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YENI KARBONSU SENSOR ELEKTROTLARIN HAZIRLANMASI VE
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ANALIZLERI
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Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. ibrahim Ender MULAZIMOGLU
2020, 119 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. ibrahim Ender MULAZIMOGLU
Prof. Dr. Ecir YILMAZ
Prof. Dr. Zafer USTUNDAG
Prof. Dr. M. Oguzhan CAGLAYAN
Prof. Dr. Bedrettin MERCIMEK

Kuersetin, anti-inflamatuar 6zelligi, antihistaminik 6zelligi ve oksidatif stresi diigiirme kabiliyeti
nedeniyle birgok kanser tiiriine, kardiyovaskiiler rahatsizliklara ve yaslanmaya kars1 etkili oldugu bilinen
o6nemli bir flavonoiddir. Siiper besin olarak nitelendirilen bir ¢ok besinin yapisinda Kuersetin
bulunmaktadir. Ozellikle dogal yollarla alman Kuersetin’in bahsedilen bu rahatsizliklar iyilestirdigi
bilinmektedir. Yapilan bu ¢alismada Kuersetin’in dogal numunelerde kantitatif tayini i¢in yeni bir yontem
gelistirilmistir. Tiim deneylerde c¢aligma elektrodu olarak olduk¢a genis ve aktif yiizeye sahip,
yenilenebilirligi yliksek olan kalem grafit elektrot (PGE) ve referans elektrot olarak da Ag/AgCl sulu ortam
referans elektrodu kullanilmistir. Destek elektrolit olarak Kuersetin’in sudaki ¢oziiniirliigiiniin diisiik
olmasindan dolay1 % 20 etanol igeren PBS (pH 7.1) tamponu kullanilmistir. Kuersetin’in elektrokimyasal
davranislar doniistimlii voltametri (CV) teknigi ile incelenmistir. Girisim etkisi, konsantrasyon ve kantitatif
tayin deneyleri ise kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi (SWAdSV) teknigi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gelistirilen metot ile dogal numunelerden Kuersetin tayininde Kuersetin’in molekiil
yapisina ¢ok benzeyen analitik sinyal potansiyeli Kuersetin’in potansiyeline ¢ok yakin olan Luteolin, Rutin,
Morin ve Flavon’un interferans etki olugturup olusturmadigi incelenmis ve herhangi bir interfereans etki
olusturmadiklart sonucuna ulasilmistir. Ayrica ¢alismada Luteolin, Rutin ve Morin’in Kuersetin ile ayri
ayri es zamanl tayin edilebilirlilikleri de incelenmis ve birlikte bulunduklar takdirde Kuersetin’in tayin
edilebilecegi sonucuna ulagilmistir. Optimum cihaz parametrelerinin de belirlenmesinin ardindan Kuersetin
igin kalibrasyon grafigi 9.67 ng mL™" ile 411 ng mL™! (3.2 x 10® mol L - 1.36 x 10® mol L1)
konsantrasyon araliginda ¢izilmis, LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.51 ng mL* (1.7 x 107° M) ve 1.54 ng
mL? (15.1 x 107 M) olarak hesaplanmstir. Gelistirilen yontem ile pancar suyu, siyah ¢ay, elma suyu, elma
sirkesi, visne suyu, liziim sirkesi, yesil ¢ay ve soguk ¢ay numunelerinde Kuersetin basariyla tayin edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Es zamanl tayin, gercek numuneler, interferans etki, flavonoid, Kuersetin,
sensor elektrot, PGE, SWAdSV.
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Quercetin is an important flavonide that is known to be effective against many types of cancer,
cardiovascular diseases and aging due to its anti-inflammatory properties, antihistamine properties and
ability to reduce oxidative stress. There are Quercetin in the structure of many foods that are qualified as
superfood. It is known that Quercetin, which is taken naturally, heals these ailments. In this study, a new
method was developed for the quantitative determination of Quercetin from natural samples. In all
experiments, the graphite electrode (PGE), which has a very wide and active surface, with high
renewability, is used as the working electrode, and the Ag / AgCl aqueous medium reference electrode is
used as the reference electrode. Due to the low solubility of Quercetin as the support electrolyte, PBS (pH
7.1) buffer containing 20% ethanol was used. Electrochemical behavior of quercetin was investigated by
cyclic voltammetry (CV) technique. Interference, concentration and quantitative determination experiments
were carried out using the square wave adsorptive stripping voltammetry (SWAdSV) technique. By
developing method, in the determination of quercetin from natural samples, it was examined whether
Luteolin, Rutin, Morin and Flavon, which are very close to the potential of quercetin, have interference
effect and it is concluded that they do not have any interfering effect. In addition, in the study, the
simultaneous determination of Luteolin, Rutin and Morin with Quercetin were examined and it was
concluded that if they were found in solubulity, Quercetin could be determined. After determining the
optimum device parameters, the calibration graph for Quercetin was drawn in the concentration range of
9.67ngmL"'to411ngmL ' (3.2 x 10¥mol L - 1.36 x 10 mol L), LOD and LOQ values was calculated
as 0.51ngmL*(1.7 x 10 M) and 1.54 ng mL™* (15.1 x 10 M), respectively. With the developed method,
Quercetin was successfully determined in beet juice, black tea, apple juice, apple cider vinegar, cherry
juice, grape vinegar, green tea and ice tea samples.

Keywords: Simultaneous determination, real samples, interference effect, flavonoid, Quercetin,
sensor electrode, PGE, SWAdSV.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
Elektrodun yiizey alani, cm?
D Difiizyon katsayis1, cm?/s
Ip Pik akimi, (A)
N Elektrolizlenen maddenin mol sayisi, (mol)
C Ana ¢ozeltideki depolarizer konsantrasyonu, (mol/cm?), (mol/L)
F Faraday sabiti, (C/eg)
n Aktarilan elektron sayisi, (eg/mol)
Q Devreden gegen yiik miktari, (C)
E Uygulanan potansiyel, (V)
Ep Pik potansiyeli, (V)
Epr Yar pik potansiyeli, (V)
id Diflizyon akimi, (A)
E° Standart potansiyel, (V)
R Ideal gaz sabiti, (J/K mol)
T Sicaklik, (K)
Elektrot reaksiyonunun transfer katsayisi
Elektrot yiizeyine adsorbe olan madde miktar1, (mol/cm?)
ks Katodik elektrot reaksiyonunun hiz sabiti, (cm/s)
Kb Anodik elektrot reaksiyonunun hiz sabiti, (cm/s)
Ks Elektrot reaksiyonunun standart hiz sabiti, (cm/s)
Vv Tarama hiz1 (V/s), (mV/s)
Ep? Anodik pik potansiyeli, (V)
= Katodik pik potansiyeli, (V)
I Akim (A/cm?)
E Potansiyel
Kimyasal basamagin denge sabiti
Ox Yiikseltgenen tiir
Elektron
R Ultramikro elektrodun yarigapi
t Zaman (sn)



mV
°C

Kisaltmalar

SHE
NPV
DPV

SWV
NPP
DPP
scp

cV

ASV
SWAdSV
DPAdSV
KSV
LSASV
BE

CE

EC

ECE

EIS

CA

cC
EQCM
SEM
HRTEM
AFM
XPS
HBF,
GC

SPE

Milivolt
Derece Santigrat

Frekans

Standart hidrojen elektrot
Normal puls voltametri

Diferansiyel puls voltametrisi

Kare dalga voltametrisi

Normal puls polarografi

Diferansiyel puls polarografi

Merdiven polarografi

Doniisiimlii voltametri

Anodik siyirma voltametri

Kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi
Diferansiyel puls adsorptif styirma voltametrisi
Katodik styirma voltametrisi

Dogrusal tarama anodik siyirma voltametri
Bulk elektroliz

Kimyasal-Elektrokimyasal Mekanizma
Elektrokimyasal-Kimyasal Mekanizma
Elektrokimyasal-Kimyasal-Elektrokimyasal Mekanizma
Elektrokimyasal impedans spektroskopisi
Kronoamperometri

Kronokulometri

Elektrokimyasal kuartz kristal mikrobalans
Taramal1 elektron mikroskopisi

Yiiksek ¢oziiniirliikli transmisyon elektron mikroskobu
Atomik kuvvet mikroskopisi

X-Isini fotoelektron spektroskopisi
Tetrafloroborik asit

Camsi karbon

Ekran baskil1 elektrot

Xi



NBusBF4
CHsCN
BR

NaOH

KCI
H3BOs
H3POq4
CH3COOH
KsFe(CN)e
KasFe(CN)s
HCF (1)
HCF (111)
BHT
TBHQ
BHA

PGE

LOD

LOQ
MWCNT
QUE

ROT

BHT

BHA
TBHQ
PG

Tetrabiitilamonyum tetrafloroborat
Asetonitril

Britton-Robinson tampon ¢ozeltisi
Sodyum hidroksit

Potasyum kloriir

Borik asit

Fosforik asit

Asetik asit

Potasyum ferrisiyaniir

Potasyum ferrosiyantir
Hegzasiyanoferrat |1

Hegzasiyanoferrat 111
Biitillenmis hidroksitoluen
Tersiyerbiitilhidrokinon
Biitillenmis hidroksianisol
Kalem grafit elektrot

Alt tayin sinir1

Tespit sinir1

Cok duvarli karbon nanotiip
Kuersetin

Reaktif oksijen tiirleri
Biitillenmis hidroksitoluen
Biitillenmis hidroksianisol
Tersiyerbiitilhidrokinon

Propil galat

xii



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 1.8.
Sekil 1.9.

Sekil 1.10.
Sekil 1.11.
Sekil 1.12.
Sekil 1.13.

Sekil 1.14.

Sekil 1.15.
Sekil 1.16.

Sekil 1.17.
Sekil 1.18.

Sekil 1.19.

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

SEKIL VE CIZELGELER DIZINi

Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Flavonoid tiirevlerinin siniflandirilmasinda kullanilan temel yapilar
Calismada kullanilan flavonoidler

Elektrot yiizeyindeki tabakalarin sematize olarak gosterilmesi
Arayiizey elektrokimyasal teknikler

Voltametri sistemi

Ug elektrodun gesitli destek elektrolitleri icindeki potansiyel aralig1.
Karbon pasta elektrot ve pasta karigiminin elektroda doldurulmasi
Kalem grafit elektrot

Alkol oksidasyonu yontemi ile elde edilen yiizey

Amin oksidasyonu yontemi ile elde edilen yiizey

Diazonyum tuzu indirgenmesi ile elde edilen yiizey

Ornek bir elementin kaplanmadan dnce (a) ve kaplandiktan sonra (b)
alimmis impedans spektroskopisi
Yiizey spektrometrinin genel semasi

Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

A) Dontistimlii voltametri i¢in kullanilan uyarma sinyali

B) Doniistimlii voltametriye ait bir voltamogram

A) Diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali B)
Diferansiyel puls voltametrisine ait bir voltamogram

A) Kare dalga voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali

B) Kare dalga voltametrisine ait bir voltamogram

Siyirma tekniklerinde potansiyel-zaman profili

Adenin bazinin GC elektrot ylizeyine immobilize edilmesi ve
tasarlanan sensor elektrodun SWV voltamogrami. (a) blank sinyali
(maks. pik akimi) (b) hidroksil radikali hasar1 (c) bir antioksidan
ortaminda hidroksil radikali hasar1 (Askorbik asit)

Guanin bazinin GC elektrot ylizeyine immobilize edilmesi ve
tasarlanan sensor elektrodun SWV voltamogrami. (a) blank sinyali
(maks. pik akimi) (b) hidroksil radikali hasar1 (c) bir antioksidan
ortaminda hidroksil radikali hasar1 (Askorbik asit)

Farkli konsantrasyonlardaki Rutin’in kare dalga voltamogramlar1 (a-
p: 1.1 x 107%-1.5x107)

Asetonitrilde ¢oziinmiis 100 mM NBusBFs da hazirlanmis 1 mM
Kuersetin, Galangin, 3HF ve Krisin’in +300 ve +1700 mV potansiyel
araliginda GC/AHP elektrotla elde edilmis voltamogramlari. 100 mV
s! tarama hizinda Ag/Ag* (10 mM) referans elektroda kars:
Naringin i¢in elektrot se¢imi. 0.10 mol L™! KCl igeren 5.0 mmol L'
Fe(CN)s*™* ¢ozeltisi igerisinde a) Modifiye olmamis PGE;

(b) MWCNTs-PDDA/PGE ve (c) MWCNTs-PDDA/DNA/PGE igin
alman EIS goriintiileri

Xiii

12
17
18
20
23
24
25
27
28
29
30

31

33
33

38

39

42
45

46

47

48

50



Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 2.9.

Sekil 2.10.

Sekil 2.11.

Sekil 2.12.

Sekil 2.13.

Sekil 2.14.

Sekil 2.15.

Sekil 2.16.

Sekil 2.17.

Sekil 2.18.

Sekil 2.19.

Sekil 2.20.

Sekil 2.21.

Sekil 2.22.

ds-DNA/PDDA-MWCNTSs/PGE yiizeyinde Guanin ve Adenin’in
Naringin ile etkilesimi sonucu aliman DPV. (2.0, 20.0, 100.0, 400.0
ve 600.0 mg L™! derisimlerinde, pH 4.8 asetat tamponu igerisinde,
+0.40 V ve +1.40 V potansiyel araliginda)

0.1 mmol Baikalin ¢6zeltisinin BDD (bor katkili elmas) elektrot ile
a) doniistimlii voltamogramlar1 (BR, pH 2, 100 mV/s) b) SWV ile
farkli konsantrasyonlarda Baikalin tayini

a) 10 uM Baikalin’in Urik asit varliginda ve yoklugunda alinan SW
voltamogramlart b) 10 puM Baikain’in Dopamin varliginda ve
yoklugunda alinan SW voltamogramlari

Ure 6rnegi igerisinde farkli derisimlerde (2, 3, 4 ve 5 pM) Baikalin
standart1 ilavesi ile elde edilmis voltamogramlar

10 mmol/L PG and 6 mmol/L BHA’nin diferansiyel puls
voltamogramlari (a) bare GC, (b) GO/GCE, (c) NH2-B-CD/rGO
NH2-p CD/rGO/GC elektrodun BR (pH 5.72) tamponunda
diferansiyel puls voltamogramlar:1 (A) 10 pmol/L BHA varliginda
farkli konsantrasyonlarda PG: 0.1, 0.8, 1.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10.0, 15.0,
20.0, 25.0 ve 30.0 pumol/L(a—k) ve (B) 6.0 umol/L PG varliginda
farkli konsantrasyonlarda BHA: 0.05, 0.5, 0.8, 3.0, 8.0, 10.0, 15.0,
20.0, 25.0 and 30.0 umol/L(a—j)

0.4 pg Lt derisimdeki BA ¢ozeltisinin kare dalga voltamogrami.
(BA’nin -1 V potansiyelde 30 s boyunca birikmesi saglanmustir.)

0.4 pg L7 derisimdeki BA c¢ozeltisinin 0 ile 1.7 V potansiyel
araligindaki (a) camsi karbon elektrot (b) ve kursun film elektrot ile
elde edilen anodik s1iyirma kare dalga voltamogramlari

HPLC kromatogramlari: (a) birc bark ekstraktr; (b) 0.01 g L BA; (c)
0.015gL*BA; (d)0.06 gL* BA

HPLC ayirimindan sonra birc bark (B. Verrucosa) ekstraktindan elde
edilen kare dalga voltomogramlar1 (a) 0.5 pg 6rnekte (b) 0.03 pg L
BA (c) 0.06 pg LT BA (d) 0.09 pg LY BA (BA, elektrot yiizeyinde -
1.0 V potansiyelde 15 s boyunca dogrusal olarak biriktirilmistir.)
SWV ile alinmis farkli konsantrasyonlarda Kuersetin ¢ozeltilerinin
FeNPs/2-AETGO/GC elektrot ylizeyinde tayini

5x10™ M Ropinirol’iin déniisiimlii voltamogramlari (a) Ciplak GCE,
(b) NAF/GCE, (c) CNT/GCE, (d) CNT-NAF/GCE; 0.1 M H2SO4
igerisinde

2x10° M Ropinirol ve Levodopa’nin kare dalga siyirma
voltamogramlari. (a) 240 s onderistirmeden sonra (b) onderistirme
yapmadan (c) destek elektrolit

Farkli konsantrasyonlardaki Ropinirol’iin (1x107 - 1x10° M) CNT-
NAF/GCE ile adsorptif styirma kare dalga voltamogramlari

1x10® M Ropinirol varliginda farkli konsantrasyonlarda (2.5x107 -
1x10° M) Levadopanin CNT-NAF/GC elektrot ile elde edilen
adsorptif siyirma kare dalga voltamogramlari

1 mM (a) Kuersetin, (b) Kaemferol, (c) Katesin, (d) Resveratrol
¢ozeltilerinin doniisiimlii voltamogramlari. 10 mV/s tarama hizinda
LC/EC/ESI-MS/MS ile sar1 sogan ekstraktinin (a) amperogram, (b)
toplam iyon kromatogrami (TIC), (¢) Q3,4'G m/z 625, (d) Q3G m/z
463, (e) Q4'G m/z 463, and (f) Q as m/z 30. EC potansiyeli 1.4 V
Ag/AgCl’e kars1
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Deneyde kullanilan Elektrokimyasal Analizorler

Elektrokimyasal deneyler ve Impedans deneylerinin
gerceklestirildigi sistem ve ii¢ elektrotlu hiicre diizenegi

Ciplak GC elektrodun kalibrasyon amagli a) susuz ortam ve b) sulu
ortamda alinan voltamogramlari

Temel Flavon iskelet yapisi ve Que

1.32x10* M Que molekiiliiniin destek elektrolit igerisinde (SE)*
PGE yiizeyine -100/+700 mV potansiyel araliginda 100 mV s*
tarama hizinda 30 dongiilii CV voltamogrami

1.32x10* M Que’in SE icinde PGE yiizeyinde gergeklesen
modifikasyonunun  difiizyon  kontrollii  olarak  gerceklesip
gerceklesmedigini anlamak icin (a) 50, (b) 100, (c) 200, (d) 300, (d)
400 mV s! tarama hizlartyla elde edilen voltamogramlarin
cakistirilmig goriintiileri

Que’e ait tarama hizi karekokii-pik akimi iligkisi. Que derisimi,
1.32x10* M; yéntem, LSV; SE, (% 80 PBS (pH 7.1) +% 20 EtOH);
elektrot, PGE

1.32x10* M Que’in PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak sirasiyla
farklh oranlarda etil alkol igerisinde ¢oziilmesiyle elde edilen SWV
voltamogramlari; a) % 80 EtOH +% 20 PBS, b) % 50 EtOH +% 50
PBS, ¢) % 20 EtOH +% 80 PBS; elektrot, PGE; tarama hizi, 100 mV
gl

1.32x10* M Que igin % 80 BR + % 20 EtOH icinde farkli pH’larda
elde edilen SWS voltamogramlari. a) pH 9.0, b) pH 8.0, ¢) pH 7.0, d)
pH 6.0, e) pH 5.0, f) pH 4.0, g) pH 3.0, h) pH 2.0.

1.32x10* M Que ¢dzeltisinin % 80 PBS + % 20 EtOH iginde farkl1
pH’larda alinan voltamogramlari, a) pH 6.8, b) pH 6.9, ¢) pH 7.0, d)
pH7.1,e)pH 7.2, f)pH 7.3

A) (a) SE, (b) SE igerisinde hazirlanan 1.32x10° M Que ¢dzeltisinin
-1000/+1000 mV potansiyel araliginda DPV voltamogramlari. B) (a)
SE, (b) SE igerisinde hazirlanan 1.32x10° M Que ¢dzeltisinin -
1000/+1000 mV potansiyel araliginda DPAdSV voltamogramlari

A) (a) SE, (b) SE igerisinde hazirlanan 1.32x10°® M Que ¢dzeltisinin
-1000/+1000 mV potansiyel araliginda SWV voltamogramlari. B) (a)
SE, (b) SE icerisinde hazirlanan 1.32x10°% M Que ¢ozeltisinin -
1000/+1000 mV potansiyel araliginda SWAdSV voltamogramlari
A) 1.32x10° M Que ve B) 1.32x107" M Que’in PGE kullamlarak %
20 EtOH i¢eren PBS tamponu (pH 7.1) i¢cinde farkl: frekanslarda elde
edilen SWAdSV voltamogramlari, biriktirme siiresi, 120 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V

A) 1.32x10° M Que ve B) 1.32x107 M Que’in PGE kullanilarak %
20 EtOH iceren PBS tamponu (pH 7.1) i¢inde farkli genliklerde elde
edilen SWAdSV voltamogramlari, biriktirme siiresi, 120 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V

1.32x10% M Que’in PGE kullanilarak % 20 EtOH igeren PBS
tamponu (pH 7.1) i¢inde farkli adim gerilimleri i¢in elde edilen
SWAdASV voltamogramlari, biriktirme siiresi, 120 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V

1.32x10° M Que’in PGE kullanilarak % 20 EtOH igeren PBS
tamponu (pH 7.1) i¢cinde A) farkli biriktirme siireleri ve B) farkh
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biriktirme gerilimleri (0.0-0.5 mV) i¢in elde edilen SWAdSV
voltamogramlari, frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; genlik, 50 mV
PGE kullanarak Que’in farkli konsantrasyonlarmin SE igerisinde
elde edilen ¢akistirilmis SWAdASV voltamogramlari. (a) 9.67, (b)
19.82, (c) 49.26, (¢) 87.64, (d) 123.9 (e) 162.6, (f) 180.7, (g) 198.8,
(h) 216.7, (1) 234.5, (i) 278, (j) 362.6, (k) 411 ng mL*!
Konsantrasyona karsilik elde edilen pik akimi degerleriyle ¢izilen
kalibrasyon grafigi

% 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) igerisinde PGE kullanilarak
(@ Que, (b) Luteolin, (c) Rutin (d) Morin ve (e) SE igin alinan
SWAUSYV voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s™. (Her bir madde
i¢in 1.32x10™* M konsantrasyonunda)

% 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) tamponu iginde PGE
kullanilarak Que, Luteolin, Rutin, Morin ve Flavon i¢in alinan
SWAUSYV voltamogramlari. Tarama hizi1 100 mV s™. a) 10 mL SE
icerisine sirastyla b) 50 pL 1.32x107 M Morin ilavesi, ¢) 50 uL
1.32x10°° M Que ilavesi, d) 50 pL 1.32x10° M Que ilavesi, e) 50 pL
6.55x10% M Rutin ilavesi, f) 50 L 6.55x10® M Rutin ilavesi, g) 50
pL 1.39x107 M Luteolin ilavesi, h) 50 pL 1.32x10° M Que ilavesi,
j) 50 uL 1.32x10°° M Que ilavesi, k) 50 pL 1.32x10 M Que ilavesi,
1) 50 uL 1.32x10°° M Que ilavesi m) 50 uL 1.8x10”" M Flavon ilavesi
sonrasinda alinan voltamogramlar

% 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) tamponu icinde PGE
kullanilarak siyah c¢ay, Que, Luteolin, Rutin ve Morin i¢in alinan
SWAUSYV voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, a) 10 mL SE
icerisine sirasiyla, b) 50 pL siyah cay ¢ozelti ilavesi, ¢c) 100 pL
1.32x10° M Que ilavesi, d) 100 pL 1.32x10° M Que ilavesi, e) 100
uL 1.39x10° M Luteolin ilavesi, f) 100 pL 1.39x10° M Luteolin
ilavesi, g) 100 uL 6.55x107 M Rutin ilavesi, h) 100 pL 1.32x10° M
Morin ilavesi, j) 100 uL 1.32x10° M Morin ilavesi, k) 100 pL
1.32x10" M Morin ilavesi

PGE kullanilarak 75.13 ng mL™? (2.63x107 M) Luteolin’e karsilik
farkli konsantrasyonlarda a) 19.94, b) 31.94, c¢) 43.52, d) 55.27, e)
66.49, f) 77.6, g) 88.55, h) 99.13, i) 109.7 ng mL™ Que i¢in elde
edilen SWAdSV voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s

Sabit miktarda Luteolin igeren ¢Ozeltide degisen Que
konsantrasyonlar1 ile elde edilen pik akimlari arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafigi

PGE kullanilarak 1.99 pg mL? (6.6x10° M) Que’e karsilik farkl
konsantrasyonlarda a) 19.89 b) 39.2, ¢) 58.39, d) 77.25, e) 95.63, f)
113.66, g) 131.3, h) 148.7 ng mL* Luteolin i¢in elde edilen SWAdSV
voltamogramlari. Tarama hizi 100 mV s

Sabit miktarda Que igeren ¢ozeltide degisen Luteolin
konsantrasyonlar1 ile elde edilen pik akimlar1 arasinda c¢izilen
kalibrasyon grafigi

PGE kullanilarak 2 pg mL*? (3.28x10® M) Rutin’e karsilik farkli
konsantrasyonlarda a) 76, b) 112, c) 152, d) 190, e) 226, f) 262, Q)
297, h) 329 ng mL* Que icin elde edilen SWAdSV voltamogramlari.
Tarama hiz1 100 mV st
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Sabit miktarda Rutin iceren ¢ozeltide degisen Que konsantrasyonlari
ile elde edilen pik akimlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigi

PGE kullanilarak 199.4 ng mL™ (6.6x107 M) Que’e karsilik farkli
konsantrasyonlarda a) 1.3, b) 1.72, ¢) 2.1, d) 2.45, e) 2.80, f) 3.14, g)
3.47 ug mL? Rutin igin elde edilen SWAdSV voltamogramlari.
Tarama hiz1 100 mV st

Sabit miktarda Que igeren ¢ozeltide degisen Rutin konsantrasyonlari
ile elde edilen pik akimlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigi

PGE kullanilarak 24 ng mL™? (7.94x10® M) Morin’e karsilik farkli
konsantrasyonlarda a) 19.34, b) 37.77, ¢) 55, d) 74.2, e) 92.15, f) 110,
g) 127.5 ng mL?* Que igin elde edilen SWAdSV voltamogramlari.
Tarama hiz1 100 mV st

Sabit miktarda Morin igeren ¢ozeltide degisen Que konsantrasyonlari
ile elde edilen pik akimlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigi

PGE kullanilarak 19.34 ng mL? (6.4x10® M) Que’e karsilik farkli
konsantrasyonlarda a) 76, b) 112, ¢) 152, d) 190, e) 226, f) 262, g)
297, h) 329 ng mL?! Morin igin elde edilen SWAdQSV
voltamogramlar1. Tarama hiz1 100 mV s

Sabit miktarda Que igeren ¢ozeltide degisen Morin konsantrasyonlari
ile elde edilen pik akimlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigi
Pancar suyu numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlar1 (a) 10 mL SE, (b)100 pL pancar suyu c¢ozeltisi
ilaveli, (c) 50 pL 1.32x10° M Que, (d) 50 uL 1.32x10° M Que, (e)
50 pL 1.32x10°% M Que, (f) 50 uL 1.32x10° M Que, (g) 50 pL
1.32x10° M Que ilaveleri sonras1 aliman SWAdSV voltamogramlari.
Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli,
50 mV

Degisen pancar konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlar
kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Siyah ¢ay numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlari. (a) 10 mL SE, (b) 100 nL siyah gay ¢ozeltisi ilaveli,
(c) 100 pL 1.32x10°M Que, (d) 25 pL 1.32x10° M Que, (e) 50 pL
1.32x10° M Que, (f) 10 uL 1.32x10* M Que, (g) 10 uL 1.32x10*M
Que, () 10 pL 1.32x10*M Que, (i) 5 pL 1.32x10* M Que ilaveleri
sonrast alinan SWAdSV voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme
stiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25
Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli, 50 mV

Degisen siyah cay konsantrasyonlarina kars1 elde edilen pik akimlari
kullanilarak cizilen kalibrasyon grafigi

Elma sirkesi numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlar1 (a) 10 mL SE, (b) 300 uL elma sirkesi ¢ozeltisi
ilaveli, (c) 25 pL 1.32x10° M Que, (d) 25 puL 1.32x10° M Que, (e)
50 puL 1.32x10° M Que, (f) 50 uL 1.32x10° M Que, (g) 50 uL
1.32x10° M Que ilaveleri sonrasi SWAdSV voltamogramlari.
Elektrot, PGE; biriktirme stiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli,
50 mV

Degisen elma sirkesi konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik
akimlar kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi
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Elma suyu numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 200 pL elma suyu ¢ozeltisi ilaveli,
(c) 25 uL 1.32x10° M Que, (d) 25 uL 1.32x10° M Que, (e) 50 pL
1.32x10° M Que, (f) 10 uL 1.32x10“*M Que, (g) 10 uL 1.32x10*M
Que, (f) 10 pL 1.32x10* M Que ilaveleri sonrast SWAdJSV
voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1
mV; adim potansiyeli, 50 mV

Degisen elma suyu konsantrasyonlarina kars1 elde edilen pik akimlari
kullanilarak c¢izilen kalibrasyon grafigi

Uziim sirkesi numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlar1 (a) 10 mL SE, (b) 50 pL {iziim sirkesi ¢0zeltisi
ilaveli, (c) 50 pL 1.32x10° M Que, (d) 50 puL 1.32x10° M Que, (e)
100 pL 1.32x10° M Que, (f) 100 uL 1.32x10° M Que ve (g) 50 pL
1.32x10° M Que ilaveleri sonras1 SWAdSV voltamogramlari.
Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli,
50 mV

Degisen liziim sirkesi konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik
akimlari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Visne suyu numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 50 puL visne suyu ¢ozeltisi ilaveli,
(c) 25 uL 1.32x10° M Que, (d) 25 uL 1.32x10° M Que, (€) 50 pL
1.32x10° M Que, (f) 10 pL 1.32x10*M Que ve (g) 10 pL 1.32x10%
M Que, (h) 5.5 pL 1.32x10* M Que ilaveleri sonrast SWAdSV
voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1
mV; adim potansiyeli, 50 mV

Degisen visne suyu konsantrasyonlarma karsi elde edilen pik
akimlar1 kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Yesil c¢ay numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 100 uL yesil cay ¢ozeltisi ilaveli,
(c) 25 pL 1.32x10° M Que, (d) 25 pL 1.32x10° M Que, () 50 uL
1.32x10° M Que, (f) 5 uL 1.32x10*M Que, (g) 5 pL 1.32x10* M
Que ve (h) 5 puL 1.32x10% M Que ilaveleri sonrast SWAdSV
voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1
mV; adim potansiyeli, 50 mV

Degisen yesil ¢ay konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlari
kullanilarak cizilen kalibrasyon grafigi

Soguk ¢ay numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV
voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 100 uL soguk ¢ay ¢ozeltisi ilaveli,
(c) 25 uL 1.32x10° M Que, (d) 25 uL 1.32x10° M Que, (e) 50 pL
1.32x10° M Que, (f) 50 uL 1.32x10°M Que, (g) 5 uL 1.32x10* M
Que ve (h) 5 puL 1.32x10% M Que ilaveleri sonrast SWAdJSV
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha ¢ok ortaklanmamis elektron tasiyan
molekiil veya atomlardir (Mercan, 2004). Ortaklanmamis bu elektronlar atom veya molekiiliin
iistiine konulan nokta ile gosterilirler (Akkus, 1995). Atom veya molekiiliin eksik elektronunu
tamamlama isteginden dolay1 serbest radikaller bag yapmak ve bilesik olusturmak igin aktif
yapidadirlar (Deaton ve Marlin, 2003).

Bir bagin olusabilmesi icin iki elektrona ihtiya¢ vardir ve bu elektronlar1 spin yonii
birbirine terstir. Bag yapimina katilmis bu elektron ¢iftleri kararli yapidadir. Insan viicudunda da
elektronlar olusturduklaru bilesiklerden 6tiirii ¢iftler halinde bulunur. Bag kopmasiyla elektronlar
ya tek bir atomda kalir ya da ayrilarak farkli atomlarda kalir. Elektronlarin tek bir atomda
kalmasiyla iyonlar olusurken, farkli atomlara ayrilmasiyla ise serbest radikaller olusur.
Ortaklanmamis olan bu elektronlar ¢cok yiiksek enerjiye sahiptir ve elektronlardan eslesmis
olanlari da ayirip islevlerine engel olurlar (Nelson ve Cox, 2004; Bursal, 2009).

Bir atomun reaksiyon aktivitesi son yoriingedeki -elektronlariyla ilgilidir. Son
yoriingesinde ortaklagmamis elektron bulunduran atom veya molekiillerin reaksiyon aktivitesi
oldukca ytiksektir. Fakat soygazlar gibi son yoriingelerindeki elektronlar1 tam dolu olan
elementler kararli atomlardir ve dogada serbest atomlar1 halinde bulunurlar (He, Ne, Ar, ..).
Bunun tersine bazi elementler de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron
bulundurduklarindan dogada molekiilleri halinde bulunurlar (Hz, Cl2, O2.). Buradan yola ¢ikarak
serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamuis bir elektron bulundurduklarindan reaksiyon
aktiviteleri ¢cok ytiksektir (Kiling ve Kiling, 2002). Reaksiyon aktivitelerinin yiiksek olmasi yari
Omiirlerinin ¢ok kisa olmalarina, proteinler, niikleit asitler ve lipidler gibi hiicrelerin tiim
molekiilleriyle etkilesime gecip yikict peroksidasyon reaksiyonlari baglatmalarina sebep olur ve
boylelikle metabolizmada doniisii olmayan olumsuz neticeler dogurabilirler. Fakat serbest
radikallerin bu olumsuz etkileri antioksidan sistemlerin varligi ile daha baslamadan
engellenebilir (Fantel, 1996; Stadtman, 2002).

Reaktif serbest radikaller, tahrip gii¢leri ¢ok yiiksek oldugundan, insan sagligini
tahrip eden hastaliklarin ortaya c¢ikmasindaki rollerinden dolayr son zamanlarda oldukc¢a

onem kazanmislardir (Kuntal ve ark., 2005).



Son yoriingelerindeki orbitalleri tam dolu olmayan ve ortaklanmamis elektronlara
sahip Mn2*, Fe3*t, Cu?t gibi gecis metalleri serbest radikal dzelligi gostermezler ama serbest
radikal olusumunda etkilidirler (Hollszy, 1984). Bu durum atom veya molekiillerin serbest
radikal olarak degerlendirilmesi i¢in sadece elektron dizilimlerine bakmanin ¢ok dogru
olmadigimi gostermektedir. Termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik reaksiyon aktiviteleri de

serbest radikal davranis sergilemelerinde etkilidir.

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik
yikilmasi sonucu, bagi olusturan iki elektronun her birinin ayr1 atomlar {izerinde kalmasi ile

serbest radikaller meydana gelmektedir.

X:Y-=X-+Y (1.1)

2. Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin yapisindaki

atomlardan birisinden elektron uzaklastirilmas: sonucu olusmaktadir.

X->X+e (1.2)

3. Bir molekiile elektron transferi: Bir molekiill yapisina elektron eklenmesi sonucu

reaktif 6zellik tagiyan yapilar olusmaktadir (Akkus, 1995).

X+e X (1.3)

Organizmalarda serbest radikallerin olusmasi kag¢iilmazdir. Organizma yasamsal
faaliyetlerini gergeklestirirken ve kendisi i¢in gerekli enerji hiicrelerinde iiretilirken gerceklesen
reaksiyonlar sonucunda serbest radikaller de {iretilir. Hizli reaksiyon egiliminde olan bu
radikaller en kolay hiicre zarlariyla etkilesime gecerler ve elektron alarak hiicre zarlariyla
eslesirler. Boylelikle hiicre zarin ve devaminda hiicrenin zarar gérmesine sebep olurlar (Coyle,
1984).

Canli organizmalarda yasamsal faaliyetler sonucu siirekli olusturulan serbest radikaller

antioksidan maddelerin olusturdugu savunma sistemini ortadan kaldirilmasina sebep olan



molekiillerdir. Olusan serbest radikaller eger antioksidan sistemlerce bertaraf edilebiliyorsa bir
oksidatif dengenin varlig1 s6z konusudur. Bu durumda canli organizmalar serbest radikallerin
olusturdugu yikici etkilerden etkilenmezler. Fakat oksidatif dengede bozulmanin oldugu ve
serbest radikal olusmunun antioksidan savunma sistemine kiyasla daha fazla olustugu
durumlarda denge serbest radikaller yoniine kayar ve oksidatif stres olusur (Serafini ve Del Rio,
2004; Hermes-Lima ve ark., 2001).

Organizmalarda serbest radikaller aerobik metabolizma faaliyetleri sonucu, ¢evresel
kirleticilerin ve karsinojenik bilesiklerin etkisiyle ve eksojen kaynakli olmak gibi ¢ok farkli
sekillerde olusmaktadirlar. Ozellikle aerobik metabolizma faaliyetlerinde oksijenin
kullanilmasiyla organizma igin besinlerden ATP iiretilir. Oksijenin kullanildigi bu islem
siirecinde oksijen H2O’ya indirgenmektedir. Bu reaksiyon, zincirleme 4 basamakta
gergeklesmekte ve ara basamaklar sonucunda da reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusmaktadir. ROT
tiirleri; stiperoksit radikali (O2-), hidroksil radikali (OH-) ve radikal olmayan hidrojen peroksit
(H20>) seklindedir (Dizdaroglu ve Jaruga, 2012; Kalyanaraman, 2013).

Reaktif 6zelliklerinden dolay1 ¢ok kisa 6miirlii olan bu tiirler ¢cevrelerindeki molekiillerle
etkilesime gecerek yeni radikallerin olusmasina ve engelleyici bir faktorle karsilasmadiklar:
miiddetge zincir reaksiyonlarinin baglamasina ve devam etmesine neden olurlar (Sen, 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin mitokondriyal hasardan dolay1 hiicrenin ve tiim organizmanin
yaslanmasinda 6nemli bir faktor olduklar diistiniilmektedir (Cortopassi, 1999). Reaktif tiirlerden
bazilari insan metabolizmasinin vazgegilmez bir pargasidir ve anormal sartlarda konsantrasyona
bagli olarak artig gosterebilirler. Bunun yani sira insan viicudunda iiretilmeyen, dis kaynakli olup
sonradan viicuda alinan bazi serbest radikallerin de varlig1 s6z konusudur. Bu reaktif tiirler, sigara
dumani, hava kirliligi, pestisitler, radyasyon ve serbest geg¢is metali iyonlar: etkisiyle meydana
gelebilir (Giilgin ve ark., 2003).



Cizelge 1.1. Radikaller, simgeleri ve 6zellikleri (Colli, 2007; Kiral, 2012).

Radikal Simge Ozellikler

Hidrojen H- Bilinen en basit radikal

Hidrojen Peroksit H,0, h/{o!.ekuler hasar yetenegi zayif, reaktivitesi ¢ok
disiik

Tekli oksijen 0, Giclii oksidatif oksijen formu, yarilanma omrii
hizli

Stiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara iirtinii

Hidroksil ‘OH Oksijen metabolitlerinden en toksik olani

Perhidroksi radikal HO,- Lipitlerde hizli ¢6ziilerek lipit peroksidasyonu
artirir

Peroksil radikal ROO- Daha zayif etkili, lipitlerde lokalize olur

Tiol radikali RS- Eslesmemis elektron ve siilfiir igeren tiirlerin
genel adi

Alkoksil RO- Org_a_lmk per0k51_tler1_n parcalanmasiyla olusan
oksijen metabolitleri

Triklorometil ccl CCls Eletabq}lzmg uriini bir radikal,
karacigerde iiretilir

Azot monoksit NO L-arjinin amino asitinden tretilir

Azot dioksit NO, Oksijenin NO ile reaksiyonundan iiretilir

3

1.1.1. Serbest radikal kaynaklar

En oOnemli serbest oksijen radikalleri; O, (Siiperoksit Radikali), - OH (Hidroksil
Radikali), H,0, (Hidrojen peroksit) ve Singlet Oksijen (O,T! ) seklinde siralanabilir (Ercan,
2008).

Siiperoksit radikali (0;™)
Bir elektron fazlasi olan oksijen molekiiliine siiperoksit radikali denir (Glinaydin ve

Celebi, 2003). Yarilanma siiresinin uzun olmasina ragmen ortamdan uzaklagsma yetenegi az olan

bu radikal hiicreye hasar veren bir radikal degildir.



Siiperoksit radikali gecis metallerini indirgeyici 6zellikte olmasi ve bir hidrojen peroksit
kaynagi olmasi bakimindan onem arzeder. Siiperoksit radikali, hem oksitleyici hem de

indirgeyici 6zellige sahiptir (Lee ve ark., 2004).

02 +e - 02_' (14)

Hidrojen peroksit (H202)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksit
radikaline  bir elektron ilave edilmesiyle hidrojen peroksit olusur (Akkus,
1995). Oksidan 6zelligi gosteren hidrojen peroksit, ortaklanmamis elektrona sahip olmadigindan

serbest radikal 6zelligi gdstermez.

02 + 2e™+ 2H* - H202 (15)
02' + 1le™ + 2H* - HzOz (16)

Hidrojen peroksidi oksitleyici bir tiir yapan husus, demir ve bakir gibi gecis metallerinin
varliginda hidroksil radikalinin onciilii gibi hareket etmesidir. Hidrojen peroksit membrandan
kolayca gegebilme oOzelligine sahiptir. Bu ozelliginden dolayr doymamis yag asitleriyle ve

membran lipoproteinleriyle etkilesimi sonucu hiicrelerde hasar olustururlar.
Hidroksil Radikali (- OH)

Hidrojen perokside bir elektron eklenirse hidroksil radikali ve hidroksil anyonu (OH~)
olusur. Reaksiyon aktivitesi en yiiksek serbest radikal oldugu igin organizma igin oldukca
tehlikeli ve toksik kabul edilir. Organizma igindeki her molekiil ile kolayca etkilesime geger ve
okside olabilir. (Giinaydin ve Celebi, 2003).

2H202 +e +H"->2:0H+OH + Hzo (17)

Yarilanma siiresi ¢ok kisa olan radikal organik asitler, sekerler, biyokimyasal maddeler,

amino asitler, fosfolipitler ve niikleik asitlerle kolaylikla reaksiyona girebilir (Memisogullari,



2005) ve kendi gibi olan diger reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kiyasla ¢cok daha fazla hasar
vericidir (Betteridge, 2000).

Singlet Oksijen (O21])

Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi hareket yoniiniin tersi yoniinde olan
baska bir orbitale yer degistirmesi veya oksijenin ¢iftlesmemis elektronlarindan birine enerji
verilmesiyle oldugu orbitalden diger bir orbitale gegmesiyle olusur (Cross ve ark., 1987; Ames
ve ark., 1993). Ortaklanmamis elektrona sahip olmadig i¢in serbest radikal 6zeligi gostermeyen
bir reaktif oksijen tiirtidiir (Min ve Boff, 2002; Lee ve ark., 2004). Serbest radikal reaksiyonlar1
sonucu meydana gelebildigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep

olmaktadir.

Peroksil Radikali (ROO-)

Karbon merkezli radikaller karbonhidrat, niikleik asit, lipit veya protein gibi yapilarinda
karbon atomu bulunduran biyolojik molekiillerle, okside edici hidroksil radikalinin etkilesimi
sonucu olusur. Bunlar ¢ok hizli bir sekilde peroksil radikalini (ROO-) olusturur. Peroksil radikali
lipit peroksidasyonunu baslatir. Bu peroksil radikalinden alkoksil (RO-) radikalleri de olusabilir.
Siilfiir atomu serbest radikal merkezinde olursa tiyil radikali (RS-) olarak adlandirilir (Alem,
2007).

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, sahip oldugu isminden de anlasilacagi iizere oksidasyonu engelleyici
maddelerdir. Antioksidanlar organizmalarda varolan serbest radikallerle kendileri etkilesime
gecerek bu serbest radikalleri etkisiz hale getirir, baglayabilecek oksidasyonu engeller veya
geciktirir ve yeni serbest radikallerin olusumunu da engellerler (Kahkonen ve ark., 1999; Nagai
ve ark., 2005; Sizer ve Whitney, 1997; Giir ve Altug, 2001). Reaktif oksijen tiirleri ve azot tiirleri
serbest radikaller, organizmalarin yapitaslar1 iizerinde oksidatif hasara sebep olan birgok
hastaligin olusamasinda etkili toksik maddelerdir.

Serbest radikallere kars1 sahip oldugu bu etkilerden dolayr antioksidanlar yasam igin

kacinilmaz ve olduk¢a 6nemlidir. Antioksidanlar okside olma aktivitesi yiiksek bu bilesiklere



kendi elektronlarin1 vererek serbest radikalleri noétralize ederler ve serbest radikal haline
gelmezler (Cao ve Prior, 1999).

Antioksidan mekanizmalar; lipid, protein ve DNA gibi molekiillerde olusan hasarin
giderilmesinde, radikalik trtinlerin temizlenmesinde, hiicredeki bazi enzim tiplerindeki
kayiplarin 6nlenmesinde, serbest radikallere sebep olan kimyasal tepkimelerin durdurulmasi ya
da tepkime hizinin baskilanmasi gibi pek ¢ok durumda 6nemli gorevler yaparlar (Gutteridge,
1995).

Pinchuk antioksidanlarm ‘ROT olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1’ dort
ayr1 sinifta dnledigini belirtmektedir.

> Stipiiriicii etki (Scavenging): Serbest oksijen radikalleri ile etkileyerek onlar1 tutma veya
daha az reaktif yeni bir molekiile dontistiirerek ortamdan uzaklastirma, “toplayict’’
etkidir. Bu etkiye 6rnek antioksidan enzimler (SOD, katalaz, GSH-Px vb.) verilebilir.

» Bastiricr Etki (Quenching): Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme, “bastiric1” etkidir.
Askorbik asit (C vitamini), a- tokoferol (E vitamini), flavonoidler (kuersetin, katesin, vb.)
bu tarz bir etkiye sahiptirler.

» Zincir reaksiyonlarimi kirma etkisi (Chain Breaking): Serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak zincir reaksiyonlarini kirip fonksiyonlarini engelleyici, “zincir
kirier” etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin, albumin gibi bilesikler bu sekilde etki ederler.

» Onarma etkisi (Repair): Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi “onarici”
etkidir (Pinchuk, 2002).

1.2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Dogal ve sentetik olmak Tlizere iki sinifa ayrilan antioksidanlar, viicut igerisinde
iiretilmeleri (endojen) ve disaridan diyet yoluyla viicuda alinmalar1 (eksojen) agisindan da temel
siiflandirmaya tabi tutulurlar.

Endojen antioksidanlar viicut igerisinde daha ¢ok enzim ve hormon olarak gorev yapan
maddeler olabildigi gibi farkli nitelikteki maddeler de endojen antioksidan 6zellik gosterirler.
Bunlar; fosfolipaz gibi enzimler, antioksidan enzimler, glutatyon, hasarli molekiilleri
uzaklastirici proteazlar, irik asit ve gesitli metal baglayicilar seklinde siralanabilir (Bursal E.,
2009). Disaridan diyet yoluyla viicuda alinan eksojen antioksidanlar dogal ve senetik olmak

lizere iki smifta incelenirler. Dogal antioksidanlar, gidalarda bulunan ve organizmay: zararl



serbest radikallerden koruyucu 6zellikte olan antioksidanlardir. Vitaminler i¢erisinden daha ¢ok
E ve C vitamini, fenolik bilesikler (basit fenolik bilesikler ve flavonoidler) ve karotenoidler dogal
antioksidanlardandirlar. Yapilan bir ¢ok arastirma bu molekiilleri igeren gidalar1 tiiketen
insanlarda kanser ve kalp rahatsizligi olusum vakalarimin azligina dikkat ¢ekmektedir (Rice-
Evans ve ark., 1997). Bu molekiiller ve bunlar igerisinden ileride ayrintili sekilde agiklanacak
polifenoller serbest radikallere karsi gosterdikleri siipiiriicti etki ile oksijen konsantrasyonunu
diistirebilirler veya hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali gibi ROT tiirlerini soéniime
ugratirlar. Yine bu etki ile hidroksil radikalleri gibi birincil radikallerin zincir reaksiyonlarini
baglatmasini dnlerler ve metal iyonu katalizorlerini baglarlar (Shahidi, 1996).

Sentetik oksidanlar daha ¢ok gidalarda koku olusumu, tat bozulmasi gibi gidalarin
oksidasyonu socu olusan bozulmalari, vitamin miktarlarinda meydana gelen azalmalar1 6nlemek
amactyla ve raf Omiirlerini uzatma amaciyla kullanilirlar. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
biitillenmis hidroksianisol (BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve troloks
gibi maddeler sentetik antioksidan sinifindadirlar.  Sentetik antioksidanlarla ilgi yapilan
aragtirmalar sentetik antioksidanlarin kanserojen ve toksik olabilecegini gosterdiginden son

yillarda kullanimlarina ciddi kisitlamalar getirilmistir (Bursal ve ark., 2013).



ANTIOKSIDANLAR

Sentetik

Dogal Antioksidanlar T e e

Enzimatik

Enzimatik Olmayan

Antioksidanlar

(Endoien) O SeERIET

maddeler (Eksojen)

lutatyon peroksidaz
Endojen

lutatyon rediiktaz Glutatyon

L POLIFENOLLER

Fenolik Asitler

o Flavonoidler
s Flavonoller
Flavanoller

t izoflavanoidler
Flavanonlar
e Flavonlar

Antosiyanidinler

Lignan Bilesikler

s Tanenler

Koumarinler

— Stilbenler

Sekil 1.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
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Polifenoller

Disaridan diyet yoluyla alinan dogal antioksidan sinifinda yer alan ve sinifi i¢erisinde en
aktif antioksidan kabul edilen polifenoller agirlikli meyveler olmak {izere tiim meyve ve
sebzelerde bulunurlar.

Sebze ve meyvelerin renk ve tat olusumlari iizerinde etkili olan polifenoller ayn1 zamanda
serbest radikallere karsi gosterdikleri antioksidan aktivitelerinden dolay1 giinliik tiiketimde
olduk¢a 6nemli bir yer almistir. Sahip olduklar1 antioksidan aktiviteleri ise serbest radikalleri
baglama kapasitelerine ve demiri indirgeme giiglerine dayanmaktadir (Yoshino ve Murakami,
1998; Pulido ve ark, 2000). Giinlik kullanimlarindaki 1 g’lik tiiketimleri C vitamini
tilketimlerinin 10 kati1 degerindedir (Scalbert ve ark., 2005). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
polifenollerin canli hiicre ortaminda endotelyal fonksiyon artirici (Caton ve ark., 2010), hiicresel
sinyal iletimine katki saglayici ve iltihap Onleyici ozellikleri gibi ¢ok daha onemli etkilerinin
olabilecegi ortaya konulmustur (Williams ve ark., 2004; Sies ve ark., 2005; Ramos, 2008). Kalp
rahatsizliklarini engellemeye olan etkisi, kilcal dolasim sisteminde gecirgenligi diizenleyici ve
kan basincini diisiiriicii 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Bu yiizden fenolik bilesiklere P faktorii

(Permeabilite Faktorii) veya P vitamini de denilmektedir.

1.2.2. Flavonoidler

Insan viicudunda sentezlenmeyen flavonoidler 6nemli diizeyde antioksidan ve selatlama
ozelliklerine sahip difenilpropanoidler olup genellikle bitkilerde bulunmaktadirlar. Flavonoidler
bitki ekolojisinde farkli rollere sahiptir. Ornegin, gigeklerdeki ve meyvelerdeki saridan kirmiziya
hatta koyu mora kadar cesitli renklerden sorumludurlar. Flavonoidler serbest radikal savar
olmalari, enzim aktivitelerini diizenleyici, hiicre ¢ogalmasini inhibe edici, antibiyotik ve
antiallerjen 6zellik tasimalari, ishal, iilser ve iltihab1 6nleyici ilag gibi gorev almalarindan dolay1
onem tasimaktadirlar (Capanoglu ve Boyacioglu, 2009).

15 karbon atomlu 2-fenil benzopiran yapisina sahip flavonoidler sar1 renkli olmalarindan
dolay1 sahip olduklari isimlerini Latince ‘flavus’ (sar1) kelimesinden almiglardir. Bu molekiil
yapisina sahip olan bilesikler flavonoid sinifina dahil edilirler. Dogal veya sentez yoluyla
tiretilmis olmalar ve farkli renge sahip olmalar1 bu grupta olmalarini engellemez. Fakat ilerleyen

yillarda meydana gelen ¢esitlenmeler farkli siniflandirmalarin olugsmasinda etkili olmustur.
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Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerinin 6nemli bir sinifidir. Giiniimiize kadar
bitkilerden izole edilen besbinden fazla flavonoid 6zellikli bilesik bilinmektedir. Flavonoidlerin
karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu
iceren, difenilpropan (Cs — C3 — Cs) yapist teskil eder. Fenil halkalarinin propan zincirine farkli
pozisyonlarda baglanmasi nedeniyle, flavonoidler alt siniflara ayrilirlar. Bunlardan birisi 2-
fenilkroman veya fenilbenzopiran iskeletine sahip flavan, digeri ise 2-fenilbenzo-y-piron iskeleti

iceren flavondur. C-3 pozisyonunda bir OH bulunmasi yapiy1 flavonol haline getirir (Sekil 1.19).

Flavan Flavon Flavonol

Sekil 1.2. Flavonoid tiirevlerinin siniflandirilmasinda kullanilan temel yapilar

Genellikle flavon tiirevlerine flavonoidler, flavan tiirevlerine ise flavanoidler denir.
Flavan ve flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C ile gosterilir. A ve
C halkalarindaki (benzopiran cekirdeginde) karbon atomlar1 oksijen atomundan baglayarak
numaralandirilir. B halkasindaki atomlar ise, iissii (') rakamlarla numaralandirilir (Miilazimoglu,
2008).

Asagidaki oOzelliklerden bir ya da daha fazlasina sahip yapida olan flavonoidler
oldukgca yiiksek antioksidan etki gosterirler.

a) Radikal formun daha yiiksek kararliligin1 saglayan ve elektron delokalizasyonuna
katilan, B halkasindaki 0-dihidroksi yapisina sahip flavonoidler (Ayn1 zamanda bu yapidan
kararl 3',4'-dikinonlar olusur.).

b) 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag, C halkasinin 4. karbon atomunda keto
grubunun olusmasini saglar ve bu da B halkasinda radikalin elektron delokalizasyonunu artirir.
Antioksidan giig, aromatik ¢ekirdegin elektron delokalizasyonuna baglidir. Bu bilesikler serbest
radikallerle reaksiyona girdiginde {iretilen fenoksil radikalleri aromatik cekirdegin rezonans
etkisiyle kararli hale getirilir. 2,3-¢ifte bag, tiim molekiildeki rezonans1 artirir.

¢) C halkasinin 4. karbon atomunda keto grubu ile beraber C ve A halkalarindaki 3. ve 5.

pozisyondaki hidroksil gruplart maksimum radikal siipiirme potansiyeli i¢in gereklidir. Ayni
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zamanda 5-hidroksi-4-keto grubu giiglii bir metal selatlayic1 olarak da antioksidan etkinlige
katkida bulunur (Cos ve ark., 1998; Yildiz, 2007).

Asagida ¢alismamizda kullandigimiz flavonoidlerin molekiil yapilar1 verilmistir.

Rutin Morin

Sekil 1.3. Calismada kullanilan flavonoidler

1.2.2.1. Kuersetin

Beslenmede 6nemli bir flavanoid olan Kuersetin, bir¢ok bitkinin kabuklarinda yaygin
olarak bulunan kimyasal bir pigmenttir. Bir 3-hidroksi tiirevi olan ve flavonollar iginde en baskini
kabul edilen Kuersetin ( 3, 3', 4', 5, 7-pentahidroksiflovon ); siyah ve yesil ¢ay, kirmizi ve sar1
sogan, kizilcik, yaban mersini, koyu kiraz, visne, frenk {iziimii, elma, kirmizi {iziim, brokoli, biber
ve kereviz gibi bir¢ok kirmizi, yesil ve mor pigmentli sebze ve meyvelerde yiiksek oranda
bulunmaktadir. Kuersetin ¢esitli bitkilerin antioksidan kapasitesini belirlemede de referans
olarak kullanilmaktadir. Ayrica birgok ilag igeriginde ve diyet takviyelerinde kullanilmaktadir.

Bir¢ok kanser tiiriine, kardiyovaskiiler rahatsizliklara ve yaglanmaya kars1 oldukga etkili olan bu
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antioksidan maddenin ticari olarak asir1 dozda alinmasmin bobrek kanserine yol agtigini
vurgulamak gerekir (Boots ve ark., 2008; Russo ve ark., 2012).

Aragtirmalar Kuersetin iceren gidalarin; serbest radikal hasari, yaslanmanin ve
inflamasyonun etkileri ile miicadele, kalp rahatsizlig1 ve kardiyovaskiiler problemler, alerjiler,
enfeksiyonlar, kronik yorgunluk ve artirit gibi otoimmiin bozukluklar gibi bir dizi iltihapli saglik
sorununu yonetmesine yardimci olabilecegini gdstermektedir.

Kuersetin’in bu basaris1 antioksidan gidalarin “serbest radikalleri siipiirme” yetenegine
dayanmaktadir. Dogru beslenmeyle gelen Kuersetin, oksidatif stresin etkilerini azaltarak

yaslanmanin ilerlemesini yavaglatmaya yardimci olmaktadir.

Kuersetin’in Faydalar1 Nelerdir?

1. Inflamasyonu diisiiriir

Kuersetin de dahil olmak iizere flavonoidler 6nemli anti-inflamatuarlardir. Yaslandikga
gerceklesen “oksidasyon” siireciyle tam anlamiyla miicadele eder. Kuersetin hiicre zarlarini
parcalayan, DNA’nin calisma seklini degistiren, hiicre mutasyonlarini arttiran ve saglikli
hiicrelerin isleyisini olumsuz sekilde etkileyen ve serbest radikal olarak bilinen viicuttaki zararh
parcalanmalar1 durdurmaya yardimci olmaktadir.

Inflamasyon; kalp hastalig1, kanser, bilissel diisiis, baz1 zihinsel bozukluklar gibi cogu
hastaligin olusmasinda temel neden olarak kabul edilmektedir. Viicutta varolan bu enfeksiyonla
miicadelede Kuersetin’in dogal yollardan (6zellikle flavonoid ve diger polifenolleri igeren
meyve ve sebzelerden) alinmasi 6nem arzetmektedir. Dahasi ticari olarak firetilen tablet

alimlarinda daha fazla arastirilmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2. Alerji ile savasir

Kuersetin dogal bir antihistaminiktir. Histaminler, viicut bagisiklik sistemi bir alerji veya
hassaslik tespit ettiginde salinan kimyasal maddelerdir ve viicudumuzun alerjik reaksiyona karsi
verdigi tepki ile bizi rahatsiz eden belirtilere neden olmaktadirlar. Kuersetin, belirli bagisiklik
hiicrelerinden histaminlerin salinmasina, oksiiriik, sulanmis géz, burun akintisi, siskin dudak

veya dilde sisme ve hazimsizlik gibi semptomlarin azalmasina yardimci olmaktadir. Dogal
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olarak viicuda alinan Kuersetin herhangi bir yan etki icermeden bu alerjik durumlarla miicadele

edebilmektedir.

3. Kalp saghgim destekler

Kuersetin oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine kaymastyla olusan oksidadif stresi
dengeleme ve oksidatif stresin viicut hiicrelerinde olusturdugu hasarlardan kaynakli olusan
inflamasyonu diisiirme kabiliyetinden dolay1 kardiyovaskiiler bozukluklarda da tedavi edicidir.

Flavonoidleri iceren ¢ok sayida renkli meyve ve sebzeyi tliketen yasli erigkinlerde
kardiyovaskiiler rahatsizlik ve bu rahatsizlik kaynakli 6liim riski oldukg¢a azalmaktadir. Yapilan
calismalar, Kuersetin, Resveratrol ve Katesinler gibi ¢esitli flavonoid tiirlerinin arterlerdeki plak
olusumunun neden oldugu tehlikeli bir durum olan ateroskleroz riskini azaltmaya yardimci
oldugunu gostermektedir (Birman, 2012). Arterlerde olusan plak olusumlart kan akiginin
kesilmesine ve bunun bir sonucu olarak da kalp krizi ve felg gibi risk teskil eden rahatsizliklarin

olusumuna sebep olmaktadir.

4. Dayamkhhg gelistirir

Kuersetin baz1 sporcu takviyelerinde de kullanilmaktadir. Ciinkii muhtemelen kan
akisindaki olumlu etkileri nedeniyle atletik performansi ve dayanikliligi artirmaya yardimci

olmakta ve yorgunluga maruz kalindiginda ortaya ¢ikan semptonlari 6nleyebilmeketedir.

5. Kanserle savasir

Flavonoidler, hiicre mutasyonu, tiimorlerin biiylimesi ve radyasyon veya kemoterapi gibi
tipik kanser tedavileri ile ilgili semptomlarla ilgili siire¢lerin durdurulmasina yardimci
olmaktadir. Kuersetin ve diger antioksidanlar bakimindan zengin besin igerigi bulunan bir
beslenme ile kanser riskinin azaltilabilmesi miimkiindiir. Fakat yine de Kuersetin’in insan
kanserli hiicreleri lizerindeki spesifik etkilerini ortaya ¢ikarmak icin daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ duyulmaktadir (Tolga, 2020).


http://www.aysetolga.com/
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1.3. Elektroanalitik Kimya

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal hiicrede bulunan ¢ozeltilerin potansiyel ve akim
gibi elektriksel 6zelliklerinin degistirilmesiyle ¢ozelti i¢erisinde bulunan analit hakkinda bilgi
edinmeyi, bu bilgilerden yaralanarak analitin kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmesini

arastiran tekniklerin genel adi olup analitik kimyanin ise bir alt koludur (Yilmaz, 2012).

1.3.1. Elektroanalitik kimyada kiitle aktarimi

Elektrokimyasal hiicre igerisinde bulunan tiirlerin ( iyon veya molekiiller) disaridan
yapilan elektriksel etki ile calisma elektrodu yiizeyine tasinmasi diflizyon, migrasyon ve

konveksiyon olmak iizere ti¢ farkli sekilde gerceklesir.

Difiizyon: Temel difiizyon yasasina uygun olarak konsantrasyon farkindan yararlanirak
gerceklesen kiitle aktarim tiiriidiir. Kiitle aktarim1 konsantrasyonun yogun oldugu bolgeden daha
az yogun oldugu bolgeye dogrudur ve gergeklesen bu kiitle aktarimi ylizeylerin konsantrasyonu
esit oluncaya kadar devam eder. Konsantrasyon farki ne kadar fazla ise olusan difilizyon hizi o
kadar fazladir yani aralarinda dogru bir oranti vardir. Fakat olusan difiizyon hizi sadece
konsantrasyon farkina degil bunun yani sira ¢ozelti igerisinde bulunan analitin ve ¢dziiciiniin

tiiriine de baghdir.

Migrasyon: Elektrostatik ¢ekim kuvvetinin etkisiyle gerceklesen bir kiitle aktarim
tirtidiir. Cozelti igerisinde Onceden varolan iyon veya potansiyel uygulanmasiyla
yiikseltgenebilen veya indergenebilen tiiriin elektrostatik alanin etkisiyle katot ile anot arasindaki
hareketine dayanir. Iyonlarin hareketi her zaman anottan (elektron verme egilimi fazla olan
elektrot) katota (elektron verme egilimi az olan elektrot) dogrudur. Gergeklesen bu iyon
hareketinin hiz1 iyon yaricapr ve yiikiine baghdir. Daha kiiciik yaricapa ve yiike sahip olan
iyonlarin hareket hizlar1 daha fazladir. Bu yiizden migrasyonun istenmedigi, difiizyonla kiitle
aktariminin istendigi durumlarda ¢ozelti igerisinde analit diginda bulunan destek elektrolit olarak
bilinen tiirlerin daha biiyiik iyon yarigapina ve yiikiine sahip, daha agir iyonlardan olusmasi
istenir. Boylelikle analit bu iyonlar tarafindan yavaslatilacak ve kiitle aktarimi migrasyon etkisi

altinda gergeklesmeyecektir ( Bard ve Faulkner, 2001; Skoog ve ark., 1996).
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Konveksiyon: Konveksiyonla kiitle aktariminda ¢ozelti igerisinde bulunan tiirler
cozeltinin karigtirllmastyla elektrot yilizeyine tasinir ve boylelikle elektrot yiizeyinde bir
biriktirme islemi gergeklesir. Bu biriktirme islemi ¢alismanin ve ¢ozelti igerisinde bulunan
analitin tiirtine gore farkli sekillerde uygulanir. Karistirma ve potansiyel uygulama asamasinin
tek basamakta gerceklestirildigi sistemler, potansiyel altinda (elektrokimyasal olarak) veya
potansiyel uygulanmaksizin (adsorptif olarak) karistirmanin yapildigi ve ardindan belli bir
potansiyelde siyirmanin gergeklestirldigi iki basamakli sistemler. Diflizyon kontrollii sistemlerde
tek basamakta gergeklestirilen karistirma isleminden uzak durulur. Ciinkii karistirma sonucu
difiizyon ile elektrot yiizeyinde biriktirilen analit tekrardan siyrilabilir. Fakat iki basamakli
sistemlerde karistirma ilk basamakta oldugu i¢in diflizyon kontrollii akimi olumsuz etkilemez.
Sunu unutmamak gerekir ki konveksiyon sadece karistirma ile degil sicaklik ve yogunluk farki

ile de meydana gelmektedir.

1.3.2. Elektrokimyasal tabakalar

Elektrokimyasal sistemlerde ¢ozelti igerisinde birbirinden farkli 6zellikte siv1 tabakalar1
olusmaktadir. Bu tabakalar karistirilmayan durgun ¢dzeltilerde; elektrot; elektrotla temas halinde
olan ¢ozelti arayiizeyi ve ana ¢ozelti tabakasi seklindedir. Karistirilan dinamik ¢ozeltilerde ise;
tiirbiilent akis tabakasi, laminer akis bolgesi ve Nernst difiizyon tabakasi seklindedir. Her iki
elektrokimyasal sistemde de analit ile elektrot arasindaki elektron aktarimi elektroda bitisik

birka¢ nanometre kalinligindaki tabakada gergeklesir.

Durgun sistemler i¢in;.

> Ana cozelti bolgesi: Cozelti araylizeyine dogru kiitle aktarimmin gerceklestirildigi,
elektrottan uzak olan tabakadir.

» Cozelti arayiizeyi: Bu tabaka elektron aktariminin ve ¢6zelti i¢erisinde meydana gelen
kimyasal reaksiyonun gerceklestigi tabakadir. Bu tabakada elektrot kendisine yakin olan
bolgedeki zit yiiklii iyonlari ¢ekerken, ayn1 yiiklii iyonlar1 da tabakanin diger ucuna dogru
iter.

> Elektrot tabakasi: Analitin elektrot ile temas halinde oldugu ve elektroda baglandigi
tabakadir.
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Karistirilan sistemler icin;

» Tiirbiilent akis tabakasi: Karistirilan ana ¢ozelti tabakasinda gozlenir.

» Laminer akis bolgesi: Elektrot yiizeyine yaklastik¢a tiirbiilent akistan kurtulan sivi
tabakalarinin birbirine karigsmadan paralel olarak aktiklar1 bolgedir.

> Nernst difiizyon tabakasi (arayiizey): Elektrot yiizeyine en yakin (5 cm) tabakadir. iki
ylizey arasinda olusan siirtiinmenin etkisiyle sivi akis hizinin sifira indigi kabul edilir.
Elektrot yiizeyinde olusan bu tabaka oldukga incedir. Elektron aktariminin gergeklestigi
tabakadir (Skoog ve ark., 1996). Sekil 1.4’de karistirilan sistemler i¢in tabakalarin

bilesimleri verilmistir.

Durgun Cazeltinin
Nernst Difiizyon EI SN SN SN ER D SN BN B BN N O

Tabakasi T

|

A

Laminar Akis <
Baolgesi i

-

o e = = = = = —
Turbulent Alas Tabakasi
(Y1gin Cozelti) < M

Sekil 1. 4. Elektrot yiizeyindeki tabakalarin sematize olarak gosterilmesi

1.3.3. Elektrokimyasal teknikler

Elektrokimyasal teknikler, potansiyel, akim ve zaman parametrelerinin kullanilmasiyla
sistem ozellikleri hakkinda bilgi edinildigi tekniklerdir.
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( Arayiizey Elektrokimyasal Teknikler )

Statik Teknikler Dinamik Teknikler
i=0 iz0
potansiyometri
E (potansiyel kontrollii) ( akim kontrollii

akim kontrollii
kulometri
ivs.t
(degisken potansiyel) ( sabit potansiyel )

amperometri potansiyel kontrollii
! kulometri

ivs.t

(dinamik gﬁzelti) ( durgun cozelti )
siylrma voltametrisi
ivs. E

hidrodinamik

voltametri
ivs. E

dogrusal potansiyel pulslu potansiyel
dogrusal voltametri puls voltametri
ivs. E ivs. E

doniisiimlii potansiyel
doniisiimlii voltametri
ivs. E

Sekil 1.5. Arayiizey elektrokimyasal teknikler (Spesifik teknikler kirmizi ile, deneysel kosullar mavi renkle ve
analitik sinyaller yesil renkte gosterilmistir.) (Harvey, 2019)
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Elektrokimyasal tekniklerin ¢ogu yukarida da bahsettigimiz Nernst diflizyon tabakasinda
gerceklesen olaylari temel alir. Nernst difiizyon tabakasi elektrokimyada arayiizey olarak da
adlandirilmaktadir. Sekil 1.5°te araylizey elektrokimyasal tekniklerin siniflandirilmasi deneysel
kosullara ve alinan analitik sinyallere gore sema halinde verilmistir.

Elektroanalitik teknikler son yillarda kimyanin bircok alaninda 6nem arzetmekte ve
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullanim alanlar1 igerisinde; kantitatif analizler, kalitatif
analizler, adsorpsiyon olaylariin incelenmesi, elektrot reaksiyonlarinin ve mekanizmalarimin
belirlenmesi, standart indirgenme potansiyellerinin belirlenmesi, elektrokimyasal ve kimyasal
reaksiyonlarm Kinetiklerinin incelenmesi, denge sabitlerinin bulunmasi, difizyon katsayilarinin
bulunmasi gibi birgok alan sayilabilmektedir.

Saydigimiz tiim bu alanlarda kullanilabilen elektrokimyasal tekniklerin ayn1 zamanda
bir¢ok avantaji da bulunmaktadir. En 6nemli avantajlarinin basinda gerek c¢alisilan cihaz ve
elektrotlar gerekse az numune ile galigmaya imkan saglamasi agisindan diger tekniklere gore ¢ok
daha ucuz teknikler olmasi gelir. Bunun yaninda, sonuca hizli ulasilabilen teknikler olmasi, LOD
smirinin  diisiik olmasi, calisilan konsantrasyona gore birden fazla dogrusallik araliginin
olabilmesi, segici ve duyarli olmasi da elektrokimyasal teknikleri diger tekniklere gore tercih
edilebilir kilmaktadir (Y1lmaz, 2012).

Boliim 1.4’te calismamizda kullandigimiz, elektrokimyasal teknikler igerisinde dnemli

bir yere sahip olan voltametri teknigi hakkinda bilgi verilmektedir.

1.4. Voltametri

Voltametrinin temelinde polarografi bulunmaktadir. 11k olarak Cek kimyaci Jaroslav
Heyrovsky 1920’lerin basinda polarografi teknigini gelistirirken polarizasyonunun yiiksek
oldugu bilinen civa damlasindan yararlanmistir. Bu yontem ile bir¢ok madde analizi yapmis ve
yaptig1 calimalardan dolay1 1959 yilinda Nobel 6diiliine layik goriilmiistiir.

Voltametri, akim-potansiyel arasindaki iliskiden yaralanarak sistem hakkinda bilgi
edinilen elektrokimyasal bir tekniktir. Gii¢ kaynagi, sisteme seri baglanmis bir batarya ve
ayarlanabilir bir R direncinden olusur. Bagimsiz degisken olarak potansiyelin kullanildig
voltametride, degisen potansiyele bagli olarak sistemde bir akim olusur. Sistemin tekrar dengeye
gelme ¢abasi olarak nitelendirebilecegimiz bu akimin 6l¢iilmesi ve degerlendirilmesi ile sistem
hakkinda bilgi edinilir. Sistemde potansiyel calisma elektrodu ve referans elektrot arasina

uygulanir. Potansiyelinin sabit kalmasi istenilen referans elektroda karsilik sistemde meydana
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gelen gerilim farkindan dolayr caligma elektrodu ve karsit elektrot arasinda sistemi tekrar
dengeye sokmak i¢in bir akim olusur ve sistem olusan bu akimi dlger. Bu potansiyel i¢in gerekli
olan denge derisimine erisilince, akim difiizyonu karsilayacak bir seviyeye diiser ki, buna
“difizyon kontrollii akim” denir (Skoog ve ark., 1998). Degisen potansiyele karsilik dlgiilen akim
degerlerinden elde edilen egrilere voltamogram denir.

Voltametri, elektrokimyasal sistem igerisinde potansiyelin degismesiyle meydana gelen
yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinden yaralanarak analitin elektrokimyasal 6zellikleri
hakkinda bilgi edinme, elektrot yiizeyinde olusan kimyasal baglanma, kovalent baglanma ve
adsorpsiyon olaylarini inceleme, bu baglanma sirasinda analitte meydana gelen elektron aktarim
mekanizmalarini aragtirma ve birgok degerli maddenin kalitatif ve kantitatif analizlerinde

kullanilmaktadir (Skoog ve ark., 1998).
1.4.1. Voltametri sistemi
Sekil 1.6°da voltametri deneylerinin yapildig: {i¢ elektrotlu hiicre ve voltametrik 6lgme

sistemi verilmistir. Sistem, analiti iceren bir ¢6zelti igerisine daldirilmis bir mikro (veya

ultramikro) ¢alisma elektrodu, bir referans elektrot ve bir karsit elektrottan olusmaktadir.

Potensiyostat
ReferansT 77 [Tcalisma

Elektrot Elektrodu

Kargit E'-'—_———_—:ﬁ {___f%z .

Elektrot | | & _f__
| e . |
L A

Sekil 1.6. VVoltametri sistemi

Calisma elektrodu; Degisen potansiyel ile beraber yiizeyinde indirgenme ve
yiikseltgenme olaylarinin meydana geldigi elektrottur. Calisma elektrodunda olusacak
polarizasyonu artirmak i¢in elektrot boyutlar1 ufak tutulur.

Referans elektrot; potansiyeli, degistirilen sistem potansiyelinden etkilenmeden deney

sliresince sabit kalan ve daldirildig ¢ozelti bilesiminden etkilenmeyen elektrottur.



21

Karsit elektrot; helezon seklinde ya da diiz sekilde bir Pt tel olabilir. Aktif bir metal
olmamasindan dolay1 olusacak akima bir katkisi yoktur. Sadece akimi 6l¢mek i¢in bir referans
nokta olusturur.

Potansiyel referans ve ¢alisma elektrotlar1 arasina uygulanmakta, ¢alisma elektrodu ile
karsit elektrot arasinda olusan dogru akim ol¢lilmektedir. Sinyal kaynagi, degisken bir R direnci
ile seri baglanmis bir bataryadan meydana gelen degisken bir gii¢ kaynagidir (Skoog ve ark.,
1996).

1.4.2. Voltametride kullamilan destek elektrolit ve c¢oziiciiler

Elektrokimyada kiitle aktarim1 boliimiinde de bahsedilgi gibi analitin elektrot yiizeyine
tasinmast difiizyon, migrasyon ve konveksiyon ile gerceklesmektedir. Diflizyon kontrollii bir
kiitle aktariminin istendigi durumda migrasyon yani iyonik go¢ ve konveksiyon etkinin en aza
indirilmesi gerekmektedir. Cozelti karigtirllmadigi ve sicaklik sabit tutuldugu miiddetge
konveksiyon biiyiik 6l¢iide engellenmektedir. Fakat iyonik gb¢ili potansiyelden bagimsiz hale
getirip biiyiik dl¢lide engellemek i¢in ¢ozelti igerisine bilyiik iyon yarigapina sahip iyonlar ilave
etmek gerekir. Cogunlukla alkali metal tuzlarindan tercih edilen bu iyonlar analit
konsantrasyonuna gore ¢cok daha biiyiik konsantrasyonlara sahip olduklarindan anot ve katot
gorevi gorecek elektrotlarin itme ve ¢ekme kuvvetlerine karst direng gdosterir, analiti kendi
aralarinda tutarak iyonik go¢ kaynakli hareketini ihmal edilecek diizeye indirir ve kiitle
aktarimin biiytik 6l¢iide difiizyon kontrollii olmasini saglarlar.

Bir calismaya baglarken kalibrasyon islemlerinden sonraki ilk asama ¢oziicii ve destek
elektrolit ¢ozeltilerinin belirlenmesidir. Destek elektrolit belirlenirken; analiti iyi ¢6zebilen bir
¢ozlicli olmasina, analit ile kimyasal inertlik gostermesine, ¢ozelti i¢erisinde olusturdugu iyonik
siddete ve analit ile uyum igerisinde olmasina ve kolay temin edilebilir olmasma dikkat
edilmelidir (Y1lmaz, 2012). Ozellikle tamponlarin kullanildig1 sulu ortam destek elektrolitlerinin
analiti yeterince ¢6zemedigi durumlarda alkol tiirevlerinden ¢ozelti iyonik siddetini olumsuz

etkilemeyecek dl¢tlide yararlanilir.

1.4.3. Referans elektrotlar

Karsilagtirmali elektrotlar da denilen referans elektrotlar sabit bir potansiyele sahiptirler.

Elektrokimyasal hiicreye digsaridan potansiyeli degisecek sekilde bir etki yapildiginda bu
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potansiyel degisikligi calisma elektrodu tlizerinden yapilir. Referans elektrotlarin, potansiyelin
arttirllmas1 ve azaltilmasi sonucu c¢ozelti igerisinde meydana gelen yiikseltgenme veya
indirgenme reaksiyonlarindan ve degisen iyon konsantrasyonlarindan etkilenmeleri ve
¢ozeltideki herhangi tiir ile reaksiyona girmeleri istenmez. Bunun igin elektrotlarin u¢ kisminda
membran bulunmaktadir. Calisma sonrasinda u¢ kismindaki membranin tikanabilmesi
ihtimallerine dikkat etmek gerekir. Aksi takdirde yapilan deneyler yanlis sonuglar verebilir ve
elektrotlara kalibrasyon islemi gerekebilir. Bu durum; Referans elektrotlarin su veya asetonitril
icerisinde tutulmasiyla 6nlenebilir.

Iyi bir referans elektrot Nernst esitligine uymali, kii¢iik akim olusumlar1 ve sicaklik
degisimlerine kars1 potansiyellerinde biiyiik bir fark gozlenmemelidir.

Siklikla kullanilan referans elektrotlar; standart hidrojen elektrot, kalomel referans
elektrot, Ag/AgCl, Hg/HgCl ve Ag/Ag® gibi birden fazla farkli referans elektrot vardir.
Calismalarimizda sulu ortam i¢in Ag/AgCI referans elektrodu kullanilirken susuz ortamlar igin
Ag/Ag" referans elektrodu kullanlmustir.

1.4.3.1. Ag/AgCl referans elektrot

Coziicii veya destek elektrolit olarak su igeren ¢ozeltilerin kullanildigi ortamlarda
iyonlarin gostermis oldugu iyonik siddeti dengelemek amacgli yaygin olarak Ag/AgCI referans
elektrodu kullanilmaktadir. Bu elektrodu avantajli kilan ~275 °C‘ye kadar yiiksek sicakliklarda
kullanilabilmeye olanak saglamasidir.

Elektrot, AgClile doyurulmus KCl igerisine Ag metali daldirilmasiyla hazirlanir. Elektrot
potansiyelini Cl~ iyonlar1 belirledigi igin potansiyel elektrodun igerisindeki KCI

konsantrasyonuna baglidir. Elektrotta meydana gelen reaksiyonlar;

AgCl (k) + e~ - Ag (k) + ClI” (suda) (1.8)

seklindedir. Bilinen elektrot potansiyeli 25 °C'de 0.199 V'tur.

1.4.3.2. Ag/Ag* referans elektrot

AgNOs ¢cozeltisi iceren NBusBF4 ¢ozeltisine Ag telin daldirilmasi ile hazirlanir. Coziicii

ve destek elektrolitin su icermedigi susuz ortam ¢aligmalarinda kullanilir.
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1.4.4. Cahisma elektrotlar:

Birkac milimetrekare gibi oldukg¢a kii¢iik yiizey alanina sahip c¢aligma elektrotlar1 sistem
disindan uygulanan potansiyelden direkt etkilenen elektrotlardir. Cozelti icerisinde bulunan
analit calisma elektrodunun yiizeyinde indirgenir veya yiikseltgenir. Farkli potansiyel
araliklarina gore farkli caligma elektrotlar: bulunmaktadir (Skoog ve ark., 2004)..

Altin, glimiis, civa, platin, camst karbon, karbon pasta, grafen, grafen oksit, indirgenmis
grafen oksit, karbon nanotiipler ve kalem grafit elektrot en sik kullanilan c¢alisma
elektrotlarindandir. Asagida farkli potansiyel araliklarinda kullanilan c¢aligma elektrotlari

verilmistir.

Pt

1 0 -'II -2

Sekil 1.7. Ug elektrodun gesitli destek elektrolitler igindeki calisma potansiyel araligi

1.4.4.1. Platin, altin ve diger soy metal (Pd, Rh, Ir) elektrotlar

Soy metal elektrotlarin ¢aligsma elektrodu olarak tercih edilme sebepleri hava ortamina
magruz kaldiklarinda oksitlenmemeleri, inert 6zellik gostermeleri ve kolay sekil verilebiliyor
olmasi seklinde siralanabilir. Pt ve Au en ¢ok tercih edilen soy metal elektrotlardir. Bir ¢alismada
kullanilacak ¢alisma elektrodu belirlenirken ¢alismanin igerigi ve analitin niteligi goz oniinde
bulundurularak istenilen dogrultuda farkli metaller tercih edilebilir.

Ormegin, Au’nmn hidrojeni fazla absorbe etmemesinden dolayr Au daha ¢ok katodik
caligmalar i¢in tercih edilen bir elektrotken Pt’in hidrojeni kolaylikla absorbe edebilme 6zelligi

onu anodik reaksiyonlar i¢in daha uygun kilmaktadir.
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1.4.4.2. Karbon pasta elektrot

Mineral yag gibi organik baglayicilar ve grafit tozunun karistirilmasiyla hazirlanan
karbon pasta elektrotlarin oldukca fazla kullanim alan1 bulunmakatadir. Kolay yenilenebilir bir
yiizeye sahip olmasi karbon pasta elektrotlari avantajli kilmaktadir. Modifiye karbon pasta
elektrotlar modifiye edilmek istenen maddenin ¢amur igine karigtirilmasi ile hazirlanir. Karbon
pasta elektrotlarin gamurunun hazirlanmasinda bir karbon kaynagi olan grafit tozunun, modifiye
edicinin ve baglayici olarak kullanilan mineral yagmn oranlarina ve elde edilen ¢amurun
homojenligine dikkat etmek gerekir. Ciinkii baglayici maddeler elektrot yiizeyinin analite kars1
olan aktifligini diisiiriirken, yeteri kadar homojen olmayan yiizeylerden elde edilen sonuglarda
ise kesinlik azalacaktir (Isbir, 2007; Yalcin, 2007). Ideal bir karbon pastasinda; % 2-15 oraninda
modifiye edici, % 63-50 oraninda grafit tozu ve % 35 oraninda da mineral yagi bulunmaktadir
(Gang, 1991). Karbon pasta elektrotlarda dikkat edilmesi gercken bir diger husus da deney
esnasinda uygulanan potansiyelin karbon pasta yiizeyinde herhangi bir bozunmaya sebep olup

olmamasidir. Asagida, hazirlanmis karbon pastanin elektroda doldurulmasi gosterilmistir.

Pasta karisimi
spatula

Karbon Pasta Elektrot

/KVFD

Sekil 1.8. Karbon pasta elektrot ve pasta karisiminin elektroda doldurulmasi (Miilazimoglu ve Yilmaz, 2010;

Svancara ve ark., 2001)

1.4.4.4. Camsi karbon elektrot

Mikrometre boyutlu grafit tozu partikiillerinin, sert ve yapistirict madde ile inert
malzemeden yapilmis, elektrot govdesi igerisine sikistirilmasiyla elde edilmis elektrotlardir.
Cozelti igerisinde ¢Oziinmemesi, yiizeyin daha stabil ve kolay yenilenebilir olmasi1 analitik

uygulamalarda siklikla tercih edilme sebebidir. Fakat karbonun kolay okside olmas1 ve ¢alisma
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esnasinda ¢ozelti iginde bulunan tiirlerin sisteme uygulanan potansiyel ile karbon yiizeyine
adsorbe olmasindan dolay1 yapilan her ¢alisma oncesinde karbon materyal temizlenmelidir.
Camsi karbon elektrotlarda karbon pasta elektrotlara kiyasla elektrot yiizeyleri daha diizgiin ve
piiriizsiizdiir. Ayrica elektrodun fiziksel dayaniklilig1 daha fazladir (Yilmaz, 2012; isbir, 2007;
Yalgin, 2007).

1.4.4.5. Kalem grafit elektrot

Kat1 elektrotlarla ¢aligilirken analiz esnasinda elektrot yiizeyine sadece istenilen tiir degil
yine ¢ozelti igcerisinde bulunan farkl tiirler de ince bir tabaka halinde birikebilir. Diger taraftan
her yeni deneye baslarken temiz yiizeye sahip bir kati elektroda ihtiya¢ vardir.

Yukarida bahsedilen elektrotlarda oldugu gibi yapilan her ¢alisma oncesinde elektrot
ylizeylerine temizleme islemi uygulansa bile ozellikle elektrot yiizeyinin g¢izilmesinden
kaynaklanan iyi temizlenememelerden dolay1 tekrarlanabilirlik kayiplar1 olusmaktadir. Kalem
grafit elektrotlar bu devantaji ortadan kaldiran tek kullanimlik olma 6zelliklerinin yani sira tekrar
edilebilirliliklerinin yiiksek olmasi ve hesapli olmalarindan dolay1 1990’lardan bu yanada tercih
edilir olmuslardir (Wang ve ark., 2000).

Sekil 1.9. Kalem grafit elektrot

Kalem uglar1, grafitin kil ve balmumu karisimi igerisine dagilmasi ve ardindan da 1s1l
islem uygulanmasi ile tretilir. Seliiloz kil yerine alternatif olarak kullanilan bir diger maddedir.
Oksijensiz ortamda 1s1l isleme tabi tutulan seliilozlu karisimda seliiloz karbona doniisiir. Olusan
yap1 oldukga esnektir. 1990’1 yillardan bu yana PGE’lerin uygulamasi literatiirde siklikla

goriilmektedir. Iz metal tayinleri (Demetriades ve ark., 2004), hepatit B viriis DNA’smin
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saptanmasi (Erdem ve ark., 2005) ve nitrit, serotonin ve dopaminin es zamanl tayini (Miyazaki

ve ark., 1999) kalem grafit elektrodun kullanildig1 ¢aligmalara 6rnek olarak verilebilir.

1.4.4.6. Modifiye elektrotlar

Elektrot yiizeyini daha elektroaktif hale getirme amagli iiretilen modifiye elektrotlar kati
elektrotlarin yiizeyinin ince bir film ile kaplanmasiyla elde edilir. Elektroanaliz gibi yaygin
kullannm alaninin yani sira elektrokataliz ve enerji doniisiimii alanlarinda da sikca
kullanilmaktadir. Elektrot yiizeyine yapilan modifiye islemi ile ¢ozelti igerisindeki analitin
analizine uygun, elektrokimyasal 6zellikleri biribirinden farkli ve 6zgiin elektrotlar tiretilebilir.
Daha aktif hale gelen elektrot yiizeyleri ile analit arasinda elektron transfer hizlar1 degistirilebilir
ve ylizeyler analit i¢in daha duyarli hale getirilebilir. Modifiye elektrotlar, analizi yapilmak
istenen madde i¢in segiciligi yiiksek ozellikte elektrotlardir.

Modifikasyon isleminde kullanilacak maddenin elektrokimyasal 6zellik gostermesi yani
elektriksel olarak iletken 6zellige sahip olmasi gerekir. Bu 6zellikteki maddeler kati (karbon,
platin, altin vb.) elektrotlarin yiizeyine modifiye edilebilirler. Modifikasyon igleminin daha
basarili olmasi i¢in modifiye edilecek yiizeyin de baz1 6zelliklere sahip olmasi gerekir.

Bunlar;

o Elektrigi iletebilme 6zelligine sahip olmast,

e (Cozelti igerisindeki diger maddelerle etkilesime gegmemesi,

e Yiizey asinmalarina kars1 dayanikli olmast,

e Kovalent baglarla gerceklesecek baglanma islemleri i¢in uygun bir yapiya sahip

olmasi,

Tekrarlanabilirligi yiiksek bir yiizeye sahip olmasi,

Mekanik ve kimyasal olarak kararli olmasi seklinde siralanabilir.

Karbon, altin ve platin gibi kimyasal olarak aktif olmayan metaller yukarida bahsedilen
ozelliklere sahip olduklarindan modifikasyon islemlerinde kati1 elektrot olarak yaygin olarak
kullanilirlar. Her modifikasyon isleminden Once elektrot yiizeylerinin temizlenmesi gerekir.
Temizleme isleminde aliimina tozu kullanilarak once yiizey parlatilir, sonrasinda da su ve

asetonitril igerisinde ve sonikatorde tutularak elektrot ylizeyi kiiglik kalintilardan arindilrilir.

1.4.5. Modifikasyon metotlari
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Modifikasyon islemi modifikasyonu gergeklestirilen maddenin sahip oldugu fonksiyonel

gruba gore ti¢ farkl sekilde gerceklestirilir. Bunlar

e Alkol oksidasyonu modifikasyonu,
e Amin oksidasyonu modifikasyonu,

e Diazonyum tuzu indirgenmesi modifikasyonu seklindedir.

1.4.5.1. Alkol oksidasyonu modifikasyonu

Bu modifikasyon metodunda yilizeye modifikasyonu yapilmak istenen molekiiliin
hidroksil grubuna sahip olmasi gerekir. Sistem disindan yapilan elektriksel etki ile dnce hidroksil
grubundaki hidrojenin oksidasyonu gerceklestirilir. Burada elektrot anot gorevi gormektedir.
Radikal haline gelen oksijen kararli hale gelebilmek ve bag kurabilmek i¢in ihtiya¢ duydugu
elektronu elektrot arayiizeyinden alir ve bdylelikle molekiil oksijen iizerinden elektroda
baglanmis olur (Sekil 1.10). Modifikasyon islemi doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak
gerceklestirilir. Elde edilen voltamogram ftizerinde once daha diisiik potansiyelde oksidasyon
piki, sonra daha biiyiik bir potansiyelde baglanma omuzu goézlenir. Katodik yonde yapilan
taramada herhangi bir pik gozlenmez. Bu reaksiyonun tersinmez oldugunu ve molekiiliin yiizeye
modifiye oldugunu gosterir. Modifikasyonun daha diizgiin gergeklestirilmesi icin birden fazla

dongiilii doniisiimlii voltamogramlar alinir. Hem sulu ortam hem de susuz ortam ¢alismalarinda

gergeklestirilebilir.

R R

R R R R

-e’,-H*

o o

OH OH (on o

— — A
GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb. GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb. GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb.

Sekil 1.10. Alkol oksidasyonu yontemi ile elde edilen yiizey
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1.4.5.2. Amin oksidasyonu modifikasyonu

Bu modifikasyon metodunda ise yiizeye modifikasyonu yapilmak istenen molekiil amin
grubuna sahip olmalidir. Alkol oksidasyonu metodunda oldugu gibi molekiil sistem disindan
yapilan elektriksel etki ile amin grubu iizerinden 6nce okside edilir. Elektrot yine anot gorevi
gormektedir. Okside edilen molekiil ihtiya¢ duydugu bag elektronunu elektrot arayiizeyinden
temin eder ve bdylelikle molekiiliin elektroda modifikasyonu azot atomu iizerinden
gergektirilmis olur. Amin oksidasyonu metodunda da dnce keskin bir oksidasyon piki daha sonra
ise bir baglanma omuzu olusur. Alkol oksidasyonu metodunda oldugu gibi gergeklesen reaksiyon
tersinmezdir ve katodik yonde herhangi bir pik olusumu gozlenmez. Fakat bu metotta elektrot

iizerinde ¢oklu tabakalar olusabilir ve elektrot yiizeyi bu yiizden kararli degildir.

R R
R R R R
-e’,-H*
—_— —_—
NH NH
NH, NH, NH* NH*
| |

GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb. GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb. GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb.

Sekil 1.11. Amin oksidasyonu yontemi ile elde edilen yiizey

1.4.5.3. Diazonyum tuzu indirgenmesi (DAS) modifikasyonu

DAS indirgenmesi modifikasyonu metodunda, modifiye edilecek molekiiliin siibstitiient
olarak amin grubu igeren bir molekiil olmas: istenir. Oncelikle bu molekiiliin diazonyum tuzu
hazirlanir. DAS eldesi i¢in sicakligin 0 °C’nin altinda tutulmasina dikkat edilmelidir. Ekzotermik
olan ¢ikis maddesinin tetrafloroborik asitte (HBF4) iginde ¢6ziinmesiyle diazonyum tuzunun
tetrafloroborat anyonlu tuzu elde edilir. Elde edilen diazonyum tuzundan aminler ayrilmis ve
molekiilde elektrona ihtiya¢ duyan iki karbon atomu bulunmaktadir. Karbon atomlar: ihtiyag¢
duyduklar1 elektronlari elektrot arayiizeyinden alirlar ve molekiiliin elektroda baglanmasi karbon
atomlar1 izerinden gergeklestirilir (Sekil 1.12). Bu modifikasyon islemi susuz ortamda
gergeklestirilir (Miilazimoglu, 2008; Pinson ve Podvorica, 2005). Yine doniistimlii voltametrinin
kullanildig1 modifikasyon iglemi yiizeyin tamamen kaplanmasi i¢in birden fazla dongiilii olarak
gerceklestirilir. Caligmalarin izin verdigi 6lciide, kararliliginin yiliksek olmasindan dolayi, alkol

ve amin oksidasyonu modifikasyonu yontemlerine gore daha ¢ok tercih edilir.
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R R R R R R
HBF, +e°
_— _—
CH3CN
+N,
NH, NH, \P P
] |

|
GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb. GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb. GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb.

R R

GCE, CPE, GR, GO, rGO, CNT, Au, Pt, vb.

Sekil 1.12. Diazonyum tuzu indirgenmesi ile elde edilen ylizey

Tiim modifikasyon islemleri sonrasinda elektrot temizligi yukarida anlatildig: sekilde

yapilip tekrardan modifikasyona hazir hale getirilmelidir.
1.4.6. Modifiye yiizeylerin karakterizasyonu

Modifiye ylizeylerin karakterizasyonu isleminde amag; modifiye olmus ylizey ile
modifiye olmamis yiizey arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak ve modifikasyon isleminin
gerceklesip gergeklesmedigini kontrol etmektir. Karakterizasyon islemleri li¢ farkli sekilde
gerceklestirilir.

1.4.6.1. Elektrokimyasal yontemlerle modifiye yiizeylerin karakterizasyonu

Elektrokimyasal yontemlerle yapilan karakterizasyon islemleri 6zellikle sonuca kisa
stirede ulagilabilirligi ve pratik olmasi bakimindan sik¢a tercih edilen yontemlerdendir.

Elektrokimyasal yontemlerle ylizey karakterizasyonunda; doniisiimlii voltametri (CV),
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), elektrokimyasal kuartz kristal mikrobalans
(EQCM), kronoamperometri (CA) ve kronokulometri (CC) yontemleri kullanilmaktadir.

Calismamizda karakterizasyon c¢alismalarinda doniisiimlii  voltametri teknigi ve

elektrokimyasal impedans spektroskopisi yontemlerinden yararlanilmistir. Doniistimli
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voltametri teknigi voltametrik teknikler boliimiinde agiklanmistir. Bu béliimde elektrokimyasal

impedans spektroskopisinden bahsedilmistir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi

En sik kullanilan elektrokimyasal karakterizasyon tekniklerinden birisidir. Yontem temel
olarak Ohm kanununa dayanir. Yiiksek frekans degisimleri elektrot yiizeyinde kapasitans ve
indiiktif degisiklikler meydana getirir. Elektrot yiizeyinin kendi iizerinde meydana gelen bu
degisikliklerin sebep oldugu akima kars1 gosterdigi direng (impedans) 6l¢limlerinin kiyaslanmasi
ile karakterizasyon islemi yapilir. Devre elemanlarina gosterilen direncin haricinde olusan akima

gosterilen direng impedans olarak adlandirilir.

- -
E * "
L . -
S | -
N b ,.t" L.t @

- '-t‘ ...|..

0

Zreal (ohm)

Sekil 1.13. Ornek bir elementin kaplanmadan &nce (a) ve kaplandiktan sonra (b) alinmis impedans spektroskopisi

Bu teknikte sisteme disaridan yapilan etki 5 mV gibi ¢ok diisiik potansiyel degerine sahip
bir AC potansiyelidir. Uygulanan bu disiikk potansiyel, elektrot yiizeyinde herhangi bir
degisiklige sebep olmaz ve boylelikle sistemde var olan denge de bozulmadan kalir. Bu durum
sistemin hassasliginin bir gostergesidir (Bard ve Faulkner, 2001). Fakat bunun yani sira, yapilan
Olciimlerin uzun siirmesi, dengeyi bozacak istenmeyen etkilerin sebep oldugu hatalar teknigin
dezavantajlarindandir. istenmeyen etkiler; ¢ozeltideki farkli tiirlerin elektrot yiizeyine tutunmast,

oksitlenmis bir tabakanin olusumu, uygulanan potansiyelin etkisiyle reaksiyon iiriinlerinin
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olusumu, sicakligin beklenmedik oranda degismesi, modifiye ylizeyin zarar gérmesi seklinde
siralanabilir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi korozyon c¢alismalarinda, asitlik sabiti
tayinlerinde, modifiye elektrotlarin yiizey Ozelliklerinin incelenmesinde, metal kaplama
caligmalarinda, yar1 iletken elektrotlarin ve polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesinde

biyosensor ¢alismalarinda, bataryalarda yaygin olarak kullanilir.

1.4.6.2. Spektroskopik yontemlerle modifiye yiizeylerin karakterizasyonu

Spektroskopik yontemlerle yapilan karakterizasyon islemlerinde 1sin demetlerinden
yararlanilir. Modifiye olmus elektrot yiizeyi ve modifiye olmamis elektrot yiizeylerine
gonderilen 151n demetlerinden elde edilen sonucglardan yararlanilarak yiizey hakkinda bilgi
edinilir. Spektroskopik yontemler sayesinde modifikasyon iglemi sonrasinda yilizeyde meydana
gelen tabakalagmalar ve yiizey kalinlagsmalart ile ilgili edinilen bilgilere gére molekiiliin yiizeye

modifiye olup olmadigr test edilir.

Kaynaktan Spektrometreye

Birincil demet ikincil demet

Numune

Sekil 1.14. Yiizey spektrometri gosterimi

Sekil 1.14’te goriildiigii gibi yiizeye gonderilen 1sinlar birincil demet, ylizeyden yansiyan
1sinlar ise ikincil demet olarak gosterilir. Elektrot yiizeyine gonderilen, nétral molekiil, iyon,
elektron ve fotonlardan olusan 151n demetinin ylizeyden yansimasi yiizeyin 6zelligine gore farkli
sekillerde olmaktadir. Yiizey iizerinde emisyon, tozlasma, sagilma ve 1s1ma olaylar1 hep birlikte
meydana gelebilir. Tiim bu olaylar farkli spektroskopik yontemlerle incelenir ve ylizey hakkinda

ayrintili bilgi edinilebilir.
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1.4.6.3. Mikroskopik yontemlerle modifiye yiizeylerin karakterizasyonu

Kati yiizeylerin fiziksel 6zellikleri hakkinda bilgi edinmede kullanilan bir diger yontem
de mikroskopik yontemlerdir. Elektron demetinin raster diizeninde elektrot yiizeyini taramasi ile
bir yiizey gorlintiisii elde edilir. Birgok alanda (kimya, malzeme bilimi, jeoloji ve biyoloji)
siklikla tercih edilen mikroskopik bir yontemdir. Taramali elektron mikroskopisi (SEM), atomik
kuvvet mikroskopisi (AFM) ve elipsometri mikroskopik yontemlerdendir (Miilazimoglu, 2008).

1.5. Voltametrik Teknikler

Voltametrik tekniklerde elektrokimyasal hiicre i¢erisine daldirilmis bir caligma elektrodu,
bir referans elektrot ve bir karsit elektrot bulunur. Bu hiicre igerisinde analizi yapilmak istenen
analit ile analiti ¢6zebilme 6zelligine sahip bir destek elektrolit ¢ozeltisi vardir. Voltametride
amag, denge halinde bulunan bu ¢ozeltiye sistem disindan dengeyi bozacak sekilde bir etki
yapilmas1 ve gerceklesecek kimyasal reaksiyonla sistemin tekrardan dengeye gelmesinin
saglanmasidir. Disaridan yapilan bu etki zamanla degistirilebilen potansiyellerde uyarma
sinyalleri seklindedir. Uyarma sinyalleri farkli sekillerde uygulanabilir ve uygulanan farkli
uyarma sinyallerine gore de farkli bir akim cevabi olusur. Uyarma sinyallerinin farkli sekillerde
uygulanmasiyla farkli voltametrik teknikler gelistirilmistir. Bu voltametrik teknikler dontigiimlii
voltametri, dogrusal taramali voltametri, diferansiyel puls voltametri ve kare dalga voltametridir.
Potansiyel degerine karsilik elde edilen akim degerleriyle ¢izilen egriye voltamogram denir. Elde
edilen voltamogramlar uygulanan voltametri tekniginin tiiriine goére degisir. Elde edilen bu
voltamogramlardan, analitin elektrokimyasal davraniglarini belirleme, elektron aktarim
mekanizmasini teklif etme, elektrot yilizeyinin karakterizasyon islemleri, modifiye yiizeylerin
kararlilik islemleri, kalitatif tayin ve kantitatif tayin gibi bir¢ok calismada yararlanilmaktadir.

Sekil 1.15°te bu tekniklere ait uyarma sinyalleri verilmistir.
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Sekil 1.15. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

En ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri; dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve
ticgen dalgadir (Skoog ve ark., 1998).

1.5.1. Doniisiimlii voltametri (CV)

Dontisiimli voltametri 6zellikle elektrokimyasal karakterizasyon islemlerinde yaygin
olarak kullanilan voltametrik bir tekniktir. Doniistimlii voltametri teknigi ile elektriksel tepkiye
yanit veren analitin, uygulanan potansiyel degisimi ile elektrot ylizeyindeki davranis1 incelenir

ve analitin sahip oldugu problarin modifiye yiizeyde meydana getirdigi farklar arastirilir.
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Sekil 1.16. A) Doniisiimlii voltametri igin kullanilan uyarma sinyali B) Doniisiimlic voltametriye ait bir
voltamogram
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Sicaklik, derisim ve tarama hizi gibi bazi parametrelerin degistirilmesiyle analitin
davranis1 hakkinda bilgi edinilir (Ustiindag, 2008). Elde edilen voltamogramlardan analitin
cozelti icerisinde potansiyel degisiminin etkisiyle yiikseltgenip yiikseltgenmedigini veya
indirgenip indirgenmedigini, yiikseltgenme veya indirgenme gerceklesiyorsa hangi
potansiyellerde gerceklestigini, ka¢ basamakta gergeklestigini ve ara {iriiniin olusup
olusmadigini, indirgenme veya yiikseltgenme iiriinlerinin kararli olup olmadigini anlayabiliriz
(Miilazimoglu, 2008).

Doniisiimlii voltametri teknigi daha ¢ok kalitatif amacli (son yillarda kantitatif kullanimi
da olduk¢a artmistir) kullanilmaktadir. Doniisimlii voltametri tekniginin elektrokimyasal
reaksiyonlar hakkinda kalitatif bilgi edinilmesinde yaygin olarak kullanilan bir teknik olmasinin
nedeni, kimyasal reaksiyonlar ve adsorpsiyon olaylariyla ilgili giivenilir bilgilere hizli bir sekilde
ulagilabilmesidir. Elektroanalitik caligmalarda analitin elektrokimyasal davranisinin incelenmesi
icin genellikle ilk olarak uygulanan deneysel basamaktir. Ozellikle elektroaktif tiirlerin okside
olup olmadiginin, oluyorsa redoks potansiyellerinin yerinin hizli bir sekilde belirlenmesini ve
ortamin redoks reaksiyonuna etkisinin degerlendirilmesini saglar. Doniisiimlii voltametride
zamana kars1 uygulanan potansiyel ve buna bagl olarak elde edilen voltamogram Sekil 1.16’da
verilmigtir

Teknik uygulanirken, analitin bulundugu elektrolit ¢ozelti icerisinde bulunan calisma
elektroduna belli potansiyel aralifinda (baslangi¢ potansiyeli-sinir potansiyeli) dnce zamanla
dogrusal olarak artan daha sonra da ayn aralikta dogrusal olarak azalan bir gerilim uygulanir.
Bu gerilime karsi olusan akim arasinda bir egri elde edilir. Bu egriye doniisiimli voltamogram
denir.

Dontigiimlii voltametride negatif potansiyel yoniinde tarama yapilirken madde indirgendi
ise bir katodik pik (Epk), pozitif potansiyel yoniinde potansiyel taramasinda da bu indirgenmis
maddenin elektrotta tekrar yiikseltgenmesinden dolay1 bir anodik pik (Epa) gozlenebilir. Tersinir
bir elektrot tepkimesi i¢in anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasinda teorik olarak
0.0592/n V’luk bir potansiyel farki olmalidir.

AEp = Epa-Epx = 59/ nmV. (1.9

p

Negatif potansiyel yoniindeki tarama sirasinda olusan iiriin kararl ise katodik pik akimi,

anodik pik akimina esittir. Uriiniin kararli olmadig1 ve farkl bir iiriine doniisebildigi durumlarda
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katodik pik akiminmn degeri, anodik pik akimmin degerine gore daha kiigiik olur. Uriiniin ok
hizli olarak tiiketildigi durumlarda ise katodik pik tamamen kaybolur.
Elektrot tepkimesinin tersinirligi azaldik¢a anodik ve katodik pikler birbirinden daha uzak

potansiyellerde ve daha yaygin olarak g6zlenir.
a) Tersinir sistemler

Baslangicta c¢oOzeltide yalmiz Ox maddesinin  oldugu, tersinir bir indirgenme

reaksiyonunda elektrot reaksiyonunun;
Ox + ne” = Red (1.10)

seklinde oldugunu varsayalim. Boyle bir reaksiyon i¢in doniisiimlii voltametride pik akimi
Randles-Sevcik esitligi ile elde edilir. CV’de pik akiminin degeri (Ip) igin sinir durumlari ve
tarama hizi1 g6z Oniine alinarak ve Dox = Dreds = D kabul edilerek Fick yasasmin ikinci

kanunundan matematiksel olarak asagidaki Randles-Sevcik esitligi tiiretilir.

I, = 0.4463 nF (nF/ RT)Y2 Cy DY/2 p1/2 (1.12)
Sicakligin 25 °C oldugu degerde Randles-Sevcik esitligi asagidaki sekilde ifade edilir.

I, = —(2.69 x 10°) n®?2C,D/? p1/2 (1.12)

Yukarida verilen esitliklerdeki terimlerin anlamlar1 asagidaki sekildedir:
lp: Akim yogunlugu, A cm2
D: Difiizyon katsayis1, cm? s
v: Tarama hizi, V s

Co: Ox’un ana ¢dzelti konsantrasyonu, mol cm™

Bir reaksiyonun tersinir olup olmadigini anlayabilmek i¢in farkli tarama hizlar igin elde
edilen doniisiimlii voltamogram verilerinden faydalanilabilir. Eger Randles-Sevcik esitliginden

elde edilen Ip-v¥? grafigi dogrusal ise ve orijinden gegerse sistem tersinirdir. Ancak bir
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reaksiyonun tersinir olup olmadigini anlamada sadece bu yeterli degildir. Boyle bir sistemin
tersinirligi igin farkli bazi sartlar da vardir.
» Tersinir bir dalgamin asagidaki kriterlerin tiimiine uymasi gerekir.
1. AE, = Eps — Epk = 59/nmV
2. |[E, —Ep/2| =59/nmv

3. Ipa/lpk| = 1
4. T,a p1/2
5. Ep, v den bagimsizdir.

6. Ep’den daha negatif (veya daha pozitif) potansiyellerde 12 a t’dir.

Tarama hizi sabit tutuldugu durumlarda pik akimi (lp) madde derigimi (C) ile dogru
orantilidir. Bu durumda doéntisiimli voltametri ile maddelerin kantitatif analizleri de yapilabilir.
Fakat donlisiimlii voltametri yontemi nicel analiz i¢in ¢ok da pratik bir yontem degildir. Bu
yontem daha ¢ok analitin elektrokimyasal Ozelliklerinin ve elektrokimyasal tepkimelerin
mekanizmalarinin belirlenmesinde kullanilir.

Tersinir sistemlerde biitiin potansiyellerde elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan

bliytiktiir ve elektrot ylizeyinde Nernst esitligi gecerlidir.
b) Tersinmez ve Yar1 Tersinir Sistemler

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeteri kadar biiylik olmadigindan Nernst
esitligi gegerli degildir. Bu durumda CV voltamograminin seklinde tersinir durumdakine gore
farklilik gozlenir. Tersinmez durumlarda, potansiyel tarama hizi ¢ok diisiik ise elektron aktarim
hiz1 kiitle aktarim hizindan daha yiiksektir ve sistem tersinir gibi gozlenebilir. Tarama hiz1
arttik¢a kiitle aktarim hiz1 artar ve elektron aktarim hizi ile aym seviyeye gelir. Tarama hizi
arttikca anodik ve katodik pik potansiyelleri birbirinden uzaklasir.

Tamamen tersinmez bir sistemin en Oonemli belirtisi anodik pikin gdzlenmemesidir.
Ancak unutmamak gerekir ki bunun tersi her zaman dogru degildir. Ornegin, elektron basamagini
takip eden ¢ok hizli bir kimyasal reaksiyonda meydana gelen iiriin hizli bir sekilde baska bir
maddeye doniisecegi i¢in anodik pik gdzlenmeyebilir.

» Tersinmez bir dalganin asagidaki kriterlerin tiimiine uymasi gerekir.
1. Anodik pik gozlenmez

2. ka o Vll2
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3. Epk kaymasi 25 °C’de tarama hizindaki 10 birimlik artmada 30 / a.ch o mV dur.
4. Tarama hiz1 10 kat artarsa |Ep — Ep/2| = 48/(acny) mV’ dur.
» Bir reaksiyon asagidaki kriterleri saglarsa yart tersinirdir.
1. Ip, v¥2 ile artar ancak dogrusal degildir.
2. Ipa/lpk = 1'dir. (Eger ac = 0a = 0.5 ise)
3.AE, > 59/n mV ve AEy, v ile artar.
4. Epy, V nin artmast ile negatif degerlere kayar (Wang, 2000; Bard and Faulkner, 2001).

1.5.1.1. Elektrot mekanizmasinin CV ile incelenmesi

Yukarida da bahsettigimiz gibi doniistimlii voltametri ile ¢ozelti arayiiziinde gerceklesen
kimyasal reaksiyonlarin mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinilebilir. En yaygin olusan
mekanizmalar CE, EC ve ECE’dir. Burada E; elektrot tizerinde tek elektron transferini, C;

elektron transferine eslik eden kimyasal reaksiyonu belirtmektedir.
» CE mekanizmasi

Bir elektrot reaksiyonunda once elektroaktif maddenin olusmasi daha sonrada elektron
aktarim basamaginin meydana gelmesi “CE mekanizmasi1” olarak adlandirilir.
Boyle bir mekanizmada C basamaginin hizi ¢ok yavas ve E basamag: tersinir ise CV’de pik
gozlenmez ve akim degisen potansiyel ile sinir degerine ulasir. Kimyasal reaksiyonun hizinin

cok yiiksek olmasi1 durumunda CV voltamogrami, normal difiizyon kontrollii durum ile aynidir.
» EC mekanizmasi

Bir elektrot reaksiyonu ilk 6nce elektron aktarim basamagindan ve ardindan bir kimyasal
basamaktan olusuyorsa EC mekanizmasi olarak adlandirilir.

Eger elektrokimyasal basamak tamamen tersinmez ise kimyasal basamagin
voltamogramda higbir etkisi bulunmayacagi ic¢in veriler kinetik agidan incelenemez.
Elektrokimyasal basamagin tersinir oldugu durumda kimyasal reaksiyon basamaginin hiz sabiti
biiyiik ise yani hizliysa anodik pik gézlenmez. Ancak kimyasal basamagin hiz1 kiiciik ise anodik

pik gozlenir.
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> ECE mekanizmasi

Bir elektrot reaksiyonunda elektron aktarim basamagini devaminda homojen bir
kimyasal reaksiyon ve bu homojen reaksiyonu takip eden de elektrokimyasal bir reaksiyon var
ise, bu mekanizmaya ECE mekanizmasi denir. ECE mekanizmasi1 doniisiimlii voltametri teknigi

kullanarak belirlenebilir (Bard ve Faulkner, 2001).

1.5.2. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Elektrodun digaridan farkli uyarma sinyalleri ile uyarilmasiyla analitin elektrotla olan
etkilesimi arttirilabilir. Diferansiyel puls voltametri potansiyel artisinin pulslu bir sekilde
gerceklestirildigi voltametrik bir teknik olup Barker ve Jenkin tarafindan 1952°de gelistirilmistir.
Burada uygulanan pulslar dogrusal artis gosteren ve sabit biiyiikliikte uygulanan pulslardir. Bu
pulslar ¢alisma elektroduna belirli araliklarla ve belirli stirelerde (dE/dt) uygulanir (Sekil 1.17).
Ardisik artan vuruslar seklinde gerceklesen potansiyel degisimine karsi dlciilen akim degerleri
iki noktada 6lgiiliir. Olgiimlerin ilki puls baslangicinda, digeri ise pulsun bitimine yakin bir
noktadadir. Olgiilen iki deger arasindaki fark Alpuis olarak gosterilir. Potansiyel ile bu akim

farklar1 arasinda elde edilen grafige diferansiyel puls voltamogrami denir (Wang, 2000).
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Sekil 1.17. A) Diferansiyel puls voltametrisi igin kullanilan uyarma sinyali B) Diferansiyel puls voltametrisine ait
bir voltamogram

Daha c¢ok kalitatif ve kantitatif analiz amacl kullanilan diferansiyel puls yontemiyle

oldukga diisiik tayin sinirlarinda analizler yapilabilir.
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1.5.3. Kare dalga voltametrisi (SWV)

Sahip oldugu hassasiyet ve analiz siiresinin kisa siirmesi kare dalga voltametriyi avantajli
kilan 6zellikleridir. Yontemde kullanilan uyarma sinyalleri ardisik olarak artan kare dalgalar
seklindedir. Her ne kadar diferansiyel puls yonteminde uygulanan uyarma sinyallerine benzese
de dalga igerisinde ani potansiyel artisindan sonra dogrusal bir artis gézlenmezken dalgalar
arasinda sistematik ve kademeli bir artis vardir. Potansiyel degisikligine karsi olusan akim
degerleri potansiyel uygulanmadan 6nce ve ani potansiyel artisinin sonunda gelen bekleme
stiresinden sonra 6l¢iiliir. Bu iki akim arasindaki fark ise uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu
olarak grafige gegirildiginde kare dalga voltogrami elde edilir. Eser miktarda madde

analizlerinde tercih edilir (Ozcan, 2014).
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Sekil 1.18. A) Kare dalga voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali B) Kare dalga voltametrisine ait bir
voltamogram

Kare dalga voltametrisi uygulanirken cihaz lizerinde kare dalga degiskenleri lizerinde
baz1 degisiklikler yapilarak elde edilen pik akimlari iyilestirilebilir. Bu parametreler; genlik,
frekans ve bekleme potansiyeli seklindedir. Genellikle frekans ve genlik arttirildiginda pik akimi
degerlerinde artis goriiliir. Fakat bunlarla birlikte artan pikteki yayilmaya dikkat etmek gerekir.
Bu durum diisiik konsantrasyonlarda pik belirginligini etkilemektedir.

Analiz siiresinin kisa olmasi tekrarli deneyler yapilabilmesine imkan saglar ve boylelikle

caligmanin kesinligi arttirilmis olur.
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Kare dalga voltametrisi diferansiyel puls voltametrisine kiyasla elde edilen pik akimlari
acisindan ortalama 4 kat kadar daha biiyiik degere sahiptir (Turan, 2008).

1.5.4. Sabit potansiyelli elektroliz (Bulk elektroliz, BE)

Cozelti igerisinde bulunan elektroaktif maddenin elektrolizine dayali bir yontem olup bir
reaksiyonda aktarilan elektron sayisim1 bulmak i¢in kullanilir. Calismaya once elektrolizi
yapilacak maddenin indirgendigi veye yiikseltgendigi potansiyel araligini belirleyerek baslanir.
Bu aralik CV, SCP, NPP, NPV, DPP, DPV, SWV gibi teknikler kullanilarak belirlenebilir.
Potansiyel araligin belirlenmesi isleminden sonra bu aralikta elektroaktif maddenin belli bir siire
elektroliz yapilir. Elektroliz esnasinda potansiyel sabit tutulur. Yontem ismini buradan
almaktadir.

Bu yontemde calisma siiresi diger yontemlere kiyasla daha uzundur ve calisma
elektrodunun yiizey alani ise daha biiytktiir. Elektroliz isleminin tamamlanabilmesi i¢in ¢ozelti
icerisindeki elektroaktif tiiriin derisiminde meydan gelen degisime bakilir. Derisim baslangig

degerinin % 1’ine ulastiginda elektroliz islemi tamamlanmistir ( Isbir, 2007).

1.5.5. Siyirma voltametrisi

Cevre ve klinik 6rneklerdeki maddelerin tayini i¢in duyarli yontemlere duyulan ihtiyag
giinden giline artmaktadir. Styirma voltametrisi bu ihtiyactan dogmus ve son yillarda hizli bir
seklide gelismekte olan bir yontemdir. Karisim analizlerine uygulanabilirligi, cihazlarin
ucuzlugu ve 6l¢iim kolaylig1 sebebiyle analizcilerin tercih ettigi bir yontemdir.

Siyirma voltametrisi kromatografik, florometrik, atom absorpsiyon ve nétron aktivasyon
gibi duyarlilig1 yiiksek kabul edilen yontemlere es degerde kabul edilmekte ve eser madde
analizlerinde basvurulan bes yontemden biri olarak sayilmaktadir. Hem organik hem de
anorganik madde analizlerinde kullanilan siyirma voltametrisi sadece organik madde
analizlerinde kullanilan atomik absorpsiyon yontemine gore daha ¢ok avantaja sahiptir. Bunun
disinda ayni ¢ozeltiyi ¢ok defa kullanim imkan1 saglamasi agisindan tercih edilen bir yontemdir.
Elektroanalitik yontemler icerisinde kiyaslandiginda da duyarliligi en yiiksek yontemdir. Styirma
voltametrisi sisteme disaridan potansiyel uygulayarak ¢ozelti icerisindeki elektroaktif maddenin
kimyasal olarak elektrot yiizeyinde biriktirilmesi ve herhangi bir kimyasal etki yapmaksizin sabit

potansiyelle elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine adsorpsiyonla biriktirilmesi olmak iizere iki



41

farkli sekilde uygulanmaktadir. Her iki uygulamada da islem iki basamakta gergeklesir. Birinci
basamak biriktirme basamagi, ikinci basamak ise styirma basamagidir.

Potansiyel uygulayarak gergeklestirilen birinci uygulamanin ilk asamasinda cozelti
icerisinde bulunan elektroaktif tiir indirgenme veya ylikseltgenmenin oldugu bir kimyasal
reaksiyonla elektrot yiizeyine biriktirilir. Bu islem sabit potansiyel altinda gergeklestirilir.
Boylelikle indirgenen veya ylikseltenen madde elektrot yiizeyinde ¢oziinmez duruma
doniistiiriiliir.

Ikinci asamada ise elektrot yiizeyinde biriktirilen madde disaridan potansiyel
uygulanmastyla indirgenerek veya ylikseltgenerek elektrot yiizeyinden siyrilir ve tekrardan
cozeltiye kazandirilir. Bu islem maddenin indirgendigi katodik yonde yapilirsa katodik styirma
voltametrisi (KSV), maddenin yiikseltgendigi anodik yonde yapilirsa anodik styirma voltametrisi
(ASV) olarak adlandirilir. indirgenme veya yiikseltgenmenin oldugu bir kimyasal reaksiyonla
elektrot yiizeyinde biriktirilen maddenin yiizeyden styrilip tekrardan ¢ozeltiye karistirilmasi ters
yonde bir reaksiyonla gerceklesir. Bundan dolay1r anodik ve katodik siyirma voltametrisinde
gergeklesen reaksiyonlar tersinir olmalidir. Olusan {iriiniin bozundugu veya aktif olmayan bir
hale donistiigi durumlarda anodik ve katodik siyirma voltametrisi uygulanamaz (Wang, 200;
Turan, 2015).

Maddenin ¢ozeltiye tekrardan kazandirildigi, yiikseltgenme veya indirgenmenin
gerceklestigi anda meydana gelen akim Olgiilerek kantitatif analiz yapilir. Yontem ismini bu
basamaktan almaktadir.

Ikinci uygulama ise, adsorptif styirma voltametrisi (AdSV) dir. Bu ydntemin biriktirme
basamaginda cozeltideki elektroaktif madde sabit potansiyel altinda herhangi bir kimyasal
reaksiyon olmaksizin fiziksel adsorpsiyon yolu ile elektrot yiizeyinde biriktirilir. Ikinci
basamakta ise potansiyel uygulanmasiyla yiizeydeki maddenin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi saglanir ve olusan akim Ol¢iiliir. Son yillarda gelistirilen bu yontem ile hem ¢ok
duyarl1 bir analitik yontem elde edilmis hem de voltametride istenilmeyen adsorpsiyon olay1 bir
avantaj haline dontistliriilmiistiir.

Biriktirme basamaginda elektroaktif maddenin elektrot ylizeyindeki derisim degeri
styirma analizinin duyarlili§inin bir dl¢iisiidiir. Madde derigimi ne kadar yiiksekse duyarlilik o
kadar fazladir.

Siyirma basamaginda istenilen farkli voltametrik yontemler kullanilabilir. Yapilan

potansiyel taramasina gore yontem de siyirma voltametrisi, dogrusal taramali siyirma
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voltametrisi, diferansiyel puls siyirma voltametrisi veya kare dalga siyirma voltametrisi vb. gibi
farkli isimler alir (Wang, 2000).

Sekil 1.19°da her iki teknik i¢in potansiyel-zaman profili verilmistir.

1 Bu basamakta madde bir kimyasal reaksiyonla veya

fiziksel adsorpsiyonla elektrot ylzeyinde biriktirilir.

Potansiyeli / (Biriktirme Basamagi)

Bu basamakta, elektrot ylzeyinde biriktirilmis
madde bir potansiyel taramasi ile elektrot

/ ylzeyinden  siyrilarak  tekrar  ¢Ozeltiye
kazandirihr. Bu basamakta istenilen bir
voltametrik teknik kullanilabilir. (Siyirma
Basamagi)

Biriktirme

Potansiyel, V

v

Zzaman

Sekil 1.19. Siyirma tekniklerinde potansiyel-zaman profili

1.5.5.1. Anodik siyirma voltametrisi (ASV)

‘Anodik sityirma voltametrisinde biriktirme islemi katodik yonde, potansiyel taramasi ise
anodik yonde yapilir.’

Yukarida da bahsedildigi gibi anodik styirma voltametrisinde biriktirme islemi sabit bir
potansiyel altinda yapilir. Bu sabit potansiyel katodik yonde ve belli bir siire () uygulanir.
Biriktirmenin yapildig: siire boyunca ¢6zelti karistirtlir. Potansiyelin kiiciik olmasi ve elektrot
ylizeyinin mikro boyutta olmasindan dolay1 bu basamakta akim degisiklinin olmadig: varsayilir.
Biriken maddenin elektrot ylizeyine ulasma hizi, maddenin derisimine, elektrolit ¢dzeltisinin
difiizyon Ozelliklerine ve kullanilan elektrodun ylizey alanina bagli olarak degisir. Dogru
sonuglar alabilmek i¢in biriktirme kosullarmin (karistirma hizi, biriktirme siiresi ve sicaklik)
analiz boyunca sabit kalmasi1 gereklidir (Copeland ve Skogerboe, 1974; Bond, 1980).

Katodik reaksiyonun gerceklestigi biriktirme basamagindan sonra anodik reaksiyonun
oldugu bir siyirma basamagi1 gerceklesir. Yiizeyde biriken maddenin yiikseltgenmesiyle hem
styirma islemi gergeklesir hem de bir akim olusur. Elektrot potansiyelinin bir fonksiyonu olan
styirma akimi ¢ozelti i¢indeki ve elektrot yilizeyindeki maddenin derigimi ile dogru orantilidir

(Copeland ve Skogerboe, 1974; Bard ve Faulkner, 1980; Bond, 1980).
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1.5.5.2. Katodik siyirma voltametrisi (KSV)

‘Katodik siyirma voltametrisinde biriktirme islemi anodik yonde, siyirma ise katodik
yonde yapilir.’

Anyon ve molekiillerin tayin edilebildigi katodik siyirma voltametrisinin biriktirme
basamaginda ¢ozelti icerisindeki maddenin iyonlarina yiikseltgenmesi ile bir anodik reaksiyon
gergeklesir. Olusan bu iyonlar elektrot yiizeyinde maddenin ¢oziinmeyen tuzlar1 halinde birikir.
Siyirma basamaginda gerceklestirilen katodik siyirma voltametrisi ile ylizeyde biriken bu
tuzlarin ¢ozeltiye tekrardan karistirilmasi saglanir. ilag ve pestisit olarak kullamlan organik
bilesiklerin analizinde kullanilan katodik siyirma voltametrisinde elektrot {izerinde biriken tuz
tabakasinin kalinligima dikkat etmek gerekir. Aksi takdirde siyirma basamaginda elde edilen
styirma pikinde bozulmalar meydana gelebilir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in ¢ok diigiik

konsantrasyonlu ¢ozeltiler ile ¢alisilmalidir (Wang, 2000).

1.5.5.3. Adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV)

Voltametrik analiz yontemleri igerisinde duyarliligt en yiiksek yontemdir. Diigiik
maliyetli olmasi ve tayin edilebilmesi ¢ok zor, eser miktardaki maddelerin tayininde dahi etkili
olmast AdSV’ni hem diger voltametrik yontemlere hem de ASV ve KSV’ne kiyasla tercih edilir
kilmistir. Yontem, organik maddelerin yani sira anorganik maddelerin tayininde de
kullanilmaktadir. Adsorpsiyon olayinin bir dezavantaj olarak algilandigi voltametri i¢in durumun
tamamen avantaja donustiiriildiigii bir yontemdir. Elektrot yiizeyine baglanma adsorptif olarak
gerceklestirgi icin yontemin uygulanmasinda gergeklesen reaksiyonun tersinir olma zorunlulugu
yoktur. Birinci basamakta ¢ozelti sabit potansiyelde karistirilir ve ¢ozelti igerisindeki elektroaktif
tiirlin elektrot ylizeyine adsopsiyon ile tutunmasi saglanir. Styrma basamaginda ise ani olarak
uygulanan potansiyel ile elektrot ylizeyindeki tiirlin indirgenme veya ylikseltgenme yoluyla
cozeltiye tekrardan karistirilmasi saglanir (Wang, 2000). Yontemin uygulanmasinda siyirma
parametrelerine de dikkat etmek gerekir. Optimum parametrelerin belirlenmesiyle yontemin
duyarhilig1 daha da arttirilir. Yontemin uygulanmasindaki en biiytlik avantaj; bir deney serisi i¢in
kullanilan elektrodu sabitleyebilmektir. Elektrodun sabitlenmesi ve belirli bir siire sonra stabil
hale gelmesiyle, eser madde tayinlerinde sistemin dengesini bozacak sekilde yapilan ¢ok kiigiik

dis etkilerin dahi sistemde olusturdugu tepki ¢ok net bir sekilde gdzlemlenebilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bunaciu ve arkadaslar1 (2016), otomatik oksidasyonu durdurma ve antioksidan kapasite
tahlillerinin kimyasal ilkelerini analiz etme hakkinda antioksidanlarla ilgili bir¢ok c¢alisma
yapmusglardir. Calismalarinda birbirinden farkli metotlar (elektroanalitik metotlar, kromatografik
metotlar, spektroskopik metotlar, florumetrik metotlar, kemiliiminesans metotlar, vs.) kullanmis
ve sonuglarini birgok agidan kiyaslama imkani bulmuslardir. Boylelikle literatiire oldukc¢a fazla
katki saglamiglardir. Farkli laboratuvarlar tarafindan elde edilen sonuglardaki belirgin
uyumsuzluklart géz Oniine alarak karsilastirmali degerlendirmenin ve standardizasyonun ne

kadar gerekli oldugunu géstermislerdir.

2.1. Antioksidanlarin Elektrokimyasal Analizi

Barosso ve arkadaslar1 (2012), elektrokimyasal sensor kullanarak bazi igeceklerin
antioksidan kapasitelerini degerlendirmislerdir. Biyosensor elektrotlarint GC elektrot yiizeyine
Purin (Guanin veya Adenin) baglayarak olusturmuslardir. Fenton tipi reaksiyonla olusan
hidroksil radikalinin Piirin (Guanin veya Adenin) bazlarina verdigi hasarin etkisini
incelemislerdir. Hidroksil radikalinin verdigi zararlari etkisiz hale getirmek igin 5 antioksidan ile

calismislardir. Bunlar; Askorbik asit, Gallik asit, Kafeik asit, Kumarik asit ve Resveratroldiir.
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Sekil 2.1. Adenin bazinin GC elektrot yiizeyine immobilize edilmesi ve tasarlanan sensor elektrodun SWV
voltamogrami. (a) blank sinyali (maks. pik akimi) (b) hidroksil radikali hasar1 (c) bir antioksidan ortaminda hidroksil
radikali hasar1 (Askorbik asit)
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Bu antioksidanlar GC elektrot ylizeyine modifiye edilmis Adenin ve Guanin bazini
korumada ve hidroksil radikalinin olumsuz etkisini yok etmede etkilidirler. Antioksidanlarin
varliginda ve yoklugunda modifiye edilen Piirin baz1 ile serbest radikalin etkilisimlerini SWV ile
elde ettikleri Adenin ve Guanin bazi piklerindeki degisimlere bakarak degerlendirmislerdir. Elde
ettikleri sonuglarla Piirin biyosensoriin igeceklerdeki toplam antioksidan kapasitesini dlgmede

etkin oldugunu gostermislerdir.

Guanin Bazi
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Sekil 2.2. Guanin bazinin GC elektrot yiizeyine immobilize edilmesi ve tasarlanan sensor elektrodun SWV
voltamogramu. (a) blank sinyali (maks. pik akimi) (b) hidroksil radikali hasari (¢) bir antioksidan ortaminda hidroksil
radikali hasar1 (Askorbik asit)

Ulubay Karabiberlioglu ve arkadaglar1 (2018), gelistirdikleri elektrokimyasal metotla
grafen oksit kompoziti ile zengillestirilmis nikel nanopargaciklari ile modifiye ettikleri camsi
kabon elektrodu (Ni-GO/GCE) Rutin tayininde kullanmiglardir. Hazirlanan elektrotlarin yiizey
morfolojisini, yiizey kimyasini ve iletkenligini, taramali elektron mikroskobu (SEM), yiiksek
¢oziiniirlikli transmisyon elektron mikroskobu (HRTEM), X-Isin1 fotoelektron spektroskopisi
(XPS) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile karakterize etmisler. Ni-GO/GCE
yiizeyindeki Rutin’in elektrokimyasal davranisini doniisiimlii voltametri teknigi ile incelemisler,
kare dalga voltametri teknigi ile de Rutin tayini yapmiglardir.

Sonuglar, optimize edilmis kosullar altinda, Rutin’in anodik pik akimmin (Ipa), iki
konsantrasyon araliginda (1.1x1078—1.0x107® mol L ve 2.2x107%— 1.5x10°mol L) dogrusal
oldugunu gostermistir (Sekil 2.3). Gelistirdikleri elektrot ile tayin sinirin1 3.2x107° mol L™ olarak

gbzlemlemislerdir.
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Sekil 2.3. Farkl: konsantrasyonlardaki Rutin’in kare dalga voltamogramlari (a-p: 1.1 x 1078 - 1.5x 1075)

Demir Miilazimoglu ve Miilazimoglu (2013), bu ¢alismada 4-4'-metilendianilin (MDA)
ile modifiye edilmis elektrodun Kuersetin, Kaempferol, Luteolin, Galangin tespitinde
kullanilabilirligi ayr1 ayr1 ve es zamanli olarak incelenmistir. GC elektrot yiizeyinin MDA ile
modifiyesi doniisiimlii voltametri ile gergeklestirilmis ayni zamanda bu sensor elektrodun
karekterizasyonunda doniisiimlii voltametri, elektrokimyasal impedans spektroskopi ve taramali
elektron mikroskopi teknikleri kullanilmistir. Sonug olarak MDA modifiye GC sensor elektrotla
flavonoid tiirevleri ayr1 ayr1 ve es zamanl kolayca tayin edilebilmektedir.

Demir Miilazimoglu ve Miilazimoglu (2013), bu ¢alismada Kuersetin (Que), Galangin
(Gal), Hidroksiflavon (Flv) ve Krisin (Chr)’in tayininide camsi karbon elektrodun 2-amino-3-
hidroksipiridin (AHP) ile modifikasyonu sonras1 kullanilabilirliginin belirlenmesi dontigiimli
voltametri teknigi ile incelenmistir. Modifiye edilmis elektrot ylizeyinin karekterizasyonu
doniistimlii voltametri, elektrokimyasal impedans spektroskopi ve taramali elektron mikroskopi
teknikleri ile gergeklestirilmistir. AHP’nin camsi karbon elektrot yilizeyine modifikasyonu -150
ile +600 mV potensiyel araliginda 100 mV s tarama hizinda ve 30 dongiilii yapilmistir. Modifiye
edilmis ylizeye flavanoid tiirevlerinin baglanmasi +300 ile +1700 mV potansiyel araliginda 100
mV s tarama hizinda ve 10 dongiilii olarak gerceklestirilmistir. Kare dalga voltemetri teknigi
ile baz1 flavanoidlerin belirlenmesiyle modifiye elektrodun kullanilabilirligi incelenmistir. Sonug
olarak AHP modifiye camsi karbon elektrotla Que, 3HF ve Chr; Gal, 3HF ve Chr; 3HF ve Chr’in

es zamanli olarak tayin edilebilirligi belirlenmistir.
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Sekil 2.4. Asetonitrilde ¢oziinmiis 100 mM NBuUsBFs da hazirlanmis 1 mM Kuersetin, Galangin, 3HF ve Krisin’in
+300 ve +1700 mV potansiyel araliginda GC/AHP elektrotla elde edilmis voltamogramlari. 100 mV s* tarama
hizinda Ag/Ag* (10 mM) referans elektroda kars1

Wong ve arkadaglar1 (2015), Tetrasiklin tayininde kullanmak {izere bir sensor elektrot
gelistirmiglerdir. Bunun i¢in oncelikle karbon pasta elektrodu karboksil (COOH) grubu ile
fonksiyonlasgtiritlmig ¢ok duvarl karbon nano tiip (MWCNTs) ve grafen oksit (GO) ile modifiye
etmisglerdir. Elektrokimyasal sensorii, karbon pasta elektroda % 2.6 (w/w) oraninda MWCNT-
COOH ve % 3.1 (w/w) oraninda GO kullanarak gelistirmiglerdir. Karekterizasyon islemleri igin
diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisini (DPAdSV) kullanmislar ve Tetrasiklin igin
3.6x107" mol L™ tayin simirinda dogrusal cevap araligim 2.0x107° ve 3.1x10~* mol L olarak
tespit etmiglerdir. Karbon pasta iizerine GO ve MWCNT-COOH’un modifikasyonu ile
elektrodun duyarliliginin, se¢iciliginin ve kararliliginin arttigin1 gézlemlemisler ve gelistirdikleri
bu sensor elektrodu inceledikleri numunelere herhangi bir 6n islem uygulamadan nehir suyunda,
yapay numunede ve farmakolojik orneklerde Tetrasiklin tayini i¢in kullanmiglardir.
Elektrokimyasal oOlgiimler i¢in hesapladiklar1 bagil sapmanin % 6’dan (n=3) az oldugunu
belirtmislerdir.

Miilazimoglu ve arkadaslar1 (2011), Kuersetin’in, 3- Hidroksiflavon’un ve Baikalin’in
doniislimlii  voltametri yontemiyle camsi1 karbon elektrot ylizeyinde elektrokimyasal
yukseltgenmelerini incelemislerdir. Elektrokimyasal ¢alismalarini {i¢ elektrotlu hiicre sisteminde
gergeklestirmislerdir. Modifikasyon islemlerini susuz ortamda gergeklestirirken karakterizasyon
islemlerini hem sulu hem de susuz ortamda gerceklestirmislerdir. Susuz ortam deneyleri i¢in
asetonitril icinde 0.1 M tetrabiitilamonyum tetrafloraborat ¢ozeltisini kullanirken sulu ortam
deneylerinde pH’s1 2 olan Britton-Robinson tampon ¢o6zeltisi ve 0.1 M KCl ¢ozeltisi

kullanmiglardir. Tiim bilesiklerin modifikasyon islemlerini CV ile gerceklestirmislerdir. Yiizey
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karakterizasyonlarinda ise CV, EIS, temas agist metodu (CAM), Elipsometri ve AFM
yontemlerini kullanmiglardir.

Liu ve arkadaslar1 (2015), Metronidazol tayini i¢in molekiiler baskili polimer ve ¢ok
duvarli karbon nanotiipiin olusturdugu kompozit yapiyr bir sensor elektrot olarak
gelistirmislerdir. Karakterizasyon islemlerini SEM ile gergeklestirmisler ve MWCNTs tizerinde
biriken miikemmel bir polimerik tabaka goézlemlemislerdir. Elde ettikleri bu ylizeyin
Metronidazol’e karsi verdigi elektriksel sinyallerde belirgin bir artis oldugunu bulmuslardir.
Uyguladiklar1 metot ile herhangi bir yardimci ayirma metoduna ihtiyag duymadan ilaglarda ve
balik dokusunda Metronidazol miktar1 tayininin rahatlikla yapilabilecegini vurgulamiglardir.

Devi ve arkadaglar1 (2015), balik, kiimes hayvanlari ve koruyucu gidalar gibi hayvansal
gidalarda koruyucu olarak bulunan Etoksikuin (EQ) ile ¢alismis ve koruyucu olarak EQ’nin
asirisinin - (>75 ppm) c¢esitli saglik sorunlarina neden olduguna deginmislerdir. Gida
numunelerinden EQ’nun tayini i¢in daha Onceleri kullanilan metotlarin karmasik ve pahali
olmasindan dolay1 gelistirdikleri metot ile EQ tayini yapmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada GC
elektrot yilizeyine pH’s1 7 olan 0.1 M fosfat tamponunda (PBS) cok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) modifiye ederek secici ve enzimatik olmayan elektroanalitik bir yontem ile yeni bir
modifiye elektrot gelistirmislerdir. GCE/MWCNT elektrot ile etanol de ¢oziilmis EQ
cozeltisinde -0.2 V potansiyelde kinolin tiirevine bagl bir redoks piki gézlemlemisler, modifiye
yapmadiklari GC elektrotta herhangi bir pike rastlamamiglar,  modifiye elektrodun
karakterizasyonunu ise Raman ve FTIR ile yapmislardir.

Ensafi ve arkadaslari (2016), modifiye ettikleri kalem grafit elektrot (PGE) ile Naringin-
DNA etkilesimini inceledikleri ve Naringin tayini lizerinde galistiklari bir elektrokimyasal sensor
gelistirmiglerdir. Kullandiklar1 biosensorii DNA ilaveli dialildimetilamonyum kloriir ve
MWCNT pargaciklari1 (dASDNA/PDDA-MWCNTs/PGE), PGE yiizeyine modifiye ederek
hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 biyosensoriin degerlendirmesinde diferansiyel puls votametri
teknigini  kullanmislar, Adenin ve Guanin oksidasyon sinyallerindeki degisiklerden
yararlanmiglardir. Optimum kosullarda, 0.010 pg mL™! tayin sinirinda, Naringin Slgiimlerini
0.058-580.0 ug mL™! arasinda yapmislardir. 0.58 pg mL™!' Naringin’in Guanin ve Adenin ile
etkilesiminden kaynaklanan sinyallerine dayali bes dl¢limii i¢in hesaplanan standart sapmalari
sirastyla % 3.7 ve % 4.2°dir. Gelistirdikleri biyosensorii Naringin tayini i¢in seg¢ici bir sensor
olarak kullanmislardir. Modifiye edilen ve modifiye edilmeyen PGE’ nin yiik transfer direncini
ise EIS ile degerlendirmislerdir. Son olarak yiiksek kararliliktaki elektrokimyasal biyosensorii

cesitli narenciye sularinda Naringin analizi i¢in kullanmiglardir.
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Sekil 2.5. Naringin i¢in elektrot secimi. 0.10 mol L™ KCl iceren 5.0 mmol L™ Fe(CN)¢®* ¢ozeltisi igerisinde a)
Modifiye olmamis PGE; (b) MWCNTSs-PDDA/PGE ve (c) MWCNTs-PDDA/DNA/PGE igin alinan EIS gorintiileri
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Sekil 2.6. ds-DNA/PDDA-MWCNTSs/PGE yiizeyinde Guanin ve Adenin’in Naringin ile etkilesimi sonucu alinan

DPV. (2.0, 20.0, 100.0, 400.0 ve 600.0 mg L' derisimlerinde, pH 4.8 asetat tamponu igerisinde, +0.40 V ve +1.40
V potansiyel araliginda)

Molekiiler baski teknolojisi, molekiilleri tanimaya dayanir. Bu hedef molekiil ¢evresinde
olusan bir polimerizasyon tiiriidiir. Capraz bagli polimerik matrislerin i¢indeki bosluklardan
dolay1 bu teknik olugsmustur. Bu makalede Gupta ve arkadaslar1 (2014), Kamferol’iin (KAE)
gercek zamanli tayini i¢in kuvars kristal mikrobalansi (QCM) ile bir nanosensor tasarlamiglardir.
Oncelikle ¢ip yiizeyinde ¢ift baglarin polimerizasyonunu gosterebilmek icin alil merkaptanin
kendiliginden birlesebilen tek katmanli olusumuyla altin yiizeyin QCM ¢ipi ile modifikasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Daha sonra altin  yiizey iizerinde KAE baskili poli (2-

hidroksietilmetakrilat-metakriloilamidoaspartik asit) [P(HEMA-MAASD)] filmini
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olusturmuslardir. Modifiye edilmemis ve KAE baskili p(HEMA-MAAsp) ile modifiye edilmis
yiizeylerin karekterizasyonunu atomik kuvvet mikroskopi (AFM), Fourier doniisiim infrared
spektroskopi (FTIR) ve elipsometri ile gerceklestirmislerdir. Derisim i¢in dogrusal araligi
2.0x107%0- 1,5x107° M seklinde ve tayin smirin1 6.0x101* M olarak bulmuslardir. Gelistirdikleri
metodu portakal ve elma suyu gibi gergek numunelerde Kuersetin (QR), Mirisetin (MYR) ve
Apigenin (API) varliginda KAE tayininde kullanmislardir.

Wang ve arkadaslar1 (2015), farmakolojik enjeksiyonlarda ve sulandirilmig insan kani
numunelerinde Epirubisin (EPI) ve Metotreksat (MTX) tayini iizerinde ¢alismislardir.
Calismalarinda perde baskili elektrot (SPE) kullanmislardir. SPE elektrodu sirasiyla; ¢ok duvarl
karbon nanotiip (MWCNTs), ZnO pargaciklari ve altin (Au) nano pargaciklari ile kademeli olarak
modifiye etmisler ve modifiye edilen elektrodun elektrokimyasal davraniglarinin kademeli
modifikasyona bagli olarak biiyiik oranda gelistigini tespit etmislerdir. Maddelerin tayini i¢in
optimum deney kosullarini belirlemisler ve kare dalga voltametrisi (SWV) kullanarak EPI ve
MTX igin elde ettikleri piklerin konsantrasyon artis1 ile dogrusal artis gosterdigi sonucuna
ulagsmislardir. Optimum kosullarda EPI ve MTX i¢in sirasiyla 2.5 nM ve 10 nM tayin sinirinda,
dogrusal araliklarini 0.005-0.200 pM and 0.02—-1.00 puM olarak belirlemislerdir. Farmakolojik
enjeksiyonlarda ve insan kaninda EPI ve MTX tayininde tatmin edici sonuglara ulagmiglardir.

Liang ve arkadasglar1 (2017), setiltrimetil amonyum bromiir-karboksilik ile
zenginlestirdikleri ¢ok duvarli karbon nanotiip kompozitlerini ¢ok duvarli karbon pastasina
karigtirarak tirettikleri elektrot ile flovonoidlerin tayini igin essiz 6zelliklere sahip, hassas bir
elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir.

Miilazimoglu ve Demir Miilazimoglu (2012), tarafindan yapilan bu calismada, yapilari
farkli olan 10 farkli flavonoid’in (Kuersetin, Galangin, Krisin, 3-Hidroksiflavon, Naringenin,
Luteolin, Apigenin, Flavon, Kaemferol ve Naringin) camsi karbon elektrot yiizeyinde doniigiimlii
voltametri ile elektrokimyasal davranislari incelenmistir. Bu ¢alismada nitrofenil diazanoyum
tuzu olusturulmus, elektrokimyasal olarak elektrot yiizeyinde aminofenil sentezlenmistir.
Hazirlanan 1 mM nitrofenil diazonyum tuzu (100 mM tetrabiitilamonyum tetrafloraborat
igerisinde ¢Oziilmiig), asitonitril iginde camsi karbon elektrodu modifiye etmek igin
kullanilmistir. Diazo grubu iizerinden modifikasyon yapilmis ve sonrasinda asidik ortamda
indirgenerek nitro-amin doniisiimii saglanmistir. Camsi karbon elektrot yilizeyine modifiye edilen
aminofenil doniisiimlii voltametri teknigi ile flavonoid tiirevlerinin tayini i¢in kullanilmistir.

Sonug olarak yapisal olarak farkli olan flavonoidlerin akitivite dizilisi su siray1 izlemektedir:
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Kuersetin > Galangin > Krisin > 3-Hidroksiflavon > Naringenin > Luteolin > Apigenin > Flavon
> Kaempferol > Naringin.

Kuzmanovi¢ ve arkadaslar1 (2015), bor katkili elmas elektrot kullanarak Skutellaria
Baikalensis’in temel aktif flavonoidi olan Baikalin’in elektrokimyasal davraniglar1 ve tayini
tizerinde calismiglardir. BR tamponunda pH 2’de baikalin i¢in +0.5 V ve +0.8 V potansiyel
degerlerinde iki oksidasyon piki elde etmisler, kare dalga voltametri metodunu kullanarak

Baikalin tayini yapmuslardir.
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Sekil 2.7. 0.1 mmol Baikalin ¢ozeltisinin BDD (bor katkili elmas) elektrot ile a) doniigiimli voltamogramlar: (BR,
pH 2, 100 mV/s) b) SWV ile farkl: konsantrasyonlarda Baikalin tayini

Optimum parametrelerde 0.26 puM tayin smirinda 1-95 puM dogrusal araliginda
kalibrasyon grafigini ¢izmislerdir. Sekiz basarili 6l¢iimden sonra tekrarlanabilirligi % 37
bulmuslardir. Onerdikleri metodu miikemmel geri kazanimla ger¢ek numunelerde Baikalensis
tayininde kullanmiglardir. Gelistirdikleri yaklagimin, biyolojik numunelerde flavonoid

analizinde yaygin olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.
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Sekil 2.8. a) 10 pM Baikalin’in Urik asit varliginda ve yoklugunda alinan SW voltamogramlar1 b) 10 pM
Baikain’in Dopamin varliginda ve yoklugunda alinan SW voltamogramlari
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Sekil 2.9. Ure 6rnegi icerisinde farkli derisimlerde (2, 3, 4 ve 5 M) Baikalin standart1 ilavesi ile elde edilmis
voltamogramlar

Pan ve arkadaglar1 (2015), Klebsiella Pnomoni Karbapenemaz (KPC) tayininde
kullanilmak {izere hassas duyarlilikta bir elektrokimyasal DNA biyosensorii yapimi iizerinde
calismiglardir. GC elektrodun iizerine altin nanoparcaciklar (Au-NPs) ve grafen (Gr) modifiye
etmiglerdir. Calismalarinda karekterizasyon islemleri i¢in taramali elektron mikroskopi (SEM),
dontigiimlii voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopi (EIS) yontemlerini
kullanmiglardir. Hibridizasyon tayini 6l¢iimlerini metilen mavisi kullanarak diferansiyel puls
voltametri (DPV) yéntemi ile yapmuslardir. Hedef DNA dizisi icin 2x107" mol L™ tayin smuri
ile dinamik araligi 1x107'2 ile 1x10~7 mol L™ araliginda belirlemislerdir. Calismalar1 siiresince
olusturduklart DNA biyosensoriin tamamlanmamis veya eslenmemis DNA dizilerinin arasindan

tamamlanmis DNA dizilerini tespit etmede miikemmel 6zellikte oldugunu gozlemlemislerdir.
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Elde ettikleri sonuglar yiiksek performans elektrokatalizorlerin gelismesi igin Au-NPs/Gr nano
kompositinin umut verici bir ylizey olusturdugunu gostermistir.

Shahrokhian ve arkadaslar1 (2014), ¢alismalarinda Seftriakson (CFX) tayini igin sensor
elektrot olusturmuslardir. Cams: karbon (GC) elektrodu ¢ok duvarli karbon nanotiiple
gelistirilmis platin nano pargaciklari ile modifiye etmislerdir. CFX’in camsi karbon iizerinde, cok
duvarli karbon nanotiiple modifiye edilmis camsi karbon tizerinde (MWCNT/GC) ve ¢ok duvarl
karbon nanotiiple gelistirilmis platin nano pargaciklar1 ile modifiye edilmis camsi karbon
(PtNPs/MWCNT/GC) iizerindeki elektrokimyasal davranislarini incelemislerdir. Optimize
edilmis kosullar altinda, tayin siirmin 9.01 nM oldugu ve 0.01-10.00 uM calisma araliginda
CFX’ in konsantrasyonu ile olusan oksidasyon pikinin dogrusal olarak arttigin
gozlemlemislerdir. Elde ettikleri sonuglarin modifiye edilen elektrodun farmakolojik ve klinik
numunelerdeki CFX tayininde kullanilabilecegini destekler nitelikte oldugunu belirtmislerdir.

Zhang ve arkadaslar1 (2014), Askorbik asit, Urik asit ve Dopamin igerisinde bulunan
Siprofloksasin (CPFX)’i tayin edebilmek igin bir sensor elektrot gelistirmislerdir. Bunun igin
oncelikle camsi karbon elektrodu poly alizerin kirmizisi (PAR) ile elektrokimyasal olarak
biriktirilmis grafen (EGR) komposit film ile modifiye etmislerdir. PAR/EGR filminin sekil ve
araylizey Ozelliklerini taramali elektron mikroskopi (SEM) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopi (EIS) ile incelemisler, PAR/EGR film iizerindeki CPFX’in elektrokatalitik olarak
yiikseltgenmesini ise dontisiimlii voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV)
yontemlerini kullanarak arastirmislardir. 0.01 pM tayin smirinda dogrusal araligi 4x1078 ile
1.2x10* M olarak belirlemislerdir.

Zhai ve arkadagslar1 (2015), siilfatlandirarak fonksiyonunu arttirdiklar1 grafeni giimiis
nano parcaciklari ile etkilestirerek (AgNPs/SF-GR/GC) camsi karbon elektrot yiizeyine modifiye
etmiglerdir. Bu modifiye elektrodu sirasiyla Kloramfenikol ve Metronidazol tayininde
kullanmiglardir. Silfonik grubun avantajiyla AgNPs, GC elektrot iizerine tutturulan grafende
kolaylikla birikmislerdir. Ciplak camsi karbona veya sadece siilfatlanmis grafene kiyasla
olusturulan AgNPs/SF-GR/GC elektrot Kloramfenikol ve Metronidazol tayininde miikemmel
indirgenme pikleri gdstermislerdir. ilave olarak bu antibakteriyel iki maddeyi pH’s1 4 olan, 0.10
M sitrik asit-sodyum sitrat tampon ¢ozeltisinden diferansiyel puls siyirma voltametri yontemiyle
tamamen ayirmiglar hatta yine bu iki maddeyi sulu ortamda da eszamanli ayirma calismalari

yapmislardir.
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Shi ve arkadaslar1 (2018), sofra yaginda bulunan sentetik antioksidan olan Propilgallet
(PG) ve Biitilhidroksianisoliin (BHA) es zamanli tayini i¢in grafen oksit/p-siklodekstrin (GO/p -

CD) kompozitini sentezleyerek bir elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir.

.6 o

b
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Potential / V vs.SCE

Sekil 2.10. 10 mmol/L PG and 6 mmol/L BHA nin diferansiyel puls voltamogramlari (a) bare GC, (b) GO/GCE,
(c) NH2-B-CD/rGO

Yeni gelistirdikleri elektrotla PG ve BHA’nin oksidasyon piklerinde belirgin bir artis

oldugunu gozlemlemislerdir.
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Sekil 2.11. NH.-B CD/rGO/GC elektrodun BR (pH 5.72) tamponunda diferansiyel puls voltamogramlar1 (A) 10
pmol/L. BHA varliginda farkli konsantrasyonlarda PG: 0.1, 0.8, 1.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 ve 30.0

pmol/L(a—k) ve (B) 6.0 umol/L PG varliginda farkli konsantrasyonlarda BHA: 0.05, 0.5, 0.8, 3.0, 8.0, 10.0, 15.0,
20.0, 25.0 and 30.0 umol/L(a—j)

PG ve BHA i¢in tayin sinirimi sirastyla 0.01pmol/L ve 0.03 pmol/L olarak dlgmiislerdir.

Gelistirdikleri sensorii sofra yagi analizinde es zamanli PG ve BHA tayininde basarili bir sekilde

kullanmiglardir.
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2.2. Antioksidanlarin Elektrokimyasal ve Kromatografik Metodlarla Analizi

Cortina-Puig ve arkadaslar1 (2012), farkli metotlarla fenolik bilesiklerin tayinleri tizerinde
calismiglardir. Fenolik bilesikler pek cok meyve, sebze ve icecekte dnemli bir bilesen olup
bunlarin lezzet, renk ve duyusal 6zelliklerine katkida bulunurlar. Ayrica oksidatif baski ile ilgili
oldugu diisiiniilen kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve inflamasyon hastaliklarin 6nlenmesinde
etkili olduklar1 diisiiniilmekte ve biyoaktif fonksiyonlari nedeniyle son yillarda 6zel ilgi
gormektedirler. Bu ¢alismada fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in farkli analitik yontemler
kullanmiglar bu yontemlerden sivi kramotografisini (LC) gaz kromatografisine (GC) kiyasla
tirevlendirme gerekmediginden ve daha diisiik bir opsiyona sahip olmasindan dolay: tercih
etmigledir. LC metodunu yalniz basina degil de elektrokimyasal tayin (ECD) veya kiitle
spektroskopisi dedektorleri (MS) ile birlikte ele aldiklarinda fenolik bilesikleri tayin etmede daha
hassas, segici ve tekrarlanabilir yontem haline geldigini gérmiislerdir.

Tyszczuk-Rotko ve arkadaslar1 (2013), yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC)
ile birlikte kullanilabilecek bir elektrokimyasal tayin sistemi gelistirmislerdir. Calisma elektrodu
olarak kursun film elektrot kullanmislardir. Bu elektrodu Betiilinik asitin (BA) adsorptif siyirma
voltametrik tayininde potansiyel sensor olarak test etmiglerdir. Uygulanan elektrokimyasal
yontemin duyarlilign giimiis film elektrodun yiizeyinde olusan adsorptif birikimden
kaynaklanmaktadir. Calismalarinda destek elektrolit olarak sodyum hidroksit ¢dzeltisi

kullanmisglardir.
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Sekil 2.12. 0.4 pg Lt derisimdeki BA ¢dzeltisinin kare dalga voltamogrami. (BA’ min -1 V potansiyelde 30 s boyunca
birikmesi saglanmistir.)
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Adsorptif styirma voltametri ile BA igin oksidasyon pikinin 0.02-0.5 ug L* araliginda

BA konsantrasyonu ile orantili oldugunu ve tayin smirmin da 0.009 pg L oldugunu
bulmuslardir.
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Sekil 2.13. 0.4 pg L derisimdeki BA ¢dzeltisinin 0 ile 1.7 V potansiyel araligindaki (a) camsi karbon elektrot (b)
ve kursun film elektrot ile elde edilen anodik siyirma kare dalga voltamogramlar

BA ekstraktina HPLC ayirma teknigini uyguladiktan sonra voltametrik tayin uygulayarak
miikemmel bir sonug elde etmislerdir. Onerdikleri metotla elde ettikleri sonucun HPLC-PAD
detektoriiyle elde edilen sonuglarla kiyasladiklarinda sonuglarin birbirine ¢ok yakin oldugunu
gormiislerdir. Pentasayklik tiriterpinin tayininde HPLC ile beraber yapilan ilk elektrokimyasal

caligmadir.
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Sekil 2.14. HPLC kromatogramlart: (a) birc bark ekstrakti; (b) 0.01 g L2 BA ; () 0.015g L' BA;(d) 0.06 gL' BA
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Sekil 2.15. HPLC ayirimindan sonra birc bark (B. Verrucosa) ekstraktindan elde edilen kare dalga voltomogramlari.
(a) 0.5 pug drnekte (b) 0.03 pg L BA (c) 0.06 pug L™ BA (d) 0.09 pg L BA (BA, elektrot yiizeyinde -1.0 V
potansiyelde 15 s boyunca dogrusal olarak biriktirilmistir.)

Tesio ve arkadaslar1 (2014), c¢alismalarinda farmakolojik formiillerde bulunan iki
flavonoid 6rnegi olan Luteolin ve Rutin’in elektroanalitik metodla miktarlarinin belirlenmesi
iizerinde durmuslardir. Calismalar1 polietilamin i¢ine dagilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip ile
modifiye edilmis camsi karbon elektroda kare dalga voltametrisi uygulanmasi temeline
dayanmaktadir. Her iki flovonoid tiirii de % 10 etanol + 1 mol/L HCIO4 sulu ¢ozeltisi i¢inde yari
tersinir reaksiyon gostermekte ve birbirine cok yakin potansiyel degerlerinde belirlenmektedirler.
Flavonoidlerin modifiye elektrot yilizeyine adsorpsiyonu 0.55 V potansiyelde ve 20 dk. siirede
gerceklestirilmistir. Calismalarinda; yapay sinirsel ag kullanarak elektrokimyasal sinyal
uygulamiglar ve Luteolin ve Rutin’in elektrokimyasal tepkilerinin biiyiik dl¢lide ortlistiigiinii
gozlemlemislerdir. Yapay sinirsel ag metoduyla her tablette Luteolin ve Rutin i¢in sirasiyla 92.6
+ 4 ve 92 + 1 mg deger tespit etmisler ve ulastiklari sonuglarin HPLC ile elde etikleri sonuglar
destekler nitelikte oldugunu belirtmislerdir.

Akyildirim ve arkadaslar1 (2015), demir nanopargaciklar1 (FeNPs) ve 2-aminoetantiyol
(2-AET) ile fonksiyonellestirilmis grafen oksit (2-AETGO) bazli yeni bir elektrokimyasal sensor
ile calismiglardir. Nanokompositlerin karekterizasyonu i¢in gegirimli elektron mikroskopi
(TEM), taramal1 elektron mikroskopi (SEM), X-1s1n1 fotoelektron spektroskopi-(XPS), yansima
emilim kizil6tesi spektroskopi (RAIRS), elektrokimyasal impedans spektroskopi-(EIS) ve x-1s1mn1
difraksiyonu (XRD) gibi metotlar1 kullanmislardr.
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Sekil 2.16. SWV ile alinmis farkli konsantrasyonlarda Kuersetin ¢ozeltilerinin FeNPs/2-AETGO/GC elektrot
ylizeyinde tayini

Dogrusalligr 1.0x1078 - 1.0x107" M, Kuersetin tayin smirmi 2.0x10° M olarak bulmuslar
ve modifiye edilmis GC elektrodu (FeNPs/2-AETGO/GCE) elma suyu gibi gida 6rneklerine

Kuersetin tayini i¢in kullanmiglardir.

Cizelge 2.1. LC-MS/MS ve SWV analiz sonuglar1

Ornek SWV LC-MS/MS
EUSS 2.10£(0.02)x10® | 2.12(0.04)x108
SD 0.02 0.02
RSD 0.95 0.94

Yaptiklar1 caligmalar sonunda LC-MS/MS ve SWV tekniklerini uygulayarak elde
ettikleri verilerin birbirinden ¢ok farkli olmadigint gérmiisler ve basit, daha ucuz ve hizli bir
teknik olan SWV tekniginin kullaniminin daha avantajli oldugunu belirtmislerdir.

Jungbluth ve arkadaglar1 (2000), Flavonol, okside olmus Flavonol ve Flavon iceren 12
bilesigi ayirmak i¢in UV, DAD, elektrosprey-MS ve ECD dedektorlerini kullanarak LC teknikleri
gelistirmislerdir. LC-ECD teknigi ile fenolik bilesiklerin tayininde, miktarini belirlemede ve ayni
zamanda redoks potansiyeli ve aktarilan elektron sayis1 gibi fizikokimyasal 0Ozellikleri
belirlemede etkin sonuclar elde etmislerdir. Buna karsilik LC-MS tekniginin de fenolik
bilesiklerin tayini ve yapisal karakterizasyon ¢aligmalarinda etkili oldugunu gézlemlemislerdir.
Her iki yontemi de ele aldiklarinda antioksidanlarin 6zelliklerini aydinlatmada oldukg¢a basarili

olduklar1 sonucuna ulagsmiglardir
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Sadikovi¢ ve arkadaglar1 (2014), gercek farmasotik ve biyolojik numunelerde yeni bir
yontem ile Ropinirol ve Levodopa 6l¢iimlerini yapmak i¢in Nafion polimer filmi karbon nanotiip

ile tiirevlendirmis ve yliksek secicilikli bir nano yapili elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir.
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Sekil 2.17. 5x10°° M Ropinirol’iin déniisiimlii voltamogramlar1. (a) Ciplak GCE, (b) NAF/GCE, (c) CNT/GCE,
(d) CNT-NAF/GCE; 0.1 M H2SO4 igerisinde

Oncelikle modifiye elektrotlarinin yiizey morfolojisini taramali elektron mikroskobu ile
karakterize etmislerdir. Caligmalarinda c¢iplak GC, Nafion modifiyeli GC ve CNT ile
tirevlendirdikleri Nafion modifiyeli GC elektrot ile Ropinirol varliginda doéniisiimli
voltamogramlarini elde etmisler ve ¢iplak GC elektroda kiyasla gelistirdikleri sensor elektrodun

Ropinirol’e ¢ok daha duyarl oldugunu gérmiislerdir.
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Sekil 2.18. 2x10° M Ropinirol ve Levodopa’nin kare dalga siyirma voltamogramlari. (a) 240 s 6nderistirmeden
sonra (b) dnderistirme yapmadan (c) destek elektrolit
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Sonraki adimda 2.5x10° M derisimdeki Ropinirol ve Levodopa karisimina kare dalga
voltametri teknigini ve kare dalda adsorptif siyirma voltametri teknigini uygulamislar ve tayin
piklerini elde etmislerdir. Kare dalga voltametri teknigine kiyasla kare dalga adsorptif siyirma

voltametri tekniginin duyarliliginin daha iyi oldugunu yapmis olduklart deneylerle

gostermislerdir
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Sekil 2.19. Farkli konsantrasyonlardaki Ropinirol’iin (1x107 - 1x10> M) CNT-NAF/GCE ile adsorptif siyirma kare
dalga voltamogramlari

Bu deneylerde Levodopa yoklugunda ve Levodopa varliginda farkli derisimlerde

Ropinirol tayini yapmislar ve elde ettikleri verilerle kalibrasyon grafiklerini ¢izmislerdir.

0.4 0.6 r OI.S 1|.0 1.2 1.4
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Sekil 2.20. 1x10% M Ropinirol varliginda farkli konsantrasyonlarda (2.5%107 - 1x10% M) Levadopanm CNT-
NAF/GC elektrot ile elde edilen adsorptif siyirma kare dalga voltamogramlari

Calismanin diger asamasinda SWAdSYV ile elde ettikleri sonuglart HPLC teknigi ile elde

ettikleri sonuglarla kiyaslamiglar ve istatistik olarak yapilan f ve t testi sonuglarinda belirgin bir
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fark gérmemislerdir. Yeni gelistirdikleri metodun ucuz ve hizli olmasindan dolay1 farmasdtik

bilesenlerin ve dozajlarinin kontrollerinde basariyla uygulayabilecekleri sonucuna ulagsmiglardir.

Cizelge 2.2. CNT-NAF/GCE ile ROP ve L-dopanin voltametrik tayininde SWV ve SWAdSV tekniklerinin analiz

sonuglart
ROP L-dopa
i SWV AdSWV i SWV AdSWV
Dogrusal aralik (M) 1x106-5%x10° |[1x107-1.5x10®% |1.5x106-1x10° |1x10°%1x10> 2.5x107-1x10°
Egim (pA M) 2.22 x 106 4.81 x 107 3.04 x 107 1.46 x 107 1.89 x 107
Alikonma (pA) 0.20 0.28 26.78 -4.45 2.64
Sxiy® 2.16 1.86 7.40 5.62 3.52
SpP 4.63 x 10* 1.62 x 10° 1.05 x 106 6.99 x 10° 3.55 x 10°
S.° 0.19 0.27 1.30 0.79 0.33
Korelasyon katsayisi 0.999 0.998 0.998 0.995 0.999
Tespit siniri 2.6 x107 1.6x 108 1.3 x107 1.6 x 107 5.2x 108
Tayin siniri 8.7 x 107 5.5x 108 4.3 x107 2.6 x 1011 1.7 x 107
Cizelge 2.3. ROP ve L-dopa tayininde SWV ve HPLC tekniklerinin analiz sonuglar1
Ornekler ROP L-dope
SWvV HPLC SWV HPLC

Etiket miktar 2 2 100 100

Tayin miktari 2.02 2.06 95.23 95.04

%RSD 1.16 0.49 1.25 0.06

% Bias 0.95 2.85 -4.77 -4.96

ilave edilen (M) 5.00 x 106 5.00 x 10 2.50 x 106 1.00 x 103

Bulunan (M) 4.96 x 10°® 5.03 x 10 2.48 x 106 1.02 x 1073

% Geri kazanim 99.2 100.6 99.4 101.8

% RSD 1.65 0.28 2.23 0.44

% Bias -0.76 0.64 -0.72 1.80

b 5.41 4.21

tbh 1.54 1.99

Ryan ve arkadaslar1 (1998), zeytin bitkisindeki ve zeytin yagindaki fenolik bilesiklerin

kalitatif tayini lizerinde calismislardir. Bunun icin bir¢ok farkli yontem kullanmislardir.

Ayirmanin en iyi sekilde olmasi icin farkli ¢oziicli, iyonlasma {iinitesi ve dedektorler ile

calismiglardir. Yaptiklar: ¢alisma sonucunda fenollerin ayirirminda HPLC ye kiyasla LC-MS in

oldukgca etkin oldugunu gézlemlemislerdir.
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Csupor ve arkadaslar1 (2016), yiizyillardir bilinen, karaciger ve safra kesesi
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan, stit dikenli bir bitki olan Silybum Marianum’un ekstratlari
tizerinde calismiglardir. Siit dikenli meyvelerin aktif bilesenleri flavonolignanlar olup, bunlar
kollektif olarak Silymarin olarak bilinir. Silybum Marianum’un yapisal olarak mor ve beyaz
cicek acan varyantlarindan 23 ¢esit flavonolignan izole etmislerdir. Flavonolignanlar genis bir
biyolojik etkinlik spektrumuna sahiptirler ve Silymarin, derin farmakolojik aktiviteleri igin
yogun arastirma konusu olmustur. Silymarin, bilesenleri ve Silymarin igeren iirlinlerin kapsamli
bir analizi, siit dikeni bazli iiriinlerin kalite kontroliinde kilit bir role sahiptir. Analitlerin diisiik
konsantrasyonundan otiirii, 6zellikle farmakolojik ve farmakokinetik ¢alismalar daha fazla
secici, hassas ve gelismis teknikler gerektirir. Csupor ve arkadaslari ¢aligmalarinda Silybum
Marianum 6ziitlerinin kimyasal kompozisyonu, izolasyonu ve saflastirilmasi gibi son gelismeleri
degerlendirerek Flavonolignanlarin tanimlanmasi, numune hazirlama, nitel ve nicel analiz i¢in
kullanilan ¢esitli analitik yaklasimlar1 incelemis ve bunlarin avantajlarini ve tayin limitlerini
tartismiglardir.

Zettersen ve arkadaslar1 (2009), Katesin, Kaemferol, Resveratrol, Kuersetin ve Kuersetin
glikozitlerini igeren fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi (ylikseltgenme potansiyeli) ve
kapasitesi (miktar) hakkinda bilgi edinmek i¢in elektrokimyasal (EC) dedektorle birlestirdikleri
s1v1 kromatografisi (LC) ve elektrosprey iyonizasyon tandem kiitle spektrometresi (LC/EC/ESI-
MS/MS)  kullanmiglardir.  Uyguladiklart  LC/EC/ESI-MS/MS  metoduyla  bireysel
antioksidanlarin ve oksidasyon iriinlerinin elde edilen m/z degerlerinin kombinasyonlarina, iyon
yogunluklarina bagli potansiyel degisimlerine ve LC, EC ve MS kromatogramlarindaki alikonma
stireleri arasindaki korelasyonlarina dayanan tespit ve karakterizasyon islemlerini yapmislardir.
Elde ettikleri sonuglar yontemin kompleks orneklerdeki toplam antioksidan kapasitesini tespit
etmede yaygin olarak kullanilabilecegini gostermistir. Fenolik bilesik karisimlarinda toplam
antioksidan kapasitesinin redoks potansiyeline bagli oldugunu ayn1 zamanda fenolik bilesiklerin

antioksidan kapasitesinin artan hidroksil grubu sayisina bagl olarak arttigin1 gostermislerdir.
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Sekil 2.21. 1 mM (a) Kuersetin, (b) Kaemferol, (c) Katesin, (d) Resveratrol ¢ozeltilerinin doniistimlii
voltamogramlar1. 10 mV/s tarama hizinda

Caligsmalarinda doniistimlii voltametri teknigini kullanarak Kuersetin, Kaemferol, Katesin
ve Resveratroliin elektrokimyasal davranislarini incelemis ve fenolik antioksidanlarin
oksidasyon potansiyellerini belirlemis ve potansiyel degerlerine bakarak antioksidan
aktifliklerini kiyaslamislardir. Fakat sadece voltametri yontemini kullanarak karigimlar i¢inde
bireysel antioksidan tayini yapamamigslardir. Bu ylizden caligmalarina kromatografi ile
birlestirdikleri EC/ESI-MS yontemi ile devam etmislerdir. Dogal numune olarak sogan
ekstratinin analizini yapmuslardir. Uyguladiklar1 yontemle numune igerisindeki Kuersetin

glikozitlerinin ayirimini bagarili bir sekilde yapmislardir.
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Sekil 2.22. LC/EC/ESI-MS/MS ile sar1 sogan ekstraktinin (a) amperogram, (b) toplam iyon kromatogrami (TIC),
() Q3,4'G m/z 625, (d) Q3G m/z 463, (e) Q4'G m/z 463, and (f) Q as m/z 30. EC potansiyeli 1.4 V Ag/AgCl’e kars1
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Voltametri Deneyleri

3.1.1. Voltametri cihaz ve ii¢ elektrotlu hiicre sistemi

Analizlerde kullanilan puls voltametri, doniisimlii voltametri ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi yontemlerinin tiim deneyleri GAMRY Reference 600+ ve Series 750
potantiyostat/galvanostat/ZRA (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazlarinda yapilmistir.
Sekil 3.1°de goriillen GAMRY Reference 600+ cihazi ile 1 nA’lik akim okunabilirken, Series 750
ile 750 mA’lik akim okunabilmektedir. Her iki cihazda da impedans dl¢iimlerinde uygulanan
frekans, 1 MHz’e kadar yiikselebilmektedir. Bu cihazlarda Gamry Framework, Echem Analyst,
PHE?200 Physical Electrochemistry System ve EIS300 Electrochemical Impedance Spectroscopy

System gibi yazilimlar kullanilmistir.

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan Elektrokimyasal Analizorler

Biitiin voltametri ve impedans dl¢iimleri igin Sekil 3.2°de goriilen BAS (Bioanalytical
Systems Inc., West Lafayette, USA) marka C3 hiicre sistemi kullanilmistir. Ug elektrotlu hiicre
sistemi elektroanalitik kimyada yaygin olarak kullanilan geleneksel bir sistemdir. Sistem,
icerisinde ¢Ozelti bulunan kii¢iik bir cam hiicre, bu hiicreye daldirilmis ¢alisma elektrodu,

referans elektrot ve karsit elektrottan olusmaktadir.
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Sekil 3.2. Elektrokimyasal deneyler ve Impedans deneylerinin gerceklestirildigi sistem ve ii¢ elektrotlu hiicre

diizenegi

Uc elektrotlu hiicre sisteminde kullanilan elektrotlar;

» Susuz ortam g¢aligmalari igin referans elektrot olarak Ag/Ag" referans elektrodu (BAS
Model MF-2052) kullanilmigtir. (0.1 M NBusBF; i¢inde 0.01 M AgNO3’1n ¢oziilmesiyle

hazirlanan ¢ozeltiye daldirilmis Ag tel)

» Sulu ortam ¢alismalari i¢in referans elektrot olarak Ag/AgCI referans elektrodu (BAS
Model MF-2063) kullanilmistir. (3 M KCl ¢ozeltisine daldirilmis Ag tel)

» Yardimci elektrot olarak platin tel elektrot (BAS Model MW-1034) kullanilmustir.

> Calisma elektrodu olarak; 0.071 cm? yiizey alanma sahip BAS marka MF-2012 cams1

karbon ¢aligsma elektrodu ve 0.7 mm capli Faber Castel marka kalem grafit elektrot (PGE)

kullanilmistir.
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Kullanilan diger cihaz ve malzemeler asagida verilmistir.

>

Sulu ortam g¢alismalarinda, ortamin pH’sin1 6l¢gmek Thermo Orion 9106BNWP kombine
cam pH elektrodu ve onun bagh bulundugu VWR Int Geldenaaksebaan 464 B-3001
Leuven pH 1100 L model pH iyon metre kullanilmistir.

Cozeltileri karistirmak i¢in Isolab GmbH marka magnetik karistirict kullanilmistir.

Sulu ¢ozeltiler, “Minipure Dest-up” ultra saf su cihazindan elde edilen 18.2 MQ
iletkenlige sahip ultra saf su ile hazirlanmistir.

Tartimlar D0031 model A&D Company marka, 0.1 mg duyarlilikla tartim yapan
elektronik terazi ile yapilmistir.

Karigtirma ve ¢6zme islemleri Bandelin SONOREX marka Ultrasonik banyoda
yapilmistir.

Voltametri sisteminin az da olsa meydana gelen gilic degisimlerinden fazla
etkilenmesinden dolay1 sistemin siirekli bagli oldugu OR120 marka UPS gii¢ kaynagi
kullanilmistir.

Kullanilan zimpara kagitlar1 Buehler P2400 ve P4000°dir. Aliimina tozu olarak 1.0 pm,
0.3 um ve 0.05 pum tanecik boyutuna sahip Alfa Aesar marka siispansiyonlar

kullanilmistir.

3.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler, cozeltiler ve hazirlanislar:

Tim deneyler ve calismalar oda kosullarinda (25+1 °C) yapilmistir. Kullanilan cesitli

konsantrasyonlardaki antioksidan ¢ozeltileri standart ¢ozeltilerin kademeli olarak seyreltilmesi

ile elde edilmistir. Cozeltiler glinliik hazirlanmis ve kullanilmadigi zamanlarda giin boyu

karanlikta muhafaza edilmistir. Calisma sonucunda artan ¢ozeltiler sadece ¢ozelti stabilitesini

O0lemek amacli dnceden belirlenmis siirelerde bekletilerek kullanilmis, analitik tayinlerde

kesinlikle tekrar kullanilmamigtir. Calisma siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri

Cizelge 3.1°de verilmistir.



Cizelge 3.1. Calismalar siiresince kullanilan kimyasal maddelerin listesi ve 6zellikleri

Kullamlan Kimyasal Madde Saflik Derecesi Temin Edildigi Firma
Tetrabiitilamonyum tetrafloroborat | Analitik Saflikta Aldrich
Potasyum Ferrisiyaniir >% 99,0 Merck
Potasyum Ferrosiyaniir >% 99,0 Sigma-Aldrich
Ferrosen % 98 Sigma-Aldrich
Potasyum Kloriir Analitik Saflikta Merck
Asetonitril % 99,9 Sigma-Aldrich
Sodyum Hidroksit Analitik Saflikta Merck
Asetik Asit % 100 Merck
Borik Asit % 100 Merck
Siilflirik Asit % 100 Sigma-Aldrich
Fosforik Asit % 99 Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit % 99 Merck
Kuersetin % 95 Sigma-Aldrich
Luteolin % 99 Sigma-Aldrich
Rutin % 99 Sigma-Aldrich
Morin % 99 Sigma-Aldrich

68
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Yukarida verilen kimyasallar kullanilarak ¢alisma igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanma
kosullart Cizelge 3.2’de verilmistir. Antioksidan ¢ozeltileri hazirlanirken ¢oziiniirlikleri g6z

oniinde bulundurulmus ve herbiri i¢in uygun derisimlerde hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Yapilan calismalar i¢in hazirlanan ¢ozeltiler ve hazirlanma sartlari

Madde Konsantrasyon | Cozelti Alinan Coziicii
Hacmi Miktar
(mL)
NBusBF4 0,1 M 1000 32,927 g CHsCN
KCI 0,1 M 500 3,727 ¢ Su
KsFe(CN)s 1mM 50 0,0165 g BR Tamponu
KsFe(CN)g/ KsFe(CN)s 1 mM 50 0,0165 g 0,1 M KCI
0,0211 g
Ferrosen 1mM 50 0,0164 g CH3CN/0,1M NBusBF4
Kuersetin 0.04 mg/mL 50 2mg % 20 EtOH + %80 PBS
(pH 7.2)
Luteolin 0.04 mg/mL 50 2mg % 20 EtOH + %80 PBS
(pH 7.1)
Rutin 0.04 mg/mL 50 2mg % 20 EtOH + %80 PBS
(pH 7.2)
Morin 0.04 mg/mL 50 2mg % 20 EtOH + %80 PBS
(pH 7.1)
Flavon 0.04 mg/mL 50 2mg % 20 EtOH + %80 PBS
(pH 7.1)

* EIS ile yapilan impedans odlciimlerinde kullanilan K3:Fe(CN)e/KsFe(CN)e i¢in 1:1 oraminda karisim

kullanilmistir.
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Tampon ¢ozelti se¢iminde antioksidan miktarlart herbir antioksidan i¢in Cizelge 3.2°de
belirtilen miktarlarda alinmis fakat cozeltileri farkli tampon ortamlarinda olusturulmustur.
Cizelge 3.2.°de ise calismaya devam edilen PBS tampon ortaminda hazirlanma sartlar

verilmistir.

3.1.2.1. Britton-Robinson (BR) tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Britton-Robinson (BR) tampon ¢6zeltisi genis pH araliginda (pH 1.81- pH 11.98) ¢alisma
imkan1 sagladig i¢in ¢ogu calismada tercih edilmektedir. Calismamizda tayin yontemimiz igin
en uygun destek elektrolit ¢ozeltisini belirlemede BR tampon ¢ozeltisi de kullanilmistir.

Bu tampon ¢6zeltiyi hazirlamak igin 1 litrelik balon joje alinir ve igerisine bir miktar saf
su koyulduktan sonra 2.69 mL fosforik asit (HsPO4), 2.29 mL asetik asit (CH3COOH) ve 2.472
g borik asit (HsBOg) ilave edilir. Bir miktar daha saf su ilave edildikten sonra iyonik siddetin
sabit tutulmasi amaciyla 0.1 M KCI eklenir ve saf su ile 1litreye tamamlanir. Hazirlanan bu

cozeltiye 0.1 M’lik NaOH ilavesiyle, istenilen pH ayarlanir (Perrin ve Dempsey, 1974).

3.1.2.2. Asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

pH araliginin ¢ok genis olmamasi ve bu araliklarin istenilen pH arali§i disinda olmasi
asetat tamponunun dezavantajlarindandir. Calismamizda asetat tamponu kullanarak elde
ettigimiz pik akimi degerleri yliksek olsa da pH aralig1 istenilen pH degerinin disinda kaldigi i¢in
analizlerde tampon olarak denenmis fakat tercih edilmemistir.

Bu tampon ¢6zelti hazirlanirken 500 ml’lik bir balon joje alinir, igerisine bir miktar su
konulur. 0.1 M’lik asetat tamponu hazirlamak i¢in yogunlugu 1.05 g/mL olan % 100 saflikta
asetik asitten 2.86 mL alinarak balon jojeye ilave edilir ve 500 mL’ye tamamlanir. Elde edilen
cozeltinin pH ayar1 0,1 M veya 1 M’lik NaOH kullanilarak yapilir. Calismamizda pH’s1 4 olan

asetat tamponu kullanilmstir.

3.1.2.3. Fosfat tampon ¢ozeltisinin (PBS) hazirlanmasi

Calismamizda antioksidanlarin analizi i¢in belirlenen en ideal tampon ¢ozelti PBS

tamponudur ve ¢alismalara bu tampon ile devam edilmistir.
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Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 500 mL’lik balon joje alinir. 6.8045 g potasyum dihidrojen
fosfat (KH2PO4) ve 8.709 g potasyum bifosfat (KoHPOa) tuzlar tartilir, balon jojeye koyulur ve
saf su ilave edilerek 500 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 6.8 ile 7.1 arasindadir.

Istenilen pH ayari i¢in 0.1 M veya 1 M’lik NaOH kullanilir.

3.1.2.4. Destek elektrolit (SE) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan tiim antioksidanlar sudaki ¢oziiniirliiklerinin diisiik olmasindan
dolay1 once etil alkol icerisinde ¢oziinmiis daha sonra iizerine PBS (pH 7.1) tamponu ilave
edilmistir. Istenilen iyonik siddetin olusmas1 i¢in bu oran B&liim 4.3.1°de gosterildigi iizere %

20 etil alkol ve % 80 PBS tamponu olarak belirlenmistir.

3.1.3. Referans elektrotlarin kalibrasyonlari

Referans elektrotlarin kalibrasyonu elektrokimyasal indirgenme veya yiikseltgenmelerde
deneyin tekrarlanabilirligi agisindan oldukc¢a Onemlidir. Bu yilizden voltametrik Olclimlere
baslamadan dnce ¢alisma elektrotlarinin yeterince temizlenip temizlenmedigini, sulu ve susuz
ortam referans elektrotlarin olgtimlerinin dogrulugunu test etmek amaci ile kalibrasyon
yapilmalidir. Bunun i¢in pik potansiyelleri arasindaki farki belli ve tersinir olan redoks problar
kullanilarak pik potansiyelindeki kayma belirlenmelidir. Redoks prob olarak susuz ortam i¢in
ferrosen ve sulu ortam i¢in de hegzasiyonaferrat ¢ozeltileri (1 mM) kullanilmistir. Bu ¢alisma ile

ilgili veriler Sekil 3.3te verilmistir.

a) b)
60,00
10,00
0,000
45 10,00 é
-10,00
4000 b—m7r—r ———— 2000
-200,0 0,000 200,0 400,0 0,000 200,0 400,0
E (mV) vs Ag/Ag* E (mV) vs Ag/AgClI

Sekil 3.3. Ciplak GC elektrodun kalibrasyon amagli a) susuz ortam ve b) sulu ortamda alinan voltamogramlari
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Susuz ortamda AgQ/Ag" referans elektrodu kullanilarak asetonitrilde ¢6ziilmiis 0.1 M
NBusBF;4 igerisinde hazirlanan 1 mM ferrosen ¢ozeltisi igin Once pozitif tarama daha sonra
negatif tarama yapilarak doniisiimlii voltamogramlar1 alinmig ve anot potansiyeli (Epa) ile katot
potansiyeli (Epc) arasindaki fark 6l¢iilmustiir.

Sulu ortamda ise Ag/AgCI referans elektrodu kullanilarak 0.1 M H2SO4’de hazirlanmis 1
mM HCF (IIl) (hegzasiyanoferrat) ¢ozeltisi i¢in 6nce negatif daha sonra da pozitif tarama
yapilarak doniisiimlii voltamogramlar1 alinmis ve hegzasiyanoferrat maddesinin anot potansiyeli
(Epa) ile katot potansiyeli (Epc) arasindaki fark dl¢tilmiistiir.

Hem ferrosen hem de hegzasiyanoferrat ¢ozelti ortamlarinda elektrot arayiizeyi ile ¢ozelti
arasinda | e transferi oldugu i¢in dlciilen potansiyel farkin teorik olarak 59 mV olmas1 gerekir.
Deneysel c¢aligmalarda ise potansiyel farkin teorik degerden daha farkli olarak yaklasik 65-90
mV araliginda olmasi beklenir. Meydana gelen bu farkin sebebi; referans elektrodun gézenekli
membraninda kirlilik sebebiyle meydana gelen tikanmalar, i¢ ¢dzelti konsantrasyonundaki
degismeler, ¢calisma ortami ¢ozeltisinin elektrot i¢c ¢ozeltisine sizmasi gibi sebeplerdir. Nernst
esitligi esas alindiginda, pratik olarak 118 mV’a kadar potansiyel farklarinda elektron
transferinin 1e i¢in oldugunu, 118 mV’tan biiylik degerlerde ise 2e” transferinin yapildigini ve
sonucun dogrulugunu yitirdigini sOyleyebiliriz. Potansiyel farkin artmasina sebep olan faktorler
deney sonuglarin1 da olumsuz olarak etkileyebileceginden kalibrasyon isleminin her voltametrik
calisma Oncesinde tekrar edilmesi ve istenilen aralikta bir deger ¢ikmadigi takdirde varolan
hatanin kaynaginin tespit edilmesi ve gerekli diizeltmelerin yapilmasi gerekir (Miilazimoglu,

2008). Calismamizda deneylere baslamadan 6nce giinliik olarak kalibrasyon islemi yapilmistir.

3.1.4. Deneylerde kullanilan ¢calisma elektrotlar: ve temizligi

Calismamizda kalibrasyon isleminde kullandigimiz GC ¢alisma elektrodunun
temizlenmesi ve elektrot yiizeyinin parlatilip, diizgiinlestirilmesi gerekir. Bunun i¢in GC elektrot
once zimpara kagitlar1 ile temizlenmistir. Zimpara kagidi olarak 2400 ve 4000°lik Buehler
zimpara kagitlart ve aliimina tozu olarak ta 1.0 pm, 0.3 pm ve 0.05 pm tanecik boyutlarinda
alimina tozlar1 Kullanilmigtir. Aliimina tozlart kullanilarak zimparalama yapildiktan sonra
elektrot yiizeyi saf su ile yikanmig sonrasinda elektrot once saf suda 10 dakika daha sonra da
asetonitril/izopropil alkol (1:1) ortaminda 10 dakika sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Bu

islem ile GC ¢alisma elektrodu kalibrasyana hazir hale getirilmistir.
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3.1.5. Deneylerde kullanilan elektrokimyasal teknikler

3.1.5.1. Doniisiimlii voltametri deneyleri

Doniistimli voltametri deneyleri; ¢alismada kullanilan elektrotlarin kalibrasyonunda ve
Kuersetin (Que) maddesinin elektrokimyasal davranislarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
Elektrot kalibrasyonlar1 boliim 3.1.3’te anlatilmistir.

Elektrokimyasal davranislarin incelenmesi i¢in 2 mg Que 6nce 5 mL etil alkolde
¢oziilmiis ve ¢ozelti PBS (pH 7.1) tamponu ile 25 mL’ye tamamlanmistir. 0.04 mg mL™* Que
stok ¢ozeltisinin seyreltilmesiyle elde edilen 4 pg mL™ konsantrasyonundaki Que ¢ozeltisinin
CV teknigi kullanilarak -100 mV/+700 mV potansiyel araliginda, 100 mV s? tarama hizinda ve
10 dongiilii olarak doniistimlii voltamogramlart alinmistir. Boylelikle maddenin ¢ozelti igerisinde

okside oldugu potansiyel aralig1 tespit edilmis ve sistemin tersinir olup olmadigi incelenmistir.

3.1.5.2. Diferansiyel puls voltametri deneyleri

Calisma metodunu belirlemek i¢in gerceklestirilen diferansiyel puls voltametri deneyleri,
calisilan tiim antioksidan maddeleri i¢in denenmistir. DPV deneyleri farkli calisma elektrotlar
ve farkli tampon ¢ozeltileri kullanilarak belirlenen uygun derisimdeki Que ¢ozeltilerinde,
Ag/AgCI referans elektrot varliginda gergeklestirilmisti.  DPV  kullanilarak antioksidan
c¢ozeltilerinin puls voltametri ve diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametri ile analizinde elde

edilen voltamogramlar kiyaslanarak DPV tekniginin kendi iginde degerlendirilmesi yapilmistir.

3.1.5.3. Kare dalga voltametri deneyleri

Calismanin yontemini gelistirmede kullandigimiz diger bir teknik de kare dalga
voltametri teknigidir. Kare dalga voltametri deneyleri farkli tampon ¢ozeltileri kullanilarak
belirlenen uygun derisimdeki Que ¢ozeltilerinde, Ag/AgCIl referans elektrot varliginda
gerceklestirilmigtir. SWV kullanilarak antioksidan ¢o6zeltilerinin kare dalga voltametri ve
adsorptif kare dalga voltametri ile analizinde elde edilen voltamogramlar hem kendi iginde
degerlendirilmis hem de DPV tekniginden elde edilen sonuglarla karsilastirilarak maddenin en
cok duyarlilik gosterdigi voltametrik teknik belirlenmis ve hangi teknik ile analizlere devam

edilecegine karar verilmistir. DPV ile alinan voltamogramlarda elde edilen pik akimlart SWV ile
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elde voltamogramlara gore daha yaygin ve zayiftir. Bu ylizden analitik calismalara SWV teknigi

kullanilarak devam edilmistir.

3.1.6. Ger¢cek numune cozeltilerinin temini ve hazirlanmasi

3.1.6.1. Pancar suyu

Pancar suyu tamamen dogal hazirlanmustir. Ilk olarak, pancarlar yikanmis, dogranmis ve
iizerine 3 litre sicak su konulmustur. Su sogutulduktan sonra 1 bardak elma sirkesi, 10 dis
sarimsak ve 3 yemek kasi181 kaya tuzu ilave edilmistir. Hazirlanan karigim 10 giin boyunca giinese
maruz kalmayan bir yerde tutulmus ve 10 giin sonra serin bir yerde muhafaza edilmistir. 1 mL
numune, 25 mL'lik bir siseye konulmus {lizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve ¢ozelti PBS (pH

7.1) tamponu ile 25 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.6.2. Siyah cay

Piyasada yaygin olarak kullanilan bir siyah ¢ay markasi satin alinip iki kiiciilk demleme
paketi 20 dakika boyunca 500 mL sicak su ile demlenmistir. 25 mL'lik balon joje igerisine
hazirlanan demlenmis ¢ay ¢6zeltisinden 5 mL konulmus, iizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve

¢ozelti PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak 25 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.6.4. Elma sirkesi

1 L’lik kavanoz igerisine sap1 ve g¢ekirdegi temizlenmis 2 adet elma iri iri dogranip
konulmustur. Uzeri pH’s1 5.5 degerinde dogal kaynak suyu ile doldurulmustur. Ug veya dort adet
nohut ve 1 cay kasigi bal ilave edilerek karistirilmistir. Her giin karistirmak suretiyle 1 ay
karanlik bir yerde bekletilmis ve sonrasinda siiziilerek tortularindan ayrilmistir. Hazirlanan bu
elma sirkesinden 25 mL’lik balon joje igerisine 1 mL konulmus, iizerine 5 mL etanol ilave

edilmis ve ¢ozelti PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak 25 mL’ye tamamlanmustir.
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3.1.6.3. EIma suyu

Piyasada bilinen bir elma suyu markasi satin alinmistir. Elma suyunun % 100 saflikta
olmasina dikkat edilmistir. Bu meyve suyundan 25 mL’lik balon joje igerisine 1 mL konulmus,
iizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve ¢ozelti PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak 25 mL’ye

tamamlanmustir.

3.1.6.5. Uziim sirkesi

1 L’lik kavanoz igerisine sapindan temizlenmis 1 bag iiziim konulmustur. Uzeri pH’s1 5.5
degerinde dogal kaynak suyu ile doldurulmustur. Ug veya dért adet nohut ve 1 gay kasigi bal
ilave edilerek karistirilmistir. Her giin karistirmak suretiyle 1 ay karanlik bir yerde bekletilmis
ve sonrasinda siiziilerek tortularindan ayrilmistir. Hazirlanan bu iiziim sirkesinden 25 mL’lik
balon joje igerisine 1 mL konulmus, tizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve ¢ozelti PBS (pH 7.1)

tamponu kullanilarak 25 mL’ye tamamlanmistir.

3.1.6.6. Visne suyu

Piyasada bilinen %100 saflikta bir visne suyu markasi satin alinmistir. Bu meyve
suyundan 25 mL’lik balon joje icerisine 1 mL konulmus, iizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve

cozelti PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak 25 mL’ye tamamlanmaistir.

3.1.6.7. Yesil cay

Dogal yesil ¢ay yapraklarindan {i¢ tatli kasig1 alinarak 20 dakika boyunca 300 mL sicak
su ile demlenmistir. 25 mL'lik balon joje igerisine hazirlanan demlenmis yesil ¢ay ¢ozeltisinden
5 mL konulmus, tizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve ¢6zelti PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak

25 mL’ye tamamlanmuistir.
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3.1.6.8. Soguk cay

Deneylerde piyasada bilinen ve sikga tiiketilen bir soguk ¢ay markasi kullanilmistir. Bu
soguk cay orneginden 25 mL’lik balon joje igerisine 1 mL konulmus, {izerine 5 mL etanol ilave
edilmis ve ¢ozelti PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak 25 mL’ye tamamlanmustir.

Gergek numunelerin hazirlanmasinda yukarida goriildiigii izere her bir numuneden farkli
miktarlarda alinarak ¢ozeltiler hazirlanmistir. Cozelti hazirlanmasinda gerekli en uygun numune
miktarlar1 farkli degerlerle hazirlanan ¢ozeltilerle bir¢ok kez yapilan deneylerden elde edilen

sonuclarin degerlendirilmesi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Antioksidanlarin insan viicudunda olusan serbest radikalleri siipiirmesi ve bu sekilde
olusacak bir¢ok saglik sorununu dogal olarak tedavi etmesi antioksidan igeren besinlerin
tiiketimini arttirmistir. Bunun yaninda 6zellikle yapay olarak hazirlanan ve piyasada ticari olarak
bulunan antioksidanlarin kanser olusumuna sebep oldugu da bilinmektedir. Yapay olarak
iiretilmis antioksidanlarin tiikketiminden ziyade dogal numunelerden antioksidanlari temin etmek
onem arzetmektedir. Caligmamizda yaygin bir antioksidan madde olan Que’in dogal

numunelerden elektrokimyasal analizleri i¢in yontem gelistirilmistir.

OH

OH

HO 0]

OH

OH o

Flavon Kuersetin
Sekil 4.1. Temel Flavon iskelet yapist ve Que

4.1. Que’in Elektrokimyasal Davramislarinin Incelenmesi

Calismamizda, karbon temelli bir elektrot olan PGE’nin kullanilmasi durumunda Que
bilesiginin elektrokimyasal davraniglar1 yani gerilime kars1 vermis oldugu elektrokimyasal yaniti
dontistimli voltametri (CV) ve kare dalga adsorptif siyirma voltametri (SWAdASV) teknikleri
kullanilarak incelenmistir.

Bu amagla oncelikle, destek elektrolit ¢cozeltisi icerisinde (% 80 PBS (pH 7.1) + % 20
EtOH) hazirlanmis 1.32x10* M Que ¢dzeltisinin PGE yiizeyine -100 mV/ +700 mV potansiyel
araliginda, 100 mV s tarama hizinda ve 30 dongiilii olarak déniisiimlii voltamogram almmustir.
Elde edilen voltamogram Sekil 4.2’de verilmistir. Que, molekiil seklinde de goriildiigii tizere 3,
3',4', 5 ve 7 pozisyonlarinda hidroksil gruplarina sahiptir. Que tiirii molekiiller 6zellikle B halkasi

tizerinden kolaylikla okside olabilen tiirlerdir. Sonrasinda ise C halkasinda 3 pozisyonundaki —
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OH grubunun oksidasyonu vardir ve bu kisim okside olduktan sonra radikalik olarak kalmakta
buradan molekiiliin kimyasal olarak baglanmas1 kolaylasmaktadir (Miilazimoglu, 2008).

Sekil 4.2°ye bakildiginda -20 mV potansiyelinde goriilen ¢ok keskin olmayan a piki Que
molekiiliinin 3' ve 4' pozisyonlarindaki hidroksil gruplarmin ¢ozelti igerisinde okside
olmasindan elde edilen oksidasyon pikidir. 600 mV civarinda goriilen b omuzu ise 3
pozisyonundaki —OH grubunun oksidasyonunu ve sonrasinda radikalik olarak kalan molekiiliin

elektrot ylizeyine buradan tutunmasini gésteren baglanma bolgesidir.

I /(uA)

-0,2 0,0 ' 0:2 ' 0:4 ' 0,6 0,8
E (V) vs Ag/AgCI

Sekil 4.2. 1.32x10™* M Que molekiiliiniin destek elektrolit igerisinde (SE)* PGE yiizeyine -100/+700 mV potansiyel
araliginda 100 mV s tarama hizinda 30 déngiilii CV voltamogrami
(SE)* % 80 PBS (pH 7.1) +% 20 EtOH

Que molekiili —OH grubu iizerinde bulunan protonun ayrilmasi ile oksijen {izerinden
elektrot yiizeyine C-O-C bagi ile kovalent olarak baglanmis ve bu sayede modifikasyon
gerceklestirilmistir. Burada modifikasyonun gerceklesmesi i¢in alkol oksidasyonu metodu
kullanilmigtir. Sekilde goriildiigii gibi Que molekiilii elektrot yiizeyine ilk dongiiniin alinmasi ile
birlikte baglanmaktadir. Ancak O6zellikle PGE’nin genis bir yiizey alanma sahip olmasi ve
molekiiliin elektrot yiizeyini miimkiin oldugunca iyi kapamasi amaciyla modifikasyon 30
dongiilii olarak gergeklestirilmistir. Anodik taramada molekiiliin yiikseltmesinden sonra
potansiyel taramasina katodik taramada devam edildiginde ¢alisilan potansiyel araliginda hicbir
indirgenme basamagina rastlanmamaktadir. Bu da Que molekiiliiniin PGE yiizeyinde

yiikseltgenmesinin tam olarak tersinmez oldugunun gostergesidir. Ancak, anodik pike
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rastlanmamasi mutlaka elektron aktarim basamaginin tersinmez oldugunu gostermez. Ciinkii
elektron aktarim basamagini takip eden hizli bir kimyasal reaksiyon gerceklesirse, anodik pik

gozlenemeyebilir.

4.2. Tarama Hizinin Etkisi

Voltametrik caligmalarda ¢ozelti igerisindeki molekiiliin elektrot yiizeyine difiizyon
kontrollii bir sekilde ilerleyip ilerlemedigini anlamak i¢in Esitlik 4.1 ve 4.2’de verilen Randles-
Sevcik ve Cottrel esitliklerinden yararlanilir. Bu esitlikler pik akimlarmin hem tarama hizi

karekokii hem de konsantrasyonla olan dogrusal iliskilerini gdsterirler.

I, = 268.600xn®2xAxD*/?xCxv'/? (4.1)
I = nxFxc;0x,/Djxmxt (4.2)

IsouA

I/ (nA)

\ .

-0,2 I 0,0 I 0:2 I 0:4 I 0,6 0,8
E(V) vs. Ag/AgClI

Sekil 4.3. 1.32x10* M Que’in SE iginde PGE yiizeyinde gergeklesen modifikasyonunun difiizyon kontrollii olarak
gerceklesip gergeklesmedigini anlamak igin (a) 50, (b) 100, (c) 200, (d) 300, (d) 400 mV s tarama hizlariyla elde
edilen voltamogramlarin ¢akigtirllmis goriintiileri

LSV isleminde molekiiliin difiizyon kontrollii bir sekilde elektrot ylizeyine modifiye
edilmesi beklenir. Bu tercih, molekiiliin yiizeye kolayca baglanmasini saglamakla kalmaz, ayni
zamanda diizgiin ve daha iyi bir elektrot ylizeyi olusturur. Caligmamizda modifikasyon igleminin
difiizyon kontrollii olup olmadigin1 anlamak ve molekiilii elektrot yiizeyine baglamak i¢in ¢esitli

tarama hizlar1 kullanilmistir.
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Bu amagla 1.32x10*M Que ¢dzeltisinin SE (% 80 PBS (pH 7.1) + % 20 EtOH) icerisinde
-200 mV ile +900 mV potansiyel araliginda ve 50 mV s* ile 400 mV s araligindaki tarama
hizlarinda dogrusal voltamogramlar1 kaydedilmistir.

Sekil 4.3 farkli tarama hizlarinin pik akimi tizerindeki etkisini, Sekil 4.4°te goriilen
dogrusal grafik ve elde ettigimiz denklem ise Que molekiiliiniin ¢Ozeltiye potansiyel

uygulanmastyla PGE ylizeyine difiizyon kontrollii ilerleyip ilerlemedigini gdstermektedir.

120

100

80

60

¢

y=6,8131x- 40,601
R?=0,9884

Pik akimi, pA

20

0 5 10 15 20 25

Tarama Hizi Vv

Sekil 4.4. Que’e ait tarama hiz1 karekokii-pik akimi iliskisi. Que derisimi, 1.32x10™* M; yontem, LSV; SE, (% 80
PBS (pH 7.1) +% 20 EtOH); elektrot, PGE

Randles-Sevcik denklemine gore, molekiiliin elektrot yiizeyine difiizyon kontrollii olarak
baglanmas iin iki kosul vardir. Birincisi, Ip’ye karsilik \v degerleriyle ¢izilen grafigin dogrusal
olmasidir. ikinci kosul, loglp’ye karst logv degerleriyle cizilen dogrunun egiminin 0,5 civarinda
olmasidir. Difiizyon kontrol islemi i¢in bir kosulun saglanmasi yeterlidir. Calismamizda
Randles-Sevcik denklemine gore, Ip'ye karst Vv grafigi kullanilmis, gizilen grafigin dogrusal

oldugu goriilmiistiir.

4.3. Puls Voltametri Calismalari
4.3.1. Cahismada kullamlacak destek elektrolitin ve ¢cozelti pH’sinin belirlenmesi

Voltametrik bir calismada analit bilesiginin elektrokimyasal davraniginin agiklanmasinda

kullanilacak destek elektrolit bilesiminin ve pH degerinin se¢imi biiyiik onem tagimaktadir. BR
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tamponu, ¢cok genis bir ¢calisma araligina sahip olmast nedeniyle bu yontemde ¢ok tercih edilen
bir karma tampon sistemidir. Bunun yanisira; fosfat ve asetat tamponlari da dogru caligma

araliklar1 secilmesi kosuluyla siklikla kullanilan ¢ozelti ortamlaridir.

V(uA)

-1,0 | -0,5 | UI,IJ | 0,5 | 1,0
E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.5. 1.32x10* M Que’in PBS (pH 7.1) tamponu kullanilarak sirasiyla farkli oranlarda etil alkol igerisinde
¢oziilmesiyle elde edilen SWV voltamogramlari; a) % 80 EtOH +% 20 PBS, b) % 50 EtOH +% 50 PBS, ¢) % 20
EtOH +% 80 PBS; elektrot, PGE; tarama hizi, 100 mV s

Yapilan ¢aligmada Que’nin dogal numunelerden tayin edilmesi hedeflendigi i¢in se¢ilen
destek elektrolit ortamimin dogal numune ortami ile de uyumlu olmasi g6z Onilinde
bulundurulmustur. Bu amagla, arastirmamiza ¢alisma araligimiza daha uygun pH araligina sahip
olan BR ve PBS tamponlariyla devam edilmistir. Destek elektrolit ortamini1 belirlemede diger
onemli faktor ise Que molekiiliiniin sudaki ¢oziiniirliilliglidiir. Que’in sudaki ¢oziintirliigii 60
mg/L’dir. Bu durum Que molekiiliiniin direkt tampon ortaminda c¢ozillemeyecegini
gostermektedir. Literatiiriin (Zenkevich ve ark., 2007; Timbola ve ark., 2006; Brett ve Ghica,
2003) de destekledigi sekilde yapilan tiim deneylerde Que maddesi Once iyi bir ¢oziicii olan
EtOH’de ¢6ziilmiis daha sonra {lizerine tampon ilave edilerek ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢6zme
islemi esnasinda ortama cok fazla etil alkol ilave etmek destek elektrolitin iyonik siddetini
olumsuz etkileyebileceginden iyonik siddetin etkisi ile elde edilen pik akimlar1 arasindaki iligkiyi
gozlemleyebilmek ve en iyi sonucu elde edebilmek icin farkli oranlarda EtOH kullanilmasiyla
hazirlanan Que ¢ozeltilerinin pik akimlart 6l¢iilmiis ve ¢akistirilmis voltamogramlar Sekil 4.5°te

verilmistir.
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Kullanilan EtOH ve PBS tamponu ylizdesinin pik akimina ne kadar etki ettigini
belirlemek icin farkli etil alkol ve PBS yiizdeleriyle olusturulan 1.32x10™ M’lik (4 pg mL™?) Que
cozeltilerinin SWV teknigi ile elde edilen voltamogramlar1 Sekil 4.5’te verilmistir. % 20 etil
alkol % 80 PBS tamponunun kullanildigi ¢6zeltilerin voltamogramlarindan elde edilen pik
akimlarmin biytikligi dikkat ¢ekmektedir. Calismamiza destek elektrolit (SE) olarak % 80
PBS’ye karsilik % 20 etil alkoliin kullanildig1 oranlarla devam edilmistir.

Destek elektrolit icerisinde kullanilacak tamponu belirlemede oOncelikle pH 2.0-9.0
aralifinda BR tamponu ile c¢alisilmistir. Destek elektrolit icerisinde farkli pH’larda BR
tamponunda ¢dziilmiis (% 20 EtOH + % 80 BR) 1.32x10* M Que’in SWV teknigi kullanilarak
PGE fiizerinde elde edilen voltamogramlari Sekil 4.6’da verilmistir. Bu ¢ozelti hazirlama

esnasinda ortamin asidik 6zelligi arttik¢a ¢dzeltinin homojenliginin azaldig1 gézlenmistir.

(pA)

E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.6. 1.32x10* M Que igin % 80 BR + % 20 EtOH i¢inde farkli pH’larda elde edilen SWS voltamogramlar.
a) pH 9.0, b) pH 8.0, ¢) pH 7.0, d) pH 6.0, €) pH 5.0, f) pH 4.0, g) pH 3.0, h) pH 2.0

Sekil 4.6’da verilen voltamogramda en yiiksek pik akiminin pH’nin 3 oldugu degerde
oldugu goriilmiistiir. Fakat voltamogramlar alindiktan sonra g¢ozeltilerin stabilitesini kontrol
etmek amaciyla hazirlanan ¢ozeltiler bir gece bekletilmis ve pH 2, pH 3, pH 4, pH 5 ve pH 6 da
hazirlanan ¢ozeltilerde ileri seviyede ¢okme oldugu gozlenmistir. Bu yilizden ¢aligmanin pH 7
civarinda yapilmasina karar verilmistir. pH degerini daha net belirlemek i¢in tampon aralig1 pH

7’ye uygun olan PBS tamponunda daha dar araliklarda pH ¢aligmas1 yapilmstir.
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Que’in % 20 EtOH igerisinde ¢oziilerek farkli pH’larda ( pH 6.8, pH 6.9, pH 7.0, pH 7.1,
pH 7.2 ve pH 7.3) PBS tamponunun ilave edilmesiyle hazirlanan 1.32x10* M’lik ¢dzeltilerinin
-200 mV ile +600 mV potansiyel araliginda alinan gakistirilmis voltamogramlar: Sekil 4.7 de
verilmistir. Pik siddeti agisindan PGE’nin bulgular1 farkli pH degerleri i¢in karsilagtirildiginda,
pH 7.1 i¢in elde edilen pik akiminin en yiiksek degerde oldugu goriilmektedir. Cozeltinin belirli
zaman dilimi i¢ginde stabilitesini korumasi 6nemli oldugundan
hazirlanan ¢ozeltiler karanlik ortamda bir gece bekletilmistir. pH degeri 7°nin altinda hazirlanan

cozeltilerde ¢okme ve kararma oldugu gozlenmistir.

vy

-0,2 | 0,0 | ul,z | 0,4
E (V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.7. 1.32x10* M Que ¢dzeltisinin % 80 PBS + % 20 EtOH icinde farkli pH’larda alman voltamogramlari, a)
pH7.3,b)pH 6.8,¢c) pH7.2,d) pH 6.9,€) pH 7.0, f) pH 7.1

Ortamin pH’sma bagli olarak Que’in ¢dziinebilirliginin yiiksek olmasi1 ve buna bagh
olarak elde edilen pik akimi siddetinin de biiyiik olmas1 Que’in kantitatif tayininde oldukca etkili
bir faktér olmasindan dolay1r daha diisiik tayin sinirlarina inilebilmeyi saglamasi agisindan

calismaya PBS tamponu kullanilarak ve pH 7.1°de devam edilmesine karar verilmistir.
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4.3.2. Tayinde kullanilacak yontemin belirlenmesi

Tayinde kullanilacak yontemin dogru seg¢ilmesi daha diisiik tayin siirlarna inilebilmesi

acisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Dogru yontem ile ¢ok daha diisiik tayin sinirlarina inilebilir ve

eser miktarda madde tayinleri yapilabilmektedir.

1i(uA)

V(uA)

-0,5 0,'0 0,5 1,0
E(V) vs. Ag/AgCI

-1',0 -0',5 010 05 1,0 -1,0
E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.8. A) (a) SE, (b) SE icerisinde hazirlanan 1.32x10® M Que ¢dzeltisinin -1000/+1000 mV potansiyel
araliginda DPV voltamogramlar1. B) (a) SE, (b) SE igerisinde hazirlanan 1.32x10% M Que ¢ozeltisinin -1000/+1000

mV potansiyel araliginda DPAdSV voltamogramlari

Sekil 4.8’de DPV teknigi ve DPAdASV teknigi kullanilarak elde edilen voltamogramlar

verilmektedir. Oncelikle bu iki yontem kiyaslandiginda elde edilen pik akimu siddetlerinde belirgin

bir farkin oldugu goriilmektedir.

40 pA 80 A

(uA)

I{uA)

b

a
T T 1 T T
1,0 0,6 0,0 05

-1I,0 I -0|,5 l O:D I 0,5 1,0
E(V) vs. Ag/AgClI E(V) vs. Ag/AgCI

1,0

Sekil 4.9. A) (a) SE, (b) SE igerisinde hazirlanan 1.32x10% M Que ¢ozeltisinin -1000/+1000 mV potansiyel
araliginda SWV voltamogramlari. B) (a) SE, (b) SE igerisinde hazirlanan 1.32x10% M Que ¢ozeltisinin -1000/+1000

mV potansiyel araliginda SWAdSV voltamogramlari
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Sekil 4.9’da ise SWV teknigi ve SWAdSV teknigi kullanilarak elde edilen voltamogramlar
verilmektedir. Kare dalga tekniginden elde ettigimiz verileri diferansiyel puls tekniginden elde
ettigimiz verilerle kiyaslarsak pik akimi siddetlerinde oldukea biiyiik bir fark oldugu goriilmektedir.
Bu da bize ¢alisgmaya SWV yontemleri ile devam etmemiz gerektigini gdstermektedir.

SWYV ve SWAASV tekniklerini de kendi i¢inde kiyasladigimizda ise SWAASYV ile elde edilen
sonuclarin SWV ile elde edilen sonuclardan neredeyse 2 kat daha etkili oldugu goriilmektedir. Elde

edilen veriler dogrultusunda Que’in tayininde SWAdSV teknigi kullanilmustir.

4.3.3. Kare dalga degiskenlerinin incelenmesi

Calismanin devaminda, SWV teknigi {lizerinde cihaz degiskenlerinin (frekans, adim
gerilimi ve genlik) etkisi aragtirilmis ve optimum degiskenler belirlenmistir. Deneyler 6ncelikle
destek elektrolit igerisinde hazirlanan 1.32x10° M Que ¢ozeltisiyle gergeklestirilmistir. Her
degisken i¢in diger iki degiskenin degerlerinin sabit tutuldugu kosullarda voltamogramlar
kaydedilmistir (Sekil 4.10. A). SWV tekniginin hizi, frekans ve adim gerilimi ile iliskilidir. Her
ne kadar frekans degerindeki artis, tarama hizindaki artisa bagli olarak pik akimi degerlerinde
diizenli bir artisa sebep olmus olsa da ozellikle daha diisiik konsantrasyonlarda f = 25 Hz
degerinin tiizerindeki frekans degerleri i¢in elde edilen voltamogramlarda pik bozulmasi

gbzlenmistir (Sekil 4.10. B).

£ somy A
40 Hz
Iwm
é 25 Hz g_
5Hz B
—  —
0,3 0,2 ' -n',1 ' n,'n ' n,'1 0,2 0,3 02 0.1 0.0 0.1 0.2

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

Sekil 4.10. A) 1.32x10% M Que ve B) 1.32x107" M Que’in PGE kullanilarak % 20 EtOH igeren PBS tamponu (pH

7.1) iginde farkl frekanslarda elde edilen SWAdSV voltamogramlari, biriktirme siiresi, 120 s; biriktirme gerilimi,
0.0V

Puls genligi degeri de pik akimini oldukga fazla etkileyen bir diger faktordiir. Fakli puls

genligi degerlerinde elde edilen voltamogramlar Sekil 4.11°de verilmistir. Genligin artmasi ile
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pik akimlarinda meydana gelen siirekli artig her ne kadar olumlu bir artis olarak goriilse de
konsantrasyon ¢alismasinda olumsuz bir etki olarak karsimiza ¢ikmistir. Ozellikle nM gibi ok
diisiik konsantrasyonlarda genligin ¢ok biiylik olmasi pikin genislemesine ve gézlenememesine
neden olmaktadir. Bu yiizden en ideal genlik degerinin pik genislemesinin ¢ok yasanmadigi ve

pik biiytikliigiiniin de ¢ok diisiik seviyede kalmadigi 50 mV degeri olduguna karar verilmistir.

10 pA
100 mV

V(uA)

50 mv

lI(uA)

-0,2 -DI,1 UI,U 0,1 0,2 0,3 -0,2 I 0,1 I D,ID I 01 0,2
E(V) vs. Ag/AgClI E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.11. A) 1.32x 10°M Que ve B) 1.32x10" M Que’in PGE kullanilarak % 20 EtOH igeren PBS tamponu (pH
7.1) iginde farkl genliklerde elde edilen SWAdSV voltamogramlari, biriktirme stiresi, 120 s; biriktirme gerilimi,

0.0V

f:25Hz
AE,,: SOmV
]10 LA
<
=
I ! I ! I 4 I ' I ! 1
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3

E (V) vs. Ag/AgClI

Sekil 4.12. 1.32x10° M Que’in PGE kullanilarak % 20 EtOH iceren PBS tamponu (pH 7.1) i¢inde farkli adim
gerilimleri i¢in elde edilen SWAdSV voltamogramlari, biriktirme siiresi, 120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V
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Son olarak bir diger kare dalga faktorii olan adim geriliminin farkli degerlerinin pik akimi
izerindeki etkisi incelenmis (0.5, 1, 2, 3, 5 ve 7 mV) ve pik akimi biiyiikliiklerinde belirgin bir
farklilik olmamakla beraber 1 mV degerinin lizerindeki degerlerde pik genislemesi gdzlenmistir
(Sekil 4.12). Sonug olarak; analitik ¢alismanin devaminda f = 25 Hz, AEs= 1 mV ve AEsw= 50

mV kare dalga degerlerinin kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.4. Biriktirme ve siyirma parametrelerinin incelenmesi

/(uA)
(uA)

-0,3 0,2 ' -0',1 ' 0,'0 ' 0,'1 ' 0,2 ' 0,3 0,3 -0,2 -0|,1 010 0:1 0,2 0,3
E (V) vs. Ag/AgCI E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.13. 1.32x10° M Que’in PGE kullanilarak % 20 EtOH iceren PBS tamponu (pH 7.1) igcinde A) farkli
biriktirme gerilimleri (0.0-0.5 mV) ve B) farkli biriktirme siireleri i¢in elde edilen SWAdSV voltamogramlart,
frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; genlik, 50 mV

Calismanin bu bolimiinde degisen biriktirme ve siyirma parametrelerinin PGE
iizerindeki Que molekiiliine etkisi verilmistir. Biriktirme siiresi ve biriktirme geriliminin
incelendigi voltamogramlar Sekil 4.13’de verilmistir. Elde edilen pik akimlarinin {izerinde
biriktirme siiresi, biriktirme potansiyeli 0.0 V’da sabit tutularak 15-210 s arahginda
incelenmistir. Sekil 4.13 B’de verilen cakistirilmis voltamogramlara bakildiginda pik akiminin
150 s degerine kadar arttig1 sonrasinda ise bir miktar diistiigii gozlenmistir. Elektrot ylizeyinin
150 s degerinde maksimum Que doygunluguna ulastig1 sdylenebilir.

Biriktirme siiresi etkisinin yaninda biriktirme potansiyelinin pik akimina etkisi biriktirme
stiresi 150 s degerinde sabit tutularak 0.0 V ile +0.5 V araliginda incelenmistir (Sekil 4.13 A).
Cok belirgin bir fark olmamakla birlikte en iyi sonucun 0.0 V degerinde elde edildigi

gozlenmistir.
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4.4. Farkh Konsantrasyonlarda Que Cozeltilerinin PGE Yiizeyinde SWAdSYV ile Tayini

ve Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi

Optimum parametrelerin belirlenmesinin ardindan gelistirilen yontem ile PGE
kullanilarak Que i¢in konsantrasyon ¢alismasi yapilmistir. % 20 EtOH igeren % 80 PBS (pH 7.1)
iceren destek elektrolit igerisinde 1.32x10° M (0.4 uL) Que ¢dzeltisi hazirlanmistir. Cam hiicre
igerisine 10 mL destek elektrolit konulmus ve SE’in SWAdSV voltamogrami kaydedilmistir.

S pA
k

=\

-0,2 -0,1 | u,ln | 011 | 0:2 | 0,3 0,4
E (V) vs. Ag/AgCl

vy

Sekil 4.14. PGE kullanarak Que’in farkli konsantrasyonlarinin SE igerisinde elde edilen ¢akigtirilmis SWAdJSV
voltamogramlari. (8) 9.67, (b) 19.82, (c) 49.26, (¢) 87.64, (d) 123.9 (e) 162.6, (f) 180.7, (g) 198.8, (h) 216.7, (1)
234.5, (i) 278, (j) 362.6, (k) 411 ng mL™*

Dogrusallik araligini belirlemek igin elektrokimyasal hiicreye hazirladigimiz standart
cozeltiden ard1 ardina 25 pL ilave edilmis ve her ilaveden sonra +0.11 V potansiyel degerindeki
artan derisimlerden elde edilen voltamogramlar T{cer kez kaydedilmistir. Degisen
konsantrasyonlara karsilik oOlclilen pik akimi degerleri Sekil 4.14’te cakistirilmis
voltamogramlarla verilmistir. Derisime kars1 pik akimi degerleri grafige gegilerek kalibrasyon
grafigi cizilmistir. Sekil 4.15’te verilen kalibrasyon grafigi 9.67 ng mL? ile 411 ng mL*

konsantrasyon araliginda ¢izilmistir.
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Konsantrasyona karsilik elde edilen pik akimi degerleriyle ¢izilen kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon denkleminin regresyon denklemi;

Ip (nA) = 0.035 C (ng mL™") + 2.035 (r> = 0.984, n = 13) seklindedir. Denklemdeki Ip
adsorptif styirma pik akimi; C, Que konsantrasyonu; r, korelasyon Katsayisi ve n, deney sayisidir.

Kaydedilen voltamogramlar yardimiyle elde edilen gozlenebilirlik (LOD) ve en diisiik
tayin sinir1 (LOQ) degerleri sirastyla 0.51 ng mL™ (1.7x107° M) ve 1.54 ng mL™ (15.1x107° M)
olarak bulunmustur. Bu degerler LOD = (C/sin)%3 ve LOQ = 3xLOD formiilleri kullanilarak
hesaplanmigstir. C, dogrusallik araliginin en diisiik konsantrasyonu; S, en diisiik konsantrasyonda
olgiilen pik akimi ve N, en diisiik konsantrasyonda elde edilen voltamogramin giiriiltiistidiir.

Sonuglar gelistirilen yontem ile Que’in ¢ok diisiik derisimlerde tayin edilebilirligini ve
bunun sonucu olarak gergek numunelerde Que tayininin farkli bir analitik metoda ihtiyag
duyulmadan elektroanalitik bir yontem olan voltametri ile yapilabilecegini gdstermektedir. Ideal
ortam ve yOntem parametrelerinin belirlenmesiyle diisiik maliyetli, kullanimi ve
yenilenebilirligindeki kolayliginin yani sira oldukga aktif bir yilizeye sahip olan PGE ile kisa
zamanda yapilabilen bu elektroanalitik tayin, duyarlilik agisindan HPLC, MS ya da MS/MS gibi

dedektdr sistemi kullanilan ayirma yontemlerinin bir¢ogu ile kiyaslanabilir diizeydedir.

4.5. Que Tayininde Girisim EtKisinin Incelenmesi

Bu agsamada gelistirilen metod ile voltametri teknigi kullanilarak dogal numunelerde var
olan toplam antioksidan kapasitesinin belirlenebilmesinin yani sira herhangi bir 6nderistirme
islemi uygulamadan net Que miktarinin belirlenebilmesi de amaglanmistir. Bunun i¢in dogal

numunelerde Que ile beraber bulunabilecek maddelerin Que’in pik akimina herhangi bir girigim
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etkisi yapip yapmadigi arastirilmistir. Bu amagla molekiil yapis1 Que’in molekiil yapisina ¢ok
benzeyen ve birbirine yakin potansiyellerde analitik sinyal verdigi bilinenen (Miilazimoglu,
2008) flavonoidler kullanilmistir. Bu flavonoidler Luteolin, Rutin ve Morin’dir. Kullanilan
flavonoidlerin her ti¢ii de B halkasinda oksidasyonda aktif olan iki -OH grubu igerir. Her bir
flavonoid i¢in, % 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) tamponu iginde ayni derisimlerde
(1.32x10% M) ¢ozeltiler hazirlanarak SWAdASV voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 4.16’da

cakistirilarak verilmistir.

1/(nA)

T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E(V) vs. Ag/AgClI
Sekil 4.16. % 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) igerisinde PGE kullanilarak (a) Que, (b) Luteolin, (¢) Rutin (d)

Morin ve (e) SE igin alinan SWAdSV voltamogramlari. Tarama hizi1 100 mV s*. (Her bir madde igin 1.32x10* M
konsantrasyonunda)

Sekil 4.16 incelendiginde Que pik akimimin gozlendigi potansiyel degerinin Luteolin,
Rutin ve Morin pik akimlarinin gézlendigi potansiyel degerlerinden az da olsa farkli oldugu ve
bu iic maddeden siyrildig1 soylenebilir. Her ne kadar ayr1 ayri voltamogramlar alindiginda bir
ayrilma goriilse de yine aym konsantrasyonlarda (1.32x10*M ) olacak sekilde bu dért maddenin
ayni voltametrik hiicre i¢inde olusturulan ¢ozeltilerinin SWAdASV voltamogramlart alindiginda
tiim bu flavonoidlerin hepsini i¢ine alan genislemis bir pik olusmakta ve Que diger iic maddeden
ayrilamamaktadir. 10 M gibi yiiksek derisimlerdeki maddelerin birlikte tayinleri sirasinda pik
akimlarmin birbirine girismesi olduk¢a olasidir. Fakat voltametrik tayinin temel hedefi daha
diisiik konsantrasyonlarda madde analizi yapmaktir. Bu yiizden yiiksek konsantrasyonlarda

olusan bu sorunu bertaraf etmek icin girisim etkisi ¢alismasi oldukea diisiik konsantrasyonlarda
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ve farkli bir yontem ile gergeklestirilmistir. Diisiik konsantrasyonlu girisim deneylerinde temel
flavonoid iskelet yapisina sahip olan Flavon da kullanilmistir. Oncelikle voltametrik hiicreye
konulan 10 mL destek elektrolitin SWAdSV voltamogrami alinmis daha sonra destek elektrolit
igerisine sirasiyla Sekil 4.17°da verilen miktarlarda diger flavonoidlerden ilave edilmis ve her bir

madde ilavesinden sonra tekrar voltamogramlar alinmistir.

V(uA)

: . . —
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 04
E(V) vs. Ag/AgCI
Sekil 4.17. % 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) tamponu iginde PGE kullanilarak Que, Luteolin, Rutin, Morin
ve Flavon i¢in alman SWAdSV voltamogramlart. Tarama hiz1 100 mV s. @) 10 mL SE igerisine sirastyla b) 50 pL
1.32x107 M Morin ilavesi, ¢) 50 pL 1.32x10® M Que ilavesi, d) 50 uL 1.32x10°% M Que ilavesi, ) 50 pL 6.55x10
&M Rutin ilavesi, f) 50 uL 6.55x10°° M Rutin ilavesi, g) 50 uL 1.39x107 M Luteolin ilavesi, h) 50 pL 1.32x10% M

Que ilavesi, j) 50 pL 1.32x10 M Que ilavesi, k) 50 uL 1.32x10% M Que ilavesi, I) 50 uL 1.32x10 M Que ilavesi
m) 50 puL 1.8x107" M Flavon ilavesi sonrasinda alinan voltamogramlar

Destek elektrolit igerisine ilave edilecek maddelerin derisimleri her bir maddenin pik
akimi tizerindeki etkileri g6z onilinde bulundurularak ayarlanmistir. Rastgele bir karigim
amaglandig1 i¢cin Que ortama ara asamalarda dahil edilmistir.

Sekil 4.17°de gorildiigii gibi destek elektrolit iizerine ilk ilave edilen madde Morin’dir.
Elde edilen b egrisinde +1300 mV civarinda Morin’e ait belirgin bir pik akimi olusmustur. Daha
sonra ortama Que ilave edilmis ve c egrisinde goriildiigii gibi Morin pikinin disinda 0.0 mV
civarinda Que’e ait yeni bir pik olusmustur. Dogrusal artisin gerceklesip gerceklesmeyecegini
kontrol amagh bir kez daha ortama Que ilave edilmistir (Sekil 4.17 d). Que’den sonra ortama
Rutin ilavesi yapilmistir. Rutin ilavesiyle e egrisi lizerinde Morin’in pik potansiyeli ile aym
potansiyelde pik ylikselmesi meydana gelmistir. Dogrusal artisin gdzlenmesi i¢in ortama bir kez

daha Rutin ilave edilmistir (Sekil 4.17 f). Rutin’den sonra ortama Luteolin ilave edilmis ve olusan
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g egrisinde goriildiigii gibi Morin ve Rutin pik potansiyeliyle ayn1 potansiyelde yiikselen bir pik
akimi gdzlenmistir. Ilave edilen flavonoidlerin etkisiyle artan pik akimlarin1 dengelemek ve Que
pik akimindaki degisimi daha iyi gérebilmek i¢in ortama dort kez Que ilavesi yapilmistir (Sekil
4.17 h,j,k,1). Son olarak temel iskelet yapisina sahip olan Flavon’un etkisini gérmek i¢in ortama
Flavon ilave edilmis ve alinan voltamogram tizerinde Que pik akimina etki eden herhangi bir
degisim gdzlenmemistir.

Yapilan bu c¢alisma bir¢ok literatiiriin aksine herhangi bir girisim etkisi olmadan ve
onderistirme gerekmeden ger¢ek numunelerden Que’in tayin edilebilirliligini gostermistir.

Gergek numune lizerinde bu maddelerin Que pik akimi tizerinde herhangi bir girisim
etkilerinin olup olmadigimi incelemek amagli benzer ¢alisma gergek numune iizerine ayni
maddelerin ilavesiyle de gerceklestirilmistir. Ger¢gek numune olarak siyah cay ¢ozeltisi

kullanilmustir.

I/(nA)
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-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
E(V) vs. Ag/AgCI
Fig.4.18. % 20 EtOH igeren 0.1 M PBS (pH 7.1) tamponu i¢inde PGE kullanilarak siyah ¢ay, Que, Luteolin, Rutin
ve Morin igin alinan SWAdSV voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, a) 10 mL SE igerisine sirasiyla, b) 50 pL
siyah cay ¢ozelti ilavesi, ¢) 100 pL 1.32x10° M Que ilavesi, d) 100 pL 1.32x10° M Que ilavesi, e) 100 uL 1.39x10°

6 M Luteolin ilavesi, f) 100 pL 1.39x10% M Luteolin ilavesi, g) 100 pL 6.55x107 M Rutin ilavesi, h) 100 uL
1.32x105 M Morin ilavesi, j) 100 uL 1.32x10"° M Morin ilavesi, k) 100 uL 1.32x105 M Morin ilavesi

Boliim 3.1.6.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan siyah cay ¢ozeltisinden 5 mL alinarak
iizerine 5 mL EtOH ilave edilmis ve ¢6zelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan siyah
cay c¢ozeltisinden icerisinde 10 mL destek elektrolit bulunan voltametrik hiicreye 50 pL ilave

edilmis ve alinan SWAdSV voltamogram ile Sekil 4.18’de goriilen {i¢ tepe noktasina sahip b
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egrisi elde edilmistir. Daha sonra Sekil 4.18 agiklamasinda belirtildigi sira ve konsantrasyonlarda
¢ozelti lizerine Que, Luteolin, Rutin ve Morin ilave edilmistir. Que’in iki kez ilave edilmesiyle
+0.0 mV potansiyel degerinde olusan ikinci pik akiminda biiylimenin meydana geldigi
goriilmektedir (Sekil 4.18 ¢, d). Daha sonra yine iki kez ilave edilen Luteolin ile Sekil 4.17°de
olusan potansiyel degeriyle ayni degerde olan {igiincii pik akiminda yiikselme gézlemlenmistir
(Sekil 4.18 e, f). Luteolin’in ardindan ortama ilave edilen Rutin ile ii¢lincli pik akimindaki
ylikselmenin biraz daha arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.18 g). Son olarak ortama ardi ardina {i¢
kez Morin c¢ozeltisinin ilave edilmesiyle ikinci ve fligilincii tepe noktalarinin arasinda bir
yiikselmenin meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.18 h, j, k).

Elde edilen bulgular yukarida yapilan g¢alismayi destekler niteliktedir. Gelistirilen
yontem, ger¢ek numune iizerinde herhangi bir girisim etkisi gézlemlenmeksizin Que tayini

yapilmasina imkan saglamaktadir.

4.6. Es Zamanh Tayin Calismalar

Calismanin bu asamasinda, Que pik akimi {izerine herhangi bir girisim etkisi
olusturmadigi goézlenen Luteolin, Rutin ve Morin maddelerinin ayr1 ayr1 Que ile birlikte es
zamanl tayin edilebilirlilikleri arastirilmistir. Yukarida yapilan girisim etkisi ¢alismalarinda
Que pik akimi potansiyelinin diger ii¢ maddeden farkli olmasi bir referans olarak kabul

edilmistir.

4.6.1. Que ve Luteolin’in es zamanh tayin edilebilirligi

a) Luteolin’e karsi Que’nin es zamanh tayin edilebilirligi

Her ikisi de birbirine yakin degerde pik akimi etkisine sahip olan Que ve Luteolin ile
calismaya baslanmistir. Oncelikle 1.32x107 M Que ve 5.25x107" M Luteolin iceren ¢ozeltilerden
5’er mL almarak ayn1 voltametrik hiicre i¢inde karistirilmistir. Ortamda 2.63x107 M (75.13 ng
mL7) Luteolin’e karsilik 6.6x10% M (19.94 ng mL™?) Que bulunmaktadir. Elde edilen karisimin
SWAdSV voltamogrami alinmis ve biri Que’e digeri Luteolin’e ait iki pik gozlenmistir. Sabit
Luteolin miktarina karsilik artan Que konsantrasyonunun pik akimlarinda meydana getirdigi
etkiyi incelemek amagli daha onceden hazirlanmis 4.08x10% M’Iik Que ¢ozeltisinden

voltametrik hiicreye ardi ardina 100 pL ilaveler yapilmistir.
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E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.19. PGE kullanilarak 75.13 ng mL™ (2.63x107 M) Luteolin’e karsilik farkli konsantrasyonlarda a) 19.94, b)
31.94, c¢) 43.52, d) 55.27, e) 66.49, f) 77.6, g) 88.55, h) 99.13, i) 109.7 ng mL* Que icin elde edilen SWAdSV

voltamogramlari. Tarama hizi 100 mV s’
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Sekil 4.20. Sabit miktarda Luteolin i¢eren ¢ozeltide degisen Que konsantrasyonlari ile elde edilen pik akimlart
arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigi

Sekil 4.20’de de goriildiigii gibi Luteolin pik akiminda herhangi bir degisim
gozlenmeksizin artan Que konsantrasyonuyla beraber Que pik akiminda diizenli artis meydana
gelmistir. Calisma Que igin 6.6x10% M (19.94 ng mL™?) ile 3.63x107 M (109.7 ng mL™?)

konsantrasyon araliginda gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.19°dan elde edilen voltamogramlardan okunan pik akimlar1 kullanilarak Que

cozeltisinin farkli konsantrasyonlarina karsi ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.20°de verilmistir.

b) Que’e karsi Luteolin’in es zamanh tayin edilebilirligi

Gelistirilen yontem, sabit Que konsantrasyonuna karsilik degisen konsantrasyonlarda
Luteolin i¢in de denenmistir. Girisim olusturmayan ve birbirini bastirmayan iki pik

Luteolin’in es zamanl tayininde de elde edilmistir.

| — = Luteolin

I /(uA)
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E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.21. PGE kullanilarak 1.99 pg mL™? (6.6x10° M) Que’e karsilik farkli konsantrasyonlarda a) 19.89 b) 39.2,
c) 58.39, d) 77.25, e) 95.63, f) 113.66, g) 131.3, h) 148.7 ng mL™* Luteolin igin elde edilen SWAdSV

voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s’
1.99 pg mL? (6.6x10° M) Que miktarma karsiklik konsantrasyonu 19.89 ng mL™ ile
148.7 ng mL*! araliginda degisen konsantrasyonlarda Luteolin i¢cin SWAdSV voltamogramlar1
alinarak pik akimlar elde edilmistir (Sekil 4.21). Elde edilen pik akimlarina karsilik gelen

konsantrasyon degerlerinden yararlanarak Sekil 4.22°de verilen kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
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Sekil 4.22. Sabit miktarda Que igeren ¢ozeltide degisen Luteolin konsantrasyonlari ile elde edilen pik akimlart
arasinda cizilen kalibrasyon grafigi

4.6.2. Que ve Rutin’in es zamanh tayin edilebilirligi

a) Rutin’e kars1 Que’nin es zamanh tayin edilebilirligi

Es zamanl tayin edilebilirlik ¢caligmasina Que’e kars1 Rutin bilesigi kullanilarak devam
edilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda hazirlanan Que ve Rutin ¢ozelti karisgimimnin SWAdSV
voltamogramlar:1 alinmig birbirine girisim yapmayan biri Que’e digeri Rutin’e ait iki pik
gozlenmistir. Devaminda sabit Rutin miktarina karsilik Que konsantrasyonu degistirilmis ve her
konsantrasyon degisiminden sonra SWAdASV  voltamogramlar1  alinarak  degisen
konsantrasyonlara karsilik gelen pik akimlar1 okunmustur.

Ortamda 2 pg mL? (3.28x10° M) sabit Rutin miktaria karsilik 76 ng mL? (2.5x107" M)
Que bulunmaktadir. Que icin 76 ng mL™ ile 329 ng mL*? konsantrasyon araliginda farkli
konsantrasyonlar i¢in elde edilen pik akimlarn Sekil 4.23’de verilen cakistirilmis

voltamogramlarda goriilmektedir.
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-0,3 -0,2 | -0|,1 | 0:0 | 0:1 | 0,2 0,3
E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.23. PGE kullanilarak 2 pg mL™ (3.28x10% M) Rutin’e karsilik farkli konsantrasyonlarda a) 76, b) 112, c)
152, d) 190, e) 226, f) 262, g) 297, h) 329 ng mL™* Que icin elde edilen SWAdSV voltamogramlar1. Tarama hizi 100
mV st

Bu voltamogramlardaki konsantrasyon degerlerine karsilik gelen pik akimi degerleriyle

Sekil 4.24°te verilen kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
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Sekil 4.24. Sabit miktarda Rutin igceren ¢6zeltide degisen Que konsantrasyonlari ile elde edilen pik akimlar arasinda
¢izilen kalibrasyon grafigi
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b) Que’e karsi Rutin’in es zamanh tayin edilebilirligi

Bu boliimde Que igin elde edilen bulgularin benzer bir sekilde Rutin i¢in de elde edilip
edilemeyecegi arastirilmistir. Deneyler 199.4 ng mL™? (6.6x107 M) Que’e karsilik 1.3 pg mL™*

ile 3.47 ng mL! konsantrasyon araliginda degisen Rutin konsantrasyonlari igin yapilmustir.

1{uA)

-0,3 -0,2 | -0|,1 | u,ln | u|,1 | 0,2 0,3
E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.25. PGE kullanilarak 199.4 ng mL™ (6.6x107 M) Que’e karsilik farkli konsantrasyonlarda a) 1.3, b) 1.72, ¢)
2.1, d) 2.45, e) 2.80, ) 3.14, g) 3.47 pg mL™* Rutin icin elde edilen SWAdSV voltamogramlari. Tarama hiz1 100

mV s?
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Sekil 4.26. Sabit miktarda Que igeren ¢6zeltide degisen Rutin konsantrasyonlart ile elde edilen pik akimlar1 arasinda
cizilen kalibrasyon grafigi



99

Konsantrasyona karsilik elde edilen pik akimlar1 Sekil 4.25°te verilmistir. Bulgulardan
yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon grafiginde (Sekil 4.26) elde eilen dogrusallik da Que ortaminda

Rutin’in tayin edilebilirliligini destekler niteliktedir.

4.6.3. Que ve Morin’in es zamanh tayin edilebilirligi

a) Morin’e kars1 Que’nin es zamanh tayin edilebilirligi

Morin bilesigi girisim etkisi ¢alismalarinda da gozlendigi gibi, B halkasinda bulunan —
OH gruplarimin meta pozisyonunda olmasindan ve dolayisiyla daha zor ylikseltgenmesi
nedeniyle, Que, Luteolin ve Rutin gibi oksidasyon aktivitelerinden kaynaklanan daha etkin
analitik sinyale sahip maddelerle birlikte tayin edilmek istendiginde analitik sinyalinin daha gii¢
gozlendigi ve daha kolay baskilanmaya miisait olan bir maddedir. Yiiksek derisimli ¢ozeltiler
hazirlandiginda Morin’in analitik sinyali zor gozlendigi hatta girisim ve baskilanma
sorunlarindan dolay1 gozlenemedigi icin 6zellikle Morin i¢in daha diisiik konsantrasyonlarda
¢ozelti hazirlamak tespit ve tayinde 6nemli bir faktordiir. Diisiik konsantrasyonlu Que ve Morin
cozeltisi hazirlandiktan sonra karisimin SWAdASV voltamogrami alinarak birbirinden ayrilmis
biri Que’e digeri Morin’e ait iki pik gozlenmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda bu iki piki elde

etmek mumkiin olmamaktadir.

(uA)

-0,2 | -u',1 | uin | 0:1 | 0,2 0,3
E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.27. PGE kullanilarak 24 ng mL™ (7.94x10% M) Morin’e karsilik farkli konsantrasyonlarda a) 19.34, b) 37.77,
¢) 55, d) 74.2, e) 92.15, f) 110 ng mL™* Que icin elde edilen SWAdSV voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s
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Oncelikle sabit Morin miktar: icin Que konsantrasyonundaki degisim ve buna bagh
olarak pik akiminda meydana gelen degisim gdzlenmistir. 24 ng mL™? (7.94x10® M) Morin’e
karsihk 19.34 ng mL?' ile 110 ng mL? konsantrasyon araliginda degisen Que
konsantrasyonlarinda SWAdSV voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 4.27°te ¢akistirilmis olarak

verilmistir.

Pik alkimi, pA
w

y=0,0427x+0,4312
1 4 R*=0,9984
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0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon, ng/mL

Sekil 4.28. Sabit miktarda Morin igeren ¢6zeltide degisen Que konsantrasyonlari ile elde edilen pik akimlar1 arasinda
cizilen kalibrasyon grafigi

Bu voltamogramlardan elde edilen bulgularla Sekil 4.28°de verilen kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Elde edilen sonuglar Morin varliginda Que’in tespit ve tayin edilebilirliligini destekler

niteliktedir.
b) Que’e kars1 Morin’in es zamanh tayin edilebilirligi

Bu béliimde Morin varliginda Que’in tayin edilebilirliligindeki basarinin Que varliginda
Morin i¢in de miimkiin olup olmadig1 arastirilmistir. Bunun igin 19.34 ng mL? (6.4x108 M)
Que’e karsilik 0.75 pg mL? ile 2.4 ug mL? araliginda degisen konsantrasyonlarda Morin igin
ard1 ardina SWAdSV voltamogramlar1 alinmis ve ¢akistirilarak Sekil 4.29°da verilmistir. Morin
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen pik akimlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir
(Sekil 4.30). Kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrusallik ayni basarinin Que varliginda

Morin’in tayin edilebilirliligi i¢in de miimkiin oldugunu gostermektedir.
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I(nA)
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-0,2 -0.1 0,0 0,1 0,2 0,3
E(V) vs. Ag/AgCl
Sekil 4.29. PGE kullanilarak 19.34 ng mL* (6.4x10% M) Que’e karsilik farkli konsantrasyonlarda a) 0.75, b) 0.94,

c) 1.13,d) 1.32, ¢) 1.5, f) 1.68, g) 1.86, h) 2.04, i) 2.4 pg mL"* Morin icin elde edilen SWAdSV voltamogramlar:.
Tarama hiz1 100 mV st
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Sekil 4.30. Sabit miktarda Que igeren ¢ozeltide degisen Morin konsantrasyonlari ile elde edilen pik akimlar
arasinda c¢izilen kalibrasyon grafigi

Yapilan tiim es zamali tayin ¢aligmalar1 gosteriyor ki gelistirilen yontem, yaygin bir
flavonoid olan Que’in benzer molekiil yapisina ve buna bagli olarak benzer elektrokimyasal
davranislara sahip (Miilazimoglu I.E., 2008) Luteolin, Rutin ve Morin gibi flavonoidlerle birlikte
es zamanl tayin edilmesini miimkiin kilmaktadir. Hatta ¢calismay1 farkli bir agidan ele alirsak;
gelistirilen metot sadece Que’in tayinini miimkiin kilmakla kalmayip, Que varliginda Luteolin,

Rutin ve Morin’in de tayin edilebilmesini miimkiin kilmaktadir.
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4.7. Ger¢cek Numune Analizleri

Que tayini i¢in yapilan destek elektrolit ¢alismalari, uygun pH c¢alismalari, girisim etkisi
caligmalar1 ve es zamanli tayin edilebilirlik ¢calismalar1 bize Que’nin ger¢ek numunelerde tayin
edilebilirliligi hususunda referans olmustur. Bu referanslar g6z 6niinde bulundurularak ¢alismaya
gercek numune analizlerinde Que tayininin yapilmasiyla devam edilmistir.

Gergek numune olarak pancar suyu, siyah ¢ay, elma sirkesi, elma suyu, visne suyu, yesil
cay, soguk cay ve ilizim sirkesi numuneleri belirlenmistir. Hazirlanan ger¢cek numune
cozeltilerinin belirlenen optimum kosullar altinda SE igerisinde Que ilavesiz ve Que ilaveli
SWAdSV voltamogramlart alinmis elde edilen pik akimlariyla konsantrasyonlar arasinda
kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.

Asagida tiim ger¢ek numuneler i¢in elde edilen voltamogramlar ve bu voltamogramlardan
okunan pik akimlar1 ve konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilmis kalibrasyon grafikleri verilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinin dogrusalligi ve egim ¢izgilerinin korelasyon katsay1
degerlerinin 1’e olduk¢a yakin olmasi dikkat cekmektedir.

Her bir numunedeki Que miktari, elde edilen denklemlerden yararlanarak tespit
edilmigtir. Tespit degerlerinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda olmasi ve 6zellikle uygulanan her
bir gercek numune icin ayni miikemmellikte sonu¢ vermesi gelistirilen yontemin gergek

numuneler iizerindeki uygulanabilirliliginin oldukga etkili oldugunu gdstermektedir.

4.7.1. Pancar suyunda Que tayini

Pancar suyunda Que tayini i¢in dncelikle 25 mL’lik balon joje igerisine 1 mL pancar suyu
konulmus iizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmistir.
Igerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik hiicreye hazirlanan pancar suyu ¢dzeltisinden 100 pL
enjekte edilmis ve voltamogrami alinmigtir. Daha sonra hiicre igerisine Sekil 4.28
aciklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que ilaveleri yapilmis, her bir ilaveden sonra
voltamogramlar yeniden alinmistir. Elde edilen voltamogramlar cakistirilarak Sekil 4.31°de

verilmistir.
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E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.31. Pancar suyu numunesinin SE i¢erisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b)100 uL
pancar suyu ¢dzeltisi ilaveli, (c) 50 uL 1.32x10%M Que, (d) 50 uL 1.32x10° M Que, () 50 uL 1.32x10°M Que,
(f) 50 uL 1.32x10°° M Que, (g) 50 puL 1.32x10°° M Que ilaveleri sonras1 aliman SWAdSV voltamogramlar1. Elektrot,
PGE; biriktirme siiresi 150 s biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim
potansiyeli, 50 mV

Her bir Que ilavesi icin degisen ¢ozelti konsantrasyonlar: 1.96 ng mL?, 3.91 ng mL?,
5.83 ng mL?, 7.74 ng mL™ ve 9.635 ng mL? (6.5x10°, 12.94x107, 19.31x10?°, 25.63x10° ve
31.8x10° M) olarak hesaplanmistir. Bu konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik gelen
pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.32°de verilmistir. Grafik
denkleminden yararlanilarak Que ilavesiz pancar numunesinden elde edilen 0,331 pA
biiyiikliigiindeki pik akimma (b egrisi) karsilik gelen Que konsantrasyonu 2.66 ng mL™ (8.84x10°

% M) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.32. Degisen pancar konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

4.7.2. Siyah cayda Que tayini

25 mL balon joje icerisine 5 mL demlenmis siyah ¢ay konulmus iizerine 5 mL etanol ilave
edilmis ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Igerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik
hiicreye hazirlanan siyah ¢ay ¢6zeltisinden 100 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmistir.
Daha sonra hiicre igerisine Sekil 4.33 aciklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que
ilaveleri yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar tekrar alinmistir. Elde edilen
voltamogram egrileri cakistirilarak Sekil 4.33de verilmistir.

Her bir Que ilavesi i¢in degisen ¢ozelti konsantrasyonlar1 3.93 ng mL™?, 13.6 ng mL™,
33.2ngmL?, 72.2ngmL?, 111.2ngmL*, 150.2 ng mLtve 170 ngmL™ (0.13x107 M, 0.45x10°
"M, 1.10x107 M, 2.39x107 M, 3.68x107 M, 4.97x107 M ve 5.62x107 M) olarak
hesaplanmistir. Bu konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik gelen pik akimlarindan
yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.34’de verilmistir. Grafik denkleminden
yararlanilarak Que ilavesiz siyah ¢ay numunesinden elde edilen 0,555 pA biiyiikligiindeki pik
akimma (b egrisi) karsihk gelen Que konsantrasyonu 16.01 ng mL™ (5.3x10® M) olarak

hesaplanmustir.
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(pA)

-0,3 | -0,2 | -0,1 | 0:0 | 011 | 0,2 | 0,3 | 0,4
E(V) vs. Ag/AgClI

Sekil 4.33. Siyah ¢ay numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 100 uL
siyah ¢ay ¢ozeltisi ilaveli, (¢) 100 pL 1.32x10° M Que, (d) 25 pL 1.32x10°>M Que, (e) 50 pL 1.32x10°M Que, ()
10 pL 1.32x10*M Que, (g) 10 uL 1.32x10*M Que, (h) 10 uL 1.32x10“4M Que, (i) 5 pL 1.32x10*M Que ilaveleri
sonrasi alinan SWAdSV voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli, 50 mV
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Sekil 4.34. Degisen siyah ¢ay konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlar1 kullanilarak c¢izilen kalibrasyon
grafigi

4.7.3. Elma sirkesinde Que tayini

25 mL balon joje igerisine 1 mL elma sirkesi konulmus {izerine 5 mL etanol ilave edilmis

ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmustir. Icerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik hiicreye
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hazirlanan elma sirkesi ¢ozeltisinden 100 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmistir. Daha
sonra hiicre igerisine Sekil 4.35 aciklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que ilaveleri
yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar tekrar alinmistir. Elde edilen voltamogramlar

cakistirilarak Sekil 4.35°de verilmistir.

V(uA)

-0,2 -0,1 | n,lu | 0',1 | 0:2 | 0,3 0,4
E (V) vs. Ag/AgClI

Sekil 4.35. Elma sirkesi numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 300
pL elma sirkesi ¢dzeltisi ilaveli, (c) 25 puL 1.32x10° M Que, (d) 25 pL 1.32x10° M Que, (e) 50 uL 1.32x10°M
Que, (f) 50 pL 1.32x10°M Que, (g) 50 puL 1.32x10°M Que ilaveleri sonrast SWAdSV voltamogramlari. Elektrot,
PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degigkenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim
potansiyeli, 50 mV

Her bir Que ilavesi i¢in degisen ¢ozelti konsantrasyonlar1 0.96 ng mL?, 10.30 ng mL™,
29.43ngmL?, 48.35 ng mL? ve 67.12 ng mL™ (0.32x108 M, 3.41x108 M, 9.73x10®8 M, 16x10"
8 M ve 22.20x10® M) olarak hesaplanmistir. Bu konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik
gelen pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.36’da verilmistir. Grafik
denkleminden yararlanilarak Que ilavesiz elma sirkesi numunesinden elde edilen 0.184 pA
biiyiikliigiindeki pik akimma (b egrisi) karsilik gelen Que konsantrasyonu 6.89 ng mL™ (2.28%x10°

8 M) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.36. Degisen elma sirkesi konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi

4.7.4. Elma suyunda Que tayini

25 mL balon joje igerisine 1 mL elma suyu konulmus {izerine 5 mL etanol ilave edilmis
ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmustir. Icerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik hiicreye
hazirlanan elma suyu ¢ozeltisinden 200 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmistir. Daha
sonra hiicre igerisine Sekil 4.37 agiklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que ilaveleri
yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar tekrar alinmistir. Elde edilen voltamogramlar
cakistirilarak Sekil 4.37’de verilmistir.

Her bir Que ilavesi i¢in degisen ¢dzelti konsantrasyonlar1 0.96 ng mL™, 10.66 ng mL™,
29.98 ng mL, 68.63 ng mL?, 107.20 ng mL ve 145.70 ng mL? (0.32x10® M, 3.53x10® M,
9.92x10% M, 22.71x10% M, 35.47x10% M ve 48.21x10° M) olarak hesaplanmistir. Bu
konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik gelen pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen
kalibrasyon grafigi Sekil 4.38’de verilmistir. Grafik denkleminden yararlanilarak Que ilavesiz
elma suyu numunesinden elde edilen 0.387 pA biiyiikligiindeki pik akimina (b egrisi) karsilik
gelen Que konsantrasyonu 9.89 ng mL™ (3.28x10® M) olarak hesaplanmustir.
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E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.37. Elma suyu numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 200 puL
elma suyu ¢ozeltisi ilaveli, (c) 25 pL 1.32x10°M Que, (d) 25 pL 1.32x10°M Que, (€) 50 pL 1.32x10"°>M Que, ()
10 pL 1.32x10“* M Que, (g) 10 pL 1.32x10* M Que, (h) 10 uL 1.32x10* M Que ilaveleri sonrast SWAdSV
voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25
Hz; adim gerilimi, | mV; adim potansiyeli, 50 mV
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R*=0,9972

0 50 100 150 200

Konsantrasyon, ng/mL

Sekil 4.38. Degisen elma suyu konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlar kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi
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4.7.5. Uziim sirkesinde Que tayini

25 mL balon joje icerisine 1 mL iiziim sirkesi konulmus {izerine 5 mL etanol ilave edilmis
ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Icerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik hiicreye
hazirlanan tizim sirkesi ¢ozeltisinden 50 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmistir. Daha
sonra hiicre icerisine Sekil 4.39 aciklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que ilaveleri
yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar tekrar alinmistir. Elde edilen voltamogramlar

cakistirilarak Sekil 4.39°da verilmistir.

d
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E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.39. Uziim sirkesi numunesinin SE icerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 50
uL {iziim sirkesi ¢dzeltisi ilaveli, (c) 50 uL 1.32x10° M Que, (d) 50 pL 1.32x10° M Que, (€) 100 puL 1.32x10°M
Que, (f) 100 pL 1.32x10°% M Que ve (g) 50 puL 1.32x10° M Que ilaveleri sonrast SWAdSV voltamogramlari.
Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 1
mV; adim potansiyeli, 50 mV

Her bir Que ilavesi igin degisen ¢ozelti konsantrasyonlar1 19.6 ng mL™?, 39.1 ng mL™,
77.6 ng mL, 115.4 ng mL* ve 133.8 ng mL™(0.65x10® M, 1.3x108 M, 2.57x108 M, 3.82x10"
8M ve 4.43x10°® M) olarak hesaplanmistir. Bu konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik
gelen pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.37°de verilmistir. Grafik
denkleminden yararlanilarak Que ilavesiz iizim sirkesi numunesinden elde edilen 1.06 pA

biiyiikliigiindeki pik akimma (b egrisi) karsilik gelen Que konsantrasyonu 51.1 ngmL™ (1.67x10°

8 M) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.40. Degisen {iziim sirkesi konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlar1 kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi

4.7.6. Visne suyunda Que tayini

1pA

(uA)

E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.41. Visne suyu numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 50 uL
visne suyu ¢dzeltisi ilaveli, (c) 25 pL 1.32x10M Que, (d) 25 pL 1.32x10°°M Que, () 50 pL 1.32x10"5M Que, (f)
10 pL 1.32x10* M Que ve (g) 10 pL 1.32x10*M Que, (h) 5.5 pL 1.32x10* M Que ilaveleri sonrast SWAdSV
voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25
Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli, 50 mV

25 mL balon joje igerisine 1 mL visne suyu konulmus iizerine 5 mL etanol ilave edilmis

ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Icerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik hiicreye
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hazirlanan visne suyu ¢ozeltisinden 50 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmistir. Daha
sonra hiicre icerisine Sekil 4.41 agiklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que ilaveleri
yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar tekrar alinmistir. Elde edilen voltamogramlar

cakistirilarak Sekil 4.41°de verilmistir.
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Konsantrasyon, ng/mL

Sekil 4.42. Degisen visne suyu konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi

Her bir Que ilavesi igin degisen ¢dzelti konsantrasyonlar: 0.9 ng mL?, 10.85 ng mL*,
30.43 ng mL, 69.66 ng mL™?, 108.80 ng mL ve 130.32 ng mL? (0.31x10® M, 3.59x108 M,
10.07x10®% M, 25.05x10®% M, 36x10% M ve 43.12x10% M) olarak hesaplanmistir. Bu
konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik gelen pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen
kalibrasyon grafigi Sekil 4.42°de verilmistir. Grafik denkleminden yararlanilarak Que ilavesiz

vigne suyu numunesinden elde edilen 450 nA biiyiikligiindeki pik akimina (b egrisi) karsilik

gelen Que konsantrasyonu 13.19 ng mL? (4.34x10® M) olarak hesaplanmustir.

4.7.7. Yesil cayda Que tayini

25 mL balon joje igerisine 5 mL demlenmis yesil cay konulmus {izerine 5 mL etanol ilave
edilmis ve ¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmustir. igerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik
hiicreye hazirlanan yesil ¢ay ¢ozeltisinden 100 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmustir.

Daha sonra hiicre igerisine Sekil 4.43 aciklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que
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ilaveleri yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar tekrar alinmistir. Elde edilen

voltamogramlar ¢akistirilarak Sekil 4.43’de verilmistir.

(pA)

-0,2 -0,1 | u,ln | 011 | 0,2 | 0,3 | 0,4
E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.43. Yesil cay numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlar: (a) 10 mL SE, (b) 100 uL
yesil cay ¢dzeltisi ilaveli, (¢) 25 uL 1.32x10°M Que, (d) 25 pL 1.32x10°M Que, (e) 50 puL 1.32x10°M Que, (f) 5
uL 1.32x10%*M Que, (g) 5 uL 1.32x10* M Que, (h) 5 pL 1.32x10*M Que ve i) 5 uL 1.32x10* M Que ilaveleri
sonrast SWAdASV voltamogramlari. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, | mV; adim potansiyeli, 50 mV
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Sekil 4.44. Degisen yesil cay konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi
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Her bir Que ilavesi i¢in degisen ¢dzelti konsantrasyonlar1 0.96 ng mL™, 10.69 ng mL™,
30.22 ng mL?, 49.74 ng mL, 69.24 ng mL*, 88.73 ng mL™ ve 108.20 ng mL* (0.32x10® M,
3.54x10% M, 10.00x108 M, 16.46x108M, 22.91x10® M, 29.36x10® M ve 35.8x10® M) olarak
hesaplanmistir. Bu konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik gelen pik akimlarindan
yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.44’de verilmistir. Grafik denkleminden
yararlanilarak Que ilavesiz yesil cay numunesinden elde edilen 0.618 pA biiytikliglindeki pik
akimina karsilik gelen Que konsantrasyonu 10.72 ng mL? (3.67x10® M) olarak hesaplanmustir.

4.7.8. Soguk cayda Que tayini

25 mL balon joje igerisine 5 mL yesil cay konulmus iizerine 5 mL etanol ilave edilmis ve
¢ozelti SE ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Igerisinde 10 mL SE bulunan voltametrik hiicreye
hazirlanan soguk cay ¢ozeltisinden 100 pL enjekte edilmis ve voltamogrami alinmistir. Daha
sonra hiicre icerisine Sekil 4.45 agiklamalarinda belirtildigi miktarlarda ardi ardina Que ilaveleri
yapilmis, her bir ilaveden sonra voltamogramlar yinelenmistir. Elde edilen voltamogramlar

cakistirilarak Sekil 4.45°de verilmistir.

1(nA)

-0,3 | -0,2 | -0,1 | n,'n | 011 | 0,2 | 0,3 | 0,4
E(V) vs. Ag/AgCI

Sekil 4.45. Soguk ¢ay numunesinin SE igerisinde kaydedilen SWAdSV voltamogramlari (a) 10 mL SE, (b) 100 uL
soguk cay cozeltisi ilaveli, (¢) 25 uL 1.32x10° M Que, (d) 25 uL 1.32x10°M Que, (e) 50 puL 1.32x10°M Que, (f)
50 uL 1.32x10° M Que, (g) 5 pL 1.32x10* M Que ve (h) 5 puL 1.32x10* M Que ilaveleri sonras1 SWAdSV
voltamogramlar1. Elektrot, PGE; biriktirme siiresi 150 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25
Hz; adim gerilimi, 1 mV; adim potansiyeli, 50 mV
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Sekil 4.46. Degisen soguk cay konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik akimlari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi

Her bir Que ilavesi i¢in degisen ¢ozelti konsantrasyonlar1 0.96 ng mL™?, 10.69 ng mL™,
30.22 ng mL?, 49.5 ng mL?, 68.96 ng mL™ ve 88.34 ng mL* (0.32x10% M, 3.54x10% M,
10.00x10% M, 16.39x108 M, 22.81x10®% M ve 29.23x10® M) olarak hesaplanmistir. Bu
konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik gelen pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen
kalibrasyon grafigi Sekil 4.46°da verilmistir. Grafik denkleminden yararlanilarak Que ilavesiz

soguk cay numunesinden elde edilen 0.341 pA biiyiikliigiindeki pik akimina (b egrisi) karsilik
gelen Que konsantrasyonu 11.70 ng mL™ (3.88x10® M) olarak hesaplanmistir.

4.8. Yontem Validasyonu

4.8.1. Dogrusallik arahg:

Farkli Que derisimleri igin elde edilen pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafiginin 9.67 ng mL™ ! ile 411 ng mL™ ! (3.2x10® mol L? ile 1.36x10° mol L) araliginda
dogrusal oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15). Elde edilen dogru denklemi y = 0.054x + 2.0346
olarak bulunmus ve korelasyon katsayisi ise R?> = 0.984 olarak hesaplanmistir. LOD ve LOQ
degerleri ise sirasiyla, 0.51 ng mL™t (1.7x10™° M) ve 1.54 ng mL? (15.1x107° M) olarak
hesaplanmistir. Gergek numunelerde tayin edilen Que miktarlar1 (pancar suyu: 2.66 ng mL™,

siyah ¢ay: 16.01 ng mL™, elma sirkesi: 6.89 ng mL™, elma suyu: 9.89 ng mL™, {iziim sirkesi:
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51.1 ng mL?, visne suyu: 13.19 ng mL™, yesil ¢ay:10.72 ng mL™? ve soguk cay: 11.70 ng mL™?)

g6z dniinde bulunduruldugunda sonuglarin elde edilen alt tayin sinir1 ile uyustugu goriilmektedir.

4.8.2. Yontemin kesinligi

Yontemin kesinligi, sonuglarin tekrarlanabilirliliginin bir gostergesidir. Ayni sartlar
altinda yapilmis en az {i¢ veya daha fazla 6l¢ctimden elde edilen sinyal 6l¢timlerinin yakinliginin
bir derecesidir. Sekil 4.47°de PGE kullanilarak ayn1 analit ¢ozeltisinde ard1 ardina {i¢ kez alinan
SWAASV voltamogramlariin ¢akistirilmig goriintiileri verilmistir. Bu voltamogramlardan elde
edilen pik akimi degerlerinin neredeyse birbirine esit oldugu goriilmektedir. Kesinlik, standart
sapma veya bagil standart sapma cinsinden ifade edilir. Bu degerin % 15’den kiiglik olmasi istenir

ki calismamizda bu degerin istenilen sinirlarin ¢ok altinda oldugu goriilmiistiir.

(uA)

: : , :
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
E(V) vs. Ag/AgCI
Sekil 4.47. PGE kullanilarak 5.92x107 M Que’in ardi ardina ii¢ kez alinan SWAdSV voltamogramlarinin

cakistirtlmig goriintiileri

4.8.3. Yontemin tutarhihg:

Tutarlilik, yontemin farkli deney sartlarinda (farkli giin, farkli alet, farkli analizci)
tekrarlanmasi ile kabul edilebilir sonuglar elde edilebilmesidir. Yapmis oldugumuz caligsmalari
farkl1 giinlerde tekrarlamamiz ve calismanmn hem Konya Necmettin Erbakan Universitesi hem

de Eskisehir Anadolu Universitesi laboratuvarlarinda yapilmis olmasi elde edilen sonuglarin
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kabul edilebilir 6l¢iide oldugunu gostermis ve bu da yontemin tutarliliginin bir gostergesi

olmustur.
4.8.4. Yontemin duyarhhgi
Bir yontemin duyarliligi konsantrasyondaki birim artisin sinyalde meydana getirdigi

etkinin biyiikligiiyle ilgilidir. Calismamizdaki alt tayinin sinirinin diisiik olmasi gelistirilen

yontemin ¢ok diisiik konsantrasyon artislarina duyarli oldugunun bir géstergesidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, dogal iiriinlerde (6zellikle renkli meyve ve sebzelerde) yaygin olarak
bulunan, siiper besin olarak nitelendirilen, antiinflamatuar 6zelligi, antihistaminik ozelligi ve
oksidatif stresi diisiirme kabiliyeti nedeniyle bircok kanser tiirline, kardiyovaskiiler
rahatsizliklara ve yaslanmaya karsi etkili oldugu bilinen giiglii bir antioksidan olan Que'in
kantitatif tayini i¢in yeni bir elektroanalitik yontem gelistirilmistir. SE olarak farkli pH
degerlerinde farkli tampon cozeltiler kullanilmis ve Que’in sudaki ¢oziinlrligliniin diisiik
olmasindan ve ulasilan kantitatif tayin smirinin olduk¢a diisiik konsantrasyon degerlerinde
bulunmasindan dolay1 % 20 EtOH igeren PBS (pH 7.1) tamponu ile ¢alisilmistir. Caligmalar
sirasinda kullanilan SWAdASYV tekniginin Que'in kantitatif tayininde ¢ok etkili bir yontem oldugu
sonucuna ulasilmistir. SWV teknigi i¢in optimum cihaz paramaetreleri f =25 Hz, AEs=1 mV ve
AEsw= 50 mV olarak, optimum siyirma parametreleri ise; Biriktirme siiresi = 150 s ve Biriktirme
potansiyeli = 0.0 V olarak belirlenmistir. Tiim c¢aligmalarda ekonomik, genis ve aktif ylizeye
sahip ve yenilenebilirligi yiiksek olan PGE kullanilmis, tayinlerde maliyetli ve daha uzun analiz
stiresine sahip oldugu bilinen diger modifiye edilmis elektrotlara nispeten oldukga i1yi sonuglar
elde edilmistir. Oyle ki standart ekleme yontemi kullamilarak 9.67 ng mL™ ! ile 411 ng mL™!
(3.2x10-8 mol L ila 1.36x10-6 mol L™?) arasinda cizilen kalibrasyon grafigi ile gzlenebilirlik
(LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) degerleri sirasiyla, 0.51 ng mL™ (1.7x107° M) ve 1.54 ng mL™*
(15.1x107° M) olarak belirlenmistir.

Kaynak Arastirmast boliimiinde antioksidanlarin ger¢ek numunelerden tayinine dair
yapilan arastirmalarda, girisim etkisinden dolay1 voltametri yontemine ilave olarak farkli analitik
metotlara da ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Gelistirilen yontemin en biiyiik avantaji, herhangi
farkli bir teknige ihtiya¢ duymadan Que’in ger¢ek numunelerden Kalitatif ve kantitatif olarak
tayin edilmesine imkan saglamasidir.

Literatiirden de bilindigi iizere Que temel flavonoid iskelet yapisina sahip olan Rutin,
Luteolin, Morin ve Flavon ile dogal numunelerde siklikla birlikte bulunmaktadir. Bu molekiiller
gercek numunelerden Que tayininde girisim etkisi olusturabilmektedir. Calismamizda gelistirilen
yontem sayesinde, hem destek elektrolit icerisinde hem de ger¢ek numunelerde yukarida adi
gecen molekiillerin Que ile birlikte bulunmasinin Que’in kantitatif tayininde herhangi bir girigim
etkisi olusturmadiklar1 gdsterilmistir.

Ozellikle es zamanl tayin ve girisim etkisi calismalarinda dikkati ceken bir diger husus

da; bu galismalarin daha biiyiik pik akiminin elde edildigi 10 M konsantrasyon seviyeleri yerine
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¢ok daha diisiik (107"M-10®M) konsantrasyon seviyelerinde yapilmasidir. Yiiksek konsantrasyon
seviyelerinde bu maddelere ait pik akimlari her ne kadar biiyiikk degere sahip olsalar da
birbirlerine girisime veya birbirlerini baskilamaya sebep olmaktadirlar. Aksine diisiik
konsantrasyonlarda ¢alisildiginda ortamda var olan her bir madde i¢in pik akimi potansiyelleri
ve her bir maddenin pik akimlarinda olusturduklar: etki rahatlikla gézlemlenmistir.

Gelistirilen yontem ile pancar suyu, siyah ¢ay, elma sirkesi, elma suyu, liziim sirkesi,
visne suyu, yesil cay ve soguk ¢ay orneklerinden Que oldukea diisiik tayin sinirlari ile (pancar:
2.66 ng mL™, siyah ¢ay: 16.01 ng mL™, elma sirkesi: 6.89 ng mL™, elma suyu: 9.89 ng mL™,
{iziim sirkesi: 51.1 ng mL™, visne suyu: 13.19 ng mL™, yesil cay:10.72 ng mL? ve soguk cay:
11.70 ng mL1) basaril1 bir sekilde tayin edilmistir.

Laboratuar ortaminda elde edilmis bu basarinin endiistri sahasina taginabilmesi bilginin
raflarda kalmamasi ve kullanilabilirligi acisindan oldukca 6nemlidir. Gerekli iletisimin, basit ve
ekonomik aparatlarin saglanmasiyla belki her ¢alismada giindeme gelen bu is birligi hayal
olmaktan ¢ikip uygulanabilir bir sekle donilisecek ve sonrasinda yapilacak diger arastirmalar ve

arastiricilar i¢in de bir heyecen olusturacaktir.
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