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OZET

insan Saghg1 Acisindan Onem Tasiyan Folik Asit,
Riboflavin ve Piridoksin Vitaminlerinin Tayinleri i¢in

Elektrokimyasal Sensor Gelistirilmesi

Ebrar DOKUR

KIMYA Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Yiicel SAHIN

Es Danisman: Ars. Gor. Dr. Ozge Gordiik

Bu tez kapsaminda, insan saglig1 agisindan biiylik 6nem arz eden vitaminlerden olan folik
asit (B9 vitamin), riboflavin (B2 vitamini) ve piridoksinin (B6 Vitamini)
elektrokimyasal tayinleri gesitli modifiye elektrotlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
Folik asit, riboflavin ve piridoksinin elektrokimyasal tayinleri i¢in kullanilan modifiye
elektrotlar; I-sistin, altin nanopartikiil, fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip
ve fosforik asit gibi malzemeler kullanilarak hazirlanmistir. Bu elektrotlarin
karakterizasyon ve optimizasyon islemleri yapilarak se¢ilen analitlere karsi duyarliligi
Olglilmistiir. Bu tez galismasi 3 kisimdan olusur. Birinci kisimda folik asit tayini i¢in |-
sistin  aminoasidinin  kalem ucu elektrot lzerinde elektropolimerizasyonu
gerceklestirilmistir. Elektropolimerizasyon islemi sonucu elde edilen poli(sistin) kalem
ucu elektrot (poli(sistin)/KUE) ile folik asidin derisim ¢alismasi yapilmis ve elde edilen
sonuglar kullanilarak goézlemlenebilme smiri (LOD) 0,43 umol L™ olarak bulunmustur.
Mevcut sistemin guvenilirligini dogrulamak ic¢in poli(sistin)/KUE ile ger¢ek 6rnek

calismast yapilmistir. Gergek ornek calismasi portakal meyvesi ile yapilmis ve bu
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caligmada poli(sistin)/KUE, folik asidin elektrokimyasal tayini i¢in hassasiyet gosterdigi
gorlilmiistiir.  Tez c¢alismasmmin  ikinci  kisminda, altin  nanopartikiil  ve
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip, kalem ucu elektrot iizerine modifiye
edilerek riboflavinin elektrokimyasal tayini i¢in bir sensor platformu olusturulmustur.
Elde edilen fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip/altin nanopartikiil/kalem
ucu elektrot (-FMWCNT/AuNP/KUE) ile riboflavin i¢in optimizasyon ve karakterizasyon
islemleri yapilmistir. Bu islemlerden sonra f-MWCNT/AuNP/KUE’un riboflavine karsi
olan duyarliligini 6lgmek icin LOD degeri hesaplanmistir ve 0,0352 pumol L™ olarak
bulunmustur. Gergcek ornek calismasinda ila¢ ve siit ornekleri kullanilarak
givenilirligi dogrulanmistir. Tez ¢alismasinin son kisminda ise piridoksin igin
anodik olarak islem gérmiis kalem ucu elektrot (AIG/KUE) hazirlanmistir. Bu
elektrot icin de hem optimizasyon hem de karakterizasyon islemleri yapilmistir.
AlG/KUE’un piridoksine olan duyarlihgini incelemek icin LOD degeri hesaplanmistir
ve 0,166 pmol L* olarak bulunmustur. Gergek ornek calismasi ise diyet icecekleri
lzerine wuygulanmis ve gulvenilirligi dogrulanmistir. Tez g¢alismasinda
karakterizasyon islemleri i¢in kullanilan yontemler dontiisiimli voltametri (CV),
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), alan emisyon taramali elektron
mikroskobu (FESEM), X-i1sim1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), enerji dagilimh x-
1511 spektroskopisi (EDX), atomik kuvvet spektroskopisidir (AFM). Yapilan tez
calismasinda tasarlanan sensoérlerin vitamin tayinlerinde ytliksek hassasiyet ve
duyarhlik gosterdigi gorulmistiir. Ayrica kullanilan kalem ucu elektrot sayesinde
diger elektrotlarda olan her 6l¢limden once elektrot yiizeyini temizleme adimini
ortadan kaldirarak analiz siiresini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Boylece tasarlanan
elektrotlarin folik asit, riboflavin ve piridoksin vitaminleri icin sensér olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Folik asit, riboflavin, piridoksin, kalem wucu elektrot,

dontistimlii voltametri, diferansiyel puls voltametri.
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ABSTRACT

Development of an Electrochemical Sensor for the
Determination of Folic Acid, Riboflavin and Pyridoxine

Vitamins Important for the Human Health

Ebrar DOKUR
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Master of Science Thesis

Advisor: Prof. Dr. Yiicel SAHIN

Co-advisor: Res. Asist. Dr. Ozge Gordiik

Within the scope of this thesis, electrochemical determinations of folic acid (B9
vitamin), riboflavin (vitamin B2) and pyridoxine (Vitamin B6) which are of great
importance for human health were carried out using various modified electrodes.
Modified electrodes used for electrochemical determinations of folic acid, riboflavin
and pyridoxine; It was prepared using materials such as I-cystine, gold nanoparticle,
functionalized multi-walled carbon nanotube and phosphoric acid. The sensitivity
of these electrodes against selected analytes was measured by characterization and
optimization processes. This thesis study consists of 3 parts. In the first part,
electropolymerization of l-cystine amino acid was performed on the pen tip
electrode for the determination of folic acid. The concentration study of folic acid
was performed with the poly(cystine) pencil graphite electrode
(poly(cystine)/PGE) obtained as a result of the electropolymerization process, and
the detection limit (LOD) was found as 0,43 pmol L1 using the results obtained. A
real sample study was performed with poly(cystine)/PGE to verify the reliability of
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the existing system. The real case study was done with orange fruit and in this study,
poly(cystine) /PGE was found to be sensitive for electrochemical determination of
folic acid. In the second part of the thesis work, a sensor platform was created for
the electrochemical determination of riboflavin by modifying the gold nanoparticle
and the functionalized multi-walled carbon nanotube on the pencil graphite
electrode. Optimization and characterization processes for riboflavin were
performed with the obtained functionalized multi-walled carbon nanotube/gold
nanoparticle/pencil graphite electrode (f-MWCNT/AuNP/KUE). After these
procedures, the LOD value was calculated to measure the sensitivity of f-
MWCNT/AuNP/PGE to riboflavin and was found to be 0.0352 umol L-1. Its reliability
was verified using drug and milk samples in the real sample study. In the last part of
the thesis, an anodically treated pencil graphite electrode (APre/PGE) was prepared
for pyridoxine. Both optimization and characterization processes were performed
for this electrode. The LOD value was calculated to examine the sensitivity of
APre/PGE to pyridoxine and was found to be 0.166 umol L-1. The real sample study
was applied on diet drinks and its reliability was confirmed. The methods used for
characterization processes in the thesis study are cyclic voltammetry (CV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), field emission scanning electron
microscopy (FESEM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), energy dispersive x-
ray spectroscopy (EDX), atomic force spectroscopy (AFM). It was observed that the
sensors designed in the thesis study showed high sensitivity and sensitivity in
vitamin determinations. In addition, thanks to the pencil graphite electrode used, it
eliminated the step of cleaning the electrode surface before every measurement on
other electrodes, significantly reducing the analysis time. Thus, it was determined
that the designed electrodes could be used as sensors for folic acid, riboflavin and

pyridoxine vitamins.

Keywords: Folic acid, riboflavin, pyridoxine, pencil graphite electrode, cyclic

voltammetry, differential pulse voltammetry.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Vitaminler, dogal gida maddelerinde ¢ok diisiik miktarlarda bulunan bir grup
organik maddelerden biridir. Vitaminler metabolizmanin diizgiin isleyisi icin
gereklidir. Vitaminlerin ¢ogu viicut tarafindan sentezlenemez, bu nedenle diyet
yoluyla viicuda alinmasi gerekir. Herhangi bir vitamin yeterince alinmadiginda ise,
insan sagliginda ciddi hastaliklar ortaya ¢ikmasina sebep olabilirler. Vitaminlerin
insan saglig1 acisindan 6nemi goéz oniinde bulunduruldugunda gida, ilag, biyolojik
swvilar gibi farkli matrislerde hizli tespit icin hassas ve segici yontemler gelistirilmesi

onemlidir.

Vitaminlerin spektrometrik, kromatogtafik, florimetrik, kemiliiminesans ve
elektroanalitik gibi bir¢ok analiz yontemleri kullanilarak tayini gerceklestirilebilir.
Bununla birlikte Elektroanalitik yontemler diisiik maliyet, zaman alan 6n islemin
olmamasi, kisa analiz stresi, yiliksek dogruluk ve diisiik tespit limitleri gibi

avantajlar1 nedeniyle diger yontemlere gore daha cok tercih edilir.

Hamilelikte bebek gelisimi i¢in biiylik 6nem arz eden folik asidin tayininde
spektrofotometri [1], florometri [2], yliksek performansh sivi kromatografi [3],
kemiliiminesans [4] ve elektroanalitik [5,6,7,8] gibi bircok yontem kullanilarak
gerceklestirilebilir. Literatiire bakildiginda elektrokimyasal yontemler kullanilarak

folik asit tayininde;

Chenghang Wang ve arkadaslari, tek duvarli karbon nanotiipler, cams1 karbon
elektrotun (GC) ylizeyini modifiye etmek i¢cin kullanilmis ve voltametri ile folik asit
tayininde uygulamislardir. Indirgenme pik akiminin 0,001 umol L-! saptama limiti
ile 0,01 pumol L1 ila 100 pmol L1 araliginda folik asit konsantrasyonu ile dogrusal

olarak iligkili oldugunu bulmuslardir [5].

Xiaofeng Wang ve arkadaslari, ¢alisma elektrotu olarak altin nanopartikiller
(AuNP'ler) ve grafen (GR) modifiye edilmis karbon iyonik siv1 elektrot (CILE)
1



kullanilarak folik asit (FA) tayini i¢in yeni bir elektrokimyasal sensor 6nermislerdir.
Yiikseltgenme pik akimlar1 0,01 pmol L-1ila 50,0 pmol L-! araliginda FA derisimiyle

dogrusaldir ve tayin sinir1 2,7 nmol L-'dir [6].

Vishwanath D. Vaze ve arkadaslari, kaliksarenlerle modifiye edilmis diiz karbon
macun elektrot ve elektrot ¢alismislardir. 0,00000879 pmol L1 ila 0,00193 pmol L1
derisim araligindaki dogrusallik 0,9920 korelasyon katsayisi ile adsorptif siyirma
voltametrisi ile elde edilmistir. Elde edilen tespit sinir1 0,00000124 mol L1 olarak

bulunmuslardir [7].

Ali Taherkhan ve arkadaslari, bir ZnO/nanopartikiiller (NP'ler) modifiye edilmis
karbon iyonik sivi macun elektrotu (ZnO/NP/CILPE) iirettiler ve folik asidin
elektrokimyasal davranisini arastirmak i¢in kullanmislardir. Optimize edilmis pH
9,0 kosullar1 altinda, pik akimi ve folik asit konsantrasyonu grafigi, sirasiyla 0,05-
1,5 pmol L1 ve 1,5-550,0 pmol L1 konsantrasyon araliklarinda 1,776 ve 0,033
UA/uM egimli iki dogrusal segmentten olusmaktadir. Tayin sinir1 0,01 umol L1
olarak bildirilmistir [8].

Diger 6nemli B grubu vitaminlerinden biri olan riboflavinin tayininde yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) [9], spektroskopi [10], kemiliiminesans
[11], elektroforez [12], ve elektrokimyasal yontemler [13,14,15,16] kullanilr.
Literatiire bakildiginda elektrokimyasal yontemler kullanilarak riboflavin

tayininde;

Ebrahim Zarei ve arkadaslari, 1-heksil-3-metilimidazolyum hekzaflorofosfatin
(HMHP) bir karbon macununa katilmasiyla bir iyonik sivi modifiye karbon macunu
elektrotu hazirlamislardir. Optimize edilmis kosullar altinda, indirgeme piki, pik
yuksekliginin 0,0000035 pmol L1 ve 1,5 pmol L1 arasindaki aralikta riboflavin
derisimi ile dogru orantili oldugunu géstermislerdir. Bununla 11,0 nmol L1 ile

sonuglanan tespit sinirini belirlemislerdir [13].

Eder S. Sa ve arkadaslari, voltametrik tekniklerle basarili bir sekilde calismislar ve
ex-situ kaplamali bizmut film elektrotu (BiFE) kullanarak oral, surup ve tablet
orneklerinde belirlemislerdir. Kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi (SWAdSV)

tarafindan saglanan kalibrasyon egrisi iki egim sergilemistir: ilki 0,3 ila 0,8 umol L1



vitamin B2 ve ikincisi 1,0 ila 9,0 pmol L-! araligindaydu. ilk egim durumunda, tayin

limiti 100 nmol L-! ve kantifikasyon sinir1 300 nmol L-! olarak bulunmustur [14].

Eda Mehmeti ve arkadaslar, Silindirik karbon fiber mikroelektrotlar: kullanarak
elektrokimyasal bir én islemini optimize ederek folik asidi tayin etmislerdir. On
islemin mikroelektrot tiizerindeki fonksiyonellerin o6zellikleri incelenmistir.
Diferansiyel puls yontemi kullanilarak hazirlanan elektrotta 0.1 mol L1 perklorik
asitte alinan folik asidin cevaplar1 0,002 pmol L-Tila 1 pmol L-1 derisimleri arasinda
dogrusal bir aralik sergilemistir. Bunun sonucunda LOD sinir1 0,001 pmol L1

bulunmustur [15].

Girish Tigari ve arkadaslari, anyonik ytlizey aktif madde sodyum lauril stlfat
modifiye karbon nanotiip ve kursun kalem grafit kompozit pasta elektrotu
(SLSMCNTPGCPE) kullanilarak yeni bir sensér imalati hazirlamislardir. Uretilen
sensor, diferansiyel puls voltametri (DPV) uygulayarak 0,2-0,8 umol L1 ve 1,0-5,0
umol L-1'deki cesitli RF konsantrasyonlarina, 0,0116 pmol L-1'lik gibi diisiik tayin

limitine sahip dogrusal bir akim tepkisi gostermistir [16].

Sinir sistemi i¢cin 6nem teskil eden B grubu vitaminlerinden biri olan piridoksinin
tayininde ise kemiliiminesans [17], spektrofotometri [18], yliksek performansli sivi
kromatografisi [19], elektrokimyasal algilamali sivi kromatografisi [20], ve
elektrokimyasal yontemlerle [21,22,23,24] tayin edilebilir. Literatiire bakildiginda

elektrokimyasal yontemler kullanilarak piridoksin tayininde;

Marcos F.S. Teixeira ve arkadaslari, N, N-etilen-bis(salisilideniminato)
okzovanadyum (IV) kompleksi [VO (Salen)] ile modifiye edilmis bir karbon macunu
elektrotu ile piridoksinin yiikseltgenmesi ile ilgili davranisin1 agiklamislardir.
Piridoksin i¢in duyarl dogrusal voltametrik yanit, dogrusal taramali voltametrisi
kullanarak 42,5 pA mmol L1 egim ve 450 ila 3300 pmol L-1 konsantrasyon
araliginda 37 pmol L-1 tayin limiti elde etmislerdir [21].

Mohammed A. Kassem ve arkadaslari, bakir nanopartikiillerde (nano-Cu) modifiye
edilmis poli-kristal altin elektrotta (nano-Cu/Au) kare dalga voltametri (SWV)

kullanarak analiz etmislerdir. SWV kullanilarak, yiiksek bir korelasyon katsayisi ile



0,3-2,7 pmol L konsantrasyon araliginda piridoksin analizi i¢in kalibrasyon egrisi

elde etmiserdir. Tayin limitini ise 8,43 nmol L-! olarak bulmuslardir [22].

Habib Razmi ve arkadaslari, piridoksin (PN) tayini icin elektrokimyasal olarak
indirgenmis grafen oksit (ERGO) ile modifiye edilmis karbon seramik elektroda
(CCE) dayali basit ve pratik bir prosediir gelistirmislerdir. Hassas ve basit
voltametrik yontem, PN'nin belirlenmesi i¢in gelistirilmistir ve 0,3 umol L-1'lik bir
tayin limiti ile 1,0-70,0 umol L1 ve 25-800 pmol L-! konsantrasyon araliginda genis

bir dogrusal yanit ile sonuglanmistir [23].

H. Beitollahi ve arkadaslari, GO/Fe304@SiO2 (GO grafen oksittir) nano kompozitile
modifiye edilmis grafit ekran baskili elektrotun (SPE) elektrokimyasal 6zelliklerinin
hazirlanmasin1 ve arastirllmasini agiklamiglardir. Diferansiyel puls voltametri
kullanilarak 0,52 pmol L-1'lik bir tayin limiti ile 1,0-900 pumol L1 derisim araliginda

B6 vitamini icin dogrusal bir voltametrik yanit elde etmislerdir [24].
1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasindaki amag, insan saglig1 i¢in biiytik 6neme sahip vitaminlerden
olan folik asit, riboflavin ve piridoksinin elektrokimyasal yontemler kullanilarak bir
sensor platformu olusturmak ve bu sensorlerin Kkarakterizasyon islemlerini
tamamlayarak gercek oOrneklerde analizini gerceklestirmektir. Bu amag
dogrultusunda, folik asit tayini i¢in l-sistin aminoasidinin elektrokimyasal olarak
polimerize edilmesi hedeflendi. Diger énemli bir B grubu vitamini olan riboflavin
icin altin nanopartikiil ve fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip
kullanilarak kalem ucu elektrot lizerine modifiye edilmesi tasarlandi. Son olarak
piridoksin i¢in fosforik asit ¢6zeltisi iceren anodik islem gérmiis kalem ucu elektrotu

kullanilarak bir sensor olusturulmasi amacglandi.
1.3 Hipotez

Bu tez ¢alismasinda, folik asit, riboflavin ve piridoksin gibi insan saglig1 acisindan
Oonem tasiyan vitaminlerin tayinleri icin modifiye elektrot gelistirilmesi diistinilmiis
ve bu modifiye elektrotlar ile secilen vitaminlerin elektrokimyasal tayinini
gerceklestirilebilecegi 6n goriilmiistiir. Ik olarak folik asit i¢in 1-sistin aminoasidinin

elektrokimyasal polimerizasyonu sayesinde tayininin mimkiin olabilecegi 6n

4



gorilmiistiir.  Ikinci  olarak riboflavin icin  alin  nanopartikill ve
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip ile elektrokimyasal tayininin
gerceklestirilebilecegi diisiiniilmiistiir. Son olarak piridoksin i¢in anodik olarak
islem gormiis kalem wucu elektrot sayesinde elektrokimyasal tayininin
gerceklestirilebilecegi 6n gorilmistiir. Bununla birlikte gelistirilmesi tasarlanan bu

sensorlerin gercek 6rnek analizinde uygulanabilir olacagi diistiniilmiistiir.



2

VITAMINLER

2.1 Vitaminlere giris

Vitaminler, viicudun fizyolojik isleyisi icin gerekli olan ancak viicut tarafindan
endojen olarak sentezlenmeyen ve bu nedenle diyet yoluyla kii¢iik miktarlarda
alinmasi gereken bir grup organik bilesiktirlerdir. Toplamda, insanlar 13 vitamine
ihtiya¢ duyar. Bunlarin dort tanesi yagda ¢oziinen vitaminlerdir (A, D, E, K). Diger
dokuz tanesi ise sekizi B grubu vitamini olmak tlizere suda ¢6ziinen vitaminlerdir.
Bunlar, tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin (B3), pantotenik asit (B5), piridoksin
(B6), biotin (B7), folat (B9), kobalamin (B12) ve askorbik asittir (C vitamini). B
vitaminleri suda c¢ozlntrliiklerine ve birbiriyle oynadiklar iligkili hiicresel
koenzimin islevlerine gore gruplanirlar. Gruplandirmalarinda herhangi bir kimyasal
yapisal benzerlik temelinde olmaz [25]. Vitaminler, ¢ogu durumda, niteliksel
biyolojik ozellikler birbirine benzerdir, ancak kimyasal yapilarindaki ince
farkliliklar nedeniyle, farkli sekillerde ve derecelerde etki gosterirler. Genellikle
vitaminlerin viicutta sentezlenememesinden dolay1 diyetle saglanmasi gerektigi
ifade edilir. Bu ifade, vitaminlerin ¢ogu icin gecerlidir, ancak tiim vitaminler i¢in bu
durum séz konusu degildir. Ornegin, ultraviyole radyasyona yeterince maruz
kalindiginda ciltte D vitamini sentezlenebilir; K vitamini normalde bagirsak
bakterileri tarafindan yeterli miktarlarda tretilir ve niasin, bir amino asit olan L-
triptofandan in vivo olarak sentezlenebilir. D ve K vitaminleri haricinde, vitaminler
insan vicudu tarafindan yeterli miktarda turetilemedigi icin diyetle temin
edilmelidir. Bitkiler, vitaminlerin ¢cogunu sentezleme yetenegine sahip olmasindan

otlru diyet temellerinde birincil kaynak olarak tercih edilmektedir [26].
2.1.1 Vitamin Eksikligi

Pietrzik (1985), vitamin eksikliginin olusabilecek durumlar1 asagidaki gibi alti

asamayla anlatmistir.



e Asama 1: Viicuttaki vitamin depolar1 giderek tiikenmeye baslar. ilk belirtiler
arasinda idrarda azalmis vitamin atilimi gelir. Normal kan seviyeleri, eksikligin ¢cok

erken asamalarinda homeostatik mekanizmalarla korunur.

e Asama 2: Vitaminin idrarla atiliminda giderek daha da fazla azalma gorulir ve
kandaki ve diger dokulardaki vitamin derisimleri diiser. Azalmis vitamin metabolit

derisimi de gozlemlenebilir.

e Asama 3: Idrardaki, kandaki ve dokulardaki diisiik vitamin derisimleri ve vitamin
bagimli enzimlerin veya hormonlarin diisik aktivitesi gibi biyokimyasal
parametrelerde degisiklikler gozlemlenir. Bagisiklik cevabinda da azalma goriiliir.
Bu olaylar neticesinde insanlarda genel halsizlik, istahsizlik ve diger zihinsel

degisiklikler gibi spesifik olmayan subklinik semptomlar ortaya ¢ikar.

e Asama 4: Biyokimyasal degisiklikler daha siddetli hale gelir ve fonksiyonel veya
morfolojik bozukluklar gozlemlenir. Bu bozukluklar, nispeten kisa bir siire icinde
terapotik miktarlarda vitamin alinmasi veya daha uzun bir siire boyunca 6nerilen
diyet takviyeleri ile vitamin seviyeleri diizeltilebilir. Hiicrelerin malformasyonu bu

asamada tersine cevrilebilir.

e Asama 5: Vitamin eksikliginin klasik klinik semptomlar1 ortaya ¢ikacaktir. Genel
olarak hastanin hastaneye yatirilmasiyla dokularda meydana gelen geri dontisimli
hasarla karakterize anatomik degisiklikler tedavi edilebilir. Cogu durumda,

karmasik bir diyetetik ve terapotik rejim izlenmelidir.

» Asama 6: Morfolojik ve islevsel bozukluklar geri dondiiriilemez hale gelecek ve

sonunda asir1 durumlarda hastanin 6liime yol acacaktir [27].



Tablo 2.1 Vitaminlerin siniflandirilmasi [28].

Vitaminler

Diger isimleri

A vitamini

Retinol, retinoik asit, karotenoid

B1 vitamini

Tiamin

B2 vitamini

Riboflavin

B3 vitamini

Nikotinamid, niasinamid, nikotinik asit, niasin

B5 vitamini

Pantotenik asit

B6 vitamini

Piridoksin, Piridoksal

B7 vitamini

Biotin

B9 vitamini

Folik asit, Folat

B12 vitamini Kobalamin
C vitamini Askorbik asit
D vitamini Vitamin D3, kolekalsiferol, kalsitriol
E vitamini Tokoferol, Tokopharm, tokotrienoller
K vitamini Protrombin faktori, menakinonlar

2.1.2 B Grup Vitaminleri

B vitaminleri, hiicresel fizyolojik isleyisin her yoniinlii destekleyen enzimatik
islemlerin 6nemli bir kisminda koenzim olarak gorev yapmaktadir. Vitaminin
biyolojik olarak aktif formu bir protein "apoenzim" icinde baglanarak "holoenzim"
olusturur ve boylece ortaya ¢ikan enzimin katalize edebilecegi reaksiyon cesitliligi
acisindan yeterliligini arttirir [26]. Bu rolde ile B vitaminleri hiicresel fonksiyonlarin
cogunda anahtar Kilit rolleri oynamaktadir. Her yerde bulunmalarina 6rnek olarak,

B6 vitamininin birincil biyoaktif formu olan piridoksal 5'-fosfat, amino asitlerin
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sentezi, par¢alanmasi ve birbirine doniisiimil i¢in gerekli olan 140'tan fazla ayr1 her
yerde bulunan enzimin isleyisinde énemli bir kofaktor gorevi gormektedir [29].
Pantotenik asidin aktif koenzim formu olan koenzim A (CoA) ise bilinen tiim
enzimlerin %4"lniin CoA'y1 zorunlu olarak kullandig1 diisiiniilen bir kofaktor gérevi

gormektedir [30].

Daha az siklikla B vitaminleri, metabolik substratlar i¢in dogrudan o6nciiler olarak
islev goriir. Ornegin, CoA hem hiicresel enerjinin iiretiimesinde hem de ¢oklu
biyoaktif bilesiklerin sentezinde bir ara bilesik olan asetil-CoA olusturmak igin
asetillenir. Benzer sekilde, niasin, enzimatik olmayan ¢oklu hiicresel rollerde islev
goren ADP-riboz i¢in bir 6ncii bir vitamindir. Genel olarak, B vitaminleri tarafindan
Ustlenilen cok sayida islev, genel olarak katabolik metabolizmadaki rollerine
ayrilabilir. Bu da enerji liretimine ve anabolik metabolizmaya yol acar. Bunun

sonucu olarak, biyoaktif molektillerin yapimi ve dontisiimii ile sonug¢lanir [26].

2.1.2.1 Folik Asit (B9 Vitamini)

Folik asidin yapisi

B9 vitamini veya folakin olarak da bilinen folik asit (FA), suda ¢6ziiniir, sarimsi-
turuncu bir B grubu vitaminidir (Tablo 2) [31]. Bu madde bir pteridin bisiklik halka
sistemi, p-aminobenzoik asit ve glutamik asit icerir [32]. Folik asidin IUPAC ad1 (2S)
-2- [[4- [(2-amino-4-0kso-1 H-pteridin-6-il) metilamino] benzoil] amino] pentanoik
asittir. Folik asidin dogal olarak olusan formuna folat ismi verilmistir. Folat tiirleri

bazi formlarda bulunabilir. Bu formlar asagidaki gibi adlandirilabilir [33].

Folik asit

Dihidrofolat (DHF)

Tetrahidrofolat (THF)

5,10-metilenetrahidrofolat (5,10-Metilen-THF)
5-metiltetrahidrofolat (5-Metil-THF veya 5-MTHF).

A

Biyolojik olarak aktif folat, folik asidin kendisi degil, indirgenmis metabolit hali olan
tetrahidrofolattir (THF). THF, DNA'nin temel bilesenleri olan piirinlerin (adenin ve
guanin) ve pirimidinlerden birinin (timin) sentezine yol acan biyokimyasal

reaksiyonlarda tek karbonlu birimlerin tasiyicisi olarak gorev yapan bilesiktir. Bir



baska 6nemli reaksiyonda, 5-metil-THF, metiyonin olusturmak i¢in metil grubunu

homosisteine vererek gorev yapar [26].

Tablo 1.2 Folik asidin baz1 kimyasal 6zellikleri

Kimyasal ad1 Folik asit
Molekiil yapisi O COOH
N
H
HN OH COOH
~ | ~N
> L
N~ “NH,
pKa degeri 3,46, 4,83
Molekiil kiitlesi 441,4 g/mol
Renk Sar1

Folik asidin viicuttaki gorevleri ve eksikligi

FA, bir¢ok insanin metabolik yolu icin 6nemli bir vitamindir. Niikleik asit sentezinde
anahtar gorevi gorir. FA, hiicre buiyimesini ve saghkli kirmizi kan hiicrelerinin
olusumunu destekler. Hiicre béliinmesini hizlandirdigi da bildirilmektedir. Fetiisiin
saglikli biiytimesi ve gelismesi icinde gerekli bir vitamin olarak bilinir [31]. DNA'nin
sentezi, onarimi ve metilasyonu (bir metil grubunun eklenmesi) dahil olmak tizere
cok cesitli kritik islevlerde gorev alir. Ayrica, homosisteinin, protein sentezi icin
kullanilan veya insan viicudunda birincil metil donori olarak gérev yapan ve ¢ok
saylda hiicresel reaksiyon i¢in gerekli olan bir bilesik olan S-adenosilmetiyonine
(SAM) dontstiiriilen bir amino asit olan metiyonine donitstiiriilmesinde gorevi olan

¢cok 6nemli bir vitamindir.
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Folik asit insan viicudunda sentezlenmediginden, diyet yoluyla alinmalidir [33]. Bu
diyet takviyeleri portakal suyu, kuskonmaz, yesil yaprakli sebzeler ve bazi

baklagillerdir [32].

Folik asit eksikliginin Alzheimer, kardiyovaskiiler, anemi ve kanser gibi bir¢ok ciddi
hastalifa neden oldugu literatiirde bildirilmistir [34,35]. Ayn1 zamanda, bazi
calismalar hamilelik sirasinda kadinlar i¢in folik asit takviyelerinin néral tiip dogum
kusurlarini 6nleyebilecegini géstermistir [36]. Bu nedenlerle folik asidin dogru ve

giivenilir bir sekilde belirlenmesi klinik olarak 6nemli bir konudur [37].
Folik asit tayini ve elektroanalitik yontemler

Folik asit tayininde spektrofotometri [38], florimetri [39], yliksek performansli sivi
kromatografisi [40] ve kemiliiminesans [41] kullanilmistir. Bu yontemlerin ytiksek
dogruluguna ve hassasiyetine ragmen, zaman alic1 prosediirler, 6n islemler, yliksek
maliyetli enstriimantasyon ve karmasiklig1 iceren bazi1 dezavantajlar1 vardir [42].
Diger yontemlere kiyasla elektroanalitik yontemler, ¢alisma basitligi, yeterli
hassasiyet, genis lineer derisim araligi, enstriimanin diisiik masrafi, minyatiirlesme
olasiligl, ayirma ve spektral yontemlerle karsilastirildiginda matris etkilerine karsi

daha az duyarhlik gibi pratik avantajlar saglamaktadir [43].

Elektroanalitik yontemlerde civa damla elektrot [44], cams1 karbon elektrot [45] ve
glimiis kat1 amalgam elektrot [46] gibi bircok elektrot folik asit tayini icin [47]

kullanilmistir.

Elektroanalitik yontemlerde kullanilan diger elektrotlardan biri de kursun kalem
ucu elektrottur. Kalem ucu elektrotlar, tek kullanimlik, bulmasi1 kolay, diisiik
maliyetli, genis potansiyel penceresi ve diisiik arka plan akimi1 nedeniyle ¢alisma

elektrotu olarak yaygin olarak kullanilmaktadir [48,49,50,51].

Folik asit tayini icin bugiine kadar karbon nanotiipler [52] ve metal oksit
nanopartikiller [53] dahil olmak iizere bir¢ok farkli malzeme ile elektrot
modifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu malzemeler arasinda elektrokimyasal
olarak hazirlanmis polimer film, duyarhlik, elektronik iletkenlik ve elektrokatalitik
aktivite gibi bu 6zelliklerden dolay: elektrot degistiriciler olarak dikkat gekicidir
[54].
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Literatiir incelendiginde folik asidin elektrokimyasal tayininde yapilan calismalar

sunlardir.

Sohrab Ershad ve arkadaslari, ¢ok duvarli karbon nanotiipleri (PANi/MWCNT'ler)
iceren bir polianilin kompoziti, in-situ kimyasal oksidatif polimerizasyon yontemi
ile sentezlemislerdir. PANi/MWCNT modifiye elektrot, 1,0 pumol L1 ile 100 pmol L1
arasinda genis bir dogrusal aralikta iyi donlstimli voltametrik (CV) yanit

gostermistir [55].

Arjunan Ananthi ve arkadaslari, basit bir potansiyostatik yontem kullanarak camsi
karbon (GC) substratlar lizerinde stabilizator icermeyen bizmut nanotellerin
(BiNW'ler) elektrokimyasal biriktirmesi i¢in kolay tek adimli bir yol
gelistirmislerdir. Ek olarak, kare dalga voltametri (SWV) kullanilarak 0,01 - 0,15
umol L1 konsantrasyon araliginda dogrusal bir yanit bulmuslardir. Tespit limitini

(LOD) 0,00953 umol L-! olarak belirlemislerdir [56].

Sajjad Hussain ve arkadaslari, molibden karbiir (MozC) nanopartikiillerini
sentezlemek icin basit bir kimyasal indirgeme yontemi ve bunlarin baski teknigi
aracihigiyla folik asidin  (FA) elektrokimyasal tespiti icin uygulanmasini
onermisleridir. Onerilen sensor, 4,0 nmol L-'lik bir LOD degeri ile 0,01 pumol L1 ile
120 pmol L1 arasinda FA konsantrasyonlari icin algilama davranisini géstermistir

[57].

2.1.2.2 Riboflavin

Riboflavinin yapisi

Vitamin B2 olarak bilinen riboflavin (RF) (6,7-dimetil-9-(D-1-ribitil)-izoalloksazin),
sar1-yesil renktedir ve UV 15181 ile uyarildiginda yiiksek derecede dogal floresana
sahip suda ¢6ziiniir bir vitamindir [58]. Dogal olarak olusan flavinlerin yapisinda bir
dizi varyasyon vardir. Riboflavin ve koenzimleri, o6zellikle UV 15181 varliginda
alkalilere ve asitlere karsi duyarlidir. Alkali kosullar altinda Riboflavin, biyolojik
olarak inaktif olan lumiflavin (7,8,10-trimetil izoalloksazin) verecek sekilde foto
bozunmaya ugrar. Riboflavin, asidik kosullar altinda, biyolojik olarak inaktif olan bir
irin olan lumikroma (7,8-dimetilaloksazin) 1sikla bozunur. Dolayisiyla, Riboflavin

ve tiirevlerinin 6nemli bir fiziksel 6zelligi, hizli inaktivasyona neden olan UV 1s181na
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olan duyarliliklar: oldugu bildirilir. Bu nedenle, yeni dogan sariiginin ve belirli cilt
bozukluklarinin fototerapisi, sistemik Riboflavin eksikligini artirma potansiyeline
sahiptir. Termal islemeye karsi stabildir ancak 1s1ga maruz kaldiktan sonra

bozunmaya baslar [59].

Tablo 2.2. Riboflavinin bazi kimyasal 6zellikleri

Kimyasal ad1 Riboflavin

CH. Mo
M H
CH4 M M O

."'"‘G H

Molekiil yapisi

pKa degeri 6,0,10,2
Molekiil kiitlesi 376,4 g/mol
Renk Sar1

Riboflavinin viicuttaki gorevleri ve eksikligi

Riboflavin, flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid (FMN) olan iki
koenzimin merkezi bileseni oldugu bilinmektedir ve bu koenzimler c¢esitli
biyokimyasallar1 katalize eder insan viicudundaki karbonhidrat, protein ve yagi

reaksiyona sokar [59].

Riboflavin eksikliginin baslamasiyla birlikte, meydana gelen adaptasyonlardan biri,
kritik metabolik fonksiyonlar1 yerine getirmek icin gerekli olan FMN ve FAD
havuzlarinin goreceli olarak korunmasiyla, hepatik serbest Riboflavin havuzunda

neredeyse saptanamayan seviyelere diismedir. Riboflavin eksikliginin tek nedeni
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diyet yetersizligi degildir. Adrenal ve tiroit hormon yetersizligi, spesifik ilaglar ve
hastaliklar gibi belirli endokrin anormallikler, vitamin kullanimini énemli 6l¢iide
engelleyebilir veya diistirebilir [60]. Alkoliin hem diyet kaynaklarindan sindirimini
hem de bagirsaktan emilimini engelleyerek Riboflavin eksikligine neden olduguna

dair bazi kanitlar mevcuttur [61].

RF viicutta sentezlenemedigi icin yumurta, yesil sebzeler, siit, diger siit tiriinleri, et,
mantar, badem gibi besin takviyeleri ile birlikte alinmalidir [62]. Bu vitaminin uzun
slire yetersiz tiiketilmesi zararli olabilir [63]. Bu zararli etkiler literatiirde,
ariboflavinoz olarak da bilinen B2 vitamini eksikliklerinin agrili kirmizi dil, bogaz
agrisi, catlamis dudaklar (cheilosis) ve agiz koselerinde iltihaplanma oldugu
bildirilmistir [59]. Bu nedenlerden dolayi, RF'nin dogru ve giivenilir tespiti

onemlidir [64].
Riboflavin tayini ve elektroanalitik yontemler

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) [65], spektroskopi [66],
kemiliiminesans [67], ve elektroforez [68] dahil olmak tizere, RF'nin belirlenmesi
icin bir¢ok analitik yontem kullanilmistir. Bu yontemlerin yiiksek dogruluk ve
kesinligine ragmen, bunlarin zaman alic1 6n islemler, karmasiklik ve maliyetli
ekipman gibi baz1 dezavantajlar1 vardir [69]. Ornegin, diger tekniklerin yani sira
elektroanalitik yontemler, diisiik maliyetleri, kisa analiz siireleri, zaman alan 6n
islemden yoksun olmalary, secicilikleri ve yliksek hassasiyetleri nedeniyle buytik ilgi

gormiustir [70].

RF'nin elektrokimyasal davranisi, karbon pasta elektrot [71], cams1 karbon elektrot
[72], damla civa elektrot [73], ve bor katkili elektrot [74] gibi bir¢ok elektrot tiru
kullanilarak incelenmistir. Ote yandan, elektroanalitik yontemlerde kullanilan diger
elektrotlardan biri kursun kalem grafit elektrottur [75,76]. Kalem ucu
elektrotlarinin calisma elektrotu olarak yaygin olarak tercih edilmesinin bir¢cok
nedeni vardir. Bunlar bulunmasi kolay, tek kullanimlik, diisiik maliyetli, diisiik
arkaplan akimi ve genis potansiyel penceresine sahip olmasi gibi sebeplerdir

[77,78,79].
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Nanomateryaller, ilging¢ fizikokimyasal o6zelliklerinden dolay1 son birka¢ yilda
calisma elektrotlarinin yiizeyini degistirmek i¢cin modifiye edici materyaller olarak
biiyiik ilgi gormiistiir [80]. Ornegin, altin nanopartikiiller (AuNP'ler), yiiksek
ylzey/hacim orani, proteinler ve metal parcaciklar arasindaki mesafeyi azaltma
yetenegi, redoks proteinleri ile elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferini
kolaylastirma yetenegi gibi 6zellikleri sayesinde biiyiik degistiriciler haline gelirler
[81]. Altin nanopartikiillerin, hidrojen peroksit, oksijen veya nikotinamid adenin
diniikleotid gibi analitik biyokimyasal reaksiyonlarda yer alan molekiillerin redoks
islemlerinin elektrokatalize edilebildigi faydali ara yiizler sagladig1 da gosterilmistir

[81].

Ote yandan, karbon nanotiipler (CNT'ler), yiiksek elektriksel iletkenlik, iyi kimyasal
kararlik ve asir1 mekanik mukavemet gibi miikemmel 6zelliklerinden dolay1 biiytik
ilgi gormistiir [82]. CNT'lerin uygulanmasinin, geleneksel elektrotlara gore yiiksek
etkili yiizey alany, iyilestirilmis toplu tasima, yliksek gozeneklilik, reaktif bolgeler ve

daha fazla adsorpsiyon gibi olaganiistii avantajlar sagladigi gosterilmistir [83].

Kwok-Keung Shiu ve Kang Shi, multivitamin hazirlanmasinda Vitamin B2'nin (VB2)
on konsantrasyonu ve elektroanalizine elektrokimyasal olarak aktive edilmis camsi
karbon elektrotlar1 uygulamislardir. Aktive edilmis elektrotlar tizerinde adsorbe
edilen VB2 tiirlerinden kaynaklanan voltametrik pik akimlar1 0,1 ile 3,0 pmol L1

arasindaki VB2 konsantrasyonlar1 i¢in dogrusal yanit gostermistir [84].

De-Qian Huang ve arkadaslari, bir mangan dioksit ile modifiye edilmis camsi karbon
elektrot (Mn0O2/GCE), bir kaplama yontemi ile hazirlamis ve diferansiyel puls
voltametri (DPV) ile riboflavin (VB2) tayini icin kullanmislardir. Aktivasyonun,
MnO; miktarinin, tampon tipinin, tampon pH’ sinin ve konsantrasyonun VB2'nin
tepe akimi lizerindeki etkisi arastirildi ve deneysel sonuglar, VB2'nin DPV tepe
akiminin, 2,0-110 pmol L-1 araliginda konsantrasyonu ile dogrusal bir iliski
gosterdigini ortaya koymuslardir [85].

Zhouxiang Zhang ve arkadaslari, tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT'ler)
nanokompozit elektro-katalizor destekli, molekiiler baskili poli(3,4-etilen
dioksitiyofen) (PEDOT) film icin iki boyutlu katmanlh tungsten siilfir (WS2)

nanosheet ile modifiye edilmis son derece hassas bir elektrokimyasal sensoér B2
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vitamini (VB2) tespiti basariyla gelistirmislerdir. Optimize edilmis kosullar altinda,
hazirlanan baskili sensér 0,002 ila 0,9 pmol L-1 arasindaki genis konsantrasyon
araliklarinda ve 0,7 nmol L-1'lik diisiik saptama sinirinda VB2'ye iyi bir dogrusal
yanit gostermis ve ilag numunelerinde VB2'yi elektrokimyasal olarak saptamak i¢in

basariyla uygulanmistir [86].

2.1.2.3 Piridoksin

Piridoksinin yapisi

Piridoksin (Py), proteinlerin, lipitlerin ve karbonhidratlarin metabolizmasiyla ilgili
bir B grubu vitaminidir (Sekil 1) [87]. Bir piridoksin tiirii olan piridoksal fosfat,
amino asitlerin metabolizmasi icin enzimlerde kofaktor veya prostetik grubu olarak
kullanilir [87]. Monoamin ndérotransmiterlerinin olusumuna yol agan amino asit
dekarboksilaz reaksiyonunda, B6 vitamini sinir sisteminin islevi ile yakindan
iliskilidir [88]. Ayrica bagisiklik ve endokrin sistemlerinde 6nemli bir role sahip

oldugu bildirilmektedir ve HIV-1 ve kanser tedavisinde faydal etkilere sahiptir [61].

Bununla birlikte, homosistein, homosisteinin bir piridoksal-5-fosfat (PLP) enzimi
olan sistatiyonin sentetaz (CS) tarafindan sistatiyonine donistirildiagi
transstlfiirasyon yolu tarafindan katabolize edilir. Sistatiyonin ayrica baska bir PLP
enzimi olan g-sistatiyonaz tarafindan sisteine indirgenir. Sistein, taurin sentezine ve
daha da 6nemlisi glutatyona katkida bulunur. Siilfiir, nihai olarak inorganik siilfata
indirgenir. Bu metabolik yollarin diizgiin ¢alismasi, normal doku ve plazma
metiyonin ve homosistein konsantrasyonlarini saglar. Metiyonin-homosistein
metabolik yolaklarinin iki 6zelligi not edilmesi gerekir. ilki, metiyonin-homosistein
metabolizmasinin kontroli ile ilgilidir. Demetilasyon yolaginin trtni olan SAM,
hiicresel metiyonin fazlalig1 kosullar1 altinda 5,10-MTHFR'yi inhibe eder ve CS'yi
etkinlestirir. Metabolik yollarin ikinci 6zelligi, dahil olan vitaminlerin sayisidir.
Yeniden metilasyon yolunda diyet folati, metiltransferaz reaksiyonunun 5-MeTHF
kaynagidir ve bu da metilkobalamin (metil-B12) gerektirir. THF'den 5,10-MTHF
olusumu PLP (vitamin B6) gerektirir. 5,10-MTHF'nin 5-MeTHF'ye indirgenmesi
riboflavin ve niasinamid gerektirir. "Transsiilfiirasyon" yolunun temel adimlari
sirasiyla CS ve g-sistatyonaz tarafindan katalize edilir. Her ikisi de PLP’a (B6

vitamini) ihtiyac1 duyulur. Dolayisiyla suda ¢oziinen vitaminler olan 6zellikle folat,
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B12 vitamini ve B6 vitamini ile homosistein metabolizmas1 arasinda karsilikli
iliskiler s6z konusudur. Yiiksek homosistein konsantrasyonlar1 sonuglari
(hiperhomosisteinemi, homosistiniiri), genetik kusurlarin, folat eksikliklerinin,

vitamin B12 ve B6'nin veya bobrek yetmezligidir (Sekil 2.1) [61].

Folat
¢ Diyet proteini
THF
Serin
SHMT PLP
Glisin Metiyonin

SAM

Met|IE12 - SAH
Hnmnsisteina/

(Cs )
PLP

9,10-MTHF

MNADH
Riboflavin
MaD®

)
5.1|:LMTHFPJ
L

5-MeTHF

Serin

Sistatiyonin

|y- sistatiyonaz |
PLP

a-ketobitirat
Sistin

Sekil 2.1 Metiyonin-Homosistein mekanizmasi.

B6 vitamini, asir1 dozlarda toksisiteye sahip olabilen suda ¢6ziinen Niasin (Vitamin
B3) ve Askorbik asit (Vitamin C) gibi li¢ vitaminden biridir. B6 vitamini toksisitesi
gelismesi, takviye olmaksizin siradan gidalarda nadir olarak goriiliir. Asir1 takviye,
duyusal noéropatilere ve hareket bozukluklarina sebep olmustur. Yetiskinler icin 100
mg/dl'den fazla B6 Vitamini tiiketiminin kiside toksisiteye neden olmasi beklenir.

Semptomlarin siddeti ise dozlarina baglidir. Ek klinik toksisite bulgular1 arasinda
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fotoduyarhlik, mide bulantis1 ve mide eksimesi gibi gastrointestinal semptomlari
goritlebilir. Bu semptomlar, B6 vitamini takviyesinin ortadan kaldirilmasiyla zaman
icinde biiyiik oOlciide ortadan kalkar. B6 toksisitesine bagli dokunma, sicaklik,
duyusal polindropati, zayif koordinasyona ve titresim hissinin azalmasina neden

olur [89].

Tablo 2.3 Piridoksinin baz1 kimyasal 6zellikleri

Kimyasal ad1 Piridoksin
Molekiil yapisi OH
OH
OH
=
X~
N CH,
pKa degeri 5,8.96

Molekiil kiitlesi 169.18 g/mol

Piridoksinin viicuttaki gorevleri ve eksikligi

Piridoksin eksikliginin neden oldugu en belirgin semptomlar sinir sistemi ile
ilgilidir. Eksikliginde hiperakuzi, asir1 sinirlilik, bozulmus uyaniklik, anormal saglik
hareketleri hayvanlarda ve insanlarda goriiliir. Koenzim olarak piridoksal-5-fosfat
(PLP) iceren biyokimyasal reaksiyonlar, 140'tan fazla enzim PLP'ye bagimh
oldugundan cesitlidir. Piridoksin, norotransmiterler olarak sinir sisteminde ¢ok
onemli bir role sahiptir ve B6 vitamininin biyolojik olarak aktif formu olan PLP'nin
eksikligi, konviilsiyonlar ve epileptik ensefalopati gibi ciddi norolojik
komplikasyonlara neden olur. Hatta, Parkinson ve Alzheimer gibi ¢ok faktorli
norolojik hastaliklar, bu enzimin yetersizligiyle iliskilendirilmistir [90]. Ayrica,

vicutta uzun sture saklanmazlar ve idrarla ¢ok yiiksek atilim oranlarina sahiptirler.

18



Bu nedenle viicutta belli bir seviyede tutulmasi i¢in bol miktarda diyet alimi
gerekmektedir [91]. Et, balik, baklagiller, findik, muz, patates gibi bazi yiyecekler

tiilketerek B6 vitamini alimi saglanmasi miimkiindiir [88].
Piridoksin tayini ve elektroanalitik yontemler

Py'nin tayini icin literatiirde kemiliiminesans [92], spektrofotometri [93], yliksek
performansh sivi kromatografisi [94] dahil olmak {izere bir¢ok analitik yontem
bildirilmistir. Bu yontemler ytliksek dogruluk ve hassasiyete sahip olsa da zaman
alial prosediirler, 6n isleme, maliyetli enstriimantasyon gibi bazi dezavantajlari
vardir [48,49]. Aksi takdirde, diisiik maliyet, zaman alic1 6n islemin olmamasi, kisa
analiz siiresi, yliksek dogruluk ve diisiik algilama sinirlar1 olmasi gibi avantajlari

nedeniyle elektroanalitik yontemler oldukga tercih edilmektedir [50].

Py'nin elektrokimyasal tayini, nanomalzemeler ile kimyasal olarak modifiye edilmis
elektrotlar iizerinde gercgeklestirilmistir [95,96]. Ote yandan, bu yontemler hala
zahmetli hazirhk (modifikasyon) stlireglerinden mustariptir. Piridoksinin
belirlenmesi icin hizli, basit ve secici bir elektrokimyasal yontemin olusturulmasi
onemlidir. Pek cok ylizey o6n islem tekniginin karbon elektrot ytlzeylerinin
performansini gelistirdigi bildirilmistir. Bu prosediirler arasindaki elektrokimyasal
on islem, basitligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir [97,98]. Birkag grup,
karbon elektrotlarin elektrokimyasal performansinin elektrokimyasal anodizasyon
veya potansiyel dongi kullanilarak gelistirilebilecegini bildirmistir [99,100].
Literatir raporlari, karbon yiizeyinin yeniden yonlendigini 6ne surmektedir.
Literatir raporlari, karbon yiizeyinin yeniden yonlendirilmesinin daha fazla kenar
diizlemi boélgesi olusturdugunu ve elektrokimyasal 6n islemden sonra karbon
yuzeyinde oksijen iceren islevler sundugunu, kenar diizlem grafitleri veya karbon

nanotiipler gibi davrandigini gostermektedir [101,97].

Devaraj Manoj ve arkadaslari, SnO; nanopartikiillerini destekleyen mezogozenekli
TiO2 iceren hibrit bir heteroyapi sentezini rapor etmislerdir ve elde edilen
nanokompozit, farmasotik tabletlerde B6 vitamininin elektrokimyasal oksidasyonu
icin camsi1 karbon elektrot (GCE) tizerinde tretilmistir. Diferansiyel puls voltametri
(DPV) olciimleri, artan B6 vitamini derisiminin eklenmesiyle anodik pik akiminda

keskin bir artis oldugunu ortaya koymustur. Modifiye edilmis elektrotun analitik
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performansi, genis bir dogrusal aralik (0,1-31,4 mmol L-1), yliksek secicilik ve diisiik
saptama limiti (35 nmol L) ile miikemmel hassasiyet (759,73 mA mmol L1 cm?)

gostermistir [102].

Dos Santos, T. A. D. Ve arkadaslari, biyoanaliz i¢in elektrokimyasal ve elektroanalitik
prosediirlerde kullanimlarini optimize etmek icin grafit pargaciklarinin isitilmis
parafine (kiitle olarak %65 ila %80 grafit) mekanik dispersiyonlari ile yapilan farkl
kati kompozitler hazirlanmis ve degerlendirilmistir. Derisimin bir fonksiyonu
olarak pik cevaplari arasinda iyi dogrusalliga riboflavin i¢in 5,0 ila 43 umol L-1'den
(-0,257 Volt'ta (V) pik noktasi) ve piridoksin icin 850 mol L'e (+1,04 V'de pik
noktasi) ulasilmistir ve her iki analit i¢in tespit sinirlarn1 yaklasik 1,0 pmol L1
oldugunu gostermistir [103].

Tao Nie ve arkadaslari, fonksiyonellendirilmis PEDOT filmleri, sulu ¢6zeltiden camsi
karbon elektrotlarinda (GCE'ler) PEDOT'un elektropolimerizasyonu sirasinda
doping anyonlar1 olarak iki elektroaktif tiirtin, ferrosen karboksilik asit (Fc) ve
ferrisiyanidin (Fe(CN)es*) katilmasiyla hazirlamislardir. PEDOT/ClO4 /GCE' de, VB2,
VB6 ve VC'nin belirlenmesi i¢cin dogrusal araliklar 0,15-300 pmol L-1,1,0-1500 pmol
L-1ve 2,0-2000 pmol L1 olarak bulunmus ve tespit limitleri sirasiyla 0,08 pmol L1,
0,5 umol L1 ve 0,9 umol L1 olarak hesaplanmistir [104].
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3

ELEKTROKIMYA VE SENSORLER

3.1 Elektrokimya

Elektrokimyasal teknikler, elektrik ve kimya arasindaki etkilesimle, yani akim,
potansiyel veya yiik gibi elektriksel biiyiikliiklerin 6l¢limleri ve bunlarin kimyasal
parametreleriyle olan iliskisiyle ilgilenir. Analitik amaglar i¢in elektriksel
Olciimlerin bu tir kullanimi, biyomedikal analiz, ¢cevresel izleme ve endistriyel

kalite kontrol dahil olmak tizere bir¢cok uygulamalari mevcuttur [105].

Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlar1 elektrokimyasal tepkimeler olarak
bildirilir. Genel olarak elektrokimya, elektrot ve elektrolit arasinda gerceklesen
reaksiyonlar1 inceler. Bu reaksiyonlar elektrokimyasal hiicre adi verilen
sistemlerde gerceklestirilir. Bu elektrokimyasal hiicreler, incelenecek olan maddeyi
iceren cozelti, elektrotlar ve bu elektrotlar1 birbirine baglayan bir dis devreden

meydana gelir [106].

Elektrokimyasal yontemlerin bircok avantajlar1 vardir. Bu avantajlardan birkaci ise
orta maliyetli olmasi, kolay tasinabilmesi, enstriimantal basitlige sahip olmasi ve
herhangi bir 6n islem gerektirmemesidir. Diger yontemlere gore daha diisiik tayin
limitlerine inmesi, kisa analiz siiresine sahip olmasi, genis bir dogrusal araliga sahip
olmasi da bir diger avantajlar1 olarak sayilmaktadir [106]. Ayrica, elektrokimyasal ve
biyolojik reaksiyonlardaki benzerlik géz oniline alindiginda viicutta ve elektrotta
gerceklesen yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlar1 benzer bir prensibi paylastigi

soylenebilir [107, skoog 1996].

Elektroanalitik yontemler Sekil 3.1’deki gibi siniflandirilmistir.
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Elektroanalitik

yontemler

! ] Potansiyel kontrolli teknikler
Potansiyometri -

_ Amperometrik titrasyonlar _

Voltametri

Kulometrik titrasyonlar

Sekil 3.1 Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi [107].
3.1.1 Voltametrik Yontemler

Voltametrik yontemlerde bir calisma elektrotunun polarize oldugu sartlar altinda
elektrokimyasal bir hiicreye zamana bagl bir potansiyel uygulanir ve hiicre icinden
gecen akim bu potansiyelin bir fonksiyonu olarak 6l¢tliir. Uygulanan potansiyelin
bir fonksiyonu olarak bir akim grafigi, yilikseltgenme veya indirgenme
reaksiyonunda yer alan tirler hakkinda nicel ve nitel bilgi saglayan yontemlerdir

[107].
3.1.1.1 Doniisiimlii Voltametri

Dontisimli voltametri (CV), elektroaktif tiirlerin incelenmesi i¢in kullanilan ¢ok
yonli bir elektroanalitik yontemdir. Cok yonli olmasi o6l¢cim kolayligi ile
birlestiginde elektrokimya, organik kimya, anorganik kimya ve biyokimya

alanlarinda yaygin olarak kullanilmasina yol acar. Déniisiimlii voltametri genellikle

22



bir bilesigin veya biyolojik bir malzemenin hangi davranisi sergiledigini incelemek
icin kullanilan ilk tekniktir. Déntistimli voltametrinin etkinligi, redoks davranisini
genis bir potansiyel aralikta hizli bir sekilde gézlemlemesinden kaynaklanmaktadir.
Elde edilen voltamogram, bilgiyi bir enerji taramasinin bir fonksiyonu olarak
iletmesi acisindan geleneksel bir spektruma benzerdir [108]. Bu yontemde,
uygulanan potansiyel dnce bir yonde sonrada o yoniin tersi yonde taranarak akimi
olgulur (Sekil 3.2). Bir dontistimlii voltametri yonteminde tek bir tam dongii veya bircok

dongti sisteme uygulanabilir [107].

Akim (A)
Potansiyel (V)

Potansiyel (V) Zaman

Sekil 3.2 Dontistimlii voltametri tekniginde uygulanan dalga formu ve doniisiimlii

voltametri teknigi kullanilarak elde edilen voltamogram.

3.1.1.2 Diferansiyel Puls Voltametri

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), dogrusal bir rampa potansiyeli lizerine genlik
potansiyel pulslarin uygulanmasiyla calisan bir yontemdir. DPV'de, faradaik
reaksiyonun olmadig: bir potansiyel secilir ve elektrota uygulanir. Potansiyel, esit
artislarla pulslar arasinda artirilir. Puls uygulamasindan hemen 6nce ve pulsun

hemen sonunda akim 6lgiiliir ve aralarindaki fark alinir (Sekil 3.3) [109].
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Potansiyel (V)
Akim (A)

Zaman Potansiyel (V)

Sekil 3.3 Diferansiyel puls voltametrisinde uyarma sinyali ve voltamogramu.
3.1.2 Voltametrik Hiicrede Kullanilan Elektrotlar

Voltametrik olciimlerde genellikle ikili veya ticlu elektrot sistemi kullanilmaktadir.
Ug elektrottan birisi zamanla potansiyeli degisen calisma (indikatér) elektrotudur.
Elektrot sistemindeki ikinci elektrot belli bir sicaklikta potansiyeli sabit kalan
referans elektrottur. Referans elektrot olarak genel olarak Ag/AgCl ya da doymus
kalomel elektrot tercih edilir. Ugiincii elektrot ise karsit (yardimci) elektrottur.
Calisma elektrotunda meydana gelen reaksiyonun tam tersi karsit elektrotta

gozlemlenir ve genellikle platin tel kullanilir.
3.1.2.1 Calisma Elektrotu

Diger ismiyle indikator elektrot olarak da bilinir. Analit ¢ozeltisindeki iyon veya iyon
gruplarinin derisiminden etkilenmez. Hizli ve tekrarlanabilir cevaplar veren

elektrottur [107].
3.1.2.2 Referans Elektrot

Belli sicaklikta sabit potansiyeli olan ve analit c¢ozeltisinin derisiminden
etkilenmeyen elektrottur. Ayrica lizerinden kiigik akimlar gectiginde sabit bir

potansiyel gosterir [110].
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3.1.2.3 Karsit Elektrot

Calisma elektrotu ile ayni akimi ters bir isaretle geciren elektrottur. Bu nedenle
calisma elektrotu uizerindeki hangi elektrokimyasal islem gerceklesiyorsa karsit

elektrot tizerinde bir karsit elektrokimyasal reaksiyon gerceklesmektedir [110].
3.2 Sensorler

Kimyasal sensor, numune matrisindeki analitin dogrudan 6l¢iimii i¢in kullanilabilen
kiiciik bir cihazdir. Ideal olarak, boyle bir cihaz siirekli ve tersine cevrilebilir sekilde
yanit verir ve numuneyi bozmaz. Numune isleme ve 6l¢lim adimlarini birlestiren
sensorler, numune toplama ve hazirlama ihtiyacin1 ortadan kaldirir. Kimyasal
sensorler, kimyasal veya biyolojik bir tanima katmani ile kaplh bir transdiiksiyon
elemanindan olusur (Sekil 3.4). Bu tanima katmani, hedef analit ile etkilesime
girerek bu etkilesimden kaynaklanan kimyasal degisiklikleri, iletim elemani

tarafindan elektrik sinyallerine doniistiiriilmesini saglar [105].

\AA/

vv—» — —
V

Analit Secicimembran  Dondistiiriici ~ Analitik sinyal

Sekil 3.4 Bir sensor sisteminde bulunan bilesenleri.

3.2.1 Tez Calismasinda Kullanilan Sensor Malzemeleri
Bu tez ¢alismasinda modifikasyon islemi i¢in I-sistin aminoasidi, altin nanopartikiil,
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip ve fosforik asit c¢ozeltisi

kullanilmistir. Bunlar ile ilgili detaylh bilgi asagida verilmistir.
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3.2.1.1 L-sistin Aminoasidi

Sistin, amino asit sisteininin oksitlenmis dimer formudur ve molekiiler formiili
(SCH2CH (NH2) CO:H)2 seklindedir (Sekil 3.5). Suda az ¢oziintlir olan beyaz bir
katidir. iki biyolojik islevi vardir. Bunlar, bir redoks reaksiyonlari bolgesi ve
proteinlerin ti¢ boyutlu yapilarin1 korumalarina izin veren mekanik bir baglantidir

[111].
NH, 0

1O S“‘S OH

0 NH,

Sekil 3.5 L-sistin aminoasidin molekil yapisi.

L-sistin, tiyol gruplarinin redoks 6zelliklerinden dolay1 ¢ok faydali bir amino asittir
[112]. L-sistinin elektrokimyasal polimerizasyonu, elektrot yilizeyinde tioalkol
kalintilarinin olusmasina yol acarak duyarhlig1 ve stabiliteyi artirir [113]. Karbon
bazli elektrotlarda aminlerin yiikseltgenmesi ile ilgili elde edilen 6nceki raporlara
gore [114], I-sistin molekiiliiniin amino grubu dnce karsilik gelen serbest radikale
oksitlenir ve ardindan kovalent olarak kursun kalem grafit elektrot yilizeyine

hareketsizlestirilir.
3.2.1.2 Altin Nanopartikiil

Altin nanopartikiillerin 6zellikleri dokme halinden farkhidir ¢linkii dokme altin sar1
katidir ve dogada inert halde bulunur. Fakat altin nanopartikiiller ise sarap kirmizisi
rengindedir ve antioksidan 06zelligi oldugu bildirilmistir. Altin nanopartikiil
aglarinin partikiller arasi etkilesimleri ve modifikasyonu, bu nanopartikiillerin
ozelliklerinin belirlenmesinde anahtar bir rol oynar. Altin nanopartikiiller 1 nm ile
8 um arasinda degisen bir¢cok boyutlar1 bulunmaktadir. Ayn1 zamanda kiiresel, alt

oktahedral, dekahedral, icosahedral c¢oklu twined, oktahedral, nanoprizmler,
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tetrahedral, nano ti¢genler, nanorodlar ve altigen trombositler gibi farkl sekiller

sergilemektedir (Sekil 3.6) [115].

&

nanoshell nanocluster

\

@ — i 3

nanorod / \ nocube

@

nanosphere

nanostar

Sekil 3.6 Altin nanopartikillerin bazi yapilari.

Altin nanopartikiil gibi soy metallerin nanopartikiillerinin sahip oldugu elektronik,
optik, termal ve katalitik gibi ¢ekici 6zelliklerinden o6tiirt fizik, kimya, biyoloji, tip,
malzeme bilimi ve disiplinler arasi alanlardaki uygulamalari oldukga fazladir [116].
Ornegin altin nanopartikiiller (AuNP'ler), yiiksek yiizey/hacim orani, proteinler ile
metal partikiiller arasindaki mesafeyi azaltma, redoks proteinleri ile elektrot yiizeyi
arasinda elektron transferini kolaylastirma gibi o6zellikleri sayesinde biiyiik
degistiriciler haline gelir. AuNP'lerin, hidrojen peroksit, oksijen veya nikotinamid
adenin dintkleotid gibi analitik biyokimyasal reaksiyonlarda yer alan molektillerin
redoks islemlerinin elektrokatalize edilebildigi faydal ara yiizler sagladig1 da

gosterilmistir [117].
3.2.1.3 Cok Duvarh Karbon Nanotiip
Karbon nanotiipler, altigenlerin tepelerinde karbon atomlari bulunan, ¢ogunlukla

uclari kapali olan grafit tabakalardan yapilmis silindirler olarak diistintlebilir (Sekil
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3.7) [118]. Karbon nanotiipler (CNT'ler), yiiksek elektriksel iletkenlik, iyi kimyasal
kararlilik ve asir1 mekanik mukavemet gibi miikemmel 6zelliklerinden dolay1 biiytik
ilgi gormistir [119]. CNT'lerin uygulanmasinin, yiiksek etkili yiizey alani,
iyilestirilmis kiitle tasima, yiiksek gozeneklilik, reaktif bolgeler ve daha fazla
adsorpsiyon dahil olmak iizere, geleneksel elektrotlara gore olaganiistii avantajlar

sagladig1 kanitlanmistir [120].

MWCNT

Sekil 3.7 Cok duvarli karbon nanottipiin sematik gosterimi [121].

3.2.1.4 Fosforik Asit Cozeltisi

Destek elektrolit, elektroaktif olmayan (kullanilan potansiyel araligi dahilinde) ve
elektrolite eklenen elektroaktif tlirlerden ¢ok daha biiyiik bir iyonik kuvvete ve
iletkenlige sahip kimyasal tiirler iceren bir elektrolittir. Elektrokimyasal o6n
islemlerde bircok destek elektrolit ¢ozeltisi kullanilabilir [48,75]. Bunula beraber,

fosforik asit ¢ozeltisi de bircok calismada elektrokimyasal 6n islemlerde tercih
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edilmektedir. Bu nedenle, fosforik asit ¢ozeltisi bu ¢alismada piridoksin tizerindeki

etkisini arastirmak icin destek elektrolit ¢ozeltisi olarak secilmistir.
3.2.2 Sensorlerin Karakterizasyonunda Kullanilan Yontemler

Karakterizasyon yontemleri arasinda doniisiimlii voltametri ve elektrokimyasal
empedans spektroskopisi siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, X 1sinlari fotoelektron
spektroskopisi, taramali elektron mikroskopisi ve atomik kuvvet mikroskopisi de

karakterizasyon yontemlerinde siklikla kullanildig1 goériilmektedir.
3.2.2.1 Doniisiimlii Voltametri

Doniisiimlii voltametri yontemi sensor karakterizasyonunda kolay ve hizli sonug
vermesi nedeniyle siklikla tercih edilir. Bu yontemde, elektrot ytlizeyinde olusan
gruplarin yiikleri, kiitle aktarim tiirti ve aktarim hizi gibi 6zellikleri ile ilgili bazi
onemli bilgiler sunmaktadir. Elektrot yiizeyinde olusan tiirler hakkinda bilgi

edinebilmek i¢in [Fe(CN)s]3-/# redoks cifti siklikla tercih edilmektedir [106].
3.2.2.2 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS), korozyon analizi, molekiillerin
adsorpsiyon o6zellikleri gibi bir¢ok amaglar icin kullanilan ve bununla birlikte yakit
hiicrelerinin ve pillerin isleyisini takip etmek i¢in tercih edilen bir tekniktir. Prensip
olarak, empedans basitce bir devredeki elektrik akimina karsi olan kuvvete denir ve
direncle ayni birimlerle 6l¢iiliir. Bununla birlikte, direng, Ohm yasasina uydugu icin
empedanstan farklidir ve akimin degismemesi nedeniyle direncin teknik olarak sifir
faz acilh empedans oldugu DC devrelerinde gozlemlenir [122]. Ol¢iimden sonra
alinan veriler Rct (ylik-transfer direnci), W (warburg elemani), Rs (¢ozelti direnci),
ve Cdl (sabit faz elemani) iceren devre modeli kullanilarak bu elektriksel devreye
gore fit islemi yapilir ve elektrot-elektrolit ara yiizeyinde meydana gelen elektron

aktarim stureci ile ilgili bilgiler elde edilir [106].
3.2.2.3 X-Isi Fotoelektron Spektroskopisi

X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), yiizeylerin karakterizasyonu i¢in X-1s1n1
radyasyonu tarafindan uyarilan ve malzemeden bosluga birakilan fotoelektronlari
kullanarak 6l¢iim alan analitik bir yontemdir. Kati numunedeki elektronlar,
elementine bagli olan baglanma enerjileri (BE) ile karakterize edilir. Sadece
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numuneden yayilan elastik olarak sa¢ilmis elektronlar bir diger deyisle enerji kaybi
olmayan elektronlar ile numunenin bilesimi hakkindaki bilgiler enerji
spektrumlarindan elde edilebilir. Enerji spektrumu bir elektron spektrometresinde
Olgiilir ve elektronlarin oOlgllen kinetik enerjisi (KE) incelenen materyaldeki
baglanma enerjileri ve uyarma icin kullanilan X-i1s1n1 fotonlarinin enerjisi ile

belirlenir [123].
3.2.2.4 Taramal Elektron Mikroskopisi

Taramali elektron mikroskopisi, numune {istiiniin 1 pm'sinin ylizey topografyasi,
kimyasal bilesimi, elektriksel davranisi ve kristal yapis1 hakkinda bilgi veren 6nemli
bir tekniktir [124]. Taramali elektron mikroskopu, numune yiizeyine yiiksel
gerilimle hizlandirilmis elektron demeti gondererek goriintii elde edilmesi ilkesine
dayanir [106]. Bu yontem sayesinde modifikasyonun saglanip saglanmadigina
bakilmasi nedeniyle ¢okea tercih edilmektedir. Ayrica elektron mikroskoplari, X-
1sinlarinin Enerji Dagilim Analizi (EDAX) olarak bilinen bir teknik kullanilarak
numunenin bilesimini elde etmek i¢in de kullanilabilir. Numuneye carpan yiiksek
enerjili elektronlar, etkilestikleri atomlarin karakteristik X-1sinlarini tretir. Bu tir
karakteristik X 1smlarinin  enerjilerinin  ve  yogunluklarinin  analizi
karsilastirildiginda, incelenen numunenin igerigi hakkinda bilgiler elde edilebilir

[118].
3.2.2.5 Atomik Kuvvet Mikroskobu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), polimerler, kompozitler, cam, seramikler ve
biyolojik numuneler dahil olmak tizere neredeyse her tiir yiizeyin gérintillenmesini
saglayan guclu bir tekniktir. AFM, manyetik kuvvetler, yapisma mukavemeti ve
mekanik 6zellikler dahil olmak iizere birgok farkl kuvveti lokalize etmek ve 6l¢gmek
icin kullanilir. AFM, bir dirsege tutturulmus yaklasik 10 ila 20 nm ¢apinda keskin bir
uctan olusur. Bir numunenin 2 boyutlu projeksiyonunu veya 2 boyutlu goériintiisiinii
saglayan elektron mikroskobunun yani sira, AFM gercek bir 3 boyutlu ytizey profili
elde edilmesini saglar. Bununla birlikte, AFM tarafindan goriintiillenen numuneler,
numuneyi geri doniisi olmayan bir sekilde degistirecek veya metal/karbon
kaplamalar gibi numuneye herhangi bir zarar verebilecek 6zel islem gerektirmez
[125].
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4

MATERYAL VE METOT

4.1 Kullanilan Kimyasallar

Folik asit tayini i¢in kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir.

Folik asit (98%), L-Sistin (98%), potasyum hekzasiyanoferrat (II) trihidrat (99%),
fosforik asit (85%), potasyum hekzasiyanoferrat (III) (99%), potasyum hidroksit
(85%), lityum perklorat (95%) Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir. Dihidrojen fosfat
(98%), potasyum dipotasyum hidrojen fosfat (98%) ve potasyum kloriir Merck'ten

temin edilmistir.
Riboflavin tayini i¢in kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir.

Riboflavin, ¢ok duvarli karbon nanotiip (DxL 110-170 nm x 5-9 mm> %90), stlfiirik
asit (%95-97), nitrik asit (%70), potasyum hekzasiyanoferrat (II) trihidrat (%99),
fosforik asit (%85), potasyum hekzasiyanoferrat (III) (%99), potasyum hidroksit
(%85), N, N-dimetilformamid (%99,8) Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir. Hidrojen
tetrakloroaurat (III) hidrat (%99,9) Alfa Aesar'dan elde edilmistir. Dihidrojen fosfat

(%98) ve potasyum dipotasyum hidrojen fosfat (%98) Merck'ten temin edilmistir.
Piridoksin tayini icin kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir.

Piridoksin (%98), potasyum hekzasiyanoferrat (III) (%99), potasyum
hekzasiyanoferrat (II) trihidrat (%99), fosforik asit (%85), potasyum hidroksit
(%85) Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir. Dihidrojen fosfat (%98) ve potasyum
dipotasyum hidrojen fosfat (%98) Merck'ten temin edilmistir.

Tez calismasi gercek numune analizleri i¢in kullanilan portakal meyvesi, diyet
icecekleri yerel saticilardan temin edilmistir. ila¢ numunesi ise eczaneden

alinmistir.

Deneyler boyunca bes boyunlu cam hiicre kullanilmistir. Kalem ucu elektrot, Pt tel

ve Ag/AgCl (3,0 mol L1 KCl) sirasiyla calisma, karsit ve referans elektrot olarak
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kullanilmistir. Kalem uglar1 (Tombow, HB, 0.5 mm c¢apinda) 3,0 cm uzunlugunda

parcalara kesilmis ve her bir par¢anin 1.0 cm'si ¢ozeltiye daldirilmistir.
4.2 Kullanilan Cihazlar

Tiim elektrokimyasal 6l¢timler, NOVA yazilimi (stiriim 2.1) ile donatilmis bilgisayar

kontrolltii Autolab PGSTAT 128 N ile gergeklestirilmistir.
EIS analizleri bir Gamry Reference 3000 Potansiyostat/Galvanostat yapilmistir.

FESEM mikrograflarini elde etmek i¢in Saha Emisyon Tabancali FEI-Philips XL30

Cevresel Taramali Elektron Mikroskobu kullanilmistir.

X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ol¢timleri, bir Thermo Scientific K-alfa X-

151n1 Fotoelektron Spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizleri NanoMagnetics Instruments (hpAFM)
kullanilarak yapilmistir.

Tartim islemleri ise SHIMADZU ATX224 marka/model analitik terazi ile
gerceklestirilmistir.
pH olgtimleri HANNA HI 2211 pH/ORP Meter marka pH-iyon metre ile yapilmistir.

Cift damitilmis su deiyonize edilmistir ve Millipore Milli-Q Direct 16 tarafindan

saglanan 18 M 18 cm-! ultra saf su kullanilarak saflastirilmistir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda ve seyreltilmesinde kullanilan mikropipetlerin

markasi eppendorf’tur.

4.3 Elektrot Modifikasyonunda Kullanilan Modifiye Ajanlarinin
Hazirlanmasi

4.3.1 Fonksiyonellendirilmis Cok Duvarli Karbon Nanotiip Hazirlanmasi

Ik olarak, 0,1 mg ticari MWCNT tartilmis ve HNO3/H2S04 (1:3) ¢ézeltisi icinde
dagitilmistir. Bundan sonra MWCNT c¢6zeltisi ultrasonik banyoda 6 saat 40 °C'de
karistirilmistir. Elde edilen tirtiniin asitligini ve safsizliklarini gidermek icin santriftj
islemi gerceklestirilmistir. Yikama islemi her seferinde saf su ile yapilmis ve triiniin
stiziintiisti atildmistir. pH 7,0'ye ulasildiginda yikama islemi durdurulmustur. Uriin

gece boyunca 50 °C'de vakumlu bir firinda kurumaya birakilmistir. Uriin

32



kuruduktan sonra, 0,5 mg lrtin 1,0 mL kuru N, N-dimetilformamid (DMF) i¢inde
coziilmustir. Elde edilen nihai tiriin, ultrasonik banyoda 15 dakika karistirilmistir.
Bu islemin amaci, elde edilen irinin DMF igerisinde homojen bir sekilde

dagilmasini saglamaktir.

4.4 Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

4.4.1 Folik Asit Tayini i¢in Modifiye Elektrotun Hazirlanmasi

Folik asit tayini i¢cin poli(sistin) kalem ucu elektrot (poli(sistin) /KUE) kullanilmistir.
KU elektrot lzerine l-sistin aminoasidin elektrokimyasal polimerizasyonu ile

poli(sistin) /KUE elde edilmistir.

Oncelikle 0,1 mol L LiClO4 igeren 500 pmol L1 I-sistin ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiye 3,0 cm kesilmis kalem ucu elektrot (KUE) yerlestirilmistir.
Daha sonra, dontisiimlii voltametri (CV) yontemi 1,8 Vile -1,1 V arasinda potansiyel
100 mV s-1 hizinda 10 donglide gerilim taramasi gergeklestirilerek elektrokimyasal

polimerizasyon islemi yapilmistir (Sekil 4.1).

Ilk olarak, déngii sayisinin folik asit tayininde pik akimina olan etkisini incelemek
icin dongii optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu nedenle, polimerizasyon ¢ozeltisi
icerisinde 3, 5, 7, 10 ve 15 dongiilerde poli(sistin)/KUE’lar hazirlanmistir.
Hazirlanan elektrotlarin dlciimleri folik asit ¢ozeltisi icerisinde alinmistir ve en iyi

dongti sayis1 10 olarak belirlenmistir.
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Poli(sistin)/KUE

Sekil 4.1 Poli(sistin)/KUE'un hazirlanma islemini sematik gdsterimi.
4.4.2 Riboflavin Tayini icin Modifiye Elektrotun Hazirlanmasi

Riboflavin tayini icin fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip/altin
nanopartikiil/kalem ucu elektrot (f-MWCNT/AuNP/KUE) hazirlanmistir. Burada
oncelikle 10 mmol L1 HAuCls iceren 0,5 mol L1 H2SO4 ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan c¢o6zelti igerisinde kronoamperometri yontemi kullanilarak -3,0 V, 30
saniye boyunca uygulanmis ve altin nanopartikiller elektrot yiizeyine
biriktirilmistir. Daha sonra hazirlanan altin nanopartikiil/kalem ucu elektrot,
AuNP/KUE, tlizerine 10 pL fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (f-
MWCNT) c¢ozeltisi damlatilmistir (Sekil 4.2). Elde edilen elektrotlarin riboflavinin
pik akimini arttirdig1 gérulmistir. Bu nedenle, elektrokimyasal biriktirme kosullari
optimize edilmistir.

Ik olarak, altin nanopartikiillerin elektrot iizerine uygulanan elektrokimyasal
biriktirilme potansiyelleri optimize edilmistir. Optimizasyon icin -4,0 V, -3,0 V, -2,0
V,-1,0 Vve +1,0 V potansiyelleri kullanilarak altin nanopartikiiliin elektrokimyasal

biriktirmesi gerceklestirilmistir. Bu potansiyellerde hazirlanan elektrotlar
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riboflavin ¢ozeltisinde 6l¢lilmiistiir. Elde edilen sonuclara gore en iyi potansiyel -3
V olarak belirlenmistir. Daha sonra ise -3,0 V ile hazirlanan AuNP/KUE'lar tizerine

10 pL f-MWCNT ¢ozeltisi damlatilarak riboflavin tayinleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.2 -MWCNT/AuNP/KUE hazirlanmasinin sematik gosterimi.

4.4.3 Piridoksin Tayini icin Modifiye Elektrotun Hazirlanmasi

KUE'un elektrokimyasal 6n islemi, H3POs destekleyen elektrolit ¢ozeltisinde
kronoamperometri teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.3). Oncelikle
elektrokimyasal 6n islem i¢in farkli H3PO4 derisimlerinde (0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1,0
ve 1,5 mol L1) hazirlanan elektrotlarin Piridoksin (Py) akimi lizerindeki etkisi
incelenmis ve optimum H3PO4 derisimi secilmistir. ikinci olarak, segilen derisimde
yapilan elektrotlar farkh potansiyellerde (-2,2V,-2,1V-20V,-19V,-1,8V,+1,8V,
+19V,+20V, +2,1V ve + 2,2 V) hazirlanmis ve bunlarin Py akimi tizerindeki
performanslart incelenmistir. Son olarak optimum H3POs4+ derisimde ve
potansiyelinde 25, 50, 100, 150, 200 ve 250 saniyelerde hazirlanan elektrotlar icin
zaman optimizasyonu incelenmis, optimum zaman secilmistir. Sonuglar, farkh

potansiyellerde, zamanlarda ve farkli H3PO4 derisimlerinde yapilan anodik islem
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gormiis kalem ucu elektrotlarin (AIG/KUE) Py akimi iizerinde biiyiik bir etkisi
oldugunu gostermistir. Elde edilen sonuclara gore, optimum H3PO4derisimi 0,1 mol

L-1, optimum potansiyel 2,0 V ve optimum zaman 100 saniye olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3 AiG/KUE hazirlanmasinin sematik gosterimi.

4.5 Modifiye Elektrotlar ile Analitlerin Elektrokimyasal

Davramislarinin incelenmesi

4.5.1 Poli(Sistin)/KUE ile Folik Asidin Elektrokimyasal Davranisinin

incelenmesi

Folik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 umol L1 100 mL’lik FA c¢ozeltisi
hazirlamak icin, 0,0044 g FA tartilmis ve pH 7,0 fosfat tamponu kullanilarak 100
mL'ye tamamlanmistir. Tim 6l¢iimler 15 dakika boyunca azot gazindan gegirilen

folik asit ¢ozeltisi icerisinde alinmistir.

Elektrokimyasal él¢iimler: CV ve DPV yontemleri, 0,1 mol L-1 pH 7,0 fosfat tampon
cozeltisi icinde poli(sistin)/KUE kullanilarak gerceklestirilmistir. Diferansiyel puls
voltametri (DPV) i¢in en uygun kosullar sirasiyla 0,75 V ve 1,1 V'luk baslangi¢ ve son
potansiyeller; 100 mV/s'ye esit bir tarama hizi; 50 mV'lik bir modiilasyon genligi,

denge stiresi 5 saniyeye ve 5,0 mV'luk bir adim potansiyeline esittir. Tiim 6l¢iimler
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yeni hazirlanmis elektrotlarla yapilmis ve nitrojenle doyurulmus c¢ozeltilerde

gerceklestirilmistir.

4.5.2 f-MWCNT/AuNP/KUE ile Riboflavinin Elektrokimyasal Davranisinin

incelenmesi

Riboflavin ¢oézeltisinin hazirlanmasi: 100 pmol L1 100 mL’lik RF c¢ozeltisi
hazirlamak i¢in, 0,0037 g RF tartilmis ve pH 4,0 fosfat tamponu kullanilarak 100

mL’ye tamamlanmistir.

Elektrokimyasal 6l¢iimler: CV ve DPV yontemleri, 0,1 mol L-1 pH 7 fosfat tampon
cozeltisi icinde poli(sistin) /KUE kullanilarak gerceklestirilmistir. Diferansiyel puls
voltametri (DPV) i¢in en uygun kosullar sirasiyla (-0,52 V) ve (-0,01 V) baslangi¢ ve
son potansiyeller; 100 mV/s'e esit bir tarama hizi; 50 mV'lik bir modiilasyon genligi,
denge siiresi 5 saniyeye ve 5,0 mV'luk bir adim potansiyeline esittir. Tiim 6lgtimler

yeni hazirlanmis elektrotlarla ve ¢ozeltilerle yapilmistir.
4.5.3 AiG/KUE ile Piridoksinin Elektrokimyasal Davramisinin incelenmesi

Piridoksin ¢oézeltisinin hazirlanmasi: 300 pmol L1 100 mL’lik Py c¢ozeltisi
hazirlamak icin, 0,0050 g Py tartilmis ve pH 3,0 fosfat tamponu kullanilarak 100

mL’ye tamamlandu.

Elektrokimyasal 6l¢iimler: CV ve DPV yontemleri, 0,1 mol L-1 pH 3,0 fosfat tampon
cozeltisi icinde AIG/KUE kullanillarak gerceklestirilmistir. Diferansiyel puls
voltametri (DPV) icin en uygun kosullar sirasiyla 0,7 V ve 1,5 V baslangi¢ ve son
potansiyeller; 100 mV/s'e esit bir tarama hiz;; 50 mV'lik bir modiilasyon genligi,
denge stiresi 5 saniyeye ve 5,0 mV'luk bir adim potansiyeline esittir. Tiim 6lgtimler

yeni hazirlanmis elektrotlarla ve ¢ozeltilerle yapilmistir.

4.6 Analiz Kosullarinin Optimizasyonlari

4.6.1 Folik Asit Tayini i¢cin Analiz Kosullarinin Optimizasyonu

Folik asit tayini i¢in 6nemli bir parametre olan pH optimizasyonu poli(sistin)/KUE
kullanilarak yapilmistir. Bu nedenle, poli(sistin)/KUE ile farkli pH ortamlarinda

folik asit cevabi incelenmistir. ilk olarak, ayn1 miktarda folik asit iceren farkli pH

degerlerindeki (5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) ¢ozeltiler poli(sistin) /KUE ile 0,75 V - 1,05
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V potansiyel araliginda DPV yardimiyla 6l¢limleri alinmistir. Elde edilen sonuclara
gore, folik asit icin en yiiksek akim cevabini pH 7,0 degerinde verdigi

gozlemlenmistir.
4.6.2 Riboflavin Tayini i¢cin Analiz Kosullarinin Optimizasyonu

Riboflavin tayini i¢cin Onemli bir parametre olan pH optimizasyonu f-
MWCNT/AuNP/KUE kullanilarak yapilmistir. Bu nedenle, f-MWCNT/AuNP/KUE ile
farkli pH ortamlarinda riboflavin cevabi incelenmistir. Ilk olarak, ayn1 miktarda
riboflavin iceren farkli pH degerlerindeki (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 ve 8,0) ¢ozeltiler f-
MWCNT/AuNP/KUE ile -0,52 V - -0,0 V potansiyel araliginda DPV yardimiyla
Olciimleri alinmistir. Elde edilen sonuclara gore, riboflavin icin en yiiksek akim

cevabini pH 4,0 degerinde verdigi gozlemlenmistir.
4.6.3 Piridoksin Tayini i¢cin Analiz Kosullarinin Optimizasyonu

Piridoksin tayini icin énemli bir parametre olan pH optimizasyonu AiG/KUE
kullanilarak yapilmistir. Bu nedenle, AiG/KUE ile farkli pH ortamlarinda piridoksin
cevab1 incelenmistir. Ilk olarak, aym miktarda piridoksin iceren farkli pH
degerlerindeki (2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 ve 8,0) ¢ozeltiler AIG/KUEile 0,7V -1,5V
potansiyel araliginda DPV yardimiyla dl¢timleri alinmistir. Elde edilen sonuglara
gore, piridoksin icin en yluksek akim cevabimi pH 3,0 degerinde verdigi

gozlemlenmistir.
4.7 Kalibrasyon Grafiklerinin Olusturulmasi

Gergek orneklerde modifiye elektrotlarin hassasiyetini ve duyarhiligini 6l¢mek icin
poli(sistin)/KUE yardimiyla farkhi derisimlerde folik asit ¢ozeltisi hazirlanarak
Olgiimler alinmistir. Kalibrasyon grafigi, farkli miktarda folik asit iceren
cozeltilerden elde edilen yiikseltgenme pik akim degerlerinin derisime karsi grafige
gecirilmesiyle elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiginden tayin limit

degerleri hesaplanmistir.

Hazirlanan f-MWCNT/AuNP/KUE yardimiyla farkli derisimlerde riboflavin ¢ozeltisi
hazirlanarak o6l¢cimler alinmistir. Kalibrasyon grafigi, farkli miktarda riboflavin

iceren ¢ozeltilerden elde edilen yiikseltgenme pik akim degerlerinin derisime karsi
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grafige gecirilmesiyle elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiginden tayin limit

degerleri hesaplanmistir.

Hazirlanan AIG/KUE yardimiyla farkli derisimlerde piridoksin ¢ozeltisi
hazirlanarak 6l¢timler alinmistir. Kalibrasyon grafigi, farkli miktarda piridoksin
iceren ¢ozeltilerden elde edilen yiikseltgenme pik akim degerlerinin derisime karsi
grafige gecirilmesiyle elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiginden tayin limit

degerleri hesaplanmistir.

4.8 Girisim Yapabilecek Tiirlerin Analit Sinyali Uzerindeki

Etkisinin Incelenmesi

Folik asit tayini i¢in hazirlanan poli(sistin)/KUE ile girisim ¢alismasi yapilmistir.
Folik asit ¢ozeltisi icin siklikla kullanilan girisim tiirleri olan iirik asit (UA) ve
askorbik asit (AA) kullanilmistir. Sonra, pH 7,0 fosfat tamponu i¢cinde 500 pmol L1
AA ve 0,5 umol L1 UA iceren 100 pmol L-Vlik folik asit ¢ozelti hazirlanarak girisim

calismasi yapilmistir.

Riboflavin tayini icin hazirlanan f-MWCNT/AuNP/KUE ile girisim c¢alismasi
yapilmistir. Riboflavin ¢6zeltisi incelenecek gercek orneklerde 2 farkl tiir ile bir
arada bulunabilmesi nedeniyle girisim 6zelliklerinin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.
Bu amacla askorbik asit (AA) ve glikoz (G) girisim tiirleri olarak secilmistir. Daha
sonra, pH 4,0 fosfat tamponu icinde 10 pmol L1 AA ve 10 pumol L-lik G ve 100 umol
L1 AA ve 100 umol L-Vlik G iceren 1,0 pmol L-Vlik Riboflavin igeren iki ayr1 ¢ozelti

hazirlanarak girisim ¢alismasi yapilmistir.

Piridoksin tayini icin hazirlanan AIG/KUE ile girisim calismasi yapilmistir.
Piridoksin ¢ozeltisi icin siklikla kullanilan girisim tiirleri olan iirik asit (UA) ve glikoz
(G) kullanilmistir. Sonra, pH 3,0 fosfat tamponu i¢cinde 10 pmol L-1 UA ve 10 pmol L-
Vlik G ve 100 umol L1 UA ve 100 umol L-Vlik G iceren 100 pmol L-lik Piridoksin

iceren iki ayr1 ¢ozelti hazirlanarak girisim ¢alismasi yapilmistir
4.9 Gercek Ornek Calismasi
Sensorlerin uygulanabilirligini incelemek amaciyla gercek ornek c¢alismasi

yapilmistir.
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Folik asidin gercek oOrneklerde uygulanabilirliginin incelenmesi i¢in
poli(sistin) /KUE ile yerel pazarlardan satin alinan portakal meyvesi gercek 6rnek
olarak kullanildi. Ornek hazirlama, asagidaki adimlar kullanilarak gerceklestirildi.
Portakal suyu, filtre kagidi kullanilarak posasindan ayrildi. Daha sonra, 1,0 mL
sikilmis portakal suyu alindi ve 10 mL pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisi ile seyreltildi,
ultrasonik banyoda 10 dakika karistirlmis ve analiz edilmistir. Elde edilen

sonuglara gore % geri kazanim degeri hesaplanmistir.

Riboflavinin gercek oOrneklerde uygulanabilirliginin incelenmesi icin f-
MWCNT/AuNP/KUE ile yerel pazarlardan satin alinan siit ve eczaneden satin alinan
ilag gercek ornek olarak kullamilmistir. Oncelikle siit numunesi, filtre kagidi
kullanilarak sliziilmiistiir Siiziildiikten sonra, siit numunesinden 2,0 mL alinmis ve
toplam hacmi, fosfat tamponu (pH 4,0, 0,1 mol L-1) ile 10 mL’ye seyreltilmistir. Daha
sonra analiz diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemi kullanilarak -0.52 V ile 0.0
V arasinda yapilmistir. Bu ¢alisma i¢in siit numunesinin dogrudan analizinde matris
etkisini azaltmak icin standart ekleme yontemi kullanilmistir. Ayni sekilde, ilag
analizinde ise ila¢ voltametrik cam hiicreye aktarilmis ve 30 kez seyreltilmistir.
Daha sonra 6l¢iim DPV yontemi ile yapilmistir ve elde edilen sonuglara gore % geri

kazanim degeri hesaplanmistir.

Piridoksin gercek érneklerde uygulanabilirliginin incelenmesi i¢in AIG/KUE ile
yerel pazarlardan satin alinan diyet icecek ornekleri gercek ornek olarak
kullanilmistir. Icecek érneklerinden 1,0 mL alind1 ve bunlarin toplam hacmi fosfat
tamponu (pH 3,0, 0,1 mol L-1) kullanilarak 5,0 mL’ye seyreltilmistir. Daha sonra 0,7
V ile 1,5 V arasinda diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemi kullanilarak

Olgtimler yapilmistir.
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5

SONUC VE ONERILER

5.1 Folik Asit Tayini i¢in Poli(Sistin) /KUE Gelistirilmesi

5.1.1 L-Sistin Aminoasidinin Elektrokimyasal Polimerizasyonu

L-Sistinin elektrokimyasal polimerizasyonu, 500 umol L-1 L-sistin iceren 0,1 mol L-1
LiCl04 c¢ozeltisinde Bos/KUE ylizeyinde doniisiimlii voltametri (CV) ile
gerceklestirilmistir. L-sistin aminoasidinin polimerizasyon islemi, 10 déngiide 50
mV sVlik bir tarama hizinda 1,8 V ile -1,1 V arasinda potansiyel uygulanarak
gerceklestirilmistir. L-sistin aminoasidinin polimerizasyonu i¢in optimum degerin
10 doéngii oldugu bulunmustur. Elektrot, elektrokimyasal polimerizasyon yontemi
uygulanarak L-sistin film ile modifiye edilmistir. 1,42 V'de gézlemlenen pik, 1-sistin
aminoasidinin monomerinden kaynaklanmaktadir. Polimerin elektrokimyasal
polimerizasyon voltamograminda, 1,42 V'taki monomerin pik noktasi, aktif ylizey
alanindaki artisa bagh olarak dongt sayisi arttikca monomere ait pik akiminda da
artmasi sonucunda olusmustur (Sekil 5.1). L-sistin'in elektrokimyasal
polimerizasyonu 1,8 Vile -1,1 V potansiyelleri arasinda gergeklestirildiginde, asama
1'de gosterildigi gibi L-sistin serbest radikali olusmus ve ardindan bir hidrojen
radikalinin c¢ikarilmasi izlenmistir. Asama 2'de ise, I-sistin'in olusturulmus serbest
radikali, KUE'un yiizeyine baglanmistir. Asama 3’te ise olusturulan tirtin, KUE
yluzeyinde poli(sistin)/KUE adi verilen bir polimer film olusturmak ic¢in su
molekilini ortadan kaldirarak baska bir l-sistin ile reaksiyona girip Il-sistin

polimeri olusturmustur (Sekil 5.2).
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Sekil 5.1 L-sistin aminoasidinin elektrokimyasal polimerizasyon voltamogrami.
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Sekil 5.2 L-sistinin polimerizasyonu sirasinda gergeklesen reaksiyonlar.
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Ayrica, tasarlanan modifiye elektrotun elektroaktif 6zelligini incelemek i¢in 0,1 mol
L1 KCl iceren sulu ¢ozeltisi icerisinde Ol¢ciimleri alinmistir. Hazirlanan
poli(sistin) /KUE, KCI ¢ozeltisi icerisinde -0,3 V ile 0,7 V arasinda voltamogrami
alinmistir. Elde edilen voltamograma gore, kalem wucu elektrot yiizeyinde
olusturulan poli(sistin) yapisinin elektroinaktif 6zellik gosterdigi anlasimistir

(Sekil 5.3).

0 . - ;
-100
<
2
_§ -200
X
<
-300
—— Bos/KUE
— Poli(sistin)/KUE
-400 1
I T I T I
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.3 Poli(sistin)/KUE ve Bos/KUE"un KClI ¢6zeltisi icerisindeki davranisi.
5.1.2 Poli(Sistin)/KUE'ta Folik Asidin Elektrokimyasal Ozellikleri

pH degeri 7,0 olan fosfat tamponunda poli(sistin) /KUE ile 100 umol L-1 folik asidin
elektrokimyasal 6zellikleri doniisiimlii voltametri kullanilarak incelenmistir (Sekil
5.4). Folik asit iceren bir ¢ozeltiye 0,8 V ile 1,1 V arasinda bir potansiyel
uygulandiginda, poli(sistin) /KUE ve Bos/KUE’ta, sirasiyla 0,9 V ve 0,88 V'ta ve 114
uA ve 15,2 pA'de yiikseltgenme pikleri goriilmiistiir. Modifiye elektrotta meydana
gelen bu pik artisi, poli(sistin)/KUE'un ytiksek iletkenlige sahip olmasi ve yiizey
alanindaki artis1 sonucu meydana gelmistir. Bu da modifiye -elektrotun

elektrokatalitik etki gosterdiginin kanitidir. Bununla birlikte, bu ytlikseltgenme piki
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folik asidin C(9)-N(10) baglarinda meydana gelen folik asidin dihidrofolik aside
yukseltgenmesinden kaynaklanmaktadir (Sekil 5.5). Ayrica voltamograma
bakildiginda, analit icermeyen ¢ozeltide modifiye elektrotun herhangi bir davranis
sergilemedigi gorilmiistiir. Bu da modifiye elektrotun folik aside karsi duyarh

oldugu anlagilmistur.

200 {—— Bos/KUE (FA igeren ¢ozelti)

—— Poli(sistinyKUE (FA igeren ¢ozelti)
—— Bos/KUE (FA igermeyen ¢ozelti)

— Poli(sistin)yKUE (FA icermeyen ¢Hzelti)

150

100

Akim (pA)

[$)]
o
|

0.230 0.;38 0.:36 1.04 1.12
Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.4 CV yontemiyle folik asidin elektrokimyasal davranisinin poli(sistin) ve
bos elektrotlarda incelenmesi.

HO_ HO_
HO——H HO——H
HO——H HO—1—H
HO——H HO—1—H
H—1T—H }ii +2H+ " +2e H——H
H,C NN _0 2H", -2¢° H.C N 0
HyC N - G NH
3 | H,C N
H O 0O

Sekil 5.5 Folik asidin reaksiyon mekanizmasi.
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Poli(sistin) /KUE ve Bos/KUE kullanilarak pH 7,0 fosfat tamponu i¢cinde 100 umol L-
1 folik asidin elektrokimyasal tepkileri DPV ile arastirilmistir. Sekil 5.6, modifiye
edilmemis kursun kalem ucu elektrotun pik akimi 0,77 pA iken, poli(sistin)/KUE ile
folik asit tepkisinin 3,56 pA'ya yiikseldigini gostermektedir. Modifiye elektrot
sayesinde folik asidin pik akimini yaklasik olarak 5 kat ytikselttigi goriilmiistiir. Bu
akim artisy, l-sistin icinde elektron transferini kolaylastiran ve elektrotun iletken

yapisini artiran tiyol gruplarinin varligindan kaynaklanmaktadir.

4. .50 4——Bos/KUE (FA igeren gbzelti)
— Poli(sistin)/KUE (FA igeren ¢ozelti)
—— Bos/KUE (FA icermeyen ¢bzelti)
3.75 4—Polisistin)/KUE (FA igermeyen cozelti)
3.00 1
<1 2.25 1
E
< 1504
0.75 1
I [ I
0.750 0.825 0.900 0.975 1.050

Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.6 DPV yontemiyle folik asidin elektrokimyasal davranisinin poli(sistin) ve
bos elektrotlarda incelenmesi.

5.1.3 L-sistin aminoasidinin polimerizasyonunda doéngii sayisinin
optimizasyonu

Elektrot ytlizeyindeki polimer filmin kalinhigi, elektrotun folik asidi belirleme
kabiliyetini etkileyen 6nemli parametrelerden biridir. Folik asit tayini yiiksek
hassasiyet gerektirdiginden, polimerizasyon dongi sayisinin folik asidin pik akimi

uzerindeki etkisi DPV yontemi kullanilarak arastirilmistir. Bu nedenle, farkh
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sayidaki poli(sistin) /KUE dongtilerinin folik asit akimi tizerindeki etkisini incelemek
icin 3, 5, 7, 10 ve 15 dongi sayilar: kullanilarak arastirilmistir. Déngii sayisti ile ilgili
calismalar, folik asidin pik akiminin 3 doéngiiden 10 dongiliye arttigini ve 10
dongiiden sonra bir diisiis gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 5.7). Yiiksek sayida
dongiiniin kullanilmasi elektrot ylizeyinde daha kalin bir film olusturdugundan ve
daha diisiik bir ylizey alanina erisim saglamasindan 6tiirii 10 déngiiden sonraki

dongiide bir diisiis goriilmiistiir. Bu nedenle, optimum doéngii olarak 10 dongi

se¢ilmistir.

3 75 \—— Bos/KUE
——3 dongu
——>5dongil

|7 déngu

3009 40 dengu
— 15 déngi
—Bos ¢bzelti

—~ 2.254
<
=
£
= 150+
<
0.75
0.00 - £ 1><

T T T
0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05
Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.7 Dongtli sayisinin folik asit cevabina olan etkisi.
5.1.4 Folik Asit icin pH Optimizasyonu Calismasi

Poli(sistin) /KUE ile folik asit yiikseltgenmesi tizerindeki pH'nin etkisini karakterize
etmek icin diferansiyel puls voltametri yontemi kullanilmistir. @l(;iimler 5,0,6,0,7,0,
8,0 ve 9,0 pH degerlerinde 100 pmol L1 folik asit iceren fosfat tamponu
cozeltilerinde yapilmistir. Folik asit ylkseltgenmesi, pH degisiminden etkilendigi
gozlemlenmistir (Sekil 5.8). pH 7,0'nin altindaki pH degerlerinde, ylikseltgenme pik
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akimi pH arttikga artmistir. pH 7,0'nin lizerindeki degerlerde ise, pik akimi pH
arttik¢a azalmis ve folik asidin ytlikseltgenme pik noktasi katodik bolgeye kaymistir.
Bu nedenle, pik potansiyelinin katodik bolgesine kaymasi ve pik akimdaki artis
poli(sistin)/KUE'un folik asit yiikseltgenmesi tlizerinde elektrokatalitik bir etkiye
sahip oldugunu ve noétral bolgede daha az enerji tliketerek yiikseltgenme
reaksiyonunu meydana getirdigini gostermistir. Ayn1 zamanda, folik asidin pKa
degerleri 3,46 ve 4,83 olarak belirlenmistir. pH>pKa oldugunda molekiil anyonik
formda yani negatif formda bulunur. pH 7,0 ortaminda da folik asidin yapisinda
bulunan karboksilik asit gruplar1 negatif halde bulunmaktadir. Poli(sistin) elektrot
ise CV karakterizasyonu sonucunda anlasildig1 gibi pozitif ytkli gruplar icerdigi
gorilmektedir (Sekil 5.14). Boylece pH 7,0’de pozitif yiiklii elektrot ile negatif yiikli
molekiil elektrostatik olarak birbirini ¢ekerler. Bunun sonucunda pik akiminda artis
meydana gelir. Sonug olarak, yiikseltgenme pik akiminin pH 7,0'de en yiiksek

oldugundan dolay1 optimum deger 7,0 olarak se¢ilmistir.

3.751 pH9 = pH5 —PpHS
—pH6
——pH7
3.00 - pH 8
——pH9
2.25 -
<
£ 150-
&
<
0.75 4
0.00 1

I I T I
075 080 085 090 0.95 1.00 1.05 1.10
Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.8 Cesitli pH degerlerinde 100 mmol L-! folik asit iceren nitrojenle doymus
0,1 mol L1 pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisi icindeki poli(sistin)/KUE'un diferansiyel
puls voltamogrami.
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Folik asidin pik potansiyeli (Ep), ¢ozelti pH's1 ile iliskilidir. pH ve pik potansiyeli (Ep)

arasindaki dogrusal iliski su sekilde verilmistir:
Epa=-0,035pH + 1,143, R2=0,9976 (5.1)

pH’'nin bir fonksiyonu olarak Ep grafiginin egimi (-35 mV/pH) olarak belirlenmistir
(Sekil 5.9). Elde edilen egim degeri ile nerst esitligindeki 0,059 V degeri
karsilastirarak aktarilan proton sayisi ile elektron sayisinin esit olup olmadigini
anlayabiliriz. Bu egim degerine gore folik asidin yilikseltgenmesinde aktarilan
elektron sayisinin yarisi kadar proton transferinin rol oynadigini soyleyebiliriz

[126].

4.0 0.99
Ep=-0.035pH + 1.143

R?*=0.9976

~0.96

~0.93

- 0.90

Akim (uA)
(A) 1°AIsuelod

T
o
[}
BN

- 0.84

0.81

Sekil 5.9 pH degerinin bir fonksiyonu olarak akim ve potansiyel arasindaki iligki.

5.1.5 Tarama Hizinin Folik Asit Cevabi Uzerindeki Etkisi

100 pmol L1 folik asidin pH 7,0 fosfat tamponunda 0,8 V'tan 1,1 V'a doniistimli

voltametri cevabi, Sekil 5.10'da poli(sistin)/KUE tlizerindeki tarama hizinin bir
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fonksiyonu olarak arastirilmistir. Folik asit icin doniigiimlii voltametri sonuglari, 25
mV st ila 500 mV st aralifinda gergeklestirilen 6lgtimlerin, folik asit akimi ve
tarama hizinin karekokii arasinda dogrusal bir iliski gosterdigi goriilmistiir. Bu
olctimler sonucunda, folik asit i¢in difiizyon kontrolltu bir reaksiyon mekanizmasina
sahip oldugunu séylemek miimkiindiir (Sekil 5.11) [50]. Ayrica tarama hiz1 25'ten
500 mV slye cikarildikga pik potansiyelin daha yiiksek degerlere kaymasi

ylkseltgenme isleminin tersinmez karakterinin bir géstergesidir [127].

450 4 ——500mVs”
——250mV s
375 —150mV s
- -1
— ;go ”\"/V s 500mV's’
R mv 8
300 4 25mvs’
% 925 25mVs’
£ 1504
X
<

I I I
0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 1.10
Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.10 Farkli tarama hizlarinda tarama hizinin bir fonksiyonu olarak 100 umol
L-1 FA iceren fosfat tamponunda (pH 7,0, 0,1 mol L-1) poli(sistin) /KUE'un
dontisiimli voltamogramlari.
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Sekil 5.11 Tarama hizinin karekokii ile folik asidin akimi arasindaki dogrusal iliski.

Folik asit ylikseltgenmesinin kontrol siireclerinin aydinlatilmasi icin “log(Ip)-
log(v)” analizi uygulanmistir. Burada pik akimin logaritmasi tarama hizinin
logaritmasina karsi ¢izilmistir [128]. Poli(sistin)/KUE ile elde edilen egim bu grafige
gore 0,697'dir ve korelasyon katsayis1 0,995'e esittir (Sekil 5.12). 0,5'e yakin bir
egim, Randles-Sevcik denklemi ile tanimlandig: gibi difiizyon kontrollii bir siireci
gosterir; 1,0'e yakin bir egim ise adsorpsiyon kontrolli bir siireci gosterir [128]. Bu
sonuclara gore, folik asidin ylikseltgenme islemi poli(sistin)/KUE’ta hem difiizyon

hem de adsorpsiyon kontrolli oldugu sonucu ¢ikarilmistir.
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Sekil 5.12 Tarama hizinin logaritmasi ile akimin logaritmasi arasindaki dogrusal
iliski.

Folik asidin ylikseltgenmesinde aktarilan elektronlarin sayisini bulmak i¢in Laviron

denklemi kullanilmistir [129]. Tarama hizinin dogal logaritmasina (Inv) kars: pik

potansiyeli (Ep) grafiginden (Sekil 5.13) elde edilen egim su sekilde verilmistir:

RT /aFna (5.2)

a, tersinmez reaksiyonlar icin 0,5 kabul edilir. R ideal gaz sabiti, F Faraday sabiti, T
mutlak sicaklik ve na aktarilan elektronlarin sayisidir. Diger degerler bilindiginden,

transfer edilen elektronlarin sayisi yaklasik 2,0 olan 1,92 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.13 Tarama hizinin potansiyeli ile dogal logaritmasi arasindaki dogrusal
iliski.

5.1.6 Poli(Sistin)/KUE’un Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan poli(sistin)/KUE'nin  karakterizasyon ¢alismasinda dontistimli
voltametri, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve taramali elektron

spektroskopisi yontemleri kullanilmistir.
5.1.6.1 Poli(Sistin)/KUE’un Déniisiimlii Voltametri ile Karakterizasyonu

[Fe(CN)e]3/* redoks tiirleri, elektrokimyasal karakterizasyon calismasi sirasinda
kullanilmistir. Poli(sistin)/KUE ve Bos/KUE, 2,5 mmol L1 [Fe(CN)s]3-/4 ¢ozeltisinde
Olctilmistir. Sekil 5.14 gosterildigi gibi, anodik ve katodik pik akimlari, Bos/KUE’da
154 pA ve 153 pA'de gercgeklesmistir. Poli(sistin)/KUE kullanildiginda, anodik ve
katodik pik akimlar1 sirasiyla 186 pA ve 174 pA’e cktiglt gorilmistir.
Poli(sistin)/KUE elde edilen ytliksek pik akimlari, elektrokimyasal polimerizasyon
islemini dogrulamaktadir. Bu karakterizasyon yontemi ayn1 zamanda, Bos/KUE ve
poli(sistin)/KUE yiizeylerindeki fonksiyonel gruplar hakkinda da bilgi
saglamaktadir. Negatif yiikli ¢ozeltide elde edilen yiliksek pik akimlari sayesinde,
poli(sistin)/KUE'un, Bos/KUE’tan daha genis bir yiizey alam sagladigim
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soyleyebiliriz. Ayrica polimerin yiiksek iletkenlik sagladigi da soylemek
miumkiindiir. Randles-Sevcik denklemini kullanarak elektrotlarin aktif yiizey
alanlari, Bos/KUE ve poli(sistin) /KUE icin sirasiyla 0,0018 cm?ve 0,0037 cm? olarak
belirlenmistir. Sonuc¢ olarak, elektrotta elektrokimyasal polimerizasyon sonucu
alanin arttifi dogrulanmistir. Bununla birlikte, modifiye elektrottaki pik
akimlarindaki artis, elektrokimyasal polimerizasyon sonucu ylizeyde olusan pozitif
yuklii gruplardan da kaynaklanmaktadir. Yani ytlizeyde olusan pozitif yiiklii gruplar
cozelti ortaminda bulunan negatif ytiklii ferri-ferro gruplariyla birbirini cekerek pik

akimlarinda artis meydana getirmistir.
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— Poli(sistin)/KUE
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150 +

75 1

Akim (uA)
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Sekil 5.14 Bos/KUE ve poli (sistin)/KUE'un 2,5 mmol L-1 [Fe(CN)6]3/4- 0,1 mol L1
KCl ¢ozeltisi icerisinde alinan déniisiimli voltamogramlart.

5.1.6.2 Poli(Sistin)/KUE'un Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi ile

Karakterizasyonu

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), elektrot yiizey karakterizasyonu
icin yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir [76]. Empedans spektrumu, yarim
daire ve dogrusal boélimlerden olusur. Dustlk frekanslardaki dogrusal bdélim,

kontrollii bir difiizyon siirecini temsil ederken, ytliksek frekanslardaki yarim daire
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kesit, elektron transfer direncine (Rct) karsilik gelmektedir [49]. Bos/KUE ve
poli(sistin)/KUE'larin elektron transfer kapasitesi de Sekil 5.15'te gosterildigi gibi
elektrokimyasal = empedans  spektroskopisi  kullanilarak  arastirilmistir.
Poli(sistin) /KUE ve Bos/KUE'un Nyquist diyagramlari, oda sicakliginda 5,0 mmol L-
1 K3[Fe(CN)s] + 0,1 mol L1 KCl ¢ozeltisinde gergeklestirilmistir. Spektrumlar,
literatiirde bildirilen Sekil 5.15'in icinde gosterilen bilinen bir esdeger devre
modeline yerlestirilmistir [130]. Poli(sistin)/KUE'un elektrokatalitik etkisi, ytk
transfer direncindeki (Rct) azalma ile gosterilmistir. Olciimler uygun bir esdeger
devre kullanilarak yerlestirildiginde, Bos/KUE ve poli(sistin)/KUE'lar icin Rct
degerleri sirasiyla 253,30 Q ve 30,84 Q) olarak belirlenmistir. Bu sonuclara gore
poli(sistin)/KUE'un yiiksek bir elektron transfer hizina ve yiiksek bir kapasiteye
sahip oldugu gozlemlenmistir [131]. Ayrica, elde edilen bu sonuglar CV

karakterizasyon voltamogramlariyla da 6rtiismektedir.

300 Polisistin)KUE
—— Bos/KUE
240 4
180
S
=I\I 120 H
60
04
T T T T T
0 150 300 450 600

Z' ()

Sekil 5.15 5,0 mmol L [Fe(CN)¢]3/4 ve 0,1 mol L-1 KCl iceren bir elektrolit
ortaminda poli(sistin)/KUE ve Bos/KUE'nin Nyquist egrileri. I¢ kisim: Bos/KUE ve
poli(sistin) /KUE baglantisi i¢in kullanilan esdeger devre modeli ve Rs: ¢ozelti
direnci, Rct: yiik aktarim direnci, Zw: Warburg empedansi ve CPE: elektrot/c¢cozelti
ara yuzunin sabit faz elemanidir.
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5.1.6.3 Poli(Sistin)/KUE'un Taramali Elektron Mikroskopisi Sonuclari

Taramali elektron mikroskobu mikrografinda gosterildigi gibi, Bos/KUE diiz bir
yapiya sahiptir (Sekil 5.16a). Kalem ucu elektrot poli(sistin) ile modifiye edildikten
sonra ince film tabakalari olarak grafit ylizeyinde modifiye edilmis nanoboyutlu bir
poli(sistin) yapis1 gozlemlenmistir. Bu morfolojik sonuclarin timi, elektrot

ylzeyinde poli(sistin) yapinin varligina isaret etmektedir (Sekil 5.16b ve 16c).

Sekil 5.16 a) x30000 biiytitmede Bos/KUE, b) x30000 btiyiitmede
poli(sistin) /KUE ve c) poli(sistin)/KUE'un x50000 biiytitmede taramali elektron
mikrograflari.
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5.1.7 Poli(Sistin)/KUE’un Analitiksel Uygulamasi

Yiiksek akim hassasiyeti nedeniyle, tespit limitini degerlendirmek icin diferansiyel
puls voltametrisi (DPV) kullanilmistir [131]. Poli(sistin)/KUE, 0,1 mol L fosfat
tampon c¢ozeltisi icindeki 1,0 pmol L1 ila 100 pmol L1 folik asit derisimlerinin
etkilerini incelemek i¢in kullanilmistir. Sekil 5.17 ve Sekil 5.18'de gosterildigi gibi,
folik asit derisimi arttik¢a, pik akiminda bir artis gozlemlenmistir. Yontemin
kesinligini belirlemek i¢in tiim o6l¢limler bes kez tekrarlanmis ve standart sapma
hesaplanmistir.  Gozlemlenebilme ve tayin simrini, kS/m  kullanilarak
hesaplanmistir. Burada k, gozlemlenebilme sinir1 igin 3, tayin sinir1 i¢in 10, S, bos
cevabin standart sapmasi ve m, kalibrasyon grafiginin egimidir. 1,0 umol L-1ve 100
umol L-1 arasindaki cesitli derisimler kullanilarak, dogrusal iliski Ip (pA) = 0,0315Cra
(umol L1) + 0,4654 ve R2= 0,9903 ile tanimlanir. Bu denklem kullanilarak
gozlemlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) sirasiyla 0,43 pmol Lt ve 1.45

umol L1 olarak belirlenmistir.

3.75 ] —— 100 umol L
—— 75 umol L
—— 50 umol L™
3.00 4 ——25 umol L™
——75umol L
—— 1 umol L
Blank solution

100 pmol L™

1 pmol L™

2.25 1

1.50

Akim (pA)

0.75

| T T T
0.75 0.80 0.85 0.80 0.95 1.00

Potansiyel (V vs. Ag/AgCl)

Sekil 5.17 Azot gaziyla doymus pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde optimum
kosullar kullanilarak farkl folik asit konsantrasyonlari icin diferansiyel puls
voltamogramlari.
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Tablo 5.1, daha 6nce bildirilen baz1 elektrokimyasal prosediirlerle karsilastirmal
olarak oOnerilen elektrotla folik asit tayini icin analitik basar1 rakamlarini
ozetlemektedir. Tablo 5.1'de sunulan sonuglarin degerleri karsilastirildiginda, bu
calismada bildirilen yontem diger ¢alismalara gore daha dustk bir tespit sinirina
sahip oldugu gorulir. Tablo 5.1'deki 6zellikler, rapor edilen elektrotun dusiik

maliyet, basitlik, tek asamali hazirlik, temizleme islemi gerektirmemesi, iyi se¢icilik

I | ! I

0 20 40 60

Derisim (umol L)

ve yuiksek hassasiyet sundugunu gostermektedir.
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Sekil 5.18 Folik aside ait kalibrasyon grafigi.




Tablo 4.1 Onerilen elektrotun analitik parametrelerinin bildirilen diger

calismalarla karsilagtirilmasi.

Elektrot Metot Gozlemlenebilme | Dogrusal | Referanslar
sinir1 (umol L-1) arahk
Cok duvarli karbon Kare dalga 0,134 0,3-80 [52]
nanotiip/camsi karbon | voltametrisi
elektrot
Poli(metakrilik Kare dalga 0,0016 0,01-0,23 [132]
asit)/silikon dioksit voltametrisi
Diferansiyel 2,67 4,97-29,4 [133]
puls
Grafit pasta elektrot | voltametrisi
Nanoyapili Diferansiyel 0,7 10-2000 [134]
mezogozenekli puls
malzeme/karbon voltametrisi
pastasi elektrot
Ferrosen dikarboksilik | Diferansiyel 1,1 4,6-152 [135]
asit/karbon pasta puls
elektrotu ile modifiye | voltametrisi
edilmis karbon
nanotiip pasta elektrot
Poli (3,4- Diferansiyel 0,8 1,0-1000 [136]
Etilendioksitiyofen)/p- puls
siklodekstrin voltametrisi
fonksiyonellendirilmis
tek duvarl karbon
nanotiipler
Cinko oksit Diferansiyel 9,86 20-2500 [137]
nanopartikiiller/karbon puls
pasta elektrot voltametrisi
Poli(sistin)/kalem Diferansiyel 0,43 1,0-100 | Bucalisma
ucu elektrot puls
voltametrisi
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5.1.8 Folik Asit i¢in Girisim Calismasi

Girisim ¢alismasi, diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak gerc¢eklestirilmistir. pH
7,0 fosfat tamponu igerisinde askorbik asit (500 pmol L-1) ve iirik asit (0,5 pmol L-1)
iceren bir ¢ozelti, girisim ¢ozeltisi olarak se¢ilmistir. Girisim ¢ozeltisinde, askorbik
asit ve Urik asit pikleri, Bos/KUE ile 0,75V'de g6zlenirken, folik asit (100 umol L-1)
piki, 0,9 V'ta elde edilmistir. Bununla birlikte, poli(sistin)/KUE kullanildiginda,
0,075V, 0,31 V ve 0,9 V'ta sirasiyla askorbik asit, tirik asit ve folik asit pikleri
gozlenmistir. Askorbik asit ve trik asit piklerinin, Bos/KUE kullanilarak 3,87 pA'da
girisim yaptig1 gozlenmistir. Bununla birlikte, poli(sistin)/KUE'lar kullanildiginda
askorbik asit ve tirik asit pikleri sirasiyla 0,47 pA ve 0,32 pA'da basariyla ayrilmistir.
Diger yandan, askorbik asit, lirik asit ve folik asit iceren girisim c¢ozeltisinde
poli(sistin)/KUE ile folik asidin ylikseltgenme pikinde 6nemli bir degisiklik
izlenmemistir (Sekil 5.19, Tablo 5.2). Bu sonuglar, poli(sistin)/KUE'un folik asit

tayini icin girisimlerden etkilenmedigi sonucu ¢ikarilmistir.

—_
(=]
1

Normalize cevap
o
<
1

0.0

UA+AA

Sekil 5.19 Urik asit ve askorbik asidin folik asidin pik akim cevabi {izerine etkisini
gosteren girisim ¢alismasi.
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Tablo 5.2 100 umol L1 folik asit tayini i¢in, Bos/KUE ve poli(sistin)/KUE
tizerindeki potansiyel girisimlerin etkisi.

Elektrot Girisim tiirleri Akim (pA) Akim farki (pA)
Bos/KUE UA ve AA 0,77 -1,64
Poli(sistin)/KUE UA ve AA 3,6 +0,44

5.1.9 Poli(Sistin)/KUE'un Tekrar Uretilebilirlik Ve Tekrarlanabilirligi

Poli(sistin) /KUE elektrotunun tekrar iretilebilirligi, giin ici ve giin i¢i 6l¢timlerin
kullanilmasiyla karakterize edilmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in, 100 pmol L1
folik asidin diferansiyel puls voltametrik oOl¢iimleri, 6l¢iimlerden Once taze
hazirlanmig 10 farkl poli(sistin) /KUE kullanilarak yapilmistir. Bagil standart sapma
%3,26 olarak belirlenmistir.

Giinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri icin, 10 giin boyunca tekrarl dl¢timler elde
edilmistir. Bagil standart sapma %3,52 olarak belirlendi. Olgiilen degerler,
poli(sistin)/KUE'un hazirlanmasinda tekrar iiretilebilir oldugunu goéstermektedir.
Elektrotlar, kararhliklarini arastirmak icin 45 giin siireyle vakumlu bir kurutucuda

saklanmistir.

Poli(sistin)/KUE'lar icin 100 pmol L1 folik asidin periyodik diferansiyel puls
voltametri olciimleri elde edilmistir. Nihai degerlerden baslangi¢c degerlerine fark
sadece %4,11 bulunmustur. Sonuc olarak, bu sonuglar, poli(sistin)/KUE'un oldukc¢a

stabil oldugunu gostermektedir.
5.1.10 Gergek Ornek Analizi

Gercek numune ¢alismasinda portakal meyvesi sikilmis ve filtre kagidi kullanilarak
posasindan ayrilmistir. 1,0 mL sikilmis portakal suyu pH 7,0 fosfat tamponu ile 10
mL'ye seyreltilmistir. Hazirlanan numuneler ultrasoikn banyoda bir dakika

karistirildi ve azot gazi varliginda folik asit miktar: analiz edilmistir.

Numunenin diferansiyel puls voltamogrami, analiz i¢in standart ekleme yontemi

kullanilarak kaydedilmistir. Tablo 5.3, poli(sistin)/KUE kullanilarak portakal
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suyundan elde edilen sonuglar1 gostermektedir. Poli(sistin)/KUE i¢in geri kazanim
degerleri eklenen 30 puM ve 40 uM folik asit icin sirasiyla %103,42 ve %104,35
olarak belirlenmistir. Sonuglar, 6nerilen yontemin gercek 6rnekler i¢in dogru bir

yaklasim olarak uygulanabilecegini gostermistir.

Tablo 5.3 Poli(sistin) /KUE ile yapilan gercek drnek analiz sonuglar.

Ornek Baslangic Eklenen Bulunan Geri kazanim (%)
(umol L'1) | (nmol L1) (umol L-1)
9,2 - - -
Portakal 9,2 30 40,54+0,0342 103,42
9,2 40 51,34+0,0354 104,35

5.2 Riboflavin Tayini icin F-FMWCNT/AuNP/KUE Gelistirilmesi

Bos kalem ucu elektrot 10 mmol L1 HAuCls iceren 0,5 mol L1 H2SO4 c¢ozeltisi
icerisine daldirilmistir. Sonra, kronoamperometri teknigi kullanilarak altin
nanopartikilleri elektrokimyasal olarak kalem wucu elektrot yiizeyine
biriktirilmistir. Son olarak, hazirlanan AuNP/KUE’lara 10 pL fonksiyonellendirilmis

cok duvarl karbon nanottip ¢ozeltisi damlatilmistir.

5.2.1 AuNP'iin Elektrokimyasal Modifikasyonunun Farkl Potansiyellerdeki
Etkisi

Farkli potansiyellerin RF akim sinyali lizerindeki etkisini arastirmak icin bir¢cok
AuNP elektrotu farkli potansiyellerde (-4,0 V, -3,0 V, -2,0 V, -1,0 V ve +1,0 V)
kronoamperometri yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Bundan sonraki deney, 100
umol L1 RF iceren fosfat tamponunda (pH 4,0, 0,1 mol L1) gergeklestirilmistir.
Hazirlanan AuNP/KUE’larin farkli potansiyellerde yapilan DPV arastirmasinda,
potansiyel 1,0 V'tan -3,0 V'a diistiigiinde RF'nin pik akiminin énemli 6l¢iide arttigi
gorulmiistiir. -3,0 V'tan sonra RF'nin mevcut sinyalde 6nemli bir 6l¢iide dists
gorulmiistiir (Sekil 5.20). Bu kritik akim diisiisii, akim-potansiyel grafiginde de
acikca goriilebilir (Sekil 5.21). Elde edilen sonuglara gore, en ytliksek RF yanitinin -
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3,0 V'ta yapilan AuNP/KUE'larda c¢iktigi goérilmiistiir. Bu nedenle, AuNP

modifikasyonunun optimum potansiyeli, sonraki ¢alismalar i¢in -3,0 V olarak

se¢ilmistir.
——Bos/KUE
—— AUNP/KUE (1V)
30 — AuNPIKUE (-4 V)
AUNPIKUE (-2 V)
AUNPIKUE (-3 V)
95 |——AUNPIKUE (-1 V)
—— AuNP/KUE (-3 V) (RF icermeyen ¢ozelti)
20
<
21 151
10 1
5 -
0-
| | | | | I
05 04 0.3 0.2 0.1 0.0
E vs (Ag/AgCIV

Sekil 5.20 AuNP/KUE (-3,0 V), AuNP/KUE (-2,0 V), AuNP/KUE (-1,0 V), AuNP/KUE
(-4,0 V), AuNP/KUE (-1,0 V), AuNP/KUE (-3,0 V) (RF yoklugunda) ve Bos/KUE"un
100 pumol L1 RF iceren fosfat tamponu (pH 4,0, 0,1 mol L-1) icinde DPV sonuglar1.
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Sekil 5.21 AuNP'iin farkli potansiyellerinin RF'nin tepe akimi tizerindeki etkisi.

Buna ek olarak, tasarlanan modifiye elektrotun elektroaktif 6zelligini incelemek icin
0,1 mol L1 KCl ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan f-MWCNR/AuNP/KUE, KCI
cozeltisi icerisinde -0,3 V ile 0,7 V arasinda voltamogrami alinmistir. Elde edilen
voltamograma gore, kalem ucu elektrot yiizeyine modifiye edilen altin ve
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon elektrot -0,12 V’'ta 1 tane indirgenme piki
vermektedir. Bu veriler elde edilen modifiye elektrotun elektroaktif ozellik

gosterdigi soylemektedir. (Sekil 5.22).
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Sekil 5.22 f-MWCNT/AuNP/KUE ve Bos/KUE'un KCl ¢ozeltisi icerisindeki
davranisi.

5.2.2 f-MWCNT/AuNP/KUE’ta Riboflavinin Elektrokimyasal Calismalari

RF’nin elektrokimyasal davranisi, 100 pmol L1 RF iceren fosfat tamponunda (pH
4,0, 0,1 mol L-1) Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'ta
CV ve DPV teknikleri kullanilarak arastirlmistir. CV teknigi kullanilarak analit
cozeltisine -0,52 V ile 0,0 V arasinda bir potansiyel uygulandiginda, Bos/KUE
sirasiyla -0,23 V ve -0,28 V'de ylikseltgenme ve indirgeme piklerine sahiptir. Ayni
sekilde, f-MWCNT/ AuNP/KUE kullanildiginda, sirasiyla -0,23 V ve -0,26 V'de
yukseltgenme ve indirgeme pikleri gostermistir (Sekil 5.23). Bos/KUE'un anodik ve
katodik piklerindeki (AE) fark 0,05 V olarak hesaplanmistir. Ayrica, f-
MWCNT/AuNP/KUE'un AE'si 0,03 V olarak hesaplanmistir. Bunun sonucunda
yukseltgenme reaksiyonu Bos/KUE’a kiyasla daha az enerji kullanarak meydana
geldigi potansiyel farklar1 géz online alindiginda anlasilabilmektedir. Ayrica,
Bos/KUE ve f-MWCNT/AuNP/ KUE'un ytlikseltgenme pikleri sirasiyla 21,05 pA ve
50,23 pA'de gozlendi. Bu pik artisi, f-MWCNT/AuNP/KUE'un ytiksek iletkenlige
sahip olmasi ve yiizey alaninin artmasiyla agiklanabilir. Bdylece f-

MWCNR/AuNP/KUE'un RF’e karsi elektrokatalitik etki gosterdigi soylenebilir.
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Dahasi, -MWCNR/AuNP/KUE RF icermeyen pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde 6l¢iimii
alindiginda, hicbir karakteristik redoks tepe noktasi gostermemistir. Bu sonuclara

dayanarak, olusturulan f-MWCNR/AuNP/KUE sadece RF’e karsi duyarli oldugu

anlasilmistir.
60 —— f-MWCNT/AuNP/KUE
AuNP/KUE
— -MWCNT/KUE
— Bos/KUE
40 | FMWCNT/AUNP/KUE (RF igermeyen gozelti)
20+
:
= 4
-20 -
-40 I I I | I I
-0.6 -0.5 04 -0.3 0.2 -0.1 0.0
E vs (Ag/AgCIH/V

Sekil 5.23 Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE, f-MWCNT/AuNP/KUE'ta 100
umol L1 RF iceren fosfat tamponunda (pH 4,0, 0,1 mol L-1) RF yanitinin dontistimlii
voltamogrami.

DPV 6l¢climiinde ise pik akimi1 f-MWCNT/AuNP/KUE'ta -0.254 V’'ta 74,34 pA iken,
Bos/KUE'ta -0.252 V'ta 17,27 pA'dir (Sekil 5.24). Bu sonuclara gore, RF
yukseltgenmesinin -MWCNT /AuNP/KUE’daki pik akimi, Bos/KUE'tan yaklasik bes
kat daha yiiksektir. Tim bu sonuglar, f-MWCNT/AuNP/KUE'un elektrokatalitik

etkisi ve daha ytiksek aktif ylizey alaninin artmasiyla iliskilendirilmektedir.
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Sekil 5.24 Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE, f-MWCNT/AuNP/KUE ve f-
MWCNT/AuNP/KUE (RF yoklugunda) fosfat tamponunda (pH 4,0, 0,1 mol L-1) RF
yanitinin diferansiyel puls voltamogrami.

5.2.3 pH'nin f-MWCNT/AuNP/KUE'ta Riboflavinin Voltametrik Davranisi
Uzerindeki Etkisi

Farkli pH degerlerinin f-MWCNT/AuNP/KUE'ta RF yiikseltgenmesi {iizerindeki
etkisini incelemek etmek icin DPV yontemi kullamilmistir. Olc¢iimler, f-
MWCNT/AuNP/KUE'de pH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 ve 8,0 degerlerinde 100 umol L-1 RF

iceren fosfat tamponu ¢ozeltilerinde gergeklestirilmistir.

Sekil 5.25'e gore pH 8,0'den 4,0'e indikge pik akimlarinda bir artis ve anodik bolgeye
de bir kayma gozlemlenmistir. pH 4,0’ten sonra ise RF'nin pik akiminda bir azalma
meydana gelmistir. Destek elektrolitin daha yiksek pH degerlerinde RF
sinyallerinin pik akimlarindaki azalma, bazik ortamda daha az sayida proton
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu da protonun elektrotun yiikseltgenme
sturecinde yer aldiginin kanmitidir. Bununla birlikte, bazik ortamda RF akiminda
meydana gelen diisiisiin bir baska nedeni ise 151k radyasyonu ile kararsiz lumiflavin
molekiillerinin olusumundan kaynaklanmaktadir [16,138]. Yiikseltgenme pik

akiminin pH 4,0'te en yiiksek oldugundan otiirii optimum pH degeri 4,0 olarak
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se¢ilmistir. Sonuglar, RF yiikseltgenme pikinin biyiik 6l¢tide elektrolitin pH
degerine bagh oldugunu géstermistir. Bu nedenle, pik potansiyelin anodik bélgesine
kaymasi1 ve pik akimdaki artis, f-MWCNT/AuNP/KUE'un RF yiikseltgenmesi
lizerinde elektrokatalitik bir etkiye sahip oldugunu ve RF'nin ytlkseltgenme
reaksiyonunun asidik ortamda daha diisiik enerji tiiketerek meydana geldigini
gostermistir. Bununla birlikte, asidik kosullar altinda, Sekil 4.2’deki gibi RF bir

reaksiyon mekanizmasina sahip oldugu literattirde bildirilmistir [139].

90 =—F
— pH4 pH8 «——— pH3
——pH5
91— pHe
—pH7
——pH8
60 P
<§L 45
30
15
04
T T T T
-0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1
E vs (Ag/AgCIYV

Sekil 5.25 Cesitli pH degerlerinde (pH 3,0, pH 4,0, pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0 ve pH 8,0)
100 pumol L1 RF iceren fosfat tamponu igerisinde f-MWCNT/AuNP/KUE'un
diferansiyel puls voltamogramlart.

HO HO

HO——H HO——H
HO——H HO——H
HO——H HO——H
H——H ||-| +2H" | +2¢ H——H

N 2OHY  -2e
NH
P NH
H,C N HaC N
© ol

Sekil 5.26 Riboflavinin reaksiyon mekanizmasu.
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5.2.4 Tarama Hizinin Riboflavin Cevabi Uzerindeki EtKisi

Gelistirilen sensorde RF'nin kinetik davranisini incelemek i¢cin CV yodntemi
kullanilmistir (Sekil 5.27). Sekil 5.28'te gosterildigi gibi, 100 pmol L RF i¢in Ip (HA)

ve v (mV s~1) arasindaki dogrusal bir denklem su sekilde bulunmustur:
Ip [uA] = 0,3429 v [mV s-1] + 14,764, R*=0,9866 (5.3)

Bu sonuca gore, tarama hizi arttikca RF sinyalinin anodik pik akiminin arttigi
bulunmustur. Bu da RF'nin f-MWCNT/AuNP/KU elektrotundaki elektrokimyasal
ylkseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii bir siire¢c oldugunu
gostermektedir. Tarama hizindaki artis, redoks pik potansiyellerinde (AEp~70 mV)
onemli degisikliklere neden olmamistir. Bu sonuglar, elektrokimyasal reaksiyonun

dogasi i¢in tersinir bir stireci gostermektedir [140].

—500mVs’
200+ 4
—250mVs -1
—150mVs’ 500 mV's
—100mVs"
150 1—s0mv s
—25mvs’
100
g 504
0 -
50 4
-100 !
T | | T | |
0.5 04 03 -0.2 -0.1 0.0
E vs (Ag/AgCh/V

Sekil 1.27 Farkli tarama hizlarinda tarama hizinin bir fonksiyonu olarak 100 pumol
L-1 RF igeren fosfat tamponunda (pH 4,0, 0,1 mol L-1) -MWCNT/AuNP/KUE'un
doniisiimli voltamogramlart.
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Sekil 5.28 Tarama hizi ile tepe akimi arasindaki dogrusal iliski.

25 ila 500 mV s tarama hizlari i¢in tepe akimi ile tarama hizinin karekoki (v1/%)
arasindaki iliski incelenmis ve dogrusallik elde edilmistir (Sekil 5.29). Bu da elektrot
lizerindeki yiikseltgenme isleminin difiizyon islemi tarafindan kontrol edildiginin
gostergesidir. Sekil 29'un tlizerindeki, dogrusal iliski asagidaki denklemle ifade
edilebilir:

Ip [MA] = 9,6108v1/2 [mV1/2 5-1/2] - 39,899, R%=0,9925 (5.4)
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Sekil 5.29 Tarama hizinin karekokii ile tepe akimi arasindaki dogrusal iliski.

RF ylikseltgenmesinin kontrol siireglerinin aydinlatilmasi i¢in “log(Ip) -log(v)”
analizi uygulanmistir (Sekil 5.30). Sekil 5.30'un icinde, dogrusal iliski asagidaki

denklemle ifade edilebilir:
log(I/pA) = 0,8348log(v/mV s1) + 0,034, R*=0,9959 (5.5)

0,5'e yakin bir egim, Randles-Sevcik denklemi ile tarif edildigi gibi diflizyon
kontrolli bir stireci gosterir; 1'e yakin bir egim ise adsorpsiyon kontrollii bir siireci
gosterir [141]. Bu sonuclara goére, f-MWCNT/AuNP/KUE'daki yiikseltgenme siireci
hem diftizyon hem de adsorpsiyon ile kontrol edildigi anlasilmaktadir [142].
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Sekil 5.30 Tarama hizinin logaritmasi ile akimin logaritmasi arasindaki dogrusal
iliski.
Elektrot/¢ozelti ara yiiziinde aktarilan elektron (n) sayisi Laviron teorisine gore

Denklem (5) ile hesaplanabilir [143].
Ip = n2F2ATl'tv/4RT = nFQv / 4RT (5.6)

Ip pik akimi, Faraday sabiti olarak F (96485 C - mol-1), elektrot ylizey alani olarak A
(cm?2), adsorpsiyon miktar1 't (mol - cm?), Q ise pik alanimi yani doéniistimli
voltametrinin ylikseltgenme veya indirgeme pik alanidir. v (V s-1) tarama hizi, R =
8,3145] - K- mol-1, T = 298 Kelvin'dir. Sonug olarak, Riboflavinin elektron transfer
sayis1 tarama hiz1 v = 0,1 (V s71) oldugunda n = 1,94 olarak hesaplanmistir. Yani

aktarilan elektron sayisi 2 olarak kabul edilebilir.

5.2.5 f-MWCNT/AuNP/KUE'un Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan f-MWCNT/AuNP/KUE’'nin karakterizasyon calismasinda dontisiimlii
voltametri, elektrokimyasal empedans spektroskopisi, taramali elektron

spektroskopisi ve X- 1s1n1 fotoelektron spektroskopisi yontemleri kullanilmistir.
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5.2.5.1 f-MWCNT/AuNP/KUEun Doniigiimlii Voltametri ile

Karakterizasyonu

Bos/KUE,  AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE, CV
karakterizasyonu i¢in 2,5 mmol L1 [Fe(CN)6]3/4 c¢ozeltisinde Ool¢iilmis ve
elektrotlarin 6lgtimleri 100 mV s-1 tarama hizinda -0,3 V ila 0,7 V potansiyel

araliginda gercgeklestirilmistir.

Sekil 5.31'te gosterildigi gibi, anodik ve katodik tepe akimlari, Bos/KUE'ta sirasiyla
0,28 V ve 0,19 V'de goriilmektedir. Anodik ve katodik pikler arasindaki potansiyel
fark (AE) 0,09 V olarak hesaplanmistir. f-MWCNT/AuNP/KUE kullanildiginda,
anodik ve katodik pik potansiyeli sirasiyla 0,26 V ve 0,19 V olarak bulunmustur. Bu
durumda, f-MWCNT/AuNP/KUE'un AE'si 0,07 V olarak hesaplanmistir. Buna gore
ylikseltgenme pik potansiyelinin daha anodik bolgeye kaydigi ve f-
MWCNT/AuNP/KUE'nin AE'sinin daha diisiik oldugu soylenebilir. Bos/KUE'tan
daha diisiik potansiyel farka sahip olan f-MWCNT/AuNP/KUE'un elektrokatalitik
bir etkiye sahip oldugunu ve elektron transfer hizinin Bos/KUE'a kiyasla daha hizli
oldugunun kanitidir. Ayrica, modifiye edilmis elektrotta meydana gelen
yukseltgenme reaksiyonu, Bos/KUE'ye gore daha az enerji harcayarak gerceklestigi
sOylenebilir. Ayrica, CV karakterizasyonu elektrot ylizeyindeki gruplar hakkinda
bilgi vermektedir [144]. -MWCNT/AuNP/KU elektrottaki pik akimlarindaki artis,
modifikasyon ile yiizeyde olusan pozitif yiiklii gruplardan kaynaklanmaktadir. Yani
ylizeyde olusan pozitif ytikli gruplar ¢ozelti ortaminda bulunan negatif yiikli ferri-

ferro gruplariyla birbirini cekerek pik akimlarinda artis meydana getirmistir.
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Sekil 5.31 Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE‘un 2,5
mmol L'de [Fe(CN)¢]3/* ve 0,1 mol L1 KCI igeren doniistimlii voltamogramlari.

5.2.5.2 f-MWCNT/AuNP/KUE'nin Elektrokimyasal Empedans

Spektroskopisi Ile Karakterizasyonu

EIS'nin, modifiye elektrotlarin yiizey 6zelliklerini incelemek icin en ¢ok kullanilan
yontemlerden biri oldugu iyi bilinmektedir [76]. Ol¢iimler, oda sicakhiginda 0,1 mol
L1 KCI iceren 5,0 mmol L [Fe(CN)e]3/* c¢ozeltisi icerisinde yapilmistir. Bos/KUE,
AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'un yiik aktarim siireci,
elektrot-elektrolit ara yiiziinde yiik transfer direnci (Rct) degerleri gozlemlenerek
incelenmistir. Sekil 5.32, Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-
MWCNT/AuNP/KUE'un EIS egrilerini gostermektedir ve bu egriler Sekil 5.32'in
icinde gosterildigi gibi esdeger devre modeli kullanilarak fitlenmistir. Bos/KUE,
AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'un yiik aktarim direncinin
degerleri sirasiyla 253,3 ohm, 1,68x10-3 ohm, 240,9 ohm ve 8,54x10-* ohm’ dur
(Tablo 5.4). Bos/KUE, yiiksek frekans araliklarinda biyiik bir elektron transfer
direnci ile biytk bir yarim daire gostermistir. f-MWCNT/AuNP/KUE'un daha
yuksek elektrokatalitik davranisi, yik transfer direncindeki (Rct) azalma ile
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kanitlanmistir. Bu  sonuglara Rct azalma f-

MWCNT/AuNP/KUE'un daha ytiksek bir elektron transfer hizina sahip oldugunu ve

dayanarak, degerindeki

modifiye elektrotun yiiksek kapasitesini gostermistir.

350 4—— f-MWCNT/KUE
— -MWCNT/AuUNP/KUE
|—— AuNP/KUE
009 Bos/KUE

250

200

Z"lohm

150

100

50 +

1 1 | 1 1 I
0 100 200 300 400 500 600
Z'lohm

Sekil 5.32 5,0 mmol L [Fe(CN)6]3-/4 + 0,1 mol L1 KCI iceren elektrolitlerde
Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'un Nyquist
diyagramlari; ek: spektrumlarin elektrot fitleme icin kullanilan esdeger devre
modeli.

Tablo 5.4 Bos/KUE, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'un 5,0
mmol L1 [Fe(CN)e]3/% + 0,1 mol L1 KCl iceren elektrokimyasal empedans
spektroskopi dl¢ciimleri icin fitlenmis sonuclari.

Elektrot Rs () Rct () Zw (Q)
Bos/KUE 27,53 253,3 2,95x10-3
AuNP/KUE 22,86 1,68x10-3 4,67 x10-3
f-MWCNT/KUE 2,00 240,9 2,54 x10-3
f-MWCNT/AuNP/KUE 22,77 8,54x104 4,52 x10-3
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5.2.5.3 f-MWCNT/AuNP/KUE'un Taramal Elektron Mikroskopisi Sonuglari

Morfoloji ¢alismalarinda, AuNP/KUE, f-MWCNT/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'un
ylzeyini arastirmak icin FESEM kullanilmistir. Sekil 5.33c-d, farkl biiyiitmelerde f-
MWCNT/AuNP/KUE'nin FESEM mikrograflarini gostermektedir. Bos/KUE, 6nceki
calismalarda gosterildigi gibi diiz bir yapiya sahiptir [28, 19]. AuNP, Bos/KUE'ye
modifiye edildiginde, altin nanopartikiiller, Bos/KUE'a homojen bir sekilde dagilmis
parlak kiireler olarak goriinmiistiir (Sekil 5.33a). Sekil 5.33b'de, f-MWCNT, KUE
ylzeyine adsorbe edilmis ve birbiriyle baglantili tipik boru seklindeki yap1 olarak
gorilmustiir. Son elektrot olan f-MWCNT/AuNP/KUE, FESEM mikrografisinde
(Sekil 5.33c-d), hem AuNP kiireleri hem de adsorbe edilmis f-MWCNT ile birlikte
homojen olarak goriilmiistiir. FESEM sonuclari, AuNP ve f-MWCNT malzemelerinin

KUE yiizeyinde basariyla modifiye edildigini desteklemektedir.
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Sekil 5.33 a) AuNP/KUE (25000x biiytitme), b) f-MWCNT/KUE (25000x biiyiitme)
ve ¢) -MWCNT/AuNP/KUE (50000x) ve d) f-MWCNT/AuNP/KUE (100000x)
biiytitme) ylizeyinden FESEM mikrograflari.
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Elektrot malzemesinin temel bilesimleri, f-MWCNT/AuNP/KUE, Sekil 5.34'te
gosterildigi gibi enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (EDX) spektrumlari
kullanilarak incelenmistir. EDX spektrumunda gosterildigi gibi, hem Bos/KUE hem
de f-MWCNT/AuNP/KUE, Karbon (C), Oksijen (0) ve Silikon (Si) igerir. Si, elektrot
bilesiminden gelmektedir. f-MWCNT/AuNP/KUE'un EDX spektrumlarinda goriilen
kukiirt (S) ise destek elektrolit ¢ozeltisinden (siilfiirik asit) gelmektedir. Bos/KUE
ve f-MWCNT/AuNP/KUE icin atom yiizdeleri, Sekil 5.34'liin i¢ginde verilmistir. EDX
spektrumu f-MWCNT/AuNP/KUE'un %30,77, %6,63 ve %57,69 ile sirasiyla C, O ve
Altin (Au) elementleri igerdigini gostermistir. Bu sonuglar, AuNP'iin varligin1 ve

MWCNT'iin KUE ytizeyinde karboksilik asit gruplari ile islevsellestirilmesini agik¢a

dogrulamaktadir. Bu nedenle, modifikasyon KUE ylizeyinde basariyla
gerceklestirilmistir.
a) 110K |
y o |
o Elektrot C(%) O(%) Si(%) Au(%) S (%)
88K
- Bos/KUE  96.04 2.67 3.30 0.0 0.0
66K
55K
44K
33K
2
11K si
sifl © LI
%oo 100 2,00 300 400 500 6.00 7.00 8.00 9.00
Lsec: 30.0 0Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B
7.00K
6.30K fu
s Elektrot C(%) O(%) Si(%) Au(%) S(%)
460K £MWCNT/AWNPKUE 3077  6.63 491 57.69 0.0
4.20K
350K
280K
210K
140K
070K|
0.00K00 1.00 2.00 3.00 400 500 6.00 7.00 800 9.00

Lsec: 30.0 0Cnts 0.000 keV Det: Element-C28B

Sekil 5.34 a) Bos/KUE ve b) f-MWCNT/AuNP/KUE"un atomik yiizde tablolariile
EDX analiz sonuglari.
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5.2.5.4 f-MWCNT/AuNP/KUEnin X-Isinlar1 Fotoelektron Spektroskopisi ile

Karakterizasyonu

Elektrotun temel bilesimi XPS ile tanimlanabilir ve bilesen atomlarin (iyonlarin)
ozelliklerini, baglanma enerjilerini gostererek belirlemede etkili oldugu
bulunmustur [130]. Sekil 5.35 ve Sekil 5.36, f-MWCNT/AuNP/KUE'un XPS
profillerini gostermektedir. Sekil 5.35'te gosterildigi gibi, C, O ve Au olmak lizere li¢
temel element vardir. 285,08 eV ve 532,08 eV'deki f-MWCNT/AuNP/KUE'un ana
pikleri sirasiyla C1s ve Ols'lerin baglanma enerjisine atfedilir [145]. 84,08 eV'de
Au4f gcekirdek hatti AuCile ilgilidir [146]. Ayrica, 153,08 eV'deki S2p ¢ekirdek hatti
AuNP modifikasyonundaki H2S04 kalintilarina atfedilebilir. Sekil 5.36'te ise, 78 ile
98 eV arasindaki f-MWCNT/AuNP/KUE'un baglanma enerjisinin tarama araligini
gostermektedir. Bu tarama sonucunda, 83,7 ve 87,4 eV'de bir cift pik noktasinin
meydana geldigi goriilmektedir. Bu pikler, sirasiyla Au4f;,2 ve Au4fs,;'ye karsilik
gelir ve bu, Au® varliginin tipik bir gostergesidir [106]. Bu sonuglar, modifikasyon

islemlerinin KUE ytlizeyinde basariyla gerceklestirildigini gostermektedir.
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Sekil 5.35 f-MWCNT/AuNP/KUE'un XPS taramasi spektrumu
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Sekil 5.36 f-MWCNT/AuNP/KUE'a karsilik gelen Au4f XPS bantlar1.

5.2.5.5 f-MWCNT/AuNP/KUE'un Elektroaktif Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

Bos/KUE ve f-MWCNT/AuNP/KUE'un elektroaktif yiizey alani, standart elektrolit
cozeltisi olarak 0,1 mol L1 KCl iceren 1,0 mmol L1 K4Fe(CN)s'da CV yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir [112]. Pik akimimin (Ip) tarama hizinin (v1/2)

karekokune bagimliligi, Randles-Sevcik denklemi (1) kullanilarak belirlenmistir.
Ip = 2.69x105n1/2AD1/2C*v1/2 (5.7)

Bu denklemde Ip redoks ciftinin pik akimi, n redoks reaksiyonuna katilan
elektronlarin sayisi, A elektrotun alani (cm?), D ise ¢ozeltideki molekiillerin difiizyon
katsayisi, C * K4Fe(CN)s'nin (mol cm-3) derisimi ve v (V s-1) tarama hizidir. 25 ° C'de
difiizyon sabiti degeri (D = 6,7x10-> cm? s1) literatiirden bulunmustur [112].
Denkleme gore, etkin yiizey alanlar1 (A) Ip/v1/2 grafigi kullanilarak hesaplanmistir.
Bos/KUE'nin elektroaktif yiizey alani degeri 2,86x107 cm? iken, f-
MWCNT/AuNP/KUE ise 5,73x10-7 cm? olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gore, f-
MWCNT/AuNP/KUE'nin elektroaktif yiizey alan1 Bos/KUE'den 2 kat daha buytiktiir

ve tasarlanan sensor RF davranisina duyarhdir.

78



5.2.6 f-MWCNT/AuNP/KUE’'un Analitiksel Uygulamasi

f-MWCNT/AuNP/KUE"un hassasiyetini degerlendirmek i¢in, DPV yontemi 0,5 umol
L1, 0,75 umol L1, 5,0 pmol L1, 7,5 umol L1, 25 pmol L1, 50 pmol L1, 75 pmol L-1 ve
100 umol L1 derisimlerindeki RF fosfat tamponu i¢inde (pH 4,0, 0,1 mol L1)
Olglilmiistiir. DPV teknigi, faradaik olmayan akimlar1 en aza indirerek daha hassas

sonuglar Urettiginden, derisim analizi i¢in DPV teknigi kullanilmistir.

Sekil 5.37 ve Sekil 5.38'de gosterildigi gibi, RF derisimi arttik¢a pik akiminda bir
artis gozlemlenmistir. Yontemin kesinligini belirlemek i¢in tiim 6lgtimler bes kez
tekrarlanmis ve standart sapma hesaplanmistir. Gézlemlenebilme ve tayin sinirlari
kS/m kullanilarak hesaplanmistir. Burada LOD icin k = 3, LOQ i¢in k = 10, S bos
cevabin standart sapmasi ve m kalibrasyon egrisinin egimidir. LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 0,0352 umol L1 ve 0.118 umol L! olarak hesaplanmistir. 0,5 pmol L1 ve
100 pumol L1 arasinda cesitli konsantrasyonlar kullanilarak, dogrusal iliski su

sekilde tanimlanmistir:

Ip [nA] = 0,6944Crr [pmol L] + 3,7031, R*=0,9915 (5.8)
_|——100 pmol L"
& ——75 pumol L
——50 pmol L™
——25 ymol L
60475 el 100 pmol L
—— 5 ymol L
——0.75 umol L 1
451——0.5 pmol L” 0.5 pmol L
< — Analitsiz ¢ozelti
=
30
15
O -

T T
-0.5 -04 -0.3 -0.2 -0.1 0.0
E vs (Ag/AgCh/V

Sekil 5.37 Farkli RF derisimlerinin DPV sonuglari.
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Sekil 5.38 RF i¢in ortaya ¢ikan kalibrasyon iliskisi.

Literatiirde RF belirlemeye yonelik bazi calismalar, onceden bildirilen bazi
elektrokimyasal prosediirlerle karsilastirmak i¢in Tablo 5.5 verilmistir. ilk olarak,
hazirlanan sensor tek kullanimlik, kolay hazirlama ve disiik maliyet gibi bazi
avantajlar saglar. ikinci olarak, f-MWCNT/AuNP/KUE'un Tablo 5.5'deki RF tayini
icin onceki yontemlere kiyasla genis bir kalibrasyon araligi, yliiksek hassasiyet ve
diisiik tespit limiti sergiledigi gosterilmistir. Ayrica, f-MWCNT/AuNP/KUE, genis bir
kalibrasyon aralig1 gosterir. Bu nedenle, siit ve ilag orneklerinde RF'nin
belirlenmesinde tatmin edici geri kazamim sonuclari elde edilmistir, bu da f-
MWCNT/AuNP/KUE'un gercek orneklerde RF'i belirlemek icin basariyla

kullanilabilecegini gostermektedir.
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Tablo 5.5 Onerilen elektrotun analitik parametrelerinin bildirilen diger

sensorlerle karsilastirilmasi.

Elektrot Metot Dogrusal LOD Referans
aralik
(nmol L-1)
(nmol L-1)
Poli(treonin) Diferansiyel 0,2-1,0 1,78 [147]
modifiye karbon puls
macun elektrot voltametrisi
Cams1 karbon Kare dalga 1,5-30 0,90 [148]
elektrot voltametrisi
Hematit film Kare dalga 1,3-9,0 0,1 [149]
modifiyeli doner disk | voltametrisi
Sirali mezogo6zenekli Dontistimlu 0,4-1 0,02 [150]
karbon elektrot voltametri
SnO2-nanoteller Diferansiyel 0,0-13 0,6 [151]
puls

voltametrisi
Co2+-Y modifiyeli Donusiumlu 1,7-34 0,71 [152]
karbon pasta voltametri
elektrot
TiO2 nanopartikil Diferansiyel 2,4-240 1,6 [153]
modifiyeli karbon puls
pasta elektrot voltametrisi
Grafen modifiyeli Diferansiyel 0,015- 0,0001 [154]
camsi karbon puls 0,001
elektrot voltametrisi
Fonksiyonellendiril Diferansiyel 0,5-100 0,0352 Bu
mis ¢ok duvarl puls calisma
karbon voltametrisi
nanotiip/altin
nanopartikil/kalem

ucu elektrot
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5.2.7 f-MWCNT/AuNP/KUE'un Anti-Girisim Yetenegi

Anti-girisim yetenegi, bir elektrokimyasal sensorii degerlendirmek icin 6nemli bir
faktordiir. f-MWCNT/AuNP/KUE'un seciciligini arastirmak icin glikoz (G) ve
askorbik asit (AA) gibi potansiyel etkilesimler se¢ilmistir. Optimize edilmis kosullar
altinda, bu girisimleri iceren (10 umol L-1 AA, 10 pmol L1 G, 100 umol L1 AA ve 100
umol L1 G) 1,0 pmol LT RF ¢ozeltisinde ytlikseltgenme pik akimlar1i DPV yontemi
kullanilarak 6l¢iilmistiir (Sekil 5.39). Sonuglar, 10 kat AA ve 10 kat G ve 100 kat G
ve 100 kat AA'nin RF ile 6nemli bir etkilesime sahip olmadigin1 gostermistir.
Voltamogram, f-MWCNT/AuNP/KUE"'un RF'nin segici belirlenmesi i¢in iyi bir anti-

girisim olarak kullanilabilecegini agik¢a gostermistir.

7.5

— 1uM RF + 10 uM AA + 10 uM G

—— 1uM RF + 100 pM AA + 100 pM G AA

/A

I |
-0.4 -0.2 0.0 0.2
E vs (Ag/AgCIYV

Sekil 5.39 1,0 umol L1 RF iceren 10 pmol L-1 AA ve 10 pmol L1 G ve 100 umol L1
AA ve 100 pmol L1 G ¢ozeltileri DPV sonuglar.

5.2.8 f-MWCNT/AuNP/KUE'un Tekrar Uretilebilirlik Ve Tekrarlanabilirligi

f-MWCNT/AuNP/KUE'un tekrarlanabilirligi, glin i¢ci ve giinler arasi odl¢timler
kullanilarak karakterize edilmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in, 100 umol L-1 RF
cozeltisinde diferansiyel puls voltametrik dlciimler ile yeni hazirlanmis 10 farkl f-

MWCNT/AuNP/KUE'lar kullanilmistir. Bagil standart sapma %3,26 olarak
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belirlendi. Glinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri, 10 giin boyunca tekrarlanan
olctimlerle elde edilmigtir. Bagil standart sapma %3,52 olarak belirlendi. Ol¢iilen
degerlere f-MWCNT/AuNP/KUE'larin  hazirhk asamasinda

gore, yeniden

tretilebilecegini gostermektedir.
f-MWCNT/AuNP/KUE'lar, elektrotlarin stabilitesini incelemek icin 45 giin siireyle

bir 100 RF'de f-
MWCNT/AuNP/KUE'larin periyodik diferansiyel

vakumlu  desikatérde  saklanmistir. umol L1

puls voltametri o6l¢iimleri
yapilmistir. Nihai degerlerden temel degerlere olan fark sadece %4,11 olarak
bulunmustur. Sonug olarak, bu sonuglar f-MWCNT/AuNP/KUE'un oldukg¢a kararh

oldugunu gostermektedir.
5.2.9 Gergek Ornek Analizi

Fizibiliteyi degerlendirmek i¢in, siit ve ila¢ numunelerinde RF tayininde f-
MWCNT/AuNP/KUE kullanilmistir. Siit 6rneginde standart ekleme yontemi
kullanilarak 6l¢iimler alinmistir. Siit ve ila¢ numuneleri Boliim 4’te gercek 6rnek
calismas1 kisminda ayrintili bir bicimde anlatilmistir. Elde edilen sonuclar Tablo
5.6'te verilmektedir. Tum o6l¢iimler Ug¢ kez tekrarlanmis ve bagil standart sapma
hesaplanmistir. Slit numunesinin geri kazanim degerleri eklenen 10 pmol L-1 RF ve
20 pumol L1 RF i¢in sirasiyla %108,06 ve %103,03 olarak hesaplanmistir. Ayrica ilag
numunesinin geri kazanim degeri %105 olarak hesaplanmistir (Tablo 5.7).
Sonuglar, onerilen yontemin gercek oOrnekler icin dogru bir yaklasim olarak

uygulanabilecegini gostermistir.

Tablo 5.6 Fosfat tamponunda (pH 4,0, 0,1 mol L-1) -MWCNT/AuNP/KUE ile siit
numunesinde RF'nin belirlenmesi.

Ornek | Baslangig Eklenen Bulunan Geri RSD (%)
kazanim
(umol L1) (umol L'1) | (umol L) (%)
0,0 0,0 0,0 - .
Siit 0,0 10 10,8 108,06 291
0,0 20 20,6 103,03 3,07
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Tablo 5.7 Fosfat tamponun’da (pH 4,0, 0,1 mol L-1) f-MWCNT/AuNP/KUE ile ilag
numunesinde RF'nin belirlenmesi.

Ornek | Rapor edilen | Tayin edilen RF Geri RSD
RF degeri degeri kazanim
(%)
(mg/mL) (mg/mL) (%)
Ila¢ 2,0 2,1 105,0 2,99

5.3 Piridoksin Tayini i¢cin AiG/KUE Gelistirilmesi

5.3.1 Anodik islem Gérmiis Kalem Ucu Elektrotun Optimizasyon Calismalari

Anodik olarak on isleme tabi tutulmus elektrotun optimizasyon parametreleri
olarak H3PO4 destek elektrolit ¢ozeltisinin derisimi, uygulanan potansiyeli ve siiresi
gibi parametreler incelenmis ve bunlarin Py akimi iizerindeki etkileri 300 pmol L-1

Py iceren fosfat tamponunda (pH 3,0, 0,1 mol L) degerlendirilmistir.

ik olarak elektrotlar, 2,0 V ve 100 saniyede 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1,0 ve 1,5 mol L1
derisimlerinde H3PO4 destek elektrolit ¢ozeltileri icinde hazirlanmistir. Daha sonra
bu elektrotlar, analit ¢6zeltisinde DPV yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuclara gore pik akimi 0,05 mol L-1'den 0,1 mol L-''e yiikselirken, 0,1 mol L-1'den
sonra akim azalmis ve bu diistisler ile pik seklinde bozulma meydana gelmistir (Sekil
5.40). Elde edilen voltamogramlar 1s181nda, en yiiksek yaniti veren 0,1 mol L-1, H3PO4

destek elektrolit ¢cozelti derisimi olarak se¢ilmistir.
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Sekil 5.40 Elektrokimyasal 6n islem siireci icin H3PO4 destekleyici elektrolit
¢Ozeltisinin derisim optimizasyonu.
Ikinci olarak, en yiiksek Py akimi yanitina sahip derisimini sectikten sonra, segilen
derisimde bir potansiyel optimizasyon c¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu
optimizasyon calismasinda -2,2 V ila +2,2 V arasindaki tiim potansiyeller test
edilmistir. Katodik polarizasyon ile yapilan elektrokimyasal 6n islem elektrotlari,
pik akiminda -2,2 V'tan -1,8 V'a bir artis gosterdi. Ancak bu artis, anodik
polarizasyonda yapilan elektrotlar kadar iyi bir yanit degildir. Ote yandan anodik
polarizasyon ile yapilan elektrotlar +1,8 V'den +2,0 V'a artis gosterirken, +2,0 V'den
sonraki potansiyeller pik seklinde bir azalma ve bozulma gostermistir (Sekil 5.41).
Bunun nedeni su sekilde aciklanabilir. Karbon elektrotlarin anodik
polarizasyonunda sonucunda elektrot ylizeyinde oksijen iceren fonksiyonel
gruplarin olusumunun literatiirde bildirilmektedir [155,156]. AiG/KUE yiizeyinde

fonksiyonel gruplar arttik¢a, Py'nin adsorpsiyonu ve yiikseltgenme miktar1 artar.
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Ancak daha yiiksek potansiyel degerlerinde, bu fonksiyonel gruplar -COOH
gruplarina dontuisebilir ve elektrot aktivitesi kaybolabilmektedir [157].

—-18V
259—— .19V
—20V
— 21V
209——22vV
—18V
—19V
15 20V
< —21V
= —22V
10 1——Bos/KUE
5_
0_ x
| | | | | |
0.75 0.90 1.05 1.20 1.35 1.50

E vs (Ag/AgCHIV

Sekil 5.41 Elektrokimyasal 6n islem siireci i¢in potansiyel optimizasyonu.

Son olarak, zaman optimizasyonu (25, 50, 100, 150, 200 ve 250 saniye) 6énceden
secilen derisim ve potansiyelde (0,1 mol L-1 H3PO4 ve 2,0 V) gerceklestirildi. Derisim
ve potansiyel calismalarinda goruldigu gibi pik akimi 25 saniyeden 100 saniyeye
dogru artarken, 100 saniyeden sonra pik akiminda bir azalma meydana gelmis ve
pik sekli bozulmustur (Sekil 5.42). Bu nedenle, en yliksek Py akim yanitini veren 100

saniye, optimum siire olarak secilmistir.
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Sekil 5.42 Elektrokimyasal 6n islem siireci i¢in zaman optimizasyonu.

Buna ek olarak, tasarlanan modifiye elektrotun elektroaktif 6zelligini incelemek i¢in
0,1 mol L-1 KCI iceren sulu ¢dzelti hazirlanmistir. Hazirlanan AIG/KUE, KCl ¢6zeltisi
icerisinde -0,3 V ile 0,7 V arasinda voltamogrami alinmistir. Elde edilen
voltamograma gore, kalem ucu elektrot yiizeyinde gercgeklestirilen elektrokimyasal
on islem sonucunda elektrot herhangi bir pik vermemektedir. Bu veriler, elde edilen

modifiye elektrotun elektroinaktif 6zellik gosterdigi soylemektedir. (Sekil 5.43).
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Sekil 5.43 AiG/KUE ve Bos/KUE'un 0.1 mol L-! KCI ¢ézeltisindeki davranisi.
5.3.2 Py'nin AiG/KUE'taki Elektrokimyasal Calismalari

Elektrokimyasal ¢alismalar, DPV ve CV yontemleri kullanilarak 300 pmol L1 Py
iceren fosfat tamponunda (pH 3,0, 0,1 mol L-1) gerceklesmistir.

Elektrokimyasal davranis, analit ¢ozeltisine 0,7 ile 1,5 V arasinda bir potansiyel
uygulanarak CV yontemi kullanilarak incelenmistir. CV voltamogramlarina gore,
Bos/KUE'taki Py, 1,09 V'ta tersinmez bir ylikseltgenme piki gostermistir (Sekil
5.44). Benzer sekilde, bu yiikseltgenme piki, AIG/KUE kullanildiginda 1,00 V'ta
meydana gelmistir. Ayrica, Bos/KUE ve AIG/KUE'un yiikseltgenme pik akimlari
sirasiyla43 pAve 228 pA'de gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar, Py ylikseltgenme
pikinin anodik islem gormiis elektrot tarafindan katodik bolgeye kaydirildigini ve
pik akimda yiiksek bir artis meydana getirdigini gostermistir. Yani AiG/KUE'ta Py
reaksiyonu bos elektrota gore daha az enerji harcayarak gerceklesmistir. Bu,

AlIG/KUE'un Py'e kars elektrokatalitik etkisini kanitlamaktadir.
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Sekil 5.44 Bos/KUE ve AIG/KUE'ta 300 pmol L-! Py iceren fosfat tamponunda (pH
3,0, 0,1 mol L-1) Py yanitinin déniisiimlii voltamogramu.

Ote yandan, DPV 6l¢iimlerinde Bos/KUE'taki pik akimi yaklasik 11 pA iken,
AIG/KUE kullanildiginda bu akim 25 pA'e kadar akmistir (Sekil 5.45). AiG/KUE
akim farkini 2,3 kat artirmis ve pik potansiyeli CV sonuclarinda oldugu gibi katodik
bolgeye tasimistir. Bu pik artisi, elektrokimyasal 6n islem siirecinin elektrota
iletkenlik, elektrokatalitik etki ve yiuizey alaninda bir artis meydana getirdiginin bir
kanitidir. Bununla birlikte, 1,2 V’ta elektrotun kendisine ait bir pik goriinmektedir.
Fakat bu pik analit pikinden ayr1 potansiyellerde meydana gelmesinden o6tiirii Py

analizinde herhangi bir engel teskil etmemektedir.
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Sekil 5.45 Bos/KUE ve AIG/KUE'ta 300 pmol L-! Py iceren fosfat tamponunda (pH
3,0, 0,1 mol L-1) Py yanitinin diferansiyel puls voltamograma.

5.3.3 pH Degisiminin Py'nin AIG/KUE'taki Elektrokimyasal Davranisi
Uzerindeki Etkisi

pHnin Py oksidasyonu tizerindeki etkisini incelemek icin DPV yontemi
kullanilmistir. ()lgﬁmler, fosfat tamponu pH 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 ve 8,0'de
AIG/KUE ile 300 pmol L-1 Py iceren fosfat tampon ¢ézeltilerinde gerceklestirilmistir.

Sekil 5.46’e gore, pik akim1 pH 2,0'den 3,0'e ciktikca artarken, pH 3,0'den 8,0'e
ciktikca azalmakta ve pik seklinde bir bozulma gézlemlenmektedir. Bunun sebebi
soyle aciklanabilir. Py, pKa; = 5,0 ve pKaz = 8,96 olmak tizere iki pKa degerine
sahiptir [158]. pH>pKa: oldugunda, Py'nin yapisindaki piridinik nitrojen
deprotonasyonlanir ve bir anyon haline gelir. Elektrokimyasal 6n islemli elektrotta
ise pH arttikca yiizeydeki oksijen iceren gruplar protonlarini birakir ve yiizey
negatif olarak yiiklenir [159]. Boylece hem analit hem de elektrot ylizeyi negatif

yuke sahip oldugundan, elektrostatik olarak birbirlerini iterler ve Py'nin pik
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akiminda azalma goriliir. Bununla birlikte, pH bazik bolgeye gittikce pik akimi azalir
ve pik sekli bozulur. Bunu sebebi ise bazik bolgeye gidildiginde muhtemelen Py
yapisinin bozulmasiyla birlikte yapidaki elektroaktif aldehit salinir ve molekiil
radikal forma dontsiir [160]. Bu nedenle, pik akimi azalabilir ve pik sekli bozulabilir.
Sonug olarak, artan pH ile negatif bolgeye kaydig1 gorilebilir, bu da protonun
piridoksinin yiikseltgenme reaksiyonuna katilimini gésterir [161]. Sonug olarak, pH
3,0 optimum pH degeri olarak se¢ilmistir. Bununla birlikte, gerceklesen reaksiyon

Sekil 5.47'daki gibidir [158].

28 4——pH 2
H8 H2
— PH3 P P
24 {——pH 4
——pH5
20{——pH®B
——pH6
16 - pH 8
<
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0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E vs (Ag/AgCIV

Sekil 5.46 Cesitli pH degerlerinde 300 pmol L1 Py iceren fosfat tamponu i¢cindeki
AIG/KUE'un diferansiyel puls voltamogramlart.

HC N H,C

Z A

OH 26

AN 2K’ N 0

HO 7
HO
NH
2 NH,
Sekil 5.47 AiG/KUE'ta gerceklesen yiikseltgenme reaksiyonu.
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Py'nin pik potansiyeli (Ep), ¢ozelti pH's1ile ilgilidir (Sekil 5.48). pH ve pik potansiyeli
(Ep) arasindaki dogrusal iliski su sekilde verilir:

Ep [V] =-0,0748pH + 1,234, R*=0,9923 (5.9)

pH'in bir fonksiyonu olarak Ep grafiginin egimi (-74 mV pH-1) olarak hesaplanmistir.
Bu egim degeri, 0,059 V pH-! teorik degerinden daha ytiksek goriilmektedir ve bu
sonuc aktarilan elektron sayisinin proton sayisina esit oldugunu gostermektedir

[162].

1.14

Ep [V] = -0.0748pH + 1.234
™ R?=0.9923
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2
o
w
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Sekil 5.48 pH degerinin bir fonksiyonu olarak akim ve potansiyel arasindaki iligki.
5.3.4 Tarama Hizinin Py Cevabi Uzerindeki Etkisi

Piridoksinin kinetik 6zellikleri ve elektrokimyasal davranisi hakkinda bilgi elde
etmek icin bir tarama hizi ¢alismasi yapilmistir. 0,1 mol L-! fosfat tamponu pH 3,0'de
AlG/KUE'un déniisiimlii voltamogramlari, 25-500 mV s-1 tarama hiz1 araliginda 300
umol L-1 piridoksin iceren analit ¢ozeltisinde gerceklestirilmistir. Sekil 5.49'da
gosterildigi gibi, tarama hiz1 25'ten 500 mV s-''e ylikseldiginde, pik potansiyeli daha

yuksek degerlere kaymistir. Bu da yiikseltgenme isleminin tersinmez karakterini
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gostermektedir [163]. Bununla birlikte, Ip-v grafigine bakildiginda, Py'nin
yukseltgenme pik akiminin dogrusallik gosterdigi gorilmustir (Sekil 5.50). 300
umol L1 Py i¢in Ip (pA) ve v (mV s-1) arasinda dogrusal bir denklem su sekilde

bulunmustur:
Ip [uA] = 1,4718v [mV s-1] + 65,752, R*=0,9884 (5.10)

Bu sonuglara gore, elde edilen bu dogrusallik, gerceklesen reaksiyonun adsorpsiyon

kontrollt olarak meydana geldigini soylemektedir.
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Sekil 5.49 Farkli tarama hizlarinda tarama hizinin bir fonksiyonu olarak 300 pmol
L1 Py iceren fosfat tamponu (pH 3,0, 0,1 mol L-1) icinde AIG/KUE'un déniisiimlii
voltamogramlari.
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Sekil 5.50 Tarama hizi ile pik akimi arasindaki dogrusal iliski.

Elektrokimyasal mekanizmalar1 iceren bilgiler, pik akimi ile tarama hizinin
karekokii arasindaki iliskiden de elde edilebilir (Sekil 5.51) [131]. Ip-v1/2 grafigi
incelendiginde, tarama hizinin karekoki ile akim arasinda dogrusal bir iliski
mevcuttur. 300 umol L Py i¢in Ip (pA) ve v1/2 (mV s-1) arasinda dogrusal bir

denklem sdyle bulunmustur:
Ip [uA] = 40,818v1/2[mV1/251/2] - 164,88, R*=0,9909 (5.11)

Bu dogrusal iliski, AIG/KUE'taki PY'nin elektrokimyasal yiikseltgenmesinin
difiizyon kontrollii gerceklestigini dogrulamistir [164].
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Sekil 5.51 Tarama hizinin karekoékii ile akim arasindaki dogrusal iliski.

Ayrica, Sekil 5.52'de, asagidaki grafige gore Py icin log(I) ile log(v) arasinda dogrusal
bir iliski vardi. 300 umol L-! Py i¢in log (I/pA) ve log (v/mV s-1) arasinda dogrusal

bir denklem séyle bulunmustur:
log (I/pA) = 0,791log (v/mV s1) + 0,7611, R*=0,9946 (5.12)

0,5'e yakin bir egim, Randles-Sevcik denklemi ile tarif edildigi gibi diflizyon
kontrollii bir stireci gosterir; 1,0'e yakin bir egim, adsorpsiyon kontrollii bir siireci
gosterir. Bu sonuglara gore, AIG/KUE'daki yiikseltgenme siireci hem difiizyon hem

de adsorpsiyon kontrollii gerceklesme oldugu séylenmebilir.
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Sekil 5.52 Tarama hizinin logaritmasi ile pik akiminin logaritmasi arasindaki
dogrusal iliski.

Modifiye edilmis elektrotun bazi kinetik 6zelliklerini incelemek i¢in, APre/KUE'ta
piridoksin i¢in elektron transfer katsayisi (a) ve elektron numarasi (n) gibi bazi
kinetik parametreler degerlendirilmistir. Elektron transfer katsayisi, tersinmez bir
reaksiyon icin Tafel'in 50 mV s-! tarama hizindaki grafigi ile donlistimli voltametri
kullanilarak elde edilmistir [165]. Ep-log (I) grafiginden elde edilen egim degerini
kullanarak a denklem (5.13) ile hesaplanabilir.

Egim = (1-a) F = 2,3RT (5.13)

AIG/KUE icin déniisiimlii voltamogramdan elde edilen Tafel grafiginin egimi 0,128
mV olarak bulunmustur ve sonu¢ olarak a degeri 0,25 olarak bulunmustur. Bu a
degeri, asagidaki denklem kullanilarak déniisiimlii voltametri ile n'nin degerini

hesaplamak i¢in kullanilmaktadir [165].

Ev-Ep/2| =47,7/an 5.14
p~Lp/
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Ep, anodik pik potansiyelidir ve Ep,2, akimin pik degerinin yaris1 oldugu
potansiyeldir. Ep-Ep/2 degeri 50 mV s'de 80 mV olarak hesaplanmistir. Bu da
tersinmez reaksiyon i¢in 95 mV olan teorik degerine yakindir. n, yaklasik olarak 2,0

olan 2,3 olarak hesaplanmistir.

Py'nin heterojen hiz sabiti (ko) degerleri deneysel veriler Ep ve denklem (5.15)
kullanilarak belirlenmistir. AEp degerleri 10 mV'den biiyiikse denklem deneysel
veriler i¢in kullanilabilinmektedir. Py oksidasyonu i¢in ko degerleri 25 ile 500 mV s-
L araliginda elde edilmistir [166]. Denklem (5.15)'ye gore ko degeri 0,77 s1 olarak

hesaplanmistir.
AEp =201,39log (v/ko)-301,78 (5.15)

Elektrotun ylizey kaplamasi, Bard tarafindan kullanilan yontem kullanilarak
hesaplanmigtir [167]. Mol cm2 olarak verilen AiG/KUE yiizey derisim degeri ('),
asagidaki gibi anodik pikin entegre yiiklerinden (Q) elde edilmistir.

[aic/kue= Q/nFA (5.16)

Q, AIG/KUE anodik pik noktasinin altindaki alandan gelen yiiktiir ve déniisiimlii
voltamogramdan elde edilmistir. n, elektron sayisidir. AIG/KUE'un hesaplanan
ylzey derisimi, n = 2,0 icin 2,34x10-> mol cm-2'dir.

5.3.5 AiG/KUE’un Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan AIG/KUE’un Kkarakterizasyon calismasinda déniisiimlii voltametri,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi, taramali elektron spektroskopisi, X- 1s1n1

fotoelektron spektroskopisi ve atomik Kkuvvet mikroskopisi yontemleri

kullanilmistir.
5.3.5.1 AIG/KUE’un Déniisiimlii Voltametri ile Karakterizasyonu

Elektrokimyasal karakterizasyon c¢alismasinda [Fe(CN)s]3/4 redoks tiirleri
secilmistir. Bos/KUE ve AlG/KUE, CV karakterizasyonunda 2,5 mmol L-! [Fe(CN)¢]3-
/% ¢ozeltisi icerisinde olciilmistiir ve elektrotlarin él¢timleri -0.23 Vila 0,7 V’ta 100

mV s’ tarama hizinda gercgeklesmistir.
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Sekil 5.53'de gosterildigi gibi, Bos/KUE’taki anodik ve katodik pik potansiyelleri
sirasiyla 0,28 ve 0,20 V olarak bulunmustur. Anodik ve katodik pikler arasindaki
potansiyel fark (AE) 0,08 V olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde, AIG/KUE'ta
anodik ve katodik pik potansiyeli sirasiyla 0,31 V ve 0,16 V olarak bulunmustur.
AIG/KUE'un AE'si 0,15 V olarak bulundu. Bu sonuglara gore, KUE'taki piklerin akimi
AIG/KUE'tan daha yiiksektir. Bu muhtemelen AIG/KUE yiizeyindeki oksijen iceren
gruplarin ~ [Fe(CN)e]3/4  gruplar1  ile  elektrostatik  etkilesimlerinden
kaynaklanmaktadir [130]. Ayrica, elde edilen bu akim diisiisii, elektrokimyasal 6n
islemin Bos/KUE lzerinde basariyla gerceklestirildigini dogrulamaktadir. Bununla
birlikte, CV karakterizasyonu, elektrot ylizeyindeki gruplar hakkinda bilgi
vermektedir [101]. Negatif yiiklii bir ¢6zelti icinde elde edilen voltamograma gore,
AIG/KUE'un Bos/KUE'tan daha negatif polarize oldugu gériilmiistiir. Yani elektrot
yluzeyinde negatif yikli gruplar oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica pik akimindaki
diisiisiin AIG/KUE yiizeyinde bulunan negatif yiiklii yiizey fonksiyonel gruplarinin

ve [Fe(CN)s]3-/4 gruplarinin birbirlerini elektrostatik itmesi ile aciklanabilecegini

sOyleyebiliriz.
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Sekil 5.53 Bos/KUE ve AIG/KUE’'un 2,5 mmol L1 [Fe(CN)¢]3/4- 0,1 mol L-1 KCl
iceren bir ¢ozelti icinde dontisiimli voltamogramlar.
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5.3.5.2 AiG/KUE’un EIS Yontemi ile Karakterizasyonu

EIS, tasarlanan sensoriin yiizey ve kapasitif 6zelliklerini incelemek icin en ¢ok
kullanilan yontemlerden biridir [168]. EIS dl¢timleri, 2,5 mmol L-1 [Fe(CN)s]3-/4 ve
0,1 mol L1 KCl igeren c¢ozeltide gerceklestirilmistir. Bos/KUE ve AIG/KUE'un yiik
transfer siireci, elektrot-elektrolit ara ylizeyinde yiik transfer direnci (Rct) degerleri
gozlemlenerek incelenmistir. Sekil 5.54, Bos/KUE ve AlG/KUE'un EIS egrilerini ve
elektrotlarin EIS spektrumlarini, Sekil 5.54'n icinde gosterilen, bilinen esdeger bir
devre modeline yerlestirilerek fitlenmistir [131]. Bos/KUE ve AIG/KUE'un Rct
degerleri incelendiginde, Rct degerlerinin sirasiyla 109,8 ohm ve 154,1 ohm oldugu
gorilmektedir. Burada, elektrokimyasal reaksiyondaki elektron transferi, modifiye
elektrot ylizeyinde bos elektrota gore daha zor gerceklesmistir. Bununla birlikte,
yuk transfer yiikiindeki artis, KUE'un ylizey modifikasyonunun bir sonucu olarak
olusan oksijen iceren gruplarla, [Fe(CN)e¢]3/4 elektrolit ¢ozeltisinin negatif ytkli
iyonlarinin birbirini itmesiyle olusmustur. Bu sonuglar, déniisimlii voltametri

karakterizasyonunda oldugu gibi gerceklesen elektrokimyasal 6n islem siirecini

dogrulamaktadir.
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Sekil 5.54 5,0 mmol Lt [Fe(CN)¢]3/4 + 0,1 mol L-1 KCl iceren ¢ozeltide Bos/KUE ve
AlIG/KUE’un Nyquist diyagramlari; Ekinde spektrumlarin elektrot fitlemesi icin
kullanilan esdeger devre modeli.
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5.3.5.3 AiG/KUE’un Taramal Elektron Mikroskopisi ile Karakterizasyonu

Elektrot yiizeyini incelemek i¢in FESEM analizleri yapilmistir. Sekil 5.55a-d,
AIG/KUE'un farkh biiyiitmelerdeki yiizey morfolojisini géstermektedir. Bos/KUE,
onceki yazilarimizda da gortldigi gibi diiz bir yapiya sahiptir [101]. Elde edilen
FESEM mikrograflarina gore, anodik islem gormiis elektrot ylizeyinin piriizli
oldugu ve grafit tabakalar1 kirildig1 gériilmiistiir. Ayrica, elektrotun elektrokimyasal
olarak islenmis grafit katmanlar1 kii¢iik parcalara boliinmiistir. Elde edilen
sonuclar, ylizey 06n islem stlirecine bagh olarak KUE'un ytizey alanindaki artisin bir

kanitidir.

v ¥}

Acc.VaeSpot Magn  Det WD }-—ﬂl—"i 10 um e AccV Spotkingn" Det WO p——n—— 2um

FA0W30 50005 SE 106~ “* 7.00 kv 30%6000¢. SE_ 105

e

/

AccV SpotMagn Det WD p————{ 1m AccV SpotMagn Det WD p—————— 500 nm
700kV 30 50000x SE 106 7.00kV30 100000x SE 10.6

Sekil 5.55 Farkl biiyiitmelerde yiizeyden alinan FESEM mikrograflar1 a) AiG/KUE
(5000x biiyiitme), b) AiG/KUE (25000x biiyiitme), ¢) AIG/KUE (50000x biiyiitme)
ve d) AIG/KUE (100000x biiyiitme).
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5.3.5.4 AIG/KUE'un X-Isinlar1  Fotoelektron  Spektroskopisi ile

Karakterizasyonu

Elektrotun temel bilesimi XPS ile tanimlanir ve baglayici enerjilerini gostererek
bilesen atomlarin (iyonlarin) o6zelliklerinin (degerliklerinin) belirlenmesinde
etkilidir [123]. AIG/KUE XPS profilleri Sekil 5.56 ve Sekil 5.57’de gosterilir. Sekil
5.56'da O1s, N1s, C1s ve P2p pikleri sirasiyla 532,08, 402,08, 284,08 ve 133,6'da
acikca gorilmistir [169]. Sekil 5.57’ye bakildiginda ise P2p spektrumu iki tiir
kimyasal bag ortaya ¢ikarir. Bunlar P-0, P-C baglaridir. P2p spektrumunda, yaklasik
132,6 eV ve 134,2'deki pikleri, sirasiyla P-C ve P-O baglanmasina atfedilir [170]. Bu
sonuglar, H3PO4 destek elektrolit ¢ozeltisinde elektrokimyasal 6n islemin basariyla

gerceklestirildigini dogrulamaktadir.
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Sekil 5.56 AiG/KUE'un XPS tarama spektrumu.
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Sekil 5.57. AIG/KUE'a karsilik gelen XPS bantlar.
5.3.5.5 AIG/KUE’un Atomik Kuvvet Mikroskobu ile Karakterizasyonu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), modifiye elektrotun ylizey topografyasini ve
puruzliligini incelemek i¢in kullanilmistir (Sekil 5.58). Sekil 5.58a ve 5.58b,
AIG/KUE'un genlikli iki boyutlu (2D) gériintiileridir. Yiizeydeki topografyanin
degisimi, modifikasyon islemlerinden sonra belirgin bir sekilde goriilmektedir.
Elektrotun elektrokimyasal olarak islenmis grafit katmanlari, katman katman kii¢iik
parcalara boluinmiistiir. AFM goriintiilerinden alinan elektrotlarin ortalama
piiriizliiliik degerleri (Ra) incelendiginde, bunlar Bos/KUE ve AIG/KUE (5,0x5,0 um
biiyiiklik icin)icin sirasiyla 60,96 ve 92,83 olarak bulunmustur. Boylelikle ylizey
ozelliklerinin SEM gorintiileri ile benzer bir egilim gosterdigini soylemek

mumkiindir.
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Sekil 5.58. a) AIG/KUE'un (1,0 x 1,0 um) AFM 2D gériintiisii ve b) AIG/KUE'un
(5,0 x 5,0 um) AFM 2D goriintiisti.

5.3.5.6 AlIG/KUE’un Elektroaktif Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

Bos/KUE ve AiG/KUE'un elektroaktif yiizey alani, 0,1 mol L-1 KCl igeren 1,0 mmol L-
1K4Fe(CN)e'da CV yontemi kullanilarak hesaplandi. Pik akiminin (Ip) tarama hizinin
karekokii (v1/Z) ile iliskisi Randles-Sevcik denklemi (5.17) kullanilarak

belirlenmistir.
Ip = 2.69x105n1/2AD1/2C*v1/2 (5.17)

Bu denklemde Ip redoks ciftinin pik akimi, n redoks reaksiyonuna katilan
elektronlarin sayisi, A elektrotun yiizey alani (cm2), D (D = 6,7x10-> cm? s-1, 25 °(C)
cozeltideki molekiillerin difiizyon katsayisidir ve literatiirden alinmistir [101]. C*,
K4Fe(CN)s (mol cm3) derisimi ve v, potansiyel tarama hizidir (V s-1). Bu sonuclara
gore AIG/KUE’un elektroaktif yiizey alani 1,82x10-¢ cm?, Bos/KUE'un elektroaktif
ylizey alani ise 9,08x10-7 cm? olarak hesaplanmistir. Bu sonuca goére AiG/KUE'un
elektroaktif ylizey alani1 Bos/KUE'dan 2 kat daha biiytiktiir ve tasarlanan elektrot Py

yukseltgenmesine karsi daha hassastir.
5.3.6 AIG/KUE’un Analitiksel Uygulamasi
Onerilen sensériin Py'ye duyarhilig: diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak

belirlenmistir. Olgiimler, bir dizi farkli Py ¢ézeltisi derisimlerinde (0,5 umol L', 0,75
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umol L1, 5,0 umol L1, 7,5 pmol L1, 25 pmol L1, 50 pmol L-1 75 pmol L-1, 100 pmol L-
1,150 pmol L1, 200 pmol L-1, 250 umol LT ve 300 umol L1 of Py) fosfat tamponunda
(0,1 mol L%, pH 3,0) gergeklestirilmistir (Sekil 5.59). Bu él¢iimler sonucunda elde
edilen verilerle kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 5.60). Mevcut yanit, 0,5 pmol L-
Lila 300 umol Lt arasinda degisen piridoksin derisimleri ile dogrusaldir. Yontemin
kesinligini belirlemek i¢in tiim 6l¢iimler bes kez tekrarlanmis ve standart sapma
hesaplanmistir. Gozlemlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) literatiirde

belirtelen formiillere gére hesaplanmistir [171].

Burada S standart sapmadir ve m kalibrasyon egrisinin egimidir. Bu sonuglara gore
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,166 pmol L1 ve 0.554 umol L1 olarak

hesaplanmistir. Dogrusal iliski su sekilde bulunmustur.

Ip [uA] = 0,0847CPy [umol L-1] + 0,0677, R?=0,9992 (5.18)
300 pmol L™
——250 ymol L
249200 umol L
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j:? 12 4——05 umol L
8 .
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Sekil 5.59 Farkli Py derisimlerinde alinan DPV sonuglari.
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Ip [1A] = 0.0847C,, [umol L] +0.0677
R2=0.9992

[ I [ [ [
0 50 100 150 200 250 300
[Py}/umol L

Sekil 5.60 Py icin elde edilen kalibrasyon grafigi.

Literatiirde Py tayini ile ilgili baz1 c¢alismalar Tablo 5.8'de gosterilmektedir.
AlIG/KUE'ta DPV ile Py'nin belirlenmesi, literatiirde agiklanan diger elektrokimyasal
yontemlere gore basitlik (tek adimli hazirlik), diistik maliyet ve hiz gibi baz1 6nemli
avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlarin
hazirlanmasinin, ¢esitli karmasik adimlar iceren zaman alic1 bir yontem oldugu
unutulmamalidir. Ancak kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlara nazaran her
Ol¢imden 6nce elektrot yiizeyinin (tek kullanimlik) temizlenmesi adimini ortadan
kaldirarak analiz siiresini 6nemli Ol¢iide azaltir. Tim bunlara ragmen,
elektrokimyasal 6n islem gibi ¢ok basit, kisa ve ¢evre dostu bir islem sayesinde

Bos/KUE ve diger elektrot tiirlerinden daha iyi sonuclar verdigi tabloda goriilebilir.
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Tablo 5.8 Onerilen sensoriin literatiirdeki ¢alismalarin karsilastiriimas.

Elektrot Metot Dogrusal LOD Referanslar
arahk
(nmol L-
(umol L) D)
Cok duvarli karbon Diferansiyel 2,0-72 1,5 [162]
nanotiip modifiyeli puls
ekran baskili elektrot | voltametrisi
Boron doplu elmas Kare dalga 7,0-47 3,76 [172]
elektrot voltametrisi
Kalem ucu elektrot Diferansiyel 5,0-1000 2,81 [173]
puls

voltametrisi
Vanadyl (IV) Salen Dogrusal 450-3300 37 [174]
kompleksi ile tarama
modifiye edilmis voltametrisi
karbon pasta elektrot
Katodik olarak 6n Kare dalga 59-850 6,6 [175]
islem gormiis boron voltametrisi
doplu elmas elektrot
Altin nanopartikiiller | Diferansiyel 7,7-500 2,5 [176]
ve ¢ok duvarl karbon puls
nanotiip ile modifiye voltametri
edilmis camsi karbon
elektrot
Elektrokimyasal Amperometri 0,1-0,8 0,01 [177]
olarak indirgenmis
grafen oksit
modifiyeli camsi
karbon elektrot
Anodik olarak islem Diferansiyel 0,5-300 0,166 Bu calisma
gormiis kalem ucu puls
elektrot voltametri
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5.3.7 Girisim Calismalari

Anti-girisim yetenegi, bir elektrokimyasal sensoriin degerlendirilmesinde 6nemli
faktorlerden biridir ve girisimler, analitin kantitatif tayininde yontemin seciciligini
onemli 6lciide etkiler. Urik asit (UA) ve glikoz (G) gibi girisim ajanlari, modifiye
edilmis elektrotun Py'ye duyarliligini anlamak i¢in secilmistir. Optimize edilmis
kosullar altinda, bu girisim ajanlarini (10 mmol L1 UA, 10 mmol L1 G, 100 mmol Lt
UA ve 100 mmol L1 G) iceren Py cozeltisinde (0,1 mmol L1) DPV yontemini
kullanarak yiikseltgenme pik akimlar1 6lgiilmiistir. UA ve G'nin, incelenen
potansiyel aralik dahilinde piridoksinden 100 kat daha yiliksek konsantrasyonda
mevcut oldugunda bile s6z konusu ortamda Py ile girisim yapmadig1 gorilmiistiir
(Sekil 5.61). Dahasi, trik asit reaksiyonun gerceklestigi potansiyel piridoksinin

gerceklestigi potansiyelden oldukg¢a uzak olmasi sayesinde girisim yapmasi pek

miimkiin goziikmemektedir.
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Sekil 5.61 Girisim ¢alismasinin analizinin sonuglari.
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5.3.8 AIG/KUE'un Tekrar Uretilebilirlik ve Tekrarlanabilirligi

AIG/KUE'un tekrarlanabilirlik deneyleri, giin i¢ci ve giinler aras1 olgiimler
kullanilarak gerceklestirildi. Giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in, taze hazirlanmis 10 farkl
AIG/KUE kullanilarak 300 pmol L1 Py c¢ézeltisinde diferansiyel puls voltametrik
Olglimler yapilmistir. Bagil standart sapma %3,26 olarak hesaplanmistir. Giinler
aras1 tekrarlanabilirlik degerleri, 10 giin boyunca tekrarlanan o6l¢iimlerle elde
edilmistir. Bagil standart sapma %3,52 olarak hesaplanmistir. Olgiilen degerler

15181nda, AIG/KUE'larin hazirlama siirecinde yeniden tiretilebilecegi anlagilmistir.

AIG/KUE'lar, elektrotlarin stabilitesini incelemek icin 45 giin siireyle vakumlu bir
kurutucuda saklanmistir. Diferansiyel puls voltametri 6lgiimleri, AIG/KUE
kullanilarak 300 umol L1 Py'de gergeklestirilmistir. Nihai degerlerden temel
degerlere olan fark sadece %4,11 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclara gore

AIG/KUE'un oldukg¢a kararl oldugu anlagilmistir.
5.3.9 Gergek Ornek Analizi

Mevcut sistemin giivenilirligini dogrulamak i¢in icecek numunelerinde Py tayini icin
uygulanmistir. Enerji icecegi 1, enerji icecegi 2 ve vitamin suyunda olc¢iilen Py
miktar1 ile belirlenen geri kazanim degeri sirasiyla %106,06, %106,35 ve %104,16
olarak bulunmustur ve bu numunelerde bulunan Py derisimleri bildirilenlere
oldukga yakindir (Tablo 5.9). Bu sonuglara gore, 6nerilen yontem gergcek numuneler

icin bir yaklagim olarak uygulanabilir.

Tablo 5.9 Piridoksinin belirlenmesi i¢in yapilan gercek 6érnek analiz sonuglari.

Ornek Rapor edilen Bunulan deger RSD Geri
deger (umol L-1) (umol L-1) (%) kazanim
(%)
Enerji icecegi 1 6,6 7,0 1,59 106,06
Enerji icecegi 2 2,36 2,51 2,27 106,35
Vitaminli su 4.8 5,0 2,97 104,16
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5.4 Genel Degerlendirme

Bu tez ¢alismasinin ilk kisminda insan saghgi icin 6nemli bir vitamin olan folik asit
tayini icin l-sistin aminoasidinin elektrokimyasal polimerizasyonu ile bir sensoér
gelistirilmistir. L-sistin aminoasidinin elektrokimyasal polimerizasyonu 500 pmol L-
1 1-sistin aminoasidi iceren 0,1 mol Lt LiClO4 ¢6zeltisinde hazirlanmistir. 1,8 V ile -
1,1 V potansiyel arasinda 50 mV sde ve 10 dongiide doniisimlii voltametri
kullanarak hazirlanan elektrotlar, poli(sistin)/KUE, ile folik asit 6lgiimleri
alindiginda en iyi sonuglar bu kosullarda elde edildigi goriilmtstiir. Poli(sistin) /KUE
ile DPV yontemi kullanilarak yapilan derisim calismasi sonucunda, modifiye
elektrotlarin 1,0 pmol L1 ile 100 pmol L1 arasinda dogrusal bir sinyal elde
edilmistir. Bu derisim calismasi sonucunda folik asit icin gézlemlenebilme sinir
(LOD) 0,43 pmol L1 olarak bulunmustur. Sensoriin degerlendirilmesinde 6nemli
faktorlerden biri olan girisim ¢alismasinda askorbik asit ve iirik asit kullanilarak
gerceklestirilmistir ve bu girisim ajanlariyla folik asidin herhangi bir girisim
yapmadig1 gézlemlenmistir. Son olarak, hazirlanan sensoriin gercek érneklerde
uygulanabilirligini incelemek icin gercek ornek calismasi yapilmistir ve bunun
sonucunda hazirlanan sensorin gercek orneklerde de uygulanabilir oldugu

sonucuna ulasilmistir.

Tez ¢alismasinin ikinci kisminda ise énemli bir vitamin olan riboflavin tayini icin
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip ve altin nanopartikiil
kullanilarak bir sensor gelistirilmistir. Sensér hazirlanmasinin ilk asamasinda
oncelikle altin nanopartikiller kalem ucu elektrot lizerine kronoamperometri
yontemiyle elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Elektrokimyasal biriktirme
islemi 10 mmol L-1 HAuCls igeren 0,5 mol L-1 H2S04 ¢6zeltisinde -3,0 V potansiyelde
30 saniye boyunca yapilarak elde edilmistir. Elde edilen bu elektrotla riboflavin
cozeltisinde olcim alindiginda en yiiksek cevabin bu kosullarda elde edildigi
gorulmiistiir. Daha sonra optimum kosulda hazirlanan AuNP/KUE iizerine 10pl
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip damlatilmistir. Hazirlanan f-
MWCNT/AuNP/KUE ile DPV yontemi kullanilarak 0,5 pmol L1 - 100 pmol L1
derisimleri arasinda riboflavine karsi dogrusal bir cevap elde edilmistir. Bu ¢alisma

sonucunda LOD degeri 0,0352 pmol L1 olarak bulunmustur. Sensoriin
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degerlendirilmesinde 6nemli faktorlerden biri olan girisim ¢alismasinda askorbik
asit ve glikoz kullanilarak gerceklestirilmis ve bu girisim ajanlariyla riboflavinin
herhangi bir girisim yapmadig1 gézlemlenmistir. Son olarak, hazirlanan sensoériin
gercek Orneklerde uygulanabilirligini incelemek icin gercek 6rnek calismasi
yapilmistir ve bunun sonucunda hazirlanan sensoriin gergek orneklerde de

uygulanabilir oldugu sonucuna ulasilmistir.

Tez ¢alismasinin son kisminda ise 6nemli bir vitamin olan piridoksin tayini i¢in
anodik olarak islem gérmiis kalem ucu elektrot hazirlanmistir. Sensor hazirlanmasi
0,1 mol L-1 H3PO4 destek elektrolit ¢ozeltisi icerisinde kronoamperometri yontemi
ile gerceklestirilmistir. Sensor hazirlama kosullari incelendiginde, 0,1 mol L-1 H3PO4
destek elektrolit c¢ozeltisinde, 2,0 V potansiyelde 100 saniyede hazirlanan
elektrotlarla piridoksine karsi en iyi cevap elde edilmistir. AiG/KUE ile 0,5 umol L-
1-300 pmol L1 derisim araliginda DPV ol¢limleri alindiginda piridoksine karsi
dogrusal bir cevap elde edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda LOD degeri 0,166 umol L-
Lolarak bulunmustur. Sensoriin degerlendirilmesinde 6nemli faktérlerden biri olan
girisim calismasinda trik asit ve glikoz kullanilarak gerceklestirilmis ve bu girisim
ajanlariyla piridoksinin herhangi bir girisim yapmadig1 gozlemlenmistir. Son olarak,
hazirlanan sensoriin gergek orneklerde uygulanabilirligini incelemek icin gercek
ornek calismasi yapilmistir ve bunun sonucunda hazirlanan sensoriin gercek

orneklerde de uygulanabilir oldugu sonucuna ulagilmistir.

Sonuc olarak, bu sensorler kullanilarak folik asit, riboflavin ve piridoksin gibi 6nemli
vitaminleri iyi bir tayin limiti ve genis bir dogrusal c¢alisma araligi ile tayin
edilebilecegi anlasilmistir. Tasarlanan bu sensorler ile gercek orneklerde analiz
yapilabildigi de gorilmistir. Bununla birlikte hazirlanan bu sensoérlerin bircok
analit icin kolay ve wucuz bir yontem ile elektrokimyasal tayinlerini

gerceklestirilebilecegi 6n goriilmektedir.
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