilmigtir. MLP CV 6lgiimleri 0
V ile +0,9 V potansiyel araliginda, 100 mV-s™! tarama hizinda gergeklestirilmistir. MLP
redoks mekanizmasinin aydinlatilmasi igin yapilan deneylerde 10 — 1000 mV-s' CV tarama
hizlarinda voltamogramlar kaydedilmistir. Elektrotlarin elektroaktif yilizey alan1 (ESA)
olgiimlerinde 1 mM Ks[Fe(CN)s] icerisinde 10 — 1000 mV's! CV tarama hizlarinda

voltamogramlar kaydedilmistir.

DPV olgiimleri 50 mV puls genligi, 0,04 s puls siiresi, 0,009 V potansiyel basamagi,
0,04 s potansiyel adimi siiresi, 10 mV potansiyel adimi ve 50 mV-s"! tarama hizinda

gerceklestirilmistir.

EIS calismalari, 100 mV-s™! tarama hizinda 1 mM Ki[Fe(CN)s] analit ve 100 mM
KCl elektrolitte gergeklestirilmistir. Yiik transferi direnci (Rcr) degerleri Ivium v4 yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Esdeger devrenin EIS veri uyumu (fitting) korelasyonu Ivium
v4 yazilmindan elde edilen ki-kare (x?) degerleri kullanilarak degerlendirilmistir. y>
degerinin biiyiik olmas1 durumunda deneysel EIS sonucu ile uygulanan fitting arasmda kotii
bir uyum oldugu, kii¢iik olmasi ise iyi bir uyum oldugu seklinde degerlendirilmistir

(Lazanas ve Prodromidis, 2023).

Farmasotik preparattan analiz ve geri kazanim caligmalarinda MLP miistahzari
Covinavir 200 mg kapsiil (Abdi Ibrahim ilag San. ve Tic. A.S.) kullanilmistir. 10 adet
kapsiiliin i¢indeki toz halindeki ilacin toplam agirligi1 2270 mg tartilmistir. 1 kapsiil igeriginin
ortalama agirligi 227 mg hesaplanmistir. 1 kapsiilde etikette belirtilen etkin madde miktar
200 mg oldugundan, ilag stok ¢ozeltisinin MLP derisim hesabinda tartilan miktar 227/200 =
1,135 katsayisi ile garpilmistir. Ornegin, 10 mL 102 M ilag stok ¢dzeltisi hazirlanirken, MLP
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molar kiitlesi 329,31 g/mol oldugu dikkate alinarak, 10 mol/L x 329,31 g/mol x 0,01 L =
0.032931 g MLP x 1,135 = 0.03738 g Covinavir kapsiil tozu tartilarak 10 mL metanolde
¢oziildii. Farmasotik preparatin ve MLP etkin maddesinin metanol icerisinde hazirlanan

¢ozeltileri 1’er mL hacimli porsiyonlara boliinerek kapakli tiiplerde -20 °C’de saklanmuistir.
Yapay serum ¢ozeltisi 5 mM CaClz, 4,5 mM KCI, 1,6 mM MgClz, 4,7 mM glikoz,

9%0,1 insan serum albumini, 2,5 mM {ire, ve 145 mM NaCl igerecek sekilde hazirlanmistir

(Ozcan ve Sezgintiirk, 2015).
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. CN, h-CN ve GO Bilesenlerinin Sentezi

Tabaka tlizerine tabaka morfolojisine sahip h-CN@GO kompozitleri dort reaksiyon
adiminda hazirlanmustir. 11k olarak, kristalize iirenin termal polimerizasyonu ile gdzenekli

CN nanotabakalari elde edilmistir (C. Sun vd., 2021) (Sekil 11).
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Sekil 11. h-CN sentez semasi.

CN sentezi sirasinda kullanilan baslangi¢c maddesi olan iire, yaklasik 3 mm c¢aplh
kiiresel graniiller halindedir. Ure bu haliyle kullanildiginda elde edilen CN bulk yapiya
sahiptir ve dispersiyon yetenegi zayiftir. Ure etanolde ¢oziiliip kristallendirildiginde, kar
benzeri ince kristallere sahip bir toz elde edilmistir. Boylece gozenekli yapili ve kolay

disperse olan CN elde edilmistir (C. Sun vd., 2021).

Ikinci asamada, CN yiizeyi hidroksillenerek h-CN elde edilmistir (Zheng vd., 2016).
h-CN’nin CN’ye gore daha iyi disperse oldugu gozlenmistir. CN ve GO’nun dispersiyon
stabiliteleri diigiiktii. CN ve GO dispersiyonlar1 sonikasyondan sonra opak gortiniimde iken,
1 saat bekleyince partikiil ¢okmesine bagli olarak berraklasmistir (Sekil 12) (Emre vd.,
2025).
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CN h-CN

Sekil 12. Dispersiyonlarin sonikasyondan hemen sonra (a) ve 1 saat bekledikten sonraki (b)

gorselleri.

Hidroksilasyon islemi, CN’nin dispersiyon stabilitesini 6nemli 6l¢iide arttirmistir. h-
CN’nin  yiiksek dispersiyon stabilitesi, ultrasonikasyon yontemiyle h-CN@GO
nanokompozitlerinin daha homojen yapida olusmasinda etkili olmustur. Ayrica, bu islem
kompozit malzemenin CN bileseninin islevselligini daha da arttirarak ve hedef analit ile
etkilesimini kolaylastirmistir (Qian vd., 2020, 2021). Sekil 12°deki GO dispersiyonu
bekletilince ¢okme gozlenmesine karsin, h-CN@GO kompozitinin h-CN gibi yiiksek
dispersiyon stabilitesine sahip olmasi, kompozit i¢indeki h-CN’nin GO’ya basariyla entegre
olarak kompozitin ¢okmesini engelledigini gostermistir. Benzer sekilde, bu 6zellik elektrot
modifikasyonu sirasinda kompozitin ¢dkmesini engelleyerek elektrot yiizeyinde birikmesini

saglanmistir.
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Ugiincii asamada, ara (intermediate) Hummer yodntemiyle GO sentezi
gergeklestirilmistir (Yadav ve Lochab, 2019). GO sentezinde fosforik asit ve siilfiirik asit
karistmi kullanildiginda, grafitin sp? karbon iskeletinde meydana gelen yapisal kusurlarin
GO nanoyapilarinda karboksil, epoksi ve hidroksil fonksiyonel gruplarinca daha zengin GO
yapist elde edildigi bildirilmistir (Yadav ve Lochab, 2019). Bu fonksiyonel gruplara sahip
GO sentezlenmesi, MLP oksidasyonunda daha yiiksek sinyal veren bir sensor elde

edilmesine katki saglamistir.
4.2. h-CN@GO Kompozitinin Sentezi

Sentez islemlerinin ardindan h-CN ve GO bilesenleri basit bir sonokimyasal teknik
kullanilarak birlestirilmistir (Vivekanandan vd., 2020). Nanokompozitin sentez basamaklar1

ve elektrot modifikasyonunun semas1 Sekil 13’te verilmistir (Emre vd., 2025).
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Sekil 13. Malzemelerin sentez adimlar1 ve elektrot modifikasyonu semasi.

4.3. Elektrot Modifikasyonu

Hazirlanan h-CN@GO kompozitleri CV teknigi uygulanarak elektrokimyasal
yontemle KGE ytiizeyinde biriktirilmistir.

Nanokompozitin bilesenlerinin hangi oranda birlestirilecegine karar vermek

amactyla farkli oranlardaki h-CN ve GO kullanilarak MLP tayininde elde edilen pik akimlar
kiyaslanmistir. Bunun i¢in h-CN:GO bilesenlerinin 100:0, 97:3, 95:5, 90:10, 80:20, 70:30,
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60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 5:95, 3:97 ve 0:100 agirlik¢a % oranlarini igeren

nanokompozitler hazirlanarak elektrot modifikasyonunda kullanilmaistir.

4.4. Bilesenler ve Kompozitin Karakterizasyonu

h-CN, GO ve h-CN@GO numunelerinin UV-GB spektrumlari ve optik bant
bosluklar1 gosteren Tauc grafikleri Sekil 14’te verilmistir (Emre vd., 2025).
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Sekil 14. h-CN, GO ve h-CN@GO’nun UV-GB spektrumlar (a) ve Tauc grafikleri (b-d).

GO UV-GB spektrumunda 206 nm'de (m—n* gegisleri) maksimum absorpsiyon ve

300 nm civarinda (n—n* gecisleri) zayif bir omuz gozlenmistir (de Lima vd., 2020).

h-CN spektrumunda, triazin sisteminin n-n* gecisleri nedeniyle 272 nm'de bir

absorpsiyon piki goriilmiistiir (Chidhambaram ve Ravichandran, 2017).

Kompozitte, 214, 272 ve 286 nm'de her bir bilesene ait absorpsiyonlar

kaydedilmistir. Bununla birlikte, kompozitin hem absorpsiyon piklerinin hem de
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absorpsiyon kenarinin, bilesenlerin arasindaki giiclii etkilesimlerin bir sonucu olarak GO ve

h-CN’nin absorpsiyon piklerine kiyasla kirmiziya kaydigi gozlenmistir (Lokeii vd., 2022).

Optik bant bosluklar1 7auc denklemi kullanilarak hesaplanmistir (de Lima vd., 2020;
Tauc, 1968; Tauc vd., 1966) (Denklem 4.1).

ahv=A(hv — Eg) (4.1)

Bu denklemde a, &, v, A, Eg, sirasiyla absorpsiyon katsayisi, Planck sabiti, 15181n
frekansi, bir sabit ve bant aralig1 enerjisidir. n, bant gegis tiiriidiir. Dogrudan geg¢is i¢in n =
¥’dir (de Lima vd., 2020). h-CN, GO ve h-CN@GO degerleri sirasiyla 2,75, 3,50 ve 3,20
eV olarak bulunmustur. Bu degerler daha once bildirilen degerlere yakindir (de Lima vd.,

2020; Lou vd., 2023).

h-CN, GO ve h-CN@GO'nun kat1 hal iletkenlikleri dort nokta prob teknigi ile
olgiildii. Karsilastirma icin KGE'min iletkenligi de olgiildii. ilgili veriler Tablo 1’de
verilmistir (Emre vd., 2025).

Tablo 1
Elektrot modifikasyonunda kullanilan materyalin kat1 hal elektriksel direng ve iletkenlik

degerleri.
Elektriksel Direng (p)/ Elektriksel Iletkenlik (o)/
Materyal
Q-cm S-cm’!
YalmnKGE ~ 5.36x10! 1.87x1072
h-CN 1.08x108 9.28x107°
GO 1.39x10° 7.21x107°
h-CN@GO 2.79x10° 3.58x10°°

Beklendigi gibi, yalin KGE, kompozit ve bilesenlerinden daha yiiksek bir elektriksel
iletkenlik gdstermistir. Modifikasyon siireci sirasinda, kompozitteki GO bileseninin kismen
indirgenerek GO'dan daha iletken olan rGO formuna doniistiigii bildirilmistir (Kablan vd.,
2022).
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Numunelerin FTIR spektrumlar Sekil 15°te verilmistir (Emre vd., 2025).

1270-1085

Transmittance / %

3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 650
‘Wavenumbers / cm?!

Sekil 15. CN (a), h-CN (b), GO (c), h-CN@GO (d) ve h-CN@GO@KGE (e) FTIR

spektrumlari.

Sekil 15°te verilen FTIR spektrumlarinda, karakteristik GO ve h-CN titresimleri
gozlenmistir. GO spektrumunda sirasiyla -C=0, C=C, C-OH ve C-O-C titresimlerine
karsilik gelen 1734, 1620, 1425 ve 1050 cm™’deki titresim pikleri goriilmiistiir (Yadav ve
Lochab, 2019). CN icin, karakteristik triazin titresimleri 805 cm™’de goriilmiistiir (Zheng
vd., 2016). Bundan farkli olarak, h-CN spektrumunda basaril1 hidroksilasyona ait 2500-3600
cm! ve 1124-900 cm™! araliginda genislemis absorpsiyonlar gézlenmistir (Zheng vd., 2016).
Kompozitin spektrumundaki pikler, h-CN’ninkilere olduk¢a benzerdir. Bu iki spektrum
arasindaki fark, 1054 cm™’de bir pik olusmasidir. Bu yeni pik, GO’nun h-CN ¢ercevesine
entegre edildigini gostermistir. Sekil 15 (e), kompozit malzemenin elektrot yiizeyinde
basariyla biriktigini gostermistir. Hem KGE'ye hem de kompozit malzemeye 6zgii titresim

pikleri Sekil 15°te gdzlemlenmistir. KGE igin 2960 ve 1018 cm™ dalga sayisindaki
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karakteristik pikler, sirastyla CH2=CHz ve C-O titresimlerine aittir (Vishnu vd., 2018).

Gozlemlenen piklerin geri kalani, KGE ylizeyini saran kompozit malzemeye aittir.

Numunelerin XRD spektrumlart Sekil 16’te verilmistir (Emre vd., 2025).
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2 Theta / Degree

Sekil 16. CN (a), h-CN (b), GO (c¢) ve h-CN@GO (d) kompozitlerinin XRD spektrumlari.

GO, 26=10,6° (001)’de giiclii bir kirmnim piki gostermistir ve grafitin GO yapisina
tam bir doniisiimiine atanmistir (Yadav ve Lochab, 2019). CN spektrumunda, konjuge
aromatik sistemin varligina bagli olarak 26=27,5 °’de (002) giiclii bir kirmmim piki
gbzlenmistir (Mai Oanh vd., 2018). Hidroksilasyondan sonra, istiflemedeki bir artig
nedeniyle bu pikin yogunlugu artmistir (Zheng vd., 2016). Hem GO (001) hem de h-CN'ye

(002) ait kirnim piklerinin bir arada bulunmasi, kompozit olusumu dogrulamstir.

h-CN@GO’nun kimyasal yapisi, XPS analizleri ile arastiritlmigtir (Sekil 17) (Emre
vd., 2025).
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Sekil 17. Kompozitin XPS spektrumlari: Survey (a), C 1s (b), N 1s, (¢), O 1s (d).

Kompozitin XPS survey spektrumunda, 534,8, 399,1 ve 288,1 eV’de sirasiyla O 1s,
N 1s, ve C 1Is’ye ait pikler gézlenmistir (Seki/ 17a). Cls spektrumu, sirasiyla C=C, C-OH,
C-0O-C, -COOH ve C-N baglarina ait 284,4, 285,4, 287,7, 288,6 ve 290,0 eV’de bes pik
gozlenmistir (Sekil 17b) (Xu vd., 2017). Nls spektrumu, sirasiyla C-N=C (triazin
yapisindaki piridin N), -C-N- (tersiyer N) ve C-N-H (birincil ve ikincil N) baglar1 nedeniyle
398,9, 399,9 ve 401,0°da pikler gézlenmistir (Sekil 17c). N1s spektrumunda ayrica, daha
once bildirildigi gibi GO ve h-CN bilesenleri arasindaki olasi bir sarj etkisi (m-m*
etkilesimleri) nedeniyle 37 eV’de bir pik goriilmiistiir ve bu sonu¢ h-CN@GO sentezinin
basariyla gerceklestigini dogrulamistir (Xu vd., 2017). Sekil 17d’de gorillen O 1s
spektrumunda, kompozit yapidaki C=0 ve C-O fonksiyonel gruplarina karsilik gelen 531,1
ve 533,3 eV’deki pikler goriilmiistiir (Lou vd., 2023).
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Kompozit ve elektrot morfolojisi mikroskobik analiz teknikleri ile incelenmistir. GO,

h-CN ve h-CN@GO’nun TEM goriintiileri Sekil 18’de verilmistir (Emre vd., 2025).

Sekil 18. Farkli biiylitme oranlarinda GO (a-c), h-CN (d-f) ve h-CN@GO (g-i) TEM

goriintiileri.

Hem GO hem de h-CN nanoyapilari, Sekil 18a-f’de goriildiigli gibi katmanl
morfolojiye sahiptir. GO’dan farkli olarak, h-CN yiizeyinde delikler i¢eren gozenekli bir
yaptya sahiptir (Seki/ 18 d-f). Bu tabakalardaki ortalama gdzenek ¢ap1 30-60 nm arasindaydi.
Sekil 18 (g-i) kompozit malzemenin {iist iiste binmis katmanli morfolojisini gostermistir. Bu
goriintiilerde GO ve h-CN fazlar1 net bigimde gézlenmistir. Gézenekli yapili koyu renkli
bolgeler kompozitin h-CN bilesenine ait olup, agik renkli bolgeler GO’ya aittir. Malzeme ve
modifiye elektrot ylizeyinin SEM goriintiileri Sekil 19°da verilmistir (Emre vd., 2025).
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Sekil 19. Farkli biiylitme oranlarinda GO (a-c), h-CN (d-f), h-CN@GO (g-i) ve
h-CN@GO@KGE (j-1) SEM goriintiileri.

SEM goriintiilerinde GO tabakalarinda karakteristik kirigikliklar ve kivrimlar
gozlenmistir (Sekil 19 a-c). Benzer bigimde, h-CN ylizeyinde karakteristik gozenekler ve
katlanmis katmanlar goriilmiistiir (C. Sun vd., 2021) (Sekil 19 d-f). Bu karakteristik
goriintiiler kompozit i¢in de gozlenmistir (Sekil 19 g-i). Sekil 19 j-1, kaplanmis h-CN@GO
elektrot ylizeyini gostermistir. Yalin KGE’nin yiizeyi, modifiye KGE yiizeyine gore daha az
gbzenege sahiptir (Yanik vd., 2023). Bununla birlikte, modifiye KGE’de Sekil 19j-1’de
goriildiigii gibi gozenekler ve kirigikliklarin varligi, basarili bir elektrot modifikasyonu

yapildigin1 géstermistir.
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Numunelerin ve elektrot yiizeyindeki elementler ve dagilimi, EDX ve EDS

haritalama teknikleri ile degerlendirilmistir (Seki/ 20) (Emre vd., 2025).

Sekil 20. GO (a-c), h-CN (d-f), h-CN@GO (g-i) ve h-CN@GO@KGE’nin (j-1) SEM
goriintiileri ve EDX analizleri ve modifiye elektrot yiizeyinin EDS haritalama goriintiileri

(m-p).
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Sekil 19 (a-I), malzemelerin ve modifiye elektrot ylizeyinin diisiik ¢oziiniirlikli
SEM goriintiilerini ve ilgili EDX analiz sonuglarin1 gostermistir. Karsilastirma i¢in, analizler
GO ve h-CN igin de yapilmistir (Sekil 19 a-f). Ozellikle, kompozitin atomik bilesim oranu,
modifiye elektrot yiizeyininkilere ¢ok yakindir. Kompozit i¢in C, N ve O'nun yiizde atom
orani sirastyla 45,02; 35,92 ve 1306 olarak bulunmustur. Modifiye elektrot i¢cin C, N ve
O'nun ylizde orani sirasiyla %45,73; 29,31 ve %24,96 idi (Sekil 19 m-p). Bu sonu¢ ayni
zamanda kompozit malzemenin KGE ylizeyinde basariliyla biriktirildigini de gdstermistir.
Bu elementlerin elektrot yiizeyindeki dagilimmi gosteren EDS haritalama analizi Sekil 19

(m-p)’de verilmistir.

Elektrot yiizeyinin karakterizasyonunda CV ve EIS teknikleri kullanilmistir (Sekil
21) (Emre vd., 2025).
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Sekil 21. Kor (i), yalin KGE ile 100 mM MLP (ii) ve h-CN@GO@KGE ile 100 mM
MLP’nin (iii) 100 mV-s™! tarama hizindaki CV’leri (a) ve yalin, aktif ve modifiye KGE’lerin
Nyquist egrileri (b).

Modifikasyon islemi, MLP’nin CV teknigi ile aliman voltamogramlarindaki pik
akimlarini ve pik potansiyellerini degistirmistir (Seki/ 21 a). Modifiye KGE ile elde edilen
MLP CV’sinde 0,4 V potansiyelde gozlenen pik akimi, modifiye edilmemis KGE’ye kiyasla
yaklagsik 2 kat yiiksektir (Sekil 21 a).

Elektrotlarin yiik transfer direngleri (Rct) impedimetrik Sl¢timlerle belirlenmistir
(Sekil 22 b). Yalin KGE, aktive KGE, h-CN, GO ve h-CN@GO ve modifiye KGE'lerin
ortalama (n=3) R degerleri sirasiyla 160+7, 90+4, 1,7+0,4, 1,3+0,1, ve 1,5+0,2 Q olarak
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belirlenmistir. Rt hesaplamasinda uygulanan fitting islemi i¢in yazilimdan elde edilen ki-
kare (y?) degerleri sirastyla 1,2x107%,1,6x1074,2,0x107%, 2,4x107* ve 2,6x10* bulunmustur.
v2 degerlerinin 10 mertebesinde olmasi, uygulanan fitting isleminin Sekil 22b’de verilen

esdeger devre ile giiclii korelasyon gosterdigini desteklemistir (Casero vd., 2012).

Yalin KGE, h-CN, GO ve h-CN@GO modifiye KGE'lerin ortalama R (n= 3)
degerleri sirasiyla 160£7, 1,7+0,4, 1,3£0,1 ve 1,5+0,2 Q olarak belirlenmistir. h-CN@GO
modifikasyonundan sonra R degerinin yaklasik 100 kat azaldigi tespit edilmistir. Re:
degerindeki bu azalma, elektrot yiizey alanindaki artis ve modifiye elektrot yiizeyde analitin
etkilesebilecegi fonksiyonel gruplar sayesinde elektrolit-elektrot arayiizeyinde elektron

transferinin kolaylastirilmasi ile a¢iklanmistir (Findik vd., 2021).

Ks[Fe(CN)s] Redoks ciftlerinin potansiyel farklar1 (AEpja-«]) Tablo 2’de verilmistir
(Emre vd., 2025).

Tablo 2

CV tekniginde yalin ve modifiye KGE ile elde edilen Ks[Fe(CN)s] anodik (Epr,) ve katodik
(Ep) pik potansiyelleri arasindaki fark (AEpz-+7) (100 mV-s"! tarama hizi, 100 mM KCl
iginde 1 mM Ks[Fe(CN)s ).

Elektrot Epas / mV Epi/ mV AEp[a-k) mV
KGE 252 173 79
h-CN@GO@KGE 250 167 83

Modifikasyon sonrasinda AEpqk degerinin  degismesi, sensér ylizeyinin
elektroaktivitesinde bir degisme gerceklestigini, dolayisi ile modifikasyon isleminin

basariyla uygulandigini desteklemistir (7ablo 2).

ESA degeri, Sekil 22 ve Randles-Sevcik denklemi (Denklem 4.2) kullanilarak

hesaplanan elektrot ylizeyini karakterize eden 6nemli bir parametredir (Bard vd., 2006).

i=2,69x10°n32 AwEsy D12 C v 4.2)

41



Bu denklemde, i pik akimini, n redoks reaksiyonundaki elektron sayisini, Aksa)
elektroaktif yiizey alanin1 (ESA), D difiizyon sabitini (25 °C'de 7,6x107% cm?-s™!), v tarama
hizin1 ve “C” Ks[Fe(CN)s] konsantrasyonunu (10 mM) gostermektedir.

Sekil 22°deki regresyon dogrularinin egimi, Denklem 4.2°de ESA'y1 hesaplamak i¢in

kullanilan i / v degerlerini vermektedir (Emre vd., 2025).

i/ pA

ESA: 0.34 cm? X
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 -0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

E/V E/V
Sekil 22. 100 mM KCl i¢inde 1 mM K3[Fe(CN)s] ¢ozeltisinin 10-1000 mV-s™!' tarama
hizlarinda yalin KGE (a) ve modifiye KGE (b) ile elde edilen CV’leri ve v/?’ye kars1 i
grafikleri.

Yalin ve modifiye KGE’nin ESA’lar1 sirastyla 0,02 (£0,005) cm? ve 0,34 (£0,01)
cm? olarak bulunmustur (n= 3). Bu sonuglar, modifikasyon isleminin elektrotun ESA

degerini yaklasik 17 kat artirdigini géstermistir (Sekil 22).

4.5. Deneysel Parametrelerin MLP Pik Akimi ve Potansiyeli Uzerindeki Etkisi

Destek elektrolit olarak kullanilan tampon ¢ozelti tiirii, derisimi ve pH’sinin MLP
pik akimi ve potansiyeli lizerindeki etkisini arastirmak i¢in modifiye KGE kullanilarak pH
0,3-10 araliginda Britton-Robinson tamponu (BR), sodyum asetat tamponu (ABS), sodyum
fosfat tamponu (PBS) ve 0,5 M H2SOs ¢ozeltileri gibi ¢esitli tampon c¢ozeltilerinde
calismalar yapilmistir (Sekil 23 a-c) (Emre vd., 2025).
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Sekil 23. DPV teknigiyle modifiye KGE kullanilarak 2,15 pM MLP’nin c¢esitli destek
elektrolitlerde alinan voltamogramlar1 (a), pH’a kars1 pik potansiyeli (b), pH’a kars1 pik
akimi (c) ve PBS NaH2POs derisimine karsi pik akimi (d) grafikleri.

Sekil 23’te goriildiigii gibi, tampon ¢dzeltinin tiiri ve pH, hem pik potansiyelini hem
de pik akimini 6nemli dlglide etkilemistir. 0,1 M NaH2POs ile hazirlanarak 0,1 M NaOH ile
pH 7’ye ayarlanan 0,1 M PBS en yiiksek MLP pik akimini saglamasi nedeniyle, sonraki
deneylerde destek elektrolit olarak secilmistir. Asidik ve bazik ortamlarda pik akimin
azaldigr gozlenmistir. Notr pH’larda PBS kullanildiginda, diger tamponlara gére daha
yiiksek akim elde edilmistir. Ayrica dort farkli PBS konsantrasyonunda 6l¢iim alinarak en
yiiksek akim 0,1 M PBS derisiminde elde edilmistir. Tampon konsantrasyonundaki daha
fazla artig, pik akimini degistirmemistir (Sekil 23 d). Bu nedenle, sonraki ¢alismalar 0,1 M
pH 7 PBS tamponu ile gerceklestirilmistir.

Secilen destek elektrolit kullanilarak modifiye KGE ile MLP numunesinin DPV’si
alindiginda 0,34 V potansiyelde MLP oksidasyon piki gozlenmistir. Bu nedenle DPV
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potansiyel araligi 0 V'tan +0,9 V olarak sec¢ilmistir. DPV tarama hiz1 olarak 50 mV-s’!

uygulandiginda pik bi¢imleri diizgiin, analiz siiresi kisa ve duyarlilik yiiksektir.

CV tarama hizinin MLP pik akimi1 ve potansiyeli lizerindeki etkisini arastirmak i¢in

10-1000 mV-s! arahigindaki tarama hizlarinda voltamogramlar alimmstir (Sekil 24) (Emre

vd., 2025).

120

1000 mV-s™!
(a) .

10 mV:+s!

60
< |
=0
-60
/
00 02 04 06 08
EIV
2,0
(c)
1,5 -
~1.0
g
0.5 1 y =0,6163x - 00623
R? = 0,9987
0_,0 T T T T T
05 10 15 20 25 30 35
log v

0,5
0,5 4
>
~—
k04 4
y=0,0321x + 0,3637
R?=0,9989
0.,4 T T T T T
05 1,0 1,5 20 25 30 35
log v
60 { (d)
< 40
=4
=
20 -
y=1,9931x - 4,1809
R2=10,9986
0 T T T
0,0 10,0 20,0 30,0

Sekil 24. Modifiye KGE ile 200 pM MLP’nin 0 — 1000 mV-s! tarama hiz1 (v) aralifinda

CV teknigi ile elde edilen voltamogramlari (a), log v’ye kars1 pik potansiyeli (b), log v’ye

karsi log i (c) ve v

1/2»

ye kars1 i (d) grafikleri.

Tarama hiz1 10°dan 1000 mV-s"e yiikseltildiginde, MLP oksidasyon potansiyeli
0,397°den 0,461 V’a yiikselirken, pik akimi 3,3’ten 60,2 pA’e yiikselmistir. MLP

oksidasyon mekanizmas1 ve akim tipi Sekil 24’ten belirlenmistir. Tarama hizinin

logaritmasinin (log v) pik potansiyeline (E) kars1t grafiginden (Sekil 24 b) elde edilen

regresyon dogrusunun esitligi Denklem (4.3)’te verilmistir.

Ep=0,0321 log v + 0,3637 (R> = 0,9989)
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Denklem 4.3’ten egim Ep/ log v = 0,0321 olarak bulunmustur. Bu deger, Denklem
4.4’te kullanilarak MLP oksidasyonunun 2 elektronun transferi ile gergeklestigi tespit
edilmistir (Kablan vd., 2022; Pletcher vd., 2001).

Ep=K-23xRT/(2xoxnxF) x log v (4.4)

Denklem 4.4’te R: 8,314 I mol ' K™!, T: 298,15 K, a: elektron transfer katsayis1 (0,5),

n: redoks reaksiyonunda alinan/verilen elektron sayis1; F: Faraday sabiti (96485 C mol™).

Ek olarak, Sekil 23b’de verilen regresyon dogrusunun egimi 0,0618 bulunmustur ve
bu deger teorik 0,059 degerine yakindir. Bu, aktarilan elektron ve proton sayilarinin birbirine

esit oldugunu gostermistir (Karakaya ve Dilgin, 2024).

Redoks reaksiyonunda alinan/verilen elektron sayisinin 2 oldugu bilgisi ile aktarilan
elektron ve proton sayilarinin birbirine esit oldugu bilgisi birlikte degerlendirildiginde,
onceki caligmalarda belirtildigi gibi MLP’nin oksidasyonunda 2H* ve 2e  transferinin
gergeklestigi sonucuna varilmistir (Kablan vd., 2022). MLP’nin olas1 elektrooksidasyon
mekanizmasi Sekil 25’te verilmistir (Kablan vd., 2022).

0 0
0 0
0 0O >—NH 2 H* 0 0 }—NII
N\_}—-NII — N\_)—N
p — \ _ R — AN
HO“ t OH 2e HO\‘ { (@]

OH OH

Sekil 25. MLP’nin olas1 elektrooksidasyon mekanizmasi.

Sekil 24c’de verilen log v’ye karsi log i grafiginden bulunan regresyon esitligi

Denklem 4.5’te verilmistir.

log i =0,6163 x log v — 0,0623 (R>=0,9987) (4.5)

Denklem 4.5’te 0,6163 olarak bulunan egim degerinin 0,5’e¢ yakin olmasi,
yiikseltgenmenin esas olarak difiizyon kontrollii meydana geldigini desteklemistir (Bilici

vd., 2021). Ayrica, 0,9986 bulunan R? degerinin 1’e yakinlig1 da bu sonucu desteklemistir.
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Hidroksilasyon, CN’nin dispersiyon kabiliyetini énemli ol¢lide arttirmistir. Benzer
bicimde, h-CN@GO kompozitinin dispersiyon yetenegi de CN@GO kompozitinden
iistlindii. Deneysel parametrelerin optimizasyonunda, CN ve h-CN’nin dispersiyon
yetenekleri kiyaslandiginda, h-CN dispersiyonunun daha uzun siire ¢gokmeden kararli kaldig1
gozlenmistir. Basarili bir modifikasyon islemi i¢in, modifikasyon islemi siiresince kompozit
dispersiyonunda ¢okme gergeklesmemesinin gerektigi ve h-CN@GO kompozitinin bu

acidan avantajli oldugu gézlenmistir.

Deneysel parametrelerin optimizasyonunda elektrokimyasal performansi arttirmanin
etkili yollarindan birinin, uygun bilesime sahip elektrot modifiyerinin hazirlanmasi oldugu
gozlenmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan sonokimyasal yontemin avantajlarin biri de,
basit bir karistirma islemi ile h-CN ve GO bilesenlerinin istenen oranlarini igeren
kompozitlerin hazirlanmasina olanak saglamasiydi. Bu yolla, 15 farkli oranda h-CN ve GO
igeren kompozitler hazirlanmistir ve elektrokimyasal biriktirme ile elektrot yiizeyi modifiye

edilerek MLP tayinindeki pik akimlar1 kiyaslanmustir (Sekil 26).

Ayrica, hi¢ kompozit eklenmeden modifikasyon yapiliyormus gibi yalin KGE’ye CV
islemi uygulandiginda, KGE yiizeyinin elektroaktivitesinde artis gozlendiginden, bu
elektroda “aktive KGE” adi1 verilerek yapilan 6n islemin etkisi degerlendirilmistir (Sekil 26).
MLP sinyalleri karsilastirildiginda, aktive KGE’nin sinyali yalin KGE’nin sinyalinin
yaklagik 2 katiydi. Neden-sonug iligkisinin dogru kurulabilmesi igin, “Sinyal artigini
gercekten kompozit mi saglamaktadir, yoksa modifikasyonda uygulanan CV islemi mi
saglamaktadir?” sorusuna yanit aranmistir. Bunun i¢in, MLP sinyalinin 6l¢iimii dncesinde
modifiye KGE’ye uygulanan tiim islemler yalin KGE’ye de uygulanmistir. Aradaki tek fark

yalin KGE ile CV alinmas1 sirasinda ortama kompozit eklenmemesidir.

Sekil 26’teki histogram, elektrot yilizeyinin %30:70 h-CN:GO bilesimi ile
kaplandiginda en yiiksek pik akiminin elde edildigini gostermektedir (Emre vd., 2025).
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Sekil 26. Nanokompozit bilesiminin MLP’nin DPV pik akimu iizerindeki etkisi (0,1 M pH
7 PBS iginde 1,2 uM MLP, 50 mV-s™! tarama hiz1).

Elektrot yilizeyinde uygun h-CN:GO bilesimi ile meydana gelen sinerjik etki ile daha
duyarli elektrokimyasal Olclimlerin elde edilebilecegi goriilmiistiir. GO’nun yliksek
iletkenlik ve genis yiizey alan1 gibi {istiin 6zellikleri ile h-CN’nin fonksiyonel gruplar i¢eren
yapist uygun bir oranda kompozit halinde birlestirilerek, daha yiliksek duyarlilikla MLP
tayini gerceklestirilmistir. Modifiye elektrot, MLP sinyalini yalin KGE’ye kiyasla yaklasik
3,3 kat artirmstir.

Secilen deney kosullar1 Tablo 3’te verilmistir (Emre vd., 2025).
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Tablo 3

Secilen deneysel parametreler.

Parametre Secilen degerler
Nanokompozitin bilesimi (% agirlik) %30 h-CN + %70 GO
Modifikasyon isleminde kullanilan nanokompozitin derigimi 20 mg-L!
Modifikasyon islemi, destek elektrolit 0,1 M PBS pH 7,0
Modifikasyon islemi CV potansiyel araligi -2,0 V’'tan +2,5 V’a
Modifikasyon islemindeki CV tarama hizi 150 mV-s!
Modifikasyon islemindeki CV dongii sayisi 4

DPV destek elektrolit 0,1 M PBS pH 7,0
DPV potansiyel aralig1 0OvV/+0,9V

DPV tarama hizi 50 mV-s’!

Modifikasyon isleminde kullanilan nanokompozitin derisimi 20 mg L™ altinda iken
daha diisiik MLP sinyali elde edilmistir. Derisimin 20 mg L' iistiine ¢ikarilmasi1 ise MLP
sinyalinde artis saglamamustir. Bu nedenle nanokompozitin derisimi olarak 20 mg L'

sec¢ilmistir.

Modifikasyon isleminin CV potansiyel aralig: se¢ilirken literatiirde verilen (Kablan
vd., 2022) potansiyel araliginda deneyler yapilmistir. GCE ¢alisma elektrodunda -2,0 V’tan
+2,5 V’a 4 kez CV alindiginda, ortamda bulunan GO’nun indirgenerek elektrot yilizeyinde
indirgenmis GO (rGO) birikimi gerceklestigi bildirilmistir (Kablan vd., 2022). KGE
kullanilarak yapilan deneyler sonucunda, bu potansiyel araligt MLP i¢in en yiiksek sinyal

artis1 saglamustir.

Literatiirde GCE modifikasyonu i¢in verilen 100 mV-s! CV tarama hiz1 (Kablan vd.,
2022) yerine, KGE igin 150 mV-s"! tarama hizinda modifikasyon uygulandiginda daha
yuksek MLP pik akimi gozlenmistir. Modifikasyon islemindeki CV dongii sayis1 4
secilmistir. Bundan daha az ve daha fazla sayida dongii alinmasi daha diisiik MLP sinyaline

neden olmustur.

48



4.6. Analitik Yontem Validasyonu

Beseri tibbi tiriinler (insan kullanimina yonelik ilaglar) i¢in teknik sartlarin kiiresel
baglamda uyumlastirilmasina yonelik olarak faaliyet gosteren uluslararasi bir kurulus olan
“The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use” (ICH), 2015 yilinda Isvigre yasalarina gore kar amaci
giitmeyen uluslararasi bir kurulustur (ICH, 2015). {laglarin ruhsatlandiriimast, iiretimi, kalite
kontrol, piyasa denetimleri gibi tiim alanlarda gergeklestirilen ila¢ analizlerinde kullanilan
yontemlerin gegerliliginin kanitlanmasi (validasyonu) i¢in teknik kilavuzlar ICH tarafindan
yayimlanmaktadir. Amerikan Ilag¢ ve Gida Dairesi (FDA, 2024) ve Avrupa Birligi’nin ilag
alanindaki diizenleyici kurumu olan Avrupa ilag Kurumu (European Medicines Agency)
(EMA, 2024) ICH iiyelerinden olmakla birlikte, T.C. Saglik Bakanligi’'nin bagli kurumu
olan Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu da gozlemci sifatiyla (TITCK, 2025) ICH

calismalarina katilmaktadir.

Ila¢ analizlerinde resmi kurum ve kuruluslarca kabul edilen ve ila¢ sanayisi
tarafindan uygulanan analitik yontemlerin validasyon c¢aligmalar1 ICH kilavuzlarina gore
yapildigindan, tez ¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen MLP analitik yontemin validasyon
caligsmalari giincel ICH Q2(R2) kilavuzlaria gore yapilmistir (ICH, 2023). Bu kapsamda
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, stabilite (kararlilik), saglamlik, geri kazanim ve se¢icilik gibi

validasyon parametreleri incelenmistir.

Dogrusal g¢alisma araliginin belirlenmesi i¢in kalibrasyon deneylerinde bilinen
derisimlerde MLP igeren standart ¢ozeltilerin DPV’leri ve bu DPV’lerde g6zlenen pik akimi
degerleri kaydedilmistir. Optimize edilmis kosullarda yalin ve modifiye KGE kullanilarak
0-300 nM derisim araliginda MLP nin DPV yo6ntemiyle alinan voltamogramlari, kalibrasyon

egrileri ve regresyon esitlikleri Sekil 27°da verilmistir (Emre vd., 2025).
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Sekil 27. DPV teknigi ile yalin (a) ve modifiye (b) KGE kullanilarak elde edilen MLP
kalibrasyonuna ait voltamogramlar ve grafikler

Yalin elektrot ile elde edilen voltamogramlarda MLP’nin ytikseltgenme piki 0,64
V’ta gozlenmistir. Modifikasyondan sonra, yiik aktarim direncinin diismesi ve elektrot/

elektrolit arayiiziinde elektron transferinin kolaylagmasi sayesinde MLP piki daha diistik bir
potansiyelde (0,34 V) gozlenmistir.

Sekil 27 (a) ve (b)’de goriildiigii gibi, yiikseltgenme pik akimi, 0-300 nm araliginda
artan MLP konsantrasyonlar: ile dogrusal olarak artmistir. 300 nM MLP derisiminde yalin

KGE ile 0,5 pA, modifiye KGE ile 11 pA (22 kat yiiksek) pik akimi gézlenmistir (Sekil 27)

Modifiye edilmis KGE i¢in validasyon parametreleri Tablo 4’te verilmistir (Emre
vd., 2025).
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Tablo 4

Yalin ve modifiye KGE ile gelistirilen DPV yontemlerinin validasyon parametreleri.

Parametre Yalin KGE  Modifiye KGE
Dogrusallik araligi / nM 30-300 7-300
Kalibrasyon egimi / pA nM! 0,0017 0,0370
Kalibrasyon y-kesisimi / pA -0,0267 -0,0893
Y-kesisiminin standart hatasi1 (SH) 0,0075 0,0140
Y-kesisiminin standart sapmasi (SHxn'?) 0,0039 0,0243
Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 (R?) 0,9973 0,9998
Kalibrasyondaki konsantrasyon noktasi say1si 9 10
Kalibrasyon noktalarindaki tekrar sayist (n) 3 3
Gozlenebilme sinir1 (DL) / nM 7,6 2,2
Kantitatif tayin sinir1 (QL) / nM 23,0 6,6
Gin i¢i kesinlik (100 nM MLP pik akimi1 BSS/%) 4,79 1,21
Glinler aras1 kesinlik (100 nM MLP pik akimi1 BSS/%) 4,97 1,46

Devam eden basliklar altinda duyarhilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, kararlilik,
saglamlik, geri kazanim ve secicilik gibi validasyon parametreleri incelenmis ve

tartisilmagtir.

4.6.1. Duyarhlik ve Dogrusalhik

DL ve QL Denklem 4.6 ve 4.7 kullanilarak hesaplanmistir (ICH, 2023).

DL=330/S (4.6)
QL=100/S (4.7)

Denklem (4.6) ve (4.7)’de, “c” standart sapma ve “S” kalibrasyon egrisinin egimidir.
Bu denklemlerdeki o degeri olarak, regresyon dogrularinin y-kesisim noktalarinin standart
sapmasi kullanilmistir. ICH Q2(R2) Analitik Yontem Validasyon Kilavuzunda (ICH, 2023)
aciklanan “kalibrasyon egrisi verisinden DL ve QL hesaplama” yontemi uygulanmistir.
Bunun i¢in, DL ve QL araliginda analit igeren numuneler kullanilarak elde edilen spesifik

bir kalibrasyon egrisinin istatistiksel parametreleri hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin
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regresyon denkleminden y-kesisimi bulunmustur. Y-kesisiminin standart hatasi, Microsoft
Excel (v16.0) programinin veri ¢dziimleme aract kullanilarak, kalibrasyon egrisinin
regresyon verisinde Anova testi uygulanarak elde edilmistir. Kesisimin standart hatasindan,

standart sapma hesaplanmustir.

MLP i¢in DL degeri yalin KGE i¢in 7,6 nM, modifiye KGE i¢in 2,2 nM olarak
belirlenmistir. Modifikasyon yapilarak yaklasik 3 kat daha duyarl bir sensor elde edilmistir.
Yalin KGE dogrusallik araligi 30 — 300 nM oldugundan, 30 nM altindaki MLP
derigimlerinde tayin gerceklestirilememistir. Bu nedenle, 30 nM’dan diisiik derisimlerde

MLP tayini i¢in dogrusallik araligir 7 — 300 nM olan modifiye KGE kullanilmistir.

4.6.2. Dogruluk ve Kesinlik

Dogrusal ¢alisma araligindaki ii¢ farkli MLP konsantrasyonunda (50, 100 ve 200
nM) dogruluk ve giin i¢i — glinler aras1 kesinlik deneyleri yapilarak elde edilen sonuglar

Tablo 5°te verilmistir (Emre vd., 2025).

Tablo 5

Yalin ve modifiye KGE ile gelistirilen DPV yontemlerinin dogruluk ve kesinlik verileri.

Giin Ici Farkli Giinlerde

flave Edilen Tayin Edilen Dogruluk Giinler aras1

Elektrot - Kesinlik Tayin Edilen -
(a) )/ o )
MLP/nM  MLP®/ nM Bagil Hata®®/ % BSS/ % MLP/ nM Kesinlik BSS/ %
50 49,0 £ 1,6 2,00 7,96 478 £1,8 9,00
Yaln 100 99,5+2,0 0.47 4,79 99,2 +2,0 4,97
KGE b b b b b b b
200 198,6 £ 1,2 0,69 1,53 198,5+ 1,4 1,71
50 50,0 £0,3 0,06 1,56 49,9+0,3 1,68
Modifiye
KGE 100 99,7+0,5 0,27 1,21 99,7+ 0,6 1,46
200 199,8 + 0,7 0,06 0,86 199,6 + 0,8 0,99

@ Tayin Edilen MLP: Aritmetik Ortalama+ Standart hata (SH) (n=6), BSS: Bagil standart sapma,
® 94 Bagil Hata: 100 x (Ilave edilen - Ilave edilen) / Ilave edilen.
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Tablo 5’ten gorildiigii gibi, her iki elektrodun da 50 — 200 nM MLP derisimi
araliginda kabul edilebilir dogruluk ve kesinlige sahiptir. Ancak modifiye KGE’nin
dogrulugu ve kesinligi yalin KGE’den daha yiiksektir.

Tablo 5°teki veriler kullanilarak, dogruluk ve giin i¢i — giinler aras1 kesinlik grafikleri

elde edilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Dogruluk ve giin i¢i — giinler aras1 kesinlik grafikleri.

Sekil 28°deki her iki elektrot icin de regresyon dogrularinin egiminin 1’e yakin
olmasi, uygulanan analitik yontemin dogrulugunun yiiksek oldugunu gostermistir. R>
degerinin 1’e yakin olmasi ise yontemin kesinliginin yiiksek oldugunu gostermistir. Bununla
birlikte, modifiye KGE’nin dogrulugu ve kesinligi yalin KGE’den daha yiiksek bulunmustur
(Emre vd., 2025).
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4.6.3. Kararhhk

Metanol i¢inde hazirlanan 1 mM MLP stok ¢ozeltisinin giin i¢indeki kararliligini
belirlemek i¢in, DPV teknigi ile yapilan 6l¢iim sonuglarindan MLP geri kazanim degerleri
25 °C ve 4 °C’de sirasiyla %99,7 ve %99,8 olarak bulunmustur. MLP stok ¢6zeltisinin -20
°C’de 3 aylik depolama siiresince kararli kaldig1 goézlenmistir. Bu stirede MLP pik akimi

degismemistir.

Nanokompozit modifiye elektrotlarin kararlilig1 da arastirilmistir. Bu amacla 10 adet
KGE ayn1 anda modifiye edilmistir (Seki/ § a). Daha sonra, modifiye edilmis KGE’ler 10
saate kadar destekleyici elektrolitte tutuldugunda, akimda o©nemli bir degisiklik
kaydedilmemistir. Ancak 24 saatlik daldirma isleminden sonra pik akimi yaklagik %40
oraninda azalmistir. Bu nedenle, modifiye edilmis elektrotlar gilinlik olarak hazirlanip

kullanilmastr.

4.6.4. Secicilik

Secicilik deneylerinde farmasotik preparatlardaki girisim  yapict  bilesikler
kullanilmistir. Bu amagla askorbik asit, sitrik asit, polivinil pirolidon (PVP), karboksimetil
seliiloz (CMC), stearik asit, nisasta ve KCl se¢ilmistir. Kiyaslama i¢in kor ¢ozeltiye 0,28 uM
MLP eklenerek pik akimi 6l¢iilmiistiir. Aynt MLP derisiminin 100 katinda girisim yapict
madde iceren ortamlarda MLP tayini tekrarlandiginda, pik akimlarinin bagil hata
degerlerinin %0,98’den az oldugu bulunmustur. Bu sonuclar, belirtilen maddelerin
varliginda MLP analizinin yiiksek segicilikle gergeklestirildigini gostermistir (Sekil/ 29)
(Emre vd., 2025).
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Sekil 29. Girisim etkisi ¢alisilan maddelerin 0,28 uM MLP’nin pik akiminin bagil hatasi
tizerindeki etkisi (a) ve elde edilen DPV’ler (b) (Kor ve diger ¢ozeltilerin tiimiine 0,28 uM
MLP eklenmistir.)

4.6.5. Saglamhk

Hem pH degerindeki hem de baslangi¢ potansiyelindeki kiiciik degisikliklerin pik
akimi tlizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amacla deneyler pH 6,9-7,1 araliginda ve
baslangi¢ potansiyeli -0,01 ile +0,01 V arasinda gerceklestirilmistir (Tablo 6) (Emre vd.,
2025).

Tablo 6
Gelistirilen analitik yontemin saglamlik verileri (n= 6, modifiye KGE, 100 nM MLP).

Deneysel kosullar Pik akim1 + SE (pA)  p-degeri

pH 7,0/0,00 V 3,61 + 0,04 -

pH 6,9 /0,00 V 3,61 + 0,04 0,14
pH 7,1/0,00 V 3,61 +0,05 0,17
pH 7,0/ +0,01 V 3,61 +0,03 0,20
pH 7,0/-0,01 V 3,61 +0,05 0,17

Tablo 6’da verilen p degerlerinin >0,05 olmasi, kasitli olarak yapilan kiigiik

degisikliklerin pik akiminda énemli bir degisiklige neden olmadigin1 gostermistir.
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4.6.6. Farmasotik Preparatlarda MLP Analizi ve Geri Kazamim

Ticari olarak temin edilebilen MLP kapsiilleri optimum kosullar altinda analiz
edilmistir (Tablo 7 ve Sekil 30). Etiket degeri olarak 200 mg MLP iceren bir kapsiilde
ortalama 200,4 + 2,2 mg MLP tayin edilmistir (BSS = %1,1; Bagil hata = %1,6) (Emre vd.,
2025).

801
+ MLP standart
< 60
= MLP kapsiil
401
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/V
Sekil 30. MLP kapsiillerinde DPV yontemi ile miktar tayini ve iizerine ilave edilen MLP

standartlarina ait voltamogramlar.

Geri kazanim ¢alismasi i¢cin, MLP kapsiillerinin etiketinde belirtilen etkin madde
miktari tayin edilerek kontrol edilmistir. Daha sonra kapsiil numunelerinden hazirlanan MLP
¢Ozeltisinin iizerine bilinen miktarda (5 mg) MLP standart ¢ozeltisi eklenerek yeniden miktar

tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 7°de verilmistir (Emre vd., 2025).
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Tablo 7

Gelistirilen yontemle farmasotik preparattan MLP tayininin geri kazanima.

Ilag etiketinde belirtilen MLP miktar1 /mg 200
Tayin edilen MLP /mg 200,4
MLP miktar tayini BSS /% 1,1
Bagil hata /% 1,6
[lag iizerinde ilave edilen MLP /mg 5,0
Bulunan (n=5) /mg 4,98+0,06
Geri kazanim /% 99,6

Tablo 7’den goriildiigli gibi, geri kazanim degeri %99,6 (n= 5) olarak belirlenmistir.

Elde edilen geri kazanim sonuglari, uygulanan yontemin gecerliligini gostermistir.

4.6.7. Biyolojik Materyalde MLP Analizi ve Geri Kazanim

Modifiye KGE kullanilarak optimize edilen kosullarda DPV yontemiyle MLP
analizinin biyolojik numunelerde uygulanmasi i¢in, yapay idrar (Parra vd., 2016) ve yapay
kan (Ozcan ve Sezgintiirk, 2015) ¢ozeltileri kullamilmistir. Hazirlanan numuneler

bekletilmeden lizerlerine bilinen miktarda MLP eklenerek analizleri gergeklestirilmistir.

Yapay idrar numunesinin lizerine MLP eklenmeden o6nce alinan (kor)

voltamogramda 0,32 V potansiyel degerinde 8,93 pA pik akimi elde edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. Yapay idrar numunesi iizerine 0, 20, 40, 100, 200, 300 nM MLP eklenmesi

sonrasinda DPV yontemiyle elde edilen voltamogramlari.

flag icermeyen yapay idrar numunesinde pH 7 PBS igerisinde 0,32 V potansiyel
degerinde gozlenen pikin, tirik asidin yiikseltgenmesine ait oldugu bildirilmistir (Adeosun
vd., 2020). Yapay idrar iizerine MLP eklenmesiyle pik akiminda artis gdzlenmistir.
Numunedeki iirik asit ile MLP’nin girisim yaptig1 goriilmiistiir. Bilinmeyen idrar
numunesindeki iirik asidi uzaklastirmak veya ayirmak i¢in segici bir 6n islem yapilmasi veya
ayirma teknigi uygulanmasi durumunda, gelistirilen sensoér kullanilarak idrardaki MLP
tayininin miimkiin olabilecegi ve sonraki caligmalarda bu konunun arastirilabilecegi

diistiniilmektedir.

Insan serumundan MLP tayini igin, yapay serum c¢ozeltisi iizerine degisen
derisimlerde (0, 20, 40, 100, 200, 300 nM) MLP eklenerek elde edilen numuneler, modifiye
MLP ile optimize edilen kosullarda DPV yontemiyle analiz edilmistir. Bes derisimde ii¢
tekrarli analiz gerceklestirilmistir (toplam n=15). Elde edilen voltamogramlar Sekil 32°de

verilmigtir.
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Sekil 32. Yapay serum ¢ozeltisi tizerine 0, 20, 40, 100, 200, 300 nM derisimlerde ilave edilen

MLP ¢ozeltilerinin optimize edilen kosullarda DPV yontemiyle elde edilen voltamogramlari

(a-f).

Yapay serum numunesinde 0 nM MLP derisiminde (kér numunede) herhangi bir pik
gozlenmemistir (Sekil 32). Sekil 33a’da yapay serum ¢ozeltisi iizerine ilave edilen MLP
derisimine kars1 pik akimi grafigi verilmistir. ilave edilen MLP derisimine karsi bulunan

MLP derigimi grafigi Sekil 33b’de verilmistir.

300 A
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Sekil 33. Yapay serum ¢ozeltisi iizerine artan derisimlerde MLP eklenmesi sonucunda elde

edilen pik akimi grafigi (a) ve ilave edilen MLP’ye kars1 bulunan MLP derisimi grafigi (b).

Sekil 33a’da goriilen regresyon dogrusunun egiminin (0,0369), Sekil 27 (b)’de
verilen grafikteki standart MLP ile elde edilen kalibrasyon dogrusunun egimine (0,0370)
yakin bulunmustur. Bu sonuglar, yapay serum ¢dzeltisinde uygulanan analitik yontemin

dogrulugunu desteklemektedir. Ayrica bu sonuglar, yapay serum ¢ozeltisindeki maddelerin
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caligma araliginda MLP’nin analizini de etkilemedigini gostermistir. Sekil 33b’den
goriildiigii gibi yapay seruma ilave edilen MLP derisimine karsi tayin edilen MLP derisimini
gosteren grafikteki egiminin (0,9960) 1°e yakin olmasi, ilave edilen MLP miktar1 kadar tayin
edildigini, diger bir ifadeyle yontemin dogrulugunu gostermistir. R? degerinin (0,9999) 1’¢

yakin olmasi da yontemin kesinligini géstermistir.

Modifiye KGE kullanilarak optimize edilen kosullarda 20 nM MLP ilave edilen
yapay serum numunesinde yapilan analizler sonucunda elde edilen MLP geri kazanim

degerleri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo &

Yapay serum ¢ozeltisine ilave edilen MLP miktarinin % geri kazanimi.

Seruma ilave edilen MLP derisimi /nM 20,0
Serumda tayin edilen MLP /nM 19,6
BSS /% 2,8
Bagil hata /% -2,0
Yeniden ilave edilen MLP /nM 180,0
Tayin edilen MLP (n=3) /nM 177,7+0,6
Geri kazanim /% 98,7

Tablo 8’de verilen bagil hata ve BSS degerlerinin diisiik olmast, ayrica geri kazanim
degerinin %100’e yakin olmasi, serumdan MLP tayininin yiliksek dogruluk ve kesinlik ile

gerceklestirildigini gdstermistir.

Bu veriler, hazirlanan modifiye KGE’lerin oldukca iyi bir performansa sahip
oldugunu gdstermistir. Bu tabloda kalibrasyon grafiklerinin egimi, yontem duyarliligini
gostermektedir (Bard vd., 2006). Bu calismada gelistirilen voltametrik MLP sensdrlerinin
analitik tayin parametreleri literatiirde verilen sonuglarla karsilastirilmistir (Tablo 9) (Emre

vd., 2025).
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Tablo 9

MLP tayiniyle ilgili literatiirde yayimlanan elektrokimyasal yontemler.

Teknik  Caligma elektrodu Tampon ve pH  Aralik DL Kalibrasyon egimi ~ Referans
(Duyarlilik)
Swv® GCE®/ 1GO® 0,1 M BR® 0,09-4,57uM 0,03uM 8,9916 pA/pM (Kablan vd.,
pH 9 2022)
DPV®  GCE/Cu-BTC@ 0, MBR  0,1-63,3uM 0,0713uM  0,0059 pA/uM (Erk vd.,
EG-PEDOT/PSS® pH3 2022)
DPV CPE™ / Fe;04 0,04 MBR  0,25-1500  0,05pM 0,2018 pA/uM (Vural vd.,
pH 2 uM 2023)
Ccv rGO-SPE® 0,04 M BR 0,152-18,272 0,048uM 0,0018 pA/nM (Nabil vd.,
pH2 uM (1,8 pA/uM) 2023)
DPV GCE/dsDNA® 0,1 M ABS!® 10-200 uM  2,93uM  -0,0004 pA ug' mL (Kucuk vd.,
pH 4,7 (0,0001317 pA/pM) 2024)

DPV  Poli (Py-co-3tBA)/  PBS(? 7,5<10-  6,01x107  1,8x10'' uA/M (Cetinkaya
MOL@MIP/GCE'D  pH7.5  2,5x10“pM M (1,8%105 pA/pM)  vd., 2024)

DPV  GuaM/MOL@MIP®® 5M HAc!®  7,5x107-  1,13x107  1,86x10'2 yA/M (Cetinkaya

/GCE 2,5%105 uM M (1,86x 10° uA/uM) ~ vd., 2024)
DPV Yalin KGE BRpH 2 25-1000nM 7,2 nM 0,0018 pA/nM (Karakaya ve
Dilgin, 2024)
DPV Yalin KGE 0,1MPBS 30-300nM 7,6 nM 0,0017 pnA/nM (Emre vd.,
pH7 2025) 15

DPV h-CN@GO@KGE 0,1 M PBS 7-300 nM 2,2 nM 0,037 uA/nM (Emre vd.,
pH7 2025) 19

(1) SWV: Kare dalga voltametrisi

(2) GCE: Camsi karbon elektrot

(3) rGO: Indirgenmis grafen oksit

(4) BR: Britton-Robinson tamponu

(5) DPV: Diferansiyel puls voltametrisi

(6) Cu-BTC@EG-PEDOT/PSS: Cus(1,3,5-benzen trikarboksilat),+etilen glikol-poli(3,4-etilendioksitiyofen)
/ Polistiren siilfonat

(7) CPE: Karbon pasta elektrot

(8) SPE: Perde baskili elektrot

(9) dsDNA: Cift sarmalli deoksiriboniikleik asit

(10) ABS: Sodyum asetat tamponu

(11) Poli (Py-co-3tBA) / MOL@MIP: Polipirol-3-tienil boronik asit / molnupiravir molekiiler baskili polimer

(12) PBS: Fosfat tamponu (Na,HPO4+NaH,POy4)

(13) GuaM / MOL@MIP: Guanin metakrilat / molnupiravir molekiiler baskilt polimer

(14) HAc: Asetik asit

(15) Bu ¢aligmada elde edilerek yayimlanan sonuglar
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

COVID-19 pandemisi, insan hayatin bir¢ok alanini etkiledigi gibi saglik hizmetlerini
de etkilemistir (Cinpolat ve Cakir, 2022). insanhigin ilk kez karsilastigi bu hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek antiviral bir ilacin pandemi baslarinda bulunmamasi, ilag
arastirmalarinin 6nemini bir kez daha gostermistir. Normal kosullarda yeni bir ilacin kesfi
veya mevcut bir ilacin yeni bir endikasyonda giivenli ve etkili kullanimina resmi
otoritelerden onay almasi i¢in gereken klinik ilag arastirmalar: yillarca siirerken, pandemi
doneminde arastirmacilarin {istiin cabalar1 ve tiim diinyadaki seferberlik hali sayesinde
tedavide kullanilabilecek antiviral ila¢ alternatifleri siiratle kesfedilerek acil kullanim
onaylar1 verilmistir. Yasanan siirecte hem ilag¢ arastirmalari icin hem de kesfedilen ilaglarin
tiretimindeki ve denetimindeki kalite kontrol analizleri i¢in yeni analitik yontemlere olan
ithtiyac artmistir. Bu ihtiyag¢ dikkate alinarak, MLP tayininde kullanilmak {izere bir sensér
gelistirilmesi bu tezin ¢alisma konusu olarak secilmistir. Gelistirilen sensoriin farmasotik
preparatlardaki analizlerde ve biyolojik materyalde calismaya uygun olmasi, yiiksek
duyarlilikta dogru ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi ve diisiik maliyetle yerli imkanlara
tiretilebilmesi icin elektrot materyali olarak KGE tercih edilmistir. Yaklasik maliyet hesab1
yapildiginda, 2025 yil1 i¢in 1 adet KGE’nin maliyeti 2 TL dir.

KGE’nin duyarliligin1 arttirmak i¢in tez dncesinde yapilan 6n deneylerde ¢ok sayida
nanokompozit alternatifi ile ylizey modifikasyonu uygulanarak en iyi performansi saglayan
h-CN@GO nanokompoziti secilmistir. h-CN@GO bilesenlerinden olan h-CN, iireden
termal polimerizasyonla sentezlenmistir. Ure kullamlmasinin avantaji, diisiik maliyetli ve
kolay bulunabilen bir baslangi¢c maddesi olmasidir. CN sentezinin ardindan sonikasyon ile
uygulanan basit bir hidroksilasyon islemiyle h-CN elde edilmistir. h-CN, igerdigi hidroksil
fonksiyonel gruplar1 sayesinde CN’ye gore analit sinyalinde daha fazla artig gostermistir.
Bununla birlikte CN’ye gore daha iyi dispersiyon stabilitesine sahip olan h-CN
kullanildiginda, modifikasyon iglemi siiresince destek elektrolit icerisinde kompozitin

disperse halde kalmasini saglanmistir.

MLP tayini i¢in duyarliligin artmasin1 saglayan oksijen iceren fonksiyonel gruplarca

zengin bir GO vyapist elde edebilmek amaciyla, Intermediate Hummer yOntemi
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uygulanmistir. GO, diisiik maliyetli bir malzeme olan grafit tozundan sentezlenmistir (Yadav
ve Lochab, 2019). Ardindan h-CN ve GO, sonikasyon ile disperse edilerek nanokompozit
sentezi tamamlanmistir. Nanokompozitin h-CN ve GO bilesenlerin oranmin sensor
performans: {izerindeki etkisi incelendiginde, en yiiksek pik akimini veren kompozitin

agirlik¢a %30:70 oraninda h-CN ve GO igerdigi tespit edilmistir.

Sentezlenen yeni h-CN@GO nanokompozitinin yapr aydinlatmasi, ¢esitli
goriintiileme ve analiz teknikleriyle yapilmistir. Modifiye sensoriin morfolojisi SEM ve
TEM ile goriintiilenmistir. EDS ve EDX ile bilesenlerinin ve nanokompozitin elementel
bilesimi belirlenmistir. KGE yiizeyinde gozenekli kompozit tabakalarinin olusmasi
nedeniyle, yalin elektrotun elektroaktif ylizey alaninin modifikasyon sayesinde yaklasik 17
kat arttigt CV teknigi ile tespit edilerek, bu sonuglar SEM ve TEM teknikleri ile
dogrulanmistir. EIS analiz sonuglar;, h-CN@GO kaplamanim elektrot yiizeyinin diisiik
iletkenligini  arttirdigim1  ve elektrolit-elektrot araylizeyinde elektron transferini
kolaylastirdigin1 gostermistir. Modifiye KGE kullanildiginda yalin KGE’ye kiyasla ii¢ kat
daha diisiik gozlenebilme sinir1 elde edilmistir. Bu sayede biyolojik materyaldeki diisiik ilag¢

derisimlerinin tayini miimkiin hale gelmistir.

KGE yiizeyinin nanokompozit ile modifikasyonu CV teknigiyle gerceklestirilmistir.
Destek elektrolitin tiiri, pH degeri ve derisimi optimize edilerek 0,1 M pH 7 PBS
kullanildiginda en yiiksek pik akimi elde edilmistir. Modifiye elektrot kullanilarak DPV
yontemiyle yapilan MLP tayininde 7-300 nM dogrusal caligma aralifinda 2,2 nM
gozlenebilme smir1 ve 6,6 nM kantitatif tayin smir1t elde edilmistir. Modifiye KGE
kullanilarak yiiksek dogruluk ve kesinlik (giin i¢ci BSS: %1,21 ve giinler aras1 BSS: %1,46)
saglanmistir. MLP tayini i¢in yiiksek segcicilik gdsteren sensor, ¢alisilan maddelerle girigim
yapmamistir. Farmasotik preparattan elde edilen MLP geri kazanim degeri %99,6
bulunmustur. MLP ilave edilen yapay serum Orneklerinden ise %99,7 geri kazanim

bulunmustur. Bu sonugclar, gelistirilen voltametrik yontemin gegerliligi gdstermistir.
Tez kapsaminda elde edilen veriler kullanilarak Microchemical Journal dergisinde

yayimlanan makalenin ilk sayfas1 Ek-1’de ve derginin SCI-Expanded kapsaminda olduguna

iliskin belge Ek-2’de verilmistir.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In this research, pencil graphite electrode {PGE) surfaces were modified with a two-dimensional and multi-
COYTP'B functional composite material consisting of hydroxylated graphitic carbon nitride (hCN) and graphene oxide
Antiviral drug (GO) p for sensitive vol ric determination of coronavirus disease (COVID-19) drug molnupir-

Molnupiravir

Hydroxylated graphitic carbon nitride
Graphene oxide

Voltammetry

avir (MLP). The synthesis of carbon nitride, hCN, GO, and the composite material (hCN@GO) included thermal
polymerization, hydroxylation, intermediate Hummer's method, and sonochemical processes, respectively.
Then, the resulting composite material was electrochemically loaded on the PGE surface. The effects of various
experimental parameters, such as the supporting electrolyte, pH, buffer concentration, and scan speed, on the
analyrtical signal were investigated. The most vital one was the composite composition loaded on the PGE. The
highest signal was obtained when the PGE surface was coated with the hCN:GO ratio of 30:70 (as weight%). The
findings assigned electrode medification with proper composition led to an approximately 17-fold increase in the
electrochemically active surface area and a 100-fold decrease in the charge transfer resistance of bare PGE. Thus,
it could achieve approximately a 3-fold lower detection limit. The sensor exhibited a linear response in the
7-300 nM MLP concentration range with a detection limit of 2.2 nM without significant interference.

1. Introduction disadvantages. Voltammetric techniques have attractive features such as

high sensitivity, ease of application, and portable device options [11]. In

Molnupiravir (MLP), International Union of Pure and Applied
Chemistry name known as [(2R,3S,4R,5R)-3,4-dihydroxy-5-[4
(hydroxyamino)-2-oxepyrimidin-1-ylJoxolan-2-yllmethyl 2-methylpro-
panoate, is a prodrug of the cytidine analog N(4)-hydroxycytidine [1].
MLP is used for the treatment of infections of RNA viruses, including
coronaviruses such as the severe acute respiratory syndrome
coronavirus-2 (SARS-CoV-2), Ebola virus, Middle East respiratory syn-
drome coronavirus (MERS-CoV), bovine viral diarrhea virus, alphavi-
ruses that cause encephalitis, influenza, and hepatitis C virus [1-2]. This
drug inhibits the replication of SARS-CoV-2 by creating errors in the
process of copying viral genetic material [4]. The European Medicines
Agency recommended the use of MLP in adults at risk for coronavirus
disease (COVID-19} in November 2021 [5].

Determination of MLP by various analytical techniques has been
reported, including chromatography [6], speetroscopy [7], and vol-
tammetry [8-10], Undoubtedly, each method has both advantages and

* Corresponding authors.

this technique, electrode surfaces are usually modified with suitable
materials to improve their electrochemical characteristics, such as
sensitivity and selectivity [12]. For this purpose, carbon materials,
polymers, metals, metal oxides, metal sulfides, and their blends/com-
posites are among the most commonly used modification agents. Espe-
cially, two-dimensional carbon nanomaterials such as graphene, carbon
nanotubes, and graphitic carbon nitride (CN) are widely used in elec-
trochemical sensor technology to expand the electrode surface area,
increase porosity, and provide easy immobilization [13].

Carbon nanomaterials, including graphene oxide (GO), nanotubes,
nanoribbons, and quantum dots, have attracted considerable attention
because of their remarkable properties [14 17]. GO is one of the most
famous 2D flexible layered carbon nanomaterials. It has outstanding
properties such as high conductivity, large surface area, fast electron
transfer ability [12,18], and mechanical strength. Therefore, GO-based
materials are indispensable modifiers for electrochemical sensor
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