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U.U Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim Kkurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez calismasinda;

- tez i¢indeki biitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergcevesinde elde
ettigimi,

- gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonucglar1 bilimsel ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

- bagkalarinin eserlerinden yararlanilmas1 durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

- atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,
- kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu tiniversite veya baska bir liniversitede
baska bir tez ¢caligmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

VERATRIL ALKOL VERATRIL ALDEHIT CIFTININ VOLTAMETRIK
DAVRANISININ VE YAN YANA ANALIZLENEBILIRLIGININ
INCELENMESI

Adem SARIHAN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. M. Haluk TURKDEMIR

Bu calismada, lignin maddesinin, lignin peroksidaz enzimi katalizorliigiinde
parcalanma reaksiyonu sirasinda elektron tasiyici olarak gorev alan, 3,4-dimetoksi
benzil alkol (veratril alkol) ve 3,4-dimetoksi benzaldehit (veratril aldehit) ¢iftinin
voltametrik yontemlerle yan yana analizlenebilirligi incelenmis ve bu analiz
kosullarinin optimizasyonu i¢in sistematik bir inceleme gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda, platin elektrot, camsi karbon elektrot, grafit elektrot ve civa
damla elektrodu ile gesitli voltametrik yontemler kullanilarak analizler yapildi. Farkli
pH araliklarindaki cesitli tampon ¢ozeltiler denendi. Veratril alkol ve veratril aldehit
icin; calisma c¢ozeltisi, ¢ozelti pH si, calisma elektrodu ve voltametrik yontem
optimizasyonlar1 gerceklestirildi.

Ayrica her iki bilesigin UV-VIS spektrumlar1 ve bilesiklerin spektrum iizerine

etkileri incelendi. Spektroskopik ve voltametrik tekniklerle elde edilen sonuglar
karsilastirildi.

Veratril alkol ve veratril aldehit i¢in, optimizasyonu yapilan ¢alisma kosullarinda
kalibrasyon grafikleri elde edildi. 10° M konsantrasyonlara kadar veratril alkol ve
veratril aldehit i¢in yiiksek tekrarlanirlikla tayin edilebilir olduklart gosterildi.

Anahtar kelimeler: Veratril alkol, veratril aldehit, lignin, lignin peroksidaz.
2010, xi + 92 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF VOLTAMMETRIC BEHAVIOUR AND ANALYSIS OF
VERATRYL ALCOHOL-VERATRYL ALDEHYDE COUPLE

Adem SARIHAN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Haluk TURKDEMIR

In this study, analysis of the couple of VA and VAD which works as mediator
during the degradation reaction of lignin by lignin peroxidase enzyme, was investigated
and a systematic study was executed for the optimization of analysis conditions.

Within the study, analysis were made by using platine, graphite, glassy carbon,
mercury electrode and different voltammetric techniques. In the application various
buffer solutions which have different pH values were tested.

At that study, for VA and VAD, the optimization of application solution, solution
pH, applicaton electrode and voltammetric method optimization were performed.

In addition, UV-VIS spectrum of VA-VAD and effect of each molecules on
spectrums were examined. The results which obtained by spectroscopic method and
voltammetric methods were compared.

Calibration curves were plotted at the optimized conditions for VA and VAD. It
was demonstrated that, VA and VAD can analyze until 10° M concentration level with
high repetition.

Key words: Veratryl alcohol, veratryl aldehyde, lignin, lignin peroxidase.
2010, xi + 92 pages
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1. GIRIS

Seliiloz, kagit ve biyoyakit fabrikalar1 basta olmak tizere ¢esitli endiistriyel siiregler
sonucu olusan atik sularda cesitli fenolik bilesikler ve lignin bulunmaktadir. Cevre
kirliligi agisindan biiyiik 6nem tasiyan bu bilesiklerin nicel olarak rutin yontemlerle

analiz edilebilmesi 6dnem tasimaktadir.

Ligninin yapisi ¢ok karmasik oldugu ve tam olarak belli bir yapis1 olmadigindan,
lignin analizi ve biyolojik yikim siireci ile ilgili ¢alismalarda ligninin kendisinden
yararlanmak miimkiin degildir. Bu amaglarla ligninin parcalanma stire¢lerine katilan

diger yardimci bilesiklerden yararlanmak gereklidir.

Lignin ve tiirevlerinin biyolojik yikima ugratilmasi sirasinda veratril alkol adi
verilen bir madde ortaya ¢ikmaktadir. (CH30),C¢H3CH2OH yapisindaki ve agik adi 3,4-
dimetoksi benzil alkol olan veratril alkol, ligninin biyolojik olarak pargalanmasini
katalizleyen lignin peroksidaz (ligninaz, LiP) enziminin lignini parcalama
mekanizmasinda mediatdr (elektron tastyici) gorevi goriir. Lignin i¢in model bir bilesik
olan Veratril alkol (VA); ligninin par¢alamasmna ait enzimatik siiregte elektron
kaybederek veratril aldehite yiikseltgenir. Bu nedenle, lignin miktar1 ile ilgili
caligmalarda veratril alkol miktarindaki azalma veya veratril aldehitin miktarindaki
artistan yararlanilabilir. Ligninin biyolojik yikim siirecinin incelenmesinde oldugu
kadar, LiP enziminin aktivitesinin Ol¢iildiigi biyokimyasal siireclerde de veratril

alkoliin veya veratril aldehitin miktarinin incelenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Lignin ile ilgili endiistriyel siireglerin incelenmesinde ve/veya enzim aktivitelerinin
Olciilmesi caligmalarinda, veratril alkoliin yiikseltgenme {irlinii olan veratril aldehitin
310 nm dalga boyunda yaptigi sogurumdan yararlanilmak iizere spektroskopik
yontemler kullanilir. Ancak, lignin ve tiirevlerinin substrat olarak yer aldigi bu
enzimatik ortamlarda molekiiler sogurum yapabilen ¢ok sayida bilesigin var olmasi ve
ligninin parcalanma ortamlarinin tiirbidimetrik etkisi nedeniyle,  spektroskopik
tekniklerle Ol¢limiin hassasligi az, tekrarlanirligi diisiik ve bu g¢alisma ortamlarinda

spektroskopik tekniklerin gelistirilmesi ve uygulamasi zordur.



Calisilan ortamin berrak olmamasindan olumsuz etkilenmeyen voltametrik
yontemler 6nemli bir secenek olusturmaktadir. Gelistirilecek tekniklerin rutin takiplerde
kullanilabilecek biyosensor gelistirilmesi caligmalarinin  6niinii  agmasi1 acgisindan

tizerinde durulmasi yararli olacaktir.

Calismada; lignin ile ilgili siireglerin incelenmesinde, spektroskopik yontemlerle
yapilmakta olan veratril alkol veratril aldehit analizine alternatif bir voltametrik analiz
yontemi gelistirilmeye calisildi. Bu voltametrik yontem i¢in ¢esitli optimizasyonlar
yapilip kalibrasyon grafikleri hazirlandi. Spektroskopik yontemlerle de, veratril
aldehitin 310 nm dalga boyunda yaptig1 sogurumdan yararlanilarak analizler yapilip
kalibrasyon grafikleri hazirlandi. Voltametrik ve spektroskopik yontemlerle elde edilen

sonuglar karsilastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik kimya, maddelerin elektrokimyasal o6zelliklerinin, kalitatif ve
kantitatif analiz amacli kullanilmasi ile ilgilenen bilim dalidir. Elektroanalitik kimyada
kullanilan  yontemler, yOntemin uygulanma bi¢imine, ydntemde kullanilan

elektrokimyasal hiicrenin ve hiicre bilesenlerinin tiirline, c¢ozelti tiiriine gore cesitli

siniflara ayrilirlar. Genel bir siniflandirma asagida gosterilmistir (Tiirkdemir 2008).

ELEKTROANALITIK YONTEMLER

I
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Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmas: (Tiirkdemir 2008)



Elektroanalitik yontemler genel olarak, Ana c¢ozelti ve Arayiiz teknikleri olmak

tizere ikiye ayrilir

Ana c¢ozelti tekniklerinden elektrogravimetri ve kulometride, ¢ozeltideki
analizlenecek tiiriin veya tiirlerin tamami ¢aligma elektrodu iizerinde tepkime verinceye
kadar akim gegisi siirdiiriiliir. Bu tekniklerde elde edilen sinyalle madde miktar1 yada
konsantrasyon arasinda dogrusal iliski aranmasina gerek duyulmaz, tepkime sonucunda
tartim alinarak veya Faraday elektroliz yasalar1 gibi gesitli esitliklerden faydalanilarak
dogrudan madde miktar1 veya konsantrasyona gecilebilir. Her iki teknik de, sabit akim
veya potansiyel kontrollii kosullarda uygulanabilmektedir. Kondiiktometri ise Olglim
ortamindaki toplam 1iyonik tiirlerin neden oldugu -elektrolitik iletkenlik veya bu
iletkenligin degisiminin Olglimiine dayali olup, analitik amaglarla daha ¢ok

kondiiktometrik titrasyondan yararlanilir.

Arayliz tekniklerinde ise, ana ¢6zelti bilesiminden bagimsiz olarak ¢ozelti-elektrot
arayiizeyinde, iyon veya molekiillerin hareket etmesi ile ya da yiikseltgenme-
indirgenme tepkimesi vermesi ile meydana gelen potansiyel veya akim biiyiikligiindeki

degisimden yararlanilarak konsantrasyon hakkinda bilgi sahibi olunabilir.

Ara yiizeyde elektrokimyasal reaksiyon sonucunda de§isime ugrayan (ylikseltgenen
yada indirgenen) madde miktar1 ¢ok kii¢iikk oldugundan, ¢6zeltinin ana konsantrasyonu
degismez. Arayiiz teknikleri kararli (I=0) ve kararsiz (I>0) yontemler olmak {izere iki

ye ayrilir.

Kararli yontemler, 6l¢iim icin kullanilan elektrottan akim ge¢mezken yani hiicre
dengede iken elektrot potansiyelinin veya degisiminin Olgiilmesi ilkesine dayanir.
Potansiyometri olarak bilinen bu yontemde ornek ¢ozeltisindeki analat konsantrasyonu
degismelerine karsi potansiyeli degisen bir elektrodun potansiyeli, genel bir
karsilastirma (referans) elektrot yardimiyla ol¢iilmektedir. En genel uygulamasiyla pH
Ol¢iimiinde kullanilan bu yontem, ¢ok yiiksek duyarliliga sahip olmamakla birlikte,
sensOr hazirlama ve rutin takip gibi kolayliklar1 nedeniyle ¢ok kullanilmaktadir

(Tirkdemir 2008).



Kararsiz yontemlerde, elektrokimyasal hiicre dengede degildir, arayiiz teknikleri ile
ilgili olan bu tekniklerde, elektrodun temas ettigi ¢ozelti ile olusturdugu duragan cift
tabaka ve bu kisimdakiler etkindir. Potansiyometriye oranla ¢ok daha yiiksek duyarlilik
ve uygulama cesitliligine sahiptir. Empedans yontemleri disinda ¢ogunlukla hiicreden
gecen akimin biyiikliigiinden faydalanilarak kantitatif analiz ve bu akimin bulundugu

potansiyelden faydalanilarak kalitatif analiz yapilabilir.

Calisma elektrodu iizerinden gecen ve Olgiilmekte olan akimin iki bileseni vardir;
uygulanan potansiyele bagli olarak calisma elektrodu lizerinde ¢ift tabaka olusumu ve
yiiklenmesi ile ilgili kapasitif akimlar, elektrot lizerinde redoks tepkimesi biiyiikliigline
karsilik gelen faradaik akimlar. Arayiiz tekniklerinin iyi anlasilabilmesi icin ¢ift tabaka
yapisinin iyi anlagilmasi ve akim 6l¢iimleri i¢indeki kapasitif akim bileseninin dneminin
azaltilmasi i¢in gelistirilen 6dnlem ve tekniklerin dogru sekilde ele alinmasi i¢in 6nem
tasimaktadir. Cozeltiye daldirilan iletken bir ¢ubuk iizerinde potansiyel olusmasinin iki
yolu bulunmaktadir, fermi enerji diizeyleri farkina bagli olarak ortaya g¢ikan elektrot
potansiyeli veya disaridan elektroda uygulanan gerilim. Calisma elektroduna uygulanan
potansiyelden dolay1 pozitif elektrik yiikii ile yiiklendiginde cift tabakanin ¢ozelti tarafi
da z1t yuklii iyonlarla yiiklenerek zit yiiklii iki paralel diizlemden olusan bir kapasitor

olusumuna yol acarlar.



2.1.1. Voltametri yontemi

Voltametri, bir indikator veya ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda,
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6l¢iilmesinden yararlanarak analit

hakkinda bilgi edinilebilen bir elektroanalitik yontemdir.

Tarihsel olarak voltametri, Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1922 yilinda voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografiden gelistirilmistir. Polarografi,
diger voltametri tiplerinden ¢aligma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu (DCE)
kullanilmast bakimindan farklilik gdsterir (Bockris ve ark. 1970, Yildiz ve Geng. 1993).

Yontem, {i¢ elektrotlu bir hiicre icerisinde gergeklestirilir. Bu elektrotlar, calisma
elektrodu, referans elektrot ve yardimei elektrot olarak adlandirilir. Yontem, referans
elektrot ile caligma elektrodu arasina belirli bir potansiyel uygulamasi yapilirken,
calisma elektrodu ile yardimci elektrot arasindan gegen akimin 6l¢iilmesi ve incelenen
potansiyel araligindaki akim degisimlerinden yaralanilarak analiz yapilmasi temeline
dayanir. Burada kullanilan ¢alisma elektrodunun gorevi, arayiizeyde, molekiillerin
yiikseltgenmesi ve indirgenmesi icin, elektron alic1 ve elektron kaynagi olarak goérev
alir. Bu elektrotlar elektrokimyasal olarak ve c¢alisilan ¢ozeltiye karsi inert davranan
maddeler olmalidir. Voltametri calismalarinda ¢cogunlukla platin, altin, civa gibi metal
ya da grafit veya camsi karbon gibi iletken ametalik yapilar ile cesitli amaglara gore
hazirlanmis modifiye yiizeyli elektrotlar kullanilir. Sekil 1.3’te 3 voltametrik

caligsmalarda kullanilan 3 elektrotlu bir caligsma hiicresinin sematik gdsterimi verilmistir.

POTANSIYOSTAT

Analit

!

elektr
Calismag

elektrodu Referans

> elektrot

/

Tam
gozeltist
pMagnet

Sekil 2.2. Voltametride kullanilan bir hiicrenin sematik gdosterimi



Polarografide ¢alisma elektrodu olarak her bir akim okumasi i¢in dnceden gegen
akimlar nedeniyle bagkalagima ugramamis ve oksitlenmemis yeni bir elektrot yiizeyi
saglayan damlayan civa elektrot kullanilir. Bu elektrotlarin ¢calisma potansiyel araliklari
farklilik gosterir, ilgilenilen ¢alisma araligi i¢in hangi elektrot uygun ise o elektrot
calisma elektrodu olarak secilir. Elektrot seciminde elektrodun c¢alisma potansiyel
aralig1 kadar, elektron transfer reaksiyonunun hizi, kinetigi ve elektrottan beklenen
segicilik/duyarlik da 6nemlidir. Ug elektrotlu hiicrede yer alan yardimci elektrodun
gorevi lzerinden akim gecen devreyi tamamlamaktir, elektrokimyasal olarak ve
calisilan c¢ozeltiye karsi inert davranan, iletken bir madde olmalidir. Bu amacla
cogunlukla platin tel veya levha kullanilir. Referans elektrot ise, calisma elektrodu
izerine uygulanan potansiyelin bagil olarak ayarlanmasinda temel alinan karsilagtirma
elektrotlardir. Polarize olmayan referans elektrotlarin potansiyelleri, lizerinden akim

gecse bile degismemelidir.

Voltamogram ¢izerken IUPAC tarafindan benimsenmis olan akim-potansiyel

yonleri ve kabul edilen isaretleri, sekil 1.3’de gosterilmistir.

Akim (I)A (+) katodik akimlar

(indirgenme bolgesi)

ylkseltgeyici potansiyel artigl ¢ (+) (), indirgeyici potansiyel artisi

Potansiyel (V)

(-) anodik akimlar

Y (yukseltgenme bolgesi)

Sekil 2.3. Voltamogram ¢izerken benimsenmis olan akim-potansiyel yonleri ve
kabul edilen isaretler



Voltametri yonteminde hiicredeki elektrolit hareketli ve duragan olmak tizere iki

tur olabilir.

Elektrolitin hareketli oldugu en genel uygulama; sivi kromatografide bazi ¢ok
duyarli analizler i¢in elektrokimyasal dedektoriin  kullanildigi  hidrodinamik

voltametridir.

Voltametrik caligmalarda birka¢ ©6zel uygulama disinda madde tasinmasinin
yalnizca difiizyonla gerceklestigi duragan elektrolit kosullarinda caligilir. Calisma
elektrodunun farkliligina gore yapilan siniflandirma disinda uygulanan potansiyel
programinin dogrusal taramali ya da puls niteliginde olmasina gore de ¢esitlenme ortaya
cikmaktadir. Puls teknikleri ise, kapasitif akimlardan kaginmak i¢in gelistirilmis normal
puls (NPV), diferansiyel puls (DPV), kare dalga voltametrisi (SWV) gibi tekniklerden
olugsmaktadir. Bunlardan farkli olarak spektroskopi ve voltametrinin birlikte kullanildig:
spektroelektrokimya olarak adlandirilan teknik de yine duragan elektrolit ile yapilan

voltametrik ¢alismalar arasinda bulunmaktadir (Wang 2006).

2.1.1.1. Dogrusal taramal voltametri

Uygulanan potansiyel programi en basit olan teknik LSV teknigidir. Potansiyel bir
baslangi¢ potansiyelinden (V3), bitis potansiyeline (V;) kadar, sabit bit hizla dogrusal

olarak degistirilir ve degisen potansiyele karsi akim degisimleri incelenir (Anonim 5).

Uygulanan potansiyele karsi, meydana gelen akim degerlerinin grafige gecirilmis
haline voltamogram denir. Bu voltamogramin karakteristikleri, elektron transfer

reaksiyonunun hizina ve uygulanan potansiyelin degisim hizina baghdir.


http://www.basinc.com/mans/EC_epsilon/Techniques/CycVolt/cv.html

Potansiyel Akim
A A

Vz ________________
A
Artan
- Tarama
Faman Hizi
.
Vi E, Vz Potansiyel
TR R

Sekil 2.4. LSV de zamana kars1 potansiyel degisimi ve bu potansiyel degisim hiz1 ile
pik akimi degisimi (Andrienko 2008)

Sekil 2.4’te LSV, potansiyel tarama hizinin, gecen akim biiylikliigiine etkisi
gosterilmistir (Andrienko 2008).

2.1.1.2. Cevrimsel voltametri

Cevrimsel voltametride (CV), sabit tarama hizinda, potansiyel belli bir V3 baslangi¢
potansiyeli degerinden baslanarak, V, potansiyeline kadar taranir. Ardindan, ters yonde

potansiyel uygulamasi yapilir.

A

POTANSIYEL

geri yonde tarama

ileri yonde tarama

birinci gevrim ikinci cevrim ZAMAN

Sekil 2.5. CV de uygulanan potansiyelin zamana kars1 degisimi



|I H\"
]
| \
]
|I e —
E - . . m f
B ileri ywinde tarama S -"'rf
=T —_ — {
- e s s n T i B
——— . _D.3 ] —
\ I|
/
R j
) |
\ i
Y geri yinde tarama
W
o-—hR

Potansiyel

Sekil 2.6. Ornek bir gevrimsel voltamogram

Sekil 2.6’da, ornek bir ¢evrimsel voltamogram gosterilmistir. Burada, ileri yani
katodik yonde tarama yapilirken, ¢6zelti icerisinde ¢alisilan potansiyel araliginda
indergenebilecek formda madde varsa, belli bir potansiyelde indirgenme gerceklesir,
geri (anodik) yonde tarama yapilirken, bu indirgenme iiriinii veya ¢ozelti igerisindeki

baska bir yiikseltgenebilecek madde bulunuyorsa, yeterli potansiyel biiyiikliigline

erisildiginde yiikseltgenme gergeklesir (Wang 2006).

2.1.2. Puls teknikleri

Puls voltametrik teknikler daha diisiik tayin sinirlarinda analizler yapabilmek amaci
ile ortaya ¢ikarilmistir. Diisiik tayin sinirlarina inme, faradayik ve faradayik olmayan
(kapasitif) akimlarin oranmn yiikseltilmesi temeline dayanir. Bu yontemlerle, 10° M
konsantrasyon seviyesinde analizler yapilabilir. Modern puls teknikleri gosterdigi bu
yuksek performans sayesinde, analitik ¢calismalarda klasik polarografinin yerini almistir.
Puls tekniklerinin temelinde, drneklendirilmis akim potansiyel basamagi deneyi vardir.

Burada, ¢aligma elektrodu iizerine, yaklasik 50 ms lik siirelerde, potansiyel basamaklari
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dizisi uygulanir. Potansiyel basamagindan sonra, yiikleme akim (kapasitif akimlar) hizl
bir sekilde ihmal edilebilir bir seviyeye diiserken, faradayik akimlar, daha yavas bir
sekilde azalirlar. Bundan dolayi, uygulanan pulsun son zaman dilimlerinde akim
okunmasi gergeklestirilir, bdylece okunan akim degeri igerisindeki faradayik kapasitif

akim orani artmis olur.

2.1.2.1. Normal puls voltametrisi

Normal puls voltametrisi, genligi siirekli artis gosteren bir seri potansiyel
basamaklarinin uygulanmasi seklinde gerceklestirilir. Her pulsun ardindan potansiyel
tekrar basglangi¢ potansiyeline diiser. Akim okumasi ise, her pulsun son 16,7 ms lik
kisminda yapilir. Ciinkii pulsun son anlarinda, toplam akim igerisinde faradayik
akimlarin orani artar. Burada elde edilen voltamogram bir pik seklindir. Puls teknigi ile
LSV yi kiyasladigimizda, puls tekniklerinde potansiyel uygulama siiresi kisa
oldugundan dolayi, difiiz katman daha incedir ve sebeple, faradayik akimlar daha
yuksektir. NPV, LSV ye gore vyaklastk 5-10 kat daha yiiksek duyarlik
saglayabilmektedir (Wang 2006).

16.7 ms —

Potansiyel

Ein —

Zaman

Sekil 2.7. NPV yonteminde uygulanan potansiyel programi
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2.1.2.2. Diferansiyel puls voltametrisi:

Diferansiyel puls voltametrisi, diisiik konsantrasyondaki organik ve anorganik
tirlerin analizi i¢in kullanighh bir ydntemdir. Bu yontemde, uygulanan puls sekli,
dogrusal olarak artan bir potansiyel egrisi iizerine, sabit genlikli bir puls potansiyel
programinin bindirilmesi ile elde edilmektedir. Her puls periyodunda akim iki kez
okunur, birincisi, puls uygulamasinin hemen oncesindeki son 16,7 ms sinde, ikincisi ise
pulsun son anlarinda, kapasitif akimlarin etkisinin en aza indigi zaman diliminde yapilir.
Bu iki akim degeri arasindaki farkin uygulanan potansiyele kars1 grafige gecirilmesi ile
voltamogram elde edilir ve bu voltamogram iizerindeki piklerin akim biytkligi,

ilgilenilen analitin konsantrasyonu ile orantilidir (Wang 2006).

50 ms

Potansiyel
l
T

2. akim ckumasi J'" T =TT AE

Zaman
Sekil 2.8. DPV yonteminde uygulanan potansiyel programi (Wang)

2.1.2.3. Kare dalga voltametrisi

Bu teknikte, calisma elektrodu iizerine ileri yonde ve ters yonde, simetrik kare
dalgalar seklinde potansiyel uygulamasi yapilir. Akim okumalart ise, kapasitif akimlarin
toplam akim i¢indeki paymin ¢ok kiiciildiigii ileri ve geri yondeki kare dalgalarin son
zaman dilimlerinde yapilir. Kare Dalga periyodu boyunca DPV den farkli olarak
potansiyel sabittir. Diger puls tekniklerine oranla ¢ok daha hizli bir teknik olan SWV ile
1x10® M gibi ¢ok diisiik tayin smirina kadar, hassaligi ¢ok yiiksek analizler yapilabilir
(Wang 2006, Kounaves 1997).
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Sekil 2.9. SWV yonteminde uygulanan potansiyel programi

Sekil 2.9 da, SWV yonteminde uygulanan potansiyel programi ve ileri ve geri
yondeki simetrik kare dalgalarda, akim biyiikliiklerinin okundugu kisimlar
gosterilmistir. Sekil 2.10 da ise, ileri (A) ve geri (B) yondeki akim okumalar ile
meydana gelen akim bilyitikliikleri ve fark akim biiylikliginiin (C) karsilastirilmasi

gosterilmistir.
15 T
<
.".-/— \-x'.
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Sekil 2.10. SWV yonteminde ortaya ¢ikan akim biiyiikliikleri

A) Ileri yonde kare dalga uygulamasi ile ortaya ¢ikan akim

B) Geri yonde kare dalga uygulamasi ile ortaya ¢ikan akim

C) ileri yondeki okuma ile olusan akim biiyiikliigiinden, geri yondeki okuma ile
olusan akim biiytikliigliniin ¢ikarilmasi ile ortaya ¢ikan fark akim.
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2.1.3. Polarografi

Polarografi yontemi, 1922 yilinda, Cekoslovakyali bilim adami, Heyrovsky
tarafindan bulunmustur. Yontem, calisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodun
kullanildig1 voltametrik bir tekniktir (Lakshminarayanan 2004). Civa elektrot iizerinde
H, c¢ikis tepkimesine iliskin aktivasyon asir1 gerilimi ¢ok biiylik oldugu i¢in civa
elektrotla katodik ¢aligma potansiyel aralifi ¢cok genistir. Bu sayede kati elektrotlarla
yapilabilen caligma araligindan da negatif potansiyellerde indirgenen analitlerin
analizleri bu teknikle olanaklidir. Bu yontemin diger 6nemli avantaji ise, siirekli
yenilenen elektrot ylizeyi ile ¢alismaya olanak saglamasidir. Boylece elektrot yiizeyinin
degisiminden kaynaklanabilecek hatalar en aza indirilmeye ¢aligilir. Her yeni damlada
cift tabakanin yeniden olugmasi ve biiyiik kapasitif akimlar, ayrica damla biiytikliigiiniin
sabit kalmamasi yontemin olumsuzluklaridir. Damlayan civa elektrodun gelistirilmesi,
normal ve puls seklinde potansiyel programlarinin uygulanmasi ile bu olumsuzluklar

asilmaktadir.

2.1.4.  Siyirma voltametrisi

Styirma voltametrisi teknigi, elektroanalitik teknikler arasinda tayin sinir1 en diisiik,
hassaslig1 ve seciciligi en iyi olan tekniktir. Diger elektroanalitik tekniklere gore ¢ok
daha {istiin olmasinin en biiyiik sebebi, onderistirme yani analizlenecek tiirlerin elektrot
tizerinde biriktirilerek zenginlestirilmesi basamagidir. Bu zenginlestirme basamagi
sayesinde tayin smir1  diger tekniklere nazaran ¢ok daha diisik degerlere
diisebilmektedir. Styirma voltametrisi 2 basamakl bir tekniktir. ilk basamak depozisyon
basamagidir. Burada istenen tiirlerin elektrot yiizeyinde toplanmasina olanak saglarken,
istenmeyen tiirlerin girisim yapmasim engelleyecek bir potansiyel segilmelidir. Ikinci
basamak ise siyirma basamagidir. Burada incelenecek tiirler uygun bir sekilde siyrilarak
cOzeltiye gecirilir ve bu islem sirasinda olgiim gergeklestirilir. Bu teknikte es zamanl
olarak, yiikseltgenme veya indirgeneme potansiyeli birbirinden farkli olan birden fazla
maddenin analizi yapilabilmektedir. Uygun potansiyelde analizlenecek tiirler elektrot

ylzeyinde biriktirilir ardindan uygun potansiyel taramasi ile maddeler farkli
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potansiyellerde siyrilir ve her madde i¢in uygun pikler elde edilir. Bu yontem ile hem

hareketli hem de duragan elektrolitler ile ¢alisilabilme imkan1 vardir.

Depozisyon ve siyirma basamaklarinin uygulanma bi¢imini bagl olarak siyirma

voltametri teknikleri, genel olarak dort ayr1 ad altinda incelenebilir.
2.1.4.1. Anodik siyirma voltametrisi (ASV)

Bu teknikte biriktirme siirecinde, uygun potansiyelde civa ile amalgam
olusturabilen metal katyonlar1 karistirilan ¢ozelti ortamindan diflizyonun yani sira
konveksiyonla tasinarak, civa damla elektrot (HMDE) veya ince film civa elektrot
(TFME) {izerinde indirgenerek toplanir. Metal iyonlar1 indirgenerek birikecekleri bu
civa yiizeylerine difiizyon ve konveksiyon hareketleri ile ulasirlar. Bu iletim hareketleri,

¢Ozeltinin ya da elektrodun dondiiriilmesi ile artirilabilir.

M"* +ne”+Hg — M(Hg)

Depozisyon isleminden sonra, lineer bir sekilde anodik potansiyel degisim programi
uygulanir, civa ylizeyindeki her bir metal uygun potansiyellerde yukaridaki tepkimenin
tersi yonde ylikseltgenme tepkimesine iliskin pik elde edilir. Bu piklerin potansiyelleri,
metallerin tiirli ile pik akimlarinin biiyiikliigii ise konsantrasyonu ile iligkilidir. Bu akim
biiyiikliikleri ile kalibrasyon grafikleri olusturarak veya standart ekleme yontemleri ile

calisarak nicel analizler gerceklestirilir.
2.1.4.2. Katodik siyirma voltametrisi (CSV)

CSV uygulanan potansiyel programi agisindan ASV nin tersidir. Burada civa tuzlari
¢Oziinmeyen anyonlarin anodik bir potansiyel uygulamasi ile elde edilen Hg(1) veya
Hg(11) tuzlar civa ylizeyinde biriktirilir ardindan katodik potansiyel taramasi yapilarak,

tuzlarin yapisindaki civa elementel forma indirgenirken tuzlar siyrilmis olur.

Biriktirme

A"+ Hg HegA + ne”

Siyirma

15



Bu metotla, siyaniirler, siilfiirler, tiyoller, halojeniirler gibi bir ¢ok organik ve

anorganik anyonik kimyasal tiiriin duyarli nicel analizi miimkiindiir (Wang 2006).
2.1.4.3. Adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV)

Burada analizlenecek metal tiirii bir ligand ile etkilestirilerek, elektrot tizerinde
adsorplanacak bir kompleks haline getirilir. Goriildiigi gibi, bu teknigin biriktirme
basamag1 elektrokimyasal degil, fiziksel ve kimyasaldir. Siyirma basamaginda ise,
elektrot yiizeyinde adsorplanan kompleks, metal veya bazi durumlarda ligand
indirgenerek yiizeyden uzaklastirilir. Siyirma islemi sirasinda ylizeyde adsorplanan
madde miktar1 ile orantili bir akim geger bu akim biiylikliiglinden yaralanarak nicel
analiz gergeklestirilir. Bu teknikte ylizeye adsorplanma, elektrot ylizeyi ve
adsorplanacak kompleksin boyutlar1 ile dogrudan iliskilidir. Yiiksek konsantrasyonlarda
kalibrasyon grafiklerinde dogrusalliktan sapmalar meydana geldiginden, ylksek
konsantrasyonlar i¢in uygun degildir. Diisiik konsantrasyonlar i¢in hassas ve duyarl

sonuglar almaya elverislidir (Wang 2006).

M™* 4+ nlL —> ML, ML, > ML,

ML ags + €2 M7+ + nL

2.1.4.4. Potansiyometrik siyirma voltametrisi (PSV)

Bu teknigin biriktirme kismi ASV dekine benzer sekilde, incelenecek metaller
elektrokimyasal indirgeme ile civa ile amalgam olusturacak bigimde elektrot {izerinde
biriktirilir. Styirma basamaginda ise, hiicre potansiyostattan ayrilir ve potasiyometreye
baglanir. Hiicre icerisine sabit hizla belirli bir ylikseltgen eklenir. Yiizeydeki maddeler,
yiikseltgenme potansiyellerine gore sira ile belirli potansiyellerde indirgenerek
ylzeyden siyrilir. Yiizeydeki maddelerin sira ile yiikseltgenmesi sirasinda, potansiyel

basamaklar seklinde degisir. Potansiyel degisimini gegen siireye gore inceledigimizde,
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her basamagin stiresi, o potansiyelde yiikseltgenen metalin miktar1 ile orantilidir (Wang
2006).

2.2. Biyosensorler ve Enzim Biyosensorleri

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri ¢ogunlukla yerinde veya in-
vivo olarak izlemek ve belirlemek i¢in kullanilan kii¢iik algilayici sistemler veya
aparatlardir. Birbiri i¢ine ge¢mis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal 6zellikteki iki
ceviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle ¢ok
secici bir sekilde etkileserek onu tamimaktir. Bu secici etkilesme sonucunda bir
biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir. Biyosensoriin ikinci kismi1 olan elektrokimyasal
kisim ise bu tanima olayini okunabilir (Olgiilebilir) bir sayisal degere cevirmekle

gorevlidir (Turner 1987, Coutlet 1991).

Olciim cihazi

Biyoaktif tabaka
Analit

Sekil 2.11. Biyosensorlerin sematik gosterimi (Telefoncu 1999).

Sekil 2.11 de bir Biyosensoriin sematik gosterimi, sekil 2.12 de ise, genel olarak

calisma prensibi gosterilmistir.
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Sekil 2.12. Biyosensorlerin genel olarak galigsma prensibi (Anonim 2009).

Biyosensorlerde kullanilan ve secicilik saglayan biyolojik bilesenler; enzimler,
doku kesitleri, mikroorganizmalar, organeller, immuno ajanlar, niikleik asitler, reseptor
molekiiller gibi yapilardan olusabilir. Fiziksel kisim ise, biyobilesenlerin biyolojik
reaksiyonunu 0lgebilir fiziksel bir sinyale doniistiiren yapilardir. Amperometrik ya da
potansiyometrik esasl elektrotlar, yari iletken esasli transistorler veya optik esaslt lifler

gibi yapilardan meydana gelebilir (Hasancebi 2008).

Uygun biyobilesen ve fiziksel bilesen (transduser) segildikten sonra bunlarin
birbirine baglanmasi en O©nemli sorundur. Bu baglanma islemi biyobilesen
immobilizasyonu olarak adlandirilir. Bu amagla ¢ok degisik yontemler kullanilabilir.
Hangi yontemin kullanilacagi segilen biyobilesen ve fiziksel bilesene gore belirlenir.
Biyobilesenlerin immobilizasyonu i¢in, Kovalent baglama, tutuklama, ¢apraz baglama,

adsorpsiyon, biyolojik baglama,

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, cevre Kkirliligi, savunma ve birgok
endiistriyel aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespiti ve enerji
saklanmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Ayrica, gida maddeleri, metabolitler, vitaminler,
antibiyotikler, ilaglar gibi organik maddeler, baz1 anorganik bilesikler, enzimler, viriisler

ve mikroorganizmalarin tayininde de kullanilirlar (Hasangebi 2008).

Biyobileseni enzim olan biyosensorlere enzim biyosensorleri denir. Biyosensor
teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk c¢aligmalarin enzim
sensorleri ile basladigi goriilmektedir. 1962’ de Clark ve Lyons 1967’ de Uptike ve
Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrotlar

bu konudaki ilk 6rnekleri olusturmaktadir. Biyosensor teknolojisindeki ilk ornekler
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Ozellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim elektrotlar1 seklinde ortaya

¢tkmiglardir (Dingkaya 1999).

Enzimler, Canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan
iriin olugmasina firsat vermeden % 100’liikk bir iiriin verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir (Keha ve Kiihrevioglu 1993). Enzimler diger biyo molekiillere gére daha
spesfik bir duyarliga sahiptir, yani sadece istenilen molekiillere karsi duyarlilik
gosterirler. Enzimler etki ettikleri maddeyle yani substratlari ile cok hizli etkilesirler. Bu
nedenle, diger biyosensorlere gore daha spesifik olan enzim biyosensoérlerinin daha hizl
analiz gibi Ustiinliikleri vardir. Ayrica enzim biyosensorleri ile ¢ok az miktarda enzim

kullanarak caligmalar yapilabilmektedir (Hasangebi 2008).

2.3. UV-VIS Spektroskopisi ve Uygulamalari

Elektromanyetik 1simnim (radyasyon) ile maddenin etkilesmesini inceleyen bilim
dalima spektroskopi denmektedir (Giindiiz 1993). Bir 6rnekte bulunan atom, molekiil
veya iyonlarin, temel enerji diizeylerinden iist enerji diizeylerine gecisleri sirasinda
yaptiklart sogurum (absorpsiyon) veya uyarilmis taneciklerin temel hale donerken
yaydiklar1 elektromanyetik 1simanin 6lgiilmesi ve yorumlanmasi tiim spektroskopik

tekniklerin ortak siuirecidir.

Her madde {iizerine diisiiriilen 1sinlardan, sahip oldugu enerji diizeylerine uyan
dalga boylarinda olanlar1 absorplama 6zelligi vardir. Absorplanan 1sinin dalga boyunun
spesifikliginden yararlanilabilen durumlarda bundan yararlanilarak nitel analiz
yapilabilir. Bir maddenin absorplayacagi isin siddeti ise madde miktari ile orantilidir.
Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir. Bu amagla madde iizerine ¢ok c¢esitli
enerjilere sahip 1sinlar gonderilebilir. Madde ile etkilesen 1s1nin enerjisi degistiginde
madde ile etkilesim mekanizmasi da degisir. Buna bagli olarak olgiim tekniginin de
degismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik spektrumun timi i¢in Ol¢iim
yapilabilecek tek bir cihazin bulunmasi miimkiin degildir. Elektromanyetik spektrumun
farkli bolgeleri igin farkli cihazlar kullanilir. Dalga boyu 190 nm — 1000 nm arasindaki

mor Otesi (UV) ve goriiniir bolge (VIS) 1smnlar ile calisilabilen cihazlara UV — VIS
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spektrofotometreleri denir. Bu bolgedeki 1sinlarin absorplanmalarinin 6lgiimlerini temel

alan analitik yonteme de UV — VIS Spektroskopisi denir (Aydogdu 2007).

Absorpsiyon olayinda, absorplanan 1smin siddeti Lambert-Beer esitligi ile verilir.
Buna gore;

A=Absorbans=log I,/ I=€.L.C

€=Absorpsiyon katsayisi (L/mol.cm)

L(veya b ile gosterilir)= Isigin 6rnek icerisinden gectigi ve etkilestigi yol (cm)
C=Konsantrasyon (mol/L)

Is1g1 gegiren bir kap igerisinde bulunan bir madde tizerine lo siddetindeki
monokromatik 1sin demeti gonderilecek olursa demetten bir kisim 1sin yansir (ly) (1sin
demeti ¢ozeltiye dik olarak geldigi icin ¢ozelti kabinin cidarina dik olarak geri doner),
bir kismi maddenin tanecikleri (iyon, molekiil) tarafindan absorplanir (Ia), bir kismi
cozeltide bulunan biiyiikk veya biiylikge molekiiller tarafindan etrafa sagilir (Id), bir
kismi da ¢ozeltiden gecer (I). Bunlar arasinda,

Io =1+ Ia+ Iy + Id seklinde bir bagint1 vardir.

Burada ama¢ madde tarafindan absorplanan 1sik miktarin1 6lgmektir. Bu nedenle
sacilma ve yansimada olusan kayiplarin engellenmesi gerekir. Bu amagla Io
siddetindeki 151n demeti ¢oziiciiden ve incelenecek maddeyi igeren ¢ozeltiden gegcirilir.
Saf coziicliden gegen 151k siddeti lo olarak alinir. Maddeyi igeren ¢ozeltide yansima,
sacilma ve absorplama, saf ¢oziiciide ise sadece yansima ve sagilma gergeklesir. Burada
yansima ve sag¢ilmalarin olabildigince az olmasi, Ip ile I arasindaki farkin yalnizca,
ilgilenilen maddeler tarafinda absorplanmasi istenir. Bu nedenle, spektroskopik
tekniklerde ¢6zeltinin berrak ve homojen olmasi ¢ok 6nemlidir.

Lambert beer yasasi belli kosullarda gegerlidir, bu kosullar saglandigi kosulda,
Absorbans (A) ile konsantrasyon (C) arasinda dogrusal bir iligki vardir. Ancak asagida
belirtilen kosullarda tam olarak saglanmadigi takdirde, sonuglarda sapmalar meydana
gelecektir. Oncelikle bu yasa, monokromatik 1sin igin gegerlidir, calisilan 1sinda
meydana gelen hatalar veya c¢alisilan ortamdan kaynaklanan sagilmalar sonucu,

dedektore kagak 1sin gelmesi hataya sebep olur. Bu yasaya gore, igerisinde ¢alisilan
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¢Ozelti homojen olmalidir. C’ un 0,01 M dan daha diisiik olmas1 gerekir, ¢ilinkii daha
derisik ¢ozeltilerde, n, kirilma indisi artacagindan ve molekiiller aras1 etkilesimler etkili
olacagindan, A-C arasindaki dogrusal iligki bozulabilir. Ayrica, ayn1 A’da absorpsiyon
yapan birden fazla tiiriin birbirinin absorpsiyonunu etkilememesi gerekir. Gerek
cthazdan gerekse calisilan ¢ozeltiden kaynaklanabilecek bu hata kaynaklari ortadan

kaldirildig1 durumlarda yontem dogru sonug verecektir.

UV-VIS spektroskopi yonteminde kullanilan cihazin sekli, sekil 1.12 de

stk kaynags — UV
/ istk kaynadi - VIS )

___—=lifler
I |

gosterilmistir.

referans kiivet

§ . ""‘“" I,

lens 1

[>- monokromatsr

Isik bolicd

da-dak‘rtl'r‘lar'

grnek kifveti lens 2

b

Sekil 2. 13. UV-VIS bolge spektrofotometresinin sekli (Anonim 2010).

Spektrofotometrenin temel kisimlari; 151k kaynagi, monokromatdr, 6rnek bdlmesi
ve 1s1inim giiciinii belirleme islevini {istlenen dedektérden olusur.

UV bolgede Dy, veya H; lambalari, VIS bolgede ise W, Xe ARK veya civa buhar
lambasi gibi siirekli 151k kaynaklart kullanilir.

Monokromator: Polikromatik 1sindan monokromatik 1s1n elde eden diizenege denir.

Dedektorler: Isik siddetini 6lgen diizeneklerdir.

UV-VIS spektroskopisi yonteminin baslica uygulama alanlari sunlardir;
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1. Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra uygun
bir ¢oziiciide ¢oziilerek spektrumu alimir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin ayni
kosullarda ¢ekilmis spektrumlari ile karsilastirilir. Bu yontem nitel analiz i¢in ¢ok
uygun bir yontem degildir. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bantlar1 oldukg¢a genistir,
baz1 kromoforlarin absorpsiyon bantlar1 birbiri ile Ortiisebilir, ¢oziicli etkisi ile dalga
boylarinda kaymalar meydana gelebilir. UV-VIS bolgede karakteristik absorpsiyon
yapan lantanit, aktinit ve baz1 ge¢is grubu metalleri disinda nitel analiz yapilmasi pek
olas1 degildir. Nitel amaclarla IR veya NMR boélgedeki karakteristik sogurumlardan

yararlanilmasi daha yaygin bir durumdur.

2. Nicel Analiz: 151nin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz i¢in
oldukca yararl ve giiclii yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yontemlere gore 6nemli

avantajlar vardir;
- Analiz stiresi kisadir.
- Dogruluk derecesi yiiksektir. Analizlerdeki hata ¢ogunlukla % 0,1-0,2 civarindadir.

- Cogunlukla bir karisimdaki maddeler bir 6n ayirma iglemine gerek kalmaksizin, pek

cok durumda bir arada analizleri yapilabilir.

- Hem organik hem de anorganik pek ¢ok molekiil UV — VIS bolge 1sinlar
absorpladigindan uygulama alani genistir (Anonim 4).
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2.4, LIGNIN

Lignin, seliilozdan sonra yeryiiziinde bitkilerde en fazla bulunan dogal amorf
polimer olup vanilin gibi aromatik gruplar tastyan karmasik bir yapidir. Kimyasal yapisi
bitkinin tiiriine ve morfolojik 6zelliklerine bagli olarak degisir (Uner 2003). Lignin
bitkisel yapilarda yaklasik %25-35 oraninda bulunmakta, hiicre duvarlarina saglamlik
vermekte; etkiye, sikismaya ve biiziilmeye karsi ¢ok i1yi direng saglayan karma bir yap1

olusturup odun hiicreleri arasinda bir yiizey gorevi gormektedir.
2.4.1. Ligninin Yapisi

Lignin bir karbonhidrat olmamasina karsin dogada daha ¢ok seliiloz ve hemiseliiloz
ile bir arada bulundugundan karbonhidratlar i¢inde incelenir. Ligninin sabit bir bilesimi
yoktur ve gesitli yap1 taglarindan olugmaktadir. Temel yapi tasin1 fenilpropan bilesikleri

olusturur (Uner 2003).

Ligninin genel yapis1 koniferil, sinapil ve kumaril alkollerin (Sekil 1.13)
dehidrojenatif polimerlesmesi ile aydinlatilmaya ¢alisilmustir (Uner 2003).

OH OH OH

7 S 7

OCHs H1CO OCHs
OH OH OH

Kumaril alkol Koniferil alkol Sinapil alkol

Sekil 2. 14. Koniferil, sinapil ve kumaril alkollerin yapis1 (Uner 2003).

Ligninin kompleks yapist ve degisik yapidaki baglarin olusumu bu monomerlerin

fenoksi radikallerinin degisik sekillerde eslesmesiyle meydana gelir. Bu radikallerin
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birbiriyle eslesmesinden dimerler olusur. Olusan bu dimerler tekrar oksitlenerek
radikalleri olusturur ve radikaller monomerlerle eslestiginde daha biiyiik bir molekiili
meydana getirirler (Uner 2003). Bu siire¢ devam edip kompleks lignin yapisini
olusturur. 1977°de Adler tarafindan benimsenmis lignin model yapist Sekil 1.14’deki
gibidir.

Sekil 2. 15. 1977°de Adler tarafindan benimsenmis lignin model yapis1 (Sezgin
2006)

24



2.4.2. Ligninin Onemi:

Ligninin kagit endiistrisinde énemli bir yeri vardir. Lignin kagitta renk sariligina,
yirtilamaya kars1 direncinde azalmaya yol acar. Bu nedenle istenmeyen bir maddedir.
Kagit hamuru iiretim islemlerinde odunun yapisinda bulunan ligninin ¢ikartilmasi ve
minimum diizeye indirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kagit hamuru hazirlama ve
agartma isleminde polisakkaritlere zarar vermeden lignini uzaklastirmak gerekmektedir.
Kagit hamurunun agartilmasinda klor agartma maddesi olarak kullanilmaktadir. Asir
klor kullanimina bagl olarak atik sularda klorca zengin fenolik ve ligninli bilesikler
mevcuttur. Lignin ve molekiil tizerindeki fonksiyonel gruplar bu atik sularda
renklenmeye yol agabilmektedir. Fenolik bilesiklerin bliyiik bir kismi da ligninden
kaynaklanmaktadir. Klorlu fenolik ve lignin bilesikleri asir1 derecede ¢evre kirliligi
meydana getirmekte ve Ozellikle atik sularda kanserojen Ozellikte olan kloroformu
olusturmaktadir. Yapilan literatiir calismalarinda, bu tiir atik sularda 12 tiir fenolik

bilesigin mevcut oldugu rapor edilmistir (Ugurlu 2003).

Ayrica lignin, biyoyakit iiretiminde de istenmeyen bir yapidir. Bitki hiicrelerinde,
birlikte bulundugu; seliilloz, hemiseliiloz, pektin gibi biyolojik polimerler, basit
sekerlere doniistiiriildiikten sonra biyoyakit iiretimi i¢in kullanilabilecek ¢ok uygun
besin deposudurlar. Ancak lignin varlig1 bu uygulama i¢in gii¢lii bir engelleyici etki
yapar. Ayrismaya kars1 giiclii direng gosterebilen bir fenolik polimer olan lignin seliiloz,
hemiseliiloz gibi molekiillerinin etrafinda bulunur, bu molekiiller lignin molekiillerinin
arasinda goOmiilidiir. Bu durumda, seliiloz, hemiselilloz gibi molekiilleri c¢esitli
biyoyakit iirlinlerinin Uretiminde kullanilabilecek, basit sekerlere doniistiirebilecek
enzimlerin etkisi lignin tarafindan engellenmektedir. Boylece biyoyakit tiretiminde

beklenenden daha diisiik verim elde edilir (Weng ve ark. 2008).

Lignin'in bitkisel materyallarde seliilozla beraber bulunusunun yarattig1 bir baska
sorun da hayvan besiciliginde karsimiza ¢ikmaktadir. Bilindigi iizere, et ve siit liretimi
yonlinden Onem tasiyan iskembeli hayvanlarin temel besinini ot ve saman gibi
lignoseliilozlu maddeler olusturmaktadir. Bu grup hayvanlar kendi enerji ve biyosentez
metabolizmalan icin gerekli enerji kaynagi ve yapr taslarini selillozun hidroliz

tirtinlerinden saglarlar. Seliiloz hidrolizi bu grup hayvanlann iskembelerinin bir boliimii
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olan rumen'in normal florasinda var olan anaeorobik ve seliilozu hidrolize edebilen
karaktere sahip rumen bakterilerince gerceklestirilir. Ne var ki, s6z konusu bakteriler bu
islevlerini sentezledikleri seliilaz enzimiyle gerceklestirdiklerinden, ot ve saman gibi
maddelerde yeralan lignin yine bu maddelerde bulunan seliiloz'un rumen i¢inde yetersiz
ve yavas sindirilmesine neden olmaktadir. Bu bakimdan, son yillarda saman gibi temel
besin maddelerinin delignifikasyonla rumen-i¢i sindirimini arttirmaya yonelik
calismalar baz1 arastirma kuruluslarinda gerceklestirilmistir (Kolankaya ve Saglam
1988).

2.4.3. Ligninin Parcalanmasi

Lignin biyodegradasyonu (biyolojik parcalanmasi) ve transformasyonu ile ilgili
calismalar kisa bir ge¢mise sahiptir. Yapilan bu caligmalarin sonucunda, dogadaki
ligninin biyolojik par¢alanmasinda daha ¢ok beyaz-¢iiriik¢iil mantarlarin etkin olduklar
saptanmustir (Kolankaya ve Saglam 1988). Ozellikle bu mantar grubuna giren
Phanerochaete chrysosporium'la lignin parcalanmasi ile ilgili diinyanin cesitli
laboratuvarlarinda ¢ok sayida arastirma yapilmis ve halen de yapilmaktadir. (Kolankaya
ve Saglam 1988). Phanerochaete chrysosporium, igerdigi hiicre disi, LIP ve MnP
enzimleri ile ligninin biyolojik pargalanmasinda dnemli rol oynar (Baciocchi ve ark.
2002).

Ligninin  enzimatik  yollarla  oksidasyon siireclerinde =~ Pharmerochaete
chrysosporium mantar kiltiiriinden izole edilmis olan (LiP) ve Mn-peroksidaz enzim
(MnP) gruplar1 kullanilmaktadir. Bu iki ana enzim grubu heme-protein olup reaksiyon
bir elektron transfer mekanizmasi ile gerceklesmektedir (Crestini ve ark. 1999). Sekil 1.

15‘te LIP enzimimin, lignini par¢alamasina ait dongili gosterilmistir.
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Sekil 2. 16. LiP enzimi etkisi ile ligninin par¢alanma dongiisti (Crestini ve ark.
1999).

Sekil 2.16’daki dongiiyli incelersek, demir(IIl) porfirin yapist igeren enzim,

ortamda bulunan H,O; tarafindan yiikseltgenerek, demir(IV) yapili “+” yiikli radikalik

bilesik I yapist meydana gelir. Ardindan bu bilesik, ligninden bir elektron alarak lignin

radikali meydana getirir kendisi ise yiiksiiz, demir(IV) yapili bilesik II ye doniisiir.

Olusan bilesik II yapis1 da ligninden bir elektron alarak lignin radikali olustururken

kendiside bir elektron alarak, demir(IIl) yapilt ilk haline doniisiir. Bdylece bir ¢evrim

tamamlanmis olur.
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2.5. Veratril Alkol ve Veratril Aldehit

Veratril alkol (3,4-dimetoksibenzil alkol, VA), igerdigi hiicre disi, LiP ve MnP
enzimleri ile, ligninin biyolojik parcalanmasinda énemli bir rol oynadigi bilinen bir
mantar olan Phanerochaete chrysosporium un ikincil metabolitidir (Baciocchi ve ark.
2002). Veratril alkol lignin i¢in model bir bilesiktir. LiP enziminin, lignini biyolojik

olarak parcalamasinda mediator yani elektron tasiyici gorevi gorur.

Veratril alkoliin, ligninin biyolojik par¢alanmasinda cesitli fonksiyonlar1 vardir.
Phanerochaete chrysosporium un ligninolitik sisteminin, hiicre dis1 lignin peroksidaz
seviyesinin artmasina sebep olur. Veratril alkoliin kendisi de lignin peroksidaz ile

yiikseltgenir.

Veratril aldehit, veratril alkoliin yiikseltgenmesi ile olusur. Lignin ve LIP
enzimi ile ilgili birgok c¢alismada, veratril alkoliin yiikseltgenmesi ile olusan veratril

aldehitin miktarindaki artisin UV-VIS spektroskopi yontemi ile incelenmesinden

yararlanilmaktadir.
OH _©o
LiP
F
OCH3; OCH,

Sekil 2.17. Veratril alkol ve veratril alkoliin molekiiler yapist ve lignin
peroksidaz enzimi (LiP) ile birbirine donilismesi

Sekil 2.17°de VA ve VAD molekiillerinin yapilart gosterilmistir. VA, ligninin, LiP

enzimi etkisi ile par¢alanmasi sirasinda, elektronlarin1 vererek VAD e ylikseltgenir.
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Veratril alkol radikal E (Fe} ) H_?'Uz

Veratril alkol
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Veratril alkol radikal Veratril alkol

Veratril aldehit

Sekil 2.18. Lignin peroksidaz enzimi etkisi ile veratril alkoliin yiikseltgenmesi
(Lee ve Moon 2003)

Sekil 2.18’de, LIP enzimi etkisi ile veratril aldehite yiikseltgenmesi ile ilgili dongii
gosterilmistir. Burada, E (Fes+) yapist, Fe®* iyonu i¢eren LiP enzimdir. Enzim, E yapisi,
ortama eklenen ya da ortamda cesitli yollarla olusturulan H,O, molekiilii tarafindan
yiikseltgenerek, E1 yapisint olusturur. Bu yapiya ortamda bulunan veratril alkol bir
elektron vererek E2 yapisinin olusmasini saglarken, veratril alkoliin kendisi de veratril
alkol radikaline, ardindan da veratril aldehite doniisiir. Olusan bu E2 yapisi, bir veratril
alkol molekiiliiniin bir elektronunu vererek radikal olusturmasi ile baslangigtaki E

yapisina doner, boylece dongii tamamlanmis olur (Lee ve Moon 2003).

CH-0OH CHOH CHOH
‘ “oc:H3 ) i ~OCH; i ~0 i ~OCH;
CH, CH, OCH; CHs

Sekil 2.19. Veratril alkol radikalinden veratril aldehitin meydana gelmesi
(Baciocchi ve ark. 2002)

Veratril alkol radikalinin veratril aldehite dontisiimii, Sekil 2.19°da gdsterilmistir.
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Sekil 2.20. Ligninin, LIP katalizorliglinde par¢alanmasinda VA’nin mediatorliigii
(Baciocchi ve ark. 2002)

Sekil 2.20°de gosterildigi  gibi  ligninin, HpO, varliginda, LIP enzimi
katalizorliigiinde pargalanmasi sirasinda, enzim etkisi ile bir elektronunu lignine vererek
radikalik katyona doniisiir. Ardindan bu radikalik katyon sekil 2.19 de goriildiigii gibi
veratril aldehite doniisiir. Bu sirada enzim etkisi ile lignin molekiilii parcalanmis olur ve

veratril alkol bu par¢alanmada elektron tasiyici gorevi gormiis olur.

30



2.6. Veratril Alkol ve Aldehit Hakkinda Literatiirde Yer Alan Calismalar

Veratril alkol veratril aldehit redoks ciftinin tek tek veya birlikte nicel analizine

yonelik herhangi bir literatiir bilgisine ulagilamamustir.

Lee ve Moon (2003), LiP kullanarak, elektrokimyasal ve enzimatik reaksiyonlari
birlestirerek, veratril alkoliin elektroenzimatik olarak yiikseltgenmesi ile veratril aldehit
olusumunu incelemislerdir. Reaksiyon esnasinda, ortamda var olmasi gereken H,O; nin,
disaridan  eklenmesinin  ortaya ¢ikaracagi sorunlardan kurtulmak amaci ile
elektrokimyasal olarak deneysel ortamda olusturulmasi ile ¢alisma yapilmis ve bu yeni
elektroenzimatik yontemin etkili olacagi gosterilmistir. Bu caligmada; enzim miktari,
pH ve uygulanan potansiyelin etkileri incelenmistir. Calisma i¢in optimum pH’ nin 3,0,

uygulanmasi gereken optimum potansiyelin ise -0,4v oldugu bulunmustur.

Cancel ve ark (1993), Phanerochaete chrysosporium kiiltiirlerinin ligninolitik
sisteminde lignin ve veratril alkoliin roliinii arastirmiglardir. Calismada, kiiltiirler
tizerine, 0,4 — 2,0 mm veratril alkol eklenmis ve artan veratril alkol konsantrasyonu ile
LiP aktivitesinin de arttigi goriilmiistiir. Caligmada, LiP enziminin aktivitesi, tien, Kirk
(1983) te belirtildigi gibi, enzimatik siiregle veratril alkoliin yiikseltgenme iiriinii olan
veratril aldehitin 310 nm dalga boyunda yaptig1 absorpsiyondan yararlanarak
incelenmistir. Calisma sonucunda, veratril alkoliin LiP aktivitesini artiric1 etki yaptigi

bulunmustur.

Kawai ve Umezava (1986), Corilous versicolor adli bir mantar tiiriiniin ligninolitik
kiiltiirli icerisinde veratril alkolii bulmuslardir. Bulunan maddenin veratril alkol oldugu,
gercek dimetoksi benzil alkol ile H-NMR spektrumlarmin kiyaslanmasi ile
dogrulanmistir. Ardindan elde edilen veratril alkoliin, ligninin biyolojik
parcalanmasindaki rolii incelenmistir. Elde edilen veratril alkol, Phanerochaete
chrysosporium kiiltiirii igerisine eklenmis, kiiltiir icerisindeki ligninolitik aktivite ve LIP

enzimi iiretiminin artig gosterdigi ispatlanmustir.

Schoemaker ve Piontek (1996), LiP enzimi ve ligninin etkilesmesi ile ilgili
mekanizmay1 incelemistir. Calismada LiP 1 6ncelikle H,O; tarafindan yiikseltgenerek
LiP1 formuna gegtigi, yiikseltgenmis bu formun etki ettigi veratril alkolden bir elektron

alarak LiP2 haline doniistirken veratril alkol radikalik katyonu olusumuna yol agtigi,
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LiP2 formundaki bu enzimin baska bir veratril alkole etki ederek tekrar veratril alkol
radikalik katyonu olusturdugu ve bu sirada enzimin ise tekrar ilk haline LiP gectigi ve

dongiiniin tamamlandig1 gosterilmistir.

Leisola, Schmidt ve Fiechter (1986), bazi lignin parcalanmasinda kullanilan
mantarlarin ikinci metaboliti olan veratril alkoliin dl¢limii i¢in hizli ve hassas bir
yontem gelistirmistir. Bu yontem, veratril alkoliin, Phanerochaete chrysosporiumundan
elde edilen ligninaz tarafindan veratril aldehite ylikseltgenmesine dayanmaktadir.
Saflastirilmis enzimler veratril alkoli %75 oraninda veratril aldehite ve bazi
tanimlanmayan  {riinlere  yiikseltgemektedir. Enzimatik metot Phanerochaete
chrysosporium kiiltiirleri igerisindeki veratril alkolii 6lgmek i¢in kullanildi ve geleneksel
olarak kullanilan yiiksek basingli sivi kromotografi ile ayni sonuglar1 verdi. Metotun

yararlar1 ve smirlar tartisildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullamilan Cihazlar

3.1.1. Potansiyostat ve elektrokimyasal sistem

Biitiin elektrokimyasal teknikler Bioanalytical System Inc.” nin basi epsilon model

potansiyostat ve elektrokimyasal sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu potansiyostat ile kat1 elektrotlarla yapilan, voltametrik ¢alismalar i¢in BASI C3
calisma hiicre standi, Civa elektrot ile yapilan ¢alismalar ise, BASI CGME calisma

hiicre standi kullanild.

Voltametrik ¢alismalarda, ¢alisma elektrodu olarak, BASI marka, MF-2012 kodlu,
3mm ¢apli Cams1 Karbon Elektrot (GCE), BASI marka, MF-2013 kodlu, 1,6 mm capli
Platin Elektrot ve el yapimi yaklasik 3 mm caph grafit elektrotlar kullanilmistir.
Calisma elektrotlar1 her 6l¢timden 6nce yaklasik 15 s boyunca 40 um alumina ve naylon
parlatma pedleri kullanilarak parlatilmistir. Elektrot yiizeyleri zaman x400 ve x800
biiyiitmeli metal mikroskobu kullanilarak incelenmis, olabildigince derin ¢izik ve ylizey

olumsuzluklarindan kag¢inilmaya c¢alisilmigtir.

Calismalarda, yardimei elektrot olarak, BASI marka, MV-1032 kodlu, 7.5 c¢cm
uzunlugunda, platin tel elektrot kullanilmistir. Referans elektrot olarak ise, BASI marka,

MF-2052 kodlu, RE-5B Ag/AgCl Referans Elektrot kullanilmistir.

Deneylerde kullanilan cam hiicreler ise, 50 mm c¢apinda, yaklasik 20 mL 6rnek

alabilen BASI marka MR-1208 kodlu hiicreler kullanilmistir.

3.1.2.  UV-VIS Spektrofotometre

Spektroskopik ¢aligsmalar, HITACHI marka U-3900H UV-VIS spektrofotometre ile
gergeklestirildi. Hellma marka, 100-QS Quartz kiivetler kullanilarak ¢alisiimistir.
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3.1.3. Diger Alet ve Cihazlar

pH Metre: Calismamizdaki pH 6lglimleri, Thermo marka, Orion 4-Star Plus, -2.000 ile
+19.999 arasinda pH oOl¢limii yapabilen pH metre ile yapilmistir. pH elektrodu
olarak, 8102BNUWP kodlu Orion cam pH elektrodu kullanilmistir.

Hassas terazi: Kiitle 6l¢timleri, SHIMADZU marka AUW?220D kodlu, 0,00001g

hassasiyette 6l¢lim yapabilen hassas terazi ile yapilmustir.

Manyetik karistiricr: WiseStir marka ASH-20D kodlu, 1500 rpm déndiirme kapasiteli

manyetik karistirict kullanilmagtir.

Etiiv: Elektro-mag marka M5040p kodlu etiiv kullanilmistir.

Mikropipetler: Eppendorf marka, 0,5 plL- 5000 pL arasinda hacim alabilen

mikropipetler ve mikropipet uglar1 kullanilmstir.

Saf su cihazi: Ultra saf su eldesi i¢in, Human Corporation Zeneer Power I ultra saf su

cthazi kullanilmistir.

Calismalarda O, giderimi i¢in linde marka, %99,999 saflikta argon gazi

kullanilmistir.

3.1.4. Cahsmada kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallarin adi, saflig1 ve {iretici firmasi

Kimyasalin adx Safhig Uretici firma adi
Veratril alkol %98 Merck
Veratril aldehit %99+ ACROS Organics
Sodyum hidroksit >%97 Merck
Borik asit %99,5 Merck
Amonyum kloriir %099,5 Ridel-de Hoen
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Tartarik asit >99,5 Merck
Potasyum nitrat >99,0 Merck
Disodyum tartarat dihidrat >99.5 Merck
Sodyum asetat >99,0 Merck
Amonyum nitrat >99,0 Merck
Fosforik asit %85 Ridel-de Hoen
Asetik asit (glacial) %99,8 Merck
HCI %37 Ridel-de Hoen
Disodyum hidrojen fosfat %99,5 Merck
Potasyum hidroksit %85 Merck
Amonyak %95 Merck
H20, %35 Merck
Nitrik asit %69,8 CARLOERBA
Siilfiiriik asit %95-98 Merck

3.1.5. Cahsmada kullanilan tampon cézeltiler ve hazirlanislari:

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan tampon ¢dzeltiler ve kullanildig1 pH araliklar:.

Tamponun adi Calismada kullamldig: pH arahg
Asetat tamponu 2,5-6,0
Amonyum amonyum kloriir tamponu 7,0-9,4
Sodyum tartarat tamponu 3,0-4,5
Britton-Robinson tamponu 2,0-9,0

a) Asetat tamponu: 8,2 g susuz sodyum asetat 800 ml saf su da c¢oziiliir.
Cozeltinin pH si, buzlu asetik asit veya sodyum hidroksit kullanilarak, ¢izelge 2.2
gosterilen pH degerlerinden istenilen pH ye ayarlanir ve ¢ozelti 1 L’ye tamamlanarak

istenilen pH de tampon hazirlanmis olur.
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b) Amonyum/amonyum Kkloriir tamponu: 5,4 g¢ amonyum kloriir 900 ml saf su
da ¢oziiliir ve tamponun pH si amonyum hidroksit ile istenilen pH ye ayarlanir ve

tampon 1 L ye tamamlanur.

C) Sodyum tartarat tamponu: 15 g tartarik asit 500 ml saf su igerisinde ¢oziiliir
ve sodyum kloriir eklenerek pH si ayarlanir. Ardindan ¢ozelti 1 L ye tamamlanir ve

tartarat tamponu hazirlanmis olur.

d) Britton-Robinson tamponu: 100 ml lik tampon hazirlamak i¢in 0,04 M asetik
fosforik ve borik asit alinir, belli miktar saf su ile ¢ozelti haline getirilir, sodyum

hidroksit ile pH si istenilen hale getirilir ve ¢ozelti 100 ml ye tamamlanur.

3.2 Kullamilan Teknikler

Elektrokimyasal tekniklerden, yiikseltgenme veya indirgenme yOniinde
elektroaktifligin belirlenmesi amaciyla LSV ve/veya CV, daha disik tayin
sinirlarindaki analizlerde kullanilabilecek yiiksek akim biiyiikliigline sahip pikler elde
etmek amaciyla DPV, SWV tekniklerinden yararlanilmistir.

Spektroskopik ¢aligmalarda 120-300 nm/dakika tarama hizi ile 2 nm slit agiklig1 ile
200-1000 nm dalga boyu araliginda spektrumlar alinmistir.

Elektrokimyasal ve spektroskopik c¢aligmalarin  tiimii oda  sicaklifinda
gerceklestirilmistir. Klima ile oda sicakligi denetlenen laboratuvar sicakligr 25 + 3 °C

arasinda tutulmaya calisilmisgtir.
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4. BULGULAR

Veratril alkol (VA) — Veratril aldehit (VAD) redoks c¢iftinin elektrokimyasal
davraniglarinin incelenmesi ve birbirlerinin yaninda analizlenebilirlikleri ve H;0;
varliginda dogrudan nicel analizlerinin yapilabilirliklerini belirlemeye yonelik olarak
tamamlanan ¢alismalari, elektrokimyasal yontemlerin uygulandig1 voltametrik
calismalar ve UV-VIS spektroskopik caligmalar olmak iizere iki baslik altinda toplamak

miumkindiir.

4.1. Voltametrik Calismalar

Voltametrik ¢aligsmalar genel olarak Basi cell stand {izerinde, 20 ml 6rnek hacimleri

ile, referans, yardimc1 ve ¢alisma elektrotlar1 kullanilarak gergeklestirildi.

CV caligmalar1 ¢cogunlukla potansiyostat iizerinden okunan rest potansiyel (denge
potansiyel) degerinden baslatilmig, yine aynm1 potansiyelde sonlandirilarak tek ¢evrim

lizerinden tamamlanmustir.

Voltametrik caligmalarda, x eksenindeki potansiyel degerleri, Ag/AgCl/3 M NaCl
referans elektroda karsi verilmis, voltamogram gosteriminde IUPAC gosterimleri

benimsenmistir.

Calisma elektrodu, referans elektrot ve ¢alisma sisteminin kontrolii agisindan belli
araliklarda ve kuskulanilan durumlarda, 6 mM K3Fe(CN)g igerisinde -200 +800 mV

gerilim araliginda CV ¢aligmasi yapilarak karsilagtirma yapilmistir.

4.1.1. H,0; ile ilgili calismalar

Ligninin, lignin peroksidaz enzimi (LiP) tarafindan par¢alanmasi sirasinda
enzimatik stirecte, olusan H,O, molekiiliine bagli olarak VA — VAD doniisiimii
gergeklestigi icin, oncelikle calisma ortaminda H,O, molekiiliine duyarlilik bolgesi ve
smirlarini belirlemeye yonelik olarak bir seri voltametrik ¢alisma yapilarak H,O; igin

karakteristik pikin optimizasyonu ¢aligmalar1 gerceklestirildi.
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Bu ¢alismalar dahilinde platin elektrot (PtE), cams1 karbon elektrot (GCE) ve grafit
elektrotlar (GE) olmak iizere ii¢ tip ¢alisma elektrodu ile farkli tampon ¢ozeltiler ve pH

degerlerinde 2 mM H,0; igerisinde LSV ve CV ¢alisildi.

4.1.1.1. H,0; icin PtE ile yapilan ¢calismalar

Analizlemeye c¢alistigimiz maddelerin, mediator olarak kullanildigi, enzimatik
stirecte kullanilan lignin peroksidaz enziminin, en iyi c¢alistigit pH degerleri, asidik
bolgede, pH 2- 4 arasinda oldugu bilinmektedir. Ancak incelemede daha genis bir
aralikta, asetat tamponu ile pH 2,5-6,0, amonyak tamponu ile pH 7.0-9.4 arasinda,
tartarat tamponu ile ise, pH 3-4,5 arasinda denemeler yapildi. Bu caligmalarda elde

edilen voltamogramlar iizerine ¢6ziinmiis oksijenin uzaklastirilmasinin etkisi incelendi.

et [ O

-1.533

Akam (amp x 10F)

S0

1370 1.153 0935 D718 0.500
Potansiyel (V)

Sekil 4.1. pH 3,5 asetat tamponu igerisinde, PtE ile 2 mM H,0, ¢ozeltisinde
¢oziinmiis oksijen gideriminin LSV fizerine etkisi

Coziinmiis oksijen giderme islemi yapilarak ve oksijen giderme islemi
yapilmadan, zemine ait LSV ler
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Sekil 4.1. de pH 3,5 asetat tamponu igerisinde, oksijen giderme islemi yapilarak ve
yapilmadan elde edilen LSV ler gosterilmistir. LSV ler incelendiginde O, gideriminin
H,0, yiikseltgenme piki iizerinde iyilestirici bir etki yapmadigi goriildi. Farkl
tamponlar icerisinde, oksijen giderimi ile ilgili yapilan c¢aligmalarda da oksijen
gideriminin piklerde iyilestirici bir etki gostermedigi goriildii, bu nedenle ilerleyen

calismalara oksijen giderme islemi yapilmadan devam edildi.

H,0; i¢in, LSV ile gerceklestirilen ¢aligmalarda, yapilan CV ve LSV teknikleri ile
elde edilen voltamogramlar incelendiginde, H,O; ye ait anodik bolgede, 350-850 mV
arasinda, zeminde var olmayan, H,O; eklenmesinde sonra ortaya ¢ikan bir pik gézlendi.
Bu pikin potansiyelinin ve akim biiyiikliigiiniin, i¢inde ¢alisilan tampon ¢6zeltinin pH

sine bagimli oldugu incelenen LSV egrilerinden goriildii.
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Sekil 4.2. Cesitli pH lerde ve farkli bilesimli tampon ¢ozeltiler icerisinde, PtE ile 2
mM H,0, ¢ozeltisi i¢in elde edilen katodik yondeki LSV ler

pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde, pH 2,5 asetat tamponu icerisinde, pH 6,0
asetat tamponu icerisinde, pH 7,0 amonyak tamponu icerisinde, pH 8,0
amonyak tamponu icerisinde, pH 9,0 amonyak tamponu icerisinde, Zemine ait
voltamogram ( pH 3,5 tartarat tamponu)
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Sekil 4.2 de gosterilen LSV lerde, ¢alisilan tampon ¢ozeltinin pH si 2,5 ten, 9,4 ¢
cikmasiyla, elde edilen anodik pikin potansiyelinin, +850 mV dan +320 mV potansiyele
kadar kaydig1 gosterildi.

H,0; i¢in, LSV kullanilarak katodik yonde tarama ile de ¢alismalar yapilmistir. Bu

caligmalara ait voltamogramlar Sekil 4.3 de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Cesitli pH lerde ve farkli bilesimli tampon ¢ozeltiler igerisinde, PtE ile, 2
MM H,0; ¢ozeltisi i¢in elde edilen anodik yondeki LSV ler

pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde, pH 2,5 asetat tamponu icerisinde, pH 6,0
asetat tamponu icerisinde, pH 7,0 amonyak tamponu icerisinde, pH 80
amonyak tamponu icerisinde, pH 9,0 amonyak tamponu icerisinde, zemine
egrisi (pH 3,5 tartarat tamponu)

Katodik tarama ile elde edilen voltamogramlar incelendiginde, yaklasik +225 mV
potansiyel civarinda, zeminde de var olan pikin akim biiyiikliiglinde artis gozlenmistir.
Anodik bolgede de pikin yerinin, ¢ozelti pH sine bagimli oldugu goriilmistir. pH
degerinin 2,5 ten 9,4 e yiikselmesi ile katodik yondeki bu pikin yeri +225 mV dan -
260 mV potansiyele kadar kaymigstir.
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PtE ile H,O; i¢in yapilan ¢alismalarda elde edilen anodik ve katodik yondeki LSV
incelendiginde; katodik bolgedeki pik, zeminde de var olan bir pikin biiyiimesi seklinde,
anodik yondeki ise, zeminde olmayip H»,O; eklenmesi ile ortaya ¢ikan bir pik seklinde
oldugu goriildii. Bu nedenle, H,O, konsantrasyonu ile ilgili ¢alismalar i¢in, pH 3,5
tartarat taponu igerisinde en duyarli analizler icin en biiyiikk akim degerlerinin elde
edildigi, anodik yonde yaklasik 700 mV potansiyelde ortaya ¢ikan ylikseltgenme piki ile

caligmalar benimsenmistir.

Sekil 4.4 te 2 mM H,0; ye ait, PtE ile en biiyiik akim degerlerinin elde edildigi, pH

3,5 tartarat tamponu igerisinde elde edilen CV gdsterilmistir.
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Sekil 4.4. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, 2 mM H0; i¢in, PtE ile elde
edilen CV ler

2 mM H,0, ye ait, zemin e ait

H,0, i¢in, PtE ile yapilan ¢alismalarin ardindan, ayni ¢ozelti kosullarinda, GE ve

GCE larda, H;0; ye ait akim degisimi gozlenip gdzlenmeyecegi incelendi.

4.1.1.2. H,0O; icin GE yapilan ¢cahismalar

H20; i¢in, elde hazirlanmig, waks empegre edilmis, yaklagik 3 mm ¢apli GE ile pH

3,5 tartarat tamponu igerisinde, zemin ve 2 mM H,0; igeren ¢ozeltilere ait ¢evrimsel



voltameri yontemi ile ¢alisma yapilarak, H,O,’nin bu deneysel sartlarda elektroaktif

olup olmadig1 incelendi. Elde edilen voltamogramlar, Sekil 4.5. de gdsterilmistir.
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Sekil 4.5. GE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde H202’ye ait CV’ ler
Zemine ait, 1 mM H,0; ye ait, 2 mM H,0, ye ait

Elde edilen voltamogramlar incelendiginde, GE ile H,O; i¢in anodik veya katodik
herhangi bir pik ya da akim bélgesi gozlenmedigi i¢in GE denemelerine daha ileri
calismalarda yer verilmemistir.

4.1.1.3. H,0; icin GCE yapilan ¢calismalar

GCE’de, pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, 1 ve 2 mM H;0, ve zemine ait i¢in
CV’ ler alind1.
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Sekil 4.6. GCE ile pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde H,O; ye ait CV ler
Zemine ait, 1 mM H,0; ye ait, 2 mM H,0; ye ait

GCE ile H,O, varliginda elde edilen voltamogramlar incelendiginde, GCE
tizerinde, H2O; varligindan bagimsiz olarak -850 mV da ortaya c¢ikan katodik akim

bolgesinin HyO; eklenmesinden sonrada degismedigi goriildii

H,0; analizi i¢in farkli elektrolit ve farkli elektrotlarla LSV ve CV yontemleri ile
yapilan optimizasyon galismalarinda, H,O, ye ait en uygun pikler, pH 3,5 tartarat

tamponu icerisinde Pt ile yapilan ¢aligmalarda elde edilmistir.

Gerek H,0O; i¢in yapilan calismalarin sonuglarindan, gerekse, analizlenmeye
calisilan VA-VAD ciftinin mediator olarak gorev yaptigi, lignin peroksidaz enzimine ait
enzimatik siireg ile ilgili, literatiirde var olan ¢alismalarin, pH 2-4 gibi asidik pH’lerde
yapilmis olmasindan ve lignin peroksidaz enzimin asidik pH lerde daha iyi
calismasindan dolayi, calismamizin ilerleyen kisimlari i¢in genel olarak asidik pH lerde

tartarat tamponu kullanilmasi kararlastirildi.
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4.1.2. VA ile ilgili cahsmalar

VA, lignin peroksidaz enziminin lignini parcalamasi ile ilgili reaksiyon siirecinde
mediator olarak kullanilir. Enzimatik reaksiyon gerceklesirken, VA elektron vererek
VAD e doniisiir. Boylece, enzimatik siirecte reaksiyon boyunca VA’ iin yiikseltgenip
VAD olusturmasi ile ortamdaki VA miktar1 azalir. Bu nedenle, lignin miktari ile ilgili
analizlerde ve lignin peroksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi ile ilgili

caligmalarda, VA miktarindaki azalmasinin incelenmesinden yararlanilabilir.

Bu nedenle, caligmamizda VA’y1 voltametrik yontemlerle analizleyebilmek igin
cesitli denemeler yapilmis ve daha hassas analizler i¢in en yliksek pik akimina sahip, en
kullanigli, en uygun pikleri elde edebilmek amaciyla, ¢alisma elektrodu, calisma
cozeltisi, ¢ozelti pH si gibi optimizasyonlar yapilmaya ¢aligilmustir.

Bu amagla GE, PtE ve GCE ile farkli pH lerdeki farkli ¢ozeltiler ile ¢esitli

caligmalar yapilmistir.

4.1.2.1. VA i¢in GE ile yapilan calismalar

GE ile CV yontemi kullanarak 1 ve 2 mM VA igeren ¢ozeltilere ait ¢evrimsel

voltamogramlar alinarak, VA’ {in grafit ¢calisma elektrodu ile ve pH 3,5 tartarat tamponu

igerisinde elektroaktif olup olmadig1 incelendi.
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Sekil 4.7. GE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde H,O, ye ait CV ler
Zemine ait, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM VA’ ¢ ait

Sekil 4.7. da goriildigi gibi, 1 mM dan 5 mM a kadar VA igeren ¢ozeltilere ait CV
lar1 VA igermeyen zemine ait CV ile karsilastirdigimizda VA’ iin GE iizerinde herhangi

bir elektro aktivite gdstermemistir.
4.1.2.2. VA icin PtE ile yapilan calismalar

GE ile herhangi bir sonu¢ alinamamasinin ardindan, ¢calismaya H»O> i¢in en uygun
piklerin elde edildigi caligma elektrodu olan PtE ile denemeler yapild.

PtE ile icerisinde H2O; i¢in en uygun piklerin elde edildigi ¢alisma ¢ozeltisi olarak
secilen pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde c¢alisamaya baslandi. 2, 4 ve 6 mM VA
iceren cozeltilere ait cevrimsel voltamogramlar alinarak, zemine ait voltamogramla

karsilastirildi ve VA’ iin bu kosullarda elektroaktif davranip davranmadigi incelendi.

45



1.032 |

0282 |

Alam (amp x 10-5)

.58 |

2911 |

1.400 0.950 0.500 0.050 0,400
Potansiyvel (V)

Sekil 4.8. pH 3,5 tartarat tampounu igerisinde platin elektrot ile VA’ e ait CV ler
Zemine, 2 mM VA, 4 mM VA ve 6 mM VA’ e ait

Sekil 4.8. deki ¢evrimsel voltamogramlar incelendiginde, zemine ait CV da var
olmayip, VA eklenmesi ile ortaya ¢ikan ve VA konsantrasyonundaki artig ile akim
biiylikliigii dogrusal bir artig gosteren, +1200 mV potansiyel civarindaki yiikseltgenme
piki veratril alkol eklenmesi ile hafif¢ce daha anodik bolgeye kaymaktadir.

a) Tartarat tamponu pH sinin degisiminin VA pikine etkisi:

VA i¢in belirgin bir pik elde edilmesinin ardindan, elde edilen bu pikin, kullanilan
tampon ¢ozeltinin pH sinin biraz daha asidik ve biraz daha bazik bdlgeye kaydirilmasi
sonucu, piklerdeki degisimi incelemek amaci ile pH 3, 3,5, 4,0, 4,5 tartarat tamponlari
icerisinde, 2 mM VA e ait ¢evrimsel voltamogramlar alind1 ve sonuglar sekil 2.1.9 da

gosterilmistir.
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gorlilmiistiir ve bu ¢ozelti zemin

Sekil 4.9. PtE ile farkli pH deki tartarat
tamponlari iginde VA e ait CV ler

pH 3 tartarat, pH 3,5 tartarat, pH 4,0
tartarat ve pH 4,5 tartarat tamponlari
icerisinde, 10 mM VA’ ¢ ait

calisma egrileri nin elde edildigi

temel elektrolit olarak se¢ilmistir.

VA i¢in, pH 3,5 tartarat tamponunun akim biyiikliiglinlin en iyi oldugunun
goriilmesinin ardindan, bu pik lizerine ¢esitli etkilerin etkisini inceleme ve bu pikin daha

Iyi, daha yiiksek pik akimina sahip hale getirilmesi ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir.
b) VA CV piki tizerine, H,O> nin etkisi:

pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, +1200 mV potansiyelde elde edilen
yiikseltgenme piki tizerine, analiz ortaminda bulunmasi muhtemel olan H,O;’nin
etkisini incelemek amaci ile 6 mM VA igeren ¢ozelti lizerine, 2 mM H,0, eklenerek

H,0; nin voltamogram tizerindeki etkisi incelendi.
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Sekil 4.10. Pt elektrot ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde VA’ ¢ ait CV ler

Zemine ait, 2 mM VA ait, 4 mM VA e ait, 6 mM VA e ait ve 6 mM VA + 2 mM
H,0O, e ait

Sekil 4.10’da ki CV lar incelendiginde, H,O,’nin VA piki ilizerinde bir miktar
artirier etki yaptigi goriildii. Ayrica, +200 mV potansiyel civarinda zeminde de bir akim

biiylime bolgesi olarak goriilen yiikseltgenme bolgesinde belirgin bir artisg goriildii.
¢) VA’ iin H;0; e ait pik tizerine etkisi:

H202’nin VA pikini artirict etki yapmasi iizerine, VA’nin H,O, ye ait +800 mV
potansiyelde gozlenen pikine herhangi bir etki yapip yapmadigini incelemek icin, 2 mM
H,0, igeren ¢ozelti tlizerine, 2, 4, 6, 8, 10 mM VA eklenerek CV lar1 alindi. CV’ler
Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Pt elektrot ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde farkli
konsantrasyonlarda VA ¢ozeltilerine ait CV ler

Zemine ait, 2mM H,0; e ait, 2 mM H,0; tizerine, 2 mM veratril alkol, 4 mM
veratril alkol, 6 mM veratril alkol

Pikler incelendiginde, +800 mV potansiyel civarinda ortaya ¢ikan H,0;’ye ait pik
akiminda VA eklenmesi ile az miktarda azalma ve pozitif potansiyellere kayma
gozlendi. +200 mV civarinda zeminde de var olan indirgenme piki, H,O, eklenmesi ile
belirgin sekilde artis gosteren pikte VA eklenmesi ile az miktarda azalma gozlendi. VA
icin gozlenen +1200 mV potansiyeldeki yiikseltgenme pikinde ise artan VA

konsantrasyonu ile diizenli bir artis gdzlendi.
d) Tartarat ve Britton-Robinson tamponlarinin karsilastirilmasi:

Tartarat tamponu i¢in, asidik pH lerde pH optimizasyonu yapilip en uygun pH nin
3,5 oldugu goriildiikten sonra, ayni1 pH de Britton-Robinson tamponu igerisinde de VA
icin pik elde edilip edilemeyecegi incelendi. VA ig¢in, Britton-Robinson, tamponunda
da, tartarat tamponundaki pik ile neredeyse ayni potansiyelde bir yiikseltgenme piki

gbzlenmistir. Elde edilen bu piki tartarat tamponu igerisinde elde edilen pikle
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karsilastirmak icin her iki tamponun 6 mM VA igeren ¢ozeltilerine ait ¢evrimsel

voltamogramlar alindi. Elde edilen CV’ ler Sekil 4.12°te gosterilmistir.
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Sekil 4.12. PtE ile VA piki i¢in, tartarat ve Britton-Robinson tamponlariin
karsilastirilmasi

Zemine ait CV, pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde, 6 mM VA e ait CV, pH
3,5 Britton-Robinson icerisinde 6 mM VA e ait CV

Sekil 2.1.12. deki CV’ler incelendiginde, tartarat tamponu igerisinde elde edilen
pikin akim biiyiikliigliniin daha fazla oldugu ve analizler i¢cin daha kullanish oldugu
goriildi.

Boylece, VA calismasi i¢in pH ve tampon ¢ozelti, optimizasyonu yapilmis ve pH
3,5 tartarat tamponu olarak secilmis oldu.

Bu c¢ozelti sartlarinda, PtE ile elde edilen bu piki daha iyi hale getirmek amaci ile
bazi ¢caligmalar yapilmistir.

e) Elektrodun ¢alisma 6ncesi belli potansiyellerde bekletilmesinin piklerdeki etkisi:

Calisma yapilmadan once, elektrodun 2 dakika gibi bir siire belli bir potansiyelde
bekletilerek, analizlenecek maddenin elektrot iizerinde biriktirilmesi ve ardindan
calisma yapilamasinin, pikler tizerinde iyilestirici etki yapip yapmayacagi incelendi.

Bu amagla, Pt ¢alisma elektrodu ¢alisma oncesinde -500, -400, -300, -200, -100,
+100, +200, +300, +400, +500 mV potansiyellerde 2 dakika siireyle bekletilip ¢alisma

elektrodunun izin verdigi potansiyel aralifinda 2 mM VA igeren ¢ozeltiye ait CV lar
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alindi. Elde edilen pikler ile elektroda herhangi bir islem yapilmadan elde edilen CV ler
karsilastirildi.
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Sekil 4.13. PtE’nin analiz Oncesi ¢esitli potansiyellerde bekletilmesinin etkisi

Herhangi bir bekletme islemi yapilmaksizin, +100 mV potansiyelde iki dakika
bekletilmesinin ardindan, +500 mV potansiyelde iki dakika bekletilmesinin
ardindan, -100 mV potansiyelde iki dakika bekletilmesinin ardindan ve -500
mYV potansiyelde iki dakika bekletilmesinin ardindan, 2 mM VA ig¢in elde edile
CV’ler, zemine ait CV

Elde edilen pikler incelendiginde, elektrodun analiz oncesi ¢esitli potansiyellerde
bekletilmesi sonras1 CV alinmasi ile yapilan ¢alismalarda, elektrot tizerinde herhangi bir
on birikime bagli olumlu etkinin gbézlenmedigi, aksine pik akimi degerlerinde bagil
olarak bir azalma meydana geldigi belirlenmistir.

f) Puls teknikleri kullanarak potansiyel tarama yapilmasiin veratril alkol piklerine
etkisi:

PtE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde CV, LSV yontemleri ile elde edilen VA e
ait pikleri daha belirgin, analizler i¢in daha kullanisli hale getirebilmek amaciyla, puls

tekniklerinin etkisi incelendi.
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g) PtE ile DPV uygulamalari:

Puls teknikleri ile yapilan uygulamalarda ilk olarak, CV ile elde edilen piklerin

DPV yontemi ile daha iyi hale gelip gelmeyecegini incelemek amaci ile 2 mM VA igin

voltamogramlar alindi. Calismada, 100 ms ve 200 ms lik olmak iizere 2 ayr1 puls

periyodu ile voltamogram alindi, hangi puls periyodu ile daha yiiksek akim

bliyiikliigiine sahip pik elde edilecegi incelendi.

CV ile +1200 mV civarinda
elde edilen veratril alkole ait
anodik pik, DPV ile +1150 mV
potansiyel civarinda ortaya gikt.

Puls periyodunun 100 ms
oldugu calismada daha yliksek
akim biiyiikliigiine sahip pik elde
edildi. DPV ile, katodik yonde
yapilan ¢alismada da, +1200 mV
potansiyelde veratril alkole ait bir
indirgenme piki gozlendi. Ancak
anodik yonde elde edilen pikin
akim biiytikligi katodik
yondekinden daha biiytik
oldugundan, katodik yonde elde

edilen pik ile sistematik bir
calisma yapilmasi gerekli

goriilmedi.

-0.007
e
L S
= Vs /’
S 0208 / I
= S i
=1 ! | I|'
E i
5 / i
E .". / |II I' I|
i i \ I
< 0605 [ (i
{7 |
! II| 'I |I ,Ill
| | II (f
| | |
| | |
| | | |
] | I|
905 f ol
| 'II .I||
1\ .'l|I
I. W
-1.204 '
1.388 0.961 0.524
Potansivel (W)

Sekil 4.14. Pt elektrot ile pH 3,5 tartarat
tamponu igerisinde, puls periyodu degisiminin
DPV’ler tizerindeki etkisi

Zemine ait, 2 mM veratril alkole ait, 100 ms

puls periyodunda elde edilen, 200 ms puls
periyodunda elde edilen, anodik DPV’leri
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Yapilan DPV caligmas: ile,
veratril alkol i¢in elde edilen
anodik  yondeki pik, aym
deneysel sartlarda CV yontemi
ile elde edilen anodik anodik
yondeki pike gore, analizlerde
kullanilabilmek i¢in daha
belirgin hale geldi. Ancak, DPV
de elde edilen pikin akim
biiyiikligii, beklendigi sekilde
CV ile elde edilene gore yiiksek
degil, yaklagik olarak ayni
biiytikliikte ortaya ¢ikti.

h) PtE ile SWV uygulamalari:
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Sekil 4.15. Pt elektrot ile pH 3,5 tartarat
tamponu igerisinde DPV ve CV ile elde
edilen piklerin karsilastirilmasi

2 mM veratril alkol i¢in, DPV ile elde
edilen pik, CV ile elde edilen pik

DPV ile elde edilen piklerin akimlarinin, istedigimiz biiyiikliikte olmamasindan

dolayi, daha biiyiik akim biiyiikliigiine sahip pikler elde edebilmek amaciyla, farkli bir

potansiyel uygulama programina sahip olan kare SWV yontem ile de deneyler yapildi.

SWV yontemi ile de, CV ve DPV de elde edilen piklerle yaklasik olarak ayni

potansiyellerde daha biiyiik pik akim1 degerleri elde edildi.

CV ve DPV ye gore daha
yiksek akim biiyiikliiklerine
sahip pik ler elde edebilmek
amaci ile yapilan SWV yontemi
ile elde edilen pikler ile CV ve
DPV elde edilen

karsilastirilmas1  Sekil 4.16. da

piklerin

gosterilmistir. Beklen-digi gibi
SWV yonteminde daha belirgin
ve daha biiyiik pik akimina sahip
pikler elde edilmistir.
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Sekil 4.16. Pt elektrot ile pH 3,5 tartarat
tamponu igerisinde SWV, DPV ve CV ile elde
edilen piklerin karsilastirilmasi

2 mM veratril alkol i¢in, CV ile elde edilen,
DPV ile elde edilen ve SWYV ile elde edilen
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Boylece, PtE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, VA igin, g¢esitli voltametrik

yontemler kullanarak, akim biyiikliigli en yiiksek, analizlerde en hassas sonuglar

verebilecek en kullanigh piki SWV yontemi ile elde edildi. PtE i¢in, ¢alisma ¢ozeltisi,

cozelti pH si ve voltametrik yontem optimizasyonu yapilmis oldu.

4.1.2.3. VA icin GCE ile yapilan calismalar

PtE ile c¢esitli optimizasyonlarin yapilarak en uygun sartlarin belirlenmesinin

ardindan, VA icin GCE ile analiz i¢in kullanilabilecek herhangi bir pik elde

edilemeyecegini gormek amaci ile bazi ¢alismalar yapildi.

Bu amagla oncelikle, pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, 2 mM VA igin ¢evrimsel

voltamogram aliarak, VA’ {in GCE {iizerinde elektroaktif olarak davranip davranmadig1

incelendi.
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472 1

f
200 \

Alam (amp x 105

T

=373 b
1.400

0.685

-0.025 0.731 -1.450
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Sekil 4.17. Camsi karbon elektrot ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde VA’ e ait CV

Zemine ait CV, 2 mM veratril alkol iceren cozeltiye ait CV

2 mM VA icin GCE ile elde edilen CV incelendiginde, katodik bolgede zeminden

farkli olarak herhangi bir pik veya akim biiylimesi gdézlenmezken, anodik bdlgede
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+1250 mV potansiyel civarinda ¢ok belirgin, yiiksek akim biiyiikliigiine sahip bir pik

gozlendi.
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Sekil 4.18. pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde GCE ve Pt ile elde edilen CV ler
GCE ile 2 mM VA icin elde edilen CV, Pt ile 2 mM VA icin elde edilen CV

Sekil 4.18°deki, pikler incelendiginde, GCE ile elde edilen pikin, PtE ile ayni
konsantrasyondaki VA i¢in elde edilen pikden ¢ok daha yiiksek pik akimina sahip
oldugu goriildi.

Puls tekniklerinin, GCE {izerinde elde edilen yiikseltgenme pikine etkisini gérmek

acisindan sistematik bir ¢alisma gergeklestirildi.
a) GCE ile DPV uygulamalari:

GCE ile DPV galismalari, PtE’ ta oldugu gibi 100 ve 200 ms puls periyodu ile
yapildi.

2 mM VA i¢in, pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, GCE ile 100 ve 200 ms puls
periyodu ile yapilan DPV ¢alismalarinin sonuglari sekil 4.19 da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, 2 mM VA i¢in, GCE ile DPV
yontemi ile puls periyodu degisiminin etkisi

100 ms puls periyodu ve 200 ms puls periyodu ile elde edilen DPV ler

Sekil 4.19. incelendiginde, GCE ile de PtE’ ta oldugu gibi, 100 ms puls
periyodunda daha yliksek akim biiyiikligiine sahip pikler elde edildigi goriilmiistiir.

Puls periyodunun degistirilmesinin anodik pik iizerinde olumlu bir etkisinin olmadig1

belirlenmistir.

b) GCE ile SWV uygulamalari:

PtE ile yapilan g¢alismalarda oldugu gibi GCE elektrotla da, DPV teknigi ile
beklenen iyilesme gozlenmeyince SWV teknigi ile denemeler gerceklestirildi.
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Calismada 2 mM veratril alkol igin 0.017
SWV ile voltamogramlar alindi. Elde
edilen voltamogramlar, aynt
konsantrasyondaki c¢ozeltiler igin alinan %_1'338 "
DPV ve CV sonuglart ile karsilagtirildi. E
Karsilastirma, Sekil 4.20. de gosterilmistir. E .
Sckilde de goriildiigii gibi, SWV yontemi
ile elde edilen pikin akimlarinin, diger
yontemlerle elde edilen  piklerin -8
akimlarindan biiyiik oldugu gorildii.

Boylece; SWV yontemi ile GCE elektrot 5300 L - e

b . . .« . Pt R I "
kullanilarak, wveratril alkol analizi icin otansiyel (V)

digik  tayin  limitlerinde  analizler = Sekil 4.20. pH 3,5 tartarat

Ilesti teri iksek tamponu igerisinde, GCE ile
gerceklestirmeye uygun, yeterince yiikse SWV. DPV ve CV nin

pik akimina sahip pikler elde edilmis oldu. karsilagtirilmasi
2 mM VA i¢in, SWV, DPV ve

¢) GCE ile VA igin elde edilen pike, bazik pH lerin etkisi:

pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, GCE ile ve SWV yontemi kullanilarak VA igin
elde edilen ve hassas analizler i¢cin uygun akim biyiikliigiine sahip pikin, bazik

bolgedeki pH lerde nasil degisim gdsterecegi de incelendi.

Bu amagla, GCE ile ve SWV yontemi kullanilarak asetat taponu ile pH 4,5
amonyak tamponu ile pH 7 ve pH 9 Britton-Robinson tamponu ile pH 7 ve pH 9°’da 1
MM VA iceren ¢ozeltiler icin SWV ler alindi.
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Sekil 4.21. GCE ile SWV yontemi kullanilarak bazik pH lerdeki tamponlarin
karsilastirilmast

pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde, pH 7,0 Britton-Robinson tamponu
icerisinde, pH 9,0 Britton-Robinson tamponu icerisinde, pH 7,0 amonyak
tamponu icerisinde, pH 9,0 amonyak tamponu icerisinde ve pH 4,5 asetat
tamponu icerisinde, 1 mM VA i¢in elde edilen SWV lar

Sekil 4.21°de gosterilen pikler incelendiginde; genel olarak ¢ozelti pH si arttikca
pikin akim biiyiikliigi azalmaktadir. Ayn1 pH lerdeki amonyak ve Britton-Robinson
tamponlar1 icerisinde elde edilen piklere bakildiginda, amonyak tamponundaki piklerin
daha yiiksek oldugu goriildii. Elde edilen pikleri pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde elde
edilen piklerle kiyasladigimizda, tartarat tamponunda elde edilen piklerin daha bazik pH
lerdeki tamponlarda elde edilen piklerin hepsinden daha yiiksek akim biiyiikliigiine
sahip oldugu goriildii. Piklerin potansiyellerine bakildiginda ise, pH arttikga pik
potansiyellerinin anodik yonden katodik yone kaydigi goriilmiistiir. Boylece, analiz i¢in
3,5 ten daha bazik bolgelerde calisma yapmanin daha iyi sonuglar vermedigi goriilmiis

oldu.
¢) GCE ile VA i¢in elde edilen pike, bazik pH lerin etkisi:

Calisma ¢ozeltisinin pH sinin 3,5 ten daha asidik bolgeye kaymasi ile pik akiminin
artig gosterip gostermeyecegini incelemek amaciyla, pH 2 Britton-Robinson tamponu

ile ayni1 elektrot ve yontem ile 1 mM VA igin ¢alismalar yapildi.
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Sekil 4.22°de pH 2,0 Britton-Robinson tamponu igerisinde elde edilen pikler ile
bazik pH lerde ve pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde elde edilen piklerin

karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 4.22. GCE ile SWV yontemi kullanilarak farkli pH lerdeki tamponlarin
karsilastirilmasi

pH 3,5 tartarat tamponu, pH 7,0 Britton-Robinson tamponu, pH 9,0 Britton-
Robinson tamponu, pH 4,5 asetat tamponu, pH 2,0 Britton-Robinson
tamponu ve pH 7,0 amonyak tamponu, pH 9,0 amonyak tamponu igerisinde, 1
mM VA’ e ait DPV ler

pH 2 Britton-Robinson tamponu igerisinde elde edilen pik ile daha bazik pH lerdeki
cozeltilerde ve pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde elde edilen pik karsilastirildiginda, pH
2 tamponu ile elde edilen piklerin de, bazik pH lerdeki tamponlarda elde edilen pikler
gibi, pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde elde edilen piklerden daha diisiik pik akimina
sahip oldugu goriildii.

Sonuglar incelendiginde, VA analizi i¢in, en uygun tampon ¢6zelti ve pH nin, pH
3,5 tartarat tamponu oldugu ve GCE iizerinde SWV teknigi ile ¢alisilmasi halinde en
yuksek duyarlilikta ¢alismalarin gerceklestirilebilecegi belirlenmis oldu.
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d) VA Analizine H,0, ve VAD’nin girisim etkisi:

VA i¢in elde edilen ve optimum analiz kosullar1 belirlenen VA’nin elektrokimyasal
reaksiyon sonucu yiikseltgenmesi ile olusan VAD molekiilii ve VA’ {in mediatdr olarak

kullanildig1 enzimatik siirecte yer alan H,O, molekiilii ile girisim etkileri incelendi.

Bu amagla, 2 mM VA igeren ¢ozelti lizerine 3 mM H;0; ve ardindan 2 mM olacak
sekilde VA eklenmesinin voltamogramlar iizerindeki degistirici etkisi incelendi. Elde

edilen voltamogramlar Sekil 4.23te gosterildi.

VAD in sudaki ¢ozinirliigiiniin az olmasinda dolayi, ancak 0,01 M gibi seyreltik
coOzeltiler hazirlanabildi. Dolayisiyla, calismalarda 1 mM VAD c¢ozeltisi ile ¢alisabilmek
icin, 20 mL lik ¢alisma hiicresi igerisine 2 mL VAD c¢ozeltisi eklemek gerekmektedir.
Bu ise ¢ozelti icerisindeki diger maddeler i¢in 6nemli bir seyrelme meydana getirir. Bu
nedenle, VA ¢ozeltisi igeren ¢ozelti lizerine VAD ekleyerek yapilan ¢aligmalarda VA
pikinde meydana gelen azalmanin, seyrelme etkisiyle mi, yoksa VA iin eklenen VAD
ile ectkilesmesi nedeniyle mi meydana geldigi incelendi. Bu amagla, aym
konsantrasyonda VA igeren 2 ¢ozeltiden birine VAD digerine ise ayni miktarlarda

tampon ¢ozelti eklenerek ¢aligmalar yapildi piklerdeki degisimler incelendi.

60



Alam (amp x 10°5)

Potansiyel (V)

Sekil 4.23. pH 3,5 tartarat
tamponu igerisinde, GCE
elektrot ile girisim
incelemesi

2 mM VA icin 2 mM VA
+ 3 mM H,0, icin, 2 mM
VA + 3 mM H;0;, + 2
mM VAD icin elde edilen
SWV lar
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Sekil 4.24. pH 3,5 tartarat
tamponu igerisinde, GCE
ile VAD etkisi ile VA
pikindeki azalma

3 mM VA, 3 mM VA +1
ml VAD, 3 mM VA +2
ml VAD, 3 mM VA +3
ml VAD e ait SWV lar

Alkim {amp x 105

1R = ¢ 3 i

Potansiyel W)

Sekil 4.25. pH 3,5 tartarat
tamponu igerisinde, GCE
ile tampon etkisi ile VA
pikindeki azalma

3mMM VA 3mMVA+1
ml tampon, 3 mM VA +
2 ml tampon, 3 mM VA
+ 3 ml tampona ait SWV
lar

Sekil 4.24 ve 4.25°deki pikler incelendiginde, veratril alkol yiikseltgenme piki
akiminda meydana gelen kiiclik azalmanin seyrelmeden meydana geldigi ve VA ile

VAD arasinda bir reaksiyon veya etkilesme olmadig1 goriilmiis oldu.

4.1.2.4. VA icin kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasi

VA i¢in ¢alisma kosullar1 optimize edildi. Girigim etkileri de incelendikten sonra,
yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda, ¢esitli konsantrasyonlarda veratril alkol ¢ozeltileri
hazirlanip bu ¢ozeltilere karsilik elde edilen akim biiyiikliikleri bulundu. Ardinda elde
edilen akim biiytikliiklerinin konsantrasyona karsi grafige gegirilmesi ile belirlenen
yontemin izin verdigi konsantrasyon araliginda, yiiksek ve diisiik konsantrasyonlar i¢in

kalibrasyon grafikleri hazirlandi.
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Cizelge 4.1. Veratril alkole ait, yiksek ve diisiik konsantrasyonlar da hazirlanan
cozeltiler i¢in elde edilen akim biiyiikliikleri

Diisiik konsantrasyonlar i¢in

Yiiksek konsantrasyonlar i¢in

Konsantrayon | atam (amp x 109 [ <OPSEIBNON 1 sk camp x 10°)
1 0,179 50 12,3
2 0,471 100 29,9
3 0,639 200 51,31
5 0,826 500 104,3

Cizelge 4.1°de gosterilen, veratril alkole ait yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda
cozeltiler i¢in elde edilen akim biiyiikliiklerinden yararlanarak kalibrasyon grafikleri
hazirlanmustir.

Veratril alkel yiiksek derigimler igin kalibrasyen grafigi
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Sekil 4.26. VA yiksek derisimler
icin kalibrasyon grafigi

Veratril alkol digikderisimler igin kalibrasyon grafigi
12 -0.790 -

y=0,2328x- 0,052
R?=0,9998

8x ril alkole ait egri
1x10* M veratril alkole ait egri

3 08
= 2x1 eratril alkole ait eg
E 08 5x10™* M veratril alkole ait egri
E 0,4 1x10°% M veratril alkole ait edri
= 02 5x10° M veratril alkole ait egri
0 1083 | )
1398 Potansiyel (V) 0.686

Sekil 4.27. VA diisiik derisimler i¢in
kahbrasyon graﬁgl Sekil 428 VA lgln, Optimizasyonu
yapilan sartlarda elde edilen derisim-

akim egrileri
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VA i¢in 1-10 x 10” M diisiik konsantrasyon araliginda ve 0,5 — 5 x 10° M yuksek

konsantrasyon araliginda ayri ayri1 kalibrasyon grafikleri hazirlandi.

VA igin, 10 M gibi diisiik konsantrasyonlardan 10° M konsantrasyonlar arasinda
kalibrasyon grafikler hazirlandi. Gerek diisiik, gerekse yiiksek konsantrasyonlarda

dogrusal, analizler i¢cin uygun grafikler elde edildi.
4.1.3. VAD ile yapilan calismalar

VAD, VA’nin yiikseltgenmesi sonucu olusan molekiildiir. Lignin peroksidaz
enziminin lignini pargalamasi ile ilgili reaksiyon siirecinde, mediator olarak kullanilan
bu redoks ¢ifti elektron alis verisi yaparak birbirine doniisiir. Bdylece, enzimatik
stiregte, reaksiyon boyunca, VA’ iin yiikseltgenip VAD olusturmasi ile ortamdaki VA
miktar1 azalirken, bununla orantili olarak VAD miktar1 da artar. Bu nedenle, lignin
miktari ile ilgili analizlerde ve lignin peroksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi ile
ilgili ¢aligmalarda, VA miktarinin azalmasinin incelenmesinin yanit sira, VAD

miktarindaki artisin incelenmesi de alternatif bir yontem olabilecegi degerlendirilmistir.
4.1.3.1 VAD i¢in PtE ile yapilan calismalar

VAD ile ¢alismaya ilk olarak, VA igin en uygun ¢ozelti ortaminda ve calisma

elektrodu olarak platin ¢alisma elektrodu ile baglandi.

pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, PtE ile VAD igermeyen, 0,5 mM VAD igeren

ve 1 mM VAD igeren ¢ozeltilere ait cevrimsel voltamogramlar alindi.
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Sekil 4.29. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, Pt elektrot ile VAD igin elde edilen
CV ler

Zemine ait, 0,5 mM VAD iceren ¢ozeltiye ait, 1 mM VAD iceren cozeltiye ait

Sekil 4.29 deki pikler incelendiginde, VAD’e ait herhangi bir akim bolgesi veya pik

elde edilemedigi goriildii.

Ardindan, ayni tampon igerisinde VA ve HO; igeren ¢ozelti {izerine, VAD

ekleyerek cevrimsel voltamogram alindi ve piklerdeki degisimler incelendi.
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Sekil 4.30. PtE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, VA piki tizerine VAD etkisi
1 mM VA, 1 mM VA+1 mM VAD igeren ¢ozeltiye ait CV” ler
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Elde edilen CV ler incelendiginde, VA iizerine VAD eklenmesi ile piklerde bir

degisim gozlenmedi. Tiim piklerde genel olarak, konsantrasyon azalmasindan dolayt,
kiigiilme meydana geldigi goriildii.

Tartarat tamponunun pH sini 3,5 ten 3,0 a indirdigimizde ve 4,5 e ¢ikardigimizda
da, VAD e ait herhangi bir akim biiylimesi goriilmedi.

a) VAD igin PtE ile yapilan DPV ¢alismalari:

CV yontemi ile PtE kullanilarak VAD ig¢in herhangi bir pik elde edilemediginden,

DPV teknigi ile herhangi bir pik elde edilip edilemeyecegini incelemek amaci ile
caligmalar yapildu.

PtE ile ve pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, ] mM VA igeren ¢ozelti igerisine, 0,5
mM VAD eklenerek, anodik ve katodik yonde DPV egrileri alindu.
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Sekil 4.31. PtE ile DPV teknigi kullanilarak VA yiikseltgenme piki iizerine VAD
etkisi

2mM VA, 2 mM VA ve 1 mM VAD igeren ¢ozeltiye ait anodik DPV” ler
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Sekil 4.32. PtE ile DPV teknigi kullanilarak VA indirgenme piki lizerine VAD
etkisi

2 mM VA, 2mM VA ve 1 mM VAD igeren ¢ozeltiye ait, katodik DPV ler

Anodik ve katodik yonde elde edilen egriler incelendiginde, DPV yontemi ile de
VAD ig¢in herhangi bir akim degisimi gozlenemedi, CV de oldugu gibi, VAD eklenmesi
ile meydana gelen seyrelmelerden dolayr VA ya ait piklerin akimlarinda azalmalar

gozlendi.

DPV ile yapilan ¢aligmalara benzer sekilde SWV yontemi ile yapilan ¢aligmalarda
da VAD icermeyen ve igeren ¢ozeltilere ait voltamogramlar karsilastirildiginda yine var
olan pikler konsantrasyon degisiminden dolay1 azalirken, VAD e ait herhangi bir akim
degisimi gozlemlenemedi. PtE ile tartarat tamponu icerisinde ¢ozeltinin pH si ve
calisilan voltametrik yontemi degistirilerek cesitli uygulamalar yapilmasina ragmen

VAD e ait herhangi bir pik veya akim degisimi gozlenemedi.

PtE ile katodik yonde yapilan potansiyel taramalarinda; calisilan pH 3,5 tartarat
tamponu icerisinde Hy ¢ikis potansiyeline ¢ok yakin bir bdlge olan -400 mV civarinda
tamamlanan indirgenme piki, nicel amaglarla kullanilabilirligi sinirlamaktadir. Da ha
genis katodik calisma bolgesi vaadeden GCE ile VAD nin indirgenme pikinin

incelenmesinin daha uygun olacagi kanaatine erisildi.
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4.1.3.2 VAD i¢in GCE ile yapilan ¢calismalar

Ik olarak GCE ile CV yontemi ile pH 3,5 tartarat tamponu zemin elektrolit olarak

alinarak tizerine eklenen 0,5 — 1,0 mm VAD ¢ozeltilerinin akim potansiyel egrileri

incelendi.
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Sekil 4.33. pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde, GCE ile VAD incelemesi

Zemine ait CV, 0,5 mM VAD e ait ve 1 mM VAD e ait CV ler

Cevrimsel voltamogramlar incelendiginde, anodik bodlgede, VAD iceren ve
icermeyen ¢ozeltilere ait voltamogramlarda bir fark gézlenmezken, katodik bolgede, -
1380 mV potansiyel civarinda, VAD eklenmesi ile ortaya ¢ikan ve VAD
konsantrasyonu ile dogrusal olarak akim biyiikligii artan bir pik belirlendi. PtE un
aksine GCE tiizerinde VAD igin voltametrik bir yanit elde edilebilecegi belirlenmis

oldu.
a) GCE ile VAD igin yapilan DPV ¢alismalari:

VAD ig¢in, CV ile elde edilen katodik indirgenme pikinin puls teknikleri ile daha

belirgin hale getirilmesi amaciyla sistematik bir inceleme gerceklestirildi.

Oncelikle, DPV teknigi kullanilarak 100 ve 200 ms puls periyotlarinda, 0,5 ve 1
mM VAD c¢ozeltilerine ait DPV ler alindi.
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Sekil 4.34. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, GCE ile VAD’ e ait farkli pus
periyotlarindaki DPV ler

Zemine, 100 ms puls periyodu ile 0,5 mM VAD ye ve 200 ms puls periyodu ile
0,5 mM VAD e ait DPV lar

Elde edilen DPV lar incelendiginde; VAD i¢in daha once CV ile -1380 mV
potansiyel civarinda ortaya ¢ikan pikin potansiyeli, DPV ile -1280 mV degerine kaydig1
gozlendi. Puls periyodunu degistirerek yapilan ¢aligsmalarda ise 100 ms puls periyodu

ile daha 1yi piklerin elde edildigi goriildii.
b) GCE ile VAD igin yapilan SWV ¢aligmalari:

DPV ile elde edilen piklerin iyilestirilmesi amaciyla, elde edilen pik akimlarina

SWV etkisi incelendi.

Bu amagla, SWV yontemi ile 0,5 mM VAD igeren c¢ozeltiler ile caligmalar yapildi.
Elde edilen pikler, DPV ile elde edilen piklerle karsilastirildi.
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Sekil 4.35. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, GCE ile VAD piki i¢cin DPV ve
SWYV yoéntemlerinin karsilastirilmast

Zemine ait egri, SWV yontemi ile ve DPV yontemi ile 1 mM VAD ait egriler

Pikler incelendiginde, ayn1 konsantrasyondaki ¢ozeltiler icin, SWV yontemi ile elde
edilen pikin akim biiyiikligli, DPV ile elde edilen pikin akim biiyiikliigiinden daha

yiiksek ve dolayisiyla daha duyarli analizlere elverisli oldugu goriildii.

Boylece; VAD analizi i¢in de daha 6nce VA analizi ig¢in en uygun piklerin elde
edildigi ¢calisma sartlar1 olan, GCE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, SWV ydntemi

kullanilarak hassas analizler icin elverisli pikler elde edilmistir.
¢) VAD ig¢in elde edilen pik iizerine, VA ve H,0, maddelerinin girisim etkisi:

GCE ile pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde SWV yontemi kullanilarak VAD igin
elde edilen piklerin gercek reaksiyon sartlarinda da analiz i¢in kullanigh olup olmadigini
incelemek amaci ile bazi1 calismalar yapildi. Bu amagla ortamda analiz sirasinda
bulunabilecek olan VA ve H;O, molekiillerinin VAD pikleri ile girisim yapip
yapmadigini, VAD e ait piklerin bu molekiillerin varliginda ne derece degisim
gosterdigini incelemek amaci ile 2 mM VAD igeren ¢ozelti lizerine, dnce 3 mM H,0,,
ardindan da 2 mM VA ekleyerek voltamogramlar1 alindi. Elde edilen voltamogramlar

yalnizca VAD igeren ¢ozeltiye ait voltamogramla karsilagtirildi.
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Sekil 4.36. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, GCE elektrot ile SWV yontemi
kullanilarak VAD piki {lizerine girisim etkisi

2 mM VAD igin, 2 mM VAD + 3 mM H;,0; i¢in, 2 mM VAD + 3 mM H,0, +
2 mM VA icin elde edilen SWV lar

Voltamogramlar incelendiginde, VAD piki iizerine, 3 mM H,0O; eklendigi durumda
onemli bir degisiklik olmazken, bu c¢ozelti iizerine 2 mm VA eklendiginde pik
potansiyelinin biraz daha katodik bolgeye kaydigi ve pik akiminda kiiclik bir degisime
yol actig1 gézlendi

4.1.3.3. VAD icin pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde hazirlanan kalibrasyon
grafikleri

VAD analizi i¢in optimizasyonu yapilan ¢aligma satlarinda girisim etkileri de
incelendikten sonra, yontemin izin verdigi ¢alisma kosullarinda kalibrasyon grafigini
hazirlamak amaciyla VAD konsantrasyonu ile katodik pik akimi degisimleri incelendi.
Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda hazirlanan veratril aldehit ¢ozeltileri ne karsilik

elde edilen akim biiytikliikleri bulundu. Sonuglar ¢izelge 4.2 de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Veratril aldehite ait diisilk ve yiiksek konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltiler i¢in elde edilen akim biiyiikliikleri

Diisiik konsantrasyonlar icin

Yiiksek konsantrasyonlar icin

Kor(lli/la r)l(tlr(i)i_ssglon Akim (amp x 10°) KO?:Aa?(TOe}% o | Alum (amp x 10°)
5 0,5 50 5,948
7 0,88 100 9,022
10 1,446 500 25,527
12 1,756

Cizelge 4.2 deki verilerden faydalanarak pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde veratril

aldehit icin yiiksek ve disiik konsantrasyonlarda olmak iizere iki ayri kalibrasyon

grafigi hazirlandu.
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Veratril aldehit yiiksek derigimler igin kalibrasyon grafigi 2578
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Sekil 4.37. VAD igin, yiksek 3
konsantrasyonlarda pH 3,5 tartarat .
tamponu igerisinde, elde edilen -
kalibrasyon grafigi ;
Veratril aldehit diisiik derisimler igin kalibrasyon grafigi
2
y=0,1809x- 0,3918 L
T R?=0,9984 / ness
E 1
<
E oo
<
0
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0018 , ,
Konsantrasyon (x 10°M)
-0.775  Potansiyel (V) -1.500

Sekil 4.38. VAD icin, pH 3,5 tartarat  Sekil 4.39. VAD igin, pH 3,5 tartarat

tamponu icerisinde, diisik tamponu igerisinde, GCE ile SWV
konsantrasyonlarda  elde  edilen yontemi kullanilarak, elde edilen
kalibrasyon grafigi konsantrasyon-akim egrileri

VAD igin, 10° M dan 10 M arasinda cesitli konsantrasyonlarda ki ¢ozeltiler ile
kalibrasyon grafikleri hazirlandi. Sonuglar incelendiginde, gerek yliksek gerekse diistik
konsantrasyonlarda yeterince dogrusal grafiklerin elde edildigi goriildii. Boylece,
veratril alkol i¢in en uygun analiz sartlar1 olarak segilen pH 3,5 tartarat tamponu
icerisinde GCE ile SWV yontemi kullanarak VA ve VAD’ in yan yana

analizlenebilecegi goriilmiis oldu.
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4.1.3.4. VAD i¢in bazik pH lerde yapilan ¢alismalar

VA analizi i¢in en uygun calisma c¢ozeltisi olarak segilen pH 3,5 tartarat
tamponunun VAD analizi i¢in de kullanilabilecegi goriildiikten sonra, bu kosullarin
VAD analizi igin de en uygun ¢alisma kosullar1 olup olmadigini belirlemek amaciyla
SWYV yontemi kullanilarak, bazik pH deki tamponlar i¢cerinde GCE {iizerinde VAD nin

voltametrik davranisi incelendi.

VAD igin bazik bolge ¢alismalarinda, pH 7,0 ve 9,0 Britton-Robinson tamponu ile
pH 9,0 amonyak tamponu ile 1 mM VAD i¢in SWV egrileri alind1 ve pH 3,5 tartarat

tamponu igerisinde 1 mM VAD ig¢in alinan voltamogramlarla karsilastirildi.
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Sekil 4.40. GCE ile SWV yontemi kullanilarak VAD piki tizerine ¢ozelti pH sinin
etkisi

pH 3,5 tartarat tamponu, pH 7,0 Britton-Robinson tamponu, pH 9,0 Britton-
Robinson tamponu, pH 9,0 amonyak tamponu igerisinde elde edilen SWV lar

Bazik tamponlarla yapilan ¢alismalarda VAD igin elde edilen pikler, Sekil 2.1.32
de gosterildi. Sekil 4.40 daki pikler incelendiginde, bazik tamponlar igerisinde elde
edilen piklerin akim biyiiklikleri, pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde elde edilen

piklerinkinden daha biiyiik oldugu goriildii. Pikleri genel olarak incelendiginde; ¢ozelti
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pH si arttikca VAD i¢in elde edilen pikin akim biiyiikliigiiniin arttig1 ve pikin yerinin
daha negatif potansiyellere kaydigi goriildii.

Ayni1 bazik pH de (pH 9,0) calisilan Britton-Robinson ve amonyak tamponlarindan
ise, Britton-Robinson tamponu igerisinde daha yiiksek akim biiytikligiine sahip
indirgenme piki elde edildi.

Boylece VAD analizi i¢in bazik pH lerdeki ¢ozelti ortaminin daha kullanigh oldugu
belirlendi. GCE ile denenen tamponlar arasinda pH 9,0 Britton - Robinson tamponu
oldugu ve SWV ile analiz amacina daha uygun pikler elde edilebilecegi belirlenmis

oldu.

4.1.3.5. VAD icin pH 9,0 Britton-Robinson tamponu icerisinde hazirlanan

kalibrasyon grafikleri

VAD igin, bazik pH de en iyi piklerin elde edildigi, pH 9,0 Britton-Robinson
tamponu igerisinde de belli konsantrasyonlar da hazirlanan ¢ozeltilerde elde edilen akim
biiytlikliiklerinden yararlanarak, yiiksek ve diisiik konsantrasyonlar da kalibrasyon

grafikleri hazirlandi.

Cizelge 4.3. Veratril aldehite ait, pH 9,0 da diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda
hazirlanan ¢ozeltiler i¢in elde edilen akim biiyiikliikleri

Diisiik konsantrasyonlar icin Yiiksek konsantrasyonlar icin
Kor(llii I’)l(t{(i)i?)/on Akim (amp x 10'6) KO?&&?&I‘;%/ on Akim (amp x 10'6)
2 1,034 50 8,91
4 1,521 100 14,93
8 2,433 200 26,64
10 2,900 500 48,14
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Sekil 4.43. VAD i¢in, pH 9,0 Britton-
Robinson tamponu igerisinde, GCE ile
SWV yontemi kullanilarak, elde edilen
konsantrasyon-akim egrileri

Sekil 4.42. VAD igin, pH 9,0
Britton-Robinson tamponu
i¢cerisinde, diisiik derisimler icin elde
edilen kalibrasyon grafigi

pH 9,0 Britton-Robinson tamponu igerisinde VAD’e ait yiiksek ve diisiik
konsantrasyonlarda ki ¢ozeltiler i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri incelendiginde,
ozellikle diisiik konsantrasyonlardaki 6rnekler i¢in pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde

elde edilenden daha dogrusal grafikler elde edildigi goriildii.
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4.1.3.6. VAD i¢in civa damla elektrot (CDE) ile yapilan calismalar

VAD’ in indirgenme potansiyelinin ¢ok negatif potansiyel bdlgesinde olmasi
dikkate alinarak, bu maddenin, negatif calisma potansiyeli cok genis bir elektrot olan
CDE ile de analizlenebilecegi diisiiniildii. Bu amacgla askida civa damla elektrodu
(HMDE) kullanilarak, pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde VAD i¢in herhangi bir pik

elde edilip edilemeyecegini incelemek amact ile DPV ve SWV teknikleri ile caligmalar

yapild.
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Sekil 4.44. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde CDE ile VAD piki i¢cin SWV ve DPV
yontemlerinin karsilastiriimasi

Zemine ait 0,2 mM VAD icin, SWV yontemi ve DPV yontemi ile elde edilen
egriler

Sekil 4.44 de gorildiigii gibi, CDE ile SWV ve DPV yontemleri ile -1000 mV
potansiyel civarinda, VAD eklenmesi ile ortaya ¢ikan bir pik godzlenmistir. Bu
piklerden, SWV yontemi ile elde edilen pikin beklendigi gibi DPV yontemi ile elde
edilen pikden daha yiiksek pik akimina sahip oldugu goriilmiistiir.

CDE kullanarak SWV ile yapilan ¢aligmalarda VA’ nin herhangi bir girigsim etkisi
olup olmadigini belirlemek amaciyla, 0,25 mm VAD igeren ¢ozeltiye 0,05 — 0,25 mm
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VA eklenerek ayni deneysel kosullarda akim potansiyel egrileri alindi. Calismaya ait

egriler, sekil 4.45 de gosterilmistir.
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Sekil 4.45. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, civa damla elektrot ile VAD piki
iizerine girigim etkileri

0,25 mM VAD icin, 0,25 mM VAD ve 0,1 mM VA ic¢in, 0,25 mM VAD ve 0,25
MM VA i¢in elde edilen SWV lar

HDME ile elde edilen SWV lar incelendiginde, VA’ iin, VAD e ait indirgenme piki
tizerine girigim etkisinin olmadig1 gorilmistiir.

VAD igin ¢esitli elektrot ve ¢ozeltilerle yapilan ¢alismalardan, GCE ve HMDE ile
yapilan ¢alismalarda analize uygun sonuglar elde edildi. Ayni sartlarda, pH 3,5 tartarat

tamponu icerisinde ve SWV yontemi kullanilarak, 0,1 mM VAD i¢in, GCE ve HMDE
ile elde edilen egriler Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Sekil 4.46. pH 35 tartarat tamponu  Sekil 4.47. pH 3,5 tartarat tamponu
icerisinde GCE ile 0,1 mM VAD’ e ait 1§3_er15|nd3 CDE ile 0,1 mM VAD’ e ait
pik pik

Zemine ait ve 0,1 mM VAD e ait SWV Zemine ait ve 0,1 MM VAD e ait S WV

VAD’ in aynm1 konsantrasyona sahip ¢ozeltileri icin GCE ve HMDE ile yapilan
calismalarda elde edilen voltamogramlar karsilastirildiginda, GCE ile -1250 mV
potansiyellerde ortaya ¢ikan VAD e ait pik HMDE ile -1000 mV lara kaymistir. GCE de
zeminde var olmayip VAD eklenmesi ile ortaya ¢ikan pik, HMDE de, zeminde var olan
bir akim biiylimesinin iizerinde bir pik olarak goriilmiistiir. Sekil 4.46 ve sekil 4.47 de
goriildiigii gibi, GCE ile elde edilen pikin akim biiyiikliigii, HMDE ile elde edilen pikin
akim biiyiikligiinden biraz daha fazladir. Ayrica, CDE’ un H,0, bulunan ortamda
calismaya elverisli olmamasindan dolayi, VAD i¢in en uygun calisma elektrodu olarak

GCE secilmistir.

Boylece, VA ve VAD’ in voltametrik yontemlerle analizi igin, ¢alisma elektrodu,
calisma c¢ozeltisi, ¢ozelti pH si ve voltametrik yontem optimizasyonu yapilmis ve
optimizasyonu yapilan sartlarda, ortamda bulunabilecek diger molekiillerle girisim

etkileri incelenmis, bu sartlarda kalibrasyon grafikleri hazirlanmstir.
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4.2. UV — VIS Spektroskopik Calismalar

Bilindigi gibi lignin peroksidaz enziminin lignini pargalamasi sirasinda VA’ {in
aldehite yiikseltgenmesi ve bu bilesigin 310 nm deki molekiiler sogurumun dan
yararlanilarak nicel degerlendirmeler yapilmaktadir. VA ve VAD ig¢in, tek baslarina ve
birlikte bulunduklar c¢ozeltilerde UV-VIS bolgede spektroskopik incelemeler de
yapilarak elde edilen sogurum piklerinin hangi yapilardan kaynaklandigr ve bu iki
bilesigin sogurum karakteristiginin birbirini etkileyip etkilemedikleri belirlenmeye ve

gosterilmeye caligildi.

4.2.1. VAD ile ilgili spektroskopik calismalar

VAD ile ilgili, UV-VIS bolgede ilk olarak, yalnizca VAD igeren ¢ozeltiye ait UV-
VIS bolgede spektrum alindi. Alinan spektrum, sekil 4.48 de gosterilmistir.

-005 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
| ' | ' \ ' | nm
200 il n kil RlI Sl 500

Sekil 4.48. 1x10° M VAD ait UV-VIS bolgede elde edilen spektrum

Sekil 4.48 de goriildiigii gibi, pH 3,5 tartarat ¢ozeltisinde 10 uM (10° M) VAD
igeren ¢Ozeltinin genis bir dalga boyu araliginda UV-VIS spektroskopik incelenmesi
yapildiginda, beklendigi gibi goriiniir bolgede herhangi bir sogurum bdlgesi
goriilmezken, UV bdlgede 235, 275 ve 310 nm dalga boylarinda ii¢ ayr1 sogurum
bolgesinin ortaya ¢iktig1 belirlendi.
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VAD i¢in gozlenen bu piklerin, ¢ozeltiye VA eklenmesi ile ne sekilde etkilenecegi
incelenmistir. Bu amacla, 1x10° M VAD igeren ¢dzelti tizerine, 5 kez, her seferinde

1x10™° M artis olusturacak sekilde VA eklendi ve spektrumda ki degisimler incelendi

250 300 350 i 400
Sekil 4.49. VAD spektrumu iizerine VA’ iin etkisi

1x10° M VAD ait, 1x10° M VAD + 1x10° M VA e ait, 1x10° M VAD + 2x10°
> M VA e ait, 1x10° M VAD + 3x10° M VA e ait, 1x10° M VAD + 4x10° M
VA e ait, 1x10° M VAD + 5x10° M VA e ait UV-VIS bolgede elde edilen
spektrum

VAD c¢ozeltisi lizerine her seferinde 10 uM artislar olacak sekilde VA eklendigi
zaman 235 ve 275 nm de diizenli sayilabilecek artislar olurken, 310 nm deki sogurum
bolgesi VA eklemelerinden hi¢ etkilenmemektedir. Bu durum 235 ve 275 nm deki
sogurumlarin veratril (3,4 — dimetoksi) grubundan, 310 nm deki sogurumun ise aldehit

grubundan kaynaklandigini diistindirmiistiir.

4.2.2. VA ile ilgili spektroskopik ¢calismalar

VA i¢in de, VAD’de oldugu gibi, yalnizca VA igeren ¢ozeltiye ait spektrum alindi

ve pikler incelendi.
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Sekil 4.50. 1x10™ M VA ait UV-VIS bdlgede elde edilen spektrum

Sekil 4.50°de goriildiigii gibi, goriiniir bolgede herhangi bir sogurum bdlgesi
goriilmezken, UV bolgede 235 ve 275 nm dalga boylarinda iki ayr1 sogurum bdlgesinin
ortaya cikt1.

Ardindan, 10° M VA igeren bu cozeltiye, her seferinde, 1x10®° M olacak sekilde,
VAD eklendi ve VA i¢in gozlenen piklere eklenen VAD’ in etkisi incelendi.
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Sekil 4.51. VA spektrumu {izerine VAD’ in etkisi

1x10™ M VA e ait, 1x10° M VA + 1x10° M VAD e ait, 1x10° M VA + 2x10-5
M VAD e ait, 1x10° M VA + 3x10-5 M VAD e ait, 1x10° M VA + 4x10-5 M
VAD e ait, 1x10° M VA + 5x10° M VAD e ait UV-VIS bélgede elde edilen
spektrumlar
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Sekil 4.51 incelendiginde, VA igeren ¢ozeltiye, VAD eklenmesinden sonra,
yalnizca VA igeren ¢ozeltide var olan, 235 ve 275 nm dalga boylarinda var olan
sogurum pikleri biiylirken, VAD eklenmesi ile ortaya ¢ikan 310 nm deki pik de, artan

VAD konsantrasyonu ile diizenli olarak artig gostermistir.

UV-VIS spektroskopik yontemlerle elde edilen sonuglar incelendiginde, VA iceren
¢oOzelti lizerine, VAD eklendiginde, 235 ve 275 nm dalga boylarinda var olan sogurum
piklerinde artig gozlenirken, VAD eklenmesi ile 310 nm de de bir sogurum meydana
geldi. Ancak VAD igeren ¢ozelti lizerine VA eklenmesi ile, 235, 275 ve 310 nm dalga
boylarinda var olan sogurumlarda, 235 ve 275 nm ki sogurumlarda artis meydana
gelirken, 310 nm de buluna sogurumda herhangi bir degisim gézlenmedi. Buradan;
235, 275 nm deki sogurumlar molekiildeki veratril gurubundan kaynaklanirken,
molekiile karbonil grubunun kazanilmasiyla 310 nm deki sogurumun ortaya ¢iktig

goriilmiis oldu.

Analiz ortaminda hem VA’ {in hem de VAD’ in bulunmasi muhtemeldir ve VA’
iin pikleri iizerine VAD’ in girisimi ka¢imilmaz olur. Bu nedenle spektroskopik
yontemlerle, ortamdaki VA miktarindan etkilenmeyen, biyilikligi yalnizca VAD
miktar1 ile degisen 310 nm deki pikden yararlanarak, VAD ile ilgili dogru ve hassas

analizlerin yapilacagi goriilmiis oldu.

4.2.3. VAD i¢in pH 3,5 tartarat tamponu icerisinde spektroskopik yontemle

hazirlanan kalibrasyon grafigi
VAD’ in, spektroskopik yontemle analizi i¢in, kalibrasyon grafigi hazirlanmistir.

Hazirlanan kalibrasyon grafigine ait 310 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Sekil
4.52’ te gosterilmistir.
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Sekil 4.52. pH 3,5 tartarat icerisinde, farkli

konsantrasyondaki VAD c¢ozeltilerine ait spektrumlar

VAD icermeyen cozeltiye ait, 1x10° M VAD e ait,
2x10-5 M VAD e ait, 3x10-5 M VAD e ait, 4x10-5
M VAD e ait, 5x10° M VAD e ait UV-VIS bblgede
elde edilen spektrum
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Veratril aldehit igin spektroskopik yontemlerle elde edilen kalibrasyon grafigi

y = 0,094x + 0,0079
R2=0,9874
//
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Konsantrasyon (x 10> M)

Sekil 4.53. pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde, spektroskopik yontemlerle, 10°
M konsantrasyonlar i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi

Spektroskopik yontemlerle, UV bolgede, 310 nm dalga boyunda,

elde edilen

pikden yararlanarak, ¢izilen kalibrasyon grafigi gosterilmistir. Grafikte bazi noktalarda

sapmalar olmasina ragmen, analizler i¢in dogrusal bir grafik elde edildi.
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4.2.4. Voltametrik ve spektroskopik yontemlerin birlikte kullanimi ile VA’ iin

yiikseltgenme iiriiniiniin VAD oldugunun gosterilmesi

Yapilan ¢aligmada VA molekiiliiniin yiikseltgenme iiriiniiniin VAD oldugu yani,
VA e ait yaklagik 1200 mV potansiyelde meydana gelen ylikseltgenme sirasinda olusan
tirtiniiniin VAD oldugu belirtildi. Literatiirde de bu durumu destekleyen ¢esitli yayinlar
bulunmaktadir. Ancak bu yiikseltgenme sirasinda gercekten VAD olustugunu
calismamizda da gostermek ve iirliniin VAD oldugunu ispatlamak amaci ile voltametrik
ve spektroskopik yontemler birlikte kullanilarak bir inceleme yapildi. Caligmada,
oncelikle 1x10° M VA igeren ¢ozeltiye ait UV spektrumu alindi. Ardindan bu ¢dzelti
voltametri hiicresine igerisine koyuldu ve ylizeyi kullanilan ¢alisma elektrotlarindan ¢ok
daha biiyiik olan Pt kafes elektrot kullanarak, 30 dakika boyunca VA’ iin yiikseltgenme
potansiyeli olan 1200 mV potansiyel uygulandi, bu ¢ozeltinin tekrar UV spektrumu
alindi. Elde edilen spektrumlar sekil 4.54 te karsilagtirildu.

[k ve son duruma ait spektrumlardaki farklar incelendiginde, potansiyel
uygulamasi yapilmadan Once, herhangi bir sogurum goézlenmeyen 310 nm dalga
boyunda, potansiyel uygulamasinin ardindan belirgin bir sogurum goézlenmistir. 310 nm
de gozlenen bu sogurum ise veratril aldehit varliginda gézlen bir sogurumdur. Dolayisi
elektrokimyasal ¢aligmalarda VA nin yiikseltgenme {riiniiniin VAD oldugu kesinlikle

gosterilmis oldu.

454 310nm

05 - . . = . ~ v
250 300 350 M

Sekil 4.54. 1x10™ VA igeren ¢ozeltiye 1200 mV potansiyel uygulamasi
yapilmadan ve yapildiktan sonra elde edilen spektrumlar

Potansiyel uygulamasi oncesinde ve sonrasinda elde edilen UV
spektrumlar
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5. TARTISMA ve SONUC

Kimya literatiirinde yeterli bilgi bulunmayan; VA / VAD iftinin voltametrik
davranisinin ve yan yana analizlenebilirliginin incelenmesi adli caligmada, lignin
molekiiliiniin enzimatik yollarla parcalanmasinin gerceklestigi siireclerde, mediator
olarak yer alan bu redoks ¢iftinin, H,O, bulunan bir ortamda girisimlerden
etkilenmeyecek sekilde analizlenmeleri i¢in voltametrik bir yontem gelistirilmesi

amaglanmistir.

Voltametrik yontemlerle VA ve VAD nin elektroaktifligi incelenirken; genis bir pH
araliginda farkli tampon ¢6zeltiler elektrolit olarak kullanilarak, Pt, GCE, grafit, Au ve
askida Hg damla elektrodu ile sistematik bir inceleme gergeklestirildi. Calisma
kosullarinin belirlenmesinde VA ve VAD i¢in en yiiksek akim biiyiikliigiine sahip
piklerin elde edilmesi ve bu pik biiyiikliiklerinin H,O, den etkilenmemesi goz 6niine
alindig1 gibi, ¢alismanin devaminda lignin enzimatik elektrodunun hazirlanacagi da
ongoriilerek LiP enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH araliginda (pH 3,0-4,5)
kalinmasina da 6zen gosterildi. Her iki bilesik i¢in pH 3,5 tartarat tamponu igerisinde

calisilmasinin en uygun kosullar1 olusturacagi belirlendi.

VA nin yiikseltgenme pikinin nicel analiz acisindan degerlendirilecegi goriilerek
bu bilesik i¢in denen ¢alisma elektrotlart arasinda GCE nin SWV teknigi ile ¢alisiimasi
durumunda en yiiksek pik akimlari ile daha yiiksek duyarlikta bir calisma yapilabilecegi
belirlendi. Belirlenen bu sarlarda VA i¢in yontemin izin verdigi konsantrasyon
araliginda c¢ok tekrarli denemeler ile yiiksek ve diisiik konsantrasyon araliklari igin
kalibrasyon grafikleri hazirlandi. Gelistirilen yontem ile yapilan denemeler sonucunda
VA i¢in 10° M konsantrasyona kadar hassas analizlerin yapilabilecegi goriildii. 1x10”
M VA igeren ¢ozelti i¢in elde edilen sonuglara ait ortalama deger; 0,181+£0,0051 pA
olarak bulundu. Buradan elde edilen % bagil standart sapma degerinin; % 2,82 olmasi
belirlenen teknigin uygun oldugunu gostermistir. Yiiksek konsantrasyonlar i¢in de,
genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal c¢alisma arliginin elde edilebilecegi
belirlendi. Hazirlanan kalibrasyon grafiklerinde korelasyon katsayilari (R?) kiiciik
konsantrasyonlar i¢in hazirlanan grafikte R? = 0,9998 bulunurken, yiiksek

konsantrasyonlarla (> 10°M) genis bir aralikta hazirlanan grafikte 0,9855 olmaktadur.
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VA igin belirlenen pH 3,5 tartarat ¢ozeltisi sartlarinda, VAD’nin indirgenmesi igin
calisma elektrodu ve voltametrik ¢alisma kosullar1 belirlemesi yapildi, GCE {izerinde
gene SWV teknigi ile calisilmasi benimsenerek kalibrasyon grafikleri olusturuldu.
Benimsenen calisma kosullarinda VAD icin de 10° M konsantrasyonlara kadar duyarl
ve giivenilir nicel analizler yapilabilecegi, genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal
calisma bolgesi elde edilebilecegi belirlendi. 2x10° M VAD igeren ¢ézelti icin elde
edilen sonuglara ait ortalama deger; 1,040+0,011 pA olarak bulundu. Buradan elde
edilen % bagil standart sapma degerinin; % 1,06 olmasi belirlenen teknigin uygun
oldugunu gostermistir. VAD i¢in elde edilen yiiksek konsantrasyonlardaki kalibrasyon
grafiginde R®=0,9980 iken, kiiciik konsantrasyon bolgesi icin cizilen kalibrasyon
dogrusu i¢in bu deger 0,9984 olmaktadir. Her iki bilesigin birlikte analizlenebilirligi ve
LiP enziminin yiiksek aktivite gosterecegi bu pH kosullarinda kalibrasyon grafikleri
hazirlandiktan sonra, VAD bilesiginin tek basina analizlenebilmesi i¢in optimum
kosullarin belirlenmesi i¢in farkli ¢alisma ortamlarinda denemeler siirdiiriildii. LiP
enzimi bazik ortamlarda aktivite gosterememesine ragmen, VAD i¢in bazik pH lerde de
denemeler yapildi. pH 9 Britton-Robinson tamponu igerisinde, pH 3,5 tartarat
tamponunda elde edilenden daha biiylik akim biiyiikligiine sahip pikler edildi, bu
¢ozelti sartlarinda da kalibrasyon grafikleri olusturuldu. pH 9,0 Britton-Robinson
tamponu icerisinde yiiksek ve diisiik konsantrasyonlar i¢in elde edilen kalibrasyon

grafiklerinin R? degerleri ise sirast ile 0,9845 ve 0,9998 olarak bulunmustur.

VA ile VAD molekiiller yapilarinin voltametrik ¢alismalarla sistematik incelenmesi
sirasinda, her iki bilesigin de, elektrot iizerinde 6n biriktirmeye elverisli olmadigi,
uygulanan cesitli biriktirme potansiyellerinin herhangi bir iyilestirici etkisi olmadigi,
incelenen bilesiklerin adsorpsiyon veya elektrostatik etkilesme ile iletken yiizeyde
birikmedigi gozlendi. Bu durum siyirma tekniklerinin kullanimmin denenmesini

gereksiz kildi.

Voltametrik caligmalarin yapildigi pH 3,5 tartarat tamponu ortami kosullarinda VA
ve VAD nin genis bir dalga boyu araliginda (1000 — 200 nm) tek baglarina ve birlikte
bulunduklar1 kosullarda UV-VIS Spektrumlar1 alindi. Renksiz olan bu ¢dzeltilerin
goriiniir bolgede her hangi bir elektromanyetik etkilesimi gézlenmezken, UV bolgede
240, 275 ve 310 nm de olmak iizere 3 ayr1 absorpsiyon goézlendi. Bunlardan 240 ve 275
nm deki absorpsiyonlar hem VA hem de VAD varliginda gozlenirken, 310 nm deki
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absorpsiyonun yalnizca VAD varliginda ortaya ¢iktigi ve VAD konsantrasyonu ile
dogrusal olarak artig gosterdigi goriildii. Literatiir bilgisi ile uyumlu olan bu bilgi
kapsaminda 310 nm deki absorpsiyon biiyiikliikleri yardimiyla VAD ile ilgili nicel
analiz yapilabilecegi belirlendi. VAD i¢in 10° M konsantrasyon mertebesindeki
cozeltiler den yararlanarak hazirlanan kalibrasyon grafikleri incelendiginde elde edilen
grafigin R? degeri 0,9874 olarak bulundu. Spektroskopik yontemlerle daha yiiksek
konsantrasyonlarda, yiiksek sogurganlik katsayisi nedeniyle absorpsiyon >1 olmaktadir.
Yiiksek absorpsiyon degerlerinin nicel Ol¢limlerde kullanilmasindaki simirlamalar
nedeniyle VAD icin yapilan spektroskopik nicel incelemeler kiigiik konsantrasyon

bolgesi ile sinirlt tutuldu.

Spektroskopik c¢aligmalarda, VAD diizeyinden bagimsiz olarak VA analizi i¢in
spesifik bir absorpsiyon bolgesi elde edilemedigi i¢in, yalnizca VAD miktar ile ilgili
analiz gergeklestirilebilmistir. Ligninin parcalanma siirecinde mediator olarak gorev
alan VA-VAD ciftinin yanyana analizlenmesi i¢in gelistirilen voltametrik yontem ile
hem VA hem de VAD’nin genis bir konsantrasyon araliginda, birbirinin analizine
girisim etkisi olmaksizin ¢ok genis bir konsantrasyon araliginda analizlenebilecegi

gosterilmistir.

Gelistirilen bu voltametrik analiz yontemi yardimiyla ve LiP enzimi kullanilarak
lignin analizine yonelik sensor ve elektrot gelistirilmesi hedeflendigi icin, 6zellikle atik
su gibi berrak olmayan oOrneklerde spektroskopik Olctimlerin yapilmasindan
kaynaklanan zorluklar ve Ol¢lim tekrarlanirligini olumsuz etkileyecek tiirbidimetrik

etkilerden biiyiik olgiide kaginilmis oldu.

Su ve atik sularda lignin analizi i¢in Onerilen; folin fenol reaktifi ile olusan mavi
rengin, 700 nm de absorpsiyonunun 6l¢iimii (REF) ilkesine dayanan yontem, 8 mg/L
sinirina kadar tayin edilebilirlik olanagi sagliyor olsa da, aslinda bu yontemin folin fenol
reaktifi indirgeyebilen basta tannin olmak iizere hidroksi aromatik bilesiklerin, hatta
anorganik ve organik tiim indirgenlerin girisim etkisine agik olmasi ¢ok onemli bir
olumsuzluktur. Ayrica o6zellikle yeterince berrak olmayan atik sularda yapilacak bu

kolorimetrik 6l¢iimlerin giivenirligi ve tekrarlanirhigi da ¢ok yiliksek olamamaktadir.

Lignin parcalanma siirecinin izlenmesi veya lignin oksidaz enzim aktivitesinin

belirlenmesi igin, bu siiregte agiga ¢ikan H,O,’in, pH 3 -4,5 tartarat ortaminda VA’nin
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yukseltgeme iirlinii olan VAD miktar1 veya olusum hizinin dl¢iilmesi yontemi siklikla
kullanilmaktadir. VAD’nin spektroskopik 6l¢iimiinde, 310 nm’de &= 9300 M‘.cm™
olarak sogurganlik katsayisi belirtilen absorpsiyonundan yararlanilmaktadir (Tien and
Kirk 1984). Diger spektroskopik tayinlerde oldugu gibi, UV bdlgede ¢alisma zorlugu,
ornek ¢ozeltinin bulanikligindan kaynaklanan olumsuzluklar, bu analiz yontemi ic¢in de
gecerli olmaktadir. Ayrica, LiP enzim aktivitesi 0,24 pmol VA/dak.mL diizeyinde
oldugundan, 6lgiilebilir VAD konsantrasyonu icin en az bir gece inkiibasyon siiresi

gerekmektedir.

Tez kapsaminda VA ve VAD icin gelistirilen voltametrik teknikle lignin
elektrodunun hazirlanmasi halinde, ligninin enzimatik parcalanma siirecinde mediator
olarak gorev yapan bu redoks ¢iftinden VAD nin olusan miktar1 dl¢tilebilecegi gibi, VA
miktarindaki azalma da belirlenebilecek, yapilan analizin saglamasi da gerceklestirilmis
olacaktir. Hazirlanacak lignin biyosensorii ile bu redoks ciftinin de§isim siireci

izlenerek LiP enzim aktivitesinin 6l¢timil i¢in de uygun bir teknik gelistirilebilecektir.

Voltametrik yontemin, spektroskopik yontemlere gore goriilen tek dezavantaji,
elektrot hazirlama siirecinin nispeten zahmetli olusu ve elektrot ylizeyine immobilize
edilecek enzimin bir siire sonra aktifligini yitirecek olmas1 ve belirli periyotlarla tekrar
hazirlanmasinin gerekmesidir. Ancak analiz maliyeti acisindan en Onemli gideri
olusturan enzimin tekrar tekrar kullanilabiliyor olmasi, siirekli veya sik sik Ol¢iim

gerektiren durumlarda avantaja doniisecektir.

Standard Methods’da lignin analizi i¢in Gnerilen yontemde girisimlerin ¢ok etkin
olmasi, 700 nm de 6l¢iilen absorpsiyonun dogal olarak renkli 6rneklerde onemli bir
dezavantaj nedeni olmasi, Tien ve Kirk (1984) tarafindan gelistirilen ve 310 nm’de
VAD olgiimiine yonelik yontemin ¢ok zaman alict olmasinin yani sira ortamdaki
kolloidal partikiillerden olumsuz etkilenmesinin ka¢inilmaz olmasi, gelistirilen
yontemin lignin analizi i¢in kullanim sansimi artirmaktadir. Ancak voltametrik
calismalarda tekrarlanirlik saglamak igin elektrot yiizeyinin iyi sekilde mekanik olarak
temizlenmesi ve parlatilmasi, uygulama siirecinin biraz daha dikkat ve el becerisi
gerektirmesi, elektrokimyasal tekniklerin spektroskopi gibi genel bilgi birikiminin
disinda bilgi ve beceri gerektiriyor olmasi gibi Onerilen yontemin olumsuzluklar1 géz

ard1 edilmemelidir.
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