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OZET

FENOTIiYAZIN TURU BOYAR MADDELERLE MOD iFiYE CAMSI KARBON
ELEKTROT KULLANILARAK NADH'N iN FOTOELEKTROKATAL iTiK
YUKSELTGENMES i

Burcu BAYRAK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Kimya Anabilim Dali Yuksek Lisans Tezi
Dansman: Dog. Dr. Yusuf ILGIN
30/07/2010, 72

Fenotiyazin Turl Boyar Maddelerle Modifiye Camsirb@n Elektrot Kullanilarak
NADH'nin Fotoelektrokatalitik YUkseltgenmesi

Bu calsmada, fenotiyazin tirii boyar maddelerden olan ewtihavisi ve azur A
olmak Uzere farkh redoks mediyatoriyle elektrop@rizasyon yontemi kullanilarak
modifiye camimsi karbon elektrotlar hazirlagmve NADH’nin elektrokataltik ve
fotoelektrokataltik yikseltgenmesi gahalari gerceklgirilmi stir.

Her bir modifiye elektrotun hazirlanmasi esnaskndastek elektrolit tlirl veya pH'i
, monomer degimi, dongu sayisi ve potansiyel apalgibi parametreler modifiye elektrot
hazirlandiktan sonra NADH'ye en iyi yanit vergc&onum dikkate alinarak optimize
edilmistir. Hazirlanan modifiye elektrotlara tarama himirue destek elektrolit pH'nin
etkisi ile modifiye elektrotlarin kararlgi dongusel voltammetri tekgiiile incelenmtir.

NADH'nin elektrokatalitik ylUkseltgenmesi bu modié elektrotlar kullanilarak
dongusel voltammetri ve amperometri teknile incelenmg ve modifiye elektrotlarin
NADH'ye iyi bir elektrokatalitik etki gostergi saptanmgtir. Ayni yontemler kullanilarak;
modifiye elektrotlarin yilzeyi fiber optikli bir hajen lambagik kaynaindan elde edilen
Isikla isiklandiriip NADH'nin fotoelektrokataltik yukseltgenesi gercekldiriimis ve
elektrokatalitik akimin normalsiksiz olana gore yalkde&k 1,5-2 kat artfii sonucuna
variimistir. Her bir modifiye elektrot icin NADH dejimine kagl pik akimlari hem
amperometrik hem de fotoamperometrik yontemle mignve d@rusal degim aralgi

elde edilmgtir. Her bir modifiye elektrot icin NADH degimine kagl pik akimlari hem

viii



amperometrik hem de fotoamperometrik yontemle izigrve 1x10° — 1x10° M arasinda
dogrusal degim aralgi elde edilmtir.

Anahtar sozcikler: Fotoelektrokatalitik Yukseltgenme; Modifiye ElektroNADH;

Fenotiyazin tird boyar maddeler; Metilen Mavisi;uhZ\; Donglsel Voltammetri.



ABSTRACT

PHOTOELECTROCATALYTIC OXIDATION OF NADH USING
PHENOTHIAZINE TYPE DYES MODIFIED GLASSY CARBON
ELECTRODE
Burcu BAYRAK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Chemistry Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Yusuf IDGIN
30/07/2010, 72
Photoelectrocatalytic Oxidation of NADH Using Ph#nazine Type Dyes Modified
Glassy Carbon Electrode

In this study the modified glassy carbon electrodegre prepared by
electropolymerization of phenothiazine type redggsisuch as, Methylene blue and Azure
A. The studies on electrocatalytic and photoeleeti@ytic oxidation of NADH using
these modified electrodes were performed by usendjttonal voltammetric cell for cyclic
voltammetry and amperometry.

The parameters during the preparation of each meodé@lectrode such as supporting
electrolyte type or its pH, monomer concentratioycle number and potential window
were optimized according to their best responsatdWADH. The effect of the scan rate,
pH of the supporting electrolyte on the modifieéottodes and the their stability were
investigated with cyclic voltammetry.

The electrocatalytic oxidation of NADH was investigd with amperometry and
cyclic voltammetry methods using these modifieccteteles and it was determined all of
modified electrodes showed a good electrocatagftect on NADH.

With the same methods, when the surface of modédledtrodes was illuminated by
a fiber optic halogen lamp, it was concluded threg €lectrocatalytic oxidation current
response of NADH increased about 1,5-2 times coetpavith that exhibited without
irradiation. For each modified electrode, the comiagion of NADH versus peak currents
were investigated and a linear concentration ravagobtained between 1.0x3Q.0x10°
M.

Keywords: Photoelectrocatalytic oxidation; Modified electresge&NADH; Phenothiazine
type dyes; Cyclic Voltammetry; Methylene Blue; Aauk.



ICERIK Sayfa

TEZ SINAVI SONUG BELGES. ... vttt i
INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI.....c.oveiiiieeoeeeee oo i
TESEKKUR. .. .. ettt etttV
SIMGELER VE KISALTMALAR

........................................................... v
OZE T e viii
AB ST R A C T ittt e e e e e e e X
1.1. Fenotiyazin Turl Boyar Maddeler............coooiiiiiiiiiiiiiiie e, 1

1.2. Voltammetrik ANAliZ ... 3
1.2.1. DOngusel Voltammetri..........oooiiiiice e e e e 5

1.3. Voltammetrik Hucrenin Bilesenleri ................cccociiiiiiiiiiinen .6

1.3.1. Voltammetrik Kap ......couuiniiiii i e 6
1.3.2. Destek Elektrolit.. ... ... 6
1.3.3. Kasllastirma (Referans) Elektrodu.................ccooiiiiiiiiinnnn. 7
1.3.4. YardimCl EIEKrot........oouuie e 7
1.3.5. Cakma EleKtrodu..........coooiiiii i 7
1.3.5.1. Kimyasal Modifiye Elektrotlar (Chemically Modified
Electrodes, CME) ......coviiie e e e e e 9
1.3.5.2. D@rudan Adsorpsiyonla CME Hazirlanmasi................. 11
1.3.5.3. Kovalent Bglanmayla Hazirlanan CME'ler ................ 12
1.3.5.4. Polimer ya da Metaliknce Film Kaplanmasiyla
Hazirlanan CME’ler (Homojen Cokkatmanli CME'ler) .......... 12
1.3.5.5. Kompozit Okumu Ile Hazirlanan CME’ler
(Heterojen Multi tabakali CME’ler) ........cccovvievii i, 13
1.4. Voltammetrik Analizde Temelislemler.............ccocovviiviiiieeneeenn.. 13
1.4.1. Destek Elektrolit Segimi...........c.oooieiiiiiiiiii e, 13

1.4.2. PH AYAIL ..o e i e a0 13
1.4.3. Sicaklik Kontroll............ccovveiii i 14
1.4.4. Oksijen UzaKIZtirilmash........cocoeii i, 14
1.5. NADH (Nikotinamid Adenin Dinukleotit)
1.5.1. Fiziksel ve Kimyasal OzelliKIeri.............cc..vvveiiiieeeenn. 14



1.5.2. Canli Sistemlerdeki ROIU. ...c..veeee e i, 17

1.5.3. NADH'nin Elektrokatalitik YUtkseltgenmesi........................ 19
1.5.3.1. NADH'nin Direk Elektrokimyasal YUkseltgenmesi.....19

1.5.3.2. NADH'nin Elektrokatalitik YUkseltgenmesinde Redoks
Mediyatorlerin ROIU ..o 2. 20
1.5.4. NADH'nin Elektrokatalitik Yuikseltgenmesinde Kullanilan
1Y T P 22
1.6.Fotoelektrokimya ve NADH’nin Fotoelektrokatalitik

YUKSEIIGENMESI. . ettt e e e e e e e e e 22
BOLUM 2- ONCEK T CALISMALAR......cciiiiiee e e e 24

2.1. Fenotiyazinlerle Hazirlanmg Modifiye Elektrotlar ve Analitik

Uygulamalart.. ..o e e 24
2.1.1. NADH'nin Elektrokatalitik Yuikseltgenemesine Dayali Yapilan
Galismalar..........coooe i 24
2.1.2. NADH'nin Elektrokatalitik YlUkseltgenmesne Dayall

Gelstirilen Biyosensor Uygulamalari...........cccceeeeeeeiiiieeeeiiiiceeee e 32
BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM .. .ottt eeeiieee e e e 35

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler.............ccoiiiiiiiiii s 35
3.2. Kullanilan Cihazlar..........ccooiiiii e, 35
1 TR T 01 (=T 1 o PP 35
3.4. Stok NADH Cozeltisinin (5x10G M) Hazirlanmast............ccccoceeveveeenne.. 36
3.5. Stok Metilen Mavisi (MM) Cézeltisinin (1x10° M)

HAZITANMAS .. 36
3.6. Stok Azur A (AzA) Cozeltisinin (1x1C° M) Hazirlanmasi.................... 36

3.7. Elektropolimerizasyon Esnasinda Kullanilan Ddsk
Elektrolit Cozeltilerinin Hazirlanmasi ... 36
3.7.1. 0,1 M NaN@Iigeren 0,1 M BPO, Cozeltisinin Hazirlanmasi...36
3.7.2. 0,1 M NaN@Iceren 0,1 M SO, Cozeltisinin Hazirlanmasi...36
3.8. Fosfat Tampon ve Fosfat Cozeltilerinin Hazirlamasi...............c......... 36
3.8.1. 0,1 M NaN@iceren 0,1 M NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasit..37
3.8.2. 0,1 M NaN@icgeren 0,1 M NaHPO, Cozeltisinin
HAZIMANMAS ..o i 37
3.8.3. 0,1 M NaNQ@iceren 0,1 M NaHPO, Cozeltisinin

HAazZITTANMAS. . .o 37



3.9. NADH’nin Elektrokatalitik ve Fotoelektrokatal itik YUkseltgenmesinde

Kullanilan Destek Elektrolit Cozeltisinin Hazirlanmast..............cccccinneeee 37
3.10. Poli-MM Modifiye GCE Hazirlanmasl...........ccccovviviiiiiie e, 37
3.10.1. En Uygun Destek Elektrolitin Belirlamesi..................... 37
3.10.2. En Uygun Monomer Degiminin Belirlenmesi................37
3.10.3. En Uygun Do6ngu Sayisinin Belirlenmes..................... 38
3.10.4. En Uygun Potansiyel Arafiinin Belirlenmesi.................. 38
3.11. Poli-AzA Modifiye GCE Hazirlanmasl............cocoveiviiiiienecnn e, 38
3.11.1. En Uygun Destek Elektrolitin Belenmesi.................... 38
3.11.2. En Uygun Monomer Deiiminin Belirlenmesi................ 39
3.11.3. En Uygun Déngu Sayisinin Bédnmesti...................... 39
3.11.4. En Uygun Potansiyel Ard@inin Belirlenmesi.................. 39
3.12. Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu...............ccoovvvieinnnns 39

3.13. Modifiye Elektrotlarla NADH’nin Elektrokatal itikVe

Fotoelektrokatalitik Yiikseltgenmesininincelenmesi.......................... 40
3.13.1. Dongusel Voltammetri Yontemiyle ...........occoovviinenn. 40
3.13.2. Amperometrik Yontemle.........cc.oovi i 40
3.13.2.1. Uygulama PotansiyehrBelirlenmesi................ 40

3.13.2.2. En Uygun PotansigelFarkli Derisimlerde
NADH’nin Elektrokatalitik ve Fotoelektrokatalitik

Akim Dgerlerinin Kaydedilmesi............cccocooeiiiiiiinns 40
BOLUM 4- ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI SMA.........ccooeviei. 42
4.1.Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasli............ccocoviiiie i viviiee e 42
4.2.Poli-MM Modifiye GCE ......ccuiiiiiie i e 42
4.2.1. MM'nin Elektropolimerizasyon Mekanizmasit.....................49
4.3.Poli-AzA modifiye GCE.......c.iiiie i 50
4.4.Modifiye Elektotlarin Karakterizasyonu..................ccceeevvveen.....54
4.5.Hazirlanan Modifiye Elektrotlarla NADH’nin Elektrokatalitik Ve
Fotoelektrokatalitik YUkseltgenmesi...........ccoooviieii i i 56
4.5.1. Dongusel Voltammetrik Yontemle................................56
4.5.2. Amperometrik Yontemle.............cooiiiiiii i 59

BOLUM 5- SONUGLAR VE ONERILER..........ccooiiiiiiiii e 64



A

| =] S

CIZEIgIET. .. e e e ———— 1]

SEKIIET ..ttt e eV

(@0 T=Tel 11 T PPRURRPRRRRRIR V] | |



BOLUM 1- GiRiS Burcu BAYRAK

BOLUM 1
GIRIS

1.1. Fenotiyazin Turl Boyar Maddeler

Fenotiyazin tirt bilgkler heterohalkali bilgklerin tiyazin snifi ile alakali olup,
yapisinda kukurt ve azot iceren trisiklik aromatitalkal bileiklerdir. 2 ve 10
pozisyonunda ya da 3 ve 7 pozisyonlarinda substipiyplar icerebilir (Karpinska ve ark.,
1996). Basit ve substitiye fenotiyazin kilkderi Sekil 1'de verilmitir. Bu t¢ halkali
bilesigin molekul formalt S(GH4)2NH seklinde olup asetik asit, benzen ve eterde ¢ozundr.
Bu bilesigin degisik turevleri ilag olarak oldukca genkullanim alanlarina sahiptir. 2 ve 10
pozisyonlarinda substltiye fenotiyazin turevleringlele antikolinerjik (ndrotransmitter
asetilkolini inhibe eden ilag), antipsikotropik, tdmstaminik ila¢ olarak kullaniimaktadir
(6rnezin promazin, klorpromazin, trikloropromazin). 3 Vepozisyonlarindaki stibstitiye
fenotiyazinler ise analitik kimya alaninda Ozelikimodifiye elektrot yapimi ve

uygulamalarinda kullanilrgtir (Karpinska ve ark., 1996).
COoO o0, e
N NTTR, N
H Rio
Sekil 1. Fenotiyazinin molekul yapisi.
Fenotiyazin halkasi iceren ilk bgi& olan 3-7, diaminofenazatiyonyum klortr 1876
yilinda Lauth tarafindan elde editir (Silberg ve ark., 2006). Daha sonra fenotiyazin
1883 yilinda Bernthsen tarafindan difenilamin Udi&in i1sitiimasi sonucu hazirlanytn.

Ancak fenotiyazinin farmasottik olarak 0Onemli olantravleri fenotiyazinden

hazirlanmanstir (Silberg ve ark., 2006).

OO e 0

Sekil 2. Fenotiyazin eldesi.
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Bu tur bilesikler;
1) Tipta birgok hasta@in tanisinda ve tedavisinde; 6zellikle 1950’lerdp alanina
fenotiyazin tura bilgiklerin girmesiyle bu bilgiklerin sentezi ve karakterizasyonu tzerine
yogun calgmalar yapilnmgtir.
2) Eczacilikta; fenotiyazin grubu iceren birgok formigls bilesiklerin sentezinde
3) Sensor ve biyosensorlerde; 6zellikle bazi fenatiygrubu boyar maddeler kullanilarak
bircok bilesigin indirekt tayinlerinde, sensor ve biyosensor giglimesinde kullaniimasi,
bu bilesiklerin ne denli Gnemli oldgunu gostermektedir.

Fenotiyazin turi boyar maddelerin redoks medyat@arak oldukgca sik
kullaniimasinin nedeni birgcok bggin yikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki
gosterme 6zelfine sahip olmasindandir. Redoks medyatori olardlarkian fenotiyazin

trd boyar maddeleekil-3'te verilmistir.

AZUI’e A Azure B
I IOBP!
H
(CHz)zM La*  NH (CFa)zM R N
Mz
Metilen Mavisi Toludin Masii

0 Lx
(! Ia:uHJ* J\J -fl\rm:cm:-z (CHalghl ™ 3™y,

Metilen Yaili Tiyonin
e M
M
L D)
(CHzJMN™ HIEHl J\ + |\
N, Ha R

Sekil 3. Fenotiyazin turt bazi boyar maddeler
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Bu tlr boyar maddelerle modifiye elektrot hazirlaka askorbik asit, dopamin,
epinefrin, drik asit, NADH gibi biyolojik 6neme si@hmolekullerin voltammetrik ve
amperometrik tayinleri gercelglgrilmi stir. Ayrica son yillarda bu tir modifiye elektratja
biyosensor cagmalarinda oldukca sik kullanilgtar.

1.2. Voltammetrik Analiz

Analizlenen c¢ozelti bir elektrokimyasal htcreniir Iparcasi oldgunda ve bu
hicrenin elektrokimyasal 6zelliklerinin izlenmesindayanan yontemler ailesine
Elektroanalitik Yontemler denir (Ni, 2001). Elektroanalitik yontemler, incelenen
elemente daha kolay uygulanmasi, kullanilan aygmtlacuz olmasi ve genellikle kimyasal
turlerin dergimini degil etkin dersimini belirtmesi gibi Ustinlukler tar. Elektroanalitik
yonemlerden 6zellikle voltammetrik ve amperometriintemler uygulamada oldukca ¢ok
kullaniimustir.

Voltammetri; elektrolit ¢oOzeltisine daldirimi calsma elektrodunun polarize
oldugu kosullarda zamanla diizenli olarakg@girilen potansiyele bamli desisen akimin
incelendgi elektroanalitik yontemin adidir (Mi, 2001). Akim gerilim grileri i=f(E); iki
ya da Uc elektrotlu sistemlerle elde edilir (Tuval ark., 2006). Voltammetrik yontem,
kullanilan akim tdrlerine ve ¢ama elektroduna kg olarak isimlendirilir. Voltammetrik
tekniklerin siniflandiriimasi Cizelge 1.1'de veriktir (Nisli, 2001).

Voltammetride cadma elektrodu olarak polarizasyonu arttirmak icirzeyi alani
birkac mnf olan mikroelektrotlar kullanilir. Mikroelektrot atak damlayan civa
elektrodunun (DCE) kullanilgh voltametrik yontem polarografi olarak adlandrr(Nisli,
2001). Bu elektrodun oOzellikle strekli yenilenenzgiie ve geni bir katodik calgma
potansiyel arafjina sahip olma Ustunlikleriyle kullanima sunulmasirardindan
elektroanalitik kimyada énemli geineler yganmstir. Voltametrinin tarihsel galiminde
polarografi tekngine dayanilarak 1922 yilinda Cek bilim adami Hegtovtarafindan
disuniilup, geltirilmis ve bu buly kendisine 1959 yilinda Kimya Nobel Odilunii
kazandirmgtir (Nisli, 2001).

Amperometri; sabit potansiyelde akim ggiminin o6lctlmesi Uzerine kurulu

elektroanalitik yonteme ise amperometri denir (Tueaark., 2006).
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Cizelge 1.1Voltammetrik tekniklerin siniflandiriimasi

TEKN iK ALl SMA IBELIRTME YANIT SEKL i
rELKTRODU SINIRI (M)

Dogru Akim [DCE 10° DALGA

Polarografisi

Normal Puls [DCE 5.10' DALGA

|Po|arografisi

Diferansiyel Puls [DCE 10° PIK

Polarografisi

[Diferansiyel Puls |Kati Elektrot 5.10 PIK

\Voltammetrisi

Kare Dalga [DCE 10° PIK

Polarografi

Alternatif Akim  |DCE 5.10' PIK

|Po|arografisi

|Kronoamperomet1Durgun Elektrot | 10 USTEL

[Dongusel [Durgun Elektrot | 10 PIK

\Voltammetri

Siyirma ACDE, CFE 10* PIK

\Voltammetrisi

Adsorptif Styirma [ACDE 10 PIK

\Voltammetrisi

Adsorptif Sityirma |[Kati Elektrot 10° PIK

\Voltammetrisi

Adsorptif Katalitik |ACDE 10+ PIK

Siyirma

\Voltammetrisi

*DCE: Damlayan Civa Elektrot, ACDE: Asili Civa Daarilektrot, CFE: Civa Film Elektrot
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1.2.1. Dongusel Voltammetri

Gunumuzde varolan potansiyel tarama tekniklerindérellikle Dongusel
Voltammetri (Cyclic Voltammetry, CV), bircok mekamna tlrd icin kinetik
parametrelerin tayin edilmesine ehgfirioldugundan, ¢cgu argtirmada ilk bavurulan
tekniktir (Nisli, 2002). Bu teknik yardimiyla bir anlamda elekimyasal spektrum
denilebilecek ve kimyasal proseslerin gercgtki¢ potansiyelleri goOsteren bir
voltamogram hizli birsekilde elde edilebilir. Bu yolla tarama hizina ghaliliktan
faydalanilarak, gesmis homojen tepkimelerin etkisi kolayca aydinlatilabilve
adsorbsiyon gibi gier slik edebilecek olaylar da tanimlanabilir. Bu nedaehlr sistem ilk
kez incelenirken, kinetik verilerin kesin tayinind@ha iyi teknikler bulunsa da, genelde
dongusel voltammetri @enir. CV yonteminde, uygulanan potansiyel dnce ydinde,
sonra ters yonde taranirken akim olculir. Bir Cviedgnde tek bir tam déngd, bir yarim
dongu veya birgcok donguler kullanilabilir @Nj 2002).

Bir CV deneyinde, kiguk boyutlu durgun bir elektrdurgun bir ¢ozeltide, belli bir
potansiyel dgisimi uygulanarak, bir akim sinyali vermesigtanir (Skoog ve ark., 2004).
Ucgen dalga formu, ileri ve bunun tersi yondeki amsiyel taramasini temsil eder.
Ornesin, potansiyel, 6nce +0,8 V'dan -0,15 V’a (stand&glomel elektroda kar)
degistirilir, sonra tarama yonu terse cevrilip potan$iiyebaslangictaki +0,8 V dgerine
geldigi yerde, tarama durdurulur. Tarama hizi her ikid@me aynidir. Gau zaman bu
dongu defalarca tekrarlanir. Taramanin ters dgiadpotansiyellere dorupotansiyeli
denir. Belli bir deneyde, dogipotansiyelleri, bir veya daha ¢ok sayida turiruzibn
kontrollli yiikseltgenmesini veya indirgenmesini @dzéyi mumkin kilacaksekilde
secilir. ilk taramanin yoni, numunenin ilmine bal olarak, negatif yonde olabilegie
gibi, bunun tersi de olabilir. Daha negatif potgefiere dg@ru gidilerek tarama
yapiliyorsa, buna ileri tarama;gdir yondekine de geri tarama denir. Tarama sirglers
veya daha kisa g@erlerden bglar; 100 s veya daha uzunggelere ¢ikabilir.

Déngusel voltammogramda o6nemli parametreler, k&tquk potansiyeli (ko),
anodik pik potansiyeli (§), katodik pik akimi ¢c) ve anodik pik akimidir ). Tersinir bir
elektrot reaksiyonunda, anodik ve katodik pik almlmutlak dgerce yaklaik esit,
isaretce zittir. Yine tersinir bir elektrot reaksiyoitin, 25C’da, pik potansiyelleri farkinin
(AEy),

AEp = | Epa- Epc| = 0,059/n (1.1)
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olmasi beklenir. Burada n, yari-reaksiyonda kullmelektron sayisidir. Elektron aktarim
kinetigi cok yava oldugu icin, tersinmezlik varsa)AE, beklenen dgerden daha buyuk
cikar. Bir elektron aktarim reaksiyonu,sdéd tarama hizlarinda tersinir gibi goraltrken,
tarama hizi blyuduk¢&E, blytyorsa, bu ggam bir tersinmezlik garetidir. Bu yiizden,
elektrot aktarim kineginin yava olup olmadgini gozlemek ve hiz sabitlerini elde etmek
icin farkli tarama hizlarindaldE, degerleri bulunur (Skoog ve ark., 2004).

Nicel bilgi icin, Randles-Sevcik séligi kullanilir. 25C'da bu sitlik asagidaki
gibidir;

i, =2,686x 10°n*?A C D2y 2 (1.2)

Burada j, pik akimi (Amper); A, elektrot ylzey alani (®mD diftizyon katsayisi
(cn¥/s); C, deim (mol/cnT) vev, tarama hizidir (V/s). CV, daiin, elektrot yiizey alani
ve tarama hizi biliniyorsa, diftizyon katsayilatayin icin bir yoldur.

CV'nin esas kullanim alani, farkgartlar altinda elektrokimyasal streclerle ilgiltetibilgi
sgilamaktir. CV, organik ve anorganik kimyada yaygimarak kullaniimaktadir.
Elektroaktif tlrler iceren sistemleri incelemeknicakla gelen ilk teknik budur. @Ga
zaman indirgenme/yukseltgenme  reaksiyonlarindakia arurinlerin  dongusel
voltammogramlarla yakalanmasi mumkin olmaktadir. yBatemde, ¢gu zaman platin
elektrotlar kullanilir. Negatif potansiyeller békjede, civa film elektrotlar tercih edilebilir.
Diger yaygin cakbma elektrotlari arasinda, camimsi karbon, altiditgva karbon pasta
elektrotlar (Carbon paste electrode, CPE) sayuaKimyasal olarak modifiye elektrotlar
(Chemically modified electrodes, CMESs) da sik¢ddwulmaktadir (Skoog ve ark., 2004).

1.3. Voltammerik Hlcrenin Bilesenleri

1.3.1. Voltammetrik Kap

Voltammetrik analizler cam, kuartz veya teflon kapla yurataltr. Kabin yapilgh
malzeme kirlenme ve adsorbsiyon yanilgilarinin en cddusu maddelerden segilir.
Voltammetrik 6lcim hicresi ¢caina, kagllastirma ve yardimci elektrotlari ve azot gazi
girisini icerir (Nisli, 2001).

1.3.2. Destek Elektrolit

Voltammetride elde edilen akimin yalniz diffizylkontrolli olabilmesi igin ortama
iyonik gocu 6nlemek Uzere destek elektrolit ekleBu amacla ortama KCI, KN{ibi bir

inorganik tuz, bir mineral asidi veya tuz katilabiSitrik asit / sitrat veya asetik asit /
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asetat gibi tampon sistemleri de pH kontrolinunelti konularda destek elektrolit
olarak kullanilabilir (Ngli, 2001).

1.3.3. Kasllastirma (Referans) Elektrodu

Bu amacgla polarize olmayan metal-metal iyomlektrotlari kullanilr. Bu
elektrotlar, bilinen ve sabit bir potansiyel géel salayan ve incelenen c¢o6zeltinin
bilesiminden etkilenmeyen elektrotlardir. Sadeceittiakimsiddetlerinde polarlanmazlar,
akim siddeti arttikgca ideal konumlarindan saparlar. Erk ¢mllanilanlar kalomel ve
Ag/AgCI elektrotlardir. Bu elektrotlardan anodikiakgectginde metaller yikseltgenir ve
ortamdaki ari CI ile cokeldiklerinden, elektrot yuzeyindeki dgmleri desismez ve
bdylece potansiyelleri akimdangmnsiz olur. Bu elektrotlarda katodik akim gggtde ise
cozunurlukten gelen metal iyonlari indirgenir, étek yiizeyinde ¢okelek agarak tekrar
aynl denge dizeyinde metal iyonu goluur, bdylece yine potansiyeli gismez kalir
(Tural ve ark., 2006).

1.3.4. Yardimci Elektrot

Iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrozerinden akim gedii icin,
yuksek akimlarda polarlanir. Ayricges ¢ozelti direnci ylksek ise bu direnci yenmek ici
gerekli olan potansiyel (iR) 6nemli bir dizeye ¢ik8u iki nedenden dolayl caina
elektrodunun polarizasyon potansiyeli yanilgili i@gir. Bunun sonucu olarak i=f(E)
egrileri yatiklasirlar ve belirli bir noktadan sonra basamak ya itéep kaybolur. Bu sorun,
sistemde ucuncu bir elektrot kullanarak ¢ozimlefkum, calsma elektrotu ile yardimci
elektrot ikilisinden gecirilir ve ¢cagma elektrotunun potansiyeli kalastirma elektroduna
kargi sifir akim altinda saptanir.Akim yardimci elekma gecti icin soy metal olmalari
gerekir bu nedenle daha c¢ok platin, grafit, tagealda tungsten kullanilir (Tural ve ark.,
2006).

1.3.5. Calsma Elektrodu

Calsma elektrotlari akim-gerilim-desim iliskilerinin incelendgi kuicuk yilizey
alanli (1cnf'den kicuk) polarize elektrotlardir. Voltammetrikiallanilan elektrotlarin hem
kimyasal hem de elektrokimyasal 6zellileri 6nemli@ifural ve ark., 2006). Bu nedenle
votammetride sinirll sayida polarlanabilen elektrotllanilir.  Bunlar sekil 4'te
guplandiriimg olan civa(sivi), platin, altin, bizmut ve karbodkknli kati elektrotlar ile
modifiye elektrotlardir. Durgan ya da dodurilerek kullanilabilen bu elektrotlaher

birinin potansiyel caéma aralgi farklidir. Bu aralik elektrot ttiriine gla oldugu gibi,
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cobzicuye, kullanilan eletrolit tirine ve pH’a daglmhr. Katodik siniri, hidrojenin
olusumu ya da destek elektrolitin indirgenmesi; anaslitari ise elektrot meteryalinin ya
da ¢6zlicuniun yukseltgenmesi belirler (Tural ve,&806).

Asitlik arttikca katodik bdlge daralir. Elektrolihetal iyonu ile kompleks ofturan
iyon ya da molekdil iceriyorsa, metal elektrotldrgkin anodik bolgede daralma gdzlenir.
Ornesin Pt, Hg, Au gibi elektrotlarin ¢aina aralgi, halojentirler varfiinda, halojentrlerin
bu metal iyonlariyla kompleks afturmalari nedeniyle daralmaktadir.

Voltammetrik metodun performansi, gaia elektrodunun materyali tarafindan
gucli birsekilde etkilenmektedir. Caima elektrodunun hem geometrisi hem desbite
disunulmelidir. Calgsma elektrodu yiksek sinyal-ses karaktegiste tekrarlanabilir yanit
sgglamalidir(Tural ve ark., 2006).

Voltametride kullanilan calma elektrotlarSekil 4'te 6zetlenmtir.

Damlayan Cive Yercekim Etkili
- Asili Civa Mekanik
Civa Kokenli
Elektrotlar Civa Film
- Grafit
Platin
Camimsi Karbon
Altin
a Karbon Past
1 arbon Paste
Elektrotlar T<—-—__] Karbon
Voltammetri - Empreyen Karbon
Bizmut
Pirolitik Grafit
- Lif Karbon
Ddnen Disk

elektrotlar

Halka Disk

Polimer
Kaplama

elektrotlar Adsorbsiyonlu

Modifiye < Kimyasél Yuzey

Kompozit

Kimyasal
Baglanmali

Sekil 4. Voltammetride kullanilan ¢aima elektrotlar (Tural ve ark., 2006).
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1.3.5.1. Kimyasal Modifiye Elektrotlar (Chemically Modified Electrodes,
CME)

Voltammetrik yontemlerde kullanilan kati elektrottakullanimi oldukca kolaydir,
ancak adsorpsiyondan kaynaklanan bir takim proldedd beraberinde getimektedir.
Elektrot, girsimci elektroaktif bilgiklerin karsimini iceren karmgak bir matriks ortamina
uygulandginda adsorpsiyon goulugu ve duyarlgl oldukga dgtrtr. Bunu 6nlemek igin
elektrot ylzey modifikasyonu yapilgtir. Yizey modifikasyonu duyarlilik, @gouluk ve
Onayirma ve zengindérme islemleri icin en etkili prosedir olup, elektrokimyss
metotlarla birgok analitin tayin edilmesine olaredlamaktadir. Elektrot yluzeyi fiziksel,
kimyasal veya biyolojik modifikasyonla daha duydréle getirilebilir. Kimyasal modifiye
elektrotlar (Chemically modified electrodes, CMEpn 20-25 yildir en ¢ok callan
konulardan biridir. 1997°de IUPAC’In yagt tanima gore “iletken ya da yari iletken
malzemeden yapilmibir elektrodun, secimlilik gosteren mono molekiilgionik ya da
polimerik bir kimyasal modifiye edici filmle kaplamasi ve faradaik tepkimeler veya
potansiyel farki ile filmde kimyasal, elektrokimydsve optik 6zelliklerin olgmasi”
biciminde verilmitir IUPAC, 1997).

Genelde elektrot ylzeyinin modifikasyonu i) elektytzeyine taanma 6zelliklerini
(girisimcileri gidermek icin bariyerler, analitin zenggliriimesi, iyon deisimi gibi), ii)
elektrot yuzeyindeki kimyasal tepkimeleri (ligandklenmesiyle ©Onzengingdrme
tepkimleri, enzim rekaisyonlar) iii) elektron tisfer 6zelliklerini (elektron transferini
gelistirmek icin elektrokatalizorler) etkilemeyi amaclaktadir (Symth ve Vos, 1992).

Ozet olarak voltammetri ve potansiyometride kulamiCME’ler yalin elektrot
yuzeyine kimyasal gruplarin pdastirilmasi ile yapilir. Duyarlii, secimliligi arttirir,
elektroaktif tiriin yikseltgenme ya da indirgenméapsiyelini olay! kolaylgtirici yonde
degistirir. Metal iyonlarinin zenginligirilmesinde ya da iyon dgsme oOzellgi ile
elektroaktif bilgiklerin saptanmasinda da kullniimaktadir {iNi2001).

Modifiye edici malzemeler organik veya inorganilalilir. Organik madde olarak
genelde polimerler kullaniimasina kduk inorganik madde olarak da ligandlar,
kompleksler ya da metal oksitleri kullanilir (Zea ark., 2003).

Genel olarak CMFE’ler 4 yolla hazirlangtir:

1- Elektrot ylzeyini modifiye edecek ortama daldikadagrudan adsorbsiyonla

2- Modifiye edicinin elektrot ylizeyine kovalentda bagilanmasi ile

3- Elekrot ylizeyinin polimer ya da metalik ince fierkaplanmasi ile

(elektropolimerizasyon)
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4- Az c¢bzinen modifiye maddenin iletken elektrot mgdé ile karstirilarak
kompozit olgturmasi ile hazirlanngtir (Nisli, 2001).

Bu dort yontem Murray ve arakgari tarafindan Cizelge 1.2'de (Murray ve ark.,
1987), Zen ve Arkaddari tarafindarSekil 5'te (Zen ve ark., 2003) kapsamli ekilde

Ozetlenmgtir.

Cizelge 1.2. Elektrot modifikasyon yontemleri (Mayrve ark., 1987)

Tekmolekiler tabaka

Reaktiflerin kimyasal sorpsiyonu
- Platin ylizeyinde
- Karbon yilizeyinde
- Civaylzeyinde
- Auylzeyinde
Elektrot ve elektroaktif reaktif arasinda kovaleag olusumu
- Metal oksit ylizeylerinde
- Karbon ylzeyleirnde
- Yariiletkenlerde
- Elektroinaktif, kiral maddeler
Coklumolekiler tabakalar

Elektrot ylizeyine polimer film kaplama
- redoks polimerler
- iyon dezisimi-elektrostatik olarak tutuklama
- Elektronik olarak iletken polimerler
- lyonik olarak iletken polimerler
- Tac eterler veya kompleksteici reaktifler
- Elektroinaktif kiral polimerler
Heterojen Coklumolekiler tabakalar
- Karbon pasta ile modifiye edici maddenin kami
- Kil modifiye elektrotlar
- Zeolit modifiye elektrotlar

- Electroaktrif polimerlerde elektroaktif partikiller

10
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(CI‘«E'-'EE)
@
[ I I 1

L. Soxption 2. Covalently modified 3. Redox polymer 4, Heterogeneous multilayers
coatings (uniform) (non-uniform)
(P 0 ;
£e @ ' %
® ®® @ o
Physisorption (i Covalently modified
carhom) (Lelectroactive particles in
s Nw@ cond. or non cond polymers)
25— ® -
§~~(P) .

N, 12
. . - 0
Chemisorption l l l L’A IGI
/@%/@{ E (il eleciroactive particles
in clay or zeolite layers)
(il. coordinaied attachment)
£
ol ol o " QL‘ g

Ee e

{11l elecirostatic attachment)

(iii. carbon paste CMEs)

Sekil 5. Farkli yollarla hazirlanan CME’largematik gosterimi (Zen ve ark., 2003).

1.3.5.2. D@rudan Adsorpsiyonla CME Hazirlanmasi

Adsorpsiyon elektrot modifikasyonundasbarulan en eski prosedirdiitk kez
Lane ve Hubbard tarafindan platin elektrotlar icahsiimistir; olefinler Pt Gizerine adsorbe
oldugunda Pt-C bgarinin varlgini géstermilerdir. Adsorpsiyon prosesi, fiziksel yegtae
ve kemisorpsiyon olarak uygulanabilir. Sorpsiyon EMazirlamak icin, saf organik veya
organometalik kompleksler cam karbon(VC), grafit(&yadan pirolitik grafit(OPG) gibi
karbon bazlar Gizerine adsorbe edilirlersy\N2001).

Bu sistemler analitik uygulamalar icin kullaini olmasina rgmen, bu tarz
elektrotlar icin kararliik her zaman kritik bir gdslem olmgtur. Bu prosesle, elektrot
yuzeyine gugcli ve tersinmez Rekilde adsorbe olan ve genellikle mono tabaka verea
bir film olusturulmaktadir. Genel metotta, elektrot modifiye c@dnaddenin ¢ozeltisinde
belli bir sire tutulmaktadir. Daha sonra elektrat su ile yikanip adsorpsiyon elumu
voltammetrik yontemle saptanir. Bu elektrot modifilkonu kolay goriinse de birtakim
dezavantajlari vardir. En 6nemli dezavantajl etgkylizeyinde adsorpsiyon igin ygan
elektroinaktif bilgenlerin elektrot prosesini etkilemesidir ghli 2001).

11
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1.3.5.3. Kovalent Bglanmayla Hazirlanan CME’ler

Kolay ylzey modifikasyonu ve fonksiyonel grupglammasi bu yakkamin temel
avantajlandir. Elektrot ylzeyinin spesifik bir kaiyonel grupla modifikasyonu CME’nin
hazirlanmasina has bir durumdur. Kovalengléaa, elektrot ylzeyinin birgcok mono
tabaka tarafindan kaplanmasina onculik eder. Blektizeyi madifiye edici madde ile
kovalet bglanmaya gireriki ¢esit kovalent bglanma vardir bunlar; silanizasyon ve direk
baglanmadir (Ngli, 2001).

Silanizasyon, tarihte ilk kullanilan yluzey modifiggme tekniidir. Bu, elektrot
materyalinin altinda birden tge kadaghlmusturmak icin trialkoksi veya triklorosilanlarla
reaksiyona giren yuzey hidroksi veya oksit gruplari olisumunu icermektedir.
Organosilanlar hidroksil gruplari iceren yluzeylerodifiye etmede kullanilirlar (Symth ve
Vos; 1992).

Diger bir alternatif yaklgmda, ytzey karboksilik asit gruplar birka¢ yonem
kullanilarak olgturulmaktadir, bunlarin en popiler olani elektrdizgyinin termal ve
radyo frekansli plazma ile Gieme tabi tutulmasidir. Boyle reaktif gruplar yaedtit olarak
yada asit klorurlere dogérek CME’lerin hazirlanmasi icin yararl sentetidlgir salar.
Elektrot ylzeyine tutturulmuasit klordrleri amin gruplari ile kondensasyonkiepesi igin
kullanilabilir. BOylce geg metalleri kompleksleri okiuran amin gruplarinin elektrot
ylzeyine tuturulmasi ganms olur (Symth ve Vos, 1992).

Direk baglanmada, karbon ve platin gibi materyaller elektyiizeyine direk
baglanmaktadir.

1.3.5.4. Polimer ya da Metalikince Film Kaplanmasiyla Hazirlanan
CME’ler (Homojen Cokkatmanli CME’ler)

Elektrot yluzeyinde polimer ya da metal, ince filmlihde olygturulur ve elektrot
yuzeyi kaplanir. Bu tir yuzey kaplamasinin mekarekkimyasal kararhfii, duyarhlgi,
secimliligi daha iyidir. Polimer filmler illetken olsun olmias organik inorganik ve
organometalik yapida olabilir. Polimerler modifiyme malzemesi olarak gimdan
kendisi etkin oldgu gibi, modifiye eden icin destek (tutturucu) nigaide de kullanilir. Bu
son durumda diilk ve kararli zemin akimi adur (Nisli, 2001).

Elektrot yuzeyinde polimer ojumu; elektrodu daldirma ile; modifiye eden
cOzeltiyi elektrot ylzeyine damlatip buhatlama ile; elektrolitik biriktirme ya da
elektropolimerlgtirme ile sglanir. Polimer filmlerin tekli katman halinden colga ardgik
katmanlar halinde geghin elektrostatik etkilgme dayal oldgu bildirilmistir. ince bir

polimer film kati elektrot ylizeyinde katodik ya daodik elektrolitik biriktirme ile elde

12
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edilmistir. Iyonsal nitelikli polimerlerin olsumu kullanilan ¢ozeltideki ¢ozinrliklerine
dayanir (N§li 2001).

Elektropolimerlemede polimer, elektrot Grtint olarak elektrot cevids radikalik
basamak Uzerinden giderek elde edilir.(6rn. Pirojflikseltgenmesi ile polimegmesi)
Radikal olyum hizi potansiyel ve akim kontrol edilerekglamir. Uriiniin ¢oziicl
ortaminda ¢o6zunurfil azdir; katmanin yapisi, karakteristikleri bintktie hizina bgidir.
Akim-zaman verileri film kalinfii ve buyimesinde dnemli etkendir gNli 2001).

1.3.5.5. Kompozit Olyumu Ile Hazirlanan CME’ler (Heterojen Cokkatmanli
CME’ler)

Karbon temelli elektrotlarda 6zellikle CPE modifigdilmesinde en ¢ok kullanilan
yontemdir. Cgunlukla elektron transfeglemini kolaylatiran modifiye malzeme, karbon
tanecikleri ile birlgtirilerek kompozit yapi olgturulur. Heterojen ¢cokkatmanli CME’lerde,
kat destekler uniform olmayan bir yolla medyatdistraeleriyle birlgtirilmi stir.
Grafit/bglayici pasta ile redoks medyatdrinun basitskemyla CME hazirlamada CPE en
elverili materyallerden biridir. Bu prosedirle, enzimakik, zeolit, zirkonyum fosfat ve
silika ile modifiye edilmg kompozit elektrotlar hazirlanabilir (Walcarius,90ve 1999;
Nauratilova ve Kula, 2003; Zen ve ark., 2003).

1.4.Voltammetrik Analizde Temel islemler

1.4.1. Destek Elektrolit Secimi

Voltammetrik tekniklerde kullanilan destek elekirgleterince saf olmaldir. ger
safsizlik varsa, bunlarin dgmi analit dergiminin %21’ini gecmemelidir. Aksi halde
saflastirma slemlerinden biri uygulanmalidir. Orpia civa katoda 6n elektroliz yapilabilir
ya da MnQ gibi metal iyonlarini adsorplayici katilarak kulikbilir. Ayrica destek
elektrolit calsma elektrodunun caima potansiyel aradini daraltir nitelikte olmamalidir.
Baska bir deysle destek elektrolit anyonu elektrodun metal iyoda kompleks
olusturmamali, katyonu veya ¢oOzicu indirgenerek katdtilgeyi daraltmamalidir (Tural
ve ark., 2006).

Bunlarin dgsinda ger ornekte birden fazla analit varsa ve bunlardamilarinin
voltammetrik dalgalan cafyorsa destek elektrolit bu cakayl giderici bicimde
olmaldir.

1.4.2. pH ayari

Organik molekullerin elektrot tepkimelerinin @anda proton goérev alir. Bu nedenle
akim-potansiyel ikkileri pH'a bazimli olur. Voltammetrik cabmalarda bu bamliligin

olusturaca& yanilgilardan kurtulmak igin c¢oOzeltilerin tampanmasi gerekir. Secilen
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tampon ¢calkma penceresini daraltmayacak nitelikte olmalidaliggha potansiyel aradi
katodik yonde gegtiriimek istendginde bazik tamponlar kullaniimahdir. Analit
dalgalarinin ortfmesi halinde bunlarin birbirinden ayrilabilmesi nicanalitin  akim-
potansiyel ilgkilerinin pH'a baihligi gbz o6nune alinarak destek elektrolitin pH'
ayarlanmahdir (Tural ve ark., 2006).

1.4.3. Sicaklik Kontrolu

Tam voltammetrik sinir akimsgliklerinde diffzyon katsayisi (D) yer akginda
sicaklik, akimsiddetini degistirir. Sicakliktaki 1°C’lik degisim elektroetkinlerin ¢gunun
diffizyon katsayisinin %21-2 oraninda gdgirir. Bu nedenle c¢ajmalar termomatik

kosullarla yapilmali ve sicaklik-0,5°C aralginda sabit tutulmalidir (Tural ve ark., 2006).

1.4.4. Oksijen Uzaklatiriimasi
Calsma cozeltilerinde c¢6zinmgl oksijen gazi, cama elektrotlarinda ki

basamakta indirgenir. Bu basamaklar,

O +2H +e — HO, (1.3)
H,O, + 2H + 26 —» 2H,0 (1.4)

tepkimeleriyle gosterilebilir.

Cozunmig oksijenin c¢ozeltiden ) He, CQ gibi elektroinert bir gaz gecirilerek
uzaklatiriimasi gerekirinert gaz gecirme siresi; 2-30 dakika kadardir.ilReatoksijene
ait bu dalgalar tamamen kaybolana dek gaz gecigheenii sirdurulir. Ayrica ¢caima
suresince sisteme atmosferik oksijenin difizlenme$nlemek amaciyla ¢ozelti inert gaz
atmosferinde tutulur. Bazik cozeltilerle galoiginda, oksijen sodyum sulfit ile de
giderilebilir (Tural ve ark., 2006).

1.5. NADH (Nikotinamid Adenin Dinukleotit)

Nikotinamid adenin dintikleotid (NAD hiicrelerde bulunan 6nemli bir koenzimdir.
Elektron taiyarak indirgenme potansiyelinin molekiller arasiadttariilmasinda rol oynar.
NADH, NAD" 'nin indirgenmg halidir, dolayisiyla NAD de NADH'nin yiikseltgenngi
(okside olmy) halidir.

1.5.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

NADH’nin molekdl formali GiH27N7O14P» olup, molekul girligi 663,43 g/mol
iken sodyum tuzunun molekug@igl 709,41 g/mol dir. NADmolekuliiniin bir ucunda
adenin buna B bir riboz sekeri, ribozsekerine bl iki fosfat grubu, bunlara g bir
riboz sekeri daha ve bu ribozekerine bl bir nikotinamid halkasi bulunmaktadir
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(Gozukara, 2001).Sekil6). Yapidaki riboz halkalarindan birinin ilk #@on atomuna (1’
pozisyonu) adenin nukleotidi Playken, digerindeki karbon atomuna nikotinamit
nikleotidi ba&lanmstir. NADP”nin NAD “'den farki adenine ki riboz sekerinin ikinci
karbonundaki hidroksil grubuna bir fosfat grubunbaslanmasidir. Bu iki koenzime
piridin koenzimler yada piridin nukleotidler adintmektedir. Bu koenzimin tim formlar
beyaz amorf toz halinde olup, hidroskopik 6zZellive suda ytksek ¢ozunugki sahiptir

(50 mg/mL). Kati olarak kuru ve karanhkta saklandiirece kararlidir (Wikipedia, 2010).

o) o
| f— +/
0=P—0 4 O=—pP—0 5
o
@]
5 OH OH NH.
OH OH  \p, v A
N S — </ l J
0=P—0 N N/J © ©
e} O
OH (lD
O=p—0
OH OH &
NAD" NADP*

Sekil 6. NAD" ve NADP nin yapisi.

NAD® 2 elektron ve 1 H alarak indirgenerek NADH ofgurur. Bu redoks
tepkimesinde bir elektron NADhIn nikotinamit halkasinin pozitif yiiklii azotunamnsfer
olurken, bir elektron ve hidrojen atomu bu azotamisindaki G karbon atomuna transfer
olmaktadir.

NAD*/NADH redoks ciftinin yari dalga potansiyeli -0.32 olup, bu potansiyel
NADHnin ¢ok guglu bir reaktif oldgunu gostermektedir.
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H,

e +H*
H N
C—MHz
-
Reductlon HzC 0— p 0— F 0—CH;
0
O)udatn:-n
OH OH OH OR
, NADH

Sekil 7.NAD"'nin redoks tepkimesi.

Hem NAD" hem de NADH yapisindaki adenin bazindan dolayittesi bolgedeki
isinlart kuvvetli birsekilde absorblarlar. NADve NADH maksimum absorpsiyon yagti
dalga boyu 259 nm olup molar@oma katsayisi 16900 L/mol.cm iken NADH ayrica 339
nm’'de molar sgurma katsayisi 6222 L/mol.cm olan ikinci bir alpsiyon piki
vermektedir §ekil 8). YUksek dalga boyundaki koenzimin indirgepme yikseltgenngi
formlarin UV absorpsiyon spektrumlari arasindakk fa&nzim analizlerinin kolay ve basit
bir sekilde gerceklgmesine olanak $tar. Bu tlr analizler, bir spektrofotometre
yardimiyla 340 nm de birinin glerine dongimu olgllerek gercekgarilir.

WAl
|
|
DL

-

Alnlar absorbance x D

L 1Hdb Kl il
Woarelenrih )

Sekil 8. NAD" ve NADH’nin UV absorpsiyon spektrumu.

Ayrica NAD" ve NADH floresans 6zelliklerinde de farklilik gésrler. NADH
cOzeltileri 460 nm dalga boyunda bir emisyon pikis@hip olup floresans 6émri 0,4
nanosaniye iken, NAD floresans ozellik gdstermemektedir.  NADH proteal

baglandginda floresans sinyalinde gleme goOzlenir, bu 6zellik enzim kingti
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calismalarinda oldukca yararli olan ayma sabitlerinin 6lgtilmesinde kullanilabilmektedir.
Ayrica floresanstaki bu @eimler floresans mikroskobu ile 6lgulerek, canli felerindeki
redoks basanganin belirlenmesinde de kullanilabilir.

1.5.2. Canli Sistemlerdeki Rolu

Enzimler ¢ok guclu katalizorler olup, bunlaringgocanli hiicrede her iki saniyede
bir 10.000 den fazla tepkimenin gercekiesinde kullaniimaktadir. Bunlar arasinda,
yukseltgenme indirgenme tepkimelerini katalizleysdoks enzimleri, basit elektron
transfer tepkimelerinin, atom transferinin veya ®#Ki¢cgruplu atomlarin, substrata
tasinmasinin katalizlenmesinde bulunurlar. Bazi redekzimleri akitivite gosterebilmek
icin koenzim olarak adlandirilan kuguk bir molekiildiya¢c duyar. Koenzimler kuguk
gruplar, atomlar veya elektronlara kamir alici veya verici olarak gorev yapar ve
substratin yukseltgenmesi veya indirgenmesinde tyail bir gu¢ sglar (Simon ve
Bartlett, 2003).

Piridin nikleotitleri olarak bilinen nikotin amiddanin diniikleotid (NAD) ve
nikotinamid adenin dindkleotid fosfat (NADP) tunardi hiicrelerde bulunan ve 400’ten
fazla oksidoreduktazin (yikseltgenme indirgenmekiteplerini katalizleyen enzimler)
tepkimelerinin gercekkgnesi igin gerekli olan koenzimlerdir (Gorton ve Doguez,
2002). Bu sayi siniflandirilan tim enzimlerin % siifade eder ve bu nukleotidlerger
tum koenzimlerden daha ¢cok enzimatik reaksiyonkastaumludurlar.

Metabolizmada NAD, redoks tepkimelerine katilarak elektronlari birKiepeden
digerine tgimakta gorev alir ve yakit molekullerinin yiksehgeesinde en buyuk elektron
tastyicisidir. Bu yiuzden bu koenzim hticrede iki forndunur ki birincisi yukseltgenme
Ikincisi ise bu tepkime sonucu @an NADH, indirgenme reaktifi olup elektron vericisi
olarak kullanilir. Bu elektron transfer tepkimel®&/AD*/NADH’nin ana odzelliklerindendir
(Wikipedia, 2010). Ozellikle substrattan bir elektr alicisina hidrojen atomlarinin ve
elektronlarin  transferinin  gercektesi dehidrogenaz enzimlerinin tepkimelerinde

(Tepkime 1.5), NAD elektron alicisi olarak gorev alir.

SH, + NAD(P) ----> S + NAD(P)H + H (1.5)
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SH, ve S sirasiyla substratin indirgegmre yikseltgenmi formudur. Bu tur
enzimatik reaksiyonlarda, NAD(Pjin nikotinamid halkasi, bir hidrir iyonunasdeser
olan 2 elektron 1 proton alarak NAD(P)H ye indirgen

NAD"nin koenzim olarak girdi reaksiyonlardan birisi, malat dehidrogenaz
enziminin yardimiyla malik asit oksalo asetik agltinismektedir. Reksiyoekil 9'daki

gibi meydan gelmektedir (Goztkara, 2001).

HOOC COCH Malat dehidrogenaz HOOC COOH

OH ®)
Malik asit Oksaloasetik asit

NAD* NADH + H*

Sekil 9. Malik asitin enzimatik tepkimesi.

Tepkimede goruldgii gibi malik asitin 2 nolu karbonundan 2 elektroa fir
hidrojen atomu NAD molekiiliine transfer edilmive bir hidrojen ise ortamda serbest
kalmistir.

Organizmada, NAD amino asitler triptofan yada aspartik asitten saateebilir.
Alternatif olarak, koenzimlerin daha kargna karsimlari gidalardan niyasin olarak
isimlendirilen vitamin B'den alinabilir. Bazi NAD molekiilleri NADP ye donisebilir, bu
iki enzimin kimyasal yapisi ve 6zellikleri birbiencok yakin olmasina kan (Sekil 6),
metabolizmadaki rolleri farkhdir (Wikipedia, 2010NADPH, enerjice zengin biyolojik
molekdilleri sentezlemek icin gerekli elektronlareglayarak anabolik tepkimeleri
katalizleyen enzimlerle calr. Buna kagin, NADH hicredeki mitokondride yiyecek
maddelerinin yUkseltgenmesiyle gerekgele Adenozin trifosfat (ATP)'nin okum
sisteminde bir ara Urin olarak 6nemli bir rol oynailitokondride yiyeceklerin
yukseltgenmesiyle salinan enerjinin % 42 si ATP ekoliinde saklanmaktadir. NADH
mitokondride buyuk bir miktarda bulunarak Adenoaiifosfatin (ADP)'nin ATP’ye
dongiminde o6nemli rol oynar. Oksijenle bir molekil NADHh yukseltgenmesi
ADP’den birka¢c molekiul ATP ve inorganik fosfat sexiemek icin yeterli enerji saliverir
(Simon ve Bartlett, 2003).

Bu o6nemli fonksiyonlari yaninda, NADH organizmadgagada Ozetlenen

fonksiyonlara da sahiptir.
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1- NADH zarar gérmgihticre ve DNA’lari onarir.

2- NADH oldukga gugclu bir antioksidandir.

3- NADH adrenalin ve dopamini uyarma 6zglhie sahiptir.

4-NADH norotglyici(neurotransmitter) 6zellik goésteren ve kan ddarinin
gewemesinde en dnemli etki gbsteren, nitroksit Uretirarttirmaktadir.

1.5.3. NADH'nin Elektrokatalitik Yikseltgenmesi

1.5.3.1. NADH'nin Direk Elektrokimyasal Yiikseltgenmesi

NADH’nin biyolojik roli ve 6neminden dolayi, elekkimyasal yikseltgenmesine
yonelik calsmalar buytk bir ilgi gormgtir. NADH'nin elektrokimyasal yukseltgenmesi
Uzerine yapilan caimalar dongisel voltammetri, kronoamperometri, saboitansiyelde
kulometri ve doner disk elektrot metodolojisi kuliearak gerceklgirilmistir. Camimsi
karbon, karbon pasta, pirolitik grafit ve karbohef gibi karbon bazli elektrotlar, Pt, Au
gibi kati elektrotlar bu amagla kullanilan elekikaotir. NADH'nin bu elektrotlarda
(modifiye edilmemg) direk olarak yikseltgenmesi oldukca tersinmeppliok blyuk @r
potansiyel gerektirmektedir. Elektrot materyakjrapotansiyel Gzerine dnemli bir etkiye
sahiptir. Sulu ¢cozelti ortaminda NADH’nin yikseltgeesi, karbon, Pt ve Au elektrotlarda
sirasiyla yaklak 0,4; 0,7 ve 1,0 V bulunmgtur (Gorton ve Dominguez, 2002).

Normal yalin elektrotta NADH'nin yukseltgenmesi HHCE (Elektrokimyasal-
Kimyasal-Elektrokimyasal) mekanizmasi 6nerilereknmstir. Bu mekanizmaya gore;
ilk olarak NADH'nin bir elektrot tepkimesiyle bir "evererek NADH radikaline
yiikseltgendii; ikinci olarak olgan bu radikalinde bir kimyasal tepkimeyle I tererek
NAD' ye donigtiigii; son olarak da yine bir elektrot tepkimesiyle NADE vererek NAD
ya yukseltgendii rapor edilmgtir. (Tepkime 1.6). NADH'nin sulu ortamdaki dénglise
voltammogramlarinda NADH'nin yikseltgenmesingkiln sadece tek bir pik gézlenmesi
yani geri dongiimde herhangi bir pikin gbzlenmemesi@n NAD nin aratire (NAD
indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Sonucta kimyassak oldukca tersinmez 2ee 1
H* ‘lu yikseltgenme tepkimesi gercefaistir (Tepkime 1.7). (Gorton ve Dominguez,
2002).

NADH 09 - NADH™* O T - NAD' ~ NAD* (1.6)
NADH [ — NAD* + 2~ + H* (1.7)
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Elektrot olay! sirasinda gerek ehn yiikseltgenme iriinii NADve gerekse bu
yiikseltgenme prosesi esnasindasafuradikaller (NADH' ve NAD) elektrot yiizeyine
adsorplanarak, elektrodun kirlenmesine ve dolayli olarak da NADH'n direk
elektrokimyasal ytikseltgenmesinegghaensorlerin tekrarlanabiliginin azalmasina neden
olmaktadir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon vetlBgr2003). Bu problemlerin ¢ai,
redoks mediyatorlerinin elektrot yuzeyine tutturakryla hazirlanan kimyasal modifiye
elektrotlarin kullanimiyla ¢ozulmngtiir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon ve Bartlet,
2003).

1.5.3.2. NADH'nin Elektrokatalitik Yukseltgenmesinde Redoks Mediyatdrlerin
Rolu

Mediyatorler substrat ile elektrot arasindaki eleRtari goturip getiren kicuk
molekdiller olup, elektrot rekasiyonlarini katalizéx. Bir mediyatorin NADH'ye iyi bir
elektrokatalitik etki gosterebilmesi igin, i) medipr elektrokimyasal olarak aktif olmall ii)
redoks mediyatériin formal poransiyeli®0ENADH'nin yiikseltgenme potansiyelinden
daha dgik olmal iii) yuksek elektron transfer hiz sabd&isahip olmall iv) enzimatik
olarak aktif NAD"yi1 olusturmali v) elektrot yiizeyini kirletmeme 6zgfine sahip olmali
vi) uzun sure kararh olmal vii) NADH’ye aitsal potansiyeli oldukca diirmelidir.

NADH'nin elektrokatalitik yukseltgenmesinin ilk basiginda mediyatdrin
yiikseltgenmi formu, NAD(P)H ile hizlica bir kimyasal tepkimeygrip NAD(P)" i
aracllglyla mediyatortin indirgenmiformu NADH’nin direk yukseltgendi potansiyelden
daha dg§uk bir potansiyelde tekrar yukseltgeniSekil 10). Olgan NADH tekrar
mediyatorle tepkimeye girerek benzer olaylar deveser. Gercekken elektrokatalitik
yukseltgenme ECE mekanizmasiyla aciklanme aagidaki tepkimelerle de ifade
edilmistir. Sonucta mediyatdriin indirgerngni formunun tekrar ylkseltgenmesiyle
NADH'ye ili skin elektrokatalitik akim olgmaktadir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon
ve Bartlet, 2003).

Med g OCF - Med g0 +267 +XH i (Elektrot Tepkimesi (1.8)
NADH +Med gy O 5 NAD + MeG gy vevereeriiinrineens (Kimyasal Tepkim@ (1.9)
Med,q) » Med gy +26" +H oo (ElektrotTepkime}i (1.10)
NADH — NAD" +2€ +H . (ToplamTepkim¢ (1.11)
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Bu ECE mekanizmasina gore elektrot ylzeyindgabgicta indirgennsi formda
olan mediyator (Megly), pozitif potansiyel uygulanginda, formal potansiyelinin dtesinde
pozitif potansiyelde katalitik olarak aktif olan kdeltgenmy formuna (Megk) donur. ks
immobilize edilmg mediyator ile elektrot arasindaki elektron transtazidir. Bu
reaksiyondaki proton mediyatoriin yapisina ve omamid’ina gore 1 ile 2 arasinda
degisebilir. Daha sonra c¢oOzeltideki NADH'nin elektrot zgyine tainmasiyla kataliz
baslar, bu esnada tepkime 1,9'daki kimyasal tepkimecgdesir. Bu tepkimedeki ks
ikinci mertebeden hiz sabitidir .

H+

Elektrokatalitik

Med (ind) ) N\ /-NADH
akim

Med (viik) NAD*

[Hema=mrem |

Sekil 10. Bir redoks mediyatérle NADH'nin yikseltgee mekanizmasi.

COzelti ortaminda kullanilan c¢oOzulebilir redoks nyadbrlerinin en buyuk
dezavantaji elektrot ylzeyinden difflizlenerek uagiilmesidir. Boylece mediyator
elektrot ylizeyine uzun sire bulunanm@addan elektrot tepkimesi katalizlenmeyebilir. Bu
problemi gidermek icin, bu redoks mediyattrlerle difige elektrot hazirlama yoluna
gidilmistir. Daha 6nceki bélimlerde daha detayl bahsediterdifiye elektrotlar farkli
yollarla hazirlanngtir. Bunlardan en onemlileri, i) redoks mediyatérie seyreltik
cOzeltilerine daldirarak goudan adsorbisyonla ii) bu boyar maddelerin elgkyizeyine
kovalent bglanmasi ile iii) elektrot yuzeyinin polimer ya daetalik ince film ile
kaplanmasi ile (elektropolimerizasyon) iv) boyar ddueler ince tabakali materyallere
(zirkonyum fosfat, titanyum fosfat, zeolit, muskbwib.) adsorplandiktan sonra, elektrot
materyali (genellikle grafit ya da camimsi karbaweu) ile kargtirilarak kompozit
olusturma ile modifiye elektrot hazirlamaktir. .

Boylece, elektrot ylizeyine adsorplagnya da tutturulmgi redoks mediyatorleri
NADH’nin yukseltgenme potansiyelini daha negatitkerek hem gigimcilerin etkisini

giderir hem de akim astna neden olan elektrokatalitik etki gostermekiedirElektrot
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yuzeyinde tutturulmg mediyator aracigilyla NADH'den elektrot ylzeyine elektron
transferi gerceklgr. (Simon ve Bartlett, 2003)Sékil 11).

Elektrokatalitik
akim e

Med (ind) NADH
2e” \‘/-

S om=—=mrm

Med (Yiik) s NAD*

H+

Sekil 11. Redoks mediyatorle modifiye edifnelektrotlarda NADH’nin yukseltgenme

mekanizmasi.

1.5.4. NADH'nin Elektrokatalitik Yuikseltgenmesinde Kullanilan CME’ler

CME hazirlanarak NADH'nin elektrokatalitik yukseétigmesine yonelik ilk makale
1978 yilinda Tse ve Kuwana tarafindan yayinlgtmi(Tse ve Kuwana, 1978). Bu
calismada, primer amin grubu iceren 2 orto-kinon tiredepamin ve 3-4-dihidroksi
benzilamin, siyanurik klorlrle aktive edilgnicamimsi karbon elektrot (glassy carbon
electrode, GCE) yuzeyine kovalent gtenma yoluyla tutturulmgiur. Bu modifiye
elektrodun pH 7,0’'de alinan dongusel voltammogramdan formal potansiyel doygun
kalomel elektroda (DKE) kar 0,16 V, NADH varlginda ise anodik pik potansiyeli
yaklasik +0,2 V olarak bulunmyiur. Boylece air1 potansiyel, yalin GCE’ye gore yakik
0,4 V indirgenmgtir. Bu ilk calsmadan sonra NADHnin elektroktalitik
yukseltgenmesinde kullaniimak Uzeregigik turlerde mediyatorlerle kimyasal modifiye
elektrotlar hazirlanngtir.

Ozellikle azin turti boyar maddeler NADH’nin eleKtedalitik yiikseltgenmesinde
redoks mediyatort olarak oldukca cok kullangiandir. Bunun nedeni bir¢cok bigsin
yukseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki géshe 6zellgine sahip olmalarindandir.
Bu amacla toluidin mavisi (TM), metilen mavisi (MMjnetilen ysili (MY), azure A
(AzA), azure B (AzB) gibi fenotiyazin grubu boyaraadeler, nil mavisi(NM), meldola
mavisi (MdM), brilliant kresil mavisi (BKM) gibi faoksazin ve nétral kirmizisi (NK) gibi
fenazin turt boyar maddelerle modifiye elektrotiazirlanmgtir.

1.6. Fotoelektrokimya ve NADH’nin Fotoelektrokatalitik Yikseltgenmesi

Bir fotoakim spektroskopisi olarak da bilinen fdeddrokimya, bir elektrolitteki

metal veya bir elektrodugiklandiriimasiyla olgan elektriksel akimin gerlendirilip
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Olculdigl bilim dahdir. kikla sadece elektrot etkfgiene girmez, ayni zamanda elektrodun
yakinindaki elektrolitte fotolitik olarak etkgeme girer. Bu olayda, elektrot ve elektrolit
tarafindan adsorplanagik fotoakimi olgturmaktadir. Bu fotoakimsigin dalga boyu,
elektrot potansiyeli ve elektrolitin byamiyle desismektedir. Bu dgisim foto prosesin
dogasini, kinetik ve enerji duzeyleri hakkinda bilgierw (Dilgin, 2004).
Fotoelektrokimyanin analize uygulanmasinda, ydkée, modifiye ve kompozit
elektrotlar oldukca sik kullaniimaktadir.

Wang ve arkadgar fotoelektrokimyasal sensérdeki getieler Gzerine bir derleme
yayinlayarak, fotoelektrokimyasal analizlerin dik&kadeer duyarhlik, dg@asindaki
minyatirtuzasyon yetepe kolay taginabilirlik ve entegrasyon gibi 6zelliklerinden dgi
gelecek icin umut verici bir analitik yontem olglinu vurgulamglardir GwWang ve ark.,
2009). Bununla birlikte NADH'nin fotoelektrokatalkt yiikseltgenmesi Xu ve arkagdari
tarafindan da gerecektailmis ve DA modifiye nanopordz TiOfilm elektrot ile duyar
NADH tayini icin yeni bir fotoelektrokimyasal metotbji bulmuslardir Cwang ve ark.,
2009).
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BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

2.1.Fenotiyazinlerle Hazirlanms Modifiye Elektrotlar ve Analitik Uygulamalari

2.1.1.NADH'nin Elektrokatalitik Yikseltgenmesine Dayali Y apilan Calismalar

Bu calsmalarin birinde; Lawrence ve Wang sirasiyla pitolgrafit elektrot (PGE)
yuzeyine, Karbon NanotlUp tutturul@®GE’ye ve grafit tozu tutturuliyuPGE yilizeyine
fenotiyazin tlri boyar maddeler olan TM ve AzC abtwyarak modifiye elektrotlar
hazirlamglar ve NADH'nin elektrokatalitik yikseltgenmesi gahalarinda kullanmglardir
(Lawrence ve Wang, 2006). TM modifiye elektrotlarve sadece CNT tutturulrgu
modifiye elektrodun NADH var@l ve yokligundaki déngusel voltamogramlasekil-
12'de verilmgtir. Sekilden goruldgu gibi NADH'ye en iyi yanitin TM-CNT/PGE'nin
verdigi gozlenmitir (Lawrence ve Wang, 2006).

-
- E
= =
- -
I )
-] (-
"
i
=2
- -l 4 0.2 0.0 02 04
-
- g
= g
E 5
g &
E -0 T T T T T
- -6 0.4 0.2 0 02 04
Potential / ¥

Sekil 12. pH 7,4 fosfat tamponunda, 50mV/s taramaniia A:TM-CNT, B:TM-PGE,
C:TM-GT, D:Yalin CNT modifiye elektrotlarinin 5mM ADH yoklugunda ve
varhgindaki déngusel voltametrik yanitlari.

AzC modifiye elektrotlarin NADH varyn ve yoklgundaki dongusel
voltammogrami is§ekil 13'te verilmitir. AzC-CNT/PGE’nin NADH'ye yanitinin gier

elektrotlardan daha iyi olgu sekilden gorulmektedir (Lawrence ve Wang, 2006).
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Sekil 13.Sekil 12'deki ayni deneyartlari altinda 5mM NADH yoklgunda ve varfiindaki
A:AC-CNT, B: AC-PGE, C:AC-GT, D: Yalin CNT modifiyeslektrotlarinin dogusel

voltammetrik yanitlari.

Sekil 14'te TM-CNT/PGE, TM-GT/PGE ve CNT/PGE'nin NADye
amperometrik yaniti verilngiir. Akim zaman grileri -0,2 V uygulama potansiyelinde,
0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda ve 300 rgrkaristirma hizinda her 50 mM
NADH ilavesi sonucu elde edilgtir. Sekilden goruldgu gibi en duyar yanitin TM-
CNT/PGE oldgu bulunmytur (Lawrence ve Wang, 2006).
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Sekil 14. A:TM-CNT/PGE, B:TM-GT/PGE ve C: CNT/PGElgana elektrotlarina argik

50uM NADH ilavesinde olgan akim-zamanggileri.

Sonuclardan NADH tayini icin kolay ve ucuz gélilen sensérin TM-CNT/PGE
oldugu bulunmutur. (Lawrence ve Wang, 2006).

Bu alanda yapilan gahalardan bir dierinde ise Gao ve arkadari, TM ve AzA
boyar maddelerini screen-printed karbon elektrateyine elektropolimerizasyon yoluyla
modifiye etmg ve elde edilen modifiye elektrotlarla s&ienjeksiyon sisteminde NADH
tayinini gerceklgtirmislerdir (Gao ve ark., 2004). 0,2 mM AzA'nin pH 6,9sfat
ortamindaki elektropolimerizasyonakil 15'de gortulmektedirSekilden goraldgi gibi ilk
dongide monomerik AzA'ya ikin piklerin gozlendii, dongu sayisinin artmasiyla da
polimerik tlre ait yeni piklerin okiugu gozlenmgtir. Yaklasik 850 mV da gdzlenen pikin
AzA’daki —NH, gruplarinin yikseltgenerek radikalik forma dguigini gostermektedir.
Olusan radikalik form AzA’'daki aromatik halkaya delokad olur ve bu iki radikal yoluyla
C-N birlesmesi ve dolayisiyla dimegme ve dongu sayisinin artmasiyla da polingerke
gozlenir. Gerceklgen mekanizmaekil 16’da verilmgtir (Gao ve ark., 2004).
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Sekil 15. 50 mV/s tarama hizinda 0,2mM AzA iceren B fosfat tamponunda AzA'nin

elektropolimerizasyon prosesi boyunca donguselawodtgramlari (bdangic potansiyeli
0,4V Ag/AgCl) Ekte 50mV/s tarama hizinda 0,2M pH @psfat tamponunda poli(AzA)

modifiye elektrodunun déngusel voltammogramlaristgrir.

Polimerizasyon mekanizmasi

Radikalik Azur A'nin olusumu

Radikalin delokalizasyonu

1 1
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Sekil 16. AzA’nin elektropolimerizasyon mekanizmasi.
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Sekil 17 ise elde edilen poli-AzA modifiye screennped karbon elektotun NADH
varhginda ve yoklgundaki dongusel voltammogramini gostermektedyekilden
goruldigt Uzere normal yalin screen-printed elektrotta NADRBKlasik 600 mV'da
yukseltgenirken, poli-AzA modifiye elektrotta mogé elektrodun polimerik pik
potansiyeline yakin bir potansiyelde (yakkal00 mV da ) yukseltgengtir. Boylece AzA
modifiye elektrot NADH'nin airi potansiyelini yaklgk 500 mV daha negatife kaydirarak
elektrokatalitik etki gosterrgiir (Gao ve ark., 2004).

Current (pA)

-o.4 -0z ' oo ' 0.2 ' o.
Potential (W vs Agl/AgCl)

=]
o
=)
w

Sekil 17.5 mV/s atarama hizind@,1 mM NADH varlginda (b ve c) ve yokiEundaki
poli-AzA modifiye screen-printed karbon elektrodga ve b) ve yalin screen printed
karbon elektrodun c dongisel voltammogramlari.

Sekil 18’de aksa enjeksiyon sisteminde poli-AzA modifiye elektrodNADH'ye
olan yaniti gorulmektedir. Aka enjeksiyon sistemindeki akim zamagrileri 200 mV
uygulama potansiyelinde, 0,75 mL\dk @kiuzinda ve pH 6.9 fosfat tamponu ortaminda
5x10° -1x10* M aralginda dgisen NADH cozeltileri icin kaydedilnstir. Belirtme alt
sinir 2x10" M olarak bulunmstur. Ayni islemeler TM modifiye elektrot icin tekrarlangni

ve belirtme alt sinir 3,2x10M bulunmutur (Gao ve ark., 2004).
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Sekil 18. Poli-AzA modifiye screen-printed karboreldrotta NADH enjeksiyonu ile aja
enjeksiyon yanitlari. NADH cozeltisinin dgimi 5x10”den 1x10* M'a artmstir. Akis
hizi:75mL/dk, uygulama potansiyeli 0,2 V'dur. Elekit ve tgiyict pH 6,9 fosfat
tamponudur.

Sonu¢ olarak fenotiyazin tart modifiye screen-mthtelektrotlarin NADH’nin
yukseltgenmesinde iyi bir elektrokatalitik etki vgi bir kararlilk gosterdii tespit
edilmistir (Gao ve ark., 2004).

Bazi Fenotiyazin tarl boyar maddelerle hazirlanmmodifiye elektrotlar ve
NADH’ ye yaniti Cizelge 2.1’de verilrgiir.
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Cizelge 2.1. NADH'nin elektrokatalitik yiikseltgensiee dayall yapilan bazi gahalarda kullanilan fenotiyazin grubu redoks medyatd

Mediyator Modifiye ElektrotSekli Kgllamlan Aciklama Kaynak
Ydéntem
GCE yuzeyinde MM ile piroltin CV, FIA A:0,1 - 2000uM, B:0,025uM (NADPH) Chi ve Dong, 1994.
koelektropolimerizasyonu A:0,1 - 1300uM, B:0,04uM (NADH
C: 400 mV(Ag/AgCl)
Metilen Mavisi Pt elektrot lizerine tutturulnawseliiloz CV, AMP A:0,3 mM’'a kadar dgrusal Borgo ve ark., 2002.
asetat/ZrP ile iyon dgsimi
: 4. 3 : Pessoa ve ark., 1997.
MM adsorplanmy ZrP ile modifiye CPE cv A:Lx10°7- 2x10°M, B:104M
MM adsorplanmy SIO/ZrO/SbOsile | oy amp  [8:36uM, C:500 mV(DKE) Zaitseva ve ark., 2002.
modifiye CPE
Screen printed karbon elektrot yiizeyinleCV, FIA A:0,5 - 100uM, B:0,2uM (FIA igin) Gao ve ark., 2004.
imeri C: 500 mV(Ag/AgCI
Azure A elektropolimerizasyon (Ag/AgCI)
Polidiallildimetilamonyumklorir ve CV, AMP A:0,6 - 600uM, B:0,2 uM Gao ve ark., 2010.
MWCNT tutturulmw GCE ylizeyinde
elektropolimerizasyon
GCE yiizeyinde elektropolimerizasyon | CV, AMP A:1x10°- 8x10° M, B:5x10° M Li ve ark., 2003.
C:410 mV(DKE)
Screen printed karbon elektrot yiizeyinfleCV, FIA A:0,5 - 100uM, B:0,2puM (FIA igin) Sha ve ark., 2004.
Azure B elektropolimerizasyon C:400 mV(Ag/AgCl)
GCE yizeyinde elektropolimerizasyon | CV C:460 mV, k: 181/mol.s civarinda Cai ve Xue, 1997.
Polidiallildimetilamonyumklorir ve
MWCNT tutturulmy GCE ylizeyinde CV, AMP A:0,2 - 650pM, B:0,07uM Gao ve ark., 2010.
elektropolimerizasyon
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Screen printed karbon elektrot yUzeyianieCV, FIA

elektropolimerizasyon

A:5 - 100uM, B:3 uM (FIA igin)
C:300 mV(Ag/AgCl)

Gao ve ark., 2003.

MWCNT tutturulmu karbon iyonik sivi | CV, AMP A:0,8 - 422uM, B:0,26uM
Tiyonin elektrot ylizeyinde elektropolimerizasydn C:190 mV (karbon iyonik sivi elektroda | Mai ve ark., 2010.
Duzenli mezoporéz karbon tutturulgnu gore)
GCE yiizeyinde elektropolimerizasyon | CV, AMP A:3,4x10°- 8,5x10" M, B:5,1x10° M .
C:592 mV (GCE'ye gore) Qive ark., 2009.
GCE yuzeyinde elektropolimerizasyon | CV, AMP A:0.5 - 10 mM, B:1.0x18M Zhou ve ark, 1996.
Metilen Yesil C:400 mV(yalin GCE'ye gbre)
o P A:5,6 - 420uM, B: 3,8uM Dai ve ark., 2008.
CV, AMP .
GCE yuzeyinde elektropolimerizasyon C:650 mV (yalin GCE'ye gore)
MY adsorplanmy niyobyum oksit A:5x10*- 4x10° M(AMP icin)
modifiye silika jel ile CPE (F:I\g AMP, 1 A6x10°- 1x10° M, B:8,2x10°M (FIA) | Delucca ve ark., 2002.
GCE yiizeyinde elektropolimerizasyon | CV, APM, | A:5x10°- 2x10°M, B:5x10’M Cai ve Xue, 1998.
Toluidin Mavisi RDE C: 470 mV (GCE'ye gore)
) . e . 5 3 Ju ve ark., 1996.
Karbon fiber mikrosilindir elektroda cvV A:4x10°- 1,5x10°M
adsorpsiyonla
Silikajele kovalent bgli TM ile modifiye CV, RDE, Munteanu ve ark., 2003
oPE J Y | Fia B:1,2 uM: k:3,9x1G/mol.s . '
MWCNT modifiye edilmi GCE A:2x10°-4,5x10° M, B:5x10" M
ylizeyinde elektropolimerizasyon CV, AMP C:650 mV(yalin GCE'ye gbre) Zeng ve ark., 2006.
MWCNT tutturulmug pirolitik grafit CV, AMP Lawrence ve Wang, 2006,

elektrot ylizeyinde adsorpsiyon

A:50-500uM, B:15uM

A: kalibrasyon arafil, B: Belirtme alt siniri, C: NADH'nin elektrokaitik yukseltgenmesinin yalin elektrotlara gore ntifgekayma miktari k: elektron transfer katsay®y: dongisel voltammetri; DPV: Diferansiyel

puls voltammetrisi AMP:Amperometri; RDE: déner dillektrot sistemi, FIA: Alga enjeksiyon sistemi, GCE: Camimsi karbon elek@€&t:: Karbon pasta elektrot, ZrP: Zirkonyum fosfA¥WCNT: Cok ceperli

karbon nanotiip, SWCNT:Tek ¢eperli karbon nanotip
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2.1.2. NADH'nin Elektrokatalitik Yukseltgenmesine Dayali Gelistirilen

Biyosensor Uygulamalari

Biyosensoarler (biyoalgilayicilar), biinyesinde bjit bir duyargaci bulunan ve bir
fizikokimyasal cevirici ile birlgtirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir
biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin [@nedilecek madde) miktari ile orantili
olarak surekli sayisal elektrik sinyali Gretmekfiyosensor sistemi t¢ temel bignden
olusmaktadir. Bunlar, secici tanima mekanizmasina sabipomolekil, biyoajan”, bu
biyoajanin incelenen madde ile etkilai sonucu olgan fizikokimyasal sinyalleri
elektronik sinyallere dountlrulebilen “cevirici” ve “elektronik” bdlumlerdir. Bu
bilesenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek maddeysikson derece secimli fakat tersinir
bir sekilde etkilgime giren, duyarh biyolojik ajandir. Bir bka deysle biyosensotrler,
genel olarak analizlenecek madde ile secimli deikilde etkilgime giren biyoaktif bir
bilesenin bu etkilgim sonucu ortaya cikan sinyali ileten bir ileticstemle birlgtiriimesi
ve bunlarin bir 6lcim sistemi ile kombinasyonu sanalwturulurlar (Bilgiustam, 2010).

Son yillarda modifiye elektrotlar kullanilarak NAINADH redoks ciftine dayali
amperometrik biyosensorler Gzerine oldukca fazldisige yapiimgtir (Katakis ve
Dominguez, 1997; Lobo ve ark., 1997). NADH'yegbailk biyosensdr, dehidrogenaz
enzimleri varlginda substrat ile NADnin enzimatik tepkimesi sonucu gan NADH’nin
direk temiz veya oOnlem goérmi yalin elektrot yuzeyinde direk elektrokimyasal

yukseltgemesine dayali olarak ggtilmistir (Tepkime 2.1)

Substratr NAD* 0 PI? - Uriin+ NADH+H *....... EnzimatikTepkimé (2.1)

Bu sensorler ilk gedtirilen biyosensor (first-genaration biosensor) ralka
adlandiriimgtir. Bu tlr biyosensérin en blytk dezavantaji, dahee NADH'nin yalin
elektrotlardaki yukseltgenmesi kisminda bahsedigéiksek airi potansiyel, elektrot
yuzeyinin kirlenmesi ve diik tekrarlanabilirlik ve kararlilikdir. Bunun iciNADH’ye
bagli ikinici bir biyosensor geftirilmi stir (Second generation biosensor). Bu tir sensdrde,
NADH’nin elektrokatalitik yikseltgenmesinde kulléan redoks mediyatorle modifiye
elektrotlar hazirlanarak, bu elektrotlarla enzikatkasiyon sonucu aoan NADH'nin
olcimi esas alingtir. ikinci gelistirilen biyosensoér mekanizmasi sirasiyla, daha 6nce
verilen tepkime (2,1), (1,9), (1,10) ve (1,11)iflede edilmektedir.
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Ucuincti  gektirilen biyosensdérler (third genration biosensor)arak adalandirilan
floavoenzimlere bzl biyosensorlerde ise enzimin aktif merkezi vekeiet arasinda direk
bir elektron transferi gercelkdmektedir. Bu biyosensor turlerinden daha cok ikinci
gelistirilen biyosensor kullaniingtir (Lobo ve ark., 1997).

Ozellikle, fenotiyazin tirii boyar maddelerle mogkifielektrotlar kullanilarak alkol,
karbonhidrat ve glutamat biyosensoru geiimistir (Cizelge 2.2.). NADH'ye bgi
biyosensér mekanizmasi alkol biyosensoru iggg@aki mekanizmaya gore aciklarym
(sekil 19). Alkol biyosensorinde redoks mediyatodemodifiye edilmg elektrot yizeyine
alkol dehidrogenaz (ADH) veya alkol oksidaz enzirnleitturulur ve kofaktor NAD
varliginda alkol bu enzimlerle enzimatik bir tepkimeyeegek aldehit ve NAD'nin

indirgenmi formunu (NADH) olyturur.

Signal U iwled (0x) XNA[}HE by
Med(Red entbanl

|

Sekil 19. Redoks mediyatorle modifiye elektrot kulllarak NADH’ye b&l gelistirilen

etanol biyosensorunig@matik gosterimi.

Olusan NADH mediyatérle kimyasal tepkimeye girerek kiendNAD"ya
yukseltgenirken, mediyator indirgemngnhaline doner. Son olarak indirgennformdaki
mediyatorin elektrot ylzeyinde yukseltgemrfirmuna dongmesi sirasinda ofan akim
kaydedilerek alkol dolayli yoldan tayin edilgrolur.

Glikoz, laktoz, vb. karbonhidratlarin ve glutamabigbir amino asit tuzunun
biyosensor yapiminda da benzer mekanizma izlgremicak enzim olarak sirasiyla glikoz
dehidrogenaz (GDH), laktat dehidrogenaz (LDH) veutayihat dehidrogenaz (GIH)
kullaniimistir (Cizelge2.2).
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Cizelge 2.2. Bazi biyosensor gatalarinda kullanilan fenotiyozin grubu redoks mattiyler

Kullanilan Elektrot Enzim Analit Aciklama Kaynak

MM'nin laponit jel tutturulmy GCE yluzeyinde ADH, Etanol ve B:1 mM (laktat icin) ve 25 mM | Cosnier ve Lous, 1996
elektropolimerizasyonu LDH laktat (etanol igin)

Tiyonin adsorplanmISWCNT'nin GCE yuzeyine | GIDH Glutamat A:0,5-400 mM, B:0,1 mM Meng ve ark009.
tutturulmasi

Au elektro_t yu;eylnde MM'nin GDH Glukoz A:1-4 mM Silber ve ark., 1996.
elektropolimerizasyonu

TM adsorplanny pirolitik grafit elektrot LDH Laktat A:1x16-6x10°M, B:4x10'M | Villamil ve ark., 1997.
TM'nin grafit elektrot yuzeyinde GDH Glukoz A:5x10-3x10°M Zhou ve ark., 2008.
elektropolimerizasyonu

Fenotiyazin (TM) ve fenoksazin (MdM, NM, ADH Etanol A:10-100pM, 5x10°M Lobo ve ark., 1996.

BKM) modifiye CPE

A: Kalibrasyon aralii, B: Belirtme alt siniri, GCE: Camimsi karbonkélet, CPE: Karbon pasta elektrot, SWCNT: Tek ¢kparbon nanotliip ADH: Alkol dehidrogenaz, GIDH:@&wmat dehidrogenaz,

GDH: Glukoz dehidrogenaz, LDH: Laktat dehidrogen
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1.Kullanilan Kimyasal Malzemeler

H,SOy(% 95-97, d:1,83 g/m), HPO, (% 85, d:1,71 g/mL), HCI (% 37, d:1,19
g/mL), NaOH, NaHPO, 2H,0, NaNQ, aliimina (0.5 um) Alfa Aesar), Metilen Mavisinin
Klorir tuzu (GeH1sCIN3S.XH,O, MM), Azur A'nin klorir tuzu (G4H1sN3SCI, AzA),
Sigma firmasindan, NADH’nin disodyum tuzu (NBADH), etanol (J.T. Baker
firmasindan), argon gazi ve cozeltileri hazirlanigik kullanilan bidistile safsu Milli-Q
(Millipore, Bedford, USA) cihazindan gandi.

3.2.Kullanilan Cihazlar

Voltammetrik ve amperometrik 6lgcimler, Compactsiéectrochemical Interface
(lvium Technologies, Eindhoven, the Netherkandsaziari kullanilarak gercelgdgrildi.

Voltammetrik 6lcimler, 3 mm c¢apinda GCE gada elektrodu, platin tel yardimci
elektrot, Ag/AgCI (doygun KCI) elektrodu kalastirma elektrodu olacalgekilde gl
elektrot sisteminde yapildi. Cgina elektrodu GCE aliimina ile parlatildiktan sondk 3
sirasiyla etanol ve saf su icerisinde ultrasonikybda (Bandelin Sonorex RK 100H
Ultrasonic bath) bekletildi. Fotoelektrokatalitiklgmalarda elektrot ylzeyi Fiber optikli
250 W halojen lamba (fiber optic illuminator 250 Ndlogen bulb with Foi-5-light guide,
Titan Tool Supply Inc., USA) ile aydinlatildi. Tumo6zeltilerin pH'I kombine cam
elektrotlu (Hana HI 1332), Hana HI 221 pH metrel&uilarak ayarlandi. Hazirlanan
standart NADH c¢oOzeltilerinin, 340 nm dalga boyundhsorbanslarini 6lgmek igin
Spektrofotometre (Perkin Emler Lambda 35 Uv-Vis @pmmmeter) cihazi kullanildi.

3.3.YOntem

Oncelikle calsilacak boyar maddelerin 2®'lik (metilen mavisi) ve 1 M'lik
(Azur A) stok cozeltileri hazirlandi. Her biri O NaNG; iceren; 0,1M HSO, 0,1M
HisPO, ve pH1 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 olan 0,1 M &asfamponu destek elektrolitlerinde
calisildi. Voltammogramlar, oksijeni uzakkarmak icin destek elektrolitten 5dk argon gazi
gecirildikten sonra alindi.

Metilen mavisi (MM) ve Azur A (AzA) mediyatorlerile de modifiye elektrot
hazirlanilarak, NADH’'nin bu modifiye elektrotlarkdektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik
yukseltgenme calmalar baarili bir sekilde gercekigirildi. Bu mediyatorlere ikkin
amperometrik ve fotoamperometrik gatialar da gercekdgrildi. NADH’ye en iyi yaniti

veren modifiye elektrodu belirlemek icin secilenoks mediyatorlerin GCE yluzeyinde
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elektropolimerizasyonuna destek elektrolitin, moeondergiminin, dongl sayisinin ve
potansiyel cabma aralginin etkisi incelendi.

3.4. Stok NADH Cozeltisinin (5x1¢ M) Hazirlanmasi

NADH’nin disodyum tuzundan (MA:709,5 g/mol) 0,17 ¢4tartilarak, 5 mL argon
gazi gecirilmg pH 7,0 fosfat tamponunda ¢6zuldu. Hazirlanan ¢ibzelkullanma siresi
haric &z1 kapali renklisiselerde, karanlik ve buzdolabinda muhafaza edilda #e
standart ¢ozeltiler, bu stok ¢ozeltiden belli ha@mmarak argon gazi gecirilgmpH 7,0
fosfat tamponu ile seyreltilerek hazirlandi. Tam DA cozeltileri gunlik olarak taze
hazirlandi. Seyreltilen tim NADH c¢o6zeltilerinin, B4 nm dalga boyunda bir

sepktrofotometreden absorbanslari okunarak, molasorplama katsayisi geri
yordamiyla (A=€IC) derksimleri kontrol edildi.

3.5. Stok Metilen Mavisi (MM) Cozeltisinin (1x10° M) Hazirlanmasi

Metilen mavisi klorlr- x-hidrat'dan (x=2-3) (dihidta gore MA: 354,5 g/mol
alinmstir) 0,0177 g tartilip, saf su veya 0,1 M NaiNiQeren pH 5,0 fosfat ¢Ozeltisinde
cozllerek 50 ml'lik balon jojenin cizgisine kadantamlandi.

3.6. Stok Azur A (AzA) Cozeltisinin (1x10* M) Hazirlanmasi

AzA’dan (MA: 291,8 g/mol) 0,1459 g tartilip, saf 8a 0,1 M NaNQiceren pH 5,0
fosfat ¢ozeltisinde ¢ozulerek 50 ml'lik balon joiergizgisine kadar tamamlandi.

3.7. Elektropolimerizasyon Esnasinda Kullanilan Ddgk Elektrolit
Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.7.1. 0,1 M NaNQiceren 0,1 M HPO, Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 85'lik yogunlugu 1,71 g/ml olan EPOjden, bir pipetle 6,74 ml alinip ve
NaNGs'dan 8,499 g tartilip az miktar saf su iceren lid Halon jojeye ilave edilerek yine
saf su ile balon jojenin gizgisine kadar tamamlandi

3.7.2. 0,1 M NaNQiceren 0,1 M SO, Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 95-97’lik yogunlugu 1,83 g/ml olan K5Oy’ den, bir pipetle 5,58 ml alinip ve
NaNGs'dan 8,499 g tartilip az miktar saf su iceren lid Halon jojeye ilave edilerek yine
saf su ile balon jojenin gizgisine kadar tamamlandi

3.8. Fosfat Tampon ve Fosfat Cozeltilerinin Hazirlamasi

pH 2-10 arasinda gsen ve 0,1 M NaN@iceren fosfat tampon ve fosfat ¢ozeltileri;

asagidaki ¢ozeltilerin uygun kagimlari pH metreden kontrol edilerek hazirlandi.
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3.8.1. 0,1 M NaNQgeren 0,1 M NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi

4 g NaOH ve 8,449 g NaNQartilarak, az miktar suda c¢ozuildikten sonra 1kL’l
balon jojenin cizgisine kadar saf su ile tamamlandi

3.8.2. 0,1 M NaNQ ceren 0,1 M NaHPO, Cozeltisinin Hazirlanmasi

15,602 g NakPO,.2H,0 ve 8,449 g NaN©tartilarak, az miktar suda ¢ozuldukten
sonra 1 L’lik balon jojenin ¢izgisine kadar safirutamamlandi.

3.8.3. 0,1 M NaNQ ceren 0,1 M NaHPO, Co6zeltisinin Hazirlanmasi

17,799 g NgHPQO,.2H,0O ve 8,449 g NaN®tartilarak, az miktar suda ¢ozuldikten
sonra 1 I'lik balon jojenin cizgisine kadar safilutamamlandi.

3.9. NADH’nin Elektrokatalitik ve Fotoelektrokatali tik Yikseltgenmesinde
Kullanilan Destek Elektrolit Cozeltisinin Hazirlanmasi

pH 7,0 fosfat tampon c¢ozeltisi NaN@cermeyeceksekilde yukaridaki ¢ozeltilerin
(nitratsiz ¢ozeltileri) uygun kanmlari pH metre ile kontrol edilerek hazirlandi.

3.10. Poli-MM Modifiye GCE Hazirlanmasi

3.10.1. En Uygun Destek Elektrolitin Belirlenmesi

Deneysel cagmalarda, her biri 0,1 M NaNfQceren; 0,1M HSO, 0,1M HPO, ve
pH1 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 olan 0,1 M fosfatmponu ve fosfat ¢ozeltileri destek
elektrolitlerinde 0,05 mM MM’nin GCE Uzerinde elegpolimerizasyonsiemleri, -0,7 ile
+1,2 potansiyel arglinda ve 100 mV/s tarama hizinda gercgkidéerek poli-
MM/GCE’ler hazirlanmgtir.

Poli-MM modifiye elektrodun karakterizasyonu; Har destek elektrolit igin elde
edilen Poli-MM/GCE’nin voltammetrik davran) pH'si 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponu
ortaminda, 0,8 ile +0,8 V potansiyel agahda, 50 mV/s tarama hizinda, dongusel
voltammogramlari kaydedilerek incelendi.

Poli-MM modifiye elektrotlarin NADH ortamindaki etgokimyasal davraginin
incelenmesi; Her bir destek elektrolit icin eldeled Poli-MM/GCE'nin, 0,4 mM NADH
iceren 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda, i®&8+0,8 V potansiyel araglinda, 50
mV/s tarama hizinda dongusel voltammogramlari kdijdie Yalin GCE'’yle de 0,4 mM
NADH’nin elektrokimyasal davrami ayni kaullarda incelenerek Poli-MM/GCE ile
karsilastirildi.

3.10.2. En Uygun Monomer Desiminin Belirlenmesi
0,1 M NaNQ iceren 0,1 M pH 5,0 fosfat tamponu ortaminda MMigiai 0,005ile 0,1

mM arasinda farkh deerlerde olacaksekilde hazirlanan coézeltilerin -0,7 ile +1,2
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potansiyel arafiinda, 100 mV/s tarama hizinda, 10 dongu sayilianahogramlari
alinarak, Poli-MM/GCE’ler elde edildi.

MM modifiye elektrodun karakterizasyonu ve poli-Mivhodifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.10.3. En Uygun Do6ngu Sayisinin Belirlenmesi

9,5 mL'lik destek elektrolite MM degimi 0,05 mM olacaksekilde 10°M stok MM
cOzeltisinden 50QuL ilave edildi. -0,7 ile +1,2 potansiyel ar&ainda, 100 mV/s tarama
hizinda, farkli dongu sayilarinda dongusel voltamgramlar alinarak, Poli-MM/GCE’ler
elde edildi.

MM modifiye elektrodun karakterizasyonu ve poli-Mivhodifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.10.4. En Uygun Potansiyel Arafiinin Belirlenmesi

Poli-MM/GCE hazirlamak icin 0,1 M NaNQiceren 9,5 mL’lik 0,1 M pH 5,0 fosfat
tamponu destek elektrolitine, MM dgimi 0,05 mM olacaksekilde 500uL 10° M stok
MM’den ilave edilerek, 100 mV/s tarama hizinda, ddhgu sayisinda, anodik bdlgenin
potansiyel dgeri 600 ile 1600 mV arasindagigtirilerek voltammogramlar kaydedildi.

MM modifiye elektrodun karakterizasyonu ve poli-Mivhodifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.11. Poli-AzA Modifiye GCE Hazirlanmasi

3.11.1. En Uygun Destek Elektrolitin Belirlenmesi

Deneysel cajmalarda, her biri 0,1 M NaNgceren; 0,1M HSO,, 0,1M H3PO, ve
pH1 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 olan 0,1 M fosfatmponu ve fosfat ¢ozeltileri destek
elektrolitlerinde 0,03 mM AzA'nin GCE uzerinde elepolimerizasyonsiemleri, -0,7 ile
+1,2 potansiyel arglinda ve 100 mV/s tarama hizinda gercgkiderek poli-
AzA/GCE’ler hazirlanmygtir.

Poli-AzA modifiye elektrodun karakterizasyonu; Har destek elektrolit icin elde
edilen Poli-AzA/GCE’nin voltammetrik davram pH’'si 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponu
ortaminda, 0,8 ile +0,8 V potansiyel agahda, 50 mV/s tarama hizinda, dongusel
voltammogramlari kaydedilerek incelendi.

Poli-AzA modifiye elektrotlarin NADH ortamindaki ettrokimyasal davraginin
incelenmesi; her bir destek elektrolit i¢in eldeled Poli-AzA/GCE'nin, 0,4 mM NADH
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iceren 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda, i®&8+0,8 V potansiyel arglinda, 50
mV/s tarama hizinda dongusel voltammogramlari kdijdie Yalin GCE'yle de 0,4 mM
NADH’nin elektrokimyasal davragm ayni kaullarda incelenerek Poli-AzA/GCE ile
karstlastirildi.

3.11.2. En Uygun Monomer Desiminin Belirlenmesi

0,1 M NaNQ iceren 0,1 M pH 5,0 fosfat tamponu ortaminda Aa¥gimi 0,005ile
0,1 mM arasinda farkh dgerlerde olacaksekilde hazirlanan coézeltilerin -0,7 ile +1,2
potansiyel arafiinda, 100 mV/s tarama hizinda, 10 dongi sayilianathogramlari
alinarak, Poli-AzA/GCE’ler elde edildi.

AzA modifiye elektrodun karakterizasyonu ve poliAzmodifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.11.3. En Uygun Do6ngu Sayisinin Belirlenmesi

9,7 mL'lik destek elektrolite AzA degimi 0,03 mM olacaksekilde 10° M stok AzA
cOzeltisinden 30QuL ilave edildi. -0,7 ile +1,2 potansiyel ar&aimda, 100 mV/s tarama
hizinda, farkli dongu sayilarinda déngusel voltamgramlar alinarak, Poli-AzA/GCE’ler
elde edildi.

AzA modifiye elektrodun karakterizasyonu ve poliAzmodifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.11.4. En Uygun Potansiyel Arafiinin Belirlenmesi

Poli-AzA/GCE hazirlamak i¢in 0,1 M NaNQgceren 9,7 mL’lik 0,1 M pH 5.0 fosfat
tamponu destek elektrolitine, AzA dgmi 0,03 mM olacaksekilde 300uL 102 M stok
AzA’'dan ilave edilerek, 100 mV/s tarama hizinda, diihgl sayisinda, anodik bdlgenin
potansiyel dgeri 600 ile 1600 mV arasindagigtirilerek voltammogramlar kaydedildi.

AzA modifiye elektrodun karakterizasyonu ve poliAzmodifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.12. Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu

Tum modifiye elektrotlar uygun kallarda hazirlandiktan sonra saf su ile yikanip
kullanima hazir hale getirildi. Her bir modifiyéektrodun pH'1 2 ile 9 arasinda gigen
0,1 M fosfat tamponu veya fosfat ¢ozeltisi ortanand0,8 ile +0,8 V, potansiyel
aralginda, 50 mV/s tarama hizinda, déngusel voltammolgranalinarak, modifiye

elektrodlarin pik akim ve potansiyellerine pH’ikist incelendi.
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Her bir modifiye elektrodun voltammetrik davranpH’1 3, 5, 6, 7, 8 ve 9 olan 0,1 M
fosfat tamponu veya fosfat ¢Ozeltisi ortamindaar@a hizi 10-51200 mV arasindaggen
farkll tarama hizlarinda déngusel voltamogramlpoténsiyel araii, -0,8 ile +0,8 V)
alinarak modifiye elektrodlara farkli pH’larda tara hizinin etkisi incelendi.

Her bir modifiye elektrodun voltammetrik davraniO,1 M fosfat tamponu
ortaminda, tarama hizi 50 mV/s tarama hizinda 2§@ 800 dongu sayili voltamogramlari
(potansiyel arafi, -0,8 ile +0,8 V) alinarak modifiye elektrodlanik akimlarinin déngu
sayisiyla ne kadar azaggincelendi.

3.13. Modifiye Elektrotlarla NADH’nin Elektrokatali tik Ve Fotoelektrokatalitik
Yiikseltgenmesininincelenmesi

3.13.1. Dongusel Voltammetri Yontemiyle

Elde edilen modifiye elektrotlargigin etkisinin olup olmagini tespit etmek icin
elde edilen her bir modifiye elektrodun 0,1 M pHD Tpsfat tamponunda ve 50 mV/s
voltammogramlari kaydedildi.

Modifiye elektrotlarin NADH'ye fotoelektrokatalitiketki gosterip gdstermegini
tespit etmek icin, 0,4 mM NADH'nin 0,1 M pH 7,0 fas tamponunda, her bir modifiye
elektrot igin g1kl ve 1s1ksiz ortamda dongusel voltammogramlari kaydedtimi

3.13.2. Amperometrik Yéntemle

3.13.2.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Her bir modifiye elektrodun, 10 mL 0,1 M pH 7,0 fastamponu iceren destek
elektrolit ortaminda uygulama potansiyeli -100 #6600 mV arasinda gesen uygulama
potansiyellerinde akim zamaggréeri kaydedildi. Her bir potansiyelde akim y&ian hal
konumuna geldikten sonra, 6nce ortamda NADH yok ikézey siklandirilarak modifiye
elektrodun akimininsikla etkilenip etkilenmedgi incelendi. Sonra ortamdaki dgimi 0,2
mM olacaksekilde stok NADH cozeltisinden (5x¥M) 40 L ilave edilip kastirildiktan
sonra, ¢ozelti kagtirllmaksizin NADH'nin akimi zamana karizlendi, belli bir stre
sonunda ise yuzey tekragiklandirilarak NADH'nin fotoamperometrik akimi izidi.
Karsilastirma yapabilmek icin aynglemler yalin GCE icinde tekrarlandi.

3.13.2.2. En Uygun Potansiyelde Farkli Degimlerde NADHnin
Elektrokatalitik ve Fotoelektrokatalitik Akim De gerlerinin Kaydedilmesi

Her bir modifiye elektrot icin bulunan en uyguntgasiyelde, yine 10 mL 0,1 M pH
7,0 fosfat tamponu iceren destek elektrolit ortatairakim zaman geileri kaydedildi.

Akim yatskan hal konumuna geldikten sonra NADH'nin 110x10° M aralginda
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degsisen dergimlerdeki akim-zaman gileri 6nce yuzey sklandiriimadan, sonra
isiklandirilarak kaydedildi. Bu gerlerden yararlanilarak hem elektrokatalitik hem de

fotoelektrokatalitik metod igin kalibrasyon grgifelde edildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

4.1.Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

Modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda modifiye lgtedun elde edildi en uygun
kosuldan ziyade, modifiye elektrotlarin NADH'nin eletkatalitik ylkseltgenmesine
verdigi en iyi yanit dikkate alinarak optimum g¢wlar belirlendi. NADHnin
elektrokatalitik yikseltgenmesine en iyi yaniti eeroptimum modifiye elektrodu elde
etmek icin, oncelikle sirasiyla farkli destek etekt, monomer degimi, déngu sayisi ve
potansiyel cabma araliklarinda (0zellikle anodik potansiyel sirdesistirilerek) redoks
mediyatdrlerin GCE ylUzeyinde elektropolimerizasyagerceklgtirildi. Daha sonra elde
edilen modifiye elektrotlarin NADH’'nin ylkseltgensiee verd§i elektrokatalitik yanit
incelendi.

4.2.Poli-MM Modifiye GCE

Poli-MM/GCE’nin  hazirlanmasi esnasindaki destek ktetditin  NADH’nin
elektrokatalitik ytkseltgenmesine etkisini belirleknicin, 0,1 M NaNQ@ iceren 0,1M
H.SO, ve pH'I 2-10 arasinda @sen fosfat tamponu veya fosfat c¢ozeltisi destek
elektrolitlerinde, 100 mV/s tarama hizinda, 10 dosgyisinda, -0,7 ile +1,2 V potansiyel
aralginda, 0,05 mM MM’nin dbngusel voltammogramlari ahak modifiye elektrotlar
hazirlandi ve elde edilen poli-MM/GCE’lerin 0,4 mMADH iceren pH'I 7,0 fosfat
tamponu ortaminda dongusel voltammogrami alinafbliDHnin  elektrokatalitik
yukseltgenmesi incelendi.

MM'nin de GCE ylzeyinde elektropolimerizasyonu dsiddolgelerde zorlgrken
bazik bolgelerde daha belirgin gozlentimi Ancak, pH 5,0 ile 6,0 arasinda elde edilen
Poli-MM/GCE’lerin NADH'ye daha iyi elektrokatalitik etki gosterdii pik akim
yuksekliklerinden g6zlenriir.

Sekil 20A, 0,05 mM MM’nin, 0,1 M NaN@iceren 0,1 M HSQO, ortaminda ve GCE
uzerinde elektropolimerizasyonunungkln déngusel voltammogrami gostermektedlk.
dongide 240 mV (anodik) ve 210 mV (katodik) daidgm tersinir piklerin monomerik
MM'ne ait oldugu, ancak yaklgk 950-1100 mV’da gozlenmesi gereken katyonik
radikalin olgumuna ait tersinmez anodik pikin bu potansiyel ignatla gortulmedii
sekilden anlailmaktadir. Asidik ortamda bu potansiyel agaida elektropolimerizasyonun

cok iyi olmadgl sonucuna varilntir.
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Sekil 20B, 0,1 M HSO, ortaminda elde edilen Poli-MM/GCE’nin, 0,1 M pH)7,
fosfat tamponunda NADH’siz ve 0,4 mM NADH ortamin&® mV/s tarama hizinda ve (-
0,8) — (+0,8) V potansiyel arginda kaydedilen doéngusel voltammogramlarini
gostermektedir. Ayrica katastirma yapabilmek icin yalin GCE’de, 0,4 mM NADH'nin
voltammogrami da kaydedilgtir. Poli-MM/GCE'nin 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponurida
voltammograminda monomerik redoks ciftlerine aklgrin cok iyi gézlenmedgi, ancak
polimerik tire ait anodik ve katodik piklerin, ¢cddelirgin olmamakla birlikte sirasiyla
yaklasik +60mV ve — 80 mV’'da go6zlengli tespit edilmgtir (Sekil 20B/a). NADH’nin
yukseltgenme piki; yalin elektrotta yakla 500 mV’da gozlenirkenSgkil 20B/c), Poli-
MM modifiye elektrotta polimerik tlre ait anodikkpn gdzlendgi potansiyele yakin bir
potansiyele (160 mV’a) kaystir (Sekil 20B/b). +160 mV’'da goérulen Poli-MM’ne ait
modifiye elektrodun polimerik tlrine ait anodik pakiminin NADH ortaminda arg,
ancak -80 mV da gorulen katodik pikte herhangi bigisim olmadgl sekilde
gorulmektedir. Sonug olarak asidik ortamda eleldhoperizasyon ¢ok iyi olmamasina
ragmen, asidik ortamda elde edilen Poli-MM/GCE'nin NADe kari iyi bir
elektrokatalitik etki gosterdi saptanmytir.

Sekil 20 C ve 0,05 mM MM'nin, 0,1 M NaNg£ceren pH 5,0 fosfat ¢ozeltisindeki
elektropolimerizasyonuna ¢kin dongusel voltammogramlarini  gostermekteditk
dongide -70 mV (anodik) ve -130 mV’da (katodik) @én tersinir piklerin monomerik
MM'ne, yaklasik 1140 mV’da goériulen tersinmez anodik pikinde mmeoe ait katyonik
radikalin olgumuna ait oldgu literatlr bilgileriyle desteklenrytir (PKaryakin ve ark.,
1999; Liu ve Mu, 1999)ikinci dongiide +130 mV'da yeni bir anodik pikin véGrm\V’da
da yeni bir katodik pikin olgtugu ve déngu sayisinin artmasiyla bu piklerin grtiekilden
gorulmektedir. Aynisekilde 1050 mV’'da ki pikin ise azalgl gorilmektedir. Bu yeni
olusan pikler, MMnin GCE vyizeyinde elektropolimerizasyinun gercekkgigini
gOstermektedir.

Sekil 20 D ise pH 5,0'de elde edilen Poli-MM/GCE'nMADH’ye elektrokatalitik
yanitini gostermektedir. Poli-MM/GCE’'nin 0,1 M pH,07 fosfat tamponundaki
voltammograminda monomerik redoks ciftlerine akigri -160 mV (anodik) ve -260 mV
(katodik) da polimerik ture ait anodik ve katodiklpr de, sirasiyla yakgk +60 mV ve —
80 mV da gorulmektedirSekil 20D/a).NADH’nin yukseltgenmesi ise yaklk 190 mV’'a
kaymstir (Sekil 20D/b). Sonuc¢ olarak pH 5,0'de elde edilen ifigd elektrodun
NADH'’ye elektrokatalitik yanitinin, suilfirik asitrtaminda elde edileninkinden daha iyi

oldugu tespit edilmgtir.
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Sekil 20E ise en iyi elektropolimerizasyonun geregkgi 0,1 M pH 10 fosfat
cOzeltisindeki MM'nin  GCE zerindeki elektropolinizasyonunu godstermektedir.
Ulasilan bu sonug literatirde belirtilen en iyi elelgodimerizasyon kgulu ile uyumludur
(Liu ve Mu, 1999).ilk déngude monomerik tiire ait pikler -200 mV (arngdi-340 mv
(katodik), katyonik radikalik tiriin ofumuna ait anodik tersinmez pik ise 1140 mV'da
gozlenmgtir. DONGU sayisinin artmasiyla polimerik tiremklerin olustugu (yaklaik +10
mV (anodik) ve -110 mV (katodik)) gozlengtir. Elde edilen modifiye elektrodun 0,1 M
pH 7,0 fosfat tamponundaki dongusel voltammogramINADH ortamindaki dongisel
voltammogramiSekil 20F'de verilmgtir. Sekilden bu ortamda elde edilen modifiye
elektrodun NADH'ye yanitinin ¢ok iyi olmagit hem pik akim farklarindan, hem de
NADHnin daha pozitif potansiyelde (yakik 290 mV) yikseltgenmesinden
anlsgilmaktadir. Bu olayin nedeni, bazik ortamda -elgktlonerizasyonun cok iyi
olmasindan dolay! elektrot ytzeyindeki polimeriknfikalinliginin ve dolayisiyla elektrot
alanina dgen polimerik MM’nin miktarinin fazla olmasina yorienmstir. Bu da

NADH’ye olan yaniti sinirlamaktadir.
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Sekil 20. 0,1 M NaN@ icerenA) 0,1 M H,SQO, C) pH 5,0 veE) pH 10,0 olan fosfat
cOzeltisi destek elektrolitlerinde 0,05 mM MM'nimardsik olarak alinan doéngusel
voltammogramlari (tarama hizi: 100 mV/B).D ve F)SirasiylaA, C ve E’'den eldedilen
poli-MM/GCE’nin (a) NADH yoklyggunda ve (b) 0,4 mM NADH vaglindaki, (c) yalin
GCE’nin 0,4 mM NADH varlgindaki déngusel voltammogramlari (destek elektrdlji
M pH 7,0 fosfat tamponu; tarama hizi: 50 mV/s).

NADH'’ye en iyi yaniti veren modifiye elektrodu bédimek icin, pH’1 farkli fosfat
cOzeltisi destek elektrolitlerinde hazirlanan henmiodifiye elektrodun 0,4 mM NADH
iceren pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda doénguselawohogramlari kaydedildi. Elde
edilen elektrokatalitik pik akimlari elektropolimessyon esnasindaki destek elektrolite

45



BOLUM 4-ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA Burcu BAYRAK

kargi grafige gecirilmg ve en iyi yanitin pH 5,0 iken elde edgdisonucuna varilngtir
(Sekil 20C). Boylece busamay! izleyen deneylerde MM'nin elektropolimerizasy igin
0,1 M NaNQ iceren pH 5,0 fosfat tamponu en uygun destek mhktolarak

kullaniimustir.
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Sekil 21.Poli-MM/GCE’'nin hazirlanmasi esnasind@i destek elektrolitinB) anodik
potansiyel sinirininC) monomer degiminin ve D) dongu sayisinin, 0,4 mM NADH’nin

elektrokatalitik pik akimina etkisi.

Poli-MM/GCE’nin hazirlanmasi esnasindaki anodikigpsiyel siniri dgerinin,
NADH'nin elektrokatalitik yiukseltgenmesine etkisibelirlemek icin, katodik potansiyel
degseri -0,7 V'da sabit tutulup, anodik potansiyel gde 0,6 ile 1,6 V arasinda
degistirilerek, 0,1 M NaNQ iceren pH'1 5,0 olan fosfat tamponu destek eldittevinde,
100 mV/s tarama hizinda, 10 dongu sayisinda, 0,08 MmM’nin dongusel
voltammogramlari kaydedildi. Daha sonra farkli psigel aralginda hazirlanan poli-
MM/GCE’lerin pH1 7,0 fosfat tamponu ortaminda 0@/M NADHnin dongusel

voltammogrami alinarak, NADH’nin elektrokatalitikigseltgenmesi incelendi.

46



BOLUM 4-ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA Burcu BAYRAK

Elektropolimerizasyorsiemi -0,7 ile +0,6 V arafiinda gerceklgirildi ginde, -40 mV
ve -140 mV’'da MM’nin monomerik turtne ait redokstigiin gozlendgi, fakat polimerik

ture ait yeni piklerin olgmadgl gozlenmgtir (Sekil 22A). Bunun nedeni polimerizasyon
mekanizmasinin yorumlanmasiyla aciklanabilir. latérde bahsedildi gibi, MM'nin
elektropolimerizasyon mekanizmasinda, 6nce katyomikkal formun olgmasi ve olgan
radikalik ttrlerin rezonans ile aromatik halkayacpesi ve C-C b#ar yada C-N
baglarinin olyumu ile dimerlgme ve polimerlgme gerceklgmektedir {Karyakin ve ark.,
1999; Karyakin ve ark., 1993; Liu ve Mu, 1999). Raldnce destek elektrolit
belirlenmesinde yorumlanagekil 20C’de de gorildgl gibi, radikalik tir yaklatk 1140
mV’da gozlenmgtir. O halde -0,7 ile +0,6 V arg@inda elektropolimerizasyorgleminin
gerceklsmemesi radikalik formun ofmasi icin gerekli olan potansiyelin uygulanmgami
olmasindan kaynaklanmaktadyekil 22B ise bu elektrodun NADH’siz ve 0,4 mM NADH
ortamindaki dongusel voltammogramlarini gésternwkteElektropolimerizasyonun bu
potansiyel arafiinda gerceklgmemesinden dolay: polimerik tire ait pikler goruims
sadece adsorpsiyondan dolayr monomerik turlegkinlipikler gozlenmgtir (Sekil 22B/a).
Bu elektrot ile NADH'nin elektrokimyasal davraniincelendginde, elektrokatalitik
etkinin g6zlenmedgi (Sekil 22B/b) ve NADH'nin biyuk bir kisminin NADH’niryalin
elektrotta yukseltgengi potansiyelde (yakkak 510 mV, Sekil 22B/c) yikseltgendi
ortaya konmstur.

Potansiyel arafn -0,7 ile +1,2 V arafiinda elde edilen Poli-MM/GCE’nin,
NADH'siz ve 0,4 mM NADH ortamindaki dongisel voltamgrami daha oncé8ekil
20C’de verilmgtir. Bu elektrot ile NADH'nin elektrokimyasal davngi incelendginde,
elektrokatalitik etkinin ¢ok iyi gozlengi Sekil 20D’den goérilmektedir. NADH vyalin
elektrotta yaklgk 500 mV'da yukseltgenirken, Poli-MM/GCE’'de +190 Wda
yukseltgenmitir. Boylece NADH’nin potansiyeli yakikak 370 mV daha negatife
kaymstir.

Sekil 22C’de ise anodik pik potansiyel aglil600 mV kadar arttirildginda Q
cikisina ait airi akimin olmasi polimerizasyonun glumuna zarar vermekte ve polimerik
piklerin olusumunu engellemektedir. Bu elektrot ile NADH'nin lelokimyasal davragi
incelendginde, elektrokatalitik etkinin de c¢ok iyi go6zlenmgd Sekil 22D’de
gorilmektedir.

Elde edilen elektrokatalitik akimlar elektropolinesyon esnasinda kullanilan

anodik potansiyel sinir gerlerine kagi grafige gecirilmg ve Sekil 21B elde edilmtir.
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Elektropolimerizasyonun gercekiaesi icin gerekli olan radikalik tirin cum
potansiyelinden (yakiak 1140 mV) daha diik potansiyellerde arglk dongtsel
voltammogramlar alinginda, elde edilen Poli-MM/GCE’lerin NADH'ye kar iyi bir
elektrokatalitik etki gostermegii sekilden gortlmektedir. En iyi elektrokatalitik etkn,
elektropolimerizasyon esnasinda potansiyel @ral0,7 ile +1,2 V arasinda elde edilen
Poli-MM/GCE icin gozlendii sekilden gorilmektedir. MM’nin elektropolimerizasyan
anodik pik potansiyel deri 1,2 V'dan daha blytk potansiyellerde gercgldende, elde
edilen Poli-MM/GCE’lerin NADH’ye elektrokatalitik t&isi gittikce azalmgtir. Bunun
nedeni, daha buyidk potansiyellerde @kisindan dolayr polimerik turiin bozulmasi

seklinde yorumlanabilir.

4.5
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Sekil 22. 0,1 M NaNQ iceren pH 5,0 fosfat ¢Ozeltisi destek elektrotigm) (-0,7) —
(+0,6) VC) (-0,7) — (+1,6) V potansiyel arginda 0,05 mM MM’nin, ardik olarak alinan
dongusel voltammogramlari (tarama hizi: 100 mMsye D) SirasiylaA ve C’den elde
edilen poli-MM/GCE’nin (a) NADH yoklgunda ve (b) 0,4 mM NADH vaglindaki, (c)
yalin GCE’nin 0,4 mM NADH varfiindaki dongusel voltammogramlari (destek elektrolit
0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu; tarama hizi: 50 mV/s).

Benzer deneyler monomer dgmi ve dongu sayisi icin de tekrarlargmNADH’nin
elektrokatalitik yikseltgenmesine en iyi yanit veraodifiye elektrot; 0,05 mM monomer
derisimi ortaminda $ekil 21C) ve 10 donguluSekil 21D) voltammogramlari alinarak

hazirlandginda elde edilnstir.
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Sonug olarak, NADH’ye en iyi yaniti elde etmek ictddM’nin GCE yuzeyinde
elektropolimerizasyonu basafmadaki en uygun kallar; a) destek elektrolit: 0,1 M
NaNG;iceren pH 5,0 fosfat tamponu, b) potansiyel gral+0,7) — (+1,2) V, ¢) monomer
derisimi: 0,05 mM, d) dbngu sayisi: 10 dongu, e) taramai: 100 mV/s olarak
belirlenmitir.

4.2.1. MM’'nin Elektropolimerizasyon Mekanizmasi

MM'nin GCE yuzeyinde elektropolimerizasyonunun gdgsmesi icin yuksek
potansiyel dgerlerinde (destek elektrolite $la olarak yaklaik 1000-1200 mV) kararsiz
katyonik radikalik tOriin olgumuna ait tersinmez bir anodik pikin etoasi gerekir
(®Karyakin ve ark., 1999; Karyakin ve ark., 1993; ki&iMu, 1999). Olgan radikalik form
aromatik yapida delokalize olur ve son olarak desiotimerizasyon tepkimeleri radikal-
radikal kaplingi yoluyla (C-N veya C-C) alur. Bu gamayi, déngu sayisinin artmasiyla
polimerizasyon izler. Literatilerde de Onerilen meizma ayni olupSekil 23'de

verilmistir.

Radikalik formun olugmasi Radikalin delokalizasyonu
HaC /Q: J@\ +1CHs —)H30~ /Q: J@\ fCH3(_)H30~ ﬁ D\ +~CHs
CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 CH3

N
HiC | ] . + D
+
ch N N HaCs Ap/CHe

. )
CH3 CHs i CHs
¢ JoH )
CH3 3 CH3 3 FJ,CH:-]
b, _ "

Dimerlesme ve polimerizasyonun olugmasi

Sekil 23.MM’nin elektropolimerizasyon mekanizmasi.
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4.3.Poli-AzA modifiye CKE

AzA’nin elektropolimerizasyonunun optimum sdlarini belirlemek igin MM’'deki
islemler AzA icin de tekrarlandi ve elde edilen baalitammogramlar ve sonuglar sirasiyla
Sekil 24, 25 ve 26’da verilmtir.

AzA’'nin da GCE yuzeyinde elektropolimerizasyonuddsibdlgelerde zorkarken
bazik bdlgelerde daha belirgin gézlentimi Ancak, pH 5,0 ile 6,0 arasinda elde edilen
Poli-AzA/GCE’lerin NADH’ye daha iyi elektrokatalii etki gosterdii pik akim
yuksekliklerinden belirlenngtir. NADH’ye en iyi yanit veren poli-AzA/GCE, 0,03 mM
AzA'nin (Sekil 25C), 0,1 M NaN@ iceren pH 5,0 fosfat ¢Ozeltisi destek elektrotien
(Sekil 25A), -0,7 ile +1,2 V potansiyel arginda §ekil 26 ve 25B) ve 100 mV/s tarama
hizinda 10 donguliSekil 24D) dongusel voltammogramlar kaydedileretteeedilmitir.
AzA’nin elektropolimerizasyon mekanizmasi, dahae@MM'nin elektropolimerizasyonu
icin onerilen mekanizma ile benzeekilde oldgu literatirde verilmitir (Gao ve ark.,
2004).

Poli-MM /GCE ve Poli-AzA /IGCE modifiye elektrotlarihazirlanmasi icin elde

edilen optimum dgerler Cizelge 4.1’de 6zetlenstir.
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Sekil 24. 0,1 M NaNQ icerenA) 0,1 M H,SQO, C) pH 5,0 veE) pH 10,0 olan fosfat
cOzeltisi destek elektrolitlerinde 0,03 mM AzA'nirardsik olarak alinan doéngtsel
voltammogramlari (tarama hizi: 100 mV/B).D ve F)SirasiylaA, C ve E’'den eldedilen
poli-AzA/GCE’nin (a) NADH yokliggunda ve (b) 0,4 mM NADH vagindaki, (c) yalin
GCE’nin 0,4 mM NADH varlgindaki déngusel voltammogramlari (destek elektrdlji
M pH 7,0 fosfat tamponu; tarama hizi: 50 mV/s).
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Sekil 25. Poli-AzA/GCE’nin hazirlanmasi esnasindak) destek elektrolitinB) anodik
potansiyel sinirininC) monomer degiminin ve D) déngi sayisinin 0,4 mM NADH'nin

elektrokatalitik pik akimina etkisi.

52



BOLUM 4-ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI

SMA

Burcu BAYRAK

Current (pA)
o &)

S

A

600

-200 0 200 400

Potential (mV vs. Ag/AgCl)

400

Current (pA)

400 0 400

60

50

Current (pA)
»n w L
o (=) (=]

-
o

=]

N
o

~ 800

1600

-400 0 400 800 1200

Potential (mV vs. Ag/AgCl)

3,0

Current (pA)
n

o
©

e
o

&
=)

-400 0 400 800

Potential (mV vs. Ag/AgCl)

Sekil 26. 0,1 M NaNQ@ iceren pH 5,0 fosfat ¢ozeltisi destek elektrotiemd) (-0,7) —
(+0,6) V C) (-0,7) — (+1,6) V potansiyel arginda 0,03 mM AzA'nin, ardik olarak

alinan dongusel voltammogramlari (tarama hizi: 1hQ0s). B ve D) SirasiylaA ve C'den
eldeedilen poli-AzA/GCE’nin (a) NADH yoklgunda ve (b) 0,4 mM NADH vagindaki,
(c) yaiin GCE’nin 0,4 mM NADH varfiindaki doéngtsel voltammogramlari (destek

elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu; taramaih&0 mV/s).

Cizelge 4.1.Modifiye elektrotlarin hazirlanmasi icin elde ediloptimum dgerler

Modifiye - Destek elektrolit Monomer | Dongu Potansiyel aralg|
elektrot taru derisimi sayIsi

Poli- 0,1 M NaNQ iceren pH _ B
MM/GCE 5.0 fosfat cozeltisi 0.05mM 1 10 (-0.7) - (+1.2)V
Poli- 0,1 M NaNQ iceren pH i B
AZAIGCE 5.0 fosfat cozeltisi 0.03mM 1 10 (-0.7) - (+1.2)V
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4.4 Modifiye Elektotlarin Karakterizasyonu

Optimum kagullarda hazirlanan herbir modifiye elektrodun, 26 mV/s arasinda
desisen farkh tarama hizlarinda ve 0,1 M pH 7,0 fostamponunda dongusel
voltammogramlari kaydedilerek, tarama hizinaskpik akimlari dgisimi incelendi. MM
ve AzA modifiye elektrotlarin farkli tarama hizlada elde edilen voltammogramlari (A)
ve bu voltammogramlarin gerlendiriimesiyle elde edilen pik akimlarina gatarama
hizlari grafgi (B) sirasiylaSekil 27 ve 28'de verilngtir. Sekillerden goruldgi gibi
fenotiyazin turld boyar maddelerle elde edilen mgdifelektrotlarin pik akimlarinin ise
tarama hiziyla dgrusal olarak dgistigi tespit edilmstir.

Ayni sekillerin C ile gosterilen kisminda farkh pH’lar@inan voltammogramlardan
polimerik ve monomerik tire ait anodik ve katodilkk potansiyelinin pH ile dg&simi
gosterilmitir.  Her bir modifiye elektrodun farkli pH’larda kededilen doéngtsel
voltammogramlarindan formal potansiyel gdderi (E°=[Ea+Ek]/2) hesaplanarak pH'a
karsi elde edilen grafiklerinde polimerik tirtin pH 2 .0 arasinda pH arttik¢gimin -59
mV’a yakin dgerlerde ¢ikmasi, bu modifiye elektrotlarin redokayonda 2 elektron ve
2H"nun katildgini yansitmaktadir. Benzer yorumlar literatiirdeydpiimstir (Liu ve Mu,
1999; Cai ve Xue, 1997).

Yine sekillerin D ile gosterilen kisimda ise her bir miogk elektrodun pH 7,0 fosfat
tamponunda elde edilen 250-300 dongult dongusewwohogramlar: kaydedilerek kararl
olup olmadiklari incelenngiir. Modifiye elektrotlarin monomerik ve polimerikiriine ait
piklerin dongl sayisinin artmasiyla azgidancak azalmanin yakl& 150-200 donguden
sonra daha da azagwve kararl oldgu sdylenebilir.
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Sekil 27. Poli-MM/GCE’nin A) 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponunda ve farkli tarama
hizlarindaki [; 20, 50, 100, 160, 200, 400, 640; 800, 1280, 1600, 2560, 3200, 5120,
6400 mV/s) déngusel voltammogramlds), pik akimlarinin tarama hizi ile gigimi, C) E
D) 50 mV/s tarama hizindaki agde 300 donguali

degerinin pH ile dgisimi,

voltammogramlari.
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Sekil 28. Poli-AzA/GCE'nin A) 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponunda ve farkli tarama
hizlarindaki [; 20, 50, 100, 160, 200, 400, 640; 800, 1280, 1600, 2560, 3200, 5120,
6400 mV/s) déngusel voltammogramlds), pik akimlarinin tarama hizi ile gigimi, C) E°

degerinin pH ile dgisimi, D) 50 mV/s tarama hizindaki agde 250 dongulu
voltammogramlari.

4.5.Hazirlanan Modifiye Elektrotlarla NADHnin Elek trokatalitik ve

Fotoelektrokatalitik Yikseltgenmesi

4.5.1.Dongusel Voltammetrik Yontemle

Sekil 29a ve b, sirasiyla Poli-MM/GCE'nirsiksiz ve ¢ikli ortamdaki dongisel
voltammogramlarini gostermekted§ekilden modifiye elektroda gkin monomerik ve
polimerik turlerin pik akimlarinasigin bir etkisinin olmadii gortlmektedir. 0,4 mM
NADH’nin Poli-MM/GCE kullanilarak kaydedilen dongéisvoltammogramlarindsSékil
29c) NADH'nin 160 mV'da yukseltgengii gdzlenmg ve bu potansiyelin yalin elektroda
gore (+510 mV) 350 mV kaygh gozlenmgtir. Modifiye elektrot ylzeyine sik
disuraldigiinde ise potansiye 90 mV’a kayarak pik akim yukgekh arttigi (Sekil 29d)
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gOzlenmgtir. Bu arts Poli-MM/GCE’'nin NADH'ye iyi bir fotoelektrokatalik etki
gosterdgini kanitlamaktadir.

Current (pA)

-2

800 -400 0 400 800
Potential (mV vs.Ag/AgcCl)

Sekil 29.Poli-MM/GCE’nin a) siksiz ve b) gikli ortamdaki déngtisel voltammogrami; 0,4
mM NADH’nin Poli-MM/GCE kullanilarak c) siksiz ve d) gikli ortamdaki dongusel
voltammogrami. Tarama hizi: 50 mV/s, destek eldékt@1 M pH 7,0 fosfat tamponu.

Sekil 30a ve b, sirasiyla Poli-AzA/GCE'niglksiz ve skl ortamdaki déngusel
voltammogramlarini gostermektedg§ekilden modifiye elektroda gkin monomerik ve
polimerik piklerin akimlarina sigin bir etkisinin olmadii gorilmektedir. 0,4 mM
NADH’nin Poli-AzA/GCE kullanilarak kaydedilen déngél voltammogramdaSékil 30c¢)
NADH’nin 190 mV’da yukseltgengi gozlenmg ve yalin elektrota gére (+530 mV) 340
mV kadar bir kayma oldiu saptanmtir. Modifiye elektrot ylzeyinesik distraldigiinde
ise potansiyel 140 mV’a kayarak pik akim yiksghkiin arttig1 (Sekil 30d) gozlennsitir.
Bu arts Poli-AzA/GCE’'nin NADH'ye iyi bir fotoelektrokatatik etki gosterdgini

kanitlamaktadir.
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Current (pA)
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Sekil 30.Poli-AzA/GCE’nin a) siksiz ve b) gikli ortamdaki dongisel voltammogrami; 0,4
mM NADH'nin Poli-AzA/GCE kullanilarak c) siksiz ve d) gikli ortamdaki dongusel
voltammogrami. Tarama hizi: 50 mV/s, destek eldkt@1 M pH 7,0 fosfat tamponu.

NADH'nin bu tar modifiye elektrotlardaki fotoelekikatalitik yukseltgenme
mekanizmasi, Cooper ve arka@danin toluidin mavisi, metilen mavisi gibi azirirti
boyar maddelerle askorbik asidin fotoelektrokataliyiikseltgenmesi caimalarinda
onerdgi mekanizmaya benzer bgekilde aciklanabilir (Cooper ve ark., 1998 ve 1999)
Onerilen mekanizmaya gore, elektrot yiizeyindeki iyadr ik kaynagindan gelensinla
uyarilmg hale gecer, uyarilan mediyatoriin yikseltgenfarmu ile askorbik asit hizlica

tepkimeye girer ve mediyator indirgergniformuna dongirken askorbik asit

yuzeyinde tekrar yikseltgenirken elektrokatalitdina olusur. NADH’nin bu tir modifiye
elektrotlarla fotoelektrokatalitik yukseltgenmesie dbuna benzer bir foto-ECE
mekanizmasiyla aciklanabilir. Onerilen mekanizmardibusunda gerceken tepkimeler

asagidaki sekilde verilebilir.

Med g 00 - Medyyy 26" +2H" o, Elektrot Tepkimesi (E#4.1)

Medyuy O = Me gy «oveerireiie e, Foton ile Uylna (4.2)
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Med,,, + NADH — Med,;, + NAD" ... Kimyasal Tepkime (C) (4.3)

Med ;g — Medyy, +28 +2H" Elektrot Tepkimesi (E) (4.4)

4.5.2. Amperometrik Yontemle

Amperometrik cakmalarin gercekigirilmesi icin oncelikle en uygun uygulama
potansiyeli optimize edildi. Bu amacla 0 mV ile 808V arasinda dgsen sabit
potansiyellerde 6ncelikle yalin GCE kullanilarak 0y pH 7,0 fosfat tamponu destek
elektrolit ortaminda 0,2 mM NADH icin zaman-akingriéeri 1sikli ve 1siksiz ortamda
kaydedilmitir. Ayni sekilde uygunsartlar altinda elde edilmitim modifiye elektrotlar
kullanilarak -100 mV ile 600 mV arasindaggen sabit potansiyellerde de 0,2 mM NADH
icin akim-zaman gileri 151kl ve siksiz ortamda kaydedilrtir.

Sekil 31A yalin GCE kullanilarak farkli potansiyeitle 0,2 mM NADH icin elde
edilen amperometrik ve fotoamperometrik akingetterine kagilik uygulama potansiyeli
grafigini gostermektedir. Buekilde goruldi@l gibi hem giksiz hem desikh ortamda
NADH yaklasik 400-500 mV’da maksimum akim gkyine ulamistir. Isikli ortamda elde
edilen akim dgerlerinin siksiz ortamdan elde edilen akimgdeerinden yaklgik 2 kat
daha fazla oldgu gorilmektedir.

Genelde modifiye elektrotlarin en uygun uygulamatapsiyeli +150 mV
oldugundan, yalin GCE’'nin de bu potansiyelde NADH giatine kagl akim dgisimi
izlenmis ve Sekil 31B’'de verilmitir. Bu grafige gore NADH’nin +150 mV’da yalin
GCE’deki akim dgerleri oldukca dgtik bulunmyg ve sikla akim yine artngtir. Bu olay,

NADH’nin de sikla uyarilip elektron transferinin kolagtagi seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 31. Yalin elektrotla elde edile®) uygulama potansiyeli-akim grafi B) NADH
derisimine kagl amperometrik ve fotoamperometrik akim ggafi uygulama

potansiyeli:-+150 mV, destek elektrolit:0,1 M pH Tg8fat tamponu.

Modifiye elektrotlarla NADH’nin amperometrik ve foamperometrik yontemle
tayini icin tim modifiye elektrotlar icin 6nceliklen uygun uygulama potansiyeli optimize
edildi. Sekil 32A poli-MM/GCE ile elde edilen akim-uygulamaotansiyeli grafini
gostermektedirSekilden goruldigu gibi, en uygun potansiyelin yakl& +150 mV oldgu
ve sikll ortamda elde edilen akim gkrlerinin siksiz ortamda elde edilenlerden yakka
2-2,5 kat daha boyidk olgu sonucuna varingir. +150 mV’da Poli-MM/GCE
kullanilarak 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortamindakim-zaman gragi Sekil 32B’de
verilmistir. Zemin akimin (a) sabit bir gere ulamasi igin bir sire beklendikten sonra,
modifiye elektrodun yiizeyine (agik disurtldigiinde ¢cok az bir dgsimin gézlendgi (b),

0,2 mM NADH ilavesiyle akimin ar@fi (c) ve sikla da NADH’nin akim dgerinin
yaklasik 2 kat arttgi (d) ve sik kapatildginda fotoakim dgerinin d konumundan tekrar c
konumuna hizla dongii sekilden gorilmektedir.

Sekil 32C, Poli-MM/GCE ic¢in elde edilen amperometvik fotoamperometrik akim
degerlerinin dersime kagi dezisim grafigini géstermektedir. Amperometrik yontemle elde
edilen kalibrasyon grafinin 1.0x10%ile 1.0x10°M NADH araliginda (I(nA) =1,62x18C
(mmol/L)+ 14,16; R=0.997), fotoamperometrik yontemle elde edilen Hlsyon
grafiginin ise yine ayni defim aralginda (I(nA) = 3,66x1d C (mmol/L)+ 60,18;
R?=0.996), dgrusal oldgu bulunmutur. Grafikten gorildgt gibi fotoamperometrik

yontemle elde edilen kalibrasyon ggafiin egiminin, amperometrik yontemle elde edilen
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grafigin egiminden yaklaik 2 kat daha buyUk olguw tespit edilmgtir, baska bir deysle
duyarlgin arttgl saptanmntir.

1200 —a— Without light| A - - - C
—s—With light 3750
* With light
1000
3000 v =3 BBe’ + 60,18
800 2 _
z _ R =08598
£ T 2250
= 600 £
£ £
5 i
O 400 5 1500
3]
200 750 y =162 + 14,16
R? =0,997
0
200 -100 0 100 200 300 400 500 600 0
Applied Potential (mV) 00 0.2 04 0.6 08 10
Concentration of NADH (mmoI.L'1)
1,2
d d
0,9
3 0,6
t c
: ¢ ¢
S
L3
0,3
L b
0.0 a M
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Time (second)

Sekil 32. Poli-MM/GCE ile elde edilensikli ve igiksiz konumlardad) uygulanan sabit
potansiyele kar akimlarin dgisimi, B) NADH yoklugunda (a, b) ve 0,2 mM NADH
varhginda (c, d) elektrot ytzeyiiklandiriilmadan (a, c) vesiklandirilarak (b, d) elde
edilen akim-zaman gelleri. C) NADH derisimine kagl amperometrik ve
fotoamperometrik akimlarin @simi (B ve C icin uygulama potansiyeli: +150 mV, thds
elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu).

Sekil 33A poli-AzA/GCE ile elde edilen akim-uygulampotansiyeli grafiini
gostermektedirSekilden goruldigu gibi, en uygun potansiyelin yakl& +150 mV oldgu
ve ikl ortamda elde edilen akim gkrlerinin siksiz ortamda elde edilenlerden yakia2
kat daha bilyuk oldiu sonucuna varilngiir. +150 mV’da Poli-AzA/GCE kullanilarak 0,1
M pH 7,0 fosfat tamponu ortamindaki akim-zamanigr&fekil 33B’de verilmitir.
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Sekil 33C ise Poli-AzA/GCE icin elde edilen amperdrieve fotoamperometrik
akim deerlerinin dergime kagl desisim grafigini gdstermektedir. Amperometrik
yontemle elde edilen kalibrasyon gggfiin 1.0x10° ile 1.0x10° M NADH aralginda
(I(NA) = 1,41x16 C (mol/L)+ 14,11; B=0.9964) fotoamperometrik ydntemle elde edilen
kalibrasyon grafiinin ise yine ayni degim aralginda (I(nA) = 3.06x1® C (mol/L)+
43,70; R=0.9921), dgrusal oldgu bulunmutur.

Ve yine elektrot yizeylerininsiklandiriimasiyla elde edilen kalibrasyon ggadin
egiminin, normal amperometrik yolla elde edilen kadibyon grafinin egimine orani
yaklasik 2 ¢cikmgtir. Bu sonu¢ modifiye elektrot yuzeyinigiklandiriimasi, duyarhfia

arttirici bir etki yapgini gostermektedir.

3000 = Without light
- *  With light

2500 w=308e%< +43,70
F =0,9921

Current (nA)
Current (nA)

w=141% + 14,11
F° =0,0864

-100 o 100 200 300 400 500 600 0.0 0.2 04 [=X=] 08 1,0
Applied Potential (mV) Concentration of NADH (mmol.L™")

Current (pA)

o 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000
Time (second)

Sekil 33. Poli-AzA/GCE ile elde edilensikh ve isiksiz konumlardad) uygulanan sabit
potansiyele kar akimlarin dgisimi, B) NADH yoklugunda (a, b) ve 0,2 mM NADH
varhginda (c, d) elektrot yuzeykiklandiriilmadan (a, c) vesiklandirilarak (b, d) elde
edilen akim-zaman gelleri. C) NADH derisimine kagl amperometrik ve
fotoamperometrik akimlarin @simi (B ve C icin uygulama potansiyeli: +150 mV, thds
elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu).

Poli-MM/GCE ve Poli-AzA/GCE modifiye elektrotlargin elde edilen analitik
karakteristikler Cizelge 4.2'de 6zetlenytm.
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Cizelge 4.2. Modifiye elektrotlarin NADH’ye veigiamperometrik ve fotoamperometrik

yanitlarindan elde edilen kalibrasyon ggafierileri

Modifiye Uygulama Pot. o ) Mga/
Derisim arah gl | Dogru denklemi
elektrot (mV) Ma
Poli-MM ¥ =
150 my 1x10%-1x10° I i(pA) = 1,62x16C(mM)+14,16 226
IGCE m . _
I1: i(pA) = 3,66x13C(mM)+60,18
Poli-AZAIGCE | | 120 my 1x10%1x10° 1i(1A) = 1,41x10C(mM) +14,11 | 5 |7
I1: i( pA) = 3,06x10C(MM)+43,70
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bu calsma gagida 6zetlendii gibi 4 assamada gercek$érilmi stir.

1) Fenotiyazin turi boyar maddeler olan MM ve AzA g farkh redoks
mediyatdrle modifiye GCE hazirlanmasi: Elektrot gyinin modifikasyonunda daha
kararli olan ve tekrarlanabilir sonuclarin elde léidi elektropolimerizasyon ydntemi
secilmitir. Her bir redoks mediyatoriin elektropolimerizasynda destek elektrolit tird
veya pH’I, monomer defimi, dongl sayisi ve potansiyel apaligibi parametreler,
modifiye elektrot hazirlandiktan sonra NADH'ye en yanitin alindg konum dikkate
alinarak, optimize edilmgiir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.1'de Ozetlegimi

2) Hazirlanan her bir modifiye elektrodun karaktenzasi: Tum modifiye
elektrotlarin 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortaminndeama hizina tgh olarak déngusel
voltammogramlari kaydedilmive tarama hiziyla modifiye elektrotlarin polimetikine
ait anodik ve katodik pik akimlarinin gasal olarak arti ve olayin adsorpsiyona ga
oldugu sonucuna varilngiir. Ayrica tim modifiye elektrotlarin farkh pH’tda kaydedilen
dongusel voltammogramlarindan elde edilen formatamsiyel dgerlerinin pH ile
dogrusal azaldii ve eimlerin -59 mV’a yakin dgerlerde c¢ikig sonucuna varilngive
béylece bu modifiye elektrotlarin redoks olayindaelktron ve 2Hnun katildg
saptanmytir. Son olarak her bir modifiye elektrodun 200-3ffnhguli voltammogramlari
kaydedilmi ve yaklgik 150-200 dénguden sonra kararli kgldsonucuna varilngtir.

3) Dongusel  voltammetri  yontemiyle  NADH'’nin  elektrokditik  ve
fotoelektrokatalitik ylkseltgenmesHer bir modifiye elektrodun 0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponunda doéngtisel voltammogramlari heiksiz hem desikli yontemde kaydedilngj
elektrot yuzeyinin giklandiriimasiyla modifiye elektrotlara ait piklericok az dgistigi
elde edilmgtir. Ayni sekilde bu modifiye elektrotlarin NADH ortaminda djirsel
voltammogramlari kaydedilmive yalin elektrotta yakigk 500 mV’da yukseltgenen
NADH'nin daha negatif potansiyellere kagditespit edilmg ve elektrot yilzeyinin
isiklandiriimasiyla da NADH'ye ait elektrokatalitikkemin belirgin bir sekilde arttgi
sonucuna varimgtir. Bu sonuclar bu tir modifiye elektrotlarin NAD}g iyi bir

elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik etki gostigini ortaya koymaktadir.
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4-Amperometri  yontemiyle NADH’nin elektrokatalitik veotoelektrokatalitik
tayini: Bu amacla her bir modifiye elektrot i¢in topum uygulama potansiyeli elde
edilmis ve bu potansiyelde ve 0,1 M pH 7,0 fosfat tampalauiarkli NADH dergimlerine
karsi akim yukseklikleri icin akim zamangeleri kaydedilmitir. NADH’nin destek
elektrolite ilavesiyle akim artm elektrot yuzeyigiklandirldginda ise akimda yaldek 2
kat arts gozlenmgtir. Hem amperometrik hem de fotoamperometrik ygntein akim
deserlerinin 1x1(P-1x10° M NADH derisimi araliginda dgrusal distigi saptanmtir.
Her iki modifiye elektrot icin elde edilen analitikarakteristikler Cizelge 4.2'de
Ozetlenmgtir.

Kisaca bu ¢cajmada, modifiye elektrotlar kullanilarak NADH’nintfmmamperometrik
yontemle daha duyar, hizli biekilde tayin edilebilegé ve bu yontem kullanilarak
NADH’ye bagli biyosensor gegtirilerek bircok bilgigin daha duyar tayin edilebilegie

sonucuna varilntir.
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Recently, many researchers have been focused on the electrocatalytic oxidation of NADH
(Reduced B-nicotinamide adenine dinucleotide) due to its vital importance in the living system (1).
Although, the electrocatalytic oxidation of NADH was studied using Methylene Blue(MB)
modified electrodes (2,3), the photoelectrocatalysis of NADH with this type modified electrodes

have not been investigated.

In this study, photoelectrocatalytic oxidation of NADH has been described using poly-
methylene blue modified glassy carbon electrode (P-MB/GCE). The effect of supporting electrolyte
with different pH, monomer concentration, cycle numbers and potential window (especially upper
potential) during the electropolymerization process of MB on the electrocatalytic oxidation of

NADH was investigated using cyclic voltammetric technique.

The optimum conditions for

electropolymerization process were determined as the phosphate buffer with pH 5.0 containing 0.1

M NaNO; for supporting electrolyte, 0.05 mM MB for monomer concentration, range from

-0.7 to

+1.2 'V (vs. Ag/AgCl) for potential window and 10 cycles for cycle numbers. After preparation of
modified electrode in the optimum conditions, the effect of scan rate and pH on the electrochemical

behavior of P-MB/GCE was investigated.

Figure 1A shows the cyclic voltammogram of P-MB/GCE in the phosphate buffer solution at

pH 7.0. Two pairs of well defined redox peaks were observed in this voltammogram. As

can be

seen from Figure 1B, the current and potential of peaks were not changed, when the electrode
surface was irradiated with 250 watt halogen lamp. In the oxidation of NADH at the bare GCE, the
irreversible anodic peak was observed at about 510 mV. When the cyclic voltammogram of P-
MB/GCE was recorded in the presence of NADH, the anodic peak potential of NADH shifted to
160 mV(Figure 1C). As a result, P-MB/GCE shows electrocatalytic activity toward NADH
oxidation with an overpotential of ca.350 mV lower than that at the bare electrode. The
photoelectrocatalytic oxidation of NADH at this electrode was also successfully investigated by
using cyclic voltammetry and amperometry at constant potential. When the modified electrode
surface was irradiated with a 250W halogen lamp, a photoelectrocatalytic effect was observed for

NADH oxidation and the current was increased about 1.5 times (Figure 1D).

Figure 1. Cyclic voltammograms of a P-

without (A, C) and with (B, D)

MB/GCE in the absence (A, B) and in
the presence (C, D) of 0.4 mM NADH

=, irradiation of the electrode surface.
= Experimental Conditions:0.1 M

. phosphate buffer solution at pH 7.0;

scan rate: 50 mV/s).
-2
-1000 -800 -600 -400 -200 o 200 400 600 800 1000
E /mV vs Ag/AgCI

References

1. L. Gorton, E. Dominguez, Encyclopedia of Electrochemistry edited by Allen J. Bard and Martin
Stratmann, Volume 9, Bioelectrochemistry edited by George S. Wilson, 2002, Wiley WCH Verlag.

2. Q. Chi, S. Dong, Analyst, 119 (1994) 1063-1066

3. A. Silber, N. Hampp, W. Schuhmann, Biosensor&Bioelectronics, 11 (1996) 215-223.

207

.

L

Maeting



CIZELGELER L iSTES

Sayfa No
Cizelge 1.1. Voltammetrik tekniklerin siniflandiriimasi (Turaé\ark., 2006)..... 4
Cizelge 1.2. Elektrot modifikasyon yontemleriiay ve ark., 1987)...... ..... 10

Cizelge 2.1. NADH'nin elektrokatalitik yukseltgemsine dayali yapilan bazi

calismalarda kullanilan fenotiyazin grubu redoks medgatd.......................

30
Cizelge 2.2. Bazi biyosensor gatalarinda kullanilan fenotiyozin grubu redoks
Lo LY (o] =7 USRS 34
Cizelge 4.1. Modifiye elektrotlarin hazirlanmasi igin elddilen optimum
BB RIIOT o 53

Cizelge 4.2.  Modifiye elektrotlarin NADH'’ye raigi amperometrik ve

fotoamperometrik yanitlarindan elde edilen kaligaasgrafgi verileri.............. 63



SEKILLER L ISTESI

Sayfa No
Sekil 1. Fenotiyazinin molekll yapISI.........ccoovieiie i, 1
Sekil 2. Fenotiyazin eldesi........cooiii e e s 1
Sekil 3. Fenotiyazin tlrli bazi boyar maddeler .............ccoveeiiiiiiiiiiiiiiiiinns 2
Sekil 4. Voltammetride kullanilan ¢cama elektrotlarl.....................coonn 8
Sekil 5. Farkli yollarla hazirlanan KME’largematik gosterimi..................... 11
Sekil 6. NAD" Ve NADP NIN YAPISI... ... eeiieeee e 15
Sekil 7. NAD"nin redoks tepKimesi.............ccccoeeeeeiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeieeeeee. 16
Sekil 8. NAD" ve NADH'nin UV absorpsiyon spektrumu.............................. 16
Sekil 9. Malik asitin enzimatik tepkimesi..........ccoviiiiiiia e 18
Sekil 10. Bir redoks mediyatérle NADH'nin yikseltgee mekanizmasi....... ... 21
Sekil 11. Redoks mediyatorle modifiye edikmlektrotlarda NADH'nin
yukseltgenme mekanizmast........c.oo i 22

Sekil 12. pH 7,4 fosfat tamponunda, 50mV/s taramzankda A:TM-KNT, B:TM-
PGE, C:TM-GT, D:Yalin KNT modifiye elektrotlarinmM NADH yoklugunda

ve varlgindaki dongusel voltametrik yanitlari gozlestimi........................... 24

Sekil 13. Sekil 18'deki ayni deneyartlari alinda 5mM NADH yoklgunda ve
varhgindaki A:AC-KNT, B: AC-PGE, C:AC-GT, D: Yalin KNT odifiye

elektrotlarinin dogusel voltammetrik yanitlari.............c....ooooiiiiiiinni, 25

Sekil 14. A:-TM-KNT/PGE, B:TM-GT/PGE ve C: KNT/PGE kgma

elektrotlarina ardik 500/M NADH ilavesinde olgan akim-zaman kayitlari........ 26

Sekil 15. 50 mV/s tarama hizinda 0,2mM Azur A iceph6,9 fosfat
tamponunda Azur A’nin elektropolimerizasyon pro$esunca dongusel
voltamogramlari (bdangi¢ potansiyeli 0,4V Ag/AgCl) Ekte 50mV/s tarama
hizinda 0,2M pH 6,9 fosfat tamponunda poli(azurAydifiye elektrodunun

dongusel voltammogramlaring goSterir.........oovvie e iie e eeemn,

Sekil 16. AzA’nin elektropolimerizasyon mekanizmasSh...............ccccovvvnenn. 27



Sekil 17. 5 mV/s atarama hizinda, 0,1 mM NADH \@arida (b ve c) ve
yoklugundaki poli(azur A) modifiye screen-printed karkelaktrodun (a ve b) ve

yalin screen printed karbon elektrodun ( ¢ )donbiéskammogramlari.............

Sekil 18. Poli-Azur A modifiye screen-printed karbelektrotta NADH
enjeksiyonu ile aka enjeksiyon yanitlari.NADH ¢o6zeltisinin konsany@su
5x10”den 1x10* M'a artmstir. Akis hizi:75mL/dk, uygulama potansiyeli 0,2
V’dur. Elektrolit ve tgiyici pH 6,9 fosfat tamponudur................cceeennln

Sekil 19. Redoks mediyatérle modifiye elektrot kullarak NADH'ye bali
gelistirilen etanol biyosensoringematik gosterimi..............oocoveiviiii e,

Sekil 20. 0,1 M NaNQ@iceren A) 0,1 M HSO, C) pH 5,0 ve E) pH 10,0 olan
fosfat ¢ozeltisi destek elektrolitlerinde 0,05 mMwin, ardisik olarak alinan
dongusel voltammogramlari (tarama hizi: 100 m\BsD ve F) Sirasiyla A, C
ve E'den elde edilen poli-MM/GCE’nin (a) NADH yokiunda ve (b) 0,4 mM
NADH varhgindaki, (c) yalin GCE'nin 0,4 mM NADH vagindaki déngusel
voltammogramlari (destek elektrolit: 0,1 M pH 7¢3flat tamponu; tarama hizi:

Sekil 21. Poli-MM/GCE’nin hazirlanmasi esnasindakid&stek elektrolitin, B)
anodik potansiyel sinirinin, C) monomer glieninin ve D) dongu sayisinin, 0,4

mM NADH'nin elektrokatalitik pik akimina etkisi..................ocoooiii i

Sekil 22. 0,1 M NaNQ@ iceren pH 5,0 fosfat ¢cozeltisi destek elektrotignA) (-
0,7) — (+0,6) V C) (-0,7) — (+1,6) V potansiyel laganda 0,05 mM MM'nin,
ardsik olarak alinan déngusel voltammogramlari (tardnmma: 100 mV/s). B ve
D) Sirasiyla A ve C’den elde edilen poli-MM/GCE’nja) NADH yoklusunda ve
(b) 0,4 mM NADH varlgindaki, (c) yalin GCE’nin 0,4 mM NADH vagindaki
dongusel voltammogramlarn (destek elektrolit: 0,1p¥ 7,0 fosfat tamponu;

tarama hiZ1i: 50 MV/S) ... e e e e e e e e

Sekil 23. MM'nin elektropolimerizasyon mekanizmasl..ceee..ccoevieieinncnnnn.

28

29

33

45

46

48

49



Sekil 24. 0,1 M NaNQ@ iceren A) 0,1 M HSO, C) pH 5,0 ve E) pH 10,0 olan
fosfat ¢ozeltisi destek elektrolitlerinde 0,03 mMARnin, ardsik olarak alinan

dongusel voltammogramlari (tarama hizi: 100 mMs)D ve F) Sirasiyla A, C
ve E’den elde edilen poli-AzA/GCE’nin (a) NADH yalgunda ve (b) 0,4 mM

NADH varhgindaki, (c) yalin GCE'nin 0,4 mM NADH vagindaki dongusel

voltammogramlari (destek elektrolit: 0,1 M pH 7d@sfiat tamponu; tarama hizi:
D0 MV S ) ettt e e e e e e e e

Sekil 25. Poli-AzA/GCE’nin hazirlanmasi esnasindalidestek elektrolitin, B)
anodik potansiyel sinirinin, C) monomer gieninin ve D) dongu sayisinin 0,4
mM NADH'nin elektrokatalitik pik akimina etkisi...................coooiiii

Sekil 26. 0,1 M NaNQ@iceren pH 5,0 fosfat ¢ozeltisi destek elektrotignA) (-
0,7) - (+0,6) V C) (-0,7) — (+1,6) V potansiyel lagasnda 0,03 mM AzA’'nin,
ardsik olarak alinan dongusel voltammogramlari (tarémza 100 mV/s). B ve
D) Sirasiyla A ve C’'den elde edilen poli-AzA/GCHinja) NADH yoklysunda ve
(b) 0,4 mM NADH varlgindaki, (c) yalin GCE’nin 0,4 mM NADH vagindaki
dongusel voltammogramlari (destek elektrolit: 0,JoM 7,0 fosfat tamponu;

tarama h1Zii 50 MV/S) ...

Sekil 27. Poli-MM/GCE’nin A) 0,1 M pH 7,0 fosfat tgmonunda ve farkl tarama
hizlarindaki (I: 20, 50, 100, 160, 200, 400, 640800, 1280, 1600, 2560, 3200,
5120, 6400 mV/s) dongusel voltammogramlari, B)gkkmlarinin tarama hizi ile
desisimi, C) E° deserinin pH ile dgisimi, D) 50 mV/s tarama hizindaki agck

300 dOngull voltammOgramIars..........oe i e

Sekil 28. Poli-AzA/GCE’nin A) 0,1 M pH 7,0 fosfatn@onunda ve farkl tarama
hizlarindaki (I: 20, 50, 100, 160, 200, 400, 640800, 1280, 1600, 2560, 3200,
5120, 6400 mV/s) dongusel voltammogramlari, B)gkkmlarinin tarama hizi ile
desisimi, C) E° deserinin pH ile dgisimi, D) 50 mV/s tarama hizindaki agck

250 dOngulll voltammoOgramIari..........o. e e

\

51

52

53

55



Sekil 29. Poli-MM/GCE'nin a) giksiz ve b) gikh ortamdaki dongisel
voltammogrami; 0,4 mM NADH’nin Poli-MM/GCE kullaratak c) giksiz ve d)
Isikli ortamdaki dongusel voltammogrami. Tarama hiZQ mV/s, destek

elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu.............oooii i e

Sekil 30. Poli-AzA/GCE'nin a) giksiz ve b) gikh ortamdaki dongisel
voltammogrami; 0,4 mM NADH’nin Poli-AzA/GCE kullalarak c) siksiz ve d)
Isikli ortamdaki dongusel voltammogrami. Tarama hiZQ mV/s, destek

elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu.............ccooi i e

Sekil 31. Yalin elektrotla elde edilen A) uygulamatansiyeli-akim grafii B)
NADH derisimine kagl amperometrik ve fotoamperometrik akim ggafi
uygulama potansiyeli:+150 mV, destek elektrolit:ONl pH 7,0 fosfat

1721010701013 TV TR

Sekil 32. Poli-MM/GCE ile elde edileryikli ve s1ksiz konumlarda A) uygulanan
sabit potansiyele karakimlarin dgisimi, B) NADH yoklugunda (a, b) ve 0,2
mM NADH varhginda (c, d) elektrot yizeyisiklandiriimadan (a, c) ve
isiklandirilarak (b, d) elde edilen akim-zamanileri. C) NADH dersimine kasl
amperometrik ve fotoamperometrik akimlaringideni (B ve C ic¢in uygulama
potansiyeli: +150 mV, destek elektrolit: 0,1 M ptD Tosfat tamponu)..............
Sekil 33. Poli-AzA/GCE ile elde edilesikli ve isiksiz konumlarda A) uygulanan
sabit potansiyele kar akimlarin dgisimi, B) NADH yoklugunda (a, b) ve 0,2
mM NADH varhginda (c, d) elektrot yizeyisiklandiriimadan (a, c) ve
isiklandirilarak (b, d) elde edilen akim-zamanileri. C) NADH dersimine kasl
amperometrik ve fotoamperometrik akimlaringigeni (B ve C igin uygulama

potansiyeli: +150 mV, destek elektrolit: 0,1 M ptD Tosfat tamponu)..............

VI

57

58

60

61



OZGECMIS

KISISEL BILGILER

Adi Soyad: : urBu BAYRAK
Dogum Yeri : kan
Dogum Tarihi : 09.098u

EGITIM DURUMU
Lisans (Erenimi : Ege Universitesi
Fen Fakultesi, Kimya Bolumu
2003-2008
Yiiksek Lisans @renimi : Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist, Kimya Anabilim Dali
2008 - 2010

Bildigi Yabanci Diller : ingilizce

BIiLIMSEL FAAL IYETLERT

a) Yayinlar - SCI — Dier

b) Bildiriler — Uluslararasi — Ulusal

1- Dilgin, D.G., Ertek, B Dénmez, E.Bayrak, B., Gokgel, Hi., Dursun, Z., Dilgin, Y.,
“Metilen  Yesili-Modifiye Camimsi  Karbon Elektrot Kullanilarak ADH’nin
Fotoelektrokatalitik Yikseltgenmesi” 1. Ulusal KimyOgrenci Kongresi, 7-10 Nisan
2010, BURSA (Poster)

2- Bayrak, B., Ertek, B, Dilgin, G. D., Gokcel, H.i., Kizilkaya, B., Dilgin, Y.,
“Photoelectrocatalytic Oxidation of NADH Using a Mglene Blue Modified Glassy
Carbon Electrode” 8th International Electrochernyisieeting, 8-11 October 2009,
ANTALYA (Poster).

3- Bayrak, B., Ertek, B, Dilgin, D. G., Gokgel, Hi., Dursun, Z., Kizilkaya, B., Dilgin, Y.,
“Photoelectrocatalytic Oxidation of NADH Using ailBant Cresyl Blue Modified Glassy
Carbon Electrode” 8th International Electrochemnyisieeting, 8-11 October 2009,
ANTALYA (Poster).

VI



c) Katildigi Projeler:

1- 107 T 572 nolu TUBTAK Projesi Modifiye Elektrotlarla NADH'nin Elektrgatalitik ve
Fotoelektrokatalitik Ylkseltgenmesi, 2010-CANAKKALE

2- 2009/15 nolu COMU BAP Projesi.

IS DENEYIMI

Calistigl Kurumlar ve Yil:

ILETISIM

E-posta Adresi : burcu_bayrak_@hotmail.com



