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GALLIK ASIT TAYINI iCIN ELEKTROKIMYASAL SENSOR OLARAK
YARIILETKEN NANOKOMPOZIT YAPILARIN GELISTIRILMESI

OZET

Antioksidanlar, insan viicudundaki serbest radikalleri temizleyerek bircok dogal
hastalig iyilestirir. Bu nedenle, antioksidan igeren gidalarin tiiketimi artmistir. Ancak,
yapay antioksidanlarin asir1 alimi1 kanser gibi hastaliklara neden olabilir. Bu yiizden,
dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlar tercih edilmektedir.

Gallik asit (GA), dogal Orneklerde bulunan bir antioksidandir. Bazen 3,4,5-
trihidroksibenzoik asit olarak da bilinen gallik asit, bir polifenol grubu tyesidir.
CsH2(OH):CO-H molekiillerinden olusur. Gallik asit, sari-beyaz renkte olup kristal bir
yapiya sahiptir. Suda kolayca ¢oziiniir ve eter, alkol, gliserol gibi maddelerde de
¢oOziinebilir, ancak benzen ve kloroformda ¢6ziinmez. Nar, muz, bogiirtlen, yaban
mersini, avokado, frenk iiziimii, mango, dut ve sumak gibi bir¢ok meyvede; ayrica
yesil cay, sumak, findik, mese ve kestane agaclar1 gibi bitkisel iiriinlerde ve baz1 agag
kabuklarinda gallik asit bulunur.

Bu calismada, gallik asit (GA) tayini icin ¢inko oksit (ZnO), ¢inko siilflir (ZnS) ve
¢inko selenid (ZnSe) yar1 iletkenleri kullanilarak elektrokimyasal sensorler gelistirildi
ve elektrot tiretimi igin camsi karbon elektrot (GCE) kullanildi. GA tayini, 0.1 M fosfat
tamponu (PBS) (pH 7.4) iceren ¢ozeltilerde farkli GA konsantrasyonlarinda hazirlanan
GCE/ZnS, GCE/ZnSe, GCE/ZnO ¢aligsma elektrotlar1 kullanilarak yapildi. Olusturulan
GA sensorleri, 10 uM ile 1000 uM arasinda genis bir dogrusal yanit araligi gosterdi.
GCE/ZnS, GCE/ZnSe, GCE/ZnO elektrotlariyla gelistirilen elektrokimyasal sensorler,
GA tayini i¢in yiiksek hassasiyet, 1y1 tekrarlanabilirlik, yiiksek secicilik ve uzun vadeli
stabilite gdsterdi.

Gelistirilen GA sensorii, GCE/ZnS, GCE/ZnSe, GCE/ZnO elektrotlarinda farkli LOD
ve LOQ degerleri gosterdi ve -0.80 V, 1.00 V'da 10-100 uM GA konsantrasyon
araliginda dogrusal bir yanit verdi. LOD-LOQ degerleri sirastyla 9.03 uM-27.36 uM,
6.33 uM-19.203 uM, 5.55 pM-16.84 uM olarak gozlemlendi.

Elektrokimyasal sensore ek olarak, Folin-Ciocalteu yontemiyle spektrofotometrik
olarak da GA tayini yapild1 ve sonuglar karsilastirildi. Folin-Ciocalteu yontemiyle elde
edilen sensoriin LOD degeri 5.48 uM ve LOQ degeri 16.62 uM olarak bulundu.
Ayrica, gergek kiraz suyu ve ceviz 0rneklerinde GA tayini yapildi ve geri kazanim
degerleri %98.15-101.84 araliginda belirlendi. GA, Folin-Ciocalteu yontemi ve
elektrokimyasal sensor kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi ve sonuglar
karsilastirildi. GA ayrica visne suyu ve ceviz gibi gergek drneklerde de belirlendi.
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DEVELOPMENT OF SEMICONDUCTOR NANOCOMPOSITE
STRUCTURES AS ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR GALLIC ACID
DETERMINATION

SUMMARY

Free radicals are molecules or atoms with one or more unpaired electrons outside their
orbitals. These unpaired electrons are denoted by a dot adjacent to the atom or
molecule. Free radicals, in their quest to complete their missing electrons, exhibit high
reactivity and a strong tendency to form bonds and compounds.

Bond formation necessitates the presence of two electrons with spins oriented in
opposite directions. Electron pairs involved in bond formation exhibit structurally
stable configurations. Electrons within the human body form compounds and pairs due
to the bonds they establish. Upon bond disruption, electrons either disperse to other
atoms or remain on a single atom.

When electrons remain localized on a single atom, ions are formed, whereas their
dispersion to different atoms results in the formation of free radicals. Unpaired
electrons possess unexpectedly high energy levels, which can lead to the disruption of
paired electrons in other molecules.

Antioxidants are substances that inhibit or decelerate undesirable oxidation reactions.
They neutralize free radicals, thereby preventing cellular damage induced by oxidative
stress. Consequently, due to their role in naturally ameliorating various medical
conditions caused by free radicals within the human body, there has been an observed
increase in the consumption of antioxidant-rich foods. However, excessive intake of
artificially synthesized antioxidants may lead to adverse health conditions, such as
cancer. Therefore, antioxidants derived from natural sources are favored.

Phenolic compounds are one of the secondary metabolites synthesized during the
normal development of plants. These phenolic substances typically possess one or
more hydroxyl groups attached to an aromatic ring and can be categorized as metabolic
products with varied structures and functions.

Phenolic compounds present in foodstuffs are predominantly found in fruits; however,
their presence can vary depending on the type of fruit. Even within the same fruit
species, the concentration of phenolic compounds can be influenced by multiple
factors, including species, growth season, environmental conditions, climatic factors,
soil type, geographical location, and ripeness.

The term 'oxidative stability' in foods can be modified by phenolics, which can alter
attributes such as bitterness, color, taste, pungency, flavor, and aroma. The presence
of these compounds significantly impacts the sensory characteristics and shelf life of
foods, thereby enhancing consumer acceptance and nutritional value.

The hydroxylation pattern around the aromatic ring dictates antioxidant activity. The
capacity to act as a hydrogen donor and inhibit oxidation is directly proportional to the
number of hydroxyl groups present on the phenolic rings. The fundamental attribute
of a molecule or antioxidant system is its ability to maintain equilibrium and,
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consequently, contribute to the reduction of oxidative stress-induced damage in human
metabolism by disrupting or recognizing oxidative propagation chains.

Phenolic compounds found in foods, particularly in fruits, have notable health benefits
despite lacking direct nutritional functions. Flavonoids and other plant polyphenols are
significant antioxidants due to their high redox potentials. Grape seed extract,
recognized for its potent antioxidant properties, neutralizes free radicals while
exhibiting cytotoxic effects against cancerous cells without harming healthy cells. It
has been reported to prevent prostate cancer, and gallic acid (GA) has demonstrated
significant effects against leukemia.

Additionally, GA possesses protective properties against chronic cardiovascular
diseases and cancer. Phenolic compounds in foods, despite lacking nutritional
functions, have positive health benefits. Due to their high redox potentials, flavonoids
and other plant polyphenols serve as very important antioxidants. The antioxidant
effects of phenolic compounds are explained by their ability to bind with metals, form
chelates, and inactivate spesifik enzymes.

The most common group of naturally occurring phenolic substances is flavonoids.
Other phenolic compounds include simple phenols, phenolic acids (such as benzoic
and cinnamic acids), coumarins, stilbenes, hydrolyzable and condensed tannins,
lignans, and lignins. These diverse phenolic compounds are found across a wide range
of plants and thus plant-based foods, providing numerous beneficial effects on human
health.

Gallic acid (GA), a notable antioxidant present in natural samples, is a member of the
polyphenol group and is sometimes referred to as 3,4,5-trinydroxybenzoic acid.
Comprising CsH2(OH);:CO-H molecules, gallic acid is a yellow-white crystalline
substance. It is highly soluble in water and dissolves in ether, alcohol, and glycerol,
but is insoluble in benzene and chloroform.

Gallic acid can be found in various fruits such as pomegranate, banana, blackberry,
blueberry, avocado, currant, mango, mulberry, and sumac, as well as in plant products
like green tea, sumac, walnut, oak, chestnut trees, and certain barks.

In recent years, various chromatographic techniques and methods such as
chemiluminescence spectrophotometry have been employed for the detection of
phenolic compounds. The electrochemical detection of gallic acid occurs due to the
release of electrons during its oxidation. Gallic acid is utilized as a standard compound
for determining the phenolic content in diverse biological food, juice, and plant
samples.

In this study, electrochemical sensors for the detection of gallic acid were developed
using glassy carbon electrodes (GCE) in conjunction with semiconductors such as zinc
oxide (Zn0O), zinc sulfide (ZnS), and zinc selenide (ZnSe). Gallic acid detection was
performed using these electrochemical sensors with GCE/ZnS, GCE/ZnSe, and
GCE/ZnO working electrodes in solutions containing various concentrations of GA in
0.1 M phosphate buffer (PBS) (pH 7.4).

The developed GA sensors exhibited a broad linear response range from 10 uM to
1000 uM. The electrochemical sensors developed with GCE/ZnS, GCE/ZnSe, and
GCE/ZnO electrodes demonstrated high sensitivity, excellent reproducibility, high
selectivity, and long-term stability for GA detection.
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The developed GA sensors exhibited varying limits of detection (LOD) and limits of
quantification (LOQ) values across GCE/ZnS, GCE/ZnSe, and GCE/ZnO electrodes,
providing linear responses at -0.80 V and 1.00 V within the 10-100 uM GA
concentration range. The observed LOD-LOQ values were 9.03 uM-27.36 uM, 6.33
uM-19.20 uM, and 5.55 uM-16.84 uM, respectively.

In addition to electrochemical sensors, GA detection was also performed
spectrophotometrically using the Folin-Ciocalteu method, and the results were
compared. The LOD value obtained with the Folin-Ciocalteu method was found to be
5.48 uM, and the LOQ value was 16.62 uM. Furthermore, GA determination was
carried out in real samples such as cherry juice and walnut, with recovery values
ranging from 98.15% to 101.84%.
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1. GIRIS

Serbest radikaller, orbitallerin disinda bir veya ondan daha fazla ortaklanmamis
elektron ¢ifti bulunduran molekiillere veya atomlara denilmektedir [1]. Bu
ortaklanmamug elektronlar, atom veya molekiile yerlestirilen bir nokta ile temsil edilir
[2]. Eksik elektronlarin1 tamamlamak isteyen serbest radikaller, bu nedenle baglarini

ve bilesiklerini olusturma konusunda oldukga isteklidir [3].

Bir bagin olusumu i¢in iki elektron gerekli goriiliir ve bu elektronlar birbirinden farkli
yone bakan spine sahiptir. Bag yapiminda gorevi olan elektron ciftleri, yap1
bakimindan kararli goriiniimleri vardir. Insan viicudunda da bulunan elektronlar,
kurduklar1 baglarindan 6tiirii bilesikleri olusturur ve ¢ift olusturur. Kurulan baglarin
kopmasi durumunda, elektronlar ya bagka atomlara dagilir ya da tek atomda kalir.
Elektronlarin tek bir atomda kalmasi: durumunda iyonlar olusurken, farkli atomlara
dagilmalar1 serbest radikallerin olusumuna yol acar. Ciftler halinde bulunmayan
elektronlar beklenmedik sekilde yiiksek enerjiye sahiptir ve diger eslesmis

elektronlarin da giftlerini bozmasina neden olabilir [4].

Serbest radikaller, organizmalarda aerobik metabolizma faaliyetleri, c¢evresel
kirleticiler, karsinojenik bilesiklerin etkisi ve dis kaynaklar araciligiyla cesitli
sekillerde olusabilirler. Ozellikle aerobik metabolizma siireglerinde, besinlerden ATP
tiretimi i¢in oksijen kullanilir. Bu siirecte, oksijenin H2O'ya indirgenmesi dort adimlik
bir zincir reaksiyonu olarak gergeklesir ve bu ara adimlar reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) olusumuna neden olur. Bu reaktif oksijenler, hidroksil radikali (OH), stiperoksit

radikali (O2) ve radikal olmayan hidrojen peroksittir (H20-) [5].

Reaktif ozellikleri nedeniyle uzun Omiir vaat etmeyen bu tiirler, etrafindaki
molekiillerle ilisik olarak etkilesir ve yeni radikallerin olusmasina yol agar ve bir
engelle karsilagmadiklart siirece zincir reaksiyonlar olarak adlandirilan reaksiyonlarin
baglamasina ve siirdiirilmesinde Sebep gosterilirler [6]. Reaktif 6zellik gosteren
oksijen cesitliklerinin mitokondri kaynakli bir hasara bagli olarak hiicrelerin ve
organizmanin yaslanmasinda dnemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir [7]. Bu reaktif

tiirlerden bazilar1 insan metabolizmasinin dogal bir pargasidir ve normalin disinda



kosullarda konsantrasyonlart artabilir. Ayrica, insan viicudunda iiretilmeyen ve dis
kaynaklardan alinan serbest radikaller de mevcuttur. Bu bahsedilen reaktif cesitlilik
pestisitler, sigara dumani, serbest metal iyonlari, hava kirliligi ve radyasyon gibi
faktorlerle olusabilir [8].

Antioksidanlar, organizmalarda bulunan serbest radikallerle etkilesime girerek bu
radikalleri etkisiz hale getirir, oksidasyon siirecini durdurur veya siireci uzatir ve bu
sirada olusacak olan serbest halde bulunan radikallerin olusumuna kars1 koyar [9].
Reaktif oksijen ve azot tiirleri gibi serbest radikaller, organizmalarin yap1 taslarina
zarar veren oksidatif hasarin ve birgok hastaligin olusumunda rol oynayan toksik

maddelerdir.

Antioksidanlarin  bu serbest radikallere karsi sahip olduklar1 etkiler, onlarin
yasamlarinda paha bigilmez bir etkiyle hayati 6neme sahip hale gelir. Yiiksek
oksidasyon potansiyeline sahip bu maddelere elektronlarin1 vererek antioksidanlar
serbest radikalleri notralize ederler. Boylece serbest radikaller kendileri serbest radikal

haline gelmezler [10].

Organik Kirleticilerin mithim simifinin en basinda adlandirilan fenolik bilesikler,
patlayict maddeler, farmasotikler, plastikler, boyalar, kagit, pestisitler, ilaglar ve
antioksidanlarin iiretiminde kullanilirlar [11]. Dogada yaklasik 8.000 fenolik bilesik
bulunmaktadir. Bu bilesikler arasinda fenol, rezorsinol, pirogallol, orsinol ve katesol
gibi basit fenoller; gallik asit (GA) ve elajik asit dahil olmak tizere hidroksi benzoik
asitler, flavonoidler ve diger karmasik fenol tiirevleri yer alir. Fenolik bilesiklerin
genis yelpazesine ragmen, bu bilesiklerin belirlenmesinde genellikle standart bir
fenolik bilesik kullanilir. Fenolik bilesiklerin tespiti i¢in ¢ogunlukla biyosensor
yontemleri kullanilir ve bu analizler genellikle katesol standard: ile gergeklestirilir
[12].

Galik asit (GA, C7HeOs), cadi findigi, sumak, cay yapraklar, mese kabugu,
serbet¢iotu, liziim ve mese kabugu gibi organik bitkilerde bulunan temel bir fenolik
asittir [13]. Carl Wilhelm Scheele onciiliigiinde ilk kez kesfedilen antioksidan, anti-
kanserojenik, anti-inflamatuar, antimikrobiyal gibi spesifik o6zellikleri dolayisiyla
kayda deger hale gelmistir. GA; kanser hiicreleri iizerinde sitotoksiktir ve serbest

radikal olmayan hiicrelerde olumsuz bir etki birakmaz.



GA 'nin kanserli hiicreleri iyilestirmek diginda Alzheimer gibi biling kayb1 yasanilan
hastaliklarda da etkisi bulunmustur. Hastaligin ilk adimi olarak bilinen amiloid
plaklarin olusumuna etkisini incelemistir ve GA ’nin, diyabet, gastrointestinal
bozukluklar ve diizensiz ve sagliksiz besin alinmasimin sonucunda kiloyla ilgili
sorunlar doguran obeziteye yonelik ozelliklerinin bulundugunu ve yeterli tedavi
kapasitesi oldugu gosterilmistir [14]. GA, viicutta ¢esitli sorunlarla neden olabilecek
tirosinaz aktivitesini inhibe ederek cilt dokusu iizerinde pigmentasyonu 6nleme gorevi
gorerck antimelanojenik bir gorev isler. Bunun yani sira GA, sasirtici olarak standart
anti-tirosinaz ajani olarak bahsedilen kojik aside karsi tirosinazi daha islevli bir sekilde
inhibe eder. Ayrica, UVA gibi araci1 varliginda melanogenez etrafinda foto koruyucu
nitelikleri bulunmaktadir. Bu nedenle, cilde sagladigi kollejen etki sayesinde parlaklik
saglar ve geng¢ bir goriintii ortaya koyar. Bahsedilen olumlu etkileri sayesinde, GA
ozellikle kozmetik ve gida enddistrileri ile tibbi uygulamalarda ilk tercih edilenler
arasinda bulunmaktadir. Ayrica, ¢esitli analitlerin fenolik madde oranini analiz etmek

icin tipk1 bir tampon gibi standart olarak kullanilir [15].






2. BOLUM ANTIOKSIDANLAR VE GALLIK ASIiT

Antioksidanlar, istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarini engelleyen veya hizini diisiiren
maddeler olarak ifade edilir. Antioksidan aktivitesi, antioksidan molekiiliiniin
elektronlarini nétralize etmek icin hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, nitrik oksit,
stiperoksit anyonlari, aktive halde bulunan oksijen ve azot tiirlerini kullanabilir [16].
Oksidasyona ugrayan substratin goreceli konsantrasyonu ne olursa olsun bu substrat
bir gida icerigi veya biyolojik goriiniimlii bir makromolekiil (DNA, protein, lipid, vb.)
ve antioksidanlar, bu substrat tizerinde reaktif cesitlerin meydana gelme ihtimali

bulunan oksidatif etkiyi durdurarak eskiye doniisii bulunmayan tehlikeyi onler [17].

Aromatik halka etrafinda bulunan hidroksilasyon diizeni, antioksidan aktiviteyi
belirler. Hidrojen donorii olarak, hareket etme ve oksidasyonu onleyici yetenegi,
fenollerin halkalarinda bulunan hidroksillerin miktarmin fazlalasmasiyla dogru
orantilidir [18]. Molekiiliin veya antioksidan sisteminin ana niteligi, dengede tutmak
ve bunun sonucunda insan metabolizmasinda oksidatif stresin birakmis oldugu hasarin
indirilmesine katki saglayarak oksidatif olarak yayilma zincirlerinin yok edilmesi veya

taninmasidir [19].

Son yillarda, gida endiistrisinde antioksidan kullanimi yiiksek miktarda fazlalik
sergilemistir. Biyokimyasal olarak gerceklesen reaksiyonlarin birden fazlasi,
ortaklanmamus elektron ¢iftine sahip serbest radikallerin tiretimi ile iliskilidir; bu
durum oksidatif stresi ortaya cikarip hiicrelerin bozulma zamanlarin1 hizli hale
getirmektedir. Serbest radikaller olarak da bilinen antioksidanlar ve prooksidanlar,
insan viicudundaki karmasik biyokimyasal yollarla dengede tutulmakta ve oksidatif
stresin etkilerini azaltmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar, antioksidanlarla igerikli
bol ve saglik bakimindan kuvvetli igerikli meyve ve sebze tiiketilmesiyle baslica
tahmin edilen hastaliklarin insidansi arasinda ayn1 yonde olmayan karsit bir baginti

s6z konusudur [20].

Tip diinyasinda ve beslenme sektoriinde kaydedilen giincellemeler, geleneksel tibbi
yaklagimlart kisisellestirilmis tibba doniistiirmekte ve hastaliklarin 6nlenmesini,

sagligin artirilmasini yasam tarzi degisiklikleri ve beslenme temelli yaklasimlar ile



oncelik haline getirmektedir [21]. Bu gergevede, bitkisel kaynakli antioksidanlar buna
ornek olarak fenolik asitler, vitaminler, esterler, flavonoidler ve hormonlar biyoaktif
diyet Dbilesenleri olarak kabul edilmekte ve c¢esitli saglik faydalar1 ile
iliskilendirilmektedir [22]. Antioksidanlar, viicutta optimal kosulda dengeyi tutmakta
son derece hususi bir rol oynamaktadir [23], ve bu bilesiklerin veya birbirinden farkli
besin kaynaklarinin antioksidan aktivitelerinin analizi, bu arastirma alaninin 6nemini

vurgulamistir [24].

Antioksidan kapasite ve aktivite olarak nitelendirilmis olan adlandirmalar birbirinin
yerine kullanilmakta fakat birbirinden ¢ok farkli iki kavram olduklar1 belirtilmelidir.
Antioksidan aktiviteyi tanimlamam gerekirse, belirli bir miktar antioksidan ile spesifik
secilmis bir oksidan arasindaki reaksiyonlarinin hizin1 simgelerken, antioksidan
kapasite ise, bir ornekte bulunan belirli bir 6lgiitte bulunan tiirlerin serbest radikalin
miktarmin bir dl¢iisiidiir. Bunun yan sira Antioksidan kapasite 6lgiimleri, belirli bir
ornegi notralize hale getirmek amaciyla reaksiyona giren heterojen bir antioksidan

karistminin miktarimi belirler [25].

Antioksidanlar, heniiz bag kurmamis molekiillerin oksidasyonunu etkileyerek inhibe
eden molekiillere verilen addir. Antioksidanlarin genel tanimi Beslenme agisindan,
okside olabilen bir substrata gore diisiik konsantrasyonlarda bulunan herhangi bir
bilesik, substratin oksidasyonunu ustaca kontrol ederek siireci erteleyen veya izin
vermeyen bilesiktir [26]. Antioksidanlarin siniflandirmasi farkl sekillerde olmaktadir.
Bunlar; Islevlerine gore, enzimatik (6rnegin siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GRD) glutatyon peroksidaz (GSHPx), katalaz (CAT) vb.) ve enzimatik
olmayan (6rnegin selenyum, koenzim Q10, vitamin C bunun yaninda vitamin E vb.)
olarak iki gruba ayrilirlar [27]. Enzimatik antioksidanlar serbest halde kalan radikalleri
birbirinden ayirarak, bir bakima pargalayarak ve temizleyerek islev goriirken,
enzimatik icerigi bulunmayan antioksidanlar serbest halde bulunan radikallerin

gerceklestirdigi zincir reaksiyonlarinin kesilmesiyle etki gosterirler [28].

Coziiniirliklerine gore antioksidanlar, suda ¢oziinebilme kabiliyeti olan ve lipitlerde
¢oziine bilme kabiliyeti olan olarak farkli smifa ayrilir [29]. Suda ¢6ziinen
antioksidanlar (6rnegin vitamin C), hiicresel sivilarda, 6rnegin sitozol veya sitoplazma
matriksinde bulunur. Lipitlerde ¢o6ziinen antioksidanlar (6rnegin vitamin E,

karotenoidler ve lipoik asit), esas olarak hiicresellesmis membranlarda yer alir [30].



2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Hiicre igindeki endo(i¢)jen antioksidan igerikleri, enzimatik ve enzimatik yolla
olmayan antioksidan olarak iki farkli ¢esiti bulunmaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar iki kategoriye ayrilir: dogal ve sentetik. Bir organizma yiiksek diizeyde
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) maruz kaldiginda, endo(i¢)jen antioksidanlar da zarar
gorebilir ve bu nedenle bahsedilen organizmanin tiimiiyle korunmasi miimkiin
goziikmeyebilir. Bu tiir antioksidan yetersizligini azaltmak i¢in gidalardan, viicuttan,
takviyeler yoluyla veya ilaglarla alinan eksojen antioksidanlardan, faydalanabilir.
Basta olmak tizere bilinen degerli eksojen antioksidanlar arasinda karotenoidler,
fenolik bilesikler, tokoferoller, C vitamini, ¢inko ve selenyum gibi baz1 minerallerle

orneklendirilebilir [31].
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Sekil 2.1. Antioksidanlarin enzimatik ve enzimatik olmayan o&zelliklerine gore
siiflandiriimasi [32].



2.2. Polifenolik Bilesikler

Bitki diinyasinda en yaygin ve en gesitli dogal tiriin gruplarindan biri besinsel fenoller
veya polifenollerdir. Besinsel fenoller veya polifenoller, bitki diinyasinda en yaygin

ve en ¢esitli dogal iiriin gruplarindan biridir.

Giliniimiizde 8000’den, fazla fenolik yapi tanimlanmis olup, bunlar arasinda 4000'den
fazla flavonoid bulunmaktadir. Polifenoller, sebzeler, meyveler, cay, sarap, ¢ikolata
ve tam tahillar gibi gesitli gida ve i¢eceklerde bulunabilir. Bitkilerde yer alan polifenol
iceriklerinin farkliliklart ve gruplandirilmasi sebebiyle, bahsedilen dogal igerikli
bilesenlerin ¢ok sayida simiflandirmast vardir. Polifenolik maddeler, biyolojik

gorevlerine, koklerine ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmaktadir [33].

2.2.1. Polifenolik bilesiklerin siniflandirilmasi
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Sekil 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Polifenolleri antioksidan olarak tanimlamamiz gerekirse, antioksidan olarak bilinen iki
temel niteligi  bulundurmalar1  gerekmektedir. ilk  olarak, en diisiik
konsantrasyonlarinda olsa bile, okside edici reaksiyonlarini yavaslatabilmeli, okside
edici reaksiyonlarini dnleyebilmeli veya yavaslatabilmeli, ikinci olarak ise, serbest
halde bulunan radikallere geri dondiigiinde yapisal fonksiyonlarini yerinde tutabilir
formda olmalidir [34].



2.2.2. Flavonoidler

Fenolik ve furanik c¢ekirdeklerden olusan benzo-y-furan tiirevleri g¢alismalarda
belirtilmistir. Flavonoidler, yapisal olarak iki Ce biriminin fenol yapisina sahip oldugu
ve genel yapis1 Ce-C3-Cs 0lan, on bes tane karbon atomundan olusan diisiik miktarda
molekiil kiitlelerine sahip molekiiler bilesiklere denilir. Bu bahsedilen bilesiklerin,
hidroksilasyon modelindeki degisiklikler ve heterosiklik C-halkasinin varligina gére
flavanonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler, flavonoller, flavonidler ve flavanoller
(flavan-3-oller) gibi alt gruplara ayrilir. Flavonoidlerin ¢ogu farkli alt gruplara
ayrilabilir. Cogu flavonoid, C halkasinin C; bolgesine bagli B halkalarina sahiptir,
ancak izoflavonlar ve neoflavonoidler gibi baz flavonoidler, B halkalarinin sirasiyla

Cs ve C konumlarina bagli oldugu yapilar igerir [35].
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Sekil 2.3. Flavonoidlerin genel kimya yapisi [35].

2.2.2.1. Flavonlar

Flavon terimi ilk kez 1895 yilinda Von Kostanecki ve Tambor tarafindan ortaya
atilmistir.  Flavonlar, biyosentetik olarak flavanonlardan  sentezlenir ve
antosiyanidin/proantosiyanidin dallanma noktalar1 olarak goérev yaparlar. Bu

bilesikler, bitkilerin fonksiyonlarinda, vejetatif ve iiretici organlarinda bulunabilir.

Flavonlarin varligi gévde, yapraklar, tomurcuklar, aga¢ kabugu, 6z odun, dikenler,
kokler, rizomlar, cigekler, polen, meyve, tohumlar, yaprak eksiidalar1 ve regine gibi
bitkisel dokularda yaygindir ve tiim biiyiik kara bitkisi soylarinda tespit edilmistir [36].
Luteolin, apigenin ve histidini, flavonlarin en yaygmn olarak incelenen tiirleri

arasindadir.



Tablo 2.1. Flavonlar i¢in bazi1 6rnekler.

Flavononoller Ri1 R> Flavonle R1 R>
(X=0H) (X=H)
Kamferol H H Apigenin H H
Kuersetin OH H Luteolin OH H
Mirisetin OH OH Krisoeril OCH;3; H
[zorammetin OCHz3 H Trisin OCH3 OCHs
R,
/o A\
4
OH o A N oH
o 'ff:::; - T A ;f
1 i[ | -'l'
b
e, - - \
S - - *
g -~ R.j
Y X
OH

Sekil 2.4. Flavonoller ve flavonanlarin Kimyasal yapilari.

2.2.2.2. Flavanoller

Diger bir ad1 flavan-3-oller olan flavanollerdir bunun yani sira, herkesce bilinen ismi
katesinler olarak bilinmektedir. Bu bilesikler, yapisal 6zelliklerine dayanarak ii¢ ana
kategoriye ayrilabilir: basit flavan-3-oller, alkaloid flavan-3-oller ve oligomerik
flavan-3-oller [37].

2.2.2.3. Flavanonlar

Flavanonlar, timor, yaslanma ve kardiyovaskiiler hastaliklarin iyilestirilmesi, tedavisi
ve oOnlenmesinde potansiyel tasiyan onemli dogal bilesiklerdir [38]. En yaygin
flavanon tiirleri arasinda hesperetin, hesperidin, naringenin ve naringin bulunmaktadir
[39].
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Sekil 2.5. Flavanonlarin kimyasal yapisi.

2.2.2.4. Flavonoller

Flavonoller, keton grubu igeren flavonoidler olup, proantosiyanidinlerin yapi
taslaridir. Bu bilesikler, ¢esitli meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunur. En ¢ok
caligtlan flavonoller arasinda kaempferol, kuersetin, mirisetin ve fisetin
bulunmaktadir. Flavonollerin, flavon icerikleriyle karsi karsiya getirildiklerinde, C’ye
bagli halkasinin 3. kisminda glikosil edilebilen bir hidroksil grubuna sahip olmalar
temel bir farkliliktir. Flavonoller, metilasyon ve hidroksilasyon modellerinde gesitlilik
gosterir ve farkli glikosilasyon paternleri géz 6ntine alindiginda, meyve ve sebzelerde

muhtemelen en yaygin ve 6nemli flavonoid grubunu olustururlar [39].

( )\

Sekil 2.6. Flavonolun genel kimyasi.

En yaygin flavonol aglikonlari olan kaempferol ve kuarsetin, sirayla minimum 347 ve
279 tane ¢esitte glikozidik kombinasyonlu bilesikleri bulunmaktdir. Marul, sogan,
domates, lahana, elma ve cesitli meyveler, zengin flavonol kaynaklaridir. Ayrica, sarap

ve cay da degerli flavonol igerikleriyle siralandirilabilir [39].
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Tablo 2.2. Bazi flavonlarn siibstitiisyon modellerine gore adlandirilmasi [10].

Siibstitiisyon
) 7 3 4 5
Modelleri
Mirisetin OH OH OH OH OH
Fisetin - OH OH OH -
Kamferol OH OH - OH -
Galagin OH OH - - -
Kuarsetin OH OH OH OH -

2.2.2.5. Izoflavonlar

Formononetin (7-hidroksi-4'-metoksiizoflavon), glisitin, bioka (5,7-dihidroksi-4'-
metoksiizoflavon) ve Genistein (7,4'-dihidroksi-6-metoksiizoflavon), izoflavon
fitoostrojenleri smnifina dahildir. Daidzein metaboliti olan Equol de bazi zamanlar bu

orneklenen grubun bir pargasi olarak gosterilmektedir.

Bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri kimyasal yapilarindaki farkliliklarindan
kaynaklanmakta olup birbirlerine gore ¢eistlilikleri bulunmaktadir ve i¢lerindeki en

giiclii izoflavon genistein olarak bilinmektedir [40].

2.2.2.6. Kalkonlar

1,3-difenil-2-propen-1-on kimyasali, kalkon olarak bilinen organik bir tirindiir. Anti
inflamatuar, antiviral, antiplatelet, antibakteriyel, antimalaryal, analjezik, antioksidan
ve kanser onleyici maddeler gibi gesitli biyolojik aktiviteler sergileyen sekonder
metabolitlerdir. Kalkon tiirevlerinde bulunan aktif o, f-doymamis keton gruplarinin,
bu biyolojik aktivitelerden sorumlu oldugu distniilmektedir. Ayrica, bes iyeli
halkalarinda iki nitrojen atomu igeren pirazoller gibi nitrojen iceren heterosiklik

bilesikler, 6nemli farmasétik aktiviteler gostermektedir [41].

2.2.2.7. Antosiyanidinler (Antosiyaninler)

Antosiyanidinler, ¢igek yapraklari, meyve ve sebzelerin ¢ogunda bulunan mavi,
kirmizi ve bir de mor pigmentlerin beraberinde siyah renkli piring gibi kendine 6zgii
tahil Girlinlerinin ana bilesenleridir. Bitkilerde, antosiyanidinler genellikle glikozidik
formlar olan antosiyaninler olarak bulunur [42]. Antosiyaninlerin birbirinden
degisiklikleri, molekiilde bulunan hidroksil bag gruplarinin miktari, molekiille bag
yapmis sekerlerin ¢esidi ve miktari, sekerlerin baglanma konumunu ve sekerlerle bag

yapmigs aromatik ve alifatik asitlerin tiirii ve sayisi gibi 6zelliklerden kaynaklanir [43].

12



2.2.2.8. Stilbenler

Stilbenler, bitki tiirlerinin heterojen bir bilesiminde genellikle 6z odun bilesenleri
olarak bulunan, nispeten kiiciik ancak yaygin olarak dagilan bir bitki ikincil
metabolitler grubudur. Stilben ailesi tyeleri, bir Ce¢-C2-Cs yapist sergiler ve
flavonoidlerle ayni biyosentetik yoldan tiiretilirler. Pinus (Pinaceae), Eucalyptus
(Myrtaceae) ve Madura (Moraceae) cinslerinin agaglarmin 6z odununda ozellikle

onemlidirler.

Bu grubun en 6nemli iiyesi, dogal olarak en yaygin olarak bulunan ve antitimor
potansiyeli nedeniyle son zamanlarda yogun olarak arastirilan para hidroksillenmis

bilesik resveratrol'dur [44].

Stilbenler, o6zellikle trans-Resveratrol, bir¢cok bitki ailesinde bulunur. Bu diisiik
molekiiler agirlikli  fenolikler, Pinaceae ve Gnetaceae familyalarina ait
gymnospermler, Cyperaceae ve Liliaceae, Poaceae familyalarina mensup monokot
angiospermler ve Moyrtaceae, Fabaceae, Moraceae, Fagaceae, Palmaceae,
Polygonaceae ve Vitaceae familyalarina ait dikot angiospermler ifade edilmek iizere

farkli bitki gruplasmasinda bulunur [45].

2.2.2.9. Lignanlar

Lignanlar, fenilpropen tiirevinin iki molekiiliiniin birlesmesiyle olusan dimerik
bilesikler olup, genellikle Asteraceae (6rnegin, Achillea lingulata), Pinaceae (6rnegin,
Cedrus deodara) ve Rutaceae (6rnegin, Fagara heitzii) ailelerinin tiyelerinden rapor
edilmistir. Dort ana alt tipe ayrilirlar: dibenzilbiitan tiirevleri, dibenzilbiitriolaktonlar
(lignanolidler veya biitanolid tiirevleri), monoepoksi lignanlar veya tetrahidrofuran ve
bisepoksi lignanlarin tiirevleri ya da 3,7-dioksabisiklo (3.3.0)-oktan tiirevleri. Bu
bilesiklerin bircogu antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler sergilemektedir [44].

Lignanlarin yap1 taslart olarak bilinen en yaygin fenilpropan birimleri, koniferil,
sinapil ve p-kumaril alkolleridir. Bu ¢ fenilpropanoid molekiilii, aromatik
halkalarinda sadece metoksilasyon seviyesinde farklilik gosterir. Monolignollerin bir
araya gelmesi, bir¢ok bitkide bulunan dogal lignanlar ve ligninlerin olusumuna neden
olur [46].

Fenilpropanoidlerin molekiiler baglarinin yapisi, lignanlarin Kklasik lignanlar ve
neolignanlar olarak iki ana alt sinifa ayrilmasimin temelini olusturur. Bununla birlikte,

flavonolignanlar ve kumarolignanlar gibi daha kiigiik alt siniflar da bulunmaktadir.
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Klasik lignanlar, B-p' baglantisina sahip fenilpropan dimerleridir ve bu sinif alti ana alt
tipe ayrilir: dibenzilbiitanlar, dibenzilbiitirolaktonlar, arilnaftalinler/ariltetralinler,
dibenzosiklooktadienler, ikame edilmis tetrahidrofuranlar ve 2,6-diarilfurofuranlar.
Neolignan terimi, Kklasik lignanlarin B-p' (8-8 olarak da bilinir) fenilpropan
baglantisini icermeyen fenilpropanoid dimerlerini ayirt etmek i¢in Gottlieb tarafindan
ortaya atilmistir. Neolignanlar, klasik lignanlardan daha cesitli yapilar sunar ve
fenilpropan birimleri arasindaki baglantinin dogas1 ve konumuna gore belirlenen 15
farkli tiirti yer alir. En yaygin alt tiirler arasinda benzofuranlar, 1,4-benzodioksanlar,
alkil aril eterler, bifeniller, siklobiitanlar, 8-1" bisiklo [3.2.1] oktanlar, 8-3" bisiklo
[3.2.1] oktanlar ve bifenil eterler bulunmaktadir [47].

2.2.2.10. Ligninler

Lignin, bir¢ok dali olan bir polimerdir ve ii¢ basit alkolden olusan monolignollerden
meydana gelir. Ug temel lignin grubu bulunmaktadir: igne yaprakli agaclarin ligninleri
(gymnosperms), yaprak doken agaglarm ligninleri (angiosperms) ve ot ligninleri
(odunsu olmayan veya otsu bitkiler). Ligninlerin antioksidan, antihipertansif ve

antikanser ozellikleri arastirmalarla belirlenmistir [48].

2.2.2.11. Tanenler

Tanenler, polifenollerden olusan ve proteini ¢okeltme yetenegine sahip bilesiklerdir.
Hidrolizini saglayabildigimiz (veya yogunlastirilmis) ve hidrolizini saglayamadigimiz
(veya hidrolize edilemeyen) olmak iizere iki farkli kategoriye girerler. Hidrolize
edilebilen tanenler, merkezi bir ¢ekirdege sahip polihidrik alkoliin yani sira GA ile
esterlestirilebilen glikoz ve hidroksil gruplari gibi yapilar igerir. Diger yandan,
yogunlastirilmig tanenler, bazi flavonoidlerin polimerizasyonu sonucu daha karmasik

yapiya sahiptir [48].

Hidrolize edilebilen tanenler, birkag fenolik asit molekiiliinden olusan ve ester baglari
araciligryla bir merkezi glikoz molekiiliine baglanan bilesiklerdir. Bu tanenlerin iki
ana tiirii, GA ve ellajik asit birimlerinden tiireyen gallotaninler ve ellagitaninlerdir
[44].

14



2.3. Fenollerin Fenolik Asit Simiflandirilmasi

Bitkide bulunma oranina gére bir siniflandirma yapilabilecegi gibi karbon atomlarinin
sayisina, yapilarina, fenollerde bulunan halkalarinin miktarlarina ve bu halkalardaki

baglanan yapisal fonksiyonlara bagli olarak siniflandirilabilir.

( FENOLIK BILESIKLER j

Basit Fenoller Polifenoller
J L J
Fenolik Asitler Kumarinler
Furono Kumarin

Fenik Kumarin
Hidroksisinnamik Asitler Hidroksibenzoik Asitler

Kafeik A§it ) Salisilik Asit
p-Kumarik Asit Prokatesik Asit
Fgruhk Asit Gallik Asit
Sinapik Asit

Sekil 2.7. Fenolik Bilesiklerin yapilarina gore ayrilmasi.

2.3.1. Basit icerikli fenoller

Basit olarak adlandirilan fenoller, en az bir tane hidroksil grubunun aromatik bir
halkaya yerlestirilmis oldugu bilesiklerdir. Bu hidroksil grubu, benzen halkasinin 1
pozisyonunda bulunur ve bu pozisyona gore 1’e bagli 2,3,4 konumlarinda fonksiyonel
bir gruba (R) sahip olabilir [49]. Kumarinler ve fenolik asitler gibi, basit fenoller iki

ana gruba ayrilir [50].

2.3.1.1. Kumarinler

Kumarinler, fenolik asitlerden tiireyen ve c¢evrede ¢ok fazla bilinen benzopiron
gruplarini olusturmaktadir. Tipik bir benzopiron yapisina sahip olan kumarinler, dogal
olarak olusan veya sentetik oksijen igeren heterosikliklerin énemli bir grubunu temsil
ederler [51].
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Sekil 2.8. Kumarinin kimyasal yapisi ve Kkimyasal yapisinin [UPAC
numaralandirilmasi.

Kumarinler, 150'den fazla farkli tiirde, gesitli familyalarda rapor edilmistir. Bu tiirler
arasinda Rutaceae, Umbelliferae, Clusiaceae, Guttiferae, Caprifoliaceae, Oleaceae,
Nyctaginaceae ve Apiaceae gibi familyalar bulunmaktadir. Kumarinler genellikle
bitkilerde glikozitlerin yani sira serbest formlarda bulunur. Dogal kumarinler,
bilesiklerin kimyasal yapisina gore temel olarak yedi tipte siiflandirilabilir: basit
kumarin, furano kumarin, dihidrofurano kumarin, linear tip pirano kumarin, angular

tip pirano kumarin, fenil kumarin ve bikumarin [52].

2.3.1.2. Fenolik maddeler

Bitkilerin normal gelisimi sirasinda sentezlenen ikincil metabolitlerden biri fenolik
bilesiklerdir. Normalde bir veya daha fazla hidroksil grup igeren bir aromatik halkaya
sahip fenolik maddeler, farkli yap1 ve islevleri olan metabolizma {irtinleri denilebilir
[53]. Gida maddelerinde yer alan fenolik bilesikler, ¢ogunlukla meyvelerde bulunur,
ancak meyve ¢esidine bagli olarak degisebilir. Ayn1 meyve tiiriinde bile, fenolik
bilesik igerigi, cins, biiyiime mevsimi, ¢evre etkili kosullar ve iklim etkili kosullar,

toprak ¢esidi, cografi bolge ve olgunluk gibi bir¢ok faktor tarafindan etkilenir [54].

Gidalarda bulunan oksidatif stabilite terimi, burukluk, renk, tat, acilik, tad: ve kokusu
fenolikler tarafindan degistirilebilir [55]. Bu bilesiklerin varligi, gidalarmm duyusal
ozelliklerini ve raf omriinii 6nemli Olgiide etkileyerek, tiiketici kabuliinii ve besin

degerini artirmaktadir.

Gidalardaki fenolik bilesiklerin besinsel islevleri olmamasina ragmen saglik tizerinde
pozitif yonde artilart bulunur. Yiiksek redoks potansiyelleri nedeniyle flavonoidler ve

diger bitki polifenolleri ¢ok 6nemli antioksidanlar olarak hizmet eder.

Serbest radikallerin metallerle baglanmasi ve selat olusturmasi ve belirli enzimleri

inaktive etmeleri, fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerini agiklar [56].
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Dogal olarak olusan fenolik maddelerin en yaygin grubu flavonoidlerdir. Basit
fenoller, fenolik asitler (6rnek olarak benzoik ve sinnamik asitler), kumarinler,
stilbenler, hidrolize ve kondanse tanenler, lignanlar ve ligninler bulunmaktadir. Bu
cesitli fenolik bilesikler, bitkilerde ve dolayisiyla bitkisel gidalarda genis bir yelpazede

yer almakta ve insan sagligi {izerinde birgok faydali etki gostermektedir.

Bitkilerde fenolik maddeler yaygin degildir. Suda ¢oziinen fenolikler bitki hiicre
duvarinda bulunurken, suda ¢oziinmeyen fenolikler hiicre duvarinda bulunur. Bitkisel
dokudaki fenolik maddeler, i¢ tabakadan daha ¢ok bulunur. Hidroksi sinnamik asitler
ve lignin gibi fenolik maddelerin bir grubu, hiicrenin duvarinda yer alan farkli hiicre
elemanlariyla iliskisi vardir. Bu maddeler, hiicrenin duvarinda bulunan mekanik etkiye

katki saglar ve bitkinin biiyiimesini yonetmektedir [55].

Tablo 2.3. Baz1 meyve ve sebzelerin igerdigi fenolik maddeler.

Meyve Fenolik Madde
Bogiirtlen Siyanidin-3-glikozit, elajik asit, gallik asit, ferulik asit, p-kumarikasit
Ugiim Kuersetin, mirisetin, keampferol, isohamretinini, siyanidin, delphinidin,
petunudin, malvidin, rutin,gallik asit, epikatepin, kumarik asit, ferulik asit
Nar Alkali asit, delphinidin, pelargonin, siyanidin, hidrolize taninler, punicalagin
katesin, epikatesin, gallokatesin ve hidrolize taninler
ceviz Gallik asit, elajik asit, kuarsetin, keampferol, epikatesinve katesin, hidrolize ve

kondanse tanenler

Sinamik asitler ve benzoik asitler, fenolik asitleri iki kategoriye ayirir. Fenol karbon
asitleri olarak da adlandirilan fenol maddeleri, Ce-C3 iskeletine dayanirlar. Ferulik asit,
kumarik asit Kafeik asit ve birgok meyvede cok fazla goriilen sinamik asitler
arasindadir. Meyvelerde sinamik asitler esterlesmis olabilir. En yaygin sinamik asit

tiirevi, kafeik asit ve kuinik asitle birlikte olusturdugu esteri olan klorojenik asittir.

Ce-C1 iskeletine benzoik asit olusturur. Meyvelerde ester olarak bilinen benzoik asit

turevleri siklikla bulunur.

Benzoik asitlerin gesitli tiirevleri vardir. Bunlar arasinda p-hidroksibenzoik asit (4-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit), prokatesik asit
(3,4-dihidroksibenzoik asit), salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit) ve GA yer alir [57].
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2.3.1.3. Hidroksisinnamik Asitler

Flavon ve fenolik asitler liflerde bol miktarda bulunur. Ornek olarak klorojenik ve
kafeik asit digerlerine oranla yapilarinda ¢ok fenolik hidroksil grubu yer alir. Bu grubu
iceren bilesikler daha ytiksek antioksidan aktivite sergilerken, ferulik asit ve kumarik
asit gibi benzer fenolik bilesikler yaygindir ve ayni zamanda disiik antioksidan

aktivite sergiler. GA ve esterleri, antioksidanlarin en gii¢liilerinden biridir [58].

Sinnamik asitlerin tiirevleri esas olarak sinapik, p-kumarik, ferulik ve kafeik asitlerle
temsil edilir. En yaygin olan hidroksisinnamik asit kafeik asittir ve meyvelerdeki
toplam hidroksisinnamik asitlerin yiizde 70’ini olusturur. Ferulik asit, insan diyetinin
ana kaynagi olan tahillarda bulunan fenolik asitlerin en yiiksek miktarda bulunan
turtidiir. Bu asitler nadiren serbest formda bulunur ve genellikle Kkinik, tartarik asitler
veya karbonhidrat tiirevleri ile esterlesir. Hidroksisinnamik asitlerin ve Kinik asitlerin
esterlerine klorojenik asitler denir. Bununla birlikte, en yaygin olan 5-kafeoilkinik asit
ayn1 zamanda klorojenik asit olarak da adlandirilir. Birgok meyve ve sebzede bulunan
hidroksisinamik asitler, toplam polifenol alimina benzoik asit tiirevlerinden veya

flavonoidlerden 6nemli 6l¢iide daha fazla katki saglar [59].

2.3.1.4. Hidroksibenzoik Asit

Ce-Cy iskeletine sahip yedi adet karbon molekiiliinden olusan hidroksibenzoik asitler,
shikimik asit tarafindan sentezlenir. Bu bilesikler, bitki aleminde yaygm olarak
bulunan dort bilesikten olusur: gallik, protokatesik, vanillik ve siringik asitler. p-
hidroksibenzoik asit, siringik asit, vanillik asit ve kirmizi meyve, sogan ve karaturp
gibi sebzelerde bol olarak yer alan dort adet hidroksibenzoik asit mevcuttur, bunlar;
hidroksisinnamik asitlerle karsilastirildiginda, HBA 'lar hiicre duvari fraksiyonlarina

lignin olarak baglanir. HBA 'lar organik asitlerle konjuge veya sekerlerle ¢oziiniir [60].

2.4. Gallik Asit

GA muz, yaban mersini, kavun, iiziim ve diger birgok meyvede bulunan en énemli
fenolik bilesenlerden biridir. Calismalar, GA'nin antimutajenik, antikanserojenik ve
antioksidan o6zellikler gosterdigini gostermistir. Bu 6zelliklerinden dolay1, GA ve
esterleri oncelikle gidalarda ve dermokozmetik alanlarinda katki maddeleri

ozelliklerine uyumluluklarindan 6tiirii ¢ok fazla kullanilmaktadir [61].
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Son on yilda, GA'nin ¢esitli sistemlerdeki hassas miktar tayini, analitik kimya alaninda
detaayli arastirma yapilabilecek meselelerin basinda gelmektedir ve yeni tespit
tekniklerinin gelistirilmesine yonelik arastirmalar artti. Gida matrislerinde GA ve
diger fenolik bilesenlerin miktarini belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemler
spektrofotometrik ve kromatografik prosediirlerdi; daha sonra akis enjeksiyon

kemiliiminesans ve elektrokimyasal yontemler gelistirildi [62].

(®) OH

HO OH

OH
Sekil 2.9. Gallik asitin molekiiler yapisi.

Son zamanlarda, elektrokimyasal sensorler, diger enstriimantal araglara gére daha
secici, giivenilir ve duyarli cihazlar olarak taninmis ve ek avantajlar sunmustur. Bu
avantajlar arasinda daha hizli tepki siiresi, daha diisiik maliyet, kullanim kolaylig1
bulunmaktadir. Rediiktan olan gallik asidin (GA) elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal
reaksiyonu, uygulanan voltaj ile tetiklenir ve bu, analit konsantrasyonu ile orantili

olarak 6lgiilebilir bir akim tepkisi tiretir.

Ancak, GA'nin oksidasyonu ig¢in diisiik kinetik ve yiiksek asir1 potansiyeller

gerektiginden, ¢iplak elektrot yiizeyinde dogrudan oksidasyon verimli degildir.

Kanserli olan hiicrelere yonelik sitotoksik 6zellik gosterirken saglikli hiicrelere zarar
vermeyen iiziim ¢ekirdegi, ayn1 zamanda serbest halde bulunan radikalleri etkisiz
duruma getiren giiclii bir antioksidan olarak bilinir. Uziim cekirdeginin prostat
kanserini 6nledigi rapor edilmistir ve GA’in 16semiye de kayda deger bir tesiri oldugu
kanitlanmistir. Bunun yani sira kronik kalp rahatsizliklar1 ve kanserden koruyucu
ozellikler tasir. Anti-enflamatuar etkisi sayesinde Histamine ve stokine benzer
enflamatuar kimyasallarin aktivitesini sinirlayabilir. Uziim cekirdegi ekstrakti

genellikle gida ve ilag endiistrisinde kullanilmaktadir [63].

GA, farkli biyolojik gida, meyve suyu ve bitki 6rneklerinin fenolik madde igeriginin
tespitinde standart bilesen anlaminda uygulanir. Son birkag¢ yilda, fenolik bilesiklerin

tespiti i¢in kemiliiminesans spektrofotometri ve kapiler elektroforez oGrneklerinde
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goriildiigii tizere birden fazla yapilis adimi ve kromatografi teknikleri uygulanilmistir
[64-67]. Elektrokimyasal yontemlerle GA’nin tespiti, yiikseltgenmesinin sonucunda

reaksiyon ag¢iga ¢ikan elektronlar sayesinde gerceklesir.

o
HO HO
H OH
-H'- e
HO , o
H OH
gallic asit (GA) semikinon radikal
¢-H+- e
o
OH
O
OH
kinon(Q)

Sekil 2.10. GA yiikseltgenme basamagi.

GA olarak bilinen polifenollerin belirlenmesinde elektrokimyasal yontemler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda bu yontemler
disiik tespit limiti, maaliyette disiiklik, hizli tepki verme siiresi, hassasiyette

uygunluk ve yiikseklik, basit tasarlanmig avantajlara sahiptir [68-70].

Ozellikle, secici polimer zarlar, viicut sivilarinda elektroaktif molekiillerin
belirlenmesi i¢in karisan bilesenlerin eliminasyonunda kullanilir. Bu polimer zarlar,
tretim kolayligi, 1yi yapisma oOzellikleri, uygun gozeneklilik, tasarim esnekligi,
ayarlanabilir gézenek boyutu ve diisiik maliyet kriterinde oldugu gibi miikemmel

ozelliklere bulunur [71].

Son donemde, gozenekli polimerler, polimer firgalar, biyo polimerik malzemeler ve
iletken polimerler gibi cesitli polimer tiirleri, elektrotlarin modifikasyonunda yaygin
olarak kullanilmaktadir [72-73]. Elektrot modifikasyonu, farkli polimer tiirlerinin
modifikasyonu enzimler, nano materyaller ve antikorlar gibi modifikasyon

maddelerinin eklenmesiyle gerceklestirilebilir.
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3. BOLUM KiMYASAL SENSORLER, BiYOSENSORLER VE
ELEKTROKIMYASAL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Sensorler

Belirli bir numunenin bilesenlerinin derisimini veya genel bilesimini analiz ederek
kimyasal bilgileri analitik amaglarla kullanilabilecek sinyallere doéniistiiren cihazlar,
kimyasal sensorler olarak bilinir. Analizin kimyasal reaksiyonlar1 veya incelenen

sistemin fiziksel 6zellikleri bu kimyasal bilgileri saglar [74].

Kimyasal sensorler, tanima bileseni ve geviriciden olusur. Bazi sensorler, membran
gibi bir ayiric1 parca igerebilir. Cevirici, sensoriin tanima bileseninde gerceklesen
kimyasal olay1 6lgiilebilir bir enerjiye donistiiriir. Numunedeki kimyasal bilgiyi bir
analitik sinyale doniistiirmek igin bir ¢evirici kullanilir. Ancak ¢evirici kendi basina
secici degildir.

Ideal olarak, sensor olarak kullanilan bir elektrot, numune ile temas ettikten sonra
birkag saniye i¢inde tepki vermelidir. Bu tiir sensorlerin birkag avantaji vardir: ger¢ek
zamanl analiz yapabilmeleri ve numunelerin 6nceden isleme tabi tutulmasi gerekmez.
Ayrica, ucuz {iretim sayesinde birgok sensor tek bir amaca yonelik olarak

tasarlanabilir. Ayrica kiigiik boyutlart sayesinde tasinmalart kolaydir [75].

3.1.1. Kimyasal sensorlerin ozellikleri

Bir sensor belirli statik ve dinamik ozelliklere sahip olmalidir. Bunlar dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, kararlilik, duyarlilik ve segiciliktir. Segicilik, bir sensoriin bir
numunedeki c¢esitli tiirler ve Kirleticiler iceren analiti belirleme yetenegidir. Bu,
sensoOrlerin en onemli ozelliklerinden biridir. Tekrarlanabilirlik, bir sensorin benzer
sonuglar iiretme yetenegidir Ve sensoriin giivenilirligini belirler. Kararlilik, sensoriin
sistem iginde ve etrafinda meydana gelen farkliliklara fazla miktarda duyarh 6zelligi
oldugunu ve ¢evresindeki degisikliklere kars1 ne kadar duyarli oldugunu ifade eder.
Duyarlilik ise, sensoriin algilayabilecegi en diisiik analit miktarii simgeler. Bu,
gozlenebilme smir1 olarak da bilinir. Sensor igin istenen bir 6zellik, analizin diisiik

derisimlerde taninabilmesidir [76].



3.1.2. Kimyasal sensorlerin siniflandirilmasi

Kimyasal sensorler temel itibariyle iki ana baslik altinda toplanabilir: optik sensorler
ve elektrokimyasal sensorler olarak adlandirilir. Elektrokimyasal sensorler, analitin
konsantrasyonunu dlgmek icin potansiyel veya akim gibi elektrokimyasal 6zellikleri
kullanir. Optik sensdrler ise kimyasal tiirlerin optik yontemlerle algilanmasina dayanir
ve fiber optik sensorler bu alanda 6zel bir ilgi odagidir. Duyarlilik ag¢isindan
elektrokimyasal sensorlerle karsilastirildiginda, optik yontemler hem faydali hem

zararli goriilebilir [75].

Bunlarin disinda, piezoelektrik sensorler gaz halindeki analitlerin tespitinde kullanilir
ve yiizey akustik etkili dalga sensorleri, hedef analitin sensoriin etki yilizeyine
baglanmas1 sonucu olusan kiitle degisimlerini algilar. Termistorler, kKimyasal
reaksiyonlar sonucu meydana gelen kiigiik entalpi degisikliklerini tespit edebilir ve
ozellikle enzimatik ve immiinolojik reaksiyonlarda basarilidir. Manyetik alan
sensorleri, dig manyetik alan etkisiyle 6zellikleri degisen cihazlardir. Katalitik cihazlar
ise endiistride, havadaki yanici gazlarin konsantrasyonunu belirlemek igin yaygin
olarak kullanilmaktadir [77].

3.1.3. Elektrokimyasal sensorler

Analitik kimyadaki ilerlemeler, elektrokimyasal sensoérlerin 6nemli bir ilgi alanm
oldugunu ve hizla gelisen bir kimyasal sensor sinifi olusturdugunu ortaya koymustur.
Kimyasal sensorler, ¢evrenin kimyasal bilesimi hakkinda ayrmtili bilgi sunan analitik
cihazlardir. Bununla birlikte, kimyasal sensorlerin tepkisi, belirli kimyasal tiirlerin
miktariyla dogru orantilidir. Dolayisiyla, tim kimyasal sensorler, analitin tepkisini
sinyal bilgisine doniistiiren bir sinyal dontistiiriiciisii ile analitin tepkisini ¢cevresinden

ayiran kKimyasal olarak segici bir katman igerir.

Elektrokimyasal sensorler, diisiik maliyetleri, yiiksek tespit edilebilirlikleri ve kolay
kullanimlar1 nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Elektrokimyasal sensorler, endiistri,
gevre Ve ilag analizi uygulamalarinda farkli kullanim yerlerinde uygunluk i¢in bolca
kullanilir [78]. Elektrokimyasal yontemler, belirli analitlerin ve elektrot tasariminin
malzeme tespiti icin kullanilmasi esasina dayanir. Bu yontemler, sensorlerin

duyarlilig1 ve tespit sinirmi belirlemede kritik 6neme sahiptir.
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3.1.4. Potansiyometrik sensorler

Potansiyometrik sensorler, analit tiirtiniin aktivitesi ile potansiyel tepkisi arasindaki
iliskiyi iki elektrotlu sistemde belirleyen 6nemli bir elektrokimyasal sensor sinifidir.
Iyon-secici elektrotlar (ISE), genellikle iyon-secici olan galisma ve referans elektrodu
arasindaki olas1 potansiyel farkliliklar1 akim akis1 olmadan deneysel kosullarda lger
[79].

3.1.5. Amperometrik sensorler

Amperometrik sensor, bir kimyasal veya biyolojik malzeme ile bir elektrotun, sensor
olayindan elektronik devreye analitik sinyali ileten elektro analitik bir teknik olarak
olusur. Ayrica, Amperometrik sensorlerin temel islevi, akim degisikliklerini 6l¢erek
ve etkin analit tespiti yaparak elektrokimyasal analitlerin raporlanmasi ve
izlenmesidir. Algilama olay1 sirasinda, sinyal transdiiksiyonu, transdiiserin
potansiyelinin kontrol edilmesi ve akimin zaman degiskeni olarak izlenmesi yoluyla

gerceklestirilir [80].

3.1.6. Konduktometrik sensorler

Konduktometrik sensor, yari iletken bir kanalla ayrilmis elektrotlardan olusur. Bu
nedenle, konduktometrik sensoriin iletkenligi, ¢evrenin nispi neminin artmasiyla
giderek artar. Ozellikle, nem algilama gerektiren uygulamalar i¢in malzemeler
secilirken dikkat edilmesi gereken zorlayicit gereksinimler vardir, bunlar arasinda
hidrofiliklik, olaganiistii gozeneklilik ve algilama tabakasinin Su i¢inde ¢oziinme
zorlugu bulunur. Bugiine kadar, ultra hassas biyolojik etkin kimyasal sensorler ve
cevresel analiz, gida ve igecek tiretimi ile biyomedikal tani uygulamalar igin

dayanikli, iletken polimerler temelli sensorler de gelistirilmistir [79].

3.1.7. Voltametrik sensorler

Elektrokimyasal arastirmalarda elektrokimyasal tiirlerin 6zelliklerini analiz etmek
amaciyla kullanim sunan giiglii, kolay kullanimli, ucuz maliyetli voltametrik sensorler
yaygin olarak kullanilir. "Elektrokimyasal algilama cihazi", "Elektrokimyasal tespit
cihaz1" ve bir elektrolit, bir analitik elektrokimya sisteminin temel bilesenleridir.
Bununla birlikte, elektrokimyasal tespit cihazlarinda tipik olarak ii¢ elektrot kullanilir:
bir "galisma elektrodu (WE), bir "referans elektrodu (RE) ve bir "kars1 elektrodu
(CE)." Caligsma elektrodu yiizeyinin gesitli malzemeler kullanilarak degistirilmesinden

sonra, belirli tiirdeki metal iyonlari i¢in ¢esitli tespitlerde kullanilabilirler. Bu nedenle,
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farkli darbe voltametrisi (DPV), lineer tarama voltametrisi (LSV), kare dalga
voltametrisi (SWV) ve dongiisel voltametri (CV) gibi voltametri tiirleri vardir. Bu
taktikler, her bir fonksiyonun uygulanmasiyla olusturulan zaman dalgalar1 nedeniyle
birbirinden ayrilir [80].

3.2. Biyosensorler

Kimyasal maddelerin tespiti amaciyla kullanilan analitik cihazlar, biyolojik bilesenleri
fizikokimyasal dedektorlerle birlestirerek biyokimyasal sinyalleri 6l¢iilebilir elektrik

sinyallerine doniistiiren sistemlerdir ve bu sistemler biyosensor olarak adlandirilir.

Biyosensorler, biyolojik veya kimyasal olarak aktif maddelere hizli ve siirekli yanit
verebilmelidir ve bir biyoaktif madde veya biyosensor igermelidir. Bu cihazlar, hedef
analiti tespit etmeli ve belirlemelidir. Biyosensér malzemesi, bir sonda ile ara

ylizlenmistir.

Biyosensorlerde kullanilan bazi biyoaktif maddeler arasinda niikleik asitler, tam
hiicreler, antikorlar, reseptorler, organeller, enzimler, dokular ve mikroorganizmalar
bulunmaktadir [81].

Biyosensorlerde kullanilan prob gesitleri, optik, termal, elektrokimyasal ve
piezoelektrik doniistiiriiciiler olarak adlandirilir [82]. Biyosensor, doniistiiriiciiye bir
sinyal ileten bir bilesendir. Ayrica bu sinyali gii¢lendirmek i¢in enzimler, radyasyon,
kimyasal radyasyon, biyokimyasal radyasyon, metal partikiilleri ve nanopartikiilleri
tercih edilebilir. Biyosensor teknolojisi, ornekleme, algilama, doniisiim ve analiz
igeren bir sistemdir. Biyo-bilesenler, enzimler, doku pargalari, mikroorganizmalar,
organeller, bagisiklik ajanlari, niikleik asitler ve reseptor molekiilleri gibi gesitli

biyolojik materyalleri igerir.

Kullanilan biyolojik bilesenler arasinda saflastirilmig enzimler, doku fraksiyonlari,
mikroorganizmalar ve organeller bulunur. Bu bilesenler biyolojik katalitik etkiye
sahiptir ve kimyasal reaksiyonlar yoluyla iiriinler olustururlar. Orneklerle etkileserek
spesifik analitleri tespit ederler. Olusturulan iriinlere bagli olarak malzeme bilesimi
secilir ve dlgiimler yapilir [83]. Ancak immiin modiilatorler, niikleik asitler ve reseptor
molekiilleri, spesifik biyolojik etkilere sahiptir ve analitlerle kimyasal reaksiyona

girerek iriinler olusturmazlar. Bunun yerine, analitlerle 6zel etkilesimler gosterirler ve
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analitleri baglarlar. Bu fiziksel etkilesimler, sonraki degisiklikler ve dlgiimlerle temsil
edilir [84].

3.2.1. Biyosensorlerin yapis1 ve fonksiyonu

Doniistiiriict
Reseptorler

Analit | S e ’

DNA U" ’
NH,
T

< |l /)
N
g N / /
Sinyal Yikseltici
S, 4 y
Sinyal Okuyucu

Sekil 3.1. Biyosensorlerin sematik gdsterimi

Biyosensorler, biyolojik bilesenler ve fiziksel bilesenlerin bir kombinasyonundan
olusur. Fiziksel bilesenler, donistiiriiciiler olarak da bilinir ve temel gorevleri biyolojik
bir olay: elektrik sinyaline donistiirmektir. Bir analit ile secici 6zellik gostererek
reaksiyona girmis olan hassas molekiiller, biyolojik bilesenler olarak kullanilan
molekiillerdir. Bu reaksiyonun bir sonucu olarak, analit, iyonizasyon ve prob

kullanilarak elde edilen verilerdeki degisikliklerle tespit edilir.

Biyoreseptorler, biyolojik bilesenlerin igeriginde bulunan molekillerdir ve
mikroorganizmalar, enzimler, antikorlar ve aptamerler gibi ¢esitli formlarda
bulunabilirler. Bu reseptorlerin benzersiz 6zelligi, hedef analit ile yiiksek bir afinite ve

ozgiilliik iliskisine sahip olmalaridir [85].

Saf enzim kullanimi, difiizyonla ilgili sorunlarin ortadan kaldirilmasi, hizli analiz
stiresi ve daha fazla kendi ait 6zellik gosterme gibi avantajlara sahiptir. Ancak diisiik
stabilite, aktivator ve kofaktor gereksinimi ve yiiksek maliyet gibi dezavantajlarla da

karsilasilabilir.

Biyolojik bilesen olarak doku ve mikrobiyal fraksiyonlarin kullanimi ise difiizyon
sorunlart ve uzun analiz siireleri gibi sinirlamalar getirebilir. Ancak, aktivator ve

kofaktor gerektirmemesi, yiiksek aktivite ve stabilite gibi avantajlar da saglayabilir.
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Tablo 3.1. Biyo bilesenler i¢in kullanilan enzim kaynaklar1 arasindaki avantajlar ve
eksiklikler.

KAYNAK AVANTAJ DEZAVANTAJ

Daha spesifiktir. Pahali.
Diflizyon mevcuttur.

Analiz suresi daha ¢abuktur.
Kullanim miktari azdir.

Aktivator gerektirir.
Kararliligi daha azdir.
Kullanim siiresi azdir.

SAF ENZIMLER

Dayanikliligi fazladir. Difuzyon sorunu vardir.

Yuksek aktivitesi ve Analiz suresi ¢ok uzundur.
MIKROORGANIZMALAR| Coklu enzim sistemi Gegirgenlikleri dustiktiir.

bulunmaktadir. Mikroorganizma sayisi

Aktivite kaybi neredeyse korunmalidir.

yok.

Kararliligi yuksek
istenilen y6nde

gelistirilebilme

Kararliliklari ytiksektir. Diflizyon yapar

Aktivitesi yuksektir. Analiz siiresi uzun
DOKU KESITLERI Maaliy.etiiaz. . Mikroorganizmalarin

Kulla‘mjﬂl zor d?gll- . cogalmasina olanak saglar

Kofaktor gerekli degil. Gegirgenligi diisiiktiir.

Birden fazla enzim sistemi
kullanilir.

3.2.2. Transdiiserler

Prob, analitin konsantrasyonu ile biyosensoriin yanitimi fiziksel bir sinyale
doniistiirmek igin kullanilir. Farkli prob tiirleri mevcuttur, bunlar; elektrokimyasal,
optik, piezoelektrik ve kalorimetre doniistiirictilerdir. Elektrokimyasal problar
genellikle iletkenlik, voltaj ve amperometrik olarak ii¢ gruba ayrilir. Bu farkli prob
tiirlerinin kullanilma nedeni, reaksiyon sonucunda ortamin, akimin veya potansiyelin
iletkenliginde meydana gelen farkliliklardir [86]. Optik doniistiiriiciiler, 6l¢iilebilir 11k
degisikliklerini  tretirken,  piezoelektrik  doniistiiriiciiler  Kkristal  osilator

rezonanslarindaki degisiklikleri bir sinyale dontistiiriirler [87].

3.2.3. Biyosensorlerin genel calisma prensibi

Biyosensorlerin igleyis prensibini anlamak igin, biyobilinenin biyoaktif sinifindaki
olaylar1 anlamak onemlidir. Enzimler, mikroorganizmalar ve doku pargalar1 gibi
biyolojik bilesenlerin kullanilmasi: durumunda, biyokimyasal reaksiyonlar genellikle

enzimler tarafindan katalizlenir.

Biyolojik bilesenin immobilize edildigi biyoaktif katman, iletim ve 6lgiim sisteminin
bir uzantis1 olan transmitere bagli enzimi igerir. Dagitim sistemi, biyoaktif katmandaki
enzimatik bir reaksiyonun ardindan substrat ve yardimci substrat konsantrasyonundaki

bir degisikligi tespit edebilecek sekilde segilir. Hizli bir denge saglamak igin, katman
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kalinlig1 difiizyon bariyerini en aza indirecek sekilde ayarlanmalidir. Ayrica, sabit bir
substrat konsantrasyonunu korumak igin, 6lgiim soliisyonu biyoaktif katmana zarar

vermeden yeterli sekilde karistirilmalidir.

Dogal olarak, olgiim soliisyonundaki, biyoaktif katmanda ve biyoaktif yayici
araytiziinde test edilen trlinlerin konsantrasyonlar1 degisiklik gosterecektir. Verici
sistem tarafindan Olgiilen sinyal, biyoaktif yayici katmanin arayiiziindeki
konsantrasyona bagli olacaktir. Ancak, bu konsantrasyon, denge halindeki 6l¢iim
soliisyonundaki konsantrasyonla orantili oldugundan, sonuglar genellikle nispi olarak
elde edilir [88].

3.2.4. Biyosensorlerin avantaj ve dezavantajlari

Neredeyse tiim analitleri 6l¢en tekniklerde, 6nce kimyasalin karmasik yapisindan
ayirma ve ona miidahale edebilecek maddeleri uzaklastirma i¢in bir saflagtirma
asamasi, ardindan bir belirleme asamasi1 bulunmaktadir. Bugiinlerde analit ayirma i¢in
en yaygin kullanilan yontemler yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi

kromatografisi (LC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC) ayirma yontemleridir [89].

Kromatografik yontemlerle ayrildiktan sonra analiz, UV absorpsiyonu, floresan
Olgtimii, kiitle spektrometrisi veya amperometrik belirleme yontemleriyle
gerceklestirilir. Saflagtirma i¢in kromatografik yontemlerin yani sira, analitlerle
spesifik antikor etkilesimlerini kullanan immiin histokimyasal teknikler de

kullanilmaktadir. Biyosensorler, diger analitik yontemlerle rekabet eder [90].

Bu rekabette, uygun dogruluk ve dogrusallik gostermesi beklenirken, baz1 baslangig
avantajlari da vardir. Biyosensorlerin yiiksek 6zgiilliigiine ek olarak, renkli ve bulanik
cozeltiler igin farkli diisiik ve yiliksek konsantrasyonlarda direkt 6lgiim yapabilme gibi

avantajlara sahiptirler [91].

Biyosensor elemanlarinin  segiciligi, numune hazirlama ve biiyilkk numune
hacimlerinden bagimsiz olarak, karmasik karisimlarin ger¢ek zamanli analizi i¢in ¢ok
yiiksek 6zgiilliige sahip cihazlarin gelistirilmesine olanak tanir. Biyosensorler ayrica

uygun maliyetli, hizli, kullanimi basit ve tekrarlanabilir analitik araglardir [92].

Biyosensorlerin dondurularak kurutulmasi, kullanimi ve saklamay1 kolaylastirir, bu da
saha c¢alismalar1 igin idealdir. Ancak, bu islem hassasiyetlerini azaltabilir.

Dondurularak kurutulmus hiicreler, giinliikk olarak kiiltiirlenmeleri gerekmediginden
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ve Ozel olarak korunduklarindan saha galismasi igin uygundur. Duyarliliklarini

yeniden kazanmalar1 i¢in suda inkiibasyon ve besin ortaminda degisiklik gerekebilir.

Biyosensorler, karmasik maddelerin akillica ve uygun fiyatli bir sekilde tayininde
onemli bir rol oynadiklar1 i¢in ekonomik agidan maliyeti diisiik ve toplumsal agidan
muazzam bir etkiye sahiptir. Biyosensorlerin kullanimi ve &nemi, biyo ¢ip
teknolojisinin gelismesiyle birlikte artmaya devam edecektir. Bununla birlikte,
biyosensorlerin daha yaygin olarak kullanilmasini engelleyen bazi sorunlar vardir. Bu
sorunlar arasinda gidalardaki diger bilesenlerin etkisi, sensorlerin kiigiiltiilmesi,
sensorlerin  sterilize edilebilirligi, biyouygunluk sorunlari, spesifik olmayan
adsorpsiyonlar, immobilize edilebilme sorunlar1 ve uzun siireli biyoreseptdr, antikor
ve enzim stabilizasyonu gibi teknik sorunlar yer almaktadir. Bu engellerin asilmasi,

biyosensorlerin ticari olarak daha yaygin kullanilmasina izin verecektir [93].

Biyosensor teknolojisindeki avantajlar arasinda yiiksek hassasiyet, kisa 6lglim siiresi,
istege baglh isleme, diisiik 6lgiim ve analiz maliyetleri, otomatik 6l¢iim ve ayar
sistemlerinin aktivasyonu, ¢coklu sensor sistemleri gelistirme ve ayni anda birden fazla
analitin tanmimlanmasiyla ilgili yetenekleri yer almaktadir. Fakat bunun yani sira

biyosensorlerde belirlenen belli basli problemler yer almaktadir.

Problemlerin arasinda biyobilesenlerin kisa omrii, biyosensorlerin uzun hazirlik
stireleri, yetersiz bilgi ve anlayis, biyomolekiiler siireglerdeki karmasiklik,
biyouyumluluk sorunlari, sensorii steril tutmanin zorluklari, diisiik genetik stabiliteye
sahip mikroorganizmalarin kullanimi, mikroorganizmalar i¢in gereken duyarlilik ve

secicilik gibi zorluklar bulunmaktadir [94].

3.3. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, bir ¢ozelti iginde elektrot yiizeyinde gergeklesen elektron transferi
olaylariyla dogrudan ilgilenen bir bilim dalhidir. Bu alan, 1800 yilinda Alessandro
Volta'nin siirekli bir elektrik akimi kaynagini kesfetmesiyle dogmustur. Micheal
Faraday, elektrokimyanin alani, elektrot, anot, iyon, elektrolit ve katot kavramlarini

tanimlamasiyla genisletildi [95].

Elektrokimyanin gesitli uygulamalari, ¢evresel analizlerin izlenmesinde, biyomedikal
ve endistriyel Kkalite kontrol departmanlarinda analizlerin yapildigi kurumlarda

kendini gostermektedir. Elektrokimya alaninda, temel olarak elektrik akimiyla

28



meydana gelen kimyasal igerikli farkliliklar ve reaksiyonlarn yani sira elektrik

enerjisinin tiretimi lizerine ¢aligmalar da yapilir [96].

Elektrokimyasal reaksiyonlar elektroliz veya galvanik reaksiyonlar olarak
smiflandirilabilir. Elektrolizde, elektrokimyasal olay disaridan bir potansiyel
uygulanarak gerceklesirken, galvanik reaksiyonlarda ise tersine, disaridan herhangi bir

potansiyel uygulanmadan kendiliginden bir potansiyel farki olusur.

Serbest iyonlar, elektrokimyasal reaksiyonlarin elektriksel iletkenligini olusturur ve
bir ¢ozelti olan elektrolit igeren elektrokimyasal hiicrelerde meydana gelir. Bu
elektrokimyasal hiicrelerde, 1yi iletkenlik saglayan elektrotlar  bulunur.
Elektrokimyasal 6l¢iimlerde genellikle iiglii elektrotu bulunan sistem kullanilmaktadir.

Bu elektrotlardan karsit, calisma ve referans elektrot da sistemin parcalaridir [97].

3.3.1. Voltametrik hiicrelerde kullanilan elektrotlar

Voltmetreler, genellikle iki veya iic elektrotlu sistemlerle &lgiiliir. Uc elektrotlu
sistemlerde birinci elektrot ¢alisma elektrotu veya indikatordiir ve potansiyeli zamanla
degisir. Referans elektrotu ikinci elektrottur ve sabit potansiyeli vardir. Doymus
kalomel veya altin/altin klortir elektrotlari genellikle referans elektrot olarak kullanilir.
Karsit elektrot, yani yardimer elektrottur. Karsit elektrot tipik olarak platin tel kullanir

ve ¢alisma elektrotunda karsilasilan reaksiyonun aksine ¢alisir [97].

3.3.1.1. Cahsma elektrotu

Indikator elektrot, calisma elektrotu diye bahsedilebilir. Analit edilen ¢ozeltideki iyon
veya iyonlarin derisimlerini etkilenmeden bu elektrot tekrarlanabilir, hizli yanitlar
tiretir. Caligma elektrotlar1 her zaman fiziksel olarak erisilebilir ve diger elektrotlarla
fonksiyonel olarak birlestirilemez. Diger iki elektrodun gorevleri bazen birlestirilebilir
ve boylece iki fiziksel elektrot (biri galisma elektrodu) yer alir. Bu uygulamanin artisi,
kullanimi basit ve kullanishh olmasidir; ancak, referans ve karsit elektrot
fonksiyonlarmin tam olarak uyumlu olmamasidir. Referans elektrodun potansiyeli,
akim karsit elektrota gectiginde iyi etkilenir. Bu nedenle, referans elektrodun

polarizasyonuna sebep olunmadigi zamanlarda ikili elektrot uygulamasina gegilebilir.

Calisma elektrodunu segerken, ortamdaki elektrokimyasal tepkimeye katilimi,
elektron aktarim tepkimesinin kinetigine uygunlugu ve olast engeller géz oniinde
bulundurulmalidir. Bir elektrodun potansiyelindeki degiskenlik, akimla degil akim

yogunlugu (j) ile belirlenir. Geometrik alan genellikle ona esit ya da daha fazladir.
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Bahsedilen alan biiyiikliigii, elektrodun sahip oldugu piiriizliiliik etkisi diye adlandirilir
ve yilizeylerin hazirlanma yontemleri tipatip ayni olsa bile, elektrotlar degistiginde
degisebilir.

Platin, altin, civa, bakir, grafit ve civa gibi inert maddeler hem ¢alisma hem de karsit
elektrot seklinde orneklendirilebilir. Altin ve platin gibi kati iceren elektrotlar,

ozellikle Teflon ile Kel-F gibi inert gubuk i¢ine preslenerek disk haline getirilir.

Bununla birlikte, civa elektrotlar1 civa havuzu olarak kullanilabilir. Ayrica paladyum,
rutenyum, gimis, iridyum ve rodyum gibi metaller kati1 elektrotlar olarak

kullanilabilir. Bu elektrotlar bir levha, tel veya ¢ubuk seklinde olabilir,

Tim altin ve platin gibi bahsedilen kati elektrotlarin hidrojenlerinin gereginden fazla
geriliminden &tiirti nerdeyse bir volt kadar daha azdir. Anot bolgelerinde materyaller
civadan bile daha zorlu yiikseltgenebilir. Bu nedenle, genellikle civa elektrottakinden
yaklasik 1 volt daha yiiksek potansiyel sinirlar1 vardir. Bununla birlikte, elektrolitin
komplekslestiren madde i¢cermesi durumunda bu maddelerin kullanimi1 daha sinirh

olabilir.

Kat1 metal elektrot yiizeylerinin hazirlanmasi zor bir siiregtir ve beklenildigi kadar
inert olmayabilir. Altin platinden daha az hidrojen absorbe ederken, palladyum
metalden daha fazla hidrojen absorbe eder. Sonu¢ olarak, palladyum, protik

coziiciilerde katot olarak kullanilmasi onerilmez.

Karbon elektrotlari, susuz ve sulu c¢ozeltiler igin yiikseltgenme ve indirgenme
islemlerinde kullanilabilir. Grafit, elektriksel iletkenligi gosteriyor. Grafit ¢ubuklar
genellikle spektroskopik kalitede tercih edilir. Bununla birlikte, bu gubuklarin
poroziteleri nedeniyle yiizey alanlar1 oldukga belirsizdir. Cams1 karbon ve pirolitik

grafit gibi daha az gézenekli karbon tiirleri son zamanlarda popiiler hale geldi [98].

3.3.1.2. Referans elektrot
Belirli bir sicaklikta, referans elektrot sabit bir potansiyele sahiptir ve analit
¢ozeltisinin derisiminden etkilenmez. Ek olarak, kiiglik akimlar gegtiginde bile sabit

bir potansiyel gosterir.

Bir yarim pil, bir elektrodun potansiyelinin dl¢iilmesi amaciyla, potansiyeli belli olan
ve mutlaka sabit bulunan referans elektrotla bir yarim pil yapilir. Referans elektrodun

potansiyeli, pilin elektromotor kuvveti (emk) olgiilmesiyle Olgiiliir. Referans
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elektrodun potansiyeli bilindiginde, bilinmeyen elektrodun potansiyeli buradan
bulunabilir. Kalomel ve altin/altin kloriir referans elektrotlart en yaygin olarak

kullanilir.

Akim, referans  elektrodun  potansiyel  kararliligmi  olumsuz  yonde
etkileyebileceginden, bu elektrot iizerindeki akim yogunlugu pratikte sifira yakin
olmalidir. Bu, referans elektrot akiminin kii¢iik tutulmasi veya yiizey alaninin biiyiik

olmastyla saglanabilir.

Standart hidrojen elektrodu, 25 °C'de hidrojen gazinin 1 atm basingta ve ¢ozeltideki
hidrojen iyonu aktivitesinin bir oldugu elektrot olarak tanimlanir. Bu elektrodun
standart potansiyel degeri genellikle sifir olarak kabul edilir. Platin telin kabarciklar
halinde hidrojen gazina daldirilmasi, platinin iletken elektrot olarak islev gérmesini

saglar. Yari pil tepkimesi, platin elektrot tizerinde sogurulan hidrojen gazindan olusur.

Ancak, standart hidrojen elektrodu pratikte pek yaygm degildir. Bu elektrodun
kullanimini sinirlayan faktorler arasinda 1 atm basing varliginda patlayan hidrojen
gazinin Ve daha once halledilmis olan iyonun fonksiyonel aktivitesinin bulunmasinin
bir sonucu goriilmektedir. Bu nedenle, diger referans elektrotlarin kullanilmasi

gerekebilir.

3.3.1.3. Karsit elektrot
Calisma elektrotu ile ayni1 6lgiide olsa da karsit elektrotla tersine yonde akim tasir. Bu
sebeple, ¢calisma elektrotunda meydana gelen her elektrokimyasal reaksiyonun zitti,

karsit elektrot tizerinde gergeklesir

Iki elektrot arasinda bulunan potansiyel farkin istenilen sekilde oldugu gibi sabit
olmasin1 6n goriir. Genellikle metal veya karbon, kati elektrotlar1 ve destekleyici
substratlar1 hazirlamak i¢in kullanilir. Elektrokimyasal sensorlerin yapiminda ise iyi
elektrik iletkenligi ve dayaniklilik ozelliklerinden o&tiirli altin, giimiis, platin,
paslanmaz c¢elik benzeri metaller uygun goriiliir. Elektrotlarin iletkenligi karbon fiber

veya grafit gibi malzemeler kullanilarak artirilabileceginden daha fazla olabilir.

3.3.1.4. Elektrolitler
Voltemetrik Hiicrelerde olusan ¢ozeltideki iyonlarin alinmas: ya da verilmesiyle
kullanilan elektroda iletilmesine olanak saglar. Bu durumda, kati, gaz, tuz

karisimlarinin ¢ozeltisi, tampon ¢ozeltisi, asit veya baz ¢ozeltisi veya basit bir sulu
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¢oziicii olabilir. Hiicreler, elektrolitten olusan ¢ok sayida farkli bilesenden etkilenir.
En temel bilesen olan ¢oziicii, diger bilesenlerle birlikte galisabilir. En uygun ¢oziicii,
en yiiksek dielektrik sabiti olanidir. Bu nedenle, yiiksek dielektrik sabiti nedeniyle su
elektrokimyasal ¢oziicii olarak idealdir. Su, biiyiik organik molekiilleri ve apolar
maddeleri ¢6zememe gibi bazi sorunlara sahiptir. Duyarli teknikler kullanilarak bu

sorunlar azaltilabilir.

Bazi durumlarda susuz ¢éziiciiler daha uygundur. Bazi elektrokimyasal tiirler sulu ve
karisik ¢oziiciilerde ¢6ziinmezse, bu ¢oziiciiler aprotiktir. Bununla birlikte, susuz
¢oziiclilerin kullanimi, onlart saflagtirmanin zorlugu, atmosferdeki su ve oksijenle

reaksiyona girmeleri veya degradasyon gibi bazi olumsuz yonleri vardir.

Karisik ¢oziiciiler, ¢oziicliniin ¢oziintirligiinii artirabilir. Ancak, karisik ¢oziiciilerle
calisirken, genellikle doygun kalomel elektrot gibi bir referans elektrodunun

kullanilmasi gereklidir.

Herhangi bir elektrokimyasal yontem ig¢in kullanilabilecek bir elektrolit yoktur.
Bununla birlikte, teknik gereksinimleri géz oniinde bulundurarak bazi tavsiyelerde
bulunulabilir. Ornegin, 0.1 mol KCI, HCI, LiCl veya NH4Cl, klasik polarografi icin
kullanilan yaygin elektrolitlerdir. Fosfat, asetik asit veya asetat, amonyum veya

amonyak, sitrat ve malonat tamponlar olabilir.

Bazen c¢oziicii ve destek elektroliti kullanilmasi gerekebilir. Destek elektroliti
sayesinde ortam iletkendir ve elektroaktif madde elektrot yiizeyine sadece difiizyon
yoluyla ulasabilir. Ayrica, bazen pH"1 diizenlemek igin tampon veya komplekslestirici
bir ligant olarak hizmet edebilir.

Suya kiyasla, bazi organik ¢oziiciiler yiikseltgenir veya indirgenir. Suya kiyasla, bazi
¢oziiciilerde indirgenme ve yiikseltgenme sinirlari daha yiiksek potansiyel degerlerde
bulunur. Sonug olarak, ¢oziiciilerin susuz igerikli olanlarinin uygun goriilmesi ile
destek elektrolit secilmesi yoluyla, voltametrik potansiyel sinirlar1 hem katodik hem
de anodik yonde daha yiiksek potansiyel degerlere tasinabilir.

Normal kosullarda havayla etkilesimi sonucunda bir dengeye gelen ¢ozeltideki
¢dziinen oksijen molekiillerinin konsantrasyonu genellikle yaklasik 2x10* M'dir. Bu
ortamda hem asidik hem de bazik ortamlarda oksijen yiiksek seviyelere ulasir. Asidik

¢ozeltilerde oksijenin azalmasiyla asagidaki tepkime sonuglanmaktadir:
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02 +2¢e + 2H+ > H202
0, +4e +4H" > 2H,0

Bununla birlikte, bazik veya noétral ¢ozeltilerde su tepkimeler olusmaktadir:

02 + 2e + 2H20 ‘>H202+2OH_

O, +4e” +2H,0 =40H"
Olusan reaksiyonlar igin istenmedigi zamanlarda, ortamdan siirekli olarak inert olarak
bilinen azot gaz1 ve argon gazi gibi gazlar tercihen kullanilir, uzun bir siire gegirilerek

oksijenin ortamdan uzaklastirilmas1 saglanir.

3.3.1.5. Hiicreler

Elektrokimyasal hiicreler genellikle 5 ila 50 mL ¢ozelti ile ¢alisabilir. Teflon kapaga
elektrotlar yerlestirilmistir. Cozeltiden Ar veya N» gazlar1 bir ince boru yoluyla
gecirilir. Hiicrenin yiizeyi, sogurum yapmayan bir parcex camdan olusur. Ozel
hiicreler, sicaklik kontrolii gerektiren Ol¢iimlerde disarida dolasan sicak suyun

kontroliinii saglar.

Elektrokimyasal hiicreler tipik olarak iki veya ii¢ elektrotla kategorize edilir. Iki
elektrotlu hiicrede bir referans elektrot ve bir indikator elektrot vardir. Uygun bir
yapiya sahip bir referans elektrot, kendi iizerinden biiyiik bir akim gectiginde
potansiyeli degismez. Bununla birlikte, diisiik direngli ¢6zeltiler kullanilarak galisma
elektrodunun potansiyeli degisebilir. Bu degisimi onlemek igin iki elektrot birbirine
cok yakin yerlestirilebilir veya yiiksek direncli ¢dzeltiler kullamlabilir. Ug elektrotlu

sistemlerde bu tiir sorunlar ortaya ¢ikmaz.

Sekil 3.2. Elektrokimyasal 6lgtim.

Ug elektrotlu sistemler, referans elektrodu ve calisma elektroduna ek olarak bir
yardimer elektrot icerir. Calisma elektrodu ve yardimci elektrot potansiyeli kontrol
eder. Calisma elektrodu ve yardimer elektrot hiicre akimini dlger. Ug elektrotlu

sistemlerin en biiyiik avantaji, referans elektrot iizerinden akimin gegmemesidir.
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Sensorlerde kullanilan elektrokimyasal tekniklerde akim ve potansiyelde meydana
gelen degisiklikler, Benzer iki elektrot arasindaki, alan, empedans ve iletkenlik etkisi
tarafindan etkilenir. Bu yaklasimlar iki kategoriye ayrilir: dinamik (gegen akim) ve
statik (sifir akim). Gegen akim sifir oldugundan, statik tekniklerde denge durumu
mevcuttur. Ancak, dinamik tekniklerde gecen bir akim bulundugu i¢in denge

durumundan bahsedilemez.

(Elektroana itik Teknikler )

Dmamlk Teknikler ]

[ Statik Teknikler \ )

(i=0)
Akim Kontrolﬁ Yiik Kontrolii) (Potansiyel Kontrol@

X

Kronamperom [Potens1yel Kontrollu]

Kalorimetre

(Sabit Elektrot Voltamctrisi)

\

(Hidrodinamik Voltametrij

Puls Voltametri

Sekil 3.3. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi.

3.3.2. Voltametri

Voltametri, akim ve voltaj arasindaki iligkiyi kullanarak redoks reaksiyonlarini
incelemeye olanak saglayan bir tekniktir. Bu yontemde, belirli bir potansiyel referans
ve calisma elektrotlar1 arasina uygulanir ve bu potansiyel, ¢alisma ve yardimci

elektrotlar arasindaki akimi 6lgmek i¢in kullanilir [99].

Voltmetrelerin bir¢ok tiirii vardir ve ¢ok verimli, hassas ve secici olabilirler. Bu
kategoriye kare dalga voltametrisi (SWV) donistimli voltametri (CV), siyirma
voltametrisi, dogru akim, normal puls voltametrisi, diferansiyel puls voltametrisi
(DPV), alternatif akim ve polarografi dahildir. 1970'lerin basinda Ralph Adams,
voltametri yontemini kullanarak sigan beyninde gergeklesen hiicrenin disindaki sivida
biyojenik aminleri in vivo olarak belirledi. Daha sonraki ¢alismalarda, voltametri
teknigi Ozellikle norepinefrin, serotonin, dopamin, askorbik asit ve diger biyojenik

aminlerin norotransmitterlerini belirlemek i¢in kullanilmistir. Voltametri teknigi, canli
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hiicrelerde ndrotransmitter aktivitesini incelemek, elektron transfer kinetigini dlgmek

ve iz metal analizi yapmak i¢in kullanilabilir [100].

3.3.3. Doniisiimlii voltametri (CV)

Donistimli voltametri (CV), voltametri yontemlerinin en iyilerinden biridir.
Elektrokimyasal hiz sabiti ve redoks potansiyelleri gibi 6nemli bilgiler, elektro aktif
analit ¢ozeltilerinin reaksiyonlarindaki Kinetik etkinlikleri ve mekanizmalarinin
anlasilmasi nedeniyle kullanilan siklikla bagvurulan metotlardandir. Genel olarak, CV
potansiyel dongiisii boyunca alakali rediiksiyon ve oksidasyon reaksiyonlarini

yansitan ¢ok sayida katodik ve anodik tepe noktasini gosterir.

Elektrotlarin sabit bir elektrolit ¢6zeltisine daldirilarak olusturulan bir elektrokimyasal
hiicre, CV olgtimleri igin kullamilir. Bu yaklasimda, potansiyel, ilk potansiyeline
donmeden oOnce Onceden belirlenmis bir potansiyelde (Vi) taranmaktadir. Bu
yontemde kimyasal reaksiyonun gergeklesebilmesi igin Yyeterli zaman gerekli
oldugundan, tarama hizi V2=V -t ¢ok 6nemli bir parametre olacaktir. Bu

nedenle, tarama hizinin degistirilmesi ¢esitli sonuglara neden olabilir.

Elektrokimyasal reaksiyonlar sirasinda analitin  elektrokimyasal indirgeme
potansiyeli, akimla uygun bi¢imde yiikselir. V2 hizinin potansiyeldeki yiikselmeler ve
akiminda bulunan azalmalardan &tiirti voltamogramlarinda meydana gelen asiri
oksidasyon potansiyeli, elektrot yiizeyindeki analit konsantrasyonunda azalmayi
gosterir. Reaksiyon {iriinii, CV tamamlandiginda potansiyel ilk Vi degerine
dondiigiinde birincil basamakli reaksiyonundan itibaren bastan okside olmaktadir.
Bunun sonucunda, potansiyel taramanin Vi'e dogru ilerlemesi sirasinda, akim ileri

taramanin ters polaritesinde yiikselir ve daha sonra V1'e geri doner.

Bu 6rnek, belirlenen tarama hizlarinda reaksiyonlarinin tersi yoniine ¢evrilebilecegini
ortaya koymaktadir. Anodik pik potansiyeli (Epa), anodik pik akimi (Ipa), katodik pik
potansiyeli (Epc), ve katodik pik potansiyeli (Ipc) doniisiimlii voltametriden elde edilen

parametreler arasindadir. Voltamogram biitiiniiyle degerleri verir.

Elektrokimya, organik kimya, inorganik ve biyokimya gibi alanlarda CV, &lgiim

kolaylig1 ve ¢ok yonliiliigii nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir [101].
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Sekil 3.4. Doniistimli voltametrinin genel gériiniimii.

3.3.4. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Bu yontem, diferansiyel puls darbeleri araciligiyla artan bir tarama potansiyeli {izerine

uygulanir. Bu potansiyel sabit genlikli olmalidir. Potansiyelin uygulanilmadan once

ve uygulanildiktan sonra her darbe iki tane akimi kaydedilmektedir. Ardindan, bu iki

akim arasindaki farkliliklar1 gosteren bir diyagram olusturulur. Bu fark diyagrama, bir

tepe seklinde bir grafik olusturur [101].

Yiiksek ¢oziinme giicii ve hassasiyeti nedeniyle DPV teknigi elektrokimyasal

olaylarda en iyi se¢imdir. Cozeltinin pH'ina, tampon ¢6zeltisinin konsantrasyonuna ve

kimyasal pik akimin1 etkiler. Birincisi, nano boyutlara kadar tayin yapabilmesidir. Bu

ozellik nedeniyle yontemin ¢ok hassas oldugu soylenebilir.

Akim [pa)

T
06

LE] 1.0
Gerilim (V)

Sekil 3.5. Diferansiyel puls voltametrisinden elde edilen voltomogram.

3.3.5. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Biyolojik sistemlerin 6l¢iimii igin elektrokimyasal empedans teknigi, invazif olmayan,

basit, ucuz ve hizli bir yontemdir. Elektrotlarin arasinda alternatif bir akim
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uygulandiginda elektrik devresinin direncinin 6zelliklerini, "empedans™ olarak bilinen

bir fiziksel degisken tarafindan incelenmektedir [102].

1886 yilinda Oliver Heavisi, karmasik sayilar1 elektrik devrelerine uygulayarak
empedans terimini ilk kez kullandi. Bu y6ntem, akimin akis yaniti, genis bir frekans
araliginda uygulanan potansiyeldeki (f) degisikliklerle olgiilmektedir. Kiigiik bir

siniizoidal potansiyel uygulanir.

Elektrolit bazli sistemlerin EIS analizinde dort unsur kullanilir: Bunlar; Warburg
empedans1 (W) kapasitans, omik direng ve sabit faz elemani. EIS tekniginin ¢ekici
olmasimi saglayan iki énemli bilesen vardir. Kimyasal reaksiyon hizlari ve difiizyon
katsayilar1 gibi fiziksel ozellikler EIS verilerinden alinabilir. ikincisi, yontemin
kullanim1 kolaydir. Ek olarak, EIS, uygulanan potansiyel fark ve frekans alanindaki
akim arasindaki iliskiyi olcer. Bu, diger klasik elektrokimyasal tekniklerden ayiran bir
ozelligidir.

Piller; biyolojik algilama, kati hal elektrokimyasi ve korozyon gibi ¢ok cesitli

elektrokimyasal alanlarda EIS yontemi kullanilabilir.

3.3.6. Kronoamperometri

Kronoamperometri, 1951'de Danckwerts tarafindan Onerilen bir tekniktir. Bu
yaklagim, ayni elektrotlarinda birincil reaksiyonun varliginda olugan akimin degeri ile
herhangi bir reaksiyon gerceklesmediginde olusan akimin degeri arasindaki farki
bulmak i¢in bir algoritma kullanir. Elektrokimyasal ¢alismalarda kullanisliligi ve

yiiksek hassasiyeti nedeniyle kronoamperoetri tercih edilmektedir.

CV teknigine kiyasla kronoamperometri, uygulanan potansiyel bitimine kadar akimin
elektrolize edilebilen gesitlerinin konsantrasyonuyla dogru orantili olmasi nedeniyle

daha kullanighdir.

Cok sayida veri ortalamasi ve sinyal-giiriiltii oranlarinin iyilestirilmesi bu 6zellik
sayesinde miimkiindiir. Ayrica, kronoamperometri adi verilen hizli bir yontem
kullanilarak, katekolamin ndrotransmitterlerinden herhangi birinin secici olarak

belirlenmesi miimkiindiir [103].
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4. BOLUM DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Nanomalzemelerin Sentez ve Karakterizasyonlari

1,83 gram ¢inko nitrat hekza hidrat (Zn (NO3).6H>O) 20 mL ultra saf suda ¢oziiltip 30
dakika karigtirilmis, ayri bir beherde 1,49 gram Na>S-9H.O 20 mL ultra saf suda
¢oziliip 30 dakikada karistirilmistir. Hazirlanan bu iki ¢ozelti karistirilarak elde edilen
karisim Teflon kapli bir hidrotermal reaktére aktarilmis ve 12 saat 180°C'de
tutulmustur. Sentezlenen ZnS nanopartikiiller safsizliklardan arindirilmak igin st tiste
ultra saf su ve daha sonra metanol ile yikanmis, ardindan tam olarak kurumasi i¢in bir
gece 80°C'de bekletilmistir [104]. ZnS sentez yontemine ait sema Sekil 4.1°de

verilmistir.

i ) i 3 20mL H,0 b.%
\ = Eb = ‘," E>

1.83g Zn(NO;),.6H,0 1.49g Na,S.9H,0 180°C'de 18 h bekletildi. 3 kez saf su 2 kez metanol ile yikand: ve 80°C kurutuldu.

Sekil 4.1. Hidrotermal yontemle ZnS sentezi.

1 mmol sodyum selenit (Na;SeOs3) ve 1 mmol ¢inko asetat (Zn(Ac)2-2H20) 10 mL
H-0 iginde ¢ozlilmiistiir. Hazirlanan karisimi 10 dakika siireyle karigtirildiktan sonra,
berrak ¢ozelti 50 mL Teflon kapli hidrotermal reaktore aktarilmis ve ¢ozeltiye 10 mL
N2H4-H20 eklenmistir. Son olarak, ¢ozeltiye 0,8 g NaOH eklenmistir. Hazirlanan
karisim 12 saat 160°C'de tutulmustur. Sentezlenen ZnSe nanopartikiiller
safsizliklardan arindirilmak i¢in iist tste ultra saf su ve daha sonra metanol ile

yikanmis, ardindan tam olarak kurumasi igin bir gece 80°C'de bekletilmistir [105].

0,5 M Zn (NO3).6H,O 30 mL ultra saf suda 30 dakika karistirilarak ¢oziildii. Bu
¢ozeltinin tlizerine 6 g NaOH 30 mL suda ¢oziilerek eklendi. Hazirlanan karisim
100°C'de 12 saat boyunca hidrotermal reaktorde bekletildi. Sentezlenen ZnO
nanopartikiiller safsizliklardan arindirilmak igin st iiste ultra saf su ve daha sonra
metanol ile yikanmis, ardindan tam olarak kurumasi igin bir gece 80°C'de

bekletilmistir [L06]. ZnO’in sentezine ait sema Sekil 4.2°de verilmistir.
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0.5M Zn(NO;),.6H,0 100°C'de 12 h bekletildi. 3 kez saf su 2 kez metanol ile yikandi ve 80°C kurutuldu.

Sekil 4.2. Hidrotermal yontemle ZnO sentezi.

Elde edilen nanokompozitler taramali elektron mikroskobu (SEM), ultraviyole-
goriiniir bolge/difuse reflektans spektroskopisi (UV-Vis/DRS), X-1sin1 kirinimi (XRD)
ve Fourier doniistimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi gibi yontemlerle karakterize

edilmistir.

5 mg orneklerden alinarak etanol veya asetonitrilde ¢oziilerek ultasonik banyoda 30
dakika homojenize hale getirildi. Hazirlanan bu karisim damlatma yontemiyle GCE
elektrot tlizerine damlatilip a¢ik havada 2 saat kurutularak, GCE/ZnS, GCE/ZnSe,
GCE/ZnO elektrotlart hazirlanmistir.

100 mL PBS i¢in 0,078 g NaH2PO4 ve 0,179 g Na,HPO4 100 mL’lik balon jojede

¢ozildi. Hazirlanan bu ¢6zelti pH 7.4 PBS tampon ¢ozeltisi olarak karanlikta saklandi.

0,172g GA 10 mL ultra saf suda ¢6ziilerek 0,001M GA ana ¢6zeltisi hazirlandi. Ana
stok ¢ozeltisinden 10-100 uM farkli konsantrasyonlarda PBS tamponu ekleyerek

standartlar ¢ozeltiler hazirlandi.

4.2. Elektrokimyasal Sensor Yontemi ile Yapilan Analizler

Tarama hizinin artisi, elektrot yiizeyindeki analit molekiillerinin difiizyon hizin1 ve
elektrokimyasal reaksiyon kinetigini etkiler. Daha yiiksek tarama hizlari, analitin
elektrot yiizeyine ulasma siiresini kisaltir ve sonug olarak elde edilen pik akimlari artar.
Voltamogramlarda, tarama hiz1 arttikga oksidasyon ve rediiksiyon pik akimlarinin
artigr gbézlemlenmektedir. Bu, analitin elektrot yiizeyine daha hizli ulasmasi ve

elektrokimyasal reaksiyonlarin daha hizli gergeklesmesiyle agiklanmaktadir.

Tarama hizinin artisiyla birlikte pik potansiyellerinde bir kayma gozlenebilmektedir.
Bu kayma, elektrokimyasal reaksiyonlarin kinetigi ve elektrot yiizeyindeki analitin
difizyon hizindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Literatiire gore, ideal bir

diftizyon kontrollii redoks sisteminde, pik akimlart tarama hizinin karekokii ile dogru
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orantili olarak artmaktadir. Ayn1 zamanda, tarama hizinin artisiyla birlikte pik

potansiyellerinin de pozitif yonde kaydig1 gézlemlenmelidir.

Voltamogramlar goriilen tarama hizinin artistyla birlikte pik akimlarinin artmasi ve
pik potansiyellerindeki kayma, elektrokimyasal reaksiyonlarin difiizyon kontrollii
oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, sensoriimiiziin GA tespiti igin uygun oldugunu

ve farkli tarama hizlarinda tutarli ve giivenilir sonuglar verdigini gostermektedir.

Konsantrasyon artisinin elektrokimyasal sensoér performansina etkisi, sensoriin
hassasiyetini ve dogrulugunu degerlendirmek igin Kritik dneme sahiptir. Genellikle,
analit konsantrasyonu arttik¢a elde edilen pik akimlar1 da artar. Bu artig, elektrot
yiizeyinde daha fazla analit molekiiliiniin bulunmasi ve dolayisiyla daha fazla elektron
transfer reaksiyonunun gergeklesmesi ile iligkilidir. Konsantrasyonun artisi, sensoriin
lineer dinamik araligin1 ve duyarliligini belirlemekte yardimeci olur. Literatiirde, ideal
bir elektrokimyasal sensoriin, belirli bir konsantrasyon araliginda lineer bir yanit
vermesi beklenir. Elektrokimyasal sensorlerin performans degerlendirilmesinde, farkl
potansiyel araliklarinda yapilan olgiimler, sensoriin redoks siireclerini ve elektrot
yiizeyindeki reaksiyon kinetigini anlamak i¢in Kritiktir. Farkli volt araliklarinda
yapilan taramalar, asit gibi analitlerin hangi potansiyellerde oksitlenip

indirgendiklerini ve en uygun elektrokimyasal pencerenin belirlenmesini saglar.
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5. BOLUM DENEYSEL SONUCLAR

5.1. ZnS, ZnSe, ZnO Yapisal Karakterizasyonlari

Fourier doniisiimlii kiziltesi (FTIR) spektroskopisi sonuglari, ZnO, ZnS ve ZnSe gibi
elektrot materyallerinin yapisal ve kimyasal 6zelliklerini belirlemede 6nemli bilgiler
saglar. Hazirlanan 6rneklerin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1°de verilmistir. ZnO'nun
FTIR spektrumunda, genellikle 400-600 cm™ araliginda Zn-O baglarina ait
karakteristik emisyonlar gozlemlenir. Ayrica, 3000-3500 cm™ bodlgelerinde genis bir
O-H absorpsiyon bandi goriilebilir, bu da yiizeyde bulunan su veya hidroksil gruplarini
isaret eder. ZnS FTIR spektrumunda ise yaklasik 500-700 cm™ araliginda Zn-S
baglarina ait zayif absorpsiyonlar bulunur, ancak bu materyalin belirgin FTIR
ozellikleri yoktur. ZnSe FTIR spektrumunda, 550-600 cm™ araliginda Zn-Se
baglarinin karakteristik titresimleri gozlemlenirken, 1000 cm™ civarinda da Zn-Se ile
iliskili zay1f pikler goriiliir. Bu analizler, elektrot malzemelerinin kimyasal yapisini ve
yiizey Ozelliklerini anlamada kritik bir rol oynar, boylece farkli metal oksit ve

stilfirlerin 6zelliklerini ayirt etmede yardimei olur.
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180 . — —_—
160 - ‘—\\/\.
140 ZnS
120 | ZnSe

100

Gegirgenlik (%)

80 |-
60 |
40 |

20

0 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Boyu (cm™)

Sekil 5.1. ZnO, ZnS ve ZnSe elektrotlar igin FTIR spektrumlari.



Bant aralig1 enerjisi genellikle DR Spektrumu (DRS) kullanilarak belirlenir. Eg'yi elde
etmek igin, Olgiilen yansima spektrumlari Kubelka—Munk fonksiyonu (F(Roo))

kullanilarak ilgili emilim spektrumlarina doniistiiriilebilir.

Bu sekilde, elektrot bilesenleri hem UV bolgesindeki hem de Vis bolgesindeki 1s181n
giiclii bir sekilde emilecegini ve sensoriin 151k altinda akim 6zelliklerinin artacagini
belirtir. Ayrica, hazirlanan yapilarin DRS analizleri gerceklestirilmis ve Kubelka—
Munk fonksiyonu yardimiyla bant araligi degerleri hesaplanmistir. Kubelka—Munk

fonksiyonu optik bant araligin1 (EQ) belirlemek igin asagidaki sekilde kullanilmastir.

F(Rp) = {8l = %o 4.1)

2R To

Burada, F (R), R, K ve s sirasiyla Kubelka—Munk fonksiyonu, yansima, emilim ve
sacilma katsayilarin1 temsil eder. Yukaridaki yansima spektrumlarindan hesaplanan
Kubelka—Munk grafikleri bulunmaktadir. Eg, grafigin yiikselen segmentine ¢izilen
tegetin yatay eksendeki kesisim noktasi ile tahmin edilmistir. Hazirlanan elektrotlarin
DRS ve Kubelka-Munk Egrileri Sekil 5.2°’de verilmistir. ZnS/GCE, ZnO/GCE ve
ZnSe/GCE elektrotlarinin Eq degerleri sirasiyla 3,45, 3,09 ve 1,78 eV'dir.
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Sekil 5.2. a) ZnO/GCE elektrodun, b) ZnS/GCE elektrodunun, c) ZnSe/GCE
elektrodunun Kubelka-Munk fonksiyonuyla ¢izilmis grafikleri.

Sentezlenen nanoyapilarin XRD toz desenleri Sekil 5.3’de goriilmektedir. ZnO
nanoyapisi hekzagonal birim hiicre yapisina sahipken (JCPDS 36-1451), ZnS kubik
birim hiicrede (JCPDS 80-0020), ZnSe kubik birim hiicrede (JCPDS 37-1643)
indislenmektedir. Hidrotermal yontemle sentezi gergeklestirilen ZnO, ZnS ve ZnSe

nanoyapilarinin herhangi bir safsizlik igermedigi gézlenmektedir.
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Sekil 5.3. ZnO (A), ZnS (B) ve ZnSe (C) nanoyapilarinin XRD desenleri.
Hazirlanan nanoyapilarin SEM goriintiileri  Sekil 5.4’de goriilmektedir. ZnO
nanopartikiillerin tanecik boyutlarinin 200 nm ve nanotabakalar sekilde dagildig: Sekil
54 A, B’de goriilmektedir. ZnS (Sekil 5.4 C; D) ve ZnSe (Sekil 5.4 E, F)
nanopartikiillerinin tanecik boyutlarinin yaklagik 10-50 nm boyutunda ve
nanopartikiiller seklinde gelisigiizel dagildig1 goriilmektedir.
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Sekil 5.4. ZnO (A, B), ZnS (C, D), ZnSe (E, F) nanoyapilarinin SEM goriintiileri.

5.2. ZnS/IGCE, ZnSe/GCE ve ZnO/GCE Elektrotlarnin Elektrokimyasal
Ol¢iimleri

5.2.1. ZnS/IGCE, ZnSe/GCE ve ZnO/GCE elektrotlarin elektrokimyasal
kalibrasyonu ait ¢alismalar

Elektrokimyasal sensorler i¢in LOD (en diisiik tespit limiti) ve LOQ (en diisiik tespit

limit aralig1) degerleri, sensoriin performansini degerlendirmede Kritik 6neme sahiptir.

ZnO/GCE elektroduna ait farkli konsantrasyonlardaki CV egrileri (A) ve kalibrasyon

grafigi (B) Sekil 5.5’te goriilmektedir. ZnO/GCE elektrodu ile 5.55 uM

konsantrasyonunun altindaki GA seviyeleri tespit edilemeyebilir. Bu deger, hazirlanan

sensoriin hassasiyetini gosterir ve diisiik konsantrasyonlarda bile giivenilir tespit
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saglayabilecegini belirtir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda GA’in tespit edilmesi
gereken uygulamalarda kullanilmas1 durumunda hazirlanan ZnO/GCE elektrodu igin
bulunan LOD degeri oldukga iyi kabul edilebilir. Ayn1 zamanda ZnO/GCE elektrodu
ile 16.84 uM ve tizerindeki konsantrasyonlardaki GA miktarlar1 giivenilir bir sekilde
Olgiilebilir. Bu deger, gelistirilen sensoriin 6l¢iim dogrulugunu ve giivenilirligini
belirtir. LOQ degeri, sensoriin belirli bir konsantrasyon araliginda dogruluk ve
tekrarlanabilirlik sagladigini gosterir. Elde edilen LOD ve LOQ degerleri gelistirilen
sensoriin diistik konsantrasyonlarda bile giivenilir bir sekilde ¢alisabilecegini ve belirli

bir konsantrasyon araliginda dogrulukla 6lgiim yapabilecegini gostermektedir.

12 1A ——2Zn0 10 uM GA
i ——Zn0 30 uM GA
10 F —— Zn0 50 uM GA
i ——Zn0 70 uM GA
08} ——— Zn0 100 uM GA
g 06
g 04}
Z |
<
0.2 |
0.0 |
02
-0.4

-1000 -500 0 500 1000
Potansiyel (V vs Ag/AgCl)
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Sekil 5.5. ZnO elektrodunun farkli konsantrasyonlarinda CV egrileri (A) ve
kalibrasyon grafigi (B).
ZnS/GCE elektroduna ait farkli konsantrasyonlardaki CV egrileri (A) ve kalibrasyon
grafigi (B) Sekil 5.6’da goriilmektedir. ZnS/GCE elektroduyla 9,03 uM
konsantrasyonunun altindaki GA miktarlari tespit edilemeyebilir. Oldukga iyi olan bu
LOD degeri, hazirlanan sensoriin hassasiyetini gosterir ve diisiik konsantrasyonlarda
bile giivenilir tespit saglayabilecegini ifade eder. Ayrica ZnS/GCE elektrodu, 27,36
uM ve iizerindeki konsantrasyonlardaki GA miktarlarini giivenilir bir sekilde 6l¢ebilir.
Bu deger, iiretilen sensoriin 6l¢iim dogrulugunu ve giivenilirligini belirtir. Bulunan
LOQ degeri, iiretilen sensoriin belirli bir konsantrasyon araliginda dogruluk ve
tekrarlanabilirlik saglamasi yaninda diisik konsantrasyonlarda bile giivenilir bir
sekilde calisabilecegini ve belirli bir konsantrasyon araliginda dogrulukla 6lgiim

yapabilecegini gostermektedir.
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Sekil 5.6. ZnS elektrodunun farkli konsantrasyonlarinda CV egrileri (A) ve
kalibrasyon grafigi (B).
ZnSe/GCE elektroduna ait farkli konsantrasyonlardaki CV egrileri (A) ve kalibrasyon
grafigi (B) Sekil 5.7°de goriilmektedir. Hazirlanan ZnSe/GCE elektrodu 6,33 uM
konsantrasyonunun altindaki GA seviyelerini tespit edemeyebilir. Elde edilen LOD
degeri, hazirlanan sensoriin hassasiyetinin olduk¢a iyi oldugunu ve diisiik
konsantrasyonlarda bile giivenilir tespit saglayabilecegini gosterir. ZnSe/GCE
elektrodunun 19,203 uM ve iizerindeki konsantrasyonlardaki GA miktarlarini

giivenilir bir sekilde olgebilecegi bulunmustur. Bulunan LOQ degeri, gelistirilen
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sensOriin dlgiim dogrulugunu ve giivenilirligini belirtmesinin yaninda belirli bir
konsantrasyon araliginda dogruluk ve tekrarlanabilirlik saglayacagini da gosterir.
Bulunan LOD ve LOQ sonuglar gelistirilen sensoriin hem diisiik konsantrasyonlarda
giivenilir bir sekilde calisabilecegini hem de belirli bir konsantrasyon araliginda
dogrulukla 6l¢iim yapabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 5.7. ZnSe elektrodunun farkli konsantrasyonlarinda CV egrileri (A) ve
kalibrasyon grafigi (B).
5.2.2. ZnSIGCE, ZnSe/GCE ve ZnO/GCE elektrotlarin tarama hizlarma ait
calismalar
ZnS/GCE elektrolarin 10 uM konsatrasyondaki galik asit ortaminda farkli tarama
hizlarindaki voltamogramlar1 Sekil 5.8’de goriilmektedir. Farkli potansiyel
araliklarinda yapilan bu taramalar, gelistirilen ZnS/GCE elektrotlarin genis bir redoks



araligi sundugunu ve belirgin oksidasyon ve indirgenme pikleri gosterdigini ortaya
koymustur. ZnS kaplh elektrotlar, GA molekiillerinin yiizeyde etkili bir sekilde
difiizyonunu ve reaksiyon kinetigini artirarak, analit tespitinde {istiin performans

sergilemistir.
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Sekil 5.8. 10 uM gallik asitin PBS tamponunda -1,0 V ve +1,0 V potansiyel araliginda
ZnS/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmis voltamogramlart.

ZnS/GCE elektrolarn 1000 pM konsatrasyondaki GA ortaminda farkli tarama
hizlarindaki voltamogramlar1 Sekil 5.9 ve 5.10’da goriilmektedir. ZnS/GCE elektrot
icin yapilan deneylerde, farkli tarama hizlarinda GA’nin belirgin redoks pikleri
gozlemlenmistir. Bu da elektrotun yiiksek reaksiyon kinetigine ve hizli analit tespiti
yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen veriler, ZnS kapli elektrotlarin
genis bir tarama hiz1 araliginda giivenilir ve hassas dl¢iimler saglayabildigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 5.9. 1000 uM gallik asitin PBS tamponunda -0,8 V ve +0,8 V potansiyel
araliginda ZnS/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmig
voltamogramlari.
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Sekil 5.10. 1000 uM gallik asitin PBS tamponunda -1,0 V ve +1,0 V potansiyel
araliginda ZnS/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmis
voltamogramlari.

ZnS/GCE elektrolarin farkli konsatrasyondaki GA ortamindaki voltamogramlari Sekil
5.11 ve 5.12°de goriilmektedir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan elektroanalitik
calismalar, ZnS/GCE elektrotun galik asit tespitindeki performansini degerlendirmek

acisindan biiyiik 6nem tasir. Bu ¢aligmalar, sensoriin genis bir dinamik aralikta lineer
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bir yanit verdigini ve diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek hassasiyetle ¢alistigini
ortaya koyar. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda belirgin redoks piklerinin
gbzlemlenmesi, ZnS/GCE elektrotun algilama limitinin diisiik oldugunu ve galik asit
tespitinde  yiiksek  duyarlilikla kullanilabilecegini  gOstermektedir.  Yiiksek
konsantrasyonlarda ise sensoriin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi dogrulanmis olup,
elde edilen veriler ZnS kapli elektrotlarin farkli konsantrasyon araliklarinda giivenilir

ve hassas olgiimler yapabildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 5.11. 10-1000 uM lik farkli gallik asit konsantrasyonlarinda PBS tamponunda
1,0 V ve +1,0 V potansiyel araliginda ZnS/GCE elektrodu ile 10 mV/s
tarama hizinda alinmis voltamogramlart.
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Sekil 5.12. 10-1000 uM lik farkli gallik asit konsantrasyonlarinda PBS tamponunda
1,0 V ve +1,0 V potansiyel araliginda ZnS/GCE elektrodu ile 100 mV/s
tarama hizinda alinmis voltamogramlari.

ZnSe/GCE elektrotun -0,8 V ve +0,8 V potansiyel araliginda farkli tarama hizlarindaki
voltamogramlart  Sekil 5.13’te  goriilmektedir. Gelistirilen bu elektrotlarin
performansini degerlendirmek i¢in farkli tarama hizlar1 kullanmak, sensériin redoks
slireglerini ve yiizey reaksiyon kinetigini anlamak agisindan onemlidir. Farkli tarama
hizlariyla yapilan dlgtimler, ZnSe kapli elektrotlarin genis bir potansiyel araliginda
belirgin oksidasyon ve indirgenme pikleri gosterdigini ortaya koymustur. Tarama
hizinin  artmasiyla Dbirlikte redoks piklerinin  akim degerlerinde de artig
gozlemlenmistir, bu da reaksiyonun elektrokimyasal olarak kontrollii oldugunu ve
analitin elektrot yiizeyine daha hizli bir sekilde difiize oldugunu gosterir. ZnSe/GCE
elektrot, genis bir tarama hiz1 araliginda yiiksek hassasiyetle calisarak, hizli ve

giivenilir analit tespiti saglamaktadir.
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Sekil 5.13. 1000 uM gallik asitin PBS tamponunda -0,8 V ve +0,8 V potansiyel
araliginda ZnSe/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmig
voltamogramlari.

ZnSe/GCE elektrotun 1000 uM konsatrasyondaki gallik asit i¢in -1,0 V ve +1,0 V
potansiyel araliginda farkli tarama hizlarindaki voltamogramlari Sekil 5.14’te
goriilmektedir. ZnSe/GCE elektrot ile yapilan elektroanalitik c¢alismalar, farkli
konsantrasyonlarda GA tespitindeki hassasiyetini ve dogrulugunu degerlendirmek igin
kritiktir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan dl¢iimler, ZnSe/GCE elektrotunun genis
bir dinamik aralikta lineer yanit verdigini ve diisitk konsantrasyonlarda bile belirgin
redoks pikleri gosterdigini ortaya koyar. Bu, sensoriin yiiksek hassasiyete sahip
oldugunu ve algilama limitinin disik oldugunu gostermektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda ise sensoriin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi dogrulanmis olup,
ZnSe kaplh elektrotlarin farkli konsantrasyon araliklarinda giivenilir ve hassas

Ol¢iimler yapabildigi kanitlanmistir.
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Sekil 5.14. 1000 uM gallik asitin PBS tamponunda -1,0 V ve +1,0 V potansiyel
araliginda ZnSe/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmis
voltamogramlari.

ZnSe/GCE elektrotun 10 puM konsatrasyondaki gallik asit igin farkli tarama
hizlarindaki voltamogramlart Sekil 5.15’te goriilmektedir. ZnSe/GCE elektrot ile
yapilan elektroanalitik ¢aligmalarda, farkli potansiyel araliklart kullanmak, sensoriin
redoks siireglerini ve elektrot yiizeyindeki reaksiyon kinetigini anlamak agisindan
kritiktir. Farkli potansiyel araliklarinda yapilan taramalar, ZnSe kapli elektrotlarin
galik asit i¢in genis bir redoks penceresi sundugunu ve belirgin oksidasyon ve
indirgenme pikleri gosterdigini  ortaya koymustur. Bu sonuglar, ZnSe/GCE
elektrotunun galik asit tespitinde yiiksek hassasiyet ve dogrulukla calistigini ve farkl
potansiyel araliklarinin sensor performansini optimize etmek i¢in 6nemli oldugunu
gostermektedir. ZnSe kapli elektrotlar, cesitli potansiyel araliklarinda giivenilir ve
hassas ol¢iimler saglayarak, analit tespitinde etkili bir sensor olarak kullanilabilecegini

kanitlamistir.
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Sekil 5.15. 10 uM gallik asitin PBS tamponunda -0,8 V ve +0,8 V potansiyel araliginda
ZnSe/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmis voltamogramlari.

ZnO/GCE elektrotun -1,0 V ve +1,0 V potansiyel araliginda farkli tarama hizlarindaki
voltamogramlart Sekil 5.16’da goriilmektedir. Gelistirilen elektrotlarin farkli tarama
hizlarindaki voltamogramlar1 incelendiginde tarama hizina baglh olarak pik
potansiyellerinde kaymalar goériinmektedir. Olusan bu kayma degerleri elektrodun
tersinir oldugunu ifade etmektedir. Ayrica ZnO/GCE elektrodun -0,8 V ve +0,8 V
potansiyel araliginda farkli tarama hizlarindaki voltamogramlar1 Sekil 5.17°de

goriilmektedir.

ZnO/GCE elektrolarin 100 uM konsantrasyondaki GA ortaminda farkli tarama
hizlarindaki voltamogramlart Sekil 5.18’de goriilmektedir. Farkli potansiyel
araliklarinda yapilan bu taramalar, gelistirilen ZnO/GCE elektrotlarin genis bir redoks
araligi sundugunu ve belirgin oksidasyon ve indirgenme pikleri gosterdigini ortaya

koymustur.
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Sekil 5.16. 10 uM gallik asitin PBS tamponunda -1,0 V ve +1,0 V potansiyel araliginda
ZnO/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmis voltamogramlart.

0.6

I ZnO CV 10 mV/s 10 uM GA 0,8V
05| ZnO CV 50 mV/s 10 uM GA 0,8V
ZnO CV 100 mV/s 10 uM GA 0,8V

0.4
03
0.2 |

0.1

Akim (mA)

0.0

-0.1 |

-0.2 +

-1000 -800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800 1000

Potansiyel (V vs Ag/AgCl)

Sekil 5.17. 10 uM gallik asitin PBS tamponunda -0,8 V ve +0,8 V potansiyel araliginda
ZnO/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmis voltamogramlari.
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Sekil 5.18. 100 uM gallik asitin PBS tamponunda -0,8 V ve +0,8 V potansiyel
araliginda ZnO/GCE elektrodu ile farkli tarama hizlarinda alinmig
voltamogramlari.

5.2.3. ZnS/GCE, ZnSe/GCE ve ZnO/GCE elektrotlar: ile gallik asit tayinine
pH’ 1 etkisi

Destek elektrolitleri, analitlerin elektrokimyasal stireclerle belirlenmesinde hayati bir
rol oynar. Temel rolii, analit ile elektrot yiizeyi arasinda uygun bir yol olusturmaktir.
Bu nedenle, belirli bir analit i¢in uygun bir destek -elektrolitinin se¢imi,
elektrokimyasal diizenekte kritik bir adimdir. Destek elektroliti, elektrot ile analit
arasindaki iyonlarin transferini kolaylastirarak verimli elektrokimyasal reaksiyonlari
miimkiin kilar. Ayrica, gerekli iyonik giicii korur ve analitin elektrokimyasal davranisi
icin kararli bir ortam saglar. Destek elektroliti secilirken, analitin dogas,
elektrokimyasal 6zellikleri, pH gereksinimleri ve elektrot malzemesiyle uyumlulugu
gibi faktorler géz oniinde bulundurulmalidir. Destek elektroliti, hedef analit igin
elektrokimyasal ol¢imiin  hassasiyetini, seciciligini ve genel performansini

artirabilmelidir.

Elektrolitlerin anahtar o&zelliklerini gbéz O©niinde bulundurarak, GA'nin hassas
belirlenmesi i¢in farkli pH degerlerine sahip destek elektrolitleri hazirlanmigtir. Bu

calismada, PBS, GA tayini i¢in destek elektrolit olarak kullanilmistir. Calismada, -1.0
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V ile +1.0 V arasinda 100 uM GA ¢ozeltisinde GA tayini i¢in pH 3 ile 10 arasinda
cesitli elektrolitlerin etkisi incelenmistir. Elde edilen veriler, farkli pH degerlerindeki

elektrolitlerde gallik asidin anodik tepe akim (lpa) yanitin1 gostermistir.

Bu elektrolitler arasinda, GA'nin maksimum ve iyi ¢6ziinmiis lpa yaniti PBS
elektrolitinde gozlemlenmistir. PBS elektroliti, elektrolit sisteminden elektrot
yiizeyine GA iyonlarmin biiyiik 6l¢iide iletimini kolaylastirir ve en yiiksek anot tepe
akim yanitimi (Ipa) géstermistir. Bu nedenle, PBS elektroliti, GA'nin oksidasyonunu
daha iyi gergeklestiren maksimum iyon doniistimiinii sagladigi i¢in pH optimizasyonu

icin en uygun secenek olarak bulunmustur.

Ayrica, pH, farkli analit sistemlerinin elektrokimyasal yanitin1 6nemli 6lgiide etkileyen
kritik bir faktordir. pH, genellikle asidik, nétr veya bazik ortamda iyon dontisim
stirecini kolaylastirir. Bu nedenle, GA'nin oksidasyon siirecine pH etkisini belirlemek
icin PBS elektrolitinin ¢esitli pH degerleri kullanilmigtir. Calismada, 100 uM GA ve
100 mV/s tarama hizinda ZnS/GCE, ZnO/GCE ve ZnO/GCE ile pH 3.0 ile 10.0

arasindaki pH degerlerinin etkisi incelenmistir.

ZnO/GCE elektrodu ile GA tayini igin farkli pH araliklarinda elde edilen
voltamogramlar Sekil 5.19°de verilmistir.
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Sekil 5.19. ZnO elektrodu ile GA tayinine pH’n etkisi.
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ZnS/GCE elektrodu ile GA tayini igin farkli pH araliklarinda elde edilen
voltamogramlar Sekil 5.20°de verilmistir.
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Sekil 5.20. ZnS elektrodu ile GA tayinine pH’1n etkisi.

ZnSe/GCE elektrodu ile GA tayini igin farkli pH araliklarinda elde edilen

voltamogramlart Sekil 5.21°de verilmistir.
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Sekil 5.21. ZnSe elektrodu ile GA tayinine pH’in etkisi.
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5.2.4. Gallik asit tayininde ZnS/GCE, ZnSe/GCE, ZnO/GCE elektrotlarinin
kararhhklar:

Kararlilik caligmasi, elektrokimyasal sensorlerin  uzun vadeli performansini
degerlendirmek igin Kritik 6neme sahiptir. Bu ¢calismada, ZnO, ZnSe, ZnS ve NiC0204
kapli camsi karbon elektrotlar kullanilarak 100 uM GA ¢ozeltisinde 6 giin boyunca
Olgtimler gergeklestirildi. Kararlilik testi, elektrotlarin belirli bir siire boyunca tutarh
ve giivenilir dlglimler saglayip saglamadigini belirlemek icin yapilir. 100 uM GA
¢ozeltisi kullanilmasi, sensorlerin belirli bir analit konsantrasyonunda tepkilerini

degerlendirmeye olanak tanir.

Bu ¢alisma ile elde edilmesi gereken, elektrotlarin her giin benzer akim yanitlari verip
vermedigi ve bu yanitlarin ne kadar istikrarli oldugu bilgisidir. Kararlilik ¢aligmasi
sonucunda, sensorlerin uzun vadeli kullanilabilirligi ve performansit hakkinda degerli
bilgiler elde edilir. Eger elektrotlar 6 giin boyunca tutarli sonuglar veriyorsa, bu durum
sensorlerin giivenilirligi ve tekrar edilebilirligi agisindan olumlu bir isaret olarak
degerlendirilir. Kararlilik ¢alismasi, elektrokimyasal sensorlerin pratik uygulamalarda

ne kadar basarili olabilecegini gostermek adina énemlidir.

ZnS/GCE, ZnSe/GCE ve ZnO/GCE elektrotlarin kararlilik seviyelerine dair 6l¢timler
sirastyla Sekil 5.22-5.24’te verilmistir. Hazirlanan GA sensdriinlin  kararliligin
degerlendirmek amaciyla 6 gilinliik kararlilik analizi gergeklestirilmistir. Deney
boyunca, her giin 100 uM GA ¢6zeltisi igerisinde sensoriin akim yanitlart 6lgiilmiis ve
sonuglar kaydedilmistir. Elde edilen veriler, sensoriin ilk 4 giin boyunca giderek artan
bir akim yanit1 gésterdigini ortaya koymustur. Bu durum, sensoriin baslangigtaki aktif
yiizey alaninin artmasi ve yiizeydeki reaksiyon bolgelerinin etkinliginin artmasi ile
iliskilendirilebilir. Ancak, 5. ve 6. giinlerde akim degerlerinde bir azalma
gozlemlenmistir. Bu azalma, elektrot yiizeyinde meydana gelen pasivasyon, yiizeydeki
aktif bolgelerin azalmasi veya sensor malzemesinin zamanla bozulmasi gibi faktorlere

baglanabilir.
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Sekil 5.22. ZnS elektrodu ile GA tayininde kararlilik degisimleri.
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Sekil 5.23. ZnO elektrodu ile GA tayininde kararlilik degisimleri.

64



0,10

0,08

Akim (mA)
[=)
8
1

0,04

0,02

0,00 -

1 2 3 4 5 6

Giin Sayis1

Sekil 5.24. ZnSe elektrodu ile GA tayininde kararlilik degisimleri.

ZnSe elektrotlarinin uzun siireli testler sirasinda benzer sekilde akim degerlerinde
dalgalanmalar ve azalmalar gozlemlenmistir. Bu tiir degisiklikler, elektrotun
elektrokimyasal kosullara adaptasyon siireci ve yiizey stabilizasyonu ile
iliskilendirilebilir.

Bu bulgular, sensoriin kisa vadede iyi bir kararlilik sergiledigini, ancak uzun vadede
kararliliginin azalabilecegini gostermektedir. Sekil 5.22-5.24, 6 giinliik periyod
boyunca farkli sensérlerin akim yanitindaki degisimleri gostermektedir. Ik 4 giin
boyunca artan akim degerleri, sensoriin etkinliginin arttigin1 gosterirken, sonraki
giinlerdeki azalma, sensoriin kararliliginin uzun vadede siirdiiriilebilir olmadigini

ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, hazirlanan GA sensoriiniin kisa vadeli analizler igin uygun oldugu,
ancak uzun vadeli kullanimlarda kararliliginin iyilestirilmesi gerektigi soylenebilir. Bu
durum, sensér malzemesinin ve iretim siirecinin optimize edilmesi gerektigini

gostermektedir.

5.2.5. ZnS/GCE, ZnSe/GCE ve ZnO/GCE elektrotlan ile GA tayinine girisim
yapan maddelerin etkisi

Gelistirilen GA sensoriiniin segiciligini ve girisim etkisine kars1 dayanikliligini

degerlendirmek amaciyla cesitli anyonlar ve katyonlar kullanilarak testler yapilmistir.
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Bu ¢alismada, ¢esitli ¢ozeltilerde yaygin olarak bulunan CaCl,, KCI, NaNOz NaCl, Mg
(NOs3)2, NaNOs3 tuzlarmmin hazirlanan sensorlerle GA tayinine girisim etkilerini
incelemek i¢in 100 uM GA igeren ¢ozeltilere Ca2+, Cl-, Mg2+, SO42, K+, NO3-

iyonlar1 ayr1 ayr1 eklenmis ve akim yanitlar1 kaydedilmistir.

ZnO/GCE elektrotunun performansi iizerindeki girisim etkileri incelediginde (Sekil
5.25), iyonlarin girisim etkilerinin sirasiyla SO+*> K*> Ca?> Cl™> Mg*> NOs~
oldugu belirlenmistir. SO+~ ve K* iyonlari, elektrotun elektrokimyasal sinyalini
belirgin sekilde etkilemis ve bu iyonlarin varligi, sinyalde sapmalara ve performans
diisiisiine neden olmustur. Ca?* ve CI™ iyonlari, daha az etkili olmakla birlikte, yiiksek
konsantrasyonlarda ZnO/GCE elektrotunun performansinda degisikliklere yol
acabilir. Mg?* ve NOs™ iyonlarinin etkisi ise genellikle daha az belirgindir, ancak GA
tayininde yine de dikkat edilmesi gerekir. Bu iyonlarin etkisi, ZnO/GCE elektrotunun
analiz  sonuglarini1 ve hassasiyetini etkileyebilir, dolayisiyla girisimlerin

degerlendirilmesi ve bu etkilerin minimize edilmesi 6nemlidir.
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Sekil 5.25. ZnO elektrodu ile GA tayinine gesitli iyonlarin girisim etkileri.

ZnS/GCE elektrotunun GA tayin performansi {izerine ¢esitli iyonlarin girisim etkileri
incelediginde (Sekil 5.26), analiz sonuglarina iyonlarin etkilerinin SO.>> K*> ClI>
Ca?"> Mg?> NOs sirastyla oldugu goriilmiistiir. SO4>~ iyonlari, ZnS elektrotunun
elektrokimyasal sinyalini biiyiik 6l¢iide etkilemis ve sinyalde dikkate deger sapmalara

ve olgiim dogrulugunda azalmaya neden olmustur. K* ve Cl™ iyonlari, performans
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tizerinde orta derecede etkiye sahip olup, yiiksek konsantrasyonlarda o&lgiim
sonuglarini bozabilirler. Ca** ve Mg?*" iyonlarmin etkisi genellikle daha diisiik
seviyelerde kalir, ancak yine de 6nemli olabilirler. NOs~ iyonlarinin etkisi ise daha az
belirgin olup, genellikle daha az etkiye sahiptir. Bu iyonlarin varligi, ZnS/GCE
elektrotunun segiciligini ve hassasiyetini etkileyebilir, bu nedenle GA tayininde bu

girisimlerin degerlendirilerek dikkate alinmasi dnemlidir.
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Sekil 5.26. ZnS elektrodu ile GA tayinine ¢esitli iyonlarin girisim etkileri.

ZnSe/GCE elektrotu ile GA tayininde girisim yapan iyonlariin etkinliklerinin (Sekil
5.27) SO+ > Ca?>"> K> ClI'> Mg?*>NOs" sirasinda gergeklestigi belirlenmistir. SO+
iyonlari, ZnSe elektrotunun elektrokimyasal sinyalini en fazla etkilemis ve bu
iyonlarin varligi, sinyalde biiyiik sapmalara ve 6l¢iim dogrulugunda 6nemli dlgiide
azalmaya neden olmustur. Ca?" iyonlari, genellikle orta derecede bir etki saglamus,
ancak yiiksek konsantrasyonlarda elektrotun performansini bozabilir. K* ve Cl-
iyonlar1 da performans tizerinde etkili olabilir, ancak etkileri genellikle daha az
belirgindir. Mg?* ve NOs  iyonlarmin etkisi daha diisiik olup, genellikle ZnSe
elektrotunun performansint minimal diizeyde etkiler. Bu iyonlarin varligi, ZnSe/GCE
elektrotunun segiciligini ve hassasiyetini etkileyebilir, bu nedenle girisimlerin dikkatli

bir sekilde degerlendirilmesi dnemlidir.
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Sekil 5.27. ZnSe elektrodu ile GA tayinine gesitli iyonlarin girisim etkileri.

Elde edilen veriler, harici girisim yapan maddelerin eklenmesinin GA tayini igin
sensoriin lpa degerinde onemli bir degisiklige neden olmadigimi gostermistir. Bu
durum, modifiye elektrokimyasal probun giiglii segiciligini ve girisim etkisine karsi
dayanikliligin1 ortaya koymaktadir. Girisim etkisi testlerinde cesitli girisim yapan
iyonlarin eklenmesinden sonra sensoriin GA tayini i¢in kaydedilen akim yanitlar

arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir.

Bu sonuglar, gelistirilen sensoriin GA’e karsi ¢ok hassas ve segici oldugunu ve ¢esitli
yaygin girisim Yyapan iyonlarin varliginda bile giivenilir sonuglar verdigini
gostermektedir. Ayrica, bu durum, sensoriin ticari uygulamalarda ve kompleks
matrislerde GA tespiti i¢in uygun olduguna isaret etmektedir. Sensériin girisim
etkisine karsi gosterdigi dayaniklilik, analizlerin dogrulugunu ve giivenilirligini

artirmakta ve sensoriin pratik kullanimi i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

5.2.6. ZnS/IGCE, ZnSe/GCE, ZnO/GCE elektrotlarin gallik asit tayini icin tekrar
kullanabilirlikleri

Gelistirilen GA sensoriiniin tekrarlanabilirligine ait ¢calismalar gergeklestirilmistir. Bu
calismada, ayn1 konsantrasyonda (100 uM) GA ¢ozeltisi kullanilarak, sensoriin akim
yanitlarinin farkli giinlerde tekrar 6lgiimleri gergeklestirilmistir. Her bir 6lgim, ayni

elektrokimyasal kosullar altinda, 100 mV/s tarama hizinda ve ayni elektrot yiizeyi
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kullanilarak yapilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda, ZnO/GCE elektrotlarin 100
tekrar yapilan sensoriin akim yamitlarinin degisimi izlenmistir (Sekil 5.28). Olgiilen
akim yanitlar1 sirasiyla 0.0330 mA, 0.0290 mA, 0.0310 mA, 0.0323 mA ve 0.0305 mA
olarak kaydedilmistir. Elde edilen veriler, % bagil standart sapma (RSD) kullanilarak
degerlendirilmistir. Hesaplanan RSD degeri %9,97 olarak bulunmustur. Bu deger,
sensoriin tekrarlanabilirliginin makul bir seviyede oldugunu ve uzun vadeli kullanim
icin uygun oldugunu gostermektedir. Gelistirilen GA sensoriiniin  yiiksek
tekrarlanabilirlige sahip oldugu ve farkli giinlerde yapilan 6lgiimlerde tutarli sonuglar
verdigi belirlenmistir. Bu durum, sensoriin giivenilirligini ve pratik uygulamalarda

kullanilabilirligini artirmaktadir.
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Sekil 5.28. ZnO elektrodundaki tekrarlanabilirlik degisimleri.

Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda, ZnS/GCE elektrodunun 100 kez yapilan taramada
sensoriin akim yanitlarinin degisimi izlenmistir (Sekil 5.29). Olgiilen akim yanitlar:
sirastyla 0.0422 mA, 0.0401 mA, 0.0404 mA, 0.0412 mA ve 0.0397 mA olarak
kaydedilmistir. Elde edilen veriler, RSD ile degerlendirilmis ve RSD degeri %3,42
olarak bulunmustur. Bu diisiik RSD degeri, sensoriin yiiksek tekrarlanabilirlige sahip

oldugunu ve uzun vadeli kullanim i¢in uygun oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.29. ZnS elektrodundaki tekrarlanabilirlik degisimleri.

Tekrarlanabilirlik calismasinda, ZnSe/GCE sensoriin  uzun siireli performansi
incelenmistir (Sekil 5.30). Olgiilen akim yanitlar: sirasiyla 0.0907 mA, 0.0728 mA,
0.0722 mA, 0.0707 mA ve 0.0696 mA olarak kaydedilmistir. Elde edilen veriler, RSD
ile degerlendirilmis ve RSD degeri %11,82 olarak hesaplanmistir. Bu deger, sensoriin

tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu ve uzun vadeli kullanim igin uygun oldugunu

gostermektedir.

Il znse/GCE

Tekrar Sayist

Sekil 5.30. ZnSe elektrodundaki tekrarlanabilirlik degisimleri.

Sonug olarak, gelistirilen GA sensorlerinin yiiksek tekrarlanabilirlige sahip olduklar

ve farkli tekrarlarda yapilan 6lgiimlerde tutarli sonuglar verdigi belirlenmistir. Bu
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durum, sensorlerinin giivenilirligini ve pratik uygulamalarda kullanilabilirligini

artirmaktadir.

5.2.7. ZnSIGCE, ZnSe/lGCE ve ZnO/GCE elektrotlarimin elektrokimyasal
empedans dlgiimleri

Nyquist grafikleri, ZnO, ZnS ve ZnSe/GCE elektrotlarmin elektrokimyasal
ozelliklerini (Sekil 5.31) analiz etmek igin kullanilan 6nemli araglardir. Bu grafiklerde,
genellikle yiiksek frekansta yarim gember seklinde bir egri, diisiik frekansta ise bir
egim gozlemlenir. Yarim c¢emberin yarigapi, elektrotun yiik transfer direncini
yansitarak, elektrokimyasal aktivite hakkinda bilgi verir. Kiig¢iik yarim ¢emberler,
diisiik yiik transfer direnci ve yiiksek elektrokimyasal aktiviteyi isaret ederken, biiyiik
yarim ¢emberler yiiksek direng ve diistik aktiviteyi gosterir. Ayrica, diisiik frekansta
goriilen egimler, kapasitans ve difiizyon siireglerini yansitir, bu da elektrotun ¢6ziinme
ve difiizyon oOzellikleri hakkinda bilgi verir. Bu analizler, ZnO, ZnS ve ZnSe
elektrotlarinin performansin1  karsilastirmada ve her bir elektrotun potansiyel
uygulama alanlarin1 belirlemede yardimci olur, boylece elektrokimyasal sistemlerin
optimize edilmesine olanak saglar. Nyquist egrileri incelendiginde Rct degerleri
sirastyla ZnO/GCE < ZnS/GCE < ZnSe/GCE degistigi gozlenmektedir. Nyquist
egrilerinde gorillen direng artiglar1 elektrot yiizeyinde iyon difiizyonundan
kaynaklanmaktadir. Ozellikle ZnO/GCE elektrodunda gozlenen bu direng artismin
diger elektrotlara gore daha diisiik olmas1 bu elektrodun kismen yiiksek iletkenlik

degeri gosterecegini ifade etmektedir.
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Sekil 5.31. a) ZnO/GCE elektrodun, b) ZnS/GCE elektrodunun, c) ZnSe/GCE
elektrodunun Nyquist grafikleri.

5.3. Folin-Ciocalteu Metodu

Folin-Ciocalteu yontemi, fenolik bilesenlerin tayini i¢in kullanilan etkili bir
spektrofotometrik testtir. Bu yontemde, fenolik bilesenler, molibden ve tungsten bazli
reaktiflerle reaksiyona girerek mavi-yesil bir renk olusturur. Renk yogunlugu,
bilesenlerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve bu sayede bilesenlerin miktari
belirlenir. Folin-Ciocalteu yontemi, fenolik bilesenlerin tayini i¢in kullanilan bir
spektrofotometrik tekniktir. Bu yontemde, numuneye Folin-Ciocalteu reaktifi eklenir;
bu reaktif, fenolik bilesenlerle reaksiyona girerek mavi-yesil bir renk olusumuna neden
olur. Renk degisimi, fenolik bilesenlerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Numune, reaktifle karistirilir ve belirli bir siire bekletildikten sonra, renk yogunlugu
spektrofotometre ile olgiiliir. Elde edilen renk yogunlugu, bilinen konsantrasyonlu
standart ¢cozeltilerle karsilastirilarak fenolik bilesenlerin miktari belirlenir. Bu yontem,

fenolik bilesenlerin miktarini hassas bir sekilde 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilir.
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Folin-Ciocalteu yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 5.32°de

goriilmektedir.
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Sekil 5.32. Folin-Ciocalteu yontemiyle GA tayini igin kalibrasyon egrisi.

Elde edilen LOD (5.48 uM) ve LOQ (16.62 uM) degerleri, bu metodun diisiik
konsantrasyonlar1 tespit etme ve 6lgme yetenegini gosterir. Bu sonuglar, metodun

hassasiyetini ve giivenilirligini degerlendirmek i¢in Kritik 6neme sahiptir.

5.4. Ger¢ek Numune Calismasi

GA tayini i¢in gercek numune uygulanabilirligi, ceviz ve vigsne suyu gibi érnekler
kulanilarak incelenmistir. GA analizinden 6nce, her bir gercek numune i¢in uygulanan
on islemler gergeklestirilmistir. Ceviz numunesi i¢in, havanda ince toz haline
getirilmistir. 1 g ceviz toz numunesini 10ml %80’lik metanolde ultrasonik ¢oziiciide
bekletildi. Daha sonra 3000 rpm’de 30 dk santrifiij cihazinda sivi faz ayrild.
Siipernatant1 0,45 mm gozenek boyutlu siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. On islem
basamaklarina gore hazirlanan ceviz ve visne suyu numunelerinde GA analizi standart
ekleme yontemi ile incelenmistir. Hazirlanan numunelere farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan GA standart ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 0,1M PBS (pH = 7,4) ile
seyreltildi. Orneklerin CV sinyalleri izlendikten sonra, Tablo 5.1.‘de sonuglar

Ozetlenmistir. Ayrica hazirlanan visne suyu ve ceviz orneklerinin Folin-Ciocalteu
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yontemiyle belirlenen GA degerleri sirasiyla 28.96 uM ve 49.82 uM olarak
belirlenmistir. Gergek drnekler ile ilgili yapilan ¢alismalarda elektrokimyasal yontem
ile belirlenen GA miktar1 ile Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenen GA miktarinin
birbirinden farkli oldugu gozlenmektedir. Bunun en temel sebebi Folin-Ciocalteu
yontemiyle belirlenen GA miktarimin toplam fenolik miktara esdeger ve diger fenolik
birlesiklerinde Folin-Ciocalteu reaktifi ile reaksiyon vermesi sonucu elektrokimyasal
sensor ile belirlenen degerlere gore daha yiiksek ¢ikmasma neden oldugu
diistiniilmektedir. Tablo 5.2°de GA’nin elektrokimyasal tayini igin hazirlanan
sensorler ve parametreleri verilmistir. Literatiirdeki elektrokimyasal GA sensorleri ile
mevcut ¢alisma arasinda farkliliklar agisinda hem LOD degerleri hem lineer aralik
bakimindan mevcut ¢alismanin ustiinliikleri goriilebilmektedir. Ayrica literatiirde
farkli gergek Ornekler iizere gelistirilen sensér calismalari ile karsilastirildiginda

mevcut calismanin Ustlinliikleri goriilmektedir.

Tablo 5.1. Gergek numuneden elektrokimyasal yontemle GA tespiti

Elektrokimyasal analiz metodu

Gergek Elektrot ~ Eklenen Miktar (uM) Bulunan Miktar (uM) RSD
Numune (%)
ZnO/GCE 5.42 -
Visne suyu ZnS/GCE 0 5.12 -
ZnSe/GCE 4.96 -
ZnO/GCE 10.36 99.42
Visne suyu ZnS/GCE 5 10.31 101.84
ZnSe/GCE 9.87 99.09
ZnO/GCE 15.36 99.61
Visne suyu ZnS/GCE 10 14.87 98.32
ZnSe/GCE 14.75 98.57
ZnO/GCE 25.02 98.40
Visne suyu ZnS/GCE 20 24.75 98.50
ZnSe/GCE 24.52 98.20
ZnO/GCE 6.86 -
Ceviz ZnS/GCE 0 6.45 -
ZnSe/GCE 6.34 -
ZnO/GCE 11.75 99.06
Ceviz ZnS/GCE 5 11.57 101.04
ZnSe/GCE 11.26 99.29
ZnO/GCE 16.72 99.16
Ceviz ZnS/GCE 10 16.21 98.52
ZnSe/GCE 16.28 99.63
ZnO/GCE 26.75 99.59
Ceviz ZnS/GCE 20 26.12 98.73
ZnSe/GCE 25.86 98.15

74



Tablo 5.2. GA’nin elektrokimyasal tayini i¢in hazirlanan sensorler

Elektrot LOD Linear Range Gergek Ref
numune
PEP/GCE  6,63107M 20uM Siyah gay Journal of Electroanalytical
Chemistry,(2013),32-37-704.
SPCE*/PM 0,21 mM 1-1000 uM Yesil cay Journal of Food Measurement and
E/GCE Characterization, (2023),3644-
3653,17(4).
GCE 4,00 uM 19,8-1000 uM Baharatlar Evaluation of the antioxidant

properties of spices by cyclic
voltammetry. Journal of Analytical
Chemistry, (2014), 990-997, 69.

CNT/CPE 3,0x 10! 50x 10— Kirmizive  J. Agric. Food Chem. 2011, 59, 14,
uM 15 uM beyaz sarap 7620-7625
ESM/AuNP 1,707 uM 5,0-65 uM Cay ve Journal of The Electrochemical
s/IGCE saraplar Society, (2017), B118, 164(4).
ZnOI/GCE 9,03 uM 10-100 uM Ceviz ve Bu ¢alisma
ZnS/GCE 27,36 uM visne suyu

ZnSE/GCE 6,33 uM
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6. BOLUM ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar bu béliimde 6zetlenmistir.

Ik olarak ii¢ farkl elektrot hazirlanmistir; ZnS/GCE, ZnSe/GCE, ZnO/GCE.
Hazirlanan elektrodun karakterizasyonu elektrokimyasal olarak CV, DPV, EIS
yontemleriyle yapilmistir ardindan yiizey morfolojisi SEM ve kristal yapisini
belirlemek amaciyla XRD yontemiyle incelenmistir.

Elektrotlarin i¢in optimum pH aralig1 belirlenmis ve cv yontemi kullanilarak
dongii sayilar1 optimize edilmistir. ZnO/GCE igin optimum pH 3, ZnS/GCE
optimum pH 7, ZnSe/GCE optimum pH 6 olarak gézlemlenmistir. Bunun yani
sira girisim etkisi i¢in anyon ve katyonlar bulunmustur. Girisime katilan
iyonlar tespit edilmistir. Yapilan ¢calismada kullanilan elektrotlarin ortak olarak
hepsinde SO4>" iyonunun elektrokimyasal sinyali belirgin bir sekilde etkiledigi
gozlemlenmistir. Bunun yan1 sira K* iyonunun ZnO/GCE elektrodunda
belirgin, ZnS/GCE elektrodunda ise orta diizeyde, ZnSe/GCE elektrodunda ise
daha az belirgin olacak sekilde farkliliklar gostermistir. Mg?* ve NOs
iyonlarinin ise akim yanitlarindan okunan sonuglara goére kullanilan
elektrotlarda daha az etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Tekrarlanabilirlik caligmasinda gergeklestirilen sensoriin 100 tekrar edilen
dongii sayisindan sonra dahi elektrodun kararliligini korudugu tespit edilmistir.
Bu durum sensorlerinin  gilivenilirligini  ve pratik uygulamalarda
kullanilabilirligini artirmaktadir.

Kararlilik ¢aligmasi sonucunda 1-6 giin arasinda elektrotlarda GA 6l¢timleri
yapilmis Ve elektrotlarin 4 giin kararliliklarini korudugunu ancak 5. ve 6.giinler
igerisinde kararliliklarini yitirmeye basladiklar1 gézlemlenmistir.

Tez ¢alismasinda tiim elektrotlar i¢in kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve LOD ve
LOQ degerleri tespit edilmistir. Tespit edilen sonuglara gore i¢in ZnS/GCE,
ZnSe/GCE ve ZnO/GCE elektrotlart kullanilarak DPV ve CV olgiimleri
alinmigtir. Olgiim sonuglarina gére 10-100 uM GA konsantrasyon araliginda
—0.80V, 1.00V'de lineer bir yanit vermistir. Sirasiyla LOD-LOQ degerleri 9,03



uM-27,36 uM, 6,33 uM-19,203 uM, 555 uM-16,84 uM olarak
gbzlemlenmistir.
Gelistirilen sensoriin gergek numunelere uygulanabilirligi de test edilmistir.
GA tayini i¢in tablo 5.1°de verilen sensor ile ceviz, visne ornegi ile gercek
numune arastirmasi yapilmistir. Bu tez galismasinda pratik uygulanabilirligi
sayesinde incelenen orneklerde geri kazanim degerleri %98,15-101.84
araliginda tespit edilmistir.
Folin-ciocalteu metodu kullanilarak elde edilen sensoriin LOD degeri 5,48uM
ve LOQ degeri 16.62 uM olarak bulunmustur.
Dogal numunelerde elektrokimyasal ve folin-ciocalteu metodu kullanilarak
analiz gerceklestirilmistir. Analiz verilerine gore elektrokimyasal yontemle
tespit edilen GA sensoriiniin hem elektrot gesitliligi ve 6zelliklerinin farkli
olmasi bakimindan daha verimli hem de geri kazanim degeri olarak bilinen
%RSD degerlerinin birbirine yakin ve folin-ciocalteu metoduna gore daha
kesin yanitlar verdigi tespit edilmistir.
Bu tez galismasi kapsaminda yariiletkenler kullanilarak hizli, giivenilir, basit
ve duyarl bir bigimde tespit edilecek GA elektrokimyasal sensor gelistirilmesi
amaclanmistir. Gelistirilen sensoriin folin-ciocalteu gibi geleneksel yonteme
gore basit, hizli ve maliyetinin diisiik olmasi, uygulama alanlarinin daha genis
olmasi, daha diisiik tayin siirlarinda ve daha kisa siirede analiz yapma imkan1
sunmasi gibi avantajlara sahip oldugu gorilmistiir.

Bu ¢alisma sonunda ileride tizerinde arastirma yapilmasi i¢in Oneriler:

a) Farkli metal oksit, metal silfir veya metal seleniir kompleksleri
olusturulan elektrotlarin kompozit yapilarak, sensoriin iletkenligini
artirilmasina yonelik caligmalarin gergeklestirilmest,

b) Farkli soy metallerin elektrot sistemine katkilanarak elektron iletimini
arttirarak daha diistik dedeksiyon limitleri ve lineer araliklarin saglanmasi,

c) Gelistirilen sensor sistemlerinin 1sik yardimiyla daha etkin ve verimli hale
getirilmesi,

d) Gelistirilecek sensor sisteminin  uzun siireli kararliliklar1 ve ileri

karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi,

seklinde 6zetlenebilir.
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