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Yiiksek Lisans Tezi

ASKORBIK ASIT VARLIGINDA ALUMINYUM OKSIiT NANOPARTIKULLERI iLE
MODIFIYE EDILMIS KARBON PASTA ELEKTROTTA URIK ASIT TAYINI

Riiveyda BARSBUGA

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Funda OZTURK

Urik asit (2, 6, 8 - tri hidroksi piirin) insan metabolizmasmin piirin tiirevli son
tiriinidiir. Biyolojik sivilarda anormal iirik asit seviyesi, gut, bobrek hastaligi, hiperiirisemi ve
Lesch — Nyhan sendromu gibi birgok hastaliga sebep olmaktadir. Bu ¢alismada iirik asit tayini
icin kullanilan Al,O3 nanopartikiillii modifiye karbon pasta elektrotun(Al.O3-NP-KPE)
hazirlanis1 anlatilmaktadir. Al.O3-NP-KPE, grafit tozu, Al,O3 nanopartikiilleri ve parafin
yaginin belirli oranlarda karigtirllmasiyla olusturuldu. Daha sonra homojen bir karigim elde
edilinceye kadar yaklagik 20 dakika boyunca ezilerek elektrot gévdesine siki bir sekilde
dolduruldu ve bir kagit tizerinde elektrot yiizeyi piiriizsiiz hale getirilerek karbon pasta
elektrotlar hazirlandi. Modifiye edilen elektrot insan kan serumunda irik asit tayini i¢in
sensor olarak kullanildi. Urik asidin elektrokimyasal davranigi Al,O3-NP-KPE ve pH 5,0
fosfat tamponu kullanilarak, dontisiimlii voltametri (DV) ve kare dalga voltametri (KDV)
yontemleriyle incelendi. Urik asidin yiikseltgenme reaksiyonu AlO3-NP-KPE vyiizeyinde,
sade KPE yiizeyine gore daha iyi anodik pik verdigi gozlendi. Modifiye edilmis elektrot ve
sade KPE’ un DV degerleri karsilagtiginda tirik asidin elektrokatalitik etkisinin modifiye
karbon pasta elektrotta daha iyi oldugu belirlendi. Urik asit tayininde optimum calisma
sartlarmin belirlenmesi i¢in pH etkisi incelendi. Dogrusal ¢alisma araligi 1x107 — 2,25x10™
molL? ve gdzlenebilme smir1 1,10x107 molL? olarak belirlendi(S/N = 3). Askorbik asit,
glukoz, oksalik asit, lire, glutamik asit, ksantinini girisim etkileri incelendi. Sonug olarak, {irik
asit tayininde bu girisimcilerin anlamli bir etkisinin olmadig: tespit edildi. Insan kan serum
orneklerinde tirik derisimini belirlemek amaci ile Al2O3-NP-KPE’ un pratik uygulamasi
yapildi. Standart katma yontemi kullamilarak iirik asit tayini gergeklestirildi.Onerilen
sensorden elde edilen sonuglar, fotometrik yontem ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglarin
uyum i¢inde olmasi yontemin segiciligini ve dogrulunun bir gostergesidir. Bu sonuglarla,
Onerilen sensoriin, insan kan serum Orneklerinde iirik asit tayini i¢in uygun oldugunu
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Al>Oznanopartikiilleri, karbon pasta elektrot, kare dalga voltametri, tirik
asit
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ABSTRACT

Master’s Thesis

DETERMINATION OF URIC ACID USING ALUMINIUM OXIDE NANOPARTICLES
MODIFIED CARBON PASTE ELECTRODE IN THE PRESENCE OF ASCORBIC ACID

Riiveyda BARSBUGA

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisior: Yrd. Dog. Dr. Funda OZTURK

Uric acid (2, 6, 8 - trihydroxypurine) is an end product from purine derivatives in
human metabolism. Abnormal uric acid level in biological fluids is a marker of several
disorders such as gout, renal disease, hyperuricemia and Lesch-Nyhan syndrome [1]. In this
study Al,O3 nanoparticles modified carbon paste electrode (Al.O3-NP-CPE) for selective
determination of uric acid is described. Al203-NP-CPE was prepared by mixing the desired
amounts of graphite powder, Al,Oz nanoparticles and paraffin oil. After mixing the paste for
approximately 20 minutes to ensure the homogenity, the paste was packed firmly into the the
bottom of the working electrode body and the electrode surface was polished with a weight
paper to have a smooth surface. The modified electrode was evaluated as a sensor for
determination of uric acid in human serum. The electrochemical behavior of uric acid at the
Al>03-NP-CPE was investigated by cyclic voltammetry (CV) and square wave voltammetry
(SWV) in phosphate buffer solution at pH 5.0. The electrooxidation of uric acid at the
modified electrode is well defined with enhanced anodic peak current than the bare CPE. The
CV results showed that the modified electrode exhibited an improved electrocatalytic activity
towards the oxidation of uric acid, compared to bare CPE. The effect of pH was studied to
determine the optimum working conditions for uric acid detection. Linear calibration curve
was obtained over the range of 1.0x107 — 2,25x10* M with a detection limit of 1.10x107 M
(S/N=3). The interference effect of ascorbic acid, glucose, xanthine, oxalicacid, urea, glutamic
acid was investigated. The results showed that these species had no significant interference on
the determination of uric acid. The practical application of Al.O3-NP-CPE modified electrode
was tested by measuring the concentration of uric acid in human serum sample. The standard
addition technique was used for the determination of uric acid. The result obtained with the
proposed sensor was compared with the result of the photometric method. It was found that
the results are in good agreement, indicative of the good accuracy of this method. This result
indicated that the proposed sensor could be an effective tool for the determination of uric acid
in human serum samples.

Keywords: Al,O3 nanoparticles, carbon paste electrode, square wave voltammetry, uric acid
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1. GIRIS

Urik asit (2, 6, 8 - trihidroksi piirin) insan metabolizmasinda piirin tiirevlerinin son
{iriinii olarak olusur. Serumdaki normal iirik asit seviyesi 240 ve 520 pumolL? arasindadur.
Biyolojik sivilardaki anormal iirik asit seviyesi; gut, renal hastaliklar, hiperiirisemi ve Lesch-
Nyhan sendromu gibi c¢esitli hastaliklara sebep olur. Yapilan ¢alismalar, serumdaki iirik asit
seviyesinin yiikselmesiyle kardiyovaskiiler hastaliklarin meydana gelme oraninin arttigini
kanitlamaktadir. Ayn1 zamanda iirik asit seviyesi hipertansiyon ile iliskilendirilmektedir.
Ayrica lirik asit insan viicudunda antioksidan 6zellik gosterir. Tiim bu 6zelliklerinden dolay1
biyolojik sivilardaki iirik asit miktarinin hizli ve giivenilir bir sekilde tayini son derece

onemlidir.

Urik asit tayini icin; literatiirde, kimyasal yontem (Pileggi vd. 1972), kemiliiminesans
(Hong ve Huang 2003, He vd. 2005), floresans (Galban vd. 2001), HPLC-kiitle spektrometrisi
(Perello vd. 2005), kapiler elektroforez - amperometri (Xu vd. 1997), voltametri (Ye vd. 2003,
Tehrani ve Ghani 2009), kolorimetri (Bhargava vd. 1999) gibi ¢esitli yontemlerin uygulandigi
caligmalar rapor edilmistir. Literatiirde belirtilen bu yontemleri ¢ogu zahmetli, pahali, zaman

alic1 ve uygulamasi karmasik tekniklerdir.

C vitamini olarak da adlandirilan askorbik asit (AA) insan beslenmesinde zorunlu bir
bilesen olup bitkilerden ve hayvan biinyelerinden elde edilir. Bununla birlikte insan
organizmasinda 1okositlerde de askorbik asit bulunabilir. C vitamini bagisikligin
arttirllmasinda, iskorbiit, soguk algmligi, mental hastaliklar ve kanserlerin tedavisinde
kullanilir. AA 6zellikleri 1yi tanimlanmis bir antioksidandir ve gida sektdriinde indirgeyici
ajan, ters ylikseltgenme amagli olarak kullanilir. Askorbik asidin gidalardaki ve
farmasoétiklerdeki derisimi iiretim ve depolama adimlarindaki kalitenin belirlenmesi i¢in son

derece Onemlidir.

Elektrokimyasal yontemler, farkli yiikseltgenme basamagina sahip tiirlerin tayini
caligmalarinda yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bu yontemler se¢imli, ucuz, basit ve az
zaman gerektirmesi nedeniyle diger yontemlerden daha avantajlidir.

AA ve iirik asit serum, kan, idrar gibi biyolojik sivilarda genellikle bir arada bulunur.
AA ve iirik asidin elektrokimyasal tekniklerle tayininin de ana problem iki bilesene ait

yiikseltgenme piklerinin yaklasik olarak ayni potansiyelde goriilmesidir. Bu nedenle AA ve

1



tirik asidin ylikseltgenme potansiyellerini birbirinden etkili bir sekilde ayirmak biiyiik 6nem
tasir. Bu ¢alismada askorbik asit varliginda iirik asidin tayini i¢in Al203 nano partikiilleri ile
modifiye edilmis karbon pasta elektrot (Al.O3-NP-KPE) kullanilarak kare dalga voltametri
yontemi gelistirildi. Askorbik asidin girisim etkisini azaltarak serumda {irik asit tayininin

yapildigi bu ¢aligmanin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Askorbik Asit

IUPAC ad1 (5R) - [(1S) - 1,2 - dihidroksietil] - 3,4 — dihidroksifuran - 2(5H) diger ad1
C vitamini olan askorbik asit ( AA ) kimyasal yapis1 diger alti karbonlu monosakkaritlere
benzeyen bir ketolaktondur (Sekil 2.1). C vitamini kimyasal olarak askorbik asidin 15181 sola
dondiiren enantiyomeridir. Insan kan plazmasinda AA yaklasik 0,1 mmol L diizeyinde

bulunmaktadir.(Thiagaraja ve Chen 2007).

1907' de Holst ve Frolich isimli iki arastirmaci tarafindan AA {izerinde ilk bilimsel
arastirmalar gerceklestirildi. Bu iki arastirmaci basta yesil sebzeler ve meyveler olmak tizere
cesitli besin maddelerinde iskorbiit hastaligini 6nleyici etkilerinin oldugunu belirledi. C. Funk
1912' de iskorbiit hastaliginin besinlerde bulunan bir faktoriin eksikligi sonucu ortaya ¢iktigini
tespit etti ve bu maddeye antiskorbutik vitamin adini verdi. Drummond 1920' de yapmis
oldugu c¢alismalarinda antiskorbutik vitamini igin Vitamin C adini1 kullandi. Zilva ve
arkadaglar1 (1918 - 1929) antiskorbutik faktorii {izerinde yapmis olduklar1 galismalarinda
limondan hemen hemen saf olarak AA izole ederek, bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini

belirledi (Xu ve ark. 2007).

Szent — Gyorki 1928’ deki ¢alismalarinda hayvanlarin adrenal bezlerinden, portakal ve
lahanada AA’ 1 ayirdi. Ancak 1932 yilina kadar AA’in antiskotbiit vitamini oldugunu
anlayamadi. Daha sonra bagimsiz bir¢ok arastirmaci ozellikle Tillmans, Vedder, Nelson,
Harris ve Von Vargha yapmis olduklari ¢aligmalariyla vitaminin kimligini belirlediler ve
glikozdan AA sentezi gergeklestirildi. AA ismi Szent-Gyorki'e ithafen verildi.

L — ksiloaskorbik asidin gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan isimleri, AA ve C
vitaminidir. Tarihsel gelisimi sirasinda cevitamik asit, antiskorbutik vitamin, heksuronik asit,

skorbutamin ve redoxon olarak da adlandirilmaktadairlar.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Holst
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Frolich&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=C._Funk&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/1912
http://tr.wikipedia.org/wiki/Skorb%C3%BCt
http://tr.wikipedia.org/wiki/Antiskorbutik_vitamin
http://tr.wikipedia.org/wiki/1920
http://tr.wikipedia.org/wiki/Vitamin_C
http://tr.wikipedia.org/wiki/1918
http://tr.wikipedia.org/wiki/1929
http://tr.wikipedia.org/wiki/1928
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tillmans&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Vedder&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nelson
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Harris&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Von_Vargha&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Glikoz
http://tr.wikipedia.org/wiki/L-ksiloaskorbik_asid
http://tr.wikipedia.org/wiki/Cevitamik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Antiskorbutik_vitamin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Heksuronik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Skorbutamin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Redoxon

Cizelge 2.1 Askorbik asidin 6zellikleri

Molekiil adx Askorbik Asit

Kapal formiilii CesHsOs

Acik formiilii

3D goriintiisii

Molekiil agirhg 176,12 gmol™?
Erime noktasi 193 °C
KAYNAMA NOKTASI par¢alanma
Sudaki ¢oziiniirliigii 330¢gL*

2.1.1. AA’min insan saghgi icin 6nemi

Viicudumuzda C vitaminin, dokulara saglamlik veren kolajenin {iretiminden,
alyuvarlarin islemesine kadar ¢esitli gorevileri vardir. C vitamininin asir1 eksikliginde ortaya

¢ikan hastaliga iskorbiit adi verilir. Iskorbiit hastaliginin; halsizlik, kolayca kanayan disetleri,
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ciltte morluklar, eklemlerde agr1 yaygimn belirtilerindendir. C vitaminin asir1 eksikliginde
olusan iskorbiit hastaligi giinde 50-100 mg C vitamini alinarak tedavi edilebilmektedir.

(Karasakal 2007).

Beyin fonksiyonlari, yag asidi metabolizmasi, enfeksiyona duyarlilik ve yorgunluk
hissi tizerinde C vitamininin etkileri vardir. Metal iyonlarinin gegisi ile iligkisi, indirgeyici
Ozelligi ve oksijenin serbest radikal tiirevleri ile reaksiyonu biyolojik fonksiyonlarinin

temelini olusturur.

L — askorbik asit eksikliginde dalaktan diger dokulara demir aktariminin
yavaglamasina sebep olur. Demir yiikleme tedavisinde ek olarak L- askorbik asit kullanimi1
demirin viicut depolarindan diger dokulara aktarilmasini arttirmaktadir. Bu sebep ile anemi

tedavisinde AA 6nemli bir vitamindir (Diilger 2012).

DNA’ya zarar veren serbest radikalleri indirgemekte, katarakta neden olan oksidanlari
etkisiz hale getirmekte ve hiicresel faaliyet bozukluklarini onlemekte C vitaminin 6nemli
etkileri vardir. Ayrica AA ve E vitamini ikili olarak tokoferoksil adi verilen serbest radikali
viicutta etkisiz hale getirmekte ve viicuda zarar veren siiperoksit (O2) ve hidroksil (OH)

radikalleri ile reaksiyona girerek onlarin etkilerini azaltmaktadir.

C vitamini ozellikle turuncgillerde, cesitli sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunur.
Buna karsilik, hayvansal iirlinlerde sadece siit ve cigerde, diisiik diizeyde bulunmaktadir

(Menevseoglu 2012).

2.2. Urik Asit

IUPAC ismi 7,9-dihydro - 1H — piirine — 2,6,8(3H) trion olan iirik asit, hidrojen,

oksijen, karbon ve nitrojenden olusan bir organik bilesiktir

Urik asit, ksantin oksidazin oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile
olusur. Insan ve gelismis primatlarda piirin metabolizmasmin son iiriiniidiir. Primatlar
disindaki memelilerde tirikaz enzimi {irik asidi’i oksitleyerek allontoine dondstiiriir (Culleton

ve ark. 1999).


http://tr.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Organik
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ksantin_oksidaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Oksip%C3%BCr%C3%BCn&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ksantin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hipoksantin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Primat
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=P%C3%BCrin_metablozmas%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Allontoin&action=edit&redlink=1

Cizelge 2.2 . Urik asidin 6zellikleri

Molekiil adx Urik Asit
Kapah formiilii CsH4N4O3
(@]

Acik formiilii

3D goriintiisii

Molekiil agirhg 168,1103 gmol™
Erime noktasi >300 °C
Kaynama noktasi parcalanma
Sudaki ¢oziiniirliigii 60,0 g/ 100 mL

2.2.2. Urik asidin insan viicudu i¢in 6nemi

Viicutta iiretilen {irik asidin yaklasik 2/3” si bobrekler ile atilirken 1/3° de sindirim
sistemi kanal1 ile atilir. Kandaki iirik asit seviyeleri giinden giline ve mevsim degisimleri ile
farklilik gosterirken, stres, aglik, viicut kitlesindeki artis da kandaki tirik asit seviyesinin
artmasina sebep olmaktadir. (Tabanligil 2010). Urik asit dzellikle hidroksil, siiperoksit ve
peroksinitrit, singlet oksijen radikallerini bastirmada etkilidir ve lipid peroksidasyonunun

onlenmesinde koruyucu bir fizyolojik rolii vardir. Urik asit, demir ve bakir iyonlarmi



baglayarak hidroksil olusumunu sinirlandirir. Ayrica eritrositlerin membran biitiinliiklerinin

korunmasinda etkilidir (Kiziltung 2008).

Urik asit derisiminin kanda bulunan seviyesinden yiiksek veya diisiik olmasi
durumunda, ¢esitli hastaliklar meydana gelmektedir. Kandaki normal seviyesinden yiiksek
olmasi halinde iirik asit kristallerinin basta eklem sivilart olmak tizere ¢esitli dokularda
biriktigi diisiiniilmektedir. Eklem sivilarinda biriken iirik asit kristalleri GUT ad1 verilen agrili
bir hastaliga sebep olmaktadir. Bu nedenle kandaki {irik asit seviyesinin belirlenmesi, gut
hastalig1 tan1 ve tedavisinin takibi i¢in son derece dnemlidir. Urik asit seviyesinin azalmasi ile
Wilson hastaligi, fankoni sendromu, ksantiniiri gibi birgok hastalik siralanabilir. Bazi ilaglar
da (ACTH, allopurinol, kumarin vb.) {irik asit seviyesinin diigmesine sebep olur (Tabanligil

2010).

Ayrica kemoterapi alan ve bobrek fonksiyon bozuklugundan siiphelenilen hastalarin
takibinde de kandaki iirik asit seviyesinin belirlenmesi &nemlidir. Urik asit kristallerinin

bobreklerde birikmesi bobrek yetmezligine sebep olur.

Sonug olarak, tirik asit kararlilig1 piirin biyosentezi ve katabolizmasinin karisiklig ile

sebep olan hastaliklarin teshisinde ¢ok onemlidir.

2.3 Elektrokimyasal Yontemler

Elektroanalitik yontemler, maddelerin elektrokimyasal 6zelliklerinden faydalanilarak
kalitatif ve kantitatif analizlerin yapildigr yontemlerdir. Elektroanalitik yontemler, farkli
yiikseltgenme basamaginda bulunan tiirlerin bir arada tayini, bu yontemlerin uygulanmasin
saglayan ticari cihazlarin kromatografik ve spektrofotometrik cihazlara gore daha ucuz olmasi

gibi iistiin 6zelliklere sahiptir (Henden vd.,2001).

Elektroanalitik yontemler akim, potansiyel veya yiik gibi elektrokimyasal biiyiikliikleri
Olcerek ve onlarin kimyasal parametrelerle aralarindaki iligkilerini arastirarak elektrik ve
kimyanin birbiriyle etkilesimini inceler. Elektrokimyasal yontemlerin ¢ogu potansiyel, zaman
ve akim parametrelerini icermektedir. Bu parametreler ile, yontemin adi birlikte kullanilir,
Ornegin; voltametri, kronoamperometri, kronokulometri gibi adlar1 sirastyla potansiyel-akim,

zaman-akim ve zaman-yiik parametrelerinden yontem teknikleri hakkinda bilgi edinilebilir.



Elektrokimyasal tekniklerde, elektrot - ¢oziicii sistemine bir elektriksel etki yapilarak
sistemin verdigi cevap Olgiiliir, cevap ile sistemin 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olunur. Bir
elektrokimyasal yontemin adindan yaralanarak, elektriksel etkinin ve sistemin verdigi cevabin

tiir tam belirlenemeyebilir. (Skoog ve ark., 1998 a).

Elektriksel ol¢iimlerin, analitik amagl kullanimi, ¢evresel goriintiileme, endiistriyel
kalite kontrol ve biyomedikal analiz olmak iizere ¢cok yaygin uygulama alani bulunmaktadir.
Kimyasal 6l¢iimlerin ¢ogu homojen ¢ozeltilerinde yapilirken, elektrokimyasal caligmalar
elektrot - ¢ozelti ara yilizeyinde gergeklestirilmektedir. Yaygin olarak kullanilan

elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmasi Sekil 2.1 de goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi
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2.4 Voltametri

Voltametri, ¢ekoslavak kimyact Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1922 yilinda

voltametrinin 6zel bir tiirli olan polarografiden gelistirildi (Bockris ve ark. 1970).

Voltametrinin, bir elektrokimyasal hiicrede, polarize olabilen bir indikator elektrodu
ile referans elektrodu arasina potansiyelin zamanla degistirilmesi sonucu elde edilen akimin,
ti¢ elektrotlu hiicrelerde ¢alisma elektrodu ile referans elektrot, iki elektrotlu hiicrelerde ise
calisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu arasinda ol¢iilmesine dayanir. (Yildiz, 1993 ve

Bond, 1980).

Voltametri ile bazi1 metallerin (Pd, Cd, Cu, Zn, Hg, As gibi) veya bir ligand ile
kompleks olusturarak elektrot yiizeyine adsorplanabilen metal iyonlarinin (Ni ve Co gibi),
anyonlarm (S22, CN, CI,, F gibi); 1037, NO2,, SCN", S;0s* SOz> ve SO gibi inorganik
bilesiklerin; aromatik maddelerin, ¢esitli organik bilesiklerin analizleri yapilmaktadir. Ayrica
farkli yiikseltgenme basamagina sahip iyonlarin tiirleme c¢aligmalar1t da yapilmaktadir

(Giindiiz, 1990).

2.4.1. Voltametrik 6l¢iim yonteminde kullanilan elektrotlar

Dogrusal taramali voltametri Ol¢iimleri yapmak i¢in kullanilan hiicre, analit ve
elektrolitin agirisini igeren destek elektrolit ¢ozeltisine daldirilmis ikili veya tglii elektrot
sistemlerinden olusur. Ug elektrotlu sistemlerde kullanilan calisma elektrodu zamanla
potansiyeli dogrusal olarak degisen bir mikro elektrottur. Kullanilan ¢alisma elektrotunun
polarizasyonunu artirmak igin s66z konusu elektrotun boyutlar1 kiigiik tutulur. Referans
elektrot potansiyeli dl¢iim siiresince sabit olan elektrottur. Uclii elektrot sisteminde yer alan
bir diger elektrot karsi elektrottur. Bu elektrot, genellikle platin gibi inert bir metalden
yapilmis genis yiizeyli bir elektrottur. Karsit elektrot kaynaktan c¢ozeltiye, oradan da

mikroelektrota gecirgenligi saglamaktadir.
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Sekil 2.2. Voltametrik 6l¢lim yonteminde kullanilan elektrot cesitleri
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Calisma elektrotu; iizerinde elektrokimyasal reaksiyonun gerceklestigi elektrottur Bu
elektrot ylizeyinde incelenen maddelerin indirgenmesi sonucu olusan akima katodik akim,
yiikseltgenmesi ile olusan akima ise anodik akim denir. Voltametri deneylerinde calisma
elektrotuna uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak okunan akim degerleri kullanilarak,
analit hakkinda bilgi edinilir. Elektrokimyasal yontemlerde ¢aligma elektrotu olarak platin,

altin, civa, cams1 karbon, karbon pasta gibi ¢esitli tiir ve sekildeki elektrotlar kullanilir.

Referans elektrot

Calisma elektrodu

» Karsit elektrot

\\
\
\L\
v
y

» Analit ¢ozeltisi

[

Sekil 2.3 Elektrokimyasal calismalarda kullanilan {i¢ elektrotlu hiicre sistemi

Bir calisma elektrotunun 6zellikleri,
e Iletken olmali,
e (alisilan potansiyel araliginda inert olmal,
e Negatif potansiyel sinir1 yiiksek olmali,

e Istenilen geometrik sekil kolaylikla verilebilir ve kolay islenebilir olmalidir,

Voltametride referans elektrot olarak ikinci sinif metal-metal iyonu elektrotlari
kullanilir. Bu elektrotlar kiiciik akim siddetlerinde polarlanmazlar. Akim siddeti artinca ideal
konumlarinda saparlar olur. En sik kullanilan referans elektrotlar kalomel elektrot ve Ag /
AgCl referans elektrotudur. Ideal bir referans elektrot,

e Analit ¢ozeltisinin derisiminden bagimsiz sabit bir potansiyeli olmali,

e Nerst esitligine uymali ve tersinir olmali,

e Kiiclik bir akima maruz kaldiktan c¢ok kisa bir silire sonra tekrar orijinal
potansiyeline geri donebilmelidir.

e Sicaklik degisimlerine ¢ok az etkilenmelidir (Dogan 2005).

-12-



Karsit elektrot ise genellikle inert metallerden secilir. Karsit elektrotun gorevi,

elektronlar i¢in kaynak olusturmak ve boylece akimin gegmesini saglamaktir.

2.4.2. Voltametride kullanilan ¢oziiciiler ve destek elektrolitler

Elektrokimyada, deneylere baslamadan 6nce uygun destek elektrolit ve ¢oziicii sistemi
belirlenir. Belirlenen ¢oziicliniin elektrokimyasal inertlik, elektriksel iletkenlik, ¢6zme giicii,
kimyasal inertlik, viskozite, kolay bulunabilirligi, ucuz olmasi ve saflagtirilmasinin kolay

olmasi gibi ¢esitli 6zelliklerinin bilinmesi gereklidir.

Elektrokimyasal ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan organik c¢oziiciiler;
dimetilformamid (DMF), dimetilsiilfoksit (DMSO) ve asetonitril (CH3CN), etanol (C2HsOH )
metanol (CH3OH) ve sudur. Elektrokimyasal ¢alismalarda en ¢ok kullanilan ¢6ziicti sudur. Bu

¢oziicliye ait 6zellikler asagida belirtilmistir.

H>0, yiiksek dielektrik sabiti olan, polar, kolay saflastirilabilen, bol bulunan, ucuz ve
zararsiz bir ¢oziiclidirr. Analitik calismalarda kullanilacak suyun analitik saflikta olmasi
istenir. Bazi1 katyon ve kolloidal olarak bulunan metaller ve organik maddeler suda safsizliga

neden olmaktadir.

2.4.3. Voltametrik analizleri etkileyen faktorler

Elektrokimyasal oOlgiimler, destek elektrolit iceren ¢ozelti sistemlerinde yapilir.
Analitin s6z konusu ¢oziicli sisteminde ¢oziliniirliigliniin 1yi olmasi istenir. Kullanilan ¢oziicii
sistemi analitle reakiyona girmemeli ayrica ¢calisma potansiyel araliginin genis olmasi gerekir.
Belirli  potansiyel araliklarindaki uygulamalarda ¢ozeltinin  direncini  diisiirmek,
elektromigrasyon etkilerini azaltmak ve iyon siddetini sabit tutmak i¢in destek elektrolit
gereklidir.

Organik molekiillerin ¢ogunun elektrot tepkimelerinde protonun yer almasindan
dolay1, akim - potansiyel iliskileri pH’ a baglidir. Voltametrik ¢alismalarda pH ile olusan
hatalar1 6nlemek i¢in ¢ozeltilerin tamponlanmasi gerekir. Secilen tampon ¢ozeltilerin calisma

penceresine uygun Ozellikte olmasi1 gerekir. Analit dalgalarinin 6rtiigmesi halinde, bunlarin
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birbirinden ayrilabilmesi i¢in analitlerin akim potansiyel iligkilerinin pH> a baghhig goz

Ontine alinarak, destek elektrolit ¢ozeltisinin pH’ s1 ayarlanmalidir (Karabudak 2013 ).

Sicaklik kontrolii voltametrik aanlizleri etkileyen bir diger faktordiir. Sicaklik ile
maddenin difiizyon katsayisi (D) degerinde farkliliklar meydana gelir ve bununla birlikte
Olciilen akim degeri de degislik gosterir. Bu sebep ile yapilan caligmalar termostatik
kosullarda gerceklestirilmeli ve sicaklik £0,5°C araliginda sabit tutulmalidir. Ceketli hiicre

kullanilarak sicakligin sabit kalmasi saglanilabilir.

O. igeren ¢ozeltilerde oksijenin elektrokimyasal indirgenmesi iki basamakta
gerceklesir. Birinci basamakta oksijen 2 elektron, 2 proton varliginda hidrojen peroksite
indirgenirken, ikinci basamakta, olusan hidrojen peroksidin suya indirgenmesine karsi gelir.

0,+2H" < H,0,

H,0,+2H" +2¢” < 2H,0

Birinci ve ikinci basamaklarda gerceklesen indirgenme reaksiyonlarina ait yar1 dalga
potansiyelleri, doygun kalomel elektrot kars1 yaklasik olarak -0,1 ve -0,9 V dur. Genis bir
aralikta indirgenme dalgalar1 vermesi ve giiclii bir yiikseltgen olmasi nedenleriyle, oksijen
voltametrik calismalarda sorunlara yol agmaktadir (Giinaydin 2012 ). Bu yiizden voltametrik
calismalarda 6l¢lim alinmadan 6nce ortamdan azot veya helyum gibi inert bir gaz gecirilerek

oksijen ortamdan uzaklastirilir.

2.4.4. \Voltametride uyarma sinyalleri

Voltametride, maddenin elektrokimyasal davranisini incelemek i¢in elektroda
uygulanabilecek potansiyel penceresi, tercih edilen ¢alisma elektrotu, ¢oziicii ve elektrolit
cesitlerine baglidir. Elektrokimyasal bir hiicrenin ¢aligmasi sirasinda elektrot ylizeyine madde
aktarimi1 Ui¢ yolla gergeklestirilir. Bu yollar, elektriksel go¢ (migrasyon), difiizyon ve
karistirma (konveksiyon) olarak adlandirilir.

Elektrokimyasal hiicredeki katot ile anot arasinda olsan potansiyel fark bir elektriksel
alan olusturur. Olusan elektriksel alanda pozitif yiiklii iyonlar negatif elektrota, negatif yiiklii
iyonlar pozitif yiikli elektrota dogru hareket etmeye baslar. Boylece elektriksel goc ile madde

aktarimi gerceklesir. Iyonlarm bu alandaki hareket hizlari, iyon yiikiine, biiyiikliigiine ve
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calisma ortaminda yonlenme sekline baglidir. Deneysel sartlara bagli olarak bu olaylar kiitle
aktarimini saglayabilir. Hiicredeki elektrotta tiiketilen elektroaktif maddenin ara yiizeyde
azalan derisimini arttirmak tizere, ¢ozeltiden elektrot yiizeyine madde aktarimi olay1 difiizyon
olarak adlandirilir. Diflizyonla kiitle aktariminin hizi, ara yilizeyle ¢ozeltinin i¢ kesimleri
arasindaki derisim farkina ve elektroaktif madde ile ¢oziiclinlin tiirlerine baghidir. Her

maddeye 6zgli difiizyon hizin1 belirten bir difiizyon katsayisi, D, vardir.

Cozeltinin karistirtlmasiyla elektrot ara yiizeyine konveksiyon yolu ile madde aktarimi
saglanir. Voltametride bir mikrolelektrot iceren elektrokimyasal hiicreye farkli potansiyellerde
uyarma sinyalleri uygulanir. Uygulana uyarma sinyali yoOntemin temelini olusturan

karakteristik akim cevaplarini olusturur (Skoog ve ark. 1998c).

2.5 Voltametrik Yontemler

Elektrokimyasal bir yontem olan voltametrinin ¢alisma prensibi, durgun bir ortamda
calisma elektrotuna uygulana potansiyel ile elektrotta olusan akim cevabinin incelenmesine
dayanir. Son yillarda korozyon ile elektrokatalizor sentezi, alternatif enerji kaynaklarinin
tespiti ve baz1 maddelerin redoks 6zelliklerinin belirlenmesi gibi bir¢ok genis uygulama alani
mevcuttur. Asagida voltametride yaygin olarak kullanilan uyarma sinyalleri ve kimyasal

sistemlerin incelenmesinde ¢esitli elektrokimyasal yontemler kisaca anlatilmaktadir.

2.5.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Sekil 2.4 goriildiigii gibi DV yonteminde potansiyelin, liggensel potansiyel dongiisii,
E1’den E2’ye ileri ve E2’den Ei’e geri yonde dogrusal olarak taranirken olusan akim olgiiliir.

Hiicrede olusan akimin, potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilmesiyle olusan akim-

potansiyel egrilerine doniisiimlii voltamogram denir. Bu sekilde, YUk + ne” — ind reaksiyonu
icin ¢oOzeltide sadece Yik’in bulundugu cesitli doniisiimli voltamogram ornekleri

gorilmektedir
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Sekil 2.4 Doniistimlii voltametri i¢in uyarilma sinyalinin dalga sekli

DV, sulu ve susuz ortamlarda en yaygin kullanilan elektrokimyasal yontemlerden
biridir. Ozellikle, kararsiz bir ara iiriin veya iiriin igeren elektrot reaksiyonlarinin
incelenmesinde faydalidir. Elde edilen voltamogramlarin incelenmesiyle reaksiyon
mekanizmalarim1 tahmin edebilir ve kararsiz tiirlerin termodinamik ve kinetik 6zellikleri
belirlenebilir. Elektrokimyasal ve kimyasal reaksiyonlarin her birinin farkli reaksiyon hizlar
ve tersinirlikleri vardir. Bu 6zelliklerin hepsi alinan voltomograma yansimaktadir. Potansiyel
araligi, tarama hizi, elektrot cinsi, ¢ozelti tlirli gibi parametreler degistirilerek elektrot
reaksiyonunun doniigiimlii voltamogramlar: alinir ve elde edilen voltomogram sekilleri analiz

edilerek elektrot reaksiyonu hakkinda bilgi edinilebilir (Izutsu 2002b).

DV tekniginin, nicel bilgi edinilmesinde cok tercih edilmez iken, nitel amacglh
bilgilerin edinilmesinde en ¢ok tercih edilen teknik olmaktadir. Bunun nedeni ise, adsorpsiyon
olaylari, redoks olaylarinin termodinamigi, takip eden kimyasal reaksiyonlar, ve heterojen
elektron - transfer reaksiyonlarimin kinetigi hakkinda hizli ve giivenilir olarak bilgilerin elde
edilmesidir. DV yontemi elektroanalitik ¢alismalarda ¢ogunlukla ilk uygulanan deneysel
basamaktir. Bu teknik 0Ozellikle elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin kolayca

belirlenmesine yardimci olmaktadir (Wang 2000a).

2.5.2 Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)
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1952 yilinda Barker ve Jenkin isimli iki arastirmaci tarafindan, voltametrik
calismalarda gbzlenebilme sinirini diisiirmek icin, puls voltametri teknikleri onerilmistir. Bu
diisiince ile faradayik ve faradayik olmayan akim arasindaki orani arttirarak gozlenebilme
sinirm1 10® mol L™Y’ye kadar diisiiriilmiistir. DPV teknigi organik ve inorganik tiirlerin
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. DPV’ de dogrusal potansiyel artisina
ayarlanmig sabit biiyiikliikkte pulslar (dE/dt) belirli bir siire ¢alisma elektrotuna uygulanir ve
iki kere akim Olgtimii yapilir (Sekil 2.5 ). ilk akim 6lglimiinde tam potansiyel artis1 olmadan
pulsun basladig1 anda, ikinci akim Olgiimde pulsun bitmesine yakin bir bdlgeden alinir.
Olgiilen iki akim arasindaki fark Al puis Olarak ifade edilir. Son olarak uygulanan potansiyele
kars1 akim farkinin grafige gecirilmesiyle diferansiyel puls voltamogrami olusturulur (Monk

2001, Wang 2000b).

Olusturulan voltamogramlarin pik akimlarinin yiiksekligi, asagidaki esitlikte (Esitlik 2.1) de

goriilecegi gibi ilgili analitin derisimiyle dogru orantilidir:

. nFACDY?(1-¢

Ip = ( (2'1)
Jrt 1+o

Burada, o = exp[(nF/RT)(AE/2)]’ dir ve AE puls genisligidir. (2.2)

En yaygin kullanilan elektroanalitik yontemlerden biri de DPV’ dir. Normal puls
voltametriyle karsilastirildiginda iki dstiin 6zelligi vardir. Birincisi, her bir analitin analitik
pikleri birbirinden kolayca ayirt edilebildigi i¢in birgok analitin belirlenmesini tek bir
voltamogramda saglamaktadir. Ikinci 6zelligi ise, diferansiyel akimla calisiimasi ile
voltametrik bir pik olusturularak analitik duyarliligin 5,0 x 108 M 'dan 1,0 x 10 M 'a kadar

diismesini saglamaktadir.

: 5\/{\)/\;\/

——® Zaman

Sekil 2.5 DPV’ de puls tipi uyarma sinyali
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2.5.3. Kare dalga voltametri (KDV)

Sik kullanilan diger bir elektroanalitik yontemde KDV’ dir. Calisma elektrotuna
uygulanan potansiyel, biiyiik genislikli bir diferansiyel teknik olmasini saglayan simetrik kare
dalgalar seklindedir. Her bir kare dalga dongiisii boyunca, akim iki kez 6lg¢iiliir. Birincisi, ileri
yondeki pulsun sonunda (t1) ikincisi ise geri yondeki pulsun sonundadir (t2). Sekil 2.2 de
gorildiigli olgiilen iki akim arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak

grafige gecirilerek kare dalga voltamogramlari elde edilir.

E AEs +Esw

|a=)

ECEE

TPMA=zi-12

[

Zaman
Sekil 2.6 KDV’ de puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli

KDV yoénteminin {istlin 6zelliklerinden biri de hizli olmasidir. Kare dalganin frekansi
(f) ve basamak yiiksekligi (AEs) degistirilerek etkin tarama hizi, belirlenir ve birka¢ saniye
icinde voltamogramlar kaydedilebilir. KDV nin, 6l¢iim siiresi yaklasik iki -ti¢ dakika olan
DP voltamograminin tamamlanmasina ile karsilastirildiginda, KDV’nin o6l¢iim siiresini

gostergesidir (Wang 2000).

KDV yonteminin ikinci biiyiik Ustlinligii de, kare dalga yoluyla toplam akima
kapasitif katkilarin minimuma indirilmis olmasidir. Bdylece, tarama hiz1 etkili bir sekilde
arttirilabilir, 1 Vs 'lik tarama hizina kolaylikla ulasilabilir. KDV'de net akim (Al) hem ileri
hem de geri puls akimlarindan daha biiyiiktiir. Bu sebeple, elde edilen voltametrik pik oldukca
kolay okunulabilir. Béylece KDV’nin dogrulugunu arttirilarak, DPV’ den daha yiiksek
duyarhlikta elde edilmesi saglamaktadir (Monk 2001). Yaklasik 1,0 x 10" mol L™ a olan ¢ok
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diisiik tayin simirlarina inilmektedir. Tersinir ve tersinmez sistemler icin KDV ve DPV
yontemleri kiyaslanirsa, kare dalga akimlarinin diferansiyel puls akim cevaplarindan, sirastyla

4 ve 3,3 kat daha yiiksek oldugu sdylenebilir (Borman 1982).

2.6 Elektrokimyasal Mekanizmalar

2.6.1 Tersinir mekanizmalar

Tersinir bir ¢ift igin pik akimi (25°C), Randles-Sevcik esitligiyle verilir (Esitlik 2.3).
ip = (2’69X105)n%ACD1/2V1/2 (23)

Burada n, aktarilan elektron sayist; A, elektrodun alani (cm?), C, derisim (mol/cm?), D,
difiizyon katsayis1 (cm?/s) ve v, tarama hizidir (V/s). Buna gore akim, derisimle dogru
orantilidir ve tarama hizinin karekdkiiyle artar. Basit bir tersinir ¢ift i¢in, anodik pik akimi
katodik pik akimina hemen hemen esittir. Potansiyel eksenindeki piklerin konumu, redoks
ciftlerinin formal potansiyeline baglidir. Tersinir bir sistem i¢in formal potansiyel, asagidaki

gibi verilir (Esitlik 2.4).

E:+E,;
E0O=_—P P (2.4)
2
Tersinir bir sistemde, pik potansiyelleri arasindaki fark Esitlik 2.5.”te verilmistir.
a « 0,059
AE, =E  -E, = - Vv (2.5)

Pik potansiyelleri farki, aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasinda ve redoks ¢iftinin
Nerst davranig1 gosterip gdstermediginin belirlenmesinde kullanilir. Buna gore, 1 elektronlu
tersinir bir pik i¢in anodik ve katodik pik potansiyelleri arasindaki fark 59 mV’tur. Katodik ve

anodik piklerin her ikisi de tarama hizindan bagimsizdir.

Bir reaksiyonun tersinir oldugunun belirlenmesinde, DV deneylerinden yararlanilir ve
asagidaki kriterlerin saglanmasi elektrot reaksiyonunun tersinir oldugunu gosterir.
o E,%Ep?=59/n mV veya Ep-Ep/2= 57/n mV tur.
e E,tarama hizi ile degismez.

e ipa/ipk= 1’dir ve bu oran tarama hiziyla degismez.
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e ip/vl/2, tarama hiziyla degismez.

e Dalga sekli tarama hiziyla degismez.

2.6.2 Tersinmez ve yari tersinir reaksiyonlar

Elektron transferinin yavas oldugu tersinmez sistemler i¢in, piklerin biiyiikligii tersinir

sistemlere gore azdir (Wang 2000). Bu sistemlerde, pik potansiyeli tarama hizina baghdir

(Esitlik 2.6).

o = 1/2
E,=E° __RT 0,78—1In k1/2 +1In an, v (2.6)
an F D RT

Burada, a, transfer katsayisidir ve n yiik-transfer basamagindaki elektron sayisidir. Bu
yiizden, Ep, E%dan daha yiiksek potansiyellerde olusur. Pik potansiyeli, yari-pik
potansiyelinden 48/n mV kadar farkli olur. Pik akimi, Esitlik 2.7°den gorildigi gibi,
¢ozeltinin derisimi ile orantilidir fakat transfer katsayisina bagli olarak pik yiiksekligi daha

dustiktiir.
i, =(299x10° h(an, )2 ACD 2y 2 2.7)

Standart hiz sabitinin 101>k%>10" cm/s oldugu yari-tersinir sistemler i¢in akim, hem
yik transferi hem de kiitle aktarimiyla kontrol edilir. Doniisiimlii voltamogramin sekli,
k%D’nin bir fonksiyonudur (= nFv/RT). k%D arttikca, sistem tersinirlige yaklasir. k%D nin
yiiksek tarama hizlarindaki kiigiik degerleri icin sistem tersinmez davramig gosterir. Yari-
tersinir sistemlerde, pik potansiyelleri, tersinir sistemlerle karsilastirildiginda, birbirinden

oldukca ayridir.

Bir reaksiyonun yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde de DV ¢alismalarindan elde
edilen verilerden yararlanilir. Yar1 tersinir bir reaksiyonun 6zellikleri asagida verildi. (Greef
ve ark. 1990, Bard ve Faulkner 2001).

e ip/VY tarama hizina baglh degildir.

e ip?/ipf=1"dir. (= 0,5 ise)
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e Ef tarama hiz1 ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmas: ile negatif
degerlere kayma yontindedir.

e EfEp farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda bu
degerden daha biiyiiktiir ve tarama hizi ile artar.

e Tarama hiz1 arttik¢a pik genislemesi olur (Kagar 2010).

2.7 Kaynak Arastirmasi

Dong vd. (2015 ) calismalarinda Ag nanoprizma {rik asidin morfolojik gecisi
kullanilarak basit ve etkili bir kolorimetri yontemi tasarlamiglardir. Urikaz varliginda {irik
asidin H20z liretilmesiyle oksitlemistir. Ag nanoprizma yiizeyi H20> ile agindirilarak rezonans
spektral band1 ile 120 nm mavi dalga boyundan kaydig1 gézlendi. Urik asit konsantrasyonun
degistirilmesiyle soluk mavi - mor arasinda renk degisimi ciplak gozle goriilmektedir. 1310 -
4x107° molL™? iirik asit derisim araliginda ve Ag nanoprizma piklerinin mavi renk dalga
boyundan kaymasi arasinda dogrusal iliskisi oldugu tespit edilmistir. Urik asidin alt tayin
siirt 71077 molLoldugu belirlenmistir. Interferanslar ( AA, DA , glukoz, hipoksantin ve
diger amino asitler ) insan serumu Orneklerinde yapilan calismalarda girisim etkileri
gbozlenmemistir. Ag nanoprizma - iirikaz algilama sistemine serum numuneleri dogrudan
eklenebilir ve 1 saat igerisinde tayin edilebilir. Onerilen ¢alisma sisteminde serum

numunelerinde % 95 geri kazanim ile uygulama basarili sonuglar vermistir.

Erden vd. (2015 ) bu ¢alismada, {irik asit biyosensorii camst karbon elektrotu polimer
poli (vinilferrosen ) (PVF) , karboksilat ¢ok duvarli karbon nanotiip ( C-MWCNT )ve jelatin
(GEL ) igeren ferrosene gére modifiye edilmisitir. Urikaz enzimi (UOx) C-MWCNT/GEL /
PVF / GCE iizerinde N-etil-N-(3-dimetilaminopropil ) karbodiimid (EDC ) ve N-hidroksil
stiksinamid (NHS) kimyasal olarak kovalent baglanarak sabitlenmistir.. C - MWCNT /GEL/
PVF kompoziti elektron mikroskopisi , doniisiimlii voltametri ve elektrokimyasal impedans
spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Cesitli deneysel parametreler pH, potansiyel, enzim
yiiklemesi, PVF ve C - MWCNT konsantrasyonlar1 detayli olarak incelenmistir. Optimum
kosullar altinda iirik asidin dogrusal dinamik aralign 2 107 - 7,1x10* molL™? ( R? = 0,9993 ),
taninma limiti 2,3x10® molL? olarak tespit edilmistir. Hassas ve iyi secicilik 6zelligi olan
biyosensor ile insan serum numunelerinde iirik asit tayini basarili sekilde gerceklestirilmistir.

Biyosensor sonuglar standart metotlar ile elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu saptanmistir.
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Bu nedenle sunulan sensoriin gercek drneklerin pratik uygulamalart i¢in umut verici oldugu

sOylenmistir.

Jiang vd. (2007) iyonik sivida (1-etil-3-metilimidazol-etilsiilfat) sentezlenmis
poli(anilin) ile modifiye lirik asit biyosensorii hazirlamiglardir. Negatif yiiklii tirikaz enzimi
yiikseltgenmis formdaki poli(anilin) filme dop edilmistir. Poli(anilin)-iirikaz biyosensorii FT-
IR ve UV-Vis olgiimleri kullanilarak karakterize edilmistir. Cevap akimi +0,20-0,50 V
araliginda artan potansiyelle artmis ve cevap zamam kisalmis, optimum ¢alisma potansiyeli
olarak +0,40 V secilmistir. Bu potansiyelde cevap zamani1 5 saniye olarak rapor edilmistir. pH
2—-12 araliginda cevap akimi artan pH ile arttigindan optimum pH bulunamamistir. Elektrot
cevabi 1,0x103-1,0 mmol dm= arahiginda dogrusaldir. Sicakhigin cevap akimi iizerine etkisi
incelendiginde 275,15-312,15 K araliginda cevap akiminin sicaklikla arttig1 belirtilmistir. 260
giinlik bekletilme siiresi sonunda biyosensor baslangi¢ aktivitesinin %50’sinden fazlasini

korumustur.

Kejida vd. (2015) Urik asit tayini igin nikel hekzasiyano ferrat ile modifiye edilmis
edilmis KPE kullanilmistir. Nikel hekzasiyano ferrat modifiye KPE ile iirik asidin
elektrokimyasal davranisi fosfat tamponu pH 9 kullanilarak DV ve DPV yontemleriyle
incelenmistir. Modifiye KPE ile anodik pik akiminda artis gozlendi. Sensor /analit ara
yiizeyinde tersinir olmayan 2 e transferinin oldugu tespit edilmistir. Her iki ydntem igin
optimum parametreleri , % 20 nikel hekzasiyano, % 55 grafit tozu ve % 25 parafin yag: ile
olusturulan elektrot karisimiyla gerceklestirilmistir. Onerilen ydntemin iirik asit i¢in dogrusal
caligma aralig1 2- 12 pmolL?, tamnma limiti 1,87x107 molL? ve kolerasyon katsayist R? =
0,9977°dir. Idrar 6rneklerinde standart ekleme metodu ile elde edilen sonuglar %95,87 -
%98,5 arasinda geri kazanim sonugclar1 elde edilmistir. Modifiye KPE ile idrar 6rneklerinde

irik asit tayini gerceklestirebilir sonucuna varilmistir.

Perello vd. ( 2005 ) calismalarinda yiiksek basingli sivi kromatografisi ve kiitle
spektroskopisi ile ¢esitli biyolojik matrikslerde basit ve dogrudan iirik asit tayin yontemi
gelistirilmislerdir. Kromatografik ayirma 1 mL / dakika akis hizinda mobil faz % 50
asetonitril ve % 50 sodyum sitrat ,1 mM pH 6,5 ile sabit faz olarak Zorbax Sax kolunu
(150mmx4.6mm i.d.) bir anyon degistirici recine 5 uM partikiil boyutu (supplied by Agilent
Technologies, Madrid, Spain) birlikte 12.5mmx4.6mm i.d. guard kolunu (supplied by
Agilent Technologies, Madrid, Spain)kullanilarak yapild1 . Dedektor iirat anyonuna karsilik
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gelen m/z 167,1 izleyerek secilen iyon monitorii (SIM) ile negatif iyonlar sayildi. Giinler igi
%1,1 - %1,5, glinler aras1 Ol¢iimlerde ise %1,3 - %2,8 (n = 3) arasinda degismektedir.
Standart katma yoOntemiyle yapilan geri kazanim caligmalar1 idrar orneklerinde %95.4 -
%107,2, tiikiiriik 6rneklerinde ise %96.,4 - %109,2 arasinda olarak basariyla gerceklestirilmis
ve kantitatif tayin limiti 70 ug L bulunmustur.

Temerk vd. ( 2016 ) CeO; nano partikiilleri ile modifiye edilmis GCE ile iirik asidin
elektrokimyasal davranisi incelenmistir. CeO2 nano partikiilleri X - 1gi1 kirtnimi, enerji
dispersif X-1s1mn1 spektrometri (EDS) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
karakterize edilmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve DV yontemleri kullanilarak
modifiye elektrot yiizeyinin analizi i¢in kullanilmistir. CeO2 nano partikiilleri ile modifiye
edilmis GCE, CeO2 nano partikiilleri karsilagtirildiginda, modifiye elektrotun daha etkili
yiizey alani, milkemmel elektrokatalitik aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Hazirlanan In-
CeO /GCE iirik asidin dogrusal konsantrasyon aralig1 7,90x10% - 1,48x10 molL? ve alt
tayin smir1 7,40x10° molL? oldugu saptanmstir. Fizyolojik interferans ( adenin, guanin,
ksantin ) karsi anti - interferans Ozelligi gosterildigi tespit edilmistir. Idrar drneklerinde
%98,53 - %102,31 arasinda geri kazanim sonuglar1 elde edilmistir. Idrar 6rneklerinde iirik asit

tayini basariyla gerceklestirilmistir.

Wang vd. (2007) tarafindan poli(maleimidostiren) ve poli(stiren) modifiye altin
elektroda iirikaz immobilize edilerek amperometrik bir iirik asit biyosensorii hazirlanmastir.
Calismada c¢ozeltiye iirik asidin eklenmesi durumunda oksijenin indirgenme akiminin
diismesinden yararlanilmig, poli(stiren) membran oksijen gecirgen membran olarak,
poli(maleimidostiren) ise enzimi poli(stiren) membranda dagitici olarak rol oynamustir.
Elektrot 0,01 M pH 8,5 fosfat tamponunda 30 °C’ da Ag / AgCl elektroda karsi -700 mV sabit
potansiyelde iirik aside 1 dakikadan daha az bir cevap zamani ile 5 - 1,05 umolL? arahiginda
dogrusal cevap gostermistir. 35 pmolL? sabit {irik asit derisiminde 10 Sl¢iimiin bagil standart
sapmast %2,8 olarak bulunmustur. Elektrot giinlilk depolama siireci sonunda baslangi¢
aktivitesinin %87 sini korumustur. Calisilan negatif potansiyelde askorbik asidin herhangi bir

bozucu etkisi gozlenmemistir.

Xi vd. ( 2015 ) yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda UV algilama ve HPLC yontemleri
kullanilarak insan tirnak Orneklerinde {irik asit miktarlarinin tayinin i¢in hizli ve basit bir

analitik yontem gelistirmislerdir. 20 dakika boyunca 90 ° C ‘de insan tirnaklari metanol 2:98
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(v/v) 74 mmolL™* fosfat tamponu pH 2.2 Inerstil ODS - 2 kolunu ( 250 x 4,6 mm 1.D, 50
umolL™? GL Sciences ) iizerinde ekstrakte edildi. UV dedektdrii kullanilarak 284 nm dalga
boyunda gozlenmistir. Optimize edilmis ol¢iim kosullarinda deney sonuglar1 8 dakika iginde
elde edilmis ve iyi bir dogrusallik gdstermistir. 1,0 — 10000 ng {irik asit derisim araliginda
kalibrasyon egrisi ( R2>0,99 ), algilama smir1 (S / N = 3 ) 2 pg olarak tespit edilmistir. Urik

asit ilavesi yapilarak insan tirnaginda % 101,95 geri kazanim elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

Urik asit ve AA’nin elektrokimyasal davramislarmin incelendigi ¢alismalar Dropsens i statt
400 (Ispanya) marka elektrokimyasal ¢alisma sistemi kullanilarak yapildi. Bu elektrokimyasal
sisteme BAS C3 elektrot hiicre standi (Sekil 3.1) baglanarak tiim deneyler bu hiicrelerde
gerceklestirildi. Uygulanan teknikleri otomatik olarak gergeklestirmek ve bilgisayar kontrollii
olan bu elektrokimyasal Olgme sisteminden elde edilen verileri degerlendirmek igin ana

tiniteye bagl bilgisayar sistemindeki Dropsens yazilimindan yararlanildi.

(masiems )

Sekil 3.1 BASi C3 hiicre stand1

Elektrokimyasal sistemde, deneye baslamadan Once hazirlanan ¢dozeltilerden gaz
gecirilmesi ve ¢ozeltilerin karistirilmasi otomatik olarak yapilabilmektedir. Uygun goriilen
deney parametreleri sisteme girilip onaylandiktan sonra deney tamamlandiginda deney
verileri, grafik olarak elde edilebilmekte ve grafikler, daha 6nce elde edilen grafiklerle iist
iste cakistirilarak karsilastirilabilmektedir. Ayrica, kullanilan yazilimlar, gerektiginde deney
verilerinin kopyalanarak baska bilgisayarlara aktarilip Microsoft Excel, PowerPoint, Paint

gibi programlardan yararlanma olanag1 saglamaktadir.
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3.1.2. Kullanilan hiicre ve elektrotlar

Voltametrik 6l¢iim deneylerinde Sekil 3.2 verilen ii¢ elektrotlu sistem kullanildi.
Deneylerde, calisma elektrodu olarak 15 mg i¢ hacimli karbon pasta elektrot, karsit elektrot
olarak Pt telden (BAS MW-1034) yararlanildi. Sulu ortamda gergeklestirilen elektrokimyasal
calismalarda, Ag / AgCl referans elektrodu (BAS MF-2052 ) kullanildi. Caligmada kullanilan
Ag / AgCl referans elektrotu kullanilmadigi zaman 3,0 M KCI ¢ozeltisinde saklandi.

Sekil 3.2 Kullanilan iiglii elektrot sistemi ve dropsens marka elektrokimyasal 6l¢me cihazi

3.1.3. Kullamilan diger cihaz ve malzemeler

Sulu ortam ¢aligmalarinda ortamin pH’smi 6lgmek icin HANNA Instruments HI
2211marka pH metre kullanildi. pH 4,0 pH 7,0 ve pH 10,0 VWR marka tampon ¢ozeltileri
kullanilarak pH metre 25 °C de kalibre edildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi ve karistirilmasi igin WISD Laboratory Instrument MHS-20
D Wise Stir manyetik karistirict kullanildi.

Ortamdaki oksijeni uzaklagtirmak amaciyla HABAS marka yiiksek safliktaki
(%99,99) azot gazi igeren tlip kullanildi.

Sulu ¢ozeltiler PURELAB Option Q DV 25 marka saf su cihazindan alinan bi distile
su ile hazirlandi. Tartimlar OHAUS Pioneer marka 0,1 mg duyarlilikta tartim yapan hassas
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terazi ile yapildi. Sulu ¢ozeltilerin ilavesinde ve dl¢timlere hazirlanmasi igin AXYGEN 0,5-10

uL, ISOLAB CAPP 100-1000 pL marka mikro pipetler kullanildi.

3.1.4. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kullanilan kimyasal maddeler temin edildikleri firma, saflik dereceleri belirtilerek,

cizelge 3.1°de alfabetik sirayla verildi.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal maddelerin temin edildigi firma ve saflik

dereceleri

Kullanilan kimyasal maddeler Temin edildigi firma  Saflik derecesi %
Asetik asit Sigma Aldrich 99,8
Azot gazi Yiiksel Ltd. Sti 99,9
Borik asit Sigma Aldrich 99,5
Fosforik asit Sigma Aldrich 85,0
Hidroklorik asit Sigma Aldrich >37,0
Lityum karbonat Sigma Aldrich 99,0
Etanol Sigma Aldrich 99,9
Urik asit Sigma Aldrich 99,0
Askorbik asit Sigma Aldrich 99,0
Al>03 nanopartikiil ( 4nmx2800nm ) Sigma Aldrich 99,8
Sodyum hidroksit Sigma Aldrich >08,0

3.2 Karbon Pasta Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calismada ¢alisma elektrodu olarak sade karbon pasta elektrot (KPE) ve Al,O3 nano
partikiilleri ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot (Al2O3 — NP - KPE) kullanildi. Sade
KPE, 15,00 mg grafit tozu ve 10,00 puL parafin yaginin homojen karisim elde edilinceye kadar
ezilerek 15 mg i¢ hacimli karbon pasta elektrot gévdesine siki bir sekilde doldurulmasiyla
olusturuldu. Daha sonra diiz bir kagit iizerinde elektrot yiizeyi piirlizsiiz hale getirilerek
karbon pasta elektrotlar hazirlandi.

Al,03— NP - KPE ise 3,00 mg Al.Oz nano partikiilleri ve 12,00 mg grafit tozu iizerine 10,00
pL parafin yagi eklenerek yukarida anlatildigi sekilde hazirlandi ve karbon pasta elektrot

govdesine doldurularak yilizeyi pliriizsiiz hale getirildi.
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3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 Urik asit ve askorbik asidin ¢6ziiniirliigiiniin belirlenmesi

Urik asidin farkli ¢oziiciilerde (su, metanol, etanol, aseton) ¢dziiniirliigii arastirildi ve
suda Li2COz varliginda tamamen ¢oziindiigii belirlendi.
Askorbik asidin farkli ¢oziiciilerde (su, metanol, etanol, aseton) ¢oziiniirliigii arastirildi

ve suda tamamen ¢ozilindiigl belirlendi.

3.3.2 Fosfat tamponunun hazirlanmasi

pH 5 0.05 M fosfat tampon ¢6zeltisi hazirlanmasi icin gerekli hesaplamalar yapildi ve
26,7 mg NaaHPO42 H20, 2,98 g NaH2PO4 tartilarak 1 litrelik balon joje hacmine saf su ile
tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan bu ¢6zeltiden alinan belli miktardaki kisimlar iizerine

pellet NaOH ilave edilerek istenilen pH’a sahip ¢ozeltiler hazirland.

3.3.3 AA ve iirik asit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan tirik asit stok ¢ozeltisi, toplam hacmi 10 mL, derisimi 1,00 x 107
mol L? olacak sekilde, hesaplanan miktarlarda iirik asit ve LioCOs tartilarak saf su ile
hazirlandi.

Calismada kullanilan AA stok ¢ozeltisi; toplam hacmi 10 ml derisimi 1,00 x10™ mol
L olacak sekilde, hesaplanan miktarda AA tartilarak saf su ile hazirland.

tamponu ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

3.3.4 Girisim ¢calismalarinda kullanilan ¢6zeltilerinin hazirlanmasi

Insan kan serumunda bulunan bazi tiirlerin hazirlanan AlOs-NP-KPE yiizeyinde
girisim etkisini incelemek i¢in bu tiirlerin stok ¢ozeltileri hazirlanip elektrokimyasal hiicreye
ilave edildi. Bu ¢ozeltiler asagida verildigi sekilde hazirland.

Ksantin, iire, glikoz, askorbik asit, glutamik asit ve oksalik asit katilarindan belirli

miktar tartilarak derisimleri 1 x 102 mol L olacak sekilde 10 mL stok ¢ozeltileri hazirlandi.
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Girisim calismalarinda verilen maddelerin fizyolojik derisimleri, stok c¢ozeltilerinin
hesaplanan derisimlerde ilaveler yapilarak ig¢inde pH 5,0 PBS tamponu bulunan

elektrokimyasal hiicreye katilmasiyla elde edildi.

3.3.5 Serum numunelerinin analize hazirlanmasi

Serum c¢dzeltilerinin hazirlanmasinda hastaneden saglikli insanlardan temin edilen ve
tirik asit miktar1 hastane tarafindan beckman au 680 marka cihaz ile fotometrik yontem ile
belirlenmis serum 6rnekleri alind1 ve -18 °C saklandi. Serum proteinlerini ¢oktiirmek igin
belirli miktar (1:1 ) metanol kullanildi. Coken proteinler 5000 devir / dakika hizla 5 dakika
santrifiijlenerek serumdan ayrildi. Proteini ¢oktiiriiliip ayrilan serum 6rneginden 1 mL alindi
ve igerisinde 9,0 mL tamponlanmig PBS (pH 5,0) ¢6zeltisi bulunan hiicreye eklenerek serum

¢Ozeltisi hazirlandi.

3.4. Deneylerin Yapihsi

3.4.1. Doniisiimlii voltametri deneyleri

Urik asidin déniisiimlii voltametri (DV) deneyleri icin Béliim 3.1°de belirtilen
elektrokimyasal hiicre standi ve bdliim 3.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan calisma elektrodu,
referans elektrot ve karsit elektrot kullanilarak tglii elektrot sistemi olusturuldu. Calisma
elektrodu olarak sade KPE ve Al,O3-NP-KPE modifiye elektrot, referans elektrot Ag/ AgCl
ve karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. DV deneylerinde, destek elektrolit olarak segilen
pH 5,0’ a ayarlanmis fosfat tamponundan belirli miktarda hiicreye konuldu. Cozeltiden 1
dakika azot gazi gegirilerek ortamdan oksijenin uzaklagsmasi saglandiktan sonra farkli
potansiyel araliklarinda doniisiimlii voltamogramlar: alindi ve sistemin potansiyel penceresi
belirlendi.

Urik asidin voltamogramlarina tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla, deney
¢oOzeltilerinin, farkli tarama hizlarinda ve her tarama hizi ¢calismasindan once ¢ozeltiden belirli

bir siire azot gaz1 gegirilerek voltamogramlart alindi.

3.4.2. Kare dalga voltametrisi deneyleri

AA ve lirik asidin KDV calismalari, Bolim 3.3.3’de anlatildigi gibi hazirlanan

cozeltilerinde gergeklestirildi. Daha 6nceden belirlenen potansiyel araliginda, kare dalga
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voltametri yontem parametreleri degistirilerek voltamogramlar kaydedildi. Pik akimi ve pik
sekli dikkate alinarak basamakli adim yiiksekligi 0,01 V, sinyal genligi 0,01 V ve sinyalin
frekans1 10 Hz olarak yontemin optimum parametreleri belirlendi. Pik akiminin derisimle
iliskisini incelemek amaciyla, Boliim 3.3.3” de belirtildigi gibi hazirlanan farkli derisimlerdeki
tirik asit ¢ozeltisi igin elde edilen pik akimlari derisime karsi grafige gegirilerek kalibrasyon

egrileri ¢izildi.
3.4.3. Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

KDYV yontemi ile gesitli derisimler de AA ve iirik asit ¢ozeltisinin belirlenen optimum
kosullarda ayr1 ayr1 voltamogramlar1 alindi. Ayrica AA varliginda iirik asit tayini i¢in kanda
bulunan deger araliklarinda AA ve iirik asit karisimlari hazirlanarak voltomogramlar
kaydedildi ve pik potansiyelleri belirlendi. Olgiilen pik akimlari, iirik asit derisimlerine karsi
grafige gecirilip kalibrasyon grafikleri olusturularak ¢izilen egriden dogrusal ¢alisma araligi,

alt tayin siir1 ve gozlenebilme sinirlart hesaplandi.
3.5. Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
3.5.1. Dogrusal ¢calisma arahg
Bolim 3.4.3’te belirtildigi sekilde elde edilen kalibrasyon grafiklerinin regresyon
katsayisinin R?=0,98.. oldugu derisim aralig1 dogrusal calisma araligi olarak belirlendi.
3.5.2. Dogruluk
Serum numunelerinde eklenen madde miktarlart (p) ile voltametrik yontemler

kullanilarak bulunan ortalama miktarlardan (x) yararlanarak % geri kazanim degerleri Esitlik

3.1 kullanilarak hazirlandi.

%GK = £ x100 (3.1)
Y7,

3.5.3. Tekrarlanabilirlik

Pik akimi ve pik potansiyeli tekrarlanabilirliklerinin belirlenmesi i¢in ayni ¢ozelti

kullanilarak ayni giin igerisinde ve ayni sekilde hazirlanmis farkli ¢6zeltiler kullanilarak farkl
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giinler icerisinde optimum sartlarda voltamogramlar kaydedildi, belirtilen parametreler igin

bagil standart sapma degerleri en az ii¢ 6l¢iim i¢in hesaplandi.

3.5.4. Duyarhhk

Bolim 3.4.3” de belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafiklerinin egimi (birim

derisim bagina sinyal) yontemin duyarlig1 olarak degerlendirildi.
3.5.5. Gozlenebilme sinir1 (LOD)
Bolim 3.4.3’te belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafikleri en kiiciik kareler

yontemiyle degerlendirildi ve Esitlik 3.2 ve Esitlik 3.3 kullanilarak gozlenebilme sinir1 (LOD)
ve alt tayin sinir1 (LOQ) hesaplandi.

LOD = 3% (32)
LoQ = 0% (3.3)

Burada Sy, kalibrasyon dogrusunda baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi, m ise kalibrasyon

dogrusunun egimidir.

3.5.6. Aktarilan elektron sayis1 (n) ile yiik aktarim katsayisinin () carpiminin

bulunmasi

Aktarilan elektron sayist n ve yiikseltgenme reaksiyonu i¢in anodik yiik aktarim
katsayisi f’nin ¢arpimi, doniisiimlii voltametri ¢alismalarinda pik potansiyeli ile yari-pik
potansiyeli arasindaki fark literatiirlerde verilen (Asangil ve ark. 2012, Tasdemir 2011)

asagidaki esitligin kullanilmasi sonucu hesaplandi.

RT
Ep:k+wlnv (34)

Burada Ejp, pik potansiyelini (mV), Epn yar1 pik potansiyelini (mV), T mutlak sicakligi
(K), R, ideal gaz sabitini (J/molK; n, aktarilan elektron sayisini (mol elektron / mol molekiil);

3, anodik yiik aktarim katsayisini, F faraday sabitini (K / mol elektron) ifade etmektedir.
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Ayrica aktarilan elektron sayisi, n ve yiikseltgenme reaksiyonu i¢in anodik ytik aktarim sayisi
SB’nin ¢arpimi DV c¢alismalarinda pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi
kullanilarak, KDV c¢alismalarinda ise, pik potansiyelinin frekansin logaritmasi ile degisimi

kullanilarak hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismanin birinci boéliimiinde, Sekil 4.1°de verilen tirik asidin sade KPE ve Al203-
NP - KPE yiizeylerinde fosfat tamponunda elektrokimyasal davraniglari incelendi. Yapilan
voltametrik deneysel ¢alismalar ve teorik hesaplamalar sonucunda, {irik asidin adsorpsiyon
ozellikleri incelenerek yiikseltgenme reaksiyonlarinda aktarilan elektron sayist hesaplandi ve
tirik asidin molekiil yapisinda bulunan yiikseltgenme tepkimeleri icin elverisli fonksiyonel

gruplardan yola ¢ikarak olasi elektrot reaksiyon mekanizmasi 6nerildi.

(@]
H
N
HN
444L\\ ’
N
(@] N
N H

Sekil 4.1 Urik asidin molekiil yapist
Calismanin ikinci boliimiinde, AA varliginda iirik asit tayini i¢in Al2O3- NP - KPE’lar
hazirlanarak uygun elektrot bilesimi ve calisma sartlar1 belirlendi. Elde edilen arastirma

bulgulart ve yorumlar1 asagida verildi.

4.1 Urik asidin Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi

4.1.1 Doniisiimlii voltametri calismalar

Urik asidin yiikseltgenme davranisini incelenmeden &nce ¢alisma ortami igin uygun
potansiyel araligi belirlendi. Bu amagla, hem pH 5,0’de hazirlanan 0,05 M fosfat tamponunun,
hem de 0,05 M fosfat tamponunda 1,0 x 10 mol L iirik asit ¢ozeltisinin sade KPE ve Al,O3
- NP - KPE yiizeyinde doniisiimlii voltamogrami alindr (Sekil 4.2 ). Sekil 4.2° de gorildiigii
gibi 0 - 1,0 V araliginda ¢oziicii sisteme ait herhangi bir yiikseltgenme - indirgenme pikine
rastlanmadi. Bu nedenle, ¢aligmaya uygun potansiyel penceresinin 0 ile +1,0 V olarak

secilmesine karar verildi.
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Sekil 4.2. 1,0 x 10 molL™! iirik asidin,0,05 M fosfat tamponu ortaminda, Al2O3 - NP - KPE
ve sade KPE’ de elde edilen doniisiimlii voltomogramlar1 (v: 0,1 Vs, pH 5)

Belirlenen potansiyel araliginda 1,0 x 103 molL? iirik asidin sade KPE ve, AlO3 - NP
- KPE yiizeylerinde sirasiyla +0,57 V ve +0,58 V potansiyel degerlerinde yiikseltgenme
pikine rastland1 (Sekil 4.2 ). Sekil 4.2 incelendiginde Al203 - NP - KPE’ da alinan doniistimlii
voltomogramlardan elde edilen pik akimlarinin sade KPE’ da elde edilen pik akimlarindan
daha keskin ve yiiksek oldugu gozlendi. Voltomogramda belirgin bir indirgenme pikinin

gdzlenmemesi, iirik asidin ylikseltgenmesinin tersinir olmadig diisiindiirdii.

Bir molekiiliin elektrokimyasal davranisinin belirlenmesinde DV yontemi sik sik
kullanilir. Bu amagla, iirik asidin yiikseltgenme reaksiyonun tersinir, yari tersinif veya
tersinmez oldugunu belirlemek i¢in iirk asidin +0,0 - 1,0 V araliginda aliman doniistimlii
voltamogramlarindan yararlanildi. Yapilan geri taramada belirgin bir indirgenme piki
gozlemlenmedi. Bu sonug iirik asidin sade KPE ve Al;O3 - NP - KPE yiizeylerindeki
yiikseltgenme reaksiyonunun tersinir olmadigini diisiindiirdii. Farkli tarama hizlarinda alinan
dontisiimlii voltomogramlardan yararlanarak bu diisiincemiz dogrulandi.(Sekil 4.3 ve Sekil
4.4) . 1,0 x 10 molL? iirik asit 0,05 M fosfat tamponunda, sade KPE ve Al,O3 - NP - KPE’
da 0,01 - 1,0 Vs! arasinda farkli tarama hizlarindan alinan déniisiimlii voltamogramlarinda,
tarama hiz1 arttikga pik akimlarinin arttigi ve pik potansiyellerinin daha pozitife kaydigi
goriildii. (Cizelge 4.1). Tarama hizin1 degismesi ile pik akimlarinin artmasi ve pik
potansiyellerinin kaymasi elektrot reaksiyonunun tersinir olmadiginin bir gostergesidir. (Brett

2000). Ayrica, irik aside ait yiikseltgenme reaksiyonun tersinir olup olmadigi, akim
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fonksiyonunun (ip?/v ¥?) tarama hizi ile (V) degisimi ile incelendi. Akim fonksiyonun, tarama
hizina bagli olmasi sistemin tersinir olmadiginin bir diger gostergesidir.( Sekil 4.3, 4.4)
(Nicholson ve Shain 1964, Gref ve ark. 1990, Bard ve Faulkner 2001 ). Elde edilen sonuglar,
tirik asidin sade KPE ve Al2O3 - NP - KPE yiizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonun tersinir

olmadigini gosterdi.

Cizelge 4.1 Al,03- NP - KPE’nin pH 5,0 fosfat ortaminda 1x1073 molL" iirik asit ve 1x1073
molL? AA maddelerine ait doniisimlii voltomogramlardan elde edilen pik

potansiyellerinin ve pik akimlarinin tarama hizina ile degisimi.

Madde v(Vst) Ep? (V) I, (pA)
0,01 0,53 6,720
0,05 0,56 16,142
0,1 0,58 23,367
. 0,15 0,59 26,689
Urilcasit 0,30 0,63 36,927
0,50 0,65 45,421
0,70 0,67 49,103
1,00 0,69 55,747
0,01 0,38 4,053
0,05 0,42 9,392
0,1 0,44 12,998
0,15 0,46 15,425
AA
0,30 0,47 19,456
0,50 0,54 22,067
0,70 0,55 27,289
1,00 0,57 30,138
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Sekil 4.3. 1,0 x 10 molL " iirik asidin sade KPE’de pH 5,0 fosfat tamponunda farkli tarama
hizlarinda alman dontigimli  voltomogramlart ( Tarama hizinin logaritmasinin  pik
potansiyeline etkisini gosteren grafik, ip? / v}/2
olarak verildi).

- v grafigi ve log ip® - log v grafigi i¢ grafik

75
70 F y = 0,0556x + 0,5282 70 |2
07 } R?=0,982 e |
> N
[} E 60 F
w g 55 |
50 } y=-18,166x + 72,285
50 o5 R 45} R2=0,9818
' 40 .
0 1 2 3 4
i loa v 0 05 1 10Vst
g 28
230 r )
< 8 15
g8 1}
05 } y =0,4657x + 0,399
10 ' R2=0,9955
0 N
’ 0,01V st
'10 1 1 ' , .
-1 -0;6 -0;2 0,2 0'6 1 1’4

Potansiyel, V
Sekil 4.4. 1,0 x 10 molL"! iirik asidin Al,O3 - NP - KPE’ de pH 5,0 fosfat tamponunda farkli
tarama hizlarinda alinan doniistimlii voltomogramlar1 (Tarama hizinin logaritmasinin
pik potansiyeline etkisini gosteren grafik, ip®/ v*? - v grafigi ve log ip? - log v grafigi i¢
grafik olarak verildi
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4.1.2. Urik asidin adsorpsiyon dzellikleri

Biiyiik molekiillii organik maddelerin biiyiik bir boliimii elektrot yilizeyine adsorbe
olur. Boyle molekiillerin elektrot ylizeyine adsorbe olmasi elektrot reaksiyonlarini 6nemli
Olgiide etkiler. Farkli voltametrik yontemler igin gelistirilmis olan difiizyon esitlikleri ise,
adsorpsiyon olay1 s6z konusu oldugunda gegerli olmaz. Bu nedenle, maddelerin, elektrot
yiizeyinde adsorplanip adsorplanmadiginin belirlenmesi gerekir. Bu amagcla kullanilan en
onemli elektrokimyasal yontem, déniisiimlii voltametridir. Incelenen maddelerin elektrot
ylizeyinde adsorplanip adsorplanmadigini anlamanin en kolay yolu, indirgenme veya
yiikseltgenme pikinden daha negatif veya pozitif potansiyellerde farkli bir pikin
gdzlenmesidir. Urik asidin sade KPE ve Al,O3- NP - KPE yiizeylerinde alman déniisiimlii
voltamogramlarinda bir 6n pik veya arka pike rastlanmamasi elektrot reaksiyonunda kuvvetli
adsorpsiyon olaymin olmadigini gésterdi. Ayrica, iirik asidin, sade KPE ve Al2Os - NP - KPE
yiizeylerinde adsorbe olup olmadiginin belirlenmesinde farkli tarama hizlarinda alinan
dontistimlii voltametri deneylerinden yararlanildi. Bu amagla log ip? - log v grafikleri ¢izildi (
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 i¢ grafik olarak verildi). Bilindigi gibi, diflizyon dikkate alinarak
tiiretilen ve doniisiimlii voltamogramdaki pik akimimi veren Randless - Sevcik esitliginden,
log ip,® - log v arasinda, egimi 0,5 olan bir dogru elde edilir. Maddenin elektrot yiizeyinde
adsorpsiyonu s6z konusu ise, bu esitlikten ve dolayisiyla 0,5°den sapmalar meydana gelir.
Genellikle bu durumda grafiklerin egimi 0,5’den biiyiik olur (Bard and Faulkner 2001b). Sekil
4.3 ve Sekil 4.4 i¢ grafik olarak verilen log ip®- log v grafiklerinin egimlerinin 0,5’ten kii¢iik

olmasi tirik asidin her iki elektrot ylizeyine de adsorbe olmadigin1 gosterdi.

4.1.3 Elektrot reaksiyonunda yer alan H* sayisinin bulunmasi ve pH’ min pik

potansiyeline etkisi

Calismalarin yapildig1 ortamda bulunan H* iyonlar1 derisiminin bir 6l¢iisii olan pH
degeri, elektrokimyasal sinyalin konumu (Ep) ve siddetini (ip) degistirebilen en Onemli
parametrelerden birisidir. Bu nedenle H* iyonlarinin {irik asidin sade KPE ve Al,O3 - NP -
KPE yiizeylerinde elektrokimyasal reaksiyonuna olan etkisi incelendi (Kacar 2000). Urik
asidin sade KPE ve Al;0Os3 - NP - KPE yiizeylerinde pik akimi ve pik potansiyeline pH’ nin
etkisini incelemek amaci ile KDV yonteminden yararlanildi. 0,05 M fosfat tamponu ve pellet
NaOH kullanilarak farkli pH’ lar da hazirlanan 1,0 x 10 mol L™! iirik asit ¢dzeltilerinde KD
voltomogramlart alindi. 0,05 M fosfat tamponunda pH 3,0 - 8,0 araliginda sade KPE ve Al2O3
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- NP - KPE yiizeylerinde pik potansiyellerinin negatif degerlere kaydigi, pik akimlarinin

azaldig1 ve pH 6,0’da piklerin genisleyerek bozuldugu goézlendi. Pik potansiyelinin ve pik

akimimin degismesi, elektrot reaksiyonunda H* iyonunun ( protonun ) yer aldigimi gosterdi.

(Malik 1982, Kameswara Rao ve ark. 1988, ismail 1991, El-Hallag ve ark. 2000).

1,4
0,8
06
11 b > \ pH 3,0
T e PH 40
< 08t "2 4 pH 5.0
£ Pr
=
< 05 F
0,2
(A)
_0’1 1 1 1 1
-0,1 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1
Potansiyel, V
4,7
0,8
06 F
3,7 F ’ H3,0
> 04 | \\‘\‘ P
) 0,2 | y=-0,0563x + 0,7687
R2=10,9957
<:s_ 20 r 02 4 6 pH 4,0
g a
<17 |
0,7 +
_0,3 1 1 1
0 0,2 0,4 0,6 08 1
Potansiyel, V

Sekil 4.5. Sade KPE (A ) ve Al,O3- NP - KPE’ ta ( B ) 1,0x10* molL™ iirik asidin farkli pH’

larda alman kare dalga voltamogramlar1 (pik potansiyellerinin pH ile degisimi i¢

grafik olarak verildi).
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Pik potansiyellerinin pH ile degisim incelendiginde, artan pH ile pik potansiyellerinin
diizenli olarak katodik degerlere kaydigi gozlendi (Sekil 4.5). Pik potansiyelinin pH ile
degismesi elektrot reaksiyonunda protonun yer aldigini gosterdi. Pik potansiyelinin pH ile
degisimi grafiginin egiminden yararlanarak trik asidin sade KPE ve Al;O3 - NP - KPE
yiizeylerinde gerceklesen yiikseltgenme reaksiyonuna eslik eden proton sayisi esitlik 4.1°den

hesaplandi (Wang et. al, 2006).

o RT [Q] oRT . .
B, =+ I n[H ] (4.1)

Bu esitlikte '0" ile ifade edilen terim mekanizmaya eslik eden proton sayisi, n ise
elektrokimyasal reaksiyonda aktarilan elektron sayisidir. Esitlikte verilen diger bilinen
biiyiikliiklerin degerleri ile birlikte pik potansiyelinin ortamin pH degeri ile degisimi
grafiginin (Sekil 4.5, i¢ grafik) egimi kullanildiginda proton sayisinin elektron sayisina orani
sade KPE’ ta 0,813, AloO3 - NP - KPE yiizeyinde 0,954 olarak bulundu. Elde edilen bu
sonuglara gore elektrokimyasal basamakta aktarilan her elektrona karsi esit sayida HY

iyonunun mekanizmaya katildig1 anlasildi.

Urik asidin elektrot tepkimesinde hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisini
belirlemek i¢in esitlik 3.4° den yararlamldi. (Wang ve ark. 2006, Oztiirk ve ark. 2010,
Tasdemir ve ark. 2011).

Bu esitlikte: Ep : Pik potansiyeli, V, R:ideal gaz sabiti, J/(mol K), T:mutlak sicaklik, K,

n:hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi, mol elektron / mol molekiil, F:Faraday
sabiti, C / mol elektron, B:anodik yiik aktarim katsayis1 v: tarama hizi, Vs?, k:sabit’i ifade

etmektedir.

—k+ iy (42)

E
" (B
Sade KPE ve Al,O3- NP - KPE’ ta yapilan tarama hizi ¢alismalarinda, tarama hizinin
pik potansiyeline etkisini degerlendirmek i¢in tarama hizinin logaritmasina karsi, pik

potansiyeli grafige ge¢irildi ve pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmas: ile
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E, =0,055Inv + 0,528 R?=0,98 esitligini saglayacak sekilde degistigi goriildii(Sekil 4.3 ve

Sekil 4.4 i¢ grafik). Bu grafiklere ait egim degerleri Esitlik 4.2° de yerine konuldugunda
anodik yiik aktarim katsayisi olan B ile elektrot tepkimesinin hiz belirleyen basamaginda
aktarilan elektron sayisinin (n) ¢arpimi (nxf) degeri sirasiyla sade KPE i¢in 1,15, Al203- NP -
KPE i¢in 1.05 olarak hesaplandi. Yiik aktarim katsayisinin O ile 1 arasinda deger alabilecegi
(Brett ve Brett 1994) ve birgok ¢alisma elektrotu i¢in bu parametrenin 0,50 oldugu
diisiiniildiigiinde iirik asidin yiikseltgenme mekanizmasindaki hiz belirleyen basamakta sade

KPE ve Al,Oz - NP - KPE yiizeylerinde iki elektron aktarildigi sdylenebilir.

Literatiirde incelendiginde iirik asidin sulu ortam g¢alismalarinda 2 elektron 2 proton
aktarim ile ylikseltgenmenin gerceklestigi goriildii (Kejida ve ark. 2015, Zonghua ve ark.
2012, Majid ve Morassa 2014) Elde edilen sonuglarin literatiirle uyum iginde oldugu goriildii.
Elde edilen veriler degerlendiginde {irik asidin sade KPE ve Al,O3-NP-KPE yiizeyinde;

e Yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna

e Yiikseltgenme reaksiyonunda protonunda yer aldigina,

e Yiikseltgenme reaksiyonunda hiz belirleyici basamakta aktarilan elektron sayisinin 2
olduguna,

e Yiikseltgenme tepkimesinin ¢ozelti elektrot ara ylizeyinde difiizyon kontrollii olarak

gerceklestigine karar verildi.
Buna gore gerceklesen elektrokimyasal yiikseltgenmede amin grubundaki proton
yapidan ayrilirken deprotosyona ugrayan yapinin elektron aktararak aktiflesmis kompleks

olusturdugu sonra hizli bir sekilde 2 proton 2 elektron aktarimi ile yiikseltgenmenin

tamamlandig1 sonucuna varildi. Olasi yiikseltgenme mekanizmasi Sekil 4.6’ de verildi.

9 o)
H
N N
‘ © +2H,0—> >:o +2H +2¢€
N ~
o N H 0 N N
H H

Urik asit

Sekil 4.6. Urik asidin Al,O3 - NP - KPE yiikseltgenme mekanizmasi
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4.2 AA Varhgmda Urik Asidin KDV Yoéntemi ile Tayini i¢in Yontem Gelistirme

Bu tez ¢alismasinin ikinci boliimiinde Bolim 4.1° de sade KPE ve AloO3- NP - KPE
yiizeylerinde elektrokimyasal davranisi incelenen iirik asidin serumda en bliyiik girisimcisi
olan AA varliginda 0,05 M pH 5,0 fosfat tamponunda tayini i¢in Al2O3- NP - KPE yiizeyinde
KDV yontemi gelistirildi. Elde edilen bulgular agagida tartigilda.

Bu amagla, pH 5,0 fosfat tamponunda 1,0 x 102 mol L AA ve 1,0 x 10 mol L iirik
asit ¢ozeltilerinin sade KPE ve Al,O3 - NP - KPE yiizeylerinde doniisiimlii voltamogramlari
kaydedildi (Sekil 4.7). Bu voltamogramlardan elde edilen akim ve potansiyel degerleri
Cizelge 4.2 de verildi. Cizelge 4.2 incelendiginde sade KPE’ da 1,0 x 10° mol L* AA ve 1,0
x 10 mol L* iirik asit ¢ozeltilerinin yiikseltgenme potansiyelleri arasinda 110 mV fark
gbzlemlenirken Al,O3 - NP - KPE yiizeyinde s6z konusu tiirlerin yiikseltgenme potansiyel
degerleri arasinda 140 mV’ luk fark bulunmustur. Ayrica iirik asit c¢ozeltisine ait
yiikseltgenme pik siddeti AloOs-NP-KPE yiizeyinde belirgin sekilde artarken, AA’ e ait
yiikseltgenme pik siddetinin her iki elektrot ylizeyinde de degismedigi goriildii. Bu bulgulara
gore AA varliginda tirik asit tayini i¢cin Al203 - NP - KPE yiizeyinin daha uygun oldugu
sonucuna varildi. Calismalara Al,O3 - NP - KPE yiizeyinde devam edildi.

25 25
< 15 §15
g §
= -
% 5 < 5
_5 1 1 1 1 L _5 1 1 1 1 1
0 02 04 06 08 1 0O 02 04 06 08 1

Potansiyel, V Potansiyel, V

Sekil 4.7 1,0x10° mol L' dirik asit ve 1,0x10° molL' AA ¢ozeltilerinin 0,05 M
fosfat tamponunda, (A) AlbOz - NP - KPE (B) sade KPE’ de elde edilen

doniisiimlii voltomogramlar1 (v: 0,1 Vs, pH5)
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Cizelge 4.2 Urik asit ve AA ¢ozeltilerinin doniisiimlii voltomogramlarindan elde edilen pik
potansiyelleri ve pik akimi degerleri (Ciyik asir:1,0x107° mol L, Caa:1,0x10° mol

L, tarama hizi: 0,1 V s?)

Calisma elektrodu UA AA

Epa :i:pa Epa Ipa
SADE KPE 0,570 20,307 0,460 14,561
Al;03-NP-KPE 0,580 23,367 0,440 12,997

4.2.1 Cihaz parametrelerinin optimizasyonu

Voltametrik 6lgiimler, onemli 6l¢iide cihaz parametrelerine baglidir. Bundan dolay1 bu
parametrelerin de optimize edilmesi gereklidir. Bu amagla pik sekli ve pik akimlar1 dikkate
alinarak Al>O3 - NP - KPE yiizeyinde iirik asit ¢ozeltisinin cihaz parametreleri optimize
edildi. Ayrica iirik asidin serumda hizli, giivenilir, tekrarlanabilir ve yiiksek dogrulukta tayin
edilebilmesi i¢cin KDV ile yontem gelistirilmesine calisildi. Belirlenen optimum cihaz ve
yontem parametreleri Cizelge 4.3°de verildi.

Cizelge 4.3. KDV yontemi i¢in optimum cihaz ve yontem parametreleri

Parametre KDV
Baslangic Potansiyeli, V 0,0

Bitis Potansiyeli, V 1,0

Genlik Frekansi, m Vs? 10,0

Basamak Potansiyeli, V 0,01

Durulma siiresi, s 3

Destek elektrolit Fosfat tamponu
Destek elektrolitin derisimi, molL™ 0,05

pH 50
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4.3 KDV Yonteminin Analitik Uygulamalar

4.3.1 Urik Asit Derisim cahsmalari

Gelistirilen KDV yontemi icin Cizelge 4.3’de verilen optimum cihaz ve yontem
parametreleri kullanilarak derisim calismalar1 yapildi. Yapilan derisim ¢alismalar1 sonucunda
dogrusal ¢alisma aralig1r ve yonteme ait bazi kalibrasyon parametreleri hesaplandi. Derisim
caligsmalarinin birinci boliimiinde, icerisinde pH’ s1 5,0’ e ayarlanmuis, bilinen hacimde 0,05 M
fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicreye, Boliim 3.3.3’de anlatilan stok c¢ozeltiler
kullanilarak (1x107 molL™ ve 2,25x10* molL?) bilinen miktarlarda ilaveler yapildi. Her bir
ilaveden sonra hiicredeki hacim degisimleri de dikkate alinarak iirik asit ¢ozeltisinin
derigimleri hesaplandi ve KDV yontemi ile alinan voltamogramlar her bir derigim igin ayri
ayr1 kaydedildi (Sekil 4.8). Derisime kars1 elde edilen voltamogramlardan okunan pik akim
degerleri grafige gecilerek kalibrasyon egrisi elde edildi .(Sekil 4.8 i¢ grafik olarak verildi).
Derisim c¢alismalarmin ikinci boliimiinde ise, igerisinde pH’s1 5,0’ e ayarlanmis, bilinen
hacimde 0,05 M fosfat ve bilinen derisimlerde AA ¢ozeltisi igeren elektrokimyasal hiicreye
Boliim 3.3.3’de anlatilan stok ¢ozeltiler kullanilarak (1x107 molL? ve 2,25x10* molL?)
bilinen miktarlarda ilaveler yapildi. Elde edilen egrilerin istatistiksel degerlendirilmesi
yapildi. Sekil 4.8 - Sekil 4.9 incelendiginde AA varliginda ve AA yokken elde edilen
kalibrasyon egrilerinin egimleri arsinda belirgin bir farklilik olmadigi goriildi. Bu sonug,
Al>O3 - NP - KPE yiizeyinde pH 5,0 fosfat tamponu kullanilarak gelistirilen KDV yontemi ile
AA varliginda ytiksek dogrulukla {irik asit tayininin yapilabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.8. Urik asidin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (pH:5,0 Akim-derisim
grafigi i¢ grafik olarak verildi. (a): 9,99 x 10 mol L?, (b): 2,99 x 107 mol L%, (c):
5,96 x 10" mol L%, (d): 7,94 x 107 mol L%, (e): 9,99 x 107" mol L%, (f): 2,91 x 10
mol L2, (g): 5,71 x 10%mol L%, (h): 7,41 x 10° mol L%, (i) : 1,7 x 10°mol L2, (j):
3,51 x 10° mol L%, (k): 6,26 x 10° mol L%, (I): 1,25 x 10 mol L, (m): 2,25 x 10

mol Lt
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Sekil 4.9. (A) 3,5 x 10 ®mol LT AA, (B) 5 x 10 ®mol L AA, (C) 8,5 x 10 *mol L't AA
varliginda iirik asidin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (pH: 5,0, Akim-
derisim grafigi i¢ grafik olarak verildi. (a): 9,99 x 10 mol L, (b): 2,99 x 107" mol L-
1(c): 5,96 x 10" mol L2, (d): 7,94 x 107" mol L%, (€): 9,99 x 107" mol L%, (f): 2,91 x
10%mol L%, (g): 5,71 x 10°mol L2, (h): 7,41 x 108 mol L2, (i) : 1,7 x 10°mol L?,
(j): 3,51 x 10° mol L, (k): 6,26 x 10° mol L, (1): 1,25 x 10“* mol L%, (m): 2,25 x
10* mol L7,

4.3.2. Girisim Calismasi

Bolim 3.2’ de anlatildigi sekilde hazirlanan AlO3 - NP - KPE ve sade KPE
kullanilarak, 2,5x10™% molL™, 4,0x107%, molL™? iirik asit derisimlerinde elde edilen pik
akimlarina biyolojik sivilarda var olan ve girisim etkisi yapabilecegi diisiiniilen tiirlerin etkisi

incelendi.

Temel girisimci oldugu diisiiniillen AA’ nin sade KPE ve Al,O3z - NP - KPE’ nin
cevabina etkisini incelemek iizere iirik asit derisiminin 2,5x107* mol L 4,0x10™* mol L%

oldugu c¢ozeltilerinin, optimum sartlarda 0,0V - 1,0V potansiyel araliginda KD
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voltamogramlar1 kaydedilerek pik akim degerleri her elektrot i¢in ayr1 ayri Olciildi. Bu
cozeltiye gesitli derisimlerde, AA ilave edildi ve toplam pik akimi 6l¢iildii. AA ve iirik aside
ait toplam pik akimindan, sadece {irik aside ait pik akimi ¢ikarilip toplam akima oranlanarak

girisim yapan tiiriin girisim ylizdeleri belirlendi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4’ de goriildiigii gibi, kan serumu o6rneklerinde bulunabilecek diisiik ve
yiiksek derisimde askorbik asit iceren ¢ozeltilerde girisim etkisinin modifiye KPE’ de
sirastyla %0,86 - %2,60 ve %0,20 - %2,99, sade KPE’ de ise %6,77 - %11,85 ve %4,31 -
%10,16 degistigi belirlendi. Bu sonuglar, ¢alisma elektrotu olarak sade KPE yerine Al2O3 -
NP - KPE kullanilmasinin {irik asit tayininde AA’ in girisim etkisinin 6nemli Olcilide

azalttigin1 gosterdi.

AA disinda girisim yapacagi diisiliniilen tiirlerin Al203-NP-KPE’nin cevabina etkisini
incelemek iizere iirik asit derisiminin 2,5x10° molL? oldugu ¢ozeltiye cesitli derisimlerde
glikoz, ksantin, iire, glutamik asit, oksalik asit tiirleri ilave edildi ve girisim etkileri yukarida

anlatildig1 sekilde incelendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5°de verildi.

Cizelge 4.5 incelendiginde AA’da oldugu gibi, girisim etkisi incelenen diger tiirler
olan glukoz, ksantin, lire, glutamik asit, oksalik asidin literatiirde (Goyal vd, 2005) verilen
derisim degerleri kullanilarak ilaveler yapildi. Bu deneyler sonucu s6z konusu tiirlere ait

girisim ylizdelerinin oldukga diisiik oldugu goriildii.
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Cizelge 4.4 Al,O3 - NP - KP ve sade KP elektrotun cevabina AA’ in etkisi (0,05 M pH 5,0
fosfat tamponu)

Sade KPE
Girisim Urik Asit Girisim Toplam Girisim Girisim
yapan tiir derisimleri, yapan tir  cevap akimi, yapan tiiriin  yiizdesi, %
mol Lt derisimi, nA cevap akim,
mol L 1A
2,5 x10* 3,5 x10° 3,375 0,245 6,77
5,0 x10° 3,268 0,352 9,74
= 7,0 x10° 3,223 0,397 10,97
ﬁ 8,0 x10° 3,191 0,429 11,85
.'g 4,0 x10™ 3,5 x10° 4,233 0,190 4,31
j’(‘) 5,0 x10° 4,147 0,276 6,25
7,0 x10° 4,041 0,383 8,66
8,0 x10° 3,974 0,449 10,16
Al203- NP - KPE
2,5 x10* 3,5 x10° 6,503 -0,09 0,86
5,0 x10° 6,465 -0,04 0,88
- 7,0 x10° 6,393 0,04 1,65
ﬁ 8,0 x10° 6,270 0,14 2,60
g 4,0 x10™ 3,5x10° 6,503 -0,039 0,20
? 5,0 x10° 6,465 -0,001 0,38
7,0 x10° 6,393 0,071 1,51
8,0 x10° 6,270 0,193 2,99
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Cizelge 4.5 Al203- NP - KPE elektrotun cevabina girisim yapan tiirlerin etkisi (0,05 M, pH
5,0 fosfat tamponu)

. Girisim Girisim Girisim
Girisim Urik Asit Toplam
yapan tiir yapan tiiriin  yiizdesi, %
yapan tir derisimleri cevap akimi,
L derisimi, A cevap akimi,
mol L~
mol Lt : A
10105 0,747 0,016 2,138
,U X
0,601 0,024 3,786
S 25x10°°
= 25x10°° 0,535 0,023 4,064
] 50x10-°
X ) 0,536 0,039 6,886
1,0x 108
10x10-5 1,227 0,007 0,621
2’5 10 0,822 0,025 3,178
D X
2 25x10°° 1,346 0,047 3,396
= 50x10°°
, 1,251 -0,044 3,702
1,0x 10"
1 0 x 10 -5 O$661 '0,021 3,279
2’5 100 0,975 -0,039 4,205
N , X -
2 25x10°° S 1,005 -0,043 4,432
o 5,0x 10"
© ) 0,979 -0,042 4,481
1,0x 10"
10105 0,915 -0,001 0,073
4 ,U X
8 pE 10" 0,891 -0,004 0,451
;9 X
= 25x10° 0,846 20,019 2,379
G ,0x 10"
5 ) 0,973 -0,029 3,073
G] 1,0x 10"
1,0x10°° 0,916 -0,01 1,103
z 25x10°° 1,047 -0,020 2,013
— 2,5x10°° 5,0 x 103 0,972 -0,032 3,364
S
& 1,0 x 10-4 0,977 0,033 3,496
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4.3.3 Standart katma yontemi kullanilarak serum 6rneklerinden iirik asit miktar tayini

Gelistirilen KDV yonteminin dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaci ile Cizelge
4.1°de verilen optimum cihaz ve yontem kosullarinda ve Boliim 4.3.1°de verilen kalibrasyon
caligsmalarinin analitik parametreleri kullanilarak serum 6rneklerinde standart katma yontemi
kullanilarak geri kazanim g¢alismalar1 yapildi. Stok ¢ozeltileri, iirik asit stok ¢ozeltisinden
(1,0x102 molLt) uygun miktarlarda alinip cesitli derisimlerde olacak sekilde 0,05 M pH 5,0
fosfat tamponu ile seyreltilerek hazirlandi. Dogrusallik araligini  saptamak igin
elektrokimyasal hiicreye Boliim 3.3.5’de anlatildigi gibi hazirlanan serum c¢ozeltisinden
ekleme yapildi. Bu islemden sonra, optimum deney ve cihaz parametrelerinde, artan
derisimlerde standart ¢ozeltilerden eklenerek voltamogramlar kaydedildi. Derisime karst pik
akimi degerleri grafige gecilerek kalibrasyon egrileri ¢izildi. Elde edilen sonuglar hastaneden
alman becman au 680 marka cihaz ile fotometrik yontemle elde edilen {irik asidin geri

kazanim sonuglar1 ve istatistik degerlendirmeleri ise Cizelge 4.6” de verildi.

Cizelge 4.6. Al203 - NP - KPE kullanilarak kan numunelerinde tayin edilen iirik asit derigimi

Urik asit derisimi mg / dL tdeneysel  tkritik
KDYV yontemi Fotometrik
Yontem
1 4,3+0,41 4,2 0,27 4,30
2 4,24+0,50 41 0,32 4,30

Calismada gelistirilen yontem ve hastane tarafindan kullanilan fotometrik yontemin
arasinda bir fark olup olmadiginin arastirilmasi i¢in elde edilen sonuglara t testi uygulandi.
Esitlik 4.3 kullanilarak tq degerleri hesaplandi. Elde edilen ty degerleri, % 95 giiven
seviyesinde 4,30 olan tx degeri ile karsilagtirildi ve yontemler arasinda anlamli bir fark

olmadig1 goriildii. Hesaplanan degerler Cizelge 4.6 de verildi.

(L XH (4.3)

4.4 Gelistirilen Yontemin Validasyon Parametrelerinin Incelenmesi
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Analitik  yontem  gelistirilmesinde, gelistirilen  yOntemin  performans
karakteristiklerinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu amagla {irik asit miktar tayini i¢in gelistirilen

KDV yonteminin asagidaki parametreler degerlendirilerek validasyonu yapildi.

4.4.1 Dogrusal ¢calisma arahig:

Farkli derisimlerde iirik asit i¢in, pH 5,0 fosfat tamponunda KDV yontemi ile elde
edilen akimlarin derisime karsi grafige gecirilmesiyle elde edilen egri incelendiginde pik

PR

akimlarinin 1,00x107 ile 2,25x10*mol L! arasinda dogrusal olarak degistigi goriildii.

4.4.2 Yontemin dogrulugu

Yapilan analitik uygulamalar ile gelistirilen yontemin dogrulugu arastirild. Iki farkli
serum Orneginde bulunan iirik asit miktar1 standart katma yontemi ile belirlendi. Her iki serum
ornegi icin de bulunan degerler hastane degerleri ile t testi kullanilarak karsilastirildi. Iki
yontem arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii (Cizelge4.6). Sonug olarak, gelistirilen

yontemin dogrulugunun yiiksek oldugu ve girisim etkisinin olmadig1 sonucuna varildu.
4.4.3 Tekrarlanabilirlik

4.4.3.1 Ayni ¢ozeltide (giin ici) pik akim ve pik potansiyeli icin tekrarlanabilirlik

1,00x10* molL™? irik asidin, pH 5,0’de optimum kosullarda voltamogramlari alindi.
Ayni giin, aym1 ¢ozeltide art arda li¢ defa alinan voltamogramlarindan elde edilen pik
akimlarinin ve pik potansiyellerinin bagil standart sapma (BSS) degerleri hesaplandi. Ayn
giin ayn1 ¢ozeltide art arda ti¢ defa alinan voltamogramlardan elde edilen pik potansiyelleri ve
pik akimlar1 i¢cin BSS degerleri sirasiyla %0,00 ve % 0,56 olarak hesaplandi. Sonug olarak,
KDV yontemi ile elde edilen piklerinin akim ve potansiyel degerlerindeki tekrarlanabilirligin

oldukea iyi oldugu belirlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Al,03- NP - KPE’ da KDV yontemi ile ayni giin, ayni ¢ozeltide art arda yapilan

dl¢iimlere ait voltamogramlar (Cirik asit: 1,0x10™* molL, pH: 5,0).

4.43.2 Farkh c¢ozeltilerde (giinler arasi)) pik akimi ve pik potansiyeli icin

tekrarlanabilirlik

1x10* molL? iirik asit farkli giinlerde hazirlanan ¢ozeltilerde optimum kosullarda
KDV yéntemi ile voltamogramlar: alindi. Ug defa tekrarlanan her bir dlgiimden elde edilen
pik potansiyeli ve pik akimi degerleri kaydedildi. Farkli giinlerdeki aynmi1 derisimdeki farkli
cozeltiler kullanilarak elde edilen pik akimlarmin BSS degerleri pik akimi ve pik
potansiyelleri icin sirasiyla %0,292 ve % 0,23 olarak hesaplandi. Sonug olarak, iirik aside ait

pikin giinler aras1 tekrarlanabilirligin oldukg¢a 1yi oldugu belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Al203 - NP - KPE’ da KDV yontemi ile farkli giin, farkli ¢ozeltilerde yapilan
dlciimlere ait voltamogramlar (C ik asic: 1,0x10 molL™?, pH: 5,0).

4.4.4 Yontemin duyarhhg:

Urik asit tayini igin gelistirilen KDV yonteminin duyarliligini belirlemek igin AA varliginda
ve AA yokken elde edilen {irik aside ait kalibrasyon grafiklerinin egimleri karsilastirildi( Sekil
4.8 ve Sekil 4.9 i¢ grafik). Kalibrasyon egrilerinin egimlerinin birbirine ¢ok yakin degerler
bulunmasindan dolay1 AA varliginda irik asit tayini i¢in Al2O3 - NP - KPE yiizeyinde
gerceklestirilen KDV yonteminin duyarli bir yontem oldugu belirlendi.

4.4.5 Gozlenebilme siniri

Gelistirilen KDV yontemi i¢in gozlenebilme sinir1 3 x S bagintis1 kullanilarak
m

hesaplandi. Bu esitlikte S baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon
esitliginin egimidir. Bu esitlige gére KDV ydnteminin gozlenebilme smir1 1,1x107" molL™?

(1,85x102mg L?) olarak hesaplandi.

4.4.6 Alt tayin Simir1

Benzer sekilde gelistirilen yontem igin alt tayin simirt 10x — bagmtis1 kullanilarak
m

hesaplandi. Bu esitlige gére KDV igin alt tayin sinir1 3,1x107 molL™? (5.2x102mg L) olarak
hesaplandi.
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4.4.7 Saglamhk
Gelistirilen yontemin performans parametrelerinin, ortam sartlarindaki ve deneysel
kosullardaki (oda sicakligi, tampon derisimi, pH v.b.) kii¢iik degisikliklerden analiz

performansini ciddi sekilde degistirecek kadar etkilenmemekte oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.7. Urik asit tayini icin gelistirilen yontemin bazi1 validasyon parametreleri

Validasyon parametreleri

Dogrusal ¢alisma araligi, mol L 1,0x107 - 2,25x10*
Kalibrasyon grafiginin egimi A Lmol™ 1,56x102
Baslangi¢ ordinati, A 1,17x10°7
Regresyon standart sapmasi, sr 1,24x1077
Egimin standart sapmasi, sm 5,36x10™
Baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi 3,98x10°8
Gozlenebilme siirt, LOD 1,10x1077
Alt tayin sinir1, LOQ 3,10x1077
Regresyon katsayisi, R? 0,9878
Giin i¢i akim tekrarlanabilirligi, %BSS 0,558
Giin i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi, %BSS 0,000
Glinler aras1 akim tekrarlanabilirligi, %BSS 0,293
Glinler arasi1 potansiyel tekrarlanabilirligi, %BSS 0,000
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Cizelge 4.8 Urik asit tayininde kullanilan baz1 elektrokimyasal yontemlerinin karsilastiriimasi

Dogrusal ¢alisma Gozlenebilme  Geri kazanim
pH Kaynak
Kullanilan Yontem arahig, mol L smir1, mol L serum, %
Kare Dalga pH 5,0 7,9x108 - 1,48x10° 7,4x107° - Y. temerk ve ark. 2016
Voltametri
Diferansiyel Puls pH 7,0 4,010 - 4,010 1,0x10°® 98,2 H. Zhang ve ark. , 2015
Voltametri
Diferansiyel Puls pH 7,0 1,0 x 107 -6,0 x 103 3,0x10° - H. Yue ve ark. , 2015
Voltametri
Kare Dalga pH 7,0 1,0<107 - 1,0x10° 5,0x108 98,3 Z.Zhang ve ark. , 2014
Voltametri
Kare Dalga pH 6,0 6,0x107" - 1,0x10* 1,3x1077 94,0 - 105,9 M. Arvand ve ark., 2014
Voltametri
Amperometrik pH7,4 2,0x107°-4,5x1073 7,010 98,3-99,6 Z.Sun ve ark , 2013
Amperometrik pH 8,5 3,0x10°-3,0x10% 1,0x10° 100,0 - 105,0  S. Piermarini ve ark. , 2013
Diferansiyel Puls pH 7,2 4,0x10%-1,0x10* 5,2x10%0 94,0 - 105,9 S.B: Revin ve ark. , 2012
Voltametri
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Diferansiyel Puls
Voltametri

Diferansiyel Puls

Voltametri

Diferansiyel Puls

Voltametri

Amperometrik

Florometrik-

Enzimatik

KDV

pH 6,5

pH 2

pH 7,2

pH7,5

pH 9,0

pH 5,0

1,0<107-1,0x103

5,0x108 - 1,0x10°°

5,0x107-1,1x10°

1,0x1%7_5,0x107

3,0x10°-6,0x10*

1,0<107-2,2x10*

2,0x108

1,5x10°

2 8)(10—7

1,0x107

1,1x107

102,0

102,4

Z. Wang ve ark. , 2012

A. Ozcan ve ark. , 2010

X. Lin ve ark. , 2006

E. Akyilmaz ve ark. , 2003

J. Galban ve ark. , 2001

Bu caligmada
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5. SONUC

Bu tez calismasinda iirik asidin sade KPE ve Al,Os - NP - KPE ylizeylerinde fosfat
tamponunda elektrokimyasal davranislar1 incelenmis, {irik asidin molekiil yapisinda bulunan
fonksiyonel gruplardan yola ¢ikarak olasi elektrot reaksiyon mekanizmasi 6nerilmistir. Ayrica
askorbik asit varliginda kan serumu Orneklerinde {iirik asit tayini i¢in voltametrik tayin
yontemi gelistirilmis ve analitik uygulamalari yapilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen

sonuglar asagida verilmistir.

= Urik asidin, sade KPE ve Al,03-NP-KPE vyiizeylerinde, fosfat tamponu pH 5,00’de 2e”
[2H" aktarimi sonucunda tersinmez olduguna ve c¢ozelti elektrot ara yiizeyinde
difiizyon kontrollii olarak yiikseltgendigi belirlenmistir.

* Serumda en biylik girisimcisi olan AA varliginda irik asidin pH 5,0 fosfat
tamponunda tayini i¢in Al203- NP - KPE yiizeyinde KDV yontemi gelistirildi.

» QGelistirilen yontemin dogrulugunu belirlemek i¢in, serum Orneklerinde geri kazanim
caligmalar1 yapildi. Serum Orneklerinde bulunabilecek diger tiirlerin herhangi bir
etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

* Giin ici ve gilinler aras1 tekrarlanabilirligin BSS degerlerinin %5,0 degerinin altinda
oldugu bulundu. Gelistirilen yontemin kesinliginin olduk¢a iyi oldugu sonucuna
varildi.

» QGelistirilen yontemle ile elde edilen sonuglarin spektroskopik yontem ile iirik asit
tayini i¢in elde edilen sonuglarla %95,0 giiven seviyesinde uyumlu oldugu goriildii.

* Qelistirilen yontemin, dogrusal calisma araligi, gbézlenebilme siniri, geri kazanim
degerleri gibi degerleri literatiirlerde bulunan sonuglarla uyumlu oldugu gézlemlendi.

e QGelistirilen yontemin, ekonomik, hizli, duyarli olmasi, az miktarda numune ile
calisilmast ve ayirma gibi zaman alict islemlere gerek duyulmadan analiz
yapilabilmesi gibi istiinlikklerinden dolay1 literatiirde verilen yontemlere alternatif

olabilecegi sonucuna varilda.
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