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OZET

KUANTUM NOKTA MODIFIiYE ELEKTROTLAR KULLANARAK
FOTOBIYOSENSOR TASARIMI ve AKISA ENJEKSIYON SiSTEMINDE
UYGULANMASI

Bensu ERTEK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Yusuf DILGIN
02/09/2016, 184

Bu calismada yari iletken kuantum nokta (Quantum dot, QD) nano parcaciklar
(CdS/ZnS), c¢ok duvarli karbon nanotiip/camimsi karbon elektrot (GCE/MWCNT) ve
kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyine elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Kuantum
nokta modifiye elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu, Fe(CN)64'/ % igeren pH 7,0
fosfat tampon ortaminda dongiisel voltammogramlar1 ve impedans egrileri kaydedilerek
gerceklestirilmis ve elektrotlarin ylizey morfolojileri SEM goriintiileri kaydedilerek
incelenmistir. Modifiye elektrotlarla ilk olarak NADH'nin elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi gergeklestirilmistir. Ardindan glukoz dehidrogenaz
(GDH) immobilize edilmis QD modifiye PGE ve GCE/MWCNT kullanilarak akisa
enjeksiyon analiz (Flow injection analysis, FIA) sisteminde glukoz biyosensorii i¢in
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Glukoz ile NAD" 'nin enzimatik tepkimesi sonucunda
olusan NADH'in yiikseltgenmesine ait akimlar izlenerek amperometrik ve
fotoamperometrik glukoz biyosensorii FIA sisteminde gelistirilmistir.

Glukoz i¢in dogrusal kalibrasyon araligi, R%, LOD /LOQ degerleri QD modifiye PGE
ve GCE/MWCNT igin sirastyla 0,2-0,8 mM (R?=0,9923), (LOD /LOQ 0,09 / 0,3 mM) ve
0,01-2,0 mM (R%=0,9971), (LOD /LOQ 0,006/0,02 mM) glukoz olarak bulunmus ve
yiizeyin 1siklandirilmasiyla akimin PGE i¢in 2 kat, GCE/MWCNT i¢in ise 3 kat arttigi
tespit edilmistir. Benzer sonuclar etanol i¢in alkol dehidrogenaz enzimi kullanilarak da
elde edilmis ve PGE ile GCE/MWCNT igin sirasiyla 0,05-0,8 mM, (R2:O,9997),
(LOD/LOQ 0,005/0,015 mM) ve 0,05-0,5 mM, (R®=0,9985), (LOD/LOQ 0,003/0,012

mM) etanol olarak hesaplanmistir. Son olarak, girisim g¢alismalar1 her iki enzim igin ve
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gercek Orneklere uygulama calismalar1 glukoz dehidrogenaz icin gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotoelektrokimyasal Biyosensor, Kuantum Nokta, Kalem

Grafit Elektrot, Akisa Enjeksiyon Analizi, Glukoz Dehidrogenaz, Alkol Dehidrogenaz.



ABSTRACT

CONSTRUCTION OF PHOTOBIOSENSOR USING QUANTUM DOT MODIFIED
ELECTRODES AND THEIR APPLICATIONS IN FLOW INJECTION ANALYSIS

Bensu ERTEK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Chemistry Thesis of Ph.D.
Advisor: Prof. Dr. Yusuf DILGIN
02/09/2016, 184

In this study, semiconductor quantum dot (QD) nanoparticles (CdS/ZnS), were
electrochemically deposited onto the surfaces of multiwalled carbon nanotube/glassy
carbon electrode (GCE/MWCNT) and pencil graphite electrode (PGE). Electrochemical
characterization of the QD modified electrodes was performed by recording the cyclic
voltammograms and impedance spectra in pH 7.0 phosphate buffer solution containing
Fe(CN)s*™® and the surface morphologies of the electrodes were examined by recording
SEM images. Initially the electrocatalytic and photoelectrocatalytic oxidation of NADH
with the modified electrodes were carried out. Then, optimization studies for glucose
biosensor using glucose dehydrogenase immobilized QD modified PGE and
GCE/MWCNT were performed in FIA system. The oxidation of NADH which is produced
by the enzymatic reaction of glucose and NAD" was measured by the constructed
amperometric and photoamperometric biosensors, which were developed in the FIA
system.

Linear calibration ranges, R?, LOD /LOQ results for glucose at modified PGE and
GCE/MWCNT were found to be 0.2-0.8 mM (R?=0.9923), (LOD /LOQ 0.09 / 0.3 mM)
and 0.01-2.0 mM (R?=0.9971), (LOD /LOQ 0.006/0.02 mM) glucose respectively and the
measured current values increased about 2 fold for PGE and 3 fold for GCE/MWCNT by
illumination of the electrode surfaces. Similar results were also obtained for ethanol
biosensor based on alcohol dehydrogenase 0.05-0.8 mM, (R?=0.9997), (LOD/LOQ
0.005/0.015 mM) and 0.05-0.5 mM, (R?*=0.9985), (LOD/LOQ 0.003/0.012 mM) were
found for PGE and GCE/MWCNT respectively. Finally, the interference studies were

carried out for both enzymes and applications with real samples were carried out for



glucose dehydrogenase.

Key Words: Photoelectrochemical Biosensor, Quantum Dots, Pencil Graphite

Electrode, Flow Injection Analysis, Glucose Dehydrogenase, Alcohol Dehydrogenase.
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BOLUM 1
GIRIS

Biyosensorler, biyolojik yanitlar1 elektriksel sinyallere ¢eviren aygitlardir.
Elektrokimyasal sensorlerin yapisina enzim, doku, hiicre gibi biyolojik maddeler ilave
edilerek biyosensorler elde edilmektedir (Turner, 1987). Son yillarda nanoteknolojinin
gelismesiyle beraber birgok yeni Ozellikte nanomateryaller kesfedilmis ve biyosensorlere
uygulamalar ¢alisilmaya baslanmistir. Malzeme bilimi, molekiiler miihendislik, kimya ve
biyoteknolojinin birlesimi ile gelistirilen bu biyosensorler, biyomolekiil tayininde duyarlik
ve seciciligi arttirmakla beraber, biyomolekiiler tanimlama, patolojik tan1 ve cevre
diizenlenmesi gibi uygulamalarda yiliksek kullanim alanina sahiptir. Altin nanopartikiiller
(Pan ve ark., 2007a), karbon nanotiipler (carbon nanotubes, CNT) (Cui ve ark., 2007),
magnetik nanopartikiiller (Pan ve ark., 2007b) ve kuantum noktalar (quantum dots, QD)
(You ve ark., 2007) gibi ¢esitli nanomateryaller sahip olduklar1 fiziksel, kimyasal,
mekanik, magnetik ve optik oOzellikleri ile duyarhk ve segiciligi arttirdigindan
biyosensodrlerde yaygm olarak kullamilmaktadir. Immobilize edilen biyomolekiillerin
miktari, nanomateryallerin sagladiklar1 genis yiizey alaniyla artmakta ve boylece
tasarlanan biyosensoriin duyarligi arttirilmaktadir. Nanomateryaller ayn1 zamanda enzimin
aktivitesini koruma adina uygun mikroortami hazirlarken enzimatik reaksiyon sonunda
meydana gelen {riin sinyalinin giliglenmesini saglamakta, elektrot ile enzimin redoks
merkezi arasindaki direk elektron transferini kolaylastirmaktadir (Zhang ve ark., 2009).
Nanomateryallerden CNT’ler nanoelektronik, biyomedikal miihendislik ve biyoanaliz
uygulamalarinda genis yer bulmaktadir (Cui ve ark., 2004; Pan ve ark., 2006). CNT’ler
yiiksek elektrik iletkenlikleri ve mekanik ozellikleri sayesinde ultraduyarli elektrokimyasal
biyosensor tasariminda sik¢a kullanilmaktadir. Yiiksek secicilige sahip, duyarli ve floresan
Ozellikte biyosensorler ile tayin metodu gelistirebilmek adima zaman zaman CNT ve
QD’lar bir arada kullanilabilmektedir (Cui ve ark., 2008).

QD’lar elektro-optik ozellik gostermeleri, floresan boyalara gore daha parlak ve
fotokimyasal degisimlere kars1 daha kararli olmalar1 sebebiyle biyoanalizler, biyoprob ve
biyosensorlerin tasariminda ve iyon, niikleik asit, protein, enzim gibi kiiciik molekiillerin
secimli tayinlerinde son zamanlarda sik¢a kullanilmaktadir (Algar ve ark., 2010). QD’lar
enzim immobilizasyonu i¢in etkin ylizey alanit olusturmakta ve sahip olduklar
elektrokatalitik  aktiviteleri ile elektron transfer reaksiyonlarim1 katalizleyerek

kolaylastirmakta, bu da ilgilenilen analitin tayininde duyarligi arttirmaktadir. Enzim
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molekiillerinin  birgok kisimdan nanomalzemeye tutunmasi proteinin ayrilmasini
zorlagtirmakta, boylece baglanan enzimin kararliligi artmaktadir (Zhang ve ark., 2009).

Fotoelektrokimyasal teknikler, geleneksel elektrokimyasal ve optik yontemlere gore
potansiyel olarak daha yiiksek hassasiyete sahiptir. Bu nedenle fotoelektrokimyasal sensor
ve biyosensor tasariminda kullanilmak {izere yeni fotoduyar materyaller arastirilmaktadir.
Son zamanlarda, fotoelektrokimyasal Ozellik gosteren nanopartikiillere dayanan
fotoelektrokimyasal sensorler iizerine yapilan calismalar oldukca artmistir. Biitiin bu
caligmalarda fotoelektrokimya, elektrokimyasal sensor ve biyosensorlerde yiiksek
duyarhilikla kullanilmistir. Bu anlamda QD’lar, genis uyarma spektrumu, iyi bir
fotokararlilik ve ayarlanabilir emisyon spektrumlar1 gibi 6nemli 6zeliklere sahip olup, bu
ozellikler optik ve fotoelektrokimyasal biyosensorlerin tasariminda kullanilan fotoaktif
materyaller arasinda QD’lar1 énemli bir konuma getirmistir (Liu ve ark., 2006; Wang ve
ark., 2009b; Fan ve ark., 2010; Yin ve ark., 2010; Galloway ve ark., 2012; Petryayeva ve
Krull, 2012; Ruan ve ark., 2012; Tan ve ark., 2012; Wang ve ark., 2012b; Zhang ve ark.,
2012).

Enzime dayali biyosensor gelistirme ¢alismalarinda daha c¢ok oksidaz ve
dehidrogenaz enzimleri kullanilmaktadir ve burada kullanilan enzimlerin kararliligi ¢ok
onemlidir. Bu tez arastirmasinda dehidrogenaz enzimine dayali biyosensor tasarimlarinda
NAD*/NADH redoks cifti kullanilarak enzimatik tepkime sonucu olusan NADH’nin
fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesine bagl fotoakim izlenmistir (Eftekhari, 2001; Tsai ve
ark., 2007; Agiii ve ark., 2009; Schubert ve ark., 2010; Salimi ve ark., 2012; Jafari ve ark.,
2014a, b; Dilgin ve Gokgel, 2015; Liu ve ark., 2015). Biyosensorler ve enzimatik analiz
alaninda NAD"’a dayali uygulamalar genis yer kaplamaktadir. Dehidrogenazlar (300°den
daha fazla), gida, ¢evre, klinik kimya ve biyoproses uygulamalar i¢in oldukga segicilik
gosteren enzimlerdir (Katakis ve Dominguez, 1997). NAD" ve dehidrogenaz enzimlere
dayanan biyolojik tayinler, uygulama alanlar1 (klinik, gida kimyas1), immobilizasyon
matriks tipi (sol-jel matriksleri, perde baskili elektrotlar) veya analizin gerceklestirildigi
cihazin tipine gore ¢esitli c¢alismalarla bircok derlemede yer almaktadir (Katakis ve
Dominguez, 1997; Lobo ve ark., 1997). Konu hakkindaki calisma sayis1 kriter olarak
alindiginda ve bazilarinin ticari uygulamalarina bakildiginda en 6nemli 6rneklerin akisa
enjeksiyon analiz (Flow Injection Analysis, FIA) sisteminde gerceklestirilen NAD®-
dehidrogenaz biyoanalizleri oldugu goriilmektedir (Pappas ve ark., 2002).

Elektrokimyasal sensor ve biyosensor tasariminda kullanilan tekniklerden FIA,

giderek daha fazla ilgi gormektedir (Wang ve ark., 1991; Hansen, 1996; Mayer ve
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Ruzicka, 1996; Staden ve Van Staden, 2012). FIA, akis kosullarinda ¢aligsma, kiigiik dar bir
kolonla, mikro hacimlerde Orneklerle calisilabilme ve yiizey gerilimi tarafindan
etkilenmeme gibi 6nemli avantajlar saglamaktadir. Akis kosullarinda c¢alisma ile analiz
ortamini ve siireyi kontrol etmek oldukga kolaydir, ¢iinkii kapali bir ortamda ¢alisilmakta
bdylece sivilarin buharlagmasi onlenmektedir. Ayrica g¢ozeltilerin yenilenebilir bir yol
izlemesini saglamaktadir. Akis kosullarinda ¢alisma ile bir¢ok dedektdér ve sensor klasik
analizlerde oldugundan farkli bir sekilde, daha fazla tekrarlanabilir sonu¢ saglamaktadir
(Ruzicka ve Hansen, 1988). Bu sebeple akis kosullarinda analiz, analitik uygulamalar,
kimyasal proseslerin incelenmesi, sensorlerin test edilerek gelistirilmesi ve g¢esitli
enstriimanlarin performanslarinin arttirilmasi gibi uygulamalarda genis yer bularak gittikge
artan bir ilgi gormektedir. Modifiye elektrotlar kullanilarak NADH'in elektrokatalitik
yiikseltgenmesine ve NAD*/NADH redoks ¢ifti - dehidrogenaz enzimine dayali biyosensor
tasarimma dayali ¢alismalar FIA sisteminde gerceklestirilmistir (Lobo ve ark., 1996;
Florou ve ark., 1998; Jaraba ve ark., 1998; De Lucca ve ark., 2002; Gao ve ark., 2003;
Ramirez Molina ve ark., 2003; Chen ve ark., 2004; Sha ve ark., 2004; Prieto-Simon ve
ark., 2007; Piano ve ark., 2010; Dilgin ve ark., 2011; Hasebe ve ark., 2011; Baskar ve ark.,
2012).

Biyosensor ¢alismalarinda kullanilan elektrot tiirli, biyosensoriin duyarlilik, maliyet,
secicilik ve kararliligin1 dogrudan ilgilendirdiginden, elektrot materyalinin se¢imi biiyilik
onem arz etmektedir. Bircok elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal sensor, biyosensor
tasariminda camimsi karbon elektrot, altin elektrot, karbon pasta elektrot, ITO elektrot gibi
farkli elektrotlar yalin halde ya da farkli nanopartikiillerle veya organik redoks
mediyatorlerle modifiye edilerek kullanilmaktadir. Son yillarda yiiksek segicilik, kararlilik,
tekrarlanabilirlik, diisiik maliyet ve tek kullanimlik 6zelligi gibi birgok avantaja sahip
kalem grafit elektrotlarin (pencil graphite electrode, PGE) kullanimina artan bir ilgi
goriilmektedir (Wang ve ark., 2001; Karadeniz ve ark., 2003). PGE'ler diger elektrotlarin
kullaniminda gergeklestirilmesi zorunlu olan uzun temizleme prosediirlerine gerek
duyulmadan kolayca modifiye edilebilme 6zellikleriyle dikkat cekmektedir. Boylece daha
hizl1 yenilenebilir ylizey saglamaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolayr PGE’ler biyosensor
ve sensOr ¢aligmalarinda son zamanlarda oldukga sik kullanilmistir (Wang ve ark., 2000;
Wang ve ark., 2001; Keskin ve ark., 2010; Ozcan ve Sahin, 2010; Dogan Topal ve Ozkan,
2011; Ozcan ve Sahin, 2011; Dilgin ve ark., 2012b, c, d; Devi ve ark., 2013; Dilgin ve ark.,
2013; Uygun ve Dilgin, 2013; Yardim ve Senturk, 2013; Congur ve ark., 2014; Dede ve
ark., 2014; Elahi ve ark., 2014; Erdem ve ark., 2014; Kuralay ve ark., 2014; Mese ve ark.,
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2014; Pala ve ark., 2014; Zhu ve ark., 2014; Dervisevic ve ark., 2015; Sehat ve ark., 2015).

Bu tezde sirasiyla; i) tek kullanimli, kolay elde edilebilir, kolay modifikasyon, ticari
olarak kolay elde edilebilen, ucuz, uzun temizleme prosediirleri icermeyen bir elektrot olan
PGE yiizeyine CdS-ZnS QD elektrokimyasal ¢Oktiirme yoluyla biriktirilmesi, ii)
hazirlanan bu modifiye elektrotla biyoelektrokimyasal ¢aligmalarda olduk¢a 6nemli olan
NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi ii) CdS-ZnS modifiye elektrot yiizeyine
dehidrogenaz  enzimi immobilize ederek NAD'/NADH redoks ¢iftine dayali
elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensor gelistirilmesi iv) PGE ig¢in yeni bir
fotoelektrokimyasal akis hiicresi tasarlanarak dehidrogenaz enzimine dayali
elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal sensor calismalarinin FIA sisteminde ilk defa
gerceklestirilmesi, vi) ve son olarak QD modifiye PGE ile fotoelektrokimyasal DNA
biyosensoriiniin tasarimi amacglanmistir. Bunun disinda literatiirde sik kullanilan ve
QD’larin da modifiye edildigi ¢ok duvarli karbon nanotiip (Multi Walled Carbon
Nanotube, MWCNT) modifiye GCE kullanilarak da benzer ¢alismalarin gerg¢eklestirilmesi
tezin diger amaglarindandir. Bu amag¢ dogrultusunda, bundan sonraki kisimlarda Kuantum
noktalar, NADH, NADH ve dehidrogenaz enzimlerine dayali biyosensorler,
fotoelektrokimya, Akisa Enjeksiyon Analiz Sistemi ve Kalem Grafit Elektrottan
bahsedilecektir.

1.1. Kuantum Noktalar

Kuantum noktalar genellikle 2-6 nm araliginda boyutlara sahip, 200-10.000 atom
igeren ve periyodik cetvelin III-V, 11-VI ya da IV-VI grup elementlerinin olusturdugu
yariiletken nanokristallerdir. Bu nanokristaller, bircok nanomateryal arasinda biyolojik,
kimyasal ve fiziksel arastirma alanlarinda oldukg¢a onemli bir yere sahiptir. QD’larin
elektro-optik ozellikleri materyal ve boyutluluk kavramlarmin birlesiminden gelmektedir.
Liiminesans Ozelliklerini arttirarak daha kararli bir yap1 olusturmalar1 i¢in nanokristal
cekirdek etrafi ZnS tabakasi ile kaplanarak core-shell (¢ekirdek-kabuk) yap1
olusturulmaktadir. QD’larin etrafi makromolekiiller ve organik molekiillerle kaplanarak
ligand-bazli veya polimer bazli, notr veya yiikli hale getirilerek sudaki ¢oziinirlikleri
arttirilabilmekte ve biyokonjiigasyon saglanabilmektedir. Bu sekilde enzimlerin,
antikorlarin, oligoniikleotidlerin QD’lara baglanmasi daha kolay hale gelmektedir (Algar
ve ark., 2010).

Kuantum noktalar potansiyel uygulamalart ve egsiz fotoliiminesans 0Ozellikleri

sayesinde yogun arastirmalara konu olmuslardir. Simdiye kadar, biyolojik calismalarda
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kullanmak i¢in suda ¢oziinebilen QD’larin sentezinde ¢ok ¢esitli metotlar gelistirilmistir.
Ormegin QD’lar basarili bir sekilde hiicre goriintiileme (Kaul ve ark., 2003), DNA
hibridizasyonu (Medintz ve ark., 2005), biyosensorler (Hoshino ve ark., 2005) ve optik
barkodlamada (Han ve ark., 2001) kullanilmaktadir. Bu sentezlenmis QD’larin daha iyi
kararlilik gostermesi, gii¢lii floresans yogunluklari ve noktalarin boyutuna bagl olarak
degisen renkleri sayesinde bilinen floresans boyalara kars1 avantajlara sahiptir (Zhang ve
ark., 2009). CdS QD’lar diger yariiletken materyallere kiyasla dar bant boslugu ve goriiniir
bolgede fotoelektrokimyasal aktiviteye sahip olmasi gibi avantajlara sahip olmasi
sebebiyle genis ¢apta kullanilmaktadir (Qian ve ark., 2010).

Sekil 1.1°de bir kuantum noktanin genel semast verilmistir. Buradan da gorildigi
gibi CdTe ya da CdSe vb. yar1 iletken materyallerden olugmus bir anorganik ¢ekirdek ve
ZnS gibi farkli bant genisligine sahip yari iletkenlerden olusan bir kabuktan meydana
gelmektedir. Daha sonra bu yapiya bir organik grup baglanarak biyomolekiillerin
baglanmas1 saglanabilir. Kabuk olmadan kuantum nokta sadece ¢ekirdekten de elde
edilebilir. Fakat yalin nanokristal ¢ekirdegin oldukg¢a reaktif ve toksik olmasi, kuantum
noktaya fotokimyasal bozunmaya meyleden ¢ok kararsiz bir yap1 kazandirmaktadir. Bunun
yaninda kristalin ¢ekirdek yapist yanip sonme gibi emisyon diizensizliklerine sebep olan
yiizeylere sahiptir. Dolayisiyla ZnS gibi yliksek bant genigligine sahip bir yariiletken
materyalle cekirdegin kaplanmasi, sadece kararlifi ve kuantum verimini arttirmakla
kalmaz, aym zamanda reaktif Cd** ve Te? iyonlarmin perdelenmesini saglayarak
cekirdegin toksikligini pasifize etmektedir (Rizvi ve ark., 2010). Ancak biyolojik
cozeltilerde cekirdegi kararli yapmak i¢in bir ZnS kabuk kaplama tek basina yeterli
degildir, bu yiizden biyolojik ortamda c¢oziiniirliigli saglamak ic¢in sulu ortamda bir
kaplama da gereklidir. Boylece kuantum noktalar, kosullandirilmis silika, fosfolipit
miseller ya da merkaptoasetik asit, merkaptoundekanoik asit, dihidrolipoik asit gibi
baglayicilarla ya da modifiye edilmis poliakrilik asit gibi amfifilik polimerlerle kaplanarak
sulu ortamda ¢oziiniir hale getirilmektedir. Daha sonra antikor, peptit, niikleik asit vb. gibi
ilgilenilecek degisik tiirden biyomolekiiller bu kaplamalara etiketlenerek, farkl

biyokonjiigasyon metotlar1 gelistirilmektedir.



Organik bilesiklerle

Antikor, peptit vb
Biyomolekiiller

Sekil 1.1. Bir kuantum noktanin yapisi (Rizvi ve ark., 2010)

Kuantum noktalar, diger nonopargaciklar (Au nanopartikiiller, karbon nanotiipler vb)
ile karsilastirildiginda, kuantum noktalarin miikemmel bir optiksel 6zellik gosterdigi ve
fotoelektrokimyasal ¢aligmalarda etkin bir rol oynadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Fotoelektrokimyasal c¢alismalarda TiO,, CdS, CdTe, ZnS, CdSe, ZnO, CuO gibi yari
iletkenlerle hazirlanmis modifiye elektrotlar kullanildig1 gibi, bu nanopargaciklarin kendi
aralarindaki hibriti (CdS-ZnS gibi) ya da karbon nanotiip, altin nanopargacik, grafen,
fulleren gibi materyallerle de hibriti (AuNP-CdS, TiO,-CNT gibi) seklinde hazirlanan
kompozit elektrotlar da oldukga sik kullanilmaktadir (Peng ve ark., 1997; Xu ve ark., 2007;
Butwong ve ark., 2014).

Yar iletken nanomateryallerde elde edilen fotoakim mekanizmasi incelendiginde; bir
anorganik yar1 iletken materyal onun band bosluguna karsilik gelen enerjiden daha biiyiik
bir enerjili bir fotonla 1s1klandirildiginda, bu materyaller bu 15181 absorplayarak elektronlar
dolu degerlik bandindan (valance band, VB) bos iletkenlik bandina (conduction band, CB)
uyarilirlar ve elektron-bosluk (electron-hole, e-h+) gifti olusur. Proses olur olmaz, ya
e-h" cifti yeniden birlesecek ya da yiikler aktarilacaktir. Eger bir anodik fotoakim
olusacaksa, iletkenlik bandindaki (CB) elektronlar elektroda ve ¢ozelti igindeki bir elektron
vericisi (electron donor) de elektronlarint degerlik bandindaki (VB) bosluga eszamanh
olarak transfer edecektir (Sekil 1.2a). Buna karsin bir katodik akim olusacaksa, iletkenlik
bandindaki elektronlar ¢ozeltideki bir elektron alicisina (electron acceptor) transfer
olurken, degerlik bandindaki boslugu nétralize etmek icin ayni anda elektrottan degerlik

bandina elektron transferi olacaktir (Sekil 1.2b). Eger analit bir yar1 iletkenin elektron
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alcis1 ya da vericisi olarak davranirsa veya analit elektron alicis1 ya da vericisi ile
reaksiyona girerse, anodik ya da katodik fotoakim degisecektir. Bu fotoakim degisimine
bagl olarak analitler dogrudan ya da dolayli olarak tayin edilebilir (Wang ve ark., 2009a;
Zhang ve Zhao, 2013).

) 1s1k
(a) 151k (b) /
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Sekil 1.2. Anorganik yar1 iletken modifiye elektrotlarda fotoakim olusum mekanizmasi a)
Anodik fotoakim b) Katodik fotoakim (DB: Degerlik band: iB:iletkenlik bandi, h*: hole
(bosluk)) (Wang ve ark., 2009a; Zhang ve Zhao, 2013)'den modifiye edilmistir

Kuantum boyut etkisinden dolayl, bulk materyallerle karsilastirildiginda,
nanomateryallerin bant boslugu, yariiletken nanopargaciklarin iletkenlik bandinin pozitife
ve degerlik bandinin da negatife kaymasi sebebiyle artar. Sonug olarak, yari iletken foto
bosluklar kuvvetli yiikseltgeme giiciine ve foto elektronlarda kuvvetli indirgeme giliciine
sahiptirler. Bununla birlikte, yariiletken nanopargaciklarin boyutu yiik tagiyicilarin serbest
yolundan daha kiiciiktiir ki bu da e-h" birlesimini indirgeyebilir. Béylece yariiletken
nanoparcaciklar istiin bir foto-akim doniistiirme verimine sahip olur. Yariletken
nanopargaciklarin diger 6nemli bir 6zelligi de oldukca reaktif bir ylizey 6zelliine sahip
olmalaridir.

Fotoelektrokimyasal analizlerde anorganik yariiletken modifiye elektrot olarak en
cok TiO, kullanilmistir. TiO, nanopargaciklar kendisinin band bosluguna denk gelen
enerjiden daha biiyiik enerjili fotonlarla uyarildiginda, yiliksek yiikseltgeme giicline sahip
foto h™’lar olusur ki, bu h™lar su ile reaksiyona girerek oldukga giiglii bir yiikseltgen olan
OH® olusturur. Bu radikal kiigiik molekiillii organik kirletici maddeleri yiikseltgeyerek
onlarin fotokatalitik olarak bozunmasini saglarlar. Organik kirleticiler ile TiO;

nanoparcaciklarin araylizeyinde yiik transferi gerceklesebilir ve TiO; nanoparcaciklar,



iletken maddelerle yilizeyinde kararli hale geldikten sonra fotoakim olusturabilir. Bu

fotoakimin dl¢lilmesiyle, kimyasal oksijen ihtiyaci da tayin edilebilmektedir.

o TiO2+hv . .
Organik kirleticiler + O, —— CO, + H,O + anorganik asit (1.2)

1988 yilinda Fox ve arkadaslari (Fox ve Tien, 1988) TiO; ile olusturulmus foto h*’lar
ile bazi organik maddelerin reaksiyonunu izlemisler ve degisik maddelerle TiO,’in
fotoakiminin arttigin1  bulmuslardir. Bu bulus fotoakimdaki degisime gore organik
maddelerin kolayca tayinine olanak saglamistir. Bu ¢alismadan sonra, fotoelektrokimyasal
sensorlerin uygulamalar1 baglamigtir. Brown ve arkadagslari, bahsedilen mekanizmayi
kullanarak bir seri organik madde tayin etmislerdir (Brown ve ark., 1992). Aminler,
aromatik alkoller, hidrokinonlar, aldehitler ve furanlar gibi TiO;’in degerlik bandindan
daha az pozitif redoks potansiyelli organik bilesikler icin elektrotta yanit alinirken,
sekerler, alifatik ketonlar ve alifatik esterler TiO,’in foto h™’lar1 tarafindan kolayca
yiikseltgenemediginden bu bilesikler duyarli olarak tayin edilememislerdir (Brown ve ark.,
1992).

[k caligma niteligi tasimakta olan bu calismanin ardindan gerek TiO, gerek kuantum
noktalar ve gerekse kompozit materyallerin kullanimina ait fotoelektrokimyasal sensorler
gittikge artmaya bagladi. En 6nemli ¢aligmalar,

1- Pestisit analizleri (2,4-dichloropehoxyacetic acid (2,4-D), chlorpyrifos,

dichlofention, parathion-methy)

2- Fotoelektrokimyasal biyomarker ve immunesorler

3- Oksidaz enzimine dayali fotoektrokimyasal biyosensdrler

4- NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi ve dehidrogenaz enzimi ve

NAD*/NADH redoks ¢iftine dayal fotoelektrokimyasal biyosensorler

5- Fotoelektrokimyasal niikleik asit biyosensdrleri
seklinde sirlanabilir. Son ikisi tez konusuyla alakali oldugundan ilerleyen boliimlerde
ornekler verilerek agiklanacaktir.

Sonu¢ olarak kuantum noktalar tiim bu Ozellikleri sayesinde elektrokimyasal
biyosensor, DNA biyosensorii, sensor, farmasdtik molekiillerin, ¢cevre bakimindan énemli
bilesiklerin tayininde oldukga sik kullanilmaya baslanmistir. Bu nanokristaller daha duyar,
secici analizler gerceklestirebilmek i¢in, fotoelektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde
son yillarda oldukga fazla ¢alismada kullanilmigtir (Wang ve Hu, 2009; Rizvi ve ark, 2010;
Ma ve Su, 2011).



1.2. NADH ve Canh Sistemlerdeki Rolii

NADH (B-nikotin amid adenin diniikleotid’in indirgenmis hali), insan hiicrelerinin
enerji liretiminde onemli rol oynayan aktif bir koenzimdir. Dehidrogenaz olarak ifade
edilen 250°’den fazla enzimlerin tepkimelerinde gerekli oldugu igin canli organizmada
hayati bir 6neme sahip alan NADH biyolojik elektron transferlerinde anahtar rol oynar
(Gorton ve Dominguez, 2002; Simon ve Bartlett, 2003). NADH, NAD"’nin indirgenmis
seklidir, NAD" ise NADH nin yiikseltgenmis (okside olmus) halidir. NAD"* molekiiliiniin
bir ucuna riboz sekeri, riboz sekerine ise bir nikotinamid halkas1 baghdir (Goziikara, 2001)
(Sekil 1.3). Yapida bulunan riboz halkalarindan birinin ilk karbon atomuna (1’ pozisyonu)

adenin niikleotid digerindeki karbon atomuna da nikotinamid niikleotidi bagldir.

) o
o | X ONH, o ] N
| _ >
o=b—o . o=pP—0 .
o
O
O OH OH NH,
OH OH  \u, N
N X _ )
¢ N o=P—0 N~ P
0=P—0 N N/) o ©
o) O
OH OI
O=P—0
OH OH .
NAD® NADP*

Sekil 1.3. NAD" ve NADP" nin yapis1 (Goziikara, 2001)

NAD® ve NADH redoks tepkimesi Sekil 1.4’de gosterilmistir. Bu tepkimede de
goriildiigii gibi NAD"nin nikotinamid halkasinin pozitif yiiklii azotuna bir elektron
transfer olurken, bir elektron ve hidrojen atomu bu azotun karsisindaki C4 karbon atomuna

transfer olmaktadir.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/02/NAD+_phys.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/65/NADP+_phys.svg

| i i 1o
HyC— O — O PO CHa Indirgenime e b —o—chs
HH 0 . B PP E—
¥ | H H Far
H H ! Yiikseltgenme

NAD* + HY + 2e- - . NADH

Sekil 1.4. NAD"’nin redoks tepkimesi

NAD"nin koenzim olarak girdigi tepkimelerden birinde, malat dehidrogenaz
enziminin yardimiyla malik asit oksaloasetik asite doniismektedir. Tepkime Sekil 1.5°de
goriildiigii gibi malik asidin 2 nolu karbonundan 2 elektron ve bir hidrojen atomu NADH
molekiiliine transfer edilmis ve bir hidrojen ise ortamda serbest kalmistir (Goziikara,

2001).

HOOC COCH Malat dehidrogenaz HOOC COCH

-

OH 9]
Malik asit Oksaloasetik asit

NAD* NADH + H*
Sekil 1.5. Malik asitin enzimatik tepkimesi (Goziikara, 2001)

Enzimlerin bircogu canli hiicrelerde ¢ok kisa siirede 10.000’den fazla tepkimenin
gerceklesmesini saglayan oldukca giiclii katalizorlerdir. Enzimler, atomlarin substrata
tasinmasini, indirgenme yiikseltgenme tepkimelerini katalizlemektedirler. indirgenme
yiikseltgenme tepkimelerini katalizleyen redoks enzimlerinden bazilart aktivite
gosterebilmek i¢in koenzimlere ihtiyag duymaktadirlar. Substratin yiikseltgenme ve
indirgenmesinde yiirtitiicli bir gii¢ olan koenzimler, atomlar veya elektronlara karsi bir alici
veya verici olarak gorev yapmaktadirlar (Simon ve Bartlett, 2003). Bununla birlikte,
biyolojik dneme sahip birgok molekiiliin dehidrogenaz enzimine dayali elektrokimyasal
biyosensoriiniin yapiminda ve gelistirilmesinde NAD*/NADH redoks cifti doniisiimii
oldukga sik kullanilmistir (Silber ve ark., 1996; Katakis ve Dominguez, 1997; Yan ve ark.,
2007; Meng ve ark., 2009; Yang ve Liu, 2009). NAD*/NADH redoks cifti ucuz yakith
biyoyakit hiicrelerinin gelistirilmesinde de oldukc¢a yararli olmustur. Dehidrogenaza dayali

NAD" biyoyakit hiicreleri karbonhidrat ve alkol gibi gesitli yakitlarin kullanimina olanak
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saglamistir (Yan ve ark., 2007). NADH’nin bu 6nemli fonksiyonlarindan dolayi, birgok
aragtirmact NADH’nin elektrokimyasal yiikseltgenmesi ¢aligmalarina bliyik ilgi
gostermistir.

NAD"* ve NADP" yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerini katalizleyen, enzim
tepkimelerinin gergeklesmesini saglayan, diger koenzimlere gore daha ¢ok enzimatik
tepkimeden sorumlu olan koenzimlerdir. (Gorton ve Dominguez, 2002). NAD" redoks
tepkimelerinde elektronlar1 bir tepkimeden digerine tasimaktadir, Ozellikle de
dehidrogenaz enzimlerinin tepkimelerinde elektron alicisi olarak gorev almaktadir.

NADH, mitokondride Adenozin difosfatin (ADP)’nin ATP’ye doniisiimiinde
etkilidir. Bunun disinda; NADH antioksidan 6zellik gosterme, DNA onarma, norotasiyici
ozellik gdsterme, adrenalin ve dopamini uyarma gibi fonksiyonlara sahiptir.

Hem NAD" hem de NADH yapisindaki adenin bazindan dolay1 mor dtesi bolgedeki
isinlart kuvvetli bir sekilde absorblarlar. NAD® ve NADH tiirleri 259 nm’de molar
sogurma katsayist 16900 L/mol.cm olan maksimum absorpsiyon yaparken, NADH ayrica
339 nm’de molar sogurma katsayis1 6222 L/mol.cm olan ikinci bir absorpsiyon daha
olusturmaktadir (Sekil 1.6). Yiiksek dalga boyundaki koenzimin indirgenmis ve
yiikseltgenmis formlarmin UV absorpsiyon spektrumlart arasindaki fark, enzim
analizlerinin kolay ve basit bir sekilde gergeklestirilmesine olanak saglar. Bu tiir analizler,

bir spektrofotometre yardimiyla 340 nm’de birinin digerine doniisimii Olgililerek

gerceklestirilir.
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Sekil 1.6. NAD" ve NADH’nin UV absorpsiyon spektrumu
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1.3. NADH’nin Elektrokatalitik ve Fotoelektrokatalitik Yiikseltgenmesi

NADH’nin déngiisel voltammogramlarinda NAD" ara tiire (NAD®) indirgendiginden
dolayt NADH’nin yiikseltgenmesine ait bir tek pik gozlenmektedir. (Gorton ve
Dominguez, 2002). Elektrot olay1 esnasinda olusan NAD" ve NADH"« ile NAD- gibi
radikaller elektrot yiizeyine adsorplandigindan elektrodun kirlenmesine ve sensorlerin
tekrarlanabilirliginin azalmasina sebep olmaktadir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon ve
Bartlett, 2003). Normal yalin elektrotta NADH’nin yiikseltgenmesi, bir ECE mekanizmasi
(Elektrokimyasal-Kimyasal-Elektrokimyasal) Onerilerek agiklanmistir. Bu mekanizmaya
gore; ilk olarak NADH’nin bir elektrot tepkimesiyle bir elektron vererek NADHs"
radikaline yiikseltgendigi; ikinci olarak olusan bu radikalin de bir kimyasal tepkimeyle 1
H* vererek NAD«’ye doniistiigii; son olarak da yine bir elektrot tepkimesiyle NAD+"ninl
elektron vererek NAD"’ya yiikseltgendigi rapor edilmistir. (Tepkime 1.2 ve Sekil 1.7)
NADH’nin sulu ortamdaki dongiisel voltammogramlarinda NADH nin yiikseltgenmesine
iliskin sadece tek bir pik gozlenmesi yani geri doniisimde herhangi bir pikin
gdzlenmemesi olusan NAD"’nin aratiire (NAD-) indirgenmesinden kaynaklanmaktadir.
Sonug¢ olarak oldukca tersinmez 2 elektron ve 1 H™lu yiikseltgenme tepkimesi

gerceklesmistir (Tepkime 1.2) (Gorton ve Dominguez, 2002).

—e— 4—H+ —e— "
NADH —NADH+*—NAD+«—NAD (1.2)
NADH—NAD"+2¢ + H* (1.3)
0 o

‘|\l' katyon radikal olusumu "N deprotonasyon
R A
MADH Katyon radikal Né&tral radikal NAD"

Sekil 1.7. NADH'nin ylikseltgenme mekanizmasi (Radoi ve Compagnone, 2009)

Bu problemlerin bircogu elektrot yiizeyine redoks mediyatdrlerinin, nano
materyallerin tutturulmasiyla hazirlanan modifiye elektrotlar kullanilarak c¢oziilmiistiir.
(Gorton ve Dominguez, 2002; Simon ve Bartlett, 2003). Bu sebeple, son zamanlarda yiizey
kirlenmesini minimuma indirmek ve NADH’nin yiikseltgendigi yiiksek potansiyeli daha

negatife ¢ekmek icin yeni elektrot materyalleri lizerine bir¢ok ¢aligma yapilmistir. Bu
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durumun iistesinden gelebilmek ve elektron transfer hizini arttirabilmek icin elektrot
yiizeyine redoks boyar maddeleri (Maroneze ve ark., 2008; Zhu ve ark., 2009), kinonlar
(Salimi ve ark., 2005; Ghanem ve ark., 2009), ferrosen tiirevleri (Serban ve Murr, 2004;
Zheng ve ark., 2009) ve bir¢ok redoks polimer (Al-Jawadi ve ark., 2012), mediyator olarak
tutturulmaktadir. Son zamanlarda ise nano materyaller modifiye elektrot tasariminda
kullanilmaya baglanmistir (Manso ve ark., 2008; Qiu ve ark., 2009; Tang ve ark., 2009;
Meredith ve ark., 2012; Prasannakumar ve ark., 2012; Teymourian ve ark., 2012). Boylece
bu materyaller elektrot yiizeyine elektrodepozisyon ile tutturulmakta ve NAD*/NADH cifti
icin elektrokatalizor gorevi gormekle beraber elektrot ylizeyinin yiiksek potansiyelde
kirlenmesini engellemektedir (Jimenez ve ark., 2014).

NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinin ilk basamaginda mediyatoriin
yiikseltgenmis formu, NAD(P)H ile hizlica bir kimyasal tepkimeye girip NAD(P)"’yi
olustururken kendisi indirgenmis formuna doniisiir, ikinci basamakta ise elektrot tepkimesi
aracilifiyla mediyatoriin indirgenmis formu NADH’nin dogrudan yiikseltgendigi
potansiyelden daha diisiik bir potansiyelde tekrar yiikseltgenir (Sekil 1.8). Olusan NADH
tekrar mediyatorle tepkimeye girerek benzer olaylar devam eder. Gergeklesen
elektrokatalitik yiikseltgenme ECE mekanizmasiyla agiklanmis ve asagidaki tepkimelerle
de ifade edilmistir. Sonugta mediyatoriin indirgenmis formunun tekrar yiikseltgenmesiyle
NADH’ye iliskin elektrokatalitik akim olusmaktadir (Gorton ve Dominguez, 2002; Simon
ve Bartlett, 2003).

Med;,,, —<—>Med;,, +2e" +xH" (Elektrot Tepkimesi) (1.4)
NADH + Med, —==—>NAD" + Med,;,,, (KimyasalTepkime) (1.5)
Med,,, — Med ,,, +2¢" +H" (Elektrot Tepkimesi) (1.6)
NADH — NAD" +2e" +H" (Toplam Tepkime) (1.7)
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Sekil 1.8. Bir redoks mediyatérle NADH nin yiikseltgenme mekanizmasi

Biyolojik 6nemi olan, dehidrogenaz enzimlerine dayali biyosensor tasariminda
kullanilan 6nemli bir koenzim NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi, anorganik
nanomateryal yada kompozit materyal modifiye elektrotlarin kullanildig1 diger 6nemli bir
uygulamadir (Wang ve ark., 2009a; Schubert ve ark., 2010; Ho ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2012a; Jafari ve ark., 2014b; Liu ve ark., 2015).

Fotoelektrokimya, 6lgiilebilir fotoakim sinyali tiretebilmek i¢in fotoelektrokimyasal-
aktif tiir ile elektrot arasindaki elektron transferini uyaran ve bunun i¢in 15181 kullanan
analitik tekniktir (Wang ve ark., 2012b). Yariiletken, modifiye ve kompozit elektrotlar,
fotoelektrokimyanin analizlere uygulanmasinda sikca kullanilmaktadir.

Fotoelektrokimyasal teknikler, geleneksel elektrokimyasal ve optik yontemlere gore
potansiyel olarak daha yiiksek hassasiyete sahiptir. Bu nedenle fotoelektrokimyasal
biyoanalizlerde kullanilmak iizere yeni fotoduyar materyaller arastirilmaktadir. Bu
anlamda QD’lar, genis uyarma spektrumu, 1yi fotokararlilik ve ayarlanabilir emisyon
spektrumlart ile optik ve fotoelektrokimyasal biyosensorlerin tasariminda kullanilabilecek

miikemmel adaylardir (Wang ve ark., 2012b).

1.4. Dehidrogenaz Enzimi ve NAD'/NADH Redoks Ciftine Dayah
Elektrokimyasal ve Fotoelektrokimyasal Biyosensorler

Kimyasal sensorler, kimyasal bilgiyi, belirli bir 6rnek bileseninin konsantrasyonunu
analitik olarak olgiilebilir sinyale doniistiiren aletlerdir. Kimyasal sensorler basit olarak,
kimyasal bir tanima sistemi (molekiiler) ve fizikokimyasal bir doniistiiriiciiden
olusmaktadir. Biyosensorler, biyokimyasal —mekanizmalar1 aydinlatan kimyasal

sensorlerdir.

14



Biyolojik tanima sistemleri, genellikle bir analit konsantrasyonunu biiyik bir
duyarlilikla kimyasal veya fiziksel sinyale doniistiirmektedir. Burada tanima sisteminin asil
amaci, Ol¢iimii yapilacak analiti biiylik bir se¢imlilikle tayin edebilmektir. Sensorlerin
dontstiiriici  kistmlart  ayni  zamanda dedektor, sensor veya elektrot olarak da
bilinmektedir. Amperometrik biyosensorler {izerine yapilan c¢aligsmalardan bazilar
NAD*/NADH redoks ciftine dayali olarak gerceklestirilmektedir (Katakis ve Dominguez,
1997).

NADH'ye dayali gelistirilen ilk biyosensérde, elektrot yiizeyinde substrat ve NAD"
arasinda dehidrogenaz enzimi varliginda meydana gelen enzimatik reaksiyon sonucunda

ortaya ¢ikan NADH'nin direk yiikseltgenmesinden yararlanilmistir (Tepkime 1.8).

DHG ..
Sustrat + NAD* — Uriin + NADH + H' (1.8)

Bu sensorler, enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen NADH
konsantrasyonunun elektrot ile 6l¢iimiine dayanan birinci nesil biyosensorler olarak
bilinmektedir. Bu biyosensorler NADH'nin direk elektrokimyasal yiikseltgenmesinin
ol¢iimiiniin ~ sahip oldugu dezavantajlara  sahiptir.  Indirgenmis koenzimlerin
elektrokimyasal yiikseltgenmelerinde ihtiya¢ duyulan asir1 yiiksek potansiyel, ve elektrot
olay1 sirasinda olusan, ve daha once Sekil 1.7°de gosterilen yiikseltgenme iiriinii NAD" ve
ara uriinler elektrot yiizeyine adsorplanarak, elektrodun kirlenmesine ve dolayli olarak da
NADH’nin direk elektrokimyasal yiikseltgenmesine bagli sensorlerin tekrarlanabilirliginin
azalmasia neden olmaktadir. Bu dezavantajlarin {istesinden gelebilmek igin NADH’ye
dayali ikinci nesil biyosensorler gelistirilmistir. Bu biyosensor gesitinde, NADH nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesi NAD"’ya dayali dehidrogenaz enzimleri varliginda
mediyatorler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu biyosensére 6rnek olarak basit bir
sema Sekil 1.9’da alkol biyosensorii i¢in verilmistir (Yang ve Liu, 2009). Biitiin redoks
enzimleri redoks aktif bilesimi olarak bir kofaktére dayanmaktadir. Flavoenzimlerde
(flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid (FMN) merkezli enzimler)
kofaktor enzim yapisina giiclii bir sekilde baghdir. Flavoenzimlere dayali bu biyosensorler
liclincii jenerasyon biyosensorlerdir, bu biyosensdrlerde enzimin aktif merkeziyle elektrot
arasinda direk elektron transferi gergeklesmektedir (Lobo ve ark., 1997). Biitiin bu
biyosensor cesitlerinin arasinda en fazla ikinci nesil biyosensorler kullanilmaktadir. Yang

ve Liu (2009) tarafindan NADH’ye dayali olarak gelistirilen alkol biyosensér mekanizmasi
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bu gesit biyosensorler igin iyi bir drnektir. Ilk olarak elektrot yiizeyine immobilize edilmis
alkol dehidrogenaz varliginda alkol ve kofaktér (NAD™) arasinda meydana gelen enzimatik
reaksiyon sonucunda aldehit ve NAD"’nin indirgenmis formu NADH olusmaktadir
(Tepkime 1.9)

Alkol+ NAD* 25 Aldehit +NADH +H* (1.9)

Ardindan olusan NADH mediyatdrle kimyasal tepkimeye girerek kendisi NAD"’ya
yiikseltgenirken, mediyator indirgenmis haline doner. Son olarak indirgenmis formdaki
mediyatdriin elektrot yiizeyinde yiikseltgenmis formuna doniismesi sirasinda olusan akim
kaydedilerek alkol dolayli yoldan tayin edilmis olur. Gergeklesen tepkimeler ise agagidaki
gibi 6zetlenmistir (Tepkime 1.10-1.14). Benzer biyosensorler glukoz, laktoz ve glutamat
icin de glukoz dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz ve glutamat dehidrogenaz enzimleri

kullanilarak gelistirilmektedir.

Substrat + NAD" —=3 Uriin+ NADH + H' (Enzimatik Tepkime) (1.10)
Meding) i Medqu + 26 + xH” (Elektrot Tepkimesi) (1.11)
NADH + Medyik o NAD* + Medingy  (Kimyasal Tepkime) (1.12)
Medgngy — Medgyi + 267 + xH” (Elektrot Tepkimesi) (1.13)
NADH — NAD" + 2¢" + H' (Toplam Tepkime) (1.14)
aldehit

Sinyal 5 PBCB(yiik) NADH
- ADH
PBCB(ind) —

Sekil 1.9. Alkol dehidrogenaz enzimine dayali amperometrik etanol biyosensoriine ait

etanol

reaksiyon semasi (Yang ve Liu, 2009)

NAD'/NADH redoks c¢iftine dayali fotoelektrokimyasal biyosensdr galigmalarinda
bugiine kadar yapilan c¢alismalarda substrat, koenzimin (NADH) indirgenmis formu

spektrofotometrik ve spektroflourimetrik uygulamalarla 340 nm’de absorbans artigini
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izleyerek ve NADH’nin yiikseltgenmesiyle meydana gelen akim sabit potansiyelde
amperometrik olarak ol¢iilerek tayin edilmektedir (Pappas ve ark., 2002). Tayin H,0,’ye
dayali olarak ger¢eklestirildiginde H,O,’nin yiikseltgenmesi yiiksek potansiyellerde
gergeklestiginden diger elektroaktif bilesiklerin girisim yapma durumu ortaya ¢ikmaktadir.
Ancak NAD"ya dayali olarak gelistirilen amperometrik biyosensdrlerde bu sorun
olmaktan ¢ikmaktadir (Monosik ve ark., 2012).

NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinin dehidrogenaza dayali amperometrik
biyosensor caligmalarindaki 6nemi, ylizlerce enzimatik reaksiyonun kofaktér olarak
NAD"ya ihtiya¢ duymasindan gelmektedir. Sonug olarak medikal, kimyasal veya etanol,
laktik asit gibi biyolojik éneme sahip birgok substrat, NAD"’ya dayal1 biyokatalizorler ile

belirlenebilmektedir (Jimenez ve ark., 2014).

1.5. Fotoelektrokimya

Fotoelektrokimya, fotoakim spektroskopisi olarak bilinen, bir elektrot yiizeyinin
veya bir elektrolitteki metalin 1giklandirilmasiyla olusan elektriksel akimin dl¢tildiigi bilim
dalidir. Isikla elektrot ve elektrodun yakininda bulunan elektrolit fotolitik olarak
etkilenmektedir. Burada fotoakimi olusturan elektrot ile elektrolit tarafindan absorplanan
isiktir.  Elektrot potansiyeli ve elektrolitin bilesimi fotoakim 1s18in  dalga boyunu
degistirmekte bu da fotoetkilesim siirecinin dogasi, enerji diizeyleri ve kinetigi hakkinda
bilgi vermektedir. Fotoelektrokimya son zamanlarda elektrokimyasal analiz ve sensor
tasariminda oldukga sik kullanilmaya baslanmistir (Huang ve ark; 2005; Liu ve ark., 2007;
Sun ve ark., 2009; Wang ve ark., 2009a; Schubert ve ark., 2010; Gu ve ark., 2011; Ho ve
ark., 2011; Tanne ve ark., 2011; Wang ve ark., 2011; Zheng ve ark., 2011; Du ve ark.,
2012; Qian ve ark., 2012; Wang ve ark., 2012b; Du ve ark., 2013; Huang ve ark., 2013;
Razmi ve Razei, 2013; Riedel ve ark., 2013; Salimi ve ark., 2013; Yue ve ark., 2013; Jafari
ve ark., 2014a; Sun ve Ai, 2014; Zhao ve ark., 2014; Liu ve ark., 2015).

Fotonlarin absorplanmasinin ardindan elektronlarin uyarilmasi ve sonrasinda bir
materyalin yiik transferi ile son bulan foto-akim doniisiimii fotoelektrokimyasal proses
olarak ifade edilmektedir. Molekiiller, iyonlar veya iletken materyallerin 15181
absorplamasiyla elektronlar uyarilmakta boylece yiik transferi ile beraber 151k enerjisinin
elektriksel enerjiye transferi gerceklesir. Fotoelektrokimyasal olay esnasinda, uyarilmig
fotoelektrik materyal birtakim maddelerle elektron degistirmekte buna bagli olarak
fotoakim degisimi meydana gelmektedir. Buna bagli olarak fotoelektrokimyasal sensorler

gelistirilmistir. Burada meydana gelen olay kisaca 6zetlenecek olursa; ilk olarak bir 11k
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kaynagi tarafindan isiklandirilan fotoelektrokimyasal aktiflik gosteren molekiillerin dis
yorlingesindeki elektronlar temel halden uyarilmis hale ge¢mektedir. Ardindan bu
molekiiller iletkenlik bandina veya dogrudan ya da dolayli sekilde diger elektrotlara
transfer olurlar (Wang ve ark., 2009b; Zhang ve Zhao., 2013). Meydana gelen fotoakim iki
mekanizma ile aciklanmaktadir. ilki ortamda indirgen bir madde oldugunda uyarilmis olan
tirlerin indirgenerek temel hale donmesinin ardindan tekrar fotoelektrokimyasal olayin
baslamasi ve bu olaym siirekli fotoakimla sonuglanmasidir. Diger mekanizmaya gore;
elektron transfer reaksiyonlari, ortamda elektron alict veya verici bir molekiil
bulundugunda uyarilmis ve sondiiriicii molekiiller arasinda meydana gelmektedir. Molekiil
elektrot yiizeyinden elektron almasiyla indirgenmis verdiginde ise yiikseltgenmis hale
donmekte boylece bir fotoakim olusmaktadir. Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda
fotoelektrokimyasal olarak aktif olan materyal temel haline geri donmektedir.

Fotoelektrokimyada  olusan  fotoakim  Olgiiliitken  elektrokemiliiminesans
analizlerinde potansiyelle beraber olusan 151k siddeti, fotoliiminesans ile ise 151kl uyarilan
molekiillerin temel hale donerken yayimladiklar 151k 6lclilmektedir. Fotoelektrokimyasal
metotlar digerlerine gore diisiik maliyet, minyatiirize olma, basit ekipman gibi avantajlara
sahiptir, bu sebeple son zamanlarda fotoelektrokimyasal sensér ve biyosensor
caligmalarinda sik¢a kullanilmaya baslanmistir (Wang ve ark., 2009b; Zhang ve Zhao,
2013).

Fotoakimin biytikliigli uyaric1 15181in dalga boyu ve siddetine, elektrot tipi ve
bi¢cimine, fotoelektrik materyalin 6zelligine, elektrodun bilesimine bagli olarak degisir.
Temelde fotoelektrokimya (Photoelectrochemistry, PEC), elektrokemiluminesans
(Electrochemiluminescence, ECL) prosesinin  tersi olarak kabul edilebilir.
Elektrokemiliiminesans analizde uygulanan potansiyelle birlikte olusan 151k siddeti
oOl¢iiliirken, fotoelektrokimyasal analizde dogrudan ya da dolayli yoldan olusan fotoakim
Olgiilir.  Fotoliiminesans  (Photoluminescence, PL) ile karsilastirildiginda ise
fotolliminesansta 1sikla uyarilan molekiiller ya da atomlar tekrar temel hale donerken
yayimladiklari 1gin 6lgiiliir. Her iic metotta uyarma ve tespit etme es zamanl gergeklesir.
Bu ii¢ fotokimyasal analiz metodun temel prensibine iligkin sematik bir gosterim Sekil

1.10’da verilmistir (Wang ve ark., 2009b; Zhang ve Zhao, 2013).
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Sekil 1.10. Fotoelektrokimyasal (PEC), Elektrokemiliiminesans (ECL) ve Fotoliiminesans
(PL) olaylarina dayali analiz sistemlerinin prensip olarak karsilastirilmas1 (Wang ve ark.,
2009b; Zhang ve Zhao, 2013)'den modifiye edilmistir

Diger optiksel metotlarla karsilastirildiginda, fotoelektrokimyasal metot, basit
ekipman, diisiikk fiyat, kolay minyatiirize olma ve birlestime gibi avantajlara sahiptir.
Katalitik prosesin de igine girdigi fotoelektrokatalitik sistemlerle fotoakim olusumu,
elektrokimyasal metotlarla karsilastirildiginda zemin daha diisiik olup, fotoelektrokimyasal
analizlerin duyarlig1 genellikle, elektrokimyasal metotlardan daha biiyiiktiir (Wang ve ark.,
2009b; Zhang ve Zhao, 2013).

Olgiim parametreleri agisindan fotoelektrokimyasal sensdrler potansiyometrik mod
ve akim modu olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Fotoelektrokimyasal sensorlerin
deteksiyon = mekanizmasi, analit ile fotoelektrokimyasal —materyal arasindaki
fiziksel/kimyasal etkilesimlerle ortaya ¢ikan fotoakim/fotopotansiyel degisimine baglidir
(Wang ve ark., 2009b). Bu avantajlarindan dolay1r son yillarda fotoelektrokimyasal
analizler ve sensorler hizlica gelismekte ve bircok bilesigin analizine uygulanmaktadir
(Cooper ve ark., 1998; Cooper ve ark., 1999; Haddour ve ark., 2004; Liang ve ark., 2006;
Deng ve ark., 2008; Guo ve ark., 2010; Ojani ve ark., 2012; Hu ve ark., 2013; Zhang ve
Zhao, 2013; Ge ve ark., 2014; Yildiz ve ark., 2014).

Fotoelektrokatalitik sensorlerde duyarlik ve se¢imlik agisindan elektrot materyali
secimiyle beraber elektrot modifikasyonu da olduk¢a 6nemlidir. Bunun i¢in CdS, ZnS,
CdTe, ZnO, CuO, TiO, gibi anorganik materyaller (Huang ve ark., 2005; Du ve ark., 2012;
Ojani ve ark., 2012; Qian ve ark., 2012; Wang ve ark., 2012a; Du ve ark., 2013),

fenilenvinilen ve tiirevleri ile politiyofen gibi iletken polimerler (Rotenberg ve ark., 2002;

19



Haddour ve ark., 2004; Sharma, 2006; Yildiz ve ark., 2014), ge¢is metal kompleksleri,
rutenyum bispiridin gibi kompleksler ve tiirevleri, porfirin ve tiirevleri, fenazin tiirii boyar
maddeler ve ftalosiyanin gibi organik materyaller (Cooper ve ark., 1998; Cooper ve ark.,
1999; Dilgin ve ark., 2003; Dilgin, 2004; Haddour ve ark., 2004; Dilgin ve ark., 2005;
Dilgin ve Nisli, 2006; Liang ve ark., 2006; Dilgin ve ark., 2007; Deng ve ark., 2008; Dilgin
ve ark., 2010; Guo ve ark., 2010; Dilgin ve ark., 2011; Dilgin ve ark., 2012a; Hu ve ark.,
2013; Ge ve ark., 2014; Yildiz ve ark., 2014; Dilgin ve Gokgel, 2015), organik materyal,
anorganik materyal birlesimi veya farkli bant bosluguna sahip iki anorganik materyalin
birlesimi ile olusan kompozit materyaller, son yillarda kompozit elektrotlarin yapiminda
altin nanopargagiklar (Au-NP), fullerenler, grafen ya da karbon nanopargagiklarla (CNT)
ile birlikte CdS, CdSe, ZnS gibi yar iletkenler (Peng ve ark., 1997; Liu ve ark., 2007; Xu
ve ark., 2007; Sun ve ark., 2009; Wang ve ark., 2009a; Schubert ve ark., 2010; Gu ve ark.,
2011; Ho ve ark., 2011; Tanne ve ark., 2011; Wang ve ark., 2011; Zheng ve ark., 2011;
Wang ve ark., 2012b; Huang ve ark., 2013; Razmi ve Razei, 2013; Riedel ve ark., 2013;
Salimi ve ark., 2013; Butwong ve ark., 2014; Ge ve ark., 2014; Jafari ve ark., 2014b; Liu
ve ark., 2015) siklikla kullanilmistir.

1.6. Kalem Grafit Elektrot (Pencil Graphite Electrode, PGE)

Tek kullanimli, kolay elde edilebilir diisiik maliyet, kolay modifikasyon ve diger
karbon bazli elektrotlarda temizleme ve elektrot yiizeyinin parlatilmasi gibi uzun siiren
islemlerin olmamasi gibi istiin 6zelliklere sahip PGE ile bircok elektrokimyasal ve
fotoelektrokimyasal biyosensor tasariminda camims: karbon, karbon pasta, altin
nanopartikiil, karbon nanotiip, grafen, metal oksit, modifiye elektrotlar vb. olmak {izere
cok cesitli elektrot materyalleri kullanilmis olsa da, PGE ile gerceklestirilen enzim bazl
biyosensor tasarimi ya da NADH nin elektrokatalitik yilikseltgenmesi iizerine sinirli sayida
caligma mevcuttur (Dilgin ve ark., 2012b; Dilgin ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2014).

Son zamanlarda PGE kullanilarak gelistirilen elektrokimyasal sensor, enzimatik
biyosensor ve DNA biyosensoriine iliskin ¢alismalar popiiler bir hal almistir (Wang ve
ark., 2000; Keskin ve ark., 2010; Ozcan ve Sahin, 2010; Dogan Topal ve Ozkan, 2011;
Ozcan ve Sahin, 2011; Devi ve ark., 2013; Yardim ve Sentiirk, 2013; Congur ve ark.,
2014; Elahi ve ark., 2014; Erdem ve ark., 2014; Kuralay ve ark., 2014; Mese ve ark., 2014;
Pala ve ark.,2014; Zhu ve ark., 2014; Dervisevic ve ark., 2015; Sehat ve ark., 2015).
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1.7. Akisa Enjeksiyon Analiz (Flow Injection Analysis, FIA) Sistemi

Son donemlerde analitik kimyada meydana gelen en onemli gelismelerden biri
otomatik analiz yontemleridir. Bu yontemlerde cok sayida rutin analiz ¢ok daha az
maliyetle hizli bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Analizde otomasyon en fazla klinik
laboratuarlarinda kullanilmaktadir. Béylece biyolojik 6rnekler hizli ve dogru bir sekilde
gerceklestirilmekte bu da hastalik tanilarina yansimaktadir. Klinik kimyanin disinda
otomasyon, sanayide {iriin kalitesinin kontroliinde, hava, su ve toprak orneklerinde ¢ok
sayida {iriin tayininde, ila¢ ve tarim friinlerinin saptanmasinda sik¢a kullanilmaktadir
(Nisli G., 2001).

Son zamanlarda akis kosullarinda analiz, analitik uygulamalar, kimyasal proseslerin
incelenmesi, sensorlerin test edilerek gelistirilmesi ve g¢esitli enstriimanlarin
performanslarinin arttirilmasi gibi uygulamalarda genis yer bularak gittikge artan bir ilgi
gormektedir. Ayrica difiizyon katsayisi, reaksiyon hizi, kararlilik sabiti, komplekslerin
bilesimi ve ¢oziinme triinleri gibi temel degerlerin Glglilmesinde de bu sistemden
yararlanilmaktadir (Ruzicka ve Hansen, 1988).

Kesiksiz akis sistemi olarak tanimlanan FIA ilk kez Ruzicka ve Hansen tarafindan
1974 yilinda dnerilmistir. “Akan bir sisteme enjeksiyonla analiz” olarak tanimlanan FIA,
akisin siirekli oldugu ortama o6rnek enjeksiyonu ile olusan 6rnek zonunun dedektor
sistemine taginarak, sinyalin devamli izlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Elde edilen sinyal
zamana bagli olarak pik formunda gelmektedir. FIA sistemi ile kapali sistemde
calisilmakta, boylece analizci dogrudan zehirli maddelerle temas etmemekte ayrica 6rnek
ve reaktiflerin hava ile temas1 6nlenmektedir. FIA sistemi az bir tecriibe ve ucuz bir alet
donanimu ile gerceklestirilebilmektedir. (Nisli ve ark., 2002).

Dedektorler akis sistemlerinin en Onemli kismini olusturmaktadir. Dedektor
sistemleri, genis derisim araliginda madde miktartyla dogru orantili yanit veren, diisiik
glirtiltii sinyaline sahip akiskan gecisli bir hiicre ile yazicidan olusan sistemlerdir. Tayin
sinirin diisiik ve pik genisligine etkisinin az olmasi sebebiyle elektrokimyasal sensor
tasariminda oldukg¢a sik kullanilmaktadir. Duyucu sistemin kii¢clik boyutlarda olmasi
elektrot yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal tepkimeler agisindan biiyiik yarar
saglamaktadir. Akisa enjeksiyon sistemi ile, bir¢ok bilesigin analizi polarografik,
potansiyometrik, amperometrik, wall-jet amperometrik ve fotoamperometrik dedektorler
gelistirilerek hizli, se¢imli ve duyar bir sekilde gergeklestirilmistir (Mckelvie, 1999; Gao
ve ark., 2004). Sekil 1.11°de basit iki hath bir FIA diizenegi gosterilmistir (Mckelvie,
1999).
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Sekil 1.11. Normal bir FIA diizeneginin sematik diyagrami. P: pompa C ve R: sirasiyla

tagtyict ve reaktif hatlari, S: 6rnek enjeksiyonu, MC: karisimin gerceklestigi kolon, D:
dedektor ve W: atik hatti (Mckelvie, 1999)
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. NADH'nin Fotoelektrokatalitik Yiikseltgenmesi

Dehidrogenaz enzimlerine dayali biyosensor tasariminda kullanilan ve biyolojik
acidan oldukca onemli bir koenzim olan NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi
fotoelektrokimyasal sensoOrlerin 6nemli uygulamalarindan biridir. Bu amagla organik
redoks madiyatorlere dayali modifiye elektrotlar kullanildigi gibi (Dilgin ve ark., 2007;
Gligor ve ark., 2009; Dilgin ve ark., 2010; Dilgin ve ark., 2011) son zamanlarda anorganik
nanomateryal yada kompozit materyal modifiye elektrotlarin kullanilmistir (Wang ve Hu,
2009; Schubert ve ark., 2010; Ho ve ark., 2011; Wang ve ark., 2012a; Jafari ve ark., 2014a,
b; Liu ve ark., 2015). Ancak tez konusuyla alakali oldugundan bu kisimda anorganik
nanomateryallere dayali fotoelektrokatalitik NADH yiikseltgenmesine ait ¢alismalardan
daha detayli bahsedilecektir.

Organik redoks madiyatorlere dayali modifiye elektrotlarda boyar maddeler
NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde redoks mediyatorii olarak oldukca cok
kullanilmislardir. Bunun nedeni bir¢ok bilesigin yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik
etki gosterme Ozelligine sahip olmalarindandir. Bu amagla toluidin mavisi (TM), metilen
mavisi (MM), metilen yesili (MY), azure A (AzA), azure B (AzB) gibi fenotiyazin grubu
boyar maddeler, nil mavisi (NM), meldola mavisi (MdM), brilliant kresil mavisi (BKM)
gibi fenoksazin ve nétral kirmizist (NK) gibi fenazin tiirii boyar maddelerle modifiye
elektrotlar hazirlanmistir.

Bu konuda yapilan c¢alismalardan bir tanesi fenotiyazin grubu boyar madde olan
metilen mavisinin GCE ylizeyine elektropolimerizasyonu ile gerceklestirilmistir (Dilgin ve
ark., 2011). Hazirlanan poly-MB/GCE  kullanilarak NADH’nin  elektro  ve
fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi FIA sisteminde incelenmistir. Elde edilen dongiisel
voltammetrik sonuglar, yalin GCE ile +510 mV'da yiikseltgenen NADH’nin, poly-
MB/GCE ile +160 mV, yiizey isiklandirildiginda ise +90 mV’da yiikseltgendigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda anodik pik akimi da 151ks1z ortamda alinan sonuglara goére
daha yiiksek elde edilmistir. Bu sonuglar poly-MB/GCE ile NADH'nin fotoelektrokatalitik
yiikseltgenmesini katalizledigini gostermektedir (Sekil 2.1).
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NADH’nin fotoelektrokimyasal yiikseltgenmesine ait mekanizma asagida verilmistir.
FIA sisteminde optimum kosullarda alinan sonuglarda dogrusal kalibrasyon aralig:

1,0x107-2,0x10™ M olarak bulunmustur. (Dilgin ve ark., 2011).

=800 400 Q 400 800
Potansiyel (mV vs.Ag/AgCI)

Sekil 2.1. (a ve b) 0,40 mM NADH yoklugunda, (c ve d) 0,40 NADH varliginda, (a ve c)
1siks1z, (b ve d) 1s1kli ortamda poli-MB/GCE (pH 5,0 fosfat ¢ozeltisinde hazirlanmis) ile
alinmis dongiisel voltammogramlar (tarama hizi: 50 mVs™, destek elektrolit: 0,1 M pH 7,0

fosfat tamponu) (Dilgin ve ark., 2011)

Poli-MBreq) <> Poli-MB o)) + 2H" + 2¢” (2.1)
Poli-MB o + hv: —Poli-MB” o) (2.2)
Poli-MB(ox) + NADH + H* — Poli-MBgeg) + NAD* (2.3)
Poli-MB ged) <> Poli-MByox) + 26"+ 2H* (2.4)
NADH — NAD" +2e” + H* (2.5)

Fenotiyazin grubu boyar maddelerden Toluidin Mavisinin (TM) kullanildigi bir
baska calismada ise GCE yiizeyi TM'nin elektropolimerizasyonuyla modifiye edilmis ve
NADH'in fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinde kullanilmistir (Dilgin ve ark., 2007).
Elde edilen dongiisel voltammetrik sonuglar poli-TM modifiye GCE yiizeyi
1s1klandirildiginda NADH’nin yiikseltgenme pik akimi artarken potansiyelinde ise negatif

potansiyellere kayma gozlenmistir. Alinan amperometrik ve fotoamperometrik sonuglar
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Sekil 2.2°de verilmistir. Sekilden de gorildigi gibi modifiye -elektrot ylizeyi
1siklandirildiginda elde edilen akim degerleri normalde alinan ¢ok daha yiiksektir. Bu da
NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinin katalizlendigini gostermektedir (Dilgin
ve ark., 2007).
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Sekil 2.2. (ave b) 0,20 mM NADH yoklugunda, (¢ ve d) 0,40 NADH varliginda, (a ve c)
151ks1z, (b ve d) 1s1kli ortamda poly-TM/GCE ile alinmis donglisel voltammogramlar.
Uygulama potansiyeli: A) -100 mV, B) +100 mV (destek elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponu) (Dilgin ve ark., 2007)

Anorganik nanomateryal olarak ise daha ¢ok TiO, kullanilmistir. Bu caligmalarda
nano TiO; tek basina elektrot yiizeylerine modifiye edilmemis, dopamin (Wang ve ark.,
2012a) ve poly(4,4 -diaminophenly sulfone) (Ho ve ark., 2011) ile birlikte indiyum kalay
oksit (Indium Tin Oxide, ITO) elektoda ve grafen—TiO, nanohibritinin (Wang ve Hu,
2009) camimsi karbon elektrot (glassy carbon electrode, GCE) ylizeyine
modifikasyonundan sonra kullanilmistir. Bunun sebebinin ise fotoelektrokimyasal
biyosensorlerde TiO, nanopartikiillerin uygulamalarda bazi sinirlamalara sahip olmasina
baglanmistir. Ciinkii, TiO, genis bir bant bosluguna sahip bir yariiletken olup, sadece UV
isinlart altinda fotoelektrokimyasal olarak aktiftirler. Oysa UV 1gmnlarinda biyolojik

sistemlerin bircogu bozunabilmektedir. Diger taraftan TiO2’nin 1s1nlandirilmasiyla olusan
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foto h™lar, oldukca giiclii yiikseltgenler oldugundan biyomolekiillere bozucu etkiler
yapabilir. Bu ylizden, analitler i¢cin daha kararli sonuglar verdigi i¢in goriiniir bolgede
uyarilmaya bagli fotoelektrokimyasal biyosensorler tercih edilmektedir (Wang ve ark.,
2012a; Zhao ve ark., 2014). Bu ¢alismalarin birinde TiO;’e koordinatif kovalent bagl
dopamin modifiye ITO elektrot da bu amagla hazirlanmig ve goriiniir bolgede genis bir
uyarilma araligina sahip oldugu tespit edilmis ve NADH’nin fotoelektrokatalitik
yiikseltgenmesinde kullanilmistir (Wang ve ark., 2012a). Once sentezlenen TiO,
nanopartikiillerde hazirlanmis siispansiyon ITO elektrot yiizeyine damlatilmis havada
kurutulduktan sonra 450 °C’de 30 dk sinterlestirilmistir. Daha sonra su ile yikanan TiO;
kapli ITO elektrot 0,015 M dopamin ¢ozeltisinde 15 dk bekletilerek, dopamin ile Ti
arasinda yiik transfer kompleksi olusumu saglanmis ve bu prosesle hazirlanmis modifiye
elektrot ile NADH’ nin fotoamperometrik yanit1 0 mV’da izlenmistir. Fotolektrokimyasal
sensoriin mekanizmasi ve elde edilen fotoamperometrik yanitlar sirasiyla Sekil 2.3A ve
Sekil 2.3B’de verilmistir (Wang ve ark., 2012a). Sekil 2.3A’da onerilen mekanizmaya
gore; 1) once goriiniir bolge (430 nm) 1511 absorplayan dopamin-TiO, kompleksi e-h*
ciftini olusturmaktadir; 2) daha sonra olusan e-h* hemen birbirlerinden ayrilarak, elektron
dopaminin endiol gruplarinin uyarilmis hallerinden ge¢meksizin direk olarak TiO’in
iletkenlik bandina gecmektedir. h™’lar ise dopamin iizerinde yogunlasir. Cozeltide eger bir
elektron alicis1 ya da vericisi yoksa, e-h" ¢iftinin yeniden birlesimi artar ve kimyasal
reaksiyonlar meydana gelebilir (dopamin h* tarafindan yiikseltgenerek radikalik forma
dontisebilir). Bunun sonucu olarak bagil kii¢iik fotoakimlar olusabilir. Cozeltiye NADH
ilave edildiginde ise NADH dopamin iizerine yerlesmis h*’lara elektron transfer edebilir ve
yiik transfer kompleksinin e-h" ayrimii arttirabilir. Boylece, yiik transfer kompleksinin
fotoakim1 NADH varliginda artar. Bu ¢alismada NADH nin dogrusal ¢aligma araligi 0,5-
120 uM olup LOD’si ise 0,14 uM’dir (Wang ve ark., 2012a).
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Sekil 2.3. A) Dopamin-TiO, modifiye ITO elektrotta NADH’nin fotoelektrokimyasal
sensoriine iliskin sematik gosterim, B) Degisen NADH derisimlerine kars1 alinan

fotoelektrokimyasal sinyaller (Wang ve ark., 2012a) 'dan modifiye edilmistir

Benzer bir bagka calismada NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesi
poly(4,4'diaminodifenil siilfon)/mano TiO, (PDDS/TiO,) kompozit modifiye ITO elektrot
kullanilarak calisilmistir. Elde edilen dongiisel voltammetrik sonuglar kompozit filmin
NADH’nin fotoelektrokatalitik ylikseltgenmesini katalizledigini ve anodik pik akiminda
yalin ITO elektrot, TiO, ya da PDDS filme gore 18 kat artig sagladigini1 gostermektedir.
Sekil 2.4’de kompozit film modifiye ITO elektrot yiizeyinde ger¢ceklesen NADH'nin
fotoelektrokatalitik yiikseltgenme mekanizmasi verilmistir (Ho ve ark., 2011). Modifiye
elektrotla NADH’nin dogrusal derigsim araligi 0,005-0,12 uM olarak saptanmistir. Sekil
2.5’de farkli elektrotlarla farkli NADH varliginda 1sikli ve 1siksiz ortamlarda alinan

dongiisel voltammogramlar verilmistir.
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Sekil 2.4. Poly(4,4'diaminodifenil siilfon)/nano TiO, (PDDS/TiO;) kompozit modifiye ITO
elektrot yiizeyinde NADH'in fotoelektrokatalitik yiikseltgenme mekanizmasi (Ho ve ark.,
2011)'den modifiye edilmistir
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Sekil 2.5. a) 0,005 uM NADH varliginda PDDS/Ti0, kompozit film ile 5 dakika 1s1k
verilmeden 6nce ve b) sonraki dogiisel voltammogramlar; ¢) ve d) aym kosullar altinda
0,12 uM NADH varliginda; e) yalin ITO ile 5 dakika 1siklandirmanin sonunda 0,12 uM
NADH varliginda alinmis dongiisel voltammogramlar. Tarama hizi: 50 mVs™; destek
elektrolit: 0,1 M H,SO,4. I¢ Sekil: NADH'in fotoelektrokatalitik yiikseltgenme pik
akimlarina karst NADH derisim grafigi (5 dakika 1sik/isiksiz ortamda) NADH araligi:
0,005-0,12 uM
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NADH’nin fotoelektrokimyasal yiikseltgenmesinin incelendigi bir diger ¢alismada
ise grafen-TiO, (G-TiO2) nanohibrit kullanilmigtir. Isik altinda G-TiO, nanohibritler
kullanilarak elde edilen akim, yalin TiO; nanokristallere gore Olglilen akimdan 5 kat daha
fazladir. Gelistirilen fotoelektrokimyasal NADH biyosensorii ile dogrusal aralik 1,0 X 10°®
— 2,0 10x 10 M olarak bulunurken tayin sinirt 3,0x10” M olarak hesaplanmistir (Wang
ve ark., 2012a). Sekil 2.6’da G-TiO; nanohibritler kullanilarak GCE’nin modifikasyonu ve

1sikla etkilesimine ait mekanizma verilmistir.
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Sekil 2.6. G-TiO; nanohibritler kullanilarak GCE'nin modifikasyonu ve 1sikla etkilesimine

ait mekanizma (Wang ve ark., 2012a)'dan modifiye edilmistir

Sekil 2.7'de farkli sekilde modifiye edilmis elektrotlarla 0,1 M pH 7,0 PBS
ortaminda 1s1kl1 (diiz ¢izgi) 1s1ksiz (kesikli ¢izgi) olacak sekilde elde edilen dongiisel
voltammogramlar verilmistir. Donglisel voltammogramlardan G-TiO, modifiye GCE
kullanildiginda NADH nin fotoelektrokimyasal yiikseltgenmesinin ¢ok daha iyi bir sekilde
gozlendigi elde edilen akimlardan goériilmektedir. Bu durum Sekil 2.8’da aym elektrotlar
kullanilarak 0,45 V ile 1siklandirildiginda elde edilen fotoakim izlenerek de ispatlanmistir.
Sekil 2.9°da ise G-TiO2/GCE'nin farkli NADH konsantrasyonlarinda 0,1 M pH 7,0 PBS
ortaminda alinmig fotoakim yanit1 kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edilmistir (Wang

ve ark., 2012a).
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Sekil 2.7. A)Yalin GCE, B) grafen, C) TiO,, D) G-TiO, modifiye GCE ile 1x10° M
NADH varliginda 0,1 M pH 7,0 PBS ortaminda 1s1kli (diiz ¢izgi) 151ksiz (kesikli ¢izgi)

olacak sekilde elde edilen déngiisel voltammogramlar. Tarama hizt: 20 mVs™ (Wang ve

ark., 2012a)'dan modifiye edilmistir
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Sekil 2.8. a) G-TiO,/GCE, b) TiO./GCE, c) grafen/GCE'in 1x10° M NADH varliginda
0,1 M pH 7,0 PBS ortaminda 0,45 V ile 1siklandirildiginda elde edilen fotoakim

30



\ ] B i,u 4
0.12 "L A » . ~ ‘
< [ \= B Sl g
< | - \ s ' ’
1 1 —— ,
. - 4 4]
£} = 151ksiz € el t:% A
- sl - K, N 4 .|
g | \ 'o‘ N o '
* isikh e ® 044 s Conpy | MM
w0244 w ' T
00 S— La—-
| | '«1 .u"
030 4 - ‘ n
""" T - - ™ — = am - ae Y T — -~ T -
400 600 $00 1000 0 o0 120 18 240 100
Zaman /s Zaman /s

Sekil 2.9. A) G-TiOo/GCE 1x10° M NADH varhiginda, 1siksiz ve 0,45 V ile
isiklandirildiginda  elde  edilen  fotoakim, B) G-TiOz/GCE'nin farkli NADH
konsantrasyonlarinda 0,1 M pH 7,0 PBS ortaminda alimmis fotoakim yaniti. I¢ Sekil:
NADH tayini i¢in kalibrasyon grafigi (Wang ve ark., 2012a)'dan modifiye edilmistir

Sonug olarak NADH’nin elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinde
organik redoks mediyatorlere dayali modifiye elektrotlar kullanildigi gibi son zamanlarda
artan bir trendle anorganik yari ilkten yada anorganik yar1 iletken-organik redoks

mediyator modifiye elektrotlar kullanilmaya baslanmistir.

2.2. Dehidrogenaz Enzimine Dayalh Modifiye Elektrotlarla Fotoelektrokimyasal
Biyosensor Calismalari

Biyolojik Oneme sahip bircok molekiilin dehidrogenaz enzimine dayali
elektrokimyasal biyosensériiniin yapiminda ve gelistirilmesinde NAD*/NADH redoks cifti
doniistimii oldukga sik kullanilmistir (Cosnier ve Lous, 1996; Lobo ve ark., 1996; Silber ve
ark., 1996; Villamil ve ark., 1997; Santos ve ark., 2006; Chakraborty ve Raj, 2007; Du ve
ark., 2007; Yan ve ark., 2007; Dai ve ark., 2008; Kumar ve Chen, 2008; Zhou ve ark.,
2008; Meng ve ark., 2009; Radoi ve Compagnone, 2009; Yang ve Liu, 2009; Hua ve ark.,
2013). Son zamanlarda ise NAD*/NADH redoks cifti ve dehidrogenaz enzimlerine dayali
fotoelektrokimyasal sensorler on plana ¢ikistir. Bu ¢alismalarda organik redoks mediyator,
anorganik yari iletken ve organik materyal-anorganik nanomateryallerden olusan kompozit

modifiye elektrotlar kullanilarak duyar fotoelektrokimyasal biyosensorler gelistirilmistir.
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[k calisma niteligi tastyan ve organik redoks mediyatér, NAD*/NADH redoks cifti
ve dehidrogenaz enzimine dayali fotoelektrokimyasal biyosensor caligmasi Deng ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir (Deng ve ark., 2008). Bu calismada organik
boyar madde olarak Thionin (TH) kullanilmistir, Sekil 2.10.A’da gosterilen modifikasyona
gore ITO elektrot ylizeyine MWCNT, Au-NP ve TH birlikte modifiye edilmis ve son
olarak da enzim immobilize edilmistir. Sekil 2.10.B’deki fotoelektrokatalitik yiikseltgenme
mekanizmasi kullanilarak da, glukoz i¢in bir fotoelektrokimyasal biyosensor onerilmistir.
Daha 6nce Onerilen mekanizmayla elde edilen amperometrik akim-zaman egrilerinden hem
dogrudan NADH’nin hem de glukoz derisimiyle orantili olarak enzimatik yolla olusan
NADH’nin 200 mV uygulama potansiyelindeki akimlarinin 1sikla arttigi saptanmistir.
Karanlikta elde edilen verilere gore 1sikla dogrudan NADH icin duyarligin 7 kat arttigi,
LOD’nin ise 2 kat azaldig1, glukoz biyosensdrii i¢in ise duyarligin 2 kat arttigi LOD’nin ise
7 kat azaldig1 tespit edilmistir (Deng ve ark., 2008).
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Sekil 2.10. A) TH/MWCNT/AuNP/GDH/ITO elektrot i¢in tasarlanan biyosensorde
elektrot modifikasyon semasi, B) Fotoelektrokimyasal biyosensorde gerceklesen

reaksiyonlar i¢in onerilen mekanizma (Deng ve ark., 2008)'den modifiye edilmistir

32



Dilgin ve Gokgel (2015) tarafindan gergeklestirilen diger bir ¢alismada poli-HT
modifiye GCE yiizeyine glukoz dehidrogenaz (GDH) enzimi immobilize edilerek
fotoelektrokimyasal glukoz biyosensorii tasarlanmis ve ilk defa FIA sisteminde glukozun
fotoelektrokimyasal tayini gerceklestirilmistir. Poli-HT modifiye elektrotla NADH i¢in
alan dongiisel voltammogram ve degisen NADH derisimiyle elde edilen amperometrik

ve fotoamperometrik fiyagramlar Sekil 2.11°da verilmistir.
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Sekil 2.11. 0,1 M NaNOg igeren pH 7,0 fosfat tamponu destek elektrolitlerinde 0,3 mM
HT’nin, ardisik olarak alinan dongiisel voltammogramlari (tarama hizi: 100 mV/s). B)
Poli-HT/GCE’nin a) 1siksiz ve b) 1sikli ortamdaki dongiisel voltammogrami; 0,8 mM
NADH’nin Poli-HT/GCE kullanilarak ¢l ve c2) 1siksiz ve d1 ve d2) isikli ortamdaki
dongiisel voltammogrami. Tarama hizi: 50 mV/s, destek elektrolit: 0,1 M pH 7,0 fosfat
tamponu, C) FIA sisteminde poli-HT/GCE kullanilarak a) 10, b) 40, ¢)100, d) 400, ¢) 1000
mM NADH i¢in elde edilen akim-zaman egrileri (Tastyic1 elektrolit: 0,1 M KCI igeren
0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu; Uygulama potansiyeli: +300 mV; akis hizi: 1,3 mL/dk,
ornek yiikleme hacmi: 100 mL; kolon uzunlugu: 10 cm) (Dilgin ve Gokgel, 2015)'den

modifiye edilmistir
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Sekil 2.11.A’daki dongiisel voltammogramlar HT monomerinin GCE yiizeyinde
elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edildigini gostermektedir. Sekil 2.11B’de ise bu
modifiye elektrotla NADH’nin elektroktalitik ve fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesine ait
dongiisel voltammogramlar1 gosterilmektedir. Poli-HT’ye iliskin yaklasik 230 mV’da
anodik pik ve 210 mV civarinda ise katodik bir pik (Sekil 2.11. B-a) ve yiizey
isiklandirildiginda bu piklerde ¢ok az bir artis gozlenmistir (Sekil 2.11 B-b). NADH
ortaminda ise HT’nin 230 mV’daki pik akimi artmis ikinci dongiide ise bir miktar
azalmustir (Sekil 2.11 B, c1 ve ¢2). Sonugta yalin GCE’ye gore NADH’nin yiikseltgenmesi
(+550 mV, bu sekilde gosterilmemis) yaklasik 320 mV daha negatife kaymistir. Ancak
elektrot yiizeyine 11k diistiriildiigiinde NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine iligkin
pik akimiin arttig1 ve ikinci dongiide daha az azaldig1 gozlenmistir (Sekil 2.11, B-d1 ve
d2). Bu sonuglar poli-HT/GCE’nin NADH’ye iyi bir elektrokatalitik ve Ozellikle de
fotoelektrokatalitik etki gdsterdigini ortaya koymaktadir. Sekil 2.11C’de ise ylizeye 151k
disiirilmeksizin ve yilizey isiklandirilarak FIA sisteminde farkli NADH derisimlerinde
alinmis fiagramlar ve elde edilen derisim akim grafigi verilmistir. Dogrusal kalibrasyon
araligl, amperometrik yontem igin 1,0x1077 — 1,5x10™* M, fotoamperometrik yontem igin
ise 1,0x1077 — 2,5x10* M olarak bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklar1 sirastyla
I(NA)= 11,96C (uM) + 29,22, R?=0,9902 ve I(nA) = 18,51C(uM) + 47,54, R?=0,9953
denklemleriyle ifade edilmistir. Denklemde | pik akimi, C ise NADH’nin derisimidir. Bu
denklemlerdeki egimler karsilagtirildiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen
dogrunun egiminin (18,51), amperometrik yontemle elde edilenden (11,96) yaklasik 1,5
kat daha biiyiik oldugu saptanmis ve dolayisiyla, GCE’nin modifiye edilmesiyle arttirilmis
olan duyarligin elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla bir miktar daha arttirilmasi
basarilmistir.

Fotoelektrokimyasal biyosensoér tasariminda elektrot yiizeyi 1siklandirilarak
enzimatik tepkime sonucu olusan NADH nin fotoelektrokatalitik ylikseltgenmesi izlenerek
kullanilacak enzime bagli olarak dolayli yoldan substrat icin biyoalgilama
gerceklestirilmektedir.  Poli-HT/Glukoz  dehidrogenaz  (GDH) enzimine bagh
fotoelektrokimyasal biyosensor tasarimina bakacak olursak, Sekil 2.12A’da gosterilen
elektrot modifikasyon prosediirii uygulanarak GCE yiizeyine 6nce PAMAM, sonra poli-
HT ve son olarak da GDH enzimi tutturularak modifiye GCE hazirlanmis ve bu elektrot

kullanilarak, Sekil 2.12B’de gosterilen fotoelektrokimyasal glukoz biyosensorii
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mekanizmasina goére, hem voltammetrik hem de FIA sisteminde amperometrik

fotoelektrokimyasal biyosensor ¢alismalar1 basariyla gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.12. A) Poli-HT/GDH enzimine bagli tasarlanan biyosensorde elektrot
modifikasyon semasi B) Fotoelektrokimyasal biyosensorde gergeklesen reaksiyonlar i¢in

onerilen mekanizma (Dilgin ve Gokgel, 2015)'den modifiye edilmistir

HT ile gergeklestirilen ¢aligmalarda fotoelektrokatalitik sisteme ait mekanizma yine
Compton ve arkadasalarinin &nerdigi mekanizmayla asagidaki sekilde agiklanmustir. Once
elektrot yiizeyindeki HT absorpladigi isikla uyarilmis hale donlismekte, daha sonra
uyarilmis HT ™ gerek dogrudan NADH ile gerekse glukozun enzimatik tepkimesi sonucu
olusan NADH ile tepkimeye girerek NADH, NAD"ya yiikseltgenmekte, HT ise
indirgenmis formuna doniismektedir. Son olarak elektrot tepkimesiyle HT ’nin indirgenmis
formu tekrar yiikseltgenerek ylikseltgenmis formuna doniisiir ve fotoelektrokataliz devam
eder. Gergeklesen tepkimeler asagida verilmistir (Tepkime 2.6-2.10) (Dilgin ve Gokgel,
2015). FIA sisteminde fotoelektrokimyasal biyosensor tasarimi ilk defa bu ¢alisma ile

gerceklestirilmistir.
h * . .
Poli-HT oy ZPoli-HT (©0x) (Foton Tepkimesi) (2.6)
GDH
Glukoz + NAD" — Glukonolakton + NADH (Enzimatik Tepkime) (2.7)

* .k . + . .
Poli-HT ox +NADH + H" — Poli-HTreqy + NAD" (Kimysasl Tepkime) (2.8)

h
Poli-HT redq) = Poli-HT(ox + 2¢" + 2H" (Elektrot Tepkimesi)  (2.9)

NADH — NAD" + 2¢” + H' (Net Tepkime) (2.10)
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Fotoelektrokimyasal biyosensor tasariminda organik redoks mediyatorler kullanildigi
gibi anorganik yar1 iletken materyallerde kullanilmistir. TiO, modifiye elektrotlar sadece
NADH’nin elektrokatalitik ylikseltgenmesinde kullanildig1 gibi (Schubert ve ark., 2010;
Jafari ve ark., 2014a,b; Liu ve ark., 2015) dehidrogenaz enzimi ve NAD*/NADH redoks
ciftine dayal1 fotoelektrokimyasal biyosensor tasariminda da kullanilmistir (Schubert ve
ark., 2010; Jafari ve ark., 2014a,b; Liu ve ark., 2015). Bu amagla 2015 yilinda yapilan bir
calismada, cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) ve TiO, nanopartikiilinden olusan
kompozit materyal ITO elektrot yilizeyine modifiye edilmis ve ardindan laktat
dehidrogenaz immobilize edilerek NAD*/NADH redoks ¢iftine dayali fotoelektrokimyasal
biyosensor tasarlanmistir (Liu ve ark., 2015). Tasarlanan fotoelektrokimyasal biyosensoriin
mekanizmas1 Sekil 2.13A’da verilmistir. Sekil 2.11A’da verilen mekanizmaya gore
elektrot ylizeyi 1siklandirildiginda TiO2’in degerlik bandindaki elektronlar iletkenlik

bandina gegerek e™-h" ¢iftini olusturur.

h
MWCNT-TiO, / ITO S & + h' (Foton Tepkimesi) (2.11)

[letkenlik bandindaki elektronlar ITO elektroda aktarilirken bu arada enzimatik
tepkime sonucu olusan NADH’de elektronlarini degerlik bandindaki h*’ya vererek laktat

derisimine bagl bir anodik fotoakim olugsmaktadir.

Laktat + NAD® —5 Piruvat + NADH + H* (Enzimatik Tepkime) (2.12)
h
NADH -5 NAD® + 2¢" + H* (Elektrot Tepkimesi) (2.13)

Bu mekanizmaya bagli olarak, degisen laktat derisimine kars1 fotoakim-zaman egrisi
Sekil 2.13B’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi laktat derisimi artik¢a fotoakimin
arttig1 ve dogrusal kalibrasyon araligimin 0,5 ile 120 uM oldugu ve gozlenebilme sinirinin

0,1 uM laktat oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 2.13. A)MWCNT-TiOo/LDH/NAD/ITO nanokompozit elektroduna bagh
fotoelektrokimyasal laktat biyosensor mekanizmasi B) Elektrodun artan sodyum laktat
derigimine bagh (a — h, 0 — 100 uM) fotoakim-zaman egrileri. Uygulama potansiyeli:
0,2 V (Liu ve ark., 2015)'den modifiye edilmistir

Benzer bir calismada, benzen ditiyol vasitasiyla CdSe/ZnS kuantum nokta Au
elektrot yiizeyine kimyasal adsorpsiyon yoluyla baglanmis ve NADH/NAD" redoks ciftine
dayal1 glukoz fotobiyosensorii gelistirilmistir (Schubert ve ark., 2010). Glukoz
dehidrogenaz ve NAD® igeren bir ¢ozeltide glukoz ilavesiyle, NAD®, NADH’ye
indirgenirken, glukoz enzimatik tepkime sonucu glukonolaktona yiikseltgenmistir.
CdSe/ZnS kuantum nanopargacik modifiye Au elektrodun ise enzimatik tepkime sonucu
olusan NADH’nin tekrar NAD"’ya yiikseltgenmesine elektrokatalitik etki gosterdigi ve
yiizeye 151k distiriildiigiinde NADH’ye ait yiikseltgenme pik akiminin arttifi ve boylece
enzim bazli, duyar ve segici bir fotobiyosensor gelistirildigi sonucuna varilmistir. Elde
edilen fotobiyosensdriin tipik sematik gosterimi ise Sekil 2.14.’de verilmistir (Schubert ve

ark., 2010).
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Sekil 2.14. CdSe/ZnS Modifiye Au elektrotta NAD*/NADH redoks ciftine dayali
enzimatik glukoz fotobiyosensorii (Schubert ve ark., 2010)'dan modifiye edilmistir

Son yillarda yapilan birka¢ calismada ise hem organik redoks mediyator hem de
anorganik nanomateryalden olusan kompozit elektrot yiizeyine modifiye edilmis ve
fotoelektrokimyasal biyosensor tasariminda kullanilmistir (Jafari ve ark., 2014a, b). Bu
calismalarin birinde Grafen/CdS kuantum nokta/iyonik sivi/klorpromazin siilfoksit (redoks
mediyator olarak) nanokompoziti GCE yiizeyine modifiye edilmis ve bu modifiye
elektrodun NADH’nin ylikseltgenmesine 1iyi bir elektrokatalitik ve &zellikle
fotoelektrokatalitik etki gosterdigi rapor edilmistir (Jafari ve ark., 2014b). Daha sonra bu
elektrot yiizeyine alkol dehidrogenaz immobilize edilmis ve etanol varliginda olusan
NADH’nin amperometrik yaniti izlenerek fotoelektrokimyasal etanol biyosensorii
gelistirilmistir. Tasarlanan biyosensore iliskin elektrot modifikasyonu, elektrodun etanole
fotoelektrokimyasal yanit mekanizmasi ve 1s1kli/isiksiz ortamda alinan amperometrik
egriler Sekil 2.15.°de verilmistir (Jafari ve ark., 2014b). Sekilden de goriildiigii gibi
fotoelektrokimyasal yanit mekanizmasi sirastyla asagidaki adimlarla verilmistir.

i) elektrot yiizeyinin 1siklandirilmastyla e-h* ¢ifti olusmasi

i) iletkenlik bandindaki elektronun elektroda transferi

iii) etanoliin enzimatik tepkimesi sonucu NAD"’nin NADH’ye déniismesi

iv) Olusan NADH’ nin mediyatoriin yiikseltgenmis formuyla (CPZ-SO) kimyasal tepkimesi
sonucu tekrar NAD"’ya doniismesi

V) bir Onceki adimda olusan mediyatoriin indirgenmis formunun (CPZ-SO(Red))

elektronlarini degerlik bandindaki h*’a transfer etmesi
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Sonug olarak etanoliin derisimine bagli bir anodik fotoakim olugsmus ve bu anodik

fotoakimin izlenmesine bagl olarak da amperometrik bir alkol biyosensorii gelistirilmistir.
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Sekil 2.15. Grafen/CdS QD/IL/CPZ-SO nanokompozit modifiye elektrotta yiik ayrilmasi
ve fotoelektrokimyasal alkol biyosensorii mekanizmasi. Etanol icin elde edilen
elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal akim-zaman egrileri. I¢ kisim: Isikli ve 1s1ksiz

ortamda elde edilen fotoakim-zaman egrileri (Jafari ve ark., 2014b)'den modifiye edilmistir

Benzer baska bir ¢alismada ise organik redoks mediyatdr olarak nil mavisi ve
anorganik yariiletken olarak da CdS kullanilmistir. Bu amagla indirgenmis Grafen/CdS
QDs/poli-NB nanokompoziti ile modifiye GCE hazirlanmis ve bu elektrodun NADH’ nin
yiikseltgenmesine ¢ok 1iyi bir elektrokatalitik ve 0Ozellikle fotoelektrokatalitik etki
gosterdigi saptanmistir (Jafari ve ark., 2014a). Bu caligmada ise bu elektrot yiizeyine
glukoz dehidrogenaz enzimi immobilize edilerek glukoz igin fotoelektrokimyasal
biyosensor tasarlanmistir. Bu ¢alismada elektrot modifikasyon prosediirii  ve

fotoelektrokimyasal biyosensor mekanizmasina iliskin sematik bir gosterim Sekil 2.16’da
verilmistir.
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Sekil 2.16. A) GC/rGO-CdS QDs/PBA/P-NB/GDH modifiye elektrodunun hazirlanmasina
iliskin sematik gosterim ve B) Enzim modifiye elektrotta glukozun fotoelektrokimyasal
biyosensor mekanizmasi ve 1sikli ve 1s1iksiz ortamda elde edilen fotoakim-zaman egrileri

(Jafari ve ark., 2014a)'dan modifiye edilmistir

2.3. Kalem Grafit Elektrot Kullanillarak NADH’nin Elektrokatalitik
Yiikseltgenmesi ve Biyosensor Calismalar:

Literatiirde PGE ile bir¢ok elektrokimyasal sensor, enzimatik biyosensor ve DNA
biyosensor tasarimina iliskin ¢aligmalar gerceklestirilmistir (Wang ve ark., 2000; Wang ve
ark., 2001; Keskin ve ark., 2010; Ozcan ve Sahin, 2010; Dogan Topal ve Ozkan, 2011;
Ozcan ve Sahin, 2011; Dilgin ve ark., 2012b, c, d; Devi ve ark., 2013; Dilgin ve ark., 2013;
Uygun ve Dilgin, 2013; Yardim ve Senturk, 2013; Congur ve ark., 2014; Dede ve ark.,
2014; Elahi ve ark., 2014; Erdem ve ark., 2014; Kuralay ve ark., 2014; Mese ve ark., 2014;
Pala ve ark., 2014; Zhu ve ark., 2014; Dervisevic ve ark., 2015; Sehat ve ark., 2015).
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Gergeklestirilen bir ¢alismada, bir flavonoid tiirii olan kuersetin kalem grafit elektrot
yiizeyine adsorpsiyon yoluyla tutturulmus ve hem NADH’nin hem de siilfiiriin
elektrokatalitik yiikseltgenmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Dilgin ve ark.,
2012b; Dilgin ve ark., 2013). NADH ile ilgili yapilan c¢alismada alinan dongiisel

voltammogramlar ve amperometrik akim-zaman egrileri Sekil 2.17°de verilmistir.

100 pM

Akim

‘072 0‘0 OI.2 0'.4 0'.6 Zaman
Potansiyel / V vs. Ag|AgCl/KCl(sat,)

Sekil 2.17. A) Kuersetin modifiye PGE'nin a) NADH yoklugunda b) 0,5 mM NADH
varhiginda ¢) yalin PGE'nin 0,5 mM NADH varliginda 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponunda 50
mV/s tarama hizinda elde edilen dongiisel voltammogramlar B) 1) Kuersetin modifiye
PGE'nin 2) yalin PGE'in +300 mV'da artan NADH derisimine bagli amperometrik akim-
zaman egrileri (Dilgin ve ark., 2012b) 'den modifiye edilmistir

Sekil 2.17A’da verilen dongiisel voltammogramlardan goriildiigii gibi NADH nin
yiikseltgenmesi, yalin PGE’de yaklasitk 500 mV’da gerceklesirken Sekil 2.17A/c),
kuersetin modifiye PGE’de ise yaklasik 300 mV’da ger¢eklesmis (Sekil 2.17A/ a ve b) ve
200 mV’luk bir negatife kaydirmayla iyi bir elektrokatalitik etkinlik saglanmistir. +300
mV’da degisen NADH derisimine karsilik alinan akim-zaman egrilerinden de 1 numara ile
gosterilen modifiye elektrodun NADH nin yiikseltgenme akimina verdigi yanit, 2 numara
ile gosterilen yalin PGE'den oldukga iyi oldugunu gostermektedir (Sekil 2.17B). Sonug
olarak kuersetin modifiye PGE nin NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine iyi yanit
verdigi tespit edilmistir (Dilgin ve ark., 2013). Baska bir ¢alismada da katekol gruplar
iceren hematoksilin yine PGE ylizeyine modifiye edilmis ve yine hem NADHnin hem de
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stilfiriin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Dilgin ve
ark., 2012b; Dilgin ve ark., 2013). Bu ¢alismalardan ise NADH‘nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesi ile ilgili yapilan c¢alismada alinan dongiisel voltammogramlar ve

amperometrik akim-zaman egrileri Sekil 2.18’de verilmistir.
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Sekil 2.18. A) Yalin PGE'nin a) NADH yoklugunda b) 0,5 mM NADH varliginda ve yalin
Hematoksilin modifiye PGE'nin ¢) NADH yoklugunda ve d) 0,5 mM NADH varliginda
0,1 M pH 7,0 fosfat tamponunda 50 mV/s tarama hizinda elde edilen dongiisel
voltammogramlar B) 1) Hematoksilin modifiye PGE'nin ve 2) yalin PGE'nin +200 mV'da
artan NADH derisimine bagli amperometrik akim-zaman egrileri (Dilgin ve ark., 2012b)

‘den modifiye edilmistir

Sekil 2.17'de gosterilen kuersetin modifiye elektrota benzer sekilde hematoksilin
redoks mediyatoriiniin NADH'ye iyi bir elektrokatalitik etki gdsterdigi tespit edilmistir.
Yalin PGE'de yaklasik 450 mV'da yayvan bir sekilde ylikseltgenen NADH, hematoksilin
modifiye PGE'de yaklasik 200 mV'da yiikseltgenerek potansiyelde 250 mV'luk bir negatife
kayma elde edilmistir. Yine +200 mV potansiyelde elde edilen amperometrik yanitlardan
yalin PGE’ye gore modifiye elektrodun NADH'ye yanitinin olduk¢a iyi oldugu Sekil
2.18’de goriilmektedir (Dilgin ve ark., 2012b; Dilgin ve ark., 2013).

Ancak kuantum nokta modifiye PGE'ye iliskin bir ¢alismaya rastlanilmamistir. PGE
ile gerceklestirilen enzim bazli biyosensor tasarimi ya da NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesi iizerine sinirli sayida calisma mevcuttur. Enzim bazli biyosensor
tasariminda tek 6rnek olan ¢aligma asagida verilmistir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada ise pirokatekol violet redoks mediyatorii tek

duvarli karbon nanotiip modifiye edilmis PGE yiizeyine adsorbe edilerek hem NADH’nin
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elektrokatalitik yiikseltgenmesi gerceklestirilmis hem de alkol dehidrogenaz yiizeye
immobilize edilerek NAD*/NADH redoks ciftine dayali alkol biyosensérii tasarlanmistir

(Zhu ve ark, 2014). Tasarlanan biyosensér mekanizmasi ise Sekil 2.19°da verilmistir.
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Sekil 2.19. Tek duvarli karbon nanotiip modifiye kalem grafit elektrot ylizeyinde

% |

pirokatekol violet ile birlikte enzim immobilizasyon prosediirleri ve NAD*/NADH redoks
ciftine bagh gelistirilen biyosensoriin mekanizmasi (Zhu ve ark., 2014)'den modifiye

edilmistir

2.4. Fotoelektrokimyasal DNA Biyosensorleri

Benzer mekanizmayla anorganik yariiletken nanomateryaller kullanilarak,
fotoelektrokimyasal niikleik asit biyosensorleri de gelistirilmistir (Tokudome ve ark., 2005;
Lu ve ark., 2008b; Xu ve ark., 2008; Fan ve ark., 2010; Ferancova ve ark., 2010; Fan ve
ark., 2014). Bu ¢aligmalarin birinde tiyol grubu igeren bir DNA zinciri (SH-5’-GGG AAA
AGG AAT TCG AAA AAA AGG GG-3’, DNAI1) kendiliginden olusmali tek tabaka
yontemiyle (self-assembled monolayer, SAM) sentezlenen Au nanapartikiill (AuNP)
yiizeylerine tutturulmus ve bu AuNPs’lerde TiO; tutturulmus FTO elektrot yiizeyine
modifiye edilmistir. Modifikasyona ve fotoelektrokimyasal DNA  biyosensor
mekanizmasina iligkin sematik bir gosterim Sekil 2.20’de verilmistir (Lu ve ark., 2008b).
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Sekil 2.20. a) DNAL-AuNP modifiye TiO,/FTO elektrodun hedef DNA i¢in hazirlanmasi
b) Fotoelektrokimyasal DNA biyosensor mekanizmasi (Lu ve ark., 2008b)'den modifiye

edilmistir

Daha sonra degisen dalga boyuna bagh fotakim izlenerek fotoelektrokimyasal DNA
biyosensorii tasarlanmistir. Once TiO2/FTO elektrodun, ardindan DNA1 tutturulmus
AUNPs-DNA/TIO,/FTO’nun ve sonrasinda bu elektrodun tamamlayici tiyol iceren DNA
(komplementer DNA, SH-5°-CC CCT TTT TTT CGA ATT CCT TTT CCC-3’, cDNA) ile
hibridizasyonundan sonra akim-dalga boyu egrisi alinarak fotoelektrokimyasal DNA
biyosensorii tasarlanmistir. Elde edilen egriler Sekil 2.21A’da verilmistir (Lu ve ark.,
2008b). Sekilden goriildigi gibi TiO2’in yaklasik 350 nm’de bir fotoakim verdigi (Sekil
2.21A/a egrisi), AuNPs-DNAI baglandiginda ise bu akimin arttig1 (Sekil 2.21A/b egrisi)
ve son olarak hedef cDNA ile hibridizasyonu sonrast DNA1-AuNPs’e gore akimin azaldig
(Sekil 2.21A/c egrisi) gozlenmistir. Bu sonuglara gore hedef DNA ile hibridzasyonu
sonrast akimdaki azalisga bagli olarak fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin
gelistirildigi rapor edilmistir. Kiyaslama yapmak amaciyla da AuNPs icermeyen sadece
TiO, ile modifiye elektortlarla da benzer deneyler yapilmis ancak ayni sonuglar elde
edilemememistir. Son olarak artan ¢cDNA derisimi ile hibridizasyon sonucu AuNPs-
DNA/TIO,/FTO da elde edilen fotoakim dalga boyu grafigi ve derisim akim degisimi
grafigi Sekil 2.21B’de verilmistir. Sekilden artan hedef cDNA ile akimin azaldigi ve

fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin gergeklestirilebiecegi goriilmektedir.
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Sekil 2.21. A)TiO,/FTO elektrodun a) prob yokken b) AuNPs-DNAL1 prob modifiye
edildiginde c¢) b + hedef cDNA ile hibridizasyonundan sonra elde edilen fotoakim

spektrumlar1 I¢ kisim: AuNPs yokken TiO; i¢in elde edilen fotoakim spektrumlar B)

Fotoakim degisiminin hedef DNA derisimi ile degisim grafigi ve bu grafige ait fotoakim

spektrumlari

Bagka bir ¢alismada ITO elektrot yiizeyine sirasiyla TiO,, CdS:Mn nanokompoziti,
Prob heparin DNA ve bu prob DNA’ya da CdTe-COOH ve CdTe-NH; immobilize edilmis

ve hedef DNA ile hibridizasyonuna bagli fotoelektrokimyasal DNA biyosensorii

gelistirilmistir. Modifikasyona ait sematik bir gosterim Sekil 2.22°de verilmistir (Fan ve

ark., 2014).
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NH,
o CdTe-NH, ~w Sisteamin ~.~.~ Hedef DNA

Sekil 2.22. Heparin DNA fotoelektokimyasal sensorii i¢in kullanilan modifiye elektrodun

hazirlanma prosediirii (Fan ve ark., 2014)'den modifiye edilmistir
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Prob DNA baghh modifiye ITO elektrodun yiizeyi 1siklandirildiginda biiyiik bir
fotoakim olustugu ancak ortama hedef DNA ilave edilip hibridizasyonu saglandiginda bu
akimin azaldig1 ve dolayisiyla da bdyle bir fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin
gelistirildigi rapor edilmistir. Artan hedef DNA derisimine karsi elde edilen akim zaman
egrileri, kalibrasyon egrisi ve modifiye elektrodun tamamlayici DNA, tek bazi degisik
DNA ve tamamlayicit olmayan DNA ile hibridizasyonu sonrasi elde edilen yanitlart Sekil
2.23°de verilmistir. Sekil 2.23C’de gorildiigli gibi hedef DNA ile fotoakim belirli bir

miktar azalirken digerleri pek azalmamustir (Fan ve ark., 2014).
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Sekil 2.23. A) Hedef DNA derisimi ile elde edilen fotoakim grafigi B) Derisim —akim
degisim grafigi C) Modifiye elektrodun a) Hedef DNA b) Tek baz degisimi DNA c ve d)

Tamamlayici olmayan DNA ortamindaki fotoakim degisimleri

Zhao ve arkadaslar1 tek zincirli DNA (ssDNA) ile grafen materyali arasinda gliglii
etkilesimden yararlanarak, grafen kuantum nokta modifiye pirolitik grafit elektrot (PG)
prob olarak ssDNA molekiilleri kullanip elektrokimyasal biyosensor tasarlamiglardir.

Prob molekiilleri elektrot yiizeyine tutundugunda, [Fe(CN)s]*/* ile elektrot
arasindaki elektron transferine engel olacaktir. Ancak ortama hedef DNA veya protein
ilave edildiginde ssDNA grafen yerine bu hedefe baglanacak boylece [Fe(CN)6]*7*e ait
pik akimlarinda artis gozlenecektir. Sekil Sekil 2.24’de modifiye elektrotun hazirlanma
asamalar1 verilmistir (Zhao ve ark., 2011).
ss-DNA 1’e ait baz dizisi: 5 - TCTCTCAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT
-3
ss-DNA 2 baz dizisi: 5’- AG TCA CCC CAA CCT GCC CTA CCA CGGACT GAG AGA
-3
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Sekil 2.24. PG elektrotun modifikasyon semasi (Zhao ve ark., 2011)'den modifiye

edilmistir

PG elektrot yiizeyine 10 uL 15 mg/L grafen kuantum noktalar (GKN) ilave edilerek
modifiye elektrot hazirlanmstir.

GKN modifiye elektrot yiizeyine ssDNA-1 immobilize etmek icin elektrot 500
nM ssDNA-1 igeren 70 pL 10 mM Tris-HCI tamponuna daldirilmistir. Elektrokimyasal
olgtimler i¢in istenen miktarda sSDNA-2 ve trombin ilk olarak sSDNA-1 iceren ¢ozeltiye
eklenmeli ve immobilizasyondan 6nce 1 saat boyunca inkiibe edilmelidir.

Elektrokimyasal Slgiimler 5 mM [Fe(CN)g]*/* igeren pH 6,0; 10 mM Tris-HClI
tamponunda diferansiyel puls voltammetrisi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ortamdaki hedef miktar arttirildiginda pik akiminda artis gozlenmistir. Ortamdaki
hedef ssDNA miktar1 arttirilldiginda daha fazla hibridizasyon meydana gelmis, modifiye
elektrot ylizeyine bagli ssDNA miktar1 azalacagindan pik akiminda artis gézlenmistir.

Calismada kullanilan ssDNA probu ayni zamanda trombin aptameri oldugundan
ayni biyosensor trombin tayini i¢in de kullanilmistir.

Sekil 2.25°de yalin pirolitik grafit elektrot kullanilarak Ol¢iim alinmis ve yalin
elektrot ile almman sonucglardan prob ssDNA’nin hedef ssDNA veya trombin ile

hibridizasyonunu ayird edemedigi gézlenmistir (Zhao ve ark., 2011).
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Sekil 2.25. Yalin pirolitik grafit elektrot ile alinmis DPV sonuglari. Yalin elektroda
SSDNA-1 immobilize edilmis ve ssDNA-2 ve trombinle inkiibe edilmistir (Zhao ve ark.,
2011) 'dan modifiye edilmistir

Sonugta grafit kuantum noktalar kullanilarak daha duyar, secici elektrokimyasal
biyosensor gelistirilmistir (Zhao ve ark., 2011).

Bu calismalar disinda kuantum noktalarin  kullanildigi  fotoelektrokimyasal
sensorlerin gelistirildigi bir¢cok ¢alisma mevcuttur. Sonug olarak kuantum nokta modifiye
elektrotlarin son yillarda elektrokimyasal sensor ve fotoelektrokimyasal sensor alanlarinda
bircok calismada kullanildigr ve bu yondeki ¢alismalarin her gecen giin artacagi sonucu

ortaya ¢cikmaktadir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sodyum hidroksit (NaOH), Sodyum tiyosiilfat pentahidrat (Na;S;03.5H,0), Cinko
kloriir (ZnCl,), Etilen diamin tetraasetik asit’in (EDTA) disodyum tuzu (Na;EDTA.2H,0,
Titriplex 11, C1oH14N2Na20g.2H,0), Potasyum ferrosiyaniir trihidrat (K4Fe(CN)g 3H,0) ve
Potasyum ferrisiyaniir (KsFe(CN)g), % 96°lik etil alkol, orto-fosforik asit (H3PO4, % 85),
Hidroklorik asit (HCI, % 37), Borik asit (HsBOs3), aliimina bulamag¢ (1,0 pm, 0,33 pm ve
0,05 um), Nafion 117 ¢ozeltisi (diisiik alifatik alkol ve su karigiminda yaklasik %5°lik),
Alkol dehidrogenaz (Alcohol dehydrogenase, Saccharomyces cerevisiae, 7,5 KU), glukoz
dehidrogenaz (Glucose dehydrogenase, Pseudomonas sp., 340 U/mg protein), PAMAM
(Metanolde %10, PAMAM dendirmer, ethylene daimine core, generation 4,0 solution,
[NH2(CH2)2NH;]:(G=4); dendri PAMAM(NH)ss) Aldrich firmasindan, Nikotinamit
adenin diniikleotidin  indirgenmis disodyum  tuzu trihidrat (NADH-Na,
C21H27014N7P2Na2.3H,0)  Alfa-Aeser firmasindan; Nikotinamit adenin diniikleotidin
indirgenmis disodyum tuzu (NADH-Na,, Cj1H27014N7P2Naz) Ambresco firmasindan;
NaNAD®, CyiHxN;NaO4P,), merkapto asetik asit (HSCH,COOH), D-(+)-glukoz
(CsH1206) Sigma firmasindan; sigir serum albumini (Albumin, from Bovine serum, BSA),
glutaraldehit (GA, 25% w/w suda), Potasyum Kloriir (KCl) Carlo Erba firmasindan,
Kadmiyum kloriir hemipentahidrat (CdCl;.2,5H,0) Acros firmasindan; multi-walled
karbon nanotiip (MWCNT) Dropsens firmasindan temin edilmistir. Insan Popilloma
virtisiine ait (Human Popilloma virus, HPV) tek sarmalli DNA dizileri ise (Prob DNA: 5’-
GTA TCT ACC ACA GTA ACA AA-3’; Hedef DNA (tamamlayici, DNA): 5°-TTT GTT
ACT GTG GTA GAT AC-3; tek dizisi degisik DNA: 5°-TTT GTT ACT GGG GTA GAT
AC-3; Hedef dist DNA (tamamlayici olmayan, DNA): 5°-GAA TAT GAT TTACAG TTT
ATT TTT-3’) Integrated DNA Technologies (IDT) firmasindan temine edilmistir. 0,5 mm
capindaki kalem uglar ise TOMBOW marka olacak sekilde kirtasiyelerden satin alinmistir.

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Dongiisel voltammetrik, impedans ve amperometrik deneyler, geleneksel {iglii
elektrot sistemi kullanilarak oda sicakliginda gergeklestirildi. Pt tel yardimci elektrot,
(BASi MW-1032 Pt tel, 7,5 cm uzunlugunda ve 0,5 mm ¢apinda), karsilastirma elektrodu
Ag/AgCl/(doygun KCI) elektrot (BASi RE-5B, 7,5 cm uzunlugunda ve 6,0 mm i¢ ¢apinda)
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ve caligma elektrodu olarak camimsi karbon elektrot (BASi MF2012 glassy carbon
electrode GCE, gap1: 3,0 mm) ile kalem grafit elektrot (Pencil Graphite Electrode, PGE)
kullanildi. 0,5 mm ¢apinda ve 60,0 mm uzunlugunda 0,5 kursun kalem uglar1 (Ultra-
Polymer, 2B, TOMBOW Japonya) satin alindi. 0,5 kalem (Model T, Rotring, Almanya)
kalem uglarimi tutmak i¢in mekaniksel olarak kullanildi. Elektriksel iletkenligi saglamak
icin kalem uglarmi tutan govdenin metalik kisimlar1 (u¢ kismi ve arka tarafin basili
kisimda ceplere koymaya yarayan halka ve serit seklindeki metalik kisim) lehimlenerek
metalik bir telle birbirine baglantis1 sagland1 (Sekil 3.1.).

Uclii elektrot sistemini tamamlamak {izere elektrokimyasal cihazin ¢alisma
elektroduna ait krokodil denen baglanti ucu hazirlanan kalemin halka kismina baglandi
boylece Uglii elektrot sistemi tamamlandi. Kalem uglarmin 10,0 mm’lik kismi destek
elektrolite temas edecek sekilde bir cetvelle dlgiilerek, kalem gévdesi PGE icin 6zel olarak
tasarlanan elektrokimyasal hiicreye daldirildi. Boylece dongiisel voltammetrik ve impedans
egrilerinin kaydedilmesi asamalarinda, her bir 6l¢iim i¢in toplam ucun 10,0 mm’lik bir
kismi ¢ozeltiye daldirildi (Alani:15,90 mm?). FIA sisteminde de yine ucun 10,0 mm’lik

kismi akigkan sistemde olacak sekilde monte edildi
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Sekil 3.1. PGE’nin tasarimina ait gematik gosterim

Tiim elektrokimyasal Ol¢timler Iviumstat ve Compactstat Electrochemical Interface
(Ivium Technologies, Eindhoven, the Netherlands) ve Autolab PGSTAT 128N
Potentiostat/Galvanostat cihazlari kullanilarak gergeklestirildi. Biitiin ¢6zeltilerin pH’1
kombine cam elektrodu (Hanna HI 1332) ile Hanna HI 221 pH metre kullanilarak 6l¢iildii.
Olgiim 6ncesi cam elektrodun standart tampon ¢ozeltilerle kalibrasyonu yapildi. GCE
yiizeyinin temizlenmesinde ve baz1 ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultrasonik banyo
(Bandeline Sonorex) kullanildi. Fotoelektrokimyasal deneyleri gerceklestirmek icin, Fiber
optikli 24 V, 250 W halojen lamba (fiber optic illuminator 250 W halogen bulb with Foi-5-
light guide, Titan Tool Supply Inc., USA) ile ¢alisma elektrot yiizeyi 1siklandirildi. FIA
deneylerini gerceklestirmek icin sekiz kanalli peristaltik pompa (Ismatec, Ecoline
peristaltic pump with polyethylene tubing (0,75 mm i.d.), bir enjeksiyon vanasi (Rhedoyne
8125 sample injection valve) ve fotoelektrokimyasal akis hiicreleri kullanildi. Basit bir
semas1 Sekil 3.2°de verilen fotoelektrokimyasal akis hiicresi ilk defa PGE igin tasarlanmis
ve Teflondan yaptirilmistir. Dolayisiyla PGE i¢in bu yeni fotoelektrokimyasal akis hiicresi
(Sekil 3.2.) kullanilirken, MWCNT modifiye GCE igin de daha 6nce teflondan yaptirilan
fotoelektrokimyasal akis hiicresi (Sekil 3.3.) kullanilmistir. Cozeltileri hazirlamak igin
kullanilan deiyonize su Elga Option Q7B (18,2 MQ cm) cihazindan saglanmistir.
MWCNT modifiye GCE hazirlanmasi esnasinda IR lamba CNT'lerin kurutulmasi
isleminde kullanildi. SEM goriintiileri Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme

Arastirma Merkezi’nden alinmigtir. Perkin elmer spektrofotometre cihazi UV-Vis
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dlgiimlerinde kullanildi. Enzim ve bazi malzemelerin saklanmasi i¢in -20°C ve +4°C ye
uygun derin dondurucu ve buzdolabi kullanildi. Voltammetrik ¢alismalarda O, gazinm

uzaklastirmak i¢in Ar gazi kullanildi.

Pt -heljl et T £
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Sekil 3.2. PGE i¢in FIA amperometrik ve fotoamperometrik ¢alismalarda kullanilan akig

hiicresinin sematik gosterimi (T: teflon govde; L: Fiber optikli Isik kaynagi; P:kolon;

G:Kuartz pencere) (Saglam ve ark., 2016)
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Sekil 3.3. GCE ve GCE/MWCNT i¢in FIA amperometrik ve fotoamperometrik
caligmalarda kullanilan akis hiicresinin sematik gosterimi (T: teflon govde; L: Fiber optikli
151k kaynagi; P: kolon; G: kuartz pencere) (Dilgin ve ark., 2003, Dilgin ve ark., 2005;
Dilgin ve ark., 2006; Dilgin ve ark., 2010)

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmas: i¢cin Kullanilan Cézeltiler

0,10 M EDTA Cozeltisi: 0,93 g Na,EDTA.2H,0 (MA: 372,24 g/mol) tartilarak bir
miktar deiyonize suyla ¢o6ziildi ve 25,0 mL’lik balon jojeye deiyonize suyla tamamlandi.

0,10 M Sodyum Tiyosiilfat (Na;S,03) Cozeltisi: 0,62 g Na,S;03.2H,0 (MA:
248,21 g/mol) tartilarak bir miktar kaynatilmis sogutulmus deiyonize su ile ¢oziildii ve
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yine kaynatilmis sogutulmus deiyonize su ile 25,0 mL’lik balon jojenin ¢izgisine kadar
tamamlandi. Bu ¢ozelti gilinliik olarak hazirlandi.

0,1 M CdCl,: 0,570 g CdCl,.2.5H,0 (MA: 228,34 g/mol) tartilarak bir miktar
deiyonize su ile ¢oziildii ve 25,0 mL’lik balon jojeye deiyonize suyla tamamlandi.

0,1 M ZnCl,: 0,340 g susuz ZnCl, (MA: 136,30 g/mol) tartilarak bir miktar
deiyonize su ile ¢oziildii ve 25,0 mL’lik balon jojeye deiyonize suyla tamamlandi.

0,1 M HCI Cozeltisi: Bir miktar deiyonize su iceren bir behere % 37’lik ve
yogunlugu 1,19 g/mL olan HCI’den, bir pipetle 8,4 mL alinip, 1,0 L’lik balon jojeye ilave
edilerek deiyonize su ile balon jojenin ¢izgisine kadar tamamlandi.

0,10 M NaOH Cozeltisi: 4,0 g NaOH (40 g/mol) tartilarak bir miktar deiyonize su
ile ¢oziildii ve 1,0 L’lik balon jojeye deiyonize suyla tamamlandi.

0,10 M KCI iceren Britton Robinson Tampon Cozeltisi (Britton Robinson
Buffer Solution, BRBS, pH:7,0): pH 7,0 olan BRBS hazirlamak i¢in asagidaki iki
¢Ozeltinin uygun karigimlart karistirilarak elde edildi. Bu ¢ozelti PGE elektrotlarin
kosullandirilmasi esnasinda kullanildi.

0,10 M KCl igeren 0,04 M Britton Robinson (BR) Cézeltisi: % 85'lik yogunlugu
1,71 g/mL olan H3PQO,'den, bir pipetle 2,7 mL, % 96'lik yogunlugu 1,05 g/mL olan
CH3;COOH'den bir pipetle 2,4 mL alinip, H3BOj3 katisindan 2,47 g ve KCl'den 7,46 ¢
tartilip az miktar deiyonize su igeren beherde ¢oziildii ve 1,0 L'lik balonjojeye ilave
edilerek yine deiyonize su ile balonjojenin ¢izgisine kadar tamamlandi.

0,10 M KCl iceren 0,20 M NaOH Cozeltisi: NaOH'den 4,0 g ve KCl'den 3,73 ¢
tartilip az miktar deiyonize su ile ¢oziildiikten sonra 500,0 mL'lik balonjojeye ilave

edilerek yine deiyonize su ile balonjojenin ¢izgisine kadar tamamlandi.

3.3.2. Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal impedans Spektrum ve Déngiisel
Voltammogramlarinin Kaydedilmesinde Kullanilan Redoks Prob Cozeltisi

0,10 M KCl iceren 1,0x10°M K3Fe(CN)s + 1,0x10°M KsFe(CN)s Cozeltisi: ilk
olarak 0,329 g K3Fe(CN)g, 0,422 g K4Fe(CN)g.3H,0 ve 0,746 g KCI (MA: 74,55 g/mol)
tartilarak, bir miktar deiyonize suyla ¢oziilerek 100,0 mL’ye saf su ile tamamlandi. Bu
cozelti elektrot modifikasyonundan sonra modifiye elektrotlarin karakterizasyonu i¢in
impedans egrilerini ve dongiisel voltammogramlar1 kaydetmede destek elektrolit olarak

kullanildi.

53



3.3.3. NADH’nin elektrokatalik ve fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinde
kullanilan ¢ozeltiler

0,10 M KCl igceren 0,10 M HCI Cozeltisi: 7,46 g KCl iceren bir behere bir miktar
deiyonize su ilave edildikten sonra, %37'lik ve yogunlugu 1,19 g/mL olan HCI'den, bir
pipetle 8,4 mL alinip 1,0 L'lik balon jojeye ilave edilerek, deiyonize su ile balon jojenin
cizgisine kadar tamamlandi.

0,10 M KCl iceren 0,10 M NaOH Cozeltisi: 7,46 g KCI ve 4,0 gr NaOH (MA:40
g/mol) tartilarak bir miktar deiyonize su ile ¢6ziildii ve 1,0 L'lik balon jojeye deiyonize
suyla tamamlanda.

0,10 M KCl iceren Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate buffer solution, PBS,
pH:7,0): 1,56 g NaH,P0,4.2H,0 (MA:156,02 g/mol), 1,78 g (Na;HPO,4.2H,0, MA:177,99
g/mol), 7,46 g KCl tartild1 ve belli bir miktar deiyonize suyla ¢6ziildiikten sonra 1,0 litreye
deiyonize suyla tamamlandi. 0,10 M KCI i¢eren 0,10 M NaOH veya 0,10 M KCI igeren
0,10 HCI ¢ozeltisi ile pH1 7,0'ye ayarlandi. Bu ¢ozelti NADH’nin modifiye ve yalin
elektrotlardaki dongiisel voltammogramlarini kaydetmek i¢in kullanildi.

Stok NADH c¢ozeltisi (0,05 M): 0,0348 g Na,NADH (MA:709,40 gr/mol) tartilarak
0,10 M KCI igeren pH 7,0 PBS ile 1,0 mL'ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti gilinliik
kullanilmak sart1 ile buzdolabinda +4 °C'de muhafaza edildi ve ¢dzeltinin UV-Vis
Spektrofotometre cihazi kullanilarak 340 nm'de absorbansi Olgiilerek derisimde diizeltme

faktorli uygulandi.

3.3.4. FIA sisteminde Amperometrik NADH Calismalar1 icin kullanilan
cozeltiler

1,0 M KCl igeren PBS ¢ozeltisi (pH 7,0): Dongiisel voltammetrik ¢alismalarda 0,10
M KCI igeren PBS kullanilirken, FIA amperometrik ¢alismalarda Ag/AgCl tel direk
kullanildigindan akigkan sistemde 1,0 M KCI olacak sekilde kullanilmistir. Boylece FIA
sisteminde Ag/AgCl (1,0 M KCI) referans elektrodu kullanilmis oldu. 1,56 ¢
NaH,P0O4.2H,0 (MA:156,02 g/mol), 1,78 g (Na;HPO,4.2H,0, MA:177,99 g/mol), 74,6 g
KClI tartildi ve belli bir miktar deiyonize suyla ¢oziildiikten sonra 1,0 litreye deiyonize
suyla tamamlandi. 1,0 M KCI igeren 0,10 M NaOH veya 1,0 M KCI igeren 0,10 HCI
coOzeltisi ile pH istenilen degere ayarlandi. Bu ¢6zelti NADH’nin modifiye ve yalin

elektrotlar kullanilarak FIA sisteminde akim zaman egrilerini kaydetmek i¢in kullanildi.
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Standart NADH Cozeltileri: Daha onceki kisimda hazirlanan stok 0,05 M NADH
¢ozeltilerinden uygun seyreltmeler yapilarak ara stok ¢ozeltileri ve ara stok ¢ozeltilerinden

de standart ¢ozeltiler 1,0 M KCl igeren pH 7,0 fosfat tamponu ile hazirlandi.

3.3.5. Glukoz dehidrogenaz enzim (GDH) immobilizasyonu ve GDH’a bagh
biyosensor calismalari icin kullanilan ¢ozeltiler

Stok Glukoz Cozeltisi (1,0M): 1,0 M'lik stok glukoz ¢ozeltisi giinliik taze olacak
sekilde pH 7,0 PBS'de hazirlandi. Bu amagla 0,90 gr D-(+)-glukoz tartilarak bir miktar
0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS ile ¢oziildi ve 5,0 mL'lik balonjojeye yine ayni tampon
¢ozeltiyle tamamlandi.

Glukoz Dehidrogenaz (GDH) Cozeltisi: 80 mg/mL (PGE ylizeyine
immobilizasyonu i¢in) ve 20 mg/mL (MWCNT/GCE'ye immobilizasyonu i¢in) olacak
sekilde GDH literatiirdeki prosediir (Dilgin ve Gokgel, 2015) uygulanarak, 0,20 M pH 7,0
PBS ile 1,0 mL'lik ependorf tiipiinde giinliik hazirlandi ve kullanimdan énce +4 °C'de
buzdolabinda bekletildi.

%1,0’lik Bovine Serum Albumin (BSA) cozeltisi: 10,0 mg BSA 100,0 uL 0,1 M
pH 7,0 PBS ile 1,0 mL'lik ependorf tiipiinde ¢oziilerek giinliik hazirlandi ve kullanimdan
once +4 °C'de buzdolabinda bekletildi.

0,1 M Glutaraldehit (GA) stok c¢ozeltisi: 189,0 L GA ¢ozeltisi (d:1,061 g/mL,
MW:100,12 g/mol, 25% w/w yaklasik 2,7M) 0,10 M pH 7,0 PBS ile 5,0 mL'ye seyreltildi.

20 mM GA cozeltisi: 0,10 M GA stok ¢ozeltisinden 200,0 pL alinarak, 0,10 M pH
7,0 PBS ile 5,0 mL'ye seyreltildi.

3.3.6. GDH’ya bagh glukoz biyosensorii icin dongiisel voltammetrik
calismalarda kullanilan destek elektrolit

Glukozun modifiye elektrotlarla dongiisel voltammogramlarinin kaydedilmesinde
0,10 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren 0,10 M PBS (pH 7,0) kullanildi. Bu amagla 1,56 ¢
NaH,P04.2H,0, 1,78 g Na;HPO,.2H,0, 7,46 g KCI ve 0,685 g NaNAD" (MA: 685,41
g/mol) tartilarak bir miktar deiyonize suyla ¢oziildii ve sonra 1,0 litreye deiyonize su ile

tamamlandi.
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3.3.7. GDH’ya bagh glukoz biyosensorii icin FIA sisteminde amperometrik ve
fotoamperometrik calismalarda kullanilan tasiyici ¢ozelti

Glukozun modifiye elektrotlarla dongiisel voltammogramlarinin kaydedilmesinde
0,10 M KClI igeren pH1 7,0 PBS kullanilirken, FIA sisteminde amperometrik egrilerin
kaydedilmesinde ise 1,0 M KCI igeren pH'1 7,0 PBS kullanildi. Bu amagla 1,56 ¢
NaH,P04.2H,0 ve 1,78 g Na;HPO,4.2H,O ve 74,55 g KCI bir miktar deiyonize suda
¢oziilerek 1,0 litreye deiyonize suyla tamamlandi. 1,0 M KCI igeren 0,10 M NaOH veya
0,10 M HCI ¢ozeltisi ile pH 7,0'ye ayarlandi. Bu ¢ozelti glukozun FIA sisteminde
amperometrik ve fotoamperometrik yanitlarini elde etmek icin destek elektrolit (tasiyici
¢ozelti) olarak kullanildt.

Standart Glukoz Cozeltileri (FIA amperometrik ic¢in): Stok 1,0 M glukoz
cozeltilerinden uygun seyreltmeler yapilarak ara stok c¢ozeltileri ve ara stok ¢ozeltilerinden
de standart c¢ozeltiler 1,0 M KCI ve 10,0 mM NaNAD" icerecek sekilde 0,10 M pH 7,0
PBS ile hazirlandi.

3.3.8. Alkol Dehidrogenaz Enzim (ALDH) immobilizasyonu ve ALDH’a bagh
biyosensor calismalari icin kullanilan ¢ozeltiler

Stok Alkol Cozeltisi (1,0M): 1,0 M’lik Stok etil alkol ¢ozeltisi giinliikk taze olacak
sekilde pH 7,0 fosfat tampon ¢6zeltisinde (phosphate buffer solution, PBS) hazirlandi. Bu
amagla 3,4 mL etanol alinip 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS ile 5 mL’lik balon jojeye
tamamlandi.

Alkol Dehidrogenaz (ALDH) Cozeltisi: 100 mg/mL olacak sekilde hem PGE hem
de MWCNT/GCE yiizeyine immobilizasyonu i¢in 0,1 M pH 7,0 PBS ile 1 mL’lik ependorf

tiipiinde giinliik hazirland1 ve kullanimdan &nce +4 °C'de buzdolabinda bekletildi.

3.3.9. ALDH’ya bagh etanol biyosensorii icin dongiisel voltammetrik
calismalarda kullanilan destek elektrolit

Etanoliin modifiye elektrotlarla dongiisel voltammogramlarinin kaydedilmesinde
0,1 M KCI ve 10 mM NAD?* iceren 0,1 M PBS (pH 7,0) kullanildi. Bu amagla
NaH,P04.2H,0, Na;HPO,.2H,0, KCI ve NaNAD’nin uygun miktarlan tartilarak 1 litreye

saf su ile tamamlandi.
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3.3.10. ALDH’ya bagh Etanol Biyosensorii icin FIA sisteminde Amperometrik
ve Fotoamperometrik Calismalarda Kullamilan Tasiyic1 Cozelti

1,0 M KCl (Dongiisel voltammogramlarin kaydedilmesinde 0,1 M KCI
kullanild) iceren PBS (pH 7,0)

NaH,PO, ve Na;HPO, 1n belli miktarlarinin ¢oziiliip litreye tamamlanip ortamda
1,0 M KCI olacak sekilde belli miktar KCI tartilmasiyla hazirlandi. 0,1 M NaOH veya
HCI ¢ozeltisi ile pH 7,0'ye ayarlandi. Bu ¢6zelti etanoliin FIA sisteminde amperometrik ve
fotoamperometrik yanitlarin1 elde etmek icin destek elektrolit (tasiyici ¢ozelti) olarak
kullanildi.

Standart Etanol Cozeltileri: Stok 1,0 M etanol ¢ozeltilerinden uygun seyreltmeler
yapilarak ara stok ¢ozeltileri ve ara stok ¢ozeltilerinden de standart ¢ozeltiler 1,0 M KCI ve
10 mM NAD?* icerecek sekilde 0,1 M pH 7,0 PBS ile hazirland:.

3.4. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.4.1. Kuantum Nokta (QD) Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

Tiim voltammetrik ¢alismalarda {iclii elektrot sistemi kullanildi. Calisma elektrodu
camimsi karbon elektrot (GCE) veya kalem grafit elektrot (PGE), karsilastirma elektrodu:
Ag/AgCI/KClgoygun), yardimer elektrot: Pt tel kullanildi. GCE kullanilmadan 6nce ilk
olarak 1,0 um ardindan 0,3 um ve son olarak 0,05 um aliimina ile parlatildi daha sonra 3
dk sirasiyla etanol ve saf su igerisinde ultrasonik banyoda bekletildi. Kalem grafit
elektrotlar ise her seferinde kullanilip atildu.

CdS nanokompozit film modifiye elektrotlar Qian ve arkadaglar1 (2010) ile Lu ve
arkadaslarinin (2008) 6nerdigi gibi hem GCE hem de PGE yiizeyinde gerceklestirildi. Bu
amagla, daha once yine Qian tarafindan optimize edilen miktarlarda 15,0 mM Cd2+, 8,0
mM 52032', 8,0 mM EDTA iceren destek elektrolit ortamina iiclii elektrot daldirilarak,
hiicreye 15 °Cde Ag/AgCl/KCldoyqun) elektrota kars1 800 s, -1,06 V GCE i¢in ve PGE i¢in
-1,0 V’luk potansiyel uygulandi. CdS-ZnS nanokompozit film modifiye elektrotlar icin
CdS elektrot ylizeyine biriktirildikten sonra elektrot yiizeyine 15,0 mM Zn2+, 8,0 mM
82032', 8,0 mM EDTA iceren destek elektrolit ortaminda, 15°C°de Ag/AgCI/KClgoygun)
elektrota kars1 1000 s, -1,06 (GCE i¢in) ve -1,0 V’luk (PGE icin) potansiyel uygulanda.
Hazirlanan elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra elektrotlar elektrokimyasal yontemlerle
karakterize edildi. Elektrot yiizeyine ilk olarak CdS biriktirildi ancak FIA'da yasanan

sorunlar sebebiyle CdS ile kaplanan yiizeye ZnS de biriktirilerek modifikasyon islemi
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gerceklestirildi.
ALDH enzimi i¢in hazirlanan elektrotun modifikasyonu ise GDH enzimi tutturulan
elektrottan farkli olarak destek elektrolit ortaminda CdS bulunmaksizin gergeklestirildi.

CdS modifiye PGE: Kalem grafit elektrotlar 6n temizleme islemine tabi tutularak ve

tutulmaksizin iki sekilde kullanildi. Oncelikle kalem grafit elektrot yiizeyindeki kimi
safsizliklar1 uzaklastirmak ve yiizeyi aktif hale getirmek amaciyla kullanilacak tim PGE’
ler pH 7,0 BRT ortaminda +1,45 V'da 60 s amperometrik yOntem uygulanarak
kosullandirild1 (K.PGE). Saf suyla yikandiktan sonra yiizeyine CdS biriktirmek i¢in, Qian
ve arkadaslar1 (2010) ile Lu ve arkadaslarimin (2008) 6nerdigi prosediir uygulandi. CdS
biriktirme islemi MAA varliginda bahsedilen prosediir kullanilarak gerceklestirildi. Kalem
grafit elektrotlar ise her seferinde kullanilip atildi. Elde edilen elektrotlar K.PGE/CdS ve
K.PGE/CdS-MAA olarak tanimlandi. PGE’nin hazirlanmasina ait sematik gosterimler
daha sonraki asama olan enzim immobilizasyon kisminda verilmistir.

Benzer sekilde herhangi bir kosullandirilma yapilmaksizin da CdS, PGE yiizeyinde
yukarida bahsedilen prosediir kullanilarak biriktirildi. Elde edilen elektrotlar PGE/CdS ve
PGE/CdS-MAA olarak tanimlandi. Kalem grafit elektrotlar ise her seferinde kullanilip
atild.

CdS_modifiye GCE/MWCNT: MWCNT kullanilmadan 0Once derisik asitte
kosullandirildi. Bu amagcla yaklagik 100 miligram CNT tartilarak iizerine 33 mL HNO;3 +
17 mL H,SO, eklenip 1 saat ultrasonik banyoda bekletildikten sonra 100°C'de 4 saat

bekletildi. 20 saat kadar sogumaya birakildiktan sonra siiziilerek siiziintii pH" yaklasik 5,5-
6,0 oluncaya kadar saf su ile yikama islemi gerceklestirildi. Son olarak etiivde 80°C'de
kurutuldu. Kurutulan karbon nanotiipiin 1 mg/mL olacak sekilde DMF'de bir siispansiyonu
hazirlandi. Ultrasonik banyoda yaklasik 30 dk bekletildikten sonra 10 pL'lik siispansiyon
temizlenmis GCE yiizeyine damlatilarak IR lamba altinda kurutuldu. Béylece MWCNT-
GCE kullanima hazir hale getirilmis oldu. CdS yukarida bahsedilen prosediirle MWCNT-
GCE yiizeyine MAA varliginda biriktirildi. Hazirlanan elektrotlar MWCNT-GCE-CdS-
MAA olarak tanimlandi. QD modifiye GCE/MWCNT’nin hazirlanmasina dair tiim
prosediirler sematik olarak Sekil 3.4.’de verilmistir.

Yukarida bahsedilen prosedir ve GCE i¢in uygulanan -1,06 V’luk potansiyel
kullanilarak MAA varliginda ve yoklugunda GCE/MWCNT vyiizeyine CdS biriktirildi.
Hazirlanan elektrotlar GCE/MWCNT/CdS ve GCE/MWCNT/CdS-MAA olarak

tanimlanda.
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CdS modifiyve elektrot viizeylerine ZnS biriktirilmesi: FIA Sisteminde

NADH’nin fotoamperometrik ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi sirasinda yiizeye biriken
CdS’iin akis nedeniyle zamanla yiizeyden siyrildigi ve uzun siire 1s18a maruz kalmasi
nedeniyle de fotobozunmaya ugradigi ve etkinligini yitirdigi tespit edilmistir. Bu
olumsuzlugu gidermek igin, elektrot yiizeyi CdS ile kaplandiktan sonra yiizeye ZnS ayni
kosullarda kaplanmis ve son olarak % 0,025 nafyondan (metanolde) 3 nL GCE/MWCNT-
CdS-ZnS-MAA yiizeyine damlatilmig, PGE-CdS-ZnS-MAA ise 15 dk Nafion ¢ozeltisinde
bekletilip alindiktan sonra, ¢oziicii buharlasana kadar buzdolabinda +4 0C’de bekletilmistir.
Bu elektrotlar GCE/MWCNT-CdS-ZnS-MAA-Nf ve PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf olarak

tanimlandi. Bu islemlerle daha kararli sonuglar elde edilmistir.

1 mg/mL 10 pl. MWONT
— -

Elektrobiriktirme
.- -- - 1000 s, -1.06 V

b) <) 15 mM Cd**, 8 mM S:03%, S mM EDTA . 0.01 M MAA
S

100 mg CNT, 33 mL HNO: + 17 ml H25O. 15 mM Zn®*, $ mM S$205%-, S mM EDTA .0.01 M MAA

.

ultrosonik banyoda 1 saat

100 °C etitvde 4 saat bekletildi

20 saat sogumaya birakildiktan sonra saf su ile pHt
5.5-6.0 oluncaya kadar yikama islemi ger¢eklestirildi

Sekil 3.4. GCE/MWCNT/CdS-ZnS’iin hazirlanma prosediirlerine ait sematik bir gésterim

3.4.2. Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan modifiye elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in her bir
elektrodun hem elektrokimyasal impedans spektrumlart hem de dongiisel
voltammogramlar1 kaydedildi. Bu sebeple 0,1 M KCl igeren 1x10% M KsFe(CN)s ve
1x102 M K4Fe(CN)s destek elektrolit ortaminda her bir elektrodun elektrokimyasal
impedanslar1 alindi. Her bir elektrot i¢in impedans verileri kaydedilerek elde edilen
Nyquist egrileri degerlendirildi. Ayn1 elektrotlarin 50 mV/s tarama hizlarinda ayni destek
elektrolit ortaminda dongiisel voltammogramlar1 alinarak Fe*'Fe?’nin pik potansiyelleri
kaydedildi ve pik potansiyellerinin modifikasyon islemi ile degisip degismedigi incelendi.
Modifiye elektrotlarla karsilastirma yapabilmek i¢in, impedans egrileri ve dongiisel
voltammogramlar yalin GCE, PGE ve GCE/MWCNT igin de alindu.

Ayrica merkapto asetik asitin kuantum noktalar1 daha kararli hale getirdigi literatiirde

belirtildiginden (Salimi ve ark., 2013) kuantum nokta modifiye elektrotlar seyreltik MAA
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ortaminda da hazirlanarak hem impedans egrileri hem de dongiisel voltammogramlari

kaydedilmistir.

3.5. Kuantum Nokta Modifiye Elektrotlarla NADH’nin Elektrokatalitik ve
Fotoelektrokatalitik Yiikseltgenmesi

3.5.1. NADH’nin Yiikseltgenmesine Ait Voltammetrik Calismalar

QD-modifiye elektrotlar ve yalin modifiye edilmemis elektrotlarin her biriyle
NADH’nin yiikseltgenmesi dongiisel voltammetri yontemiyle izlendi. Bu amagla 10,0 mL
0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS ortaminda 6nce her bir elektrodun 20 mV/s tarama hizinda
ve -0,8 ile +0,8 V potansiyel araliginda dongiisel voltammogrami alindi. Sonra destek
elektrolit ortamina 2.0 mM NADH olacak sekilde stok NADH ¢o6zeltisinden ilave edildi ve
dongiisel voltammogramlar ayni kosullarda alindi. Son olarak her bir ¢alisma elektrot
yiizeyi 250 W, 24 V fiber optikli halojen lamba ile 1siklandirilarak 151kl ortamda da
dongiisel voltammogramlar kaydedildi.

3.5.2. FIA Sisteminde Kuantum Nokta Modifiye Elektrotlarla NADH’nin
Amperometrik ve Fotoamperometrik Yanitinin incelenmesi

FIA sisteminde NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesine yonelik ¢alismalari
gerceklestirmek icin, fotoelektrokimyasal bir akis hiicresi GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-
Nf i¢cin de kullanildi. Bu hiicre akis yolunda ticlii elektrot sistemini icerecek ve sadece
calisma elektrodunun yiizeyine 1sik disiiriilecek bigimde tasarlanarak Teflon'dan
yaptirilmistir (Drop Sens). Bu akis hiicresinin detaylari Sekil 3.3'de verilmistir. Ancak,
PGE igin Sekil 3.3'deki akis hiicresi kullanilamayacagindan, PGE igin tasarlanarak
yaptirilan fotoelektrokimyasal akis hiicresi kullanilmistir. Bu akis hiicresinin detaylari
Sekil 3.2'de verilmistir. NADH’nin  FIA amperometrik ve fotoamperometrik
calismalarinda, 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS tasiyict elektrolit olarak kullanildi.
1,0 mm capinda AgCl kapli Ag tel ve Pt tel akis hiicresine dogrudan monte edildi. FIA
diizeneginin basit olarak sematik gosterimi Sekil 3.5'de verilmistir. GCE/MWCNT Sekil
3.3'deki akis hiicresine, PGE'de Sekil 3.2'deki akis hiicresine monte edildikten sonra, Sekil
3.5'de gosterilen FIA sistemi kullanilarak 1,0 M KCI igeren 0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponunda hazirlanmis NADH ¢6zeltisi enjekte edilerek akima karsi uygulama
potansiyeli, akis hizi, kolon boyu ve Ornek yiikleme hacmi parametreleri hem

amperometrik hem de fotoamperometrik yontem igin optimize edilmistir.
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Her bir modifiye elektrodun uygun kosullarinda yatiskin hal elde edildikten sonra
farkli derisimlerde hazirlanan NADH c¢ozeltileri sisteme en az 3 defa enjekte edilerek, pik
akimina Kars1 derisim iliskisi incelenmistir. Ayn1 deneyler elektrot yiizeyi 250 W halojen
lamba ile 1siklandirilarak fotoamperometrik olarak da gerceklestirilmistir. Her ¢alismanin

sonunda sistem, saf su gegirilerek temizlendi.

3.6. QD Modifiye Elektrotlarla Elektrokimyasal ve Fotoelektrokimyasal
Biyosensor Calismalari

3.6.1 Kuantum Nokta Modifiye Elektrolara Dehidrogenaz Enzim
Immobilizasyonu

Dehidrogenaz enzimi olarak baslangicta glukoz dehidrogenaz (GDH) enzimi iki
farkli modifiye elektrota (K.PGE/CdS-ZnS-MAA ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA)
farkli  sekilde immobilize edilmistir. K.PGE/CdS-ZnS-MAA yiizeyine GDH
immobilizasyonu i¢in, QD modifiye PGE 80,0 mg/mL GDH enzimi ve %1,0 BSA ¢ozeltisi
1:1 oraninda karistirilarak 5,0 pL, ardindan 20,0 mM GA c¢ozeltisinden 4,0 pL ilave
edilerek hazirlanan karisim icerisine 1 saat daldirildi, ardindan bu ¢ozeltiden ¢ikarilarak
buzdolabinda 10 dk kuruyana kadar bekletildikten sonra kullanima hazir hale getirildi.
Elde edilen elektrot K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH olarak tanimlandi. PGE i¢in kullanilan
enzim immobilizasyon prosediiriine iliskin sematik gosterim Sekil 3.6°da verilmistir.

GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA yiizeyine GDH enzim ise yine 20,0 mM GA
kullanilarak ¢apraz baglama metodu ile immobilize edilmistir, ancak daldirma yontemi
yerine, bu dairesel geometrili elektrot i¢in daha uygun oldugundan damlatma yontemi
immobilizasyon i¢in kullanilmistir. Bu amagla 20,0 mg/mL GDH enzimi ve %1,0 BSA
cozeltisi 1:1 oraninda karistirilarak 5,0 pL, 20,0 mM GA c¢ozeltisinden ise 4,0 pL
hazirlanan elektrotlarin iizerine sirasiyla damlatilarak +4°C'de en az 4 saat kurumaya
birakildi. Elde edilen elektrot GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH olarak tanimlandi.
GCE/MWCNT igin kullanilan enzim immobilizasyon prosediiriine iliskin sematik gosterim
Sekil 3.7'de verilmistir.

K.PGE-ZnS-MAA yilizeyine ALDH immobilizasyonu i¢in, modifiye PGE 100
mg.mL'1 GDH enzimi ve %1.0 BSA ¢6zeltisi 1:1 oraninda karistirilarak 5 pL, ardindan 20
mM GA c¢o6zeltisinden 4 pL ilave edilerek hazirlanan karisim igerisine 1 saat daldirildi,
ardindan bu ¢ozeltiden ¢ikarilarak buzdolabinda 10 dk kuruyana kadar bekletildikten sonra
kullanima hazir hale getirildi. Elde edilen elektrot K.PGE/ZnS-MAA-ALDH olarak
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tanimlandi. K.PGE/ZnS-MAA-ALDH i¢in kullanilan enzim immobilizasyon prosediiriine
iliskin sematik gosterim Sekil 3.8'de verilmistir.

GCE/MWCNT/ZnS-MAA-PAMAM yiizeyine ALDH enzimi de GDH'da oldugu
gibi 20 mM GA kullanilarak ¢apraz baglama metodu ile immobilize edilmistir. Bu amagla
yine aym bi¢imde 100 mg.mL™ ALDH enzimi ve %1,0 BSA ¢ozeltisi 1:1 oraninda
karistirtlarak 5 pL, 20 mM GA c¢ozeltisinden ise 4 pL hazirlanan elektrotlarin iizerine
sirastyla damlatilarak +4°C’de en az 4 saat kurumaya birakildi. Elde edilen elektrot
GCE/MWCNT/ZnS-MAA-PAMAM-ALDH olarak tanimlandi. GCE/MWCNT/ZnS-
MAA-PAMAM-ALDH igin kullanilan enzim immobilizasyon prosediiriine iligkin sematik
gosterim Sekil 3.9°da verilmistir.

3.6.2 GDH Enzimi ve NAD/NADH Redoks Ciftine Dayah Biyosensor
Calhismalan

3.6.2.1 Dongiisel Voltammetrik Yontemle

Hazirlanan K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH iglii elektrot iceren elektrokimyasal
hiicreye ¢alisma elektrodu olarak monte edildikten sonra, 0,10 M KCI ve 10,0 mM NAD"
iceren PBS ortaminda glukoz yokken ve 40,0 mM glukoz varliginda -200 ile +1000 mV
potansiyel araliginda ve 20 mV/s tarama hizinda elektrot yiizeyi 1siklandirilmadan ve
isiklandirilarak ~ dongiisel  voltammogramlar  kaydedildi. Karsilastirmak amaciyla
K.PGE/GDH (kuantum nokta igermeyen) elektrot ile de ayni deneyler tekrarlanmustir.
Benzer islemler GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ve GCE/MWCNT/GDH igin de
gerceklestirilmistir.

3.6.2.2 FIA Sisteminde Amperometrik ve Fotoamperometrik Yontemle

Elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal glukoz biyosensorii i¢in daha Once
bahsedilen iki akis hiicresi (GCE/MWCNT igin Sekil 3.3'deki, K.PGE i¢in ise Sekil
3.2'deki, fotoamperometrik akis hiicreleri) kullanildi. Amperometrik ve fotoamperometrik
calismalarinda, 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS tasiyic1 olarak kullanildi. 1,0 mm
capinda AgCl kapli Ag tel ve Pt tel akis hiicresine dogrudan monte edildi. FIA diizeneginin
basit olarak sematik gosterimi Sekil 3.9'da verilmistir. GCE/MWCNT ve K.PGE ilgili akis
hiicrelerine monte edildikten sonra, FIA sistemi kullanilarak 1,0 M KCI ve 10,0 mM
NAD" igeren 0,10 M pH 7,0 PBS’de hazirlanmis glukoz ¢ozeltileri akiskan tasiyici
cozeltisine (1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS) enjekte edilerek akima kars1 uygulama
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potansiyeli, akis hizi, kolon boyu ve Ornek yiikleme hacmi parametreleri hem
amperometrik hem de fotoamperometrik yontem icin optimize edilmistir. Her bir modifiye
elektrodun uygun kosullarinda yatiskin hal elde edildikten sonra farkli derisimlerde
hazirlanan glukoz ¢ozeltileri sisteme en az 3 defa enjekte edilerek, pik akimima karsi
derisim iligkisi incelenmistir. Ayni1 deneyler elektrot yiizeyi 250 W halojen lamba ile
1isiklandirilarak fotoamperometrik olarak da gergeklestirilmistir. Her ¢alismanin sonunda
sistem, saf su gegirilerek temizlendi. Karsilastirmak amaciyla GDH immobilize edilmis
yalin PGE ve GCE/MWCNT ile de ayn1 deneyler tekrarlanmustir.

K
| aH
T.E Pt
|“3'HE
- [ iiig |
N, L— O 11
P 1 A

E.V. ﬁ

Sekil 3.5. Akisa Enjeksiyon Sistemi diizeneginin sematik diyagrami Ar= Ar gazi,
T=tas1yic1 ¢ozelti; P= Peristaltik pompa; E.V.=Enjeksiyon vanasi; L.K.=Isik kaynagi,
A=atik; A.H.= Akis hiicresi; C.E.=Caligsma elektrodu; K.E.=Karsilastirma elektrodu
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Sekil 3.6. K.PGE/CdS-ZnS-MAA yiizeyine GDH immobilizasyonuna iligskin sematik

gosterim
MWONT 2
- i %1
oA e GDH, BSA, GA
106V 10003 -L06 V' 1000 5 80 mg/mL 20 mM
g  Flekrobinikime gy  Dlelrobinkime - -
CdS s CdS-ZaS &+ GDH

Sekil 3.7. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA yiizeyine GDH immobilizasyonuna iliskin

sematik gosterim
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Sekil 3.8. K.PGE/ZnS-MAA-ALDH yiizeyine ALDH immobilizasyonuna iliskin sematik
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Sekil 3.9. GCE/MWCNT/ZnS-MAA-PAMAM yiizeyine ALDH immobilizasyonuna

iliskin sematik gosterim

3.7. Fotoelektrokimyasal DNA Biyosensor Calismalari
Fotoelektrokimyasal DNA ¢alismalarinin gergeklestirilmesinde kullanilan ¢ozeltiler

ve deney prosediirleri i¢in ilgili literatiirlerden yararlanildi (Meri¢ B., 2008; Caliskan ve
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ark., 2009). Bu literatiirlerdeki bilgiler 1s1ginda asagidaki ¢ozeltiler ile deneysel
prosediirler, fotoelektrokimyasal DNA biyosensorii igin de gergeklestirildi.

3.7.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

0,050 M PBS (pH 7,4): Olgiimler sirasinda kullanilan 0,050 M PBS, litresinde 1,56
g (0,01 mol) NaH,P0O4.2H,O ve 7,12 g (0,04 mol) Na;HPO4.2H,0 igermektedir.
Hazirlanan tampon ¢o6zeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. Gerektiginde 0,10 M
NaOH ve / veya 0,10 M HCI ilavesiyle pH metre kullanilarak pH 7,4'e ayarlanmuistir.
Hazirlanan tampon ¢ozeltiye iyonik siddeti saglamak i¢in ¢ozelti litresine derisimi 0,020 M
olacak sekilde 1,168 g NaCl eklendi.

0,50 M Asetat Tampon Cozeltisi (pH 4,8): Kullanilan 0,50 M asetat tampon
cozeltisi i¢in 14,4 mL asetik asit alinarak 250,0 mL'ye tamamlandi. Cozeltinin pH's1 4,8
degerine gelinceye kadar 0,10 M NaOH c¢ozeltisi ilave edildi, pH 4,8 degerine gelince
¢ozelti 500,0 mL'ye deiyonize su ile tamamlandi. Cozelti derisimi 0,020 M olacak sekilde
NaCl igermektedir.

DNA Dizi Cozeltileri: Liyofilize DNA oligoniileotidlerin (Prob DNA: 5-GTA TCT
ACC ACA GTA ACA AA-3'; Hedef DNA (tamamlayici, DNA): 5-TTT GTT ACT GTG
GTA GAT AC-3; tek dizisi degisik DNA: 5-TTT GTT ACT GGG GTA GAT AC-3;
Hedef dis1i DNA (tamamlayici olmayan, DNA): 5'-GAA TAT GAT TTACAG TTT ATT
TTT-3") stok ¢ozeltileri, derisimleri 1000,0 pg/mL olacak sekilde deiyonize su ile
hazirlandi, 25,0 pL’lik hacimlerde sterilize edilmis plastik 0,20 mL’lik PCR tiiplerine
paylastirilarak -20°C'de saklandi. Bu oligoniikleotidlere ait seyreltik ¢ozeltiler galisma
sirasinda duyulan gereksinimlere bagli olarak ve bu asamada kullanilmak tizere, pH'1 7,4

0,050 M PBS icerisinde hazirlandi.

3.7.2. Elektrot Yiizeyine Prob DNA Tutturulmasi
PGE yiizeyine Prob DNA tutturulmadan 6nce PGE yiizeyine QD (CdS-ZnS) modifiye
edildi. Bu amagla daha 6ncede bahsedildigi gibi PGE'ler pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda
+1,45 V da 60 s amperometrik yontem uygulanarak kosullandirildi (K.PGE). Deiyonize
suyla yikandiktan sonra yiizeyine CdS ve ZnS biriktirme islemi 3.4.1 kisminda bahsedilen
prosediir kullanilarak gerceklestirildi. Yiizeyr QD (CdS-ZnS) modifiye edilmis PGE, pH
7,4 PBS igerisinde hazirlanmis olan farkli derisimde prob DNA (5-GTA TCT ACC ACA
GTA ACA AA-3') c¢ozeltisine 20 dakika stireyle daldirildi ve adsorpsiyon yoluyla prob
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DNA elektrot yiizeyine tutturuldu (K.PGE/CdS-ZnS-MAA/Prob-DNA). Elektrot yiizeyi
PBS ile yikandi.

3.7.3. Hedef, Tek Dizisi Degisik ve Hedef Dis1 Dizi ile Hibridizasyon

Prob ile kapli QD modifiye elektrot yiizeyleri (K.PGE/CdS-ZnS-MAA/Prob-DNA),
hedef diziler (5-TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC-3"); tek baz1 degisik diziler (5-TTT
GTT ACT GGG GTA GAT AC-3') ve hedef dis1 diziler (5'-GAA TAT GAT TTA CAG
TTT ATT TTT-3") ile 1slak adsorbsiyon teknigi kullanilarak 20 dakika siireyle
etkilestirildi. Sonrasinda istenmeyen baglanmalari azaltmak amaciyla PBS ile yikandi.

Tiim prosediirleri gosteren bir sematik gosterim Sekil Sekil 3.10.'da verilmistir.
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Sekil 3.10. QD Modifiye PGE yiizeyine prob-DNA tutturulmasi ve hibridizasyona ait

deneysel prosediirii

3.7.4. Elektrokimyasal Ol¢iimler

3.7.4.1. Diferansiyel Puls Voltammetrisi Yontemi

Hedef dizi, tek dizisi degisik dizi ve hedef dis1 dizilerle hibridize olmus her QD
modifiye prob-DNA'nin (K.PGE/CdS-ZnS-MAA/Prob-DNA) Diferansiyel puls (DP)
voltammogramlar1 kaydedilerek elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal davraniglart
incelendi. Bu amagla ile her bir elektrodun 0,020 M NacCl igeren; 0,50 M asetat tamponu
igerisinde (pH 4,8), 0,75 V -1,45 V arasinda; puls genligi 50 mV, puls zaman 0,2 s, 16
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mV/s tarama hizinda DP voltammogramlar 6lgtimler alinarak Guanin pikindeki degisimler
izlendi. Aynm1 deneyler elektrot yilizeyi 250 W halojen lamba igeren fiber optikli 151k
kaynag1 ile 1siklandirilarak fotoelektrokimyasal olarak da (DP voltmamogramlari

kaydedilerek) gerceklestirilmistir.

3.7.4.2. impedimetrik Yontem

0,10 M KClI igeren 2,5 mM KzFe(CN)s ve 2,5 mM KyFe(CN)g destek elektrolit
ortaminda her bir elektrodun elektrokimyasal impedans egrileri 1 ile 10000 Hz frekans
araliginda, 0,23 V potansiyelde alinarak, impedans verilerinden elde edilen Nyquist egrileri

degerlendirildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kuantum Nokta (QD) Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmas1 ve
Karakterizasyonu

Tez kapsaminda PGE ve GCE QD modifiye elektrotlarla i) NADH nin normal yalin
elektrotta elektrot tiirtine gére 500-700 mV'daki yiikseltgenme pik potansiyelini daha da
negatif potansiyele kaydirmak (yaklasik 100-200 mV gibi), ii) elektrot ylizeyini
1isiklandirarak NADH'nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine ait pik akimini arttirmak, iii)
NADH'nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine ait pik akimi-derisim iligkisini FIA
sisteminde incelemek, vi) elektrot yiizeyine dehidrogenaz enzimi tutturarak NAD*/NADH
redoks ciftine dayali fotobiyosensor tasarlayip FIA sisteminde uygulamak amaglanmistir.
Dolayisiyla hazirlanan QD modifiye elektrotlarin ilk etapta NADH'nin 151kl ve 1s1ksiz
ortamda dongiisel voltammogramlar1 alinarak elektrodun beklenen amag¢ dogrultusunda
elektrokatalitik yanit verip vermedigi izlenmis ve bu amaca ulasmak icin degisik
yontemlerle (PAMAM'l1 ortamda, PAMAM'siz ortamda, MAA ortaminda vb.) QD
modifiye elektrotlar hazirlanmistir.

CdS-ZnS nanokompozit film modifiye PGE ve GCE elektrotlarin hazirlanmasinda,
ilk olarak Lu ve arkadaslar1 (2008) ile Qian ve arkadaslarinin (2010) gelistirdigi prosediir
kullanildi. Qian ve arkadaslarinin (2010) optimize ettigi sekilde PAMAM ortaminda GCE
icin; 15,0 mM Cd*, 8,0 mM S,0:%, 8,0 mM EDTA, 35,0 uM PAMAM iceren destek
elektrolit ortamina tg¢li elektrot daldirilarak, 15°C’de Ag/AgCl/KClgoygun) elektrota karsi
1000 s, -1,06 V potansiyel altinda, PGE ise aym kosullarda -1,0 V’luk potansiyel
uygulanarak elektrot yiizeyleri CdS-PAMAM ile kaplandi. Ardindan, CdS modifiye
elektrot ylizeyine aym1 kosullar altinda Cd** yerine 150 mM Zn* kullanilarak
elektrokimyasal ¢oktiirme yontemiyle ZnS biriktirildi (CdS-ZnS).

Elektot yiizeylerinin CdS veya ZnS ile kaplanmasi, Lu ve arkadaslari (2008a) ile
Qian ve arkadaslarinin (2010) literatiirde verilmis olan elektrokimyasal ¢oktiirme
mekanizmasi ile aciklanabilmektedir. Mekanizmaya gore, -1,06 veya -1,0 V gibi oldukca
negatif potansiyellerde Cd®** ya da Zn?* iyonlarmin metalik Cd ya da Zn olarak
birikmemesi i¢in bu iki iyon ortama EDTA (Y4') ilave edilerek komplekslestirilmis ve iki
iyonun indirgenmesi daha negatife ¢ekilmistir. Destek elektrolit ortamina tiyosiilfat iyonu

(S205”) CdS ve ZnS’nin elektrokimyasal olarak ¢okmesi igin S% kaynagi olarak ilave
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edilmistir. ilk olarak, ortama ilave edilen S,05% iyonu 4e” ve 6H" alarak dnce S’ye
indirgenmekte daha sonra S ise 2" 1 H™ alarak HS iyonuna indirgenmektedir. Bu durum
asagida verilen 4.1. nolu tepkimede ifade edilmektedir. Toplam tepkimede ise elektrot
yiizeyinde S,05% iyonu 8e” ve 8H" alarak H,O’ya ve HS™ iyonuna indirgenmekte Cd** ve
Zn?* iyonlar1 da elektrot yiizeyine diffiizyonla tasmarak elektrot yiizeyinde olusan HS ile
¢oktiirme reaksiyonu vermekte boylece CdS ve ZnS olusmaktadir (Lu ve ark. 2008a; Qian
ve ark., 2010).

S,05° + 6H" + 4e° —2S + 3H,0 |. Elektrot Tepkimesi (4.1)
S+ 2 +H — HS 1. Elektrot Tepkimesi (4.2)
S,05° + 8H" + 8" — 2HS + 3H,0 Toplam Tepkime (4.3)
CdY?/(ZnY?) + HS — CdS/(ZnS) + HY>  Coktiirme Tepkimesi (4.4)

4.1.1. Hazirlanan QD Modifiye PAMAM-GCE'lerin Karakterizasyonu ve
NADH'nin Yiikseltgenmesine Yaniti

Oncelikle hazirlanan modifiye GCE'lerin impedans egrileri ve dongiisel
voltammogramlar1 kaydedildi. Yalin GCE, GCE/CdS, GCE/PAMAM-CdS, GCE/CdS-ZnS
ve GCE/PAMAM-CdS-ZnS'lerin impedans egrileri 0,10 M KCl igeren 0,010 M
K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda Sekil 4.1'de gosterilen devreye gore
1 ile 10000 Hz frekans araliginda alindi. Her bir elektrodun impedans ¢aligmalarindan elde
edilen Nyquist egrileri Sekil 4.2'de verilmistir. Sekil 4.2A'da goriildiigii gibi yalin elektrot
icin elde edilen impedans egrisinden herhangi bir diren¢ gozlenmedigi ve bu olayin yalin
GCE'nin iletkenliginin oldukga iyi oldugunu yansitmaktadir. Ancak elektrot yiizeyi CdS ile
kaplandiginda direncin arttig1 (yaklasik 4000 ohm) Sekil 4.2B'de gozlenmistir. Dolayisiyla
yiizeye sarimsi bir filmin kaplandig1 gozle de goriildiigiinden yiizeyin CdS yar iletkeniyle
kaplandig1 sonucu elde edilmistir. PAMAM-CdS ile kapl elektrodun impedans egrisi
incelendiginde ise Sekil 4.2B'den farkli olarak direncin yine yalin elektrottaki gibi oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.2C). Yiizeyin sar1 bir film ile kaplandigi da goézle goriilmiistiir.
Dolayisiyla PAMAM cok fazla sayida dallara sahip biiyiik bir makromolekiil olup CdS bu
makromolekiiliin dallar ile birlikte yiizeye baglanmistir. Her ne kadar CdS yar iletken

71



olsa da PAMAM'in yapisal 6zelliginden dolayt GCE/PAMAM-CdS direnci sifira yakin
cikmistir. Elektrot yiizeyi CdS ile kaplandiktan sonra aymi yontemle ZnS ile de
kaplanmistir. Elde edilen GCE/CdS-ZnS’nin impedans egrisinden direncin Sekil 4.2B'deki
gibi hem yalin GCE'ye ve hem de GCE/CdS’ye gore arttigi (yaklasik 8000 ohm)
gozlenmistir (Sekil 4.2D). Hem yiizeye sarimst bir filmin kaplandigi gozle de
goriildiigiinden hem de direng sadece CdS kapl elektroda gore arttigindan ylizeyin CdS-
ZnS vyan iletkeniyle kaplandigi sonucu elde edilmisti. PAMAM-CdAS-ZnS ile kaph
elektrodun impedans egrisi incelendiginde ise Sekil 4.2D'den farkli olarak direncin yine
yalin elektrottaki gibi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2E). Yiizeyin sar1 bir film ile kaplandigi
da gozle goriilmiistiir. Dolayistyla PAMAM ' yapisal 6zelliginden dolayr GCE/PAMAM-
CdS-ZnS direnci sifira yakin ¢ikmustir.

2z N

Azalan ®

A 4

Kinetik Kontrol

. Kiitle Kontrol
\ J | ] )

- Y Z?
RS Rel

Sekil 4.1. Elektrokimyasal impedans devre modeli ve impedans egrisinin gésterimi. Rs:

Cozelti direnci, Ret: elektron transfer direnci, C: Siga, W:Warburg impedansi
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ortamindaki impedans egrileri

Impedans egrilerinden sonra yalin GCE, CdS /GCE, CdS-PAMAM/GCE, CdS-ZnS/
GCE, CdS-ZnS-PAMAM/GCE’nin dongiisel voltammogramlart 0,10 M KCI igeren
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0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda 50 mV/s tarama hizinda ve
-0.8 ile + 0,8 V potansiyel araliginda alindi. Elde edilen voltammogramlar Sekil 4.3'de
verilmistir. Sekil 4.3A'da goriildiigii gibi yalin GCE ile alinan voltammogramlarda
Fe**'Fe?* redoks ciftine ait anodik ve katodik pikler sirasiyla yaklasik +330 mV ve +150
mV'da belirgin bir sekilde gozlenmistir. Ancak GCE/CdS i¢in anodik pik daha pozitife
kayarken (420 mV) Kkatodik pik daha negatife (70 mV) kaymistir (Sekil 4.3B).
Potansiyellerdeki bu kaymanin nedeni yiizeye kaplanan CdS'in yari iletken 6zelligine
baglanmistir. Bu sonuglari, impedans egrilerinde CdS kapli elektrodun direncinin artmast
da desteklemektedir. Ancak yiizeye PAMAM-CdS modifiye edildiginde anodik ve katodik
pikler yalin GCE'de elde edilen potansiyellere (anodik pik 305 mV, katodik pik 155 mV)
yakin bir degerde gozlenirken, pik akimi olduk¢a diismiistiir (Sekil 4.3C). GCE/CdS-ZnS
icin anodik pik daha da pozitife kayarken (450 mV) katodik pik daha da negatife (40 mV)
kaymis ve pik sekilleri olduk¢a yayvanlasmistir (Sekil 4.3D). Yine elde edilen verilerle
impedans egrileri birbirini desteklemektedir. GCE/PAMAM-CdS-ZnS'de yine benzer bir
sekilde pik potansiyelleri yalin GCE'dekine yakin ¢ikmig (anodik pik 300 mV katodik pik
180 mV) ancak pik akimlar1 oldukg¢a diismistiir (Sekil 4.3E). Tim bu sonuglar GCE
yiizeyinin CdS ve CdS-ZnS ile kaplandigin1 gostermektedir.

QD modifiye GCE'ler karakterize edildikten sonra bu elektrotlarin 0,10 M KCI
iceren pH 7,0 PBS destek elektrolit ortaminda dongiisel voltammogramlart NADH
yoklugunda ve 0,40 mM NADH ortaminda alinarak, modifiye elektrotlarin NADH'ye
elektrokatalitik etki gosterip gostermedigi tespit edildi. Ayrica ylizey 1siklandirilarak 1sikla
NADHnin elektrokatalitik akiminda artis olup olmadigi da incelendi. Sekil 4.4, yalin
GCE, GCE/CdS, GCE/PAMAM-CdS, GCE/CdS-zZnS, GCE/PAMAM-CdS-ZnS'nin
NADH ortaminda 151kl ve 1s1ksiz  elde edilen dongiisel voltammogramlarini
gostermektedir. NADH'nin yiikseltgenmesi yalin GCE’de yaklasik 600 mV'da gdzlenmis
(Sekil 4.4A 1 nolu voltammogram) ve 1sikla (Sekil 4.4A 2 nolu voltammogram) pik
akiminin ¢ok az arttig1 tespit edilmistir. GCE/CdS'de ise NADH'nin yiikseltgenme pikinde
negatif yonde herhangi bir kayma gézlenmemis ve 1sikla da yalin elektrota gore akimda
daha fazla artis gozlenmistir (Sekil 4.4B, 1 ve 2 nolu voltammogramlar). Ancak
GCE/PAMAM-CdS (Sekil 4.4C)'de NADH'nin yiikseltgenme piki gozlenmezken 1sikla
bliylik bir pik gozlenmis ve dolayisiyla PAMAM'lT modifiye elektrodun NADH'!n
yiikseltgenmesinde 1sikla birlikte iyi bir elektrokatalitik etki gosterdigi sonucu ortaya
cikmaktadir. Ancak elektrot ylizeyi NADH yokken 1siklandirildiginda da s6z konusu
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akimin gozlenmesi pikin bir miktarin PAMAM'm kendisinden kaynaklandigini da
yansitmaktadir. Benzer sonuglar GCE/CdAS-ZnS (Sekil 4.4D) ve GCE/PAMAM-CdS-ZnS
(Sekil 4.4E) i¢in de elde edilmistir. Dolayisiyla bu modifiye elektrodun gergekten

NADH’nin yiikseltgenmesine i1yi bir yanit verip vermedigi netlestirilememistir.
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Sekil 4.3. A) Yalm GCE B) CdS/GCE C) CdS-PAMAM/GCE D) CdS-ZnS/GCE E) CdS-
ZnS-PAMAM/GCE nin 0,10 M KCl iceren 0,010 M K4Fe(CN)s ve 0,010 M KsFe(CN)s

ortaminda kaydedilen dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 50 mV/s
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Sekil 4.4. 0,40 mM NADH’nin 0,10 M KCI igeren pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda A)
Yalin GCE B) CdS/GCE C) CdS-PAMAM/GCE D) CdS-zZnS/GCE E) CdS-ZnS-
PAMAM/GCE de elde edilen dongiisle voltammogrami 1:Isiksiz 2:1s1kli. Tarama hizi:

20 mV/s

4.1.2. Hazirlanan QD Modifiye PAMAM-PGE'lerin Karakterizasyonu ve
NADH'nin Yiikseltgenmesine Yaniti

Oncelikle yalm PGE ile hazirlanan modifiye PGE’lerin impedans egrileri 0,10 M
KCI igeren 0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3zFe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda Sekil 4.1'de
gosterilen devreye gore 0,1 ile 10000 Hz frekans araliginda alindi. Yalin PGE, PGE/CdS,
PGE/PAMAM-CdS, PGE/CdS-ZnS, PGE/PAMAM-CdS-ZnS i¢in elde edilen impedans

egrileri daha dnce GCE i¢in elde edilen egrilere benzer sekilde oldugu gézlenmis ve Sekil
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4.5'de verilmistir. Yalin PGE i¢in elde edilen impedans egrisinde yaklagik 1000 ohm'luk
bir diren¢ gozlenirken (Sekil 4.5A) daha dnce Sekil 4.2A'da impedans egrisi verilen yalin
GCE'de bir direng gézlenmemistir. CdS ve CdS-ZnS modifiye edildiginde bu direng daha
da artmis ve PGE/CdS igin yaklasik 12000 ohm (Sekil 4.5B) ve PGE/CdS-ZnS i¢in
yaklagik 25000 ohm (Sekil 4.5C) oldugu sekilden goriilmektedir. Bu da PGE ylizeyine
CdS ve CdS-ZnS yan iletkeninin kaplandigini yansitmaktadir. Elektrot yiizeyinde sari
renkli partikiillerin gozle de goriinmesi bu sonucu dogrulamaktadir. PAMAM'l1 ortamda
elde edilen verilen egrilere benzer sekilde oldugu yani direncin PAMAM'siz elektrotlara

gore oldukca azaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.5. A) Yalin PGE B) CdS/PGE C) CdS-PAMAM/PGE D) CdS-ZnS/PGE E) CdS-
ZnS-PAMAM/PGE’nin 0,10 M KCI igeren 0,010 M K4Fe(CN)s ve 0,010 M KsFe(CN)g

ortamindaki impedans egrileri
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Sekil 4.6'da ise yalin PGE, PGE/CdS, PGE/PAMAM-CdS, PGE/CdS-ZnS, PGE/PAMAM-
CdS-ZnS'nin dongiisel voltammogramlari verilmistir. Bu voltammogramlardan goriildiigi
gibi Fe**’Fe?*nin pikleri yalin PGE'de belirgin gozlenirken, modifiye elektrotlarda pik
akimlar1 olduk¢a diismiis ve potansiyellerde kayma gozlenmistir. Bu durum PGE

yiizeyinin QD’lerle kaplandigini yansitmaktadir.
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Sekil 4.6. A) Yalin PGE B) CdS/PGE C) CdS-PAMAM/PGE D) CdS-ZnS/PGE E) CdS-
ZnS-PAMAM/PGE"in 0,10 M KCl igeren 0,010 M KsFe(CN)s ve 0,010 M KzFe(CN)g

ortaminda kaydedilen dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 50 mV/s
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Son olarak PGE ile tim modifiye PGE'lerin 0,40 mM NADH ortaminda
voltammogramlar1 hem ylizeye 1sik disiirilmeden hem de yiizeye 1s1k disiiriilerek
kaydedilmistir (Sekil 4.7). Ancak voltammogramlardan da gozlendigi gibi NADH'ye
beklenen elektrokatalitik etki (Yani yalin PGE'de elde edilen pik potansiyeline gére daha
negatife kayma) gzlenmemistir. Bu beklenen bir durum degildir. Ancak elektrot yilizeyleri
1isiklandirildiginda beklenildigi gibi QD'lerle elde edilen pik akimlarmin yalin elektrottaki
artisa gore oldukca fazla oldugu tespit edilmistir. Clinkii QD modifiye elektrot yari iletken
Ozellik gosterdiginden pik akimi yiizey 1siklandirildiginda iletkenlik artacagindan pik
akimi da artacaktir. Ancak pik potansiyelinde de GCE'de elde edildigi gibi bir kayma

gbzlenmemistir.
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Sekil 4.7. 0,40 mM NADH’nin M KCl igeren pH 7,0 fosfat tamponu ortaminda A) Yalin
PGE B) CdS/PGE C) CdS-PAMAM/PGE D) CdS-ZnS/PGE E) CdS-ZnS-PAMAM/PGE

de elde edilen dongiisel voltammogrami 1:Isiks1z 2:151kl1. Tarama hizi: 20 mV/s
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Tezde asil hedeflenen daha 6nce belirtildigi gibi elektrot yiizeyini 1siklandirarak
NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine ait pik akimini arttirmak ve NADH’nin
normal yalin elektrottaki yiikseltgenmesine ait pik potansiyelini daha da negatife ¢ekmek,
sonrasinda  NAD'/NADH redoks ciftine dayali foto-biyosensorii FIA sisteminde
gerceklestirmektir. Dolayisiyla hazirlanan QD modifiye elektrotlarin ilk etapta NADH'nin
1s1kl1 ve 151ks1z ortamda dongiisel voltammogramlar: alinarak elektrodun beklenen amag
dogrultusunda elektrokatalitik yanit verip vermedigi izlenmis ve bu amaca ulasmak i¢in
degisik yontemlerle (PAMAM’1 ortamda, PAMAM's1z ortamda) QD modifiye elektrotlar
hazirlanmistir.  Ancak PAMAM’li  ortamda elektrot yiizeyi NADH yokken
1isiklandirildiginda da akimin gozlenmesi pikin bir miktarinin PAMAM i kendisinden
kaynaklandigini yansitmaktadir. Dolayisiyla bu modifiye elektrodun gergekten NADH'nin
yiikseltgenmesine iyi bir yanit verip vermedigi netlestirilememistir. Ayrica PAMAM’I1
ortamda enzim immobilize edilmis elektrotlarla da beklenen sonuglar elde edilemediginden

calismalara PAMAM’s1z ortamda devam edilmistir.

4.1.3. QD Modifiye GCE’lerin Karakterizasyonu

QD modifiye GCE’ler yalin GCE’nin dikkatli bir sekilde temizlenmesinden sonra
materyal ve yontem kisminda bahsedildigi sekilde hazirlanmis ve yalin GCE de dabhil
olmak tizere her bir modifiye elektrodun impedans egrileri ve dongiisel voltammogramlari
0,010 M Fe(CN)54'/3' ortaminda alinmistir. Cizelge 4.1.’de 5 farkli QD modifiye ve yalin
elektrotlar icin alman impedans egrilerinden direng degerleri ve dongiisel
voltammogramlardan Fe®*/Fe®* redoks gifti igin pik potansiyelleri, pik potansiyelleri
arasindaki fark (AE,) ve pik akimlar1 verilmistir.

0,10 M KCl igeren 0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda,
sirastyla yalin GCE, GCE/CdS ve GCE/CdS-MAA’ya ait impedans egrileri Sekil 4.1°de
verilen devreye gore alinmistir. Yalin GCE ve QD modifiye elektrotlarin impedans
egrilerinden elde edilen direng ya da yar1 daire ¢ap1 (semi circle diameter) degerleri
yorumlandiginda, yalin GCE ig¢in direng degerinin CdS kapli elektrotlara gore daha diistik
oldugu (450 ohm) goézlenmistir, elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de goriilmektedir. Yalin
GCE’ye ait direncin bu sekilde diisiik olmasi, iletkenliginin CdS modifiye GCE’ye gore
daha 1iyi oldugunu gostermektedir. Diren¢ GCE/CdS ig¢in elektrot yiizeyi CdS ile
kaplandiginda 1506 ohm’a kadar artmistir. GCE/CdS ile kiyaslandiginda CdS-MAA ile
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kapli GCE’nin diren¢ degerinin (yaklasik 1543 ohm) c¢ok fazla degismedigi gozlenmistir.
Elektrotlara ait Nyquist egrileri Sekil 4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yalin ve QD modifiye elektrotlarin impedans ve dongiisel

voltammogramlarindan elde edilen degerler (n=5)

Elektrot tipi Ea(mV) [Ex(mV) |[AEp(mV) | lpa Ik Ipal l ok Z"(ohm)
Yalin GCE 29845 195+£5 |103+5 15444 156+6 | 0.99+0.02 [ 450422

GCE/CdS 335+£10 |115+13 [220+£18 |85+8 |88+6 0.96+0.07 | 1506+40
GCE/CdS-MAA  |338+12 |117+15 |117+15 98+7 |94+8 1.05+0.07 | 1543£72

Yalin PGE 306£6 | 154+15 | 152+13  |268+10|279+9 |0.96+0.07|503+19

PGE/CdS 34410 [119+£17 |225+17 161£10|165+13|0.96+0.04 | 632436

PGE/CdS-MAA  |377+12 [132+11 [245+22 |162+11|171+£13|0.95+0.04 | 783+58

KPGE 288+8 15617 | 133+14 |310+13|315+14|0.99+0.01 | 222430

KPGE/CdS 348+14 | 140+11 [208+23  |252+16|261£16|0.97+£0.03 | 555+48

KPGE/CdS-MAA |355+9 | 141£7 |214+13 |181%£17|197+19|0.97+0.03 | 897+66

GCE/MWCNT 283+4 | 188+4 |95+5 296+3 |306+3 [0.97+0.02 | 12243
GCE/MWCNT/CdS |308+8 | 185+5 12343 153+£2 | 14249 |1.09+0.05 | 178+5
GCE/MWCNT/CdS-

MAA 31246 [170+4 | 14248 160+12 | 169+11 |0.94+0.03 | 205+6
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Sekil 4.8. A) Yalin GCE, B) GCE/CdS, C) GCE/CdS-MAA’nmn 0,10 M KCI igeren
0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ortamindaki impedans egrileri

Impedans egrilerinin ardindan, 0,10 M KCl igeren 0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M
KsFe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda 50 mV/s tarama hizinda ve -0,5 ile + 0,8 V potansiyel
araliginda, yalin GCE, GCE/CdS ve GCE/CdS-MAA’nin dongiisel voltammogramlari
alimmustir. Cizelge 4.1.de, her bir elektroda ait anodik ve katodik pik potansiyelleri (E; ve
Ex), pik potansiyelleri arasindaki fark (AEp), anodik ve katodik pik akimlar1 (Ipa Ve lg) ve
anodik pik akiminin katodik pik akimina orani (Ipylpk) verilmistir. AE, degerlerinin yalin
GCE i¢in 103 mV, GCE/CdS i¢in 220 mV ve GCE/CdS-MAA ig¢in ise 222 mV olarak elde
edildigi cizelge 4.1.’de goriilmektedir. Her bir elektrot i¢in alinan voltammogramlardan
biri Sekil 4.9.”da verilmistir.

Sekil 4.9A°da yalin GCE ile alman voltammogramlarda Fe*"'Fe®*

redoks ciftine ait
anodik ve katodik pikler sirasiyla yaklagik +300 mV ve +200 mV’da belirgin bir sekilde
gorilmektedir. Ancak Sekil 4.9 B ve C’de goriildiigii gibi GCE/CdS ve GCE/CdS-MAA
icin anodik pik daha pozitife kayarken (350 mV) katodik pik daha negatife (100 mV)
kaymistir ve pik akimlarinda da onemli bir diisiis gozlenmistir. Yalin GCE ve CdS
modifiye elektrotlarin Ipa/lpk orani 1’e yakin ¢ikmis olmasina ragmen CdS modifiye
GCE’lerin pik akimlar1 yalin GCE’ye gore 6nemli derecede azalmistir. Yalin GCE’ye gore
CdS modifiye elektrotlarin potansiyellerindeki kayma ve pik akim degerlerindeki diisme

yiizeye kaplanan CdS’nin yar iletken 6zelligine baglanmaktadir. Bu elde edilen sonuglari

CdS kapli elektrotlarin, yalin GCE’ye kiyasla direnglerindeki artis da desteklemektedir.
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Sekil 4.9. A) Yalin GCE B) GCE-CdS C) GCE-CdS-MAA’nin 0,10 M KCI igeren
0,010 M KyFe(CN)s ve 0,010 M KsFe(CN)s ortaminda kaydedilen dongiisel

voltammogramlari. Tarama hizi: 50 mV/s

Son olarak yilizey ozelliklerinin incelenebilmesi i¢in yalin GCE ve GCE/CdS’nin
SEM goriintiileri alimmistir. Sekil 4.10B’de CdS ile kaplandiginda yiizeyin morfolojisinin
degistigi, 4.10A’da ise yalin GCE’nin piiriizsiiz bir yiizeye sahip oldugu goriilmektedir.
Sekil 4.10B’de CdS noktalarin yaklasik 300-400 nm araliginda oldugu goézlenmis ve

genelde koagiile seklinde biriktigi saptanmistir. Bu ise istenmeyen bir durumdur. Bu

durumu oOnlemek i¢in CdS biriktirme asamasinda MAA kullanilmistir. Alinan SEM
goriintiilerinden MAA’li ortamda elde edilen modifiye elektrodun (GCE/CdS-MAA) SEM
goriintlistiniin GCE/CdS’den farkli oldugu Sekil 4.10 C’de goriilmektedir.

Sekil 4.10. A) Yalin GCE, B) GCE-CdS ve C) GCE-CdS-MAA’nin SEM goriintiileri

GCE yiizeyinin CdS ile kaplandig1 alinan impedans, dongiisel voltammogram ve

SEM goriintiilerinden anlasilmaktadir. Yiizeyin sar1 bir film ile kaplandigi da gozle
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goriilmiistiir. Sekil 4.11.’de GCE, GCE/CdS ve GCE/CdS-MAA yiizeylerinin fotograflari
verilmistir. GCE yiizeyi siyah iken (Sekil 4.11A), GCE/CdS yiizeyinin sart bir filmle
kaplandig1 (Sekil 4.11B) ve MAA ortaminda ise bu sar1 filmin daha homojen oldugu (Sekil
4.11C) goriilmektedir. GCE ig¢in gergeklestirilen benzer islemler tekrarlanarak CdS ve
ardindan ZnS’nin hem MWCNT/GCE hem de PGE yiizeyine modifikasyonu
gerceklestirilmistir.

A

Sekil 4.11. A) Yalin GCE, B) GCE/CdS, C) GCE/CdS-MAA’nn fotograflar

4.1.4. QD Modifiye GCE'nin NADH'nin Yiikseltgenmesine Yaniti

NADH’nin CdS modifiye GCE’de elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik yanitini
gozlemek i¢in Oncelikle yalin GCE’nin ¢alisilan destek elektrolitte (0,10 M KCl igeren pH
7,0 PBS’de) 151kl ve 1s1ksiz dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmis (Sekil 4.12A) ve
ayni destek elektrolite 2,0 mM olacak sekilde NADH eklenerek 1s1kli ve 1s1ksiz ortamda
NADH’nin dongiisel voltammogramlari kaydedilmistir (Sekil 4.12B). Sekil 4.12A’da
goriildiigii gibi GCE’nin 151ks1z voltammograminda (siyah ¢izgili, 1) kapasitif akimin
yiizeyin 1siklandirilmasiyla (kirmizi ¢izgili, 2) ¢ok az arttigr tespit edilmistir. 2,0 mM
NADH ortaminda aliman dongiisel voltammogramda (Sekil 4.12B, siyah ¢izgili,1) ise
NADH’nin yalin GCE’deki yiikseltgenme pikinin 680 mV da gozlendigi, yiizey
isiklandirildiginda ise (Sekil 4.12B, kirmizi ¢izgili, 2) pik potansiyelinin 650 mV’a
kaydigi, pik akimmin ise 11 pA’den yaklasik 18 pA’e arttigit ve yalin GCE’nin de
NADH’nin ylikseltgenmesine bir miktar fotoelektrokatalitik etki gosterdigi tespit
edilmistir.

GCE-CdS’iin de benzer sekilde dongiisel voltammogramlar1 alinmis ve Sekil 4.13A
ve B’de wverilmistir. Sekil 4.13A’da goriildiigii gibi GCE/CdS’nin  dongiisel
voltammograminin, ylizey isiklandirildiginda yalin GCE’ye gore oldukg¢a farkli oldugu
tespit edilmis ve bunun nedeninde yiizeydeki yari iletken CdS’nin 1sikla etkilesimine

baglanmistir. 2,0 mM NADH ortaminda alinan dongiisel voltammogramda (Sekil 4.13B)
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ise yine yalin GCE’ye gore 1sikla NADH nin yiikseltgenmesine ait pik akiminin daha fazla
arttigi, ancak pik potansiyelinde beklenildigi gibi negatife kaymanin goézlenmedigi
gorilmistir. QD’lerin daha kararli kildig1 ve boyutlarini daha kiiciilttigii bilinen MAA
(Salimi ve ark., 2013), GCE yiizeyine CdS biriktirilme asamasinda kullanilmistir. Aym
sekilde GCE/CdS-MAA’nin da dongiisel voltammogramlart kaydedilmis (Sekil 4.14A ve
B) ve GCE/CdS’ye olduk¢a yakin voltommogramlar elde edilmistir. Bu g¢alismadan
beklenti NADH’nin yiikseltgenmesine ait pik potansiyelinin 600-700 mV’lardan 200-300
mV degerlerine olacak sekilde negatife dogru kaydirmakti. Ancak voltammogramlardan da
goriildiigli gibi MAA kullanilan elektrotta da herhangi bir kayma gozlenmemistir. 3 farkl
yalin ve QD modifiye GCE’lerin 2,0 mM NADH ortaminda ve elektrot yiizeleri
1isiklandirilarak ve 1siklandirilmadan alinan dongiisel voltammogramlardan elde edilen pik
potansiyeli ve pik akim degerleri, diger elektrotlarla (PGE, K.PGE ve GCE/MWCNT)
birlikte Cizelde 4.2’de verilmistir. GCE/CdS ya da GCE/CdS-MAA’nin yiizey
1siklandirildiginda NADH 'nin yiikseltgenmesine ait pik akiminda ciddi artis sagladigindan,
NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinde ve NAD*/NADH redoks ¢iftine dayali
biyosensor tasariminda her ne kadar potansiyel kaymasi gozlemlenmese de

kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. 2,0 mM NADH’nin dongiisel voltammogramlarindan elde edilen
yiikseltgenme pik potansiyelleri ve akimi (n=3)

Elektrot tipi E (mV) siks1iz| E (mV) 1s1ksiz | Ip (nA) 1siksiz| Ip (nA) 1s1kh
Yalin GCE 665+12 665+7 11,5+0,7 17,6+0,9
GCE-CdS 63949 61546 22+2 4243
GCE-CdS-MAA 66610 665+13 21+2 4042
Yalin-PGE 566+15 586+13 163 25+2
PGE-CdS 493+20 509+16 20+2 312
PGE-CdS-MAA 485+16 505+10 20+1 39+2
KPGE 488+5 518+5 23+2 3443
KPGE-CdS 481+12 505+8 20+2 4613
KPGE-CdS-MAA 483+8 510£10 2242 48+3
MWCNT/GCE 6342 20+3 17+1 28+3
MWCNT/GCE-CdS 61+3 3243 28+3 46+4
MWCNT/GCE-CdS-MAA |89+3 39+3 2344 72+8
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Sekil 4.12. A) Yalin GCE’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin yalin
GCE’deki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M
KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s51ksi1z 2) 151kh1
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Sekil 4.13. A) GCE/CdS’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’ nin GCE/CdS’deki
dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI igeren
pH 7,0 PBS; 1) 1s1ks1z 2) 1s1kh1
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Sekil 4.14. A) GCE/CdS-MAA’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin
GCE/CdS-MAA’daki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek
elektrolit: 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s1ksiz 2) 1s1kli

4.1.5. PAMAM’s1z QD Modifiye GCE/MWCNT’’nin Karakterizasyonu

QD modifiye GCE/MWCNT’ler materyal ve yontem kisminda bahsedildigi sekilde
hazirlanmis ve yalin GCE’de dahil olmak tlizere MWCNT ve QD modifiye
GCE/MWCNT’lerin impedans egrileri ve dongiisel voltammogramlar1 yine 0,010 M
Fe(CN)64'/ % ortaminda almmustir. Cizelge 4.1.’de 5 farkli QD modifiye ve yalin elektrotlar
icin aliman impedans egrilerinden direng degerleri ve dongiisel voltammogramlardan
Fe*/Fe?* redoks cifti icin pik potansiyelleri, pik potansiyelleri arasindaki fark (AE,) ve pik
akimlar1 verilmistir.

0,10 M KCl igeren 0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda,
MWCNT modifiye GCE ve CdS kapli MWCNT modifiye GCE’nin impedans egrileri
Sekil 4.1°de verilen devreye gore 1 ile 150,000 Hz frekans araliginda alimustir.
GCE/MWCNT, GCE/MWCNT/CdS ve GCE/MWCNT/CdS-MAA’ya iliskin impedans
egrileri Sekil 4.15°de, dongiisel voltammogramlart ise Sekil 4.16’da verilmistir. Yalin
GCE ve QD modifiye elektrotlarin impedans egrilerinden elde edilen direng ya da yari
daire c¢ap1 (semi circle diameter) degerleri yorumlandiginda, MWCNT’ nin diger
elektrotlara gore direncinin oldukga diisiik oldugu (yaklasik 122 ohm) goriilmiis, bunun
sebebinin ise MWCNT nin diger elektrotlara gore ylizey alaninin daha biiyiik olmasi ve
iletkenliginin daha iyi olmasi seklinde yorumlanmistir (Suehiro ve ark., 2003; Zhao ve
ark., 2005) . Diren¢ GCE/MWCNT igin (150 ohm) elektrot yiizeyi CdS ile kaplandiginda
hem MAA’li hem MAA’s1z ortamda yaklagik 250 ohm’a kadar artmistir ve GCE/MWCNT
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yiizeyine CdS’nin kaplandig1 sonucuna varilmistir. Elektrotlara ait Nyquist egrileri Sekil
4.15A’da verilmistir. Ayrica ylizeyde belirgin sar1 rengin gozlenmesi de bu sonuglar

desteklemektedir.

200 5 A—=— GCEMWCNT
B——GCEMWCNT/CAS

C - GCEAMWCNT/CdSMAA As B » C

-Z" (ohm)

T T T T T Ll b 1
100 200 300 400 500
2'(ohm)

Sekil 4.15. A) GCE/MWCNT, B) GCE/MWCNT/CdS, C) GCE/MWCNT/CdS-MAA’nin
0,10 M KCI igeren 0,010 M K4Fe(CN)s ve 0,010 M K3Fe(CN)g ortaminda kaydedilen

impedans egrileri

5 farkli MWCNT i¢in alinan dongiisel voltammogramlardan elde edilen sonuglar
incelendiginde yalin elektrotlar arasinda GCE/MWCNT nin hem pik potansiyelleri
arasindaki farkin daha az hem de pik akimlarimin daha yiiksek oldugu ve bu durumun
impedans egrileri ile uyumlu oldugu gozlenmistir. Bu durum Cizelge 4.1.’de 6zetlenmistir.
CdS ile yiizey modifiye edildiginde pik akimlarinin azaldigi ve AEp degerlerinin arttig
gozlenmis bu sonug ise CdS’lin yar1 iletken 6zelligine baglanmistir (Cizelge 4.1.). Her bir
elektrot i¢in ornek bir sekil, Sekil 4.16’da verilmistir. Sekil 4.16A’da yalin GCE’nin
dongiisel votammogrami, Sekil 4.16B’de ise GCE/MWCNT nin dongiisel voltammogrami
verilmistir. Sekilden, MWCNT ile elde edilen voltammogramlarin hem pik akimlarinin
daha yiliksek hem de pik potansiyelleri arasindaki farkin daha az oldugu ve bu durumun
impedans egrileri ile uyumlu oldugu gézlenmisti. GCE/MWCNT igin Fe**/Fe** redoks
ciftine ait anodik ve katodik pikler Sekil 4.16B’de sirasiyla yaklasik +280 mV ve +210
mV’da belirgin bir sekilde gozlenmistir. Ancak GCE/MWCNT/CdS ve GCE/
MWCNT/CdS-MAA i¢in anodik pik daha pozitife kayarken (310 mV) katodik pik daha
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negatife (190 mV) kaymistir (Sekil 4.16C ve D). Yiizeye kaplanan CdS’lin yari iletken
ozelligi potansiyellerdeki bu kaymaya sebep olmaktadir. Bu sonuglari, Impedans

egrilerinde CdS kapli elektrodun direncinin artmasi da desteklemektedir.

1A= valin GCE

B=— GCEAIWCNT

_2004C— GCE/MWCNT/CdS/MAA
D=— GCE/MWCNT/CdS

-500 0 300 1000
Potansivel / mV

Sekil 4.16. A)Yalin GCE, B) GCE/MWCNT, C) GCE/MWCNT/CdS, D)
GCE/MWCNT/CdS-MAA’nin 0,10 M KCI igeren 0,010 M K;Fe(CN)s ve 0,010 M
K3sFe(CN)g ortaminda kaydedilen dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 50 mV/s

Son olarak yiizey 6zelliklerinin incelenebilmesi i¢in yalin GCE, GCE/MWCNT ve
GCE/MWCNT/CdS’nin  SEM  goriintiilleri alinmigtir.  Sekil 4.17B’de  MWCNT ile
kaplandiginda yiizeyin morfolojisinin degistigi, 4.17A’da ise yalin GCE’nin piiriizsiiz bir
yiizeye sahip oldugu goriilmektedir. Ancak MAA’l1 ortamda CdS biriktirildiginde yiizeye

noktaciklar halinde CdS’nin birikimine ait bir gériintii elde edilmistir (Sekil 4.17C).

— i

Sekil 4.17. A) Yahn GCE, B) GCE/MWCNT C) GCE/MWCNT/CAS-MAA’n

. /s

w 1omm

in SEM

gortlntiileri
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4.1.6. QD Modifiye GCE/MWCNT’nin NADH’nin Yiikseltgenmesine Yamti

NADH’nin CdS modifiye GCE/MWCNTde elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik
yanitim1 gozlemek ve GCE, PGE ve K.PGE ile elde edilen verileri karsilastirmak igin
oncelikle GCE/MWCNT’nin 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS’de 1s1kl1 ve 1s1ksiz dongiisel
voltammogramlar1 kaydedilmis (Sekil 4.18A) ve aymi destek elektrolite 2,0 mM olacak
sekilde NADH eklenerek 1s1kl1 ve 1s1ksiz ortamda NADH nin dongiisel voltammogramlari
kaydedilmistir (Sekil 4.18B). Sekil 4.18A’da goriildiigii gibi GCE/MWCNT nin 1s1ks1z
voltammograminda (mavi ¢izgili), elde edilen kapasitif akimin yiizey 1siklandirildiginda
¢ok az miktarda (kirmizi ¢izgili) arttigi tespit edilmistir. 2,0 mM NADH ortaminda alinan
dongiisel voltammogramda (Sekil 4.18B, mavi ¢izgili) ise NADH’nin yiikseltgenme
pikinin yaklasik 50 mV’da gozlendigi, yiizey 1siklandirildiginda ise (Sekil 4.18B, kirmizi
cizgili) pik potansiyelinin 0 mV’a kaydigi ve pik akiminin ise yaklasik 21 pA’den yaklasik
38 puA’e arttign ve GCE/MWCNT’nin de NADH’nin yiikseltgenmesine fotoelektrokatalitik
etki gosterdigi tespit edilmistir. Diger elektrotlarla (GCE, PGE ve K.PGE) ile
karsilastirildiginda GCE/MWCNT’nin NADH’nin yiikseltgenme pik potansiyelini olduk¢a
negatife kaydirdigr (yaklasik 50 mV) ve pik akiminin da oldukga yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

CdS kapli modifiye elektrotlardan GCE/MWCNT/CdS ile GCE/MWCNT/CdS-
MAA’nin dongiisel voltammogramina 151gin etkisinin yine GCE ve PGE’de oldugu gibi
kapasitif akimi arttirma seklinde oldugu Sekil 4.19A ve Sekil 4.19A’dan goriilmektedir.
Bu elektrotlarla NADH’nin dongiisel voltammogrami kaydedildiginde ise NADH’nin
yiikseltgenmesine ait pik akimiin 1gikla arttigi ve pik potansiyelinin yaklagik 100 mV’da
oldugu Sekil 4.18B ve 4.19 Sekil 4.20B’den goriilmektedir. En biiyiik artisin MAA’I
ortamda hazirlanan elektrotla alinmast MAA’nin MWCNTteki etkinliginin daha fazla

oldugunu yansitmaktadir.
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Sekil 4.18. A) GCE/MWCNT’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin
GCE/MWCNT deki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit:
0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s1ks1z 2) 151kl
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Sekil 4.19. A) GCE/MWCNT/CdS’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin
GCE/MWCNT/CdS’deki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek
elektrolit: 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s1ksiz 2) 1g1kli
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Sekil 4.20. A) GCE/MWCNT/CdS-MAA’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM
NADH’nin GCE/MWCNT/CdS-MAA’deki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20
mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s1ks1z 2) 1s1kl1

Sonug olarak NADH nin elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik yanit i¢in dort farkl
elektrot i¢in alinan degerler Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu cizelgede de goriildiigi gibi,
NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinde hem akim artis1 hem de potansiyel
kaymas1 agisindan en uygun QD modifiye elektrodun GCE/MWCNT oldugu, bununla
birlikte K.PGE’nin de akim artis1 agisindan oldukg¢a kullanislt ve yararl (tek kullanimli ve

ucuz olmasi agisindan) bir elektrot meteryali olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir.

4.1.7. PAMAM’s1z QD Modifiye PGE’nin Karakterizasyonu

Modifiye PGE’ler, Materyal ve Yontem bdoliimiinde bahsedildigi gibi bir 6n
kosullandirma islemi (pH 7,0 BRT’de 60 s 1,45 V kronoamperometri uygulama)
uygulanarak (kosullandirilmis PGE, K.PGE) ve uygulanmaksizin (yalin PGE) iki sekilde
kullanilmigtir. PGE ile CdS biriktirmede CdS’nin olustuktan sonra ¢6zeltiye katmanlar
halinde salindig1 gézlenmistir. Bu durumu minimize etmek i¢in CdS biriktirme isleminde
daha énce kullanilan 15 °C olarak kullanilan ortam sicakligi 25 °C olarak degistirilmistir.

0,10 M KClI igeren 0,010 M K4Fe(CN)s ve 0,010 M KzFe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda
Sekil 4.1°’de verilen devreye gore sirasiyla yalin PGE, PGE/CdS ve PGE/CdS-MAA i¢in
impedans egrileri alinmis ve 5 farkl elektrot i¢in elde edilen direng¢ degerlerinin ortalamasi
her bir elektrot i¢in Cizelge 4.1°de verilmistir. Diren¢ degerleri yalin PGE, PGE-CdS ve
PGE-CdS-MAA igin sirastyla yaklagik 503, 632 ve 783 ohm bulunmustur. Beklendigi gibi
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CdS kaplandiginda elektrot yiizeylerinin direnci yalin PGE’ye gore artmistir. Her bir

elektrodun impedans c¢aligmalarindan elde edilen Nyquist egrileri Sekil 4.21°de verilmistir.

400 A=—PGE
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Sekil 4.21. A) Yalin PGE, B) PGE-CdS, C) PGE-CdS-MAA’nin 0,10 M KCl igeren 0,010
M K;Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ortamindaki impedans egrileri

0,10 M KCl igeren 0,010 M K4Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda
50 mV/s tarama hizinda ve -0,5 ile + 0,8 V potansiyel araliginda yalin PGE, PGE/CdS ve
PGE/CdS-MAA’nin dongiisel voltammogramlart alinmigtir. Elde edilen pik akimlari, pik
potansiyelleri arasindaki fark (AEp) ve pik potansiyelleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
Cizelge incelendiginde, CdS modifiye elektrotlardaki pik akimlarinin yalin PGE’ye gore
diistiigti, elektrotlardaki pik potansiyelleri arasindaki farkin ise arttig1 goriilmektedir. Sekil
4.22°de her bir elektrot i¢in kaydedilen voltammogramlardan biri verilmistir. Sonuglarin

impedans egrileri ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

93



A = PGE valn
200{ B—— PGE-CdS-MAA
, e
C —— PGE-CdS :
<ﬁ l‘— A
=.
—
s 07
k.
]
-2004

500 0 500 1000
Potansivel / mV

Sekil 4.22. A) Yalin PGE, B) PGE-CdS, C)PGE-CdS-MAA’nimn 0,10 M KCl igeren 0,010
M K4Fe(CN)s ve 0,010 M KsFe(CN)g ortaminda kaydedilen dongiisel voltammogramlari.

Tarama hizi: 50 mV/s

0,10 M KCl igeren 0,010 M K;Fe(CN)g ve 0,010 M K3Fe(CN)g ¢ozeltisi ortaminda,
sirastyla yalin K.PGE, K.PGE/CdS ve K.PGE/CdS-MAA’nin impedans egrileri Sekil
4.1°de verilen devreye gore alimmistir. K.PGE ve PGE’nin impedans egrilerinden elde
edilen direng ya da yar1 daire ¢ap1 degerleri yorumlandiginda, K.PGE’nin direncinin (220
ohm) vyalin PGE’ye gore oldukga diisiik oldugu (yaklasik 300 ohm) goriilmiistiir. Bu
sonuglar PGE’ye gore K.PGE ylizeyinin iletkenliginin arttifin1 gostermektedir. K.PGE
yiizeyine CdS biriktirildiginde ise direncin yari iletken CdS’den dolay1 yine arttig1
(K.PGE/CdS i¢in yaklasik 555 ohm iken K.PGE/CdS-MAA i¢in yaklagik 897 ohm)
gozlenmistir. Her bir elektrot i¢in 6rnek bir Sekil 4.23’de verilmistir.

Yalin elektrot i¢in elde edilen impedans egrilerinin direnci (220 ohm), beklenildigi
gibi CdS modifiye elektrotlara gore distiktiir (Sekil 4.123A). Elektrot yiizeyi CdS ile
kaplandiginda (K.PGE/CdS) direncin arttig1 (yaklastk 550 ohm) Sekil 4.23B’de
gozlenmistir. Sekil 4.23C’de CdS-MAA ile kaph elektrodun impedans egrisi verilmistir.

Buradan direncin 900 ohm’a kadar arttig1 gézlenmektedir.
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Sekil 4.23. A) K.PGE, B) K.PGE/CdS, C) K.PGE/CdS-MAA'nm 0,10 M KCl igeren 0,010
M K4Fe(CN)g ve 0,010 M KsFe(CN)g ortamindaki impedans egrileri

5 farkli elektrot ig¢in alinan dongiisel voltammogramlardan elde edilen sonuglar
incelendiginde AEp degerleri K.PGE, KPGE/CdS ve K.PGE/CdS-MAA i¢in sirasiyla 133,
208 ve 214 mV bulunmus ve pik akimlarinin CdS kapl elektrotlarda 6nemli 6l¢iide
diistiigii gézlenmistir. Sonuglarin impedans egrileri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Her bir
elektot i¢in O6rnek bir voltammogram Sekil 4.24’de verilmistir. Yalin K.PGE i¢in F e IFe?*
redoks giftine ait anodik ve katodik pikler Sekil 4.24A’da sirasiyla yaklagik +280 mV ve
+160 mV’da belirgin bir sekilde gézlenmistir. Ancak K.PGE/CdS ve K.PGE/CdS-MAA
icin anodik pik daha pozitife kayarken (370 mV) katodik pik daha negatife (180 mV)
kaymigtir (Sekil 4.24B ve C). Yiizeye kaplanan CdS’iin yari iletken o6zelligi
potansiyellerdeki bu kaymaya sebep olmaktadir. Bu sonuglari, impedans egrilerinde CdS

kapl elektrodun direncinin artmasi da desteklemektedir.
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Sekil 4.24. A) K.PGE, B) K.PGE-CdS, C)K.PGE-CdS-MAA’nin 0,10 M KCI igeren
0,010 M K4Fe(CN)s ve 0,010 M KsFe(CN)s ortaminda kaydedilen dongiisel

voltammogramlari. Tarama hizi: 50 mV/s

Son olarak PGE (Sekil 4.25) ve (K.PGE Sekil 4.26.) ile elde edilen QD modifiye
elektrotlarin SEM goriintiileri yalin elektrotlarla beraber alinarak yiizey morfolojileri ve
aralarindaki farklar degerlendirilmistir. Sekil 4.25A°da yalin PGE ile Sekil 4.25B’de CdS
kapli PGE goriilmekte ancak biriken CdS’lerin koagiile oldugu gozlenmistir. Bu durumu
onlemek i¢cin MAA’li ortamda elektrodun (PGE/CdS-MAA) SEM goriintiisii (Sekil 4.25C)
alinarak koagiilasyonun bir miktar azaltilmistir. Alman impedans egrileri ve dongiisel
voltammogramlar ile SEM goriintiilerinin uyumlu oldugu goézlenmistir. Son olarak
elektrokimyasal biyosensor calismalarinda daha kararli sonuglar veren PGE/CdS-ZnS-
MAA’nin da SEM goriintiisii alinmis ve Sekil 4.25D’de verilmistir. Bu elektrodun da
PGE/CdS ve PGE/CdS-MAA’ya gore farkli oldugu goézlenmistir.

Sekil 4.26’da ise K.PGE ile aliman SEM goriintiileri verilmistir. Sekil 4.26A’da
K.PGE’nin CdS ile kaplandiginda (Sekil 4.26B) ise ylizeyin morfolojisinin yalin
K.PGE’ye gore degistigi gozlenmistir. Sekil 4.26B’de CdS noktalarin PGE yiizeyinde
bolgesel olarak koagiile seklinde biriktigi goriilmektedir (Wang ve ark., 2002; Xu ve ark.,
2004). MAA ortaminda elde edilen elektrodun (K.PGE/CdS-MAA, Sekil 4.26 C) SEM
gorlintiisiinlin PGE’de elde edilen SEM goériintiisiine benzer oldugu goézlenmistir. Son

olarak da K.PGE/CdS-ZnS-MAA’nin SEM goriintiisii Sekil 4.26D’de verilmis ve
digerlerinden farkli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.25. A) Yalin PGE, B) PGE/CdS, C) PGE/CdS-MAA, D) PGE/CdS-ZnS-MAA’nin
SEM goriintiileri
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Sekil 4.26. A) Yalin K.PGE, B) K.PGE/CdS C) K.PGE/CdS-MAA D) K.PGE/CdS-ZnS-
MAA’nin SEM goriintiileri

4.1.8. QD Modifiye PGE’nin NADH’nin Yiikseltgenmesine Yaniti

PGE ile yapilan galismalar yine kosulsuz ve kosullu PGE olacak sekilde iki farkli
modifikasyonla gerceklestirilmistir. NADH’nin CdS modifiye PGE’de elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik yanitin1 gézlemek ve GCE ile elde edilen verileri karsilagtirmak i¢in
oncelikle herhangi bir 6n igslem gérmemis yalin PGE’nin 0,10 M KCIl igeren pH 7,0
PBS’de 1s1kl1 ve 151ksiz dongiisel voltammogramlar: (Sekil 4.27A) ve daha sonra ayni
destek elektrolite 2,0 mM olacak sekilde NADH eklenerek isikli ve 1siksiz ortamda
dongiisel voltammogramlart kaydedilmistir (Sekil 4.27B). Sekil 4.27A’da goriildigi gibi
yalin PGE’nin 1s51ks1z voltammogrami (mavi ¢izgili, 1) ile ylizey 1siklandirildiginda
kaydedilen dongiisel voltammogramda (kirmizi ¢izgili, 2) herhangi bir degisikligin
olmadigi tespit edilmistir. 2,0 mM NADH ortaminda alinan dongiisel voltammogramda
(Sekil 4.27B, mavi ¢izgili, 1) ise NADH nin yalin PGE’deki yiikseltgenme pikinin 600
mV’da gozlendigi, ancak ylizey 1siklandirildiginda (Sekil 4.27B, kirmizi ¢izgili, 2) pik
potansiyelinin degismedigi, pik akiminin ise yaklasik 17 pA’dan yaklasik 23 pA’a arttigi
ve yalin PGE’nin de NADH’nin yiikseltgenmesine bir miktar fotoelektrokatalitik etki
gosterdigi tespit edilmistir.

PGE/CdS’iin ve PGE/CdS-MAA’nin da benzer sekilde dongiisel voltammogramlari
alinmig ve sirastyla Sekil 4.19A-B ile Sekil 4.20A-B’de verilmistir. Hem PGE/CdS’nin
(Sekil 4.28A) hem de PGE/CdS-MAA’nin (Sekil 4.29) dongiisel voltammogramlarinin

yiizey 1siklandirildiginda 6nemli derecede arttigi gozlenmis ve bu durumun yine yari
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iletken CdS’nin 1sikla etkilesiminden kaynaklandigi sonucuna varimistir. Ayni
elektrotlarin 2,0 mM NADH ortaminda alinan dongiisel voltammogramlari incelendiginde
NADH’nin PGE/CdS’de (Sekil 4.28B) yaklasik 520 mV’da, PGE/CdS-MAA’da (Sekil
4.29B) ise 480 mV’da yiikseltgendigi ve 1sikla pik akimlarimin yaklasik 2-2,5 kat arttigi
gozlenmistir. PGE’nin GCE’ye goére hem pik potansiyelini bir miktar daha negatife
kaydirdigi hem de pik akiminda artis sagladigi goz oniine alindiginda GCE’ye gore daha

avantajl bir elektrot oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.27. A) Yalin PGE’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin yalin

PGE’deki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M
KCligeren pH 7,0 PBS; 1) 151ks1z 2) 151kh1
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Sekil 4.28. A) PGE/CdS’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’ nin PGE/CdS’deki
dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI igeren
pH 7,0 PBS; 1) 1s1ks1z 2) 151kl
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Sekil 4.29. A) PGE/CdS-MAA’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin
PGE/CdS-MAA’daki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek
elektrolit: 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s1ksiz 2) 1s1kli

K.PGE’nin de benzer sekilde voltammogramlar1 alinmis ve sirasiyla Sekil 4.30, 4.31
ve 4.32°de verilmistir. Sekil 4.30A’da goriildiigi gibi K.PGE’nin voltammogramina 1518in
herhangi bir etki etmedigi, ancak K.PGE/CdS (Sekil 4.31) ve K.PGE/CdS-MAA (Sekil
4.32A) 1sikla voltammogramlarinin farklandigi tespit edilmistir. K.PGE’de NADH’nin
dongiisel voltammograminda NADH’ye ait yiikseltgenme pik akimi 1sikla yine artmis ve
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yalin PGE’de 600 mV’daki yiikseltgenme pikinin K.PGE’de 500 mV’da gozlendigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte CdS modifiye elektrotlardan hem K.PGE/CdS (Sekil 4.31B)
hem de K.PGE/CdS-MAA’nin (Sekil 4.32B) 1sikli ortamda NADH’ye yanitinin
kosullandirilmamis PGE’ye gore olduke¢a iyi oldugu sonucuna varilmistir. PGE yiizeyinin
1,45 V da 60 s kronoamperometri uygulanarak kosullandirilmasiyla hem yiizeydeki
safsizliklar giderilmis hem de yiizeyde karboskislik asit gruplari elde edilerek yiizey aktive
edilmistir. Bu yilizden normal kosullandirilmamis PGE’de CdS biriktirilirken, biriken
CdS’lerin yiizeyden ayrildigi ancak K.PGE’de ise daha az ayrildig1 gozlenmistir.

404 B

KPGE + 2 mM NADH

o
S

o
i

o
o

Akim ( pA)
)
n

o
B

086

-200 [ 200 400 800 8o 200 3 200 4% 600 8o
Potansiyel ( mV) Potansiyel ( mV)

Sekil 4.30. A) K.PGE’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin K.PGE’deki
dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI igeren
pH 7,0 PBS; 1) 1s1ks1z 2) 151kl
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Sekil 4.31. A) K.PGE-CdS’nin destek elektrolitteki ve B) 2,0 mM NADH’nin
K.PGE/CdS’deki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit:
0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 151ks1z 2) 151kl1
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Sekil 4.32. A) K.PGE/CdS-MAA’nin destek elektrolitteki ve B) 2.,0 mM NADH’nin
K.PGE/CdS-MAA’daki dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek
elektrolit: 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS; 1) 1s1ksiz 2) 151kl

4.2. QD Modifiye Elektrotlarla FIA Sisteminde NADH’nin Amperometrik ve
Fotoamperometrik Yiikseltgenmesi

FIA sisteminde hem K.PGE/CdS hem de GCE/MWCNT/CdS sirastyla Sekil 3.2 ve
3.3’de wverilen fotoelektrokimyasal akis hiicreleri ile birlikte kullanilarak NADH’nin
elektrokatalitik ~ ve  fotoelektrokatalitik  yiikseltgenmesine  iliskin ~ 6ndeneyler
gerceklestirilmistir. Ancak, FIA sisteminde yiizeyden akis nedeniyle zamanla CdS
yiizeyden azaldigi ve ylizeyin uzun siire i1siklandirilmast nedeniyle fotobozunmaya
ugradigi ve elde edilen NADH piklerinin tutarsiz oldugu gozlenmistir. Bu amagla
yiizeydeki CdS’nin akisa ve fotobozunmaya karsi daha direngli olmasi i¢in yiizeye
CdS’den sonra ZnS biriktirilerek ¢ekirdek-kabuk (core-shell) seklinde yiizey daha kararl
hale getirilmistir. Akis sisteminde, elektrot yilizeyinde biriktirilen  kuantum
nanopartikiillerin tasiyict elektrolitle siiriiklenip gitmesini engellemek i¢in elektrot
yiizeyine 3 pL % 0,025 nafyon damlatilarak oda kosullarinda kurumaya birakilmistir. Bu
islemlerden sonra NADH’nin pik akimlari daha kararli elde edilmistir. Bu nedenlerden
otiiri, bundan sonraki c¢alismalarda K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf ve GCE/MWCNT/CdS-
ZnS-MAA-NTf FIA sisteminde kullanilmustir.
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4.2.1. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf ile Ilgili Calismalar

FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf'nin NADH’ye verdigi en iyi
amperometrik ve fotoamperometrik yaniti elde etmek icin sirasiyla uygulama potansiyeli,
akis hiz1 parametreleri optimize edildi. Oncelikle 1,3 mL/dk akis hizi, 100 pL &rnek
yiikleme hacmi ve 10 cm kolon uzunlugunda c¢alisildi. 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0
PBS tasiyict elektrolitine, yatigkan hal akimi elde edildikten sonra 0,10 mM NADH
enjekte edilerek farkli potansiyellerde akim-zaman egrileri GCE/MWCNT/CdS-ZnS-
MAA-NTf i¢in kaydedilerek en uygun uygulama potansiyeli belirlendi.

Sekil 4.33 GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak 0 ile +600 mV arasinda
degisen uygulama potansiyellerinde 0,10 mM NADH igin elde edilen fiagramlari
gostermektedir. Bu Sekillerden, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim

degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin uygulama potansiyeline karsi cizilen grafikleri

Sekil 4.34°de verilmistir.
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Sekil 4.33.  GCE/MWCNT/CdAS-ZnS-MAA-Nf  kullanilarak ~ farkli  uygulama
potansiyellerinde 0,10 mM NADH igin elde edilen fiagramlar. (akis hizi: 1,3 mL/dk, 6rnek

yiikleme hacmi: 100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyici elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH
7,0 PBS)

GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf’de hem elektrokatalitik hem de
fotoelektrokatalitik akim diisiik potansiyellerde gozlenmis ve yaklasik 150-300 V arasi

sabitlemis ve 300 mV’dan sonra ¢ok fazla olmamakla birlikte bir miktar arttig
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gozlenmistir. Ayrica Sekil 4.33 ve 4.34’den, fotoamperometrik yontemle elde edilen akim
degerlerinin amperometrik yontemle elde edilenlerden yaklasik 2 kat daha fazla oldugu
saptanmistir. Boylece GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf ig¢in en 1iyi uygulama
potansiyelinin, her ne kadar 500-600 mV da maksimum pik elde edilmis olsa da, daha
negatif potansiyelde ¢alisma agisindan +150 mV optimum potansiyel olarak se¢ilmistir ve

bundan sonraki adimlarda bu potansiyel degerinin kullanilmasi gerektigine karar

verilmistir.
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Sekil 4.34. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak elde edilen fiagramlardan, 0,10
mM NADH i¢in hesaplanan amperometrik (siyah ¢izgi) ve fotoamperometrik (kirmizi

¢izgi) pik akimlariin uygulama potansiyeli ile degisimi

Ikinci olarak amperometrik ve fotoamperometrik akimlara akis hizmin etkisi
incelendi. Bu amagla +150 mV uygulama potansiyeli, 100 pL 6rnek ylikleme hacmi ve 10
cm kolon uzunlugunda caligildi. 1,0 mM KCI igeren pH 7,0 fosfat tamponu tasiyici
elektrolitine, yatiskan hal akimi elde edildikten sonra 0,0 mM NADH enjekte edilerek
farkl1 akis hizlarinda akim-zaman egrileri kaydedildi (Sekil 4.35). Bu akim zaman
egrilerinden amperometrik ve fotoamperometrik akim degerleri hesaplanarak akis hizina
kars1 cizilen grafik Sekil 4.36’de gosterilmistir. Akim degerlerinin 0,125 mL/dk’lik akis
hizindan 1,0 mL/dk’ya gidildiginde arttig1, ancak 1,0 mL/dk akis hizindan sonraki daha
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biiyiik akis hizlarinda azaldig1 gozlenmistir. Bu olay yliksek akis hizlarinda enjekte edilen
NADH ile modifiye elektrot yiizeyindeki QD’lerin etkilesime girmesi i¢in yeterli zamanin

olmamasindan kaynaklanabilecegine baglanmustir.
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Sekil 4.35. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-NT kullanilarak farkli akis hizlarinda 0,10 mM
NADH ig¢in elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +150 mV, o6rnek yiikleme
hacmi: 100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyict elektrolit: 1,0 M KCI iceren pH 7,0
PBS)
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Sekil 4.36. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak 0,10 mM NADH igin elde
edilen fiagramlardan hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik akimlarin akis

hiziyla degisim grafigi
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Ayrica 1,0 mL/dk akis hizt ve +150 mV uygulama potansiyeli kosullarinda, 6rnek
yikleme hacminin (20, 50 ve 100 pL) 0,10 mM NADH’nin pik akimina etkisi
incelenmistir. Ornek yiikleme hacminin artmasiyla pik akimi dogrusal olarak artarken,
piklerde genisleme oldugu saptanmistir. Bu yiizden 100 uL enjeksiyon hacmi en uygun
ornekleme hacmi olarak segilmistir.

FIA sistemlerinde etkin bir parametre olan kolon uzunlugunun (10, 25 ve 50 cm) pik
akimina etkisi de diger parametrelerin saptanan optimum kosullarinda incelenmis, 10
cm’lik en diisiik kolon uzunlugunun uygun oldugu saptanmistir. Ciinkii enjekte edilen
NADH zonunun kolon boyunca ilerlerken bu uzunluktaki dispersiyonunun sinirli olmasi
nedeniyle pik genisligi azaltilmistir.

Sonug olarak optimizasyon ¢aligmalarindan; en uygun uygulama potansiyeli, +150
mV; akis hiz1 1,0 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
saptanmistir. Bu kosullarda GCE/MWCNT/CdAS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak farkli
derisimlerde  NADH FIA sistemine enjekte edilerek, hem amperometrik hem de
fotoamperometrik akim degerlerine iliskin pikler kaydedilmistir. Farkli derisimlerdeki
NADH i¢in elde edilen amperometrik ve fotoamperometrik akim-zaman egrileri Sekil
4.37°de verilmistir. Her iki yontemde de NADH derisimi arttik¢a pik yiiksekliklerinin
artmastyla birlikte, tiim derisimlerde elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla pik

yiiksekliginde, normal 151ks1z konumda elde edilenlere gore 6nemli artiglar gozlenmistir.
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Sekil 4.37. FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak farkli
derisimlerde NADH igin elde edilen akim-zaman egrileri (Tasiyict elektrolit: 1,0 M KCI
iceren pH 7,0 PBS; Uygulama potansiyeli: +150 mV; akis hizi: 1,0 mL/dk, 6rnek yiikleme

hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.38 NADH’nin derisimine kars1 FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik akim grafigini gostermektedir. Bu sekilden dogrusal kalibrasyon
arali1, hem amperometrik hem de fotoamperometrik yontem icin 3,0x107° — 1,0x107° M,
bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklar1 sirasiyla I(pA)= 20,26C (mM) + 0,17
R?=0,9941ve IpA) = 37,16C(mM) + 0,44; R?=0,9976 denklemleriyle ifade edilmistir.
Denklemde 1 pik akimi, C ise NADH’nin derisimidir. Bu denklemlerdeki egimler
karsilastirildiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin (37,16),
amperometrik yontemle elde edilenden (20,26) yaklasik 1,8 kat daha biiyiik oldugu
saptanmis ve dolayisiyla, duyarliin elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla bir miktar daha

arttirllmasi basarilmistir.
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Sekil 4.38. FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak optimum
kosullarda a) amperometrik, b) fotoamperometrik yontemle elde edilen pik akimlarmin

NADH derisimine kars1 degisimi

Her iki yontemin kesinligi, optimum kosullarda 1,0x10* M NADH’nin sisteme 8 kez
ardistk olarak enjekte edilmesiyle incelenmis ve bagil standart sapma amperometrik
yontem icin % 2,2 ve fotoamperometrik yontem ic¢in % 4,3 olarak bulunmustur. En diisiik
NADH derisiminin (l,OXlO'7 M) sisteme 10 kez ardisik olarak enjekte edilmesiyle elde
edilen pik akim degerlerinden her iki yontem i¢in gozlenebilme sinir1 (limit of detection,
LOD, 3sk/m) degerleri hesaplanmis ve amperometrik yontem igin 4,0x10% M,

fotoamperometrik yontem igin ise 3,0x10® M olarak bulunmustur.
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4.2.2. K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf ile Tlgili Calismalar

FIA sisteminde K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf'nin NADH’ye verdigi en iyi
amperometrik ve fotoamperometrik yaniti elde etmek icin GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-
Nf’de oldugu gibi yine sirasiyla uygulama potansiyeli, akis hizi parametreleri optimize
edildi. Elde edilen fiagramlar ve amperometrik ile fotoamperometrik akim degerlerinin
uygulama potansiyeli ile degisim grafigi sirasiyla Sekil 4.39 ve 4.40°da verilmistir.
K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf de hem elektrokatalitik hem de fotoelektrokatalitik akim diisiik
potansiyellerde oldukga diisiik oldugu ve 400 mV’dan sonra belirginlestigi yaklasik +600-
700 mV arasi sabitlendigi gozlenmistir. Bu verilerin daha onceki kisimlarda verilen
dongiisel voltammogramlarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica Sekil 4.39 ve 4.40°dan,
fotoamperometrik yontemle elde edilen akim degerlerinin amperometrik yontemle elde
edilenlerden yaklasik 1.4 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Bu artisin MWCNT ye gore
olduke¢a diisiik olmasinin nedeni PGE igin tasarlanan akis hiicresinde yiizeyin tamaminin
1sikla etkilesmemesine baglanabilir. Boylece K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf icin en iyi
uygulama potansiyeli +600 mV olarak secilmistir ve bundan sonraki adimlarda bu

potansiyel degerinin kullanilmasi1 gerektigine karar verilmistir.
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Sekil 4.39. K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak farkli uygulama potansiyellerinde 0,10
mM NADH i¢in elde edilen fiagramlar (akis hizi: 1,3 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi: 100
uL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyici elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS)
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Sekil 4.40. K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak elde edilen fiagramlardan, 0,10 mM
NADH i¢in hesaplanan amperometrik (siyah ¢izgi) ve fotoamperometrik (kirmizi ¢izgi)

pik akimlarmin uygulama potansiyeli ile degisimi

Ikinci olarak amperometrik ve fotoamperometrik akimlara akis hizimin etkisi
incelendi. Bu amagla +600 mV uygulama potansiyeli, 100 pL 6érnek yiikleme hacmi ve 10
cm kolon uzunlugunda ¢aligildi. 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS tasiyici elektrolitine,
yatigkan hal akimi elde edildikten sonra 0,10 mM NADH enjekte edilerek farkli akis
hizlarinda akim-zaman egrileri kaydedildi (Sekil 4.41). Bu akim zaman egrilerinden
amperometrik ve fotoamperometrik akim degerleri hesaplanarak akis hizina karsi ¢izilen
grafik Sekil 4.42°de gosterilmistir. Akim degerlerinin 0,125 den 1,75 mL/dk’a gidildiginde
arttigl, ancak 1,75 mL/dk akis hizindan sonraki daha biiyiik akis hizlarinda azaldig:
gozlenmistir. Bu olay yiiksek akis hizlarinda enjekte edilen NADH ile modifiye elektrot
yiizeyindeki kuantum noktalarin etkilesime girmesi i¢in yeterli zamanin olmamasindan

kaynaklanabilecegine baglanmistir.
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Sekil 4.41. K.PGE/CdS-ZnS-MAA-NTf kullanilarak farkli akis hizlarinda 0,10 mM NADH

ULV,
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icin elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +600 mV, 6rnek yiikleme hacmi: 100
uL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyici elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS)

40 A [ ] 15iksLE . *
) sk
- L
35 - *
] ™
3.0 A u [
- -
= . .
E 25 A ®
=2 -
< ® n
|
20 4 o *
|
|
1.5 "
. .. -
1,0 I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
Alas Hizn / mL.min”

Sekil 4.42. K.PGE-CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak 0,10 mM NADH i¢in elde edilen
fiagramlardan hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik akimlarin akis hiziyla

degisim grafigi

Sonug olarak optimizasyon ¢alismalarindan; en uygun uygulama potansiyeli, +600

mV; akis hiz1 1,75 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
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saptanmistir. Bu kosullarda K.PGE/CdS-ZnS-Nf kullanilarak farkli derisimlerde NADH,
FIA sistemine enjekte edilerek, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim
degerlerine iliskin pikler kaydedilmistir. Farkli derisimlerdeki NADH ig¢in elde edilen
amperometrik ve fotoamperometrik akim-zaman egrileri Sekil 4.43’de verilmistir. Her iKi
yontemde de NADH derisimi arttikga pik yiiksekliklerinin artmasiyla birlikte, tiim
derisimlerde elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla pik yiiksekliginde, normal 1siksiz

konumda elde edilenlere gore 6nemli artislar gdzlenmistir.
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Sekil 4.43. FIA sisteminde K.PGE/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak farkli derisimlerde
NADH ig¢in elde edilen akim-zaman egrileri (Tasiyic1 elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH 7,0
PBS; Uygulama potansiyeli: +600 mV; akis hizi: 1,75 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi: 100

L; kolon uzunlugu: 10 cm)

Sekil 4.44, NADH’nin derisimine kars1 FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik akim grafigini gostermektedir. Bu sekilden dogrusal kalibrasyon
arali1, hem amperometrik hem de fotoamperometrik yontem igin 8,0x1077 — 8,0x10° M,
bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklar1 sirasiyla I(uA)= 21,11C (mM) + 0,075
R?=0,9997 ve I(uA) = 38,99C(mM) + 0,058, R?=0,9991 denklemleriyle ifade edilmistir.
Denklemde I pik akimi, C ise NADH’nin derisimidir. Bu denklemlerdeki egimler
karsilastirildiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin (38,99),
amperometrik yontemle elde edilenden (21,11) yaklasik 1,8 kat daha biiyiikk oldugu

saptanmis ve dolayisiyla, duyarligin elektrot yilizeyinin 1s1iklandirilmasiyla bir miktar daha
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arttirllmasi basarilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3°de GCE/MWCNT igin elde

edilen degerlerle birlikte verilmistir.
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Sekil 4.44. FIA sisteminde K.PGE-CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak optimum kosullarda a)
amperometrik, b) fotoamperometrik yontemle elde edilen pik akimlarinin NADH

derigsimine kars1 degisimi

Cizelge 4.3. QD modifiye elektrotlarla NADH'a dayali biyosensor igin elde edilen

analitiksel parametreler

Elektrot Yontem | Dogrusal arahk Dogru denklemi LOD/LOQ
Amp. 8,0x10%-8,0x10% | I(nA)=21,11C (mM) | -
K.PGE-CdS-ZnS- mM + 0,075 R?=0,9997
MAA-Nf Fotoamp. | 8,0x107%-8,0x107 | I(pA) = 38,99C(mM) | -
mM + 0,058, R°=0,9991
Amp. 3,0x10%-1,0 mM | I(pA)=20,26 C(mM) | 4,0x10°/
GCE/MWCNT- +0,17 R*=0,994 1,3x10* mM
CdS-ZnS-MAA-Nf | Fotoamp. | 3,0x10°-1,0 mM | I(pA) =37,16 C(mM) | 3,0x10°/1,0
+ 0,44, R°=0,998 10* mM

Bundan sonraki adimda ise bu elektrot ylizeylerine dehidrogenaz enzimleri
immobilize edilerek daha once bahsedilen dehidrogenaz enzimine dayali biyosensor
mekanizmasiyla, dehidrogenaz ve NAD/NADH redoks ciftine dayali elektrokimyasal ve
foto elektrokimyasal biyosensor ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla enzim olarak
glikoz dehidrogenaz (GDH) ile alkol dehidrogenaz (ALDH) ve substrat olarak glukoz ile

etanol model olarak se¢ilmis ve detayli calismalar gerceklestirilmistir.
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4.3. Dehidrogenaz Enzimine Dayal Biyosensor Calismalar:

4.3.1. GDH ve NAD'/NADH Redoks Ciftine Dayah Biyosensor Calismalar:

4.3.1.1. QD Modifiye K.PGE Ile ilgili Yapilan Cahsmalar

QD modifiye K.PGE ile elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensor
calismalar1 hem dongiisel voltammetrik yontemle hem de Materyal ve Metot kisiminda
Sekil 3.2’de gosterilen fotoelektrokimyasal akis hiicresi kullanilarak FIA sisteminde

amperometrik olarak gerceklestirildi.

4.3.1.1.1. Dongiisel Voltammetrik Yontemle Elde Edilen Sonuglar

Glukoz ile NAD"nin GDH varhginda enzimatik tepkimesi sonucu olusan
NADH’nin K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH yiizeyinde elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik
yiikseltgenmesi dongiisel voltammogramlarin kaydedilmesiyle incelendi. Bu amagla
oncelikle karsilastirma yapmak amaciyla, QD modifiye edilmemis K.PGE yilizeyine GDH
yine deneysel prosediirdeki gibi tutturulmus ve bu elektrotta glukozun (K.PGE/GDH)
elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal yanitini izlemek i¢in dongiisel voltammogramlar
kaydedilmistir. Sekil 4.45’in i¢ kismi, 40.,0 mM glukozun K.PGE/GDH’1n 0,10 M KCI ve
10,0 mM NAD" iceren pH 7,0 PBS destek elektrolitinde ve 20 mV/s tarama hizindaki
dongiisel voltammogramlarii gostermektedir. Sekilden goriildigi gibi substrata (glukoz)
iliskin yaklasik 720 mV’da tersinmez bir pik gézlenmis (Sekil 4.45 i¢ kisim a) ve yiizeyin
1isiklandirilmasiyla da bu pikte pek degisim gozlenmemistir (Sekil 4.45 i¢ kisim b). Bu pik,
yukarida da bahsedildigi gibi enzimatik tepkime sonucu olusan NADH’nin tersinmez

olarak NAD"ya yiikseltgenmesine baglanmaktadir (Tepkime 4.5 ve 4.6).

GDH
Glukoz + NAD® — Glukanolakton + NADH + H" (Enzimatik Tepkime) (4.5)
NADH — NAD® + 2¢ + H* (Elektrot Tepkimesi) (4.6)
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Sekil 4.45. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH’nin destek elektrolitteki (al ve a2) ve 40,0 mM
glukoz ortamindaki (b1 ve b2) dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek
elektrolit: 0,10 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren pH 7,0 PBS; al ve bl: 1s1ksiz; a2 ve b2:
151kl I¢ Sekil: K.PGE/GDH’nin 40,0 mM glukoz ortamindaki 1s1ksiz (a) ve 1sikl1 (b)

dongiisel voltammogramlar

CdS-zZnS ve enzim modifiye elektrotta (K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH) alinan
voltammogramlar Sekil 4.45’de verilmistir. QD modifiye elektrotun destek elektrolitte
(glukoz yokken) alinan dongiisel voltammogrami Sekil 4.45/al de gosterilmistir. Sekilden
goriildiigii gibi ortamda substrat (glukoz) olmadigindan herhangi bir pik gozlenmemistir.
Ancak ylizeye 151k diisiiriildiigiinde (Sekil 4.45/a2) kapasitif akimin 1s1ikla ¢ok az degistigi
gozlenmistir. 40,0 mM glukoz ortaminda alinan dongiisel voltammogramda (Sekil 4.45/b1)
ise enzimatik tepkime sonucu olusan NADH’nin yiikseltgenme pikinin K.PGE/GDH’daki
gibi yaklagik 720 mV’da gozlendigi, ancak yiizey 1siklandirildiginda (Sekil 4.45/b2) pik
potansiyelinin degismedigi, pik akiminin ise yaklasik 2 kat arttigi ve QD ve enzim

modifiye PGE’nin glukoza dolayli olarak fotoelektrokatalitik etki gosterdigi tespit

edilmistir.
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4.3.1.1.2. FIA Sisteminde Amperometrik Yontemle Elde Edilen Sonug¢lar

FIA sisteminde K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH’nin  glukoza verdigi en iyi
amperometrik ve fotoamperometrik yaniti elde etmek igin sirasiyla uygulama potansiyeli,
akis hiz1 parametreleri optimize edildi. Oncelikle 1,3 mL/dk akis hizi, 100 pL &rnek
yiikkleme hacmi ve 10 cm kolon uzunlugunda ¢alisildi. 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS
tastyici elektrolitine, yatiskan hal akimi elde edildikten sonra 1,0 M KCI ve 10,0 mM
NAD" igeren pH 7,0 PBS’de hazirlanmis 0,50 mM glukoz enjekte edilerek farkli
potansiyellerde akim-zaman egrileri K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH i¢in kaydedilerek en
uygun uygulama potansiyeli belirlendi. Sekil 4.46 K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH
kullanilarak 300 ile 1000 mV arasinda degisen uygulama potansiyellerinde 0,50 mM
glukoz i¢in elde edilen fiagramlar1 gostermektedir. Bu sekillerden, hem amperometrik hem
de fotoamperometrik akim degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin uygulama potansiyeline

karsi ¢izilen grafikleri Sekil 4.47°de verilmistir.
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Sekil 4.46. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak farkli uygulama potansiyellerinde
0,50 mM glukoz icin elde edilen fiagramlar (akis hizi: 1,3 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi:
100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tastyici elektrolit: 1,0 M KCl i¢eren pH 7,0 PBS)

K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH’da hem elektrokatalitik hem de fotoelektrokatalitik
akim diisiik potansiyellerde de gozlenmis ve uygulama potansiyeli arttik¢a pik akimi 800
mV’a kadar belirgin bir sekilde artmis ve 800 mV’dan sonra ¢ok fazla olmamakla birlikte

bir miktar arttig1 gozlenmistir. Ayrica Sekil 4.46 ve 4.47°den, fotoamperometrik yontemle
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elde edilen akim degerlerinin amperometrik yontemle elde edilenlerden yaklagsik 2 kat daha
fazla oldugu saptanmistir. Boylece K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH i¢in en iyi uygulama
potansiyeli +800 mV optimum potansiyel olarak se¢ilmistir ve bundan sonraki adimlarda

bu potansiyel degerinin kullanilmasi gerektigine karar verilmistir.
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Sekil 4.47. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak elde edilen fiagramlardan, 0,50 mM
glukoz i¢in hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik pik akimlarinin uygulama

potansiyeli ile degisimi

Ikinci olarak amperometrik ve fotoamperometrik akimlara akis hizmin etkisi
incelendi. Bu amagla +800 mV uygulama potansiyeli, 100 pL 6rnek yiikleme hacmi ve 10
cm kolon uzunlugunda calisildi. 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS tasiyici elektrolitine,
yatigkan hal akimi elde edildikten sonra yine 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0
PBS’de hazirlanmis 0,50 mM glukoz enjekte edilerek farkli akis hizlarinda akim-zaman
egrileri kaydedildi (Sekil 4.48). Bu akim zaman egrilerinden amperometrik ve
fotoamperometrik akim degerleri hesaplanarak akis hizina karsi g¢izilen grafik Sekil
4.49°da gosterilmistir. Akim degerlerinin 0,125 den 0,60 mL/dk’ya kadar gidildiginde
arttigi, ancak 0,60 mL/dk akis hizindan sonraki daha biiyiik akis hizlarinda azaldig
gozlenmistir. Bu olay yiiksek akis hizlarinda enjekte edilen glukoz ile modifiye elektrot
yiizeyindeki GDH enzimi ile etkilesime girmesi ic¢in yeterli zamanin olmamasindan
kaynaklanabilecegine baglanmistir. Ayrica ¢ok diisiik akis hizlarinda da piklerin oldukga
yayvan oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.48. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak farkli akis hizlarinda 0,50 mM

glukoz icin elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +800 mV, 6rnek ylikleme hacmi:

100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyici elektrolit: 1,0 M KCl i¢eren pH 7,0 PBS)
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Sekil 4.49. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak 0,50 mM glukoz i¢in elde edilen

fiagramlardan hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik akimlarin akis hiziyla

degisim grafigi
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Ayrica daha Onceki kisimlarda NADH’nin dogrudan elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik yiikseltgenme ¢alismalarinda optimize edilen 100 pL’lik 6rnek
yiikleme hacmi ve 10 cm’lik kolon uzunlugu glukoz i¢in tekrar optimize edilmeyip bu
calismada da ayni sekilde kullanilmistir.

Sonug olarak optimizasyon ¢alismalarindan; en uygun uygulama potansiyeli, +800
mV; akis hiz1 0,6 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
saptanmistir. Bu kosullarda K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak farkli derisimlerde
glukoz FIA sistemine enjekte edilerek, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim
degerlerine iliskin pikler kaydedilmistir. Farkli derisimlerdeki glukoz i¢in elde edilen
amperometrik ve fotoamperometrik akim-zaman egrileri Sekil 4.50°de verilmistir. Her iki
yontemde de glukoz derisimi arttikga pik yliksekliklerinin artmasiyla birlikte, tiim
derisimlerde elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla pik yiiksekliginde, normal 1s1ksiz

konumda elde edilenlere gore 6nemli artiglar gdzlenmistir.
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Sekil 4.50. FIA sisteminde K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak farkli derisimlerde
glukoz i¢in elde edilen akim-zaman egrileri (Tastyic1 elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH 7,0
PBS; Uygulama potansiyeli: +800 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek yilikleme hacmi: 100

pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

Sekil 4.51 glukozun derisimine karsi FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik akim grafigini gostermektedir. Bu sekilden dogrusal kalibrasyon
araligi, hem amperometrik hem de fotoamperometrik yontem i¢in 0,20-8,0 mM glukoz
olarak bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklar sirasiyla I(pA)= 0,118C (mM) + 0,052
R?=0,9923 ve I(nA) = 0,245C(mM) + 0,089; R?=0,9971 denklemleriyle ifade edilmistir
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(Sekil 4.51). Denklemde I pik akimi, C ise glukozun derisimidir. Bu denklemlerdeki
egimler karsilastirildiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin
(0,245), amperometrik yontemle elde edilenden (0,118) yaklasik 2 kat daha biiyiik oldugu
saptanmis ve dolayisiyla, duyarliin elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla bir miktar daha

arttirllmasi basarilmistir.
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Sekil 4.51. FIA sisteminde K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak optimum kosullarda
a) amperometrik, b) fotoamperometrik yontemle elde edilen pik akimlarmmin glukoz

derigimine kars1 degisimi

Gozlenebilme smir1 (Limit of detection, LOD) ve tayin smir1 (Limit of
quantification, LOQ) degerlerini elde etmek i¢in glukoz igermeyen 1,0 M KCl igeren pH
7,0 PBS’de hazirlanmis 10,0 mM NAD™ FIA sistemine 7 kez enjekte edilerek elde edilen
verilerden tanik icin standart sapma (sk) degerleri hesaplandi. LOD, 3sk/m ve LOQ,
10sk/m den (m: egim) hem amperomerik hem de fotoamperometrik yontem igin
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de GCE/MWCNT i¢in elde edilen degerlerle
birlikte verilmistir.

K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH’nin tekrarlanabilirligi optimum kosullarda 0,50 mM
glukozun sisteme 5 kez ardisik olarak enjekte edilmesiyle incelenmis ve bagil standart
sapmalar1 sirasiyla amperometrik yontem i¢in % 3,5 olarak, fotoamperometrik i¢in 4,5
olarak bulunmustur. Bu sonuglar QD modifiye K.PGE’nin iyi bir tekrarlanabilirlige sahip

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.4. QD modifiye elektrotlarla GDH enzimine dayali biyosensor icin elde edilen

analitiksel parametreler

Dogrusal
Elektrot Yontem aralik Dogru denklemi LOD/LOQ
Amp. 0,2-8,0 mM | I(1A)=0,118C (mM) + | 0,09/0,3
K.PGE-CdS-ZnS-MAA- 0,052 R°=0,9923 mM
GDH Fotoamp. | 0,2-8,0 mM | I(uA)=0,245C(mM) + | 0,05/0,16
0,089 R?=0,9971 mM
Amp. 0,01-2,0 I(pA)= 2,57 (mM) 0,006 / 0,02
GCE/MWCNT-CdS- mM + 0,033 R?=0,9971 mM
ZnS-MAA-GDH Fotoamp. | 0,01-2,0 I(nA) =7,80C(mM) + | 0,004 /0,012
mM 0,049 R?=0,9985 mM

4.3.1.2. QD Modifiye GCE/MWCNT ile Ilgili Yapilan Calismalar
GCE/MWCNT ile de elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensor ¢aligmalari
hem dongiisel voltammetrik yontemle hem de Sekil 3.3’de gosterilen fotoelektrokimyasal

akis hiicresi kullanilarak FIA sisteminde amperometrik olarak gerceklestirildi.

4.3.1.2.1. Dongiisel Voltammetrik Yontemle Elde Edilen Sonuclar

K.PGE ile yapilan g¢aligmalara benzer olarak, 1sikli ve 1siksiz ortamda glukozun
GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH’daki dongiisel voltammogramlart kaydedilmistir.
QD modifiye elektrotun destek elektrolitte (glukoz kullanilmadan) alinan dongiisel
voltammogrami Sekil 4.52/al'e gosterilmistir. Sekilden goriildiigli gibi ortamda substrat
(glukoz) olmadigindan herhangi bir pik gozlenmemistir. Ancak yiizeye 151k
diisiiriildiiglinde (Sekil 4.52/a2) kapasitif akimin 1s1kla ¢cok az degistigi gozlenmistir. 20,0
mM glukoz ortaminda alinan dongiisel voltammogramda (Sekil 4.52/bl) ise enzimatik
tepkime sonucu olusan NADH nin yiikseltgenme pikinin yaklasik 500 mV’da gozlendigi,
ancak yiizey 1siklandirildiginda (Sekil 4.52/b2) pik potansiyelinin degismedigi, pik
akiminin ise yaklagik 2 kat arttigi ve QD ve enzim modifiye GCE/MWCNT’nin glukoza

dolayl1 olarak fotoelektrokatalitik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.52. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH’nin destek elektrolitteki (al ve a2) ve
20,0 mM glukoz ortamindaki (b1 ve b2) dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20
mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0 PBS; al ve bl:
151ks1z; a2 ve b2: 151kl

K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile karsilagtirilldiginda enzimatik olarak olusan
NADH’nin yiikseltgenme pikinin GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH’da daha negatifte
(500 mV) olustugu ve pik akiminin da 20,0 mM glukoz kullanilmasina ragmen K.PGE’ye
gore (K.PGE de 40,0 mM glukoz kullanilmist1) oldukca yiiksek oldugu gdzlenmistir. Bu
sonuclar, beklendigi gibi MWCNT modifiye elektrotla elde edilen sonuglarin K.PGE
modifiye elektroda gore daha duyarli oldugunu yansitmaktadir. Bunun nedeni ise
MWCNT ’iin spesifik yiizey alanina ve iyi elektronik 6zelligine baglanabilir.

Fotoelektrokimyasal glukoz biyosensér mekanizmasi ise Sekil 4.53’de verilmistir.
Bu mekanizmaya gore once GCE/MWCNT ylizeyindeki CdS kuantum noktalar1 250 W
halojen lamba ile 1siklandirildiginda, yariiletken CdS’iin degerlik bandindaki (VB)
elektronlar iletkenlik bandma (CB) transfer olmakta ve elektron-bosluk (e-h" pair) cifti
olusmaktadir. CB’daki @ GCE/MWCNTye transfer olurken enzimatik tepkime sonucu
olusan NADH e™nunu VB’de olusan pozitif yiikli bosluga (h*) vererek NAD"ya
yiikseltgenmektedir. NAD" tekrar glukoz ile enzimatik tepkimeye girerek glukoz (aslinda
NADH derisimine bagli) derisimine bagli olarak anodik bir fotoakim olugmaktadir.
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Sekil 4.53. QD modifiye GCE/MWCNT kullamimima ve GDH ve NAD*/NADH redoks

ciftine bagli fotoelektrokimyasal glukoz biyosensér mekanizmasina ait sematik gosterim

4.3.1.2.2. FIA Sisteminde Amperometrik Yontemle Elde Edilen Sonuclar

FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile de daha 6nce K.PGE
modifiye elektrotta bahsedildigi gibi optimizasyon ¢alismalari (uygulama potansiyeli, akis
hiz1 parametreleri) gergeklestirildi. Oncelikle 0,8 mL/dk akis hizi, 100 puL 6rnek yiikleme
hacmi ve 10 cm kolon uzunlugunda calisildi. 1,0 M KCI iceren pH 7,0 PBS tasiyici
elektrolitine, yatigkin hal akimi elde edildikten sonra 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren
pH 7,0 PBS’de hazirlanmig 0,50 mM glukoz enjekte edilerek farkli potansiyellerde akim-
zaman egrileri GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH igin kaydedilerek en uygun uygulama
potansiyeli belirlendi.

Sekil 4.54 GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak 0 ile 700 mV arasinda
degisen uygulama potansiyellerinde 0,50 mM glukoz i¢in elde edilen fiagramlari
gostermektedir. Bu sekillerden, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim
degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin uygulama potansiyeline karsi ¢izilen grafikleri

Sekil 4.55°da verilmistir.
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Sekil 4.54. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH  kullanilarak ~ farkli  uygulama

potansiyellerinde 0,50 mM glukoz i¢in elde edilen fiagramlar (akis hizi: 0,8 mL/dk, 6rnek

yiikleme hacmi: 100 puL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyici elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH
7,0 PBS)
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Sekil 4.55. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak elde edilen fiagramlardan,

0,50 mM glukoz i¢in hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik pik akimlarinin

uygulama potansiyeli ile degisimi

GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH’da hem elektrokatalitik hem

de

fotoelektrokatalitik akim diisiik potansiyellerde de gozlenmis ve uygulama potansiyeli
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arttikga pik akimi 400-500 mV’a kadar belirgin bir sekilde artmis ve 500 mV’dan sonra
cok fazla olmamakla birlikte bir miktar azaldigir gozlenmistir. Ayrica 4.54 ve 4.55’den,
fotoamperometrik yontemle elde edilen akim degerlerinin amperometrik yontemle elde
edilenlerden yaklagik 2 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Béylece GCE/MWCNT/CdS-
ZnS-MAA/GDH i¢in en iyi uygulama potansiyeli +400 mV optimum potansiyel olarak
secilmis olup bundan sonraki adimlarda bu potansiyel degerinin kullanilmasi gerektigine
karar verilmistir.

Ikinci olarak amperometrik ve fotoamperometrik akimlara akis hizinin etkisi
incelendi. Bu amagla +400 mV uygulama potansiyeli, 100 pL 6rnek yiikkleme hacmi ve 10
cm kolon uzunlugunda calisildi. 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS tasiyici elektrolitine,
yatigskin hal akimi elde edildikten sonra yine 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0
PBS’de hazirlanmis 0,50 mM glukoz enjekte edilerek farkli akis hizlarinda akim-zaman
egrileri kaydedildi (Sekil 4.56). Bu akim zaman egrilerinden amperometrik ve
fotoamperometrik akim degerleri hesaplanarak akis hizina karsi degisimi Sekil 4.57°de
gosterilmistir.  Akim  degerlerinin  0,125°den 4,50 mL/dk’a gidildiginde azaldig:
gbzlenmistir. Bu olay yliksek akis hizlarinda enjekte edilen glukoz ile modifiye elektrot
yizeyindeki GDH enzimi ile etkilesime girmesi i¢in yeterli zamanin olmamasindan
kaynaklanabilecegine baglanmistir. Cok diisiik akis hizlarinda da piklerin olduk¢a yayvan
ve 6rnekleme ferekansinin oldukga diisiik olmasindan dolay1 akig hizi olarak 0,125 mL/dk

yerine K.PGE de oldugu gibi 0,6 mL/dk akis hizi optimum olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.56. GCE/MWCNT-CdS-ZnS-MAA-GDH kullanilarak farkli akis hizlarinda 0,50

1 pA
|—|

mM glukoz i¢in elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +400 mV, 6rnek yilikleme
hacmi: 100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyict elektrolit: 1,0 M KCI igeren pH 7,0
PBS)
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Sekil 4.57. GCE/MWCNT-CdS-ZnS-MAA-GDH kullanilarak 0,50 mM glukoz igin elde
edilen fiagramlardan hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik akimlarin akig

hiziyla degisim grafigi

Sonug olarak optimizasyon ¢aligmalarindan; en uygun uygulama potansiyeli, +400
mV; akis hiz1 0,6 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 puL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
saptanmistir. Bu kosullarda GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak farkl
derisimlerde glukoz FIA sistemine enjekte edilerek, hem amperometrik hem de
fotoamperometrik akim degerlerine iliskin pikler kaydedilmistir. Farkli derisimlerdeki
glukoz i¢in elde edilen amperometrik ve fotoamperometrik akim-zaman egrileri Sekil
4.58°de verilmistir. Her iki yontemde de glukoz derisimi arttik¢a pik yiiksekliklerinin
artmasiyla birlikte, tiim derisimlerde elektrot ylizeyinin 1siklandirilmasiyla pik

yiiksekliginde, normal 151ks1z konumda elde edilenlere gore 6nemli artiglar gdzlenmistir.
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Sekil 4.58. FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak farkli
derisimlerde glukoz i¢in elde edilen akim-zaman egrileri (Tastyict elektrolit: 1,0 M KCI
iceren pH 7,0 PBS; Uygulama potansiyeli: +400 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek yiikleme

hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

Sekil 4.59 glukozun derisimine karsi FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik akim grafigini gostermektedir. Bu sekilden dogrusal kalibrasyon
araligi, hem amperometrik hem de fotoamperometrik yontem i¢in 0,010-2,0 mM glukoz
olarak bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklar1 sirasiyla I(pA)= 2,57C(mM) + 0,033
R?=0,9971 ve I(uA) = 7,80C(mM) + 0,049; R?=0,9985 denklemleriyle ifade edilmistir
(Sekil 4.59). Denklemde I pik akimi, C ise glukozun derisimidir. Bu denklemlerdeki
egimler karsilastirldiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin
(7,80), amperometrik yontemle elde edilenden (2,57) yaklasik 3 kat daha biiyiikk oldugu
saptanmis ve dolayisiyla, duyarligin elektrot yilizeyinin 1siklandirilmasiyla bir miktar daha

arttirilmasi basarilmagtir.
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Sekil 4.59. FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak optimum
kosullarda a) amperometrik, b) fotoamperometrik yontemle elde edilen pik akimlarinin

glukoz derisimine kars1 degisimi

LOD ve LOQ degerleri K.PGE’de bahsedildigi gibi hesaplandi. Elde edilen sonuglar
K.PGE igin elde edilen degerlerle birlikte Cizelge 4.3°de verilmistir. Cizelge 4.3°den
goriildigi gibi GCE/MWCNT’nin hem dogrusal kalibrasyon araligi hem de duyarliginin
K.PGE den daha 1yi oldugu ve elektrot yilizeyinin 1siklandirilmasiyla da artisin daha fazla
oldugu sonucuna varilmastir.

GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH’nin  tekrarlanabilirligi optimum kosullarda
0,50 mM glukozun sisteme 5 kez ardisik olarak enjekte edilmesiyle incelenmis ve bagil
standart sapmalari sirastyla amperometrik yontem igin % 3,8 olarak, fotoamperometrik igin
% 5,8 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, RSD < %10 oldugundan QD modifiye
GCE/MWCNT nin iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir.

4.3.1.3. Girisim Etkisi Yapabilecek Maddelerin Incelenmesi

Gergek ornek uygulamalarinda, askorbik asit (AA), dopamin (DA), iirik asit (UA),
L-sistein (L-Cys) ve galaktoz, sakkaroz gibi diger monosakkaritler, gerceklestirilmek
istenen glukoz tayinlerinde girisim etkisi yaratmaktadir. Bu amagla girisime sebep olan
bilesikler varliginda glukoza ait fiagramlar, FIA sisteminde amperometrik ve
fotoamperometrik olarak, hem GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH hem de K.PGE/CdS-
ZnS-MAA/GDH elektrot kullanilarak 6nceden belirlenmis olan optimum kosullarda
kaydedilmistir. Sekil 4.60'da cesitli konsantrasyonlarda olas1 girisimcilerin varliginda,
K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak, Sekil 4.61'de ise GCE/MWCNT/CdS-ZnS-
MAA/GDH elektrot kullamilarak 5x10™ M glukoz igin alinmis fiagramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.60 ve 4.61'de goriildiigii gibi AA, DA, UA ve L-Cys, amperometrik enzim glukoz
sensOr kullaniminda ciddi girisimlere sebep olmaktadir. Bu durum bu bilesiklerin
yiikseltgenme potansiyellerinin glukozun yiikseltgenme potansiyeline oldukc¢a yakin
olmastyla agiklanabilir. AA'nin sebep oldugu girisimi Kim ve arkadaslar1 (2013) yaptiklari
calismada nafyon kullanarak ortadan kaldirmislardir. Nafyon negatif yiiklii oldugundan
negatif yiiklii AA gibi organik molekiilleri uzaklastirabilmektedir. Ancak DA ve UA gibi
pozitif yliklii veya ndtr molekiillerin girisimine engel olma konusunda yeterli degildir. Bu
bilesiklerin girisim etkisini ortadan kaldirmak i¢in nafyon tabakasina kiigiik bir miktar
kursun (IV) asetat oksitleyici ajan olarak ilave edilebilir, bdylece girisime sebep olan
bilesikler elektrot yiizeyine ulagsmadan oOnce yiikseltgenirler. GDH’in glukoza karsi
olduk¢a secici olmasi sebebiyle diger monosakkaritlerin (galaktoz, sukroz) varliginda

GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH  elektrot ile herhangi bir girisim etkisi

gozlenmemistir.
Izuu nA e
100 s
g
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Sekil 4.60. 5x10™ M glukozun (a), 5x10* M glutamik asit (b), galaktoz (c), sakkaroz (d),
L-Cys (e); 5x102 M glutamik asit (f), galaktoz (g), sakkaroz (h), L-Cys (i) ve 5x10™ M
UA, AA, DA varhiginda K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH elektrot ile alinmis fiagramlari.
(Tastyicr ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 fosfat tampon ¢dzeltisi, Uygulama potansiyeli:
+800 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek ylikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.61. 5x10™ M glukozun (a), 5x10™ M glutamik asit (b), galaktoz (c), sakkaroz (d),
L-Cys (e); 5x10 M glutamik asit (f), galaktoz (g), sakkaroz (h), L-Cys (i) ve 5x10™* M
DA, AA, UA varliginda GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH elektrot ile alinmis

fiagramlar1. (Tastyici ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisi, Uygulama
potansiyeli: +400 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi: 100 pL; kolon

uzunlugu: 10 cm)

4.3.1.4. Tasarlanan Biyosensoriin Gercek Orneklere Uygulanmasi

Hem GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH hem de K.PGE/CdS-zZnS-MAA/GDH
elektrot ile pratikteki uygulamalarini incelemek amaciyla yapay serum ve ticari olarak
satin alman % 5’lik dekstroz igin optimum kosullarda Glgtimler gergeklestirildi. Yapay
serum Ornekleri (250 pL) 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0 PBS ile 5,0 mL’ye
seyreltildi. Glukoz 6lgtimii seyreltilmis yapay seruma bilinen hacim ve konsantrasyonlarda
glukoz standardi ilave edilerek, standart katma metodu ile FIA sisteminde amperometrik
ve fotoamperometrik olmak {tizere gerceklestirildi. Yapay serum i¢in standart katma
metoduyla alinan amperometrik ve fotoamperometrik fiagramlar, K.PGE/CdS-ZnS-
MAA/GDH ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH igin sirasiyla Sekil 4.62 ve 4.63’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.62. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinmis amperometrik (siyah ¢izgili) ve
fotoamperometrik (kirmizi ¢izgili) standart katma fiagramlari, a) 6rnek, b) 6rnek+0,25 mM
glukoz, ¢) 6rnek+0,50 mM glukoz, d) 6rnek+0,75 mM glukoz. (Tasiyict ¢ozelti: 1,0 M
KCl igeren pH 7,0 PBS, Uygulama potansiyeli: +800 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek
yiikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

I 1 poh
100 = d ﬂ
—_ 151kl c

b

Sekil 4.63. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinmis amperometrik (siyah ¢izgili)
ve fotoamperometrik (kirmizi ¢izgili) standart katma fiagramlar1 a) 6rnek, b) 6rnek+0,25
mM glukoz, c) 6rnek+0,50 mM glukoz, d) 6rnek+0,75 mM glukoz, e) 6rnek+1,0 mM
glukoz (Tastyici ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS, Uygulama potansiyeli: +400 mV;
akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek ylikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinan fiagramlarin pik akimlar dl¢iilerek glukozun
derisimine kars1 FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik (Sekil 4.64A) ve
fotoelektrokatalitik (Sekil 4.64B) akim grafigi Sekil 4.64'da, GCE/MWCNT/-CdS-ZnS-
MAA/GDH ile alman elektrokatalitik (Sekil 4.65A) ve fotoelektrokatalitik (Sekil 4.65B)
akim grafigi Sekil 4.65’de verilmistir.

y=1,256x +0,554

= +
R!=0,9981 y=1,648x+ 0,772
o R?z0,9994

11 09 0,7 0,5 03 01 01 03 05 07 03 T T T T T T T T T 1
1 08 ¥ 04 01 02 04 06 08 1

Glukoz Konsantrasyonu / mM
05 45 . Glukoz Konsantrasyonu / mM

Sekil 4.64. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile yapay serum i¢in alinmis elektrokatalitik (A)
ve fotoelektrokatalitik (B) standart katma grafigi

Akim fpA

y=4376x+2,286
RE=0,9397

y=2,50c+1248
R?=0,9963 /
1

1. Glukoz Konsantrasyonu / mM Glukoz Konsantrasyonu | mil

Sekil 4.65. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile yapay serum igin alinmis
elektrokatalitik (A) ve fotoelektrokatalitik (B) standart katma grafigi
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Cizelge 4.5°de K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-
MAA/GDH ile gergeklestirilen geri kazanim test sonucglari verilmistir. Cizelgeden

gorildiigii gibi yapay serum i¢in kabul edilebilir degerler elde edilmistir.

Cizelge 4.5. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH

elektrotlari ile elde edilen test sonuglari

Yapay Seruma FIA amperometrik FIA fotoamperometrik
Elektrot Eklenen Glukoz Bulunan % Geri RSD% | Bulunan % Geri | RSD%
(mM) (mM) Kazamim | (n=3) (mM) Kazanim | (n=3)
(K.PGE- 0,25 0,24+0,01 96 4,1 0,26+0,01 | 104 3,7
CdS-ZnS- 0,50 0,46+0,05 92 94 1051+0,02 | 102 3,9
MAA- 102.6 54 98,6 2,0
7 +0,04 ; ; 440,01
GDH) 0,75 0,77+0,0 0,74+0,015
(MWCNT/
GCE-Cds- 0,25 0,22+0,015 88 6,8 0,25+0,05 | 100 2,3
ZnS- 0,50 0,48+0,015 96 3,1 0,49+0,01 | 98 2,0
MAA.- 0,75 0,76+0,01 103,3 1,3 0,74+0,01 | 98,6 13
GDH)

Bir diger gercek ornek olarak segilen ve ticari olarak satin alinan dekstroz ¢ozeltisi
(5% glukoz igeren yaklasik 275,5 mM) ise, 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren pH 7,0
PBS ile seyreltilerek yaklasik 0,50 mM glukoz icerecek sekilde hazirlandi. Olgiimler ise
yapay serumda oldugu gibi standart katma metoduyla gergeklestirildi. Sekil 4.66’da
dekstroz  ¢ozeltisinde  K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH  ile  Sekil 4.67’de ise
GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile, standart katma metoduyla alinan amperometrik

ve fotoamperometrik fiagramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.66. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinmis amperometrik (siyah ¢izgili) ve
fotoamperometrik (kirmizi ¢izgili) standart katma fiagramlar1 a) 6rnek, b) 6rnek+0,25 mM
glukoz, ¢) 6rnek+0,50 mM glukoz, d) 6rnek+0,75 mM glukoz (Tastyici ¢ozelti: 1,0 M KCI
iceren pH 7,0 PBS, Uygulama potansiyeli: +800 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek yiikleme
hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

Sekil 4.67. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinmis amperometrik (siyah ¢izgili)
ve fotoamperometrik (kirmizi ¢izgili) standart katma fiagramlar1 a) 6rnek, b) 6rnek+0,25
mM glukoz, ¢) 6rnek+0,50 mM glukoz, d) 6rnek+0,75 mM glukoz, e) 6rnek+1,0 M
glukoz. (Tasiyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS, Uygulama potansiyeli: +400 mV;
akis hizi: 0,6 mL/dk, 6rnek ylikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinan fiagramlarin pik akimlar dl¢iilerek glukozun
derisimine karst FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik (Sekil 4.68A) ve

fotoelektrokatalitik ~ (Sekil 4.68B) standart katma  grafigi  Sekil 4.68°da,
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GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile alinan elektrokatalitik (Sekil 4.69A) ve
fotoelektrokatalitik (Sekil 4.69B) astandart katma grafigi Sekil 4.69°da verilmistir.

A

V= 0,1248x+0,0572 02 /
R=0999
1 y=0,302x + 0,1505
01 R!=0,9976

08 B! 04 0.2 02 04 06 08 1 /43/
08 . 04 0.2 02 04 06 08
Glukoz Konsantrasyonu / mM -
- o Glukoz Konsantrasyonu / mM

Akim /A

Sekil 4.68. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ile dekstroz i¢in alinmis elektrokatalitik (A) ve
fotoelektrokatalitik (B) standart katma grafigi

" |y=2,88x+ 1,36

R?=0,9989
/

n% 04 03 02 -01 01 02 03 04 05 06 07 08 08 1 08 .0/ 04 02 0.2 04 06 08 1
05
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-1

y=572x+2,6
R!=0,9979

-5 4

Sekil 4.69. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH ile dekstroz i¢in alinmig elektrokatalitik
(A) ve fotoelektrokatalitik (B) standart katma grafigi

Cizelge 4.6’da K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-
MAA/GDH elektrotlari ile dekstroz ¢ozeltisi i¢in gerceklestirilen test sonuglar1 verilmistir.
Cizelgeden goriildiigii gibi dekstroz icin kabul edilebilir degerler elde edilmistir.

Bir analiz sonucunun giiven sinirlarmi belirleyen p= ¥+ t.s/A/N esitliginden yola
cikilarak bulunan degerlerin kabul edilen degere istatistik olarak esit olup olmadigini
belirlemek iizere t testi uygulanmistir. Buna gore her bir elektrot i¢in amperometrik ve

fotoamperometrik yontemle elde edilen sonuglar asagidaki gibidir (N=3, %95 giiven
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diizeyi i¢in kritik t degeri 4,3'tiir).

K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH ig¢in elde edilen degerler amperometrik ve
fotoamperometrik yontemler igin sirasiyla +t=6,92 ve +t=1,76'dir. Fotoamperometrik
yontem i¢in hesaplanan deger, kritik t degerinden kiiciik oldugu i¢in gelistirilen metotta
sistematik hata mevcut degildir. Amperometrik yontemle elde edilen sonucun kritik t
degerinden daha biiyiik olmasi, %95 olasilikli istatistik test deneysel sonug ile dogru kabul
edilen sonug arasindaki farkin 6nemli oldugu seklinde yorumlanabilir.

MWCNT/GCE-CdS-ZnS-MAA-GDH igin elde edilen degerler amperometrik ve
fotoamperometrik yontemler i¢in sirasiyla +t=4,1 ve +t=12,3'dlir. Amperometrik yontem
icin hesaplanan deger, kritik t degerinden kiiciik oldugu icin gelistirilen metotta sistematik
hata mevcut degildir. Fotoamperometrik yontemle elde edilen sonucun kritik t degerinden
daha biiyiik olmasi, %95 olasilikli istatistik test deneysel sonug ile dogru kabul edilen
sonug arasindaki farkin 6nemli oldugu seklinde yorumlanabilir.

Cizelge 4.6.'daki sonuglardan K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH igin elde edilen
% Gergeklik ve %BSS degerleri amperometrik yontem icin % Gergeklik=%92,07
%BSS=%2,15 ve fotoamperometrik yontem i¢in % Gergeklik=%101,98 %BSS=%1,9
olarak hesaplanmistir.

MWCNT/GCE-CdS-ZnS-MAA-GDH i¢in elde edilen % Gergeklik ve %BSS
degerleri amperometrik yontem i¢in %  Gergceklik=%96  %BSS=%1,72 ve
fotoamperometrik yontem icin % Gergeklik=%94; %BSS=%1,53 olarak bulunmustur.

Yiizde gerceklik ve %BSS degerleri kullanilarak yontemin belirsizligi pratik yoldan
asagidaki formiil ile hesaplanir (Nakiboglu N., 2014).

%U=/|100 — %G| + 2x%BSS

Bu belirsizlik degerine gore, dekstroz c¢ozeltisinde glukoz tayininde elde edilen
sonuglar K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH amperometrik yontem ig¢in; p=x+xx0,035 esitligi
kullanilarak p=255,5+8,9 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca goére giiven sinirlart 246,6-
264,4'dlir. Fotoamperometrik yontem icin; p=283+6,8 hesaplanir. Bu sonuca gore giiven
sinirlar1 276,2-289,8'dir.

K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH ve MWCNT/GCE-CdS-ZnS-MAA-GDH ile elde
edilen amperometrik ve fotoamperometrik sonuglara F testi uygulanmis ve her iki
ortalamanin kesinlikleri ayn1 bulunmustur (Fap0=9,27). Buna gore gecerli olan t testinden
hesaplanan sonuglar igin thgp<tabio bulundugundan "kiyaslanan ortalamalar arasinda %95

olasilikla anlamli bir fark yoktur" sonucuna varilarak, yontemin gercekligi sagladigi
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gOrilmiustiir (ttap10=2,77). K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH, amperometrik ve
fotoamperometrik sonuglarin ortalamalar1 igin th=0,0026; MWCNT/GCE-CdS-ZnS-
MAA-GDH amperometrik ve fotoamperometrik sonuglarin ortalamalar1 igin th=0,447;
her iki elektrotla amperometrik yontem igin ths,=0,081; her iki elektrotla amperometrik
yontem igin thsp=0,081 degerleri hesaplanmistir.

MWCNT/GCE-CdS-ZnS-MAA-GDH amperometrik yontem igin; pu=266,6+7,3 ve
sonuca gore giiven smirlar1 259,4-273,9 iken fotoamperometrik yontem i¢in; p=261,1+7,8
olarak hesaplanir. Bu sonuca gore giiven sinirlar1 253,3-269 araligidir.

Sonuglar degerlendirildiginde, dogru kabul edilen deger olan 277,5 degerinin
K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH fotoamperometrik yontem ile elde edilen giiven siirlart
(276,2-289,8) arasinda oldugu goriilmektedir. Bu elektrot ve yontemle dogruya en yakin

sonucun elde edildigi s6ylenebilir.

Cizelge 4.6. K.PGE-CdS-ZnS-MAA-GDH ve MWCNT/GCE-CdS-ZnS-MAA-GDH

elektrotlar ile dekstroz ¢ozeltisi i¢in elde edilen test sonuglari

FIA amp. FIA fotoamp.

Elektrot Ornek Bulunan (mM) | Bulunan (mM)
(K.PGE-CdS:ZnS-MAA-GDH) Etikette Belirtilen Miktar 255,545,5 283+5.4
(%5 =277,5mM)
(MWCNT/GCE-CdS-ZnS-MAA-GDH) 266,6+4,6 261,14

4.3.2. ALDH ve NAD*/NADH Redoks Ciftine Dayali Biyosensor Calismalari

4.3.2.1. K.PGE Kullanimina Ait Biyosensor Calismalari

4.3.2.1.1. Dongiisel Voltammetrik Yontemle Elde Edilen Sonuglar

Etanol ile NAD"’nin Alkol dehidrogenaz (ALDH) varliginda enzimatik tepkimesi
sonucu olusan NADH’nin K.PGE/CdS-ZnS-MAA/ALDH yiizeyinde elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik  yiikseltgenmesi dongiisel voltammogramlarin  kaydedilmesiyle
incelendi. Ilk olarak daha 6nce calisilan glukoz biyosensoriinde oldugu gibi modifiye
edilen elektrotlarla istenilen yanitlar alinamadigindan (Sekil 4.70) elektrot hazirlanma
prosediiriinde birtakim degisiklik yapilma yoluna gidildi.

Elektrot yiizeyi ayr1 ayr1 CdS ve ZnS ile modifiye edilerek alkole yaniti
voltammetrik olarak izlendi. Bunun nedeni Sekil 4.70°de goriildiigii gibi hibrid kuantum

nokta (ZnS-CdS) modifiye elektrotla alkole yanit alinamamasindandir.
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Sekil 4.70. K.PGE/CdS-ZnS-MAA/ALDH’ nin destek elektrolitteki (al ve a2) ve 500,0
mM etanol ortamindaki (bl ve b2) dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s;
Destek elektrolit: 0,10 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren pH 7,0 PBS; al ve bl: 1s1ksiz; a2
ve b2: 1s1kli

Sekil 4.71°de K.PGE/CdS-MAA/ALDH ve K.PGE/ZnS-MAA/ALDH ile 500,0 mM
etanol varliginda alinan dongiisel voltammogramlar goriilmektedir. Sekilden de goriildigi
gibi elektrot yiizeyi CdS ile modifiye edildiginde herhangi bir pike rastlanmazken 15181n
etkisi de gozlenmemektedir. Buna sebep olarak alkol dehidrogenazin yapisinda sikica bagl
bulunan Zn atomlar1 ve CdS’iin meydana gelen enzimatik tepkimeyi inhibe etmesi
gosterilebilir. K.PGE ylizeyi deneysel prosediirde verildigi gibi ZnS ile modifiye
edildiginde ise hem ortamda etanol bulunmazken hem de 500,0 mM etanol varliginda
alinan dongiisel voltammogramlarda 1s18in  etkisi belirgin sekilde gozlenmektedir.
Substrata (etanol) iliskin yaklasik 800 mV’da tersinmez bir pik gézlenmis (Sekil 4.71B/bl)
ve yiizeyin 1siklandirilmasiyla da bu pikte potansiyel olarak pek degisim gozlenmezken
akimin bir miktar arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.71B/b2). Bu pik, enzimatik tepkime sonucu
olusan NADHnin tersinmez olarak NAD""ya yiikseltgenmesine baglanmaktadir (Tepkime
4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.71. A) K.PGE/CdS-MAA/ALDH B) K.PGE/ZnS-MAA/ALDH’nin destek
elektrolitteki (al ve a2) ve 500,0 mM etanol ortamindaki (bl ve b2) dongiisel
voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI ve 10,0 mM
NAD" iceren pH 7,0 PBS; al ve bl: 1s1ksiz; a2 ve b2: 1s1kl1

ALDH
CHsCH,OH + NAD' <— CH3;CHO + NADH + H' (Enzimatik Tepkime) (4.7)
NADH — NAD" + 2e" + H* (Elektrot Tepkimesi) (4.8)

Yukarida ZnS modifiye K.PGE ile elde edilen voltammogramlar ile yalin elektrotla
alman yanit1 karsilastirmak icin QD modifiye edilmemis K.PGE kullanilarak etanoliin
(K.PGE/ALDH) elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal yaniti izlenmis ve elde edilen
voltammogramlar Sekil 4.72°de verilmistir. Sekilden goriildigii gibi elektrot modifiye
edilmediginden ortamda substrat yokken ve varken elektrot yilizeyine 151k diistiriilmesine
ragmen herhangi bir akim artig1 gézlenmemistir. Sonug olarak K.PGE/ZnS-MAA/ALDH

elektrotla caligmalara devam etmek uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.72. K.PGE/ALDH’nin destek elektrolitteki (al ve a2) ve 500,0 mM etanol
ortamindaki (bl ve b2) dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek
elektrolit: 0,20 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0 PBS; al ve bl: 1s1ksiz; a2 ve b2:
151kl1

4.3.2.1.2. FIA Sisteminde Amperometrik Yontemle Elde Edilen Sonuclar

FIA sisteminde K.PGE/ZnS-MAA/ALDH’nin etanole verdigi en iyi amperometrik
ve fotoamperometrik yaniti elde etmek icin sirasiyla uygulama potansiyeli, akis hizi
parametreleri optimize edilmistir. Oncelikle 1,3 mL/dk akis hizi, 100 pL 6rnek yiikleme
hacmi ve 10 cm kolon uzunlugunda ¢alisilarak optimum uygulama potansiyeli i¢in 6n
caligmalar gergeklestirildi. 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS tasiyici elektrolitine, yatigkan hal
akimi elde edildikten sonra 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD® iceren pH 7,0 PBS’de
hazirlanmis 0,50 mM etanol enjekte edilerek farkli potansiyellerde akim-zaman egrileri
K.PGE/ZnS-MAA/ALDH igin kaydedilerek en uygun uygulama potansiyeli belirlendi.

Sekil 4.73 K.PGE/ZnS-MAA/ALDH kullanilarak 600 ile 1000 mV arasinda degisen
uygulama potansiyellerinde 0,50 mM etanol i¢in elde edilen fiagramlar1 gostermektedir.
Bu sekillerden, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim degerleri hesaplanmig
ve bu degerlerin uygulama potansiyeline karsi ¢izilen grafikleri Sekil 4.74’de verilmistir.
K.PGE/ZnS-MAA/ALDH’da hem elektrokatalitik hem de fotoelektrokatalitik akim 600
mV civarinda gozlenmis ve uygulama potansiyeli arttikca pik akimi 900 mV’a kadar

belirgin bir sekilde artmig ve 900 mV’dan sonra ¢ok fazla degismedigi gozlenmistir.
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Ayrica Sekil 4.73 ve 4.74°den, fotoamperometrik yontemle elde edilen akim degerlerinin

amperometrik yontemle elde edilenlerden yaklasik 2 kat daha fazla oldugu saptanmustir.
Boylece K.PGE/ZnS-MAA/ALDH i¢in en iyi uygulama potansiyeli +900 mV optimum

potansiyel olarak secilmis olup bundan sonraki adimlarda bu potansiyel degerinin

kullanilmas1 gerektigine karar verilmistir.
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Sekil 4.73. K.PGE/ZnS-MAA/ALDH kullanilarak farkli uygulama potansiyellerinde 0,50

mM etanol i¢in elde edilen fiagramlar (Tastyici ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS, akis

hizi: 1,3 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.74. K.PGE/ZnS-MAA/ALDH kullanilarak elde edilen fiagramlardan, 0,50 mM

etanol i¢in hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik pik akimlarinin uygulama

potansiyeli ile degisimi

140



ikinci olarak amperometrik ve fotoamperometrik akimlara akis hizinin etkisi
incelendi. Bu amagla +900 mV uygulama potansiyeli, 100 pL 6rnek yiikleme hacmi ve 10
cm kolon uzunlugunda calisildi. 1,0 M KCI iceren pH 7,0 PBS tasiyic1 elektrolitine,
yatigkin hal akimi elde edildikten sonra yine 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0
PBS’de hazirlanmis 0,50 mM etanol enjekte edilerek farkli akis hizlarinda akim-zaman
egrileri kaydedildi (Sekil 4.75). Bu akim zaman egrilerinden amperometrik ve
fotoamperometrik akim degerleri hesaplanarak akis hizina karsi degisimi Sekil 4.76’de
gosterilmistir.  Akim  degerlerinin  0,45°den 3,75 mL/dk’a gidildiginde azaldigi
gozlenmistir. Bu olay yiiksek akis hizlarinda enjekte edilen etanol ile modifiye elektrot
yiizeyindeki ALDH enzimi ile etkilesime girmesi i¢in yeterli zamanin olmamasindan
kaynaklanabilecegine baglanmistir. En yiiksek pik akimi 1,5 mL/dk akis hizinda

gozlendiginden bu akis hizi optimum olarak seg¢ilmistir.

1
I 200 nA Akis Hizi : 0.45-3.756 mL . min
100 s _—

MM JUTTUCUTIUL UL VY
/MMMMMMM Iy

Sekil 4.75. K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak farkli akis hizlarinda 0,50 mM etanol

icin elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +900 mV, 6rnek yiikleme hacmi: 100

uL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyici elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 PBS)
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Sekil 4.76. K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak 0,50 mM etanol i¢in elde edilen
fiagramlardan hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik akimlarin akis hiziyla

degisim grafigi

Sonug olarak optimizasyon ¢alismalarindan; en uygun uygulama potansiyeli, +900
mV; akis hiz1 1,5 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
saptanmistir. Bu kosullarda K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak farkli derisimlerde
etanol FIA sistemine enjekte edilerek, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim
degerlerine iliskin pikler kaydedilmistir. Farkli derisimlerdeki etanol icin elde edilen
amperometrik ve fotoamperometrik akim-zaman egrileri Sekil 4.77°de verilmistir. Her iki
yontemde de etanol derisimi arttikca pik yliksekliklerinin artmasiyla birlikte, tim
derisimlerde elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla pik yiiksekliginde, normal 151ksiz

konumda elde edilenlere gore 6nemli artislar gozlenmistir.
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Sekil 4.77. FIA sisteminde K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak farkli derisimlerde
etanol icin elde edilen akim-zaman egrileri (Tasiyict elektrolit: 1,0 M KCI igeren pH 7,0
PBS; Uygulama potansiyeli: +900 mV; akis hizi: 1,5 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi: 100
pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

Sekil 4.78 etanoliin derisimine kars1 FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik akim grafigini gostermektedir. Bu sekilden dogrusal kalibrasyon
aralig1, hem amperometrik hem de fotoamperometrik yontem i¢in 0,050-0,80 mM etanol
olarak bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklar1 sirasiyla I(uA)= 0,51C(mM) — 0,0035
R?=0,9997 ve I(nA) = 1,02C(mM) — 0,0067; R*=0,9988 denklemleriyle ifade edilmistir
(Sekil 4.78).

Denklemde I pik akimi, C ise etanoliin derisimidir. Bu denklemlerdeki egimler
karsilastirildiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin (1,02),
amperometrik yontemle elde edilenden (0,51) yaklasik 2 kat daha biiyiik oldugu saptanmis
ve dolayisiyla, duyarligin elektrot yiizeyinin 1s1iklandirilmastyla bir miktar daha arttirilmasi

basarilmistir.
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Sekil 4.78. FIA sisteminde K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak optimum kosullarda a)
amperometrik, b) fotoamperometrik yontemle elde edilen pik akimlarinin etanol derisimine

kars1 degisimi

Gozlenebilme st (Limit of detection, LOD) ve tayin sinir1 (Limit of
quantification, LOQ) degerlerini elde etmek icin etanol icermeyen 1,0 M KCI iceren pH
7,0 PBS’de hazirlanmis 10,0 mM NAD" FIA sistemine 7 kez enjekte edilerek elde edilen
verilerden tanik icin standart sapma (sk) degerleri hesaplandi. LOD, 3sk/m ve LOQ,
10sk/m den (m:egim) hem amperometirk hem de fotoamperometrik yontem igin
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de GCE/MWCNT i¢in elde edilen degerlerle
birlikte verilmistir.

K.PGE/CdS-ZnS-MAA/ALDH’nin tekrarlanabilirligi optimum kosullarda 0,50 mM
etanoliin sisteme 5 kez ardisik olarak enjekte edilmesiyle incelenmis ve bagil standart
sapmalari sirastyla amperometrik yontem icin % 2,0 olarak, fotoamperometrik i¢in % 5,4
olarak  bulunmustur. Bu sonuglar QD modifiye GCE/MWCNT’nin iyi bir

tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.7. QD modifiye elektrotlarla ALDH enzimine dayali biyosensor i¢in elde edilen
analitiksel parametreler

Elektrot Yontem | Dogrusal Dogru Denklemi LOD/LOQ
Arahik
Amp. 0,05-0,8 | I(nA)=0,51C(mM)-0,0035 | 0,005/0,015
K.PGE/ZnS- mM R%=0,9997 mM
MAA/ALDH Fotoamp. | 0,05-0,8 | I(uA)=1,02C(mM)-0,0067 | 0,002/0,007
mv R?=0,9985 mM
GCE/MWCNT/ZnS- Amp. 0,05-05 | I(uA)= 0,65C(mM)-0,0065 | 0,003/0,012
PAMAM- mM R’=0,9985 mM
MAA/ALDH Fotoamp. | 0,05-05 | I(uA)=1,11C(mM)-0,0206 | 0,0018/0,00
mM R%=0,9982 6 mM

4.3.2.2. MWCNT/GCE Kullanimina Ait Biyosensor Calismalar:

4.3.2.2.1. Dongiisel Voltammetrik Yontemle Elde Edilen Sonuglar

Etanol ile NAD"nin ALDH varliginda enzimatik tepkimesi sonucu olusan
NADH’nin  GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/ALDH yiizeyinde elektrokatalitik — ve
fotoelektrokatalitik  yiikseltgenmesi K.PGE elektrotta oldugu gibi  dongiisel
voltammogramlarim kaydedilmesiyle incelendi. ilk olarak K.PGE elektrotla oldugu gibi
GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/ALDH elektrotlarla galisildi. QD ve enzim modifiye
elektrotta (GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/ALDH) alinan voltammogramlar Sekil 4.79’de
verilmistir. QD modifiye elektrotun destek elektrolitte (etanol yokken) alinan dongiisel
voltammogrami Sekil 4.79/al'de gosterilmistir. Sekilden goriildiigi gibi ortamda substrat
(etanol) olmadigindan herhangi bir pik gozlenmemistir. Yiizeye 151k diistiriildiigiinde (Sekil
4.79/a2) kapasitif akimin 1sikla ¢ok az degistigi gozlenmistir. 500 mM etanol ortaminda
alinan dongiisel voltammogramda (Sekil 4.79/b1) ise enzimatik tepkime sonucu olusan
NADH’nin yiikseltgenme pikinin belirgin bir sekilde gozlenmedigi, ancak ylizey
1siklandirildiginda (Sekil 4.79/b2) pik akiminin Sekil 4.79/a2' deki pik akimina gore arttig1
saptanmigtir. Ancak istenilen yanitlar elde edilemediginden (Sekil 4.79) elektrot
hazirlanma prosediiriinde K.PGE/CdS-ZnS-MAA/ALDH elektrotta oldugu gibi birtakim
degisiklik yapilma yoluna gidildi.

Once elektrot yiizeyi sadece CdS kullanilarak ardindan sadece ZnS kullanilarak
modifiye edildi. Sekil 4.80’de  GCE/MWCNT/CdS-MAA/ALDH (Sekil 4.80A),
GCE/MWCNT/ZnS-MAA/ALDH (Sekil  4.80B), GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM
MAA/ALDH (Sekil 4.80C) ve GCE/MWCNT/ALDH (Sekil 4.80D) ile 500,0 mM etanol

varliginda alinan dongiisel voltammogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.79. GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/ALDH nin destek elektrolitteki (al ve a2) ve
500,0 mM etanol ortamindaki (b1 ve b2) dongiisel voltammogramlari. Tarama hizi: 20
mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren pH 7,0 PBS; al ve b1:
151ks1z; a2 ve b2: 151kl
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Sekil 4.80. A) GCE/MWCNT/CdS-MAA/ALDH, B) GCE/MWCNT/ZnS-MAA/ALDH,
C) GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH, D) GCE/MWCNT/ALDH destek
elektrolitteki (al ve a2) ve 500,0 mM etanol ortamindaki (bl ve b2) dongiisel
voltammogramlari. Tarama hizi: 20 mV/s; Destek elektrolit: 0,10 M KCI ve 10,0 mM
NAD" igeren pH 7,0 PBS; al ve bl: 1s1ksiz; a2 ve b2: 1s1kl1

Sekilden 4.80 A’dan goriildiigii gibi elektrot yiizeyi CdS ile modifiye edildiginde
herhangi bir pike rastlanmazken 1sikla artis da kapasitif akimm artist seklinde
gozlenmektedir. GCE/MWCNT yiizeyi deneysel prosediirde verildigi gibi ZnS ile
modifiye edildiginde ise substrata (etanol) ait pik 600 mV civarinda gozlenmistir (Sekil
480 B). ZnS ile beraber PAMAM kullanildiginda ise pik potansiyeli ¢ok fazla
degismezken, elektrot ylizeyi 1siklandirildiginda pik akimi 500,0 mM etanol varliginda 600
mV' da yaklagik 2 kat artmistir (Sekil 4.80 C). Elektrot modifiye edilmediginde kapasitif
akim oldukg¢a yiiksek gozlenmis, ayrica substrata ait yiikseltgenme piki belirgin elde
cikilarak GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH

edilememistir. Buradan yola

elektrotla ¢alisilmasi1 daha uygun bulunmustur.
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4.3.2.2.2. FIA Sisteminde Amperometrik Yontemle Elde Edilen Sonuclar

FIA sisteminde GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH’ nin etanole verdigi en
iyi amperometrik ve fotoamperometrik yaniti elde etmek ig¢in sirasiyla uygulama
potansiyeli, akis hiz1 parametreleri optimize edilmistir. Oncelikle 1,3 mL/dk akis hizi, 100
puL ornek yiikleme hacmi ve 10 cm kolon uzunlugunda galigilarak optimum uygulama
potansiyelinde c¢alismalar gergeklestirildi. 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS tasiyici
elektrolitine, yatiskan hal akimi elde edildikten sonra 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" igeren
pH 7,0 PBS’de hazirlanmis 0,50 mM etanol enjekte edilerek farkli potansiyellerde akim-
zaman egrileri GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH i¢in kaydedilerek en uygun
uygulama potansiyeli belirlendi.

Sekil 4.81 GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak 400 ile 800 mV
arasinda degisen uygulama potansiyellerinde 0,50 mM etanol i¢in elde edilen fiagramlar
gostermektedir. Bu sekillerden, hem amperometrik hem de fotoamperometrik akim
degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin uygulama potansiyeline karsi c¢izilen grafikleri

Sekil 4.82’de verilmistir.
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Sekil 4.81. GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak farkli uygulama

potansiyellerinde 0,50 mM etanol igin elde edilen fiagramlar (Tas1yict ¢ozelti: 1,0 M KCI
iceren pH 7,0 PBS, akis hizi: 1,5 mL/dk, 6rnek ylikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu:
10 cm)
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GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH ile hem elektrokatalitik hem de
fotoelektrokatalitik akim 400 mV civarinda gozlenmis ve uygulama potansiyeli arttik¢a pik
akimi 700 mV’a kadar belirgin bir sekilde artmis ve 700 mV’dan sonra ¢ok fazla
degismedigi gozlenmistir. Ayrica Sekil 4.81 ve 4.82°den, fotoamperometrik yontemle elde
edilen akim degerlerinin amperometrik yontemle elde edilenlerden 6zellikle 700 mV ve
sonrasinda yaklasik 1,5 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Boylece GCE/MWCNT/ZnS-
PAMAM-MAA/ALDH ig¢in en iyi uygulama potansiyeli +700 mV optimum potansiyel

olarak sec¢ilmistir.
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Sekil 4.82. GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak elde edilen
fiagramlardan, 0,50 mM etanol igin hesaplanan a) amperometrik ve b) fotoamperometrik

pik akimlarinin uygulama potansiyeli ile degisimi

Ikinci olarak amperometrik ve fotoamperometrik akimlara akis hizmin etkisi
incelendi. Bu amagla +700 mV uygulama potansiyeli, 100 pL 6rnek yiikleme hacmi ve 10
cm kolon uzunlugunda calisildi. 1,0 M KCI igeren pH 7,0 PBS tasiyici elektrolitine,
yatigkan hal akimi1 elde edildikten sonra yine 1,0 M KCI ve 10,0 mM NAD" iceren pH 7,0
PBS’de hazirlanmis 0,50 mM etanol enjekte edilerek farkli akis hizlarinda akim-zaman
egrileri kaydedildi (Sekil 4.83). Bu akim zaman egrilerinden amperometrik ve
fotoamperometrik akim degerleri hesaplanarak akis hizina karsi c¢izilen grafik Sekil
4.84°de gosterilmistir. Akim degerlerinin 0,25 den 1,5 mL/dk’a gidildiginde arttig1, ancak
1,5 mL/dk akis hizindan sonraki daha biiyiik akis hizlarinda azaldigi gézlenmistir. Bu olay
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yiiksek akis hizlarinda enjekte edilen etanol ile modifiye elektrot yiizeyindeki ALDH
enzimi ile etkilesime girmesi igin yeterli zamanin olmamasindan kaynaklanabilecegine
baglanmistir. Ayrica ¢ok diisiik akis hizlarinda da piklerin olduk¢a yayvan oldugu

gbzlenmistir.
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Sekil 4.83. GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak farkli akis hizlarinda

0,50 mM etanol icin elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +700 mV, 6rnek
yiikleme hacmi: 100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyic elektrolit: 1,0 M KCl iceren pH
7,0 PBS)
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Sekil 4.84. GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak farkli akis hizlarinda
0,50 mM etanol igin elde edilen fiagramlar (uygulama potansiyeli: +700 mV, 6rnek
yiikleme hacmi: 100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm, tasiyict elektrolit: 1,0 M KCl igeren pH
7,0 PBS)
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Sonug olarak optimizasyon c¢aligmalarindan; en uygun uygulama potansiyeli, +700
mV; akis hiz1 1,5 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
saptanmustir. Bu kosullarda GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak farkli
derisimlerde etanol FIA sistemine enjekte edilerek, hem amperometrik hem de
fotoamperometrik akim degerlerine iliskin pikler kaydedilmistir. Farkli derisimlerdeki
etanol i¢in elde edilen amperometrik ve fotoamperometrik akim-zaman egrileri Sekil
4.85’de verilmistir. Her iki yontemde de etanol derisimi arttik¢a pik yiiksekliklerinin
artmasiyla birlikte, tiim derisimlerde elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla pik

yiiksekliginde, normal 1s1ksiz konumda elde edilenlere gore 6nemli artislar gozlenmistir.
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Sekil 4.85. FIA sisteminde GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak farkli
derigimlerde etanol i¢in elde edilen akim-zaman egrileri (Tastyict elektrolit: 1.0 M KCI
iceren pH 7,0 PBS; Uygulama potansiyeli: +700 mV; akis hizi: 1,5 mL/dk, 6rnek yiikleme

hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

Sekil 4.86 etanoliin derisimine karst FIA sistemde elde edilen elektrokatalitik ve
fotoelektrokatalitik akim grafigini gostermektedir. Bu sekilden dogrusal kalibrasyon
araligi, hem amperometrik hem de fotoamperometrik yéntem i¢in 0,050-0,50 mM etanol
olarak bulunmus ve bu iki metodun dogrusalliklari sirasiyla I(pA)= 0,65C (mM) — 0,0065
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R?=0,9985 ve I(nA) = 1,11C (mM) + 0,0206; R*=0,9982 denklemleriyle ifade edilmistir
(Sekil 4.86). Denklemde I pik akimi, C ise etanol derisimidir. Bu denklemlerdeki egimler
karsilastirildiginda fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin (1,11),
amperometrik yontemle elde edilenden (0,65) yaklasik 1.5 kat daha biiyiik oldugu
saptanmis ve dolayisiyla, duyarliin elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla bir miktar daha

arttirllmasi basarilmistir.
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Sekil 4.86. FIA sisteminde GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak
optimum kosullarda a) amperometrik, b) fotoamperometrik yontemle elde edilen pik

akimlarinin etanol derisimine karst degisimi

Gozlenebilme smir1 (Limit of detection, LOD) ve tayin smir1 (Limit of
quantification, LOQ) degerlerini elde etmek icin etanol icermeyen 1,0 M KCI igeren pH
7,0 PBS’de hazirlanmis 10,0 mM NAD™ FIA sistemine 7 kez enjekte edilerek elde edilen
verilerden tanik igin standart sapma (sk) degerleri hesaplandi. LOD, 3 sk/m ve LOQ,
10 sk/m’den (m:egim) hem amperometirk hem de fotoamperometrik yontem igin
hesaplandi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.6°’da GCE/MWCNT i¢in elde edilen degerlerle
birlikte verilmistir.

GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH’nin tekrarlanabilirligi optimum
kosullarda 0,50 mM etanoliin sisteme 5 kez ardisik olarak enjekte edilmesiyle incelenmis
%]1,1 olarak,

QD modifiye

ve bagil standart sapmalar1 sirasiyla amperometrik yontem icin

fotoamperometrik i¢in  %3,2 olarak bulunmustur. Bu sonuglar

GCE/MWCNT ’nin iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir.
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4.3.2.3. Girisim Etkisi Yapabilecek Maddelerin Incelenmesi

Gergek ornek uygulamalarinda, askorbik asit (AA), dopamin (DA), iirik asit (UA),
glukoz, metanol ve izopropanol gibi diger alkoller, gergeklestirilmek istenen etanol
tayinlerinde girisim etkisi yaratmaktadir. Bu amagla girisime sebep olan bilesikler
varliginda etanole ait fiagramlar, FIA sisteminde amperometrik ve fotoamperometrik
olarak, hem GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH hem de K.PGE/ZnS-
MAA/ALDH elektrot  kullanilarak ©nceden belirlenmis olan optimum kosullarda
kaydedilmistir. Sekil 4.87°de cesitli konsantrasyonlarda olas1 girisimcilerin varliginda,
K.PGE/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak, Sekil 4.88’de ise GCE/MWCNT/ZnS-
PAMAM-MAA/ALDH elektrot kullanilarak 5x10* M etanol i¢in alinmis fiagramlar
gorlilmektedir. Sekil 4.87 ve 4.88’de gorildiigi gibi AA, DA, UA amperometrik enzim
etanol sensor kullaniminda ciddi girisimlere sebep olmaktadir. Bu durum bu bilesiklerin
yiikseltgenme potansiyellerinin etanoliin yiikseltgenme potansiyeline olduk¢a yakin
olmastyla aciklanabilir. AA'nin sebep oldugu girisimi Kim ve arkadaslari yaptiklar
calismada nafyon kullanarak ortadan kaldirmislardir. Nafyon negatif yiikli oldugundan
negatif yiiklii AA gibi organik molekiilleri uzaklastirabilmektedir. Ancak DA ve UA gibi
pozitif yiikli veya nétr molekiillerin girisimine engel olma konusunda yeterli degildir. Bu
bilesiklerin girisim etkisini ortadan kaldirmak i¢in nafyon tabakasia kiiclik bir miktar
kursun (IV) asetat oksitleyici ajan olarak ilave edilebilir, boylece girisime sebep olan
bilesikler elektrot yilizeyine ulagsmadan Once yiikseltgenirler. ALDH’in etanole karsi
olduk¢a secgici olmasi sebebiyle diger alkollerin (metanol, izopropanol) varliginda
GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH elektrot ile herhangi bir girisim etkisi

gdzlenmemistir.
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Sekil 4.87. 5x10* M etanoliin (a), 5x10% M metanol (b), glukoz (c), izopropanol (d);
5x10 M metanol (e), glukoz (f), izopropanol (g) ve 5x10* M UA (h), AA (j), DA (k)
varliginda K.PGE/ZnS-MAA/ALDH elektrot ile alinmis fiagramlari. (Tastyici ¢ozelti: 1.0
M KCl igeren pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisi, Uygulama potansiyeli: +900 mV; akis hizi:
1,5 mL/dk, 6rnek ylikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.88. 5x10” M etanoliin (a), 5x10”% M metanol (b), glukoz (c), izopropanol (d);
5x10% M metanol (e), glukoz (f), izopropanol (g) ve 5x10* M UA (h), AA (j), DA (k)
varliginda GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH elektrot ile alinmig fiagramlari.

(Tastyicr ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren pH 7,0 fosfat tampon ¢dzeltisi, Uygulama potansiyeli:
+700 mV; akis hizi: 1,5 mL/dk, 6rnek yiikleme hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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4.4. Fotoelektrokimyasal DNA Biyosensor Calismalari

Fotoelektrokimyasal DNA caligsmalarinda yalnizca K.PGE kullanildi. Bu amagcla
K.PGE yiizeyine, Materyal ve Yontem boliimiiniin 3.4.1 kisminda belirtildigi sekilde CdS-
ZnS elektrokimyasal ¢oktiirme yontemiyle kaplandi. Daha sonra DNA biyosensorii igin
secilen human popilloma viriisiiniin (HPV) prob DNA, hedef DNA, tek dizisi degisken
DNA ve hedef disti DNA dizileri kullanilarak K.PGE/CdS-ZnS-MAA’da hem
elektrokimyasal hem de fotoelektrokimyasal DNA biyosensorii differansiyel puls

voltammetrik teknikle incelenmistir.

4.4.1. HPV’nin Fotoelektrokimyasal Yoldan Saptanmasinda Incelenen
Parametreler

4.4.1.1. Hibridizasyonun Saptandig1 En Uygun Kosullar

Yapilan c¢alismalarin timii HPV’nin elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal
biyosensoriiniin gelistirilmesi i¢in en uygun kosullarin optimize edilmesine yonelik olarak
gerceklestirilmistir. Calismanin kapsaminda prob dizi (5’-GTA TCT ACC ACA GTA
ACA AA-3’) oncelikle K.PGE/CdS-ZnS-MAA’ya adsorpsiyon yoluyla tutturulmus ve
K.PGE/CdS-ZnS-MAA yiizeyindeki prob-DNA dizileri, bu dizilere karsilik gelen hedef
diziler (5°-TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC-3’); tek baz1 degisik diziler (5°-TTT GTT
ACT GGG GTA GAT AC-3’) ve hedef dis1 olan rastgele secilmis diziler (5°-GAA TAT
GAT TTA CAG TTT ATT TTT-3’) ile hibridizasyona tabi tutulmus ve her bir adimda
elektrodun diferansiyel puls voltammogramlari kaydedilmistir. Differansiyel puls
voltammogramlarindan Guanine ait yiikseltgenme pikinde meydana gelen farklanmadan
yararlanilarak bu elektrotla elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal DNA biyosensdriiniinii
gerceklestirilip gerceklestirilemeyecegi incelenmistir. Hibridizasyon sonrasinda hedef dizi
ile yiiksek sinyal alinmasi beklenirken hedef dis1 olan diziden alinan sinyalin diisiik olmasi
beklenmektedir. Her iki dizi ile alinan akim farklar1 orani biyosensoriin se¢imliliginin
gostergesidir. Burada, biyosensoriin hedef diziyle en yiliksek hibridizasyon yanitlarini
vermesi ve diger dizi ile diisiik yanitlar vermesi beklentisi temel alinarak kimi
optimizasyonlar (en uygun prob derisimi, en uygun hedef dizi derisimi gibi) yapilmistir.
Calismada elektrot yiizeyi fiber optikli 250 W halojen 151k kaynag ile 1siklandurlarak

duyarlilik ve secimliligin daha fazla artmasi saglanmstir.
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4.4.1.1.1. Hibridizasyon I¢in En Uygun Prob Derisiminin Belirlenmesi

Calismada ilk olarak en uygun prob DNA dizisinin derisimi optimize edildi. Bu
amacla K.PGE/CdS-ZnS-MAA yiizeyine tutturulacak olan prob DNA dizi (5’-GTA TCT
ACC ACA GTA ACA AA-3’) ¢ozeltisinin degisen derisimlerine karsi, sabit derisimdeki
(15 ppm) hedef dizi (5>-TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC-3’) ile hibridizasyonu
sonrasinda elde edilen guanin sinyalleri diferansiyel puls voltammetrisi ile belirtilen
kosullarda incelendi. Artan prob derisimleri olarak sirasiyla 5, 10, 15 ve 20 ppm
derisimleri kullanildi. Hibridizasyon sonrasinda alinan guanin yiikseltgenmesine ait pik
akimlar1 arasindaki farkliliklarin incelenmesiyle ¢aligmalar icin en uygun prob derisimi
belirlendi. Prob ve hedef dizi ile elde edilen voltammogramlardan alinan verilerle guanin

sinyali i¢in diizenlenen histogram Sekil 4.89°da verilmistir.
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Sekil 4.89. Sabit derigsimdeki (15 ppm) hedef dizisi (5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT
AC-3’)ile artan derisimdeki prob (5, 10, 15, 20 ppm) (5’-GTA TCT ACC ACA GTA ACA
AA-3’) arasinda gerceklestirilen hibridizasyon sonrasinda K.PGE/CdS-ZnS-MAA ile elde

edilen guanin sinyalleri i¢in alinmis histogramlar

Yapilan bu optimizasyon c¢aligmasinda elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal DNA
biyosensoriinde kullanilacak en uygun prob dizi derisiminin bulunmasi amaclanmistir.
Hibridizasyon oncesi ve sonrasinda Sekil 4.89°da gosterilen histogramlarda farklanmanin
en belirgin oldugu prob dizi derisimi 15 ppm olarak olarak goriilmektedir. Ayrica elektrot
yiizeyi 1siklandirildiginda sinyallerin yaklagik 2 kat arttigi ve yine 15 ppm’in prob derisimi
icin en uygun derisim oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla 15 ppm prob DNA dizi derisimi
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optimum olarak segilmistir.

4.4.1.1.2. Hibridizasyon i¢in En Uygun Hedef Dizi Derisiminin Belirlenmesi

Prob derisimi optimize edildikten sonra, 15 ppm olarak K.PGE/CdS-ZnS-MAA
yiizeyinde adsorplandiktan sonra, hedef dizi, derisimi 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 ppm
olacak sekilde arttirilarak hibridizasyon sonrasinda elde edilen guanin sinyali 151kl ve
1s1ks1z olarak her iki sekilde de incelenmistir. Elde edilen yanitlara iliskin histogram Sekil
4.90°da goriilmektedir.
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Sekil 4.90. Artan hedef dizi konsantrasyonlarinda a) 2,5 ppm, b) 5 ppm, ¢) 7,5 ppm, d)10
ppm, e) 12,5 ppm, f) 15 ppm ve 15 ppm prob dizileri ile K.PGE/CdS-ZnS-MAA
kullanilarak, elektrot yiizeyi 1siklandirilarak ve 1siklandirilmaksizin alinan guanin sinyalleri

i¢in histogramlar

Elde edilen sinyallerden prob dizi ile alman guanin sinyali ve hedef dizi ile
gergeklesen hibritlesmeden sonra alinan guanin sinyali arasindaki farkin en belirgin 15
ppm prob ve 5 ppm hedef dizi konsantrasyonlarinda gézlendigi tespit edilmistir. Burada
beklenen biyosensoriin hedef diziyle en yliksek guanin sinyalini vermesi ve hedef dis1 dizi
ile diisiik sinyaller vermesidir, her iki dizi ile alinan yanitlarin orani biyosensoriin
secimliligi hakkinda bilgi vermektedir. Sekil 4.91'de ise K.PGE/CdS-ZnS-MAA yiizeyinde
1s1kl1 ve 151ksiz ortamda a) yiizeyde sadece prob varken, b) prob-hedef hibridizasyonu
sonrasinda, c) tek dizisi degisik DNA ve d) hedef dis1 dizi arasindaki hibridizasyondan

sonra elde edilen guanine ait histogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.91. K.PGE/CdS-ZnS yiizeyi 1siklandirilarak ve i1siklandirilmaksizin a) yiizeyde
sadece prob varken, b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda, c¢) tek dizisi degisik DNA ve

d) hedef dis1 dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen guanine ait histogramlar

Guaninin yiiksletgenme pikine iliskin prob dizilerle beklenildigi gibi diisiik sinyaller
alinirken, K.PGE/CdS-ZnS-MAA yiizeyine adsorplanmig prob DNA’nin gerek hedef ve
gerekse tek dizisi farklit DNA dizisi ile hibridizasyon sonucu (elektrot yilizeyinin taranmasi
sirasinda, yaklasik +1,0 V civarinda guanine ait pikin sinyalindeki artig hibridizasyonun
gerceklestigini kanitlamaktadir) yiliksek sinyaller alinmistir. Hedef dis1 dizi DNA ile
hibridizasyonuda ise prob-DNA’ya gore ¢ok az farklanmanin oldugu gozlenmistir.
Dolayisiyla gerek elektrokimyasal ve gerekse fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin
K.PGE/CdS-ZnS-MAA ile gergeklestirilebilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Sekil 4.92’de ise prob DNA tutturulmus K.PGE/CdS-ZnS-MAA’nin ve bu prob
DNA dizisinin hedef dizi ile hibridizasyonundan sonra elde edilen differansiyel puls
voltammogramini gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi guanin yiikseltgenme piki +1,0
V’da gozlenmis guanin sinyalinin elektrot yiizeyi isiklandirilmasiyla, 1siksiz ortamda
alinan sinyallere gore yaklasik 2 arttigi gozlenmistir. Bu da elektrot duyarliliginin elektrot

yiizeyi 1s1klandirildiginda yaklagik olarak 2 kat arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.92. Prob tutturulmus K.PGE/CdS-ZnS-MAA ile hibridizasyon oOncesinde ve
sonrasinda elde edilen; a) yiizeyde sadece prob varken 1s1ksiz, b) prob DNA ile hedef dizi
DNA hibridizasyonundan sonra 1s1ksiz, al ve bl 1s1kli ortamda 0,02 M NacCl igeren; 0,50
M asetat tamponu icerisinde (pH 4,8), guanine ait differansiyel puls voltammogramlari

(puls genligi 50 mV, puls zamani 0,2. tarama hizi: 16 mV/s)

4.4.2. Impedimetrik Yontem ile HPV’nin Tanmisina Ait Bulgular

Elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin  K.PGE/CdS-ZnS-
MAA kullanilarak voltammetrik olarak gerceklestirilebilecegi kanitlandiktan sonra ilgili
elektrotlarin  impedans egrilert almarak elektrokimyasal DNA  biyosensoriiniin
impedimetrik olarak da gergeklestirilip gerceklestirilemeyecegi incelenmistir. Sekil
4.93’de, HPV’nin impedimetirk biyosensoriine ait impedans egrileri ve bu egriye
uygulanan eslestirilmis devre modeli goriilmektedir. Bu yontemde sinyal potansiyeli 0,23

volt olarak belirlenmis olan Fe(CN)g>"*

iyonik ¢ozeltisi igerisinde 6lglim gergeklestirilmis
ve sabit potansiyel, degisen frekans araliginda farkli elektrot ylizey tabakalarinin iyonik
ortama karsi gosterdigi direng egrileri Olgiilerek degerlendirilmistir. Sekil 4.93’de
goriildigi gibi yalin K.PGE’nin yar1 daire ¢ap1 400 ohm iken (Sekil 4.93a), K.PGE/CdS-
ZnS-MAA’nin direnci yaklagik 1800 ohm bulunmus (Sekil 4.93b), yalin elektrottan daha
yiiksek olmasi elektrot ylizeyinin CdS-ZnS ile kaplandigin1 gostermektedir. K.PGE/CdS-
ZnS-MAA yiizeyine prob DNA dizi tutturuldugunda direncin oldukga biiyiidiigii (yaklagik
10000 ohm) (Sekil 4.93e) ve meydana gelen bu diren¢ artisinin dizideki negatif yiikli

fosfat gruplarinin yine negatif yiiklii redoks probunu (KsFe(CN)e>*) elektrostatik olarak
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elektrot yiizeyinden itmesine baglanmistir. Hedef dizi ile bu prob DNA’nin
hibridizasyonundan sonra ise direncin 3500 ohm’a kadar diistiigii (Sekil 4.84c) ve bunun
nedenin ise elektrot yiizeyindeki tek sarmal dizinin ¢ift sarmal dizi olarak ylizeyi
notiirlestirmesi ve hedef dizinin sahip oldugu net pozitif yiiklere baglanmaktadir. (Sekil
4.93c). Bununla birlikte hedef dis1 dizi DNA’nin direncinin ise yaklasik 8500 ohm oldugu
(Sekil 4.93d) ve hedef DNA’ya gore azalmanin olduk¢a az oldugu goriilmektedir.
Deneyler sonucunda elde edilen egriler ve grafikler beklenen hibridizasyonun gerceklesmis

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.93. K.PGE/CdS-ZnS-MAA'ya ait hibridizasyon Oncesi ve sonrasinda alinmis a)
yalin K.PGE, b) K.PGE/CdS-ZnS-MAA, c) prob ve hedef dizi ile hibridizasyondan sonra,
d) prob ve hedef dis1 dizi ile hibridizasyondan sonra, e) sadece proba ait 0,1 M KCl i¢eren
2,5 mM K4Fe(CN)s® / KsFe(CN)* icerisinde alinmis impedans egrileri ve bu egriye
uygulanan impedans denklik devresi.

Bu ¢aligmada guanin bazinin yiikseltgenme sinyalindeki degisimler izlenerek elektrot
yiizeyine tutturulan prob dizinin niteligine bagl olarak HPV viriisiine ait elektrokimyasal
ve fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin gergeklestirilebilecegi sonucuna varilmistir.
Boylece gelistirilen sistem, viriisii tasima ihtimali olan bireyle ilgili olarak pozitif mi

negatif mi olduguna dair yorum yapabilme imkan1 saglamistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu tezin amaci, tek kullanimli, kolay modifikasyon, ticari olarak kolay elde
edilebilen, ekonomik ve uzun siire temizleme prosediirleri icermeyen bir elektrot materyali
olan PGE ve literatiirde oldukga sik kullanillan MWCNT/GCE yiizeyine QD biriktirmek ve
hazirlanan bu QD modifiye elektrotlarla elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal
biyosensor tasarlamaktir. Bu amaglar dogrultusunda bu calismada asagidaki adimlar
gerceklestirilmistir.

i) PGE ve GCE/MWCNT ile kauntum nokta modifiye elektrot hazirlanmasi ve bu
elektrotlarin karakterizasyonu

i) Hazirlanan bu modifiye elektrotlarla biyoelektrokimyasal ¢alismalarda oldukca
onemli olan NADH'nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinin incelenmesi,

iii) QD modifiye elektrot yiizeyine dehidrogenaz enzimi immobilize ederek
NAD'/NADH redoks ciftine dayali elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal
biyosensor gelistirilmesi

Iv) PGE icin yeni bir fotoelektrokimyasal akis hiicresi (Sekil 3.2) ve
GCE/MWCNT i¢in daha dnceden tasarlanan fotoelektrokimyasal akis hiicresi
(Sekil 3.3) kullanilarak dehidrogenaz enzimlerine dayali fotoelektrokimyasal
sensoriin FIA sisteminde gergeklestirilmesi

V) QD modifiye PGE 1ile fotoelektrokimyasal DNA  biyosensoriiniin
gerceklestirilip gerceklestirilemeyeceginin incelenmesi

Dolayisiyla bu ¢alisma asagida 6zetlendigi gibi gerceklestirilmistir.

oD Modifiye PGE ve GCE/MWCNT’lerin  Hazirlanmasi  ve
Karakterizasyonu: Elektrot materyali olarak PGE, kosullandirilmis PGE (K.PGE), GCE

ve GCE/MWCNT kullanilmis ve bu elektrot yiizeylerine literatiirde uygulanan (Lu ve ark.,
2008a; Qian ve ark., 2010) ve Materyal ve Metot Bolimiinde agikg¢a belirtilen
elektrokimyasal ¢oktiirme prosediiriiyle merkaptoasetik asitli (MAA) ortamda CdS ve
CdS-ZnS (core-shell) biriktirilmistir. Elektrokimyasal ¢oktiirme mekanizmasi, -1,06 V gibi
negatif potansiyelde biriktirilerek gerceklesen elektrokimyasal ¢oktiirme isleminde GCE
ve GCE/MWCNT de sorun yasanmazken PGE ile yapilan ¢alismalarda yiizeye biriken sar1
renkli CdS tabakasinin yilizeyden siyrilmasi problemiyle karsilanmistir. Bunun nedeni
oldukca negatif olan biriktirme potansiyelinde H; ¢ikisinin az da olsa gdzlenmesine

baglanmis ve bu da etkili bir birikmeyi engellemistir. Bu sorunu gidermek i¢in biriktirme
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potansiyeli bu elektrot i¢in -1,0 V’a ¢ekilmis ve ortam sicakligi degistirilerek giderilmeye
calisilmigtir. Her bir elektrot ylizeyinde gozle goriiniir sar1 renkli bir tabakanin olugmasi bu
elektrot ylizeylerinde CdS’nin basarili bir sekilde biriktigini géstermektedir.

Hazirlanan tiim modifiye elektrotlarin 0,10 M KCl igeren 0,010 M K4[Fe(CN)g] ve
0,010 M Kj3[Fe(CN)g] redoks probu ortaminda hem impedans egrileri hem de dongiisel
voltammogramlar almarak, Karakterizasyonu yapilmistir. Impedans egrilerinden, QD
modifiye elektrotlarin yar1 daire ¢apiin yalin elektrotlara gore arttig1 ve bunun da elektrot
yiizeylerine biriken CdS ya da CdS-ZnS filminin yan iletken 6zelliginden kaynaklandigi
ve bu sonuglara gore elektrot yiizeyinin bu yariiletken materyallerle kaplandigi sonucuna
varilmigtir. Ayni sekilde her bir elektrot i¢in aliman dongiisel voltammogramlarda da
Fe**/Fe?* redoks ¢iftine ait anodik ve katodik piklerin yalin elektrotlarda belirgin ciktigi,
ancak QD modifiye elektrotlarda hem pik akimlarmin azaldigi hem de pik potansiyeleri
arasindaki farkin arttigi ve bu sonuglarin impedans egrilerinden elde edilen sonuglarla
uyumlu oldugu gozlenmistir.

QD Modifive Elektrotlarla NADH’nin Yiikseltgenmesi: Hazirlanan tim QD
modifiye elektrotlarn 0,10 M KCl igeren pH 7,0 PBS’de NADH ortaminda elektrot yiizeyi

1siklandirilmaksizin ve 1siklandirilarak dongiisel voltammogramlart kaydedilmis ve bu
elektrotlarin NADH’nin yiikseltgenmesine elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik etki
gosterip gostermedigi incelenmistir. Burada amag¢ CdS, CdS-ZnS gibi QD’lerle modifiye
elektrot kullanilarak hem NADH’nin yiikseltgenme potansiyelinin yalin elektroda gore
daha da negatife ¢ekmek (yaklasik 50-100 mV aras1) hem de akimda biiylik artiglar
gozlemektir. Ancak gerek GCE ve gerekse PGE modifiye elektrotlarla NADHnin
yiikseltgenme potansiyelinde negatife kayma gozlenmemis ancak elektrot yiizeylerinin
1siklandirilmasiyla akimda onemli artiglar saglanmistir. Bu amagla c¢alismanin QD
modifiye elektrotlarla hem akim artisin1 gézlemlemek hem de NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenme potansiyelini negatife ¢ekmek amaciyla farkli modifikasyon islemleri
uygulanmustir.

Bu amagla MWCNT modifiye GCE yiizeyine QD biriktirilmis ve NADH’nin
yiikseltgenmesi ¢alismalar1 gerceklestirilmis ve PGE ve GCE’ye goére daha negatif
potansiyellerde NADH’nin yiikseltgenmesi elde edilmis ve elektrot yiizeyinin
1isiklandirilmasiyla da biiylik akim artiglart gézlenmistir.

Dort farkli elektrot (GCE, PGE, K.PGE ve MWCNT/GCE) kullanilarak NADH’nin

elektrokatalitik ve fotoelektrokatalitik yanit1 i¢in elde edilen potansiyel ve akim degerleri
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Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu c¢izelgeden de goriildigi gibi, NADH’nin
fotoelektrokatalitik yiikseltgenmesinde hem akim artist hem de potansiyel kaymasi
acisindan en uygun QD modifiye elektrodun GCE/MWCNT oldugu, bununla birlikte
K.PGE’nin de akim artis1 acisindan oldukg¢a kullanigh ve yararli (tek kullanimli ve ucuz
olmasi agisindan) bir elektrot meteryali olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

OD Modifiye Elektrotlarla FIA Sisteminde NADH’nin Amperometrik ve

Fotoamperometrik Yiikseltgenmesi: FIA sisteminde NADH’nin amperometrik ve
fotoamperometrik yiikseltgenmesinde QD modifiye K.PGE ve GCE/MWCNT igin
sirasiyla Sekil 3.2 ve 3.3’deki akis hiicreleri kullanilmis ve bunlardan K.PGE i¢in olan akis

hiicresi (Sekil 3.2) ilk defa tasarlanip teflondan yaptirilmistir. Dolayisiyla bu ¢aligmada
yeni bir akis hiicresi kullanilarak ilk defa PGE i¢in FIA sisteminde c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Fotoamperometrik ¢alismalarda elektrot yiizeyi uzun siire 1s1ga maruz
kaldigindan sadece CdS ile modifiye -elektrotlarda foto bozunmadan kaynakli
takrarlanabilirlik sorunlar1 yasanmis ve bunun iizerine fotokararliligi arttirmak igin hibrit
modifiye (CdS-ZnS) elektrotlarla ¢alisilmistir. Ayrica akigskan sistemde ylizeydeki QD
nanopargaciklarin akisa karsi direncini arttirmak amaciyla da son olarak yiizeye Nafyon
modifiye edilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Modifiye elektrotlar ig¢in bazi
parametreler optimize edilmis ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf i¢in uygun uygulama
potansiyeli, +400 mV; akis hiz1 0,6 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon
uzunlugu 10 cm ve K.PGE/CdS-ZnS-MAA-NTf i¢in uygulama potansiyeli, +600 mV; akis
hizi 1,75 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak
saptanmistir. Bu elektrotlar kullanilarak optimum kosullarda NADH’nin derisimine bagh
akim zaman egrileri elde edilmis ve her iki elektrot i¢in de fotoamperometrik yontemle
elde edilen dogrunun egiminin amperometrik yontemle elde edilenden yaklagik 1,8 kat
daha biliyik oldugu saptanmig ve dolayisiyla, duyarhigin elektrot yiizeyinin
1siklandirilmasiyla bir miktar daha arttirilmasi basarilmistir. Ancak, dogrusal kalibrasyon
egrisi QD modifiye GCE/MWCNT ile daha diisiik potansiyelde ¢alisilarak 3,0-1000 uM
araliginda elde edilmisken, QD modifiye K.PGE’de daha biiyiik potansiyelde (600 mV)
0,80-800 uM araliginda elde edilmistir.

OD modifiye elektrotlarla Dehidrogenaz Enzimine Dayali Elektrokimyasal ve

Fotoelektrokimyasal _Biyosensor _Tasarimi: Dehidrogenaza dayali  biyosensor

caligmasinda glukoz dehidrogenaz (GDH) ve alkol dehidrogenaz (ALDH) gibi iki farkl

dehidrogenaz enzimi kullanilarak hem dongiisel voltammetrik hem de FIA sisteminde
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elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensor ¢alismalari gergeklestirilmistir.
GDH’ya dayali biyosensorde K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-
MAA/GDH kullanilirken ALDH’a dayali biyosensorde CdS-ZnS modifiye elektrotlarla
yanit almamadigindan sadece ZnS modifiye elektrotlar (K.PGE/ZnS-MAA/ALDH ve
GCE/MWCNT/ZnS-MAA/ALDH) kullanilmigtir. Bu tiir biyosensorde substrat (glukoz ya
da etanol) dehidrogenaz enzimi ile ortamda NAD™ varken enzimatik tepkime sonucu
yiikseltgenirken (glukoz glukonolakton’a etanol de asetaldehite) NAD® NADH’ye
indirgenmektedir. Substrat miktariyla orantili olusan NADH elektrot yiizeyinde
yiikseltgenerek tekrar NAD" olusmaktadir. Béylece substrata ait elektrokatalitik akim
olusmaktadir.

GDH’ya bagli biyosensor icin kaydedilen dongiisel voltammogramlardan QD
modifiye K.PGE’de glukozun enzimatik tepkimesi sonucu olusan NADH’nin
yiikseltgenmesine ait yaklasitk 720 mV’da tersinmez bir pik gozlenmis ve ylizey
1s1iklandirildiginda pik potansiyelinin degismedigi, pik akiminin ise yaklasik 2 kat arttig1 ve
QD ve enzim modifiye PGE’nin glukoza dolayl olarak fotoelektrokatalitik etki gosterdigi
tespit edilmistir  (Sekil 4.45). Aym sekilde NADH’nin yiikseltgenme pikinin
GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH’da daha negatifte (500 mV) olustugu ve pik
akiminin ylizey 1siklandirilmasi 2 kat arttign gozlenmistir. FIA sisteminde glukoz
biyosensorii i¢in enzim immobilize modifiye elektrotlar i¢in bazi parametreler optimize
edilmis ve GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH igin uygulama potansiyeli, +150 mV;
akis hiz1 1,0 mL/dk; o6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm ve
K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH igin uygulama potansiyeli, +800 mV; akis hiz1 0,6 mL/dk;
ornek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak saptanmistir. Bu elektrotlar
kullanilarak optimum kosullarda glukozun derisimine bagli akim zaman egrileri elde
edilmis ve hem amperometrik hem de fotoamperometrik yontem igin elde edilen analitiksel
parametreler Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi her iki elektrot igin de
fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin amperometrik yontemle elde
edilenden K.PGE i¢in yaklasik 2 kat ve GCE/MWCNT i¢in yaklasik 3 kat daha biiyiik
oldugu saptanmis ve dolayisiyla, duyarhigin elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla bir
miktar daha arttirilmasi basarilmistir. Her iki elektrot i¢in askorbik asit (AA), dopamin
(DA), iirik asit (UA), L.sistein (L-Cys), galaktoz, sakkaroz, glutamik asit gibi bilesiklerin
girisim etkisi incelenmis bunlardan AA, UA, DA ve L-Cys’nin ciddi girisim gosterdigi

tespit edilmis ve bu girisimcilerin bulundugu bir ortamda mutlaka giderilmesi gerektigi
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sonucuna varilmistir. Bu girisimcileri igermeyen iki drnekte (bir yapay kan serumu digeri
de ticari olarak alinmis % 5’lik dekstroz ¢ozeltisinde) standart katma yontemiyle her iki
elektrot i¢in glukoz tayini FIA sisteminde hem amperometrik hem de fotoamperometrik
olarak gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4 ve 4.5’da verilmistir.
Cizelgelerden goriildiigli gibi bu girisimcilerin olmadigi ortamlarda glukozun basarili bir
sekilde gelistirilen elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensor ile tayin
edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Benzer sekilde ALDH enzimine dayali elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal
etanol biyosensori, K.PGE/ZnS-MAA/ALDH ve GCE/MWCNT/ZnS-MAA/ALDH
kullanilarak hem dongiisel voltammetrik hem de FIA sisteminde amperometrik olarak
gerceklestirilmistir.  Etanoliin  enzimatik  tepkimesi sonucu olusan NADH’nin
yiikseltgenmesine iligkin pik QD modifiye K.PGE’de yaklasik 800 mV’da tersinmez
olarak gozlenirken, QD modifiye GCE/MWCNT’de 600 mV civarinda gozlenmis ve
yiizeyin 1siklandirilmasiyla da bu pikte potansiyel olarak pek degisim gdzlenmezken
akimin bir miktar arttigi gozlenmistir (Sekil 4.71 ve 4.80). FIA sisteminde etanol
biyosensorii i¢in enzim immobilize modifiye elektrotlar i¢in bazi parametreler optimize
edilmis ve GCE/MWCNT/ZnS-MAA/ALDH i¢in uygulama potansiyeli, +700 mV; akis
hiz1 1,5 mL/dk; 6rnek yiikleme hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm ve K.PGE/ZnS-
MAA/ALDH i¢in uygulama potansiyeli, +900 mV; akis hiz1 1,5 mL/dk; 6rnek yiikleme
hacmi 100 pL ve kolon uzunlugu 10 cm olarak saptanmistir. Bu elektrotlar kullanilarak
optimum kosullarda glukozun derisimine bagli akim zaman egrileri elde edilmis ve hem
amperometrik hem de fotoamperometrik yontem i¢in elde edilen analtiksel parametreler
Cizelge 4.6’de verilmistir. Cizelgeden gorildiigii gibi her iki elektrot icin de
fotoamperometrik yontemle elde edilen dogrunun egiminin amperometrik yontemle elde
edilenden her iki elektrot i¢in yaklagik 2 kat daha biiyiik oldugu saptanmis ve dolayisiyla,
duyarhigin elektrot yiizeyinin 1siklandirilmasiyla bir miktar daha arttirilmasi basarilmistir.

Dehidrogenaz dayali fotoelektrokimyasal biyosensor mekanizmas: ise glukoz
biyosensori i¢in Sekil 4.53’de verilmis ve bu mekanizmaya gore 6nce elektrot yiizeyindeki
CdS kuantum noktalar1 250 W halojen lamba ile 1siklandirildiginda, yariiletken CdS’iin
valans bandindaki (VB) elektronlar iletkenlik bandina (CB) transfer olmakta ve elektron-
bosluk (e™-h" pair) cifti olusmaktadir. Daha sonra, CB’daki e  elektroda transfer olurken
enzimatik tepkime sonucu olusan NADH e™nunu VB’de olusan pozitif yiiklii bosluga (h")
vererek NADya vyiikseltgenmektedir. NAD" tekrar glukoz ile enzimatik tepkimeye
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girerek glukoz (aslinda NADH derisimine bagli) derisimine bagli olarak anodik bir
fotoakim olugmaktadir.

OD modifiye elektrotlarla Fotoelektrokimyasla DNA Biyosensor Tasarimi:
Fotoelektrokimyasal DNA biyosensor c¢alismalarinda sadece K.PGE/CdS-ZnS-MAA
kullanilmis ve human popilloma viriisiiniin (HPV) prob DNA, hedef DNA, tek dizisi
degisken DNA ve hedef dist DNA dizileri kullanilarak K.PGE/CdS-ZnS-MAA’da hem

elektorkimyasal hem de fotoelektrokimyasal DNA biyosensorii differansiyel puls
voltammetrik teknikle incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda prob DNA dizinin hedef DNA
ile hibridizasyonundan sonra guaninin yiikseltgenme pikindeki farklanmanin en fazla
oldugu ve ylizey 1siklandirilarak guanine ait sinyalin yaklasik iki kart arttig1 ve boylelikle
bu elektrotla fotoelektrokimyasal DNA biyosensoriiniin de gergeklestirilebilecegi sonucu
ortaya ¢ikmistir.

Sonug olarak bu tez c¢aligmasi ile birlikte, amacglanan tek kullanimli, kolay elde
edilebilir, kolay modifikasyon, ticari olarak kolay elde edilebilen, ekonomik ve uzun siire
temizleme prosediirleri igermeyen bir elektrot materyali olan PGE ve literatiirde oldukca
stk kullanilan MWCNT/GCE yiizeyine QD biriktirmek ve hazirlanan bu QD modifiye
elektrotlarla elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensér hedeflenen sekilde
gerceklestirilmistir. QD modifiye K.PGE ve GCE/MWCNT kullanilarak FIA sisteminde
dehidrogenaz enzimine dayali elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal biyosensorler
basaril bir sekilde gelistirilmistir.

Miikemmel bir isleyise sahip olan biyolojik sistem ile teknolojinin birlikteliginin
iirlinli olan biyosensorler giiniimiizde popiilerligini korumaktadir. Elde edilen bu sonuglar,
QD modifiye K.PGE ve GCE/MWCNT kullanilarak, immobilizasyon igleminin oldukga
etkili bir sekilde gerceklestirilebilecegi ve ¢ok 1iyi calisabilecek biyosensorlerin
tasarlanabilecegini gostermistir. Bu dogrultuda, ksantin, kolestrol gibi farkli birgok
molekiiliin diisiik konsantrasyondaki tayininin de gerceklestirilebilecegi sdylenebilir.
QD'larin enzimlerle biyouyumlulugu sebebiyle biyosensor gelistirilmesinde enzim
immobilizasyon ortami olarak kullanilmalar1 ve fotoelektrokatalitik 6zellikleri sayesinde
biyosensor duyarliligimni arttirmalart miimkiindiir. FIA sisteminin sahip oldugu bazi
avantajlar dikkate alinirsa bu yontem kullanilarak ¢ok farkli biyomolekiillerin tayini igin
modifiye elektrotlar basarili bir sekilde hazirlanabilir.

Gerek biyolojide her giin yeni bir bilginin ortaya konmasi gerekse teknolojide

geligsmelerin hiz kesmeden devam etmesiyle yeni biyosensorlerin ticarete doniistiiriilmeleri,
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tiretici firmalar veya {ilkeler i¢in Onemli kazanglar saglamaktadir. Bu gelismelerin
uzaginda kalmamak icin bu sekilde gelistirilen biyosensorlerin iizerlerinde miihendislik
caligmalar1 yapilarak se¢imliligi ve duyarlilifi yiiksek, diisiik maliyetli ve hizli yanit

verebilecek cihazlar tasarlanabilir.
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A simple, disposable and economical modified electrode was prepared by electrodeposition of hybrid
guantum dots (ZnS—CdS) onto a pencil graphite electrode (PGE) surface and subsequent immobilization
of glucose dehydrogenase (GDH) onto the quantum dot modified electrode (GDH/ZnS-CdS/PGE). The
prepared electrode was effectively used for the photoelectrochemical determination of glucose in a flow
injection analysis (FIA) system using a new home-made flow cell which was designed for PGEs for the
first time. Results from the cyclic voltammetric and FlI amperometric measurements revealed that the
GDH/ZnS-CdS/PGE is capable of signaling photoelectrocatalytic activity involving NADH when the
surface of the GDH/ZnSr-CdS/PGE is irradiated with a light source with a fiber optic cable (250 W
halogen lamp). The currents of NADH produced by the enzymatic reaction in the photoamperometric
FIA systemn under optimized conditions (carrier stream: 0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.0)
containing 1.0 M KCl and 10.0 mM NAD*, applied potential: +0.8 V vs. Ag/AgCL/KCl...,: flow rate: 0.6 mL
min~—!, sample loop: 100 ul; transmission tubing length: 10 cm) were linearly correlated with the glucose
concentration. Calibration curves were obtained for glucose concentrations within a range from 0.2 to
8.0 mM. The detection limits were found to be 0.09 and 0.05 mM for the amperometric and

photoamperometric methods, respectively. The relative standard deviations (n = 7) for 0.5 mM glucose
Received 2nd December 2015 o o . . .
Accepted 24th January 2016 were 45% and 35% from the photoamperometric and amperometric results respectively. The
photoelectrochemical biosensor was applied to real samples successfully. The results with this biosensor

DOI: 10.1038/c5ra25673a showed good selectivity, repeatability and sensitivity for monitoring glucose in amperometric and

WwWw.rsc.org/advances photoamperometric FIA studies.
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Introduction

Semiconductor guantum nanoparticles (QNPs) have received
great attention in electrochemical and optical sensor/biosensor
studies due to their special electronic and photophysical prop-
erties, such as broad adsorption, narrow emission and a high
quantum yield.'® Especially, an increasingly growing area of
electrochemical sensing studies is the constructon of photo-
electrochemical sensors/biosensors based on quantum dot
(QD) modified electrodes, which exhibit a powerful way to
detect chemical/biochemical molecules compared to other
sensor types.'? The reasons for this can be explained from some
significant advantages of QD-based photoelectrochemical
sensors such as a fast response, remarkable sensitivity, the
simple, cheap and portable design of the sensor system, easy
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integration, extension to light addressable sensors etc.>®” Pho-
toelectrochemical sensor operations consist of a number of
steps: (i) immobilization of QDs onto an electrode, (ii) illumi-
nation of the electrode surface and (iii) generation of a photo-
current, which depends on the type and concentration of the
respective analyte in the supporting electrolyte. When the QD
modified electrode surface is illuminated using a light source,
photoexcitation of the semiconductor gquantum dots yields
electron—hole pairs in the conduction- and valence-band levels.
If the electrons of the electrode transfer to a hole in the valence
band of the QDs and the electrons in the conduction band
transfer to electron acceptors (oxidant molecules) in the
surrounding solution simultaneously, a cathodic photocurrent
is thus generated. On the contrary, if the electrons of the
conduction band transfer to the electrode and at the same time
electron donors in the solution transfer their electrons to a hole
in the valance band, an anodic photocurrent is generated. If the
analytes behave as electron donors/acceptors or react with the
electron donors/acceptors in the solution, the photocurrent of
the electrode can be monitored using the analyte concentration.
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Based this  principle, electrochemical/
photoelectrochemical sensors and biosensors have been
developed for the sensitive detection of biological, environ-
mentally important molecules.>®’

One of the important applications of semiconductor nano-

particles is in the photoelectrocatalytic oxidation of NADH ***

Lol many

and the construction of enzyme based electrochemical and
photoelectrochemical biosensors dependent on the NAD'/
NADH redox couple and dehydrogenase enzymes."'"* Moreover,
recently core-shell QDs or QNPs, such as CdS-ZnS and CdSe-
CdS, or hybrid nanomaterials such as carbon nanotube-QDs or
-QNPs, graphene-QDs or -QNPs efc. have been preferred instead
of using only QDs or a nanomaterial in the electrochemical
studies.*® " Core-shell QDs or hybrid nanomaterials have
better charge separation than using a single QD or nano-
material and therefore they are ideal candidates for sensing and
biosensing applications due to their high quantum yield, pho-
tostability for photoelectrochemical studies, extremely large
surface-to-atom ratio and sensitivity to surface ligands.*>** For
example, dopamine sensitized nanoporous TiO; on an indium
tin oxide (ITO) electrode,” a poly(4,4’-diaminodiphenyl sulfone)/
nano TiO, composite film modified ITO electrode® and a gra-
phene-TiO. nanohybrid modified glassy carbon electrode
(GCE)*® have been successfully used for the photo-
electrochemical sensing is more sensitive than electrochemical
sensing for the detection of NADH and also glucose using the
proposed nanocomposite electrodes. In another study, CdSe/
ZnS hybrid QDs modified onto a gold electrode by chemisorp-
tion via benzene dithiol were used for photoelectrochemical
sensing of NADH and also glucose."” The current signal was
triggered by illumination of the electrode surface.

In this study, a ZnS-CdS hybrid QNP modified pencil
graphite electrode (PGE) is proposed for photoelectrochemical
sensing of NADH and glucose for the first ime. When compared
with other carbon based electrodes, PGEs have the same
advantages such as high electrochemical reactivity, commercial
availability, good mechanical rigidity, disposability, a lower
cost, a lower level of technology, and ease of modification.'®™ It
has been reported that the pencil lead electrodes offer
a renewable surface which is simpler and faster to achieve than
polishing procedures, common with solid electrodes, and
provides useful and reproducible results for the individual
surfaces." Thus PGEs have been extensively used in various
electroanalytical studies due to the useful properties of
PGEs." " In addition, a novel part of this study is that the
photoelectrochemical biosensing of glucose using glucose
dehydrogenase (GDH) immobilized onto the ZnS-CdS/PGE was
performed in a FIA system by using a new home-made photo-
electrochemical flow cell which was designed for PGEs for the
first to a search of the literature,

time. According

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016

photoelectrochemical biosensing of glucose in a FIA system
using GDH immobilized onto a QD modified PGE has not been
reported yet, although a ZnS-CdS modified PGE has been used
for the electrochemical biosensing of glucose based on glucose
oxidase (GOD) enzymes in a FIA system by using a new home-
made photoelectrochemical flow cell.** The superior aspect of
the proposed study is the
electrochemical biosensor for a FIA system using a GDH

construction of a photo-
modified PGE compared with the study of ref. 31, in which only
an electrochemical biosensor was constructed. Thus, this study
uses a combination of QDs, PGEs, photoelectrochemistry and
FIA for photoelectrochemical biosensing of glucose, which
offers some advantages such as (i) a disposable, practical, easy-
to-use and low cost biosensor due to the useful properties of
PGEs, (ii) fast and economic analysis (FIA exhibits fast analysis
and a lower cost because of lower consumption of the reactant)
and (iii) very good immobilization of GDH, resulting in the
construction of a photoelectrochemical biosensor with good
selectivity and sensitivity due to the unique functions of QDs
and advantages of photoelectrochemistry.

Results and discussion
Characterization of the CdS-ZnS/MAA/PGE

circle diameter for the pretreated bare PGE (about 222 ohm,
Fig. 1B-A) was very small, indicating that charge transfer was
relatively facile at the bare electrode. However, the R value
slightly increased after CdS (about 600 ohm, Fig. 1B-B) and also
CdS-ZnS (about 900 ohm, Fig. 1B-C) were modified onto the
PGE surface, indicating that the CdS and also the ZnS on the
PGE surface decreased the electron transfer rate between the
redox probe and the electrode surface. QDs have semiconductor
properties and their conductivities are lower than that of the
bare PGE. These results indicated that CdS and ZnS were elec-
trochemically precipitated onto the pretreated PGE surface.

Cyclic voltammograms of each electrode were also recorded
in 10.0 mmol L " [Fe(CN)e]* "* " containing 0.10 MKCI (Fig. 1A).
It can be seen that the anodic (+0.288 V) and cathodic (+0.156 V)
peaks of the Fe®"/Fe*" redox couple recorded with the bare PGE
were clear and sharp. The anodic peak potentials of the QD
modified electrodes were shifted to more positive values (+0.350
V and +0.355 V for the CdS/PGE and CdS-ZnS/MAA/PGE
respectively), while the cathodic peak potentials were shifted
to more negative values (+0.140 V for both the CdS/PGE and
CdS-ZnS/MAA/PGE). Also, the peak currents of each electrode
were decreased compared with the bare PGE. The shifting of the
peak potentials can be attributed to the semiconductor surface
properties of QDs.

The surface morphologies of the bare pretreated PGE, CdS/
MAA/PGE and CdS-ZnS/MAA/PGE were also examined with

RSC Adv, 2016, 6, 20058-20066 | 20059
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Fig. 1 (A) Cyclic voltammograms (scan rate: 50 mV s~%), and (B) electrochemical impedance spectra of the modified electrodes in 0.1 M KCl
containing 10.0 mM Kz[Fe(CN)g)/KalFelCN)gl. (Inset: electrochemical impedance circuit model and representative faradaic signal. R., solution
resistance; Ry, charge transfer resistance; C, capacitance; W, Warburg impedance).

scanning electron microscopy (SEM). Fig. 2B and C show SEM
images of the CdS/MAA/PGE and CdS-ZnS/MAA/PGE, respec-
tively, which are different from that of the pretreated PGE
(Fig. 24). A generally porous structure was observed from the
SEM images of the CdS/MAA/PGE and CdS-ZnS/MAA/PGE, and
a number of spongy sites were evident for the formation of the
QDs. Although the ZnS-CdS was coagulated, interpretable
results were obtained for the glucose biosensor tests.

Oxidation of NADH at the CdS-ZnS/MAA/PGE

Before obtaining the response of the enzyme immobilized
electrode in the biosensing of glucose, electrochemical oxida-
tion of NADH at the QD modified PGE was investigated, due to
its significance both as a cofactor for the dehydrogenase enzyme
and as having a role in the electron transfer chain in biological
systems, and also due to the need to develop a biosensor
dependent on the NAD'/NADH redox couple and dehydroge-
nase enzymes. To check the electrochemical characteristics of
the modified electrode toward the oxidation of NADH, cyclic
voltammograms of the bare PGE and QD modified PGE were
recorded with/without irradiation of the electrode surface in the
absence and presence of 2.0 mM NADH (Fig. S1 and S27). In the
cyelic voltammograms of the pretreated PGE in the absence of
NADH, no peaks were observed and irradiation of the electrode
surface did not affect the voltammogram (inset of Fig. S11).
However, the cyclic voltammogram of the CdS-ZnS/PGE in pH

7.0 PBS changed with irradiation of the electrode surface (inset
of Fig. S21). Moreover, NADH was oxidized at about +520 mV
(Fig. S1-1%) and +500 mV (Fig. S2-11) at the bare PGE and CdS-
ZnS/PGE, respectively. While a small increment in the oxidation
peak current of NADH was observed with irradiation of the
electrode surface (Fig. S1-2%) for the bare PGE, the peak current
increased significantly (approximately from 16 pA (without
light) to 58 pA (under irradiation, Fig. 52-21)) for the CdS-ZnS/
PGE. Therefore it can be said that the CdS-ZnS/PGE showed
photoelectrocatalytic effects in the oxidation of NADH, due to
an increase of the peak current, even though acceptable shifting
of the oxidation potential was not observed.

In order to obtain the best amperometric and photo-
amperometric response of the CdS-ZnS/PGE towards NADH
using a FIA system, the effect of the applied potential and flow
rate on the current of 0.10 mM NADH was investigated by
recording current-time curves. The results are presented in
Fig. S3 to S5 with plots of peak current versus applied potential
and flow rate. From the optimization studies, the most suitable
applied potential, flow rate, sample volume, and transmission
tube length were determined as +600 mV vs. Ag/AgCl, 1.75 mL
min ', 100 pL, and 10 cm, respectively. Plots of both the
amperometric and photoamperometric current vs. various
concentrations of NADH were recorded using the CdS-ZnS/PGE
using these optimum conditions. Fig. S61 shows the current-
time curves for the amperometric and photoamperometric FIA

Fig. 2 SEM images of the (A) bare PGE, (B) CdS/MAA/PGE, and (C) CdS—-ZnS/MAA/PGE.



responses to various concentrations of NADH. Although the
peak current increased depending on the NADH concentration
for both the amperometric and the photoamperometric
methods, the responses from the photoamperometric method
were higher than that from the amperometric for all concen-
trations. The inset of Fig. §71 shows a plot of catalytic currentvs.
NADH concentration. From this figure, a linear relationship
between the NADH concentration and the peak current was
obtained over the concentration range 8.0 x 10 * to 8.0 x 10 °
M using the amperometric and also the photoamperometric FIA
method, with the CdS-ZnS/PGE. The linearity of these methods
is described by the equation I (pA) = 21.11C (mM) + 0.075, R* =
0.9997 and I (pA) = 38.99C (mM) + 0.058, R* = 0.9991 for the
amperometric and photoamperometric studies, respectively,
where I is the peak current, C is the NADH concentration, and R
is the regression coefficient. If these equations are compared in
terms of their slopes, it is obvious that the sensitivity of the
photoelectrocatalytic FIA procedure is better than that of the
amperometric method and the extent of the improvement is
about two fold.

Biosensing of glucose at the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE

Firstly, the electrochemical and photoelectrochemical
responses of the dehydrogenase immobilized PGE (GDH/PGE
without CdS-ZnS) toward glucose were investigated using
cyclic voltammetry. Cyclic voltammograms of the GDH/PGE
were recorded using 0.10 M PBS (pH 7.0) containing 0.10 M
KCl and 10.0 mM NAD" in the absence and in the presence of 40
mM glucose at a 20 mV s ' scan rate (Fig. 3A). In the first vol-
tammogram (Fig. 3A-a), an irreversible peak was observed at
about 720 mV for the GDH/PGE, which was attributed to
oxidation of enzymatically produced NADH to NAD" (reactions 1

and 2). When the electrode surface was irradiated with the light
source, the peak current increased a little (Fig. 3A-b).

Cyclic voltammograms of the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE in
the absence and in the presence of 40 mM glucose are also
shown in Fig. 3. It can be seen that no peak was observed
(Fig. 3B-al) in the absence of glucose, however the capacitive
current was changed very little by irradiation of the electrode
surface (Fig. 3B-a2). In the presence of 40 mM glucose, oxida-
tion of the NADH, which was formed from enzymatic reactions
between NAD™ and glucose catalyzed by GDH, was observed at
about 720 mV (Fig. 3B-b1). When the surface of the GDH/CdS-
ZnS/MAA/PGE was irradiated (Fig. 3B-b2), the irreversible peak
current was significantly increased. These results show that the
GDH/CdS-ZnS/PGE can be successfully used for photo-
electrochemical biosensing of glucose, due to an increase of the
oxidation peak current under irradiation of the electrode
surface, even though acceptable shifting of the oxidation
potential was not observed.

After the cyclic voltammetric studies, photoelectrochemical
biosensing of glucose was also investigated using an ampero-
metric technique and a FIA system. In order to obtain the best
amperometric and photoamperometric response of the GDH/

CdS-ZnS/MAA/PGE toward glucose in the FIA system, the effect
of the applied potential and flow rate on the current for 0.5 mM
glucose containing 10.0 mM NAD" and 1.0 M KCI was investi-
gated by recording the diagrams that are presented in Fig. S8 to
510t and plots of peak current versus applied potential and flow
rate. The best for electrocatalytic and photo-
electrocatalytic oxidation of NADH produced by enzymatic
reactions of glucose in the FIA system were found at about 800
mV. In addition, the current values obtained from the photo-
amperometric method were about 50 to 40% higher than that

currents
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Fig. 3 Cyclic voltammograms of the GDH/CdS—-ZnS/MAA/PGE in the absence (al and a2) and in the presence of 40 mM glucose (b1 and b2). (al)
and (b1): without light, (a2) and (b2): with light. (Inset: cyclic voltammograms of the GDH/PGE in the presence of 40 mM glucose (a): without light,
(b): with light). Supporting electrolyte: 0.10 M PBS (pH 7.0) containing 0.1 M KCl and 10.0 mM NAD*, scan rate: 20 mV s .
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obtained from the amperometric method. Thus an applied
potential of 800 mV was selected as the optimum potential
value. The maximum peak current was observed at a flow rate of
0.6 mL min ', since the biosensors and photoelectrochemical
biosensors had enough time for the occurrence of the enzymatic
reaction and also photoexcitation of the mediator at a low flow
rate. The peak current decreased on increasing the flow rate to
more than 0.6 mL min . Thus, a flow rate of 0.6 mL min ' was
selected as the optimum flow rate even though the sample
frequency is very low.

To establish that a reliable analytical response could be
achieved for glucose, under the optimized conditions using
a GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE, a calibration study was carried out
over a range of 0.2 mM to 30 mM glucose concentration, with
two injections of each concentration being made viag a 100 uL
sample loop. Fig. 4 shows the diagrams for the amperometric
and photoamperometric FI responses to the various concen-
trations of glucose. Although the peak current increased
depending on the glucose concentration for both the ampero-
metric and the photoamperometric methods, the responses of
the photoamperometric method were higher than those of the
amperometric for all concentrations.

Fig. 5A shows a plot of catalytic current versus glucose
concentration. From this figure, a linear relationship between
the glucose concentration and the peak current was obtained
over the concentration range from 0.2 to 8.0 mM glucose for
both the photoamperometric and amperometric FIA method
with the glucose biosensor (Fig. 5B). The linearity of these
methods is described by the equations I (uA) = 0.118C (mM)) +

0.052, R* = 0.9923, and I (nA) = 0.245C (mM) + 0.089, R* =
0.9971 for the amperometric and photoamperometric studies,
respectively, where I is the peak current and C is the concen-
tration of glucose. If these equations are compared in terms of
their slopes, it is clear that the sensitivity of the photo-
electrocatalytic FIA procedure is better than that of the amper-
ometric method and the extent of the improvement is about 2.0
fold.

The limit of detection (LOD) was calculated as 0.09 mM and
0.05 mM glucose for the amperometric and photoamperometric
glucose biosensors, respectively, based on 3su/m where s;, is the
standard deviation of the blank response and m is the slope of
the calibration curve.

The of the
electrochemical biosensors was investigated by performing 7
repeat injections of a 0.5 mM glucose solution. The RSD for the
electrochemical and photoelectrochemical biosensors was
calculated to be 3.5% and 4.5% respectively. These results
indicate that the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE has a very good
repeatability for electrochemical and photoelectrochemical
biosensing of glucose.

precision electrochemical and photo-

Interference studies

The effects of common interfering species such as ascorbic acid
(AA), uric acid (UA), dopamine (DA), 1-cysteine (1-Cyst), galac-
tose, saccharose and glutamic acid, which may affect the
response of the electrode, were investigated. The amperometric
responses of the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE using the FIA system
under the optimized conditions toward glucose (0.5 mM) were

without illumination
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Fig. 4 Current—-time diagrams using glucose of different concentrations with the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE and the FIA
amperometric and photoamperometric methods. (Carrier stream: 0.1 M PBS (pH 7.0) containing 1.0 M KCl and 10 mM NAD*

tial: +0.8 V; flow rate: 0.6 mL min~*, sample loop: 100 pL; transmission tubing length: 10 cm).

20062 | RSC Adv, 2016, 6, 20058-20066

This joumal is @ The Royal Society of

VI

system for the
, applied poten-

Chemistry 2016



35 am  without Muminastion A @ & without ilumination B
b #  with illumination » 204 [P *  withillumination ¥ =0.2448x +0,0885
304 . R =0.9971
254
. 1.54
2.0+ . ]
2 . 2
2 104
E 15 E
E . E
3 1 - 8
o . . 0.54 ¥ = 04184 + 0.0621
s ® R = 0.9523
0.5 .
ﬁ [
0.0+ 0.0
0 5 10 15 20 25 30 0 2 4 [} 3
Glucose Concentration | mM Glucose Concentration / mM
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recorded in the presence of these interfering species. The
experimental results showed that no significant change in the
oxidation peak current could be observed for saccharose, glu-
tamic acid (one hundred fold higher than glucose) and galac-
tose (ten fold higher than glucose) (data not shown), which
shows a good selectivity of the enzyme electrode in the presence
of other monosaccharides and also disaccharides. However,
equimolar amounts of AA, DA, UA and t-Cyst to the glucose
concentration showed serious interference (increase of the
oxidation current), because their oxidation potentials are close
to that of NADH. It has been reported that the interference of AA
can be eliminated and the biosensor selectivity towards glucose
enhanced by using Nafion as an outer layer coated on the
biosensor surface™* or by using ascorbate oxidase. Another
possible way of removing the interfering effect of all these
compounds is that a very small amount of lead(w) acetate as an
oxidizing agent can be added to the Nafion layer, which causes
preoxidation reactions of these interfering compounds before
they reach the electrode surface.®

Real sample analysis

One real sample (a commercial dextrose solution) and spiked
serum samples were used for the determination of glucose at
the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE as described in the literature.***”
For this, 250 pL samples of the serum were diluted to 5.0 mL
with 0.1 M PBS (pH 7.0) containing 10 mM NAD" and 1.0 M KCL.
Glucose detection was performed by spiking a known volume
and concentration of a glucose standard solution into the
diluted serum samples in order to obtain various target
concentrations, and then by measuring the amperometric and
photoamperometric response of the electrode using the FIA
system. For determination of the glucose in the commercial
dextrose solution (containing 5% glucose), it was diluted 555
times (about 0.5 mM glucose) with 0.1 M PBS (pH 7.0) con-
taining 10 mM NAD" and 1.0 M KCL. Glucose detection was also
performed for this sample as described for the spiked serum
samples. The results of the recovery tests are given in Table 1. It
can be seen that acceptable recoveries were obtained for the

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2016

spiked glucose in serum plasma and the commercial dextrose
solution samples.

Experimental

Chemicals

Glucose dehydrogenase (from Pseudomonas sp. 338.7 U mg 1),
B-nicotinamide adenine dinucleotide sodium salt (from
Saccharomyces cerevisiae, C, HygN;NaO,P,, NaNAD', MW:
685.41 g mol '), bovine serum albumin (BSA), glutaraldehyde
(GA, d:1.061 g mL ™", MW: 100.12 g mol %, 25% wiw in water), p-
(+)-glucose, reduced p-nicotinamide adenine dinucleotide
disodium salt (MW: 709.40 g mol ' CyH,-N;Na,0,,P,,
NADHNa,), KCl, H,PO,, NaH,PO,, Na,HPO, CH,COOH,
NaOH, HCI, mercapto acetic acid (MAA), Na,5,0;, ZnCl,, the
sodium salt of EDTA and CdCl;-2.5H;0 were supplied by
Merck, Sigma or Carlo Erba.

Stock solutions of glucose (1.0 M) and NAD® (0.01 M) were
freshly prepared with deionized water daily. A stock solution of
NADH (5.0 % 10 > M) was prepared daily using a pH 7.0 phos-

phate buffer solution (PBS). The concentration of NADH in the
diluted solutions was checked using a Perkin Elmer Lambda 35
UV-vis spectrometer. The absorbance of the solution was
monitored at 340 nm, considering a molar extinction coefficient
of 6600 cm ' M .3

Apparatus

All the solutions were prepared with ultrapure water from an
Elga Option Q7B water purification system (18.2 MQ cm). All
electrochemical experiments were carried out using an Autolab
PGSTAT 128N potentiostat/galvanostat equipped with a FRA2
frequency response analyzer. A traditional three-electrode
system was used with a platinum wire as the counter elec-
trode, Ag/AgCl/KCl(s, ) as the reference electrode, and a PGE as
the working electrode.**** A pencil lead with a diameter of 0.5
mm (Ultra-Polymer, 2B) and a total length of 60 mm (Tombow,
Japan), and a mechanical pencil model T 0.5 (Rotring, Ger-
many), which was used as the holder for the pencil lead, were
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Table 1 The results of glucose determination for spiked serum samples (n = 3) and a dextrose solution

FIA amperometric

FIA photoamperometric

Sample Glucose (mM) Found (mM) Recovery RSD% Found (mM) Recovery RSD%

Spiked serum 0.25 0.24 = 0.01 93 4.1 0.26 = 0.01 101 3.7
0.50 0.46 = 0.05 91 9.4 0.51 = 0.02 98 3.9
0.75 0.77 £ 0.04 101 3.4 0.74 £ 0.015 98 2.0

Dextrose solution As label claimed (5% = 277.5 mM) 255.5 £ 5.5 — — 283 £ 5.4 — —

purchased from a local bookstore. Electrical contact to the lead
was obtained by wrapping a metallic wire round the metallic
part of the holder. For each measurement, a total of 10 mm of
lead (area of about 15.9 mm?) was immersed into the solution.
Cyclic voltammograms and electrochemical impedance curves
were recorded in a static cell while the amperometric experi-
ments were performed in a FIA system. A new home-made
photoelectrochemical flow cell for only PGEs, which was con-
structed from TEFLON, was used.* The depth of the pencil lead
in this flow cell was arranged as 10 mm. The pH values of the
solutions were adjusted using a HI 221 Hanna pH-meter with
a combined glass electrode (Hanna Instrument HI-1332). In
order to perform the FIA experiments, an eight-channel Isma-
tec, Ecoline peristaltic pump with polyethylene tubing (0.75 mm
i.d.) and a Rheodyne 8125 sample injection valve were used. In
order to perform the photoelectrochemical experiments, a fiber
optic illuminator with a 250 W halogen bulb and a Foi-5 Light
Guide (Titan Tool Supply Inc., USA) was used to illuminate the
electrode surface.

Preparation of the modified electrodes and the glucose
biosensor

After the surface of the PGE was pretreated by applying
a potential of +1.40 V for 60 s in the pH 7.0 PBS, ZnS-CdS was
constructed on the PGE using an electrochemical precipitation
method according to previous reports with small modifica-
tions.™* Briefly, the pretreated PGE was immersed 10.0 mm
into pH 6.0 PBS containing 15.0 mmol L™ CdCl,, 8.0 mmol L™*
Na,$,0;, 8.0 mmol L ' EDTA and 0.05 mmol L' MAA, which
was used for minimizing coagulation of the QDs,* for electro-
chemical deposition with a deposition potential of —1.00 V vs.
Ag/AgCl for 1000 s at 30 °C. After the CdS was prepared on the
PGE, similarly, ZnS was prepared on the CdS/PGE using the
same conditions but with 15 mmol L™ ! ZnCl,. The modified
electrode was designated as CdS-ZnS/MAA/PGE.

The GDH enzyme was immobilized onto the modified PGE
using a cross-linking procedure. Typically, 1.0% bovine serum
albumin (BSA) was first mixed with GDH (80.0 mg mL ™' in PBS,
pH 7.0) in a volume ratio of 1 to 1, and then 5 pL of this mixture
was mixed with 4 pL of 20.0 mM glutaraldehyde (GA) as the
cross linking reagent. The CdS-ZnS/MAA/PGE was immersed
into the final solution for 1 h and then dried for 10 min at +4 “C.
Finally, the obtained GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE was stored
at +4 °C.
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Electrochemical procedure

In order to characterize the modified electrode, electrochemical
impedance spectra of the bare and modified PGEs were recor-
ded using pH 7.0 PBS containing 10.0 mM K;Fe(CN);, 10.0 mM
K,Fe(CN)g and 0.10 M KCl at a formal potential of 180 mV with
a frequency range of 10.000 to 0.05 Hz and a signal amplitude of
5 mV (Fig. 1). In addition, cyclic voltammograms were also
recorded in pH 7.0 PBS containing 10.0 mM K;Fe(CN)g, 10.0
mM K,Fe(CN)g and 0.10 M KCI between —0.5 and +0.8 V at 50
mV s . The surface morphologies of the bare and modified
PGEs were also examined by recording their scanning electron
microscopy (SEM) images.

Electrochemical and also photoelectrochemical biosensing
of glucose at the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE were investigated
using cyclic voltammetric techniques. Firstly, a cyclic voltam-
mogram of the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE was recorded using
0.10 M PBS (pH 7.0) containing 10.0 mM NAD" in the potential
range between —200 and 1000 mV versus Ag/AgCl at a scan rate

of 20 mV s ' in the absence of glucose. To investigate the

same conditions but in the presence of 40.0 mM glucose. Cyclic
voltammograms were also recorded for a GDH immobilized
bare PGE. Finally, photoelectrochemical biosensor studies were
carried out under irradiation of the working electrode surface
with a fiber optic illuminator with a 250 W halogen bulb.

Photoelectrochemical biosensor studies using the FIA system

Electrochemical and especially photoelectrochemical biosensor
studies using the FIA system were performed using a home-
made photoamperometric flow cell which was constructed for
a PGE for the first time.* In all FIA experiments, 0.10 M PBS (pH
7.0) containing 1.0 M KCl was used as the carrier solution. After
the GDH/MAA/ZnS-CdS/PGE had been inserted into a flow cell,
optimization studies for the GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE were
performed using the FIA system. After a steady-state back-
ground current was obtained under the optimum conditions
(sample loop, flow rate, applied potential, length of tubing),
glucose solutions of various concentrations containing 10.0 mM
NAD" were injected into the system (three successive injections)
and current-time curves were recorded. Current-time curves
were also recorded for the photoamperometric FIA study
through irradiation of the electrode surface throughout the
experiment. All the supporting electrolytes were deaerated by
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allowing highly pure argon to pass through them for 5 min
before the electrochemical experiments.

In order to show the practical applicability of the proposed
biosensor, a real sample (commercial dextrose solution
including 5% glucose) and a spiked serum sample were selected
for the determination of glucose as described in the
literature.***”

Conclusions

In this study, a constructed photoelectrochemical glucose
biosensor dependent on the NAD'/NADH redox couple and
GDH using a FIA system was proposed using an enzyme
modified PGE. Although photoelectrochemical biosensors
dependent on the NAD'/NADH redox couple-dehydrogenase
enzymes have been reported,"**** according to our search of
the literature, the use of PGEs for photoelectrochemical
biosensors using a FIA system had not yet been reported. The
GDH/CdS-ZnS/MAA/PGE exhibited a good photoelectrocatalytic
response for the detection of glucose and a linear relationship
was obtained between 0.2 and 8.0 mM glucose with a detection
limit of 0.05 mM. The sensitivity of the photoamperometric
biosensor in the FIA system was improved by about two fold in
comparison with that of the amperometric procedure. It can be
concluded that the GDH/CdS-ZnS/PGE can be successfully used
for photoelectrochemical biosensing of glucose due to an
increasing of the oxidation peak current under irradiation of the

electrode surface even though the oxidation potential of the
enzymatically produced NADH is very high (about —800 mV)
and an acceptable shifting of the oxidation potential was not
observed. In addition, the PGE was successfully used for pho-
toelectrochemical biosensing of glucose in a FIA system by
using a new home-made photoelectrochemical flow cell for the
first time. As a result, a novel, fast and facile sensor was re-
ported in this study, which is expected to offer new prospects for
the development of cheap, sensitive, selective, disposable and
faster photoelectrochemical biosensors in the future.
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In this work, a core-shell quantum dot { QD, ZnS-CdS) was electrodeposited onto multiwal led carbon nano-
tube modified glassy carbon electrode (ZnS-CdS/MWCNT/GCE) and following glucose dehydrogenase
(GDH) was immobilized onto QD modified electrode. The proposed electrode (GDH,/ZnS5-CdS/MWCNT/
GCE) was effectively used for the photoelectrochemical biosensing of glucose in flow injection analysis
(AA) systemn using a home-made flow cell. Results from cyclic voltammetric and FI am perometric measure-
ments have revealed that GDH/ZnS-CdS/MWCNT/GCE is capable of signaling photoelectrocatalytic activity
toward MADH when the surface of enzyme modified electrode was irradiated with a light source (250 W Halogen
lamp ). Thus, photoelectrochemical biosensing of glucose was monitored by recording current-time curve of en-
zymatically produced MADH at optimized conditions. The biosensor response was found linear over the range
0.010-2.0 mM glucose with detection limits of 6.0 and 4.0 uM for amperometric and photoam perometric
methods, respectively. The relative standard deviations (n = 5) for 0.5 mM glucose were 5.8% and 3.8% for
photoamperometric and am perometric results, respectively. The photoelectrochemical biosensor was success-
fully applied to the real samples. The results with this biosensor showed good selectivity, repeatability and sen-
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1. Introduction

Recently, photoelectrochemical (PEC) sensors and biosensors, which
uses light to induce electron transfer between photoelectrochemically
active molecules, ions or materials and electrode for generating the de-
tectable photocurrentsignal, have been received considerable attention
in analytical science and technology [ 1-24]. Because, PEC technigues
have some significant advantages such as fast response, remarkable
sensitivity, the design of simple, cheap and portable sensor system,
easy integration, extension to light addressable sensors etc. [1-5]. As
can be seen from previously published PEC sensor studies [1-24], organ-
ic material- and inorganic semiconductor nanoparticles-based PEC have
been extensively used Especially, semiconductor materials have found
great attention due to their special electronic and photophysical proper-
ties, such as broad adsorption, namow emission and high quantum yield
[3,6-9,16-18,20-23]. Moreover, recently core-shell quantum dots
(QDs) such as CdS-ZnS, CdSe-CdS or hybrid nanomaterial such as carbon
nanotube-QDs, graphene-QDs etc. have been preferred instead of using
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E-mail addresses: ydilgind®y ahoocom, ydilgin@comuuedoctr (Y. Dilgin

hitp:fdxdoiorg 010G biodechem 201602008
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only a QD or a nanomaterial in the electrochemical studies [3,16-18,
20-23). Because core-shell QDs and hybrid nanomaterials submit better
charge separation than a single QD and nanomaterial and therefore
they are ideal candidates for photoelectrochemical sensor and bio-
sensor applications due to their high quantum yield, photostability
for photoelectrochemical studies, extremely large surface-to-atom
ratio and sensitivity to surface ligands [3,25-27].

One of the important applications of PEC sensors is photoelectro-
catalytic oxidation of NADH [12-18] and the construction of enzyme
based photoelectrochemical biosensor dependent on NAD/NADH
redox couple and dehydrogenase enzymes [19-24]. Recently, many
researchers have focused on hybrid nanomaterial modified elec-
trodes for this aim [16-18,20-23). For example, dopamine sensitized
nanoporous TiD: on indium tin oxide (ITO) elecrode [16], poly(4,4°-
diaminodiphenyl) sulfone/nano Ti0: composite film modified ITO
electrode [17] and graphene-Ti0; nanohybrids modified glassy car-
bon electrode (GCE) [18] have been successfully used for the
photoelectrocatalytic oxidation of NADH under visible light irradia-
rion. These studies reported that the sensitivity of electrochemical
determination of NADH was improved by irradiation of electrode
surfaces. In addition, Jafari et al. studied electrocatalytic and
photoelectrocatalytic oxidation of NADH using reduced graphene

Please cite this article as: B. Ertek, Y. Dilgin, Photoamperometric flow injection analysis of glucose based on dehydrogenase modified quantum
dots-carbon nanotube nanocom posite el.., Bicelectrochemistry (2016), http://dxxdoiorg/10.1016/j.bicelechem2016.02.008
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oxide/CdS-QDs/Poly-Nile Blue nanocomposite modified GCE [21]
and electrogenerated chlorpromazine sulfoxide/grapheme/CdS-QD/
lonic liguid modified GCE [22] and also photoelectrochemical sensing
of glucose [21] and ethanol [22] using glucose dehydrogenase alcohol
dehydrogenase immobilized onto nanocomposite modified electrode
surface, respectively. They reported that photoelectrochemical sensor
is more sensitive than electrochemical sensor for detection of NADH
and also glucose and ethanol at proposed nanocomposite electrodes.
In another study, CdSe/ZnS QDs modified onto gold electrode by chem-
isorption via benzene dithiol and proposed electrode was used for
phaotoelectrochemical sensing of NADH and also glucose [20]. The cur-
rent signal was triggered by irradiation of electrode surface. Liu et al. de-
veloped a photoelectrochemical lactate biosensor using lactic
dehydrogenase/multiwalled carbon nanotube ( MWCNT)-Ti0, nanopar-
ticle composite/1TO electrode [23]. They reported that the PEC biosensor
showed superiority over the electrochemical biosensor in lactate detec-
tion, which could be attributed to the exce llent biocompatibility and PEC
performance of MWCN-TIO; nanoparticle composite,

Although hybrid or composite nanomaterials have been successfully
used for the construction of photoelectrochemical biosensor studies, ac-
cording to our search of the literature, electrochemical biosensing of
glucose in flow injection analysis (FIA) system depending on GDH
immobilized onto QDs modified electrodes has not been reported, yet.
Only one study has been reported for photoelectrochemical glucose bio-
sensing in FIA system using poly-hematoxyline modified GCE [24] as
well as a few studies have been published for photoelectrocatalytic ox-
idation of NADH in FIA system [ 13,14]. In this study, ZnS-CdS/MWCNT
nanocomposite modified GCE was proposed for photoelectrochemical
sensing NADH and glucose. The novel statement of this study is that
photoelectrochemical biosensing of glucose at GDH immobilized ZnS-
CdS/MWCNT/GCE were performed in FIA system by using a home-
made photoelectrochemical flow cell which was designed for GCE in

our previous studies [10,11,13,14,24]. Thus, this study proposes a
combination of QDs, MWCNT, photoelectrochemistry and FIA for
phatoelectrochemical biosensing of glucose.

This offers advantages such as: i) a sensitive and selective biosensor
due to the properties of MWCNT, i) fast and economical analysis (FIA
achieves faster analysis at reduced cost because of lower consumption
of reactant), iii) superior immobilization of GDH and construction of a
photoelectrochemical biosensor with good selectivity and sensitivity
due to the unique functions of QDs and MWCNT, and iv) sensitivity of
photoelectrochemistry.

2. Experimental
2.1. Chemicals

Glucose dehydrogenase (from Pseudomenas sp. 338.7 U/mg), P-
nicotineamide adenine dinucleotide sodium salt (from Saccharomy-
ces cerevisiae, CaHagMN7Na0 4P, NaNAD Y, MW: 68541 g/mol),
bovine serum albumin (BSA), glutaraldehyde (GA, d: 1.061 g/mL,
MW: 100.12 g/mol, 25% w/w in water),D-{ + }-glucose, reduced p-
nicotinamide adenine dinucleotide disodium salt (MW: 709.40 g/mol
Cz1Ha7MN7Ma-044P2, NADHNa;) KCl, H:PO,; MNaH,POy, MNa;HPO,,
CH;00H, NaOH, HCl, mercapto acetic acd { MAA), Na;5:04, ZnCly, sodi-
um salt of EDTA and CdCly- 2.5H,0 were supplied from Merck, Sigma or
Carlo Erba, multiwalled carbon nanotube { MWCNT) was supplied from
Dropse ns.

The stock solutions of glucose (1.0 M) and NAD™ (10.0 mM) were
freshly prepared with deionized water daily. The stock solution of
NADH (5.0 = 10~* M) was daily prepared in the pH 7.0 phosphate bufi-
er solution (PBS). The concentration of NADH in the diluted solutions
was checked by using a Perkin Elmer Lambda 35 UV-VIS Spectrometer.
The absorbance of the solution was monitored at 340 nm considering a
molar extinction coeffident of 6600 L/mol-cm [28].

22 Apparatus

All the solutions were prepared with ultrapure water from Elga
Option Q7B water purification system (182 MQ cm). All electrochemi-
cal experiments were carried out using an Autolab PGSTAT 128N
Potentiostat/Galvanostat equipped with a FRA2 frequency response an-
alyzer. A traditional three-electrode system was used with a platinum
wire as the counter electrode, an Ag/AgCI/KCl .y, as the reference elec-
trode, and a MWCNT modified GCE as the working electrode. Cyclic
voltammograms and electrochemical impedance curves were recorded
in a static cell while amperometric experiments were performedina FlA
system. The home-made photoelectrochemical flow cell, which was
constructed from TEFLON for GCE [10, 11, 13 14, 24], was used. The
pH values of the solutions were adjusted using a HI 221 Hanna pH-
meter with a combined glass electrode (Hanna Instrument HI-1332).
In order to perform FIA experiments, an eight-channel Ismatec, Ecoline
peristaltic pump with polyethylene tubing (0.75 mm id.), and a
Rheodyne 8125 sample injection valve were used. In order to perform
the photoelectrochemical experiments, a fiber optic illuminator 250 W
halogen bulb with Foi-5 Light Guide (Titan Tool Supply Inc, USA) was
used to illuminate the electrode surface. A Bandelin Sonorex RK 100H
Ultrasonic bath was used for cleaning procedure of the GCEs before
their modification.

23, Preparation of the modified electrodes and the glucose biosensor

GCE (3 mm diameter) were polished with 1.0-, 0.3- and 0.05-um
alumina slurry, respectively. After rinsing thoroughly with deionized
water, all polished GCEs were sonicated in absolute ethanol and
deinozed water for about 5 min., respectively. MWCNTs were func-
tionalized by sonicating in a mixture of concentrated HNOs and
H3504 (v/v 1:3) for 1 h followed by extensive washing in deionized
water until — filtrate was neutral. Then, a suspension of 1.0 mg/mL
MWUCNT was prepared into DMF and 10.0 pL of this suspension was
dropped onto GCE and dried under IR lamp for 10 min. ZnS-CdS
were electrodeposited onto MWCNT/GCE according to previous re-
ports with small modifications [29,30]. Briefly, the MWCNT/GCE im-
mersed into pH 6.0 PBS containing 15.0 mM CdCl, 8.0 mM NasS:04,
8.0 mM, EDTA and 0.05 mM MAA, which was used minimizing of coag-
ulation of QDs [9], for electrochemical deposition with a deposition
potential of —1.00 V vs. Ag/AgCl for 1000 s at 30 "C. After CdS was pre-
pared on MWCNT/GCE, similarly, the ZnS were prepared on CdS/
MWCNT/GCE in the same conditions but in 15 mM ZnCls. The modified
electrode will be hereafter designated as CdS-ZnS/MWCNT/GCE.

GDH enzyme was immobilized onto modified electrode by the
cross-linking procedure. Typically, 1.0% BSA was mixed with GDH
(20.0 mg/mL in PBS, pH 7.0) in a volume ratio of 1 to 1, and then
5.0 uL of this mixture was mixed with 4.0 pulL of 200 mM
glutaraldeyde as crosslinking reagent. CdS-ZnS/MWOCNT /GCE was
immersed into the final solution for 1 h and then dried for 10 min.
at +4 "C. Finally, obtained GDH/CdS-ZnS/MWCNT/GCE was stored
at +4°C

2.4 Electrochemical procedure

In order to characterize modified electrode, electrochemical imped-
ance spectra of MWCNT/GCE and QD modified MWCNT/GCE were re-
corded in pH 7.0 PBS containing 100 mM K;Fe(CN)s, 10.0 mM
K,Fe( CN)g and 0.10 M KCl at the formal potential of 180 mV with a fre-
quency, range of 150.000-1 Hz and a signal amplitude of 5 mV (Fig. 1).
The surface morphologies of the bare GCE, MWCNT/GCE and QD modi-
fied MWOCNT/GCE were also examined by recording their scanning elec-
tron microscope ( SEM) images.

Electrochemical and also photoelectrochemical biosensing of
glucose at GDH/CAS-ZnS/MWCNT/GCE were investigated using
cyclic voltammetric techniques. Firstly, a cyclic voltammogram of
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Fig. 1. Electroche mical impedance spectra of modified electrodes in 0.10 M KEQ containing
10.0 mM Kz[Fe(CN)ey K| Fe(CN)s]. (Inset: Electrochemical impedance circuit model and
representative faradaic signal. Rs, solution resistance; Ret, charge transfer resistance; C,
pure capacitance; W, Warburg impedance).

GDH/CAS-ZnS/MWCNT/GCE was recorded in 0.10 M PBS (pH 7.0)
containing 10.0 mM NAD™ in the potential range between — 200
and 1000 mV vs. Ag/AgCl ata scan rate of 20 mV/s in the absence of
glucose. To see the response of the biosensor toward glucose, cyclic
voltammograms of modified electrodes were recorded under the
same conditions but in the presence of 40.0 mM glucose. Cyclic volt-
ammograms also were recorded for GDH immobilized onto MWCNT/
GCE. Finally, photoelectrochemical biosensor studies were carried
out under irradiation of the working electrode surface by a fiber
optic illuminator with a 250 W halogen bulb.

2.5, Photoelectrochemical biosensor studies in the FIA system

Electrochemical and espedally photoelectrochemical biosensor
studies in FIA system were performed by using the home-made
photoamperometric flow cell which was constructed for GCE and previ-
ous flow set up [10,11,13,14,24]. In all FIA experiments, 0.10 M PBS
(pH 7.0) containing 1.0 M KCl was used as carrier solution. After GDH/
ZnS-CdS/MWOCNT/GCE had been inserted into the photoamperometric
flow cell, the optimization studies were performed in FIA system.
After a steady-state background current was obtained in optimum con-
ditions (sample loop, flow rate, applied potential, length of tubing) the
various concentrations of glucose including 100 mM NAD" were
injected into the system (successive three injections) and the current-
time curves were recorded. The current-time curves were also recorded
for the photoamperometric FIA study by irradiation of the electrode sur-
face throughout the experiment. All supporting electrolytes were
deaerated by allowing highly pure argon to pass through for 5 min be-
fore the electrochemical experiments.

In order to show the practical applicability of the proposed biosen-
sor, a real sample { commercial dextrose solution including 5% glucose)
and a spiked serum sample were selected for determination of glucose
as described in literature [24].

3. Results and discussion
3.1. Characterization of CdS-ZnS/MWCNT/GCE

Electrochemical impedance spectroscopy ( EIS) is a useful technique
providing detailed information on the impedance changes of the elec-
trode surface which give useful information about the modification of
the electrode surfaces as well as using electrochemical sensing applica-
tions [31]. Therefore, Bl spectra of MWCNT/GCE, CdS,/MWUCNT/GCE and
also ZnS-CdS/MWCNT/GCE were recorded in the dark in 10.0 mM
[Fe{ CN)g* =~ containing 0.10 M KCl (Fig. 1). While the semicircle di-
ameter was about 450 2 for bare GCE ( data not shown), it was about
122 O for MWCNT/GCE (Fig. 1-a) indicating that the charge transfer
was relatively facile at MWCNT modified GCE. However, the Ry value
slightly increased after CdS (about 180 O, Fig. 1-b) and also CdS-ZnS
(about 210 0, Fig 1-c) were modified on the MWONT/GCE surface indi-
cating that the CdS and also ZnS on the MWCNT/GCE surface decreased
the electron transfer rate between the redox probe and the electrode
surface. Because QDs have semiconductor properties and their conduc-
tivities are lower than that of MWCNT/GCE These results indicated that
CdS and ZnS was electrochemically precipitated MWCNT/GCE surface.

The surface morphologies of the bare GCE, MWCNT/GCE, CdS/
MWOCNT/GCE and ZnS-CdS/MWUCNT/GCE were examined also with a
scanning electronic microscope (SEM). Fig. 2B shows SEM image of
the MWOCNT/GCE, which was different from that of the bare GCE
(Fig. 2A). Fig.2C and 2D show SEM images of the CdS/MWCNT/GCE
and ZnS-CdS/MWOCNT/GCE, respectively which were different from
that of the MWCNT/GCE (Fig.2B). All SEM images show that the pre-
pared quantum dots were regular in shape and uniformly distributed
onto MWCNT/GCE surface, though ZnS-CdS were coagulated, interpret-
able results were obtained for glucose biosensor.

32. Oxidation of NADH at CdS-ZnS/MWCNT/GCE

Before response of enzyme immobilized electrode toward biosens-
ing of glucose, the electrochemical oxidation of NADH at QDs mod ified
MWCNT/GCE has been investigated due to its significance both as a co-
factor for dehydrogenase enzyme and its role in the electron transfer
chain in biological system and also due to the need develop biosensor
dependent on NAD */NADH redox couple and dehydrogenase enzymes.
To check the electrochemical characteristic of modified electrode to-
ward oxidation of NADH, cyclic voltammograms of the ZnS-CdS/
MW(CNT/GCE were recorded with/without irradiation of the electrode
surface in the absence and presence of 2.0 mM NADH (Fig.3). While
the start potential of NADH oxidation was observed at —25 mV and
— 160 mV without and with illumination of electrode surface respec-
tively, the peak potential was observed at +80 mV for both conditions

Fig 2 SEM images of A) bare GCE, B) MWCNT/GCE, €) CdS/MWCNT/GCE D) ZnS-CdSMWONT/GCE.
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Fig. 3. Qyclic voltammograms of ZnS-Cds/MWCNT/GCE in the presence of 20 mM NADH.
1) without light, 2) with light. Supporting electrolyte: 0.10 M PBS (pH 7.0) containing
0.10 M K4, scan rate: 20 mV)s.

(Fig. 3-1). Moreaver, the peak current increased significantly under irra-
diation of electrode surface ( Fig. 3-2). Therefore it can be said that ZnS-
CdS/MWCNT/GCE showed a good photoelectrocatalytic effect toward
the oxidation of NADH due to increasing of peak current.

After cyclic voltammetric experiments, both amperometric and
photoamperometric currents vs. various concentration of NADH in
FIA system were recorded in the optimized conditions (0.10 M PBS
containing 1.0 M KCI {pH 7.0), applied potential: + 150 mV; flow
rate: 1 mL/min, sample loop: 100 pL; transmission tubing length:
10 cm) using home- made flow cell. Fig. 4 shows the current-time
curves for the amperometric and photoamperometric FIA responses
to various concentrations of NADH. Although the peak current was
increased depending on NADH concentration for both the ampero-
metric and the photoamperometric methods, the responses of the
photoamperometric method were higher than that of the ampero-
metric in all concentrations. A linear relationship between the
NADH concentration and the peak current was obtained over the
concentration range of 0.030-1.0 mM by the amperometric and also
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photoamperometric FIA method, at the ZnS-CdS/MWOCNT/GCE. The lin-
earity of these methods is described by the equations I{uA) = 20.26C
(mM) + 0,17 R? = 0,9941 and I[{pA) = 37.16C (mM) + 044, R* =
09976 for amperometric and photoamperometric studies, respectively,
where I is peak current, C is the NADH concentration, and R is the re-
aression coefficient. As these equations are compared in terms of their
slopes, it is obvious that the sensitivity of the photoelectrocatalytic FIA
procedures better than that of the amperometric method and the
ratio of improvement is at about 2 folds.

3.3. Biosensing of glucose at GDH/CdS-ZnS/MWONT/GCE

Firstly, the electrochemical and photoelectrochemical responses of
dehydrogenase immobilized onto ZnS-CdS/MWCNT/GCE toward glu-
cose were investigated by cyclic voltammetry. Cyclic voltammograms
of GDH/ZnS5-CdS/MWCNT/GCE in the absence and in the presence of
40.0 mM glucose were shown in Fig. 5. It can be seen that no peak
was observed ( Fig. 5a) in the absence of glucose, however the capacitive
current was changed very little under irradiation of electrode surface
(Fig. 5b). In the presence of 40.0 mM glucose, the oxidation of the
NADH, which was formed from enzymatic reaction between NAD™
and glucose catalyzed by GDH, was observed at about 500 mV
(Fig. 5¢). When the surface of GDH,/ZnS-CdS/MWCNT/GCE was irrad iat-
ed (Fig. 5d), the irreversible peak current was significantly increased.
These results show that GDH,/ZnS-CdS/MWCNT/GCE can be successfully
used for photoelectrochemical biosensing of glucose due to increasing
of oxidation peak current of enzymatically produced NADH under imra-
diation of electrode surface even acce ptable shifting in oxidation poten-
tial was not observed.

Photoelectrochemical biosensor mechanism for overall current was
shown in Fig. 6. Photelectrochemical sensors consist of some steps:
i} immobilization of QD onto an electrode ii) illumination of electrode
surface and iii) generation of photocurrent which depends on the type
and concentration of the respective analyte in the supporting electro-
Iyte. When QDs modified MWCNT/GCE surface is illuminated by a
light source, photoexcitation of the semiconductor quantum dots yields
an electron-hole pairs in the conduction- and the valence-band levels
[3]. Electrons of conduction band transfer to MWCNT/GCE surface and
at the same time electron donors in the solution (enzymatically pro-
duced NADH) transfer their electron to the hole of valance band and ox-
idized to NAD™, an anodic photoelectrocatalytic current is generated

A

Fig. 4 Cureent-time curves of NADH with different concentrations using ZaS-Cds /MWONT /GCE in HA system for amperometric and photoamperometric methods, (Carder stream: 010 M
PES ( pH 7.0) containing 1.0 M KCl, Applied potential: +0.15V; Flow rate: 1.0 mL/min, sample loop: 100yl ; transmission tubing length: 10cm). Inset: Plotof peak current versus glucose

concentration.
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Fig. 6. Schematic representation of the photoelectrochemical glucose biosensor at GDH/
ZnS5-CASMWONT/GLE.

dependent on glucose concentration, Same mechanism was also
presented for glucose, alcohol and lactate biosensor based on dehy-

drogenase enzyme, NADH/NAD™" redox couple and guantum dot
nanocomposite electrode [21-23].

After cydic voltamme tric studies, photoelectrochemical biosensing
of glucose was also investigated using amperometric technigue in FIA
system. To establish that a reliable analytical response could be achieved
for the glucose, under optimized conditions ( Carrier stream: 0.10 M PBS
containing 1.0 M KCl (pH 7.0), applied potential: + 400 mV; flow rate:
0.6 mL/min, sample loop: 100 pL; transmission tubing length: 10 cm)
using a GDH/ZnS5-CdS/MWCNT/GCE, a calibration study was carried
out over the range from 0.010 mM to 2.0 mM glucose concentration,
with two injections of each concentration. Fig. 7 shows the diagrams
for amperometric and photoamperometric FI responses to various
concentrations of glucose. Although the peak currents increased de-
pending on glucose concentration for both the amperometric and the
photoamperometric methods, the responses of photoamperometric
method were higher than those of amperometric in all concentrations.
A linear relationship between the glucose concentration and the peak
current was obtained over the concentration range from 0.010 to
2.0 mM glucose for both the photoamperometric and amperometric
FlA method at the glucose biosensor. The linearity of these methods
were described by the equations I{pA) = 2.57C (mM) + 0.033, R? =
0.9971, and I{pA) = 7.80C (mM) + 0,049, R = 0.9985 for amperomet-
ric and photoamperometric studies respectively, where I is the peak
current and C is the concentration of glucose. When these equations
are compared in terms of their slopes, it is clear that the sensitivity of
the photoelectrocatalytic FIA procedure is better than that of the amper-
ometric method and the ratio of improvement is about 3.0 folds.

The limit of detection { LOD) was calculated as 6.0 uM and 4.0 uM
glucose for amperometric and photoamperometric glucose biosensors,
respectively, based on 3s,/m where s, is the standard deviation of the
blank response and m is the slope of the calibration curve.

The precision of electrochemical and photoelectrochemical biosen-
sor was investigated by making 5 repeat injections of 0.5 mM glucose
solution. The RSD for electrochemical and photoelectroche mical biosen-
sorswere calculated to be 3.8% and 5.8% respectively. These results indi-
cate GDH/ZnS-CdS/MWCNT/GCE has very good repeatability for
electrochemical and photoelectrochemical biosensing of glucose.

The various analytical parameters, such as electrode type,

electrochemical technique, linearity ranges, sensitivity, detection
potential, and LOD values obtained from proposed methods were
compared with other enzyme modified electrodes in previously-
published reports for the photoelectrochemical biosensing of glucose
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Fig. 7. Current-time curves of glucose with different conce nirations using GOH ZnS-CdS MWCNT/GCE in FIA system for amperometric and photoamperometric methods, (Carrier stream:
010 MPBS (pH 7.0) containing 1.0 M KQ, 10.0mM NAD*, applied potental: + 0.4 V; Flow rate: 0.6 mL/min, sample loop: 100 pl; transmission tubing length: 10 cm).
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Comparison of analytical parameters obtained from GDH/ZnS-CdSMWCNT/GCE with different electrodes in the literature for photoelecrochemical biosensing of glucose dependent on

GDH and NAD™" MADH redox

Electrode ty pe Method ops Sensitivity LR® LOD< Ref?
TH cross-linked MWNTS® and Au NPs multilayer Amp® in the dark 02V vs, Ag/AgCl (sat.KCl) 7.8 pA/mM 10puM-256 mM  50uM 19
functonalized ITO" electrode Amp under irradiation B.S5 uA/mM TuM-325mM 0.7 uM
CdSe/Zns nanoaystals (QDs ) modified Auelectrode  Amp. under irradiation 005V s, Ag/AgCl (satKCl) Upto 1 mM - 20
by chemisorption via a dithiol compound
Reduced graphene oxide-admium sulfide quantum  Amp. without irradiation 002 V vs. Ag/gCl (sat KC1) 04407 pa/cn. mM'  Upto 20 mM 21
dots /poly-nile blue nanocomposite Amp under irradiation 0.7276 pAjcnt . mM
Paly-hemataxylin modified GCE FIA' Amp. without 0.3V vs. Ag/hgCl 0.76 pA/mM 10-1000mM ~ 30uM 24
irradiation
FIA Amp. with irradiation 1.9 pA/mM 5-1000 mM 1.5um
QDs (ZnS-CdS) modified MWCNT/GCE FIA Amp. without 0.4V vs. Ag/agcl 2.57 pA/mM 001-20mM  GOpM  This
irradiation work
FIA Amp. with irradiation 7.80 pA/mM 0.01-20 mM 40uMm

Detection potential,

Linearity range.

Limit of detection.

Refersnce

Multi-walled carbon nanotube.
Indium tin oxide.
Amperometry.

Glassy carbon electrode.

Aow injection analysis.

Fwm o= A BN oF R

dependent on NAD " /NADH redox couple and dehydrogenase enzyme
(Table 1). As can be seen from Table 1, the sensitivity of proposed
photoamperometric method was found to be 7.46 wA/mM, which is bet-
ter than that of some previously reported biosensors [21,24] and how-
ever it is lower than that of reference of [ 19]. On the other hand, the
detection potential of glucose at proposed electrode is higher than pre-
viously reported modified electrodes [19-24]. Therefore, it can be said
that CdS-ZnS modified MWCNT/GCE is a very useful electrode material
for immaobilization of GDH and photoelectrochemical biosensing of glu-
cose in FIA system.

34. Interference studies

The effects of common interfering species such as ascorbic acid
(M), uric acid (UA), dopamine (DA}, L-cysteine (L-Cyst), galactose,
saccharose, glutamic acid, which may affect the response of elec-
trode were investigated. Amperometric responses of GDH/ZnS-CdS/
MWCNT/GCE toward glucose (0.5 mM) in FIA system under opti-
mized conditions were recorded in the presence of these interfer-
ence species. Experimental results show that no significant change
of oxidation peak current could be observed for saccharose, galactose
and glutamic acid at the concentration one hundred fold and for -
cysteine ar equimolar as high as that of glucose (data not shown),
which shows the good selectivity of the enzyme electrode in the
presence of other monosaccharides and also disaccharides. However,
equimolar of AA, DA and UA with glucose concentration showed se-
rious interference (increased the oxidation current), because their
oxidation potentials were close to that of NADH. It is reported that
the interference of AA can be eliminated and enhance the biosensor
selectivity toward glucose by using nafion as an over layer cost coated
at the biosensor surface or using ascorbate oxidase [32,33]. Another
possible way of removing of interfering effect of all these compounds

Tabke 2
The rsults of glumse determination in real samples and a destrose solution (n = 3).

is that very small amount of lead(IV) acetate as an oxidizing agent can
be added to nafion layer due to preoxidation reaction of these interfer-
ing compounds before they reach the electrode surface [34].

3.5. Real sample analysis

One real sample (commercial dextrose solution) and one spiked
serum sample were used for determination of glucose at GDH/CdS-
ZnS/MWCNT/GCE as described in literature [24]. For this, 250.0 pL
of spiked serum samples were diluted to 5.0 mL with 0.10 M PBS
(pH7.0) containing 10.0 mM NAD™ and 1.0 M KCL Glucose detection
was performed by spiking a known volume and concentration of glu-
cose standard solution into the diluted serum samples in order to ob-

tain various concentrations, and by measuring of the amperometric
and photoamperometric response of electrode in FIA system. For
the determination of glucose in commerdal dextrose solution (con-
taining 5% glucose ), it was diluted 555 times (about 0.5 mM glucose )
with 0.10 M PBS { pH 7.0) containing 10.0 mM NAD™ and 1.0 M KCL
Glucose derection was also performed for this sample as described
spiked serum sample. The results for the recovery test were given
in Table 2. It can be seen that acceptable recoveries were obtained
for spiked glucose in serum plasma and commercial dextrose solu-
tion samples.

4 Condusions

In this study, the constructing photoelectrochemical glucose
biosensor dependent on NAD™ /NADH redox couple and GDH in
FlA system was proposed using enzyme modified MWCNT/GCE.
Photoelectrochemical biosensors dependent on NAD™/NADH redox
couple-de hydrogenase e nzymes have been reported in previous studies
[19-24] and one of them is for photoe lectrochemical glucose biosensing

Sample Glummse (mM) FIA& ampe mmetric FIA photoamperometic
Found [ mM} Recovery RED%E Found [mM}) Recovery REDE
Spiked serum 025 022 4+ 0.015 BB G.B 0.25 4+ 0,050 100 23
050 048 + 0.015 96 31 0.49 4+ 0,010 a8 2.0
075 0.76 + 0.010 103 1.3 0.74 + 0.010 o 13
Dextrose solution Labeled daim (25 = 277.5 mM) 2666 + 4.6 - - 261.1 + 4.0 - -
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in FIA system using poly-hematoxyline modified GCE [ 24]. However, ac-
cording to our search of the literature, the uses of QDs modified
MWOCNT/GCE has not been reported for photoelectrochemical bio-
sensing of glucose in FIA system yet. GDH/CdS-ZnS/MWCNT/GCE
exhibited a good photoelectrocatalytic response for the detection
of glucose and a linear range was obtained between 0.010 and
2.0 mM glucose with a detection limit of 4.0 uM. The sensitivity of
the photoamperometric biosensor in FIA system was improved
about two folds in compared with that of amperometric procedure, It
can be concluded that GDH/CdS-ZnS/MWCNT/GCE can be successfully
used for photoelectrochemical biosensing of glucose due to increasing
of oxidation peak current under irradiation of electrode surface, Asa re-
sult, a novel, fast and facile sensor was reported in this study which is
expected to offer new prospects for the development of sensitive, selec-
tive and faster photoelectrochemical biosensors in the AA system.
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Ek 3. Fabrication of Photoelectrochemical Glucose Biosensor Depending on Dehydrogenase Enzyme
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FABRICATION OF PHOTOELECTROCHEMICAL GLUCOSE
BIOSENSOR DEPENDING ON DEHYDROGENASE ENZYME
AND NAD /NADH REDOX COUPLE USING QUANTUM DOT
MODIFIED PENCIL GRAPHITE ELECTRODE

Bensu ERTEK'®, Yusuf DILGIN®"

* Canakkale Onsekiz Mart Univ. Science and Art Faculty, Department of Chemistry. 17100
Canakkale-TURKEY
*E-mail: vdilein{@vahoo.com

Semuconductor nanocrystals, also known as quantum dots (QDs), have emerged as a
significant new class of maternials over the past decade because of thewr unusual physical and
chemical properties. They have long been grabbing scientists” attention for applications in the
fields of photoelectrochemical biosensors, biocatalysis, bioelectronics and biomedical™ ™.

In this study, a semiconductor quantum dot film CdAS/ZnS, was electrodeposited
directly onto Pencil Graphite Electrode (PGE). After quantum dot modified electrodes (CdS-
ZnS/PGE) were characterized by recording their cyclic voltammograms and electrochemical
impedance spectra, glucose dehydrogenase (GDH) was immobilized onto quantum—dot
modified electrode for glucose biosensing in flow injection analvsis (FIA) system. The effect
of illumination of electrode surface on the electrocatalytic oxidation of NADH, and
biosensing of glucose dependent on NAD /NADH redox couple-dehyrogenase enzyme was
investigated by using traditional wvoltanunetric cell for cyclic voltammetry. In additon, the
studies on photoelectrochemical and also electrochemical glucose biosensor at quantum dot
modified PGE were performed in FIA system using a new home-made flow cell for the first
tume. In all FIA experiments, Phosphate buffer solution (pH 7.0) containing 1 M KC1 was
used as carrier solution. Electrochemical responses of NADH on CdS-ZnS/PGE and also
MNADH obtained from enzymatic reaction of glucose on GDH/CdS-ZnS/PGE were monitored
after each modified electrode had been inserted into a flow cell. For this, after a steady-state
background current of supporting electrolyte under optinmm conditions (flow rate: 1.75
mLmin'; transmission tubing length:10 cm: injection volume :100 pL: and constant applied
potential: + 600 mWV vs. Ag/ApgCl), the various concentrations of NADH (on CdS-ZnS/PGE)

or glucose GDH/CAS-ZnS/PGE containing NATY were mjected into the systemm and the
current—time curves were recorded. The peak current for electrocatalytic oxidation of WADH
under illumination at modified electrodes increased about 1.6 times compared with the
reaction in dark. Moreover. peak current of WADH obtained from enzymatic reaction of
glucose also increased by illumunation of electrode surface. This results show that, a new
photoelectrochemical glucose biosensing platform mn FIA system was constructed by using
CdS-ZnS/PGE. The photoelectrochemical biosensors developed in the study offer hugh
selectivity, hugh current outputs. fast response, easy and inexpensive fabrication and simple
use, which make them wvery attractive for practical application.

KEYWORDS: Glucose dehydrogenase, CdS-ZnS quantum dots, Glucose biosensor, Flow
Injection Analysis, Photoelectrochemical Sensor, electrocatalytic oxidation of WADH.
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PHOTOELECTROCHEMICAL GLUCOSE BiOSENSOR IN FLOW INJECTION
ANALYSIS SYSTEM USING QUANTUM DOT MODIFIED ELECTRODES
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Photoelectrochemical biosensing 1s a newly emerged analytical technique, which uses light to induce
electron transfer between photoelectrochemical-active species and electrode for generating the
detectable photocurrent signal (1,2). Among the photoelectrochemical materials, quantum dots (QDs)
are the excellent candidates in the development of optical and photoelectrochemical biosensing since
they have the broad excitation spectrum, good photostability and tunable emission spectrum (1). In
this study, firstly, CdS/ZnS quantum dot film was electrochemically deposited on multi walled carbon
nanotube (MWCNT) modified Glassy carbon electrode (GCE). Then, the electrocatalvtic and
photoelectrocatalytic oxidation of NADH was investigated by CdS-ZnS/MWCNT/GCE wath cyelic
voltammetric and flow injection amperometric techniques. Finally, glucose dehvdrogenase was
immobilized onto CdS-ZnS/MWCNT/GCE by crosslinking with glutaraldehyde and obtained
electrode (GDH/ CdS-ZnS/MWCNT/GCE) was used for electrochemical and photoelectrochemical
biosensing of glucose in the flow injection analysis (FIA) system. The results show that CdS-
ZnS/IMWCNT/GCE offer a good photoelectrocatalytic effect towards the oxidation of NADH and also
a good electrode material for the photoelectrochemical biosensing of glucose in FIA system dependent
on NADH/NAD" redox couple and dehydrogenase enzyme.

Keywords: Photoelectrochemical biosensing, quantum dots, flow injection analysis, multi walled
carbon nanotube, glucose
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Semiconductor Quantum dots (QDs), that have had a considerable impact on research in many fields
across several sciences, they have umique optical properties that are advantageous for the development of
chemical sensors and biosensors '*?. QDs could improve the performance of biosensor and is expected to have
the advantages of photoelectrochemistry for photoelectrochemical biosensors ' In this study, a semiconductor
quantum dot film, CdS5-ZnS, was electrodeposited directly onto Pencil Graphite Electrode (PGE). The
photoelectrochemical biosensor was designed for the determination of human papillomavirus (HPV). Probe
sequences were attached on to the quantum dot modified electrodes (CdS-ZnS/PGE) by using wet adsorption
method. At the biosensor design vanous parameters were optimized as probe concentration, target concentration,
sensor selectivity and repeatability effiects on detection of HPV.

The studies on photoelectrochemical and electrochemical DNA biosensor at CdS-ZnS/PGE  were
performed by using differential pulse voltammetry (DPV) in acetate buffer (pH 4.8). The oxidation signal of
guanine, under illumination at probe modified electrodes, increased about 2 times compared with the currents
recorded in dark. After that, hybridization was performed between probe and complementary target and non—
complementary target to assess whether the DNA biosensor responds selectively. The signals of the probe
modified CdS-ZnS/PGE were lower, for both electrochemical and photoelectrochemical results, when compared
with the signals which were recorded after hybndization. The response of the probe modified CdS-ZnS/PGE
which was interacted with a noncomplementary sequence resulted in almost same as probe modified CdS-
ZnS/PGE signals and proved the specifity of the hybndization with target. The differences between responses
demonstrated that the detection of HPV was performed with photoelectrochemical DNA biosensor. These
results show that a new potoelectrochemical DN A biosensor platform was constructed by using CdS-ZnS/PGE.
The photoelectrochemical biosensor developed in the study offer high current outputs, high selectivity, fast
response, easy and inexpensive fabrication and simple use, which make them attractive for practical application
and determining human papillomavirus.

EEYWORDS: CdS-ZnS quantum dots, DNA bwosensor, Photoelectrochemical sensor, modified electrodes,
pencil graphite electrode.
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Ek 6. Sekil numarasina gore ¢alisma esnasinda elde edilen veriler.

Akim (pA) 0,10 mM NADH i¢in
Uygulama Potansiyeli (mV) Isiksiz Tsikhn
0 0,57 1,77
50 0,87 2,28
100 1,16 2,74
150 1,83 3,33
200 1,93 3,52
250 2,16 3,85
300 2,47 4,45
400 2,66 4,72
500 2,90 5,06
600 3,04 5,07

Ek Sekil 1. 4.34.'e ait GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-NTf kullanilarak elde edilen veriler

Akim (nA) 0,10 mM NADH i¢in
Akis Hizi (mL.dk™) Isiksiz Isikli
0,13 1,10 1,90
0,25 1,70 2,50
0,45 1,90 3,50
0,60 2,10 3,80
0,80 2,20 4,00
1,00 2,30 4,20
1,25 2,00 3,50
1,50 2,00 3,30
1,75 1,90 3,10
2,50 1,60 2,90
3,00 1,50 2,50
3,75 1,30 2,00
4,50 1,20 1,60

Ek Sekil 2. 4.36.'e ait GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-NTf kullanilarak elde edilen veriler
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Akim (pA)

NADH Konsantrasyonu (mM) Isiksiz Isikh
0.003 0.10 0.19
0.005 0.12 0.25
0.008 0.17 0.35
0.010 0.25 0.50
0.030 0.70 1.50
0.050 1.10 2.40
0.080 2.00 3.60
0.100 2.30 4.20
0.200 4.20 8.40
0.300 6.80 13.00
0.500 11.00 19.00
0.800 15.00 29.00
1.000 21.00 38.00

Ek Sekil 3. 4.38.e ait FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak elde

edilen veriler

Akim (pA) 0.50 mM NADH ig¢in
Uygulama Potansiyeli (mV) Isiksiz Isikh
100 0.001 0.21
200 0.061 0.23
300 0.190 0.37
400 0.610 0.81
500 1.200 1.52
600 1.600 1.93
700 2.000 2.30
800 2.100 2.40
900 2.100 2.40

Ek Sekil 4. 4.40.'e ait K.PGE/CdS-ZnS-MAA-NTf kullanilarak elde edilen veriler.
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Akim (pA) 0.50 mM NADH ig¢in
Akis Hizi (mL.dk ™) Isiksiz Isikh
0.125 1.35 1.95
0.250 1.40 1.98
0.450 1.45 2.05
0.600 1.60 2.28
0.800 1.75 2.40
1.000 1.85 2.55
1.250 2.10 2.70
1.500 2.35 3.15
1.750 2.85 3.55
2.500 3.05 3.80
3.000 3.00 4.00
3.750 2.90 4.00
4.500 2.70 3.85

Ek Sekil 5. 4.42.'e ait K.PGE-CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak elde edilen veriler.

Akim (pA)
NADH Konsantrasyonu (mM) Isiksiz Isikh
0.0008 0.021 0.14
0.0010 0.031 0.18
0.0030 0.090 0.31
0.0050 0.160 0.45
0.0080 0.260 0.59
0.0100 0.360 0.70
0.0300 0.700 1.10
0.0500 1.130 1.60
0.0800 1.970 2.70
0.1000 2.100 3.60
0.3000 6.500 12.00
0.5000 10.500 20.00
0.8000 17.000 31.00
1.0000 23.000 35.00
2.0000 43.000 68.00
3.0000 61.000 86.00
5.0000 75.000 99.00

Ek Sekil 6. 4.44.e ait FIA sisteminde K.PGE-CdS-ZnS-MAA-Nf kullanilarak elde edilen
veriler.
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Akim (pA)

Glukoz Konsantrasyonu (mM) Isiksiz Isikh
02 0.048 0.098
0.3 0.063 0.13
0.5 0.094 0.20
0.8 0.15 0.28
1 0.19 0.35
> 0.32 0.62
3 0.42 0.86
5 0.68 1.35
8 0.96 2.00
10 1.12 2.30
50 1.80 3.00
30 2 3.20

Ek Sekil 7. 4.51.e ait FIA sisteminde K.PGE/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak elde
edilen veriler.

Akim (nA) 0.50 mM Glukoz i¢in
Uygulama Potansiyeli (mV) Isiksiz Isikh

0 0.70 1.8
100 0.54 1.7
200 0.68 2.0
300 0.95 2.5
400 1.40 2.8
500 1.60 2.8
600 1.70 2.7
700 1.70 2.4

Ek Sekil 8. 4.55.'¢ ait GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak elde edilen
veriler.
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Akim (nA) 0.50 mM Glukoz i¢in
Akis Hizi (mL.dk™) Isiksiz Tsikn
0.25 1.55 4.3
0.45 1.55 4.5
0.60 1.60 4.2
0.80 1.60 3.9
1.00 1.50 3.7
1.25 1.40 3.5
1.50 1.40 3.0
1.75 1.30 2.6
2.50 1.25 2.6
3.00 1.20 2.5
3.75 1.15 2.3
4.50 1.00 2.0

Ek Sekil 9. 4.57.e ait GCE/MWCNT-CdS-ZnS-MAA-GDH kullanilarak elde edilen

veriler.

AKim (nA)
Glukoz Konsantrasyonu Isiksiz Isikh
(mM)
0.01 0.060 0.30
0.02 0.115 0.40
0.03 0.140 0.46
0.05 0.180 0.61
0.08 0.235 0.85
0.10 0.300 1.00
0.20 0.550 1.40
0.30 0.900 2.20
0.50 1.450 3.90
0.80 2.000 6.00
1.00 2.500 7.80
1.50 3.750 11.70
2.00 5.350 16.00
3.00 6.500 19.00
5.00 8.550 24.00
8.00 12.250 26.00
10.00 14.400 27.00

Ek Sekil 10. 4.59."a ait FIA sisteminde GCE/MWCNT/CdS-ZnS-MAA/GDH kullanilarak

elde edilen veriler.
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Akim (pA) 0.50 mM Etanol i¢in

Uygulama Potansiyeli Isiksiz Isikh

(mV)

600 0.06 0.16

700 0.14 0.38

800 0.25 0.53

900 0.37 0.70

1000 0.40 0.71

Ek Sekil 11. 4.74.'e ait K.PGE/ZnS-MAA/ALDH kullanilarak elde edilen veriler.

Akim (nA) 0.50 mM Etanol icin
Akis Hizi (mL.dk ™) Isiksiz Isikh
0.45 0.30 0.58
0.60 0.33 0.64
0.80 0.38 0.74
1.00 0.43 0.83
1.25 0.45 0.87
1.50 0.48 0.94
1.75 0.43 0.84
2.50 041 0.80
3.00 0.36 0.70
3.75 0.29 0.57

Ek Sekil 12. 4.76.' a ait K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak elde edilen veriler.
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Akim (pA)

Etanol Konsantrasyonu (mM) Isiksiz Isikh
0.05 0.02 0.04
0.08 0.04 0.07
0.10 0.05 0.09
0.20 0.10 0.21
0.30 0.15 0.31
0.50 0.25 0.51
0.80 0.40 0.80
1.00 0.46 0.92
2.00 0.76 1.52
3.00 0.96 1.92
5.00 1.11 2.50

Ek Sekil 13. 4.78.'e ait FIA sisteminde K.PGE/CdS-MAA/ALDH kullanilarak elde edilen

veriler.

Akim (pA) 0.50 mM Etanol icin
Uygulama Potansiyeli (mV) Isiksiz Isikl
400 0.10 0.20
500 0.21 0.28
600 0.28 0.38
700 0.35 0.55
800 0.37 0.54

Ek Sekil 14. 4.82.'e ait GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak elde

edilen veriler.
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. Akim (nA) 0.50 mM Etanol icin
Akls Hizx (mL.dk ) IslkSlZ Islkll
0.25 0.27 0.48
0.45 0.28 0.48
0.60 0.33 0.52
0.80 0.34 0.53
1.00 0.36 0.56
1.25 0.36 0.57
1.50 0.38 0.62
1.75 0.36 0.60
2.50 0.35 0.55
3.00 0.33 0.52
3.75 0.30 0.45

Ek Sekil 15. 4.84.'e ait GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH kullanilarak elde

edilen veriler.

Akim (nA)
Etanol Konsantrasyonu (mM) Isiksiz Isikh
0.05 0.03 0.09
0.08 0.04 0.10
0.10 0.07 0.13
0.20 0.12 0.24
0.30 0.19 0.35
0.50 0.32 0.58
0.80 0.42 0.74
1.00 0.45 0.80
2.00 0.55 1.00

Ek Sekil 16. 4.86.'e ait FIA sisteminde GCE/MWCNT/ZnS-PAMAM-MAA/ALDH

kullanilarak elde edilen veriler.
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