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OZET

FENOKSAZIN TURU BOYAR MADDE MOD iFIYE ELEKTROT
KULLANILARAK NADH'N IN ELEKTROKATAL ITIK YUKSELTGENMES INE
ISIGIN ETK iSi
Bensu ERTEK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Kimya Anabilim Dali Yuksek Lisans Tezi

Dansman: Dog. Dr. Yusuf DLGIN
25/06/2010, 63

Bu calsmada, fenoksazin turd boyar maddelerden olan dmillkresil mavisi ve nil
mavisi olmak Uzere farkli redoks mediyatériyle @l@Bolimerizasyon yontemi
kullanilarak modifiye camimisi karbon elektrotlarazirlanmg ve NADH'nin
elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik yUkseltgmesine yonelik camalar dongusel
voltammetri ve amperometri icin geleneksel voltartiikdnlicrede gergekdgirilmi stir.

Her bir modifiye elektrotun hazirlanmasi esnasknd#estek elektrolit tiri veya
pH’1, monomer degimi, dongl sayisi ve potansiyel apaligibi parametreler modifiye
elektrot hazirlandiktan sonra NADH'ye en iyi yamerecg konum dikkate alinarak
optimize edilmgtir. Hazirlanan modifiye elektrotlara tarama himirve destek elektrolit
pHnin etkisi ile modifiye elektrotlarin kararlgh dongusel voltammetri tekgii ile
incelenmitir.

NADH'nin elektrokatalitik yikseltgenmesi bu modgi@ elektrotlar kullanilarak
dongusel voltammetri ve amperometri teknile incelenmg ve modifiye elektrotlarin
NADH'ye iyi bir elektrokatalitik etki gosterg@i saptanmytir.

Ayni yontemler kullanilarak; modifiye elektrotlarytizeyi fiber optikli bir halojen
lamba sk kayna&indan elde edilensikla isiklandirihp NADH'nin fotoelektrokatalitik
yukseltgenmesi gercekf@rilmis ve elektrokatalitik akimin normalkiksiz olana gore
yaklasik 1,5-2 kat artii sonucuna varimgtir. Her bir modifiye elektrot icin NADH
derisimine kagl pik akimlari hem amperometrik hem de fotoampetake/dntemle
izlenmis ve 1x10°— 1x10°*M arasinda dgrusal degim aralg) elde edilmitir.

Anahtar sozcikler: Fotoelektrokatalitik Yukseltgenme; Modifiye ElektroNADH;

Fenoksazin turt boyar maddeler; Voltammetri.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF LIGHT ON THE ELECTROCATALYTIC OXIDATI  ON
OF NADH USING PHENOXAZINE TYPE DYES MODIFIED ELECTR ODE

Bensu ERTEK

Canakkale Onsekiz Mart University

Graduate School of Science and Engineering
Chair for Chemistry Thesis of Master of Science

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Yusuf IDGIN

25/06/2010, 63

In this study the modified glassy carbon electrodesre prepared by
electropolymerization of phenoxazine type redoxsdgach as, brilliant cresyl blue and
nile blue. The studies on electrocatalytic and pélaictrocatalytic oxidation of NADH
using these modified electrodes were performedduygu traditional voltammetric cell for
cyclic voltammetry and amperometry.

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

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

With the same methods, when the surface of modéiedtrodes were illuminated by
a fiber optic halogen lamp, it was concluded theg €lectrocatalytic oxidation current
response of NADH increased about 1,5-2 times coetpavith that exhibited without
irradiation. The concentration of NADH versus peakrents were investigated and a
linear concentration range was obtained betweexr1@®1,0x10° M for each modified
electrode.

Keywords: Photoelectrocatalytic oxidation; Modified electreadeNADH; Phenoxazine

type dyes; Voltammetry.
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BOLUM 1- GIRIS Bensu ERTEK

BOLUM 1
GIRIS

1.1. Fenoksazin Turt Boyar Maddeler

Fenoksazinler yapilarinda azot ve oksijen iceresktik heterohalkali bilgiklerdir.
Fenoksazinlerin 1887 yilinda Bernthsen tarafindiarkéz sentezlenmesinden once, ticari
olarak fenoksazin tirt iki boyar madde olan Meldakavisi ve Gallosiyanin
kullaniimaktaydi (Advances in Heterocyclic Chemys2010).

Fenoksazinlerin sahip olgu heterosiklik oksijen atomu bu halka sisteminin
aromatikligine belirli bir sinir getirmektedir. Atomik modefléenoksazin cekirdgnin kisa
aksis tarafina katlangini gostermektedir. Dipol momentinin 1,93 D olmasieebebi ise
duzlemsel olmayindan kaynaklanmaktadir. Azot atomundaki protonaveiibstitiye, ya
iki yan halkanin arasina ya daidia yerlamektedir. Fenoksazin halkasi, dngorilen bu iki
konfigirasyon H-ekstra ve H-intra konfiglrasyonlalarak bilinmektedir. Fenoksazinlerin
spektrumu  orto-substitlye benzen halkalarinin  Keratik  absorpsiyonlarini
gOstermektedir.

Fenoksazinler kristalimsi yapidadir ve bircok fesakinin erime noktasi 280'nin
altindadir.

Fenoksazin turi boyar maddeler, ilaclarda, polirsmyonda, asit-baz indikatori
olarak, redoks indikatoru olarak, tekstilde ve b@gmayinde boya veya pigment olarak
kullaniimaktadir (Okafor C. O., 1986). Redoks matidyl olarak kullanilan fenoksazin

turd boyar maddeleragida verilmitir.
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BOLUM 1- GIRIS Bensu ERTEK

1.2. Voltammetri

Voltammetri, bir indikator ya da ¢aima elektrodunun polarize olgusartlar altinda
akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu okatdctlmesinden faydalanarak, analit
hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik f@mlere verilen isimdir. Genellikle
polarizasyonu sgamak icin, voltammetride c¢ama elektrotlari ylzey alani pek cok
uygulamada birka¢c milimetre kare ve bazilarinda B&kac mikrometre kare olan
mikroelektrotlardir.

Voltammetri, Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsmafindan 1920’lerin Banda
gelistirilen ve voltammetrinin 6zel bir tipi olan polayafi tekngine dayanarak
gelistiriimistir.  Voltammetrinin  hala ©6nemli bir kolu olan potgrafinin dger
voltammetrik tekniklerden en buyik farki, gaha mikroelektrodu olarak bir damlayan
civa elektrot (DCE) kullaniimasidir.

Voltammetri, anorganik kimyacilar, fizikokimyacilate biyokimyacilar tarafindan
cesitli ortamlarda meydana gelen yukseltgenme ve gatime glemlerinin incelenmesi,
yuzeylerdeki adsorpsiyorslemlerinin aratiriimasi ve kimyasal olarak modifiye edilgni
elektrot yuzeylerindeki elektron aktarim mekanizanadin aydinlatilmasi gibi temel
calismalar icin oldukca yaygin bisekilde kullaniimaktadir. Voltammetrik ydntem
kullanilan akim tirlerine ve cama elektroduna kgh olarak isimlendirilir. Voltammetrik

tekniklerin siniflandiriimasina gkin tablo Cizelge 1'de verilngtir (Tural ve ark., 2006).
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Cizelge 1Voltammetrik tekniklerin siniflandirilmasi (Turagé\ark., 2006)

TEKN iK |¢AL| SMA [BELIRTME YANIT SEKL i
ELEKTRODU  [SINIRI (M)

Dogru Akim Polarografisi | DCE 10 DALGA

Normal Puls Polarografi  |DCE 5x 10° DALGA

Diferansiyel Puls [DCE 10° PIK

Polarografisi

Diferansiyel Puls [Kati Elektrot 5x 10 PIK

\Voltammetrisi

Kare Dalga Polarografi DCE To PIK

Alternatif Akim PolarografisiDCE 5x 10" PIK

Kronoamperometri Durgun Elektrot| 10 USTEL

Dongusel Voltammetri Durgun Elektrot| 10 PIK

Siyirma Voltammetrisi ACDE, CFE 10 PIK

Adsorbtif Siyirma ACDE 10°° PIK

\Voltammetrisi

Adsorbtif Siyirma [Kati Elektrot 10° PIK

\Voltammetrisi

Adsorbtif Katalitik Styirma  JACDE 10+ PIK

\Voltammetrisi

*DCE: Damlayan civa elektrot, ACDE: Aslli civa daarglektrot, CFE: Civa film elektrot.

Bunlar arasinda siyirma voltammetrisi, ginimuzier asalitik yontemlerinden biri

olup 0zellikle cevre numunelerinde metal tayininickullanilr.

polarografisi ve hizh

onemlidir.

taramall

voltammetri,

faridk numunelerdeki

Diferansiyel puls
tahlillerde
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Sensor teknolojisinde ve biyolojik acidan dnemlakgyonlarin ve titrasyonlarin
izlenmesinde, amperometrik teknikler yaygin kullaniAmperometri; sabit potansiyelde
akim deisiminin Olcilmesi tzerine kurulu elektroanalitik y@émdir (Tural ve ark., 2006).

1.2.1. Dongusel Voltammetri

Dongusel voltammetri (Cyclic Voltammetry, CV), 6nemwe yaygin kullanilan bir
elektroanalitik  tekniktir.  Nicel amacla kullanimi eywek olmakla beraber,
yukseltgenme/indirgenme reaksiyonlarinin incelennues reaksiyon ara Urdnlerinin
gozlenmesinde ve elektrotlarda gda GOrldnlerin  olgum sonrasi reaksiyonlarini
yakalamada ¢ok yaygin olarak uygulanabilmekted#.yBnteminde, uygulanan potansiyel
once bir yonde, sonra ters yonde taranirken akgilidl. Bir CV deneyinde tek bir tam
dongu, bir yarim dongi veya birgcok donguler kuliaipilir.

Bir CV deneyinde, kiguk boyutlu durgun bir elektrdurgun bir ¢ozeltide, belli bir
potansiyel dgisimi uygulanarak, bir akim sinyali vermesigtanir. Ucgen dalga formu,
ileri ve bunun tersi yondeki potansiyel taramasemsil eder.

Ornezin, potansiyel, 6nce +0,8 V'dan -0,15 V’a (standemtomel 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 doripotansiyeli
denir. Belli bir deneyde, dbégipotansiyelleri, bir veya daha ¢ok sayida turliruzybn
kontrollli yiikseltgenmesini veya indirgenmesini @dzéyi mumkin kilacaksekilde
secilir. Ilk taramanin yoni, numunenin bilmine bali 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 sir&lens
veya daha kisa g@erlerden bglar; 100 s veya daha uzunggelere ¢ikabilir.

Déngusel voltammogramda o6nemli parametreler, k&tquk potansiyeli (Eo),
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’de, pik potansiyelleri farkinin
(AEy),

AEp = | Epa- Exc| = 0,059/n (1.1)



BOLUM 1- GIRIS Bensu ERTEK

olmasi beklenir. Burada n, yari-reaksiyonda kuliEmelektron 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 blyluduk¢&E, blytyorsa, bu ggam bir tersinmezlik garetidir. Bu ylzden,
elektrot aktarim kineginin yava olup olmadgini gozlemek ve hiz sabitlerini elde etmek
icin farkli tarama hizlarindaldE, degerleri bulunur.

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

I, = 2,686x 10°n*?A C D2y 2 (1.2)

Burada j, pik akimi (Amper); A, elektrot ytizey alani (®mD difiizyon 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, farkjartlar altinda elektrokimyasal sureclerle ilgiltedi
bilgi sgglamaktir. CV, organik ve anorganik kimyada yayglarak kullaniimaktadir.

Elektroaktif tirler iceren sistemleri incelemekn@kla gelen ilk teknik budur. @a
zaman indirgenme/yukseltgenme  reaksiyonlarindakia aririnlerin  dongusel
voltammogramlarla yakalanmasi mumkin olmaktadir. yBatemde, ¢gu zaman platin
elektrotlar kullanilir. Negatif potansiyeller bokjede, civa film elektrotlar tercih edilebilir.
Diger yaygin cakbma elektrotlari arasinda, camimsi karbon, altiditgrva karbon pasta
elektrotlar (Carbon paste electrode, CPE) sayitalsilmyasal olarak modifiye elektrotlar
da sikca kullaniimaktadir (Skoog ve ark., 2004).

1.3. Voltammetride Kullanilan Elektrotlar

1.3.1. Calsma Elektrotlari

Voltammetride kullanilan elektrotlarin hem kimyashém de elektrokimyasal
Ozellikleri 6nemlidir. Bu nedenle voltammetride isin sayida polarlanabilen elektrot
kullantlir. Bunlar, civa, platin, altin, bizmut d@arbon bazl kati elektrotlar ile modifiye
elektrotlardir. Durgan ya da dondurtlerek kullanilabilen bu elektratiaher birinin

potansiyel cabma aralg farklidir. Bu aralik elektrot tiriine g oldugu gibi, ¢coztciye,
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kullanilan elektrolit tirtine ve pH’ye de @alir. Katodik siniri, hidrojenin okumu ya da
destek elektrolitinin indirgenmesi, anodik singe ielektrot materyalinin ya da ¢6zicunin
yukseltgenmesi belirler.

Asitlik arttikca katodik bdlge daralir. Elektrolmetal iyonu ile kompleks ofturan
iyon ya da molekdil iceriyorsa, metal elektrotldrgkin anodik bolgede daralma gdzlenir.
Ornezin Pt, Hg, Au gibi elektrotlarin ¢gina aralgl, halojenirler varfiinda, halojendrlerin
bu metal iyonlariyla kompleks afturmalari nedeniyle daralmaktadir (Tural ve arRQ@).

Voltammetrik yontemin performansi, gaha elektrodunun materyali tarafindan
guclu birsekilde etkilenmektedir. Caima elektrodunun hem geometrisi hem desbite
disuntlmelidir. Calsma elektrodu yiksek sinyal-ses karaktegiste tekrarlanabilir yanit
sgglamalidir (Zen ve ark., 2003).

Voltammetride kullanilan ¢aima elektrotlarSekil 2'de 6zetlenmnsitir.

DamlayanCiva Yergekim
Etkili
- Asili Civa
Civa Mekanik
. . ekani
Kokenli Civa Filrr
Grafit
Platir Camimsi Karbor]
Altin
Katl ‘ KarbonPasta
Elektrotlar N karbor
Voltammetri
Empreyen
Bizmut Karbon
Pirolitik
Grafit
Dénen Disk Lif Karbon
elektrotlar
Halke Polimer
Kaplama
. Yilzey
Modifiye Kimyasa Adsorbsiyonlu
elektrotlar <
Kompozt ;
Kimyasal
Baglanmall

Sekil 2. Voltammetride kullanilan cama elektrotlari (Tural ve ark., 2006).
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Calisma elektrotlarinin icinde kimyasal modifiye eleklao (Chemically Modified
Electrodes, CME) ger elektrotlara gore daha fazla avantaja ve sgkailanim alanina
sahip oldgundan burada sadece CME’leresudecektir.

1.3.1.1. Kimyasal Modifiye Elektrotlar (Chemically Modified Electrodes, CME)

Analitik voltammetrik yontemler, yuksek duyarlilikecicilik, yizey modifikasyonu
ve gens elektrot, hiicre ve tanima moduna sahiptir. Voltatride kullanilan kati
elektrotlarin ytzeylerinin kullanimi kolaydir fakatsorpsiyondan zarar gérmektedir (Bu
yuzden de elektroaktif bijen kargimi iceren bir kompleks matrikse direk uygulaghdda
dogrulugu zayif olmaktadir). Ylzey modifikasyonu, segcicildogruluk ve elektrokimyasal
metodlarca bir¢cok analitin tanimlanabilir olmassaslayan bir prosedirdir. Elektrot
yuzeyi fiziksel, kimyasal veya biyolojik modifikasgla duyarl hale getirilebilmektedir.
Son 20 yildir elektrokimyada CME'nin k& ve gelsimi Gizerine odaklanilmgtir. CME,
IUPAC tarafindan 1997'de “kimyasal modifiye ediciaddenin segici monomolekdler,
iyonik veya polimerik filmiyle kaplanmgiiletken veya yariiletken materyalden yapgrair
elektrot” olarak tanimlanrgtir. Faradayik reaksiyonlar ve potansiyel farklar buradaki
filmin kimyasal, elektrokimyasal veya optik 6zelekini gostermektedir (IUPAC, 1997).

Yalin elektrot yilzeyine, analitk amag¢ icin uyguramm kimyasal gruplarin
katiimasiyla CME elde edilir. Bu prosedurler, yikshiyarlilik ve secicilik, elektroaktif
yapilarn yukseltgemek veya indirgemek icin gereklsik potansiyel, metal iyonlarinin
zenginlatiriimesi ve iyon-dgisim Ozellikleri kullanilarak elektro inaktif bikgklerin
tanimlanmasi gibi 6zellikler glamaktadir.

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

CME'ler ;

a) Temel elektrokimyasal incelemelerde; dtimeheterojen elektron gegi elektrot
yuzey kimyasinda, polimer ylzeylerde iyon ve elektgecslerinde

b)Uygulamada; yeni elektrokimyasal dizenek tasarimin#imyasal duyarli
sistemlerin olgturulmasinda, enerji dogiimu ve depolanmasinda, molekuler elektronikte,
korozyon dnlenmesinde, elektroorganik sentezlertdiatilmaktadir.

Genel olarak CME’ler 4 yolla hazirlangtir:

1- Elektrot ylzeyini modifiye edecek ortama daldikagdagrudan adsorbsiyonla

2- Modifiye edicinin elektrot ylizeyine kovalentda balanmasi ile
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3- Elekrot ylzeyinin polimer ya da metalik ince fikenl kaplanmasi ile
(elektropolimerizasyon)

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

Elektrot modifikasyon yontemleri Cizelge 2’'de variktir.

Cizelge 2. Elektrot modifikasyon yontemleri (Murray ve ark98[7)

Tekmolekiler tabaka

Reaktiflerin kimyasal sorpsiyonu
- Platin ylzeyinde
- Karbon ylzeyinde
- Civa yuzeyinde
- Altin ylzeyinde
Elektrot ve elektroaktif reaktif arasinda kovalbag olusumu
- Metal oksit ylzeylerinde
- Karbon yluzeylerinde
- Yariiletkenlerde
- Elektroinaktif, kiral maddeler

Coklumolekiiler tabakalar

Elektrot ylzeyine polimer film kaplama
- Redoks polimerler
- lyon desisimi-Elektrostatik olarak tutuklama
- Elektronik olarak iletken polimerler
- lyonik olarak iletken polimerler
- Tag eterler veya kompleksteici reaktifler
- Elektroinaktif kiral polimerler
Heterojen Coklumolekdler tabakalar
- Karbon pasta ile modifiye edici maddenin kari
- Kil modifiye elektrotlar
- Zeolit modifiye elektrotlar

- Elektroaktif polimerlerde elektroaktif partikiller
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Farkli yollarla hazirlanan CME’lerigematik gosterim§ekil 3'de verilmitir.

(CIV;:E)
b
1 l ! 1

1. Sorption 2. Covalenily modified 3. Redox polymer 4. Heterogeneous multilayers
coatings (uniform) (non-uniforn)
(P) /0 -
=@ T m® " @2
® ®® ® o
Physisorpton (L Covalently modified
carhom) (ieleciroactve particles in

doner)

S cond oz non cond polymers)
%::% W_“.é Iol‘g
o 11 1 B

in clay or zeolite layers)
(ii. coordinated attachment)

(iii. electrostatic attachment)

(iiil carhon paste CMEs)

Sekil 3. Farkli yollarla hazirlanan CME’lergematik gosterimi (Zen ve ark., 2003).

1.3.1.2. Dgrudan Adsorpsiyonla CME Hazirlanmasi

Adsorpsiyon elektrot modifikasyonundasbarulan en eski prosedirdiilk kez
Lane ve Hubbard tarafindan platin elektrotlar icahisiimistir; olefinler Pt tGizerine adsorbe
oldugunda Pt-C bgarinin varlgini géstermilerdir. Adsorpsiyon prosesi, fiziksel yegtae
ve kemisorpsiyon olarak uygulanabilir. Sorpsiyon EMazirlamak igin, saf organik veya
organometalik kompleksler cam karbon (VC), graB),(siradan pirolitik grafit (OPG) gibi
karbon bazlar Gizerine adsorbe edilirlersf\N001).

Bu sistemler analitik uygulamalar icin kullahiolmasina rgmen, bu tarz elektrotlar
icin kararhlik her zaman kritik bir problem olgtur. Bu prosesle, elektrot yizeyine gugli
ve tersinmez birsekilde adsorbe olan ve genellikle mono tabaka venee bir film
olusturulmaktadir. Genel metotta, elektrot modifiye c@dnaddenin ¢ozeltisinde belli bir
sure tutulmaktadir. Daha sonra elektrot saf su yilkanip adsorpsiyon ofumu
voltammetrik yontemle saptanir. Bu elektrot modifikonu kolay goriinse de birtakim
dezavantajlari vardir. En 6nemli dezavantajl etgkylizeyinde adsorpsiyon igin ygan

elektroinaktif bileenlerin elektrot prosesini etkilemesidir ghli 2001).
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1.3.1.3. Kovalent Bglanmayla Hazirlanan CME’ler

Kolay ylzey modifikasyonu ve fonksiyonel grupgtznmasi bu yakkamin temel
avantajlandir. Elektrot ylzeyinin spesifik bir kgiyonel grupla modifikasyonu CME’nin
hazirlanmasina has bir durumdur. Kovalengléama, elektrot ylzeyinin bircok mono
tabaka tarafindan kaplanmasina onculuk eder. Blektizeyi modifiye edici madde ile
kovalent bglanmaya girer.iki ¢esit kovalent b@lanma vardir bunlar; silanizasyon ve
direkt baglanmadir (Ngli, 2001).

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

Diger bir alternatif yaklgmda, yuzey karboksilik asit gruplar birkag yontem
kullanilarak olgturulmaktadir. Bunlarin en populer olani elektraizgyinin termal ve
radyo frekansli plazma ile Gieme tabi tutulmasidir. Boyle reaktif gruplar yaedit olarak
ya da asit klorurlere dogérek CME’lerin hazirlanmasi igin yararl sentetdlgr salar.

Elektrot ylUzeyine tutturulmu asit klortrleri amin gruplar ile kondensasyon
tepkimesi icin kullanilabilir. Boylece geci metalleri kompleksleri okiuran amin
gruplarinin elektrot ylzeyine tutturulmasgkaams olur (Symth ve Vos, 1992).

Direkt bglanmada, karbon ve platin gibi materyaller elektyoizeyine direkt
baglanmaktadir.

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

Elektrot ylzeyinde polimer ya da metal, ince filrlihnde olgturulur ve elektrot
yuzeyi kaplanir. Bu tur yuzey kaplamasinin mekarekkimyasal kararhfii, duyarhlgi,
secimliligi daha iyidir. Polimer filmler iletken olsun olmasiorganik, 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 diiltk ve kararli zemin akimi adur (Nisli, 2001).

Elektrot ylzeyinde polimer ojumu; elektrodu daldirma ile; modifiye eden ¢ozeltiy
elektrot ylzeyine damlatip buhatema ile; elektrolitik biriktrme ya da
elektropolimerlgtirme ile sglanir. Polimer filmlerin tekli katman halinden colga ardgik
katmanlar halinde geghin elektrostatik etkilgime dayali oldgu bildirilmistir. ince

10



BOLUM 1- GIRIS Bensu ERTEK

polimer film kati elektrot ylzeyinde katodik ya daodik elektrolitik biriktirme ile elde
edilmistir. Iyonsal nitelikli polimerlerin olsumu, kullanilan ¢ozeltideki ¢ézunirliklerine
dayanir (Ngli, 2001).

Elektropolimerlemede polimer, elektrot Grtini olarak elektrot cevis radikalik
basamak tizerinden giderek elde edilir (Orn. Pirgliikseltgenmesi ile polimegmesi).
Radikal olyum hizi potansiyel ve akim kontrol edilerekglsair. Urlinin ¢6zicu
ortaminda ¢6zunurfil azdir; katmanin yapisi, karakteristikleri bintktie hizina bgidir.
Akim-zaman verileri film kalinfii ve buyimesinde dnemli etkendir ghli 2001).

1.3.1.5. Kompozit Olgumu ile Hazirlanan CME’ler (Heterojen Cokkatmanli
CME'ler)

Karbon temelli elektrotlarda 6zellikle CPE modifigeliimesinde en cok kullanilan
yontemdir. Cgunlukla elektron transfeglemini kolaylatiran modifiye malzeme, karbon
tanecikleri ile birlgtirilerek kompozit yapi olgturulur. Heterojen ¢cokkatmanli CME’lerde,
katl destekler uniform olmayan bir yolla mediyat8istemleriyle birlestirilmi stir.
Grafit/bgslayici pasta ile redoks mediyatérinin basit kamyla CME hazirlamada CPE
en elver§li materyallerden biridir. Bu prosedirle, enzimaltik zeolit, zirkonyum fosfat ve
silika ile modifiye edilm§ kompozit elektrotlar hazirlanabilir.

1.3.2. Kassilastirma Elektrotlari

Bu amacla polarize olmayan ikinci siniftan metakah&onu elektrotlari kullanilir.
Bu elektrotlar ancak kucuk akigiddetlerinde polarlanmazlar. Akigiddeti artinca ideal
konumlarindan saparlar. En ¢ok kullanilanlar kalbwe Ag|AgCI elektrotlaridir. Bu
elektrotlardan anodik akim geginde metaller yukseltgenir ve ortamdalgira klortrle
cOkeldiklerinden, elektrot yuzeyindeki dgmleri desismez ve bdylece potansiyelleri
akimdan bgimsiz olur. Bu elektrotlardan katodik akim gérgtde ise, ¢ozunurlukten gelen
metal iyonlari indirgenir, elektrot ylzeyinde ¢codelayrsarak tekrar ayni denge diizeyinde
metal iyonu olgturur, bdyle potansiyeli yine gasmez kalir (Tural ve ark., 2006).

1.3.3. Yardimci Elektrotlar

iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektragzerinden akim gedgii icin,
yuksek akimlarda polarlanir. Ayricgex ¢cOzelti direnci yuksek ise bu direnci yenmek ici
gerekli olan potansiyel (iR) 6nemli bir dizeye ¢ikiau iki nedenle cayma elektrodunun
polarizasyon potansiyeli yanilgili algilanir. Bunusonucu olarak i=f(E) @ileri
yatiklsgirlar ve belirli bir noktadan sonra basamak ya didep kaybolur. Bu sorun
sistemde ucunci bir elektrot kullanilarak ¢ozunrefAkim, calsma elektrodu ile yardimci

11



BOLUM 1- GIRIS Bensu ERTEK

elektrot ikilisinden gecirilir ve cadma elektrodunun potansiyeli kdestirma elektroduna
kargi sifir akim altinda hesaplanir. Akim yardimci élek Gzerinden gegdi icin bu
elektrotlarin soy metal olmalari gerekir. Bu ne@edbha ¢ok platin, grafit, tantal ya da
tungsten tel cubuklar kullanilir (Tural ve ark. 0B).

1.4. Voltammetrik Analizde Temelislemler

1.4.1. Destek Elektrolit Secimi

Voltammetrik tekniklerde kullanilan destek elekiroleterince saf olmalidir. ger
safsizlik varsa, bunlarin dgimi analit dergiminin %1’ ini gegmemelidir. Aksi halde
saflgtirma  slemlerinden biri  uygulanmalidir. Ayrica destek dtekt calisma
elektrodunun ¢cajma potansiyel aralini daraltir nitelikte olmamalidir. Bka bir deysle
destek elektrolit anyonu elektrodun metal iyonukibenpleks olgturmamali, katyonu veya
¢Ozlcu indirgenerek katodik bolgeyi daraltmamalidir

Bunlarin dginda ger Ornekte birden fazla analit varsa ve bunlardaailérinin
voltammetrik dalgalari cakyorsa, destek elektrolit bu cakayl giderici bicimde
olmahdir (Tural ve ark., 2006).

1.4.2. pH Ayari

Organik molekdllerin elektrot tepkimelerinin @anda proton goérev alir. Bu nedenle
akim-potansiyel ikkileri pHa bazimli olur. Voltammetrik cabmalarda bu bamliligin
olusturaca& yanilgilardan kurtulmak icin ¢ozeltilerin tampanmasi gerekir. Secilen
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 onine alinarak destek elektrolitin pH'
ayarlanmahdir (Tural ve ark., 2006).

1.4.3. Sicaklik Kontrolu

Tam voltammetrik sinir akimsgliklerinde diftizyon katsayisi (D) yer ajginda
sicaklik, akimsiddetini degistirir. Sicakliktaki 1°C’lik degisim, elektroetkinlerin ¢gunun
difizyon katsayisinin %1-2 oraninda gggirir. Bu nedenle c¢agmalar termostatik
kosullarla yapilmali ve sicakliki-0,5°C aralginda sabit tutulmalidir (Tural ve ark., 2006).

1.4.4. Oksijen Uzaklatiriimasi

Calisma c¢ozeltilerinde ¢Oziunmgibksijen gazi, cama elektrotlarinda iki basamakta

indirgenir. Bu basamaklar,

12
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O, +2H +6 o  HO (1.4)
HO, + 2H + 26 < 2H,0 (1.5)

tepkimeleriyle gosterilebilir.

COzunmig oksijenin c¢ozeltiden N 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 strdirulir. Ayrica ¢calma
suresince sisteme atmosferik oksijenin difizlenme$nlemek amaciyla ¢ozelti inert gaz
atmosferinde tutulur. Bazik coOzeltilerle galoliginda, oksijen soydum silfit ile de
giderilebilir (Tural ve ark., 2006).

1.5. NADH (Nikotinamid Adenin Dinukleotit)

Nikotinamid adenin dintikleotid (NAD hiicrelerde bulunan 6nemli bir koenzimdir.
NADH, NAD" 'nin indirgenm§ 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@li gl 709,41 g/mol'dur. NAD molekulunin bir ucunda
adenin buna kg bir riboz sekeri, ribozsekerine bah iki fosfat grubu, bunlara k@ bir
riboz sekeri daha ve bu ribozekerine bl bir nikotinamid halkasi bulunmaktadir
(Gozikara, 2001) Sekil4). Yapidaki riboz halkalarindan birinin ilk Keon atomuna
(1’ pozisyonu) adenin nukleotidi pmyken, digerindeki karbon atomuna nikotinamid
nikleotidi ba&lanmstir. NADPnin NAD “'den farki adenine ki riboz sekerinin ikinci
karbonundaki hidroksil grubuna bir fosfat grubunbaslanmasidir. Bu iki koenzime
piridin koenzimler ya da piridin nikleotidler adenimektedir. Bu koenzimin tim formlari
beyaz amorf toz halinde olup, hidroskopik 6zZelive suda yutksek ¢ozunigki sahiptir
(50 mg/mL). Kati olarak kuru ve karanhkta saklandiirece kararlidir (Wikipedia, 2010).

13
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Sekil 4.NAD" ve NADF" nin yapisi.

NAD™ 2 elektron ve 1 I" alarak NADH'ye indirgenir Bu redokstepkimesinde bir
elektron NAD nin nikotinamid halkasinin pozitif yiiklii azotungarsfer olurken, bi
elektron ve hidrojen atomu bu azotungtandaki (; karbon atomuna trans olmaktadir.

NAD*/NADH redoks citinin yari dalga potansiyeli -82 V olup, bt potansiyel
NADH'nin ¢ok guglu bir reaktif oldgunu gostermekted

Sekil 5. NAD"'nin redoks tepkime.

Hem NAD" hem de NADI, yapisindaki adenin bazindan dolayr morétesi bolkje
Isinlart kuvvetli birsekilde absorblarlar. NA" ve NADH maksimum absorpsiyon yagt
dalga boyu 259 nm olup molar@oma katsayisi 16900 L/mol.cm iken NADH ayrica .
nm’'de molar sgurma katsayisi 6222 L/mol.cm olan ikinci bir alpsiyon piki
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vermektedir §ekil 6). Yuksek dalga boyundaki koenzimindirgenmg ve yikseltgenngi
formlarin UV absorpsiyon spektrumlari arasindakk f&nzim analizlerinin kolay ve ba:
bir sekilde gerceklgmesine olanak $tar. Bu tlr analizler, bir siktrofotometre
yardimiyla 340 nnde birinin dgerine donguimu olgulerk gerceklsatirilir.

Mudar absorbanee 1 IIII'3

b1

i i i " i L
20 2&1 ] Sidwld
WY aneleanise b dieawe

Sekil 6. NAD" ve NADH’nin UV absorpsiyon spektrur.

Ayrica NAD" ve NADH floresans o6zellikrinde de farklilik gosterirle NADH
cOzeltileri 460 nm dalga boyunda bir emisyon pikis@hip olup floresans 6mri C
nanosaniye iken, NA® floresans o6zellik gostermemektedir. NADFproteinlere
baglandginda floresans sinyalinde gleme goOzlenir, bu 6zellik enzim kingti
calismalarindeoldukca yararli olan awma sabitlerinin 6lgtilmesinde kullanilabilmekter
Ayrica floresanstaki bu geimler floresans mikroskobu ile élctlerek, canli ralerindeki
redoks basanganin belirlenmesinde de kullanilabil

1.5.2.Canli Sistemlerdeki Rolt

Enzimler ¢cok guclu katalizérler olup, bunlaringgocanli hiicrede her iki saniye
bir 10.000ten fazla tepkimenin gerceklaesinde kullaniimaktadir. Bunlar arasin
yukseltgenme indirgenme tepkimelerini katalizleyesdoks enzimleri, basit elektr
transfer tepkimelerinin, atom transferinin veya w®&Ki¢cgruplu atomlarin, sistrata
tasinmasinin katalizlenmesinde bulunurlar. Bazi redekzimleri akitivite gosterebilm
icin koenzim olarak adlandirlan kicik bir molekiilgiyac duyar. Koenzimler kigt
gruplar, atomlar veya elektronlara karmir alici veya verici olarak goérev yapar
substratin yukseltgenmesi veya indirmesinde yuraticu bir gi¢ @ar (Simon ve
Bartlett, 2003).

Piridin niikleotitleri olarak bilinen nikotin amiddanin diniikleotid (NAIL") ve

nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAI") tiim @nli hiicrelerde bulunan ve 40en
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fazla oksidoreduktazin (yikseltgenme indirgenmekiteplerini katalizleyen enzimler)
tepkimelerinin gercekkgnesi icin gerekli olan koenzimlerdir (Gorton ve Dioguez,

2002). Bu sayi siniflandirilan tim enzimlerin %¢sifi ifade eder ve bu nikleotidlerger

tum koenzimlerden daha ¢ok enzimatik reaksiyontastaumludurlar.

Metabolizmada NAD redoks tepkimelerine katilarak elektronlari bir Kiepeden
digerine taimakta gorev alir ve yakit molekullerinin yiksehgeesinde en buyik elektron
tastyicisidir. Bu yuzden bu koenzim hticrede iki forntdunur 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 el@ktr alicisina hidrojen atomlarinin ve
elektronlarin  transferinin  gercektesi dehidrogenaz enzimlerinin tepkimelerinde

(Tepkime 1.6), NAD elektron alicisi olarak gorev alir.
SH, + NAD(P)" --=> S + NAD(P)H + H (1.6)

SH, ve S sirasiyla substratin indirgegmre yikseltgenmi formudur. Bu tur
enzimatik reaksiyonlarda, NAD(Pjin nikotinamid halkasi, bir hidrir iyonunasaeser
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 7’deki
gibi meydana gelmektedir (Gozikara, 2001).

HOQOC COOH HOOC COOH

Malat dehidrogenaz

OH @)
Malik asit Oksaloasetik asit

NAD* NADH + H

Sekil 7. Malik asitin enzimatik tepkimesi.

Tepkimede gorildgi gibi malik asitin 2 nolu karbonundan 2 elektraniki hidrojen
atomu NAD molekiliine transfer edilmie bir hidrojen ise ortamda serbest katmi

Organizmada, NAD amino asitler triptofan ya da aspartik asitten ezenebilir.
Alternatif olarak, koenzimlerin daha kargna karsimlari gidalardan niyasin olarak
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isimlendirilen vitamin B'den alinabilir. Bazi NAD molekiilleri NADP'ye donisebilir, bu
iki enzimin kimyasal yapisi ve 6zellikleri birbiencok yakin olmasina kan (Sekil 4),
metabolizmadaki rolleri farkhdir (Wikipedia, 2010NADPH, enerjice zengin biyolojik
molekdlleri sentezlemek icin gerekli elektronlareglayarak anabolik tepkimeleri
katalizleyen enzimlerle ¢alr. Buna kagin, NADH hicredeki mitokondride yiyecek
maddelerinin ylkseltgenmesiyle gercekle Adenozin trifosfat (ATP)'nin  okum
sisteminde bir ara Urin olarak 6nemli bir rol oynailitokondride yiyeceklerin
yukseltgenmesiyle salinan enerjinin % 42’si ATP ekalinde saklanmaktadir. NADH
mitokondride buyuk bir miktarda bulunarak Adenoaiifosfatin (ADP)'nin ATP’ye
dongiminde o6nemli rol oynar. Oksijenle bir molekil NAD#h yukseltgenmesi
ADP’den birka¢c molekil ATP ve inorganik fosfat sexilemek icin yeterli enerji saliverir
(Simon ve Bartlett, 2003).

Bu o6nemli fonksiyonlari yaninda, NADH organizmadgagada Ozetlenen
fonksiyonlara da sabhiptir.

1- NADH zarar gérmgihticre ve DNA’lari onarir.

2- NADH oldukga gugclu bir antioksidandir.

3- NADH adrenalin ve dopamini uyarma 0zglhie sahiptir.

4- NADH ndrotalyict (neurotransmitter) oOzellik gbsteren ve kanmdadarinin
gewemesinde en 6nemli etki gosteren, nitroksit Gretirarttirmaktadir.

1.5.3. NADH’'nin Elektrokatalitik Ylkseltgenmesi

1.5.3.1. NADH'nin Direk Elektrokimyasal Yikseltgenmesi

NADH’nin biyolojik rolii ve dneminden dolayi, elekikkimyasal yiukseltgenmesine
yonelik calsmalar buytk bir ilgi gormgtir. NADH'nin elektrokimyasal yukseltgenmesi
Uzerine yapilan caimalar dongisel voltammetri, kronoamperometri, saboitansiyelde
kulometri ve doner disk elektrot metodolojisi kullkarak gerceklgirilmistir. Camimsi
karbon, karbon pasta, pirolitik grafit ve karbohef gibi karbon bazli elektrotlar, Pt, Au
gibi kati elektrotlar bu amacla kullanilan elekiaodir. NADHnin bu elektrotlarda
(modifiye edilmemg) direk olarak yikseltgenmesi oldukca tersinmeppliok blyuk @r
potansiyel gerektirmektedir. Elektrot materyakjrapotansiyel tzerine dnemli bir etkiye
sahiptir. Sulu ¢ozelti ortaminda NADH’nin yikseltgeesi, karbon, Pt ve Aelektrotlarda
sirasiyla yaklak 0,4; 0,7 ve 1,0 V bulunmstur (Gorton ve Dominguez, 2002).

Normal yalin elektrotta NADH'nin yukseltgenmesi HHCE (Elektrokimyasal-

Kimyasal-Elektrokimyasal) mekanizmasi 6nerilerekkEpmstir. Bu mekanizmaya gore;
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ilk olarak NADH'nin bir elektrot tepkimesiyle bir "evererek NADH radikaline
yiikseltgendti; ikinci olarak olan bu radikalin de bir kimyasal tepkimeyle 1 ¥ererek
NAD' ye donigtiigii; son olarak da yine bir elektrot tepkimesiyle NADE vererek NAD
ya yukseltgengi rapor edilmgtir (Tepkime 1.7). NADH’nin sulu ortamdaki dongusel
voltammogramlarinda NADH'nin yikseltgenmesingkiln sadece tek bir pik gozlenmesi
yani geri dongimde herhangi bir pikin gozlenmemesi@ln NAD"nin ara tire (NAD
indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Sonucta kimyasaak oldukca tersinmez 2ee 1
H"lu yukseltgenme tepkimesi gerceftaistir (Tepkime 1.8) (Gorton ve Dominguez,
2002).

NADH 019 - NADH™ O T - NAD' = NAD* (L7
NADH (I - NAD* + 26 + H* (1.8)

Elektrot olay! sirasinda gerek ghn yiikseltgenme uriinii NADve gerekse bu
yiikseltgenme prosesi esnasindasafuradikaller (NADH' ve NAD) elektrot yiizeyine
adsorplanarak, elektrodun kirlenmesine ve dolayli olarak da NADIH'n direkt
elektrokimyasal yukseltgenmesineghaensorlerin tekrarlanabiliginin azalmasina neden
olmaktadir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon vetlBty 2003). Bu problemlerin o,
redoks mediyatorlerinin  elektrot yilzeyine tutturabryla hazirlanan CME’lerin
kullanimiyla ¢ozulméttr (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon ve Bart2®03).

1.5.3.2. NADH'nin Elektrokatalitik Yukseltgenmesinde Redoks Mediyatdrlerin
Rolu

Mediyatorler substrat ile elektrot arasindaki elektari gotlrip getiren kicguk
molekdller olup, elektrot reaksiyonlarini katalizéz. Bir mediyatorin NADH'ye iyi bir
elektrokatalitik etki gosterebilmesi igin, i) medipr elektrokimyasal olarak aktif olmal ii)
redoks mediyatériin formal potansiyeli’0ENADH'nin yiikseltgenme potansiyelinden
daha dgtk olmali iii) yiksek elektron transfer hiz sabd&isahip olmall iv) enzimatik
olarak aktif NAD"yi1 olusturmali v) elektrot yiizeyini kirletmeme 6zgjine sahip olmali
vi) uzun sure kararl olmali vii) NADH’ ye aitai potansiyeli oldukca diirmelidir.

NADH'nin elektrokatalitik yukseltgenmesinin ilk basigginda mediyatdrin
yiikseltgenmi formu, NAD(P)H ile hizlica bir kimyasal tepkimeygirip NAD(P)"yi

aracilglyla mediyatdrin indirgenmiformu NADH’'nin direk yukseltgendi potansiyelden
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daha dgik bir potansiyelde tekrar yukseltgeniSekil 8). Olwan NADH tekrar
mediyatorle tepkimeye girerek benzer olaylar devesher. Gercekken elektrokatalitik
yukseltgenme ECE mekanizmasiyla aciklanme aagidaki tepkimelerle de ifade
edilmistir. Sonucgta mediyatorin indirgengni formunun tekrar ylkseltgenmesiyle

NADH'ye ili skin elektrokatalitik akim olgmaktadir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon
ve Bartlett, 2003).

Med g CIF — Med gy +287 +XH o (ElektrotTepkimesi (1.9)
NADH +Med,,, [ =, NAD" + Med; g --eereermmeereemmennen (KimyasalTepkime - (1.10)
Medq -~ Med,y +28 +H ElektrofTepkimepi (1.11)
NADH - NAD 426 +H ... L OPlAMT e pkime (1.12)

Bu ECE mekanizmasina goére elektrot yizeyindgabgicta indirgenmgi formda
olan mediyator (Megly), pozitif potansiyel uygulanginda, formal potansiyelinin 6tesinde
pozitif potansiyelde katalitik olarak aktif olan kdeltgenmg formuna (Megk) dongur. ks
immobilize edilmg mediyator ile elektrot arasindaki elektron transfazidir. Bu
reaksiyondaki proton mediyatoriin yapisina ve omamid'ina gore 1 ile 2 arasinda
degisebilir. Daha sonra c¢ozeltideki NADH'nin elektrot zgyine tainmasiyla kataliz
baslar, bu esnada tepkime 1.10’daki kimyasal tepkineeceklgir. Bu tepkimedeki ks
ikinci mertebeden hiz sabitidir.

Elektrokatalitik
alkim e

H+
Med (ind) NADH

26- ‘\k—
:. NADY

Med (viik)

[ Hom==mrm |

Sekil 8. Destek elektrolit ortaminda bir redoks nyaddrle NADH'nin yukseltgenme
mekanizmasi.

Cozelti ortaminda kullanilan ¢oOzulebilir redoks nyatbrlerinin en buyldk

dezavantaji elektrot ylzeyinden difflizlenerek uagilmesidir. Boylece mediyator
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elektrot yizeyinde uzun sire bulunangaddan elektrot tepkimesi katalizlenmeyebilir. Bu
problemi gidermek icin, bu redoks mediyatorlerle difige elektrot hazirlama yoluna
gidilmistir. Daha onceki bolimlerde bahsed#idgibi modifiye elektrotlar farkli yollarla
hazirlanmaktadir. Bunlardan en dnemlileri, i) reslokediyatorlerin seyreltik ¢ozeltilerine
daldirarak dgrudan adsorbisyonla ii) bu boyar maddelerin elekyigzeyine kovalent
baglanmasi ile iii) elektrot ylzeyinin polimer ya deaetalik ince film ile kaplanmasi ile
(elektropolimerizasyon) iv) boyar maddeler inceateddi materyallere (zirkonyum fosfat,
titanyum fosfat, zeolit, muskovit vb.) adsorplartdrk sonra, elektrot materyali (genellikle
grafit ya da camimsi karbon tozu) ile kénlarak kompozit olsturma ile modifiye
elektrot hazirlamaktir.

Boylece, elektrot ylizeyine adsorplagnya da tutturulmgi redoks mediyatdrleri
NADH’nin yukseltgenme potansiyelini daha negatitkerek hem gigimcilerin etkisini
giderir hem de akim agtna neden olan elektrokatalitik etki gostermekiedirElektrot
yuzeyinde tutturulmg mediyator aracilyla NADH'den elektrot ylizeyine elektron
transferi gercekkgr (Simon ve Bartlett, 20035€kil 9).

Elektrokatalitik Med (ind) ~, NADH

akim S 2e”

Hom-=mrm

Med (viik) = NAD*

H+

Sekil 9. Redoks mediyatorle modifiye edignelektrotlarda NADH'nin yukseltgenme

mekanizmasi.

1.5.4. NADH'nin Elektrokatalitik Yukseltgenmesinde Kullanilan CME’ler

CME hazirlanarak NADH'nin elektrokatalitik yuksedigmesine yonelik ilk makale
1978 yilinda Tse ve Kuwana tarafindan yayinlagtimi(Tse ve Kuwana, 1978). Bu
calismada, primer amin grubu iceren 2 orto-kinon tiredepamin ve 3-4-dihidroksi
benzilamin, siyanudrik klorirle aktive edilpnicamimsi karbon elektrot (Glassy Carbon
Electrode, GCE) yiizeyine kovalent genma yoluyla tutturulmgiur. Bu modifiye
elektrodun pH 7,0’de alinan déngusel voltammogramdan, formal potansiyel doygun
kalomel elektrota (DKE) kar 0,16 V, NADH varlginda ise anodik pik potansiyeli
yaklasik +0,2 V olarak bulunmyiur. Boylece air1 potansiyel, yalin GCE’a gore yakil
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0,4 V indirgenmitir. Bu ilk calsmadan sonra NADHnin elektroktalitik
yukseltgenmesinde kullanilmak (zere gdik turlerde mediyatérlerle CME’ler
hazirlanmgtir.

Ozellikle azin tiri boyar maddeler NADH'nin eleKktedalitik 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 boyaragdeler, 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 YUkseltgenmesi

Bir fotoakim spektroskopisi olarak da bilinen fdtddrokimya, bir elektrolitteki
metal veya bir elektrodunsiklandiriimasiyla olgan elektriksel akimin gerlendirilip
Olculdigl bilim dahdir. kikla sadece elektrot etkfiene girmez, ayni zamanda elektrodun
yakinindaki elektrolit de fotolitik olarak etkijiene girer. Bu olayda, elektrot ve elektrolit
tarafindan adsorplanagik fotoakimi olgturmaktadir. Bu fotoakimsigin dalga boyu,
elektrot potansiyeli ve elektrolitin biamiyle desismektedir. Bu dgisim foto prosesin
dogasini, kinetik ve enerji duzeyleri hakkinda bilgierw (Dilgin, 2004).
Fotoelektrokimyanin analize uygulanmasinda, ydkéle, modifiye ve kompozit
elektrotlar oldukga sik kullaniimaktadir.

Bunun yaninda, Wang ve arkathai fotoelektrokimyasal sensodrdeki getieler
Uzerine bir derleme yayinlayarak, fotoelektrokimataanalizlerin dikkate dger duyarlilik,
dogasindaki minyatiriizasyon yeté@ne kolay tainabilirik ve entegrasyon gibi
Ozelliklerinden dolayr gelecek igin umut verici bianalitik yontem oldgunu
vurgulamglardir (Wang ve ark., 2009). Bununla birlikte NADH’nin fatiektrokatalitik
yukseltgenmesi Xu ve arkadar tarafindan da gercekt&ilmis ve dopamin modifiye
nanopordz TiQ film elektrot ile duyar NADH tayini icin yeni bifotoelektrokimyasal

metodoloji bulmglardir PWang ve ark., 2009).
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BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

2.1. Fenoksazinlerle Hazirlanmis Modifiye Elektrotla r ve Analitik Uygulamalari

2.1.1.NADH'nin Elektrokatalitik Yikseltgenmesine Dayali Y apilan Calismalar

Bu konuda yapilmgibirkag calsma verecek olursak, bu yonde pek calismasi olan
Gorton ve arkadgar bir fenokszin grubu boyar madde olan MdM grafit elektrot
yuzeyine adsorpiarak CME hazirlamg ve NADPH’nin elektrokatalitik yukseltgenmesi
incelemsilerdir (Gortonve ark., 1984)Sekil 10a MdM alsorplanmy grafit elektrodun 0,25
M fosfat tamponundaki dongusel voltammogramini g@sektedir. Sekil 10'dan da
goruldigt gibi, MdM’ye iliskin tersinir bir redoks cifti elde edilstir. Normal yalin
elektrotta NADPH +40 mV da yukseltgenirken Sékil 10c), modifiye elektrtta
NADPH'nin yukseltgenmesi MdM’nin yikseltgenme pagyeli olan -160 mV’a
kaymstir (Sekil 10b). NADPH varlginda MdM’ye ait anodik pik artarken, katodik pik
herhangi bir ar gozlenmemgtir. Bu sonu¢ MdM’nin NADPH ve dolayisiyla NADH'y
cok iyi bir elektrokatalitik etki yapgiini gostermektedil

Gerceklgen elektrokatalitik yikseltgenme ECE mekanizmasagiklanmg ve donel

disk elektrot sistemi kullanilarak katalithiz sabitleri tayin edilngtir.

=500 (o) +500 +1000
E/mV vs SCE

Sekil 10. a) MdM ile modifiye grafit elektrodur b) 3,1 mM NADPH'nin modifiye
elektrottaki, c) 3,1 mM NADPH’nin yalin grafit elektrottaki déngisel voltammograr
Tarama hizi: 50 mV/s, destek elekit: 0,25 M fosfat tamponu (pH 0).

Bu alanda yapilan ¢camalardan birdigerinde ise Cai ve Xue pr (nil mavisi A)
(Poli-NM) boyar maddesii GCEytizeyine elektropolimerizasyon yoluyla modifiye &
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ve elde edilen modifiye elektrotla NADH'nin elekkatalitik ylkseltgenmesini
incelemilerdir (Cai ve Xue., 1997). 5 x TOmol/L NM’nin pH 6,8 fosfat ortamindaki
elektropolimerizasyonyekil 11'de goriulmektedirSekilden goraldga gibi ilk déngude
monomerik NM'ye ilgkin piklerin g6zlendi, dongi sayisinin artmasiyla da polimerik

ture ait yeni piklerin olgtugu gozlenmgtir.

:[:Il_lu.-ﬁ..

O 0. & LR ] .4
E 5 W owvs SOTE

T

B

— e —Ch_ b AR T4
S % ws, SOTE

Sekil 11. (A) ve (B) 100 mV/s tarama hizinda pH 6,8 mol/L B-R fosfat tamponunda
5 x 10* mol/lL NM iceren ortamda GCE'de alingnidéngiisel voltammogramlar.
(C): (B)'de modifiye edilmg elektrotla 50 mV/s tarama hizinda 0,1 mol/L fodknhpon
cozeltide (pH 6,8) alinmi voltammogram. (A) ve (C) icin potansiyel aral
(-0,6) - (+0,4) V (B) icin (-0,6) - (+1,2) V.

Sekil 12'de ise elde edilen Poli-NM modifiye GCE'niNADH varliginda ve
yoklugunda doéngusel voltammogrami gorilmektediekilden goéruldgu gibi normal
yalin GCE’de NADH yaklatk +680 mV’'da yukseltgenirken, Poli-NM modifiye &teotta
20 mV’da yukseltgenngtir. Boylece NM modifiye elektrot NADH’nin @ri potansiyelini
yaklasik 660 mV daha negatife kaydirarak elektrokatakiki gostermtir.
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Sekil 12. 0,1 mol/L fosfat tampon c¢ozeltisinde (pt8)65 x 10" mol/L NADH'nin Poli-
NM modifiye elektrotta (b) ve yalin (c) GCE'de yi#ggenmesine ait dongusel
voltammogramlar. (a) ve (d) tarama hizi 50 mV/$UEDH yoklugunda sirasiyla Poli-NM
modifiye elektrot ve yalin elektrotla alingrvoltammogramlar.

Fenoksazin turi boyar maddelerle hazirlgn@ME’ler kullanarak NADH’nin

elektrokatalitik yikseltgenmesi Uzerine yapilanitgtsmalarCizelge 3'de verilmitir.

Cizelge 3. Fenoksazin turd boyar maddelerle haamlgCME’ler kullanarak NADH'nin
elektrokatalitik yukseltgenmesi tUzerine yapilanitgatismalar

Kullanilan
Medyator Modifiye Elektrot Sekli Agiklama Referans
Teknik
Grafit elektrot iizerinde CV, RDE - Gorton ve
ladsorpsiyon [ark., 1984.

Sol-jel ile hazirlanmig

T : CV,AMP  |A:0,018-7,29 mM B: 0,008
Meldola [Si02/TiO2/grafit elektrot

Maroneze ve

Mavisi |yiizeyinde adsorpsiyon mM ark., 2008
Screen printed grafit elektrot
yiizeyinde elektropolimerizasyon CV,AMP |A: 8-500 uM B:2,5 uM "Vasilescu ve|
ark., 2003
[MdM adsorplanmig
Silikajel/Titanyum fosfat ile CV,AMP [A:1,0x10°-5,0x10° M Kubota ve
modifiye CPE ark., 1996.
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|a)Grafit elektrot yiizeyinde [a) A: 8x10°-5x10" M[°Vasilescu ve
elektropolimerizasyon; b) screen CV, AMP B: 2x10° M . | ark. 2003
printed miirekkebinde karistiriimis b) A: 2x10°-7,5x10

Meldola MdM P lek d B‘1X10-5 M
.. "nin grafit elektroda ) ' §
Mavisi . & . . ) A:2x10°-7,5x10" M
adsorpsiyonu; c) Reinecke tuzu ile B:5x10°°
coktiirildiikten sonra MdM’nin
Erafit elektrot yiizeyine
utturulmasi
Sol-jel ile hazirlanmig A:0,9-7290 mM B:0,003 mM [Maroneze ve|
Si02/Ti02/Sb205/grafit elektrot CV,AMP |c. 1y ark., 2010
vizeyinde adsorpsiyon (Si02/Ti02/Sb205/grafit
|elektrot)
IMdM adsorplanmig SWCNT-GCE CV, AMP  |A.0,02-2,54 mM B: 0,4 pM Arvinte ve
ylizeyine tutturulmasi C:305 mV (Ag/AgCl) [ark., 2009.
GCE yiizeyinde MM/ZnO hibrit film CV,AMP  |a.50-300 MM B:10 pM [Kumar ve
olugturmasi C:600 mV(Ag/AgCl) Chen, 2007.
SWCNT tutturulmus GCE yiizeyinde| CV, AMP A:0,5 mM’a kadar dogrusal Zhu ve ark.,
|[adsorpsiyon [B:0,048 uM 2007
C:1000 mV’a yakin (Ag/AgCl)|
Cai ve Xue,
GCE yiizeyinde Cv,RDE  [C:660 mV(DKE) k:102 1997.
lelektropolimerizasyon I/mol.s civarinda
|Diizenli mezoporéz karbon , . Zhu ve ark.,
kompozit tutturulmus GCE CV, AMP  A: 350 uM’a kadar lineer B: 2009.
N . 1,2u M
ylizeyinde adsorpsiyon
SWCNT tutturulmus GCE
yuzeyinde elektropolimerizasyon cVv C:700 mV (DKE) [Du . ark.,
2007.

Nil Mavisi [NM adsorplanmis ZrP ile modifiye v A: 1x10-2x102 M B: 5 uM  [Pessoa ve
CPE ark., 1997.
INM adsorplanmis niyobyum oksit cv, AMP A:1x10‘5-5,2x10‘4 M B:
modifiye silika jel ile CPE k:1,4x103 I/mol.s Santos ve

[ark., 2002.

Brilliant  |[SWCNT tutturulmus GCE yiizeyinde| CV, AMP  [A: 3-104,2 uM B: 1 uM Yang ve Liu,

Kresil elektropolimerizasyon 2009
BKM adsorplanmis exfoliated grafit A:0,02-1 mM (AMP igin) B:

IMavisi elektrot ile modifiye karbon CvV, AMP b0 uM Ramesh ve
seramik elektrot H ark., 2003.
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2.1.2. NADH'nin Elektrokatalitik Yukseltgenmesine Dayali Gelistirilen
Biyosensor Uygulamalari

Sensoarler fiziksel olgulari elektrik sinyallerinéristiiren cihazlardir. Mekanik duyu
organlari da diyebileggmiz bu cihazlar, cajma sekillerine gore ve doniirict adi
verilen yapilarina gore gélere ayrilmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri olaimyasal
sensorler genellikle birbirine seri olarakghaki basit bilesen igerir. Birincisi bir kimyasal
(molekuler) tanima sistemi (reseptor), ikincisi idezikokimyasal dongtaricudir
(Thevenot ve ark., 2001). Biyosensorler de biy&lggpidaki analitleri hisseden sensorler
veya reseptor birimi biyomolekuler yapida olan kasgl sensdrlerdendir.

Son vyillarda modifiye elektrotlar kullanilarak NAMADH redoks ciftine dayali
amperometrik biyosensorler Gzerine oldukca fazldisige yapilimgtir (Katakis ve
Dominguez, 1997; Lobo ve ark., 1997). NADH'yeghailk biyosensdr, dehidrogenaz
enzimleri varlginda subtrat ile NADnin enzimatik tepkimesi sonucu gan NADH’nin
temiz yalin elektrot yizeyinde gaidan elektrokimyasal yukseltgemesine dayali olarak

gelistirilmi stir (Tepkime 2.1).

Substrat- NAD* 0O PI'f - Uriin+ NADH +H " ....... Enzimatik Tepkime (2.1)

Bu sensodrler birinci nesil biyosensor (first gemiera biosensor) olarak
adlandiriimgtir. Bu tlr biyosensérin en blytk dezavantaji, dahee NADH'nin yalin
elektrotlardaki ytkseltgenmesi kisminda s6z edilgiksek airi potansiyel, elektrot
yuzeyinin kirlenmesi ve diik tekrarlanabilirlik ve kararlihkdir. Bu sakineal gidermeye
yonelik cabalarin sonucunda NADH'ye gba ikinci nesil biyosensor gafiirilmi stir
(second generation biosensor). Bu tir senstrde, HAD elektrokatalitik
yukseltgenmesinde kullanilan redoks mediyatérle ifiyed elektrotlar hazirlanarak, bu
elektrotlarla enzimatik reaksiyon sonucusain NADH’nin 6lciimi esas alingtir. ikinci
nesil biyosensor mekanizmasi sirasiyla, daha 6aoken tepkime (1.9), (1.10), (1.11) ve
(1.12) ile ifadeedilmis ve alkol biyosensoru iciSekil 10’da gosterilmitir. Uctincui nesil
biyosensorler (third generation biosensor) olarakadirilan flavoenzimlere Iga
biyosensorlerde ise enzimin aktif merkezi ve elgktarasinda bir elektron transferi
gerceklgmektedir.
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Bu biyosensor turlerinden daha c¢ok ikinci nesildsignsor kullaniimgtir (Lobo ve
ark., 1997). Ozellikle, azin tiirti boyar maddeleriedifiye elektrotlar kullanilarak alkol,
karbonhidrat ve glutamat biyosensoru gefimi stir.

Biyosensorlerle ilgili yapilmy bir calsmada, Yang ve Liu, tek ceperli karbon
nanotip (single walled carbon nanotube, SWCNT)utublinus GCE ylzeyinde BKM
elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edilgtir (Yang ve Liu, 2009). Hazirlanan bu
modifiye elektrot 6nce NADH’nin elektrokatalitik k8eltgenmesinde kullanilg) daha
sonra etanol dehidrogenaz enzimi elektrot ylzeyintlarak etanol biyosensori
gelistirilmi stir. Alkol dehidrogenaz/karbon nanottp/Poli-BKM mioge GCE’de etanol
tayinine iliskin akim-zaman gilerinden dg@rusal yanit aragn 0,4-2,4 mM ve belirtme alt
sinirt da 0,1 mM olarak bulunrstur. Gelgstirilen biyosensoriin mekanizmasgagidaki

semayla gosterilngtir.

Sinyal PBCB(0x) X NADH aldehit
: PBCB(Red)

etanol

Sekil 13. Poli-Brilliant Kresil Mavisi modifiye eldrot kullanilarak NADH'ye béli

gelistirilen etanol biyosensoérigematik gosterimi.

Sonuc¢ olarak, modifiye elektrotlar kullanilarak NAye bgli biyosensorler
yukarida verilensemadaki mekanizmaya goére gslilmis ve etanol, glukoz, laktoz,
glutamat vb. maddelerin tayini gerceklalmi stir.

Bir baska calsmada ise ¢ok ¢eperli karbon nanotiip (Multiwalledooa nanotube,
MWCNT) MdM ile adsorpsiyon yoluyla modifiye edild#én sonra, alkol dehidrogenaz
(ADH) enzimi glutaraldehit ile capraz-flama metoduyla elektrot ylizeyine tutturufnu
ve busekilde etanol biyosensoru ggirilmi stir (Santos ve ark., 2006).

Sekil 14A’da MWCNT (B), grafit elektrodun modifiye ddmis halinin (A) ve
MWCNT-MdM’nin (C), dongisel voltammogramlari gorigktedir. (A) ve (B)de
herhangi bir déngtisel voltammetrik pik gorilmemesiggmen, MWCNT-MdM icin elde

edilmis voltammogramda anodik ve katodik pik akimlari Inetsekilde gorulmektedir.
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Sekil 14 Bde ise ADH/grafit (A), ADHMWCNT (B) ve ADHMWCNT-MdM (C)
ile elde edilen, etanol tayininegkin amperometrik yanitlar goralmektedir. ADH/grafit
ADH/MWCNT ile 0, mV sabit potansiyelde elde edilen yanit oldukcasUdtiir.
ADH/MWCNT ile elde edilen yanitin biraz daha yuksek olmasinin sebMWCNT
elektrodun bir dongttirtict olarak daha yuksek iletlik gostermesi ve gegiylizey alan
saglayabiliyor olmasidir. Ancak ADIMWCNT-MdM biyosensorle elde edn katalitik
akim etanol icin iyi bir duyarhlik gostergtir (Santos ve ark., 2006).

Sekil 14 C’de ADH modifiye nanottp elektrodigenk bir dogrusal walikta etanol

icin duyarlilik gosterdii gérilmektedir. Tayin siniri yakkak 5 x 10° mol/L etanol olarak
bulunmugtur.
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Sekil 14A. A) Grafit, B) MWCNT ve C) MWCNT-MM ile elde edilen déngus
voltammogramlar. (pH7,0) 0,5 mol/L KCI ¢o6zeltisil4B. Etanol icin A) ADH/grafit,
B) ADH/MWCNT, C) ADHMWCNT-MdM biyosensgrler ile alinmg amperometril
yanit. C mVv, 0,1 mollL fosfat
14C. ADH/MWCNT-MdM biyosensoér ile elde edilgnanalitik egri. Uygulama potansiye
0,0 mV,0,1 mol/L fosfat tamponu (pH5).

Uygulanan potansiyel tamponu (pH 5)

Fenoksazin grubu redoks mediyatorler kullanilarakDW'ye bagli biyosensorle

Uzerine yapilamazi calgmalarCizelge 4’de verilmitir.
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Cizelge 4. Fenoksazin grubu redoks mediyatorler NADH'ye balh biyosensorler

Uzerine yapilan bazi cgnalar

tutturulmasi

Kullanilan elektrot  |Enzim | Analit Aciklama Referans

BKM’nin SWCNT ADH Etanol A: 0,4-2,4 mM Yang ve Liu, 2009.
tutturulmus GCE B:0,1mM

ylizeyinde

elektropolimerizasyonu

MdM tutturulmu; | ADH Etand A: 0,05-10 mM| Santos ve ark., 2006.
SWCNT ile modifiye CPE B: 5x10° M

hazirlanmasi

NM'nin SWCNT | ADH Etand A: 0,1-3 mM B: 50| Du ve ark., 2007.
tutturulmus GCE mM

ylzeyinde

elektropolimerizasyonu

MdM adsorplanny | GIDH Glutamat B: 2 uM Chakraborty ve Raj,
Citosan ve MWCNT'nin 2007.

GCE ylizeyine

*GCE: Camimsi karbon elektrot, SWCNT: Tek cepewdirdon nanotip, MWCNT: Cok ceperli karbon
nanottp, MdM: Meldola mavisi, CPE: Karbon past&etg, BKM: Brilliant kresil mavisi, NM: Nil mavisi
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

H.SOy (% 95-97, d: 1,83 g/ml, HsPO, (% 85, d: 1,71 g/mL), HCI (% 37, d: 1,19
g/mL), NaOH, NaHPO,.2H,O, NakPO,2H,0O, NaNQ, alimina (0,5 um) Alfa Aesar,
Brilliant Kresil Mavisi ¢inko klorlr tuzu (&H2sCIN3O.1/2ZnCh, BKM), Nil Mavisi silfat
tuzu (GoHsoNsOsS, NM) Sigma firmasindan, NADH'nin disodyum tuzu agfNADH)
Merck, etanol ise J.T. Baker firmalarindan, argarigve c¢ozeltileri hazirlamak icin
kullanilan bidistile saf su Milli-Q (Millipore, Bedrd, USA) cihazindan gtandi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Voltammetrik ve amperometrik olcimleGompactstat Electrochemical Interface
(lvium Technologies, Eindhoven, the Netherlandbgaziari kullanilarak gercelgerildi .

Voltammetrik 6lcumler, 3 mm capinda GCE gada elektrodu, platin tel yardimci
elektrot, Ag/AgCI (doygun KCI) elektrodu kalastirma elektrodu olacalsekilde gl
elektrot sisteminde yapildi. Cgina elektrodu GCE, aliimina ile parlatildiktan sordk
sirasiyla etanol ve saf su igerisinde 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’'I1 kombine cam
elektrotlu (Hanna HI 1332) Hanna HI 221 pH metrdldularak ayarlandiHazirlanan
standart NADH c¢ozeltilerinin, 340 nm dalga boyundhsorbanslarini 6lgmek icin
Spektrofotometre (Perkin Emler Lambda 35 Uv-Vis @pmmeter) cihazi kullanildi.

3.3. YOntem

Oncelikle calyilacak boyar maddelerin (NM, BKM) OMlik stok cozeltileri
hazirlandi. Her biri 0,1 M NaNgceren; 0,1M HSO, 0,1M H;PO, ve pH'1 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 olan 0,1 M fosfat tamponu ya da cogietfestek elektrolitlerinde caiidi.
Voltammogramlar, oksijeni uzakfmarmak icin destek elektrolitten 5 dk argon gazi
gecirildikten sonra alindi.

NM ve BKM mediyatérleri ile de modifiye elektrot halanilarak, NADHnin bu
modifiye elektrotlarla elektrokatalitik ve fotoeleg&katalitik ylukseltgenme camalari
basarili bir sekilde gerceklgirildi. Bu mediyatorlere ikkin amperometrik ve
fotoamperometrik ¢cajmalar da gercekiarildi.
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NADH'ye en iyi yaniti veren modifiye elektrodu bé¢éimek icin secilen redoks
mediyatorlerin GCE ylzeyinde elektropolimerizasyoaudestek elektrolit tlrli veya
pH’Inin, monomer degiminin, dongl sayisinin ve potansiyel gala 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
gaz! gecirilmg pH 7,0 fosfat tamponunda ¢6zuldi. Hazirlanan ¢ibzelkullanma siresi
haric &z1 kapali renklisiselerde, karanlik ve buzdolabinda muhafaza edilda #e
standart ¢ozeltiler, bu stok ¢ozeltiden belli haaimarak argon gazi geciriljmpH 7,0
fosfat tamponu ile seyreltilerek hazirlandi. Tim DA cozeltileri gunlik olarak
hazirlandi. Seyreltilen tim NADH c¢ozeltilerinin, @4 nm dalga boyunda bir
sepktrofotometreden absorbanslari okunarak, moksoralama katsayisi geri yardimiyla
(A=¢lC) dergimleri kontrol edildi.

3.5. Stok Brilliant Kresil Mavisi (BKM) Cozeltisini n (1x10° M) Hazirlanmasi

BKM (MA: 771,92 g/mol)’dan 0,03860 g tartilip, safi veya 0,1 M NaN®iceren
0,1M HsPO, ¢ozeltisinde ¢ozulerek 50 ml'lik balon jojenin gigine kadar tamamlandi.

3.6. Stok Nil Mavisi (NM) Cézeltisinin (1x10° M) Hazirlanmasi
NM (MA: 732,84 g/mol)’'dan 0,0366 g tartilip, mutlakanolde ¢ozulerek 50 ml'lik balon
jojenin cizgisine kadar tamamlandi.

3.7. Elektropolimerizasyon Esnasinda Kullanilan Ddgsk Elektrolit
Cozeltilerinin Hazirlanmasi

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

% 85’'lik yogunlugu 1,71 g/ml olan POy den, 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 E5Q,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
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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.

3.8.1. 0,1 M NaNQigeren 0,1 M NaOH Cdzeltisinin Hazirlanmasi

4 g NaOH ve 8,449 g NaNQartilarak, az miktar saf suda ¢6zuldikten sonk3iik
balon jojenin cizgisine kadar saf su ile tamamlandi

3.8.2. 0,2 M NaNQ ceren 0,1 M NaHPO, Cozeltisinin Hazirlanmasi

15,602 g NakPO..2H,O ve 8,449 g NaN® tartilarak, az miktar saf suda
¢cozuldukten sonra 1 L’lik balon jojenin gizgisinadar saf su ile tamamlandi.

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

17,799 g NgHPO,.2H,O ve 8,449 g NaN® tartilarak, az miktar saf suda
¢cozuldukten sonra 1 L’lik balon jojenin gizgisinadar saf su ile tamamlandi.

3.9. NADH'nin Elektrokatalitik ve Fotoelektrokatali tik Yukseltgenmesinde

Kullanilan Destek Elektrolit Cozeltisinin Hazirlanmasi

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

3.10. Poli-BKM Modifiye GCE Hazirlanmasi

3.10.1. En Uygun Destek Elektrolit pH’'inin Belirlermesi

Deneysel cagmalarda, her biri 0,1 M NaN{Qceren; 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 BKM’nin GCE Uzerinde etedpolimerizasyonsiemleri, -0,7
ile +1,2 potansiyel aralinda ve 100 mV/s tarama hizinda gercgkiéerek Poli-
BKM/GCE’'ler hazirlanmgtir.

Poli-BKM modifiye elektrodun karakterizasyonu; Har destek elektrolit icin elde
edilen Poli-BKM/GCE'nin voltammetrik davran) pH’st 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-BKM modifiye elektrotlarin NADH ortamindaki ektrokimyasal davraginin
incelenmesi; her bir destek elektrolit i¢in eldeled Poli-BKM/GCE’nin, 0,4 mM NADH
iceren 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda, i&8+0,8 V potansiyel arglinda, 50
mV/s tarama hizinda dongisel voltammogramlari kdiydie Yalin GCE’le de 0,4 mM
NADH’nin elektrokimyasal davragn ayni kaullarda incelenerek Poli-BKM/GCE ile
karsilastirildi.
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3.10.2. En uygun Monomer Desiminin Belirlenmesi

0,1 M NaNQ iceren 0,1 M HPQO, ortaminda BKM degimi 0,005ile 0,1 mM
arasinda farkl dgerlerde olacakekilde hazirlanan ¢ézeltilerin -0,7 ile +1,2 V pasgyel
aralginda, 100 mV/s tarama hizinda, 10 dongu sayilianohhogramlari alinarak, Poli-
BKM/GCE’ler elde edildi.

BKM modifiye elektrodun karakterizasyonu \Roli-BKM modifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.10.3. En Uygun Do6ngu Sayisinin Belirlenmesi

9,9 ml'lik destek elektrolite BKM degimi 0,01 mM olacalgekilde 10°M stok BKM
cOzeltisinden 10QuiL ilave edildi. -0,7 ile +1,2 V potansiyel arginda, 100 mV/s tarama
hizinda, farkli dongl sayilarinda dongusel voltamgramlar alinarak, Poli-BKM/GCE’ler
elde edildi.

BKM modifiye elektrodun karakterizasyonu \Roli-BKM modifiye elektrotlarin
NADH ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.10.4. En Uygun Potansiyel Arafiinin Belirlenmesi

Poli-BKM/GCE hazirlamak icin 0,1 M NaNQ iceren 9,9 mllik 0,1 M HPQ,
destek elektrolitine, BKM degimi 0,01 mM olacaksekilde 100uL 10° M stok BKM'den
ilave edilerek, 100 mV/s tarama hizinda, 10 dérmyissnda, anodik bolgenin potansiyel
degeri 600 ile 1600 mV arasinda ggirilerek voltammogramlar kaydedildi. BKM
modifiye elektrodun karakterizasyonu Meoli-BKM modifiye elektrotlarin NADH
ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.11. Poli-NM Modifiye GCE Hazirlanmasi

3.11.1. En Uygun Destek Elektrolit pH’'inin Belirlermesi

Deneysel cagmalarda, her biri 0,1 M NaN{ve % 30 etil alkol iceren; 0,1M 430,
pH1 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 olan 0,1 M fosfatmponu ve fosfat ¢ozeltileri destek
elektrolitlerinde 0,08 mM NM’nin GCE uzerinde elepolimerizasyonsiemleri, -0,7 ile
+1,2 V potansiyel arglinda ve 100 mV/s tarama hizinda gercgiiéerek Poli-
NM/GCE’ler hazirlanmytir.

Poli-NM modifiye elektrotlarin NADH ortamindaki édgokimyasal davraginin
incelenmesi; her bir destek elektrolit icin eldelea Poli-NM/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 araglinda, 50
mV/s tarama hizinda dongisel voltammogramlari kdiydie Yalin GCE’le de 0,4 mM
NADH’nin elektrokimyasal davragn ayni kagullarda incelenerek Poli-NM/GCE ile
karsilastirildi.

3.11.2. En Uygun Monomer Desiminin Belirlenmesi

0,1 M NaNQ ve %30 etanol iceren 0,1 M pH 4,0 fosfat tamportaroinda NM
derisimi 0,02ile 0,2mM arasinda farkl deerlerde olacalgekilde hazirlanan ¢ozeltilerin
-0,7 ile +1,2 V potansiyel arginda, 100 mV/s tarama hizinda, 10 dbéngu sayili
voltammogramlar alinarak, Poli-NM/GCE’ler elde ledi

NM modifiye elektrodun karakterizasyonu Reli-NM modifiye elektrotlarin NADH
ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.11.3. En Uygun Do6ngu Sayisinin Belirlenmesi

9,2 ml'lik destek elektrolite NM degimi 0,08 mM olacaksekilde 10° M stok NM
cOzeltisinden 80QL ilave edildi. -0,7 ile +1,2 V potansiyel arainda, 100 mV/s tarama
hizinda, farkli dongu sayilarinda dongusel voltagramlar alinarak, Poli-NM/GCE’ler
elde edildi.

NM modifiye elektrodun karakterizasyonu Reli-NM modifiye elektrotlarin NADH
ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.11.4. En Uygun Potansiyel Arafiinin Belirlenmesi

Poli-NM/GCE hazirlamak icin 0,1 M NaNOve % 30 etanol iceren 9,2 mllik
0,1 M pH 4,0 fosfat tamponu destek elektrolitineyl Merisimi 8x10° M olacaksekilde
800 uL 10° M stok NM'den ilave edilerek, 100 mV/s tarama hdan8 déngii sayisinda,
anodik bolgenin potansiyel geri 600 ile 1400 mV arasinda ggirilerek
voltammogramlar kaydedildi.

NM modifiye elektrodun karakterizasyonu Reli-NM modifiye elektrotlarin NADH
ortamindaki elektrokimyasal davramin incelenmesi en uygun destek elektrolitin
belirlenmesi basangandaki gibi gerceklgirildi.

3.12. Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu

Tam modifiye elektrotlar uygun kallarda hazirlandiktan sonra saf su ile yikanip
kullanima hazir hale getirildi. Her bir modifiyéektrodun pH’i 2 ile 9 arasinda gigen
0,1 M fosfat tamponu veya fosfat ¢ozeltisi ortanand0,8 ile +0,8 V, potansiyel
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aralginda, 50 mV/s tarama hizinda, dbngusel voltammolgranalinarak, modifiye
elektrotlarin pik akim ve potansiyellerine pH’ikist incelendi.

Her bir modifiye elektrodun voltammetrik davranipH’t 7 olan 0,1 M fosfat
tamponu ortaminda, tarama hizi 20-6400 mV/s arasd@isen farkl tarama hizlarinda
dongusel voltamogramlari (potansiyel atgh -0,8 ile +0,8 V) alinarak modifiye
elektrodlara farkli pH’larda tarama hizinin etkistelendi.

Her bir modifiye elektrodun voltammetrik davran0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu
ortaminda, tarama hizi 50 mV/s tarama hizinda 2@&yav 300 dongu sayili
voltammogramlari (potansiyel aral) -0,8 ile +0,8 V) alinarak modifiye elektrodlanak
akimlarinin dongu sayisiyla ne kadar azalohcelendi.

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 pH) #psfat 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 déngusel voltammogramlari kaydedtimi

3.13.2. Amperometrik Yontemle

3.13.2.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Her bir modifiye elektrotun, 10 mL 0,1 M pH 7,0 fas tamponu iceren destek
elektrolit ortaminda -100 ile + 600 mV arasind&igien uygulama potansiyellerinde akim
zaman @rileri kaydedildi. Her bir potansiyelde akim y&iin hal (steady state) konumuna
geldikten sonra, 6nce ortamda NADH yok iken yuzeklandirilarak modifiye elektrodun
akiminin gikla etkilenip etkilenmedgi incelendi. Sonra ortamdaki dgrmi 0,2 mM olacak
sekilde stok NADH cézeltisinden (5xFOM) 40 pL ilave edilip kastirildiktan sonra,
cOzelti kargtinlmaksizin NADH’nin akimi zamana karizlendi, belli bir siire sonunda ise
yuzey tekrar giklandirilarak NADH’nin fotoamperometrik akimi izldi. Kagilastirma

yapabilmek icin aynisiemler yalin GCE icin de tekrarlandi.
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3.13.2.2. En Uygun Potansiyelde Farkh Dejimlerde NADH'nin
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 ortataiakim zamanggileri kaydedildi.

Akim yatskin hal konumuna geldikten sonra NADH'nin 1&0x10° M aralginda
desisen dergimlerdeki akim-zaman gileri 6nce yuzey siklandiriimadan, sonra
isiklandirilarak kaydedildi. Bu derlerden yararlanilarak hem elektrokatalitik hem de

fotoelektrokatalitik metod igin kalibrasyon grgfelde edildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA
4.1. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

Modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda modifiye l¢fedun elde edild@i 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 e®roptimum modifiye elektrodu elde
etmek icin, dncelikle sirasiyla farkli destek etekt, monomer degimi, dongu sayisi ve
potansiyel cabma araliklarinda (6zellikle anodik potansiyel sirdgsistirilerek) redoks
mediyatorlerin GCE ylUzeyinde elektropolimerizasyayarceklgtirildi. Daha sonra elde
edilen modifiye elektrotlarin NADH’'nin yukseltgensiae verdgi elektrokatalitik yanit
incelendi.

4.2. Poli-BKM Modifiye GCE

Poli-BKM/GCE'nin  hazirlanmasi esnasindaki destekekeblitin - NADH’nin
elektrokatalitik yukseltgenmesine etkisini belirleknigin, 0,1 M NaNQ@ iceren 0,1 M
H.SOy, 0,1 M HPO, ve pH'1 2-10 arasinda @sen fosfat tamponu veya fosfat ¢ozeltisi
destek elektrolitlerinde, 100 mV/s tarama hizintd,dongi sayisinda, -0,7 ile +1,2 V
potansiyel arafjinda, 0,01 mM BKM’nin dongusel voltammogramlarinaiiak modifiye
elektrotlar hazirlandi.

Daha sonra pH'l farkli destek elektrolitlerde hkemnan Poli-BKM/GCE'lerin pH’i
7,0 fosfat tamponu ortaminda 0,4 mM NADHnin déngjisoltammogrami alinarak,
NADH'nin elektrokatalitik yikseltgenmesi incelendi.

BKM'nin de GCE yuzeyinde elektropolimerizasyonudasibolgelerde zorkarken
notral ve bazik bélgelerde daha belirgin gozlegtimi Ancak, zayif asidik bolgede elde
edilen Poli-BKM/GCE’lerin NADH’ye daha iyi elektrakalitik etki gosterdii pik akim
yuksekliklerinden belirlenngtir.

Sekil 15A, 0,01 mM BKM'nin, 0,1 M NaN@iceren 0,1 M HPQO, ortaminda ve
GCE yuzeyinde elektropolimerizasyonununa skilh  dongusel voltammogrami
gOstermektedirilk dongiide 170 mV (anodik) ve 110 mV (katodik) gi@riilen tersinir
piklerin monomerik BKM'ye ait oldgu, ancak yaklgk 950-1100 mV’'da g6zlenmesi
gereken katyonik radikalin jumuna ait tersinmez anodik pikin bu potansiyelignatia
cok iyi gorulmedgi sekilden anlalmaktadir. Asidik ortamda bu potansiyel agaida

elektropolimerizasyonun ¢ok iyi olmaglisonucuna varilngtir.

37



BOLUM 4- ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI SMA Bensu ERTEK

Sekil 15B, 0,1 M HPQO, ortaminda elde edilen Poli-BKM/GCE’nin 0,1 M pH)7,
fosfat tamponunda NADH’siz ve 0,4 mM NADH ortamind® mV/s tarama hizinda ve
(-0,8) — (+0,8) V potansiyel arginda kaydedilen dongusel voltammogramlarini
gostermektedir. Ayrica katastirma yapabilmek icin yalin GCE'de, 0,4 mM NADH'nin
voltammogrami da kaydedilgtir. Poli-BKM/GCE’nin 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponuaki
voltammograminda monomerik redoks ciftlerine aklguin ¢cok iyi gozlenmegi, ancak
polimerik ture ait anodik ve katodik piklerin, ¢cddelirgin olmamakla birlikte sirasiyla
yaklasik +60 mV ve —80 mV'da goOzlengli tespit edilmgtir (Sekil 15/a). NADH'nin
yukseltgenme piki; yalin elektrotta yakila 500 mV’da gozlenirkenSgkil 15B/c), Poli-
BKM modifiye elektrotta polimerik tire ait anodikkin gozlendgi potansiyele yakin bir
potansiyele (200 mV’a) kaystir (Sekil 15B/b). -10 mV’'da goérulen Poli-BKM’ye ait
modifiye elektrodun polimerik turine ait anodik pakiminin NADH ortaminda arg,
ancak -90 mV da gorulen katodik pikte herhangi biggisim olmadgl sekilde
gorulmektedir. Sonuc olarak asidik ortamda elekdlioperizasyon c¢ok iyi olmamasina
ragmen, asidik ortamda elde edilen Poli-BKM/GCE'nin DNA'ye karl iyi bir
elektrokatalitik etki gosterdi saptanmytir.

Sekil 15C 0,01 mM BKM’nin, 0,1 M NaN®@iceren pH 7,0 fosfat ¢cozeltisindeki
elektropolimerizasyonuna ¢kin dongusel voltammogramlarini  gostermekteditk
dongude -200 mV (anodik) ve -250 mV’'da (katodikyigén tersinir piklerin monomerik
BKM’ye, yaklasik 900 mV’'da gortlen tersinmez anodik pikinde moeoenait katyonik
radikalin olumuna ait oldgu literatlr bilgileriyle desteklenntir (Ghica ve Brett, 2009).
Ikinci donglide +50 mV da yeni bir anodik pikin véd-thV’da da yeni bir katodik pikin
olustugu ve dongu sayisinin artmasiyla bu piklerin grtgekilden gorulmektedir. Ayni
sekilde 900 mV’da ki pikin ise azalgh gorilmektedir. Bu yeni okan pikler, BKM'nin
GCE yuzeyinde elektropolimerizasyonunun gercgigai gostermektedir.

Sekil 15D ise pH 7,0'de elde edilen Poli-BKM/GCE'nMADH’ye elektrokatalitik
yanitint gostermektedir. Poli-BKM/GCE'nin 0,1 M pH,0 fosfat tamponundaki
voltammograminda monomerik redoks ciftlerine akigr -250 mV (anodik) ve -300 mV
(katodik) da polimerik ture ait anodik ve katodiklpr de, sirasiyla yakigk +20 mV ve
-20mV da gorilmektedir§ekil 15D/a).NADH’nin yikseltgenmesi ise yakjik 100mV’a
kaymstir (Sekil 15D/b).

Sekil 15E ise en iyi elektropolimerizasyonun geregkgi 0,1 M pH 10 fosfat
cozeltisindeki BKM’'nin GCE izerindeki elektropolimeasyonunu gdstermektediflk
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dongide monomerik tire ait pikler -340 mV (anodiigl0 mV (katodik), katyonik
radikalik tirin olgumuna ait anodik tersinmez pik i$80 mV'da gozlenmtir. D6ngu
sayisinin artmasiyla polimerik tire ait pikleriruglgu (yaklagik -110 mV (anodik) ve
-190 mV (katodik)) gozlenngiir. Elde edilen modifiye elektrodun 0,1 M pH 7dsfat
tamponundaki dongisel voltammogrami ve NADH ortatakn dongiisel voltammogrami
Sekil 15F’de verilmgtir. Sekilden bu ortamda elde edilen modifiye elektrodNwDH'ye
yanitinin ¢ok iyi olmadii; hem pik akim farklarindan (yakl& 1 pA), hem de NADH'nin
daha pozitif potansiyelde (yakia 100 mV) yikseltgenmesinden agilenaktadir. Bu
olayin nedeni, bazik ortamda elektropolimerizasyogak iyi olmasindan dolayi elektrot
yuzeyindeki polimerik film kalininin ve dolayisiyla elektrot alaninaséa polimerik
BKM’'nin miktarinin fazla olmasina anmstir., Bu da NADH'ye olan yanit
sinirlamaktadir.
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Sekil 15.0,01 mM BKM'nin, 0,1 M NaNQ icerenA) 0,1 M HPO, C) pH 7,0 veE) pH

10,0 fosfat tamponu/fosfat ¢ozeltileri destek eleliierinde ardgik olarak alinan déngtisel

voltammogramlari (tarama hizi: 100 mV/8), D ve F) SirasiylaA, C ve E’ den elde
edilen Poli-BKM/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"1 7,0 fosfat tamponu; tarama hizi: 50 mV/s
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NADH’ye en iyi yanit veren Poli-BKM/GCE, 0,01 mM BWnin (Sekil 16C), 0,1 M
NaNG; iceren 0,1 M HPO, destek elektrolitindeSgkil 15A ve 16A), -0,7 ile +1,2 V
potansiyel arafiinda Sekil 16B) ve 100 mV/s tarama hizinda 10 dongi§ék{l 16D)
dongusel voltammogramlari kaydedilerek elde edtimi Polimerizasyon mekanizmasi
literatirde de onerildi gibi, olusan radikallerin dimerlgne ve ardindan polimedmeye
gitmesiyle aciklanabilir (Ramesh ve ark., 2003;cahie Brett, 2009; Yang ve Liu, 2009).
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Sekil 16. Poli-BKM/GCE'nin hazirlanmasi esnasindak) destek elektrolitinB) anodik
potansiyel sinirininC) monomer desiminin, D) dongu sayisinin 0,4 mM NADH’'nin

elektrokatalitik pik akimina etkisi.

Poli-BKM/GCE’nin hazirlanmasi esnasindaki anodikt {potansiyel dgerinin,
NADH’nin elektrokatalitik yukseltgenmesine etkisibelirlemek icin, katodik potansiyel
degeri -0,7 V'da sabit tutulup, anodik potansiyel gk +0,6 ile +1,6 V arasinda
degistirilerek, 0,1 M NaNQ iceren 0,1M HPQO, destek elektrolitlerinde, 100 mV/s tarama
hizinda, 10 dongt sayisinda, 0,01 mM BKM'nin démgireltammogramlari kaydedildi.
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Daha sonra farkli potansiyel agahda hazirlanan Poli-BKM/GCE’lerin pH'1 7,0
fosfat tamponu ortaminda 0,4 mM NADHnin dongusebltammogrami alinarak,
NADH'nin elektrokatalitik yikseltgenmesi incelendi.

Elektropolimerizasyonslemi -0,7 ile + 0,6 V arafinda gerceklgirildi ginde, +90
mV ve +60 mV’da BKM’'nin monomerik tlrine ait redokgftinin gozlendgi, fakat
polimerik tlre ait yeni piklerin okmadgl gozlenmgtir (Sekil 17A). Bunun nedeni
polimerizasyon mekanizmasinin yorumlanmasiyla aqadbilir. Literatirde bahsedifi
gibi, BKM'nin elektropolimerizasyon mekanizmasindace katyonik radikal formun
olusmasi ve olgan radikalik tirlerin rezonans ile aromatik halkayggmesi ve C-C lgari
ya da C-N bglarinin olgumu ile dimerleme ve polimerlgme gerceklgmektedir(Ramesh
ve ark., 2003; Ghica ve Brett, 2009; Yang ve Li009. Daha 6nce destek elektrolit
belirlenmesinde yorumlanagekil 15C’de de gorildgl gibi, radikalik tir yaklatk 1150
mV’da gozlenmgtir. O halde -0,7 ile +0,6 V ar@inda elektropolimerizasyorgléminin
gerceklsmemesi radikalik formun ofmasi icin gerekli olan potansiyelin uygulanmgami
olmasindan kaynaklanmaktadjekil 17B ise bu elektrodun NADH’siz ve 0,4 mM NADH
ortamindaki dongusel voltammogramlarini gésternwkteElektropolimerizasyonun bu
potansiyel arafiinda gerceklgmemesinden dolayi polimerik ture ait pikler goruimsg
sadece adsorpsiyondan dolayr monomerik turlegkinlipikler gozlenmgtir (Sekil 17B/a).
Bu elektrot ile NADH'nin elektrokimyasal davraniincelendginde, elektrokatalitik
etkinin g6zlenmedgi (Sekil 17B/b) ve NADH'nin biyuk bir kisminin NADH’niryalin
elektrotta yukseltgengi potansiyelde (yakkak 510 mV, Sekil 17B/c) yikseltgendi
ortaya konmstur.

Potansiyel arayn -0,7 ile +1,2 V arafiinda elde edilen Poli-BKM/GCE'nin,
NADH’siz ve 0,4 mM NADH ortamindaki déngisel voltamgrami daha ©ncé8ekil
15B’de verilmitir. Bu elektrot ile NADH'nin elektrokimyasal davrgi incelendginde,
elektrokatalitik etkinin ¢ok iyi gozlengi sekilden gorulmektedir. NADH yalin elektrotta
yaklasik +500 mV’da yikseltgenirken, Poli-BKM/GCE’de +150 oM yikseltgennstir.
Bdylece NADH'nin potansiyeli yakkak 350 mV daha negatife kaystr.

Sekil 17C’de ise anodik pik potansiyel aglil600 mV kadar arttirildginda Q
cikisina ait air 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 17D’de
gorilmektedir.
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Elde edilen elektrokatalitik akimlar elektropolinesyon esnasinda kullanilan
anodik potansiyel sinir gerlerine kagi grafige gecirilmg ve Sekil 16B elde edilmtir.
Elektropolimerizasyonun gercekiaesi icin gerekli olan radikalik tirin cum
potansiyelinden (yakiak 1140 mV) daha diik potansiyellerde arglk dongtsel
voltammogramlar alingdinda, elde edilen Poli-BKM/GCE’lerin NADH’ye ksriyi bir
elektrokatalitik etki gostermegii sekilden gortlmektedir. En iyi elektrokatalitik etkn,
elektropolimerizasyon esnasinda potansiyel @ral0,7 ile +1,2 V arasinda elde edilen
Poli-BKM/GCE igin gOzlendii sekilden gorilmektedir. BKM’nin elektropolimerizasye,
anodik pik potansiyel deri +1,2 V’dan daha blyuk potansiyellerde gercgkiede, elde
edilen Poli-BKM/GCE’lerin NADH'ye elektrokatalitiketkisi gittikce azalnytir. Bunun
nedeni, daha buylk potansiyellerde Q@kisindan dolayr polimerik turiin bozulmasi

seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 17. 0,01 mM BKM'nin, 0,1 M NaN@iceren 0,1 M HPO, destek elektrolitinde
A) (-0,7) - (+0,6) VC) (-0,7) — (+1,6) V potansiyel arglnda ardyik olarak alinan
dongusel voltammogramlari (tarama hizi: 100 mMigsye D) SirasiylaA ve C’ den elde
edilen poli-BKM/GCE’nin (a) NADH yoklgunda ve (b) 0,4 mM NADH vagiindaki, (c)
yalin GCE’nin 0,4 mM NADH varfiindaki dongusel voltammogramlari (destek elektrolit
0,1 M pH"1 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; 0,01 mM monomer
derisimi ortaminda $ekil 16C) ve 10 donguliSekil 16D) voltammogramlari alinarak

hazirlandginda elde edilnstir.
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Sonug olarak, NADH’ye en iyi yaniti elde etmek icBKM'nin GCE ylzeyinde
elektropolimerizasyonu basamadaki en uygun kallar; a) destek elektrolit: 0,1 M
NaNG; iceren 0,1M HPO, fosfat tamponu, b) potansiyel agli (-0,7) — (+1,2) V, ¢)
monomer desimi: 0,01 mM, d) déngi sayisi: 10 dongu olarakdestimis, e) tarama hizi:
100 mV/s olarak alinngtir.

4.2.1. BKM’nin Elektropolimerizasyon Mekanizmasi

BKM’'nin GCE vyizeyinde elektropolimerizasyonunun geklesmesi icin yuksek
potansiyel dgerlerinde (destek elektrolite gla olarak yaklaik 1000-1200 mV) kararsiz
katyonik radikalik tOrin olgumuna ait tersinmez bir anodik pikin etomasi gerekir
(Ramesh ve ark., 2003; Ghica ve Brett, 2009; Yangiive 2009). Olgan radikalik form
aromatik yapida delokalize olur ve son olarak desiotimerizasyon tepkimeleri radikal-
radikal kaplingi (C-N veya C-C) ojur. Bu gamayi, dongu sayisinin artmasiyla
polimerizasyon izler.Sekil 18'de BKM'ye ait monomerik ve okan trimerik yapi

verilmistir.

Sekil 18. BKM’ye ait monomerik ve trimerik yap! (@a ve Brett, 2009).
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4.3.Poli-NM Modifiye GCE

NM’nin elektropolimerizasyonunun optimum gudlarini belirlemek icin elde edilen
bazi voltammogramlar ve sonuglar sirasigkkil 19, 20 ve 21'de verilngtir. NM’nin
GCE ylzeyinde elektropolimerizasyonu asidik ve kalblgelerde zorkarken nétral
bdlgelerde daha belirgin gozlenyti. Ancak, zayif asidik bolgede elde edilen Poli-
NM/GCE’lerin NADH’ye daha iyi elektrokatalitik etki gosterdéi pik akim
yuksekliklerinden belirlenngtir. NADH'ye en iyi yanit veren Poli-NM/GCE, 0,08 vh
NM’nin (Sekil 20 C), 0,1 M NaN® ve %30 etanol iceren pH 4,0 fosfat ¢ozeltisi deste
elektrolitinde §ekil 20A), -0,7 ile +1,1 V potansiyel arginda §ekil 20B) ve 100 mV/s
tarama hizinda 8 dongulisdkil 20D) dongusel voltammogramlari kaydedilerekieel
edilmistir. Polimerizasyon mekanizmasi literatiirden derifohiggi gibi, olusan radikallerin
dimerleme ve ardindan polimegmeye gitmesiyle aciklanabilir (Ramesh ve ark., 2003
Du ve ark., 2007; Chen ve ark., 2008).
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Sekil 19.0,08 mM NM’nin, 0,1 M NaN@ ve %30 etanol icereA) pH 4,0C) pH 7,0 ve
E) pH 10,0 fosfat tamponu/fosfat ¢ozeltileri destédékeolitlerinde ardgik olarak alinan
dongusel voltammogramlari (tarama hizi: 100 m\Bs)D ve F)SirasiylaA, C ve E’ den
eldeedilen Poli-NM/GCE'nin (a) NADH yoklgunda ve (b) 0,4 mM NADH vagindaki

(c) yalin GCE'nin 0,4 mM NADH vargindaki dongusel voltammogramlari. (destek
elektrolit: 0,1 M pH’1 7,0 fosfat tamponu; taramaih 50 mV/s).
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Sekil 20. Poli-NM/GCE'nin hazirlanmasi esnasindak) destek elektrolitinB) anodik
potansiyel limitinin C) monomer degimin D) dongu sayisinin, 0,4 mM NADH'nin
elektrokatalitik pik akimina etkisi.
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Sekil 21. 0,08 mM NM'nin, 0,1 M NaN@ve %30 etanol iceren pH 4,0 fosfat ¢ozeltisi
destek elektrolitind@\) (-0,7) — (+0,6) VC) (-0,7) — (+1,6) V potansiyel arginda ardyik
olarak alinan déngusel voltammogramlar (tarama Q0 mV/s).B ve D) SirasiylaA ve

C’ den eldeedilen Poli-NM/GCE’nin (a) NADH yoklgunda ve (b) 0,4 mM NADH
varhgindaki (c) yalin GCE’nin 0,4 mM NADH vaglindaki dongusel voltammogramlari
(destek elektrolit: 0,1 M pH’1 7,0 fosfat tamporarama hizi: 50 mV/s).

4.4 Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu

Optimum kagullarda hazirlanan her bir modifiye elektrodun,@®0 mV/s arasinda
degisen farkh tarama hizlarinda ve 0,1 M pH 7,0 fostamponunda dongusel
voltammogramlari kaydedilerek, tarama hizingikpik akimlari dgisimi incelendi. BKM
ve NM modifiye elektrotlarin farkli tarama hizladia elde edilen voltammogramlari (A) ve
bu voltammogramlarin gerlendiriimesiyle elde edilen pik akimlarina gaarama hizlari
grafigi (B) sirasiylaSekil 22 ve 23'de verilngitir. Sekillerden gorildgu gibi fenoksazin
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turd boyar maddelerle elde edilen modifiye elekaron pik akimlarinin ise 20-6400 mV/s
arasinda dgrusal olarak dgistigi tespit edilmstir.

Ayni sekillerin C ile gosterilen kisminda farkh pH’lar@dinan 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 potansiyelgdderi (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 redoksymda 2 eve 2H’nun
katilldigini yansitmaktadir. Benzer yorumlar literattirde y@gilmstir (Ghica ve Brett,
2009).

Yine sekillerin D ile gosterilen kisimda ise her bir miogk elektrodun pH 7,0 fosfat
tamponunda elde edilen 200-300 donguli dongusemwwohogramlari kaydedilerek kararli
olup olmadiklari incelenngiir. Modifiye elektrotlarin monomerik ve polimerikiriine ait
piklerin dongl sayisinin artmasiyla azgidancak azalmanin yakl& 150-200 dongiden

sonra daha da azaywve kararl oldgu sdylenebilir.

¥ — 0,0053x + 0,2313
R® - 0,9921

it
Current (uA)

Current, pA

s oo
pH Potential (V)vs. Ag/AgCl

Sekil 22. Poli-BKM/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) dongusel voltammograml8) pik akimlarinin tarama hizi ile ggim grafigi

C) E° deseri ile pH degisim grafisi D) 50 mV/s tarama hizindaki 300 déngii sayili
voltammogrami.
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Sekil 23. Poli-NM/GCE'nin A) 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponunda ve farkli tarama
hizlarindaki [ 20, 50, 100, 160, 200, 400, 649 800, 1280, 1600, 2560, 3200, 5120,
6400 mV/s) déngusel voltammogramI8) pik akimlarinin tarama hizi ile ggim grafigi

C) E° deseri ile pH degisim grafisi D) 50 mV/s tarama hizindaki 250 déngi sayili
voltammogrami.

4.5.Hazirlanan  Modifiye Elektrotlarla NADH'nin  Elek trokatalitik ve
Fotoelektrokatalitik Yikseltgenmesi

4.5.1.Dongusel Voltammetrik Yontemle

Sekil 24a ve 24b, Poli-BKM/GCE'nin siksiz ve ¢kl ortamdaki
voltammogramlarini gostermektediSekilden modifiye elektrota sigin bir etkisinin
olmadgl goérilmektedir. 0,4 mM NADH’nin Poli-BKM/GCE kullalarak kaydedilen
dongusel voltammogramd&dkil 24c) NADH'nin +160 mV’'da yukseltgengli gozlenms
ve yalin elektrota gore (+ 510 mV) 390 mV kaytm Modifiye elektrot ylzeyinesik
diUsUrdlddgiinde ise potansiyel 110 mV’a kayarak pik akim yékgmin yaklasik 1,5 kat
arttigit (Sekil  24d) go6zlenmgtir. Bu arts  Poli-BKM/GCE'nin  NADH'’ye
fotoelektrokatalitik etki gostergini kanitlamaktadir.
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Sekil 24. Poli-BKM/GCE'nin a) siksiz ve b) gikli ortamdaki dongiisel voltammogrami;
0,4 mM NADH’nin Poli-BKM/GCE kullanilarak c)siksiz ve d) gikh ortamdaki dongusel

voltammogrami. Tarama Hizi: 50 mV/s, destek eldikti@ 1 M pH: 7,0 fosfat tamponu.

Uygun kaullarda elde edilen Poli-NM/GCE’nin 0,4 mM NADH arhindaki ikl
voltammogrami alinggnda elektrokatalitik akimda agtiolmadgl hatta azalgn ve
NADH'nin bir kisminda yalin elektrotta yukseltgegdibblgede yukseltgenme pikinin
gozlendgi tespit edilmgtir. Bu durum elektrot yizeyinde NADH'nin fotoele&katalitik
yukseltgenmesi icin yeterli miktarda polimerik tériolmadg ve sikla bu ince filmin
bozuldigu sonucuna k@anabilir. Bunun i¢in bundan sonraki gahalarda NM degimi
0,2 mM olacaksekilde uygun keullarda elektropolimerizasyolémi gerceklgtirildi ve
NADH’nin elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitikitkseltgenmesinde kullanildi.
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0,2 mM NM'nin elektropolimerizasyonu ile elde edil®oli-NM/GCE’ye 250 W’lik
Isigin etkisinin olup olmagini tespit etmek icin elde edilen modifiye elekwad),1 M pH
7,0 fosfat tamponunda ve 50 mV/s tarama hizindetreleylzeyine gik disurtlerek ve
distrulmeden dongusel voltammogramlar kaydedBeékil 25a ve 25b Poli-NM/GCE’nin
Istksiz ve gikh ortamdaki voltammogramlarini gdstermektedBekilden modifiye
elektrota ¢i1gin bir etkisinin olmadii gorulmektedir. 0,4 mM NADH’nin Poli-NM/GCE
kullanilarak kaydedilen dongusel voltammogram@ak{l 25c) NADH’nin 160 mV'da
yukseltgendii gbzlenms ve yalin elektrota gore (+ 500 mV) 340 mV kaymm Modifiye
elektrot yluzeyine stk disurtldigtinde ise potansiyel 40 mV’a kayarak pik akim
yuksekliginin yaklasik 1,5 kat artig (Sekil 25d) gozlenmitir. Bu arts Poli-NM/GCE’nin
NADH'ye fotoelektrokatalitik etki gosterdini kanitlamaktadir.

Current (pA)
[\ u]

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

Sekil 25.Poli-NM/GCE’nin a) siksiz ve b) gikh ortamdaki dongusel voltammogrami; 0,4
mM NADH’nin Poli-NM/GCE kullanilarak c) siksiz ve d) gikh ortamdaki dongisel
voltammogrami. Tarama Hizi: 50 mV/s, destek elédikti@ 1 M pH 7,0 fosfat tamponu.

NADH'nin bu tar modifiye elektrotlardaki fotoelekikatalitik yukseltgenme
mekanizmasi, Cooper ve arkaldanin toluidin mavisi, metilen mavisi gibi azirirti

boyar maddelerle askorbik asidin fotoelektrokataliyyiikseltgenmesi caimalarinda
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onerdgi mekanizmaya benzer biekilde aciklanabilir (Cooper ve ark., 1998, 1999).
Onerilen mekanizmaya gore, elektrot yuizeyindeki iystdr ik kaynaindan gelensinla
uyarilmg hale gecer, uyarilan mediyatoriin yikseltgenfarmu ile askorbik asit hizlica

tepkimeye girer ve mediyatdr indirgergniformuna donglrken askorbik asit
yuzeyinde tekrar yikseltgenirken elektrokatalitdira olusur. NADH’nin bu tir modifiye
elektrotlarla fotoelektrokatalitik yukseltgenmesie dbuna benzer bir foto-ECE
mekanizmaslyla aciklanabilir. Onerilen mekanizmgrdibusunda gercekjen tepkimeler
asagidaki sekilde verilebilir.

Medingy — Medyiy + 26+ 2H ..o, (Elektrot Tepkimesi))(E (4. 1)

Medyyq off - Meyig .o (Foton lisariima) 4. 2)
Med*yay + NADH — Meding) + NAD"..........ccevn. (Kimyasal Tepkime) (C) (4. 3)
Medingy — Medyuy + 26 + 2H .ooooiiiiiiiiiiii (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 800GV arasinda dgsen sabit
potansiyellerde 6ncelikle yalin GCE kullanilarak 0y pH 7,0 fosfat tamponu destek
elektrolit ortaminda 0,2 mM NADH igin akim-zamagrigeri 1sikli ve is1ksiz ortamda
kaydedilmitir. Ayni sekilde uygunsartlar altinda elde edilmitim modifiye elektrotlar
kullanilarak -100 mV ile 600 mV arasindagden sabit potansiyellerde de 0,2 mM NADH
icin akim-zaman gileri 151kl ve siksiz ortamda kaydedilrtir.

Sekil 26A yalin GCE kullanilarak farkli potansiyeite2 0,2 mM NADH icin elde
edilen amperometrik ve fotoamperometrik akingetterine kagilik uygulama potansiyeli
grafigini gostermektedir. Buekilde goruld@l gibi hem giksiz hem desikl ortamda
NADH yaklasik 500-600 mV’da maksimum akim gkxine ulgmistir. 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 giaetine kagl akim deisimi
izlenmis ve Sekil 26B’de verilmitir. Bu grafige gore NADH’nin +150 mV’da yalin
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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 26. Yalin elektrotla elde edile®) uygulama potansiyeli-akim grafi B) NADH
derisimine kagl amperometrik ve fotoamperometrik akim ggafiuygulama potansiyeli:
+150 mV, destek elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat faonu.

Modifiye elektrotlarla NADH’nin amperometrik ve foamperometrik yontemle
tayini icin tim modifiye elektrotlar icin 6énceliklen uygun uygulama potansiyeli optimize
edildi. Sekil 27A Poli-BKM/GCE ile elde edilen akim-uygulanm@otansiyeli grafiini
gostermektedirSekilden goruldigu gibi, en uygun potansiyelin yakl& +200 mV oldgu
ve iikll ortamda elde edilen akim gkylerinin siksiz ortamda elde edilenlerden yakka
2-2,5 kat daha buylk olg@u sonucuna varilmgir. +200 mV’da Poli-BKM/GCE
kullanilarak 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortamindakim-zaman gragi Sekil 27B’de
verilmistir. Zemin akimin (a) sabit bir gere ulamasi igin bir sire beklendikten sonra,
modifiye elektrodun ylzeyine (ajik disurtldigiinde ¢ok az bir dgsimin gozlendgi
(b), 0,2 mM NADH ilavesiyle akimin ar#li (c) ve sikla da NADH’nin akim dgerinin
yaklasik 2 kat arttgl (d) ve sik kapatildginda fotoakim dgerinin d konumundan tekrar c
konumuna hizla dongii sekilden gorilmektedir.

Sekil 27 C’de, Poli-BKM/GCE i¢in elde edilen amperetnk ve fotoamperometrik
akim deerlerinin dersime kagl degisim grafigini gbstermektedir.

Amperometrik yontemle elde edilen kalibrasyon gsiafn 1,0x10°%ile 1,0x10° M
NADH aralginda (I(nA) = 1,17x1® C (mol/L) + 19,02 r = 0,997)fotoamperometrik
yontemle elde edilen Kkalibrasyon ggfin ise yine ayni degim aralginda
(I(NA) = 2,59x16 C (mol/L) + 33,16 r = 0,999), gousal oldgu bulunmuytur. Ancak
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grafikten goruldgu gibi fotoamperometrik yontemle elde edilen kaldyon gratiinin
egiminin, amperometrik yontemle elde edilen ggafi egsiminden yaklalk 2 kat daha

blyuk old@gu tespit edilmgtir, baska bir deygle duyarlgin arttgl saptanntir.
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Sekil 27. Poli-BKM/GCE ile elde edileryikli ve isiksiz konumlarda) uygulanan sabit
potansiyele kar akimlarin dgisimi, B) NADH yoklugunda (a, b) ve 0,2 mM NADH
varhiginda (c, d) elektrot ytzeykiklandiriilmadan (a, c) vesiklandirilarak (b, d) elde
edilen akim-zaman gelleri. C) NADH derisimine kagl amperometrik ve
fotoamperometrik akimlarin ggimi (B ve C icin uygulama potansiyeli +200 mV, dsst

elektrolit: 0,1 M pH 7,0 olan fosfat tamponu).

Sekil 28A Poli-NM/GCE ile elde edilen akim-uygulamaotansiyeli grafini
gostermektedirSekilden goéruldgu gibi, en uygun potansiyelin yakl& +150 mV oldgu
ve ikl ortamda elde edilen akim gkrlerinin siksiz ortamda elde edilenlerden yakka2
kat daha buyik oldiu sonucuna varilngtir. +150 mV’da Poli-NM/GCE kullanilarak
0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ortamindaki akim-zameafigi Sekil 28B’de verilmitir.

Sekil 28C’de, Poli-NM/GCE icin elde edilen amperonietve fotoamperometrik
akim deerlerinin der§ime kagl desisim grafigini gostermektedir. Amperometrik
yontemle elde edilen kalibrasyon gggfiin 1,0x10° ile 1,0x10° M NADH aralginda
(I(nA) = 1,25x16 C (mol/L) + 23,65 r = 0,997) fotoamperometrik yémie elde edilen
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kalibrasyon grafiinin ise yine ayni degim aralginda (I(nA) = 2,54x1® C (mol/L) +
46,18 r = 0,996), dousal oldgu bulunmuytur.
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Sekil 28. Poli-NM/GCE ile elde edilersikli ve iiksiz konumlardad) uygulanan sabit
potansiyele kar akimlarin dgisimi, B) NADH yoklugunda (a, b) ve 0,2 mM NADH
varhginda (c, d) elektrot yuzeykiklandirilmadan (a, c) vesiklandirilarak (b, d) elde
edilen akim-zaman gelleri. C) NADH derisimine kagl amperometrik ve
fotoamperometrik akimlarin ggimi (B ve C icin uygulama potansiyeli +150 mV, dsst

elektrolit: 0,1 M pH 7,0 olan fosfat tamponu).
Farkli  monomerlerin  elektropolimerizasyonu yoluyldazirlanan modifiye

elektrotlarin NADH'ye verdii amperometrik ve fotoamperometrik yanitlarin atiali

karakteristiklerine igkin veriler Cizelge 5’de verilngtir.
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Cizelge 5. Farkli monomerlerin elektropolimerizasyoyoluyla hazirlanan modifiye

elektrotlarin NADH'ye verdii amperometrik ve fotoamperometrik yanitlarin aiali

karakteristikleri

Modifiye Uygulama Pot. Kalibrasyon Dogrusunun

Derisim arali g _ my/m,”
elektrot (m¥) Denklemi* o

I: i(MA) = 1,17x10°C(mM) +

19,02
Poli-BKM /GCE +200 mV 1x10>-1x10°® 2,21
II: i(HA) = 2,59x10°C(mM) +

33,16

I: i(MA) = 1,25x10°C(mM) +

23,65
Poli-NM/GCE +150 mV 1x10°>-1x10° 2,03
II: i(HA) = 2,54x10°C(mM) +

46,18

*I: Amperometrik, II: Fotoamperometrik yontemle elddilen kalibrasyon gwusunun denklemi.

** m,: Fotoamperometrik, mAmperometrik yontemingmi.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Fenoksazin turd boyar maddeler olan BKM ve NM kullarak modifiye GCE
hazirlanmgtir. Elektrot yluzeyinin modifikasyonunda daha karatan ve tekrarlanabilir
sonuclarin elde edilgi elektropolimerizasyon yontemi secilgtir. Her bir redoks
mediyatoriin elektropolimerizasyonunda destek edéiktrtird veya pH’I, monomer
derisimi, dongu sayisi ve potansiyel apaligibi parametreler, modifiye elektrot
hazirlandiktan sonra NADH'ye en iyi yanitin aligidkonum dikkate alinarak, optimize
edilmigtir.

Tum modifiye elektrotlarin 0,1 M pH 7,0 fosfat taomu ortaminda tarama hizina
bagli olarak dongusel voltammogramlari kaydedimve tarama hiziyla modifiye
elektrotlarin polimerik tirtine ait anodik ve katoghik akimlarinin dgrusal olarak artg
ve olayin adsorpsiyona $la oldugu sonucuna varingtir. Ayrica tim modifiye
elektrotlarin farkli pH’larda kaydedilen ddngusebltammogramlarindan elde edilen
formal potansiyel dgerlerinin pH ile d@rusal azaldii ve eimlerin -59 mV’a yakin
degerlerde c¢ikig sonucuna varilmive bdylece bu modifiye elektrotlarin redoks olaan
2 elektron ve 2Mnun katilldg saptannytir. Son olarak her bir modifiye elektrodun 200-
300 dongulu voltammogramlar kaydedifmie yaklgik 150-200 dénguden sonra kararli
kaldigl sonucuna varilngtir.

Her bir modifiye elektrodun 0,1 M pH 7,0 fosfat taomunda dongusel
voltammogramlari hemsiksiz hem desikli yéntemde kaydedilngj elektrot yiizeyinin
isiklandirilmasiyla modifiye elektrotlara ait piklericok az dgistigi gozlenmgtir. Ayni
sekilde bu modifiye elektrotlarin NADH ortaminda djirsel voltammogramlari
kaydedilmg ve yalin elektrotta yakisk 500 mV’da yikseltgenen NADH’nin daha negatif
potansiyellere kaydi tespit edilmg ve elektrot ylzeyininsiklandiriimasiyla da NADH'ye
ait elektrokatalitik akimin belirgin bigekilde arttgl sonucuna varilngtir. Bu sonuclar bu
tur modifiye elektrotlarin NADH'ye iyi bir elektradaltik ve fotoelektrokatalitik etki
gosterdgini ortaya koymaktadir.

Bu amacla her bir modifiye elektrot icin optimumguyama potansiyeli elde edilgmi
ve bu potansiyelde ve 0,1 M pH 7,0 fosfat tampoaufaakli NADH dergimlerine kasi
akim yukseklikleri icin akim zamargeleri kaydedilmitir. NADH’nin destek elektrolite
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ilavesiyle akim artngy elektrot yizeyigiklandirldginda ise akimda yakjkk 2 kat artg
oldugu gozlenmgtir. Hem amperometrik hem de fotoamperometrik yomtigin akim
deserlerinin 1x10°-1x10°M NADH derisimi araliginda dgrusal dgistigi saptanmytir.

Elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik camalar esnasinda elektrot yizeyi her
defasinda optimum kallarda yeniden modifiye edildi. Boylece fotoelektatalitik
calismalar esnasindasigin elektrot ylzeyindeki polimere zarar vermesindgne hem
elektrokatalitik hem de fotoelektrokatalitik gahalarda elektrot ylzeyinin kirlenmesinden
kaynaklanan ve yanilgili sonu¢ alinmasina sebepettaenler ortadan kaldirilgnoldu.

Tum modifiye elektrotlar icin elde edilen analitikarakteristikler Cizelge 5'de

Ozetlenmgtir.
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Since the direct electrochemical oxidation of NADH is highly irreversible with a great
overpotential at a bare electrode and is followed by passivation of the electrode surface, chemically
modified electrodes (CMEs) have been widely used for its electrocatalytic oxidation [1-4].
Recently, our research group have been interested in photoelectrocatalysis of NADH using
modified electrodes [4]

In this study, photoelectrocatalytic oxidation of NADH has been described using poly-
brilliant cresyl blue modified glassy carbon electrode (P-BCB/GCE). The effect of supporting
electrolyte with different pH, monomer concentration, cycle numbers and potential window
(especially upper potential) during the electropolymerization process of BCB on the
electrocatalytic oxidation of NADH was investigated using cyclic voltammetric technique. The
optimum conditions for electropolymerization process werc determined as 0.1 M H3;PO4
containing 0.1 M NaNO; for supporting electrolyte, 0.01 mM BCB for monomer concentration,
range from -0.7 to +1.2 V (vs. Ag/AgCl) for potential window and 8 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-BCB/GCE was investigated.

Figure 1A shows the cyclic voltammogram of P-BCB/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
clectrode 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 500 mV. When the cyclic voltammogram
of P-BCB/GCE was recorded in the presence of NADH, the anodic peak potential of NADH
shifted to 120 mV(Fig. 1C). As a result, P-BCB/GCE shows electrocatalytic activity toward NADH
oxidation with an overpotential of ca. 380 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 a constant potential. When the modified electrode
surface was irradiated with a 250 W halogen lamp, a photoelectrocatalytic effect was observed for
NADH oxidation and the current was increased about 1.5 times (Figure 1D).
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