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OZET

MODIFiYE CAMSI KARBON ELEKTROT KULLANILARAK YAGDA
COZUNEN VITAMINLERIN ES ZAMANLI ELEKTROKIMYASAL TAYINi

DOKTORA TEZI

Asiye Aslihan AVAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisti

Kimya Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Hayati FILIK

Insanlarda giderek artan iyi beslenme aliskanliklari vitamin takviyeli gidalarin, multivitamin
kapsiilleri ve tabletlerinin kullaniminm1 6nemli olgiide arttirmistir. Bunlarin islenmesi ve
depolanmasi sirasinda kimyasal reaksiyonlar nedeniyle vitamin miktarlar1 6nemli 6l¢iide
azalabilmektedir. Ayni zamanda lipofilik vitaminlerin fazlasinin viicutta depolanmasi
sonucunda saglik acisindan viicutta bazi zararl etkileri olmaktadir. Bu nedenle, bu {iriinlerin
igcerigindeki vitamin miktarlarinin dogrulugunu belirlemede kalite kontrol yo6ntemleri
gereklidir. Bu amagla ¢alismada voltametrik yontemle yagda ¢oziinen A, D3, E ve Ki
vitaminlerinin sulu yiizey aktif ortaminda tayini i¢in B-siklodekstrin/Cok duvarli karbon
nanotiip (BCD/MWCNT) modifiye camsi karbon elektrot temelli bir elektrokimyasal sensor
gelistirilmistir. Lipofilik vitaminlerinin es zamanl Kkantitatif tayini i¢in optimum kosullar
dongiilii voltametri ile %0,01(w/v) TX-100 ve %0,02 (w/v) SDS varliginda 0,15 M NaCl
iceren pH 5 Britton-Robinson (BR) tamponu olarak belirlenmistir. A, D3, E ve Ki
vitaminlerinin tek tek kare dalga voltametrisi ile elde edilen kalibrasyon egrileri sirasiyla 6-
200, 0,5-80, 0,5-100 ve 0,1-40 uM konsantrasyon araliginda dogrusaldir. A, D3, E ve K;
vitaminlerinin es zamanli olarak kare dalga voltametrisi ile elde edilen kalibrasyon egrileri
sirastyla 8-100, 0,8-60, 0,5-60 ve 0,1-20 uM konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Ayrica,
BCD/MWCNT/GC elektrot ile yagda ¢6ziinen vitaminlerin tayininde iyi bir tekrarlanabilirlik
ve segicilik gosterdigi bulunmustur. Onerilen voltametrik ydntemle, yagda ¢dziinen vitaminler
hizl1 ve basit bir sekilde belirlenebilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal yontem son olarak ilag
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ve katkili gida Orneklerinde (devam siitii ve vitamin suyunda) bulunan yagda ¢6ziinen
vitaminlerin  belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Bu amagla Ornekler alkali ortamda
sabunlastirilmis ve hekzan ile ekstrakte edildikten sonra basarili bir sekilde analiz edilmistir.

Temmuz 2019, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: A Vitamini, D Vitamini, E Vitamini, K Vitamini, Yagda ¢6ziinen
vitaminler, Voltametri, Gida analizi, Ila¢ analizi.
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SUMMARY

SIMULTANEOUS ELECTROCHEMICAL DETERMINATION of FAT-
SOLUBLE VITAMINS with USING MODIFIED GLASSY CARBON
ELECTRODE

Ph.D. THESIS

Asiye Aslihan AVAN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Hayati FILIK

Increasingly, good nutrition habits in humans have significantly increased the use of vitamin-
fortified foods, multivitamin capsules and tablets. Due to the chemical reactions during their
processing and storage, the amounts of vitamins can be significantly reduced. At the same
time, storage of excess lipophilic vitamins in the body has some harmful effects on the body.
Therefore, quality control methods are necessary to determine the correctness of the vitamin
content of these products. For this purpose, an electrochemical sensor based on B-cyclodextrin
/Multi-walled carbon nanotube (BCD/MWCNTSs) modified glassy carbon electrode was
developed for the determination of the fat-soluble A, D3, E, and Ky vitamins by voltammetric
method in aqueous surfactant medium. The optimum conditions for the simultaneous
quantitative determination of lipophilic vitamins were determined as the pH 5 Britton-
Robinson (BR) buffer with 0.15 M NaCl in the presence of 0.01% TX100 and 0.02% SDS
with cyclic voltammetry. Calibration curves obtained by individual square wave voltammetry
of vitamins A, Ds, E, and K are linear in the concentration range of 6-200, 0.5-80, 0.5-100
and 0.1-40 uM, respectively. Calibration curves obtained by simultaneous square wave
voltammetry of vitamins A, D3, E and Ky are linear in the concentration range of 8-100, 0.8-
60, 0.5-60 and 0.1-20 uM, respectively. Moreover, it is found that BCD/MWCNTSs displays
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high reproducibility and selectivity for the determination of fat-soluble vitamins. The
proposed voltammetric method permit the rapid and simple simultaneous determination of
fat-soluble vitamins. At the end of the study, the improved electrochemical method was
applied to the determination of the fat-soluble vitamins content in drugs and fortified food
samples (follow up milk and vitamin water). For this purpose, the samples were saponified in
an alkaline medium and were successfully analyzed after extraction with hexane.
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1. GIRIS

Vitaminler, yasamimiz i¢in gerekli bir¢ok fizyolojik fonksiyonun ger¢eklesmesinde rol alan
besinler arasindadir. Vitaminler, canli organizmalarin gelisimi ve normal biiylimesi i¢in
vazgegilmez olan gesitli islevlere sahip, esansiyel mikro besin maddeleri sinifinin biiyiik bir
kismint olusturmaktadir ve bunlarin bulunmamasi, ciddi fizyolojik sorunlara neden
olmaktadir. Bu bilesiklerin her biri farkli biyoyararlanim, biyolojik etki veya fizyolojik roli
olan ¢ok sayida homolog (vitamin) ve metabolitini kapsamaktadir (Combs, 2012;
Waldenstedt, 2006). Coziiniirliiklerine bagli olarak, vitaminler iki gruba ayrilir; bunlar suda
coziinen (sekiz B-kompleks vitamini ve C vitamini) ve yagda ¢oziinen vitaminlerdir. Yagda
¢ozlinen vitaminler retinol (A vitamini), tokoferol (E vitamini), kalsiferol (D vitamini) ve
antihemorajik vitaminleri (K: vitamini) icerir (Nelson ve Cox, 2013). Gida teknolojisinde,
vitamin analizi, ¢esitli biyokimyasal ve beslenme bozukluklarinin degerlendirilmesinde biiytik
ilgi ¢ekmektedir. Besin maddelerindeki vitamin igerigi, iyi depolanmaya ve paketlemeye
baglidir, bu nedenle vitamin igerigi, gidalarin tazeliginin veya iyi saklama kosullarinin bir
gostergesi olabilir. Bu nedenle, siit iiriinleri insan beslenmesinde hayati bir rol oynadig igin
gida numunelerindeki vitaminlerin (yani su ve yagda c¢oziinen) analizleri biliylik 6nem

tasimaktadir.

Son yirmi yilda, bu amacla, kapiler elektroforez, spektrofotometri, florimetri, kolorimetri ve
kromatografi gibi ¢esitli geleneksel analitik yontemler kullanilarak tayin yontemleri
gelistirilmistir (Amin, 2001; Delgado-Zamarrefio ve dig. 2002; Karazniewicz-Lada ve
Glowka, 2016; Pérez-Ruiz ve dig. 1999; Ravisankar ve dig. 2015; Tiitem ve dig. 1997; Zhang
ve dig. 2018). Yagda ¢oziinen vitaminler gesitli 6rnek matrislerinde analiz edilmistir (Song ve
dig. 2000). HPLC, su ve yagda ¢oziinen vitaminlerin tayini i¢in en yaygin yontem olarak
kullanilmigtir. Hizli ayrilma, yiiksek hassasiyet ve dogru miktar tayini nedeniyle HPLC
yontemleriyle, ¢esitli matrikslerdeki vitaminlerin tespitinde popiiler hale gelmistir. Ters faz
HPLC, vitamin analizi i¢in uygun bir tekniktir. Ters faz HPLC yontemi, genel olarak hayvan
yemi ve gida maddelerinde yagda coziinen vitaminlerin (A, D, E ve K) es zamanh
belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. (Casal ve dig. 2001; Escriva ve dig. 2002; Gimeno ve dig.
2000; Gomis ve dig. 2000; Iwase, 2000; Momenbeik ve Bagheri, 2015; Moreno ve Salvado,
2000; Rodrigo ve dig. 2002).



Bu yontemlerin ¢ogunda, ¢ok fazla miktarda organik ¢oziicii (MeOH, ACN, EtOH, THF, 1,4-
dioksan, biitanol veya bunlarin karisimlar1 ve benzeri), mobil faz olarak kullanilmistir ve
bunlarin da ¢evreye zararhi etkileri bulunmaktadir. Tiim bu yontemler, zaman alic1 analiz ve
ekonomik olarak zorlu enstriimantasyon gerektirmektedir. Kisacasi, bu tekniklerin en biiylik
dezavantaji uzun ve kapsamli is akisidir. Bu sinirlamalarin Gistesinden gelmek i¢in kullanimi
kolay, diisiik maliyetli, tasinabilir, hassas ve basit elektroanalitik yontemler gilinlimiizde
biiyiik 6nem kazanmistir. Elektrokimyasal analiz, basit ekipmani, diisiikk maliyeti ve yiiksek
hassasiyeti sayesinde yagda ¢Oziinen vitaminleri tayin etmede dikkat ¢eken bir yoldur.
Elektrokimyasal sensorlerin yagda c¢oziinen vitaminlerin etkili analizi igin biiyiikk bir
potansiyele sahip yenilik¢i araglar olarak oldugu goriilmiistiir. Simdiye kadar, yagda ¢oziinen
vitaminlerin tekli (Atuma ve dig. 1974; Cincotto ve dig. 2014; Filik ve dig. 2016b; Jaiswal ve
dig. 2001; Li ve dig. 2006; Ly, 2008; Michalkiewicz ve dig. 2004; Mikheeva ve Anisimova,
2007; Sys ve dig. 2017; Sys ve dig. 2016; Ziyatdinova ve dig. 2010) veya ikili (eszamanli
tayini) tayini igin farkli elektrokimyasal sensorler hazirlanmistir (Filik ve Avan, 2017; Filik
ve dig. 2016a; Men ve dig. 2017; Robledo ve dig. 2013). Yukarida belirtilen yontemlerin
timii, organik c¢oziiciilerde, sulu organik karisimlarda veya sulu yilizey aktif madde

¢ozeltilerinde kat1 elektrotlarla gergeklestirilmistir.

Yagda ¢Oziinen vitaminler (Vit) yiikksek diizeyde elektrokimyasal aktiviteye sahip
olduklarindan A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin ayni anda belirlenmesi her zaman 6nemli olmustur
(Lovander ve digerleri, 2018; Tan ve dig. 2014). Bu nedenle, elektrokimyasal tayin
yontemleri, yagda ¢oziinen vitaminlerin eszamanli olarak belirlenmesi i¢in olduk¢a uygundur.
Buna ragmen literatiirde yagda ¢Oziinen vitaminlerin tiimiiniin eszamanli olarak
belirlenmesinde voltametrik yontemlerin kullanmildigi g¢alismalar ¢ok az yapilmistir. Bu
amagla, Thangphatthanarungruang ve dig. (Thangphatthanarungruang ve dig. 2018), yiizey
baskili grafen-nafyon elektrodu (SPGNE) kullanarak yagda ¢6ziinen vitaminlerin eszamanli
olarak tayinini greeklestirmistir. Yagda ¢oziinen vitaminlerin elektrokimyasal davranislari,
kare dalga voltametrisi (SWV) kullanilarak etanol/sodyum perklorat karisimi iginde
incelenmistir. Sys ve ark. (Sys ve dig. 2016), yagda ¢dziinen vitaminlerin hassas es zamanli
elektrokimyasal tayini igin adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametrisini (Ad-SDPV)
kullanarak yontem gelistirmislerdir. Yagda ¢6ziinen vitaminlerin elektrokimyasal

davraniglarini, Ad-SDPYV kullanilarak su-asetonitril karisimi igerisinde incelemislerdir.



Nanoteknolojinin ortaya c¢ikisi, sensor stratejilerinde biiyiik ilerlemelere yol a¢mustir.
Elektrokimyasal sensorler nanomalzemelerle modifiye edilerek analitlerin voltametrik cavabi
gelistirilebilmektedir. Karbon nanotiipler (CNT) de bu amagla fiziksel ve katalitik 6zellikleri
dolayisiyla sensorlerde kullanilan ideal elektrot malzemeleridir. Genel olarak CNT esash
sensorler, yiiksek yiizey alani ve hizli elektrot kinetigi 6zellikleri sayesinde sinyal siddetini
arttirarak diisiik dedeksiyon limitlerini tayin edilebilmektedir. CNT'lerin kovalent veya
kovalent olmayan yontemlerle islevsellestirilmesi, polimerizasyon matrisi igindeki dagilimini
arttirmanin etkili bir yoludur. Ciinkii islevsellestirme, CNT ve polimer zincirleri arasindaki
ara yiiz etkilesimlerini arttirir ve bdylece polimer matrisi igindeki yigilmalari azaltir (Sahoo
ve dig. 2010). Camsi karbon elektrot tizerinde f-siklodekstrin ve ¢gok duvarli CNT (MWCNT)
nanokompozitleri son zamanlarda, her iki malzemenin sinerjik etkisi nedeniyle bir¢ok organik
molekiilii incelemek ve tayin etmek i¢in basariyla kullanilmaktadir (Garrido ve dig. 2016;
Rahemi ve dig. 2012; Rahemi ve dig., 2013; Shen ve Wang, 2009).

Literatiirde BCD/MWCNT/GCE kullanilarak yagda ¢6ziinen vitaminlerin elektrokimyasal
tayinine rastlanmamistir. Bu ¢alismada amag, sulu yilizey aktif c¢ozeltilerinde
BCD/MWCNT/GCE kullanarak yagda ¢oziinen vitaminlerin pahali ve uzun zaman gerektiren
cithazlar olmadan secici ve eszamanli olarak belirlenmesi igin basit, giivenilir bir sensor
gelistirerek elektrokimyasal davranigini arastirmaktir. Yagda ¢ozlinen vitaminlerin anyonik
(SDS) ve noniyonik (TX-100)yiizey aktif varliginda davraniglart dongiilii voltametri ile
incelenmis, tayini ise kare dalga voltametrisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hazirlanan,
BCD/MWCNT modifiye camsi karbon elektrot (BCD/MWCNT/GCE) ilag¢ ve vitamin katkili
gida orneklerinde A, D3, E ve Ki vitamin(vit)’lerinin eszamanli olarak tayininde basariyla
kullanilmigtir.  Elektrokimyasal sonuglardan, BCD/MWCNT/GCE ile yagda ¢0ziinen
vitaminlerin tayininde iyi bir elektrokatalitik aktivite sergiledigi ve bu nedenle A, Ds, E ve

Ki-Vit'lerinin eszamanli olarak tayininde kullanilabilecegini gostermistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. VITAMIN

Vitamin terimi 1912°de ilk kez Funk tarafindan Onerilmistir. Latince yasam anlamina gelen
“vita” sozcliglinden ve “amin” ise eksikliginde beri beri hastaligina neden olan thiaminin kesfi
sonucu bu ve buna benzer tedavi edici bilesenlerin amin igerdigi diisliniilerek verilmistir.
Vitaminler metabolizmamizda yasam icin gerekli bir¢cok fizyolojik fonksiyonun devam
ettirilebilmesi i¢in eser miktarda disaridan alinmasi gereken organik maddelerdir. Vitaminler
beslenmeyle alinan diger organik maddelerden farkli olarak viicuda dogrudan enerji
saglamazlar ve doku yapisinin olusumuna katilmazlar (Marshall, 1983). Vitaminlerin bazilar
metabolik reaksiyonlarda redoks tepkimelerinde kofaktér olarak rol alirken (C, E, K
vitaminleri, pantoteik asit, riboflavin gibi) bazilar1 da biyolojik antioksidan (E ve C vitamini
gibi) olarak rol alirlar. A ve D vitaminleri ise hormon fonksiyonuna sahip vitaminlerdir.
Vitaminler ¢oziiniirliiklerine gore suda ¢oziinenler (B vitaminleri ve C vitamini) ve yagda
¢oziinenler (A, D, E ve K) olmak {izere iki gruba ayrilirlar (deMan, 1999). Suda ¢6ziinen
vitaminlerin asirist viicuttan atilirken, yagda ¢6ziinen vitaminlerin asiris1 ise karaciger ve yag
dokularinda depolanmaktadir. Bu sebeple yagda ¢bziinen vitaminler viicut i¢in gerekli olan

diizeyden fazla alinmasi durumunda toksik olabilmektedir.
2.1.1. A Vitamini

Retinoidler, dogal veya yapay A vitamini aktivitesine sahip olan veya olmayan formlar1 i¢in
kullanilirken, A vitamini, genellikle biyolojik olarak A vitamini aktivitesi gosteren
molekiilleri ifade etmek i¢in kullanilir. A vitamininin alkol (retinol) (1,3,7-dimetil-9(2,6,6-
trimetil-1-siklohekzen-1-il)-2,4,6,8-onatetraen-1-ol, eski adi oftallamin, all-trans-retinol),
ester ve metabolik olarak esdegeri olan aldehit (retinal, retinaldehit, retinen, vitamin A
aldehit, akseroftal) formu bulunmaktadir. Temelde B-iyonon halkasi ve izopren biriminden
olusmaktadirlar. Retinoidlerin en Onemli trans ester yapilarindan olan retinol palmitat
karacigerdeki depo seklidir. Beta-karoten, a-karoten, B-kriptoksantin ve metabolik olarak
retinal ve retinol'e doniistiiriilebilen diger birka¢ karotenoid, provitamin A olarak adlandirilir.
Onemli biyolojik fonksiyonlar1 olan ve retinol metaboliti olan retinoik asit (vitamin A asidi,
3,7-dimetil- 9- (2,6,6-trimetil-1-sikloheksen-1-il)-2,4,6,8-nonatetraenoik asit, tretinoin)



onciiliine geri donistiiriilemedigi i¢in retinoik asit i¢in A vitamini terimi kullanilmamaktadir

(Albahrani ve Greaves, 2016).
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Sekil 2.1: A Vitamininin formlari.

A vitamini insan metabolizmasinda birgok rol oynar. A vitamininin en 6nemli rolii gérme ile
ilgilidir. Ayrica, bagisiklik sisteminde ve hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde, embriyonik
kok hiicre farklilasmasi ve gelisiminde, cildin ve viicudun tiim epitel dokularinin saglikli
yapisinin -~ ve  fonksiyonunun korunmasinda yardimci olmaktadir. Bundan baska,
karbonhidratlarin, lipidlerin ve proteinlerin makrobesin metabolizmasinin diizenlenmesinde
rol oynadigi tahmin edilmektedir (Albahrani ve Greaves, 2016; Kohlmeier, 2015; Marshall,
1983).

Yiyecekler retinol, retinil esterler, provitamin A karotenoidleri gibi bilesikleri igerirler. Hem
retinol tlirevlerinin hem de karotenoidlerin ¢esitli izomerik formlar1 bulunmaktadir. Dogal

gidalarda en yaygin retinol sekli all-trans izomeridir. Cok az miktarda 9-Cis-retinol ve diger



A-vit metabolitleri baz1 gidalarla birlikte alinmaktadir. A-Vit aktivitesine sahip bilesikler
oksidasyon, izomerizasyon ve polimerizasyona karst ¢ok hassastir. Bir¢cok gidada
karotenoidlerin biyoyararlanimi, retinol takviyeleri kadar iyi degildir. Saf karotenoidlerin
bagirsaklardaki emilimi retinolden daha azdir. Ayrica, B-karoten disindaki provitamin A
karotenoidleri, B-karoten'in A vitamini aktivitesinin sadece yarisin1 vermektedir. Lutein ve
likopen gibi diger karotenoidler ise A vitamini olusturamazlar (Food and Nutrition Board,
1989; Kohlmeier, 2015; MclLaren ve Frigg, 2001). A vitamini kaynaklari arasindaki
degerlendirmeyi kolaylastirmak igin, farkli A-vit formlarinin alimi genellikle 1 pg all-trans-
retinol ile retinol aktivite esdegerleri (RAE) olarak ifade edilmektedir. Retinol olmayan
bilesikler i¢in doniisiim faktdrleri biyoyararlanimi ve metabolik verimi hesaba katar. Bu
nedenle, 12 pg beta-karoten 24 pg alfakaroten ve 24 pg beta-kriptoksantin 1 RAE'ye karsilik

gelmektedir.

Retinol ve retinol tiirevi bilesikler sadece hayvansal kaynakli yiyeceklerde bulunur. En
yiiksek konsantrasyonda A vitamini karaciger (106 ug RAE/g) ve sakatatlarda bulunmaktadir.
Bundan bagka yumurta ve vitamin katkili siitler A vitamini agisindan zengin kaynaklardir.
Bitkisel kaynakli provitamin A karotenoidlerince zengin gidalar ise 1spanak (8,2 ug RAE/Q),
lahana (7,4 pg/g), paz1 (3,1 pg/g) ve brokoli (1,4 pg/g) gibi yesil yaprakli sebzeler, havug
(24,6 ng /g) gibi turuncu veya kirmizi sebze ve meyvelerdir. Sebze ve meyvelerdeki
karotenoidlerden saglanan bu A vitamini kaynagi, gelismekte olan iilkelerdeki ¢ogu insan igin
ana kaynaktir ve beslenmeyle A vitamini aliminin % 70-90'm1 olusturur. Yetigkinlerde 700
(kadin) ile 900 (erkek) RAE arasinda olmalidir (Kohlmeier, 2015; McLaren ve Frigg, 2001).

A-Vit eksikligi ilk olarak geri doniisiimlii gece korliigiine neden olmakta, daha sonra goz
yapisindaki degisikliklerden (konjonktivanin kurumasi ile birlikte xeroftalmi ve korneanin
opakliginin artmasi) dolay1 artan siddetli ve doniisii olmayan bir sekilde gorme kaybina neden

olmaktadir.

A vitamini eksikligi en sik 5 yasindan daha kiiciik c¢ocuklarda bulunur ve genellikle
beslenmeyle yetersiz alimi nedeniyledir. Eksikligi ayrica kronik yag emilim bozuklugundan
kaynaklanabilmektedir (Food and Nutrition Board, 1989). Hiperkeratoz ve diger cilt
lezyonlart A vitamininin yetersiz alimmin diger tipik etkilerindendir. Yetersizligindeki bir

baska etki ise, dzellikle ¢ocuklarda, immiin fonksiyon bozuklugudur.



A vitamini fazlaligi ¢ok nadir goriiliir, ancak hastaliga yol agabildigi ve tehlikeli oldugu
unutulmamalidir. A vitamini takviyelerinin dikkatli ve kontrollii kullanimi 6nemlidir. A
vitamini (retinol) ve viicuttaki A vitamininin fonksiyonlarinin ¢ogunu yerine getiren yakindan
iligkili asit formu (retinoik asit), hayvanlarin ve insanlarin viicudunda depolanir (McLaren ve
Frigg, 2001). Retinol alimi1 1000 pg/giin’den fazla olan yaslilarda kemiklerin kirtlma riski
artmaktadir. 15.000 pg/giin den fazla retinol alimi, kasintiya, ciltte bozulmaya, halsizlige ve
istah kaybina neden olabilmektedir. Beyin omuriligine basing nedeni ile bulanti, kusma, bas
agrist ve nihayetinde nobetler, koma, solunum yetmezligi ve o6liime neden olabilmektedir

(Kohlmeier, 2015).
2.1.2. D Vitamini

D-Vit, kalsiyum dengesini saglayan ve kemik mineralizasyonunda hayati rol oynayan yagda
¢oziinen bir hormon onciilidiir. D-Vit’nin ergokalsiferol (D2-Vit) ve kolekalsiferol (Ds-Vit)
olmak tizere iki temel formu bulunmaktadir. Sadece smirli sayida gidada dogal olarak D
vitamini bulunmaktadir. Vitamin D3, yumurta, balik tiirleri (Kuzey Denizi somonu, ringa
baligt ve uskumru) ve karaciger gibi hayvansal gidalarda bulunabildigi gibi ette de az
miktarda D3 vitamini bulunmaktadir. D> vitamini ise ultraviyole 1s1na maruz kalan bitkilerde
ergosteroliin (provitamin D2'nin) déniismesi sonucu elde edilen vitamin D2'den beslenme yolu
ile alinabilir. Her iki vitamin de beslenme yoluyla emilebilirken bu vitaminin baslica dogal
kaynag1 giines 1s181na maruz kalma sirasinda deride 7-dehidrokolesterolden endojen olarak
sentezlenmesidir. (Borradale ve Kimlin, 2009; Gamiz-Gracia ve dig. 2000). Bu endojen
sentez, cilt kalinhig1r ve rengi, giines 1s1iginda kalma siiresi ve mevsim gibi bazi faktorlere

baglidir (Farrell ve Herrmann, 2013).
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Sekil 2.2: D vitamininin formlar.
Pro-vitamin D3 (7-dehidrokolesterol), 290 ila 315 nm arasindaki dalga boylarindaki UV
radyasyonunun etkisiyle karbon 9 ve 10 arasindaki bagin boliinmesine neden olur. Olusan
kararsiz 9,10-seko-sterol "previtamin D3" olarak bilinir. Previtamin D3 daha sonra karbon 5 ve
6 arasindaki bagin etrafinda donerek termodinamik olarak daha stabil olan D3 vitaminine
(kolekalsiferol) izomerlesir. Gida takviyelerinin aksine, UV radyasyonuna siirekli maruz
kalmak D vitamini toksisitesine yol agmaz, ¢iinkii olusan asir1 D3 vitamini lumisterol ve

tasisterol'e doniismektedir (Albahrani ve Greaves, 2016; Farrell ve Herrmann, 2013).

D vitamininin gen diizenlemesindeki aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D’nin, kemik ve
bag dokularinin gelismesinde Onemli roli bulunmaktadir. Kalsiyumun bagirsaklardan
emilmesini ve viicutta tutulmasini saglar. D vitamininin yetersiz alinmasinda kemik
metabolizmasinda bozulmaya bagli kalsiyum eksikligine neden olarak ¢ocuklarda Rasitizme,
yetiskinlerde ise osteomalazi ve kemik erimesine neden olur (Kohlmeier, 2015). D vitamini
eksikligi bir¢ok tilkede halk sagligi problemidir. Bu eksikligin yalnizca yilin ¢cogunda giinesli
bir iklime sahip olmayan {ilkelerde yaygin oldugu diisiiniilmekle birlikte, ileriki arastirma
bulgular1, bu eksikligin diinya ¢apinda oldugunu, bazi etnik kokenlerde ve bazi cografi

bolgelerde ise daha yaygin olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Albahrani ve Greaves, 2016).

Gidalarin igerdigi D vitamini mikrogram veya IU cinsinden ifade edilir (lpg = 40
IU).Yetiskinler, en az 600 IU/giin (15 pg/giin), ileri yaslarda da 800 IU/giin (20 pg/giin)

almalidir. Geng bir insanin, yiiz ve kolunun 10-15 dakika yaz gilinesine maruz kalmasiyla



(UV-B, 290-315 nm) bir giin i¢in gereken D Vitamini ihtiyaci karsilanabilirken, yasli bir
kisinin birkag kati kadar daha fazla maruz kalmasi gerekmektedir (Kohlmeier, 2015).

D Vitamini toksisitesi hipervitaminoz D olarak da adlandirilir, uzun siire asir1 miktarda D
vitamini alimi1 nadir ancak ciddi bir durumdur. D vitamini toksisitesine genellikle beslenme
Veya giines 1s1gma maruz kalma ile degil, D vitamini takviyelerinin asirt dozlar1 neden
olmaktadir. Asirt D vitamini alimi hiperkalsemiye neden olur. Hiperkalsemi de bobrek ve
damarlarda yumusak doku kire¢lenmesine yol acar (Marcinowska-Suchowierska ve
Pludowski, 2016).

2.1.3. E Vitamini

Dogal olarak bulunan iki E vitamini grubu vardir: Bunlar tokoferoller ve tokotrienollerdir.
Polar kromanol halkasina ve lipofilik poliprenil yan zincirine sahip bir grup organik
molekiillerdir. Her biri, kromanol halkas: tizerindeki metil gruplarinin konumu ve sayisina
bagl olarak dort izomer (a, B, v ve d) igerir. a-tokoferol, dogadaki en bol ve en fazla biyolojik
aktiviteye sahip tiiridiir (T: tokoferol, Ts: Tokotrienol olmak iizere E vitamini aktiviteleri
oaT>BT>aTs>yT>PTs>8T seklinde siralanir). Insanlarda ve hayvanlarda birgok biyolojik
aktivite ile baglantilidir (Albahrani ve Greaves, 2016; Méne-Saffrané, 2017).
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Tokoferol a- CHy  CH;  CH,

V' H CH3 CH3

Tokotrienol

Sekil 2.3: E-Vit’nin formlari.
E vitamini, anti-oksidan, anti-proliferan ve anti-inflamatuar dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip olmasi nedeniyle kanser onleyici 6zelligi oldugu belirtilmistir. E Vitamini
lipid peroksidasyonunun ve diger radikal kaynakli oksidatif olaylarin dnlenmesinde etkili

oldugu kanitlanmistir (Brigelius-Flohé ve Traber, 1999).
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E vitamininin saglik agisindan 6nemi ¢ogunlukla antioksidan 6zellikleriyle iligkili olmasina
ragmen, son zamanlarda antioksidan olmayan aktivitelerle de iliskilendirilmistir. E Vitamini,
eritrositlerin normal morfolojisi i¢in onemlidir ve hiicre tahribatina yol agan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) giderilmesi i¢in gerekli oldugundan yaslanma siirecinin yavaslamasinda rol
oynadigr diisiiniilmektedir. Bundan bagka trombosit agregasyonlarini inhibe ederek
kardiyovaskiiler hastaliklara karst koruyucu bir rolii bulunmaktadir. Ayrica E vitamininin
artrit, katarakt, norolojik hastaliklar ve immiinolojik hastaliklar1 6nleyici bir roli oldugu 6ne

stiriilmiistiir.

Yetiskinlerin giinde en az 15 mg E-Vit’ne ihtiyaci bulunmaktadir. Doymamis yag asidi igeren
bugday tohumu, aygigek yaglar1 ve findik iyi birer E-Vit kaynagidir. Bunlarin disinda kabuklu
cerezler, diger bitkisel yaglar ile kuskonmaz, avakado, ve domates gibi meyve ve sebzelerden

ise daha az miktarda E vitamini alimabilmektedir.

E-Vit eksikligi en yaygin olarak genetik veya kistik fibroz, kronik hepatit ve gastrointestinal
bozukluklar gibi malabsorpsiyon bozukluklarindan kaynaklanmaktadir. Yetersiz alimin
ateroskleroz, Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin, kanser ve kataraktin ilerlemesini

arttirdigin1 ve bagisiklik fonksiyonunu bozdugu bildirilmistir.

Gidalarda dogal olarak bulunan E vitaminin asir1 tiiketiminin  olumsuz etkileri
bulunmamaktadir. Amerika ilag Enstiitiisii (IOM) (Institute of Medicine, 2000) tarafindan
tehlike tanimlamasi, besin takviyelerinde ve farmakolojik ajanlarda katki olarak kullanilan
sentetik a-tokoferoller olan d-a-tokoferol asetat ve dl-o-tokoferol asetat alimina
odaklanilmistir. Mevcut verilerin gézden gegirilmesi tlizerine FAO / WHO 100 ila 200 mg
sentetik dl-a-tokoferol miktarinin takviye olarak tiiketilebildigini bildirmistir. Ancak
genellikle cok yiiksek dozlarda (6rnegin, > 1000 mg/giin) takviyelerle alinmasi pro-oksidan
hasara neden olabilmektedir. Ayrica yiiksek dozlarda (1000 mg'dan fazla) alimi kanin
pihtilagsmasini engelleyerek hemorajik inme riskini de artirabilmektedir. (FAO/WHO, 2002)

2.1.4. K Vitamini

Terim, Almanca “Koagulation” (kanin pihtilasmasi) kelimesinden gelmektedir. H. Dam 1929
yilinda “alfalfa” isimli yaprakli bir sebzeden kanin pihtilagsmasindan sorumlu olan maddeyi
izole etmis ve fillokinon (K1) vitamini olarak adlandirmigtir (Dam, 1935). K vitamini hem

dogal hem de sentetik formlarda bulunur. K Vitamini, antihemorajik 6zelliklere sahip 2-metil-
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1,4-naftokinon halka sistemi ile karakterize edilen bir grup bilesigi belirtir. K Vitamini yapisal
olarak benzeyen {i¢ organik bilesikten olusur. Bunlarin, bitkilerdeki dogal formu,
fillokinondur (2-metil-3- [3, 7, 11, 15-tetrametil-2-heksadesenil]-1,4-naftalendion, fitonadion,
3-fitilmenadion), bakteriler tarafindan sentezlenen yan zinciri 7-13 izoprenil {initesinden
olusan menakinonlar Ky vitamini olarak adlandirilir, sentetik formlari ise menadion olarak
adlandirilan K3 ve menadiol sodyum difosfat olarak adlandirilan K4 vitaminidir.(Kohlmeier,
2015; Ravisankar ve dig. 2015; Shearer, 1995).

0
CH,
O‘ N CH,
o} CH, CH, CHs CHj

Fillokinon (K; Vitmini)

Menadion (K5 Vitamini)

Sekil 2.4: K vitamininin formlar.

K vitamini viicutta 6nemli fonksiyonlara sahiptir ve bunlarin bazilari yeni kesfedilmistir. Bu
bilesikler, kanin pihtilasmasinda yer alan ¢esitli proteinlerin fonksiyonu ve karacigerde
protrombin sentezi i¢in gerekli olan bir bilesiktir. K-Vit, kanin pihtilasmasini kolaylastirarak
asirt kanamanin 6nlenmesinde rol oynamaktadir. K-Vit bagimli proteinler ve diger kalsiyum
komplekslestirici proteinler, yumusak dokularin, 6zellikle damar duvarinin kire¢lenmesini
baskilayarak doku mineralizasyonunun diizenlenmesinde rol alir. Ayrica hiicre boliinmesi ve
farklilasmasinin diizenlenmesini destekler (Dinicolantonio ve dig. 2015; Kohlmeier, 2015;
Shearer, 1995).
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Koyu yesil sebzelerde biiyiikk miktarda fillokinon (K1) bulunur. K-Vit bakimindan zengin
yiyecekler; pazi (8,3 pg/g), lahana (7 pg/g), yesil kuskonmaz (4 pg/g), ispanak (3,8 pg/g),
brokoli (2,7 nug/g) ve Briiksel lahanasidir ( 1,5 pg/g). Soya yagi (1,5 pg/g), kanola yagi (1,1
ug/g) ve sizma zeytinyagi (0,8 pg/g) da onemli 6l¢iide katkida bulunabilir. Japonya'nin bazi
bolgelerinde yaygin olarak tiiketilen fermente soya peyniri Natto, ¢ok zengin bir menakinon
kaynagidir (9 pg/g). Bazi peynirler de az da olsa (6rnegin, yaklasik 0,3 ug/g ile Rokfor),

menakinon saglamaktadir.

K-Vit pek ¢ok besin kaynaginda yaygin sekilde bulundugu ve ayrica bagirsak bakterileri
tarafindan endojen olarak sentezlendigi icin eksikligi olduk¢a nadirdir. Absorpsiyonu safra
tuzlarmin yeterliligine bagli oldugu i¢in safra salgilanmasini bozabilecek herhangi bir
karaciger hastaliginin bu vitamin eksikligine neden olma olasiligi daha fazladir. K-Vit
eksikliginden kaynaklanan primer hastalik, kanin pihtilasma giiciiniin kayb1 nedeniyle artan
kanama riski ile karakteriz edilen hipoprotrombinemidir. K-Vit eksikliginin en 6nemli
belirtileri kanin pihtilasmasinin ¢ok yavas olmasi ve dolayisiyla kiigiik yaralanmalarda bile
uzun siire kanama olmasidir. Antibiyotiklerin, siirekli olarak alimi bazi yetiskinlerde
kanamaya neden olabilir. Yetersiz alimi damar Kkalsifikasyonuna ve osteoporoza neden
olmaktadir. Ayrica yeni doganlarda bagirsak florasi gelismediginden K-Vit sentezi yoktur

buna bagli olarak K-Vit eksikligi sonucu kanamalar goriilebilir.

Memeli bakteriyel bagirsak florasinda iiretilen K vitamini optimal kosullar altinda kanamay1
onlemek icin yeterince K-Vit saglar ancak bu miktarlarimin tim K vitaminine bagimli
proteinlerin tamamen karboksilasyonunu indiiklemek i¢in yeterli olmadig1 diistiniilmektedir
(Dinicolantonio ve dig. 2015). Buna ilave olarak tiiketilen yesil yaprakli sebzelerin tek bir

porsiyonu gerekli olan K-Vit ihtiyacini fazlasiyla saglamaktadir.

Bir yil boyunca 45 mg/giin tiiketimi sonrasi sagliga zararl bir etkisi gozlenmemistir. Dogal
olarak hem fillokinon hem de menakinon dogada toksik degildir, ancak K vitamini ve
menadionun sentetik formlar1 toksiktir. K-Vit’nin asir1 miktarlarda alimi ise kirmizi kan

hiicrelerinin bozulmasina ve karaciger hasarina neden olabilmektedir.
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2.2. SIKLODEKSTRINLER

Siklodekstrinler, molekiil basina alti, yedi veya sekiz glikopiranozid biriminin glikozit bagiyla
1. ve 4. C atomlarina baglanmasiyla olusan siklik oligosakaritlerdir. Molekiildeki
glikopiranozid biriminin sayisina gore alti birimden olusan o-siklodekstrin, yedi birimden

olusan B-siklodekstrin, sekiz birimden olusan y-siklodekstrindir.

Genel olarak, siklodekstrinler hidroksil gruplari iceren hidrofilik dig kuyruga ve hidrofobik bir
merkeze sahiptir. D-glikoz birimleri, nispeten hidrofobik bosluga sahip konik bir yapi
olusturmaktadir. Hidrofobik 6zellige sahip bu kisim glikozid baglarindaki oksijen atomlarinin
tek elektronlar ile birlesmesiyle olusan elektron yogunluguna sahip merkezi bir kavite

olusturmaktadir.

Siklodekstrinlerin bu yapisal 6zellikleri yani polar ve hidrofilik bir dis yiizey ile hidrofobik
bir bosluga sahip olmalar1 dolayisiyla hidrofobik bilesiklere ev sahipligi yapabilmektedirler.
Bunun sonucunda da CD'ler sulu, susuz ve karistm ortamlarinda, uygun boyutlarda birgok
organik ve inorganik iyon ve molekiiller (0,5 ila 0,8 nm ¢apli) ile inkliizyon kompleksleri
olusturabilmektedirler. Konak-konuk etkilesimi, iyon veya molekiillerin, kimyasal baglar
olusmadan ve yapilarin1 degistirmeden oligosakkaritlerin hidrofobik boslugunda toplanmasini
saglar. Inkliizyon komplekslerinin olusumu i¢in kovalent bag olusumu gergeklesmez. Van der
Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle yiiksek enerjili bir
konformasyondan su molekiillerinin yer degistirmesi ile daha disiik enerjili bir forma

doniistiiriilmesine dayanmaktadir (Ferancova ve Labuda, 2001; Garrido ve dig. 2016).

d
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Sekil 2.5: aCD (a), BCD (b), yCD (c).
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CD'lerin inkliizyon kompleksi olusturma o6zelligi dolayisiyla ila¢ endiistrisinde, gida

teknolojisinde ve tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ozellikle elektrokimyada, ¢ozeltiye eklenen veya elektrot vyiizeyine bagli CD'ler,
stereoselektif organik elektrosentez ve elektrokatalitik reaksiyonlar igin faydali degisikliklere
neden olabilmektedir. Ayrica CD'lerin elektroanalitik uygulamalarinda, inkliizyon kompleksi
olusumu ile elektrotta analitlerin segici olarak on derigiklendirilmesi saglanabilmektedir.
Siklodekstrin (CD)/CNT ile modifiye edilmis elektrodlarla olusturulan sensorlerin potansiyel
okuma stabilitesini gelistirdigi, elektrodun uzun siireli stabiliteye sahip oldugu ayrica
inklizyon kompleksleri olusturarak da pik akimini arttirdigi  goriilmistiir.  BCD'nin
MWCNTiin dispersiyon o6zelligini de gelistirmektedir. Bu nedenle, BCD ve MWCNT gibi
her iki modifiye edici maddenin sinerjik etkisi nedeniyle ¢esitli organik bilesiklerin tayininde
siklikla kullanilmistir (He ve dig. 2006; Kor ve Zarei, 2013; Rahemi ve dig. 2012; Shen ve
Wang, 2009; Z. Wang ve dig. 2006).

2.3. KARBON NANOTUP

Yeni bir temel karbon sekli olan karbon nanotiip (CNT), nanometre boyutlarinda capr ve
mikrometre uzunluguyla kapali ortak merkezli silindir seklinde sarilmig grafit levhalardan
olusmaktadir. CNT'lerin 1991'de lijima tarafindan kesfedilmesinden bu yana, yiiksek
elektriksel iletkenlik, kimyasal stabilite, agirliginin az olmasi, yiiksek 1s1 iletkenligi,
metalikten yar1 iletkenlige kadar degisen yiiksek termal iletkenlik ve yiiksek mekanik
dayanim gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayr malzeme bilimi, fizik ve kimya alanlarinda
nanoelektronik ve fotovoltaik cihazlar, siiper iletkenler, elektromekanik elemanlar,
elektrokimyasal kapasitorler, nanoteller ve nanokompozit malzemeler gibi birgok alanda
uygulamasi bulunmaktadir (He ve digerleri, 2006; Sahoo ve digerleri, 2010; Salvetat ve
digerleri, 1999). Nanometre capli ve silindirik grafit tabakalarindan olusan CNT'ler tek
duvarl karbon nanotiipler (SWNT'ler) ve ¢cok duvarli karbon nanotiipler (MWNT'ler) olmak
iizere iki ayr1 yap1 tipinde bulunmaktadir (Sekil 2.5). SWNT’ler tek grafen tabakasinin
yuvarlanmasi ile olusan silindiri igerirken, MWNT, birka¢ grafen tabakasinin ortak merkezli
olarak yuvarlanmasiyla olusan silindirik yapidir (Bianco ve dig. 2005). Mikron boyutundaki
grafit fiberlerle karsilastirildiginda en 6nemli fark grafit liflerinde bulunmayan bir 6zellik olan

yiiksek esneklik ve yiiksek mukavemete sahip olmasidir (Salvetat ve digerleri, 1999).
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Sekil 2.6: SWCNT ve MWCNT ’iin yapist.

CNT'nin modifikasyonu i¢in iki fonksiyonel yaklasim yaygin olarak kullanilmaktadir. CNT,
giiclii asitler kullanilarak oksitlenebilir, boylece karboksilik gruplar iiretilirken uzunluklarinin
azalmasi saglanir, bu da sulu ¢ozeltilerde dagilimlarini arttirir. Alternatif olarak, CNT dis
duvarlaria ve uglarina ilave reaksiyonlar ile fonksiyonel gruplar eklenebilir (Bianco ve dig.

2005).

Kullanim1 kolay, diisiik maliyetli, tasinabilir, hassas ve basit hazirlanabilen elektroanalitik
yontemler bilyiik onem kazanmistir. Ote yandan, modifiye edilmemis elektrotlar ile zayif
secicilik, yiiksek asir1 gerilim, daha az hassasiyet ve giivenilirliginin az olusu ile kars1 karsiya
kalinmaktadir (Jeromiyas ve dig. 2019). Bu sorunlari agmak ve analitlerin voltametrik
cevabini gelistirmek i¢in modifiye elektrotlar hazirlanmaktadir. Karbon nanotiiplerin iyi
elektronik  Gzellikleri, elektrokimyasal reaksiyonlarda elektrot malzemesi olarak
kullanildiginda elektron transfer reaksiyonunu hizlandirmasi ve biiyiik yiizey/hacim oranina
sahip olmasi nedeniyle yeni elektrokimyasal sensorlerde elektrot yiizey modifikasyonunda ve
elektrokatalitik malzemelerin tasariminda kullanilmaktadir (He ve dig. 2006; Jeromiyas ve
dig. 2019; Silva ve dig. 2019). CNT elektrokatalitik aktivitesinin, polimerler, enzimler veya
makromolekiiller gibi diger bilesiklerin bilinen avantajlari ile birlestirilmesi, elektroanalitik

zorluklarin ¢6ziimii igin 6nemli bir yol olmustur (Rahemi ve dig. 2012, 2013).

2.4. LITERATURDEKI YAGDA COZUNEN VITAMINLERIN TAYINi iLE
ILGILI CALISMALAR

Yiiksek hassasiyet ve dogru miktarin tayini nedeniyle gesitli matrikslerdeki yagda ¢6ziinen

vitaminlerin tayin edilmesinde en yaygin olarak HPLC yontemi kullanilmistir.
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Moreno ve dig. (2000) yaptigr calismada multi-vitamin farmasétik formiilasyonlarda suda
¢Oziinen vitaminlerin (tiamin hidrokloriir, piridoksin hidrokloriir, nikotinamid, riboflavin
fosforik ester ve siyanocobalamin) ve yagda c¢oziinen vitaminlerin (retinol palmitat
kolekalsiferol, a-tokoferol asetat) belirlenmesi igin ters-faz HPLC ile bir yontem
gelistirmislerdir. Ornek uygulamasinda, yagda ¢dziinen vitaminler Cig AR kartuslar ile kati
faz ekstraksiyonu yontemi ile sorbent {izerinde tutularak suda ¢o6ziinen vitaminlerden
ayrilmistir. Daha sonra suda ¢6ziinen vitaminler, HPLC ile bir Nova-Pack Czg analitik kolonu
tizerinde mobil faz olarak CH3OH-0,05 M CH3z COONHj4 kullanarak analiz etmislerdir. Yagda
¢ozlinen vitaminlerin kromatografik analizini, Cig sorbentinden metanol ve kloroform ile
yapilan ardigik elisyonundan sonra gergeklestirmislerdir. Mobil faz olarak izokratik modda 2
ml dak?® akis hizinda MeOH-CH3CN (95: 5, v / v) kullanmislardir. Yapilan ¢alismada Ds
Vitamininin lineer aralig 0,16-1,30 mgL* LOD ise 0.05 mgL?, E vitamininin 10.15- 81.20
mgL?, LOD degeri 3,09 mgL?, A vitamininin 4,94 mgL?, LOD degeri 5,00 mgL* olarak

bulunmustur. (Moreno ve Salvado, 2000).

Casal ve dig. (2001) insanlarin beslenme yoluyla vitaminleri almasi sonucunda yag
dokusunda bulunan yagda ¢Oziinen vitaminlerin dogru ve kisa analiz siiresi iginde
degerlendirilmesi i¢in kromatografik bir yontem agiklanmistir. Yag dokusu etanol ile
deproteinize edilerek n-hekzan ile ekstre edilmistir. Normal faz HPLC ile Lichrosorb Si60
kolonunda 1 ml/dakika akis hizinda n-heksan-2-propanol karisim ¢oézeltisinde yapilmistir. a-
tokoferol tayini floresans detektorii ile retinol ve S -karoten tayinini ise PDA dedektorii
kullanarak gerceklestirilmistir. Metot valide edilerek toplam 140 denekte insan yag dokusuna
uygulanms, ortalama retinol, B-karoten ve a-tokoferol igeriklerini sirasiyla 0,43, 0,84, 240,3

mg/g olarak bulunmustur.

Escriva ve dig. (2002) siit ve siit iirlinlerinde (margarin, peynir, yogurt) yagda ¢oziinen
vitaminlerin (retinol ve o-tokoferol) es zamanli tayini i¢in kromatografik bir yontem
gelistirmislerdir. Orneklerin analizi dncesinde sabunlastirma islemleri 80°C'de %50 (w/v)
KOH ile gergeklestirilmis ve vitaminlerin yilikseltgenmesini énlemek igin antioksidan olarak
askorbik  asit eklenmistir.  Sabunlagsma sonras1  ekstraksiyonu dietil eter ile
gerceklestirmislerdir. C1g kolonunda mobil faz olarak metanol-su (94:6, v/v) karisimu ile ters
faz stv1 kromatografisi ile analiz etmislerdir. Yontemin dedeksiyon limiti sirasiyla retinol ve

a-tokoferol i¢in 0,19 pg /100 g ve 8,33 ng/100 g), yontemin kesinligi retinol ve a-tokoferol
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igin sirastyla RSD %5,24 ve % 6.99, geri kazanim degerleri sirasiyla retinol ve a-tokoferol
icin %95,6 ve % 96,5 olarak bulunmustur (Escriva ve dig. 2002).

Gimeno ve dig. (2000) bitkisel yaglarda tokoferollerin (a, B, ¥ ve &) dogrudan tayini i¢in
UV dedektorlii ters faz-HPLC kullanilarak bir yontem gelistirmislerdir. Tokoferollerin
tayininde gercek 6rnek uygulamasini ekstraksiyon islemi yapmadan yagin (zeytinyagi veya
soya fasulyesi yag1) uygun miktarini alarak heksan iginde seyreltmis ve etanol ile karistirarak
yapmislardir. Kromatografik sistem, metanol-su karisimi bir mobil faz ile ODS-2 kolonundan
olugsmaktadir. Tokoferolleri 292 nm'de enjeksiyondan sonra kisa bir siirede (5 dakikadan daha
az) tespit etmislerdir. Yontemin kesinligini (% RSD) 52,69 ve ortalama geri kazanim degerini
ise %98,14 olarak bulmuslardir (Gimeno ve dig. 2000).

Gomis ve dig. (2000) siitteki yagda ¢oziinen A, D2, D3, E ve Ki-Vit’leri, retinil asetat, retinil
palmitat, tokoferol asetat, ergosterol ve 7-dehidrokolesterol’ii ters faz silika mikrokolon ile
ayristirmis ve UV dedektorii ile belirlemislerdir. Geleneksel sivi kromatografisi yontemi,
yiiksek verimlilik ve hassas bir analitik sistem saglamak i¢in uyarlamiglardir. Vitaminlerin
dedeksiyon limitlerini, gradient eliisyonla retinol i¢in 0,02 ng/ml ve E-Vit i¢in 2 ng/ml olarak
bulmuslardir. Biitiin vitaminleri 17 dakikadan daha az siirede tayin etmislerdir. Onerilen
yontem, siitte yagda ¢Ozlinen vitaminlerin tayinine uygulanmistir. Siit 0rnegi hekzan ile
ekstrakte edilmis ve metanol-su karisimi ile yikandiktan sonra azot akiminda ¢oziiciisii
ucurulmus ardindan metanol-su karigiminin uygun miktar1 ile ¢oziilerek yontem

uygulanmistir (Gomis ve dig. 2000).

Iwase (2000), calismasinda 50 gesit bilesik iceren emiilsifiye edilmis besin takviyelerinde
eser miktarlarda bulunan D> vitamininin (19 ng/g) tayini i¢in kati faz ekstraksiyon yontemi ve
ardindan 265 nm'de UV dedektorii kullanilarak HPLC ile tayin etmistir. Sekiz gesit kartus ile
karsilastirildiktan sonra emiilsifiye edilmis besin takviyeleri icin Bond Elut Cig kartusunu
secmistir. Kat1 faz ekstraksiyon kartusuna 6rnek ¢ozeltisi uygulamis ve kartusta tutunan D-
Vit’i, metanol ile eliie edilerek HPLC ile tayin etmislerdir. D.-Vit i¢in kalibrasyon grafigi 0,1-
3 ng (200 ul) araliginda dogrusal olarak bulmustur. Standart katki yontemiyle D»-Vit'nin geri

kazanimini ise % 80 olarak bulmustur. (Iwase, 2000).

Rodrigo ve dig. (2002) bebek mamalarinda a-tokoferol asetat ve a-, 6- ve y-tokoferollerin

eszamanli olarak belirlenmesi i¢in floresan detektorii ile n-hekzan—etil asetat (98:2, v/v) mobil



18

fazin kullanildigi normal faz HPLC yontemini 6nermislerdir. Lineer araligi o —tokoferol asetat
ve a —tokoferol i¢in 2—16 mg/l, y -tokoferol 1-5 mg/l ve & -tokoferol i¢in 0.4-2 mg/ | olarak
bulmuslardir. LOD degerlerini ise a-tokoferol asetat, a-tokoferol, - tokoferol ve y-tokoferol
icin sirastyla 3,46, 1,60, 0.16 ve 0,06 ng/50 pl olarak bulmuslardir (Rodrigo ve dig. 2002).

Yagda ¢oziinen A, D3, E ve Ki-Vit’leri elektrokimyasal aktiviteye sahip olduklarindan tekli,
ikili veya dordiiniin eszamanli olarak belirlenmesi i¢in elektrokimyasal tayin yontemleri
gelistirilmistir. Literatiirde yagda ¢dziinen vitaminlerin tiimiiniin eszamanli tayinine yonelik

voltametrik yontemlerin kullanildigi ¢alismalar ¢ok az yapilmustir.

Ziyatdinova ve dig. (2010) cams1 karbon elektrot ile 1,1x 10*M SDS, 0,1 M LiCIO4 igeren
su-etanol (93:7) ortaminda retinol tayini yapmiglardir. Belirtilen kosullarda retinol’iin 790
mV'da bir oksidasyon piki gozlemlenmistir. Retinol geri donisiimsiiz olarak retinale
yukseltgenmistir. Farkli yiizey aktif maddelerin retinol’iin oksidasyonunun voltametrik
ozellikleri iizerine etkisini degerlendirmislerdir. Kalibrasyon grafigi, 29,4-980 uM
konsantrasyon araliginda lineer ve dedeksiyon limiti ise 15 uM olarak bulunmustur. Yontem

ilag, kozmetik ve gida 6rneklerine uygulanmistir (Ziyatdinova ve dig. 2010).

Cincotto ve dig. (2014) camsi karbon elektrot kullanilarak organik ¢oziicii/su i¢inde Do-Vit
(ergokalsiferol) ve Ds-Vit (kolekalsiferol)'nin elektrokimyasal tayinini incelemislerdir.
Organik ¢0ziicli/ su karigim oraninin, D vitaminlerinin camsi karbon elektrot yiizeyindeki
elektro katalitik tepkisinde nemli bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. D, ve Dz-Vit i¢in
destek elektrolit olarak lityum perklorat ile % 40 etanol /% 60 su karisim ¢ozeltisi kullanarak
diferansiyel puls yontemiyle tayin etmislerdir. GC elektrot ile D2 ve D3 vitaminlerinin lineer
araliklar1 ve dedeksiyon limitlerini sirasiyla; 1,0x10° —1.0x10° M ve 5.0x10° —5.0x10° M,
0,13 ve 0,118 uM olarak bulmuslardir. D-Vit tayinine A, E ve K-Vit’lerinin 6nemli bir etkisi
olmadig bildirilmistir. Yontem ilag drneklerine uygulanmis ve geri kazanim degerlerini %99-

%100 arasinda bulmuslardir (Cincotto ve dig. 2014).

Filik ve dig. (2016b) Nafyon/grafen nanokompozit modifiye GCE ile a-tokoferol’iin tayinini
gerceklestirmislerdir. a-Tokoferol’iin tayini farkli ¢oziicii ortamlarinda yapilmistir. Bu amagla
aseton/ asetat tamponu ve aseton/ iyonik likit ¢ozeltileri kullanilmustir. a-Tokoferol’tin her iki
¢oziicli karigiminda da lineer araliklart 0,5-90 uM ve dedeksiyon limitleri ise 0,06 uM olarak

bulmuslardir. Aseton/ asetat sistemlerinde elde edilen oksidasyon pik akim siddeti, aseton
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/iyonik likit sistemine gore daha fazla bulmuslardir. Yontem farkli ilag ve bitkisel yag
orneklerinde o-tokoferol miktarinin belirlenmesinde basarili bir sekilde uygulanmistir (Filik

ve dig. 2016).

Jaiswal ve dig. (2001) tarafindan karbon pasta elektrot ile dongiilii voltametri kullanilarak 0,1
M amonyak igeren yiizey aktif (0,1M) +etanol (%50 (v/v)+su karisiminda ve yiizey aktif (0,1
M)+asetonitril (%40 (v/v)+su karisimlarinda a-tokoferol tayini incelenmistir. Katyonik (setil
trimetil amonyumbromiir (STAB), setil pridinyum kloriir (SPC)) yiizey aktif ile anyonik
(sodyum dodesil siilfat(SDS)) ve noniyonik (triton X-100 (TX-100)) yapidaki ylizey aktiflere
gore daha 1yi sonuglar bulmuslardir. Diferansiyel puls voltametrisi ile belirtilen ¢oziicii
karisimlarinda ve farkli yiizey aktiflerle lineer araliklari belirlenmistir. Etanol+su ve
asetonitril+su karigimlarinin her ikisinde de farkl yiizey aktiflerle elde edilen lineer araliklar1
ayn1 degerlerde bulmuslardir. SPC, STAB, SDS, TX-100 i¢in lineer araliklar her iki ¢oziicii
karisiminda da sirasiyla 1-200, 2-200, 4-200, 1,5-200 pg/mL olarak bulmuslardir. Dedeksiyon
limitleri ise etanol+su karisimi i¢cin SPC, STAB, SDS, TX-100 ortaminda sirastyla 1,1, 1,3,
2,0, 0,8, asetonitril+su karisimi i¢in SPC, STAB, SDS, TX-100 ortaminda sirasiyla 1,1, 1,5,
1,5, 0,6 olarak bulmuslardir. 0,1M TX-100+%40 asetonitril+su karisimini kullanarak yontemi

cesitli ilag 6rneklerine basarili bir sekilde uygulamislardir (Jaiswal ve dig. 2001).

Li ve dig. (2006) 1,2-dikloroetan-etanol ortaminda bitkisel yaglarda a-tokoferol’iin
voltametrik davranisini, polipirol modifiye Pt (pP/Pt) elektrot ile incelemislerdir. DPV
kullanilarak o-tokoferol pik akim degerleri 5-300 uM konsantrasyonu araliginda dogrusal
oldugu, dedeksiyon limitinin 1,5 pM ve 5,38x102 A L mol™ lik bir hassasiyete sahip
oldugunu bulmuslardir. Gelistirilen metot, alt1 bitkisel yagda tokoferol miktarinin
belirlenmesine uygulanmis ve sonuglarin HPLC metodu ile uyumlu oldugunu bulmuslardir
(Li ve dig. 2006).

Ly (2008) bu calismada, kare dalga siyirma (SWSV) ve dongiisel voltametri yontemini
kullanarak E vitamininin (dl-a-tokoferol) voltametrik tayinini yapmislardir. Calisma
sensoriinii, karbon nanotiip tozunun, DNA (¢ift sarmalli DNA) ve mineral yag ile karigtirarak
hazirlamiglardir. Bu elektrotla anodik pik akimlari, 0,1 M fosfat elektrolit ¢ozeltisinde -0.6 V
potansiyel degerinde gbézlemlemisler. Optimize edilmis siyirma kosullar1 altinda, 0,5 — 4.0
ugL? ve 40.0 — 160.0 pgL™? konsantrasyonlarinda dogrusal galisma araliklari elde etmislerdir.
Dedeksiyon limiti ise 0,056 pgL™? (1,30x 1071° M) olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin,
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gida, ilag ve diger imalat sektorlerinde kalite kontrol analizine uygulanabilir oldugunu

bulmuslardir (Ly, 2008).

Michalkiewicz ve dig. (2004) ilag 6rneklerinde a-tokoferol asetatin (a-TOAC) kantitatif tayini
icin voltametrik bir yontem gelistirmislerdir. Dogrusal tarama (LSV), kare dalga (SWV) ve
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile platin mikrodisk (MD) elektrot kullanarak CHsCOOH
ve 0,1M NaClO4 destek elektrolit ortaminda Ag/AgCl referans elektroduna karsi 1,30V
potansiyel degerinde oksidasyon piki gdzlemlemislerdir. Ug voltametrik yontem igin lineer
araliklar1 ve dedeksiyon limitleri sirastyla 0,09-2,3 mM 9x10°M (LSV), 0,06-2,1 mM, 6x107
M (SWV), 0,07-2,2 mM, 7x10° M (DPV) olarak bulmuslardir. o-TOAc iceren gercek
orneklerin analizi, doymamis yag asitleri (gliserin esterleri ile birlikte formiile edilmis) ve A
vitamini (retinol veya B-karoten olarak) gibi ortak katki maddeleri ve yardimci maddelerle

etkilesime girmedigini belirtmislerdir (Michalkiewicz ve dig. 2004).

Sys ve dig. (2018) gida orneklerinde fillokinon (Ki vitamininin) tayini i¢in camsi karbon
elektrotla kare dalga siyirma voltametrisi yontemi gelistirmislerdir. Onerilen yontemde, 10
mL %60 Asetonitril:su ve K vitamini iceren 6rnek 400 rpm de 12 dk adsorbe edildikten
sonra anodik kare dalga siyirma voltametrisi ile 0,1 M HCI’li ortamda -0,1+0,6V potansiyel
araliginda (-0,1 V biriktirme potansiyeli, 60s biriktirme siiresi, 50 Hz frekans ve 30 mV kare
dalga genliginde) elektrokimyasal olarak tayini yapilmustir. Fillokinon igin 1.0x10®8-1.0x10®
M ve 5.0x10°-1.0x10* M olmak iizere iki lineer aralik belirlemislerdir. Dedeksiyon limitleri
ise sirayla 8,9x10° ve 5,1x10% M olarak bulmuslardir. Yéntem zeytinyagi ve gida

takviyelerine uygulanmistir (Sys ve dig. 2018).

Sys ve dig. (2016) calismalarinda, adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametrisi (Ad-SDPV)
ile lipofilik vitaminlerin eszamanli elektrokimyasal tayinini yapmislardir. Lipofilik
vitaminlerden retinol (A: Vit), kolekalsiferol (D3 Vit ), a-tokoferol (E Vit) ve fillokinonu (K1
Vit) se¢mislerdir. Tim elektrokimyasal 6lgtimleri, analitlerin lipofilik karakterinden dolayi
adsorptif styirma voltametrisi ile iki asamada gergeklestirilmis ilk adimda GC elektrot her bir
vitamin ayr1 ayr1 50,0 pmol L? igeren sulu asetonitril ¢dzeltisine (%50, v/v) daldirilarak
elektrot ylizeyinde lipofilik vitaminlerin 10 dakika siireyle 400 rpm'de karistirilarak birikimi
yapilmis. Ikinci adimda elektrot yiizeyinde biriktirilen lipofilik vitaminlerin 0,01 mol L pH
4.5 asetat tamponunda 5 mV basamak potansiyelinde, 50 mVs™ tarama hizinda CV ile tekrarli

bes dongii alinarak elektrokimyasal davraniglarimi incelemislerdir. Benzer sekilde CV ile
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biriktirilen vitaminlere (100 uM vitamin igeren %25 ACN ortaminda 10 dk 400 rpm’de) Eqep -
0,6 V 120 s, adim potansiyeli 5 mV potansiyel genligi 25 mV, aralik siiresi (t) 0.1 s ve 50
mVs? tarama hizinda (v) 0,01 mol L™ pH 4,5 asetat tamponunda DPV’si uygulamislardir.
Biriktirme sonras1 dongiilii voltametride A ve D3 vitaminin ilk dongiide sirasiyla 0,708 V ve
+1,032 V da bir oksidasyon piki verdigi bulunmustur. Kz vitaminin de ise —0,325 ve —0,006 V
potansiyelinde olmak {izere iki tane geri doniisiimlii oksidasyon piki bulmuslardir (Sys ve dig.
2016).

Ziyatdinova ve dig. (2012) o-tokoferol ve retinoliin voltametrik tayini igin MWCNT
modifiye grafit elektrot (MWNT-GE) hazirlamislardir. a-tokoferol ve retinol’iin oksidasyonu
0,1 M HCIOs igeren asetonitril ortaminda yalin GE ve MWNT elektrot ile incelenmis.
MWNT-GE ile, a-tokoferol ve retinol i¢in oksidasyon pik degerleri modifiye edilmemis
elektrotla kiyaslandiginda pik potansiyelleri a-tokoferol i¢in 0,2 V ve retinol i¢in 0,04 V daha
diisiik potansiyelde gozlemlenmis ayrica pik akim degerleri de yalin elektroda gore dnemli
ol¢iide artmistir. Kalibrasyon grafikleri a-tokoferol i¢in 0,065-2,00 mM ve retinol igin 0,05-
0,50 mM aralikta dogrusal, dedeksiyon limitleri ise sirasiyla a-tokoferol ve retinol igin 0,05

ve 0,04 mM olarak bulunmustur (Ziyatdinova ve dig. 2012).

Filik ve dig. (2016a) poli(2,2"-(1,4-fenilendivinilen)-bis-8-hidroksikinaldin)/cok duvarli
karbon nanotiip modifiye GC elektrot kullanilarak a-tokoferol (E-Vit) ve retinoliin (A-Vit)
eszamanli elektrokimyasal tayini i¢in yontem gelistirilmistir. Basit ve hizli voltametrik
yontem, sulu ortamda analitlerin ¢oziiniirliigiinii saglamak i¢in TX-100 kullanilarak pH 5
CH3COOH/NaCH3COO tamponu ortaminda gergeklestirilmistir. a-Tokoferol’in, 80 uM
retinol varliginda lineer araligi 8-100 uM olarak belirlenmis ve dedeksiyon limiti 0,1 uM
olarak bulunmustur. Retinol’lin, 40 uM a-tokoferol varliginda lineer araligi 5 — 200 uM ve
dedeksiyon limiti 0,8 uM olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem ilag 6rneklerinde retinol ve

a-tokoferol’tin belirlenmesinde kullanilmistir (Filik ve dig. 2016).

Filik ve dig. (2017) poli(Alizarin kirmizis1 S)/¢cok duvarli karbon nanotiip (p(ARS) /
MWCNT) modifiye camsi karbon elektrot kullanarak Ki-Vit ve Ds-Vit’nin es zamanl
tayinini 1,5 M amonyum asetat ve %0,05 SDS ile sulu ortamda gergeklestirmislerdir. K-
Vit’nin 80 uM D3 Vitamini varliginda lineer araligi 0,5-80 uM, dedeksiyon limiti 0,06 pM,
D3-Vit’nin 10 uM K;:-Vit varliginda lineer araligi 8-160 uM, dedeksiyon limiti ise 5 uM
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olarak belirlenmistir. Yontemin uygulanabilirligi 1spanak ve siit 6rneginde K1 Vitamini ve Ds
Vitamini tayini yapilarak dogrulanmistir (Filik ve Avan, 2017).

Men ve dig. (2017) AuPd bimetalik nanokristalleri camsi1 karbon elektrot yiizeyine modifiye
ederee D, ve D3 vitaminin’in ayr1 ayr1 tayininde kullanmiglardir. LiCIO4’l1 ortamda etanol/su
(%40/%60) karisiminda D2 ve Ds-Vit’nin DPV ile elde edilen voltamogramlarindan lineer
araliklart sirasiyla 1-10uM (LOD 0,05uM) ve 5-50uM (LOD 0,18uM) olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontemi ilag drneklerine uygulamislardir (Men ve dig. 2017).

Thangphatthanarungruang ve dig. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, yiizey baskili grafen /
nafyon elektrot (SPGNE) kullanilarak A, D, E, K-Vit’lerinin es zamanli tayini igin
elektrokimyasal bir sensor oOnerilmistir. Yagda c¢oziinen vitaminlerin elektrokimyasal
davraniglari, kare dalga voltametri (SWV) kullanilarak % 60 etanol ve % 40 0,1 M sodyum
perklorat karisiminda incelenmistir. Yagda ¢6ziinen vitaminlerin oksidasyon piklerinin farkli
potansiyellerde ortaya g¢iktigini ve ayni anda tayininin mimkiin oldugunu gdstermislerdir.
Optimum kosullar altinda, vitaminlerin konsantrasyonlar1 ile oksidasyon pik akimlari arasinda
lineerlik, A vitamini i¢in 0,1- 5 pg/mL, D ve E vitaminleri i¢in 0,08- 5 pg mL* ve K vitamini
icin 0,2 — 1,6 pg/mL arasinda ve dedeksiyon limitleri ise sirasiyla, 0,018; 0,013; 0,012 ve
0,004 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen sensoriin, gida takviyelerinde yagda ¢oziinen
vitaminlerin es zamanli tayininde kullanilabilir oldugu bulunmustur

(Thangphatthanarungruang ve dig. 2018).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIiHAZLAR

Denemelerde yapilan tiim elektrokimyasal Ol¢timlerde Karsit elektrodun Pt tel, referans
elektrodun Ag/AgCl, c¢alisma elektrodunun camsi karbon elektrot ve modifiye (MWCNT ve
MWCNT/BCD) camst karbon elektrot oldugu {iglii elektrot sistemi kullanildi. Calismalar
Gamry marka Referans 600 potansiyostat/Galvanostat (Gamry, USA) ile gergeklestirildi.

Cozeltilerin hazirlanmas1 asamasinda kimyasal maddelerin tarttminda Radwag AS-220/C/2
hassas analitik terazi, pH ol¢iimlerinde HANNA/HI-221 pH metre, kimyasal maddelerin
¢ozlinmesine yardimci olmak i¢in Elmasonic ultrasonik banyo, 1sitma ve karistirmalarda Wisd

MSH-20A manyetik karigtiricilt 1sitict, destile su eldesinde GFL/2008 su sistemi kullanildi.

FEI-QUANTA FEG/450 SEM cihazi kullanilarak taramali elektron mikroskobu goriintiileri
elde edildi.

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE COZELTILER
3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

5x10° M A Vitamini (Retinol) (Sigma), 5x10° M K Vitamini (fillokinon) (Alfa Aesar),
5x10° M Ds Vitamini (kolekalsiferol) (Alfa Aesar) ve 5x10° M E Vitamini’nin (a-tokoferol)
(Sigma) stok gozeltileri tartilan uygun miktarlarinin etanol ile seyreltilmesiyle hazirlandi ve

151k almas1 engellenecek sekilde saklandi.

%0,1 ile %2 (w/v) konsantrasyon araliginda B-Siklodekstrin hidrat (Sigma) ¢ozeltileri uygun

miktarlarinin tartilarak destile su ile seyreltilmesiyle hazirlandu.

%2 (w/v)’lik stok Triton X—100 (Merck) ¢ozeltisi 1 g’inin tartilarak sicak destile suda ¢oziiliip
50 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. %2 (w/v)’lik stok SDS (Merck) ve %2 (w/v)’lik stok

STAB (sigma)’in uygun miktarlari destile su ile ¢oziilerek hazirlandi.
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0,1 M BR Tamponu hazirlamak i¢in, borik asit (Merck), fosforik asit (Sigma-Aldrich) ve
asetik asit (Sigma—Aldrich)’in uygun miktarlar1 alinarak karistirildi ve destile suyla hacmi

tamamlandi. 1 M NaOH ile ayarlayarak pH 2-8 arasinda tampon ¢ozeltiler hazirlandi.

%50 (w/v) KOH ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich) 50 g KOH’in tartilarak destile su ile 100 mL’ye

seyreltilmesiyle hazirlandi.

%1,5 (w/v) Askorbik asit ¢ozeltisi uygun miktarinin tartilarak etanolde ¢oéziinmesiyle glinliik

olarak hazirlandi.
3.2.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiip’iin Hazirlanmasi

MWCNT’lere (saflik>95% DxL 6.9x 5 um, Aldrich), kullanilmadan 6nce asit ile 6n
temizleme islemi yapilmaktadir. Bu da ozellikle artik metal katalizor partikiillerinin
nanotiiplerden elimine edilerek MWCNT'lerin saflagtirilmasi i¢in gergeklestirilmektedir.
Ayrica, asitle yapilan 6n temizleme islemi ile MWCNT'lerin yiizeyi degistirilerek MWCNT
ile redoks aracilarinin arasindaki ara yiizeye baglanmasi arttirilabilmektedir (Shobha
Jeykumari, Ramaprabhu ve Sriman Narayanan, 2007). Bu amagla kullamimdan once
MWOCNT, ilk olarak 3:1 derisik H2SOs ve HNOs (40 mL) karigimi ile 3 saat 40°C'de
ultrasonik banyoda muamele edilerek temizlendi ve karboksilik asit gruplari olusturularak

fonksiyonalize edildi.

Sonrasinda 200 mL destile su igerisine alinarak siizlildii ve noétrallesene kadar destile su ile
yikandi. Elde edilen siiziinti 80°C'de 4 saat boyunca etiivde kurutularak kullanildi
(Ramanathan ve dig. 2005).

3.2.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Gelistirilen yontem vitamin katkili devam siitli, vitamin suyu ve ila¢ Orneklerinde yagda
¢ozlinen vitaminlerin tayinine uygulanmigtir. Hayvansal kaynakli gidalarda yagda ¢dziinen
vitaminler lipit tabakalarinda bulunmaktadir. Bu amagla istenmeyen lipidleri uzaklastirmak

i¢cin soguk sabunlagma islemi yapilmistir.

Sabunlasma ve ekstraksiyon, vitamin analizinde onemli bir asamadir. Vitaminlerin 1sik,
oksijen, 1s1, alkaliler ve asitlere kars1 kimyasal kararsizligi, gida numunelerinde farkli ve/veya

diisiik konsantrasyon seviyelerinde bulunabilmeleri ve matris karmagsikligi gibi etkenler
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ekstraksiyon asamasinda zorluklara neden olmaktadir. Tablo 3.1’de, analiz sirasinda 6nemli
kayiplar1 onlemek icin kontrol altinda tutulmasi gereken temel parametreler ve alinmasi

gereken O6nlemler listelenmistir (Fanali ve dig. 2017).

Tablo 3.1: Yagda ¢6ziinen vitaminlerin stabilitelerine etki eden faktorler.

Vitamin Etkileyen parametreler ve stabiliteleri Ahinmasi gereken 6nlemler

Koyu renkli cam malzemelerde ve az 1g1kli

Isiga, oksijene ve asitlere kars1 duyarlidir. ortamlarda calismak.

D Is13a, oksijene ve asitlere kars1 duyarhdir. ~ Santrifiij tiplerini aluminyum folyo ile
Isitildiginda izomerize olabilir. sarmak.
Alkali ortamda stabildir. Ekstraksiyon agamasinda veya standartlarin

hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziiciilere uygun
bir antioksidan eklenmesi (bu 6nlem K
vitamini i¢in gegerli degildir).

E Isiga ve oksijene kars1 duyarlidir.
Isik ve oksijenden korundugunda alkali
ortamda stabildir.

K UV 15184, asit ve alkaliye kars1 duyarlidir.
Is1 ve oksijene kars1 dayaniklidir.

Sabunlagtirma agamasi literatiirde Gentili ve dig. (2013) tarafindan belirtildigi gibi
yaptlmistir. 50 mL’lik bir tiip igerisine 6 mL siit 6rnegi alinarak {lizerine % 1,5 (w/v) askorbik
asit iceren 18 mL etanol ¢ozeltisi ve 1mL % 50 (w/v) KOH’in sulu ¢ozeltisi ilave edilip N>
gaz1 gecirilerek agzi kapatildi. Karanlikta 25°C’de su banyosunda 15 saat sabunlagtirildi.
Sabunlagma sonrasinda 8,5 mL destile su ilave edilerek 18 mL % 0,1 (w/v) AA iceren hekzan
ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon iglemi iki kez tekrarlandi. Birlestirilen hekzan fazlar1 12
mL’lik porsiyonlar halinde destile su ile fenol ftalein indikatorliigiinde renk gézlenmeyene
kadar yikandi. Ardindan hekzan fazi N akimi altinda uzaklastirildi ve 0,5 mL etanol ile
seyreltilerek uygun miktarlar1 voltametrik ¢alisma hiicresine ilave edilerek Ol¢iim alindi.
Dedeksiyon limitinin altinda bulunan vitaminler i¢in farkli konsantrasyonlarda katkilar

yapildiktan sonra sabunlagma islemi uygulandi.

Vitamin suyu Orneginden 300 mL alinarak 20 mL hekzan ile ekstrakte edildi. Hekzan
evaporatorde uzaklagtirildiktan sonra % 1,5 (w/v) askorbik asit igeren 18 mL etanol ¢ozeltisi
ve ImL % 50 (w/v) KOH’in sulu ¢ozeltisi ilave edilerek siit 6rneginin hazirlanmasinda

anlatildig1 gibi soguk sabunlasma islemi uygulandi.

A, D3, E ve K; vitamini ila¢ 6rneklerinin uygun miktarlar1 karigtirildiktan sonra % 1,5 (w/v)

askorbik asit iceren 18 mL etanol ¢6zeltisi ve 5 mL % 50 (w/v) KOH’in sulu ¢ozeltisi ilave
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edilerek siit 0rneginin hazirlanmasinda anlatildig: gibi soguk sabunlagma islemi uygulandi. En
son elde edilen kalint1 2 mL etanol ile seyreltilerek uygun hacimlerde alinan 6rnekler 10 mL

lik ¢alisma hiicresine ilave edilerek 6l¢tim alindi.
3.3. YUZEY MODIFiKASYONU
3.3.1. B-Siklodekstrin Miktarimin Optimizasyonu

10 mg fonksiyonalize edilmis MWCNT 5 mL %0,1, %0,2, %0,5, % 1 ve %Z2’lik B-
siklodekstrin ¢6zeltisinde ultrasonik banyoda 2 saat disperse edildi ve GCE yiizeyine 4 pL
damlatilarak 50 mV s? tarama hizinda %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda
0,15 M NaCl igeren pH 5 BR tamponunda 10* M A-Vit, 5x 10° M D3-Vit, 2x10° M E-Vit ve
2x10° M Ki-Vit’in dongiilii voltamogramlari kaydedildi.

3.3.2. MWCNT Miktarimin Optimizasyonu

BCD/MWCNT/GCE hazirlanmasinda 2 mg/mL MWCNT, %1°lik BCD ¢ozeltisinde disperse
edilerek elektrot yiizeyine 2, 3, 4 ve 5 uL olacak sekilde damlatildi. Elektrot yiizeyi oda
sicakliginda kurutulduktan sonra 50 mV s tarama hizinda %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v)
SDS varliginda 0,15 M NaCl igeren pH 5 BR tamponunda 10* M A-Vit, 5x 10° M Ds-Vit,
2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-Vit’in déngiilii voltamogramlar1 -0,6 V ile + 1,1 V potansiyel
araliginda kaydedildi.

3.3.3. BCD/MWCNT/GCE’nin Hazirlanmasi

Elektrot modifiye edilmeden &nce yiizeyi 0,3 um ve 0,05 pm biiyiikliigiinde Al2O3 partikiilleri
iceren aliimina slispansiyonu ile 5 dakika temizlendi. Elektrot yiizeyindeki Al.O3
partikiillerini gidermek i¢in destile su ile yikandi. Elektrotlar ilk olarak etanol:propanol (1:1)
karisimi igerisinde sonrasinda da destile su ile ultrasonik banyoda 5 dakika sonike edildi.
Kurutulan GC elektrot yiizeyine %1°lik BCD ¢ozeltisinde disperse edilmis 2 mg/mL MWCNT
dispersiyonundan 4 plL damlatilarak hazirlandi. Oda sicakliginda kurutulduktan sonra

voltametrik ¢alismalarda kullanildi.
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3.4. ELEKTROT YUZEYININ ELEKTROKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Modifiye elektrodun yiizey karakterizasyonu elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve

dongiilii voltametri kullanilarak yapilmastir.

Dongiilii voltametri tekniginde yalin ve modifiye elektrotlarin davraniglar1 0,1 M KCI ve 5
mM [Fe(CN)s]*’* “den olusan redoks probu ¢ozeltisinde 50 mV s tarama hizinda -400 ile

900 mV potansiyel araliginda incelenmistir.

Ayrica yalin ve her bir modifiye elektrodun (GCE, BCD/GCE, MWCNT/GCE ve
BCD/MWCNT/GCE) 0,1M KCl igeren destek elektrolit ortaminda 5 mM Fe(CN)e>* ile 10 —
500 mVs? tarama hiz1 araliginda dongiilii voltamogramlari yardimiyla modifiye elektrotlarin

yiizey alan1 hesaplanmustir.

Elektrokimyasal emedans spektroskopisinde (EIS) yalin GCE ve CD/GCE, MWCNT/GCE
ile BCD/MWCNT/GCE’un iletkenlik ve elektron aktarim 6zellikleri 5 mM [Fe(CN)e]*”* ve
0,1 M KCl igeren ortamda 5mV genlikte, 100000 Hz ile 0,01 Hz frekans araliginda incelendi.

3.5. A, D3, E ve Ki-VIT’LERININ ELEKTROKIMYASAL DAVRANISI

A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin elektrokimyasal davraniglari GCE, BCD/GCE, MWCNT/GCE ve
BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde dongiilii voltametri ile incelendi. Yalin ve her bir modifiye
GCE ile 50mV s* tarama hizinda -0,6 V ile +1,1 V potansiyel araliginda %0,01(w/v) TX—
100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 0,15 M NaCl iceren pH 5 BR tamponunda 10*M A-Vit, 5x
10° M Ds-Vit, 2x10®° M E-Vit ve 2x10° M Ky-Vit ile incelendi.

3.6. YUZEY AKTIF TURUNUN VE MiKTARININ BELIRLENMESI

Yagda ¢Oziinen vitaminlerin organik c¢oziicii kullanilmadan sulu ortamda tayinini
gergeklestirebilmek amaciyla anyonik, katyonik ve noniyonik yiizey aktif maddeler ile

deneme yapildi. Anyonik SDS, katyonik STAB, noniyonik Triton X-100 (TX-100) kullanildi.

0,15 M NaCl igeren pH 5 Britton Robinson (BR) Tamponu ortaminda 10* M A-Vit, 5x 10°
M Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M Ki-Vit’in sulu ortamdaki ¢oziiniirliigini
saglayabilmek i¢in %0,01; %0,02; %0,04; %0,06 ve %0,08 (w/v) olmak tizere farkli TX-100
konsantrasyonlarinin BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde vitaminlerinin pik akim ve pik



28

potansiyel degerlerine etkisi 50 mV s* tarama hizinda -0,6 V ile +1,1 V potansiyel araliginda

dongiilii voltametri ile incelendi.

Anyonik yiizey aktif SDS konsantrasyonunun yagda ¢Oziinen vitaminlerin
BCD/MWCNT/GCE yiizeyindeki pik akim degerlerine etkisi %0,01; %0,02; %0,04; %0,06
(w/v) konsantrasyonlarmdaki SDS varliginda 50 mV s? tarama hizinda -0,6 V ile +1,1 V

potansiyel araliginda dongiilii voltametri ile incelendi.

Farkli yiizey aktif tiirlerinin etkisi incelendikten sonra yiizey aktif karigimlarinin (Triton X-
100 ve SDS) etkisi de incelendi.

3.7. NaCl MiKTARININ ETKiSi

fyonik siddeti arttirmak amaciyla ortama NaCl eklenerek optimum konsantrasyon denemesi
yapildi. 50 mV s tarama hizinda 0,02 (w/v) SDS ve %0,01 (w/v) TX-100 iceren pH 5 BR
tamponu ortaminda BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde 0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3 M arasinda
NaCl konsantrasyonunun pik akimina etkisi CV ile incelendi.

3.8. OPTIMUM pH’IN BELIRLENMESI

Her bir analit i¢in optimum pH bulunarak dort vitamin karisiminin es zamanli tayini igin ortak
uygun calisma pH’1 belirlendi. Bu amacgla A-Vit’in (10* M) pH denemesi +0,35V ile +0,95V
potansiyel araliginda, Ds-Vit’in (5x10° M) + 0,6 V ile + 1,1 V potansiyel araliginda, E-
Vit’nin (2x10° M) — 0,5V ile +0,6 V potansiyel araliginda, Ki-Vit’nin (2x10°M) — 0,7V ile +
0,2 V potansiyel araliginda tarama yapilarak 50 mV s hizda BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde
0,02 (w/v) SDS, %0,01 (w/v) TX-100 ve 0,15M NaCl igeren 0,1 M pH 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;
7,0; ve 8,0 BR tamponu ortaminda CV ile yapildi.

3.9. TARAMA HIZININ ETKIiSi

BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde tarama hizinin etkisi 10 - 500 mV s arasinda déngiilii
voltametri ile A-Viti¢in + 0,5V ile + 0,9V, Ds-Vitigin +0,7 Vile + 1,1 V, E-Viti¢in + 0,1
Vile +0,8V, Ki-Viti¢in -0,6 V ile + 0,3 V potansiyel araliklarinda incelendi.
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3.10. KARE DALGA VOLTAMETRIiSi PARAMETRELERININ INCELENMESI

A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin pik akimlari tizerine kare dalga voltametrisinin cihaz parametreleri
optimize edildi. -0,6 V ile 1,1 V potansiyel araliginda BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde 0,02
(w/v) SDS, %0,01 (w/v) TX-100 ve 0,15M NaCl igeren 0,1 M pH 5,0 BRT ortaminda
genligin etkisi 60 mV’tan 200 mV’a kadar, kare dalga frekansinin etkisi 2 ile 10 Hz arasinda,

step size 5 mV’dan 12 mV’a kadar incelenmistir.

3.11. VITAMINLERIN TEK TEK VE ES ZAMANLI ANALITIK
PARAMETRELERININ BELIRLENMESI

Vitaminlerin tek tek lineer araliklarinin belirlenmesinde BCD/MWCNT/GCE ile %0,01(w/v)
TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 0,15 M NaCl igeren pH 5 BR tamponunda A-Vit; 6, 20,
40, 60, 80, 100, 200 uM, konsantrasyonlarinda 0,4 ile 0,8 V potansiyel araliginda, Dz-Vit;
0,5; 4,0; 6,0; 10; 20; 40; 60; 80 uM konsantrasyonlarinda 0,6 ile 1,1 V potansiyel araliginda,
E-Vit; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10, 20, 40, 60, 80,100 uM konsantrasyonlarinda 0,15 ile
0,5 V potansiyel aralhiginda, Ki-Vit; 0,1; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10, 20, 40 uM
konsantrasyonlarinda -0,4 ile +0,1 V potansiyel araliginda olacak sekilde SWV (Frekans 3
Hz, basamak yiiksekligi 10 mV, genlik 100 mV) ile voltamogramlari kaydedildi.

Vitaminlerin lineer araliklarinin es zamanli belirlenmesinde birinin  konsantrasyonu
arttirtlirken diger vitaminlerin konsantrasyonlari sabit tutularak -0,6 ile +1,1 V potansiyel
araliginda SWV ile 6l¢iim alinmistir. D3-Vit (20 uM), E-Vit (20 uM) ve Ki-Vit (6 uM)’in
konsantrasyonu sabit tutulup A-Vit’nin; 8, 10, 20, 40, 60, 80, 100 uM olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki voltamogramlar: kaydedilerek A-Vit’nin lineer araligi, A-Vit (80 uM),
E-Vit (20 uM) ve K:-Vit (6 uM)’in konsantrasyonu sabit tutulup, Ds-Vit’inin: 0,8; 2; 4; 6; 10;
20; 40; 60 uM olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki voltamogramlar kaydedilerek Dz-
Vit’nin lineer araligi, A-Vit (80 uM), Ds-Vit (20 uM) ve Ki-Vit (6 uM) ’in konsantrasyonu
sabit tutulup E-Vit’inin; 0,5; 1; 5; 8; 10; 20; 40; 60 uM olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki voltamogramlar kaydedilerek E-Vit’nin lineer araligi, A-Vit (80 uM),
Dz-Vit (20 uM) ve E-Vit (20 uM) ’in konsantrasyonu sabit tutulup Ki-Vit’nin; 0,1; 0,2; 0,5;
0,8; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 20 uM olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki voltamogramlari

kaydedilerek Ki-Vit’nin lineer araligi elektrokimyasal olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. p-SIKLODEKSTRIN MiKTARININ OPTIMIZASYONU

Boliim 3.3.1°de belirtilen kosullar altinda farkli miktarlardaki B-siklodekstrin igeren MWCNT
dispersiyon c¢ozeltisinin analitlerin pik akimina etkisi incelenmisti. MWCNT'ler, suda
coziinebilen B-siklodekstrine (BCD) ester bagiyla kovalent olarak baglanmasiyla modifiye
edilmistir (Wang ve dig. 2012). Elde edilen BCD/MWCNT kompozitleri hem etanolde hem de
su ortaminda iyi bir dagilma 6zelligine sahip oldugu ve ¢ozeltinin birka¢ hafta boyunca kararl
oldugu bulunmustur (Liu ve dig. 2008). %0,1 den %1’c kadar BCD miktarinin artmasiyla
birlikte vitaminlerin pik yiiksekliklerinin arttig1 goriilmistiir. %2°de ise elektrot yiizeyindeki
tabakanin kalinlagmasi ile iletkenligin azaldigr goriilmistir (Sekil 4.1). MWCNT’iin
dispersiyonu da en iyi sekilde %]1°lik BCD ¢ozeltisinde saglandigindan optimum BCD miktar

%1 olarak belirlenmistir.

45 7 — %0,1
— l%‘:o,z D3-Vit

30
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_30 T T T T
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Sekil 4.1: %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 0,15 M NaCl igeren pH 5 BR
tamponunda, v: 50 mV s, 10*M A-Vit, 5x 105 M Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-
Vit’in %0,1, %0,2, %0,5, %1 ve %2 BCD/MWCNT/GCE ile elde edilen dongiilii
voltamogramlari.

4.2. MWCNT MIKTARININ OPTiMiZASYONU

Bolim 3.3.2.°deki kosullarda elektrot ylizeyinde artan hacimlerde MWCNT miktari
denenmistir. Elde edilen voltamogramlardan artan BCD/MWCNT hacmiyle birlikte
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vitaminlerin pik akimlarinin arttig1 goriilmiistiir. Ancak 4 pL {izerinde damlatilan dispersiyon
cozeltisi vitaminlerin pik akim degerlerinde 6nemli bir artis gostermedigi ve background
genislemesinin fazla olmasiyla birlikte elde edilen voltamogramda piklerin goriintiisii
bozulmaya basladigi goriilmistiir (Sekil 4.2). Bu nedenle optimum miktar olarak %1°lik BCD
igerisinde disperse edilmis 2 mg/mL MWCNT ten elektrot yilizeyine 4uL olacak sekilde

damlatilarak ileriki ¢alismalarda kullanilmistir.

Ds;-Vit
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Sekil 4.2: %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 0,15 M NaCl i¢eren pH 5 BR
tamponunda, v: 50 mV s, 104 M A-Vit, 5x 10° M D3-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K-
Vit’in 2, 3, 4 ve 5uL 2 mg/mL %1 BCD/MWCNT/GCE ile elde edilen dongiili
voltamogramlart.

4.3. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU KARAKTERIZASYONU

Farkli modifiye elektrotlarin morfolojisini karakterize etmek ve karsilastirmak igin taramali
elektron mikroskopisi (SEM) kullanilmistir. Sekil 4.3’'de MWCNT (A), BCD (B) ve
BCD/MWCNT (C)’iin SEM goriintiileri verilmistir. Sekil 4.3. A’da karbon nanotiiplerin tipik
tiibiiler yapisi, Sekil 4.3 (B)’de ise BCD’nin piiriizsiiz yapist goriilmektedir. BCD/MWCNT
(Sekil 4.3 C) modifiye elektrodunda ise karbon nanotiiplerin piiriizsiiz bir matris iginde
birbirine dolanmig goriintiisii verilmistir. SEM goriintiilert MWCNT’tin BCD igerisinde

homojen bir sekilde dagildigini gostermistir.
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Sekil 4.3: MWCNT(A), BCD(B) ve BCD/MWCNT(C)’iin SEM gériintiileri.

4.4. ELEKTROT YUZEYININ ELEKTROKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Hazirlanan modifiye elektrot ile yalin elektrot yiizeyi arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
hizli ve kolay yontemler olmasi nedeniyle elektrokimyasal yontemlerden elektrokimyasal

empedans spektroskopisi (EIS) ve CV’den yararlanilmustir.

Bolim 3.4’de belirtilen kosullarda redoks probu ile yalin GCE (a) BCD/GCE (b),
MWCNT/GCE (c) ve BCD/MWCNT/GCE (d), elde edilen voltamogramlar Sekil 4.4’de

verilmisgtir.
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Sekil 4.4: 5 mM [Fe(CN)g]***“iin 0,1 M KClI ortaminda yalin GCE (a), B-CD/GCE (b) MWCNT/GCE
(c) ve BCD/MWCNT/GCE (d) deki déngiilii voltamogramlari. v: 50 mV st .

Tablo 4.1°de redoks probu ile elde edilen oksidasyon ve rediiksiyon pik akim degerleri ile pik
potansiyel degerleri 6zetlenmistir. Tablo 4.1’de de goriildiigii gibi GCE igin pik potansiyel
ayrimi (AE) 463,53 mV iken BCD/MWCNT/GCE igin pik potansiyel ayrimi 79,9 mV’a
diismiis ve pik akim degerleri de artmistir. Bu farklilik bize modifiye elektrot yiizeyinde
elektron transfer hizinin arttigini gostermektedir. Ayrica BCD/MWCNT/GCE i* / i’ nin 1’e
yakin olmasi da elektrot yiizeyindeki tersinirligin ve elektron aktarim hizinin daha yiiksek

oldugunu goéstermektedir.

Tablo 4.1: GCE, BCD/GCE, MWCNT/GCE ve BCD/MWCNT/GCE’nin redoks probu ile bulunan
anodik/katodik pik akim degerleri ve pik potansiyel degerleri.

Anodik Katodik
I(nA) | E(mV) [ T(A) | E(mV) | 112 | AE (mV)
GCE 47,22 | 459,9 |-39,43 | -3,629 0,83 463,53
BCD/GCE 54,36 | 403,7 |-51,04 | 84,08 0,93 319,62
MWCNT/GCE 63,28 | 268,2 |-61,81| 1883 0,97 79,9
BCD/MWCNT/GCE | 98,45 | 268,2 |-97,44| 1883 0,99 79,9

Yalin elektrodun modifiye edilmesi sonucu yiizey alanindaki artis dongiilii voltametri teknigi
kullanilarak arastinlmistir. GCE, BCD/GCE, MWCNT/GCE ve BCD/MWCNT/GCE’nin
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0,1M KCl igeren destek elektrolit ortammda 5 mM Fe(CN)g>* ile 10- 500 mVs™? tarama hiz1
araliginda  dongiilii voltamogramlart alnmistir. Buradan elde edilen I(A)-vY? grafigi

yardimiyla Randles-Sevcik esitliginden modifiye elektrotlarin yiizey alan1 hesaplanmistir.
Ip=2,69 x 105 A x DY¥2p32y12C

Ip = pik akimi1 (A), A= elektroaktif yiizey alan1 (cm?), D=Diffiizyon katsayisi [(Fe(CN)g) >+
¢zeltisinin difiizyon katsayisi (6,2 x 107° cm? s71)], n=elektron transfer sayisi, v=tarama hizi

(V s1), C= konsantrasyon (mol cm™®) {(Fe(CN)e) >+ }

Tablo 4.2’de tarama hizi denemesi sonucunda GCE, BCD/GCE, MWCNT/GCE ve
BCD/MWCNT/GCE ig¢in hesaplanan yiizey alanlar1 verilmistir. BCD/MWCNT/GCE i¢in
hesaplanan yiizey alam1 yalin GCE ve diger modifiye elektrotlara gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar, elektrodun modifiye edilmesiyle birlikte elektroaktif yiizey
alaninin arttigim gostermektedir. MWCNT'lerin genis yiizey alanina, daha fazla miktarda

BCD'nin kaplanmasi sensoriin ylizey alaninin daha da artmasina neden olmustur.

Tablo 4.2: Elektrotlarin Randles-Sevcik esitliginden hesaplanan yiizey alanlari.

Elektrot Yiizey Alan (cm?)
GCE 0,0299+0,0034
BCD/GCE 0,0597+0,0021
MWCNT/GCE 0,0896+0,00096
BCD/MWCNT/GCE 0,2090+0,0012

Elektrot ylizeyinin karakterizasyonunda kullanilan bir diger yontem ise elektrokimyasal
empedans spektroskopisi yontemidir. Boliim 3.4’te belirtilen kosullarda her bir elektrodun
empedans spektrumlart sonucu Nyquist grafikleri elde edilmistir. Nyquist grafikleri dogrusal
ve yarim daire seklinde olan iki kistmdan olugmaktadir. Diflizyon kontrolli siireci diisiik
frekanslarda gerceklesen dogrusal bolim ifade ederken, elektron transferiyle sinirli siireci ise
yiiksek frekanslarda meydana gelen yarim daire kismi ifade etmektedir. Nyquist egrilerinde,
yarim dairenin ¢apinin artmasi elektrot yiizeyindeki elektron aktarim hizinin yavas oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.5’de GCE (a), BCD/GCE (b), MWCNT/GCE (c) ve
BCD/MWCNT/GCE (d), EIS sonucunda elde edilen Nyquist grafikleri goriilmektedir. Sekil
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4.5 (a)’da yiiksek frekanslarda iyi tanimlanmis bir yarim daire ve diisiik frekanslarda dogrusal
boliim gozlenmistir (Re= 1838 ohm). Yiizeye BCD, MWCNT ve BCD/MWCNT modifiye
edildiginde Ret degerlerinin diistiigii (sirasiyla Rg= 1201 ohm, 188,7 ohm, 115,2 ohm) elektrot
ve c¢ozelti ara yiizeyinde elektron transferini arttiran iletken tabakalarin olustugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.5: Yalin GCE (a), BCD/GCE (b) MWCNT/GCE (c) ve BCD/MWCNT/GCE (d) 5 mM
Fe(CN)s *”* (1:1) ve 0,1 mol L KCl igeren ¢ozelti ortaminda elektrokimyasal empedans
spektroskopisi, genlik SmV; frekans araligi:100000 Hz - 0.01 Hz.

4.5. A, D3, E VE Ki-VIT’IN ELEKTROKIMYASAL DAVRANISI

A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin dongiilii voltametri ile elektrokimyasal davranislari incelendi.
Sekil. 4.6’daki voltamogramda yalin GCE (a), BCD/GCE (b), MWCNT/GCE (c) ve
BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde her dort vitaminin oksidasyon piklerinin belirgin bir sekilde
ayrildigi goriilmektedir. Sonuglarin literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir

(Sys ve dig. 2016; Thangphatthanarungruang ve dig. 2018).
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Sekil 4.6: 50mV s tarama hizinda %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 0,15 M NaCl
iceren pH 5 BR tamponunda 10*M A-Vit, 5x 10° M Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-
Vit’in GCE (a), BCD/GCE (b), MWCNT/GCE (c¢), BCD/MWCNT/GCE (d) dongiilii
voltamogramlart.

K1-Vit i¢in katodik ve anodik pik (redoks piki) gozlemlenmistir (Sekil 4.6A ve Sekil 4.6B).
Yalin GCE ve BCD/GCE aymi redoks pik akimi (pik akimi orami Ipa/lpc = 1) ve pik
potansiyeli ayrimi (AE = 0,38 V) bulunmustur. MWCNT/GCE ve BCD/MWCNT/GCE ile,
K:-Vit'in katodik ve anodik pikleri (akim orani Ipa / Ipc = 1) sirasiyla —0,127 V ve —0,292 V
da goriinmiistiir. Pik potansiyel ayirimlarinin 0,165 V olmasi da elektrot siirecinin yari
reversibl oldugunu géstermektedir. Bununla birlikte BCD/MWCNT/GCE ile elde edilen pik
akimmin MWCNT/GCE’ye gore iki kat artmasi elektrokatalitik etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

A, D3, E ve K1-Vit'in oksidasyon pik potansiyelleri, pH 5°te Ag/AgCl referans elektroda karsi
sirastyla yalin GCE ile 0,68, 0,94, 0,33 ve -0,013 V olarak bulunurken BCD/MWCNT
modifiye GCE kullanilarak 0,62, 0,90, 0,30 ve -0,12 V potansiyellerinde iyi bir ayrimla dort
pik elde edilmistir. GCE yiizeyine BCD/MWCNT nanokompoziti modifiye edildiginde, Sekil
4.6 B (d) 'de pik akim degerleri, yalin GCE (a), BCD /GCE’den (b) (Sekil 4.6. A) ve
MWCNT/GCE’den (c) (Sekil 4.6. B) daha yiiksek bulunmustur. Elde edilen dongiili
voltamogramlara gore A, D3, E ve K; vitaminleri i¢in belirlenen pik potansiyeli ve pik akim
degerleri Tablo 4.3.’de 6zetlenmistir. Kisacasi BCD ilavesi pik akim degerlerini daha da
arttirmistir. Ayrica fCD, MWCNT’iin GCE yiizeyinden ayrilmasini 6nlemek i¢in baglayict
madde olarak da kullanilmistir. Bu bulgular pik akim siddetinin artmasinin CD/MWCNT

nanokompozitlerinin yagda ¢6ziinen vitaminlerin oksidasyonu iizerindeki etkisine bagl
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oldugunu dogrulamaktadir. Ek olarak, BCD/MWCNT/GCE pik akimi, yalin GCE ile
bulunandan yaklasik 8-20 kat daha yiiksek olmasi BCD/MWCNT elektrokatalitik etkisini
gostermektedir. Ki—E-Vit, E-A-Vit ve A-Ds-Vit i¢in oksidasyon pik potansiyelleri farki
sirasiyla yaklasik 460 mV, 290 mV ve 376 mV tur. Bu da A, D3, E ve K vitaminlerinin ayni

anda tayinine imkan vermektedir.

Tablo 4.3: A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin yalin ve modifiye GCE yiizeyinde dongiilii voltametri ile
belirlenen pik potansiyeli ve pik akim degerleri.

A-Vit Ds-Vit E-Vit Ki-Vit

I E | E I E Anodik Katodik

®A) | (MV) | @A) | (MV) | @A) | (mv) | | E ' E

@A) | (MV) | @A) | (mV)

(a) GCE 0,77 | 6838 | 052 | 9441 | 0,38 | 334,1 | 0,84 | -12,02 | -0,72 | -373,6
(b) BCD/GCE 0,79 | 683,8 0,59 | 944,121 | 0,39 | 333,121 | 0,77 | -11,39 | -0,72 | -392,6
(c) MWCNT/GCE 10,08 | 629,6 | 13,43 | 903,5 | 8,21 | 334,8 | 4,79 | -126,9 | -4,87 | -292,3
(d)BCD/MWCNT/GCE 19,05 | 624,2 | 24,62 | 900,8 | 14,56 | 304,1 | 8,36 | -126,9 | -8,27 | -292,3

4.6. YUZEY AKTIiF TURUNUN VE MIKTARININ BELIRLENMESI

Bolim 3.6.°de belirtilen kosullarda farkli TX-100 konsantrasyonlart denendi. TX-100
konsantrasyonu %0,01(w/v) oldugunda KiVit’nin ¢oktiigii gorilmistir. %0,02, %0,04,
%0,06 ve %0,08 (w/v) TX-100 konsantrasyonlarinin pik akimi fiizerine etkisi CV ile
incelendi. Ki-Vit ve Ds-Vit’nin artan TX-100 konsantrasyonu ile birlikte pik akim degerleri
de artmustir. A-Vit ve E-Vit'nin ise TX-100 konsantrasyounun %0,02’den % 0,04’¢
cikmasiyla oksidasyon pik akimi degerleri de yiikselmistir. Artan ylizey aktif
konsantrasyonlarinda ise pik potansiyellerinde ve pik yiiksekliklerinde 6nemli bir degisim

goriilmemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: BCD/MWCNT/GCE ile 0,15 M NaCl igeren pH 5 BR tamponunda 10*M A-Vit, 5x 105 M
Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-Vit’in farkli TX-100 (w/v) konsantrasyonlarindaki
dongiilii voltamogramlari, v: 50 mV s?.

%0,01; %0,02; %0,04; %0,06 (w/v) konsantrasyonlarindaki SDS varliginda 0,15 M NaCl
iceren pH 5 BR tamponu ortamina BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde A, D3,E ve Ki-Vit’lerinin
dongiilii voltamogramlar incelendiginde %0,01°den %0,02’ye SDS (w/v) konsantrasyonunun
artmast ile her dort vitaminin de pik akim degerleri 6nemli 6l¢iide artis gdstermistir. Artan
SDS konsantrasyonlarinda ise K1 ve A-Vit’nin pik yiiksekliklerinde diisiis goriiliirken D3 ve
E-Vit’nin pik yiiksekliklerinde onemli bir degisim olmamistir (Sekil 4.8). Sonug¢ olarak,

%0,02 (w/v) optimum SDS konsantrasyonu olarak belirlenmistir.

Diistik yiizey aktif konsantrasyonlarinda, analit elektrot yiizeyine serbestce tasinabilirken
yizey aktif konsantrasyonu arttiginda analit, miselin hidrofobik ¢ekirdegi iginde
sikisabilmekte ve boylece yiizey aktif elektrot yiizeyinde birikerek pik akiminin azalmasina
neden olabilmektedir.
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Sekil 4.8: BCD/MWCNT/GCE ile 0,15 M NaCl igeren pH 5 BR tamponunda 10*M A-Vit, 5x 105 M
Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-Vit’in farkli SDS (W/v) Konsantrasyonlarindaki
dongiilii voltamogramlari, v: 50 mV s?.

STAB ortaminda ¢okme goriilmedi ancak calisilan potansiyel araliginda yilizey aktif madde

elektroaktif ve elde edilen pik akim degerleri diisiik oldugu i¢in kullanilmadi.

Yiizey aktif olarak SDS’nin kullanildig1 durumda Ki-Vit’nin ¢6ziiniirliigii diisiik olmakta ve
dolayist ile CV’de bulunan pik akim degerleri de noniyonik TX-100’¢ gére daha zayif
olmaktadir. Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’deki voltamogramlarda da goriildiigii gibi optimum
miktardaki SDS varliginda TX-100’e gore A, D3, ve E-Vit’lerinin oksidasyon pik potansiyel
degerleri hem daha diisiik potansiyelde elde edilmis hem de pik akim degerlerinde belirgin
artis olmustur. Bu nedenlerden dolayr uygun yiizey aktif ortamini belirleyebilmek i¢in hem

TX-100 hem de SDS karigimi ile de deneme yapilmistir.

%0,02 SDS varliginda farkli konsantrasyonlardaki TX-100 miktarinin etkisi 0,15 M NaCl
iceren pH 5 BR tamponu ortamia BCD/MWCNT/GCE yiizeyinde incelendi. %0,005; %0,01
ve %0,02 (w/v) TX-100 konsantrasyonunda maksimum pik akim degerleri %0,01 (w/v) ile
elde edilmistir (Sekil 4.9). Artan konsantrasyonda ise hem oksidasyon pik ylikseklikleri
diismekte hem de pik potansiyelleri daha yiliksek degerlere kaymaktadir. Bu denemeler
sonucunda optimum yiizey aktif ortami1 %0,02 (w/v) SDS ve %0,01 (w/v) TX-100 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.9: BCD/MWCNT/GCE ile 0,15 M NaCl igeren pH 5 BR tamponunda 10*M A-Vit, 5x 105 M
Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M Ki-Vit’in % 0,02(wW/V) SDS ve farkli TX-100 (w/Vv)
konsantrasyonlarindaki dongiilii voltamogramlari, v: 50 mV s,

4.7. NaCl MIKTARININ ETKIiSi

Boliim 3.7°de belirtilen kosullarda farkli NaCl konsantrasyonlarinin vitaminlerin oksidasyon
pik akimina etkisi incelendi. Ortamda NaCl bulunmadigi zaman K1 vitaminine ait redoks piki
goriilmemistir. Artan NaCl miktari ile birlikte 0,15 M da dort vitamin i¢in de maksimum pik
akim degerlerine ulagilmigtir. Artan NaCl miktarlarinda ise K1 ve E-Vit’in pik akim degerleri
hemen hemen sabit kalirken D3 ve A-Vit’in pik akim degerlerinde diisiis gorilmiistiir.

Optimum NaCl konsantrasyonu 0,15 M olarak belirlenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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Sekil 4.10: BCD/MWCNT/GCE ile pH 5 BR tamponunda %0,01(w/v) TX-100, %0,02(w/v) SDS
varhgmmda 10*M A-Vit, 5x 105 M Ds-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-Vit’in farkli NaCl
konsantrasyonlarindaki dongiilii voltamogramlari, v: 50 mV s?.
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Sekil 4.11: BCD/MWCNT/GCE ile pH 5 BR tamponunda %0,01 (w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS
varhginda 10*M A-Vit, 5% 105 M D- Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-Vit’in farkli NaCl
konsantrasyonlarindaki pik akim degerleri, v: 50 mV s
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4.8. OPTIMUM pH’IN BELIRLENMESI

BCD/MWCNT/GCE kullanilarak A, Ds, E ve Ki-Vit’lerinin her biri igin pH denemesi
yapilarak karisim i¢in optimum pH degeri belirlenmistir.

Bolim 3.8’de belirtilen kosullarda A-Vit igin yapilan pH denemesi sonunda sekilde de
goriildiigli gibi A-Vit'nin pik akim degerleri pH 3’de maksimuma ulagmis ve pH’in
artmastyla pik yiiksekligi de azalmistir (Sekil 4.12). Pik potansiyellerinde ise artan pH ile
birlikte kiigiik kaymalar olmustur. pH’a kars1 potansiyel degerleri grafige gecirildiginde pH
ile E (V) arasinda dogrusal bir iliski bulunmustur. Dogru denklemi E (V) = -0,0024 pH +
0,6304 (R? = 0,9958) seklindedir. Retinol’iin 2e” ve 2 H" vererek retinaldehite yiikseltgendigi
reaksiyon mekanizmasi Sekil 4.13’de verilmistir (Ziyatdinova ve digerleri, 2010).

30
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350 500 650 800 950

Potansiyel (mV vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.12: B-CD/MWCNT/GCE ile %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 10*M A-
Vit’in ¢esitli pH’larda 0,1 M BRT ile elde edilen dongiilii voltamogramlari v: 50 mV s?.
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Sekil 4.13: A-Vit’in oksidasyonunun reaksiyon mekanizmasi.

Dz-Vit’ininde ise pH’a bagli olarak pik akimlari pH 5’e kadar yaklasik ayn1 degerlerde daha
yiiksek pH’larda ise diisiis gostermistir (Sekil 4.14). Pik potansiyel degerleri ise pH’a bagh
olarak degismemektedir. Ds-Vit’in oksidasyon reaksiyonu sekil 4.15°de verildigi gibi trien
kisminda diol olusumu ile gergeklesmektedir (Webster, 2012).
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Sekil 4.14: BCD/MWCNT/GCE ile %0,01(w/v) TX-100, %0,02(w/v) SDS varliginda 5x10° M Ds-
Vit’in ¢esitli pH’larda 0,1 M BRT ile elde edilen dongiilii voltamogramlari, v: 50 mV s,
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HOW

Sekil 4.15: D3-Vit’in oksidasyonunun reaksiyon mekanizmas.

E-Vit’nin belirtilen kosullarda gerceklestirilen pH denemesinde pH’in 2’den 5’¢ kadar
artmastyla birlikte pik akim degerleri de artmis ve pH 5’de maksimuma ulasmistir (Sekil
4.16). Artan pH’larda ise pik akim degerlerinin diistiigii goriilmiistiir. Protonlarin elektrot
reaksiyonlarina dahil olmasi nedeniyle pik potansiyelleri artan pH ile birlikte daha diisiik
potansiyel degerlerine kaymustir. pH’a kars1 potansiyel degerleri grafige geg¢irildiginde pH ile
E (V) arasinda dogrusal bir iligki bulunmustur. Dogru denklemi ise E (V) = -0,0560 pH +
0,6137 (R?=0,9967) scklindedir. -0,0560 V/pH olarak bulunan denklemin egim degeri Nernst
denkleminin egim degerine (-0,059 V/pH) olduk¢a yakin bulunmustur. Bu da bize
gerceklesen reaksiyonda esit sayida proton ve elektronun yer aldigini1 gostermektedir. E-Vit’in
oksidasyonunda (Sekil 4.17) a-tokoferol 2 e ve 2H" vererek a-tokoferol kinona
dontismektedir (Webster, 2012).
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Sekil 4.16: BCD/MWCNT/GCE ile 50mV s tarama hizinda %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS
varhginda 2x10° M E-Vit’in gesitli pH’larda BRT ile elde edilen dongiilii voltamogramlari, v:
50 mV st.

CH3
CH; CHs,

Sekil 4.17: E-Vit’nin oksidasyon reaksiyon mekanizmasi.

Ki-Vit’nin pH 2’den pH 8’e kadar anodik ve katodik pik akimlari artarak pH 8’de maksimum
degere ulasmistir (Sekil 4.18). Pik potansiyelleri ise artan pH ile birlikte daha diisiik
potansiyel degerlerine kaymistir. Dongiilii voltametri ile elde edilen anodik ve katodik pik
potansiyeli degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplanan (E®' = (Epa + Epc)/2) formal
potansiyele karsi pH iligkisi E°* (V) = -0,0607 pH + 0,1138 (R?* = 0,9999) secklinde
bulunmustur. -0,0607 V/pH olarak bulunan denklemin egim degeri Nernst denkleminin egim
degerine (-0,059 V/pH) oldukga yakin bulunmustur. Bu da bize ger¢eklesen reaksiyonda esit
sayida proton ve elektronun yer aldigin1 géstermektedir. Sekil 4.19’da goriildiigii gibi Ki-Vit’i
2e” ve 2H" alarak kinon hidrokinona indirgenerek tersinir bir reaksiyon gerceklesmektedir
(Cannes ve dig. 2002).



46

Akim (pnA)

-700 -500 -300 -100 100 300
Potansiyel (mV vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.18: BCD/MWCNT/GCE ile %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda 2x10°> M K;-
Vit’in ¢esitli pH’larda BRT ile elde edilen dongiilii voltamogramlari, v: 50 mV s

K;-Vit hidrokinon

K,-Vit

Sekil 4.19: K:-Vit’in redoks reaksiyon mekanizmast.
A, Ds, E ve Ki- Vit’leri ile yapilan pH denemesi sonucunda pH—lpa grafiginde (Sekil 4.20)

goriildiigli gibi dort vitaminin eszamanli tayinine imkan veren optimum pH 5 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.20: BCD/MWCNT/GCE ile 0,15M NaCl, %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS varliginda
104M A-Vit, 5% 10° M D3-Vit, 2x10° M E-Vit ve 2x10° M K;-Vit’in farkli pH’larda 0,1 M
BR tamponundaki pik akim degerleri, v: 50 mV s

4.9. TARAMA HIZININ ETKIiSi

Sekil 4.21°deki dongiilii voltametri sonuglarindan elde edilen voltamogramda da goriildigii
gibi A-Vit (10* M), Ds-Vit (5x10° M), E-Vit (2x10° M)’nin artan tarama hiz1 ile birlikte
anodik pik akimlart da artmistir. v-1 arasinda lineer bir iliskinin olmasi BCD/MWCNT/GCE
yiizeyinde ger¢eklesen vitaminlerin oksidasyonunun adsorpsiyon kontrollii bir siire¢ oldugunu
gostermektedir. A, D3 ve E-Vit’in v — lpa arasindaki lineer regresyon denklemleri sirasiyla lpa
=0,48531 v (mV s?) + 8,1883 (R=0,9945), lpa= 0,2713 v (mV s™) + 7,3657 (R=0,9943),lpa =
0,1905 v (mV s?) + 3,2074 (R=0,9962) olarak bulunmustur. Ki-Vit’ninde de (2x10° M),
tarama hizinin artisiyla birlikte anodik ve katodik pik akimlari da lineer olarak artmistir. Bu
da Ki-Vit’nin redoks reaksiyonunun yine adsorpsiyon kontrolli bir siire¢ oldugunu
gostermektedir. V — lpa Ve V — Ipc arasindaki lineer regresyon denklemleri lpa= 0,7317 v (mV s
1y — 17,309 (R=0,9948) ve la=0,5986 v (mV s?) + 14,573 (R=0,9948) olarak bulunmustur
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Sekil 4.21: BCD/MWCNT/GCE ile 10 M A-Vit (A), 5x10° M Ds-Vit (B), 2x10-5 M E-Vit’nin (C)
ve 2x10° M K;-Vit’nin 0,1 M pH 5 BR tampon ¢ozeltisi igerisinde %0,01 (w/v) TX-100,
%0,02 (w/v) SDS varliginda farkli tarama hizlarindaki voltamogramlari (10, 25, 50, 100, 200,
300, 400 ve 500 mV s™).

4.10. KARE DALGA VOLTAMETRIiSi PARAMETRELERININ INCELENMESI

Voltametrik tarama parametreleri, en yiiksek pik ayrimi ve background’dan ayirarak

maksimum hassasiyet elde etmek i¢in optimize edildi.

SWV’de basamak yiiksekligi, kare dalga genligi ve kare dalga frekansi gibi g¢esitli
enstriimantal parametrelerin pik akimi {izerine etkisi bulunmaktadir. Bu enstriimantal

parametrelerin pik akimi iizerine etkileri incelenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: Kare dalga parametrelerinin genlik (A), frekans (B), basamak yiiksekligi (C) nin
vitaminlerin pik akimina etkisi.

Pik akimlar iizerine genligin etkisi 60 mV’tan 150 mV arasinda arastirilmistir. Kare dalga
genliginin 60 mv’dan 100 mV’a kadar artmasiyla vitaminlerin pik akimlari da artmistir.
Sonrasinda ise pik yliksekliklerinin sabit kaldig1 goriilmiistiir. Sonuglara bakilarak optimum

genlik 100 mV olarak belirlenmistir.

Vitaminlerin pik akimina kare dalga frekansinin etkisi 2 ile 10 Hz arasinda incelenmistir.
Frekansin artmasiyla 3 Hz’e kadar pik yiikseklikleri artarken iizerindeki frekans degerlerinde
pik yiiksekliklerinde kiiciik artiglar goriilmekte ve pik genis artik akimla ortiilmektedir. Bu
nedenle optimum frekans 3 Hz olarak secilmistir. Basamak yiiksekligi 5 ile 12 mV arasinda
denenmistir. Basamak yiiksekliginin 5 mV’dan 10 mV’a kadar artmasiyla D3, E ve K;-
Vit’lerinin pik akimlarinda bir artis goriiliirken A vitamininin pik akim degerlerinde énemli
bir artis goriilmemistir. Artan degerlerde ise dort vitamin icin de pik akim degerleri yaklasik

olarak sabit kalmigtir. Bu nedenle,10 mV optimum basamak yiiksekligi olarak belirlenmistir.
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Deneysel sonuglara gore, optimum parametreler: frekans 3,0 Hz, puls genligi 150 mV ve

basamak yiiksekligi 10 mV olarak bulunmustur.
4.11. ANALITIK PARAMETRELERIN BELIRLENMESI

Kare dalga voltametrisi, hizli tarama hizlarinda gergeklestirilen genis genlikli bir tekniktir.
Segicilik ve duyarliligin arttirilmast igin yaygin olarak kullanilan bir elektroanalitik tekniktir.
Oncelikle A, D3, E ve Ki-Vit'leri igin bolim 3.11°de belirtilen kosullarda ayrt ayri
kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin artan konsantrasyon ile pik

akimlarindaki artis Sekil 4.23’de SW voltamogramlarinda gosterilmistir.
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Sekil 4.23: BCD/MWCNT/GCE ile %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS ve 0,15 M NaCl i¢eren
pH 5 BR tamponunda A-Vit; 6, 20, 40, 60, 80, 100, 200 uM (A), Ds-Vit; 0,5; 4,0; 6,0; 10; 20;
40; 60; 80 uM (B), E-Vit; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10, 20, 40, 60, 80, 100 uM (C), K-
Vit; 0,1; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10, 20, 40 uM (D) konsantrasyonlarinda SWV ile elde
edilen voltamogramlart.



o1

B
115 4 ( )
100 A
_ a 60 tM
-] S 85 -
= g K,-vit  E-Vit T
= ~< 70
~ <
< 0.8 uM
55 4
40
25 ' ' - 25 . ; ;
-500 0 500 1000 500 0 500 1000
E(mV vs. Ag/AgCl) E (mV vs. Ag/AgCl)
(C) E-Vit (D) K.-vit
120 125 A
,i 100 a 105 A 20 pM
= =t E-vit
g 80 E 85 T !
=z e
= < 0,1 M
60 65 -
40 45 -
20 4 25 + T T )
-500 0 500 1000 -500 0 500 1000
E(mV vs. Ag/AgCl) E(mV vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.24: BCD/MWCNT/GCE ile %0,01(w/v) TX-100, %0,02 (w/v) SDS ve 0,15 M NaCl igeren
pH 5 BR tamponunda 20 uM Ds-Vit, 20uM E-Vit, 6 uM Ki-Vit ve A-Vit; 8, 10, 20, 40, 60, 80,
100 uM (A), 80 uM A-Vit, 20 uM E-Vit, 6 uM-K; Vit ve Ds-Vit; 0,8; 2; 4; 6; 10; 20; 40; 60 uM
(B), 80 uM A Vit, 20 uM Ds-Vit, 6 uM Ki-Vit ve E-Vit; 0,5;1; 5; 8; 10; 20; 40; 60 uM (C),80
uM A-Vit, 20 uM Ds-Vit, 20 uM E-Vit ve K:-Vit; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 20 uM (D)
SWV voltamogramlari.

Yukarida belirlenen optimize SWV kosullar1 kullanilarak elde edilen voltamogramlarda pik
potansiyel degerleri A, D3, E ve Ki-Vit’leri igin sirasiyla; 526,7 mV, 814,3 mV, 255 mV, -
192,2 mV olarak bulunmustur. Bu degerlere bakildiginda Ki ve E vitaminleri arasinda 447
mV, E ve A vitaminleri arasinda 272 mV, A ve D3z vitaminleri arasinda 288 mV pik
potansiyel farki oldugu ve buradan da karisim halinde bulunan yagda ¢oziinen vitaminlerin
tayininde yeterli pik ayirim derecesine sahip oldugu goriilmektedir. Boliim 3.11°de belirtilen
kosullarda es zamanli olarak gergeklestirilen lineerlik ¢aligmasina ait voltamogramlar Sekil

4.24°de verilmistir.
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Tablo 4.4’de BCD/MWCNT/GCE ile A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin tek tek ve es zamanli SWV
yontemi kullamilmasiyla elde edilen kalibrasyon denklemleri, LOD degerleri (LOD=3s/m
olarak tanimlanan dedeksiyon limiti (S:blankin standart sapmas1 ve m: kalibrasyon dogrusunun
egimi) ve lineer araliklar1 verilmistir. Bu sonuglar, A, D3, E ve Ki-Vit'lerin onerilen sensorde

dortlii karisimlarinda segici ve hassas bir sekilde belirlenebilecegini gdstermektedir.

Tablo 4.4: A, Ds, E ve Ki-Vit’lerinin es zamanli SWV yontemi kullanilarak BCD/MWCNT/GCE ile
elde edilen analitik parametreleri.

. _ ' _ Lineer LOD

Vitamin Kalibrasyon denklemi aralik
@) (M

Tek Tek Tayin
A-Vit I(nA)=0,2181C (uM) — 2,4846 (R>=0,9969)  6-200 3,41
Ds-Vit I (nA)=0,8752 C(uM) + 0,8867 (R2=0,9948)  0,5-80 0,3
E-Vit I(pA) =1,0511 C (uM) + 1,0678 (R>=0,9956) 0,5-100 0,3
Ki-Vit I(pnA)=2,8453 C (uM) +0,6775 (R*=0,9952) 0,1-40 0,07
Es zamanh Tayin
A-Vit 1=0,1627 C(uM) —1,3836 (R?=0,9983) 8,0-100 2,5
Ds-Vit 1 =0,8359 C(uM) + 1,8766 (R*=0,9994) 0,8-60 0,67
E-Vit I =1,4005 C(uM) +2,2605 (R?=0,9984) 0,5-60 0,48
Ki-Vit I =4,7834 C(uM) +1,5595 (R*=0,9974) 0,1-20 0,09

4.12. TEKRARLANABILIRLIK VE STABILITE

Tekrarlanabilirligi belirlemek i¢cin BCD/MWCNT ile modifiye edilmis ti¢ ayr1 elektrot
hazirlanarak vitaminlerin farkli iki konsantrasyonlardaki karigimlarinin pik akim degerleriyle

hesaplanan bagil standart sapmasi (%RSD) Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5: Giin igi ve giinler aras1t %RSD degerleri

Vitamin Karisimlar:
40 uM A, 6 uM D3, 10 uM 20 uM A, 4 uM D3, 8 UM E,
E, 2 uM Ky-Vit 1uM K3-Vit
Ginigi Glinlerarasi Glinigi Gtinlerarasi
(%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)
A-Vit 2,8 3,5 3,9 4,1
Ds-Vit 3,0 3,1 3,2 3,2
E-Vit 2,0 2,02 1,1 1,6
Ki-Vit 2,1 1,3 2,4 2,4
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Bu da elektrodun tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu gostermistir. Ayrica, hazirlanan modifiye
elektrodun 10 giin boyunca + 4°C’de saklanmasiyla vitaminlerin voltametrik pik akim
degerlerinde, yeni hazirlanmis elektroda kiyasla pik akimlarinda ~% 10’luk (n = 5) bir
azalma goriildii. Bu sonuglar, tretilen elektrotun, hedef vitaminlerin es zamanali tayini igin

yeterli stabiliteye sahip oldugunu gostermistir.
4.13. ORNEK UYGULAMASI

Gelistirilen yontem ilag drneklerine, vitamin katkili devam siitii ve vitamin suyu orneklerine

uygulanmustir.

Hayvansal kaynakli gidalarda yagda ¢oziinen vitaminler ve karotenoidler, esas olarak
trigliseritlerden, sterollerden ve fosfolipidlerden olusan lipit fraksiyonunda bulunmaktadir.
Bitkisel kokenli gidalarda ise, karotenoidler ve yagda ¢oziinen vitaminler kloroplastlarin
tilakoid membranlarina baghdir. Bu amagla istenmeyen lipidleri ve klorofilleri uzaklastirmak
icin etkili bir yol olan sabunlasma islemi yapilmistir. Sicak sabunlasma yagda ¢oziinen

vitaminlerin gidalardan ekstraksiyonu i¢in hala en etkili arag olarak kullanilmaktadir.

Sicak sabunlagsma, karotenoidlerin, A, D ve E-Vit’lerinin ayr1 ayrt ve ayni anda
ekstraksiyonunda kullanilabilmektedir, ancak yiiksek sicaklikta alkali ortamda hizla
bozunabilen K vitamini ve homologlari igin tavsiye edilmemektedir. Ayrica, E vitamini ve
retinol kismen pargalanabilirken, karotenler ve D vitamini ise termal izomerizasyona maruz
kalabilmektedir. Bu bakimdan, K-Vit dahil diger lipofilik vitaminlerin de ayni anda
ekstraksiyonunu gergeklestirebilecek 6zellige sahip olan diisiik sicaklik ve alkali
konsantrasyon kosullar1 altinda gerceklestirilen sabunlagsma islemi uygulanmistir. Soguk
sabunlagma, oda sicakliginda, karanlikta ve daha uzun siirede (30 dakika yerine 15 saat)
gerceklestirilmektedir. Sabunlastirma asamasi literatiirde (Gentili ve dig. 2013) belirtildigi
gibi kabaca yiyeceklerin yag bilesimi esas alinarak hesaplanan stokiyometrik olarak esit veya

daha az miktarda KOH kullanilarak yapilmistir.

On sabunlastirma asamasinda ayrica vitaminlerin farkli formlar1 alkol tiirevlerine
dontstiiriilebilmektedir  (6rnegin, retinil asetat, retinil palmitat’m hepsini retinole

doniistiirmek i¢in uygulanmaktadir) (Fanali ve dig. 2017).
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Boliim 3.2.2°de anlatildigi sekilde hazirlanan ilag, vitamin katkili devam siitii ve vitamin suyu

orneklerinin analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.6: Siit, vitamin suyu ve ilag karisimi 6rneklerinde vitaminlerin es zamanli olarak belirlenmesi.

Ornek Vitamin Eklenen Bulunan  Belirtilen Geri Kazanim
(ng/mL)  (ug/mL)  (ng/mL) (%)
Devam siitii A - <LOD 0.66 -
19.10 19.2140.15 100
28.65  28.96+0.12 101
Ds - <LOD 0.02 -
5.13 5.07+0.02 99
10.26  10.29+0.03 100
E - 11.06+0.07 11.11
8.61 19.64+0.06 99
17.23  28.84+0.03 102
Ki . <LOD 0.05 -
1.50 1.55+0.03 103
3.00 3.04+0.01 101
Vitamin suyu A - 1.58+0.04 1.60 -
1.91 3.47+0.03 99
2.86 4.42+0.07 99
Ds - <LOD 0.01 -
5.13 5.19+0.02 101
10.26  10.36+0.13 101
E - 23.8+0.3 24.00
8.61 32.48+0.06 98
17.23  41.45+0.91 101
K1 - - - -
1.50 1.47+0.01 98
3.00 2.97+0.12 99
[lag (karigim)* A - 78.8+4.35 81.85 -
D3 - 6.74+1.61 75 .
E - 135.98+2.55 136.67 -
Ki - 9.95+0.84 10.0 R
*mg/mL

Tablo 4.5’de goruldigii gibi devam siitiiniin E vitamini ve vitamin suyunun A ve E-Vit igerigi
firmanin belirtmis oldugu degerlerle uyumlu oldugu bulunmustur. Orneklere her bir vitamin
icin tabloda belirtilen miktarlarda katki yapildiginda ise %98 ile %103 arasinda geri

kazanimla elde edilmistir. ilag 6rneklerinin analiz sonucunda ise %95 giiven arahiginda (X +
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(to.os SINY?) ; N=3 ( £ = ortalama, s = standart sapma)) verilen sonuglardan da goriildiigii gibi

ilaglarda belirtilen degerlerle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Lipofilik vitaminler, beslenme yoluyla alinmasi gereken insan metabolizmasinin diizgiin
isleyisi i¢in gerekli olan polar olmayan organik bilesiklerdir. Bu nedenle, viicutta uygun
miktarda yagda ¢ozlinen vitaminlerin bulunmasi ¢ok 6nemlidir. Giinlimiizde, bir¢ok insan,
beslenmeyi desteklemek igin ticari olarak temin edilebilen vitamin takviyeli gidalar,
multivitamin kapsiilleri ve tabletlerini almaktadirlar. Bir¢ok iilkede gida iiriinleri ve gida
takviyelerindeki vitaminlerin ve mikrobesinlerin beyan edilen konsantrasyonlar1 yasal olarak
belirlenmistir. Yagda ¢6ziinen vitaminlerin seviyeleri doz asimina bagli saglik riskleri nedeni
ile daha yakindan incelenmelidir. Bu nedenle, gida, ilag, kozmetik ve gida teknolojisinde
vitaminlerin tespiti ve Ol¢iimil bilyilk onem tasimaktadir. Lipofilik vitaminlerin analizi,
lipofilik karakterlerinden dolay1 oldukg¢a karmasik ve zaman alicidir. Temel dezavantajlari ise
analizlerde organik ¢oziiciilerin kullamlmasidir. Bu galismada yagda ¢6ziinen vitaminlerin
tayini sulu yiizey aktif ortaminda hizli, kullanim1 kolay, diisiik maliyetli, taginabilir, hassas ve

basit hazirlanabilen elektroanalitik yontemle gerceklestirilmistir.

Lipofilik vitaminlerin elektrokimyasal tayininde GCE, BCD/MWCNT ile modifiye edilerek
kullanilmistir. Elektrodun yilizey modifiyesinin karakterizasyonu elektrokimyasal yontemle ve
SEM yontemi ile yapilmistir. SEM yontemiyle elde edilen goriintiilerden MWCNT’iin BCD
icerisinde homojen bir sekilde dagildigi bulunmustur. Elektrokimyasal EIS yontemi ve CV
kullanilarak bulunan sonuglardan BCD/MWCNT modifiye elektrodun yalin elektroda gore

yiizey alanini ve elektron transfer hizini arttirdigi bulunmustur.

A, D3, E ve Ki-Vit'lerinin elektrokimyasal davranislari yalin ve modifiye elektrotlar
kullanilarak CV ile incelenmistir. BCD/MWCNT modifiye GCE ile A, Dz, E ve Ki-Vit’leri
icin sirastyla 0,62, 0,90, 0,30 ve -0,12 V potansiyellerinde dort oksidasyon piki elde
edilmistir. Ki1-Vit’i i¢in 0,37 V potansiyelde rediiksiyon piki de elde edilmistir. Yalin
elektrotla karsilastirildiginda BCD/MWCNT modifiye GCE’nin yagda ¢6ziinen vitaminlerin

tayininde elektrokatalitik 6zellige sahip oldugu bulunmustur.

Calismada vitaminlerin sulu ortamda ¢okmesini engellemek i¢in uygun yilizey aktif tiirii ve
miktar1 %0,01(w/v) TX-100, %0,02(w/v) SDS olarak belirlenmistir. Destek elektrolit olarak
0,1 M BR tamponu ve iyonik siddeti arttirmak i¢in 0,15 M NaCl kullanilmigtir.
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Her vitamin igin tarama hiz1 denemeleri yapilmistir. A, D, E-Vit’leri i¢in v — lpa arasindaki ve
K-Vit’i i¢in V — Ipa V& V — lpc arasinda ¢izilen grafikten lineer bir iligki bulunmustur. Bu sonug

elektrot ylizeyinde gergeklesen reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu géstermistir.

A, Dz, E ve Kz-Vit’leri ile yapilan pH denemesi sonucunda elde edilen pH-lpa grafiginden

dort vitaminin eszamanli tayinine imkan veren optimum pH 5 olarak belirlenmistir.

Vitaminlerin analitik parametrelerinin belirlenmesinde SWV kullanilmistir. Bu amagla
vitaminlerin hem tek tek hem de es zamanl olarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Tek
tek tayinde bulunan kalibrasyon denklemleri ve lineer aralilar1 A, D3, E ve Ki-Vit’leri igin
sirasiyla; I (uA) = 0,2181C (uM) — 2,4846 (R? = 0.9969) (6-200 uM), I (uA) = 0,8752 C(uM)
+ 0,8867 (R? = 0,9948) (0,5-80 uM), I (nA) =1.0511 C (uM) + 1,0678 (R* = 0,9956) (0,5-
100 uM), T (nA) =2,8453 C (uM) + 0,6775 (R? = 0,9952) (0,1-40 uM) olarak bulunmustur.
A, D3, E ve Ki-Vit’leri icin sirastyla LOD degerleri 3,41; 0,30; 0,30; 0,07 uM olarak

bulunmustur.

Es zamanli tayinde vitaminlerden birinin konsantrasyonu degistirilirken digerlerinin
konsantrasyonu sabit tutularak bulunan kalibrasyon denklemleri ve lineer aralilar1 A, D3, E ve
Ki-Vit’leri i¢in sirasiyla; | = 0,1627 C(uM) — 1,3836 (R? = 0,9983) (8-100 uM), | = 0,8359
C(uM) +1,8766 (R?=0,9994) (0,8-60 uM), I = 1,4005 C(uM) + 2,2605 (R? = 0,9984) (0,5-
60 uM), | = 4,7834 C(uM) + 1,5595 (R? = 0,9974) (0,1-20 uM) olarak bulunmustur. LOD
degerleri ise A, D3, E ve Ki1-Vit’leri igin sirasiyla 2,5, 0,67, 0,48,0,09 uM olarak bulunmustur.

Hazirlanan elektrodun iyi bir tekrarlanabilirlige ve stabiliteye sahip oldugu, lipofilik
vitaminlerin es zamanli olarak tayininde yiiksek duyarlilikla ve diisik LOD ile tayin

edilebildigi goriilmiistiir.

Tablo 5.1’de gelistirilen BCD/MWCNT/GCE’nin literatiirdeki A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin

tayininde kullanilan ¢esitli modifiye elektrodlarla karsilastirilmasi verilmistir.
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Tablo 5.1: Gelistirilen yontemin literatiirdeki A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin tayininde kullanilan

elektrokimyasal yontemlerle karsilastirilmasi.

Elektrot Vitamin Ortam Lineer arahk LOD Yontem Kaynak
(uM) (uM)
GCE A SDS, LiClOg4,su- 29,4-980 15 cv Ziyatdinova ve
etanol (93:7) dig. (2010)
GCE D; LiClO4, % 40 1,0-10 0,13 DPV Cincotto ve
D EtOH, /% 60su 5,0 -50 0,118 dig. (2014)
NF/GR/GCE E Aseton/ asetat 0,5-90 0,06 SWV Filik ve dig.
aseton/ IL 0,5-90 0,06 (2016)
CPE E NHjs, yiizey aktif 2,32-464 (CPC) 2,55 DPV Jaiswal ve dig.
+EtOH (%50 4,6-464 (CTAB) 3,02 (2001)
(v/v)+su 9,3-464 (SDS) 4,64
3,48-464 (TX-100) 1,86
yizey aktif (0,1  2,32-464 (CPC) 2,55
M)+ACN (%40 4,6-464 (CTAB) 3,48
(v/v)+su 9,3-464 (SDS) 3,48
3,48-464 (TX-100) 1,39
pP/Pt E EtOH-CH.Cl,, 5-300 1,5 DPV Li ve dig.
LiClO4, H2SO4 (2006)
PE(CNT/dsDNA) E NH4H2PO4 0,0016-0,0093 0,00013 A-SWSV Ly vedig.
0,093 - 0,371 (2008)
Pt-MD E CH3;COOH, 90-2300 90 LSV Michalkiewicz
NaClO,4 60-2100 60 SWV ve dig. (2004)
70-2200 70 DPV
GCE K1 %60 ACN:su 0,01-1.0 0,0089 A- Sys ve dig.
5,0 - 100 SWSV)  (2018)
GC A ACN (%50, viv)- - - Ad- Sys ve dig.
D biriktirme HAC SDPV (2016)
E tamponu styirma
K
MWNT-GE A HCIO4, ACN 50-500 40 LSV Ziyatdinova ve
E 65-2000 50 dig. (2012)
p(PBHQ)/GCE A TX-100, Asetat 5 - 200 0,8 SWV Filik ve dig.
E tamponu 8-100 0,1 (2016)
p(ARS)/MWCNT K1 NHJAc, %0,05  0,5-80 0,06 SWV Filik ve dig.
D3 SDS 8-160 5,0 (2017)
AuPd/GCE D; LiClO4, EtOH/su 1-10 0,05 DPV Men ve dig.
DX (%40:%60) 5-50 0,18 (2017)
SPGNE A EtOH:NaClO, 0,35-17,45 0,06 SWvV Thangphatthan
D (%60:%40) 0,2-13 0,03 arungruang ve
E 0,18-11,6 0,03 dig. (2018)
K 0,4-3,5 0,003
BCD/MWCNT/GCE A TX-100, SDS, 8-100 2,5 SWV Bu ¢aligma
D NaCl,pH5BR  0,8-60 0,67
E tamponu 0,5-60 0,48
K 0,1-20 0,09




59

Tablo 5.1°de de goriildiigii gibi yagda ¢oziinen vitaminlerin tayini genellikle tek veya ikili
olarak yapilmistir. Cincotto ve dig. (2014), Men ve dig. (2017), Sys ve dig. (2016),
Ziyatdinova ve dig. (2012), nin yaptig1 ¢alismalarda ise birden fazla vitamin incelenmis ancak
vitaminlerin tayini es zamanli olarak degil ayr1 ayr1 yapilmistir. Literatiirde dort vitaminin es
zamanl tayiniyle ilgili tek bir ¢alismaya rastlanmistir. Thangphatthanarungruang ve dig.
(2018) yaptig1 calismada A, D3, E ve Ki-Vit’lerinin tayini es zamanli olarak yiizey baskili
grafen nafyon modifiye elektrot kullanarak gerceklestirilmistir. Ancak bu ¢alismada %40
NaClOs igeren %60 EtOH ortaminda yapilmistir. Gelistirdigimiz yontemde ise A, Ds, E ve
K:-Vit’lerinin es zamanl tayinleri ¢oziicii kullanilmadan yiizey aktif iceren sulu ortamda

gerceklestirilmigtir.

Yontemin uygulanabilirligini gostermek amaciyla ilag karisimlarina, vitamin katkili devam
stitline ve vitamin suyu 6rneklerinde vitamin tayinine Soguk sabunlagsma isleminin ardindan
uygulanmistir ve elde edilen sonuglarin igeriginde belirtilen miktarlarla uyumlu oldugu
bulunmustur. Ayrica standart katki yontemiyle elde edilen %98-%103 geri kazanim

degerleriyle de dogrulanmustir.

Sonug olarak bu g¢alismada, hazirlanan BCD/MWCNT/GCE ile A, D3, E ve Ki-Vit'lerinin
TX-100 ve SDS yiizey aktif iceren sulu ortamda eszamanli elektrokimyasal tayinini i¢in iyi
bir elektrokatalitik 6zellik gosterdigi bulunmustur. Gelistirilen sensor, literatiirde bildirilen
diger yontemlere (spektrofotometri, ters faz-HPLC vb.) kiyasla kullanimi kolay, diisiik
maliyetli, taginabilir, hassas ve kolay hazirlanabilen bir elektrokimyasal yontemle es zamanli
tayine imkan saglamaktadir. Gelistirilen sensoriin, gida, ila¢ ve diger imalat sektorlerinde
rutin kalite kontrol analizinde A, Dz, E ve Ki-Vit'lerinin miktarinin tayini i¢in uygulanabilir

bir alternatif olarak sunulmustur.
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