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TABLOLAR DiZiNi

Melatonin i¢in literatiirde bulunan voltametrik calismalara ait veriler

Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Tez galigmasi kapsaminda kullanilan cihazlar ve geregler

Tez galigmasi kapsaminda kullanilan elektrokimyasal sistem ve
bilesenleri

Melatoninin PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak
elde edilen kalibrasyon verileri

Melatoninin PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak
elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

PBCP/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 FT igerisindeki

melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen farmasotik preparatlardan tayin

calismasi verileri

PBCP/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 FT igerisindeki

melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim calismasi verileri

PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin
iceren serum ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri
PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin
iceren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri
PBCP/GCE kullanilarak pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren
serum ¢ozeltilerinden DPV ve SWV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

PBCP/GCE kullanilarak pH 8.0 FT icerisindeki melatonin igeren
yapay idrar ¢ozeltilerinden DPV ve SWYV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

PBCP/GCE kullanilarak DPV igin 6.0x10°% M ve SWV igin
8.0x10® M melatonin i¢eren serum ¢ozeltilerinden elde edilen
geri kazanim verileri

PBCP/GCE kullanilarak DPV ve SWYV igin 1.0x10® M melatonin

iceren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri
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Tablo 24.

Tablo 25.

Tablo 26.

Tablo 27.

Melatoninin PBPB/GCE ile DPV ve SWYV yontemleri kullanilarak
elde edilen kalibrasyon verileri

Melatoninin PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak
elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

PBPB/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 BRT igerisindeki
melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen farmasotik preparatlardan tayin
calismasi verileri

PBPB/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 BRT igerisindeki
melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim ¢alismasi verileri
PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin
iceren serum ¢dzeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri
PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin
iceren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri
PBPB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren
serum ¢oOzeltilerinden DPV ve SWYV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

PBPB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren
yapay idrar ¢ozeltilerinden DPV ve SWYV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

PBPB/GCE kullanilarak DPV ve SWYV i¢in 8.0x10% M melatonin
iceren serum ¢dzeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri
PBPB/GCE kullanilarak DPV i¢in 1.0x10® M ve SWV igin
2.0x10® M melatonin igeren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde
edilen geri kazanim verileri

Melatoninin PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri
kullanilarak elde edilen kalibrasyon verileri

Melatoninin PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri
kullanilarak elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV ile pH 8.0 BRT
icerisindeki melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen farmasotik

preparatlardan tayin ¢alismasi verileri
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PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV ile pH 8.0 BRT
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calismasi verileri

PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak melatonin
iceren serum ¢dzeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri
PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak melatonin
iceren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri
PBTB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT i¢erisindeki melatonin igeren
serum ¢Ozeltilerinden DPSV ve SWSYV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

PBTB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin i¢eren
yapay idrar ¢ozeltilerinden DPSV ve SWSV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verileri

PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV igin 4.0x10”" M melatonin
iceren serum ¢dzeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri
PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV i¢in 4.0x10” M melatonin

iceren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri
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SEKILLER DiZiNi

Hayvanlarda ve bitkilerde melatoninin biyosentetik yolaklarmnin
karsilastirilmasi. TPH: triptofan hidroksilaz; AAAD: aromatik
amino asit dekarboksilaz; SNAT: serotonin N-asetiltransferaz;
ASMT: N-asetilserotonin O-metiltransferaz, TDC:
triptofandekarboksilaz; T5H: triptamin 5-hidroksilaz, CAMT: kafeik
asit O-metiltransferaz. Siyah yalnizca hayvanlarda bulunur, yesil
yalnizca bitkilerde bulunur ve kirmizi hem hayvanlarda hem de
bitkilerde bulunur

Melatoninin kimyasal yapisi

CV yontemi i¢in liggen potansiyel dalga bigimine sahip uyarma
sinyali

Tersinir, yari tersinir ve tersinmez bir elektrot reaksiyonuna ait
dongiilii voltamogramlar

(A) DPV’de uygulanan potansiyelin zamana kars1 degisimi,

(B) DPV’de elde edilen voltammogram

(A) SWV’de uygulanan potansiyelin zamana kars1 degisimi;

(B) SWV’de elde edilen voltammogram

Bromkrezol morunun kimyasal yapisi

Bromfenol mavisinin kimyasal yapisi

Bromtimol mavisinin kimyasal yapisi

(A) pH 2.6 McT, (B) pH 4.5 AT, (C) pH 5.6 FT, (D) pH 6.0 ST,
(E) pH 8.0 FT ve (F) pH 9.0 BRT i¢gerisindeki 0.50 mM BCP’nin
dongiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, déngii sayis1 50
pH 5.6 FT igerisine ilave edilen tuzlarin PBCP pik akimi artig
oranina etkisi. ¥: NaNOs, m: NaxSOs, A: KCI

0.1 M NaNOg iceren pH 5.6 FT igerisindeki (A) 0.25 mM,

(B) 0.50 mM, (C) 0.75 mM ve (D) 1.0 mM BCP’nin dongiili
voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, déngii sayis1 50

pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOs igerisindeki elektropolimerizasyonda

BCP monomer derisiminin PBCP pik akimi artig oranina etkisi
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Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

PBCP/GCE hazirlamak i¢in 0.1 M NaNOg iceren pH 5.6 FT
icerisindeki 0.50 mM BCP’nin dongiilii voltamogramlari. Tarama
hiz1 100 mV s, dongii sayis1 35. Ekli sekil: 1. dongii (kirmizi) ve
35. dongii (mavi)

0.1 M KCl igeren 1.5 mM Fe(CN)g > ¢ozeltisinde kaydedilen yalin
GCE ve PBCP/GCE nin Nyquist egrileri. Frekans araligi: 0.1-10°
Hz. Uygulanan potansiyel: +0.25 V. Genlik: 0.01 V

pH 8.0 FT icerisindeki (A) 8.0x10° M melatonin ¢ozeltisinden
elde edilen temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis diferansiyel puls ve
(B) 1.0x107° M melatonin ¢dzeltisinden elde edilen temel ¢izgi
diizeltmesi yapilmis kare dalga voltamogramlari. (&) Yalin GCE ve
(b) PBCP/GCE

(@) pH 5.0 AT, (b) pH 6.0 ST, (c) pH 7.0 McT, (d) pH 8.0 FT ve
(e) pH 9.0 BRT igerisindeki 1.0x10° M melatoninin (A) CV,

(B) DPV ve (C) SWV yontemleri ile elde edilen voltamogramlari
(A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri icin AT (A), ST (¢),

FT (m), McT (V) ve BRT (%) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin
pH’ya kars1 pik potansiyeli grafikleri

(A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri igin AT (A), ST (¢),

FT (m), McT (V) ve BRT (x) icerisindeki 1.0x10° M melatoninin
pH’ya kars1 pik akimi grafikleri

pH 8.0 FT icerisindeki 1.0x10° M melatonin iceren ¢dzeltiden CV
yontemi ile alinan tek dongiilii voltamogramlar

pH 8.0 FT igerisindeki 1.0x10° M melatoninin CV ydntemi ile elde
edilen (A) l,— v ve (B) I,—v'? grafikleri

PBCP/GCE ile pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren galisma
cozeltilerinden (A ve C) DPV ve (B ve D) SWV ile elde edilen

(A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis voltamogramlar ve

(C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren serum ¢ozeltilerinden

(A ve C) DPV ve (B ve D) SWV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi
diizeltmesi yapilmis voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon

egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor
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Sekil 30.
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OZET

Polimer Film Modifiye Camsi1 Karbon Elektrotlarin Gelistirilmesi ve Melatoninin

Elektrokimyasal Analizinde Kullanilmasi

Bu tez caligmasinda melatoninin voltametrik yontemlerle hassas tayini i¢in polimer
film modifiye cams1 karbon elektrotlar gelistirildi. Bromkrezol moru, bromfenol mavisi ve
bromtimol mavisi boyar maddelerinin elektrot yilizeyine elektropolimerizasyonu ile camsi
karbon elektrot yiizeyleri modifiye edildi. Her bir boyar madde i¢in polimerizasyon
prosediirii optimize edildi. Polimer film modifiye bu elektrotlar kullanilarak voltametrik
yontemler ile melatonin analizi gerceklestirildi. Polimer film modifiye camsi karbon
elektrotlar ile melatonin analizi i¢in en uygun tampon ortamlarina karar verildi. Hiz taramasi
ile melatoninin bromkrezol moru modifiyeli camst karbon elektrot ve bromfenol mavisi
modifiyeli camsi karbon elektrot yiizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonlarmin difiizyon
kontrollii ve bromtimol mavisi modifiyeli camsi1 karbon elektrot yiizeyindeki yiikseltgenme
reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii olduguna karar verildi. Adsorpsiyon kontrollii sistem
icin biriktirme potansiyeli, biriktirme siiresi ve karistirma hizi optimize edildi. Melatoninin
kantitatif analizi i¢in voltametrik yontemler kullanilarak kalibrasyon grafikleri hazirlandi;
dogrusal calisma araliklari, teshis ve tayin sinirlart belirlendi. Gelistirilen yontemlerin
kesinligi, giin i¢1 ve giinler arasi tekrar edilebilirlik deneyleri sonucunda beg 6l¢iim iizerinden
degerlendirildi ve 9%1.5’in altinda bagil standart sapma degerleri elde edildi. Ayrica,
gelistirilen elektrotlar ve yontemler ile melatoninin farmasétik dozaj formlari, insan serumu
ve yapay idrar 6rneklerinden basarili bir sekilde tayini gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar,
her bir elektrot ve yontemin hem farmasdétik dozaj formlarina hem de biyolojik numunelere
uygulanabildigini ve numunelerdeki diger maddelerin etkisi olmaksizin melatoninin yiiksek
dogrulukla analiz edilebildigini gosterdi. Hazirlanan elektrotlarin kararliligi, operasyonel ve
zamana kars1 stabilite c¢aligmalar1 ile degerlendirildi. Melatonine kars1 gelistirilen
yontemlerin seciciligini belirlemek amaciyla girisim ¢alismalart yapildi. Buna gore, viicut
stvilarinda bulunan ve yaygin olarak girisim yapan tiirlerin melatonin analizini etkilemedigi
goriildii. Son olarak, elektrotlarin yeniden {iretilebilirligini degerlendirmek igin farkli
giinlerde bagimsiz olarak hazirlanan bes elektrot kullanild1 ve bu parametre bagil standart

sapma lizerinden degerlendirildi.

Anahtar Sozciikler: Bromfenol mavisi, Bromkrezol moru, Bromtimol mavisi, Melatonin,

Voltametri
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ABSTRACT

Development of Polymer Film Modified Glassy Carbon Electrodes and Their Use in

the Electrochemical Analysis of Melatonin

In this thesis study, polymer film modified glassy carbon electrodes were developed
for the sensitive determination of melatonin using voltammetric methods. The glassy carbon
electrode surfaces were modified by the electropolymerization of the dyes bromocresol
purple, bromophenol blue, and bromothymol blue onto the electrode surfaces. The
polymerization procedure was optimized for each dye. Melatonin analysis was performed
using voltammetric methods with these polymer film modified electrodes. The most suitable
buffer media for melatonin analysis with polymer film modified glassy carbon electrodes
were decided. It was determined by scan rate studies that the oxidation reactions on the
bromcresol purple modified glassy carbon electrode and bromphenol blue modified glassy
carbon electrode surfaces were diffusion-controlled, and the oxidation reaction of melatonin
on the bromthymol blue modified glassy carbon electrode surface was adsorption-controlled.
For adsorption-controlled system, the deposition potential, deposition time, and stirring rate
were optimized. Calibration curves were constructed for the quantitative analysis of
melatonin using voltammetric methods, and linear working ranges, detection limits, and
quantification limits were determined. The precision of the developed methods was
evaluated through intra-day and inter-day repeatability experiments over five measurements,
with relative standard deviation values below 1.5%. Furthermore, melatonin was
successfully determined in pharmaceutical dosage forms, human serum, and synthetic urine
samples using the developed electrodes and methods. The results demonstrated that each
electrode and method could be applied to both pharmaceutical formulations and biological
samples, allowing for the accurate analysis of melatonin without interference from other
substances in the samples. The stability of the prepared electrodes was assessed through
operational and long-term stability studies. Interference studies were performed to evaluate
the selectivity of the developed methods for melatonin, and it was found that common
interfering species in biological fluids did not affect melatonin analysis. Finally, to assess
the reproducibility of the electrodes, five independently prepared electrodes from different

days were used, and this parameter was evaluated based on relative standard deviation.

Keywords: Bromocresol purple, Bromophenol blue, Bromothymol blue, Melatonin,

Voltammetry
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1. GIRIS ve AMAC

Piyasaya stiriilen yeni ila¢ molekiilii ve mevcut ilag molekiillerinden iiretilen esdeger
ilag sayis1 giinden giine artmaktadir. Bu ilaglarin etkinliginin ve giivenliginin saglanmasi
amaciyla hem ilag¢ iiretimi hem de yeni ila¢ gelistirme siireclerinde kalite kontrolii ve
dolayistyla da ilag analizi her gegen giin 6nemini daha da artirmaktadir. Ayrica, bir hastalig
tedavi edici veya Onleyici 6zelliklere sahip maddeler olarak tanimlanabilecek ilaglarda
safsizliklarin varligi; toksisite potansiyelini, yan etkileri veya insan sagligi iizerindeki diger
olumsuz etkileri artirdigindan, bu tiir maddelerin varligimi saptayabilmek ve biyolojik

etkisini en aza indirgemek i¢in hassas bir analize ihtiya¢ duyulmaktadir (1).

Analitik kimya, hem ila¢ analizi hem de biyolojik 6rneklerin incelenmesinde 6nemli
bir bilimsel disiplin dalidir. Temel amaci, farkli numunelerdeki kimyasal maddelerin teshisi
ve tayini icin analiz yontemleri gelistirmek ve kullanmaktir. lag endiistrisinde analitik
kimya, ila¢ aktif maddelerin incelenmesinde, safliklarinin ve stabilitelerinin teshisinde ve
farmasdtik tirtinlerin tiretim ve depolama siireclerinde kalite standartlarinin izlenmesi ve
korunmasinda 6nemli bir ara¢ olarak hizmet vermektedir (2). Tipta analitik kimya, kanda ve
diger biyolojik sivilardaki farmasotik maddelerin  konsantrasyonunun belirlenmesi,

hastaliklarin teshisi, tedavilerin etkinliginin izlenmesi gibi genis uygulama alanina sahiptir
3).

Analitik kimyanin 6nemli bir dali olan elektrokimya, ¢ozeltilerin elektrokimyasal
hiicrelerde, elektriksel 6zelliklerinin 6l¢iildiigli ve sonrasinda dlciilen bu 6zellikler sayesinde
kalitatif ve kantitatif analizinin yapilabildigi yontemler olarak tanimlanabilir.
Elektrokimyada akim, zaman ve potansiyel parametrelerindeki degisimler incelenmektedir.
Elektrokimyaya olan ilgi her gecen giin artmakla birlikte, geleneksel kromatografik ve

spektroskopik analiz yontemlerine alternatif olarak da tercih edilmektedir.

Voltametri, elektroanalitik kimyanin dort ana metodundan biri olan ve sadece analitik
kimyada degil kimyanin diger alanlarinda da kullanilabilen elektrokimyasal bir yontemdir.
Numunelerin kolayca ve hizli bir sekilde hazirlanabilmesi ve analiz siiresinin kisalig1 gibi

avantajlar nedeniyle, voltametri ila¢ analizlerinde siklikla tercih edilmektedir.

Melatonin diizeyinin normal degerlerin altinda olmasi, basta insomnia olmak {izere
cesitli uyku bozukluklarina yol agmaktadir. Bu nedenle uyku bozuklugu ¢eken hastalarda

dogal melatonin seviyesinin ol¢lilmesi ya da melatonin tedavisi altindaki hastalarin kandaki



melatonin seviyesinin hizli, hassas ve etkin bir sekilde analizinin yapilabilmesi biiyiilk 6nem

tasir.

Bu doktora tezi kapsaminda, insan viicudunda dogal olarak bulunan bir hormon olan
melatoninin analizi i¢in yeni sensorlerin gelistirilmesi ve bu sensorler kullanilarak literatiirde
bulunan ¢aligmalara kiyasla daha hassas, hizli ve diigiik maliyetli olarak tayin edilebilmesi
icin yeni elektrokimyasal yontemlerin valide edilmesi amaglanmistir. Gelistirilen sensorlerle
melatoninin farmasotik dozaj formlarindan ve biyolojik sivilardan tayininin yapilmasi
sonucunda bu yontemlerin dogrulugunun ve giivenilirliginin ispatlanmasi1 da bu calisma
kapsaminda planlanmistir. Sonug olarak, elde edilen bulgular ile melatoninin analizi igin
literatiire yeni yontemler kazandirilacak ve bu yontemler klinikte hizli, hassas, giivenilir ve
uygun maliyetli olarak kullanilabilecektir. Ayrica gelistirilen bu sensorlerin gelecekte farkl

ila¢c molekiillerinin analizinde kullanimi da umut vericidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Uykunun Tanim ve Evreleri

Uyku, viicut dinlenmesinin 6tesine gecen son derece karmasik temel bir fizyolojik
ihtiyagtir. Insan &mriiniin iigte birini kapsayan bir siire¢ olan uykunun giiniimiize kadar
birgok tanim1 yapilmistir. Uyku; ¢evreye karsi algisal kopukluk ve tepkisizlikten olusan geri
doniistimlii bir davranigsal durum (4), insan sagligi, performansi ve yasam kalitesini onemli
Olclide etkileyen fizyolojik bir olay (5), beynin dinlendigi ve kisinin dis uyaranlarla
uyandirilabildigi bir bilingsizlik durumu (6), sinir sisteminin bir dizi yasam fonksiyonunun
regiilasyonuna izin veren fizyolojik bir siire¢ (7) ve bireyin ¢esitli uyaranlarla uyanabilecegi
bir bilingsizlik hali (8) olarak tanimlanabilir. Insan hayatinda en temel fizyolojik

gereksinimlerden biri olup yemek, su, solunum ve bosaltim kadar 6nemlidir.

Uyku REM (Rapid Eye Movements, hizl1 goz hareketleri) ve Non-REM (Non-Rapid
Eye Movements, hizli olmayan g6z hareketleri) olmak tizere iki evreden olusmaktadir. REM
ve Non-REM uyku, gece boyunca dongiisel bir bicimde doniisiimlii olarak gerceklesir (9).
Hizli g6z hareketleri ile karakterize REM uyku ayn1 zamanda paradoksal uyku (PS) veya
aktif uyku olarak da adlandirilirken, Non-REM uyku olarak tanimlanan evre, siklikla yavas
dalga uykusu (SWS) veya sessiz uyku ile es anlamli olarak kullanilir (10). Non-REM beynin
nispeten hareketsiz oldugu ve i¢ uyaranlara yanit verdigi, REM ise yaklasik %20’sinin aktif
oldugu istemsiz bir aktivite durumudur (11). Non-REM uyku N1 en hafif ve N3 en derin

olmak lizere ii¢ asamaya ayrilir (12).

Uyku saghigi, fiziksel ve zihinsel sagligin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar.
Verimsiz uykunun kalitesi ve miktari; duygusal, akademik, néropsikolojik ve norososyal

saglik ve performansla da yakindan iliskilidir (13).
2.2. Uyku Bozukluklar1 ve Tedavisi

Uykunun miktari, zamanlamasi1 ve kalitesi ile ilgili problemler genel olarak uyku
bozuklugu (dissomni) olarak tanimlanmaktadir. Uyku bozuklugu; uykusuzluk hali, uyku
kalitesinin bozulmasi, devamli uyku bdliinmeleri, gereginden fazla uyku ihtiyaci, gece-

giindiiz siklusuna aykir1 uyku hali gibi ¢esitli durumlari ifade eder (14).

Uyku bozukluklarina iligkin 1979 yilinda yapilan ilk siniflandirma, Amerikan Uyku
T1ibb1 Akademisi (American Academy of Sleep Medicine, AASM) tarafindan 1991 ve 2005

yillarinda revize edilerek; Uyku Bozukluklarmin Uluslararast Siniflandirmasi-1



(International Classification of Sleep Disorders-1, ICSD-1) ve Uyku Bozukluklarinin
Uluslararas1 Siniflandirmasi-2 (ICSD-2) olarak yayimlanmistir (15, 16). 2014 yilinda
AASM tarafindan ICSD-3 olarak giincellenen uyku bozukluklar1 7 ana baslik altinda

toplanarak son halini almistir (17).

Yetigkinlerin hayatlarinin yaklasik iicte birini uykuda gegiriyor olmasina ragmen
uyku, uzun sitire hem doktorlar hem de bilim insanlar1 tarafindan goz ardi edildi. 1980°1i
yillardan itibaren uyku bozukluklar1 sistematik olarak incelenmeye, anlasilmaya ve daha
yaygin teshis edilmeye baslandi ve uyku tibbi bir uzmanlik alami haline geldi. Son
zamanlarda, bilim insanlar1 tarafindan uykunun fonksiyonlarin1 anlama c¢abasi ile yeterli
uyku kalitesi ve siliresinin hem fiziksel hem de zihinsel saglik ve yasam kalitesi agisindan ne

kadar 6nemli oldugu anlagilmaya baslandi.

Bireysel uyku ihtiyaglar: farklilik gosterse de Amerikan Uyku Tibb1 Akademisi ve
Uyku Arastirmalart Dernegi (American Academy of Sleep Medicine and Sleep Research
Society, SRS) ortalama bir yetiskinin diizenli olarak gecede 7 saat veya daha fazla uyumasi
gerektigini belirtmekte (18) ve Ulusal Uyku Vakfi (National Sleep Foundation, NSF) da
yetiskinler i¢in 7 ila 9 saat ve yash yetiskinler i¢in 7 ila 8 saat uyku tavsiye ederek benzer
bir fikir 6ne siirmektedir (19). Pediyatrik popiilasyonlar i¢in uyku siiresi Onerileri yas

araligina gore degisiklik gostermektedir (19, 20).

Yetersiz veya diizensiz uyku ve uyku-uyaniklik bozukluklar1 bireyin yasamini is
hayatinda basarisizlik ya da psikososyal refahin azalmasi gibi olaylar ile dogrudan etkilerken
ayn1 zamanda demans, felg, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, obezite, kanser, depresyon ve

Oliim riskini de artirarak farkli olumsuz sonuclara da neden olmaktadir (21-24).

Uyku bozukluklar: saglik, refah, giivenlik ve iiretkenlik lizerindeki dogrudan ya da
dolayli yoldan etkileri nedeniyle devletler i¢cin ekonomik bir yiik olusturmaktadir. Bu
nedenle, uyku bozuklar1 yalnizca kiiresel sagligi degil, ayn1 zamanda diinya ¢apinda her
tilkenin ulusal saglik biitcesini de tehdit etmektedir. Buna ek olarak, uyku bozukluklarinin
halk saglig1 politikalarinin planlanmasi ve uygulanmasi i¢in gerekli olan klinik uygulamalar

uzerinde de 6nemli etkileri vardir.

Oldukca yaygin bir hastalik olan uyku bozukluklarindan muzdarip niifusun en az
%10’u hem klinik acidan hem de halk saglig1 acisindan biiyiik bir risk olusturmaktadir.
Insomnia en sik goriilen uyku bozuklugudur, bunu uyku apnesi ve ardindan huzursuz bacak

sendromu takip etmektedir (25). Genel niifusun yaklasik iicte biri uykusuzluktan sikayet¢idir
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ancak niifusun yalnizca %6 ila %15’ine tan1 konulabilmektedir (26). Ne yazik ki, yiiksek
prevalansa ragmen hala yeterince tanimlanamayan uyku bozukluklarindan yakinan

hastalarin ¢ok az bir kismi dogru teshis konularak tedavi edilebilmektedir.

Uyku bozukluklarinin tedavisinde genel olarak farmakolojik ve nonfarmakolojik
olmak iizere iki ana yaklasim mevcuttur. Farmakolojik tedavi bakimindan gergeklestirilen
calismalarda benzodiazepin reseptor agonistleri (27), non-benzodiazepin reseptor agonistleri
(28), antidepresanlar (29), barbitiiratlar (30) ve antihistaminikler (31) gibi ¢esitli ilaglarin
uyku bozuklugu tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Ancak uyku problemlerinde
gbzlenen semptomlardaki iyilesmeye karsin bazi vakalarda bu ilaglarin kullaniminin,
psikomotor ve biligsel bozukluklar, uyusukluk, zayif muhakeme ve kimi zaman da ilag
bagimlilig1 ve toleransi gibi istenmeyen yan etkilerle bagintili oldugu bulunmustur (32-34).
Bu sebeple uyku bozuklugu tedavisinde kullanilacak daha gilivenli ve dogal alternatif bir
tedaviye gereksinim duyulmaktadir. Bazi calismalarda insan viicudunda dogal olarak
sentezlenen ve uykunun diizenleyicisi olan melatoninin uyku bozukluklar1 tedavisindeki

etkinligi ve giivenligi gosterilmistir (35-37).
2.3. Melatonin

Ilk olarak 1950’lerin sonlarinda tanimlanan melatonin, melanositlerde melanin
graniillerinin birikmesine neden olan etkisinden dolay1 bu ad1 almistir ve ilk kez 1958 yilinda
Lerner tarafindan sigir epifiz bezinden izole edilmistir (38). Bir zamanlar omurgalilarda
epifiz bezinden salgilanan bir hormon olarak kesfedilen melatoninin artik bakterilerde ve
farkli filogenetik konumdaki cesitli algler ve bitkiler de dahil olmak iizere ¢ok sayida dkaryot
taksonunda da olustugu bilinmektedir (39-42). Baslangicta bir hormon olarak tanimlanmis

olmasina ragmen artik hormonal olmayan ek etkileri de oldugu diistiniilmektedir (43).

Melatonin, beyindeki epifiz bezinden sentezlenen ve organizmadaki sirkadiyen ritmi
diizenleyen bir hormondur. Melatonin, esas olarak epifiz bezi tarafindan iiretilmekle birlikte,
ayni zamanda gastrointestinal sistem (44), retina (45), trombositler (46) ve cilt (47)

tarafindan da ¢ok daha kii¢iik miktarlarda tiretilen, dogal olarak olusan bir maddedir.

Melatonin sentezi ile ilgili ¢aligmalarin ¢ogunlugu omurgalilarda, 6zellikle de
memelilerde (hamster, si¢an, fare) gerceklestirilmistir. Bu hayvanlarda melatonin sentezinin
ilk Onciisii, esansiyel amino asit olan triptofandir. Hayvanlarda ve bitkilerde melatonin

sentezinin yolaklar1 Sekil 1°de gosterilmektedir.
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Triptofan Sikimik asit yolag
TPH Trip;:'ofan
5-Hid roks}triptofan TDCl
AAAD Triptamin
5-Metoksitriptamin—2SMT_  Serotonin < TsH
SNAT SNAT CAMT/ASMT
N—asétilsérotonin 5-Metoksit!iptamin
ASMT CAMT/ASMT
il - Melatonin - Ll

Sekil 1. Hayvanlarda ve bitkilerde melatoninin biyosentetik yolaklarinin karsilastirilmasi.
TPH: triptofan hidroksilaz; AAAD: aromatik amino asit dekarboksilaz; SNAT:
serotonin N-asetiltransferaz; ASMT: N-asetilserotonin O-metiltransferaz, TDC:
triptofandekarboksilaz; TSH: triptamin 5-hidroksilaz, CAMT: kafeik asit
O-metiltransferaz. Siyah yalnizca hayvanlarda bulunur, yesil yalnizca bitkilerde
bulunur ve kirmizi hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunur (Tan’dan, 48)

Oral melatoninin biyoyararlanimi %10 ile %56 arasinda degismekte olup, ortalama
%33’tiir. Melatoninin diigiik biyoyararlanima sahip olmasinin nedeni, sistemik dolagima
girmeden 6nce dnemli 6l¢iide hepatik ilk gecis etkisine ugramasidir (49). Melatonin oldukca
lipofilik bir molekiil olmasiin yani sira hidrofilik 6zelliklere de sahiptir; salgi organinda
depolanmak yerine, biyosentez sonrasinda kilcal damarlara salinir ve burada %70’e kadar
albiimine baglanir (50). Intravendz infiizyondan sonra kandaki yar1 dmrii yaklasik 30 dakika
iken (51), oral uygulamay1 takiben yar1 omrii yaklasik 3 ila 45 dakika olan iki fazli bir
eliminasyon modeli sergilemektedir (52, 53). Melatonin oncelikli olarak karacigerde
CYP1A2 ve diger bazi ilgili sitokromlar tarafindan 6-hidroksimelatonine metabolize
olurken, bir kismi da bobrekte metabolize edilir. Daha sonra 6-hidroksimelatonin siilfiirik
asit (%90) veya glukuronik asit (%10) ile konjugasyona ugrar ve idrar ile atilir. Serum
melatonininin yaklasik %5°1 metabolize edilmeden idrarla atilir (54). Ayrica, karaciger ve
bobrek rahatsizliklarinin (6rnegin, siroz ve kronik bobrek yetmezligi gibi) plazma melatonin

konsantrasyonunu énemli dl¢iide degistirdigi de bilinmektedir (55, 56).
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Melatonin i¢in tavsiye edilen gilinliik doz miktar1 0.1 mg’dan 20 mg’a kadar genis bir
aralikta degismektedir. Tipik olarak kullanilan doz miktar1 1-5 mg aralifinda olmasina
ragmen, ¢esitli melatonin kullanimlari i¢in kesin optimal doz bilinmemektedir (57). Piyasada

ise 1 ve 3 mg olan miistahzarlar1 bulunmaktadir.

Melatoninin birincil potansiyel yan etkisi uyusukluktur (58). Bununla birlikte; bas
donmesi, mide bulantisi ve bas agrisi gibi hafif yan etkiler rapor edilmistir. Higbir ¢alisma

melatoninin herhangi bir ciddi olumsuz etkiye neden olabilecegini gostermemistir (35).

Melatoninin, antioksidan aktivite gosterme (59), immiin yaniti modiile etme (60) ve
kanseri dnleme (61) gibi gesitli temel etkileri vardir. Melatonin sadece uykuyu iyilestirmekle
kalmamakta, ayn1 zamanda uyku kalitesini de etkilemektedir (62). ilerleyen yaslarda
melatonin seviyesinin normal degerlerin altina diismesi ¢esitli uyku bozukluklarina neden
olur. Bu hastalarda melatonin tedavisi uyku kalitesini iyilestirebilir ve uyku/uyaniklik ritmini
diizenleyebilir. Uyku bozuklugu olan hastalarda melatonin diizeylerinin Glgiilmesi

gerekebildigi i¢in melatoninin analizi olduk¢a 6nemlidir.
2.3.1. Melatoninin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) (Sekil 2) sudaki ¢oziiniirliigii 3.17 g/L olan
kirli beyaz toz yapida bir maddedir (63, 64). Kapali1 formiilii C13H16N202, molekiil agirlig
232.28 g/mol ve yogunlugu 1.175 g/cm®’tiir. Erime noktasi 116.5 ile 118 °C arasinda
degisirken; kaynama noktas1 512.8 °C’dir (64). pKa degeri 12.3 olarak bildirilmistir (65).

@)
\\NH \
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Sekil 2. Melatoninin kimyasal yapis1

2.4. Elektrokimya

Elektrokimya, elektrik ve kimya calismalarini bir araya getiren Onemli bir
multidisipliner arastirma alanmi temsil etmektedir. Diger bir tanimla, elektrikli cihazlar

aracilifiyla kontrol edilebilen elektriksel yiik degisimleri ile maddenin atomik



cizelgesindeki doniisiimleri analiz eden ve aciklayan bir bilimdir. Bu tiir doniisiimlere
indirgeme-yiikseltgenme reaksiyonlari adi verilir. Bu nedenle indirgeme-yiikseltgenme

reaksiyonlariin bir elektrik akimi veya bir voltajla kontrol edilmesi esastir (66, 67).

Elektrokimya, genellikle ¢Ozelti gibi sivi ortamlarda yiik tasinmasiyla iliskili
kimyasal olaylarla ilgilenmektedir. Yiikiin tasinmasi genellikle ¢ozeltideki farkli kimyasal
tiirler arasinda homojen olarak veya ¢ozelti ile elektrot ara yiizeyi arasinda heterojen olarak

meydana gelmektedir (68).

Elektrokimyasal bir hiicre; analit ¢dzeltisi veya eriyik bir tuz ve buna daldirilmis
elektrotlar ile bu elektrotlarin birbirine baglanmis oldugu bir dis devreden olusmaktadir.
Redoks reaksiyonlariin meydana geldigi bu diizeneklerde anot kisminda yiikseltgenme

gerceklesirken, katot kisminda da indirgenme gerceklesmektedir.

Elektrokimyasal hiicreler, kimyasal reaksiyonlardan elektrik enerjisinin elde edildigi,
voltaik hiicreler olarak da bilinen galvanik hiicreler ve elektrik enerjisinin kimyasal
reaksiyonlar olusturmak i¢in kullanilabildigi elektrolitik hiicreler olarak ikiye ayrilir.

Galvanik hiicreler ile elektrolitik hiicreler birbirine tam zit bir sistemle ¢alismaktadir.

Elektrokimyasal reaksiyonlar iki ya da ii¢ elektrotun bulundugu hiicrelerde
gergeklestirilebilir. 1ki elektrotlu hiicreler c¢alisma (indikator) elektrotu ve sabit
potansiyeldeki bir referans elektrottan olusurken; ii¢c elektrotlu hiicrelerde ¢alisma ve
referans elektrotun yaninda yardimc: (karsit) elektrot da bulunur. Iki elektrotlu hiicrelerde
elektrot potansiyeli ve indirgenme-yiikseltgenme potansiyeli belirlenemezken, ii¢ elektrotlu
hiicrelerde ¢alisma elektrotunun potansiyeli referans elektrota gore tayin edildigi i¢in bu

hiicre sisteminde elektrot potansiyeli bilinen bir degere sahiptir (69, 70).
2.5. Kiitle Aktarim

Elektrokimyasal hiicre igerisindeki iyonik bir ¢6zelti ile elektrot arasinda bulunan ara
yiizeyde gergeklesen redoks reaksiyonlari kiitle aktarim mekanizmasi ile olugsmaktadir. Kiitle
aktarimi; diflizyon, konveksiyon ve goc¢ olmak {izere {i¢ farklt mekanizma ile saglanir

(71, 72).

Difiizyon; ¢ozeltinin farkli noktalarinda olusan konsantrasyon farkindan dolay1
kendiliginden gerceklesen kiitle aktarim mekanizmasidir. Bu mekanizma ile kiitlenin

aktarimi, derisimin yiiksek oldugu bdlgeden daha seyreltik oldugu bolgeye dogru derisim



farki esitleninceye kadar kendiliginden devam eder. Difiizyon hiz1 ile derigim farki arasinda

dogru orant1 s6z konusudur (72).

Konveksiyon; ¢ozeltinin karistirilmasi, sarsilmasi veya elektrotun dondiiriilmesi gibi
mekanik tasinma ya da sicaklik veya yogunluk farkindan kaynakli olusan dogal tasinma
yoluyla gergeklesen ¢ozelti igerisindeki tiiriin yogun oldugu bolgeden elektrot yiizeyine
taginmasidir (72).

Goc; anot ve katot arasindaki potansiyel farkin etkisiyle elektrostatik alanin meydana
gelmesi ve boylece ¢ozeltide bulunan yiiklii iyonlarin hareketinin ger¢eklesmesi olayidir. Bu

elektriksel alanda anyonlar anoda tasinirken katyonlar ise katoda taginir (72).
2.6. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal hiicrelerde c¢ozeltilerin elektriksel
Ozelliklerinin saptanmasit ve devaminda bu o6zellikler iizerinden kalitatif ve kantitatif
analizinin gercgeklestirildigi yontemler biitiintiidiir (73). Elektroanalitik yontemler; akim,
zaman ve potansiyel gibi parametrelerin, analiz edilecek tiir ve bu tiiriin derisimine karsi

degisimlerini degerlendirmektedir.

Elektroanalitik yontemlerin, diisiik tayin sinirlarina ulasabilme, 6zel yilikseltgenme
basamaginda bulunan elementlerin her biri i¢in sonug¢larin ayirt edici olmasi, diger analiz
cithazlarma gore nispeten ekonomik olmasi ve kimyasal tiirlerin derisiminden ziyade
aktiviteleri hakkinda bilgi saglamasi gibi iistiinliikleri vardir. Bununla birlikte, ara ylizeyde
gerceklesen yiik aktarimi stokiyometrisi, kiitle transfer hizi, kimyasal tepkimelerin hiz1 ve

denge sabitleri ve adsorpsiyon ve kemisorpsiyon derecesi gibi konularda da bilgi sunar.

Elektroanalitik yontemler; ara yiizeyde gerceklesen (potansiyometri ve voltametri)
ya da tiim analiz ortaminda ger¢eklesen yontemler olarak iki gruba ayrilir. Kimyasal ve/veya
fiziksel doniisiimler, ara ylizey yontemlerinde elektrot yiizeyi ile bu ylizeye bitisik ¢ok ince
¢oOzelti tabakas1 arasinda gerceklesirken; tiim analiz ortaminda gerceklesen yontemlerde ise

¢Ozeltinin tamaminda meydana gelmektedir (74, 75).

Elektroanalitik kimyada kullanilan baglica yontemler; potansiyometri, kulometri,
kondiiktometri ve voltametri olarak tasnif edilebilir. Potansiyometri; uygun bir c¢aligma
elektrotunun potansiyelinin, sabit potansiyele sahip bir elektrota yani bir referans elektrotuna
kars1 6l¢iildiigii ve elde edilen bu 6l¢iimler tizerinden ¢ozelti icerisindeki madde derisiminin

tayin edilebildigi bir yontemdir (76). Kulometri; bir reaksiyonda kullanilan elektronlarin



sayilarak analit derisiminin bulunmasini saglayan analiz yontemidir (77). Kondiiktometri;
elektrolitlerde iletkenlik 6l¢ilimiinden faydalanilarak analit miktarinin belirlendigi yontemdir
(73). Voltametri ise bu tez kapsaminda melatoninin analizinde kullanildig1 i¢in asagida daha

ayrintili olarak aciklanmistir.
2.7. Voltametri

Cek kimya dergisi Chemickeé Listy, Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografinin ilk
kez tanimladigr bir makaleyi 1922’de (78) yayimladi. Jaroslav Heyrovsky 1959 yilinda
“polarografik analiz ydntemlerini kesfetmesi” nedeniyle Nobel Odiilii'ne layik gériildii.
Daha sonraki yillarda polarografik yontemlerden yola ¢ikilarak voltametrik yontemler
gelistirildi. Bu iki yontem arasindaki fark ise polarografide calisma elektrotu olarak

damlayan civa elektrotun kullanilmasidir (79).

Voltametri; bir elektrokimyasal sistemdeki calisma elektrotuna bir potansiyel
uygulanmasi ve buna karsilik gelen akimin 6l¢giilmesine dayanan analitik bir yontemdir. Tiim
voltametrik tekniklerin ortak 6zelligi, bir elektrota bir potansiyelin uygulanmasi ve sonucta
elektrokimyasal hiicreden ge¢en akimin izlenmesidir. Cogu durumda belirli bir siire boyunca
uygulanan potansiyel degistirilir veya akim izlenir. Dolayistyla tiim voltametrik teknikler
potansiyel, akim ve zamanin bir fonksiyonu olarak tanimlanabilir. Akimin potansiyele kars1

kaydedilmesine voltamogram ad1 verilir (80).

Organik yapili maddelerden inorganik yapili maddelere kadar bir¢ok tiir i¢in ¢ok
genis bir dogrusal konsantrasyon arahiginda (107 ila 10" M) yiiksek hassasiyetle
calisilabilmesi, ¢ok cesitli ¢oziicii ve elektrolit kullanimina imkan vermeleri, genis bir
sicaklik araliginda calisilabilmesi, saniyeler igerisinde sonu¢ almay1 saglayacak kadar hizli
analiz siireleri sunmalari, kinetik ve mekanik parametrelerin belirlenebilmesi ve birden fazla
analitin es zamanli olarak analizinin yapilabilmesi voltametrik yontemlerin 6ne ¢ikan

avantajlar arasinda yer alir (80).
2.8. Voltametrik Hiicre

Voltametrik hiicre, analitin belirli bir ¢oziicii i¢inde ¢oziindiigli ve bu ¢dziinmiis
numunenin iyonik bir elektrolite yerlestirildigi bir sistemdir. Bu hiicreler ihtiyaca gore farkli
tasarimlara sahip olabilen, numune ile reaksiyon vermeyen, cam, polietilen ve teflon gibi

farkli malzemelerden uretilebilmektedir.
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Voltametrik bir hiicre, ¢aligma elektrotu, referans elektrot, yardimer (karsit) elektrot

ve elektrolitik ¢ozeltiden olusur.
2.8.1. Referans Elektrot

Cogu elektrokimyasal 6lgiimde, elektrokimyasal hiicredeki elektrotlardan birinin
sabit potansiyelde tutulmasi gerekir. Referans elektrot olarak adlandirilan bu elektrot,
calisma elektrotunun potansiyelinin kontrol edilmesine olanak saglar. Referans elektrotun
karsilamas1 gereken bazi kriterler vardir: Kimyasal ve elektrokimyasal olarak tersinir
olmalidir (yani potansiyeli Nernst denklemi ile yonetilir ve zamanla degisim gostermez),
elektrottan kiigiik bir akim ge¢ip orijinal degerine geri dondiiglinde (yani polarize olmayan
bir elektrot) potansiyel neredeyse sabit kalmalidir ve potansiyelin termal katsayisi kiigiik
olmalidir. Doymus kalomel (Hg/Hg>Clz), glimiis-giimiis kloriir (Ag/AgCl) veya civa-civa
stilfat (Hg/Hg>S04) elektrotlart en sik kullanilan referans elektrotlardir (81, 82).

2.8.2. Yardimc1 (Karsit) Elektrot

Iki elektrotlu sistemlerde akim gegisi sirasinda galisma elektrotunun polarize
olmasinin 6niine gegmek icin tligiincii bir elektrota ihtiya¢ duyulmus ve boylece ii¢ elektrotlu
sistemler gelistirilerek hiicreye yardimci (karsit) elektrot eklenmistir. Yardimer elektrot,
elektrokimyasal hiicrede akim tasir ve referans elektrot gibi tepkimeye herhangi bir etkisi
olmaz. En yaygin kullanilan yardimer elektrotlar platin tel ve grafit gubuk gibi inert iletken
malzemelerdir. Ayrica elektrokimyasal hiicrenin metalik oldugu durumlarda hiicre yardimci

elektrot gibi davranabilir (81, 83).
2.8.3. Calisma Elektrotu

Calisma elektrotu; {izerinde elektrokimyasal olaym (redoks reaksiyonlari)
gerceklestigi, referans elektrota karsi potansiyelinin dogrusal bir sekilde degistigi elektrottur.
Caligsma elektrotu calisilan potansiyel aralikta inert malzemeden olusur ve bu onun en 6nemli
ozelligidir (83). Calisma elektrotunun polarize olabilmesi i¢in yiizey alaninin kiiciik

tutulmasi gerekir.

Calisma elektrotlari; civa kokenli elektrotlar (durgun civa damla, damlayan civa, asili
civa damla ve civa film), donen elektrotlar (donen disk ve halka disk), kati elektrotlar ve
modifiye elektrotlar olarak dort grupta siniflandirilabilir. Klasik polarografi isleminde
calisma elektrotu olarak ilk kez civa kullanilmistir. Civa, indirgeme i¢in yiiksek asiri

potansiyel sunma, ¢ogu metalle bir amalgam olusturma ve yeni bir damla olusturarak
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elektrot yiizeyini kolayca yenileme yetenegi dahil olmak {izere ¢alisma elektrotu olarak bir
dizi avantaja sahiptir. Civanin c¢alisma elektrotu olarak genis kullanimini kisitlayan

sinirlamalar ise oksitlenme kolaylig1 ve toksik olmasidir (84).

Bir motor sistemi araciligiyla donme hizlariin 6lgiilebildigi donen elektrotlar camsi
karbon veya platinden olusabilirler. Dénen disk elektrotlar, yalitim malzemesinden yapilmis
bir cubugun igine yerlestirilmis elektrot malzemesinin bulundugu bir diskten olusur. Halka
disk elektrot ise genel olarak ii¢ elemandan olusur: r; yarigapli merkezi bir disk elektrotu, i¢
yaricap1 2 ve dig yaricapi r3 olan bir halka elektrot ve disk ile halka elektrotlar1 ayiran
kalinlikta (r2 — r1) ince bir yalitim boslugu. Her iki elektrotun ve ara parga yiizeyinin ¢calisma
yiizeyleri ayni diizlemde bulunur ve boylece diizlemsel bir yiizey olusturur. Bu elektrotlarin
yiizeyine madde tasinmasi konvektif diflizyonla olur (85-88). Kati elektrot ve modifiye
elektrot bu tez kapsaminda melatoninin analizinde kullanildig: i¢in asagida daha ayrintili

olarak agiklanmustir.
2.8.3.1. Kat1 Elektrotlar

Elektroanalitik kimyadaki gelismeler, kat1 elektrotlarin en hizli biiyiiyen elektrot
siifin1 temsil ettigini, olduk¢a yaygin olarak kullanildigini ve pratik elektrot malzemeleri
oldugunu gostermektedir. Karbon, altin, platin ve rutenyum, kati ¢alisma elektrotlarinda
yaygin olarak kullanilan malzemelerden bazilaridir. Bazi 6zel deneyler i¢in glimiis, nikel,
bizmut ve bakir da kullanilabilir. Platin dayaniklidir ve susuz organik ¢oziiciide kolayca
islenebilir ve genis bir potansiyel araliga sahiptir. Altinin daha az kullanisli olmasinin nedenti,
yiizeyinin uygun miktarda pozitif potansiyelde bile oksidasyona ugramasidir. Kati elektrotlar
tiip, halka, diizlemsel, makro ve mikro boyutlu gibi ¢esitli topolojik formlarda ve boyutlarda
hazirlanabilir. Ayrica, kati elektrotlar, civa elektrotlarla miimkiin olmayan analitik ve

mekanik uygulamalara da olanak saglarlar (85, 88, 89).

Elektrokimyasal olay calisma elektrotu ylizeyinde meydana geldiginden, elektrot
ylizeyinin son derece temiz olmas1 ve yiizey alaninin iyi tanimlanmis olmast zorunludur.
Elektrotlar1 temizleme prosediirii, elektrot tipine gore farklilik gosterirken, laboratuvardan
laboratuvara bile degisebilir. Polarografide kullanilan civa elektrotlardan farkli olarak kati
elektrotlarin  yiizeyindeki safsizlik veya kirlilikleri uzaklagtirmak icin elektrotun

“On iglemlere tabi tutulmas1” gerekir (90, 91).

Calisma elektrotlar olarak; yaygin bir sekilde, genis bir potansiyel araliga ve yiiksek

iletkenlige sahip, ekonomik ve yapisal olarak stabil olan ¢esitli karbon formlar1 kullanilir.
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Karbon elektrotlar homojen (camsi karbon, grafit, ekran baskili, fullerenler, karbon
nanotiipler ve elmas) veya heterojen (karbon pasta ve modifiye karbon pasta) olarak

siniflandirilabilir. Ayrica ¢esitli maddelerle modifiye edilmeye uygundurlar (85, 89).
2.8.3.2. Cams1 Karbon Elektrot

Camsi1 karbon, adindan da anlagilacagi gibi camin baz1 6zelliklerini bazi normal
endiistriyel karbonlarla birlestiren cam benzeri bir karbon seklidir. Cams1 karbon elektrot
(GCE), miikemmel elektriksel ve mekanik o6zellikleri, genis potansiyel aralifi, kimyasal
inertligi ve tekrarlanabilir performansi nedeniyle ¢ok popiilerdir. Onceden modellenmis bir
polimerik recine gévdesinin inert bir atmosferde dikkatle kontrol edilen bir 1sitma programi
araciligiyla hazirlanan camsi karbon, diisiik yogunluga, diisiik termal genlesmeye, yiiksek

korozyon direncine ve yiiksek termal ve elektrik iletkenligine sahiptir.

Cams1 karbon, bir¢ok grafitlesmeyen karbonun aksine gazlara kars1 gecirimsizdir.
Ayrica aside karsi oldukc¢a dayaniklidir. Normal grafit, oda sicakliginda konsantre asitlerle
toz haline getirilirken, camsi karbon bu islemden etkilenmez. Camsi karbonun yapisi,
karmagik bir topolojide rastgele diizenlenmis grafit diizlemlerden olusur. Neredeyse tim
GCE’ler, piiriizsiiz bir parlatma bezi lizerinde daha kiiciik aliminyum tozu (0.05 pm) ile art
arda parlatilir. Parlatma islemi sirasinda ultra saf su kullanilmalidir. Bu 6n islemler genellikle
GCE’nin aktif ve tekrarlanabilir ylizeyini olusturmak ve analitik performansini artirmak igin
gerceklestirilir. Sulu aliminyum karisimi ile parlatilan elektrot, kullanimdan once ultra saf
su ile durulanmalidir. Cogu zaman performansi artirmak i¢in elektrokimyasal, kimyasal,
vakumlu 1s1 veya lazer islemi vb. gibi bazi ek aktivasyon adimlart da kullanilir. GCE, kolay
yiizey modifikasyonu nedeniyle elektroanalizde yaygin olarak kullanilan inert bir elektrot

malzemesi haline gelmistir (75, 89, 92-94).
2.8.3.3. Modifiye Elektrotlar

Modifiye elektrotlar, elektrot sistemlerine modern bir yaklasim getirmektedir.
Elektrot yiizeylerinin bu sekilde istemli olarak degistirilmesi bir¢ok elektroanalitik probleme
bir ¢oziim yolu sunmakta ve yeni analitik uygulamalarin temelini olusturmaktadir.
Geleneksel kati elektrotlarla karsilagtirildiginda, modifiye edici materyalin fizikokimyasal
ozellikleri elektrot ylizeyine aktarildig1 i¢in yiizey modifikasyonu ile elektrot 6zellikleri
tizerinde daha fazla kontrol saglanabilmektedir. Modifikasyonla elektrotlara farkli bir
calisma aralig1 kazandirilirken, ayn1 zamanda karmasik bir ortamda ¢ok kii¢iik miktardaki

analitin ¢ok diisiik teshis degerleriyle tayin edilebilmesi de saglanmaktadir. Ayrica modifiye
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edici olarak kullanilan elektrokimyasal reaktif malzemeler elektrokatalizi hizlandirir ve
modifiye edici molekiil, i¢inde bulundugu cozelti ile elektrot arasinda hizli bir elektron
transfer aracis1 olarak gorev yapar. Bu nedenle modifiye edici maddelerin iletkenliklerinin

de ¢ok iyi olmas1 gerekmektedir (95).

Bu alana duyulan ilgi, barindirdig1 bir¢cok potansiyel uygulamasindan kaynakli olarak
her gecen giin artmaktadir. Ornekler arasinda, yiiksek kimyasal secicilik ve aktiviteye sahip
elektrokatalitik sistemlerin gelistirilmesi, 1s18a duyarli ve antikorozif 6zelliklere sahip yar1
iletken elektrotlarin kaplanmasi, elektrokromik cihazlar ve molekiiler elektronik ve
elektrokimyasal sensorler alanina yonelik mikroelektrokimyasal cihazlar yer alir. Analitik
uygulamalarin ana faydalar1 arasinda elektron transfer reaksiyonlarinin hizlandirilmas,

planl birikim veya secici membran gecirgenligi ve girisimin engellenmesi yer alir (96).

Kati  elektrotlarin  yiizeyine modifiye edici ajanlarin  modifikasyonu
elektropolimerizasyon, kemisorpsiyon, kovalent (kimyasal) baglanma, sol-jel kapsiilleme,
fiziksel adsorpsiyon ve Langmuir-Blodgett yontemi (yliksek diizeyde diizenli tek katmanli
filmler olusturma) ile gerceklestirilebilir (89, 96, 97).

Modifikasyon islemi, elektrotlarin duyarliligini, segiciligini, kararliligini ve yanitini
artirmak amaciyla iletken polimerler, nanomalzemeler ve biyolojik ajanlar gibi cesitli

malzemeler kullanilarak gergeklestirilebilir.
2.9. Voltametrik Yontemler
2.9.1. Dongiilii Voltametri

Dongiilii voltametri (CV), redoks ciftlerinin yilikseltgenme ve indirgeme siireclerini
arastirmak icin yaygin sekilde kullanilan oldukca popiiler bir voltametrik tekniktir. CV
ayrica katalizi de igeren elektron transferi ile baglatilan kimyasal reaksiyonlar1 arastirmak
icin de kullanighdir. CV uygulanmasi ile ¢ozeltideki bir redoks ¢ifti once oksidasyona sonra
da rediiksiyona (veya tam tersi) ugrar. Bu yontemde potansiyel ilk olarak istenilen bir degere
cikarilir devaminda ise baslangi¢c potansiyeline veya istenilen baska bir potansiyele getirilir
(Sekil 3). Eger ki baslangi¢ potansiyelinden istenilen potansiyele ulasildiktan sonra tersi
yonde bir tarama gerceklestirilmez ise bu yontem dogrusal taramali voltametri (LSV) adini
alir. CV’de potansiyel zamanin bir fonksiyonu olarak tanimlanir. Analize bagli olarak bir
tam dongii, bir kismi dongii veya bir dizi dongii gergeklestirilebilir (79, 98). Genellikle bu

yontem, hassasiyetinin zayif olmasi nedeniyle kantitatif analiz i¢in kullanilmaz.
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1.Déngii 2 Déngit 3 Déngii

Geri tarama

Potansiyel (V)

\

ileri tarama

E, Baglangig ! E Bitig

Zaman (s)

Sekil 3. CV yontemi i¢in liggen potansiyel dalga bigimine sahip uyarma sinyali

Elektron transfer hizi, diflizyon katsayisi, redoks potansiyeli ve adsorpsiyon miktari
(adsorpsiyon sistemindeki) gibi bilgiler CV yontemi ile elde edilebilir. CV’deki
elektrokimyasal tersinirlik; tersinir, yari-tersinir ve tersinmez olarak siniflandirilir (Sekil 4).
CV, asagida belirtildigi gibi, elektron transfer hizi ile diflizyonun kiitle transfer hizi

arasindaki korelasyonun biiyiikliigiine giiclii bir sekilde baglidir (98):

* Tersinir sistem: elektron transfer hizi1 > difiizyonun kiitle transfer hiz1
* Yari-tersinir sistem: tersinirden tersinmeze degisim

* Tersinmez sistem: elektron transfer hiz1 < diflizyonun kiitle transfer hizi

Tersinir Tersinmez

Yarn tersinir

Akim (A)

Potansiyel (V)

Sekil 4. Tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez bir elektrot reaksiyonuna ait dongiili
voltamogramlar

Dongiilii bir voltamogramdaki 6nemli parametreler sirasiyla katodik ve anodik pik

potansiyelleri (Epc ve Epa) ve pik akimlaridir (ipc ve ipa). Eger elektron transfer siireci diger
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stireglerle (difiizyon gibi) karsilagtirildiginda hizli ise reaksiyonun elektrokimyasal olarak
tersinir oldugu soylenir ve pik ayrimi su sekilde olur (Esitlik 1):

2.303 RT

AE, = |Epa - EpC| = nF

(1)

Bu nedenle, 25 °C’de n elektronlu tersinir bir redoks reaksiyonu i¢in AEp,
0.0592/n V veya bir elektron icin yaklasik ~59 mV olmalidir. Uygulamada hiicre direnci gibi
faktorler sebebiyle bu degere ulagsmak zordur. Yavas elektron transfer hizina baglh
tersinmezlik, AE, > 0.0592/n V ile sonuglanir, 6rnegin tek elektronlu bir reaksiyon i¢in
70 mV’den daha yiiksektir. Tersinir bir ¢ift i¢in indirgeme potansiyeli (E°) Esitlik 2’deki
gibidir:

E,,- E
pa pc
E® = - (2)

Tersinir bir reaksiyon i¢in konsantrasyon, Randles-Sevcik ifadesiyle (25 °C’de) pik

akimiyla Esitlik 3°teki sekilde iliskilidir:
ip = 2.686 x 10° n*/2 A C D'/2 y1/2 3)

Burada, i, amper cinsinden pik akimi, A elektrot alan1 (cm?), D difiizyon katsayisi

(cm? s, C konsantrasyon (mol cm™) ve v tarama hiz1 (V s7')’dir (80).
2.9.2. Puls Voltametrisi

1960’larin ortasindan bu yana, elektrot mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in CV’ye
benzer 6zelliklerde ancak CV’den ¢ok daha hizli ve 1yi hassasiyete sahip yeni voltametrik

tekniklerin tasarlanmasi i¢in ¢alismalar stirdiiriilmiistiir (80, 99).

Puls voltametrisi ilk olarak damlayan civa elektrot icin tanitildi ve bu nedenle
baslangicta puls polarografisi olarak adlandirildi. O zamanlar damlayan civa elektrotun her
damlasina bir puls uygulamak mantikli ve ¢ok avantajli goriinmekteydi. Ciinkii boyle bir
elektrot siirekli olarak yenilenen bir civa ylizeyi sunmaktaydi (¢linkii damlalar birbiri ardina
olusup biiyiir); ancak ayni zamanda bu elektrot biiylik kapasitif akimlar ve elektrot
yiizeyinde kontrol edilmesi zor bir konveksiyon olusturarak ol¢limleri karmasik hale
getirmekteydi. Artik yirmi birinci yiizyilda aragtirmacilar damlayan civa elektrotunu nadiren

kullanmaktadir.

Voltametride akim ol¢iimleri elektrokimyasal reaksiyon mekanizmalar1 hakkinda

bilgi verir ve ayn1 zamanda analit konsantrasyonunun ¢ok hassas bir sekilde tayin edilmesini
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saglar. Burada elde edilen bilginin kalitesini iki faktér sinirlar: Birincisi, 6lglimiin
hassasiyetidir, yani olusan akimin (7) kalibrasyon egrisinin analitin konsantrasyonuna (C)
kars1 egimidir (m). Hassasiyet ne kadar yliksek olursa, gerekli hassasiyetle Olciilebilen bir
akimin elde edilmesi i¢in gereken konsantrasyon da o kadar kiigiik olur. Diger bir faktor ise
reaksiyonla ilgisi olmayan arka plan akimlaridir. Voltametride, elektrotun bir kapasitor
olmasi nedeniyle akan akimdir. Bu akim, akim ile konsantrasyon arasindaki dogrudan
iliskiye miidahale eder ve denklemimiz i = mC yerine i = mC+ b olur. Buradaki b arka plan
akimidir. Her ne kadar bazi durumlarda b tahmin edilebilse ve Olgiilen akimdan (i)
cikarilabilse de, orantili bir miktar elde etmek icin i, mC ile orantili bir miktar elde etmek
icin b’nin degerinin veya daha dogrusu b/i oraninin daha kiigiik yapilmasi her zaman arzu
edilir. b ne kadar kii¢lik olursa, C ile iliskilendirilebilecek i degeri de o kadar diisiik olur.

Puls voltametrisinin amaci, m’nin biiyiik degerlerini ve b’nin kiiciik degerlerini vermektir.

Puls voltametrisinde, potansiyel bir £y degerinde tutulur ve ardindan aninda (pulslu)
ikinci bir deger olan E;’ye adimlanir. Puls uygulandiktan bir siire sonra (#,’de) akim o6lgiiliir.
Puls uygulandiginda biiyiik bir kapasitif akim akar; ancak bu akim, elektrokimyasal
reaksiyon nedeniyle zamanla akimdan ¢ok daha hizli azalir. #,’yi yeterince biiyiik yaparak
arka plan akimi c¢ok kiigiikk hale getirilebilir. Ancak oOte yandan, elektrokimyasal
reaksiyondan kaynaklanan akim da ¢, arttik¢a azalir, ancak bu daha yavas bir oranda olur.
m’yi biiylik ve b’yi kii¢iik yapmanin piif noktasi, #,’yi optimum bir ara degerde se¢mektir.
Elektrota potansiyel pulsun uygulanmasi, ¢ogu deneysel durumda, dogrusal tarama
voltametrisine kiyasla kapasitif ve faradayik akimlarin oraninda 6nemli bir iyilesmeye

(artisa) yol acar (100, 101).

Giliniimilizde, modern potansiyostatlarda ticari olarak temin edilebilen birkag¢ puls
voltametri teknigi vardir. Bunlar; diferansiyel puls voltametrisi (DPV), kare dalga
voltametrisi (SWV), normal puls voltametrisi (NPV), diferansiyel kare dalga voltametrisi
(DSWYV) veya dongiilii kare dalga voltametrisidir (CSWV) (102—-108). Bu tez calismasinda
DPV ve SWV kullanilmistir.

2.9.2.1. Diferansiyel Puls Voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinin elektrokimyasal analizdeki 6nemi, kapasitif (arka
plan) akimu iistiin bir sekilde ortadan kaldirmasina dayanmaktadir. Akim her puls i¢in iki
noktada oOl¢iiliir; ilk nokta pulsun uygulanmasindan hemen 6nce ve ikinci nokta pulsun

sonundadir. Bu 6l¢iim noktalari, kapasitif akimin azalmasina izin verecek sekilde secilir. Bu
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sekilde pulsun hemen Oncesindeki ve sonundaki akim arasindaki fark oOlciiliirse kapasitif
akimdan daha az etkilenen bir okuma gergeklestirilebilir. Her puls i¢in bu noktalardaki akim
Olctimleri arasindaki fark belirlenir ve net akim elde edilir. Bu teknik ¢ok hassastir ve teshis
sinirlart 10-100 pg/L civarindadir. DPV yontemi i¢in uygulanan potansiyelin zamana gore

degisimi ve elde edilen voltamogram Sekil 5’te verilmistir (79).

(A) (B)
Al=ly-Ty

S ~
3 I, <
< I

5 : <
[

Zaman (s) Potansiyel (V)

Sekil 5. (A) DPV’de uygulanan potansiyelin zamana karsi degisimi; (B) DPV’de elde edilen
voltammogram

2.9.2.2. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi, elektroanalizde yliksek hassasiyet ile bilinir ve aym
zamanda ¢ozelti faz1 ve yiizeyle siirli redoks sistemlerinin elektrot kinetigi ve reaksiyon
mekanizmalariin incelenmesinde kullanilan giiclii bir tekniktir. Bu teknikte, elektrota hizli
adimli bir potansiyel taramas1 uygulanir ve ayrica her adimda ytiksek frekansli bir kare dalga
(20—-100 Hz) st tste bindirilir. Akim, iki yarim dalganin sonunda iki kez 6lgiiliir (79). Bu
teknik, konsantrasyonlarin dogrudan degerlendirilmesi i¢in en hassas yontemlerden biridir;

ozellikle farmasotik bilesikler iizerinde eser analizler i¢in yaygin olarak kullanilir.

SWV’nin avantaji, yliksek etkili tarama hizinda bir yanitin bulunabilmesi ve bdylece
tarama siiresinin kisaltilabilmesidir. Bu nedenle SWV, NPV ve DPV tekniklerinden daha sik
kullanilir. Ayrica hem LSV hem de CV ile karsilastirildiginda, kapasitif akimin verimli bir
sekilde ayristirilmasi nedeniyle ¢ok daha genis bir dinamik aralik ve daha diisiik teshis sinir
sunar. SWV’nin sundugu bir diger avantaj ise DPV’ye gore analizde daha yiiksek hiz ve
elektroaktif bilesiklerin daha diisiik tiikketimi nedeniyle elektrot ylizeyinin bloke edilmesiyle
ilgili sorunlarin azalmasidir. SWYV, tersinir ve tersinmez sistemler icin sirasiyla DPV

yanitindan 4 ve 3 kat daha yiiksektir. Bu nedenle, tipik SWV 6l¢timleri yalnizca 1-5 saniye
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stirerken, DPV yaklasik 2—4 dakika gibi ¢cok daha uzun analiz siireleri gerektirir. Analitik
tayinler 10 nM kadar diisiik konsantrasyonlarda yapilabilir (103, 109—112). SWV’nin bir
diger avantaji ise, akim farkinin ileri veya geri akimlardan daha biiylik olmasidir, bu nedenle
pik yiiksekliginin okunmasi genellikle oldukca kolaydir. SWV i¢in uygulanan potansiyelin

zamana gore degisimi ve elde edilen voltamogram Sekil 6’da verilmistir (112).

T @ 1 ®

AI=L T,

Potansiyel (V)
Akim (A)

. G

Zaman (s) Potansiyel (V)

Sekil 6. (A) SWV’de uygulanan potansiyelin zamana karst degisimi; (B) SWV’de elde
edilen voltammogram

2.9.3. Siyirma Voltametrisi

Siyirma voltametrisi en hassas elektrokimyasal tekniklerden biridir ve giicii, son
derece diisiik teshis sinirlarmm (10711071 M) elde edilmesine imkin sunmasindadr.
Dikkate deger hassasiyeti, hedef analitin ¢alisma elektrotlar1 lizerinde biriktirildigi bir
onderistirme adimiyla elde edilir. Bu adimi, 6nderistirilmis analitin ¢ozeltiye geri siyrildigi
Olclim (styirma) adimi takip eder; bu islem, numunedeki analit konsantrasyonuyla orantili

bir akim tepkisi ile sonuglanir (113).

En sik kullanilan {i¢ styirma voltametrisi yontemi anodik sityirma voltametrisi (ASV),
katodik siyirma voltametrisi (CSV) ve adsorptif siyirma voltametrisidir (AdSV). Anodik,
katodik ve adsorptif styirma voltametrisinin her birinin kendine 6zgili 6zellikleri olsa da
hepsinin dnderistirme ve siyirma adimlari ortaktir. ASV’de analit katodik (negatif) yonde
potansiyel uygulanarak ¢alisma elektrotu iizerinde biriktirilir ve ardindan anodik (pozitif)
potansiyel taramasi sirasinda Olgiilii. CSV’de ise anodik (pozitif) Onderistirme adimi
gerceklestirilir, ardindan katodik (negatif) potansiyel taramasi sirasinda Olgiiliir. AdSV,
anodik ve katodik siyirma yontemlerine olduk¢a benzerdir. Temel fark, analitin 6nderistirme

asamasinin, elektroliz yoluyla biriktirmek yerine, elektrot ylizeyinde adsorpsiyonu ile
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gerceklestirilmesidir. Styirma basamaginda voltametrik yontem olarak DPV kullanildiginda,
yontem diferansiyel puls siyirma voltametrisi (DPSV) adini alirken, SWV kullanildiginda
ise kare dalga s1yirma voltametrisi (SWSV) olarak adlandirilir (80, 113, 114).

2.10. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) veya baska bir deyisle alternatif
akim (AC) empedans yoOntemleri, son yillarda olduk¢a fazla popiilerlik kazanmistir.
Baslangigta ¢ift katmanli kapasitansin ve AC polarografisinin belirlenmesinde uygulanmis
olup, artik elektrot siire¢lerini ve karmasik arayiizleri karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir
(115). EIS, alternatif bir potansiyel (veya akim) uygulanarak ve ortaya ¢ikan akim (veya
potansiyel) Ol¢iilerek elektrotlarin ve elektrokimyasal hiicrelerin elektrokimyasal siirecinin
incelenmesini saglar. Elektrotun direnci ve kapasitans bilesenleri, bir AC voltaj1 uygulanarak
ve frekans degistirilerek degerlendirilebilir (116). Bu yontemde, KCl destek elektrolitinde
ferrisiyaniiriin ~ indirgenmesine iliskin empedans verilerinin analizi, empedans
Ol¢iimlerindeki hata yapisini, 6l¢iim ve siire¢ modellerinin uygulanmasini ve empedansin

elektrot 6zelliklerindeki degisimlere duyarliligin1 gostermek amaciyla kullanilir (117).

EIS’nin en temel devresi, Randles-Ershler devresi olarak bilinir. Randles-Ershler
esdeger devresinin temel bilesenleri; ¢ozeltinin direnci (Rs), ylk transfer direnci (R,
Warburg empedanst (Zw) ve elektrotun ¢ift katman kapasitanst (Cq)) olarak siralanabilir.
Empedans spektrumlarinin gorsellestirilmesinde en yaygin kullanilan yontemler Nyquist ve
Bode grafikleridir. EIS’de, diisiik genlikli (genellikle 5-10 mV) bir siniizoidal potansiyel,
probun redoks reaksiyonunu destekleyen sabit bir dogru akim (DC) potansiyelinin iizerine
bindirilir. Elde edilen siniizoidal akim, genis bir frekans araliginda empedansi hesaplamak
icin kullanilir. Nyquist grafigi (hayali empedans (Zim) ile gergek empedansin (Z:), azalan
frekansin bir fonksiyonu olarak grafigi), elektrot reaksiyonunun niteligine bagli olarak farkli
ozellikler gosterir. Eger probun elektron transfer reaksiyonu elektrot reaksiyonunun hiz
belirleyici adimi ise, Nyquist grafigi bir yarim daire gosterir; eger probun difiizyonu hiz
belirleyici ise, grafik dogrusal bir form alir. ilk durumda, yarim dairenin yiiksek frekans
bolgesi, Car tarafindan baskin sekilde etkilenir ve bu bolge genellikle Z: ekseninde, Rs’ye
karsilik gelen bir ofset gosterir. Yarim dairenin diisiik frekans bolgesindeki Z. ekseni
tizerindeki kesisim noktasi, Rs ile elektron transfer direncinin (Ze) toplamini temsil eder.
Diger bir deyisle, Zet, Zre eksenindeki yarim dairenin ¢apindan kolayca tahmin edilebilir

(118).
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2.11. iletken Polimerler

1977 yilinda organik maddeler i¢in benzersiz, yliksek elektriksel iletkenlik sergileyen
organik polimer poliasetilen kesfedildi. Bu tarihten itibaren arastirmacilar icin iletken
polimerler kendilerine 6zgii elektriksel 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir ¢alisma alani haline
gelmistir  (119). Bu iletken polimerlerin, elektrot yiizeyinin modifikasyonunda
kullanildiginda elektroaktif yiizey alanmin arttig1 ve elektron transfer islemlerinin daha
kolay gergeklestigi goriilmiistiir. Makromolekiiler tabakalarda gerceklesen elektrot
reaksiyonlarmin elektrokatalizi, polimer malzeme ile dogrudan iligkilidir. Elektrot ile
cozeltideki redoks aktif madde arasindaki dogrudan elektron transferi yerine (ki bu klasik
elektrokatalitik durumdur), elektron transferine elektrot yilizeyine tutturulmus polimer film
aracilik eder. Polimer film kapl elektrotta en az iki tiir ara yiizey vardir: Iletken
polimer/¢ozelti ara ylizeyi ve iletken polimer/elektrot ara yiizeyi. Dahasi, polimerle modifiye
edilmis elektrotta meydana gelen bir redoks reaksiyonunun hizi, yalin bir elektrota kiyasla
onemli dl¢lide azaltilabilir. Boylelikle elektroaktif polimer tabakasi iletkenlikte anahtar bir

rol oynar (120, 121).

Iletken polimerlerin yiiksek stabilite, tekrarlanabilirlik ve kolay hazirlanabilme gibi
cesitli avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica iletken polimerler hedef molekiillere segici bir yanit
saglayabilir (121). Elektroaktif polimerler, elektrokromik goriintiileme cihazlari,
kapasitorler, korozyon kontroliine yonelik koruyucu kaplamalar, elektromanyetik koruyucu
cihazlarin yani sira kimyasal sensorler ve biyosensorler gibi gesitli uygulama alanlar

nedeniyle kullanim1 her gecen giin artan malzemelerdir (122—124).

Elektrot ylizeyine bir modifiye edicinin eklenmesinde kullanilan yaygin
uygulamalardan biri, ylizeyin uygun bir polimer film ile kaplanmasidir. Cogu polimer,
onceden olusturulmus polimerler veya elektrokimyasal polimerizasyon kullanilarak
adsorptif ¢cekim ve elektrolit ¢ozeltisindeki diisiik ¢oziiniirliik etkisi ile elektrot yiizeylerine
tutturulur.  Bu  polimerlerin  sentezi, 0Ozellikle kati  elektrotlarin  ylizeyinde
elektropolimerizasyon yoluyla kolaylikla gergeklestirilebilir (125, 126). Polimerin
elektropolimerizasyonu; dongii sayisi, uygulanan potansiyel aralig1 ve tarama hizi gibi CV

parametrelerinin ayarlanmasiyla kontrol edilebilir (127).

Bu tez calismasi1 kapsaminda bazi trifenilmetan tiirti boyar maddeler secilmis ve bu
maddeler elektropolimerizasyon yontemi ile elektrot yiizeyinde polimerlestirilerek

elektrotlar modifiye edilmistir.
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2.11.1. Trifenilmetan Boyar Maddeler

Trifenilmetan boyar maddeler, omurgas: trifenilmetan olan sentetik organik
bilesiklerdir. Trifenilmetanlar, yapilarinda bulunan aril gruplarindaki substitue gruplara gore
metil menekseler, fuskin boyalar ve fenil boyalar olarak gruplandirilabilir ve adlandirilabilir
(128). Bromkrezol moru, bromfenol mavisi, bromtimol mavisi, bromkrezol yesili, kristal
menekse, malakit yesili ve parlak yesil en yaygin kullanilan trifenilmetan boyalar
arasindadir. Bu boyalar pH indikatorii olarak yaygin olarak kullanilir. Bunun yani sira,
elektrokimyasal olarak polimerizasyona ugratilabilirler ve olusan polimer filmler elektrot

modifikasyonunda kullanilabilir.

Bu tez calismasi kapsaminda bromkrezol moru, bromfenol mavisi ve bromtimol

mavisi secilmis ve elektrot modifikasyonunda kullanilmistir.
2.11.1.1. Bromkrezol Moru

Bromkrezol moru (BCP), 4,4'-(1,1-dioksido-3H-2,1-benzoksatiol-3,3-diil)-bis(2-
bromo-6-metilfenol, trifenilmetan grubunda yer alan mor renkli ve suda ¢dzilinebilen bir
boyar maddedir (Sekil 7). BCP’nin kapali formiilii C21Hi6Br2OsS ve molekiil agirlig
540.24 g/mol’diir (129). pH indikatérii ve protein probu olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Deniz iiriinlerinin tazeligini tespit etmek i¢in de kullanilir (130). Ayrica

tibbi laboratuvarlarda BCP kullanilarak serum albiimin tayini yapilmaktadir (131).

Sekil 7. Bromkrezol morunun kimyasal yapisi

Literatiirde askorbik asit, guaifenesin, tirik asit, ksantin, hipoksantin ve kadmiyum
gibi baz1 molekiillerin BCP ile modifiye edilmis GCE kullanilarak (132—135), serotonin ve
levodopanin BCP modifiyeli kalem grafit elektrot kullanilarak (136), L-tirozin ve siilfanilik
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asitin ¢ok duvarlt karbon nanotiipler ve BCP modifiyeli karbon pasta elektrot kullanilarak

(137, 138) analizinin yapildig1 ¢esitli calismalar mevcuttur.
2.11.1.2. Bromfenol Mavisi

Bromfenol mavisi (BPB), 3,3-bis(3,5-dibrom-4-hidroksifenil)-2,11%-benzoksatiyol-
1,1(3H)-dion, trifenilmetan grubunda yer alan mavi renkli bir boyar maddedir (Sekil 8).
BPB’nin kapali formiilii Ci9H10BrsOsS ve molekiil agirligi 669.96 g/mol’diir (139).
Biyolojik renklendirici ve endiistriyel boya olarak kullanilir (140). Ayrica agaroz jel
elektroforezinde ve poliakrilamid jel elektroforezinde izleme boyasi olarak da

kullanilmaktadir (141, 142).

Sekil 8. Bromfenol mavisinin kimyasal yapis1

Literatiirde bakir(Il) iyonunun BPB ile modifiye edilmis GCE kullanilarak (143),
kalayin bizmut ve BPB ile modifiye edilmis GCE kullanilarak (144), {irik asitin BPB ve altin
nanopartikiilleri kompozit modifiye GCE kullanilarak (145) ve dihidroksibenzen
izomerlerinin BPB ve ¢ok duvarli karbon nanotiip nanopartikiilleri kompozit modifiye camsi
karbon nanotiipler kompozit modifiye GCE kullanilarak (146) analizine yonelik bazi

caligmalar mevcuttur.
2.11.1.3. Bromtimol Mavisi

Bromtimol mavisi (BTB), 4,4'-(1,1-dioksido-3H-2,1-benzoksatiyole-3,3-diil)bis(2-
bromo-6-izopropil-3-metilfenol), trifenilmetan grubunda yer alan ve genellikle pH
indikatorii olarak kullanilan bir boyadir (Sekil 9). BTB’ nin kapali formiilii C27H28Br2OsS ve
molekiil agirligr 624.38 g/mol’diir Cozelti igerisinde zayif bir asit davranis1 gosterir ve

cogunlukla nispeten nétr pH’ya sahip maddelerin 6l¢iilmesini gerektiren uygulamalarda
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kullanilir. Asidik pH’da sar1, alkali pH’da mavidir (147, 148). Yaygimn bir kullanimi, bir
stvidaki karbonik asidin varligimi 6lgmek i¢indir. Solunum bozukluklarinin tedavisinde
faydalidir (149). Tim bunlarin disinda, BTB, elektrokimyasal sinyalleri ve elektron

transferini iyilestirmek i¢in ara madde olarak da kullanilir (150).

Sekil 9. Bromtimol mavisinin kimyasal yapis1

Literatiirde dopamin, askorbik ve iirik asitin BTB ile modifiye edilmis GCE
kullanilarak (151, 152), 5-fluorourasilin BTB ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerle modifiye

edilmis GCE kullanilarak (153) analizine yonelik ¢aligmalar mevcuttur.
2.12. Analitik Yontem Validasyonu ve Parametreleri

Validasyon, kullanigli analitik veriler saglamak i¢in metodolojinin uygunlugunu
belirleme siirecidir. Diger bir deyisle yontem validasyonu, analitik bir yontemin amaglanan
kullanim i¢in kabul edilebilir oldugunun (bilimsel ¢aligmalar yoluyla) kanitlanmasi siireci

olarak da tanimlanabilir (154, 155).

Kalite ve giivenlik standartlarina uygunlugu saglamak amaciyla Amerika Birlesik
Devletleri, Avrupa, Japonya ve diger iilkeler, pazarlanan bir¢ok ilag iiriinii i¢in resmi test
yontemlerini agiklayan 6zetler veya farmakopeler yayimlamistir. Bunlara 6rnek olarak USP
(United States Pharmacopeia), ICH (The International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) ve FDA (The Food and Drug
Administration) verilebilir (155, 156). Bu kilavuzlara gére dogruluk, kesinlik, segicilik
(6zgiilliik), dogrusallik ve dogrusal aralik, teshis siniri, tayin siniri, duyarlik, saglamlik,
tutarlik ve stabilite analitik yontemin gegerliligini gdsteren validasyon parametrelerindendir.
Validasyon gereklilikleri test yonteminin tiirline bagli olarak degiskenlik gosterebilir
(154-158).
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Ozgiilliik: Analitik yontemin kompleks karisimlardaki analiti ayirt etme ve miktarini
tayin etme yetenegini ifade eder. Ayrica bir ICH kilavuzu, 6zgiilliigli, mevcut olmasi
muhtemel diger bilesiklerin varliginda analitin kesin olarak degerlendirilmesi yetenegi
olarak tamimlar. Tipik olarak bunlar safsizliklar, pargalayict maddeler, matris vb. olabilir

(156).

Dogruluk: Bir olglimiin dogrulugu; olciilen degerin gercek degere yakinligi olarak
tanimlanir. Dogrulugu yiiksek bir yontemde “ger¢ek degeri” bilinen bir numune analiz edilir
ve Olclilen deger ger¢ek degerle aynidir. Tipik olarak dogruluk, geri kazanim g¢alismalari

tarafindan temsil edilir ve belirlenir. Dogrulugu belirlemenin {i¢ yolu vardir (156):
L. Bir referans standardiyla karsilastirma
II. Bos matrise eklenen analitin geri kazanimi
III. Analite standart eklenmesi

Kesinlik: Analitik bir prosediiriin kesinligi; ongoriilen kosullar altinda tek tip bir
numunenin farkli numunelerinden elde edilen bir grup Ol¢lim arasindaki uyumunun

yakihigini (dagilim derecesi) ifade eder ve ii¢ kategoriye ayrilir (159):

I. Tekrarlanabilirlik: Kisa bir zaman aralifinda ayni calisma kosulu altindaki kesinligi

ifade eder.

II. Orta diizey kesinlik: Farkli giinler, farkli ekipmanlar ve farkli analistler gibi

laboratuvar i¢i farkliliklar1 yansitir.
II1. Tekrar tiretilebilirlik: Farkli analitik laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder.

Dogrusallik: Bir yontemin dogrusalligi, konsantrasyona karsi yanitin degisimine
iligkin kalibrasyon grafiginin diiz bir ¢izgiye ne kadar iyi yaklastiginin bir ol¢iisiidiir.
Dogrusallik, ¢esitli analit konsantrasyonlarinda tek Olclimler alinarak degerlendirilebilir.
Veriler daha sonra dogrusal bir grafik haline getirilir. Ortaya ¢ikan grafigin egimi, kesim
noktas1 ve korelasyon katsayist (r), dogrusallik hakkinda istenen bilgiyi saglar. Dogrusal
aralik ise elde edilen bu grafikte analitin iist ve alt konsantrasyonlarini kapsayan aralik olarak

ifade edilebilir (156, 157).

Teshis simirt (LOD) ve tayin simir1 (LOQ): LOD, bilinen analit konsantrasyonuna
sahip numunelerin analiziyle ve belirtilen deneysel kosullar altinda analitin giivenilir bir

sekilde teshis edilebildigi, ancak kesin deger olarak miktarinin belirlenemedigi
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konsantrasyondur. LOQ ise, onaylanmis deneysel kosullar altinda uygun kesinlik ve
dogrulukla Olciilebilen en diisiik analit konsantrasyonudur. LOD ve LOQ sirasiyla
LOD=3.3 s/m ve LOQ=10 s/m denklemleriyle hesaplanir. Burada s 6l¢iim sonuglarmin

standart sapmasi, m ise kalibrasyon egrisinin egimidir (156).

Saglamlik: Analitik bir prosediiriin saglamligi, yontem parametrelerindeki kiigiik
ama kasith degisikliklerden etkilenmeden kalma ve normal kullanim sirasinda
giivenilirliginin bir gostergesini saglama kapasitesinin Ol¢iisiidiir. Saglamlik, elde edilen
sonuglarda beklenmeyen farkliliklar ortaya ¢ikmadan, yontemi farkli laboratuvarlarda veya
farkl1 kosullar altinda yeniden {iiretebilme yetenegi ve bir yontemin saglamligini

degerlendirmek icin bir deney diizenegi olarak saglamlik testi seklinde tanimlanabilir (160).

Stabilite: Belirli bir matristeki bir analitin belirli zaman araliklarinda belirli kosullar
altinda kimyasal veya fiziksel olarak bozulmadan kalma siiresi olarak ifade edilir. Stabilite
testinin amaci; numune toplama, isleme, saklama, hazirlama ve analiz siirecinin tamami
boyunca ilgilenilen analitlerdeki herhangi bir bozulmayi tespit etmektir. Stabilitenin
belirlendigi kosul biiyiik 6l¢iide analitin dogasina, biyolojik matrise ve beklenen saklama

stiresine baghdir (160).

Duyarlik: Analit konsantrasyonu degistik¢e yanitin ne kadar degistigini agiklayan bir
parametredir. Dogrusal kalibrasyon egrisinin egimi olarak ifade edilebilir ve dogrusallik

testleri ile ayn1 anda 6lg¢iiliir. Duyarlilik, analitin yapisina ve analiz yontemine baghdir (158).

Tutarlik: Farkli laboratuvarlar, farkli analistler, farkli cihazlar, ¢cevre kosullar1 ve
operatorler vb. gibi farkli durumlar altinda tekrarlanabilirligin derecesi veya olgiisiidiir.

Yiizde bagil standart sapma (%RSD) iizerinden ifade edilir (157).
2.13. Melatoninin Literatiirdeki Calismalar:

Bu tez kapsaminda calisilmasi planlanan ila¢ etkin maddesi melatonin ile ilgili
olarak, bugiine kadar farkli voltametrik yontemler ve elektrotlar kullanilarak gerceklestirilen

caligmalar agsagida 6zetlenmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Melatonin igin literatiirde bulunan voltametrik ¢alismalara ait veriler

.. Destek Dogrusal LOD -
Elektrot | Yontem Elektrolit aralik (uM) (uM) Ornek Kaynak
Kapsiil
CPE LSV 0.02 M HCIO4 3-550 2.3 dozaj (161)
formu
0.04 M BRT
CPE DPSV pH 2.0 0.05-0.1 0.001 Serum (162)
CPE 6-30 - .
ppy | 0-04MBRT idrar (163)
CPEMO pH 5.0 630 -
CPE DPSV - 0.0086 —43.05 | 0.000646 - (164)
Kapsiil ve
AGCE | oswsy | 004 MBRT 0.8-10 0.05 | tabletdozaj | (165)
pH 6.7 P
ormu
Tablet
GCE LSV 0.05 M FT 27 -215 11 dozaj (166)
pH 3.0 "
ormu
Kapsiil
CPE Ccv 0.1 M HCIO4 0.06 -0.8 0.03 dozaj (167)
formu
CcvV 0.01-04 0.05
CPE 0.1 M HCIO,4 Serum (168)
ACV 0.0001-0.001 | 0.00009
0.01-0.1 0.00818 Serum ve
HMDE | SWAdSV AT pH 5.0 0.002—-0.02"° | 0.00195 | tabletdozaj | (169)
0.001-0.02" | 0.000313 | formu
MWNT- Kapsiil
DHP/ LSV O'IHN; I;T 0.08 — 10 0.02 dozaj (170)
GCE pH /- formu
CoPc 0.01 M FT 1.70 Kapsil
CoTCPc SWV .pH 74 100 — 10000 0.119 dozaj (171)
CoOCPc¢ 0.144 formu
DPV 20 — 500 1.48 Serum ve
GCE BRT pH 4.3 tablet dozaj | (172)
SWV 40 - 500 1.94 formu
MnHCF-
PEDOT/ Ccv 0.1 11;/[1K5C1 100 — 4600 100 - (173)
GCE pri =
Tablet
BDDE (Y 1.0 M KCl1 344 — 689 10.33 dozaj (174)
formu
Idrar ve
BDDE | swy | O1MBRT 0.5—4 0.11 | tabletdozaj | (175)
pH 3.0 P
ormu
Tablet
GPH- 0.1 M FT pH :
CSPE Ccv 70 1-300 0.87 1Slozaj (176)
ormu
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Tablo 1. (Devam)

AHNSA: Idrar ve
PdNPs: 1.OMFT .
ErGO/ SWV pH 7.2 5-100 0.09 tabf{g;r(rlli)lzaj (177)
GCE
Idrar ve
GCE SWV - 5-200 0.3432 farmasotik (178)
dozaj formu
cBGCE | ppy | COIMFT 0.05 - 12 0019 | Tabletdozaj |99
pH 6.2 formu
SPCE oy 0.1 M FT 43-43.1 4.6
SPCE- pH 7.0 - (180)
Chi-CeO, 04-43 0.775
0.1 MFT
pH 6.4 ) 0.52
0.1 MFT
SPE pH 7.0 - 0.39
0.1M g8 - 0.47 Kapsiil dozaj
pH 7.4 (181)
DPV formu
0.1 MFT 0.065
pH 6.4 ) )
0.1 MFT
GSPE DH7.0 - 0.13
0.1 MFT
pH 7.4 - 0.26
Uclii -
CFME FSCV tampon 0.05— 10 0.024 | Lenfnodild o)
dokusu
pH 7.4
Tukdirik,
0.IMFT idrar ve
GPT/WPE | SWV pH 7.4 0.8 - 100 0.033 tablet dozaj (183)
formu
GCE - -
CV, 0.04 M BRT Tablet dozaj
Aub LSV pH 7.0 - - formu (184)
PtE - -
Yapay beyin Fare
CFEs SWV omurilik 0.1-2 00381 | bevinlerinin | s,
S1Visl, gorsel
pH 7.4 korteksi
Yapay ‘t.>e.yin .Fare. .
CFEs FSCV omurilik 0.1-5 00202 | bevinlerinin | g,
S1visl, gorsel
pH 7.4 korteksi
GCE/3DG/ 0.04 M FT Tablet dozaj
AUNPs DPV pH 7.4 0.05 - 50 0.0082 formu (187)
Serum, idrar
Gr-Av SWV 0.5 M McT 10— 100 0.47 ve kapsiil (188)
pH 7.0 dozai f
j formu
0.1 MFT Tiikdirtik ve
SPE SWV pH 5.0 0.25-75 0.0258 idrar (189)
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Tablo 1. (Devam)

f-MWCNT-
AuNP- 02MFT Serum, idrar
sipicccl | WY pH 2.0 4.9-353 1.6 ve tikirik | (109
/GCE
Cu3P,0s/ 0.1 MFT 0.014 — .
NbC/GCE DPV pH 7.0 1517.68 0.0083 Serum, idrar | (191)
ErO»/ Tablet dozaj
Mnowepg | PPV | BRTpH2.0 0.04 — 20 0.006 oy (192)
Serum, idrar
GEMoS:/ | ppy | 02MFT 1.25-50 038 | vetablet | (193)
CBI[8] pH 7.0 .
dozaj formu
WOJFCH | SWV | O01MFT | 005-1000 | 00049 | Serum idmr i g
ve tiikiirik
a-Fe 03/ Idrar, eksi
C—Fe- 0.05MFT kiraz ve
Ny | DPV o170 0.0-233.1 | 0004 | L] (99)
SPCE formu
HD-CNT- .
fiber cross- 0.42 M FT lelcslfi?;erga\?e
segtlon SWV pH 7.25 0.05-100 0.01 tablet dozai (196)
micro formu
electrode
BDDE SWV O;Hl\i ET 12-10.8 029 | Nehirsuyu | (197)
Tween/ 0.1 MFT .
h-BDD/ DPV pH 7.0 + 0'1005 4 5 (}g ’ 0.017 Tabfflfrgozm (198)
SPE 0.1 MKCI - "

CPE: karbon pasta elektrot, LSV: dogrusal tarama voltametrisi, CPEMO: oleik asit modifiyeli karbon pasta elektrot, AGCE: aktiflestirilmis
cams1 karbon elektrot, OSWSV: Osteryoung kare dalga siyirma voltametrisi, ACV: alternatif akim voltametrisi, HMDE: asil1 civa damla
elektrotu, SWAdSV: kare dalga katodik adsorptif siyirma voltametrisi, MWNT-DHP/GCE: ¢ok duvarli nanotiip ve diheksadesil hidrojen
fosfat modifiyeli cams: karbon elektrot, CoPc: kobalt ftalosiyanin, CoTCPc: kobalt tetrakarboksi ftalosiyanin, CoOCPc: kobalt
oktakarboksi ftalosiyanin, MnHCF-PEDOT/GCE: Manganez hekzasiyanoferrat karigik degerlikli poli(3,4-etilendioksitiyofen) hibrit filmi
modifiyeli camsi karbon elektrot, BDDE: bor katkili elmas elektrot, GPH-CSPE: grafen-karbon ekran baskili elektrot,
AHNSA:PANPs:ErGO/GCE: 4-amino-3-hidroksi-1-naftalin siilfonik asit ve paladyum nanopartikiiller ile elektrokimyasal olarak
indirgenmis grafen oksit modifiyeli camsi karbon elektrot, CBGCE: karbon siyah1 modifiyeli cams1 karbon elektrot, SPCE: ekran baskili
karbon elektrot, SPCE-Chi-CeO,: seryum oksit-kitosan modifiyeli ekran baskili karbon elektrot, SPE: ekran baskili elektrot, GSPE: grafen
modifiyeli ekran baskili elektrot, CFME: karbon-fiber mikroelektrot, FSCV: hizli-tarama dongiilii voltametri, GPT/WPE: su gecirmez
kagit alt tabakasinda tirnak cilasi ve grafitten olusan iletken bir miirekkeple olusturulmus tek kullanimlik bir grafit sensér, AuE: altin
elektrot, PtE: platin elektrot, CFEs: elektrokimyasal olarak 6n aktiveli karbon fiber mikroelektrotlar, GCE/3DG/AuNPs: bozulmamis {i¢
boyutlu grafen ve altin nanopartikiil modifiyeli camsi karbon elektrot, Gr-Av: grafit-otomotiv vernigi karisimina dayali kendinden
yapigkanl elektrot, -MWCNT-AuNP-Si,Pic"CI'/GCE: 3-n-propil-(4-metilpiridinyum) silseskioksan kloriir ile sentezlenmis altin
nanopartikiil ve ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiyeli camsi karbon elektrot, Cu;P,Os/NbC/GCE: bakir fosfatla i¢ ige gegmis niyobyum
karbiir modifiyeli camsi karbon elektrot, ErO,/MnO,-CPE: erbiyum oksit ve manganez dioksit modifiyeli karbon pasta elektrot,
GC/MoS,/CB[8]: molibden disiilfiir nano tabakalar1 ve sukabagi[8]uril modifiyeli camsi karbon elektrot, WO3;/FCH: tungsten oksit
nanokiireler dekorlu kitosan elektrot, a-Fe,O3/C—Fe-gC;N4/SPCE: gozenekli ¢igek benzeri hematit nanopartikiilleri, karbon ve demir
kodoplu grafitli karbon nitriir modifiyeli ekran baskili karbon elektrot, HD-CNT-fiber cross-section microelectrode: yiiksek yogunluklu
karbon nanotiip liflerinin kesitlerine dayanan bir mikroelektrot, Tween/h-BDD/SPE: Tween kaplamali yiiksek oranda bor katkili elmas

nano tozu modifiye edilmis ekran baskili elektrot, *: 0 sn dnderistirme siiresi, **: 30 sn 6nderistirme siiresi, ***: 60 sn onderistirme siiresi
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Tez caligmasi1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddelerin tamami analitik saflikta

olup herhangi bir saflastirma prosediirii uygulanmadan satin alindig1 haliyle kullanilmistir

ve Tablo 2’de temin edildigi firma bilgileriyle birlikte listelenmistir.

Tablo 2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal adi Formiilii Saflik Derecesi Firma adi
Altiminyum hidroksit Al(OH); Referans standart  Merck
Amonyum kloriir NH4C1 >%99.5 Sigma-Aldrich
Asetik asit CH;COOH >%99.8 Merck
Asetonitril CH3;CN >%99.9 Sigma-Aldrich
Borik asit H;BO; >%99.5 Sigma-Aldrich
Bromkrezol moru C21H16Br20sS %90.0 Sigma-Aldrich
Bromfenol mavisi Ci9H19Br4OsS Referans standart ~ Sigma-Aldrich
Bromtimol mavisi C27H23Br,0sS %95 Sigma-Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat Na,HPO, >%99.0 Sigma-Aldrich
Etil alkol C,HsOH >%99.9 Merck
Fosforik asit H3PO4 >%385 Merck
Hidroklorik asit HCI %37.0 Sigma-Aldrich
Insan serumu Erkek AB plazma - Sigma-Aldrich
Kalsiyum kloriir dihidrat CaCl,.2H>0O >%99.0 Sigma-Aldrich
L-askorbik asit CsHsO0s6 >%99.0 Sigma-Aldrich
Melatonin ve Ocean melatonin® Ci3HisN20» 9%99.9 Orzaks Ilag ve
tablet Kimya San. Tic.
AS.
Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO4 >%99.5-100.5 Sigma-Aldrich
Potasyum ferrisiyaniir K;3[Fe(CN)g] >%99.0 Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir KCl >%99.0-100.5 Merck
Potasyum nitrat KNOs3 >%99.0 Sigma-Aldrich
Potasyum siilfat K>S04 >%99.0 Merck
Sitrik asit anhidrus CsHsO7 >%99.5-100.5 Carlo Erba
Reagents
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat NaH>P04.2H,O >%99 Merck
Sodyum hidroksit NaOH >%98.0 Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir NaCl >%99.0 Sigma-Aldrich
Sodyum nitrat NaNO; >%99.0 Merck
Sodyum siilfat NaxSO4 >%99.0 Sigma-Aldrich
Ure CHsN.O >%99.0-100.5 Sigma-Aldrich
Urik asit CsHiN4O; >%99.0 Acros Organics
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3.2. Cihazlar ve Gerecler

Tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlar ve gerecler Tablo 3’te marka/model bilgileriyle

birlikte listelenmistir.

Tablo 3. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar ve gerecler

Cihazlar Marka/Model

Potansiyostat cihazi Autolab/PGSTAT 128N, Nova 1.19
yazilim

EIS cihazi Gamry/1010E
Potansiyostat/Galvanostat/ZRA

Saf su/Ultra saf su cihazi Santorius/Arium 61316/Arium proUV

pH metre Hanna/HI2211

Analitik terazi Ohaus/PA214C

Ultrasonik banyo Soltec/Sonica 3300MH

Manyetik karistiric Heidolph/MR Hei

Karistirici, vortex Heidolph/Reax top

Buzdolabi Profilo/BD2046W2NN

Santrifiij cihazi Sigma/3-30K

Deney tiipii (10 mL) Borox

Eppendorf tiipii (1.5 mL) Sigma-Aldrich

Cam pipetler (2, 5 ve 10 mL) Isolab

Beherler Isolab

Porselen havan ve havaneli Isolab

Silindirik manyetik balik (106 mm) Isolab

Balon jojeler (10 mL, 50 mL, 100 mL, 1000 mL) Isolab

Otomatik mikropipetler (0.5-10, 20-200, 100-1000 L.  Isolab, Socorex, Eppendorf
ve 0.5-5 mL) ve uygun pipet uglari

3.3. Elektrokimyasal Sistem ve Bilesenler

Tez calismas1 kapsaminda kullanilan elektrokimyasal sisteme ait bilesenler

marka/model bilgileriyle birlikte Tablo 4’te listelenmistir.
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Tablo 4. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan elektrokimyasal sistem ve bilesenleri

Bilesen Marka/Model
Caligsma elektrotu (GCE, 3.0 mm, 7.069 mm? yiizey alani) BASi® / MF 2012
Referans elektrot (Ag/AgCl) BASi® / MF 2052
Yardimci elektrot (Platin tel) BASi®/ MW 1032
Elektrot ylizeyi parlatma/cilalama pedi BASi® / MF 1040

3.4. Tez Cahismasinda Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Melatonin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Saf melatoninin 1.0x10° M’lik stok ¢ozeltisi ultra saf su ile giinliik taze olarak
hazirlandi. Bunun i¢in 5.8 mg saf etkin madde tartilarak 25 mL’lik balon jojede ultra saf
suyla hacme tamamlanip tamamen ¢6ziinmesi i¢in ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi.
Melatonin ¢alisma ¢ozeltileri ise hazirlanan stok ¢ozeltilerden gerekli hacim alinip destek

elektrolit ¢cozeltisi ile 5 mL’ye seyreltilerek hazirlandi.
3.4.2. Destek Elektrolit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

0.1 M fosfat tamponu (FT) c¢ozeltileri NaH>PO4.2H>O ve NaHPO4 tuzlar
kullanilarak istenilen pH’larda (5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 7.7, 7.8 ve 8.0)
hazirlandi. pH ayarlamas1 5 M NaOH ¢6zeltisi ile yapildi.

0.04 M Britton-Robinson tamponu (BRT) ¢ozeltileri H;PO4, CH3COOH ve H3BO3
kullanilarak istenilen pH’larda (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0 ve 11.0)
hazirlandi. pH ayarlamas1 5 M NaOH ¢6zeltisi ile yapildi.

0.1 M asetat tamponu (AT) ¢ozeltileri CH3COOH kullanilarak kullanilarak istenilen
pH’larda (3.5, 4.5, 5.0 ve 5.5) hazirlandi. pH ayarlamas1 5 M NaOH ¢ozeltisi ile yapildi.

Mcllvaine tamponu (McT) ¢ozeltileri 0.2 M Na,HPOy4 stok ¢ozeltisi ve 0.1 M CsHgO7
stok ¢ozeltisinin uygun miktarlarda karistirilmasi ile istenen pH’larda (2.6, 3.5, 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5,7.0,7.5,7.7, 7.8 ve 8.0) hazirlandu.

0.1 M sitrat tamponu (ST) ¢ozeltileri 0.1 M NaOH stok ¢ozeltisi ve 0.1 M CsHgO7
stok ¢ozeltisinin uygun miktarlarda karistirilmasi ile istenen pH’larda (3.0, 4.0, 5.0, 5.5 ve

6.0) hazirlandi.
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Tiim destek elektrolit ¢ozeltileri ultra saf su kullanilarak oda sicakliginda hazirlandi
ve buzdolabinda saklandi. Cozeltiler elektrokimyasal ¢aligsmalarda kullanilmadan 6nce oda

sicakligina gelene kadar karanlikta bekletildi.
3.4.3. Yapay Idrar Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yapay idrar ¢ozeltisi hazirlamak i¢in gerekli miktarlarda CH4N>O (25.00 g), NH4Cl
(1.00 g), CaCl2.2H20 (1.08 g), Na2SO4 (1.40 g), KCl (1.60 g), KH2PO4 (1.40 g) ve NaCl
(2.92 g) tartild1 ve ultra saf su ile 1.0 L’lik balon jojede hacme tamamlandi. Hazirlanan yapay
idrar ¢Ozeltisinin istenilen pH’ya (6.0) ayarlanmasi i¢in 0.1 M NaOH veya 0.1 M HCI
cozeltisi kullanildi. Yapay idrar ¢ozeltisi kullanilana kadar karanlikta bekletildi (199, 200).

3.4.4. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Melatoninin 1.0x10" M’lik tablet stok ¢dzeltisini hazirlamak icin her biri 3 mg etkin
madde igeren 10 adet Ocean Melatonin® tablet 1.6754 g olarak tartildi ve bir havanda iyice
ezilerek ince bir toz haline getirildi. 1.0x10~ M’lik tablet ana stok ¢dzeltisi icin gerekli olan
tablet iceriginin miktar tartilarak 10 mL’lik bir balon jojeye alindi ve ultra saf su ile hacme
tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 15 dakika ultrasonik banyoda ve sonrasinda iri pargaciklarin

dibe ¢cokmesi i¢in 15 dakika karanlikta bekletildi.

Tablet calisma ¢ozeltileri, hazirlanan stok ¢ozeltilerden gerekli hacim alinip destek

elektrolit ¢cozeltisi ile 5 mL’ye seyreltilerek hazirlandi.
3.4.5. Serum ve Idrar Cahsma Céozeltilerinin Hazirlanmasi

Serum ve yapay idrar calismalari i¢in O6ncelikle saf melatonin stok ¢ozeltisi ultra saf
su igerisinde hazirlandi. Bu stok ¢dzelti, 1.0x10* M melatonin igeren serum ve yapay idrar
stok c¢ozeltilerinin ayr1 ayr1 hazirlanmasinda kullanildi. Bunun i¢in, 3.6 mL saf serum veya
yapay idrar ¢dzeltisi, 5.4 mL asetonitril ve 1.0 mL 1.0x10 M saf melatonin stok ¢dzeltisi
10 mL’lik bir santrifiij tiipiine aktarildi ve melatonin konsantrasyonu 1.0x10* M olan serum

veya yapay idrar ana stok ¢ozeltileri elde edildi.

Destek (bos) serum veya yapay idrar ana stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in 0.9 mL
saf serum veya yapay idrar ¢ozeltisi, 1.35 mL asetonitril ve 0.25 mL ultra saf su ile

karistirildi.

Saf melatonin igeren serum ve yapay idrar stok ¢ozeltileri ile destek serum ve yapay

idrar ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra vortex ile karistirildi ve her biri ultrasonik banyoda
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15 dakika bekletildi. Daha sonra 15 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
edilen ¢oOzeltilerin silipernatant kisimlar1 alindi ve deney tiliplerine aktarilarak

elektrokimyasal ¢alismalarda kullanildi.
3.4.6. Monomer Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.4.6.1. Bromkrezol Moru Cozeltisi

0.1 M NaNOs iceren 5.0x10* M BCP monomer ¢dzeltisi igin 2.70 mg BCP ve
84.99 mg NaNOs tartilip 10 mL’lik bir balon jojeye alind1 ve pH 5.6 FT ¢6zeltisi ile hacme

tamamlandi. Manyetik karistirici yardimiyla tam ¢éziinme saglandi.
3.4.6.2. Bromfenol Mavisi Cozeltisi

0.05 M NaNOs igeren 1.75x10° M BPB monomer ¢ozeltisi igin 11.72 mg BPB ve
42.50 mg NaNOs tartilip 10 mL’lik bir balon jojeye alind1 ve pH 5.9 FT ¢ozeltisi ile hacme

tamamlandi. Manyetik karistirict yardimiyla tam ¢6ziinme saglandi.
3.4.6.3. Bromtimol Mavisi Cozeltisi

0.05 M NaySOs iceren 5.0x10* M BTB monomer ¢dzeltisi igin 3.12 mg BTB ve
71.02 mg NazSO4 tartilip 10 mL’lik bir balon jojeye alind1 ve pH 7.5 McT ¢ozeltisi ile hacme

tamamlandi. Manyetik karistirict yardimiyla tam ¢6ziinme saglandi.
3.5. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

Modifikasyon oOncesinde camsi karbon elektrot yiizeyi cilalanarak temizlendi.
Cilalama islemi i¢in cilalama pedi lizerine az miktarda AI(OH)3 tozu dokiildi ve dairesel
hareketlerle sekiz (8) ¢izildi. Elektrot yiizeyi AI(OH); kalintilarindan arindirilmak amaciyla
saf su ile yikandi. Devaminda elektrot sirasiyla etanol (1:1) ve ultra saf su igerisinde onar

dakika ultrasonik banyoda bekletildi.
3.5.1. PBCP/GCE’nin Hazirlanmasi

Poli(bromkrezol moru) (PBCP) filminin GCE yiizeyi lizerine polimerizasyonu igin
elektrot yilizeyi; Bolim 3.5.te anlatildigi sekilde temizlendikten sonra stabil bir
voltamogram elde etmek amaciyla pH 5.6 FT ¢ozeltisinin bulundugu hiicrede -0.4 ile
+1.6 V arasinda CV ile 20 dongii tarandi. Sonrasinda B6liim 3.4.6.1.°de anlatildig: sekilde
hazirlanan polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde CV yontemi kullanilarak -0.4 ile +1.6 V
potansiyel araliginda ve 100 mV s™! tarama hizinda 35 déngii alinarak PBCP filmi kaplanmis
modifiye cams1 karbon elektrot (PBCP/GCE) hazirlandi. Hazirlanan elektrot, yiizeyinin

34



kurumasi i¢in 24 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra yiizeyi aktiflestirmek icin
pH 5.6 FT ¢ozeltisi igerisinde -0.4 ile +1.6 V potansiyelleri arasinda 20 dongiilii CV alind1.
PBCP/GCE’yi hazirlamak i¢in uygulanan bu elektrokimyasal polimerizasyon prosediiriiniin

optimizasyon asamalar1 Boliim 3.6.1.1.’de detayl olarak agiklanacaktir.
3.5.2. PBPB/GCE’nin Hazirlanmasi

Poli(bromfenol mavisi) (PBPB) filminin GCE yiizeyine polimerizasyonu igin
elektrot yilizeyi; Bolim 3.5.te anlatildign sekilde temizlendikten sonra stabil bir
voltamogram elde etmek amaciyla pH 5.9 FT ¢ozeltisinin bulundugu hiicrede -0.4 ile
+1.4 V arasinda CV ile 20 dongii tarandi. Sonrasinda Boliim 3.4.6.2.°de anlatildig: sekilde
hazirlanan polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde CV yontemi kullanilarak -0.4 ile +1.4 V
potansiyel araliginda ve 100 mV s™! tarama hizinda 50 déngii alinarak PBPB filmi kaplanmis
modifiye cams1 karbon elektrot (PBPB/GCE) hazirlandi. Hazirlanan elektrot, ylizeyinin
kurumasi i¢in 24 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra yiizeyi aktiflestirmek igin
pH 5.9 FT ¢ozeltisi icerisinde -0.4 ile +1.4 V potansiyelleri arasinda 20 dongiili CV alind1.
PBPB/GCE’yi hazirlamak i¢in uygulanan bu elektrokimyasal polimerizasyon prosediiriiniin

optimizasyon agsamalar1 Boliim 3.6.1.2.°de detayli olarak aciklanacaktir.
3.5.3. PBTB/GCE’nin Hazirlanmasi

Poli(bromtimol mavisi) (PBTB) filminin GCE yiizeyine polimerizasyonu i¢in
elektrot yilizeyi; Bolim 3.5.te anlatildignr sekilde temizlendikten sonra stabil bir
voltamogram elde etmek amaciyla pH 7.5 McT ¢ozeltisinin bulundugu hiicrede -0.8 ile
+1.8 V arasinda CV ile 20 dongii tarandi. Sonrasinda Bolim 3.4.6.3.°te anlatildig: sekilde
hazirlanan polimerizasyon ¢ozeltisi icerisinde CV yontemi kullanilarak -0.8 ile +1.8 V
potansiyel araliginda ve 100 mV s™! tarama hizinda 18 dongii alinarak PBTB filmi kaplanmis
modifiye camsi karbon elektrot (PBTB/GCE) hazirlandi. Hazirlanan elektrot, yiizeyinin
kurumasi i¢in 24 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra yiizeyi aktiflestirmek icin
pH 7.5 McT ¢ozeltisi icerisinde -0.8 ile +1.8 V potansiyelleri arasinda 20 dongiilii CV alindu.
PBTB/GCE’yi hazirlamak i¢in uygulanan bu elektrokimyasal polimerizasyon prosediiriiniin

optimizasyon agsamalar1 Boliim 3.6.1.3."te detayl1 olarak agiklanacaktir.
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3.6. Voltametrik Calismalar
3.6.1. Elektrokimyasal Polimerizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu
3.6.1.1. BCP’nin Elektrokimyasal Polimerizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

BCP’nin elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in CV yontemi kullanildi.
Polimerizasyon kosullarin1 optimize etmek i¢in destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek
elektrolite ilave edilen iyon etkisi, monomer derisimi, tarama hizi ve dongii sayis1 gibi ¢esitli
parametreler degerlendirildi. Bunun i¢in BCP monomerinin -0.4 ile +1.6 V potansiyel
araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s tarama hizinda 50 déngiilii
voltamogrami alinarak PBCP filminin GCE yiizeyinde elektrosentezi ger¢eklestirildi.

Ik olarak, BCP monomerinin GCE yiizeyinde elektrokimyasal polimerizasyonu FT
(pH 5.5, 5.6, 5.7, 6.0, 7.0 ve 8.0), BRT (pH 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0), AT (pH 3.5, 4.5 ve
5.5),McT (pH 2.6, 3.5,4.5,5.5,6.0,6.5 ve 7.0) ve ST (pH 3.0, 4.0, 5.0, 5.5 ve 6.0) ¢ozeltileri
icerisinde 5.0x10™* M’lik 10 mL ¢ozeltileri hazirlanarak -0.4 ile +1.6 V potansiyel araliginda
Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 100 mV s tarama hizinda 50 dongiilii voltamogram
aliarak gergeklestirildi. Boylece elektropolimerizasyon i¢in en uygun tampon ortami ve pH

belirlendi.

Farkli iyonlarin polimer sentezi iizerindeki elektrokatalitik etkisini arastirmak
amactyla elektropolimerizasyon g¢ozeltisi igerisine 0.05, 0.1 ve 0.2 M konsantrasyonlarda

KCl, NaxSO4 ve NaNO3 tuzlar eklendi.

BCP’nin elektropolimerizasyonu i¢in en uygun monomer derigimini belirlemek i¢in
0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mM konsantrasyonlarda BCP monomeri igeren 10 mL’lik

elektropolimerizasyon ¢ozeltileri hazirlanda.

Tarama hizinin polimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek ig¢in;
elektropolimerizasyon ¢dzeltisi icerisinde 50 mV s ve 100 mV s tarama hizlarinda

50 dongiilii voltamogram alind.

Son olarak, elektropolimerizasyonun kac¢inci dongiide sona erdigini tespit etmek i¢in,
olusan polimer pik akimindaki artisin ve monomer pik akimindaki azalmanin meydana

geldigi dongii belirlendi.

Elektropolimerizasyondan sonra, PBCP/GCE ultra saf su ile yikandi ve 24 saat oda

sicakliginda kurumaya birakildi.
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3.6.1.2. BPB’nin Elektrokimyasal Polimerizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

BPB’nin elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in CV yontemi kullanildi.
Polimerizasyon kosullarin1 optimize etmek icin destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek
elektrolite ilave edilen iyon etkisi, monomer derigsimi, tarama hiz1 ve dongii sayis1 gibi ¢esitli
parametreler degerlendirildi. Bunun i¢in BPB monomerinin -0.4 ile +1.4 V potansiyel
aralifinda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s tarama hizinda 50 dongiilii
voltamogrami alinarak PBPB filminin GCE ylizeyinde elektrosentezi gerceklestirildi.

Ik olarak, BPB monomerinin GCE yiizeyinde elektrokimyasal polimerizasyonu,
FT (pH 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9, 6.0, 7.0 ve 8.0), BRT (pH 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0),
AT (pH 3.5, 4.5 ve 5.5), McT (pH 2.6, 3.5, 4.5, 5.5, 6.0, 6.5 ve 7.0) ve ST (pH 3.0, 4.0, 5.0,
5.5 ve 6.0) cozeltileri icerisinde 5.0x10* M’Iikk 10 mL ¢dzeltileri hazirlanarak -0.4 ile
+1.4 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s’ tarama hizinda
50 dongiilii voltamogram alinarak gergeklestirildi. Boylece elektropolimerizasyon igin en

uygun tampon ortami ve pH belirlendi.

Farkli iyonlarin polimer sentezi iizerindeki elektrokatalitik etkisini arastirmak
amactyla elektropolimerizasyon ¢ozeltisi igerisine 0.05, 0.1 ve 0.2 M konsantrasyonlarda

KCl, Na2SO4 ve NaNOs tuzlar eklendi.

BPB’nin elektropolimerizasyonu i¢in en uygun monomer derigimini belirlemek i¢in
0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5, 1.75 ve 2.0 mM konsantrasyonlarda BPB monomeri igeren

10 mL’lik elektropolimerizasyon ¢dzeltileri hazirlandi.

Tarama hizinin  polimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek i¢in;
elektropolimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde 50 mV s! ve 100 mV s tarama hizlarinda

50 dongiilii voltamogram alindi.

Son olarak, elektropolimerizasyonun kacinci dongiide sona erdigini tespit etmek icin,
olusan polimer pik akimindaki artisin ve monomer pik akimindaki azalmanin meydana

geldigi dongii belirlendi.

Elektropolimerizasyondan sonra, PBPB/GCE ultra saf su ile yikandi ve 24 saat oda

sicakliginda kurumaya birakildu.
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3.6.1.3. BTB’nin Elektrokimyasal Polimerizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

BTB’nin elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in CV yontemi kullanildi.
Polimerizasyon kosullarin1 optimize etmek ic¢in destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek
elektrolite ilave edilen iyon etkisi, monomer derigsimi, tarama hiz1 ve dongii sayisi gibi ¢esitli
parametreler degerlendirildi. Bunun i¢in BTB monomerinin -0.8 ile +1.8 V potansiyel
aralifinda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s tarama hizinda 30 dongiilii
voltamogrami alinarak PBTB filminin GCE yiizeyinde elektrosentezi gergeklestirildi.

[k olarak, BTB monomerinin GCE yiizeyinde elektrokimyasal polimerizasyonu,
FT (pH 7.5, 7.7, 7.8 ve 8.0), BRT (pH 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0 ve 11.0) ve McT (pH 7.5,
7.7,7.8 ve 8.0) ¢dzeltileri igerisinde 5.0x10* M’lik 10 mL ¢ozeltileri hazirlanarak -0.8 V ile
+1.8 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 100 mV s™! tarama hizinda
30 dongiilii voltamogram alinarak gergeklestirildi. Boylece elektropolimerizasyon igin en

uygun tampon ortami ve pH belirlendi.

Farkli iyonlarin polimer sentezi iizerindeki elektrokatalitik etkisini arastirmak
amactyla elektropolimerizasyon ¢ozeltisi icerisine 0.05, 0.1 ve 0.2 M konsantrasyonlarda

KCl, NaxSO4 ve NaNOs tuzlari eklendi.

BTB’nin elektropolimerizasyonu i¢in en uygun monomer derigimini belirlemek i¢in
0.1, 0.25 ve 0.50 mM konsantrasyonlarda BTB monomeri iceren 10 mL’lik

elektropolimerizasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tarama hizinin  polimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek i¢in;
elektropolimerizasyon ¢dzeltisi icerisinde 50 mV s ve 100 mV s tarama hizlarinda

30 dongiilii voltamogram alindi.

Son olarak, elektropolimerizasyonun kag¢inci dongiide sona erdigini tespit etmek i¢in,
olusan polimer pik akimindaki artisin ve monomer pik akimindaki azalmanin meydana

geldigi dongii belirlendi.

Elektropolimerizasyondan sonra, PBTB/GCE ultra saf su ile yikand1 ve 24 saat oda

sicakliginda kurumaya birakildi.
3.6.2. PBCP, PBPB ve PBTB Filmlerin Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE’lerin, ayrica

elektropolimerizasyondan onceki ve elektropolimerizasyondan sonraki sonuglari
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karsilastirmak icin yalin GCE’lerin, CV ve EIS yontemleri kullanilarak karakterizasyon
caligsmalari gerceklestirildi.

Yalin ve polimer film modifiyeli elektrotlarin elektroaktif yiizey alanlarimi tayin
etmek icin, 0.1 M KClI igeren 1.5 mM Fe(CN)¢>* ¢ozeltisinde CV yontemiyle 10 ile
300 mV s arasinda degisen tarama hizlarmda voltamogramlar alindi. Béliim 2.9.1.°de
verilen Randles-Sevcik esitligi (Esitlik 3) kullanilarak her bir polimer filmi ile modifiye

edilmis elektrotlarin elektroaktif ylizey alanlar1 hesaplandi.

Yalin ve polimer film modifiyeli elektrotlarin araylizey 6zelliklerini belirlemek i¢in
EIS yontemi kullanildi. Bunun i¢in, yalin ve polimer film modifiyeli GCE’ler ayr1 ayr1 olmak
tizere Ag/AgCl referans ve Pt tel karsit elektrotla birlikte 0.1 M KCI i¢eren 1.5 mM
Fe(CN)s>* ¢ozeltisi igerisine yerlestirildi ve 0.1 ile 10° Hz frekans araliginda oda
sicakliginda (~25 °C) EIS ol¢iimleri alindi. Cizilen Nyquist egrileri degerlendirilerek
elektrot araytizlerindeki R¢ degisiklikleri yorumlandi.

3.6.3. Melatoninin Elektrokimyasal Analiz Calismalari
3.6.3.1. Destek Elektrolit ve pH Secimi

Melatoninin PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE ile elektrokimyasal analiz
calismalari i¢in ilk olarak CV, DPV ve SWV yontemleri kullanilarak en uygun tampon
ortam1 ve pH belirlendi. Bu amagla ii¢ elektrot i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere pH’lar1 5.0 ve 5.5
olan AT, pH’lar1 5.0, 5.5 ve 6.0 olan ST, 5.5-8.0 pH araligindaki FT, 5.0-9.0 pH araligindaki
BRT ve 5.0-8.0 pH araligindaki McT c¢ozeltileri kullanildu.

Melatonin konsantrasyonu 1.0x10° M olan ¢alisma ¢dzeltileri, son hacim 5 mL
olacak sekilde bu tampon ¢ozeltiler ile seyreltilerek hazirlandi ve pH taramasi ¢caligmasi i¢in

kullanildi.

PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE kullanilarak yapilan melatoninin pH
taramasi ¢alismalar1 CV i¢in -0.3 ile +1.4 V, DPV ve SWV i¢in 0.0 ile +1.2 V potansiyel
tarama araliklarinda gergeklestirildi. CV ydntemi igin tarama hizz 100 mV s olarak

uygulandi.

Her bir elektrot i¢in yiizey temizligi, elektropolimerizasyonda kullanilan ve
melatonin igermeyen tampon ¢dzeltinin bulundugu hiicrede CV yontemi kullanilarak -0.3 ile

+1.4 V arasinda 100 mV s! tarama hizinda bes dongiilii tarama yapilarak gerceklestirildi.
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CV, DPV ve SWV yontemleri ile elde edilen pH taramasi sonuclarina gore
melatoninin en simetrik ve en yiiksek pik akim degerlerinin elde edildigi tampon ¢ozeltisi
destek elektrolit olarak se¢ildi ve bundan sonraki caligmalar secilen tampon c¢ozeltisi

icerisinde gergeklestirildi.
3.6.3.2. Tarama Hiz1

Melatoninin PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE iizerindeki elektrokimyasal
yiikseltgenme siirecinin difiizyon kontrollii mii yoksa adsorpsiyon kontrollii mii olduguna
hiz taramasi calismalar1 sonucunda karar verildi. Bunun i¢in, pH taramasi c¢alismalari
sonucunda belirlenen tampon c¢ozelti (PBCP/GCE i¢in pH 8.0 FT, PBPB/GCE ve
PBTB/GCE i¢in pH 8.0 BRT) ortamlarinda 1.0x10° M’lik melatoninin ¢alisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiler, CV yontemi kullanilarak -0.3 ile +1.3 V potansiyel
araliginda 250 ile 50 mV s’ arasindaki tarama hizlarinda tek dongii ile tarandi. Calisilan
tarama hizlarinda elde edilen pik akim degerleri okundu ve her bir elektrot i¢cin hem tarama
hizina kars1 hem de tarama hizinin karekokiine karst pik akimi grafikleri ve ayrica tarama

hizinin logaritmasina kars1 pik potansiyeli grafigi ¢izildi.
3.6.3.3. Siyirma Parametrelerinin Optimizasyonu

Melatoninin PBTB/GCE ile gergeklestirilen kantitatif analiz calismalar1 igin
oncelikle styirma parametreleri optimize edildi. pH taramasinda secilen tampon ¢ozelti
kullanilarak melatoninin ¢alisma ¢ozeltisi hazirland1 ve ilk olarak 60 s biriktirme siiresi ve
100 rpm karigtirma hizi sabit tutularak DPSV ve SWSV yontemleri i¢in biriktirme
potansiyeli 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 ve 1.0 V olarak degistirildi. En yiiksek pik
akimina sahip en simetrik melatonin pikinin elde edildigi biriktirme potansiyeli iki yontem
i¢cin de ayr1 ayr1 olarak belirlendi. Ardindan, belirlenen biriktirme potansiyelleri ve 100 rpm
karistirma hizi sabit tutularak biriktirme siireleri her bir yontem i¢in 15, 30, 60, 90, 120, 180,
200, 240, 300 ve 400 s olarak degistirildi. Boylece, DPSV ve SWSV i¢in en yiiksek pik akim
degerine sahip en simetrik melatonin pikinin elde edildigi biriktirme siireleri belirlendi. Son
olarak, biriktirme siiresini azaltmak i¢in karistirma hiz1 100, 250, 500 ve 750 rpm olarak

ayarland1. Olgiilen piklerin degerlendirilmesi ile optimum karistirma hizlar1 belirlendi.
3.6.3.4. Kalibrasyon Calismasi

Melatoninin, PBCP/GCE ve PBPB/GCE ile ger¢eklestirilen kantitatif analiz
caligmalar1 i¢in DPV ve SWV yontemleri, PBTB/GCE ile gergeklestirilen kantitatif analiz
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caligmalar i¢in ise DPSV ve SWSV yontemleri kullanildi. Potansiyel tarama araligi tiim
yontemler i¢in +0.1 ile +0.9 V araliginda idi. Her bir voltametrik analiz 6ncesinde elektrot
ylizeyinin temizligi i¢in melatonin igermeyen tampon ¢ozeltinin bulundugu hiicrede CV
yontemi kullanilarak -0.2 ile +1.4 V arasinda 100 mV s™! tarama hizinda bes déngii ile tarama

yapild.

Y ontemlerin operasyonel parametreleri DPV ve DPSV i¢in; 3 mV puls potansiyeli,
50 mV modiilasyon genligi, 50 ms modiilasyon zamani ve 200 ms aralik zamani olarak ve
SWV ve SWSV i¢in; 5 mV puls potansiyeli, 35 mV puls genligi ve 10 Hz frekans olarak
uygulandi.

Caligmanin giivenilirligini artirmak amaciyla c¢ozeltiler analitik hassasiyette
hazirlandi. Bunun icin, éncelikle 1.0x10 M melatonin ana stok ¢dzeltisi hazirland1 ve bu
cozeltiden 1000 pL alimip hacminin ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasiyla
1.0x10™ M’ lik birinci ara stok ¢dzeltisi hazirlandi. Birinci ara stok ¢dzeltiden 1000 pL alinip
hacminin ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile 1.0x10° M’lik ikinci ara stok ¢dzeltisi,
ikinci ara stok ¢ozeltiden 1000 pL alinip hacminin ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi
ile 1.0x10® M’lik {iciincii ara stok ¢dzeltisi ve son olarak da iiciincii ara stok ¢ozeltiden
1000 pL alinip hacminin ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanmast ile 1.0x107 M’lik dordiincii
ara stok c¢ozeltisi hazirlandi. Voltametrik analizlerde kullanilan melatonin calisma
cozeltilerini hazirlamak i¢in uygun stok c¢ozeltiden belirlenen hacimde alindi ve her bir
elektrot icin segilen destek elektrolit ile seyreltildi. Buna goére, 1.0x10% M
konsantrasyondaki melatonin ¢alisma ¢dzeltisi 1.0x107 M’lik dérdiincii ara stok ¢dzeltiden,
2.0x108-1.0x107 M konsantrasyondaki melatonin ¢alisma ¢ozeltileri 1.0x10°¢ M"lik
liciincii ara stok ¢ozeltiden, 2.0x107-1.0x10° M konsantrasyondaki melatonin ¢alisma
cozeltileri 1.0x107> M’lik ikinci ara stok ¢dzeltiden, 2.0x10-1.0x10 M konsantrasyondaki
melatonin ¢alisma ¢ozeltileri 1.0x10* M’lik birinci ara stok ¢ozeltiden ve 2.0x107—
1.0x10* M konsantrasyondaki melatonin c¢alisma g¢ozeltileri 1.0x10° M’Iik ana stok

¢Ozeltiden hazirlanda.

Ug farkli elektrotun her biri igin kullamlan voltametrik ydntemlerin
voltamogramlarindan elde edilen pik akim degerleri melatonin konsantrasyonuna kars1
grafige gecirildi ve regresyon analizi yapilarak kalibrasyon c¢alismasi tamamlandi. Bolim
2.12°de belirtildigi sekilde kalibrasyon verileri kullanilarak LOD ve LOQ degerleri
hesaplandi.
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3.6.3.5. Tekrar Edilebilirlik Calismasi

Melatoninin elektrokimyasal analizi ic¢in gelistirilen yontemlerin kesinliginin

belirlenmesi amaciyla giin i¢i ve giinler aras1 tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 yapildi.

PBCP/GCE ve PBPB/GCE ile gergeklestirilen tekrar edilebilirlik ¢alismalarinda
DPV ve SWV yontemleri, PBTB/GCE ile gergeklestirilen tekrar edilebilirlik ¢alismalarinda
ise DPSV ve SWSV yontemleri kullanildi. Buna gére, PBCP/GCE ile pH 8.0 FT igerisinde
DPV ve SWV i¢in sirastyla 6.0x10° M ve 6.0x10° M, PBPB/GCE ile pH 8.0 BRT icerisinde
DPV ve SWV i¢in 6.0x10° M ve PBTB/GCE ile pH 8.0 BRT icerisinde DPSV ve SWSV
icin sirastyla 6.0x107 M ve 2.0x10® M melatonin igeren ¢alisma ¢ozeltilerinden, her

birinden liger adet olacak sekilde hazirlandi.

Secilen konsantrasyonlarda hazirlanan ¢alisma ¢ozeltileri her yontem ve her elektrot
icin ayr1 ayr1 olacak sekilde, giin i¢i tekrar edilebilirlik ¢aligmalari i¢in ayn1 giin icerisinde
okunan pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinden secilen bes dl¢limiin ortalamasi alinarak
ve glinler aras1 tekrar edilebilirlik ¢alismasi i¢in ise bir hafta icerisinde farkli glinlerde elde
edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinden secilen bes Sl¢iimiin ortalamasi alinarak

standart sapma ve yiizde bagil standart sapma degerleri hesaplandi.
3.6.3.6. Farmasotik Dozaj Formlarindan Tayin Calismasi

Melatoninin farmasotik dozaj formundan tayini caligmalari, PBCP/GCE ve
PBPB/GCE i¢in DPV ve SWV yontemleri ile ve PBTB/GCE i¢in ise DPSV ve SWSV
yontemleri ile gergeklestirildi. Bunun icin, bir tablette 3 mg melatonin iceren Ocean
Melatonin® tablet kullanildi. 1.0x10° M’lik tablet ana stok ¢dzeltisi Bolim 3.4.4.’te
aciklandigr sekilde hazirlandi. Analitik hassasiyette farmasotik calisma ¢ozeltileri
hazirlamak igin 1.0x10° M’lik tablet ana stok ¢ozeltisi kullanilarak 1.0x10* M’lik birinci
ara stok ve 1.0x10 M’lik ikinci ara stok ¢dzeltileri Boliim 3.6.3.4°te anlatildif1 sekilde
hazirlandi. Hazirlanan tablet ana veya ara stok ¢ozeltileri kullanilarak PBCP/GCE ile pH 8.0
FT igerisinde DPV ve SWV i¢in sirastyla 6.0x10° M ve 6.0x10°> M, PBPB/GCE ile pH 8.0
BRT igerisinde DPV ve SWV i¢in 6.0x10° M ve PBTB/GCE ile pH 8.0 BRT igerisinde
DPSV ve SWSV icin sirasiyla 6.0x107 M ve 2.0x10°® M melatonin igeren farmasotik
calisma ¢ozeltileri, her birinden iicer adet olacak sekilde hazirland1. Ug farkl1 elektrotun her
biri i¢in kullanilan voltametrik yontemlerin voltamogramlarindan elde edilen pik akim
degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve yiizde bagil standart sapmalar1 segilen bes

deger tlizerinden hesaplandi.
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3.6.3.7. Geri Kazanim Calismasi

Melatoninin elektrokimyasal analizi ig¢in gelistirilen yontemlerin dogrulugu geri
kazanim c¢alismalar1 ile gosterildi. PBCP/GCE ve PBPB/GCE ile gercgeklestirilen geri
kazanim ¢alismalar1 DPV ve SWV yontemleri kullanilarak, PBTB/GCE ile ger¢eklestirilen
geri kazanim ¢aligmalar1 ise DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak yapildi.

PBCP/GCE ile DPV i¢in melatoninin 6.0x10 M’Iik farmasétik calisma ¢ozeltisine
saf melatonin stok c¢ozeltisinden 2.0x10° M ve SWV icin melatoninin 6.0x10° M’lik
farmasétik calisma ¢ozeltisine saf melatonin stok ¢ozeltisinden 2.0x10” M olacak sekilde,
PBPB/GCE ile DPV ve SWV icin melatoninin 6.0x10°° M’lik farmasétik calisma ¢ozeltisine
saf melatonin stok ¢ozeltisinden 2.0x10°® M olacak sekilde ve PBTB/GCE ile DPSV igin
melatoninin 6.0x10”7 M’lik farmasétik ¢alisma ¢dzeltisine saf melatonin stok ¢dzeltisinden
2.0x107 M ve SWSV igin melatoninin 2.0x10°® M’Iik farmasétik ¢alisma ¢ozeltisine saf
melatonin stok ¢dzeltisinden 2.0x10°° M olacak sekilde bilinen miktarda ilave edilerek pH
taramasi sonucunda segilen tampon ¢ozeltilerle hacmi 5 mL’ye tamamlandi. Her bir elektrot
ve yontem i¢in ayn1 calisma ¢dzeltisinden iicer adet hazirlandi. Ug farkli elektrotun her biri
icin kullanilan voltametrik yontemlerin voltamogramlarindan elde edilen pik akimlarinin
ortalamalar1 ve ylizde bagil standart sapmalar1 elde edilen bes deger iizerinden hesaplandi.

Geri kazanim degerleri yiizde geri kazanim olarak verildi.
3.6.3.8. Biyolojik Sivilardan Tayin Calismasi

Biyolojik sivilardan tayin c¢alismasi serum ve yapay idrar Ornekleri kullanilarak

gerceklestirildi.
3.6.3.8.1. Serum Orneklerinden Tayin Calismasi

Serum oOrnekleri ile ilk olarak kalibrasyon calismalar1 yapildi. Bu ¢alismalar
yapilirken saf melatonin icin gerceklestirilen kalibrasyon calismalarinda elde edilen
dogrusal araliklar g6z Onilinde bulundurularak diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru artan bir sekilde serum calisma ¢d6zeltileri hazirlandi. Bu caligma
cozeltileri, Boliim 3.4.5.’te anlatildig1 sekilde hazirlanan melatoninin serum stok ¢ozeltileri
kullanilarak Boliim 3.6.3.4.’teki gibi hazirlandi. PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV ve
SWV yontemlerinden ve PBTB/GCE i¢in DPSV ve SWSV yontemlerinden elde edilen
voltamogramlardan okunan melatoninin pik akim degerleri konsantrasyona kars1 grafige

gecirildi ve serum c¢ozeltileri i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilerek regresyon analizleri yapildi.
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Kalibrasyon caligmas1 tamamlandiktan sonra giin i¢i ve giinler aras1 tekrar
edilebilirlik ¢aligmalar1 i¢in PBCP/GCE ile pH 8.0 FT icerisinde DPV ve SWYV igin sirasiyla
4.0x10° M ve 6.0x10°° M, PBPB/GCE ile pH 8.0 BRT igerisinde DPV ve SWV icin
6.0x10% M ve PBTB/GCE ile pH 8.0 BRT igerisinde DPSV ve SWSV icin 2.0x107 M
melatonin igeren serum c¢alisma g¢ozeltilerinden her birinden iicer adet olacak sekilde
hazirlandi. Her bir elektrot i¢in ayr1 ayri olacak sekilde, giin i¢i tekrar edilebilirlik ¢alismalari
icin ayni giin igerisinde okunan pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinden segilen bes
Olclimiin ve giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismasi icin ise bir hafta igerisinde farkl
giinlerde elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinden secilen bes olgiimiin

ortalamasi alinarak standart sapma ve yiizde bagil standart sapma degerleri hesaplandi.

Geri kazanim ¢alismalar1 icin, PBCP/GCE ile DPV ig¢in melatoninin 4.0x10¢ M’lik
serum calisma ¢ozeltisine saf melatonin stok ¢ozeltisinden 2.0x10° M ve SWV igin
melatoninin 6.0x10° M’Iik serum calisma c¢dzeltisine saf melatonin stok ¢ozeltisinden
2.0x10°° M olacak sekilde, PBPB/GCE ile DPV ve SWYV i¢in melatoninin 6.0x10° M’lik
serum calisma cozeltisine saf melatonin stok c¢ozeltisinden 2.0x10% M olacak sekilde ve
PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV i¢in melatoninin 2.0x10”7 M’lik serum calisma ¢ozeltisine
saf melatonin stok ¢ozeltisinden 2.0x10”7 M olacak sekilde, bilinen miktarda ilave edilerek
pH taramasi sonucunda segilen tampon ¢ozeltilerle hacmi 5 mL’ye tamamlandi. Her bir
elektrot ve yontem i¢in ayn1 ¢alisma ¢dzeltisinden iicer adet hazirland1. Ug farkli elektrotun
her biri i¢in kullanilan voltametrik yontemlerin voltamogramlarindan elde edilen pik akim
degerlerinin ortalamalar1 ve yiizde bagil standart sapmalar1 elde edilen bes deger kullanilarak

hesaplandi. Geri kazanim degerleri yilizde geri kazanim olarak verildi.
3.6.3.8.2. Yapay Idrar Orneklerinden Tayin Calismasi

Yapay idrar ornekleri ile ilk olarak kalibrasyon c¢aligmalar1 yapildi. Bu ¢aligmalar
yapilirken saf melatonin i¢in gerceklestirilen kalibrasyon calismalarinda elde edilen
dogrusal araliklar g6z Onilinde bulundurularak diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru artan bir sekilde yapay idrar ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu calisma
cozeltileri, Bolim 3.4.5’te anlatildig1 sekilde hazirlanan melatoninin yapay idrar stok
cozeltileri kullanilarak Boliim 3.6.3.4.’teki gibi hazirlandi. PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in
DPV ve SWV yontemlerinden ve PBTB/GCE i¢in DPSV ve SWSV yoéntemlerinden elde

edilen voltamogramlardan okunan melatoninin pik akim degerleri konsantrasyona karsi
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grafige gecirildi ve serum ¢ozeltileri i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilerek regresyon analizleri

yapild.

Kalibrasyon c¢alismas1 tamamlandiktan sonra giin i¢i ve giinler arasi tekrar
edilebilirlik calismalar1 i¢in PBCP/GCE ile pH 8.0 FT igerisinde DPV ve SWV ig¢in
8.0x107 M, PBPB/GCE ile pH 8.0 BRT igerisinde DPV ve SWV icin sirastyla 8.0x107 M
ve 1.0x10° M ve PBTB/GCE ile pH 8.0 BRT icerisinde DPSV ve SWSV i¢in 2.0x107 M
melatonin igeren yapay idrar ¢calisma ¢dzeltilerinden, her birinden iiger adet olacak sekilde
hazirlandi. Her bir elektrot i¢in ayr1 ayri olacak sekilde, giin i¢i tekrar edilebilirlik ¢alismalari
icin ayn1 gilin igerisinde okunan pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinden segilen bes
Olciimiin ve giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismasi igin ise bir hafta icerisinde farkli
giinlerde elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinden secilen bes Olgiimiin

ortalamasi alinarak standart sapma ve yiizde bagil standart sapma degerleri hesaplandi.

Geri kazanim c¢alismalar1 i¢cin, PBCP/GCE ile DPV ve SWYV i¢in melatoninin
8.0x107 M’lik yapay idrar ¢calisma ¢dzeltisine saf melatonin stok ¢dzeltisinden 2.0x107 M
olacak sekilde, PBPB/GCE ile DPV i¢in melatoninin 8.0x107 M’lik yapay idrar calisma
¢ozeltisine saf melatonin stok c¢ozeltisinden 2.0x107 M ve SWV igin melatoninin
1.0x10°° M’lik yapay idrar ¢alisma ¢dzeltisine saf melatonin stok ¢ozeltisinden 1.0x10° M
olacak sekilde ve PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV i¢in melatoninin 2.0x107 M’lik yapay
idrar calisma ¢dzeltisine saf melatonin stok ¢ozeltisinden 2.0x10”7 M olacak sekilde, bilinen
miktarda ilave edilerek pH taramasi sonucunda segilen tampon ¢ozeltilerle hacmi 5 mL’ye
tamamlandi. Her bir elektrot ve yontem i¢in ayn1 ¢alisma ¢ozeltisinden liger adet hazirlandi.
Ug farkli elektrotun her biri i¢in kullanilan voltametrik yéntemlerin voltamogramlarindan
elde edilen pik akim degerlerinin ortalamalar1 ve ylizde bagil standart sapmalar1 bes deger

tizerinden hesaplandi. Geri kazanim degerleri ise yilizde geri kazanim olarak verildi.
3.6.3.9. Girisim Calismasi

Melatoninin elektrokimyasal analizi igin gelistirilen yontemlerin segiciligini
gostermek amaciyla PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV ve PBTB/GCE i¢in DPSV
yontemleri kullanilarak girisim ¢aligmalar1 gergeklestirildi. PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in,
3 uM melatonine 80 pM askorbik asit ve 8 uM iirik asit endojen maddeleri ve PBTB/GCE
i¢cin 0.3 uM melatonine 80 uM askorbik asit ve 8 uM firik asit endojen maddeleri eklenerek
her bir elektrot i¢in secilen tampon ¢6zelti ile hacim 5 mL’ye tamamlandi. Yine PBCP/GCE
ve PBPB/GCE i¢in 4 uM melatonine 400 pM olacak sekilde ve PBTB/GCE i¢in 0.4 uM
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melatonine 40 pM olacak sekilde Na*, K*, Ca™, C1", NOs~ ve SO4 2 iyonlar1 eklenerek her
bir elektrot i¢in secilen tampon ¢ozelti ile hacim 5 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltilerinden

elde edilen voltamogramlarda melatoninin pik akimindaki degisim degerlendirildi.
3.6.3.10. Stabilite Calismasi

Hazirlanan polimer modifiyeli elektrotlarin kararliligin1 degerlendirmek amaciyla
PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in CV ve DPV yontemleri ile ve PBTB/GCE igin CV ve DPSV
yontemleri ile hem operasyonel hem de zamana karsi stabilite ¢alismasi yapildi. Operasyonel
stabilite icin her bir elektrot i¢in segilen tampon ¢dzelti icerisinde hazirlanmis 1.0x10° M
melatonin igeren calisma ¢ozeltisi igerisinde CV yontemi ile 100 dongiili voltamogram
alindi. Tekrarli dongiiler sonucunda elde edilen melatonin pik akim degerindeki degisim

tizerinden elektrotlarin stabilitesi degerlendirildi.

Elektrotlarin zamana kars1 stabilitesini degerlendirmek i¢in karanlikta muhafaza
edilen PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV yontemi kullanilarak secilen tampon ¢ozelti
icerisinde hazirlanmis 4.0x10°° M ve PBTB/GCE i¢in DPSV yéntemi kullanilarak segilen
tampon ¢dzelti icerisinde hazirlanmis 4.0x10”7 M melatonin igeren calisma ¢ozeltisinden
giin agir1 Sl¢limler alindi. Bu siire boyunca melatoninin pik akimindaki degisimler {izerinden

elektrotlarin stabil kalma stireleri degerlendirildi.
3.6.3.11. Yeniden Uretilebilirlik Cahsmasi

Hazirlanan polimer modifiyeli elektrotlarin yeniden tiretilebilirligi, farkli giinlerde
birbirinden bagimsiz olarak hazirlanan beser adet PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV
yontemi ile ve PBTB/GCE i¢in DPSV yontemi ile saptandi. PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in
secilen tampon ¢dzelti igerisinde hazirlanmis 6.0x10° M ve PBTB/GCE i¢in segilen tampon
icerisinde hazirlanmis 4.0x107 M melatonin igeren calisma ¢ozeltilerinden, hazirlanan
elektrotlar ile elde edilen voltamogramlardan melatoninin pik akimi okunarak yiizde bagil

standart sapma degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. PBCP/GCE ile Elde Edilen Bulgular
4.1.1. Poli(Bromkrezol Moru) Filminin Sentezi

PBCP filmi GCE vyiizeyi iizerine CV yontemi ile elektrokimyasal olarak
sentezlenerek PBCP/GCE hazirlandi. En hizli ve kontrollii elektropolimerizasyon igin
oncelikle sentez sirasinda kullanilan kosullar optimize edildi. Bu amagla, destek elektrolitin
tiiri ve pH’s1, destek elektrolite ilave edilen farkli iyonlarin etkisi, monomer derisimi, tarama

hiz1 ve dongii sayis1 gibi cesitli parametreler incelendi.
4.1.1.1. Destek Elektrolit ve pH Secimi

Destek elektrolitin tiirii ve pH’s1 polimer filmin sentezinde énemli bir etkiye sahip
oldugundan oncelikle bu parametreler optimize edildi. Bunun i¢in, pH 5.5-8.0 FT,
pH 5.0-9.0 BRT, pH 2.6-7.0 McT, pH 3.0-6.0 ST ve pH 3.5, 4.5 ve 5.5 AT igerisinde 10 mL
0.50 mM BCP ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kullanilarak, literatiirde boyar maddelerin
elektropolimerizasyonunda siklikla tercih edilen parametreler segildi ve bdylece -0.4 ile
+1.6 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s’ tarama hizinda
50 dongiilii voltamogram alinarak GCE ylizeyinde PBCP filminin sentezi gerceklestirildi.
Sekil 10°da farkli tamponlar igerisindeki 0.50 mM BCP igeren ¢ozeltilerden elde edilen 50
dongiilii elektropolimerizasyon voltamogramlari verilmistir. Buna gore, voltamogramlarda
en pozitif potansiyelde bulunan ve her dongilide akim degeri azalan tersinmez yiikseltgenme
pikinin BCP monomerine ve monomere ait pikin solunda daha negatif potansiyelde bulunan
ve her dongiide akim degeri artan yiikseltgenme/indirgenme piklerinin ise PBCP’ye ait
olduguna karar verildi. Piklere karar verildikten sonra polimer pik akimlarinin her bir
dongtideki artis oranlari belirlenerek en yiiksek artisin meydana geldigi ortam tespit edildi.
Artis oranlari, tiim polimer optimizasyonu calismalar1 i¢in, polimere ait daha negatif
potansiyeldeki yiikseltgenme pikinin son dongiide 6l¢giilen pik akiminin, ikinci dongiide
olgiilen pik akimma orami alinarak hesaplandi. Ornegin pH 5.6 FT icin bu hesaplama,
+0.19 V’de goriilen (Sekil 10C, kirmiz1 ok ile isaretlenmis) polimere ait yiikseltgenme piki
tizerinden yapildi. Bu degerlendirmelere gore, tiim tampon ¢ozeltiler arasinda, PBCP redoks
piklerinin 50. dongiideki artis oraninin en yiiksek oldugu en kontrollii ve en yiiksek PBCP

film olusumu pH 5.6 FT igerisinde hazirlanmis olan polimerizasyon ¢ozeltisi ile elde edildi.
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Sekil 10. (A) pH 2.6 McT, (B) pH 4.5 AT, (C) pH 5.6 FT, (D) pH 6.0 ST, (E) pH 8.0 FT ve
(F) pH 9.0 BRT igerisindeki 0.50 mM BCP’nin dongiilii voltamogramlari. Tarama
hiz1 100 mV s, dongii sayis1 50
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4.1.1.2. iyonlarin Etkisi

Elektropolimerizasyon ¢ozeltisine ilave edilen iyonlarin bu calismadaki polimer
filmlerin polimerizasyonu {iizerinde herhangi bir elektrokatalitik etkiye sahip olup
olmadigmi arastirmak amaciyla, elektropolimerizasyon ¢ozeltisi igerisine farkli
konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.2 M) KCI, Na;SO4 ve NaNOs3 tuzlar1 eklendi. CV ile
-0.4 ile +1.6 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 100 mV s™! tarama
hizinda 50 dongiilii voltamogram alindi. Buna goére, 0.1 M NO3 iyonlar1 igeren
polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilen elektropolimerizasyonda, polimer pik
akimi artig oraninin en yiiksek oldugu ve NOs™ iyonlart eklendikten sonra pik akimi artis
oraninin 1.51 kat arttign gozlendi. ilave edilen diger iyonlarin varliginda polimer pik akimi
artis oranlar1 NOj3™ ile elde edilene gore daha diisiik kaldi (Sekil 11). Bu nedenle, BCP’nin
elektropolimerizasyonunda destek elektrolit olarak 0.1 M NaNOs iceren pH 5.6 FT

¢Ozeltisinin kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 11. pH 5.6 FT igerisine ilave edilen tuzlarin PBCP pik akimi artig oranina etkisi.
v: NaNOs, m: NaxSO4, A: KCI

4.1.1.3. Monomer Derisimi

Monomer derisiminin elektropolimerizasyona etkisi de ayrica incelendi. Bu amagla
0.1 M NaNOs igceren pH 5.6 FT cozeltisi igerisine 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mM
konsantrasyonlarda BCP monomeri eklendi ve CV yontemi ile -0.4 ile +1.6 V potansiyel
araliinda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s tarama hizinda 50 dongiilii
voltamogram alind1 (Sekil 12).
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Sekil 12. 0.1 M NaNOs igeren pH 5.6 FT igerisindeki (A) 0.25 mM, (B) 0.50 mM,
(C) 0.75 mM ve (D) 1.0 mM BCP’nin dongiilii voltamogramlari. Tarama hizi
100 mV s, déngii sayis1 50

Elektropolimerizasyon sonucunda elde edilen verilerden, PBCP redoks piklerinin pik
akimi artis oranlar1 0.25 mM ig¢in 5.61 kat, 0.50 mM igin 8.42 kat, 0.75 mM igin 7.04 kat ve
1.0 mM i¢in 6.61 kat olarak hesaplandi (Sekil 13). Buna gore, en yiiksek pik akimi artig
oranina sahip, en kontrollii ve iyi tanimlanmis PBCP piklerinin 0.50 mM BCP monomeri
iceren pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOj ¢ozeltisi igerisinde elde edildigi goriildii (Sekil 12B).
0.50 mM’den daha diisiik ve daha yiiksek monomer derisimlerindeki pik akimi artig oranlari
0.50 mM’ye kiyasla diisiik kaldi. Bu nedenle, polimerizasyon i¢in optimum monomer

derisiminin 0.50 mM olduguna karar verildi.
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Sekil 13. pH 5.6 FT + 0.1 M NaNO:s igerisindeki elektropolimerizasyonda BCP monomer
derisiminin PBCP pik akimi artig oranina etkisi

4.1.1.4. Tarama Hiz1

Tarama hizinin elektropolimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek i¢in 0.50 mM
BCP igeren pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOs ¢ozeltisinde CV yontemi ile -0.4 ile +1.6 V potansiyel
aralifinda 50 mV s ve 100 mV s tarama hizlarinda Ag/AgCl referans elektrotuna kars
50 dongiilii voltamogram alindi. Buna gore, 50 ve 100 mV s’ tarama hizlarinda polimerin
pik akimi artig oranlar1 sirasiyla 4.14 kat ve 8.42 kat olarak belirlendi. Tarama hizi
50 mV s olarak tutuldugunda polimer pik akimmin énemli 6lgiide azalmasi nedeniyle

elektropolimerizasyon igin optimum tarama hiz1 100 mV s™! olarak segildi.
4.1.1.5. Dongii Sayisi

Polimerizasyonun sona erdigi dongii sayisim1 belirlemek icin CV yontemi ile
0.50 mM BCP iceren pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOs ¢ozeltisinde -0.4 ile +1.6 V potansiyel
araliginda ve 100 mV s’ tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 50 dongiilii
voltamogram alind1 ve polimer piklerinin akimindaki artis oranlart her dongiiden sonra
hesaplandi. Buna gore, optimize edilen kosullar altinda polimer pik akimindaki artis ve
monomer pik akimindaki azalmanin 36. dongiiye kadar diizenli olarak devam ettigi ve
sonrasinda ayni kaldigr goriildii. Bu nedenle, PBCP filminin GCE yiizeyi {izerine

elektropolimerizasyon siireci 35. dongiide sonlandirildi.
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4.1.1.6. Optimize Edilmis Kosullarda PBCP/GCE’nin Hazirlanmasi

Destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek elektrolite ilave edilen iyon, monomer
derisimi, tarama hizi ve dongii sayis1 optimize edildikten sonra BCP’nin GCE yiizeyi lizerine
elektropolimerizasyonunun en kontrollii sekilde, 0.50 mM monomer iceren pH 5.6 FT +
0.1 M NaNOs ¢ozeltisinde -0.4 ile +1.6 V potansiyel araliginda ve 100 mV s! tarama hizinda
Ag/AgCl referans elektrotuna karsi 35 dongiilii CV ile elde edildigine karar verildi. Sekil 14,
bu kosullar altinda yapilan BCP elektropolimerizasyonunun voltamogramini géstermektedir.
Sekil 14’te ekli kiiciik sekilde goriildiigii gibi, elektrokimyasal polimerizasyon siireci
monomerin +0.69 V’deki (Sekil 14-ekli sekil, kirmizi renkli 1. dongili) tersinmez
yiikseltgenme piki ile basladi. Bu dongiide herhangi bir polimer piki goriilmedi. Monomere
ait olan bu anodik pikin akim degeri, artan dongii sayisiyla birlikte diizenli olarak azaldi.
Ikinci doéngiiden itibaren, monomer pikinin sol tarafinda +0.19 V civarinda bir
yiikseltgenme/indirgenme ¢ifti ve +0.35 V civarinda ise ikinci bir yilikseltgenme/indirgenme
cifti gozlendi (Sekil 14-ekli sekil, mavi renkli 35. dongli). Polimerin
yiikseltgenme/indirgenme siirecine karsilik gelen bu iki redoks ciftinin pik akimlari
36. dongliye kadar her dongilide diizenli olarak artt1 ve pik potansiyelleri daha pozitif yone

dogru kaydi.
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Sekil 14. PBCP/GCE hazirlamak i¢in 0.1 M NaNOs i¢eren pH 5.6 FT igerisindeki 0.50 mM

BCP’nin dongiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, dongii sayis1 35. Ekli
sekil: 1. dongii (kirmiz1) ve 35. dongii (mavi)
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4.1.2. PBCP/GCE’nin Karakterizasyonu

Boliim 4.1.1.6.°ya gore hazirlanan PBCP/GCE ve yalin GCE’nin karakterizasyonu
CV ve EIS yontemleri kullanilarak gergeklestirildi.

Yalin ve polimer film modifiyeli elektrotlarin elektroaktif yiizey alanlari, 0.1 M KCl
iceren 1.5 mM Fe(CN)¢ > ¢ozeltisinde, tarama hiz1 10 ile 300 mV s™! arasinda degistirilerek
tek dongiilii CV yontemiyle incelendi. Hesaplamalar, Boliim 2.9.1.”de verilen Esitlik 3’teki
Randles-Sevcik esitligi kullanilarak yapildi. Buna gore, yalin GCE ve PBCP/GCE’nin
elektroaktif yiizey alanlari sirastyla 0.0705 cm? ve 0.1402 cm? olarak hesaplandi. Elde edilen
bu sonu¢ PBCP filmi ile kaplanan GCE’nin elektroaktif yiizey alaninin yalin GCE’ye gore
1.99 kat arttigin1 gosterdi.

Yalin ve polimer modifiyeli elektrotlarin arayiizey ozellikleri, 0.1 M KCI igeren
1.5 mM Fe(CN)s > ¢dzeltisinde EIS ydntemi ile incelendi ve Nyquist grafikleri elde edildi.
Sekil 15’te hem PBCP/GCE hem de yalin GCE ig¢in +0.25 V potansiyelde elde edilen
Nyquist grafikleri goriilmektedir. Yalin GCE ve PBCP/GCE’nin +0.25 V’deki yari
dairelerinden elde edilen Rt degerleri, Nyquist grafikleri uygun devre ile modellendikten

sonra sirastyla 894.1 Q ve 189.9 Q olarak bulundu.
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Sekil 15. 0.1 M KCl iceren 1.5 mM Fe(CN)¢>* ¢ozeltisinde kaydedilen yalin GCE ve
PBCP/GCE’nin Nyquist egrileri. Frekans araligi: 0.1-10° Hz. Uygulanan
potansiyel: +0.25 V. Genlik: 0.01 V
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4.1.3. PBCP/GCE ile Melatoninin Elektrokimyasal Analizi

Melatoninin elektrokimyasal analiz c¢aligmasi icin yalin GCE ve PBCP/GCE
kullanilarak DPV ve SWV yontemleri ile elde edilen sonuglar karsilastirildi. Bu amagla,
pH 8.0 FT igerisinde DPV yontemi igin 8.0x10° M ve SWV yontemi i¢in ise 1.0x10° M
melatonin igeren ¢alisma c¢ozeltileri kullanilarak diferansiyel puls ve kare dalga
voltamogramlar1 elde edildi (Sekil 16). PBCP/GCE ile elde edilen melatonin pik akim
degeri, yalin GCE’den DPV i¢in yaklagik 1.52 kat, SWV i¢in ise yaklasik 1.55 kat daha

yiiksekti,
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Sekil 16. pH 8.0 FT igerisindeki (A) 8.0x10° M melatonin ¢dzeltisinden elde edilen temel
cizgi diizeltmesi yapilmus diferansiyel puls ve (B) 1.0x10° M melatonin
cozeltisinden elde edilen temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis kare dalga
voltamogramlari. (a) Yalin GCE ve (b) PBCP/GCE

4.1.3.1. Destek Elektrolit ve pH Se¢imi

Melatoninin PBCP/GCE ile elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek elektrolit
tiiriinlin ve pH’ nin belirlenebilmesi i¢in pH taramasi yapildi. Bunun i¢in, pH degerleri 5.0
ve 5.5 olan AT, pH’s1 5.5 ile 8.0 arasinda yarim birimde bir degisen FT, pH’s1 5.0 ile 9.0
arasinda yarim birimde bir degisen BRT, pH’s1 5.0 ile 6.0 arasinda yarim birimde bir degisen
ST ve pH’s1 5.0 ile 8.0 arasinda yarim birimde bir degisen McT igerisinde 1.0x10° M
melatonin igeren calisma cozeltileri hazirlanarak CV, DPV ve SWV yontemleri ile

voltamogramlar alindi. PBCP filmlerinin stabilitesini korumak amaciyla pH 5.0’dan daha
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asidik ve pH 9.0’dan daha alkali tamponlar kullanilmadi. Sekil 17°de melatoninin farkli
tampon ¢ozeltiler igerisindeki dongiilii, diferansiyel puls ve kare dalga voltamogramlari
verilmektedir. Sekil 17A’daki dongiilii voltamogramlarda yiikseltgenme yoniinde

melatoninin bir piki gézlenirken indirgenme yoniinde herhangi bir pik gézlenmedi.
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Potansiyel / V (Ag/AgCl)
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Potansiyel / V (Ag/AgCl) Potansiyel / V (Ag/AgCl)
Sekil 17. (a) pH 5.0 AT, (b) pH 6.0 ST, (¢) pH 7.0 McT, (d) pH 8.0 FT ve (e) pH 9.0 BRT

igerisindeki 1.0x107> M melatoninin (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV ydntemleri ile
elde edilen voltamogramlari

Destek elektrolitlerin melatoninin pik potansiyeli lizerindeki etkisi Sekil 18’de

gosterildi. Sekil 18’e gore, pH 5.0 ile 9.0 arasinda pH arttikca pik potansiyelinde daha negatif
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potansiyele dogru bir kayma gozlendi. Bu pH araliginda dogrusallikta herhangi bir kirilma

noktas1 gozlenmedi.
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Sekil 18. (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri i¢in AT (A), ST (¢), FT (m), McT (V)
ve BRT (%) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin pH’ya kars1 pik potansiyeli
grafikleri

pH 5.0 ile 9.0 arasinda melatonin pik potansiyelinin (Ep) pH’ya kars1 dogrusallik
grafiklerine ait denklemler Esitlik 4-6’da verildi:

E, (mV) =908.2 — 36.1 pH (r= 0.998, CV icin) (4)
E, (mV) = 837.6 — 34.7 pH (r= 0.999, DPV icin) (5)
Ep (mV) = 874.1 — 35.9 pH (r = 0.999, SWV icin) (6)
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Ep— pH grafiklerinin pH 5.0 ile 9.0 araliginda elde edilen egim degerleri, CV, DPV
ve SWV yéntemleri igin sirastyla -36.1, -34.7 ve -35.9 mV pH™’dir. Bu egim degerleri
-59 mV pH olan teorik degerin yaklasik yaris1 kadardir ve bu da hiz belirleme adiminda iki
elektron ve bir proton transferinin gergeklestigini gostermektedir (92, 201, 202).

Melatoninin elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek elektrolit tiirii ve pH’sina,
CV, DPV ve SWV yontemleri kullanilarak gergeklestirilen pH taramasinda elde edilen
melatonin pik akim degerlerine ve piklerin simetrisine bakilarak karar verildi. Melatoninin
pik akim degerleri her yontem i¢in ayr1 ayr1 pH’ya kars1 grafige gegirildi (Sekil 19). Buna
gore, en yiiksek pik akimina sahip en simetrik melatonin piklerinin tiim yontemlerde

pH 8.0 FT ortaminda elde edildigi goriildii.
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Sekil 19. (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri i¢in AT (A), ST (¢), FT (m), McT (V)
ve BRT (x) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin pH’ya kars1 pik akimi grafikleri
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4.1.3.2. Tarama Hiz1

Melatoninin PBCP/GCE yiizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon
kontrollii mii diflizyon kontrollii mii olduguna karar vermek amaciyla hiz taramasi ¢alismasi
gergeklestirildi. Bunun icin pH 8.0 FT igerisinde 1.0x10° M melatonin igeren calisma
¢ozeltisi hazirlanarak 250 mV s™’den 50 mV s™’e degisen tarama hizlarinda CV ydntemi ile

tek dongiilii voltamogramlar alindi (Sekil 20).
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Sekil 20. pH 8.0 FT icerisindeki 1.0x10®° M melatonin igeren ¢ozeltiden CV yontemi ile
alinan tek dongiilii voltamogramlar

Uygulanan tarama hizina (v) ve tarama hizinin karekokiine (v2) karsi CV yontemi
ile elde edilen melatonin pik akimi (/p) degerleri grafige gecirildi (Sekil 21). Sekil 21A’da
goriildiigl gibi I, — v grafiginde bir dogrusalligin elde edilemedigi, fakat Sekil 21B’deki
I,—v'? grafiginde yiiksek korelasyon katsayist ile birlikte dogrusallik oldugu goriildii. Elde

edilen dogrusal grafigin regresyon denklemi Esitlik 7°de verilmistir.
I, (A) = 0.0567 v (m V s71) — 0.2969 (r = 0.996) (7)

Uygulanan tarama hizinin logaritmasma (log v) karsi melatoninin anodik pik
potansiyeli (Ep) degerleri de ayrica grafige gecirildi ve elde edilen grafikte bir dogrusallik
oldugu goriildii. Elde edilen dogrusal grafigin regresyon denklemi Esitlik 8’de verilmistir.
Tersinmez bir sistem i¢in Laviron teorisine (203) gore, a yiik transfer katsayisi ve n elektron

sayist olmak tlizere an, Ep, — log v grafiginin egiminden hesaplanmaktadir. Tersinmez bir
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sistem icin o degerinin 0.5 oldugu varsayimiyla, melatonin i¢in elektron sayist 2.08 olarak

hesaplandi (161, 170).

E, (V)=0.057 log v (V s) + 0.515 (r = 0.988)

(8)
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Sekil 21. pH 8.0 FT igerisindeki 1.0x10° M melatoninin CV ydntemi ile elde edilen
(A) I, — v ve (B) I, — v'* grafikleri

4.1.3.3. Kalibrasyon ve Tekrar Edilebilirlik Calismalari

Melatoninin kantitatif analizi igin DPV ve SWV yontemleri kullanilarak kalibrasyon
calismasi gergeklestirildi. Bu amagla hem DPV hem de SWV yontemleri icin pH 8.0 FT
icerisinde 1.0x1078 ile 1.0x10* M araligindaki 21 farkli konsantrasyon icin saf melatonin
calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Alinan 6l¢iimler sonucunda, pik akim degeri okunabilen ilk
melatonin derisimi DPV yontemi igin 8.0x108 M ve SWV yéntemi i¢in 2.0x107 M oldu.
Ayrica, DPV ile tek kalibrasyon grafigi elde edilirken, SWV ile farkli regresyon denklemine
sahip iki kisim kalibrasyon grafigi elde edildi. DPV ve SWV yontemleri i¢in melatonin
konsantrasyonundaki artis ile pik akiminin dogrusal degisimi Sekil 22°de ve bu derisim

araliklarindaki kalibrasyon grafiklerinin regresyon analizi verileri Tablo 5’te verilmistir.
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Sekil 22. PBCP/GCE ile pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren ¢alisma ¢ozeltilerinden

(A ve C) DPV ve (B ve D) SWV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi
yapilmis voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli
voltamogramlar: Kor
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Tablo 5. Melatoninin PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak elde edilen

kalibrasyon verileri

DPV SWv
Pik potansiyeli (mV) 560 577
Dogrusal aralik (uM) 0.08 — 60 0.2-10
20-100
Egim (pA pM™) 0.056 +0.001 0.117 £0.003
0.061 +0.002
Kesim noktas1 (uA) 0.077 +=0.020 -0.033 +0.017
0.971 £0.157
Korelasyon katsayist, r 0.996 0.994
0.995
Teshis siniri, LOD (nM) 24.4 51.8
Tayin sinir;, LOQ (nM) 74.0 156.9

Gelistirilen yontemlerin kesinligini degerlendirmek amaciyla tekrar edilebilirlik
calismalar1 gerceklestirildi. Bunun i¢in pH 8.0 FT igerisinde DPV igin 6.0x10° M ve SWV
icin 6.0x10° M melatonin calisma ¢dzeltileri hazirlanarak giin i¢i ve giinler arasi tekrar
edilebilirlik ¢alismalar1 yapildi. Her bir yontem i¢in ayni konsantrasyonda tiger adet farkli
melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli verilerinin %RSD

oranlar1 hesaplandi. Veriler ve sonuglar Tablo 6’da verildi.
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Tablo 6. Melatoninin PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak elde edilen
tekrar edilebilirlik verileri

DPV SWV

Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
Veriler (V) 0.558 0.558 0.573 0.573
0.561 0.561 0.578 0.578
é 0.561 0.561 0.578 0.578
'S 0.561 0.558 0.578 0.578
g 0.561 0.564 0.578 0.578
= Ortalama (V) 0.560 0.560 0.577 0.577
s 0.0012 0.0023 0.0020 0.0020
%RSD 0.22 0.41 0.35 0.35
Veriler (uA) 0.5085 0.5070 4.8823 4.9491
0.5072 0.5097 4.9326 4.8987
B 0.5087 0.5073 4.9032 4.8713
g 0.5102 0.5067 4.9063 4.8823
° 0.5067 0.5102 4.8701 4.9063
& Ortalama (pA) 0.5083 0.5082 4.8989 4.9015
s 0.0014 0.0016 0.0241 0.0299
%RSD 0.27 0.32 0.49 0.61

4.1.3.4. Farmasotik Dozaj Formundan Tayin ve Geri Kazamim Calismalar:

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunu degerlendirebilmek amaciyla melatoninin
farmasotik preparatlardan tayini ve geri kazanim g¢alismalart gergeklestirildi. Farmasotik
preparatlardan tayin ¢aligmasi i¢in, tablet dozaj formundan hazirlanan pH 8.0 FT igerisindeki
melatoninin DPV igin 6.0x10° M ve SWV igin 6.0x107° M’lik calisma ¢ozeltileri hazirlandi.
Her bir yontem i¢in ayn1 konsantrasyonda ticer adet farkli melatonin ¢ozeltilerinden bes adet
pik akimi1 degeri elde edildi. Pik akim1 degerleri iizerinden melatonin miktar1 hesaplandi ve
tablet dozaj formunda beyan edilen miktar ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 7°de

verilmistir.
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Tablo 7. PBCP/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 FT igerisindeki melatonin
cozeltilerinden elde edilen farmasdtik preparatlardan tayin ¢alismasi verileri

DPV SWV

Tablette beyan edilen melatonin miktar1 (mg) 3.000 3.000

_§ Bulunan melatonin miktarlar1 (mg) 3.034 3.046

3 3.019 3.112

g 2.995 3.059

S c 2.990 3.100

g E; 3.052 3.074
% Bulunan ortalama melatonin miktar1 (mg) 3.018 3.078
2 S 0.026 0.028
E %RSD 0.87 0.89
= %Bagil hata 0.59 2.61

Geri kazanim ¢alismasinda DPV yontemi i¢in melatonin tablet dozaj formundan
hazirlanan 6.0x10° M melatonin ¢ozeltisi iizerine toplam melatonin konsantrasyonu
8.0x10° M olacak sekilde saf melatonin ¢ozeltisinden, SWV yontemi i¢in ise melatonin
tablet dozaj formundan hazirlanan 6.0x10° M melatonin ¢dzeltisi {izerine toplam melatonin
konsantrasyonu 8.0x10° M olacak sekilde saf melatonin ¢dzeltisinden ilave edildi. Son
konsantrasyonlart DPV icin 8.0x10°% M ve SWV i¢in 8.0x10° M olan ¢ozeltilerden iicer
adet hazirlanarak voltamogramlar alindi. Beser adet pik akimi degerleri iizerinden

hesaplanan %RSD ve %geri kazanim verileri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. PBCP/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 FT igerisindeki melatonin
¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim galismasi verileri

DPV SWV
[lave edilen melatonin konsantrasyonu (uM) 2.000 20.000
Bulunan melatonin konsantrasyonu (uLM) 1.986 19.991
2.006 19.911
1.986 20.055
2.014 19.818
2.007 19.891
Bulunan ortalama melatonin konsantrasyonu (uM) 2.000 19.933
Ortalama geri kazanim (%) 99.98 99.67
S 0.65 0.46
%RSD 0.65 0.46
%Bagil hata -0.02 -0.33
t-testi 0.40
F-testi 0.52

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)
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4.1.3.5. Biyolojik Sivilardan Tayin Calismasi

Gelistirilen yontemlerle insan serumu ve yapay idrar ¢ozeltisi Orneklerinden
melatonin tayini i¢in ¢alismalar gerceklestirildi. Bunun igin ilk olarak Boliim 3.4.5.°te
aciklandigr sekilde serum ve yapay idrar ¢ozeltileri hazirlandi. DPV ve SWV ile yapilan
kalibrasyon calismalarindan elde edilen dogrusal araliklar gz oniine alinarak pH 8.0 FT
icerisinde melatonin iceren serum ve yapay idrar ¢ozeltileri ile kalibrasyon calismalari
yapildi. Serum ¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda pik akiminin okunabildigi en
diisiik konsantrasyon DPV icin 1.0x107 M ve SWYV igin 2.0x107 M iken, yapay idrar
cozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda ise pik akiminin okunabildigi en diisiik
konsantrasyon DPV igin 1.0x107 M ve SWYV igin 4.0x107" M olarak bulundu. Sekil 23’te
serum ¢ozeltilerinden ve Sekil 24°te yapay idrar ¢ozeltilerinden DPV ve SWV yontemleri
ile elde edilen voltamogramlar ve melatonin konsantrasyonuna kars1 pik akimi grafikleri
verilmigtir. Ayrica, serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinin kalibrasyon grafiklerinin regresyon

analizi sonuglar1 da sirasiyla Tablo 9 ve 10°da verilmistir.
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Sekil 23. pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren serum cozeltilerinden (A ve C) DPV ve
(B ve D) SWV ile elde edilen (A ve B) temel c¢izgi diizeltmesi yapilmis
voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

Tablo 9. PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri

kullanilarak melatonin igeren serum

¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri

DPV SWV
Pik potansiyeli (mV) 609 635
Dogrusal aralik (uM) 01-10 0.2-10
Egim (pA pM™) 0.181 + 0.006 0.258 +0.006
Kesim noktasi (LA) -0.009 + 0.026 -0.105 +0.028
Korelasyon katsayist, r 0.991 0.996
Teshis siniri, LOD (nM) 27.1 39.1
Tayin siniri, LOQ (nM) 82.2 118.4
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Sekil 24. pH 8.0 FT icerisindeki melatonin i¢ceren yapay idrar ¢ozeltilerinden (A ve C) DPV
ve (B ve D) SWYV ile elde edilen (A ve B) temel c¢izgi diizeltmesi yapilmis
voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

Tablo 10. PBCP/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin igeren yapay
idrar ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri

DPV SWV
Pik potansiyeli (mV) 624 641
Dogrusal aralik (uM) 0.1-6 04-6
Egim (pA pM™) 0.272 +0.010 0.347 +£0.014
Kesim noktasi (LA) 0.027+0.026 0.042+0.041
Korelasyon katsayist, r 0.991 0.992
Teshis siniri, LOD (nM) 28.4 66.7
Tayin siniri, LOQ (nM) 86.1 202.2
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Tekrar edilebilirlik calismasina, DPV igin 4.0x10° M saf melatonin igeren serum ve
8.0x107" M saf melatonin iceren yapay idrar ¢alisma ¢dzeltileri; SWV igin ise 6.0x10°% M
saf melatonin igeren serum ve 8.0x107 M saf melatonin iceren yapay idrar calisma
¢oOzeltileri hazirlanarak baslandi. Her bir yontem i¢in {liger adet ¢ozeltiden elde edilen bes
adet pik akimi1 ve pik potansiyeli degerleri kullanilarak giin i¢i ve glinler aras1 %RSD oranlari
hesaplandi. Tablo 11 ve 12°de sirasiyla serum ve yapay idrar ¢ozeltileri i¢in elde edilen

sonuclar verilmistir.

Tablo 11. PBCP/GCE kullanilarak pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren serum
cozeltilerinden DPV ve SWYV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DbV SWV
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
Veriler (V) 0.610 0.607 0.634 0.634
0.610 0.607 0.634 0.639
T 0.610 0.607 0.634 0.634
‘2 0.610 0.613 0.634 0.634
£ 0.613 0.613 0.634 0.634
o
~  Ortalama (V) 0.610 0.609 0.634 0.635
o s 0.0014 0.0033 0.0001 0.0023
%RSD 0.22 0.55 0.01 0.36
Veriler (nA) 0.8051 0.8141 1.5914 1.5738
0.8063 0.8103 1.5616 1.6230
_ 0.8106 0.7984 1.5734 1.5851
E 0.8048 0.8106 1.5836 1.5616
° 0.8131 0.8063 1.5723 1.5723
& Ortalama (pA) 0.8080 0.8079 1.5765 1.5832
S 0.0037 0.0060 0.0114 0.0238
%RSD 0.46 0.74 0.72 1.50
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Tablo 12. PBCP/GCE kullanilarak pH 8.0 FT igerisindeki melatonin igeren yapay idrar
cozeltilerinden DPV ve SWYV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DPV SWV
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
Veriler (V) 0.625 0.628 0.644 0.639
0.625 0.628 0.644 0.644
é 0.625 0.622 0.639 0.639
2 0.625 0.622 0.639 0.639
g 0.625 0.622 0.639 0.644
x  Ortalama (V) 0.625 0.624 0.641 0.641
o- S 0.0001 0.0033 0.0028 0.0028
%RSD 0.01 0.54 0.43 0.43
Veriler (LA) 0.2459 0.2435 0.3224 0.3245
0.2451 0.2474 0.3241 0.3225
. 0.2447 0.2442 0.3230 0.3208
£ 0.2419 0.2447 0.3217 0.3241
E 0.2443 0.2419 0.3235 0.3235
&~ Ortalama (pA) 0.2444 0.2443 0.3229 0.3231
S 0.0015 0.0020 0.0009 0.0015
%RSD 0.62 0.83 0.29 0.46

Serum orneklerinden yapilan geri kazamim calismalarinda, DPV igin 4.0x10° M
melatonin igeren serum ¢ozeltisi iizerine son konsantrasyonu 6.0x10°® M olacak sekilde saf
melatonin ¢dzeltisinden ve SWV igin ise 6.0x10°® M melatonin iceren serum ¢ozeltisi
lizerine son konsantrasyonu 8.0x10® M olacak sekilde saf melatonin ¢ozeltisinden eklenerek
pH 8.0 FT ile hacme tamamlandi. Yapay idrar 6rneklerinden geri kazanim ¢alismalarinda
ise hem DPV hem de SWV igin 8.0x107" M melatonin igeren yapay idrar ¢ozeltisi {izerine
son konsantrasyonu 1.0x10° M olacak sekilde saf melatonin ¢dzeltisinden eklenerek
pH 8.0 FT ile hacme tamamlandi. Her bir yontem i¢in iiger adet hazirlanan serum ve yapay

idrar ¢alisma ¢ozeltilerinden elde edilen degerler sirasiyla Tablo 13 ve 14°te verildi.
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Tablo 13. PBCP/GCE kullanilarak DPV icin 6.0x10%M ve SWV icin 8.0x10® M melatonin
iceren serum ¢dzeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV SWv
flave edilen saf melatonin konsantrasyonu (uM) 2.000 2.000
Bulunan saf melatonin konsantrasyonu (uM) 2.036 2.015
2.022 2.016
2.013 1.983
: 2027 1.999
§ 2008 2.020
'S5 Bulunan ortalama saf melatonin konsantrasyonu (uM) 2.021 2.006
© Ortalama geri kazanim (%) 101.06 100.32
S 0.57 0.77
%RSD 0.56 0.77
%Bagi1l hata 1.06 0.32
t-testi 0.13
F-testi 0.56

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)

Tablo 14. PBCP/GCE kullanilarak DPV ve SWYV igin 1.0x10® M melatonin iceren yapay
idrar ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV SWv

Ilave edilen saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.200 0.200

Bulunan saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.199 0.199

0.198 0.199

0.199 0.200

% 0.199 0.202

Es 0.199 0.198

'S Bulunan ortalama saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.199 0.200

© Ortalama geri kazanim (%) 99.36 99.90

S 0.17 0.73

%RSD 0.17 0.73

%Bagil hata -0.64 -0.10
t-testi 0.15
F-testi 0.02

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)
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4.1.3.6. Girisim Calismasi

PBCP/GCE ile gelistirilen voltametrik yontemlerin melatonine karsi segiciligi, insan
viicut stvilarinda bulunan askorbik asit ve iirik asit endojen maddelerinin ve Na*, K*, Ca™,
CI7,NOs ve SO4 2iyonlarinin varliginda incelendi. Bunun i¢in, 4.0x10°® M melatonin igeren
pH 8.0 FT igerisine her biri 4.0x10* M olacak sekilde NaCl, KNOs, CaCl, ve K,SO4 tuzlar:
eklendi. Bu tuzlarin ilavesinden sonra melatonin pik akimindaki degisimin +%?2.0’dan az

oldugu goriildi.

Viicut sivilarinda bulunan ve yaygin olarak girisim yapan tiirlerden askorbik asit ve
iirik asit, ¢ozeltideki konsantrasyonlari sirasiyla 8.0x10° M ve 8.0x10° M olacak sekilde,
3.0x10° M melatonin iceren pH 8.0 FT cozeltisine eklendi. Sekil 25°te goriildiigii gibi,
-0.06 V’de askorbik asite, +0.22 V’de iirik asite ve +0.58 V’de melatonine ait iyi tanimlanmis
iic anodik pik elde edildi. Bu maddelerin ilavesi ile melatonin pik akimindaki degisimin

+%3.9’dan az oldugu goriildii.

20+

02 00 02 04 06 08 10
Potansiyel / VV (Ag/AgCl)

Sekil 25. PBCP/GCE kullanilarak pH 8.0 FT igerisindeki (Siyah voltamogram) sadece
melatonin igeren ¢dzeltiden ve (kirmizi voltamogram) (a) 8.0x10° M askorbik

asit, (b) 8.0x10® M iirik asit ve () 3.0x10® M melatonin igeren ¢ozeltiden alinan
diferansiyel puls voltamogramlari

4.1.3.7. PBCP/GCE’nin Stabilite Calismasi

Hazirlanan PBCP/GCE’nin kararliligini degerlendirmek amaciyla CV ve DPV

yontemleri kullanilarak hem operasyonel hem de zamana karsi stabilite c¢aligmalari
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gerceklestirildi. Modifiye elektrotun operasyonel stabilitesi icin 1.0x10™> M melatonin igeren
pH 8.0 FT ¢ozeltisinde 100 dongiilii CV alindi. Buna gore, 100. dongii sonunda elde edilen

melatonin pik akimi, ilk dongilideki degerini %99.4 oraninda korudu.

PBCP/GCE’nin uzun siireli stabilitesi, 4.0x10°® M melatonin igeren pH 8.0 FT
cozeltisinden DPV yontemi ile giin asir1 Ol¢iimler alinarak belirlendi. Hazirlanan
PBCP/GCE, ortam kosullarindan etkilenmemesi amaciyla, oda sicakliginda ve karanlikta
saklandi. Analiz sonucglarina goére PBCP/GCE’nin 14. giline kadar stabilitesini %95.9

oraninda korudugu belirlendi.
4.1.3.8. PBCP/GCE’nin Yeniden Uretilebilirlik Calismasi

PBCP/GCE’nin yeniden iiretilebilirligi, farkl1 giinlerde birbirinden bagimsiz olarak
hazirlanan bes elektrot kullanilarak 6.0x10°® M melatonin iceren pH 8.0 FT ¢ozeltilerinden
DPYV ile elde edilen pik akim degerleri iizerinden belirlendi. Elde edilen bes adet pik akim
degeri ile %RSD degeri 0.38 olarak hesaplandi.

4.2. PBPB/GCE ile Elde Edilen Bulgular
4.2.1. Poli(Bromfenol Mavisi) Filminin Sentezi

PBPB filmi GCE yiizeyi lizerine CV yontemi ile elektrokimyasal olarak
sentezlenerek PBPB/GCE hazirlandi. En hizli ve kontrollii elektropolimerizasyon igin
oncelikle sentez sirasinda kullanilan kosullar optimize edildi. Bu amagla, destek elektrolitin
tiiri ve pH’s1, destek elektrolite ilave edilen farkli iyonlarin etkisi, monomer derigimi, tarama

hiz1 ve dongii sayis1 gibi ¢esitli parametreler incelendi.
4.2.1.1. Destek Elektrolit ve pH Se¢cimi

Destek elektrolitin tiirii ve pH’s1 polimer filmin sentezinde dnemli bir etkiye sahip
oldugundan oOncelikle bu parametreler optimize edildi. Bunun ic¢in, pH 5.5-8.0 FT,
pH 5.0-9.0 BRT, pH 2.6-7.0 McT, pH 3.0-6.0 ST ve pH 3.5, 4.5 ve 5.5 AT igerisinde 10 mL
0.50 mM BPB ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kullanilarak, literatiirde boyar maddelerin
elektropolimerizasyonunda siklikla tercih edilen parametreler secildi ve bdylece, -0.4 ile
+1.4 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s! tarama hizinda
50 dongiilii voltamogram alinarak GCE ylizeyinde PBPB filminin sentezi ger¢eklestirildi.
Sekil 26°da farkli tamponlar igerisindeki 0.50 mM BPB igeren ¢ozeltilerden elde edilen 50
dongiilii elektropolimerizasyon voltamogramlari verilmistir. Buna gore, voltamogramlarda

en pozitif potansiyelde bulunan ve her dongilide akim degeri azalan tersinmez yiikseltgenme
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pikinin BPB monomerine ve monomere ait pikin solunda daha negatif potansiyelde bulunan
ve her dongiide akim degeri artan yiikseltgenme/indirgenme piklerinin ise PBPB’ye ait
olduguna karar verildi. Piklere karar verildikten sonra polimer pik akimlarmin her bir
dongiideki artis oranlari belirlenerek en yiiksek artisin meydana geldigi ortam tespit edildi.
Artis oranlari, tiim polimer optimizasyonu calismalar1 i¢in, polimere ait daha negatif
potansiyeldeki yiikseltgenme pikinin son dongiide 6l¢giilen pik akiminin, ikinci dongiide
olgiilen pik akimma oram alinarak hesaplandi. Ornegin pH 5.9 FT icin bu hesaplama,
+0.18 V’de goriilen (Sekil 26C, kirmizi ok ile isaretlenmis) polimere ait yiikseltgenme piki
tizerinden yapildi. Bu degerlendirmelere gore, tiim tampon ¢ozeltiler arasinda, PBPB redoks
piklerinin 50. dongiideki artis oraninin en yiiksek oldugu en kontrollii ve en yiiksek PBPB

film olusumu pH 5.9 FT icerisinde hazirlanmis olan polimerizasyon ¢ozeltisi ile elde edildi.
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Sekil 26. (A) pH 2.6 McT, (B) pH 4.5 AT, (C) pH 5.9 FT, (D) pH 6.0 ST, (E) pH 8.0 FT ve
(F) pH 9.0 BRT igerisindeki 0.50 mM BPB’nin dongiilii voltamogramlari. Tarama
hiz1 100 mV s, dongii sayis1 50
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4.2.1.2. iyonlarin Etkisi

Elektropolimerizasyon ¢ozeltisine ilave edilen iyonlarin bu calismadaki polimer
filmlerin polimerizasyonu Tlizerinde herhangi bir elektrokatalitik etkiye sahip olup
olmadigmi arastirmak amaciyla, elektropolimerizasyon ¢ozeltisi igerisine farkli
konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.2 M) KCI, Na;SO4 ve NaNOs tuzlan eklendi. CV ile
-0.4 ile +1.4 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 100 mV s™! tarama
hizinda 50 dongiilii voltamogram alindi. Buna gore, 0.05 M NOs;  iyonlar1 igeren
polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilen elektropolimerizasyonda, polimer pik
akimi artis oraninin en yiiksek oldugu ve NO3™ iyonlar1 eklendiginde pik akimi artig oraninin
1.32 kat arttig1 gozlendi. Ilave edilen diger iyonlarin varliginda polimer pik akimi artis
oranlar1 NOs™ ile elde edilene gore daha diisiik kaldi (Sekil 27). Bu nedenle, BPB’nin
elektropolimerizasyonunda destek elektrolit olarak 0.05 M NaNOs; iceren pH 5.9 FT

¢Ozeltisinin kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 27. pH 5.9 FT igerisine ilave edilen tuzlarin PBPB pik akimi artis oranina etkisi.
v:NaNOs3, A: KCI, m: NaxSO4

4.2.1.3. Monomer Derisimi

Monomer derisiminin elektropolimerizasyona etkisi de ayrica incelendi. Bu amagla
0.05 M NaNOgs igeren pH 5.9 FT ¢ozeltisi icerisine 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5, 1.75 ve 2.0 mM
konsantrasyonlarda BPB monomeri eklendi ve CV yontemi ile -0.4 ile +1.4 V potansiyel
araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s tarama hizinda 50 dongiilii
voltamogram alind1 (Sekil 28).
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Sekil 28. 0.05 M NaNOs igeren pH 5.9 FT igerisindeki (A) 0.25 mM, (B) 0.50 mM,

(C) 0.75 mM, (D) 1.0 mM, (E) 1.5 mM, (F) 1.75 mM ve (G) 2.0 mM BPB’nin
dongiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, déngii sayis1 50
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Elektropolimerizasyon sonucunda elde edilen verilerden, PBPB redoks piklerinin pik
akimi artig oranlar1 0.25 mM i¢in 7.17 kat, 0.50 mM i¢in 11.70 kat, 0.75 mM i¢in 10.15 kat,
1.0 mM i¢in 13.11 kat, 1.5 mM igin 15.42 kat, 1.75 mM i¢in 16.50 kat ve 2.0 mM i¢in 15.13
kat olarak hesapland1 (Sekil 29). Buna gore, en yiiksek pik akimi artis oranina sahip, en
kontrollii ve iyi tanimlanmis PBPB piklerinin 1.75 mM BPB monomeri iceren pH 5.9 FT +
0.05 M NaNOs ¢ozeltisi igerisinde elde edildigi gorildi (Sekil 28F). 1.75 mM’den daha
diisiik ve daha yiiksek monomer derisimlerindeki pik akimi artis oranlar1 1.75 mM’ye kiyasla
diisiiktii. Bu nedenle, polimerizasyon ic¢in optimum monomer derisiminin 1.75 mM

olduguna karar verildi.
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Sekil 29. pH 5.9 FT + 0.05 M NaNOs igerisindeki elektropolimerizasyonda BPB monomer
derisiminin PBPB pik akimi artis oranina etkisi

4.2.1.4. Tarama Hiz1

Tarama hizinin elektropolimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek i¢in 1.75 mM
BPB igeren pH 5.9 FT + 0.05 M NaNOs ¢ozeltisinde CV yontemi ile -0.4 ile +1.4 V
potansiyel araliginda 50 mV s ve 100 mV s tarama hizlarinda Ag/AgCl referans
elektrotuna kars1 50 dongiilii voltamogram alindi. Buna gére, 50 ve 100 mV s™!' tarama
hizlarinda polimerin pik akimi artis oranlari sirasiyla 3.80 kat ve 10.5 kat olarak belirlendi.
Tarama hizi 50 mV s™! olarak tutuldugunda polimer pik akiminm &nemli dlgiide azalmasi

nedeniyle elektropolimerizasyon igin optimum tarama hiz1 100 mV s™! olarak secildi.
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4.2.1.5. Dongii Sayisi

Polimerizasyonun sona erdigi dongii sayisim1 belirlemek icin CV yontemi ile
1.75 mM BPB igeren pH 5.9 FT + 0.05 M NaNOs ¢ozeltisinde -0.4 ile +1.4 V potansiyel
araliginda ve 100 mV s™!' tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 50 dongiilii
voltamogram alind1 ve polimer piklerinin akimindaki artis oranlari her dongliden sonra
hesaplandi. Buna gore, optimize edilen kosullar altinda polimer pik akimindaki artig ve
monomer pik akimindaki azalma 50 dongii boyunca diizenli olarak devam etti. Bu nedenle,

PBPB filminin GCE ylizeyi lizerine elektropolimerizasyon siireci 50. dongiide sonlandirildi.
4.2.1.6. Optimize Edilmis Kosullarda PBPB/GCE’nin Hazirlanmasi

Destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek elektrolite ilave edilen iyon, monomer
derisimi, tarama hi1z1 ve dongii sayis1 optimize edildikten sonra BPB’nin GCE yiizeyi iizerine
elektropolimerizasyonunun en kontrollii sekilde, 1.75 mM monomer iceren pH 5.9 FT +
0.05 M NaNOs ¢ozeltisinde -0.4 ile +1.4 V potansiyel araliginda ve 100 mV s tarama
hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 50 dongiilii CV ile elde edildigine karar verildi.
Sekil 30, bu kosullar altinda yapilan BPB elektropolimerizasyonunun voltamogramini
gostermektedir. Sekil 30’da ekli kiiciik sekilde goriildiigii gibi, elektrokimyasal
polimerizasyon siireci monomerin +0.76 V’deki (Sekil 30-ekli sekil, kirmizi renkli 1. dongii)
tersinmez yiikseltgenme piki ile bagladi. Bu dongiide herhangi bir polimer piki goriilmedi.
Monomere ait olan bu anodik pikin akim degeri, artan dongii sayisiyla birlikte diizenli olarak
azald1. Ikinci dongiiden itibaren, monomer pikinin sol tarafinda +0.18 V civarinda bir
yiikseltgenme/indirgenme ¢ifti ve +0.33 V civarinda ise ikinci bir yiikseltgenme/indirgenme
cifti gbzlendi (Sekil 30-ekli sekil, mavi renkli 50. dongii). Polimerin
yiikseltgenme/indirgenme stirecine karsilik gelen bu iki redoks ciftinin pik akimlar
50 dongii boyunca her dongiide diizenli olarak artt1 ve pik potansiyelleri daha pozitif yone

dogru kaydu.
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Sekil 30. PBPB/GCE hazirlamak i¢in 0.05 M NaNOs iceren pH 5.9 FT igerisindeki 1.75 mM
BPB’nin dongiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, déngii sayis1 50. Ekli
sekil: 1. dongii (kirmizi1) ve 50. dongii (mavi)

4.2.2. PBPB/GCE’nin Karakterizasyonu

Bolim 4.2.1.6’ya gore hazirlanan PBPB/GCE ve yalin GCE’nin karakterizasyonu
CV ve EIS yontemleri kullanilarak gergeklestirildi.

Yalin ve polimer film modifiyeli elektrotlarin elektroaktif yilizey alanlari, 0.1 M KCI
iceren 1.5 mM Fe(CN)¢ > ¢ozeltisinde, tarama hiz1 10 ile 300 mV s™! arasinda degistirilerek
tek dongiilii CV yontemiyle incelendi. Hesaplamalar, Boliim 2.9.1°de verilen Esitlik 3°teki
Randles-Sevcik esitligi kullanilarak yapildi. Buna goére, yalin GCE ve PBPB/GCE’nin
elektroaktif ylizey alanlari sirasiyla 0.0705 cm? ve 0.1375 cm? olarak hesaplandi. Elde edilen
bu sonu¢ PBPB filmi ile kaplanan GCE’ nin elektroaktif yiizey alaninin yalin GCE’ye gore
1.95 kat arttiginm1 gosterdi.

Yalin ve polimer modifiyeli elektrotlarin araylizey ozellikleri, 0.1 M KCI igeren
1.5 mM Fe(CN)s>* ¢ozeltisinde EIS yontemi ile incelendi ve Nyquist grafikleri elde edildi.
Sekil 31°’de hem PBPB/GCE hem de yalin GCE i¢in +0.25 V potansiyelde elde edilen
Nyquist grafikleri goriilmektedir. Yalin GCE ve PBPB/GCE’nin +0.25 V’deki yar
dairelerinden elde edilen R¢: degerleri, Nyquist grafikleri uygun devre ile modellendikten

sonra sirastyla 894.1 Q ve 551.8 Q olarak bulundu.
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Sekil 31. 0.1 M KCI iceren 1.5 mM Fe(CN)¢>* ¢ozeltisinde kaydedilen yalin GCE ve
PBPB/GCE’nin Nyquist egrileri. Frekans araligi: 0.1-10° Hz. Uygulanan
potansiyel: +0.25 V. Genlik: 0.01 V

4.2.3. PBPB/GCE ile Melatoninin Elektrokimyasal Analizi

Melatoninin elektrokimyasal analiz c¢alismasi i¢in yalin GCE ve PBPB/GCE

kullanilarak DPV ve SWV yontemleri ile elde edilen sonuglar karsilastirildi. Bu amagla,

DPV ve SWV yéntemleri icin pH 8.0 BRT igerisinde 8.0x10® M melatonin iceren ¢aligma

cozeltileri ile diferansiyel puls ve kare dalga voltamogramlari elde edildi (Sekil 32).

PBPB/GCE ile elde edilen melatonin pik akim degeri, yalin GCE’den DPV i¢in yaklasik

1.59 kat, SWV i¢in ise yaklasik 1.54 kat daha yiiksekti.
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Sekil 32. pH 8.0 BRT igerisindeki 8.0x10° M melatonin ¢dzeltisinden elde edilen
temel c¢izgi diizeltmesi yapilmig (A) diferansiyel puls ve (B) kare dalga
voltamogramlari. (a) Yalin GCE ve (b) PBPB/GCE
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4.2.3.1. Destek Elektrolit ve pH Se¢imi

Melatoninin PBPB/GCE ile elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek elektrolit
tiiriniin ve pH’nin belirlenebilmesi i¢in pH taramasi yapildi. Bunun i¢in, pH degerleri 5.0
ve 5.5 olan AT, pH’s1 5.5 ile 8.0 arasinda yarim birimde bir degisen FT, pH’s1 5.0 ile 9.0
arasinda yarim birimde bir degisen BRT, pH’s1 5.0 ile 6.0 arasinda yarim birimde bir degisen
ST ve pH’st 5.0 ile 8.0 arasinda yarim birimde bir degisen McT igerisinde 1.0x10° M
melatonin igeren calisma cozeltileri hazirlanarak CV, DPV ve SWV yontemleri ile
voltamogramlar alindi. PBPB filmlerinin stabilitesini korumak amaciyla pH 5.0’dan daha
asidik ve pH 9.0’dan daha alkali tamponlar kullanilmadi. Sekil 33’te melatoninin farkl
tampon ¢ozeltiler igerisindeki dongiilii, diferansiyel puls ve kare dalga voltamogramlari
verilmektedir. Sekil 33A’daki dongiilii voltamogramlarda yiikseltgenme ydoniinde

melatoninin bir piki gozlenirken indirgenme yoniinde herhangi bir pik gézlenmedi.
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Sekil 33. (a) pH 5.0 ST, (b) pH 5.5 AT, (c) pH 6.0 FT, (d) pH 7.0 McT ve (e) pH 8.0 BRT
icerisindeki 1.0x107> M melatoninin (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yéntemleri ile
elde edilen voltamogramlari

Destek elektrolitlerin melatoninin pik potansiyeli iizerindeki etkisi Sekil 34’te
gosterildi. Sekil 34’e gore, pH 5.0 ile 9.0 arasinda pH arttik¢a pik potansiyelinde daha negatif
potansiyele dogru bir kayma gozlendi. Bu pH araliginda dogrusallikta herhangi bir kirilma

noktas1 gozlenmedi.
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Sekil 34. (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri i¢in AT (A), ST (¢), FT (m), McT (V)
ve BRT (%) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin pH’ya kars1 pik potansiyeli
grafikleri

pH 5.0 ile 9.0 arasinda melatonin pik potansiyelinin (Ep) pH’ya kars1 dogrusallik
grafiklerine ait denklemler Esitlik 9-11"de verildi:

E, (mV)=905.1 -35.1 pH (r=0.997, CV igin) 9)
Ep (MV) =832.7 —33.5 pH (r=0.999, DPV igin) (10)
Ep (MV) =866.9 — 34.2 pH (r = 0.999, SWYV ig¢in) (11)

Ep— pH grafiklerinin pH 5.0 ile 9.0 araliginda elde edilen egim degerleri, CV, DPV
ve SWV yontemleri icin sirastyla -35.1, -33.5 ve -34.2 mV pH™Y’dir. Bu egim degerleri
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-59 mV pH olan teorik degerin yaklasik yaris1 kadardir ve bu da hiz belirleme adiminda iki
elektron ve bir proton transferinin gergeklestigini gostermektedir (92, 201, 202).

Melatoninin elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek elektrolit tiirii ve pH’sina,
CV, DPV ve SWV yontemleri kullanilarak yapilan pH taramasinda elde edilen melatonin
pik akim degerlerine ve piklerin simetrisine bakilarak karar verildi. Melatoninin pik akim
degerleri her yontem igin ayri ayri pH’ya kars1 grafige gegirildi (Sekil 35). Buna gore, en
yiiksek pik akimina sahip en simetrik melatonin piklerinin tiim yontemlerde pH 8.0 BRT

ortaminda elde edildigi gorildii.
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Sekil 35. (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri igin AT (A), ST (¢), FT (m), McT (V)
ve BRT (x) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin pH’ya kars1 pik akimi grafikleri
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4.2.3.2. Tarama Hiz1

Melatoninin PBPB/GCE yiizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon
kontrollii mii diflizyon kontrollii mii olduguna karar vermek amaciyla hiz taramasi ¢alismasi
gergeklestirildi. Bunun i¢in pH 8.0 BRT igerisinde 1.0x10° M melatonin iceren calisma
¢ozeltisi hazirlanarak 250 mV s™’den 50 mV s™’e degisen tarama hizlarinda CV ydntemi ile

tek dongiilii voltamogramlar alindi (Sekil 36).

30

250 mV/s

l

20+ 50 mV/s

-10 A

0.4 0.6 0.8 1.0
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 36. pH 8.0 BRT igerisindeki 1.0x10° M melatonin iceren ¢dzeltiden CV yontemi ile
alinan tek dongiilii voltamogramlar

Uygulanan tarama hizina (v) ve tarama hizinin karekokiine (v2) karsi CV yontemi
ile elde edilen melatonin pik akimi (/) degerleri grafige gecirildi (Sekil 37). Sekil 37A’da
goriildiigl gibi I, — v grafiginde bir dogrusalligin elde edilemedigi, fakat Sekil 37B’deki
I,—v'2 grafiginde yiiksek korelasyon katsayzst ile birlikte dogrusallik oldugu goriildii. Elde

edilen dogrusal grafigin regresyon denklemi Egitlik 12°de verilmistir.
lp (WA) =0.1020 v¥'2 (m V s1) — 0.3869 (r = 0.994) (12)

Uygulanan tarama hizinin logaritmasma (log v) karsi melatoninin anodik pik
potansiyeli (Ep) degerleri de ayrica grafige gecirildi ve elde edilen grafikte bir dogrusallik
oldugu goriildii. Elde edilen dogrusal grafigin regresyon denklemi Esitlik 13’te verilmistir.
Tersinmez bir sistem i¢in Laviron teorisine (203) gore, a yiik transfer katsayisi ve n elektron

sayist olmak tlizere an, E, — log v grafiginin egiminden hesaplanmaktadir. Tersinmez bir
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sistem icin o degerinin 0.5 oldugu varsayimiyla, melatonin i¢in elektron sayist 2.21 olarak

hesaplandi (161, 170).

Ep (V) = 0.054 log v (V s%) + 0.522 (r = 0.973) (13)
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Sekil 37. pH 8.0 BRT icerisindeki 1.0x10° M melatoninin CV yontemi ile elde edilen
(A) I, — v ve (B) I,— v'** grafikleri

4.2.3.3. Kalibrasyon ve Tekrar Edilebilirlik Calismalari

Melatoninin kantitatif analizi i¢in DPV ve SWV yontemleri kullanilarak kalibrasyon
calismas1 gerceklestirildi. Bu amagla hem DPV hem de SWV yontemleri i¢in pH 8.0 BRT
ierisinde 1.0x108ile 1.0x10* M araligindaki 21 farkli konsantrasyon icin saf melatonin
calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Alinan Slgiimler sonucunda, pik akim degeri okunabilen ilk
melatonin derisimi DPV yontemi i¢in 6.0x108 M ve SWV yéntemi igin 1.0x107 M oldu.
DPV ve SWV yontemleri i¢in melatonin konsantrasyonundaki artis ile pik akiminin dogrusal
degisimi Sekil 38’de ve bu derisim araliklarindaki kalibrasyon grafiklerinin regresyon

analizi verileri Tablo 15°te verilmistir.
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Sekil 38. PBPB/GCE ile pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren ¢alisma ¢ozeltilerinden
(A ve C) DPV ve (B ve D) SWV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi
yapilmis voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli
voltamogramlar: Kor

Tablo 15. Melatoninin PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak elde edilen
kalibrasyon verileri

DPV SWV
Pik potansiyeli (mV) 569 593
Dogrusal aralik (uM) 0.06 - 10 0.1-40
Egim (pA uM™) 0.111 £ 0.002 0.120 +=0.003
Kesim noktas1 (HA) -0.0161 + 0.0079 0.0001 +0.0341
Korelasyon katsayist, r 0.997 0.995
Teshis siniri, LOD (nM) 17.0 29.9
Tayin sinir;, LOQ (nM) 51.6 90.5
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Gelistirilen yontemlerin kesinligini degerlendirebilmek amaciyla tekrar edilebilirlik
calismalar1 gerceklestirildi. Bunun icin pH 8.0 BRT igerisinde DPV ve SWV i¢in
6.0x10% M melatonin ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanarak giin i¢i ve giinler arasi tekrar
edilebilirlik ¢alismalar1 yapildi. Her iki yontem i¢in de ayni konsantrasyonda tiger adet farkli
melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli verilerinin %RSD

oranlar1 hesaplandi. Veriler ve sonuglar Tablo 16°da verildi.

Tablo 16. Melatoninin PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak elde edilen
tekrar edilebilirlik verileri

DPV SWV

Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
Veriler (V) 0.570 0.570 0.599 0.593
0.570 0.570 0.588 0.593
§ 0.567 0.573 0.593 0.583
'S 0.570 0.567 0.593 0.599
g 0.567 0.567 0.593 0.599
x Ortalama (V) 0.569 0.569 0.593 0.593
S 0.0017 0.0026 0.0036 0.0062
%RSD 0.29 0.45 0.60 1.04
Veriler (nA) 0.6271 0.6268 0.8004 0.8216
0.6264 0.6313 0.8146 0.8131
B 0.6273 0.6244 0.8121 0.8133
g 0.6289 0.6271 0.8057 0.8004
° 0.6230 0.6273 0.8204 0.8057
& Ortalama (nA) 0.6266 0.6274 0.8107 0.8108
S 0.0022 0.0025 0.0078 0.0081
%RSD 0.35 0.39 0.96 1.00

4.2.3.4. Farmasotik Dozaj Formundan Tayin ve Geri Kazamim Calismalar:

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunu degerlendirebilmek amaciyla melatoninin
farmasotik preparatlardan tayini ve geri kazanim calismalar1 gergeklestirildi. Farmasdotik
preparatlardan tayin caligmasi ig¢in, tablet dozaj formundan hazirlanan pH 8.0 BRT
icerisindeki melatoninin DPV ve SWV i¢in 6.0x10° M’lik ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.
Her iki yontem icin de ayn1 konsantrasyonda tiger adet farkli melatonin ¢ozeltilerinden bes

adet pik akimi degeri elde edildi. Pik akimi degerleri {izerinden melatonin miktar1 hesaplandi
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ve tablet dozaj formunda beyan edilen miktar ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar Tablo

17°de verilmistir.

Tablo 17. PBPB/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin
cozeltilerinden elde edilen farmasétik preparatlardan tayin galismasi verileri

DPV SwWv
- Tablette beyan edilen melatonin miktar1 (mg) 3.000 3.000
E Bulunan melatonin miktarlar1 (mg) 3.089 3.088
= 3.096 3.081
k= 3.082 3.074
E 3.107 3.084
@ 3.095 3.091
E Bulunan ortalama melatonin miktar1 (mg) 3.094 3.084
g s 0.0092 0.0066
g %RSD 0.30 0.21
A~ %Bagil hata 3.13 2.79

Geri kazanim ¢alismasinda DPV ve SWV yontemleri i¢in melatonin tablet dozaj
formundan hazirlanan 6.0x10® M melatonin ¢ozeltisi {izerine toplam melatonin
konsantrasyonu 8.0x10® M olacak sekilde saf melatonin ¢ozeltisinden ilave edildi. Son
konsantrasyonlart DPV ve SWV igin 8.0x10® M olan ¢ozeltilerden iicer adet hazirlanarak
voltamogramlar alind1 ve beser adet pik akimi degerleri lizerinden hesaplanan %RSD ve

%geri kazanim verileri Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 18. PBPB/GCE kullanilarak DPV ve SWV ile pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin
¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim galismasi verileri

DPV SWvV
[lave edilen melatonin konsantrasyonu (uM) 2.000 2.000
Bulunan melatonin konsantrasyonu (M) 2.011 2.008
2.002 2.016
1.995 2.003
1.995 2.016
2.005 2.021
Bulunan ortalama melatonin konsantrasyonu (uM) 2.002 2.013
Ortalama geri kazanim (%) 100.08 100.65
S 0.34 0.36
%RSD 0.34 0.35
%Bagil hata 0.08 0.65
t-testi 0.03
F-testi 0.93

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)

4.2.3.5. Biyolojik Sivilardan Tayin Calismasi

Gelistirilen yontemlerle insan serumu ve yapay idrar ¢ozeltisi Orneklerinden
melatonin tayini i¢in ¢aligmalar gerceklestirildi. Bunun icin ilk olarak Bolim 3.4.5°te
aciklandig1 sekilde serum ve yapay idrar ¢ozeltileri hazirlandi. DPV ve SWV ile yapilan
kalibrasyon ¢aligmalarindan elde edilen dogrusal araliklar g6z Oniine alinarak pH 8.0 BRT
icerisinde melatonin iceren serum ve yapay idrar c¢ozeltileri ile kalibrasyon c¢aligmalari
yapildi. Serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda pik akiminin
okunabildigi en diisiik konsantrasyonlar DPV icin 1.0x107 M ve SWV icin 2.0x107 M
olarak bulundu. Sekil 39°da serum ¢ozeltilerinden ve Sekil 40°ta yapay idrar ¢ozeltilerinden
DPV ve SWV yontemleri ile elde edilen voltamogramlar ve melatonin konsantrasyonuna
kars1 pik akimi grafikleri verilmistir. Ayrica, serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinin kalibrasyon

grafiklerinin regresyon analizi sonuglari da sirasiyla Tablo 19 ve 20°de verilmistir.
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Sekil 39. pH 8.0 BRT icerisindeki melatonin igeren serum ¢ozeltilerinden (A ve C) DPV ve
(B ve D) SWV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis
voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

Tablo 19. PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin i¢eren serum

¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri

DPV SwWv
Pik potansiyeli (mV) 603 634
Dogrusal aralik (uM) 0.1-10 0.2-10
Egim (pA pM™) 0.166 = 0.005 0.263 + 0.006
Kesim noktas1 (HA) 0.003 + 0.020 0.142 + 0.031
Korelasyon katsayist, r 0.993 0.995
Teshis siniri, LOD (nM) 31.5 57.6
Tayin siniri, LOQ (nM) 95.5 174.4

90



(A) 1.51(B)
1.04 4x10%Mm 4x10° M
2x10 M 2x10°M
1x10°° M 1x10°M
< 8x107 M < 1.0 8x107M
= 6x107 M 3 6x107 M
= 2x107 M E 2x10" M
> 0.54 kor o Kor
< < 051
0.0 = 0.0
055 060 065 0.0 0.55 0.60 0.65 0.70
Potansiyel / VV (Ag/AgCl) Potansiyel / V (Ag/AgCl)
0.84 (C) 1.6 (D)
0.6 12
< <
~ ~
g 0.41 £0.8
c c
o =4
& 0.2 Al 0.4-
0.0 0.0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon / uM Konsantrasyon / uM

Sekil 40. pH 8.0 BRT icerisindeki melatonin igeren yapay idrar ¢ozeltilerinden (A ve C)
DPV ve (B ve D) SWV ile elde edilen (A ve B) temel cizgi diizeltmesi yapilmis
voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

Tablo 20. PBPB/GCE ile DPV ve SWV yontemleri kullanilarak melatonin igeren yapay
idrar ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri

DPV SWv
Pik potansiyeli (mV) 610 635
Dogrusal aralik (uM) 01-4 0.2-6
Egim (uA pM™) 0.193 = 0.002 0.271 + 0.007
Kesim noktas1 (HA) -0.008 +0.004 -0.040+0.019
Korelasyon katsayist, r 0.999 0.996
Teshis siniri, LOD (nM) 34.2 54.3
Tayin sinir;, LOQ (nM) 103.6 164.7
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Tekrar edilebilirlik ¢calismasina, DPV igin 6.0x10° M saf melatonin igeren serum ve
8.0x107" M saf melatonin iceren yapay idrar ¢alisma ¢dzeltileri; SWV igin ise 6.0x10°% M
saf melatonin igeren serum ve 1.0x10® M saf melatonin iceren yapay idrar calisma
¢oOzeltileri hazirlanarak baslandi. Her bir yontem i¢in {liger adet ¢ozeltiden elde edilen bes
adet pik akimi1 ve pik potansiyeli degerleri kullanilarak giin i¢i ve giinler aras1 %RSD oranlari
hesaplandi. Tablo 21 ve 22°de sirasiyla serum ve yapay idrar ¢ozeltileri i¢cin elde edilen

sonuclar verilmistir.

Tablo 21. PBPB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren serum
cozeltilerinden DPV ve SWYV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DbV SWV
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
Veriler (V) 0.603 0.603 0.634 0.634
0.603 0.603 0.634 0.634
T 0.603 0.607 0.634 0.634
‘D 0.603 0.607 0.634 0.634
£ 0.603 0.607 0.634 0.639
o
~  Ortalama (V) 0.603 0.605 0.634 0.635
o s 0.0001 0.0017 0.0001 0.0029
%RSD 0.01 0.28 0.01 0.46
Veriler (1A) 1.1204 1.0986 1.6330 1.6352
1.1203 1.1081 1.6300 1.6387
_ 1.1089 1.1088 1.6376 1.6583
E 1.1077 1.1204 1.6417 1.6300
< 1.1002 1.1203 1.6572 1.6376
& Ortalama (pA) 1.1115 1.1112 1.6399 1.6420
S 0.0087 0.0092 0.0106 0.0146
%RSD 0.79 0.83 0.65 0.89
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Tablo 22. PBPB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren yapay idrar
¢ozeltilerinden DPV ve SWV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DPV SWV
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi

Veriler (V) 0.613 0.613 0.634 0.639

0.610 0.613 0.639 0.639

é 0.610 0.607 0.634 0.634
2 0.610 0.610 0.634 0.634
g 0.610 0.607 0.634 0.634
X Ortalama (V) 0.610 0.610 0.635 0.636
o- S 0.0014 0.0031 0.0023 0.0028

%RSD 0.22 0.50 0.36 0.43
Veriler (LA) 0.1511 0.1517 0.3034 0.2996
0.1502 0.1543 0.2989 0.3047
. 0.1525 0.1544 0.3006 0.3002
E 0.1538 0.1502 0.2984 0.2989
_‘: 0.1526 0.1511 0.3006 0.2984
&~ Ortalama (pA) 0.1520 0.1523 0.3004 0.3004
S 0.0014 0.0019 0.0019 0.0025
%RSD 0.92 1.26 0.65 0.84

Serum oOrneklerinden yapilan geri kazanim calismalarinda, DPV ve SWV i¢in
6.0x10® M melatonin igeren serum ¢dzeltisi {izerine son konsantrasyonu 8.0x10° M olacak
sekilde saf melatonin ¢dzeltisinden eklenerek pH 8.0 BRT ile hacme tamamlandi. Yapay
idrar 6rneklerinden geri kazanim calismalarinda ise DPV icin 8.0x107 M melatonin iceren
yapay idrar ¢ozeltisi iizerine son konsantrasyonu 1.0x10° M olacak sekilde saf melatonin
¢ozeltisinden ve SWV icin 1.0x10° M melatonin iceren yapay idrar ¢dzeltisi iizerine son
konsantrasyonu 2.0x10® M olacak sekilde saf melatonin ¢ozeltisinden eklenerek pH 8.0
BRT ile hacme tamamlandi. Her bir yontem igin {iger adet hazirlanan serum ve yapay idrar

calisma gozeltilerinden elde edilen degerler sirasiyla Tablo 23 ve 24’te verildi.
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Tablo 23. PBPB/GCE kullanilarak DPV ve SWV icin 8.0x10® M melatonin i¢eren serum
cozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV SWv
flave edilen saf melatonin konsantrasyonu (uM) 2.000 2.000
Bulunan saf melatonin konsantrasyonu (uM) 1.995 2.023
1.986 2.023
2.001 2.010
: 2002 2014
§ 2000 2013
'S5 Bulunan ortalama saf melatonin konsantrasyonu (uM) 1.997 2.017
© Ortalama geri kazanim (%) 99.84 100.83
S 0.32 0.30
%RSD 0.32 0.30
%Bagi1l hata -0.16 0.83
t-testi 0.01
F-testi 0.92

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)

Tablo 24. PBPB/GCE kullanilarak DPV igin 1.0x10° M ve SWV i¢in 2.0x10® M melatonin
iceren yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV SWv
Ilave edilen saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.200 1.000
Bulunan saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.201 0.992
0.202 0.997
0.198 0.994
% 0.201 1.006
Eg 0.200 1.013
‘5 Bulunan ortalama saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.200 1.001
© Ortalama geri kazanim (%) 100.15 100.07
S 0.57 0.90
%RSD 0.57 0.90
%Bagil hata 0.15 0.07
t-testi 0.86
F-testi 0.40

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)
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4.2.3.6. Girisim Calismasi

PBPB/GCE ile gelistirilen voltametrik yontemlerin melatonine kars1 se¢iciligi, insan
viicut sivilarinda bulunan askorbik asit ve iirik asit endojen maddelerin ve Na*, K*, Ca™,
CI7,NOs ve SO4 2iyonlarinin varliginda incelendi. Bunun i¢in, 4.0x10°® M melatonin igeren
pH 8.0 BRT igerisine her biri 4.0x10 M olacak sekilde NaCl, KNOs, CaCl; ve K2SO4 tuzlari
eklendi. Bu tuzlarin ilavesinden sonra melatonin pik akimindaki degisimin +%1.13’ten az

oldugu goriildi.

Viicut sivilarinda bulunan ve yaygin olarak girisim yapan tiirlerden askorbik asit ve
iirik asit, ¢ozeltideki konsantrasyonlari sirasiyla 8.0x10° M ve 8.0x10° M olacak sekilde,
3.0x10® M melatonin igeren pH 8.0 BRT c¢ozeltisine eklendi. Sekil 41°de goriildiigii gibi,
-0.05 V’de askorbik asite, +0.23 V’de tlirik asite ve +0.57 V’de melatonine ait iyi
tanimlanmis ii¢ anodik pik elde edildi. Bu maddelerin ilavesi ile melatonin pik akimindaki

degisimin +%0.12’den az oldugu goriildii.

101

02 00 02 04 06 08 1.0
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 41. PBPB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki (siyah voltamogram) sadece
melatonin iceren ¢dzeltiden ve (kirmizi voltamogram) (a) 8.0x10° M askorbik

asit, (b) 8.0x10° M iirik asit ve (c) 3.0x10® M melatonin i¢eren ¢ozeltiden alian
diferansiyel puls voltamogramlari

4.2.3.7. PBPB/GCE’nin Stabilite Calismasi

Hazirlanan PBPB/GCE’nin kararliligini degerlendirmek amaciyla CV ve DPV

yontemleri kullanilarak hem operasyonel hem de zamana karsi stabilite c¢aligmalari
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gerceklestirildi. Modifiye elektrotun operasyonel stabilitesi icin 1.0x10"> M melatonin igeren
pH 8.0 BRT ¢ozeltisinde 100 dongiilii CV alindi. Buna gore, 100. dongii sonunda elde edilen

melatonin pik akiminin, ilk dongiideki degerini %98.9 oraninda korudugu goriildii.

PBPB/GCE’nin uzun siireli stabilitesi, 4.0x10® M melatonin igeren pH 8.0 BRT
¢ozeltisinden DPV yontemi ile giin asir1 Ol¢iimler alinarak belirlendi. Hazirlanan
PBPB/GCE, ortam kosullarindan etkilenmemesi amaciyla, oda sicaklifinda ve karanlikta
saklandi. Analiz sonuclarina goére PBPB/GCE’nin 10. giline kadar stabilitesini %94.9

oraninda korudugu belirlendi.
4.2.3.8. PBPB/GCE’nin Yeniden Uretilebilirlik Calismasi

PBPB/GCE’nin yeniden iiretilebilirligi, farkl1 giinlerde birbirinden bagimsiz olarak
hazirlanan bes elektrot kullanilarak 6.0x10° M melatonin iceren pH 8.0 BRT ¢ézeltilerinden
DPYV ile elde edilen pik akim degerleri iizerinden belirlendi. Elde edilen bes adet pik akim
degeri ile %RSD oran1 0.54 olarak hesaplandi.

4.3. PBTB/GCE ile Elde Edilen Bulgular
4.3.1. Poli(Bromtimol Mavisi) Filminin Sentezi

PBTB filmi GCE yiizeyi iizerine CV yontemi ile elektrokimyasal olarak
sentezlenerek PBTB/GCE hazirlandi. En hizli ve kontrollii elektropolimerizasyon igin
oncelikle sentez sirasinda kullanilan kosullar optimize edildi. Bu amagla, destek elektrolitin
tiiri ve pH’s1, destek elektrolite ilave edilen farkli iyonlarin etkisi, monomer derigimi, tarama

hiz1 ve dongii sayis1 gibi ¢esitli parametreler incelendi.
4.3.1.1. Destek Elektrolit ve pH Se¢imi

Destek elektrolitin tiirii ve pH’s1 polimer filmin sentezinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugundan oOncelikle bu parametreler optimize edildi. Bunun ic¢in, pH 7.5-8.0 FT,
pH 7.5-11.0 BRT ve pH 7.5-8.0 McT igerisinde 10 mL 0.50 mM BTB ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu ¢ozeltiler kullanilarak, literatiirde boyar maddelerin elektropolimerizasyonunda siklikla
tercih edilen parametreler secildi ve bdylece, -0.8 ile +1.8 V potansiyel araliginda Ag/AgCl
referans elektrotuna kars1 100 mV s™! tarama hizinda 30 dongiilii voltamogram alinarak GCE
yizeyinde PBTB filminin sentezi gerceklestirildi. BTB’nin 7.5’in altindaki pH’larda
¢oziinmemesi nedeniyle bu pH’dan daha diisiikk olan tampon c¢ozeltiler kullanilmadi.
Sekil 42°de farkli tamponlar icerisindeki 0.50 mM BTB iceren ¢ozeltilerden elde edilen 30

dongiilii elektropolimerizasyon voltamogramlari verilmistir. Buna gore, voltamogramlarda
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en pozitif potansiyelde bulunan ve her dongilide akim degeri azalan tersinmez yiikseltgenme
pikinin BTB monomerine ve monomere ait pikin solunda daha negatif potansiyelde bulunan
ve her dongiide akim degeri artan yiikseltgenme/indirgenme piklerinin ise PBTB’ye ait
olduguna karar verildi. Piklere karar verildikten sonra polimer pik akimlarmin her bir
dongiideki artig oranlar1 belirlenerek en yiiksek artisin meydana geldigi ortam tespit edildi.
Artis oranlari, tiim polimer optimizasyonu calismalar1 i¢in, polimere ait daha negatif
potansiyeldeki yiikseltgenme pikinin son dongiide Ol¢iilen pik akiminin, ikinci dongiide
dlgiilen pik akimina orami alinarak hesaplandi. Ornegin pH 7.5 McT igin bu hesaplama,
-0.06 V’de goriilen (Sekil 42A, kirmiz1 ok ile isaretlenmis) polimere ait yiikseltgenme piki
tizerinden yapildi. Bu degerlendirmelere gore, tiim tampon ¢ozeltiler arasinda, PBTB redoks
piklerinin 30. dongiideki artis oraninin en yiiksek oldugu en kontrollii ve en yliksek PBTB
film olusumu pH 7.5 McT igerisinde hazirlanmis olan polimerizasyon ¢dzeltisi ile elde

edildi.
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Sekil 42. (A) pH 7.5 McT, (B) pH 7.5 FT, (C) pH 8.0 McT, (D) pH 8.0 FT, (E) pH 9.0 BRT
ve (F) pH 11.0 BRT igerisindeki 0.50 mM BTB’nin dongiilii voltamogramlari.
Tarama hiz1 100 mV s, déngii sayis1 30
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4.3.1.2. Iyonlarin Etkisi

Elektropolimerizasyon ¢ozeltisine ilave edilen iyonlarin bu calismadaki polimer
filmlerin polimerizasyonu Tlizerinde herhangi bir elektrokatalitik etkiye sahip olup
olmadigmi arastirmak amaciyla, elektropolimerizasyon ¢ozeltisi igerisine farkli
konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.2 M) KCI, Na;SO4 ve NaNOs tuzlan eklendi. CV ile
-0.8 ile +1.8 V potansiyel araliginda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 100 mV s™! tarama
hizinda 30 dongiilii voltamogram alindi. Buna gore, 0.05 M SO iyonlar1 igeren
polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilen elektropolimerizasyonda, polimer pik
akimu artis oraninin en yiiksek oldugu ve SO4 2 iyonlari eklendiginde pik akimi artis oranimin
1.47 kat artig1 gozlendi. Ilave edilen diger iyonlarin varliginda polimer pik akimi artis
oranlar1 SO4 2 ile elde edilene gore daha diisiik kald1 (Sekil 43). Bu nedenle, BTB’ nin
elektropolimerizasyonunda destek elektrolit olarak 0.05 M NaxSO4 igeren pH 7.5 McT

¢Ozeltisinin kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 43. pH 7.5 McT igerisine ilave edilen tuzlarin PBTB pik akimi artis oranina etkisi.
m: NaxSOy4, v: NaNOs, a: KCI

4.3.1.3. Monomer Derisimi

Monomer derigsiminin elektropolimerizasyona etkisi de ayrica incelendi. Bu amagla
0.05 M NaySO4 iceren pH 7.5 McT ¢ozeltisi igerisine 0.10, 0.25 ve 0.50 mM
konsantrasyonlarda BTB monomeri eklendi ve CV yontemi ile -0.8 ile +1.8 V potansiyel

araliinda Ag/AgCl referans elektrotuna karst 100 mV s tarama hizinda 30 dongiilii
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voltamogram alind1 (Sekil 44). BTB’nin ¢éziinme problemi nedeniyle 0.50 mM tiizerindeki

konsantrasyonlar ¢alisilamadi.

600

08 04 00 04 08 12 16
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

(©)

08 04 00 04 08 12 16 08 -04 00 04 08 12 16
Potansiyel / V (Ag/AgCl) Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 44. 0.05 M NaxSOs igeren pH 7.5 McT igerisindeki (A) 0.10 mM, (B) 0.25 mM ve
(C) 0.50 mM BTB’nin déngiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, déngii
sayis1 30

Elektropolimerizasyon sonucunda elde edilen verilerden, PBTB redoks piklerinin pik
akimi artig oranlar1 0.10 mM igin 2.73 kat, 0.25 mM i¢in 4.62 kat ve 0.50 mM igin 5.81 kat
olarak hesaplandi (Sekil 45). Buna gore, en yiiksek pik akimi artis oranina sahip, en kontrolli
ve 1yl tanimlanmis PBTB piklerinin 0.50 mM BTB monomeri igeren pH 7.5 McT + 0.05 M
Na2SOj4 ¢ozeltisi igerisinde elde edildigi gortildi (Sekil 44C). Bu nedenle, polimerizasyon

i¢in optimum monomer derigiminin 0.50 mM olduguna karar verildi.
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Sekil 45. pH 7.5 McT + 0.05 M NaxSOgigerisindeki elektropolimerizasyonda BTB monomer
derisiminin PBTB pik akimi artis oranina etkisi

4.3.1.4. Tarama Hiz1

Tarama hizinin elektropolimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek i¢in 0.50 mM
BTB igeren pH 7.5 McT + 0.05 M NaySO4 ¢ozeltisinde CV yontemi ile -0.8 ile +1.8 V
potansiyel araliginda 50 mV s' ve 100 mV s' tarama hizlarinda Ag/AgCl referans
elektrotuna kars1 30 dongiilii voltamogram alindi. Buna gére, 50 ve 100 mV s tarama
hizlarinda polimerin pik akimi artig oranlar sirasiyla 3.78 kat ve 5.81 kat olarak belirlendi.
Tarama hiz1 50 mV s olarak tutuldugunda polimer pik akiminin énemli &lgiide azalmasi

nedeniyle elektropolimerizasyon i¢in optimum tarama hiz1 100 mV s™! olarak secildi.

4.3.1.5. Dongii Sayisi

Polimerizasyonun sona erdigi dongii sayisimi belirlemek i¢cin CV yontemi ile
0.50 mM BTB igeren pH 7.5 McT + 0.05 M Na,SO4 ¢ozeltisinde -0.8 ile +1.8 V potansiyel
araliginda ve 100 mV s’ tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna karsi1 30 dongiilii
voltamogram alind1 ve polimer piklerinin akimindaki artis oranlart her dongiiden sonra
hesaplandi. Buna gore, optimize edilen kosullar altinda polimer pik akimindaki artig ve
monomer pik akimindaki azalmanin 19. dongiiye kadar diizenli olarak devam ettigi ve
bundan sonraki dongiilerde degismedigi goriildii. Bu nedenle, PBTB filminin GCE ylizeyi

tizerine elektropolimerizasyon siireci 18. dongiide sonlandirildi.
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4.3.1.6. Optimize Edilmis Kosullarda PBTB/GCE’nin Hazirlanmasi

Destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek elektrolite ilave edilen iyon, monomer
derisimi, tarama hiz1 ve dongii sayis1 optimize edildikten sonra BTB nin GCE yiizeyi lizerine
elektropolimerizasyonunun en kontrollii sekilde, 0.50 mM monomer igeren pH 7.5 McT +
0.05 M NaSOs ¢ozeltisinde -0.8 ile +1.8 V potansiyel araliinda ve 100 mV s tarama
hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 18 dongiilii CV ile elde edildigine karar verildi.
Sekil 46, bu kosullar altinda yapilan BTB elektropolimerizasyonunun voltamogramini
gostermektedir.  Sekil 46’da ekli kiiclik sekilde goriildiigli gibi, elektrokimyasal
polimerizasyon siireci monomerin +0.47 V’deki (Sekil 46-ekli sekil, kirmizi renkli 1. dongii)
tersinmez yiikseltgenme piki ile basladi. Bu dongiide herhangi bir polimer piki goriilmedi.
Monomere ait olan bu anodik pikin akim degeri, artan dongii sayisiyla birlikte diizenli olarak
azaldi. Ikinci déngiiden itibaren, monomer pikinin sol tarafinda -0.06 V civarinda bir
yiikseltgenme/indirgenme ¢ifti ve +0.17 V civarinda ise ikinci bir yiikseltgenme/indirgenme
cifti gozlendi (Sekil 46-ekli sekil, mavi renkli 18. dongli). Polimerin
yiikseltgenme/indirgenme siirecine karsilik gelen bu iki redoks ciftinin pik akimlari
19. dongiiye kadar her dongilide diizenli olarak artt1 ve pik potansiyelleri daha pozitif yone

dogru kaydi.
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Sekil 46. PBTB/GCE hazirlamak i¢in 0.05 M NaxSOs igeren pH 7.5 McT igerisindeki

0.50 mM BTB’nin déngiilii voltamogramlari. Tarama hiz1 100 mV s, dongii
sayist 18. Ekli sekil: 1. dongii (kirmizi) ve 18. dongii (mavi)
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4.3.2. PBTB/GCE’nin Karakterizasyonu

Boliim 4.3.1.6.°ya gore hazirlanan PBTB/GCE ve yalin GCE’nin karakterizasyonu
CV ve EIS yontemleri kullanilarak gerceklestirildi.

Yalin ve polimer film modifiyeli elektrotlarin elektroaktif yiizey alanlari, 0.1 M KCl
iceren 1.5 mM Fe(CN)¢ > ¢ozeltisinde, tarama hiz1 10 ile 300 mV s™! arasinda degistirilerek
tek dongiilii CV yontemiyle incelendi. Hesaplamalar, Boliim 2.9.1.”de verilen Esitlik 3’teki
Randles-Sevcik esitligi kullanilarak yapildi. Buna gore, yalin GCE ve PBTB/GCE’nin
elektroaktif ylizey alanlari sirasiyla 0.0705 cm? ve 0.1241 cm? olarak hesaplandi. Elde edilen
bu sonu¢ PBTB filmi ile kaplanan GCE’nin elektroaktif yiizey alaninin yalin GCE’ye gore
1.76 kat arttigin1 gosterdi.

Yalin ve polimer modifiyeli elektrotlarin araylizey ozellikleri, 0.1 M KCl igeren
1.5 mM Fe(CN)s > ¢dzeltisinde EIS ydntemi ile incelendi ve Nyquist grafikleri elde edildi.
Sekil 47°de hem PBTB/GCE hem de yalin GCE i¢in +0.25 V potansiyelde elde edilen
Nyquist grafikleri goriilmektedir. Yalin GCE ve PBTB/GCE’nin +0.25 V’deki yari
dairelerinden elde edilen Rt degerleri, Nyquist grafikleri uygun devre ile modellendikten

sonra sirastyla 894.1 Q ve 339.7 Q olarak bulundu.

1800 - —m— yalin GCE
—e— PBTB/GCE

1200
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yANK®)
Sekil 47. 0.1 M KCI igeren 1.5 mM Fe(CN)¢>* ¢ozeltisinde kaydedilen yalin GCE ve

PBTB/GCE’nin Nyquist egrileri. Frekans araligi: 0.1-10° Hz. Uygulanan
potansiyel: +0.25 V. Genlik: 0.01 V
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4.3.3. PBTB/GCE ile Melatoninin Elektrokimyasal Analizi

Melatoninin elektrokimyasal analiz calismast i¢in yalin GCE ve PBTB/GCE
kullanilarak DPSV ve SWSV yontemleri ile elde edilen sonuglar karsilastirildi. Bu amagla,
pH 8.0 BRT igerisinde DPSV yontemi i¢in 4.0x107 M ve SWSV yéntemi igin 4.0x10° M
melatonin igeren calisma g¢ozeltileri kullanilarak diferansiyel puls siyirma ve kare dalga
styirma voltamogramlari elde edildi (Sekil 48). PBTB/GCE ile elde edilen melatonin pik
akim degeri, yalin GCE’den DPSV i¢in yaklasik 1.98 kat, SWSV i¢in ise yaklasik 2.19 kat
daha ytiksekti.
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Sekil 48. pH 8.0 BRT igerisindeki (A) 4.0x10”7 M melatonin ¢dzeltisinden elde edilen temel
¢izgi diizeltmesi yapilmis diferansiyel puls styirma ve (B) 4.0x10° M melatonin
cozeltisinden elde edilen temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis kare dalga siyirma
voltamogramlari. (a) Yalin GCE ve (b) PBTB/GCE

4.3.3.1. Destek Elektrolit ve pH Se¢cimi

Melatoninin PBTB/GCE ile elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek elektrolit
tiriiniin ve pH’nin belirlenebilmesi i¢in pH taramasi yapildi. Bunun i¢in, pH degerleri 5.0
ve 5.5 olan AT, pH’s1 5.5 ile 8.0 arasinda yarim birimde bir degisen FT, pH’s1 5.0 ile 9.0
arasinda yarim birimde bir degisen BRT, pH’s1 5.0 ile 6.0 arasinda yarim birimde bir degisen
ST ve pH’st 5.0 ile 8.0 arasinda yarim birimde bir degisen McT igerisinde 1.0x10° M
melatonin igeren calisma cozeltileri hazirlanarak CV, DPV ve SWV yontemleri ile

voltamogramlar alindi. PBTB filmlerinin stabilitesini korumak amaciyla pH 5.0’dan daha
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asidik ve pH 9.0’dan daha alkali tamponlar kullanilmadi. Sekil 49’da melatoninin farkll
tampon ¢ozeltiler icerisindeki dongiilii, diferansiyel puls ve kare dalga voltamogramlari
verilmektedir. Sekil 49A’daki dongiilii voltamogramlarda yiikseltgenme yoniinde

melatoninin bir piki gozlenirken indirgenme yoniinde herhangi bir pik gézlenmedi.
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Sekil 49. (a) pH 5.0 AT, (b) pH 5.5 ST, (¢) pH 6.5 McT, (d) pH 7.0 FT ve (e) pH 8.0 BRT
icerisindeki 1.0x10"> M melatoninin (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yéntemleri ile
elde edilen voltamogramlari

Destek elektrolitlerin melatoninin pik potansiyeli lizerindeki etkisi Sekil 50°de
gosterildi. Sekil 50’ye gore, pH 5.0 ile 9.0 arasinda pH arttik¢a pik potansiyelinde daha
negatif potansiyele dogru bir kayma gozlendi. Bu pH araliginda dogrusallikta herhangi bir

kirilma noktas1 gozlenmedi.

105



680

Pik potansiyeli / mV

520 1

Sekil 50

pH 5.0 ile 9.0 arasinda melatonin pik potansiyelinin (Ep) pH’ya kars1 dogrusallik
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.(A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri igin AT (A), ST (¢), FT (m), McT (V)
ve BRT (%) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin pH’ya karsi pik potansiyeli
grafikleri

grafiklerine ait denklemler Esitlik 14—16’da verildi:

E, (mV)=916.0-35.9 pH (r=0.999, CV ig¢in)

E, (MV) = 846.1 — 34.8 pH (r=0.997, DPV icin)

Ep (MV) = 865.5 — 33.6 pH (r = 0.999, SWV icin)

Ep— pH grafiklerinin pH 5.0 ile 9.0 araliginda elde edilen egim degerleri, CV, DPV
ve SWV yontemleri icin sirastyla -35.9, -34.8 ve -33.6 mV pH™Y’dir. Bu egim degerleri
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-59 mV pH olan teorik degerin yaklasik yaris1 kadardir ve bu da hiz belirleme adiminda iki
elektron ve bir proton transferinin gergeklestigini isaret etmektedir (92, 201, 202).

Melatoninin elektrokimyasal analizi i¢in en uygun destek elektrolit tiirii ve pH’sina,
CV, DPV ve SWYV yontemleri kullanilarak gergeklestirilen pH taramasinda elde edilen
melatonin pik akim degerlerine ve piklerin simetrisine bakilarak karar verildi. Melatoninin
pik akim degerleri her yontem i¢in ayr1 ayr1 pH’ya kars1 grafige gecirildi (Sekil 51). Buna
gore, en yiiksek pik akimina sahip en simetrik melatonin piklerinin tiim yontemlerde pH 8.0

BRT ortaminda elde edildigi goriildii.
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Sekil 51. (A) CV, (B) DPV ve (C) SWV yontemleri i¢in AT (A), ST (¢), FT (m), McT (V)
ve BRT (x) igerisindeki 1.0x10° M melatoninin pH’ya kars1 pik akimi grafikleri
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4.3.3.2. Tarama Hiz1

Melatoninin PBTB/GCE yiizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon
kontrollii mii diflizyon kontrollii mii olduguna karar vermek amaciyla hiz taramasi ¢alismasi
gergeklestirildi. Bunun i¢in pH 8.0 BRT igerisinde 1.0x10° M melatonin iceren calisma
¢ozeltisi hazirlanarak 250 mV s™’den 50 mV s™’e degisen tarama hizlarinda CV ydntemi ile

tek dongiilii voltamogramlar alindi (Sekil 52).
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Sekil 52. pH 8.0 BRT igerisindeki 1.0x10° M melatonin iceren ¢dzeltiden CV ydntemi ile
alinan tek dongiilii voltamogramlar

Uygulanan tarama hizina (v) ve tarama hizinin karekokiine (v2) karsi CV yontemi
ile elde edilen melatonin pik akimi (Z,) degerleri grafige geg¢irildi (Sekil 53). Sekil 53A ve
53B’de goriildiigii gibi I, — v ve I,— v!? grafiklerinin ikisinde de net bir dogrusalligin elde
edilemedigi, fakat Sekil 53A’daki /,— v grafiginde daha yiiksek korelasyon katsayisinin elde
edildigi ve grafiginin daha dogrusal oldugu goriildi. Bu, melatoninin PBTB/GCE
yiizeyindeki ylikseltgenme siirecinde adsorpsiyon etkisinin daha baskin olabilecegini
gosterdi. Ancak I, — v ve I, — v? grafiklerinin her ikisinde de tam dogrusalligin elde
edilememesinden dolay1 bu siirecin tam olarak anlasilabilmesi i¢in siyirma parametrelerinin
optimize edilmesine karar verildi. Daha dogrusal olan /, — v grafiginin regresyon denklemi

Esitlik 17°de verilmistir.

lp (A) = 0.0005 v (M V s1) — 0.0054 (r = 0.963) (17)
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Uygulanan tarama hizinin logaritmasina (log v) karsi melatoninin anodik pik
potansiyeli (Ep) degerleri de ayrica grafige gecirildi ve elde edilen grafikte bir dogrusallik
oldugu goriildii. Elde edilen dogrusal grafigin regresyon denklemi Esitlik 18’de verilmistir.
Tersinmez bir sistem i¢in Laviron teorisine (203) gore, a yiik transfer katsayisi ve n elektron
sayist olmak tizere an, E, — log v grafiginin egiminden hesaplanmaktadir. Tersinmez bir
sistem icin o degerinin 0.5 oldugu varsayimiyla, melatonin i¢in elektron sayist 2.18 olarak

hesaplandi1 (161, 170).

Ep (V) =0.0542 log v (V st) + 0.5345 (r = 0.986) (18)
1(A

0.121 (A) . o1zl ® .
< 0.094 < 0.00-
= u i [ |
g g
e e
= 0.061 . S 0.061 .
A ~

u (]
0.031 g™ 0084
5IO 160 1EI'>O Z(I)O 250 6 é 1'0 1'2 1'4 1I6

Tarama hiz1 / mV s Tarama hizinin karekokii / mV s

Sekil 53. pH 8.0 BRT igerisindeki 1.0x10° M melatoninin CV ydntemi ile elde edilen
(A) I,— v ve (B) I, — v'? grafikleri

4.3.3.3. Siyirma Parametrelerinin Optimizasyonu

Styirma parametrelerinin (biriktirme potansiyeli, biriktirme siiresi ve karigtirma hizi)
optimizasyonu DPSV ve SWSV yontemleri ile gerceklestirildi. Bu amacla, pH 8.0 BRT
icerisinde DPSV yéntemi icin 1.0x10% M ve SWSV ydntemi i¢in 2.0x10° M melatonin
igeren ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢alisma ¢ozeltileri kullanilarak oncelikle
karistirma hiz1 100 rpm’de ve biriktirme siiresi 60 s’de sabit tutuldu ve biriktirme potansiyeli
degistirildi, boylece en yliksek pik akimini veren potansiyeller DPSV ve SWSV yontemleri
icin ayr1 ayr belirlendi. Sekil 54A’da DPSV icin ve Sekil 54B’de SWSV ig¢in biriktirme

potansiyeline kars1 pik akim grafikleri verilmistir.
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Sekil 54. pH 8.0 BRT igerisindeki (A) 1.0x10°® M melatoninin DPSV ve (B) 2.0x10° M
melatoninin SWSV yontemleri ile elde edilen biriktirme potansiyeline kars1 pik
akimi grafikleri

Sekil 54’teki biriktirme potansiyeli grafiklerinden anlasildigi tizere, en yiiksek
edildigi goriildii. Daha sonra, DPSV ve SWSV yontemleri i¢in 100 rpm karistirma hizi ve
0.0 V biriktirme potansiyeli sabit tutulup biriktirme siiresi degistirildi. Sekil 55°te DPSV
SWSV ig¢in biriktirme siiresine karsi pik akim grafikleri gosterilmistir. Buna gore, ideal

biriktirme siiresi DPSV i¢in 120 s ve SWSV i¢in 90 s olarak belirlendi.

064 (A) (B)
1.2
| |
< i B u < " e, - n
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Biriktirme stiresi / s Biriktirme stiresi / s

Sekil 55. pH 8.0 BRT igerisindeki (A) 1.0x10® M melatoninin DPSV ve (B) 2.0x10° M
melatoninin SWSV yontemleri ile elde edilen biriktirme siiresine kars1 pik akimi
grafikleri
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Son olarak, segilen biriktirme potansiyelleri ve siirelerinde karistirma hizlari 100 ile
750 rpm arasinda degistirilerek pik akimlarindaki degisimler incelendi. Ancak, 100 rpm
haricindeki karistirma hizlarinda tutarli sonuglar elde edilemedi. Bu nedenle siyirma

caligmalarinda karistirma hizlar1 100 rpm olarak belirlendi.
4.3.3.4. Kalibrasyon ve Tekrar Edilebilirlik Calismalari

Melatoninin kantitatif analizi i¢cin DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak
kalibrasyon ¢alismasi gerceklestirildi. Bu amagla hem DPSV hem de SWSV yontemleri i¢in
pH 8.0 BRT igerisinde 1.0x10®ile 1.0x10* M araligindaki 21 farkli konsantrasyon i¢in saf
melatonin ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Aliman Ol¢limler sonucunda, pik akim degeri
okunabilen ilk melatonin derisimi DPSV ydntemi i¢in 4.0x10% M ve SWSV yontemi icin
6.0x108 M oldu. DPSV ve SWSV yontemleri i¢in melatonin konsantrasyonundaki artis ile
pik akimmin dogrusal degisimi Sekil 56’da ve bu derisim araliklarindaki kalibrasyon

grafiklerinin regresyon analizi verileri Tablo 25°te verilmistir.
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Sekil 56. PBTB/GCE ile pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren ¢alisma ¢ozeltilerinden
(A ve C) DPSV ve (B ve D) SWSV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi
Kesikli

yapilmis  voltamogramlar
voltamogramlar: Kor

Tablo 25. Melatoninin PBTB/GCE ile DPSV ve SWSYV yontemleri kullanilarak elde edilen

kalibrasyon verileri

Ve

Pik akim1 / pA

N
1

—
1

(C ve

B)
2x10% M
1x108 M

1 6x107M

4x107 M
2x107M
6x10°M
Kor

0.50 0.55 0.60 0.65
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

D)

0 2 4 6
Konsantrasyon / uM

D) kalibrasyon egrileri.

DPSV SWSV
Pik potansiyeli (mV) 556 586
Dogrusal aralik (uM) 0.04-1 0.06 -6
Egim (pA pM™) 0.400 +0.013 0.533 £0.018
Kesim noktas1 (HA) -0.024 + 0.006 -0.021 £ 0.041
Korelasyon katsayist, r 0.993 0.990
Teshis siniri, LOD (nM) 8.28 17.3
Tayin siniri, LOQ (nM) 25.1 52.4
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Gelistirilen yontemlerin kesinligini degerlendirmek amaciyla tekrar edilebilirlik
calismalar1 gerceklestirildi. Bunun icin pH 8.0 BRT igerisinde DPSV icin 6.0x107 M ve
SWSYV icin 2.0x10® M melatonin ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanarak giin ici ve giinler arasi
tekrar edilebilirlik ¢alismalar1 yapildi. Her bir yontem igin ayni konsantrasyonda tiger adet
farkli melatonin ¢ozeltilerinden elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin

%RSD oranlar1 hesaplandi. Veriler ve sonuglar Tablo 26’da verildi.

Tablo 26. Melatoninin PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak elde edilen
tekrar edilebilirlik verileri

DPSV SWSV

Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
Veriler (V) 0.555 0.558 0.583 0.588
0.558 0.561 0.583 0.588
§ 0.555 0.555 0.588 0.588
'S 0.558 0.555 0.588 0.583
g 0.558 0.555 0.588 0.583
x Ortalama (V) 0.556 0.556 0.586 0.586
S 0.0017 0.0027 0.0028 0.0028
%RSD 0.30 0.49 0.47 0.47
Veriler (nA) 0.1989 0.2043 1.3118 1.2898
0.2031 0.2007 1.2876 1.2910
B 0.1996 0.1997 1.2989 1.2709
g 0.2017 0.2017 1.3032 1.3118
° 0.2017 0.1996 1.3131 1.3131
& Ortalama (nA) 0.2010 0.2012 1.3029 1.2953
S 0.0017 0.0019 0.0104 0.0176
%RSD 0.85 0.96 0.80 1.36

4.3.3.5. Farmasotik Dozaj Formundan Tayin ve Geri Kazamim Calismalar:

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunu degerlendirebilmek amaciyla melatoninin
farmasotik preparatlardan tayini ve geri kazanim calismalar1 gergeklestirildi. Farmasdotik
preparatlardan tayin caligmasi i¢in, tablet dozaj formundan hazirlanan pH 8.0 BRT
icerisindeki melatoninin DPSV igin 6.0x107 M ve SWSV icin 2.0x10% M’lik calisma
cozeltileri hazirlandi. Her bir yontem i¢in ayn1 konsantrasyonda iicer adet farkli melatonin

¢ozeltilerinden bes adet pik akimi1 degeri elde edildi. Pik akimi1 degerleri tizerinden melatonin
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miktart hesaplandi ve tablet dozaj formunda beyan edilen miktar ile karsilastirildi. Elde

edilen sonuglar Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 27. PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV ile pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin
¢ozeltilerinden elde edilen farmasétik preparatlardan tayin galismasi verileri

DPSV SWSV
Tablette beyan edilen melatonin miktar1 (mg) 3.000 3.000
_§ Bulunan melatonin miktarlari (mg) 2.987 3.079
S 3.092 3.081
I 2.950 2.970
g o 3.082 2.991
a2 2.930 2.986
-f: “  Bulunan ortalama melatonin miktar (mg) 3.008 3.021
2 s 0.0671 0.0484
E %RSD 2.23 1.60
- %Bagil hata 0.27 0.71

Geri kazanim ¢aligmasinda DPSV yontemi i¢in melatonin tablet dozaj formundan
hazirlanan 6.0x107 M melatonin ¢ozeltisi iizerine toplam melatonin konsantrasyonu
8.0x107" M olacak sekilde ve SWSV ydntemi i¢in ise i¢in melatonin tablet dozaj formundan
hazirlanan 2.0x10° M melatonin ¢dzeltisi iizerine toplam melatonin konsantrasyonu
4.0x10® M olacak sekilde saf melatonin ¢dzeltisinden ilave edildi. Son konsantrasyonlart
DPSV igin 8.0x107 M ve SWSV igin 2.0x10® M olan ¢ozeltilerden iiger adet hazirlanarak
voltamogramlar alindi. Beser adet pik akimi degerleri iizerinden hesaplanan %RSD ve %geri

kazanim verileri Tablo 28’de verilmistir.
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Tablo 28. PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV ile pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin

¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim galismasi verileri

DPSV SWSV
Ilave edilen melatonin konsantrasyonu (uM) 0.200 2.000
Bulunan melatonin konsantrasyonu (uM) 0.204 2.012
0.201 1.997
0.201 2.051
0.206 1.989
0.194 2.006
Bulunan ortalama melatonin konsantrasyonu (uM) 0.201 2.011
Ortalama geri kazanim (%) 100.46 100.56
S 2.26 1.20
%RSD 2.25 1.19
%Bagil hata 0.46 0.56
t-testi 0.78
F-testi 0.01

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)

4.3.3.6. Biyolojik Sivilardan Tayin Calismasi

Gelistirilen yontemlerle insan serumu ve yapay idrar ¢ozeltisi Orneklerinden

melatonin tayini i¢in ¢aligmalar gerceklestirildi. Bunun igin ilk olarak Bolim 3.4.5°te

aciklandig1 sekilde serum ve yapay idrar ¢ozeltileri hazirlandi. DPSV ve SWSV ile yapilan

kalibrasyon ¢aligmalarindan elde edilen dogrusal araliklar goz oniine alinarak pH 8.0 BRT

icerisinde melatonin iceren serum ve yapay idrar c¢ozeltileri ile kalibrasyon c¢aligmalari

yapildi. Serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda pik akiminin

okunabildigi en diisiik konsantrasyonlar DPSV icin 4.0x10® M ve SWSV i¢in 6.0x10% M

olarak bulundu. Sekil 57°de serum ¢ozeltilerinden ve Sekil 58°de yapay idrar ¢ozeltilerinden

DPSV ve SWSV yontemleri ile elde edilen voltamogramlar ve melatonin konsantrasyonuna

kars1 pik akimi grafikleri verilmistir. Ayrica, serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinin kalibrasyon

grafiklerinin regresyon analizi sonuglari da sirasiyla Tablo 29 ve 30°da verilmistir.
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Sekil 57. pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren serum ¢ozeltilerinden (A ve C) DPSV
ve (B ve D) SWSV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis
voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

Tablo 29. PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak melatonin igeren serum
cozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri

DPSV SWSsvV
Pik potansiyeli (mV) 571 597
Dogrusal aralik (uM) 004-1 0.06-1
Egim (A pM™) 0.458 £0.016 0.648 + 0.021
Kesim noktas1 (HA) -0.028 £ 0.008 -0.041 £0.011
Korelasyon katsayist, r 0.992 0.994
Teshis siniri, LOD (nM) 10.1 18.4
Tayin siniri, LOQ (nM) 30.5 55.6
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Sekil 58. pH 8.0 BRT icerisindeki melatonin igeren yapay idrar ¢ozeltilerinden (A ve C)
DPSV ve (B ve D) SWSV ile elde edilen (A ve B) temel ¢izgi diizeltmesi yapilmisg
voltamogramlar ve (C ve D) kalibrasyon egrileri. Kesikli voltamogramlar: Kor

Tablo 30. PBTB/GCE ile DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak melatonin igeren yapay
idrar ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon verileri

DPSV SWSsvV
Pik potansiyeli (mV) 572 597
Dogrusal aralik (uM) 0.04-1 0.06-1
Egim (uA pM™) 0.526 £0.015 1.046 + 0.020
Kesim noktas1 (HA) -0.008 + 0.008 -0.075+0.010
Korelasyon katsayist, r 0.994 0.998
Teshis siniri, LOD (nM) 12.5 17.9
Tayin sinir;, LOQ (nM) 38.0 54.3
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Tekrar edilebilirlik ¢alismasina, DPSV ve SWSV ic¢in 2.0x107 M saf melatonin
iceren serum ve yapay idrar ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanarak baslandi. Her bir yontem igin
ticer adet ¢ozeltiden elde edilen bes adet pik akimi1 ve pik potansiyeli degerleri kullanilarak
giin i¢i ve giinler aras1 %RSD oranlar1 hesaplandi. Tablo 31 ve 32°de sirasiyla serum ve

yapay idrar ¢ozeltileri i¢in elde edilen sonuglar verilmistir.

Tablo 31. PBTB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren serum
¢ozeltilerinden DPSV ve SWSV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DPSV SWSV
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi

Veriler (V) 0.570 0.579 0.599 0.599

0.573 0.573 0.599 0.599

é 0.567 0.570 0.599 0.588
@ 0.567 0.567 0.593 0.599
g 0.576 0.567 0.593 0.599
X Ortalama (V) 0.571 0.571 0.597 0.597
o S 0.0040 0.0051 0.0028 0.0045

%RSD 0.70 0.89 0.46 0.75
Veriler (LA) 0.0358 0.0357 0.0553 0.0565
0.0355 0.0344 0.0557 0.0558
_ 0.0344 0.0350 0.0560 0.0558
E 0.0353 0.0358 0.0561 0.0560
;’ 0.0362 0.0362 0.0564 0.0553
= Ortalama (pA) 0.0354 0.0354 0.0559 0.0559
S 0.0007 0.0007 0.0004 0.0005

%RSD 1.88 1.98 0.73 0.75
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Tablo 32. PBTB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki melatonin igeren yapay idrar
cozeltilerinden DPSV ve SWSV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verileri

DPSV SWSV
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi

Veriler (V) 0.573 0.570 0.593 0.599

0.573 0.570 0.593 0.593

é 0.567 0.570 0.599 0.593
2 0.573 0.576 0.599 0.599
g 0.573 0.576 0.599 0.599
x  Ortalama (V) 0.572 0.572 0.597 0.597
o- S 0.0027 0.0033 0.0028 0.0028

%RSD 0.48 0.58 0.46 0.46
Veriler (LA) 0.0864 0.0835 0.1312 0.1266
0.0845 0.0837 0.1307 0.1319
~ 0.0835 0.0870 0.1285 0.1312
£ 0.0864 0.0849 0.1257 0.1285
E 0.0849 0.0864 0.1267 0.1267
= Ortalama (pA) 0.0851 0.0851 0.1286 0.1290
S 0.0013 0.0016 0.0024 0.0025

%RSD 1.49 1.84 1.87 1.91

Serum orneklerinden yapilan geri kazanim calismalarinda, DPSV ve SWSV i¢in
2.0x10” M melatonin igeren serum ¢dzeltisi {izerine son konsantrasyonu 4.0x10”" M olacak
sekilde saf melatonin ¢dzeltisinden eklenerek pH 8.0 BRT ile hacme tamamlandi. Yapay
idrar &rneklerinden geri kazanim caligmalarinda ise DPSV ve SWSV igin 2.0x107 M
melatonin iceren yapay idrar ¢ozeltisi iizerine son konsantrasyonu 4.0x107 M olacak sekilde
saf melatonin ¢dzeltisinden eklenerek pH 8.0 BRT ile hacme tamamlandi. Her bir yontem
icin li¢ adet hazirlanan serum ve yapay idrar calisma cozeltilerinden elde edilen degerler

sirastyla Tablo 33 ve 34’te verildi.
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Tablo 33. PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV icin 4.0x10"" M melatonin i¢eren serum
cozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPSV SWSsv
[lave edilen saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.200 0.200

Bulunan saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.193 0.202
0.203 0.194
0.193 0.199

: 0198  0.204
§ 0198 0201
'S5 Bulunan ortalama saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.197 0.200
© Ortalama geri kazanim (%) 98.46 100.04
S 2.02 1.79
%RSD 2.06 1.79
%Bagi1l hata -1.54 0.04
t-testi 0.23
F-testi 0.82

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)

Tablo 34. PBTB/GCE kullanilarak DPSV ve SWSV i¢in 4.0x10” M melatonin iceren yapay
idrar ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim verileri

DPV SWv
Ilave edilen saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.200 0.200
Bulunan saf melatonin konsantrasyonu (uM) 0.202 0.207
0.203 0.196
0.208 0.206
g 0.198 0.196
§ 0.196 0.199
E Bulunan ortalama saf melatonin konsantrasyonu 0.201 0.201
5 (M)
Ortalama geri kazanim (%) 100.55 100.41
S 2.35 2.59
%RSD 2.34 2.58
%Bagil hata 0.55 0.41
t-testi 0.93
F-testi 0.85

Teorik olarak t-testi: 2.78 ve F-testi: 6.39 (%95 giiven seviyesi i¢in)
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4.3.3.7. Girisim Calismasi

PBTB/GCE ile gelistirilen voltametrik yontemlerin melatonine karsi seciciligi, insan
viicut sivilarinda bulunan askorbik asit ve iirik asit endojen maddelerin ve Na*, K*, Ca™,
CI7,NOs ve SO4 2iyonlarinin varliginda incelendi. Bunun i¢in, 4.0x107" M melatonin igeren
pH 8.0 BRT igerisine her biri 4.0x10° M olacak sekilde NaCl, KNOs, CaCl; ve K2SOstuzlari
eklendi. Bu tuzlarin ilavesinden sonra melatonin pik akimindaki degisimin +%3.16’dan az

oldugu goriildi.

Viicut sivilarinda bulunan ve yaygin olarak girisim yapan tiirlerden askorbik asit ve
iirik asit, ¢ozeltideki konsantrasyonlari sirasiyla 8.0x10° M ve 8.0x10® M olacak sekilde
3.0x107" M melatonin igeren pH 8.0 BRT igerisine eklendi. Sekil 59°da goriildiigii gibi,
-0.14 V’de askorbik asite, +0.23 V’de lirik asite ve +0.56 V’de melatonine ait iyi
tanimlanmis ii¢ anodik pik elde edildi. Bu maddelerin ilavesi ile melatonin pik akimindaki

degisimin +%4.06’dan az oldugu goriildii.

02 00 02 04 06 08 10
Potansiyel / V (Ag/AgCl)

Sekil 59. PBTB/GCE kullanilarak pH 8.0 BRT igerisindeki (siyah voltamogram) sadece
melatonin igeren ¢ozeltiden ve (kirmizi voltamogram) (a) 8.0x10° M askorbik

asit, (b) 8.0x10® M iirik asit ve (c) 3.0x10” M melatonin igeren ¢ozeltiden alman
diferansiyel puls voltamogramlari

4.3.3.8. PBTB/GCE’nin Stabilite Calismasi

Hazirlanan PBTB/GCE’nin kararliligin1 degerlendirmek amaciyla CV ve DPSV

yontemleri kullanilarak hem operasyonel hem de zamana karsi stabilite caligmalar
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gerceklestirildi. Modifiye elektrotun operasyonel stabilitesi icin 1.0x10"> M melatonin igeren
pH 8.0 BRT ¢ozeltisinde 100 dongiilii CV alindi. Buna gore, 50. dongii sonunda elde edilen

melatonin pik akiminin, ilk dongiideki degerini %98.2 oraninda korudugu goriildii.

PBTB/GCE nin uzun siireli stabilitesi, 4.0x107 M melatonin igeren pH 8.0 BRT
¢ozeltisinden DPSV yontemi ile giin asir1 Ol¢iimler alinarak belirlendi. Hazirlanan
PBTB/GCE, ortam kosullarindan etkilenmemesi amaciyla, oda sicakliginda ve karanlikta
saklandi. Analiz sonuglarina gére PBTB/GCE’nin 8. giine kadar stabilitesini %96.9 oraninda

korudugu belirlendi.
4.3.3.9. PBTB/GCE’nin Yeniden Uretilebilirlik Calismasi

PBTB/GCE’nin yeniden {retilebilirligi, farkli giinlerde birbirinden bagimsiz olarak
hazirlanan bes elektrot kullanilarak 4.0x10” M melatonin iceren pH 8.0 BRT ¢ozeltilerinden
DPSV ile elde edilen pik akim degerleri tizerinden belirlendi. Elde edilen bes adet pik akim
degeri ile %RSD orani1 1.63 olarak hesaplandi.
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE’lerin Hazirlanmasi

PBCP, PBPB ve PBTB polimer filmlerini GCE yiizeyi iizerine CV yoOntemi ile
elektrokimyasal olarak sentezleyerek modifiye elektrotlar1 hazirlamak amaciyla, en hizli ve
kontrollii elektropolimerizasyon i¢in ilk olarak sentez sirasinda kullanilan kosullar optimize
edildi. Bu amagla, her bir polimer i¢in destek elektrolitin tiirii ve pH’s1, destek elektrolite
ilave edilen farkli iyonlarin etkisi, monomer derisimi, tarama hiz1 ve dongii sayisi gibi ¢esitli
parametreler incelendi. Destek elektrolitin tiiri ve pH’s1 polimer filmin sentezinde énemli
bir etkiye sahip oldugundan, oncelikle bu parametreler optimize edildi. Buna gore, tiim
tampon ¢ozeltiler arasinda, polimer redoks pik akimlariin son dongiideki artis oraninin en
yiiksek oldugu en kontrollii film olusumlari, PBCP i¢in pH 5.6 FT igerisinde (Sekil 10C),
PBPB icin pH 5.9 FT igerisinde (Sekil 26C) ve PBTB i¢in pH 7.5 McT igerisinde

(Sekil 42A) hazirlanmis olan polimerizasyon ¢ozeltileri ile elde edildi.

Bazi anyonlarin, nétral kirmizi ve metilen mavisi gibi bazi boyar maddelerin
polimerizasyonunu katalizledigi ile ilgili calismalar literatiirde mevcuttur (124, 204, 205).
Bu nedenle, elektropolimerizasyon c¢ozeltisi igerisine farkli konsantrasyonlarda KCI,
Na;SOs ve NaNO; tuzlar eklenerek bu iyonlarin polimer filmlerin polimerizasyonu
tizerinde herhangi bir elektrokatalitik etkiye sahip olup olmadig: arastirildi. Buna gére PBCP
icin, 0.1 M NO;3  iyonu iceren pH 5.6 FT cozeltisi icerisinde gergeklestirilen
elektropolimerizasyonla elde edilen polimer pik akimi artig oraninin, iyon igermeyen
cozeltide gerceklesen elektropolimerizasyona kiyasla 1.51 kat arttig1 ve bu artisin diger
tyonlara gore en yiiksek oldugu gézlendi. Bu nedenle, BCP’ nin elektropolimerizasyonunda
destek elektrolit olarak 0.1 M NaNOs igeren pH 5.6 FT ¢ozeltisinin kullanilmasina karar
verildi. PBPB i¢in, 0.05 M NO;™ iyonu igeren pH 5.9 FT ¢ozeltisi icerisinde gerceklestirilen
elektropolimerizasyonla elde edilen polimer pik akimi artis oraniin, iyon igermeyen
cozeltide gerceklesen elektropolimerizasyona kiyasla 1.32 kat arttig1 ve bu artisin diger
iyonlara gore en yiiksek oldugu gozlendi. Bu nedenle, BPB’nin elektropolimerizasyonunda
destek elektrolit olarak 0.05 M NaNOs igeren pH 5.9 FT ¢ozeltisinin kullanilmasina karar
verildi. Son olarak PBTB igin, tiim iyonlar arasmnda 0.05 M SO4 2 iyonu igeren
polimerizasyon c¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilen elektropolimerizasyonla elde edilen
polimer pik akimi artis orammnin iyon igermeyen c¢Ozeltide gerceklesen

elektropolimerizasyona kiyasla 1.47 kat arttig1 ve bu artigin diger iyonlara gore en yiiksek
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oldugu gozlendi. Bu nedenle, BTB’nin elektropolimerizasyonunda destek elektrolit olarak

0.05 M NaxSOys igeren pH 7.5 McT ¢ozeltisinin kullanilmasina karar verildi.

Daha sonraki asamada monomer derisiminin elektropolimerizasyon tizerindeki etkisi
incelendi. Bu amagla, PBCP i¢in, 0.1 M NaNOs igceren pH 5.6 FT ¢ozeltisi igerisine 0.25 ile
1.0 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda BCP monomeri eklendi. Buna gore, en yiiksek
pik akimi artig oranina sahip, en kontrollii ve iyi tantmlanmig PBCP piklerinin 0.50 mM BCP
monomeri iceren pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOs ¢ozeltisi igerisinde elde edildigi goriildi
(Sekil 12B). Bu nedenle, BCP polimerizasyonu i¢in optimum monomer derisiminin
0.50 mM olduguna karar verildi. PBPB i¢in yapilan ¢aligmada, 0.05 M NaNOs iceren pH 5.9
FT ¢ozeltisi igerisine 0.25 ile 2.0 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda BPB monomeri
eklendi. Buna gore, en yliksek pik akimi artis oranina sahip, en kontrollii ve iyi tanimlanmis
PBPB piklerinin 1.75 mM BPB monomeri i¢ceren pH 5.9 FT + 0.05 M NaNOj; ¢ozeltisi
icerisinde elde edildigi goriildii (Sekil 28F). Bu nedenle, BPB polimerizasyonu i¢in optimum
monomer derisiminin 1.75 mM olduguna karar verildi. Son olarak, PBTB i¢in, 0.05 M
NaxSO4 igeren pH 7.5 McT ¢ozeltisi igerisine 0.1 ile 0.50 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda BTB monomeri eklendi ve 0.50 mM iizerindeki BTB
konsantrasyonlarinda goriilen ¢dziinme problemi nedeniyle daha yiiksek konsantrasyonlarda
calisilamadi. Buna gore, ¢alisilan konsantrasyonlarda her bir monomer derisimi i¢in PBTB
redoks piklerinin pik akimi artis oranlar1 hesaplandi ve en yliksek pik akimi artis oranina
sahip, en kontrollii ve iyi tanimlanmig PBTB piklerinin 0.50 mM BTB monomeri igeren
pH 7.5 McT + 0.05 M Na,SO4 ¢ozeltisi icerisinde elde edildigi goriildi (Sekil 44C). Bu
nedenle, BTB polimerizasyonu i¢in optimum monomer derisiminin 0.50 mM olduguna karar
verildi. Sec¢ilen monomer derisimleri disindaki konsantrasyonlarda polimerizasyon
veriminin diigmesinin nedeni, diisilk monomer konsantrasyonlarinda polimerizasyon hizinin
yetersiz kalmasi, yiiksek konsantrasyonlarda ise uzun zincirli polimer olusumunun
engellenmesi sonucu kisa zincirli polimerlerin elektrot yiizeyine diisiik adsorpsiyon egilimi

gostermesi olabilir.

Tarama hizinin elektropolimerizasyon siirecine olan etkisini incelemek amaciyla
PBCP i¢in 0.50 mM monomer i¢eren pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOj ¢ozeltisinde ve PBPB i¢in
1.75 mM monomer iceren pH 5.9 FT + 0.05 M NaNOj; ¢ozeltisinde CV yontemi ile
50 mV s ve 100 mV s! tarama hizlarinda 50 déngiilii voltamogramlar alindi. PBTB igin ise

0.50 mM monomer iceren pH 7.5 McT + 0.05 M NaxSOj4 ¢ozeltisinde CV yontemi ile
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50 mV s ve 100 mV s! tarama hizlarinda 30 déngiilii voltamogramlar alindi. Buna gore,
50 mV s ve 100 mV s™! tarama hizlarinda elde edilen polimer pik akimi artis oranlart PBCP
i¢in sirasiyla 4.14 ve 8.42 kat, PBPB i¢in sirasiyla 3.80 ve 10.5 kat ve PBTB i¢in sirasiyla
3.78 ve 5.81 kat olarak bulundu. Tarama hizlar1 50 mV s olarak tutuldugunda polimer pik
akimlarimin ~ tiim  polimerler i¢in  Onemli  Ol¢lide  azalmasi  nedeniyle
elektropolimerizasyonlardaki optimum tarama hizlar1 100 mV s olarak segildi. Son olarak,
polimerizasyonun sona erdigi dongii sayilarini belirlemek i¢in CV yontemi ile her bir
polimer icin segilen elektropolimerizasyon c¢ozeltisi ortaminda ve potansiyel tarama
araliginda (PBCP i¢in -0.4 ile +1.6 V arasinda, PBPB i¢in -0.4 ile +1.4 V arasinda ve PBTB
i¢in -0.8 ile +1.8 V arasinda) 100 mV s™! tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna karsi
PBCP ve PBPB i¢in 50 dongiilii, PBTB i¢in ise 30 dongiilii voltamogramlar alinarak polimer
pik akimindaki artis oranlar1 her dongiliden sonra hesaplandi. Buna gore, optimize edilen
kosullar altinda polimer pik akimindaki artisin ve monomer pik akimindaki azaligin, PBCP
icin 35 dongii boyunca, PBPB i¢in 50 dongii boyunca ve PBTB i¢in 18 dongii boyunca
diizenli olarak devam ettigi ve bu dongiilerden sonra kayda deger bir degismenin olmadig:
goriildlii. Degismenin olmamas1 polimerizasyonun sona erdigini gosterdiginden, her bir
polimer filminin GCE yiizeyi iizerindeki elektropolimerizasyon siireci, belirlenen bu dongii
sayilarinda sonlandirildi. Ayrica, tim polimerler i¢cin monomer ve polimerlere ait pik
potansiyellerinin her dongiide daha pozitif yone dogru kaydigi goriildii. Hem monomer hem
de polimer piklerinin pik akimlarindaki degisim ve pik potansiyellerindeki kaymalar, GCE
yiizeyinde polimer filmlerinin olusumunu ve her dongiide artan polimer film kalinlig

nedeniyle elektrot ylizeyinin degistigini gostermektedir.

Yapilan tiim polimer optimizasyonu c¢alismalar1 sonucunda, BCP’nin GCE ylizeyi
tizerine elektropolimerizasyonunun en kontrollii sekilde, 0.50 mM monomer igeren
pH 5.6 FT + 0.1 M NaNOs ¢dzeltisinde -0.4 ile +1.6 V potansiyel araliginda ve 100 mV s°!
tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 35 dongiilii CV ile elde edildigine karar
verildi (Sekil 14) ve melatoninin analizinde kullanilacak PBCP/GCE’ler bu prosediire
uyularak hazirlandi. BPB’nin GCE yiizeyi {izerine elektropolimerizasyonunun ise en
kontrollii sekilde, 1.75 mM monomer igeren pH 5.9 FT + 0.05 M NaNOs ¢ozeltisinde -0.4
ile +1.4 V potansiyel araliginda ve 100 mV s tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna
kars1 50 dongiilii CV ile elde edildigine karar verildi (Sekil 30) ve melatoninin analizinde
kullanilacak PBPB/GCE’ler de bu prosediire uyularak hazirlandi. Son olarak, BTB’nin GCE

yiizeyi lizerine elektropolimerizasyonunun ise en kontrollii sekilde, 0.50 mM monomer
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iceren pH 7.5 McT + 0.05 M NaxSO4 ¢ozeltisinde -0.8 ile +1.8 V potansiyel aralifinda ve
100 mV s tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotuna karsi 18 dongiilii CV ile elde
edildigine karar verildi (Sekil 46) ve melatoninin analizinde kullanilacak PBTB/GCE’ler bu

prosediire gore hazirlandi.
5.2. PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE’lerin Karakterizasyonu

Hazirlanan polimer modifiyeli GCE’lerin karakterizasyonu CV ve EIS yontemleri
kullanilarak gerceklestirildi. ilk olarak, yalin ve polimer film modifiyeli elektrotlarmn
elektroaktif yiizey alanlar1 Boliim 2.9.1°de verilen Esitlik 3’teki Randles-Sevcik esitligi
kullanilarak hesaplandi. Buna gore, yalin GCE’nin elektroaktif yiizey alan1 0.0705 cm? iken,
PBCEP ile kaplandiktan sonra 1.99 kat artarak 0.1402 cm?’ye, PBPB ile kaplandiktan sonra
1.95 kat artarak 0.1375 cm?’ye ve PBTB ile kaplandiktan sonra 1.76 kat artarak
0.1241 cm?’ye yiikseldi. Elde edilen bu sonuglar tiim polimer filmlerinin, iizerine
kaplandiklar1 GCE yiizey alanini artirarak elektron transfer kapasitesini gelistirdigini

gosterdi.

Yalin ve polimer modifiyeli elektrotlarin arayiizey ozellikleri EIS yontemi ile
incelendi. Tiim polimerler i¢in elde edilen Nyquist grafiklerinde yiiksek frekans bolgesinde
farkli caplara sahip yar1 dairesel cevaplar alindigi goriildi. Caplardaki bu farklilik
muhtemelen elektrot arayiizlerindeki R degisikliklerine isaret etmektedir. Grafiklerde
diisiik frekans bolgesindeki dogrusal davranis gosteren kisim ise elektrotun difiizyon
stirecini  gostermektedir. Nyquist grafikleri incelendiginde, PBCP/GCE (Sekil 15),
PBPB/GCE (Sekil 31) ve PBTB/GCE (Sekil 47)’nin, yalin GCE’ye kiyasla belirgin sekilde
daha kiiciik capli yar1 daireler olusturdugu goriildii. Bu daha kiigiik yar1 daireler, polimer
filmlerin yiizeyi ile elektrot-¢ozelti arayiiziinde Rci’nin azaldigini ve elektron transfer
stirecinin daha hizli oldugunu, yani polimer filmlerin elektriksel iletkenligi artirdigini
gostermektedir. Yalin GCE ve polimer film kapl elektrotlar icin +0.25 V’de ¢izilen Nyquist
grafikleri uygun devre ile modellendikten sonra yar1 dairelerden elde edilen R degerleri
hesaplandi. Buna gore, R¢: degeri yalin GCE i¢in 894.1 Q iken, hazirlanan PBCP/GCE igin
189.9 Q, PBPB/GCE i¢in 551.8 Q ve PBTB/GCE i¢in 339.7 Q olarak bulundu. Polimer
modifikasyonlar1 ile Rec’lerin azalmasi, modifiye edilmis elektrotlarin yiizeyinde yiik
transfer direncinin diismesi ile birlikte artan yiik transfer hizin1 ve dolayisiyla daha verimli

bir elektron transferini isaret etmektedir.
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5.3. PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE ile Melatonin Analizi

Melatoninin elektrokimyasal analiz ¢alismasi i¢in yalin GCE ve hazirlanan modifiye
elektrotlar kullanilarak PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV ve SWV yontemleri ile,
PBTB/GCE i¢in DPSV ve SWSV yontemleri ile elde edilen sonuglar karsilastirildi. Buna
gore, PBCP/GCE ile elde edilen melatonin pik akim degerinin yalin GCE’den DPV ig¢in
yaklagik 1.52 kat ve SWV igin ise yaklasik 1.55 kat daha yiiksek oldugu bulundu.
PBPB/GCE ile elde edilen melatonin pik akim degerinin ise yalin GCE’den DPV igin
yaklasik 1.59 kat ve SWV i¢in ise yaklasik 1.54 kat daha yiiksek oldugu bulundu. Son olarak,
PBTB/GCE ile elde edilen melatonin pik akim degeri, yalin GCE’den DPSV i¢in yaklasik
1.98 kat ve SWSV i¢in ise yaklasik 2.19 kat daha yiiksek bulundu. Melatonin piklerinin, tim
modifiye elektrotlar ve kullanilan yontemler i¢in 1.5 kattan daha fazla artmis olmasi, yapilan
karakterizasyon calismalarinin sonucunda elde edilen daha genis elektroaktif yiizey alani ve

daha etkin elektron transfer hizi sonuglari ile uyumludur.

Elektrotlarin karsilastirilmasimin ardindan, melatoninin voltametrik yontemler ile
yapilan analiz caligmalari i¢in en uygun destek elektrolit ve pH’lar tiim modifiye elektrotlar
icin belirlendi. Bunun i¢in, pH’s1 5.0 ile 9.0 arasinda degisen tampon ¢dzeltiler icerisindeki
melatonin ¢ozeltilerinden CV, DPV ve SWV yontemleri ile voltamogramlar alindi. Polimer
filmlerinin GCE yiizeyindeki stabilitesini korumak amaciyla pH 5.0’dan daha asidik ve
pH 9.0’dan daha alkali tamponlar kullanilmadi. PBCP/GCE i¢in Sekil 17A’da, PBPB/GCE
icin Sekil 33A’da ve PBTB/GCE icin Sekil 49A’da verilen dongiilii voltamogramlarda
goriildiigii lizere, melatoninin yiikseltgenme yoniinde bir piki gozlenirken indirgenme
yoniinde herhangi bir pik goézlenmedi. Bu durum, melatoninin hazirlanan ii¢ modifiye

elektrot ylizeyinde de tersinmez bir prosese sahip oldugunu gosterdi.

Destek elektrolitlerin melatoninin pik potansiyeli ve pik akimi tizerindeki etkisi
aragtirilarak 1yi tanimlanmis, simetrik ve en yiiksek pik akimina sahip melatonin piklerinin
hangi tampon ortaminda elde edildigi her bir elektrot icin tespit edildi. Melatoninin pik
potansiyelleri degerlendirildiginde, PBCP/GCE i¢in Sekil 18’de, PBPB/GCE icin
Sekil 34’te ve PBTB/GCE i¢in Sekil 50°de goriildiigii gibi, pH 5.0 ile 9.0 arasinda pH
arttikca pik potansiyelinde daha negatif potansiyele dogru bir kayma gozlendi. Pik
potansiyellerindeki bu kaymalar, pH arttikca melatoninin daha kolay yiikseltgendigini
gostermektedir. Calisilan pH araliginda tiim modifiye elektrotlar i¢in dogrusallikta herhangi

bir kirtlma noktas1 gozlenmedi. Bu durum, B6liim 2.3.1°de de bahsedildigi iizere literatiirde
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melatoninin pK, degerinin 12.3 olarak verilmesi ile uyumlu olarak, bu ¢alismada pH 9.0’dan
yukar1 ¢ikilmamast dolayisiyla kirilma noktasinin yakalanamamasi ile agiklanabilir (65).
pH 5.0 ile 9.0 arasindaki Ep— pH grafiklerinin egim degerleri, CV, DPV ve SWV yontemleri
icin sirasiyla PBCP/GCE igin -36.1, -34.7 ve -35.9 mV pH*; PBPB/GCE i¢in sirasiyla -35.1,
-33.5 ve -34.2 mV pH?; PBTB/GCE igin sirasiyla -35.9, -34.8 ve -33.6 mV pH™? olarak
hesaplandi. Bu egim degerleri -59 mV pH™ olan teorik degerin yaklasik yaris1 kadardir ve
bu da hiz belirleme adiminda iki elektron ve bir proton transferinin gerceklestigini isaret
etmektedir (92, 201, 202). CV, DPV ve SWYV ile elde edilen pH’ya kars1 pik akimi grafikleri
dikkate alindiginda, 6zellikle kantitatif analizin yapilacagi puls yontemleri i¢in en yiiksek
pik akimina sahip en simetrik melatonin pikinin PBCP/GCE i¢in pH 8.0 FT ortaminda,
PBPB/GCE ve PBTB/GCE i¢in ise pH 8.0 BRT ortaminda elde edildigi goriildii ve sonraki

tiim ¢aligmalar secilen bu destek elektrolitler icerisinde gergeklestirildi.

Melatoninin modifiye elektrot yiizeylerindeki yiikseltgenme reaksiyonunun
adsorpsiyon kontrollii mii difiizyon kontrollii mii olduguna karar vermek amaciyla hiz
taramas1 ¢alismalar1 gerceklestirildi. Bunun i¢in melatonin iceren ¢alisma ¢ozeltisi ile
250 mV s¥’den 50 mV s™e degisen tarama hizlarinda CV yontemi ile tek dongiilii
voltamogramlar alindi (Sekil 20, Sekil 36 ve Sekil 52). Uygulanan tarama hizina (v) ve
tarama hizinin karekokiine (v'/?) kars1 CV yontemi ile elde edilen melatonin pik akimi (Z)
degerleri grafige gecirildi. PBCP/GCE i¢in Sekil 21A’da goriildiigi gibi 7, — v grafiginde bir
dogrusalligin elde edilemedigi, fakat Sekil 21B’deki I, — v'/ grafiginde yiiksek korelasyon
katsayist ile birlikte dogrusallik oldugu goriildii. Benzer sekilde PBPB/GCE i¢in de
Sekil 37A’da goriildigi gibi [, — v grafiginde bir dogrusalligin elde edilemedigi, ancak
Sekil 37B’deki I, — vV grafiginde iyi bir dogrusallik oldugu goriildii. Bu sonuglar,
melatoninin PBCP/GCE ve PBPB/GCE yiizeylerindeki yiikseltgenme reaksiyonunun
diflizyon kontrollii oldugunu gosterdi. PBTB/GCE ig¢in ise farkli bir sonu¢ elde edildi.
Sekil 53A ve 53B’de goriildiigii gibi hem 7, — v hem de I, — v'? grafiklerinde tam bir
dogrusallik elde edilemedi. Ancak, Sekil 53A’daki [, — v grafiginin daha yiiksek korelasyon
katsayisina sahip oldugu goriildii. Bu nedenle, PBTB/GCE yiizeyinde adsorpsiyon etkisinin
daha baskin olabilecegi diisiiniildii ve melatoninin bu elektrot yilizeyindeki yiikseltgenme
reaksiyonunun karakterinin tam olarak anlasilabilmesi ig¢in siyirma parametrelerinin
optimize edilmesine karar verildi. Tarama hiz1 ¢calismalarinin son asamasinda, uygulanan
tarama hizinin logaritmasina kars1 melatoninin anodik pik potansiyeli degerleri de grafige

gecirildi ve tim modifiye elektrotlar icin elde edilen grafiklerde bir dogrusallik oldugu
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goriildii. Tersinmez bir sistem igin Laviron teorisine (203) gore, o yiik transfer katsayisi
(tersinmez bir sistem i¢in a=0.5 oldugu varsayilir) ve n elektron sayisi olmak iizere an,
E, — log v grafiginin egiminden hesaplandi (161, 170). Buna goére, PBCP/GCE i¢in
Esitlik 8’den elektron sayis1 2.08 olarak, PBPB/GCE i¢in Esitlik 13’ten elektron sayis1 2.21
olarak ve PBTB/GCE i¢in Esitlik 18’den elektron sayisi 2.18 olarak hesaplandi. Elde edilen
bu sonuglar, tim modifiye elektrotlar icin elde edilen Ep, — pH grafiklerinin egim

degerlerinden bulunan elektron sayisi sonuglari ile uyumludur.

Ep— pH ve E, —log v grafiklerinden elde edilen elektron ve proton sayilar1 géz 6niine
alinarak melatoninin muhtemel yiikseltgenme mekanizmasi literatiirdeki ¢alismalarla da
uyumlu olarak Sekil 60°ta verilmistir (161, 170, 184, 188). Buna gore, melatoninin 6nce bir
elektron kaybederek radikal katyon olusturdugu ve daha sonra bir elektron ile birlikte bir

proton kaybederek tersinmez olarak ylikseltgendigi onerilmektedir.
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Sekil 60. Melatoninin muhtemel yiikseltgenme mekanizmasi
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PBTB/GCE yiizeyinde gergeklesen melatoninin yiikseltgenme reaksiyonu iizerinde
adsorpsiyon etkisinin yiiksek olmasi nedeni ile siirecin net olarak anlasilabilmesi i¢in
oncelikle siyirma parametreleri optimize edildi. Siyirma parametrelerinin (biriktirme
potansiyeli, biriktirme siiresi ve karigtirma hiz1) optimizasyonu DPSV ve SWSV yontemleri
ile gergeklestirildi. Bu amagla, pH 8.0 BRT icerisinde melatonin igeren calisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan bu calisma c¢ozeltileri kullanilarak oncelikle karistirma hizi ve
biriktirme siiresi sabit tutularak biriktirme potansiyeli degistirildi. Boylece en yliksek pik
akimini veren potansiyeller DPSV ve SWSV yontemlerinin her ikisi i¢in de 0.0 V olarak
belirlendi (Sekil 54). Daha sonra, her iki yontem i¢in karigtirma hizi ve belirlenen 0.0 V
biriktirme potansiyeli sabit tutularak biriktirme siiresi degistirildi. Pik akiminda DPSV igin
120 s’ye kadar dogrusal bir artig goriiliirken sonrasinda sabit kald1 (Sekil 55A). SWSV i¢in
ise pik akimindaki artis 90 s’e kadar devam etti ve ardindan sabit kald1 (Sekil 55B). Son

olarak, farkli karigtirma hizlar1 denendi ve 100 rpm karigtirma hizinin en tutarli sonuglar
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verdigi goriildii. Sonug olarak, ideal biriktirme kosullar1 100 rpm karistirma hizi ile DPSV
icin 0.0 V biriktirme potansiyeli ve 120 s biriktirme siiresi olarak ve SWSV i¢in 0.0 V

biriktirme potansiyeli ve 90 s biriktirme siiresi olarak belirlendi.

Melatoninin kantitatif analizi, PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV ve SWV
yontemleri, PBTB/GCE i¢in ise DPSV ve SWSV yontemleri kullanilarak gerceklestirildi.
PBCP/GCE igin, pH 8.0 FT igerisinde hazirlanan ¢alisma ¢ozeltileri ile alinan dl¢limler
sonucunda, pik akim degeri okunabilen ilk melatonin derisimi DPV yontemi igin
8.0x108M ve SWV yontemi i¢in 2.0x107 M oldu. Ayrica, DPV ile tek kalibrasyon grafigi
elde edilirken, SWV ile farkli regresyon denklemine sahip iki kisim kalibrasyon grafigi elde
edildi. DPV i¢in dogrusal aralik 8.0x10® — 6.0x10> M olarak 2.44x10® M teshis sinr1 ile
ve SWV igin dogrusal araliklar 2.0x107 — 1.0x10°> M ve 2.0x10 — 1.0x10* M olarak
5.18x10® M teshis sinir1 ile elde edildi (Tablo 5). Gelistirilen ydntemlerin kesinligini
degerlendirebilmek amaciyla tekrar edilebilirlik ¢alismalar1 gergeklestirildi. Bunun igin,
pH 8.0 FT igerisinde melatonin ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanarak giin i¢i ve giinler arasi1 tekrar
edilebilirlik caligmalar1 yapildi. Her bir yontem i¢in dogrusal aralik i¢inde kalan birer
konsantrasyon secildi ve bu konsantrasyonda hazirlanan {icer adet melatonin ¢dzeltisinden
elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin %RSD’leri hesaplandi.
Tablo 6’da her iki yontem i¢in verilen RSD degerleri pik potansiyeli i¢in %0.22 ile %0.41
arasinda ve pik akimi i¢in %0.27 ile %0.61 arasinda degisti. Elde edilen %1°den daha diisiik
RSD degerleri, DPV ve SWV yontemlerinin kesinliginin oldukga iyi oldugunu gosterdi.

PBPB/GCE i¢in, pH 8.0 BRT igerisinde hazirlanan calisma ¢ozeltileri ile alinan
Olctimler sonucunda, pik akim degeri okunabilen ilk melatonin derisimi DPV ydntemi i¢in
6.0x108 M ve SWV yéntemi icin 1.0x107 M oldu. DPV igin dogrusal aralik 6.0x10°® —
1.0x10° M olarak 1.70x10® M teshis sinir1 ile ve SWV icin dogrusal aralik 1.0x107 —
4.0x10° M olarak 2.99x10® M teshis sinir1 ile elde edildi (Tablo 15). Gelistirilen
yontemlerin  kesinligini degerlendirebilmek amaciyla tekrar edilebilirlik caligmalar
gergeklestirildi. Bunun i¢in pH 8.0 BRT igerisinde melatonin ¢alisma ¢dzeltileri hazirlanarak
giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 yapildi. Her iki yontem i¢in de dogrusal
aralik igerisinde kalan bir konsantrasyon se¢ildi ve bu konsantrasyonda hazirlanan ii¢ adet
melatonin ¢ozeltisinden elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin
%RSD’leri hesaplandi. Tablo 16’da her iki yontem i¢in verilen RSD degerleri pik potansiyeli
icin %0.29 ile %1.04 arasinda ve pik akimi i¢in %0.35 ile %1.00 arasinda degisti. Elde edilen
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%?2’den daha diisiik RSD degerleri, DPV ve SWV yontemlerinin kesinliginin oldukga iyi
oldugunu gosterdi.

PBTB/GCE ig¢in, pH 8.0 BRT igerisinde hazirlanan calisma ¢ozeltileri ile alinan
Olctimler sonucunda, pik akim degeri okunabilen ilk melatonin derisimi DPSV yontemi igin
4.0x10® M ve SWSV yéntemi icin 6.0x10° M oldu. DPSV i¢in dogrusal aralik 4.0x107® —
1.0x10® M olarak 8.28x10° M teshis simr1 ile ve SWSV igin dogrusal aralik 6.0x10°% —
6.0x10° M olarak 1.73x10® M teshis smr1 ile elde edildi (Tablo 25). Gelistirilen
yontemlerin  kesinligini degerlendirebilmek amaciyla tekrar edilebilirlik caligmalar
gerceklestirildi. Bunun i¢in pH 8.0 BRT igerisinde melatonin ¢aligma ¢6zeltileri hazirlanarak
giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 yapildi. Her iki yontem i¢in de dogrusal
aralik igerisinde kalan bir konsantrasyon segildi ve bu konsantrasyonda hazirlanan ti¢ adet
melatonin ¢ozeltisinden elde edilen bes adet pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin
%RSD’leri hesaplandi. Tablo 26’°da her iki yontem i¢in verilen RSD degerleri pik potansiyeli
icin %0.30 ile 9%0.49 arasinda ve pik akimi i¢in %0.80 ile %1.36 arasinda degisti. Boylece,
DPSV ve SWSV yontemlerinin kesinliginin %2 nin altindaki RSD degerleri ile oldukga iyi

oldugu sonucuna varildu.

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunu degerlendirebilmek amaciyla melatoninin
farmasotik preparatlardan tayini ve geri kazanim ¢alismalar1 gergeklestirildi. Segilen tablet
formunda melatonin miktar1 3.000 mg olarak beyan edilmisti. Bu miktar, farmasotik
preparatlardan tayin ¢aligsmasi sonucunda PBCP/GCE i¢in DPV ile 3.018 mg ve SWV ile
3.078 mg olarak sirasiyla %0.87 ve %0.89 RSD degerleri ile bulundu (Tablo 7). Sonrasinda
melatonin tablet c¢ozeltisi iizerine saf melatonin ¢ozeltisinin eklenmesi ile yapilan geri
kazanim calismasinda, eklenen miktarlar DPV i¢in %99.98 ve SWV i¢in %99.67 ortalama
geri kazanimlar ile elde edildi (Tablo 8). Ayn1 ¢aligma PBPB/GCE ig¢in de yapildi ve beyan
edilen miktar, DPV ile 3.094 mg ve SWV ile 3.084 mg olarak sirastyla %0.30 ve %0.21 RSD
degerleri ile bulundu (Tablo 17). Melatonin tablet ¢ozeltisi tizerine saf melatonin ¢ozeltisinin
eklenmesi ile yapilan geri kazanim calismasinda ise eklenen miktarlar DPV i¢in %100.08 ve
SWV icin %100.65 ortalama geri kazanimlar ile elde edildi (Tablo 18). Son olarak,
PBTB/GCE i¢in beyan edilen melatonin miktart DPSV ile 3.008 mg ve SWSV ile 3.021 mg
olarak sirastyla %2.23 ve %1.60 RSD degerleri ile bulundu (Tablo 27). Melatonin tablet
cozeltisi tlizerine saf melatonin ¢ozeltisinden eklenmesi ile yapilan geri kazanim

calismasinda da eklenen miktarlar DPSV i¢in %100.46 ve SWSV i¢in %100.56 ortalama
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geri kazanimlar ile elde edildi (Tablo 28). Tiim modifiye elektrotlar ile farmasdtik
preparatlardan yapilan tayin ¢alismalarinda melatonin miktarlarinin beyan edilen miktara
olduk¢a yakin c¢ikmasi ve geri kazanim calismalarinda %100’e yakin ortalama geri
kazanimlar elde edilmesi, tablette bulunan etkin madde disindaki diger bilesenlerin bu

calisma kapsaminda gelistirilen yontemlere bir etkisinin olmadigin1 ortaya koydu.

DPV/DPSV ve SWV/SWSV her ne kadar birbirine benzer puls yontemleri olarak
bilinse de hiz ve hassasiyet acisindan farkliliklar gosterir ve farkli avantajlara sahiptirler.
Dolayisiyla analiz edilecek numuneye gore farkli sonuglar verebilirler. Buna gore, her bir
modifiye elektrot ile melatonin tayini i¢in gelistirilen puls yOntemlerinin istatistiksel
karsilastirmasi, geri kazanim ¢alismasindan elde edilen melatonin pik akimlari {izerinden
yapilan hesaplamalar ile degerlendirildi. Bu calismalar i¢in hesaplanan #-testi ve F-testi
sonuglarinin %95 giiven seviyesindeki teorik degerlerden (Tablo 8, Tablo 18 ve Tablo 28)
diisiik olmasi, her bir modifiye elektrot i¢cin gelistirilen yontemler arasinda istatistiksel

acidan bir fark bulunmadigini gosterdi.

Gelistirilen yontemler sonraki asamada melatonin igeren serum ve yapay idrar
cozeltilerine de uygulandi. Buna gore, her bir modifiye elektrot i¢in se¢ilen destek elektrolit
ortaminda melatonin iceren serum ve yapay idrar ¢ozeltileri hazirlandi. Buna gore,
PBCP/GCE i¢in pH 8.0 FT ortaminda Serum ¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda
pik akimmin okunabildigi en diisiik konsantrasyon DPV i¢in 1.0x107 M ve SWV icin
2.0x107" M iken, yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda ise pik akiminin
okunabildigi en diisiik konsantrasyon DPV i¢in 1.0x107 M ve SWV icin 4.0x10” M olarak
bulundu. DPV ve SWV kullanilarak melatonin igeren serum c¢ozeltilerinden elde edilen
kalibrasyon verilerinden teshis sinirlar1 sirasiyla 2.71x10 M ve 3.91x10® M olarak ve
yapay idrar ¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon verilerinden teshis sinirlart sirasiyla
2.84x10% M ve 6.67x10® M olarak hesapland1 (Tablo 9 ve 10). Tablo 11°de verilen, serum
cozeltilerinden DPV ve SWV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verilerine gére, RSD
degerleri pik potansiyeli icin %0.01 ile %0.55 arasinda ve pik akimi i¢in %0.46 ile %1.50
arasinda degisti. Tablo 12’de verilen, yapay idrar ¢ozeltilerinden DPV ve SWYV ile elde
edilen tekrar edilebilirlik verilerine gore ise, RSD degerleri pik potansiyeli i¢in %0.01 ile
%0.54 arasinda ve pik akimi i¢in %0.29 ile %0.83 arasinda degisti. %2 ’nin altinda elde
edilen RSD’ler gelistirilen yontemlerin kesinliginin, icerisinde girisim yapabilecek cok

sayida bilesen bulunan serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinde de iyi oldugunu gosterdi.
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Ayni ¢alisma PBPB/GCE igin pH 8.0 BRT ortaminda melatonin igeren serum ve
yapay idrar ¢ozeltileri hazirlanarak yapildi. Serum ve yapay idrar ¢ozeltilerinden elde edilen
voltamogramlarda pik akiminin okunabildigi en diisik konsantrasyonlar DPV igin
1.0x10" M ve SWV ic¢in 2.0x107" M olarak bulundu. DPV ve SWV kullanilarak melatonin
iceren serum ¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon verilerinden teshis sinirlart sirasiyla
3.15x10% M ve 5.76x10® M olarak ve yapay idrar ¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon
verilerinden teshis sinirlar1 sirasiyla 3.42x10° M ve 5.43x10® M olarak hesaplandi
(Tablo 19 ve 20). Tablo 21°de verilen, serum ¢ozeltilerinden DPV ve SWV ile elde edilen
tekrar edilebilirlik verilerine gore, RSD degerleri pik potansiyeli i¢in %0.01 ile %0.46
arasinda ve pik akimzi i¢in %0.65 ile %0.89 arasinda degisti. Tablo 22’de verilen, yapay idrar
cozeltilerinden DPV ve SWV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verilerine gore ise, RSD
degerleri pik potansiyeli i¢in %0.22 ile %0.50 arasinda ve pik akimi i¢in %0.65 ile %1.26
arasinda degisti. %2’nin altinda elde edilen RSD’ler gelistirilen yontemlerin kesinliginin,
icerisinde girisim yapabilecek ¢ok sayida bilesen bulunan serum ve yapay idrar

cozeltilerinde de iyi oldugunu gosterdi.

Son olarak, iki polimer i¢in yapilan deneyler PBTB/GCE i¢in de pH 8.0 BRT
ortaminda melatonin i¢eren serum ve yapay idrar ¢ozeltileri ile yiiriitiildii. Serum ve yapay
idrar ¢ozeltilerinden elde edilen voltamogramlarda pik akiminin okunabildigi en diisiik
konsantrasyonlar DPSV icin 4.0x10®% M ve SWSV i¢in 6.0x108 M olarak bulundu. DPSV
ve SWSV kullanilarak melatonin iceren serum ¢ozeltileriyle elde edilen kalibrasyon
verilerinden teshis smirlart sirastyla 1.01x10® M ve 1.84x10® M olarak ve yapay idrar
cozeltileriyle elde edilen kalibrasyon verilerinden teshis sinirlari sirasiyla 1.25%10% M ve
1.79x10°® M olarak hesapland1 (Tablo 29 ve 30). Tablo 31°de verilen, serum ¢dzeltilerinden
DPSV ve SWSV ile elde edilen tekrar edilebilirlik verilerine gore, RSD degerleri pik
potansiyeli i¢in %0.46 ile %0.89 arasinda ve pik akimi i¢in %0.73 ile %1.98 arasinda degisti.
Tablo 32°de verilen, yapay idrar ¢ozeltilerinden DPSV ve SWSYV ile elde edilen tekrar
edilebilirlik verilerine gore ise, RSD degerleri pik potansiyeli i¢in %0.46 ile %0.58 arasinda
ve pik akimi i¢in %1.49 ile %1.91 arasinda degisti. Bu sonuglar 15181inda, PBTB/GCE igin
de gelistirilen yontemlerin serum ve yapay idrar ¢ozeltilerindeki kesinliginin iyi olduguna

karar verildi.

Gelistirilen yontemlerin serum ve yapay idrar igerisindeki melatonin i¢in dogrulugu

yapilan geri kazanim caligmalari ile tespit edildi. Buna gore, PBCP/GCE igin, serum

133



cozeltilerine eklenen saf melatonin miktart DPV ve SWV ig¢in sirasiyla %101.06 ve %100.32
ortalama geri kazanimlar ile elde edilirken (Tablo 13), yapay idrar ¢ozeltilerine eklenen saf
melatonin miktar1t DPV ve SWV ig¢in sirastyla %99.36 ve %99.90 ortalama geri kazanimlar
ile elde edildi (Tablo 14). PBPB/GCE i¢in, serum ¢ozeltilerine eklenen saf melatonin miktari
DPV ve SWYV igin sirasiyla %99.84 ve %100.83 ortalama geri kazanimlar ile elde edilirken
(Tablo 23), yapay idrar ¢ozeltilerine eklenen saf melatonin miktar1 DPV ve SWV i¢in
strastyla %100.15 ve %100.07 ortalama geri kazanimlar ile elde edildi (Tablo 24). Son olarak
PBTB/GCE ig¢in, serum ¢ozeltilerine eklenen saf melatonin miktart DPSV ve SWSV i¢in
strastyla %98.46 ve %100.04 ortalama geri kazanimlar ile elde edilirken (Tablo 33), yapay
idrar ¢ozeltilerine eklenen saf melatonin miktar1t DPSV ve SWSYV igin sirastyla %100.55 ve
%100.41 ortalama geri kazanimlar ile elde elde edildi (Tablo 34). Yapilan dogruluk
calismalar1 sonucunda %100’e oldukca yakin geri kazanimlar elde edilmesi, serumda ve
yapay idrarda bulunan girisim yapabilecek tiirlerin tiim modifiye elektrotlar i¢in gelistirilen
yontemlerle gergeklestirilen melatoninin analizini etkilemedigi sonucuna varildi. Dogruluk
calismalarinda son olarak, her bir modifiye elektrot i¢in kullanilan her iki yontemin
istatistiksel karsilagtirmasi, melatonin iceren serum ve yapay idrar ¢ozeltileri ile
gerceklestirilen geri kazanim c¢alismasindan elde edilen melatonin pik akimlari {izerinden
yapilan hesaplamalar ile degerlendirildi. Hem serum hem de yapay idrar ¢ozeltileri igin
hesaplanan ¢- ve F-testi sonuglar1 %95 giiven seviyesindeki teorik degerlerden (PBCP/GCE
i¢in Tablo 13 ve 14; PBPB/GCE i¢in Tablo 23 ve 24; PBTB/GCE i¢in Tablo 33 ve 34) daha
diisiik oldugu i¢in gelistirilen yontemler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadigi

sonucuna varildi.

Gelistirilen voltametrik yOntemlerin melatonine karst seciciligi, insan viicut
sivilarinda bulunan askorbik asit ve {irik asit endojen maddeleri ve Na*, K*, Ca'?, Cl",NOs~
ve SO4 2 iyonlar1 varliginda incelendi. Bunun i¢in, melatonin iceren cdzeltiler igerisine
melatonin konsantrasyonunun 100 kat1 konsantrasyondaki NaCl, KNO3z, CaCl, ve K>SO4
tuzlari eklendi. Bu tuzlarin ilavesinden sonra melatonin pik akimindaki degisim PBCP/GCE
icin £%2.0’den, PBPB/GCE igin +%1.13’ten ve PBTB/GCE i¢in +£%3.16’dan daha azdi.
Ayrica, viicut sivilarinda bulunan ve yaygin olarak girisim yapan tiirlerden askorbik asit
(80 uM) ve iirik asit (8 uM), melatonin (PBCP ve PBPB i¢in 3 uM, PBTB i¢in 0.3 uM)
igeren tampon ¢ozelti icerisine eklendi ve voltamogramlar alindi. PBCP/GCE igin Sekil
25’te, PBPB/GCE i¢in Sekil 41°de ve PBTB/GCE i¢in Sekil 59°da goriildiigii gibi, her bir
modifiye elektrot ile bu li¢ maddeye ait ylikseltgenme pikleri birbirinden farklh
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potansiyellerde ayr1 birer pik seklinde herhangi bir girisim olmadan elde edildi. Ayrica, bu
maddelerin ilavesi ile melatonin pik akimindaki degisimin de PBCP/GCE i¢in £%3.9’dan,
PBPB/GCE i¢in £%0.12°den ve PBTB/GCE icin +%4.06’dan daha az oldugu goriildii.
Melatonin pik akimindaki degisimlerin oldukga diisiik olmas1 ve ayrica pik potansiyelinde
ve simetrisinde herhangi bir degisikligin bulunmamasi, gelistirilen tiim yontemlerin bu

maddeler varliginda melatonine kars1 seciciliginin oldukea iyi oldugunu gosterdi.

Hazirlanan modifiye elektrotlarin kararliligini degerlendirmek amaciyla, PBCP/GCE
ve PBPB/GCE i¢in CV ve DPV yontemleri ile, PBTB/GCE i¢in ise CV ve DPSV yontemleri
ile hem operasyonel hem de zamana karsi stabilite ¢alismalart gerceklestirildi. Modifiye
elektrotun operasyonel stabilitesi icin 100 dongiilii CV alind1 ve dl¢lim sonucunda elektrot
yiizeyindeki degisim incelendi. Buna gore, 100. dongii sonunda elde edilen melatonin pik
akiminin, ilk dongiideki degerini PBCP/GCE i¢in %99.4 oraninda, PBPB/GCE i¢in %98.9
oraninda korudugu goriiliirken, PBTB/GCE i¢in ise 50. dongii sonunda elde edilen melatonin
pik akiminin, ilk dongideki degerini %98.2 oraninda korudugu goriildi. Modifiye
elektrotlarin zamana kars: stabilitesi i¢in ise PBCP/GCE ve PBPB/GCE i¢in DPV ydntemi
ve PBTB/GCE i¢in DPSV yontemi ile giin asir1 6l¢iimler alindi. Analiz sonuglarina gore,
PBCP/GCE’nin stabilitesini 14. giine kadar %95.9 oraninda, PBPB/GCE’nin stabilitesini
10. giine kadar %94.9 oraninda ve PBTB/GCE’nin de stabilitesini 8. giine kadar %96.9
oraninda korudugu belirlendi. Bu c¢alismalar sonucunda, hazirlanan polimer modifiye

elektrotlarin kararliliginin iyi oldugu anlasildi.

Modifiye elektrotlarin yeniden iiretilebilirligi, farkli giinlerde birbirinden bagimsiz
olarak hazirlanan bes elektrot ile ayni konsantrasyondaki melatonin ¢6zeltisinin PBCP/GCE
ve PBPB/GCE i¢in DPV yontemi ve PBTB/GCE i¢in DPSV yontemi ile elde edilen pik akim
degerleri tizerinden belirlendi. Buna gore, elde edilen bes adet melatonin pik akim degerinin
%RSD’leri PBCP/GCE igin %0.38, PBPB/GCE igin %0.54 ve PBTB/GCE i¢in %1.63
olarak hesaplandi. Elde edilen bu diisiik RSD degerleri bu tez calismasinda gelistirilen
modifiye elektrotlarin yeniden iiretilebilirliginin iyi oldugunu gosterdi. Bu da, elektrotlarin
stabil olarak kaldiklar siireler asildiginda veya hazirlanan modifiye elektrot yiizeylerinin
herhangi bir nedenle deforme olmas1 durumunda, hazirlanacak yeni elektrot ile ¢calismalarin

kaldig1 yerden devam ettirilebilmesinin miimkiin oldugunu gdstermektedir.
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5.4. PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE’lerin Karsilastirilmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen polimer film modifiye elektrotlarla elde
edilen baz1 sonuglar birbiri ile karsilastirilarak elektrotlar arasindaki {istiinliikler ortaya
konuldu. Buna gore, polimerlerin GCE yiizeyine elektropolimerizasyon reaksiyonu en
kontrollii sekilde PBPB/GCE ig¢in 50 dongii ile elde edilirken ikinci en kontrolli
polimerizasyon ise PBCP/GCE igin 35 dongii ile elde edildi.

Elde edilen PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE’lerin hesaplanan elektroaktif
ylizey alanlar1 karsilastirildiginda, 0.1402 cm? ile en genis elektroaktif yiizey alanimin
PBCP/GCE’de elde edildigi, sonraki en genis yiizey alanina ise PBPB/GCE’nin sahip
oldugu belirlendi. EIS c¢aligmalar1 sonucunda hesaplanan R degerleri karsilastirildiginda
ise, en diisiik ytik transfer direncinin, yani daha yiiksek elektriksel iletkenligin PBCP/GCE
ile elde edildigi belirlendi.

PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE kullanilarak gelistirilen yontemlerle yapilan
melatonin analizinin sonuglar1 degerlendirildiginde, ii¢ elektrot yiizeyinde de melatonin
tersinmez anodik davranig gosterdi. Hiz taramasi ¢alismalarinda, melatoninin PBCP/GCE
ve PBPB/GCE iizerinde difiizyon kontrollii olarak yiikseltgendigi, ancak PBTB/GCE
yiizeyinde adsorpsiyon etkisinin baskin oldugu tespit edildi. Bu nedenle PBTB/GCE igin
styirma parametreleri optimize edildi. Kalibrasyon calismalar1t PBCP/GCE ve PBPB/GCE
icin siyirmasiz  puls yontemleriyle gerceklestirilirken, PBTB/GCE i¢in siyirma
yontemleriyle gergeklestirildi. Kalibrasyon ¢aligmasi sonuclarina gore, en genis dogrusal
aralik PBCP/GCE kullanilarak DPV yontemi ile elde edilirken, en diisik LOD degeri
PBTB/GCE kullanilarak DPSV yontemi ile elde edildi (Tablo 5, 15 ve 25). En diistik
LOD’nin PBTB/GCE ile elde edilmesi, bu elektrot i¢in daha hassas sityirmali yontemlerin
kullanilmas1 ile agiklanabilir. Kesinligin  degerlendirilmesinde = PBCP/GCE ve
PBPB/GCE’nin her ikisi i¢in de ¢ok diisiik %RSD degerleri elde edilirken, PBTB/GCE igin
digerlerine kiyasla daha yiiksek %RSD’ler elde edildi. Hazirlanan ii¢ elektrotun ve
gelistirilen tiim yontemlerin kesinligi tatmin edici olmakla birlikte (Tablo 6, 16 ve 26), diger
iki elektrotla kiyaslandiginda PBTB/GCE ile daha yiliksek RSD degerlerinin elde
edilmesinin, bu elektrot yiizeyinde gerceklesen melatonin yiikseltgenme reaksiyonunda

adsorpsiyon etkisinin yliksek olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniildii.

Her bir elektrot ile gelistirilen yontemler kullanilarak melatonin, farmasétik dozaj

formlarindan, insan serumundan ve yapay idrar Orneklerinden tayin edildi. Buna gore,

136



melatonin i¢in hazirlanan ii¢ elektrotun ve gelistirilen her bir yontemin hem farmasétik dozaj
formlarina hem de biyolojik numunelere basariyla uygulanabildigi goriildii. Hazirlanan ii¢
farkli elektrot kullanilarak gelistirilen yontemlerle melatoninin farmasoétik dozaj formu ile
yapilan dogruluk c¢alismalarinda elde edilen geri kazanim degerleri birbirine olduk¢a yakin
olup %99.67 ile %100.65 arasinda bulundu (Tablo 8, 18 ve 28). Insan serumu ve yapay idrar
¢ozeltisi ile yapilan ¢alismalarin sonuglarina bakildiginda, her bir elektrotla gergeklestirilen
tiim yontemler i¢in Tablo 9,10, 19, 20, 29 ve 30°da verilen dogrusal araliklar, Tablo 5, 15 ve
25’te verilen saf melatonin icin elde edilen sonuclara benzerdi. insan serumundan melatonin
tayininde en diisiik LOD degerleri PBTB/GCE kullanilarak DPSV yontemiyle elde edildi
(Tablo 9, 19 ve 29). Serum c¢ozeltisinden elde edilen %RSD degerleri saf melatonin
cozeltisinden elde edilenlere benzer sekilde diisiiktii ve her bir yontemle elde edilen geri
kazanim degerleri de %98.46 ile %101.06 arasindaydi (Tablo 13, 23 ve 33). Yapay idrar
cozeltisinden melatoninin tayininde en diisik LOD degerleri ise yine PBTB/GCE
kullanilarak DPSV yo6ntemiyle elde edildi (Tablo 10, 20 ve 30). Yapay idrar ¢ozeltisinden
elde edilen %RSD degerleri yine saf melatonin ¢ozeltisinden elde edilenlere benzer sekilde
diisiiktli ve her bir yontemle elde edilen geri kazanim degerleri %99.36 ile 9%100.55
arasindaydi (Tablo 14, 24 ve 34). Serum ve yapay idrardan yapilan melatonin analizi
sonuclarinin saf melatonin ¢dzeltileri ile elde edilen sonuglarla uyumlu ¢ikmasi, gelistirilen
yontemlerin serum ve yapay idrardaki girisim yapan maddelerin varligindan etkilenmedigini

gosterdi.

Askorbik asit ve {irik asit ile Na*, K*, Ca™, CI", NOs~ ve SO4 2iyonlarinin varliginda
gergeklestirilen melatonin tayininde, PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE ile gelistirilen
voltametrik yontemlerle melatonin pik akimindaki degisimin +%4.06’dan az oldugu
goriildii. Bu sonuglar, PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE ile gelistirilen voltametrik

yontemlerin hepsinin melatonine kars1 segiciliginin oldukga yiiksek oldugunu gosterdi.

Hazirlanan PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE’lerin hem zamana hem de
tekrarli analize karsi stabiliteleri karsilastirildiginda, stabilitesi en iyi olan elektrotun
yaklasik iki hafta ile PBCP/GCE oldugu belirlendi. Polimerler arasinda en diisiik stabilite
ise PBTB/GCE i¢in elde edildi. Benzer egilimle, yeniden iiretilebilirligi en iyi olan
elektrotun PBCP/GCE ve en diisiik olan elektrotun ise PBTB/GCE oldugu belirlendi.
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5.5. Melatoninin Kalibrasyon Calismasi Sonuclarimin Literatiirdeki Cahsmalar ile

Karsilastirilmasi

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen PBCP/GCE, PBPB/GCE ve PBTB/GCE
kullanilarak yapilan melatoninin kantitatif analiz ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ile
Boliim 2.13te verilen literatiir galigmalarinin sonuglari (Tablo 1) dogrusal araliklar ve LOD

degerleri lizerinden karsilastirildi.

Tablo 1’de, melatoninin analizine dair literatiirde bulunan ¢alismalar 6zetlenmis ve
bu tez ¢calismasi kapsaminda hazirlanan elektrotlarla elde edilen melatonin analiz sonuglar
kargilastirilmistir.  Yapilan incelemede, PBCP/GCE ve PBPB/GCE ile yapilan
karsilastirmalarin ayni sonuca ulastigir goriildii. Buna gore, hem dogrusal araliklar1 bu iki
polimer modifiye elektrottan daha genis olan hem de teshis sinirlar1 daha diisiik olan
caligmalar sadece (164), (187), (191), (194), (195) ve (196) numarali ¢calismalardi. Bunun
disindaki calismalarda her iki parametre agisindan PBCP/GCE ve PBPB/GCE ile elde
edilenlerden daha iyi sonuglar elde edilememistir. Literatiirdeki bu ¢aligmalar
incelendiginde, (164) numarali calismada siyirma yontemi (DPSV) kullanilarak bu
calismadakine gore daha zaman alic1 bir prosediir uygulanmistir. Ayrica, (164) numaral
calismada herhangi bir geri kazanim ¢alismasi yapilmamis olup, yontemin dogruluguna dair
bir veri de sunulmamistir. Tablo 1’deki (187), (191), (194), (195) ve (196) numarali
caligmalarda kullanilan elektrotlarin ise PBCP/GCE ve PBPB/GCE’ye kiyasla, daha
karmasik ve zaman alic1 bir modifikasyon prosediiriine sahip olduklar1 ve haliyle hazirlanan
elektrotlarin daha maliyetli olabilecegi degerlendirildi. Bu tez calismasinda gelistirilen
PBCP/GCE ve PBPB/GCE’ler, tek adimda kolayca hazirlanabilmeleri ve olduk¢a ekonomik

olmalar1 agisindan bu ¢alismalara gore iistiinliik tasimaktadar.

Son olarak, PBTB/GCE ile elde edilen melatonin analiz sonuglart literatiirde yer alan
calismalarin sonuglar ile karsilastirildi. Buna gére, hem dogrusal araliklar1 daha genis hem
de teshis simirlar1 daha diisiik olan verilerin sadece (164), (187), (192), (194) ve (195)
numarali ¢caligmalarla elde edildigi, bunun disindaki diger caligmalarin her iki parametre
acisindan PBTB/GCE ile elde edilenden daha iyi sonuglar vermedigi belirlendi. Bu
calismalar incelendiginde, (164) numarali calismada da bu calismadaki gibi siyirma
yonteminin kullanildig1 goriilmiis, ancak calismada herhangi bir geri kazanim ¢aligmasi
yapilmadigindan yontemin dogrulugu belirlenmemistir. Tablodaki (187), (192) ve (195)
numarali ¢alismalarda kullanilan elektrotlarin ise PBTB/GCE’ye kiyasla, daha karmasik ve
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zaman alic1 bir modifikasyona sahip olduklar1 ve bu nedenle daha maliyetli olabilecegi
degerlendirildi. Bu c¢aligmada gelistirilen PBTB/GCE ise tek adimda ekonomik sekilde

kolayca hazirlandi.

Ozetle, bu tez kapsaminda gelistirilen polimer film modifiye elektrotlar; dogrusal
aralik, LOD, elektrotlarla yapilan ¢aligsmalardaki g¢esitlilik, elektrotlarin modifikasyonu igin
kullanilan maddelerin ulasilabilirligi ve modifikasyon prosediiriiniin kolaylig1 agisindan bir
biitiin olarak degerlendirildiginde, Tablo 1’de listelenen 38 c¢alismaya kiyasla daha

avantajhdir.

Sonu¢ olarak, bu tez ¢aligmasinda gelistirilen PBCP/GCE, PBPB/GCE ve
PBTB/GCE’ler kullanilarak melatonin hormonunun, uyku bozuklugu olan hastalarin kan ve
idrar Orneklerinden hizli ve hassas bir sekilde tayininin yapilabilmesi miimkiindiir.
Dolayisiyla, gelistirilen bu elektrotlar, klinikte uyku bozuklugu hastaliginin teshisi ve
devaminda melatonin tedavisi altindaki hastalarin izlemi i¢in kullanilabilir. Ayrica,
gelistirilen bu elektrotlar, farkli maddelerin analizi i¢in sensdr uygulamalari alaninda

yapilacak ¢alismalara katki saglama potansiyeline de sahiptir.
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