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OZET

ALTIN NANOPARCACIKLARIN AKTIFLESTIRILMiS CAMSI KARBON
ELEKTROT UZERINDE BiRiKTiRILMESI VE L-TRIiPTOFAN iCIN
ELEKTROKIMYASAL UYGULAMALARI

SUVARI, Gamze
Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog¢. Dr. Muhammet GULER
Kasim 2024, 65 sayfa

Calismamizda triptofanin (Trp) elektrokimyasal olarak tayin edilmesi i¢in yeni bir
sensoOr tasarlandi. Bunun i¢in ¢alisma elektrodu olarak kullanilan camsi karbon elektrot
(GCE) once pH degeri 7 olan 0.1 M fosfat tamponunda doniisiimlii voltametri
kullanilarak aktiflestirildi. Daha sonra altin (Au) nanoparcaciklar1 aktiflestirilmis GCE
(AGCE) elektrodu tzerine elektrokimyasal olarak biriktirildi. Elde edilen Au@AGCE
Trp’nin tayini i¢in kullanild1. Sensdriin en iyi cevap verdigi kosullar elde edildikten sonra
Trp icin dogrusal tayin aralifi, gozlenebilme smir1 (LOD), tekrarlanabilirligi, tekrar
olusturulabilirligi ve depolama kararliligi gibi performans faktorleri degerlendirildi.
Sensor Trp i¢in iki tane dogrusal aralik gdsterdi. 1. Tayin araligi, duyarliligi 2280.79 pA
uM-tcm2olan 0.4-75.8 uM araliginda, 2. Tayin aralig1 ise duyarlilig1 260.1 pA uM-tcm-
20lan 75.8-175 uM arahiginda belirlendi. Sensériin tekrarlanabilirligi i¢in ayni elektrot ile
3 farkl1 Trp derigsimi kullanildi. Bagil standart sapma degerleri (RSD) 0.29-5.26 araliginda
bulundu. Sensoriin tekrar olusturulabilirligi igin 5 farkli elektrot ile 3 farkli Trp derisimi
kullanildi. Bagil standart sapma degerleri (RSD) 3.43-6.03 araliginda bulundu. Ayrica
gercek ornekte Trp’nin tayini igin Trp tabletleri kullanildi. Elde edilen sonuclar sensoriin
tatmin edici performans faktorleri sergiledigi goriildii.

Anahtar kelimeler: Aktiflestirilmis cams1 karbon elektrot, Au nanopargaciklar,
Sensor, Triptofan






ABSTRACT

ELECTRODEPOSITION OF AU NANOPARTICLES ON ACTIVATED
GLASSY CARBON ELECTRODE AND ITS ELECTROCHEMICAL
APPLICATION FOR L-TRYPTOPHAN

SUVARI, Gamze
M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammet GULER
November 2024, 65 pages

In our study, a new sensor was designed for the electrochemical determination of
tryptophan (Trp). For this purpose, the glassy carbon electrode (GCE), used as the
working electrode, was first activated using cyclic voltammetry in a 0.1 M phosphate
buffer solution with a pH of 7. Subsequently, gold (Au) nanoparticles were
electrochemically deposited onto the activated GCE (AGCE) electrode. The resulting
AU@AGCE was used for the detection of Trp. After optimizing the conditions for the
best sensor response, performance factors such as linear detection range, limit of detection
(LOD), repeatability, reproducibility, and storage stability for Trp were evaluated. The
sensor exhibited two linear detection ranges for Trp. The first range, with a sensitivity of
2280.79 pA uM™ cm 2, was found to be between 0.4—75.8 uM, and the second range,
with a sensitivity of 260.1 pA pM™ cm ™, was observed between 75.8—175 pM. For sensor
repeatability, three different Trp concentrations were tested with the same electrode, and
the relative standard deviation (RSD) values were found to be in the range of 0.29-5.26%.
For reproducibility, three different Trp concentrations were tested using five different
electrodes, and the RSD values ranged from 3.43 to 6.03%. Additionally, Trp tablets were
used to determine Trp as the real sample. The results demonstrated that the sensor
exhibited satisfactory performance factors.

Keywords: Activated glassy carbon electrode, Au nanoparticles, Sensor,
Tryptophan
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1. GIRIS

Triptofan, proteinleri olusturan temel amino asitlerden bir tanesidir ve esansiyel
amino asitler grubunda yer alir. Triptofan, 1900'lii yillarin basinda siitte bulunan bir
protein olan kazeinden izole edilerek kesfedilmesinin ardindan molekiiler yapisi birkag
yil gectikten sonra belirlenmistir. Beslenme yoluyla oncelikli olarak bitki ve hayvan bazl
proteinlerle viicuda alinir. Triptofan organizma tarafindan sentezlenemedigi igin
vazgecilmez aminoasitlerden biridir. Beynin biyokimyasal dengesini takip etmek icin
triptofan konsantrasyonu hassas bir parametredir.

L-triptofan (L-Trp) genellikle insan viicudunda nérotransmitterlerin (6rnegin, 5-
hidroksitriptamin, 5-HT), niasin, serotonin, kinolinik asit ve diger biyolojik bilesiklerin
onciisii olarak islev goriir (Sainio vd., 1996; Sa vd., 2012). Uyku ve bagisiklik sistemini
iyilestirebilir ve Parkinson (Zhou vd., 2017) ile pellegra tedavisinde genis bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak asir1 dozda alindiginda kas agrisi, agizda yaralar, karin agris1 ve
nefes darligi gibi bazi semptomlara neden olabilir. L-Trp, ginimizde yuksek
performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC) (Goswami vd., 2015) yiiksek
performansli sivi kromotografisi (HPLC) (Lian vd., 2012), siv1 kromatografi-kitle
spektrometresi (LC-MS) (Ohashi vd., 2013), floresan dedektorlic HPLC (Zhang vd.,
2012) ve florometri (Bagheri vd., 2015) gibi yontemler kullanilarak belirlenmektedir.
Bunun yani sira, potansiyometri, amperometri ve voltametri de L-Trp’nin tayini i¢in
bugiine kadar kullanilan yontemler arasindadir. Bu yontemlerden HPLC, florometri ve
HPTLC gibi yontemler karmasik yontemler olup kullanimi zaman alicidir. Ayrica bu
cihazlar1 kullanacak personelin yeterince donanimli olmasi1 gerekmektedir. Amperometri
ve voltametri gibi elektrokimyasal yontemler kullanilarak triptofan nispeten daha hizli,
ucuz ve dogru bir sekilde tayin edilebilir. Ancak bu yontemlerin dezavantaji kullanilan
elektrodun tekrarlanabilirlik ve tekrar olusturabilirlik gibi performans faktorleri gerekli
diizeyde degildir.

Triptofan, sinir ileticileri olan serotonin ve melatonin icin hayati 6neme sahip bir
maddedir. Bu tlr kimyasal tasiyicilar ile viicudumuzda bulunan sinirler bir hiicreden
digerine tasmirlar. Eger bu tasiyicilar viicudumuzda yeterli miktarda bulunmazsa, beyin
fonksiyonlarini diizgiin sekilde yerine getiremez. Melatoninin ve serotoninin iretimine

yardimci olan triptofanin, besinlerden ya da triptofan desteklerinden yeterli miktarda
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alinmasinin yagamsal 6nemi vardir. Bu yiizden farkli besin gidalarinda triptofan tayini ve
miktarinin belirlenmesi i¢in basit, hizli, ucuz ve dogru bir metot gelistirilmesi son derece
onemlidir.

Hizli, kolay, diisiik fiyatl, spesifik ve yiiksek duyarli olarak tayin edilmesine
imkan veren elektrokatalitik sensorler triptofan analizi igin iyi bir ydontemdir ve literatiirde
bugiine kadar triptofan teshisi igin olusturulmus pek ¢ok sensor vardir (Compagnone vd.,
2001; Costa vd., 2016). Bugiine kadar triptofan teshisi i¢in olusturulan sensorlerde karbon
nanomateryaller gibi ¢esitli malzemeler kullanilmistir (Xing vd., 2012; Meng vd., 2014).
Nanomateryaller, {stiin o6zelliklerinden dolayi, son donemlerde biyosensorlerin
gelistirmesinde oldukga sik kullanilmaktadir (Holzinger vd., 2014).

Calismada yeni bir elektrokimyasal triptofan sensorii gelistirmek i¢in ¢alisma
elektrodun yilizeyi dontlistimlii voltametri kullanilarak aktiflestirilmistir. Daha sonra
optimum dongii sayist belirlenmistir. Aktiflestirilmis ¢alisma elektrodu altin tuzunun
bulundugu ortama daldirilip Au nanoparcaciklar1 elektrokimyasal olarak elektrodun
yiizeyinde biriktirilmistir. Sensoriin dogrusal tayin aralii, gozlenebilme sinir1 (LOD),
seciciligi, tekrarlanabilirligi, tekrar olusturulabilirligi, depolama kararliligi, duyarlilig
gibi performans faktorleri degerlendirilmistir. Sensoriin optimum kosullar: belirlendikten
sonra bu sensOr kullanilarak gercek orneklerde triptofan tayin edilmistir. Elde edilen
sonuclarin standart sapmasi, bagil standart sapmasi, verimi gibi deneysel veriler

degerlendirilmistir.

1.1 Biyosensorler

Klinik kimya laboratuvarlarinda yapilan analizler genellikle pahali ve zaman alic1
siireclerdir, bu nedenle analizlerin giderek artan bir kismi hastanelerde, hastane disi
ortamlarda bakim veren kisiler tarafindan ve hastalarin evde kendi kendine
gergeklestirdigi  ortamlarda yapilmaktadir. Gilinliimiizde karsilasilan en  biiyiik
zorluklardan biri, bu hizli “yerinde” analizleri gerceklestirecek yontemlerin
gelistirilmesidir. Bu yontemlerin hassas, dogru ve “ger¢ek yasam” orneklerinde farkli
ozelliklere sahip ¢esitli maddeleri belirleyebilecek nitelikte olmasi gerekmektedir.

Elektrokimyasal sensorler, yiiksek hassasiyet ve segicilik, tasmabilirlik, hizli yanit siiresi



ve diisiik maliyet gibi avantajlartyla klinik kimyada ilgi duyulan analitlerin 6l¢iimiinde
bu yeni uygulamalar icin ideal seceneklerden biridir.

1962'de Clark ve Lyons'in enzim glikoz oksidazi (GOx) kullanarak ilk
elektrokimyasal biyosensorii, yani amperometrik bir elektrota bagl "enzim elektrodu"
olarak bilinen ¢oziinmiis oksijen sensoriinii icat etmesinden bu yana, biyolojik dneme
sahip maddelerin ve diger parametrelerin konsantrasyonunu belirlemek igin
elektrokimyasal sensorlerin kullanilmasi, hizla biiyiiyen bir alan haline gelmistir (Clark
ve Lyons, 1962). Elektrokimyasal sensorler, geleneksel analitik araglarin performansini
tyilestirmis, yavas hazirlik siireglerini ve pahali reaktiflerin kullanimini ortadan kaldirmis
ve diistik maliyetli analitik araglar sunmustur. Ucuz, taginabilir ve kullanimi kolay araglar
olarak elektrokimyasal sensorler, geleneksel analitik cihazlara gore belirli avantajlar
saglamaktadir. Bununla birlikte, bu sensdrlerin bazi smirlamalari da bulunmaktadir:
ornegin, ornekteki elektrokimyasal olarak aktif girigimler, zayif uzun vadeli stabilite ve
karmagik elektron transfer yollar1 gibi. Yine de, elektrokimyasal sensorler klinik teshis,
cevresel izleme ve gida analizlerinde genis uygulama alanlar1 sunmaktadir. Prensipte,
klinik uygulamalar icin elektrokimyasal sensorler cesitli sekillerde kategorize edilebilir;
Ornegin, analit tlirline veya sensdr tiirline gore.

Glikoz biyosensorlerinin mevcut ve gelecekteki uygulamalari, diyabetiklerde
kilcal kan sekerinin kendi kendine izlenmesinde acil kullanimlar1 nedeniyle ¢ok genistir.
Bu tiir izleme cihazlar1 giinlimiizde biyosensorler i¢in en biiyiik pazarlardan birini
olusturmaktadir ve bunlarin varligi, diyabetli kisilerin yasam kalitesini dnemli dl¢lide
arttirmaktadir (Mohanty vd., 2006).

Canlilarda yer alan biyolojik maddeler miligram/litre ya da milimol/litre miktar1
derecesindedir (Shichiri vd., 1982; Feldman vd., 2003; Klonoff, 2005; Zhai vd.,
2013). Nanobiyosensorlerin hassasiyeti bu miktarlardan 1 milyon kattan daha fazladir
(nanomol/L ya da pikomol/L). Sayet canli yapisinda bir degisim s6z konusu ise bu
degisim aninda Ol¢iiliip hastaya gerekli miidahale yapilabilir. Bagka bir ifadeyle, oldukca
hassas olan nanobiyosensorler hastalig1 heniiz baglangic asamasindayken 6nleme olanagi
saglamaktadir (Lobo vd., 1997; Wang vd., 1997; Zhang ve Tadigadapa, 2004;
Mukhopadhyay vd., 2005; Tang vd., 2006).



1.1.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrot ylzeyinde meydana gelen kimyasal reaksiyon sonucunda elektron(lar)
aktarimi1 hedef analitin konsantrasyonu ile orantili elektriksel sinyaller olugsmaktadir. Elde
edilen bu sinyaller ile elektrokimyasal biyosensorlerin tasariminda genellikle altin,
giimis, karbon veya platinden elde edilen elektrotlar kullanilmaktadir (Heinemann vd.,
1979). Amperometrik, potansiyometrik, konduktometrik biyosensorler elektrokimyasal
biyosensorlere  ornektir.  Sekil 1.1 biyosensorlerin - genel ¢alisma  prensibini

gostermektedir.

BiYOSENSOR

BIiYOBILESENLER $ALGILAYICILAR
% Enzimler Elektrokimyasal
+ Niikleik asitler ¢ Potansiyometri
% Doku kesitleri % Amperometri Wﬁ
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— 5+ Mikroorganizmalar
% Immuno ajanlar
% Reseptor Optik
molekiilleri % Fotometri

+ Florimetri

s ! Doniistiiriicii
% Luminesans

Veri toplama
ve
degerlendirme

Kiitle degisimi
% Piezoelektrik

Is1 degisimi
+ Termistorler

Sekil 1.1 Biyosensorlerin genel gosterimi (Keskin ve Arslan, 2020)

Elektrokimyasal, optik ve gravimetrik sensorler, en yaygin ve etkili doniistiiriicii
sistemler arasinda yer almaktadir. Bir yandan, amperometrik sensorler, optik sensorlerden
farkli olarak opak ortamlarda da calisabilirler. Diger yandan, optik teknikler tarafindan
saglanan secicilik, elektromanyetik radyasyon spektrumunun farkli bolgelerinde
caligabilmeleri ve dalga boyunu degistirerek sinirli bir bolge tizerinde islem yapabilmeleri

nedeniyle, elektroda uygulanan potansiyel araligina kiyasla ¢ok daha yiiksektir. Her iki



durumda da, 6lglim iglemi, numune ¢ok sayida Ol¢lime tabi tutulsa bile, numunenin
bilesimini 6nemli 6l¢iide degistirmez. Bununla birlikte, bir elektrodun dezavantaji1 olarak
bilinen, giivenilir ve tekrarlanabilir yanitlar elde edilmesinde genellikle ciddi bir engel
teskil etmektedir.

Amperometrik sensorler i¢in kullanilan bir¢ok elektrot malzemesi, farkli amaglar
icin gelistirildikten sonra (6rnegin, yakit hiicreleri, piller veya preparatif elektrokimya)
elektrokimyasal analiz icin de kullanilabilir hale gelmistir. Onerilen cesitli malzemeler
arasinda, 6zellikle yiiksek secicilik 6zelligine sahip biyolojik tanima elementleri 6nemli
bir yer tutmaktadir.

Sivilarin iletkenliginin esas alindigi biyosensorde iyonlarin go¢ii s6z konusudur.
Cozelti icerisinde potansiyel uygulandiginda bir elektrik alan1 olusur ve iyon gogii baslar.

Sekil 1.2°te ¢ozelti ortaminda iyonlarin gogii 6zetlenmistir.

_______________________________________________________________

Sekil 1.2 Cozelti iginde bulunan iyonlarin gégii (Jaffrezic-Renault ve Dzyadevych,
2008)



1.2 Voltametri

Voltametri, iyi duyarlilik, tespit hizi, giivenilirlik ve dogruluga sahip olan ve
biyosensorliik alaninda en yaygin kullanilan elektrokimyasal tekniklerden biridir (Chen
ve Shah, 2013; Lu vd., 2018; Wei vd., 2018; Chauhan, 2021). Bu teknik, bir hedef
analitin reaksiyon mekanizmasini elektrokimyasal bir bakis agisiyla incelemenin yani
sira, farklt voltametrik teknikler kullanilarak ornek parametrelerini nicelendirebilir
(6rnegin, doniisiimli voltametri, diferansiyel puls voltametri, kare dalga puls voltametri
ve anodik ¢oziinme kare dalga voltametri). Bir ¢dzeltinin elektroanalizi sirasinda olusan
yanit akimi ve uyarim potansiyeli, genis boyutlu 6zelliklere sahip bir voltamogram
olusturur (Torrecilla vd., 2008; Nesakumar vd., 2015).

Voltametri genellikle standart ii¢ elektrotlu sistemde (¢alisma elektrodu, karsi
elektrot ve referans elektrot) kullanilir. Bu yontem, elektrokimyasal olarak aktif
maddelerin c¢alisma elektrodu iizerindeki oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarini
tetiklemek i¢in belirli bir potansiyel uygular ve ardindan belirli bir zaman araliginda yanit
akimimi 6lger (Achterberg, 1996). Doniigiimlii voltametri (CV) (Kissinger ve Heineman,
1983), diferansiyel puls voltametri (DPV) (Lovri¢ ve Osteryoung, 1982) ve kare dalga
voltametrisi (SWV) (Osteryoung ve Osteryoung, 1985) yaygin analitik tekniklerdir.
Uygun bir voltametrik teknigin sec¢imi, biyosensorlerin duyarliligini ve segiciligini
artirmaya yonelik calismalarda faydali olabilir. Cesitli voltametrik yontemler, yiiksek
duyarli, hizli yanit veren elektrokimyasal biyosensorlerle birlikte biyosensor
uygulamalarinda genis 6l¢iide kullanilmaktadir. Dontistimlii voltametri, iiretilen bir akimi
algilamak i¢in bir ¢calisma elektroduna tiggen bir dalga formundaki bir tarama potansiyeli
uygulayan en yaygin kullanilan elektrokimyasal tekniktir (Sekil 1.3A1). Calisma
elektrodundaki potansiyel dongisu, cozeltideki elektrokimyasal olarak aktif tirlerin
stirekli oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarini siirdiiriir. Calisma elektroduna
uygulanan potansiyel, ¢cozeltideki tiirlerin denge potansiyeline yaklastik¢a, yanit akimi
yavas yavas artar ve elektrot yiizeyindeki ylikseltgenmis/indirgenmis tiirler azalir. Yiik
transferi ve diflizyon hareketlerinin dengesine ulasana kadar bir oksidasyon/indirgeme
pik noktast belirir (Sekil 1.3A2). Voltammogramdaki pik noktalarinin seklinin analiz
edilmesiyle, reaksiyonun reversibilitesi, redoks potansiyeli, reaksiyon hizi ve analit

konsantrasyonu gibi reaksiyon mekanizmasiyla ilgili bilgiler elde edilebilir (Evans vd.,



1983; Gosser, 1993). Puls tabanli voltametri, iz siirme deteksiyonu i¢in doniistimlii
voltametride agik bir avantaja sahiptir. Diferansiyel puls voltametri, sabit bir amplitud
pulsunu bir adim potansiyeline bindirir. Akim, potansiyel pulsunun uygulanmadan 6nce
orneklendirilir ve pulsun sonunda tekrar orneklendirilir (Sekil 1.3B1). Ardindan, farki
hesaplayarak nispeten saf bir Faraday akimi elde edilebilir (Sekil 1.3B2). Yiik akimu,
voltammogramda nispeten sabit bir taban ¢izgisi olarak temsil edilir, bu nedenle arka plan
daha iyi ayirt edilebilir ve daha diisiik bir gézlenebilme sinir1 saglanabilir. DPV'nin iyi
duyarliligi, inorganik ve biyolojik olarak 6nemli bilesiklerin tayini icin tercih edilen
elektrokimyasal analiz yontemi olmasini saglar (Adeloju vd., 1985; Deshmukh vd., 2018;
Liu vd., 2020). SWV, puls ve doniisiimlii voltametrinin avantajlarini birlestirir ve daha
guclu bir elektrokimyasal teknik olarak kabul edilir (Mirceski vd., 2013). Tipik potansiyel
dalga formu, bir merdiven dalga ile simetrik bir kare dalga ile birlestirilir. Her adim
diizlemine esit ve simetrik potansiyel ylikseklikleriyle pulslar uygulanir ve her dongiiniin
ileri ve geri pulslart elektrotlar1 anodik ve katodik ydnlere dogru elektrokimyasal
reaksiyonlara sokar (Sekil 1.3C1). SWV, orta artislarla yliksek tarama hizlar1 elde
edebilir. Yiik akimini ve Faraday akimini ayirt etmek icin SWV'nin stratejisi, her pulsun
sonunda akimi &rneklendirmektir. Tki 6rnekleme noktas, ileri ve geri akimlari alir, ve net
akim, ileri ve geri akim arasindaki fark alinarak elde edilebilir (Sekil 1.3C2). SWV ve
DPV benzer hassasiyetlere sahiptir, ancak SWV, daha kisa bir potansiyel periyodu ile
daha hizl bir tespit hizina ulagabilir. Ayn1 zamanda, SWV, geri doniisiimlii veya yar1 geri
dontistimlii elektrot siireclerini analiz etmek icin uygundur. Bu o6zellikler, SWV'nin
biyolojik bilesiklerin temel arastirma ve analizinde yaygin olarak kullanilan bir yontem

olmasini saglar (EI Mhammedi vd., 2009; Pohanka vd., 2009; Gulaboski vd., 2012).
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Sekil 1.3 Doniisiimlii voltametrinin potansiyeli (Al) ve tipik cevAP akimi (A2);
diferansiyel puls voltametrisinin potansiyel dalga formu (B1) ve voltamogrami
(B2), potansiyel dalga formunda, T dalga formu periyodudur ve S1 ve S2 iki
akim ornekleme noktasidir; kare dalga voltametrisinin tipik potansiyel dalga
formu (C1), AE potansiyel artisidir, T potansiyel periyodudur. Akim cevabi
Ileri (anot akimi) ve geri (katot akimi) ydnlii bilesenlerden olusur ((C2)'deki
kesik ¢izgi) ve bunlarin farki net bir akimla sonuglanir ((C2)'deki kesintisiz
¢cizgi) (Liu vd., 2022)

1.2.1 Doniisiimlii Voltametri

Doéniisiimlii ~ voltametri yonteminde, kiiclik ve sabit bir calisma elektrodu
potansiyeli, bir elektrot reaksiyonunun meydana gelmedigi bir potansiyelden baslayarak
zamanla dogrusal olarak degistirilir ve bir maddenin (¢alisilan materyal) indirgenmesi
veya ylikseltgenmesinin meydana geldigi potansiyellere hareket eder. Bir veya daha fazla
elektrod reaksiyonunun meydana geldigi potansiyel bolgesini gegtikten sonra, dogrusal
taramanin yoOnil tersine ¢evrilir ve elektrot reaksiyonlari sirasinda ortaya ¢ikan ara tiriinler,
genellikle ileri taramada tespit edilebilir. Deneyin zaman 6lgegi, tarama hiz1 ve toplam
gecilen potansiyel tarafindan kontrol edilir ve genellikle 102 ile 10° s araliginda
degisebilir, ancak nicel deneyler genellikle 1020 ile 10 s arasinda smirhdir. Yiikli

reaktanlarin ve tirlinlerin gd¢linii bastirmak i¢in destekleyici bir elektrolit bulunmaktadir.



Sekil 1.4'te elde edilen egriler voltammogramlar veya doniisiimli
voltammogramlar olarak adlandirilir. X ekseni, sisteme uygulanan bir parametreyi temsil
edip uygulanan potansiyeli (E), y ekseni ise cevabi temsil edip elde edilen akimi (i)
gostermektedir. Akim ekseni bazen gosterilmez bunun yerine grafik igine bir Olgek
cubugu yerlestirilir. CV verilerini rapor etmek i¢in iki yaygin kural kullanilir, ancak
verilerin toplanmasi ve ¢izilmesi i¢in kullanilan isaret konvansiyonunu agiklayan bir ifade

nadiren saglanir.

Sekil 1.4 GCE kullanilarak 0.1 M KCl iceren 5 mM [Fe(CN)s]®"# (1:1) ¢ozeltide 0.1 V/s
tarama hizinda elde edilen doniigiimlii voltamogram

Ancak potansiyel ekseni, kullanilan kuralin bir ipucunu verir. Her isaret, verileri
kaydetmek i¢in potansiyelin tarandig1 yonde bir ok igerir. Ok, ilk boliimiin baslangicini
ve taranma yoniinii (veya "ileri tarama" olarak adlandirilir) gosterir ve baslik deneyin
kosullarin1 belirtir. Sekil 1.4'Un bashiginda bulunan 6nemli bir parametre vardir ki bu
degere tarama hiz1 (v) denir. Deney sirasinda saniyede uygulanan potansiyel dogrusal

olarak degistirildigini belirtir.
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Sekil 1.5 (A-G): Fc* (mavi) ve Fc (yesil) i¢in konsantrasyon profilleri (mM), elektrottan
uzakligin (d, elektrot yiizeyinden toplu ¢ozeltiye kadar, 6rnegin 0.5 mm) bir
fonksiyonu olarak voltamogram tizerinde ¢esitli noktalarmn gosterimi. (H): 100
mVs! tarama hiznda 1 mM Fc* c¢ozeltisinin Fc'ye geri doniisiimlii
indirgenmesinin voltammogrami. (I): Genel bir dongiisel voltametri deneyi i¢in
zamanin bir fonksiyonu olarak uygulanan potansiyel; baslangic, anahtarlama
ve bitis potansiyelleri temsil edilir (sirasiyla A, D ve G) (Elgrishi vd., 2018)

Sekil 1.51 akimmn zamanla uygulanan potansiyel arasindaki iligskiyi gosterir ve
Sekil 1.5H ise Sekil 1.51 “de karsilik gelen voltamogramla iliskiyi gérmek i¢in potansiyel
ekseni x ekseni olarak kullanarak zaman ve uygulanan potansiyel arasindaki iliskiyi
gostermektedir.

Bu ornekte, ileri taramada, potansiyel baslangi¢ potansiyelinden Ei'den doniis
potansiyeline E2 negatif olarak taranir. Bu katodik tarama olarak adlandirilir. Tarama
yonii daha sonra tersine cevrilir ve potansiyel El'e pozitif olarak taranir, bu da anodik
tarama olarak adlandirilir.

Bir doniistimlii voltametri deneyinde kullanilan kap, bir elektrokimyasal hiicre
olarak adlandirilir. Bir elektrokimyasal hiicrenin sematik bir temsili Sekil 1.6'te

gosterilmistir. Sonraki bdliimler, her bilesenin roliinii ve bir doniisiimlii voltametri deneyi
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sirasinda veri toplamak i¢in bir elektrokimyasal hiicre nasil olusturuldugunu

aciklamaktadir.

Elektrot baglantilari

Gaz ve analit girisi
Teflon kapak
Referans elektrot

Elektrokimyasal hiicre
Calisma elektrodu

Karsit elektrot
Elektrotit ¢cozeltisi

Sekil 1.6 Ug elektrotlu bir elektrokimyasal hiicrenin gdsterimi

Bir CV deneyi sirasinda elektron transferi gerceklestiginde, elektriksel nétralite,
cozeltideki 1iyonlarin gb¢li araciligiyla korunur. Elektronlar elektrottan analite
aktarildiginda, iyonlar yiikii dengelemek ve elektrik devresini kapatmak i¢in ¢dzeltide
hareket eder. Coziiciiye ¢oziilmiis bir tuz, destekleyici elektrolit olarak adlandirilir ve
cozelti direncini azaltmaya yardimci olmak i¢in kullanilir. Coziicii ve destekleyici
elektrolitin karisimi genellikle "elektrolit ¢ozeltisi" olarak adlandirilir.

Calisma elektrodu ilgi duyulan elektrokimyasal olayr gerceklestirir. Bir
potansiyostat, calisma elektrodunun uygulanan potansiyelini referans elektrot
potansiyeline bagl olarak kontrol etmek i¢in kullanilir. Calisma elektrodunun en 6nemli
ozelligi, ilgi duyulan potansiyel araliginda redoks-inert malzemeden olugmasidir.
Calisma elektrodun tiirii, farkl1 potansiyel araliklar1 saglamak veya ilgi duyulan tiirlerin
ylizey adsorpsiyonunu azaltmak i¢in deneyden deneye degistirilebilir.

llgilenilen elektrokimyasal olayim ¢alisma elektrodu yiizeyinde gerceklestigi icin
elektrot yiizeyinin son derece temiz ve yiizey alaninin iyi tanimlanmis olmasi hayati 6Gnem
tagir. Elektrotlarin temizlenme islemi, elektrot tiirline bagli olarak degisebilir ve

laboratuvardan laboratuvara farklilik gosterebilir. Camsi karbon veya platin gibi
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elektrotlar kullanilirken, temiz elektrot yiizeyleri mekanik temizleme ile hazirlanabilir.
Parcaciklari ¢ikarmak icin elektrot daha sonra ultra saf su i¢cinde temizlenir. Camsi karbon
elektrotlar1 i¢in yiizey, temizleme yoluyla etkinlestirildikten sonra oldukca reaktiftir.
Solventte kirleticiler bulundugunda, bunlar elektrotun karbon yiizeyine 6ncelikle adsorbe
olabilir ve voltamogramlarin degismesine neden olabilir. Solvent Kirleticilerinin
adsorpsiyonunu sinirlamak i¢in solventin aktif karbon ile islenmesi kullanilabilir
(Ranganathan vd., 1999).

Ayrica temizleme isleminden kalan herhangi bir adsorbe tiirlinii uzaklastirmak
icin genis bir potansiyel aralik boyunca basit bir elektrolit i¢inde birka¢ CV taramasi
yapmak siklikla gerekli olabilir. Bu islem, taramalarin ortiismesi ve herhangi bir pik
gbozlemlenmediginde tekrarlanabilir. Bu islem bazen "elektrotun 6n islemi" olarak

adlandirilir (Sekil 1.7) (McCarthy vd., 2014).
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Sekil 1.7 Calisma elektrodunun parlatma pedi lizerindeki temizleme sekli

Bir referans elektrodu, iy1 tanimlanmig ve kararli bir denge potansiyeline sahiptir.
Bir elektrokimyasal hiicrede diger elektrotlarin potansiyeli karsilastirilabilir bir referans
noktasi olarak kullanilir. Dolayisiyla, uygulanan potansiyel genellikle belirli bir referans
karsisinda "karsilagtirma" olarak rapor edilir. Bir hiicrede kullanilan elektrolitten
bagimsiz bir elektrot potansiyeline sahip birka¢ yaygin (ve genellikle ticari olarak temin
edilebilir) elektrot sistemi vardir. Sulu ortamda kullanilan bazi yaygm referans

elektrotlar1 arasinda doygun kalomel elektrodu (SCE), standart hidrojen elektrodu (SHE)
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ve Ag/AgCl elektrodu bulunmaktadir. Bu referans elektrotlar1 genellikle bir gozenekli frit
ile ¢cozeltiden ayrilmistir. Gozenekli baglant1 potansiyellerini minimuma indirmek igin,
referans bolmesindeki ¢oziicli ve elektroliti, deneyde kullanilanla eslestirmek en iyisidir

(Elgrishi vd., 2018).
1.3 Triptofan Tanim ve Biyosentezi

Sistematik adi (S)-2-Amino-3-(1H-indol-3-il)-propiyonik asittir. Kisaca Trp
olarak gosterilir. Kimyasal formili C;;H;;,N,O, olup  molekiil agirligi 204.225
g/mol’diir. Erime noktas1 289°C, yogunlugu 1.34 g/cm® (Uniivar, 2017). Sekil 1.8

triptofanin biyosentezini sematik olarak gostermektedir.
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Sekil 1.8 Triptofanin biyosentezi (Consalvi vd., 2019)
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1.3.1 Triptofanin Metabolizmasi

Triptofan

triptofan-2,3-dioksigenaz
indolamin-2,3-dioksigenaz
triptofan hidroksilaz
triptofanaz

\ Y Y

Kinorenin 5-hidroksitriptofan indol

aromatik-L-amino asit dekarboksilaz

3-hidroksikinorenin Kinorenik asit
seratonin

N-asetil transferaz

N-asetilseratonin

Kinolinik asit
¢ hidroksindol-O-metil transferaz

melatonin

Sekil 1.9 Triptofanin metabolizmas1 (Jena vd., 2020)

Triptofan baslica kinurenin {izerinden asetoasetil KoA ve nikotinat1 verir (Sekil
1.9). Parcalanmadan 0Once triptofan oksigenaz ile N-formil kinurenin meydana gelir.
Sonra kinurenin, 30H antranilik asit ve bir seri reaksiyonlarla asetoasetil KoA, diger
taraftan yine 30H antranilat tizerinden NAD (Nikotinamid adenin din(kleotit) ve NADP
meydana gelir.

Proteinleri meydana getiren 20 amino asitten biri olan triptofanin genetik kodu
UGG olup, nonpolar bir amino asittir. L- Triptofan p-Karbon iizerinde siibstitiie indol

halkas1 igeren alanin tiirevi bir esansiyel amino asittir. Bu siibstitiie indol halkalari,
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biyokimyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Triptofan esansiyel bir amino asit oldugu
icin insan viicudunun sentezleyemedgi amino asitler grubundadir. Bundan dolay1 bu
amino asitin beslenme ile disardan viicuda alinmasi sarttir. Glukojenik ve ketojenik bir
amino asit olan triptofan piruvat ve asetil KoA iizerinden yikilir. Yapisinda indol halkas1
bulunur. Bu indol halkasi serotonin ve melatonin cesitli bilesiklerin yapisina katilir.
Karacigerde triptofan yikimi ile nikotinik asit sentezlenir.

Triptofan, insan viicudunda oldukca degisik fizyolojik gorevleri olan temel bir
amino asittir (Mazloum-Ardakani vd., 2011). Triptofan noérotransmiter serotonin (5-
hidroksitriptamin) dahil olmak {izere, insan bedeninde pek cok &nemli maddelerin
uretilmesi i¢in gereklidir. Bunun yaninda biyolojik siireglerde ornegin, protein
sentezinde, hayvan biiyiimesinde ve bitki gelisiminde 6nemli bir gorevi vardir (Diem vd.,
2000; Miller vd., 2003; Von Nussbaum, 2003; Mackay vd., 2006). Triptofan bununla
beraber protein aktivitesini, hidrofobikligi ve cesitliligi belirleyen en 6nemli etkenlerden
arasinda yer alir (Friedman ve Cuq, 1988; Budisa vd., 2002). Triptofan proteinlerin
onemli bir bilesenidir ve insan beslenmesinde pozitif azot dengesinin kurulmasi ve
korunmasinda oldukga gereklidir (Fiorucci ve Cavalheiro, 2002). Triptofandan (retilen
serotonin hormonu “mutluluk hormonu’’ ismiyle bildigimiz ve duygu durumumuzu
oldukga etkileyen bir hormondur. Serotonin biiyiimekte olan beynin bazi bolgelerinin
serotonerjik biiyimesini, olgunlasmasimi diizenler ve hipofiz biiyiime hormonunun
salgilanmasi tizerine etkileri bulunur (Whitaker-Azmitia, 2005). Ayrica kilo kontroli,
toplumsal diizen, beslenme, saldirganlik ve intihar, saplanti-takinti bozukluklari,
alkolizm, anksiyete gibi olduk¢a yaygin konu kapsami iceren davranislarla ilgilidir (Best
vd., 2010).

Melatonin, serotonin asetillenmesi ve metillenmesiyle epifiz bezinde
olusmaktadir (Onat vd., 2006). Asil gorevi insan bedeninin biyolojik saatini koruyup,
ritmini ayarlamak olan melatonin, viicudun ¢ogu biyolojik ve fizyolojik siireclerinde
bulunur.

Triptofan; metabolizmasimnin karisikligi, metabolitlerinin c¢esitliligi ve 6nemi,
ayrica saflagtirilmis halde farmakolojik ajan olarak kullanilmasi agisindan farkli bir
amino asittir. Esansiyel aromatik amino asit olan ve yapisinda indol halkasi tagiyan
triptofan, 6nemli bilesiklerin olusumunda gorev alir. Bu sebeple serotonin, melatonin,

triptamin, kuinolinik asit ve kiniirenik asit gibi bir¢cok biyolojik aktif bilesigin 6n
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maddesidir. Bununla beraber triptofanin karacigerdeki yikim yolunda niasin (B3

vitamini) olusur (Sainio vd., 1996; Onat vd., 2006).

1.3.2 Triptofan Ne Ise Yarar?

Triptofan, amino asitlerin viicuttaki en diisiik konsantrasyonuna sahiptir. Insan

davraniglar1 ve duygu durumunu etkileyen, hayati énem tasiyan islevleri bulunur.

e Uyku bozukluklarini azaltir.

o Hafiza becerilerini gii¢clendirdigi varsayilmaktadir.

e Depresyon riskini azaltir.

o Saldirganlik egilimlerini azaltir.

o Elastin ve kolajen gibi proteinlerin temel parcasidir.

e Istah1 diizenleme yardimei olur.

e Serotonin igerir. Bu sebeple mutluluk verdigi diisiiniilmektedir.

e Triptofanin iirettigi molekiiller, viicudun optimal isleyisi i¢in gereklidir.

e Sigaray1 birakirken olusan kaygi bozukluklarini azaltir.

e Sinir hiicrelerinin ¢alismasini daha iyi bir duruma getirir (Zilpah Sheikh, 2023).

1.3.3  Giinliik Triptofan Ihtiyac:1 Ne Kadardir?

Yetiskin bir insanin bedeninin almas1 gereken giinliik triptofan ihtiyaci, her kilo
icin yaklasik 3.6-6 mg aras1 degisiklik gosterir. Triptofan ihtiyaci kisinin kilosuna,
yasina ve yaptig1 spora gore farklilik gosterir (Zilpah Sheikh, 2023).

1.3.4 Triptofan Eksikligi Nedir?

Dengesiz ve yanlig beslenme aligkanliklar triptofan eksikliginin en sik bilinen
nedenidir. Triptofan protein sentezinde kullanilan bir amino asittir. Vicutta triptofan
seviyesinin azalmasi, protein eksikligine de neden olur.

o Triptofan seviyesinin diismesi, serotonin liretiminin azalmasina sebep olur. Bu
yilizden duygu bozukluklarina ve depresyona neden olabilir.

e Cocuklarda kilo kaybinin sebeplerinden biridir.
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o Triptofan eksikligi, hafiza performansini diistiriir.

o Konsantrasyon kayb1 ve 6grenme giigliigiine yol agar.

o Serotonin ve melatonin seviyesinin azaldig1 durumlarda, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Serotonin ve melatonin seviyelerinin
diisiik oldugu durumlarda uzun siireli depresyon da goriiliir. Triptofan yeteri
kadar metabolize olmadiginda, beyinde zehirli bir atik tiriin meydana getirerek
haliisinasyonlara ve hezeyanlara neden olur (Kochen ve Steinhart, 1994)

o Kandaki triptofan seviyesi beyinde serotonin ve melatonin seviyesi ile iligkili
oldugu kadar plazmada karaciger hastaligi ile de iliskilidir (Fan vd., 2011).
Triptofan anksiyetesi olan endiseli ve kaygili insanlar igin oldukca onemlidir.
Ayn1 zamanda, uyku yardimcisi ve antidepresan olarak kullanilir (Shahrokhian

ve Bayat, 2011).

1.3.5 Triptofan iceren Besinler Nelerdir?

L- Triptofan dogada enantiomer yapidadir. Insan viicudu tarafindan
sentezlenemediginden dolay1 yalnizca beslenme yoluyla alinan temel bir amino asittir
(Moranta vd., 2014).

Triptofan iceren besinler; hindi, soya fasulyesi, ceviz, soyulmamig piring, muz,
mustr, ¢ilek, domates, , tavuk, konserve ton baligi, findik, mercimek, bezelye, yulaf, kasar
peyniri, yer fistig1, inek siitli, tam bugdayli ekmek, iiziim, kabak ¢ekirdegi, ananas ve
cikolatadir. Siit, beslenme ile alinan en 6nemli triptofan kaynagidir. Morina, uskumru,
sardalya, levrek, somon gibi yagli baliklar, karides ve tarak kabugu gibi deniz canlilar1 da
triptofan bakimindan zengindir besinlerdir.

Triptofan, bu besinlerde serbest halde bulunmaz. Besinlerin i¢indeki proteinlerin

yapisinda bulunur.

1.3.6  Asin Triptofan Takviyesinin Zararlari1 Nelerdir?

Triptofan gerektigi kadar miktarda viicuda alindiginda saglik yoniinden oldukga

faydalhidir. Fakat triptofanin asirt miktarda alinmasi, bag donmesi, bas agris1 ve mide
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bulantis1 gibi yan etkilere neden olur. Ozellikle 50 yasimn iizerindeki insanlar, triptofan

iceren besinleri asirtya kagmayacak sekilde dlgiilii tiiketmelidir.
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2. KAYNAK BIiLDIiRiSLERI

Triptofan (Trp), insan sagliginda esansiyel amino asitlerden biri olarak
bilinmektedir ve metabolizma, protein ve noérotransmitter sentezi gibi bircok biyolojik
stirece dahil olmaktadir. Triptofan eksikligi metabolik bozukluklara ve anksiyete,
depresyon ve uykusuzluk gibi bazi nérolojik hastaliklara neden olabilir. Triptofan viicutta
sentezlenemedigi icin gida ve ila¢ kaynaklar1 yoluyla seviyesinin korunmasi gerekir.
Ancak asir1 Triptofan alim1 ayn1 zamanda ciddi hastaliklara da neden olabilir; bas agrilari,
mide bulantisi, uyusukluk, karaciger hastaliklar1 ve insan sizofrenisi (Shahrokhian ve
Fotouhi, 2007; Kokulnathan vd., 2019; Prongmanee vd., 2019). Bu baglamda gida ve
biyolojik numunelerde triptofan tespiti i¢in se¢ici ve hassas yontemlerin gelistirilmesi son
derece dnemli hale gelmektedir. Elektrokimyasal teknik, yiiksek duyarlilig1 ve seciciligi,
diisiik maliyeti ve basitligi nedeniyle amino asitlerin belirlenmesinde buylk ilgi
gormiistiir (Alaejos ve Garcia Montelongo, 2004). Ne yazik ki, ¢iplak elektrot (6rnegin
cams1 karbon elektrot) genellikle triptofan tespitine yonelik zayif algilama performansi
gosterdi. Bu nedenle, elektrokimyasal sensoriin performansinin, elektrot malzemelerinin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gulgli bir sekilde bagli olmasi nedeniyle, gelismis
elektrot malzemesinin Uretimi oldukga arzu edilmektedir (Abdulbari ve Basheer, 2017).
Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada indirgenmis grafen oksit {izerine seryum oksit
nanopartikillerinin ylklenmesiyle Gretilen elektrot malzemesi ve bunun triptofan icin
elektrokimyasal sensorde uygulanmasi yapmugslar. Burada, seryum oksit (CeOz)
nanopartikiilleri, tek adimli hidrotermal sentez yaklasimiyla indirgenmis grafen oksit
(RGO) iizerine yiiklemisler ve hazirlanan nanokompozit (CeO2/RGO), triptofanin
elektrokimyasal tayini i¢in yeni elektrot malzemesi olarak kullanilmis. CeO2/RGO
(seryum oksit/indirgenmis grafen oksit) nanokompozitin yapist ve bilesimi, sirasiyla
transmisyon elektron mikroskobu (TEM), X-1sin1 toz difraktometrisi (XRD) ve X-1sin1
fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile tamamen karakterize edilmistir. Elektrokimyasal
ozellikler, doniisiimlii voltametri (CV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) gibi cesitli tekniklerle karakterize
edilmistir. CeO2/RGO nanokompozit elektrodunun, CeO2 veya RGO malzemesiyle
karsilastirildiginda  gelismis  bir pik akim tepkisi sergiledigi bulunmustur.

Elektrokimyasal sensor bazli CeO2/RGO malzemesi, triptofan belirlemeye kars1 secici ve



hassas bir yanit gostermis ve 80 nM degerinde bir gozlenebilme smir1 0.2 ile 25 mM
dogrusal aralik elde etmisler. Mevcut elektrokimyasal sensér miikemmel bir stabilite ve
tekrarlanabilirlik sergilemis ve gercek gida ve biyolojik Orneklerde triptofanin
belirlenmesinde basariyla uygulanmis (Zhang ve Zhang, 2020).

Bir diger ¢alismada (Liu ve Xu, 2007), Bakir-kobalt hekzasiyanoferrat film
modifiye grafit elektrota dayali triptofan tayini icin elektrokimyasal sensor
gelistirmiglerdir. Bakir ve kobalt hekzasinoferratlar, grafit elektrot {izerinde
elektrokimyasal olarak biriktirilerek elde edilen bu film, triptofanin oksidasyonuna
yonelik bir elektrokatalitik aktivite sergilemistir. Tarama dongiileri, bakir (II) ve kobalt
(IT) oram, pH degeri, uygulanan potansiyel gibi deneysel kosullar ayrintili olarak
incelenmigtir. Optimum kosullarda, elektrokatalitik yanit, yaklasitk 6 puM'ik bir
gbzlenebilme siniriyla, 10 uM ile 900 uM araliginda triptofan konsantrasyonuyla
dogrusal bir iliski oldugu goriilmiistiir. Bu modifiye edilmis elektrot ayn1 zamanda siitteki
triptofan konsantrasyonunu tespit etmek i¢in de basariyla kullanilmistir. Triptofan tespiti
icin ¢ozelti pH'sin1 optimize etmek amaciyla, pH'nin cevap akimi tizerindeki etkisi, 0.5
M KCl igeren tamponlu ¢6zeltide incelenmis. pH 7'nin altinda katalitik akimda bir miktar
artis olmus ancak pH 7'nin iizerinde katalitik akimda bir azalma gézlemlemisler. Ayrica
triptofanin aktivitesi izoelektrik noktasinda ¢ok daha yiiksek oldugunu, dolayisiyla bu pH
degerinde daha yiiksek akim cevabi meydana gelebilir diye ifade etmislerdir. Cevap
akimi uygulanan potansiyelle 0.4 V'tan 0.65 V'a kademeli olarak artarken, potansiyel 0.7
V'tan yliksekse azaldigini gormiisler ve optimal potansiyel 0.65 V olarak se¢misler (Liu
ve Xu, 2007).

Bagka bir ¢alismada ise (Mao vd., 2012), Ag@C ile modifiye edilmis camsi
karbon (Ag@C/GC) elektroduna dayali olarak triptofanin (Trp) tespiti i¢in basit bir
elektrokimyasal yontem bildirmislerdir. Ag@C c¢ekirdek-kabuk yapili nanopartikiiller,
hidrotermal yontem kullanilarak sentezlemisler ve taramali elektron mikroskobu (SEM),
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve Fourier doniisiimii-kiziltesi spektroskopisi
(FTIR) ile karakterize etmisler. Trp'nin Ag@C/GC elektrotu iizerindeki elektrokimyasal
davraniglar1 arastirilmis ve dogrudan bir elektrokimyasal siire¢ sergiledigi goriilmiis.
Ag@C/GC elektrotunun olumlu elektrokimyasal 6zellikleri, Ag ¢ekirdeginin ve karbon
kabugunun sinerjistik etkisine atfedilmis. Karbon kabuk yalnizca Ag c¢ekirdegini

korumakla kalmadigi, ayn1 zamanda gelismis substrat erisilebilirligine ve Trp-substrat
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etkilesimlerine de katkida bulunurken, nano-Ag c¢ekirdek ayn1 zamanda Trp'ye kars1 iyi
bir elektrokatalitik aktivite sergileyebildigini gormiisler. Optimum deneysel kosullar
altinda oksidasyon pik akimi, 4.0 x 1078 M gozlenebilme sinirtyla 1.0 x 1077 ile 1.0 x
104 M araliginda Trp konsantrasyonuna dogrusal olarak bagli oldugu gériilmiis. Ayrica
Onerilen elektrot gercek numunelerde Trp konsantrasyonunun belirlenmesi igin
uygulanmis ve tatmin edici sonuglar elde edilmistir (Mao vd., 2012).

Bir diger ¢alismada (Palego vd., 2016) L-Triptofan, indol halkasi tasiyan tek
protein amino asittir (AA): canli organizmalardaki biyotransformasyonu, hiicrelerde ve
dokularda bu kimyasal grubun korunmasina veya kirilmasina katkida bulunarak her iki
durumda da ¢esitli biyoaktif molekiillerin olusumuna neden oldugu denilmistir (Palego
vd., 2016). Trp biyolojisi lizerine yapilan arastirmalar, kii¢iik tiirevlerinin homeostaz
stirecleri tizerindeki ¢ok yonlii etkilerini vurgulamaktadir. Protein dongiisiiniin yani sira,
insanlarda Trp indol tiirevlerinin yollari, nérotransmitter/hormon serotonin (5-HT),
pineal bez melatonin (MLT) ve iz amin triptaminin sentezini kapsamaktadir. Trp indol
halkasinin parg¢alanmasi ise "kiniirenin yolagin1" tanimlar ve hiicre yanit adaptdrleri olan
L-kindrenin, kindrenik ve kinolinik asitler veya koenzim nikotinamid adenin dinukleotid
(NAD") iiretir. Bu derleme, dolayisiyla insan triptofan (Trp) arastirmalarinda temel
molekiiler etkileyicilerin bir "haritasim" c¢ikarmayr amacglamaktadir. Bu AA'nin
kimyastyla baslayarak, biyosfer dagilimini ve insanlar icin besinsel degerini ele alirken,
aynt zamanda dokuya bagimli alimini ve biyotransformasyonunu saglayan bazi
proteinlere  odaklaniriz. Bu nedenle, Trp biyokimyasinin insan kompleks
hastaliklar/sendromlarinin  patogenezindeki rollinii vurgulariz, oncelikle bagirsak,
noroimmiinendokrin/stres yanitlarini ve santral sinir sistemi (CNS) ile ilgili olarak, bu
alandaki Omics yaklagimlarinin kullanimini destekleriz. L-Triptofan (L-Trp), canli
organizmalarda bulunan biyik bir nétr amino asittir (LNAA) ve kesin olarak mRNA
cevirisinin bir pargasi olarak proteinlere dahil edilen 20 L-amino asitten biridir. Protein
ve peptid dizilerindeki tiim Trp kalintilar1 gelencksel olarak alfabenin "W" harfi ile
gosterilir. Ingiliz kimyager F. Hopkins tarafindan 1901 yilinda kesfedilen L-Trp amino
asidi, insanlar i¢in endojen olarak sentezlenemeyen ve gidalarla saglanmasi gereken 9
esansiyel amino asitten biridir, bu da diyet manipulasyonu caligmalariyla ortaya
cikarilmistir. Protein/peptid sentezi ve dongiisiiniin bir ara maddesi olmasinin yani sira,

Trp, emilimden sonra bir dizi kii¢ilik biyoaktif, pleiotropik bilesiklere doniisen ve her biri
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birgok hucresel metabolik yol ve fizyolojik tepkiyi etkileyebilen bir nesne olarak insan
biyolojik aragtirmalarinda yillardir bilimsel arastirmalarin konusu olmustur. Boylelikle,
L-Trp'den tiiretilen bilesiklerin degisiklikleri, kimyasal, hiicresel ve davranigsal
homeostazi siirdiirmekle gorevli olan sistemler ve organlar {izerinde etkili olan ¢esitli
metabolik hastaliklar ve sendromlar ile iliskilendirilebilir: bagirsak-karaciger sistemi ve
santral sinir sistemi ile birlikte néroendokrin ve bagisiklik sistemleri. Ozellikle, bu amino
asidin diizensiz  metabolizmasi, bu sistemlerin gelisimi sirasinda stresorlerin ve
uyaricilarin, dig ve i¢ antijenlerin, besin maddelerinin ve yabancit maddelerin etkilesim
yetenegini ve ayirt etme yetenegini engelleyebilir. Insan viicudunda Gretilen Trp tiirevi
bilesikler arasinda, eski bir ndrotransmitter olan serotonin (5-hidroksi-triptamin, 5-HT)
bulunur. Bu biyojenik amin, insan CNS'sinde, ruh hali-anksiyete, kognisyon,
noziseptsiyon, diirtlisellik, saldirganlik, libidoyu, beslenme davranisint ve viicut
sicakligini iceren ¢evresel degisikliklere adaptif reaksiyonlar1 ve yanitlar1 diizenlemesiyle
bilinir (Frazer ve Hensler, 1999; Berger vd., 2009). 5-HT norotransmitter olarak rol
almasmin yani sira, ayn1 zamanda periferik bdlgelerin aktivitesini de modiile eder,
ozellikle bagirsak fonksiyonunu, immiin ve inflamatuar yanitlari, kan kok hiicrelerinin
diferansiyasyon sirecini ve hemodinamik fonksiyonu gibi (Berger vd., 2009). Gercekten
de, degistirilmis bir 5-HT iletiminin ruh halini etkileyen bozukluklar (Gingrich ve Hen,
2001) otizm ve biligsel eksiklik (Whitaker-Azmitia, 2001; Giannaccini vd., 2013)
anoreksiya veya bulimiya nervoza ve obezite (Giannaccini vd., 2013), ve diger periferik
semptomlar sunan sendromlarla, fibromiyalji, kronik yorgunluk sendromu ve irritabl
bagirsak sendromu (IBS) iliskilendirildigi bulunmustur (Gruber vd., 1996). Ayrica, 5-HT
sirasiyla sirkadiyen diizenleyicilerin Onciistidiir, N-asetil-5-HT (NAS) ve melatonin
(MLT), basta pineal bezde iiretilirler ancak periferide de bu iki indolamin temizleyici
bilesik olarak islev goriir (Oxenkrug ve Ratner, 2012). Omurgalilarda ve insanlarda,
Trp'nin bir diger ana metabolik yolu indol halkasinin parcalanmasidir, bu da bircok
molekiiliin iltihap, bagisiklik yaniti, uyarici nérotransmisyon ve diger birgok fonksiyonda
rol aldig1 s6zde "kinurenin yolagini" iiretir. Endojen/diyet L-Trp'nin ¢ok kii¢lik bir miktar1
5-HT'ye doniistiirtiliir, bu da bu AA'nin biyokimyasal olarak yararlanabilirliginin ve/veya
dokulardaki metabolizmasmin diizenlenmesindeki degisikliklerin, tiim farkli yollar1 ve
kaderlerini dengede tutmak i¢in kritik olabilecegini diisiindiirmektedir (Bender, 1983;

Carrol, 1971). L-Trp metabolizmasinin ¢esitli bilesenleri uzun bir siiredir incelenmesine
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ragmen, bunlarin insanlardaki diizenleyici mekanizmalar1 6zellikle de gelisimsel ve/veya
cinsiyete bagimli yonler agisindan daha az 6l¢tide arastirilmustir (Palego vd., 2016).
Bagka bir ¢aligmada ise (Heine vd., 1995) protein metabolizmasinda sinirlayict
esansiyel amino asitlerden biri olarak rol oynamasmin yani sira triptofan (Trp),
ndrotransmitter serotonin ve triptaminin sentezi i¢in Onciiliikk ederken ayni zamanda
antipelagra vitamin nikotinik asit ve epifiz hormonu melatonin icin de énculik eder
demislerdir. Bu kadar ¢ok yonlii yollarin i¢inde yer alarak, Trp ve metabolitleri istah,
uyku-uyaniklik ritmi ve agr1 algisi gibi norolojik davranis etkilerini diizenler. Trp, serum
albliminine yiiksek derecede baglanan tek amino asittir. Hiicre zarlarindan gegisi biiyiik
notr amino asitler (NAA) tarafindan rekabet¢i olarak engellenir. Plazmadaki Trp/NAA
orani, Trp nin uygunlugu ve dolayisiyla beyinde serotonin sentezi igin esastir. Yiiksek
Trp konsantrasyonuna sahip olan insan situ proteini, nérotransmitter serotoninun uygun
kosullarda bulunabilirligi i¢in optimal kosullar saglar. Diisiik proteinli inek siitii bazl
bebek formiilleri, %5.8 Trp igeren bir peynir alt1 protein fraksiyonu olan a-laktalbumin
ile takviye edilmis olarak kendilerini yeni bir nesil formiil olarak sunarlar, mevcut
adaptasyon formiillerinin kullanilan protein karisimlarindan ¢ok daha fazla insan siitiine
benzeyen bir amino asit formiilii sunarlar. Triptofan (Trp), birgok agidan en ilging amino
asitlerden biridir. Sinir iletici serotonin ve pelagradan korunma vitamininin ¢ogunlugu
olan nikotinik asit sentezinin onciisii olarak hizmet eder. Insan beslenmesi icin énemli
olan neredeyse tiim protein kaynaklarinda siirlayici bir amino asittir. Jolede tamamen
eksiktir ve maya ile misirda igerigi dikkate deger derecede diisiiktiir. Orantil1 olarak
yiiksek Trp igerigine sahip besinler, yumurta, sut, et, soya fasulyesi, patates ve piring,
arpa, bugday, cavdar ve yulaf gibi tahillardir (Wurtman vd., 2003). Trp'min gida
proteinlerindeki dagilimi farkli fraksiyonlar arasinda 6nemli 6lgiide farklilik gosterir.
Inek siitii proteininde, a-laktalbumin yaklasik % 5.8 Trp igerirken, sigir serum albiimini
ve B-kazein Trp bakimindan son derece yoksuldur (Heine vd., 1991). a-Laktalbumin
fraksiyonunun amino asit bilesimi ve insan siitii a-laktaloumininin amino asit dizileri ve
inek siitii a-laktalbumininin amino asit dizileri benzerdir. Ancak, insan sitii proteini %28
a-laktalbumin igerirken, inek siitiindeki a-laktalbumin toplam proteinin sadece %3'line
katkida bulunur. Dolayisiyla, insan siitlinden Trp tedariki, sigir siitiine esit azot igeren
miktarlardan ¢ok daha yiiksektir. Trp analizi onceden belirli ve duyarli yontemlerin

eksikligi nedeniyle proteinlerde ve biyolojik sivilarda Trp’nin kantitatif tayinleri eski
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zamanlarda yapilmasi zordu. Bu nedenle, eski caligsmalarda proteinlerde ve biyolojik
sivilarda Trp konsantrasyonuna iliskin veriler siklikla eksikti (Dickinson vd., 1965;
Pohlandt, 1975; Widdowson vd., 1979). Hatta gilinlimiizde, 6rnegin insan siitli i¢in Trp
konsantrasyonuna iligskin veriler genis ¢apta degismektedir (Heine, 1994), bu da kismen
analitik zorluklardan kaynaklanmaktadir. Proteinlerin asidik hidrolizi, Trp 'nin neredeyse
tamamen yok olmasi ile iligkilendirilmistir. Proteinlerdeki Trp'nin kantitatif belirlenmesi,
tripsinik sindirim veya dikkatli alkalik hidroliz gerektirir. Serbest Trp'nin tespiti eskiden
renk reaksiyonlarina ve mikrobiyolojik belirlemelere dayaniyordu (Friedman ve Finley,
1975; Williams vd., 1982) gibi birgok renk reaksiyonlu, iyon-degisim kromatografisiyle,
florometrik veya elektrokimyasal tespit yontemi 6nerilmis olmasina ragmen (Nielsen ve
Hurrell, 1985), Trp'nin tayini su anda bir problem olarak goriilmektedir. Trp’nin
belirlenmesi, i) total protein Trp'si (asidik veya alkalin hidrolizle), veya ii) serbest Trp
(hidroliz olmaksizin ancak protein ¢okeltme), veya iii) albumin-bagli Trp’nin analiz
edilip edilmeyecegine baglidir. Normalde, insan plazmasindaki serbest Trp miktar1
toplam Trp’'nin sadece %5-12'sini olusturur (Eccleston, 1973). Serbest Trp'nin %80 ile
%90'1, amino asitler arasinda benzersiz olan serum albiiminine baglidir (Fuller ve Roush,
1973; Tricklebank vd., 1979). Yiiksek serbest yag asidi konsantrasyonlari, Trp
baglanmasinda rekabet edebilir ve tasima proteinlerinden Trp'yi ¢ikarabilir (Greiling ve
Gressner, 1989). Toplam Trp’yi (serbest ve albumin bagli) tahmin etmek i¢in en umut
verici tekniklerden biri, insan plazmasinin %10'lik trikloroasetik asit (20:80 vol-%) ile
islenmesidir (Korbel, 1984). Hafif yar1 hidrolitik kosullarin, Trp'nin serum albiimininden
serbest birakilmasina yardimci oldugu diistiniilmektedir (Heine vd., 1995).

Bagka calismada (Wang vd., 2019) ise grafen oksit nano tabakalar1 (GO) ve
askorbik asit (AA) kullanilarak sulu ¢ozeltide poli (sodyum 4-stirensilfonat)
fonksiyonellestirilmis grafen (PSS-grafen) sentezi icin yeni bir green ydntem
kullanmiglardir. Yapilan nanokompozitleri karakterize etmek igin FTIR, XRD, SEM ve
cesitli elektrokimyasal teknikler kullanmilmistir. PSS-grafen, triptofan (Trp) icin bir
elektrokimyasal sensor iiretmek amaciyla bir modifikatdr olarak kullanilmigtir. PSS-
grafenin Trp ve Tirozin (Tyr) icin adsorpsiyon kapasitesindeki farklar ve Trp ile diger
muhtemel bulunan maddelerin farkli yiik durumlar1 nedeniyle sensér Trp i¢in miikemmel
secicilik gostermistir. Daha zengin ve arttirilmis elektron transfer hizinin sinerjik

amplifikasyonu sayesinde, yalin GCE ile karsilastirildiginda PSS-grafen modifiye
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edilmis elektrot tizerinde Trp sinyali, yaklasik 100 kat arttig1 goriilmiistiir. Trp’nin pik
akimi, 0.04 ile 10.0 umol L genis aralikta konsantrasyonu ile dogru orantili olup
gozlenebilme smir1 0.02 pmol L* olarak belirlenmistir. Ayrica 6nerilen sensér insan
serum Orneklerinde Trp tespiti i¢in uygulanmistir. Olumlu sonuglar bu c¢alismanin
karmasik orneklerde Trp’nin yiiksek secicilik ve duyarlilikla belirlenmesi igin yeni bir
tasarim stratejisi ve degerli bir platform sagladigini ortaya koymustur (Wang vd., 2019).

Baska bir ¢alismada ise (Waterhouse vd., 2020), Trp hassas ve secici 6l¢ctimii i¢in
nitrojen katkili diizenli mezo gozenekli karbon (NOMC) igeren yeni bir elektrokimyasal
sensor gelistirilmistir. 1k olarak Trp'nin NOMC/Nafion/cams: karbon elektrot (GCE)
Uzerindeki elektro-oksidasyon mekanizmasi arastirilmis ve devaminda iki elektron/iki
proton transfer mekanizmasini takip ettigi goriilmiistiir. Daha sonra analitik ¢alisma
kosullar1 optimize edilmistir. Optimum test kosullar1 altinda, yiikseltgenme akiminin Trp
konsantrasyonuyla 0.5-70.0 uM ve 70.0-200.0 uM (her aralikta farkli egimler) araliginda
dogrusal olarak arttig1 ve gozlenebilme sinirinin 35.0 nM oldugu belirlendi (S/G = 3). Ek
olarak sensor, Trp icin oldukca seciciydi ve iyi bir tekrarlanabilirlik ve uzun vadeli
stabilite gostermistir. 18 amino asit karisimi ve enzimatik protein hidrolizati gibi
ortamlarda Trp ¢alismalar1 mitkkemmel geri kazanimlar gostermistir (%99.30-103.60).
Sonucglar NOMC/Nafion/GCE sensortnun rutin Trp analizi igin miikemmel performans
Ozelliklerine sahip oldugunu gostermektedir (Waterhouse vd., 2020).

Bagka bir ¢alisgmada (Peng vd., 2016) bilinen bir metal-organik kafes MIL-
101(Fe) ve giimiis nanopartikiil kompoziti (AgNPs/MIL-101), triptofanin (Trp) tespiti
icin elektrodu modifiye eden yeni bir malzeme gorevi gérmiistiir. AgNPs/MIL-101 ile
modifiye edilmis camsi karbon elektrot (AgNPs/MIL-101/GCE) yalin elektrotla
karsilastirildiginda Trp'nin (10) yiikseltgenme pik akimini arttirdigi goriilmiistiir. Ayrica
Trp'nin AgNPS/MIL-101/GCE {izerindeki elektrokimyasal davraniglart doniistimlii
voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile arastirilmistir. Optimum
deneysel kosullar altinda yiikseltgenme pik akimlari, sirasiyla 1uM ile 50 uM ve 50 uM
ile 150 uM araliklarindaki triptofan konsantrasyonlariyla orantilidir. Gézlenebilme sinir1

0.14 uM (S/N=3) olarak belirlenmistir (Peng vd., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Hidrojen tetrakloroaurat (I11) trihidrat (HAuCls .3H2 O), Potasyum hidroksit
(KOH), sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hekzasiyanoferrat (1) trihidrat
(Ka[Fe(CN)6].3H20), potasyum klorir (KCI), bisfenol A (BPA), potasyum
hekzasiyanoferrat (I11) (Ks[Fe(CN)s]), kalsiyum kloriir (CaCl2), sodyum fosfat
monobazik dihidrat (NaH2P04.2H20), glukoz (Glu), potasyum karbonat (K2COs),
sodyum Klorir (NacCl), glisin (Gly), pirokatekol (PC), stlfirik asit (H2SOa4 ), Askorbik
asit (AA), hidrokinon (HQ) ve dopamin (DA) Sigma-Aldrich® sirketinden satin alindi.
Etanol, fenol, trik asit, nitrik asit ve diger kimyasal malzemeler Merck® sirketinden
temin edildi. Elektrokimyasal olctimler, opsiyonel FRA 32M ile birlikte Autolab
PGSTATI28N potansiyostat/galvanostat kullanilarak yapildi. Taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM; Zeiss sigma 300) analizleri Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilim
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapilmistir. Elektrotlarin ylizeyini temizlemek i¢in
VWR USC300TH marka bir ultrasonic banyo kullanildi. Ag/AgCl (3 M KCl) referans
elektrodu, platin (Pt) tel karsit elektrodu ve cams1 karbon ¢aligma elektrodu (GCE) BASi
Corp.’dan satin alinarak ti¢ elektrotlu bir elektrokimyasal hiicre i¢in kullanildi. Deneysel

calismalarda kullanilan saf su GFL 2108 marka saf su cihazi kullanilarak elde edildi.

Britton -Robinson tamponunun hazirlanmasi : Britton-Robinson (BR) tamponunu
hazirlamak i¢in 0.04 M H3PO4, CH3COOH ve H3BOs kullanildi. Bunun i¢in yogunlugu
1.71 g/mL ve %85 lik H3POs stok ¢ozeltisinden 2.697 mL, yogunlugu 1.05 g/mL ve %100
luk asetik asit ¢ozeltisinden 2.288 mL ve H3BOs den 2.473 g alinarak 1’lt lik behere
konulmustur. Daha sonra yaklasik 950 mL saf su eklenerek NaOH ile istenilen pH

degerinde tampon ¢ozeltiler elde edildi.

0.1 M Fosfat ( PBS, pH: 7.0 ) tamponunun hazirlams1 : 7.8005 g NaH2PO4.2H2 O
tartilarak yaklasik 450 mL saf suda ¢oziildii ve pH degeri bir pH metre yardimiyla 7.0

olarak ayarlandi.
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0.5 M H2SO4 ¢ozeltisinin hazirlamisi : %98 lik H2SO4 stok ¢ozeltisinden 13.6 mL alinip

toplam hacim 500 mL ye tamamlandi.

0.1 M NaNOs (pH: 3) ¢ozeltisinin hazirlamsi : 4.25 g NaNOs yaklasik 450 mL saf suda
¢oziildii daha sonra pH degeri pH metreyle 3 e ayarlandi.

20 mM Askorbik asit ¢ozeltisinin hazirlamis1 : 0.0176 g askorbik asit almarak bir

miktar saf suda ¢6ziildii ve hacmi saf su ile 5 ml ye tamamlandi.

5 mM Urik asit (UA) cozeltisinin hazirlamsi : 0.0042 g iirik asit almarak bir miktar
suda ¢0ziildii. tirik asitin ¢oziilmesi i¢in yaklasik 1-2 damla NaOH ilave edildi ve hacmi

saf suile 5 mL’ye tamamlandi.

20 mM Gilisin ¢ozeltisinin hazirlamisi : 0.0075 g glisin alinarak bir miktar suda ¢6ziildii

ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

20 mM Glikoz ¢ozeltisinin hazirlanisi : 0.018 g glikoz alinarak bir miktar suda ¢6ziildii

ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandu.

20 mM Pirokatekol cozeltisinin hazirlamisi : 0.0011 g pirokatekol alinarak bir miktar

suda ¢6ziildii ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

5 mM Dopamin (DA) cozeltisinin hazirlanis1 : 0.0047 g dopaminhidrokloriir alinarak

bir miktar suda ¢6ziildii ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

5 mM Hidrokinon (HQ) cozeltisinin hazirlamis1 : 0.0028 g hidrokinon alinarak bir

miktar suda ¢6ziildii ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

5 mM Bisfenol A (BPA) cozeltisinin hazirlamis1 : 0.0057 g Bisfenol A alinarak bir
miktar suda ¢oziildii ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.
5mM 4-nitrofenol (4-NP) ¢ozeltisinin hazirlamsi : 0.0035 g 4-nitrofenol alinarak bir

miktar suda ¢oziildii ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.
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5 mM Fenol (Ph) cozeltisinin hazirlamis1 : 0.0024 g fenol alinarak bir miktar suda

¢oziildii ve hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamland.

Gergcek ornegin hazirlamisi : Bir tane triptofan tableti 500 mL suda ¢6zildi. Daha sonra
bu ¢ozelti bir siizgeg kagidi yardimiyla siiziildii, sonraki ¢aligsmalar i¢in belirli bir miktar1

alindi.

Altin (Au) stok c¢ozeltisinin hazirlams1 : Yaklasik olarak 0.3938 gr hidrojen
tetrakloroaurat (III) trihidrat alinarak 20 mL saf suda ¢oziinerek altin stok ¢ozeltisi

hazirlanmis oldu.

3.2 YOontem

3.2.1 Cahsma Elektrotlarinin Hazirlanisi

Camsi karbon elektrot (GCE) modifiye edilmeden 6nce ylizeyi aliimina (Al1203)
bulamaci ile parlatildi. Daha sonra sirastyla HNO3/H20 (1:1) ve etanol i¢inde ultrasonik
banyo yardimiyla temizlendi. Temizlenen yalin elektrot pH degeri 7 olan 0.1 M PBS
tamponuna daldirildi ve doniisiimlii voltametri (CV) yardimiyla 0.1 V/s tarama hizinda -
1.5 ile +2.5 volt potansiyel aralifinda 6 defa tarama yapildi. Bu islemden sonra elektrot
saf suyla yikanarak sonraki islemler i¢in hazir hale getirildi.Hazirlanan bu elektrot AGCE
olarak isimlendirildi (Abdel-Aziz vd., 2022).

Yukarda elde edilen AGCE elektrodu 1mM altin ¢ozeltisi igeren 0.1 M ve pH
degeri 3 olan NaNOs ¢ozeltisine daldirildi. Daha sonra CV kullanilarak 0.05 V/s tarama
hizinda 0 ile 1.4 volt potansiyelde 4 dongii ile tarama yapildi. Elde edilen bu elektrot
Au@AGCE olarak isimlendirildi. Au@AGCE elektrodu 0.5 M H2SO4 ¢ozeltisinde 0.1
V/s tarama hizinda ve 0.4 ile 1.3 volt potansiyelde 10 defa tarama yapilarak aktiflestirildi
(Hezard vd., 2012).
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3.2.2 Elektrokimyasal Calismalar

Caligmamizda yukarida ifade edildigi gibi elde edilen calisma elektrotlarin
optimizasyonu i¢in once triptofanin maksimum yiikseltgenme pik akimimni veren CV
donguleri belirlendi. Daha sonra sensoriin (elektrodun) en iyi cevap verdigi tamponun pH
degeri belirlendi.Bu amacla degisik pH degerlerinde (pH: 2.0-5.5) BR tamponlari
hazirlandi. Her bir tampona 0.1 mM Trp eklenerek 0.2-1.2 volt potansiyelde dogrusal
taramal1 voltamogramlar1 elde edildi. Elde edilen bu voltamogramlar yardimiyla Trp’nin
yukseltgenme pik akimina kars1 pH grafigi elde edildi. Bu grafikte elde edilen en yliksek
ylikseltgenme pik akimini veren tampon sonraki deneysel caligmalarda kullanildi.
Elektrokimyasal hiicrede gergeklesen reaksiyonun yapisini degerlendirmek i¢in CV
kullanilarak farkli tarama hizlarinda voltamogramlar elde edildi. Yalin ve hazirlanmis
elektrotlarin iletkenlik diizeylerini ve yiikk transfer direnglerini bulmak i¢in
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) kullanildi. Calismada prob olarak 0.1 M
KCl iceren 5 mM [Fe(CN)e]3* ¢ozeltisi kullanildi. Elektrotlarn aktif yiizey alanlarini
hesaplamak icin 0.1 M KCl iceren 5 mM [Fe(CN)s]*"* ¢ozeltide farkli tarama hizlarinda
voltamogramlar elde edildi. Elde edilen bu voltamogramlarda Fe(CN)g~ nin
yiikseltgenme pik akimina kars1 tarama hizinin karekokii grafigi elde edildi. Bu grafigin
egimi kullanilarak Randles- Sevcik formiilii kullanilarak her bir ¢alisma elektrodun aktif
ylizey alani belirlenmis oldu.

Elde edilen sensoriin Trp i¢in vermis oldugu dogrusal tayin araligi ve
gbzlenebilme smirin1 (LOD) belirlemek icin dogrusal taramali voltametri kullanildi.
Sensoriin tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in ayni kosullar altinda hazirlanan bir
tane elektrot ile ayni derisimde Trp i¢in en az 5 tane 6lgiim elde edildi. Sensoriin tekrar
olusturulabilirligini degerlendirmek i¢in de aymi kosullar altinda hazirlanan farkli
elektrotlarla en az 5 tane Ol¢liim yapildi. Bu Ol¢limlerin ortaalama degerleri standart
sapmalar1 ve verim degerleri hesaplandi. Ayrica 6grenci t testi kullanilarak her bir derigim

i¢in 6l¢iim aralig1 belirlendi.
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3.2.3 Gergek Ornekte Triptofan Tayini

Calismada olusturdugumuz Au@AGCE sensoriin gergek Ornekte kullanabilir
oldugunu denemek i¢in triptofan tableti kullanilmistir. Triptofan tableti 500 mL saf suda
¢oziindli. Daha sonra 3 numarali slizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii.Elde edilen
stizunttden bir miktar alinarak sonraki ¢alismalarda kullanildi. Tabletteki Trp miktarini
belirlemek icin Once standart grafik elde edildi daha sonra farkli hacimlerde tablet
cozeltisi hlcreye eklenerek 6lciimler elde edildi. Elde edilen bu dl¢cimlerin ortalama
degerleri,standart sapmalari,bagil standart sapmalart ve verim degerleri hesaplandi.

Ayrica her bir derisimin 6l¢tim araligini belirlemek i¢in de 6grenci t testinden yararlanildi.
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Sekil 4.1 (a) AGCE ve (¢) Au@AGCE elektrotlarin SEM goriintiileri (b) AGCE ve (d)
Au@AGCE elektrotlarin EDX grafikleri

Calisma elektrotlarin yiizey morfolojisini degerlendirmek i¢cin SEM-EDX
goriintiileri elde edildi. Sekil 4.1 aktiflestirilmis cams1 karbon elektrot (a) ve Au yiikli
aktiflestirilmis camci karbon elektrodun SEM-EDX gorintulerini gostermektedir.



Sekil 4.2 Yalin GCE elektrodun 0.1 M PBS (pH 7.0) i¢inde 0.1 V/s tarama hizinda elde
edilen doniistimlii voltamogramlari

00 02 04 06 08 1.0 12 1.4
Potansiyel (V, Ag/AgCl)

Sekil 4.3 Au (I1T)’nun Nzile doyurulmus ve 1.0 mM HAuCla.3H20 iceren 0.1 M NaNOs
(pH 3.0) 0.05 V/s tarama hizinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar (a:
birinci voltamogram b: dordiincu voltamogram)

Yalin elektrodun yiizeyini aktiflestirmek i¢in elektrot, 0.1 M PBS (pH 7.0) i¢inde
0.1 V/s tarama hizinda doniisiimlii voltamogramlari elde edildi (Sekil 4.2). Daha sonra bu
aktiflestirilmis ¢caligma elektrodun yiizeyine Au nanopargaciklar biriktirmek i¢in 1.0 mM
HAuUCI4.3H20 igeren 0.1 M NaNOs (pH 3.0) ¢ozeltisinde 0.05 V/s tarama hizinda

doniisiimlii voltamogramlar elde edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.4 0.5 M H2SOs ¢ozeltisinde 0.1 V/s tarama hizinda Au@AGCE elektrodu
tizerinde elde edilen doniigiimlii voltamogram

01 02 03 04 05 06 07
Zreal(kﬂ)

Sekil 4.5 GCE, Au@GCE, AGCE, Au@AGCE elektrotlar1 kullanilarak 0.1 M KCl igeren
5 mM [Fe(CN)e]3"# (1:1) ¢dzeltide elde edilen Nyquist grafigi
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AGCE sensorii lizerinde biriktirilen Au nanopargaciklari, 0.5 M H2SO4 ¢Ozeltisi
kullanilarak karakterize edildi. Bu amagla doniisiimlii voltametri kullanilarak 0.1 V/s
tarama hizinda 0.2-1.4 V potansiyelde tarama yapild1 (Sekil 4.4). Kullanilan ¢alisma
elektrotlarin iletkenligini degerlendirmek igin EIS yontemi kullanildi. Sekil 4.5, 0.1 M
KCI iceren 5 mM [Fe(CN)s]®*™* (1:1) ¢ozeltide elde edilen Nyquist grafigini

gostermektedir.
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Sekil 4.6 GCE, Au@GCE, AGCE, Au@AGCE elektrotlar1 kullanilarak 0.1 M KCl igeren

5 mM [Fe(CN)e]** (1:1) ¢dzeltide 0.05 V/s tarama hizinda elde edilen
doniistimlii voltamogramlar

Sekil 4.6, GCE, herbir ¢alisma kullanilarak 0.1 M KCI iceren 5 mM [Fe(CN)s]*
/4 (1:1) ¢ozeltide elde edilen doniisiimlii voltamogramlar1 gostermektedir. Kullanilan
potansiyel aralig1-0.1 V ile +0.6 V olarak belirlendi. Herbir elektrot i¢in belirlenen tarama
hiz1 0.05 V/s olarak ayarlandi.
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Sekil 4.7 Dogrusal taramali voltametri kullanilarak farkli pH degerlerine sahip ve Trp
iceren BR tamponunda Au@AGCE (izerinde elde edilen voltamogramlar

Calismamizda sensoriin en iyi cevap verdigi tamponun pH degerini belirlemek
icin farkli pH degerlerine sahip BR tamponu hazirlandi. Hazirlanan bu tampon
kullanilarak ayni Trp derisimi ile LSV voltamogramlar: elde edildi (Sekil 4.7a). Daha
sonra elde edilen bu voltamogramlar kullanilarak Trp’nin yiikseltgenme pik akimlarina

kars1 pH grafigi ve yiikseltgenme pik potansiyeline kars1 Ph garigi elde edildi (Sekil 4.7b).
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Sekil 4.8 (a) Trp iceren BR tamponunda (pH 2.5) farkli dongiilerde hazirlanan AGCE
sensoru tzerinde elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. (b) dongii sayisina
kars1 akim grafigi

Caligsma elektrodunu aktiflestirmek ve en iyi dongii sayisini veren elektrodu elde
etmek i¢in farkli dongiilerde elektrotlar elde edildi. Daha sonra bu elektrotlar kullanilarak
ayni deriginde Trp i¢in doniisiimlii voltamogramlar elde edildi (Sekil 4.8a). Bu grafiklerde
Trp’nin yiikseltgenme pik akimlar1 hesaplanarak yiiksekseltgenme pik akimina karsi

dongii sayis1 grafigi elde edildi (Sekil 4.8b).
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Sekil 4.9 (a) Trp iceren BR tamponunda (pH 2.5) farkli dongiilerde hazirlanan
Au@AGCE sensorii ilizerinde elde edilen doniistimlii voltamogramlar. (b)
dongii sayisina kars1 akim grafigi

Aktiflestirilmis calisma elektrodun yiizeyinde biriktirilen Au nanopargaciklar
icin en iyi dongii sayisini veren elektrodu elde etmek icin farkli dongiilerde elektrotlar
elde edildi. Daha sonra bu elektrotlar kullanilarak ayni derisinde Trp i¢in doniisiimli
voltamogramlar elde edildi (Sekil 4.9a). Bu grafiklerde Trp’nin yiikseltgenme pik
akimlar1 hesaplanarak ytiksekseltgenme pik akimina karsi dongii sayis1 grafigi elde edildi

(Sekil 4.9b).
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Sekil 4.10 Calismada kullanilan elektrotlarin BR (pH 2.5) tamponunda 0.05 V/s tarama

hizinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar (a) Trp igermeyen (b) 40 uM
Trp iceren
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Optimum kosullar belirlendikten sonra calisma elektrotlarin BR (pH 2.5)
tamponunda 0.05 V/s tarama hizinda doniisiimlii voltamogramlar elde edildi. Bunun i¢in
once Trp igermeyen hiicrede voltamogramlar elde edildi (Sekil 4.10a). Daha sonra ayni
derisimde Trp igeren hiicrede herbir elektrot i¢in voltamogramlar elde edildi (Sekil

4.10b). Bu voltamogramlarin yiikseltgenme pik akimlar1 karsilagtirild.
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Sekil 4.11 0.1 M KClI igeren 5 mM [Fe(CN)s]3’* (1:1) igeren ¢odzeltide farkli tarama
hizlarinda (0.02-0.26 V/s) GCE elektrodu iizerinde elde edilen doniisiimlii
voltamogramlar

I (nA)

-150 1
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Potansiyel (V, Ag/AgCl)

Sekil 4.12 0.1 M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)e]®/* (1:1) igeren ¢ozeltide farkli tarama
hizlarinda (0.02-0.26 V/s) Au@GCE elektrodu Uzerinde elde edilen
doniisiimlii voltamogramlar

Hazirlanan herbir calisma elektrodunun aktif yiizey alanini belirlemek i¢in 0.1 M
KCl iceren 5 mM [Fe(CN)s]®/* igeren ¢ozeltide farkli tarama hizlarinda (0.02-0.26 V/s)
voltamogramlar elde edildi. Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14, sirasiyla
GCE, Au@GCE, AGCE ve Au@AGCE celektrotlar1 kullanilarak elde edilen
voltamogramlar1 gostermektedir. Elde edilen bu voltamogramalarda Fe (II) iyonun

yiikseltgenme pik akimina kars1 tarama hizinin karekokii grafigi ¢izildi (Sekil 4.15).

41



__________

I (nA)

-150 1

-300

0.1 00 01 02 03 04 05 06
Potansiyel (V, Ag/AgCl)

Sekil 4.13 0.1 M KClI igeren 5 mM [Fe(CN)s]*>* (1:1) igeren ¢odzeltide farkli tarama
hizlarinda (0.02-0.26 V/s) AGCE elektrodu tlizerinde elde edilen doniisiimlii
voltamogramlar

01 00 01 02 03 04 05 0.6
Potansiyel (V, Ag/AgCl)

Sekil 4.14 0.1 M KClI igeren 5 mM [Fe(CN)s]3>/* (1:1) igeren ¢odzeltide farkli tarama
hizlarinda (0.02-0.26 V/s) Au@AGCE elektrodu Uzerinde elde edilen
doniistimlii voltamogramlar

Elektrokimyasal reaksiyon prosesini degerlendirmek icin Au@AGCE elektrodu
kullanilarak Trp iceren BR (pH 2.5) tamponu i¢inde farkli tarama hizlarinda
voltamogramlar elde edild (Sekil 4.16a). Daha sonra Trp’nin yiikseltgenme pik akimina
kars1 tarama hizinin karekokii grafigi (Sekil 4.16b), Trp’nin yiikseltgenme pik akimina
kars1 tarama hiz1 grafigi (Sekil 4.16c) ve Trp’nin yiikseltgenme pik akiminin
logaritmasina kars1 tarama hizin1 logaritmasi grafigi elde edildi (Sekil 4.16d).
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Sekil 4.15 Calisma elektrotlar1 iizerinden [Fe(CN)s]**  probun tarama hizinm
karekokiine kars1 anodik pik akimi kullanilarak elde edilen grafik
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Sekil 4.16 (a) Au@AGCE sensorii kullanilarak 10uM Trp iceren BR (pH 2.5)
tamponunda farkli tarama hizlarinda (0.06-0.4 V/s) elde edilen
voltamogramlar. (b) Tarama hizinin karekdkiine karsi Trp nin ylikseltgenme
pik akimi grafigi. (c¢) Tarama hizina karsi Trp nin yiikseltgenme pik akimi
grafigi. (d) logv (V/s) kars1 logl (uA) grafig
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Sekil 4.17 Au@AGCE elektrodu kullanilarak BR (pH 2.5) tamponuna farkl: derisimlerde
Trp eklenerek elde edilen dogrusal taramal1 voltamogramlar

Sensor i¢in gerekli optimum kosullar elde edildikten sonra Trp igin verdigi
dogrusal taymn araligi, aktif yilizey alanina bagli duyarlilifi ve gozlenebilme sinirini
(LOD) belirlemek icin dogrusal taramali voltametri kullanildi. Sekil 4.17a, farkli
derisilerde Trp BR tamponu (pH 2.5) iceren elektrokimyasal hiicreye eklenerek elde
edilen voltamogramlar1 gostermektedir. Daha sonra Trp’nin yiikseltgenme pik akimina

kars1 analit derisimi grafigi ¢izildi (Sekil 4.17b).
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Sekil 4.18 Farkli derisimlerde kullanilan glisin (Gly), askorbik asit (AA), pirokatekol
(PC), dopamin (DA), urik asit (UA), hidrokinon (HQ), bisfenol A(BPA), 4-
nitrofenol (4-NP) ve fenol (Ph) elektroaktif bilesiklerin Trp cevabi tizerindeki
etkisi

Calisma elektrodun segiciligini degerlendirmek i¢in elektrokimyasal olarak aktif
olan bilesiklere sensoriin cevabi arastirildi. Sekil 4.18, Trp’ye ek olarak glisin,

hidrokinon, askorbik asit gibi bilesiklerin elektrokimyasal yanitin1 gostemektedir.
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Sekil 4.19 Au@AGCE ¢alisma elektrodunun farkli derisimlerde (20, 30 ve 40 uM) Trp
kullanilarak elde edilen tekrarlanabilirlik voltamogramlari

Au@AGCE sensoriin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢i ayn1 elektrot kullanilarak
ayni kosullar altinda ve ayni analit derisimi i¢in 5 tane 6l¢iim elde edildi. Bu proses
analitin G¢ farkli derisimi kullanilarak tekrar edildi (Sekil 4.19). Daha sonra elde edilen
cevaplarin ortama degeri, standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi degerleri elde edildi.
Au@AGCE sensoriin tekrar olusturulabilirligini belirlemek i¢i farkl elektrot kullanilarak
ayn1 kosullar altinda ve ayni analit derisimi igin 5 tane Ol¢tim elde edildi. Bu proses
analitin ti¢ farkli derisimi kullanilarak tekrar edildi (Sekil 4.20). Daha sonra
tekrarlanabilirlik ¢alismasinda oldugu gibi elde edilen cevaplarin ortama degeri, standart

sapmasi ve bagil standart sapmas1 degerleri elde edildi.
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Sekil 4.20 Ayni1 calisma kosullarinda elde edilen Au@AGCE c¢alisma elektrotlariin
farkli derisimlerde (20, 30 ve 40 uM) Trp kullanilarak elde edilen tekrar
olusturulabilirlik grafikleri

Cizelge 4.1 Trp amino asidi iceren tablet 6rnekleri kullanilarak hazirlanan ¢ozeltilerde
Trp’nin Au@AGCE/GCE sensorii ile elektrokimyasal olarak tayini

Ornek Eklenen Bulunan (uM) RSD (%)  Verim (%)
(HM)
2.00 2.07 £0.093 3.57 103.5
4.00 3.86 +0.104 2.18 95.6
6.00 6.00 £ 0.175 2.34 100
20.00 19.22 +1.042 4.37 96.10
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Calismamizda elde edilen Au@AGCE  elektrokimyasal  sensoriin
kullanilabilirligini test etmek i¢in Trp tabletlerinde Trp tayin edildi. Bunun i¢in farkli
derisimlerde hazirlanan Trp c¢ozeltisi kullanildi. Herbir ¢ozeltideki Trp derigimini
belirlemek i¢in LSV yontemi kullanildi. Elde edilen yiikseltgenme pik akimlarinin
ortalama degeri, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve verim degerleri hesaplandi
(Cizelge 4.1).
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5. TARTISMA VE SONUC

Triptofan (Trp), insanin tiiketmeden yasayamayacagi temel bir aminoasittir. Bu
bilesik, serotonin (bir norotransmitter), melatonin (bir nérohormon) ve niasinin
Onciislidlir. Metabolizmast diizgiin olmayan kisilerde sizofreniye neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. Uygun bir sekilde metabolize edilemediginde, beyinde toksik olan ve
hallsinasyonlara ve sanrilara neden olan bir atik iiriin olusturur (Kochen ve Steinhart.,
1994). Bugiine kadar cesitli 6rneklerde Trp’nin belirlenmesi igin farkli yontemler
kullanilmistir.  Spektroflorimetri  (Reynolds, 2003), yiiksek performanshi sivi
kromatografisi (Lian vd.,2012), spektrofotometri (Li vd., 2010), kapiler elektroforez
(Malone vd., 1995) ve elektrokimyasal yontemler (Shahrokhian ve Fotouhi, 2007) dahil
olmak tizere cesitli teknikler Trp’yi tanimlamak ve 6l¢mek i¢in olusturulmustur. Kiigiik
molekiillerin tayininde elektrokimyasal yontemler, hizli cevap vermeleri, yliksek
duyarliliklar1 ve kolay kullanimlar1 nedeniyle daha popiiler hale gelmistir. Ancak diisiik
duyarlilik veya dar dogrusal aralik gibi baz1 dezavantajlar hala mevcuttur (Fan vd., 2011).
Ozellikle biyolojik sivilarda iirik asit (UA), askorbik asit (AA) ve dopamin (DA) gibi
elektroaktif bilesikler bir arada bulunmakta ve bunlarin oksidasyon pik potansiyelleri
daima ortiismekte, bu da Trp’nin segiciligini etkilemektedir.

Bu ¢aligmada yalin cams1 karbon elektrot (GCE) pH degeri 7.0 olan 0.1M PBS
tamponunda elektrokimyasal olarak aktiflestirildi. Aktiflestirilen GCE, AGCE olarak
isimlendirildi. Au nanopargaciklari, AGCE elekrodu tizerinde 0.1 M NaNOs (pH 3.0)
cozeltisinde CV yardimiyla biriktirilip Au@AGCE elektrodu hazirlanmig oldu.
Hazirlanan elektrotlarin  ylizeyi FE-SEM ile karakterize edildi. Elektrotlarin
elektrokatalitik 6zellikleri CV, elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), dogrusal
taramal1 voltametri (LSV) kullanilarak degerlendirildi.

GCE vyizeyinin ylksek voltajda anodizasyonunun, yuzeyde oksijen iceren
fonksiyonel gruplarinin es zamanl olusumuyla birlikte elektodun yiizeyinin aktiflestigi
goriildii. Bu tiir oksijen igeren fonksiyonel gruplar, bir katodik proses kullanilarak
indirgenmesi  saglanabilir. GCE c¢alisma elektrodunun ylizeyine oksijen igeren
fonksiyonel gruplarm baglanmasi adsorpsiyon aktif bolgelerinin ve elektrodun aktif
ylizeyinin arttirmasina neden olur. Bununla birlikte oksijen iceren fonksiyonel gruplar

calisma elektrodun hem elektron transfer hizin1 ve hem de aktivitesini arttirdigi



goriilmistiir (Abdel-Aziz vd., 2022). Oksijen igeren fonksiyonel gruplar ¢esitli analitlerin
indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarinda etkin rol oynayabilir. Bu g¢alismada
aktiflestirilen GCE triptofanin yiikseltgenme reaksiyonunda son derece iyi bir elektro
katalizor gorevi gordii. Sekil 4.1a, AGCE elektrodun SEM goériintiisiinii gostermektedir.
Sekil 4.1b, AGCE elektrodun EDX grafigini gostermektedir. Grafikte oksijenin varligi
elektrodun yiizeyinde oksijen i¢eren gruplarin varligin1 géstermektedir. Sekil 4.1c, AGCE
ylizeyine Au nanoparcaciklarin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi sonucu elde edilen
Au@AGCE elektrodun SEM goriintiisiinii gostermektedir. Sekilde goriildigii gibi Au
nanoparcaciklarin  yiizeyde dagidigr goriilmektedir. Sekil 4.1d, Au@AGCE
elektrodunun EDX grafigini gostermektedir. Grafikten de anlasilacagi gibi elektrodun
yiizeyinde karbon, oksijen ve altinin oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.2 Yalin GCE elektrodunun 0.1M PBS, pH 7.0 tamponunda -1.5 ve +2.5 V
potansiyel araliginda elde edilen voltamogramlar1 gostermektedir. Tarama sirasinda
katodik ve anodik pik akimlari sirastyla -0.67 ve +1.56 V potansiyellerde gozlemlendi.
Tarama sayisi arttik¢a anodik ve katodik pik akimlarinin arttig1 gézlemlendi. Elde edilen
bu elektrokimyasal davranis Abdel -Aziz ve ¢alisma arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da
gozlemlenmistir (Abdel-Aziz vd., 2022).

Au nanoparcaciklarin AGCE elektrodu ylizeyine biriktirilmesi sirasinda elde
edilen CVs Sekil 4.3.’te gosterilmektedir. Au nanopargaciklarin elektrokimyasal olarak
AGCE elektrodu yizeyinde biriktirilmesi 1 mM HAuCl4.3H20 iceren 0.1 M NaNOs (pH
3) cozeltisinde gerceklestirildi. Sekil 4.3.°te goriildiigli gibi Au’nun elektrot yiizeyinde
biriktirilmesi 0.0 ile 1.4 V potansiyel araliginda gerceklestirilmistir. Yaklasik 0.69 V
potansiyelde goriilen pikin Au (III) “tin Au (0) ‘a elektrokimyasal olarak indirgendigini
gostermektedir (Hezard vd., 2012).

AGCE c¢alisma elektrodu tizerinde biriktirilen Au nanoparcaciklari, 0.5 M H2SO4
cozeltisinde karakterize edildi. Bunun i¢in CV kullanilarak 0.1 V/s tarama hizinda 0.2-
1.4 V potansiyelde tarama yapildi. Sekil 4.4’te gosterildigi gibi yaklasik +1.12 V
potansiyelde ylikseltgenme pik akiminin olusmaya baslandig1 gézlendi. Olusan bu pikin
Au’nun oksidasyon (AuO) piki oldugu bildirilmistir. Geri tarama sirasinda, ileri tarama
sirasinda olusan oksitlerin indirgenmesine ait oldugu diisiiniilen 0.90 V'da bir indirgeme

pik noktas1 gozlemlendi (Angerstein-Kozlowska vd., 1986).
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GCE, Au@GCE, AGCE ve Au@AGCE'nin davranisini arastirmak i¢in EIS
yontemi kullanildi. Hazirlanan katalizorlerin elektrokimyasal davranigsini aragtirmak igin
Nyquist grafigi kullanildi. Elektrokimyasal impedans ¢aligmalari, 0.1 M KCl igeren 5 mM
[Fe(CN)6]3* (1:1) ¢ozeltide yapild: (Sekil 4.5). Hazirlanan elektrotlar arasinda, GCE’ye
ait Nyquist grafiginde, elektrolit ve elektrot arayiiziindeki yiik transfer siireciyle iligkili
olan yiiksek frekans bolgesinde daha biiyiik bir yarim daireye ve hazirlanan elektrottaki
diflizyon siirecinden kaynaklanan diisiik frekans bolgesinde bir dogrusal bolgeye sahip
oldugu goézlemlendi. Bununla birlikle Au@AGCE daha dikey bir dogru gosterip degeri
daha kiiciik olan bir yarim daire ¢apini verdi, bu da bu katalizériin daha hizli bir iyon
difiizyon kinetigine ve yiik transfer reaksiyon hizina sahip oldugunu gostermektedir
(Hareesha vd., 2022).

Sekil 4.6 GCE, Au@GCE, AGCE ve Au@AGCE elektrotlar1 kullanilarak 0.1 M
KCl iceren 5 mM [Fe(CN)e]3/* (1:1) ¢ozeltide elde edilen doniisiimlii voltamogramlari
gOstermektedir. Voltamogramlar -0.1 V ile +0.6 V arasinda tarama yapildi.Taramalar
0.05 V/s tarama hizinda yapildi.Sekilde goriildiigii gibi GCE, Au@GCE, AGCE ve
Au@AGCE elektrotlar1 lizerinde probun yiikseltgenme pik akim degerleri sirastyla 56.80
pA, 129.36 PA, 135.26 pA ve 138.75 pA olarak hesaplandi. Elde edilen bu degerler Au
ile kaplanmis AGCE elektrodun daha yiiksek bir yiikseltgenme pik akim degeri verdigi
goriildii. Bu degerler EIS sonuglariyla 6rtiismektedir.

Calisma elektrodun Trp i¢in en yliksek yiikseltgenme pik akimmi veren pH
degerini belirlemek icin farkli pH degerlerine sahip BR tamponu hazirlandi. Daha sonra
dogrusal taramal1 voltametri (LSV) kullanilarak ayni derisimde Trp i¢in voltamogramlar
elde edildi (Sekil 4.7a). Elde edilen bu voltamogramlara gore pH 2’den 2.5 ‘e kadar
yiikseltgenme pik akimimnin arttid1 gézlendi. pH 2.5’ten 5.5’a kadar olan 6l¢iimlerde de
yiikseltgenme pik akiminin diizenli olarak diistiigi gozlemlendi. Dolayisiyla sonraki
elektrokimyasal ¢alismalarda pH degeri 2.5 olan BR tamponu kullanildi.

Sekil 4.7b pH-I ve pH-V grafiklerini gostermektedir. pH-I grafiginin denklemi
y = —0.0459x + 0.9959 (R? = 0.9971) olarak belirlendi. Bu denklemin egimi Esitlik

(5.1)’de teorik Nernst denkleminin egim degerine yakin oldugu goriildii.

Ep = E°=0.059 (Z)pH (5.1)
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Yukaridaki denklemde m ve n sirasiyla reaksiyona katilan proton ve elektronlari
gostermektedir. Calismada elde edilen bu sonuglara gore esdeger miktarda proton ve
elektron reaksiyona katilmistir (Liu vd., 2014). Asagida triptofanin muhtemel

elektrokimyasal reaksiyonunu goéstermektedir (Sekil 5.1).

N
H

L-triptofan 3-Metilenimin

Sekil 5.1 Triptofanin muhtemel elektrokimyasal reaksiyonu

GCE calisma elektrodu 0.1 M PBS (pH 7) icinde aktiflestirildi. Bunun i¢in
doniislimlii voltametri kullanildi ve -1.5 V ile +2.5 V potansiyel araliginda 0.1 V/s tarama
hizinda farkli dongiiler kullanildi. Elde edilen bu dongiilere gore Trp i¢in en yiiksek
yukseltgenme pik akim degerini veren dongii sayisinin 6 oldugu goriildii (Sekil 4.8a ve
Sekil 4.8b). Trp tayini i¢in elektrot hazirlanirken 6 dongii kullanilarak elektrodun yiizeyi
aktiflestirildi.

AGCE elektrodunun yiizeyine Au biriktirmek i¢in doniisiimlii voltametri
kullanildi. Bunun igin voltamogramlar, 0.1 M NaNOs (pH 3) ¢Ozeltisinde 0.0 V ile +1.4
V tarama araliginda ve 0.1 V/s tarama hizinda elde edildi. Elde edilen bu elektrotlara gore
Trp i¢in en yiiksek yiikseltgenme pik akim degerini veren dongii sayisinin 4 oldugu
goriildii (Sekil 4.9a ve Sekil 4.9b). Trp tayini i¢in elektrot hazirlanirken 4 dongii
kullanilarak Au, AGCE elektrodun yiizeyde biriktirilerek Au@AGCE hazirlanip sonraki
Trp tayininde kullanildi.

Calismada kullanilan ¢alisma elektrotlar1 i¢cin gerekli optimum kosullar elde
edildikten sonra her bir elektrot i¢in triptofan iceren (Sekil 4.10a) ve igermeyen (Sekil
4.10b) BR tamponunda (pH 2.5) 0.4-1.2 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda
voltamogramlar elde edildi. GCE, Au@GCE, AGCE ve Au@AGCE elektrotlart Trp igin
sirastyla 1.92, 0.71, 32.98 ve 40.19 pA degerinde yiikseltgenme pik akimlar1 verdi. Elde
edilen bu degerlere gore en iyi cevab1 Au nanopargaciklari ile kaplanmig AGCE elektrodu

verdi.
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Calisma elektrodu olarak kullanilan GCE, Au@GCE, AGCE ve Au@AGCE
elektrotlarin aktif yiizey alanlarini belirlemek i¢in Esitlik (5.2)’deki Randles-Sevcik
denklemi kullanildi.

I = (2.69x10%)n3/2AD}/? Cyv1/2 (5.2)

Yukanidaki esitlikte I,, n, A, Dy, C, ve v sirastyla akim (amper), reaksiyona
katilan elektron saysi, aktif yiizey alani, difiizyon sabiti, probun derisimi (mol/cm3) ve
tarama hizini (V/s) gostermektedir. 5 mM probun 25 °C ‘daki D, degerinin 6.56 x107°
cm?s™1 oldugu belirlenmistir (Konopka and McDuffie,1970). Bunun icin her bir
elektrodun farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltamogramlari elde edildi (Sekil 4.11,
Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14). Elde edilen bu voltamogramlardaki ytikseltgenme pik
akimlarina kars1 tarama hizinin karekokii grafigi ¢izildi (Sekil 4.15) Bu grafik yardimiyla
GCE, Au@GCE, AGCE ve Au@AGCE calisma elektrotlarin aktif ylizey alanlarin
degerleri sirastyla 0.112, 0.151, 0.191 ve 0.203 cm? olarak bulunmustur. Bu sonuglara
gore yalin elektrodun aktiflestirilmesi elektrodun aktif yiizey alanini biiyiitmiis Au’nun
yiizeyde biriktirilmesi ile de en genis aktif yiizey alan1 elde edilmistir.

Calismada tarama hizinin Au@AGCE elektrodu iizerindeki etkisini aragtirmak
icin 10 uM Trp igeren BR (pH 2.5) tamponunda farkli tarama hizlarinda (0.06-0.4 V/s)
doniisiimlii voltamogramlar elde edildi. Sekil 4.16a ‘da goriildiigi gibi tarama hizi
arttirlldiginda Trp’nin yiikseltgenme pik akim degeri de artmaktadir. Elektrokimyasal
reaksiyonun reaksiyon prosesini degerlendirmek igin tarama hizinin karekokii-akim
(Sekil 4.16b), tarama hizi-akim (Sekil 4.16¢) ve logv-logl (Sekil 4.16d) grafikleri ¢izildi.
Tarama hizinin karekoki-akim grafiginin  dogrusal denklemi y = 21.983x —
0.6252 (R? = 0.9976), tarama hizi-akim grafiginin dogrusal denklemi y = 24.351x +
4.006 (R* = 0.9922) ve logv-logl grafiginin dogrusal denklemi y = 0.5278x +
1.3323 (R? = 0.9969) olarak belirlendi. Sekil 4.16b ve Sekil 4.16¢ elde edilen bu
verilere gore elektrokimyasal reaksiyonun hem adsorpsiyon ve hem de difuizyon kontrolli
olabilecegi diisiiniilebilir. Bunun i¢in logv — logl grafigi ¢izildi (Sekil 4.16d). Grafigin
egim degeri 0.5 oldugunda elektrot prosesinin diflizyon kontrollii oldugu, bu deger 1.0
oldugunda elektrot prosesinin adsorpsiyon kontrollii oldugu bildirilmistir. Bu deger 0.5

ile 1.0 arasinda oldugunda ise elektrot prosesinin hem diflizyon hem de adsorpsiyon
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kontrollii oldugu ileri siirilmiistiir. Dolayisiyla ¢aligmamizda elde edilen 0.5278
degerindeki egime gore elektrokimyasal reaksiyon prosesinin gii¢lii bir difiizyon-
kontrollii oldugu goriildii (Zhang vd., 2016).

Calismamizda Au@AGCE sensoriin Trp i¢in vermis oldugu dogrusal tayin
araligint belirlemek i¢in LSV metodu kullanildi. Bunun i¢in daha once belirlenen
optimum kosullar altinda hazirlanan sensor BR (pH 2.5) tamponuna daldirild1 ve diisiik
derisimden itibaren elektrokimyasal hiicreye Trp eklenerek voltamogramlar elde edildi.
Sekil 4.17a, b’de goriildiigii gibi 2 tane dogrusal tayin araligi elde edildi. Birinci dogrusal
tayin araligi 0.4-75.8 puM araliginda olup dogrunun denklemi ise y = 0.463x —
0.5286 (R? = 0.9968) olarak belirlendi. Ikinci dorusal tayin aralig1 icin belitlenen aralik
75.8-175 uM olup dogrunun denklemi y = 0.0528x + 29.924 (R? = 0.9834) olarak
belirlendi. Her iki dogrusal tayin aralig1 i¢in sensoriin duyarlilig: elektrodun aktif yiizey
alanina bagl olarak sirastyla 2280.79 ve 260.1 pA uM-1cm2olarak hesaplandi. Sensériin
gozlenebilme sinir1 igin birinci dogrusal tayin aralig i¢in elde edilen egimlerin standart
sapmasi belirlendi. Daha sonra 3xSD/Egim formiilii kullanilarak 0.15 pM olarak
hesaplandi.

Cizelge 5.1, calismamizda elde ettigimiz sensoriin elektrokimyasal cevaplarinin
daha oOnce yapilan calismalarla karsilagtirilmasin1 gostermektedir. Cizelgeye gore

Au@AGCE sensorii tatmin edici sonuglar verdigi goriilmektedir.

Cizelge 5.1 Hazirlanan elektrokimyasal sensorlerin bazi performans faktorlerinin

karsilastirilmasi
Elektrot Tayin Aralig1 LOD Kaynaklar
(M) (uM)
NiO-CuO/graphene/GCE 0.3-40 0.1 (Liu vd., 2016)
Graphene/GCE 0.2-40.0 0.1 (Deng vd., 2013)
Ag-MoS,/CS/GCE 0.5-120 0.05 (Xiavd., 2014)
Ag@C core-shell/GCE 0.1-100 0.04 (Mao vd., 2012)
Nafion/TiO2-graphene/GCE 5.0-140 0.7 (Fanvd., 2011)
Butyrylcholine/GCE 2-60.0 0.6  (Jinve Lin, 2004)
Au@AGCE 0.4-75.8 0.15 Bu ¢alisma
75.8-175
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Elektrokimyasal sensorlerde sensoriin en dnemli performans faktorlerinden bir
tanesi de hi¢ kuskusuz sensoriin segiciligidir. Cilinkii tayinin yapildig1 ortamda son derece
elektroaktif bilesikler olabilmektedir. Dolayisiyla ger¢ek drnek analizini yapmadan 6nce
analitin bulundugu ortamdaki muhtemel bilesiklerin sensor iizerindeki girisim etkileri
arastirtlmalidir.  Yaptigimiz bu c¢alismada elektroaktif bilesikler olan glisin (Gly),
askorbik asit (AA), pirokatekol (PC), dopamin (DA), Urik asit (UA), hidrokinon (HQ),
bisfenol A(BPA),4-nitrofenol (4-NP), glukoz(glu) ve fenolin (Ph) sensor Gzerindeki
girisim etkileri degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore Gly -%1.73, glu -% 6.64, AA
+%1.52, PC -%7.73, DA -%6.28, UA ve HQ -%0.7, BPA -%5.13, 4-NP -%2.24 ve Ph -
%6.50 olarak hesapland1 (Sekil 4.18). Elde edilen bu sonuglara gére sensoriimiiz tatmin
edici bir segicilik gostermistir.

Sensoriin tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in ayni kosullar altinda hazirlanan
Au@AGCE elektrodu kullanilarak dlgiimler elde edildi. Bunun i¢in farkli Trp derigimi
kullanildi. Her bir derisim i¢in 5 farkli 6l¢iim elde edildi. Her bir 6l¢limiin ortalama
degeri, standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi degerleri hesaplandi. Elde edilen
sonuglara gore bagil standart sapma degerleri %0.29 ile %5.26 arasinda oldugu
hesapland1 (Sekil 4.19). Bu sonuglara gbre sensoriin tekrarlanabilirliginin iyi oldugu
gorulda.

Sensoriin tekrar olusturulabilirligini degerlendirmek i¢in ayni kosullar altinda 5
tane Au@AGCE elektrodu hazirlandi. Ayn1 derigimlerde Trp kullanilarak bu 5 elektrot
kullanilarak ~ Ol¢limler elde edildi. Tekrarlanabilirlikte oldugu gibi tekrar
olusturulabilirlikte de ortalama deger, standart sapma ve bagil standart sapma degerleri
hesaplandi. Bagil standart sapma degerleri %3.43 ile %6.03 arasinda oldugu belirlendi
(Sekil 4.20). Bu da sensoriin iyi bir tekrar olusturulabilir oldugunu gostermektedir.
Sensorin depolama kararliligini degerlendirmek igin hazirlanan sensor ile 41 giin sonra
ayni kosullar altinda tekrar 6l¢lim yapildi. Sensor ilk giine gore yaklasik %87°lik bir
cevap verdi. Bu da sensOriin iyi bir depolama kararliligina sahip oldugunu
gostermektedir.

Calismamizda hazirlamis oldugumuz Au@AGCE elektrokimyasal sensoriin
uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in tablet igerisindeki Trp miktar1 belirlendi. Bunun
icin tabletler ultra saf suda ¢oziinmesi saglandi ve ardindan bir siizge¢ kagidi yardimiyla

stzuldl. Stzintiiden bir miktar alinip farkli hacimlerde elektrokimyasal hiicreye eklenip
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Olgtimler elde edildi. Elde edilen dl¢timlere gore bagil standart sapma degerleri %2.18 ile
%4.37 arasinda, verim ise %95.6 ile %103.5 arasinda oldugu goriildii (Cizelge 4.1). Bu
sonuglara gore sensoriin gergek drnek tayininde son derece iyi sonuglar verdigi goruldu.

Genel olarak Trp nin elektrokimyasal olarak tayin edilmesi i¢in aktiflestirilmis
GCE elektrodu iizerine Au nanopargaciklari elektrokimyasal olarak biriktirilerek bir Trp
sensorii gelistirilmistir. Elektrodun yiizeyi SEM-EDX kullanilarak karakterize edildi.
Elektrokimyasal ¢alismalar igin elektrokimyasal empedans spektroskopisi, doniigtimlii
voltametri ve dogrusal taramal1 voltametrik yontemler kullanildi. Sensor triptofan igin 2
tane dogrusal tayin araligi gosterdi. Gozlenebilme sinirt 0.15 pM olarak belirlendi.
Sensoriin tekrarlanabilirlik, tekrar olusturulabilirlik, segicilik ve uygulanabilirlik gibi
performans faktorleri tatmin edici oldugu goriildii. Elde edilen bu sonuglara gore
hazirlamis oldugumuz bu sensoriin sonraki sensOr calismalarinda iyi bir kaynak

olabilecegi ve etki faktorii yiiksek olan bir dergide yayinlanabilecegi goriilmektedir.
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