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Bu calismada ksantin ve iki N-metil tirevi teofilin ve teobrominin eszamanlh
elektrokimyasal analizi icin yeni bir elektrokimyasal platform iretilmistir.
Elektrokimyasal platformun yiizeyi taramali elektron mikroskobu ve enerji-dagilimli X-
1isinlart spektroskopisi teknikleri ile karakterize edilmis, performansi ise doniistimlii
voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknikleri kullanilarak
incelenmistir. Ksantin ve iki N-metil tiirevinin bu platform yiizeyindeki elektrokimyasal
davraniglar1 doniistimlii voltametri ve diferansiyel puls voltametrisi teknikleri ile
incelenmistir. NiO, ¢ok duvarli karbon nano-tiip ve dogal kil materyali ile gelistirilen yeni
elektrokimyasal platform diferansiyel puls yontemi ile birlikte ksantin, teofilin ve
teobrominin eszamanl tayini i¢in kullanilmistir. Destek elektrolitin pH degisimi ile
ksantin, teofilin ve teobrominin anodik pik akim ve potansiyellerindeki degisim
incelenmistir. Gelistirilen eszamanli analiz yontemi segicilik, ti¢ farkli matriste yapilan
gercek numune ¢aligmalari ve girisim calismalart ile test edilmistir. Ayrica bu ig
maddenin DNA etkilesimi gelistirilen elektrokimyasal platformda incelenmistir. Her ii¢
madde icin de DNA ile etkilesimin termodinamik olarak istemli oldugu gosterilmistir.
Eszamanli analizde kullanilmayan kafein molekiilii i¢in elektrolit etkisi ile segilen
elektrolitin pH etkisi ve ¢iplak kalem grafit elektrot yilizeyindeki davranisi doniisiimlii
voltametri, diferansiyel puls ve kare dalga voltametri teknikleri ile arastirilmustir.
Belirlenen optimum sartlar altinda diferansiyel puls ve kare dalga voltametri teknikleri
icin birer analiz yontemi gelistirilmis ve gelistirilen yontemler gercek numune ve girisim
caligmalari ile test edilmistir. Gelistirilen iki yontem ger¢ek numune analizlerini etkili bir
sekilde gergeklestirmistir. Ayrica DNA etkilesimi s6z konusu iki teknik ile incelenerek
kafeinin DNA’ya baglanmasinin termodinamik olarak istemli oldugu da gosterilmistir.
DNA komplekslerinin ¢alisilan dort madde igin de zayif elektrostatik kuvvetler yardimi
ile olustugu belirlenmistir.
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SIMULTANEOUS ELECTROCHEMICAL DETERMINATION of SOME
XANTHINE DERIVATIVES at MODIFIED PENCIL GRAFITTE ELECTRODE and
THEIR INTERACTIONS with DNA

Alper FITOZ
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Zehra YAZAN

In this study, a new electrochemical platform was produced for simultaneous
electrochemical analysis of xanthine and its two N-methyl derivatives theophylline and
theobromine. The surface of the electrochemical platform was characterized by scanning
electron microscopy and energy-dispersive X-ray spectroscopy techniques, while its
performance was examined using cyclic voltammetry and electrochemical impedance
spectroscopy techniques. The electrochemical behaviors of xanthine and two N-methyl
derivatives on the surface of the electrochemical platform were investigated by cyclic
voltammetry and differential pulse voltammetry techniques. The novel electrochemical
platform developed with NiO, multi-walled carbon nanotube, and natural clay material
was used for the simultaneous determination of xanthine, theophylline and theobromine
together with the differential pulse method. The changes in the anodic peak currents and
potentials of xanthine, theophylline, and theobromine with the pH change of the
supporting electrolyte were examined. The developed simultaneous analysis method was
questioned with selectivity, real sample studies, and interference studies on three different
matrices. In addition, the DNA interaction of these three analytes was investigated on the
developed electrochemical platform. For all three analytes, the interaction with DNA was
determined to be thermodynamically spontaneous. The electrolyte effect and the pH
effect of the selected electrolyte and its behavior on the bare pencil graphite electrode
surface were investigated using cyclic voltammetry, differential pulse, and square wave
voltammetry techniques for the caffeine molecule that was not used in the simultaneous
analysis. An analysis method was developed for the differential pulse and the square wave
voltammetry techniques under the determined optimum conditions, and the developed
methods were tested with real sample and interference studies. The two developed
methods effectively performed real sample analyzes. In addition, DNA interaction was
examined with these two techniques, and it was revealed that the binding of caffeine to
DNA is thermodynamically spontaneous also DNA interactions were accomplished with
the help of weak electrostatic forces for all studied analytes.
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SIMGELER DiZiNi

- anodik pik potansiyeli
: katodik pik potansiyeli
: anodik ve katodik pik potansiyellerinin farki
: standart elektrot potansiyeli
: alternatif akim

: anodik pik akimi

: katodik pik akimi

: aktarilan elektron sayis1

- direng, ideal gaz sabiti

: empedans

- ligand

: ligand-DNA baglanma sabit
: standart Gibbs enerji

: frekans birimi (s2)

. elektro-aktif yilizey alani

: tarama hiz1

: derisim

: litre

- mili litre

: molarite (mol/L)

: mikro molar

: nano molar

> volt

- mili volt

: amper (akim)

> mili amper

: mikro amper

- kilo joule

- askorbik asit

. kafein

- ksantin

- teofilin

: teobromin

: tirik asit

: deoksiriboniikleik asit

: ribontikleik asit

: metal oksit nano-partikiilleri
- nikel oksit

: ¢ok-duvarli karbon nanotiip
: sodyum-montmorillonit

: doniisiimlii voltametri

- diferansiyel puls voltametrisi
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KDV : kare dalga voltametrisi

EES . elektrokimyasal empedans spektroskopisi
TEM : taramal1 elektron mikroskobu

KME : kimyasal modifiye elektrot

EDX : enerji-dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi
KGE : kalem grafit elektrot

¢KGE : ¢iplak kalem grafit elektrot
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1. GIRIS

Piirin molekdlleri biri altili pirimidin halkas1 digeri besli imidazol halkas1 igeren iki
halkali molekiillerdir. Basit bir piirin ¢ekirdeginin yapisinda dort azot ve bes karbon
atomu bulunur (Sekil 1.1). Piirin molekiilleri arasinda ksantin (XT), hipoksantin, teofilin
(TP), teobromin (TB), kafein (CF) ile iirik asit (UA) ve izoguanin yer almaktadirlar (Jesny
ve Kumar 2017). Pirin molekiilleri ayrica adenozin trifosfat, guanozin trifosfat, siklik
adenozin monofosfat, nikotinamid adenin diniikleotid ve koenzim A gibi diger 6nemli
biyomolekiillerin bilesenleridir (Kumari 2018). Piirin halkasi, hiicrelerde kiiciik
molekiillerden veya diger bilesiklerden aktarilan molekiiler kisimlardan sentezlenir. Ana
baslangic bileseni glisin amino asitidir, geriye kalan kisim tek karbonlu kalintilar veya
farkli kaynaklardan aktarilan -NH2 gruplaridir (A. Blanco ve G. Blanco 2017).

Sekil 1.1 Basit piirin molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisi

Ksantin ve N-metil tiirevleri yapisinda piirin ¢ekirdegi bulunduran biyomolekiillerdir
(Sekil 1.2). Bu molekiiller ayrica yapilarinda -NH2 ve C=0O gruplar1 barindirmalari
nedeniyle keto«—enol ve amin<imin tautomerizmi sergilerler (Kumari 2018). Bu
bilesikler dogal olarak ¢ay, kahve ve kakao ¢ekirdegi gibi iirtinlerde ve dolayisiyla ilgili
tim yiyecek ve iceceklerde karsimiza cikar. Enerji icecekleri son yillarda fazlaca
tiiketilmeleri nedeniyle bunlara 6nemli bir 6rnektir. Ksantinin N-metil tiirevleri, ¢esitli
fizyolojik etkilere neden olmalarindan dolay1 son yillarda gida ve beslenme endiistrisinde

artan bir ilgi gérmektedirler. Cok yakin bir zamanda, CF ve TP gibi ksantin tiirevleri,



bakteriyel ailenin mikro-molar inhibitorleri olarak tanimlanmistir. Ayrica antioksidan
ozelliklerini degerlendirmek i¢in de bu alkaloitler {lizerinde calismalar yapilmigtir
(Mekassa vd. 2017). Bu tez ¢alismasinda XT ve onun ti¢ N-metil tiirevi (TP, TB ve CF)

arastirilmistir.

XT (IUPAC ad1: 3,7-dihidro-piirin-2,6-dion) kimyasal olarak 2,6-dihidroksi piirin olarak
bilinen molekiil (Sekil 1.2) viicutta 6nemli biyolojik mekanizmalarda yer alir. Piirin
parcalanma mekanizmasinda ortaya ¢ikan bir iiriindiir. Ornegin, Adenin ve guaninin iirik
aside doniisiim metabolizmasinda bir ara {iriin olarak karsimiza ¢ikar (Anithaa vd. 2017

ve Dervisevic vd. 2015). Ayrica XT insan viicudu da dahil olmak {izere canlilarda;

e guanin iizerinden guanin deaminaz enzimi ile,
¢ hipoksantinden ksantin oksidorediiktaz enzimi ile

e ve ksantosinden plirin niikleosit fosforilaz enzimi ile iiretilmektedir.

Viicut sivilarindaki ksantin seviyesi, perinatal asfiksi, erigkin solunum sikintist sendromu,
serebral iskemi, tiimor hipertermi ve preeklampsi dahil olmak iizere bir¢ok klinik
durumun gostergesidir, dolayisiyla ksantin miktari 6nemlidir (Xiao vd. 2008). Ksantinin
onemli bir kullanim alan1 balik eti tazeliginin ve kalitesinin belirlenmesinde énemli bir
bilesen olmasidir. Bir baligin 6liimiinden sonra ksantin, balik etinde ATP par¢alanmasi
sonucu ortaya ¢ikan énemli bir metabolit olmasi sebebiyle, balik tazeligini tahmin etmek
icin bir gosterge olarak kullanilmaktadir. Ayrica, insan viicudundaki sivilarda bulunan
ksantin igeriginin de belirli patolojik durumlar i¢in 6zellikle ksantiniiri i¢in faydali bir
indeks saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Shan vd. 2009). Agustos 2011°de yapilan bir
NASA arasgtirmasinda deoksiribo niikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)
bilesenleri adenin, guanin ve urasili de iceren ksantin ve ilgili organik bilesiklerin uzayda
bulundugu ve karbon igeren goktaslarimin da genis bir niikleo-baz ¢esitliligine sahip
oldugunu belirtmislerdir (Michale vd. 2011).

TP, TB ve CF, viicut doku ve sivilarinin ¢ogunda ve bazi bitkilerde bulunabilen bir piirin
baz1 olan, metile edilmis ksantin tiirevleridir. Baslica besleyici metil-ksantin kaynaklar

kahve ¢ekirdekleri, kakao, kola somunu ve gay yapraklaridir. Kafein, merkezi sinir



sisteminin uyarilmasi, dilirez ve mide asidi salgilanmasi gibi insan bedeninde birgok
fizyolojik etkiye sahiptir. Teofilin astim ve akciger hastaliklarini tedavi etmek igin

kullanilanken, teobromin diiiretik olarak kullanilir (Brunetti ve Desimoni 2009).

TP (IUPAC adi: 1,3-dimetil-7H-piirin-2,6-dion) kimyasal olarak 1,3-dimetil ksantin
olarak da bilinen dogal bir alkaloittir (Sekil 1.2). Ksantin ailesinin bir iiyesi olarak, TB
ve CF ile yapisal ve farmakolojik olarak benzerlikleri bulunur. Dogada c¢ay (Camellia
sinensis) ve kakaoda (Theobroma cacao) bulundugu bilinmektedir. Ek olarak TP
karacigerde CF’nin metabolit iirlinlerinden birisidir. Brons kasinin gevsemesi, mide asidi
salgilanmasi ve merkezi sinir sisteminin uyarilmasi gibi insan viicudunda cesitli

fizyolojik etkilere neden olabilir (Cinkova vd. 2015).

TB (IUPAC adi: 3,7-dimetil-1H-piirin-2,6-dion), kakao bitkisinden elde edilen dogal bir
alkaloididir (Sekil 1.2). Cikolata ile ilgili tiim triinlerde bulunmakta oldugundan gida
analizlerinde en sik tanimlanan bilesiklerden biridir (Gan vd. 2020). isminde bromin kokii
olmasma ragmen yapisinda Br elementi bulunmayan tek bilesiktir. Bunun nedeni
‘Theobromine’ isminin  Yunan koklerden gelen ‘Theobroma’ kelimesinden
tiretilmesidir. Burada ‘Theo’ kokii tanr1 anlami, ‘broma’ kokii ise yiyecek anlami
tagimaktadir. Buradan ‘Theobromine’ isminin ‘tanrilarin yiyecegi’ gibi bir anlam tasidigi
diistiniilmektedir. Her ne kadar CF ve TP gibi diger metil ksantinlere kimyasal olarak
benzer yapida olsa da TB merkezi sinir sistemini bu tiirevlerden daha az uyarir (Svorc vd.
2018).

CF (IUPAC adi: 1,3,7-trimetilpiirin-2,6-dion) kahve g¢ekirdeklerinde bulunan aktif bir
alkaloittir (Sekil 1.2). Bitki iiriin ve iceceklerinde ve ayrica enerji igeceklerinde TP ve TB
gibi ksantinin diger N-metil tiirevleri ile birlikte yaygin olarak bulunur. Bazi alkolsiiz
igecekler dahil olmak lizere ¢esitli iceceklerde aroma maddesi olarak kullanilir (Terafa
vd. 2016). Enerji igeceklerinde ise yiiksek miktarlarda kullanilir. Ayrica kafein, bitki
tizerinde beslenmeye calisan bazi1 bocekleri felg edip 6ldiirdiigii i¢in dogal bir bocek ilact
gorevi goriir (Akilulu vd. 2008). Kafein, diinyada en popiiler olarak bilinen kimyasal
maddelerden birisidir ve merkezi sinir sisteminin uyarilmasi, diiirez ve kardiyovaskiiler

sisteme etki gibi bir¢ok dnemli farmakolojik etkiye sahiptir. Orta dozlarda, uyanikligi



artirabilir, ince motor koordinasyonunu azaltabilir, uykusuzluk, bas agrisi, sinirlilik ve
bas donmesine neden olabildigi belirtilmistir. Bununla birlikte, zamanla yogun kafein
kullanimi1 diger yan etkilerin yani sira sinirlilik, DNA inhibisyonu, anksiyete ve titreme
gibi mutasyon etkilerine yol agabilir. AB gida giivenligi gozlem kurumunun ilk
rehberinde giinlikk kafein limitinin en yiiksek 400 mg oldugu belirtilmistir (Zhang vd.
2011).

8 CF

Sekil 1.2 Ksantin ve bazi N-metil tiirevlerinin ii¢ boyutlu yapisi

XT, TP, TB ve CF genellikle ¢ay ve ¢ikolata iiriinlerinin yani sira ilag bilesimlerinde de
bir arada bulunabilmektedirler. Bu piirin molekiilleri ayn1 zamanda insan viicudundaki
piirin metabolizma mekanizmasinin tiriinleridir (Nia vd. 2021). Ek olarak, N-demetilazin
etkisi ile karacigerde TP ve TB'den XT iiretilebilir (Patel vd. 2020). Bu nedenle, bu

biyomolekiillerin es zamanli tayini igin giivenilir, diisiik alt tayin simirlarinda (LOD),



yiiksek duyarlilikta ve hizli bir analitik yontem gelistirilmesi, ilag, klinik teshis ve gida

analizi alanlarin1 desteklemek i¢in gereklidir.

Spektroskopi (Bedini vd. 2013), spektrofotometri (Xia vd. 2013), kromatografi (Yang vd.
2007) ve elektrokimya (Jesny ve Kumar 2017, Patel vd. 2020) yontemleri, piirin
molekiillerinin eszamanli belirlenmeleri igin literatiirde uygulanmaktadir. Yiiksek
dogruluk ve kesinliklerine ragmen, kromatografi yontemi, nispeten pahali ekipman,
biiyilk miktarlarda atik {ireten zehirli organik bilesiklerin (¢6ziictiler) kullanimu,
spektroskopi ve spektrofotometri yontemlerinin ise girisim etkisi gibi dikkate alinmasi
gereken bazi dezavantajlar1 vardir. Elektrokimyasal sensorler kullanilarak eszamanli
algilama ise yiiksek dogruluk, segicilik, tekrarlanabilirlik, diisiik maliyet ve kolay
calistirma 6zellikleri nedeniyle kalite kontrol testleri ve saha analizi i¢in giiclii ve pratik
bir teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Jadon vd. 2016 ve Ferrag vd. 2020). Bu tiir
biyomolekiiller i¢in yapilacak elektrokimyasal eszamanli analiz, molekiiler yapilarinin
birbirlerine yakin olmasi nedeniyle (Sekil 1.2) yiikseltgenme piklerinin ¢akisma

ihtimalini igermektedir.

Camsi karbon (Fiorucci ve Cavalheiro 2002) ve karbon pasta elektrotlart (Wu vd. 2020),
bor katkili elmas elektrotlar (Medeiros vd. 2010) ve ayrica serigrafi elektrotlar (Zhang
vd. 2019) elektrokimyasal sensor platformlari olarak biyomolekiillerin elektrokimyasal
olarak belirlenmelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kalem grafit elektrotlar
(KGE'ler), diisik maliyetleri, kullan-at o6zelligi ve kirtasiyelerde ticari olarak
bulunabilmeleri nedeniyle benzersiz elektrokimyasal sensorlerdir (Kawde vd. 2016 ve
Mahnashi vd. 2020). KGE'lerin, modifiyer kimyasallarin elektrot yiizeyine tutturulmasi
ve bu sayede fizikokimyasal Ozelliklerini bu yiizeye aktarilmasini igeren basit bir
modifikasyon iglemi ile biyomolekiil algilamaya kars1 duyarlilig: arttirilabilir (Jadon vd.
2016, Santos vd. 2009 ve Heydari vd. 2016).

Metal oksit nano-partikiilleri (MO NP'ler) (George vd. 2018), iletken polimerler (Opallo
ve Lesniewski 2011), dogal killer (Yadav vd. 2017) ve karbon bazli malzemeler (Collony
vd. 2012) gibi bircok tiir elektrot yiizeylerinin modifikasyonu igin literatiirde

kullanilmaktadir. MO NP'ler boyutlari, kararliliklar: ve yiiksek yiizey alanlari nedeniyle



etkili elektriksel ozellikler sergiler (George vd. 2018). Nikel oksit (NiO) nano-
parcaciklart yiiksek elektriksel iletkenlige, belirgin bir elektro aktif yapiya ve oldukga
etkili bir yiizey alanina sahiptir (Raeisi-Kheirabadi vd. 2021).

Cok duvarli karbon nano-tiipler (MWCNT'ler), iistlin termal, elektriksel, mekanik ve
akim tagima kapasitesi gibi ayricalikli 6zelliklerinden dolay1 elektrokimyasal sensorlerin
ylizey modifikasyonunda 6nemli bir kullanima sahiptir. Karbon nano-tiiple modifiye
edilmis elektrotlarin ana avantajlari, benzersiz uzunluk, etkili elektro-aktivite ve modifiye
elektrotlara biyomolekiillerle etkilesime girmelerine izin veren yiizey alani saglar

(Collony vd. 2012 ve Beitollahi vd. 2019).

Dogal kil, genel olarak igeriginde kil mineralleri igeren dogal, taneli toprak tiiridiir. Kil
mineralleri, parametre miktarlarda demir, magnezyum, alkali metaller, alkalin topraklar
ve yer kabugu yiizeyinde veya yakininda diger katyonlarla birlikte bulunan sulu
aliminyum fillosilikatlar olarak tanimlanabilirler. Killer genellikle etrafi su tabakasi ile
kaplandiginda plastisite olusturan maddeler olarak tanimlanirlar. Montmorillonit, nano
katmanli yapiya sahip fillosilikat bir kil mineralidir. Ust iiste yigilmis katmanlardan
olusan katmanli yapisinda (yaklasik 1 nm kalinliginda) her katman, iki O-Si-O tetrahedral
levha arasinda bir O-Al(Mg)-O oktahedral levhadan (genislik ve uzunluk olarak yaklasik
100 nm x 100 nm) olusur. Izomorf siibstitiisyon nedeniyle, katman pozitif olarak yiiklenir
ve daha sonra montmorillonitin bu ara katman bosluguna katyonlar yerlesir. Komsu
katmanlar, 6ncelikle van der Waals kuvvetleri ve elektrostatik kuvvetler tarafindan bir
arada tutulur. Bu komsu katmanlar arasina yerlesen katyonlara gére montmorillonitin
farkli formlar1 olusturulabilir. Dogada dogal olarak bulunan Ca?*-Montmorillonit, sulu
bir siispansiyonda Na* ve Ca?" iyonlar1 arasindaki bir iyon degisim reaksiyonu ile Na*-
Montmorillonite dondstiiriilebilir (Zhou vd. 2019). Bir nano kil minerali olan Na-
Montmorillonit (NNaM), yiiksek kimyasal ve mekanik kararliliga, iyi katmanli bir
yapiya, nispeten yiiksek yiizey alanina, etkili iyon degisim kapasitesine ve miikemmel
penetrasyona sahip umut verici bir nano malzemedir ve bu 6zellikleri nedeniyle MO
NP'leri i¢in milkemmel yiizey stabilizatorleridir (Yadav vd. 2017, Dongmo vd. 2021 ve
Hoang ve Holze 2006). Sekil 1.3’te NNaM’in kimyasal yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 1.3 Montmorillonit kilinin {i¢ boyutlu-katmanli kimyasal yapisi

DNA, canlilarda kalitsal bilgileri tagsimasi, canli hiicrelerde genetik bilginin kopyalanmasi
ve transkripsiyon siireci ile protein ve enzimlerin sentezlerini gergeklestirmesi gibi
ozellikleri ile tiim camli yasamu i¢in kritik bir molekiildiir (Sirajuddin vd. 2013). Kii¢iik
organik molekiillerin DNA’ya baglanma mekanizmalarinin arastirilmasi son yillarin
onemli konularindan biridir (Erdem ve Ozsoz 2002). Niikleik asitlerin elektro-aktif tiirler
olduklarinin kesfinden sonra giiniimiize kadar elektrokimyasal teknikler bu tiirlerin
etkilesimlerini incelemek i¢in kullanilmaktadir (Rauf vd. 2005). Ayrica DNA’nin yapisal
Ozelliklerinin anlagilmasi gen mutasyonun incelenmesi, genetik hastaliklarin kaynaginin
arastirilmasi, ilaglarin DNA ile etkilesiminin incelenerek daha yeni ve daha etkili ilaglarin

tasarlanmasi i¢in de onemlidir. EK olarak, DNA toksisitesi i¢in maruziyet siiresi ve



sikligina bagli olarak besinler, ilaglar ve endiistriyel maddeler DNA’ya toksik olarak etki
etmekte mutasyonlara ve teratojen etkilere neden olabilmektedir. Bu tiir maddelerin
DNA’ya baglanlamalar1 sonucunda DNA yapisinda ortaya ¢ikan degisiklikler ‘toksisite’

olarak diisiiniilebilir.

XT, TP, TB ve CF molekiileri insan diyetinde 6nemli rolleri oldugu, hatta biyolojik
sistemlerde birbirlerine doniisebildigi ve bu sistemlerde bazi gorevler alabildigini
belirtilmistik. Bunlara ek olarak bu molekiiller hem gida hem de ilag sektoriinde
giiniimiizde siklikla kullanilan, insan viicudunda etkilesim halinde olan biyomolekiiller
olduklar1 ve birgok ilagta ilag-etken madde olarak kullanilmalar1 da diisiiniildiigiinde bu
molekiillerin DNA ile etkilesimini incelemek ilgi ¢ekici olacaktir. Yapilan literatiir
aragtirmalari ile bu maddelerin DNA ile etkilesimlerinin 6zellikle elektrokimyasal olarak
neredeyse hi¢ incelenmedigi goriilmektedir. TP ve CF’nin DNA ile etkilesimini UV-
Spektroskopisi yontemi ile inceleyen bir ¢alisma (Nafisi vd. 2008) ve buna ek olarak yine
ayni yontem ile TP, TB ve CF’nin DNA ile etkilesimini inceleyen bir g¢alisma
bulunmaktadir (Johnson vd. 2012). Arastirmacilar XT, TP, TB ve CF gibi metil-ksantin
tirevlerinin elektrokimyasal olarak belirlenmeleri igin sayisiz ¢alisma yayinlamislardir.
Bu maddelerin hem tek basina (Dervisevic vd. 2015, Svorc vd. 2018) hem ikili (Jesny ve
Kumar 2017) hem de tglii (Nia vd. 2021 ve Patel vd. 2020) karigimlar literatiirde
incelenmektedir. Bu calismalar nispeten pahali ve uzun elektrot hazirlama prosesleri
iceren elektrotlarla gerceklestirilse de KGE gibi basit ve kullanigh bir elektrotun

kullanilmadig1 goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, KGE yiizeyi, optimum miktarlarda NiO NP, MWCNT ve NNaM ile
modifiye edilmistir. Elektrokimyasal platform (NiO/MWCNT/NNaM/KGE) vyiizeyi
taramal1 elektron mikroskobu (TEM) ve enerji-dagilimli X-Isin1 spektroskopisi (EDX)
teknikleri  ile  karakterize edilmistir.  Ayrica, NIO/MWCNT/NNaM/KGE'nin
elektrokimyasal performansini arastirmak igin dontisimli voltametri (DV) ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EES) teknikleri uygulanmistir. XT, TP ve
TB'nin eszamanli analizi, Britton-Robinson (BR) tamponunda (pH: 2.0) gelistirilen yeni
sensor ile diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Yeni sensor ve gelistirilen yontem, siyah ¢ay, ¢ikolata ve insan idrar1 6rneklerinde tatmin



edici sonuglarla geri kazanim ¢alismalarin1 gergeklestirmistir. Sensor, li¢ biyomolekiiliin
timiine karst gelismis kararlilik, tekrarlanabilirlik, yiiksek segicilik ve hassasiyet
gostermistir. Ayrica gelistirilen yeni sensor lizerinde XT, TP ve TB’nin DNA ile
etkilesimleri DPV teknigi ile yine ¢ozelti icinde etkilesim yontemi ile incelenmistir.
Yikseltgenme potansiyeli TB ile ¢akisan CF molekiilii i¢in ¢iplak KGE kullanilarak iki
farkli teknikle (DPV, KDV) iki analiz yontemi gelistirilmistir. Bu analizler i¢in destek
elektrolit H2SO4 (pH: 1.0) kullanilmistir. CF’nin DNA ile etkilesimi DPV ve KDV
teknikleri ile incelenmistir. Yapilan tiim bu ¢alismalarin detaylar1 3. ve 4. Boliimde

verilmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Elektrokimyasal Yontemler ve Siniflandiriimalari

Elektrokimyasal yontemler genel olarak maddelerin akim, potansiyel ve yiik gibi bazi
elektriksel niceliklerinin 6lgiimii ve bu niceliklerin kimyasal parametrelerle iliskisi ile
ilgilidir. Bu tarz yontemlerde elektrokimyasal proses elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde
gerceklesir (Wang 2000). Elektrokimyasal hiicre olarak tanimlanan en az iki elektrot ve
temas edecegi bir ¢ozelti (elektrolit) iceren sistem ile dlgiimler yapilir. Iki elektrottan
birisi analiti hedefleyen calisma elektrotu, digeri ise elektrolit ¢ozeltisinin 6zelliklerinden
etkilenmeden sabit potansiyel veren karsit elektrottur. Karsit elektrotun sabit potansiyel
tiretemedigi durumlarda ise sisteme onun yerine iki elektrot eklenir ve toplamda tglii
elektrot sistemi kullanilir. Karsit elektrotun yerine referans elektrot (elektrolit
cozeltisinden etkilenmeden sabit potansiyel olusturan elektrot) ve yardimci elektrot
(elektrokimyasal hiicre devresini tamamlayan elektrot) eklenir (Harvey 2011 ve Lasia
2014).

Elektrokimyasal yontemleri birbirlerinden ayiran nokta, 6l¢iim igin kullanilan elektriksel
sinyalin tirtdiir. Elektrokimyasal teknikler, uygulanan elektriksel sinyalin tiiriine gore
‘Potansiyometrik’ ve ‘Potansiyostatik’ olarak iki ana baslik altinda toplanirlar.
Potansiyometrik yoOntemler (statik yontemler) sifir akim sartlarinda potansiyelin
Ol¢iilmesi esasina dayanirken, Potansiyostatik yontemler (dinamik yontemler) uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimi Olgmektedirler (Wang 2000). Bu tez

calismasinda dinamik teknikler detayli olarak incelenecektir.

Dinamik elektrokimyasal deneylerin amaci hedef analitin derisimi ile iliskili bir akim
yanit1 elde etmektir. Bunun i¢in analitin redoks reaksiyonu sirasindaki elektron aktarimi

incelenir;

Z+e —D

Burada Z ve D sirasiyla analitin yiikseltgenmis ve indirgenmis formunu gostermektedir.

Bu reaksiyon, elektron transferinin termodinamik veya kinetik olarak tercih edildigi bir
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potansiyel araliginda gerceklesir. Termodinamik yasalari ile kontrol edilen bu tarz bir
reaksiyon i¢in, Nernst Esitligine gore elektrot potansiyeli elektrot yiizeyindeki elektro-

aktif tiirlin derisimini tahmin etmek i¢in kullanilabilir;

— g0 _ Ry ln]
E=E nFlog )l 2.1

Burada R ideal gaz sabitini (8.314 J/K.mol), T sicaklig1 (Kelvin, K) ve F faraday sabitini
(96485 Coulomb), E hiicrenin potansiyelini, E° ilgili reaksiyonun standart indirgenme
potansiyelini, Cp indirgenmis formun derisimini ve Cz yiikseltgenmis formun derisimini

gostermektedir.

Dinamik tekniklerde elektrokimyasal tiiriin yiikseltgenme/indirgenme derecesindeki
degisimden kaynakli olusan akim, ‘faradayik akim’ olarak adlandirilir. Olgiilen bu
faradayik akim redoks reaksiyonunun hizinin direkt bir 6l¢isiidiir (Harvey 2011). Ortaya
citkan akim-potansiyel egrisi (voltamogram) akima karsi gecis potansiyelinin
sergilenmesinden ibarettir. Voltamogramin sekli elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal
mekanizmalar tarafindan belirlenir. Toplam akim degeri ise analit ve ¢dzeltinin faradayik
akimlar ile faradayik olmayan arka plan akimlarinin toplamini igermektedir (Wang

2000).

Elektrokimyasal teknikleri anlamak icin asagida siralanan bes temel yaklasimin

anlasilmasi ¢ok dnemlidir;

i.  Elektrot potansiyeli elektrot ylizeyinde bulunan analitin formunu belirler,
ii.  Analitin elektrot yiizeyindeki derisimi ile ¢6zeltideki derisimi ayni1 olmayabilir,
iii.  Yikseltgenme/indirgenme reaksiyonlarina ek olarak analit bazi diger
reaksiyonlara katilabilir,
iv.  Akim analitin yiikseltgenme/indirgenme hizinin direkt bir 6l¢iistidiir,

v.  Akim ve potansiyel ayni anda kontrol edilemez.

Denge reaksiyonlarinin yoniinii ¢ozelti sartlariin belirledigi bilinmektedir (Le Chatelier

Ilkesi). Elektrokimyasal bir reaksiyonda ise potansiyel, bu reaksiyonun yoniinii ve

11



dolayistyla analitin formunu belirlemektedir. Sekil 2.1°de gosterilen elektrokimyasal
sistem diisiiniilecek olursa, bu sisteme 0,5 V potansiyel uygulandiginda Fe3* iyonu Fe?*
iyonuna indirgenecek ve Sn*" iyonu ise herhangi bir degisime ugramayacaktir. Fe3*/Fe?*
redoks ciftinin potansiyeli i¢in elektrokimyasal yontemlerin temel esitligi olan Nernst

Esitligi asagidaki gibi gosterilir;

_RT.[Fe**] o 00592, [Fe?*]
nFlog [Fe3t] — E 1 log [Fe3+]

E=E° 2.2

Burada; E elektrot potansiyelini, E® Fe**/Fe?* i¢in standart indirgenme potansiyelini ve n
aktarillan elektron sayisim1 (bu reaksiyon i¢in n: 1) gostermektedir. Uygulanan
potansiyelin analitin elektrot yiizeyindeki formunu belirledigini bildigimize gore,
yukaridaki esitlikte bulunan derisim degerlerinin elektrot yiizeyindeki derisimleri

gosterdigi onemlidir (Lefrou vd. 2012).

(+)

—
—_—

(-)

Sekil 2.1 Fe¥*/Fe?* ve Sn**/Sn?* redoks ciftleri i¢in potansiyel semasi

Sekil 2.1°de sisteme 1,00 V potansiyel uygulanirsa Fe®* iyonunun (bu potansiyelde
kararlidir) derisimi ¢6zeltinin her yerinde degismeden kalir. Fakat 0,50 V potansiyel
uygulanirsa elektrot yiizeyindeki Fe®*" iyonunun derisimi neredeyse sifir olacak kadar

azalir. Fakat elektrot yiizeyinden uzaklastikca Fe** iyonunun derisimi belli uzakliga kadar
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artacak ve bu asamadan sonra ¢ozelti derisimi ile esit olacaktir (Sekil 2.2). Elektrot
ylizeyindeki derigimin ¢0zelti derisimine esit olana kadar arttigi bu mesafeye ise

‘diflizyon tabakas1’ adi verilir.

Sekil 2.2°de elektrot yiizeyinden uzakhigin bir fonksiyonu olarak Fe** iyonunun
derisimini gosterilmektedir. Nernst esitliginin kontrol ettigi Fe3*?* indirgenmesi
sistemdeki tek reaksiyon olmayabilir. Fe3* iyonunun elektrot yiizeyine adsorpsiyonu
ve/veya ortamda olusabilecek metal-ligand kompleksleri de bu iyonun derisimini

etkileyebilir.

[Fe3]

Elektrot yizeyinden uzakhk

Sekil 2.2 Elektrottan uzakligin bir fonksiyonu olarak Fe** derisiminin degisimi

Fe3*2* indirgenmesi diisiiniildiigiinde sistem bir elektron tiiketir ve bu elektron elektrot

tarafindan alinir. Sistemdeki baska bir tiiriin (6rnegin ¢oziiciiniin) yiikseltgenmesi ise bu
tiiketilen elektronun kaynagidir. Bu elektron transferi elektrotlar arasinda dlgiilebilir bir
akim olusturur ve bu akim indirgenme reaksiyonunun hizi i¢in direkt bir 6l¢iidiir. Sistem

denge haline ulastiginda ise akimin sifir oldugu unutulmamalidir (Lefrou vd. 2012).

Fe3*2* redoks ¢iftinin dengede oldugu bir sistemde akim sifirdir ve potansiyel ise Nernst

esitligindeki gibi verilir. Potansiyeli sistemin denge potansiyeli degerinden farkli bir

sekilde uygularsak bu sistem yeni denge konumuna dogru ilerler. Baglangigta akim fazla
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olsa da zaman gegctikce sifira dogru yaklasir. Boylece akim uygulanan potansiyele gore
degisir. Diger taraftan, sistemden Fe®*’?* indirgenmesini zorlayan kontrollii bir akim
gegirilirse, bu potansiyel Fe* ve Fe?" iyonlarinin derisimine gore Esitlik 2.1°deki gibi
zamanla degisir. Sonug olarak, elektrokimyasal ¢alismalarda eger potansiyel kontrol
edilmek isteniyorsa ortaya ¢ikan akim, akim kontrol edilmek isteniyorsa ortaya ¢ikan

potansiyel degerlendirilir (Harvey 2011).

Akim ve potansiyeli aymi anda kontrol edilemediginden dolay1 elektrokimyasal

yontemlerde ii¢ ¢esit temel dl¢lim yapilabilir;

a. Akim sifirken potansiyel dlciilebilir,
b. Akim kontrol edilirken potansiyel lgiilebilir,

c. Potansiyel kontrol edilirken akim 6l¢tilebilir.

Tiim bu deney tasarimlart Ohm Yasasina uyan tasarimlardir. Ohm yasasi ise bir elektrik

diren¢ devresinden gegen akimin potansiyel olusturdugunu agiklar,

E=iXR 2.3

Burada E potansiyeli, i akimi1 ve R direnci gostermektedir (Skoog vd. 2014 ve Wang
2000).

Yukarida bahsedilen bu deneysel tasarimlarin tiimii farkli tipte cihazlar kullanirlar.
Giiniimiizde kullandigimiz modern cihazlar, akim veya potansiyeli kontrol edebilmek igin
otomatik, bilgisayar destekli elektronik cihazlardir.  Sifir akim sartlarinda bir
elektrokimyasal hiicrenin potansiyelini 6l¢mek i¢in kullanilan cihazlara ‘potansiyometre’
ad1 verilir. Bu cihazlar temel olarak bir gili¢ kaynagi, bir ¢alisma elektrotu ve bir karsit
elektrot i¢eren bir elektrokimyasal hiicre, akim1 6l¢mek igin bir ampermetre, ayarlanabilir
kayar telli bir direng ve elektrokimyasal devreyi kapatmak icin bir kademe anahtari igerir
(Sekil 2.3a). Potansiyeli kontrol etmemize yarayan cihazlara ise ‘potansiyostat’ adi
verilir. Bu cihazlar temel olarak bir giic kaynagi, bir referans elektrot, bir ¢alisma

elektrotu, bir yardimci elektrot igeren bir elektrokimyasal hiicre, hiicreden gecen akimi

14



Olgmek i¢in bir ampermetre, ayarlanabilir kayar telli bir direng ve elektrokimyasal
hiicreden gecen devreyi kapatmak i¢in bir kademe anahtar1 icerir (Sekil 2.3b). Akimi
kontrol etmemizi saglayan cihazlara ise ‘galvanostat’ adi verilmektedir. Bu cihazlar temel
olarak bir gii¢ kaynagi, bir referans elektrot, bir yardime1 elektrot ve bir ¢alisma elektrotu
iceren bir elektro-kimyasal hiicre, yliksek empedanslt bir potansiyometre, akimi 6lgmek

i¢in bir ampermetre ve bir direng elemanindan olusur (Sekil 2.3c).

Giig

Kaynag| I Glg I

|Kayna§l
ayarlanabilir direng P
ayarlanabilir direng
VNV ‘
Yiksek-Empedansli diren¢

Potansiyometre

J (r) Ampermetre
Anahtar

Karsit  Calismalindikator:
Elektrot Elektrot

(D Ampermetre (i) Ampermetre

Yardimci
Elektrot

Referans
Elektrot

Yardimel
Elektrot \4

Calisma
Elektrotu Referans

Elektrot

Elektro-kimyasal
hiicre

G Yiiksek-Empedansli
Potansiyometre

Elektro-kimyasal Elektro-kimyasal Galisma
hiicre hiicre Elektrotu

(a) (b) (c)

Sekil 2.3 Elektrokimyasal 6l¢timler i¢in temel cihaz tasarimlari; (a) potansiyometre, (b)

potansiyostat ve (c) galvanostat

Potansiyometri sifir akim sartlarinda ¢alisan 6nemli bir yontemdir. Bu yontemde 6rnek
hakkinda elde edilen bilgi membran boyunca uygulanan potansiyelden elde edilir. Tyon-
algilama membranlar1 i¢in birgok farkli membran materyalleri tiretilmis ve iyonik tiirlerin
direkt Olglimleri igin kullanilmaktadir. Potansiyometrinin aksine potansiyostatik
yontemlerde (potansiyel veya akim kontrollii) ise elektrot-¢ozelti ara yiizeyindeki yiik-
transfer prosesi dinamik (akim sifirdan farkli) olarak incelenir. Burada kontrol edilen
potansiyel, elektron-transfer reaksiyonunu baslatmak i¢in kullanilir ve sonugta agiga
¢ikan akim olgiiliir (Harvey 2011). Boyle diisiiniildiigiinde dinamik tekniklerde kontrollii-
potansiyel, spektroskopik yontemlerdeki maksimum aborbans veren dalga boyu (Amax)
terimi gibi disiiniilebilir. Spektroskopik yontemlerde dalga boyu molekiilii absorbans
veya 1s1ma yapmaya tesvik ederken, dinamik elektrokimyasal yontemlerde ise potansiyel

molekiiliin elektron almasi (indirgenme) veya vermesine (yiikseltgenme) tesvik eder. Bu
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reaksiyonun elektron gecisi ise akima karsi potansiyel grafigi ile gozlemlenir (Wang
2000).

Elektro-Analitik
Teknikler

Dinamik
iz0

Akim
Kontrolli

Potansiyel
Potansiyometri Kontrolli
E Sleiilir

Sabit
Potansiyel

Akim kontrollii
Kulometri
i'ye karsi t 6lcultr

Degisken
Potansiyel

Siyirma
(Al Voltametrisi Dure Amperometri Potansiyel kontrollii

Cozelti i'ye karsi E be i Blcillir Kulometri
olclir i'ye kargi t olglltr

Hidrodinamik
Voltametri
i've kars E 6lgtlir

Dogrusal
Potansiyel

Dadngsel
Potansiyel

IH
Potansiyel

Palorografi ve sabit Puls palorografisi ~ Déniisiimlii voltametri
Elektrot voltametrisi ve voltametrisi i've karsi E dlgultr
i've karg! E 6lgalir i'ye kars! E olciiliir

Sekil 2.4 Elektroanalitik yontemlerin sematik siniflandirilmasi (Yilmaz 2012)

Elektrokimyasal tekniklerin basitge siniflandirilmalar1 Sekil 2.4’te gosterilmektedir.
Burada teknikler siniflandirilirken 6lgiilen elektrokimyasal parametreler de belirtilmistir.
[lk olarak bu teknikler sistemden akim gegip gegmedigine gore iki gruba ayrilmislardir.
Statik tekniklerde akimin analit ¢dzeltisinden ge¢mesine izin verilmezken, dinamik
tekniklerde akim analit ¢dzeltisinden gecer. Potansiyometrik yontem sifir akim sartlarinin
oldugu ve sistemin potansiyelinin 6l¢iimiine dayanan statik bir yontemdir ve kantitatif
birgok uygulama alan1 bulunmaktadir. Dinamik yontemler ise akimin analit ¢dzeltisinden
gecirildigi en genis ara-yiizey elektrokimyasal teknikleri icerir. Kulometri tekniginde
akim zamanin bir fonksiyonu olarak 6l¢iiliirken, amperometri ve voltametri tekniklerinde
ise akim sabit veya parametre potansiyelin bir fonksiyonu olarak 6l¢iiliir (Harvey 2011).

Bu tez ¢alismasinda voltametrik teknikler {izerinde durulacaktir.
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2.2 Voltametrik Teknikler

Voltametrik tekniklerde elektrokimyasal hiicreye zamana bagl bir potansiyel taramasi
uygulanarak akim bu potansiyelin bir fonksiyonu olarak ol¢iilmektedir. Uygulanan
potansiyele karsi akimin grafige gecirildigi bu egrilere ‘voltamogram’ adi verilir ve bu
spektroskopide olusturulan spektrumun elektrokimyasal karsiligi olarak diisiiniilebilir.
Voltamogramlar yiikseltgenen ve/veya indirgenen tiirler i¢in kalitatif ve kantitatif veriler
saglarlar. Calismalar elektrokimyasal hiicrelerde gergeklestirilir. Giiniimiizde tiretilen
modern cihazlar genellikle ticlii elektrot sistemi kullanmaktadirlar. Voltametride ¢calisma
elektrotuna zamana bagli, uyarma sinyali niteliginde potansiyel uygulanirken, bu
potansiyel referans elektrotun sabit potansiyeli ile iliskili olarak degistirilir ve yardimei
elektrot ile ¢alisma elektrotu arasinda akan akim ol¢iiliir (Sekil 2.5). Yardimci elektrot
olarak siklikla platin tel, referans elektrot olarak da standart kalomel elektrot veya
Ag/AgCl elektrotu kullanilir (Skoog vd. 2014).

Calisma
Elektrotu

/| Yardimci
Elektrot

Referans
Elektrot

N

S

2(g) ‘

Analit + Elektrolit
¢ozeltisi

Elektrokimyasal
hiicre

Sekil 2.5 Voltametrik tekniklerde kullanilan tiglii elektrot sisteminin semasi

Civa, platin, altin, giimiis ve karbon temelli bir¢ok farkli materyal ile ¢alisma elektrotlari
hazirlanabilmektedir. Civa sivi oldugundan dolay1 bu elektrot bir kapiler tiip olarak
diisiintilebilir. Voltametrinin ilk ¢alisma elektrotu olan civanin bir¢ok farkli formu
olusturulmustur. Bunlar arasinda asili civa damla elektrot, diisen civa elektrotu, statik civa
damla elektrotu ve civa film elektrotu (kat1 elektrot) bulunur. Asili civa elektrot kullanan

tekniklere ‘palorografi’ adi verilir. Fakat civa temelli elektrotlar ile analitin sadece
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indirgenme reaksiyonlari incelenebilmektedir. Bu eksigi kapatmak i¢in son yillarda kati
elektrotlar gelistirilmistir. Kat1 elektrotlar platin, altin, giimiis ve karbon temelli
elektrotlardir. Giinlimiizde bu tarz kati1 elektrotlarin modifiyer maddeler ile kaplanmasi

sonucu ylizey alani arttirilarak daha iyi dl¢limler ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir.

2.2.1 Voltametrik akim

Voltametrik tekniklerin aslinda en biiyiik avantaji tam polarizasyon sartlarinda
calismasidir. Potansiyometrik tekniklerde potansiyel, tiirlerin derisimlerini belirlemede
kullanilir. Belli bir derisim degerinden sonra potansiyel artik derisimin artmasi ile daha
az artmaya baslar ve hatta sabit kalmaya baglar. Ayni sekilde spektroskopik tekniklerde
de absorbans derisim arttirildikga belli bir derisim noktasindan sonra daha az artmaya ve
hatta sabit kalmaya baslar. Bu bahsedilen noktalar polarizasyon durumlarimni temsil
etmektedir. Voltametride ise disaridan uygulanan potansiyel, Ol¢iim sartlarini tam
polarizasyon noktasina getirmekte ve Olciilen akim degeri direkt analit ile degisim

gostermektedir (Yilmaz 2012).

Voltametrik tekniklerde analit ¢alisma elektrotunda yiikseltgendiginde ortaya c¢ikan
elektronlar potansiyostat iizerinden yardimci elektrota gecerek burada ¢oziicliyii veya
baska bir bileseni indirgemektedir. Eger c¢alisma elektrotu {izerinde indirgenme
gerceklesirse akim yardimer elektrottan katoda yani ¢alisma elektrotuna dogru akar. Her
iki durumda da ortaya ¢ikan akim, faradayik akim olarak adlandirilir. ilgili reaksiyon
calisma elektrotu lizerinde gerceklestiginden dolay1, bu reaksiyon indirgenme ise katodik
akim, yiikseltgenme ise anodik akim olarak adlandirilir (Harvey 2011). Bu g¢alismada

katodik akimin isareti (-), anodik akimin isareti de (+) olarak gosterilecektir.

Elektrokimyada standart olarak kullanilan [Fe(CN)s]*’* redoks probu iizerinden

voltametrik akim anlatilabilir;

Fe(CN)*s + e <> Fe(CN)*s
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Bu reaksiyona gore Nernst esitligi yazilarak tiirlerin derisimleri ile potansiyel arasindaki

iligki asagidaki sekilde gosterilir;

4— 4—
__RT [Fe(CN)E™] — 10356 — 0.0592 log [Fe(CN)E]

nF 08 [Fe(CN)3T] 1 [Fe(CN)3] 24

E=E°

Baslangigta 0,10 mM Fe(CN)%%s ile reaksiyon basladigini varsayar ve calisma elektrotuna
+ 0,50 V potansiyel uygulanirsa, elektrot yiizeyinde ki tiirlerin derisimlerinde herhangi
bir degisim olmayacaktir. Bunun nedeni bu redoks reaksiyonun uygulanan potansiyelde
gerceklesmemesi ve bunun sonucunda faradayik akimin olusmamasidir (Sekil 2.6a).
Uygulanan potansiyel + 0,356 V degerine degistirilirse elektrot yiizeyindeki Fe(CN)%s,
Fe(CN)*s’ya indirgenecektir. Bu durum elektrot yiizeyinde denge kurulana kadar
([Fe(CN)*6] = [Fe(CN)*g] = 0,05 mM) devam edecek, bu sirada faradayik akim olusacak
ve dengeye ulastiginda akim hizlica sifir degerine gelecektir. Elektrot ylizeyinde iki tiiriin
derisimi 0,05 mM olmasmna ragmen c¢alisma c¢ozeltisindeki derisim degerleri
degismeyecektir. Derigimler arasindaki bu farktan dolayi, calisma ¢ozeltisi ve elektrot
yiizeyi arasinda bir derisim farki ortaya cikar. Olusan bu fark sayesinde [Fe(CN)s]*
elektrot yiizeyinden uzaklasirken, [Fe(CN)s]* elektrot yiizeyine yaklasir (Sekil 2.6b).

alisma elektrotunun yizeyi
—] E=+0.500V Galls Y i

e E0 =+ 0.356 V

Fe(CN)g> Fe(CN)g*

Calisma gozeltisi

Sekil 2.6 [Fe(CN)6]%"* redoks probunun (a) yari-reaksiyon diyagrami ve (b) indirgenme

sirasinda elektrot ylizeyindeki hareketi
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Hiicre ortaminda bu sekilde gergeklesen redoks reaksiyonu iki tiiriin elektrot yilizeyinde
ve calisma ¢ozeltisindeki derisimi esit olana kadar devam ederken, faradayik akim
olusturur. Calisma elektrotunun potansiyeli ortaya ¢ikan faradayik akim ile belirlense de
akimin biyiikliigii olusan yiikseltgenme/indirgenme reaksiyonunun hiz1 ile belirlenir.
Elektrokimyasal reaksiyonun hizin1 iki faktor etkilemektedir; birincisi yukarida
bahsedilen kiitle transferi ve ikincisi ¢alisma ¢o6zeltisinde elektrot ve redoks tiirleri

arasinda aktarilan elektronlarin hizidir (Lefrou vd. 2012 ve Harvey 2011).

Elektrokimyasal hiicre i¢inde redoks tiirlerinin elektrot yiizeyine hareketini etkileyen li¢
cesit kiitle transferi vardir; difiizyon, gé¢ ve konveksiyon. Difiizyon, elektrot ylizeyinde
ve calisma c¢ozeltisinde ilgili tiirtin derisimleri arasinda fark oldugunda olusur.
Difilizyonun gerceklestigi ¢ozelti ve elektrot yiizeyi arasindaki bolgeye ‘difiizyon
tabakas1’ adi verilir. Konveksiyon ise ¢ozelti mekanik olarak karistirildiginda ortaya
cikar. Boylece iiriin elektrot yilizeyinden uzaklasirken reaktant elektrot yiizeyine dogru
hareket eder. Gog ise ¢ozeltideki yiiklii bir pargacigin yiiklii elektrot yiizeyi tarafindan

¢ekilmesi ve/veya itilmesi ile olusur.

Voltametride akimi etkileyen bir faktdr de kiitle transferinin hizidir. Ayrica elektronlarin
elektrot yiizeyindeki tiirler ile elektrot arasindaki hareketi de akimi etkiler. Elektron
transfer kinetigi hizli oldugunda redoks reaksiyonu dengededir. Bu durumda redoks
reaksiyonu elektrokimyasal olarak tersinirdir. Elektron transfer kinetigi belirgin sekilde
yavas oldugunda, reaktant ve iiriinlerin elektrot ylizeyindeki derisimi ve faradayik akimin
biiyiikliigii Nernst esitligi ile tahmin edilemez. Bu durumda redoks reaksiyonu
elektrokimyasal olarak tersinmezdir (Harvey 2011 ve Lefrou vd. 2012).

Bu tez calismasinda modifiye edilen elektrotlarin performansini degerlendirmek ve
calisilacak maddelerin redoks mekanizmasini degerlendirmek i¢in doniisiimlii voltametri
(DV) teknigi, ¢alisilacak maddelerin analizini ger¢eklestirmek i¢in de diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) teknikleri ile ¢alisilmistir. Ayrica
tiretilen elektrotlarin yiik aktarim direncini incelemek igin ise elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EES) kullanilmistir. Asagida bu tekniklerin teorileri ayrintili olarak

incelenecektir.
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2.2.2 Doniisiimlii voltametri

DV teknigi, elektrokimyasal reaksiyonlar i¢in en ¢ok kullanilan ve analit ile ilgili kalitatif
veriler saglayan tekniktir. ~ Bu veriler; redoks prosesinin termodinamik verileri,
elektron-transfer reaksiyonlarmin kinetigi ve adsorpsiyon ozellikleridir. DV teknigi
elektrokimyasal ¢aligmalarda analitin incelenmesi igin genellikle ilk kullanilan tekniktir
(Wang 2000). Bunun nedenleri; maddelerin redoks potansiyellerinin belirlenmesi,
elektrot ylizeyinde tersinir/tersinmez redoks reaksiyonu verip vermediginin incelenmesi,
daha sonra yapilacak tarama hiz1 (V) ¢alismalari ile ilgili maddenin elektrot yiizeyindeki
reaksiyonunun adsorpsiyon/difiizyon kontrollii olup olmadiginin kontrol edilebilmesidir.
Ayrica modifiye edilen elektrotlarin elektro-aktif yiizey alanlarinin (A) hesaplanmasinda

da yine DV teknigi kullanilmaktadir.

DV teknigi, ¢alisma elektrotuna zamana bagli iggen dalga formunda uygulanan dogrusal
potansiyel taramasindan ibarettir (Sekil 2.7a). Potansiyel taramasi sirasinda potansiyostat,
uygulanan potansiyel sonucu ortaya ¢ikan akimi 6lger. Olgiilen akima kars1 potansiyelin

gosterildigi grafige ‘doniisiimlii voltamogram’ ad1 verilir (Kissinger ve Heineman 1983).

Tersinir bir elektro-kimyasal reaksiyon icin pik akimi (25 °C) Randles-Sevcik Esitligi ile

verilir;

i =(2.687 x10%) x n¥2 x DY2 x v/2 x A C 2.4

Burada i anodik (ipa) veya katodik (ipk) pik akimini, n aktarilan elektron sayisini, A
elektrotun yiizey alanini (cm?), C ilgili tiiriin derisimini (mol/cm?®), D difiizyon katsayisini
(cm?/s) ve v tarama hizin1 (V/s) gostermektedir. Esitlikten goriilecegi iizere akim, derisim
ile direk orantili ve tarama hizinin kare kokii arttikca artmaktadir. Ileri (anot) ve geri
(katot) reaksiyonlarin pik akimlar1 orani redoks prosesi sirasinda olusan kimyasal
reaksiyonlardan gii¢lii sekilde etkilenir. Tersinir sistemlerde piklerin pozisyonu sistemin
standart potansiyeline baglidir, anodik ve katodik pik potansiyellerinin ortalamasina

esittir;
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EpatEpk
EO = % 25

Tersinir sistemde pik potansiyellerinin birbirinden farki asagidaki sekilde verilir ve

aktarilan elektron sayisini (n) hesaplamak i¢in kullanilabilir;

AEp = Epa— Epk = 0,059 Vin 2.6

Bu esitlikten hizli bir tek elektronluk transferin 59 mV AEp degerine sahip olmasi
gerektigi gortlebilir (Skoog vd. 2014).

(a) (b)
Son §o .
) lleri tarama Geri tarama
Potansiyel
Baglangic
Potansiyeli

Sekil 2.7 Doniisiimlii voltametride (a) zamana karsi potansiyelin degisimi ve (b) tersinir

bir redoks reaksiyonu i¢in beklenen tipik bir doniisiimlii voltamogram

Tersinmez bir proses i¢in pik akimi da yine Randles-Sevcik esitligi (Esitlik 2.4) verilir.
Bu durumda akim analite gore anodik veya katodik olabilir. Fakat tersinmez sistemlerde
pikler boyut agisindan tersinir sistemlere gore daha kiiglik ve birbirinden iyice
ayrilmiglardir. Bu sistemlerde sistem potansiyeli ve tarama hizi birbiri ile iliskilidir ve

asagida gosterilen Laviron Esitligi ile verilir;

Ep — Eo + (2.303RT) log (RTkO) + (2,303RT) lOgU 27

xnF onkF xnF
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Burada E anodik (Eps) veya katodik (Epk) pik potansiyelini, E° standart elektrot
potansiyelini, R gaz sabitini (8.314 J/mol.K), T sicaklig1 (Kelvin, K), k° standart heterojen
hiz sabitini, F faraday sabitini, v tarama hizini, o elektron transfer katsayisin1 ve n
aktarilan elektron sayisini gostermektedir. Tersinmez sistemler i¢in a: 0.5 kabul edilerek
Ep — log v grafiginin egimi yardimi ile herhangi bir tiiriin elektrot yiizeyinde aktarilan

elektron sayis1 hesaplanabilir (Patel vd. 2020).

Esitlik 2.4 kullanilarak, akimm tarama hizi ile degisimi literatiirde log i — log v ve i — v*2

grafikleri ile incelenerek, elektrot yilizeyindeki elektrokimyasal prosesin karakteristikleri
belirlenebilir. log i — log v dogrusal grafiginin egimi 0.5 civarlarinda ise elektrot
ylizeyindeki proses difiizyon kontrollii, egim 1 civarlarinda ise adsorpsiyon kontrolli
olarak degerlendirilir (Anvari vd. 2021). Ayrica i — v*2 egrisinin dogrusal olmasi da
prosesin diflizyon kontrollii oldugunu belirtmektedir. Bunlara ek olarak pik potansiyelleri
ve tarama hizi arasindaki iliski Esitlik 2.7 ile ¢izilen Ep — log v grafigi birlikte incelenerek
elektrot yilizeyinde aktarilan elektron sayisi hesaplanabilir. Bu deger elektrot yiizeyinde

gerceklesen redoks tepkimesinin mekanizmasinin belirlenmesi i¢in de 6nemlidir.

2.2.3 Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi organik, inorganik ve biyomolekiillerin iz
seviyelerinde analizi i¢in ¢ok uygun bir tekniktir (Gupta vd. 2011). Bu teknikte, dogrusal
potansiyel taramanin tizerinde sabit biiyiikliikte st tiste bindirilmis pulslar ¢alisma
elektrotuna uygulanir. Akim iki kere 6lgiiliir; pulsdan hemen 6nce (t1) ve puls 6mriinden
hemen sonra (t2) (yaklasik 40 ms sonra) (Sekil 2.8a). Olgiilen ilk akim ikinci akimdan
cikarilarak ortaya ¢ikan akim uygulanan potansiyele karsi grafige gegirilir (Sekil 2.8b).
Bu grafige ‘diferansiyel puls voltamogrami’ denir ve akim piklerinden olusur. Bu akim
piklerinin yiiksekligi direkt analitin derisimi ile orantilidir. Diferansiyel puls Slgtimleri
pulstan 6nce ve sonra okunan akimlarin farkini alarak voltamograma isledigi igin arka
plan akiminin ¢ok etkili bir dogrulamasini verir. Ayrica DPV ile elde edilen pik
potansiyelleri (Ep) ilgili tirleri tamimak i¢in kullanilabilir. DPV’nin pik seklinde
gosterdigi yiikseltgenme-indirgenme yanitlari, redoks potansiyelleri birbirlerine yakin

olan tiirlerin eszamanli analizi i¢in ¢ok kullanighdir (Laborda vd. 2014).
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DPV tekniginde puls biiyiikliigii ve potansiyel tarama hizi degerlerinin se¢imi, duyarlilik,
hiz ve ayirma arasinda bir segim yapilarak gergeklestirilir. Ornegin biiyiik puls degerleri
se¢imi daha biiyiik ve genis pikler ortaya ¢ikarir. 25 — 50 mV puls biiytkligi ve 5 mV/s
potansiyel tarama hiz1 genellikle uygulanir. DPV teknigi ile 10® M orneklerde 6lgiim
aliabilmektedir (Skoog vd. 2014).

(a) (b)

Ai =ip2—ip1 2 AE
®

]

Sekil 2.8 DPV teknigi i¢in (a) gegis sinyalinin dl¢iimii (AE; puls biiytikligii, tp; puls

stiresi) ve (b) 6rnek DP voltamogrami1

2.2.4 Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (KDV) simetrik bir kare dalga formundan olusan, bir merdiven
gibi Gist iiste bindirilmis potansiyel adimlarini igeren ve bu potansiyeli ¢alisma elektrotuna
uygulayan bir tekniktir (Gupta vd. 2011). KDV tekniginde akim her kare dalga
dongiisiinde iki kez Ol¢iiliir; ilki ileri pulsun sonunda (t1) ve ikincisi ters pulsun sonunda
(t2) (Sekil 2.9a). Iki 6lciim arasindaki fark uygulanan potansiyele karsi grafige gegirilir.
Bu grafige ‘kare dalga voltamogrami’ denir. Elde edilen akim degerleri analitin derisimi
ile direk orantilidir. KDV tekniginin miikemmel duyarlili§i net akimin ileri ve geri

taramanin ikisinden de elde edilen akimdan daha fazla olmasidir (Mirceski vd. 2013).

KDV tekniginin temel avantaji analiz siiresinin ¢ok kisa olmasi yani hizidir. Bu teknikte

etkili bir potansiyel taramasi su sekilde tanimlar; f.AEs. Burada f kare dalga frekansini,
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AEs ise adim yiiksekligini gostermektedir. Ornegin =50 Hz ve AEs=10 mV degerinde
oldugunda etkili tarama hiz1 0,5 V.5 olmaktadir. Bunun sonucunda analiz siiresi etkili
bir bicimde azalmistir. Tiim voltamogram birkag saniyede olusturulabilmektedir. DPV ile
karsilagtirildiginda KDV teknigi hizi ile 6ne ¢ikmaktadir ve ayni araligit DPV birkag
dakika i¢inde taramaktadir (Skoog vd. 2014).

(a) (b)
Di=ig =iy
1
)
l Exo —IAE
\
* 2
T [P
-4 T

Sekil 2.9 (a) KDV tekniginde uygulanan kare dalga formu (Tq: bekleme siiresi, t: kare
dalga frekansi, AE; adim yiiksekligi ve Ekp; kare dalga puls biiytikligii) ve (b)

ornek kare dalga voltamogrami

2.3 Modifiye Elektrot Kavrami

Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar (KME), elektrot sistemleri igin modern bir
yaklasimdir. KME’ler, gesitli organik ve inorganik modifiyerlerin elektrot yiizeyine
yerlestirilmesi ile elde edilirler. Modifiye edilmis elektrotlar voltametrik, amperometrik
ve potansiyometrik sensorler olarak analitik tayinlerde hassasiyetin, segiciligin veya
kararliligin arttirilmasi amaci ile tasarlanirlar. Elektrot yiizeyinin modifikasyonu temel
olarak organik veya inorganik maddelerin veya bunlarin karisimlarinin elektrot yiizeyine
tutturularak, bu maddelerin fizikokimyasal &zelliklerinin elektrot yiizeyine aktarilmasini
icermektedir. Elektrokimya alaninda c¢aligma elektrotlarinin kimyasal olarak modifiye
edilmeleri, elektrotlarin elektrokimyasal performanslarini gelistirmesi amaciyla
kullanilan ve yakin geg¢misten giiniimiize yiikselen bir trenddir. Elektrot

modifikasyonunda temel amag, modifiyer materyaller yardimiyla geleneksel elektrotlarin
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aktif yiizey alanlarinin arttirilmasi ve elektron transfer kinetiginin hizlandirilarak
duyarliligin arttiritlmasi ve/veya daha diisiik alt tayin sinirlarina ulasilmasidir (Jadon vd.

2016, Santos vd. 2009 ve Heydari vd. 2016).

Elektrot yiizeylerini modifiye etmek i¢in kullanilan nano materyaller (karbon temelli
yapilar, metal oksitler, iletken polimerler, iyonik sivilar vb.) genel olarak ‘modifiyer
materyaller’ olarak adlandirilirlar. Elektrot yilizeyinin modifikasyonu ile elektrot,
modifiyer maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin elektrot yiizeyine aktarilmasi
sayesinde daha iyi hassasiyet, genis yiizey alani, gelistirilmis elektro-katalitik aktivite ve
ylizeye sabitlenen fonksiyonel gruplar ve katki maddeleri ile analite kars1 segicilik gibi
ozelliklere sahip olur (Fiorucci ve Cavalheiro 2002, Heydari vd. 2016). Modifiyer
materyaller olarak tercih edilen malzemelerin ortak 6zelligi genel olarak elektro-aktif
tirler olmalaridir. Karbon nano tiipler en siklikla kullanilan modifiyer materyallerdir.
Buna ek olarak giiniimiizde s ve p tipi yari-iletken 6zelligi tasiyan metal oksit nano-
partikiilleri de elektrot yiizeylerine sabitlenen nano materyallerdir. Iletken polimerlerin
elektrot yiizeylerine elektrokimyasal olarak baglanmalari, iyonik sivilarin kullanimi
laboratuvar sartlarina gére veya incelenecek analite gore tercih edilen diger modifiyer

materyallerdir (George vd. 2018).

Elektrot modifikasyon uygulamalar1 hakkinda ayrintili bilgiler vermeden 6nce bazi
terimleri tanimlamak gerekmektedir; KME, kimyasal bir modifiyernin mono molekiiler,
coklu molekiiler, iyonik veya polimerik filmi ile kaplanmis iletken veya yari iletken bir
malzemeden yapilmis bir elektrot olarak tanimlanabilir. Modifiye edilen elektrot,
faradayik reaksiyonlar1 (yiik transferi) veya ara-yiizey potansiyel farkliliklar vasitasiyla
elektrot ylizeyindeki filmin kimyasal, elektrokimyasal ve/veya optik 6zelliklerini sergiler.
Ara-ylizeyde gergeklesen elektron transferi, elektrokimyasal yiikiin kimyasal filmlerden
elektrotlara tasindig, elektronun ortam difiizyonuna bagli olarak kendi degisimi ve filmin
yiiksek oranda konjuge molekiiler bilesenleri tarafindan iletimi dahil olmak iizere,
elektrokimyasal yiiklerin tasindigi prosesler ic¢in genel bir terimdir. Biyosensor,
biyokimyasal tanima elemaninin uygun bir elektrokimyasal doniistiiriiciiye baglandigi
ozel bir KME tiiriidiir. Elektrot yiizeyi, biyolojik tanima eleman1 veya biyokimyasal

reseptor olarak islev goren bir biyo-bilesenin (6rn., enzim, antijen/antikor, bitki veya
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hayvan dokusu, vb.) eklenmesiyle degistirilir. Kemoreseptdr ise analit tanima ve/veya bir
reaksiyon i¢in secici algilama bdolgeleri bulunduran elektrotlardir. Giiniimiizde bu tarz
reseptorlere elektrokimyasal platformlar ad1 da verilmektedir (Durst vd. 1997).

Elektrotlar genel olarak dort yaklasim ile modifiye edilmektedir;

a. Kemisorpsiyon; modifiyer maddenin valans elektronlart yardimiyla tipki

kimyasal bir bilesik olumu gibi elektrot yiizeyi ile etkilesmeleri sonucu olusur.
Olusan kimyasal film, elektrot yiizeyine gii¢lii bir sekilde ve ideal olarak geri
doniislimsiiz olarak adsorbe edilir. Bu yaklagim genellikle tek katmanli (veya daha
az) kaplama saglar. Bu tip modifikasyon, birbiriyle iligkili olmayan molekiillerin
bir siliper oOrgii olusturmak i¢in elektrot yiizeyindeki belirli bolgelerde
kendiliginden kimyasal olarak sogurulmasini igerir.

b. Kovalent baglanma; modifiyerin bir veya birkag mono molekiiler tabakasini

elektrot yiizeyine kovalent olarak eklemek olarak tanimlanabilir.

c. Polimer film kaplama; iletken ve iletken olmayan polimer filmler, temas eden

cozeltide kimyasal adsorpsiyon, ¢oziiniirliikk farhiligina gére veya gozenekli bir
elektrotta fiziksel sabitleme ile elektrot yiizeyinde tutturulur. Polimer film
organik, organo-metalik veya inorganik olabilir, arzu edilen modifiyer maddeyi
zaten igerebilir veya bu kimyasal, ikincil bir fonksiyonlandirma adiminda
polimere eklenebilir ve modifiyerin birka¢ ve/veya binlerce mono molekiiler
katmanini igerebilir.

d. Kompozit; modifiyer madde, bir karbon pasta elektrotunun karbon pargaciklari
(art1 baglayici) ile birlestirilmis bir elektron transfer aracisi (elektrokatalizor) gibi
bir elektrot matris malzemesi ile basit¢e karistirilir. Alternatif olarak, modifiyer
maddeyi eklemek i¢in belirli Langmuir-Blodgett filmleri, zeolitler, killer ve
molekiiler elekler gibi interkalasyon matrisleri kullanilabilir (Durst vd. 1997 ve
Zoski vd. 2007).

KME!'ler ayrica modifiyer maddelerin bir karisimini igerebilir ve bazen bu modifiyerler
0zel olarak tasarlanmis bir konfigiirasyona sahip olabilir. Yani bir KME, bir substrat ile
reaksiyona giren bir dondr veya alici olarak hareket eden bir elektro-katalizor ve elektrot

arasinda yiikii tasimak igin ikinci bir elektro-katalizor igerebilir veya bir KME, iki farkli
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kimyasal polimerle kaplanmig bir substrattan olusabilir, ikinci polimer, bir ¢ift polimer
film tabakasi olusturmak iizere birincisinin {izerine yerlestirilebilir. Bu daha karmagsik
KME'ler, ‘mikro yapili elektrotlar’ veya ‘entegre elektrokimyasal platformlar’ olarak

adlandirilirlar (Tasic vd. 2021). Sekil 2.10°da bu tarz bir KME’nin sematigi gosterilmistir.

AO®
Modifive ediciler

Ciplak elektrot Modifiye elektrot
ylzeyi ylizeyi

Sekil 2.10 Entegre elektrokimyasal platform i¢in bir sema

Yiizey modifikasyonlari analitin elektrokimyasal yanitlari {izerinde Katalitik bir rol oynar
ve ylizey Ozelliklerinde gergeklesen ¢ok kiigiik bir degisiklik bile elektro-analitik
uygulamalarda Ol¢iimiin duyarliligini etkileyebilir. Modifiye edilmis yiizeyler genel
olarak;

i.  Modifiyerlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin elektrot yiizeyine aktarimi,
ii.  Daha iyi hassasiyet saglayan genis yiizey alanina sahip malzemelerin kullanimi
nedeniyle gelistirilmis elektro-katalitik aktivite,
iii.  Ylzeye sabitlenmis fonksiyonel gruplar ve katki maddeleri sayesinde analite karsi
daha ytiksek sec¢icilik,
iv.  Bazi nano malzemeler yardimiyla hizli difizyon kinetigi ve

v.  Elektrot yilizeyinde bir analitin ¢ikarilmasi ve biriktirilmesi gibi kullanigh
sonuglar ortaya ¢ikarirlar.

KME’ler yukarida belirtilen tekniklerden biri ile modifiye edildikten sonra elektrotun

kullanilan materyaller ile gercekten modifiye edilip edilmedigi incelenmelidir. Bunun

igin X-1g1n1 gibi spektroskopik yontemler veya yiizeyin direk gézlemlendigi optik veya
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taramali elektron mikroskobu gibi yontemler kullanilabilir. Yiizey karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra ise olusturulan yeni elektrokimyasal platformun elektrokimyasal
performansi degerlendirilmelidir. Performans parametreleri icin de bir¢ok yontem
kullanilsa da elektrokimya alaninda doniisiimlii voltametri ile yapilan tarama hizi
calismasi ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi yontemleri giiniimiizde siklikla

kullanilmaktadir.

Kalem grafit elektrot, modifikasyon i¢in uygun, diisiik maliyetli ve kolay temin edilebilir
bir malzeme olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle, elektrokimyasal analizin cesitli
alanlarindaki uygulamalartyla ilgili olarak son yillarda yayinlanan inceleme
makalelerinde goriilebilecegi gibi, giderek artan bir ilgi gérmektedir. Bu tez caligmasinda

kalem grafit elektrot hem ¢iplak hem de modifiye edilerek kullanilmistir.

2.3.1 Taramah elektron mikroskobu ve enerji dagihmh X-151m spektroskopisi

1930 yilinda sunulan taramali elektron mikroskobu (TEM) teknigi ¢ikisindan bu yana
malzeme ve materyal bilimi, tip ve hatta yasam bilimlerinde kendine énemli kullanim
alanlart bulmustur. Herhangi bir yiizey veya bir numunenin yiizeye yakin bir bolgesi i¢in
mikroskobik bir bilgi gerektiginde TEM teknigi énemli bir aractir. Bu nedenle TEM,
bilimden teknolojiye ve endiistriyel faaliyetlere kadar birgok alanda kullanilmaktadir.
TEM yo6ntemi genel olarak goriintiisii ¢ikarilacak yiizey tizerinde odaklanmis bir elektron
demeti yardimiyla tarama yapar. Elektron demetinde yer alan elektronlar yiizeyde
bulunan tiirler ile etkilesir ve yiizey topografyasi ve kompozisyonu hakkinda bilgi
edinilmesini saglayan sinyaller ortaya ¢ikarirlar. Malzemeler ve cihazlar i¢in boyutlar
kiigtildiikge, birgok yapi artik geleneksel 1sik mikroskobu ile karakterize edilemez.
Ornegin, bir nanofiber tabakasimn biitiinliigiinii belirlemek ve numuneyi karakterize

etmek i¢in elektron mikroskobu gereklidir.
Bir TEM cihazi bes ana par¢adan olusmaktadir;

I. Elektron kaynagi
ii. Elektronlarin elektromanyetik lenslerle hareket ettigi bir siitun

iii. Elektron dedektorii
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iv. Numune bolmesi

V. TEM goriintiilerini olusturmak ve izlemek i¢in bir bilgisayar ve ekran

TEM, numuneyi yiliksek enerjili bir elektron demeti ile tarayarak gorintiiler iiretir.
Elektronlar numune ile etkilesirken ikincil elektronlar, geri sagilan elektronlar ve
karakteristik X-isinlar1 Tretirler. Bu sinyaller, daha sonra bilgisayar ekraninda
goriintiilenen goriintiileri olusturmak icin bir veya daha fazla dedektdr tarafindan toplanir.
Elektron 1sin1 numunenin yiizeyine c¢arptiginda, hizlanma voltajina ve numunenin
yogunluguna bagl olarak numuneye birka¢ mikron derinlige kadar niifuz eder. Numune
icindeki bu etkilesimin bir sonucu olarak ikincil elektronlar ve X 1sinlar1 gibi bir¢ok sinyal
tiretilir. Bir TEM'de elde edilen maksimum ¢oziiniirliik, elektron noktasi boyutu ve
elektron demetinin numune ile etkilesim hacmi gibi birgok faktore baglidir. Atomik
¢Oziiniirliik saglayamazken, bazit TEM'ler 1 nm'nin altinda ¢6ziiniirliik elde edebilir. Tipik
olarak modern tam boyutlu TEM'ler 1-20 nm arasinda ¢oziiniirliik saglarken, masaiistii

sistemler 20 nm veya daha fazla ¢oziiniirliik saglayabilir (Skoog vd. 2014).

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan elektrokimyasal platformlar modifiye edildikten
sonra yilizey morfolojileri TEM teknigi ile incelerek karakterize edilebilirler. Modifiye
edilmemis elektrot yilizeylerinin modifikasyondan sonra kazanmasi beklenen ii¢ boyutlu
yapilar1 TEM teknigi ile gosterilebilmektedir. Literatiirde standart haline gelen TEM
teknigi ile modifiye elektrotlarin yiizeylerinin incelenmesi bu tez caligmasinda da ayni

sekilde kullanilmustir.

TEM'ler, nano dlgekte bir numuneden bilgi almak i¢in elektron 1sinlar1 kullanir. Tespit
edilen ana sinyal tiirli, 6rnegin c¢ok yiiksek yakinlagtirmalar ile gri tonlamali bir
goriintiisiinii olusturan geri sagilan ve ikincil elektronlardir. Bununla birlikte, elektron-
madde etkilesimini sonucu olusabilecek baska birgok sinyal vardir ve bunlar numune
hakkinda ek bilgi saglayabilir. Enerji dagilimli X-151n1 (EDX) spektroskopisinde element
icerigi ve birbirlerine oranlar1 belirlenebilir. Elektron 1s1mni-madde etkilesimi, numune
hakkinda farkl bilgiler tasiyan gesitli sinyaller iiretir (Sekil 2.12a). Ornegin, geri sacilan
elektronlar ve atom numarasindaki farkliliklar hakkinda bilgi tasiyan kontrastl goriintiiler

tiretir; ikincil elektronlar topografik yapi hakkinda bilgi verir; katodo-liiminesans ise
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malzemelerin elektronik yapisi ve kimyasal bilesimi hakkinda bilgi verebilir ve iletilen

elektronlar numunenin i¢ yapisini ve kristalografisini tanimlayabilir.

i. Elektron kaynagi

Elektron demeti
. . Yogunlastirici lensler
ii. Elektron slitunu

Hedefleme lensleri

iii. Elektron dedektori

v. Bilgisayar

iv. Numune bdlmesi

Sekil 2.11 TEM cihazinin temel bilesenleri

TEM'lerde yaygin olarak kullanilan bir baska sinyal tiirii de X-iginlaridir. Her atom,
normal kosullar altinda kuantli tabakalarda bulunan benzersiz elektronlara sahiptir. Bu
tabakalar, farkli enerjilere sahip belirli elektron kabuklarma aittir. Bir TEM'de X-
1isinlarinin iretilmesi iki asamali bir islemdir (Sekil 2.12b). ilk adimda, elektron 1511
numuneye c¢arpar ve enerjisinin bir kismmi numunenin atomlarma aktarir. Bu enerji,
atomlarin elektronlari tarafindan daha yiiksek enerjili bir enerji kabuguna gegis veya
emisyon igin kullanilabilir. Boyle bir gegis meydana gelirse, elektron bir bosluk birakir.
Bu bosluk pozitif bir yiike sahiptir ve silirecin ikinci adiminda, daha yiiksek enerjili
kabuklardan negatif yiiklii elektronlar1 ¢eker. Boyle yiiksek enerjili bir kabuktan bir
elektron, diisiik enerjili kabugun boslugunu doldurdugunda, bu gecisin enerji fark bir X-
151 seklinde serbest kalir. Bu X-1s1n1, bu iki kabuk arasindaki kuantli enerji farkini
yansitir Ve bu enerji farki her elementin benzersiz bir 6zelligi olan atom numarasina
baglidir. Boylece, X-1sinlart bir elementin bir ‘parmak izi’ olarak diisliniilebilir ve bir
numunede bulunan elementlerin tiiriinii tanimlamak i¢in kullanilabilir (Shindo ve Oikawa
2002).
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(a) Ozel elektron demeti (b)

Geri sagilan elektronlar .
¢ Oncelikli elektron ~ Karakteristik X-Isini

Karakteristik X-sinlart ikincil elektronlar demeti
Esnek olmayan yansima Esnek yansima

Gegen elektronlar

Sekil 2.12 (a) elektron-madde etkilesimini gosteren bir sema ve (b) TEM’de iki asamali

X-15111 tiretimi

EDX analizi ile iiretilen veriler, numunede mevcut olan tiim farkli elementlere karsilik
gelen pik noktalarina sahip spektrumlardan olusur. Cogu TEM'de, 6zel bir yazilim, pik
noktalarinin otomatik olarak tanimlanmasini ve tespit edilen her bir elementin atomik
ylizdesinin hesaplanmasini saglar. EDX tekniginin bir diger avantaji, cok az veya hig
numune hazirlama gerektirmeyen tahribatsiz bir karakterizasyon teknigi olmasidir. Bu tez
calismasinda da modifiye elektrot yiizeyinde modifiyer materyallerin tutunup
tutunmadiklar1 ve modifiyerlerin yilizeydeki yiizdeleri EDX teknigi yardimi ile

belgelenmistir.

2.3.2 Doniisiimlii voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi

DV teknigi yukarida detayli olarak incelense de bu kisimda elektrot performansi i¢in bu
yontemin nasil degerlendirilecegi kisaca incelenecektir. KME’nin performansi DV
teknigi ile birlikte standart [Fe(CN)s]*"* redoks probu kullanilarak tarama hizi ¢alismasi
gerceklestirilir. Tarama hizi ¢calismasindan elde edilen pik akimlar1 (anodik ve katodik)
tarama hizinin kare kokiine (v'2) kars1 grafige gegirilir ve Esitlik 2.4’te verilen Randles-
Sevcik esitligi ile tiretilen yeni KME’nin aktif yiizey alan1 hesaplanabilir. Bu yontem
glinlimiizde siklikla modifiye edilen elektrotlarin modifikasyon isleminden sonra ylizey
alanlarimin arttirtlip arttirilmadigini belirlemek igin kullanilmaktadir. Sekil 2.13’te bunun

i¢in bir sema gosterilmistir;
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Randles-Sevcik Esitligi:

el . )

Sekil 2.13 DV teknigi ile Randles-Sevcik esitliginin aktif ylizey alan1 hesaplamak i¢in

birlikte kullanimi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EES) modifiye edilen elektrotlarin
performansimi degerlendirmek i¢in kullanigh bir yontemdir. Modifikasyonda temel
amacin elektron transfer hizinin arttirilmasi oldugu diistiniildiigiinde, bunu incelemenin
etkili bir yolu da EES teknigidir. EES teknigi, bir standart ¢dzelti yardimi ile modifiye
edilen ve modifiye edilmemis (ciplak) elektrotlarin elektron transfer kinetiginin
karsilastirilmasin1  saglayan yiik transfer direncini (Rct) hesaplamamizi saglar.
Elektrotlarin Rct degerleri bir standart yardimi ile EES yontemi kullanilarak
belirlenebilir. Standart olarak yine [Fe(CN)s]*’* redoks probu siklikla kullanilmaktadir.
EES tekniginin tiretilen KME nin performansini degerlendirmek i¢in nasil kullanildigini

anlattiktan sonra biraz da yontemin detaylar ile ilgili bilgi vermek gereklidir.

EES veya alternatif akim (AA) empedansi son yillarda kullanimi 6nemli derecede artan
bir tekniktir. Daha 6nce potansiyometrik teknikler arasinda incelenen EES giiniimiizde
ayr1 bir elektrokimyasal teknik olarak ele alinmaktadir. Baslangigta cift-tabaka
kapasitansin1 6lgmek icin ve AA palorografisinde kullanilirken simdi kompleks ara
yiizeylerin ve elektrot proseslerinin karekterizasyonu i¢in uygulanmaktadir. EES, sisteme
periyodik kiigiik genlikte bir alternatif akim sinyalinin uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan

yanitlar1 inceler. Bu Ol¢timler farkli AA frekanslarinda gergeklestirilir. Sistem
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yanitlarinin analizi ara-ylizey, onun yapist ve ara-yizeyde gergeklesen reaksiyon

hakkindaki bilgileri icerir.

Elektriksel diren¢ kavrami1 hemen herkes tarafindan bilinir ve elektrik akiminin akisina
kars1 gosterilen direng olarak tanimlanir. 1. Ohm yasasi elektriksel direnci (R) Esitlik
2.3’teki gibi tamimlar (E = i.R). Buradaki sinirlama direncin sadece bir devre elemani igin
tanimlanmasidir. Bu devre elemani tiim akim ve voltajlarda Ohm Yasasina uyar, direng
frekansa bagli degildir ve bir direngten gecen alternatif akim ve voltaj sinyalleri birbiriyle
ayn1 fazdadir gibi birkag basit 6zellige sahiptir. Fakat, ger¢ekte elektrokimyasal hiicrede
daha kompleks davranislar sergilerler (ara-yiizey, difiizyon vb.). Bu nedenle bu teknikte
direng yerine empedans terimi kullanilir ve yontemin ismi de buradan gelir. Tipk: direng
gibi empedans da elektrik akiminin akisina kars1 gosterilen direng olarak adlandirilir fakat

yukarida siralanan basit direng 6zellikleri ile sinirli degildir (Lasia 2014).

EES’de uyarma potansiyeli elektrokimyasal hiicreye siniis egrisi seklinde uygulanir ve bu
uygulanan potansiyele karsi alternatif akim yanit1 dl¢iiliir. Uygulanan uyarma sinyali

asagidaki esitlikteki gibi ifade edilebilir;

E; = E, sin(wt) 2.8

Burada E:; t siiresindeki potansiyeli, Eo; sinyalin genligini, ®; radyal frekansi
gostermektedir. Radyal frekans o (radyan/saniye) ile frekans f (Hz) arasindaki iligki
asagidaki gibi ifade edilir;

w = 2nf 2.9

Dogrusal bir sistemde uygulanan siniis egrisi seklindeki potansiyele karsi dlgiilen akim

yaniti (lt) bir faz eleman1 (®) ile degisir ve lo’dan daha farkli bir genlige sahiptir;

I; = Iy sin(wt + @) 2.10
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Boylece empedans, Ohm yasasina benzer bir yaklasim {izerinden agiklanan asagidaki

esitlik ile hesaplanabilir;

E: _ Epsin(wt) sin(wt)
I Ipsin(wt+ @) 0 sin(wt+ @)

Z= 211

Sonug olarak empedans, genlik (Zo) ve faz degisimi (®) ile agiklanir. Uygulanan siniis
egrisi seklindeki potansiyele karst oOlciilen akim diger elektrokimyasal yontemlerde
oldugu gibi direkt grafige gecirilirse karmasik bir egri (Lissajous Sekli) ortaya
¢ikmaktadir. Bu karmasik durumun giderilmesi i¢in ‘Euler Esitligi® (Esitlik 2.12)

kullanilarak empedans kompleks bir fonksiyon olarak agiklanabilir;

exp (j®) = cos(®) + j sin(P) 2.12

Uygulanan siniis dalgasi seklindeki potansiyel Et = Eo exp (jot) ve akim yanit1 It = lo exp
(jot-®) seklinde tanimlanarak Esitlik 2.10 ile birlestirilirse, empedans kompleks bir say1
olarak asagidaki gibi ifade edilir;

Z(w) = ? = Z,exp(j®) = Zyexp (cos(P) + j sin(P)) 2.13
Burada belirtilen Z(w) terimi gercek ve sanal kisimlardan olugsmaktadir ve empedans
Olglimlerinin  sonuglar1 bu iki kisim kullanilarak iki farkli grafik halinde
incelenebilmektedir. Bunlar Nyquist ve Bode egrileri olarak tanimlanmaktadir (Sekil
2.14). Z degerinin gercek kismi x-eksenine ve sanal kismi y-eksenine karsilik gelecek
sekilde grafige geg¢irildiginde elde edilen egri Nyquist egrisi (Sekil 2.14a-ii) olarak
adlandirilir. Bu egride y-ekseni (-) isaretlidir ve gosterilen her nokta bir frekans degeri
icin hesaplanir. Bu gosterim seklindeki en biiyiik eksik, sekle bakildiginda hangi noktanin
hangi frekansta dl¢iildiigiiniin bilinmemesidir. Bode egrisi (Sekil 2.14b) olarak bilinen
gosterim seklinde ise frekansin x-ekseni ve empedansin mutlak degeri y-eksenine karsilik
gelecek sekilde (Sekil 2.14b-i) ve frekansin x-ekseni faz degisimi y-eksenine karsilik
gelecek sekilde (Sekil 2.14b-ii) grafige gegirilir (Lasia 2014).
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(a-ii) (b-ii)

w = p
R, X Cy e

/ /

Sekil 2.14 EES’de grafik gosterim sekilleri; (a-1) basit bir elektrokimyasal esdeger devre,
(a-11) Nyquist egrisi, (b-1) sanal empedansli bode egrisi ve (b-ii) faz elemanli

bode egrisi

EES 6l¢iimleri ile elde edilen ve cihaz tarafindan verilen egriler esdeger elektriksel devre
modelleri kullanilarak analiz edilir. Bunun i¢in literatiirde siklikla direng, kapasitor ve
indiiktor olarak adlandirilan terimler kullanilir. Cizelge 2.1°de bu terimlerin akim ve
voltaj iliskisi ve bunlarin empedans verileri listelenmistir. Bu terimlerin her biri
elektrokimyasal hiicrede bir gorevi vardir. Buradan goriilecegi gibi direng terimi
frekanstan bagimsizdir ve sanal bir eklentisi yoktur. Indiiktér teriminin empedans: ise
frekans arttik¢a artmaktadir ve bir sanal empedans bileseni vardir. Kapasitor teriminin

empedansi ise frekans arttikca azalmaktadir ve bir sanal empedans bileseni vardir.

Cizelge 2.1 Elektrokimyasal devre elemanlari, akim-yiik iliskisi ve empedans verisi

Bilesen AKkim vs. Voltaj Empedans
Direng E=ILR Z=R
Indiiktor E =L di/dt Z=joL
Kapasitor I = C dE/dt Z=1/joC
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Sekil 2.14a-i’de gosterildigi gibi basit Randles devresi olarak adlandirilan esdeger devre
ile Nyquist grafigi (Sekil 2.14a-ii) iizerinden ¢ozelti direnci (R1), sistemdeki toplam
direng (R1 + R2), ¢ift tabaka etkisi (Cai) Ve R2 degeri; ¢alismanin yaklagimina gore yiik

transfer hiz1 (Rcr) veya yiizeyin polarizasyon direnci (Re) hesaplanabilir.

Voltametrik elektrokimyasal bir sistemde EES egrilerinin analizi i¢in modellenecek
esdeger devrede elektrolit direnci (Rs), ¢ift-tabaka kapasitansi (Cai), yik transfer direnci
(RcT) Vve elektrot yiizeyi ile ¢ozelti arasindaki derisim farkindan kaynaklanan difiizyon

terimleri tanimlanmalidir (Sekil 2.15);

(a) (b)

Sekil 2.15 (a) Nyquist egrisi ve (b) yiik transfer direncini hesaplamak i¢in kullanilan

difiizyon terimli (Rw) 6rnek bir esdeger devre

Elektrolit direnci; Cozelti direnci bir elektrokimyasal hiicrenin empedansi i¢in dnemlidir.

Modern ii¢ elektrotlu potansiyostatlar referans elektrot ile yardimci elektrot arasindaki
¢Ozelti direncini hesaba katarak islem yapsalar da referans elektrot ve calisma elektrotu
arasindaki ¢ozelti direnci esdeger devre cizilirken hesaba katilmalidir. Bir ¢ozeltinin
direnci ¢ozeltinin iyonik siddetine, iyon tiirlerine ve ortam geometrisine baglidir. Fakat
cogu elektrokimyasal hiicrede kesin bir elektrolit alan1 boyunca akim dagilim1 yoktur. Bu
nedenle ¢ozelti direnci genellikle modellenen esdeger devre EES egrisine uydugunda

hesaplanir.
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Cift-tabaka kapasitansi; Bir elektriksel ¢ift-tabaka elektrot yiizeyi ve onu gevreleyen

¢oziicii tabakasi arasindaki ara-ytizeyde bulunur. Bu tabaka ¢ozeltiden elektrot yiizeyine
adsorplanan iyonlar ile olusur. Yikli elektrot yiizeyi, yiikli iyonlardan yalitkan bir
bosluk ile ayrilir. Bir yalitkan ile ayrilan yiikler bir kapasitor olugturur boylece ¢ozeltiye
daldirilan elektrot bir kapasitor gibi davranir. Elektrot potansiyeli, sicaklik, iyonik siddet,
iyon tiirleri, oksit tabakasi, elektrot sertligi ve adsorpsiyon gibi kaynaklar kapasitorii

etkileyen kaynaklardir.

Yiik-transfer direnci; Elektrot yiizeyinde olusan kinetik-kontrollii elektrokimyasal bir
reaksiyonda benzer bir direng olusur. Burada sabit potansiyel yerine denge halinde bir
sistem vardir. Ornegin elektro-aktif bir tiiriin bir elektrolit ile etkilesim halinde oldugu

diisiiniiliirse asagidaki reaksiyona gore elektro-aktif tiir elektron verecektir;
AoF+e

fleri yonde reaksiyonda elektrot yiizeyinde A tiirii elektron vererek elektrolit ¢ozelti igine
difiize olur ve elektron transferi gergeklesir. Bu elektron transferinin belirli bir hiz1 vardir
ve reaksiyonun tipine, sicakliga, tlirlerin derisimine ve potansiyele baglidir. Rcr, ara-
yiizeyde gerceklesen bu elektron transferinin hizinin bir 6l¢iistidiir. Asir1 potansiyel ¢ok
diistik oldugunda ve elektrokimyasal sistem denge halinde ise Rct asagidaki sekilde ifade
edilir;

RT

Ree = (—) 2.14

nFIO

Burada R gaz sabitini, T sicakligi (Kelvin), n aktarilan elektron sayisini ve lo akim
degisiminin tahmini degerini gostermektedir. lo degeri literatiirde modifiye edilen
elektrotlarin katalitik aktivitesini karsilastirmak igin kullanilir (Lasia 2014 ve Kaedi vd.
2019).

Difiizyon; Elektrot yiizeyi ve elektrolit ¢ozeltisi arasindaki derisim farkindan ortaya ¢ikan

diftizyon da bir empedans yaratir ve buna ‘Warburg empedansi’ adi verilir. Burada
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empedans uygulanan parametre potansiyelin frekansina baglidir. Yiiksek frekanslarda
empedans kiiciiktiir ve tiirler elektrolit c¢ozeltisi iginde hareket etmezlerken, diigiik
frekanslarda daha fazla harcket ederek Warburg empedansini arttirirlar. Literatiirde
modifiye edilen elektrotlarin yiik transferi difiizyon-kontrollii prosesler oldugunda
empedans Sekil 2.15b’te gosterilen esdeger elektrokimyasal devre elemanlar
kullanilarak hesaplanir (Lasia 2014).

2.4 DNA ile Etkilesimin Incelenmesi

DNA-Ligand etkilesimleri genellikle ii¢ farkli yolla olusur;

a. Ligand DNA’ya bagli olan proteinler ile etkilesir,
b. Niikleik asit-DNA ¢ift sarmalina baglanarak ti¢lii sarmal yapilar olusturur veya
RNA hibridizasyonu (diziye 6zgii baglanma) ile DNA-RNA kompleksi olusturur,
c. DNA cift sarmal yapilarina baglanan kiiciik aromatik ligand molekiillerinin L-
DNA kompleksi olusturmasi. DNA'ya bu tiir baglanmalar {i¢ sekilde gerceklesir;
I. Genellikle spesifik olmayan negatif yiiklii niikleik seker-fosfat yapisi ile
elektrostatik etkilesim,
ii. Birka¢ aromatik halka iceren diizlemsel organik molekiillerin DNA'nin
baz ¢iftleri arasina girmesi (interkalasyon),
iii. Oluk baglanma ile etkilesim: Ligand, DNA ¢ift sarmalinin iki olugu

(mindr ve major) ile etkilesime girer;

Minor oluk baglanma; Cok sayida hidrojen bagi ve baz/fosfat omurgast ile

elektrostatik etkilesim.

Major oluk baglanma; Ligand DNA ile hidrojen baglar iizerinden

etkileserek ti¢lii sarmal yap1 olusturur (Erdem ve Ozsoz 2002).

Bu baglanma tiirlerinin sonucunda, DNA ve baglanan ligandin yapisinda degisiklikler
meydana gelir. DNA’nin ikili yapisinda olusan bu degisimler onun termodinamik
kararliligimmin degismesine neden olur ve bu DNA’nin fonksiyonel oOzelliklerindeki

degisimler olarak ortaya ¢ikar. DNA ve ligand arasinda olusabilecek bu etkilesimlerin
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elektrokimyasal yaniti, etkilesimin giicli/dogas1 ve DNA hedefli ligandlarin davranislar
ile dogrudan iliskilidir. DNA’nin elektrokimyasal yanitlarinin etkilesimden dnce ve sonra
incelenmesi etkilesim mekanizmasi hakkinda bilgi saglar. Elektro-aktif ilag tiirlerinin
cozelti icinde veya elektrot yiizeyinde etkilesimden once ve sonraki elektrokimyasal
yanitlarinin incelenmesi de bu iki molekiiliin etkilestiginde nasil davrandigi hakkinda
veriler elde edilmesini saglar. Bu etkilesimleri elektrokimyasal olarak incelemek igin

temelde iki yaklagim kullanilir;

a. Elektrot yiizeyinde etkilesim
I. DNA modifiye sensor
ii. [lag modifiye sensér

b. Cozelti i¢inde etkilesim

Her yaklasim i¢in de etkilesimden 6nce ve sonra Olgiimler alinarak akim azalmasi
incelenir (Sekil 2.16) (Rauf vd. 2005). Bu tez ¢alismasinda ise XT, TP, TB ve CF’nin
DNA ile etkilesimleri ¢ozelti i¢inde etkilesim yaklasimi ile incelenecektir. Cozeltideki
etkilesimin tespiti i¢in, ligand ve DNA ayn1 ¢6zeltiye yerlestirilir ve belirli bir etkilesim
stiresinden sonra, ilag-DNA kompleksinin elektrokimyasal sinyallerindeki degisiklikler,
DNA ve tek basina ilag ile elde edilen sinyallerle karsilastirilir. Sekil 2.16°da bunun igin

bir sema gdsterilmistir.

DNA’nin bir ligand ile etkilesiminin elektrokimyasal sinyalleri incelendikten sonra
DNA-Ligand kompleksinin baglanma sabiti (Kbona-ilag) Ve bu reaksiyonun standart
Serbest Gibbs Enerji Degisimi (AG®) degerleri hesaplanarak etkilesimin dogasi
belirlenebilir. iki tiir arasinda sadece bir tiir ‘DNA-Ligand kompleksi® ortaya ¢iktig1 ve
1:1 oranda reaksiyon verdigi varsayilarak bu reaksiyon i¢in kimyasal ve matematiksel

aciklama asagidaki sekilde yapilabilir;

L+DNA < L-DNA  KrLona = [L-DNA] - [L]/ [L]X[DNA] 2.15
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Burada L DNA’ya baglanacak ligandi, Ki-ona olusan L-DNA kompleksine ait baglanma
sabitini gostermektedir. Elektrokimyasal hiicre ic¢indeki bir L-DNA kompleksi ig¢in

voltametrik akim asagidaki esitlikteki gibi gosterilir;
I = KL-ona X Cona 2.16

Burada i1 akimi, Cpna ise ¢ozeltideki DNA derisimini gostermektedir. Esitlik asagidaki
sekilde diizenlendiginde ve logaritmasi alindiginda DNA derisimi ve akim arasindaki

bagint1 Esitlik 2.17°de gosterilmistir;

1

1
h K, _pna X

2.17

= log% = log K, _pna + log

CpNa CpNa

Ortamda sadece ligand varken o6lgiilen akim (ir) ile DNA eklendikten sonra 6lgiilen

akimin (iL-ona) farki hesaba katilarak Esitlik 2.17°teki log 1/i ifadesi asagidaki gibi

degistirilir;
logw =logK,_pn4 + log— 2.18
IL=lL-DNA Cpbna

Son olarak, log (1/Cbona) x-ekseni ve log [iL-ona/(iL — iL-ona)] terimi y-ekseni olacak
sekilde grafige gecirildiginde dogrusal bir egri elde edilmelidir. Bu dogru denklemini y =
mx + n olarak gosterirsek; burada n kesisim degeri log KiL-bna terimine esit olacaktir

(Yazan vd. 2020).

DNA'’ya ilgili tiiriin baglanma sabiti hesaplandiktan sonra asagida gosterilen serbest
Gibbs Enerjisi degisimi esitligi ile baglanmanin termodinamik olarak istemli/istemsiz

olup olmadig incelenebilir;

AG = AG® + RT1nQ 2.19
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Burada R gaz sabitini, T sicaklig1, Q herhangi bir durumdaki denge ifadesini, AG ve AG°
ise sirastyla herhangi bir anda ve standart haldeki serbest Gibbs enerjisini gostermektedir.
Dengedeki bir sistemde ileri ve geri yonlii reaksiyon hizlari esit oldugu ve bu anda Q=K
ifadesi Esitlik 2.19’a eklendiginde L-DNA kompleksi i¢in baglanmanin standart Gibbs
enerji degisimi Esitlik 2.20’deki ifade ile hesaplanabilir;

AGO = _RTanL—DNA 2.20

AG? sifirdan biiyiik ise baglanma termodinamik olarak istemsiz, sifirdan kiiciik ise

baglanmanin termodinamik olarak istemli oldugu gosterilmis olur.

al g Elektrokimyasal sinyaller
Z
\4 \
Etkilesimden once Etkilesimden sonra
asii =
/o
_4—’/ \‘;-_—7
‘ Potansiyel Potansiyel
b /

Sekil 2.16 DNA-ilag etkilesiminin elektrokimyasal olarak incelenmesi icin bir sema

Akim
Akim

/

2.5 Literatiir Ozetleri
Zen ve Ting 1996 yilinda yaptiklari caligmada CF ve asetaminofen (AAF) bilesiklerinin
ilag formiilasyonlarinda es zamanli tayinini igin bir modifiye CKE yardimi ile KDV

teknigi kullanarak gergeklestirmisleridir. 0,05 M perklorik asit ortaminda CF ve AAF
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dogrusal araliklar sirasiyla 10,0 — 250,0 ve 5,0 — 250,0 uM ve LOD degerleri sirasiyla 2,2
ve 1,2 uM bulmuslardir.

Spataru ve ekibinin 2001 yilinda yaptiklar1 ¢calismada XT, TP, TB ve CF molekiillerinin
bor-katkili elmas elektrot (BKEE) kullanilarak her bir madde i¢in anodik voltametri
teknigi ile birer analiz yontemi gelistirmislerdir. Calismada pH etkisi ve tarama hizi
calismalar1 da yapilarak BIEE’nin performansi degerlendirilmistir. XT, TP, TB ve CF
icin elde ettikleri dogrusal ¢alisma araliklar sirasiyla 1,0 — 100,0; 1,0 —400,0; 1,0 —400,0

ve 1,0 —400,0 uM degerleri 6nerilmistir. Fakat LOD verilerine yer verilmemistir.

Zhao ve ekibinin 2002 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada XT i¢in anodik styirma voltametri
teknigi ve karbon nano-tiip modifiye bir CKE ile bir tayin metodu gelistirmiglerdir. XT
i¢in 2x1077 — 2x10° M dogrusal ¢alisma araligini bir dakikalik biriktirme siiresi ile elde
etmislerdir. LOD icin 4x10° M degerini ise ii¢ dakikalik biriktirme siiresi ile
hesaplamiglardir. Gelistirilen yontemi insan serumunda XT tayini i¢in kullanmiglar ve

%98,0 — 99,0 geri kazanim degerleri elde etmislerdir.

Ly ve ekibi 2004 yilinda yayimladiklar1 ¢alismada CF’nin analizi i¢in kare dalga adsortif
styirma voltametri (KDAdSV) teknigi ile ¢iplak KGE kullanmislardir. Optimize sartlar
olarak; biriktirme siiresi 20 saniye, biriktirme potansiyeli 0,0 V ve pH: 9,0 degerlerini
kullanildig1 calismada belirtilmistir. CF i¢in dogrusal ¢alisma araligi 0,0 — 500,0 mg/L ve
LOD 9,2 mg/L degerlerini elde etmislerdir. Gelistirdikleri yontemi 300 mg CF igerdigi
bilinen ticari iceceklerde CF tayini icin kullanmiglar ve %100,0 geri kazanim elde

etmislerdir.

Nafisi ve ekibinin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada CF ve TP molekiillerinin DNA ile
etkilesimini UV-Spektroskopisi yontemi incelemislerdir. Spektroskopik sonuglardan elde
ettikleri veriler ile CF ve TP’nin DNA ile Guanin-Sitozin/Adenin-Timin ve PO2 gruplar
ile etkilestigini gdstermisler ve baglanma sabitlerini sirasiyla 9.7x10° M ve 1.7x10* M-

! olarak hesaplamislardir.
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Brunetti ve Desimoni 2009 yilinda yayimladiklari calismada TP’nin sisteik asit modifiye
CKE’de DPV teknigi ile belirlenmesi igin bir yontem onermislerdir. Modifiye elektrotun
ciplak CKE’ye gore daha iyi performans gosterdigi belirtilmistir. Cesitli elektrolit
cozeltileri denenerek en iyi sonug¢ alinan 0.05 M H2SOs ¢ozeltisini elektrolit ¢ozeltisi
olarak se¢mislerdir. 1.2x10° M LOD degeri ile 2.5x10° — 6.8x10° M dogrulsal calisma
aralig1 elde ettikleri yontemi son olarak 200 mg TP icerdigi bilinen meditasyon ilaglarinda

denemisler ve %97,5 — 99,0 araliginda geri kazanim degerleri elde etmislerdir.

Johnson ve ekibinin 2012 yilinda yaptiklart ¢alismada TP, TB ve CF’nin DNA ile
etkilesimini UV-spektrofotometrisi ve IR-spektroskopi teknikleri incelemiglerdir. TP, TB
ve CF icin baglanma sabitlerini sirasiyla 3.56x10% M, 1.16x10° M ve 3.86x10° M.
Olarak hesaplamiglar ve etkilesimin elektrostatik kuvvetler ile gerceklestigini

belirtmislerdir.

Malode ve ekibi 2012 yilinda yayimladiklart ¢alismada TP nin voltametrik davranigini
incelemek icin MWCNT modifiye bir CKE gelistirmiglerdir. Modifiye elektrot ve DPV
yontemi bir arada kullanilarak bir tayin yontemi de gelistirmislerdir. Elektrolit ¢ozeltisi
olarak fosfat tamponu kullanmislar ve pH: 3,0 degerinde en iyi sonuglar1 aldiklarinm
belirtmislerdir. Gelistirdikleri analiz yontemi 1.97x10® M LOD degeriyle birlikte 2.0x10°
6 _ 1.5x10* M dogrusal ¢alisma araligi1 elde etmislerdir. Gelistirilen yontem ayrica ilag
formiilasyonlari ve idrar 6rneginde TP tayini i¢in denemis ve %96,5 — 100,2 geri kazanim

degerleri elde etmislerdir.

Amiri-Aref ve ekibi 2014 yilinda yayimladiklar1 c¢alismada noradrenalin (NA),
asetaminofen (AAF), XT ve CF’nin es zamanli analizini ilk defa gergeklestirmislerdir.
Bunun i¢in CKE’nin ylizeyine sabitlenen fonksiyonlandirilmis MWCNT {izerinde
luteolin'in elektrokimyasal olarak toplanmistir. Dort maddenin eszamanli tayini igin
elektrolit ¢ozeltisi olarak fosfat tamponu (pH: 7,0) kullanmislardir. Gelistirilen DPV
teknigi ile NA, AAF, XT ve CF i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,53; 0,78; 0,65 ve 3,54 uM
ve dogrusal ¢aligma araliklari sirasiyla 0,7 — 100,0; 0,9 — 80,0; 1,0 — 70,0 ve 10,0 — 110,0
uM degerlerini elde etmislerdir. Gelistirilen yontem ila¢ numunelerinde dért maddenin

ayr1 ayri tayini i¢in kullanilmig ve basarili sonuglar elde etmislerdir.
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Peng ve ekibi 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada yiyecek 6rneklerinde TB’nin belirlenmesi
icin DPV teknigi ile birlikte modifiye bir CKE kullanmiglardir. Modifiyer olarak
karboksil-fonksiyonlandirilmis MWCNT  kullanmiglar ve gelistirilen elektrotun
karekterizasyonunu  TEM, DV, EES, IR-spektroskopisi  teknikleri ile
gergeklestirmislerdir. TB’nin voltametrik davranisini incelediklerinde gelistirilen
modifiye CKE iizerinde iki elektron:iki proton igeren bir yiikseltgenme reaksiyonu
verdigini gostermislerdir. Calismada TB i¢in 0,21 uM LOD ile birlikte 0,5 — 80,0 uM
dogrusal calisma aralig1 belirlemislerdir. Gelistirilen yontem yesil ¢ay, ¢ikolata ve kahve
orneklerinde TB tayini i¢in denemis ve %93,5 — 109.7 araliginda geri kazanim verileri

elde etmislerdir.

Mekassa ve ekibinin 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada TP ve CF’nin eszamanli tayini i¢in
KDV teknigi ile poli(L-aspertik asit) fonksiyonlu MWCNT kompozit modifiye bir CKE
kullanilmistir. TP ve CF i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,02 ve 0,28 uM, dogrusal ¢alisma
araliklari sirastyla 0,1 — 50,0 ve 1,0 — 150,0 uM degerlerini elde etmislerdir. Ayrica yesil
cay, kan serumu ve ila¢ formiilasyonlarinda ger¢cek numune analizleri yapilmis ve %92,0

—106,0 araliginda geri kazanim degrleri elde etmislerdir.

Svorc ve ekibinin 2018 yilinda yayimladiklar1 ¢alismada TB’nin ¢ikolata iiriinlerinde
tayini i¢in BKEE kullanarak DPV ve KDV teknikleri ile bir analiz yontemi
gelistirmiglerdir. Bu yontem icin 0,1 M H2SOs’ii elektrolit ¢oOzeltisi olarak
kullanilmislardir. Her iki teknik i¢in de 0,99 — 54,5 uM dogrusal c¢alisma araligini
belirlemiglerdir. DPV ve KDV yontemleri igin LOD degerleri sirasiyla 0,42 ve 0,51 uM

bulmuglardir.

Ferrag ve ekibinin 2020 yilinda yaptiklari ¢aligmada XT, CF onlarin metabolit iiriinii tirik
asitin (UA) eszamanl analizini tiyol fonksiyonlu MWCNT iizerine altin kapli kompozit
bir karbon seramik elektrot (KSE) kullanarak gergeklestirmislerdir. Gelistirilen yontem
icin DPV teknigi 0,1 M fosfat tamponu (pH: 6,0) kullanmislardir. UA, XT ve CF igin
LOD degerleri sirasiyla 50,0; 63,0 ve 354,0 nM ve dogrusal ¢alisma araliklar sirastyla
2,5-225,0; 2,5 275,0 ve 10,0 — 1500,0 uM olarak bulmuslardir. Insan serumu ve idrar
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ile yapilan gercek numune analizlerinde %98,1 — 102,6 araliginda geri kazanim degerleri

elde etmislerdir.

Jesny ve Kumar 2020 yilinda yayimladiklari ¢alismalarinda XT, TP ve CF’nin eszamanl
analizini enzimatik olmayan bir sensor kullanarak gerceklestirmisleridir. Bunun i¢in p-
amino benzen siilfonik asidin yiizeyinde elektro-polimerize edildigi CKE ile KDV
teknigini kullanmiglardir. XT, TP ve CF i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,35; 7,02 ve 11,95
uM olarak ve dogrusal ¢alisma araliklar sirasiyla 0,9 — 100,0; 10,0 — 100,0 ve 10,0 —
100,0 uM olarak belirlemislerdir. Gelistirdikleri yontemi bir¢ok ticari marka kahve, ilag,
insan serumu ve idrarinda denemisler ve %99,5 — 99,9 araliginda geri kazanim degerleri

elde etmislerdir.

Gomes Junior ve ekibinin 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TB ve CF’nin eszamanli
analizini fermente ve fermente edilmemis Amazon kakao (Theobroma cacao L.)
cekirdekleri lizerinde KDV teknigi kullanarak kromatik ayirma islemi sonrasi
gergeklestirmislerdir. Elektrokimyasal tayin i¢in BKEE kullanmislardir. CF ve TB igin
LOD degerleri sirasiyla 0,027 ve 0,025 uM, dogrusal ¢alisma araliklar sirasiyla 0,027 —
0,093 ve 0,025 — 0,085 uM olarak belirlemislerdir.

Patel ve ¢alisma arkadagslar1 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada dopamin (DP), askorbik
asit (AA), UA, XT, TP ve TB’nin eszamanl belirlenmesi i¢in TiO2 nano ¢ubuklari ve
MWCNT ile modifiye edilmis CKE’ye dayal1 yeni bir sensor gelistirmisler ve bunu DPV
teknigi ile birlikte kullanmislardir. Bu ¢alisma XT, TP ve TB’nin eszamanli analizini ve
altt molekiiliin eszamanli analizini iceren literatlirdeki ilk caligma olarak gegmektedir.
DP, AA, UA, XT, TP ve TB i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,51; 0,06; 0,05; 0,09; 0,56 ve
0,75 uM, dogrusal ¢aligsma araliklari sirasiyla 1,5 —-191,0; 0,45 —147,0; 0,40 — 61,0; 0,50
—586,0; 1,0 — 893,0 ve 1,5 — 1653,0 uM olarak belirtmislerdir. Insan idrar1 ve ¢ikolata
tozunda yaptiklar1 gergek numune analizleri sonucu %95,95 — 103,73 araliginda geri

kazanim ¢aligmalar1 elde etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullamlan kimyasallar

Ksantin (> %99), teofilin (> %99), teobromin (> %98), kafein (%99), iirik asit (> %99),
askorbik asit (%99), L-glisin (> %99), asetik asit (%100), DNA (Sodyum tuzu, Calf
Thymus), borik asit (> %99,5), fosforik asit (%85,0 — 88,0), siilfiirik asit (%95 — 97),
nitrik asit (%65), NiO nano-partikiilleri (%99,8; 50 nm) ve kitosan (orta molekiiler
agirlikta) ayrica HC1 (%36,5 — 38,0) ve KCI (%99,0 — 100,5) Sigma-Aldrich firmasindan
satin alinmistir. Yaklasik 10 nm ¢apinda ve ortalama 1 — 2 um uzunlugunda olan ¢ok
katmanli karbon nano tiipler (MWCNT) Dropsens Company'den (Ispanya) almmustir.
Perklorik asit (%60) ve NaOH (> %97) ise MERCK (Almanya) firmasindan satin

alinmistir.

DNA stok ¢ozeltisi (1000,0 mg/L) 5 mg DNA’nin 5 mL saf suda ¢O6ziilmesi ile
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltinin derisimi 260 nm’de (Amax) Olglilen UV-Spektrometresi

sonuglari ile 2x107 M olarak belirlenmistir (Bayraktepe 2021).

Calismada CF’nin DPV ve KDV analizleri igin destek elektrolit olarak HNO3s, H2SO4,
HCI ve HCIO4 0,1’er M kullanilmistir. Genis bir pH araligina sahip BR tamponu XT, TP
ve TB’nin eszamanli analizinde destek elektrolit olarak kullanilmistir ve belirli

miktarlarda borik asit, asetik asit ve fosforik asit karistirilarak hazirlanmistir.

3.1.2 Sodyum montmorillonitin saflagtirilmasi

Na-Montmorillonit Ankara Universitesi Fizikokimya béliimiinden Sayin Prof. Dr.
Miiserref Onal ve galigma grubu tarafindan saflastirilmis ve karakterizasyonu yapilmustir.
NNaM'nn X-1g1m1 kirinim (XRD) modeli, 0,15418 nm'ye sahip CuKa radyasyonu ve bir
Ni filtresi ile bir Rigaku D-Max 2200 Toz Kirinim 6lger kullanilarak elde etmislerdir.
Numunenin katyon degisim kapasitesini metilen mavisi standart yontemi ile

belirlemislerdir. Ayni1 numunenin spesifik ylizey alani ve spesifik gbzenek hacmi, sivi
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Azot sicakliginda (- 195 °C) azot adsorpsiyon/desorpsiyon verileri ile degerlendirmisler,
Quantachrome Nova 2200 yiizey alan1 ve bir gézenek boyutu analizorii ile 6l¢iilmiislerdir.
Tirkiye, Resadiye/Tokat bolgesinde bulunan ham bentonitten elde edilen Na-
montmorillonit kil minerali, kil mineralleri olarak sodyum montmorillonit (NNaM),
kalsiyum montmorillonit (NCaM) ve illit ile klinoptilolit, Kkalsit, dolomit, kuvars,
feldispat, kil olmayan safsizliklar olarak opal-CT igerdigini bildirmislerdir. (Kog¢ vd.
2013). Kalsit ve dolomiti, seyreltik hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek
uzaklastirilmiglar, daha sonra geri kalan kisim santrifiij edip distile su ile yikamiglardir.
Elde ettikleri katiy1, sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisine (1.70 M) eklemisler ve 30 dakika
kaynattiktan sonra 24 saat oda sicakliginda dinlendirmislerdir. Bu islem sirasinda
NCaM’1 katyon degisimi yoluyla NNaM'a dontstiirmiislerdir. Heterojen karisimi
deflokiilasyon ederek iist fraksiyonu, siizerek aymrmiglar ve santrifiijlemislerdir. Son
olarak ¢okelensttiyi, seyreltik bir AgQNO3 ¢6zeltisi ile kloriir iyonlarindan arindirilincaya

kadar yikamiglardr.
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Sekil 3.1 Sodyum-montmorillonitin XRD modeli (NNaM: nano-sodyum-montmorillonit)

Izole edilmis NNaM'in varligi, Sekil 3.1'deki XRD modelindeki karakteristik piklerinden

goriilmektedir. Bu kil minerali igin ara katman araligi degerini, doo1, Bragg denklemini
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(d=nA / 2sinB) kullanarak 1,22 nm hesapladiklarini belirtmislerdir. Numunenin katyon
degisim kapasitesini 1,15 mol/kg olarak elde etmislerdir. NNaM'nin spesifik yiizey
alanini,  Brunauer-Emmett-Teller (BET) yontemini kullanilarak  adsorpsiyon
izoterminden 51,0 m?/g olarak tiiretmislerdir. Spesifik gdzenek hacmini (maksimum

adsorpsiyon kapasitesinin stvi Azot hacmi) ise 0,071 cm®/g olarak belirlemislerdir.

3.1.3 Kullanilan cihazlar ve elektrotlar

Tampon ve destek elektrolit ¢ozeltilerinin pH degerleri HANNA HI2211 pH/ORP metre
ile ayarlanmigtir. Tampon ¢ozeltinin pH degerini cihazda 6lgerken ayarlama igin 0,01;
0,1 ve 1,0 M HCI ve NaOH ¢ozeltileri kullanilmistir. Ayrica tiim ¢dzelti ve deneyler igin

saf su mpMINIpure damitma cihazi ile tiretilmistir.

Voltametrik deneyler (DV, DPV ve KDV) ve EES yo6ntemi, CHI 760B
Potansiyostat/Galvanostat cihazi ve BAS C3 hiicre-stant sistemi ile ti¢li elektrot sistemi
beraber kullanilarak gergeklestirilmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu
(BASI MF-2052), yardimci elektrot olarak Platin tel (BASi MW-1032) ve g¢alisma
elektrotu olarak ¢iplak kalem grafit elektrot (¢(KGE), NiO nanopatkiliilleri (NiO) ile
modifiye edilmis KGE (NiO/KGE), ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) ile modifiye
edilmis KGE (MWCNT/KGE), Na-montmorilonit nanokili ile modifiye edilmis KGE
(NNaM/KGE) ve NiO-MWCNT-NNaM maodifiyerlerinin ii¢ii ile modifiye edilmis KGE
(NiO/MWCNT/NNaM/KGE) kullanilmustir.

DPV ol¢limleri su sartlarda gergeklestirilmistir; Potansiyel artigi: 0,004 V; Genlik: 0,05
V; Puls genisligi: 0,05 s; Ornek genisligi: 0,0167 s; Puls siiresi: 0,5 sn. XT i¢in potansiyel
taramas1 0,7 — 1,2 V; TP i¢in potansiyel taramasi 1,1 — 1,4 V; TB i¢in potansiyel taramasi
1,2 -1,7 V; CF igin potansiyel taramas1 1,2 - 1,7 V.

KDV o6lglimleri su sartlarda gergeklestirilmistir; Genlik: 0,025 V; Frekans: 15 Hz;
Potansiyel artisi: 0,004 V CF i¢in potansiyel taramas1 1,2 - 1,7 V.
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EES o6lgtimleri su sartlarda gergeklestirilmistir; Frekans 0,1 — 100000 Hz araliginda agik

devre potansiyelinde (Eapbp) uygulanmustir.

Taramali elektron mikroskobu (TEM) goriintiileri ve EDX olgiimleri Carl Zeiss AG,
EVO® 50 Serisi cihazi ile uygulanmigtir.

3.2 Kalem Grafit Elektrotun Modifikasyonu

Modifiye kalem grafit elektrotlar bir kompozit ¢ozeltisi iginde belli bir siire bekletilerek
tiretilmislerdir. Kompozit ¢zeltisi ilk olarak, %2,0 (v/v)’lik asetik asit ¢ozeltisine kitosan
(%1,0 (m/v)) eklenip homojen olarak dagilincaya kadar karigtirilmasi ile hazirlanmaya
baglanmistir. Daha sonra modifiyer maddeler NiO NP, MWCNT ve NNaM ayr1 ayri
kitosan c¢ozeltilerine eklenip yine homojen olarak dagilincaya kadar karistirilarak
kompozit ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu kompozit ¢ozeltilerinde 1 saat bekletilerek
sirastyla NiO/KGE, MWCNT/KGE ve NNaM/KGE elektrotlar1 iretilmistir.
NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensorii hazirlanirken ise kitosanin ¢oziinme asamasi
bittikten sonra kompozit ¢dzeltisine sirasiyla NNaM, MWCNT ve NiO nano partikiilleri

eklenmis ve ¢dzelti homojen olarak dagilana kadar karigtirilmstir.
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Sekil 3.2 Modifikasyon uygulamasinin adimlarini i¢eren bir sema

Olusturulan ~ bu  kompozit  ¢ozeltide  ¢KGE bir  saat  bekletilerek
NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensorti iiretilmistir. Daha sonra iiretilen modifiye elektrotlar
actk havada kurumaya birakilmiglardir. Sekil 3.2’°de modifikasyon semasi

gosterilmektedir. Uretilen elektrotlarin hiicre baglantisi ise bakir teller ile yapilmustir.

50



3.3 Stok Cozeltilerin Hazirlanisi

XT, TP, TB ve CF’nin stok ¢dzeltileri 102 M (10 mL) icerecek sekilde uygun miktarlari
tartilip hazirlanmiglardir. TP ve CF direkt saf su ile ultrasonik banyoda hazirlanirken, XT
ve TB’nin ¢ozeltileri saf suda diisiik ¢oziiniirliige sahip olmalari nedeniyle 0,05 M NaOH
¢ozeltisi ile hazirlanmigtir. CF igin kullanilan H2SO4 ¢6zeltisi 0,1 M olarak hazirlanmis
ve 0,01; 0,1 ve 1,0 M’lik HCI ve NaOH ¢ozeltileri ile istenilen pH degeri pH metre
yardimiyla 6l¢iilmiistiir. BR tamponu borik asit (0,04 M), asetik asit (0,04 M) ve fosforik
asit (0,04 M) karistirilarak hazirlanmistir (Y1lmaz 2012). BR tamponun (yaklasik 0,04 M)
pH degeri de ayni sekilde pH metre ile 0,01; 0,1 ve 1,0 M’lik HCI1 ve NaOH ¢ozeltileri
kullanilarak ayarlanmistir. Sekil 3.3’te bu tez ¢alismasinda kullanilan maddelerin agik

yapilar1 gosterilmistir.
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Sekil 3.3 XT, TP, TB ve CF’nin agik molekiil yapilar

Girisim ¢aligmasi icin kullanilan UA, AA, L-glisin, NasPOs ¢ozeltileri de yine 102 M
olarak ol¢iimlerden hemen Once taze olarak hazirlanmiglardir. DNA etkilesimi igin ise
daha dnce UV-Spektrometresi ile derisimi 2x10° M olarak belirlenen DNA ¢ozeltileri
kullanilmistir. Cozeltiler 6l¢iimlerden hemen 6nce laboratuvar ortamina birakilip oda

sicakligina geldikten sonra elektrokimyasal hiicreye eklenmiglerdir.
3.4 Kalibrasyon Calismasi

CF’nin analizi i¢in ¢KGE ile yapilan DPV ve KDV 6n deneme 6lgiimleri ile baglangic
derigimi olarak sirasiyla 30,0 ve 10,0 uM degeri belirlenmistir. Daha sonra derisim
belirlenen oranlarda arttirilarak ipa artis1 incelenmistir. DPV tekniginde (30,0 — 1000,0)
uM CF, KDV tekniginde ise (10,0 — 1000,0) uM CF derisim araliklarinda standart
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¢ozeltiler kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Benzer sekilde XT, TP ve
TB’nin eszamanli analizi i¢in de sirasiyla (0,5 — 150,0) uM, (5,0 — 250,0) uM ve (5,0 —
250,0) uM derisim araliklarinda kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

Tiim analiz yontemlerinde LOD ve LOQ degerleri sirasiyla i¢in 3s/m ve 10s/m yaklagimi
kullanilmigtir. Burada m, ipa — C egrisinin egimini ve s ise kalibrasyonun en diisiik
derisimde elde edilen akim degerlerinin ortalamasinin standart sapmasini ifade

etmektedir.

3.5 Secicilik ve Girisim Calismalarn

Uclii karisimin es zamanl analizinde NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensériiniin segiciligini
test etmek igin iki molekiiliin derisimi sabit tutulup digerinin derisimi arttirilarak XT, TP
ve TB’nin tekli kalibrasyon ¢alismalar1 uygulanmistir. XT, TP ve TB i¢in sirasiyla (0,5 —
150,0) uM, (5,0 — 250,0) uM ve (5,0 — 250,0) uM derisim araliklarinda incelenmistir.

CF 50,0 uM’1n1 igeren ¢ozeltiye 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 ve 1.5 oranlarinda NasPOgs, L-Glisin,
UA, XT, TP ve TB eklenerek ¢KGE sensériinde girisim ¢alismalari DPV ve KDV
teknikleri ile uygulanmis ve tolerans limitleri hesaplanmistir. XT, TP ve TB’nin
eszamanli 50,0 pM’m1 igceren ¢ozeltilere 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 ve 1:100 oranlarinda
NasPOs4, L-Glisin, AA, UA ve CF eklenerek NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensériinde
girisim ¢alismalar1 gergeklestirilmis ve tolerans limitleri hesaplanmigtir. Tolerans
stirmin belirlenmesi igin, girisim yapan tiir ortamdayken 6lgiilen analitin pik akiminin,
girisim yapan tiir ortamda yokken &l¢iilen analitin pik akimina orani en yiiksek + %10

hata olusturan derisim degerleri belirlenmistir.

3.6 Tekrarlabilirlik Yeniden Uretilebilirlik ve Kararhhk Calismasi

NiO/MWCNT/NNaM/KGE elektrokimyasal sensoriiniin tekrar iiretilebilirlik testleri ayni
sartlarda iiretilen bes 6zdes elektrotun XT, TP ve TB’yi ayni anda igeren ¢dzeltiden DPV

Olgtimleri (n: 5) yapilarak incelenmistir. Bes 6zdes elektrot ile her bir analit i¢in elde
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edilen anodik akim degerlerine gore % RSD hesaplanmigtir. NIO/MWCNT/NNaM/PGE
sensOriiniin tekrarlanabilirligi, tiretilen bir elektrot {izerinden XT, TP ve TB’yi ayn1 anda
igeren ¢ozeltiden alinan ¢oklu DPV dl¢timleri (n: 5) ile gergeklestirilmistir. Her bir analite

icin elde edilen anodik akim degerlerine gore % RSD hesaplanmustir.

NiO/MWCNT/NNaM/KGE elektrokimyasal platformunun kararliligi 5 mM [Fe(CN)s]*
/3 standart redoks probunun elli dongii DV analizi almarak gergeklestirilmistir. Elli 6l¢tim
sonunda elde edilen akim degerleri lizerinden bagil standart sapma (% RSD)

hesaplanmuistir.

% RSD degeri asagidaki esitlik ile hesaplanmistir;

% RSD =S/ ; % 100 3.1

Burada X; elde edilen akim veya derisim degerlerinin ortalamasini ve s bu ortalamanin

standart sapmasini géstermektedir.

3.7 Gercek Numunelerin Hazirlanisi

XT, TP ve TB i¢in yapilacak ger¢cek numune analizleri igin yerel bir marketten Lipton
earl grey siyah ¢ay ve Ulker bitter cikolata 6rnekleri satin alinmustir. Uriinlerde {ic
biyomolekiiliin de igerigine yer verilmemesi nedeniyle standart ekleme metodu

kullanilmustir.

Siyah cay dikkatlice 4,0 g tartilmis ve 50,0 mL su ile 10 dakika kaynatilmigtir. Daha sonra
sogumaya birakilmis ve siiziiliip elde edilen ¢ozelti stok ¢ozelti olarak kullanilmigtir.
Olgiimler igin bu ¢dzeltiden alman 0,1 mL’lik kistm BR tamponu ile 10,0 mL’ye
tamamlanmis ve elektrokimyasal hiicreye aktarilmistir. Sonuglar ii¢ 6lgiimiin ortalamasi

aliarak %095 giliven seviyesinde hesaplanmustir.
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Bitter ¢ikolata 0,04 g/mL olacak sekilde dikkatlice tartilmis ve Bain-Maria yontemi ile
eritilmistir (Celik ve Gokmen 2018). Daha sonra eriyen ¢ikolata 50,0 mL sicak suda 15
dakika boyunca karistirtlip daha sonra sogumaya birakilip siiziilmistiir. Siiziilen bu
¢ozelti stok ¢ozelti olarak kullanilmistir. Olgiimler igin bu ¢dzeltiden alman 0,1 mL’lik
kisim BR tamponu (pH: 2,0) ile 10,0 mL’ye tamamlanmis ve elektrokimyasal hiicreye
aktarilmistir. Sonuglar ii¢ Olglimiin ortalamas1 alinarak %95 giiven seviyesinde

hesaplanmastir.

Insan idrar numunesi icin yetiskin bir bireyden numune alinmis ve bu numuneden direk
0,1 mL alinarak BR tamponu (pH: 2,0) ile 10 mL’ye tamamlanmis ve elektrokimyasal
hiicreye aktarilmistir. Bu ¢6zelti iizerinden dl¢timler alinmis daha sonra elektrokimyasal
hiicreye standart ekleme yontemi ile bilinen miktarlarda XT, TP ve TB ilavesi yapilarak
yine olgtimler alinmistir. Elde edilen sonuglar tizerinden yilizde geri kazanim ve yiizde
bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Sonuglar ii¢ 6l¢limiin ortalamasi alinarak

%95 giiven seviyesinde hesaplanmigtir.

Kola ve enerji igecegi i¢in Coca Cola (150,0 mg/L CF) ve Red-Bull (150,0 mg/L CF)
markalar1 kullanilmis ve bunlarin CF igerikleri gelistirilen iki yontem ile hesaplanmustir.
Kalibrasyon ¢aligmalarinda derisim degeri olarak mikro molar (uM) kullanilacagi i¢in
verilen mg/L terimi 194.19 g/mol molekiil kiitlesine sahip CF i¢in 772 pM olarak
hesaplanmistir. Gazli igecek tiirtindeki bu ornekler analizden once 10 dakika boyunca
karistirillarak gaz ¢ikist saglanmistir. Daha sonra iki 6rnekten DPV ve KDV o6lctimleri
icin belirli miktarlarda karistirilan ¢ozeltilerden alinip {izeri H2SO4 (pH: 1,0) ile 10,0
mL'ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiler iizerinden oOlgtimler alinmis daha sonra
elektrokimyasal hiicreye standart ekleme yontemi bilinen miktarlarda CF ilavesi
yapilarak yine dlgtimler alinmistir. Elde edilen sonuglar {izerinden yiizde geri kazanim ve
yilizde bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Sonuglar ii¢ 6l¢limiin ortalamasi

aliarak %95 giiven seviyesinde hesaplanmuistir.

Yiizde geri kazanim degerleri (% GK) asagidaki sekilde hesaplanmistir;

% GK = CZ/C1 x 100 3.2
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Burada C: 6l¢iilen derisim degerini, C1 ise eklenen veya bilinen derisimi gostermektedir.

3.8 DNA Etkilesimi Calismalari

XT, TP ve TB i¢in gelistirilen eszamanli analizin optimum verileri kullanilarak ti¢
maddenin DNA  ile etkilesimi DPV  teknigi ve  gelistirilen  yeni
NiO/MWCNT/NNaM/KGE ile ayr1 ayr1 incelenmistir. Bunun i¢in derisimi bilinen DNA
elektrokimyasal hiicre ortamina eklenerek DNA eklenmeden 6nce ve sonra yapilan
Olctimler Esitlik 2.18 ve 2.20 ile degerlendirilmistir. DNA’nin XT, TP ve TB ile etkilesimi

icin bekleme siiresi yapilan denemeler sonucunda 90 saniye olarak belirlenmistir.

CF i¢in gelistirilen analiz yonteminde elde edilen optimum kosullar kullanilarak ¢KGE
ylzeyinde CF’nin DNA ile etkilesimi DPV ve KDV teknikleri ile incelenmistir. Bunun
icin derisimi bilinen DNA elektrokimyasal hiicre ortamina eklenerek DNA eklenmeden
once yapilan dlglimler Esitlik 2.18 ve 2.20 ile degerlendirilmistir. DNA ve CF’nin
etkilesimi i¢in bekleme siiresi yapilan denemeler sonucunda 150 saniye olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Eszamanh Analiz icin Yapilan On Deneme Calismalari

XT, TP, TB ve CF’nin eszamanli analizi i¢in Oncelikle 6zel bir modifiye elektrot
gelistirilmistir. ~ Gelistirilen bu elektrokimyasal platform ile ilgili ayrintili
degerlendirmelere gegmeden Once liretilen modifiye elektrotlar ile XT, TP, TB ve CF’nin
eszamanli analizi i¢cin DPV yontemi ile 6n deneme c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir (Sekil
4.1a). DPV yo6ntemi i¢in belirtilen optimum kosullar ile 0,6 — 1,8 V potansiyel araliginda
destek elektrolit BR tamponunda yapilan 6l¢iimler sonucunda tiim elektrotlarda ii¢
yiikseltgenme piki gézlemlenmistir. Buradan iki biyomolekiiliin yiikseltgenme piklerinin
cakistig1 agikga goriilmektedir. Ayrimi gergeklestirmek igin destek elektrolit ¢ozeltisinin
pH degeri degistirilerek DPV oOlgtimleri alinmistir (Sekil 4.2b).
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1 | 1 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1
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Sekil 4.1 70,0 uM XT, 80,0 uM TP ve 45,0 uM TB ve 45,0 uM CF’nin eszamanli DP
voltamogramlari; (a) ¢esitli elektrotlarda (pH: 2,0) (b) farkli pH'larda
NiO/MWCNT/NNaM/KGE’de

Voltamogramlarda her pH degerinde ii¢ yiikseltgenme piki gozlenmistir. Yiikseltgenme
pikleri ¢akisan iki biyomolekiiliin ayrim1 gerceklestirilemediginden her dért maddenin en
yiiksek pik akimlarmin gorildiigi pH: 2,0’da ve NIO/MWCNT/NNaM/KGE sensorii
kullanilarak ayr1 ayr1 DPV dlgiimleri alinmustir (Sekil 4.2). XT ve TP’nin bu
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elektrokimyasal sensorde sirasiyla 0,940 V (Sekil 4.2a) ve 1,204 V’da (Sekil 4.2b)
yiikseltgenme pikleri vermistir. TB ve CF’nin ise sirasiyla 1,424 V (Sekil 4.2c) ve 1,472

V’da (Sekil 4.2d) birer yiikseltgenme piki verdigi goriilmustiir. Elde edilen bu sonug,

dortlii karisimda CF ve TB’nin yiikseltgenme piklerinin iist liste ¢akistig1 gostermistir.
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Sekil 4.2 NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensorii ile BR tamponunda alinan (pH: 2,0) DP
voltamogramlari; (a) 70,0 uM XT, (b) 80,0 uM TP, (c) 85,0 uM TB ve (d) 85,0
uM CF

Daha sonra yapilan literatiir aragtirmalari sonucunda XT, TP ve CF’nin eszamanl

analizini igeren bir literatiir bulundugu (Jesny ve Kumar 2020) da g6z 6niine alinarak yeni

gelistirilen elektrokimyasal platform ile XT, TP ve TB’nin eszamanli analizi

gerceklestirilmesine karar verilmistir.

CF molekiilii i¢in de gelistirilen yeni elektrot ile deneme c¢aligmalari yapilarak CF’nin bu

elektrot tizerindeki anodik pik akimlari incelenmistir. Bunun i¢in CF’nin ayn sartlarda
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¢KGE ve NiIO/MWCNT/NNaM/KGE sensorii kullanilarak DPV 6l¢limleri alinmigtir
(Sekil 4.3). Buradan goriilecegi gibi modifikasyonun CF’nin pik akimi iizerinde dnemli
bir gelistirme yapmadig1 goriilmektedir. Boylece CF icin ¢KGE kullanilarak DPV ve

KDYV yontemleri ile birer analiz yontemi gelistirilmesine karar verilmistir.
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BR tamponu (pH: 2.0)

Sekil 4.3 10° M CF’nin ¢KGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE kullanilarak alinan DP

voltamogramlari

4.2 Modifiye Elektrot i¢in Optimizasyon Karakterizasyon ve Performans

Degerlendirmesi

Baslangigta, modifiyer maddelerin karisimina karar vermek igin referans bir standart olan
[Fe(CN)s]*’* probu (5,0 mM) ve destek elektrolit olarak 0,1 M KCI kullanilarak DV
teknigi ile iiretilen elektrotlarin 100 mV/s tarama hizinda 6l¢timleri alinmistir. Probun
yiikseltgenme ve indirgenme potansiyeli arasindaki fark (AEp) ve daha yiiksek pik akimi
parametrelerine gore calisma elektrotunun igerigi belirlenmigtir. Daha sonra bilesimi
belirlenen sensor ile XT, TP ve TB’nin karigimini igeren ¢ozeltide DPV yontemi ile

eszamanli analiz uygulanmistir.
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XT, TP ve TB’nin eszamanli analizini gergeklestirmek icin Oncelikle gelistirilen
elektrokimyasal platform ile modifiyer maddelerin miktarlarinin optimizasyonu, tglii
karisimda yapilan DPV 6l¢timleri ile degerlendirilmistir. XT, TP ve TB’nin anodik pik
akimlarinin hangisinde en yiiksek degerde oldugu ve pik potansiyellerinin birbirlerinden
ayrimlari gibi veriler degerlendirilerek calisma elektrotu se¢imi yapilmistir. Bu agamadan
sonra SEM-EDX caligmast ile iiretilen elektrokimyasal platformlarin yiizey morfolojileri
ve bilesimleri incelenmistir. Son olarak modifiye elektrotun performanst DV ve EES
yontemleri ile sirasiyla elektrotun aktif ylizey alani (A) ve yiik transfer direnci (Rcr)

arastirilmistir.

4.2.1 Modifiye elektrot bilesiminin belirlenmesi

Hazirlanacak kompozit ¢6zeltisinin igerigini belirlemek igin ¢KGE, NiO, MWCNT ve
NNaM bilesenleri ile tekli (NiO/KGE, MWCNT/KGE ve NNaM/KGE) ve igli
(NiIO/MWCNT/NNaM/KGE) kompozit elektrotlar hazirlanmig, DV teknigi ile 5,0 mM
[Fe(CN)s]*"* redoks probu kullanilarak hazirlanan ¢alisma elektrotlarinin 100 mV/s
tarama hizinda DV 6l¢iimleri alinmistir. Bu voltamogramlar Sekil 4.4°te gosterilmektedir.
Voltamogramlardan goriildiigii gibi en yiliksek anodik ve katodik pik akimi
NiO/MWCNT/NNaM/KGE ile elde edilmistir. ¢KGE, NNaM/KGE, MWCNT/KGE,
NiO/KGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE elektrotlari igin AEp degerleri sirasiyla 0,185
V; 0,159 V; 0,148 V; 0,142 V ve 0,137 V olarak olglilmiistiir. Bu sonuglar modifiyerlerin,
elektrokimyasal pikleri sinerjik olarak gelistirdigini gostermektedir. Buna gore,
NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensoriiniin  eszamanli analiz igin daha iyi bir

elektrokimyasal performansa sahip olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bu asamadan sonra iiretilen elektrotlar ile DV teknigi ve [Fe(CN)s]*"* redoks probu
kullanilarak c¢oklu DV o6l¢iimii alinmig (50 dongili) ve elektrotlarin  kararlilig
karsilasgtirilmistir. Elli dongii seklinde alinan dlgiimler sonucunda elde edilen anodik ve
katodik pik akimlarindan elde edilen veriler (ipa Ve ipk) lizerinden % RSD degerleri
hesaplanmistir.  Bu deger ¢KGE, NNaM/KGE, MWCNT/KGE, NiO/KGE ve
NiO/MWCNT/NNaM/KGE ig¢in sirasiyla %3,03; %2,82; %4,83; %4,21 ve %1,51 olarak
hesaplanmistir. NiO/KGE ve MWCNT/KGE ig¢in elde edilen % RSD verileri ¢KGE'ye
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gore daha yliksek sonuglardir. NiO ve MWCNT akim degerlerini arttirsa da dlgtimlerin
kesinligi konusunda ¢KGE’den daha kot sonu¢ gosterdikleri goriilmektedir.
NNaM/KGE, ¢KGE’ye gore daha kesin ve kararli sonuglar vermistir ve ti¢ modifiyerin
birlesiminde MWCNT ve NiO nano partikiillerinin elektrot yiizeyinde bolca bulunan
NNaM nano partikiilleri lizerinde homojen yayilarak daha kesin ve gelistirilmis akim
yanitlar1  vermistir. Buradan XT, TP ve TB’nin eszamanli analizi ig¢in
NiO/MWCNT/NNaM/KGE  elektrokimyasal platformunun kullanilmasina  karar

verilmistir.

T T T T T T T T T
0,0010 i cKGE 4
0,0008 |- — KIT/KGE ]

I NNaM/KGE
0.0008 | ——MWCNT/KGE _
’ NiO/KGE
0,0004 | —— NIO/MWCNT/NNaM/KGE i
€ 0,0002 | ]
é I

—  0,0000 | i
< 0002 | ]
-0,0004 | 4
-0,0006 | 4
-0,0008 | i
-0,0010 | i

1 1 1 1 s 1

0,2 I 0,0 I 0.2 I 0.4 06
E (V) / Potansiyel

Sekil 4.4 Hazirlanan elektrokimyasal platformlarin 5,0 mM [Fe(CN)s]** redoks probu
ile alinan DV voltamogramlari (v: 100 mV/s, potansiyel taramast: (- 0,2) — (+
0,6 V)

4.2.2 Modifiyer miktarlarimin ve bekletme siiresinin optimizasyonu

Eszamanli analiz igin kullanilacak karsimin (XT, TP ve TB) ve modifiye elektrokimyasal
platformda kullanilacak kompozit karsimi belirlendikten sonra, modifiyerlerin kompozit
cozeltideki optimum miktarlar1 XT, TP ve TB’nin DPV pik akim yanitlar1 incelenerek

belirlenmistir. Bu analizlerle ilgili sonuglar Sekil 4.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.5 40,0 uM XT; 55,0 uM TP ve 32,0 uM TB'nin farkli modifiyer oranlarinda DP
voltamogramlari: (a); NNaM orani, (b); MWCNT orant, (¢); NiO orani ve (d)
bekletme siiresi (i¢ grafik: XT, TP ve TB'nin ipa yanitlar)

NNaM miktarinin optimizasyonu i¢cin MWCNT ve NiO miktarlar1 sabit (%0,2 (m/Vv))
tutulup NNaM miktar1 %1,0 — 5,0 (m/v) araliginda degistirilerek 6lgiimler alinmustir.
%4,0 oraninda sadece XT molekiilii i¢in 0.902 V’da yayvan bir pik vermistir. %3,0
NNaM oraninda XT ve TP i¢in sirasiyla 0.93 ve 1.242 V’da belirgin yiikseltgenme pikleri
gosterse de TB i¢in ¢ok yayvan bir pik vermistir. En iyi iki sonu¢ %1,0 ve %2,0
degerlerinde alinirken en yiiksek pik akimi gdsteren ve yiikseltgenme potansiyelleri

arasindaki fark daha az olan %1,0 NNaM oran1 optimum deger olarak alinmistir (Sekil
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4.5a). Burada XT, TP ve TB i¢in sirasiyla 0,934; 1,238 ve 1,484 V’da belirgin

yiikseltgenme pikleri gézlenmistir.

MWCNT optimizasyonu i¢in NNaM (%1,0 (m/v)) ve NiO (%0,2 (m/v)) miktar1 sabit
tutulup MWCNT miktar %0,1 — 0,5 (m/v) aralifinda degistirilerek olgiimler alinmistir.
MWCNT orant %0,1; %0,4 ve %0,5 degerlerinde XT i¢in sirasiyla 0,937; 0,921 ve 0,925
V degerlerinde birbirlerine yakin pik akimi degerleri veren keskin yiikseltgenme pikleri
gozlenmistir. %0,5 MWCNT oraninda TB igin pik gézlenememistir, TP igin her yiizde
MWCNT oran1 ayn1 pik potansiyel degeri ve yakin pik akimi degerleri vermistir. %0,1
MWCNT oraninda ise her tic molekiil i¢in belirgin iyi tanimli pikler goriilmektedir. Bu
nedenle %0,1 degeri optimum deger olarak alinmistir (Sekil 4.5b). Burada XT, TP ve TB
icin sirasiyla 0,933; 1,233 ve 1,485 V’da belirgin yiikseltgenme pikleri gézlenmistir.

NiO miktar1 optimizasyonu i¢in NNaM (%1,0 (m/v)) ve MWCNT (%0,1 (m/v)) miktari
sabit tutulup NiO miktar1 %0,1 — 0,5 (m/v) araliginda degistirilerek dlglimler alinmistir.
%0,4 ve %0,5 NiO oranlarinda ti¢ madde igin kararli pikler gézlenememistir. Sadece
%0,1 NiO oraninda XT, TP ve TB’nin belirgin 1yi tanimli pikler goriildiigiinden %0,1
degeri optimum deger olarak alinmistir (Sekil 4.5c). Burada XT, TP ve TB igin sirastyla
0,937; 1,237 ve 1,489 V’da belirgin yiikseltgenme pikleri gézlenmistir.

Modifiyerlerin optimum miktarlar: belirlendikten sonra son olarak kompozit ¢6zeltisinde
bekletme siiresi optimize edilmistir. Bunun icin elektrotlar kompozit ¢6zeltisi i¢inde 30,
60, 90, 120 ve 150 dakika bekletilerek 6l¢iimler yapilmig ve sonug olarak 30 dakika degeri
optimum bekletme siiresi olarak almmustir (Sekil 4.5d). 30 dakika hem kisa bir siire
olmasi ve bu siirede XT, TP ve TB i¢in en yiiksek pik akimi degerlerini verdigi i¢in

secilmistir.

4.2.3 Modifiye elektrot yiizeyinin karakterizasyonu

Uretilen elektrotlardan NiO/KGE, MWCNT/KGE, NNaM/KGE ve
NiO/MWCNT/NNaM/KGE elektrotlarinin yiizeyi TEM yontemi ile incelenmistir.

62



Cekilen gortintiiler Sekil 4.6’da gosterilmektedir. cKGE'in yiizeyi (Sekil 4.6a), diizensiz
grafit levhalar nedeniyle piiriizlii ve katmanli bir yilizeydir (Findik vd. 2021). NiO/KGE
ylzeyi ise kompozit ¢ozeltideki kitosan molekiillerinin katmanli ve diizensiz grafit
yiizeyini kapladigi, NiO NP'lerinin kitosan kapli bu KGE yiizeyinde elektrokimyasal
algilama noktalar1 gibi yerlestigi goriilmektedir (Sekil 4.6b) (Opallo ve Lesniewski 2011,
Jahani ve Beitollahi 2016). MWCNT/KGE yiizeyi, MWCNT'lerin karakteristik 3D yapisi
nedeniyle ¢gKGE yiizeyinden tamamen farklidir (Sekil 4.6¢) (Dehnavi ve Soleymanpour
2020). NNaM/KGE yiizeyinde, kitosan ile kaplanmis yiizeyde NNaM'nin disa dogru
gozenekli bir pozisyon aldigi gozlemlenmistir. (Sekil 4.6d) (Mosai ve Tutu 2020).
NiO/MWCNT/NNaM/KGE yiizeyinde ise NiO, NNaM ve MWCNT'nin olusturdugu
girintili ¢ikintili  yiizeyde beyaz noktalar halinde gortilmektedir (Sekil 4.6e).
NiO/MWCNT/NNaM/KGE'nin katmanli yapisi, kompozitin ¢gKGE’ye gore daha genis

bir ylizey alanina sahip olabilecegi goriilmektedir.

Sekil 4.6 Uretilen elektrotlarin SEM goriintiileri; (a) ¢cKGE, (b) NiO/KGE, (c)
MWCNT/KGE, (d) NNaM/KGE ve (e) NiO/MWCNT/NNaM/KGE

NiO/KGE, NNaM/KGE, MWCNT/KGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE'nin EDX
goriintiilemesi Sekil 4.7'de gosterilmektedir. NiIO/KGE'nin EDX spektrumu (Sekil 4.7a),
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elektrot yiizeyinde NiO NP'lerinin varligin1 gostermektedir (Opallo ve Lesniewski 2011,
Jahani ve Beitollahi 2016). MWCNT/KGE'nin EDX spektrumu (Sekil 4.7b) ise sadece
MWCNT bilesenleri olan C ve O elementlerini icermektedir (Dehnavi ve Soleymanpour
2020). NNaM/KGE yiizeyinde ise (Sekil 4.7c), NNaM kilinin yapisindaki karakteristik
elementler gézlenmistir (Mosai ve Tutu 2020). NIO/MWCNT/NNaM/KGE (Sekil 4.7d),
kompozit filmdeki her icerigin karakteristik pikleri EDX spektrumunda gosterilmistir.

cps/eV cpsfeV

40

(a) | (b)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2
kev keV

Sekil 4.7 Uretilen elektrotlarin EDX goriintiileri; (a) NiO/KGE, (b) NNaM/KGE, (c)
MWCNT/KGE ve (d) NIO/MWCNT/NNaM/KGE

4.2.4 NIO/MWCNT/NNaM/KGE’nin elektrokimyasal performansi

¢KGE ve modifiye KGE'lerin elektro-aktif ylizey alanlarini (A) hesaplamak i¢in 5,0 mM
[Fe(CN)6]*"* redoks probu kullanilarak gesitli tarama hizlarinda (v: 10, 20, 40, 50, 60, 80
ve 100 mV/s) DV ile olgliimler alinmistir (Sekil 4.8). Tiim Slglimler, destek elektrolit
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olarak 0,1 M KClI varlhiginda (- 0,2) — (+ 0,6 V) potansiyel araliginda uygulanmuistir. ipa —
V2 grafiklerinin dogrusallig: (Sekil 4.8f), arastirilan tiim elektrotlardaki elektrokimyasal

stirecin diflizyon-kontrollii oldugunu ifade etmistir.
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Sekil 4.8 Hazirlanan elektrotlarin 5,0 mM [Fe(CN)s]*’* redoks probu ile farkli tarama
hizlarinda DV voltamogramlari; (a) ¢KGE, (b) NNaM/KGE, (c)
MWCNT/KGE, (d) NiO/KGE, () NiO/MWCNT/NNaM/KGE ile ve (f) ipa—

VY2 grafikleri
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¢KGE, NNaM/KGE, MWCNT/KGE, NiO/KGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE i¢in ipa—
v¥2 grafikleri icin dogru denklemleri sirastyla Esitlik 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’te

gosterilmektedir;

ipa (A) = 1,180x1073 (+ 3,310x10°) v2 + 1,214x10* (+ 7,510x10°), R2 = 0,9953 4.1
ipa (A) = 2,310x1073 (£ 5,463x10°°) v¥/2 + 8,337x10°® (+ 1,239x10°%), R? = 0,9967 4.2
ipa (A) = 2,310x10°3 (+ 3,732x10°®) v¥? + 4,276x10°° (+ 8,462x10°%), R? = 0,9984 4.3
ipa (A) = 2,180x10°3 (+ 4,559x10%) v¥2 + 9,020x10°® (+ 1,034x10°%), R? = 0,9974 4.4

ipa (A) = 2,510x10°3 (& 5,973x10°%) v’2 + 5,206x10°5 (& 1,354x10°%), R? = 0,9966 45

¢KGE, NNaM/KGE, MWCNT/KGE, NiO/KGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE igin ipa—
v¥2 grafiklerinin egimleri sirastyla 0,00118 (A/Vs™?); 0,00231 (A/Vs?); 0,00231 (A/Vs
1), 0,00218 (A/Vs™?) ve 0,00251 (A/Vs™?) olarak bulunmustur. ipa — VY2 grafiginin egimi
ve Randles-Sevcik denklemi kullanilarak  hesaplanan ¢KGE, NNaM/KGE,
MWCNT/KGE, NiO/KGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE i¢in aktif yiizey alanlari
sirasyla 0,319 cm?; 0,624 cm?; 0,624 cm?; 0,589 cm? ve 0,678 cm? olarak hesaplanmistir
(Patel vd. 2020).

Elektrotlarin sertlik faktorleri (fr), [Fe(CN)e]*"* redoks probunun tersinir akimlarina
gore modifikasyonun etkisini daha fazla degerlendirmek i¢in kullanilmistir. 'fr' su sekilde
tanimlanir; [A2/A1] = [ip2/ip1] (Krzyczmonik vd. 2014). Tersinir prosesler i¢in Randles-
Sevcik denklemine gore, cKGE ve NiO/MWCNT/NNaM/KGE igin, A1 ve Az aktif ylizey
alanlarin1  temsil ederken, ip1 Ve ip2 sirasiyla yiikseltgenme pik akimlaridir.
NiO/MWCNT/NNaM/KGE 1,93 (+ 0,29) fr degerine sahiptir ve bu uygulanan
modifikasyonun ¢KGE'ye kiyasla yiizey sertligini ve yiizey alanimi yaklasik iki kat

arttirdigini gostermistir.

Hesaplanan yiizey alan1 degerlerini desteklemek i¢in ¢KGE ve modifiye KGE'lerin yiik
transfer direngleri (Rct) EES ¢alismalar ile belirlenmistir (Tohidinia vd. 2018). Sekil 4.9,
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Randles esdeger devresi ile birlikte ¢gKGE, NNaM/KGE, MWCNT/KGE, NiO/KGE ve
NiO/MWCNT/NNaM/KGE'nin Nyquist diyagramlarini temsil etmektedir. Ret degerleri
sirasiyla 210,2 Q; 26,65 Q; 10,51 Q; 16,24 Q ve 9,46 Q olarak hesaplanmistir. Bu sonug,
modifikasyonun bir sonucu olarak NIO/MWCNT/NNaM/KGE'in yiik transfer

direncinin biiyiik dl¢iide azaldigini gostermektedir.
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Sekil 4.9 Hazirlanan elektrotlarinin EES yontemi ile elde edilen Nyquist diyagramlari
(Ek: Esdeger devre modeli; Rs ¢ozelti direnci, Rer yiik transfer direnci, Ca ¢ift

tabaka kapasitansi ve Zw Warburg empedansi)

Katalitik aktiviteyi karsilastirmak igin literatiirde akim degisiminin (lo) tahmini degeri
kullanilir ve Esitlik 2.14 kullanilarak hesaplanabilir. Bu esitlige gore, ¢KGE ve
NiO/MWCNT/NNaM/KGE ig¢in hesaplanan Io degerleri sirasiyla 0,122 mA ve 2,617 mA
olup, modifikasyonun Kkatalitik aktiviteyi siddetli sekilde arttirdigini gostermistir.

4.3 Ksantin Teofilin ve Teobrominin Modifiye Elektrotta Eszamanh Tayinleri

XT, TP ve TB’nin eszamanli analizi i¢in ¢alisma elektrotu NiIO/MWCNT/NNaM/KGE
elektrokimyasal platformu se¢ilmistir. Analiz yontemi belirlenmeden 6nce XT, TP ve

TB’nin gelistirilen yeni elektrottaki elektrokimyasal davraniglart BR tamponu i¢inde DV
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ve DPV teknikleri kullanilarak arastirilmistir. Daha sonra kalibrasyon segicilik, girisim

ve gercek numune analizleri gergeklestirilmistir.

4.3.1 NiO/MWCNT/NNaM/KGE yiizeyinde elektrokimyasal davranislar

Ug piirin  molekiiliiniin elektro-yiikseltgenme mekanizmalar1 ve davranislart BR
tamponunda (pH: 2,0) hazirlanan yeni sensor lizerinde tarama hizi calismalari ile
arastirtlmistir. XT, TP, TB’nin 3. Boliimde belirtilen sartlarda alinan DV voltamogramlari
sirasiyla Sekil 4.10a, b ve ¢’de gosterilmektedir. Ayrica ipa — V2, 10g ipa — l0g v Ve Epa —
log v grafikleri sirasiyla Sekil 4.9d, e ve f’de gosterilmektedir. Voltamogramlardan
goriildiigii gibi tarama hizi 25 — 300 mV/s'ye yiikseldikge, analitlerin anodik pik akimlari
artarken pik potansiyelleri daha pozitif potansiyellere kaymistir. Ters taramada hig¢ pik
gozlenmemesi XT, TP ve TB’nin ¢alisilan elektrokimyasal platform yiizeyindeki
elektrokimyasal davraniglarmin tersinmez ylikseltgenme reaksiyonlar1 oldugunu

gostermistir.

NiO/MWCNT/NNaM/KGE sensorii yiizeyindeki yiikseltgenme mekanizmalari igin ilk
olarak ipa — V2 grafiklerinin dogrusalligi arastirlmistir. Elde edilen dogru denklemleri

asagida gosterilmektedir;

ipa (MA, XT) = 0,008 (0,0001) v/2 - 0,0130 (0,0010), R? = 0,9996 4.6
ipa (MA, TP) = 0,003 (0,0001) v2 — 0,0005 (0,0012), R? = 0,9950 4.7
ipa (MA, TB) = 0,005 (0,0003) v¥'2 + 0,0183 (0,0034), R? = 0,9833 4.8

ipa — V2 grafiklerinin dogrusalligt XT TP ve TB’nin sensor yiizeyi ile difiizyon-kontrollii
bir mekanizma ile etkilestigini belirtmektedir. Ayrica l0g ipa — l0g Vv egrilerinin egimleri
tizerinden de {i¢ biyo-molekiiliin elektrot yiizeyiyle etkilesimini incelenmis elde edilen

dogru denklemleri asagida siralanmistir;

log ipa (MA, XT) = 0,62 (+ 0,02) log v (mV/s) — 2,43 (+ 0,03), R? = 0,9970 4.9
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log ipa (MA, TP) = 0,49 (£ 0,02) log v (MV/s) — 2,48 (= 0,04), R? = 0,9927 4.10

log ipa (MA, TB) = 0,37 (£ 0,02) log v (mV/s) — 1,66 (= 0,03), R? = 0,9922 411

XT, TP ve TB’nin log ipa — log v dogru denklemlerinin egimleri sirasiyla 0,62; 0,49 ve
0,37°dir. Egim degerleri 0,5'e yakin olmas1 elektrot ylizeyinde XT, TP ve TB igin
difiizyon-kontrollii bir mekanizma ile yiiritilen elektrokimyasal reaksiyonlari

gostermektedir (Anvari vd. 2021).

Tersinir olmayan bir mekanizma i¢in, Laviron denklemi ile elektrot yiizeyinde transfer
edilen elektron sayisini belirlemek i¢in kullanilan Epa — log v grafiklerinin dogru

denklemleri asagida gosterilmistir;

Epa (V, XT) = 0,046 (= 0,001) log v (V/s) + 1,010 (+ 0,001), R? = 0,9957 4.12
Epa (V, TP) = 0,048 (= 0,002) log v (V/s) + 1,324 (+ 0,002), R? = 0,99235 4.13
Epa (V, TB) = 0,057 (+ 0,002) log v (V/s) + 1,607 (+ 0,002), R? = 0,9936 4.14

Laviron esitligi ile [an] degerinin hesaplanmasi i¢in Epa— log v grafiginin egimi kullanilir.
a, tersinmez reaksiyonlar i¢in 0,5 olarak kabul edilir (Govda ve Nandibewoor 2014).
Boylece XT, TP ve TB i¢in hesaplanan elektrot yiizeyinde aktarilan elektrot sayilari (n)
strastyla 2,38; 2,27 ve 1,90'dir.

75,0 uM XT, 55,0 uM TP ve 85,0 uM TB'nin elektrokimyasal sinyalleri, BR tamponunda
(pH: 2,0) DPV teknigi kullanilarak ¢KGE ve modifiye KGE’ler ile incelenmistir (Sekil
4.11). Tium elektrotlar XT, TP ve TB'yi eszamanhi tespit edebilse de
NiO/MWCNT/NNaM/KGE, digerlerine kiyasla en yiiksek elektron transfer kinetiginin
oldugunu gosteren ti¢ biyomolekiiliin tiimii i¢in en yiiksek yiikseltgenme pik akimlarini
vermistir. Ek olarak, NIO/MWCNT/NNaM/KGE, XT (0,932 V) ve TB (1,476 V) i¢in
¢KGE'ye kiyasla elektrot yiizeyinde katalitik aktiviteylr gosteren daha negatif
yiikseltgenme potansiyeli sergilemistir. Bununla birlikte, TP'nin (1,233 V) yiikseltgenme
pik potansiyeli hemen hemen sabit kalmistir.
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Sekil 4.10 (a) 102 M XT, (b) 102 M TP, (c) 102 M TB igin DV teknigi ile farkli tarama

hizlarinda alinan 6lgiimlere ait voltamogramlar ve (d) ipa— Vv*?, (€) log ipa— log

v, (f) Epa — log v grafikleri
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Sekil 4.11 75,0 uM XT, 55,0 uM TP ve 90,0 uM TB'nin gesitli galisma elektrotlari ile

alinan DP voltamogramlari

4.3.2 pH etkisi

Ug biyomolekiiliin elektrokimyasal davramslarina ortam pH degerinin etkisi, evrensel
genis bir pH araligi olan BR tampon ¢6zeltisi ile pH 2,0 — 7,0 araliginda ¢alisilmistir. BR
tamponunun pH degerinin XT, TP ve TB’nin anodik pik akim ve potansiyellerine etkisi
degerlendirilmistir. Pik potansiyellerinin pH ile degisimini igeren voltamogramlar Sekil
4.12°de gosterilmektedir. Voltamogramlarda en yiiksek pik akimi veren pH degerlerinin
2,0 ve 4,0 oldugu gorilmektedir. Bunlar arasinda pH: 4,0’da pH: 2,0 ile
karsilastirildiginda XT ve TP i¢in hemen hemen ayni ve TB i¢in daha diisiik ipa degerleri
gozlemlenmistir. pH: 2,0°da ise TB i¢in daha yiiksek ipa degerleri verdigi gorilmistiir.

Bu nedenle eszamanli analiz i¢in optimum deger olarak pH: 2,0 alinmistir.

Epa — pH egrileri de Sekil 4.12 iginde gosterilmektedir. Bu egrilere ait dogru denklemleri

ise asagida gosterilmektedir;

Epa (V, XT) = 1,038 (= 0,007) — 0,055 (+ 0,002) pH, R? = 0,9956 4.15

Epa (V, TP) = 1,306 (= 0,006) — 0,043 (& 0,001) pH, R? = 0,9959 4.16
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Epa (V, TB) = 1,488 (+ 0,004) — 0,019 (+ 0,001) pH, R? = 0,9920 4.17
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Sekil 4.12 NiIO/MWCNT/NNaM/PGE yiizeyinde ¢esitli pH degerlerinde BR tamponu ile
75,0 uM XT, 55,0 uM TP ve 90,0 uM TB'nin DPV voltamogramlari (Sekil i¢i:
Epa — pH egrileri)

Egim degerleri, XT ve TP i¢in 0,059 V/pH Nernst egimine yakindir ve literatiirdeki
verilerle tutarlidir, bu da XT ve TP'nin elektrokimyasal sensor lizerindeki yiikseltgenme
mekanizmasinin esit sayida proton ve elektron i¢erdigini géstermektedir (iki proton: iki
elektron) (Li vd. 2019, Cinkova vd. 2015). TB i¢in 0,019 V/pH'lik bir egim, 0,059
V/pH'lik Nernst egiminin yaklasik iigte biri kadardir; bu durum, elektro-yiikseltgenme
mekanizmasinin 4 proton:4 elektron igeren iki asamali bir yiikseltgenme siireci oldugunu
ortaya koyan literatiir verileriyle uyumludur (Patel vd. 2020, Ferrak vd. 2020 ve Svorc
vd. 2012).

4.3.3 DPV ile eszamanh analiz

Optimize edilen kosullar altinda, XT, TP ve TB’nin derisimleri ile anodik pik akimlar

arasindaki iliski, BR tampon ¢ozeltisinde (pH: 2,0) hassas DPV yontemi kullanilarak
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NiO/MWCNT/NNaM/KGE

elektrokimyasal

platformu

ile eszamanli olarak

arastirilmistir. Belirtilen derisimlerde alinan DP voltamogramlari Sekil 4.13a’da ve

kalibrasyon egrileri 4.13b’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.13 (a) optimize edilmis kosullarda XT (0,5 — 150,0 uM), TP (5,0 — 250,0 uM) ve
TB i¢in (5,0 — 250,0 uM) es zamanli tayinin DP voltamogramlari, (b) XT

(siyah), TP (kirmiz1) ve TB’nin (yesil) kalibrasyon egrileri

Tim regresyon parametreleri Cizelge 4.1’de gosterilmektedir. XT, TP ve TB igin ipa

degerleri ile derisimleri arasindaki eszamanli dogrusal iliski asagidaki denklemlerde

gosterilmektedir;

ipa (WA) = 0,891 (£ 0,011) cxT (uM) — 0,102 (£ 0,824), R? = 0,9986
ipa (WA) = 0,458 (£ 0,009) cte (uM) — 3,436 (+ 0,957), R? = 0,9966

ipa (LA) = 0,249 (& 0,004) cTe (M) + 0,010 ( 0,467), R2 = 0,9980

4.18

4.19

4.20

XT, TP ve TB i¢in dogrusal araliklar sirasiyla 0,5 — 150,0 uM; 5,0 — 200,0 uM ve 5,0 —
250,0 uM ve LOD degerleri sirastyla 0,08 uM; 0,36 uM ve 0,46 uM'dir (Cizelge 4.1).
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Gelistirilen elektrokimyasal platform ve DPV teknigi {i¢ biyomolekiil arasinda en yiiksek
duyarliligi XT ye kars1 gostermistir.

Cizelge 4.1 Eszamanl analiz i¢in kalibrasyon egrilerinin regresyon parametreleri

Parametreler/Analit XT TP TB
Dogrusal ¢alisma araligi (uM) 0,5-150,0 5,0 —200,0 5,0 -250,0
Egim (LA/uM) 0,891 (+ 0,011) 0,458 (+ 0,009) 0,249 (+ 0,004)
Kesim noktasi -0,102 (+0,824) -3,436(+0,957) +0,010 (+0,467)
R? 0,9986 0,9966 0,9980
LOD (uM) 0,08 0,36 0,46
LOQ (uM) 0,26 1,20 1,53
Tekrarlanabilirlik (% RSD) 2,35 4,62 6,33
Yeniden firetilebilirlik (% RSD) 2,08 2,85 4,08

Cizelge 4.2 Gelistirilen elektrokimyasal platform ve yontemin analitik parametrelerinin

karsilastirilmasi
Analit LOD Dogrusal ¢alisma arahg Elektrot Kaynak
(uM) (nM)
0.06 2,5-35,0; 35,0 - 300,0 MWCNT-AuUNP-CCE* (Wu vd. 2020)
XT 0.35 0,9-100,0 pPABSA/GCE* (Jesny ve Kumar 2017)
0.09 0,5-97,0; 97,0 — 586,0 TiO,NRs-MWCNTs/GCE* (Patel vd. 2020)
0.08 0,5-150,0 NiO/MWCNT/NNaM/PGE Bu ¢calisma
0.01 0,01 -250,0 MIP/SL-MoS,-BOMC/GCE* (Hu vd. 2019)
7.02 10,0 - 100,0 pPABSA/GCE (Jesny ve Kumar 2017)
TP 0.0059 0,01 -320,0 sH-MnO,-NF/GCE* (Nia vd. 2021)
0.56 1,0 -203,0; 203,0 —893,0 TiO2NRs-MWCNTSs/GCE (Patel vd. 2020)
0.36 5,0-200,0 NiO/MWCNT/NNaM/PGE Bu calisma
0.42 0,99 -545 BDDE* (Svorc vd. 2018)
B 0.0087 0,01 -320,0 sH-MnO,-NF/GCE (Nia vd. 2021)
0.75 1,5-368,0; 368,0 — 1653,0 TiO2NRs-MWCNTSs/GCE (Patel vd. 2020)
0.46 5,0-250,0 NiO/MWCNT/NNaM/PGE Bu calisma

Kisaltmalar: MWCNT: Cok duvarli karbon nanotiip; AuNP: Altin nanopargacik; CCE: Karbon seramik
elektrot; SDS: Sodyum dodesil siilfat; GCE: Camsi karbon elektrot; pPPABSA: Para amino benzen siilfonik
asit; TiO,NRs: Titanyum dioksit nanogubuklari; MIP: Molekiiler baskili polimer; SL-MoS;: Tek katmanli

74



molibden disiilfiir;, BOMC: Born-doping siparis edilen mezogézenekli karbon; BH-MnO2-NF: B-tipi MnO;
nano-¢igekler BDDE: Bor katkili elmas elektrot; AuNR: Altin nano ¢ubuk.

Literatiirde, bu {i¢ biyomolekiiliin eszamanli tayinini igeren sadece bir yayin oldugundan
bahsetmistik. Bahsi gegen bu calismada (Patel vd. 2020), XT, TP ve TB igin LOD
degerleri sirastyla 0,09 uM; 0,56 uM ve 0,75 uM olarak verilmistir. DPV yontemi ve
gelistirdigimiz elektrokimyasal platform, yukarida bahsedilen ¢alismaya kiyasla her {i¢
piirin molekiilii i¢in daha diisiik LOD degerleri sunmaktadir (Cizelge 4.2). Ayrica kalem
grafit elektrot gibi basit ve kullanigh bir elektrot ile es zamanli analizde nano molar
seviyelere inilmesi de kalem grafit elektrotun biyomolekiillerin eszamanli belirlenmeleri

icin kullanilabilecegini gostermektedir.

4.3.4  Secicilik ve girisim ¢calismalari

XT, TP ve TB tekli bu biyomolekiillerin tekli kalibrasyonlar1 gergeklestirilmistir. DP
voltamogramlar1 sirasiyla Sekil 4.14a, b, ¢c’de ve kalibrasyon egrileri Sekil 4.14d’de

gosterilmektedir. Kalibrasyona ait dogru denklemleri asagida siralanmustir;

ipa (LA) = 0,899 (£ 0,014) Cxt (uM) — 0,965 (+ 0,564), R? = 0,9980 4.21
ipa (LA) = 0,365 (+ 0,008) Ctp (uM) — 2,780 (+ 0,972), R? = 0,9959 4.22
ipa (WA) = 0,298 (£ 0,005) Cts (uM) — 1,337 (£ 0,564), R? = 0,9982 4.23

XT, TP ve TB i¢in tekli analizlerinde dogrusal ¢alisma araliklari sirastyla 0,5 —150,0; 5,0
— 250,0; 5,0 — 250,0 uM ve LOD degerleri sirastyla 0,04; 0,17; 0,73 uM olarak
hesaplanmistir. XT, TP ve TB i¢in tekli ve ii¢lii karisimda tayin i¢in kalibrasyon verileri
Cizelge 4.3’te karsilastirilmistir. Calisilan araliklarda maddelerin birbirlerinin anodik
akimlaria %10 tolerans sinirindan daha az etki yaptig1 goriilmiistiir. Ayrica eszamanlh
analizden farkli olarak TP biyomolekiilii i¢in biraz daha uzun dogrusal ¢aligma aralig

elde edilmistir.
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Sekil 4.14 Tekli kalibrasyon ¢alismalarinin DP voltamogramlari; (a) XT, (b) TP, (c) TB

ve (d) tekli kalibrasyon egrileri

Girisim ¢aligsmasi optimize sartlarda 50,0 uM XT, TP ve TB igeren bir ¢ozeltiye bazi

organik, inorganik ve biyolojik girisim ajanlarin eklenmesiyle gerceklestirilmistir.

Girisim yapan tiirlerin tolerans sinirlar1 Cizelge 4.4°te gosterilmektedir. Bu sonuglara

gore lirik asit ve NasPOas ayni tolerans limit seviyesine (1:10) sahipken, CF, AA ve L-

Glisin sirastyla 1:1, 1:100, 1:50'dir.
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Cizelge 4.3 XT, TP ve TB’nin tekli ve eszamanli analizleri i¢in kalibrasyon verilerinin

karsilastirilmast
Analit XT TP B
Parametreler / Tekli Eszamanh Tekli Eszamanh Tekli Eszamanh
Analiz

Dogrusal ¢aligma
araligi (LM) 05-150,0 05-150,0 50-250,0 5,0-200,0 50-250,0 5,0-250,0

Egim (LA/uM) 0,899 0,891 0,365 0,458 0,298 0,249
Kesim noktasi - 0,965 -0,102 - 2,780 - 3,436 -1,337 + 0,010
R? 0,9980 0,9986 0,9959 0,9966 0,9982 0,9980

LOD (uM) 0,04 0,08 0,17 0,36 0,38 0,46

LOQ (uM) 0,14 0,26 0,56 1,20 1,27 1,53

Cizelge 4.4 XT, TP ve TB'nin elektrokimyasal tayininde girisim yapan tiirlerin tolerans

limitleri
Girisim Tolerans Hata (%)*
yapan tiir Limiti XT TP B

UA 1:10 -5,73 -8,14 -9,32
CF 11 +1,01 +1,34 + 32,4
AA 1:100 -5,52 -9,38 + 3,21

L-Glisin 1:50 -8,39 - 6,63 + 5,23

NazPO, 1:10 - 7,68 -231 +7,72

* Her deger ii¢ deneysel dl¢limiin ortalamasini géstermektedir

4.3.5 Yeniden iiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik

NiO/MWCNT/NNaM/PGE elektrokimyasal sensoriiniin tekrar iiretilebilirlik analizleri,
ayni anda XT, TP ve TB igeren ¢ozeltiden ¢goklu DPV 6lglimleri (n: 5) ile uygulanmustir.
Bu 6lclimler, tekrarlanabilirligi test etmek i¢in ayni kosullar altinda {tiretilen bes elektrot
ile gergeklestirilmistir. XT, TP ve TB i¢in anodik pik akimlarinin bagil standart sapmalari
(% RSD) sirasiyla %2,08; %2,85 ve %4,08 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Bu

sonuglar, elektrotun tekrar iiretilebilirliginin her {i¢ biyomolekiil i¢in de miikkemmel
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oldugunu gostermektedir. Elektrokimyasal sensoriin tekrarlanabilirligi de ¢oklu DPV
Olgtimleriyle (n: 5) degerlendirilmis ve XT, TP ve TB i¢in sirasiyla %2,35; %4,62 ve
%6,33’liikk % RSD degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.1).

4.3.6 Gerc¢ek numune analizi

Deneysel boliimiinde anlatildigi gibi {i¢ matrisin test ¢ozeltileri hazirlanmig ve XT, TP ve
TB igin yiizde geri kazanim (% GK) degerleri, standart ekleme yoOntemi ile
hesaplanmistir. Hesaplanan geri kazanim degerleri ve eklenen XT, TP ve TB miktarlart
Cizelge 4.5'te gosterilmektedir. Bu sonuglar, gelistirilen elektrokimyasal sensoriin {i¢
farkli matriste li¢ biyomolekiilin ayni1 anda belirlenmesini etkin bir sekilde

gerceklestirdigini gostermektedir.

Cizelge 4.5 Cikolata, siyah ¢ay ve idrar numunelerinde XT, TP ve TB'nin eszamanli

tayinleri i¢in geri kazanim ¢aligsmalarinin sonuglari

Ornek Analit Bulunan* Eklenen Olgiilen* GK RSD
(nM) (nM) (uM) (%) (%)

XT - 1,0 0,996 + 0,030 99,6 3,01

- 8,0 7,83+0,35 97,9 441

Cikolata TP - 12,0 11,63 +£ 0,42 96,9 3,61
- 25,0 24,38 £ 0,77 97,5 3,16

B - 7,0 7,28 +£0,34 104,1 4,71

- 14,0 13,59 + 0,55 97,1 4,05

XT ; 1,8 1,87+0,04 103,9 214

Siyah gay TP - 12,0 11,81 + 0,57 98,4 4,83
B 18,61 +£ 0,75 14,0 3225+1,42 101,1 4,40

XT 2,56 £ 0,05 10,0 12,11+ 0,45 96,4 3,72

Insan idrart TP - 16,0 16,54 £ 0,40 103,4 2,42
B - 13,0 13,04 + 0,62 100,3 4,76

*Her deger %95 giiven seviyesinde (n: 3) giiven araliklarmm gdstermektedir
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4.3.7 Ksantin teofilin ve teobrominin DNA ile etkilesimleri

XT, TP ve TB’nin DNA ile etkilesimi yukarida belirtilen optimum sartlarda DPV teknigi

ile ayr1 ayr1 incelenmistir. XT, TP ve TB igin elde edilen voltamogramlar Sekil 4.15a, b

ve c’de gosterilmektedir. Ortama belirli miktarda DNA eklenip belirlenen etkilesim

stiresinden (90 saniye) sonra alinan 6l¢iimlerde her ii¢ molekiil i¢in de gegerli olmak iizere

pik akimmin distiigii ve pik potansiyellerinin ¢ok daha negatif degerlere kaydigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.15). Bu durum XT, TP ve TB’nin DNA ile etkilesimlerinin

elektrostatik olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.15 (a) XT, (b) TP, (c) TB’nin DNA ile etkilesimine iliskin DP voltamogramlari

ve (d) log 1/[DNA] — log [log ixT-bna / ixT — ixT-DNA] grafikleri

Voltamogramlarin iginde gosterilen log 1/[DNA] — log [log ixT-bna / ixT — ixT-DNA]
kalibrasyon egrileri (Sekil 4.15) ile hesaplanan XT-DNA, TP-DNA ve TB-DNA igin
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baglanma sabitleri ve standart Serbest Gibss Enerjileri (AG®) Cizelge 4.6’da

listelenmistir.

Eklenen DNA’nin derisimi ile 6l¢iilen akim arasindaki iliski Esitlik 2.19°da verilmistir.

Elde edilen dogru denklemleri asagida siralanmistir;

log [1/DNA] = 2,4686 log ixT-DNA / ixT — ixT-DNA + 3,5275, R? = 0,9917 4.25
log [1/DNA] = 1,3466 log itp-ona / iTp — iTP-DNA + 3,5573, R? = 0,9947 4.26
log [1/DNA] = 1,0838 log its-onA / iTB — iTB-DNA + 3,8555, R? = 0,9947 4.27

Cizelge 4.6 log 1/[DNA] — log [icr-bna / ick — icr-DnA] egrisi i¢in kalibrasyon verileri,

hesaplanan baglanma sabitleri ve standart serbest Gibbs enerjileri

Kalibrasyon verileri / Analit XT TP B

Egim 2,4686 (£ 0.1127) 1,3466 (+ 0,0491) 1,0838 (+ 0,0394)
Kesim noktasi (log Ki-pna) 3,5275 (£ 0.0461) 3,5573 (+ 0,0358) 3,8555 (£ 0,0257)
R? 0,9917 0,9947 0,9947
KLona (M1)* 3,37 (£ 0,36) x 10° 3,61 (£0,30)x10° 7,17 (+ 0,43) x 10°
- AG? (kJ/mol)* 20,13 (+ 0,01) 20,31 (+0,01) 22,01 (+0,01)

* Parantez i¢indeki degerler ii¢ 6l¢limiin ortalamasinin standart sapmasini gostermektedir

Hesaplanan 10% M derecesindeki baglanma sabiti degerleri her ii¢ biyo-molekiilin DNA
ile etkilesiminin interkalasyon ile olmadigini belirtmektedir. L-DNA baglanma afiniteleri
su siradadir; TB > TP > XT. En yiiksek baglanma sabiti degerine sahip olan TB
molekiiliiniin DNA’ya erisilebilirligi diger iki molekiile iki kat daha yiiksektir (Rauf vd.
2005). DNA’ya baglanma ile ilgili normal sartlar altinda (T: 298,15 K) hesaplanan AG°
degerleri her ii¢ molekiil i¢in de sifirdan kiigiiktiir ve bu XT, TP ve TB’nin DNA’ya
baglanmalarinin termodinamik olarak istemli oldugunu gdstermektedir. Hesaplanan AG°
degerleri siralamasi su sekildedir; TB > TP > XT. Buradan, TB’nin DNA etkilesiminin
diger iki molekiile gore termodinamik olarak daha fazla tercih edilen baglanma oldugu

yorumu yapilabilir. TP ve TB i¢in elde edilen baglanma sabitleri ve standart Gibbs
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enerjileri, literatiirde UV-spektroskopisi ile elde edilen verilerle uyumludur (Nafisi vd.
2008 ve Johnson vd. 2012). Sonug olarak hesaplanan termodinamik parametreler XT, TP
ve TB’nin NIO/MWCNT/NNaM/KGE sensoriinde DNA ile interkalasyon yontemi ile
etkilesmedigini, zayif elektrostatik kuvvetler iizerinden veya DNA yapisindaki
niikleotitler ve POz gruplari ile kendi molekiiler yapilarinda bulunan n-baglar1 tizerinden
zayif hidrojen baglari ile oluk baglanmasi seklinde gerceklestini gostermektedir (Nafisi
vd. 2008).

4.4 Kafeinin Ciplak Kalem Grafit Elektrot ile Analizi

4.4.1 Elektrolit secimi

CF i¢in ¢KGE ile gelistirilecek analiz yontemi igin ilk olarak uygun elektrolit se¢imi
0,1’er M H2SO4, HNOs, HCIO4 ve HCI ¢ozeltilerinin CF’nin yiikseltgenme piklerine
etkisi gozlenerek yapilmistir. DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen voltamogramlar
Sekil 4.15’te gosterilmektedir. Her iki yontemde de en yiiksek pik akimi ve daha kararli
pikler 0,1 M H2SOQu ile elde edilmistir. Bu durum, siilfiirik asit ¢ozeltisi i¢inde digerlerine
kiyasla daha hizli yiik aktarimi gerceklestigini belirtmektedir ve bu nedenle destek
elektrolit olarak her iki teknik i¢in de 0,1 M H2SO4 se¢ilmistir.
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Sekil 4.16 10* M CF’nin anodik piklerine ¢esitli elektrolitlerin etkisi; (a) DPV ve (b)

KDV voltamogramlari
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4.4.2 Kafeinin ciplak kalem grafit elektrotta elektrokimyasal davranisi

DV teknigi ile CF’nin ¢KGE iizerinde 0,1 M H2SO4 ¢6zeltisi iginde anodik pik potansiyeli
1,519 V (v: 100 mV/s) olarak belirlenmistir. Ayrica burada CF’nin ¢KGE yiizeyinde
tersinmez olarak yiikseltgendigi ve yayvan bir ylikseltgenme piki verdigi gorilmistiir
(Sekil 4.17a). Elektrot yiizeyindeki prosesin karakteristigini incelemek i¢in DV teknigi
kullanilarak 25 — 300 mV/s tarama hizlar1 aralifinda 6l¢iimler alinmis ve voltamogramlar
Sekil 4.17a’da gosterilmistir. Tarama hizi arttik¢a anodik pik akimlarinin arttigi ve anodik

pik potansiyellerinin daha pozitif degerlere kaydig1 voltamogramlardan goriilmektedir.
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Sekil 4.17 (a) 103 M CF’nin farkli tarama hizlarinda alman DV voltamogramlari,
(b) ipa — V2 grafigi, (c) log ipa — log v grafigi ve (d) Epa — log Vv grafigi
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Tarama hiz1 ¢aligmalart ile Randles-Sevcik esitligi kullanilarak (Esitlik 2.4) CF’nin
¢KGE yiizeyiyle etkilesimi ipa— V2, 10g ipa— l0g v ve Epa — log v grafikleri (sirastyla Sekil
4.17Db, ¢ ve d) incelenerek degerlendirilmistir. Asagida CF’nin ipa — V2, l0g ipa — log v ve

Epa — log v grafiklerinden elde edilen dogru denklemleri gosterilmektedir;

ipa (MA) = 24,496 (+ 0,652) v¥/2 — 43,295 (+ 7,826), R? = 0,9958 4.28
log ipa = 0,605 (+ 0,015) log v + 1,085 (+ 0,031), R? = 0,9963 4.29
Epa (V) = 0,043 (£ 0,001) log v + 1,563 (+ 0,001), R? = 0,9884 4.30

ipa — Y2

grafiginin dogrusal olmas1 ve log ipa — l0g Vv grafiginin egiminin 0,5 degerine
yakin olmas1 CF’nin ¢KGE ylizeyi ile difiizyon-kontrollii bir proses yardimiyla etkilestigi
gostermektedir (Anvari vd. 2021). Randles-Sevcik esitligi ile Epa — log v grafiginin egimi
(Sekil 4.17d) tizerinden CF’nin ¢KGE yiizeyinde yiikseltgenmesi sirasinda transfer edilen

elektron sayist 2,25 olarak hesaplanmistir.

CF’nin DPV 6l¢timleri ise 1,2 —1,7 V potansiyel araliginda ¢KGE ile gergeklestirilmistir.
80,0 uM CF 0,1 M H2SOq4 (pH: 1,0) elektrolit ¢ozeltisi ile 1,432 V’da bir yiikseltgenme
piki vermistir. KDV 6l¢limleri ayn1 potansiyel araliginda gerceklestirilmis ve 1,472 V’de

bir yiikseltgenme piki gézlenmistir.

4.4.3 pH etkisi

Protonlarin elektrokimyasal reaksiyonlarda onemli rol oynamasi nedeniyle ortam pH
degisimine karsilik maddenin elektrokimyasal yanitlarinin incelenmesi hem gelistirilecek
analiz yontemi hem de ilgili maddenin elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal
reaksiyonunun mekanizmasinin incelenmesi igin biiyiik 6neme sahiptir. Destek elektrolit
cozeltisi olarak secilen 0,1 M H2SOs ¢ozeltisinin pH degeri 0,5 — 3,5 araliinda
degistirilerek CF’nin DPV ve KDV o6lclimleri alinmistir. Elde edilen voltamogramlar

sirastyla Sekil 4.18a ve b’de gosterilmektedir. Gelistirilecek analiz yontemi igin optimum
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deger pH: 1,0 her iki yontem icin de daha yiiksek anodik pik akimi, daha az arka plan

akimi ve daha kararli yiikseltgenme pikleri gostermesi nedeniyle se¢ilmistir.

pH degerine karsilik CF’nin anodik pik potansiyelindeki degisim pH 1,0 — 3,0 araliginda
dogrusal iliski gostermistir. Epa— pH grafigi her iki yontem i¢in de voltamogramlar i¢inde
gosterilmigtir (Sekil 4.18 sekil i¢i). CF’nin anodik pik potansiyelinin pH ile dogrusal

iliskisi asagidaki esitliklerde verilmistir;

DPV icin; Epa (V) = 0,033 (& 0,001) pH + 1.451 (& 0,002), R? = 0,9992 4.31

KDV icin Epa (V) = 0,047 (= 0,002) pH + 1,473 (& 0,003), R? = 0,9983 4.32

DPV ve KDV teknikleri ile elde edilen sirastyla 0,033 ve 0,047 V/pH’dir. Bu degerler
0,059 V/pH degerindeki Nernst egimine yakin degildir. Fakat CF’nin tipki1 TB molekiilii
gibi 0,059 V/pH Nernst egimi trendini izlemedigi ve elektro-yiikseltgenme
mekanizmasinin 4 proton:4 elektron igeren iki asamali bir yiikseltgenme siireci oldugunu
ortaya koyan literatiir verileriyle uyumludur (Patel vd. 2020, Ferrak vd. 2020 ve Svorc
vd. 2012).

08F

06F

I (MA)
I (MmA)

04+

02r

L l L n " n " 00 C - 1 1 1 1 1 1 |
1.2 1,3 14 15 16 17 18 12 13 14 15 16 17 18

E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Sekil 4.18 10 M CF’nin farkli pH'larda elde edilen voltamogramlar1; (a) DPV ve (b)
KDV
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4.4.4 DPV ile kafein analizi

Optimum sartlar belirlendikten sonra DPV yontemi ile CF’nin anodik pik akimi (ipa) ve
derisimi arasindaki bagint1 incelenmistir. Yapilan kalibrasyon c¢aligmasina ait
voltamogramlar Sekil 4.19a’da gosterilmektedir. Derigim 30,0 — 1000,0 uM araliginda
arttirildikca ipa da artmistir. 1000,0 pM CF degerinden sonra akim degerleri daha fazla
artmamis ve sabit kalmistir. CF’nin derisimi ve ipa arasindaki dogrusal iliski asagida

verilmistir;

ipa (LA) = 0,206 (& 0,003) Ccr (LM) — 5,390 ( 1,352), R? = 0,9981 4.33

Dogru denklemine ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.19b’de gosterilmistir. Sonug olarak 0,1
M H2SOs4 (pH: 1,0) destek elektrolit ¢ozeltisinde ¢KGE ve DPV teknigi ile yapilan
kalibrasyon ¢alismasinda CF i¢in dogrusal ¢alisma araligi; 30,0 — 1000,0 uM, LOD: 8,84
uM ve LOQ: 29,46 uM olarak hesaplanmistir.

700 - Cer (uM) (a)

q [ ]
e 20 ® -
600 - ——90 J
70

—90

S00F 490 1 150 - / .
400 - |

100 b i

1

I . ! . ! . 1 . 1 . 1 O~ L I L I 17
1,2 1.3 14 1,5 1,6 1,7 0 200 400 600 800 1000

300 -

1 (nA) / Akim

ipa (LA)

200 -

100

E (V) / Potansiyel ¢ (uM)

Sekil 4.19 CF’nin kalibrasyon ¢alismasina ait (a) DP voltamogramlar1 ve (b) kalibrasyon

egrisi
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445 KDV ile kafein analizi

Optimum sartlar belirlendikten sonra KDV yontemi ile CF’nin anodik pik akimi (ipa) Ve
derisimi arasindaki bagint1 incelenmistir. Yapilan kalibrasyon c¢aligmasina ait
voltamogramlar Sekil 4.20a’da gosterilmektedir. Derigim 10,0 — 1000,0 uM araliginda

arttirilldikca ipa da artmistir.  CF’nin derisimi ve ipa arasindaki dogrusal iligki asagida

verilmistir;

ipa (LA) = 0,261 (= 0,003) Ccr (uM) + 3,815 (& 1,607), R? = 0,9981 4.34

Dogru denklemine ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.20b’de gosterilmistir. Sonug olarak 0,1
M H2SO4 (pH: 1,0) destek elektrolit ¢ozeltisinde ¢KGE ve KDV teknigi ile yapilan
kalibrasyon ¢alismasinda CF i¢in dogrusal ¢alisma araligi; 10,0 — 1000,0 uM, LOD: 11,35
uM ve LOQ: 31,19 uM olarak hesaplanmustir.

Cer (uM)

a b .
500 | 10 @ 250 | (b) o -
o
400 | 200 | o
s
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X
< 300} T 180r //'/
::‘:‘ = e
EX g
= 200 | = 100 | o
P
/‘
)/I
100 | 50 - /ﬁ
L 3
K
0 0
1 1 Il 1 1 1 1 1 1 | 1
12 13 14 15 16 17 0 200 400 600 800 1000
E (V) / Potansiyel ¢ (uM)

Sekil 4.20 CF’nin kalibrasyon ¢aligmasina ait (a) KD voltamogramlar1 ve (b) kalibrasyon

egrisi

Cizelge 4.7de DPV ve KDV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon parametreleri
karsilastirilmustir. iki yontem arasinda goze carpan farklar; KDV yontemi ile daha genis
dogrusal ¢alisma aralig1 elde edilse de DPV yontemi ile daha diisik LOD verisine

ulasilmasidir.
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Cizelge 4.7 DPV ve KDV teknikleri ile elde edilen CF’ye ait kalibrasyon verileri

Parametreler / Yontem DPV KDV
Dogrusal ¢alisma araligi (uM) 30,0 —1000,0 10,0 — 1000,0
LOD (uM) 8,84 9,36

LOQ (uM) 29,46 31,19
Egim (LA/uM) 0,206 (£ 0,003) 0,261 ( 0,003)
Kesim noktast - 5,390 (+ 1,352) + 3,815 (£ 1,607)
R? 0,9981 0,9981

4.4.6 Girisim cahismasi

DPV ve KDV yoéntemleri ile gelistirilen yontemin kalibrasyonuna bazi biyolojik ve
anorganik maddelerin girisim etkisi ¢alisilmistir. CF’nin benzer yapili oldugu diger metil
ksantinlerin (XT, TP ve TB) girisim etkisine ek olarak UA, AA, L-Glisin ve NasPO4
tiirlerinin CF’nin DPV ve KDV voltamogramlarina etkisi ayr1 ayr ¢alisilmistir. Cizelge
4.8’de her iki yontem icin %10 tolerans limitine gore girisim yaptiklar1 derisim oranlar
belirtilmistir. TB molekiilii CF ile benzer ylikseltgenme potansiyeline sahip olmalari

nedeniyle analize 1:1 oraninda direkt girisim yapmustir.

Cizelge 4.8 CF’nin DPV ve KDV voltamogramlarina bazi tiirlerin girisim etkisi

Girisim yapan Tolerans Limiti Hata (%0)*
molekilller DPV KDV DPV KDV
XT 1:3 1:3 - 13,59 -15,17
TP 1:2 1:2 -11,17 -11,81
B 1:1 1:1 +49,18 +51,36
UA 1:5 1:5 -11,95 - 11,59
L-Glisin 1:5 1:5 - 10,60 -11,62
NazPO4 1:2 1:2 + 15,80 + 18,49

* Her deger li¢ deneysel dl¢iimiin ortalamasini gostermektedir
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4.4.7 Ger¢cek numune analizi

CF’nin ger¢ek numunelerde analizi i¢in 1yi bilinen iki ticari markanin kola ve ener;ji
icecegi tirlinleri test edilmistir. 3. Boliimde anlatildig1 sekilde hazirlanan numunelerle
Ol¢iimler alinmig daha sonra standart ekleme yontemi ile yiizde geri kazanim degerleri
hesaplanmustir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 4.21°de gosterilmektedir. DPV ve KDV
yontemleri i¢in sirasiyla Cizelge 4.9 ve 4.10°da gosterilen sonuglara gore basarili %GK
ve %RSD degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar gelistirilen analiz yonteminin iki farkl

icecek numunelerinde CF analizinin etkili bir sekilde yapilabildigini gostermektedir.

Cizelge 4.9 Standart ekleme yontemi ve DPV ile CF’nin ger¢ek numunelerde analizi igin

elde edilen sonuglar

Ornek  Eklenen Jigerik  Bulunan*  GK* RSD*  Eklenen Olciilen* GK RSD

numune M) (M) (%) (%) sandart g %) (%)

(mL) (M)
Red- 20,0 97,96 +3,68 103,8 3,76
Bull 1,0 77,20 78,00+2,86 101,0 3,67 40,0 116,7 +£ 5,78 99,6 4,95

50,0 127,8+£6,11 99,6 4,78

Coca- 10,0 5420+1,36 96,2 2,51
Cola 0,6 46,32 4570+ 1,75 98,7 3,83 20,0 63,39+2,93 95,6 4,62
40,0 8293+4,13 96,1 4,98

*Her deger %95 giiven seviyesinde (n: 3) giiven araliklarin1 gdstermektedir

Cizelge 4.10 Standart ekleme yontemi ve KDV ile CF’nin ger¢ek numunelerde analizi

icin elde edilen sonuglar

Ornek  Eklenen icerik  Bulunan*  GK* RSD*  Eklenen Olgiilen* GK RSD

umune gy M) 6) (%) SENArt g (%) (%)

(ML) (M)
Red- 20,0 60,96+281 1040 461
Bull 0,5 38,60 3767+185 975 4,91 40,0 79,44+£3,87 1011 4,87

50,0 8532+4,13 96,3 4,84

Coca- 10,0 3241+1,44 97,7 4,44
Cola 0,3 23,16 23,77+1,12 102,6 4,71 20,0 41,87+293 97,0 4,62
40,0 63,55+3,17 100,6 4,98

*Her deger %95 giiven seviyesinde (n: 3) giiven araliklarin1 gdstermektedir
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Sekil 4.21 CF’nin ger¢cek numune analizine ait voltamogramlar; DPV ile (a-1) Red-Bull’
da, (a-1i) Coca-Cola’da ve KDV ile (b-i) Red-Bull’da, (b-ii) Coca-Cola’da

4,47 Kafeinin DNA ile etkilesimi

CF’nin DNA ile etkilesimi yukarida belirtilen optimum sartlarda DPV ve KDV
yontemleri ile ayri1 ayri incelenmistir. DPV ve KDV yontemleri ile elde edilen
voltamogramlar sirasiyla Sekil 4.22a ve b’de gosterilmektedir. Ortama belirli miktarda
DNA eklendikten sonra belirlenen etkilesim siiresinden (150 saniye) sonra alinan
Ol¢iimlerde CF’nin pik akimmin diistiigii ve pik potansiyellerinin her iki teknik i¢inde
daha negatif degerlere kaydigi gozlemlenmistir. Bu durum, CF’nin DNA ile etkilesiminin

elektrostatik kuvvetler iizerinden gergeklestigini belirtmektedir.
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Sekil 4.22 CF-DNA etkilesimi i¢in elde edilen voltamogramlar; (a) DPV ve (b) KDV
(Sekil i¢i: log 1/[DNA] — log [icr-bna / icr — icr-DnA] egrileri)

Eklenen DNA’nin derigimi ile olglilen akim arasindaki iliski Esitlik 2.18’de verilmistir.

Elde edilen kalibrasyon verileri, hesaplanan Kcr.ona baglanma sabiti ve AG° Cizelge

4.11°de verilmistir.

Voltamogramlarin i¢inde gosterilen log 1/[DNA] — log [log ixT-Dna / ixT — IxT-DNA]

kalibrasyon egrileri (Sekil 4.22) ile hesaplanan CF-DNA ig¢in baglanma sabitleri ve

standart Serbest Gibbs Enerji Degisimleri (AG®) Cizelge 4.11°de listelenmistir.

Cizelge 4.11 log 1/[DNA] — log [icr-bna / icr — icr-Dna] egrisi icin kalibrasyon verileri,

hesaplanan baglanma sabitleri ve Gibbs enerjileri

Kalibrasyon verileri / Yontem DPV KDV

Egim 0,9744 £+ 0,0805 0,84998 + 0,0266
Kesim noktasi (log Kcr-pna) 3,6547 £0,1020 3.93657 +0,0285
R? 0,9799 0,9971
Kcrona (M1)* 4,52 (£1,06)x 10° 8,64 (= 0,08) x 103
- AG® (kJ/mol)* 20,85 (£ 0,10) 23,29 (£ 0,01)

* Parantez igindeki degerler ii¢ 6l¢iimiin ortalamasinin standart sapmasini gostermektedir
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Eklenen DNA’nin derigimi ile 6l¢iilen akim arasindaki iliski Esitlik 2.20°de verilmistir.

Elde edilen dogru denklemleri asagida siralanmistir;

DPV; log [L/DNA] = 0,9744 log [ixT-ona/ ixT — ixT-ona] +3,6547, R2=0,9799 4.35

KDV; log [1/DNA] = 0,8500 log [ite-ona / ite — iTe-ona] + 3,9366, R2=0,9971 4.36

Hesaplanan 10° M derecesindeki baglanma sabiti degerleri CF’nin DNA ile
etkilesiminin interkalasyon ile olmadigimi belirtmektedir. KDV yontemi ile DPV
yontemine gore iki kat daha yiiksek bir deger elde edilmistir. DNA’ya baglanma ile ilgili
normal sartlar altinda (T: 298,15 K) hesaplanan AG® degeri her teknik icin de sifirdan
kiictiktiir ve bu CF’nin DNA’ya baglanmasinin termodinamik olarak istemli oldugunu
gostermektedir. CF i¢in elde edilen baglanma sabitleri ve standart Gibbs enerji
degisimleri, literatiirde UV-spektroskopisi ile elde edilen verilerle uyumludur (Nafisi vd.
2008 ve Johnson vd. 2012).

Cizelge 4.12 XT, TP, TB ve CF-DNA komplekslerinin baglanma sabitlerinin bazi anti-

kanser etken maddeleri ile karsilastirilmasi

L-DNA kompleksi ~ Kiona (M) Elektrot Kaynak
XT-DNA 3,37x10° NiO/MWCNT/NNaM/KGE Bu calisma
TP-DNA 3,61x10° NiO/MWCNT/NNaM/KGE Bu ¢alisma
TB-DNA 7,17x10° NiO/MWCNT/NNaM/KGE Bu ¢alisma
CF-DNA 8,64x10° KGE Bu ¢alisma
5-FU-DNA* 2,00x10° P(BCP)/CKE* Zeybek vd. 2015
6-MP-DNA* 1,69x10* ACE* Huang vd. 2011

5-FU-DNA*;  Fluorouracil-DNA  kompleksi, 6-MP-DNA*;  Merkaptopiirin-DNA  kompleksi,
P(BCP)/CKE¥*; Poli bromokrezol moru modifiye camsi karbon elektrot, ACE*; asili civa elektrot

Sonug olarak hesaplanan termodinamik parametreler CF’nin ¢KGE sensdriinde DNA ile
interkolasyon yontemi ile etkilesmedigini, zayif elektrostatik kuvvetler {izerinden veya
DNA yapisindaki niikleotitler ve PO2 gruplar ile kendi molekiiler yapilarinda bulunan -

baglar1 lizerinden zayif hidrojen baglar1 ile oluk baglanmasi seklinde gergeklestini
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gostermektedir (Nafisi vd. 2008 ve Johnson vd. 2012). Maddelerin DNA’ya
baglanmalarimin bir toksisite olusturdugundan bahsetmistik. Bu agidan XT, TP, TB ve
CF-DNA kompleksleri i¢in hesaplanan baglanma sabitleri degerleri literatiirde kanser
tedavisi i¢in siklikla kullanilan iki ilag etken madde ile Cizelge 4.12°de karsilastiriimistir.
Kanser tedavisinde kullanilan bu ilaglarin degerlerine yakin baglanma sabiti degerleri
gostermeleri nedeniyle XT, TP, TB ve CF biyomolekiillerinin benzer toksisiteye sahip

olabilecegi diisiiniilebilir.
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SONUCLAR

Uretilen NiO/MWCNT/NNaM/KGE, literatiirde daha énce kullanilmamis yeni ve
etkili bir elektrokimyasal platform olarak goze ¢arpmaktadir. XT, TP ve TB’nin es
zamanli analizini nM seviyelerinde LOD degerleri ile gergeklestirmistir.

Ksantin, teofilin ve teobromin i¢in diferansiyel puls yontemi ile
NiO/MWCNT/NNaM/KGE elektrokimyasal sensorii kullanilarak analiz yontemi ile
strastyla 0,5 — 150,0; 5,0 — 200,0; 5,0 — 250,0 uM dogrusal ¢alisma araliklar1 0,08;
0,36; 0,46 uM LOD degerleri ile elde edilmistir.

Eszamanli analiz i¢in {i¢ farkli matriste yapilan gercek numune ¢alismalarinda %96,9
—104,1 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Ksantin teofilin ve teobrominin DNA ile etkilesimi NiO/MWCNT/NNaM/KGE
elektrokimyasal platformu ve diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak incelenmis,
Ksantin teofilin ve teobrominin DNA’ya baglanmalari icin sirastyla 3,37x10% M?;
3,61x10° MY, 7,17x10° M baglanma sabiti degerleri ve -20,13 kJ/mol; -20,31
kJ/mol; -22,01 kJ/mol AG® degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar her bir molekiil igin
DNA ile etkilesimin termodinamik olarak istemli oldugunu ve etkilesimin zayif
elektrostatik kuvvetler araciligi ile gergeklestigini belirtmistir.

Kafeinin elektrokimyasal analizi basit kalem grafit elektrot ile ve iki ayr1 voltametrik
teknik kullanilarak gergeklestirilmistir.

Diferansiyel puls ve kare dalga voltametrisi ile sirasiyla 30,0 — 1000,0 ve 10,0 —
1000,0 uM dogrusal calisma araliklar1 8,84 ve 9,36 uM LOD degerleri ile elde
edilmistir.

Gergek numune analizlerinde kafein i¢in her iki yontemle %95,6 — 103,8 araliginda
geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Kafeinin DNA ile etkilesimi i¢in diferansiyel puls ve kare dalga voltametrisi
teknikleri ile sirasiyla 4,52x10° M; 8,64x10° M1 baglanma sabiti degerleri ve -20,85;
-23,29 kJ/mol AGP® degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar CF’nin DNA ile
etkilesiminin termodinamik olarak istemli oldugunu ve baglanmanin zayif

elektrostatik kuvvetler ile gergeklestigini belirtmistir.
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e Elektro-oksidasyon mekanizmalari igin hesaplanan parametreler (aktarilan elektron
sayist ve E-pH egrisinin egimi) literatiirde hesaplanan degerler ile karsilastirilmis ve

bu sonuglarin uyumlu oldugu goésterilmistir.

Tez calismasinda elde edilen sonuglar yukarida listelenmistir. Eszamanli analizde
gelistirilen sensor ylizeyinde reaksiyon hizi en yiiksek molekiil ksantindir. Ayni trend
secicilik caligmalarinda yapilan tekli analizler ile de uyumludur. Eszamanli analize dahil
edilmeyen kafein molekiiliiniin yapilan girisim calismasinda teobromine yiiksek bir

girisim yapmasi neden kafeini eszamanli analize dahil etmedigimizi a¢iklamaktadir.

Kafein icin DPV ve KDV yontemleri ile gelistirilen analiz yontemlerinde KDV ile daha
diisiik derisimlerde 6l¢iim yapilmakla birlikte DPV ile daha diisiik LOD degerlerine

ulasilmas1 DPV yonteminin daha kesin akim degerleri verdigini gostermektedir.

Ksantin, teofilin, teobromin ve kafeinin DNA ile etkilesimi incelendiginde literatiirde
UV-spektrometresi ile elde edilen verilerle uyumlu degerler bulunmustur. Ksantin i¢in
literatlirde bu konuda bir ¢alisma bulunmasa da elde edilen verilerin, yakin molekiiler

yapilart nedeniyle birbirleri ile uyum gosterdigi diistiniilmektedir.

Biitiin molekiiller i¢in arastirilan DNA etkilesimlerinin termodinamik olarak istemli
oldugu elde edilen standart Serbest Gibbs Enerji degismi degerleri ile gosterilmistir. EK
olarak galisilan tiim molekiiller igcin DNA ile etkilesim zayif elektrostatik kuvvetler

tarafindan yonetildigi belirlenmistir.
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