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OZET

D vitamini, bireyin saglikli bir sekilde biiyiime ve gelismesinde biiyiik 6neme sahiptir. D
vitamini eksikligi, gelisen beslenme sartlarina ragmen giiniimiizde kiiresel bir problem
olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple D vitamininin dogru ve kolay olarak belirlenebilmesi
icin olduk¢a duyarli, hizli ve ekonomik yontemlere ihtiyag vardir. Bu ¢alismada D3 vitamini
olarak bilinen kolekalsiferol’in tayini igin yontem gelistirildi. Caligma kapsaminda ilk
olarak cesitli elektrot ve destek elektrolitlerle, D3 vitamininin elektrokimyasal davranisi
arastirildi. Bu ¢alismalar sonucunda en uygun ¢alisma elektrodunun kalem grafit elektrot
(KGE) ve en uygun destek elektrolitin 0,10 M tetrabiitilamonyum tetrafloraborat (TBATFB)
¢ozeltisi oldugu belirlendi. Belirlenen ortamda Ds vitamininin +0,200 ile +1,600 V
araliginda anodik yonde doniisiimlii voltamogrami alindiginda +1,200 V civarinda bir
anodik pik verdigi goriildii. +1,200 V da D3 vitamini ilavelerine diizgiin cevaplar veren bu
pikten faydalanarak D3 vitamini igin kalibrasyon grafigi ¢izildi. Daha sonra bilinen
miktardaki D3 vitamini derisimi, standart ekleme metodu ile tayin edildi ve yontemin
uygulanabilirligi gosterildi. Askorbik asit, iirik asit, B vitamini, E vitamini ve C vitamininin,
D3 vitamininin +1,200 V civarinda gériilen pikine girisim etkileri incelendi. Askorbik asit,
Urik asit ve B vitamininin girisim yapmadig1, aksine E ve C vitaminlerinin girisim yaptig
gozlendi. Girisim yapmayan tiirleri ve D3 vitaminini igeren sentetik bir karigim hazirlandi.
Bu karigim iginde bilinmeyen olarak ilave edilen 65,5 uM D3 vitamini % -6,2 bagil hata ile
61,4 uM olarak tayin edildi. Yontem gergek numune olarak balik yagina uygulandi ve gergek
numunedeki Ds vitamini standart ekleme metodu ile 8, 13 ug/100 g olarak bulundu.
Gelistirilen metot icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 3,7x10% M ve 1,1x10° M olarak
hesaplandi.
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ABSTRACT

Vitamin D is of great importance in the healthy growth and development of the individual.
Vitamin D deficiency is considered a global problem today, despite developing health
technology. For this reason, very sensitive, fast and economical methods are needed for the
accurate and easy determination of vitamin D. In this study, a method was developed for the
determination of cholecalciferol, known as vitamin Ds. Within the scope of the study, firstly,
the electrochemical behavior of vitamin Ds was studied with various electrodes and
supporting electrolytes. As a result of these studies, it was determined that the most suitable
working electrode was pencil graphite electrode (KGE) and the most suitable supporting
electrolyte containing 0. 10 M tetrabutylammonium tetrafluoroborate (TBATFB). In the
determined environment, it was observed that vitamin D3 gave an anodic peak of around
+1,200 Volts when the alternating voltammogram was taken in the anodic direction in the
range of +0,200 and +1,600 Volts. A calibration graph was drawn for vitamin D3 by taking
advantage of this peak, which gave correct responses to vitamin D3 additions at +1,200 V.
Then, the concentration of known amount of vitamin D3z was determined by the standard
addition method and the applicability of the method was determined. The interference effects
of ascorbic acid, uric acid, vitamin B, vitamin E and vitamin C on the peak of vitamin D3 at
+1,200 V were investigated. Ascorbic acid, uric acid and vitamin B did not interfere, but the
interference effects of vitamin E and vitamin C were observed. A synthetic mixture
containing non-interfering species and vitamin D3 was prepared. 65. 5 uM vitamin D3 added
as unknown in this mixture was determined as 61. 4 uM with a relative error of -6. 2%. The
method was applied to the real sample (fish oil) and vitamin Dz in the real sample was found
to be 8. 13 ug/100 g by standard addition method. For the developed method, LOD =
3,7x10% and LOQ = 1,1x10°.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

nA mikroamper

pM mikromolar

Kisaltmalar Aciklamalar

Cv Doniisiimlii voltametri

DE Destek elektrolit

DPV Diferansiyel puls voltametrisi

GC Gaz kromatografisi

GC-MS Gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi
GCE Camsi karbon elektrot

GO Grafen oksit

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi
KGE Kalem grafit elektrot

LOD Gozlenebilme sinir1

LOQ Tayin sinir1

PGE Kalem grafit elektrot

SWv Kare dalga voltametri

TBATFB Tetrabiitilamonyum tetrafloraborat
VDR Vitamin D reseptorleri

WHO Diinya Saglik Orgiitii

25- (OH) D 25 Hidroksi Vitamin D






1. GIRIS

Insanin saglikli bir sekilde biiyiimesi ve gelismesinde vitaminlerin nemi biiyiiktiir.
Vitaminler iginde yer alan D vitamini ise kemik hastaliklar1 basta olmak tizere bireyin
saglikli yagsamini etkileyen bir¢ok sistem i¢in biiyiikk 6neme sahiptir. D vitamininin birincil
kaynag1 bireyin cildinin giinesten alinan ultraviyole 1s1ga maruz kalmasi ile {iretilir. D
vitamini kaynaklarinin basinda Giines 1sinlar1 olmakla birlikte, D vitamini somon, uskumru,
kili¢ baligi, alabalik, ton balig1 ve sardalya gibi yagl baliklar, peynir, tereyagi, yumurta,
mantar, maydonoz, yulaf gibi bir¢cok besinde de bulunmaktadir (Ross AC, Taylor CL, 2011).

Gilinlimiizde, ilerleyen tiim saglik teknolojisi ve beslenme c¢esitliligine ragmen D vitamini

eksikligi sessiz bir salgin seklinde yayilmaktadir.

Gegmiste D vitamini sadece kemik ve kas yapisini giiclendiren bir vitamin olarak bilinirken,
son yillarda yapilan aragtirmalarin sonuglarina bakildiginda Vitamin D reseptorleri (VDR)
lerin beyin, kalp, mide, pankreas, lenfositler, prostat, meme, kolon, deri ve gonadlar, barsak
gibi ¢ok sayida organda bulundugu goriilmektedir. Gerek VDR gen hasarli ya da gen
hasarsiz D vitamini eksikligi hiicre farklilasmasi, oksidasyon bozukluklari, T hiicre farklilas-
masina neden olarak tiiberkiiloz, enfeksiyon hastaliklari, astim, diyabet, kanser, romatizmal
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, miyokart enfarktiisii, alerjik hastaliklar ve otizm olmak

tizere birgok hastalik i¢in risk faktorii olusturmaktadir (Sutton AL, 2003).

Insan saglig1 iizerinde biiyiik etkileri bulunan D vitaminin dogru ve kesin olarak tayni igin
oldukg¢a duyarli yontemlere ihtiyag vardir. D3 vitamini tayini i¢in yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), Yiizey Plazmon Rezonansi, diferansiyel puls voltametri (DPV) gibi
yontemler kullanilmistir. Voltametrik ¢alismalar incelendiginde, cogu ¢alismada elektrotun
on islem uygulanarak modifiye edildigi goriilmektedir. Bu sebeple D vitaminin dogru ve

kesin olarak belirlenmesi i¢in olduk¢a duyarli yontemlere ihtiya¢ vardir.

Bu c¢alismada, ¢alisma elektrodu olarak kalem grafit elektrot, referans elektrot olarak
Ag/AgCI elektrotu, karsit elektrot olarak Platin telden olusan ii¢ elektrotlu sistemle D
vitamini tayini yapilmistir. Calismamizin diger ¢alismalardan farki elektrotlara 6n islem
uygulamadan dogrudan, diisiik maliyet, yiiksek hassasiyet, yiiksek dogruluk ve ¢ok kisa

siirede tayininin yapilabilmesidir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. D vitamini

2.1.1. D vitamininin kimyasal yapis1 ve ozellikleri

Vitaminler; viicutta liretilmeyen, beslenme yoluyla alinmasi zorunlu bilesiklerdir. Koenzim
olarak enzim tepkimelerinde gorevli olan bu bilesikler, insan metabolizmasi igin

vazgecilmezdir (Holick, 2004).

D vitamininin, diger vitaminlerden farkli 6zellikleri bulunmaktadir. Bu 6zellikleri, birinci
olarak deri altinda bulunan 7- dehidrokolesterol giines ya da UV 1sik altinda D3 vitaminine
doniisiir boylece viicutta iiretilebilirler (Holick, 2005). ikinci olarak; aktif sekilleri koenzim
degildir (Glerup, ve digerleri, 2000). Kimyasal yapilarinin steroid hormonlara benzerligi ve
bir dokuda sentezlenip hedef dokuya etki etmesi i¢in dolasim sistemine salindigindan,

hormon olarak da siniflandirilabilirler (Balci, 2021).

Cizelge 2.1. Vitamin D’ nin kimyasal yapis1 ve 6zellikleri

D vitamininin kimyasal ad

(3B, 5Z, 7E) -9, 10-Secokolesta-5,7, 10
(19) -trien-3-ol

Molekiil formiilii C27H40
Molar kiitle 384,64 g/mol
Erime noktasi 83°C
Kaynama noktasi 496, 4 °C

D vitamininin besinlerle alinan ergokalsiferol (vitamin D2) ve deride sentezlenen
kolekalsiferol (vitamin D3) olmak iizere iki kaynagi vardir. D2 ve D3 vitaminin her ikisi de
ayn1 yolla metabolize oldugu i¢in ortak bir isimle, D vitamini olarak adlandirilir. D2 ve D3
vitaminlerinin etkileri benzer olmakla birlikte Dz vitamininin biyolojik etkinligi daha
fazladir (Deluca HF, 2004).



Sekil 2.1. a) D, vitamini ve b) D3 vitamini molekiilyapilari (Javorsky BR, 2006)

2.1.2. D vitamininin kaynaklari

D vitamini insan metabolizmasinda dogrudan sentezlenemez. Ya dogrudan disaridan
alinmas1 gerekir ya da metabolizmada deri altinda bulunan 7-dehidrokolesteroliin giines
1isinlart ile etkilesimi sonucu sentezlenebilir. D vitamininin 2 kaynagi bulunmaktadir, bunlar

giines 15181 ve dogal besin kaynaklaridir.
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Sekil 2.2. D vitamini kaynaklar1 ve metabolizmasi



Giines Isigindan D Vitamini Sentezlenmesi

D vitamininin 6nemli bir kismi (genellikle %50 ile %90 arasinda) cildin giines 1sinlarina
maruz kalmasiyla 7-dehidrokolesterolden vitamin D3 (kolekalsiferol) iiretilmesi ile olusur
(Borradale & Kimlin, 2009; Holick, 2008; Lips, 2010).

D3 vitamininin giines 15181 ile sentezi bir¢ok etkene baglidir. Bu etkenler; cografi bolgeler,
iklim kosullari, ileri yas, obezite, giines koruyucularin kullanimi, 1s18a maruz kalma siiresi

olarak belirtilebilir (Engelsen, 2010; Lips, 2010).

Dogal Besin Kaynaklarindan D3 Vitamini Sentezlenmesi

D vitamininin dogal besin kaynaklari sinirh sayidadir (Teichmann, 2007). Ds vitamini
sirasiyla en ¢ok balikta, et, siit ve yumurta saris1 gibi dogal besinlerde bulunur. D> vitamini
ise bitkiler tarafindan gilines 1sinmin Kkatalizledigi tepkimeler sonucu iretilir ve

metabolizmaya bitkisel gidalarla alinir.

Cizelge 2.2. Baz1 gidalardaki D vitamini miktarlar1

Besinler Icerdigi D Vitamini
(1U/100 gr)

Biftek 13 (0,000325 mg)

Tereyagi 35 (0,000875 mg)
Peynir 12 (0,0003 mQ)

Yumurta Sarisi 25 (0,000625 mQ)

Sardalya 1500 (0,0375 mg)
Uskumru 120 (0,003 mQ)

Lahana 0,2 (0,00005 mg)

2.1.3. D vitamininin metabolizmasi

Besinlerle alinan ya da deride sentezlenen D vitamini, karacigerde 25 Karbondan
hidroksillenerek 25hidroksi D formuna doniistiiriiliir. 1alfa-hidroksilaz enzimi D vitamini
eldesinde elzem bir enzimdir. Bobrege tasinan 25hidroksi D ekstrarenal doku i¢indeki 1alfa-
hidroksilaz enzimi ile 1,25hidroksi2D formuna dontstiralir. D Vitamini bobrekten D
vitamini Baglayici Protein (DBP)’ ye baglanarak dolagima giren 1,25-dihidroksi vitamin D,

kalsiyum ve fosfat diizeyini ayarlamada 6nemli rol oynar.



1,25-dihidroksi D vitamini sentezi i¢in onemli olan la-hidroksilaz enzimi; hipokalsemi,
hipofosfatemi ve PTH ile aktive olurken; 1,25-dihidroksi D vitamini artist bu enzimin

etkinligini 6nler. (Bayraktar, 2017)

D vitamininin tiim sekilleri serumda DBP' ye baglanarak tasinir ve sadece %1-3’1 serbest
sekildedir. D vitamininin hedef dokudaki reseptorlerinde etki gostermesi icin ilkolarak
karacigerde sitokrom P450-25 hidroksilaz enzimi (CYP27AL1) ile 25-hidroksi D vitaminine
(25 (OH) D) daha sonra bobrekte 1a-hidroksilaz enzimi (CYP27B1) ile 1,25-dihidroksi D
vitaminine (1,25(0OH) 2D) (aktif vitamin D) doniismesi gerekir. D vitamini biyosentezinde
25-hidroksilaz enzimi anahtar enzim durumunda olup, bu enzimde bulunan gendeki
homozigot mutasyon klasik D vitamini eksikligine ait bulgular ile diisitk 25(OH)D diizeyleri
ile sonuglanir. Viicudun tiim D vitamini durumu hakkinda en iyi bilgi veren parametre
25(0OH)D olup, yarilanma 6mrii 15-20 giin olarak bilinmektedir. Viicutta 25 (OH)D ve
1,25(0OH)2D dolasimda DBP’ye baglanarak tasinir. Bu sebeple dogrudan dolasan aktif D
vitamini 6l¢limiiniin aktif D vitamininin biyolojik aktivitesini yansitmayacagi bildirilmistir.

(Ozkan & Déneray, 2011)
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Sekil 2.3. D vitamininin sentez metabolizmasi (Giileken, 2012)



2.1.4. D vitamini ve saghgimz

D vitamininin aktif formu 1,25(OH)D2 olarak bilinmesine ragmen viicuttaki miktari
hakkindaki en giivenilir sonucu veren parametre 25(OH)D’dir. Bunun nedeni; D vitamininin
en aktif formu olan 1,25(OH)D2‘nin yarilanma 6mrii 3-6 saat, 25(OH)D’ nin yarilanma
omrii ise 20 giindiir. D vitamini eksikligi tanisinda 25(OH)D 6lgiitii kullanilmaktadir (Bugrul
F, 2011).

Cizelge 2.3. Serum 25 (OH) D degerinin yorumu (Bugrul F, 2011)

D vitamini diizeyi D vitamini Yorum
(ng/ml) diizeyi (hmol/L)

<12 <30 Bebek ve ¢ocuklarda rasitzmle, eriskinlerde
osteomalazi ile iligkili D vitamini eksikligi

12-20 30-50 Saglikli bireylerde kemik ve genel
saglik acisindan D vitamini
yetersizligi

>20 50-125 Saglikli bireylerde kemik ve genel saglik

acisindan D vitamini yeterli diizeyi

T. C. Saglik Bakanlig1 D vitamini diizeyleri konusunda yayinladig1 genelgede, eriskinler i¢in
istenilen diizeyin 40 ng/ml’nin iizerinde olmasini belirterek, 25 ng/ml’nin altinda olmasin1

yetersizlik, 10 ng/m1’nin altinda olmasini eksiklik olarak kabul etmektedir (Bugrul F, 2011).

Vitamin D eksikligine yol agan nedenler soyle siralanabilir:

* Yetersiz emilim

* Diyetle yetersiz alim

* Yetersiz giines 15181 maruziyeti

« Ince bagirsak hastaliklar1 (C6lyak hastaligi, inflamatuvar bagirsak hastaliklari vb.)
* Pankreas yetersizligi

* Kronik karaciger hastaliklari (siroz vb.)

D vitamininin fizyolojik etkilerin disinda, birgok sistemi etkiledigi gdzlenmistir. Immun
sistemde, inflamasyonda, hiicre proliferasyonu gibi bircok biyolojik evreyi etkilemesi

nedeniyle eksikligi, son yillarda daha fazla 6nem verilmesini saglamistir.



Giintimiizde, rasitzm, osteoporoz ve osteomalazi gibi fizyolojik hastaliklarin yani sira,
otoimmiin hastaliklar, kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar, Tip I diyabet gibi pek ¢ok

patolojik siirecte de etkisi oldugu bilinmektedir.

Bu sebeple Tirkiye’de ve Diinya’da yaygin gozlenen saglik problemi olarak karsimiza
cikmaktadir (Ardeniz 2008, Ugan ve Delibas 2015, Karagol ve Atak 2016).

D vitamininin iskelet sistemi lizerine etkisi

Viicutta fosfor seviyesi bobrekler, kalsiyum seviyesi ise bagirsaklar tarafindan diizenlenir. D
vitamininin etkisi olmadan fosforun sadece %60°1, kalsiyumun ise %10-15’i emilirken 1,25
(OH) 2D ile VDR etkilesimi sonucunda bu oranlar kalsiyum i¢in %30-40,fosfor i¢in %80’¢
¢ikmaktadir (Holick MF, 2008).

Rasitizm, D vitamini eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Ragitizm de hem kemik
yapimi hem de kemik saglig1 etkilenir. Rasitizme diisiik kalsiyum, artan paratiroit hormon ve D

vitamini seviyesinin azalmasi neden olmaktadir (Hatun S, 2003)

D vitamininin bagisiklik sistemi {izerine etkisi

D vitamini bagisiklik sistemi i¢cinde Onemli bir etkiye sahiptir. Kis aylarinda, giines
isinlarmin yetersiz oldugu kuzey yarim kiirede, yapilan arastirmalar sonucu, tip | diyabet
mellitus, inflamatuar bagirsak hastaliklari, multipl skleroz, bazi kronik hastaliklarin fazla
oldugu gozlemlenmistir. Son yillarda yapilan arastirmalara gore; takviye D vitamini aliminin
romatoid artrit, tip | diyabet mellitus, multiple skleroz gibi hastaliklar {izerinde etkili oldugu
belirtilmistir (Bugrul F, 2011).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda romatoid artritli hastalarda %60 oraninda kan 25 (OH) D
seviyesi diisiik bulunmustur (Aguado P, 2000). Yine farkli bir ¢alismada iilseratif kolit ve Crohn
gibi inflamatuvar barsak hastaliklarinda da D vitamini seviyeleri diigiik bulunmustur (Jahnsen
J, 2002).



D vitamininin solunum sistemi lizerine etkisi

Pnoémoni, tiiberkiiloz ve bronsiyolit gibi solunum yolu enfeksiyonlar1 D vitamini eksikligi
ile iligkilendirilmektedir. Akut alt solunum yolu enfeksiyonlari, agirlikli olarak pnémoni,

diinyanin her bdlgesinde bes yasin altinda daha fazla cocugun 6liimiine sebep olmaktadir.

D vitamini ve metabolik hastaliklar

D vitamininin osteoporoz teshisi konmusg ve uzun stireli sedef hastalig1 tedavisi olan kisiler
tizerinde etkin oldugu gosterilmistir. Hastaliga sahip bireylere D vitamini takviyesi
yapildiginda hastanin lezyonlarinda diizelme goézlenmistir. Dev verru, Grover hastaligi,
morfea, vitiligo, oral 16koplaki gibi deri hastaliklarinda tedavi olarak D vitamini takviyesi
uygulanmaktadir (Kulie T, 2009).

Aragtirmalar obezite ile D vitamini diizeyini iliskilendirmektedir. D vitamini seviyesi diisiik
olan bireylerde D vitamini diizeyleri normal olanlara gore, viicut kitle indeksi yiiksek
bulunmustur. Esit olarak giines 1s1g1na maruz birakilan obez bireyler obez olmayanlarin
yaris1 kadar D vitamini liretebilmektedir. Sonug olarak obezlerde deri altinda yag dokusu
birikmesine bagli olarak deride D vitamini sentezi ve D vitaminin dolagim sistemine
salgilanmasi azalir. Bu sekilde gelisen D vitamini eksikligine bagl hipotoni, obezitenin
olusumuna da katkida bulunur (Adams JS, 2010)

2.2. Elektrokimya

Kimya biliminin bir dali olan elektrokimya, elektriksel ve kimyasal etkilesimlerin birbirleri
ile olan iliskisini inceler. Elektrokimyanin biiyiik bir boliimii, elektrik akimin gegmesi ile
meydana gelen kimyasal degisikliklerin incelenmesi ve kimyasal tepkime sonucu elektrik

enerjisinin tretilmesi ile ilgilidir (Bard & Faulkner, 2001, s. 15-25).
2.2.1. Elektroanalitik kimya
Elektroanalitik Kimya; numune ¢6zeltisini igeren bir elektrokimyasal hiicrede, analit —

elektrik etkilesimine dayanarak yapilan kalitatif ve kantitatif analiz teknikleri grubudur.

Elektroanalitik yontemler elektrik ve kimya arasindaki etkilesimini incelemektedir. Bir



baska deyisle akim, potansiyel, yiik ile kimyasal parametrelerin iligkisinin Glglimiidiir.

Analitik amaglar igin elektriksel Olglimlerin kullanilmasi, ¢evresel goriintiileme,

biyomedikal analizler ve endiistriyel kalite kontrolii gibi bir¢ok uygulama o6rnegi ile
karsimiza ¢ikmaktadir (Wang J. , 2006, s. 1-60).

Elektroanalitik yontemlerde; elektrot yiizeyine madde tasinmasi {i¢ farkli yolla gerceklesir.

% Diflizyon; derisim farki olan iki bolge arasindaki ¢ozeltinin iyonlarin veya molekiillerin

daha derisik bolgeden daha seyreltik bolgeye dogru hareket etmesine denir. Bu hareket
derisim farki kalmayincaya kadar devam eder. Sekil 2. 4’te yiizeyden uzakliga bagh

olarak derisim degisiminin temsili diyagrami verilmistir.

% Elektriksel gog; iyonlarin bir elektriksel alan etkisiyle hareket etmesine denir. Sekil 2.

X/

4’te go¢ sonucu anyonlar pozitif elektroda katyonlar ise negatif elektroda hareket ettigi
gosterilmistir. Elektriksel gb¢, bir hiicre icindeki c¢ozeltide kiitle aktariminin ana
sebebidir. Elektrokimyasal yontemlerin ¢ogunda analit tiirliniin gogli istenmez. Bunun
yerine negatif yiiklii elektrotta anyonlarin ve katyonlarin indirgenmesi ve pozitif yiiklii
elektrotta katyonlarin ve anyonlarin yiikseltgenmesi istenilir. Bu amagla ortama destek
elektrolit adi1 verilen derisimi analit ¢ozeltisinin derisiminden yaklasik 1000 kat fazla
olan, iyonik hareketliligi yiliksek, elektroanalitik ¢aligma sartlarinda elektroaktif olmayan,
ortamdaki tiirlerle kimyasal tepkimeye girmeyen bir ¢ozelti ilave edilerek analitin gocii
en aza indirilebilir (Arslan, 2021).

Konveksiyon; mekanik yollarla bir elektroda dogru ve elektrottan disarirya madde
tasinmasina denir. Karistirma, g¢alkalama veya sarsma gibi miidahalelerle meydana
getirilen konveksiyona zorlamali konveksiyon, sicaklik ve yogunluk farkindan
kaynaklanan konveksiyona dogal konveksiyon denir (Skoog, West, & Holler, 2004, s.
630-640).



10
Difiiryon e °® . '. .
e —® —
. —o -0 "o
e * 0 a0 __ o o
— . —8 —@ _ -8 @
— & —e —a ® ..
. —e — 4 ® o o e
Elektriksel Gég -2

—® @_,
o— ©~

Kan.;tu‘ma ile konvekziyon ®

. a- ~ @
% @—M

Sekil 2.4. Elektrot yiizeyine madde taginma yollar1 (Wang, 2006: 6)
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Elektroanalitik yontemler; yiiksek hassasiyet, elektroaktif tiirlere karsi yiiksek se¢icilik,
genis dogrusal c¢aligma araligi, maliyetin ekonomik olmasi, analiz i¢in ihtiya¢ duyulan
numune miktarinin ¢ok az olmasi, kesinlik ve duyarlilik gibi avantajlara sahiptir (Wang J.,
2006, s. 1-60; Uslu & Ozkan, 2011).

Tiim bu avantajlar degerlendirilerek tez ¢alismasi kapsaminda D vitamini tayinine yonelik
bir analitik yontem gelistirilmesi icin elektroanalitik yontemlerin tercih edilmesine karar

verildi.

Elektroanalitik yontemlerin kendi i¢inde ¢esitli siniflandirilmasi Sekil 2.5 de belirtilmistir.
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Elektroanalitik Yontemler

~ Analiz ortamimnin tamamindaki
~ yontemler

l—» iletkenlik, iletkenlik titrasyonlar:
Ara yuzeydeki yontemler
Statik yontemler (1=0)

Potansiyometri,
Potansiyometrik titrasyonlar

| Dinamik yontemler, (1>0)

Sabit akim yontemleri

h Kulometrik titrasyonlar,
| Elektrogravimetri

Voltametri,

U Amperometri,
} Sbt.Pot.Kulometri,

Elektrogravimetri

Sekil 2.5. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi (Arslan, 2021)

Tez ¢alismasi kapsaminda burada belirtilen yontemlerden kare dalga voltametri kullanildi.

2.2.2. VVoltametri

Voltametri, tam derisim polarizasyonu sartlar1 altinda bir elektrokimyasal hiicrede olusan
akimin oOlgiilmesidir. Voltametri, 1920'li yillarin baslarinda Cekoslovak kimyaci Jaroslav
Heyrovsky tarafindan polarografi yonteminin kesfedilmesi ile gelismeye baslamigtir.
Voltametrinin hala 6nemli bir dali olarak bilinen polarografinin, diger voltametrik
tekniklerden farki, c¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodun (DCE)

kullanilmasidir. VVoltametri;

v Analitik calismalar basta olmak iizere fizikokimya, inorganik kimya ve biyokimya
alanlarinda,

v Cesitli ortamlarda meydana gelen indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerinin
incelenmesinde,

v Yiizeydeki adsorpsiyon igslemlerinin arastilmasinda,

v Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yiizeylerinde gergeklesen elektron aktarim
mekanizmalarinin agiklanmasinda oldukg¢a yaygin kullanim alanlar1 olan bir yontemdir

(Skoog, West, & Holler, 2004, s. 665-704).
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Voltametrik yoOntemler, polarizasyon sartlarinda elektrokimyasal hiicrede c¢aligma
elektroduna uygulanan ve zamanla dogrusal olarak artan potansiyel ile ger¢eklesen
elekrokimyasal degisim sonucunda, hiicreden gec¢en akimin Olgiildigii yontemlerdir.
Calisma elektroduna uygulanan potansiyele karsilik okunan akim grafige gecirildiginde
voltamogram adi verilen bir egri elde edilir. Voltametrik calismalardan elde edilen
voltamogramin yorumlanmast ile kalitatif, kantitatif tayin, elektrot kinetigi, elektrokimyasal
tepkimeden alinan veya verilen elektron sayisi, adsorpsyon, doniisiimliiliik vb. daha bir¢ok
bilgi elde edilir (Arslan, 2021).

Voltametrik yvontemlerde kullanilan elektrotlar

Voltametrik yontemlerin kullanildig1 ¢alismalarda elektrokimyasal hiicreler iki ya da ig
elektrotlu sistemlerdir. Son yillarda daha ¢ok ii¢ elektrotlu sistemler kullanilmaktadir.
Deneyler, elektrokimyasal hiicrenin icerisinde iyonik bir elektrolit ortam1 olmak iizere sulu
veya susuz ¢ozelti varliginda yapilir. Kullanilan bu ¢ozeltiye destek elektrolit adi verilir.
Kullanilan sistem ti¢ elektrotlu ise bunlar; ¢calisma elektrodu, referans (karsilastirma) elektrot
ve karsit elektrot seklindedir. iki elektrotlu sistemlerde referans elektrotlar yoktur. Tez

caligmas1 kapsaminda ti¢ elektrotlu sistem kullanilmistir.

m
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T A&
Karsit Elcktrot
4
Referans Elektrot
Cabsma Elekirodu

Sekil 2.6. Voltametrik dlgiimlerde kullanilan ii¢ elektrotlu elektrokimyasal sistem (Ozbal,
2020)
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Sekil 2.7. Voltametrik ¢aligmalarda kullanilan ii¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre

Referans elektrotlar

Deney siiresince ortamdaki sicaklik ve zaman gibi ¢esitli degiskenlerden etkilenmeyerek
potansiyeli sabit kalan elektrot olarak tanimlanabilir. Bu sebeple, hiicre igerisinde

potansiyeli Ol¢iilen diger elektrotlarla karsilastirma yapmak amaciyla kullanilir.

Ideal bir referans elektrot asagida belirtilen dzelliklere sahiptir;

v Kolay hazirlanabilir.

v’ Tersinirdir.

v’ Nernst esitligine uygun davranis gosterir.

v Sicaklik ve zamanla degismeyen potansiyele sahiptir.

v Kiigiik akim degisikliklerinde potansiyeli sabit ve tekrarlanabilirdir.

Referans elektrotlar igerisinde yaygin olarak bilinen ve kullanilanlari, doygun kalomel
elektrot (DKE), giimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCI) elektrotlar ve standart hidrojen elektrot
(SHE) dir (Skoog, West, & Holler, 2004, s. 490-518).
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Sekil 2.8. Referans elektrotlar (a) DKE, (b) Ag/AgCl, (c) SHE.

Karsit elektrotlar

Karsit elektrotlar ¢alima elektrodunun redoks ¢ifti olup genellikle iizerinde suyun
bozundugu elektrotlardir. Birgok inert metal kars1 elektrot olarak kullanilabilir. Calismalarda

genellikle metalik redoks elektrotlar (platin, altin, giimiis gibi) kullanilir.

’_.

N o
\\

Sekil 2.9. Karsit Elektrotlar

Calisma elektrotlar

Voltametri polarizasyon sartlarinda yapilan elektroanalitik bir metot olmasindan dolayt,
calisma elektrodu olarak mikro elektrotlar kullanilir. Metalik elektrotlarin nerdeyse hepsi
caligma elektrodu olarak kullanilabilecegi gibi son yillarda iletken polimerler ve amalgam
elektrotlar, kalem grafit elektrotlar, karbon pasta elektrotlar ve bunlarin nanopartikiil veya

bazi kimyasallarla modifiye edilmesi sonucu elde edilen ve modifiye elektrotlar olarak
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adlandirilan gesitleri de mevcuttur. Sekil 2.10” da voltametrik ¢alismalarda kullanilar bazi

elektrotlar goriilmektedir.

Yer celami etldli
Damlayan crva
-{ eleltrotu
Mekanik
Asth civa damla
Cwva kokeni | | | clektrom
e || Durgun civa damla
eleltrotu
- Grafit
w{ Civa filin elektrotu
= Camiimsi karbon
= Platin
= Karbon pasta
E = Karbon i
%" g -‘ Kan elektroflar )— —Emprevene karbon
%—g L Altin
5% | Pirofitik karbon
E E o Bizmut
= | Lif karbon
Kompozit — Polimer kaplama
Modifive
eleltrotlar _ _ Yiizey
Kimyasal modifive et adsorpsiyonn
: Kimyasal
Disk = bas]
-‘ Didnen elektrotlar
Halka-disk

Sekil 2.10. Voltametrik yontemlerde kullanilan ¢alisma elektrotlari

Voltametrik yontemlerin siniflandirilmasi

Voltametrik yontemlerin temel amaci sisteme belirli bir potansiyel uygulayarak meydana

gelen akimi olgmektir. Voltametri,

arastirmak i¢in kullanilan 6nemli

elektrokimyasal

tekniklerden biridir.

siniflandirilmasi Sekil 2.11” da verilmistir.

tepkimelerin - mekanizmalarini

Voltametrik yontemlerin
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Voltametrik Teknikler
¥ A 4
Polarografi Puls Voltametrisi Déniigiimlii Siyirma
Voltametn Voltametrisi
Normal Puls Anodik Styirma
|  Voltametrisi |  Voltametrisi
Diferansiyel Katodik
- Puls N Styirma
"l Voltametrisi | Voltametrisi
Kare Dalga N Adsorptaf
.| Voltametnisi = Siyirma
o Voltametrisi
—»  Potansiyometrik
Siyirma
Voltametrisi

Sekil 2.11. Voltametrik yontemlerin siniflandirilmasi

Asagida kullanimi yaygin olan; doniisiimlii voltametri, diferansiyel puls voltametri ve

kare dalga voltametri yontemleri agiklanmigtir.

Doniusimli Voltametri

Elektroanalitik ¢aligmalarda genellikle ilk olarak uygulanan tekniktir. Doniisiimlii voltametri
kantitatif tayin amaci ile kullanimi1 yaygin olmamakla birlikte elektrokimyasal tepkimelerle
ilgili kalitatif tayin amaci ile en yaygin kullanilan tekniktir. Bunun nedeni, doniisiimli
voltametri teknigi kullanilarak redoks tepkimelerinin termodinamigi, elektron transfer
tepkimelerinin kinetigi ve takip eden kimyasal tepkimeler ve adsorpsiyon olaylariyla ilgili
giivenilir bilgileri hizli bir sekilde elde edilmesidir (Skoog, West, & Holler, 2004, s. 665-
692).
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Calisma elektroduna ileri ve geri yonde bir potansiyel taramasi uygulanmasiyla elde edilen
akim-potansiyel egrisine doniisiimlii voltamogram (CV) denir. CV tarama hizi, derisim,
sicaklik gibi cesitli parametreler degistirilerek aktif tiirlin davranislart hakkinda cesitli

bilgiler elde edilir (Wang J. , 2006).

Gk A

/ / \ » Zaman

Sekil 2.12. Doniistimlii voltametri tekniginde zamana karsi gerilim egrisi ve 6l¢iim sonucu
alinan dontisiimlii voltamogram (Scott, 2016)

Kare Dalga Voltametri

Ik defa Geoffrey Barker tarafindan gelistirilen kare dalga voltametrisi (SWV), Puls

voltametri tekniklerinden biridir.

Kare dalga voltametrisinin potansiyel-zaman dalga sekli simetrik kare dalgalardan olusur.

Bir kare dalganin tamamlanma siiresi periyod olarak bilinir t ile gosterilir. Periyod yerine
genellikle frekans (f) kullanilir. Frekans1/ t’ a esittir. Kare dalga pik akimi ve hassasiyetinin
artmast, frekansin artmasi ve buna bagli olarak periyodun azalmasina baglidir. Birbirini takip
eden kare dalgalar arasindaki yiikseklik farkina basamak potansiyeli adi verilir ve AEs ile
gosterilir. Bir kare dalganin en alt ve en {ist noktalar1 arasindaki farkin yarisina ise kare dalga

genligi (Esw) denir (Wang J. , 2006, s. 80-81).
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1

ﬂEKIIIE _]_Ef_“;_ ----- J

Potansiyel .

Zaimnan

Sekil 2.13. Kare dalga voltametride potansiyelin zamanla degisimi

Her bir kare dalga tekniginde akim iki kez 6l¢iiliir, ileri yondeki pulsun sonunda ilk 6l¢iim,
geri yondeki pulsun sonunda ise ikinci 6l¢iim almur. Ileri puls i¢in dlgiilen akim i1, geri puls
i¢in Olgililen akim i2’dir. Voltamogramlari elde etmek i¢in genellikle bu akimlarin farki (4i)

=i1—i2’ye esittir ve ileri fark akim1 olarak adlandirilir.

Potansiyele kars1 Ai (net akim) grafige gecirildiginde elde edilen voltamogram Sekil 2.14°de
gorildigi gibi pik seklindedir.

1qua)|

zaman —p

E(V)

Sekil 2.14. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali ve elde edilen bir kare dalga
voltamogrami
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Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli bir voltametrik yontemdir.
Voltamogramin tamami 10 ms’den daha az siirede elde edilebilir. Yontemin tayin sinirlar

1x107 ile 1x10® M civarindadr.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Mendez ve arkadaslari (Mendez, Perez, Zamarrefio, & Garcia, 1988) D vitaminin
elektroanalitik ve amperometrik davranislarini incelemislerdir. Calisma elektrodu olarak
camsi karbon elektrot, destek elektrot olarak lityum perklorat (LiClIO4) ¢ozeltisi iginde
calisma gerceklestirilmistir. Sinyalin en iyi tekrarlanabilirligi ig¢in optimum deneysel
kosullar belirlenmis ve elektrokimyasal siireci etkileyen farkli parametreler incelenmistir. D
vitamini adsorpsiyonun tersinmez reaksiyon oldugu goriilmiistiir. D3 vitamini tayini igin
calisma 2x10°® M ve 2x107* M'lik derisim araliginda 6nerilmistir. Gozlenebilme sinir1 2x10°
® M diizeyindedir.

Hart ve arkadasglar1 Norman (Hart, Norman, & Lacey, 1992) yaptiklar1 bir ¢alismada,
farmasotik {irtinlerdeki D> ve D3 vitaminini donlisiimlii voltametri vesivi kromatografi
yontemi Kullanarak incelemislerdir. Dontisiimlii voltametri ile D2 vitamini (ergokalsiferol)
ve D3 vitamininin (kolalsiferol) oksidasyonunu, calisma elektrodu olarak camsi karbon
elektrot kullanarakincelemislerdir. Her iki maddenin de tek adimda oksitlendigini ve bunun
tersinmez bir reaksiyon oldugunu bulmuslardir. Kolalsiferoliin elektrot tepkimesinin pH
4,95 ile 6, 10 arasinda degistigini ve ¢oziiciilerinin %90 metanol i¢erdigi durumlarda pH 6,
10 ile 8, 65 arasinda oldugu bulunmustur. Bu durumda D3 vitamini i¢in pKa degerini 6, 10

ve D2 vitamini i¢in pKa degerini 6, 35 olarak 6nermislerdir.

Masuda ve arkadaslari (Masuda, Okano, Kamao, Kaneda, & Kobayashi, 1997),
elektrokimyasal dedektér (ECD) kullanarak D vitamini metabolitlerinin ¢oklu analizlerinde
oldukga hassasve yeni bir HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi) testi yontemi ile
calistiklarini bildirmislerdir. Bu yontemin, beslenme ve klinik durumlarimi degerlendirmek
icin ergokalsiferol ve kolekalsiferol vitaminlerinin tayininde kullanilabilir oldugunu
belirtmislerdir. Calisma ile 6nerilen HPLC-ECD test sisteminin biyolojik sivilardaki D
vitamini metabolitlerinin tayininde oldukca hassas bir fizikokimyasal yontem olarak faydali

oldugu sonucuna varmiglardir. Gozlenebilme sinir1 yaklasik 50 ug/mL dir.

Carlucci ve arkadaslar1 (Carlucci, ve digerleri, 2013), hem iskelet sistemindeki hasarlarin
hem de ¢esitli patolojik durumlarin 6nlenmesinde 6nemli bir faktér olan D3 vitamin (25-
OHD) tayini i¢in Yiizey Plazmon Rezonansi ve elektrokimyasal tabanli biyosensorlerin

gelistirilmesi i¢in ¢alismiglardir. D vitamininin tayininde farkli bir yaklasim olarak afinite
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bazli biyosensorler ile ¢alismislardir. Ilk olarak, D vitamininin dogrudan belirlenmesi igin
SPR transdiiksiyonuna dayali bir immiinosensor ile 2 ug/mL'lik bir LOD elde edilmistir.
Degerin klinik analizdeki ihtiyaci karsilamamasi sebebi ile duyarliligi arttirmak i¢in D
vitamini altin nanopartikiiller (AuNP'ler) ile modifiye edilmistir. 25-OHD'nin AuNP'lerle
baglanmasi SPR sinyalinin amplifikasyonunu degistirmis ve LOD'yi 1 pg/ml ile duyarlilig
ikiye katlamistir. Son olarak, D vitamininin 4-ferrosenilmetil-1,2,4-triazolin-3,5-dion
(FMTAD) ile reaksiyonuna dayanan bir elektrokimyasal doniistiiriilmiis biyosensor ile
calisilmis ve bu biyosensorle, 10 ng/mL LOD ve 20-200 ng/mL dogrusal araliginda 25-
OHD’nin tayini yapilmistir.

Cincotto ve arkadaslar1 (Cincotto, Canevari, & Machado, 2014), yaptiklar1 ¢alismada, D>
(ergokalsiferol) ve D3 vitamininin (kolekalsiferol) *iin elektrokimyasal olarak tayininietanol
ve su karigimindaki ¢6ziicii i¢inde camsi karbon elektrot (GCE) kullanarak yapmislardir.
Destek elektrolit olarak lityum perklorat ile %40 etanol %60 su ¢6zeltisini kullanmiglardir.
Organik / su ¢oziiciisiiniin karistirma oraninin, camsi karbon elektrodunun yiizeyindeki D
vitaminlerinin elektrokatalitik tepkisi iizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugunu
diistinmiislerdir. Yapilan ¢alismada D vitamini tayininde A, E ve K vitaminleri i¢in 6nemli

bir etkilesim gérmemislerdir.

Chan ve arkadaslar1 (Chan, Yue, & Webster, 2014), organik ¢oziiciilerde D2 ve D3
vitaminleri lizerine voltametrik ¢aligmalar yapmislardir. Aprotik organik ¢oziiciilerdeki D2
ve D3 vitaminlerinin elektrokimyasal davranislarini, CV, donen disk elektrot voltametri,
kontrollii potansiyel elektroliz ve kimyasal oksidasyon yontemleri uygulayarak
incelemiglerdir. Her iki vitamin de kisa voltametrik zaman 0lgeginde (< saniye) tek
elektronlu, kimyasal olarak tersinmez bir siiregle diklorometan ve asetonitril iginde
elektrokimyasal olarak oksitlendigini gézlemlemislerdir. Tarama araliginmn (0,1 V s ile 20
V s?), sicakligi (233 K- 293 K) olmasi, platin ve camsi karbon elektrot yiizeylerinde
kaydedilen voltametrik tepkiyi 6nemli derecede etkilememistir. Gergeklesen oksidasyon
islemi kimyasal olarak tersinmez oldugunu belirtmislerdir. Tekrarlanan CV deneyleri ile
oksitlenmis {irtiniin elektrot yiizeyinde kismen adsorbe edildigini ve buna bagl olarak ¢oklu

taramalarda pik akimlarinin azaldigini gézlemlemislerdir.

Canevari ve arkadaglar1 (Canevari, Cincotto, Landers, & Machado, 2014), a-nikel (1)

hidroksit pargaciklarinin organik-inorganik matris tiizerinde sentezini ve hassas bir
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elektrokimyasal sensorde D vitamini tayinini incelemislerdir. Yapilan ¢alisma ile DPV ile
D3 vitaminin tayini i¢in hassas bir elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Calismada camsi
bir karbon elektrot SiO2/GO/Ni(OH); ile modifiye edilerek kullanilmistir. Sonuglar
incelendiginde, SiO2/GO/Ni(OH)2 modifiye edilmis camsi karbon elektrotun, D3 vitaminin
tayini i¢in ¢ok duyarli oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak, D3 vitamininin pH 13,0'da bir
yiikseltgenme piki gdzlemlemislerdir. Bu nedenle, D3 vitamini tespit etmek i¢in bu yontemin

kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir.

Mahmoodani ve arkadaslari (Mahmoodani, Perera, Fedrizzi, Abernethy, & Chen, 2017),
HPLC-DAD, UHPLC-MS / MS Kkullanarak Dz vitamininin pargalanma ¢alismalarini
yapmislardir. Yapilan ¢alismada, sicaklik, iyot, asidik kosullar ve oksidasyon gibi farkli
parametrelerin D3 vitaminin izomerizasyonu tizerindeki etkileri HPLC-DAD ve UHPLC-
MS/MS  kullanilarak incelemiglerdir. D3z vitamininin iyot varhi@inda cis/trans
izomerizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bir baska izomerolan, izotachysterolii, asidik
kosullar altinda olusturmuslardir. Diels-Alder reaksiyonu ile farkli tepki hizlarinda Ds
vitamininin izomerlestirme tiriinlerini olusturmuslardir. Bu ¢alisma sonucuda, UHPLC-MS
/ MS'deki D3 vitamininin ve izomerlerinin iyonizasyon verimliligini arttirdigini ve hassas

algilamay1 miimkiin kilan ayirma ve pargalanmay1 gelistirdigini ortaya ¢ikarmiglardir.

Nalbani ve arkadaslar1 (Nallbani, Holubova, Sys, Tahir, & Vytias, 2018)asetonitril ve su-
etanol karisimi i¢inde camsi karbon elekrotta (GCE) ve platin disk elektrotta CV ile Dz iin
(kolekalsiferol) tayini i¢in ¢alismislardir. D3 vitamini tayininde tayin limiti 8, 0x107 M,
dogrusal aralik ise 2,4x10°® — 3,5%107* M olarak bulunmustur. Bu ¢alisma ile GCE’nin ilag

ve gida takviyelerinde D3 vitamini tayini i¢in uygun elektrot oldugu diistiniilm{istiir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Kullanilan Cihazlar

Voltametri Cihaz

Elektrokimyasal ¢aligsmalar igin CHI firmasina ait polarografi modu ilave ettirilmis CHI
1230B Electrochemical Workstation cihazi kullanildi.

Terazi

Tartma islemleri, (£ 0,0001 g duyarli) Ohaus marka (Amerika) terazi kullanilarak yapildi.

4.2. Elektrokimyasal Hiicre ve Kullanilan Elektrotlar

Deneysel ¢alismalarda; referans elektrot, calisma elektrodu ve karsit elektrotdan olusan iig

elektrotlu hiicre sistemi kullanildi. Calismalar sirasinda kendimiz tarafindan tasarlanan ve

yaptirilan bir ¢alisma standi kullanildi. Calisma hiicresi olarak cam hiicre kullanildi.

Referans Elektrot

Kare dalga voltametrisi ile yapilan deneysel ¢alismalarda referans elektrot olarak BAS
marka Ag/Ag+ (MF — 2062) elektrot kullanildi. Referans elektrot, elektrokimyasal
caligmalarda cam hiicre igerisinde bulunan analit ¢ozeltisine temas edecek sekilde hiicreye

baglandi.

Calisma Elektrodu

Calisma elektrodu olarak kendimiz tarafindan 6zel olarak imal ettirilmis olan kalem grafit
elektrot kullanild1 Calisma elektrodu, cam hiicre igerisinde bulunan analit ¢dzeltisine temas

edecek sekilde hiicreye baglandi.
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Karsit Elektrot

Deneysel ¢alismalarda, karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. Bu elektrot, cam hiicre

icerisinde bulunan analit ¢6zeltisine temas edecek sekilde hiicreye baglandi.

4.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tiim deneysel ¢alismalar boyunca kullanilan kimyasal ve saf malzemeler, Merck ve Sigma

Aldrich’den temin edildi ve analitik saflikta olup higbiri i¢in saflastirma yoluna gidilmedi.

4.3.1. 1,010 M Tetrabiitilamonyum tetrafloroborat ¢ozeltisi

3,29 g Tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBATFB) tartilarak 100,0 mL’lik 6l¢iilii balona
alind1. Once az miktar etanolde ¢oziildii, daha sonra hacim etanol ile isaret ¢izgisine kadar

tamamlandi.

4.3.2. 1,0x102 M D3z vitamini cozeltisi

0,0384 g D3 vitamini tartilarak 10,0 mL 6lgiilii balona alindi. Once az miktar etanolde

¢oziildii, daha sonra hacim, etanol ile isaret ¢izgisine kadar tamamlandi.

4.3.3. 1,0x10° M Dz vitamini cozeltisi

1,0x102 M Dj vitamini ¢ozeltisinden 1,0 mL’lik kisim, 10,0 mL’lik 6lciilii balona alindi.
Once az miktar etanolde ¢oziildii, daha sonra hacim etanol ile isaret ¢izgisine kadar

tamamlandi.

4.3.4. Askorbik asit (1,0x102 M) ¢ozeltisi

0,0176 g Askorbik asit (CeHsOg) tartilarak 10,0 mL &l¢iilii balona alindi. Once 5,0 mL saf
su ve bir miktar NaOH ilavesi yapildi. Daha sonra kalan kisim saf su ile isaret ¢izgisine kadar

tamamlanda.
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4.3.5. Urik asit (1,0x10* M) ¢ozeltisi

0,00168 g Urik Asit (CsHsN4Os) tartilarak 10,0 mL &l¢iilii balona alindi. Once 5,0 mL saf

su eklendi, daha sonra kalan kisim saf su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlandi.

4.3.6. 5,40x10“ M B1,3,87x10°M B2,2,153x10* M Be vitamini

Saglik i¢in kullanilan ampul seklindeki vitamin temin edildi ve dogrudan kullanildu.

4.3.7. 0,317 M E vitamini

Saglik i¢in kullanilan ampul seklindeki vitamin temin edildi ve dogrudan kullanildi.

4.3.8. 1,8x10° M C vitamini

Saglik i¢in kullanilan ampul seklindeki vitamin temin edildi ve dogrudan kullanildi.

4.3.9. Gercek numune

a) Ton Balig1 ¢ozeltisi

Marketten konserve ton baligi alindi, rondodan gegirildi ve iizerine sicak su eklenerek oda
sicakliginda bir giin bekletildi. Yiizeye ¢ikan yag pipetle ¢ekilerek cam behere alindi ve
deneyde kullanild:.

b) D vitamini ilac1

Saglik i¢in kullanilan vitamin temin edildi ve dogrudan kullanildi.
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5. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

D3 vitamininin tayini i¢in tez kapsaminda kullanilan ¢alisma plani asagidaki sekildedir;

a) Dsvitamininin kalitatif tayini,

b) En uygun destek elektrolitin belirlenmesi,

¢) Enuygun galisma elektrodunun belirlenmesi,

d) Dz vitamininin tayininde goézlenebilme simirinin (LOD) ve tayin sinirinin (LOQ)
belirlenmesi,

e) Dz vitamininin kantitatif tayini,

f) Dazvitamininin tayininde bazi vitaminlerin girisim etkilerinin incelenmesi,

g) Gergek numunede vitamin D3 analizi

5.1. D3 vitamininin Kalitatif Tayini

D3 vitamini yagda ¢0ziinen bir vitamin oldugu i¢in ¢alismalar susuz ortamda yapildi. D3
vitamininin kalitatif tayini amaciyla; once 5,00 mL tetrabiitilamonyum tetrafloroboratin
cozeltisi destek elektrolit olarak voltamogrami alindi. Uzerine D3 vitamini ilave edildi ve
yeniden voltamogram alindiginda +1,2 V civarinda anodik bir pik gdzlendi. Uzerine tekrar
yapilan D3 vitamini ilavesinde bu pikin biyiidigii goriildii. Ayni ortamda anodik yonde

alinan kare dalga voltamograminda da ayn1 pik gozlendi.

Bunun {izerine D3 vitamininin bu anodik pik {izerinden tayinine karar verildi (Sekil 5.1-5.2).

Kare Dalga Voltametri ¢caligmalarinda kullanilan parametreler;
Init E (V)=0,2

Final E (V)=1,3

Incr E (V)=0,004

Amplitude (V)= 0,05

Frequency =25

Quit time (s)=2

Sensitivity(A/V)= 1e*
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Akim /pA

Potansiyel / V

Sekil 5.1. D3 vitamininin doniisiimlii voltametri ile alinan voltamogram

s 5,00 ML 0,10 M TBATFB ¢ézeltisi + 2,0 mL 102 M Ds vitamini

e 5,00 ML 0,10 M TBATFB ¢ozeltisi + 2,5 mL 102 M D3 vitamini

Akim/pA

1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2

Potansiyel/ V

Sekil 5.2. D3 vitamininin kare dalga voltametrisi ile anodik y6nde alinanvoltamogrami

s 5,00 ML 0,10 M TBATFB ¢bzeltisi + 2,5 mL 102 M D3 vitamini
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5.2. Destek Elektrolitin Belirlenmesi

D3 vitamini tayini i¢in en iyi destek elektrolitin bulunmasi amaciyla susuz ortama uygun
DMSO, Etanol, Etanol-Su igerisine Lityumperklorat (LiCIO4), TETFB, TBATFB ’in
elektrolit olarak kullanildig1 ¢6zeltiler kullanilarak D3 vitamininin voltamogramlari alind
(Sekil 5.3). Sekildeki voltamogramlardan da goriildiigii gibi en uygun destek elektrolitin
TBATFB ¢ozeltisi oldugu kararina varildi.

e —

110 : : : =

E . . . L
100
90
80

70

Akim/pA

60
50
40 5

30 3

20

e e e e e e e
1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2

Potansiyel /V

Sekil 5.3. D3 vitamininin tayininde destek elektrolitin belirlenmesi i¢in anodik yonde kare
dalga voltametrisi ile yapilan ¢aligmalar (5,00 mL 0,10 M TBATFB ¢ozeltisi
icerisinde 3,846x10° M D3 vitamini)

1. 5,00 mL 0,10 M TBATEFB c¢ozeltisi
2.5,00 mL 0,20 M TBATFB + DMSO
3.5,00 mL 0,10 M LiClO4 + DMSO
4.5,00 mL 0,10 M TETFB ¢ozeltisi

5.3. Cahisma Elektrodunun Belirlenmesi
D3 vitamini tayini i¢in en iyi ¢alisma elektrodunun belirlenmesi amaciyla Nikel (Ni), Camsi1

Karbon (GCE), Altin (Au) ve Kalem grafit elektrot (KGE) kullanildi. 5,00 mL 0,10 M
TBATFB ¢ozeltisi icerisinde 1,0x10° M D3 vitamininin farkli elektrotlarla alinan anodik
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kare dalga voltamogramlarindan goriildiigii gibi en biiyiik ve en giizel pikin kalem grafit
elektrot ile yapilan ¢alismadan elde edildigi goriilmektedir (Sekil 5.4). Bu nedenle en uygun

caligma elektrodu olarak kalem grafit elektrot secilmistir.

Satin alinan kalem grafit elektrotlar arasinda ultra polimer kalem uglarinin en iyi sonuglari
verdigi ve bunlar arasinda da 2B 0,7 mm ucun D3 vitamini tayini i¢in en yiiksek akimlar

verdigi gozlendi.

36.0 1 L L L L 1 1 L 1 L 1 1 L L L L 1 1

,
] : [
'
] . . . . [
] % . . . [
3
28.0 % C
] s . . . [
7 -
m 4,‘ L
24.0 . . - . . . . . . . . . . . . L
] 3 [
%

20.0

Akim/ pA

16.0
12.0
8.0

4.0 -

14 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2

Potansivel/ V

Sekil 5.4. D3 vitamininin tayininde ¢alisma elektrodunun belirlenmesi i¢in kare dalga
voltametrisi ile anodik yonde yapilan ¢aligsmalar (5,00 mL 0,10 M TBATFB
¢ozeltisi 3,846x10° M D3 vitamini)

1. Ni Elektrot
2. KGE
3. GCE
4. Au Elektrot

D3 vitamininin kalitatif tayini amaciyla elektrokimyasal hiicre igerisine destek elektrolit
alind1 ve voltamogrami ¢ekildi. Uzerine 0,01 mL 1,0x10° M’lik Ds vitamini ilaveleri
yapilarak kare dalga volt