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OZET

ETANOL-METANOL KARISIMININ TAYINI iCIN YUZEY BASKILI
ELEKTROTLARIN MODIFIYE EDILMESIYLE AMPEROMETRIK ALKOL
BIYOSENSORUNUN GELISTIiRILMESI

Melike SAHIN

Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Erol AYRANCI
Aralik 2013, 189 sayfa

Calisma temel olarak etanol, metanol ve etanol-metanol karigiminin tayini igin,
cesitli materyallerle modifiye edilmis, tek kullanimlik, ekonomik, ¢ift enzimli
amperometrik enzim biyosensoriiniin gelistirilmesini amaglamaktadir. Karbon nanotiip
(CNT), altin nanoparcacik (AuNp) ve poli(ndtral) kirmizi (PNR) ile farkh tiirdeki yilizey
baskili elektrotlar (YBE) modifiye edilerek, elektrokimyasal reaktivitesi yiiksek tek
kullanimlik ¢eviriciler gelistirilmistir. Gelistirilen sistemler alkol oksidaz ve alkol
dehidrojenaz enzimleri ile modifiye edildikten sonra bu biyosensorlerin etanol, metanol
ve etanol-metanol karisiminin tayini i¢in optimum ¢alisma kosullari aragtirilmistir.
Optimum kosullardaki alkol biyosensorleri ile gercek numunelerdeki etanol miktar1 ve
etanol/metanol karisimindaki etanol ve metanol miktarlar1 belirlenmistir. Deneysel
caligmalarda dongiisel voltametri ve kronoamperometri gibi voltametrik teknikler
kullanilmuastir.

Calismada ilk olarak nikotinamid adenin diniikleotitin (NADH) medyatorsiiz,
diisiik potansiyelde girisimsiz tayini i¢in yeni YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR formiilli
kompozit elektrodu gelistirilmistir. Gelistirilen amperometrik NADH sensoriiniin
optimum pH’t 7,5 olarak belirlenmistir. Analitiksel Kkarakterizasyonlar sonucunda
NADH sensoriiniin tekrarlanabilirligi 100 uM NADH i¢in bagil standart sapma (R.S.D.)
% 2,55 (n=10), duyarhig 15,82 pA.mM?, gdzlemlenebilme ve tayin smirlari ise
sirasiyla 4,82 ve 16,09 uM, dogrusal aralik 16,07 uM — 150 uM olarak bulunmustur.

NADH sensorleri ve alkol dehidrojenaz (ADH) temelli biyosensorlerde, PNR nin
nanoparcaciklar ile olan sinerjik etkisi incelenmis, PNR’nin sadece MWCNT veya
AuNP ile hazirlanmis sensor ve biyosensdrlerin formulasyonuna dahil oldugunda
duyarligr artirdigi gozlenmisti. MWCNT ve PNR’nin sahip olduklar1 6zellikleri
sayesinde yaptiklar1 m-m  elektronik ve hidrofobik etkilesimlerle, sensor ve
biyosensorlerin elektronik iletkenligi, sinerjik bir etkiyle artmistir. En yiiksek elektronik
iletkenlik ve elektrokatalitik etki, PNR’nin hem MWCNT hem de AuNP ile olusturdugu
kompozit elektrot olan YBCE/MWCNT/AuNP/PNR ile hazirlanmis sensor ve
biyosensorlerde gézlenmistir. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR kompozit elektrodundaki
MWCNT ve AuNP’nin miktar optimizasyonlar1 yapilmistir. YBCE yiizeyinde
MWCNT’nin 3 tabaka, AuNP’nin 2 tabaka oldugu miktarlarda en yiiksek pik akimlari
elde edilmistir.



ADH temelli biyosensorlerin  optimum elektrot tiri ve formulasyonu
YBCE/MWCNT/AUNP/PNR, optimum pH’s1 7,75, ¢calisma potansiyeli + 0,2 V, enzim
ve koenzim miktarlar1 sirasiyla 150 unit ve 7 mM olarak bulunmustur. Analitiksel
karakterizasyonlar sonucunda ADH temelli biyosensorlerin tekrarlanabilirligi 400 pM
etanol i¢in RSD % 1,57 (n=10), duyarhig1 0,49 pA.mM?, dogrusal araligr 320,2 pM —
1000 uM, gozlemlenebilme ve tayin simirlar ise sirasiyla 96,1 ve 320,2 uM, olarak
bulunmustur.

ADH temelli biyosensorler ve NADH sensorii i¢in optimum elektrot tiirii ve
formulasyonu olan YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrotlar ile Alkol oksidaz
(AOx) temelli biyosensdrler hazirlanmistir. AOx temelli biyosensorlerin optimum pH’1
7,0, calisma potansiyeli - 0,3 V ve enzim miktar1 1,2 unit olarak bulunmustur.
Analitiksel ~ karakterizasyonlar ~ sonucunda  AOx  temelli  biyosensorlerin
tekrarlanabilirligi 400 pM metanol ve 400 pM etanol i¢in R.S.D.’ler sirasiyla % 1,65
(n=5) ve % 1,12 (n=5) olarak bulunmustur. Metanol ve etanol i¢in sirasiyla
gozlemlenebilme sinirlari, 100,8 uM ve 53,5 uM, tayin sinirlart 335,9 uM ve 178,5
uM, dogrusal araliklar1 335,9 uM - 1000 uM ve 178,5 uM — 1000 puM, duyarliklar ise
0,509 ve 0,482 pA.mM? olarak hesaplanmistir. AOx temelli biyosensorlerle
etanol/metanol karisiminin tayini i¢in de analitiksel karakterizasyonlar yapilmistir.

Etanol/metanol karisimindaki etanol miktar1 ADH temelli biyosensorlerle,
metanol miktart ise AOx temelli biyosensorlerle yapilan amperometrik tayin sonucu
elde edilen akim degerlerinin, kalibrasyon grafiklerinin dogru denklemlerinde yerine
yazilmasiyla bulunmustur. AOx temelli biyosensorlerin metanole karsi duyarliginin
etanole gore daha fazla oldugu sonucuna varilmistir. AOx temelli biyosensorler, etanol-
metanol karigiminin tayini i¢in kullanilmis ve etanol varlifinda metanoliin duyarliginin
azaldig1 gozlenmistir.

Tez kapsaminda yeni YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu, NADH
sensdrii, etanol, metanol ve etanol/metanol biyosensorleri basariyla gelistirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Alkol biyosensorii, yiizey baskili elektrotlar, alkol
dehidrojenaz, alkol oksidaz, poli(nétral) kirmizi, karbon
nanotiip, altin nanopargacik
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MODIFIED SCREEN-PRINTED ELECTRODES FOR THE DETECTION OF A
MIXTURE OF ETHANOL AND METHANOL

Melike SAHIN

PhD Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Erol AYRANCI
December 2013, 189 pages

The present work mainly aimed the development of a dual enzymes
amperometric enzyme biosensor which is modified with various materials, disposable
and low-cost, for detection of methanol, ethanol and methanol-ethanol mixtures.
Disposable transducers of high electrochemical reactivity were developed by modifying
various types of screen-printed electrodes (SPCE) with carbon nanotubes (CNT), gold
nanoparticles (AuNP) and poly (neutral) red (PNR). After modifying the developed
systems with alcohol oxidase and alcohol dehydrogenase enzymes, the optimum
working conditions of these biosensors were investigated for the analysis of ethanol,
methanol and ethanol-methanol mixture. The amount of ethanol in real samples and the
amounts of ethanol and methanol in ethanol-methanol mixtures were determined with
the alcohol biosensors at optimum conditions. VVoltammetric techniques such as cyclic
voltammetry and chronoamperometry were used in experimental studies.

In the work, firstly a new composite electrode of SPCE/MWCNT/AuNP/PNR
formulation was developed for the determination of nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH) at low potentials, without any mediator and without any interference.
Optimum pH of this biosensor was determined as 7.5. Reproducibility for 100 uM
NADH, sensitivity, limit of detection and limit of quantification, linear range of NADH
sensor were found to be 2.55 % (n=10) as relative standart deviation (R.S.D.), 15.82
pA.mM?, 4.82 uM and 16.09 puM, 16.07 pM — 150 pM respectively, after analytical
characterizations.

The synergic effect of PNR with nanoparticles in NADH sensors and alcohol
dehydrogenase (ADH) based biosensors was investigated and it was observed that PNR
increased the sensitivity when it is included in the formulation of sensor or biosensors
prepared with only MWCNT or AuNP. Electronic conductivity of sensor and biosensors
increased with a synergic effect displayed due to characteristics possessed by PNR and
MWCNT. The highest electronic conductivity and electrocatalytic effect were observed
in sensors and biosensors prepared with SPCE/MWCNT/AUNP/PNR composite
electrode. Quantity optimizations of MWCNT and AuNP were accomplished in
SPCE/MWCNT/AUNP/PNR composite electrode. The highest peak currents were
obtained when there are 3 layers of MWCNT and 2 layers of AuNP at the SPCE
surface.



It was found that optimum electrode type and formulation is
SPCE/MWCNT/AuUNP/PNR, optimum pH is 7.75, working potential is + 0.2 V, the
amounts of enzyme and coenzyme are 150 unit and 7 mM, respectively, for the ADH
based biosensors. Sensitivity, linear range, limit of detection and limit of quantification
were found to be 0.49 pA.mM?, 320.2 uM — 1000 uM, 96.1 pM and 320.2 pM,
respectively, for the ADH based biosensors after analytical characterizations.
Reproducibility of ADH based biosensors for 400 uM ethanol relative standard
deviation (R.S.D.) was calculated to be 1.57 % (n=10).

Alcohol oxidase (AOx) based biosensors were prepared  with
SPCE/MWCNT/AuUNP/PNR composite electrodes which is the optimum electrode type
and formulation for ADH based biosensors and NADH sensor. The optimum pH,
working potential and enzyme amount were found to be 7.0, - 0.3 V and 1.2 unit,
respectively. Reproducibility of AOx based biosensors for 400 uM methanol and 400
uM ethanol relative standard deviation (R.S.D.) were calculated to be 1.12 % (n=5) and
1.65 % (n=5), respectively. It was calculated that the limit of detections were 100.8 uM
and 53.5 uM, limit of quantification were 335.9 uM and 178.5 uM, linear ranges 335.9
uM - 1000 pM and 178.5 uM — 1000 pM, sensitivities were 0.509 and 0.482 pA.mM*
for methanol and ethanol, respectively. Analytical characterization for the determination
of ethanol/methanol mixture with AOx based biosensors were also made.

The amount of ethanol in ethanol/methanol mixture was determined with ADH
biosensors while the amount of methanol was found by substituting the current values
obtained by amperometric analysis with AOx based biosensors into the equation of
calibration curves. It was concluded that AOx based biosensors were more sensitive for
methanol compared to ethanol. The AOx based biosensors were used for ethanol-
methanol mixture and the sensitivity for methanol was observed to decrease in the
presence of ethanol.

A new SPCE/MWCNT/AuUNP/PNR composite electrode, NADH sensor and
biosensors for ethanol, methanol and ethanol/methanol were developed successfully
within the scope of the thesis.

KEYWORDS: Alcohol biosensor, screen-printed electrodes, alcohol dehydrogenase
alcohol oxidase, poly(neutral) red, carbon nanotubes, gold nanoparticles
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ONSOZ

Gida, alkol, kagit endiistrisi, tarim ve ¢evre analizleri, klinik ve adli alanlar gibi
bircok alanda, yliksek duyarlik, secicilik ve dogrulukta alkollerin tanimlanmasi ve tayini
oldukga 6nemlidir. Etanol, metanol ve diger alifatik alkoller i¢in pek ¢ok analitiksel
metot gelistirilmistir (kromatografik, spektroskopik vb). Ancak bu metotlar kesin ve
giivenilir olmasina ragmen, kompleks ve zaman alict olmasi, destilasyon gibi 6n
islemleri gerektirmesi, cihazlarin pahaliligi gibi dezavantajlara sahiptir. Enzimatik
metotlarla bu dezavantajlarin {istesinden gelinebilir. Metanol daha ucuz olmasi
nedeniyle yasal olmayan vyollarla alkollii igkilerin yapiminda etanoliin yerine
kullanilmaktadir. Bu sahte igkiler insanlarin hayatlarin1 kaybetmelerine yol agmaktadir.
Alkolli igkilerde bir miktar metanol etanolle birlikte bulunmaktadir. Etanol-metanol
karisiminin tayini ozellikle alkollii igkilerdeki alkol miktarinin tespiti i¢in 6nemlidir.
Tezin amact etanol, metanol ve etanol-metanol karigimmin tayini igin, ¢esitli
materyallerle modifiye edilmis, tek kullanimlik, maliyeti diisiik, ¢ift amperometrik
enzim biyosensorlerinin gelistirilmesine yoneliktir.

Biyosensorler konusunda doktora tez c¢alismast yapmami maddi manevi
destekleyen ve bana her konuda yardimlarmi esirgemeyen ¢ok degerli hocam Sayin
Prof. Dr. Erol AYRANCI’ya (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi) cok tesekkiir eder
sonsuz saygilarimi sunarim. Deneysel ¢alismalarimizdaki degerli yardimlarindan dolay1
Saym Doc. Dr. Ulkii ANIK’a (Mugla Sitki Kogman Universitesi Fen Fakiiltesi) ¢ok
tesekkiir ederim. Goriis ve Onerileri i¢in Saym Dog. Dr. Pinar CAMURLU (Akdeniz
Universitesi Fen Fakiiltesi), Saym Yrd. Dog. Dr. Sevil Aksu’ya (Akdeniz Universitesi
Fen Fakiiltesi) ve Saym Prof. Dr. Suna TIMUR’a (Ege Universitesi Fen Fakiiltesi)
tesekkiir ederim. Manevi desteklerinden dolayr bdliimiimiiz arastirma gorevlisi
arkadaslarima, doktora ¢aligmam siiresince her zaman yanimda olan ve desteklerini hig¢
eksik etmeyen basta kayinvalideme, esime, anneme, anneanneme ve varligiyla bana giic
veren ogluma sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

A Yardimci elektrot

A Elektrot yiizey alani

C Derisim

c’ 1 M olan referans derisim
C Derece santigrat

C

A% Dongiisel voltametri
CA analit derigimi
D Diflizyon katsay1si
dk Dakika
E Enzim
Epc Katodik pik potansiyeli
Epa Anodik pik potansiyeli
Ein Yari dalga potansiyeli
Agp Anodik ve katodik pik potansiyeli arasindaki fark
Ipa Anodik pik akimi
Ipc Katodik pik akim
il siir akimi
Km Maksimum hizin yarisindaki substrat derigimi
LSV Dogrusal taramal1 voltametri
LA Mikroamper
mL Mililitre
uL Mikrolitre
uM Mikromolar
mg Miligram
mm Milimetre
mM Milimolar
M Molarite
mV Milivolt
nm Nanometre
n Mol sayis1
n Alinan verilen elektron sayisi
P Uriin
R Referans elektrot
Rbl Zemine kars1 alinmis cevap
Rss Kararli hal cevabi
S Saniye
S Substrat
S’ Kosubstrat
A% Potansiyel
v Tarama hiz1
w Calisma elektrodu



Kisaltmalar

ADH
AEA
AOx
AuNP
CNT

CE

DEAE
DMF
DWCNT
EDTA
FAD
FADH>
FIA

G

GA
IMAC
ISFET
ISE
IUPAC
LB

LOD
LOQ
MM-YBE
MWCNT
MWCNT-COOH
MWCNT-YBE

NAD"
NADH
Nf
NHS
NR
PDMS
PNR
ROH
SCE
SEM
SWCNT
YBE
YBCE

Alkol dehidrojenaz

Akisa enjeksiyon analiz

Alkol oksidaz

Altin nanopargacik

Karbon nanotiip

Calisma elektrodu

Dietilaminoetil

Dimetil formamid

Cift duvarli karbon nanotiip

Etilendiamin tetraasetik asit

Flavin adenindiniikleotit

Flavin adenindiniikleotitin indirgenmis hali

Flow injection analysis

Jelatin

Glutaraldehit

Immobilize metal afinite kromatografisi

Iyon secimli alan etkili elektrotlar

Iyon segici elektrotlar

International Union of Pure and Applied Chemistry
Langmuir-Blodgett

Tayin simir1

Gozlemlenebilme sinir1

Meldola mavisi ile modifiye edilmis ylizey baskili karbon elektrot
(Cok duvarli karbon nanotiip

Karboksil fonksiyonlu ¢ok duvarli karbon nanotiip
Karboksil fonksiyonlu ¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye
edilmis ylizey baskili karbon elektrot
B-Nikotinamid adenin diniikleotit

B-Nikotinamid adenin diniikleotitin indirgenmis hali
Nafion

N-Hidroksil siiksinimid

Notral kirmiz1

Polidimetilsiloksan

Polindtral kirmizi

Alkollerin genel formulii

Doygun kalomel elektrot

Taramali elektron mikroskobu

Tek duvarli karbon nanotiip

Yiizey baskili elektrot

Yiizey baskili karbon elektrot
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1. GIRIS
1.1. Biyosensorler

Biyosensor terimi ilk olarak 1977 yilinda K. Cammann tarafindan ortaya
atilmistir. Fakat biyosensoriin IUPAC tanimi ancak 1999-2001 yillar1 arasinda ortaya
cikmistir (Thevenot vd 2001). Biyosensorler, analit derisimi ile orantili olarak
Ol¢iilebilen bir sinyal iiretmek i¢in biyolojik bir tanimlama elemani ve fiziksel bir
dontstiiriicii igeren analitik bir cihazdir (Su vd 2011). IUPAC’ye gore bir biyosensor,
biyolojik tanimlama elemani (biyokimyasal algilayici) kullanarak 6zgiin nicel veya yari-
nicel analitiksel bilgiyi saglama yetenegine sahip olan ve kendi kendine yeten birlesik
(entegre) bir cihaz olarak tanimlanir.

1.1.1. Biyosensorlerin yapisi ve siniflandirilmasi

Biyosensorler biyobilesen (biyoalgilayici) ile fiziksel bilesenlerden (fiziksel
dontistiiriicii) olusur. Biyosensorlerin gorevi biyolojik bir olaym o6lgiilebilir bir sinyale
doniistiiriilmesidir (Telefoncu 2012). Biyosensdrlerin yapisinda gorev alan biyolojik
materyal hedef analite karsi cevap verir. Bu biyomateryaller enzim, mikroorganizma,
bitki veya hayvan dokusu, hiicre, organel gibi biyokatalizorler ve antikor, lektin veya
niikleik asit gibi biyoligantlar olarak iki gruba ayrilabilirler. Fiziksel doniistiiriicii ise
biyomateryalin hedef analit ile etkilesimi sonucu algiladigi biyolojik sinyali
tanimlanabilir bir sinyale doniistiiriir ve bu sinyal analit ile orantilidir. Fiziksel
doniistiiriiciiler, elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik, kondiiktometrik),
optik, akustik, mekanik, kalorimetrik, piezoelektrik ve manyetik 6zellikte olabilir (Mao
vd 2008, Castillo vd 2004). Biyosensdrlerin yapisi ve calisma prensibi Sekil 1.1°de
sematize edilmistir.

Bivoalglayia

Dinistirici

Fizikokimyasal Elekitriksel

sinyal sinyal

o Optiksel, elektrokimyasal,
Sabitlenmis termik veya gravimetrik
bivomaterval

................

Analit

Sekil 1.1. Biyosensorlerin yapisi ve ¢alisma prensibi



Biyosensorler genel olarak sahip olduklar1 biyobilesen veya fiziksel
doniistiirliciiniin tlirtine gore smiflandirilirlar. Biyobilesen, sistemin secilen yilizeyine
tutuklanmig analiti taniyict elemanidir. Bu biyobilesen antikor, enzim, protein, niikleik
asit gibi biyolojik bir molekiil olabilir. Dolayisiyla, antijen/antikor iligkisi, niikleik asit
etkilesimleri, enzimatik tepkimeler, hiicresel metabolik farklanmalar ya da biyomimetik
materyaller (sentetik  biyoalgilayicilar) ile olusturulan etkilesimler uygun
doniistiiriiciiniin  segimiyle izlenebilir. Iletici sistemler olan doniistiiriiciiler, sensor
elemani olan elektrik akimini, potansiyeli, impedans gibi unsurlar1 6lgen amperometrik,
potansiyometrik, impedimetrik, konduktometrik, akustik, optik ya da kalorimetrik
elemanlardan biri olarak secilebilir (Timur 2012). Biyosensorlerin smiflandirilmasi
Sekil 1.2°de verilmistir (Dzyadevych vd 2008).

Elektriksel

Etkilesim sinyal

Biv s Uriin Cevirici
- Birosecil i | —)

Katalitik Afinite Optik

Hiicreler Antikorlar Akustik

Dokular Reseptorler Kalorimetrik
Enzimler Niikleik asitler Flektrokima
Bivo-mimikler Bivo-mimikler Elektrokimyasal

Sekil 1.2. Biyosensdrlerin siniflandirilmasi
1.1.2. Biyosensorlerin avantajlar1 ve uygulama alanlar

Biyosensorlerin geleneksel analitik tekniklere gore, yerinde ve ger¢ek zamanh
izleme olasiligi, yogun numune hazirlama gerektirmeden daha ucuz, hizli ve portatif
tayin gibi bir¢ok avantajlart vardir (Dorst vd 2010). Minyatiirlestirmeye uygun, basit
yapili, tiretimi ve kullaniminin kolay, ucuz, tek kullanimlik, biyokimyasal se¢iciliginin
olmasi, numune hazirlama gerektirmemesi, siirekli izleme ve yatak bas1 uygulanabilirlik
gibi oOzellikleri nedeniyle biyosensorlerin kullanimi tercih edilmektedir (Telefoncu
2012).

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bircok
endiistriyel aktivitede ozellikle, otomasyon, kalite kontrolii ve durum tespitinde cok
onemli rol oynarlar. Metabolitler, peptidler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiiller
yaninda bakteriler, viriisler gibi biyoparcaciklar1 ve birgok cevre kirletici veya gida
kirleticilerini ¢ok secici ve yiiksek duyarlikta tayin edebilmektedirler. Ayrica
biyoterdrizim aktiviteleri ve pandemilerin zamaninda tespiti ve Onlem alinmasi
bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Telefoncu 2012).



Biyosensorlerin tarihi, 1962 yilinda Cincinnati Cocuk Hastanesinde (Ohio,
ABD) Clark ve Lyons tarafindan glukoz enzim elektrotlar: ile yapilan ilk sensoriin
gelistirilmesiyle baslar. 1k glukoz enzim elektrot, yari-gegirgen bir diyaliz membran
yardimiyla bir oksijen elektrodunun glukoz oksidaz ile ince bir tabaka halinde
kaplanmasiyla ilgilidir. Elektrokimyasal 6l¢iimler, enzim katalizli tepkime ile tiiketilen
oksijen miktarinin izlenmesini temel almaktadir (Wang 2008). Ticari olarak iiretilen ilk
biyosensor ise seker hastaligi teshisi i¢in kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan
glukoz oksidaz elektrodudur. Bunu real fonksiyon testleri igin gelistirilen iire ve
kreatinin elektrotlari ile kas giiciinii 6lgmeye ydnelik laktat elektrotlar izlemistir. Insan
viicuduna yerlestirilebilen biyosensorler de gelistirilmistir. Bunlar, biyolojik sivilarin
viicut digina alinmadan ve tiikketilmeden analizine imkan1 verirler ki, 6zellikle ameliyat
sirasinda bu bilgilerin kesintisiz saglanmasi ¢ok onemlidir. Son yillarda analizorlere
enzim elektrotlar1 monte edilmis ve yogun bakim initelerinde kullanilmaya
baslanmigtir. Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak iizere bircok
monosakkarit, amino asitler, organik asitler (laktik asit), lire ve alkol tayinlerinde enzim
sensorleri kullanilmaktadir. Ayrica gidalarda yabancit maddeler (pestisitler, toksinler ve
yabanci hormonlar vb) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks parametreler igin de
biyosensorler hazirlanabilir (Telefoncu 2012).

1.1.3. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler en yaygin olarak kullanilan biyosensorlerdir.
Diger tip biyosensorlerin kullaniminda goriilen dezavantajlarin iistesinden gelmesi,
hizli, pratik ve ekonomik olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle daha ¢ok tercih edilir. Bu
biyosensorlerin temeli, biyo-etkilesim islemi siiresince elektronlar gibi elektrokimyasal
tirlerin  tiiketilmesi veya {retilmesiyle olusan elektrokimyasal sinyalin bir
elektrokimyasal detektor tarafindan 6l¢iilmesine dayanir. Elektrokimyasal biyosensorler
detektor sistem tarafindan Olciilen elektrokimyasal 6zelligine gore kondiiktometrik,
potansiyometrik ve amperometrik biyosensorler olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir (Chaubey
ve Malhotra 2002).

1.1.3.1. Kondiiktometrik biyosensorler

[letkenlik &l¢iimiine dayali olarak yapilan analiz yéntemine kondiiktometri denir.
Kondiiktometrik biyosensorlerde enzimatik tepkimelerin yiiklii tiirleri olusturmasi veya
tilketmesi sonucunda analiz edilmek istenen numunede olusan degisiklik Olg¢iiliir.
Kondiiktometrik doniistiiriicii, minyatiirize edilmis elektrotlardan olusur ve elektrot
ylizeyi yakinindaki ince elektrolit tabakasinin iletkenligini 6lger. Elektrot yakinindaki
bu c¢ozeltide olusan iletkenlik degisiminden bir enzimatik tepkime izlenebilir.
Kondiiktometrik 6l¢iim yontemi enzim katalizinde kullanilarak, bilesik derisimi ve
enzim aktivitesi tayini yapilabilir. Bu durumda segicilik kullanilan enzimden
kaynaklanir (Anik 2012).

Kondiiktometrik ilkeleri temel alan biyosensorlerin birgok avantaji vardir (Jaffrezic-
Renault ve Dzyadevych 2008):

a. Ince film elektrotlarla minyatiirlestirilmeye uygundurlar ve pahali teknoloji
gerektirmeden biiyiik ¢apta iiretilebilirler,



Herhangi bir referans elektrot gerektirmezler,

Déniistiiriictiler 1518a duyarli degildir,

Caligma potansiyeli oldukca dusiiktiir,

Cesitli tepkime ve mekanizmalar temel alan, farkli dogal bilesiklerin genis bir
spektrumda tayini yapilabilir

oo

1.1.3.2. Potansiyometrik biyosensorler

Galvanik bir pil sisteminde iki elektrot arasindaki potansiyel farkin sifir ya da
cok diisiik akim altinda gozlenebilmesine dayali 6l¢giim yontemine potansiyometri denir
(Anik 2012). Potansiyometrik sensorler pH ve iyon derisimindeki degisimi Olgebilir.
Potansiyometrik biyosensorler, iyon segici elektrotlar (ISE) gibi doniistiiriicliniin
yiizeyindeki membran iizerine genellikle enzim, antijen veya antikor gibi biyolojik aktif
materyallerin tutuklanmasini ve analitin bu membrandaki biyolojik materyalle
etkilesimi sonucu olusan aktif tiirlerin derisiminin logaritmasi ile dogru orantili olarak
calisma elektrodunda iiretilen potansiyelin referans elektrota karsi dlgiilmesiyle tayin
edilmesini temel alir. Potansiyometrik biyosensorlerde, biyolojik tepkimeyi elektrik
sinyale doniistiirmek i¢in ISE ile elektrik sinyal yiikselticinin birlestirilmesi ile elde
edilen iyon secici alan etkili elektrotlar (ISFET) da transistor olarak kullanilmaktadir
(Mello ve Kubota 2002).

Potansiyometrik biyosensdrlerde kullanilan elektrotlar {i¢ grup halinde
toplanabilir (Anik 2012):

a. Normal pH elektrot. Bu elektrotlar 6zgiin baglanma bdlgelerine baglanan katyon
derisimine bagl olarak elektriksel potansiyel olusturmaktadir. Membranin
seciciligi camin bilesimine bagl olarak degismektedir.

b. CO2, NH3 veya H2S’ye duyarli gaz gegirgen cam membranlarla kaplanmis pH
elektrotlar. Bu membrandan diflizlenen gazlar membran ve elektrot arasindaki
cozeltide pH degisimine neden olur.

c. Giimis siilfiir ve glimiis halojeniir karisimindan olusan ince bir membran igeren
kat1 hal elektrotlar

1.1.3.3. Amperometrik biyosensorler

Sabit potansiyel altinda akim degisimini izleyerek derisim tayini yapilan yontem
amperometri yontemidir (Anik 2012). Amperometrik  biyosensorler, analit
cozeltisindeki elektroaktif tiirlere bir potansiyel uygulandiginda, tiirlerin kimyasal
tepkimeleri sonucunda iiretilen akimi derisimleri ile orantili olarak dlger. Amperometrik
biyosensorler hizli, potansiyometrik olanlara gore ¢ok daha hassas, kesin ve dogrudur.
Bu ylizden termodinamik denge elde edilinceye kadar beklemeye gerek yoktur. Hatta
amperometrik sensorlerin seciciligi sadece var olan elektroaktif tiirlerin redoks
potansiyeli ile kontrol edilir. Sonu¢ olarak, cihaz tarafindan Olgiilen akim birkag
kimyasal tiiriin katkisini igerir (Mello ve Kubota 2002).

En yaygin olarak kullanilan biyosensorler enzim bazli amperometrik
elektrotlardir. Bu biyosensorler medyatdriin dogasina ve tutuklanma yontemine bagl



olarak birinci, ikinci ve U¢lincii nesil olarak siiflandirilabilirler (Sekil 1.3) (Castillo vd
2004).

Birinci nesil biyosensdrlerin temeli, substrat iiriine doniisiirken dogal oksijen
kosubtratin tiikketiminin veya enzimatik tepkime sonucu hidrojen peroksit iiretiminin
takibine dayanir (Wang 2008). Sadece bir biyoalgilayici ve bir doniistiiriiciiden olusan
birinci nesil elektrokimyasal biyosensorler, uygun bir potansiyelde polarize edildiginde,
ya molekiiler oksijen indirgenecektir ya da olusan hidrojen peroksit yiikseltgenecektir.
Kaydedilen akim substrat derisimi ile dogru orantilidir. Birinci nesil biyosensdrlerin
baslica dezavantaji, elektrokimyasal tayinin yiiksek potansiyel uygulanarak yapilmasi
ve boylelikle analitin segiciliginde diisiik duyarliga yol agmasidir. Gergek numunelerde
bulunan diisiik miktarlardaki oksijen, elektrokimyasal Ol¢limlerde siirlayict faktor
olmaktadir (Castillo vd 2004).

MW><‘:>;( (@( substrat iriin

Sekil 1.3. I. nesil (A), II. nesil (B) ve III. nesil (C) amperometrik enzim biyosensdrleri

Amperometrik biyosensorler medyatdr adi verilen araci molekiilleri ile modifiye
edildiginde ikinci nesil biyosensérler olarak siiflandirilirlar. Medyatdrler, fizyolojik
olmayan, indirgenmis enzim ve elektrot arasinda elektronlarin karsilikli taginmasini
saglayan kiiciik redoks maddelerdir (Azevedo vd 2005).

Biyosensorler i¢in uygun redoks medyatorlerinin 6zellikleri soyle olmalidir
(Borgmann vd 2011):

Elektrokimyasal olarak tersinir olmali,

Indirgenmis ve yiikseltgenmis formlar1 kararli olmali,

Yan tepkimelere girmemeli,

Redoks potansiyeli enzimatik tepkimelere uyumlu olmalidir (diisiik redoks
potansiyeli).

Yaygin olarak kullanilan medyatorler ferrosenler, potasyum ferrosiyaniir ve
osmiyum kompleksleridir (Azevedo vd 2005).

o o

Medyatorsiiz olarak enzim ile elektrodun dogrudan birlesmesi ile hazirlanan
biyosensorlere iigiincii nesil biyosensorler denir. Bu sistemlerin temelinde enzimin
redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda dogrudan bir etkilesim ve substrat iiriine



dontistirken dogrudan elektron aktarimi vardir. Bu mekanizmada elektronlar, enzimatik
tepkimeler i¢in ikinci bir substrat olarak davranir ve katalitik bir akim iiretilmesini
saglar (Mello ve Kubota 2002, Anik 2012).

1.1.4. Biyosensorlerin performans Kriterleri

1994 yilinda Buck ve Lindner, molekiiler tanimlama esasli tim biyosensdrler
icin, biyosensor cevabinin karakterizasyonunun onemli oldugunu bildirmislerdir. Bu
uygulama parametreleri hiz sinirlayict basamaklarin dogasi (tasima veya tepkime) ve
verilen bir matris i¢inde biyosensoriin optimizasyonunun belirlenebilmesi icin de
onemlidir. Dolayisiyla, 6nemli performans kriterlerinin ve bunlarin bir elektrokimyasal
biyosensoriin doniistiiriiciisii ve reseptoriiyle iliskilerinin tartisilmasi yararli olacaktir.
Performans kriterleri sadece biyosensorlere 6zgii degildir; kimyasal sensorler hatta
analitik metotlarin ¢ogu icin ortaktir. Bu kriterler standart ITUPAC tanimlamalarinda
Onerilen duyarlik, dogruluk, laboratuarlar arast ve farkli kullanicilar arasindaki
tekrarlanabilirlik olarak siralanabilir (Thevenot vd 2001).

Biyosensorlerin - hizli  degisimi  ve g¢esitliligi, performans kriterlerinin
tanimlanmasin1  zorlasgtirmaktadir. Her bir sensdr sadece Ozel bir uygulama igin
karakterize ediliyor olmasina ragmen, performans kriterlerinin incelenmesi i¢in standart
[UPAC protokollerin kullanilmas1 uygun goriinmektedir. Bu protokoller genel kullanim
icin Onerilmekte ve birgok farkli parametreyi icermektedir. Bu parametreler asagidaki
basliklarda ac¢iklanmistir (Thevenot vd 2001).

1.1.4.1. Kalibrasyon karakteristikleri: duyarhk, calisma ve dogrusal derisim
araligi, gozlenebilme ve nicel tayin sinirlari

Genel olarak sensor kalibrasyonu, analitin standart ¢ozeltilerinin ilavesi ve
durgun hal cevaplarinin (Rss), analit derigsimine (c¢) karst veya onun logaritmasina karsi
(logc/c®) grafige gecirilmesiyle elde edilir. Rss, bir taniga (blank) kars1 alinmis cevap
(Ru) ile diizeltilmis sinyaldir. ¢®, 1 M olan referans derisimini simgeler (Thevenot vd
2001).

Duyarlik ve durgun hal kalibrasyon egrilerinin dogrusal derisim araligi, (Rss-Roi)
/ ¢ veya (Rss-Rb1) / logc/c® oranlarinin, logc/c® ye karst grafige gegirilmesiyle
belirlenebilir. Bu yontem, (Rss-Rbi)’nin ¢ veya loge/c® ye karsi cizilerek olusturulan
alisilagelmis kalibrasyon egrilerine goére daha kullanilighidir. Elektrokimyasal
biyosensorler daima genis bir dogrusal derisim aralifina sahiptirler. Bunun sebebi,
biyokimyasal ya da biyolojik reseptoriin biyokatalitik veya biyokomplekslesme
ozellikleri ile dogrudan iliskilidir. Enzim temelli biyosensorlerde bu aralik, substrat i¢in
bir dis tabaka difiizyon bariyeri kullanimiyla ciddi anlamda genisletilebilmektedir.
Ancak bu genislemenin sensér duyarhifinda azalmaya neden olabilecegi agiktir.
Tepkime tabakasindaki bolgesel substrat (S) derisimi, yigin ¢ozeltisindekinden 2 kat
daha diistik olabilir (Thevenot vd 2001).

Enzim temelli biyosensorler, Michaelis-Menten kinetikleri  acisindan
iliskilendirildiginde, Km ve (Rss-Rbl)maks degerleri ile karakterize edilirler. Km,
bilindigi gibi maksimum hizin yarisindaki substrat derisimini ifade etmektedir, (Rss-



Roi)maks degeri ise sonsuz substrat derisimini gostermektedir. Goriinlir Km degeri,
¢ozilinebilir enzimin Km degerinden daha biiyiik oldugu zaman, ya numune ve tepkime
tabakasi arasinda énemli bir substrat diflizyon bariyeri vardir ya da kosubstratin (S’)
enzimle olan tepkime hizi artmistir. Enzim ¢o6zeltisinin kinetigi i¢in goriiniir Km,
genellikle Lineweaver-Burk diyagramlar1 (1/(Rss-Rur) ye karst 1/c grafikler) kullanilarak
belirlenmektedir. Herhangi bir elektrokimyasal sensor icin, kullanilan standartlarin
sayis1 ve bilesimi ve numune matrisinin nasil oldugu mutlaka dikkate alinmalidir. Her
bir biyosensor tiirii ve uygulamasi i¢in 0zgiin isleyisler gerekli olabilir (Thevenot vd
2001).

Duyarlik, (Rss-Roi)’ye karst ¢ veya loge/c® gibi bir kalibrasyon grafiginin
egimidir. Duyarlik ve tayin sinirlar1 terimlerinin birbirine kesinlikle karistirilmamasi
gerekmektedir. Gozlemlenebilme (LOD) ve tayin st (LOQ) i¢in kor ve sinyal
dalgalanmalarn (giiriilti) dikkate alinmalidir. LOD ve LOQ tanimlamalari, biyosensore
0zgl degildir ve ITUPAC tavsiyeleri kullanilmalidir. Calisma derisim araligi, dogrusal
derisim araliginin genisi olarak diisiiniilebilir ve LOQ’ niin diisiik ve yiiksek degerleri ile
tayin edilir (Thevenot vd 2001).

1.1.4.2. Secicilik ve giivenilirlik

Biyosensoriin segiciligi, diger amperometrik ve potansiyometrik sensorlerde
oldugu gibi belirlenir ve tanimlanir (Naught ve Wilkinson 1997). Segicilik, biyolojik
algilayicinin ve doniistiiriicliniin se¢imine baglidir. Enzimlerin ¢ogu 6zgiindiir. Ancak
buna ragmen, alkol, seker grubu veya aminoasit oksidazlar, peroksidazlar, laktaz,
tirozinaz, seruloplazmin, alkol veya glukoz NAD-dehidrojenazlar segici olmayan enzim
grubu da, biyosensérlerin gelistirilmesi igin kullanilmaktadir. Ornegin, ¢evre ve gida
numunelerinde fenol tayini i¢in bu tiir biyosensorler siklikla kullanilmistir. Bakteri,
maya veya doku kiiltiirleri de dogal olarak 6zgiin biyoreseptorler degildirler. Oksijen ve
pH elektrotlar1 ve ISFET ler yeterli diizeyde secicilik saglarken, metal elektrotlar pek
cok girisim yapan maddeye karsi siklikla duyarlik gostermektedirler (Thevenot vd
2001).

Biyosensoriin segicilik tayinine yonelik mevcut ¢esitli metotlar i¢inde, en ¢ok
biyosensor Olgiimlerini esas alan iki tanesi Onerilmektedir. Bunlardan birincisi,
biyosensoriin ilave edilen girisimei maddeye karsi olan cevabinin lgimiinii igerir. Ayni
calisma kosullarinda hem her bir girisimci maddeye iliskin, hem de analite iliskin
kalibrasyon grafikleri olusturulur ve karsilagtirilir. Buradaki segicilik, ayni derigimde
analit i¢in elde edilen sinyalin, girisimci icin elde edilen sinyale orami olarak tarif
edilebilir. ikinci isleyiste ise 6lgiim hiicresine analit ilave edilir ve tahmin edilen
sinyalin yarisina ulasildigi zaman girisim yapan maddeler ilave edilir. Segicilik,
biyosensor cevabmin % degisimi olarak ifade edilir. Ikinci ydntem, birinci yontemde
yapilan kalibrasyon egrisi karsilastirmasina gére daha kolay olmasina ragmen, ikinci
metot her uygulama i¢in karakteristiktir ve daha sinirli bir 6nem arz etmektedir. Bu tiir
bir se¢icilik, analitin derisimine araligina baglidir (Thevenot vd 2001).

Verilen numuneler i¢in biyosensorlerin giivenilirligi, onlarin hem secicilik hem
de tekrarlanabilirligine baghdir. Giivenilirlik, gercek calisma kosullarinda muhtemel
girisimei maddeler varliginda belirlenmelidir. Bir biyosensoriin, bir analizci agisindan



giivenilir olabilmesi icin, biyosensdr cevabi dogrudan analit derisimiyle iliskili
olmalidir ve numune matrisinden gelebilecek girisimci maddelerin  derisim
degisimlerinden etkilenmemelidir. Bu yiizden, her bir biyosensér ve numune matrisi
icin Oncelikle girisim yapabilecek maddelerin ¢ok iyi incelenmesi ve bu girisimin
sonuglarinin nasil olacaginin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica giivenilirlik tayini, her
bir uygulamadaki dogrulugun degerlendirilmesi i¢in de gereklidir (Thevenot vd 2001).

1.1.4.3. Durgun hal ve gecis cevap zamanlari, numune miktari

Durgun hal cevap zamani, 6l¢lim hiicresine her analit ilavesi i¢in kolayca
belirlenebilir. Durgun hal cevabinin % 90 diizeyine ulasmasi igin belirli bir siire
gecmesi gerekir (Buck vd 1986). Gegis cevap zamani, analit ilavesini takiben c¢ikis
sinyalinin zamana gore birinci tiirevinin maksimum degerine, (dl/dt)maks, ulagsmasi igin
gerekli olan siire olarak nitelendirilir. Her iki cevap zamani da, analit, kosubstrat ve
driinlerin farkli tabakalar veya membranlar boyunca taginma hizlarina baghdir. Bu
ylizden, bu tabakalarin kalinliklar1 ve gecirgenlikleri gerekli parametrelerdir. Bununla
birlikte, her iki cevap zamani da molekiiler tanima sisteminin aktivitesine baghdir.
Molekiiler tanima sisteminin aktivitesinin yiliksek olmasi bu cevap siirelerini kisaltir.
Sensorlerin in vivo veya endistriyel reaktorlere yerlestirilmesi durumunda bu
sensorlerin operasyonel cevap zamanlari, analit ve kosubstratin sensér bdlgesine
tasinma hizlarina da bagh olacaktir (Thevenot vd 2001).

1.1.4.4. Tekrarlanabilirlik, kararhlik ve biyosensor 6mrii

Tekrarlanabilirligin tanimi, elektrokimyasal biyosensorler igin diger analitik
cihazlarinkiyle aynmidir. Tekrarlanabilirlik, belirli bir zaman periyodu icerisinde elde
edilen sonuglardaki farkliliklarin ya da dagilimlarin bir ifadesidir. Genellikle, kullanilan
bir dogrusal araliktaki analit derisimleri i¢in belirlenir (Thevenot vd 2001).

Bir biyosensor cevabinin uygulama kararliligi, biyiik o6lclide sensoriin
geometrisine, hazirlanma ydntemine, reseptér ve doniistiiriiciiye baghdir. Ustelik
substratin i¢ veya dis diflizyonu veya biyolojik tanima tepkimesi gibi cevap hizim
sinirlayic1 faktorler de uygulama kararliligini oldukga etkilemektedir. Son olarak
uygulama kosullar1 da kararliligt degistirebilmektedir. Uygulama kararliliginin
belirlenebilmesi i¢in, analit derigimi, biyosensoriin analit ¢ozeltisiyle siirekli veya
araliklarla temasi, sicaklik, pH, tampon bilesimi, organik ¢dzgenlerin varligi ve numune
matrisinin bilesimi gibi parametrelerin diigiiniilmesi gerekmektedir (Thevenot vd 2001).

Baz1 biyosensorlerin laboratuar kosullarinda bir yi1ldan fazla kullanim siirelerinin
oldugu rapor edilmis olmasina ragmen, endiistriyel islemlerde veya implante
biyosensdrlerin pratik kullanim Omiirleri giinler veya haftalarla ifade edilmektedir
(Pickup ve Thevenot 1993). Depo kararhiliginin degerlendirilmesi i¢in Onemli
parametreler ise depolama ortaminin kuru veya nemli olusu, atmosferin bilesimi (hava
veya azot), pH’1, tampon bilesimi ve katki maddelerinin varligidir. Biyosensoérlerin depo
ve operasyonel dmriiniin nasil saptandig: (rafta saklanilarak m1 yoksa kullanilarak mi),
depo ve calisma kosullarinin nasil oldugu ve substrat derisiminin Km’ye gore belirlenip
belirlenmedigi ¢cok onemlidir. Biyosensoriin hiz belirleme basamagi veya faktoriiniin



bilinmesinin, kararlilik 6zelliklerinin anlasilabilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Thevenot
vd 2001).

Son olarak kullanim Omriiniin, baslangic duyarligi, kalibrasyon grafiginin
dogrusal tayin araligmin st siniri, dogruluk veya tekrarlanabilirlik gibi belirli
referanslara gore belirlenmesi gerekmektedir. 2001 yilinda Thevenot vd biyosensor
Omriiniin (tL) taniminin, gegerli duyarlik diizeyi i¢in gerekli olan depo veya uygulama
stiresi oldugunu ve bir dogrusal derisim aralig1 i¢inde sonuglarin % 10 (tri0) veya % 50
(tuso) azalist seklinde gosterilebilecegini dnermislerdir. Depo dmriiniin belirlenebilmesi
icin, ayni lretim sartlarinda hazirlanmis biyosensorlerin belirli sartlar altinda farkl
siirelerde depolanmasi sonucu, farkli biyosensorlerdeki duyarhigin karsilastirilmasi
gerekmektedir (Thevenot vd 2001).

1.2. Enzim Temelli Biyosensorlerde Tutuklama Yontemleri

Enzim tutuklanmasi, iyi uygulanabilirlik ve saklama kararlilig1, yiiksek duyarlik
ve segicilik, kisa cevap zamani ve yiiksek tekrarlanabilirlik gibi uygun performansa
sahip etkili biyosensor gelistirmek icin O6nemli bir faktordiir. Tutuklanmis
biyomolekiiller, tutuklamadan sonra yapilarini, fonksiyonlarmi ve biyolojik
aktivitelerini siirdiirmeli, yiizeye kuvvetli baglanmali ve biyosensoriin kullanimi
siiresince yiizeyden ayrilmamalidir. Ustelik ideal bir biyosensdér uzun-donem
uygulamalar igin kararli olmak zorundadir. Olgiimlerin dogrulugu, sensoérden sensére
tekrarlanabilirlik ve uygulama yari-Omrii gibi faktérler enzimin stabilitesinden
etkilenmektedir. Bir biyosensoriin analitik performansi tutuklama isleminden giiclii bir
sekilde etkilenmekte ve bu sebeple enzimin basarili tutuklanmasi olduk¢a Snemli
olmaktadir (Sassolas vd 2012).

Adsorpsiyon, kovalent baglanma, hapsetme, capraz baglanma ve afinite gibi
cesitli tutuklama stratejileri gelistirilmistir (Sekil 1.4). Her bir tutuklama yonteminin
bazi avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Hatta bazi durumlarda enzimin tutuklanmasi
icin birkag¢ tutuklama yonteminin bir kombinasyonu yapilmaktadir. Bes temel tutuklama
yonteminin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.4. Enzim tutuklama metotlarinin sematik gdsterimi (E: Enzim, P: iiriin)



En uygun ve mantikli teknigin se¢imi, enzimin dogasina, doniistliriicliniin tiirtine
ve ilgili tayin yontemine baglidir. Tutuklama isleminin tekrarlanabilirligi, ucuz olmasi
ve zorlugu da diisiniilmelidir. Eger enzim tutuklandiginda, enzimin denaturasyonuna
veya konformasyonel degisimine neden oluyor ve 6zellikle de aktif merkezi modifiye
oluyorsa, yapilan tutuklama biyosensoriin duyarligini azaltir. Daha iyi bir duyarligini,
doniistiirlicii  ylizeyine enzimin yonelimli tutuklanmasi veya kovalent baglanma
sartlarinda destek yiizeyi ve enzim arasinda enzimin dogasina uygun bir molekiil
ayiricinin secilmesiyle elde edilir. Diizgiin olarak yonlendirilmis enzim dogrudan
molekiil ayiricilarin aktif merkezinden, ¢ozelti fazina maruz kalir. Polietilen glikol gibi
daha uzun ve esnek molekiil ayiricilar sterik engeli Onleyebilirler ve sabitlenmis
enzimin hareketini sinirlayabilirler. Pek ¢ok tutuklama teknigi, subsratin ulasabilmesi
ile aktif merkezinin engellenmesi veya enzimin denaturasyonu nedeniyle kismen veya
tamamen aktivite kaybii iceren enzim molekiiliiniin rastgele dagilimini veya zayif
yonelimini igerir (Sassolas vd 2012).

Cizelge 1.1. Bes temel tutuklama ydnteminin avantaj ve dezavantajlari (Sassolas vd

2012)

Tutuklama  Baglanmanin dogast  Avantajlar Dezavantajlari
yontemi
Adsorpsiyon Zayif baglanma Basit ve kolay Desorpsiyon
Enzimin aktivite kaybi1 Ozgiin olmayan
smirl baglanma
Kovalent Enzim ve destegin Difiizyon bariyeri yok Matris rejenere
baglama fonksiyonel gruplar1 ~ Kararl edilemez
arasindaki kimyasal Kisa cevap zamani Toksik trtinlerle
bag Yiiksek enzim aktivite birlesebilir
kayb1
Hapsetme Bir polimer veya bir ~ Enzim ve monomer Difiizyon bariyeri
jel icinde enzimin arasinda aktivite kaybina Enzimin s1zmasi
karigmasi neden olan kimyasal Monomer ve enzimim
tepkime yok yuksek derigsimleri
Birkag farkli enzim ayn1  elektropolimerizasyon
polimer i¢inde i¢in gereklidir
tutuklanabilir
Capraz Enzim/¢apraz Basit Yiiksek enzim
baglama baglayici/inert aktivite kaybi
molekiil arasindaki
bag
Afinite Bir protein Kontrollii ve yonelimli Enzim iizerinde

sekansindaki afinite
ucu ve destegin
fonksiyonel grubu
arasindaki afinite bagi

tutuklama

0zgiin gruplarin
(Histidin gibi)
bulunmasi gerekir
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1.2.1. Adsorpsiyon

Enzimin kati1 destek lizerine adsorpsiyonu, fiziksel tutuklama ydnteminin en
kolayidir (Choi 2004). Enzim bir ¢ozeltide ¢oziiliir ve sabit bir zaman periyodunda
enzim c¢ozeltisi kati destek ylizeyi ile temas ettirilir. Sonra adsorplanmamis enzim
tampon ile yikanarak cikarilir. Adsorpsiyon mekanizmast Van der Waals kuvvetleri,
elektrostatik ve/veya hidrofobik etkilesimler gibi zayif baglari temel alir. Bu teknik
destek yiizeyinin herhangi bir fonksiyonlastirilmasini i¢cermez ve genellikle enzimin
aktivitesine bozucu etki yapmaz. Ancak buna ragmen bu teknigin, enzimin destek
lizerine gevsek baglanmasi ve sicaklik, iyonik siddet ve pH’daki degisiklik sonucu
enzimin ylizeyinden desorbe olmasi gibi bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu yiizden
enzimin adsorplanmasini temel alan biyosensdrlerin, zayif uygulama ve saklama
kararliligi, diger protein ve maddelerin 6zgiin olmayan adsorpsiyonu gibi problemleri
vardir (Sassolas vd 2012).

Adsorpsiyon ile enzimin doOniistiiriicii yiizeye baglanmasi birka¢ yolla
gergeklesir:
Fiziksel adsorpsiyon
Elektrostatik etkilesim
Tabaka tabaka kaplama
Elektrokimyasal katkilama
Iyon degistirici boncuklar iizerinde 6n tutuklama
Lipidik mikro ¢evrede tutunma (Langmuir-Blodgett teknolojisi)

A S

Fiziksel adsorpsiyon, bir enzimin bir ylizeye zayif baglarla tutunarak basitce
kaplanmasiyla olusur. Bu tutuklama stratejisi  enzimatik  biyosensdrlerin
gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin Bonnet vd 2003 yilinda yiizey
baskili elektrotlar tizerine asetilkolinesteraz enzimini basit adsorpsiyon ile tutuklayarak
bir amperometrik biyosensor hazirlamiglardir. Bu sistemin uygulama kararliligini
artirmak amaciyla, elektrotlar, adsorplanmamis enzimleri yiizeyden temizlemek i¢in, bir
seri uygun tamponla yikanmiglardir. Bu sekilde elektrotlar sekiz araliksiz deney igin
kararlilik gostermis ve vakum altinda saklandiginda 50 giin boyunca ayni aktiviteyi
gostermistir (Sassolas vd 2012).

Enzimler yiikli yiizeylere elektrostatik etkilesimle de tutuklanabilirler. Eger
enzimin izoelektrik noktas1 ¢ozeltinin pH degerinden diisiikse, enzim negatif olarak
yiiklenir ve boylece pozitif olarak yiliklenmis destege baglanabilir. Elektrostatik
adsorpsiyonu temel alan elektrokimyasal katkilama yontemi, tabaka tabaka kaplama ve
iyon degistirici tanecikler lizerinde 6n tutuklama teknikleri enzimatik biyosensdrlerin
gelistirilmesinde kullanilan adsorpsiyon metotlarindandir (Sassolas vd 2012).

Enzimlerin tabaka tabaka kaplama teknigi ile elektrostatik tutuklanmasi ilk
olarak 1991 yilinda Decher ve Hong tarafindan tanimlanmistir. Bu metot kars1 yiikli
enzim ve polielektrolit tabakalarinin ardisik olarak degismesini temel alir (Zhao vd
2006). Poliallilamin, poli-L-lisin, polietilenimin, polidimetildiallilamonyumkloriir,
poliallilaminhidrokloriir ve kitosan veya tiirevlerini iceren polikatyonlar, biiyiik bir
cogunlukla tabak tabaka film olusumunda kullanilir. En yaygin olarak kullanilan
polianyonlar  polistirensiilfonat, polivinilsiilfonat, polianilinpropensulfonik asit,
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poliakrilik asit ve polimetakrilik asittir (Zhao vd 2006). Baslangi¢ olarak, bir elektrot
yukli bir tabakayla modifiye edilmek zorundadir. Negatif (veya pozitif) olarak
yiiklenmis ylizey, ilk pozitif (veya negatif) olarak yiliklenmis tabakay1 olusturmak igin
bir polikatyon (veya polianyon) ¢ozeltisine daldirilir. Negatif olarak yiliklenmis enzim
elektrostatik kuvvetler vasitasiyla polikatyonik elektrot iizerine tutuklanabilir. Bu
kaplama islemi istenilen sayida tabaka elde etmek i¢in tekrar edilerek gerceklestirilir.
Tabaka tabaka yaklagimi kapsamli ve tutuklanmis filmlerin O6zelliklerinin mantikli
dizaynin1 yapmak i¢in bir strateji saglar (Campas ve O'Sullivan 2003).

Enzimler elektrokimyasal katkilama ile de tutuklanabilirler. Kontrollii pH,
negatif veya pozitif olarak yiiklii enzimler, sirasiyla yilikseltgenme veya indirgenme
islemi siiresince iletken polimer film i¢ine katkilanabilirler. Yiikseltgenme siiresince
polimer pozitif olarak yiiklenir. Verilen pH degerinde, negatif olarak yiikli enzim
molekiilleri bir enzim elektrot olusturmak i¢in yiikseltgenme islemi siiresince iletken
polimer icine katkilanabilir (Zhang vd 2007).

Enzimler, dimetilaminoetil (DEAE) anyon degistirici boncuklar iizerine
elektrostatik olarak tutuklanabilir. Cogu oksidazlar once pozitif olarak yiliklenmis
DEAE boncuklari iizerinde 6n adsorbe edilir sonra bir biyolojik (polisakkarit gibi) veya
kimyasal polimer (fotopolimer veya silikajel) icinde hapsedilir. Boncuklar iizerine on
tutuklama enzimin gdézenekli tutuklama matrisinden sizmasini engeller (Sassolas vd
2012).

Langmuir-Blodgett (LB) teknolojisi, bir kat1 destek ilizerinde bir hava/su ara
yiizeyinde olusan bir monomolekiiler filmden, molekiiler organizasyonu ve katmanin
tam kontrolii ile aktarimi, katmanh lipid istiflenmesinin olugumuna izin verir (Girard-
Egrot vd 2005). Bir hava/su ara yiizeyinde amfifilik biyomolekiillerin self-assembly
ozelliklerini temel alan bu teknik, enzim tutuklanmasi i¢in uygun ultra ince tabakalarin
hazirlanmas1 olanagini saglar. Enzimler onceden olusturulan LB filmleri {izerine
kolayca adsorbe olabilir. Her nasilsa, protein molekiillerinin lipidik yilizeyle zayif
etkilesimi nedeniyle serbest kalmasi biiylik bir dezavantajdir (Sassolas vd 2012).

1.2.2. Hapsetme

Enzimler bir elektropolimerize film, polidimetilsiloksan (PDMS)’dan olusan
amfifilik bir ag, bir fotopolimer, silika jel, polisakkarit veya karbon hamuru gibi ii¢
boyutlu matrisler iginde tutuklanabilir. Bu tutuklamay1 gergeklestirmek kolaydir.
Enzim, medyator ve katki maddeleri aymi algilayici tabakada es zamanli olarak
biriktirilebilir. Enzimin aktivitesi tutuklama iglemi siiresince korunabilsin diye, enzime
herhangi bir modifikasyon yapilmaz. Fiziksel olarak hapsedilmis enzimleri temel alan
biyosensorler, uygulama ve saklama stabilitesinin artis1 ile karakterize edilirler. Her
nasilsa bu yontemin, biyobilesenin sizmasi ve olasi1 difiizyon bariyeri gibi sistemin
performansini kisitlayabilen sinirlamalar1 vardir (Sassolas vd 2012).

Hapsetme ile enzimin doniistiiriicii ylizeye baglanmasi birkag yolla olur:
e Elektropolimerizasyon
e Amfifilik bir ag i¢inde hapsetme
e Fotopolimerizasyon
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Sol-gel islemi

Polisakkarit bir jel i¢ginde hapsetme
Bir karbon hamur i¢inde hapsetme
Kille modifiye edilmis elektrotlar

Elektrokimyasal polimerizasyon (elektropolimerizasyon), elektrot ylizeyine
enzimin kontrollii tutuklama i¢in basit ve ilgi ¢ekici bir metottur. Tek basamakli metot,
hem enzim hem de monomer molekiiliinii i¢eren bir sulu ¢ozeltiden doniistiiriiciiye
islatmak (soaked) icin uygun bir potansiyel veya akim uygulanmasiyla olusur.
Monomerin yiikseltgenmesiyle bir radikal katyonu olusur ve bu radikal ya ikinci bir
radikal katyonu ile ya da notral bir polimer ile bir dimer olusturmak iizere tepkimeye
girer. Sonra olusan dimer oksitlenir ve son olarak elektrot ylizeyinde bir polimer olusur.
Enzim molekiilii elektrot ylizeyi ¢evresinde o anda bulundugu i¢in biiyliyen polimer
agina fiziksel olarak dahil olur. Elektropolimerize filmlerin ¢ogu, polianilin, polipirrol
veya politiyofen gibi iletken polimerlerle biyomolekiiliin tutuklanmasi i¢in kullanilir.
Polimer filmin kalinlig1 ve iletkenligi kolayca kontrol edilebilir ve iletken olmayan
polimerlerin aksine filmin inceligi kisitlanmaz (Sassolas vd 2012).

Amfifilik bir ag icinde hapsetmenin ilkesi, kullanilan amfifilik polimerlerin
sisme Ozelligini temel almasidir. Enzim, amfifilik polimer icine hapsedilerek elektrot
ylizeyine tutuklanabilir (Sassolas vd 2012).

Sol-gel iglemi, hidrolitik olarak etiketlenmis Onciilerin (6rnegin silisik esterler,
polisiklik asit, alkoksit ve aliminyum halojeniir) sulu islem ile metal veya yari-metal
kat1 olusturma yetenegini temel alir (Gill ve Ballesteros 2000). Sol-gel islemi, gézenekli
bir jel olusumuna yol acan hidroksilatlanmis birimlerin kondenzasyonunu takip eden,
asidik (veya alkali) sartlar altindaki alkoksit onciilerin hidrolizini icerir. Ilk olarak,
diisiik molekiil agirliklt metal alkoksit dncii molekiilii (tetrametoksi silan gibi) asidik
(veya bazik) pH’da su varliginda, Si—OH gruplarinin olugsmasi sonucu hidrolize olur.
Ikinci basamakta, alkali (veya asidik) pH’da siloksan polimerlerinin (Si—O-Si) olusmasi
sonucu silanol uglar1 arasinda kondenzasyon tepkimesi olusur. Bu olusan matris i¢inde
enzim basarili olarak hapsedilebilir (Sassolas vd 2012). Sol-gel islemi enzimle
tutuklanmig biyosensorleri gelistirmek i¢in klasik olarak kullanilmaktadir (Gill ve
Ballesteros 2000).

Enzimler bir polisakkarit bazli jel (alginat, kitosan veya agaroz) i¢inde de
hapsedilebilir. Poliakrilamid gibi sentetik polimerlerin aksine, bu matrisler biyo
uyumludur, toksik degildir, enzim i¢in dogal mikro ¢evre saglar ve enzim ve elektrot
arasindaki elektron dongiisii i¢in yeterli gecis imkan1 verir (Sassolas vd 2012).

Karbon (grafit) tozu ve bir baglayicinin (pasta sivisi) karigimi olan karbon
hamuru, cesitli elektrotlar, sensorler ve dedektdrler hazirlamak ic¢in kullanilan popiiler
bir elektrot materyalidir (Svancara vd 2009). Karbon hamuru biyolojik bilesenlerin
karisimi i¢in uygun bir matristir ve enzim, medyator ve hizli elektron aktarimina izin
veren algilayici karigsimi arasinda yakin temasa izin verir. Cok amagli, kararli ve ylizeyi
kolayca iyi bir tekrarlanabilirlikle yenilenebilir. Enzimlerle modifiye edilen karbon
hamur elektrotlar, enzim ¢oOzeltisinin ve grafit tozunun karistirilmasiyla hazirlanirlar.
Sonra enzimatik toz mineral yag (6rnegin parafin) ile karistirtlir. Son hamur, plastik
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silindir kartus i¢ine doldurularak enzim karbon hamuru i¢ine hapsedilmis ve biyosensor
hazirlanmis olur (Sassolas vd 2012).

Silika veya kil gibi ev sahibi inorganik matrislerin kullanimi, biyosensorlerde
enzimlerin tutuklanmasi ic¢in yaygmn olarak kullanilan organik polimerlere bir
alternatiftir. Katyonik ve anyonik killer, redoks medyatoriiniin araya girmesi ve enzimle
etkilesimi i¢in tercih edilen agik yapili, iki boyutlu, katmanli inorganik katilardir. Bu
materyaller, biyohibrit olusumu nedeniyle biyosensorlerde enzimlerin tutuklanmasi igin
uygun ev sahibi matrislerdir (Mousty 2004, Mousty 2010).

1.2.3. Capraz baglama

Glutaraldehit gibi ¢apraz baglayicilarla veya glikoksal veya hekzametilendiamin
gibi diger bifonksiyonel ajanlarla enzimlerin tutuklanmasi, biyosensorleri gelistirmek
icin diger iyi bilinen yaklagimlardir. Enzim ya bir digeri ile ya da sigir serum albumin
gibi fonksiyonel olarak inert bir protein varlifinda ¢apraz baglanir. Bu metot, basitligi
ve biyomolekiiller arasinda gii¢lii kimyasal baglanmanin bagarilabilmesi nedeniyle ilgi
cekicidir. Bu yontemin baslica dezavantaji, aktif enzim konformasyonunun bozulmasi
ve capraz baglanma siiresince aktif merkezlerinin kimyasal degisimi nedeniyle aktivite
kaybinin olasiligidir (Sassolas vd 2012).

1.2.4. Kovalent baglama

Enzimlerin polimerik destege kovalent baglanmasi, enzimatik biyosensorleri
gelistirmek icin kullanilan popiiler bir kimyasal metottur. Bu amacla, biyokatalistler
icerdikleri ve katalitik aktiviteleri i¢in gerekli olmayan fonksiyonel gruplari lizerinden
ylizeye baglanir. Enzimlerin kati destege baglanmasi, genellikle kullanilan ¢ok
fonksiyonlu reaktiflerin (6rnegin glutaraldehit veya karbodiimid) yiizeye aktivasyonuyla
baglar, enzimin aktive edilmis ylizeye baglanmasini takip eder, fazla ve baglanmamis
olan biyomolekiillerin ¢ikarilmasiyla sonlanir. Tasiyict destek, bir anorganik materyal
(kontrollii gozenekli cam), bir dogal (seliiloz) veya sentetik polimer (naylon) olabilir, ya
da zaten Onceden aktive edilmis olan membranlar da kullanilabilir. Kovalent tutuklanma
dogrudan donistiirlicii  yiizeye veya donistliriicii lizerindeki ince membrana
sabitlenebilir (Sassolas vd 2012).

Kat1 yiizeyin aktive edilmesi i¢in pek ¢ok protokol tanimlanmistir:
e Karboksilik gruplarin aktivasyonu
e Amino gruplarinin aktivasyonu
e Kemisorpsiyon

Karbodiimidler, amino grubu iceren bir enzim ile karboksil gruplu bir destek
arasinda baglanmay1 saglarlar. N-Hidroksil siiksinimid (NHS), etkili tutuklanmasi
gelistirmek icin karbodiimid ile birlesebilir. Bu isleyis enzimatik biyosensorleri
gelistirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Karbodiimidler, karboksil grubu iceren
bir enzim ile amino gruplu bir destek arasinda da baglanmayi saglarlar (Sassolas vd
2012).
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Tiyol ve altin substratlar arasindaki giiclii afinite nedeniyle, tiyol grubu igeren
enzimler, altin yiizey lizerine dogrudan tutuklanabilirler. Bu kemisorpsiyon tekniginin
baslica avantaji, basitligi ve biyomolekiiliin kararli ve giiglii tutunmasidir. Enzim, altina
baglanmasi i¢in tiyol ucu icermeli ya da tiyol ucu icermesi i¢in modifiye edilmelidir
(Sassolas vd 2012).

1.2.5. Afinite

Enzimlerin yonelimini ve bolgeye 6zel tutuklanmay1 temel alan biyosensorleri
gelistirmek i¢in yapilan cabalar basarili olmustur. Lektin, avidin, metal, selat ve bir
protein sekansinin 6zgiin grubu (karboksilat kalintisi, biotin, histidin gibi kuyruk ucu)
ile aktive edilmis bir destek arasinda biyoafinite bagi yapmak icin gelistirilen bir
stratejidir. Bu metot enzimin deaktivasyonunu ve/veya aktif merkezinin bloke olmasini
onlemek i¢in biyomolekiiliin yonelimini kontrol etmeyi saglar (Sassolas vd 2012). Bir
enzim, sekansinda (bir seker ucu gibi) afitine taglar1 igerebilir. Ancak bazi durumlarda
afitine tag1 (6rnegin biyotin), alan hedefli mutajenez, protein birlestirme teknolojisi ve
post-transkripsiyonel modifikasyon gibi genetik miihendisligi metotlariyla enzimin
protein sekansina baglamak gerekebilir (Andreescu ve Marty 2006).

Birkag afinite yontemi tanimlanmustir:
¢ Biyotin-avidin (strept)
e Metal iyon-gelat
e Lektin-karbohidrat

Biyotin ve avidin (strept) arasindaki giiclii afinite etkilesimi, enzimleri
tutuklamak i¢in kullanilan bir stratejidir. Proteinlerin biyotinlesmesi, biyotinin proteine
tercihen modifiye lisin kalintilar1 gibi biyotin-ester reaktiflerinin kullanimiyla kovalent
baglanmasi yoluyla basarilabilir (Nilsson vd 1997). Enzimin C-terminaline kaynasmis
biyotin akseptdr peptit sekanslarinin kullanilmasiyla, enzimler genetik olarak da
biyotinlestirilebilir (Zhang ve Cass 2000).

Bir metal katyonu ve bir selat (nitrilo asetik asit, imido asetik asit veya
polihistidin tagi gibi) arasindaki giiglii afinite bagi da enzimatik biyosensorlerin
gelistirilmesinde kullanilabilir. Bu metot tutuklanmis metal afinite kromotografisinin
(IMAC) ilkesini temel almaktadir. Selat tarafindan bir kromotografik re¢inenin metal
iyona tutuklanmasi, taglanmamis proteinden histidinle (His) taglanmis proteinin
ayrilmasina izin verir. Bagli molekiil pH’ nin azaltilmasi ve tamponun iyonik siddetinin
artirilmasiyla veya EDTA veya imidazol kullanilarak re¢ineden ayrilabilir. Bu prensibe
dayanarak, yapilarinda His kalintis1 olan enzimler bir metal selat iceren destege kolayca
tutturulabilir. Her nasilsa, birkag His kalintis1 enzimin yiizeyinde vardir ve selatla
modifiye edilmis yiizeye baglanmak i¢in gegebilir. Bu problemi ¢ozmek i¢in genetik
miithendisligi metotlari, proteinin 6zgiin bir pozisyonuna His baglanarak taglanmis
enzimin iretilmesine izin verir.
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1.3. Alkoller

Alkoller (ROH), sp® melezlesmesi yapmis bir karbona bir hidroksil (-OH)
grubunun baglanmasiyla olusmus bilesiklerdir. Alkol kelimesi, g6z kapaklarini
karartmak amaciyla kozmetik olarak ince toz edilmis antimon anlamina gelen Arapga
sozciik Alkuhl’den tiiretilmistir. Bu tiiretilmis so6zciik onsekizinci asirda, alkuhl “ruh,
esans” anlaminda kullanildiginda ortaya ¢ikmistir. Sarap ruhu denilen etanole alcool

vini denirdi. Ondokuzuncu yiizyilin basinda vini atilmis ve alcool, alkole doniismiistiir
(Fessenden vd 2001).

Ginliik hayatta pek c¢ok alkolle karsilasilir. Etanol (etil alkol), hububat alkolii
veya alkollii igkilerde kullanilir. 2-propanol (izopropil alkol veya masaj alkolii),
antibakteriyel olarak ise yarar. Metanol (metil alkol ya da odun alkolii), otomobillerde
yakit donanimi antrifrizi olarak da islev goriir. Biitiin bu bilesikler laboratuarlarda ve
sanayide ¢oziicii ve ¢ikis maddesi olarak kullanilir (Fessenden vd 2001).

1.3.1. Etanol (Etil alkol)

Etanol, primer alkollerin bir iiyesi olup C:HsOH yapisinda, suda ¢oziinen
renksiz, yiiksiiz, kiiclik ve polar bir molekiildiir (Sekil 1.5).

M /O—H
Ne—c¢ ,J
/ “H
H N

Sekil 1.5. Etanoliin molekiil formiilii

Etanol, sekerlerin fermantasyonuyla elde edilir ve tiim alkollii igkilerin
alkolidiir. Meyve sularindaki sekerlerin fermentasyonuyla etanoliin sarap seklindeki
sentezi, belki de, organik sentez alanindaki ilk basarimizdir. Cok degisik kaynaklardaki
sekerler, alkollii i¢kilerin liretiminde kullanilir. Bu sekerler ¢ogunlukla hububattan elde
edildiklerinden etanole hububattan tiiredigi anlamda, ‘“hububat alkolii” de
denilmektedir.

Fermantasyon genellikle, suyla sekerlerin karisimma maya ilavesiyle yapilir.
Mayanin icerdigi enzimler, uzun bir tepkime dizisi sonunda basit sekeri (CeH1206),
etanol ve karbon dioksite doniistiiriir.

CeH120s —22¥2y > CH;CH:0H + 2 CO» (1.1)

Fermantasyon sonunda, etanol icerigi % 12-15’ten daha yiiksek olan icki
meydana gelmez; c¢ilinkii daha yiiksek derisimlerde maya enzimleri etkinliklerini
kaybederler. Daha yiiksek alkol igerikli ickileri tiretmek i¢in sulu ¢ozelti damitilmalidir.
Brandi, viski ve votka bu sekilde iiretilir. Bir alkollii i¢kinin “alkol derecesi” (“prof™)
alkol yiizdesinin hacimce iki katidir. Yiiz derecelik viskinin % 50’si etanoldiir. Degisik
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damitik likorlerin tat ve kokulari, alkol ve suyla birlikte damitilan diger organik
bilesiklerden kaynaklanir.

Etanol ve su c¢ozeltisinin damitilmasiyla % 95°den daha derisik etanol elde
edilemez. % 95 Etanol ve % 5 su karisimu, saf etanol (kn 78,3° C) ve saf sudan (kn 100°
C) daha diisiik sicaklikta kaynar (kn 78,15° C). Bu tiir bir karigim azeotrop drnegidir.
Saf etanol, % 95’lik etanol su karisimina benzenin ilavesi ve sonra bu ¢dzeltinin
damitilmasiyla elde edilebilir. Benzen, etanol ve suyla % 7,5 su igeren baska bir
azeotrop olusturur. Bu azeotrop 64,9’ C’de kaynar ve suyun uzaklasmasini saglar. Daha
sonra saf etanol damitilir. Saf etanole mutlak etanol denir.

Etanol 6nemli bir endiistriyel kimyasaldir. Diinyada en ¢ok iiretilen alkoldiir.
Etil alkoliin genellikle %80’lik sulu ¢dzeltisinden kolonya iiretilir. Ispirto % 65-70’lik

etil alkol ¢dzeltisidir. Ispirtonun iginde bir miktar metanol vardir.

Endiistriyel amacl etanoliin biiyiik ¢ogunlugu, etenin asit katalizli hidrasyonu ile
elde edilir.

CH>=CH2 + HO — CH3;CH20H (1.2)

Etanol bir hipnotiktir (uyku verici). Uyarict olduguna inanilmasina karsin,
beynin iist kisminin etkinligini azaltir. Etanol de zehirlidir; ancak metanole oranla
zehirliligi cok daha diistiktiir (Solomon ve Fryhle 2002).

1.3.2. Metanol (Metil alkol)

Metanol mono alkollerin ilk iiyesidir. CH4O kapali formiiliiyle gosterilen
metanoliin molekiil formiilii Sekil 1.6’da verilmistir.

H H
Hal /
Ne—o0o
/
H

Sekil 1.6. Metanoliin molekiil formiilii

Eski yillarda metanoliin ¢ogu, odunun kuru kuru damitilmasi (havasiz ortamda
odunun ytiksek sicakliklarda 1sitilmasi) ile elde edilirdi. Bu iiretim yonteminden dolayi,
metanole “odun alkolii” de denilmektedir. Giiniimiizde metanoliin biiylik bir kismi,
karbonmonoksitin hidrojenlenmesiyle elde edilir. Bu tepkime, yiiksek basing altinda ve
300-400 °C sicaklikta meydana gelir.

Zn0O/Cr203

CO + 2H» - » CH:OH (1.3)
400°C, 200-300 atm.
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Metanol teknikte boya, vernik ve cila i¢in ¢dzgen olarak da kullanilir. Ayrica
formaldehitin elde edilmesinde ve benzinle karistirmak i¢in kullanilir (Solomon ve
Fryhle 2002).

Damutik alkollii igkilerde bulunan metanol, fermantasyon boyunca pektolitik
enzimler vasitasiyla pektinden metoksil grubunun hidrolize olmasi sonucunda olusan
dogal bir riindiir (Apostolopoulou vd 2005). Alkol fermantasyonunda metanoliin
olusumu hem hammaddedeki pektin miktarina hem de pektolitik enzimlerin miktar ve
aktivitelerine baghdir (Kogak 1993, Fidan ve Anli 2002). Pektik maddeler, 6zellikle
meyvelerin kabuk ve ¢ekirdeklerinde yogunlagsmislardir. Bu sebeple kirmizi sarap, raki
ve diger yiiksek alkollii i¢kilerin yapiminda kuru {iziim, yas liziim ve meyveler cibreleri
ile birlikte fermantasyona tabi tutulduklarindan; kabuk, ¢ekirdek, sap gibi kisimlarda
bulunan ¢o6ziinebilir pektik maddeler siraya gegmekte ve daha fazla metanol
olusmaktadir (Kogak 1993). Bu nedenle damitiktaki metanol miktari, ekstraksiyon
stiresi ve uygulanan islemlerle yakindan iligkilidir (Soufleros vd 2004). Fermantasyon
iriinlerinde metanol miktarin1 etkileyen birincil faktér hammaddedir. Hammaddenin
pektin miktari, olgunluk ve saglamlik durumu ile isleme teknigi olusan metanol
miktarimi etkiler. Asir1 olgun, saglam olmayan veya hastalikli liziimlerin fermantasyon
iirlinii metanol ig¢erigi bakimindan zengin olur (Cabaroglu, 2004).

Metanol bilindigi gibi toksik ve insan sagligina zararli bir maddedir. Viicuda
alinmas1 ve solunmasi korliikk ya da 6liime neden olur. Viicuda alindiktan sonra, dnce
formaldehite yiikseltgenir, daha sonra formik aside doniiserek merkezi sinir sistemini
etkiler. Metanoliin yiikseltgenmesi sirasinda olusan laktik asit miktarinin kanda
artmastyla merkezi sinir sistemi etkilenir ve asir1 durumlarda 6lime kadar gider.
Oldiiriicii doz olarak 50-75 g verilmekte ise de 11,5 g’da bile 6liim saptanmustir.
(Cabaroglu, 2004).

Son zamanlarda raki, siklikla basinda, metanol zehirlenmeleri ile kotii bir sekilde
giindeme gelmistir. Bunun en biiyiik nedeni damitik alkollii ickiler {izerindeki yiiksek
vergilerdir. Bunun neden oldugu fiyat artisi kar heveslilerini, insan hayatini
diisiinmeksizin, kacak igki lireterek kisa yoldan para kazanmaya tesvik etmistir (Koca
2007).

“Tiirk Gida Kodeksi Distile Alkollii Ickiler Tebligi”ne gore rakida metanol
miktar1 hacmen % 100 alkoliin hektolitresinde 150 gramdan fazla olmamalidir. Avrupa
Birligi yiiksek alkollii i¢kiler standardina gore ise metanol miktari saraptan elde edilen
damitik alkolde 200 g/hl mA’y1, iizim cibresinden elde edilen damitik alkolde 1000 g/hl
mA’y1 gegmemelidir (Bulur 2010).

1.3.3. Alkol tayin yontemleri

Gida, alkol, kagit endiistrisi, tarim ve ¢evre analizleri, klinik ve adli alanlar gibi
bir¢ok alanda, yiiksek duyarlik, se¢icilik ve dogrulukta alkollerin tanimlanmas1 ve tayini
oldukca onemlidir. Etanol, metanol ve diger alifatik alkoller i¢in pek ¢ok analitiksel

metot gelistirilmistir:

. Redoks titrasyonlar1 gibi kimyasal metotlar
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Kolorimetrik metotlar

Ozgiin agirlik ve kirilma indisi 6l¢iimleri

Gaz ve yiiksek performansli sivi kromotografisi gibi kromatografik metotlar
Spektroskopik metotlar (Raman spektrometresi vb)

Kapiler elektroforezi

Bu metotlar kesin ve giivenilir olmasina ragmen, kompleks ve zaman alici
olmasi, destilasyon gibi ©On islemleri gerektirmesi, cihazlarin pahaliligt gibi
dezavantajlart vardir. Enzimatik metotlarla bu dezavantajlarin iistesinden gelinebilir
(Azevedo vd 2005).

1.4. Alkol Dehidrojenaz Enziminin Genel Ozellikleri

Alkol dehidrojenaz (ADH, EC 1.1.1.1), genis Ozgiillikte bir ¢inko
metalloenzimdir. Maya ve at karacigeri alkol dehidrojenazlari, ADH’nin en ¢ok
calisilan iki enzimidir. At karacigeri ADH molekiilii simetrik bir yapiya sahip bir
dimerdir ve molekiil agirligt 40000 Dalton olan iki es zincirden olusmustur. Her bir
zincir nikotin amid adenin diniikleotit (NAD") i¢in bir baglanma bolgesi, ¢inko iyonu
icin ise iki baglanma bolgesi icerir. Maya ADH, molekiil agirligi 145000 olan bir
tetramerdir. Her bir zincir NAD™ ve ¢inko iyonu i¢in birer tane baglanma bolgesi igerir
(Fersht 1984). ADH homotetramerinin ii¢c boyutlu yapist Sekil 1.7°de verilmistir
(Esposito vd 2002).

Sekil 1.7. Kristallografik simetri ile elde edilen alkol dehidrojenaz homotetramerinin ii¢
boyutlu yapisi

ADH monomerinde, hem substrat hem de koenzim NAD’nin ucunun
yerlesebilecegi iki ana etki alani, derin bir bosluk iceren bir cukur ile ayrilmistir.
Substrat veya inhibitoriin yoklugunda katalitik bolge, enzimin gerekli katalizini
saglayan ¢inko iyonunun varligtyla tanimlanabilir. Memelilerdeki ADH enzimleri,
genellikle dimeriktir, hem katalitik hem de yapisal ¢inko atomlart igerir (Esposito vd
2002).

19



ADH enzimleri biiytikliiklerine gore ii¢ sinifa ayrilirlar (Esposito vd 2002):

e Metal iyonu igermeyen kisa zincirli enzimler (zincir basina yaklasik 250 kalinti)
e Genellikle ¢inko igeren orta zincirli enzimler (zincir basina yaklasik 350 kalint1)
e Uzun zincirli enzimler (zincir basina yaklasik 385 kalinti, bazen 900 kalint1)

Bakteriler, mayalar ve bitkilerde genellikle orta zincirli ADH enzimleri
bulunmaktadir.

ADH, metanol hari¢ primer alifatik ve aromatik alkolleri tersinir olarak
aldehitlerine oksitleyen ve NAD" koenzimi ile birlikte islev yapan bir oksidoreduktaz
enzimidir (Azevedo vd 2005).

ADH
RCH20H + NAD* ~«——" RCHO + NADH + H* (1.4)
NADH ——— NAD' + H'+2¢ (1.5)

NAD", primer alkolleri aldehitlerine yiikseltgerken kendisi NADH’ye indirgenir.
ADH ise bu tepkimeyi katalizler.

ADH’yi1 temel alan alkol biyosensorleri ¢ok kararli ve 6zgiin olmasina ragmen
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD") koenziminin ilavesi gerekir ve kofaktor enzime
cok yakin olmalidir. Dehidrojenazlar, koenzim igerdikleri i¢in ve koenzimlerin yeniden
redoks tepkimesine girerek, aciga c¢ikan elektronu elektroda aktarimi i¢in medyatore
ihtiyaclar1 vardir (Azevedo vd 2005). Sekil 1.8’de yiizey baskili elektroda ADH
enziminin tutuklanmasiyla hazirlanmis alkol biyosensoriiniin yilizeyinde gergeklesen
etanol ylikseltgenmesi, enzimatik olarak ac¢iga ¢ikan NADH’nin medyator yardimiyla
takibinin mekanizmasi verilmistir (Jubete vd 2009).

H;OH NAD* Med,ea
ADH
CH3;CHO NADH Medox e
Sekil 1.8. Etanoliin yiikseltgenmesinde enzimatik olarak agiga c¢ikan NADH’nin
medyator yardimiyla takibi

1.5. Nikotinamid Adenin Diniikleotit Koenziminin Genel Ozellikleri
Nikotin amid adenin diniikleotitin indirgenmis formu (NADH), hiicrelerdeki

onemli metabolik redoks tepkimelerinde yer alan ve elektron tasiyici olarak davranan
bir koenzimdir. 500°den fazla dehidrojenaz enzimi NADH koenziminin yiikseltgenmis
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formunu (NAD®), organizmalarin metabolizmasina katilan bir kofaktor olarak
kullandig1 i¢in, enzim deneylerinde NADH’nin analizi olduk¢a Onemlidir.
NADH/NAD", dehidrojenaz bazli enzimlerle hazirlanan biyosensorlerde, analitle
tepkimelerine giren ve aerobik organizmalarda bulunabilen diisiik negatif potansiyele
sahip, diisiik molekiil kiitleli dogal redoks medyatoriidiir (Karyakin vd 2003, Kumar ve
Chen 2008). NADH’nin kimyasal yapist Sekil 1.9°da verilmigstir (Kumar ve Chen
2008).

Na Q’H
H 0 9 g
0 LN : H
A 2N w0
N I =
H O oo
\ 0
OI vvvvv +
Na N
(o )
‘ />
N A N 0
N N-H
HJ -.H H

Sekil 1.9. NADH’nin kimyasal yapisi

NAD'/NADH’nin genel olarak kabul edilen formal potansiyeli -0,56 V’dur (vs
SCE, pH 7,0, Clark 1960). Sekil 1.10°da NADH nin yiikseltgenme tepkimesi ve redoks
dontisiimleri  verilmistir (Katakis ve Dominguez 1997). NADH’nin dogrudan
yiikseltgenmesi, yalin elektrotlarda (6rnegin; Au, camsi karbon elektrot vs) oldukca
yiiksek asir1 potansiyel gerektirmektedir (>1V) (Kumar ve Chen 2008). Ornegin, pH
7,0°de NADH’ nin yiikseltgenmesi karbon elektrot i¢in yaklasik 1,1 V (Moiroux ve
Elving 1978), platin elektrot i¢in ise 1,3 V (Jaegfeldt 1980) yiiksek potansiyel
gerektirmektedir. Katekolamin, askorbik asit ve irik asit gibi ¢ogu elektroaktif
biyomolekiil de, NADH nin yiikseltgenmesine yakin potansiyelde yiikseltgenmektedir.
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Sekil 1.10. NADH nin yiikseltgenme tepkimesi ve redoks dontigiimleri

NADH, bir hidrit iyonu gibi iki elektron ve bir proton kaynagi olarak davranir.
Cogu durumda NADH’nin iki elektronlu yiikseltgenmesi, bir substrata bir elektronun
aktarim ile baslar ve boylece NADHe" radikal katyonu olusur. NADHe" radikal
katyonlari, NADH ve NAD" arasindaki redoks doniisiimiinde 6nemli bir reaktif ara
iriindiir (Fukuzimi 2003). Elektrot yiizeyinde NADH nin elektroytikseltgenmesi igin
asagidaki tepkime mekanizmasi 6nerilmistir (Katakis ve Dominguez 1997):

_e—
NADH <«—> NADH-' (1.6)
NADH+" +B ——* NAD-+BH" (1.7)
NADs <— NAD' + ¢ (1.8)

Burada B bir bazdir. Ayrica asagida verilen disproporsiyonlanma tepkimesinin olusumu
da olasidir (Katakis ve Dominguez 1997):

NAD- + NADHs* —» NAD"+ NADH (1.9)

NADHe" radikal katyonlarinin olusumu, koenzimin turnover sayisinin
azalmasina neden olur. Bunun yaninda yalin elektrotlarda NADH’nin dogrudan
yukseltgenmesi, NAD"’nin enzimatik olarak inaktif tersinmez formlarinin olusmasina
ve bu tirlinlerin adsorpsiyonu nedeniyle elektrot yiizeyinin kontaminasyonuna (fouling)
ve gercek orneklerde girisim yapan background akima neden olmaktadir. Bu da diisiik
duyarliga, secicilige ve kararsiz analitiksel sinyale neden olmaktadir (Kumar ve Chen
2008, Gorton ve Dominguez 2002). Bu sebeple NADH nin amperometrik olarak tayini
icin genellikle diisiik potansiyel saglayan uygun bir medyator, iletken veya redoks
polimeri veya nanopartikiiller kullanilmaktadir.
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1.6. Alkol Oksidaz Enziminin Genel Ozellikleri

Alkol oksidaz (AOx, E.C. 1.1.3.13), yari-kiibik bir dizilimde diizenlenmis, sekiz
0zdes alt birimden olusmus oligomerik bir enzimdir (Sekil 1.11). Her bir alt birimde
giiclii olarak ancak kovalent olmayan bir bag ile baglanmis flavin adenin diniikleotit
(FAD) molekiilii bulunmaktadir (Vonck ve van Bruggen, 1990). AOx enzimi,
Hansenula, Pichia ve Candida tiriindeki metilotropik mayalar tarafindan, sitozolde
sentezlenir ve sonra aktif hale gelmesi i¢in (metanolii metabolize edebilmek icin)
peroksizomlara yerlesir. AOx, metilotropik mayalarin metanol yiikseltgenmesi
yolagindaki ilk enzimidir. Fizyolojik roliiniin metanol yiikseltgenmesi olmasina ragmen,
etanol, propanol ve biitanol gibi diger kisa zincirli alkolleri de oksitleyebilir (Azevedo
vd 2005, Boteva vd 1999).

Sekil 1.11. H. polymorpha alkol oksidaz monomerinin {i¢ boyutlu yapisi: mavi: a-
heliks; kirmizi,  katlanmalar1; mor: FAD

Alkol oksidaz (AOx), kisa zincirli diisiik molekiil agirlikli alifatik alkolleri,
tekabiil eden aldehitlerine oksitleyen ve bunun i¢in akseptor olarak oksijen kullanan bir
enzimdir. AOx tarafindan alkollerin yiikseltgenmesi, oksijenin giiclii oksitleme
karakteri nedeniyle tersinmezdir (Azevedo vd 2005).

AO
RCH,0H + FAD ——— » RCHO + FADH: (1.10)
FADH: + 02 — FAD + H202 (1.11)

AOx enzimin kofaktorii olan flavin adenin dintikleotit (FAD), tepkimede
FADH2’ye indirgenir ve ortamda bulunan O: tarafindan tekrar FAD’ye yiikseltgenir.
Oksidazlarla katalizlenen tepkimeleri takip etmek icin izlenen klasik yollar, ¢ozeltideki
oksijen derisiminin azaligsinin ya da hidrojen peroksit derisiminin artiginin Slgiilmesidir
(Azevedo vd 2005).

Enzimatik tepkimeler sonucu iiretilen hidrojen peroksidin amperometrik takibi
ya anotta ylkseltgenmesi ya da katotta indirgenmesinin 6l¢timii ile yapilir. Hidrojen
peroksidin takibi dogrudan ya da bir medyator yardimiyla dolayli olarak da yapilabilir.
Sekil 1.12°de AOx tarafindan etanoliin yiikseltgenmesi tepkimesinde hidrojen
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peroksidin dogrudan ve dolayli olarak takibinin mekanizmalar1 sematik olarak
verilmistir. Enzimatik tepkimede indirgenmis FADH: oksijen tarafindan tekrar
yiikseltgenirken, agiga ¢ikan hidrojen peroksit dogrudan oksijene yiikseltgenmektedir
(Sekil 1.12.a). Enzimatik olarak iiretilen hidrojen peroksit bir medyator ile tepkimeye
girebilir. Indirgenmis medyatdriin yiikseltgenmesi ile dolayli olarak hidrojen peroksidin
yiikseltgenmesi takip edilmektedir (Sekil 1.12.b) (Azevedo d 2005).

)f\- 2

(a)
0y+2H'

CH;CH,OH FAD

X=X,

CHCHO FADH;

NCa

(b)

CH,CH,OH FAD H,0,

X X,

CH,CHO FADH;

Sekil 1.12. AOx tarafindan etanoliin yiikseltgenme tepkimesi sonucu iiretilen hidrojen
peroksidin a) dogrudan ve b) dolayli olarak takibinin mekanizmasi

Elektrokimyasal olarak ¢o6zeltideki oksijen derisiminin azalist da takibi
edilmektedir. Oksijenin takibi i¢in en genel metot Clark tip oksijen elektrodunu temel
alir. Bu elektrot, oksijen gecirici hidrofobik zarla kaplanmis bir platin disk elektrotla,
platin elektrodun g¢evresini kaplayan glimiis bir levhadan olusmaktadir. Bu metaller ve
tamponlanmis KCl ¢ozeltisi ile kombine elektrot sistemi olusturulur. Pile sabit gerilim
kaynagindan uygun diizeyde potansiyel uygulanirsa, gézenekli zardan gecen oksijen
derisimine bagh olarak devreden bir akim gecer (Anik 2012). Pt elektrot ve Ag/AgCl
referans elektroda karst -600 mV bir potansiyel uygulandiginda, oksijen Pt katotta
indirgenir (Azevedo vd 2005).

Ag anot: Ag+CI —» AgCl+e (1.12)
Pt katot: O +4H" +4¢¢ — 2H20 (1.13)
FAD, enzimin merkezine gii¢lii olarak baghdir ve yapmin derinliklerinde
gomiilii olarak bulunmaktadir. Jordan ve Cialkosz (1991), diger oksidazlarin aksine
AOx enziminin, hem substratin hem de oksijenin ayni aktif merkeze baglanmasi

nedeniyle, oksijenden baska yiikseltgen kabul etmedigini bildirmislerdir. Bu sebeple
AOx enzimini temel alan biyosensorlerde, alkoliin yiikseltgenmesi sirasinda olusan
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hidrojen peroksidin oksijene g¢evrilmesi ve burada agiga c¢ikan elektronun elektroda
aktarimi i¢in ya bir elektron aktarim medyatorii ya da horseradish peroksidaz veya
katalaz gibi enzimler kullanilmasi Onerilmektedir. Bu enzimler, hidrojen peroksiti
substrat olarak kullanirlar (Azevedo vd 2005).

1.7. Biyosensorlerde Nanomateryallerin Kullanim

Nanoteknoloji biyosensorlerin gelistirilmesinde giderek daha onemli bir rol
oynamaktadir. 1-100 nm araligindaki kii¢iik boyutlar1 nedeniyle nanopartikiiller, yigin
materyallerden farkli olarak egsiz kimyasal, fiziksel ve elektronik ozellikler
gostermektedir. Milkemmel oOzellikleri nedeniyle elektrokimyasal sensdr ve
biyosensorlerin gelistirilmesinde ve nanosensdr, nanoprob ve diger nanosistemlerde,
hiicre i¢i birgok maddenin hizli kimyasal ve biyolojiksel tayini gibi alanlarda
kullanilmast devrim yaratmigtir. Manyetik nanopartikiiller, karbon nanotiipler,
nanogubuklar, kuantum dotlar, nanokanallar gibi nanomateryallerin kullanimiyla, tayin
edici sistemlerin algilama kapasitesi son zamanlarda oldukca gelistirilmistir. Bu
nanomateryaller elektriksel biyosensorlerde kullanildiginda, ¢ok yiiksek yiik aktarim
kapasitesine sahip olurlar. Bu ise biyosensorlerin diisiik tayin sinir1 ve yiiksek duyarlik
degerine ulagsmasini saglar (Luo vd 2005, Perez-Lopez ve Merkogi 2011).

Nanopartikiillerin farkli tiirleri bazen de ayni c¢esit nanopartikiillerin farkli
boyutlari, enzim sensorleri, immiinosensorler ve DNA sensorleri gibi farkh
elektrokimyasal sistemlerde farkli rol oynayabilirler. Genellikle metal nanopargaciklar
miitkemmel iletkenlik ve katalitik 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zellikleri, elektrokimyasal
tepkimelerde katalizi artirmak icin, elektrot ylizeyi ve proteinlerin redoks merkezi
arasindaki elektron aktarimini artirmak i¢in elektronik tel olarak hareket etmelerini
saglarlar. Yariiletken nanoparcaciklar genellikle elektrokimyasal analizde igaretleyici ya
da izleyici olarak kullanilirken, oksitlenmis nanoparcaciklar siklikla biyouyumluluklari
nedeniyle biyomolekiillerin tutuklanmasinda kullanilirlar (Luo vd 2005).

Karbon nanotiiplerin ve altin nanoparcaciklarin, miikemmel iletkenlik ve
elektrokatalitik aktivitesi, yiliksek yiizey/hacim orani ve fonksiyonilize edilebilme gibi
ozellikleri nedeniyle yeni elektrokimyasal biyosensor sistemlerinde kullanilmasi
oldukea ilgi ¢ekicidir (Perez-Lopez ve Merkoci 2011).

1.7.1. Karbon nanotiipler

Karbon nanotiiplerin (CNT) yapist ilk kez 1991 yilinda Ijima tarafindan gegisli
elektron mikroskobu kullanilarak aydinlatilmistir. Diger bir goriise gore Radushkevich
ve Lukyamvich adli iki Rus bilim adam1 1952°de Sovyet Journal of Physical Chemistry
dergisinde 50 tane nanotiiplin resmini yayimlamiglardir. Rus¢a yayimlanan makale
soguk savas doneminde diger bilim adamlarinca fark edilememistir (Dursun ve Dilgin
2012).

CNT’ler tek, ¢ift, cok duvarli veya fulleren iceren tiirde olabilir (Sekil 1.13). Tek
duvarli karbon nanotiipler katlanisina gore zikzak ve koltuk seklinde ya da kiral olabilir
(Sekil 1.14). Suda ¢oziiniirliikleri az oldugundan, kararli siispansiyonlarini olusturmada
toluen, tetrahidro furan ve dimetil formamid gibi organik ¢oziiciiler kullanilir. Bu
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tiiplerin yan yiizeylerine hidroksil ve karboksil gruplarin baglanmasiyla, kuvvetli
asitlere ve diger kimyasal yiikseltgenlere karsi oldukga reaktif hale gelirler. Oldukca
genis yiizey alanti/hacim oranina sahip olan CNT’ler, inert atmosferde miilkemmel bir
181l kararliliga sahiptirler (Dursun ve Dilgin 2012).

Sekil 1.13. a) Tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT) b) ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) c¢) iki duvarli karbon nanotip (DWCNT) d) Fullerenle
doldurulmus tek duvarli karbon nanotiipten olusan kabuklu bezelye nanotiip

Sekil 1.14. Tek duvarli karbon nanotiipiin (SWCNT) a) sandalye b) zigzag c) kiral
formlari

Elektrot malzemesi olarak kullanilmadan 6nce karbon nanotiip kuvvetli asitlerle
muamele edilerek, hem {iretim asamasinda tasinan safsizliklar1 (metal katalizorler ya da
diger safsizliklar) giderilebilmekte hem de kosullandirma yapilarak tiip uclarinda
fonksiyonel -COOH gruplar olusturularak iletkenlik, optik, mekanik dayaniklilig1 ve
ylizey polaritesi degistirilebilmektedir. CNT’ler asitler disinda oksijen plazmada
yiikseltgenme ile daha fazla -COO™ olusturabilmektedir. Genelde bu degisimler iyi bir
elektrokatalitik etkinlik gostermeyle sonuglanmaktadir. Ayrica fonksiyonel gruplarinin
farkli kimyasallarla modifiye edilebilmesi, secici analitik uygulamalarda 6nemli bir
avantaj saglar (Dursun ve Dilgin 2012).

CNT’ler, yiiksek elektronik iletkenlik ve yiiksek mekaniksel direng gibi

ozellikleriyle son yillarda elektroanalitiksel uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan
nanoparcaciktir. CNT ile modifiye edilmis elektrotlar, NADH veya H20: gibi
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molekiillerin elektroyiikseltgenmesi kars1 elektrokatalitik aktivite gostermektedir.
CNT’nin bu yetenegi, dehidrojenaz veya oksidaz bazli elektrokimyasal biyosensdrlerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmasina neden olmaktadir. Ustelik CNT, elektrodun
aktif yiizey alanini artirarak elektrokimyasal cevabi kuvvetlendirmekte ve elektrot
ylizeyinin anti-fouling yetenegine sahip olmasini saglamaktadir (Agui vd 2008).

1.7.2. Altin nanoparc¢aciklar

Elektrokimyasal biyosensorlerde doniistiiriiciilerin modifiye edilmesinde ya da
biyolojik tanimlama elemaninin tutuklanmasinda altin nanoparcaciklarin (AuNP)
kullanimi, son yillarda biyosensor ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir.
AuNP’lerin essiz Ozelliklerinden yaralanilarak tiiretilen biyoelektroanalitik cihazlar,
biiyiik bir umut vadedmektedir. Biyomolekiillerin doniistiiriicii ylizeyine tutuklanmalari
sirasinda biyolojik aktivitelerinin korunmasi i¢in kararli bir ylizey saglayabilme
yetenegi, biyosensorlerin hazirlanmasinda ¢ok yararlidir. Bu yetenegi, biyomolekiillerin
serbest olarak yiizeye yonelmelerini kuvvetlendirebilmesinden kaynaklanmaktadir.
Ustelik AuNP’ler y1gin elektrot materyali ile redoks proteinleri arasindaki elektron
aktarimina izin vererek, herhangi bir elektron aktarim medyatorii kullanmaya gerek
kalmadan elektrokimyasal algilamay1 saglamaktadir (Yanez-Sedeno ve Pingarron 2005,
Katz vd 2003).

AuNP’lerin yiiksek yiizey/hacim orani, yliksek ylizey enerjisi gibi cesitli
karakteristik 6zelliklerinin biyosensor kullanimindaki avantajlari sdyledir:
e Protein ve metal nanopargaciklar arasindaki mesafeyi azaltir.
e FElektrot yiizeyi ve prostetik grup arasinda elektron-iletim yolu olarak hareket
eder.
e Elektrot yiizeyi ve redoks proteini arasindaki elektron aktarimini kolaylastirir.

Isik sacilimi  oOzellikleri ve bolgesel elektromanyetik alant ¢ok fazla
kuvvetlendirmesi gibi 6zellikleri ile AuNP’ler farkli tiirdeki biyosensorlerde sinyal
yiikseltici u¢ olarak kullanilir (Yanez-Sedeno ve Pingarron 2005).

Altin nanoparcaciklarin NADH, H202 veya Oz gibi biyokimyasal tepkimelerde
elektrokatalizlenebilen, analitiksel olarak 6nemli olan molekiillerin redoks isleminde
kullaniligh bir ara yilizey sagladigi gosterilmistir (Hernandez-Santos vd 2002). Son
olarak nanoparcaciklarin biyosensing uygulamalarinda énemli parametreler olan tanecik
boyutunun ve yiizey morfolojisinin, kolayca ayarlanabilen sartlarda deneysel olarak
kontrol edilebilmesi altin nanopargaciklarin kullaniminin 6nemli bir avantajidir (Yanez-
Sedeno ve Pingarron 2005).

Altin nanopargaciklarla modifiye edilmis elektrotlar {i¢ yolla hazirlanir:

1. Kendiliginden olusan tek tabaka yontemiyle (SAM) elde edilen fonksiyonel
gruplarla altin nanoparcaciklarin baglanmasi

2. Yi8in elektrot yiizeyine nanoparcaciklarin dogrudan yerlestirilmesi

3. Kompozit elektrot matrisindeki diger bilesenlerle altin nanopargaciklarin
karistirilmasiyla elektrodun i¢ine koloidal altinin yerlestirilmesi
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Altin  nanoparcaciklar  hazirlanmis  elektrot ylizeyine  biyomolekiiliin
tutuklanmast ile biyosensor hazirlanmis olur (Yanez-Sedeno ve Pingarron 2005).

1.8. Poli(nétral) Kirmiz1

Notral kirmizi (NR; N8, N8, 3-trimetil-fenazin-2,8,-diamin kloriir), viriisler gibi
biyolojik materyalleri incelemek i¢in bir renklendirici, biyokimyasal sistemlerde pH
indikatorii, optik veya elektrokimyasal metotlar kullanarak DNA’nin tayini gibi ¢esitli
amaglarla kullanilan bir fenazin boyasidir (Sekil 1.15) (Pauliukaite ve Brett 2008).

N

X

H,N N/ ~

Sekil 1.15. Nétral kirmizi’nin kimyasal yapisi

NR, diger fenazin boyalar1 gibi elektrokimyasal olarak polimerlestirilerek iletken
bir polimer olusturabilir. Son zamanlarda poli(nétral kirmizi) (PNR), sensor ve
biyosensorlerde hem iletken polimer hem de redoks medyatorii olarak kullanilan bir
polimerdir (Pauliukaite ve Brett 2008).

NR’nin elektrokimyasal polimerizasyonu ile ilgili ilk caligma Nikolskii vd
tarafindan 1970 yilinda yapilmistir. Bu arastirmalar pH 0,5 ile 11,5 arasindaki bolgede
notral kirmizi-leuko-nétral kirmizi sisteminin yiikseltgenme potansiyelinin pH’ya olan
bagliligini bildirmislerdir. Elde edilen eg§im verilerine gore dort dogrusal aralik vardir:

0,5<pH<43 — 110 mV pH! (1)
43<pH<6,1 —74mV pH’' 2)
6,l<pH<73 —37mVpH’' (3)
73<pH<11,5 —74mVpH"' (4)

1, 2 ve 3’lincii bolgelerin egimleri sirastyla NR’nin toplam derigimin artmasiyla
azalir. Yazarlar bu kaymay1 nétral kirmizi katyonunun (NR’nin tek protonlu formu)
dimerizasyonu ve tetramerizasyonu olarak yorumlamiglardir. Daha  Onceki
calismalarinda yaptiklar1 hesaplamalardan yola ¢ikarak Nikolskii vd agsagidaki dengeleri
Onermislerdir:

NRH'+ H" +2¢ ~«— NRH: (1.14)

NRH* ——> NR+H' (1.15)
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NRH3;* ~«—” NRH:+H" (1.16)
NRH4"? ~—— NRH3"' + H' (1.17)

Bu tepkimelerde NR nétral kirmiziyr, NRH2 leuko-ndtral kirmizi molekiiliinii
gostermektedir. Deprotonlama tepkimelerinin pKa degerleri tepkime (1.15) i¢in 6,7,
tepkime (1.16) i¢in 6,3, tepkime (1.17) i¢in ise 4,4 olarak bulunmustur.

NR ve leuko-NR’nin protonlanmasiyla ilgili bilgilerin bir kombinasyonuyla
farkli pH bolgelerinde NR’nin indirgenmesi i¢in asagidaki tepkimeler elde edilmistir
(Halliday ve Matthews 1983):

0,5<pH<44  NRH'+3H'+2¢ ——> NRH;" (1.18)
44<pH<63  NRH'+2H"+2e ~<«—> NRH:" (1.19)

6,3<pH<6,7 NRH'+H'+2¢ ~<«—> NRH: (1.20)
6,7<pH<11,5 NR+2H'+2¢ ~<—" NRH: (1.21)

Tepkimeler (1.8), (1.19.), ve (1.20) NR’nin katyonlarimi igerirken, tepkimeler
(1.21) nétral NR molekiiliinii igermektedir. pH 0,5 ile 11,5 araligi deneysel bilgilerin
sinirlamalart i¢in 6nemlidir.

Polimer olusumuna neden olan elektrokimyasal tepkimeler sekil 1.16’da
verilmigstir (Pauliukaite ve Brett 2008). NR’nin yiikseltgenmesi siiresince elde edilen
mekanizmalar polimerizasyon islemini baslatir ve olusan radikallerin sayis1 polimerin
yapisini tanimlar. Olusan radikallerin sayist arttik¢a daha ¢ok dallanmis polimer elde
edilir (Pouget vd 1994). NR’nin polimerizasyonu, hem radikal olusumdan sorumlu olan
uygulanan potansiyel ile hem de pH ile kontrol edilebilir (Nikolski vd 1970, Halliday ve
Matthews 1983, Karyakin vd 1995, Karyakin vd 1999). Polimerizasyon mekanizmasi,
radikallerin olusumunu, monomerin dimerizasyonunu ve tetramarizasyonunu ve
sonrasinda polimer olusturmak iizerine birlegsmelerini igerir. Polimer C-N baglanmasiyla
olusur. Bu mekanizma FT Raman ve 'H NMR spektroskopik ¢alismalari ile uyumlu
olan IR spektroskopisi ile dogrulanmigtir. Bu ¢alismalar NR’nin polimerizasyonunun
NR’nin NH2 gruplari arasinda oldugunu gostermistir (Broncova vd 2004). NR
tetramerinin olasi yapisi Sekil 1.17°de verilmistir (Pauliukaite ve Brett 2008).
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PNR’nin biiylimesi, monomerin fenazin aromatik sistemi degismeksizin
gerceklesir. Hem monomer hem de tiiretilmis polimeri ayni redoks potansiyeli ve
benzer optiksel spektrumu gdstermektedir. Polimerin biiylimesi monomerin aromatik
halkasindaki karbon atomlarindan birinin (biiyiik bir olasilikla N(R)2’ye gore orto
konumundaki karbon atomu) —N(R): ile baglanmas ile olusur (Schlereth ve Karyakin
1995).

A N\
H'+2e"
HzN N N/ HoN N N rts/
= H A

H*+2e

H
N

HsN N NH
H A

Sekil 1.18. NR katkilama mekanizmasinin sematik gosterimi

=1L

Iletken organik polimerlerin polimerizasyonunda karsit iyonlarin tanimlanmast,
iletkenliklerini  artirabildikleri i¢in ¢ok Onemlidir. NR’nin doping/de-doping
mekanizmasinin bir semast Sekil 1.18’de gosterilmistir. NO3™ iyonlarinin PNR olusumu
icin olduk¢ca oOnemli oldugu bulunmustur. Ciinkii NOs;™ iyonlar1 NR’nin
elektropolimerizasyonunu katalizlemekte ve olusan polimeri stabilize etmektedir
(Pauliukaite vd 2007). Fourier transform Raman spektrasi ile PNR’nin dopant
anyonlarla kompanse edildigi bir polikatyon oldugu kanitlanmistir (Broncova vd 2004).
Elektron spin rezonans spektrasi ile PNR’nin polimerik yapisindaki radikallerin
varligimin kanitlamig ve NR’nin elektropolimerizasyonundan sonra konjuge yapisinda
biiylik degisiklikler oldugu FTIR ile gosterilmistir (Yang vd 2006).

Karyakin vd 1995 yilinda camsi karbon iizerinde 0,4 mM NR’nin
elektropolimerizasyonunu gergeklestirmislerdir. NR’nin elektrokimyasal
polimerizasyonuyla elde edilen dongiisel voltamogramlarinda, PNR’nin belirli
potansiyellerde ayni karakteristik redoks potansiyeli gosterdigini bildirmislerdir. NR-
leuko NR tersinir doniisiimiiniin yaklasik - 0,5 V’da (tepkime 1.15), doping/de-doping
doniistimiiniin yaklastk 0 V’da ve tersinmez NR yiikseltgenmesi ve monomerin
polimerizasyonu baslatan radikal olusumunun ise + 0,8 V ile + 1,0 V arasinda
gergeklestigini agiklamiglardir. PNR’nin pik potansiyeli pH’ya, elektrot substratina ve
elektrolit bilesimine baglidir. Monomerin redoks islemine eslik eden kiitle degisimleri,
yiikseltgenmesi siiresince NR’nin adsorpsiyonu ve indirgenme siiresince adsorplanmis
tiirlerin desorpsiyonu ile iliskilidir. Elektropolimerizasyon siiresince polimer film
olusumu nedeniyle kiitle azalir. Asidik ortamda PNR’nin baslica redoks tepkimesi
basitce 2e, 2H' islemi olarak (tepkime 1.19) tamimlanabilir. Yiikseltgenmis hali,
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indirgenmis haline goére daha fazla hidratlanir yani daha fazla sisme 6zelligine sahiptir.
Yiiksek pH degerinde indirgenmis halde oldugu i¢in anyonlar adsorplanabilir (tepkime
1.21). Yiiksek pozitif potansiyellerde kinetik olarak tersinmez tepkimelerin olusumuna
anyonlarin sorpsiyonu eslik eder. Eger potansiyel hemen ardindan diisiiriiliirse anyonlar
filmden ayrilirlar. Eger uygulanan pozitif potansiyel ile filmde asir1 yiikseltgenmesi
olusuyorsa, PNR filminin yiizeyi yavasca ¢oziiliir (Chen ve Gao 2007).

Nikotinamid diniikleotitin elektrokimyasal olarak yeniden iiretilebilmesi
(NAD'/NADH) son 30 yil boyunca biyoelektrokimyanin zorluklarindan biri olmustur.
PNR filmi, nikotinamid diniikleotiti elektrokimyasal olarak yeniden {iretilebilme
yetenegine sahiptir. 1995 yilinda Karyakin vd, PNR-modifiyeli elektrot kullanilarak
NAD'/NADH’nin indirgenme/yiikseltgenme tersinir voltametrik dalgalarini gozlemisler
ve 2003 vyilinda ise denge potansiyelini tayin etmislerdir. PNR, NAD"nin
indirgenmesinin elektrokimyasal hizin1 artirmaktadir (~ -0.6 V vs. SCE, pH 6.0)
(Karyakin vd 1995, Ghica vd 2007).

NAD"+PNRH2 ——» NADH +PNR +H" (1.22)

Brett ve arkadaslariin 2007 ve 2008 yillarinda oksidaz bazli enzimlerle (glukoz
ve alkol oksidaz) yaptiklar1 biyosensorlerde PNR’yi redoks medyatorii olarak
kullanmislardir. PNR bazli oksidaz biyosensérlerinde iki mekanizma dnermislerdir. ilk
mekanizmada PNR’nin oksidazlarin  kofaktérii olan FAD’nin rejenarasyonunu
elektrokatalizleyen bir medyator olarak davrandigimi bildirmislerdir (Sekil 1.19). ikinci
mekanizmada ise PNR’nin  H202’nin  indirgenmesini  elektrokatalizledigini
bildirmislerdir (Sekil 1.20) (Barsan ve Brett 2008).

Etanol + 0, Asetaldehit+ H,0,

AOx (FAD) AOx (FADH,)

PNR (ox) PNR (red)

Sekil 1.19. FAD’nin rejenarasyonu igin dnerilen mekanizma
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Etanol+ 0, Asetaldehit + H,0,

>_<

AOx (FAD) AOx (FADH,)
H,0 H,0, 0,
PNR (0x) PNR (red)

Sekil 1.20. H202’nin tayini i¢in 6nerilen mekanizma

Diger taraftan PNR, iletken polimer 6zelligi ile ilgili olarak hem dopamin hem
de askorbik asitin elektroyiikseltgenmesi i¢in de kullanilmistir (Sun vd 1998). Asetat,
adipat, benzoat, sitrat, glutarat, malat, malonat vb gibi ¢ogu karboksilatlara karg1 da
PNR’nin duyarlig1 bulunmaktadir (Ghica ve Brett 2006).

1.9. Yiizey Baskilama Teknolojisi ve Yiizey Baskil Elektrotlar

Yiizey baskilama teknolojisi, ¢esitli inert substratlar tizerine farkli iletken veya
yalitkan miirekkep katmanlarinin ardisik olarak yerlestirilmesini temel alir ve kalin film
elektrotlarin seri iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilir. Bu elektrotlar karmagik numune
on islemleri olmaksizin kullanilabilen, biyolojik ve kimyasal sensdrlerin yapiminda
siklikla kullanilir ve dolayisiyla yerinde izlemeye uygundur (Fanjul-Bolado vd 2007,
Guix vd 2010, Wang vd 1998). Yiizey baskili elektrotlarin birgok avantaji vardir
(Tudorche ve Bala 2007):

Cok yonlii modifikasyon,
Dogrudan yerinde dl¢iim,
Tek kullanimlik olmasi,
Diisiik fiyat,

Hizli ve basit olmasi

Biiyiik miktarlarda diisiik maliyetli sensor c¢ubuklari iretiminde ¢esitli
miirekkepler, substratlar, medyatorler, nanopargaciklar ve iletken polimer materyaller
kullanilabilir (Wang vd 1998). Genellikle yilizey baskilama isleminde kullanilan inert
substratlar seramik veya polimerik maddelerdir. Poliester dayanikli, sert, termal ve
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hidroskobik olarak kararli olmasi nedeniyle en ¢ok kullanilan polimerik substrattir
(Guix 2009). Ancak seramik substratlar, plastik substratlara gore miirekkebin daha
yiiksek sicakliklarda pisirilmesine olanak saglar. Kalin film elektrotlarin {iretiminde
kullanilan baskilama miirekkepleri ticari oldugu i¢in bilesimi kesin degildir. Fakat bu
miirekkeplerin baslica bilesenlerinin sentetik kalitede grafit, vinil veya epoksi bazli
polimerik baglayicilar ve c¢oziiciiler oldugu bilinmektedir (Fanjul-Bolado vd 2007).
Ticari karbon ve metal (Pt veya Au) miirekkep formulasyonlar1 ¢calisma elektrotlarinin
baskilanmasinda kullanilirken, glimilis bazli miirekkepler ise genellikle referans
elektrotlarin elde edilmesi icin kullanilmaktadir. Karbon miirekkepleri, bagil olarak
ucuz olmasi ve diisiik zemin akim ve genis potansiyel araligi saglamasi nedeniyle
sensOr uygulamalari i¢in oldukea ilgi ¢ekicidir. Bu miirekkepler, grafit parcaciklari, bir
polimer baglayici ve disperse edici, baskilayict ve yapistirict gibi diger katki
maddelerinden olusurlar. Miirekkep kompozisyonundaki (grafit parcaciklarinin
doldurulmasi, tiirli veya boyutu gibi), baskilama ve pisirme sartlarindaki bazi
farkliliklar, elektron aktarimini ve karbon sensoriiniin tiim analitiksel performansini
etkileyebilir (Wang vd 1998).

Kalin film isleminde temel basamaklar, diizlemsel substrat materyali iizerine
uygun miirekkebin desenli bir sablon yardimiyla ylizeye baskilanmasi ve sonrasinda
dogru sicaklikta pisirilmesidir (Wang vd 1998).

Sekil 1.21°de ytizey baskili elektrot iretimi i¢in 6rnek bir yiizey baskilama
isleminde verilmistir (Guix 2009). Islem dort basamakta olugmaktadir:

Grafit miirekkebinin yerlestirilmesi

Ag/AgCl miirekkebinin yerlestirilmesi

Modifikasyon i¢in ¢alisma elektrodu lizerine ilave bir tabakanin yerlestirilmesi
Yalitkan miirekkebin (poliester) yerlestirilmesi

Q
=4 =4
B ! 2

Poliester

tabakasy ‘ R: Referans elektrot
W: Calisma elektrodu
A: Karsit elektrot

b=

3 4

C * woa

Sekil 1.21. A) Yiizey baskilama makinesi DEK248’in fotografi B) Yiizey baskili
elektrot yapimi basmaklarinin sematik gosterimi C) Uretilen yiizey baskili
elektrotun sekli

Her bir tabaka yerlestirildikten sonra yakma islemine gecilir. Basilmig tabaka 15

dk. boyunca 90°C’lik firmnda bekletilir. Bu siiregte miirekkep tabakanim iizerine
adsorplanir ve ¢oziicli buharlasir.
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Uretilen yiizey baskili elektrot ii¢lii elektrot sistemini icerir:

e W: Calisma elektrodu. Tepkimenin gerceklestigi elektrottur.

e R: Referans elektrot. Sabit referans bir potansiyel saglar

e A: Karsit elektrot. Akimin referans elektrot iginden gegmesini engellemek igin
kullanilir.

Yiizey baskili elektrotlar, laboratuarda otomatik veya yar1 otomatik baskilama
makinelerinde istenilen oOzellikte {iretilebilecegi gibi, ticari olarak da ¢esitli
formulasyonlarda basilmis olarak satilmaktadir. Sekil 1.22°de ¢esitli markalardaki ticari
ylizey baskil1 karbon elektrotlar goriilmektedir.

(a (b “ (c | E :
il << Q
9 ] ’.

M e w e Der S~ U

(e

Sekil 1.22. Cesitli markalardaki ticari yiizey baskili elektrotlar a) DropSens b) Zensor
¢) Pine Instrument d) Metrohm e¢) BVT f) PalmSens

1.10. Akisa Enjeksiyon Analiz

Ilk kez 1975 yilinda Ruzicka ve Hansen tarafindan “Flow Injection Analysis”,
FIA, adiyla onerilmis olan Kesiksiz Analiz Yontemi (Akisa Enjeksiyon Analiz), akisin
siirekli oldugu ortama numune enjeksiyonu ile olusan numune zonunun dedektor
sistemine tasinarak, sinyalin siirekli izlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Kisaca “akan bir
sisteme enjeksiyonla analiz” de denebilir. 20 yi1l 6nce nicel otomatik analizlerde
kullanilmaya baglandigindan beri, otomatik sistemler arasinda ¢ok yonlii ve etkili bir
teknik olmustur. FIA’da sinyal, zamana bagl pik formundadir. Cam malzemelerin
(beher, erlen, biiret, pipet vb cam diizenekler) yerine tasiyict kolon, pompa ve
enjeksiyon vanasi kullanilarak hizli analiz yapildigi gibi, kapali sistem olusturulmasi
nedeniyle kullanicinin zehirli maddelerle dogrudan temasi, ayrica drnek ve reaktiflerin
hava ile etkilesimleri de 6nlenmektedir. Sistem az bir deneyim ve ucuz bir alet donanimi
ile kurulabilir (Nisli vd 2010). Sekil 1.23’de akisa enjeksiyon analiz sisteminin sematik
gosterimi verilmistir.

35



Potentiostat

Numune
enjeksivonu

Tasmica /J\ m YBE
: Valve .
P
ompa \T/ Akas hiicresi

Atk Auk

Sekil 1.23. Akisa enjeksiyon analiz sisteminin sematik gosterimi

Kesikli analiz yontemi ile kargilagtirildiginda, akis herhangi bir hava kabarcigi
ile kesilmedigi icin FIA siirekli akis yontemidir. Ornek tasiyici sistem icine enjekte
edilmekte (6rnek sisteme siirekli verilmemekte), enjekte edilen 6rnek sistem boyunca
tasinirken fizikokimyasal islemler gergeklesebilmektedir. Ornegin kismi dispersiyonu
ya da seyrelmesi hidrodinamik kosullarin kontrol edilmesi ile miimkiin olmaktadir.
Yontemde kimyasal ve fiziksel dengenin olugmasini bekleme zorunlulugu yoktur.
Ancak tiim sistemin tekrarlanabilir ¢calismasi1 gerektigi gibi, 6rnekleme zamaninin da
tekrarlanabilir olmas1 gereklidir. Ciinkii denge konumuna ulasilmadan Ol¢iim
yapilmakta ve kii¢iik degisimler biiylik yanilgilara neden olabilmektedir (Nisli vd 2010).

Ozetle akisa enjeksiyon analiz yontemi siirekli bir akis, dogrudan enjeksiyon,
kontrollii kismi dispersiyon ve tekrarlanabilir drnekleme zamani 6zelliklerine sahip
oldugu kosullarda ideal ¢calisma olanagi saglar (Nisli vd 2010).

1.10.1. Akisa enjeksiyon analiz yonteminin calisma ilkesi

Yontem ii¢ ilkenin bilesimidir:
e Ornek enjeksiyonu,
e Enjekte edilen 6rnegin kontrollii dagilimi (dispersiyonu)
¢ Enjeksiyon noktasindan dedektdre olan hareketin tekrarlanabilir zamanli olmasi

Ornek enjekte edildikten sonra, drnek zonu ilk énce dikdértgen seklinde olup,
daha sonra kolonda laminar akis kosullarindaki dagilma nedeniyle genisler. Dagilmaya
konveksiyon ve difiizyon neden olmaktadir (Nisli vd 2010).

Konveksiyonla tasinmada kolonun dairesel kesitine gore, ¢eperinde sifir ve
merkezinde maksimum olacak sekilde parabolik bir hiz profili olusur. Ornek ¢dzeltinin
tastyict ¢ozelti i¢ine acisal ve akis yoniine dik difiizyondan 6tiirii derisim gradiyenti
olusur. Bu nedenle zon agisal dagilimlardan gelen toplam dagilim, dagilima ugramis
ornek zonunu genisletir ve pik daha simetrik gausian sekle déniisiir. Ornek zonunun
dagilim ilk derigime, kolon geometrisine ve akis hizina baglhdir (Nisli vd 2010).
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Dagilma oranimi (dispersiyon katsayisi, D) 6rnek hacmi, akis kolonu uzunlugu
ve akis hiz1 etkilemektedir. Ornek hacmi biiyiidiigiinde dagilma oram 1’e yaklasirken,
kolon uzunlugu arttiginda ise karigma daha fazla olacagindan D > 1 olacaktir. Dagilma
orani 1- 3 arasinda ise sinirli, 3-10 arasinda ise orta ve D > 10 olursa genis dagilim
(dispersiyon) tanimlamalar1 yapilmaktadir. Akis hiz1 ve kolon boyu arttikca ve 6rnek
hacmi azaldik¢a dagilma derecesi artar (Nisli vd 2010).

1.10.2. Akisa enjeksiyon analiz diizeneginin ana bilesenleri

Boyle bir diizenek, akis1 saglayan siiriikleyici sistem, enjeksiyon sistemi, tastyict
kolon yada reaktor ve algilayici sistem (dedektor) olmak tlizere dort ana kisimdan olugur
(Nisli vd 2010).

Stiriikleyici kisim: Tasiyict sistemin akisi peristaltik pompa, pistonlu pompalar
ya da gaz baskis1 ve yer ¢ekimine dayali sivi baskisi yoluyla saglanir. En yaygin olarak
kullanilan siiriikleyiciler peristaltik pompalardir. Tek kanalli oldugu gibi ¢ok kanalli da
olabilirler. FIA’da genellikle dort kanalli pompalar kullanilmaktadir. Ayni1 anda ¢ok
sayida kanal kullanildiginda, akis hizinda kiiciik degisimler olsa da bu yolla daha ucuz
bir maliyetle bir arada tayinler miimkiindiir. Peristaltik pompalarda gbzlenen giiriiltii
(puls) etkisini gidermek i¢in; Oncelikle plastikten yapilmis makaralarin sayisini
artirmak, enjeksiyon dncesi kullanilan akis kolonunu uzun tutmak ve atik ¢ozeltisini de
yine bir kolon yardimiyla pompadan ¢ekmek gerekir (Nisli vd 2010).

Enjeksiyon sistemi: Tasiyic1 ¢ozelti ortamina enjekte edilen 6rnek hacminin ¢ok
iyl bilinmesi ve akisin durdurulmadigi kosullarda tekrarlanabilir katimin yapilmasi
gerekmektedir. Akiskan ortamla ilgili yapilan ilk caligmalarda siringa enjeksiyon
sistemi kullanilmasina kargin 6rneklemenin tekrarlanabilir olmadigi verilerden agikca
goriilmiistiir. Son yillarda, akiskan ortama Ornegin katimi 6zellikle vana kullanilarak
gergeklestirilmektedir. Akiskan sistemlerde enjeksiyon en Onemli kesim olmasi
nedeniyle, 6zellikle vananin dondiiriilmesinden kaynaklanan giiriltii etkisini gidermek
icin ¢alismalar devam etmektedir. Enjeksiyonlar cogunlukla doner enjeksiyon, orantili
enjeksiyon ve yan gecisli vana sistemleri ile yapilmaktadir (Nisli vd 2010).

Tasiyict kolonlar ve reaktérler: Ornek zonunun olusturdugu ve dagildigr tastyict
cozelti iceren kolonlar ayni zamanda tastyici ile ornek arasinda bir tepkime varsa,
reaktdr gibi davranirlar. Bu kolonlar asitlere ve organik c¢ozgenlere karsi degisik
dayaniklilik 6zelligi gosteren polivinil klortir, tygon, silikon kauguk gibi malzemelerden
yapilir. Bu akis kolonlar1 6rnegin sistem iginde kalis zamanini ve dispersiyon derecesini
kontrol etmede 6nemli rol oynar (Nisli vd 2010).

Algilayict sistem (dedektor): Akis yontemlerinin en 6nemli kismini olustururlar.
Akiskan gegisli bir hiicreden (flow-cell) ve bir yazicidan olusur. Herhangi bir dedektor
sistemi, analitin olusturdugu 6zelligi yazicida kaydedilen siirekli bir sinyale dontstiiriir.
Son yillarda elektrokimyasal dedektorler, akiskan ortamlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dedektorler, kiigiik hacimli, diisiik giiriiltii sinyalli, hizli ve genis bir
derisim araliginda madde miktariyla dogru orantili yanit vermelidir. Ayrica tayin
siirinin diistik ve pik genigliginde etkisinin az olmasi gerekmektedir (Nisli vd 2010).
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1.11. Voltametri

Voltametri, bir indikatdér veya g¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar
altinda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin o&lgiilmesinden
faydalanarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemi kapsar.
Genel olarak, voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari, polarizasyonu artirmak igin,
ylizey alanlari ¢ogunlukla birka¢ milimetrekare ve bazi uygulamalarda ise birkag
mikrometrekare veya daha kii¢iik olan mikroelektrotlardir.

Tarihsel olarak voltametri, Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920’lerin basinda bulunan voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi tekniginin
gelistirilmesi ile baslamistir. Voltametri, inorganik, fizikokimya ve biyokimyacilarca,
cesitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme-indirgenme olaylarinin, yiizeylerdeki
adsorpsiyon olaylarinin ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yiizeylerindeki
elektron aktarim mekanizmalarinin temel g¢aligmalarini kapsayan, analitik olmayan
amaglarla yaygin olarak kullanilmaktadir. 1960’larin ortalarinda klasik voltametrik
yontemlerde, yontemin duyarligi ve segiciligini 6nemli Ol¢lide artiran bir¢ok ana
degisiklik gelistirildi. Yaklasik ayn1 zamanlarda, diisiik maliyetli yiikselticilerin ortaya
¢ikmasi, bu degisikliklerin ¢ogu ile iliskili nispeten daha ucuz aletlerin yapilmasini ve
onlarin biitiin kimyacilarin kullanimina sunulmasint miimkiin kildi. Boylece 6zellikle
farmosotik, ¢evre ve biyolojik agidan 6nemli tiirlerin tayini i¢in voltametrik yontemlerin
uygulanmasiyla iliskili ¢aligmalara ilgi artmistir. Modern voltametri, yiikseltgenme ve
indirgenme olaylarimin yani sira adsorpsiyon olaylar1 ile de ilgilenen kimyacilarin
birgogu tarafindan halen gii¢lii bir cihaz olarak kullanilmaya devam etmektedir (Skoog
vd 1992).

1.11.1. Voltametride uyarma sinyalleri

Voltametride, bir mikroelektrot iceren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir
bir potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin dayandigi
karakteristik bir akim cevabt olusturur. Voltametride en c¢ok kullanilan uyarma
sinyallerinin dordiiniin dalga sekli Sekil 1.24°de verilmistir. Klasik voltametrik uyarma
sinyali, hiicreye uygulanan dogru akim potansiyelinin zamanin bir fonksiyonu olarak
dogrusal olarak arttig1 (genellikle 2-3 V arasinda), Sekil 1.24.a’da gosterilen dogrusal
bir taramadir. Sonra hiicrede olusan akim, zamanin bir fonksiyonu olarak ve boylece
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Sekil 1.24.b ve 1.24.c’de iki
puls tipi uyarma sinyali goriilmektedir. Akimlar bu pulslarin 6mrii siiresince ¢esitli
zamanlarda Olciiliir. Potansiyel, Sekil 1.24.d’de goriilen {icgen seklindeki dalga ile iki
deger arasinda devreder. Once bir maksimuma kadar dogrusal olarak artar ve sonra ayni
egimli orijinal degerine dogrusal olarak azalir. Bu islem, akimin zamanin bir fonksiyonu
olarak kaydedilirken defalarca tekrarlanabilir. Bir tam devir 100 veya daha fazla saniye
stirebilir veya bir saniyeden daha az siirede tamamlanabilir. (Skoog vd 1992).
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Sekil 1.24. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

1.11.2. Voltamogramlar

Bir civa film mikroelektrot iizerinde bir A tiirliniin bir P tiirtine indirgendigi bir
elektroliz icin tipik bir dogrusal taramali voltamogram Sekil 1.25’de verilmistir. Burada,
uygulanan potansiyellerin negatif isaretli olmasi i¢in mikroelektrodun, dogrusal tarama
iireticinin negatif ucuna baglandig1 varsayilir. Geleneksel olarak, katodik akimlar daima
pozitif, anodik akimlar ise negatif isaretlerle gosterilir. Bu hipotetik deneyde, ¢ozelti A
bakimindan yaklasik 10# M, P bakimidan 0,0 M ve destek elektrolit olarak kullanilan
KCI bakimindan da 0,1 M olarak kabul edilmistir. Mikroelektrottaki yari-reaksiyon

asagidaki gibi tersinir bir reaksiyondur:

A+ne «—> P E'=-026V
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Burada kolaylik agisindan A ve P iizerindeki yiikler yazilmamis ve ayrica reaksiyonun
potansiyeli de -0,26 V olarak kabul edilmistir.

+100.0 =
Limiting current
+80.0 — re——r— Ai¥ e P
[
+60.0 -
< .
= |
S 00 Yo i
= fi T
o I
+200 X fi 02
A
0.0 X __ L
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~20.0 S . T : ;
00 02 w4 06 08 -10
‘E.-zppi‘v

Sekil 1.25. Hipotetik bir A tiiriiniin bir P tiirlinli vermek iizere indirgenmesi i¢in
dogrusal taramali voltamogram

Dogrusal taramali voltamogramlar genellikle voltametrik dalga adi verilen
sigmodial-sekilli (S seklinde) egrilerdir. Dik artigtan sonra gelen sabit akima difiizyon
kontrollii akim veya basit¢e sinir akimi, i;, denir. Ciinkii bu akim, analitin kiitle aktarim
islemiyle elektrot yiizeyine taginma hizindaki sinirlamadan kaynaklanir. Sinir akimlar
genellikle analitin derisimi ile dogru orantilidir. Bu yiizden;

i =ke, (1.24)

dir. Burada, c4 analit derisimi ve & ise bir sabittir. Kantitatif dogrusal taramal1 voltametri
bu iligskiye dayanir.

Akimin, smir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele yar1 dalga potansiyeli
denir ve Ei2 sembolii ile gosterilir. Referans elektrot potansiyeline gore diizeltildikten
sonra (doymus kalomel elektrot ile 0,242 V), yari-dalga potansiyeli ile yakindan
ilgilidir. Fakat genellikle bu sabite esit degildir. Yari-dalga potansiyelleri bazen bir
cozeltideki bilesenlerin belirlenmesinde faydalidir.

Hizli bir sekilde sinir akimlar1 elde etmek i¢in ¢ozelti veya mikroelektrot siirekli
ve tekrarlanabilir bir hareket halinde olmali ya da bir damlayan civa elektrot gibi bir
damlayan elektrot kullanilmalidir. Cozelti veya mikroelektrodun siirekli hareket halinde
oldugu dogrusal taramali voltametriye hidrodinamik voltametri denir. Bir damlayan
elektrodun kullanildig1 voltametriye de polarografi ad1 verilir. (Skoog vd 1992).
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1.11.3. Dongiisel Voltametri

Dongiisel voltametri (CV) teknigi, elektrokimyasal galigmalarda 6zel bir yere
sahiptir ve ¢ok yaygin olarak kullanilir. Bu teknik, gelismis voltametrik gibi analitik
duyarligr artirmaya yonelik degil, daha c¢ok elektrokimyasal mekanizmanin
aydimnlatilmasina yonelik calismalarda kullanilir. CV’de karistirilmayan bir ¢ozeltide
kiigiik bir durgun elektrodun akim cevabi, Sekil 1.26°da gosterildigi gibi bir liggen dalga
sekilli potansiyel ile uyarilir. Bu 6rnekte, potansiyel ilk 6nce SCE’ye kars1 + 0,8 V’den -
0,15 V’a kadar dogrusal olarak degistirilir, sonra tarama yonii tersine cevrilir ve
potansiyel orijinal degeri olan + 0,8 V’a getirilir. Her iki yondeki tarama hizi 50
mV/s’dir. Bu uyarma c¢evrimi genellikle birka¢c kez tekrarlanir. Ters yoOndeki
potansiyellere (bu durumda -0,15 V ve + 0,8 V) ¢evirici potansiyeller denir. Verilen bir
deney icin cevirici potansiyellerin araligi, bir veya daha fazla analitin difiizyon kontrollii
bir yiikseltgenme veya indirgenmenin oldugu potansiyeldir. Baslangi¢ taramasinin
yonii, numunenin bilesimine bagl olarak burada gosterildigi gibi negatif veya pozitif
olabilir. Genel olarak, ¢evrim siiresi 1 ms veya daha kisa stireden 100 sn veya daha uzun
stire araligindadir (Skoog vd 1992).

02—
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/ \

0 |

[ —

0 20 T 0

Potansiyel, V, SCE’ye karsi

Zaman, s

Sekil 1.26. Dongiisel voltametrik uyarma sinyali

Sekil 1.27°de 6,0 mM K3Fe(CN)s ve 1 M KNOs ¢ozeltisinin Sekil 1.26’da
gosterilen doniisiimlii uyarma sinyaline verdigi akim cevabi goriilmektedir. Calisma
elektrodu durgun bir platin mikroelektrot ve referans elektrot da bir doymus kalomel
elektrottur. + 0,8 V’luk baslangic potansiyelinde zayif bir anodik akim goézlenmis ve
tarama devam ettikce hemen sifira diismistir. Bu ilk negatif akim, suyun
ylkseltgenerek oksijenlenmesi sonucu olusur (daha pozitif potansiyellerde bu akim
hizla artar ve yaklasik + 0,9 V’da oldukga biiyiikk degere ulasir). + 0,7 ve + 0,4 V
potansiyelleri arasinda hi¢ akim gozlenmez c¢ilinkii bu potansiyel araliginda
indirgenebilir veya ylikseltgenebilir tiirler yoktur. Potansiyel biraz daha diisiik pozitif
degerlere (+ 0,4 V) gelince, hekzasiyanoferrit (III) iyonunun hekzasiyano ferrat (II)
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iyonuna indirgenmesi sebebiyle bir katodik akim gozlenir (B noktasi1). Burada, katottaki
reaksiyon soyledir:

Fe(CN)¢* + & == Fe(CN)e* (1.25)

B’den D’ye kadarki bélgede Fe(CN)e*“nin yiizey derisimi gittikge kiigiiliirken,
akimda hizli bir artig olur. Pik akimu iki bilesenden meydana gelir. Biri, analitin yiizey
derisimini Nerst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek icin gerekli baslangic
akim artisidir. Ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk akim, difiizyon
tabakas1 elektrot yiizeyinden uzaklastikca hizla azalir (D noktasindan F noktasina). -
0,15 V’luk noktada (F) tarama yonii ¢evrilir. Bununla beraber, tarama daha pozitif
potansiyellere dogru oldugu halde akim katodik olmaya devam eder. Ciinkii bu
potansiyeller halen Fe(CN)s*“nin indirgenmesine yetecek kadar negatiftir. Potansiyel
yeteri kadar pozitif oldugunda Fe(CN)e¢*“nin indirgenmesi daha fazla devam etmez,
akim sifira gider ve sonra da anodik olur. Anodik akim, ileri yondeki tarama sirasinda
yiizey yakilarinda biriken Fe(CN)s*‘nin yeniden yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu
anodik akim pik yapar ve sonra biriken Fe(CN)e¢*‘nin anodik reaksiyon yoluyla
kullanilmastyla azalir.

katodik

Akim, pA

anodik

T ) o NS L 1
0.8 0.6 0.4 0.2 0 -0.2

Potansiyel, V, SCE’ye kars:

Sekil 1.27. KsFe(CN)e yoniinden 6,0 mM ve KNOs3 yoniinden 1,0 M olan bir ¢ozeltinin
dongiisel voltamogrami

Bir dongiisel voltamogramin énemli parametreleri, katodik pik potansiyeli (Epc)

ve anodik pik potansiyeli (Epa), katodik pik akimi (Ipc), anodik pik akimi (Ipa)’dir.
Tersinir bir elektrot reaksiyonu i¢in anodik ve katodik pik akimlari mutlak deger olarak
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yaklagik esit, fakat zit isaretlidir ve pik potansiyellerinin farki 59 mV/n’dir. Burada n,
yar1 reaksiyonda yer alan elektron sayisidir (Skoog vd 1992).

Dongiisel voltametri; elektrokimyasal tepkimelerin niteligi hakkinda hizla bilgi
edinilebilen ve bu nedenle incelemelerde ilk bagvurulan bir tekniktir. Bu yolla tarama
hizina bagimliliktan yararlanilarak, kimyasal bir tepkime ile eslesmis homojen
tepkimeler kolaylikla aydinlatilabilir ve adsorpsiyon gibi olaylar da tanimlanabilir.

Dongiisel voltamogramlarda akim-potansiyel degisimi genellikle pik seklindedir.
Genellikle bu piklerin yiiksekligi ve potansiyel degerleri iizerine ¢aligilan potansiyel
araliginda tarama hizinin etkisi izlenir. Pik yiiksekliklerinin tarama hizina
bagimliligindan gidilerek, adsorpsiyon, difiizyon ve eslesmis voltamogramlar arasindaki
farklanmalar mekanizmaya iliskin bilgiler verir. Bununla birlikte, kinetik veriler ancak
ilk taramanin analizinden dogru olarak elde edilebilir. Anodik ve katodik tarama hizlar
(Vanodik V€ Vkatodik) genellikle esit tutulur ancak, hizli homojen tepkimeler incelenirken, bu
degerler farklandirilabilir (Pelit vd 2013).

Dongiisel voltametride voltamogramlar, reaksiyon mekanizmasina gore degisik
sekillerde olabilir (Sekil 1.28). Genelde, bu sekiller yani voltamogramlarin yapisi
incelenerek (a)’nin doniisiimlii (b)’nin doniisiimsiliz (¢)’nin ise dnce elektron transfer
daha sonra da kimyasal reaksiyondan kaynaklandigimi gormek miimkiindiir. Kisaca
voltamogramin sekli, elektron transfer hizina, diflizyona (kiitle transferi) ve elektrotta
meydana gelen reaksiyonlara baglidir.

Ip Dontigtimlii doniistimsiiz vari-déniiglimlii

Ox+ne” —>Red Ox+ne < Red

Red —s2Z
Oxne < Red

Sekil 1.28. Doniistimlii, doniisiimsiiz ve yari-doniisiimlii reaksiyonlar i¢in
voltamogramlar

Dongiisel voltametri tekniginde doniisiimlii elektrokimyasal reaksiyonlar i¢in pik
akimi asagidaki Randles-Sevcik denklemi ile verilir.
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i) =2.96x10° 0”2 4D 2y (1.26)

Burada, i pik akimi (A), n alinan verilen elektron sayisi, A4 elektrot yiizey alani
(cm?), D difiizyon katsayis1 (cm?.s!), C derisim (mol.cm™) ve v ise tarama hizidir (V.s"
1. Déniistimlii reaksiyonlar i¢in Epa ve Epc asagidaki esitliklerle verilebilir.

RT RT . RT. f.[D
E =FE, -1L11—,E =E,, -111—, FE , =E" — In—= = 1(1.27
pe 0 nf’ T h nf’ N nF ! D., (1.27)

ox

Bu esitlikler, 25 °C’de doniisiimlii elektrokimyasal reaksiyonlar igin
AE,=E, , —E, =59mV/nvei,, /i, ~1olmasi gerektigini gostermektedir.

Déniistimsiiz reaksiyonlar i¢in Ep ve ip tamamen farkli esitliklerle gosterilir.
. 5 1/2 A
i, =299x10°n(aN,) '~ AD"*Cv (1.28)

Burada, a gecis hali i¢in potansiyel enerji simetrisini gosteren transfer katsayisi,
Naise hiz tayin eden basamaktaki transfer olan elektron sayisidir.

RT D, aN Fv
E, = E°— —ox 4
aN F

a

(0,78 + ln\/ ~Ink, (1.29)

Burada ise ks birinci dereceden yiik transfer reaksiyonu i¢in heterojen reaksiyon
hiz sabiti olup, degisik tarama hizlarinda alinan voltamogramlardan elde edilen Ep nin
log v ye kars1 grafiginden bulunabilir (Demir 2010).

1.12. Kronoamperometri
Karistirllmayan bir ¢ozeltide, ¢alisma elektrodun potansiyeli reaksiyon olmadigi

bir potansiyelden, reaksiyonun oldugu bir potansiyele aniden degistirildiginde calisma
elektrodunda olusan akimin zaman karsi ol¢tilmesidir (Sekil 1.29).

Sekil 1.29. a) Kronoamperometrik potansiyel uyarma sinyali, b) konsantrasyon
gradiyentleri ve ¢) akim zaman egrisi
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Diflizyon ve aki hiz1 Fick kanunu ile verildiginden

. {acx,}
j=p| &= (1.30)

oX

Faraday kanunu ve j’nin tanimindan asagidaki esitlik ¢ikarabilir.

. l . acx,t
J=m,l=”FA87 (1.31)

Bu denklem elektroliz akim ve konsantrasyon gradiyenti arasindaki iliskiyi verir. Akim
ile zaman arasindaki iliskiyi bulmak icin ise elektrodun geometrisi géz niine alinir.

Diizlemsel bir elektrot i¢in Fick’in ikinci kanunu ¢oziiliirse asagidaki esitlik elde
edilir.

oC ., o’C_,
El — D 25
ot ox

(1.32)

Bu denklem 6zel matematiksel yontemlerle ¢oziildiiginde Cottrell denklemi elde
edilir:

__nFAD,"’C,

1
t 1/2,1/2
Tt

(1.33)

Burada akim direkt olarak konsantrasyon ve elektrot yiizey alani ile ve zamanin
karekokii ile ters orantilidir. Ancak bu denklem ilk birkag saniye i¢in ve 30-40
saniyeden sonraki akimlar icin gecerli degildir. Cilinkii ilk anda Faradik akim degil
kapasitif akim baskin olup egrinin sonunda konveksiyon problem olabilir. Giivenilir
bolge asagidaki esitlik ile test edilebilir (Demir 2010).

L nFAD,"*C,

t 1/2
T

(1.34)

Kronoamperometri teknigi kullanilarak,

a. Bir maddenin diflizyon katsayis1 bulunabilir.

b. Elektron aktarim reaksiyonunun hiz sabiti hesaplanabilir.

c. Elektrot reaksiyonunun mekanizmasi belirlenebilir.

d. Elektron aktarim basamagina eslik eden bir kimyasal reaksiyonun hiz sabiti
bulunabilir.

e. Elektrotta bir adsorpsiyon olayr meydana gelip gelmedigi belirlenebilir
(Cekirdek 2005).
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1.13. Calismanin Amaci

Etanol, metanol ve etanol/metanol karisiminin tayinine yonelik ¢esitli
materyallerle modifiye edilmis, tek kullanimlik, maliyeti diisiik, ¢ift amperometrik
enzim biyosensoriiniin - gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu c¢alismanin amaci i
asamadan olusmaktadir:

> Etanol tayini icin ADH temelli biyosensorlerin gelistirilmesi
> Metanol tayini i¢in AOx temelli biyosensorlerin gelistirilmesi
> Gelistirilen AOx ve ADH biyosensorlerinin, gergek numune analizinde ve

etanol/metanol karigiminin tayininde kullanilmasi

Gelistirilecek olan alkol biyosensorlerinin etanol ve metanole karsi olan
duyarligina, MWCNT, AuNP nanopargaciklari, PNR redoks iletken polimeri, ADH ve
AOX enzimlerinin etkileri incelenecek ve ¢ift biyosensoriin optimum g¢alisma kosullari
belirlenecektir. Optimum kosullar1 belirlenen ADH ve AOx temelli biyosensorlerle
gercek numunelerdeki etanol analizi ve etanol/metanol karigiminin analizi yapilacaktir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Alkol biyosensorleri ile ilgili literatiirde onlarca ¢alisma vardir. Bu sebeple bu
bolimde sadece tek kullanimlik elektrotlarla yapilmis olan amperometrik alkol
biyosensorlerini igeren ¢alismalara yer verilecektir.

Insan kan numunelerindeki etanoliin tayini icin ADH enzimini temel alan birkag
tek kullanimlik amperometrik biyosensor gelistirilmistir. Luo ve calisma arkadaslari
2008 yilinda iki benzer ¢alisma yapmuslardir. Ilk ¢aligmada, nafion iizerine adsorbe
olmus meldola mavisi ile modifiye edilmis tek kullanimlik yiizey baskili elektrotlarin
lizerine, ADH ve NAD" ¢apraz baglama yontemi ile tutuklanmigtir. Meldola mavisi
medyator olarak kullanilmis ve ikinci nesil biyosensor yapilmistir. Yiizey baskili
elektrotlar ticari olarak satin alinmamis, laboratuarda basilmigtir. Hazirlanan tek
kullanimlik alkol biyosensdriiniin optimum ¢alisma potansiyeli -0,17 V (SCE’ye kars1)
ve optimum pH’s1 8,0 olarak belirlenmigtir. Optimum sartlarda alkol biyosensdriiniin
tayin smir1 1,1x10”> mol.L!, gézlemlenebilen en yiiksek alkol derisimi 5 mmol.L"!, Km
degeri ise 5.8 mmol.L"!, olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik testleri ayn
biyosensdrle 1,0 mmol.L! alkol derisiminde ardisik 10 6lgiim yapilarak tespit edilmis
ve bagil standart sapma % 3,6 olarak hesaplanmistir. Rasgele segilen 5 farkh
biyosensorle ayni sartlarda yapilan alkol analizinin tekrarlanabilirligi icin bulunan bagil
standart sapma ise % 4,3’tiir. Biyosensoriin saklama stabilitesi i¢in 4°C’de 10, 20 ve 30
giin bekletildikten sonra yapilan analizlerde akimin, baslangic akim degerlerine gore
strastyla % 3,7, % 5,7 ve % 8,4 azaldigi bulunmustur. Hazirlanan biyosensor gergek
insan serum Orneklerindeki alkol analizinde kullanilmis ve sonuglar GC’de yapilan
analizler ile karsilagtirnllmistir. Her iki analiz ile elde edilen sonuglar iyi bir korelasyon
gostermistir (Luo vd 2008). ikinci ¢alismada ise meldola mavisi yiizey baskili elektrot
yiizeyinde degildir. Elektrodun miirekkebine karigtirilmig ve basilmistir. Meldola mavisi
ile modifiye edilmis yiizey baskili elektrotlar ADH/NAD/Nafion/AuNP karigimi ile
modifiye edilmistir. Biyosensoriin optimum ¢aligsma potansiyeli, 0,0 V (SCE’ye karsi)
ve optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. Optimum sartlarda alkol biyosensdriiniin tayin
sinirt 1,6x107° mol.L!, gézlemlenebilen en yiiksek alkol derisimi 8 mmol.L!, Km degeri
ise 8.3 mmol.L!, olarak hesaplanmistir. Biyosensoriin dogruluk performansinin
degerlendirilmesi i¢in ayni1 biyosensorle 1,0 mmol.L!' alkol derisiminde ardistk 10
Ol¢iim yapilmistir ve bagil standart sapma degerinin % 5,49 oldugu belirlenmistir.
Biyosensdriin saklama stabilitesi i¢in 4°C’de 10, 20 ve 30 giin bekletildikten sonra
yapilan analizlerde akimin, baslangi¢ akim degerlerine gore sirasiyla % 3,1, % 4,6 ve %
7,7 azaldigt bulunmustur. Her iki calismada da hazirlanan biyosensorler gercek
numunelerdeki alkol analizinde kullanilmis ve sonuglar GC’de yapilan analizler ile
karsilagtirilmistir. Her iki analiz ile elde edilen sonuglar iyi bir korelasyon gostermistir
(Luo vd 2008).

Kiiciik hacimdeki kan numunelerinde etanol tayini i¢in, yiizey baskil1 elektrot,
nanokompozit film ve ADH kullanilarak tek kullanimlik alkol biyosensorii Zhen vd
tarafindan 2011 yilinda gelistirilmistir. Bu c¢alismada da yiizey baskili elektrotlar
laboratuarda hazirlanmustir. Ilk olarak AuNP-MWCNT-Nafion nanokompozit film,
calisma elektrodunun iizerine modifiye edilmistir. Sonra medyatdér olarak kullanilan
meldola mavisi ve ADH/NAD", nanokompozit film {izerine fiziksel adsorpsiyon ile
tutuklanmistir. Son olarak calisma elektrodunun yiizeyi kii¢iik hacimde (5 pL) numune
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analizi i¢in hidrofilik bir membran ile kaplanmistir. Alkol biyosensoriiniin optimum
calisma potansiyeli -0,13 V (Ag/AgCl'ye karsi) ve optimum pH 7,5 olarak
belirlenmistir. Optimum sartlarda alkol biyosensériiniin tayin sinir1 5x107° mol.L™!, ve
dogrusal ¢aligma araligi 2x10* - 25x10” mol.L™!, K degeri ise 5.3 mmol.L"!, olarak
bulunmustur. Biyosensériin 4°C’de 20 ve 30 giin bekletildikten sonra yapilan stabilice
testlerinde akimin, baglangi¢ akim degerlerine gore sirastyla % 3,6 ve % 5,8 azaldigi
gozlenmistir. Alkol biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik testleri 10 farkli biyosensorle 5,0
mmol.L! alkol derisiminde yapilmis ve varyasyon katsayist % 4,1 olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen biyosensor gercek kan numunelerinde alkol analizi igin
kullanilmis ve sonuglar GC’de yapilan analizler ile karsilastirilmistir. Her iki analiz ile
yapilan sonuglar iyi bir korelasyon gostermistir (Zhen vd 2011).

Insan nefesindeki etanoliin tayini igin gelistirilen ADH enzimini temel alan tek
kullanimlik amperometrik biyosensor ile ilgili yapilmis iki ¢alisma vardir. Bunlardan
ilki Park ve ¢alisma arkadaslarinin 1995 yilinda etanol buharinin tayini igin
gelistirdikleri ADH/NAD"’yi temel alan tek kullanimlik amperometrik biyosensoriidiir.
Yiizey baskilama teknigini kullanarak esnek poliester substrat iizerine karbon
hamurunun baskilanmasiyla elde edilen elektrotlarla alkol biyosensoriinii
hazirlamiglardir. Biyosensor kullanilmadan Once aktive olmasi igin ilk olarak tampon
¢ozeltiye daldirilmis ve sonrasinda analizde kullamlmistir (Park vd 1995). ikinci
calisma ise 1999 yilinda yine Park ve calisma arkadaglari tarafindan yapilmistir. Bu
calismada nefesteki alkol tayinini daha da gelistirmek igin ADH/NAD"’y1 temel alan
diferansiyel tip amperometrik biyosensor dizayn edilmistir. Kullanilan yilizey baskili
elektrotlar iki calisma elektrodu ig¢ermektedir. Calisma elektrotlarindan birisi
ADH/NAD" ile modifiye edilmis ve aktiftir, digeri ise sadece sigir serum albumini ile
modifiye edilmis ve inaktiftir. Inaktif calisma elektrodunun insanin nefsinde var olan
oksitlenebilen tiirlerin biiylik bir kisminin girisimini minimuma indirgemesi nedeniyle,
aktif ve inaktif ¢aligma elektrodu arasindaki diferansiyel sinyal, girisim etkisi mimimum
olan bir sinyaldir. Amperometrik Ol¢iim Oncesi biyosensor, pH 7,4 fosfat tampon
cozeltisine daldirilarak 1slatilir ve optimum ¢alisma potansiyeli olan 0,47 V’da
(Ag/AgCl’e karsi) analiz i¢in kullanilir. Gelistirilen biyosensoriin insan nefesindeki
alkolii 20-800 ppm derisim araliginda tayin edebildigi bildirilmistir (Park vd 1999).

ADH/NAD" enzimi temel alan yiizey baskili elektrotlarla gergeklestirilen bir
baska calisma da Wang vd tarafindan 1995 yilinda yapilmistir. Rutenyunmla disperse
edilmis karbon miirekkebi kullanarak yilizey baskili film elektrodu hazirlanmistir.
Rutenyumla modifiye edilmis elektrot yiizeyi, ADH/NAD" ile modifiye edilerek diisiik
potansiyel araliginda (0,0 ile 0,2 V arasi) 6l¢giim saglayan medyatorsiiz amperometrik
alkol biyosensorii gelistirilmistir. Rutenyumun ¢alisma potansiyelinin azalmasini
saglayict etki gosterdigi bildirilmistir (Wang vd 1995).

AOx enzimini temel alan tek kullanimlik amperometrik biyosensorler de
ozellikle alkollii igeceklerdeki etanoliin tayini i¢in gelistirilmistir. Boujtita vd 2000
yilinda yaptiklar1 ¢aligmada birada etanol tayini i¢in kimyasal olarak modifiye edilmis
tek kullanimlik yiizey baskili elektrotlar, AOx ile tutuklanarak amperometrik
biyosensor gelistirmislerdir. Laboratuarda hazirlanan yiizey baskili elektrotlar % 5°lik
kobalt ftalosiyanin ile doplanmig ve sonrasinda AOx ile kaplanmistir. Elektrot yiizeyi
girisimleri 6nleme amagli, bariyer olarak yarigecirgen bir membran ile kaplanmistir.
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Etanoliin 6l¢limii enzimatik tepkime sonucu iiretilen hidrojen peroksidin sinyalinin
takibini temel almaktadir. Gelistirilen biyosensoriin optimum pH’1 7,2 ve optimum
calisma potansiyeli 0,4 V (Ag/AgCl’ye karsi) olarak bulunmustur. Optimum sartlarda
amperometrik biyosensor bira orneklerindeki etanol tayininde kullanilmistir (Boujtita
vd 2000).

2001 yilinda Patel vd farkli kaynaklardan izole ettikleri AOx enzimlerini
(Hanseluna sp., Candida boidinii ve Pichia pastoris’den) tek kullanimlik ytlizey baskili
elektrotlara modifiye ederek alkol biyosensorleri hazirlamiglardir. Daha sonra bu
amperometrik biyosensorlerin analitiksel performanslarini kiyaslamiglar ve sarap
numunelerindeki etanol analizi i¢in kullanmiglardir. Yiizey baskili elektrotlar
laboratuarda basilmis ve AOx enzimleri platin ¢alisma elektrodu yiizeyine
polikarbomilsiilfonat hidrojeli kullanilarak tutuklanmistir. Her {i¢ enzimle hazirlanan
biyosensorlerin optimum pH’st 7,5 olarak belirlenmistir. Hanseluna sp.’den izole
edilmis AOx enzimi ile hazirlanan amperometrik biyosensoriin  analitiksel
performansinin en yiiksek oldugu bulunmustur. Biyosensorlerin % 3’den daha az
standart sapmaya sahip oldugu, iyi bir tekrarlanabilirlik gdsterdigi ve 4°C’de 3 hafta
boyunca kararhiligin1 korudugu sonucuna varilmistir. Sarap numunelerindeki etanol
analizi ve resmi destilasyon piknometre yontemi ile yapilan analiz sonuglar
karsilagtirildiginda, alkol biyosensorleri ile yapilan analiz sonuglarinin  sarap
numulerindeki matris etkisi nedeniyle % 10 hata igerdigi bulunmustur (Patel vd 2001).

Farkli alkollii igkilerdeki etanol analizi igin, farkli medyatorlerle modifiye
edilmis ticari yiizey baskili elektrotlar ile farkli kaynaklardan elde edilmis AOx
enzimleri (Hanseluna sp., Candida boidinii ve Pichia pastoris’den) kullanilarak
amperometrik biyosensorler hazirlanmis ve analitiksel performanslart karsilastirilmistir
(Costa Rama vd 2012). Ticari yiizey baskili elektrotlarda var olan medyatdrler Prusya
mavisi, ferrosiyaniir ve kobalt ftalosiyanindir. Prusya mavisi ve ferrosiyaniir ile
modifiye edilmis elektrotlara AOx enzimleri, horseradish peroksidaz (HRP) enzimi ile
birlikte modifiye edilirken, kobalt ftalosiyanin ile modifiye edilmis elektrotlarda AOx
enzimi tek bagina fiziksel adsorpsiyon ile modifiye edilmistir. Amperometrik
Olciimlerde uygulanan c¢alisma potansiyelleri Prusya mavisi, ferrosiyaniir ve kobalt
ftalosiyanin ile modifiye edilmis elektrotlar icin sirasiyla, -0,1 V, -0,1V ve 0,4 V’dur.
Gelistirilen alkol biyosensorleri iginde en iyi analitiksel performans gosteren elektrot
tiirii, on islem basamagi ve HRP enzimi gerektirmedigi icin, kobalt ftalosiyanin ile
modifiye edilmis elektrot oldugu bulunmustur. Hanseluna sp. AOx enzimi ile
hazirlanan biyosensorler ile en iyi sonuglar elde edilmistir. Hanseluna sp. AOx ve
kobalt ftalosiyanin ile gelistirilen alkol biyosensorii en yiiksek duyarligi (1211 nA.mM~
1, en diisiik tayin smir1 degerini (0,02 mM), en yiiksek tekrarlanabilirligi (% 2.1) ve en
genis dogrusal araligi (0,05-1,0 mM) gdstermistir (Costa Rama vd 2012).

Gouveia-Caridade vd 2008 yilinda MWCNT ile modifiye edilmis ylizey baskili
elektrotlara AOx enzimini capraz baglama yontemi ile modifiye ederek alkol
biyosensorii gelistirmislerdir. Amperometrik alkol biyosensoriiniin optimum c¢aligsma
potansiyeli -0,3 V (SCE’ye kars1) ve optimum pH’s1 7,5 olarak bulunmustur. MWCNT,
biyosensOriin hem calisma potansiyelini azaltmis hem de duyarligini artirmistir.
MWCNT ile modifiye edilmis biyosensoriin cevabinin, MWCNT ile modifiye
edilmeyene gore 20 kat daha hassas oldugu gozlenmistir. Gelistirilen alkol
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biyosensoriiniin tayin sinir1 86 uM, en yiiksek alkol derigimi 1,4 mM ve Km degeri ise
2,2 mM olarak hesaplanmistir (Gouveia-Caridade vd 2008).

2008 yilinda Barsan ve Brett, karbon film elektrot ve AOx enzimi ile
gelistirdikleri alkol biyosensoriinde polindtral kirmizisi  redoks medyatoriini
kullanmiglardir.  Polin6tral ~ kirmizisi  karbon  film  elektrot  ylizeyine
elektropolimerizasyon ile modifiye edilmistir. AOx enziminin tutuklanmasi ise ¢apraz
baglama yontemi ile yapilmustir. Gelistirilen biyosensdriin optimum pH’st 7,5 ve
optimum c¢aligma potansiyeli -0,3 V olarak belirlenmistir. Polindtral kirmizisinin
elektron akseptorii olarak davrandigi ve redoks medyatorii oldugu, oOnerdikleri
mekanizma ile agiklanmistir. PNR/AOx biyosensoriiniin analitiksel performansinin
belirlenmesi i¢in tekrarlanabilirlik ve kararlilik testleri yapilmistir. Amperometrik alkol
biyosensoriiniin tayin sinirt 29,7 uM (% 5,2 RSD, n=3), en yiiksek alkol derigimi 0,7
mM (% 4,3 RSD), duyarligi 171,8 NA.mM™! (% 8,6 RSD) ve K degeri 1,96 mM (%
5,7 RSD, n=3) olarak bulunmustur. Biyosensoriin duyarligin 6 hafta sonra baslangig
degerinin sadece % 12’si kadar azaldig1 kararlilik testlerinden anlasilmistir. Gelistirilen
alkol biyosensorii kirmizi ve beyaz sarap numunelerinde etanol analizi igin
kullanilmistir (Barsan ve Brett 2008).

ADH ve AOx enzimlerini temel alan tek kullanimlik ylizey baskili elektrotlarla
yapilmis amperometrik biyosensorler ile ilgili yukarida bahsedilen ¢alismalarin
hicbirinde etanol-metanol karisiminin tayini ile ilgili bir ¢alisma yapilmamigtir. Etanol-
metanol karigiminin tayini ile ilgili literatiirde yapilmis sadece bir ¢caligma vardir. 2008
yilinda Bucur ve arkadaglari, ADH ve AOX enzimlerini temel alan ¢ift amperometrik
biyosensor gelistirmislerdir. Bu c¢aligmada elektrotlar laboratuarda basilmigtir. ADH
enzimi meldola mavisi (MM) medyatorii ile modifiye edilmis, AOx enzimi ise kobalt
ftalosiyanin (Co-PH) medyatorii ile modifiye edilmis yilizey baskili elektrotlara,
stilbazolyum gruplar1 igeren fotogapraz baglanabilen bir polivinil alkol icerisine
hapsedilerek tutuklanmistir. Biyosensorlerin ¢alisma potansiyelleri ADH/MM bazl
biyosensor icin 0,6 V (Ag/AgCl’e kars1), AOx/Co-PH bazli biyosensor i¢in ise -0,01 V
(Ag/AgCl’e karsi) olarak belirlemistir. Optimum pH her iki enzim i¢in de uygun bir
deger olan 8,0 secilmistir. ADH/MM bazl1 biyosensoriin etanol i¢in dogrusal ¢alisma
aralig 0,3 - 8 mmol.L™!' olarak bulunmustur. AOx/Co-PH bazli biyosensdriin dogrusal
calisma aralif1 metanol igin 3 - 70 mmol.L!, etanol i¢in ise 15 - 110 mmol.L! oldugu
hesaplanmistir. Gelistirilen ¢ift alkol biyosensorii gercek ve sahte alkollii igkilerin alkol
analizinde kullanilmistir. Elde edilen sonuglar GC analizi sonuglar ile karsilastiriimis
ve iyi bir korelasyon oldugu bulunmustur (Bucur vd 2008).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Alkol oksidaz (E.C. 1.1.3.13., Hansenula sp.’den), alkol dehidrojenaz (E.C.
1.1.1.1., Saccharomyces cerevisiae’den), B-nikotinamid adenin diniikleotit (NAD"), B-
nikotinamid adenin diniikleotitin indirgenmis hali (NADH), glutaraldehit (GA) (%
25°1ik a/h) ¢ozeltisi, jelatin (G), nafion (% 25°lik a/h), kolloidal altin nanopargacik
cozeltisi (20 nm) ve hidrojen peroksit (% 35°lik) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs), potasyum hidrojen fosfat (KoHPOa),
potasyum Kkloriir (KCI), notral kirmizisi, mutlak etanol, metanol, dimetil formamid
(DMF), hidroklorik asit (HCI, % 37’lik), sodyum hidroksit (NaOH) ve siilfiirik asit
(H2SO04 % 98’lik) Merck’ten temin edilmistir. Karboksil gruplari ile modifiye edilmis
cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT-COOH) ise Dropsens firmasi tarafindan
saglanmistir. Kullanilan tiim kimyasallar yiiksek analitik safliktadir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal 6l¢iimler PalmSens potentiostat yardimiyla gergeklestirilmistir.
Spetec Perimax 12 rollers peristaltik pompa ve omfinit manuel numune enjeksiyon
vanast akiga enjeksiyon analiz sisteminde kullanilmigtir. 25 °C’ de istenilen pH’da
tampon ¢ozelti hazirlamak igin, standart tampon c¢ozeltilerle kalibre edilmis Mettler
Toledo pH-metre kullanilmistir. Batch sartlarda amperometrik tayin sirasinda ¢ozeltiyi
istenilen hizda karistirmak i¢in Hanna manyetik karistirict kullanilmistir.  Kati
kimyasallarin tartimi i¢in Precia XR 2055M-DR 0,01 mg duyarli elektronik terazi
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan ultra saf su Millipore Milli-Q Direct Q-3 ultra saf
su cihazindan elde edilmistir.

3.1.2.1. Elektrokimyasal 6l¢iim sistemi

Deneylerde voltametri, kronoamperometri gibi gesitli elektrokimyasal metotlarin
calisilabildigi PalmSens (Sekil 3.1) elektrokimyasal 6l¢iim sistemi kullanilmistir. Bu
cihaz oOzellikle biyosensor sistemlerinde kullanilmak {izere tasarlanmustir. Bilgisayar
kontrolli olan PalmSens cihazmnin sinyalleri PSTrace 4.2 yazilimi ile
degerlendirilmistir. Deney verileri grafik seklinde goriilebildigi gibi, PSTrace 4.2
yazilmi ile st ftste cakigtirilarak karsilastirmali g¢alismalar yapilabilmektedir.
Elektronik ortamda dosyalanarak kaydedilen veriler istenildigi zaman tekrar
goriilebilmektedir.
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Sekil 3.1. PalmSens potentiostat
3.1.2.2. Akisa enjeksiyon analiz sistemi

Akisa enjeksiyon analiz (AEA) sistemi, Spetec Perimax 12 rollers peristaltik
pompa, omfinit manuel numune enjeksiyon vanasi, DropSens akis hiicresi, potentiostat,
bilgisayar, tampon ¢ozelti kabi ve atik kabindan olugmaktadir (Sekil 3.2). Peristaltik
pompa ve farkli i¢ ¢aplarina sahip hortum g¢esitleriyle, tampon ¢ozeltinin akis hizi
0,0015 — 20 mL.dakika® degerleri arasinda ayarlanabilmektedir. Manuel vananin
numune dongiisii 0,5, 1,0 ve 2,5 mL olmak {izere {i¢ farkli sabit hacimdedir.

Sekil 3.2. Akisa enjeksiyon analiz sistemi
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3.1.3. Kullanilan elektrotlar, hiicreler ve konnektorler

DropSens firmasindan temin edilmis ii¢ farkli tiirde tek kullanimlik yiizey
baskili elektrotlar kullanilmistir. Yiizey baskili elektrotlarin genel yapis1 Sekil 3.3°te
verilmistir.

Karsit

lektrot
Calisma iy o
elektrodu

Karsit elektrot

baglantis1 niETans

elektrot

Calisma elektrodu
baglantis1

Referans elektrot
baglantis1

Sekil 3.3. Yiizey baskili elektrotlarin genel yapisi
Calisilan yiizey baskili elektrotlarin tiirleri ve 6zellikleri soyledir (Sekil 3.4):

e Yiizey baskili karbon elektrot (YBCE): (Calisma elektrodu: C (4 mm), Yardime1
elektrot: C, Referans elektrot: Ag / AgCl (0,1 M KCI)).

e Karboksil fonksiyonlu ¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye edilmis ylizey
baskili karbon elektrot (MWCNT-YBE): (Calisma elektrodu: MWCNT-COOH /
C (4 mm), Yardimci elektrot: C, Referans elektrot: Ag/ AgCl (0,1 M KCl)).

e Meldola Mavisi ile modifiye edilmis yiizey baskili karbon elektrot (MM-YBE):
(Calisma elektrodu: MM / C (4 mm), Yardimer elektrot: C, Referans elektrot:
Ag/ AgCl (0,1 M KCI)).

\

Sekil 3.4. Yiizey baskili elektrotlar tiirleri A) YBCE B) MWCNT-YBE C) MM-YBE

Sekil 3.5’te DropSens YBCE ve MWCNT-YBE elektrotlarinin brosiirlerinde yer
alan SEM fotograflar1 goriilmektedir. MWCNT-YBE’ye ait SEM fotograflarindan
elektrot ylizeyindeki MWCNT’lerin varligit ve homojen olarak modifiye edildigi
gorilmektedir.
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Sekil 3.5. YBCE ve MWCNT-YBE elektrotlarinin SEM fotograflari

Elektrotlarin PalmSens potentiostata baglantist DropSens’ten temin edilmis
konnektorler ile saglanmistir. Sensor konnektorleri akisa enjeksiyon analiz sistemi ve
damlamali analizler igin farkli (Sekil 3.6) olarak tasarlanmistir. Batch analizlerde her iki
konnektor de kullanilabilmektedir.

Sekil 3.6. Yiizey baskili elektrotlar i¢in sensér konnektor gesitleri A) Damlamali
analizler i¢in kutu seklinde B) Akisa enjeksiyon analiz i¢in kablo seklinde

Elektrokimyasal oOl¢iimlerde, akisa enjeksiyon ve kesikli analiz i¢in farkl
elektrokimyasal hiicreler kullanilmistir (Sekil 3.7). Her iki hiicre de metil metakrilattan
yapilmustir. Kesikli analizde kullanilan hiicre 5-8 mL gibi biiyiikk hacimli ¢ozeltiler ve
karistirma sartlar1 i¢in uygundur.

54



A B
N
~—
-~
”

-

9, y

WDS DS

Sekil 3.7. Yiizey baskili elektrotlar igin elektrokimyasal hiicre ¢esitleri A) kesikli analiz
icin hiicre B) Akisa enjeksiyon analiz i¢in akis hiicresi

3.2. Metot
3.2.1. Elektrot yiizeyinin temizlenmesi ve aktivasyonu

Yiizey baskili karbon elektrotlarin (YBE) iiretiminde, miirekkepteki yiiksek
miktardaki polimer, heterojen reaksiyonun ve yari-tersinir veya tersinmez redoks
prosesinin kinetiginin yavaslamasina neden olur. Dolayisiyla, YBCE’lerin optimum
elektrokimyasal performansi igin 1limli elektrokimyasal aktivasyonu gereklidir (Nassef
vd 2008). Elektrotlarin yiizeylerinin temizlenmesi ve aktivasyonu, elektrokimyasal
Ol¢timlerde akimin artmasina, sinyal/giiriiltii oraninin azalmasina yol agar, tersinmez
reaksiyonlarin azalmasini saglar. Elektrot yiizeyinin aktivasyonu i¢in birka¢ farkl
yontem vardir; yilizey temizleme, lazerle aktivasyon, elektrokimyasal on islem
(McCreey 2008). Elektrot yilizeyinin temizlenmesi ve aktivasyonu igin, YBCE ve
MWCNT-YBE’lere farkli islemler uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Elektrot yiizeyinin temizlenmesi ve aktivasyonu icin YBE ve MWCNT
YBE’lere uygulanan islemler

0,1M pH 8 fosfat tamponu icerisinde 50 mV.s™ tarama hizinda - 0,5 ile + 0,7

Islem 1

yem V potansiyel araliginda 3 kez dongiisel voltametri
islem 2 0,1M pH 8 fosfat tamponu igerisinde + 1,4V’de 300 s boyunca potansiyel

; uygulanarak elektrokimyasal 6n islem

. 1M H2SOyigerisinde 100 mV.s* tarama hizinda - 0,5 ile + 1,0 V potansiyel
Islem 3 . . .

araliginda 8 kez dongiisel voltametri

islem 4 0,05M HNOjs igerisinde 50 mV.s™ tarama hizinda -0,5 ile + 1,0 V potansiyel

araliginda 8 kez dongiisel voltametri

MWCNT-YBE’ye tiim islemler uygulanirken, YBCE’lere islem 1, 2 ve 3
uygulanmistir. Uygulanan islemlerden hangisinin etkili oldugunun anlasilabilmesi i¢in
elektrotlara 1 mM KsFe(CN)s icerisinde 50 mV.s? tarama hizinda + 0,5 ile - 0,7 V
potansiyel araliginda 3 kez dongiisel voltametri uygulanarak karakterizasyonu
yapilmistir.

Dongiisel voltametri sonuclarinin degerlendirilmesinde, voltamogramlardan elde
edilen anodik pik akimi (Ipa) ve katodik pik akimi (lpc) arasindaki oran (Ipa /lpc) ile
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anodik pik potansiyeli (Epa) ve katodik pik potansiyeli (Epc) arasindaki fark (AEp)
verilerinden yararlanilir. Ipa/lpc = 1 olmalidir. lpa/lpc degerinin 1°den uzaklagmasi
homojen kinetik tepkimelerin ya da elektrot isleminde komplikasyonlarin isaretidir.
AEp degeri ise ¢ok iyi bir tanimlayic1 kriterdir. Elektron transferi hizli oldugunda,
tersinir elektrot reaksiyonunu belirtir ve AEp degeri 59 mV/n’ye esit olur (Scholz 2010).

Kullanilmadan o6nce YBCE ve MWCNT-YBE elektrotlarina, belirlenen
optimum yiizey temizleme ve aktivasyon islemleri uygulanmais, ultra saf su ile yikanmis
ve yliksek safliktaki N2 gazi ile kurutulmustur.

3.2.2. Destek elektrolit tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektrolit olarak 0,1 M KCI ig¢inde, KH2POs ve K;HPO4
kullanilarak hazirlanan 50 mM fosfat tamponu kullanilmistir. Destek elektrolit
hazirlanirken tizerine 1 M NaOH veya 1 M HCI ilave edilerek pH ayarlamasi
yapilmistir. Deneylerde kullanilan tiim ¢ozeltiler fosfat tampon sistemi igerisinde
hazirlanmstir.

3.2.3. YBE’lerin MWCNT-COOH ile modifikasyonu

MWCNT-YBE elektrotlarinda MWCNT-COOH, c¢alisma elektrodu (CE)
yiizeyine basilmistir. MWCNT-COOH’nin CE yiizeyine sonradan modifiye edilmesi
durumunda mi, yoksa CE yiizeyine basilmis durumda mi daha etkili oldugunu
incelemek i¢in, YBE’ler MWCNT-COOH ile modifiye edilmistir. Bu amagla, 1mg
MWCNT-COOH ve 1ImL DMF:H20 (1:1) karistmina 3 saatlik sonikatdr uygulamasiyla
kararli ve homojen bir siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisimdan YBE’lerin
CE yiizeyine her bir tabaka i¢in 4 pul. damlatilmistir (Fanjul-Bolado vd 2007, Lamas-
Ardisana vd 2008). Karanlikta, kapali ortamda kuruyuncaya kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra ultra saf su igerisinde 30 s boyunca manyetik karistirici ile
karistirilarak temizlenmis ve yliksek safliktaki N2 gazi ile kurutulmustur.

3.2.4. YBE’lerin AuNP ile modifikasyonu

YBE’lerin CE yiizeyine kolloidal altin nanoparcacik ¢ozeltisinden (AuNP) (20
nm) 20 pL damlatilmistir. Ilk é6nce MWCNT-COOH ile modifiye edilen elektrotlarin
CE yiizeyine damlatilan AUNP hacmi her bir tabaka i¢in 5 plL’dir. Karanlikta, kapali
ortamda kuruyuncaya kadar oda sicakliginda bekletilmistir (Serafin vd 2011). Daha
sonra ultra saf su igerisinde 30 s boyunca manyetik karistirict ile karigtirilarak
temizlenmis ve yiiksek safliktaki N2 gazi ile kurutulmustur.

3.2.5. YBE iizerinde PNR’nin hazirlanmasi

0,1 M KNOsigeren 0,025 M pH 5,5 fosfat tamponu igerisinde 1,0 mM monomer
notral kirmizi ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Dongiisel voltammetri uygulanarak YBE
tizerinde nétral kirmizinin elektropolimerizasyonu, dolayisiyla da PNR olusumu
saglanmigtir. Déngiisel voltammetri, - 0,9V ile + 0,9 V potansiyel araliginda 50 mV.s*
tarama hizinda 15 dongii uygulanarak gerceklestirilmistir (Barsan ve Brett 2008).
YBE’ler ultra saf su ile yikandiktan sonra yiiksek safliktaki N2 gazi ile kurutulmustur.
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Elektrot formiilasyonunda nanopartikiil (MWCNT-COOH veya AUNP) bulunmasi
tasarlandiginda, YBE yiizeyleri 6nce nanopartikiil ile sonra PNR ile modifiye edilmistir.

3.2.6. AOx temelli biyosensdrlerin hazirlanmasi

3.2.6.1. Jelatin ile tutuklama

e Uygun aktiviteye sahip AOx enzimi ve 1 mg jelatin tartilmistir. 10 pL 50 mM
pH 7,0 fosfat tamponu, jelatin ve uygun aktivitedeki enzim iizerine mikro pipetle
aktarilmis ve ¢oziinmesi i¢in 38 °C’lik su banyosunda 15 dakika bekletilmistir.

e AOx-jelatin karigtmmnin 5 pL’si YBCE’nin ¢alisma elektrodu iizerine (CE)
damlatilmistir. Hazirlanan biyosensér 1 saat +4 °C’de sabit nem ortaminda
bekletilmistir.

e Bir saat sonunda %1’lik GA c¢ozeltisinden 1 pL CE iizerine damlatilmis ve
biyosensor +4 °C’de sabit nem ortaminda bekletilmistir.

3.2.7. ADH temelli biyosensorlerin hazirlanmasi
3.2.7.1. Glutaraldehit ile tutuklama

e Uygun aktivitedeki enzim {izerine, 10 uL 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu mikro
pipetle aktarilmistir.

e Bu enzim ¢ozeltisinin 5 pL’si YBE’lerin CE’si lizerine damlatilmistir. Boylece
hazirlanan biyosensorler 1 saat +4 °C’de sabit nem ortaminda bekletilmistir.

o  %1’lik GA ¢dzeltisinden bir 6nceki islemde hazirlanan biyosensdriin CE {izerine
1 pL damlatilmistir. Biyosensorler +4 °C’de sabit nem ortaminda stabilizasyon
isleminin tamamlanmasi i¢in bir gece bekletilmistir.

3.2.8. Elektrokimyasal 6l¢iimler

Kesikli analiz 8 mL fosfat tamponu iceren hiicre igerisinde yapilmistir.
Kronoamperometrik oOlgiimler karigtirma sartlari altinda yapilmistir. Amperometrik
tayinde sabit akim elde edildiginde analit ilavesi yapilmis ve Olcililen akim potantiostat
tarafindan kaydedilmistir.

Akisa enjeksiyon analiz, akis hiicresi icerisine ylizey baskili elektrotun
yerlestirilmesi ve hiicrenin igerisinden akis hizi peristaltik pompa ile 0,5 mL/dk’ya
ayarlanmig olan tampon ¢ozeltinin gegirilmesi ile ¢alisan sistemde gerceklestirilmistir.
Manuel vanaya enjekte edilen analitin hacmi 0,5 mL’dir.

Damlamali analiz ise, elektrot yiizeyine 50 upL analit ilavesi ile
gerceklestirilmistir.
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3.2.9. ADH temelli biyosensorlerin 6l¢ciim prensibi

Etanol tayinine yonelik olarak gelistirilmek istenilen ADH temelli biyosensoriin
ol¢tim prensibi NADH’nin yiikseltgenmesinin takibine dayanmaktadir ve herhangi bir
medyator kullanilmamistir. Etanol derisimi arttikga NADH miktar1 da artacaktir.

ADH
RCH20H + NAD* ——» RCHO + NADH + H* (2.1)
NADH — » NAD* + H" +2¢ (2.2)

Amperometrik 6l¢iimler Ag/AgCl’ye (0,1 M KCl, yalanci referans elektrot) karsi
+0,2 V potansiyelde kesikli analiz ile yapilmistir. 7 mL 50 mM pH 7,75 fosfat tamponu
ve 1 mL 7 mM NAD" ¢ozeltisi elektrokimyasal hiicreye transfer edilmistir. Akim
kararli hale geldikten sonra belirli derisimdeki etanol ardisik olarak katilmistir.

3.2.10. AOx temelli biyosensorlerin 6l¢iim prensibi

Metanol tayinine yonelik gelistirilmek istenen AOx temelli biyosensoriin dlglim
prensibi oksijenin amperometrik olarak takibine dayanmaktadir. Alkol derisimi arttik¢a,
reaksiyona giren oksijen miktar1 da artacak ve daha fazla oksijen tiiketilecektir.
Cozeltide bulunan oksijen ise asagidaki reaksiyona gore katotta indirgenecektir.

RCH.0H + FAD —A9X , RCHO + FADH; (2.3)
FADH, + 0, ——» FAD + Hz0; (2.4)
O + 2H0 + 26« ——» H0, + 20H- (2.5)
H20; + 26- ———» 20H" (2.6)

PNR medyatorii varliginda AOx temelli biyosensdrlerin Ol¢lim prensibi ise,
PNR’nin yiikseltgenmesinin amperometrik olarak takibine dayanmaktadir. Alkoliin
enzimatik reaksiyonunda yiikseltgenmis haldeki PNR, indirgenen FADH2’yi tekrar
FAD’ye yiikseltgerken, kendisi indirgenir. Indirgenmis PNR’nin elektrot yiizeyinde
yeniden ylikseltgenmesi ile agi§a cikan elektronlar elektroda transfer edilir. Alkol
miktart arttik¢a anotta daha fazla PNRH: yiikseltgenecektir.

RCH,OH + FAD ———» RCHO + FADH; 2.7)
FADH; + PNR —— FAD +PNRH; (2.8)
PNRH, —— PNR +2e- + 2H* (2.9)

AOx biyosensorleri i¢in amperometrik Olgtimler Ag/AgCl'ye (0,1 M KCI,
yalanci referans elektrot) karst medyator yokken -0,45 V, PNR medyatorii varliginda -
0,30 V potansiyelde akisa enjeksiyon analiz ile yapilmistir. Belirli derisimdeki metanol
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belirli araliklarla akisa enjeksiyon sistemine enjekte edilmistir. Voltametrik 6l¢timler ise
kesikli analiz ile yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Elektrodun Temizlenme ve Aktivasyonu I¢in Optimum Kosullarin
Belirlenmesi

YBCE ve MWCNT-YBE elektrotlarinin yilizeyinin temizlenmesi ve aktivasyonu
icin Cizelge 3.1°de verilen islemler uygulanmis ve karakterizasyonu i¢in 1 mM
KsFe(CN)s igerisinde 50 mV.s™ tarama hizinda + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda
dongiisel  voltametri uygulanmistir  (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Dongiisel
voltamogramlardan yararlanilarak YBCE ve MWCNT-YBE i¢in anodik ve katodik pik
potansiyelerinin orani (lpa/lpc) Ve anodik ve katodik pik potansiyelleri arasindaki fark
(AEp) verileri bulunmus ve Cizelge 4.1°de verilmistir.

CurrentipA

- Iylom 1
1/ iglem 2
= fglem 3
T e T %2 oo oz ds o8
Potential/V

Sekil 4.1. YBCE’ler igin her bir islem sonras1 1mM KsFe(CN)s igerisinde 50mV.s*
tarama hizinda + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel
voltamogramlar

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°deki voltamogramlardan, Islem 2 nin yani 300 s boyunca
+1,4 V potansiyel uygulamanin (elektrokimyasal 6n islem) her iki elektrot tiirli i¢in de
pik akimin artirdigr goriilmektedir. Cizelge 4.1 incelendiginde en diisiik AEp, 1’e yakin
Ipa/lpc degerleri ve en yiiksek anodik ve katodik pik akimlari, Islem 2 uygulandiginda
elde edilmektedir. AEp degerinin diisiikk olmasi elektron transferinin hizli oldugunu
gosteren bir kriterdir. Bu sonucglardan yararlanilarak YBCE ve MWCNT-YBE’lerin
kullanilmadan 6nce temizlenmesi ve aktivasyonu igin Islem 2 yani elektrokimyasal 6n
islem uygulanmistir.
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Sekil 4.2. MWCNT-YBE’ler i¢in her bir islem sonrasi ImM KsFe(CN)s igerisinde 50
mV.s? tarama hizinda + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda elde edilen
dongiisel voltamogramlar

Cizelge 4.1. YBCE ve MWCNT-YBE’lerin yiizey aktivasyonu ve karakterizasyonu
sonrasi voltamogramlardan elde edilen lpa/lpc ve AE degerleri

Islem 1 Islem 2 Islem 3 Islem 4

AEp AEp AEp AEp
(mV) Ipa/lpc (mV) Ipa/lpc (mv) Ipa/lpc (mv) Ipa/lpc

YBCE 229 0,93 131 0,91 267 0,85 - -

MWCNT-YBE 149 0,85 104 0,86 184 0,82 168 0,82

4.2. NADH’nin Yiikseltgenmesinin Takibi Icin Uygun Elektrot Tiirii ve
Formiilasyonunun Belirlenmesi

NADH’nin yiikseltgenmesinin takibinde elektrot tiiriiniin etkisini incelemek i¢in
YBCE, MWCNT-YBE ve MM-YBE yalin elektrotlarnin 1 mM NADH igindeki
dongiisel voltamogramlart alinmis ve Sekil 4.3’de verilmistir. MM-YBE elektrodunun
meldola mavisi medyatoriinii icermesi sebebiyle NADH nin yiikseltgenme potansiyelini
onemli Ol¢iide diisiirdiigii Sekil 4.3’deki voltamogramlardan anlasilmaktadir. Karbon
bazli elektrotlarda (GC i¢in 0,7 V) NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli +0,6 V ve daha
yiikksek potansiyellerde gozlenmektedir (Wooten ve Gorski 2010). NADH’nin
yiikseltgenme piki YBCE ve MWCNT-YBE elektrotlarinda sirasiyla yaklasik +0,44 ve
+0,36 V potansiyelde gozlenmistir. NADH’nin yiikseltgenme pikinin YBCE ve
MWCNT-YBE elektrotlarinda, karbon bazli elektrotlara gore, daha diisiik potansiyelde
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gozlenmesinin nedeni, bu elektotlara uygulanan elektrokimyasal o©n islemdir.
Elektrokimyasal 6n islem ile YBCE ve MWCNT yiizeyinde oksijen igeren gruplar
olusmakta ve oksijen iceren bu  gruplar uyarilmaktadir.  NADH’nin
elektroyiikseltgenmesine oksijen igeren gruplarin etkisinin biiyiik oldugu ve elektron
transferini kuvvetlendirdigi Pumera tarafindan bildirilmistir (Pumera 2012). YBCE’ye
uygulanan elektrokimyasal on islemle, kenar u¢ karbonil gruplari olugmakta ve
NADH’nin yiikseltgenmesine karst MWCNT gibi elektrokatalitik etki gostermektedir.
Tek kullanimlik YBCE’lere elektrokimyasal 6n iglem uygulanmasiyla kenar ug karbonil
gruplarinin ortaya ¢iktigi, kenar ug grafit veya CNT ile modifiye edilmis elektrotlarla
benzer hareket ettigi literatiirde yer almaktadir (Liu vd 2010, He vd 2010). MWCNT-
YBE’nin YBCE clektroduna gore yiikseltgenme potansiyelini biraz diisiirmesinin bir
nedeni yapisinda MWCNT nanopargaciklarini igermesidir. MWCNT nanopargaciklari,
NADH’nin yiikseltgenmesine karsi elektrokatalitik 6zellik gostermektedir (Agui vd
2008). MWCNT’nin yapisindaki kenar ug¢ alanlarinin ve kusurlu yapilarinin varligi
nedeniyle temel NADH yiikseltgenme piki, difiizyon kontrollii proses lizerinden
yiriimiis, tek bir pik gdzlenmis ve pik potansiyeli azalmistir. MM-YBE ve YBCE
elektrotlarinda da gozlenen tek pikin varligi, diflizyon kontrollii proses iizerinden
yuridiiginii  belirtmektedir. Elektrot  ylizeylerinde  adsorplanmis tiirler
bulunmamaktadir. MWCNT-YBE’ye uygulanan elektrokimyasal on islem ile
MWCNT’nin yapisindaki kusurlu yapilar da uyarilmaktadir. MWCNT-YBE’nin YBCE
elektroduna gore ylikseltgenme potansiyelini biraz diisiirmesinin diger bir nedeni ise
elektronik basamaklarindaki aktif kenar u¢ alanlarindaki yogunluklarinin daha fazla
olmasidir (Pumera 2012). MWCNT-YBE elektrodundaki MWCNT nin karboksil
gruplart ve kullanilmadan 6nce MWCNT-YBE’lere elektrokimyasal on islem
uygulanmasi sonucu olusan oksijen igeren diger fonksiyonel gruplarin (epoksi/eter,
karbonil ve hidroksil/alkoksit gruplari) varligi ile elektrot yiizeyinde kinon tiirlerinin
olusabildigi litariirde yer almaktadir (Zhang vd 2011, Zu vd 2007, Yang ve Liu 2009).
Elektrokimyasal on islem uygulanmasiyla YBCE yiizeyinde olusan oksijen iceren
gruplarin ve kenar ug¢ karbonil gruplarinin varlig1 ile YBCE yiizeyinde de kinon tiirleri
olusmustur. Kinon tiirleri, NADH’nin enzimatik reaksiyonunda redoks medyatori
olarak hareket etmekte ve hizli elektron transfer kinetigi saglamaktadir. YBCE ve
MWCNT-YBE elektrotlarinda NADH’nin yiikseltgenmesindeki medyatorlii prosesin
mekazimasina gore, ylizey kinon (Q) tiirleri NADH’deki hidriir iyonunu kabul eder ve
elektronlarin delokalizasyonunu kolaylastirir (Banks vd 2005, Wooten ve Gorski 2010,
Zhang vd 2011). Boylelikle NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli YBCE ve MWCNT-
YBE’de karbon bazli elektrotlara gore olduk¢a azalmis ve NADH’ye Kkarsi
elektrokatalitik etki gostermisti. MWCNT-YBE’deki kusurlu yapilarin varligi ise
potansiyelin daha da diismesine neden olmusgtur.
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Sekil 4.3. 1 mM NADH c¢ozeltisinin YBCE, MWCNT-YBE ve MM-YBE yalin
elektrotlarinda elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 50
mV.s150 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)

YBCE ve MWCNT-YBE elektrotlarinda NADH’nin yiikseltgenmesi ECE
(elektrokimyasal-kimyasal-elektrokimyasal) mekanizmasma gore yiiriimektedir. Ilk
basamakta NADH, NAD-<" katyon radikali tretmek igin bir elektron kaybederek
tersinmez olarak yiikseltgenir. Ikinci basamak birinci dereceden deporotonlama
reaksiyonudur. Bu basamakta, NAD+" radikalinden proton ayrilmasiyla tersinmez olarak
notral NADe radikali iiretilir. Ugiincii basamak, ikinci heterojen elektron transfer
reaksiyonudur ve tersinirdir. Bu basamakta ise NADe nétral radikali pozitif potansiyelde
elektrot yiizeyinde hemen NAD"’ya yiikseltgenir. NADH’nin yiikseltgenmesi igin elde
edilen dongiisel voltamogramlarda gozlenen tersinmezligin nedeni, NADH’nin
yiikseltgenmesinde birinci basamakta gerceklesen elektrokimyasal reaksiyonda,
elektron transferinin tersinmez olmasi ve hizi belirleyici basamak olmasidir (Moiroux
ve Elving, 1980, Banks vd 2005). MM-YBE elektrodunda NADH nin yiikseltgenmesi,
MM medyatériiniin NADH’deki hidriir iyonunu kabul etmesi {izerinden yiiriiyen CE
(kimyasal-elektrokimyasal) mekanizmasidir. MM’nin yapisindaki aromatik halka ise
elektronlarin delokalizasyonunu kolaylastirmaktadir (Wooten ve Gorski, 2010).

NADH’nin elektroyiikseltgenmesinde elektrot tiiriiniin etkisini belirlemek igin
YBCE, MWCNT-YBE ve MM-YBE elektrotlar1 kullanilarak NADH nin amperometrik
tayinleri akisa enjeksiyon analizi ile yapilmistir. Fanjul-Bolado vd 2008 yilinda YBCE
ve MWCNT-COOH ile modifiye ettikleri YBCE’lerle NADH’nin amperometrik
tayinini akisa enjeksiyon analiz sistemi ile + 0,45 V’da gergeklestirmislerdir (Fanjul-
Bolado vd 2008). Sekil 4.3’ deki dongiisel voltamogramlardan ve literatiir bilgilerinden
yararlanilarak NADH nin amperometrik tayinlerinde uygulama potansiyelleri YBCE ve
MWCNT-YBE’ler i¢in + 0,45 V, MM-YBE ig¢in ise + 0,1 V olarak belirlenmistir. Sekil
4.4’de o6rnek olarak MM-YBE kullanildiginda elde edilen kronoamperogram verilmistir.

63



1x10*M
7.5x10°M
5x10°M
-
=
€ 2.5%10°M
- ]
(&)
1x10°M
5x10°M |1
1x10¢M | | | ‘
:‘:::r_._J\_.'-.__'\_.‘.\.\..L_.;_.L_‘.';Q\..'L_'__\_.\_."_g_‘\_.‘_
Timel/s

Sekil 4.4. MM-YBE ile NADH’nin akisa enjeksiyon analiz ile amperometrik tayininde

elde edilen kronoamperogram (100 mM pH 7,5 fosfat tamponu, 0,1M KCI, +
0,1V)
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Sekil 4.5. YBCE, MWCNT-YBE ve MM-YBE ile NADH’nin amperometrik tayini

sonrasinda elde edilen akim-derisim grafikleri (100 mM pH 7,5 fosfat
tamponu, 0,1M KCI)

YBCE, MWCNT-YBE ve MM-YBE kullanilarak yapilan NADH analizi
sonrasinda, her bir derisimde Olgiilen ii¢ akimin ortalamasinin NADH derisimine kars1
cizilen grafikleri sekil 4.5’de verilmistir. Grafiklerden elde edilen duyarlik ve
korelasyon katsayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Sekil 4.5°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayis1 degerleri

Elektrot tiirli Duyarlik Korelasyon katsayisi
YBCE 15,91 pA.mM?t 0,999
MWCNT-YBE 20,08 pA.mM?T 0,999
MM-YBE 6,58 pA.mM? 0,995

NADH’nin amperometrik tayininde Ol¢iim duyarliginin en yiiksek oldugu
elektrot tiiriiniin MWCNT-YBE oldugu Cizelge 4.2°den anlagilmaktadir. Amperometrik
calisma potansiyeli YBCE ve MWCNT-YBE’ler i¢in + 0,45 V iken, MM-YBE igin +
0,10 V’dur. Bunun nedeni de MM-YBE’de meldola mavisi medyatdriiniin
kullanilmasidir. Calisma potansiyelinin diisiik olmasi1 girisim yapabilecek tiirlerin
etkisini azaltmasi nedeniyle tercih edilen bir durumdur. Bu sebeple NADH analizi i¢in
incelenen tiirler arasinda en iyi elektrot tiiriinin MWCNT-YBE oldugu analitiksel
parametrelerle belirlenmis olsa da, ¢aligma potansiyelinin diisiik olmasi nedeniyle MM-
YBE elektrodunun NADH tayini igin en uygun elektrot tiiri oldugu sonucuna
varilmigtir.

MM-YBE elektrodunun duyarliginin artirilmasi i¢in MM-YBE elektrodu
nanoparcacik ve redoks iletken polimeri ile modifiye edilmistir. Nanopargacik olarak
MWCNT-COOH ve AuNP, iletken redoks polimeri olarak da PNR kullanilmistir.
Medyatoriin etkisinin daha iyi anlasilabilmesi ve karsilastirma yapilabilmesi, bunun
yaninda medyatorsiiz, diisik potansiyelde girisimsiz NADH analizinin yapilip
yapilamayacagini tartismak icin YBCE elektrotlart da MWCNT-COOH, AuNP ve PNR
ile modifiye edilmistir. Bu amagla YBCE/MWCNT/AuNP/PNR ve MM-
YBE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrotlar1 hazirlanmis ve karakterizasyonlari
icin NADH ¢ozeltisinde 50 mV.s? tarama hizindaki déngiisel voltamogramlari
alinmigtir.  Sekil 4.6’da MM-YBE ve MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit
elektrotlarinin 0,5 mM NADH i¢indeki dongiisel voltamogramlar1 verilmistir. MM-
YBE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu ile yaklasik - 0,20 V ve + 0,05 V olmak
tizere NADH i¢in iki yiikseltgenme potansiyeli gbzlenmektedir. - 0,20 V’da gbzlenen
pik meldola mavisi (MM) medyatorii varligi nedeniyledi. MWCNT ve MM
medyatOriiniin, m-konjuge yapilar1 arasindaki m-m elektronik etkilesim nedeniyle
MM’nin pik potansiyeli azalmistir. MM’deki NADH’nin yiikseltgenme mekanizmasi
hidriir transferi tizerinden yiirimektedir. MM hidriirii kabul eder ve MMH/MM* redoks
cifti elektronlarin delokalizasyonunu kolaylastirir (Wooten ve Gorski, 2010). + 0,05
V’da gozlenen pik ise MWCNT varligi nedeniyledir. CNT’lerin elektrot yiizeyine ¢ok
tabakali yapida modifiye edilmesiyle elektrotlarin ince film etkisi gosterdigi bilgisi
literatiirde yer almaktadir (Pumera 2012). Film modifiye MWCNT elektrotlarinda,
elektroaktif tiirler yar1 sonsuz ¢ozeltiden hem elektrot yiizeyine ve hem de MWCNT
tabakalarinin igine difiizlenir.
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Sekil 4.6. 0,5 mM NADH ¢ozeltisinin MM-YBE ve MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR
yalin ve kompozit elektrotlarinda elde edilen dongiisel voltamogramlar
(Tarama hizi: 50 mV.s 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)
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Sekil 4.7. MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrotlarinin 0,5 mM NADH ve

tampon ¢ozeltisinde elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi:
50 mV.st 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)

NADH varliginda bu potansiyellerde pik akiminin arttigini kanitlamak i¢in MM-
YBE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrodunun NADH ve tampon ¢ozeltilerindeki
dongiisel voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 4.7°de verilmistir. NADH varlifinda
yaklasik - 0,20 V ve + 0,05 V potansiyellerindeki pik akimlarinin arttigi Sekil 4.7°de
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gorilmektedir. Medyatorlii sistemlerde NADH varliginda anodik yiizey pikinin
kuvvetlenirken katodik yilizey pikinin azaldig: literatiirde yer almaktadir (Wooten ve
Gorski, 2010). Pik akimlarindaki artisin yaklasik + 0,05 V potansiyelde biraz daha fazla
oldugu anlasilmistir. Bu sonuglardan yola g¢ikarak MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrotlar1 ile NADH’nin amperometrik tayini + 0,10 V potansiyelde
yapilmigtir. Boylelikle MM-YBE yalin ve modifiye edilmis elektrotlar: ile yapilan
NADH’nin amperometrik tayin sonuglar1 karsilastirilarak MWCNT-COOH, AuNP ve
PNR’nin sinerjik etkisi daha iyi anlasilabilecektir. MM-YBE/MWCNT/AuUNP/PNR
kompozit elektrotlar1 ile yapilan amperometrik tayin sonucu NADH derisimine karsi
Olciilen akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil 4.8°de verilmistir.
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Sekil 4.8. MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR elektrotlarinin NADH derisimine karsi elde
edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, + 0,1 V)

MM-YBE/MWCNT/AUNP/PNR  kompozit elektrotlar1 ile NADH’nin
amperometrik tayini i¢in elde edilen grafigin korelasyon katsayis1 0,994, duyarlig: ise
13,87 pA.mM* olarak bulunmustur.

Sekil 4.9°da YBCE ve YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR yalin ve modifiye edilmis
kompozit elektrotlarinin 1 mM NADH igindeki dongiisel voltamogramlar1 verilmistir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR ile NADH ig¢in yaklastk + 0,2 V potansiyelde
yiikseltgenme piki gozlenmektedir. YBCE elektrodunun modifikasyonunda kullanilan
MWCNT-COOH, AuNP ve PNR’nin sinerjik etkisi nedeniyle, NADH’nin
yiikseltgenme  potansiyelini  oldukca Onemli  o6lgiide  diisiirdligii =~ dongiisel
voltamogramlardan anlasilmaktadir. - 0,7 ile -0,4 V arasinda gozlenen redok ¢ifti PNR
medyatorii nedeniyle gozlenmistir. -0,1 ile + 0,2 V’daki redoks cifti ise elektrot
yiizeyinde bulunan kinon tiirleri nedeniyle gozlenen redoks pikleridir.
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Sekil 4.9. 1 mM NADH c¢ozeltisinin YBCE ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR yalin ve
kompozit elektrotlarinda elde edilen dongiisel voltamogamlari (Tarama hizi:
50 mV.s 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)
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Sekil 4.10. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrotlarinin 1 mM NADH ve
tampon ¢ozeltisinde elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi:
50 mV.s 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Elektrot formiilasyonunda YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodunun

NADH’ye cevap verdigini kanitlamak i¢gin NADH ve tampon ¢ozeltilerindeki dongiisel
voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 4.10°de verilmistir. NADH varliginda yaklasik + 0,2
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V’da pik akimlarinin arttifi dongiisel voltamogramlardan goériilmektedir. Literatiirde
NADH’nin yiikseltgenmesinin tayini icin YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
formiilasyonundaki bir elektrot daha once kullanilmamistir. NADH nin ylikseltgenme
potansiyelinin disiiriilmesi olduk¢a 6nemli bir konudur. Calismamizda hazirladigimiz
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu, NADH’nin medyatorsiiz, distk
potansiyelde girisimsiz tayini i¢in olduk¢a umut vericidir.

YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR kompozit elektrotlar1 ile NADH’nin tayini + 0,2 V
potansiyelde yapilmistir. Amperometrik tayin sonucu NADH derisimine kars1 dlgililen
akim degerleri grafiklendirilmistir ve Sekil 4.11°de verilmistir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrotlar: ile NADH’nin amperometrik tayini
icin elde edilen grafigin korelasyon katsayis1 0,990, duyarhigs ise 12,48 uA.mM™ olarak
bulunmustur.
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Sekil 4.11. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR elektrotlarinin NADH derisimine kars1 elde
edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KClI, + 0,2 V)

Cizelge 4.3. YBE’lerin tiirii ve modifikasyonlarinin, NADH nin amperometrik tayin
performanslarina etkilerinin karsilastirilmasi

Korelasyon Calisma

Elektrot tiirti Duyarlik -
katsayisi potansiyeli
YBCE 15,91 pA.mM?t 0,999 +0,45V
MWCNT-YBE 20,08 pA.mM?* 0,999 +0,45V
MM-YBE 6,58 pA.mM?* 0,995 +0,10V
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR 12,48 pA.mM* 0,990 +0,20V
MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR 13,87 pA.mM™* 0,994 +0,10V

Cizelge 4.3’de NADH’nin amperometrik tayini i¢in kullanilan farkli tiir ve
modifikasyonlardaki YBE’lerin, analiz sonrast elde edilen grafiklerinden belirlenen
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duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri ve uygulanan potansiyeller verilmistir
NADH’nin yiikseltgenme potansiyelinin diisiik olmasi, amperometrik tayinlerde
ortamda bulunabilecek girisim yapan tiirlerin etkisini azaltmak i¢in oldukc¢a onemlidir.
Bu verilere gore diisiik potansiyelde amperometrik tayinin yapilabildigi elektrotlar MM-
YBE, MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR’dir. En yiiksek
duyarliga sahip elektrot ise MWCNT-YBE’dir. MWCNT, AuNP ve PNR’nin elektrot
formiilasyonlarinda birlikte bulunmasmin sinerjik etki yarattigi hem dongiisel
voltamogramlardan hem de Cizelge 4.3’de verilen analitiksel parametrelerden
anlasilmaktadir. YBCE elektrot tiirii i¢in elektrot formiilasyonlarina MWCNT, AuNP ve
PNR’nin duyarligi biraz azaltsa da yiikseltgenme potansiyelini onemli oOlgiide
diisirmesi, yarattig1 sinerjik etkiyi gostermektedir. MM-YBE elektrot tiirii i¢in ise
nanoparcacik ve PNR yine sinerjik etki gostererek, duyarligr iki kat artirmistir. Hem
elektrot tiiri hem de ¢alisma potansiyeli diisiiniildiigiinde en uygun elektrot tiirii MM-
YBE/MWCNT/AuNP/PNR’dir. Ancak analitiksel performansinin MM-
YBE/MWCNT/AuNP/PNR’ye yakin ve oOzellikle medyatorsiiz olmasi nedeniyle
NADH’nin yiikseltgenmesinin amperometrik tayini i¢in en uygun formiilasyonu ve
elektrot tiirline sahip elektrot YBCE/MWCNT/AuNP/PNR olarak se¢ilmistir.

Nanopargaciklarin  ve  PNR’nin  birlikte  kullanilmasinin =~ NADH’nin
yiikseltgenme potansiyelini diisiirmesindeki sinerjik etkiyi incelemek i¢in ise YBCE,
YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT, YBCE/PNR, YBCE/MWCNT/AuNP,
YBCE/AUNP/PNR, YBCE/MWCNT/PNR ve YBCE/AuNP/MWCNT/PNR
elektrotlarmin 1 mM NADH c¢ozeltisindeki dongiisel voltamogramlari alinmustir. Ik
olarak PNR’nin NADH’nin yiikseltgenmesine karsi tek basina olan etkisini incelemek
icin, Sekil 4.12°de 1 mM NADH c¢ozeltisinin YBCE ve YBCE/PNR elektrotlarinda elde
edilen dongiisel voltamogramlar1 verilmistir. Bu voltamogramlara gore, yalin YBCE
elektrodunda NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli + 0,40 V’da gozlenirken, elektrot
formiilasyonunda sadece PNR’nin yer almasi ile bu potansiyel + 0,10 V’a diismektedir.
Buna gore, NADH’nin yiikseltgenmesine karsi PNR’nin elektrokatalitik bir etki
gosterdigi sonucuna varilmustir. Flavinler, NAD*/NADH rejenerasyonundan sorumludur
ve NR flavin yapisina sahiptir (Willioms 1976). Redoks polimeri olan polifenazinlerin
baz1 karboksilik asit ve NADH’ye karsi elektrokatalitik etki gosterdikleri ve
NAD*/NADH doniisiimii i¢in gerekli potansiyeli diigiirerek rejenarasyona izin verdikleri
bildirilmistir. Bu sebeple polifenazinler, NADH’nin tayini i¢in NADH sensorii olarak
kullanilmaktadir (Pauliukaite vd 2010). Diizenli mezogo6zenekli karbon (OMC) ve PNR
kompozit elektrot ile NADH’nin diisiikk potansiyelde yiikseltgendigi ve PNR’nin
NADH’ye kars1 elektrokatalitik etki gosterdigi 2010 yilinda Lu ve ¢alisma arkadaslar
tarafindan bildirilmistir. Dilgin ve arkadaslar1 ise PNR/GC elektrodunda NADH’nin
fotoelektrokatalitik olarak yiikseltgenmesini incelemisler ve onlar da PNR’nin
NADH’ye elektrokatalitik etki gosterdigi sonucuna varmiglardir (Dilgin vd 2011).
Calismamizda PNR’nin NADH’nin yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi elektrokatalitik
etkinin, literatiir caligmalariyla da uyumlu oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.12. 1 mM NADH ¢o6zeltisinin YBCE ve YBCE/PNR elektrotlarinda elde edilen
dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 50 mV.s? 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1M KCI)

NADH nin elektroksidasyonuna kars1 nanopargaciklarin tek baslarina ve birlikte
kullanildig1 durumlardaki etkilerini incelemek icin YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve
YBCE/MWCNT/AUNP elektrotlarinin 1 mM NADH’deki dongiisel voltamogramlari
alimmis ve Sekil 4.13’de verilmistir. AuNP’nin tek basina nanopargacik olarak etkisinin
yalin YBCE ile kiyaslandiginda NADH’nin yiikseltgenmesine karst elektronik
iletkenligi biraz artirdig1 ancak yiikseltgenme potansiyelini anodik yonde + 0,02 V (Epa
=+ 0,420 V) kaydirdig1 gozlenmistir. AUNP’nin NADH’ye kars1 elektrokatalitik bir etki
gostermedigi, yalnizca elektrodun yiizey alanini artirarak elektronik iletkenligi artirdigi
bulunmustur. YBCE/MWCNT elektrodunda, NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli +
0,06 V’°da gozlenmis ve MWCNT, NADH’ye karsi elektrokatalitik aktivite gostermistir.
CNT’lerin NADH ve H202’nin elektron transfer reaksiyonlarini ilerlettigi ¢esitli
calismalarla da bildirilmistir (Valentini vd 2003, Wang vd 2003, Wang 2005).
YBCE/MWCNT’nin NADH’nin yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi elektrokatalitik
etkinin bir nedeni, MWCNT-COOH’nin yapisinda oksijen iceren —COOH fonksiyonel
grubuna sahip olmasidir. Elde ettiimiz bu sonuglar literatlir tarafindan da
desteklenmektedir. Musameh ve ¢alisma arkadaglari, 2002 yilinda CNT ile modifiye
ettikleri GC elektrot ile NADH nin diisiik potansiyelde tayinini igeren bir ¢alisma
yapmiglardir. NADH’nin yikseltgenme pikini yalin GC elektrot ile + 0,82 V’da,
MWCNT/GC elektrot ile + 0,33 V’da gozlemlemisler ve CNT nin elektrokatalitik etki
gosterdigi sonucuna varmiglardir. CNT’nin NADH’ye karst olan elektrokatalitik
davranigina, yiizeyindeki oksijence zengin gruplarin kismi olarak sorumlu oldugunu ve
NADH’nin yiikseltgenmesinin CNT’ler {izerindeki ilerleme mekanizmasinin gercek
nedeninin tamamen anlagilamadigini bildirmiglerdir (Musameh vd 2002). 2010 yilinda
Carvalho ve c¢alisma arkadaslarr MWCNT ile modifiye ettikleri camsi karbon
elektrodunu (GC), askorbatin elektrokatalitik tayininde kullanmiglardir. MWCNT ’nin
askorbata karsi ¢ok yiiksek elektrokatalitik etki gosterdigini (Epa = +0,07 V) ve bu
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etkinin  MWCNT’nin yapisindaki oksijen igeren gruplar nedeniyle oldugunu
aciklamiglardir. YBCE/MWCNT’ nin NADH’nin yiikseltgenmesine karsi gosterdigi
elektrokatalitik etkinin diger nedenleri ise elektrot yiizeyinde olusan kinon tiirlerinin
redoks medyatorii olarak davranmasi ve MWOCNT’nin aktif kenar u¢ alanlarinda
NADH’nin adsorplanmasi ve sonra da yiikseltgenmesidir. MWCNT deki oksijen igeren
gruplar kenar ug alanlarinda bulunmaktadir (Zhang vd 2011).
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Sekil 4.13. 1 mM NADH ¢ozeltisinin YBCE, YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve
YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlarinda elde edilen dongiisel

voltamogramlar1 (Tarama hizi: 50 mV.s? 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu,
0,1M KCI)

CNTler, herhangi bir islem gérmeden tek basina sahip oldugu essiz 6zelliklerini
gosteremez. Bu sebeple ya disperse edilerek saflastirilmali ya da kimyasal olarak islem
gormelidir. Dispersiyon islemi sonucunda, CNT’lerin yiizeyi kaplanabilir veya CNT
kendi yapisina saldirabilir. Bu sebeple uygulanan islemlerinin etkisiyle CNT nin sahip
oldugu ozellikleri degistirebilir. CNT’lerin farkli yollarla iiretimi de sahip oldugu
elektrokimyasal ozelliklerini etkilemektedir (Kuznetsova vd 2001). Kimyasal buhar
coktiirme (CVD) yontemi, ark bosaltma metoduna gére CNT deki yapisal degisiklileri
minimuma indirgemektedir. Cok duvarli karbon nanotiiplerin iiretiminde CVD metodu
tercih edilir. Calismamizda DropSens firmasindan temin edilen MWCNT-COOH, CVD
metodu ile tiretilmis nanotiipler kullanilmigtir. Karboksil (-COOH) grup fonksiyonuna
sahiptir ve bu —COOH fonksiyonunun yaklasik % 5 oldugu XPS Oolgiimleriyle
belirlendigi firma tarafindan belirtilmistir. Bu modifikasyon hem MWCNT nin
dispersiyonunu hem de enzimlerin yiizeye modifikasyonunu kolaylastirmaktadir.
CNT’lere kimyasal islem uygulanmasi (HNOs ile muamele gibi) sonucu yan
duvarlarinin fonksiyonlastirilmasi (-COOH fonksiyonu gibi) ile CNT’de bulunan amorf
karbonun ¢ikarilmasint saglamaktadir. Bu kimyasal islemde, amorf karbonun
oksidasyon ile fonksiyonlagsmasi sonucunda CCF (karboksillenmis karbon igerikli
fragmentler) kalintis1 olusmaktadir. CCF’ler CNT duvarlari lizerinde siirekli bir katman
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olusturarak, CNT’lerin kendilerine saldirmalarin1i da 6nlemektedir (Shao vd 2007).
Calismamizda satin aldigimiz MWCNT-COOH’1n yapisinda depolanmig olarak bulunan
serbest amorf karbon ve katalist Ozellige sahip metal pargaciklarin ¢ikarilarak
saflagtirildigl, % 95°den daha fazla saflikta karbon icerdigi ve ortalama yarigaplarinin
10 nm, ortalama uzunlugunun ise 1,5 um oldugu bilgisi firma tarafindan verilmistir.
Daha 6nceki ¢aligsmalara gére, CNT’lerin elektroaktif yiizey alanlarinin yarigaplar ile
ters orantili oldugu bulunmustur. Zhan vd’nin gegisli elektron mikroskobu (TEM) ve
azot adsorpsiyonu ile yaptiklari incelemeler, CNT elektrotlarinin BET (Brunauer—
Emmett—Teller)-spesifik yiizey alanlarinin nanotiipiin yarigaplarinin artisiyla azaldigini
gostermistir (Zhang vd 2007). Calismamizda kullanillan MWCNT-COOH’1n yarigapinin
cok kiiciik olmasi, kiitle yogunlugu basina yiiksek bir elektroaktif yiizey alanina sahip
oldugunu gostermektedir. YBCE/MWCNT elektrodunda gozlenen NADH’nin
yiikseltgenme pik akimindaki artis, MWOCNT-COOH’un sahip oldugu yliksek
elektroaktif yiizey alani ve yliksek elektronik iletkenligi nedeniyledir.

YBCE/MWCNT ve YBCE/AuNP elektrotlarinin NADH’nin yiikseltgenmesine
kars1 gosterdigi pik akimlari incelendiginde ise MWCNT nin tek basina AuNP’ye gore
daha fazla yiizey alanina sahip oldugu i¢in daha fazla elektronik iletkenlik gosterdigi
sonucuna varilmistir.

MWCNT ve AuNP’nin birlikte elektrot formiilasyonunda yer almast durumunda
ise, NADH nin yiikseltgenme pik akimi YBCE/AuNP’ye gore yaklagik 2,5 kat artmis
ve yiikseltgenme pik potansiyeli YBCE/MWCNT ye gore anodik yonde + 0,02 V (Epa =
+ 0,08 V) kaymistir. Anodik pik potansiyelindeki + 0,02 V’luk kaymanin AuNP’nin
etkisi nedeniyle oldugu diisiiniilmiistiir. AuNP, tek basina elektrot formiilasyonunda yer
aldiginda da ayn1 etkiyi gostermistir. YBCE/MWCNT/AUNP hibrit elektrodunda anodik
pik akiminda gbzlenen 2,5 katlik artisin sebebi, MWCNT ve AuNP’nin birlikte sinerjik
bir etki yaratarak elektrodun elektroaktif yiizey alanini artirmasi ve bunun sonucu olarak
da elektronik iletkenligi artirmasidir. MWCNT/AuNP hibrit materyali NADH’nin
yiikseltgenme reaksiyonunu ilerletmis, elektron transfer hizini ivmelendirerek artirmig
ve elektrokimyasal performansi artirmistir. Ayn1 zamanda MWOCNT/AUNP hibriti
NADH’nin elektrooksidasyonuna karsi elektrokatalitik bir etki de gostermistir. Son
yillarda CNT ve metal nanoparcaciklar arasindaki etkilesimin énemi oldukg¢a artmistir.
Metal nanopargaciklarin CNT’lere tutunmasi ve CNT’lerin yan duvarlarina kars1 olan
ilgisi nanotiip/nanopargacik hibrit materyal elde etmek i¢in yararli bir 6zelliktir (Kong
vd 2001). Yapilan calismalarda CNT ve metal nanoparcacik komplekslerinin olustugu
kanitlanmistir. Ornegin Jiang vd 2003 yilinda, AuNP’yi azot doplu MWCNTye
tutturmay1 basarmiglardir. Giimiis nanoparcaciklar ise 4-aminobenzenle modifiye
edilmis MWCNT f{izerinde elektrokimyasal olarak sentezlenmistir (Gao ve Li, 2005).
Son zamanlarda, Yang vd tarafindan polielektrolit ile platin nanoparcaciklar ve
CNT’nin kendiliginden olusan ¢ok katmanli filmleri elde edilmistir (Yang vd 2006).
Guo vd 2010 yilinda, GC elektrodu ile triptofanin amperometrik tayini igin
AUNP/MWCNT hibriti hassasiyeti artirict materyal olarak kullanilmistir. AUNP ve
MWCNT birlikte elektroaktif yiizey alanini artirdigi ve elektron transferini hizlandirdigi
icin AUNP/MWCNT/GC elektrodunda, daha diisiik potansiyelde ve daha hassas (daha
yiiksek pik akimi) triptofan tayini yapilmistir (Guo vd 2010). CNT ve NP’lerin hibrit
yapisi, elektriksel, optiksel ve sensor cihazlarin iiretimi i¢in, genis potansiyel uygulama
alanlar1 vardir (Jiang ve Gao 2003). Calismamizda kullanilan MWCNT/AuNP/YBCE
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hibrit elektrodunun NADH’ye kars1 gostermis oldugu elektrokatalitik etki, NADH’nin
hassas ve girisimsiz amperometrik tayini i¢in olduk¢a timit vericidir.

AuNP, MWCNT ve PNR’nin her birinin NADH’ye kars1 olan etkilerinin daha
iyi anlasilmast i¢cin YBCE, YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve YBCE/PNR
elektrotlarinin 1 mM NADH ¢6zeltisindeki dongiisel voltamogramlar1 Sekil 4.14’de
verilmistir. MWCNT nin NADH’nin elektroylikseltgenmesine karsi, PNR ve AuNP’ye
gore daha fazla elektrokatalitik etki (Epa: + 0,06 V) ve daha yiiksek elektronik
iletkenlik gosterdigi dongiisel voltamogramlardan anlasilmaktadir. PNR ve AuNP’nin
elektronik iletkenliklerinin birbirine yakin olmasina karsin PNR, NADH’ye karsi
elektrokatalitik aktivite gostermis ancak AuNP’nin boyle bir etkisi olmamistir. Bu
sonuglar, MWCNT nin daha yiiksek elektroaktif ylizey alanina sahip olmas1 ve elektron
transfer hizin1 artirmasi, PNR’nin flavin yapisinda bir iletken redoks polimeri olmasi
nedeniyle NADH nin yiikseltgenmesi katalizlemesi ve AuNP’nin ise elektroaktif yiizey
alanini artirmasiyla elektronik iletkenligi artirmasi nedeniyledir.
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Sekil 4.14. 1 mM NADH ¢ozeltisinin YBCE, YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve
YBCE/PNR elektrotlarinda elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama
hiz1: 50 mV.s™* 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)

PNR ve nanopargaciklarin elektrot formiilasyonunda birlikte kullanilmasinin,
NADH’nin yiikseltgenmesine karst olan etkisini incelemek i¢in Sekil 4.15°de
YBCE/PNR ve YBCE/AuNP/PNR, Seckil 4.16’de ise YBCE/PNR ve
YBCE/MWCNT/PNR elektrotlarmin 1 mM NADH ¢ozeltisindeki  dongiisel
voltamogramlar: verilmistir. YBCE/PNR formiilasyonuna AuNP’nin girmesiyle
NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli anodik yonde + 0,02 V daha saga kaymis ve
anodik pik akimi biraz artmistir (Sekil 4.15). AuNP’nin varligit PNR’nin iletkenliginin
artmasin1  saglamistir. Yapilan c¢aligmalara gore, iletken polimerlerde AuNP’nin
varhigimin elektrokimyasal aktivite ve iletkenligi artirdigi bildirilmistir (Pinagrron vd
2008). YBCE/AuUNP ve YBCE/MWCNT/AUNP elektrotlarinda da gozlenen anodik pik
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potansiyelindeki + 0,02 V’luk bu kaymanin da yine AuNP’nin etkisi nedeniyle oldugu
distiniilmektedir.
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Sekil 4.15. 1 mM NADH ¢o6zeltisinin YBCE/PNR ve YBCE/AuNP/PNR elektrotlarinda

elde edilen déngiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 50 mV.s 50 mM pH
7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)
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Sekil 4.16. 1 mM NADH ¢ozeltisinin  YBCE/PNR ve YBCE/MWCNT/PNR

elektrotlarinda elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 50
mV.st 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)
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YBCE elektrodunda hem MWCNT hem de PNR’nin birlikte bulunmasi
durumunda (YBCE/MWCNT/PNR) ise NADH’nin yiikseltgenme pik akiminin
YBCE/PNR’ye gore yaklasik 5 kat arttig1 ve yiikseltgenme pik potansiyelinin de +0,11
V oldugu Sekil 4.16’da goriilmektedir. Buna gore MWCNT ve PNR’nin birlikte
elektronik iletkenligi artirarak bir sinerjik etki yarattig1 sonucuna varilmistir. CNT lerin
oksijen igeren uglari ile acik son gruplari, sp® karbonlarindan olusan hidrofobik yan
duvarlar1 ve m-konjuge yapilar1 vardir. CNT’lerin bu essiz yapisal ve elektronik
ozellikleri, ti¢ boyutlu iletken matris olusturmalarina izin verir. CNT’lerin m-konjuge
yapilari, organik aromatik bilesiklerle n-rt elektronik ve hidrofobik etkilesim yapmasini
saglar (Carvalho vd 2010). Literatiirde verilen bilgiler 1s1§inda, MWCNT ve PNR
arasindaki bu sinerjik etkinin, PNR ve MWCNT’ nin yapisinda bulunan m-konjuge
yapilar1 arasindaki m-m elektronik etkilesim nedeniyle oldugu ve boylelikle elektron
transfer hizinin arttigi ve faradik cevabin kuvvetlendigi sonucuna varilmistir.
MWCNT’nin sahip oldugu yiiksek elektroaktif yiizey alani da yine bu etkilesimlerle
artmigtir. MWCNT ve PNR arasindaki bu sinerjik etki ile NADH nin yiikseltgenmesine
karsi olan hassasiyet de artmistir. YBCE/MWCNT/PNR elektrodu ile NADH’nin
yiikseltgenmesine karsi elde edilen sonuglar literatiirdeki bazi ¢alismalar tarafindan da
desteklenmektedir. Carvalho vd’nin 2010 yilinda askorbat tayini icin GC/MWCT/PNR
elektrodu kullanmiglardir. PNR ve MWCNT nin birlikte bir sinerji yaratarak elektronik
iletkenligi artirdigini bildirmislerdir. 2007 yilinda Qu vd’nin yaptiklar1 bir ¢calismada ise
MWCNT/PNR/GC elektrodu kullanarak glukoz biyosensorii gelistirmislerdir. Bu
calismada da yine MWCNT ve PNR arasinda sinerjik bir etki oldugunu, bu davranisin
ise MWCNT ve PNR’nin miikemmel elektron transfer yetenegi ile redoks aktivitesini
gelistirmesi nedeniyle oldugunu agiklamislardir.

Biyouyumluluk o6zelligi ve MWCNT ile birlikte yarattigi sinerjik etkisi
nedeniyle AuNP, sinerjik etkisi daha fazla olan formiilasyona (YBCE/MWCNT/PNR)
dahil edilmis ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR elektrodunun da NADH’nin
yiikseltgenmesine kars1 olan elektrokimyasal davranisi incelenmistir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR elektrodunda hem nanopargacik hem de PNR’nin varligi
olduk¢a fazla bir sinerjik etki yaratarak  yiikseltgenme pik  akimim
YBCE/MWCNT/PNR’ye gore 2 kat artirmistir (Sekil 4.17). NADH’ye karsi olan
yiikseltgenme pik potansiyeli ise + 0,16 V’da gozlenmistir. AuNP’nin varlig1 ile anodik
pik akimi artmis olmasina ragmen, anodik pik potansiyeli anodik yonde daha pozitif
degerlere kaymistir. YBCE/MWCNT/PNR’ye gore pik potansiyelindeki + 0,05 V’luk
bu kaymanin AuNP’nin etkisi nedeniyle oldugu sonucuna varilmigtir. AuNP’nin
elektrot formiilasyonlarina girdigi durumlarda pik potansiyellerindeki kaymalar + 0,02
V iken, YBCE/MWCNT/AUNP/PNR elektrodunda + 0,05 V olmasmin Yyine
nanopargacik ve PNR’nin sinerjik etkisinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.17. 1 mM NADH c¢ozeltisinin farkli modifikasyonlardaki YBCE yalin
elektrotlarinda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 50
mV.st 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)

Sekil 4.17’de  YBCE, YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT, YBCE/PNR,
YBCE/MWCNT/AuUNP, YBCE/AuUNP/PNR, YBCE/MWCNT/PNR ve
YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlarinin 1 mM NADH c¢ozeltisinde elde edilen dongiisel
voltamogramlari ve Cizelge 4.4’de ise bu voltamogramlarindan elde edilen Epa ve Ipa
degerleri verilmistir. Cizelge 4.4 incelendiginde NADH’nin yiikseltgenmesine karsi
daha  oOnceden de  belirlendigi  gibi en  uygun  elektrot tiirliniin
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR oldugu, en yiiksek anodik pik akimi degerinden ve anodik
pik potansiyelini yalin YBCE’ye gore olduk¢a fazla diigiirmesinden anlasilmaktadir.
Ayni1 zamanda MWCNT, AuNP ve PNR’nin birlikte oldukg¢a fazla bir sinerjik etki
yarattigi da  goriilmektedir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR  kompozit elektrodu,
NADH’ye kars1 yiiksek elektrokatalitik aktivite ve yiliksek elektronik iletkenlik
gostermektedir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR’nin NADH’nin yiikseltgenmesine kars1
gosterdigi bu yliksek sinerjik etkinin nedeni su sekilde agiklanabilir. Elektrokimyasal 6n
islem uygulanmis YBCE elektrodu iizerine —COOH fonksiyonuna sahip MWCNT-
COOH’1m modifiye edilmesiyle yiiksek elektroaktif yilizey alanina sahip bir elektrot elde
edilmisti. YBCE/MWCNT elektrodu AuNP ile modifiye edildiginde ise MWCNT nin —
COOH fonksiyonuna ve agik uclara sahip olmasi nedeniyle AuNP, MWCNT yiizeyine
tutunur. Boylelikle YBCE elektrodunda MWOCNT/AuNP hibrit yapist olusur.
MWCNT/AuNP hibrit yapis1 da elektronik iletkenligi ve hassasiyeti artirict etki yapar.
Elektroaktif yiizey alan1 ve elektronik iletkenligi olduk¢a artmis olan
YBCE/MWCNT/AUNP hibrit elektrodu tizerinde NR’nin elektropolimerizasyonu ile
PNR filmi olusur. PNR filminin yapisinda bulunan m konjuge yapilari, MWCNT de
bulunan w konjuge yapilar1 ile m-m elektronik etkilesimini ve hidrofobik etkilesim
yapar. Boylece YBCE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrodunda elektron transfer
hiz1 oldukga artar ve faradik cevap kuvvetlenir. AuNP’nin biyouyumluluk 6zelligi ise,
NADH’nin redoks reaksiyonunda uyumlu bir mikrogevre yaratir. MWCNT nin
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YBCE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrodundaki varligi, yalin elektrotlarda
NADH’nin yiikseltgenmesi ile olusan kirliliklerin elektrot ylizeyinde birikmesini de
anti-fouling etkisi ile Onlemistir. Yalin elektrotlarda yiiksek asir1 potansiyelde
NADH’nin tersinmez reaksiyonlari ile olusan iirlinlerin yalin elektrotlarin ylizeyinde
birikmesi sonucu meydana gelen Kkirliliklerin, CNT’nin anti-fouling etkisi ile yok
edildigi literatiirde yer almaktadir (Musameh vd 2002). NAD*/NADH rejenerasyonu
yeniden sarj edilebilir biyobataryalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Biyoyakit hiicreleri,
mikroorganizma, organel veya enzim gibi biyoelektrokatalistleri temel alan, kimyasal
enerjiyi elektriksel enerjiye doniistiiren elektrokimyasal cihazlardir. Enzimatik yakit
hiicrelerinde, oksidorediiktaz enzimlerinin ¢ogu kullanilmaktadir ve enzimler NAD"’ya
bagimlidir. Enzim ve elektrot arasindaki elektron dongiisii, koenzim NAD™ tarafindan
kesildiginde bu dongiiniin devam etmesi i¢in bir elektrokatalist gereklidir. Yeniden sarj
edilebilir biyobataryalarin gelistirilmesi i¢gin NAD*nin indirgenmesi ve NADH’nin
yiikseltgenmesini katalizlemek i¢in PNR’nin varligi 6nemlidir (Marguerite vd 2011).
Gelistirdigimiz YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu biyoyakit hiicreleri ve
biyobataryalarda kullanimi agisindan énemli bir yeniliktir.

Cizelge 4.4. Sekil 4.17°de verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen Epa ve lpa

degerleri

Elektrot tiirii Epa Ipa

YBCE +0,40 V 13,11 pA
YBCE/AUNP +0,42V 13,22 pA
YBCE/MWCNT + 0,06 V 14,23 pA
YBCE/PNR +0,10V 7,97 pA
YBCE/MWCNT/AuNP +0,08 V 32,92 pA
YBCE/AuNP/PNR +0,12V 8,02 nA
YBCE/MWCNT/PNR +0,11V 38,49 pA
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR +0,16 V 79,13 pA

4.3. Notral Kirmizinin Elektropolimerizasyonunun Karakterizasyonu

4.3.1. Farkh tiirlerdeki YBE’lerde NR’nin elektropolimerizasyonun
karakterizasyonu

Notral kirmizi, YBE’lerin yiizeyinde 0,1 M KNOs i¢eren 0,025 M pH 5,5 fosfat
tamponu igerisinde, - 0,9 V ile + 0,8 V potansiyel araliginda 50 mV.s? tarama hizinda
15 dongili uygulanarak elektrokimyasal olarak polimerlestirilmistir. YBE’ler iizerinde
NR’nin elektropolimerizasyonunun doéngiisel voltamogramlar1 YBCE, MWCNT-YBE
ve MM-YBE elektrotlar1 i¢in sirasiyla Sekil 4.18, 4.19 ve 4.20’de verilmistir. Bu
voltamogramlar 2007 yilinda Pauliukaite vd’nin NR’nin elektropolimerizasyonu ile
ilgili yapmis olduklari1 ¢alismada elde ettikleri dongiisel voltamogramlarla uyumludur.
Pauliukaite vd (2007), NR monomerinin tersinmez yiikseltgenme pik potansiyelini
yaklagik + 0,7 V’da gozlemlemislerdir (SCE’ye karsi). Bizim calismamizda NR
monomerinin yiikseltgenme pik potansiyeli tim YBE tiirleri i¢in yaklagik + 0,6 V’da
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gbzlenmis ve tarama sayisi arttikga bu potansiyel daha pozitif degerlere kaymaistir.
Bunun sebebinin, PNR filminin olusmasiyla elektrot yiizeyinin degismesi ve elektrot
yiizeyindeki pH degisimleri oldugu diistinilmistiir (Pauliukaite vd 2007). Tim YBE
tirlerinde dongii sayis1 arttikga, monomerin katyon radikali ile yiikseltgenmesi
nedeniyle anodik akim da artmistir. Bu durum pirrol, anilin ve diger iletken polimer
monomerlerinin davranisi ile benzerdir (Pauliukaite vd 2007). NR-leuko NR tersinir
doniistimii (redoks ¢iftinin merkezi, Redoks I) tim YBE tiirleri i¢in - 0,8 V - 0,6 V
arasindadir. Her bir dongii ile indirgenme piki daha negatif potansiyele kaymakta,
indirgenme pik akimi azalmis ve potansiyel siirekli daha negatif degerlere kayarak pik
geniglemistir. Bu durumun PNR’nin dallanmasi ve elektrot yiizeyinin yapisinin
degismesiyle ilgili olabilecegi savunulmaktadir (Pauliukaite vd 2007). Dongii sayisi
arttikca da yiikseltgenme pik akimi siirekli artmakta ve pik potansiyeli daha pozitif
degerlere kaymaktadir. Polimerin orta redoks ¢iftinin (doping/de-doping, Redoks II)
potansiyel araliklar1 YBE tiirleri ile degismektedir. Bu degerler YBCE, MWCNT-YBE
ve MM-YBE e¢lektrotlar1 igin sirastyla 0,0 V ile + 0,14 V, 0,0 V ile + 0,18 V, - 0,20 V
ile - 0,10 V potansiyel araligindadir ve dongili sayisinin artisi ile pozitife dogru ¢ok
yavas artmaktadir.
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Sekil 4.18. NR’nin YBCE {izerindeki elektropolimerizasyonunun ddngiisel
voltamogramlar1 (0,1 M NaNOz igeren pH 5,5 0,025 M fosfat
tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢ozeltisinde, 50 mV.s? tarama
hizinda, 15 dongii)
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Sekil 4.19. NR’nin yalin MWCNT-YBE iizerindeki elektropolimerizasyonunun

dongiisel voltamogramlart (0,1 M NaNOs i¢eren pH 5,5 0,025 M fosfat

tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™ tarama hizinda,
15 dongti)

Current/mA
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Sekil 4.20. NR’nin yalin MM-YBE iizerindeki elektropolimerizasyonunun dongiisel
voltamogramlari (0,1 M NaNOs igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda
1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™ tarama hizinda, 15 dongii)
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4.3.2. Nanomateryallerle modifiye edilmis YBCE’lerde NR’nin
elektropolimerizasyonun karakterizasyonu

NR’nin  nanomateryallerle  modifiye edilmis YBCE’ler iizerindeki
elektropolimerizasyonlarinda da benzer sonuglar elde edilmistir. YBCE/AuUNP,
YBCE/MWCNT ve YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlar1  iizerinde  NR’nin
elektropolimerizasyonun dongiisel voltamogramlari sirasiyla Sekil 4.21, 4.22 ve 4.23’de
verilmistir. Elektropolimerizasyon pozitif potansiyelde monomer katyon radikallerin
olusmasiyla baslar ve zincir biiyiimesiyle devam eder. Monomerin katyon radikallerinin
olusmasi i¢in gerekli pozitif potansiyel, yalin YBCE elektrodunun MWCNT, AuNP ve
MWCNT/AuNP ile modifiye edilmesiyle, + 0,6 V’dan + 0,5 V’a diismiis ve NR
monomerinin yiikseltgenme piki yaklasik + 0,5 V’da gozlenmistir. Nanomateryallerle
modifiye edilmis YBCE’lerde gbzlenen monomerin yiikseltgenme potansiyelindeki bu
azalma, MWCNT ve AuNP’lerin YBCE’lerin elektroaktif yiizey alanimi ve elektronik
iletkenligi artirmasiyla elektropolimerizasyonun daha istekli olmasinin bir sonucudur.
Yalin elektrotlarda oldugu gibi nanomateryallerle modifiye edilmis elektrotlarda da,
tarama sayisi arttikca bu potansiyel daha pozitif degerlere kaymis, dongii sayisi arttik¢a
monomerin katyon radikali ile yiikseltgenmesi nedeniyle anodik pik akimlar1 da
artmistir. NR-leuko NR tersinir doniisiimii (redoks ¢iftinin merkezi, Redoks I) tim YBE
tiirlerinde oldugu gibi, YBCE/AuNP ve YBCE/MWCNT/AuUNP elektrotlari i¢in de - 0,8
Vile - 0,6 V arasindadir. YBCE/MWCNT elektrodunda ise potansiyel aralig1 biraz daha
genigtir (- 0,6 V ile - 0,9 V arasi). Her bir dongii ile indirgenme piki daha negatif
potansiyele kaymakta, indirgenme pik akimi azalmakta ve potansiyel siirekli daha
negatif degerlere kayarak pik genislemektedir. Dongii sayis1 arttik¢a ylikseltgenme pik
akimi1 da siirekli artmakta ve pik potansiyeli daha pozitif degerlere kaymaktadir.
Katodik ve anodik pik potansiyellerindeki kayma YBCE/MWCNT elektrodunda daha
fazladir. Polimerin orta redoks ¢iftinin (doping/de-doping, Redoks II) potansiyel
araliklar1 YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve YBCE/AuUNP/MWCNT elektrotlar1 igin
sirasiyla - 0,2 V ile + 0,20 V, - 0,25 V ile + 0,23 V ve - 0,2 V ile + 0,15 V potansiyel
araligindadir ve dongii sayisinin artisi ile pozitife dogru ¢ok yavas artmaktadir.
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Sekil 4.21. NR’nin YBCE/AUNP iizerindeki elektropolimerizasyonunun dongiisel
voltamogramlar1 (0,1 M NaNOs igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda
1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™ tarama hizinda, 15 dongii)

YBCE/MWCNT iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonu daha istekli
gerceklestigi, dongiisel voltamogramlardaki Redoks I’deki anodik pik ve Redoks II’deki
anodik ve katodik pik akimlarindaki artislardan anlasilmaktadir (Sekil 4.22). MWCNT,
elektron transfer yolunu kolaylastirarak polimerizasyon prosesini kolaylagtirmistir.
YBCE/MWCNT/PNR elektrodunda Redoks I1’nin anodik piki MWCNT nin varligiyla
yalin YBCE’ye gore daha iyi tanimlanirken, Redoks I’in hem anodik hem de katodik
piki ise daha az iyl tanimlanmistir. NR’nin YBCE/MWCNT iizerindeki
elektropolimerizasyonu ile elde edilen dongiisel voltamogramlar, Carvalho vd’nin 2010
yilinda GC/MWCNT iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonu ile elde edilen dongiisel
voltamogramlarla uyumludur ve benzer sonuglar elde edilmistir.
YBCE/MWCNT/AuUNP tizerinde NR’nin elektropolimerizasyonu da
YBCE/MWCNT’de oldugu gibi yalin YBCE’ye gore daha istekli gergeklestigi Sekil
4.23’deki dongiisel voltamogramlardan anlasilmistir.  YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
elektrodunda hem Redoks Il piki hem de Redoks I piki, MWCNT/AuUNP hibritinin
yaratmig oldugu sinerjik etkiyle yalin YBCE’ye gore daha iyi tanimlanmigtir. Redoks |
piki ise YBCE/MWCNT/PNR’ye gore daha iyi tanimlanmistir. Redoks | ve Redoks |
ciftlerinde ~ anodik  ve  katodik  pik  potansiyelleri  arasindaki  fark
YBCE/MWCNT/PNR’ye gore daha diistiktiir.
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Sekil 4.22. NR’nin YBCE/MWCNT f{izerindeki elektropolimerizasyonunun dongiisel

voltamogramlari (0,1 M NaNOs iceren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda
1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™ tarama hizinda, 15 dongii)
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Sekil 4.23. NR’nin YBCE/MWCNT/AUNP {izerindeki elektropolimerizasyonunun

dongiisel voltamogramlar: (0,1 M NaNOs igeren pH 5,5 0,025 M fosfat

tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢ozeltisinde, 50 mV.s™ tarama hizinda,
15 dongti)

YBCE, YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve YBCE/MWCNT/AuNP
elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonun karakterizasyonu i¢in YBCE/PNR,
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YBCE/AuNP/PNR, YBCE/MWCNT/PNR ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
elektrotlarmm 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde farkli tarama hizlarinda
dongiisel voltamogramlari alinmistir. Her bir elektrot i¢in elde edilen dongiisel
voltamogramlar Sekil 4.24 (A), 4.25 (A), 4.26 (A) ve 4.27 (A)’da verilmistir. Tarama
hizinin karekokiine karsi dongiisel voltamogramlardan elde edilen birinci ve ikinci
anodik pik akimlarinin grafikleri ¢izilmis ve yine her bir elektrot icin sirasiyla Sekil
4.24 (B), 4.25 (B), 4.26 (B) ve 4.27 (B)’de verilmistir. Tarama hiz1 arttik¢a anodik pik
akimlarinin arttig1, her bir formiilasyondaki elektrot tiirii i¢cin elde edilen dongiisel
voltamogramlardan goriilmektedir. Anodik pik akimlarindaki bu artisin, tarama hizinin
karekokii ile dogrusal oldugu, grafiklerden elde edilen dogrunun denkleminden
anlasilmaktadir. Bu sonuglara goére YBCE, YBCE/AuNP, YBCE/MWCNT ve
YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonuyla olusan PNR
filmindeki elektrokimyasal proses, karsi iyonun difiizyonuyla, difiizyon kontrolliidiir ve
tamponda artik monomer yoktur.

YBCE/PNR ve YBCE/AuNP/PNR elektrotlari ile tampon ¢ozeltide elde edilen
dongiisel voltamogramlara gore, anodik pik potansiyellerinin tarama hizi artisiyla
degismedigi goriilmektedir. YBCE/MWCNT/PNR ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
elektrotlar1 ile tampon ¢o6zeltide elde edilen voltamogramlarda ise anodik pik
potansiyellerinin  tarama hiz1 arttikca biraz degistigi ve bu degisimin
YBCE/MWCNT/PNR  elektrodunda  daha  fazla  oldugu  anlagilmaktadir.
YBCE/MWCNT/PNR elektrodunun fosfat tamponu igerisinde farkli tarama hizlarinda
elde edilen dongiisel voltamogramlari, Carvalho vd’nin 2010 yilinda GC/MWCNT/PNR
elektrodunda elde etmis olduklari1 voltamogramlarla uyumludur.
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Sekil 4.24. A) YBCE/PNR elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,0 V ile + 1,0 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 10, 25, 50,
75, 100, 125 mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI) B) A’da

verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizinin
karekokii grafikleri
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Sekil 4.25. A) YBCE/AuNP/PNR kompozit elektrodunun tampon ¢ozeltide -1,0 V ile
+1,0 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlari
(Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1M KCI) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde
edilen pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri
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Sekil 4.26. A) YBCE/MWCNT/PNR kompozit elektrodunun tampon ¢ozeltide -1,0 V

ile +1,0 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlari
(Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.st, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1M KCI) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde
edilen pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri
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Sekil 4.27. A) YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodunun tampon ¢ozeltide -

1,0 V ile +1,0 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel
voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s%, 50 mM pH
7,0 fosfat tamponu, 0,AM KCI) B) A’da verilen dongiisel

voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizinin karekoki
grafikleri
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4.3.3. NR’nin elektropolimerizasyonunda dongii sayisinin optimizasyonu

Dongiisel voltametri teknigi kullanilarak yapilan bir iletken ya da redoks
monomerinin elektropolimerizasyonunda dongii sayisinin optimizasyonu onemlidir.
Dongili sayis1 az oldugunda polimerin elektrot yilizeyindeki film kalinligi ¢ok ince
olurken, dongii sayisi fazla oldugunda ise film kalinlig1 fazla olmakta ve difiizyon zor
olmaktadir (Qu vd 2007). Nétral kirmizinin elektropolimerizasyonunda dongii sayisinin
optimizasyonu i¢in YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrotlarinda NR’nin
elektropolimerizasyonu farkli dongii sayilarinda (5, 10, 15 ve 20 dongi)
gerceklestirilmistir. Dongii sayisinin optimizasyonu icin kullanilan
YBCE/MWCNT/AuNP hibrit elektrotlarinin, ilk olarak nanoparcacik miktar
optimizasyonu yapilmistir. NR’nin elektropolimerizasyonlari optimum miktarlarda
nanoparcacik kullanilarak hazirlanan YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlar1 iizerinde
gerceklestirilmigtir. Sekil 4.28’de bu elektrotlarin tampon ¢ozelti igerisinde elde edilen
dongiisel voltamogramlar1 verilmistir. Dongili sayisinin artisiyla anodik ve katodik pik
akim yiikseklikleri de filmin biiylimesine paralel olarak artmistir. Ancak pik akim
yiiksekliklerindeki bagil artis dongii sayis1 artisi ile azalmaktadir. 15 ve 20 dongii ile
hazirlanan elektrotlarla elde edilen pik akim yiikseklikleri birbirine yakin degerdedir.
Dongiisel voltamogramlara gére NR’nin elektropolimerizasyonu igin dongii sayisi
15’den fazla oldugunda, film kalinlig: giderek artmis bu da difiizyonu azaltict yonde
etki yapmustir. Bu sebeple, PNR’nin dongii sayisinin 15 olmasinin yeterli oldugu
distiniilmistiir.
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Sekil 4.28. Farkli dongii sayilarinda hazirlanan YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit
elektrotlarmin tampon ¢ozeltide -1,0 V ile +1,0 V potansiyel araliginda
elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Dongii sayisi: 5, 10, 15 ve 20, 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI 50 mV.s™ tarama hizinda)
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Bu sonuglardan emin olmak i¢in, farkli dongii sayillarinda hazirlanan
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR elektrotlart ile + 0,2 V’da NADH nin amperometrik tayini
yapilmistir. NADH derisimine karsi Ol¢iilen akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil
4.29°de verilmistir. NADH’nin amperometrik tayini sonrasinda akim-derisim
grafiklerinden elde edilen hassasiyet ve korelasyon katsayis1 degerleri ise Cizelge 4.5’de
yer almaktadir. Kalin bir PNR polimer filmi, MWCNT ve AuNP ile birlikte yarattig
sinerjik etkinin de artisiyla pik akimlarimi artirirken, elektrodun polimer membraninda
elektron transferinin baskilanmasi/kesilmesi nedeniyle diisiik hassasiyet gostermistir.
Eger film ¢ok ince olursa, polimer filmin korunmasi ve nanomateryallerle yarattigi
sinerjik etki de azalir. PNR’nin dongii sayisinin NADH sensoriiniin  hassasiyetini
etkiledigi ve en yiiksek hassasiyetin 15 dongii PNR ile hazirlanmis olan elektrotla elde
edildigi Cizelge 4.5’den anlasilmaktadir. YBCE/MWCNT/AuNP hibrit elektrolarinda
PNR’nin optimum dongii sayis1 15 olarak belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki
kisminda hazirlanan kompozit elektrotlarda, NR’nin elektropolimerizasyonu 15 dongii
ile gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.29. Farkli dongli sayilarinda hazirlanan YCBE/MWCNT/AuNP/PNR
elektrotlarinin NADH derisimine karsi elde edilen akim grafikleri (50 mM
pH 7,5 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, + 0,2 V)
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Cizelge 4.5. Sekil 4.29°da verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayist degerleri

Dongii sayisi Duyarlik Korelasyon katsayisi
5 11,3 pA.mM™? 0,998
10 12,5 pA.mM* 0,999
15 14,4 pA.mM™? 0,996
20 11,9 pA.mM? 0,996

4.4. Nanoparcaciklarin miktar optimizasyonlar:

YBCE/MWCNT/AuNP kompozit elektrodunun elektrokimyasal &zellikleri,
modifikasyonda kullanilan materyallerin miktarina baglidir ve bu nedenle miktar
optimizasyonu da Onemlidir. PNR miktarin1 yani film kalinligmmi belirleyen, dongi
sayisinin optimizasyonu bir Onceki kisimda anlatilmisti. Calismanin bundan sonraki
kissmda YBCE/MWCNT/AuNP kompozit elektrodundaki diger iki materyal olan
MWCNT ve AuNP’nin miktar optimizasyonlarindan bahsedilecektir.

4.4.1. MWCNT’nin miktar optimizasyonu

CNT’ler ile elektrotlarin modifikasyonlarinin iyi olmasi igin farkli parametreler
de digiiniilmelidir. CNT miktar1 genellikle optimize edilmez. Ancak yetersiz CNT
miktar1 elektrot ylizeyinin dogasinin karisik bir davranis gdstermesine neden olabilir.
CNT’nin asirist da analitik amaglar i¢in bazi dezavantajlar sebep olabilir. CNT
miktarinin artmasiyla elektroaktif yiizey alani artarak faradik akimin artmasina ve buna
paralel olarak da kalibrasyonlarin hassasiyetinin artmasini saglar. Bu avantajlara karsin,
CNT miktarinin artigi, kapasitif akimin da artmasina ve akim degerlerinin diigmesine
neden olabilir (Lamas-Ardisana vd 2008). Bu sebeple, YBCE iizerinde MWCNT
miktarinin optimizasyonu olduk¢a Onemlidir. YBCE’lerin, MWCNT ile modifiye
edilmesinden sonra YBCE/MWCNT elektrodu tizerinde once AuNP’nin, sonrasinda da
PNR’nin modifikasyonu yapilacaktir. Bu sebeple ilk olarak MWCNT’nin miktar
optimizasyonu yapilmigtir,. MWCNT’ nin optimum miktarini belirlemek i¢in YBCE
yalin elektrotlari, tabaka tabaka (layer by layer) metodu ile 1, 2, 3, 4 ve 5 tabaka
MWCNT ile modifiye edilmistir. MWCNT ile modifiye edilen YBCE’lerin
karakterizasyonu icin 1 mM KsFe(CN)s icerisinde 100 mV.s? tarama hizinda + 0,7 V
ile - 0,5 V potansiyel araliginda dongiisel voltametri uygulanmis ve Sekil 4.30°de
verilmistir.
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Sekil 4.30. 1mM KsFe(CN)s igerisinde tabaka tabaka MWCNT (tabaka sayisi: 0, 1, 2,
3, 4 ve 5) ile modifiye edilmis YBCE elektrotlarmin 100 mV.s™ tarama
hizinda +0,7 V ile -0,5 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel
voltamogramlari

Optimum tabaka sayisini belirlemek i¢in farkli tabaka sayilarinda hazirlanmis
olan  YBCE/MWCNT elektrotlarina, 1mM KsFe(CN)s igerisinde farkli tarama
hizlarinda dongiisel voltametri uygulanmistir. Her bir farkli tabaka sayisinda hazirlanan
YBCE elektrotlart i¢in elde edilen dongiisel voltamogramlar Sekil 4.31 (A), 4.32 (A),
4.33 (A), 4.34 (A), 4.35 (A), ve 4.36 (A)’de verilmistir. Farkli tabaka sayilarinda
MWCNT ile modifiye edilmis YBCE elektrotlar igin, | mM KzFe(CN)e’nin tarama
hizinin karekokiine kars1 dongiisel voltamogramlardan elde edilen anodik ve katodik pik
akimlarmin grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.31 (B), 4.32 (B), 4.33 (B), 4.34 (B) 4.35 (B)
ve 4.36 (B)). Grafikler incelendiginde, Ipa Ve lpc degerlerinin, tarama hizlarinin karekoki
ile dogrusal olarak degistigi tim YBCE’lerde gozlenmistir. Boylelikle YBCE
elektrotlarinda gerceklesen reaksiyonlar diflizyon kontrolliidiir. Tarama hizinin
karekokii ile pik akimlari arasindaki dogrusal iligkiler incelendiginde, en yiiksek
hassasiyetin 3 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’de oldugu goriilmektedir.
Tabaka sayist 4 oldugunda hassasiyet azalmig, 5 oldugunda ise hassasiyette artis
olmasina ragmen dogrusallikta bir azalma meydana gelmistir. MWCNT nin tabaka
sayist 5 oldugunda, anodik ve katodik pik potansiyelleri arasindaki fark tarama hizinin
artmastyla birlikte artmistir. YBCE yilizeyindeki MWCNT miktarinin artmasiyla faradik
akimdaki artisla birlikte kapasitif akim da artmis ve bunu sonucunda pik akimlarinda da
bir azalma meydana gelmistir. Pik akimlarindaki azalmanin en belirgin oldugu elektrot,
5 tabaka MWCNT ile modifiye edilen elektrottur.
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Sekil 4.31. A) 1ImM KsFe(CN)e igerisinde YBCE elektrodunun (0 tabaka MWCNT) +
0,7 Vile - 0,5 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar:
(Tarama hizi: 25, 50, 75, 100, 125 mV.s?!) B) A’da verilen dongiisel
voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri
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Sekil 4.32. A) ImM KzFe(CN)s igerisinde 1 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis
YBCE/MWCNT elektrodunun + 0,7 Vile - 0,5 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 75, 100, 125 mV.s™?)

B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi- karekok
tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.33. A) 1ImM KasFe(CN)e igerisinde 2 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis

YBCE/MWCNT elektrodunun + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 100, 125 mV.s™) B)

A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-karekok
tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.34. A) 1ImM KzFe(CN)e igerisinde 3 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis
YBCE/MWCNT elektrodunun + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 75, 100, 125 mV.st)
B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-karekok
tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.35. A) 1ImM KazFe(CN)e igerisinde 4 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis
YBCE/MWCNT elektrodunun + 0,7 Vile - 0,5 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 75, 100, 125 mV.s™)
B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-karekdk
tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.36. A) 1ImM KzFe(CN)e igerisinde 5 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis

YBCE/MWCNT elektrodunun + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 75, 100, 125 mV.st)
B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-karekok
tarama hiz1 grafikleri

Sekil 4.30°da 100 mV.sn? tarama hizindaki déngiisel voltamogramlardan elde
edilen Epa, Ipa, Ipa/lpc ve AE,p degerleri ve elektroakif yiizey alan1 degerleri Cizelge 4.6’da
verilmistir. YBCE’lerin elektroaktif yiizey alan1 degerleri Randles-Sevcik esitliginden
hesaplanmistir. Randles-Sevcik esitliginde;
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i =2,96x10°n"2AD 2Cy " 4.1)

ip pik akim1 (A), n alinan verilen elektron sayisi, A elektrot yiizey alan1 (cm?), D
difiizyon katsayis1 (cm?.s), C konsantrasyon (mol.cm™) ve v ise tarama hizidir (V.s™%).
Fe(CN)s* icin difiizyon katsayis1 7,63x10°® cm.sV’dir (Bard ve Faulkner 2001).

Cizelge 4.6 incelendiginde, yalin YBCE elektrodunun 1 tabaka MWCNT
ilavesiyle anodik pik potansiyeli (Epa) + 0,20 V’dan + 0,160 V’a diismiistiir. Tabaka
sayisinin artigi ile Epa degeri artmaya baslamistir. En yiliksek anodik pik akimi (Ipa), 3
tabaka MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’de gozlenmistir. lpa degerleri, elektroaktif
yiizey alani ile dogru orantili olarak artar. Yalin YBCE’de 1’e en yakin Ipa/lpc degeri
elde edilirken, ikinci en yakin deger 3 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’de
elde edilmistir. Diisiik AEp degerlerinde elektron transferinin hizli oldugu bilinmektedir.
Yiiksek AEp degerleri, elektrot ve analit arasindaki elektron transferinin yavas oldugu
zaman meydana gelir. Bu durumda yiik transfer kinetigi yavas ilerler. AEp
degerlerindeki en kiiciikk degerin 1 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’de
gbzlenmis olmasina ragmen, 2 ve 3 tabaka MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’lerle
elde edilen AEp degerlerine yakindir. En yiiksek ylizey alanina sahip elektrot ise 3
tabaka MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’dir. Ipa degerleri, yilizey alanlar1 ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Tiim degerler g6z Oniine alindiginda 3 tabaka MWCNT ile
modifiye edilmis elektrot ile elde edilen degerlerin, elektroaktif yiizey alaninin ytliksek
olmasi da gbz Oniline alinarak, analitik uygulamalar i¢in daha uygun olduguna karar
verilmistir. Boylelikle optimum MWCNT miktarinin 3 tabaka MWCNT ile modifiye
edilmesi ile elde edildigi sonucuna varilmistir. Calismanin bundan sonraki kisminda
YBCE elektrotlar1 3 tabaka MWCNT ile modifiye edilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli tabakalarda MWCNT ile modifiye edilmis YBCE’lerin 100 mV.snt
tarama hizindaki dongiisel voltametriden elde edilen Epa, Ipa, yiizey alani,
AEp, ve Ipa/lpc degerleri

Tabaka sayis1  Epa(V)  lpa(nA)  Yiizey alan1 (cm?)  lpa/lpe  AEp (V)

0 + 0,200 17,11 0,071 111 0,165
1 + 0,160 22,86 0,100 1,24 0,095
2 + 0,165 25,23 0,113 1,31 0,100
3 + 0,175 28,22 0,119 1,16 0,115
4 +0,180 26,52 0,114 1,31 0,135
5 + 0,190 27,43 0,115 1,53 0,160

4.4.2. AuNP’nin miktar optimizasyonu

Optimum MWCNT miktarinda hazirlanan YBCE/MWCNT elektrotlar tizerinde
AuNP’nin  modifikasyonu yapilmis ve YBCE/MWCNT/AuUNP hibrit elektrodu
hazirlanmistir. AuNP’nin YBCE/MWCNT yiizeyine modifikasyonu sonucu olusan
hibrit elektrodun elektroaktif yiizey alani ve elektronik iletkenligi, AuNP’nin ve
MWCNT nin sinerjik etkilesimi sonucu arttig1 daha 6nceki kisimlarda gézlenmis ve bu
sinerjik etki bolim 4.2°de agiklanmistt. MWCNT/AUNP hibriti 6nemli bir sinerjik etki

99



yaratmis olsa da, AuNP bir metal nanopargacik oldugu i¢in, elektrik akiminda bir direng
yaratacak ve bunun sonucunda akimin azalmasma neden olacaktir. Bu sebeple
MWCNT/AuNP hibritindeki AuNP’nin optimum miktarinin belirlenmesi de oldukga
onemlidir. Bu amagla optimum miktarda hazirlanmis olan YBCE/MWCNT elektrodu
yiizeyinde AuNP’nin modifikasyonu, tabaka tabaka metodu ile 1, 2 ve 3 tabaka AuNP
olacak sekilde YBCE/MWCNT/AuNP hibrit elektrotlar1 hazirlanmistir. Karakterizasyon
icin YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlarma 1 mM KsFe(CN)s igerisinde 100 mV.s*
tarama hizinda + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda dongiisel voltametri
uygulanmistir. Sekil 4.37°de verilen dongiisel voltamogramlara gore tabaka sayisi
attikca, hem anodik hem de katodik pik akimlari AUNP olmayan elektroda gore
artmisttr. ' YBCE/MWCNT/AuUNP  hibrit elektrodunda gozlenen bu davranis,
nanopargcaciklarin yarattig1 sinerjik etkinin bir sonucudur.

-0.20
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-0.154 T

1 3tabaka AuNP

Current/mA

o010

T T T T T T
06 04 02 oo -0.2 -0.4

PotentiallV

Sekil 4.37. 1 mM KazFe(CN)e igerisinde tabaka tabaka AuNP (tabaka sayisi: 0, 1, 2 ve
3) ile modifiye edilmis YBCE/MWCNT elektrotlarmin 100 mV.s? tarama
hizinda + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel aralifinda elde edilen dongiisel
voltamogramlar

Optimum tabaka sayisini belirlemek i¢in YBCE/MWCNT/AuNP elektrotlarina
1mM KsFe(CN)s igerisinde farkli tarama hizlarinda dongiisel voltametri uygulanmistir.
Her bir farkli tabaka sayisinda hazirlanan YBCE elektrotlar i¢in elde edilen dongiisel
voltamogramlar Sekil 4.38 (A), 4.39 (A), 4.40 (A) ve 4.41 (A)’da verilmistir. Farkli
tabaka sayilarinda MWCNT ile modifiye edilmis YBCE elektrotlar1 i¢in, 1 mM
KsFe(CN)s’nin tarama hizinin karekokiine karsi dongiisel voltamogramlardan elde
edilen anodik ve katodik pik akimlarinin grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.38 (B), 4.39 (B),
4.40 (B) ve 4.41 (B)). Grafikler incelendiginde, Ipa Ve lpc degerlerinin, tarama hizlarinin
karekokii ile dogrusal olarak degistigi tiim YBCE’lerde gozlenmistir. Boylelikle YBCE
elektrotlarinda gerceklesen reaksiyonlar diflizyon kontrolliidiir. Tarama hizinin
karekokii ile pik akimlari arasindaki dogrusal iligkiler incelendiginde, en yiiksek
hassasiyetin 0 tabaka AUNP ile modifiye edilmis YBCE/MWCNT’de oldugu
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gorilmektedir. Ancak YBCE/MWCNT’ler AuNP ile modifiye edildiginde tiim
YBCE’lerde faradik akimin 0 tabaka AuNP’ye gore arttig1, kapasitif akimin ise azaldig1
dongtisel voltametrilerden anlasilmistir.  AuNP’nin  varligt  duyarligt ve pik
potansiyellerindeki ayrimin daha iyi tanimlanmasini saglamigtir.
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Sekil 4.38. A) 1 mM KsFe(CN)s icerisinde YBCE/MWCNT elektrodunun (0 tabaka
AuNP) + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel
voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 100, 125 mV.s') B) A’da verilen

dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-karekok tarama hizi
grafikleri
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Sekil 4.39. A) 1 mM KzsFe(CN)e 1 tabaka AuNP ile modifiye edilmis
YBCE/MWCNT/AUNP elektrodunun + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 100,
125 mV.s1) B) A’da verilen déngiisel voltamogramlardan elde edilen pik
akimi-karekok tarama hizi grafikleri

102



A

1 125mV.sn!

-0.15 T

1 25mV.sn!

Current/mA

Potentiallv

& Ipa
3,0E-05 | W Ipc

1,5E-05

1/ (A)

ipa = 8,615x10°5 v12 — 6,323x107 r=0.999
0,0E+00 F
ipe =-6,956x105 v12+ 1,232x10-¢ 1= 0.999

-1,5E-05 F -\-\-\.\.

-3,0E-05

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
\Vj 1/2/ (m\/.s-l)llz

Sekil 4.40. A) 1 mM KsFe(CN)s 2 tabaka AuNP ile modifiye edilmis
YBCE/MWCNT/AUNP elektrodunun + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 25, 50, 100,

125 mV.s1) B) A’da verilen déngiisel voltamogramlardan elde edilen pik
akimi-karekdk tarama hizi grafikleri
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Sekil 4.41. A) 1 mM KzsFe(CN)e 3 tabaka AuNP ile modifiye edilmis
YBCE/MWCNT/AUNP elektrodunun + 0,7 V ile - 0,5 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 25, 50, 100,

125 mV.s1) B) A’da verilen déngiisel voltamogramlardan elde edilen pik
akimi-karekok tarama hizi grafikleri

Sekil 4.37°de verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen Epa, lpa,
elektroaktif yiizey alani, lpa/lpc ve AEp degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. AuNP’nin
formiilasyona girmesi ile lpa degerinde bir artis gézlenmis olmasina ragmen, bu artigin
MWCNT’ye oranla daha az oldugu goriilmektedir. YBCE/MWCNT/AuNP
elektrodundaki bu davranisin, AuNP’nin bir metal nanopargacik olmasi nedeniyle
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yarattig1 direng ile akimi azaltmasinin bir sonucu oldugu diisliniilmiistiir. AuNP’nin
tabaka sayist arttikca akimin artis hizinda bir azalma goriilmektedir. AuNP’nin
YBCE/MWCNT elektrodundaki varlig1 pik potansiyelinde de azalmaya neden olmustur
ve tabaka sayisinin artis1 ile ¢cok fazla degismemistir. En yiiksek ylizey alanina sahip
elektrot ise 2 tabaka AuNP ile modifiye edilmis YBCE/MWCNT dir. Ipa degerleri,
yiizey alanlar1 ile dogru orantili olarak artmaktadir. Cizelge 4.7°de verilen tiim degerler
g6z Oniine alindiginda 2 tabaka AuNP ile modifiye edilmis YBCE/MWCNT elektrotlari
ile elde edilen degerlerin, elektroaktif yiizey alaninin yliksek olmasi da gbz Oniine
alinarak, analitik uygulamalar i¢in daha uygun olduguna karar verilmistir. Bu
sonuclardan yola c¢ikarak optimum AuNP miktarinin 2 tabaka olduguna karar
verilmistir. Calismanin bundan sonraki kisminda 3 tabaka MWCNT ile modifiye
edilmis YBCE/MWCNT elektrotlar1, 2 tabaka AuNP ile modifiye edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli tabakalarda AuNP ile modifiye edilmis YBCE/MWCNT lerin 100
mV.sn! tarama hizindaki déngiisel voltametriden elde edilen Epa, lps, yiizey
alani, AEp, ve lpa/lpc degerleri

Tabaka Sayis1 Epa (V) Ipa (MA) Yl'izey alanl (sz) Ipa/lpc AEp (V)

0 +0,175 28,22 0,119 1,16 0,115
1 +0,170 29,15 0,121 1,14 0,110
2 +0,170 29,56 0,125 1,12 0,110
3 + 0,165 28,43 0,120 1,15 0,100

DropSens firmasindan temin edilmis olan yalin YBCE’lerin elektrokimyasal
yiizey alam 0,071 cm? olarak hesaplanmisti (Cizelge 4.6). Bu yiizey alanindan
hesaplanan yalin YBCE elektrodunun geometrik yarigapt 1,5 mm’ye esit olur.
DropSens elektrotlarinin yarigaplarinin 2 mm oldugu dikkate alinirsa, yalin YBCE’de
hesaplanan bu degerin nedeni soyle aciklanabilir: Elektrot yiizeyindeki olas1 kirlilikler
veya karbon miirekkebindeki organik baglayicilar tarafindan karbon, kismi olarak
etkisizlesmistir. YBCE’ler kullanilmadan once elektrokimyasal 6n islem uygulanarak
temizlenmis ve elektrot yiizeyinin aktivasyonu yapilmisti. Elektrokimyasal 6n islemin
yapilmasimma ragmen, YBCE’lerdeki karbonun yeterli derecede aktive olmadigi
anlasilmaktadir. 3 tabaka MWCNT ile modifikasyon sonrasi elektroaktif yilizey alani
0,119 cm®ye artmis ve hesaplanan yarigap 1,95 mm olarak bulunmustur.
YBCE/MWCNT’lerin 2 tabaka AuNP ile modifikasyonu sonrasinda ise elektroaktif
yiizey alan1 0,125 cm?, yarigap ise (1,995 mm yaklasik 2 mm) olarak hesaplanmistir.
YBCE’lerin nanoparcacik ile modifikasyonu ile elektroaktif yiizey alani yalin
YCBE’lere gore yaklasik % 60 oraninda artmistir.

4.5. Amperometrik NADH Tayinine iliskin Bulgular

Calismamizda hazirladigimiz YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodun
NADH’nin ylikseltgenmesine kars1 gosterdigi yiiksek elektrokatalitik etki, yiiksek
elektronik iletkenlik ve yiiksek duyarlik, bu elektrodun NADH’ nin amperometrik
tayininde sensor olarak kullanilmasi icin bir yeniliktir,. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrodunun NADH nin amperometrik tayininde sensor olarak kullanimi ile
ilgili yapmis oldugumuz ¢alismalardan bahsedilecektir.
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4.5.1. pH optimizasyonu

Amperometrik NADH tayini igin destek elektrolit olarak kullanilan fosfat
tamponunun optimum pH’si belirlemek i¢in, 50 mMM derisiminde farkli pH’larda (6,5
ile 8,2 araliginda) fosfat tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir farkli pH’ya sahip
tampon ¢ozeltiler kullanilarak 100 uM sabit derisimde NADH c¢ozeltileri hazirlanmis ve
bu NADH ¢ozeltilerinin + 0,2 V’daki akimlar1 Ol¢tilmistir. Elde edilen akim
degerlerine kars1 pH grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.42°de verilmistir.

08 F
~ 06 F
<
2
—

05 F

0,3 A L A L A L A L

6 6,5 7 7,5 8 8,5
pH

Sekil 4.42. Farkli pH’lardaki 100 uM NADH ¢ozeltisinin, YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrodu kullanilarak elde edilen akimlara karsi1 pH grafigi (+
0,2V, 0,1 MKCI)

6,5’dan 7,5’a pH arttik¢a, pik akimmin arttigi, pH 7,5’dan sonra ise hizla
azaldig1 Sekil 4.42°deki grafikten goriilmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak optimum
pH degerinin 7,5 oldugu belirlenmistir. NADH’nin yiiksek alkali pH c¢ozeltilerinde
karasiz oldugu ve hemen bozundugu bilinmektedir. NADH’nin amperometrik tayininde
bundan sonraki 6lgtimler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponunda gergeklestirilmistir.

4.5.2. Analitiksel karakterizasyon

NADH’nin YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu ile amperometrik
tayini, i¢erisinde 8 ml 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicrede,
cozeltinin sabit hizda siirekli karigtirildigr sartlarda + 0,2 V’da gerceklestirilmistir.
Akim kararli hale geldikten sonra, 10 uM NADH elektrokimyasal hiicreye ardisik
olarak katilmis ve zamana kars1 akim degerleri potantiyostat tarafindan kaydedilmistir.
Sekil 4.43°de  NADH’nin amperometrik tayini i¢in elde edilen ornek bir
kronoamperogram verilmistir. NADH ilavesiyle zamanla akimda bir artis oldugu
kronoamperogramdan anlasilmaktadir.
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Sekil 4.43. YBCE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrodunda 10 uM NADH’nin
ardisik katimu ile elde edilen kronoamperogram (+ 0,2 V, 50 mM pH 7,5
fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

NADH konsantrasyonu ile artan akim degerleri kullanilarak NADH’nin
kantitatif ~ tayini yapilabilir. NADH amperometrik tayini sonucu
kronoamperogramlardan elde edilen akim degerlerinin NADH’nin konsantrasyonuna
kars1 cizilen grafigi Sekil 4.44’de verilmistir. NADH miktarinin artmasi ile akim
degerleri de dogru orantili olarak artmistir.
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Sekil 4.44. YBCE/MWCNT/AUNP elektrodunda NADH derisimine karsi elde edilen
akim grafikleri (+ 0,2 V, 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

NADH’nin amperometrik tayini i¢in kullanilan YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrodunun analitiksel karakterizasyonu igin gozlemlenebilme ve tayin
siir1, duyarlik ve tekrarlanabilirlik gibi parametreler belirlenmis ve Cizelge 4.8’de
verilmistir.

Cizelge 4.8. NADH’nin amperometrik tayini i¢cin YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrodunda elde edilen analitiksel parametreler

Tayin sinir1 4,82 uM

Gozlemlenebilme simir1 16,07 uM

Dogrusal aralik 16,07 uM — 150 uM

Duyarlik 15,82 pA.mM*?

Tekrarlanabilirlik RSD % 2,55 (n=10), 100 uM NADH

Cizelge 4.8 incelendiginde, YBCE/MWCNT/AuNP/PNR  sensoriiniin
duyarliginin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Duyarligin yiiksek olmasi,
elektroaktif ylizey alaninin ve elektronik iletkenligin artmasiyla, elektron transferinin
hizli olmasi nedeniyledir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu ile
NADH’nin amperometrik tayininin ardistk katim ile yapilabilmesi, o6zellikle
MWCNT’nin sahip oldugu anti-fouling etkisi nedeniyledir. Bu etki NAD*’nin yiiksek
asir1 potansiyelde meydana gelen tersinmez reaksiyonlar: sonucu elektrot ylizeyinde
biriken kirlilikleri 6nlemesiyle olusur. + 0,2 V’da 100 uM NADH sensoriiniin
tekrarlanabilirligi test edilmis ve bagil standart sapma (R.S.D.) % 2,55 olarak
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik icin hesaplanan RSD degeri, 10 tekrara kadar
NADH’nin amperometrik tayininin iyi oldugunu gostermektedir.
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YBCE/MWCNT/AUNP/PNR sensoriiniin kararliligi, 7 giin boyunca 100 uM
derisiminde NADH’nin akimmin &lgiilmesiyle test edilmistir. Olgiilen akim-giin say1s1
arasindaki iliskiyi gosteren grafik Sekil 4.45°de verilmistir. Grafik incelendiginde,
NADH sensoriiniin kararliliginin 3. giinde azalmaya basladigi, 4. giiniin sonunda ise
Olgiilen akim degerlerinin iyice azaldigr goriilmektedir. 4. giinden sonra ise giiriiltii
arttig1 icin amperometrik 6l¢iim yapilamamistir. Her dl¢glim 3’er kere yapildigi igin,
kararliliktaki bu hizli azalisin 6l¢lim sayisi ile ilgili oldugu diistiniilmiistiir. Ciinkii
YBE’ler, tek kullanimlik elektrot olarak tiretilmektedir.
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Sekil 4.45. YBCE/MWCNT/AuUNP kompozit elektrodunun 100 pM NADH derigimine
karsi elde edilen akim degerleri-giin sayis1 grafigi (+ 0,2 V, 50 mM pH 7,5
fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

4.6. Enzimlerin Tutuklanmasi i¢in Uygun Yoéntemin Belirlenmesi

AOx ve ADH enzimlerinin YBE yiizeyine tutuklanmasi i¢in birkag farklh
yontem (Nafion membran ile hapsetme, GA ile ¢apraz baglama, jelatin ile tutuklama,
fiziksel adsorpsiyon) denenmistir. Ancak bu yontemlerde enzimler, seramik ylizey
lizerine basilmis olan yiizey baskili elektrotlardan zamanla ayrilmistir. Ozellikle kesikli
analizde YBE’ler ile hazirlanan biyosensorler c¢ozelti igine daldirildiginda,
biyomateryalin elektrot ylizeyinden ayrilmamasi i¢in kuvvetli bir tutuklamanin olmasi
gerekmektedir. Calisma elektrodu (CE) yiizeyinden ayrilma problemini ortadan
kaldirmak igin enzimler jelatin ile sabitlenmistir. Bu yontemde enzim yiizeye kuvvetle
tutuklanmasina kargin, ADH temelli biyosensorlerde muhtemelen NAD™ koenziminin
difiizyon zorlugundan kaynaklanan, zayif ve giriiltiili bir amperometrik cevap
alinmistir. Bu sebeple ADH enziminin nafion membrani ile hapsedilerek tutuklanmasi
yapilmistir. Ancak bu yontemde de biyomateryal tabaka ¢ozelti iginde CE yiizeyinden
zamanla ayrilmistir. 2010 ve 2012 yillarinda Gorton ve c¢alisma arkadaslari,
dehidrojenaz bazli enzimler ve YBE’ler ile biyosensor hazirlarken biyomateryali sadece
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GA kullanarak CE yiizeyine sabitlemislerdir. Stabilizasyon isleminin tamamlanmasi
icin, biyosensorler + 4 °C’de gece boyu bekletilmistir (Safina vd 2010, Zafar vd 2012).
Calismamizda ADH temelli biyosensorler i¢in ayn1 yontem uygulanmistir. AOx temelli
biyosensorlerde ise enzim jelatin yardimiyla tutuklanmistir. Ayrica tim biyosensorler
sabit nem ortaminda bekletilmistir. Bu islem ile 6zellikle ADH temelli biyosensorlerde
biyomateryalin CE ylizeyinden ayrilmasinin 6niine ge¢ildigi calismamizda goézlenmistir.
Aynm1 zamanda bu metotlarla enzimlerin elektrot ylizeyine tutuklandiktan sonra
aktivitelerini siirdiirebildikleri amperometrik tayin sonuglarindan da anlagilmstir.

4.7. ADH Temelli Biyosensorlere iliskin Bulgular
4.7.1. ADH temelli biyosensorlerde NADH’nin yiikseltgenmesinin takibi

ADH temelli biyosensorlerin 6lgim prensibi NADH’nin yiikseltgenmesinin
takibine dayanmaktadir (Sekil 4.46).

NAD* + H* 2e
Etanol
A
Asetaldehit
NADH
Amperometrik
cevap

Sekil 4.46. ADH temelli biyosensdrlerin 6l¢iim prensibinin sematik gosterimi

NADH’nin yiikseltgenmesinin takibi i¢in diferansiyel puls voltametrisinden
yararlanilmistir. YBCE/ADH/NAD*/G/IGA formiilasyonunda hazirlanmis
biyosensorlerin 0,0 V ile + 1,0 V araliginda, farkl etanol derisimindeki diferansiyel puls
voltamogramlar1 ~ Sekil ~ 4.47°de  verilmistir.  Yaklassk + 0,6 V’da
YBCE/ADH/NAD*/G/GA biyosensorii etanole karsi cevap vermektedir. Etanol derigimi
artttkca NADH’nin tersinmez yiikseltgenmesi nedeniyle voltamogramlarda bozulma
oldugu anlagilmaktadir.
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Sekil 4.47. YBCE/ADH/NAD'/G/GA biyosensoriiniin maviden kirmiziya 50, 100 ve
500 uM etanol igerisindeki diferansiyel puls voltamogramlar: (50 mM pH
7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Sekil 4.48°de YBCE/ADH/NAD'/G/GA ve YBCE/ADH/NAD'/NF/GA
biyosensorlerinin farkli potansiyel araliklarinda, 50 uM etanol igerisindeki diferansiyel
puls voltamogramlar1 verilmistir. Her iki voltamogramda da yaklasik + 0,6 V’dan
itibaren biyosensorlerin etanole karsi cevap verdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.48. YBCE/ADH/NAD*/G/GA (kirmiz1) ve YBCE/ADH/NAD*/NF/GA (mavi)
biyosensorlerinin farkli potansiyel araliklarinda 50 uM etanol igerisindeki
diferansiyel puls voltamogramlar1 (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M
KCI)
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4.7.2. ADH temelli biyosensorlerde etanoliin amperometrik tayini

Diferansiyel puls voltamogramlar1 neticesinde, YBCE/ADH/NAD*/NF/GA ve
YBCE/ADH/NAD"/G/GA biyosensorleri ile etanoliin amperometrik tayini +0,7 V’da
yapilmistir. Zaten NADH’nin daha yiiksek potansiyellerdeki yiikseltgenmesi giris
boliimiinde anlatilan dezavantajlar nedeniyle tercih edilmemektedir. Bu biyosensorlerle
yapilan amperometrik tayinlerde, NAD" koenziminin yiizeye tutuklanmasi nedeniyle,
Olciimlerde yiiksek giiriilti olmus ve akim kararsizlagmigtir. Literatiirdeki bazi
calismalarda NAD® koenzimi CE yiizeyine sabitlenirken (Luo vd 2008), bazi
calismalarda ¢ozelti icerisinde (Serafin vd 2011, Tsai vd 2007, Lee and Tsai 2009)
kullanilmistir. Azevedo vd 2005 yilinda ADH temelli biyosensorler igin gerekli olan
NAD" koenziminin, tersinmez bir sekilde hapsedilmeden veya baglanmadan enzime
yakin olmasi gerektigini bildirmislerdir (Azevedo vd 2005). Hem deney sonuglarindan
hem de literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak ¢alismanin bundan sonraki kisminda, NAD*
koenzimi YBE’lerin yiizeyine sabitlenmemis, bilinen sabit derisimde ¢ozelti igine
eklenmigtir. Bu sonuglara dayanarak YBCE/ADH/GA formiilasyonuna sahip
biyosensorler hazirlanmis ve + 0,7 V’da etanolin amperometrik tayini igin
kullanilmistir.

Etanoliin ADH temelli biyosensorler ile amperometrik tayini, igerisinde 8 ml 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu ve 2 mM sabit derisimde NAD* koenzimi bulunan
elektrokimyasal hiicrede, ¢ozeltinin sabit hizda siirekli karistirildig sartlarda + 0,7 V’da
gergeklestirilmistir. Akim kararli hale geldikten sonra, sabit derisimdeki etanol ¢ozeltisi
elektrokimyasal hiicreye ardisik olarak katilmis ve zamana karsi akim degerleri
potantiyostat tarafindan kaydedilmistir. YBCE/ADH/GA biyosensorii ile yapilan
amperometrik tayin sonucunda etanol derisimine karsi Olgiilen akim degerleri
grafiklendirilmis ve Sekil 4.52’de verilmistir.
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Sekil 4.49. YBCE/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine karsi elde edilen akim
grafikleri (2 mM NAD*, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, + 0,7
V)

YBCE/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen grafigin korelasyon katsayisi
0,998, duyarlik ise 0,067 pA.mM olarak bulunmustur.

4.7.3. ADH temelli biyosensorlerde elektrot tiiriiniin etkisi

NADH’nin yiikseltgenmesinin takibi ve amperometrik tayini i¢in en uygun
elektrot tiri ve formiilasyonu bolim 4.2°de incelenmisti. Ancak elektrotlar
biyomateryal ile tutuklandiklari zaman, yilizey ozellikleri degismektedir. Bu sebeple
ADH temelli biyosensorler hazirlanirken enzim varlifinda, bazi elektrot tlirii ve
formiilasyonlarin etkisi incelenmistir. ADH temelli biyosensoérler iizerine elektrot tiirii
ve formiilasyon etkisinin karsilastirilabilmesi i¢cin YBCE yalin elektrotlar1 ile
biyosensorler hazirlanmis ve etanoliin amperometrik tayininde kullanilmistir. Elde
edilen sonuglar bir 6nceki kisimda verilmistir (Bolim 4.7.2). MWCNT-YBE yalin
elektrotlar1 ile MWCNT-YBE/ADH/GA biyosensorleri de hazirlanmis ve + 0,7 V’da
etanoliin amperometrik tayini i¢in kullanilmigtir. Amperometrik tayin sonucu etanol
derisimine kars1 olglilen akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil 4.50°de verilmistir.
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Sekil 4.50. MWCNT-YBE/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine karsi elde
edilen akim grafikleri (2 mM NAD®, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M
KCI, +0,7V)

MWCNT-YBE/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen grafigin korelasyon
katsayis1 0,995, duyarlik ise 0,132 uA.mM™ olarak bulunmustur.

MM-YBE elektrotlar1 ile ADH/GA formiilasyonunda biyosensorler hazirlanmig
ve etanoliin amperometrik tayininde kullanilmistir. Farkli ¢alisma potansiyellerinde
Olclimler yapilmis olmasina ragmen, kararli akim sinyali elde edilememistir. ADH
temelli biyosensorlerin  analitiksel performanslarina elektrot tiiriiniin  etkilerini
incelemek igin, Cizelge 4.9’da bu elektrotlarla yapilan amperometrik tayinler sonucu
elde edilen duyarlik, korelasyon katsayisit ve caligma potansiyeli degerleri verilmistir.
MWCNT-YBE ile hazirlanan ADH temelli biyosensoriiniin duyarliginin daha iyi
oldugu Cizelge 4.9°dan anlasilmaktadir.

Cizelge 4.9. ADH temelli biyosensdrlerin analitiksel performanslarina YBE tiirlerinin
etkilerinin karsilastirilmasi

Korelasyon Calisma

Elektrot tiirti Duyarlik K -
atsayisi potansiyeli

YBCE/ADH/GA 0,067 pA.mM?* 0,998 +0,7V

MWCNT-YBE/ADH/GA 0,132 pA.mM? 0,995 +0,7V

MM-YBE/ADH/GA

ADH temelli biyosensorlerle yapilan etanol tayinlerdeki giiriiltiiyli azaltmak,
daha kararli amperometrik yanit almak ve caligma potansiyelini diisiirmek igin,
YBE’lerin nanoparcacik ve PNR ile modifiye edilmesi amaglanmistir. Boliim 4.2°de
nanopargacik ve PNR’nin sinerjik etkisi tartisilmisti. Bundan sonraki kisimlarda ise
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ADH temelli biyosensorlerin analitiksel performansina nanoparcagik ve PNR’nin
etkileri tartigilacaktir.

4.7.4. ADH temelli biyosensorlerde MWCNT etkisinin incelenmesi

ADH temelli biyosensorlerde NADH, NAD"nmn indirgenme {riiniidiir ve
NADH’nin  yiikseltgenmesi  takip  edilmektedir., MWOCNT’ nin  miikemmel
elektrokatalitik, yiliksek elektronik iletkenlik ve anti-fouling etkisi, Boliim 4.2°de
NADH’nin yiikseltgenmesi ile ilgili kisimda tartisilmisti. NADH sensorii ile ilgili elde
ettigimiz bilgiler 1s181nda, MWCNT nin ADH temelli biyosensdrler iizerinde de benzer
etkiyi gosterebilecegi diisiinliilmiistiir. Bu amacgla, ADH temelli biyosensdrler iizerine
MWCNT-COOH etkisini incelemek i¢in, YBCE’ler MWCNT-COOH ile modifiye
edilmis, sonrasinda elektrot yiizeyine ADH enzimi tutuklanmis ve etanoliin
amperometrik tayininde kullanilmistir. Amperometrik tayinde uygulanacak potansiyelin
belirlenmesi igin literatiir bilgileri kullanilmistir. 2007 ve 2009 yillarinda Tsai ve
calisma arkadaglar1 etanol tayini igin sirastyla polivinil alkol-MWCNT-ADH ve
MWCNT-kitosan-ADH biyosensorlerini hazirlamislardir (Tsai vd 2007, Lee ve Tsai
2009). Her iki ¢alismada da etanoliin amperometrik tayinleri + 0,7 V (vs Ag/AgCl)
potansiyelde yapilmistir. Literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak YBCE/MWCNT/ADH/GA
formiilasyonunda hazirlanan biyosensorler ile etanoliin amperometrik tayinleri + 0,7
V’da yapilmistir. YBCE/MWCNT/ADH/GA biyosensorleri ile yapilan amperometrik
tayin sonucu etanol derisimine karsi dlgiilen akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil
4.51°de verilmistir.
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Sekil 4.51. YBCE/MWCNT/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine karsi elde
edilen akim grafikleri (2mM NAD™, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M
KCI, +0,7V)
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YBCE/MWCNT/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen grafigin korelasyon
katsayis1 0,998, duyarlik ise 0,218 pA.mM? olarak bulunmustur. Amperometrik
Olctimler sirasinda da zemin akim, yalin YBCE elektrot ile hazirlanan ADH
biyosensoriine gore azalmistir. YBCE/MWCNT/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen
duyarlik, YBCE/ADH/GA biyosensorii ile elde edilen duyarliga gore (0,067 pA.mM™)
yaklagik 3 kat artmistir. YBCE/MWCNT/ADH/GA biyosensoriinde gozlenen zemin
akimin azalmasi ve amperometrik tayin sonucu duyarlikta elde edilen artig, biyosensor
formiilasyonunda MWCNT ’nin varligindandir. Ciinkii MWCNT, YBCE elektrodunun
elektroaktif ylizey alanini artirarak, elektronik iletkenligi artirmis ve elektron transferini
hizlandirmistir.  Bunun sonucunda da ADH biyosensoriiniin - duyarhigi artmustir.
MWCNT’nin varligt NADH’nin ylikseltgenme reaksiyonunu ilerletmistir. Ayrica
NADH’nin yalin elektrotlarda yiikseltgenmesi sonucu olusan NAD™’nin, enzimatik
olarak inaktif tersinmez formlarinin olusmasi nedeniyle meydana gelen elektrot
yiizeyinin kontaminasyonu olay, MWCNT’ nin anti-fouling 6zelligi ile Onlemistir.
Zemin akimindaki azalma da, elektrot yiizeyindeki kontaminasyonun azalmas: ile
iliskilidir. Ayrica MWCNT’nin yapisinda bulunan -COOH fonksiyonu, ADH enzimin
elektrot ylizeyine tutuklanmasinmi kolaylastirmis, enzimin elektrot yiizeyinden ayrilma
problemini azaltmistir.

YBE celektrotlarinda MWCNT nin varligiin etkisi, elektrot yiizeyine sonradan
modifiye edilmesi durumunda mi, yoksa yiizey baskilama prosesinde elektrot
miirekkebinde yer almasi durumunda mi1 daha fazladir? Bu sorunun yanitin1 bulmak igin
YBCE/MWCNT/ADH/GA ve MWCNT-YBE/ADH/GA biyosensorleri ile yapilan
etanoliin amperometrik tayini sonucu elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi
degerleri karsilastirilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. YBCE/MWCNT/ADH/GA ve MWCNT-YBE/ADH/GA
biyosensorlerinin duyarlik ve korelasyon katsayis1 degerleri

Elektrot tiirti Duyarlik Korelasyon katsayisi
YBCE/MWCNT/ADH/GA 0,218 pA.mM™* 0,998
MWCNT-YBE/ADH/GA 0,132 uA.mM™* 0,995

YBCE/MWCNT/ADH/GA biyosensoriiniin etanole karst duyarliginin MWCNT-
YBE/ADH/GA biyosensoriine gore daha fazla oldugu anlasilmaktadir. Bu sonuglar
MWCNT’nin elektrot yiizeyine sonradan modifiye edildiginde, yiizey baskilama ile
modifiye edildigi duruma gore -elektronik Ozelliklerinin daha etkili oldugunu
gostermektedir. Bu sebeple c¢alismanin bundan sonraki kisimlarinda elektrot
formiilasyonunda MWCNT’nin olmasi istendiginde, MWCNT-YBE elektrotlarini
kullanmak yerine, YBCE elektrotlarinin yiizeyinin MWCNT ile modifiye edilmesi
tercih edilmistir.

4.7.5. ADH temelli biyosensorlerde AUNP etkisinin incelenmesi
AuNP’nin ADH temelli biyosensor iizerine etkisini incelemek icin, AuNP ile

modifiye edilmis YBCE’ler {izerine ADH enzimi tutuklanmis ve etanoliin amperometrik
tayininde  kullanilmistir.  YBCE/AuNP/ADH/GA  formiilasyonunda  hazirlanan
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biyosensorler ile etanoliin amperometrik tayini de + 0,7 V’da yapilmis ve etanol
derisimine kars1 6lglilen akim degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. YBCE/AuNP/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine karsi elde edilen
akim grafikleri (2mM NAD*, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KClI, +
0,7V)

YBCE/AuNP/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen grafigin korelasyon
katsayis1 0,995, duyarhigi ise 0,074 pA.mM™? olarak bulunmustur. Biyosensdr
formiilasyonunda AuNP’nin bulunmasi elektronik iletkenligi artirmis ve yalin
YBCE’lerle hazirlanan biyosensorlere gore, etanole karsi olan duyarligi biraz artmistir.
AuNP, ADH temelli biyosensorlerin etanole karsi olan duyarligin, MWCNT’ye gore
daha az artirmistir. Bunun sebebi ise Bolim 4.2°de tartisildignr gibi, MWCNT nin
AuNP’ye gore elektrodun yiizey alanini daha fazla artirmasi sebebiyle elektronik
iletkenligi daha fazla artirmasidir. AuNP nin bir metal nanoparcacik olmasi, akima karsi
direncin artmasma ve MWCNT’ye gore daha az elektronik iletkenlik gdstermesine
neden olabilir. AuNP’nin biyosensorlerde kullanilmasimin en 6nemli nedeni, enzimin
elektrot yiizeyine tutunmasinda, enzimin elektroda karst dogru olan ydnelimini
saglayarak uygun mikrogevre olusturmasidir. AuNP’nin bu 6zelligi, enzimin biyolojik
aktivitesinin korunmasini saglamaktadir. Biyolojik aktivitesi mimkiin oldugunca
korunmus bir biyosensérde daha duyarli bir sonug elde edilir.

4.7.6. ADH temelli biyosensorlerde PNR etkisinin incelenmesi

ADH temelli  biyosensorlerde =~ PNR  etkisini incelemek  i¢in
YBCE/PNR/ADH/GA formiilasyonunda hazirlanan biyosensorler ile etanoliin
amperometrik tayini + 0,7 V’da yapilmistir. YBCE/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile
yapilan amperometrik tayin sonucu etanol derisimine karsi Olciilen akim degerleri
grafiklendirilmis ve Sekil 4.53’de verilmistir.
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Sekil 4.53. YBCE/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine karsi elde edilen
akim grafikleri (2mM NAD", 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KClI, +
0,7V)

YBCE/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen grafigin korelasyon
katsayist 0,996, duyarhigi ise 0,241 pA.mM™? olarak bulunmustur. Biyosensor
formiilasyonunda  PNR’nin  bulunmasi  elektronik iletkenligi  artirmis  ve
YBCE/PNR/ADH/GA  biyosensoriiniin ~ etanole  karst  olan  duyarligini,
YBCE/ADH/GA’ya gore yaklasik 3 kat artirmigtir. PNR’nin aromatik halkalarinda
bulunan = konjuge yapi PNR’nin elektronik iletkenlige sahip olmasini saglar. PNR,
NADH’nin yiikseltgenmesine karsi elektrokimyasal ilgi gostermektedir. Bu kisim
Boliim 4.2°de tartisilmisti. Ayrica NR’nin elektropolimerizasyonu sonucu olusan PNR
zincirinde serbest —~NH> gruplar1 bulunmaktadir. Serbest —-NH2 gruplarinin varligi, ADH
enziminin GA ile birlikte elektrot yiizeyine ¢apraz olarak baglanmasini saglar. Elektrot
ylizeyinde gerceklesen enzimatik reaksiyonlarda, enzimin elektrot yiizeyine kuvvetli
tutunmasi,  substratin  enzime ulagmasini  Kolaylastirir.  PNR’nin  elektrot
formiilasyonunda bulunmasi sadece duyarligi degil, ayn1 zamanda akimin kararliligim
da artirmistir.

4.7.7. ADH temelli biyosensorlerde PNR ve nanoparcacik etkisinin incelenmesi
4.7.7.1. MWCNT ve PNR’nin sinerjik etkisi

MWCNT ve PNR’nin, NADH nin yiikseltgenmesine karsi birlikte gosterdigi

sinerjik  etkiyi, ADH  temelli  biyosensorlerde = de  incelemek  igin
YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA formiilasyonunda biyosensorler hazirlanmis ve
etanoliin amperometrik tayininde kullanilmstir. + 0,7 V’da

YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile yapilan etanoliin amperometrik
tayini sonucunda elde edilen amperogramlardan yararlanilarak, etanol derisimine karsi
Olciilen akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil 4.54°de verilmistir.
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Sekil 4.54. YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine karsi
elde edilen akim grafikleri (2 mM NAD®, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu,
0,1 M KCI, +0,7 V)

YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA biyosensorleri  ile elde edilen grafigin
korelasyon katsayis1 0,996, duyarlig: ise 0,47 uA.mM™ olarak bulunmustur. Biyosensdr
formiilasyonunda MWCNT ve PNR’nin birlikte bulunmasi
YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin  etanole karst olan duyarlhigini,
YBCE/ADH/GA’ya gore yaklastk 7 kat, YBCE/MWCNT/ADH/GA ve
YBCE/PNR/ADH/GA’ya gore yaklasik 2 kat artirmigtir. Biyosensor formiilasyonunda
MWCNT ve PNR’nin birlikte bulunmasi, NADH sensoriinde de oldugu gibi sinerjik bir
etki yaratarak, elektronik iletkenligi ve duyarligi olduk¢a artirmistir. Zemin akimi da
azaltarak daha kararli amperometrik yanit alinmasini saglamistir. Bu sinerjik etki soyle
aciklanabilir. MWCNT’ nin formiilasyonda bulunmasi elektroaktif yiizey alanini ve
bunun sonucu olarak da elektronik iletkenligi artirmigtir. MWCNT’nin —COOH
fonksiyonuna, sp? karbonlarindan olusan hidrofobik yan duvarlarina ve m-konjuge
yapilarina sahip olmasi, PNR’nin aromatik halkasinda bulunan n-konjuge konjuge
yapilari ile, m-m elektronik ve hidrofobik etkilesim yapmasina neden olmustur. PNR ve
MWCNT arasindaki bu etkilesim sonucu elektronik iletkenlik, sinerjik bir etkiyle
artmistir. Elektronik iletkenligin artisiyla da elektron transfer hizi ve faradik cevabi
artirmigtir.  Ayrica hem MWCNT hem de PNR’nin NADH’nin yiikseltgenme
reaksiyonuna kars1 elektrokimyasal bir ilgi gosterirr. Hem MWOCNT nin yapisinda
bulunan -COOH gruplart hem de PNR’nin serbest -NH> gruplari, ADH enziminin
elektrot ylizeyine daha kuvvetli tutuklanmasi saglamistir. Boylece hem enzimin elektrot
ylizeyinden ayrilma problemini azalmis hem de substratin enzime ulasmasi
kolaylagmistir. Bahsedilen tiim bu 6zellikler sayesinde YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA
biyosensorlerinin duyarligi oldukga fazla artmistir.
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4.7.7.2. AUNP ve PNR’nin sinerjik etkisi

ADH temelli biyosensorlerde AUNP ve PNR’nin sinerjik etkisini incelemek igin
YBCE/AuNP/PNR/ADH/GA formiilasyonunda hazirlanan biyosensorler ile etanoliin
amperometrik  tayini + 0,7 V’da yapilmistir. YBCE/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensorleri ile yapilan amperometrik tayin sonucu etanol derisimine karsi Slgiilen
akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil 4.55’de verilmistir.
YBCE/AUNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile elde edilen grafigin korelasyon katsayisi
0,994, duyarlig1 ise 0,134 pA.mM™* olarak bulunmustur. Formiilasyonlarda AuNP ve
PNR’nin birlikte bulunmasi, sadece AuNP ile modifiye edilmis elektrotlarla hazirlanan
biyosensorle yapilan amperometrik tayinlere gére bir sinerji yaratarak elektronik
iletkenligi artirmig ve bunun sonucu olarak da duyarlik artmistir. Amperometrik
Ol¢limlerde zemin akim da azalmistir.
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Sekil 4.55. YBCE/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoérlerinin etanol derisimine karsi elde
edilen akim grafikleri (2 mM NAD®, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M
KCI, +0,7V)

4.7.7.3. MWCNT, AuNP ve PNR’nin sinerjik etkisi

MWCNT, AuNP ve PNR’nin birlikte sinerjik etkisini incelemek igin ise,
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu ile ADH temelli biyosensorler
hazirlanmistir ve  YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorii ile etanoliin
amperometrik tayini + 0,7 V’da yapilmistir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensorleri ile yapilan amperometrik tayin sonucu etanol derisimine karsi Olciilen
akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil 4.56’da verilmistir.
YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/ADH/GA  biyosensorleri ile elde edilen grafigin
korelasyon katsayis1 0,999, duyarligi ise 0,681 pA.mM? olarak bulunmustur.
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MWCNT, AUNP ve PNR’nin birlikte bulunmasi
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensdriiniin etanole karsi olan duyarligini,
YBCE/ADH/GA’ya gore yaklasik 10 kat artirmistir. ADH temelli biyosensorlerde en
yiksek duyarlik YBCE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrodu ile hazirlanan
biyosensorde gozlenmistir. MWCNT, AuNP ve PNR’nin formiilasyonda birlikte
bulunmasi ¢ok yiiksek bir sinerjik etki yaratmistir. Bu yiiksek sinerjik etki soyle
aciklanabilir.  AuNP metal nanopargactk, MWCNT’nin ylizeyine tutunarak
MWCNT/AuNP hibrit materyalini olusturmustur. AuNP, metal bir nanopargacik oldugu
icin MWCNT nin elektrokatalitik ve elektronik 6zelliklerini artirmistir. Ayni1 zamanda
elektrodun elektroaktif ylizey alani da artmistir. MWCNT/AuNP hibrit materyali
NADH’nin yiikseltgenmesine karsi daha fazla elektrokatalitik 6zellik gostererek bu
reaksiyonun ilerlemesini saglamistir. NR’nin YBCE/MWCNT/AuUNP hibrit elektrodu
tizerinde elektropolimerize olmasiyla MWOCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu
olusmustur. Bu kompozit elektrotta ise, hem MWCNT’nin hem de PNR’nin NADH’ye
kars1 olan elektrokatalitik etkisi, MWCNT ve PNR arasinda gergeklesen -7 elektronik
ve hidrofobik etkilesimleri ile daha artmistir. AuNP, sadece MWCNT’ nin
elektrokatalitik 6zelligini artirmamis ayn1 zamanda ADH enziminin elektrot yiizeyine
tutunmast i¢in uygun yonelimi ve mikrogevreyi saglayarak biyouyumluk etki
gostermistir. Hem MWCNT’deki -COOH grubu hem de PNR’deki serbest -NH> grubu,
ADH enziminin elektrot yiizeyine, glutaraldehit ¢apraz baglayicisi ile birlikte daha
kuvvetli tutunmasini saglarken, AuNP ise biyouyumluk etkisi ile enzimin ylizeye
kuvvetli baglanmasindan ileri gelen aktivite kaybini azaltmaktadir. Boylece, hem ADH
enziminin yilizeye kuvvetli tutunmasiyla elektrot yiizeyinden ayrilma problemi azalmis
olmakta, hem substratin enzime ulagmasi kolaylasmakta hem de enzimin yiizeye
tutunmasiyla olusan konformasyonel degisiklik nedeniyle biyolojik aktivitesinde
meydana gelen kayip azalmaktadir.
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Sekil 4.56. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin etanol derisimine
karsi elde edilen akim grafikleri (2 mM NAD®*, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1 M KCI, + 0,7 V)
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4.7.8. ADH temelli biyosensorlerde optimum elektrot formiilasyonunun
belirlenmesi

MWCNT-COOH, AuNP ve PNR ile modifiye edilmis YBCE’ler ile hazirlanan
biyosensorler ile + 0,7 V’da yapilan amperometrik tayinler sonucunda etanol derisimine
karsi Olgiilen akim degerleri grafiklendirilmis ve Sekil 4.57°de verilmistir. Grafiklerden
elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayilar Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.57. MWCNT, AuNP ve PNR ile modifiye edilmis YBCE’ler ile hazirlanan
ADH temelli biyosensorlerin etanol derisimine karsi elde edilen akim
grafikleri (2 mM NAD™, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, + 0,7
V)
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Cizelge 4.11. Sekil 4.57°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

Biyosensor formiilasyonu Duyarlik Korelasyon katsayisi
YBCE/ADH/GA 0,067 pA.mM™* 0,998
YBCE/AuNP/ADH/GA 0,074 pA.mM™* 0,995
YBCE/MWCNT/ADH/GA 0,218 pA.mM™? 0,998
YBCE/PNR/ADH/GA 0,241 pA.mM™* 0,996
YBCE/AuNP/PNR/ADH/GA 0,134 pA.mM™? 0,994
YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA 0,470 pA.mM™* 0,996
YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/ADH/GA 0,681 pA.mM™* 0,999

Formiilasyonlarda nanopargacik ve iletken redoks polimerinin bulunmasi, yalin
elektrotlarla hazirlanan biyosensorlerle yapilan amperometrik tayinlere gore iletkenligi
artirarak kararli amperometrik yanit alinmasini saglamistir. Formiilasyonlar icerisinde
yalin YBCE ile hazirlanan biyosensorler, etanole karsi daha diisiik duyarlik
gostermektedir. YBCE yalin elektrotlarinin AUNP ile modifiye edilmesiyle hazirlanan
biyosensorlerde, duyarlik biraz artmustir. Elektrot formiilasyonuna nanopargacik olarak
AuUNP yerine MWCNT ’nin girmesi ile biyosensoriin duyarligi yaklasik 3 kat artmistir.
Iletken redoks polimeri olan PNR ile hazirlanan biyosensérler ile yapilan analizlerde ise
duyarlik AuNP ile hazirlanan biyosensorlere gore 3 katindan fazla, MWCNT ile
hazirlanan biyosensorlere gore ise biraz arttigi anlagilmistir. Bu sonuglardan yola
cikilarak MWCNT ve AuNP ile hazirlanan biyosensorlere PNR’nin etkisini incelemek
icin YBCE/AuNP/PNR/ADH/GA ve YBCE/MWCNT/PNR/ADH/GA biyosensorleri
hazirlanmistir. Yapilan analizler sonucunda PNR’nin, hem AuNP hem de MWCNT
iceren formiilasyona girmesiyle biyosensoriin duyarhigi yaklasgik 2 kat artmustir.
Nanoparcacik ve iletken redoks polimerinin birlikte YBCE’ye modifikasyonunun
biyosensoriin duyarligini ve iletkenligini artirdigir gozlenmisti. MWCNT, AuNP ve
PNR’nin birlikte olan etkisini incelemek i¢in ise
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri hazirlanmistir. Yapilan analizler
sonucunda biyosensoriin duyarligit YBCE/ADH/GA’ya gore 10 kat arttig1 gozlenmistir.
MWCNT, AuNP ve PNR’nin birlikte ¢ok yiiksek sinerjik etki gosterdigi anlasilmistir.
ADH temelli biyosensorler ile yapilan analizler sonucunda, etanole karsi en yiiksek
duyarliga sahip biyosensor formiilasyonunun YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
oldugu Sekil 4.57 ve Cizelge 4.11°den anlasilmaktadir. Calismanin bundan sonraki
kisminda optimum formiilasyon olarak belirlenen YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrodu ile ADH temelli biyosensorler hazirlanmistir.
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4.7.9. ADH temelli biyosensorlerde pH optimizasyonu

ADH temelli biyosensorlerin etanole karsi olan cevabma pH’nin etkisini
incelemek ve optimum pH degerini belirlemek igin optimum formiilasyona sahip olan
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri hazirlanmistir. Bu
biyosensorlerin 50 mM derisiminde farkli pH’larda (6,0 ile 8,2 araliginda) hazirlanmis
fosfat tampon ¢ozeltileri icerisinde, + 0,7 V’da, 2 mM sabit NAD" ve 400 uM sabit
etanol derisimindeki akimlar1 6l¢tilmiistiir. Elde edilen akim degerlerine karsi pH grafigi
cizilmistir. 6,0’dan 7,75’e pH arttik¢a, pik akiminin arttig1, pH 7,75’den sonra ise hizla
azaldig1 Sekil 4.58’deki grafikten goriilmektedir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin etanole karsi en yiiksek akim
cevabl pH 7,75’de gozlenmis ve optimum pH degeri olarak belirlenmistir. Calismanin
bundan sonraki kisminda 50 mM pH 7,75 tamponu kullanilmistir.
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Sekil 4.58. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin, farkli pH’larda
elde edilen akimlara kars1 pH grafigi (400 uM etanol, 2 mM NAD", + 0,7
V, 0,1 M KCI)

4.7.10. ADH temelli biyosensorlerde NAD* koenziminin miktar optimizasyonu

NAD" koenzim miktarnin, ADH temelli biyosensorlerin etanole karsi olan
cevabina  etkisini  incelemek ve  optimum  miktarmi1  belirlemek  igin
YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri hazirlanmistir. Bu biyosensorler
kullanilarak 3 farkli sabit NAD" derisiminde (2, 4 ve 7 mM NADY), etanoliin
amperometrik tayini + 0,7 V’da pH 7,75’de yapilmistir. Amperogramlardan elde edilen
verilerden yararlanilarak akim-derisim grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.59). Grafiklerden
elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.59. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin 3 farkli sabit
NAD" derisiminde (2, 4 ve 7 mM NAD®), etanol derisimine kars1 elde
edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,75 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, + 0,7 V)

YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin  etanole karsi olan
duyarhginin, 2, 4 ve 7 mM NAD" derisimindeki koenzim varliginda da yiiksek oldugu,
bu duyarligin 7 mM NAD® derisiminde daha fazla oldugu hem Sekil 4.62’deki
grafiklerden hem de Cizelge 4.12°deki duyarlik degerlerinden anlagilmaktadir. NAD*
koenziminin derisimi arttik¢a, etanol-asetaldehit doniisiimiinii de artmakta ve daha
yiiksek akim degerleri elde edilmektedir.

Cizelge 4.12. Sekil 4.59’de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

NAD" miktari Duyarlik Korelasyon katsayisi
2 mM 0,683 pA.mM™* 0,999
4 mM 0,804 pA.mM™? 0,999
7 mM 0,917 pA.mM™? 0,999

Sekil 4.60°da YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin 2, 4 ve 7
mM NAD" derisimindeki koenzim varliginda 100 pM sabit etanol derisiminde elde
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edilen akim degerlerinin NAD* derisiminine karsi grafigi verilmistir. NAD®
koenziminin derisimi arttik¢a, etanol-asetaldehit doniisiimii artmis olmasina ragmen, bu
doniistimiin hizi 4 mM NAD"dan 7 mM NADye dogru biraz azalmaktadir. Bu
sebeple 7 mM’dan sonraki NAD" derisimlerinin etanol-asetaldehit doniistimiiniin hizini
azaltacagi, belki de inhibitor etkisi yaratabilecegi diisiiniilmiistiir. En yiiksek akim ve
duyarlik degerleri, 7 mM NAD" derisiminde elde edildigi i¢cin ADH temelli
biyosensorlerde optimum NAD™ degeri 7 mM olarak belirlenmistir. Calismanin bundan
sonraki kisminda 7 mM NAD" kullanilmustir.
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Sekil 4.60. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensoriniin  farkli  NAD*
derisimlerinde elde edilen akimlara karst NAD" derisimi grafigi (100 uM
etanol, pH 7,75, + 0,7 V, 0,1 M KCI)

4.7.11. ADH temelli biyosensorlerde enzim miktarinin optimizasyonu

Biyosensorlerde elektrot yiizeyinde bulunan biyolojik materyalin miktariin
optimizasyonu, gergeklesen biyoelektrokimyasal reaksiyonda transfer edilen elektronun
hiz1 acisindan oldukca Onemlidir. ADH temelli biyosensorlerde enzim miktarinin
optimizasyon caligmast i¢in, farkl enzim miktarlarinda
YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri hazirlanmistir. 50 unit, 100 unit,
150 unit, 200 unit ve 250 unit enzim miktarinda hazirlanan biyosensorler ile etanoliin
amperometrik tayini + 0,7 V’da pH 7,75’de 7 M NAD" derisiminde yapilmistir. Her bir
farkli enzim miktarinda yapilan amperometrik tayin sonucu elde edilen
amperogramlardan yararlanilarak akim-derisim grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.61°de
verilmigstir. 50 unit enzim miktarinda hazirlanan ADH temelli biyosensorleri ile yapilan
amperometrik tayinde, enzim miktar1 yetersiz gelmis ve sinyal/giiriiltii orani ¢ok yiiksek
bir amperogram elde edilmistir. Bu sebeple 50 unit enzim miktarinda hazirlanan ADH
temelli biyosensor igin akim-derisim grafigi ¢izilememistir.
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Sekil 4.61. Farkl enzim miktarlarinda hazirlanmis

YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin, etanol derisimine
kars1 elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,75 fosfat tamponu, 7 mM
NAD", 0,1 M KCI, +0,7 V)

Cizelge 4.13. Sekil 4.61°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

ADH miktar1 Duyarlik Korelasyon katsayisi
100 U 0,270 pA.mM™* 0,990
150 U 0,973 pA.mM™? 0,999
200U 0,642 uA.mM™? 0,999
250 U 0,197 uA.mM™* 0,989
Farkl1 enzim miktarlarinda hazirlanmig olan

YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA  biyosensorlerinin ~ etanole  karst  olan
duyarliginin, diisiik ve yiiksek enzim miktarlarinda digerlerine gore daha az oldugu
Sekil 4.61°deki grafiklerden ve ¢izelge 4.13°de verilen duyarlik ve korelasyon katsayisi
degerlerinden anlasilmaktadir. Etanole karsi en yiiksek duyarlik, 150 unit enzim
miktarinda hazirlanmis biyosensorlerde elde edilmistir. 150 unitten daha yiliksek enzim
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miktarlarina sahip biyosensorlerde, elektrot yiizeyinde daha kalin ve kompleks bir
tabaka olugsmakta ve ¢ozeltiden elektrot ylizeyine olan diflizyon zorlagsmaktadir. Buna
bagl olarak da biyoelektrokimyasal reaksiyonda gerceklesen elektron transfer aktarim
hiz1 yavaglamis ve biyosensoriin duyarligr azalmistir. 150 unitten daha diisiik enzim
miktarlarinda hazirlanmis olan ADH temelli biyosensorlerde ise istenilen duyarliga
ulagilamamustir.
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Sekil 4.62. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin  farklh  NAD*
derisimlerinde elde edilen akimlara karst NAD™ derigsimi grafigi (100 uM
etanol, pH 7,75, + 0,7 V, 0,1 M KCI)

Sekil 4.62’de 100 unit, 150 unit, 200 unit ve 250 unit enzim miktarlarinda
hazirlanmis YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin 400 pM sabit
etanol derisiminde elde edilen akim-enzim miktar1 grafigi verilmistir. Etanole kars1 en
yiiksek akim degerinin 150 unit enzim miktarina sahip biyosensorde elde edildigi ve
enzim miktar1 arttikga da elektron transferini engellemesi nedeniyle akim degerinin
azaldig1 anlasilmaktadir (Sekil 4.62). Bu sonuglardan yola ¢ikarak optimum enzim
miktar1 150 unit olarak belirlenmis ve g¢alismanin bundan sonraki kisminda ADH
temelli biyosensorler 150 unit ADH miktarinda hazirlanmistir.

4.7.12. ADH temelli biyosensorlerde ¢calisma potansiyelinin optimizasyonu

Amperometrik biyosensorlerde, ¢aligma potansiyelinin diisiik olmas1 girisim
yapan tiirlerin etkisini azaltmak i¢in arzu edilen bir durumdur. Ancak her zaman
istenilen ¢aligma potansiyelinde tayin yapilamayabilir. Biyosensorlerde takip edilen
elektroaktif tiirlin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyeli genellikle yiiksektir. Bu
sebeple analit ile beraber ortamda bulunan diger elektroaktif tiirler de calisilan
potansiyelde reaksiyona girebilir. Calisma potansiyelini diisirmek ic¢in genellikle
elektroaktif tiire kars1 elektrokatalitik etki gdsteren bir materyal kullanilir. Bu materyal
bir medyator, bir redoks polimeri ya da bir nanopargacik olabilir. ADH temelli
biyosensorlerde NADH’nin yiikseltgemesi takip edildiginden ve NADH’nin yalin
elektrotlarda yiikseltgenmesi yiiksek bir potansiyel gerektirdiginden, YBCE’ler
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MWCNT, AuNP ve PNR ile modifiye edilerek kompozit bir elektrot hazirlanmisti.
ADH temelli biyosensorler icin etanole karst en yiliksek duyarlik gdstermesi sebebiyle
YBCE/NADH/AuUNP/PNR  kompozit elektrodu, optimum formiilasyon olarak
belirlenmisti (Bolim 4.7.8). YBCE/NADH/AUNP/PNR  sensoriiniin - NADH’nin
yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi elektrokatalitik etki gosterdigi ise Bolim 4.2°de
aciklanmasti.

Calismanin bu kisminda, YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensorlerinin etanole karsi farkli potansiyellerde gosterdigi amperometrik yanitlar
incelenmistir. 150 unit enzim miktarinda hazirlanan
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile etanolin  amperometrik
tayini, pH 7,75’da ve 7 mM NAD" derisiminde farkli potansiyellerde yapilmistir ve elde
edilen Amperogramlardan yararlanilarak akim-derisim grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.63).
Bu grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri ise Cizelge
4.14’de verilmistir.
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Sekil  4.63.  YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA  biyosensoriinin  farkli
potansiyellerde, etanol derisimine karsi elde edilen akim grafikleri (50 mM
pH 7,75 fosfat tamponu, 7 mM NAD*, 0,1 M KCI, 150 unit ADH)

129



YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorii ile + 0,1 V en diisik
potansiyelde dahi etanole karst amperometrik yanit almmistir. Bu sonug,
YBCE/MWCNT/AUNP/PNR kompozit elektrodunun NADH’ye karsi ne kadar yiiksek
elektrokatalitik etki gosterdigini belirtmektedir. Calisma potansiyeli arttikca, akim
degerleri ve duyarlik da artmaktadir. ADH temelli biyosensorlerin etanole karsi en
diisiik duyarligr + 0,1 V’da, en yiliksek duyarligi ise + 0,7 V’da yapilan amperometrik
tayinler sonucunda elde edilmistir. + 0,2 V’da elde edilen duyarlik, + 0,1 V’da elde
edilene gore 2 kat daha fazladir. + 0,2 V ve + 0,3 V’da yapilan analizlerde elde edilen
akim ve duyarlik degerleri ise birbirine yakindir. + 0,5 V’dan itibaren ise duyarlik hizla
artmaya baglamistir. Ancak, calisma potansiyelinin diisiik olmasi tercih edildiginden
optimum c¢alisma potansiyeli olarak duyarli§i nispeten yiiksek olan + 0,2 V
belirlenmigtir. Kompozit elektrotta yer alan MWCNT ve PNR, ADH temelli
biyosensoriin ¢alisma potansiyelini yarattifi yiiksek sinerjik etki ile miikemmel bir
sekilde diigiirmiistiir. Boylece ADH temelli biyosensdrler ile etanoliin girisimsiz tayini
yapilabilecektir.

Cizelge 4.14. Sekil 4.63’de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

Calisma potansiyeli Duyarlik Korelasyon katsayisi
+0,1V 0,264 uA.mM™ 0,981
+0,2V 0,452 uA.mM™? 0,993
+0,3V 0,458 uA.mM™* 0,990
+0,4V 0,503 pA.mM™? 0,995
+0,5V 0,756 pA.mM™* 0,996
+0,6V 0,771 pA.mM™? 0,996
+0,7V 0,988 pA.mM™? 0,999

4.7.13. Analitiksel karakterizasyon

150 unit enzim miktarinda hazirlanan YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensorleri ile etanoliin amperometrik tayini, igerisinde 7 ml 50 mM pH 7,75 fosfat
tamponu ve 1 ml NAD™ ¢ozeltisi bulunan elektrokimyasal hiicrede, ¢Ozeltinin sabit
hizda stirekli karistirildig sartlarda + 0,2 V’da gergeklestirilmistir. Akim kararli hale
geldikten sonra 100 uM etanol, elektrokimyasal hiicreye ardisik olarak katilmis ve
zamana karsi akim degerleri potantiyostat tarafindan kaydedilmistir. Sekil 4.64’de
etanoliin amperometrik tayini i¢in elde edilen 6rnek bir kronoamperogram verilmistir.
Etanol ilavesiyle zamanla akimda bir artis oldugu kronoamperogramdan
anlagilmaktadir. Etanol konsantrasyonu ile artan akim degerleri kullanilarak etanoliin
kantitatif tayini yapilabilir.
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Sekil 4.64. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriinde 100 uM etanoliin
ardisik katimu ile elde edilen kronoamperogram (+ 0,2 V, 50 mM pH 7,75
fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Sekil 4.65’de 100 pM etanoliin ardisik katimi ile yapilan amperometrik tayin
sonucu elde edilen grafik cizilmistir. Etanol derigimi arttikca akim degerleri de dogru
orantili olarak artmistir. Etanol derisimi 1000 uM’ye ulasinca akimdaki artis hizi
azalmis ve grafigin dogrusalligi ve biyosensoriin hassasiyeti azalmistir. 1000 uM’dan
sonraki etanol derigimlerinde enzim doygunluga ulagsmaya baslamistir.
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Sekil 4.65. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriinde 100 uM etanoliin
ardisik katimi ile elde edilen akim-derisim grafigi (+ 0,2 V, 50 mM pH 7,75
fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Etanoliin amperometrik tayini icin kullanilan
YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin - analitiksel karakterizasyonu
icin gozlemlenebilme ve tayin siniri, duyarlik ve tekrarlanabilirlik gibi parametreler
belirlenmis ve Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.15. YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile etanoliin
amperometrik tayini i¢in elde edilen analitiksel parametreler

Gozlemlenebilme simir1 96,1 uM

Tayin siniri 320,2 uM

Dogrusal aralik 320,2 uM — 1000 pM

Duyarlik 0,490 pA.mM*

Tekrarlanabilirlik RSD % 1,57 (n=10), 400 uM etanol

Cizelge  4.15 incelendiginde, YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensoriiniin etanole karsi olan duyarliginin, + 0,2 V’da yapilan amperometrik tayin
icin oldukea iyi oldugu goriilmektedir. Biyosensorde MWCNT ve PNR’nin bulunmasi,
NADH’ye karst olan elektrokatalitik etkileri nedeniyle calisma potansiyelini
diisirmiigtir. MWCNT, AuNP ve PNR’nin yarattig1 sinerjik etki ise elektroaktif yiizey
alan1 ve duyarhigr artirmistir. MWCNT’ nin anti-fouling ve NADH reaksiyonlarini
ilerletme etkisi nedeniyle, 1000 uM etanol derisimine ulasincaya kadar ardisik katimla
amperometrik tayin yapilabilmistir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensorii ile etanoliin diisitk potansiyelde ve iyi duyarlikta amperometrik tayini
yapilabilmistir.
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YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin + 0,2 V’da etanoliin
amperometrik tayinine karsi tekrarlanabilirligi 400 uM etanol i¢in (n=10) test edilmis,
bagil standart sapma (R.S.D.) % 1,57 olarak hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik i¢in
hesaplanan RSD degeri, 10 tekrarli etanoliin amperometrik tayininin iyi oldugunu
gostermektedir.

YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/ADH/GA biyosensoriiniin - uygulama kararliligi
400 puM etanol derisimine kars1 akimlarin 7 giin boyunca 6l¢iilmesiyle test edilmistir.
Olgiilen akim-giin sayis1 arasindaki iliskiyi gosteren grafik Sekil 4.66’da verilmistir.
Grafik incelendiginde, 2. giiniin sonunda baslangic amperometrik cevabimnin %
12,62’sinin, 3. giiniin sonunda ise % 54,03 {iniin kaybedildigi goriilmektedir. Enzimin
aktivitesindeki bu azalig, 7. giniin sonunda % 72,17°’ye ulasmistir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA  biyosensoriiniin -~ uygulama  kararliligr ilk
kullanimdan sonra azalmig olsa da, 7. gline kadar etanole karsi amperometrik yanit
vermistir. Tek kullanimlik olarak hazirlanan bir biyosensor igin, bu uygulama
kararliliginin iyi oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.66. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensoriinin 400 uM etanol
derisimine kars1 elde edilen akim degerleri-giin sayis1 grafigi (+ 0,2 V, 50
mM pH 7,5 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Sicaklik, nem, kimyasal maddeler gibi etkilerle enzimlerin aktif merkezlerinde
degisiklikler meydana gelir. Enzimler uygun kosullarda saklanmis olsalar da, zamanla
aktivite kaybina ugrarlar. Gelistirilen etanol biyosensoriiniin depolama kararliligini
belirlemek i¢in, hazirlanan YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri + 4
°C’de sabit nem ortaminda bekletilmistir. 1, 2, 3, 4 ve 6 hafta boyunca depolanan
biyosensorlerle etanoliin amperometrik tayini yapilmistir. Amperometrik tayin sonucu
elde edilen akim-derisim grafikleri Sekil 4.67°de, bu grafiklerden elde edilen duyarlik
ve korelasyon katsayilar1 ise Cizelge 4.16’da verilmistir.

133



0,6

ik giin

+ 6 ¢ H » 0O

I/ (nA)

01 F

0 200 400 600 800 1000

C/(nM)

Sekil 4.67. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinde 100 uM etanoliin
ardigik katimi ile elde edilen akim-derisim grafikleri (+ 0,2 V, 50 mM pH
7,75 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin - 6. haftaya kadar
etanole karst yamit verdigi amperometrik Sekil 4.67’de verilen grafiklerden
anlasilmaktadir. Cizelge 4.16’da verilen duyarlik degerleri incelendiginde, depolama
stiresince YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin enzim aktivitesinde
bir azalma oldugu gorilmektedir. Enzim aktivitesinde zamanla azalma olmasina
ragmen, ADH temelli biyosensorleri diisiik duyarlikta olsa da 6. haftada etanole karsi
cevap vermistir. Bu sonug, elektrot formiilasyonunda bulunan AuNP’nin
biyouyumluluk 0Ozelligi sayesinde, enzimin aktif merkezindeki konformasyonel
degisiklikleri  azaltmast nedeniyle elde edilmistir.  Depolama  siiresince
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinin duyarliklarinin 1, 2, 3, 4, 5 ve
6. hafta sonunda, ilk giine gore sirasiyla % 19,38 % 36,04, % 49,79, 4 % 69,58 ve %
78.33 azaldig1 bulunmustur.
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Cizelge 4.16. Sekil 4.67°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

Depolama zamani Duyarlik Korelasyon katsayisi
[k giin 0,480 pA.mM* 0,999
1 hafta 0,387 pA.mM™ 0,997
2 hafta 0,307 pA.mM™* 0,996
3 hafta 0,223 pA.mM™* 0,995
4 hafta 0,146 pA.mM™* 0,995
6 hafta 0,104 pA.mM™* 0,997

4.7.14. Gercek numune analizi

Gelistirdigimiz ADH temelli biyosensorler, ger¢ek numunelerin analizinde
kullanilmistir. Yeni Raku, Illegiip beyaz sarap ve Nobel kirmizi sarap ger¢ek numune
olarak kullanilmigtir. Kirmiz1 ve beyaz sarap numuneleri 1:2 oraninda, raki numunesi
ise 1:10 oraninda tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Seyreltilmis alkol numunelerinin
amperometrik tayini + 0,2 V’da YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri
ile yapilmistir. Gelistirilen biyosensorler i¢in elde edilen akim-derisim grafikleri, x-
eksenlerinde bulunan pM etanol derisimlerinin, % etanole doniistiiriilmesiyle yeniden
¢izilmis ve dogrunun denklemi belirlenmistir (Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorlerinde 100 pM etanoliin
ardistk katimi ile elde edilen akim-etanol yiizdesi grafikleri (+ 0,2 V, 50
mM pH 7,75 fosfat tamponu, 0,1 M KCI
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Seyreltilmis numunelerin etanol yiizdesini bulmak i¢in, Ol¢lilen akim degerleri
y = 8,24x108 x + 4,2x10® denklemde yerine yazilmistir. Cizelge 4.17°de seyreltilmis
numunelerin analizi sonucu Olgiilen akim degerleri, hesaplanan seyreltilmis,
seyreltilmemis ve orijinal alkol yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 4.17. Seyreltilmis numunelerin analizi sonucu Olgiilen akim degerleri ve
hesaplanan alkol yiizdeleri

Alkol numunesi Yeni Raki Nobel Kirmiz1 Sarap Illegiip Beyaz Sarap
Olgiilen akim (A) 4,09%107 £ 7,64x10°  5,49x107+£3,24x10®%  524x107 +£3,29x10®
Seyreltilmis % alkol % 4,46 % 6,16 % 5,85
Seyreltilmemis % alkol % 44,6 % 12,32 % 11,70

Orijinal numunedeki % alkol % 45 % 11,5-12

Analiz sonucunda hesaplanan alkol ylizdeleri, orijinal numunedeki alkol
yiizdelerine yakin bulunmustur. Gelistirmis oldugumuz
YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile diisiik maliyetli, numune 6n
islemi gerektirmeyen pratik ve duyarl bir etanol analizi yapilmistir.

4.8. AOx Temelli Biyosensorlere iliskin Bulgular
4.8.1. AOx temelli biyosensorlerde oksijenin indirgenmesinin takibi

AOx temelli biyosensorlerin 6l¢iim prensibi oksijenin indirgenmesinin takibine
dayanmaktadir (Sekil 4.69).
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Sekil 4.69. AOx temelli biyosensorlerin 6l¢tim prensibinin sematik gésterimi

Oksijenin indirgenmesinin takibi i¢in diferansiyel puls voltametrisinden
yararlanilmistir. YBCE/AOX/G/GA formiilasyonunda hazirlanmis biyosensoérlerin, - 0,1
V ile + 1,0 V potansiyel araliginda, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu ve 100 pM
metanol’deki  diferansiyel puls voltamogramlar1  Sekil 4.70’de  verilmistir.
Voltamogramlara gore - 0,3 V ile - 0,5 V araliginda pik gbzlenmektedir. Oksijenin
indirgenme pik potansiyelinin tampon igerisinde - 0,38 V’da, 100 uM metanol
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igcerisinde ise - 0,44 V’da oldugu, pik akimlarinin ise tamponda 4,325 pA, 100 uM
metanolde ise 4,033 pA oldugu voltamogramdan goriilmektedir. Substrat ilave
edildiginde ortamdaki oksijeninin azaldigi pik akiminin azalmasindan anlagilmaktadir.
FAD/FADH: redoks c¢iftinin formal potansiyeli doygun kalomel elektroda karsi - 0,45
V’dur (Gouveia-Caridade vd 2008). Diferansiyel puls voltamogramlarindan elde edilen
pik akimlarimin FAD/FADH2’nin formal potansiyeli olan - 0,45 V’a yakin olmasi,
FADH2’nin de bu potansiyelde indirgendigini gostermektedir. Oksijenin ve FADH2 nin
indirgenmesi ayni1 potansiyel aralifinda gerceklesmektedir.
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Sekil 4.70. YBCE/AOx/G/GA biyosensoriiniin diferansiyel puls voltamogramlar
(100 uM metanol, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, - 0,1 V ile
1,0 V potansiyel aralig1)

4.8.2. AOx temelli biyosensorlerde pH optimizasyonu

AOx temelli biyosensorlerin metanole karsi olan cevabina pH’nin etkisini
incelemek ve optimum pH degerini Dbelirlemek igin YBCE/AOxX/G/GA
formiilasyonunda biyosensorler hazirlanmistir. Bu biyosensorlerin 50 mM derisiminde
farkli pH’larda hazirlanmis fosfat tampon ¢ozeltileri igerisinde, - 0,45 V’da ve 100 uM
sabit metanol derisimindeki akimlar1 6lgtilmiistiir. Elde edilen akim degerlerine kars1 pH
grafigi cizilmistir. 6,0’dan 7,0’ye pH arttik¢a, pik akiminin arttii, pH 7,0’den sonra ise
hizla azaldigr Sekil 4.71°deki grafikten goriilmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
optimum pH degerinin 7,0 oldugu belirlenmistir. AOX enzimi ile AOx temelli
biyosensoriin optimum pH degerlerinin uyumlu oldugu anlasilmaktadir. AOx enziminin
YBCE yiizeyine tutuklandiktan sonra pH’sinda fazla bir degisiklik olmamasinin,
tutuklama yonteminin enzimin yapisini fazla degistirmedigini gostermektedir. Optimum
pH 7,0 olarak belirlendiginden, bundan sonraki olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.71. YBCE/AOx/G/GA biyosensoriiniin, farkli pH’larda elde edilen akimlara
kars1 pH grafigi (100 uM metanol, - 0,45V, 0,1 M KCI)

4.8.3. AOx temelli biyosensorlerde enzim miktarinin optimizasyonu

Calismanin bu kisminda jelatin ve GA sabit tutularak 0,6, 1,2, 2,4 ve 3,2 unit
AOKX iceren biyosensorler hazirlanmis ve amperometrik 6lgtimler fosfat tamponunda (50
mM, pH 7,0) - 0,45 V’da gergeklestirilmistir. Amperogramlardan elde edilen akim
ortalamalarina karsi derisim grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.72). Grafiklerden elde edilen
duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri Cizelge 4.18’de verilmistir. En yiliksek
duyarlik ve korelasyon degerleri, 1,2 unit enzim miktar1 iceren AOx biyosensorii ile
elde edilmistir. 1,2 unitten daha yiiksek enzim miktarima sahip biyosensorlerde
difiizyonun giderek azalmasi nedeniyle, duyarlik ve korelasyon degerlerinin azaldigi
gozlenmektedir. 1,2 unitten daha diisiik enzim miktarinda ise istenilen duyarliga
ulagilamamigtir. Optimum enzim miktarinin 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, - 0,45
V’da 1,2 unit oldugu belirlendikten sonra, bundan sonraki biyosensorler 1,2 unit enzim
miktarinda hazirlanarak olgiimler gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.72. Farkli enzim miktarlarinda hazirlanmis YBCE/AOx/G/GA biyosensérlerinin
metanol derisimine kars1 elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1 M KCl, - 0,45 V)

Cizelge 4.18. Sekil 4.72°da verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
Katsayilar degerleri

Enzim miktar1 (U) Duyarlik Korelasyon katsayisi
0,6 0,0102 uA.mm* 0,949
1,2 0,288 nA.mM™* 0,991
2,4 0,092 uA.mM™? 0,940
3,2 0,043 pA.mM™* 0,962

4.8.4. AOx temelli biyosensorlerde ¢calisma potansiyelinin optimizasyonu

YBCE/AOX/G/GA biyosensorlerinin optimum ¢alisma potansiyelini belirlemek
icin, 100 pM metanol derisiminde, - 0,3 V ile - 0,5 V araliginda multistep amperometri
uygulanmistir. Amperogramlardan elde edilen akim ortalamalarina karsi potansiyel
grafigi cizilmistir. Sekil 4.73’daki grafige gore en yiiksek pik akimi - 0,45 V’da
gbzlenmistir. Bu sonuglar Sekil 4.70’deki voltamogramlarla uyumludur.
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Sekil 4.73. YBCE/AOxX/G/GA biyosensoriiniin, farkli potansiyellerde elde edilen
akimlara kars1 potansiyel grafigi (100 uM metanol, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1 M KCl).

YBCE/AOX/G/GA biyosensorlerinin ¢alisma potansiyelinin optimizasyonunu
analitiksel olarak karakterize etmek icin ise, - 0,30, - 0,40 ve - 0,45 V’da amperometrik
tayin yapilmistir. Kronoamperogramlardan elde edilen akim verilerinin metanol
derigsimine karst olan grafikleri ¢izilmistir. Grafiklerden elde edilen duyarlik ve
korelasyon katsayist degerleri Cizelge 4.19’da verilmistir. En yiiksek duyarlik ve
korelasyon degerleri, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, 1,2 U enzim miktarinda, - 0,45
V’da elde edilmistir (Sekil 4.74).
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Sekil 4.74. YBCE/AOx/G/GA biyosensoriiniin  farkli  potansiyellerde, metanol
derisimine kars1 elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1 M KClI, 1,2 unit AOX).

Cizelge 4.19. Sekil 4.74’de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilart degerleri

Potansiyel (V) Duyarlik Korelasyon katsayisi
-0,35 0,014 pA.mM* 0,912
-0,40 0,030 pA.mM™* 0,919
-0,45 0,288 uA.mM™* 0,991

4.8.5. AOx temelli biyosensorlerde MWCNT, AuNP ve PNR etkisi

NADH sensorii ve ADH temelli biyosensdrler iizerinde yarattig1 sinerjik etkileri
nedeniyle, MWCNT, AuNP ve PNR materyalleri, AOx temelli biyosensorlerin
gelistirilmesi i¢in YBCE elektrotlarinin modifikasyonunda kullanilmistir. Sekil 4.75°de
YBCE/AOXx/G/IGA ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorlerinin
tampon cozeltideki dongtisel voltamogramlari verilmisgtir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensoriinde PNR’nin yiikseltgenme pik
akimi -0,465 V’da, indirgenme pik akimi ise -0,745 V’da gozlenmistir. Metanol
varhiginda YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensoriiniin  verdigi cevap,
Sekil 4.76°daki dongiisel voltamogramlardan anlagilmaktadir.
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Sekil  4.75. YBCE/AOX/G/IGA ve YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/AOX/G

biyosensorlerinin 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisindeki dongiisel

voltamogramlar1 Tarama hizi: 50 mV.s 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1
M KClI, 1,2 unit AOx)
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Sekil 4.76. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G biyosensorlerinin 200 M metanol ve

tampon ¢ozeltide elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 50
mV.s150 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, 1,2 unit AOXx)
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YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorlerinin  optimum ¢alisma
potansiyelini belirlemek i¢in, 200 uM metanol derisiminde, - 0,2 V ile - 0,5 V
araliginda multistep amperometri uygulanmistir. Amperogramlardan elde edilen akim
ortalamalarina kars1 potansiyel grafigi cizilmistir. Sekil 4.77°deki grafige gore en
yiiksek pik akimi - 0,45 V’da gozlenmis ve potansiyel artistyla akim azalmistir.
PNR’nin yiikseltgenmesi takip edilecegi icin calisma potansiyeli, -0,465 V’dan daha
diisiik bir potansiyelde olmalidir. Metanoliin enzimatik reaksiyonunda yiikseltgenmis
haldeki PNR, indirgenen FADH,’yi tekrar FAD’ye yiikseltgerken, kendisi indirgenir.
Indirgenmis PNR’nin elektrot yiizeyinde yeniden vyiikseltgenmesi ile agiga ¢ikan
elektronlar elektroda transfer edilir. PNR, oksidaz temelli biyosensorlerde redoks
medyatorii olarak kullanilmaktadir. Glukozun diisiik potansiyelde tayini i¢in karbon
film elektrodu, PNR ve glukoz oksidaz (GOx) ile modifiye edilerek glukoz biyosensorii
Pauliukaite vd tarafindan 2007 yilinda gelistirilmistir. Glukozun amperometrik tayinini
-0,25 V’da gergeklestirmisler, PNR’nin FADH2’ nin yiikseltgenmesini katalizledigini ve
redoks medyatorii olarak davrandigini bildirmislerdir. 2007 yilinda Qu vd
GC/MWCNT/PNR/GOx biyosensorii ile -0,2 V’da glukozun girisimsiz tayinini
gerceklestirmislerdir. Barsan vd 2008 yilinda alkol analizi i¢in karbon film
elektrot/PNR/AOx biyosensoriinii gelistirmiglerdir. PNR’nin AOx enzimi i¢in redoks
medyatorii olarak gorev yaptiginmi bildirmislerdir. 2008 yilinda Anik vd bizmut film
elektrodunu (BIiFE) glukoz oksidaz (GOx) ile modifiye ederek BIFE/GOXx
biyosensoriinii gelistirmislerdir. Glukozun tayininde NR monomerini ¢6zelti icerisinde
redoks medyatdrii olarak kullanmislardir. NR, FADH2 nin yeniden yiikseltgenmesi i¢in
kullanilan oksijenin yerini alarak medyator gorevi yapmistir. Calismamizda
gelistirdigimiz  YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensoriinde de PNR,
medyator olarak kullanilmis ve PNR’nin yiikseltgenme potansiyeli girisim yapan
tirlerin etkisini azaltmak i¢in takip edilmistir. Sekil 4.77 incelendiginde
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOX/G/GA biyosensorii -0,2 V’a kadar metanole cevap
vermis, ancak -0,3 V’dan sonra akimdaki azalma hiz1 biraz artmistir. -0,25 ve -0,20
V’da gozlenen akimlar ise birbirine yakindir. Akim degerleri, diisiik potansiyelde tayin
ve literatiirdeki caligmalar dikkate alindiginda,
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensoriiniin optimum c¢alisma potansiyeli
-0,30 V olarak belirlenmistir.
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Sekil  4.77. YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/AOx/G/GA  biyosensoriiniin,  farkli
potansiyellerde elde edilen akimlara karsi potansiyel grafigi (200 puM
metanol, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI).

4.8.6. AOx temelli biyosensorlerde analitiksel karakterizasyon

YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/AOX/G/GA biyosensorleri ile metanoliin ve
etanoliin -0,30 V’da amperometrik tayinleri yapilmis ve kronoamperogramlardan elde
edilen akim verilerinin metanol ve etanol derisimine kars1 grafikleri ¢izilmistir. Sekil
4.78’de verilen grafiklerin duyarligi ve korelasyon katsayilart sirasiyla metanol igin
0,509 pA.mM* ve 0,999, etanol igin ise 0,432 nA.mM™ ve 0,999 olarak bulunmustur.
YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorlerinin tekrarlanabilirligi 400 uM
metanol (n=5) ve 400 uM etanol (n=5) i¢in test edilmis, bagil standart sapma (R.S.D.)
metanol i¢in % 1,12, etanol i¢in % 1,65 olarak hesaplanmistir. Biyosensor
formiilasyonunda MWCNT, AuNP ve PNR’nin bulunmasi yarattiklari sinerjik etki ile
elektrodun elektroaktif yiizey alanini artirmis ve daha duyarli amperometrik yanit
alinmasini saglamistir.  YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorleri ile
etanol ve metanoliin amperometrik tayini i¢in elde edilen analitiksel parametreler
Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.78. ' YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOX/G/GA biyosensorlerinin metanol ve
etanol derisimlerine karsi elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0
fosfat tamponu, -0,30 V, 0,1 M KClI, 1,2 unit AOXx)

Cizelge 4.20. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorleri ile etanol ve
metanoliin amperometrik tayini i¢in elde edilen analitiksel parametreler

Etanol Metanol
Gozlemlenebilme smir1 | 53,5 uM 100,8 uM
Tayin sinir1 178,5 uM 3359 uM
Dogrusal aralik 178,5 uM — 1000 uM 335,9 uM - 1000 uM
Duyarlik 0,432 pA.mM™? 0,509 pA.mM™1
Tekrarlanabilirlik RSD % 1,65 (n=5), 400 uM | RSD % 1,12 (n=5), 400 uM

YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOX/G/IGA biyosensorleri etanol/metanol
karisiminin tayini ig¢in kullanilmistir. Sekil 4.79’de 0,1 mM, 0,2 mM ve 0,3 mM sabit
etanol derisimlerinde hazirlanmis olan farkli derisimlerdeki metanol ¢ozeltilerinin -0,30
V’da yapilan amperometrik tayini i¢in elde edilen akim-derisim grafikleri verilmistir.
Grafiklerden elde edilen dogrularin denklemleri, 0,1 mM, 0,2 mM ve 0,3 mM sabit
etanol derisimleri i¢in sirasiyla y = 1,1x103 x + 1,35%x107, y = 1,46x10° x + 1,82x1077
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ve y = 1,99x10° x + 2,52x107°dir. Etanol/metanol karisimmn tayininde, etanol
derisiminin artistyla, ayni metanol derisimlerindeki akim degerlerinde de bir artis
gozlenmistir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorleri ile sabit etanol
derisiminde metanoliin amperometrik tayini ig¢in elde edilen analitiksel parametreler
Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.79. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G biyosensorlerinin 0,1, 0,2 ve 0,3 mM
sabit etanol derisiminde hazirlanmis farkli metanol derisimlerine kars: elde
edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI, - 0,30 V,
1.2 U, AOx)

Cizelge 4.21. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/AOX/G/GA biyosensdrleri ile sabit etanol
derisiminde metanoliin amperometrik tayini i¢in elde edilen analitiksel
parametreler

0,1 mM etanolda
metanol

0,2 mM etanolda
metanol

0,4 mM etanolde
metanol

gﬁﬂemlenebﬂme 36,82 UM 37,40 uM 37,99 uM
Tayin smnirt 126,6 uM 124,7 uM 122,77 uM
Dogrusal aralik 126,6-400 M| 124,7 - 400 uM 122,7 - 400 uM
Duyarlik 1,10 yA.mM™? 1,46 uA.mM™* 1,99 pA.mM?

Tekrarlanabilirlik

RSD % 1,81 (n=5),
200 uM

RSD % 2,12 (n=5),
200 uM

RSD % 2,36 (n=5),
200 uM
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AOXx enzimi ¢ok hassas bir enzim oldugundan hazirlanir hazirlanmaz hemen
analiz i¢in kullanilmistir. YBCE/AOx/G/GA biyosensorleri i¢in depolama ve uygulama
kararlig1 testleri denenmis, ancak AOx enziminin 1siktan ¢ok etkilenmesi ve hemen
aktivitesini kaybetmesi nedeniyle sonug¢ alinamamaistir.

4.8.7. Ger¢ek numune analizi

Gelistirdigimiz AOX temelli biyosensorler, gercek numunelerin analizinde
kullanilmistir. Yeni Raki, Illegiip beyaz sarap ve Nobel kirmiz1 sarap gergek numune
olarak kullanilmistir. Kirmiz1 ve beyaz sarap numuneleri 1:2 oraninda, raki numunesi
ise 1:10 oraninda seyreltilmistir. Seyreltilmis alkol numunelerinin amperometrik tayini -
0,3 V’da YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/AOX/G/GA biyosensorleri ile yapilmistir.
Gelistirilen biyosensorler i¢in elde edilen akim-derisim grafikleri, x-eksenlerinde
bulunan pM etanol derisimlerinin, % etanole doniistiiriilmesiyle yeniden ¢izilmis ve
dogrunun denklemi belirlenmistir (Sekil 4.80).

6,0E-07

4,0E-07

1/(A)

2,0E-07

00E+00 bt 0
o 1 2 3 4 5 6 7

% etanol

Sekil 4.80. YBCE/MWCNT/AuUNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorlerinde 50 uM etanoliin
ardigik katim ile elde edilen akim-etanol yiizdesi grafikleri (- 0,30 V, 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Seyreltilmis numunelerin etanol ylizdesini bulmak i¢in, dl¢iilen akim degerleri
y = 7,4x108 x + 7,71x10® denklemde yerine yazilmistir. Cizelge 4.21°de seyreltilmis
numunelerin  analizi sonucu Olgiilen akim degerleri, hesaplanan seyreltilmis,
seyreltilmemis ve orijinal alkol yiizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.22. Seyreltilmis numunelerin analizi sonucu Olgiilen akim degerleri ve
hesaplanan alkol yiizdeleri

Alkol numunesi Yeni Raki Nobel Kirmiz1 Sarap  Illegiip Beyaz Sarap
Olgiilen akim (A) 4,22x107+7,81x10°  545x107+3,14x10® 5,18 x107 +3,21x108
Seyreltilmis % alkol % 4,66 % 6,32 % 5,96
Seyreltilmemis % alkol % 46,6 % 12,72 % 11,92

Orijinal numunedeki % alkol % 45 9% 11,5-12

Analiz sonucunda hesaplanan alkol ylizdeleri, orijinal numunedeki alkol
yiizdelerine yakin bulunmustur. Gelistirmis oldugumuz
YBCE/MWCNT/AUNP/PNR/AOx/G/GA biyosensorleri ile diisiik maliyetli, numune 6n
islemi gerektirmeyen pratik ve duyarli bir etanol analizi yapilmistir. ADH temelli
biyosensorler ve AOx temelli biyosensorler kullanilarak yapilan etanol tayin sonuglari
karsilastirildiginda, ADH temelli biyosensorler ile etanole karst daha duyarli bir tayin
yapildig1 sonucuna varilmistir. Bunun sebebi ise ADH enziminin etanole karsi ilgisinin
AOx’e gore daha fazla olmasidir. Gergek numune analizlerinde ise AOx temelli
biyosensorlerle elde edilen % alkol degerleri, ADH temelli biyosensorle elde edilen
sonuglara gore biraz yiiksek ¢ikmistir. ADH enziminin AOx’e gore etanole karsi daha
duyarli olmasina ragmen, AOx analizinde elde edilen alkol yiizdesi degerlerinin biraz
yiiksek ¢ikmasinin, numunelerde bir miktar metanol oldugunu gostermektedir. Sarap ve
raki gibi alkollii iceceklerde Tiirk Gida Kodeksi Distile Alkollii Igkiler Tebligine gore,
gida alkoli kullanilmaktadir. Gida alkollerinde ise bir miktar metanol bulunmaktadir.
Calismamizin amaci 6ncelikle etanoliin diisiik potansiyelde girisimsiz tayini icin ADH
temelli biyosensor, hem etanol hem de metanoliin girisimsiz tayini i¢in ise AOx temelli
biyosensor gelistirmek ve her iki biyosensoriin etanol tayinine karsi performanslarii
karsilagtirmaktir. Gelistirilen her iki biyosensor ile etanol varliginda metanoliin tayinini
gerceklestirmek ise diger bir amacimizdir.

4.9. Etanol/metanol karisiminin analizi

Gelistirdigimiz ADH ve AOx temelli biyosensorlerle, etanol/metanol
karisiminin tayini yapilmistir. Bu amacla hazirladigimiz alkol 6rnekleri, ADH ve AOx
temelli biyosensorleri ile ayr1 ayr1 analiz edilmistir. ADH temelli biyosensorler ile alkol
ornegindeki etanol derisimi 6l¢iilen akimm, YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA igin
elde edilen dogrunun denkleminde (y = 4,81x10% x + 4,2x10®) yerine yazilmas: ile
hesaplanmigstir. Alkol 6rnegindeki metanol derisimi ise, AOx temelli biyosensorler ile
yapilan amperometrik tayin sonucu dl¢iilen akim degerinin, ADH temelli biyosensorler
ile derisimi daha Once belirlenen etanol derisimi ile iliskili  olan
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOX/G/IGA igin elde edilen dogru denklemlerinin
kullanilmasiyla bulunmustur. Analize iliskin veriler ve sonuglar Cizelge 4.22°de
verilmistir. ADH temelli biyosensorlerle Olgiilen akimlar lapn ile AOx temelli
biyosensorlerle 6l¢giilen akimlar ise laox ile gdsterilmistir.
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Cizelge 4.23. Etanol/metanol karisiminin analizine iliskin veriler ve sonuglar

Etanol / metanol laon / (A) lnox / (A) C etanot /' | C metanol /
karigimi (LM) (uM)
200 uM / 100 uM | 1,379x107 £ 1,42x10° | 2,418x107 & 3,76x10° 199,37 97,09
200 uM /200 pM | 1,362x107 +1,31x10° | 3,571x107 +3,09x10° 195,84 | 201,91
200 uM /300 uM | 1,390x107+1,37x10° | 4,646x107 +3,51x10° 201,66 | 299,64
300 uM / 100 uM | 1,851x107 £ 1,23x10° | 3,275x107 £ 2,79x10°° 297,51 99,66
300 uM /200 uM | 1,859x107 +1,19x10° | 4,756x107 +£2,11x10° 299,17 | 201,09
300 uM /300 uM | 1,876x107 +1,26x10° | 6,181x107 +2,38x10° 302,70 | 298,69
400 uM / 100 uM | 2,329x107+1,06x10° | 4,508x107 + 3,17x10° 396,89 99,89
400 uM /200 uM | 2,328x107+1,12x10° | 6,515x107 +1,81x10° 396,67 | 200,75
400 uM /300 uM | 2,342x107 £ 1,09x10° 8,481x107 +£2,71x10° 399,58 | 299,55

Cizelge 4.23 incelendiginde, AOx ve ADH temelli biyosensorler kullanilarak,
etanol/metanol karisimindaki hem etanoliin hem de metanoliin analizi, numune On
islemi gerektirmeden, basar1 ile gerceklestirilmigtir. Gelistirdigimiz AOx ve ADH
temelli biyosensorler, sahte ickilerdeki metanoliin pratik, basit ve ucuz tayini i¢in umut

vaat etmektedir.
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5. SONUC
Calismadan elde edilen sonuglar soyledir:

. YBCE ve MWCNT-YBE’ler icin elektrot yiizeyinin temizlenmesi ve
aktivasyonu i¢in uygulanan islemler arasinda en diisik AEp ve 1’e yakin Ipa/lpc
degerleri, elektrokimyasal 6n islem yapildiginda elde edilmistir. Optimum elektrot
ylizeyi temizleme ve aktivasyonu metodunun elektrokimyasal 6n islem oldugu
sonucuna varilmistir.

o Nétral kirmizinin elektropolimerizasyonu hem farkli tiirdeki yalin YBE’ler hem
de nanopargactk ile modifiye edilmis YBCE’ler {izerinde basarili olarak
gerceklestirilmistir. Yalin YBCE’de NR’nin elektropolimerizasyonu 2007 yilinda
Pauliukaite vd’nin, NR’nin YBCE/MWCNT iizerindeki elektropolimerizasyonu ise
Carvalho vd’nin 2010 yilinda NR’nin elektropolimerizasyonu ile ilgili yapmis olduklar1
calismada elde ettikleri voltamogramlarla uyumludur. NR’nin yiikseltgenme pik
potansiyeli ve NR-leuko NR tersinir doniisiimiiniin potansiyeline, YBE tiirlerinin ¢ok
fazla etki etmedigi ancak nanopargaciklarla modifiye edilmis YBCE’lerde degistigi
gozlenmistir. PNR polimerinin orta redoks ciftinin (doping/de-doping) potansiyel
araliklarinin ise hem YBE tiirleri hem de nanoparcaciklarla modifiye edilmis YBCE’ler
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ile degistigi voltamogramlardan anlagilmistir.

o NADH’nin yiikseltgenmesinin takibi i¢in en uygun elektrot tiiriiniin, ¢alisma
potansiyelinin diisiik olmasi ve dolayisiyla girisim yapabilecek tiirlerin etkisini
azaltmast nedeniyle MM-YBE oldugu sonucuna varilmistir. En uygun elektrot
formiilasyonunun ise nanopargacik ve iletken redoks polimerinin birlikte yarattigi
sinerjik etki nedeniyle MWCNT/AuNP/PNR kompoziti oldugu bulunmustur. Kompozit
elektrottaki PNR, MWCNT ve AuNP’nin NADH’nin yiikseltgenmesine kars1 ayr1 ayri
ve birlikte gosterdikleri elektrokatalitik ve elektronik etkiler, karsilastirmali olarak
incelenmistir.

. MWCNT/AuNP/PNR kompozit formiilasyonunun, NADH’nin amperometrik
tayini i¢in en uygun oldugu belirlenen MM-YBE’ye ve karsilastirma i¢in YBCE’lere
uygulandiginda, MM-YBE’nin duyarliligini 2 katina ¢ikardigi ve YBCE’nin NADH’ye
kars1 olan ylikseltgenme pik potansiyelini + 0,2 V’a diisiirdiigii gozlenmistir.

3 MM-YBE/MWCNT/AuNP/PNR ve YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit
elektrotlarinin analitiksel performanslarinin birbirine yakin olmasi elektrot tiiriiniin
NADH’nin amperometrik tayini i¢in onemli bir fark yaratmadigi anlasilmistir. Bu
sebeple 6zellikle medyatdrsiiz olmasi nedeniyle YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit
elektrodu, NADH nin amperometrik tayini i¢in en uygun formiilasyona sahip elektrot
olarak secilmistir. Literatirde NADH’nin yiikseltgenme potansiyelinin diisiiriilmesi
olduk¢a Onemli bir c¢alisma konusudur ve NADH’nin amperometrik tayini igin
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR  formiilasyonundaki  bir  elektrot =~ daha  Once
kullanilmamistir. Calismamizda hazirladigimiz YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit
elektrodu, NADH’nin medyatorsiiz, diisiik potansiyelde girisimsiz tayini i¢in oldukga
umut verici bir yeniliktir.
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J Gelistirilen NADH sensorii i¢in pH optimizasyonu caligmasi yapilmis ve
optimum pH 7,5 olarak bulunmustur. NADH’nin YBCE/MWCNT/AuNP/PNR
kompozit elektrodu ile amperometrik tayini sonucu analitiksel karakterizasyonu
yapilmis, gozlemlenebilme ve tayin sinir1, duyarlilik ve tekrarlanabilirlik degerleri
bulunmustur. Diislik gdzlemlenebilme degerine, yiiksek duyarlilik ve tekrarlanabilirlige
sahip diisiik potansiyelde girisimsiz tayin yapilabilen yeni amperometrik NADH
sensoOril basariyla gelistirilmistir.

o YBCE elektrotlarinin modifikasyonunda kullanilan nanoparcaciklarin miktar
optimizasyonlar1 yapilmigtir. Nanopargaciklar tabaka tabaka yontemi ile elektrot
ylizeyine modifiye edilmistir. YBCE yiizeyinde optimum nanopargacik miktarinin, 1
mM Ks3Fe(CN)s icin en yiiksek pik akimlarinin elde edildigi, MWCNT i¢in 3 tabaka,
AuNP i¢in ise 2 tabaka oldugu sonucuna varilmistir.

o Enzimlerin YBE’ler iizerine kuvvetli immobilizasyonu ve sonrasinda
aktivitelerinin korunabilmesi i¢in en uygun tutuklama yontemleri belirlenmistir. ADH
temelli biyosensorler i¢cin GA ile capraz baglama, AOx temelli biyosensorler i¢in ise
jelatin yardimiyla immobilizasyonunun en uygun yontem oldugu sonucuna varilmistir.
Tiim biyosensorlerin sabit nem ortaminda bekletilmesinin o6zellikle ADH temelli
biyosensorlerde biyomateryalin CE yiizeyinden ayrilmasinin Oniine gegildigi de
calismamizda gézlenmistir.

. ADH temelli biyosensorlerde NAD' koenziminin YBE’lerin yiizeyine
immobilizasyonunun amperometrik tayinlerde, akimda giiriiltiiyli artirdigi ve c¢ok
kararsizlastirdigi gozlenmistir. Bu sebeple NAD® koenziminin YBE’lerin yiizeyine
tutuklanmamasi ve bilinen sabit derisimde ¢ozelti igine eklenmesi gerektigi sonucuna
varilmstir.

J ADH temelli biyosensorler i¢in en uygun elektrot tiirinin MWCNT-YBE
oldugu sonucuna varilmistir. NADH nin amperometrik tayini i¢in optimum elektrot tiirii
olan MM-YBE’nin, ADH enzimi ile immobilize edildiginde ayn1 etkiyi gostermedigi
anlasilmistir.

. ADH temelli biyosensorlerde  MWOCNT etkisi incelenmis ve MWOCNT
nanomateryalinin elektrot ylizeyine sonradan modifiye edildiginde 6zelliklerinin, ylizey
baskilama prosesinde elektrot miirekkebinde yer aldigi duruma gore daha etkili oldugu
anlasilmistir.

. ADH temelli biyosensorlerde AuNP etkisi incelenmis ve etanole karsi olan
duyarliligi yalin YBCE’lere gore biraz artirdigi sonucuna varilmistir. AuNP’nin en
etkili 6zelliginin enzimin aktivitesini korumasini saglamak oldugu diistiniilmiistiir.

o ADH biyosensorlerinde MCWNT’nin stiin elektrokatalitik ve elektronik
Ozellikleri nedeniyle AuNP’den daha etkili bir nanomateryal oldugu sonucuna
varilmstir.
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o ADH temelli biyosensorlerde PNR’nin etkisi incelenmigtir. PNR’nin aromatik
halkasinda bulunan 7 konjuge yap1 sayesinde sahip oldugu iletken polimer 6zelligi ile
elektronik iletkenligi artirdigi, NADH’ye karsi elektrokatalitik aktive gosterdigi ve
serbest —NH2 gruplarmin varligi ile enziminin elektrot ylizeyine kuvvetli tutunmasini
sagladigr bulunmustur. Bu o0zellikleri nedeniyle PNR’nin ADH biyosensoriiniin
duyarliligini tek basina MWCNT ve AuNP’den daha fazla artirdigi anlagilmistir.

o ADH temelli biyosensorler ve NADH sensorlerinde, PNR’nin nanoparcaciklar
ile olan sinerjik etkisi incelenmistir. PNR’nin sadece MWCNT veya AuNP ile
hazirlanmis sensor ve biyosensorlerin formulasyonuna dahil oldugunda duyarliligi
artirdigi  gozlenmistir. MWCNT ve PNR’nin sahip olduklari 6zellikleri sayesinde
yaptiklart m-m elektronik ve hidrofobik etkilesimlerle, sensér ve biyosensdrlerin
elektronik iletkenligini, sinerjik bir etkiyle artmistir. En yliksek elektronik iletkenlik ve
elektrokatalitik etki, PNR’nin hem MWCNT hem de AuNP ile olusturdugu kompozit
elektrot olan YBCE/MWCNT/AuNP/PNR ile hazirlanmis sensor ve biyosensorlerde
gozlenmistir.

. ADH temelli biyosensdrler i¢in optimum elektrot tiird, elektrot formiilasyonu ve
optimum c¢alisma kosullar1 belirlenmistir. ' YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit
elektrodunun, ADH temelli biyosensdrleri i¢in optimum elektrot tiirlii ve formiilasyonu
oldugu sonucuna varilmistir. Optimum pH 7,75, enzim miktar1 150 unit, koenzim
miktar1 7 mM ve ¢aligma potansiyeli ise + 0,2 V olarak bulunmustur.

o Optimum  ¢alisma  kosullarinda ~ YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA
biyosensorleri ile yapilan etanoliin amperometrik tayinleri sonucunda analitiksel
karakterizasyon yapilmig, gozlemlenebilme ve tayin s, duyarliik ve
tekrarlanabilirlik degerleri bulunmustur. Diisiik gozlemlenebilme degerine, yliksek
duyarlilik ve tekrarlanabilirli§e sahip diisiik potansiyelde girisimsiz tayin yapilabilen
yeni amperometrik etanol biyosensorii basariyla gelistirilmistir.
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA  biyosensorleri  ile  sarap ve  raki
numunelerindeki etanol miktarlarinin tayinleri de yapilmis ve firma tarafindan verilen
etanol miktarlarina yakin sonuglar elde edilmistir.

o Metanol ve etanol/metanol karisimin tayini i¢in hazirlanan YBCE/AOx/G/GA
biyosensorlerinin optimum calisma kosullart belirlenmistir. Optimum pH 7,0, enzim
miktar1 1,2 Unit ve ¢alisma potansiyeli ise -0,45 V olarak bulunmustur.

o AOx temelli biyosensorlerin analitiksel performansini gelistirmek i¢in, hem
NADH sensorii hem de ADH biyosensorii i¢cin optimum kompozit elektrot olan
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR ile AOx temelli biyosensorler hazirlanmis ve calisma
potansiyeli yeniden optimize edilmistir. YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA
biyosensoriiniin optimum ¢alisma potansiyeli, PNR’nin medyator etkisi nedeniyle -0,30
V olarak bulunmustur.

o AOx temelli biyosensdrlerle etanol, metanol ve etanol/metanol karisimin

amperometrik  tayinleri sonucunda analitiksel karakterizasyonlar1  yapilmus,
gozlemlenebilme ve tayin siniri, duyarlilik ve tekrarlanabilirlik degerleri bulunmustur.
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YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA biyosensoriiniin metanole karsi duyarlilifinin
etanole gore fazla oldugu, bunun ise AOx enziminin metanole karsi teorik Km degerinin
daha yiiksek olmasi nedeniyle oldugu sonucuna varilmistir.

J YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA  biyosensoriiniin =~ metanole  kars1
duyarliligimin, etanol varliginda azaldigi gozlenmistir. Bunun sebebinin her iki
substratin da enzimle yarigmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmiistiir.

o YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA  biyosensorleriyle raki  ve sarap
numunelerindeki etanol miktarlarinin tayinleri yapilmis ve firma tarafindan verilen
etanol miktarlarina yakin sonuglar elde edilmistir. Her iki biyosensor ile yapilan
analizlerin sonuglar1 karsilastirildiginda, ADH temelli biyosensorler ile elde edilen
sonuclarin daha iyi oldugu bulunmustur. Bunun sebebinin, hem ADH enziminin etanole
karst duyarliliginin AOx’e gore daha fazla olmast hem de AOx enziminin alkolli
iceceklerde diisiitk miktarlarda var olan metanole kars1 gosterdigi duyarlilik nedeniyle
oldugu sonucuna varilmastir.

o YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/AOx/G/GA ve
YBCE/MWCNT/AuNP/PNR/ADH/GA biyosensorleri ile derisimi bilinen farkl
oranlarda hazirlanmig olan etanol/metanol karisiminin  amperometrik tayinleri
yapilmistir. Etanol/metanol karisimindaki etanol miktar1 ADH temelli biyosensorlerle,
metanol miktar1 ise AOx temelli biyosensdrlerle yapilan amperometrik tayin sonucu
elde edilen akim degerlerinin, kalibrasyon grafiklerinin dogru denklemlerinde yerine
yazilmastyla bulunmustur.

. Tez kapsaminda yeni YBCE/MWCNT/AuNP/PNR kompozit elektrodu, NADH
sensoOrii, etanol, metanol ve etanol/metanol biyosensdrleri basariyla gelistirilmistir.
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