FENOLIK MADDE TAYINi ICIN PLAZMA
POLIMERIZASYON YONTEMI iLE ELEKTROKIMYASAL
SENSOR HAZIRLANMASI

PREPARATION OF ELECTROCHEMICAL SENSOR BY
PLAZMA POLYMERIZATION TECHNIQUE FOR PHENOLIC
COMPOUNDS

BEYHAN GUNAYDIN

Hacettepe Universitesi
Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
GIDA Mithendisligi Anabilim Dali icin Ongérdugi
YUKSEK LISANS TEZI

olarak hazirlanmistir.

2009



Fen Bilimleri Enstitist Madurligi'ne,

Bu calisma jirimiz tarafindan GIDA MUHENDISLiIGI ANABILIM DALI 'nda
YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Baskan e e e e e e e
Prof. Dr. Vural Gékmen
Uye (DanISMan)  © oo
Prof. Dr. Mehmet Mutlu
Uye D s e
Dog. Dr. Ismail Hakki Boyaci
Uye L s
Prof. Dr. Mehmet Ozkan
Uye e es
Yrd. Dog. Dilek Gokeliler
ONAY
Bu tez ...../..../..... tarihinde Enstiti Y6netim Kurulunca belirlenen yukaridaki juri

dyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof.Dr. Erdem YAZGAN
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU



FENOLIK MADDE TAYIiNi iCIN PLAZMA POLIMERiZASYON
YONTEMI ILE ELEKTROKIMYASAL SENSOR HAZIRLANMASI

Beyhan Gunaydin
0z

Bu calismanin amaci, gida endustrisinde fenolik madde tayini igin, plazma
polimerizasyon ydntemi ile elektrokimyasal bir sensér hazirlanmasidir. Fenolik
maddeler, antioksidan 06zellik gdsteren temel bilegsiklerdendir. Ayni zamanda
polifenoller sarap, zeytinyagi, cay, diger meyve ve sebzelere burukluk, koku ve
renk vermelerinden dolayi organoleptik 6zellikleri bakimindan da énemlidir. Gida
sektdriinde, fenolik madde icerigi ve diger kalite indeksi olarak kabul edilen
Ozelliklerin surekli olarak izlenmesi gerekliligi, sensérler gibi otomasyona uygun
ekipmanlarin tasarimini zorunlu kilmaktadir. Fenolik madde tayini i¢in hazirlanan
elektrokimyasal sensoérler, secilen calisma elektrodu yuzeyinde fenol bilesiginin
belirli bir potansiyel aralikta oksidasyonuyla degisen akimin &lgimi esasina
dayanir. Sensorin tasariminda, disuk maliyet, hassasiyet, kullanim kolayhgi
avantajlarindan dolayl c¢alisma elektrotu (gevirici) olarak karbon uglar tercih
edilmigtir.

iletken 6zellikteki polivinilprolidon polimerinin (PVP) fenolik maddelere karsi giiclii
adsorpsiyon karakteristiginden yola c¢ikarak, vinilprolidon monomerinin (VP)
plazma polimerizasyon sisteminde monomer olarak kullaniimasiyla, karbon
elektrot ytzeyleri farkh iglem parametrelerinde (bosalim glct: 5-60W, proses
suresi: 5-60dk) plazma polimerizasyonu teknidi ile kaplanarak modifiye edilmigtir.
islem sirasinda, monomerin (VP) buharinin kullanimi ile karbon elektrot
yuzeylerinde farkh kimyasal yapida, plazma polimerizasyonu ydntemi ile filmler
(P1zP-film) olusturulmustur. Modifiye karbon elektrotlar, model fenolik madde
olarak secilen gallik asidin (GA) farkli konsantrasyonlardaki coézeltisi ile
etkilestiriimigtir. Elektrotlarin fenolik madde adsorpsiyonu, buna bagli olarak
degdisen elektrokimyasal davraniglan diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemi ile
ortaya konmustur. Hazirlanan elektrokimyasal sensoérlerin kalibre edilmesi ile

plazma polimerizasyonu tekniginde 15W bosallim gicid ve 60dk slre



uygulamasinin en iyi sonu¢ verdigi saptanmistir. Performans parametreleri
hassasiyet 7.41 (nA / mg L"), dogrusal aralik 17-170 (mg L), raf émr(i 60 (giin)
olarak belirlenmigtir. Hazirlanan sensoérin birden fazla kullanilabilirligi i¢in geri
kazanimi 0.1M NaOH c¢odzeltisi icerisinde gergeklestiriimistir. En  ylUksek
performansi sergileyen PIzP(VP) bazli karbon elektrodun modifikasyon sonrasi,
yuzeyinde olusan polimer film Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AKM), Raman
spektroskopisi (RS), Fourier Transform Infrared Spektrometresi (FTIR) ile

karakterize edilmistir.

Fenolik madde tayinine yonelik hazirlanan PlzP(VP) bazli elektrokimyasal sensor,
Oklizgdzil, Bogazkere, Syrah, Cabernet-Sauvignon kirmizi sarap gesitlerinde test
edilmistir. Kirmizi sarap o6rneklerinde spektrofotometrik yéntem ile elde edilen
toplam fenolik madde icerigi gallik asit cinsinden sirasiyla 1688, 1825, 1494 ve
1489 mg/L olarak saptanmistir. En ylksek performansi sergileyen elektrokimyasal
sensor ile kirmizi saraplarda gallik asit tayini gercgeklestiriimigtir ve sirasiyla 123,
184, 93, 110 mg/L olarak saptanmistir. Calisma, elde edilen degerlerin,
literatUrdeki veriler ile kargilastirmasiyla sonlandiriimigtir.

Anahtar kelimeler: Fenolik madde, elektrokimyasal sensér, plazma

polimerizasyonu, vinilprolidon, diferansiyel puls voltametrisi

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe Universitesi, Gida Mihendisligi
BoIUmu



PREPARATION OF ELECTROCHEMICAL SENSOR BY PLAZMA
POLYMERIZATION TECHNIQUE FOR PHENOLIC COMPOUNDS

Beyhan Giinaydin
ABSTRACT

The aim of this study is to improve an electrochemical sensor by plasma
polymerization technique for detection of phenolic compounds. Phenolic
compounds are plant secondary metabolites and show antioxidant activity.
Polyphenols not only show antioxidant activity, they are also important for their
organoleptic properties since they give astringency, odour, color and savour to
wine, olive oil, tea, other fruits and vegetables. The requirement of continously
monitoring of quality indices (i.e. phenolic compounds, etc.) in food industry,
entails equipments those fit to automation systems such as sensors.
Electrochemical sensors prepared for the detection of phenolic compounds
depend on the measurement of the current change occuring within a specific
potential range when the phenolic compound oxidize on the working electrode.
Carbon leads that are one of the most attractive transducers due to their low cost
and sensivity, easy procedures for detection units have been chosen for the

design of the sensor.

Polyvinylpyrrolidone (PVP) is a polymer that has conductive properties and shows
strong adsorption to phenolic compounds. Carbon electrode surfaces were coated
by plasma polymerization technique by different plasma parameters (discharge
power: 5-60W, process time: 5-60min) by utilizing the monomer N-vinyl-
pyrrolidone (VP) as precursor. During the process, by using monomer (VP)
vapour, plasma polymerized films (PlzP-film) were deposited on carbon electrode
surfaces with different chemical properties. The modified carbon electrodes were
interacted with different concentrations of gallic acid solution which is selected as
the model phenolic compound. Then, the phenolic compound concentration that
was adsorped by the PIzP(VP) based carbon electrodes was investigated by
differential pulse voltammetry (DPV) with variable electrochemical characteristics.
The prepared electrochemical sensors were calibrated and 15W discharge power



and 60 min time plasma polymerization parameters showed the best results.
Performance parameters are; in sensivity: 7.41 (nA/mg L"), linear range: 17-170
(mg L") and shelf-life: 60 (days). The recovery studies were performed in 0.1M
NaOH solution for multiple use of the prepared sensor. After modification process,
the polymer film composed on the surface of the PIzP(VP) based electrochemical
sensor that showed the highest performance was characterized with Atomic Force
Microscopy (AFM), Raman Spectroscopy (RS), Fourier Transform Infrared

Spectroscopy (FTIR).

The PIzP(VP) based electrochemical sensor prepared for the detection of phenolic
compounds was tested in Okiizgdzli, Bogazkere, Syrah and Cabernet-Sauvignon
red wine samples. In red wine samples, the amount of total phenolic compounds
were detected by spectrophotometric technique as 1688, 1825, 1494 and 1489
gallic acid equivalent mg/L, respectively. The amount of gallic acid in red wine
samples were detected as 123, 184, 93 and 110 mg/L, respectively, by the
electrochemical sensor that showed the highest performance. The values were
compared with the literature and study was completed.

Keywords: Phenolic compound, electrochemical sensor, plasma polymerization,
vinylpyrrolidone, differential pulse voltammetry

Advisor: Prof.Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe University, Engineering Faculty,

Department of Food Engineering
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1.  GIRiS

Gida sektérinde Uretim sistemleri blylk oranda otomasyona dayanmaktadir.
Otomasyonun gerektirdigi sirekli izleme ve kontrol sistemlerinde sensérler 6zellikle
kullanim kolaylklari ve cevap hizlariyla biylk o6lcide avantaj saglamaktadirlar.
Endustride de fenolik madde icerigi ve diger kalite indeksi olarak kabul edilen
Ozelliklerin sUrekli olarak izlenmesi gerekliligi, sensdrler gibi otomasyona uygun

ekipmanlarin tasarimini zorunlu kilmaktadir.

Fenolik maddeler, antioksidan 6zellik gbsteren temel bilegiklerdendir. Antioksidan
bilesikler serbest radikalleri, oksijen yakalama, serbest radikallere hidrojen iyonu
verme veya metal baglama mekanizmalariyla etkisizlestirerek, htcrelerin tUmor
olusturma risklerini azaltirlar. Ayni zamanda polifenoller sarap, meyve suyu, ¢ay vb.
drtnlere burukluk, koku ve renk vermelerinden dolayl organoleptik 06zellikleri

bakimindan da énemlidir (Romani et al., 2000).

GUndmuzde fenolik madde igeriginin belirlenmesinde kullanilan tipik metotlar
arasinda ekstraksiyon ydntemleri, spektrofotometrik ydntemler ile gaz ve sivi
kromotografisi sayilabilir (Dao and Takeoka,2002; Naczk and Shahidi, 2004; Prior et
al., 2005). Bu metotlar, karmasik érnek hazirlama proseddrleri gerektirdiginden, uzun
islem basamagdl nedeniyle yerinde analiz i¢in uygun degildir. Buna karsin,
glnUimuizde, sensorler; kompleks ortamdaki analitlerin glvenilir bir sekilde analizi,
tespit maliyetinin distk olmasi, yiksek duyarlihk ve c¢esitlilik nedeniyle cazip analitik
yontemlerin baginda gelmektedir.

Bu calismada, literatirde elekirokimyasal sensdrlerin hazirlanma ydntemlerinden
farkli olarak, elektrodun ylzey modifikasyonunda plazma polimerizasyon (PIzP)
teknigi kullanilmistir. Son vyillarda, disik basin¢c plazmasi, diger bir deyisle ‘yik
bosalimi’ teknigi, cesitli maddelerin ylUzeylerini, hedeflenen amaca uygun olarak
degistirmek amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir. Yilzey enerjisinin arttiriimasi
veya dusurilmesi, biyolojik uygunlugun arttirimasi, yapisma 6zelliginin degistiriimesi,
hidrofilik ya da hidrofobik karakter kazandirmak bu teknikle mimkin olmaktadir (Mc
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Guire and Kirtley, 1988; Mutlu et al., 1997; Dhadwar et al., 2003). Kimyasal ylzey
kaplama ydntemlerine gbre, plazma polimerizasyon yéntemi ¢ok daha basittir, tek
basamakta ylzeye istenilen 6zellik homojen olarak kazandirlabilmektedir. Kimyasal
atik icermez ve malzemenin yigin yapisi degistiriimeden ylzeyin fiziksel ve kimyasal
yapisi degistirilebilir.

Bu galismanin temel amaci, gida endustrisinde kalite indeksi olarak kabul edilen
fenolik madde tayini igin, plazma polimerizasyon teknigi kullanilarak elektrokimyasal
sensdr hazirlanmak ve performans parametrelerini belirlemektir. Literatirde yogun
olarak elektrokimyasal sensér calismalarinda kullanilan iletken 6zellikteki karbon
elektrotlarin ylzeyleri, yine iletken 6zellige sahip monomerlerden biri olan N-Vinil-2-
prolidon (VP) kullanilarak plazma polimerizasyonu teknigi ile farkh PlzP parametreleri
(bosalim gicu ve proses suresi) uygulanarak modifiye edilmis ve fenolik madde
adsorpsiyonuna uygun olabilecegi dusunilen 6zelliklerde, diger bir deyisle fenolik
maddelere karsi gucli bir adsorpsiyon karakteristigine sahip, polivinilprolidon (PVP)
benzeri ylzey hazirlanmistir. Hazirlanan PIzP(VP) bazli modifiye karbon elektrotlar
model fenolik madde olarak segilen gallik asit ile degisen parametrelerde (farkli
konsantrasyonlarda ve surelerde) etkilestiriimistir. Her iki basamak sonrasinda elde
edilen karbon elektrotlarin elektrokimyasal davraniglari diferansiyel puls voltametrisi
(DPV) ybntemi ile ortaya konarak, karbon elektrot ylzeylerinde adsorplanan fenolik
madde konsantrasyonu, elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarindaki
yikseltgenme pik ylksekliklerinin degerlendiriimesiyle saptanmistir. Hazirlanan
PIzP(VP) bazl elektrokimyasal sensér, kalibre edilerek performans parametreleri
belirlenmistir. En ylUksek performansi gésteren PlzP(VP) bazli karbon elektrodun
ylzeyi fiziksel (AKM) ve kimyasal (FTIR, RS) yontemlerle karakterize edilmistir. Son
olarak, hazirlanan elektrokimyasal sensér kullanilarak kirmizi sarap 6rneklerinde

bulunan fenolik maddelerin nicel olarak belirlenmesi ile calismalar tamamlanmisgtir.

Hazirlanan  elektrokimyasal sens6rin  sagladigi  avantajlari, pratik ve
uygulanabilirliginin kolay olmasinin yani sira en 6nemlisi yerinde analiz i¢in uygun

olmasidir.  Ayrica, sensoérin hazirlanmasi asamasinda kullanilan plazma
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polimerizasyon ydntemi blyUk 6lcide maliyeti dustrdiginden, ekonomik olarak da
oldukga kazanim saglamaktadir. Gida sanayinde, fenolik madde miktarinin kalite
indeksi olarak kabul gérdiugi 6zellikle sarap, meyve suyu gibi endistri kollarinda
surekli izlenebilirlik saglamasi agisindan hazirlanan elektrokimyasal sensér bulylUk
kolaylik saglayacaktir. Hazirlanan sensérin performansinin geligtiriimesi ve sanayiye
yonelik calismalar devam edecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fenolik Maddeler

Fenolik bilesikler bitkinin normal gelisimi sirasinda sentez edilen ikincil metabolitlerdir.
Fenolik maddeler; genellikle bir veya birden fazla hidroksil grup iceren bir aromatik
halkaya sahip, farkli yapi ve fonksiyonlardaki metabolitlerdir (Robards et al., 1999;
Naczk and Shahidi, 2004). Gidalarda bulunan fenolik bilesikler en siklikla meyvelerde
g6zikmekle birlikte meyvenin ¢esidine bagl olarak farkliliklar s6z konusudur. Ayrica
ayni meyve turinde; blylme mevsimi, cins, cevresel ve iklimsel kosullar, bitki
hastaliklari, toprak cesidi, cografik bélge, olgunluk gibi etkenler fenolik bilesik icerigini
etkilemektedir (Sellapan et al., 2002).

Gidalarda bulunan fenolik maddeler; renk, acilik, burukluk, tat, koku ve Grinun
oksidatif stabilitesine etki edebilmektedir (Naczk and Shahidi, 2004). Besinsel
fonksiyonu olmamasina ragmen gidalardaki fenoliklerin saglik Gzerine olumlu etkileri
vardir. Flavonoidler ve diger bitki polifenolleri ylksek redoks potansiyelleri ile énemli
antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri serbest radikalleri
baglamalari, metallerle kelat olusturmalari, bazi enzimleri inaktive etmeleriyle

aciklanmaktadir (Yang and Tsao, 2003).

Dogal olarak olusan fenolik maddelerin en yaygin grubu flavonoidlerdir. Flavonoidlerin
diginda bitki fenolleri; basit fenolleri, fenolik asitleri (benzoik ve sinnamik asitler),
kumarinleri, stilbenleri, hidrolize ve kondense tanenleri, lignan ve ligninleri
icermektedir (Naczk and Shahidi, 2004). Fenolik maddeler, bitkilerde homojen olarak
dagiimamaktadir. Suda ¢ézinmeyen fenolikler hiicre duvarinin bileseni iken, suda
cdzlnenler bitki hicresinin icinde yer alirlar. Bitkisel dokuda bitkinin dis tabakasi ic
tabakadan daha fazla fenolik madde icermektedir. Lignin ve hidroksi sinnamik asitler
gibi hlcre duvarinda bulunanlar, cesitli hicresel bilesenlerle baglantilidir. Bu
maddeler; hicre duvarinin mekanik gucline katkida bulunur ve bitki gelisiminde
dazenleyici rol oynarlar (Naczk and Shahidi, 2004).



Cizelge 2.1: Bazi meyve ve sebzelerin baslica fenolik madde igerikleri

Meyve Fenolik madde Kaynak
Turuncailler Sinamik  asit, kumarin, hesperidin, naringin, | (Ortuno et al., 1997; Naidu et
9 neohesperitin, eriositrin al., 2000)
. T . . . o .. | (Karadeniz, 1994; Naidu et al.,
Eima | K A, e e peseln. Worlenk 25 | 2000, “Salces et al, 2001
’ » &P s Uzelac et al., 2005)
Armut p-kumarik  asit, kuersetin, I6koantosiyanidin, | (Tanndven, 1997; Schieber et
proantosyanidin, klorojenik asit, epikatesin al., 2001)
s Elajik asit, gallik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik
Boguirtlen asit, siyanidin-3-glikozit (Sellappan et al., 2002)
Mirisetin,  kuersetin, kaempferol, isohamretinin, . ]
Uztim siyanidin, delphinidin, petunudin, malvidin, rutin, gallik (Naidu e.t al., 2000; Espada et
: ) ; ) . . . al., 2004; Lee et al., 2004)
asit, epikatesin, kumarik asit, ferulik asit
Elajik asit, siyanidin-3-glikozit, pelargonidin-3-glikozit, , . )
Cilek hidroksisinnamik asit, hidroksibenzoik asit, klorojenik (Sifg'rzk:tnafngogg)rronen’ 2000;
asit, kuersetin, kaempferol ”
Neoklorojenik asit, hidroksisinnamik asit,
Kiraz hidroksibenzoik asit, p-kumarilkuinik asit, klorojenik | (Gongalves et al., 2004)
asit
Erik H|Qroks_|S|nqam_|k f.:).SIt,. neoklorojenik asit, klorojenik (Kim et al., 2003)
asit, rutinozit glikozitleri
. . - . L . . (Amakura et al., 2000; Gil et al.,
N O cntoun | 2000 de Pascual Teesa o al.
’ ’ ’ ’ 2000; Noda et al., 2002)
Hidroksisinnamik asit tdrevleri, p-hidroksienzoik asit- . )
Havug sirinjik asit, kafeik asit, isoklorojenik aist, klorojenik (Babic et al., 1993; Alasalvar et
asit al., 2001)
Domates | Kuersetin (Dewanto et al.,, 2002; et al.,

2004 )




2.1.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler; sinamik ve benzoik asitler olmak Uzere iki gruptan olugsmaktadir. Fenol
karbon asitleri ile de anilan fenolik asitlerden sinamik asitlerin yapisi C6-C3 iskeletine
dayanmaktadir. Meyvelerde en fazla gérilen sinamik asitler, kafeik asit, kumarik asit
ve ferulik asittir. Sinamik asitler meyvelerde esterlesmis halde de bulunabilmektedir.

Kafeik asitin kuinik asit ile yaptigi ester olan klorojenik asit en yaygin gérilen sinamik
asit turevidir (Belitz et al., 2002; Naczk and Shahidi, 2004). Benzoik asitler ise C6-C1
iskeletine dayal bilesiklerdir. Meyvelerde benzoik asit tlrevleri genellikle ester halinde
bulunur. En 6nemli benzoik asit tlrevleri, salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit), p-
hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit), protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik
asit), vanilik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit), gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik
asit) tir. Sekil 2.1’de benzoik asit ve sinamik asit iskelet yapisi gésteren fenolik
maddelerin temel kimyasal yapisi gésterilmistir (Belitz et al., 2002; Naczk and Shaidi,
2004).
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Sekil 2.1: Fenolik asitlerin temel kimyasal yapisi

Lifli materyaller zengin bir flavon ve fenolik asit kaynagidir. Kumarik asit ve ferulik asit
gibi bazi yaygin fenolikler diisik antioksidan aktivitesi géstermelerine ragmen kafeik
asit ve Kklorojenik asit gibi molekuillerinde daha fazla fenolik hidroksil tasiyan
maddelerde antioksidan aktivitesi daha ylUksektir. Gallik asit ve esterleri ise bilinen en
iyi glicli antioksidanlardandir (Hudson, 1990).

2.1.2. Flavonoidler



Flavon ismi Latince flavus (sari) kelimesinden gelmektedir. Bitkilerden elde edilen ve
genellikle sari renkli olan bu bilesikler “flavonoid” olarak isimlendirilmigtir. GUnimUze
kadar yapilan calismalarin sonucunda bitkilerden 4000’den fazla flavonoid izole
edilmis ve yapilan aydinlatilmistir. Hepsi antioksidan aktivite gdstermekte ve
bunlardan yaklasik 50 tanesi gidalarda bulunmaktadir. Cogu flavonoid polifenolik bitki

pigmentidir ve meyve ve sebzelere kirmizi, turuncu, sari, mavi ve mor renk verirler.

Bilinen flavonoidlerden yesil cayda bulunan EGCG (epigallokatesin gallat) en umut
vaad edici antikanserojen maddelerden biridir (Naczk and Shahidi, 2004).

2.1.2.1. Flavonoidlerin yapi 6zellikleri ve siniflandiriimasi

Genellikle tim flavonoidler; U¢ fenolik halkaya sahip ve hidroksil ile metil grubuna
gore degisen 2-fenilkromonun tlrevleridirler. Kimyasal yapilar (C6-C3-C6) iskelet
yapisina dayanir (Sekil 2.2). (Madhavi, 1996; Shahidi, 1997).
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Sekil 2.2: Flavonoidlerin C6-C3-C6 iskelet yapisi

C halkasindaki subsitiye gruplara ve B halkasinin pozisyonuna bagl olarak
flavonoidler c¢esitli alt gruplara siniflandiniimistir. Dogal olarak meydana gelen
flavonoidler, kimyasal yapilarina gére alti gruba ayrilabilirler; flavanon, flavonlar,
izoflavonoidler, flavanlar (flavanoller), antosiyaninler ve flavonoller (Sekil 2.3)
(Madhavi, 1996; Peterson and Dwyer, 1998).
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Sekil 2.3: Flavonoid alt gruplarinin temel yapisi

Pratt ve Hudson bu bilesenlerin genel mekanizmalarini incelemis ve yapi ve
antioksidan aktivitesi arasindaki iligkiyi g6zlemislerdir. Flavonoidlerin antioksidan
aktivitesi genellikle tg¢ tirli olmaktadir. Flavonoidler ya birincil antioksidan olarak, ya
da kelat olusturarak ya da slperoksit anyon yakalayicisi olarak serbest radikallerin
etkisini giderirler. B halkasindaki 3’-4’-5’ pozisyonlarindaki hidroksil gruplarin varligi
tek hidroksil iceren gruplara kiyasla antioksidan aktiviteyi arttirmaktadir. Ayni
zamanda C halkasindaki 3- hidroksil gruplari ve 2-3 ¢ift baglar antioksidan &6zellik
tzerinde etki yapmaktadir (Madhavi, 1996).

Flavonoidlerin yapi cesitliligi, difenilpropan iskeletinin (C6-C3-C6) farkli yapilarda
dizenlenme 6zelliginin yani sira, her sinif iginde, molekilin aromatik halkalarina
baglanan subsitlient sayisi, 6zelligi ve baglanma pozisyonlarina gbre ortaya gikar.
Hidroksil gruplari, flavonoid yapilarinda bulunan en yaygin sibstitGentlerdir. Dogal
flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil grubunun bulundugu bilinmektedir.
Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil gruplari, reaktif ézelliklerinden dolay! kolaylikla
alkillenir veya glikozillenirler. Bu nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil tirevlerine
bitkilerde sikg¢a rastlanir (Gikrikgi, 2005).



2.1.2.2. Antosiyaninler

Antosiyaninler Gzim, cilek, kiraz, visne, nar gibi meyvelere rengini veren (kirmizi,
mor, pembe, mavi) ayrica gesitli cigcekler ve bitki kdklerinde de bulunan, en iyi dogal
renklendiricilerdir (Calimli, 2003; Villers et al., 2004).

Antosiyaninlerin yapisinda hetorosiklik bir halka olan pirilyum katyonu bulunmaktadir.
Pirilyum ise yapisinda pozitif yOkli bir oksijen bulunan bir oksonyum iyonudur.
Antosiyaninler bu eksik elektrondan 6tlrl oldukg¢a aktif niteliktedir. Antosiyaninler
kimyasal olarak 2-fenilbenzopirilin’in polihidroksi ve polimetoksi tlrevlerinden olusan
glikozitlerdir. Bu yapi, seker gruplarinin (mono-ditri sakkaritler), seker olmayan

(aglikon) maddelerle birlesmesi ile olugsmaktadir.

Antosiyaninlerin seker olmayan kismi, fenolik maddelerden antosiyanidinler (C6- C3-
C6) olarak adlandiriimaktadir. Her bir antosiyanidinin farkli seker ya da asitlerle, farkl
pozisyonlarda baglanmasi ile ¢ok sayida antosiyanin olugabilmektedir (Jamet and
Ebeling, 2002; Calimli, 2003).

Dephinidin, siyanidin, pelargonidin, malvidin, peonidin ve petunidin bilinen en yaygin
antosiyanidin tdrleridir. Sekil 2.4’te 6 temel antosiyaninin kimyasal yapisi gésterilmigtir
(Naczk and Shahidi, 2004).
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Sekil 2.4: Alti temel antosiyaninin kimyasal yapisi



Dogada antosiyaninler antosiyanidinlerin glikozitleri halinde bulunmaktadirlar ve bu
glikozit yapiya bagli aromatik veya alifatik asitler bulunabilir. P-kumarik asit, kafeik
asit, ferulik, sinapik asit, gallik veya p-hidroksibenzoik asitler gibi asitler ile agillenme
antosiyaninlerin stabilitesi agisindan oldukga 6nemli etkiye sahiptir (Turker et al.,
2004).

Antosiyanin flavonoidleri, pigment olarak rengin olusumunda énemli etkiye sahiptirler.
Bu bilesenler, taze yapraklarda ultaviyole isinlarinin neden oldugu zarara karsi
koruyucu etki géstermekte, patojenlere direnci artirmaktadirlar. Ayrica antosiyaninler
antioksidan enzim inhibitéri olarak da rol oynayabilmektedirler. Buna ilaveten
flavonoidler fotosentez ve enerji transfer bilesenleri olarak da fonksiyon gésterebilir ve
bitkinin gelisiminde etkili olabilirler (Naidu et al., 2000).

Antosiyaninlerin renkleri molekller yapilarina ve bulunduklari ortamin pH derecesine
gbre degisim gostermektedir. Ornegin hidroksil gruplarinin sayisi arttikca renk

pembeden maviye dénustr. Metoksil gruplar ise bu dénlistimu tersine ¢evirir.

Asidik sulu ¢dzeltide kirmizi renge sahip olan bu renk maddeleri pH > 4,5 oldugunda
tamamen renksizlesir. Bu maddelerin renklendirici olarak kullaniminda gidanin ve
arinin pH < 3,5 degerinde olmasi gerekmektedir. Antosiyaninler distk pH da
kararlidirlar ve etkin bir kirmizi renk olustururlar (Calimli, 2003).

Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen fakérler; pH, sicaklik, 1sik, kopigmentler, metalik
iyonlar, oksijen, askorbik asit, seker, degredasyon Urlnleri seklinde siralanabilir. Bu
faktérlerin yani sira agillenme gibi antosiyanin yapisini etkileyen durumlar da
stabiliteyi etkilemektedir (Turker et al., 2004). En édnemli antosiyanin kaynaklari, Gzim
suyu ve sarap yapiminda atik olarak ele gecen posalar, bazi Gzim c¢esitleri, kusburnu
(0.6-0.8 mg/g meyve ), marver agaci meyvesi (2-10 mg/g meyve), kiraz (43,6 mg/100
g) ve visne (35-82 mg/100 g meyve) seklinde belirtiimistir (Calimh, 2003).

Genel olarak antosiyaninler dogal renklendirici olarak kullanilmaktadirlar. Uziimden

elde edilen antosiyanin ticari amagli mor ve kirmizi renklendiriciler olarak alkolsliz
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icecekler, meyve suruplari, konserve meyveler, sarap, alkolli icecekler, tatli ve
yogurtlarda kullaniimaktadir (Galimli, 2003).

Antosiyaninlerin ¢bzlicl yodntemiyle ekstraksiyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda,
kusburnu ve Uzim suyu ya da sarap Uretiminde atik olan posalardan antosiyaninlerin
elde edilmesinde asit-alkol ekstraksiyonu uygulanmigstir. Bu amacla genelde etanol-
0.1 N HCI kullanilirken, kusburnu posasinda metanol- %0,03 HCI ile ekstraksiyon
yapilmistir (Calimli, 2003).
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Cizelge 2.2: Bazi fenolik maddelerin kimyasal yapisi
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2.1.2.3. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi

Flavonoidlerin yapisi; fizyolojik aktivitelerine dair bircok hipotezin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Flavonoidler icerdikleri hidroksil yapilarina gére gugli zincir kiran
antioksidanlar olarak hareket edebilmektedirler. Kimyasal olarak flavonoidlerin gugli
antioksidan o&zellikleri G¢ 6zellikten kaynaklanir; hidrojen vererek redoks
reaksiyonlarina girebilirler. Flavonoidlerin yapisinda bulunan, B halkasindaki (Sekil
2.4) oksijen atomunun bulundugu yerden acilarak kolayca okside olabilmekte
(aromatik halka yapilarindaki hidroksil gruplari sayesinde) ve bu sayede serbest
radikalleri yok edebilmektedir. Flavonoidler, aromatik heterosiklik ve ¢oklu doymamis

baglardan olusan yapilariyla dayanikli bir kimyasal yapi olustururlar.

Metallerle kelat olusturma &zelligine sahip yapisal gruplari vasitasiyla OH ve O gibi
reaktif oksijen tdrlerinin olusumunu engelleyebilirler (Cam ve Hisil, 2003; Naczk and
Shahidi, 2004).

Antioksidan aktivitesi belirlemede hidroksilasyon derecesi ve pozisyonu en énemli
parametrelerdir. Genellikle kabul géren gortise gbére B halkasinin ortohidroksilasyonu
6nemli dlcide gbze carpacak sekilde flavonoidlerin antioksidan aktivitesine katkida
bulunur (Hudson, 1990).

Meta konfiglrasyonunda antioksidan aktivitesi olmadigi durumda ise B halkasinin
para yapisi antioksidan aktivitesine daha ¢ok katkida bulunmaktadir. Ancak para ve
meta hidroksilasyonu dogada siklikla rastlanan bir durum degildir. Bttn flavonoidler
3,4’ dihidroksi konfiglrasyonlarinda antioksidan aktivitesine sahiptirler. Bunlardan iki
tanesi (robinetin ve mirisetin) 5’ pozisyonunda ekstra hidroksil grubuna sahiptir. Bu
durumda antioksidan aktivite fisetin ve kuersetin gibi 5’ pozisyonunda hidroksil grup
tasimayanlara kiyasla daha yuksektir. Naringenin ve hesperitin adli iki flavonon B
halkasinda sadece tek bir hidroksil grubuna sahiptir. Bu nedenle digerlerine gére
daha disUk antioksidan aktiviteye sahiptir. Kisaca, B halkasindaki hidroksilasyon
durumu antioksidan aktiviteyi belirlemede g6z 6ninde bulundurulmasi gereken
baslica etkenlerden biridir (Hudson, 1990).
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2.1.2.4. Flavonoidlerin gidalarda dagilimi

Flavonoidler gidalarda genellikle glikozit halinde bulunurlar, suda ¢ézinur ve
dayanikhdirlar. Gidalarda bulunan flavonoidler; genellikle renk, tat, yaglarin
oksidasyondan korunmasi, vitaminlerin parcalanmasinin ve enzim inaktivasyonunun
6nlenmesinden sorumlu bilesenlerdir. Ancak lipitlerdeki oldukga digstk ¢ézunUrlUkleri
genellikle dezavantajdir (Justesen et al., 1998; Peterson and Dwyer, 1998; Hudson,
1990).

Dogal drinlerde, Ozellikle bitkisel kaynaklh bircok gidada iki veya U¢ bilesenin
etkilesimi ile bu bilesenlerin ayri ayri toplamindan (sinerjistik etki) daha fazla koruyucu
etkiye sahip bir antioksidan aktivitesi elde edilir. Ornegin tokoferoller (birincil
antioksidanlar), fosfolipitler (proton donor), askorbik asit (oksijen yakalayici),
flavonoidler (birincil antioksidan ve metal selat) daha gUcli bir koruma saglamak
amaci ile bir araya getirilir (Hudson, 1990).

2.1.3. Sarabin fenolik bilesimi ve fenolik bilesenlerinin 6nemi

Uzimlerin fenolik bilesimlerinin nitelik ve nicelikleri 6ncelikle Gzimin cesidine
baghdir. Belli fenol bilegiklerinin varligi ve miktarlarinin birbirlerine oranlari genetik
olarak kontrol edilen cins ve tir 6zelliklerine bagh iken, toplam fenol miktar veya
bilesimdeki fenollerin sinifi cevresel faktérlere baghdir (Singleton and Esau, 1969).

Uzimiin yetistirildigi bdlge, toprak 6zellikleri ve gergeklestirilen tarimsal faaliyetler de
tzimdeki pigment miktarini ve Gzimdn fenol bilesimini etkiler (Shahidi and Naczk,
1995).

Uziimlerin saraba islenmesi sirasinda kullanilan yéntemler ve uygulanan sicaklik-siire
normlari son udrtndeki fenol bilesimini etkileyen bir diger etkendir. Sarap dretimi
asamalarinda sap ayirma igleminin yapilmasi, uygulanan pargalama isleminin
etkinligi, cibre fermenyasyonunun slresi ve sicakligi, fermentasyonda kullanilan

maya son drindeki fenol bilesiminde etkilidir. Sarabin fenol bilesimi mayalar
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tarafindan Uretilen alkol etkisiyle degisebilir. Etanol, fenolik olmayan bilesenleri fenol
bilesenine gevirebilir (Shahidi and Naczk, 1995).

Fermentasyondan sonra saraplar genellikle oksijen varliginda ahsap ficilarda veya
paslanmaz celik tanklarda olgunlastirilirlar. Ficida yillandirma sirasinda sarabin fenol
bilesimi ficidan ekstrakte edilen fenol bilesenlerine bagh olarak degisir. Ekstrakte
edilen fenol bilesenlerinin miktari ise yillandirma siresine, kullanilan mesenin tipine,
ficinin boyutlarina ve daha 6nce kullanilip kullanilmamasina bagldir Olgunlasma
ortalama 12- 24 ay sUrer ve ardindan sarap siselenir. Daha sonra saraplar oksijenle
sinirl miktarda temasa izin verecek sekilde sisede yillandirilirlar (Shahidi and Naczk,
1995).

Bitkinin Gremesi ve blydmesi igin zorunlu olan fenol bilesenleri ayrica antimutajenik,
antikarsinojenik, antioksidan, antienflamatuar, antialerjik ve antipatojen 6zellikleri ile
insan saghgi tzerine olumlu etkileri agcisindan énem tagimaktadirlar. Fenol bilesenleri
bitkilerde renk olusumuna Kkatilirlar ve bitkiler stres durumlarinda veya darbe
aldiklarinda patojenlerden korunmak amaciyla bazi yeni fenol bilesenleri
sentezleyebilirler (Shahidi and Naczk, 1995).

Saraplarin rengini farkllastiran ¢ok genis bir fenolik pigmentasyon s6z konusudur.
Saraplarda acik renkten koyuya kadar degisen genis bir renk yelpazesi vardir. Farkli
saraplarda renk sarinin tonlarindan kahverengiye, pembeden siyaha kadar degigir.
Kirmizi sarabin rengini olusturan temel maddeler antosiyaninlerdir. Antosiyaninlerin
cesitleri ve miktarlari blyldk oranda Uzimin cesidine ve yetistiriime kosullarina
baghdir (Clarke and Bakker, 2004).

Fenolik bilesimlerine bagh olarak; saraplar yumusak veya sert yapida olabilirler. Fenol
bilesenleri saraba kendine 6zgu tadini verirler. Temel olarak sarabin aciligindan ve
buruklugundan sorumludurlar (Proestos et al., 2005). Sarap diger alkolll iceceklerle
karsilastinldiginda ¢cok énemli dogal bir antioksidan kaynagidir (Gronbaek 1999,
2001). Bu nedenle beslenme agisindan énemi buyuktar.
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Sarabin, 6zellikle de kirmizi garabin saglik Uzerindeki olumlu etkisi icerdigi
antioksidan fenolik bilesiklerden ileri gelmektedir. Ozellikle katesin, epikatesin,
kuersetin ve resveratrol gibi bilesenlerin saglik tGzerindeki etkileri tibben kanitlanmistir
(Anli, 2006). Fenolik bilesikler antioksidan Ozellikleriyle LDL-lipoproteinlerin
oksidasyonunu, trombosit pihtilagsmasini ve kirmizi kan hlcrelerinin zarar gérmesini
engellerler. Ayrica fenol bilesenleri metal baglayici, antimutajen ve antikarsinojen ajan
olarak da etkindirler (Minussi et al., 2003).

Flavonoidler antioksidan aktivitelerini serbest radikalleri baglayarak gd&sterirler.
Serbest radikaller canli hicreler icin ¢ok zararlidirlar. Yaslanmayi hizlandiracak ve
hatta hiicre yikimina sebep olacak sekilde farkli hiicre organellerine saldirirlar. Eger
DNA serbest radikallerden etkilenirse hiicrede geri dénistimid olmayan bozukluklar
olusabilir (Minussi et al., 20083).

Fransizlarin yag icerigi yiksek bir diyet aligkanliklari olmalari ve sigara tiryakisi
olmalarina ragmen Fransa’da kalp ve damar hastaliklarina diger Ulkelere gbére daha
az rastlanmasi literatire ‘Fransiz Paradoksu’ olarak geg¢mis ve bu olay sarabin
flavonoid igerigi ile agiklanmistir (Landrault et al., 2001).

Fenol bilesenleri bitkileri bdcek 1sirmalari, makineyle hasatin yarattigi mekanik stres
ve kif, bakteri ve virls kaynakl enfeksyonlarin yarattigi biyolojik strese karsi korur.
Bunun nedeni fenol bilesenlerinin zarar gérmis dokunun duvar hicrelerindeki lignin
dretimine katilmasi, mikrobiyal blyimeyi engelleyerek bitkiyi korumasi ve sporlarin
¢cimlenmesini engellemesi bigiminde olabilir. Bitkilerin stres durumlarina karsi
gbsterdigi temel tepki fenol iceriginin artmasi seklindedir. Stres durumlarinda bitkiler
hicrede hazir bulunan fenol bilesenlerini kullanabilirler. Stresin ardindan bitkiler
hicrede bulunan bilesenlerle Gretilen fenol bilegenlerini kullanabilirler veya iyilesmeyi
saglayacak fenol bilesenlerinin biyosentezini baslatabilirler (Shahidi and Naczk,
1995).
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2.1.4. Fenolik madde tayininde kullanilan analiz yontemleri
2.1.4.1. Flavonoidlerin ekstraksiyon yontemleri

Antioksidan bilegiklerinin ylUksek verimle eldesinde ¢b6zgen secimi en o6nemli
faktorlerden birisidir. Fenolik bilesikler hidrofiliktir ve alkolde ylksek c¢dzunurlige
sahiptirler. Fenolik bilesiklerin ¢dzunurliga; kullanilan ¢bézgenin polaritesine, fenolik
bilesiklerin polimerizasyon derecesine ve fenolik bilesiklerin yapisina baghdir. Bitin
fenolik maddelerin hepsini veya belirli bir sinif fenoliklerin hepsini ekstrakte edecek bir
tek cbzgen sistemi yoktur. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda genellikle metanol,
etanol, aseton, su, etil asetat veya bunlarin kombinasyonlari kullanilr (Wrolstad and
Grete, 2002; Naczk and Shahidi, 2004).

Genellikle fenolik madde iceren bircok bilesenin metanol ve etanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesinin diger c¢b6zgen sistemlerine gbére daha ylUksek oldugu
gorulmastir (Oreopoulou, 2003).

Antosiyanin bilesenleri polar molekullerdir ve polar ¢dzlcllerde daha iyi ¢dzinurler.
Antosiyaninler bazik veya nétr kosullarda stabil degildir. Bu nedenle antosiyaninlerin
ekstraksiyonunda asidik ortam kullanilir (Dao and Takeoka, 2002). Ayrica kosullara
bagh olarak fenolik maddeleri eksrakte ettikten sonra saflastirma islemi de
uygulanabilmektedir. Vakum altinda konsantre edildikten sonra petrol eteri, etil asetat
ve dietileter ile ekstrakte edilerek lipitler ve istenmeyen polifenoller uzaklastirilabilir.
Ayrica fenolikleri saflastirmak icin sivi-kati veya sivi-sivi faz ekstraksiyonu da
uygulanabilmektedir. Sivi - katl faz ekstraksiyonunda amberlit pargaciklar yardimi ile
seker ya da bazi istenmeyen polar bilesenler fenolik maddelerden ayirilir. Sivi-sivi faz
prosedurinin temeli ise birbiri icerisinde karigmayan iki sivi ile ayirm ydntemine
dayanir. Fazlardan birisi hareketli digeri ise hareketsiz faz olarak kullanilir ve
bdylelikle farkl iki faz yardimi ile istenmeyen maddelerin ayrimi saglanir (Naczk and
Shabhidi, 2004).

Bunlardan baska, dogal antioksidan maddelerin ekstraksiyonunda yeni bir prosedir

olan superkritik karbondioksit yontemi kullanilarak distk sicaklikta ekstraksiyon
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saglanabilmektedir. Ornegin, bazi bitkisel gidalar 30 MPa ve 40°C’de siiperkritik
karbondioksit ile ekstrakte edildiginde antioksidan aktivitesinin ayni bitkinin aseton
ekstraktindan daha yUksek ya da ayni oldugu gérialmustir. Ancak genellikle stper
kritik karbondioksit ile ekstraksiyon veriminin daha disuk oldugu gériimustar.

MPa ve 60°C de yesil cayin sUperkritik karbondioksit ekstraksiyondan elde edilen
katesin veriminin etanol, ya da sokselet cihazindaki sulu ekstraksiyondan daha disuk
oldugu goértlmuistir. Sulu etanol ¢cézgeninin yardimci ¢6zgen olarak ilave edilmesinin
ise ekstrakte edilen katesin verimini arttirdigr gértlmustir (Oreopoulou, 2003).

2.1.4.2. Spektrofotometrik yontemler

Fenolik maddelerin miktarini belirlemek icin birgok yéntem gelistiriimistir. Gidalarda
bulunan toplam fenolik madde miktar genellikle Folin Ciocalteau ydntemiyle
gerceklestirilir. Gidalarin iceriginde bulunan toplam fenolik madde miktarinin
belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar hakkinda fikir vermesi
acisindan énemlidir. Genellikle toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivitesi arasinda
oldukca iyi dogrusal bir korelasyon gérulir (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005).

Folin Ciocalteau (FC) reaktanti ile fenolik maddelerin okside olmasi sonucu 745-765
nm de gb6zlenebilen renkli bir Grin olugur (Prior et al., 2005). Fenolik olmayan
maddeler tarafindan da indirgenebilen FC reaktanti sadece fenoliklere karsi spesifik
degildir. Fenolik bilesenler FC reaktanti ile bazi sartlar altinda reaksiyon verirler
sodyum karbonat ile pH yaklasik 10’ a ayarlanir. Fenolik protonlarin disosiyasyonu ile
fenolat anyonu olugur ve bu da FC reaktantini indirgeyebilme 6zelligine sahiptir.
Fenolat anyonu ve FC reaktanti reaksiyonundan olusan mavi renkli bilesen fenolik
maddenin yapisindan bagimsizdir (Huang et al., 2005).

Bu metot basit, duyarli ve kesinligi yiksek bir metotdur. Ancak reaksiyon asidik pH da
yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun en énemli dezavantaji, ortamda bulunan
ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifik bir metot
olarak kabul edilmemektedir. Ayrica metodun diger bir dezavantaji da analiz sirasinda
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ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir
(Huang et al., 2005).

Fenol referans standarti olarak gallik asit kullanilir. Fakat bazi kaynaklarda farkli
standartlara da rastlanmistir (Prior et al., 2005).

Folin Ciocalteau metodunun yani sira Prussian blue testi, vanilin testi, folindenis testi
gibi metotlar nadir de olsa kullanilabilmektedir (Prakash, 2001). UV gérindr
spesktroskopik teknikler basit fenollerin 6zellikle flavonoidlerin analizinde ve
antioksidan aktivitesi 6lcim metotlarinda siklikla kullanilir (Naczk and Shahidi, 2004).

2.1.4.3. Kromatografik yontemler

Fenolik asitlerin, izoflavonlarin, fenolik aldehitlerin ve kondense tanen monomerlerinin
analizinde cesitli gaz kromatografisi (GC) teknikleri kullanilabilir. Gaz kromatografisi
ile analiz 6ncesinde; ekstrattan lipit eliminasyonu, tanenlerin enzimatik hidrolizi ya da

asit depolimerizasyonu gibi 6n islemler uygulanmalidir.

Kromatografik analizden &nce, fenolik maddeler genellikle metilasyon ve
trifloroasetilasyon ile daha ugucu tirevlerine dénustirildikten sonra analizlenirler
(Naczk and Shabhidi, 2004).

HPLC teknikleri ise fenolik maddelerin ayrilmasi i¢in en sik kullanilan metottur. Ters
fazli kolon kullanimi HPLC ile ayrilmayr daha duyarh hale getirmigtir. Gidalarda
bulunan fenolik maddeler genellikle UV gérinlr dalga boyunda UV-Vis dedektérleri
ile dlgtlmektedir (Naczk and Shahidi, 2004).

Polifenolik maddelerin tanimlanmasinda kolonda alikonulma slresi temel alinir.
HPLC’de bilesiklerin kimyasal yapisi alikonma siresi Uzerine etkilidir, hidroksillenmis
ve glikozitlenmis fenoliklerin alikonma sdreleri kisa iken, metillenmis veya acillenmis

fenoliklerin alikonma sireleri ise uzundur (Dao and Takeoka,2002).
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2.1.4.4. Sensor uygulamalari

Fenolik madde tayinde kullanilan spektrofotometrik ve kromotografik yéntemlerin
yaninda, son yillarda sensor ¢alismalari da dikkat cekmektedir. Sensérik metodlarin,
analitik yontemlere gbre daha hizli sirede cevap vermesi, yerinde analize uygun
olmasi, ekonomik olmasi, Uretim ve iglem kolayligi saglamasi, daha az 6rnek ve

kimyasal kullanimi gerektirmesi gibi nedenlerle daha avantajlidir (Turner et al., 1987).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, fenolik madde tayininde, polivinilprolidon (PVP) ile
modifiye edilmis karbon pasta elektrodlar (He et al., 2004; Yang et al., 2006; Franzoi
et al., 2008;), biyosensdrler (Capannesi et al., 2000; Oliveria et al., 2006), camsi
karbon elektrodlar (Kang et al., 2002; Blasco, Gonzalez and Escarpa, 2004;) ve altin
elektrod (Zeng et al., 2006) kullaniimigtir.

Polivinilprolidon (PVP), N-vinilprolidon (VP) birimlerinden olusmus ve suda ¢6ziinen
yUksek molekdl agirlikh bir polimerdir (Sekil 2.5).

H —; —_
H,C=C H
| —C—C—
M o * H; |
0 7
— —n
vinilprolidan polivinilpralidon

Sekil 2.5: Vinilprolidon ve polivinilprolidonun molekul yapilari

PVP fenolik bilesiklere kargi gucli bir adsorpsiyon karakteri gdstermektedir. Bu
adsorpsiyon karakteri, polimerin merkezindeki imide grubu ile fenolik bilesiklerin
hidroksil grubu arasinda olusan hidrojen bagina dayandiriimaktadir. Polifenol
molekulindeki hidroksil gruplarinin sayisi arttikga, fenolikler PVP tarafindan daha
gUclt ve hizh bir sekilde adsorplanmaktadir (He et al., 2004; Yang et al., 2006). Daha
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6nce yapilan calismalarda, PVP’nin meyve sularindan ve bitki ekstraklarindan fenolik
bilesikleri uzaklastirmada kullanildigi gériimektedir (Loomis and Battaile, 1966;
Borneman, Gékmen and Nijhuis,2001). Ayrica PVP, modifiye elektrotlarin yapiminda
da kullanilmistir (Yang et al., 2006; Franzoi et al., 2008).

2.2. Kimyasal Sensor (Grtndler, 2007)
2.2.1. Kimyasal sensor tanimi
IUPAC tarafindan literatiirde getirilen tanim ise su sekildedir:

“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara secici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve
konsantrasyona bagimh elektriksel sinyaller olusturan kigtltiimUs cihazlara kimyasal
sensérler denir ” (Camman et al., 1991).

Bu tanima karsilik, literatiirde daha edgitici tanimlar yer almaktadir:

“Kimyasal sensbrler, bir tanimlayici bilesen, bir cevirici bilesen ve sirekli&tersinir bir
sekilde kimyasal bir konsantrasyonu bildiren bir sinyal Ureticisinden olugan kiguk
boyutta aletlerdir” (Wolfbeis,1990).

Bu tanima gore cihazin tam bir sensér olarak ¢aligsabilmesi igin, konsantrasyonun her
iki ydbndeki degisiminin de izlenebiliyor olmasi gerekir.

Kimyasal sensérlerin genel olarak tasimasi gereken 6zellikler:

Kimyasal nicelikleri elektriksel sinyallere ¢evirmeli,

Hizli cevap vermeli,

Raf émri uzun olmal,

Klcuk boyutta olmali,

Ucuz olmall,
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e Spesifik olmali, belirlenen bir analite veya analit grubuna karsi segici cevap

vermeli.
Bu liste “dUsuk élcim sinin” veya “yiksek hassasiyet” ile genisletilebilir.
2.2.2. Tarihce

Sensdr bilim dalinin  olusmasinin ki temel kaynag: vardir. Bunlardan biri,
mikroteknolojilerin gelisimi ve duyusal organ talebini tegvik etmesidir. Digeri ise,
analitik kimyanin gelismesi sonucu ortaya ¢ikan ve giderek blylyen yerinde analiz
ihtiyacidir. Sekil 2.6 sensér biliminin bagimsiz bir bilim dali olarak ortaya c¢ikisi

Ozetlenmisgtir.

MAKINELER KLASIK ANALITIK
KIMYA
(Bilgi kaynag kimyasal
l reaksiyonlar)
OTOMATIK == :
MAKINELER, FIZIKSEL ETKILER
ROBOTLAR, vb.
AKILLI ROBOTLAR Enstriimantel Analiz
{Teknik duyu organlan)

Lokal Merkezi
Yerinde H St H Labaoratuvarlar
Analiz
1 ;
KIMYASAL SENSORLER

Sekil 2.6: Kimyasal sensdrlerin gelisimindeki iki temel kaynak

Ozel tasarlanmis cam membran pH elektrotlari, kimyasal sensdr taniminin ilk
uygulamalaridir. Bir tiir ince cam membranin H" iyonuna karsi segici gegirgenligi
sensodrlerin dogusuna neden olmustur. ilk ticari pH elektrot Beckman firmasi
tarafindan 1935’de piyasaya surtlmastir. Kimyasal sensérlerdeki buluslar, 1966’da
kalsiyum, flor, gimuUs ve sdlfit iyonlari igin, iyon segici elektrotlarin gelistiriimesi, buna
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1967°'de potasyum iyonunun katiimasi ile devam etmistir. Bircok iyon secici
membranlarin gelistiriimesi ve polimer ile elektronik teknolojisinde bir araya gelmesi
ile dogrudan potansiyometrik élciimlerle sonuc veren elektrotlar piyasaya surtlmuasttr
(Camman et al., 1991).

2.2.3. Kimyasal sensoérlerin genel tasarim prensibi

Bir kimyasal sensériin temel galisma prensibi (¢ ana bileseni ile tanimlanmaktadir.

Bilaisavar Hesaplama ve sonuclann
gicay garantdlenmesi, hata kaynaklan,
vb.
Elektronikler Genigletme,
-, entegrasyon,

. derivasyon, vb.
Olgiim Devresi

i

Gevirici Potansiyel fark, akim artisi, vb.

Sicaklik farki, reaksiyon isisi, vb.

(Taniyici Tabaka)

Omekteki molekiillerle etkilesim

Sekil 2. 7: Kimyasal sensor sisteminin genel gosterimi

En 6nemli bilesen, reseptdr olup taniyici tabaka olarak da adlandirilir. Bu tabaka
genellikle yapisinda bulunan ve tanimak istedigi kimyasala 6zgi enerjik etkilesimi ile
tanimay gerceklestirir. ikinci bilesenin fonksiyonu, taniyicida olusan maddeye 6zgii
sinyali, bu sinyalle orantili bir él¢tlebilir bir enerjiye ¢evirmektir. Bu gbrev genis bir
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secenekler yelpazesi sunan fiziksel ceviricilere dismektedir. Son olarak, analitik
sistem, ©6n glclendirici, empedans ddéndstirict, multi-plexer, analog-dijital
déndstiriacl vb. gibi elektronik birimle desteklenmekte, bu geviricinin hemen arkasina
yerlestiriimektedir. Bu birimde dikkat edilmesi gereken, sisteme disaridan girisimde
bulunabilmesi olasI manyetik, elektrik alanlarindan sakinmaktir (Sekil 2.7).

Bir kimyasal sens6rde en énemli bilesen taniyici tabakadir. Diger taraftan yaratilan
sinyal seviyesi veya sinyal gurdlti orani can alici bir 6nem tasiyorsa, bu durumda
kritik bilesen elektronik ya da fiziksel ¢evirici olmaktadir.

Sensorler birgok farkli 6zelliklerine gbre siniflandiniimiglardir. En gegerli olani IUPAC
(1990) tarafindan “sinyal gevirici” lerine gore yapilan siniflandiriimadir. Cizelge 2.3’ te

ceviricilere gére siniflandiriimasi ile ilgili bilgiler verilmigtir.

Cizelge 2.3: Baglica gevirici trleri

evirici Tiri Olciim Prensibi

Yiizey iletkenlik
Elektrolit iletkenlik
Organik yariiletkenler

Elektrokimyasal

Kiitle Hassas Piezokristalin rezonans frekansi
Ylzey akustik dalga

Manyetik
Termal Reaksiyon Isisi
Adsorpsiyon IsisI

Digerleri
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2.2.4. Kimyasal sensorlerin performans parametreleri

Kimyasal sensoérlerde en iyi Olgim sistemini belirlemek icin bazi genel fiziksel
Ozellikler gereklidir. Bu 6zelliklerden en énemli olanlari ve ideal sensériin karakteristik
davraniglar sunlardir:

Hassasiyet: Bu 06zellik, bir kimyasal tlrin degisimindeki degisime bagli olarak,
sensorin cikis sinyalinin (S) son duragan halindeki degisimi (AS/ AC) olarak
tanimlanir. Sensérin baydklaga, élcim ortamina dogru kimyasal tirtn kitle aktarim

hizi gibi faktdrler duyarliga etki etmektedir.

Olctim sinini: Bir elektrotta gerceklestirilebilecek olan en diisiik analit derisimi olarak

tanimlanmaktadir. Olglim siniri, kullanilan elektronik cihazin ayirma giicii ile sinirhdir.

Dinamik aralik: En dusuk ve en yuksek 6lguim limiti arasindaki konsantrasyon araligi.

Secicilik: Sensériin cevabi sadece belirli bir grup analit derigsimine ve hatta tek bir

analite duyarli olmali, diger kimyasal tirlerden etkilenmemelidir.

Dogrusallik: Olgiim ortaminda ¢éziinmis analitin maksimum derisimi ile minimum
derisim araliginda, sinyal sabit bir duyarlilikla él¢ctimelidir. Sisteme eklenen her analit
derigimi ile élctlen sinyal arasindaki iligki belirli bir analit derisimine kadar dogrusal

olmalidir.

Cevap stlresi: Bir kimyasal sensorin dinamik cevabi, 06lctigld hedef analitin

derisimindeki bir degisiklige ne kadar hizli cevap verdigini belirler. Temel mekanizma
genellikle, kimyasal tirlerin &rnekten iletkenin aktif ylzeyine basit diflizyonudur.
Hedef analit ve/veya reaktantin tayin edilen kitle aktarimi derigsim farklarina, etkin
difzyon katsayilarina baghdir.

Stabilite: Sensorin performansini belirli bir zaman periyodunda korumasi. Stabilite,
6lgulen analit derigiminin sifir oldugu durumlardaki sinyal degisimiyle Olgtlebilir.
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Raf Omrii: Sensériin calisabilecegi zaman uzunlugu (maksimum galisma émriinden
ayri tutulmalidir, calisma 6mr0 sirekli sistemler veya tekrarlanan devirler icin ayrn

tanimlanir).
2.2.5. Elektrokimyasal sensorler

Elektrokimyasal sensérler dogrudan dogruya elektrik sinyalleri Gretirler. Bu onlarin
hem en 6nemli avantajlarindan biri hem de kimyasal sensérlerle elektrokimya alanlari

arasindaki yakin bagin nedenlerinden biridir.

Spesifik bir cihazin elektrokimyasal sensér olarak tanimlanmasi hakkinda farkli
gorugler ortaya atilmistir. Bilim adamlarinin belirli bir kismi iletken problari bu gruba
dahil etmemistir. CUnkU problar kimyasal reaksiyonlari yUritmeye dayah dedgildir,
elektrokimyasal prosesin gerceklestigi yerden uzakta bir ¢bzeltinin icinde hareket
eden iyonlarin fiziksel 6zelliklerine dayalidir. Bu problem iletkenlik dlgimleri alanina
elektrot ara ydzeyinin dahil edilmesiyle ¢dzimlenebilir. Elektrot ara yizinde
gerceklesen proses, esdeger direncleri tanimlama ile sembolize edilebilir. Bir
elektrokimyasal hicredeki tim kismi direncler, daha karmasik bir diren¢ olusturmak
icin bir araya gelirler ve bu dirence “empedans” adi verilir. Bu karmasik nicelige hem
bulk c¢o6zeltiden hem de elekirot ara ylOzinden katilimlar gerceklesir. Bir
elektrokimyasal hiicredeki tim d&lctimler, birlesik empedans 6lcimundn bir kismi
olarak degerlendirilebilir. Aslinda, “iletkenlik sensérd” ve “empedimetrik sensoére
terimleri es anlamli kullanilirlar. Bu genel etmenler g6z 6ndnde alindiginda,

elektrokimyasal sensorler ¢calisma prensiplerine gére siniflandirilabilirler (Cizelge 2.4)

Gizelge 2.4: Elektrokimyasal sensdérlerin gevirici prensipleri ve dlgim teknikleri

Sensor Gevirici Prensibi Olgiilen Nicelik
Potansiyometrik Enerji déntsima Voltaj (ylksek empedans)
Amperometrik Sinirlayici akim Akim (dUstk empedans)
Kondiktometrik Direncli Direng (=iletkenligin kargitr)
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2.3. Elektrokimya

2.3.1. Elektrokimyasal — spektrofotometrik tayin yontemlerinin karsilastiriimasi

a) Genel goris

Uyarma
sinyali ’

b) spektrofotometrik deneyler

IR AN

A A

[ : ik siddeti A : dalgaboyu A : absorbans

¢} Elektrokimyasal deneyler

E f
t t
E : potansiyel f: zaman /1 akim
Sekil 2.8: Analitik tayin sistemlerinde genel gOris ve

spektrofotometrik/elektrokimyasal ydntemlerin karsilastiriimasi

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi icin, incelenen maddeyi igeren bir ¢ozelti,
maddenin kimyasal déntsime ugradigl elektrot sistemi (genellikle Gcll elektrot
sistemi) ve bu elektrotlari birbirine baglayan bir gevirim sistemi (transducer) gereklidir.
Cozelti olarak elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon c¢bézelti kullanilir.
Cesitli elektrolitik ydntemler ile Diferansiyel Puls (DPV), Kare dalga (SWV),
Déntsumll voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel araliginda potansiyel taramasi
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yapilarak olusan akim o&lgulir. Akim, difizyona bagh olarak olustugundan dolayi
burada 6lgulen difizyon akimidir. Difizyon hizi akim ile dogru orantilidir. Diflizyon,

elektrot ylzeyinin yakinindaki diflizyon tabakasinda olusur.
2.3.2. Elektroanalitik yontemler

Gok cesitli elektroanalitik ydontemler énerilmektedir. Bunlardan en yaygin kullanilanlar
asagida gosterilmektedir. Bu yéntemler ara ylzeyde gerceklesen ydntemler ve tim

analiz ortaminda gergeklesen yontemler olarak ikiye ayrilirlar.

Ara ylzeylerde gerceklestirilen yontemlerin daha genel bir kullanim alani vardir. Ara
ylzey ydntemleri, elektrot ylzeyleri ve bu ylzeylere hemen bitisik olan ince ¢ézelti
tabakasi arasindaki ara ylzeyde olusan olaylara dayanmaktadir. Tim analiz ortami
ybntemleri aksine ¢ozeltinin tamaminda olusan olaylara dayalidir ve ara ylzey
etkilerinden kaginmak i¢in her yola basvurulur.

Ara ylzey yontemleri, elektrokimyasal hicrelerin akimin varliginda veya yoklugunda
isleyisine gbre statik ve dinamik olmak Uzere iki ana sinifa ayrilirlar.

Elektroanalitik Yontemler

Ara viEey Analiz Ortarmenen
Wantembern Tamamindakivantemier
1
[ ! | 1 1
Siatik ¥ dntemler Dinamik Yontemier Konduktometri Hondukbametrik
1 Titrasyankar
| |
Fatanshremetn Patangiyametrik
Titrasyanlar
| |
Iomirold Sakit Ak
Potarsiyel

I |

Sabitelekirot  yamametyi  Amperometrik Elekiregravimetn

potans byel TitraEyonlas
kubomatrisi

Hulomebi Elekbrograyvimetri
THrasyolar
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2.3.2.1. Voltametri ve esaslari

1920’li yillarin basinda Cekoslovak Kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan bulunan
ve polarografiden gelistirilen voltametri, bir indikatdér veya calisma elektrodu polarize
oldugunda, akimin uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak &lcliimesinden
faydalanilarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik metoda denir.
Genellikle polarizasyonu saglamak igin voltametride ylizey alani birka¢g milimetrekare
veya bazilarinda birkag mikrometrekare olan mikroelektrotlar galisma elektrodu olarak
kullanilir. Analit élcim sirasinda minumum miktarda harcanir ve elekirokimyasal
hicrede tam konsantrasyon polarizasyonu sartlari altinda akim élculdr. Gerilimin
Olcllen akim degerine karsi grafiklenmesi ile voltamogram elde edilir. Potansiyel
O6lcimUine dayanan bir elektrokimyasal ydntem olan potansiyometride ise oélctimler
akimin sifira yaklastigi ve konsantrasyon polarizasyonunun olmadigi sartlarda
gergeklestirilir (Chiti et al., 2001).

Voltametride élcimler puls potansiyelinin uygulanmasindan sonra, akim sabit dedere
ulastiginda gerceklestirilir (Niemeyer, 2001).

e pe
ﬁ L
L L]

AR SLG 0l

Patansiyal

£, —

I

PULE
U GULARMAE]

- T
Zeman 0 T ipatstan sosra zaman)

Sekil 2.9: Diferansiyel puls voltametrisinde akim élgimd.
2.3.2.1.1.  Voltametrik cihazlar

Voltametrik dlcimler yapilmasinda kullanilan modern bir cihazin bilesenleri Sekil
2.10°da gorilmektedir (Yildiz ve Geng, 1993; Skoog et al., 1996).
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Sekil 2.10: Voltametrik élcimlerde kulanilan modern bir cihazin elektriksel yapisi.

Sekildeki Gc¢-elektrotlu potansiyostattaki elektrokimyasal hicre, analit ve reaktif
olmayan destek elektroliti iceren bir cdzeltiye daldiriimis G¢ elektrottan olugsmaktadir.
Akim dlgme devresi hiicrenin calisma elektroduna baglanmistir. Referans elektrot bir
potansiyel izleyicisi ile irtibatlandiriimigtir. Bu potansiyel izleyicisi hicreden higbir
akim cekmeden referans elektrodun potansiyelini siirekli olarak gdsterir. Uggen sekli
ile ifade edilen islemsel yUkselteclerin gorevleri; elektrokimyasal hiicredeki sayim ve
calisma elektrotlar arasindaki akimi saglamak, referans elektrot ile ¢alisma elektrodu
arasinda akim saglamak ve referans elektrot ile calisma elektrodu arasindaki
potansiyel farkini dogrusal-taramali potansiyel Uretecinin belirledigi potansiyelde
tutmaktir. Sistemin calismasinda, dogrusal-taramali potansiyel jeneratérd, referans ve
calisma elektrotlari arasindaki potansiyeli dogrusal olarak tarar. Hicredeki akim 3.
islemsel yUkseltici (en sagda) tarafindan surekli olarak izlenir. Kaydediciden hemen
onceki Egks potansiyeli kaydedici tarafindan bilgisayara sunus icin gdnderilir
(Kissinger and Heineman, 1984).

Voltametride destek elektrolit, analit ¢dzeltisine fazla miktarda eklenen tuzdur. En ¢ok
tercih edilen tuzlar analit tayininde kullanilan potansiyelde elektrotla reaksiyona
girmeyen alkali metal tuzlaridir. Elektrotlardan biri olan ¢alisma elektrodu (indikator
elektrot), analitik reaksiyonun meydana geldidi ve zamanla potansiyeli analit
konsantrasyonundaki degisimlerle beklenen sekilde degisen elektrottur. Referans
elektrot, analit ¢bzeltisinin bilesiminden bagimsiz sabit bir elektrot potansiyeline
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sahip yan hucredir ve anot olarak ele alinir (Genellikle doymus kalomel veya bir
gumas/gimus klortr elektrot). Referans elektrodu iceren kontrol devresinin elektrik
direnci ¢ok buydktar (>1011 Q), bu nedenle bu devreden hemen hemen hi¢ akim
gecmez. Ideal bir referans elektrot, tersinirdir ve Nernst esitligine uyar, zamanla
potansiyeli degismez, sicaklik degisimlerimde kiglUk bir degisim gbsterir. Ayrica
elektrotta kiicUk bir akim degisimi oldugunda kisa bir stire sonra orijinal potansiyeline

geri doner.

Diger bir elektrot olan karsit elektrodun calisma elekirodunda olusan reaksiyona ve
Olcime etkisi yoktur, bu elektrot calisma elektroduyla bir cift olusturur onu
elektronlarla besler, ayrica ortamda olusabilecek istenmeyen akimlarin Gzerinden
gecmesine izin verir. Sinyal kaynagindan ¢ikan elektrigin ¢ozeltiden gecgerek ¢alisma
elektroduna aktariimasini saglamaktadir. Potansiyostat ise, calisma elektrodunun

potansiyelini istenen degerde tutan bir cihazdir.

Voltametride Kullanilan Referans Elektrotlar (Karsilastirma Elektrotlari) (Pietrzyk and
Frank, 1979; Evans, 1991; Yildiz ve Geng, 1993; Skoog et al., 1996)

Elektroanalitik uygulamalarda elektrotlardan birinin yari-hiicre potansiyeli sabit,
calisilan ¢dzeltinin bilesiminden bagimsiz olmasi ve degerinin bilinmesi istenir ve bu
tanima uyan elektrot referans elektrot olarak adlandirilir. ideal bir referans elektrot; 1)
tersinirdir ve Nernst esitligine uyar, 2) zamanla degismeyen bir potansiyeli vardir, 3)
disUk bir akima maruz kaldiktan sonra orijinal potansiyeline doner, 4) sicaklik

degdisimiyle ufak bir histerisis gdsterir.

Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrot (SHE) referans elektrot olarak
kullanilmigtir.  Ayrica Hidrojen gaz elektrotlar, eskiden beri elekirokimyasal
calismalarda sadece referans elektrotlar olarak degil, ayni zamanda pH tayinlerinde
indikator elektrotlar olarak da yaygin bicimde kullaniimigtir.

Referans elektrotlarin cesitleri:
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*Gumus-Gumuis Kloriir Referans Elektrot: En yaygin kullanilan referans
elektrotlardan biri olan giimts-gimuUs klorlr referans elektrot, Ag bir telin, elektrolitik

yoldan AgCl ile kaplanarak ClI- iyonu iceren bir ¢cdzeltiye daldirilmasiyla elde edilir.

Doygun KCI c¢bzeltisi kullanildigi zaman standart hidrojen elektroduna gére
potansiyeli, +0.222 V dur.

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg.Cl,) ve Hg' dan olugsmus bir karigim,
metalik civa ve KCI ¢6zeltisinden olusur. Bu elektrodun potansiyeli, klorlr iyonlarinin
aktifligine baglidir. Hazirlanigi ¢ok kolaydir.

* Civa — Civa (l) Sulfat Referans Elektrot: Bu elektrot, doygun kalomel elektroda
benzemektedir. Potansiyeli, stlfat iyonlarinin aktifligi ile tayin edilir.

Voltametride kullanilan calisma elektrotlari

Referans elektroda bagll olarak calisan ve cevabi analit derisimine bagh olan
elektroda calisma elektrodu (indikatér elektrot) denir.

Voltametrik analizlerin performansi ¢alisma elektrotlarinda kullanilan materyalden
onemli Olcide etkilenmektedir. Calisma elektrodu, tekrarlanabilir sonu¢ verme
Ozelliginin yani sira yiksek sinyal / gurultd orani saglamalidir. Elektrodun kullanima
uygun oldugu potansiyel araligi, elektrik iletkenligi, tekrarlanabilir ylzey elde
edilmesinin kolayldi, mekanik &zellikleri, maliyeti, ulasilabilirligi ve toksisitesi de
incelenerek geligtirilmelidir.

Calisma elektrodunun yapiminda kullanilan iletken malzeme, platin ya da altin gibi
inert bir metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsi karbon; kalay oksit ya da indiyum
oksit gibi yari-iletken veya bir civa filmi ile kaplanmis bir metal olabilir. Bu elektrotlar
cesitli sekil ve blyUklUkte olabilmektedirler ve sensor tasarimi igcin en uygun sekilde
gelistiriimektedirler.

Bu tiir elektrotlarin kullanildigi potansiyel araliginin tespiti gok énemlidir. Ozellikle de
bu potansiyel araligi, sulu ¢o6zeltilerde sadece elektrot malzemesine degil, ayni
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zamanda bu elektrotlarin daldinldigi ¢ézeltinin bilesimine bagh olarak da dedgigir.
Pozitif potansiyel sinirlar genellikle molekuler oksijen verecek sekilde, suyun
yUkseltgenmesi sonunda olusan biylk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel sinirlari
yine suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.

Kullanilan galisma ortamina gére ¢alisma elektrotlar icin secilen potansiyel araliklari;
civa elektrodu i¢in 1 M HoSO4 calisma ortaminda, (-0,8 V) ile (+0,4 V) araligi ve 1 M
KCI calisma ortaminda, (-1,6 V) ile (+0,2 V) arahgdidir. Karbon elektrodu igin ise, 1 M
HCIO4 ortaminda, (+0,2 V) ile (+1,8 V) araligi ile 0,1 M KCI ortaminda (-1,0 V) ile
(+1,2 V) araligidir.

*Civa Elektrodu: Civa elektrotlari; negatif potansiyel sinirinin ¢ok yiksek olmasi,
kolay olusturulabilen yeni bir civa damlasi ile taze bir metalik ylizey olusturulabilmesi
ve pek c¢cok metal iyonun bir civa elektrodunun ylzeyinde amalgam olusturmak
suretiyle tersinir olarak indirgenebilmesini saglamasi ile voltametride kullanilir. Ancak,
civanin kolayca yikseltgenmesi ve toksik bir metal olmasi nedeniyle, kullanimi

sinirlidir.

* Karbon Elektrotlar: Karbon elekirotlar, 6zellikle ¢ok ucuz olmalar ve genis bir
potansiyel araliginda c¢alisma yapilmasina olanak verdiginden dolayi elektrokimyasal
analizlerde sik kullanilir. Ancak, karbonun, ylksek bir ylzey aktivitesi vardir ve bu
nedenle organik bilesikler tarafindan kolayca kirletilebilir. Hidrojen, hidroksil ve
karboksil gruplari ve hatta kinonlar ile karbon yizeyinde baglar olusabilmektedir. Bu
fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle karbon ylzeyine bircok degisik madde

tutturulabilir.
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Karbon Elektrotlarin Cesitleri

* Perde baskili karbon (grafit) elektrotlar(SCPE): Son yillarda tek kullanimlik perde
baskili karbon elektrotlar cok yaygin sekilde kullanim alani bulmustur. Ozellikle
biyosensor teknolojisinin gelecedi olan DNA mikrogip teknolojisine uygulanabilirligi
acisindan oldukca basarili sonuclar veren bu elektrotlar gelecegin elektrotlari olarak
gbsterilmektedir (Motti et al., 2000; Mascini et al., 2001; Lucarelli et al., 2002a, 2002b;
Carpini et al., 2004).

* Camsi Karbon Elektrot (GCE) : Camsi karbon fenol / formaldehit polimerlerinin
veya poliakrilonitrilin 1000°C - 3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona
ugratilmasi ile elde edilir. YUksek yodunluga sahip, kiglUk porlar iceren amorf bir
yapidir. Birbirinin icine gecmis, ince, grafite benzer seritlerden olusmustur. Karbon
pastasi elektrotlarina gére elektrokimyasal yanit 6zellikleri ylizeyin ¢ok daha purlzsiz
ve dizgin olmasi nedeniyle daha iyidir. Bunun yanisira GCE ylzeyinin fiziksel
dayaniklih@ daha yUksektir (Kara ve dig., 2002; Oliveira et al., 2005; Zhao et al.,
2007).

* Karbon Pastasi Elektrodu (CPE): Grafit tozunda bulunan karbon molekdllerinin
dizlemsel ve aromatik halkalar halinde dizilimi Sekil 2.11' da gérGlmektedir. Zayif 1
baglari ile birbirine baglanmis olan bu tabakalar arasinda hizli bir elektron aligverisi

olabilmektedir. Sekli 2.12 bir karbon pasta elektrodunun genel gdsterimidir.

CPE, ucuz olmasli, yilizey yenilenmesinin kolay olmasi, disik artik akimlar
olusturmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Baglayici madde olarak, Nujol (mineral
yag), parafin yagi, silikon yagi ve bromonaftalen kullaniimaktadir. Elektrot aktivitesine
pasta bilesiminin blyUk etkisi vardir. Baglayici organik sivi orani arttik¢a, elektron
transfer hizi azalmaktadir. CPE'nin en 6nemli sakincasi, yeterli miktarda organik
cbzgen iceren cozeltilerde kullanildigi zaman, karbon pastasi ¢ézeltide dagiimaktadir
(Cai et al., 1996; Kara et al., 2002a, 2002b; loannou et al., 2006; Ligaj et al., 2006).
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L lleken baglant: teli

Teflon / cam

Karbon pastasi

Karbon pastasi elektrodu

Sekil 2.11: Grafit tozunda bulunan Sekil 2. 12: Karbon pastasi
karbon molekdilerinin dizilimi. elektrodu.

Kalem Ucu Elektrodu: Ginimuzde kullanimi yayginlagsmaya baslamis olan kalem
grafit elektrotlar, tek kullanimlik olmasi ve kolayca yeni ylzey olusturmasi sayesinde
karbon pasta elektrodlarla kiyaslandiginda (stiinliik gdsterir. Ozellikle son yillarda, bu
elektrodlar ile tekrarlanabilirligin daha iyi olmasi, daha disiUk tayin siniri, ucuzluk ve
mikrogip teknigine uygulanabilirligi gibi 6zellikleri ile elektrokimyasal g¢alismalarda
blyUk ilgi gérmektedir (Erdem et al., 2005; Kara et al., 2005).

Calismada kullanilan kalem ucu elektrot; grafitten olusmus olup, Umix eskiz kalem
uclarinin 3 cm boyutunda kesilmesiyle hazirlandi.

Metal Elektrotlar: Platin ve altin en ¢ok tercih edilen elektrot tipleridir.

— llethen Baglanu Teli

— Teflon

ince Altin \\

Disk

Elektrat Yiizeyl

Altin Elektrot
Sekil 2.13: Altin elektrot (Ozkan et al., 2002; Carpini et al., 2004).
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Diger elektrotlar: Son on yil igerisinde, boyutlari mikroelektrotlardan daha kiigik olan
elektrotlarin tasarimi gergeklestirilmistir. Caplari 50 ym'den daha klgUk olan bu tip

elektrotlara ultramikroelektrotlar denilmektedir.
2.3.2.1.2. Voltametrik teknikler

Elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir. Bu uyarma
sinyalleri, akim cevaplarini olusturur. Bunlar, dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare
dalga ve Ucgen dalgadir. Bunlardan ilk G¢cU siklikla kullaniimaktadir (Skoog et al.,
1996).

(a) Donusimli Voltametri (CV)

Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akim 6élctlir. Surekli degisen potansiyel
degerlerine karsi belirli bir aralikta akimdaki degisim grafige gegirilerek DéntGsimlU
Voltamogram elde edilir. DénUsimlU voltametri ile durgun sistemde ve UglU elektrot
sistemiyle c¢alisihr. Burada hizi diflizyon tayin eder. Analitin ylkseltgenmesi ve
indirgenmesi  voltamogramda  gézlenebilmektedir. ik olarak, potansiyel bir
maksimuma kadar artar, daha sonra baslangic degerine yine dogrusal olarak geri

doner.

(= k]

Sekil 2.14: (a) DénlsUmll voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana karsi
grafigi; (b) DénlsUmIU voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Kapasitif akimin en kiiclik oldugu bdlgede calisilir. Duyarliik 10° M ile sinirlidir.

DéntsUmIG voltametri, miktar tayinine dayah bir ydntem degildir ama analizlenecek
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maddenin hangi potansiyelde nasil davrandidi hakkinda bilgi verir. Elde edilen bilgiler
dodrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum cevabi verebilecegini

gOsterir.

Dontsumll voltamogramlarin sekli ve yapisinda secilen potansiyel aralidinin yani
sira secilen tarama hizinin, kag defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.

Bir dénlsumll voltamogramdaki indirgenme ve yiUkseltgenme arasindaki pik

gerilimleri farki AEp ile ifade edilir.

AEp bu degere ne kadar yakin ise, reversible (dénUstimll); ne kadar uzaksa

irreversible (dénlsimsiz) olarak adlandirilir.
(b) Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Son derece hizli ve duyarli olma Ustlnligu olan bir puls polarografi teknigidir. Tersinir
bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda olusan Grintn
geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglamaya yetecek kadar biyiktir. ileri puls
bir katodik akimini (i1), geri puls da bir anodik akimini (i) olusturur. Kare dalganin,
anodik ve katodik bélgesindeki iki noktaya ait akim degerlerinin farklari alinarak akim
saptanir (i= iz — i1). Yani elektrot tepkimelerinde yUkseltgenme ile indirgenmede
olusan akim farkhliklari alinir. Akimlardan biri negatif oldugu igin fark akimlarin
toplamini verir. Bu nedenle de duyarlilik yiiksektir. Belirtme alt sinirt 107 - 10% M

dlizeyindedir.
(c) Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkli olan maddeler igin bile
pik maksimumlari elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, cok duyarli bir
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ydntemdir ve tayin sinirt 107-10® M arasindadir. 10 mV' luk veya 50 mV" luk bir puls
civa damlasina uygulanir. Uygulanan pulsun belli bir zaman 6ncesi ve sonrasinda,
puls basina elde edilen akimdaki fark (Ai), dogrusal olarak artan potansiyelin
fonksiyonu olarak kaydedilir.

Gozlenen diferansiyel edri pik seklinde olup, ylksekligi konsantrasyonla dogru

orantihdir.

Faradayik akimin yiksek, faradayik olmayan ylkleme akiminin ise dislk degerde
olmasi duyarlihgin artmasiyla aciklanabilir. Ornegin potansiyel aniden 50 mV
arttinldiginda, elektrodu ¢evreleyen yilzey tabakasinda, eger elektroaktif bir tir varsa,
analit derigimini yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye dislrecek bir akim artisi
g6zlenir. Ancak bu potansiyel icin gerekli olan denge derisimine erisilince, akim
diflizyonu karsilayacak bir seviyeye diser ki buna difizyon kontrolli akim denir. Puls
polarografisinde akim élcimu, bu akim artisi tamamen sona ermeden 6nce yapllir.
Toplam akim, diflizyon akimindan buyUktir. Damla degistiginde c¢bzelti yeniden
analizlenecek madde y6ninden homojen hale gelmektedir (Wang, 1994; Skoog et al.,

1996).

POTANSIVEL
Fay|

(b} -

B

Sekil 2.15: Diferansiyel puls polarografisi i¢cin uyarma sinyalleri; (a) Analog cihazlarda
diferansiyel puls voltametrisi icin kullanilan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel puls

voltametrisinde elde edilen bir voltamogram.

38



Sekil 2.16’ te dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametresi icin uyarma sinyalleri yer

almaktadir.
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Sekil 2.16: Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi icin kullanilan uyarma

sinyali.

adim gerilimi
modiilasyon (puis) —

zarmani
tarama hizi

Gerilim pulsu ilk uygulandigi zaman damla (zerinde yik artisi nedeniyle faradayik
olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve ylzey alaninin
cok az degistigi damla émrinin sonuna dogdru sifira yaklasir. Dolayisiyla akimi bu
anda 6lcmek suretiyle faradayik olmayan artik akim blyUk oranda azaltilir ve sinyal /

gUr0ltd orani artar. Bunun sonucunda duyarhlik da artar (Skoog et al., 1996).

Pulsun baslangicindan énce ve puls bitiminden énce akim degerleri alinir ve farklari
kaydedilir. Tayin simir 10® M'dir. Modilasyon gerilimi sabit oldugundan dolay:
kapasitif akim yaklagik sabit baseline sahip olur ve ylkseltgenip indigenebilen
maddeler de pik olarak gértlir (AUTOLAB User Manual, 2005).

(d) Siyirma Yoéntemleri:
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Yéntemde d6nce analizlenecek madde, karigtirilan bir ¢6zeltide elektrot ylzeyinde
biriktirilir. Belirlenen slre sonunda elektroliz ve karigtirma durdurularak uygun olan
voltametrik ydntem ile tayin yapilir. Analizin voltametrik tayini iceren bu ikinci
basamaginda, madde elektrot ylzeyinde c¢ézllir ve siyrilir, bu ylzden ydntem

styirma yéntemi adini alir.

Anodik siyirma igleminde elektrot, biriktirme basamaginda katot olarak, analizlenecek
maddenin baslangictaki haline ylUkseltgendigi siyirma basamaginda ise anot olarak
davranir. Katodik siyirma yénteminde ise anodik siyirmanin tersine bir durum séz

konusudur.

Eser element tayininde siyirma yéntemleri énemli yer tutar, ¢inkl elektrolizdeki
Onderistirme sayesinde eser miktardaki bir maddenin tayini gerceklestirilebilir.
Béylece 10° — 10" M derisimine sahip ¢dzeltilerin analizi yapilabilir.

2.4. Plazma Polimerizasyon Teknigi

Plazma, maddenin dérdinci hali olarak tanimlanir. Plazma polimerizasyon teknigi,
her tarli materyalin ylOzey Ozelliklerinin degistiriimesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir yéntemdir.

Plazma fazi birgok yolla olusturulabilir. Genelde, bir molekil agir sartlara maruz
kaldiginda, mesela yogun 1si gibi, molekullerin iyonlagsmasi gergeklesir. Laboratuarda
plazma yanma ile, alev ile, elektriksel bosalim ile, kontrolli nikleer reaksiyonlar ile
veya sok ile olusturulur. Plazma enerjisini esas olarak radyasyon ve ylzeyden iletim
ile kaybettiginden bir laboratuar cihazi iginde plazmay strekli kilmak igin kaybettigi
hizda plazmaya enerji verilmelidir. Bu sebepten dolayl bircok deneysel calisma,
Ozellikle polimerlesme calismalari, elektrik bosalimlari ile gerceklesir. YUk bosalimi
icinde veya organik buharlarin plazmasi iginde gergeklesen polimer olusumu "yUk
bosalim polimerizasyonu" veya "plazma polimerizasyonu" olarak adlandirlir
(Yasuda,1985). Bu yiUk bosalimlar, radyo frekansi, yiksek voltajda akim vs. ile
olusturulabilir (Cokeliler, 2006).
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Radyo frekansi yik bosalimi, mikrodalga, atmosferik basing, disik basing, disik
sicaklik vb. farkll sistemler ile plazma modifikasyonu gerceklestiriimektedir. Plazma
modifikasyonu ile, bozulma ve asinma, oksidasyon, ¢apraz baglanma gibi ylzeyin
cok ince bir tabakasinda olusan yapisal degisimler sonucunda, modifiye edilmemis
yuzeylerden tamamen farkh 6zelliklere sahip yeni ylizeyler elde edilmektedir (Yasuda,
1984; Kaminska et al., 2002).

2.4.1. Plazmanin yapisi

Plazma maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukga farkli 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle maddenin dérdincu hali olarak tanimlanir (Akman, 1993; Li et al., 1997).
Genel olarak plazma, yiksek sicaklikta kuvvetli elektrik veya magnetik alanlarin etkisi
ile olusur. Glcld bir elektriksel bosalim da plazma olusturabilir. Plazma ortaminda
enerji kazanan serbest elektronlar, ortamdaki diger atomlar ve molekullere ¢arparak
enerjilerini transfer ederler. Bunlarin da birbirleriyle reaksiyona girmeleri sonucu
ortamda c¢ok degisik tir ve sayida yeni molekuller, atomlar, radikaller, iyonlar, vb.
olusur (Akman, 1993; Li et al.,1997; Tusek et al., 2001). Sicak plazmada, ortamda
esas olarak cok sayida iyon vardir. Soguk plazmada ise diger elemanlardan da
6nemli miktarda bulunur. Plazma, gaz sicakligina bagli olarak iki baglk altinda
incelenebilir (Li et al., 1997; Tusek et al., 2001):

a) Yiksek sicaklik plazmasi; gaz sicakligi 10°K’den fazladir. Glines sisteminde
meydana gelen nukleer patlamalar ve kontrolli flzyon reaksiyonlarn yiksek
sicaklik plazmasina érnek olarak verilebilir.

b) Dustk sicaklik plazmasi; gaz sicakligi 10°K’den daha diisiiktiir. Diisiik sicaklik

plazmasi da iki baslik altinda incelenebilir:

(i) Sicak plazma; gaz sicakligi 1000K’den daha fazladir, normal sartlarda
10K civarindadir. Lamba i1simasi, elektrik arki ve diger yiiksek-gic

bosalimlar sicak plazmaya 6rnek olarak verilebilir;
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(i) Soguk plazma; gaz sicakligi 1000K’den daha digUktur, normal sartlarda
10°K civarindadir. Dusilk basingta gerceklesen yik bosalim

plazmalari soguk plazmaya érnektir (1eV=11600K).

Plazma ortamina konan bir materyal ylzeyinde kopmalar (“etching”) veya birikme
(“deposition”) olusur. Plazma kosullarinin ayarlanmasiyla bu iki prosesten birinin etkin
olmasi s6z konusudur. Bu uygulamalarda plazmada kaplamanin iki énemli avantaj
vurgulanmaktadir. Bunlar; kaplamanin ¢ok homojen kalinlikta ve ince olmasidir
(Yasuda, 1984; Flosch et al., 1992).

Plazma polimerizasyonunda &zellikleri degistirilecek materyal ylzeyinde olusan
polimerin kimyasal yapisi, birikim miktari (kalinhdi) ve bunlarin homojenitesini
etkileyen birgok parametre vardir. Ayrica, plazma polimerizasyonu tekniginde
kullanilan monomerlerin kolaylikla polimerize olabilen ¢ift baglar gibi reaktif
fonksiyonel gruplara sahip olmalari gerekir. Plazma etching ve plazma
polimerizasyonu arasindaki denge bosalim parametreleriyle kontrol edilebilmektedir
(Flosch et al., 1992).

2.4.2. Plazma polimerizasyonu hizini etkileyen parametreler

Plazma polimerizasyonunun hizi  kullanilan monomerin  yapisina baghdir
(Yasuda,1985). Buna ek olarak, plazma polimerizasyonunun hizina etki eden kontrol
edilebilen parametreler reaktér geometrisi, monomer akis hizi, basing, bosalim glcu,
plazma siresi, frekans, elektrot agikligi vb. makro parametrelerdir (Kaminska et al.,
2002). Bu parametrelerin etkileri asagida ayri ayri ele alinarak &6zetlenmigtir.
Monomerin yapisinin doymamiglik derecesinin plazma polimerizasyon hizina etkisi
¢cok 6nemlidir. Benzer reaksiyon kosullarinda, G¢li bag iceren asetilen ikili bag igeren

etilenden daha hizl polimerize olmaktadir.

Reaktbér geometrisi ylzeye biriken polimerin kimyasal yapisi ve kalinligini, dolayisiyla
kaplamanin her iki yénden de homojenitesini etkileyen énemli hususlardan biridir.
Plazma polimerizasyonunda degisik sekillerde dizayn edilmis reaktérler

kullaniimaktadir. Reaktérin tabdler, dikdértgen kesitli veya diger sekillerde olmasi
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monomerin reaktdr icinden akis dinamigini etkiler. Monomerin plazma bdlgesinden
gecis hizi (alikonma suresi) ve sekline (tlrbllent, laminer, vb.) bagli olarak birikimin

kimyasal yapisi ve homojenitesi degisir.

Monomer akis hizinin hem birikim miktarini hem de dolayll olarak biriken polimer
kimyasini degistirdigi rapor edilmektedir. Monomerin akis hizinin artmasiyla genellikle
birikim dogrusal olarak azalir. Dislk monomer besleme hizlarinda, konvektif akim
terimlerinin etkisinin azalmasiyla diflzyonun baskin olacadi durumda reaktére
beslenen hemen hemen tim monomerin polimerize olarak ylUzeyde birikmesi

mUmkUn olabilmektedir.

Basing plazma ortaminin yapisini dolayisiyla polimerizasyon hizi ve ylzeyde biriken
polimer yapisini etkileyen édnemli bir parametredir. Elektriksel bosalim dncesi basing
(Po) ile elektriksel bosalim sirasinda basing (Pgy) birbirinden farklidir. P, belirli bir akis
miktarinda pompalama miktariyla orantilidir. Pompalama miktar arttikga P, miktari
duger. Gaz molekdillerinin iyonizasyonu ve hizi basinca bagl oldugundan Pg'nin

degderi polimer birikim hizini ve polimerik kaplamanin kimyasal yapisini etkiler.

Genellikle bosalim gicl arttikga polimer birikim miktari artar. Elektriksel bosalim
reaktér icinde tamamen gerceklestikten sonra ilave edilen voltajin serbest radikallerin
dretimini artirmadidi, béyle durumlarda monomerin akis miktarinin, polimer birikimini

belirleyen parametre olarak 6nem kazandigi not edilmelidir.

Plazma polimerizasyonunda yatiskin duruma ulasildiktan sonra, surenin artmasiyla
yalnizca kaplama kalinliginin arttigi, polimerizasyon hizi ve ylzeyde biriken polimerin
yigin yapisinda énemli bir degisiklik olmadigi sdylenebilir. i¢ elektrot acikligi da
plazma polimerizasyonun hizini etkileyen dnemli bir faktérdir. i¢ elektrot agikhg
daraltildiginda (ylUksek elektron yogunlugu) hiz artmaktadir.

Gerek organik ve gerekse organo-metalik bilesiklerin plazma ile polimerlesme
mekanizmalari  ve  polimerlesme  kinetikleri  oldukca  kangiktir.  Plazma
polimerizasyonunda polimer bir seri kompleks reaksiyonlar sonunda olusmaktadir. Bu

nedenle gerek polimer olusturma (ve depolanma) hizi gerekse olusan polimerlerin
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cesitli 6zellikleri elektriksel bosalma ile ilgili gesitli kosullara baglidir (Gokeliler, 2006).

Bdylece deney degdiskenleri arasinda yukarida detaylari aciklandigi tizere;

1.

2.4.3.

Uygulanan elektriksel bosalmanin tirG (icten elektrodla kapasitif, distan
elektrotla induktif gibi

Uygulanan elektriksel bosalma ile ilgili diger degiskenler (bosalmanin gica,

frekansi, monomer basinci, monomer akig hizi)

Elektriksel bosalmanin uygulandigi reaksiyon kabi (reaktdr) ile ilgili degiskenler
(reaktdr yatay boru ya da an seklinde ayrica monomerin giris ve elektrotlara
gbre dagilis geometrisindeki farkliliklar)

Polimerin Gzerine kaplandidi ortamin yeri sekli yapisi vb. gibi bazi unsurlar rol
oynamaktadir.

Plazma polimerizasyonun mekanizmasi

Genel olarak, materyal ylzeyleri ile diglk basingta meydana gelen yuk bosalimi

plazmasinin reaksiyonlari (¢ baslik altinda 6zetlenmistir (Tusek et al., 2001);

(1) Ylzey reaksiyonlari: Gaz fazinda bulunan tirler ile ylzeydeki tirler arasindaki

reaksiyonlar ve sadece ylzeydeki tlrler arasindaki reaksiyonlar ylzeyde
sirasiyla fonksiyonel gruplar ve capraz baglar olusturmaktadirlar. Bu tdr
reaksiyonlarin érnekleri, argon, amonyak, karbonmonoksit, karbondioksit, flor,
hidrojen, azot, azotdioksit, oksijen ve suyla gerceklestirilen plazma islemlerini
icermektedir.

(2) Plazma polimerizasyonu: CHa4, C2Hg, CoF4 ve CsFg gibi organik bir monomerin

polimerizasyonu yoluyla materyal ylzeyinde ince bir film olusumu plazma
polimerizasyonu prosesini olusturur. Plazma polimerizasyonu, gaz fazindaki
tirler arasindaki reaksiyonlari, gaz fazindaki tdrler ile ylUzeydeki tlrler
arasindaki reaksiyonlari ve sadece ylzeydeki tUrler arasindaki reaksiyonlari
icermektedir. Plazma polimerizasyonunun mekanizmasi, gaz faz ve ylzeyde
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meydana gelen reaksiyonlarin her ikisini de iceren polimerizasyon prosesinin
karmagsikligi nedeniyle heniz yeterince anlasilamamistir. Ortamda mevcut
olan cesitli reaktif gruplar (6rnegin, iyonlar, serbest radikaller v.s) RF plazma

polimerizasyon reaktériinde monomerin polimerizasyonuna katkida bulunur.

(3) Temizleme ve yizeyden kopmalar (ethcing): Bir materyal ylzeyinde bulunan

maddeler ylzeyden ucgucu UrlUnler olusturulmak kosuluyla kimyasal
reaksiyonlar ile fiziksel kopmalar seklinde uzaklastirilirlar. Ylzeylerden organik
bulagilarin uzaklastiriimasi igin oksijen igceren plazmalar kullaniimaktadir.

Genel olarak plazma, yiksek sicakliklar kuvvetli elektriksel veya magnetik alanlarin
etkisinde olusur. Herhangi bir elektriksel bosalmanin plazma olarak adlandirilabilmesi
icin Oncelikle ortamdaki pozitif ve negatif yik tasiyicilarinin sayica birbirine esgit
olmalari kosulu gereklidir. Plazmada iyonlasma derecesinin 10 ®ile 10 ®© arasinda
oldugu 6ne sdrilmektedir. Bu ise plazma ortaminda buylk 6l¢cide elektronlarin
bulunmasi demektir. Ayni calismada, plazmada serbest radikal konsantrasyonunun
iyonlara kiyasla, 10° -10* defa daha fazla oldugu belirtimektedir. Plazmada pozitif ve
negatif yik tasiyicilarinin birbirine esit olmalari kosulu az sayidaki elektron ve pozitif
iyonlarin sayica esit olmalari demektir.

Plazma polimerizasyonu, ‘plazma-uyariimis’ ve ‘plazma-hal’ polimerizasyonunun
toplamini igcerir. Monomerlerin, dogrudan polimere eklenmesi ile gergceklesen
polimerizasyona ‘plazma-uyariimis’ polimerizasyon adi veriimektedir. Once atomlarin
birlesmesi ile ara Urlnlerin, daha sonra da son Urlnin olusmasi ile gerceklesen
polimerizasyon mekanizmasina ‘plazma hal' polimerizasyonu adi verilmektedir.

Plazma polimerizasyon her iki polimerizasyonun toplami seklinde olusur.
2.4.4. Plazma polimerizasyon tekniginin avantajlari

Plazma polimerizasyonu ile bir én kosul aranmaksizin tim organik bilesikler
kullanilarak materyal yuzeylerinin degistiriimesi ydntemin en énemli avantajidir. Diger
kaplama y6ntemleriyle karsilastinidiginda, ¢cok ince ve ¢cok daha homojen kalinlikta

kaplama saglanabilmektedir. Bu nedenle plazma polimerizasyonu uygulanmis
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ylzeyler bircok pratik uygulamada kullanim alani bulabilmektedirler. Proses son
derece temizdir, bir baska ifadeyle klasik proseslerde kullanilan ¢bézuculer,
baslaticilar, stabilizérlere, vb. burada gerek olmadigindan Urln ¢ok saftir. Bu 6zellikle
tip uygulamalarinda énemli bir avantaj olarak vurgulanmaktadir. Kaplama diger
ybntemlerde bircok basamakta ve uzun slrede (24 saat gibi) basarilirken burada, tek
basamakli bir islemle sonuca ¢ok kisa zamanda (1 saatten az) ulagiimaktadir (Mutlu
et al.,, 1997). Cunkl yUk bosalim teknigi ile gerceklestirilen modifikasyon isleminde
prepolimer sentezi, kaplama solisyonun hazirlanmasi, kaplama prosesi, kurutma gibi
prosesler tek basamakta gerceklestiriimektedir (Inagaki et al., 1982; Flosch et al.
(1992), distk sicaklik plazma polimerizasyonu yénteminin en énemli avantajlarindan
birinin de substratlarin sadece en dista bulunan tabakalarinin modifikasyondan
etkilenmesi oldugunu belirtmiglerdir. Bdylece, modifiye edilen substratlarin yigin
Ozellikleri degismediginden dolayr yizey &zellikleri kontrolli bir sekilde modifiye
edilebilmektedir (Cokeliler, 2006).

2.5. Yuzey Analiz Teknikleri

Plazma ile belirli bir amag icin ylzey modifiye edilmektedir. Bu nedenle hazirlanan
malzemeler uygulamali olarak denenmesi yaninda, plazma éncesi ve sonrasi ylzey
6zelliklerinin analiz edilmesi gerekmektedir. Sundugumuz ¢alisma kapsaminda ylzey
analizleri gergeklestirilirken sirasiyla AKM, Raman spektroskopisi ve Fourier
transform infared spektroskopisi kullanilarak islem gérmis karbon elektrot ylzeyi

tanimlanmistir.
2.5.1. Atomik kuvvet mikroskopisi (AKM)

Atomik Kuvvet Milroskopisi (AKM), Taramali Prob Mikroskopisi grubu altinda yer alan
en taninmis ylzey inceleme tekniklerinden biridir. Sistem temel olarak, birkag
atomdan olusan bir ignenin pieozo elektrik kontrol elemanlar aracilidi ile ylzeye ¢ok
yakin olarak, incelenen ylzey Uzerinde U¢ boyutta hareket ettirilmesine dayanir.

ignenin konumundaki bozulmalar bir lazer 1s1§1 tarafindan algilanilarak biyGtdlir.

Bdylece ince tipin ylzeydeki itme ve ¢cekme kuvvetler ile seklinin bozulmasi ile ylzey
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topografyasi c¢ikarilmig olur. AKM vyardimiyla ylzey topografyasi nanometre
seviyesinde belirlenmig olur (Meyer et al., 1993).
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Sekil 2. 17. AKM yuzey analizinin sematik goésterimi
2.5.2. Raman spektroskopisi

Molekullerin siddetli bir monokromatik 1sin demeti ile etkilesimi sirasinda, 1sik
absorpsiyonu olayr gerceklesmiyorsa, I1sik saciimasi olayr meydana gelir. Isik
saclimasi sirasinda sacilan 1sigin blyik bir kisminin enerjisi madde ile etkilesen
ISIgIn enerjisine egit olur ve bu tlr elastik sagilma olayina Rayleigh sagiimasi denir.
Elastik sagilma olayinin yani sira sacgilan 1s1gin ¢ok az bir kismi ile molekdl ile
etkilesmeye giren 1s13in enerjisinden daha farkli enerjilerle sagilir. Bu tir elastik
olmayan sacilma olayi ise, Raman saciimasi adini alir. Rayleigh sagiimasi olayinda,
Raman sacilmasina goére 10*10° kez daha siddetli bir 1sik sagiimasi olay! olusur.
Raman sacilmasi sirasinda sagilan isigin enerjisinde, molekiil ile etkilesen i1s1ginkine
g6re olusan fazlalik veya azlik, i1sikla etkilesen molekdlln titresim enerji dizeyleri
arasindaki enerji farklari kadardir. Bu nedenle Raman sagiimasinin spektroskopik
incelenmesiyle de molekdillerin titresim enerji dizeyleri hakkindaki bilgiler edinilebilir.
Bu spektroskopik yéntemde sacilan 1sigin dalgaboyunda olusan farklar él¢calir. Bu
farklar Raman kaymasi olarak adlandinlir. hv, enerjili ve molekllin absorplamadigi
bir foton molekdl ile etkilestiginde, sagiimadan énce ¢ok az sayida foton, enerjilerinin
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bir kismini molekdllere aktarir veya molekdillerden, ¢cok az sayida fotona bir miktar
enerji aktarilir. Bu enerji aktarimi olayl sonucu molekuller fotonla etkilestikten sonra
farkli titresim duzeylerinde bulunurlar. Enerji aktarimi nedeniyle molekul, fotonla
etkilesmeden énce temel titresim enerji diizeyindeyken, etkilesmeden sonra uyarilmis
bir titresim dlzeyine geciyorsa fotonun enerjisinde azalma ve molekUlin titresim
enerjisinde ise artma olur. Bu olay sonucunda sacilan isimalar Stokes hatlari olarak
adlandirilir. Fotonun enerjisinin sagilma sonrasi arttidi durumda ise, molekul fotonla
etkilesmeden 6nce uyariimis bir titresim dizeyindeyken, etkilesme sonrasi temel
titresim dlzeyine dbéner ve bdylece molekilden fotona, molekllin uyariimis enerji
dlzeyi ile temel titresim dlzeyi arasindaki fark kadar bir enerji aktariimis olur. Bu

durumda g6zlenen Raman kaymalarina anti-Stokes hatlari adi verilir.

Molekillerin infrared fotonunu absorplayabilmesi, yani molekdlin bu fotonla
rezonansa girebilmesi icin molekdl titresirken dipol momentinde periyodik ve fotonun
frekansina esit frekansl bir degisimin olmasi gereklidir. Simetri merkezi bulunan
molekulllerde tam simetrik titresimler yani titresim sirasinda molekilin simetri
merkezine gbre olan simetrisinin bozulmadigi titresimler, infrared aktif degildir ve
infrared spektrumunda band olarak gézlenemezler. Bu titresimler Raman aktiftirler ve
sadece Raman spektrumunda ortaya ¢ikarlar. Bu tlir molekullerde simetri merkezine
gbre simetrisinin bozuldugu titresimler ise Raman aktif degildir ve Raman kaymasina
neden olmazlar. Bunlar sadece infrared absorpsiyon bandlar olarak gézlenebilirler.
Bir molekilin Raman kaymalari ve infrared absorpsiyon bandlar ayni eneriji
degerlerinde gézleniyorsa, o zaman molekUlin simetri merkezi yok demektir. Ancak,
Raman spektrumunda kuvvetli olan bir hat, infrared spekirumunda zayif bir band
olarak gdzlenebilir. Bir molekdlin hem infrared hem de Raman spektrumlarinin
birlikte degerlendiriimesi ile o molekile ait titresimlerin hemen hemen timu
incelenebilir ve béylece molekilin yapisi veya nitel analizi daha guvenilir bir bigimde
aydinlatilabilir. Infrared ve Raman spektroskopisi yéntemleri, igerdikleri bilgi agisindan

birbirini tamamlayan yéntemlerdir (Yildiz ve Geng, 1993).
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2.5.3. Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR)

Infrared Absorpsiyon Spektroskopisi, distk enerjili IR bdlgedeki 1sinlarin kullanildig
absorbsiyon spektroskopisidir.  Belirli  sartlara sahip moleklller IR isinini
absorplayarak molekll ici titresim enerji dlzeyleri arasinda gegisler olur.
Molekullerdeki titresim frekanslarina uyan infrared fotolarinin dalga sayilari 4000-650
cm™ arasinda degisir. Bu degerle 15 pym ile 2,5 pm dalga boyu araligina karsilik
gelirler.

Monokromotérler yardimiyla dalga boylarini  segerek  6lgimin  yapildigi
spektrofotometrelerde herhangi bir anda sadece secilen dalga boyundaki
spektroskopik bilgi toplanir. Ancak bazi spektrofotometrelerde 6zel yéntemler
kullanilarak tim frekanstaki bilgiler ayni anda elde etmek mimkindir. Bu tdr
spektrofotometrelerde  monokromotér bulunmaz. Bu sekilde gerceklestirilen
uygulamalarda spektrum frekans élceginde degdil zaman oélceginde elde edilir ve bu
spektruma interferogram denir. Interferogram, adsorpsiyon spektirumunun Fourier
dénUsimuadar. Elde edilen veri bir bilgisayar aracih@l ile ters Fourier déntsimi
alinarak frekans odlcedindeki bilgilere déntstlralir. Bu sekilde gerceklestirilen IR
uygulamasi Fourier Transform Infrared Spektoskopisi (FTIR) adini alr (Yildiz ve
Geng, 1993; Ratner, 1996).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tez kapsaminda, fenolik madde tayinine ydnelik elektrokimyasal sensér
hazirlanmasi hedefi dogrultusunda, plazma polimerizasyonu (PlzP) teknidi ile cesitli
elektrot ylzeyleri hazirlanmig, hazirlanan bu yizeylerin karakterizasyonu igin fiziksel
ve kimyasal yontemler kullaniimis ve elektrodun fenolik maddelere karsi performansi
amperometrik Ol¢iimlerle degerlendiriimistir. Genel bilgiler ve literatir taramasi
bélimlerinde de agiklanan kriterler dogrultusunda en ylUksek performans gdsteren
elektrot, kirmizi sarap &rneklerinde test edilmistir. Bu tez kapsami dogrultusunda
gerceklestirilen calismalar, bes temel baslik altinda toplanmaktadir. Calismanin ilk
asamasinda literatirde yogun olarak elektrokimyasal sensér calismalarinda temel
olarak kullanilan iletken 6zellikteki karbon elektrotlarin yizeyleri, yine iletken 6zellige
sahip monomerlerden biri olan N-Vinil-2-prolidon (VP) kullanilarak plazma
polimerizasyonu teknigi ile farkh PlzP parametreleri (bosalim glct ve proses siresi)
uygulanarak modifiye edilmis ve fenolik madde adsorpsiyonuna uygun olabilecegi
disinilen ozelliklerde ylzey hazirlanmistir. ikinci asamada, hazirlanan PIzP(VP)
bazli modifiye karbon elektrotlar model fenolik madde olarak secilen gallik asit ile
dedisen parametrelerde (farkli konsantrasyonlarda ve slrelerde) etkilestirilmistir.
Uciincli asamada ise, ilk iki basamak sonrasinda, elde edilmesi beklenen ve fenolik
maddelere karsi guclli adsorpsiyon 6zelligine sahip polivinilprolidon (Plz-PVP) iletken
polimeri ile kapli karbon elektrotlarin elektrokimyasal davraniglar diferansiyel puls
voltametri (DPV) yéntemi ile ortaya konmustur. Elde edilen DPV sonuglari incelenerek
elektrokimyasal sensér hazirlamaya uygun parametreler belirlenmistir. Belirlenen
parametreler ile hazirlanan PIzP(VP) bazli elektrotlarin kalibrasyon dogrulari elde
edilmis ve performans calismalari gergeklestirilmistir. Dérdinct asamada, en ylksek
performansi sergileyen elektrot ylzeyinde meydana gelen fiziksel degisim Atomik
Kuvvet Mikroskopu (AFM) ve kimyasal degisimler Raman Spektroskopisi (RS) ve
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmistir. Son olarak
da, hazirlanan elektrokimyasal sensér kullanilarak kirmizi sarap érneklerinde bulunan

fenolik maddelerin nicel olarak belirlenmesi ile calismalar tamamlanmistir.
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Elektrotlarin hazirlanmasi ve ylzeye uygulanan islemler basamaklar halinde Sekil

3.1’ de 6zetlenmisgtir.
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Yukaridaki sekilde de sematize edildigi gibi, iletken 6zellikteki karbon ug ylzeyleri
plazma polimerizasyonu teknigi ile modifiye edilmeden énce sistemin baz degerleri ya
da diger bir deyisle elektrokimyasal élciimleri DPV ydntemi ile gerceklestiriimistir.
Daha sonra, ylzeye fenolik madde adsorplama &6zelligi kazandirmak amaciyla, iletken
6zelligi bilinen vinilprolidon monomeri kullanilarak plazma polimerizasyon teknigi ile
degdisen parametrelerde (bosallm glcl ve sdresi) ylzeyde kaplama
gerceklestiriimigtir. Bu sekilde farkli kimyasal 6zelliklere sahip PIzP(VP) karbon
elektrotlar hazirlanmigtir. Hazirlanan PIzP(VP) karbon elektrotlar, model fenolik
madde ile degdisen parametrelerde (farkh sire ve konsantrasyonlarda) etkilestirilmistir.

Her kademedeki islem sonrasinda sisteme ait degisimler elektrokimyasal él¢ciimlerin
DPV ybéntemiyle gerceklestiriimesi sonucu belirlenmigstir. PlzP(VP) bazli karbon
elektrot ylUzeyinde adsorplanan fenolik madde konsantrasyonu, bu 3 basamak
sonrasi elde edilen elektrokimyasal yanitlarda, gd6zlenen oksidasyon piklerinin

degisen ylUksekliklerinden yola gikarak saptanmistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler ve deney sistemleri

Elektrokimyasal sensér hazirlanmasinda elektrot olarak 30x1.8x0.9 mm ebatlarinda

karbon eskiz kalem uclari (Umix, Gin) kullaniimistir.

Karbon elektrodlarin  PlzP teknigi ile ylzey modifikasyonunda, fenolik madde
adsorpsiyonuna uygun yldzey hazirlanmasi amaciyla, hem fenolik madde
adsorpladidi bilinen hem de iletken 6zelliklerinden dolayi tercih edilen polivinilprolidon
polimerinin (PVP), monomeri N-vinil-2-prolidon (VP) (Sigma-Aldrich, Almanya)

kullaniimigtir.

Karbon elektrot ylzeyinin iletken VP ile modifikasyonu, plazma polimerizasyonu
teknigi ile Radyo Frekansh (RF) Plazma Sisteminde (Diener PICO, Almanya)

yUratalmastar.
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Fenolik madde etkilesimlerinde model fenolik madde olarak secilen gallik asit (Isolab,

Almanya) kullaniimigtir.

Elekirot  performans  calismalarinda  akim-voltaj  karakteristiginin  takibi,
Elektrokimyasal Potansiyostat - Galvanostat Cihazi (lviumstat, Hollanda) ile
gercgeklestirilmistir. Elektrokimyasal deneylerde kullanilan lviumstat cihazina entegre
edilen hicre standi (C3 cell stand, BASi; USA) bir hicre ve Ucli elektrot sistemini
kapsamaktadir. Deneylerde bu hlcre icinde calisma elektrodu olarak ylzeyinde
modifikasyon gerceklestiriimis karbon ¢ubuk, referans elektrodu olarak Ag/AgCl ve
karsit elektrot olarak da Pt elektrottan olusan Ucli elektrot sistemi kullaniimistir.
Elektrokimyasal élcimler sabit pH degerlerinde gergeklestirilmigtir. Bu amagla pH 3.0
degerinde sodyum tartarat tamponu hazirlamak icin Na,C4H4O0¢.2H20 ve C4HgOs, pH
6.5 degerinde fosfat tamponu hazirlamak icin Na,HPO, ve KH.PO, Molekula

(ingiltere) firmasindan temin edilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan diger kimyasallar, etanol ve metanol Merck

(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Yiuzey karakterizasyonu icin Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM, Ambios, USA) cihazi
ile ylzey topografyasi goéruntilenmistir. Fourier Transform Kizildtesi Spektroskopi
(FTIR, Schimadzu, DR 8101, Japonya) cihazi ve Raman Spektroskopi (Jobin-Yvon
LabRam HR800, Japonya) cihazi ile modifikasyon iglemleri sonucunda ylzeyde elde

edilen kimyasal gruplarin bag yapilari tespit edilmigtir.

Kirmizi sarap 6rneklerinde gallik asit cinsinden toplam fenolik madde tayini igin
referans metot olarak tercih edilen Folin-Ciocalteau metodunda, Folin-Ciocalteu
(Merck, Almanya) ayraci, gallik asit stok ¢b6zeltisi (Isolab, Almanya) ve doymus
sodyum karbonat cozeltisi (Molekula, ingiltere) kullanilmistir. Bu amagla Hewlett
Packard Agilent 8453 spektrofotometresi kullaniimigtir. Kirmizi sarap 6rnekleri
Yazgan Sarapcilik A.S. (Turkiye) firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Elektrot hazirlanmasi

Fenolik madde tayinine yonelik elekitrokimyasal sensér hazirlamak (zere elekirot
olarak karbon ug¢ kullaniimigtir. Karbon elektrotlar, iyi elektrik iletkenligi, genis
potansiyel araligi, yiksek saflikta elde edilebilirlik, dislk maliyet, boyutsal ve
mekanik kararhlik, ¢esitli fiziksel yapida elde edilebilinirlik gibi 6zelliklerinden dolay
tercih edilmektedir. Literatirde, fenolik madde tayinine ydnelik hazirlanan
elektrokimyasal sensodrlerde de karbon elektrotlarin yaygin olarak kullanildigi
gbrulmektedir (Capannesi et al., 2000; He et al., 2004; et al., 2006; Franzoi et al.,
2008).

3.2.1.1. Plazma polimerizasyon diizenegi ve kaplama yontemi

Karbon elektrot ylzeyine, fenolik madde adsorpsiyon 6zelligi kazandirmak amaciyla
ylzeylerin modifikasyonu plazma polimerizasyonu yéntemiyle gerceklestiriimistir. Bu
amagla, modifikasyon iglemleri yik bogsalimi radyo frekansi (RF; 13.6 MHz) plazma
sisteminde yurattlmastar.

Yilzeyde olusturulacak polimer filmin (PlzP-PVP), fenolik madde adsorpsiyonuna
uygun bir zemin hazirlayacadi duistnulerek, karbon elektrot ylzeylerinin

modifikasyonu amaciyla vinilprolidon (VP) monomeri kullaniimistir.

Gergeklestirilen plazma polimerizasyon ile ylizey modifikasyonunun (1) disik basing
(vakum) ile yapidaki ve/veya ortamdaki hava ve olasi gazlarin giderilmesi, (2) argon
gazi ile reaksiyon ortaminin inert hale getirilmesi, (3) monomer beslemesi ve plazma
islemi, (4) reaksiyonun sonlandiriimasi ve disik basing (vakum) ile olasi radikallerin
sbnimlenmesi olmak Uzere dort temel asamasi bulunmaktadir. Modifikasyon
islemlerinde, Diener Electronics GmbH+Co (Almanya) firmasindan satin alinan PICO
Model RF-plazma sistemi kullaniimistir. RF-plazma sistemi maksimum 100W gic¢

uygulamasina olanak vermektedir.
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Modifikasyon iglemlerinde uygulanan yéntem asagida kisaca 6zetlenmigstir. Ylzeyi
kaplanacak karbon ugclar, reaktériin tam ortasina oturacak sekilde polistiren képuk bir
destek Uzerindeki 6rnek haznesine yerlestirildikten sonra, reaktér kapagi sizdirmazhk
saglanacak sekilde kapatilip, reaktdér basinci 0.1 mbar olacak sekilde vakum
olusturulmustur. Ardindan argon girisi acilarak reaktérden 5 dk. sireyle (reaktér
icindeki basinci 0.2-0.3 mbar seviyesinde tutacak akis hizinda) argon gecirilmis ve
argon girisi kapatilarak ortam 10 dakika streyle vakumda tutulmustur. Bu sayede,
reaksiyona girebilecek azot, oksijen gibi tlm gazlar tamamen reaktérden
uzaklastirilarak ortamin inertligi (eylemsizligi) saglanmistir. Vakum uygulamasi
neticesinde sistemde tekrar 0.1 mbar dizeyinde basing saglandiktan sonra ylzey
modifikasyonu islemlerinde monomer olarak kullanilan vinilprolidon (VP) reaktére
beslenerek karbon uglarla temas ettirilmistir. Bu amagla VP akis hizi sistemde [0.3-
0.1] mbar basin¢ farki olusturulacak sekilde ayarlanip yaklasik 5 dk. sireyle
sistemden monomer gegisi saglanmistir. RF-plazma sisteminde 5-60 W bosalim glcU
degerlerinde 15-60 dakika sireyle VP plazmasi olusturulmustur. Son olarak,
sistemden yine 5 dk. slreyle argon gazi gecirilmis ve argon gecisi kapatildiktan sonra
sistem 15 dk. vakumda bekletilerek aktif radikallerin sGnimu saglanmigtir. Bu sire
sonunda vakum pompasi kapatilarak isleme son verilmigstir. Reaktér kapagi acildiktan
sonra karbon wuglar, 3 cm wuzunlugunda Kkesilerek Ornek tdplerinin igerisine
yerlestiriimis ve karanlik ortamda saklanmistir. Plazma polimerizasyon dizenegi Sekil
3.2.de verilmigtir.

55



mongmer I:

proses gazi

tanki S

wvakum pompasi

ventilasyon
vanasi

@ RF Jeneratsr

arnek

Sekil 3.2: Plazma polimerizasyon dizeneginin sematik gdsterimi.

Deney kapsaminda, plazma polimerizasyon tekniginde g¢alisilan parametreler Cizelge

3.1.’de sunulmustur.

Gizelge 3.1: Plazma polimerizasyon tekniginde ¢aligilan parametreler

Monomer Plazma Polimerizasyon Kosullari
Bosalim Gicl | Bosalim Siresi
(W) (dk)
15 15, 30, 45, 60
Vinilpirolidon 30 15, 30, 45, 60 Galisma Basinci: 0.3 mbar
45 15, 30, 45, 60
60 15, 30, 45, 60
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3.2.2. Elektrot performansinin belirlenmesi
3.2.2.1. Fenolik madde- elektrot etkilesimi

Fenolik madde tayinine yonelik olarak hazirlanan PIzP(VP) bazli karbon elektrotlarin
performansi, model fenolik madde olarak secilen ve literatirde yaygin standart
referans olarak kullanilan gallik asit ile test edilmigstir (Prior et al., 2005) (Sekil 3.3).
Hazirlanan PIzP(VP) bazh karbon elektrotlar, 1,5 ml hacmindeki eppendorf tlplerde,
farkli derigsimlerdeki gallik asit ¢6zeltisi (50-105 umol/L, oda sicakhgi) ile degdisen
surelerde (5-120 dk), karanlik ortamda, daldirma bekletme ybéntemine gbre (dip
coating) etkilestiriimistir. Sire sonunda karbon uclar saf su ile yikanarak, elektrot

performanslari degerlendiriimek Gzere elektroliz hiicresine yerlestirilmistir.

0. -OH

-,

HO™ ™F “OH

OH

Sekil 3.3: Gallik asit molekdl yapisi
3.2.2.2. Voltametrik élciim yontemi

Karbon elektrotlarin performansinin incelendigi elektrokimyasal calisma istasyonu
elektroliz hidcresi ve elektrotlari muhafaza eden hicre standi ile entegre
calismaktadir. Deneyler Ug¢lu elektrot sistemi ile yUrGtdlmUstdr. Hazirlanan karbon
elektrotlar sisteme calisma elektrodu olarak baglanmis; referans elektrodu olarak
gumus/gumas klorir (Ag/AgCl) elektrot ve karsit elektrot olarak da platin (Pt) elektrot
kullanilmigtir. Sekil 3.4’de elektrokimyasal calisma istasyonu bagl elektroliz hiicresi
(Uclii elektrot sistemi) gériilmektedir.
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Sekil 3.4: Elektrokimyasal calisma istasyonuna bagh ¢l elektrot sistemi

Karbon elektrotlarin  performansinin  degerlendirildigi amperometrik  dlgimler,
elektrokimyasal potansiyostat — galvanostat cihazinda uygulanan diferansiyel puls
voltametri (DPV) yontemi ile gerceklestiriimigtir.

Daha 6nce yapilan calismalarda, pH 2-7 araliginda fenolik asitlerin oksidasyon
piklerinin 0.4 ile 0.5 V potansiyel araliginda elde edildigi gérilmustir (Romani et al.,
2000; Blasco et al., 2004). Bu calismada da, differansiyel puls voltametrisi teknigi ile -
0,25V dan +1,2 V’'a kadar, 100 mV/sn tarama hizinda, 50mV genlikte ve 8mV adim
potansiyeli uygulanarak, PlzP &ncesi karbon elektrodun, PlzP(VP) sonrasi karbon
elektrodun ve gallik asit ile etkilestiriimis PlzP(VP) karbon elektrotta gallik asidin
ylkseltgenme sinyalleri 6lcUimuUstir. Elde edilen ham egriler, potansiyostatdaki
IlviumSoft yazilim sistemi ile tanimlanabilir pikler haline dénUstlrGimUstar. Her
basamak sonrasinda elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarinda, karakteristik
potansiyel aralikta gbézlenen yukseltgenme sinyallerinin pik ylksekliklerinin, él¢llen
analitin konsantrasyonu ile dogru orantil olmasindan yola ¢ikilarak fenolik madde
tayinine gidilmistir. Diferansiyel puls voltamogramlari, elektrotlarin elektrokimyasal
davranislari ve performans calismalari ile “Deneysel Sonugclar ve Tartisma” kisminda

ayrintil olarak incelenmistir.

Uglii elektrot sisteminin icine daldirldigi 8lglim c¢dzeltisinin hacmi 10 ml'de sabit

tutulmustur. Karbon elektrot, 15mm’lik kismi analit ¢dzeltisi icerisine daldirilabilecek
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sekilde elektrolitik hiicre icerisine yerlestiriimistir. Her élcim islemi éncesinde karbon
elektrodun boyu ve OIlgim alinacak ¢dzeltinin deney hilcresindeki yuksekligi
tekrarlanabilir sonu¢ elde edilmesi amaciyla 6lctimustlr. Her &lgimde, calisma
elektrodu Uzerinde olusabilecek birikim ve kirliligi 6nlemek amaciyla, yeni bir karbon
elektrot kullanilmistir. Her &6lgim sonucu, U¢ kez tekrarlanarak grafik ve

voltamogramlara yansitilmistir.
3.2.3. Elektrot ylizeyinin karakterizasyonu

Plazma polimerizasyonu ile yapilan tim uygulamalarin dinya literatlrinde gecerlilik
kazanmasi blylk 6élcide olusturulan filmlerin fiziksel ylzey goérintileme teknikleri
(AKM) ve kimyasal yuzey analizleri ile (RS, FTIR) yapilarinin agiklanmasina baglidir.
Bu ylUzden, karbon elektrot ylzeyinde plazma polimerizasyonu sonucu olusan film,
uygun tekniklerle karakterize edilmistir.

3.2.3.1. Atomik kuvvet mikroskobu (AKM)

Plazma polimerizasyon teknigi ile kaplama sonrasi fiziksel karakterizasyon, Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AKM) kullanilarak elde edilmistir. Plazma polimerizasyon teknigi
ile kaplanmis karbon elektrot ylUzeyinin, modifikasyondan énceki ve sonraki fiziksel
yapilarin tayini icin Atomik Kuvvet Mikroskobu (Ambios, USA) cihazi ile gérintileme
yapiimistir. YlUzeyinde hi¢c modifikasyon gerceklestiriimemis karbon elektrot ile

PI1zP(VP) kapli karbon elektrot ylzeylerine ait morfolojiler incelenmistir.
3.23.2. Raman spektroskopisi

Plazma polimerizasyonu y6ntemi ile modifiye edilen karbon yizeylerin kimyasal
karakterizasyonu Jobin-Yvon LabRam HR800 Raman spektroskopisi ile
gerceklestirilmistir. YUk-eslesmis dedektér (CCD) ile 632.6 nm dalgaboyunda He-Ne
nm lazer kullaniimistir. Karbon elektrot ylzeyi kazinarak toz haline dénasttralmuagstar
ve 6rnek mikroskop cami Uzerinde incelenmistir. Lazer, 6érnek Gzerine Olympus BX41
mikroskop ile odaklanmigtir. Spektrumlar, 400s ve 700s sonunda kaydedilmistir.
(objektif x100, buyttme 600).
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3.2.3.3. Fourier transform kiziltesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Plazma polimerizasyonu ile modifiye edilen karbon elektrotlarin modifikasyondan
O6nceki ve sonraki kimyasal yapilarinin tayini igin Fourier Transform Kizilbtesi
Spektroskopisi (FTIR, Schimadzu, DR 8101, Japonya) kullaniimistir. Vinilprolidon ile
modifiye edilmis karbon ylzeyler kazinarak Ornekler olusturulmus ve potasyum
bromiir (KBr) icinde dagrtilarak tablet numuneler hazirlanmistir. 800-4000 cm™ dalga

boyu araliginda analiz yapilimistir.
3.2.4. Kirmizi sarap 6rneklerinde fenolik madde analizi

Kirmizi sarap 6rneklerinde toplam fenolik madde analizi yaygin bir metot olan Folin-
Ciocalteu y6éntemine goére yapilmistir (Waterhouse, 2001). Bu ybénteme gbére 1/5
oraninda seyreltilmis 40ul kirmizi sarap érnegi, 3.16ml su ve 100ul 2N Folin-Ciocalteu
reaktifi karistinimistir. Ortalama 4dk beklendikten sonra doymus sodyum karbonat
cbzeltisinden 600 ul eklenmis ve tlpler vortekste karistirilmistir. 20°C’de karanlikta 2
saat bekletildikten sonra UV-Vis spekirofotometrede 765 nm de absorbans
Olctimustir. Kalibrasyon egrisi, ayni yol izlenerek belli konsantrasyonlardaki gallik
asit ¢Ozeltileri ile elde edilmigtir. Toplam fenol icerigi gallik asit kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak gallik asit esdegeri olarak verilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak

gerceklestiriimis ve sonuclarin ortalamasi alinmigtir.

En yUksek performansi gésteren PIzP(VP) bazh karbon elektrot ile ayni kirmizi sarap
Orneklerinde bdlim 3.2.2.2.°de detayl olarak anlatildigi gibi elektrokimyasal 6lgiimler
gerceklestiriimis ve sonuclar literatlrdeki verilerle karsilastinimistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Bu ¢alismanin temel amaci, plazma polimerizasyon teknidi ile fenolik madde tayinine
ybnelik bir elektrokimyasal sensdr hazirlamak ve performans parametrelerini
belirlemektir. Oncelikle, 6n calismalar kapsaminda, literatiirde yodun olarak
elektrokimyasal sensér calismalarinda temel olarak kullanilan iletken &zellikteki
karbon elektrotlarin ylzeyleri, yine iletken 6zellige sahip monomerlerden biri olan N-
Vinil-2-prolidon’un (VP) plazma polimerizasyonu ile farkli PlzP parametreleri (bosalim
glcl ve proses suresi) kullanilarak modifiye edilmis ve fenolik madde adsorpsiyonuna
uygun olabilecegi distnulen &zelliklerde yizey hazirlanmistir. Hazirlanan PlzP(VP)
bazli modifiye karbon elektrotlar model fenolik madde olarak segilen gallik asit ile
sabit konsantrasyon ve siirede etkilestiriimistir. ilk iki basamak sonrasinda, elde
edilmesi beklenen ve fenolik maddelere karsi adsorplama &zelligine sahip
polivinilprolidon (Pl1z-PVP) iletken polimeri ile kapl karbon elektrotlarin model fenolik
madde etkilesiminden &énce ve sonra gosterdikleri elektrokimyasal davranislar
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yéntemi ile ortaya konmustur.

Bu 6n calismalar sonrasinda, PIzP(VP) bazli karbon elektrot ylzeylerinde,
modifikasyon sonrasinda en fazla fenolik madde adsorpladigi disunilen karbon
elektrotlarin hazirlandigi PlzP islem parametreleri belirlenmigtir. PlzP(VP) bazh
karbon elektrot ylzeyinde adsorplanan fenolik madde konsantrasyonunun
belirlenmesinde, elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarinda g&zlenen
yUkseltgenme sinyallerinin pik yUksekliklerinin, dlgtlen fenolik madde konsantrasyonu
ile dogru orantill olmasindan yola c¢ikilmigtir. En ylUksek gallik asit yUkseltigenme
sinyali gézlenen PIzP(VP) bazl karbon elektrotlarin plazma polimerizasyonu iglem

parametreleri belirlenmis ve calisma bu parametrelerler Gzerinden devam etmistir.

ikinci asamada, 6n calismalarda elde edilmis bilgiler 1siginda, iletken &zellikteki
vinilprolidon monomeri kullanilarak belirlenen plazma polimerizasyon teknigi islem
parametreleri ile modifiye edilen karbon elektrot ylzeylerinin hem iletken 6zelligi
korunmus hem de fenolik madde adsorplama 6zelligi kazandiriimistir. Hazirlanan
PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensérin performansi incelenmigtir. PlzP(VP) bazli
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karbon elektrotlar kalibre edilerek, 6érnek ile etkilesim siresi, raf dmri, hassasiyet,
dogrusal aralik, tekrar kullanilabilirlik gibi ézellikleri belirlenmistir. Ayrica, en ylksek
performansi sergileyen PlzP(VP) bazh karbon elektrot ylzeyinde plazma
polimerizasyonu sonrasi olugan polimer filmin ylzey morfolojisini gbésteren AKM
goruntdleri, ylzeyde olugsan kimyasal baglari gdsteren Raman spektrumlari ve
ylzeydeki kimyasal gruplarda meydana gelen degisimleri gésteren FTIR spektrumlari

elde edilmistir.

Son asamada, kirmizi sarap 6rneklerinin toplam fenolik madde icerigi yaygin olarak
kullanilan spektrofotometrik yéntem (Folin- Ciocalteau) ile belirlenmigtir. Fenolik
madde tayinine ydnelik hazirlanan PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensér, kirmizi
sarap Orneklerinde test edilmis ve model olarak segilen gallik asit miktar tayin
edilmigtir. Calisma, elde edilen degerlerin, literatlirdeki veriler ile karsilastirmasiyla

sonlandiriimistir.

4.1. On Caligmalar: Plazma Polimerizasyonu islem Parametrelerinin

Belirlenmesi

iletken 6zellikteki karbon elektrot ylizeyleri, yine iletken o&zellk gésteren
monomerlerden biri olan vinilprolidon kullanilarak plazma polimerizasyonu teknidi ile
modifiye edilmistir. Bu ylizey modifikasyonu sonrasinda, karbon elektrot ylzeyinin
iletken 6zeligini strdirmesi ve yluzeyde fenolik madde adsorpsiyon karakteri gosteren
bir polimer filmin (PlzP-PVP) olusturulmasi amaclanmistir. PIzP(VP) bazli karbon
elektrot ylzeylerinde adsorplanan fenolik madde konsantrasyonu, elektrotlarin
elektrokimyasal 6lcimlerinde elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarinda

g6zlenen oksidasyon pik ytksekliklerinden yola cikilarak tayin edilmistir.

Karbon elektrotlarin VP ile plazma polimerizasyonu sonrasinda ve PIzP(VP) bazli
karbon elektrotlarin 0.1M gallik asit ¢bzeltisi ile 1 saat etkilestirildikten sonra
gerceklestirilen elektrokimyasal &lgimleri sonrasinda elde edilen gallik asit
oksidasyon pik yuUkseklikleri Cizelge 4.1’de sunulmustur. Karbon elektrotlarin fenolik

madde ile etkilesim basamaklari ve DPV 6él¢cimleri bélim 3.2.2'de detayh anlatiimistir.
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Gizelge 4.1: Farkli plazma polimerizasyon parametreleri ile hazirlanan PIzP(VP) bazl
karbon elektrotlarin ve bunlarin gallik asit ¢dzeltisi ile etkilesimi sonrasinda DPV

yéntemi ile elde edilen oksidasyon pik ytkseklikleri

Plazma PIzP(VP) karbon | PIzP(VP)-Gallik

polimerizasyonu iglem | elektrot sinyali asit etkilesimi

parametresi (pik yUksekligi- sonrasi alinan
(bosalim giict-W; nA) sinyal

bosalim siresi- dk) (pik ylksekligi-

nA)

5W - 60dk 54 2941
15W - 15dk 62 2549
15W - 30dk 75 1890
15W — 45dk 53 1426
15W - 60dk 12 3378
30W — 15dk 42 1435
30W — 30dk 86 2404
30W — 45dk 67 2773
30W — 60dk 65 2090
45W — 15dk 54 3014
45W — 30dk 47 3046
45W — 45dk 68 3026
45W - 60dk 19 3217
60W — 15dk 24 2789
60W — 30dk 31 2654
60W — 45dk 12 2765
60W — 60dk 10 3087
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Sekil 4.1: : Farkli plazma polimerizasyon parametreleri ile modifiye edilen karbon

elektrotlarin DPV ydntemi ile alinan elektrokimyasal sinyallerindeki degisiminin 3

boyutlu gésterimi a) gallik asit ile etkilesimden 6nce b) gallik asit ile etkilesimden

sonra
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Farkli plazma polimerizasyon iglem parametreleri ile yapilan kaplama ve sonrasinda
PIzP(VP) bazli karbon elektrot ylzeyinin gallik asit ile etkilestiriimesi ile elde edilen
diferansiyel puls voltamogramlarinda gézlenen oksidasyon pik ytksekliklerinde artig
tespit edilmesi, plazma ortaminda kullanilan monomerin (VP) plazma polimerizasyonu
ile ylzeyde bir kaplama gergeklestirdigini ve bu modifiye ylzeye gallik asidin
adsorplandigini  kanitlamaktadir. DPV yéntemi ile elde edilen bu oksidasyon
sinyallerindeki artis, secilen bosalim gicli ve slresine gbére degismektedir. Plazma
polimerizasyonu islem parametreleri disinda diger tim parametreler (model fenolik
madde tlrl, konsantrasyonu ve etkilesim slresi) sabit tutuldugunda elde edilen
veriler degerlendirildiginde, cizelge 4.1’de de gorildiga gibi 3 parametre (15W 60dk;
45W 60dk; 60W 60dk) 6ne cikmaktadir. Bu durum, 6ne c¢ikan parametrelerde
ylzeyde, fenolik madde adsorpsiyonuna elverigli yani polivinilprolidon benzeri bir

polimer film tabakasinin olusumuyla aciklanabilir.

islem gdrmemis karbon elektrot, PIzP(VP) bazli modifiye edilmis karbon elektrot ve bu
iki elektrodun 0.1M gallik asit ¢ozeltisi ile 1 saat etkilesimi sonrasinda alinan

diferansiyel puls voltamogramlari Sekil 4.2-4.4’de sunulmustur.
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Sekil 4.2: Karbon elektrotlarin diferansiyel puls voltamogramlar i) PlzP(VP) ile modifiye
edilmis karbon elektrot, (15W 60dk) (b), ii) 0.1M gallik asit ile 1 sa etkilestiriimis PlzP(VP)-
karbon elektrot (15W 60dk) (d), iii) a)islem gérmemis karbon elektrot, b) PIzP(VP) ile
modifiye edilmis karbon elektrot, (15W 60dk) c) 0.1M gallik asit ile 1 sa etkilestiriimis islem

g6rmemis karbon elektrot d) 0.1M gallik asit ile 1 sa etkilestiriimis PlzP(VP)- karbon elektrot
(15W 60dk)

Sekil 4.2" de, islem gérmemis karbon elektrot 0.294V potansiyelinde 2.37 pA ‘lik bir
elektrokimyasal sinyal olustururken, 15W 60dk islem parametresinde PIzP(VP) ile modifiye
edilmis karbon elektrot 0.492V’da 0.012 pA ‘lik bir sinyal olusturmustur. Karbon elektrot

ylzeyine uygulanan plazma polimerizasyon islemi sonrasinda, hem alinan elektrokimyasal
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sinyal blyUkligunin azalmasi hem de gbzlenen yikseltgenme pik potansiyelinin kaymasi,
ylzeyde PIzP ydéntemi ile bir film olusturuldugunu agik¢a géstermektedir. Kaplanan karbon
elektrot ylizeyinde, gallik asit ile etkilestiriimesinden sonra 0.484V’da alinan oksidasyon pik
yuksekligindeki bu artis da ylzeyde gallik asiti adsorplayan bir filmin olustugunu
gbstermektedir.

Ayrica, iglem g6rmemis karbon elektrodun fenolik madde ile etkilesimi sonrasi
elektrokimyasal davranisini incelemek icin, karbon elektrot ayni kosullarda gallik asit ile
etkilestiriimistir. Sonrasinda, 0.484V potansiyelinde 1.37 pA’lik bir DPV sinyal elde
edilmistir. Ancak, fenolik madde tayini icin elektrokimyasal sensér hazirlanmasi
calismalarinda temel olarak Gzerinde durulmasi gereken, PIzP(VP) ile kaplanan karbon
elektrot ve bu modifikasyon sonrasi olusturulan polimer ylzeye adsorplanan fenolik madde
miktarinin elektrokimyasal élcimlerle ortaya konmasidir.

On calismalarda, diger 6ne cikan iki parametrenin voltamogramlari Sekil 4.3 ve 4.4'de

sunulmustur.
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Sekil 4.3: Karbon elektrotlarin diferansiyel puls voltamogramlari i) PIzP(VP) ile
modifiye edilmis karbon elektrot, (45W 60dk) (b), ii) 0.1M gallik asit ile 1 sa
etkilestiriimis PI1zP(VP)-karbon elektrot (45W 60dk) (d), iii) a) islem gérmemis karbon
elektrot, b) PIzP(VP) ile modifiye edilmis karbon elektrot, (45W 60dk) c) 0.1M gallik
asit ile 1 sa etkilestiriimis islem gérmemis karbon elektrot d) 0.1M gallik asit ile 1 sa
etkilestiriimis PIzP(VP)- karbon elektrot (45W 60dk)
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Sekil 4.4: Karbon elektrotlarin diferansiyel puls voltamogramlari i) PIzP(VP) ile
modifiye edilmis karbon elektrot, (60W 60dk) (b), ii) 0.1M gallik asit ile 1 sa
etkilestirilmis PIzP(VP)- karbon elektrot (60W 60dk) (d), iii) a) islem gérmemis
karbon elektrot, b) PIzP(VP) ile modifiye edilmis karbon elektrot, (60W 60dk) c) 0.1M
gallik asit ile 1 sa etkilestirilmis islem gérmemis karbon elektrot d) 0.1M gallik asit ile 1
sa etkilestiriimis PIzP(VP)- karbon elektrot (60W 60dk)

Plazma polimerizasyon teknidi ile ylzey modifikasyonu sonrasinda karbon elektrot
ylzeyinde meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisiklikler bolim 4.3 ‘de ylzey
karakterizasyonu kisminda detayli olarak incelenmistir.
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4.2. PlIzP(VP) Bazl Elektrokimyasal Sensér Performansinin incelenmesi

Galismanin bundan sonraki kisimlarinda, fenolik madde ile etkilesim sonrasinda en
ylksek gallik asit ylkseltgenme sinyali alinan, bir bagka deyisle PIzP yéntemi ile VP
kullanilarak modifiye edilmis ylzeyde daha fazla fenolik madde adsorpladigi
dasindlen, Gg farkl plazma polimerizasyon islem parametresiyle hazirlanan PlzP(VP)
bazli karbon elektrotlar ile devam edilmigtir.

4.2.1. Fenolik madde—elektrot etkilesim siiresinin optimizasyonu

Fenolik madde tayinine yonelik hazirlanan PIzP(VP) bazli karbon elektrotlarin model
olarak secilen fenolik madde ile belirli kosullar altinda etkilesme sdresinin,
yUkseltgenme sinyalleri (zerine etkisi incelenmistir. Farkli plazma islem
parametreleriyle vinilprolidonun monomer olarak kullaniimasiyla hazirlanan karbon
elektrotlar, karanlik ortamda, 0.1M gallik asit c¢ozeltisi ile dedisen surelerde
etkilestiriimistir ve sonrasinda bélim 3.2.2.2'de anlatildigi gibi DPV ydntemi ile
elektrokimyasal élcimleri gerceklestiriimistir. Bu basamakta amag, PlzP(VP) bazh
karbon elektrotlarin fenolik madde ile etkilesimi sonrasi, ylUzeyinde fenolik madde
adsorplayabilme &zelligine bagli olarak, elde edilen DPV délcimlerinde, gallik asit
yUkseltgenme pik ylksekliklerinde gbézlenebilen bir fark gésteren en disik etkilesim
suresini belirleyerek, calisma parametresini elde etmektir.

Sekil 4.5’ de hazirlanan PIzP(VP) bazl karbon elektrotlarin model olarak segilen
fenolik madde ile artan etkilesim streleri sonunda gerceklestirilien DPV 6élcimlerinde
elde edilen elektrokimyasal yanitlari gérilmektedir.
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Sekil 4.5: PIzP(VP) bazlh karbon elektrotlarin 0.1M gallik asit ile farklh etkilesim
sureleri sonunda elde edilen DPV sinyalleri a) 15W 60dk, b) 45W 60dk ve c) 60W
60dk

Sekil 4.6'da hazirlanan PIzP(VP) bazli karbon elektrotlarin, 0.1M gallik asit ile farkli

etkilesim sireleri sonunda elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari sunulmustur.
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Sekil 4.6: PI1zP(VP) bazl karbon elektrotlarin 0.1M gallik asit ¢ozeltisi ile farkl
etkilesim sUreleri sonunda elde edilen gallik asit ylkseltgenme sinyalleri a) 15W 60dk,
b)45W 60dk ve c) 60W 60dk

Hazirlanan PIzP(VP) bazh karbon elekirotlarin gallik asit ile etkilesimi sonrasi
gergeklestirilien DPV Olciimlerinde elde edilen yukseltgenme sinyallerinde, belirli bir
fark g6zlenebilen sinyal alinan en distk etkilesim sdresi calisma parametresi olarak
belirlenmistir. Burada amag, en kisa slUrede elektrotlardan konsantrasyona bagli bir
cevap almaktir. Yukaridaki sekillerde de gérildigu gibi, elektrotlarin fenolik madde ile
etkilesim islemi icin 120 dk gibi uzun sirelerde c¢dzelti icerisinde bekletiimesi ¢ok
anlamli sonuclar vermemistir. Artan etkilesim sulrelerinde, PIzP(VP) bazli karbon
elektrotlardan alinan sinyallerinin ayni oranda artmadigi goérialmektedir. Ancak 15.
dakikadan sonra belirgin bir artis g6ézlenmistir ama bu oran 30. dk ile 120. dk arasinda
ise ortalama % 6 oraninda kalmistir. Bu da, ilk 30 dakikada karbon elektrot ylzeyinde
olusturulan plazma polimer film ile gallik asit arasinda gerekli etkilesimlerin
gerceklestigini ve gallik asidin VP’nun plazma polimerizasyonu ile modifiye edilmis
ylzeye adsorplandigini ve artan etkilesim slresinde ylzeyde sadece birikim

olustugunu gdstermektedir. PIzP(VP) bazli karbon elektrotlar ile &lgtlen fenolik
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madde etkilesim slresinin arttinlmasi, sensér hassasiyetini  olumlu olarak
etkilemesine karsin, cevap suresindeki artis sensérin geligtiriimesi ve kullanim
amacini sikintiya duisUreceginden, etkilesim siresi igin belirli bir limit degere karar
verilmesi gerekmektedir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, hazirlanan PIzP(VP) bazh elektrokimyasal
sensdrden hem kisa slrede konsantrasyona bagh bir cevap almak hem de etkilesim
sUresinin elde edilen elektrokimyasal sinyaller Uzerinde etkisini gérmek amaciyla,
calisma devaminda uygulanacak PlzP(VP) bazli karbon elektrotlarin fenolik madde ile

etkilesim slresi 5 dk ve 30 dk olarak belirlenmisgtir.
4.2.2. Elektrokimyasal sensoriin kalibrasyonu

Fenolik madde tayinine yonelik hazirlanan PlzP(VP) bazli elektrokimyasal sensdérin
performans calismalari, U¢ farkli plazma polimerizasyonu islem parametresi ile
hazirlanan karbon elektrotlarin, model fenolik madde olarak segilen gallik asidin
dedisen konsantrasyonlar ile iki farkli etkilesim siresi sonunda, gerceklestirilen
elektrokimyasal o6lcimler sonucunda, elde edilen gallik asit yUkseltgenme pik
yuksekliklerinin degerlendirilmesiyle ytrataimastar.

Bu veriler kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafikleri asagida sunulmustur (Sekil
4.7 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.7: Farklh plazma polimerizasyon islem parametreleri ile hazirlanan

elektrokimyasal sensdérlerin kalibrasyon egrileri (farkh konsantrasyonlardaki gallik asit
cozeltileri ile etkilesim siresi 5dk) a) 15W 60dk (R®= 0.9330), b) 45W 60dk (R*=

0.9171) ve c) 60W 60dk (R3= 0.8848)

75



2000 | R2=0969 00 | y=1.1829«+649.79
2 Re=0(98312
/}/ /,//1
1500 -~ = 1500 - —
< Auf/ e A //
T w00 . E 1m0 .
I+ = x~ _—
® /‘/, @ "'i/
560 1 % 500 | 4
a 200 400 600 800 1000 0 200 400 500 300 1000
C(pmollL) C (pmollL)
a) b)
2500
y=10443x+7832
2000 - R2=08919 .
—
-
-
— -
a 1500 -
c -
- A /// '
E 1000 - a_—
I o
v]
A
300 -
0 T T T 1
0 00 400 f00 400 1000
C (umollL)
c)

Sekil 4.8: Farklh plazma polimerizasyon islem parametreleri ile hazirlanan
elektrokimyasal sensérlerin kalibrasyon egrileri (farkli konsantrasyonlardaki gallik asit
cozeltileri ile etkilesim siiresi 30dk) a) 15W 60dk (R?=0.9698), b) 45W 60dk (R®=
0.9312) ve c) 60W 60dk (R®= 0.8919)

Bu kalibrasyon grafiklerinin degerlendiriimesi ile PIzP(VP) bazl elektrokimyasal
sensorlerin  performans parametreleri belirlenmistir.  Sonuglar, farkh plazma
polimerizasyon iglem parametrelerine (bosalim glcu) ve gallik asit c¢dzeltisi ile

etkilesim sUresine bagh olarak sensdérlerin performansinin degistigini géstermektedir
(Sekil 4.9 ve Cizelge 4.2).
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Hassasiyet (nA'ppm) M etkilesim siresi: 5 dk
M etkilesim siresi- 30 dk

etkilesim siresi: 30 dk

etkilesim siresi: 5 dk

15W e0dk
45W 60dk

60W 60dk

Sekil 4.9: PIzP(VP) bazh elektrokimyasal sensoérlerin gallik asit ile farkli etkilesim
sUrelerinde gosterdikleri hassasiyet.

Gizelge 4.2: PIzP(VP) bazh elektrokimyasal sensérlerin performans parametreleri

PizP(VP) | Etkilesim | Hassasiyet | Dogrusal
islem siiresi | (nA/mgL") aralik
parametresi (dk) (mg LY
15W 60dk 5 6.77 17-153
30 7.41 17-170
45W 60dk 5 6.67 17-136
30 7.04 17-153
60W 60dk 5 9.33 68-170
30 6.19 68-170
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ik iki parametreye bakildiginda, plazma sisteminde uygulanan bosalim giciniin
artmasi ile PIzP(VP) bazli elektrokimysal sensériin hassasiyeti azalmis ve dogrusal
arahgr daralmistir, ancak gallik asit ile etkilesim siresi arttirildiginda hassasiyetinin
arttigr  ve dogrusal aralidinin da genisledigi goértlmastar. PlzP(VP) bazli
elektrokimyasal sensériin fenolik madde ile etkilesim siresi arttikga, daha fazla
miktarda fenolik maddenin ylzeyde daha homojen sekilde adsorplandidi

disunidlmektedir ve elde edilen hassasiyet sonuclari bunu desteklemisgtir.

Son parametrede ise, hazirlanan PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensériin gallik asit
ile etkilesim sUresi arttiginda hassasiyeti azalmistir, ancak dogrusallik
parametresinde degisiklik gbzlenmemistir. Plazma polimerizasyon yéntemi ile
ylzeyde degisim gerceklestiren sistemlerde, genel olarak bosalim gicinin artmasi
ile birikim hizi artar ve sonra bir plato dederine ulasir (Cokeliler, 2006). Ortamda
bulunan molekdiller, uyariimis hale ulastiklarinda sistem dengeye ulasincaya kadar
enerji alimina devam eder. Belli bir enerji seviyesinden sonra, ortamdaki hacim
basina disen molekil sayisi sabit ve alinan enerji sabit oldugundan, daha fazla yiuk
bosalimi, polimer olusumuna neden olamaz. Buradan, 60W 60dk plazma
polimerizasyonu iglem parametresi ile hazirlanan karbon elektrot ylzeyinde de,
bosalim glcinin artinimasiyla ylzeyde olusan polimer miktarinin artmadigi
sonucuna varilabilir. Bununla birlikte, plazma sisteminde daha fazla bosalim yuku
uygulanarak, monomerin yapisinda kirilmasi istenmeyen baglarin da kirildigi ve
ylzeyde olusturulmasi hedeflenen polimer yapisindan uzaklasildigi sonucuna

varilabilir.

Sonuglar ele alindiginda, hazirlanan PIzP(VP) bazl elektrokimyasal sensorler,
karbon elektrot ylzeyinde adsorplanan fenolik madde konsantrasyonu ile dogrusal
olarak degisen cevaplar vermektedirler. Ancak, ¢cok distk konsantrasyonlarda ve ¢cok
yiksek konsantrasyonlarda PlzP(VP) bazli karbon elektrotlardan alinan
elektrokimyasal cevaplar dogrusalliktan sapmaktadir. Hazirlanan elektrokimyasal
sensoérlerin  kalibre edilmesi sonucu elde edilen dogrusal calisma araligi, bu
calismanin sonunda da 6rnek olarak kullanilacak kirmizi saraplarda bulunan fenolik
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madde miktar araligi ile orantilidir. Bu nedenle, ¢calismanin bu asamasinda hazirlanan
elektrokimyasal sensériin, hassasiyetinin yiksek olmasi ¢ok anlamli degildir, ¢lnk{
miktar tayinine gidilecek fenolik maddeler, gidalarda iz miktarda bulunan bilesikler
degildir. Aksine daha dogru cevap alinmasi acisindan, hazirlanan elektrokimyasal
sensoérin, daha genis dogrusal aralikta cevap vermesi birincil 6nem tagimaktadir. Bu
durumda, en yuksek performansi sergileyen PlzP(VP) bazli elektrokimyasal sensor,
daha genis dogrusal aralikta cevap veren 15W 60dk islem parametresiyle hazirlanan
PI1zP(VP) bazli elektrokimyasal sensér olarak belirlenmistir.

4.2.3. Elektrokimyasal sensorun raf 6mru

Fenolik madde tayinine yonelik hazirlanan PlzP(VP) bazli elektrokimyasal sensdriin
raf dmrl calismalart 60 gln slresince surdartlmastar. Bir sensérin raf émraQ,
performansini belirli bir zaman periyodunda koruyarak calisabilecegi zaman uzunlugu
olarak tanimlanmistir. Raf édmrindn uzun olmasi hazirlanan sensériin stabilitesini

belirli bir zaman periyodunda koruyabildigini gésterir.

Plazma polimerizasyon isleminden sonra &rnek tlplerinde saklanan karbon
elektrotlarin DPV yéntemi kullanarak gercgeklestirilen elektrokimyasal 6lgtimleri,
hazirlanan PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensérin raf dmrini belirlemek amaciyla
1., 5., 15., 30. ve 60. glnlerde gerceklestirilmistir. Her elektrot, belirlenen glnlerde,
karanlik ortamda 0.1M GA coézeltisi ile 30dk etkilestiriimis ve sonrasinda DPV
Olciimleri gerceklestirilmigtir (B6lIim 3.2.2). Raf dmri siresince PlzP(VP) bazh karbon
elektrotlarin elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarinda gézlenen gallik asit
yUkseltgenme sinyalleri Sekil 4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.10. Hazirlanan elektrokimyasal sensérin raf d&mri sdresince 0.1M gallik asit
cOzeltisi ile 30 dk etkilesimleri sonucu alinan gallik asit ylkseltgenme sinyalleri a)15W
60dk, b) 45W 60dk ve ¢)60W 60dk.

PI1zP(VP) bazli elektrokimyasal sensérlerin raf émrd, hazirlanmasindan itibaren takip
eden 60 gun suresince belli aralklarda elektrokimyasal Olgimler ile test edilmigtir.
Sekil 4.10°da, hazirlanan PIzP(VP) bazli karbon elektrotlarin 0.1M galik asit ile 30 dk
etkilesim sonunda alinan gallik asit yUkseltgenme sinyalleri dogrultusunda, karbon
elektrot ylzeyinde plazma polimerizasyon teknigi ile olusturulan polimer filmin 60 gin
boyunca stabil kaldigi séylenemez. PIzP(VP) bazli karbon elektrotlardan alinan

sinyallerde 1. glinden 60. gline kadar sirasiyla toplam %30, %24 ve %20 oranlarinda
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belirgin bir disls g6zlenmistir. Sonuclar, farkli plazma polimerizasyon islem
parametrelerine (bosalim glcl) bagh olarak elektrotlarin kararliliginin degistigini
gostermektedir. Sonug olarak plazma polimerizasyonu tekniginde uygulanan bosalim
glcu arttikca, yluzeyde olusturulan polimer filmin elektrokimyasal davranisinin daha
az degistigi, baska bir deyisle stabilitesini korudugu sdéylenebilir. Grubumuzda daha
6nce yapilan calismalarda, plazma sisteminde uygulanan bosalim gicinin artmasi
ile ylzeyde daha kalin ve daha stabil bir kaplama gerceklestigi ortaya konmasi

(Cokeliler, 2006), elde edilen sonuglari desteklemistir.

PIzP(VP) bazli karbon elektrotlarin elektrokimyasal dlgiimleri sonrasinda elde edilen
yUkseltgenme sinyali blyUklUklerine bakildiginda, hazirlanan karbon elektrotlarin,
kullanilmadan &énce kalibre edilmesi ile 60 gine kadar saklanabilecegi sonucuna

varilabilir.
4.2.4. Elektrokimyasal sensoriin tekrar kullanilabilirligi

Calisma boyunca hazirlanan ve kalibrasyon dogrulari elde edilen elektrokimyasal

sensorlerin tekrar kullanimlari test edilmistir.

Daha 6nceki ¢caligmalarda, PVP ile modifiye edilmis membran ylzeyinde adsorplanan
fenolik maddenin 0.1M NaOH ile muamele sonunda ylUzeyden ayrildigi belirtiimistir.
(Borneman, Gékmen and Nijhuis, 2001). Calisma boyunca hazirlanan PlzP(VP) bazli
karbon elektrotlar, 6nce 0.1M gallik asit ¢cdzeltisi ile 30 dk. etkilestirilmis ve sonrasinda
DPV yodntemi ile elektrokimyasal 6lgimleri alinmigtir. Ayni PIzP(VP) bazli karbon
elektrot, 0.1M NaOH cbzeltisinde 30 dk. sire ile yikanmis, tekrar ayni kosullarda
gallik asit ile etkilestiriimis ve sonrasinda elektirokimyasal élcim alhinmistir. Bu yol
izlenerek PIzP(VP) bazli karbon elektrotlarin, NaOH uygulamadan &énce ve
sonrasinda gerceklestirilen elektrokimyasal Olcimlerinde gb6zlenen gallik asit
ylkseltgenme sinyalleri Sekil 4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.11: Hazirlanan PIzP(VP
30 dk. etkilestiriimesinden sonra elde edilen gallik asit yikseltgenme sinyalleri a) ilk

~—

bazl karbon elektrotlarin 0.1M gallik asit ¢bzeltisi ile

kullanimda ve b) 30dk 0.1M NaOH uygulamasindan sonra

PI1zP(VP) bazli karbon elektrot ylzeylerinde ilk kullanimdan sonra adsorplanan fenolik
maddeleri uzaklastirmak igin NaOH uygulanmis ve sonrasinda ikinci kez kullaniminda
elde edilen gallik asit yUkseltgenme sinyalinde ortalama % 18 lik bir dlsus tespit
edilmistir. NaOH uygulamasiyla, ylzeyde adsorplanan fenoliklerin uzaklastirildidi ve
bu ylzeye tekrar fenolik madde adsorplanabildigi gdértlmistir. Ancak,
elektrokimyasal élcimler sonrasinda, elektrot ylzeyinin asindigi ve ylzeydeki polimer
filmin stabilitesini korumadigr ddstnuldiginden, karbon elektrotlarin tekrar
kullanimda performanslarinin dustigia gézlenmistir. Ayrica karbon elektrodun ve
modifikasyon igin uygulanan plazma polimerizasyonu tekniginin getirdigi maliyetin
disUk olmasindan dolayr karbon elektrotlarin bir kere kullaniimasinin  uygun

olacagina karar verilmigtir.
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4.3. PlzP(VP) Bazl Karbon Elektrodun Yizey karakterizasyonu

Sunulan c¢alismanin daha dnceki asamalarinda plazma polimerizasyon teknigi ile
farkli islem parametreleri kullanilarak hazirlanan ve kalibre edilerek raf émrd, tekrar
kullanilabilirlik, hassasiyet, dogrusal aralik gibi performans parametreleri belirlenen
PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensdrlerden, elimizdeki imkanlarin kisith olmasi
nedeniyle sadece optimum performansi goésterdigi dastnilen elektrodun ylzey
karakterizasyonu gerceklestiriimistir.

Bu calismanin temeli, karbon elektrot ylzeyini plazma polimerizasyon yéntemi ile
modifiye ederek, ylzeye fenolik madde adsorplama &ézelligi kazandirmak ve
sonrasinda adsorplanan fenolik madde miktarini, karbon elektrotlarin elektrokimyasal
Olcimleri ile elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarinda gézlenen ylkseltgenme
sinyallerinin, yUksekligi konsantrasyonla dogru orantili olan pikleri ile saptamaktir.
Polivinilprolidon (PVP) polimerinin hem iletken 6zelligi, hem de fenolik bilesiklere karsi
glcli bir adsorpsiyon karakteri goésterdigi bilinmektedir. Bunun icin de, ylzey
modifikasyonunda hedeflenen, vinilprolidon monomerini plazma ortaminda
polimerlestirerek, ylzeyde PIzP-PVP film olusturmaktir. Bdylece, ylzeyde
adsorplanan fenolik madde konsantrasyonu, elde edilen DPV ylkseltgenme

sinyallerinin ylksekligi konsantrasyonla dogru orantili olan pikleri ile saptanacakiir.

Plazma polimerizasyonunda 6zellikleri degistirilecek materyal ylzeyinde olusan
polimerin kimyasal yapisi, birikim miktari (kalinhdi) ve bunlarin homojenitesini
etkileyen birgok parametre vardir. Ayrica, plazma polimerizasyonu tekniginde
kullanilan monomerlerin kolaylikla polimerize olabilen ¢ift baglar gibi reaktif
fonksiyonel gruplara sahip olmalari gerekir. Plazma etching ve plazma
polimerizasyonu arasindaki denge bosalim parametreleriyle kontrol edilebilmektedir
(Flosch et al., 1992).

Plazma polimerizasyonu tekniginde kullanilan monomerin molekul yapisi ile bu
molekildeki bag enerjileri ve bad uzunluklari asagida sunulmustur (Sekil 4.12 ve
Cizelge 4.3).
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Sekil 4.12: Vinilprolidon monomerinin molekdl yapisi

Gizelge 4.3: Vinilprolidon molekull bag enerijileri ve bag uzunluklari

Bag Bag Enerjisi Bag uzunlugu (r)
(kd/mol) (pm)

C-H 411 109

C-N 305 147

C-C 346 154

C=C 602 134

C=0 799 120

Polivinilprolidon polimeri, VP molekilindeki C=C cift bagin kirilmasi sonucunda cok
sayida VP molekdlin yan yana gelmesi ile olusur. VP molekilinin yapisindaki
baglarin enerjilerine bakildiginda, prolidon halkasindaki C-N ve C-C baglarin
enerjilerinin daha distk oldugu g6rilmektedir, ancak halka yapinin temelini
olusturan, C-N ve C-C baglarinin kinlmasi sterik engellerden ve siklik yapidan dolayi
halka digindaki baglara gére daha zordur. Molekulde, kolaylikla polimerize olan reaktif
bir C=C bag! bulunmakta ve ylzeyde PVP polimeri yapisi olugsmasi igin bu bagin
kirlimasi gerekmektedir. PIzP(VP) ile ylzeyin modifikasyonunda hedef, PVP yapisina
en yakin polimer yapisini elde etmek oldugundan, genel molekdl yapisini bozmadan
sadece ¢ift bagin kiriimasi istendiginden, plazma polimerizasyonu tekniginde duisuk
bosalim glcl ve daha uzun bosalim sdresi tercih edilmigtir. Nitekim hazirlanan

sensorlerin performansi bu tercihi desteklemistir.

En ylOksek performansi gbsteren, 15W 60dk PlzP islem parametresi ile hazirlanan

karbon elektrot ylzeyinde meydana gelen fiziksel degisim atomik kuvvet mikroskopu
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(AKM) ve kimyasal degisimler Raman Spektroskopisi (RS) ve Fourier Transform
Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmistir.

4.3.1. Atomik kuvvet mikroskobu (AKM) analizi

Plazma polimerizasyon teknigi ile VP monomeri kullanilarak hazirlanan karbon
elektrotlarin, ylzey modifikasyonu o6ncesi ve sonrasinda elde edilen PIzP(VP)
tabakasinin ylizey topografyasinin incelenmesi amaciyla ¢ekilen AKM (Atomik Kuvvet

Mikroskobu) gérintileri asagida verilmigtir.

Sekil 4.13: Karbon elektrot yluzeylerinin 3 boyutlu AKM géruntulleri (a) islem gérmemis
karbon elektrot ylzey morfolojisi (b) PIzP(VP) bazli karbon elektrot ylizey morfolojisi

islem gérmemis karbon elektrodun ylizey kalinligi 992.3 nm iken, VP monomeri ile
yapilan kaplama sonrasi ylzey kalinhdinin 3.703 um oldugu goértlmektedir. Ayrica,
islem gdbrmemis karbon elektrodun pirdzlGlok degeri 133 nm iken, plazma
polimerizasyon teknigi ile kaplama sonrasinda, ylzeyin pur0zlGlik degeri 647 nm

olarak g6zlenmisgtir.

Plazma polimerizasyon teknidi ile kaplama sonrasi, karbon elektrot ylzeyinin fiziksel
6zelliginin bu sekilde degismesi bir durumdur ve plazma polimerizasyon teknigi ile
polimerlestiriimis bir kaplama yapildigini kanitlamaktadir. Ayrica, PIzP(VP) bazl
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karbon elektrot ylzeyinde fenolik maddelerin adsorplanacagi ylzey alaninin artmasi
bir baska deyisle purizIGlugan artmasi istenilen bir durumdur. Plazma polimerizasyon
sonrasl, karbon elektrotlarin elektrokimyasal sinyallerinde dusis gbézlenmesinin yani
sira fiziksel topolojideki bu degisiklik PlzP-film olusturuldugunu kanitlamaktadir.

4.3.2. Raman spektroskopisi analizi

Sirasiyla, grafit, VP emdirilmig grafit ve plazma ortaminda polimerlestiriimis grafit-PVP

yapilarinin Raman Spektrometresinde ayrintili degerlendirmeleri gerceklestiriimistir.

Grafit yapida bulunan temel C-C zincir gerilme titresimleri oldukca genis bir spektral
aralikta rahatlikla gértlmektedir. Ancak burada Uzerinde durulmasi gereken iki dnemli
nokta, 1) grafit Gzerindeki monomerin spektral karakterizasyonu ve 2) plazma
ortaminda polimerlesmis olan yapinin karakterizasyonudur. Hem monomer hem de
polimer yapida bulunan gruplarin spektral karakterizasyonunda ¢ok temel farkliliklar
gbrilmemistir. Séz gelimi 450-700 cm™ dalga sayisi araliginda kiicik frekans
kaymalari olmakla birlikte VP ve PVP yapilarda gériimektedir. Daha ylUksek dalga
sayllarinda C-N-C gerilme titresimleri (850-900 cm™, iki ayri band), C-N diizlem igi
titresimleri ve 900 cm™ ‘in Uistiinde aromatik halka titresimleri gériilmektedir.

Monomer ve polimerin spektral farkliliklari en acik gérilebilen aralik 1600-1800 cm™
dalga sayisi araligidir. Bilindigi gibi, bu aralik cifte bag gerilme titresimlerinin
gdzlendigi bir bdlgedir. Monomerde bulunan C=C gerilme titresimi 1760 cm™"de (Sekil
4.14) acik bir sekilde gérilirken, polimerde 1770 cm 'deki band siddetinde belirgin
bir azahg dikkat cekmektedir (Sekil 4.15). Bu davranisi, monomerdeki ¢ifte baglarin
kirlmasi ya da daha net bir ifade ile polimerlesmenin gerceklesmesi olarak
degerlendirilebilir. Laktam halkasinda bulunan C=0 yapinin gerilme titresimi,
monomerde 1685 cm™’de goriilirken (Sekil 4.14), polimerde 1632 cm™ ve 1672 cm™
de (Sekil 4.15) iki C=0 gerilme bandi gérulebilmektedir.
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Sekil 4.15. PIzP(VP) bazlh karbon elektrodun Raman spektrumu (PlzP(VP)

polimerizasyon iglem parametresi: 15W 60dk)
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Karbonil grubunun su adsorpsiyonu ile gerilme titresiminin azalacadl ve yuiksek
frekanstan distk degerlere kayabilecedi dikkate alinmalidir. Farkh calismalardaki
spektral degerlendirmelere bakildiginda bu kaymalar 1680 cm™’den 1650 cm™ ye
kadar olabilmektedir (Borodko ve dig., 2006; Taylor ve dig., 2001). Qui ve calisma
grubu ise prolidon halkasindaki C=O geriime titresimini 1633 cm™ olarak
degerlendirmekte (Qui ve dig., 2008) ve Bianco ve calisma grubunun spektral
degerlendirmeleriyle uyum gdstermektedir (Bianco ve dig., 2003). Szaraz ve Forsling
(2000) ise Raman degerlendirmelerinde VP monomerinin C=0 gerilme titresimlerini
1694 cm™, polimerin ise 1670 cm™ olarak dngdrmektedir. Kuskusuz, nem varliginda
etkilesmeye giren ve girmeyen karbonil gruplarinin farkli spektral davranis géstermesi
ve hatta C=0/H20 etkilesmelerini 1:1, 1:2 tipinde olabilecegi dahi spektral farkhliklar
getirebilir. Polimerin Raman spektrumunun degerlendiriimesinde, 1672 cm™de
serbest karbonil geriime, 1632 cm™de ise hidrojen bagl karbonil gerilme
titresimlerinin olabilecedi, 1620 cm™"deki pikinde 1:2 tipi bir kompleks olusumunun

sonucu olarak gorilebilecedi distuntlmektedir.
4.3.3. Fourier transform kizilétesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Plazma polimerizasyon teknigi ile yizeyi VP monomeri kullanilarak kaplanan karbon
elektrodun modifikasyon ©6ncesi ve sonrasinda yapidaki kimyasal degisimleri

incelemek amaciyla FTIR analizleri gerceklestirilmistir.

Sekil 4.16°de islem gérmemis karbon elektrot ve PIzP(VP) bazl karbon elektrodun
FTIR spektrumlari sunulmustur.
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Karbon elektrodun modifikasyon éncesi ve sonrasi FTIR spektrumlari incelendiginde,
hazirlanan PIzP(VP) bazli karbon elektrotta 3800-3500 cm™ dalga boylarinda gériilen
N-H gerilme baglarina ait piklerin VP yapisindan kaynakl oldugu distntlmektedir.
1714 cm™ ve 1642 cm™ dalga boylarinda VP molekiiliine ait oldugu disiinilen C=0
gruplar gériilmektedir. 1349 cm™ dalga boyunda gérillen ters pikin, yapiya su
girmesinden kaynaklandigl distnilmektedir. Ayrica, islem gérmemis ve PIzP(VP) ile
kaplanmis karbon elektrotlara ait spektrumlar birlikte ele alindiginda, 2920 cm™ ve
2852 cm™' ile 1460 cm™ ve 1377 cm™ dalga boylarinda gérilen C-H baglarinin 2 ayri
bant halinde gdzlenen piklerinin siddetindeki azalma, karbon elektrot ylzeyinde bir
kaplama gerceklestirildigini dogrular niteliktedir (Yildiz, 1997; Liu et al., 2005).

Sonuc olarak, Raman spektrumlari ile ylzeyinde VP molekilinin polimerlestigi
g6zlenen karbon elektrodun, FTIR spekirumlarinda gbzlenen kimyasal baglar
ylzeyde plazma polimerizasyon teknigi ile olusturulan polimer filmin yapisini dogrular

niteliktedir.

4.4. Kirmizi Sarap Orneklerinde Fenolik Madde Tayini

Hazirlanan PIzP(VP) bazl elektrokimyasal sensérlerden en iyi performansi gésteren
15W 60dk plazma polimerizasyon islem parametresiyle hazirlanan sensoér (PlzP(VP)-

15W 60 dk), 4 cesit kirmizi sarap érneginde test edilmistir.

ilk olarak, kirmizi sarap drneklerinde toplam fenolik madde miktari, yaygin olarak
kullanilan Folin Ciocalteau (FC) ydntemiyle spektrofotometrik olarak belirlenmigtir
(Waterhouse, 2001). Toplam fenolik madde tayini analizinde, &érneklerin toplam
fenolik madde miktari gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmisti. Bu amagcla
oncelikle gallik asit kalibrasyon egrisi cizilmistir. Gallik asitin etanolik ¢dzeltisi
hazirlanmis ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde 100-500 mg/L konsantrasyon
araligindaki gallik asit ¢ozeltisi kullaniimistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi Sekil
4.17°de g0sterilmistir.
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Sekil 4.17: Gallik asit kalibrasyon egrisi

Gallik asit kalibrasyon egrisi cizildikten sonra kirmizi sarap érnekleri 1/5 seyreltilerek

konsantrasyonlarinin  absorbansi

bu kalibrasyon egrisinin dogrusal

araliginda

okunacak degerlere getirilmistir. Toplam fenolik madde miktari gallik asit kalibrasyon

denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4). 3 paralel tekrar yapilmis ve

ortalama alinmigtir.

Cizelge 4.4: Kirmizi sarap 6rneklerinde FC metodu ile saptanan toplam fenolik

madde miktari

' Ornek Miktar
(mg GA/L)

Okiizgdzl 1688

Bogazkere 1825

Syrah 1494

Cabernet-Sauvignon 1489

Kirmizi sarap cesitlerinde toplam fenolik madde miktari 1000-4000 mg/L (GAE)

arasinda degismektedir (Minussi ve dig., 2003; Paixao ve digd., 2008). Fenolik madde
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miktarinin bu kadar genis bir aralikta seyretmesinin baslica nedenleri olarak, Gzim
cesidi, Uzimin yetistirildigi bdlge ve toprak Ozellikleri ve gerceklestirilen tarimsal
faaliyetler, GzUmlerin saraba islenmesi sirasinda kullanilan yéntemler ve uygulanan
sicaklik-sire normlari siralanabilir (Shahidi and Naczk 1995). Yapilan ¢alismalarda,
kirmizi sarap cesitlerinde saptanan baslica fenolik bilesikler, gallik asit, vanilik asit,
kafeik asit, sirincik asit, katesin, epikatesin,ferulik asit, trans-resveratrol, p-kumarik
asit, sinamik asit, kuersetindir (Simonetti, 1997; Minussi et al., 2003;Kelebek et al.,
2005; Paixao et al., 2008; Unsal, 2007). Kirmizi saraplarda bulunan fenolik bilesiklerin
icinde genel olarak kltle bazinda en fazla bulunan ise gallik asittir (Kerry and Abbey,
1997; Simonetti, 1997). Sekil 4. 18'de toplam fenolik madde miktari, calismada
incelenen kirmizi sarap Orneklerinde elde edilen degerlere yakin olan bir kirmizi
sarap Orneginin ters fazli yiksek basin¢ sivi kromatografisinde (RP-HPLC) farkli
dalga boylarindaki kromatogramlari sunulmustur (Paixao et al., 2008). incelenen
kirmizi sarap 6rneginin icerdigi fenolik madde miktarlari Cizelge 4.5 ‘de sunulmustur
(Paixao et al., 2008).
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Sekil 4.18: Kirmizi sarap érneginin RP-HPLC’de farkh dalga boylarinda elde edilen

kromatogramlari. Pik tanimlamalari: 270 nm: (1) gallik asit, (4) vanilik asit, (6) sirincik
asit, (8) (-)-epikatesin; 307 nm: (5) kafeik asit, (10) p- kumarik asit, (11) ferulik asit,

(13) trans-resveratrol; 360 nm: (15) mirsetin, (17) kuersetin

Gizelge 4.5: Kirmizi sarap 6rneginde saptanan fenolik madde miktarlari

Fenolik bilesik Miktar (mg/L)
Gallik asit 347.49+9.60
Vanilik asit 20.20+0.27
Kafeik asit 145.61+7.13
Sirincik asit 27.67+1.61
(-)-Epikatesin 85.57+2.58
p-kumarik asit 61.17+3.27
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Ferulik asit 1.97+0.04

Trans- resreveratrol 6.42+0.14

Mirsetin 49.12+1.47
Sinamik asit 7.7410.45

Kuersetin 61.41+£1.22
Toplam fenolik 1544+3.7

madde miktari (GAE)

Fenolik bilesiklerin elektrokimyasal yéntemlerle analizlerinde, calisma pH araligi ve
bu araliklardaki standart oksidasyon potansiyelleri belirlenmistir (Romani et al, 2000;
Blasco et al., 2004). Bazi fenolik bilesiklerin oksidasyon potansiyelleri Cizelge 4.6’° da

sunulmustur.

Gizelge 4.6: Fenolik bilesiklerin oksidasyon potansiyelleri

Fenolik bilesik pH arahgi Oksidasyon
potansiyeli (V)
Gallik asit 2.0-7.0 0.450
Kafeik asit 2.0-7.0 0.460
Katesin 2.0-8.5 0.810
Rutin 2.0-8.5 0.220/1.10
Kuersetin 2.0-7.0 0.550
Sinamik asit 2.0-7.0 0.620

Saraplarin pH degerleri 2,8-4,0 arasinda degisebilir (Clarke 2004). Sarabin pH
degerinin 3,5’dan ylUksek olmasi istenmez bunun nedeni; sarabin pH’si ylkseldikge
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sarap; oksidasyon reaksiyonlarina, istenmeyen renk degdisimlerine, protein
kararsizligina ve bakteriyel fermentasyona daha yatkin hale gelmesidir (Ruffner 1982,
Esteman et al. 1999). Calismada kullanilan saraplarin pH degerleri 3.16-3.72
arasinda (ortalama 3.42) bulunmustur. Bu nedenle, PIzP(VP) bazl karbon elektrot
ylzeylerinde plazma polimer filmin olasi pH degisimi ile bozulmasini énlemek igin tim
DPV o&lgimleri, pH 3.0 tamponunda gerceklestirilmistir. Ayrica, saptanmasi
hedeflenen gallik asidin oksidasyon pikleri de bu pH degderinde gézlenebilmektedir.
Ancak, kirmizi sarap Orneklerinde farkh pH degerlerinde fenolik maddelerin
oksidasyon potansiyeli ve pik yuksekliklerini gdézlemlemek amaciyla, kirmizi sarap
6rneklerinde pH 6.5 ortaminda da elekirokimyasal sensér ile DPV  &lgimleri

gerceklestirilmistir.

Dort farkll kirmizi sarap 6rneginde en ylUksek performansi sergileyen elektrokimyasal
sensor (P1zP(VP)-15W 60dk) test edilmistir. Bu sensdére ait kalibrasyon dogrulari
Sekil 4.7. ve 4.8de verilmisti. Kirmizi sarap o6rneklerindeki gallik asit miktari,

kalibrasyon denklemlerinden yararlanilarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7)

Gizelge 4.7: Kirmizi sarap 6rneklerinde PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensér ile
saptanan gallik asit miktarlar

Miktar (mg GA/L) | Miktar (mg GA/L)

. (Elektrodun 6rnek | (Elektrodun érnek

Ornek ile etkilesim ile etkilesim s(iresi

suresi 5 dk) 30 dk)

Oklizgdzii 124 123
Bogazkere 150 184
Syrah 56 93
Cabernet- Sauvignon 80 110
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Hazirlanan PIzP(VP) bazli elektrokimyasal sensérin kirmizi sarap 6rnekleri ile farkli

surelerde etkilesimi sonucu elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarn Sekil 4.19’
da sunulmustur.
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Sekil 4.19: PIzP(VP)-15W 60dk karbon elektrotlarin kirmizi sarap érnekleri ile farkli
etkilesim sirelerinde elde edilen voltamogramlari. Ortam pH 3.0; i) 5 dk ve ii) 30 dk ;

a) Okilizgdzil, b) Bogazkere, c) Syrah ve d) Cabernet Sauvignon

Sonuglar, sarap 6érnekleri ile etkilesim siresine gére elde edilen oksidasyon piklerinin
yUkseklikleri ve potansiyellerinin degistigini gdstermektedir. Kirmizi sarapta, en fazla
miktarda bulunan fenolik bilesik olan gallik asidin oksidasyon piki, fenolik asitlerin
oksidasyon potansiyel araligi olan 0.400-0.500 V arasinda gdézlenmigstir. Ayrica, bu
potansiyel aralikta elde edilen en ylksek oksidasyon pikleri gallik aside aittir. DPV
ybnteminde, oksidasyon pik yUksekliklerinin konsantrasyonla dogru orantili olmasi bu
sonucu dogrulamaktadir. 0.600-1.200 V potansiyel araliginda elde edilen oksidasyon
pikleri, kirmizi saraplarda bulunan diger fenolik bilesiklere ait olabilir (Cizelge 4.6).

Ortamin pH degerinin etkisini gérmek igin, PIzP(VP)-15W 60dk bazli elektrokimyasal
sensOrin kirmizi sarap érnekleri ile farkli strelerde etkilesimi sonrasinda, pH 6.5'de
de DPV yontemi ile elektrokimyasal dlgiimleri gergeklestiriimistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: PIzP(VP)-15W 60dk karbon elektrotlarin kirmizi sarap 6rnekleri ile farkli
etkilesim surelerinde elde edilen voltamogramlari. Ortam pH 6.5; iii) 5dk iv) 30 dk
a) Okiizgdzil, b) Bogazkere, c) Syrah ve d) Cabernet Sauvignon
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Hazirlanan PIzP(VP)-15W 60dk bazl elektrokimyasal sensérin kirmizi sarap
ornekleri ile farkh etkilesim sdreleri sonunda, pH 6.5 ortaminda gergeklestirilen
elektrokimyasal Olgimler sonucunda elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar
incelendiginde, elektrolit ortaminin pH degerine gore elde edilen oksidasyon piklerinin
yUkseklikleri ve potansiyellerinin degistigi gériimektedir. Bu piklerin tanimlanmasi ileri
calismalar gerektirmektedir, zira karbon elektrot tzerinde olusturulan plazma polimer

filmin farkli pH degerlerindeki davranigi ve 6zelliklerinin degisimi bilinmemektedir.
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5.

GENEL SONUCLAR

Fenolik madde tayini icin plazma polimerizasyon yéntemi ile elektrokimyasal sensor

hazirlanmasi baslikh calismada elde edilen 6nemli sonuclar asagida 6zetlenmistir.

Elektrokimyasal sensér hazirlama c¢alismasinda ilk basamak, elektrot
ylUzeyinde fenolik maddelerin adsorplanabilecegi uygun bir kimyasal

yapilanmanin tasarimidir.

Calisma kapsaminda, gutncel ve avantajli bir ylzey kaplama ydntemi olan
plazma polimerizasyon teknigi kullaniimistir. Grubumuzda, bu teknik, cesitli
polimerik ylzeylerin kaplanmasinda (Mutlu et al., 2007; Cdkeliler et al., 2007;
Guleg et al., 2006; Mutlu et al., 1991), enzim elektrot uygulamalarinda (Boyaci
et al., 2002; Gokeliler and Mutlu 2002; Biederman et al., 1999; Alp et al., 2000;
Mutlu et al., 1997; Mutlu et al., 1994) ve immunosensdr uygulamalarinda
kullaniimistir (Mutlu et al., 2002; Cokeliler, 2006).

lyi elekiriksel iletkenlik, diisiik maliyet ve kolay islenebilirlik gibi avantajlarindan
dolay! karbon elektrotlar iletken polimer modifikasyonu ve fenolik madde
adsorplama iglemlerine tabii tutularak elektrokimyasal sensére ddnulstlrilen
temel yapi olarak secilmistir.

Karbon elektrot  ylUzeylerinin  plazma  polimerizasyon  teknigi ile
modifikasyonunda, iletken 6zellik gbsteren ve fenolik maddelere kargi gugli
bir adsorpsiyon karakteri olan polivinilprolidon polimeri yapisina erisebilmek
amaci ile N-Vinil-2-prolidon (VP) monomeri kullaniimistir.

Plazma polimerizasyonu teknigi ile farkl iglem parametreleri kullanilarak
modifiye edilen karbon elektrot ylzeyleri model fenolik madde gallik asit ile
etkilestirilerek, karbon elektrotlarin elektrokimyasal davraniglari incelenmis ve
diferansiyel puls voltametri ydntemi ile modifikasyon sonrasinda karbon
elektrot ylzeyinde bir polimer film olustugu ve bu ylzeyin fenolik maddeleri
adsorpladidi elde edilen voltamogramlarla ortaya konmustur.

100



Fenolik bilesikler, meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunan ve sarap, meyve
suyu, zeytinyadl gibi gida drlnlerinde kalite indeksi olarak kabul gbéren
metabolitlerdir. Halen kullanilan ve geleneksellesmis tayin ydéntemleri BOIUm
2.1.4 ‘de detaylari aciklanan dezavantajlara sahiptir. Buna karsin, alternatif
ybntemlerin geligtiriimesi halen gida mihendisligi alaninda énemli bir konudur
(Ginaydin et al., 2009) Calisma boyunca gelistirilen farkli yaklagimlarla
hazirlanan en iyi sonuc veren elektrokimyasal sensérdeki hassasiyet (7.41 nA/
mg L"), dogrusal aralik (17-170 mg L"), raf émri (60 giin), tekrar kullanim

Ozellikleri belirlenmisgtir.

Hazirlanan elektrokimyasal sensér ylzeyinde olusturulan polimer filmin
kimyasal yapisi FTIR ve RS teknigi ile, topografyasi da AFM gdérintileme

teknigi ile de karakterize edilmisgtir.

Elde edilen bu bilgi birikimi ile model fenolik madde olarak segilen gallik asit
tayini icin hazirlanan elektrokimyasal sensér, kirmizi sarap &érneklerinde test
edilmistir. Kirmizi sarap 6rneklerinde hazirlanan elektrokimyasal sensoér ile
elde edilen diferansiyel puls voltamogramlarinda model fenolik madde olarak
secilen gallik asidin ylUkseltgenme pikleri ayirt edilmis, ayrica kirmizi
saraplarda bulunan diger fenolik maddelerin yilkseltgenme pikleri de

g6zlenmigtir.

Sonug¢ olarak, fenolik madde tayinine yoénelik hazirlanan elektrokimyasal
sensdr, konvansiyel olarak nitelendirilebilecek ydntemlere alternatif olarak
daha hizli sonug¢ veren, yerinde analize uygun, dretim ve islem kolayhgi
getiren, daha az kimyasal ve Ornek kullanimi gerektiren ve ekonomik bir

yéntemdir.

Hazirlanan elektrokimyasal sensdriin performans parametreleri daha fazla
fenolik bilesik tayini igin gelistiriimesine ydnelik ¢calismalar hem diinyada hem
de grubumuzda devam etmekte olup, sensér buglinkl performansi ile

konvansiyel yéntemlerle nazaran daha disuk bir performans sergilemektedir.
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