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OZET

METAL NANOPARCACIK MODIFiYE KALEM GRAFIT
ELEKTROT KULLANILARAK AKISA ENJEKSIYON ANALIZDE
SENSOR VE BiYOSENSOR UYGULAMALARI

Serkan KARAKAYA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Yusuf DILGIN
28/01/2019, 228

Bu tez calismasinda, (i) yiiksek iletkenlik ozelligine ve katalitik etkinlige sahip
metal nanoparcaciklar (Au, Pt ve Pd), (ii) ucuz ve tek kullanimlik kalem grafit elektrot
(pencil graphite electrode, PGE), (iii) hizli ve rutin analizlere olanak saglayan akisa
enjeksiyon analiz (Flow Injection Analysis, FIA) metodu gibi ii¢ faydali bilesen iizerinden
elektrokimyasal sensor ve biyosensor galismalari ger¢eklestirilmistir. Bu amagla Au, Pt, Pd
ve Pt-Pd nanopargaciklar PGE yiizeyine elektrokimyasal olarak biriktirilmis ve elde edilen
elektrotlarin H,O,’ye yaniti dongiisel voltammetri (CV) teknigi ile incelenmistir.
Elektrokimyasal H,O, sensorii, sirasiyla Au ve Pt ile Pd ve Pt-Pd modifiye PGE’lerde
H202 nin yiikseltgenmesi ve indirgenmesi iizerine gelistirilmistir. Her bir modifiye elektrot
icin ¢alisma potansiyeli ve akis hizi optimize edilmis ve FIA sisteminde amperometrik
H,O, sensorliniin  analitiksel —parametreleri  belirlenmis ve gercek  Orneklere
uygulanabilirlikleri basariyla test edilmistir.

Tezin ikinci kisminda ise metal/bimetal nanoparcacik modifiye PGE’ler yiizeyine
glukoz oksidaz (GOx) immobilize edilmis ve glukoz biyosensor ¢aligmalar1 CV teknigiyle
gergeklestirilmistir. Glukoza en 1iyi elektrokatalitik etkinligin ve yanitin alindig1 elektrotlar
GOx immobilize Pt ve Pt-Pd modifiye PGE’ler olarak belirlenmistir. Her iki elektrot i¢in
FIA sisteminde gelistirilen amperometrik glukoz biyosensoriiniin optimize edilen kosullar
altinda analitiksel performanslar1 belirlenmis ve ger¢ek Orneklere uygulanabilirlikleri
basariyla test edilmistir. Askorbik asit, dopamin ve irik asitin gelistirilen glukoz

biyosensoriine girisim etkileri, NaBiO3 Onylikseltgeyicisi kullanilarak 6nemli derecede

vii



giderilmistir. Sonug olarak, metal/bimetal nanoparcacik, PGE ve FIA sistemi bir arada
kullanilarak ucuz, hizli, duyarli elektrokimyasal sensor ve biyosensor tasarlanmast,
girisimcilerin giderilmesinde FIA’da NaBiO3 6n yiikseltgeyicisinin ilk defa kullanilmasi

bu ¢alismanin 6zgiin kismini olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: Elektrokimyasal Sensor/Biyosensor, Akisa Enjeksiyon

Analizi, Glukoz Oksidaz, Sodyum Bizmutat, Metal Nanopargacik, Kalem Grafit Elektrot.
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ABSTRACT

SENSOR AND BIOSENSOR APPLICATIONS IN
FLOW INJECTION ANALYSIS USING METAL NANOMATERIAL
MODIFIED PENCIL GRAPHITE ELECTRODE

Serkan KARAKAYA
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Doctoral Dissertation in Chemistry
Advisor : Prof. Dr. Yusuf DILGIN
28/01/2019, 228

In this thesis, electrochemical sensor and biosensor studies were performed based
on three useful components (i) metal nanoparticles (Au, Pt and Pd) with their high
conductivity and catalytic activity, (ii) low-cost and disposable pencil graphite electrode
(PGE) and (iii) flow injection analysis (FIA) which provides fast and routine analysis. For
this purpose, Au, Pt, Pd and Pt-Pd nanoparticles were electrochemically deposited on the
PGE surface and the response of the obtained electrodes to H,O, was investigated by using
cyclic voltammetry (CV) technique. The electrochemical H,O, sensor was developed on
the oxidation and reduction of H,O, at the Au, Pt and Pd, Pt-Pd modified PGEs,
respectively. The applied potential and flow rate for each modified electrode has been
optimized and the analytical parameters of the amperometric H,O, sensor in FIA have
been determined and their applicability to the real samples has been successfully tested.

In the second part of the thesis, glucose oxidase (GOx) was immobilized on the
surface of metal/bimetal nanoparticle modified PGEs and glucose biosensor studies were
performed by using CV technique. The electrodes which give the best electrocatalytic
activity and response to glucose were identified as GOx immobilized Pt and Pt-Pd
modified PGEs. Analytical performances of the amperometric glucose biosensor
constructed in FIA system for both electrodes were determined under optimized conditions
and their applicability to the real samples was successfully tested. The interference effects
of ascorbic acid, dopamine and uric acid on the developed glucose biosensor were
significantly reduced by using a pre-oxidant, NaBiOs. As a result, the design of cheap, fast,

sensitive electrochemical sensor and biosensor using a combination of metal/bimetal



nanoparticle, PGE and FIA system and the uses of the NaBiOj3 as a pre-oxidant for the first
time in FIA system for the elimination of interferents constitutes the original part of this

study.

Keywords: Electrochemical Sensor/Biosensor, Flow Injection Analysis, Glucose

Oxidase, Sodium Bismuthate, Metal Nanoparticle, Pencil Graphite Electrode.
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BOLUM 1
GIRIS

Sensorler, bir sinyal dontstiiriiciisii (transducer) ile birlikte aktif bir algilama
malzemesinden (recognition element) olusan aygitlardir. Sensorlerde bu iki 6nemli
bilesenlerin rolii, sinyali bir tepkimedeki yiikten ya da secici bir bilesikten kaynakli olarak
arttirilmaksizin  iletmektedir. Bu aygitlar sonraki asamalarda dijital sinyallere
dontistiiriilebilen elektriksel, 1s1l ya da optik ¢ikis sinyallerini iiretirler. Sensorler, bu ¢ikis
sinyallerine dayanarak optik, elektrokimyasal, termal vb. sensorler seklinde
simiflandirilabilir (Yogeswaran ve Chen, 2008). Diger taraftan sensorler algilama
malzemesinin tiiriine gore kimyasal sensorler ve biyosensorler olmak {izere iki sekilde
smiflandirilabilir. Kimyasal sensorler, belirli bir analitin derisimine bagl olarak kimyasal
tepkime yoluyla segici bir sekilde yanit veren ve bu yaniti analitiksel sinyale
doniistiirebilen aygitlardir (Eggins, 2002; Compagnone ve ark., 2017). Biyosensorler ise
bir biyolojik algilama olaymi ger¢ek zamanl 6lgiilebilir optik, kimyasal, elektriksel ya da
fiziksel sinyallere doniistiren analitiksel bir aygittir (Shavanova ve ark., 2016; North ve
Lock, 2010). Bir baska deyisle, bir biyosensor sinyali algilamak iizere biyoduyarli bir
katman ile dontstiiriicii sistemin entegre edildigi minyatiirize bir aygittir. Biyoduyarl
katman, doniistiiriiciiye immobilize edilen algilama elementinden (enzim, antikor,
oligoniikleotit, reseptdr protein, mikroorganizma ya da hiicrenin tamami) yapilr.
Biyoduyarli katman, hedef analiti (enzim, antijen, DNA/RNA, toksin, viriis, agir metal,
pestisit vb.) algilamak {izere biyose¢ici ve duyarli olmalidir (Shavanova ve ark., 2016;
Solanki ve Kaushik, 2011). Bir biyosensoriin bilesenlerini ve ¢alisma prensibini gosteren

sematik bir gosterim Sekil 1.1°de verilmistir (Shavanova ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. Biyosensoriin bilesenleri ve ¢alisma prensibi (Shavanova ve ark., 2016; Solanki
ve Kaushik, 2011; Ronkainen ve ark., 2010)

Biyosensorler, algilama yontemine ve donistiiriici sisteme bagli olarak
elektrokimyasal, fiziksel ve optik biyosensorler olmak iizere ti¢ grupta siniflandirilirlar
(Sekil 1.2) (Shavanova ve ark., 2016).

Biyosensorler
|
| | . |
Elektrokimyasal  — ?][:')Tf ) |
grudan optik algilama
*Pj lektrik . . i
* Amperometrik *Tlezoe ¢ lr'lk *Etiketlenmis optik algilama
ermometri
*Potansiyometrik
* Impidimetrik
*Voltammetrik

Sekil 1.2. Doniistiirticii sisteme gore biyosensorlerin siniflandirilmasi (Shavanova ve ark.,

2016)

Bunlardan en ¢ok kullanilan elektrokimyasal sensorler/biyosensorler olup, elektrokimyasal

bir biyosensore ait sematik gosterim Sekil 1.3’de verilmistir (Ronkainen ve ark., 2010).



e —> | —>

®—( — [

Analit Doniistirica >V (@ [N
Biyolojik  (Elektrot)
algilama
elementi

Sekil 1.3. Elektrokimyasal bir doniistiiriicii ile birlikte bir biyosensoriin sematize edilmis

hali (Ronkainen ve ark., 2010)

Biyosensorlerde elektrot ylizeyinde bulunan aktif algilama malzemesi, bir katalizor
olarak davranmali ve biyokimyasal bilesiklerin tepkimesini, ¢ikis sinyallerini elde etmek
lizere katalizlemelidir. Bu iki farkli siniflandirma bi¢iminin birlesimi, bir biyosensoriin
tasariminda ve calismasinda uygulanan ve elektrokimyasal biyosensorler olarak
adlandirilan yeni tip biyosensdrlerin artmasina vesile olmustur (Yogeswaran ve Chen,
2008). Kemiliiminesans, florimetri, spektrofotometri, titrimetri, fosforesans ve
kromatografi gibi ¢esitli analitiksel tekniklere dayanan sensorler gelistirilmis olmasina
ragmen, bu teknikler genellikle pahali ve karmasik cihazlar1 gerektirmekle birlikte zaman
alic1 ve diistik segicilik gibi sinirlamalar1 da icermektedirler (Zhang ve ark., 2016a). Ayrica
bu teknikler, analiz edilecek Ornekler i¢in zahmetli ve zaman alici 6n hazirlama
basamaklar1 icermekle birlikte, analitin olas1 kaybina da sebebiyet vermektedirler (Lima ve
ark., 2018). Elektrokimyasal teknikler ise diisiik gozlenebilme simir1 (LOD), yiiksek
secicilik ve basit aletlerin/malzemelerin kullanilmas1 gibi avantajlara sahip olmasi
nedeniyle diger yontemlere karsi ustiinlik saglamaktadir. Ayrica elektrokimyasal
teknikler, farkli analitlerin hizli analizine olanak saglamakla birlikte, biyolojik 6rneklerin
gercek zamanli analizine de imkan tanimaktadir (Wang ve ark., 2015). Elektrokimyasal
teknikler ile tasarlanan sensorler diger sensor tiirleri ile karsilastirildiginda elektrotlarin
konuk konakg¢1 (host-guest) sisteme herhangi bir zarar vermeden analit malzemeleri
algilamasina olanak saglamaktadir (Yogeswaran ve Chen, 2008). Ozellikle klinik kimya
laboratuvarlarinda yapilan klinik analizler pahali ve zaman alict siirecler oldugundan hasta
basinda, hastahane disinda bakim verenler ve evde bulunan hastalar da olmak iizere gesitli
yerlerde daha fazla analit 6l¢limii gerceklestirilmektedir. Giiniimiizde baslica zorluklardan
biri, bu hizli in-situ (dogal ortaminda) analizleri gerceklestirecek yontemlerin
gelistirilmesidir. Bu yontemler, gercek zamanli 6rneklerde bulunan farkli 6zelliklerdeki

cesitli analitlerin hassas ve dogru olarak dl¢limlerine olanak saglamalidir. Yiiksek segicilik



ve duyarlilik, portatif boyutlari, hizli yanit zamani1 ve diisiik maliyeti gibi ¢cok avantajli
ozelliklerinden dolay1r 6zellikle klinik kimya uygulamalarinda analitlerin dl¢timleri igin
elektrokimyasal sensorlerin tercih edilmesi oldukca uygun goriilmektedir (Wang ve ark.,
2008).

Elektrokimyasal sensorler iizerine son yillarda olduk¢a fazla ¢alisma
gerceklestirilmis ve tasarlanan sensor ve biyosensorlerle tip, biyoloji, ¢evre, saglik, ilag vb.
alanlarda olduk¢a O©nemli olan bircok bilesigin analizi basarili  bir sekilde
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal sensorler tasarlanirken en 6nemli parametrelerden biri
elektrot materyalidir. Elektrot materyali olarak ¢ok sayida elektrot kullanilmakla birlikte
son yillarda elektrokimyasal analizlerde birgok avantaji olan kalem grafit elektrot (Pencil
Graphite Electrode, PGE) kullanilmistir (Aziz ve Kawde, 2013; Kawde ve ark., 2015;
Zhang ve Zheng, 2015; Chaisuksant ve ark., 2016; Kamyabi ve Hajari, 2017,
Teanphonkrang ve Schulte, 2017; Vijayaraj ve ark., 2016; Cheng ve ark., 2012; Sehat ve
ark., 2014; Saglam ve ark., 2016; Ertek ve ark., 2016; Dilgin ve ark., 2018; Emir ve Dilgin;
2018; Ayaz ve Dilgin; 2017). Kalem grafit elektrot bir¢ok bilesigin elektrokimyasal
tayininde yalin olarak kullanildigi gibi yiizeyi organik redoks mediyatorler, metal
nanoparcaciklar, kuantum noktalar, nanoparcaciklar, iletken polimerler vb. birgok
materyalle modifiye edilerek elektrokimyasal sensor/biyosensor tasariminda basarili bir
sekilde kullanilmistir (Aziz ve Kawde, 2013; Kawde ve ark., 2015; Zhang ve Zheng, 2015;
Chaisuksant ve ark., 2016; Kamyabi ve Hajari, 2017; Teanphonkrang ve Schulte, 2017,
Vijayaraj ve ark., 2016; Cheng ve ark., 2012; Sehat ve ark., 2014; Saglam ve ark., 2016;
Ertek ve ark., 2016; Dilgin ve ark., 2018; Emir ve Dilgin; 2018; Ayaz ve Dilgin; 2017). Bu
tez kapsaminda da PGE yiizeyine Au, Pt, Pd ve bunlarin bimetalik formlar1 modifiye
edilerek, hidrojen peroksitin hem yiikseltgenmesine hem de indirgenmesine dayali
elektrokimyasal sensorler FIA sisteminde ilk defa gerceklestirilmistir. Bunun disinda bu
metalik ve bimetalik nanopargaciklarla modifiye PGE ylizeyine glukoz oksidaz (GOX)
enzimi immobilize edilerek yine FIA sisteminde glukoz biyosensorleri gergeklestirilmistir.
Bu tez konusu dogrultusunda bundan sonraki kisimlarda,

1) Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Tasariminda Kalem Grafit Elektrot (Pencil
Graphite Electrode, PGE)

2) Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Yapiminda Kullanilan Metal Nanopargaciklar

3) Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Tasariminda Akisa Enjeksiyon Analizi (FIA)

4) Hidrojen Peroksidin Cevre ve Canli Sistemlerdeki Onemi

5) Glukoz Oksidaz (GOx) Temelli Elektrokimyasal Glukoz Biyosensorler



hakkinda daha detayli bilgiler sunulmaktadir.

1.1. Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Tasariminda Kalem Grafit Elektrot
(Pencil Graphite Electrode, PGE)

Bir elektrokimyasal sensorde kullanilan elektrodun tiirli, sensoriin yapiminda
maliyeti, se¢iciligi, duyarliligi ve kararliligi etkilediginden, elektrokimyasal sensor ve
biyosensor yapiminda elektrot malzemesinin se¢imi olduk¢a 6nem arz etmektedir (Saglam
ve ark.,, 2016). Literatiirler incelendiginde Au, Pt, ITO gibi elektrot materyalleri
kullanildig1 gibi karbon bazli elektrot materyalleri de oldukca fazla ilgi gormistiir. Karbon
bazli elektrotlar arasinda camimsi karbon elektrot (glassy carbon electrode, GCE) (Saglam
ve Dilgin, 2017; Pei ve Li, 1999; Chakraborty ve Raj, 2009), karbon pasta elektrot (carbon
paste electrode, CPE) (Amatatongchai ve ark., 2017; Schachl ve ark., 1997; Hamidi ve
ark., 2009), perde baskili karbon elektrot (screen printed carbon electrode) (Reanpang ve
ark., 2015; Mehmeti ve ark., 2017; Samphao ve ark., 2015), PGE gibi elektrot malzemeleri
kullanilmis ve ayrica bu elektrotlara karbon nanotiip, grafen, metal nanopargaciklar, iletken
polimerler gibi materyaller ile modifikasyon yapilarak elektrokimyasal sensor/biyosensor
caligmalarinda kullanilmistir.  Son yillarda ise PGE iizerine ¢ok sayida ¢alisma
gerceklestirilmistir (Aziz ve Kawde, 2013; Kawde ve ark., 2015; Zhang ve Zheng, 2015;
Chaisuksant ve ark., 2016; Kamyabi ve Hajari, 2017; Teanphonkrang ve Schulte, 2017,
Vijayaraj ve ark., 2016; Cheng ve ark., 2012; Sehat ve ark., 2014; Saglam ve ark., 2016;
Ertek ve ark., 2016; Dilgin ve ark., 2018; Emir ve Dilgin; 2018; Ayaz ve Dilgin; 2017).

PGE, grafit tozu ve kil (baglayic1t malzeme) malzemelerini iceren kompozit karisimin
ektriizyon yontemi ile sekillendirilip, ardindan sertlesinceye kadar 1000 °C’ye 1sitilmast ile
elde edilmektedir. Elde edilen f{iriiniin bir bal mumu banyosuna daldirilarak gozeneklerin
dolmasi saglanir ve son iriine diizgiin bir goriiniim kazandirir (Torroinha ve ark., 2018;
Down ve ark., 2016). Karbon bazli elektrotlarda bulunan karbonlarin yaptigi hibritlesme
tiirii olduk¢a dnem arz etmektedir. Ornegin, igerdigi tiim karbonlarin sp3 hibritlesmesi
yapmalarindan dolayr elmasimn elektriksel iletkenligi zayiftir. Elmasin elektriksel
iletkenligini arttirmak amaciyla bor gibi bagka iletken malzemelerle modifiye edilir
(Torroinha ve ark., 2018; Down ve ark., 2016). Diger taraftan grafit iceren PGE ve
GCE’de, tiim karbonlar sp2 hibritlesmesi yapmakla birlikte, bu hibritlesmis karbonlar
yiiksek iletkenlik sergiledigi gibi ve analitin kolay adsorpsiyonuna imkan saglarlar
(Torroinha ve ark., 2018; Down ve ark., 2016). Ayrica, grafit karbonlarinda bulunan 3
degerlik elektronu kovalent bag yapmakla birlikte, 4. degerlik elektronu bag yapmamistir



ve serbestge yapiya dagilabilmektedir. Bu nedenle grafite elektriksel bir akim
uygulandiginda, bag yapmamis bu elektronlar elektrigin belirli yonlere akisina imkan
vermektedir. Grafitin aksine iyon degistirici 6zellik gosteren ve dogal olarak olusmus bir
alimina silikat olan kilin (Alipour ve ark., 2013) PGE’de kullanilmas1 sonucu, degerlilik
elektronlart kovalent bag olusumunda kullanildigindan dolayr elektrigi iyi iletmez.
Dolayistyla grafit igeriginin yilikselmesiyle iletkenligin arttig1 bilinmektedir (Everything2
Media, 2012). Ayrica, kalem uglarindaki grafit oranimin artmasi ile olusan iletkenlik
artisinin, sensoriin yanit1 tizerindeki etkisi de biiyiiktiir. Kalem ucunun igerdigi kil orani

arttik¢a direncin arttig1 rapor edilmistir (Cizelge 1.1) (Queen Studies Autority).

Cizelge 1.1. Kalem ucundaki karbon igerigi ile direncin karsilastirilmasi (Queen Studies
Autority)

Kalem ucu tiirii Karbon (%) Direng (Q)
2H 60 23,3
HB 68 10,0
2B 47 5,9
4B 79 3,6
6B 84 3,1
8B 90 2,0

PGE genel olarak igeriginde agirlik¢a yaklasik % 65 oraninda grafit, % 30 oraninda kil ve
bir baglayic1 (balmumu, regine ya da biiyiik polimer) igeren kompozit bir malzemedir
(Alipour ve ark., 2013). Grafit igeriginin fazla olmasi kalem ucunu yumusak yapmakla
birlikte, kil iceriginin fazla olmasi kalem ucunu daha sert yapar (Akanda ve ark., 2016;
Kariuki, 2012; Tavares ve Barbeira, 2008; Vishnu ve Kumar, 2015). PGE sertlige bagl
olarak 8B (en yumusak) ile 9H (en sert) arasinda 9 kademede derecelendirilmistir (Akanda
ve ark., 2016). Grafit/kil oranlarina gore en yumusak (9B) tiirii kiitlece % 93 grafit ve % 2
kil icermekle birlikte, en sert (9H) tiirii ise % 41 grafit ve % 53 kil oranlarinda icerdigi
bilinmektedir (Torrinha ve ark., 2018). Grafit kalemlerin sertliklerine gore degisen kiitlece

karbon ve kil yiizdeleri ile renk tonlar1 Sekil 1.4’de verilmistir.



Sertlik 9H8H T HEHS5SH4H 3H2H H F HB B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B 9B

Karbon (%) 41 44 47 50 52 55 58 60 63 66 68 71 74 76 79 82 84 87 90 93

Kil (%) 53 50 47 45 42 39 36 34 31 28 26 23 20 18 1512 10 7 5 2
Bal

o (%)

5 55 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Sekil 1.4. Kursun kalemlerin renk tonlar1 ve karbon yiizdeleri (Queen Studies Autority)

Ozelikle 6B (Torroinha ve ark., 2018; Down ve ark., 2016; Foster ve ark., 2016) ya da 8B
(Lee ve ark., 2016) gibi kalemler, artan elektrokimyasal performansa bagli olarak en iyileri
oldugu rapor edilmistir. Diger taraftan PGE’nin kil iceriginin yiiksek olmasi bazi
uygulamalarda performansin yiikselmesine olanak sagladig1 da bildirilmistir. Ornegin, 2B
ile karsilagtirildiginda 5H kalemler ile agri kesici bir ilag olan asetaminofenin tayininde
olduke¢a yiiksek oksidasyon pikleri elde edildigi raporlanmistir (Masawat ve ark., 2002).
Ayrica, kafeik asidin tayininde HB ucunun 2B, 2H ve 5H tiirlerine gore daha iyi
sinyal/giiriiltii oran1 elde edildigi de belirtilmistir (Buratti ve ark., 2008). Bahsedilen
caligmalarla birlikte bir¢ok karbon kdkenli elektrotlar igerisinde PGE,

o Kolay bulunabilir olmasi,

e Diisiik teknoloji ile tiretimi,

e Ucuz olmasi,

e Iyi mekaniksel kararlilik gdstermesi,

e Kimyasal olarak inert olmasi,

e llgi cekici elektrokimyasal dzelliklere sahip olmast,

e Diisiik zemin akimi1 gostermesi,

¢ Genis bir potansiyel ¢aligma aralig1 saglamasi,

e Analitin adsorpsiyonuna imkan tanimasi,

¢ Kolay modifikasyon ve minyatiirize edilebilmesi
gibi ¢ok ¢esitli ve iistiin avantajlara sahiptir. Ayrica tek kullanimlik 6zelliginden dolay1
PGE, zahmetli ve uzun yiizey temizleme basamaklar1 iceren GCE gibi kat1 elektrotlara
gore yenilenebilir yiizeyler sunmakla birlikte tekrarlanabilirligi yliksek sonuclara da olanak
saglamaktadir (Ozcan ve ark., 2008, Ozcan ve Sahin, 2010; Ozcan ve Sahin, 2011; Wang
ve ark., 2000; Wang ve Hu, 2009; Ertek ve ark., 2016; Saglam ve ark., 2016; Emir ve
Dilgin, 2018; Ayaz ve Dilgin, 2017; Dilgin ve ark., 2018; Akanda ve ark., 2016). Ayrica,



PGE, genis ve aktif bir ylizey alanina sahip olmas1 sebebiyle analitin diigiik derisimlerinin
algilanmasina imkan saglamaktadir. Ozellikle ¢ok az miktarlardaki analitlerin nicel tayini
s6z konusu oldugunda, bu durum daha da énem kazanmaktadir (Ozcan ve ark., 2008).
PGE’nin kullanish 6zelliklerinden dolayi, elektrokimyasal uygulamalarda elektrot

malzemesi olarak kullanimi artarak devam etmektedir (Torrinha ve ark., 2018).

1.2. Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Yapiminda Kullanmilan Metal
Nanoparcaciklar

Literatiirde GCE, CPE ve PGE kullanilarak yapilan bir¢ok elektrokimyasal sensor
caligmalar1 bulunmasina ragmen, bu elektrotlarin yilizeyinde dogrudan elektron transferi
oldukg¢a tersinmez olup, asir1 potansiyellerde gerceklesmektedir (elektrot tiirline bagh
olarak 0,50 V ile 1,0 V arasi). Ilaveten, asir1 potansiyellerde elektrot yiizeyine
yiikseltgenme {irlinleri ve ara radikalik tiirler adsorplanarak elektrot yiizeyinin
kirlenmesine sebebiyet vermektedirler (Dilgin ve Gokgel, 2015; Dilgin ve ark., 2018;
Gorton ve Dominguez, 2002; Blaedel ve Jenkins, 1975). Nanopargaciklar genis yiizey
alani, yiiksek elektriksel iletkenlik ve yiizey aktivitesi, yliksek katalitik etkinlik ve biyo
uyumluluga sahip olmalarindan dolay1 elektrokimyasal sensorlerin yapiminda analitiksel
verimliligi arttirmak amaciyla son zamanlarda siklikla kullanilmaktadir (Devi ve ark.,
2013; Chen ve ark., 2013b). Bu baglamda metal nanoparcaciklar, elektrokatalitik
etkinliklerinden dolay1 elektrokimyasal sensor ve biyosensdrlerde analitiksel birgok dnemli
elektrokimyasal tepkimenin asiri potansiyellerini disiirerek yalin (modifiye edilmemis)
elektrotlarda tersinmez olan redoks tepkimelerinin tersinir olarak ger¢eklesmesini saglar.
Ayrica, ayni potansiyelde yalin elektrot kullanildiginda yavas olan elektron transfer hizini
modifiye elektrotta katalizin arttirdigi bilinmektedir (Bagheri ve ark., 2017). Bu
nanopargaciklarin essiz 6zellikleri nedeniyle ¢esitli elektrokimyasal algilama sistemlerinde
farkli rolleri olmasina ragmen, nanopargaciklarin temel fonksiyonlar1 séyle siralanabilir:

1) Biyomolekiillerin modifiye edilmemis (yalin) yiizeylere adsorbsiyonu siklikla
yapilarinin bozulmasina ve biyoaktivitelerini yitirmesine yol acgabilir. Diger taraftan,
biyomolekiillerin nanopargaciklarin yiizeyine adsorbsiyonu, nanopargaciklarin biyouyumlu
olmalarindan dolayr bu biyomolekiillerin biyoaktivitelerini siirdiirmelerine yardimci
olabilir. Nanoparg¢aciklarin birgogu ftizerlerinde yiik barindirdigindan, biyomolekiilleri
farkli yiikler ile elektrostatik olarak adsorblar. Ayrica genis, spesifik ylizey alani ve
yiizeylerinde olduke¢a yiiksek serbest enerji barindirmalarindan dolayr nanopargaciklar,

biyomolekiilleri giiclii bir sekilde adsorbe edebilir ve biyosensor tasariminda kullanilan



biyomolekiillerin immobilizasyonunda 6nemli bir rol iistlenirler;

2) Bircok nanoparcacik, Ozellikle metal nanoparcaciklar miikemmel katalitik
Ozelliklere sahiptir. Katalitik 6zellikleri ile birlikte, metal nanoparcaciklar, elektrokimyasal
sensOr ve biyosensorlere uygulanarak analitiksel olarak onemli bir¢ok elektrokimyasal
tepkimenin asir1 potansiyellerini diisiirerek, asir1 potansiyellerde etkin olan elektroaktif
tiirlerin girisim etkisini giderebilir, segiciligi arttirabilir ve geleneksel modifiye edilmemis
elektrotlarda gergeklesen ve tersinmez olan bazi redoks tepkimelerinin tersinir olmasini
saglayabilirler;

3) Redoks enzimlerinin elektrotlar ile elektriksel baglantisi, {iglincli nesil enzim
elektrotlar i¢in anahtar bir basamaktir. Enzimlerin elektrotlar ile dogrudan elektriksel
baglantisi, enzimin ince protein katmanlari ile izole edildiginden dolay1 oldukg¢a zayiftir ve
bu durum enzimin aktif merkezleri ve elektrotlar arasinda elektron transferini
engellemektedir. Nano boyutlardaki iletken oOzelliklere sahip metal nanopargaciklar,
mediyator ya da elektriksel bir tel gibi davranarak enzimin aktif merkezleri ve elektrotlar
arasinda elektron transferinin arttirilmasina yardime1 olur;

4) Antijen, antikor ve DNA gibi biyomolekiillerin nanoparcaciklar ile etiketlenmesi
duyarli elektrokimyasal biyosensorlerin yapiminda o6nemli bir rol oynamaktadir.
Nanopargaciklar ile etiketlenmis biyomolekiiller biyoaktivitelerini koruyabilir, birbirleri ile
etkilesebilir ve bu nanoparcaciklarin elektrokimyasal tayinine bagl olarak analit miktari
tayin edilebilir;

5) Bazi nanopargaciklarin kimyasal 6zellikleri yi1ginsal materyallerden oldukga farkli
olup, yiiksek yiizey enerjilerine bagli olarak kimyasal aktiviteleri yiiksek olabilir. Ornegin
yiginsal (bulk) MnO,’in, H,0, ile dogrudan tepkimeye girebilmesinden dolayi, H,O,’nin
bozunmasin1 katalizledigi bilinir. Nanoparcaciklarin aktif o6zelliklerinin ve bu
nanopargaciklarin 6zel reaktifler olarak kullanimi gibi avantajlar1 géz oniine alindiginda,
baz1 0Ozglin elektrokimyasal analiz sistemlerinin tasarlanabilmesine de imkan
saglayabilmektedir (Luo ve ark., 2006).

6) Ayrica bimetalik nanopargaciklarin (Pt-Au), sinerjistik etki gostererek analit ile
elektrot arasindaki elektron transferini arttirdigi ve analite alinan yanitin yiikselmesine
olanak sagladigi da rapor edilmistir (Wang ve ark., 2009a).

Bahsedilen {istiin avantajlarindan dolayr metal nanoparcaciklarin ve hibrit tiirlerinin
elektrokimyasal sensor/biyosensor tasariminda kullanimlarma olan ilgi artarak devam

etmektedir.



1.3. Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Tasariminda Akisa Enjeksiyon
Analizi (FIA)

Akisa enjeksiyon analizi (FIA), siirekli akisin oldugu ortama sivi drnegin enjekte
edilerek, 6rnegin bir akis dedektoriine tasinmasi ve dedektorde elde edilen sinyalin
gozlenmesi ilkesine dayanir. Elde edilen sinyal zamana bagli pik seklindedir (Nisli ve ark.,
2002). Bu yontem ilk olarak, Ruzicka ve Hansen tarafindan 1975 yilinda gelistirilmistir
(Ruzicka ve Hansen; 1975). Sistem, (i) tasiyici ¢ozeltiyi sisteme gondermek i¢in kullanilan
¢ok kanalli bir peristaltik pompa, (ii) enjeksiyon vanasi (iii) tepkime sarmali (genelde
kolon) ve (iv) bir dedektdrden olusmaktadir (Sekil 1.5).

=g

Reaktif s————

TaSIYICI s— h' W i ) I—a— Atik

Tepkime
Sarmali

Dedektor
Pompa Ornek

Vana
Sekil 1.5. Normal bir FIA sisteminin sematik gosterimi (Trojanowicz ve Kotacinska, 2016)

FIA yontemi pahali cihazlar gerektirmeksizin, biiylik oOrnekleme hizina imkén
saglayan yiiksek dogruluga ve kesinlige sahip bir yontemdir. FIA sistemleri, sivi-sivi
ekstraksiyonu, iyon degisimi, gaz diflizyonu ve diyalize dayali ayirma tekniklerinde ve
kararli olmayan reaktiflerin hazirlanmasi gibi farkli amaclarda kullanilabilmektedir (Nisli
ve ark., 2002; Dilgin ve Gokgel, 2015). FIA sistemi, hizli analize olanak saglayan bir
yontem olup, ozellikle kapali bir sisteme sahip olmasi sebebiyle tehlikeli ya da toksik
maddelerin deriyle dogrudan temasini onlemekle beraber, 6rneklerin ve reaktiflerin hava
ile etkilesimlerini ortadan kaldirmaktadir (Nigli ve ark., 2002). FIA yontemi rutin analizler
icin, oldukca sinirlt 6rnek tiikketimi, bir akis dedektorii i¢inde gegici sinyal dl¢iimiine dayali
kisa analiz siiresi, tiirlerin tayininde olduk¢a zor ayirmalar ve analizde kimyasal
doniistimler i¢in uygun bir yontem olmasi gibi 6nemli avantajlara sahiptir. FIA’nin bu
onemli avantajlarindan dolayi, kabul edilebilir bir dogrulukta, tekrarlanabilir, kararli ve

hizli yanit almak i¢in c¢esitli modifiye elektrotlar kullanilarak sensér ve biyosensor
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calismalar1 FIA sisteminde de gergeklestirilmistir (Yu ve ark., 2003; Dilgin ve Gokgel,
2015; Saglam ve ark. 2016; Ertek ve ark., 2016; Saglam ve Dilgin., 2017; Emir ve Dilgin,
2018; Ayaz ve Dilgin, 2017; Dilgin ve ark., 2018).

1.4. Hidrojen Peroksidin Cevre ve Canli Sistemlerdeki Onemi

Hidrojen Peroksit (H20,), gida ve tekstil endiistrileri, kagit hamuru ve kagit agartma,
ilag arastirmalari, klinik laboratuvarlar, tibbi teshis, ¢cevre analizi, antiseptik ve dezenfektan
iiretimi, temizlik tirtinleri, minerallerin islenmesi ve biyokimya gibi ¢ok ¢esitli alanlarda
siklikla kullanilmaktadir. H,O,, ¢esitli biyolojik olaylarda ve hiicre igi yollarda yer alir ve
glukoz oksidaz, kolesterol oksidaz, glutamat oksidaz, iirat oksidaz, laktat oksidaz, alkol
oksidaz, D-aminoasit oksidaz, lisin oksidaz ve okzalat oksidaz gibi oksidazlarin enzimatik
tepkimelerinin yan iriinii olarak ortaya ¢ikar ve ayni zamanda horseradish peroksidaz
enzimi i¢in bir substrattir. Gliglii bir yiikseltgeyici reaktif olan H,O, bir¢ok organik
bilesiklerin sentezinde kullanabilir ve ayni zamanda sivi temelli yakit hiicreleri i¢in
oksitleyici olarak uygulanabilir (Chen ve ark., 2013b). Canli organizmalarda iyi bilinen
zehir etkilerinin yani sira HpOp, immiin hiicre aktivasyonu, vaskiiler (damarsal) yeniden
bicimlenme, hiicre Oliimii, stoma kapanmasi ve kok biiylimesi gibi ¢esitli biyolojik
stireglerin diizenlenmesinde bir sinyalleyici molekiil olarak 6nemli rol oynar (Chen ve ark.,
2012a). Ayrica, H,O; seviyelerinin yiiksek olmasi (genellikle >50 uM) ¢ok cesitli hayvan,
bitki ve bakteri hiicreleri i¢in zehir etkisi meydana getirdigi bilinmekte olup, H,O;’nin
hiicre i¢i sinir derigimi 20-50 uM olarak verilmistir (Halliwell ve ark., 2000). Parkinson ve
Alzheimer gibi birgok norodejeneratif hastalik, asir1 miktarda H,0, ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenlerden otiirti, H2O,, biyolojik siireclerin goriintiilenmesinde
temel bilesiklerden biri haline gelmistir. H,O, seviyelerinin tespiti, fizyoloji, patoloji ve
cevre alanlari i¢in 6nem arz etmekte olup, H,O,’nin dogru ve duyarli olarak tayini, farkl
cevresel sistemler i¢in bir gereklilik halini almistir (Al-Hardan ve ark., 2018). Son
zamanlarda kemiliiminesans (Tasplev, 2012; Mahbub ve ark, 2015), floresans (Wen ve ark,
2011), spektrofotometrik (Vasicek, 2011) ve titrimetrik (Gimeno, 2013) yontemler
H202’nin tayininde kullanildigir goriilmektedir. Fakat pahali cihaz gereksinimi, fazla
¢Oziicii tiiketimi ve Ornek hazirlama basamaklari bu metotlarin kullanilabilirliklerini
kisitlamaktadir. Bu yontemler ile karsilastirildiginda, elektroanalitik yontemlerin disiik
maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasi, hizli ve duyar tayinlere olanak vermesi oldukca
onemli iistiinliikleridir (He ve ark., 2017). Ozellikle, yeni tasarlanan elektrokimyasal akis

hiicreleriyle birlikte FIA sisteminin elektrokimyasal tekniklere entegre edilmesi, bir ¢ok
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analit i¢cin duyarli, hizli ve yiiksek dogrulukta elektrokimyasal sensdr ve biyosensor

gelistirilmesine olanaklar sunmaktadir (Hansen, 1996; Mayer ve Ruzicka 1996).

1.5. Glukoz Oksidaz (GOx) Temelli Elektrokimyasal Glukoz Biyosensorleri

Glukozun tayini, biyomedikal uygulamalardan g¢evreyle ilgili uygulamalara kadar
degisen birgok alanda biiyiik Oneme sahiptir. Klinik tipta seker hastalifi (diabetes
mellitus), 6liim, metabolik ve fiziksel bozukluklar ile sonuglanan hastaliklardan birisidir.
Bu metabolik hastalik, insiilin eksikliginden kaynaklanir ve aglik kan sekeri (3,9 — 6,2
mM) ile tokluk kan sekeri (3,9 — 7,8 mM; yemekten iki saat sonra) sinirlarindan daha
yiiksek derisimlerde kan sekeri yiiksekligi ile kendini gostermektedir. Bu sebeple, kandaki
glukozun nicel olarak tayini, seker hastaligindan kaynakli kalp hastaligi, bobrek yetmezligi
ya da korliik gibi onemli hastaliklar1 azaltmak agisindan klinik uygulamalarda biiyilik bir
oneme sahiptir (Chen ve ark., 2013a). Giiniimiizde diyet kisitlamalar1 ve kan glukoz
seviyelerini kontrol etmek, seker hastaligi i¢in en etkili tedavilerdir. Kan glukoz seviyesi,
seker hastaliginin teshisi icin 6nemli bir belirtectir. Bu amagla, hizli, verimli ve diisiik
maliyetli bir glukoz saptama yontemi olduk¢a Onem arz etmektedir. Kolorimetri,
fluorometri ve enzimatik elektrotlar kan glukozunun nicel olarak belirlenmesinde ana
yontemlerdir. Bunlar icerisinde enzimatik elektrot temelli glukoz biyosensorleri, yiiksek
secicilikleri, yiiksek duyarhiliklar, kisa cevap siiresi, diisiik maliyeti ve karmagsik bir
sistemde glukozu siirekli olarak dlgebilme gibi avantajlarindan dolayr en ¢ok kullanilan
yontemdir (Zeng ve ark., 2018).

Biyospesifik enzim tepkimelerine dayanan elektrokimyasal biyosensorler, son otuz
yilda biiyiik ilgi ¢eken ve hala aktif olarak devam eden bir arastirma alanidir. Enzim
temelli amperometrik biyosensorlerde, oksidaz  ve dehidrogenaz enzimleri cesitli
yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalizlemek icin en ¢ok kullanilan enzimlerdir
(Dilgin ve ark., 2018). Glukoz oksidaz (Glucose oxidase (GOx), Aspergillus Niger’den
elde edilen, enzim kodu (E.C.): 1.1.3.4), Clark ve Lyons’un (1962) sperm (seminal)
calismasina kadar dayanan ve elektrokimyasal uygulamalar i¢in en ¢ok calisilan redoks
enzimidir. Kolay temin edilebilmesi, olduk¢a aktif ve kararli olmasi, substrati olan B-D-
glukozun izlenmesi ve en 6nemlisi diyabetin yonetimi agisindan hayati dneme sahip olmasi
gibi ¢ok ¢esitli avantajlarindan dolay1 oldukga popiiler bir enzimdir (Bartlett ve ark., 2018).
Ilaveten GOX, diisiik maliyeti, yiiksek segciciligi ve yiiksek duyarliligi bakimindan glukoz
biyosensorlerinin tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadir. GOx temelli bir glukoz

biyosensoriiniin  biyokatalitik tepkimesi, enzimdeki flavin adenin diniikleotit (FAD)
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grubunun glukoz ile enzimatik tepkimeye girerek glukozu, glukonik aside yiikseltgemesi
ve kendisinin de indirgenmis formuna (GOx-FADH;) donilismesi esasina dayanir.
Ardindan elektron akseptorii (Medoy) tarafindan GOX-FADH, tekrar yiikseltgenmis
formuna (GOx-FAD) doniistiiriilerek okside formu tekrar elde edilmis olur (Chen ve ark.,
2013a).

GOx(FAD) + glukoz — GOx(FADH2) + glukonik asit.............................. (1.2)

GOx(FADHz2) + Medox — GOX(FAD) 4+ Medred.........ccovvviniiiniiiiiiininnnne, (1.2)

Enzimatik dongilideki FAD grubunun tekrardan olusmasi hayati dneme sahiptir, ¢iinkii aksi
halde bir enzim molekiilii sadece bir kez etkili olabilir ve bir sonraki enzimatik tepkime
dongiisii bozulur (Chen ve ark., 2013a). GOx(FAD)’nin rejenere edilmesinde (yeniden
olusumunda) kullanilan elektron alicisinin (Medy) dogasina bagl olarak amperometrik
glukoz biyosensorleri ti¢ nesil i¢cinde siniflandirilabilir.

*1. Nesil Biyosensorler: Birinci nesil enzim temelli biyosensorlerde GOx(FAD)’yi

rejenere etmek icin akseptdr (Medygx) olarak fizyolojik O kullanilir ve glukozu belirlemek
amactyla enzimatik bir tepkime siirecinde O, tiiketimi ve H20,’nin olusumu izlenir. Oy,
GOx’un fizyolojik elektron akseptoriidiir (alicisidir) ve dolayisiyla elektron iletimi oldukca
hizli olmalidir. Genellikle O, tiiketimini izlemek glukozun nicel tayinini gergeklestirmek
icin kullanilirken, H,O;’nin enzimatik olarak olusumu, H,O,’nin hem yiikseltgenmesi hem
de indirgenmesi ile izlenebilir ve H,O2’nin anodik yiikseltgenmesi, enzimatik dongiiyii
ilerletmek amaciyla O2’yi tekrar olusturur/yeniler. O, tiiketimi ve H>O’nin olugumuna
dayanan birinci nesil biyo algilama yontemi, basitlik, kararlilik ve minyatiirize edilmis
kiicik aygitlara uyarlanabilmesi acisindan avantajlidir. Birinci  nesil  glukoz
biyosensorlerinin yaniti, ¢ozeltideki O, derisimi ile dogrudan iliskili olup, O, miktari
analizde 6nemli rol oynamaktadir. Kandaki oksijenin on kat1 kadar fazla glukoz varligi,
oksijen eksikligine sebep olmakla beraber, birinci nesil amperometrik biyosensorler igin en

ciddi problemi olusturmaktadir (Toghill ve Compton, 2010; Chen ve ark., 2013a).

Go
glukoz + 02 2% Glukonik asit + H202.......oeoeeoeoeeeeeeeee e, (1.3)
H202 = 024 2H ™ 4 20 oo (1.4)

13



02 + 4HY 4 4e™ 5 2H20u oo oo, (1.5)

*2. Nesil Biyosensorler: Biyosensorlerin elektron transfer hizini arttirmak amaciyla

en etkili yontem, GOX dongiisiinii devam ettirmek i¢in O, yerine sentetik (el yapimi)
akseptor, Medy kullanmaktir. Bu Medy, ¢zelti ortaminda enzimin aktif bolgesinin i¢ine
ya da disina difiizlenebilir, mediyator enzime dogrudan baglanip, enzim filmi igerisinde
tutulabilir ya da bir redoks iletken polimer kullanarak elektronlarin, enzimin aktif
bolgesinden veya aktif bolgesine dogru transferi saglanabilir. Bir amperometrik
biyosensorde, FAD’yi rejenere edip enzim dongiisiinii devam ettirebilmek adina O yerine
sentetik (el yapimi) akseptor, Med,y kullanilmas: durumunda ikinci nesil biyosensorler
sinifinda yer alir. Ferrosen, ferrisiyaniir, kinon bilesikleri ve gecis-metal kompleksleri GOx
enzimi i¢in en etkili medyatorlerdir (Toghill ve Compton, 2010; Chen ve ark., 2013a).

GOx(FAD) + glukoz — GOx(FADH2) + glukonik asit.............................. (1.6)

GOx(FADH2) + Medyik — GOX(FAD) 4+ Medind........ouvvivieiniiiiiininininnn, (1.7)

*3. Nesil Biyosensorler: Ugiincii nesil biyosensorler oldukea ilgi ¢ekicidir, ¢iinkii

mediyatorlerin yoklugunda yapilan biyo algilama en idealidir. GOX’un dogrudan
elektriksel iletimi, GOX’un redoks potansiyelinden (yaklasik -0.50 V vs. Ag/AgCl) biraz
pozitif olan diisiik potansiyellerinde glukozun tayinine de katkida bulunabilir. Enzimlerin
dogrudan elektron iletimini gergeklestirmek, 6nemli 6l¢lide enzimin prostetik grubuna ve
elektrot ylizeyi arasindaki uzakligina onemli Ol¢iide baghidir. Apoproteinlerin kofaktor
modifiye elektrotlar {izerine modifikasyonu ve Au kofaktdrler ile fonksiyonellestirilmis Au
nanoparcaciklar, redoks enzimlerin elektrotlar iizerine modifikasyonu ic¢in ¢ok yonlii bir
yontem olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir (Chen ve ark., 2013a; Zayats ve ark., 2005;
Willner ve ark., 1996; Fruk ve ark., 2009; Xiao ve ark., 2003; Patolsky ve ark., 2004;
Zayats ve ark., 2002; Zayats ve ark., 2008). Bu yontem, enzimler ile elektrotlar arasindaki
elektriksel iletkenligi arttirmada etkili olmasina ragmen, igerdikleri karmasik prosediirler,
pratikte kullamlabilirligini kisitlamaktadir (Chen ve ark., 2013). Ugiincii nesil
biyosensorlerde glukozun dogrudan yiikseltgenmesine iliskin tepkime basamaklar1 asagida

verilmistir (Chen ve ark., 2013a).

GOx(FAD) + Glukoz — GOx(FADHz2) + glukonik asit.............................. (1.8)
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GOx(FADH2) & GOX(FAD) 4 2H™ + 2€ ..t (1.9)

Ozetle, GOx(FAD)nin rejenere edilmesinde Medy, olarak O fizyolojik medyatdrii
kullanildiginda birinci nesil, Medy olarak el yapimi (sentetik) elektron alicisi (akseptorii)
kullanildiginda ikinci nesil ve Medy; olarak GOx’un formal potansiyelinin pozitif bir
potansiyelinde uyarlanmis (potantiostated) elektrotlar kullanildiginda ise ii¢lincii nesil
amperometrik biyosensorler olarak siniflandirilir (Sekil 1.6) (Toghill ve Compton, 2010;
Chen ve ark., 2013a).

Med
»ik

FAD
glukoz
Med
ind pADH,

glukonik asit

Sekil 1.6. 1. 2. ve 3. nesil amperometrik biyosensorlerde glukozun enzimatik

yiikseltgenmesinin sematik 6zeti (Toghill ve Compton, 2010; Chen ve ark., 2013a)
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Literatiirde gerek H,O,’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi ya da indirgenmesine
baglh elektrokimyasal H,O, sensorii ve gerekse Oksidaz enzimine bagh elektrokimyasal
glukoz biyosensorii lizerine ¢ok sayida calisma mevcutur. Bu tez kapsaminda karbon bazl
elektrotlara gore birgok avantaji olan tek kullanimli PGE ve metal nanoparcacik modifiye
elektrotlar kullanildigindan, onceki c¢alismalar kisminda sadece bu elektroda dayali
elektrokimyasal H,0, sensorii ve elektrokimyasal glukoz biyosensoriinden bahsedilecektir.
Bunun disinda FIA sisteminde de bu yonde g¢alismalarin mevcut oldugu makaleler de
yaymlanmistir. Tez kapsaminda FIA sistemi kullanildigindan bu ydnde yapilan

calismalardan da kisaca bahsedilecektir.

2.1. Kalem Grafit Elektrot Kullanilarak Gergeklestirilen Elektrokimyasal
Sensor/Biyosensor Calismalar:

PGE kullanilarak H,O2’nin dogrudan (enzim kullanmadan) elektrokimyasal tayinine
yonelik literatlirde cesitli calismalar rapor edilmistir. Zhang ve Zheng (2015) tarafindan
rapor edilen bir ¢alismada, Ag/FeOOH nanokompozit malzeme ile modifiye edilmis bir
PGE, H,O;’nin dogrudan elektrokimyasal tayini i¢in gelistirilmistir (Sekil 2.1). Gelistirilen
sensor, HoO2’nin yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik performans gostermis olup,
amperometrik yontem kullanilarak H,O;’ye 0,03 — 15,0 mM arasinda dogrusal yanit aralig
ile birlikte LOD 22,8 uM H,0, olarak belirlenmistir. ilaveten tasarlanan sensoriin
performansi H,0O, iceren bir dezenfektan lizerinde basariyla test edilmis ve H,0O,’ye
tekrarlanabilir yanitlarin alindigindan bahsedilmistir (Zhang ve Zheng, 2015). Ag/FeOOH
nanokompozit modifiye PGE ile H,O;’ nin yiikseltgenmesine bagl elektrokimyasal sensor
gelistirilmis  olup, H»O;’nin tayininde yiiksek secicilik ve kararlilik gosterdigi

vurgulanmistir.
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Sekil 2.1. PGE yiizeyine Ag/FeOOH modifiye edilerek hazirlanan bir elektrokimyasal
H,0; sensoriine iligkin sematik gosterim (Zhang ve Zheng, 2015)

Diger bir ¢aligmada, Kawde ve ark. (2015) PGE yiizeyini iyi bir iletken olan Pt
nanoparg¢aciklar ile modifiye ederek H,O,’nin yiikseltgenmesi tizerinden amperometrik
olarak tayin edilebilecegini gostermislerdir (Sekil 2.2). Elde edilen sonuglara gore, Pt
nanopar¢acik modifiye PGE’nin modifiye edilmemis PGE’ye gore iyi bir elektrokatalitik
etki gosterdigi belirtilmis olup, +500 mV uygulama potansiyelinde 10 — 110 uM H,0,
dogrusal yanit araligi ile birlikte LOD 3,6 uM olarak hesaplanmistir (Kawde ve ark.,
2015).

5 | | | | |
5
ia
42, +H0.5V _~
E 2 F > ; ¥ o
< i s ¥ +0.7V
= 3F7 Y +0.5V
E 0 0 20 40 60 80 100 120
g 5 [H202] / (UM)
+0.7V 7
-
1 —
0 L | | | | | =)
0 100 200 300 400 500 600
Zaman /s

Sekil 2.2. Pt nanopargacik modifiye PGE kullanilarak iki farkli uygulama potansiyelinde
(+500 mV ve +700 mV) H;O2’nin ardi sira 10 uM’lik eklemeleri sonucunda alinan
amperometrik yanitlara ait akim-zaman grafikleri (Destek ¢ozelti: 0,10 M pH 7,0 PBS)
(Kawde ve ark., 2015)
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Baska bir ¢alismada, Aziz ve Kawde (2013), essiz elektrokatalitik 6zellikleri, yiiksek
kararliliklar1  ve yiiksek ylizey/hacim oranlar1 gibi  Ozelliklere sahip metal
nanoparcaciklardan biri olan Pd nanopargaciklar1 PGE yiizeyine modifiye etmisler ve bu
elektrot kullanilarak H,O,’nin tayinine yonelik basit ve hizli bir yontemi literatiire
kazandirmiglardir. Dongiisel voltammetri yontemi kullanilarak, tasarlanan sensoriin
H,0O,’ye yanit1 incelenmis ve Pd nanopargacik modifiye PGE’ nin H,0, nin indirgenmesine
kars1 belirgin bir elektrokatalitik etkinlik gosterdigi belirtilmistir. +800 mV ve -250 mV
uygulama potansiyellerinde sirasiyla H,O,’nin yiikseltgenmesi ve indirgenmesi iizerine
yapilan amperometrik ¢aligmalar sonucu dogrusal yanit araliklari sirasiyla 10 — 50 uM ve
10 — 140 uM H;0; olarak tespit edilmis olup, LOD degerleri 0,045 uM ve 1,0 uM olarak
tayin edilmistir (Sekil 2.3). Bahsedilen ¢aligmalar (Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde,
2013) tez kapsaminda kullanilan ¢aligmaya benzer olsa da, tez ¢alismasindaki fark, FIA
sisteminde daha duyar ve hizli amperometrik H,O, sensorii gelistirilmistir. Ayrica tez
caligmasinda PtNP ve PdNP’ler PGE yiizeyine elektrokimyasal yolla biriktirilmisken,
literatiide verilen bu ¢alismalarda kimyasal yolla elde edilen PtNP ve PdNP’ler PGE

yiizeyine sonradan modifiye edilmistir.

1.6 A 1 1 !
0 200 400 600 800 1000

Zaman /s
Sekil 2.3. Yalin (a ve a') ve Pd modifiye PGE (b ve b’) i¢in +800 mV uygulama

potansiyelinde (a ve b) H;Oz’nin ardi sira 10 pM’lik eklemeleri sonucunda alinan
amperometrik yanitlara ait akim-zaman grafikleri ve -250 mV uygulama potansiyelinde (a’
ve b’) ard1 sira 50 uM’lik eklemeleri sonucunda alinan amperometrik yanitlara ait akim-

zaman grafikleri (Destek ¢ozelti: 0,10 M pH 7,0 PBS) (Aziz ve Kawde, 2013)
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Chaisuksant ve ark. (2016) ise Oz’nin indirgenmesine aracilik yapan ve bir redoks
mediyator gibi davranan mangan (V) oksiti (MnQO,) ince bir film seklinde PGE yiizeyine
modifiye ederek H,O,’nin yiikseltgenmesine dayali diisiik maliyetli bir H,O, sensorii
tasarlamislardir. flaveten, H,O, tayini i¢in tasarlanan modifiye elektrodun bazik ortamda
yalin formuna gore (+800 mV) daha diisiik bir uygulama potansiyeli uygulayarak (+500
mV) H;02’nin amperometrik yaniti incelenmistir. Calismalar neticesinde, H,0;’ye
dogrusal yanitin alindig1 derigim araligir 0,015 mM ile 4,06 mM arasinda bulunmakla
birlikte LOD 8,0 uM olarak tayin edilmistir. Ayrica, tasarlanan sensoriin performans: dort
farkli sa¢ boyast Orneklerinde standart katma metodu ile test edilmis olup, elde edilen
sonuclar g6z Oniline alindiginda MnO; modifiye PGE’nin ger¢ek Orneklere
uygulanabilecegini gostermislerdir (Chaisuksant ve ark., 2016).

H,O2’nin algilanmasina yonelik baska bir caligma, Kamyabi ve Hajari (2017)
tarafindan rapor edilmistir. lgili calismada, bakir oksit (CuO) nanopargaciklari
aktiflestirilmis PGE yiizeyine elektrokimyasal biriktirme yoluyla modifiye edilerek
diferansiyel puls voltammetrik yontem (DPV) ile H,O2’nin enzimatik olmayan yoldan
tayini i¢in kullanmislardir (Sekil 2.4). Analizler neticesinde H;O, i¢in dogrusal yanit
aralig1 5,0 uM ile 1,6 mM arasinda bulunmus olup, LOD 0,21 uM olarak saptanmustir.
Ayrica glukoz, askorbik asit ve iirik asit varliginda sensoriin segiciligi incelenmis ve
belirlenen kosullarda gergeklestirilen analizler neticesinde glukoz ve iirik asidin girisim
etkisinin olmadig1 goriilmiis olup, askorbik asidin H,O’nin pik akimina etkisinin % 3’ten
az oldugu bulunmustur. Ayrica sensor iki farkli siit 6rnegine uygulanarak % 98 ve % 97
oraninda geri kazanimlar ile H,O’nin yliksek dogrulukta tayinine imkan sagladig rapor

edilmistir.

45 -
40
35
30 4

< 25

‘ézn—

= 15
10 4
5_

(0] T T r . r T |
-0.25 -0.05 0.15 0 2 4 6 8 10
Potansiyel / V vs. AgCl H,O, Derisimi / mM

(b)
y=4,7909x +0.9293
R*= 0,9902

Sekil 2.4. a) H,O, tayini i¢in Cu/PGE’de kaydedilen DP voltammogramlari (Destek
¢ozelti: 0,10 M NaOH cozeltisi) ve b) Elde edilen kalibrasyon egrisi (Kamyabi ve Hajari,
2017)
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H,0,’nin enzim kullanilmadan tayin edilmesine yonelik gerceklestirilen ¢aligmalarin
yani sira, GOx enzimi kullanilarak glukozun enzimatik yiikseltgenmesi sonucu olusan yan
iriin H»O,’nin ylikseltgenmesi ve/veya indirgenmesinin izlenmesi {izerine gelistirilen
cesitli elektrokimyasal biyosensorler de literatiirlerdeki yerlerini almistir. Bu ¢alismalarin
birinde, glukozun enzimatik yoldan tayinine ilisgkin yeni bir metot ortaya konulmustur
(Teanphonkrang ve Schulte, 2017). Buna gore, ucuz ve kolay bulunabilir bir elektrot olan
PGE yiizeyinde anodik yiikseltgeme sonucu olusturulan karboksilat gruplarinin GOx’daki
amino gruplari ile karbonimid/siiksinimid ¢apraz baglanmasi iizerine 6zgiin ve basit bir
fabrikasyon gergeklestirilmistir (Sekil 2.5). Amperometrik dlgiimler sonucunda +600 mV
uygulama potansiyelinde dogrusal yanit araligi ve LOD sirasiyla 0,10 — 8,0 mM ve 0,05
mM glukoz olarak Ol¢iilmiistiir. Robotik otomasyon sistemi ile mikro plakalar {izerinde
standart ekleme metodu kullanilarak insan kan serumu orneklerinde glukoz igin % 100’e
yakin bir geri kazanim elde edildigi goriilmiis ve glukoz igin tasarlanan biyosensor

sisteminin gergek drneklere uygulanabilirligi basariyla test edilmistir.

Potansiyostat

-y dl:g%:n Puls ot ] EDC/NHS ile Dl
tiip ile Oksidasyonu ol s Aktivasyon nmebrizasyonu
kaplama
f’;{ 20¢
: 15
ER
Zaman (‘s)
Robotik Glukoz e Kovalent
Biyoalgilamasina ait amperomogramlar Srnegi Slctimii enzim-modifiye PGE-WEs

Sekil 2.5. Mikrotitrasyon plakalarinda GOx modifiye PGE’nin hazirlanmasina ve robotik
amperometrik glukoz biyosensoriine iliskin sematik gosterimler (YE: yardimci elektrot;

CE: calisma elektrodu ve RE: referans elektrot) (Teanphonkrang ve Schulte, 2017)
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PGE kullanilarak glukozun tayinine yonelik gelistirilen baska bir biyosensor
calismasi, Vijayaraj ve ark. (2016) tarafindan yaymlanmigtir. Calismada 6n
kosullandirilmis PGE yiizeyine indirgenmis grafen oksit (rGO) ve GOx modifiye edilmis
ve glukozun enzimatik yoldan tayin edilmesinde kullanilmistir. CV yontemi kullanilarak
yapilan analizler neticesinde, kullanilan rGO’nun PGE ylizeyi ve GOx arasindaki dogrudan
elektron transferini arttirmasi yoluyla tasarlanan biyosensore yiiksek duyarlilik, secicilik,
tekrarlanabilirlik ve kararlilik sagladigi belirtilmistir. Glukozun amperometrik olarak
tayini, glukozun dolayli yoldan enzimatik tepkimesi sonucu olusan O,’nin indirgenmesi

tizerinden gergeklestirilmistir (Sekil 2.6).

Onkosullandirilmis
kalem grafit elektrot
(PPGE)
Glukonik asit
+H,0,

Tek basamakta

o) biriktirme

o |
> -~ pH 5,0
- Glukoz Glukoz + O,
GO-GOx/PPGE rGO-GOx/PPGE

Glukoz Grafen
@ > oksidaz (GOx) @ > oksit (GO)
Sekil 2.6. Glukozun tayini igin gelistirilen rtGO-GOx/PPGE biyosensoriiniin yapimina ait
sematik gosterim (Vijayaraj ve ark., 2016)

Amperometrik 6lgiimler sonucunda 10 — 100 uM glukoz derisim araliginda dogrusal yanit
alindigr goriilmiis ve LOD 5,8 uM olarak belirlenmistir. Ayrica tasarlanan glukoz
biyosensoriiniin ¢esitli girisimcilerin varliginda glukozun segici olarak tayinine olanak
sagladigt da belirtilmistir. Biyosensor insan kan serumlar1 {izerinde uygulanarak,
biyosensoriin performans test edilmistir. Uygulanabilirlik testleri sonucunda % 95 - 110,6
arasinda elde edilen geri kazanimlar ile biyosensoriin gercek Orneklere basariyla

uygulanabilecegi ortaya konmustur.
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Chen ve ark. (1992) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada ise, igne tipi
amperometrik glukoz biyosensorii tasarlanarak enzimatik yolla olusan H>O;’nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesinin amperometrik metot ile izlenmesi iizerine bir ¢alisma
gerceklestirilmistir (Sekil 2.7) (Chen ve ark., 1992). Tasarlanan biyosensoriin hizli yanit
verdigi (<120 s), genis bir dogrusal yanit araligina (0,28 — 33,3 mM)), iyi tekrarlanabilirlige
(RE< % 3), iyi bir kararliliga (kontrol serumunda 36 saatten fazla) ve iyi bir biyosegicilige

sahip oldugu vurgulanmistir.

Giimiis Tel
(cap: 0,1 mm)

Kalem ucu
(cap: 0,1 mm)

Platin
Cok katmanh membran sistemi (1,2 mm x 1,0 mm)

Hipodermik igne

Sekil 2.7. Igne tipi glukoz biyosensdriine ait sematik gdsterim (Chen ve ark., 1992)
Literatiirde, farkli elektrotlar ve modifikasyon malzemeleri kullanilarak hem
H,0,’nin elektrokatalitik ylikseltgenmesi ya da indirgenmesine bagli elektrokimyasal H,0;

sensOrii hem de GOx immobilize edilmis modifiye elektrotlarla glukoz biyosensoriine

iliskin gerceklestirilen benzer ¢aligmalar bir tablo halinde Cizelge 2.1°de sunulmustur.
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Cizelge 2.1. PGE kullanilarak H,0, ve glukozun tayinine yonelik yapilan elektrokimyasal sensor ve biyosensor ¢aligmalari

. Uygulama Dogrusal
ECI:Iiitsrgqsu Metot Analit ISAa 2?2;'121 Potansiyeli Aralik E_Cli/llj) Duyarlilik Kaynak
(mV) (1M) "
. H,0O,’nin . R (Zhang ve
Ag/FeOOH/PGE | Amperometri H,0, i e nmed 200 30 - 15000 22,8 8,07 uA mM™ cm Zheng, 2015)
] . H,O,’nin 14 2 (Kawde ve ark.,
PtNP-PGE Amperometri H,0, Yiikseltgenmesi +500 10-110 3,6 0,37 AmM™ cm 2015)
Hzog’nin .. .
_ Yiikseltgenmesi +800 10-50 0,045 Belirtilmemis (Aziz ve
PANP-PGE Amperometri H,0, 1.0 nin Kawde, 2013)
22 . -250 10 - 140 1,0 Belirtilmemis '
Indirgenmesi
) . H,0,’nin 0,015 - .. . (Chaisuksant ve
MnO,-PGE Amperometri H,0, Yiikseltgenmesi +500 4,06 8,0 Belirtilmemis ark., 2016)
H,O,’nin _ 1 (Kamyabl ve
CuO/PGE DPV H,0; Yiikseltgenmesi 5,0 - 1600 0,21 4,75 nA mM Hajari, 2017)
(Teanphonkran
GOx-p.PGE Amperometri | Glukoz | H;0O; olusumu +600 100 — 8000 50 20,5 nA mM™ g ve Schulte,
2017)
GOxX-rGO/p.PGE | Amperometri | Glukoz | O, Tiiketimi -400 0,01- 1,0 5,8 9,60 pA mM™ cm2 (;/:Iiaygg?ﬁ‘;e
GOx/Pt (Chen ve ark
Electroplated- Amperometri | Glukoz H,0, olusumu +600 0,28 — 33,3 | Belirtilmemis Belirtilmemis 1992) '
PGE
PGE/rGO-GOx | Amperometri | Glukoz | O, Tiiketimi -600 40 — 600 0,61 278.4 uA mMtem? | (Sehatveark.,

2014)




2.2. Akisa Enjeksiyon Analiz Sisteminde Gerceklestirilen Amperometrik H,O,
Sensor ve Glukoz Biyosensor Calismalar:

Literatiirde H,O, nin enzimsiz (dogrudan) ve enzimli amperometrik tayinine yonelik
bircok ¢alisma bulunmasinin yani sira, farkli karbon temelli elektrotlar kullanilarak FIA
metodu gibi hizli, rutin ¢aligmalara olanak saglayan yararli bir yontem ile yapilmis sinirlt
sayida birkag ¢aligma da literatiirdeki yerini almistir. Ornegin, Chakraborty ve Raj (2009)
H,O2’nin enzim kullanilmadan elektrokimyasal tayinine imkan saglayan bir yOntem
Oonermislerdir. Bu yontemde, GCE yiizeyine PDDA (Poly(dialildimetilammonyum) kloriir)
ve Pt nanopargaciklar modifiye edilerek FIA sisteminde H,O;’nin yiikseltgenmesinin
izlenmesi lizerine amperometrik tayinini ger¢eklestirmislerdir (Sekil 2.8). +500 mV
uygulama potansiyelinde gergeklestirilen ¢alismada, tasarlanan sensériin H,O,’ye 0,5 nM —
4,0 mM gibi oldukg¢a genis dogrusal yanit araliginin oldugu belirlenmis olup, sensér i¢in
LOD ve duyarlilik sirasiyla 0,5 nM ve 9,15 pA mM™ olarak hesaplanmistir. ilgili
caligmanin, yakin gelecekte biyolojik Oneme sahip analitler i¢in sensorlerin ve
biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.

(A) B)

1 nA

I 10s

0.2 pA

I

Sekil 2.8. a) Nanopargacik modifiye elektrodun 10 uM H,0;’ye verdigi FI amperometrik

L L)

100 s

yanit ve b) 0,50 nM H,O;’nin sisteme enjeksiyonu ile alinan yanit (Uygulama potansiyeli
+500 mV; tasiyici ¢ozelti: pH 7,2 PBS ve akis hizi: 1,0 mL/dk) (Chakraborty ve Raj, 2009)

Reanpang ve ark. (2015) gerceklestirdigi bir ¢alismaya gore perde baskili karbon
elektrot (Screen printed carbon electrode, SPCE) yiizeyi karbon nanotiip (CNT) ve Pd
nanoparcacik ile modifiye edildiginde H,O,’nin indirgenmesine iyi bir elektrokatalitik
etkinlik gosterdigini belirlenmistir. Ilgili modifiye elektrot FIA sisteminde H,0O,’nin
enzimatik olmayan yoldan amperometrik tayini i¢in kullanilmistir. Bu amagla, H,O; nin
artan derisimlerinin sisteme enjekte edilmesiyle okunan akimin degerleri veri sisteminde
voltaj sinyaline doniistiiriilerek grafiklere yansitilmistir (Sekil 2.9). Tasarlanan sensor ile

0,1 - 1,0 mM H0; arasinda dogrusal yanit alindig1 rapor edilmis ve H,O; i¢in LOD 20
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uM olarak hesaplanmigtir. Ayrica dnerilen amperometrik sensor, dezenfektant, sag¢ boyast
ve slit orneklerine uygulanarak % 90 — 109 arasinda geri kazanimlar elde edilmis ve

sensoOriin gergek orneklere uygulanabilirligi kanitlanmistir.

1.0 mM

24
n

0.8 mM

o

°
3¢
(=]

0.6 mM

...
)

0.4 mM

o=
=]

Signal (V)
Signal (V)

y=2,1005x + 0,141
R*=0,9996

0.2 mM

0.1 mM

e
n

UL

0 200 400 600 800 1000 1200 140 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 L0
Zaman (s) H:Oz (llL\I)

Sekil 2.9. FI Amperometrik sistemde 0,1 — 1,0 mM H,0, igin elde edilen a) FI

e
=)

amperomogramlari ve b) kalibrasyon grafigi (Reanpang ve ark., 2015)

H,O,’nin indirgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki gdsteren bir elektrokimyasal
H,0, sensér ¢alismast ise Hamidi ve ark. (2009) tarafindan bildirilmistir. Tlgili calismada
karbon pasta elektrot (CPE), [PFeW;1030]* poli anyonu ile desteklenmis amorf porlu silika
jel 3-aminopropyl(triethoxy)silane (APS) ile doldurularak FIA sisteminde H;O;’nin
indirgenmesini izlemek i¢in kullanilmigtir (Sekil 2.10). Modifiye elektrodun basit bir yolla
hazirlanmasi, 1yi mekanik ve kimyasal kararlilifa sahip olmasi ve tekrarlanabilirlik

Ozelliklerinin iy1 olmas1 dikkat ¢ekici avantajlari olarak siralanmaistir.

10 nA

50
4041 B

0 T T
0 75 150 225
\' Derisimi / pM

B

Sekil 2.10. APS-PFeW;;-CPE i¢in H,O;’nin artan derisimlerine alinan FI amperometrik
yanitlar (Tasiyict ¢ozelti: 0,5 M pH 2,0 H,SO,4; uygulama potansiyeli: 0 mV (vs.
Ag/AgCl); 6rnek hacmi: 75 pL ve akis hiz1 0,6 mL/dk) (Hamidi ve ark., 2009)
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Yang ve ark. (2016), nano boyutta polioksometalat ile agilanmis grafen nanohibrit
(POM-g-rGO) malzemesini ¢alisma elektrodu olarak H,O;’nin enzim kullanmadan ve
GOx enzimi kullanarak FIA sisteminde amperometrik tayini amaciyla kullanmislardir.
Kullanilan modiye elektrodun H,O,’nin yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki
gosterdigi gibi H»O,’nin ve glukozun FIA sisteminde amperometrik olarak askorbik asit ve
tirik asit gibi girisimcilerin varliginda segici olarak tayin edilebilecegini gostermislerdir

(Sekil 2.11).

0 12
(a) 104 4 (b) 2 mM Glukoz
zs 10 2 mM Glukoz T 0.2 mM AA + 0,2 mM UA
8 é 4
<
— 2 0.8 1
< —_
E <
3 6 9 5 10 15 20 =
g Glukoz derisimi (mM) p 0.6
b g
< 4 |
< 04
24 l 1
L 02 0.2 mM 0.2 mM
AA UA
J
0 1 0.0 T
0 200 400 600 800 1000 0 100 200 300 400
Zaman (s) Zaman (s)

Sekil 2.11. GOx-POM-g-rGO i¢in a) glukozun artan derisimlerine (2 — 20 mM) alinan FI
amperometrik yanitlar ve b) 0,2 mM askorbik asit (AA) ve iirik asit (UA) girisimcilerinin
varhiginda 2,0 mM glukozun FI-Amperometrik yanitlari (Uygulama potansiyeli: +20 mV
ve akis hiz1 1,0 mL/dk) (Yang ve ark., 2016)

GOx enzimi ve substratt glukoz arasinda gergeklesen enzimatik tepkime sonucu
olusan H,O;’nin olusumunu ve/veya bu tepkime i¢in tiiketilen O, miktarindaki azalist
izlemek suretiyle gergeklestirilen amperometrik sensorlere dayali literatiirde ¢ok cesitli
calismalar bulunmakla birlikte, farkli modifiye elektrotlar kullanilarak FIA sisteminde
amperometrik tayininin gerceklestirildigi sinirli sayida calismalar da gergeklestirilmistir.
Bu ¢aligmalarin birinde, GOx modifiye altin-nanotiip film elektrot (ANFE) kullanilarak
FIA sisteminde glukozun yiikseltgenmesi sonucu olusan H,O;’nin olusumunun izlenmesi
yoluyla amperometrik tayini gergeklestirilmistir (Sekil 2.12) (Yang ve ark., 2014).
Tasarlanan GOx/ANFE ve GOx immobilize altin elektrot (GOx-Au) FIA sisteminde +500
mV uygulama potansiyelinde glukoza amperometrik yanitlar1 kiyaslanmistir. GOx/ANFE
elektrot ile glukoza daha yiiksek yanitlarin alindig1 gorilmiistiir. GOx/ANFE igin -100 mV
uygulama potansiyelinde dogrusal yanitin alindigi derisim araligi 2,0 — 20 mM glukoz

olarak bulunmus ve LOD 0,07 mM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 2.12. GOX/ANFE ve GOx/Au elektrotlar ig¢in glukozun artan derisimlerine alinan FI
amperometrik yanitlara ait akim-zaman grafikleri ve kalibrasyon grafikleri (Uygulama
potansiyeli: +500 mV) (Yang ve ark., 2014)

Glukozun enzimli tayinine yonelik gerceklestirilen bir baska ¢alismada ise Saglam
ve Dilgin (2017) tarafindan rapor edilmistir. ZnS-CdS kuantum dot ve MWCNT ile
modifiye edilmis GCE yiizeyine GOx ile immobilize edilmesi yoluyla FIA sisteminde
glukoz icin fotoelektrokimyasal bir biyosensor tasarlamiglardir. Glukoza kars1 Fl
amperometrik yantlar, fiber optik 1s1kli ve 1s1ksiz ortamdaki yanitlar1t O, nin tiiketiminin
izlenmesi (indirgenmesi) yoluyla karsilastirilmis bu ¢alismaya iliskin FIA kaydedilen
amperomogramlar Sekil 2.13’de verilmistir. Isik kullanildiginda glukoza daha duyar
yanitin alindig1 goriilmiis ve glukoza karsi 1g1kli ortamda 0,01 — 1,0 mM derisim araliginda

dogrusal yanit araligiyla birlikte LOD 3,0 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 2.13. FIA sisteminde fotoamperometrik ve amperometrik metotlar ile GOx-CT/ZnS-
CdS/MWCNT/GCE i¢in glukozun artan derisimlerine bagli olrak kaydedilen

amperomogramlar (Tasiyici ¢ozelti: pH 6,0 BRBS; uygulama potansiyeli: -500 mV ve akis
hizi: 1,5 ml/dk) (Saglam ve Dilgin, 2017)

FI sistemde H,0, ve glukoz elektrokimyasal tayini i¢in rapor edilen ¢aligmalar ile

birlikte benzer ¢alismalar farkli elektrotlar ile gerceklestirilmis olup, bunlardan bazilari

tablo halinde Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. FI Sistemde farkli elektrotlar kullanilarak enzim kullanilmadan ve kullanilarak H,O, tayinine yonelik yapilan amperometrik sensor
ve biyosensor ¢aligmalari

e I e e e e B T e
(mV) (M)
PUPDDA/GCE | FI Amperometri | H,O, Yﬁgzﬁ;’;ﬁ;w +500mV | 50x10*-4000 | 50x10* | 9,15 uA mM* \(/gfglgra;gég
Pd-CNT/SPCE | FI Amperometri | H,0, Inz'frgé;ﬁlsi -300mV | 1,0x10™ - 1000 20 Belirtilmemis (Efﬁl'jpzaonﬂs\)le
Apsé’géw“' FI Amperometri | H,0, Inzlizr(g)é;rirési omv 10 - 200 7.4 Belirtilmemis g'lfmz'g'o‘éi
PUAUE FI Amperometri | H,0, Ym:ilotzg’:;nmesi +600 mV 1,0 - 100 029 | Belirtilmemis (Matgga’g ark.
MnO,/CPE | FI Amperometri | H,0; Yﬁgzﬁ;’;ﬁgw +460MV | 14713230 138 | Belirtilmemis (asrihafgg}’f
RUOHCF FI Amperometri | H,O; Ing'&gé;ﬁsi 0mv 10-500 13 Belirtilmemis Be(ﬁiiﬁf‘;ggg)
CUPtCIf/GCE | FI Amperometri | H,0, Inzlizr(;é;lr;ilrési +350 mV 50 - 500 0,01 Belirtilmemis (Piig\ég)u’
Ni(OH),/FTO | FI Amperometri | H,0, Yﬁl:i:(l?[g:rinmesi +50 mV 50 - 750 020 | % %?Ml g“r”ka”;gjg)e
Pt/Au Electrode | FI Amperometri | H,0, Yﬁl:iizg,;ninmesi +600 MV 1,0 - 100 029 | Belirtilmemis (Z:iﬁlcgé%is‘)’e
C’;'J\T;;g?@ | FI Amperometri | Glukoz H,0, olusumu +500 mV 1,0x10* - 10° 15 0,06 pA mM™ ('\A;g] ;tzt’oggi:;l? i

PDDA: Poly(dialildimetilammonyum) kloriir; CNT: karbon nanotiip; APS: 3-aminopropil(trietoksi)silan; AuE: altin elektrot; RuOHCF: Rutenyum oksit hekzasiyano ferrat;
FTO: Flor katkili titanyum oksit); POM-g-rGO: polioksometalat ile asili indirgenmis grafen oksit; ANFE: altin nanotiip film elektrot; CT: Kitosan; GN: grafen nanoserit;
FAD: flavin adenine diniikleotit; Nf: nafyon.
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Cizelge 2.2.’nin devami

Uygulama

Dogrusal

E?giﬁ? dau Metot Analit Ig r\'}?!;;'lr;l Potansiyeli | Yanit Araligi E‘L&D) Duyarlilik Kaynak
' (mV) (uM)
POM-g-rGO FI Amperometri | H,0, m?ﬁ?énﬁllsi +20 10020000 | 10,2 | 955 uAmM<em? | (Yang ve ark.,
GOX/POM-gTGO | Fl Amperometri | GIUKoz | H,0, olusumu | +20 | 2000—20000 | 670 | 14.3 uA mM cm? 2016)
GOX/ANFE FI Amperometri | Glukoz | H,0, olusumu -100 2000 - 20000 | 70 1,64 A mM™ (Yanz%‘l’j)ark"
GOx/ZnS-CdS . e 20,06 pAmMT em | (Saglam ve
IMWCNT/GCE FI Fotoamperometri | Glukoz | O, tiikketimi -500 10 - 1000 3,0 2 Dilgin, 2017)
GN/FAD/apo- . FAD’nin . . (Mehmeti ve
GOx/NF/SPCE FI Amperometri Glukoz yiikseltgenmesi +475 50 - 2000 20 Belirtilmemis ark, 2017)
Fe;0,@AU/GOX (Samphao ve
modifiye FI Amperometri Glukoz | H,0, olusumu +360 200 — 9000 13,2 2,52 pA mM™* cm? ark p2015)
SPCE{MnO,} .
GOX-AU/PGE FI Amperometri | Glukoz | H,0; olusumu |  +400 0 - 39000 7.8 221 pAmmt | (Chengveark,

2012)




2.3. PGE Kullanilarak FIA Sisteminde Gergeklestirilen Amperometrik Sensor
ve Biyosensorler

Literatiirler incelendiginde karbon temelli farkli elektrotlar ve modifiye formlari
kullanilarak FI sisteminde sensor ve biyosensor ¢alismalart gelistirildigi goriliirken, ucuz
ve tek kullanimlik bir elektrot olan PGE’nin FIA sisteminde kullanilarak gergeklestirilen
siirli sayida birkag ¢alisma da literatiirdeki yerini almistir. Bu ¢alismalarin birinde, ZnS-
CdS quantum nokta pargaciklar1 ile modifiye edilmis PGE yiizeyine GOx enzimi
immobilize edilerek FIA sisteminde bir elektrokimyasal glukoz biyosensorii tasarlanmisdir
(Saglam ve ark., 2016). FIA sisteminde, glukozun enzimatik yiikseltgenmesi sonucu
tiketilen Oj’nin elektrokatalitik yanitinin azalis1 lizerine tasarlanan biyosensdriin,
glukozun tek kullanimlik, ucuz, segici ve duyarli olarak biyo algilanmasina olanak
sagladigi rapor edilmistir. GOx/CT/ZnS-Cd-S/PGE kullararak FI amperometrik yontem ile
glukoza 0,01 — 1,0 mM araliginda dogrusal yanit alinmakla birlikte LOD 3,0 uM glukoz
olarak belirtilmistir (Sekil 2.14).

1mM

Sekil 2.14. GOx/CT/ZnS-CdS/PGE i¢in 0,01 mM — 1,0 mM arasinda artan glukoz
derisimine bagh FIA’da kaydedilen amperomogramlar (Tasiyict ¢ozelti: pH 6,0 BRBS;
uygulama potansiyeli: -500 mV ve akis hizi: 1,3 mL/dk) (Saglam ve ark., 2016)
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Ertek ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, hibrit kuantum noktalar
(Quantum dots, ZnS-CdS) ile modifiye edilmis PGE yiizeyine, glukoz dehidrogenaz
(glucose dehyrogenase, GDH) enzimi immobilize edilmis ve elde edilen modifiye elektrot
ile FIA sisteminde enzimatik olarak tiretilen NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine
ve fotoelektrokimyasal metoda dayali bir glukoz biyosensorii literatiirde ilk kez
gerceklestirilmigtir  (Sekil  2.15). Tasarlanan biyosensor ile glukoza iyi bir
fotoelektokatalitik yanit alindigi ve 0,2 — 8,0 mM araliginda glukoz derisimlerine dogrusal
yanitlar verdigi tespit edilmis ve LOD degeri 0,05 mM glukoz olarak belirlenmistir. Ayrica
amperometrik yontem Yyerine fotoamperometrik yontem kullanildiginda duyarliligin
yaklasik 2 kat arttig1 ve tasarlanan biyosensdriin 1s1k kullanilarak NADH nin yiikseltgenme
pik akimimin yiikseltilmesi yoluyla glukozun fotoelektrokimyasal tayininde basariyla

uygulanabilecegi vurgulanmistir.
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Sekil 2.15. GDH/CAS-ZnS/MAA/PGE kullanilarak FIA sisteminde glukozun farkli

derigimleri varliginda elde edilen amperometrik (1s1ks1z) ve fotoamperometrik (1s1kl1)
yanitlara ait akim-zaman egrileri (Tas1yic1 ¢dzelti: 1,0 M KCI ve 10 mM NAD" iceren 0,10
M PBS (pH 7,0); uygulama potansiyeli: +800 mV; akis hizi: 0,6 mL/dk; 6rnek hacmi: 100
uL; kolon uzunlugu: 10 cm) (Ertek ve ark., 2016)

Literatiirde, kuantum noktalar ve metal nanoparcaciklar gibi, analit ile elektrot

arasinda elektron transferini arttirarak elektrokimyasal sensor ve biyosensorlerde

duyarhiligin artmasina imkan saglayan redoks mediyatorlerden de yararlanilmistir. PGE
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yiizeyine redoks mediyatorler modifiye edilerek FIA sisteminde gergeklestirilen birkag
calisma da mevcuttur. Bunlarin birinde, metilen mavisi (Methylene blue, MB) PGE
yiizeyine elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edilmis ve elde edilen elektrodun yiizeyi
GDH ile immobilize edilerek enzimatik tepkime sonucu olusan NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesine dayali bir amperometrik glukoz biyosensorii ilk kez tasarlanmistir
(Dilgin ve ark., 2018) (Sekil 2.16). FIA sisteminde yapilan amperometrik Olglimler
neticesinde tasarlanan biyosensoriin  NADH’nin enzimatik yiikseltgemesine iyi bir
elektrokatalitik etki gosterdigi goriilmiis ve glukoza 0,01 — 1,0 mM derisim araliginda
dogrusal yanitlar alindigr not edilmis ve LOD 4,0 uM glukoz olarak bulunmustur.
Tasarlanan biyosensor ile glukozun ucuz, hizli ve duyarli tayinine olanak saglamakla
birlikte, glutamat, laktat ve alkol gibi baska analitlerin tayinine yonelik biyosensorlerin

gelistirilmesinde yeni bir bakis acis1 getirecegi ongoriilmiistiir.
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Sekil 2.16. GDH/Poly-MB/PAMAM/PGE kullanilarak 0,01 — 5,0 mM arasinda degisen
glukoz derisimine bagli FIA’da kaydedilen amperomogramlar (Uygulama potansiyeli:
+200 mV; akis hiz1: 0,6 mL/dk; tasiyici ¢ozelti: 1,0 M KCI ve 10 mM NAD" iceren 0,1 M
PBS ¢ozeltisi (pH 7,0) (Dilgin ve ark, 2018)

Bu ¢alismalara ek olarak, PGE yiizeyine kalmagit (Calmagit) ve pirokatekol violet
(Pyrocatechol Violet) gibi organik redoks mediyatorler modifiye edilerek siilfiir ve
hidrazin gibi analitlerin tayini icin gerceklestirilen ¢alismalar da rapor edilmistir. Ornegin,
Emir ve Dilgin (2018) tarafindan yapilan bir bagka calismada, aromatik stilfonik asit grubu
igeren bir boyar madde, kalmagit (calmagite) PGE yiizeyine elektropolimerizasyon metodu
ile modifiye edilerek siilfiirin amperometrik tayini FIA sisteminde gergeklestirilmistir.

Ilgili galismada, kalmagit redoks mediyatorii ile birlikte PGE kullanildiginda siilfiiriin
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diisiik potansiyellerde yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etkinlik gostermekle
birlikte iyi yanitlar alindig1 gorilmistiir. Tasarlanan kalmagit modifiye PGE ile FIA
sisteminde silfiirtin 0,10 — 500 uM derisim araliginda dogrusal amperometrik yanitlar
alindigr bulunmus ve LOD 0,03 uM siilfiir olarak tayin edilmistir. Ayrica gelistirilen
amperometrik sensoriin siilfiir 6rnekleri igeren gercek orneklere uygulanabilirlikleri test
edilerek yiiksek geri kazanimlar elde edilmistir. Dolayisiyla tasarlanan metodun siilfiiriin
hizli, duyarl ve ucuz tayinine katki sagladig1 vurgulanmistir.

Ayaz ve Dilgin (2017) tarafindan rapor edilen bir ¢caligmada ise bagka bir organik
redoks mediyator pirokatekol viyolet (Pyrocatechol Violet, PCV) elektropolimerizasyon
yoluyla PGE yiizeyine modifiye edilmis ve hidrazinin elektrokatalitik yiikseltgenmesine
dayali bir elektrokimyasal sensor FIA sisteminde gergeklestirilmistir. Yapilan olgimler
neticesinde PCV modifiye PGE’nin hidrazinin yiikseltgenmesine iyi yanit vermekle
birlikte iyi bir elektrokatalitik etkinlik gdsterdigi bulunmustur. FIA sisteminde yapilan
amperometrik ¢alismalar neticesinde hidrazine 0,25 — 500 uM derigim araliginda dogrusal
amperometrik yanitlar elde edilmis ve LOD 0,08 uM olarak bulunmustur. Ayrica
tasarlanan sensoriin hidrazin igeren su Orneklerine uygulanabilirligi test edilerek yiiksek
geri kazanimlar elde edilmis ve ilgili sensoriin baska drneklerde hidrazinin ucuz, hizl ve
duyar tayinine olanak saglayabilecegi belirtilmistir.

Literatiir caligmalar1 incelendiginde metal nanopargaciklar, metal oksitler ve redoks
mediyatorler gibi iletken malzemeler elektrot yiizeyine modifiye edilerek H,0,’nin
enzimsiz ve enzimli (GOx) birgok elektrokimyasal sensor ve biyosensor calismalari
gerceklestirilmistir. Ancak, metal nanopargacik modifiye PGE kullanilarak H,O, nin FIA
sisteminde enzimsiz olarak amperometrik tayinine yonelik gerceklestirilen herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Ayrica FIA sistemi kullanilmadan PGE ile H,O;’nin enzimsiz
amperometrik tayinine yonelik sinirli sayida ¢alisma bildirilmistir (Cizelge 2.1). Diger
taraftan GOx enzimi kullanilarak H,O;’nin ve dolayisiyla glukozun algilanmasina yonelik
literatiirlerde oldukca fazla elektrokimyasal biyosensor ¢alismalari bulunmasina ragmen,
FIA sisteminde amperometrik olarak gergeklestirilen g¢alisma sayisinin olduk¢a az oldugu
goriinmektedir (Cizelge 2.2). Ilgili ¢aligsmalar icerisinde FIA sistemi, metal
nanopar¢aciklar ve PGE’nin kullanildig1 tek ¢alisma Cheng ve ark. (2012) tarafindan
gerceklestirilmis olup, ¢alisma elektrodu olarak GOx-Au-PGE kullanilmistir (Cheng ve
ark., 2012). Tez caligmasindan farkli olarak, ikili FIA sistemiyle birlikte immobilize
edilmis bir enzim reaktoriiyle birlestirilmis bir sistem kullanilmistir (Sekil 2.17). Birincil

sistem, Ozel olarak tasarlanmis ii¢ elektrotlu bir akis hiicresi ile durdurmali (stop-flow)
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akislt bir 6rnekleme ve enjeksiyon ekipmanindan olugmakla beraber bu sistem atik bambu
cubuk fiberlerinin enzim hidrolizatindaki glikozun amperometrik olarak ard arda ve gercek
zamanl1 saptanmasi iizerine dayanmaktadir. ikincil sistem ise biyoreaktordeki tepkimeler
sonucu elde edilen karboksilat tiriinlerinin kirilma indisleri 6l¢timiine dayali (karsilastirma
amacl olarak) yiiksek basingli sivi kromatografisi (high pressure liquid cromatography,
HPLC) sistemini igermektedir. Calismada kullanilan akis hiicresi ise tez calismasinda
kullanilan akis hiicresinden farkli olarak calisma elektrodu ¢ozeltiye daldirilacak sekilde
konumlandirilmistir. Calisma elektrodu olarak kullanilan amperometrik glukoz enzimi
elektrodu ise ferrosenkarboksaldehit (redoks mediyatdor) ve GOx enziminin altin
nanoparcacik modifiye HB tipi (0,5 mm) kalem ucu ylizeyine kovalent olarak baglanmasi
yoluyla hazirlanmistir. FI sistemde yapilan amperometrik Slgiimler neticesinde tasarlanan
biyosensoriin glukozun enzimatik ylikseltgemesine (+400 mV) iyi bir elektrokatalitik etki
gosterdigi ve glukoza 0 — 38,9 mM derisim araliginda dogrusal yanitlar alindig1 tespit
edilmis ve LOD 7,8 uM glukoz olarak bulunmustur.
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Sekil 2.17. A) Atik bambu c¢ubuklarindaki enzim hidrolizatindaki glukoz igeriginin gergek
zamanli tayini i¢in enzim elektrodu ile birlikte FIA sistemine sistemine ait sematik
gosterim ve B) 0zel olarak tasarlanan {i¢ elektrotlu akis hiicresinin iistten (solda) ve yandan

(sagda) goriiniimii (Cheng ve ark., 2012)
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Dolayisiyla Pt nanopargacik ve Pt-Pd bimetalik nanoparcacik modifiye elektrotlar ile FI
sistemde gergeklestirilen herhangi bir elektrokimyasal biyosensor ¢alismasina da
rastlanilmamistir. Bu tez caligmasi, literatiirde gergeklestirilen elektrokimyasal H,O-
sensOrii ve glukoz biyosensorii ¢alismalarina onemli katkilar sagladigi gibi asagida
belirtilen 3 6nemli husus tezin 6zgiin yonlerini olusturmaktadir.

(1) Ucuz, kolay bulunabilir, tek kullanimlik bir elektrot olan PGE ile birlikte
iletkenlik o6zellikleri iyi olan Au, Pt, Pd nanopargaciklar ile Pt-Pd bimetalik
nanopargaciklarin kullanilmasi ile FIA sisteminde amperometrik olarak H,O’nin enzimsiz
tayininin literatiirde ilk defa gergeklestirilmesi,

(i) Metal nanopargacik modifiye PGE’ler yiizeyine GOx enziminin immobilize
edilmesiyle (GOx/Pt/p.PGE ve GOx/Pt-Pd/p.PGE) glukozun ve dolayisiyla HyO,’nin FIA
sisteminde amperometrik tayinine yonelik ¢alismalarin literatiirlerde ilk kez
gerceklestirilmis olmast,

(i) FIA sisteminde gergeklestirilen elektrokimyasal —glukoz  biyosensor
calismalarinda biyolojik ag¢idan énemli girisimcilerin giderilmesinde suda ¢ézlinmeyen bir

on oksitleyici olan sodyum bizmutatin (NaBiO3) literatiirde ilk kez kullanilmasi.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Sarf Edilen Kimyasal Malzemeler

Potasyum kloriir (KCI), sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO,4.2H,0, 156,01
g/mol), disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO4.2H,0, 177,99 g/mol), borik asit
(H3BOs3, 61,83 g/mol), asetik asit (CH;COOH, %100, 60,05 g/mol; d:1,05 g/mL), fosforik
asit (%85, 98 g/mol, d:1,88 g/mL), sodyum hidroksit (NaOH; 40 g/mol), potasyum
ferrosiyaniir trihidrat  (Ks[Fe(CN)g].3H,O, 422,35 g/mol), potasyum ferrisiyaniir
(Ks[Fe(CN)g], 329,24 g/mol), L(+)-askorbik asit (AA, 176,13 g/mol), sodyum bizmutat
(NaBiOs, 279,97 g/mol) ve sodyum okzalat (Na,C,04, 134 g/mol) Merck firmasindan
tedarik edildi. Au standart ¢ozeltisi (HAuCly, 1003 £ 3 ug/mL, d: 1,019 g/mL, %10 HCI)
SCP SCIENCE firmasindan tedarik edildi. Hidrojen hekzakloro platinat ¢6zeltisi (H2PtClg,
%8, d:1,05 g/mL, 409,81 g/mol), paladyum (II) kloriir ¢ozeltisi (PdCl,, % 5 d:1,06 g/mL,
177,33 g/mol, %10 HCI), kitosan, D(+)-glukoz (GL, %99,5, 180,16 g/mol), L-glutamik
asit (GLA, >% 99, 147,13 g/mol), sitrik asit monohidrat (SA, % 99,5, 210,14 g/mol),
salisilik asit (SAL, % 99,9, 138,12 g/mol), iirik asit (UA, >% 99, 168,11 g/mol),
hidroklorik asit (HCI, % 37, d:1,18 g/mol, 36,5 g/mol), nafyon (% 5), askorbat oksidaz
(AOx, from cucurtiba) ve glukoz oksidaz (GOx, 100000-250000 units/g solid, from
Aspergillus niger) Sigma Aldrich firmasindan tedarik edildi. Hidrojen peroksit (%30, 1,11
g/mL, 34,01 g/mol) Carlo Erba sirketinden tedarik edildi. Dopamin hidrokloriir (DA, % 99,
189,64 g/mol) Alfa Aesar firmasindan tedarik edildi.

Tasarlanan elektrokimyasal H,O; sensorlerinin uygulanabilirliginin test edilmesi
amaciyla kullanilan sa¢ oksidasyon kremi (Wella Koleston, % 9 H,0;) bir kozmetik
magazasindan, medikal uygulamalarda siklikla kullanilan oksijenli su ¢ozeltisi (BIKAR)
ise bir eczaneden satin alindi. Tasarlanan elektrokimyasal glukoz biyosensorlerinin
uygulanabilirliginin test edilmesi amaciyla kullanilan dekstroz serum (OSEL, % 5) ve oral
glukoz tolerans testi igecegi (Gali-Dex) bir eczaneden satin alindi. Yapay kan serumu ise

literatiirdeki bir ydnteme gére hazirlandi (Ozcan ve Sezgintiirk, 2015).

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
Bu tezde CV, impedans ve Fl analizleri i¢in yapilan tiim ¢aligmalar klasik {iglii
elektrot yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu sistemde yardimci elektrot olarak Platin

tel (BASi marka MW1032 model, uzunluk: 7,5 cm ve ¢ap: 0,5 mm), karsilastirma
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elektrodu olarak Ag/AgCl (doygun KCI) elektrodu (BASi marka RE5B model, uzunluk:
7,5 cm ve ¢ap: 6,0 mm) kullanildi. Calisma elektrodu olarak kullanilan grafit icerikli
TOMBOW Japan Ultra Polimer 2B kursun kalem uglar1 (¢ap: 0,5 mm, uzunluk: 6,0 cm)
bir kirtasiyeden tedarik edildi. Elektrokimyasal analizler igin kullanilan kalem uglarim
sabitlemek amaciyla 1979 ile 1996 yillar1 arasinda {iiretilen Rotring (Germany) marka
Tikky model 0,5 mm mekanik kalem kullanildi ve kalemin metal ucunun bagl oldugu
metal govde ile metal kiskag (elektrot baglantisi) arasi bir bakir tel ile lehim yapilarak

elektriksel iletkenligi saglandi (Sekil 3.1).

Metal kiskac
(Elektrot Baglantisi)

Lehim

&

Balar Tel < 1§

-
Lehim / \

Kalem Ucu

1,0 cm
Tombow 2B 0,50 cm / ] .

Sekil 3.1. Calisma elektrodunu sabitlemek amaciyla kullanilan, elektriksel baglantisi

yapilmig Rotring (Germany) Tikky 0,50 mm mekanik uglu kalemi

Ivium Compactstat Electrochemical Interface (Eindhoven/ Netherlands) ve Autolab
marka PGSTAT-128N model Potentiostat&Galvanostat aygitlar1 elektrokimyasal
Olgtimleri gergeklestirmek {izere kullanildi. Analizler sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda gerekli saf su, Elga Option Q7B (18,2 QM cm) marka saf su cihazindan
saglandi. Analizler i¢in hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH degerlerinin ayarlanmasi
amaciyla, birlestirilmis cam elektroda sahip Hanna HI 221 pH metre cihazi kullanildi. FIA
sistemi igin (i) TUBITAK 112T375 nolu proje kapsaminda ve daha &nceki galigmalarda
kullanilan PGE igin teflondan tasarlanmis bir akis hiicresi (Sekil 3.2) (Dilgin, 2015;
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Saglam ve ark., 2016), (ii) tastyici ¢ozeltiyi akis hiicresine taginmasi i¢cin Watson Marlow
marka peristaltik pompa ve 0,80 mm ¢apli silikon hortum (tubing) ve (iii) 6rnek ¢ozeltileri
sisteme vermek amaciyla kullanilan Rheodyne Marka 7725 model bir 6rnek enjeksiyon

vanasi kullanild.
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Sekil 3.2. FIA g¢alismalarinda kullanilan, PGE i¢in tasarlanmis akisa enjeksiyon analiz
hiicresinin temsili bir gésterimi (teflondan yapilmis gévde: T; fiber optik 151k kaynagi: L;
kuartz cam pencere: G) (Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2016)

3.3. Tez Calismalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Elektrokimyasal Sensor ve Biyosensor Calismalarinda Kullamilan Destek
Cozeltilerin Hazirlanmasi

1- pH’s1 7,0 olan 0,1 M Fosfat Tampon Cozeltileri (Phosphate Buffer Solution,
PBS):

NaH,PO4/Na,HPQ, ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 7,46 g KCI (0,10 M igin) veya 74,6 ¢
KCI (1,0 M igin), 15,6 g NaH,PO,4.2H,0 (0,10 M i¢in) ve 17,8 g Na,HPO4.2H,0 (0,10 M
i¢in) bilesikleri bir miktar suda ¢oziiliip, saf su ile 1,0 L son hacme tamamlandi.

KClI igeren seyreltik HC1 (0,1 M) ¢ozeltisini hazirlamak amaciyla, yogunlugu 1,18
g/mL olan % 37’lik HCI ¢ozeltisinden 8,20 mL alind1 ve 7,46 g KCI (0,10 M igin) veya
74,6 g KCI (1,0 M igin) bilesiginin bir miktar saf suda ¢oziilmesiyle elde edilen ¢6zeltiye
eklenip, saf su ile 1,0 L son hacme tamamlandi. KCI igeren 0,10 M NaH,PO,/Na;HPO,
cozeltisi ile 0,10 M HCI ¢ozeltisinin uygun miktarlar1 bir pH metre kontroliinde birbiriyle
karistirtlarak istenilen pH’ya ayarlandi. CV g¢alismalar i¢in 0,10 M KCI igeren, FIA
calismalari i¢inse 1,0 M KCl igceren pH 7,0 PBS ¢dzeltisi kullanildi.

2- 0,02 M KCl igeren 0,02 M pH 7,0 PBS:

NaH,;PO4/Na;HPO, ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 1,49 g KCI, 0,31 g NaH,P0,4.2H,0 ve
0,36 g Na;HPQO4.2H,0 bir miktar suda ¢oziiliip, saf su ile 1,0 L son hacme tamamlandi.
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KCl igeren seyreltik HCI (0,02 M) ¢ozeltisini hazirlamak amaciyla, yogunlugu 1,18
g/mL olan % 37’1lik HCI ¢ozeltisinden 1,65 mL alind1 ve 1,49 g KCI’nin (0,02 M igin) bir
miktar saf suda ¢oziilmesiyle elde edilen ¢ozeltiye eklenip, saf su ile 1,0 L son hacme
tamamlandi. KCl i¢eren 0,02 M NaH;PO4/Na,HPO, ¢ozeltisi ile 0,02 M HCI ¢6zeltisinin
uygun miktarlar1 bir pH metre kontroliinde birbiriyle karistirilarak istenilen pH’ya
ayarlandu.

3- 0,10 M KClI Cozeltisi:

0,746 g KCI bir miktar saf suda ¢6ziildii ve saf su ile 100 mL son hacme tamamlandi.

4- Britton Robinson Tampon Cozeltisi (Britton Robinson Buffer Solution, BRBS):

Stok asit ¢ozeltisini hazirlamak i¢in yogunlugu 1,05 g/mL olan CH;COOH’den 2,28
mL (0,04 M), yogunlugu 1,88 g/mL olan %85’lik H3POs’den 2,45 mL (0,04 M),
H3BO3’ten 2,47 g (0,04 M) ve KCl’den 7,46 g (0,1 M i¢in) veya 74,6 g (1,0 M igin) 1,0 L
saf suda ¢oziilerek hazirlandi. Stok baz ¢ozeltisi, 0,80 g NaOH (0,02 M) ve 7,46 g KCI (0,1
M i¢in) veya 746 g (1,0 M icin) 10 L saf suda c¢ozilerek hazirlandi.
H3PO4/CH3COOH/H3BO;3 ¢ozeltisi ile 0,20 M NaOH c¢ozeltilerinin uygun miktarlar1 bir
pH metre kontroliinde karigtirilarak istenen pH degerlerinde (2-12) tampon ¢ozeltiler
hazirlandi. CV ¢alismalari i¢in 0,10 M KCI ihtiva eden ve FIA ¢alismalari i¢inse 1,0 M
KCl ihtiva eden BRBS kullanildi.

3.3.2. Metal Nanoparcacik Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarin (MNPs/PGE)
Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

Asagidaki cozeltiler PGE vyilizeyine elektrodepozisyon yoluyla Au, Pt ve Pd
nanoparcaciklari ile Pt-Pd bimetalik nanoparcacik biriktirmek i¢in kullanildi.

1- 0,2 mM Au** Cozeltisi:

Yogunlugu 1,019 g/mL olan ve % 10 HCI ihtiva eden HAuUCl, (1003 + 3 pg/mL)
standart ¢ozeltisinden 400 pL alinip, 0,02 M KCl ihtiva eden 0,02 M pH 7,0 PBS ile 10
mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

2- 1,0 mM Pt* Cozeltisi:

Yogunlugu 1,05 g/mL olan ve % 8 H,PtClg ihtiva eden standart ¢ozeltisinden 48 pL
alinip, 0,1 M KCl igeren ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3- 1,0 mM Pd** Cozeltisi:

Yogunlugu 1,06 g/mL olan ve % 5 PdClI; ihtiva eden standart ¢dzeltisinden 33,4 uL
alinip, 0,1 M KCl ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

4-1,0 mM Pt** ve 1,0 mM Pd** Cozeltisi:
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Yogunlugu 1,05 g/mL olan ve % 8,0 H,PtClg ihtiva eden standart ¢ozeltisinden 48
uL ve yogunlugu 1,06 g/mL olan ve % 5,0 PdCl; ihtiva eden standart ¢ozeltisinden 33,4
uL aliip, 0,10 M KCl ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.3.3. Oksidaz Enzimlerinin MNPs/PGE’lere immobilizasyonunda Kullanilan
Cozeltiler

1- % 0,5’lik Kitosan (CT) Cozeltisi:

Literatiirde yer alan ¢aligmalar (Wang ve ark., 2009; Saglam, 2016) dikkate alinarak,
50,0 mg CT ve 100 uL CH3COOH 10 mL’lik bir balonjojede bir miktar saf suda ¢oziildi
ve saf suyla son hacmine tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de muhafaza
edilecek sekilde buzdolabinda bekletildi.

2- GOx Enzim Cozeltisi:

Literatiirde yer alan ¢alismalar dikkate alinarak 10, 20, 40, 80, 100 ve 200 mg/mL
GOx igerecek sekilde GOx’un gerekli miktarlarn tartildi ve % 0,5’lik CT ¢dzeltisinde
¢oziilerek hazirlandi (Qian ve ark., 2012; Saglam 2016). Hazirlanan GOx ¢ozeltileri -20
°C’de muhafaza edilecek sekilde derin dondurucuda bekletildi.

3.3.4. CV ve impedans Analizleri icin Hazirlanan Redoks Probu Cozeltisi
1- 0,10 M KCl ve 0,01 M Fe(CN)63"4' iceren Redoks Prob Cozeltisi:
KCl’den 0,746 g, K3[Fe(CN)g]’dan 0,329 g ve Ky[Fe(CN)g].3H,O’dan 0,422 g, bir

miktar saf suda ¢oziiliip 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.3.5. Metal Nanoparcacik Modifiye PGE’lerin H,0,’ye Elektrokatalitik
Yamtlariin CV Yontemi ile Incelenmesinde Kullanilan Cézeltiler

1- 0,10 M KCl igeren 0,10 M NaOH Cozeltisi:

KCl’den 0,745 g ve NaOH’tan 0,40 g alinip, 100 mL’lik bir balonjoje igerisinde bir
miktar saf su i¢erisinde ¢6ziildii ve saf su ile son hacme tamamlanarak hazirlandi.

2- 1,0 M H,0, Cozeltisi:

% 30’luk H,0; stok ¢ozeltisinden 10 mL’lik bir balonjojeye 1,022 mL alinarak bir
miktar 0,10 M KCI ihtiva eden 0,10 M NaOH ¢6zeltisi icerisinde ¢oziildi ve bu ¢ozelti ile
son hacmine tamamlanarak hazirlandi.

3- 0,10 M KCl igeren BRB Cozeltileri:

CV calismalarinda kullanilan 0,10 M KCI iceren BRB ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin
daha Once bahsedilen 0,04 M H3PO,/CH3COOH/H3BO;3 ¢ozeltisi ile 0,20 M NaOH
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¢ozeltisinin uygun miktarlar1 birbiriyle karistirilarak, karisimin pH’s1 2,0 ile 12,0 arasinda
olacak sekilde bir pH metre yardimiyla ayarlanarak hazirlandi.

4- 0,10 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS:

CV calismalarinda kullanilan 0,10 M KCI igeren pH’s1 7,0 olan PBS ¢6zeltisi, daha
once bahsedilen 0,1 M NaH,PO4/Na;HPO, ve 0,10 M HCI ¢6zeltilerinin uygun miktarlari

bir pH metre kontroliinde birbiriyle karigtirilarak hazirlandi.

3.3.6. FIA Sisteminde Amperometrik H,O;, Sensor Cahsmalarinda Kullamlan
Cozeltiler

1- 1,0 M KClI ve 0,10 M NaOH igeren Tasiyict Cozelti (FIA igin):

4,0 g NaOH ve 74,6 g KCI, 1,0 L’lik bir balonjojede bir miktar saf suda ¢6ziildii ve
saf suyla son hacmine tamamlanarak hazirlandi.

2-1,0 M KClI ve 0,10 M NaOH ihtiva eden 1,0 M H,0, Cozeltisi (FIA igin):

% 30’luk H,0; stok ¢ozeltisinden 10 mL’lik balonjojeye 1,02 mL alinarak bir miktar
1,0 M KCI ihtiva eden 0,10 M NaOH cozeltisi igerisinde ¢oziildii ve bu ¢ozelti ile son
hacmine tamamlanarak hazirlandi.

3- NaOH Céozeltisi Icerisinde Hazirlanan H,O, Standart Cozeltileri:

1,0 M KCl ihtiva eden 0,10 M NaOH c¢ozeltisi icerisinde hazirlanan 1,0 M H,0, stok
¢ozeltisinden uygun miktarlar alinarak 1,0 M KCI ihtiva eden 0,10 M NaOH ¢ozeltisi ile
uygun seyreltmelerle H,0, ara stok ¢ozeltileri hazirlandi.

4- 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS Tasiyic1 Cozeltisi (FIA igin):

FIA calismalari i¢in 1,0 M KCl iceren PBS, 0,10 M NaH,PO4/Na,HPO, ile 0,10 M
HCI’nin uygun miktarlar1 bir pH metre kontroliinde birbiriyle karistirilarak hazirlandi.

5- 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS’de Hazirlanan 1,0 M H,0, Cozeltisi (FIA
igin):

% 30’luk H,0; stok ¢ozeltisinden 10 mL’lik balonjojeye 1,02 mL alinarak bir miktar
1,0 M KCl ihtiva eden 0,10 M pH 7,0 PBS igerisinde ¢6ziildii ve bu ¢ozelti ile son hacmine
tamamlanarak hazirlandu.

6- PBS igerisinde Hazirlanan H,O, Standart Cozeltileri:

1,0 M KCI ihtiva eden 0,10 M pH 7,0 PBS igerisinde hazirlanan 1,0 M H,0; stok
¢ozeltisinden uygun miktarlar alinarak 1,0 M KCI ihtiva eden 0,10 M pH 7,0 PBS ¢ozeltisi
ile uygun seyreltmelerle H,0, ara stok ¢o6zeltileri hazirlandi.

7- Girisim Cozeltileri:

0,10 mM H,0, ve 2,5 mM H,0; igerecek sekilde iki farkli ¢ozelti hazirlandi.
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H,0,’nin yiikseltgenmesine girisim yapabilecek molekiillerin (GL, GLA, SA, SAL, DA,
AA ve UA) derisimi H,0,’ye gore 1 - 100 kat arasinda degisen oranlarda ayr1 ayr1 igerecek
sekilde tasiyict ¢ozelti ile seyreltilerek hazirland.

8- % 0,5’lik Nafyon Cozeltisi:

% 5°lik Nafyon stok ¢ozeltisinden 10 mL’lik balonjojeye 0,05 mL mutlak etanol ile
son hacmine tamamlanarak hazirlandi.

9- AOX Enzim Cozeltisi:

20 mg/mL AOXx igerecek sekilde AOX’un gerekli miktarlar tartildi, % 0,5’lik CT
cozeltisinde ¢dziilerek hazirlandi. Hazirlanan AOx ¢ozeltisi, -20 °C’de muhafaza edilecek

sekilde derin dondurucuda bekletildi.

3.3.7. GOx Modifiye MNP/PGE’lerin Glukoza Elektrokatalitik Yanitimin CV ile
incelenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1- 0,10 M KCl i¢eren BRBS:

CV c¢alismalarinda kullanilan 0,10 M KCI igeren farkli pH’larda (5-8) BRBS’nin
hazirlanmasi i¢in daha once bahsedilen 0,04 M H3PO4/CH3COOH/H3BO;3; ve 0,20 M
NaOH c¢ozeltilerinin uygun miktarlar1 bir pH metre kontroliinde birbiriyle karistirilarak
istenilen pH degerinde tampon ¢6zelti hazirlandi.

2- 1,0 M Glukoz Cozeltisi:

1,80 g glukoz 10 mL’lik bir balonjojede bir miktar saf su igerisinde ¢oziildii ve saf su

ile son hacmine tamamlanarak hazirlandi.

3.3.8. FIA Sisteminde Glukoza Amperometrik Cevabin Incelenmesinde
Kullanilan Cozeltiler

1- 1,0 M KCl ihtiva eden pH 6,0 BRBS:

CV c¢alismalarinda kullanilan 1,0 M KCI igeren pH 6,0 BRBS’nin hazirlanmasi igin
daha once bahsedilen 0,04 M H3PO,/CH3;COOH/H3BO3; ve 0,2 M NaOH c¢ozeltilerinin
uygun miktarlar1 bir pH metre kontroliinde birbiriyle karistirilarak istenilen pH degerinde
tampon ¢ozelti hazirlandi.

2- 1,0 M Glukoz Cozeltisi:

Glukozdan 1,80 g 10 mL’lik balonjojeye alinarak, bir miktar 1,0 M KCl ihtiva eden
pH 6,0 BRBS i¢erisinde ¢oziildii ve bu ¢ozelti ile son hacme tamamlanarak hazirlandi.

3- Glukoz Ara Stok Cozeltileri:

Hazirlanan 1,0 M stok glukoz ¢ozeltisinden uygun hacimler alinarak 1,0 M KCI
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ihtiva eden pH 6,0 BRBS ile uygun seyreltmelerle glukoz ara stok ¢ozeltileri hazirlandi.

4- Girisim Cozeltileri:

1,0 mM glukoz igerecek sekilde hazirlandi. Glukozun yiikseltgenmesine girisim
yapabilecek molekiillerin (GLA, SA, SAL, DA, AA ve UA) derisimi glukoza gére 1 - 100
kat arasinda degisen oranlarda ayr1 ayri icerecek sekilde tasiyici ¢ozelti ile seyreltilerek
hazirlandi.

5- Yapay Kan Serumu:

Yapay serum, literatiirdeki bir yonteme gore, 5,0 mM CaCly, 4,5 mM KCI, 1,6 mM
MqgCl,, 4,7 mM D-glukoz, % 0,1 serum albumin, 2,5 mM iire ve 145 mM NaCl igerecek
sekilde gerekli miktarlar tartilarak saf suda c¢ozilip 100 mL’ye tamamlanmasiyla

hazirlandi (Ozcan ve Sezgintiirk, 2015).

3.3.9. Permanganometrik Titrasyonda Kullamlan Cozeltiler

1- 3,0 M H,SO4 Cozeltisi:

Yogunlugu 1,84 g/mL olan % 98’lik H,SO4 stok ¢ozeltisinden (18,4 mol/L) 40,8 mL
alinip, 250 mL son hacme saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

2- % 3 H,SO,4 Cozeltisi:

Yogunlugu 1,84 g/mL olan % 98’lik H,SO4 stok ¢ozeltisinden (18,4 mol/L) 7,65 mL
alinip, 250 mL son hacme saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

3- 0,05 M KMnO,4 Cozeltisi:

1,975 gr KMnQy (158,03 g/mol) tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziildii ve 250 mL son

hacme saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

3.4. Metal Nanoparcactk Modifiye PGE’lerin Hazirlamsi, GOx
Immobilizasyonu ve Elektrokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

CV, impedans ve kronoamperometrik analizlerin tamaminda klasik tg¢li elektrot
sistemi (PGE ¢alisma elektrodu olarak, Ag/AgCl o m ke karsilastirma elektrodu olarak ve
Pt tel ise yardimci elektrot olarak) kullanildi. FIA sisteminde ise ayni ¢alisma ve yardimci

elektrot sistemi kullanilmis olup, karsilagtirma elektrodu olarak karartilmis Ag tel

(Ag/AgCI) kullanildi.

3.4.1. Kalem Grafit Elektrodun (PGE) On Kosullandirilmasi islemi
PGE’lerin yiizeylerindeki kirlilikleri uzaklastirmak, yiizeyin yiikseltgemesi yoluyla

aktivitesini  arttirarak metal nanoparcaciklarin  PGE  ylizeyine elektrokimyasal
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modifikasyonunu kolaylastirmak amaciyla, 0,1 M KCl iceren pH 7,0 PBS igerisinde +1,45

V’ta 60 s boyunca kronoamperometrik olarak 6n kosullandirma islemi gergeklestirildi.

3.4.2. Monometalik Nanoparcaciklarin p.PGE Yiizeyine Elektrokimyasal
Olarak Biriktirilmesi

I. AuNP_ Modifiye p.PGE: Au biriktirilmesi igin literatiirde bilinen bir yontem
modifiye edilerek kullanildi (Du ve ark., 2012). Ar ile doyurulmus 0,02 M KCl ihtiva eden
0,02 M pH 7,0 PBS igerisinde hazirlanan 0,2 mM HAuUCI, ¢ozeltisinde p.PGE’nin +0,10
V —-0,85 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda ve farkli dongii sayilarinda (5,
10, 20, 30 ve 40 dongii) CV’leri kaydedildi. Hazirlanan elektrotlar Au/p.PGE olarak

tanimlanda.

Il. PtNP Modifiye p.PGE: Pt biriktirilmesi igin literatiirde bilinen bir yontem
modifiye edilerek kullanildi (Anik ve ark., 2016). Ar ile doyurulmus 0,1 M KCI ¢ozeltisi
igerisinde hazirlanan 1,0 mM H,PtCls ¢ozeltisinde p.PGE’nin +0,80 V — -0,80 V

potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda ve farkli dongii sayilarinda (5, 10, 20, 30, 40
ve 50 dongii) CV’leri kaydedildi. Hazirlanan elektrotlar Pt/p.PGE olarak tanimlandi.

Il. PANP_Modifiye p.PGE: Pd biriktirilmesi igin literatiirde bilinen bir yontem
modifiye edilerek kullanildi (Shi ve Diao, 2011). Ar ile doyurulmus 0,1 M KCI ¢ozeltisi
icerisinde hazirlanan 1,0 mM PdClI; ¢6zeltisinde p.PGE’nin +0,40 V — -0,25 V potansiyel
araliginda 25 mV/s tarama hizinda ve farkli dongii sayilarinda (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60
dongii) CV’leri kaydedildi. Hazirlanan elektrotlar Pd/p.PGE olarak tanimlandi.

3.4.3. Bimetalik Nanoparcaciklarin p.PGE Yiizeyine Elektrokimyasal
Modifikasyonu
p.PGE yiizeyine bimetalik nanoparcgaciklarin modifikasyonu, monometalik tiirlerin

ardisik ve eszamanli modifiye edilmesiyle gerceklestirildi.

3.4.3.1. Bimetallik Nanoparcacik Elektrotlarin p.PGE Yiizeyine Ardisik
Biriktirilerek Hazirlanmasi

Bimetalik nanopargaciklar1 biriktirmek igin 6nce birinci metalin (Metal 1), sonra
ikinci metalin (Metal 2) ¢6zeltisini igeren ve bir 6nceki kisimda (B6lim 3.4.2) verilen ve
monometalik nanopargaciklarin  biriktirilmesinde kullanilan prosediirler ard arda
uygulandi. Hazirlanan elektrotlara (Metal 2/Metal 1/p.PGE) iliskin prosediirler

monometalik nanopargaciklari da igerecek sekilde tablo halinde verilmistir (Cizelge 3.1).
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1%

Cizelge 3.1. Monometalik nanoparcacik ve ardisik biriktirme yapilarak elde edilen bimetalik nanoparcacik modifiye p.PGE’lerin hazirlanmasina

iliskin kullanilan prosediirler

Prosedur

Au

Pt

Pd

Au/Pt

Au/Pd

Pt/Pd

Pt/Au

Pd/Au

Pd/Pt

Ar ile doyurulmus 0,20 mM HAUCI, ve 0,02 M KCl igeren 0,02 M
pH 7,0 PBS igerisinde +0,10 V - -0,85 V potansiyel araliginda, 50
mV/s tarama hizinda ve 40 dongii sayisinda p.PGE’nin CV’lerinin
kaydedilmesi (Du ve ark., 2012)

Ar ile doyurulmus 0,10 M KCI igeren 1,0 mM H,PtClg
¢ozeltisinde +0,80 V - -0,80 V potansiyel araliginda, 50 mV/s

tarama hizinda ve 30 dongii sayisinda p.PGE’nin CV’lerinin

kaydedilmesi (Anik ve ark., 2016)

Ar ile doyurulmus 0,10 M KCl iceren 1,0 mM PdCl; ¢bzeltisinde
+0,40 V- -0,25 V potansiyel araliginda, 25 mV/s tarama hizinda ve
30 dongii sayisinda p.PGE’nin CV’lerinin kaydedilmesi (Shi ve

Diao, 2011)

1: p.PGE yiizeyine ilk biriktirilen metal nanoparcacik ve 2: p.PGE yiizeyine ikinci biriktirilen metal nanopargacik.




3.4.3.2. Bimetallik Nanoparcacik Elektrotlarin p.PGE Yiizeyine Eszamanh
Biriktirilerek Hazirlanmasi (Metal 1-Metal 2/p.PGE)

I. Au-Pt/p.PGE: Ar ile doyurulmus 0,20 mM HAuUCl,, 1,0 mM H,PtClg ve 0,02 M
KCI igeren 0,02 M pH 7,0 PBS igerisinde p.PGE’nin +0,80 V- -0,85 V potansiyel
araliginda, 30 dongii sayisinda ve 50 mV/s tarama hizinda CV’leri kaydedilerek, Au ve Pt

elektrot yiizeyine es zamanli olarak biriktirildi. Hazirlanan elektrotlar Au-Pt/p.PGE olarak
tanimlandi.

Il. Au-Pd/p.PGE: Ar ile doyurulmus 0,2 mM HAuCly, 1,0 mM PdCI; ve 0,02 M KCI
iceren 0,02 M pH 7,0 PBS igerisinde p.PGE’nin +0,80 V- -0,85 V potansiyel araliginda, 30
dongii sayisinda ve 50 mV/s tarama hizinda CV’leri kaydedilerek, Au ve Pd elektrot

yiizeyine es zamanli olarak biriktirildi. Hazirlanan elektrotlar Au-Pd/p.PGE olarak
tanimlandi.

I11. Pt-Pd/p.PGE: Ar ile doyurulmus 1,0 mM PtCl, ve 1,0 mM H,PtClg i¢eren 0,10 M
KCI ¢ozeltisi igerisinde p.PGE’nin +0,80 V- -0,40 V potansiyel araliginda, 30 dongii

sayisinda ve 50 mV/s tarama hizinda CV’leri kaydedilerek, Pt ve Pd elektrot yiizeyine es

zamanli olarak biriktirildi. Hazirlanan elektrotlar Pt-Pd/p.PGE olarak tanimlandi.

3.4.4. p.PGE ve Metal Nanoparcacik Modifiye p.PGE’lere GOx Enziminin
Immobilasyonu

GOx enziminin elektrotlar yiizeyine immobilizasyonu i¢in elektrotlar 10, 20, 40, 80,
100 ve 200 mg/mL GOx (100000-250000 units/g solid) ihtiva eden % 0,5’lik CT
cozeltilerine +4 °C’deki bir buzdolabinda 1 saat siireyle daldirildi ve daha sonra +4 °C’de
15 dk siireyle kurutuldu. Boylelikle immobilizasyon esnasinda kullanilan GOx enziminin
derisimine bagli glukoz biyosensor yaniti izlenerek optimizasyon gergeklestirildi. Modifiye
elektrotlarin hazirlanmasima iligkin genel bir sematik gosterim Sekil 3.3°de verilmistir.

Benzer islemler metal nanopargaciklarla modifiye edilmemis p.PGE i¢in de uygulandi.
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Kronoamperometrik Elektrokimyasal ~ Ox Enzimi
On Kogullandirma Biriktirme Immabilizasyonu

HEO oH
10em ! gH
H;O OH
“145V /605 ettt
— I —

PGE p.PGE MNPs/p.PGE Ox/MNPs/p.PGE

MNP Metal Nanopargacik o Kitosan . Oksidaz Enzimi

Sekil 3.3. Modifiye elektrotlarin hazirlanmasi siirecinin temsili bir gosterimi

3.4.5. Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

Yalin ve modifiye elektrolarin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek amaciyla,
herbir elektrodun CV’leri ve impedans egrileri kaydedildi. Ilk asamada, herbir elektrodun
10 mM Fe(CN)&™ redoks probu igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisinde belirtilen analiz
sartlarinda (-0,20 V — 40,70 V potansiyel araligi; 50 mV/s tarama hizi) CV’leri
kaydedilerek, Fe(CN)s*/Fe(CN)s* indirgenme/yiikseltgeme pik akimlarindaki ve pik
potansiyellerindeki degisimler not edildi. Ikinci asamada ise impedans ol¢iimlerini
gerceklestirmek igin ayni destek ¢ozelti ortaminda belirtilen sartlarda (105 ile 10" Hz
frekans araliginda ve 170 mV potansiyelde) Nyquist egrileri kaydedildi.

3.4.6. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Morfolojilerinin incelenmesi

Hazirlanan p.PGE, metal ve bimetalik nanopar¢acik modifiye p.PGE’lerin yiizey
morfolojilerinin incelenmesi amaciyla Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve
Teknoloji Arastirma Merkezinde (COBILTUM) JEOL SEM-7100-EDX marka cihaz
kullanilarak taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscobe, SEM)
goriintiileri ile enerji yaymimli X-1sin1 (Energy Dispersive X-Ray) spektrumlart ve
PANalytical Empyrean X-RD marka cihaz kullanilarak da X-ism1 kirmimi (X-Ray
Diffraction, XRD) spektrumlar1 kaydedildi. GOx modifiye p.PGE, Pt/p.PGE ve Pt-
Pd/p.PGE’nin yiizey morfolojilerinin arastirilmasi i¢inse enzim modifiye elektrotlarin
sadece SEM gorintiileri ve EDX Spektrumlar1 alinarak modifiye elektrot yiizeyinde metal

nanoparg¢acik modifikasyonu ve GOx immobilizasyonu incelendi.
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3.5. Elektrokimyasal H,O, Sensorii Calismalar:

3.5.1. Metal Nanoparcactk Modifiye PGE’lerin H,0O,’ye Elektrokatalitik
Yamtlarinin Dongiisel Voltammetri Yontemi ile incelenmesi

Metal nanoparcacik modifiye kalem grafit elektrotlarin (MNPs/p.PGE) her birinin
H202’nin elektrokatalitik indirgenmesine/yiikseltgenmesine yonelik yanitlari, H,O2’ nin
cesitli derisimlerini (8, 16 ve 32 mM) ihtiva eden ve herbiri 0,1 M KCI igeren farkli
pH’lardaki (2,0 — 12) BRBS, 0,1 M NaOH ve pH 7,0 PBS ortaminda CV’leri kaydedilerek
incelendi. Modifiye elektrotlar i¢in optimum yanitin alindigi destek elektrolit pH’s1
saptand1i. Optimize edilen pH’ya ait destek elektrolit ortaminda, herbiri farkli metal
nanopargacik tlirtinii ihtiva eden ve farkli dongii sayilarinda elektrokimyasal biriktirilmesi
ile elde edilen modifiye elektrotlar icerisinden HO,’nin  elektrokatalitik
indirgenmesine/yiikseltgenmesine en iyi yamt veren dongii sayist kaydedildi ve
elektrokimyasal H,O, sensorleri olarak sonraki calismalarda kullanilacak modifiye
elektrotlar belirlendi.

3.5.2. FIA Sisteminde Amperometrik H,O, Sensor Calismalari

FIA sisteminde amperometrik sensér ve biyosensor calismalarini gerceklestirmek
tizere Sekil 3.2°de verilen ve Dilgin ve arastirma grubu tarafindan (Dilgin, 2015; Saglam
ve ark., 2016) ilk kez PGE ig¢in teflondan tasarlanmis bir akis hiicresi kullanildi. Akis
hiicresinde, AgCl ile kaplatilmis bir Ag tel ile bir Pt tel bulunmaktadir. Elektrokimyasal
sensor ve biyosensor ¢alismalari igin yararlanilan FIA sistemine ait temsili bir gosterimi

Sekil 3.4°te verilmistir.
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Sekil 3.4. FIA sisteminin temsili bir gésterimi
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FI amperometrik ¢alismalarda kullanilmak iizere belirlenen herbir MNPs/p.PGE i¢in ayr1
ayr1 optimize edilen, 1,0 M KCl igeren 0,1 M NaOH, 0,1 M pH 7,0 PBS ve pH 6,0 BRBS,
akis cozeltileri olarak kullanildi. Ardindan FIA sisteminde uygulanan potansiyel, akis
¢Ozeltisinin sisteme verilme hizi, yiiklenecek 6rnegin hacmi ve kolon uzunlugu gibi 6nemli
sistemsel parametreler i¢in en uygun sartlar belirlendi. FIA sisteminde akimin zamana
bagl degisim egrilerinde duragan ve diizenli zemin akimi saglandiktan sonra belirli
derisim araliginda akis ¢ozeltilerinde hazirlanan H,O, standart ¢ozeltileri, sisteme bir
enjektor vasitastyla, 100 pL’lik 6rnek yiikleyici kolonu dolduracak sekilde sisteme en az 3
kez enjekte edilerek verildi. Olgiimler, akimin zamana bagh degisim grafikleri halinde
kaydedildi. Tekrar edilen herbir analizden sonra enjeksiyon vanasi ve akis hiicresi saf su

ile yikanarak temizlendi ve ilerleyen analizlerde kullanimi i¢in uygun hale getirildi.

3.5.2.1. Girisim Calhsmalari

Au/p.PGE ve Pt/p.PGE kullanilarak yapilan girisim ¢alismalarinda, 0,10 mM
H,O,’ye gore 1:1, 1:2, 1:5 1:10 ve 1:100 oraninda girisimci maddeler (GL, GLA, SA,
SAL, AA, DA ve UA) icerecek sekilde cozeltiler, akis ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢o6zeltiler sisteme en az ii¢ kez enjekte edildi ve sonuglar akim-zaman
grafikleri seklinde kaydedildi. Benzer sekilde Pd/p.PGE i¢in de 2,50 mM H,0;’ye gore 1,
2, 5, 10 ve 50 kat ve Pt-Pd/p.PGE i¢in ise 0,20 mM H,0;’ye gore 1, 2, 5, 10 ve 100 kat
ayn1 girisimeci maddeleri icerecek sekilde hazirlanan c¢ozeltiler sisteme en az ii¢ kez enjekte

edilerek optimize edilen kosullar altinda FI amperomogramlari kaydedildi.

3.5.2.2. Tasarlanan Sensériin Ger¢ek Ornekte Uygulama Cahsmalar:

H,O2’nin FIA sisteminde amperometrik tayini i¢in Onerilen Au/p.PGE, kozmetik
magazalarinda kolayca bulunabilen bir sa¢ oksidasyon kremindeki (Wella Koleston, % 9)
H.0, igeriginin belirlenmesi ile test edildi. Bu amagla 1,0 mL sa¢ oksidasyon kremi
1/10000 oraninda tastyici ¢ozelti (1,0 M KCl i¢eren 0,1 M NaOH) ile seyreltildi. Seyreltik
ornek kisimlari igerisine 0, 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM H,0, olacak sekilde standart
H20, eklendi ve hazirlanan bu ¢ozeltiler FIA sistemine en az li¢ kez enjekte edilerek
optimize edilen kosullar altinda FI amperomogramlar1 kaydedildi. Standart katma yontemi
uygulanarak ornekteki H,O, miktar1 hesaplandi.

H2,O2’nin FIA sisteminde amperometrik tayini igin o6nerilen Pt/p.PGE, medikal
uygulamalarda siklikla kullanilan % 3,0 H,O, iceren bir antiseptik ¢ozeltisindeki (BIKAR

marka) H,O; igeriginin belirlenmesi ile test edildi. Bu amagla 1,0 mL antiseptik ¢6zelti
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1/100000 oraninda tasiyict ¢ozelti (1,0 M KCl igeren 0,1 M NaOH) ile seyreltildi. Seyreltik
ornek kisimlari igerisine 0, 10, 25, 50, 75, 100 ve 250 uM H,0, olacak sekilde standart
H.0O, eklendi ve hazirlanan bu ¢ozeltiler FIA sistemine en az ili¢ kez enjekte edilerek
optimize edilen kosullar altinda FI amperomogramlar1 kaydedildi. Standart katma yontemi
uygulanarak 6rnekteki H,O;, miktar1 hesaplandi.

H202’nin FIA sisteminde amperometrik tayini i¢in 6nerilen Pd/p.PGE, % 3,0 H,O;
iceren bir antiseptik ¢ozeltisindeki (BIKAR marka) ve sa¢ oksidasyon kremindeki (Wella
Koleston, % 9) H,0, igeriklerinin belirlenmesi ile test edildi. Bu amagla 6ncelikle 1,0 mL
antiseptik ¢ozelti 1/1000 oraninda tasiyici ¢ozelti (1,0 M KCl igeren 0,1 M pH 7,0 PBS) ile
seyreltildi. Seyreltik 6rnek kisimlari igerisine 0; 0,50; 0,75; 1,0 ve 2,5 mM H,0, olacak
sekilde standart H,O, eklendi ve hazirlanan bu ¢ozeltiler FIA sistemine en az li¢ kez
enjekte edilerek optimize edilen kosullar altinda FI amperomogramlari kaydedildi.
Standart katma yontemi uygulanarak ornekteki H,O, miktar1 hesaplandi. Sa¢ oksidasyon
kreminin ihtiva ettigi H,O; igerigini tayin etmek i¢in ise 1,0 mL sa¢ oksidasyon kremi
1/5000 oraninda tasiyici ¢ozelti (1,0 M KCI igeren 0,1 M pH 7,0 PBS) ile seyreltildi.
Seyreltik 6rnek igerisine 0; 0,25; 0,50; 0,75 ve 1,0 mM H,0, olacak sekilde standart H,O,
eklendi ve hazirlanan bu ¢o6zeltiler FIA sistemine en az ii¢ kez enjekte edilerek optimize
edilen kosullar altinda FI amperomogramlari kaydedildi. Standart katma yontemi
uygulanarak 6rnekteki H,O, miktar1 hesaplandi.

H,O,’nin FIA sisteminde amperometrik tayini igin Onerilen Pt-Pd/p.PGE, % 3,0
H,0, igeren bir antiseptik ¢ozeltisindeki (BIKAR marka) H,O; igeriginin belirlenmesi ile
test edildi. Bu amagla 1,0 mL antiseptik ¢ozelti 1/10000 oraninda tasiyici ¢ozelti (1,0 M
KCl igeren 0,1 M pH 7,0 PBS) ile seyreltildi. Seyreltik 6rnek kisimlari igerisine 0; 0,10;
0,25; 0,50; 0,75 ve 1,0 mM H,0; olacak sekilde standart H,O, eklendi ve hazirlanan bu
cozeltiler FIA sistemine en az ii¢ kez enjekte edilerek optimize edilen kosullar altinda FI
amperomogramlart kaydedildi. Standart katma yontemi uygulanarak ornekteki H,O,

miktar1 hesaplandi.

3.5.2.3. FIA Sisteminde Tekrarlanabilirlik ve Kararhilik Testleri

*Tekrarlanabilirlik Testleri: Au/p.PGE, Pt/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE igin ayr1 ayr1 0,10
mM H,O;’nin, Pd/p.PGE i¢inse 2,50 mM H,O,’nin FIA sistemine optimize edilen
sartlarda tekrarlanan enjeksiyonlari ile gergeklestirildi ve Fl amperomogramlart kaydedildi.

*Kararlhilik Testleri: Au/p.PGE ve Pt/p.PGE ayr1 ayr1 0,10 mM H»O;’nin sisteme

sirastyla 1., 8., 15., 22., 29., ve 60. giinlerde en az iicer kez enjeksiyonlar ile verilerek

o1



gerceklestirildi. Pd/p.PGE i¢in 2,50 mM H;0;’nin FI sistemine optimize edilen sartlarda
sirasiyla 1., 8., 15., 22. ve 29. gilinlerde en az iigcer kez enjeksiyonlar1 ile verilerek
gerceklestirildi. Pt-Pd/p.PGE igin ise 0,10 mM H,O;’nin sisteme sirasiyla 1., 8., ve 15.
giinlerde en az tger kez enjeksiyonlar1 ile wverilerek gergeklestirildi ve Fl

amperomogramlari kaydedildi.

3.6. Permanganometrik Titrasyon Metodu Kullanilarak H,O, Tayini

3.6.1. 0,05 M KMnO, Cozeltisinin Na,C,0,’e Kars1 Ayarlanmasi

105 °C’de 2 saat siireyle kurutulmus primer standart sodyum okzalattan (Na;C,0,)
0,1 gr bir erlene alinarak, tizerine 100 mL saf su ve 15 mL 3,0 M H,SO, eklendi ve
Na,C,0,’1lin ¢éziinmesi saglandi. Biiret 0,05 M KMnOy ile dolduruldu ve doniim noktasina
kadar (bir damla permanganatin verdigi renk 30 s boyunca kalic1 olana kadar) titre edildi
(Jeffery ve ark., 1989; Giindiiz, 2012). Titrasyon islemi 5 kez tekrarlandi. Yapilan tekrarlar
sonucunda biirette okunan sarfiyatlardan KMnO, ¢ozeltisinin derisimi ortalama 0,048 M

olarak hesaplandi.

3.6.2. Ayarh KMnO, (0,048 M) Cozeltisi ile Gercek Orneklerdeki H,O;’nin
Titre Edilmesi

Gergek orneklerin (Wella Sa¢ Oksidasyon Kremi ve BIKAR Antiseptik Cozelti)
ihtiva ettigi H,O, igerigi, literatiirdeki permanganometrik titrasyon metodundan
yararlanarak belirlendi (Jeffery ve ark., 1989; Giindiiz, 2012). Gergek orneklerden alinan 2
mL’lik bir kisim bir erlene alinarak iizerine 75 mL % 3’liikk H,SO,4 ¢ozeltisi eklendi ve 100
mL hacme saf su ile tamamlandi. Ayarli KMnO, (0,048 M) ¢ozeltisi ile doniim noktasina
(pembe renk 30 s boyunca kalic1 olana kadar) kadar titre edildi. Titrasyon islemi 5 kez

tekrarland1 ve KMnOQy sarfiyatlarindan numunelerdeki H,O; derisimleri hesaplandi.

3.7. Elektrokimyasal Glukoz Biyosensor Calismalari

3.7.1. GOx-CT/MNP/p.PGE’lerin Glukoza Elektrokatalitik Yanitlarimin
Déngiisel Voltammetri Yontemi ile incelenmesi

Daha once belirtilen prosediirlere gore hazirlanan enzim modifiye elektrotlar, GOx
enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerine (pH 5,5) yakin olan 0,1 M KClI igeren
pH 6,0 BRBS icerisinde 1,0 dk stireyle Ar gegirilerek CV’leri alindi. Sonra 1,0 dk siireyle
O, gegirilerek 3,0 dk boyunca atmosferik O, ile dengeye gelmesi beklenildi ve CV’leri

alindi. Son asamada, glukozun artan derisimleri (8, 16 ve 32 mM) eklenerek bir manyetik
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bar ile karigtirtldi ve her derisim i¢in ortamdaki oksijenin tiikketimine bagl olarak O,’nin
indirgenme pik akimina ait azalma ve glukozun yiikseltgenmesinden olusan yan iiriin
H20,’nin yiikseltgenme pik potansiyeli ve pik akimi izlendi. Yapilan analizler neticesinde
en iyi elektrokatalitik yanita bagli olarak, glukoz igin elektrokimyasal biyosensor
calismalarinda kullanilacak MNP/p.PGE’ler belirlendi. Belirlenen modifiye elektrotlar i¢in
CV’de sirasiyla destek ¢ozeltinin pH’s1 ve enzim modifikasyonu i¢in kitosan ¢ozeltisinde
enzim derisimleri optimizasyonlar1 gerceklestirilerek, glukozun elektrokatalitik yanitlarina

etkileri incelendi ve en uygun destek elektrolit pH’s1 ve enzim derisimi belirlendi.

3.7.2. FIA Sisteminde Amperometrik Glukoz Biyosensor Calismalar:

FIA sisteminde amperometrik elektrokimyasal biyosensér ¢alismalarinda
kullanilmak tizere belirlenen GOX-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE igin 1,0 M KCI
ihtiva eden pH 6,0 BRBS akis ¢6zeltisi olarak kullanildi. Enzim modifiye elektrot akis
hiicresine yerlestirilerek, calisma, karsilastirma ve yardimer elektrotlarin elektriksel
baglantilar1 yapilarak analiz asamasina gegildi. FIA sisteminde uygulanan potansiyel, akis
¢ozeltisinin sisteme verilme hizi, yliklenecek 6rnegin hacmi ve kolon uzunlugu gibi 6nemli
sistemsel parametreler i¢in en uygun sartlar incelendi. Bu amagla, akimin zamana bagh
degisim grafiklerinde duragan ve diizenli zemin akimi saglandiktan sonra cesitli
derisimlerde akis ¢ozeltilerinde hazirlanan glukozun standart c¢ozeltileri sisteme bir
enjektor vasitasiyla, 100 pL’lik 6rnek yiikleyici kolonu dolduracak sekilde en az 3 kez
enjekte edildi ve FI amperomogramlar kaydedildi. Tekrar edilen herbir analizden sonra
enjeksiyon vanasi ve akis hiicresi saf su ile yikanarak temizlendi, kurutuldu ve ilerleyen

analizlerde kullanimi i¢in uygun hale getirildi.

3.7.2.1. FIA Sisteminde Girisim Calismalari

* GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak 1,0 mM glukoz igeren 1,
2, 5, 10 ve 100 kat girisimci (GLA, SA ve SAL) icerecek sekilde tasiyici ¢ozelti ile
hazirlanan girisim ¢ozeltileri sisteme en az {i¢ kez enjekte edildi ve sonuglar
amperomogramlar seklinde kaydedildi. AA, DA ve UA girisimcilerinden kaynakli girigim
etkilerini dnemsiz seviyelere indirmek amaciyla suda ¢oziinmeyen bir 6n ylikseltgeyici,
sodyum bizmutat (NaBiO3) kullanildi. Bu amagla, bir enjektor 1,0 g NaBiOg ile dolduruldu
ve glukoz i¢cermeyen sadece bu girisimcilerin farkli derigimlerini (0,01, 0,10 ve 1,0 mM)
iceren ayr1 ayr1 hazirlanmis ¢ozeltileri NaBiOj3 enjektor kullanilmadan ve kullanilarak FIA

sistemine en az ii¢ kez enjekte edilerek verildi. Ayrica, 6n yiikseltgeyicinin glukozun
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amperometrik cevabina etkisini incelemek amaciyla farkli derigsimlerde (0,01, 0,05, 0,10,
0,50 ve 1,0 mM) glukoz ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler de NaBiOs; enjektor
kullanilmadan ve kullanilarak FIA sistemine en az li¢ kez enjekte edilerek verildi. Son
olarak herbiri 1,0 mM glukoz igerecek sekilde 1, 2, 5 ve 10 kat AA, DA ve UA ¢ozeltileri
ayr1 ayr1 hazirlanarak FIA sistemine NaBiO3 enjektor kullanilmadan ve kullanilarak FIA

sistemine en az ii¢ kez enjekte edilerek verildi.

3.7.2.2. FIA Sisteminde Ger¢ek Ornege Uygulama Calismalari

* Glukozun FIA sisteminde amperometrik tayini igin onerilen GOx-CT/Pt/p.PGE,
yapay kan serumundaki glukoz igeriginin belirlenmesi ile test edildi. Bu amagla 1,0 mL
yapay kan serumu ¢ozeltisi 1/10 oraninda tasiyici ¢ozelti (1,0 M KCl i¢eren pH 6,0 BRBS)
ile seyreltildi. Seyreltik 6rnek icerisine 0, 0,5, 1,0 1,5 ve 2,0 mM glukoz olacak sekilde
standart glukoz eklendi ve hazirlanan bu ¢ozeltiler FIA sistemine NaBiOj ile doldurulmus
enjektor ile en az li¢ kez enjekte edilerek optimize edilen sartlarda FI amperomogramlari
kaydedildi. Standart katma yontemi uygulanarak yapan kan serumundaki glukoz miktari
hesaplandi. Dekstroz serumuna ve ticari olarak satilan oral glukoz tolerans test (OGTT)
uygulanabilirliginin testi igin 1,0 mL dekstroz serum ¢ozelti 1/250 oraninda ve 1,0 mL
OGTT gozeltisi 1/2000 oraninda tasiyici ¢ozelti (1,0 M KCI igeren pH 6,0 BRBS) ile
seyreltildi. Seyreltik 6rnekler igerisine 0, 0,5, 1,0 1,5 ve 2,0 mM glukoz olacak sekilde
standart glukoz eklendi ve hazirlanan bu ¢6zeltiler FIA sistemine en az {i¢ kez enjekte
edilerek optimize edilen sartlarda FI amperomogramlart kaydedildi. Standart katma
yontemi uygulanarak dekstroz serumdaki ve OGTT c¢ozeltisindeki glukoz miktar
hesaplandi.

* Benzer sekilde GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE i¢in de gergek 6rnek ¢alismalari aynen GOx-
CT/Pt/p.PGE’de oldugu gibi gerceklestirilmis sadece dekstroz igin 1/100 oraninda

seyreltme kullanilmistir.

3.7.2.3. FIA Sisteminde Tekrarlanabilirlik ve Kararhhik Calismalari

*  Tekrarlanabilirlik  Testleri: GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE
kullanilarak 1,0 mM glukozun FIA sistemine sirasiyla ardistk 25 kez tekrarlanan
enjeksiyonuyla optimum kosullar altinda FI amperomogramlari kaydedildi.

* Kararlilik Testleri: GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak 1,0
mM glukozun FIA sistemine sirasiyla 1. ve 2. giinler en az tger kez tekrarlanan

enjeksiyonuyla optimum kosullar altinda FI amperomogramlar1 kaydedildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. H,O,’nin Elektrokimyasal Tayinine Yonelik Sensor Calismalari

4.1.1. Au/p.PGE ile Gergeklestirilen Calismalar

4.1.1.1. AuNP’lerin p.PGE Yiizeyine Elektrokimyasal Biriktirilmesi

AuNP’ler, kosullandirilmis PGE yiizeyine elektrobiriktirme yontemiyle modifiye
edilmistir. Bu amagla, deneysel prosediirde bahsedilen kosullar altinda p.PGE’nin HAuCl,
ortaminda farkli dongii sayilarinda (5, 10, 20, 30 ve 40 dongii) dongiisel voltammogramlari
(cyclic voltammograms, CV) kaydedilerek, 5 farkli Au/p.PGE hazirlanmistir. Ornek
olarak, AuNP’lerin p.PGE yiizeyinde elektrobiriktirilmesine ait 40 dongiilii CV’leri Sekil
4.1°de verilmistir. ilk dongiide gozlenen katodik akim, dongii sayisinin artmasiyla gittikce
artmistir. Bu artis, elektrot yiizeyinde Au’nin elektrokimyasal olarak biriktigini

yansitmaktadir.

Ik Déngii

Akim / mA

O=

Potansiyel / mV

Sekil 4.1. p.PGE’nin, 0,02 M KCI ve 0,2 mM HAuUCI, igeren ve Ar ile doyurulmus 0,02 M
pH 7,0 PBS’de ardisik 40 dongii ile kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

4.1.1.2. Au/p.PGE’lerin Elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi
Elde edilen modifiye elektrotlarla birlikte hem yalin hem de kosullandirilmis

3-/4-

PGE’nin elektrokimyasal ozellikleri, bu elektrotlarin Fe(CN)g redoks probu igeren

¢ozelti ortaminda CV’leri ve elektrokimyasal impedans egrileri kaydedilerek incelenmistir.
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Bu amagla, yalin PGE, p.PGE ve Au**’min farkh dongii sayilarmda CV’lerinin
kaydedilmesi ile (elektrobiriktirme yoluyla) elde edilen Au/p.PGE’lerin 0,01 M Fe(CN)g*>
" iceren redoks probu i¢eren 0,1 M KCl ¢ozeltisindeki CV’leri Sekil 4.2°de verilmistir.

0,84 ——p6E
—p.PGE
1— 5 Dongii
044 10 Ddngii
— 20 Déngil
1— 30 Dangii
0.0- — 40 Déngii

-0,44

Akim / mA

0.2 0.0 0,2 0.4 0,6
Potansiyel / V

Sekil 4.2. PGE, p.PGE ve elektrobiriktirme esnasinda farkli dongii sayilar1 kullanilarak
elde edilen Au/p.PGE’lerin 0,01 M K3[Fe(CN)g], 0,01 M K4[Fe(CN)¢] igeren 0,1 M KCl
destek ¢ozeltisinde kaydedilen CV’leri (tarama hizi: 50 mV/s)

CV’ler incelendiginde, yalin PGE’de Fe(CN)s>'* redoks probuna ait +335 mV’da bir
yiikseltgenme ve +100 mV’da bir indirgenme piki gézlenmistir. Kosullandirilmig elektrot
(p.PGE) kullanildiginda ise yiikseltgenme ve indirgenme pik potansiyelleri, yalin PGE’ye

gore sirastyla daha negatife ve daha pozitife kaymistir. Bu durum, PGE yiizeyinin aktive

edilmesi sonucu olusan karbonil ve hidroksil gibi aktif gruplarin p.PGE ile Fe(CN)s>"*

arasindaki elektron transferini arttirmasina baglanmaktadir. Kosullandirilmis elektrot

3-/4-

yiizeyi AuNP’ler ile modifiye edildiginde ise Fe(CN)g™"" redoks probunun yiikseltgenme

ve indirgenme potansiyelleri, ¢ok az da olsa sirasiyla daha negatif ve daha pozitif
potansiyellere kaymis ve Au’nin elektrobiriktirilmesi esnasindaki dongii sayisinin

3-/4-

artmasiyla da bu potansiyeller ¢cok fazla degismemistir. Ancak, Fe(CN)e™"" redoks probuna
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ait indirgenme ve yiikseltgenme pik akimlari, modifikasyon esnasindaki dongli sayisinin
artmasina bagl olarak artmistir. Ozellikle 5 déngiilii CV’lerin kaydedilmesiyle elde edilen
Au/p.PGE’deki Fe(CN)e>™ nin pik akimlari, p.PGE’ye gore 6nemli derecede artmustir. 5
dongiiden sonra dongii sayisinin 10’dan 40’a kadar artmasiyla bu pik akimlarindaki artis
devam etmis, ama 5 dongiilii Au/p.PGE ile p.PGE arasindaki kadar onemli bir atig
gdzlenmemistir. Ozellikle, 20, 30 ve 40 dongii sayilarinda elde edilen modifiye elektrotlar
icin yiikseltgenme/indirgenme pik potansiyelleri ve pik akimlari degerlerinin neredeyse
sabitlendigi goriilmektedir. Pik akimlarindaki bu artisin nedeni ise elektrobiriktirme
esnasinda dongii sayisinin artmastyla ytizeydeki AUNP yogunlugunun artmasina ve yiizeye
kaplanan AuNP’lerin iletken Ozelligine baglanmistir. Elde edilen bu sonuglar, p.PGE

yiizeyinin AuNP’ler ile modifiye edilmesiyle Fe(CN)g>™

redoks probu ile elektrot
arasindaki elektron transfer hizin1 6nemli derecede arttirdigini yansitmaktadir.

CV ile incelenen modifiye ve yalin elektrotlarin elektrokimyasal o6zellikleri,
elektrokimyasal impedans spektroskopsi ile de incelenmistir. Bu adimda ise tiim
elektrotlarin ayni redoks probunu igeren ¢ozelti igerisinde, Sekil 4.3°de verilen devre
modeli kullanilarak impedans egrileri kaydedilmistir. Yalin PGE, p.PGE ve
elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilarinda elde edilen herbir modifiye

elektrot i¢in kaydedilen Nyquist egrileri Sekil 4.4°de verilmistir.

Azalan

Kisetik Koatrol
Kitle Koatrol

Sekil 4.3. Elektrokimyasal impedans devre modeli ve impedans egrisinin gdsterimi (Rs:
cozelti direnci; Ret: elektron transfer direnci; C: siga; W: Warburg impedansi) (Saglam,

2016)
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Sekil 4.4. PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilari
kullanilarak elde edilen Au/p.PGE’lerin 0,01 M K3[Fe(CN)g], 0,01 M K;[Fe(CN)g] igeren
0,1 M KCI destek ¢ozeltisinde kaydedilen impedans egrileri (Uygulanan frekans araligi:
100000 Hz — 0,1 Hz; uygulanan potansiyel: +170 mV; siniisodiyal sinyal: 5 mV)

Impedans egrileri incelendiginde hicbir 6n islem ya da modifikasyona ugratilmamis
elektroda (Yalin PGE) ait elektron transfer direncinin (Re) diger elektrotlara gore oldukga
yiiksek oldugu goriilmektedir (285 ohm). Direncin yiiksek olmasinin sebebi, PGE’nin
grafit iceriginin yaninda kil ve safsizliklar icermesi ve grafit harici bu bilesenlerin, PGE ile
redoks probu arasindaki elektron transferini zorlastirdigt ve bu durumun iletkenlik
ozelligini azalttif1 seklinde yorumlanmaktadir. Diger taraftan, PGE +1,45 V’ta 6n
kosullandirildiginda ise yalin PGE’ye gore Re degerinde ciddi bir azalma (114 ohm)
goriilmistiir. Bu azalmanin nedeni, 6n kosullandirma basamaginda yiizey safsizliklarindan
temizlenmesi ile birlikte PGE’nin igerdigi grafitin yiikseltgenmesi sonucu elektrot
yiizeyinde muhtemel karboksilik asit (-COOH) ve hidroksil (—OH) gibi elektronca zengin
fonksiyonel gruplarin olusmasina baglanmaktadir. Bu fonksiyonel gruplarin, grafit
yiizeyini aktiflestirerek elektrot yiizeyi ile redoks probu arasindaki elektron transferini
kolaylastirdig1 diistiniilmektedir. AUNP modifikasyonu ile bu diren¢ degerlerinin 6nemli
derecede azaldig1 goriilmiis ve Au/p.PGE’lerin elektrokimyasal olarak biriktirme yoluyla
modifikasyonunda kullanilan dongii sayisinin artmasiyla Ret degerlerinin de orantili olarak
diistiigii gozlenmistir (Cizelge 4.1). Ornegin, 5 dongiili CV sonucu elde edilen
Au/p.PGE’nin diren¢ degeri p.PGE i¢in elde edilen 114 ohm degerinden 39 ohm’a
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diiserken, 40 dongiide elde edilen elektotta ise bu deger 17 ohm’a kadar diigmiistiir.
Elektrokimyasal biriktirme yoluyla modifikasyonda dongii sayisinin artmasiyla elde edilen

34 redoks

AuNP’lerin elektrot yiizeyinde yogunlugunun artmasi, elektrot ile Fe(CN)g
probu arasindaki elektron transferini kolaylastirdigini  yansitmaktadir. Sekil 4.4’te
kaydedilen impedans egrilerinden elde edilen Re degerleri ile Sekil 4.2°de verilen
CV’lerdeki redoks probuna ait pik akimindaki artislar ve potansiyeldeki kaymalar birbirini
desteklemektedir. Hem impedans egrilerinden elde edilen R¢; degerleri hem de CV’lerden
elde edilen anodik ve katodik pik potansiyel ve akimlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Tiim
elektrotlar i¢in kaydedilen impedans egrilerindeki Re; degerleri ve CV’lerdeki pik akiminin
degerlerine gore bir degerlendirme yapildiginda, AuNP’lerin p.PGE ylizeyine basarilt bir

sekilde biriktirildigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.1. Yalin PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii
sayilari kullanilarak elde edilen Au/p.PGE’lerin Fe(CN)s*™ redoks probu ortaminda
kaydedilen impedans egrileri ve CV’lerinden ¢ikarilan veriler (n=3)

Elektrot E. (MmV) | Ec(MV) | AE, (MmV) | 15 (nA) ok (MA) | Re: (Ohm)

PGE 335 100 235 470 £1,0 | 443424 | 285464

p.PGE 305 105 200 519452 | 445424 | 114+06
Au/p.PGE /5 Déngii | 285 130 155 533+4,1 | 48238 | 39421
Au/p.PGE /10 Dongii | 280 130 150 571438 | 516428 | 36+l6
Au/p.PGE /20 Dongii | 275 135 140 57743,0 | 528429 | 21+1,0
Au/p.PGE /30 Dongii | 275 135 140 59242,9 | 544423 | 18405
Au/p.PGE /40 Dongii | 270 135 135 652425 | 599+1,9 | 17+0,8

4.1.1.3. Au/p.PGE’lerin Yiizey Morfolojilerinin Incelenmesi

Yalin ve modifiye elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi
tamamlandiktan sonra, elektrotlarin ylizey morfolojilerinin incelenmesi amaciyla oncelikle
tim elektrotlarin taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscopy, SEM)

goriintlileri alinmustir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. p.PGE (a, 1 um x5000) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii

sayisinin kullanimiyla elde edilen AUNP modifiye elektrotlarin SEM goriintiileri: b) 5, )
10, d) 20, e) 30 ve f) 40 dongii, 1 um x20000)

SEM goriintiileri incelendiginde, p.PGE’nin tabakalar seklinde piiriizsiiz ve diiz bir ylizeye
sahip oldugu (Sekil 4.5 a) ve bu yiizeyin Au'nin elektrokimyasal biriktirmesiyle degistigi
ve AuNP’lerin kiirecikler seklinde p.PGE vyiizeyine biriktigi goriilmektedir. Au’nin

elektrokimyasal biriktirme prosediiri esnasinda kullanilan dongii sayisinin artmasiyla da
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beklenildigi gibi elektrot yiizeyinde Au nanoparcacik yogunluklarmin arttigt da SEM
goriintiilerinden goriilmektedir (Sekil 4.5 b-f). Daha 6nceki kisimda bahsedilen impedans
analizlerinde dongii sayisinin artmasiyla elde edilen Re degerlerinin orantisal olarak
diismesi ve dolayisiyla iletkenlikteki artis ve kaydedilen CV’lerdeki Fe(CN)ea'M”ye ait
anodik ve katodik pik akimlarindaki orantisal artis SEM goriintiilerindeki AuNP
yogunlugunun dongii sayisiyla artmasmi desteklemektedir. Daha sonraki kisimda
belirtilecegi gibi HAUCI, nin p.PGE’de 40 dongii sayisi ile CV’lerin kaydedilmesiyle elde
edilen Au/p.PGE’nin H;O,’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine en iyi yanit1 verdigi
tespit edildiginden dolay1, bu elektrodun farkli oranlarda yakinlastirilmig SEM goriintiileri
Sekil 4.6’da verilmistir. 20000 ve 30000 kat biiyiitmeyle alinan SEM goriintiilerinden

yapilan hesaplamalara gore elektrot yiizeyinde biriken Au nanoparcaciklarinin boyutunun

80 ile 170 nm arasinda olup (Sekil 4.6 c), ortalama 100 nm oldugu tespit edilmistir. (Sekil
4.6 d).

Sekil 4.6. Elektrokimyasal biriktirme esnasinda 40 dongii ile elde edilen Au/p.PGE’nin
farkli yakinlastirilma oranlarinda kaydedilen SEM goériintiileri; a) 10 pm x350; b) 1 um
x3500; ¢) 1 wm x20000 ve d) 100 nm x30000
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SEM goriintiilerine ek olarak hem p.PGE’nin hem de Au/p.PGE’nin enerji yaymimli
X-151n1 (Energy Dipersive X-Ray, EDX) spektrumu ile X-1sin1 kirinimi (X-Ray Difraction,
XRD) spektrumu kaydedilerek, elektrot yilizeyine metal nanoparcacik modifiye edilmesiyle
gerceklesen yiizey morfolojisi degisimi izlenmistir (Sekil 4.7). Yalin ve kosullandirilmig
elektrodun (p.PGE) EDX spektrumuna gore yiiksek miktardaki C orani (% hesabinda
degerlendirmeye alinmamistir), % 74 O, %18,6 Si ve % 5,2 Al oraninin bulunmasi,
p.PGE’nin iki temel bileseni olan grafit ve bir aliimino silakat minerali olan kil’den
kaynaklanmaktadir (Sekil 4.7 A). Sekil 4.7 B’de ise elektrokimyasal biriktirme
esanasindaki 40 dongii sayisiyla elde edilen Au/p.PGE’nin EDX spektrumu verilmis ve
Sekil 4.7A’da gosterilen p.PGE’ye gore farkli olarak yiizeyde % 24 Au bulunmustur.
Bunun yaninda grafitteki kil mineralinden kaynakli %76 Si da kaydedilmis ve yiiksek
miktardaki C oran1 % hesabinda degerlendirmeye alinmamastir.

Sekil 4.7 C’de ise her iki elektrodun (p.PGE ve Au/p.PGE) XRD spektrumlari
verilmigtir. Yalin ve kosullandirilmis elektrodun (p.PGE) spektrumu incelendiginde,
44,74° ve 54,79° olarak 20 acisinda kalem uclarindaki grafitik karbona ait olan iki 6nemli
pikin gozlendigi ve bu piklerin C (1 0 1) ile C (0 0 4) seklinde grafitin iki farkli yiizey
kiibik kristal (face cubic crystal, fcc) yapiSina ait oldugu tespit edilmis ve literatiir
bilgileriyle ~desteklenmistir (Vishnu ve ark., 2018). Elektrot yiizeyine AuNP
biriktirildiginde ise p.PGE spektrumundan farkli olarak 38,3° olarak 20 agisinda Au (1 1
1)’in ylizey kiibik kristal (face cubic crystal, fcc) yapisina ait bir kirmim piki goriinmiis
olup, bu pikin literatiirde verilen degerlerle uyum igerisinde oldugu belirlenmistir (Sneha
ve ark., 2010; Verma ve ark., 2011). Yalin ve AuUNP biriktirilmis p.PGE’lerin yiizey
morfolojilerini aydinlatmak tizere yapilan SEM, EDX ve XRD analiz sonuglari,
AuNP’lerin basarili bir sekilde p.PGE yilizeyine modifikasyonunun gerceklestigini
gostermektedir. Elektrokimyasal ve ylizey morfolojisi incelenen ve elektrokimyasal
biriktirme esnasinda 40 dongii sayisinin kullanilmasiyla elde edilen Au/p.PGE, H,O;’nin
elektrokatalitik ylikseltgenmesine daha kararli yanitlar verdigi i¢in bundan sonraki

calismalarda bu elektrodun (Au/p.PGE olarak) kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.7. p.PGE’nin (A) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda 40 dongii ile elde edilen
Au/p.PGE’nin (B) EDX ve p.PGE (siyah) ve Au/p.PGE’nin (turuncu) (C) XRD spektrumu
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4.1.1.4. Au/p.PGE’de H,O,’nin Elektrokimyasal Davramisinin incelenmesi

Optimizasyon ¢aligmalarinin ilk asamasinda H,O;’nin elektrokimyasal davranigina
destek elektrolit pH’smin etkisi incelenmistir. Bu amagla, elektrokimyasal biriktirme
esnasinda 40 dongii sayisi ile elde edilen Au/p.PGE’nin pH’s1 2,0 ile 12 araliginda degisen
BRBS’de ve 0,1 M NaOH ¢ozeltisinde 16 mM H,0,’nin CV’leri kaydedilmistir (Sekil
4.8). Voltammogramlar incelendiginde, pH 2,0 ile 8,0 arasinda H,O, nin yiikseltgenmesine
ait herhangi bir akimin olusmadigi, indirgenmede ise 6zellikle asidik bolgelerde (pH 2,0 ile
6,0 arasinda) H; cikisinin daha ¢ok egemen oldugu ve H,O;’nin indirgenmesinin bu asir1
indirgenme akimi altinda bastirildigr  goriilmektedir. H,O2’nin  yiikseltgenme ve
indirgenmesinin pH 9,0’dan sonra net olarak g6zlendigi ancak 6zellikle yiikseltgenmenin
oldukga pozitif potansiyelde (yaklasik 750 mV) oldugu tespit edilmistir. pH’nin 9,0’dan
sonra bazik bolgeye dogru degismesiyle H,O2’nin yiikseltgenmesine ait piklerin daha da
belirginlestigi Sekil 4.8’den gériilmektedir. Ornegin 0,1 M NaOH ortaminda H,0,’nin
yiikseltgenme ve indirgenme pikleri, yaklasik -50 mV ve -200 mV potansiyellere kaydigi
gorlilmiistiir. Bu verilere gore, Au/p.PGE’nin bazik ortamda H,O;’nin yiikseltgenmesine
ve indirgenmesine oldukga iyi bir elektrokatalitik etkinlik gosterdigi ve H,O, nin redoks
tepkimelerini daha da kolaylagtirdigi sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak, en iyi
elektrokatalitik etkinin gozlendigi destek elektrolit ortaminin 0,1 M NaOH destek ¢ozeltisi
oldugu belirlenmis ve bundan sonraki ¢aligmalarda bu destek ¢ozeltinin kullanilmasina

karar verilmistir.
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Sekil 4.8. Au/p.PGE’nin pH’s1 2,0 ile 12 arasinda degisen BRBS ve 0,1 M NaOH
¢ozeltisinde (siyah voltammogramlar), 16 mM H,0, varliginda (kirmizi voltammogramlar)

kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)
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Sekil 4.8’in devami

Calismalarin ikinci kisminda ise Au*nin p.PGE’de farkli dongii sayilarinda
CV’lerinin kaydedilmesiyle hazirlanan Au/p.PGE’lerin 16 mM H,0; igeren 0,10 M NaOH
ortaminda CV’leri kaydedilerek, elektrobiriktirme esnasinda kullanilan dongli sayist
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Hem p.PGE hem de elektrobiriktirme esnasinda farkli
dongii sayilarmin kullanilmasiyla hazirlanan Au/p.PGE icin kaydedilen CV’ler Sekil

4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9. p.PGE (A) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilarinda (5
(B), 10 (C), 20 (D), 30 (E) ve 40 (F)) hazirlanan Au/p.PGE’lerin 0,10 M KCl igeren 0,10
M NaOH ¢ozeltisinde (siyah voltammogramlar) ve 16 mM (kirmizi voltammogramlar)
H,0O, varliginda kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50mV/s)

Yalin ve kosullandirilmis elektrotta (p.PGE), H,O;’nin yiikseltgenmesi, ¢ok yiiksek pozitif
potansiyellerde (yaklasik 600-700 mV’larda), indirgenmesi ise -400 mV’da ¢ok az da olsa
gozlenmistir (Sekil 4.9 A). Yalin p.PGE yiizeyine Au nanopargacik biriktirildiginde ise
H202’nin yiikseltgenme ve indirgenmenin daha net olarak pik seklinde gozlendigi ve bu
piklerin biriktirme esnasindaki dongii sayisina bagli olarak degistigi tespit edilmistir.
Ornegin, 5 dongii sayisiyla elde edilen Au/p.PGE’de H,Oy’nin bir kism1 +400 mV bir
kismi ise +100 mV’da yiikseltgenmis ve indirgenmesi ise -300 mV’lara kaymistir. Dongii
sayisinin artmasiyla da bu pikler daha pozitif ve negatife kaymakla birlikte ilgili piklerin
siddetinde de Onemli artiglar gozlenmistir (Sekil 4.9 B-F). Bu durumun iyi iletkenlik

Ozelliklerine sahip olan AuNP’lerin elektrokatalitik etkisi sebebiyle, yalin elektrotta asiri
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potansiyellerde goriilen HyO,’ye ait yiikseltgenme ve indirgenme piklerinin sirasiyla daha
negatif ve daha pozitife kaydirmasi ve pik akiminda ciddi artiglara neden olmasi ile
aciklanabilmektedir. Dongii sayisinin 30 ve 40 oldugunda elde elde edilen Au/p.PGE’lerde
H,O,’nin yiikseltgenmesine ve indirgenmesine alinan yanitlarin diger dongiilerde elde
edilen elektrotlara gore oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9 E ve F). Her ne
kadar bu iki elektrotta H,O,’nin yiikseltgenmesine ve indirgenmesine ait piklerin
yiiksekligi birbirine oldukca yakin ise de, 30 dongii sayisiyla elde edilen elektrodun yiizey
etkinligini daha hizli yitirecegi ve bu durumun modifiye elektrodun tekrarlanabilirlik ve
kararlilik parametrelerini olumsuz etkileyebilecegi olasiligi géz Oniinde bulundurularak,
bundan sonraki ¢alismalarda 40 dongii sayist ile elde edilen Au/p.PGE’nin kullanilmasina
karar verilmistir.

Bir sonraki adimda, optimize edilen destek elektrolit ortaminda (0,1 M KCI igeren
0,1 M NaOH destek ¢ozeltisi) hem p.PGE hem de Au/p.PGE’de H,O;’nin artan derisimine
(0, 8, 16 ve 32 mM) bagli olarak CV’leri kaydedilmistir (Sekil 4.10). Kaydedilen
CV’lerden de gorildigi gibi p.PGE’de (Sekil 4.10 A) H,0;’nin indirgenmesi ve
yiikseltgenmesine ait pikler sirasi ile yaklasik -400 mV ve + 700 mV’da gozlenmis ve
H202’nin derigiminin artmasiyla da pik akimlari orantisal olarak artmistir. Au/p.PGE’de
(Sekil 4.10 B) ise daha 6nce de belirtildigi gibi yiikseltgenme piki daha negatife (-50 mV)
indirgenme piki ise daha pozitife (-200 mV) kaymis ve H,O,’nin derisiminin artmasiyla da

bu piklerin ayn1 potansiyel degerlerinde derisime bagl olarak arttig1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.10. A) p.PGE ve B) Au/p.PGE’nin 0,1 M KCI igeren 0,1 M NaOH destek
¢ozeltisinde artan H,O, derisimine (0, 8, 16 ve 32 mM) bagh olarak kaydedilen CV’leri
(Tarama hizi: 50mV/s)
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4.1.1.5. Au/p.PGE ile FIA Sisteminde Gergeklestirilen Calismalar

FIA sisteminde H;O;’nin Au/p.PGE’de elektrokatalitik yiikseltgenmesine bagl
amperometrik sensorlinii gelistirmek i¢cin deneysel ¢alismalar kisminda bahsedilen, daha
onceki calismalarda kullanilan ve ilk defa PGE i¢in tasarlanan akis hiicresi kullanildi. Fl
amperometrik ¢aligmalara, en uygun sartlar1 belirlemek amaciyla, uygulanacak potansiyel
ve akis cozeltisinin sisteme gonderilme hizi gibi parametrelerin optimize edilmesiyle
baslanmistir. Daha sonra optimize edilen kosullar altinda FI amperometrik H,O, sensoriine
ait analitiksel parametreleri (dogrusal derisim araligi, duyarlik, gozlenebilme smir1 vb.)

belirleme calismalar1 gergeklestirilmistir.

4.1.1.5.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Au/p.PGE’de H,0;’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine bagli FI amperometrik
caligmalarda uygulanacak potansiyeli belirlemek igin farkli anodik uygulama
potansiyellerinde (0; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 400; 500; 600 mV) hem p.PGE’nin hem
de Au/p.PGE’nin 100 pM Hy07’ye verdigi yanitlar, amperomogramlart kaydedilerek
izlenmistir. Her iki elektrot kullanilarak belirli kosullar altinda 100 pM H;O7’nin ii¢
ardisik enjeksiyonuyla kaydedilen FI amperomogramlari ve bu amperomogramlardaki
verilerden elde edilen akim-potansiyel degisim grafikleri Sekil 4.11°de verilmistir. Sekil
4.11 A ve Sekil 4.11 B’de goriildigii gibi yalin ve kosullandirilmis elektrotta (p.PGE),
uygulama potansiyelinin 0 mV’dan 300 mV’a kadar degismesiyle H>O’nin
yiikseltgenmesine ait piklerin giderek ¢ok az da olsa arttig1 ve gozlenen bu artisin 400 mV
ile 600 mV arasinda daha da belirginlestigi tespit edilmistir. Au/p.PGE’de ise uygulama
potansiyelinin 0 ile 300 mV arasinda degismesiyle elde edilen pik akimlarmin p.PGE’ye
gore oldukga belirgin oldugu ve 400 — 600 mV uygulama potansiyelleri arasinda ise hemen
hemen sabitlenerek degistigi gozlenmistir (Sekil 4.11 C ve Sekil 4.11 D). Ayrica her iki
elektrot i¢in +300 mV uygulama potansiyelinde H,O,’nin yiikseltgenmesine verdikleri
akimsal yanitlar karsilastirildiginda, modifiye elektrot ile alinan akim degerinin yalin
elektroda gore yaklasik 16 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar
Au/p.PGE’de +400 mV ve sonrasinda en yliksek akim degerleri elde edilmis ise de, yiliksek
potansiyellerde biyolojik a¢idan g¢esitli girisimci bilesiklerin (AA, DA vs.) girisim
etkilerinin yogun olmasindan ve +300 mV’da Au/p.PGE’de elde edilen yanitin p.PGE’ye
gore oldukga fazla olmasindan dolayi, bundan sonraki ¢aligmalarda +300 mV uygulama

potansiyelinin optimum deger olarak kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.11. p.PGE (A ve B) ve Au/p.PGE’nin (C ve D) farkli uygulama potansiyel
degerlerinde 100 uM H;O2’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlart (A ve C) (Tastyict ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCI ihtiva eden
0,1 M NaOH c¢ozeltisi; akis hizi: 2,0 mL/dk; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL; kolon
uzunlugu: 10 cm) ve bu amperomogramlardan elde edilen akim-potansiyel degisim

grafikleri (B ve D)

Au/p.PGE’de H,0;’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine yonelik c¢aligmalarla birlikte
elektrokatalitik  indirgenmesine  bagli olarak da elektrokimyasal sensdriiniin
tasarlanabilecegi bir onceki kisimda kaydedilen CV’lerden goriilmektedir. Dolayisiyla FIA
sisteminde -300 mV potansiyel degerinde yine 100 uM H,O;’nin enjeksiyonuyla elde
edilen katodik pik akim degerleri incelenmis ve ortamdaki O,’nin H,O,’nin indirgenme
akiminm etkiledigi tespit edilmistir. Sekil 4.12 A’da -300 mV’da kaydedilen FlI
amperomogramlardan goriildiigli gibi, hava atmosferi ortaminda 100 uM H,0,’de katodik
pikin gozlendigi, Ar gegirildiginde ise piklerin anodik yone kaydigi ve son olarak O; ile
doyuruldugunda piklerin katodik yonde onemli derecede arttigi tespit edilmistir. Bu
durum, O, ve H;O;’nin indirgenmesinin -300 mV’ta yarismali olarak gerceklestigini
gostermekte olup, alinan sonuglar CV verileriyle uyumlu goriinmektedir (Sekil 4.10 B).

O2’nin H,0;’nin yiikseltgenme pik akimina etkisini gdzlemlemek i¢in benzer sekilde
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+400 mV uygulama potansiyelinde H,O;’nin yiikseltgenmesine ait FI ampeormogramlari
kaydedilmigstir. Sekil 4.12 B’de goriildiigii gibi +400 mV’da tekrarlanan enjeksiyonlar
sonucunda H,O,’nin yiikseltgenmesine ait pik akimlarimin hava atmosferi, Ar ve O, ile
doyurulmus ortamlarda degismedigi gibi oldukga kararli yanitlar alinmistir. Elde edilen bu
sonuglara gore, Au/p.PGE kullanilarak enzimatik olmayan yoldan elektrokimyasal H,0,
sensOrii  caligmalarina  H,O,’nin  elektrokatalitik  yiikseltgenmesi iizerinden devam

edilmesine karar verilmistir.

| Argon Gazi I
Gegirilerek

2pA|
B0s

Gaz Argon Gazi Oksijen Gazi
Gegirilmeden — Gocinilenek Gegirilerek

6az
Gegirilmeden

2 uA|
Oksijen Gazi

50 s

Gegirilerek

Sekil 4.12. Au/p.PGE kullanilarak -300 mV (A) ve +400 mV (B) uygulama
potansiyellerinde hava atmosferi, Ar ve O; ile ayri ayrt doyurulmus akis ¢Ozeltisi
ortaminda 100 puM HyO2’nin 3 ardigik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlar1 (Tasiyic1 ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCI iceren 0,10 M NaOH,;
akis hiz1 2,0 mL/dK; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

4.1.1.5.2. Tasiyic1 Cozeltinin Akis Hizinin Belirlenmesi

FIA sisteminde g¢alisilacak en uygun potansiyelin belirlenmesinin ardindan, birim
zamandaki akis hacminin degisimiyle, H,O;’nin elektrokatalitik yiikseltgenme pik
akimmin nasil degistigi incelenerek en uygun akis hizi belirlenmistir. Bu amacla,
Au/p.PGE’de Ar ile doyurulmus akis ¢ozeltisinde hazirlanmig 100 uM Hy0, ¢ozeltisi,
farkli akis hizlarinda (0,76; 1,18; 1,7; 2,0; 2,4; 2,7; 3,3; 3,7; 4,0; 4,7; 5,3 ve 5,7 mL/dKk)
FIA sistemine enjekte edilmis ve amperomogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.13 A). Bu
amperomogramlardan elde edilen verilerden pik akimi-akis hiz1 degisim grafigi ¢izilmis ve
Sekil 4.13 B’de verilmistir. Sekil 4.13 A ve B’de gorildiigi tizere, Au/p.PGE’nin 100 uM
H,O,’ye verdigi elektrokatalitik yiikseltgenme yaniti 0,76 mL/dk’dan baslayarak 2.4
mL/dk’ya kadar belirgin bir artis gostermis, 2,4 mL/dk akis hizindan itibaren ise akim
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gittikge azalmisg ve 4,7 — 5,7 mL/dk akis hizlar1 araliginda sabitlenmistir. Akis hizinin
yiikselmesiyle gozlenen belirgin azalisin nedeninin, tasiyici ¢ozeltinin sisteme gonderilme
hizi artttkca H;O, ile elektrot arasinda gergeklesen elektrokatalitik ylikseltgenme
tepkimesine yeterince zaman taninmamasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Elde
edilen sonuglara gore, en yiiksek akim degerinin elde edildigi 2,4 mL/dk akis hizi,
optimum akis hiz1 olarak belirlenmis ve bundan sonraki ¢alismalarda bu akis hizi degerinin

kullanilmasina karar verilmistir.

2,4
A 2,0 27 33 37 B 84

1,7 740
1,18 4,4

53
5,7 mL/dk 74
0,76

Akim / pA

2 3 4 5
LL Akis Hizi / mL/dk

o

‘”"I_.. Ut I

200 s

—

KL U {

Sekil 4.13. Au/p.PGE’nin farkli akis hizlarinda 100 uM H,0,’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla

L

LLL_LL

FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (A) (Uygulama potansiyeli: +300 mV;
tasiyict ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCI igeren 0,10 M NaOH ¢ozeltisi; o6rnek
kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve bu amperomogramlardan elde

edilen akim-akis hiz1 degisim grafigi (B)

4.1.1.5.3. Analitiksel Parametrelerin Belirlenmesi

Bir onceki kisimda optimize edilen +300 mV uygulama potansiyeli ve 2,4 mL/dk
akis hiz1 degerleri kullanilarak hem p.PGE hem de Au/p.PGE’nin artan H,O, derisimine
bagli olarak amperomogramlari kaydedilmis (Sekil 4.14) ve kaydedilen bu
amperomogramlar ile elektrokimyasal sensoriin dogrusal ¢alisma araligi, gozlenebilme

siir1 gibi analitiksel parameterler belirlenmistir.
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Sekil 4.14. p.PGE (A) ve Au/p.PGE’nin (B) artan H,O, derisimine bagl olarak FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlar1 (Uygulama potansiyeli: +300 mV; akis hiz1 2,4
mL/dk; tastyict ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCl igeren 0,10 M NaOH c¢ozeltisi; 6rnek

kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

p.PGE’de H,O.’nin elektrokatalitik ylikseltgenmesine ait sinyalin goriildiigii en kiiclik
derisim 10,0 uM iken, Au/p.PGE kullanildiginda ise sinyalin net olarak goriildiigii derisim
1,0 upuM’a kadar dismektedir (Sekil 4.14). FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlardan da goriildiigii tizere, hem p.PGE hem de Au/p.PGE’de artan H,0,
derigimine bagli olarak olusan pikler artmis, ancak Au/p.PGE’deki piklerin daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir. Bu amperomogramlardan pik akim degerleri hesaplanarak, hem
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akim-derisim grafigi hem de kalibrasyon grafigi her iki elektrot i¢in elde edilmistir (Sekil
4.15). Kalibrasyon egrisinden p.PGE ve Au/p.PGE i¢in dogrusallik iligkisi incelenmis, elde
edilen veriler 1s18inda modifiye elektrot ile daha duyar yamit alindigi, H»O;’nin
yiikseltgenmesine verdigi amperometrik yanitin olduke¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.15 B ve D).

20-
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Sekil 4.15. p.PGE (A ve B) ve Au/p.PGE’nin (C ve D) artan H,O; derisimlerine (A igin
10,0 uM — 10,0 mM ve C i¢in 1,0 uM — 7,5 mM H;0,)) verdigi yanitlara ait akim-derigim
grafigi (A ve C) ve elde edilen kalibrasyon grafikleri (B i¢in 10,0 uM — 5,0 mM H,0,
araliginda, I(nA) = 0,0031 C(uM) + 0,2658 ve R?=0,9984 ve D igin 1,0 uM — 1000 pM
H,0, araliginda I(pA) = 0,0613 C(uM) + 0,5434 ve R? = 0,9993)

Yalin ve kosullandirilmis PGE ile dogrusal yanit alinan derigim araligi 10,0 uM — 5000 pM
H,0; olarak bulunmus olup, dogru denklemi ve korelasyon katsayisi sirasi ile I(pA) =
0,0031 C(uM) + 0,2658 ve R? = 0,9984 olarak bulunmustur. Au/p.PGE kullanildiginda ise
dogrusal yamit 1,0 uM — 1000 uM H,0, olarak kaydedilmis ve dogru denklemi ve
korelasyon katsayisi sirasi ile I(pA) = 0,0613 C(uM) + 0,5434 ve R* = 0,9993 olarak
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hesaplanmistir. Yalin ve modifiye PGE i¢in Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egim
degerlerinin birbirine oran1 (Mmodifiye/Myan) yaklasik 20 olup, 20 kat daha duyar olduguna
isaret etmektedir. Ayrica Au/PGE’de H,0O,’nin sinyalinin net olarak goriildiigli en kiiclik
derisiminin (1,0 uM) sisteme en az 10 kez enjekte edilmesi ile kaydedilen FI
amperomogramlardan pik akimlar1 ve pik ortalamasma ait standart sapma degeri
hesaplanmigtir. Standart sapmanin egime oraninin 3 kati (3Sp/m) alinarak g6zlenebilme
siirt (limit of detection, LOD) degeri 0,29 uM H,0; ve standart sapmanin egime oraninin
10 kat1 (10Sp/m) alinarak tayin sinir1 (Limit of Quantification, LOQ) degeri 0,97 uM H,0,
olarak hesaplanmistir. Au/p.PGE kullanilarak gelistirilen FI amperometrik H,O, sensdriine
ait duyarlik, Au/p.PGE i¢in elde edilen kalibrasyon egrisinin dogru denklemindeki egim
degerinin p.PGE’nin teorik olarak bulunan yiizey alammna (1,0 cm igin 0,159 cm?)
oranlanmasiyla hesaplanmis ve 386 pA mM? cm? (Mmodifiye/0,159 sz) olarak

bulunmustur.

41.15.4. Au/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensoriin  Seciciliginin
Incelenmesi

Au/p.PGE kullanilarak FIA sisteminde gelistirilen amperometrik H;O, sensoriiniin
seciciligini test etmek amaciyla, H»O,’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesini etkileyebilme
potansiyeli yiiksek olan bazi girisimci maddeler (AA, DA, GL, SA, SAL, GLA ve UA)
kullanilmistir. Bu amagla, farkli derisimlerde (0; 0,10; 0,20; 0,50; 1,0 ve 10 mM) girisimci
molekiil igeren 100 uM H,0O; hazirlanarak, FIA sistemine enjekte edilmis ve optimize
edilen kosullarda herbir girisimei molekiil i¢in ayr1 ayri amperomogramlar1 kaydedilmistir
(Sekil 4.16). Boylece, 100,0 uM H,0O, derisimi baz alinarak 1:0, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve
1:100 oranlarinda H,O;:girisimci ¢ozeltileri igin elde edilen FI amperomogramlardan pik
akimlar1 hesaplanmis ve veriler degerlendirilerek standart sapmalari ile birlikte herbir

girisimci molekiil i¢in % degisimler tablo halinde Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.16. Au/p.PGE’de 100 uM H,0, gore artan oranlarda girisimci molekiil (AA (A),
DA (B), SA (C), GL (D), SAL (E), GLA (F) ve UA (G)) igeren ¢dzeltilerin enjeksiyonuyla

FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar (Sekil 4.13’de kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda)
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Cizelge 4.2. Her biri 100 uM sabit H,O, iceren 1:1, 1:2, 1.5, 1:10 ve 1:100 oranindaki
girisimcilerin Au/p.PGE’de H,O;’nin yiikseltgenme pik akimina gdsterdikleri degisimler
(n=3)

H,0,’nin Yiikseltgenme Pik Akimindaki Degisimler (%)

Girisimci Glukoz:Girisimci orant
Molekiil 1:1 1:2 1:5 1:10 1:100
AA +0,79 £0,01 | +28,6 0,14 | +127 £0,49 | +522,0 £1,14 | +4917 £17,0

DA +49,0 £0,14 | +58,1 £0,05 | +103 +0,21 +909 £1,42 +1502 +£3,64

UA +11,7+0,17 | +40,4 £0,04 | +106 £0,20 | +196 +0,23 -

SA +0,89 £0,12 | +1,3+0,07 | +2,5+0,09 -20,1 £0,04 -28,9 £0,05

GL +2,7+0,07 | +4,6£0,02 | +12,5+0,07 | +13,1 £0,12 +59,5 £0,17

SAL +0,78 £0,08 | +1,2+0,10 | +1,3 +£0,08 +2,0 0,07 +2,2 +0,09

GLA +4,7+£0,02 | +12,1 0,03 | +12,2 0,10 | +13,3 +0,03 +13,0 +0,08

Cizelge 4.2°deki sonuglar géz Oniine alindiginda, 1:1 oraminda AA ve UA’min, 1:5
oraninda SA’nin, 1:10 oraninda GL’nin, 1:100 oraninda GLA ve SAL’nin, H,O,’nin
elektrokatalitik yiikseltgenme akimina kayda deger bir etkisi goriilmemistir. H,O,’ye
esdeger katlar1 incelendiginde DA haricinde diger girisimcilerin elektrokatalitik
yiikseltgenme pik akimu etkisinin ¢ok az oldugu goriilmiistiir. Elektrokimyasal sensor ve
biyosensor tasariminda girisimci varliginda, H»O;’nin indirgenme/yiikseltgenme pik
akimina ~% 10 civarindaki degisimin sensoriin seciciligi agisindan kabul edilebilir oldugu
genel olarak bilinmektedir. Girisim ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar ile birlikte bu
durum dikkate alindiginda, DA icermeyen Orneklerde Au/p.PGE kullanilarak H,0,’nin

secici olarak tayininin gerceklestirilebilecegi diistiniilmektedir.

4.1.1.5.5. Au/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan H,O, Sensériiniin Gercek Ornege
Uygulanmasi

Sa¢ boyalari, dezenfektanlar, ilaglar ve dis macunlart belli oranlarda H,O; igerirler.
Fakat yiiksek dozajlarda insan saghigi igin zararli olabilmektedir. Bu amagla Au/p.PGE
kullanilarak gelistirilen FI ampeormetrik H,O, sensorii, medikal uygulamalarda siklikla

kullanilan BIKAR marka % 3 H,O, igeren bir antiseptik ¢dzeltisine uygulanarak test
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edilmistir. Bu amagla 1,0 mL antiseptik ¢ozelti, 1/10000 oraninda tasiyici ¢ozelti (1,0 M
KClI igeren 0,1 M NaOH) ile seyreltilmis ve seyreltik 6rnek igerisinde 0, 100, 250, 500,
750 ve 1000 uM H,0; icerecek sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve herbir ¢ozeltinin
FIA sistemine enjeksiyonuyla amperomogramlari daha 6nce optimize edilen kosullar
altinda kaydedilmistir (Sekil 4.17 A). Kaydedilen amperomogramlardan pik akimlari
hesaplanmis ve bu 0rnek i¢in standart katma grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.17 B’de verilmistir.
Standart katma grafiginden gerekli hesaplamalar yapilarak, antiseptik ¢ozelti icerisindeki
H,0, 0,884 M olarak bulunmustur.

1000 uM 604 -
A oo B y= 0,0469x +4,1504
50] R2= 09966
750
404
<
500 2 30]
E
£ 20,
250
10.
100 .
IOuAl 0 Lb kLL 0 200 400 60 80 1000
100 5 HO, 7 uM

Sekil 4.17. A) Seyreltik 6rnek (1/10000 seyreltik) ve bu 6rnekte 100, 250, 500, 750 ve
1000 uM H,0, igerecek sekilde hazirlanan standart ¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.13’de kullanilan optimize edilmis
kosullar altinda) ve B) Elde edilen standart katma grafigi (I(uA) = 0,0469 C(uM) + 4,1504
ve R? = 0,9966)

Gelistirilen FI amperometrik H,O; sensoriinden elde edilen sonuglari karsilastirmak
amaciyla, literatiide bilinen ve H,0; tayininde sikca kullanilan permanganometrik titrasyon
metodu kullanilarak da oksijenli suyun H,0; igerigi analiz edilmistir. Bu amagcla, oksijenli
su Ornegi, onceden ayarlanmis KMnO, c¢ozeltisiyle titre edilmistir. Her iki metot ile
sonuclar bir tablo halinde verilmistir (Cizelge 4.3). Sonuglar incelendiginde, FlI
amperometrik yontem kullanilarak daha dogru ve duyar sonuglar elde edildigi goriilmiis ve
tasarlanan sensoriin H,O, iceren Orneklere basariyla uygulanabilecegi kanitlanmigtir.
Ayrica, elde edilen sonuglar istatistiksel olarak Student t-testi ve Onerilen yontem ile
permanganometrik titrasyon yontemi arasindaki karsilastirma varyans orani, F-testi ile
degerlendirildi. Bos ve alternatif hipotezler t testi icin Ho: Xot = p ve Ha: Xort # p olarak

tanimlanir, (Xort ve W sirasiyla ortalama ve gergek veya kabul edilen degerlerdir).
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Cizelge 4.3. Antiseptik ¢ozeltide tayin edilen H,O,’ye ait analiz sonuglari (n=5)

Antiseptik Cozeltideki Bulunan H,0; derisimi
Hesaplanan H,O, (% 3) Au/p.PGE kullanilarak FI Permanganometrik
Derigimi Amperometrik Metod Titrasyon
0,884 M 0,007 0,876 M +£0,016
tgen: 0,64 (P: 0,05; 4) tgen: 0,84 (P: 0,05; 4)
0,882 M
tyritik: 2,78 (P: 0,05, 4), Fyritik: 6,39 (P: 0,05, 4, 4) (Douglas ve ark., 1988)

Onerilen elektrot kullanilarak antiseptik ¢ozelti icin tgen 0,64 olarak bulunmustur; bunlar, 4
serbestlik derecesi i¢in % 95 giiven derecesinde tyiik degerden (2,78) daha kiigiiktiir
(Dougles ve ark., 1988). Boylece sifir hipotezi kabul edilebilir ve Xot ve p arasinda % 95
giiven diizeyinde anlaml1 bir fark olmadigi sdylenebilir. Buna ek olarak, null ve alternatif
hipotezler F testi i¢in Hy: SZA = SZB ve Ha: 32A +* SZB olarak tanimlanmistir (sirastyla szA ve
SZB, Onerilen ve permangonometrik yontemlerin varyansidir). Fgen, 5,22, Fitik degerinin (P
= 0,05, 4, 4) 6,39°dan daha az oldugu bulunmustur (Dougles ve ark. 1988). Dolayisiyla,
sifir hipotezi kabul edilebilir ve F testleri, her iki 6rnek icin de iki yontemin standart

sapmalar1 arasinda 6nemli bir fark olmadigin1 géstermistir.

4.1.1.5.6. Au/p.PGE’nin Tekrarlanabilirliginin ve Kararhlhigimin Test Edilmesi

Tasarlanan  sensor, gercek Ornege basariyla uygulandiktan elektrodun
tekrarlanabilirligi ve kararlilig: test edilmistir. Bu amacla H,O; sensoriiniin yiizey aktifligi,
H,0; ¢ozeltisinin sisteme tekrarlanan enjeksiyonlari yapilarak test edilmistir. 100 uM H,0;
cozeltisinin 41 kez ortama enjeksiyon edilmesi ile elde edilen amperomogramlardan
goriildiigii lizere pik akimlarinda kayda deger bir degisim (7,00 £0,21 pA ya da % +3,0
bagil standart sapmasi, RSD) gézlenmemistir (Sekil 4.18). Sonug olarak, elektrodun yiizey
etkinligi ve tekrarlanabilirligi oldukga yiiksek olup, H,O; ¢ozeltisinin her enjeksiyonunda

kararl1 yanitlar vermistir.
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Sekil 4.18. Au/p.PGE’de 100 uM H0O; ¢ozeltisinin ardisik 41 kez enjeksiyonuyla FIA

sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.13’de kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda)

Ayrica Au/p.PGE’nin giinler aras1 kararlig1 da arastirilmis olup, bu amagla 100 uM H,0;
¢ozeltisinin sisteme giinler arasi ilicer kez enjeksiyon edilmesiyle FIA sisteminde
kaydedilen amperomogramlar Sekil 4.19 A’da verilmistir. Amperomogramlardan, pik
akim degerleri hesaplanarak akimin zamana (giin) bagh degisim grafigi elde edilmistir
(Sekil 4.19 B). Amperomogramlar ve akim-zaman grafigi incelendiginde, Au/p.PGE’nin
100 uM H,0;’ye verdigi giinler arasi yanitlarin birbirine oldukg¢a yakin oldugu goriilmekte
olup, gilinler arasinda H,0’ye kararli amperometrik yanitlar alinmistir. Kararli yanitlarin,
yiizeye kaplanan AuNP’lerin iistiin fiziksel ve mekanik Ozelliklerinden ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak, H;O;’nin FI amperometrik tayini i¢in tasarlanan

Au/p.PGE’nin kararliliginin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.19. A) Au/p.PGE’de 100 uM H;0, ¢oOzeltisinin gilinler arasi iiger kez
enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari ve B) akimin zamana (giin)

baglh degisimi (Sekil 4.13’de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

4.1.2. Pt/p.PGE ile Gergeklestirilen Calismalar

4.1.2.1. PtNP’lerin p.PGE Yiizeyine Elektrokimyasal Biriktirilmesi

Yalin ve kosullandirilmig elektrot (p.PGE) yiizeyine, deneysel prosediirde
bahsedildigi gibi HoPtClg’nin farkli dongii sayilarinda (5, 10, 20, 30, 40 ve 50 dongii)
CV’leri kaydedilerek elektrokimyasal indirgenmesi yoluyla Pt nanoparcagiklar
biriktirilmistir. 30 dongii sayisi kullanilarak elde edilen CV, Sekil 4.20’de verilmistir. Bu
voltammogramin ilk dongiisiinde -260 mV’da anodik bir pik ve -500 mV’da katodik bir
pik gozlenmis ve ikinci dongiide bu pikler sirasiyla -290 ve -420 mV’a kaymig ve dongii

sayisinin artmasiyla da bu piklerin akimlar giderek artmistir. Bunun disinda dongii
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sayisinin artmastyla anodik bolgede -80 ve -155 mV’da, katodik bolgede ise -200 ve -285
mV’da yeni pikler gézlenmistir. Voltammogramda dongii sayisinin artmasiyla gozlenen bu
degisiklikler, PtNP’lerin p.PGE yiizeyinde elektrokimyasal olarak biriktirildigini
yansitmaktadir. Voltammogramlar incelendiginde, -290 mV’ta ve -420 mV’ta goriilen
piklere ait redoks tepkimeleri sirasiyla PtClg> — PtCl,’ye (1) ve PtCl> — Pt%a (Il)
seklinde oldugu literatiirde bahsedildigi gibi indirgenmenin basamaklar halinde
gerceklestigi belirlenmistir (Wang ve Lin, 2005; Anik ve ark., 2016).

600-

Birinci Dongli

-800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800

Potansiyel / mV

Sekil 4.20. p.PGE’nin 1,0 mM H,PtClg igeren Ar ile doyurulmus 0,10 M KCI’de ardisik 30
dongii ile kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

4.1.2.2. Pt/p.PGE’lerin Elektrokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

Au/p.PGE’de oldugu gibi, elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayili
CV’lerin kaydedilmesiyle elde edilen Pt/p.PGE’lerin de Fe(CN)s>'* redoks probu
ortaminda hem CV’leri hem de impedans egrileri kaydedilmistir. Elde edilen CV’ler Sekil
4.21°de verilmistir. Dongii sayisinin artmasiyla elde edilen elektrotlarda Pt yogunlugu

3-/4-

arttigindan Fe(CN)g redoks ciftine ait piklerin potansiyellerinde kayma ve pik

akimlarinda artis gozlenmistir. Ancak 30 dongii sayisindan sonraki pik akim
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yiiksekliklerinde ¢ok onemli degisiklikler olmamistir. Farkli dongii sayilarinda hazirlanan
herbir modifiye elektrot i¢in anodik ve katodik pike ait potansiyel ve akim degerleri
Cizelge 4.4°de verilmistir. Pik akimlarinin dongii sayisi ile artmasiin nedeni ise yiizeye

biriken Pt yogunlugunun artmasina ve Yiizeye kaplanan PtNP’lerin iletken ozelligine

baglanmustir.
064 —PGE
' p.PGE
4 — 5 ddngil
— 10 déngli
034 2 déngii
4 — 30 dongui
E 40 dongli
0,04 50 dongu
~
E L
X
<
-0,9 . ' v Y v Y v T J
-200 0 200 400 600

Potansiyel / mV

Sekil 4.21. PGE, p.PGE ve elektrobiriktirme esnasinda farkli dongii sayilar1 kullanilarak
elde edilen Pt/p.PGE’lerin 0,01 M Kj3[Fe(CN)s], 0,01 M K,[Fe(CN)g] igeren 0,1 M KClI
destek ¢ozeltisinde kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

Pt/p.PGE’lerin Sekil 4.3°deki devre modeline gore kaydedilen impedans egrileri ise Sekil
4.22°de verilmistir. Au/p.PGE’ye benzer sekilde elektrokimyasal biriktirme esnasinda
kullanilan dongii sayisinin artmasiyla Re degerleri azalmis ve iletkenlik biriken Pt
yogunlugundan dolay1 artmistir. Yalin PGE ile birlikte herbir elektrot i¢in elde edilen Re;

degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.22. PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilari
kullanilarak elde edilen Pt/p.PGE’lerin 0,01 M Kj3[Fe(CN)g], 0,01 M K;[Fe(CN)g] iceren
0,1 M KCI destek ¢ozeltisinde kaydedilen impedans egrileri (Uygulanan frekans araligi:
100000 Hz — 0,1 Hz; uygulanan potansiyel: +170 mV; siniisodiyal sinyal: 5 mV)

Cizelge 4.4. Yalin PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongi
sayilar1 kullanilarak elde edilen Pt/p.PGE’lerin Fe(CN)¢*™ redoks probu ortaminda
kaydedilen impedans egrileri ve CV’lerinden ¢ikarilan veriler (n=3)

Elektrot E.(MmV) | Ec(MmV) | AE, (mV) | lpa (nA) ok (MA) | Re: (Ohm)

PGE 335 100 235 470 £1,0 | 443+2,4 | 285=6.4

p.PGE 305 105 200 519452 | 445424 | 114206
Pt/p.PGE /5 Ddngii | 255 135 120 679+2,5 | 622454 | 3707
Pt/p.PGE /10 Déngii | 955 135 120 719433 | 654458 | 82%03
Pt/p.PGE /20 Déngii | 955 135 120 731419 | 661410 | 381%05
Pt/p.PGE /30 Déngii | 955 135 120 738454 | 681461 | 22%03
Pt/p.PGE /40 Déngii | o565 135 120 742416 | 685426 | 19%03
Pt/p.PGE /50 Dongii | 255 135 120 745431 | 703425 | 17%10
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4.1.2.3. Pt/p.PGE’lerin Yiizey Morfolojilerinin incelenmesi

Elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayili CV’lerin kaydedilmesiyle
hazirlanan Pt/p.PGE’lerin, p.PGE ile birlikte kaydedilen SEM goriintiileri Sekil 4.23’de
verilmistir. Dongli sayisinin artmasiyla yiizeyde kiiresel bi¢cimde biriken PtNP’lerin
yogunlugunun arttigt SEM goériintiilerinden goriilmektedir. Daha onceki boliimde redoks
probu ortaminda kaydedilen CV’ler ve impedans egrilerinden elde edilen verilerin SEM

gorintiileri ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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— 100nm COMU 6/22/2016
20.0kV LED :53: 20. SEM WD 10mm  13:59:02

P ®

= "~ 100nm comu 6/22/2016
X30,000 20.0XV LED : SEM WD 10mm  14:27:25

- 100nm COMU 6/22/2016
x30,000 20.0kV LED SEM WD 10mm  14:40:59

100nm COMU 6/22/2016
x30,000 20.0kV LED SEM WD 10mm 15:35:08

Sekil 4.23. p.PGE (A, 1 um x10000) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii

sayisinin kullanimiyla elde edilen PtNP modifiye elektrotlarin SEM goriintiileri: B) 5, C)
10, D) 20, E) 30, F) 40 ve G) 50 dongii, 1 pm x30000)
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Elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongii ile elde edilen Pt/p.PGE’nin EDX
spektrumu ve bu elektrot ile birlikte p.PGE’nin XRD spektrumlari Sekil 4.24’de
verilmistir. EDX spektrumunda goriildiigii gibi Pt/p.PGE i¢in Pt % 24,2, O % 45,1 ve Si %
30,7 bulunmus (Sekil 4.24 A) ve Si ile O’nin muhtemelen PGE’deki kilden kaynaklandig,
diger bir olasilik ise Pt'nin PtO olarak biriktigi sonucuna varilmistir. p.PGE ve
Pt/p.PGE’nin XRD spektrumlar1 (Sekil 4.24 B) karsilastirildiginda ise modifiye elektrodun
spektrumunda 20 degeri olarak 40,0° ve 46,45%de konumlanmis piklerin Pt (1 1 1) ve Pt (2
0 0) yiizey kiibik kristal (face cubic crystal, fcc) yapilarina ait oldugu belirlenmis olup,
literatlirde verilen degerlerle uyum igerisindedir (Sen ve Ark., 2014). Gergeklestirilen tiim
bu analiz sonuclari, PtNP’lerin basarili bir sekilde p.PGE ylizeyine biriktigini

gostermektedir.
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Sekil 4.24. Elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongii ile elde edilen Pt/p.PGE’nin
(A) EDX ve p.PGE (siyah) ve Pt/p.PGE’nin (kirmizi) (B) XRD spektrumlari

4.1.2.4. Pt/p.PGE’de H,O;’nin Elektrokimyasal Davranisinin Incelenmesi

Au/p.PGE’de oldugu gibi bu elektrotla da optimizasyon c¢alismalari
gergeklestirilmistir. Ik optimizasyonda, elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongii ile
hazirlanan Pt/p.PGE kullanilarak farkli pH ortamlarinda H,O;’nin CV’leri kaydedilmis ve
pH optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Sekil 4.25’de goriildiigl gibi asidik pH degerlerinde
H,0,’nin anodik ve katodik piklerinin ¢ok belirgin gbzlenmedigi, bu piklerin Au/p.PGE’de
oldugu gibi bazik bolgelerde daha belirginlestigi tespit edilmistir. Dolayisiyla bundan
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sonraki calismalarda 0,1 M NaOH’in destek elektrolit olarak kullanilmasina karar

verilmisgtir.
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Sekil 4.25. Pt/p.PGE’nin pH’s1 2 ile 12 arasinda degisen BRBS’de ve 0,1 M NaOH
¢ozeltisinde (siyah voltammogramlar), 16 mM H,0, varliginda (kirmizi voltammogramlar)
kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)
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Sekil 4.25’in devami

Bir sonraki asamada elektrokimyasal biriktirme esnasindaki dongii sayisina gore elde
edilen Pt/p.PGE’lerin H;O; igceren 0,1 M NaOH ortamindaki CV’leri kaydedilmis (Sekil
4.26) ve dongii sayist optimize edilmistir. Yalin ve kosullandirilmis elektrotta H,O, nin
indirgenme pikleri ve yiikseltgenme pikleri sirasiyla -400 ve +700 mV’da gozlenmis (Sekil
4.26 A), H,0; nin ortamdaki derigimi arttik¢a katodik pik akiminin siddetinde degisme
olmamakla birlikte, anodik pik akiminda az da olsa bir artis gdzlenmistir. Diger taraftan,

dongii sayisina bagli kaydedilen Pt/PGE’lerin CV’lerinde ise H,O;’ye ait anodik pik 0
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mV’a kadar kaymis ve pik akimi oldukca artmistir. Katodik pik potansiyelinde ise bir
degisme olmamakla birlikte pik akiminda 6nemli derecede bir artis gozlenmistir. Bu
degismeler 30 dongliye kadar devam etmis ve bu dongiiden sonra ¢ok fazla degismemistir.
Dolayisiyla bundan sonraki ¢alismalarda 30 dongii sayisiyla elde edilen Pt/p.PGE’lerin

kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.26. p.PGE (A) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilarinda (10
(B), 20 (C), 30 (D), 40 (E) ve 50 (F)) hazirlanan Pt/p.PGE’lerin, 0,10 M KCl i¢eren 0,10 M
NaOH c¢ozeltisinde (siyah voltammogramlar), 8 mM (kirmizi voltammogramlar) ve 16 mM

(mavi voltammogramlar) H,0, varliginda kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50mV/s)
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Yalin ve kosullandirilmis (p.PGE) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongii
ile elde edilmis Pt/p.PGE’nin 0,10 M KCI igeren 0,10 M NaOH ¢ozeltisinde artan H,0,
derisimine bagli CV’leri de kaydedilmis ve Sekil 4.27°de verilmistir. Sekilden gorildiigii
gibi H,O,’nin derisiminin artmasiyla Pt/p.PGE’de sirasiyla -400 ve 0 mV’da g6zlenen

katodik ve anodik piklerin orantisal olarak arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.27. A) p.PGE ve B) Pt/p.PGE’nin 0,1 M KCI igeren 0,1 M NaOH destek
¢ozeltisinde artan H,O, derisimine (0, 2, 4, 8, ve 16 mM) baglh olarak kaydedilen CV’leri
(Tarama hizi: 50 mV/s)

4.1.2.5. Pt/p.PGE ile FIA Sisteminde Gergeklestirilen Calismalar

Au/pPGE’de oldugu gibi hem uygulama potansiyeli hem de akis hiz1 Pt/p.PGE i¢in
de optimize edilmistir. Optimizasyon c¢aligmalarindan sonra analitksel parametrelerin
belirlenmesi, se¢imlilik, ger¢cek 6rnek uygulamalar1 ve kararlik ¢alismalart bu elektrot igin

de gergeklestirilmistir.

4.1.2.5.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Hem p.PGE hem de Pt/p.PGE’de 100 uM H,0;’nin FIA sistemine enjeksiyonuyla
farkli uygulama potansiyellerinde kaydedilen amperomogramlar ve uygulama
potansiyeline karst akim grafikleri Sekil 4.28’de verilmistir. Pt/p.PGE’de, tim
potansiyellerde p.PGE’ye gore daha yiiksek akimlar elde edilmistir. Her ne kadar
Pt/p.PGE’de 500-600 mV gibi yiiksek potansiyel degerlerinde H,O,’nin yiikseltgenmesine
ait maksimum akim elde edilse de, + 100 mV uygulama potansiyeli olarak secilmistir.
Ciinkii akim 0 mV’dan 100 mV’a kadar orantili artmis ve daha sonra 250 mV’a kadar sabit

kalmis ve daha sonrasinda yine orantisal artmistir. Ayrica yiiksek uygulama
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potansiyellerinde, biyolojik agidan oOnemli bilesiklerin (DA, AA vb.), analitin
amperometrik yanitina olas1 girigsim etkileri ve zemin akiminin artmasi da s6z konusudur.
Buna ilaveten +100 mV uygulama potansiyelinde her iki elektrodun verdigi akimlar
birbirine oranlandiginda, Pt/p.PGE’nin p.PGE’ye gore yaklasik 14 kat daha yiiksek

amperometrik yanit verdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.28. p.PGE (A ve C) ve Pt/p.PGE’nin (B ve D) farkli uygulama potansiyel
degerlerinde 100 puM HyO2’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlari (A ve B) (Tasiyici ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCI ihtiva eden
0,1 M NaOH c¢ozeltisi; akis hizi: 2,0 mL/dk; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL; kolon
uzunlugu: 10 cm) ve bu amperomogramlardan elde edilen akim-potansiyel degisim

grafikleri (C ve D)
Au/p.PGE’de oldugu gibi H,O,’nin Pt/p.PGE’de elektrokatalitik indirgenmesine
yonelik ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bu amacgla, hava atmosferi altinda, O, ve Ar ile

doyurulmus ortamlarda, -300 mV uygulama potansiyelinde 100 puM H,O;’nin
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enjeksiyonuyla FI amperomogramlar kaydedilmis ve Sekil 4.29 A’da verilmistir. Sekilden
goriildiigii gibi, bu elektrot kullaniminda da O’nin, H,O; nin indirgenmesine etki ettigi,
ancak +100 mV’da kaydedilen amperomogramlara (Sekil 4.29 B) gore yiikseltgenmeye
O2’nin herhangi bir etkisinin olmadig1 terspit edilmistir. Dolayisiyla, Pt/p.PGE’de de
H2O2’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine bagli olarak FIA ¢aligmalarina devam

edilmistir.
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Sekil 4.29. Pt/p.PGE kullanilarak -300 mV (A) ve +100 mV (B) uygulama

potansiyellerinde hava atmosferi, Ar ve O, ile ayr1 ayri doyurulmus akis cozeltisi
ortaminda 100 uM H;0;’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlari (Tasiyic1 ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KClI igeren 0,10 M NaOH,;

akis hizi: 2,0 mL/dK; 6rnek kolonunun hacmi: 100 uL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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4.1.2.5.2. Tastyic1 Cozeltinin Akis Hizimin Belirlenmesi

Sekil 4.30 ise Pt/p.PGE’de 100 uM H,O;’nin FIA sisteminde farkli akis hizlarinda
kaydedilen amperomogramlari ve akis hizina baglh akim grafigini gostermektedir.
Sekillerden  goriildiigli  gibi  H,O2’nin  elektrokatalitik  yiikseltgenmesine en iyi
amperometrik yanitin alindigi akis hizi 2,4 mL/dk olarak belirlenmis olup, sonraki

caligsmalara bu akis hiz1 degeri kullanilarak devam edilmistir.

A 2427 3337404447
1,7 20 335, 6164¢g
1,18 =~ 72 7781mL/dk
0,76
0,40
5 nA
ULUUUAI AR A A
200 s
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7 -
3
64
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<
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Sekil 4.30. Pt/p.PGE’nin farkli akis hizlarinda 100 uM H207’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla

FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (A) (Uygulama potansiyeli: +100 mV;
tasiyic1 ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCI igeren 0,10 M NaOH; 6rnek kolonunun
hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve bu amperomogramlardan elde edilen akim-akis

hiz1 degisim grafigi (B)
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4.1.2.5.3. Analitiksel Parametrelerin Belirlenmesi

Hem p.PGE hem de Pt/p.PGE’nin optimize edilen kosullar altinda (+100 mV
uygulama potansiyelinde ve 2,4 mL/dk akis hizinda) artan H,O, derisimine bagl FI
amperomogramlar1 Sekil 4.31°de ve bu amperomogramlardan elde edilen akim-derisim
grafikleri ve kalibrasyon egrileri Sekil 4.32°de verilmistir. Yalin ve kosullandirilmisg
(p.PGE) elektrotta dogrusal aralik 25,0 uM — 10,0 mM H,0; olarak (I(nA) = 0,0013
C(uM) + 0,1502; R? = 0,9982), Pt/p.PGE’de 2,5 uM — 750,0 pM (I(tA) = 0,0707 C(uM) +
0,2779; R>=0 ,9984) olarak bulunmustur. Dogru denklemlerindeki egimler oranlandiginda
(Mmodifiye/Myain) Pt/p.PGE’nin p.PGE’ye goére yaklasik 54 kat daha duyar oldugu tespit
edilmistir. Pt/PGE’de HO,’nin sinyalinin net olarak goriildigii en kiigiik derisiminin (2,5
uM) sisteme en az 10 kez enjekte edilmesi ile kaydedilen FI amperomogramlardan elde
edilen pik akimlarma gére LOD 0,73 uM H,0,, LOQ 2,43 uM H,0; ve duyarlik 445 pA

mM™ cm™ olarak hesaplanmustir.

75 100mM
50
25

ozst 22 i LI

500s

10 pM
7.5
5,0
400 nA 2,5 5000 7500 10000 uM
2500
100 s 1000
750

20pA : 25 50 7 UUUh{kL\LLLML

100s ~——01_

Sekil 4.31. p.PGE (A) ve Pt/p.PGE’nin (B) artan H,O, derisimine bagli olarak FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlart (Uygulama potansiyeli: +100 mV; akis hiz1 2,4
mL/dk; tastyict ¢ozelti: Ar ile doyurulmus 1,0 M KCI igeren 0,10 M NaOH; 6rnek

kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.32. p.PGE (A ve B) ve Pt/p.PGE’nin (C ve D) artan H,O, derisimlerine (A i¢in
25,0 uM —100,0 mM ve C igin 2,5 uM — 10 mM H,0,)) verdigi yanitlara ait akim-derigim
grafigi (A ve C) ve elde edilen kalibrasyon grafikleri (B i¢in 25,0 uM — 10,0 mM H,0,
arahginda, I(pA) = 0,0013 C(uM) + 0,1502 ve R* = 0,9982 ve D igin 2,5 uM — 750 uM
H,0, araliginda I(pA) = 0,0707 C(uM) + 0,2779 ve R? = 0,9984)

4.1.2.5.4. Pt/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensoriin Seciciliginin incelenmesi
Pt/p.PGE i¢in de farklt HO, (100 uM):girisimci molekiil (AA, DA, GL, SA, SAL,
GLA ve UA) oranlarinda hazirlanan (1:0, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100) ¢dzeltilerin optimize
edilen kosullarda FI amperomogramlar1 kaydedilmis ve girisim etkileri degerlendirilmistir.
Herbir girisimci molekiil ig¢in ayri1 ayrt kaydedilen amperomogramlar Sekil 4.33’de
verilmistir. Cizelge 4.5°de ise herbir girisimci molekiil i¢cin % degisimler, standart

sapmalari ile birlikte verilmistir.
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Sekil 4.33. Pt/p.PGE’de 100 uM H,0,’ye gore artan oranlarda girisimci molekiil (AA (A),
AA (AOx/Pt/p.PGE kullanildiginda, B), DA (C), UA (D), SA (E), SAL (F), GLA (G) ve
GL (H)) igeren ¢ozeltilerin enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar

(Sekil 4.30°da kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

Amperomogramlar (Sekil 4.33) ve bu amperomogramlardan elde edilen veriler (Cizelge
4.5) incelendiginde, H,O,’ye gore 1:100 oraninda SA, SAL, GLA’nin ve 1:10 oraninda
GL’nin H2O;’nin yiikseltgenme akimina etkisinin pozitif girisim yoniinde ¢ok az oldugu ve
bu girisimin de tiim oranlarda %10 civarinda olmasindan dolay1 dikkate alinacak degerde
olmadig1 sonucuna varilmistir. Fakat, esdeger derisimlerdeki AA, DA ve UA, H,0,’nin

yiikseltgenme pik akimini arttirdigr ve ciddi bir girisim etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Herbiri 100 uM sabit H,O; iceren 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100 oranindaki
girisimcilerin Pt/p.PGE’de H,0,’nin yiikseltgenme pik akimima gosterdikleri degisimler
(n=3)
H20,’nin Yiikseltgenme Pik Akimindaki Degisimler (%)
Girisimci Glukoz:Girisimci orani
Molekiil 1:1 1:2 1:5 1:10 1:100
AA | +16,140,04 | 33,5003 | T8 1 69644022 :
+0,04
AA
2,14 £0,13 | +24,0£0,29 | +40,0 £0,21 | +145,4 +0,49 -
(AOx)
+329,2
DA +48,3 0,13 | +96,0 +0,31 £0.07 +622,1 +£0,18 -
. +133,6 +303,3
UA +68,2 0,07 £0.05 £0.06
SA -1,18 0,16 | -7,66 £0,03 | -8,67 0,08 | -9,34 £0,08 -11,8 +£0,08
SAL -1,13 £0,06 | -4,88 £0,06 | -7,73 0,05 | -9,70 £0,05 -10,2 +£0,05
GLA -1,05+0,16 | -6,83 £0,11 | -6,85+0,19 | -10,2 +0,07 -12,6 £0,05
GL +0,56 £0,12 | +5,91 +£0,12 | +7,47 £0,01 | +8,94+0,14 | +50,2 +£0,10

AA varligindan kaynakli girisim etkisini azaltmak adma Pt/p.PGE yiizeyine AOx enzimi
immobilize edilerek bu girisimci varliginda girisim testi tekrarlanmis ve 6zellikle esdeger
derisim oranindaki girisim etkisinde ciddi bir azalma gozlenmistir. Bu azalma, AA’nin O,
varhiginda elektrot yiizeyindeki AOx ile enzimatik tepkimeye girerek yiikseltgen formuna
(dehidro askorbata) doniiserek Onyiikseltgenmesinden kaynaklanmaktadir. Boylece
H202 nin yiikseltgenme akimina arttirici yonde etki eden AA’nin girisimi, 6nemli diizeyde
giderilmistir. Girisim c¢alismalarindan, DA, AA ve UA igermeyen 6rneklerde Pt/p.PGE

kullanilarak H,O’nin FIA’da segici olarak tayin edilebilecegi sonucuna varilmistir.

4.1.2.5.5. Pt/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensériin H,O, i¢ceren Bir Ornege
Uygulanmasi

Kozmetik magazalarinda kolayca bulunabilen bir sa¢ oksidasyon kremindeki (Wella
Koleston, % 9 H,0,) H,0; igerigi analiz edilmis ve boylece tasarlanan elektrokimyasal
sensoriin gercek drneklere uygulanabilirligi test edilmistir. Bu amagla 0, 10, 25, 50, 75,

100 ve 250 uM H»0; olacak sekilde standart iceren 1/100000 oraninda tasiyici ¢ozelti ile
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seyreltilmis Ornek ¢ozeltilerinin FIA sistemine enjeksiyonuyla amperomogramlart daha

once optimize edilen kosullar altinda kaydedilmis (Sekil 4.34 A) ve standart katma grafigi

Sekil 4.34 B’de verilmistir.

A 2?_{05”“ B 20y = 0,0581x +15318
s |~*-0,9983
15-
<
=
~ 10
100 5
75 < .
54
50
ol :
10 |
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008 HO, / pM

Sekil 4.34. A) Seyreltik 6rnek (1/100000 seyreltik) ve bu drnekte 10, 25, 50, 75, 100 ve

250 pM Hy0, igerecek sekilde hazirlanan standart c¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla FIA

sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.30°da kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda) B) Elde edilen standart katma grafigi (I(uA) = 0,0581 C(uM) + 1,5318 ve

R? = 0,9983)

Ayrica Au/p.PGE’de oldugu gibi ornekteki H,O, igerigi permanganometrik titrasyon

metodu kullanilarak da analiz edilmistir. Her iki metottan elde edilen sonuclar Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Sa¢ Oksidasyon Kreminde tayin edilen H,O;’ye ait analiz sonuglar1 (n=5)

Bulunan H,0, derisimi

Sac Oksidasyon
Kreminde Hesaplanan

Pt/p.PGE kullanilarak FI
Amperometrik Metod

Permanganometrik

H20, (% 9) Derisimi Titrasyon
2,70 M £0,05 2,61 M £0,04

tiritik: 2,78 (PZ 0,05, 4), Frritik: 6,39 (PZ 0,05, 4, 4) (Douglas ve ark., 1988)
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Au/p.PGE’de oldugu gibi bu elektrot i¢in de elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Pt/p.PGE kullanilarak sa¢ oksidasyon kremi igin iki yontemle de tgen
2,24 olarak bulunmus olup, bunlar, 4 serbestlik derecesi i¢in % 95 giiven derecesinde tiritik
degerden (2,78) (Dougles ve ark., 1988) daha kii¢iik olmasindan dolay1 Xt ve p arasinda
% 95 giiven seviyesinde ciddi bir farkin olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, 6nerilen
metot ile permanganometrik titrasyon metodunun varyanslari oranlanmasiyla bulunan
Fagen= 1,56, Fyitik degerinin (P = 0,05, 4, 4) 6,39’dan (Douglas ve ark., 1988) daha kii¢iik
olmasindan dolay1 her iki 6rnek i¢in de iki yontemin standart sapmalar1 arasinda 6nemli bir

farkin olmadig1 anlagilmaktadir.

4.1.2.5.6. Pt/p.PGE’nin Tekrarlanabilirliginin ve Kararhhginin Test Edilmesi

Au/p.PGE’de oldugu gibi Pt/p.PGE’nin de tekrarlanabilirligi ve kararliligi test
edilmistir. 100 uM H,0;, ¢ozeltisinin ardistk 75 kez enjeksiyonuyla kaydedilen
amperomogramlardan goriildiigii lizere pik akimlarinda kayda deger bir degisim (7,24
+0,30 pA ya da = % 2,32 RSD) gozlenmemistir (Sekil 4.35). Sonug olarak, elektrodun
yiizey etkinligi ve tekrarlanabilirligi oldukca yiiksek olup, H»O, ¢dozeltisinin her

enjeksiyonunda kararli yanitlar vermistir.

i} ‘ [ | i
R
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Sekil 4.35. Pt/p.PGE’de 100 uM H,0, ¢dzeltisinin sisteme ardisik 75 kez enjeksiyonuyla
FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.30’da kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda)
Ayrica Pt/p.PGE’nin giinler aras1 kararlik testi iginse 100 uM H0O, ¢6zeltisinin sisteme

giinler arasi ticer kez enjeksiyon edilmis ve FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar

Sekil 4.36 A’da verilmistir. Amperomogramlardan, pik akim degerleri hesaplanarak
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akimin zamana (giin) bagh degisim grafigi elde edilmistir (Sekil 4.36 B).
Amperomogramlar ve akim-zaman grafigi incelendiginde, Au/p.PGE’de oldugu gibi
Pt/p.PGE’nin 100 uM H,0,’ye verdigi giinler aras1 yanitlarin birbirine olduk¢a yakin olup,
giinler arasinda H;O;’ye kararli amperometrik yanitlar alinmistir. Yiizeye kaplanan Pt
nanoparg¢aciklarin iyi fiziksel ve mekanik 6zelliklerinden dolay: kararli yanitlarin alindigi
disiiniilmektedir. Sonug¢ olarak, H;O;’nin FI amperometrik tayini i¢in tasarlanan

Pt/p.PGE’nin kararliliginin oldukg¢a yiiksek oldugu goriilmektedir.

A 1. Gin 8. Giin 15. Giin 22. Giin 29. Gin  60. Gin

lp.A.I-_|Jk

50 s

B 8,0-

< 7,04
3.
\ -
£ 6,54
X !
<
6,04
5,54
5,0

0 10 20 30 40 50 60
Zaman / Giin

Sekil 4.36. A) Pt/p.PGE’de 100 uM H,0, ¢ozeltisinin giinler arasi licer kez enjeksiyonuyla
FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlart ve B) akimin zamana (giin) bagh degisimi

(Sekil 4.30°da kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)
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4.1.3. Pd/p.PGE ile Gergeklestirilen Calismalar

4.1.3.1. PdNP’lerin p.PGE Yiizeyine Elektrokimyasal Biriktirilmesi

Yalin ve kosullandirilmis elektrot (p.PGE) ylizeyine, deneysel prosediirde bahsedilen
yontem ile PACl,’nin farkli dongii sayilarinda (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dongii) CV’leri
kaydedilerek elektrokimyasal indirgenmesi yoluyla Pd nanoparcagiklar biriktirilmistir. 30
dongii sayist kullanilarak elde edilen CV Sekil 4.37°de verilmistir. Voltammogramin ilk
dongiisiinde -160 mV’da anodik bir pik, -220 mV ve 50 mV’da katodik iki pik gdzlenmis
ve ikinci dongilide anodik pikin potansiyeli ¢ok belirgin de§ismemis olup, bahsedilen
katodik pikler ise sirasiyla -250 ve +220 mV’a kaymis ve dongii sayisinin artmasiyla da bu
piklerin akimlar1 giderek artmistir. -250 mV ile -100 mV arasinda goriilen katodik ve
anodik pikler sirasiyla hidrojenin adsorbsiyonuna/olusumuna (Il) ve desorbsiyonuna
(styrilmasina, I), +250 mV’ta (III) gozlenen katodik pik ise, anodik yonde +300 mV’tan
sonra (IV) yiizeyde olusan muhtemel PdO’nun indirgenmesine ait oldugu belirlenmis olup,
literatiirler ile uyum igerisindedir (Sekil 4.37) (Zhou ve ark., 2011; Rasouli ve ark., 2016;
Perini ve ark., 2014). PdNP’lerin elektrobiriktirilmesinde meydana gelen muhtemel
tepkimeler literatiirdeki gibi asagidaki sekilde verilmistir. Voltammogramda dongii
sayisinin ~ artmasiyla gozlenen bu degisiklikler, PdNP’lerin p.PGE yiizeyinde
elektrokimyasal olarak biriktirildigini yansitmaktadir.

Volmer Tepkimesi: Pd + HY + €~ = Pd — Hads.......c..ooviiiiiiiiiaiaiine, (3.1)

Heyrovsky Tepkimesi: Pd — Hads + H* + e~ > Pd + Hat...............oo.. (3.2)
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Sekil 4.37. p.PGE’nin 1,0 mM PdCl; igeren Ar ile doyurulmus 0,10 M KCI’de ardigik 30
dongii ile kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 25 mV/s)

4.1.3.2. Pd/p.PGE’lerin Elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

Au/p.PGE’de ve Pt/p.PGE’de oldugu gibi, elektrokimyasal biriktirme esnasinda
farkli déngii sayilh CV’lerin kaydedilmesiyle elde edilen Pd/p.PGE’lerin de Fe(CN)g®"*
redoks probu ortaminda hem CV’leri hem de impedans egrileri kaydedilmis ve sirasiyla
Sekil 4.38 ve 4.39’da verilmistir. CV’lerde dongii sayisinin artmasiyla elde edilen

374 redoks ciftine ait piklerin

elektrotlarda Pd yogunlugu arttmasina bagl olarak Fe(CN)g
potansiyellerinde kayma ve pik akimlarinda siirekli azalma goriilmiistiir. Dongii sayisinin
artmast ile anodik piklerin potansiyellerinde kaymalar ve akimlarinda azalmalar
gozlenirken, katodik piklerin ise akimlarinda meydana gelen azalmalarin disinda

potansiyelde kayda deger bir degisme gézlenmemistir.
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Sekil 4.38. PGE, p.PGE ve elektrobiriktirme esnasinda farkli dongii sayilar1 kullanilarak

elde edilen Pd/p.PGE’lerin 0,01 M K3[Fe(CN)g], 0,01 M Ky[Fe(CN)¢] igeren 0,10 M KCI
destek ¢ozeltisinde kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

Sekil 4.39°daki impedans egirileri ve Cizelge 4.7°de verilen R degerlerine gore,
Au/p.PGE ve Pt/p.PGE’de elde edilen sonuglarin aksine elektrokimyasal biriktirme
esnasinda kullanilan dongii sayisinin artmasiyla Re degerleri artmis ve iletkenlik biriken
Pd yogunlugundan dolay1 azalmistir. Pd dongii sayisinin artmasina bagl olarak CV’lerde
akim ve ayn1 zamanda impedans egrilerindeki Ret degerlerinin azalma nedeni, PANP’lerin
pPGE yilizeyinde homojen olarak dagilmasi (film seklinde kaplanmasi) yerine yiginsal
(aglomerasyon) olarak birikmesinden kaynaklandig: disiiniilmektedir. Boylece p.PGE ile

Fe(CN)e>"™ redoks probu arasindaki elektron transferi zorlagmaktadir.
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Sekil 4.39. PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilari
kullanilarak elde edilen Pd/p.PGE’lerin 0,01 M Kj3[Fe(CN)g], 0,01 M Ky[Fe(CN)g] iceren

0,10 M KCl destek ¢ozeltisinde kaydedilen impedans egrileri (Uygulanan frekans araligi:
10° Hz — 10 Hz; uygulanan potansiyel: +170 mV;; siniisodiyal sinyal: 5 mV)

Cizelge 4.7. Yalin PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii
sayilari kullanilarak elde edilen Pd/p.PGE’lerin Fe(CN)s>™* redoks probu ortaminda
kaydedilen impedans egrileri ve CV’lerinden ¢ikarilan veriler (n=3)

Elektrot E.mV) | E(mV) | AE,(MV) | 1.(pA) Iok(rA) | Ret(ohm)

PGE 335 100 235 470+1,0 | 44324 | 285464

p.PGE 305 105 200 519452 | 445424 | 114206
Pd/p.PGE/ 5 Dongii | 313 107 206 514+7,0 | 450+6,0 | 4612
Pd/p.PGE/ 10 Déngii | 317 107 210 549475 | 472493 | 70%3,0
Pd/p.PGE/ 20 Déngii | 317 115 202 473 £7,0 | 395+1,6 | 90+25
Pd/p.PGE/ 30 Déngii | 315 125 190 441 22,6 | 362+2,5 | 9843
Pd/p.PGE/ 40 Déngii | 352 115 237 400+2,9 | 300+2,5 | 130+22
Pd/p.PGE/ 50 Déngii | 353 120 233 404+2,5 | 234+6,1 | 355%1.9
Pd/p.PGE/ 60 Déngii | 410 120 290 330+4,5 | 160+9,5 | 38023
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4.1.3.3. Pd/p.PGE’lerin Yiizey Morfolojilerinin incelenmesi

Elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayili CV’lerin kaydedilmesiyle
hazirlanan Pd/p.PGE’lerin, p.PGE ile birlikte kaydedilen SEM goriintiileri Sekil 4.40°da
verilmistir. Dongii sayisinin artmasiyla yiizeyde biriken PANP’lerin yogunlugunun arttigi
SEM goriintiilerinden goriilmektedir. Bir oOnceki bdliimde redoks probu ortaminda
kaydedilen CV’ler ve impedans egrilerinden elde edilen verilerin SEM goriintiileri ile

uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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100nm coMu 12/6/2016 - 100nm coMu 12/8/2016
x40,000 20.0kV LED SEM WD 10mm  14:01:56 x40, 000 20.0kV LED SEM WD 10mm  14:13:22

Sekil 4.40. p.PGE (A, 1 um x10000) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii

sayisinin kullanimiyla elde edilen PANP modifiye elektrotlarin SEM goriintiileri: B) 5, C)
10, D) 20, E) 30, F) 40, G) 50 ve H) 60 dongii, 100 nm x40000
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Elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongii ile elde edilen Pd/p.PGE’nin EDX
spektrumu ve bu elektrot ile birlikte p.PGE’nin XRD spektrumlart Sekil 4.41°de
verilmistir. EDX spektrumunda goriildiigii gibi Pd/p.PGE igin Pd % 26,4, O % 39,2 ve Si
% 34,4 bulunmus (Sekil 4.41 A) ve Si ile O’nin muhtemelen PGE’deki kilden
kaynaklandigi, O i¢in diger bir olasiligin ise Pd’nin PdO olarak biriktigi sonucuna
vartlmistir. p.PGE ve Pd/p.PGE’nin XRD spektrumlari (Sekil 4.41 B) karsilagtirildiginda
ise modifiye elektrodun spektrumunda 20 degeri olarak 40,09° ve 46,36”de gdzlenen
piklerin Pd (1 1 1) ve Pd (2 0 0)’nin ylizey kiibik kristal (face cubic crystal, fcc) yapilarina
ait oldugu belirlenmis olup, literatiirde verilen degerlerle uyum igerisindedir (Zhang ve
ark., 2016c). Gergeklestirilen tiim bu analiz sonuglari, PANP’lerin basarili bir sekilde
p.PGE ylizeyine biriktigini gostermektedir.
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Sekil 4.41. Elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongii ile elde edilen Pd/p.PGE’nin
(A) EDX ve p.PGE (siyah) ve Pd/p.PGE’nin (yesil) (B) XRD spektrumu

4.1.3.4. Pd/p.PGE’de H,0,’nin Elektrokimyasal Davramsinin Incelenmesi

30 dongii ile hazirlanan Pd/p.PGE kullanilarak ilk asamada farkli pH ortamlarinda
H202’nin CV’leri kaydedilmis ve pH optimizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.42°de
goriildiigii gibi asidik pH’larda (3,0 — 6,0) H2O2’nin katodik piklerinin olduk¢a negatif
potansiyellerde belirdigi, anodik piklerin gozlenmedigi, bu piklerin Au/p.PGE ve
Pt/p.PGE’de oldugu gibi bazik bolgelerde daha belirginlestigi tespit edilmistir (Sekil 4.42).
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Ozetle, destek ¢dzelti ortammin pH’smin artmasi ile H,O,’nin indirgenmesine ve
yiikseltgenmesine ait pikler daha negatif bolgeye kaymis ve anodik ve katodik pik
yiikseklikleri belirgin olarak artmistir. Sekil 4.42 L’den goruldigi tizere H;O;’nin
indirgenmesine en iyi yanitin 0,10 M NaOH ortaminda alindig1 gériilmektedir. Fakat gerek
Au/p.PGE kullanilarak gerekse Pt/p.PGE kullanilarak yapilan elektrokimyasal H;0O;
sensoOrii ¢aligmalarinda yiiksek pH’ta calisilmasi (0,1 M NaOH), gergeklestirilmesi
diisiiniilen olas1 biyosensor ¢alismalarinda fizyolojik pH’nin (pH 7,0) kullanilmasi ve
Pd/p.PGE pH 7,0’de H;O;’ye iyi yanitlar alinmasi gibi sebeplerden Otiirli, sonraki
calismalarda 0,10 M KCI iceren pH 7,0 PBS’nin destek elektrolit olarak kullanilmasina

karar verilmistir.

111



A 3'pH:2 —— 0 mM Hz0: B 31pH:3
— 16 mM Hz20:
2, 2.
14 < 1
T E
~ o >~ o
: N—a
v 4
-‘E -14 < -1
-24 -2.
-34 -34
-800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800 800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800
Potansiyel / mV Potansiyel / mV
C 3 . D 34pH:5
pH:4 P
2 24
14 < 1
E E
~ o ~ o
s =" s T
X X
< -14 < -1
_2J -2
-34 -34
-800 -600 -400 200 O 200 400 600 800 -800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800
Potansiyel / mV Potansiyel / mV
E 31pH:6 39pH:7
24 2
< 14 < 14
g | E
~ 0 ~ 0.
: / €
4 "4
< -1 < -1
-2+ -2
-3 -3,
800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800 800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800
Potansiyel / mV Potansiyel / mV

Sekil 4.42. Pd/p.PGE’nin pH’s1 2 ile 12 arasinda degisen BRBS’de ve 0,10 M NaOH
cozeltisinde (siyah voltammogramlar), 16 mM H;0; varliginda (kirmiz1 voltammogramlar)

kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)
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Sekil. 4.42°nin devami

Au/p.PGE ve Pt/p.PGE’de oldugu gibi Pd/p.PGE i¢in de dongii sayisi1 optimizasyonu
gergeklestirilmis ve bu amagla, elektrokimyasal biriktirme esnasindaki dongii sayisina gore
elde edilen Pd/p.PGE’lerin 0,10 M KCI igeren pH 9,0 BRBS ortamindaki H,O,’nin
CV’leri kaydedilmistir (Sekil 4.43). p.PGE’de H;O;’nin indirgenme pikleri ve
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yiikseltgenme pikleri sirastyla -700 ve +700 mV’da olmak iizere asir1 potansiyellerde
gozlenmistir (Sekil 4.43 A). Diger taraftan, dongii sayisina bagl kaydedilen Pd/PGE’lerin
CV’lerinde ise H,O;’ye ait anodik pik 100 mV’a kadar kaymis ve pik akimi p.PGE’ye gore
oldukga artmakla birlikte 5 ile 60 dongii arasinda ise anodik akim nerdeyse degismemistir
(Sekil 4.43 B-H). Diger taraftan p.PGE’de -700 mV’da goriillen H,O;’ye ait indirgenme
piki, 5. dongii ile -450 mV’da siddetli olarak belirginlesmis ve 10. dongiiden 60. dongiiye
kadar az da olsa pik siddetlerinde azalmalar goriilmekle birlikte daha pozitif potansiyellere
kaymustir. ilgili azalmalarin, dongii sayisinin artmasi ile PANP’lerin p.PGE iizerine film
seklinde birikmesi yerine yiginsal olarak birikmesinden kaynaklandigi ve bu durumun
elektrodun yanitinda azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir. 5 dongiilii elektrot ile
H,0,’nin indirgenmesine en yiiksek yanit alinmis olsa da, bu elektrodun yiizey etkinligini
daha hizli yitirecegi ve bu durumun modifiye elektrodun tekrarlanabilirlik ve kararlilik
parametrelerini olumsuz etkileyebilecegi olasiligi gdz oniine alindigindan, bundan sonraki

calismalarda 30 dongii sayisi ile elde edilen Pd/p.PGE’nin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.43. p.PGE (A) ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilarinda (5
(B), 10 (C), 20 (D), 30 (E), 40 (F), 50 (G) ve 60 (H)) hazirlanan Pd/p.PGE’lerin, 0,10 M
KCl igeren pH 9,0 BRBS’de (siyah voltammogramlar), 16 mM (kirmizi voltammogramlar)
H,0, varliginda kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)
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p.PGE ve -elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30 dongi ile elde edilmis
Pd/p.PGE’nin 0,10 M KClI igeren 0,10 M pH 7,0 PBS’de artan H,O; derisimine bagl
CV’leri de kaydedilmis ve Sekil 4.44’de verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi H,O2 nin
derisiminin artmasiyla Pd/p.PGE’de sirasiyla -400 ve 0 mV’da gozlenen katodik ve anodik

piklerin orantisal olarak arttig1 tespit edilmistir.

A 100 o6 B 10.0——ppee
8mMH,0,
7.5 16 mMH,0,
——32mMH,0,
5,04
P
~ 254
£ é
X 0,0
< "=
-2,54
S ¥\ SV
-500 0 500 1000 1500 -500 0 500 1000 1500
Potansiyel / mV Potansiyel / mV

Sekil 4.44. A) p.PGE ve B) Pd/p.PGE’nin 0,1 M KClI igeren 0,1 M pH 7,0 PBS’de artan

H,0; derisimine (0, 8, 16 ve 32 mM) bagl olarak kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50
mV/s)

4.1.3.5. Pd/p.PGE ile FIA Sisteminde Gergeklestirilen Calismalar
FIA sisteminde Au/pPGE ve Pt/p.PGE kullanilarak gergeklestilen tiim g¢alismalar,
Pd/p.PGE igin de tekrarlanmistir. Ancak, bu elektrot i¢cin H,O’nin indirgenmesine bagli

olarak amperometrik sensor ¢alismalar gerceklestirilmistir.

4.1.3.5.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Pd/p.PGE’de 2,5 mM H,O;’nin FIA sistemine enjeksiyonuyla farkli anodik
uygulama potansiyellerinde kaydedilen amperomogramlar Sekil 4.45°de verilmistir.
Anodik bolgede 0 ile 200 mV potansiyel araliginda katodik pikler goriilmekle birlikte bu
aralikta uygulama potansiyeli arttik¢ca katodik piklerin siddeti giderek azalmistir. H,O,’ye
ait anodik pik +250 mV’tan itibaren zayif olarak goriilmeye baslamistir. Uygulama
potansiyeli arttikga anodik piklere ait akimsal yanitin +600 mV’a kadar giderek arttigi
goriilmiistiir. H,O’nin yiikseltgenmesinin asirt gerilim gerektirmesi ve biyolojik olarak
aktif bilesiklerin olas1 girisim etkisi gosterme olasiligi nedenlerinden dolayi, anodik pik

yerine katodik pikin izlenerek H,O, sensoriiniin gelistirilmesine karar verilmisitir.
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Sekil 4.45. Pd/p.PGE’nin farkli uygulama potansiyel degerlerinde 2,5 mM H,O;’nin 3
ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Tastyici ¢ozelti: 1,0
M KClI ihtiva eden 0,10 M pH 7,0 PBS; akis hizi: 2,0 mL/dK; 6rnek kolonunun hacmi: 100

pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

Benzer sekilde, hem p.PGE hem de Pd/p.PGE igin farkli katodik uygulama
potansiyellerinin, H,O2’nin amperometrik yanitina etkileri incelenmis ve iki elektrot igin
2,5 mM H,0O;’nin FIA sistemine enjeksiyonuyla farkli katodik uygulama potansiyellerinde
kaydedilen —amperomogramlar Sekil 4.46’da  verilmistir. p.PGE’de H,O’nin
indirgenmesine ait amperometrik yanitin 0 mV ile -200 mV arasinda sabitlenmis,
uygulanan potansiyelin -200 mV’tan -500 mV’a kadar kademeli olarak azaltilmasiyla
biiyiik artis gostermis ve -500 mV ile -600 mV arasinda tekrar sabitlenmistir (Sekil 4.46 A
ve C). Modifiye elektrotta ise 0 mV’tan -600 mV’a kadar amperometrik yanit orantisal
olarak artmig, herbir uygulama potansiyelinde p.PGE’ye kiyasla daha yiiksek
amperometrik yanitlar alindigir goériilmektedir (Sekil 4.46 B ve D). Asir1 negatif
potansiyellerde oksijenin indirgenmesinin H,O’nin indirgenmesi lizerine girisim etkisinin
cok yogun olmasi, bu durumun sensdriin segiciligini ve duyarliligini etkilemesi ve -100
mV uygulama potansiyelinde p.PGE’ye gore oldukg¢a yiiksek yanit alinmasindan dolay1

sonraki ¢aligmalara -100 mV uygulama potansiyeli kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.46. p.PGE (A ve C) ve Pd/p.PGE’nin (B ve D) farkli uygulama potansiyel
degerlerinde 2,5 mM H,O;’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlar1 (A ve B) (Tasiyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS; akis
hizi: 2,0 mL/dk; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve bu

amperomogramlardan elde edilen akim-potansiyel degisim grafikleri (C ve D)

4.1.3.5.2. Tasiyic1 Cozeltinin Akis Hizinin Belirlenmesi

Sekil 4.47°de ise Pd/p.PGE’de 2,5 mM H,O;’nin FIA sisteminde farkli akis
hizlarinda kaydedilen amperomogramlart ve akis hizina baghh akim grafigini
gostermektedir. Sekillerden goriildiigii gibi H,O, nin elektrokatalitik indirgenmesine en iyi
amperometrik yanitin alindigr akis hizi 2,0 mL/dk olarak belirlenmis olup, sonraki

calismalara bu akis hiz1 degeri kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.47. Pd/p.PGE’nin farkli akis hizlarinda 2,5 mM H;0,’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla

FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlart (A) (Uygulama potansiyeli: -100 mV;
tastyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,1 M pH 7,0 PBS; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL;

kolon uzunlugu: 10 cm) ve bu amperomogramlardan elde edilen akim-akis hiz1 degisim

grafigi (B)

4.1.3.5.3. Analitiksel Parametrelerin Belirlenmesi

Hem p.PGE hem de Pd/p.PGE’nin optimize edilen kosullar altinda (-100 mV
uygulama potansiyelinde ve 2,0 mL/dk akis hizinda) artan H,O, derisimine bagl FI
amperomogramlar1 Sekil 4.48’de ve bu amperomogramlardan elde edilen kalibrasyon
egrileri Sekil 4.49°da verilmistir. Yalin ve kosullandirilmis (p.PGE) elektrotta dogrusal
aralik 0,25 mM — 50,0 mM H,0, olup (I(rA) = 0,037 C(mM) + 0,050; R®> = 0,9989),
Pd/p.PGE’de 0,01 mM — 10 mM (I(pA) = 12,6058 C(mM) + 0,1005; R* = 0,9993) olarak
bulunmustur. Dogru denklemlerindeki egimler oranlandiginda  (Mmodifiye/Myalin)

Pd/p.PGE’nin p.PGE’ye gore yaklasik 340 kat daha duyar oldugu tespit edilmistir.

119



Pd/PGE’de H702’nin sinyalinin net olarak goriildigii en kiigiik derisiminin (0,01 mM)
sisteme en az 10 kez enjekte edilmesi ile kaydedilen FI amperomogramlardan elde edilen
pik akimlarina goére LOD 3,0 uM H,0,, LOQ 10 uM H,0; ve duyarlik 79,28 pA mM™?

cm? olarak hesaplanmustir.
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\
Sekil 4.48. p.PGE (A) ve Pd/p.PGE’nin (B) artan H,O, derisimine bagl olarak FIA’da

kaydedilen amperomogramlar1 (Uygulama potansiyeli: -100 mV; akis hiz1 2,0 mL/dk;
tasiyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL;

kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.49. p.PGE (A) ve Pd/p.PGE’nin (B) artan H,O, derisimlerine verdigi yanitlara ait
kalibrasyon grafikleri (A igin 0,25 mM — 50 mM araliginda, I(uA) = 0,037 C(mM) +
0,050; R? = 0,9989 ve B i¢in 0,01 mM — 10 mM H,0; araliginda, I(nA) = 12,6058 C(mM)
+0,1005; R? = 0,9993)

4.1.3.5.4. Pd/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensoriin Seciciliginin Incelenmesi
Pd/p.PGE ig¢in de farkli H,O; (2,5 mM):girisimei molekiil (GL, GLA, SA, SAL, AA,
DA ve UA) oranlarinda hazirlanan (1:0, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:50) ¢dzeltilerin optimize

edilen kosullarda FI amperomogramlar1 kaydedilmis ve girisim etkileri degerlendirilmistir.

Her bir girisimci molekiil i¢in ayri ayr1 kaydedilen amperomogramlar Sekil 4.50°de

verilmigtir. Cizelge 4.8’de ise herbir girisimei molekiil i¢cin % degisimler, standart

sapmalari ile birlikte verilmistir.
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Sekil 4.50. Pd/p.PGE’de 2,5 mM H,0O, gore artan oranlarda girisimei molekiil (GL (A),
GLA (B), SA (C), SAL (D), AA (E), AA (AOx/Pd/p.PGE kullanildiginda, F), DA (G), DA
(Nf/Pd/p.PGE kullamldiginda, H), UA (J) ve UA (Nf/Pd/p.PGE kullanildiginda, K) igeren
¢ozeltilerin enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar (Sekil 4.47°de

kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

Akim-zaman egrileri (Sekil 4.50) ve bu egrilerden elde edilen veriler (Cizelge 4.8)
incelendiginde, H,O;’ye gore 5 kat GL ve SAL’nin esdeger (1:1) oranda GLA ve SA’nin,
H,0,’nin indirgenme akimina etkisinin ¢ok az oldugu ve bu girisimin de tiim oranlarda %
10 seviyelerinde olmasindan dolayr dikkate alinacak degerde olmadigi sonucuna

varilmstir.
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Cizelge 4.8 Her biri 2,5 mM sabit H,O, igeren 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:50 oranindaki
girisimcilerin Pd/p.PGE’de H,0;’nin indirgenme pik akimina gosterdikleri degisimler

(=) H,0,’nin Indirgenme Pik Akimindaki Degisimler (%)
Girigimci Glukoz:Girisimci orani
Molekiil 1:1 1:2 1:5 1:10 1:100
GL -6,9 40,38 | -7,0 0,42 720,17 | -13,4+021 | -13,5 0,45
GLA -83+0,14 | -12,4+0,11 | -158+0,17 | -17,8+0,15 | -19,1 0,16
SA -4,15+0,38 | -154+033 | -182+0,27 | -20,2+0,03 | -26,4 +0,24
SAL 514046 | -6,7+0,29 | -10,3+0,30 | -15,3+0,32 | -18,4 0,30
AA | 9195005 | -1245005 | -1a8520.00 | 027 1035
+0,08 +0,08
AA (AOX) | -12,1+0,21 | -36,3+029 | -67,1+0,15 | -74,9 40,45 | -89,4 +0,06
DA 31,8 40,23 | -38,6+0,19 | -47,1+0,25 | -62,9+0,18 | -74,8 0,20
DA (Nf) | -8,1+0,12 g - -40,1 £0,29 -
UA +242 40,16 | +25,8 40,24 | +101 +0,40 - -
UA (Nf) | +1,54 40,12 - +4,64 +0,22 - -

Diger taraftan, esdeger derisimdeki AA ve DA’nin H,O,’nin indirgenme pik akimini
azalttigi ve esdeger derisimdeki UA min H,O,’nin indirgenme pik akimini arttirdign ve
ciddi bir girisim etkisi gosterdigi tespit edilmistir. AA varligindan kaynakl girigim etkisini
azaltmak adina Pt/p.PGE’de oldugu gibi Pd/p.PGE yiizeyine AOx enzimi immobilize
edilerek bu girisimci varhi@inda girisim testi tekrarlanmis ve ozellikle esdeger derisim
oranindaki girisim etkisinde ciddi bir azalma gozlenmistir. Bu azalma, AA’nin O;
varliginda elektrot yiizeyindeki AOx ile enzimatik tepkimeye girerek dehidro askorbata
onytikseltgenmesinden kaynaklanmaktadir. Boylece H,O,’nin indirgenme akimini azaltict
yonde etki eden AA’nin girisimi, onemli diizeyde giderilmistir. Diger taraftan, DA ve
UA’dan kaynakli girisim etkilerini gidermek icin Pd/p.PGE yiizeyi nafyon (Nf) ile
modifiye edilmis ve DA ve UA’dan kaynakl1 girisim etkileri esdeger oranda énemli dlgiide
giderilmistir. Nafyon yapisal olarak negatif yiiklii olmasindan dolayr, DA ve UA gibi
negatif yiiklii bilesikleri bloke ederek elektrot yiizeyine yaklagmasini engelledigi ve
etkisini azalttigi disiiniilmektedir (Shin ve ark., 2018). Gergeklestirilen girisim
calismalarindan, DA, AA ve UA icermeyen Orneklerde Pd/p.PGE kullanilarak H;0;’nin

FIA sisteminde segici olarak tayin edilebilecegi sonucuna varilmistir.
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4.1.3.5.5. Pd/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensoériin H,O; igeren Orneklere
Uygulanmasi

Eczanelerde bulunabilen bir antiseptik ¢ozeltideki (BIKAR Oksijenli Su, % 3 H,0,)
ve kozmetik magazalarinda bulunabilen bir sa¢ oksidasyon kremindeki (Wella Koleston, %
9 H,0,) H,0; igerikleri analiz edilmis ve bdylece tasarlanan elektrokimyasal sensoriin
gercek orneklere uygulanabilirligi test edilmistir. Bu amacla, antiseptik ¢ozelti i¢in 0, 0,50,
0,75, 1,0 ve 2,5 mM H,0; olacak sekilde standart igeren 1/1000 oraninda tasiyici ¢ozelti
ile seyreltilmis 6rnek ¢ozeltileri ve sa¢ agartici krem i¢in 0, 0,25, 0,50, 0,75 ve 1,0 mM
H,0; olacak sekilde standart iceren 1/5000 oraninda tasiyict ¢ozelti ile seyreltilmis 6rnek
cozeltileri FIA sistemine enjeksiyonuyla amperomogramlar1 daha Once optimize edilen
kosullar altinda ayr1 ayr1 kaydedilmis (Sekil 4.51 A ve B) ve standart katma grafikleri Sekil
4.51 C ve D’de verilmistir.
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Sekil 4.51. Antiseptik ¢ozelti (1/1000 seyreltik) (A) ve sag¢ agartict krem (1/5000 seyreltik)
(B) igin hazirlanan standart ¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlar ve elde edilen standart katma grafikleri (C igin I[(uA) = 13,220 C(mM)
+ 11,682 ve R? = 0,9966 ve D igin I(pA) = 11,804 C(mM) + 6,256 ve R? = 0,9970) (Sekil
4.47°de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

124



Permanganometrik titrasyon metodu ile birlikte her iki metottan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Antiseptik Cozeltide ve Sag Oksidasyon Kreminde tayin edilen H,O;’ye ait
analiz sonuglar1 (n=5)

Orneklerde Bulunan H,0, derisimi
) Hesaplanan Pd/p.PGE )
Ornek Permanganometrik
H,0; kullanilarak FI ]
L . Titrasyon
Derisimi Amperometrik Metod
Antiseptik Cozelti 0,887 M 0,015 0,876 M +0,016

0,882 M tgen: 0,75 (P: 0,05, 4) | tgen: 0,84 (P: 0,05, 4)

Faen: 1,14 (P: 0,05, 4)
2,64 M £0,05 2,61 M +0,04
2,65 M tgen: 0,45 (P: 0,05, 4) t: 2,24 (P: 0,05, 4)

Faen: 1,56 (P: 0,05, 4)
tyritik: 2,78 (P: 0,05, 4), Fyritik: 6,39 (P: 0,05, 4, 4) (Douglas ve ark., 1988)

(% 3 H,0,)

Sa¢ Oksidasyon
Kremi (% 9 H,0,)

Yapilan t-testinde 1 ve 2 numuneleri i¢in 0,75 ve 0,45 olarak hesaplanan tge, degerleri 4
serbestlik derecesi igin tyritik degerden (2,78) (Douglas ve digerleri, 1988) daha az
olmasindan dolayr Xort ve p arasinda % 95 giiven diizeyinde anlamli bir farkin olmadigi
goriilmiistiir. F-testi i¢in iki yontemin varyanslari oranlandiginda sirasiyla 1. ve 2. drnekler
icin hesaplanan Fgen-1= 1,14 ve Fgen-2=1,56 degerlerinin Fyitik= 6,39 (Dougles ve ark. 1988)
degerinden daha az olmasindan otiirii, yontemlerin standart sapmalari arasindaki farkin

ciddi seviyelerde olmadig: belirlenmistir.

4.1.3.5.6. Pd/p.PGE’nin Tekrarlanabilirliginin ve Kararhiliginin Test Edilmesi

Au/p.PGE ve Pt/p.PGE’de oldugu gibi Pd/p.PGE’nin de tekrarlanabilirligi ve
kararliligt incelenmistir. Elde edilen amperomogramlardan goriildiigii iizere pik
akimlarinda kayda deger bir degisim (30 £0,30 pA ya da + % 2,4 RSD) gbézlenmemistir
(Sekil 4.52). Sonug olarak, elektrodun yiizey etkinligi ve tekrarlanabilirligi oldukca yiiksek

olup, H,O; ¢ozeltisinin her enjeksiyonunda kararli yanitlar alinmigtir.
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Sekil 4.52. Pd/p.PGE’de 2,5 mM H;0, ¢ozeltisinin sisteme ardisik 30 kez enjeksiyonuyla
FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.47°de kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda)

Ayrica, Pd/p.PGE’nin giinler arast kararligimi testi etmek icin 2,5 mM HyO; ¢ozeltisinin
sisteme gilinler arasi iger kez enjeksiyon edilmis ve FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlar1 ve pik akim degerleri hesaplanarak akimin zamana (giin) bagh degisim
grafigi Sekil 4.53 A ve B’de verilmistir. Amperomogramlar ve akim-zaman grafigi
incelendiginde, Au/p.PGE ve Pt/p.PGE’de goriilen sonuglarin tersine gilinler arasinda
H,0;’ye kararli amperometrik yanitlar alinamamistir. Pd/p.PGE’nin kararli olmamas: ile

birlikte elektrodun, giin i¢inde kullanima uygun oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.53. A) Pd/p.PGE’de 2,5 mM H,0, ¢oOzeltisinin giinler arasi iicer kez
enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari ve B) akimin zamana (giin)

bagli degisimi (Sekil 4.47°de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

4.1.4. Bimetalik Nanoparc¢acik Modifiye p.PGE ile Ger¢eklestirilen Calismalar

4.1.4.1. Bimetalik Nanoparcacik Modifiye p.PGE’lerin H,0O;’ye Elektrokatalitik
Yanmitinin Incelenmesi

Metal i¢eren ¢ozeltilerin (HAuCly, HoPtClg ve PdCl,) CV’leri kaydedilerek bimetalik
nanopargaciklar p.PGE’ye hem ardisik (Metal, /Metal;) ve hem de eszamanh (Metal;-
Metal,) elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Metal ve bimetalik nanopargacik modifiye
p.PGE’lerin 0,1 M pH 7,0 PBS’de artan H;O; derisimine (0, 8, 16 ve 32 mM) bagh
kaydedilen CV’leri sirasiyla Sekil 4.54’de verilmistir. p.PGE’de H02’nin indirgenme
pikleri ve ylikseltgenme pikleri pH 7,0 PBS’de sirasiyla -700 ve +1000 mV’da olmak
lizere asir1 potansiyellerde gozlenmistir (Sekil 4.44 A). p.PGE yiizeyi monometalik ve
bimetalik nanoparcaciklarla modifiye edilerek kullanildiginda, H,O,’ye ait yiikseltgenme
ve indirgenme pikleri sirasiyla daha negatif ve daha pozitif potansiyellere kaymis ve pik

siddetleri artmistir. Monometalik nanoparcacik modifiye elektrotlar ile kiyaslandiginda,
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bimetalik nanopargacik modifiye elektrotlarin HyO,’ye verdikleri yanitlarin (6zellikle
indirgnemesine) monometalik tiirlerine gére oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil
454 D-L). Bimetalik nanopar¢actk modifiye p.PGE’lerle alinan yiiksek yanitlarin,
H.O2’nin  indirgenmesine ve yiikseltgenmesine gosterdikleri sinerjistik etkilerden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ayrica bimetalik nanoparcacik modifiye p.PGE’lerin 32
mM H,0;’ye verdikleri yanitlar kendi aralarinda kiyaslandiginda, H,O;’nin bir kismi1 +100
mV bir kismi ise +400 mV’da yiikseltgenmis ve akim degerlerinde ciddi bir degisme
olmamistir. Diger taraftan H;O,’nin indirgenme pikleri incelendiginde, pik
potansiyellerinin metal nanopargacik tiirlerine ve biriktirme siralarina gore -250 mV ile -
450 mV arasinda degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. H,O,’nin indirgenmesine en iyi
yanitin p.PGE ylizyine es zamanl biriktirilen Pt-Pd/p.PGE ile alindig1 goriilmekte olup,
diger monometalik ve bimetalik tiirlerine gore katodik pik daha pozitifte (-277 mV)
kaymistir (Sekil 4.54 L). Sonug olarak, H>O,’nin indirgenmesine en iyi elektrokatalitik
etkinin ve yanitin gozlendigi bimetal modifiye elektrot Pt-Pd/p.PGE olarak belirlenmis ve

bu elektrodun elektrokimyasal H,O, sensor ¢alismalarinda kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.54. Au/p.PGE (A), Pt/p.PGE (B), Pd/p.PGE (C), Au/Pt/p.PGE (D), Au/Pd/p.PGE
(E), Pt/Pd/p.PGE (F), Pt/Au/p.PGE (G), Pd/Au/p.PGE (H), Pd/Pt/p.PGE (1), Au-Pt/p.PGE
(J), Au-Pd/p.PGE (K) ve Pt-Pd/p.PGE’nin (L) 0,0 M pH 7,0 PBS’de (siyah
voltammogramlar), 8 mM (kirmiz1 voltammogramlar), 16 mM (yesil voltammogramlar),
32 mM (mavi voltammogramlar) H,O, varliginda kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50
mV/s)
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Sekil 4.54’1in devami

4.1.4.2. Bimetalik (Pt-Pd) Nanoparc¢aciklarin p.PGE Yiizeyine Eszamanh
Biriktirilmesi

Bimetalik nanoparcaciklarin (Pt-Pd) p.PGE yiizeyine es zamanli biriktirilmesi
amaciyla 0,1 M KCI igerisinde 1 mM HPtClg ve 1 mM PdCl, igeren biriktirme
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¢ozeltisinin 30 dongli sayisinda CV’leri kaydedilmistir (Sekil 4.55). Boylece,
elektrokimyasal indirgenme yoluyla Pt ve Pd nanoparcaciklar p.PGE yiizeyinde es zamanl
biriktirilmistir. Voltammogramin ilk dongiisiinde (kirmizi ile gosterilen voltammogram) -
300 mV (pik seklinde, I) ve -400 mV’ta (artan akim seklinde, II) indirgenmeye ait redoks
tepkimeleri daha once monometalik Pt’nin biriktirilmesinde bahsedildigi gibi sirasiyla
PtCl¥ — PtCL> (1) ve PtCl¥ — Pt° (I) indirgenme basamaklarina ait oldugu
belirlenmistir (Wang ve Lin, 2005; Anik ve ark., 2016). Ayrica yine ilk dongiide -240 mV
ile -200 mV’ta goriilen ¢ok kiigiik piklerin literatiirde belirtildigi gibi sirasiyla Pd’nin
hidrojenin adsorbsiyonuna/olusumuna ve desorbsiyonuna (siyrilmasina) ait oldugu
belirlenmistir (Zhou ve ark., 2011; Rasouli ve ark., 2016; Perini ve ark., 2014). Dongii
sayist arttikca Pd’a ait gézlenen bu kiigiik pikler sirasiyla -165 mV (111) ve -250 mV (IV)
potansiyellerine kaymis ve pik akimlarinda artmalar gézlenmistir. Ayrica ilk dongiide -55
mV’ta gozlenen katodik pik (V), 2. dongiiyle birlikte +215 mV’a (VI) kaymakla birlikte
her dongiide pik siddetinde artiglar goriilmistiir. V. ve VL. pikler ile birlikte, +800 mV’da
belirgin bir sekilde gozlenen pik (VII) metal oksitlerin olustuguna isaret etmektedir (Zhou
ve ark., 2011; Rasouli ve ark., 2016; Perini ve ark., 2014). Her dongiide pik akimlarinin
artmas1 ve pik konumlarindaki kaymalar, yiizeye Pt ve Pd nanopargaciklarinin p.PGE

yiizeyinde es zamanl biriktigini gostermektedir.
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Sekil 4.55. p.PGE’nin 1,0 mM H,PtClg ve 1,0 mM PdCI; igeren Ar ile doyurulmus 0,10 M
KCI’de ardisik 30 dongii ile kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

4.1.4.3. Pt-Pd/p.PGE’lerin Elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

Metallerin es zamanl biriktirilmesi esnasinda kullanilan metal iyonlar: derisimlerinin
optimizasyonu, elde edilen Pt-Pd/p.PGE’lerin H,O;’nin elektrokimyasal yanitina etkisi
incelenerek gergeklestirilmistir. Bu amagla, farkl Pt**/Pd* derisimleri (1,0/0,25 mM;
1,0/0,50 mM; 1,0/0,75 mM; 1,0/1,0 mM; 0,50/1,0 mM) igerecek sekilde hazirlanan
cozeltilerin CV’leri kaydedilerek ayri ayr1 Pt-Pd/p.PGE’ler hazirlanmis ve hazirlanan
modifiye elektrotlarda 0,10 M pH 7,0 PBS ortaminda 8 mM H,0;’nin CV’leri
kaydedilmistir (Sekil 4.56). CV’ler incelendiginde, Pt** derisimi sabit tutulup, Pd*
derisimi arttirildik¢a H2O2 nin indirgenme pikleri 0’dan 84 mV’ta dogru kaymis ve pik
siddetinde artislar goriilmustiir. Yiikseltgenme piklerinin potansiyelinde (385 mV) ise ciddi
bir degisim gozlenmemekle birlikte, Pd?* oraninin artmasiyla pik siddetinin yine arttig
goriilmektedir. Diger taraftan, Pt** derisimi disiiriiliip (0,50 mM), Pd?* derisimi arttika
(1,0 mM) H20,’nin yiikseltgenmesine ve indirgenmesine yanitlarin diistiigli goriilmektedir.
Pd/p.PGE’de oldugu gibi bu durumun, bimetalik nanoparcaciklarin p.PGE ylizeyine
eszamanli biriktirilmesi esnasinda PANP’lerin yi1ginsal olarak birikmesinden ileri geldigi ve

bu nedenle H;O,’nin yiikseltgenmesine ve indirgenmesine olan yanitlar1 azalttigi
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diistiniilmektedir. Sonug¢ olarak, H»O,’nin indirgenmesine ve yiikseltgenmesine en iyi
elektrokimyasal yanitin, esdeger derigimlerde (Pt*/Pd**: 1,0/1,0 mM) hazirlanan metal
¢oOzeltisi ile hazirlanan Pt-Pd/p.PGE ile alindig1 goriilmiis ve sonraki ¢aligmalara esdeger
derisimlerde (1,0 mM) HyPtClg ve PdCI, igeren metal ¢6zeltisinden hazirlanan Pt-
Pd/p.PGE’ler kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.56. Degisen Pt**/Pd** derisimlerinde (mavi: 1,0/0,25; yesil: 1,0/0,50; turuncu:
1,0/0,75; kirmizi: 1,0/1,0 ve mor: 0,50/1,0 mM) hazirlanan Pt-Pd/p.PGE’lerle birlikte
p.PGE’nin (siyah) 8 mM H,0; ve 0,10 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS’de kaydedilen
CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

Monometalik nanoparcacik modifiye p.PGE’lerde oldugu gibi, elektrokimyasal
biriktirme esnasinda farkli dongii sayili CV’lerin kaydedilmesiyle elde edilen Pt-
Pd/p.PGE’lerin de Fe(CN)s>™ redoks probu ortaminda hem CV’leri hem de impedans
egrileri kaydedilmistir. Elde edilen CV’ler Sekil 4.57°de verilmistir. DOongli sayisinin

artmasiyla elde edilen elektrotlarda Pt-Pd yogunlugu arttigindan Fe(CN)63'/ 4

redoks ¢iftine
ait piklerin potansiyellerinde kayma ve pik akimlarinda artig gozlenmistir. Ancak 30 dongii
sayisindan sonraki pik akim yiiksekliklerinde ¢cok onemli degisiklikler olmamistir. Farkli
dongii sayilarinda hazirlanan herbir modifiye elektrot i¢cin anodik ve katodik pike ait

potansiyel ve akim degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir. Pik akimlarinin dongii sayisi ile
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artmasinin nedeni ise yiizeye eszamanli biriken Pt ve Pd yogunlugunun artmasina ve bu

nanopargaciklarin birlikte gosterdikleri sinerjistik etkiye baglanmistir.
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Sekil 4.57. PGE, p.PGE ve elektrobiriktirme esnasinda farkli dongii sayilari kullanilarak
elde edilen Pt-Pd/p.PGE’lerin 0,01 M Kj3[Fe(CN)g], 0,01 M K;[Fe(CN)g] igeren 0,10 M
KCI destek ¢ozeltisinde kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 50 mV/s)

Pt-Pd/p.PGE’lerin Sekil 4.3°deki devre modeline gore kaydedilen impedans egrileri
ise Sekil 4.58’de verilmistir. Elektrokimyasal biriktirme esnasinda kullanilan dongii
sayisinin artmasiyla Re degerleri azalmis, 6zellikle 20. ve 40. dongiiler arasinda bu
degerler neredeyse sabitlenmistir. Dolayisiyla iletkenlik biriken Pt-Pd yogunlugundan
dolay1 artmistir. Yalin PGE ile birlikte herbir elektrot i¢in elde edilen R degerleri Cizelge
4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.58. PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii sayilari
kullanilarak elde edilen Pt-Pd/p.PGE’lerin 0,01 M Kj[Fe(CN)s], 0,01 M Ky[Fe(CN)g]
iceren 0,10 M KCI destek ¢ozeltisinde kaydedilen impedans egrileri (Uygulanan frekans

araligi: 10° Hz — 10 Hz; uygulanan potansiyel: +170 mV; siniisodiyal sinyal: 5 mV)

Cizelge 4.10. Yalin PGE, p.PGE ve elektrokimyasal biriktirme esnasinda farkli dongii
sayilart kullanilarak elde edilen Pt-Pd/p.PGE’lerin Fe(CN)s*"* redoks probu ortaminda
kaydedilen impedans egrileri ve CV’lerinden ¢ikarilan veriler (n=3)

Elektrot E.(mV) Ex(mV) | AE,(mV) loa(nA) l(nA) Ret(0hm)

PGE 335 100 235 470+1,0 | 443424 | 28564

p.PGE 305 105 200 519452 | 445424 | 114206
Pt-Pd/p.PGE/ 5 Déngii 270 150 120 540 46,9 | 456+4,1 47 +0,4
Pt-Pd/p.PGE/ 10 Déngii 270 150 120 546 46,6 | 458+82 45 +0,5
Pt-Pd/p.PGE/ 20 Déngii 270 150 120 58649 | 478+54 13£0,2
Pt-Pd/p.PGE/ 30 Déngii 270 150 120 591451 | 51089 10£0,1
Pt-Pd/p.PGE/ 40 Dongii 270 150 120 596+1,1 | 518+4,1 | 9,002

4.1.4.4. Pt-Pd/p.PGE’nin Yiizey Morfolojilerinin incelenmesi

Elektrokimyasal biriktirme esnasinda ardisik 30 dongii ile CV’lerin kaydedilmesiyle
hazirlanan Pt-Pd/p.PGE’nin, p.PGE ile birlikte kaydedilen SEM goriintiileri Sekil 4.59’da
verilmistir. p.PGE’nin tabakalar seklindeki diiz yiizeyine (Sekil 4.59 A), Pt-Pd bimetalik

nanoparcaciklarin  p.PGE ylizeyine

kristal ~tanecikler seklinde biriktigi SEM
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goriintiilerinden anlagilmaktadir (Sekil 4.59 B). Bir onceki boliimde redoks probu
ortaminda kaydedilen CV’ler ve impedans egrilerinden elde edilen verilerin SEM
gorintiileri ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Elektrokimyasal biriktirme esnasinda 30
dongii ile elde edilen Pt-Pd/p.PGE’nin EDX spektrumu ve bu elektrot ile birlikte
p.PGE’nin XRD spektrumlart Sekil 4.59 C ve D’de verilmistir. EDX spektrumunda
goriildigi gibi Pt-Pd/p.PGE i¢in Pt % 37,2, Pd % 46,2 ve Si % 16,6 bulunmustur (Sekil
4.59 C). p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE’nin XRD spektrumlari (Sekil 4.59 D) karsilastirildiginda
ise p.PGE’den farkli olarak modifiye elektrodun XRD spektrasinda 40,09° ve 46,36% da
konumlanan yaymim piklerinin Pt ve Pd’nin her ikisi igin de (1 1 1) ve (2 0 0) kiibik kristal
yapilarindan kaynaklandig tespit edilmistir. Ayrica, 68,23° ve 82,00 da farklilik arz eden
yayinim piklerinin literatiirde belirtildigi gibi sirasiyla Pd (2 2 0) ve Pt (3 1 1)’nin kiibik
kristal yapilarina ait oldugu belirlenmistir (Sen ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2016c).
Yiizey morfoloji ¢alismalarinda elde edilen tiim sonuglar, Pt ve Pd nanopargaciklarinin

p-PGE yiizeyine es zamanli olarak biriktigini gostermektedir.
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Sekil 4.59. A) p.PGE (1 um x5000) ve B) elektrokimyasal biriktirme esnasinda ardisik 30
dongii ile elde edilen Pt-Pd/p.PGE’nin (100 nm x40000) SEM goériintiileri, C) Pt-
Pd/p.PGE’nin EDX ve D) p.PGE (siyah) ile Pt-Pd/p.PGE’nin (mor) XRD spektrumlari
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4.1.4.5. Pt-Pd/p.PGE ile FIA Sisteminde Gerg¢eklestirilen Calismalar
FIA sisteminde Pd/p.PGE’de oldugu gibi bu elektrot igin H,O,’nin indirgenmesine

bagli olarak amperometrik sensor caligmalar1 gergeklestirilmistir.

4.1.4.5.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Pt-Pd/p.PGE’de 100 uM H;O;’nin FIA sistemine enjeksiyonuyla farkli anodik
uygulama potansiyellerinde kaydedilen amperomogramlari Sekil 4.60’da verilmistir.
p.PGE ile birlikte Pt-Pd/p.PGE’nin farkli katodik uygulama potansiyellerinde 100 uM
H,0,’nin FIA sistemine enjeksiyonuyla kaydedilen amperomogramlart ve her iki elektrot
icin elde edilen potansiyel akim grafikleri ise Sekil 4.61’de verilmistir. Sekil 4.61 A ve
C’de gortldiigii gibi p.PGE’de uygulama potansiyeli 0 mV’tan -200 mV’a degistik¢e
H,02’nin indirgenmesine ait ¢ok kiigiik pikler goriilmiis ve -300 mV’tan itibaren daha
belirgin gozlenen piklerin siddeti -600 mV’a dogru gidildikk¢e ciddi oranlarda artmistir.
Modifiye elektrotta ise 0 mV’tan -300 mV’a kadar amperometrik yanit orantisal olarak
artmig, -300 mV ile -400 mV araliginda sabitlenmis ve -600 mV’a kadar kii¢iikk de olsa
azalmalar goriilmistir (Sekil 4.61 B ve D). Asiri negatif potansiyellerde oksijenin
indirgenmesinin, H;O2’nin indirgenmesi {izerine pozitif girisim etkisinin ¢ok yogun
olmasi, bu durumun sensoriin se¢iciligini ve duyarliligini etkilemesi ve -100 mV uygulama
potansiyelinde p.PGE’ye gore olduk¢a yiliksek yanit alinmasindan dolayr sonraki

caligmalara -100 mV uygulama potansiyeli kullanilarak devam edilmistir.

600 mV
350 400 ]5?01 H h
M S E J JUU'L_ __J L}L
200

5T 100
0

100
10 nA

Sekil 4.60. Pt-Pd/p.PGE’nin farkli anodik uygulama potansiyel degerlerinde 100 puM
H,O,’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Tastyici
¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS; akis hizi: 2,0 mL/dk; 6rnek kolonunun
hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)

138



0 -50 -100 -150 -200 mV

10s, v a4V vV vVV
500nA|

13111 Y A

-150 600
- mVY
-300 -
.C 10,0- D 10,0-
7.5 75y
3 p1
-~ 9,04 ~ 2.04
E E
< <
2,5 2.5
O'D-T T T T T T T ao T T
-600 -B00 -400 -300 -200 -100 O -6(]] EIO 4!]) 3’.".'0 ZCI.') -100 O
Potansiyel / mV Potansiyel / mV

Sekil 4.61. p.PGE (A ve C) ve Pt-Pd/p.PGE’nin (B ve D) farkli uygulama potansiyel
degerlerinde 100 pM HyO2’nin 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlar1 (A ve B) (Tasiyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS; akis

hizi: 2,0 mL/dk; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 c¢cm) ve bu

amperomogramlardan elde edilen akim-potansiyel degisim grafikleri (C ve D)

4.1.4.5.2. Tasiyic1 Cozeltinin Akis Hizimin Belirlenmesi

Sekil 4.62°de Pt-Pd/p.PGE’de 100 uM H,O,’nin FIA sisteminde farkli akis
hizlarinda kaydedilen amperomogramlart (Sekil 4.62 A) ve akis hizina bagl akim grafigi
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(Sekil 4.62 B) verilmistir. Sekillerden goriildigi gibi H,O2’nin  elektrokatalitik
indirgenmesine en iyi amperometrik yanitin alindigt akis hiz1 1,7 mL/dk olarak belirlenmis

ve sonraki ¢caligmalara bu akis hiz1 degeri kullanilarak devam edilmistir.

A 100 s
i |'H“ A Al n‘ _‘r
4 pA 11“1( 1 \M 1 U ” q AT
| U 4 | | 3 7 4,0
1,18 17 2.0 24 27 3.3 mL/dk
B 7.
64
<
j-. 5-
~
E
-‘;C‘ 4.
34
2 ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ' T ¥ T
1,0 15 2,0 25 3,0 35 4.0
Akis Hizi / mL/dk

Sekil 4.62. Pt-Pd/p.PGE’nin farkli akis hizlarinda 100 puM H;O2’nin 3 ardisik
enjeksiyonuyla FIA’da kaydedilen amperomogramlari (A) (Uygulama potansiyeli: -100
mV; tasiyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS; akis hizi: 2,0 mL/dk; 6rnek
kolonunun hacmi: 100 uL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve bu amperomogramlardan elde

edilen akim-akis hiz1 degisim grafigi (B)

4.1.4.5.3. Analitiksel Parametrelerin Belirlenmesi

Hem p.PGE hem de Pt-Pd/p.PGE’nin optimize edilen kosullar altinda (-100 mV
uygulama potansiyelinde ve 1,7 mL/dk akis hizinda) artan H,O, derisimine bagli FI
amperomogramlar1 Sekil 4.63’de ve bu amperomogramlardan elde edilen kalibrasyon
egrileri Sekil 4.64’de verilmistir. Yalin ve kosullandirilmis (p.PGE) elektrotta dogrusal
aralik 0,25 mM — 50,0 mM H,0; olup (I(nA) = 0,037 C(mM) + 0,050; R? = 0,9989), Pt-
Pd/p.PGE’de 0,025 mM — 2,5 mM (I(nA) = 59,247 C(mM) + 0,055; R? = 0,9979) olarak
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bulunmustur. Dogru denklemlerindeki egimler oranlandiginda (Mmodifiye/Myaim) Pt-
Pd/p.PGE’nin p.PGE’ye gore yaklasik 1600 kat daha duyar oldugu tespit edilmistir. Pt-
Pd/PGE’de H,0;’nin sinyalinin net olarak goriildiigii en kiigiik derisiminin (0,025 mM)
sisteme en az 10 kez enjekte edilmesi ile kaydedilen FI amperomogramlardan elde edilen
pik akimlarina gére LOD 5,7 uM H,0;, LOQ 19,1 uM H,0; ve duyarlik 372,62 pA mM?

cm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.63. p.PGE (A) ve Pt-Pd/p.PGE’nin (B) artan H,O, derisimine bagli olarak FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlar1 (Uygulama potansiyeli: -100 mV; akis hiz1 1,7

mL/dk; tasiyict ¢ozelti: 1,0 M KCl igeren 0,10 M pH 7,0 PBS; 6rnek kolonunun hacmi:
100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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Sekil 4.64. p.PGE (A) ve Pt-Pd/p.PGE’nin (B) artan H,0O, derisimlerine verdigi yanitlara
ait kalibrasyon grafikleri (A i¢in 0,25 mM — 50 mM araliginda, I(uA) = 0,037 C(mM) +
0,050; R? = 0,9989 ve B i¢in 0,025 mM — 2,5 mM H,0; araliginda, I(uA) = 59,247 C(mM)
+ 0,055 ve R? = 0,9979)

41454. Pt-Pd/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensoriin Seciciliginin
Incelenmesi

Pt-Pd/p.PGE i¢in de farklt HO, (100 uM):girisimci molekiil (GL, GLA, SA, SAL,
AA, DA ve UA) oranlarinda hazirlanan (1:0, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100) cozeltilerin
Sekil 4.62’de optimize edilen kosullarda FI amperomogramlari kaydedilmis ve girisim
etkileri degerlendirilmistir. Her bir girisimci molekiil i¢in ayr1 ayr1 kaydedilen
amperomogramlar Sekil 4.65°de verilmistir. Cizelge 4.11°de ise her bir girisimci molekiil

icin % degisimler, standart sapmalari ile birlikte verilmistir.

143



A 100 s B 100 s
4 pA‘ 4 pA‘

010mM  1kat 2 kat 010mM 1 kat
Hz202 5 kat 10 kat Hz202 2 kat 5 kat
100 kat 10 kat
Glukoz 100 kat
L-Glutamik
Asit

C 100 s D 100 s

[ P

010 mM eoe LKAt 2Kat Bl 04
Hz02 1 kat
a 2 kat
Skat 10 kat
Sitrik Asit
100 kat
Salisilik Asit
IE 10 kat F
Askorbik
Asit 5 kat
Dopamin
100 s 100 s
[ 2 kat [ 1kat 2 Kot
1 kat
0,10 mM
H202 0,10 mm
H202
G 100 s

10 kat
2 kat 5 kat Urik Asit
1 kat

0,10 mM
H202

Sekil 4.65. Pt-Pd/p.PGE’de 100 uM H,0, gore artan oranlarda girisimci molekiil (GL (A),
GLA (B), SA (C), SAL (D), AA (E), DA (F) ve UA (G)) igeren ¢dzeltilerin enjeksiyonuyla
FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar (Sekil 4.62’de kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda)

Akim-zaman egrileri (Sekil 4.65) ve bu egrilerden elde edilen veriler (Cizelge 4.11)
incelendiginde, H,O;’ye gore 5 kat GL, 2 kat GLA ve SAL’nin, H,O,’nin indirgenme
akimina etkisinin ¢ok az oldugu ve bu girisimin de tiim oranlarda %10 seviyelerinde

olmasindan dolay1 dikkate alinacak degerde olmadigi sonucuna varilmstir.
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Cizelge 4.11. Herbiri 100 uM sabit H,O, iceren 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100 oranindaki
girisimcilerin Pt-Pd/p.PGE’de H,O,’nin indirgenme pik akimina gosterdikleri degisimler
(n=3)

H,0,’nin indirgenme Pik Akimindaki Degisimler (%)

Girisimci Glukoz:Girisimci orani

Molekiul 1:1 1:2 1:5 1:10 1:100

GL 43294022 | +6,37+0,83 | +8,1+0,92 | +21,6+0,31 | +33,1+4,2
GLA +1,2+0,82 | +7,52+0,74 | +17,6 +0,82 | +34,1+2,0 | +352+0,18
SA +26,4 £0,46 | +29,2 £0,57 | +55,8 +1,1 | +62,4 +0,71 -
SAL | +10,2 40,30 | +10,8 +0,15 | 20,1+0,20 | +22,3+0,15 | +124,7 +0,21

AA 23,2 40,27 | -36,9+1,82 | -848+2.4 | -1858+32 -
DA -49,6+0,20 | -57,1+0,19 | -148 +0,28 - -
UA -40,6 £0,10 | -51,5+0,10 | -53,90,10 | -74,5 028 ;

Diger taraftan esdeger derisimde SA H,0;’nin indirgenme pik akimini arttirirken, esdeger
derisimlerdeki AA, DA ve UA’nin ise H,O,’nin indirgenme pik akimini azalttig1 ve bu
molekiillerin H,O,’nin elektrokatalitik indirgenme akimi iizerine ciddi girisim etkileri
gosterdikleri tespit edilmistir. Sonug olarak, Pt-Pd/p.PGE’nin seg¢iciliginin olduk¢a zayif
oldugu ve ancak SA, DA, AA ve UA icermeyen 6rneklerde H,O, nin FIA’da segici olarak

tayinine imkan saglayabilecegi sonucuna varilmistir.

4.1.455. Pt-Pd/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Sensoriin H,0, Iceren
Orneklere Uygulanmasi

Tasarlanan Pt-Pd/p.PGE, H,0; iceren bir antiseptik ¢ozeltiye (BIKAR, % 3 H,0,)
uygulanarak test edilmistir. Bu amagla 1,0 mL antiseptik ¢ozelti, 1/10000 oraninda tastyici
cozelti ile seyreltilmis ve seyreltik 6rnek igerisinde 0; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75 ve 1,0 mM
H,0; igerecek sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve her bir ¢ozeltinin FIA sistemine
enjeksiyonuyla amperomogramlar1 daha O©nce optimize edilen kosullar altinda
kaydedilmistir (Sekil 4.66 A). Kaydedilen amperomogramlardan pik akimlar1 hesaplanmis
ve bu ornek i¢in standart katma grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.66 B’de verilmistir. Standart
katma grafiginden gerekli hesaplamalar yapilarak, antiseptik ¢ozelti igerisindeki Hy0;

0,884 M olarak bulunmustur.

145



A }
100 s AN ﬂ AN
10 !.l.r"ﬁ‘ 0
0,10
0,25
0,50
0,75
1,0 mM
H20:2
B 0 = 44,786 +3,9767
{R*: 0,9960
0 ' ¥ T Y T Y ' v ' v '
0.0 0.2 0.4 0,6 0,8 1,0
HO, / mM

Sekil 4.66. A) Seyreltik 6rnek (1/10000 seyreltik) ve bu 6rnekte 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 ve
1,0 mM H;0; igerecek sekilde hazirlanan standart ¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.62°de kullanilan optimize edilmis
kosullar altinda) ve B) Elde edilen standart katma grafigi (I(uA) = 44,786 C(mM) + 3,9767
ve R? = 0,9960)

Permanganometrik titrasyon metodu ile birlikte her iki metottan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Antiseptik Cozeltide tayin edilen H,O,’ye ait analiz sonuglari (n=5)

Antiseptik Cozeltideki Bulunan H,0; derisimi
Hesaplanan H,O, (% 3) Pt-Pd/p.PGE kullanilarak FI Permanganometrik
Derigimi Amperometrik Metod Titrasyon
0,888 M +0,010 0,876 M +0,016
0,882 M tgen: 1,34 (P: 0,05, 4) tgen: 0,84 (P: 0,05, 4)
Fgen: 2,56 (P: 0,05, 4)
tyritik: 2,78 (P: 0,05, 4), Fyritik: 6,39 (P: 0,05, 4, 4) (Douglas ve ark., 1988)

Istatistiksel olarak yapilan t-testi ve F-testi ile degerlendirildiginde, dnerilen yontem ile
antiseptik ¢ozelti igin bulunan tge, 1,34 degeri 4 serbestlik derecesi i¢in % 95 giiven
derecesinde tyitik degerden (2,78) (Dougles ve ark., 1988) daha kiigiik oldugundan Xt ve p
arasinda % 95 giiven diizeyinde onemsenecek bir farkin olmadigi ve her iki yontemin
varyanslari oraninin (Fgen: 2,56), Fitik: 6,39’dan (P = 0,05, 4, 4) (Douglas ve ark., 1988)
kiiglik olmasindan dolay1, yontemlerin standart sapmalar1 arasindaki farkin ciddiye

alinacak seviyelerde olmadigi belirlenmistir.

41456. Pt-Pd/p.PGE’nin Tekrarlanabilirliginin ve Kararhhgmmin Test
Edilmesi

Pd/p.PGE’de oldugu gibi Pt-Pd/p.PGE’nin de tekrarlanabilirligi ve kararlilig
incelenmistir. Elde edilen amperomogramlardan goriildiigii tizere pik akimlarinda kayda
deger bir degisim (5,04 +£0,42 pA ya da + % 8,3 RSD) gozlenmemis (Sekil 4.67) ve
elektrodun yiizey etkinligi ve tekrarlanabilirliginin oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir.

100 s

10 uA VYAV VY

Sekil 4.67. Pt-Pd/p.PGE’de 100 pM Hy0O; ¢ozeltisinin sisteme ardistk 30 kez

enjeksiyonuyla FIA’da kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.62’de kullanilan optimize

edilmis kosullar altinda)

100 uM H,0; cozeltisinin sisteme giinler arast licer kez enjeksiyon edilmis ve

FIA’da kaydedilen amperomogramlar: (Sekil 4.68 A) ve akimin zamana (giin) bagh
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degisim grafigi (Sekil 4.68 B) incelendiginde Pt-Pd/p.PGE’nin giinler arasi yiizey
aktifligini ciddi oranlarda azaldig1 gozlenmistir. Dolayisiyla, H,O;’ye giinler aras1 kararlt
amperometrik yanitlar alinamadigi tespit edilmis ve sonug olarak elektrodun, giin i¢inde

kullanima uygun oldugu goriilmiistiir.

4 nA 15. Giin

1. Gin

Akim / pA

1.

0 v r T T v T
0 5 10 15

Zaman / Gin

Sekil 4.68. A) Pt-Pd/p.PGE’de 100 puM H,0, c¢ozeltisinin giinler arasi1 iiger kez
enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari ve B) akimin zamana (giin)

bagli degisimi (Sekil 4.62°de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

4.2. H,O2’nin Enzimsiz Redoks Tepkimelerinin Mekanizmalari

H.02’nin elektrokatalitik yilikseltgenmesine (Au/p.PGE ve Pt/p.PGE igin) ve
indirgenmesine (Pt/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE i¢in) iliskin gergeklesen tersinir redoks
tepkimelerine ait temsili bir gosterim Sekil 4.69’da verilmistir. Sekilde gortldigi gibi
metalik ve bimetalik nanopar¢acik modifiye p.PGE yiizeyinde iki farkli katalizlenen
tepkimelerin birinde destek elektrolit ortamima verilen H,O,, 2H" ve 2e” vererek O;’ye

yiikseltgenmektedir. Diger bir tepkimede ise H,O,, 2H" ve 2¢” alarak H,0’ya indirgenmesi
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gerceklesmektedir. Bu baglamda, p.PGE yiizeyine modifiye edilen metalik ve bimetalik
nanopargaciklar, elektrokatalitik etkinliklerinden dolayr H;O,’nin elektrokimyasal
indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerini sirasiyla daha pozitife ve daha negatife
kaydirarak yalin (p.PGE) elektrotta tersinmez olan redoks tepkimelerinin tersinir olarak
gerceklesmesini saglamistir. H,O, nin enzimsiz tayininde kullanilan Au/p.PGE, Pt/p.PGE,
Pd/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE’nin H,0,’ye verdikleri tersinir yanitlara iliskin CV’leri de bu

durumu destekler niteliktedir.

HQOZ +2H" +2e”

M/p.PGE

Sekil 4.69. Metalik ve bimetalik nanopargacik modifiye p.PGE yiizeyinde gerceklesen

redoks tepkimelerine i¢in temsili bir gosterim

4.3. Tasarlanan Amperometrik H,;O, Sensorlerinin Literatiirdeki Benzer
Calismalar ile Karsilastirilmasi

Tasarlanan amperometrik H,O, sensorlerinin analitiksel performanslari, ¢alisma
elektrodunun tiiri, uygulama potansiyeli, dogrusal yanit araligi, LOD ve duyarlilik gibi
cesitli parametreler iizerinden literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile kiyaslanmistir (Cizelge
4.13). Genel olarak, AuNP, PtNP ve PdNP gibi metal nanopargaciklar ve bunlarin hibrit
tirleriyle (bimetalik nanopargacik) modifiye edilmis GCE’ler elektrokimyasal H,O,
sensOrii yapiminda basariyla kullanilmistir. Buna ragmen, GCE genellikle pahali olmasinin
yani sira sensOr uygulamalarinda diisiik tekrarlanabilirlige sahip olmasi ve her kullanimdan
sonra zorlu ylizey parlatma ve temizleme basamaklari gerektirmesi gibi dezavantajlari
icermektedir. PGE ise GCE ve Au elektrotlara gére ucuz, kolay bulunabilir olmasi, tek

kullanimlik 6zelliginden dolayt zorlu temizleme basamaklarini igermemesi ve iyi
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tekrarlanabilirlige sahip olmasindan Gtiirii tasarlanan sensoriin maliyeti acisindan bir
avantaj olusturdugu goriilmektedir (Han ve ark., 2015; Chen ve ark., 2012; Li ve ark.,
2013; Zhang ve ark., 2016b; Zhang ve ark., 2016c; Zhang ve ark., 2016d; Lu ve ark., 2013;
Liu ve ark., 2016; Chakraborty ve Raj, 2009; Franchini ve ark., 2008). Literatiirler
incelendiginde PGE kullanilarak H,O,’nin enzimsiz elektrokimyasal tayinine iliskin sinirl
sayida ¢alisma bulundugu goriilmektedir (Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013;
Chaisuksant ve ark., 2016; Kamyabi ve Hajari, 2017; Zhang ve Zheng, 2015). Diger
taraftan, H,O,’nin enzimsiz tayinine yonelik, FIA gibi hizli ve rutin ¢alismalara olanak
saglayan yararli bir yontemin GCE, SPCE ve Au elektrot ile birlestirilerek
gerceklestirildigi ¢alismalar bulunmasina ragmen (Chakraborty ve Raj, 2009; Reanpang ve
ark., 2015; Franchini ve ark., 2008), bu elektrotlar igerisinde {istiin avantajlara sahip
PGE’nin FIA ile birlikte H,O, nin enzimsiz tayini i¢in kullanildig1 herhangi bir ¢calismaya
rastlanmamistir. Fl sistemde gergeklestirilen ¢alismalarda kullanilan asir1 potansiyellerin,
amperometrik H,O, sensorlerin segiciligi agisindan bir dezavantaj olusturdugu
diistiniilmektedir (Chakraborty ve Raj, 2009; Reanpang ve ark., 2015; Franchini ve ark.,
2008). Buradan sonraki kisimda, tasarlanan herbir amperometrik H,O, sensoériiniin
literatiirdeki benzer calismalar ile analitiksel performanslari ayri ayri karsilastirilarak
incelenmistir.

1- Au/p.PGE: Amperometrik sensorlerde c¢alisma potansiyeli onemli bir kriterdir,
¢linkii asir1 yiiksek potansiyellerde AA, DA ve UA gibi biyolojik agidan énemli molekiiller
yiikseltgenerek H,O,’nin yanitin1 yiikseltmesi yoluyla pozitif girisim etkisi yapabilir.
Bununla birlikte asir1 diisiik potansiyellerde calisilmasi, ¢6ziinmiis O, ’nin indirgenmesi
H,O,’nin indirgenme pik akimini arttirarak pozitif girisim etkisine neden olabilir.
Bahsedilen girisim etkilerinin sensdriin segiciligini ve dogrulugunu olumsuz etkilemesi
sebebiyle amperometrik sensor tasariminda asir1 yiiksek ve asirt diisiik potansiyellerde
calisilmasi ¢ogu zaman tercih edilmemektedir. Girisim etkileri goz oniine alindiginda, tez
calismasinda Au/p.PGE kullanilarak tasarlanan sensoriin HoO, nin yiikseltgenmesi iizerine
yapilan birgok calismaya gore daha diisiik bir yiikseltgenme potansiyelinde ¢alisilmasina
imkan sagladig1 goriilmektedir (Han ve ark., 2015; Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde,
2013; Chakraborty ve Raj, 2009; Franchini ve ark., 2008). Au/p.PGE ile birgok ¢alismaya
nazaran H,O;’ye daha genis bir dogrusal yanit aralig1 elde edilmistir (Chen ve ark., 2012;
Li ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016c; Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013;
Franchini ve ark., 2008). Bulunan LOD degerinin ise, diger birgok ¢alismada elde edilen
LOD degerlerine gore oldukga diisiik oldugu ayrica not edilmistir (Han ve ark., 2015; Chen
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ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2016c; Lu ve ark., 2013; Liu ve ark., 2016; Kawde ve ark.,
2015; Aziz ve Kawde, 2013; Reanpang ve ark., 2015). Au/p.PGE, birka¢ c¢alismayla
kiyaslandiginda H,O,’nin algilanmasina daha yiiksek bir duyarlihik gosterdigi
belirlenmistir (Han ve ark., 2015; Chen ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2016b; Lu ve ark.,
2013; Kawde ve ark., 2015).

2- Pt/p.PGE: H,0,’nin yiikseltgenmesine dayali tasarlanan Pt/p.PGE’de litaratiirde
PtNP modifiye elektrotlarla gergeklestirilen bircok amperometrik H,O, sensorlerine gore
oldukca diisiik bir ¢alisma potansiyeli (Han ve ark., 2015; Chen ve ark., 2012; Kawde ve
ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013; Chakraborty ve Raj, 2009; Franchini ve ark., 2008) ve
daha genis bir dogrusal yanit araligi sunmaktadir (Chen ve ark., 2012; Li ve ark., 2013;
Zhang ve ark., 2016c; Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013; Franchini ve ark.,
2008). Pt/p.PGE kullanildiginda elde edilen LOD degeri, yapilan birkag ¢aligmadan daha
diisiik oldugu bulunmustur (Han ve ark., 2015; Chen ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2016c;
Liu ve ark., 2016; Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013; Reanpang ve ark., 2015).
Tasarlanan sensoriin  duyarliligimin yapilan bir¢ok c¢alismadan daha iyi oldugu da
goriilmektedir (Han ve ark., 2015; Chen ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2016b; Lu ve ark.,
2013; Kawde ve ark., 2015).

3- Pd/p.PGE: H,07’nin indirgenmesine yonelik amperometrik sensor tasariminda
asirt negatif potansiyellerde O,’nin indirgenerek H,O,’nin indirgenmesine pozitif girigim
etkisi yaptig1 bilinmekle birlikte, daha yliksek potansiyellerde calisilmasi genellikle
sensoriin segicilik ve dogrululuk parametrelerinin gelistirilmesi adina biiyiik avantaj teskil
etmektedir. Bu dogrultuda, H,O,’nin indirgenmesine yonelik yapilan ¢aligmalar dikkate
alindiginda Pd/p.PGE ile negatif bolgede diger caligmalara gore oldukga yiiksek bir
potansiyelde calisilmistir (Lu ve ark., 2013; Liu ve ark., 2016; Aziz ve Kawde, 2013;
Reanpang ve ark., 2015). Ayrica kullanilan elektrot ile H,O;’nin tayini, birgok c¢alismaya
gore daha genis dogrusal yanit araliginda gergeklestirilmistir (Han ve ark., 2015; Chen ve
ark., 2012; Li ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016b; Zhang ve ark., 2016c; Zhang ve ark.,
2016d; Lu ve ark., 2013; Chakraborty ve Raj, 2009; Franchini ve ark., 2008; Kawde ve
ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013; Reanpang ve ark., 2015; Franchini ve ark., 2008).
H202’nin tayinine yonelik elde edilen LOD degerinin, literatiirde yer alan bazi
caligmalarda elde edilen LOD degerlerine gore oldukga diisiik oldugu da dikkat
cekmektedir (Han ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2016c; Kawde ve ark., 2015; Reanpang ve
ark., 2015). Pd/p.PGE kullanilarak 6nerilen metodun literatiirde rapor edilen birka¢ metoda
gore daha yiiksek bir duyarliliga sahip oldugu da goriilmiistiir (Chen ve ark., 2012;
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Chakraborty ve Raj, 2009).
4- Pt-Pd/p.PGE: Bir onceki kisimda anlatilan bilgiler dikkate alindiginda, H,O; nin

indirgenmesine yonelik tasarlanan Pt-Pd/p.PGE’nin kullanilmasi ile diger ¢alismalara gore
oldukga yiiksek bir potansiyelde ¢alisiimasina imkan sagladigi goriilmektedir (Lu ve ark.,
2013; Liu ve ark., 2016; Aziz ve Kawde, 2013; Reanpang ve ark., 2015). Pt-Pd/p.PGE ile
H202’nin indirgenmesine oldukca genis bir aralikta dogrusal yanit alinidig1 da ayrica not
edilmistir (Chen ve ark., 2012; Li ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016b; Zhang ve ark.,
2016c¢; Zhang ve ark., 2016d; Kawde ve ark., 2015; Aziz ve Kawde, 2013; Reanpang ve
ark., 2015; Franchini ve ark.,, 2008). Ayrica literatiirdeki benzer ¢alismalar ile
kiyaslandiginda, Pt-Pd/p.PGE kullanildiginda daha diisiik bir LOD degeri elde edilmistir
(Zhang ve ark., 2016c; Reanpang ve ark., 2015). Ayrica, H,O, nin algilanmasina yonelik
Pt-Pd/p.PGE’nin gosterdigi duyarliligin da literatiirdeki ¢aligmalardan elde edilen birgok
amperometrik H,O; sensoriinden daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir (Han ve ark., 2015;
Chen ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2016b; Lu ve ark., 2013; Kawde ve ark., 2015;
Chakraborty ve Raj, 2009).
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Cizelge 4.13. Tasarlanan amperometrik H,O, sensdrlerinin literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile kiyaslanmasi

. Uygulama Dogrusal
ECI:Ii{LSrglc?u Metot ISAa rli';;'lr;l Potansiyeli Aralik 2‘?\/?) Duyarlilik Kaynak
(mV) (uM) i -
AuM (M =Pd, Rh, . H,0,’nin +350 0 —2000 3,26 1444,68 uA mM ™ cm’
Pt)/GCE AMpErometri | 5y cclioenmesi | +250 0— 3000 010 | 19527 uA mM™cm? | (Hanveark, 2015)
Ptir ya da PtPd o H,0, nin 4950 2,5— 75 (Ptlr) 25 (Ptlr) | 588 pAmM™ cm? (Chen ve ark.,
INFIMWCNT/GCE P Yiikseltgenmesi 2,5-125 (PtPd) | 1,2 (PtPd) | 414,8 pA mM ™ cm? 2012)
Pt@AUNPS/GCE | Amperometri Yﬁgze(l)tzgen;“mesi +80 1,0 - 450 0,18 Belirtilmemis (Li ve ark., 2013)
. H,0O,’nin 1 2 (Zhang ve ark.,
Au@C@Pt/GCE Amperometri Yiikseltgenmesi 0 9,0 - 1860 0,18 144,7 uA mM™ cm 2016h)
Pd core- ,
PtNDs/PDDA- Amperometri Ym:ilotz f—— +18 5,0 - 500 27 672,7 pA mM* cm2 (Zhaggl";) ark.,
rGO/GCE £
rGO/Pt-AgNPs . H,O,’nin i 4 2 (Zhang ve ark.,
IGCE Amperometri indirgenmesi 50 5,0 — 1500 0,04 699,6 pA mM ™ cm 2016)
PtAu/G-CNTs/GCE | Amperometri inzliigén?:qrel:si -470 2,0 - 8561 0,60 313,4 uA mM? cm? (Lu ve ark., 2013)
Ag@Pt—grafen . H,0O,’nin ) B .. . .
nanokompozit/GCE Amperometri indirgenmesi 350 5,0 — 12400 0,90 Belirtilmemis (Liu ve ark., 2016)
Fi H,0,’nin 4 3 4 1 (Chakraborty ve
Pt/PDDA/GCE Amperometri | Yiikseltgenmesi +500 5,0x10™ — 4,0x10% | 5,0x10 9,15 pA mM Raj, 2009)
i Fl H,O,’ nin ) B " . (Reanpang ve ark.,
Pd-CNT/SPCE Amperometri indirgenmesi 300 100 - 1000 20 Belirtilmemis 2015)
Fi H,0,’nin . ) (Franchini ve ark.,
Pt/Au Elektrot Amperometri | Yiikseltgenmesi +600 1,0-100 0,29 Belirtilmemis 2008)

C: karbon, Chit: kitosan, G: Grafen, PDDA: poli(diallildi metil amonyum kloriir), MWCNTs: ¢ok duvarli karbon nanotiipler, NDs: nano
dendritler, rGO: indirgenmis grafen oksit, SCE: doygun kalomel elektrot, t-GO: tiyollenmis grafen oksit.
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Cizelge 4.13’lin devami

Calisma Metot falitn Flgggsl?n;?i Dogrusal LOD (uM) Duyarhlik Kaynak
Elektrodu Davranist (mV;/ Aralik (uM) K y y
) ’ H,0,’nin 4.2 (Kawde ve ark.,
PtNP-PGE Amperometri Yiikseltgenmesi +500 10-110 3,6 0,37 AmM™ cm 2015)
HzOz’nin .. .
N r +800 10-50 0,045 Belirtilmemis .
PANP-PGE | Amperometri Y“kljegg,er?mes‘ (Aziz 2vc;all?f)awde,
N sl -250 10 — 140 1,0 Belirtilmemis
Indirgenmesi
) . H,0,’nin . . (Chaisuksant ve ark.,
MnO,-PGE Amperometri Yiikseltgenmesi +500 0,015 - 4,06 8,0 Belirtilmemis 2016)
H,0,’nin i B 1 (Kamyabi ve Hajari,
CuO/PGE DPV Yiikseltgenmesi 5,0 - 1600 0,21 4,75 pA mM 2017)
Ag/FeOOH/P . H,0,’nin ) 4.2 (Zhang ve Zheng,
GE Amperometri in dirgenmesi 200 30 — 15000 22,8 8,07 pPA mM™ cm 2015)
Aulp.PGE FIl H>0,"nin +300 1,0 1000 0,29 386 A mM™ cm? Bu Calisma
' Amperometri | Yiikseltgenmesi ’ ’
Fl H202’nin -1 -2
Pt/p.PGE Amperometri | Yiikseltgenmesi +100 2,5-750 0,73 445 pA mM™ cm Bu Calisma
Fl Hgoz’nin -1 2
Pd/p.PGE Amperometri indirgenmesi -100 10 -10000 3,0 79,28 uA mM™ cm Bu Calisma
Fl H202’nin -1 -2
Pt-Pd/p.PGE Amperometri indirgenmesi -100 25— 2500 5,7 372,6 pA mM™ cm Bu Calisma




4.4. Metalik/Bimetalik Nanoparcacik Modifiye PGE Kullanilarak Glukoz
Oksidaz (GOx) Enzimine Dayah Biyosensor Calismalar:

44.1. GOx Immobilizasyonu ve Tasarlanan Biyosensore ait Dongiisel
Voltammetrik Calismalar

Enzim immobilizasyonu, kitosan (CT) kullanilarak Boliim 3’de bahsedilen deneysel
prosediire gore gerceklestirilmistir. Bu amagla, p.PGE, Au/p.PGE, Pd/p.PGE, Pt/p.PGE ve
Pt-Pd/p.PGE’ler, % 0,5°lik CT ¢dzeltisinde hazirlanan 20 mg/mL GOx igerisinde +4 °C’de
1 saat siireyle bekletilmis ve ardindan +4 °C’de 15 dk siireyle kurutularak GOx immobilize
elektrotlar hazirlanmistir. Glukozun enzim temelli elektrokimyasal biyosensor ¢aligmalart,
hazirlanan tiim enzim modifiye elektrotlarla birlikte enzimsiz (sadece CT’li) elektrotlarin
glukoz ortaminda CV’leri kaydedilerek gergeklestirilmistir. Farkli metal ve bimetalik
nanoparcaciklar biriktirilmis PGE’lerin elektrokimyasal 6zellikleri ve yiizey morfolojisi ise
glukoza en iyi yanit veren elektrot belirlendikten sonra gergeklestirilmistir.

CV caligmalarina, sadece CT modifiye (enzimsiz) ve GOx immobilize edilmis
p.PGE, Au/p.PGE ve Pd/p.PGE’lerin pH 6,0 BRBS’de, glukozun CV’leri kaydedilerek
baslanilmistir. Herbir elektrodun sirasiyla glukoz yokken Ar ve O, ile doyurulmus ve farkl
derigimlerde glukoz iceren O, ile doyurulmus destek elektrolit ortamindaki CV’leri Sekil
4.70°de verilmistir. CT/p.PGE’nin Ar ile doyurulmus pH 6,0 BRBS’de kaydedilen
CV’sinde herhangi bir pik gozlenmezken, O, ile doyuruldugunda ise -600 mV’°da O;’nin
indirgenmesinden dolay1 siddetli bir pik gozlenmistir (Sekil 4.70 A). O, ile doyurulmus
destek elektrolit ortamina artan derisimlerde glukoz eklendiginde ise O,’nin pik akiminda
eklenen glukoz derisimine bagl ¢cok az da olsa bir azalma gozlenmistir. Bu azalisin nedeni
ise destek ¢ozeltide doygun ¢oziinmiis O, nin giderek atmosfer ortamina gegis yaptigindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bunun disinda glukozun yiikseltgenmesine ait herhangi
bir anodik pik de gozlenmemistir. Enzim immobilize p.PGE’nin (GOx-CT/p.PGE) Ar ile
doyurulmus pH 6,0 BRBS’de kaydedilen CV’sinde (Sekil 4.70 B) ise GOx’un
FAD/FADH; redoks ciftine ait anodik ve katodik piklerin sirasiyla -370 mV ve -440 mV’ta
cok az da olsa gozlendigi tespit edilmistir. Ortam O, ile doyuruldugunda ise -440 mV’daki
katodik pik, Oz’nin indirgenmesinden dolay1 6nemli diizeyde arttmis ancak anodik pikte
bir degisme gozlenmemistir (Sekil 4.70 A). Bu olay, GOx immobilize PGE’de O;’nin
elektrokatalitik indirgenmesini yansitmaktadir. O, ile doyurulmus destek elektrolit
ortamina artan derisimlerde glukoz eklendiginde ise O’nin pik akiminda ilk eklenen
glukoz derisiminde (8 mM glukoz) CT/p.PGE’ye kiyasla onemli diizeyde azalma
gozlenmistir (Sekil 4.70 B). Glukoz derisiminin artttirilmasiyla da bu katodik pik daha da
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azalmistir. Ciinkii p.PGE ylizeyindeki GOx, O, varliginda glukoz ile enzimatik tepkimeye
girerek, enzimin FAD grubu FADH;’ye indirgenir ve glukoz ise glukanolaktona
yiikseltgenir. Enzimatik tepkime sonucunda ortamdaki O, ise glukoz derisimine bagh
olarak tiikenir ve yine glukoz derisimine bagli olarak H,O, olusur. Dolayisiyla, O nin
katodik pikindeki azalma, glukoz ilavesine bagli olarak O, derisiminin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, yaklasik +900 mV’da enzimatik tepkime sonucu
olusan H>O, nin yiikseltgenme pikinin gozlendigi ve artan glukoz derisimine bagl olarak
da arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.70 B). Gerek glukoz ilavesiyle O;’nin katodik pikindeki
azalmanin enzimsiz elektroda gore olduk¢a fazla olmast ve gerekse H»O,’nin
yiikseltgenmesine ait pikin CT/p.PGE’de gozlenmeyip GOx-CT/p.PGE’de goézlenmesi,
p.PGE yiizeyine CT yoluyla enzimin basarili bir sekilde immobilize edildigini
yansitmaktadir.

Au/p.PGE i¢in kaydedilen CV’ler incelendiginde, CT/p.PGE’den farkli olarak
Au/p.PGE’de de Oy’nin indirgenmesinin goézlendigi ancak -300 ve -400 mV’da iki
asamada gerceklestigi ve glukoz ilavesiyle bu indirgenme pikinin ¢ok az azaldigi ve ayni
zamanda glukozun da enzimsiz olarak yaklagik +900 mV’larda yiikseltgendigi
gozlenmistir  (Sekil 4.70 C). Bununla birlikte, GOx-CT/Au/p.PGE’de ise O;
indirgenmesinin yine -300 ve -400 mV’da goézlendigi ve artan glukoz ilavesiyle bu
indirgenmenin orantisal olarak azaldig1 ve enzimatik tepkime sonucu olusan H,O;’nin yine
+900 mV’da yiikseltgendigi, bu ylikseltgenme akiminin ortamdaki glukoz derisiminin
artmasiyla arttifi ve GOx-CT/p.PGE’ye gore pik akiminin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.70 D). Sonug olarak, enzimli Au/p.PGE’de beklenildigi gibi oksijen
tilketimine bagli olarak oksijenin indirgenme pik akimindaki azalma, ayni elektrodun
enzimsiz formuna gore ¢ok daha fazla olup, bu durumun Au/p.PGE yiizeyine GOx’un
basariyla immobilize edildigini gostermektedir. Ancak, her ne kadar GOxX-CT/p.PGE’ye
gore ayni derigimdeki glukoza daha yiiksek akimlar elde edilmis olsa da olusan H,O,’nin
GOx-CT/p.PGE’de oldugu gibi ¢ok yiiksek potansiyelde yiikseltgenmesi (+900 mV)
nedenlerinden dolayi, GOx-CT/Au/p.PGE ile glukoz biyosensdriiniin tasarlamanin ¢ok
anlamli olmadigina karar verilmistir.

Diger bir metal nanopargacik olan Pd modifiye elektrotlarla da benzer ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Enzim immobilize edilmemis (CT/Pd/p.PGE) ve edilmis (GOx-
CT/Pd/p.PGE) elektrotlarin CV’leri sirasiyla Sekil 4.70 E ve F’de verilmistir.
CT/Pd/p.PGE’nin Ar ile doyurulmus destek elektrolitteki CV’sinde, Pd’a ait piklerin

gozlendigi ve O; ile doyuruldugunda O;’nin indirgenme pikinin -20 ve +50 mV’da iki
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asamada indirgendigi ve ortama glukoz ilave edildiginde O,’nin indirgenme pikinde ¢ok
fazla bir degisiklik go6zlenmedigi, ancak glukozun enzimsiz olarak +400 mV’da
yiikseltgendigi ve pikin glukoz derisimiyle ¢ok az da olsa arttigi tespit edilmistir (Sekil
4.70 E). GOx-CT/Pd/p.PGE’de ise O,’nin indirgenmesi yine benzer sekilde -20 ve +50
mV’da gozlenmis ve bu pik artan glukoz derisimiyle orantili olarak enzimatik tepkime
sonucu tiiketildiginden azalmistir (Sekil 4.70 E). Dolayisyla Oz’nin bu elektrottaki
indirgenmesi GOX-CT/p.PGE’ye gore 6nemli diizeyde daha pozitife kaymustir. Asil 6nemli
farklilik enzimatik tepkime sonucu olusan H»O,’nin yiikseltgenmesinde goézlenmistir.
H,0,’nin yiikseltgenmesi daha belirgin olarak CT/Pd/p.PGE’de oldugu gibi +400 mV’da
gozlenmis, ancak bu yiikseltgenme 8 mM glukoz varliginda CT/Pd/p.PGE’ye gore biraz
daha yiiksek oldugu goriilmekle beraber, 16 mM ve 32 mM glukoz varliginda ¢ok fazla
degisim gozlenmemistir. Bunun disinda H,O’nin bir kismi da yine oldukga pozitif
potansiyellerde (+ 800 mV civari) yiikseltgenmistir. Tiim bu nedenlerden ve daha sonraki
boliimlerde bahsedilecegi gibi Pt ve Pt-Pd modifiye elektrotlarin yanitlarinin daha iyi
olmasindan dolayi;, GOx immobilize edilmis Pd modifiye p.PGE ile de biyosensor

tasariminin uygun olmadigina karar verilmistir.
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Sekil 4.70. A) CT/p.PGE, B) GOx-CT/p.PGE, C) CT/Au/p.PGE, D) GOx-CT/Au/p.PGE,
E) CT/Pd/p.PGE, ve F) GOx-CT/Pd/p.PGE’nin, sirasiyla Ar (siyah), O, (kirmizi) ile
doyurulmus pH 6,0 BRBS ortaminda ve 8 mM (mavi), 16 mM (Yesil) ve 32 mM glukoz
(mor) igeren O; ile doyurulmus destek elektrolitte kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 20
mV/s)
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Enzimsiz (CT’li) ve enzim immobilize edilmis (GOx-CT’li) Pt/p.PGE ve Pt-
Pd/p.PGE’lerin ayn1 kosullarda CV’leri ise Sekil 4.71°de verilmistir. CT/Pt/p.PGE’de yine
Ar ile doyurulmus pH 6,0 BRBS’de kaydedilen CV’sinde Pt’ye ait pikler gézlenmis, O ile
doyuruldugunda ise O;’nin indirgenme piki yaklasik +100 mV’da goézlenmistir. O2’li
ortamda glukoz ilave edildiginde ise O2’nin indirgenme pikinde 6nemli bir degisiklik
olmazken, glukozun enzimsiz olarak yiikseltgenmesi yaklasik +550 mV’da gozlenmis ve
glukoz derisimiyle de orantili olarak artmustir (4.71 A). Benzer CV’ler CT/Pt-Pd/p.PGE
icin de elde edilmistir (Sekil 4.71 C).
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Sekil 4.71. A) CT/Pt/p.PGE, B) GOx-CT/Pt/p.PGE, C) CT/Pt-Pd/p.PGE ve D) GOx-
CT/Pt-Pd/p.PGE’nin, sirasiyla Ar (siyah), O, (kirmizi) ile doyurulmus pH 6,0 BRBS
ortaminda ve 8 mM (mavi), 16 mM (Yesil) ve 32 mM glukoz (mor) igeren O, ile
doyurulmus destek elektrolitte kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 20 mV/s)

GOx-CT/Pt/p.PGE’de ise +25 mV’ta gozlenen O, indirgenme piki, artan glukoz

derisimine bagli olarak azalmis ve daha pozitif bolgeye dogru kaymistir. Ayrica, artan
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glukoz derisimine bagli olarak enzimatik tepkime sonucu olusan H»O’nin yiikseltgenme
piki 8 mM glukoz i¢in yaklasik +500 mV ta belirgin bir sekilde gézlenmis ve artan glukoz
derisimiyle birlikte pik akimi artarak pozitif bolgeye dogru (+750 mV’ta kadar) kaymustir
(Sekil 4.71 B). GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin glukoz ortamindaki CV’leri, GOXx-
CT/Pt/p.PGE’de elde edilen CV’lere olduk¢a benzer oldugu Sekil 4.71 D’de
goriilmektedir. Ancak HyO;’nin bu elektrottaki yiikseltgenmesine ait pikleri GOx-
CT/Pt/p.PGE’ye gore daha yiiksek ve belirgin bir sekilde gozlenmistir. Enzim immobilize
edilmis tiim elektrotlarin yanitlarin1 birarada degerlendirmek i¢cin GOx-CT/p.PGE, GOx-
CT/Au/p.PGE, GOx-CT/Pd/p.PGE, GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin O,
doyurulmus pH 6,0 BRBS’de ve 32 mM glukoz ortaminda kaydedilen CV’leri Sekil
4.72’de verilmistir. Voltammogramlar incelendiginde, diger elektrotlara gore GOx-
CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin enzimatik tepkime sonucu olusan H,O,’nin
yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etkinlik gosterdigi ve pik akimmin diger
elektrotlara gore oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica bu iki elektrodun yanitlari
karsilastirildiginda GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de alman yanitin GOx-CT/Pt/p.PGE’ye gore
oldukea yiiksek oldugu goriilmekle beraber, bu durumun bimetalik nanopargacik modifiye
elektrodun sinerjistik etkisinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Dolayisiyla bundan
sonraki FIA sisteminde amperometrik glukoz biyosensorii tasarimina iliskin ¢alismalara bu

iki elektrot kullanilarak devam edilmistir.

8009 —— Gox-T/pP6E
{—— GOx-CT/Au/pPGE
6004 —— 6Ox-CT/Pd/p PGE
J——— 6Ox-CT/Pt/p.PGE
400 ]—— 60x-CT/P+-Pd/p PGE
< L
3. 2004
~ .
E 0-
X .
< _200.
-400 .-
-600-
: hd " hd L] v L hd ]
-800 -400 0 400 800

Potansiyel / mV

Sekil 4.72. GOx immobilize elektrotlarin O; ile doyurulmus pH 6,0 BRBS’de 32 mM
glukoz ortaminda kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 20 mV/s)
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44.2. GOx Immobilize Edilmis Pt ve Pt-Pd Modifiye Elektrotlarin
Elektrokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

Bir 6nceki kisimda glukoza en iyi yanit veren elektrotlar olarak belirlenen Pt ve Pt-
Pd modifiye p.PGE’lerin elektrokimyasal 6zellikleri daha dnceki kisimlarda oldugu gibi
0,01 M Fe(CN)&™ redoks probu ortammda CV ve impedans egrileri kaydedilerek
gerceklestirilmistir (Sekil 4.73). Daha onceki boliimlerde yalin PGE ile p.PGE’nin hem
CV hem de impedans egrileri tartisilmisti. Burada enzim modifiye elektrotlarla birlikte
gostermek adina bir kez daha Sekil 4.73’de gosterilmistir. p.PGE ylizeyine GOx
immobilize edildiginde kaydedilen CV’de ve impedans egrisinde p.PGE’ye gore ¢ok
onemli bir degisme gdzlenmemistir. Ozellikle impedans verileri degerlendirildiginde
p.PGE’nin direnci 114 ohm iken GOx-CT/p.PGE’nin ise 121 ohm’a ¢ikmistir. Bu durum
pozitif yiikli CT’nin redoks probu ile elektrostatik ¢ekmeden dolay: bir yandan direnci
azaltmasi ve diger yandan oldukg¢a karmasik ve kompleks bir molekiil olan GOx’un,
redoks probunun elektron transferini engellecek bir bariyer gorevi gérmesinden dolayi
direnci azaltmasi olayinin bir arada meydana gelmesiyle agiklanabilir. CT modifiye
p.PGE’de kaydedilen CV’lerde anodik ve katodik pik potansiyellerinin olduk¢a yiiksek
olmast ve bu elektrotta elde edilen Rer degerinin 10 ohm civarinda ¢ikmasi bu yorumu
desteklemektedir. Benzer sekilde Pt/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE’nin Re degeri 23 ve 10 ohm
iken, GOx immobilize edildiginde sirasiyla 177 ve 211 ohm olmustur. Bu sonuglar,
GOx’un Pt ve 6zellikle Pt-Pd oldugunda p.PGE ylizeyine daha fazla immobilize edildigini
yansitmaktadir. Bir onceki boliimde glukoz ortaminda kaydedilen CV’lerde, enzimatik
tepkime sonucu olugan HyO;’nin yiikseltgenme pikinin diger elektrotlara gore yiiksek
olmast bu sonucu desteklemektedir. Sonug¢ olarak, Pt ve Pt-Pd gibi nanopargaciklarin
iletkenlik &zelliklerinin yalin elektrotlara gore yiiksek olmasi ve CT’nin pozitif yikli
olmasi, impedans egrilerinin direncini azaltmaktadir. Bunun yaninda, GOX’un iletken
Ozelligi 1yl olmayip, sahip oldugu protein katmani elektrot yiizeyinde bariyer etkisi
gostererek  Fe(CN)e>™  redoks cifti ile elektrot arasindaki elektron transferini
zorlagtirdigindan dolayr, GOx immobilizasyonu diren¢ degerlerini arttirmaktadir.
Kaydedilen CV ve impedans egrilerinden elde edilen veriler Cizelge 4.14’de verilmistir.
Bu cizelgeye ve yapilan yorumlara gére GOx enzimi ilgili elektrot yiizeylerine CT yoluyla

basaril bir sekilde immobilize edilmistir.
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Sekil 4.73. p.PGE, p.PGE, CT/p.PGE, GOxX-CT/p.PGE, GOX-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-
Pd/p.PGE’nin 0,01 M Ks[Fe(CN)e], 0,01 M Ku[Fe(CN)g] iceren 0,10 M KCI destek

¢ozeltisinde 50 mV/s tarama hizinda kaydedilen CV’leri (A) ve 10° Hz — 10™ Hz frekans

araliginda kaydedilen impedans egrileri (B)

162



Cizelge 4.14. PGE, p.PGE, GOx-CT/p.PGE, Pt/p.PGE, GOx-CT/Pt/p.PGE, Pt-Pd/p.PGE
ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE i¢in CV ve impedans grafiklerinden elde edilen potansiyel, pik
akimlari ve direng degerlerinin standart sapmalari ile tablosu (n=3)

Elektrot E.(mV) | Ex(mV) | AE,(mV) lpa(LA) I(LA) | Re(0hm)

PGE 335 100 235 470 +1,0 | 443+2,4 | 285+6.4

p.PGE 305 105 200 519452 | 445+24 | 114206
CT/p.PGE 270 145 125 579+0,5 | 541+1,7 | 10£2,9
GOx-CT/p.PGE 310 95 215 403+1,6 | 347+6,6 | 112£57
Pt/p.PGE 255 135 120 738454 | 681+6,1 | 22+0.3
GOXx-CT/Pt/p.PGE 465 100 365 189 +7,3 | 21511,2 | 177+6,5
Pt-Pd/p.PGE 270 150 120 591 45,1 | 510+8,9 | 10=0.1

GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE | 390 115 275 23649,7 | 272468 | 211+49

4.4.3. Enzim immobilize Elektrotlarin Yiizey Morfolojilerinin Incelenmesi

Enzim immobilize -elektrotlarin ylizey morfolojileri daha onceki boliimlerde
herbir SEM
gerceklestirilmistir. Her ne kadar daha onceki boliimlerde p.PGE, Pt/p.PGE ve Pt-

gerceklestirildigi elektrodun goriintlilerinin ~ kaydedilmesiyle
Pd/p.PGE’lerin SEM goriintiileri verilmigse de, bu boliimde GOx enzimi modifiye
edildikten sonraki SEM goriintiileriyle karsilastirmak amaciyla bir kez daha Sekil 4.74°de
verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi herbir elektrot yiizeyine GOX immobilize edildiginde,
GOx’un jelimsi bir goriintli seklinde yiizeye tutundugu tespit edilmistir. Dolayisiyla, SEM
gortntiilleri GOX’un elektrotlarin ylizeyine basarili bir sekilde immobilize edildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.74. A) p.PGE, B) GOx-CT/p.PGE, C) Pt/p.PGE, D) GOx-CT/Pt/p.PGE, E) Pt-
Pd/p.PGE ve F) GOX-CT/Pt-Pd/p.PGE ye ait SEM gériintiileri (1 pm x 15000-20000)

4.4.4. Elektrokimyasal Glukoz Biyosensorii Tasariminda Dongiisel VVoltammetri
Yontemiyle Optimizasyon Calismalari
FIA sisteminde glukoz biyosensorii caligsmalarina baglamadan 6nce, kullanilacak iki
elektrot icin (GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOXx-CT/Pt-Pd/p.PGE) immobilize edilen GOx
derisimi ve biyosensoriin gergeklestirildigi destek elektrolit pH’smin optimizasyon

calismalar1 CV teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4.4.4.1. Immobilizasyon Esnasinda Kullamlacak GOx Derisiminin
Optimizasyonu

Glukoz biyosensorii i¢in en i1yi yanitin alindigt GOx miktarnin belirlenmesi
amaciyla farkli derisimlerde GOx ¢ozeltileri igerisine daldirilarak hazirlanmis GOx-
CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’lerin O, ile doyurulmus pH 6,0 BRBS’de 16 mM
glukoz ortamindaki CV’leri kaydedilmistir. Her iki elektrot i¢in ayr1 ayri kaydedilen
CV’ler Sekil 4.75°de verilmistir. Voltammogramlar incelendiginde 10 ile 40 mg/mL enzim
derisimi araliginda hazirlanan elektrotlardan her ikisinde de glukoza alinan yanitlar
(enzimatik tepkime sonucu olusan H;O,’nin yiikseltgenme akimi) artma egilimi
gostermistir. 100 ve 200 mg/mL’de ise H>O;’ nin yiikseltgenme akiminda onemli diizeyde
azalma gozlenmistir. Bu azalisin nedeni, ¢ok yliksek derisimde GOX’un kullanilmasiyla
elektrot yiizeyinde immobilize edilen enzimin miktar1 ve protein katmaninin kalinliginin
artmasina ve dolayisiyla da oldukc¢a kompleks olan enzim molekiiliinden dolay1 direncin
artmasina baglanabilir. Bu olay1 desteklemek i¢in 200 mg/mL GOx ¢ozeltisine daldirilarak
hazirlanmis GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin de redoks probu ortaminda hem CV hem de
impedans egrileri kaydedilmis ve daha 6nce 40 mg/mL GOx’da hazirlanan elektrotla
birlikte Sekil 4.76’da verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi hem CV’deki anodik ve katodik
pik akimi yiiksek enzim derisiminde artmis hem de daha dnce Cizelge 4.15°de 40 mg/mL
GOx’da hazirlanan elektrot i¢in verilen Ret degerinin 211 ohm’dan 360 ohm’a kadar ¢iktig1
tespit edilmistir. Dolayisiyla yiliksek enzim derisimiyle hazirlanan elektrotta, ylizey ile
analit arasindaki elektron transferinin zorlastig1 diisiiniilmektedir. Glukoz biyosensorii i¢in
en yliksek yanitin alindigi GOx ¢ozeltisi derisimi, 40 mg/mL olarak tercih edilmistir.
Sonu¢ olarak her iki elektrot i¢in 40 mg/mL enzim derisimi kullanilarak diger

optimizasyon ¢alismasina gecilmistir.
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Sekil 4.75. % 0,5 CT igeren farkli derisimlerdeki (10, 20, 40, 100 ve 200 mg/mL) GOx
¢ozeltilerine daldirilarak  hazirlanmis  A) GOx-CT/Pt/p.PGE ve B) GOx-CT/Pt-
Pd/p.PGE’nin 16 mM glukoz igeren O; ile doyurulmus pH 6,0 BRBS’de, 20 mV/s tarama
hizinda kaydedilen CV’leri
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Sekil 4.76. Farkli derisimli enzim ¢ozeltilerine (mavi: 40 ve kirmizi: 200 mg/mL GOX)
daldirllarak  hazirlanan GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin 0,01 M Kj;[Fe(CN)¢], 0,01 M
Ka[Fe(CN)g] igeren 0,10 M KCIl destek ¢ozeltisinde 50 mV/s tarama hizinda kaydedilen
CV’leri (A) ve 10° Hz — 10! Hz frekans araliginda kaydedilen impedans egrileri (B)

4.4.4.2. Glukoz Biyosensoriinde Destek Elektrolit pH’sinin Optimizasyonu

immobilizasyon esnasinda kullanilan GOX derisiminin belirlenmesinden sonra,
destek elektrolitin pH degisiminin glukozun enzimatik yanitina etkisi incelenmistir. Bu
amagcla, 40 mg/mL enzim derisimi kullanilarak hazirlanan her iki elektrodun O, ile
doyurulmus pH’s1 5,0 ile 8,0 arasinda degisen BRBS ve pH 7,0 PBS destek ¢ozeltilerinde
16 mM glukoz ortaminda kaydedilen CV’ler Sekil 4.77°de verilmistir. Voltammogramlar
incelendiginde, her iki elektrot i¢cin pH 5,0 BRBS ortaminin daha asidik olmasindan dolay1
enzimin aktivitesini azalttigi ve bu durumun glukoza olan yaniti disiirdiigii seklinde
yorumlanmaktadir. pH 7,0 ve 8,0’de ise enzim aktivitesini yitirmemekle birlikte, pH 6,0’da
alinan yanita gore diisiik yanitlar alimmistir. Ayrica her iki elektrot i¢in pH 6,0 BRBS’de
alian yanitin en yiiksek oldugu voltammogramlardan acik¢a goriinmektedir. Sonug olarak
her iki elektrot i¢in en uygun destek elektrolitin pH 6,0 BRBS oldugu goriilmiis ve diger

caligmalara bu pH degerine sahip destek elektrolit ¢ozeltisi ile devam edilmistir.
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Sekil 4.77. % 0,5 CT igeren 40 mg/mL GOx ¢ozeltilerine daldirilarak hazirlanmig A) GOX-
CT/Pt/p.PGE ve B) GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin 16 mM glukoz igeren O, ile doyurulmus
farkli pH’lardaki BRBS’de ve pH 7,0 PBS’de kaydedilen CV’leri (Tarama hizi: 20 mV/s)

4.4.5. GOx-CT/Pt/p.PGE Kullanmlarak FIA’da Glukoz Biyosensorii Calismalari

4.4.5.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

FIA sisteminde gergeklestirilen g¢alismanin ilk kisminda, glukozun enzimatik
tepkimesi sonucu olusan H,O,’nin yiikseltgenmesi izlenerek amperometrik glukoz
biyosensorii tasarlanmistir. Bu amagla, en uygun uygulama potansiyelini belirlemek
amaciyla farkli anodik uygulama potansiyellerinde GOx-CT/p.PGE ve GOx-
CT/Pt/p.PGE’nin 1,0 mM glukoz ortamindaki amperometrik yanitlari incelenmistir. GOx-
CT/p.PGE’nin, FIA’da 1,0 mM glukozun farkli potansiyellerde enjeksiyonuyla kaydedilen
amperomogramlar1 (Sekil 4.78) incelendiginde +800 mV’da dahi herhangi bir pik elde
edilmemistir. Ciinkii daha once Sekil 4.70 B’de gosteridigi gibi elektroaktif olan H,O;
GOx-CT/PGE’de ¢ok yiiksek potansiyel degerlerinde (+900 mV) yiikseltgenmektedir.
Dolayisiyla beklenildigi gibi metal nanopartikiil igermeyen enzim immobilize p.PGE igin

calisilan tiim potansiyellerde herhangi bir pik gézlenmemistir.

800 mV
1 pAl e —
50 s

Sekil 4.78. GOX-CT/p.PGE’nin farkli anodik ¢alisma potansiyellerinde 1,0 mM glukozun
3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar1 (Tasiyic1 ¢ozelti:
O, ile doyurulmus 1,0 M KCl igeren pH 6,0 BRBS; akis hiz1 1,25 mL/dK; 6rnek kolonunun
hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm)
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GOx-CT/Pt/p.PGE i¢in kaydedilen amperomogramlar ve akim-potansiyel degisim grafigi
ise Sekil 4.79’da verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi glukoz derisimine bagli olarak
enzimatik tepkime sonucu olusan H,O,’nin ylikseltgenme pikinin +300 - +600 mV
potansiyel araliginda potansiyel artisiyla arttigi ve +600 - +800 mV potansiyel araliginda
ise hemen hemen sabit kaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.79). Akim-potansiyel grafiklerinden
elde edilen sonuglar géz oniine alinarak akimin sabitlendigi ilk potansiyel olan +600 mV

GOx-CT/Pt/p.PGE igin en uygun uygulama potansiyeli olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.79. A) GOx-CT/Pt/p.PGE’nin farkli anodik g¢alisma potansiyellerinde 1,0 mM
glukozun 3 ardigik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Tastyict
¢ozelti: O, ile doyurulmus 1,0 M KClI igeren pH 6,0 BRBS; akis hiz1 1,25 mL/dk; 6rnek
kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve B) bu amperomogramlardan elde

edilen akim-potansiyel degisim grafigi
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4.4.5.2. Tasiyic1 Cozeltinin Akis Hizinin Belirlenmesi

FIA sisteminde uygulama potansiyelinin belirlenmesinin ardindan, akis hiz1
degisiminin enzimatik tepkime sonucu olusan H,O;,’nin ylikseltgenme pik akimina etkisi
incelenmistir. Bu amagla, GOx-CT/Pt/p.PGE’nin +600 mV c¢alisma potansiyelinde ve artan
akis hizlarinda (0,9; 1,25; 1,7; 2,0; 2,5; 2,9; 3,4; 3,85; 4,3 ve 4,7 mL/dk) FIA sisteminde
1,0 mM glukozun enjeksiyonuyla kaydedilen amperomogramlart ve akim—akis hizi
degisim grafigi Sekil 4.80’de verilmistir. Amperomogramlar ve akim-akis hizi degisim
grafikleri (Sekil 4.80 B) incelendiginde, FIA’da amperometrik glukoz biyosensorii igin en
iyi yanitin 1,7 mL/dk akis hizinda alindig1 goriilmiistir. 1,7 mL/dk akis hizindan sonra
akimin azalmasi ise ¢ok yiiksek akis hizlarinda glukoz ile GOX-CT/Pt/p.PGE arasindaki
gerceklesen enzimatik tepkimeye yeterli siirenin taninmamasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle GOx-CT/Pt/p.PGE’de amperometrik glukoz biyosensor

caligmalarina 1,7 mL/dk akis hiz1 kullanilarak devam edilmistir.
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1,354

1,204

Akim / pA
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Sekil 4.80. A) GOx-CT/Pt/p.PGE’nin farkli akis hizlarinda 1,0 mM glukozun 3 ardisik
enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Uygulama potansiyeli:
+600 mV; tasiyict ¢ozelti: O, ile doyurulmus 1,0 M KCl igeren pH 6,0 BRBS; 6rnek
kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve B) bu amperomogramlardan elde

edilen akim-akis hiz1 degisim grafigi
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4.45.3. GOx-CT/Pt/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Glukoz Biyosensoriiniin
Analitiksel Parametrelerinin Belirlenmesi

Tasarlanan glukoz biyosensoriiniin analitiksel parametrelerini belirlemek i¢in hem
GOx-CT/p.PGE hem de GOx-CT/Pt/p.PGE’nin optimize edilen kosullar altinda glukozun
farkli derisimlerine verdikleri amperometrik yanitlar FIA sisteminde incelenmistir. GOx-
CT/p.PGE, Pt/p.PGE ve GOXx-CT/Pt/p.PGE’nin artan glukoz derisimine bagli FIA’da
kaydedilen amperomogramlar1 Sekil 4.81, 4.82 ve 4.83 A’da, GOx-CT/p.PGE ve GOx-
CT/Pt/p.PGE i¢in elde edilen akim-derisim ve kalibrasyon grafikleri ise sirasiyla Sekil 4.81
B ve C ve 484 A ve B’de verilmistir. GOX-CT/p.PGE’nin +600 mV’da kaydedilen
amperomogramlarinda artan glukozun derisimine bagli olarak enzimatik tepkime sonucu
olusan H»O7’nin yiikseltgenme pik akiminin arttig1 ancak c¢ok yiiksek derisimlerde (7,5 -
100 mM aras1) yanit verdigi tespit edilmistir. Ciinkii Sekil 4.70 B’de kaydedilen CV’de de
bahsedildigi gibi Pt nanopargacik icermeyen GOX-CT/p.PGE’de H,0O, ¢ok yiiksek
potansiyel degerlerinde (+ 900 mV) yiikseltgenmektedir. Dolayisiyla daha negatif olan
+600 mV’da seyreltik glukoz ¢ozeltileri igin bu piklerin gézlenmemesi ve oldukga derisik

cozeltilerde gozlenmesi beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.81. A) GOx-CT/p.PGE’nin artan glukoz derisimine bagli olarak FIA sisteminde
kaydedilen amperomogramlar1 (Uygulama potansiyeli: +600 mV; tasiyic1 ¢ozelti: O, ile
doyurulmus 1,0 M KCI igeren pH 6,0 BRBS ¢ozeltisi; 6rnek kolonunun hacmi: 100 pL;
kolon uzunlugu: 10 ¢cm), B) akim-zaman egrilerinden elde edilen akim-derigsim grafigi ve
C) dogrusal yanit alinan derisimler igin kalibrasyon grafigi (7,5 — 75 mM glukoz; I(uA) =
0,00148 C(mM) + 0,00842; R? = 0,9997)

Benzer sekilde enzim immobilize edilmemis metal modifiye elektrot igin de
(Pt/p.PGE) artan glukoz derisimine bagli optimum kosullar altinda kaydedilen
amperomogramlarda da ¢ok yiiksek glukoz derisimi i¢in pik akimlar1 elde edilmistir (Sekil
4.82). Bu sonug, Pt/p.PGE’de glukozun enzimatik tepkime olmadan da yiikseltgendigini
gostermektedir. Sekil 4.71 A’da Pt/p.PGE i¢in kaydedilen CV’lerde +600 mV’larda

glukoza ait ¢cok az da olsa bir yiikseltgenme pikinin gézlenmesi bu sonug ile uyumludur.
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Sekil 4.82. Pt/p.PGE’nin artan glukoz derisimine bagli olarak FIA’da kaydedilen

amperomogramlari (Sekil 4.80°de belirtilen kosullar altinda)

Son olarak GOx-CT/Pt/p.PGE i¢in kaydedilen amperomogramlardan gorildiigii gibi
(Sekil 4.83) ¢ok diisiik derisimlerde (0,010 mM) dahi glukoza ait akim elde edildigi ve bu
akimin glukoz derisiminin artmasiyla orantisal olarak arttigi tespit edilmistir. Oysaki
enzimsiz Pt/p.PGE i¢in FI amperometrik yanitin basladig: derisim 0,10 mM glukoz oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.82). Sekil 4.84’de ise GOx-CT/Pt/p.PGE i¢in kaydedilen
amperomogramlarin degerlendirmesi sonucu elde edilen akim-derisim ve kalibrasyon

grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.83. GOx-CT/Pt/p.PGE’nin artan glukoz derisimine (0,010 mM — 75 mM) bagh
olarak FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlart (Sekil 4.80’de belirtilen kosullar

»l

100 s

altinda)
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Sekil 4.84. GOx-CT/Pt/p.PGE’nin artan glukoz derigimlerine (0,010 — 75 mM) verdigi
yanitlara ait akim-derisim grafigi (A) ve elde edilen kalibrasyon grafigi (B) (0,010 — 10
mM glukoz; I(pA) = 1,0691 C(mM) + 0,1302; R? = 0,9989)

Elde edilen tiim sonuglar incelendiginde, en diisiik pik akiminin elde edildigi glukoz
derisimi GOx/p.PGE, Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt/p.PGE’de sirasiyla 7,5, 0,10 ve 0,010 mM
oldugu, GOx-CT/Pt/p.PGE’de elde edilen pik akimlarinin GOx/p.PGE ve Pt/p.PGE’ye
gore oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ornegin, Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt/p.PGE nin
1,0 mM glukoz derisimine amperometrik yanitlari karsilagtirildiginda, enzimli elektrot ile
yaklasik 55 kat daha yiiksek yanit alinmistir. Ayrica GOx-CT/p.PGE ile GOx-
CT/Pt/p.PGE’nin kalibrasyon grafiklerindeki dogru egimleri oranlandiginda GOx-
CT/Pt/p.PGE kullanilarak tasarlanan FI amperometrik glukoz biyosensoriiniin GOXx-
CT/p.PGE’ye gore 722 kat daha duyar oldugu tespit edilmistir. Ayrica 10 pM glukozun
sisteme en az 10 kez enjekte edilmesiyle hesaplanan standart sapma degeri (s) ve
kalibrasyon dogrusunun egiminden (m) faydalanarak LOD ve LOQ hesaplanmistir. Buna
gore LOD ve LOQ sirasiyla 3,1 uM (3s/m) ve 10,3 uM (10s/m) olarak bulunmustur.
Ayrica modifiye elektrodun aktif yiizey alanina ait duyarlilik ise 6,72 pA mM™ cm™ olarak

hesaplanmustir.

4454, GOx-CT/Pt/p.PGE Kullanilarak Tasarlanan Glukoz Biyosensoriiniin
Seciciliginin incelenmesi

Tasarlanan glukoz biyosensoriine olasi girisim yapabilecek bazi molekiillerin (GLA,
SA, SAL, AA, UA ve DA) girisim etkileri, belirli derisimdeki glukoza bagl enzimatik

tepkime sonucu olusan H;O,’nin FIA sisteminde yiikseltgenme pik akimi izlenerek
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incelenmistir. Bu amagla, glukoz (1,0 mM):girisimci molekiil oran: 1:0, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10
ve 1:100 olan ¢ozeltiler hazirlanmig ve optimize edilen kosullarda FI amperomogramlari
kaydedilmis ve girisim etkileri degerlendirilmistir. Oncelikle GLA, SA ve SAL’nin
enzimatik tepkime sonucu olusan H,O,’nin yiikseltgenme pik akimina olas1 etkileri test
edilmistir. Bu girisimci molekiiller i¢in kaydedilen amperomogramlar Sekil 4.85°de ve
elde edilen sonuglar ise Cizelge 4.15°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, herbir
girisimcinin glukoz biyosensoriine pozitif etki gosterdigi ve oran arttik¢a bu etkinin arttigi
tespit edilmistir. Ancak 5 kat GLA, 2 kat SA ve esdeger derisimde SAL’nin etkilerinin
%10’nun altinda ya da %10’a yakin olmasindan dolay1 bu oranlardaki girisim etkisi tolere

edilebilir diizeyde oldugu degerlendirilmistir.
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Sekil 4.85. GOx-CT/Pt/p.PGE’de 1,0 mM glukoza gore artan oranlarda girisimei molekiil
(GLA (A), SA(B) ve SAL (C)) igeren ¢ozeltilerin enjeksiyonuyla FIA sisteminde

kaydedilen amperomogramlar (Sekil 4.80°de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)
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Cizelge 4.15. Her biri 1,0 mM sabit glukoz igeren 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100 oranindaki
girisimcilerin GOX-CT/Pt/p.PGE’de glukoza bagli enzimatik tepkime sonucu olusan

H,0O,’nin yiikseltgenme pik akimina gosterdikleri degisimler (n=3)

Glukoza bagli enzimatik tepkime sonucu olusan H,O; nin Yiikseltgenme Pik
Akimindaki Degisimler (%)
Girisimci Glukoz:Girisimci orani
Molekiil 1:1 1:2 1:5 1:10 1:100
GLA 2,0 +£0,02 3,7 £0,003 8,7+0,01 | 29,9+0,003 | 840,02
SA 3,6 £0,003 4,9 £0,005 | 45,340,002 | 47,8 £0,06 | 319 +0,05
SAL 12,1 +£0,005 | 18,6 £0,003 | 39,5+0,02 | 63,1 +0,02 | 276 0,07

Bu girisimciler disinda AA, UA ve DA gibi olasi girisimcilerin de tasarlanan glukoz
biyosensoriine etkileri test edilmistir. Genellikle bu girisimciler asir1 potansiyellerde
(yaklasik +500 mV ve tlizeri) ylikseltgenerek, enzimatik tepkime sonucu olusan H,O,’nin
yiikseltgenme pik akimina pozitif girisim etkisi gosterirler ve tasarlanan biyosensoriin
seciciligini zayiflatirlar. Literatiirde glukoz biyosensoriinde bu tiir girisimcilerin farkli
yollarla giderildigine dair ¢aligmalar mevcuttur. Bunlardan biri ferrosen gibi redoks
mediyatorlerin kullanilmas1 (Fatoni ve ark., 2013), diger bir yaklagim ise enzim modifiye
elektrodun elektropolimerik bir film (Ayenimo ve Adejou, 2017) ya da Nafion gibi bir yar1
gecirgen ve segici membran ile kaplanmasidir (Shin ve ark., 2018). Ancak uygun
mediyator sayisinin ¢ok az olmasi, ayni elektrot yiizeyine mediyatorle birlikte enzimin
kaplanmas1 H,O; ile birlikte girisimci molekiillerinde bu mediyatorlerle elektrokatalitik
tepkimeye girmesi mediyator temelli elektrotlarin dezavantajlarini olusturmaktadir. Yari
gecirgen bir membranda ise membranin gozenek boyutu, kararlilifini ve degismezligini
kontrol etmek oldukg¢a zordur. Ayrica yart gegirgen membranlar substratin da elektrot
yiizeyine diflizyonunu kismen engelleyebildiginden tasarlanan biyosensoriin duyarligini
diistirebilmektedir (Jia ve ark., 2010; Liang ve ark., 2017; Xu ve ark., 2004). Diger bir
yaklagimda ise elektrot yiizeyinde kat1 ve ¢oziinmeyen bir onyiikseltgeyici kullanilmistir,
boylece elektrot yiizeyine varan girisimci molekiiller Onceden ylikseltgendiginden
enzimatik tepkimeyle olusan H,O,’nin elektron transferine girisim etkileri minimize
edilmis olur (Shin ve ark., 2001; Choi ve ark., 2002; Cui ve ark., 2000; Xu ve ark., 2004,
Zhang ve Wang, 2002). Bu amagla PbO;, MnO;, CeO, gibi ¢oziinmeyen kati maddeler
oksidaz enzimiyle birlikte elektrot yiizeyine tutturulmus ve AA, DA ve UA’nin girisim
etkileri giderilmistir. Ancak bu yaklasimda ise kati ¢Oziinmeyen giiclii oksidantlar
immobilize enzim tabakasindan kolaylikla ayrilabilir ve enzimatik tepkime sonucu olusan
H,0;’yi de ylikseltgeyebilir. Bu dezanvantajlar1 gidermek igin kimi iglemler literatiirde

yapilmistir (Xu ve ark., 2004). Bu tez ¢alismasinda ise yine bir Onyiikseltgeyici olan
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NaBiOj3 kullanilmigtir. NaBiO3’in 6nemli bir onylikseltgeyici oldugu bilinmesine ragmen
elektrokimyasal enzim temelli biyosensorde girisim gidermede kullanilmamis ve ilk defa
bu tez kapsaminda kullanilmistir. Ayrica bu tezde diger calismalarda oldugu gibi bu
onytikseltgeyici elektrot yiizeyine modifiye edilmemis, FIA sisteminde kullanilan
enjektdriin igerisine yerlestirilmistir. Boylece, ilgili girisimcilerin girisim etkilerini
gidermek amaci ile suda ¢6ziinmeyen dn-oksitleyicinin belirli bir miktar1 (NaBiOs, E°= 1,6
V) enjektor igine yerlestirilerek, olasi1 girisimcilerin akis hiicresindeki elektrot yiizeyine
ulasmadan once enjektor i¢inde yiikseltgenmis formlarina doniismesi saglanmis ve bu
girisimcilerin etkilerinin giderilmesi planlanmistir. Girisim gidermeye iliskin tim

asamalari igeren sematik bir gosterim Sekil 4.86°da verilmistir.
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Sekil 4.86. Girisim etkisi gosteren AA, DA ve UA’nin NaBiO3 doldurulmus enjektdr ile 6n

yiikseltgenmelerinin ve FIA sisteminde glukoz biyosensoriiniin sematik gosterimi

Girisim giderme c¢alismalarina baslamadan 6nce, herbir girisimci molekiiliin farkl

derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltileri 6nce bos ve daha sonra NaBiOs; doldurulmus
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enjektorle FIA sistemine enjekte edilmistir. BoOylece glukoz igermeyen girisimci
cozeltilerin GOx-CT/Pt/p.PGE’de yiikseltgenme akimlarinin onyiikseltgeyiciyle giderilip
giderilmedigi incelenmistir. Bu amagla, ayr1 ayr1 hazirlanmis AA, DA ve UA’nin ii¢ farkli
derisimlerini (0,01; 0,10 ve 1,0 mM) igeren ¢o6zeltilerin sirasiyla bos ve 1,0 gr NaBiOg ile
doldurulmus bir enjektdr kullanilarak FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlart Sekil
4.87°de verilmistir. Sekilden gorildiigii gibi, NaBiOj igermeyen enjektor kullanildiginda,
tiim girisimcilerin sisteme enjeksiyonuyla oldukc¢a yliksek yiikseltgenme pik akimlari
gozlenmistir. NaBiOs; kullanildiginda ise ozellikle AA ve UA’nin yiikseltgenme pik
akimlarinin en yiiksek derisimlerde (1,0 mM) bile 6nemli 6l¢iide azaltildigi goriilmektedir.
DA’nin yiikseltgenme pik akimi 6nemli diizeyde azaltilmis ancak 6zellikle 1,0 mM gibi
yiiksek derisimde tam giderilememistir. Sonug olarak, suda ¢éziinmeyen bir 6n-oksitleyici
olan NaBiO3’n ilgili girisimcileri akis hiicresinde elektrot yiizeyine ulasmadan Once
enjektdrde yiikseltgeyerek onlari elektroaktif olmayan tiirlerine (yilikseltgenmis formlarina)

doniistiirdiigii tespit edilmistir.
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Sekil 4.87. Ug farkli derisimde tastyic1 ¢dzelti icerisinde hazirlanmis AA (A), DA (B) ve
UA (C)’nin bos (a) ve NaBiO3 doldurulmus enjektor (b) ile FIA sistemine enjeksiyonuyla
GOx-CT/Pt/p.PGE’de kaydedilen amperomogramlar1 (Sekil 4.80’de kullanilan optimize
edilmis kosullar altinda)
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Glukoz ile birlikte bu girisimcileri birarada igeren ¢ozeltilerin FIA sistemine gegmeden
once, Onyiikseltgecinin glukoza bagli enzimatik tepkime sonucu olusan H;O;’nin
yiikseltgenme akimina etki edip etmedi8i incelenmistir. Bu amagla artan derisimlerde
tasiyici ¢ozelti igerisinde hazirlanan glukoz ¢ozeltileri hem NaBiOj3 igcermeyen (bos) hem
de iceren enjektorle sisteme enjekte edilmis ve GOx-CT/Pt/p.PGE’deki FI
amperomogramlar1 kaydedilmis ve Sekil 4.88 A’da verilmistir. Farkli derisimlerdeki (0,01,
0,05, 0,10, 0,50 ve 1,0 mM) glukoz ¢ozeltilerinin NaBiO3 iceren ve igermeyen enjektor ile
FI sistemine verildiginde yiikseltgenme pik akimlarinda O6nemli bir degisiklik
goriilmemistir (Sekil 4.88 A). Dolayisiyla NaBiO3’in enjeksiyon esnasinda enjektorden
gecen glukozu yiikseltgemedigi ve elektrot yiizeyine tasinan glukozun enzimatik
tepkimeye girmesine bir engel olusturmadigi ve olusan H;O,’ye de bir etki etmedigi
sonucuna varilmistir. Ayrica glukoza ait kalibrasyon grafigi de elde edilen verilerden
cizilmis ve Sekil 4.88 B’de verilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiginin egimi (1,13
nA/mM) daha once NaBiOjs icermeyen enjektorle ile kaydedilen ve Sekil 4.84 B’de
gosterilen kalibrasyon grafiginin egimine (1,07 pA/mM) oldukga yakin bulunmustur. Tiim
bu sonuglar NaBiO3 onyiikseltgeyicisinin, GOx-CT/Pt/p.PGE kullanilarak FIA sisteminde

tasarlanan glukoz biyosensoriine etki etmedigini gostermektedir.
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Sekil 4.88. A) Farkli derisimlerde tasiyict ¢ozelti icerisinde hazirlanmis glukoz
¢ozeltilerinin bos (a) ve NaBiO3 doldurulmus enjektor (b) ile FIA sistemine enjeksiyonuyla
GOx-CT/Pt/p.PGE’de kaydedilen amperomogramlari ve B) elde edilen kalibrasyon grafigi
(I(nA) = 1,1324 C(mM) + 0,0008 ve R? = 0,9960)

Girisim calismasinin son adiminda ise glukozun segici olarak tayinini kanitlamak

amaciyla, ilgili girisimcilerin kan serumundaki derisiminden (AA ve DA i¢in 0,20 mM ve

UA ic¢in 1,0 mM) daha yiiksek derisimlerde 1,0 mM glukoz igeren farkli oranlardaki
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cozeltileri hazirlanmis ve NaBiOj igeren ve icermeyen enjektor kullanilarak optimize
edilen kosullar altinda FI analizi gerceklestirilmistir. Glukoz(1,0 mM):girisimci molekiil
oran1 1:0, 1:1, 1:5 ve 1:10 olan ¢ozeltilerin enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen
amperomogramlar1  Sekil 4.89’da verilmistir. Cizelge 4.16’da verilen sonuglar
incelendiginde, glukoza gore AA, DA ve UA’nin es derisimleri (1,0 mM) varhigindaki
girisim etkilerinin, H,O,’nin enzimsiz yiikseltgenmesi iizerine yapilan c¢aligmalarda
gosterdikleri girisim etkilerinden oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum,
enzimli ¢alismada uygulanan potansiyelin (+600 mV) enzimsiz ¢alismalara gore yiiksek
olmasi ve glukozun yiiksek derisiminin (1,0 mM) kullanilmasiyla iligkilendirilmektedir.
NaBiOj3 enjektor kullanilarak girisimciler FIA sistemine verildiginde girisimci etkilerinin
biiyiik olgiilerde giderildigi anlagiimaktadir. Ozellikle NaBiO3z enjektér kullanilarak
glukoz:girisimci oranmin 1:1 oldugu durumda, AA, ve UA nin girisim etkisinin tamamen
giderildigi tespit edilmistir. DA i¢in ise 1:1 oraninda girisim etkisi beklenilen seviyeye
diismemesine ragmen girisim etkisinin onemli Olciide giderildigi goriilmektedir. Tim
sonuglar, NaBiOjz kullanilarak glukozun AA, DA ve UA ortaminda 1:1 oraninda oldugu

durumlarda secici olarak tayin edilebilecegini gstermektedir.
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Sekil 4.89. Glukoza (1,0 mM) gore artan oranlarda girisimci molekiil (AA (A), DA (B) ve
UA (C)) igeren ¢ozeltilerinin, NaBiO3 icermeyen ve igeren enjektor kullanilarak FIA
sistemine enjeksiyonuyla GOx-CT/Pt/p.PGE’de kaydedilen amperomogramlar (Sekil
4.80’de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)
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Cizelge 4.16. Her biri 1,0 mM sabit glukoz i¢eren 1:1, 1:5 ve 1:10 oranindaki girisimcilerin
GOx-CT/Pt/p.PGE’de glukoza baglh

enzimatik

tepkime

yiikseltgenme pik akiminda gosterdikleri degisimler (n=3)

sonucu olusan H;O;’nin

Glukoza bagl enzimatik tepkime sonucu olusan H,O, nin Yiikseltgenme Pik Akimindaki
Degisimler (%)
C Glukoz: Girigsimci Orani
Girisimei 11 15 110
Molekiil 1:1 +NaBiO, 15 +NaBiO, 1:10 +NaBiO,
12324 54,7
AA 2681 £0,50 | 0,32+0,50 | 9341 +£3,45 | 45,2 +0,01 .42 0,01
DA 2182 +1,23 | 41,3+0,01 | 5842 +0,96 | 239=+0,84 | 6948 £1,69 iz)z?l
UA 1788 0,25 | 1,31 0,12 | 6228 +4,90 | 38,8 +0,09 - -

4.455. GOXx-CT/Pt/p.PGE Kullanillarak Tasarlanan Biyosensoriin Glukoz
I¢eren Orneklere Uygulanmasi

Tasarlanan  elektrokimyasal  glukoz  biyosensoriiniin ~ ger¢cek  Orneklere
uygulanabilirliginin test edilmesi amaciyla, yapay kan serumu, dekstroz serum ve oral
glukoz tolerans i¢cecegi olmak tizere li¢ farkli 6rnekteki glukoz diizeyleri dnerilen yontemle
analiz edilmistir. Literatiirdeki bir ydnteme gore hazirlanan yapay serum (Ozcan ve
Sezgintiirk, 2015), AA, DA ve UA icerdiginden dolay1 NaBiOj igeren, diger drneklerde ise
NaBiO;3 icermeyen enjektor kullanilarak glukoz analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla,
1/10 oraninda tastyict ¢ozeltisi ile seyreltilmis yapay kan serumu ¢ozeltilerine 0, 0,5, 1,0
1,5 ve 2,0 mM olacak sekilde standart glukoz eklenmis ve bu ¢ozeltiler FIA sistemine
NaBiO; iceren enjektor kullanilarak enjekte edilmistir. Kaydedilen amperomogramlar,
standart katma grafigi ile birlikte Sekil 4.90 A’da verilmistir.

Tasarlanan biyosensoriin diger uygulamalarinda ise, her biri sirasiyla 1/250 ve
1/2000 oraninda seyreltilmis dekstroz serum ve oral glukoz tolerans igecegi ¢ozeltilerine
ayrt ayrt 0, 0,5, 1,0 1,5 ve 2,0 mM igerecek sekilde glukoz ilave edilmis ve bu ¢ozeltiler
FIA sistemine NaBiOs igermeyen enjektor kullanilarak enjekte edilmistir. Elde edilen

amperomogramlar ve ilgili standart katma grafikleri Sekil 4.90 B ve C’de verilmistir.
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Sekil 4.90. Tasiyic1 ¢ozelti ile seyreltilmis yapay kan serumu (1/10) (A), dekstroz serum
(1/250) (B), oral glukoz test i¢ecegi (1/2000) (C) ve bu seyreltik 6rneklerde 0, 0,5, 1,0 1,5
ve 2,0 mM glukoz igerecek sekilde hazirlanan standart ¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.80°de kullanilan optimize edilmis
kosullar altinda, A i¢cin NaBiO3’l1, B ve C i¢in NaBiO3’s1z enjektor kullanilmistir) ve elde

edilen standart katma grafikleri

Standart katma grafiklerinden herbir 6rnekteki glukoz degerleri hesaplanmis ve elde edilen

sonuglar Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17. GOx-CT/Pt/p.PGE kullanilarak tasarlanan FI amperometrik glukoz
biyosensdriiniin farkli 6rneklere uygulanmast ile elde edilen sonuglar (n=3)

- Orneklerde Hesaplanan FI Standart Katma Metodu ile Bulunan
Ornek L
Glukoz Derisimi Sonug
4,73 mM 0,07
Yapay Kan 4,77 mM tgen: 0,99 (P: 0,05, 2)
254,3 mM £1,77
Dekstroz Serumu 252,5 mM tgen: 1,76 (P: 0,05, 2)
Glukoz Tolerans Test 1512,7 mM £2,50
fcecegi 1514 mM tgor: 0,90, (P: 0,05, 2)
twritik: 4,30 (P: 0,05, 2) (Douglas ve ark., 1988)

Sonuglar incelendiginde, tasarlanan biyosensoriin {i¢ farkli drnege uygulanmasi ile yiiksek
dogrulukta sonuglarin alindig1r goriillmekte olup, tasarlanan biyosensoriin glukoz igeren
orneklere basariyla uygulanabilecegi kanitlanmistir. Her {i¢ 6rnek icin elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak student t-testi ile degerlendirilmis ve onerilen elektrot kullanilarak
yapay kan serumu, dekstroz serum ve oral glukoz tolerans igecegi igin tgen degerleri
sirastyla 0,99, 1,76 ve 0,90 olarak bulunmustur. Bunlar, 2 serbestlik derecesi igin % 95
giiven derecesinde tyritik degerden (4,30) daha kiigiiktiir (Douglas ve ark., 1988). Boylece
sifir hipotezi kabul edilebilir ve Xq ve p arasinda % 95 giiven diizeyinde anlamli bir fark

olmadig1 sdylenebilir.

4.456. GOx-CT/Pt/p.PGE’nin Tekrarlanabilirliginin ve Kararhhgmin Test
Edilmesi

Tasarlanan glukoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi, 1,0 mM glukoz ¢ozeltisinin
optimum kosullar altinda FIA sistemine 30 ardisik enjeksiyonuyla test edilmistir. FIA
sisteminde kaydedilen amperomogramlardan (Sekil 4.91) goriildiigii iizere, glukozun
ardigik olarak enjeksiyonuyla pik akimlarinda kayda deger bir degisim gozlenmemistir. Pik
akimlarindan, ortalama deger %RSD degeri sirasiyla 0,844 + 0,012 pA ve % 1,42 olarak
hesaplanmistir. Oldukca diisiik bir RSD degerinin elde edilmesi tasarlanan glukoz

biyosensoriiniin giin iginde tekrarlanabilirliginin oldukga iyi oldugunu yansitmaktadir.
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Sekil 4.91. GOx-CT/Pt/p.PGE’de 1,0 mM glukoz ¢ozeltisinin ardistk 30 kez

400 nA JULLL k

100 s

! JUUUL

enjeksiyonuyla FIA’da kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.80°de kullanilan optimize

edilmis kosullar altinda)

Tasarlanan biyosensoriin kararliligini test etmek igin ise GOx-CT/Pt/p.PGE’de 1,0
mM glukoz ¢o6zeltisinin FIA sisteminde giinler arasi amaperomogramlari kaydedilmis ve
Sekil 4.92°de verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi ilk giin glukoz icin beklenen akimlar
elde edilirken, bir giin boyunca +4 °C’de buzdolabinda bekletilen elektrodun tekrar
kullanimiyla glukoza herhangi bir yanit vermedigi tespit edilmistir. Dolayisiyla Pt/p.PGE
yiizeyindeki GOx, aktivitesini sonraki giin yitirdigi sonucuna varilmistir. Her ne kadar
GOx-CT/Pt/p.PGE kullanilarak tasarlanan glukoz biyosensoriiniin giinler arasi kararliligi
1yl olmasa da, PGE’nin tek kullanimli olmasindan 6tiirii kullan at mantigiyla bu kararlilik

probleminin tolere edilebilecegi sOylenebilir.

Ik Giin

500 nA
n 2. Giin

] A,

50 s
Sekil 4.92. GOx-CT/Pt/p.PGE’de 1,0 mM glukoz ¢ozeltisinin arda arda 1. ve 2. giin

enjeksiyonuyla FIA’da kaydedilen amperomogramlart (Sekil 4.80°de kullanilan optimize

edilmis kosullar altinda)
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4.4.6. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE Kullanilarak FIA Sisteminde Glukoz Biyosensorii
Cahismalan

Bir onceki kisimda sadece monometalik (Pt) modifiye p.PGE kullanilarak FIA
sisteminde amperometrik glukoz biyosensorii ile ilgili ¢alismalar gerceklestirilmisti. Bu
kisimda ise daha Oncede belirlendigi gibi glukoza en iyi yanit veren Pt-Pd bimetal
modifiye p.PGE kullanilarak FIA sisteminde benzer islemler tekrarlanmistir. Dolayisiyla

bu kisimda yorumdan ziyade daha ¢ok sekiller tizerinde durulmustur.

4.4.6.1. Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Daha onceki bolimlerde Sekil 4.78’de gosterildigi gibi GOx-CT/p.PGE’de glukoz
biyosensoriine +800 mV uygulama potansiyelin de dahi amperometrik yanit alinamadigi
vurgulanmigti. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin 1,0 mM glukoz i¢in farkli potansiyellerde
kaydedilen FI amperomogramlari ve akim-potansiyel degisim grafikleri Sekil 4.93’de
verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi en uygun potansiyel degeri bu elektrotta +600 mV

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.93. A) GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin farkli anodik ¢alisma potansiyellerinde 1,0 mM
glukozun 3 ardisik enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Tastyict
¢ozelti: O, ile doyurulmus 1,0 M KCl igeren pH 6,0 BRBS; akis hiz1 1,25 mL/dk; 6rnek
kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve B) bu amperomogramlardan elde

edilen akim-potansiyel degisim grafigi

4.4.6.2. Tasiyic1 Cozeltinin Akis Hizimin Belirlenmesi

Optimum akis hizim belirlemek amaciyla, GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak 1,0
mM glukozun +600 mV ¢alisma potansiyelinde artan akis hizina bagli amperomogramlari
kaydedilmis ve akim-akis hizi degisim grafigi ile birlikte Sekil 4.94°de verilmistir.
Sekilden goriildigi gibi GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak FIA sisteminde analizde

glukoz biyosensorii i¢in en uygun akis hizi 1,7 mL/dK olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.94. A) GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin farkli akis hizlarinda 1,0 mM glukozun 3 ardisik

=t -
Ol=

enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Uygulama potansiyeli:
+600 mV; tasiyict ¢ozelti: Oy ile doyurulmus 1,0 M KCl igeren pH 6,0 BRBS; 6rnek
kolonunun hacmi: 100 pL; kolon uzunlugu: 10 cm) ve B) bu amperomogramlardan elde

edilen akim-akis hiz1 degisim grafigi

4.4.6.3. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE Kullamilarak Tasarlanan Glukoz
Biyosensoriiniin Analitiksel Parametrelerinin Belirlenmesi

Daha oOnceki boliimde metal ve bimetal nanoparcacik igermeyen ancak enzim
immobilize edilmis elektrodun (GOX-CT/p.PGE) artan glukoz derisimine bagh
amperomogrami Sekil 4.81°de verilmis ve glukozun ¢ok yliksek derisimlerde yanit verdigi
tespit edilmisti. Pt/p.PGE’de (Sekil 4.82) oldugu gibi enzim immobilize edilmemis Pt-
Pd/p.PGE’nin de optimize edilen kosullarda artan glukoz derisimine bagh
amperomogramlari kaydedilmis ve kalibrasyon grafigi ile birlikte Sekil 4.95°de verilmistir.
Bu elektrot ile de GOx-CT/p.PGE ve Pt/p.PGE’de oldugu gibi enzimsiz olarak glukozun
yiikseltgenmesine yliksek derisimlerde yanit alindig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.95. Pt-Pd/p.PGE’nin artan glukoz derisimine bagli olarak FIA’da kaydedilen
amperomogramlari (Sekil 4.94°de belirtilen kosullar altinda)

Optimize edilen kosullarda, GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin FIA sisteminde artan glukoz
derisimine bagli kaydedilen amperomogramlar1 ise Sekil 4.96’da verilmistir. Sekilden
goriildiigli gibi ¢ok kiiciik derisimlerde (0,010 mM) glukoza yanit alindig1 ve enzimatik
tepkime sonucu olusan H,0,’nin yiikseltgenme pik akimlarinin artan glukoz derisimiyle

arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.96. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin artan glukoz derisimine (0,010 mM — 75 mM) bagh
olarak FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlart (Sekil 4.94’de belirtilen kosullar
altinda)

Glukoz derisimine bagh akim grafigi ile birlikte kalibrasyon grafigi GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE
icin de elde edilmis ve Sekil 4.97°de verilmistir. Kalibrasyon grafiginden goriildiigi gibi
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GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak tasarlanan biyosensoriin 0,010 ile 10 mM glukoz
arasinda dogrusal yanit verdigi tespit edilmistir. GOx-CT/p.PGE (Sekil 4.81’deki
kalibrasyon egrisi) ile GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin kalibrasyon grafiklerindeki dogru
egimleri oranlandiginda GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE ile glukoza 1173 kat daha duyar oldugu
belirlenmistir. Bir onceki kisimda calismasi gergeklestirilen GOx-CT/Pt/p.PGE (Sekil
4.84’deki kalibrasyon egrisi) ile GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin kalibrasyon grafiklerindeki
dogru egimleri oranlandiginda ise GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin glukoz biyosensorii i¢in
monometalik tiirline gore yaklasik 1,6 kat daha duyar oldugu belirlenmistir. Bu durumu
daha once her iki elektrot i¢in glukoz ortaminda kaydedilen CV’ler (Sekil 4.71) de
desteklemektedir. Ayrica, 10 uM glukozun sisteme en az 10 kez enjekte edilmesiyle
hesaplanan standart sapma degeri (s) ve kalibrasyon dogrusunun egiminden (m)
faydalanarak LOD ve LOQ hesaplanmistir. Buna goére LOD ve LOQ sirasiyla 2,36 uM
(3s/m) ve 7,87 uM (10s/m) olarak bulunmustur. Modifiye elektrodun aktif yiizey alanina
ait duyarlilik ise 10,92 pA mM™ cm™ olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.97. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin artan glukoz derisimlerine (0,010 — 75 mM) verdigi

yanitlara ait akim-derisim grafigi (A) ve elde edilen kalibrasyon grafigi (B) (0,010 — 10
mM Glukoz; I(nA) = 1,7365 C(mM) + 0,1438; R? = 0,9994)

4.4.6.4. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE Kullamilarak Tasarlanan Glukoz
Biyosensériiniin Seciciliginin incelenmesi

Daha once GOx-CT/Pt/p.PGE kullanilarak segicilik igin kaydedilen tim
amperomogramlar benzer sekilde GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin optimize edilen kosullart
altinda tekrarlanmigtir. 1,0 mM glukoza gore 1:0; 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100 oraninda
glukoz:girisimci molekiil igeren GLA, SA ve SAL’ye ait amperomogramlar Sekil 4.98°de
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ve elde edilen veriler ise Cizelge 4.18’de verilmistir.

A 100 kat
Glutamik Asit
2 pA
- 100 s
B 100 kat
Sitrik Asit
10
5
2
100 s
100 kat
Salisilik Asit
10
1 2 5
° *“I_ MMJU\MJWLKM
100 s

Sekil 4.98. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de 1,0 mM glukoza goére artan oranlarda girisimci
molekiil (GLA (A), SA(B) ve SAL (C)) igeren ¢ozeltilerin enjeksiyonuyla FIA’da

kaydedilen amperomogramlar (Sekil 4.94°de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)

Cizelge 4.18. Her biri 1,0 mM sabit glukoz igeren 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:100 oranindaki
girisimcilerin GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de glukoza bagli enzimatik tepkime sonucu olusan
H,O,’nin yiikseltgenme pik akimina gosterdikleri degisimler (n=3)

Glukoza bagli enzimatik tepkime sonucu olusan H,O;’ nin Yiikseltgenme Pik
Akimindaki Degisimler (%)
Girisimci Glukoz:Girisimci orani
Molekiil 1:1 1:2 1.5 1:10 1:100
GLA 3,240,008 | 4,5+0,004 9,7 £0,01 28,7 40,09 | 88,5+0,03
SA 5,1 £0,007 | 5,3+0,024 | 47,4+0,04 | 53,5+0,008 | 365 =+0,041
SAL 16 £0,008 | 23,740,003 | 36,5 +0,006 | 81,6 0,014 | 295 +0,012

Elde edilen sonuglardan, herbir girisimcinin glukoz biyosensoriine pozitif etki gosterdigi

ve oran arttikca bu etkinin arttif1 tespit edilmistir. Ancak 5 kat GLA, 2 kat SA ve esdeger
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derisimde SAL’nin etkilerinin %10’nun altinda ya da %10’a yakin olmasindan dolay1 bu
oranlardaki girisim etkisi tolere edilebilir diizeyde oldugu degerlendirilmistir.

AA, DA ve UA’nin GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de de glukoz biyosensdriine girisim etkisi
ve giderilmesi daha 6nceki kisima benzer sekilde incelenmistir. Optimize edilen kosullar
altinda bu elektrot i¢in NaBiOs igermeyen ve iceren enjektor kullanilarak tasiyici ¢ozelti
icinde farkli derisimlerde hazirlanmis AA, DA ve UA’nin amperomogramlart FIA
sisteminde kaydedilmis ve Sekil 4.99’da verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi ¢alisilan
potansiyelde (+ 600 mV) oldukga yliksek akim veren her {i¢ girisimci molekiiliin 0,010,
0,10 ve 1,0 mM derisimlerinde NaBiO3 doldurulmus enjektér kullanimiyla
Onyiikseltgenerek pik akimlarinin tamamen azaltildigi, hatta AA i¢in en yiliksek derisimde
(1,0 mM) gozlenen ¢ok biiyiik akimlarin bile hemen hemen sifira kadar diistirtildiigi, 1,0
mM DA ve UA iginse énemli diizeyde azaltildig1 tespit edilmistir.

a 1.0mM o mi
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100 s

0.1 mM 0.1 mM

b JUUL e |57 i L
a 1.0mM

0.1 mM
0.01 mM a

2o b A JUULS,

Sekil 4.99. Ug farkli derisimde tasiyic1 ¢dzelti icerisinde hazirlanmis AA, DA ve UA’nm

bos (a) ve NaBiO3 doldurulmus enjektor (b) ile FIA sistemine enjeksiyonuyla GOx-CT/Pt-
Pd/p.PGE’de kaydedilen amperomogramlari

Bu elektrot i¢in de onylikseltgeyicinin glukoz biyosensoriine etki edip etmedigi

incelenmistir. Bu amagla, GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin NaBiOs; icermeyen ve iceren enjektor
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kullanilarak artan glukoz derisimine bagli optimum kosullarda kaydedilen FlI
amperomogramlar1 Sekil 4.100°de verilmistir. GOX-CT/Pt-Pd/p.PGE’de oldugu gibi bu
elektrot i¢in de NaBiO3 doldurulmus enjektoriin, glukozu yiikseltgemedigi ve enzimatik
tepkime sonucu olusan H,O, nin yiikseltgenemesine bagh glukoz biyosensoriine herhangi
bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica NaBiOs kullanilarak tasarlanan glukoz
biyosensoriine ait kalibrasyon grafiginin (Sekil 4.100 B) egimi ile NaBiO3 kullanilmadan
elde edilen kalibrasyon grafiginin (Sekil 4.97 B) egiminin birbirine yakin ¢ikmasi da

NaBiO3’1n glukozun yanitina herhangi bir etkisinin olmadigin1 yansitmaktadir.

10 mM
6Glukoz
b

a

0,01 mM 0,10 mM
6Glukoz 6lukoz
b
a b g
[50 "L, AAA AAA 300 "ATm.J\/\N AAN
20s J

0,05 mM
Glukoz
a

100 nAL NN m

2,5 mM

Glukoz
1,0mM a b
Glukoz

B 209 = 1,4576x +0,0035
|R*=0,9997

Akim / pA

0,0 25 50 75 10,0

Glukoz / mM

Sekil 4.100. A) Farkli derisimlerde tasiyici ¢ozelti igerisinde hazirlanmis glukoz

¢ozeltilerinin bos (a) ve NaBiO3 doldurulmus enjektor (b) ile FIA sistemine enjeksiyonuyla
GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de kaydedilen amperomogramlar1 ve B) elde edilen kalibrasyon
grafigi (I(nA) = 1,4576 C(mM) + 0,0035, R? = 0,9997)
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Glukozun segici olarak tayinini kanitlamak amaciyla, ilgili girisimcilerin kan
serumundaki derisiminden (AA ve DA i¢in 0,20 mM ve UA i¢in 1,0 mM) daha yiiksek bir
derisimindeki (1,0 mM) c¢ozeltileri hazirlanmistir. Herbiri 1,0 mM glukoz ve glukoz
derisiminin 1, 5 ve 10 kat1 AA, DA ve UA iceren ¢ozeltiler NaBiOs kullanilmadan ve
kullanilarak FI sisteme verilerek test edilmistir. Sonuglar, akim-zaman grafikleri seklinde
kaydedilmis (Sekil 4.101) olup, elde edilen sonuglar tablo seklinde sunulmustur (Cizelge
4.19).
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Sekil 4.101. Glukoza (1,0 mM) gore artan oranlarda girisimci molekiil (AA (A), DA (B) ve

—

L) I

100 s

UA (C)) igeren ¢ozeltilerinin, NaBiO3 icermeyen ve igeren enjektor kullanilarak FIA
sistemine enjeksiyonuyla GOx-CT/Pt-Pt/p.PGE’de kaydedilen amperomogramlar (Sekil
4.94°de kullanilan optimize edilmis kosullar altinda)
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Cizelge 4.19. Her biri 1,0 mM sabit glukoz igeren farkli derisimlerdeki AA, DA ve UA
varliginda glukoza bagli enzimatik tepkimesi sonucu olusan H,O;’nin elektrokatalitik pik
akimindaki degisimler (n=3)

Glukoza bagl enzimatik tepkime sonucu olugan H,O,’ nin Yiikseltgenme Pik Akimindaki

Degisimler (%)
C Glukoz:Girigimci Orani
Girisimei 11 15 110
Molekiil 11 +NaBio, 1.5 +NaBio, 1:10 +NaBiO,
18400
AA 3100 +£0,08 | 3,45+0,01 | 10392+0,85 | 67,1 £0,06 7,61 71,0 £0,04
6898
2410 40,02 | 21,9 +0,05 | 5724 £1,25 345 +0,78 387 £0,47
DA 1,05

UA 1364 +0,67 | 12,6 £0,05 | 4813 £3,162 | 60,1 +0,04 - -

Elde edilen sonuglara bakildiginda, NaBiO3z enjektor kullanilarak girisimciler FI sisteme
verildiginde girisimci etkilerinin biiyiik Olgiilerde giderildigi anlasilmaktadir. Ayrica
NaBiO3 enjektdr kullanilarak esdeger derisimlerde AA ve UA’nin etkisinin giderilebildigi
goriilmektedir (Cizelge 4.19). DA i¢in esdeger derisimde girisim etkisi beklenilen seviyeye
diisgmemesine ragmen girisim etkisinin 6nemli Ol¢lide giderildigi goriilmektedir. Tiim
sonuglar, DA’nin 1,0 mM ve daha yiiksek derisimlerini igermeyen Orneklerde glukozun

secici olarak tayin edilebilecegini gostermektedir.

4.4.6.5. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE Kullamlarak Tasarlanan Biyosensoriin Glukoz
iceren Orneklere Uygulanmasi

Tasarlanan  elektrokimyasal — glukoz  biyosensoriiniin ~ gercek  Orneklere
uygulanabilirligi, bir onceki kisimda GOx-CT/Pt/p.PGE’deki gibi gergeklestirilmis ve
yapay kan serumu, dekstroz serum ve oral glukoz tolerans igecegi i¢in kaydedilen
amperomogramlar standart katma grafigi ile birlikte Sekil 4.102°de verilmistir. Tim
orneklerde hesaplanan ve onerilen elektrotla elde edilen glukoz degerleri Cizelge 4.20°de
verilmistir. Sonuglar incelendiginde, tasarlanan biyosensoriin {i¢ farkli &rnegin glukoz
igeriklerinin tayininde yiiksek dogrulukta sonug¢larin alindig1 goriillmekte olup, tasarlanan
biyosensoriin glukoz igeren orneklere basariyla uygulanabilecegi kanitlanmigtir. Her ig
ornek i¢in elde edilen sonuglar istatistiksel olarak yine student t-testi ile degerlendirildi.
Onerilen elektrot kullanilarak yapay kan serumu, dekstroz serum ve oral glukoz tolerans
icecegi i¢in sirastyla 0,37, 1,86 ve 0,30 olarak bulunan tqe, degerleri, 2 serbestlik derecesi

icin % 95 giiven derecesinde tyiik degerden (4,30) (Douglas ve ark., 1988) daha kiigiik
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oldugundan dolayr sifir hipotezi kabul edilebilir ve Xot ve p arasinda % 95 giiven
seviyesinde ciddi bir farkin olmadig1 sdylenebilir.
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1,5 3
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Sekil 4.102. Tasiyici ¢ozelti ile seyreltilmis yapay kan serumu (1/10) (A), dekstroz serum
(1/100) (B), oral glukoz test icecegi (1/2000) (C) ve bu seyreltik drneklerde 0, 0,5, 1,0 1,5

ve 2,0 mM glukoz icerecek sekilde hazirlanan standart ¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla FIA

sisteminde kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.94°de kullanilan optimize edilmis

kosullar altinda, A i¢in NaBiOs’l1, B ve C i¢in NaBiOj3’s1z enjektor kullanilmistir) ve elde

edilen standart katma grafikleri
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Cizelge 4.20. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak tasarlanan FI amperometrik glukoz
biyosensdriiniin farkli 6rneklere uygulanmasi ile elde edilen sonuglar (n=3)

Orneklerde ,
Ornek Hesaplanan Glukoz FI Standart Katma Metodu ile
C. . Bulunan Sonug
Derisimi
4,74 mM +0,14
Yapay Kan 4,77 mM tgen: 0,37 (P: 0,05, 2)
250,3 mM £2,05
Dekstroz Serumu 252,5 mM tuen: 1.86 (P: 0,05, 2)
Glukoz Tolerans 1513,3 mM +4,11
Test igercegi 1514 mM tgen: 0,30 (P: 0,05, 2)
turitik: 4,30 (P: 0,05, 2) (Douglas ve ark., 1988)

4.4.4.6. GOXx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin Tekrarlanabilirliginin ve Kararhiliginin Test
Edilmesi

GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de 1,0 mM glukoz ¢6zeltisinin optimum kosullar altinda FIA
sistemine 30 ardigik enjeksiyonuyla kaydedilen amperomogramlari Sekil 4.103’de
verilmigtir. Sekilden goriildiigi gibi kararli pikler elde edilmistir. Pik akimlarindan,
ortalama deger ve % RSD degeri sirasiyla 2,57 +0,077 pA ve % 3,0 olarak hesaplanmustir.
Bu sonuglar, tasarlanan glukoz biyosensoriiniin giin i¢inde tekrarlanabilirliginin oldukca

1yi oldugunu yansitmaktadir.

2 uA

100 s

Sekil 4.103. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de 1,0 mM glukoz ¢ozeltisinin ardisik 30 kez
enjeksiyonuyla FIA’da kaydedilen amperomogramlari (Sekil 4.94°de kullanilan optimize

edilmis kosullar altinda)

GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de 1,0 mM glukoz ¢ozeltisinin FIA sisteminde giinler arasi
kaydedilen amperomogramlari ise Sekil 4.104°de verilmistir. GOx-CT/Pt/p.PGE’de oldugu
gibi Pt-Pd/p.PGE yiizeyindeki GOx, aktivitesini sonraki giin yitirdigi sonucuna varilmistir.
Her ne kadar GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak tasarlanan glukoz biyosensoriiniin giinler
arast kararhiligr iyi olmasa da, PGE’nin tek kullanimli olmasindan otiirii kullan at

mantigiyla bu kararlilik probleminin tolere edilebilecegi sdylenebilir.
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Sekil 4.104. GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de 1,0 mM glukoz ¢6zeltisinin arda arda 1. ve 2. giin
enjeksiyonuyla FIA sisteminde kaydedilen amperomogramlar1 (Sekil 4.94’de kullanilan

optimize edilmis kosullar altinda)

4.5. Glukozun Enzimatik Redoks Tepkimelerine fliskin Mekanizmalar

GOx enzim temelli elektrokimyasal biyosensorlerin mekanizmasina iliskin bir
gosterim Sekil 4.105°de verilmistir. Ik basamakta elektrot yiizeyinde GOx enziminin
barmdirdig: prostetik (prosthetic) grup FAD (Flavin Adenin Diniikleotit) 2H" ve 2¢” alarak
indirgenmis formuna (FADH,’ye) doniismekte ve D-Glukozu, D-Glukano-1,5-laktona
yiikseltgemektedir. Ardindan GOx(FADH,) tersinir tepkimesi sonucu ortamdaki O,’ye
2H" ve 2e vererek, kendisi GOX(FAD)’ye tekrar doniismekle beraber oksijeni ise
indirgeyerek H,0,’ye dontistiirmektedir. Birinci nesil enzim temelli biyosensorlerde
GOx(FAD)’yi rejenere etmek icin akseptdr (Medyu) olarak fizyolojik O, kullanilir ve
glukozu belirlemek amaciyla enzimatik bir tepkime siirecinde O, tiiketimi ve H,O,’nin
olusumu izlenir. Oz, GOX’un fizyolojik elektron akseptoriidiir (alicisidir). Genellikle O,
tilketimini izlemek glukozun nicel tayinini gergeklestirmek icin kullanilirken, H,O’nin
enzimatik olarak olusumu, H,O,’nin hem yiikseltgenmesi hem de indirgenmesi ile
izlenebilir ve H,O,’nin anodik yiikseltgenmesi, enzimatik dongiiyii ilerletmek amaciyla

O_’yi tekrar olusturur/yeniler.
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Sekil 4.105. GOx enzim temelli elektrokimyasal biyosensorlerin mekanizmasina iliskin

sematik bir gosterim

4.6. Tasarlanan Amperometrik Glukoz Biyosensorlerinin Literatiirdeki Benzer
Calismalar ile Karsilastirilmasi

Tasarlanan amperometrik glukoz biyosensorlerinin  analitiksel performanslari,
calisma elektrodunun tiirli, uygulama potansiyeli, dogrusal yanit araligi, LOD ve duyarlilik
gibi cesitli parametreler lizerinden literatiirdeki benzer calismalar ile kiyaslanmistir
(Cizelge 4.21). Genel olarak, metal nanopargaciklar ve hibrit malzemelerle modifiye
edilmis GCE ve CPE’ler elektrokimyasal glukoz biyosensorii yapiminda basariyla
kullanilmistir. Bu elektrotlarin daha dnce bahsedilen dezavantajlar1 goz 6niine alindiginda,
PGE’nin bu elektrotlara gore ucuz, kolay bulunabilir olmasi, tek kullanimlik 6zelliginden
dolay1 zorlu temizleme basamaklarimi icermemesi ve iyi tekrarlanabilirlige sahip
olmasindan 6tiirii tasarlanan sensoriin maliyeti acgisindan ¢ok avantajli 6zelliklere sahip
oldugu goriilmektedir (Saglam ve Dilgin, 2017; Amatatongchai ve ark., 2017; Li ve ark.,
2013; Yang ve ark., 2016). Literatiirler incelendiginde PGE ve GOx kullanilarak glukozun
tayinine iliskin sinirh sayida ¢alisma bulundugu goriilmektedir (Teanphonkrang ve
Schulte, 2017; Vijayaraj ve ark., 2016; Chen ve ark., 1992; Cheng ve ark., 2012; Sehat ve
ark., 2014; Saglam ve ark., 2016). Ayrica, glukozun enzimatik tayinine yonelik FI yontem
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gibi hizli, rutin ¢aligmalara olanak saglayan yararli bir yontemin GCE, CPE ve Au elektrot
ile birlestirilerek gergeklestirildigi ¢alismalar bulunmasinin yani sira (Yang ve ark., 2014;
Saglam ve Dilgin 2017; Amatatongchai ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016), ¢cok avantajl
PGE’nin FI metot ile birlikte kullanildigi ¢alismalar oldukg¢a simirlidir (Cheng ve ark.,
2012; Saglam ve ark., 2016). Diger taraftan, metal nanopargacik, PGE ve Fl yonteminin
birlikte kullanildig: bir ¢alisma bulunmakla birlikte, ilgili ¢alismada AuNP kullanilmigtir
(Cheng ve ark., 2012). Dolayisiyla tez kapsaminda gergeklestirilen biyosensor
caligmalarinda kullanilan Pt ve Pt-Pt nanoparcaciklar ile birlikte PGE kullanilarak FlI
sistemde gercgeklestirilen herhangi bir g¢aligmaya rastlanilmamasi tasarlanan glukoz
biyosensorlere 6zgiinliik kazandirmaktadir. Buradan sonraki kisimda, tasarlanan herbir
amperometrik glukoz biyosensoriiniin literatiirdeki benzer ¢alismalar ile analitiksel
performanslar1 ayr1 ayr1 karsilastirilarak incelenmistir.

1- GOx-CT/Pt/p.PGE: Glukozun GOx ile enzimatik yiikseltgenmesi sonucu olusan

H20, nin yiikseltgenmesine yonelik tasarlanan GOX-CT/Pt/p.PGE’nin, ¢alisma potansiyeli,
dogrusal yanit aralifi, LOD ve duyarlilik gibi ¢esitlik analitiksel parametreler iizerinden
literatiirdeki benzer FI amperometrik ¢alismalar ile kiyaslanmistir (Cizelge 4.21). Asiri
pozitif poyansiyellerde girisim etkilerinin yogun oldugu bilinmesine ragmen, caligilan
potansiyelin (+600 mV) literatiirde yayinlanan amperometrik glukoz biyosensorlerinde
kullanilan calisma potansiyellerine nazaran daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat
durumun getirdigi dezavantaj, literatiirde ilk kez kullanilan bir 6n yiikseltgeyicinin
(NaBiO3) kullanilmas: ile neredeyse ortandan kaldirilmigtir. Bu nedenle, GOx-
CT/Pt/p.PGE ile enzimatik tepkime sonucu olusan H,O,’nin segici olarak +600 mV gibi
yiiksek bir potansiyelde tayinine imkan saglanmistir. GOX-CT/Pt/p.PGE ile bircok
caligmaya gore glukoza daha genis bir derisim araliginda dogrusal yanit alindig
goriilmiistiir (Saglam ve Dilgin, 2017; Mehmeti ve ark., 2017; Teanphonkrang ve Schulte,
2017; Vijayaraj ve ark., 2016; Chen ve ark., 1992; Sehat ve ark., 2014; Saglam ve ark.,
2016). Ayrica GOx-CT/Pt/p.PGE ile glukozun amperometrik tayininde birka¢ ¢alismaya
gore oldukega diisiik bir LOD bulunmustur (Yang ve ark., 2014; Mehmeti ve ark., 2017;
Samphao ve ark., 2015; Amatatongchai ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016; Teanphonkrang
ve Schulte, 2017; Vijayaraj ve ark., 2016; Cheng ve ark., 2012). GOx-CT/Pt/p.PGE ’nin
glukozun amperometrik tayine yonelik duyarliliginin da diger biyosensor ¢alismalarina
gore oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir (Samphao ve ark., 2015).

2-  GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE: GOXx-CT/Pt/p.PGE’de oldugu gibi GOx-CT/Pt-
Pd/p.PGE’de galisilan potansiyelin (+600 mV) literatiirde yayinlanan amperometrik glukoz
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biyosensorlerinde kullanilan c¢alisma potansiyellerine nazaran daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. GOX-CT/Pt-Pd/p.PGE kullanilarak gerceklestirilen glukoz biyosensor
calismasinda da asir1 pozitif potansiyellerde 6nemli girisimcilerin etkisi, literatiirde ilk kez
kullanilan bir 6n yiikseltgeyicinin (NaBiO3) kullanilmasi ile 6nemsiz boyutlara indirilmis
ve +600 mV gibi yiiksek bir potansiyelde ¢aligilmasinin dezavantaji ortadan kaldirilmastir.
GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE ile glukozun dogrusal yanit araligi, bir¢ok ¢alismaya gore daha
genis bir derigim araliginda oldugu goriilmektedir (Saglam ve Dilgin, 2017; Mehmeti ve
ark., 2017; Teanphonkrang ve Schulte, 2017; Vijayaraj ve ark., 2016; Chen ve ark., 1992;
Sehat ve ark., 2014; Saglam ve ark., 2016). Ayrica, GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE ile glukozun
amperometrik tayininde bulunan LOD degeri birka¢ calismaya gore oldukca diistiktiir
(Yang ve ark., 2014; Saglam ve Dilgin, 2017; Mehmeti ve ark., 2017; Samphao ve ark.,
2015; Amatatongchai ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016; Teanphonkrang ve Schulte, 2017;
Vijayaraj ve ark., 2016; Cheng ve ark., 2012; Saglam ve ark., 2016). GOx-CT/Pt-
Pd/p.PGE’nin duyarliliginin da birkag biyosensor ¢alismasindan oldukg¢a yiiksek oldugu
goriilmektedir (Samphao ve ark., 2015; Vijayaraj ve ark., 2016).

Son olarak yapilan literatir arastirmalarina gore, glukozun GOx kullanilarak
amperometrik tayine yonelik metal nanopargacik, PGE ve FIA gibi {i¢ faydali bileseni
igeren sadece bir calisma mevcut olup, ilgili ¢calismada Au nanopargaciklar kullanilmigtir
(Cheng ve ark., 2012). Fakat, GOx kullanilarak glukozun amperometrik tayine yonelik
metal nanoparcacik (Pt), bimetalik nanopargacik (Pt-Pd), PGE ve Fl yontem gibi ii¢ faydali
bileseni bir arada igeren herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda
tasarlanan glukoz biyosensor ¢alismalarinda Pt ve Pt-Pd nanopargaciklarin PGE ile birlikte
FIA sisteminde kullanilmasinin yaninda literatiirde ilk kez bir 6n oksitleyici (NaBiOs)
kullanilarak girisim etkilerinin dnemsiz boyutlara kadar giderilmesi ve literatiirde ilk kez
PGE ig¢in tasarlanan akis hiicresinin kullanimi, ilgili ¢alismalarin 6zgiin yanlarmi ortaya

koymaktadir.
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Cizelge 4.21. Tasarlanan amperometrik glukoz biyosensdrlerinin literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile kiyaslanmasi

Ugulama

Calisma . .. L Dogrusal Aralik LOD
Elektrodu Metot Analit | Analitin Davranist POt(?;]\S/Ig/e“ (uM) (M) Duyarlilik Kaynak
GOX/ANFE FI Amperometri | Glukoz | H,0, olusumu -100 mV 2000 — 20000 70 1,64 pA mM™ (Yag%‘l’j)ark"
GOx/ZnS-CdS FI Foto- i 20,06 pA mM™* (Saglam ve
/IMWCNT/GCE amperometri Glukog O L8 - 10-1000 3,0 cm? Dilgin, 2017)
GN/FAD/apo- . FAD ’nin . . (Mehmeti ve
GOX/Nf/SPCE FI Amperometri | Glukoz yitkseltgenmesi +475 mV 50 — 2000 20 Belirtilmemis ark, 2017)
Fe;0,@Au/GOX 1
modified FI Amperometri | Glukoz | H,Oj olusumu +360 mV 200 — 9000 13,2 232 1A M (i"r"li"pzhgfs‘;e
SPCE{MnO2} :
CNTs-PDDA- . 1 | (Amatatongchai
PtNPs/CPE FI Amperometri Glukoz H,0, olusumu +500 mV 100 — 100000 15 0,06 pA s mM ve ark., 2017)
T
GOX/POM-g-rGO | FI Amperometri | Glukoz | H,0; olusumu +20 mV 2000 — 20000 67,9 14,3 mzmM (Yag%‘l’g)ark"
(Teanphonkrang
GOx-p.PGE Amperometri Glukoz H,0, olusumu +600 mV 100 - 8000 50 20,5nA mM™ ve Schulte,
2017)
] . e ] 9,60 pA mM™” (Vijayaraj ve
GOx-rGO/p.PGE Amperometri Glukoz O, Tiiketimi 400 mV 0,01- 1,0 uyM 58 em? ark.. 2016)
GOx/Pt . . . .. . (Chen ve ark,
Electroplated-PGE Amperometri Glukoz H,0, olusumu +600 mV 0,28 - 33,3 uM Belirtilmemis Belirtilmemis 1992)
GOx-Au/PGE FI Amperometri Glukoz H,0, olusumu +400 mV 0 - 39000 7,8 2,21 pA mM™? (Che;glvze) ark,
T
PGE/rGO-GOx Amperometri Glukoz O, Tiiketimi -600 mV 40 - 600 uM 0,61 278’4Cl:$zmM (Sehgg\llz)ark”
GOX/CT/ZnS- . e 11,5 p)AmM™ | (Saglam ve ark.,
CdS/PGE FI Amperometri Glukoz O, tiiketimi -500 mV 10-1000 3,0 em? 2016)
5 -1
GOX-CT/PUp.PGE | FI Amperometri | Glukoz | . 1202MN | 4600mv | 10- 10000 uM 31 672 uAmM™ 1 By Calisma
Yiikseltgenmesi cm
GOx-CT/Pt- . H,0, nin 10,92 pA mM™*
Pd/p.PGE FI Amperometri | Glukoz Yiikseltgenmesi +600 mV 10 - 10000 pM 2,36 cm?2 Bu Caligma

ANFE: Au nanotiip film elektrot; Nf: nafyon; PDDA: Poly(dialildimetilammonyum) kloriir; POM-g-rGO: polioksometalat ile agili indirgenmis grafen oksit




BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda; i) tek kullanimli, kolay elde edilebilir, ucuz, bir elektrot olan

Kalem Grafit Elektrot (Pencil Graphite Electrode, PGE), ii) Sensér ve biyosensor

caligmalarinda gerek elektrokatalitik ozelligi ve gerekse enzim immobilizasyonunda

onemli katkilar saglayan Au, Pt ve Pd gibi iletken metal nanopargaciklar (Nanoparticles,

NPs) ve bunlarin bimetalik formlar1 ve iii) son olarak siirdiiriilebilir, hizli yanit ve kiigiik

Olgeklerde oOrnek tiikketimi saglayan Akisa Enjeksiyon Analizi (FIA, Flow Injection

Analysis, FIA) gibi ii¢ avantajli bilesen bir arada kullanilarak amperometrik H,O, sensorii

ve oksidaz enzimine dayali glukoz biyosensor tasarimi amaglanmistir. Bu amag

dogrultusunda, bu tez calismasi sirasiyla asagidaki temel adimlardan olusmustur:

1.

Au, Pt, Pd metal ve Pt-Pd bimetalik nanopargacik modifiye PGE hazirlanmasi ve
bu elektrotlarin elektrokimyasal Ozelliklerinin  ve yiizey morfolojilerinin
incelenmesi,

Metal (Au, Pt ve Pd) ve bimetal (Pt-Pd) nanopargacik modifiye PGE’lerle H,O, nin
elektrokatalitik indirgenme ya da yiikseltgenme ¢alismalarinin gergeklestirilmesi,
Metal (Pt) ve bimetal (Pt-Pd) nanoparc¢acik modifiye PGE yiizeyine GOX enzimi
immobilize ederek oksidaz enzimine dayali elektrokimyasal glukoz biyosensoriiniin
tasarlanmasi,

Daha onceden 112T375 nolu TUBITAK projesi kapsaminda PGE icin ilk kez
tasarlanan ve Sekil 3.2°de gosterilen yeni akis hiicresi ile birlikte metal ya da
bimetalik nanopargacik modifiye PGE’ler kullanarak, hem enzimatik olmayan
elektrokimyasal H,O, sensoriiniin ve hem de oksidaz (Ox) enzimine dayali
elektrokimyasal glukoz biyosensoriiniin ilk defa FIA sisteminde gergeklestirilmesi,
Son olarak glukoz biosensor ¢calismalarinda genelde girisim etkisi gosterdgi bilinen
AA, DA ve UA’nin girisim etkilerinin giderilmesinde ilk defa NaBiO3z’in bir
onytikseltgen olarak kullanilmasi ve literatiirden farkli olarak bu onyiikseltgenin

elektrot yiizeyinde degilde enjektorde kullanilarak FIA sistemine entegre edilmesi.

Ilgili amaclar dogrultusunda gerceklestirilen tez calismasindan elde edilen

sonuglarin 6zeti asagida vurgulanmistir:
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5.1. Metal/Bimetal Nanoparcacitk Modifiye PGE’lerin Hazirlanmasi,
Elektrokimyasal ve Yiizey Morfolojilerinin Incelenmesi ve H,O,’ye Elektrokimyasal
Yanit1

Bolim 3’te verilen Materyal ve Metot kisminda da vurgulandigi iizere, Once
PGE’nin 6n kosullandirma islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda elde edilen p.PGE’lerin
yiizeyine Au, Pt ve Pd metal ve Pt-Pd bimetalik nanopargaciklar, CV yontemi ile
p.PGE’lerin yiizeyine elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Kaydedilen CV’lerde metal
iyonlarma ait indirgenme/ylikseltgenme piklerinin gozlendigi ve dongii sayisinin
artmasityla da bu piklerde degisiklik oldugu ve bodylece p.PGE yiizeyine metal
nanoparcacik modifikasyonlarinin basariyla gergeklestigi tespit edilmistir. Elde edilen
modifiye elektrotlarin elektrokimyasal ozellikleri, 0,01 M Fe(CN)s>"* redoks probu
ortaminda CV’leri ve impedans egrileri kaydedilerek incelenmis ve yalin elektrotlar (PGE
ve p.PGE) ile karsilastirilmigtir. PGE yiizeyinin 6n kosullandirilmasi ile olusan —COOH, -
OH gibi fonksiyonel gruplarin p.PGE ile Fe(CN)63'/4' redoks probu arasinda gerceklesen
elektron transfer hizini arttirdigr tespit edilmistir. Clnkii normal yalin PGE ile
karsilagtirildiginda  p.PGE’nin CV’de kaydedilen Fe(CN)¢*™ redoks probuna ait
indirgenme ve ylikseltgenme pik potansiyelleri sirasiyla pozitife ve negatife kaymis, pik
akim degerlerinde artis gozlenmis ve impedans egrilerinden hesaplanan Re degeri ise
285’den (Yalin PGE) 114 ohm’a (p.PGE) diismiistiir. Kosulandirilmis elektrot (p.PGE)
yiizeyine Au, Pt, Pd ve Pt-Pd nanoparcaciklar modifiye edildiginde ise, CV’de redoks
probunun indirgenme ve yiikseltgenme pik akimlarinda artisin daha da arttig1 gézlenmistir.
Optimize edilerek hazirlanan metal ve bimetalik elektrotlarin Re degerleri ise Au (40
dongii), Pt (30 dongii), Pd (30 dongii) ve Pt-Pd (30 dongii) modifiye p.PGE igin sirasiyla
17, 23, 98 ve 10 ohm olarak 6l¢iilmiis ve p.PGE’den oldukca diisiik oldugu gdézlenmistir.
Metal nanoparcaciklarin modifiye edilmesiyle elde edilen R degerlerinin yalin ve
kosullandirilmis  elektrotlara goére ¢ok daha diisiik olmasinin nedeni, metal
nanoparcaciklarin iyi olan iletkenlik Ozelliklerine baglanmistir. CV ve impedans
egrilerinden elde edilen sonuglar bir biriyle tutarli ve uyumlu bulunmustur.
Elektrokimyasal Ozellikleri incelenen metal/bimetal modifiye elektrotlarin, yalin ve
kosullandirilmis PGE ile birlikte SEM goriintiileri, EDX ve XRD spektrumlari
kaydedilerek yiizey morfolojileri de incelenmistir. Ozellikle SEM goriintiilerine gdre metal
nanparcaciklarin p.PGE yiizeyine kiirecikler halinde yaklagik 50-100 nm boyutlarinda
biriktigi net olarak gozlenmistir. Ayrica elektrokimyasal biriktirme esnasinda metal iyonu

ortaminda kaydedilen CV’lerin dongii sayisinin artmasiyla elektrot yiizeyine biriken metal
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yogunlugunun da arttif1 tespit edilmistir. Bu elektrotlarla H,O,’nin elektrokimyasal
davranigi incelenmis ve H,O;’ nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi ve indirgenmesine en iyi
yanit1 verecek sekilde modifiye elektrot hazirlama esnasindaki dongii sayilar1 optimize
edilmistir. EDX spektrumlarina gore ise modifiye elektrot yiizeylerinde énemli diizeyde
metal orant (yaklasik % 20-50 arasi) elde edilmistir. Modifiye elektrotlarin XRD
spektrumlarinda ise yine yalin elektrotta goriilmeyen ve metal nanopargaciklara ait yeni
piklerin olustugu tespit edilmistir. Gerek elektrokimyasal ve gerekse yiizey karakterizasyon
tekniklerinden elde edilen veriler metal nanopargaciklarin p.PGE yiizeyine
modifikasyonlarinin basarili bir sekilde gergeklestirildigini ortaya koymustur.
Elektrokimyasal biriktirme esnasindaki dongii sayismin (0 - 60 dongli arasi)
H,02’nin yanitina etkisini incelemek i¢in metal nanopargacik (Au, Pt ve Pd) biriktirilmis
modifiye elektrotlarin H,O;’ye elektrokimyasal yanitlari, Au/p.PGE ve Pt/p.PGE i¢in 0,1
M NaOH’te, Pd/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE i¢inse 0,1 M pH 7,0 PBS’de CV’leri kaydedilerek
almmustir. HyO,’ nin yiikseltgenmesine yonelik calismalarda en iyi yanitin 40 dongiilii
Au/p.PGE ve 30 dongiilii Pt/p.PGE ile alindig1 goriilmiistiir. HO2 nin indirgenmesine
yonelik caligmalarda ise en iyi yanitlarin 30 dongii sayisi kullanilarak elde edilen
Pd/p.PGE ile alindig1 goriilmistiir. Bir sonraki basamakta, Au/p.PGE, Pt/p.PGE, Pd/pPGE
ve Pt-Pd/p.PGE’de destek elektrolit pH’sinin H,O’nin elektrokimyasal yanitina etkisi
incelenmistir. Bu amagla, dongli sayist optimizasyonu sonucu belirlenen metal
nanoparcacik modifiye p.PGE’lerin pH’s1 2 ile 12 araliginda degisen BRBS’de ve 0,1 M
NaOH ¢ozeltisinde sabit derisimdeki H,O,’nin CV’lerinin kaydedilmesiyle incelenmistir.
Tiim elektrotlar i¢in asidik pH degerlerinde H,O, nin anodik ve katodik piklerinin ¢ok
belirgin gézlenmedigi, bu piklerin bazik bolgelerde daha belirginlestigi tespit edilmis ve
calismalarda en yiiksek 0,1 M NaOH destek ¢ozeltisi ile alindigi gorilmistiir. Au/p.PGE
ve Pt/p.PGE igin 0,1 M NaOH destek ¢ozeltisinin kullanilmasina karar verilmistir. Diger
taraftan biyosensor ¢alismalarinda fizyolojik pH’nin énemi ve Pd/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE
ile 0,1 M pH 7,0 PBS’de H,0,’nin indirgenmesine yiiksek yanitlarin alinmasindan dolay1
Pd/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE i¢in 0,1 M pH 7,0 PBS’nin kullanilmasina karar verilmistir.

5.2. Metal/Bimetal Nanoparcacik Modifiye Elektrotlar ile H,O;’nin FIA
Sisteminde Amperometrik Tayini

Au, Pt, Pd metal nanoparcacik ve Pt-Pd bimetalik nanopargacik modifiye p.PGE’ler
kullanilarak FIA sisteminde amperometrik H,O, sensorii gerceklestirilmis ve her bir

elektrot i¢in uygulama potansiyeli ve akis hizi parametreleri optimize edilmistir. Optimize
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edilen kosullar altinda her bir elektrot i¢in ayr1 ayr1 artan HpO, derisimine bagh
amperomogramlar kaydedilmistir. Au ve Pt modifiye p.PGE’de H,0;’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesi, Pd ve Pt-Pd i¢in ise H,O;’nin elektrokatalitik indirgenmesi iizerinden
gerceklestirilen FI amperometrik H,O, sensoriine ait analitiksel parametreler (dogrusal
yanit araligi, duyarlilik, LOD, LOQ) belirlenmis ve tiim elektrotlar i¢in Cizelge 5.1°de
verilmistir Ardindan her bir amperometrik H,O, sensoriiniin segiciligi biyolojik agidan
onemli olan cesitli girisimcilerin varliginda test edilmistir. Au/p.PGE ve Pt/p.PGE
kullanilarak  H»O,’nin  elektrokatalitik  yiikseltgenmesi  iizerine  gergeklestirilen
amperometrik sensdr ¢aligmalarinda AA, DA ve UA asir1 potansiyellerde yiikseltgenerek
H,0;’ye ait yiikseltgenme pik akimina pozitif girisim etkisi gosterdikleri tespit edilmistir.
Diger taraftan, Pd/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE kullanilarak H;O;’nin elektrokatalitik
indirgenmesi iizerine gerceklestirilen amperometrik sensdr calismalarinda AA, DA ve UA
asir1 potansiyellerde yiikseltgenerek H,O;’ye ait indirgenme pik akimina negatif girisim
etkisi gosterdikleri tespit edilmistir. AA’ nin pozitif girisim etkisi elektrot ylizeyine AOx
immobilize edilerek giderilebildigi goriilmekle birlikte, DA’nin girisim etkisi ise elektrot
yiizeyinin indiiktif olarak negatif yiliklii nafyon membran ile kaplanarak giderilebilecegi
literatiirdeki ¢alismalarda belirtilmistir (Rajkumar ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2013; Aziz
ve Kawde, 2013; Karuppiah ve ark., 2014; Liu ve ark., 2014; Xue ve ark., 2016; Li ve Du,
2017; He ve ark., 2017). Ayrica tasarlanan ilgili amperometrik H,O, sensorlerinin giinliik
hayatta siklikla kullanilan gesitli 6rneklere uygulanabilirligi FI sistemde test edilmis ve
aliman sonuclar degerlendirilerek sensorlerin performanslarinin oldukga yiiksek oldugu
gorilmiis ve ilgili girisimcileri icermeyen Orneklere basariyla uygulanabilecegi sonucuna
varilmigtir. Son asamada ise giin i¢i ve gilinler arasi belirli bir derisimdeki H,O; icin
kaydedilen amperomogramlara gore FIA sisteminde amperometrik olarak gelistirilen H,O;
sensoOriiniin tiim elektrotlar icin iyi bir tekrarlanabilirlige ve kararliliga sahip oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 5.1. Tasarlanan amperometrik H,O; sensorlerine ait analitiksel parametreler

Calisma <
.. Lo Dogrusal Aralik LOD Duyarlilik
Elektrot Analitin Davranisi Potansiyeli R
R B (kM) (M) | (A mMem?)
HzOz’IliIl
Au/p.PGE Yiikseltgenmesi +300 1-1000 0,29 386
HZOZ’nin
Pt/p.PGE Yiikseltgenmesi +100 2,5-750 0,73 445
Pd/p.PGE  HaOzmin - 100 10 - 10000 30 79,28
Indirgenmesi
P-Pa/p.PGE |  H2Ozmin 100 25 - 2500 5,7 3726
Indirgenmesi

5.3. GOx immoblize Pt ve Pt-Pd/p.PGE’lerin Hazirlanmasi, Glukoza Yanit1 ve
Elektrokimyasal ve Yiizey Morfolojilerinin incelenmesi

Elektrokimyasal glukoz biyosensor calismalarinda kullanmak {izere Bolim 3’de
bahsedilen deneysel prosediirlere gore enzimsiz (CT’li) ve enzimli (GOx-CT’li) olarak
hazirlanan metalik nanoparcacik p.PGE’ler ile bimetalik nanoparcacik modifiye p.PGE
hazirlanmis ve tiim enzimli (GOx-CT’li) ve enzimsiz (CT’li) elektrotlarin Ar ve O, ile
doyurulmus pH 6,0 BRBS’de glukoz yokken ve varken CV’leri kaydedilerek incelenmistir.

Kaydedilen CV’lerden glukozun O varliginda enzimatik tepkimesi sonucu olusan
H20,’nin GOX-CT/Au/p.PGE’de oldukga yiiksek potansiyelde goriildiigii ve O,’nin de
indirgenmesinin kararli olmamasindan dolay1 bu elektrodun glukoz biyosensor tasarimi
icin  kullanilmamasma karar verilmistir. GOx-CT/Pd/p.PGE’de ise HyO,’nin
yiikseltgenmesi her ne kadar daha negatife kaysa da (+400 mV), pik yiiksekliklerinin Pt ve
Pt-Pd elektrotlara gore diisiik olmasindan dolay1 bu elektrodun da kullanilmamasina karar
verilmistir. GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’de ise diger elektrotlara gére hem
glukozun derisimine bagli enzimatik tepkime sonucu olusan H,O;’nin yiikseltgenme pik
akimi oldukg¢a yiiksek bulunmus hem de pik potansiyelleri daha negatife kaymistir
(Yaklasik +550 mV). Bununla birlikte O, indirgenme potansiyeli de oldukca pozitife
kaymigtir (0 mV - +100 mV). Tiim bu nedenlerden dolay1 FIA sisteminde amperometrik
glukoz biyosensor c¢alismalarinda GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE’nin
kullanilmasina karar verilmistir.

FIA sisteminde amperometrik glukoz biyosensor calismalarinda kullanilmasina karar

verilen elektrotlarin elektrokimyasal 6zellikleri Fe(CN)g>™*

redoks probu ortaminda CV ve
impedans egrilerinin kaydedilmesiyle yapilmistir. Bu amacgla PGE, p.PGE, CT/p.PGE,
Pt/p.PGE, Pt-Pd/p.PGE’nin ve enzimli elektrotlarin redoks probu ¢ozeltilerindeki CV’leri
karsilastirilmistir. p.PGE’yilizeyi CT ile modifiye edildiginde, CT’nin asidik ortamda

3-/4-

protonlanmig amino gruplar ile Fe(CN)g”"" redoks probu arasindaki elektrostatik ¢ekim
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sebebiyle anodik ve katodik pik akimlarinda ciddi artiglar goriilmekle birlikte elektron
transferi hizlanmistir. Ayrica impedans egrilerinden hesaplanan Ret (10 ohm) degerindeki
diisme de bu durumu desteklemistir. p.PGE yiizeyine GOx immobilize edildiginde enzimin
barindirdig1 protein katmani redoks probu ile elektrot arasinda bir bariyer gibi davranmasi,
CV’de redoks probuna ait yiikseltgenme ve indirgenme pik akimlari diismekle birlikte
elektron transfer hiz1 yavaglamistir. Metal (Pt) ve bimetalik (Pt-Pd) nanopargacik modifiye
elektrotlara GOx immobilize edildiginde yine benzer sckilde redoks probuna asit
yiikseltgenme ve indirgenme pik akimlar1 diismiis ve pik potansiyelleri sirasiyla daha
pozitife ve daha negatife kayarak elektron transfer hiz1 yavaslamistir. Ayrica p.PGE (114
ohm), CT/PGE (10 ohm), Pt/p.PGE (22 ohm) ve Pt-Pd/p.PGE (10 ohm) ile
karsilastirildiginda impedans egrilerinden bulunan Re degerlerindeki (GOx-CT/Pt/p.PGE
icin 177 ohm ve GOx-CT/Pt-Pd/p.PGE igin 211 ohm) artiglar da yine bu durumu
desteklemekle birlikte, enzimin elektrot yiizeylerine basarili bir sekilde immobilize
edildigini gostermistir. p.PGE, Pt/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE ile birlikte bu elektrotlarin
enzimli tiirlerinin SEM goriintiileri kaydedilerek yiizey morfolojileri incelenmistir. SEM
goriintiileri, bu ii¢ elektrodun yiizeyine GOx enziminin jel seklinde bir tabaka olusturarak
immobilize oldugunu gostermistir. Elektrokimyasal karakterizasyonlar ve ylizey
morfolojileri sonuglari, GOx enziminin Pt/p.PGE ve Pt-Pd/p.PGE yiizeyine basariyla

modifiye edildigini gostermistir.

5.4. GOx Immobilize Modifiye Elektrotlar ile Glukozun FIA Sisteminde
Amperometrik Tayini

CV ol¢iimlerinde en uygun elektrotlar olarak belirlenen GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-
CT/Pt-Pd/p.PGE’ler kullanilarak, glukozun GOx ile O, ortaminda enzimatik tepkimesi
sonucu olusan H,O;’nin yiikseltgenmesine bagli FIA sisteminde amperometrik glukoz
biyosensorii ¢alismalart gergeklestirilmistir. Uygulama potansiyeli ve akis hizi her iki
elektrot icin ayr1 ayr1 optimize edilmis ve optimize edilen kosullar altinda 1,0 M KCl
iceren pH 6,0 BRBS tasiyict elektroliti kullanilarak artan glukoz derisimine bagh
amperomogramlar  kaydedilmistir. Her iki elektrotta H»O2’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesi tlizerinden gerceklestirilen FI amperometrik glukoz biyosensoriine ait

analitiksel parametreler belirlenmis ve Cizelge 5.2°de verilmistir.

212



Cizelge 5.2. Tasarlanan amperometrik glukoz biyosensorlerine ait analitiksel parametreler

Calisma Dogrusal
Elektrot Analitin Davranisi Potansiyeli Aralik é.(;/I[D) ADuyﬁngl;.z)
(mv) (v | WM | wAm
HzOz,IliIl
GOx/Pt/p.PGE Olusumu ve +600 10 - 10000 3,1 6,72
Yiikseltgenmesi
Hzoz’nin
GOx/Pt-Pd/p.PGE Olusumu ve +600 10 - 10000 2,36 10,92
Yiikseltgenmesi

Ardindan her iki elektrotta glukoz biyosensoriiniin segiciligi biyolojik agidan 6nemli olan
cesitli girisimcilerin varliginda test edilmistir. Akim-zaman grafikleri incelendiginde AA,
DA ve UA asir1 potansiyellerde yiikseltgenerek enzimatik tepkime sonucu olusan H,O, nin
yiikseltgenme pik akimina pozitif girisim etkisi gosterdikleri tespit edilmistir. Bir
onytikseltgeyici olan NaBiOsz, bu girisim etkilerinin Onemsiz seviyelere disiiriilmesi
amactyla literatiirde ilk kez bu tez ¢aligmasinda kullanilmistir. Ayrica bu tezde, diger
calismalardan farkli olarak Onyiikseltgeyici, elektrot yiizeyine modifiye edilmesi yerine
FIA sisteminde kullanilan enjektoriin igerisine yerlestirilmistir. Boylelikle olasi
girisimcilerin akis hiicresindeki elektrot ylizeyine ulasmadan enjektér iginde oOn
yiikseltgenmesi saglanarak glukozun +600 mV gibi yiiksek bir uygulama potansiyelinde
secici olarak tayin edilebilmesinin 6nii agilmistir.

Tasarlanan glukoz biyosensorlerinin  gercek orneklere uygulanabilirliginin test
edilmesi amaciyla, yapay kan serumu, dekstroz serum ve oral glukoz tolerans icecegi
olmak iizere ii¢ farkl1 6rnege uygulanarak biyosensoriin ger¢ek orneklere uygulanabilirligi
test edilmistir. Literatiirdeki yonteme gore hazirlanan yapay kan serumu, AA, DA ve UA
icerdiginden dolayr NaBiOj igeren enjektdr kullanilmis, diger orneklerde ise NaBiOs;
icermeyen enjektor kullanilarak bu orneklerdeki glukoz analizi FIA sisteminde optimum
kosullar altinda gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, tasarlanan biyosensorlerin
giinliik hayattaki 6rneklere basariyla uygulanabilecegini ortaya koymustur. Son asamada
ise biyosensorlerin glukoza giin i¢i ve gilinler aras1 amperometrik yanitlar1 akim-zaman
grafikleri seklinde kaydedilerek sirasiyla tekrarlanabilirlikleri ve kararliliklar
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki elektrot (GOx-CT/Pt/p.PGE ve GOx-
CT/Pt-Pd/p.PGE) kullanilarak tasarlanan glukoz biyosensorlerin sadece giin igi
tekrarlanabilirliklerinin yiiksek oldugu ve giinler arasi kararliliklarmin ise ¢ok diisiik
oldugu goriilmiis fakat kullanilan PGE’nin tek kullanimli, ucuz, kolay elde edilebilir ve
kolay modifiye olmasi gibi 6nemli avantajlarindan dolayi, tasarlanan bu biyosensorlerdeki

kararliliklik probleminin tolere edilebilecegi ve dnemli olmadig1 kanatine varilmistir.
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Yapilan literatiir arastirmalari, H,O, ve glukozun algilanmasma yonelik yapilan
amperometrik  sensor/biyosensor ¢alismalarina olan ilginin giin gectikge farkli
elektrotlardan ve modifikasyon malzemelerinden ve farkli metotlardan yararlanmak
suretiyle duyarlilik, maliyet ve zaman yonilinden gelistirilerek devam ettigini ortaya
koymustur. Bu doktora tez c¢alismasi, literatiirde gergeklestirilen elektrokimyasal H,0,
sensoOrii ve glukoz biyosensorii g¢alismalarina 6nemli katkilar saglamakla birlikte, tezin
literatiirdeki ¢calismalardan farklar1 ve 6zgiin taraflar siralanacak olursa,

i) Karbon temelli elektrotlar arasinda tek kullanimli, kolay elde edilebilir, ucuz, bir
elektrot olan Kalem Grafit Elektrot (Pencil Graphite Electrode, PGE) kullanilmus,

i) Sensor ve biyosensor calismalarinda gerek elektrokatalitik 6zelligi ve gerekse
enzim immobilizasyonunda 6nemli katkilar saglayan Au, Pt, ve Pd gibi iletken metal ve
bimetal nanopargaciklarin PGE yiizeyine modifikasyonlar1 ger¢eklestirilmis,

i) Surdirilebilir, hizli yanit, kiigiik 6l¢eklerde ornek tiiketimi saglayan FIA (Flow
Injection Analysis, FIA) gibi {i¢ avantajli bilesen ilk kez bir araya getirilerek
elektrokimyasal sensor ve biyosensorler gelistirilmis,

iv) FIA sisteminde gergeklestirilen elektrokimyasal glukoz biyosensor ¢aligmalarinda
biyolojik a¢idan onemli girisimcilerin giderilmesinde, suda ¢6ziinmeyen bir 6n oksitleyici

olan sodyum bizmutat (NaBiO3) literatiirde ilk kez kullanilmistir.
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A novel flow-injecion amperometric method was proposed for the Received 5 May 2018
sensitive and enzymeless determination of hydrogen peroxide based Accepted 6 August 2018
on its electrocatalytic reduction at a palladium nanoparticle-modified

pretreated pencil graphite electrode in a laboratory-constructed elec- KEVWORDS flo
trochemical flow cell. Cyclic voltammograms of the unmodified and mmg . .';’"a
modified electrodes were recorded in pH 7.0 phosphate buffer con- pevoxide; mlmm o
taining 0.10 M KCl at a scan rate of SOmV s ' for the investigation  nanoparticles: pendl
of electrocatalytic reduction of hydrogen peroxide at the palladium graphite dectrode
nanoparticle-modified pretreated pencil graphite electrode. Cydic

voltammograms of the pretreated pendil graphite electrode revealed

an irreversible oxidation peak and a weak reduction peak of hydro-

gen peroxide at +1100mV and -450mV vs. an Ag/Agd/Kd satu-

rated reference electrode. However, the reduction of hydrogen

peroxide was observed at -100mV with an increase in current in the

cyclic voltammograms of the palladium nanoparticlemodified pre-

treated pendil graphite electrode compared to the unmodified elec-

trode. These results indicate that the palladium nanoparticle-

modified pretreated pencil graphite elecrode exhibits efficient elec-

trocatalytic activity for the reduction of hydrogen peroxide. A linear

concentration range was obtained between .01 and 10.0mM hydro-

gen peroxide with a detection limit of 3.0 pM from flow injection

amperometric current-time curves recorded in pH 7.0 phosphate

buffer at ~100mV and a 20mL min ' flow rate. The novelty of this

work relies on its use of a laboratory-constructed flow cell con-

structed for the pencil graphite electrode using these inexpensive,

disposable, and electrochemically reactive modified electrodes for

the amperometric determination of hydrogen peroxide in a flow

injection analysis system.
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Flow Injection Amperometric Analysis of H,0, at
Platinum Nanoparticles Modified Pencil Graphite

Electrode

Serkan Karakaya** and Yusuf Dilgin®

Abstract: A Pt nanoparticle modified Pencil Graphite
Electrode (PGE) was proposed for the electrocatalytic
oxidaton and non-enzymatic determination of H,O, in
Flow Injecion Analysis (FIA) system. Platinum nano-
particles (PINPs) electrochemically deposited on pre-
treated PGE (p.PGE) surface by recording cyclic voltam-
mograms of 10 mM of H,PtCl solution in 0.10 M KCl at
scan rate of 50mVs™ for 30 cyeles. Cyclic voltammograms
show that the oxidation peak potential of H,O, shifts from
about -+ 700 mV at bare PGE to + 5 mV at PINPp.PGE
vs. Ag/AgCl /K1 (sar). It can be concluded that PINPY
p-PGE exhibits a good electrocatalytic activity towards

oxidation of H,0,. Then, Fl amperometric analysis of H;
O; was performed under optimized conditions using a
new homemade elecrochemical flow cell which was
constructed for PGE. Linear range was found as 25 pM
to 750.0 pM H,0, with a detection limit of 0.73 pM (based
on §/m of 3). As a result, this study shows the first study
on the FI amperometric determination of H,O, at PINPs/
p-PGE which exhibits a simple, low cost, commercially
available, disposable sensor for H,O, detection. The
proposed electrode was successfully applied to determi-
nation of H;O; in real sample.

Keywords: Pendl graphite clectrode « platinum nanoparticles - hydrogen peroxide « cydlic voltamme try « flow injection analyss
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Flow Injection Analysis of H.O; Using Pd Nanoparticles Modified
Pencil Graphite Electrode

Serkan Karakaya,' and Yusuf Dilgin®
1, Department of Chemistry, Canakkale Onsekiz Mart University, Turkey.

A Pd nanoparticle modified Pencil Graphite Electrode (PGE) was proposed for the
electrocatalytic oxidation and non-enzymatic determination of HzOz in Flow Injection
Analysis (FIA) system. Pd nanoparticles (PdMNPs) electrochemically deposited on
pretreated PGE (p.PGE) surface by recording cyclic voltammograms of 1.0 mM of
PdCl; solution in 0.10 M KCI at scan rate of 25 mv/s for 30 cycles. Surface
morphologies of p.PGE and modified electrode (PdNPs/p.PGE) were examined by
recording their Scanning Electron Microscope (SEM) images which indicate PdNPs
were successfully decorated on p.PGE. Electrochemical oxidation of H:O. was
investigated by recording cyclic voltammograms of p.PGE and also PANPs/p PGE in
pH 7.0 Phosphate buffer solution contains 0.10 M KCI at scan rate of 50 mV/s. Cyclic
voltammograms show that the peak potential of H.O: oxidation shifts from about
+700 mV at bare p.PGE to +150 mV at PdNPs/p.PGE vs. Ag/AgCl /KCI (sat.)
electrode. On the other hand reduction peak of H2O- shifts from -450 mV at bare
pPGE to -100 mY at modified electrode. Moreover, the peak cuments at
PdNPs/p PGE increases about 10-15 times compared to P.PGE. This result shows
that PdMPs/p.PGE exhibits a good electrocatalytic activity towards oxidation and
reduction of H:O.. Then, Fl amperometric analysis of H.O; was performed under
optimized conditions using a new homemade electrochemical flow cell which was
constructed for PGE. Thus disposable, low cost and simple modified electrode was
prepared by electrodeposition of PANPs onto surface of PGE and the electrochemical
H:0. sensor was fabricated dependent on excellent electrocatalytic activity of
PANPs/PGE towards H:;O. PdNPs and PtNPs modified PGES have already been
reported for the sensitive, low cost and simple detection of H203 [1, 2]. However, the
novel statement of this study is the using of these useful modified electrodes for
detection of H:O- in FIA system using a new home made flow cell which was
constructed for PGE. The proposed electrode was successfully applied to
determination of H.O- in real samples.
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Electrochemical Determination of H;O; in Flow Injection Analysis Svstem
with Using Platinum Nanoparticles Modified Pencil Graphite Electrode
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Hydrogen Peroxide (Hx0O:) is a significant molecule in many fields like food science,
chemistry, environmental sciences, pharmacentical and clinical applications. Also HxO: forms
from many enzymatic reactions confaining peroxidase enzymes [1]. Moreover its toxic effects
are well known in living organisms [2]. Due to these reasons, fast, sensitive and selective
detection of HaO: is important in construction of sensors/biosensors. Many methods have been
proposed for its defermination including spectrometry, titnmetry, and electrochemistry. Among
them. electrochemical methods have found great attention because of its high sensitivity, ease
of operation. and low cost [3]. Accordingly. researchers are focusing on the new electrocatalysts
to decrease the overpotential and increase the kinetics of electron transfer [4]. Among them
metal nanoparticles (Au, Pd, Pt. Ag) have been widely used in increasing electron transfer
between electrode surface and substrate because of their high conductive properties. large
surface areas and they also show high catalytic activity to many molecules [5, 6].

In this work, Pt nanoparticles modified Pencil Graphite Electrode (PGE) was used for the
electrocatalytic cxxidation of HyO:. For this, Platinum nanoparticles (PtINPs) electrochemically
deposited on PGE surface by recording cyclic voltammograms of 1.0 mM of HaPtCls solution
in 0.1 M EC1 at scan rate of 50 mV/s with 30 cycles. Surface morphologies of PGE and
modified electrodes (PilNPs- PGE) were examined by recording their Scanning Electron
Microscope (SEM) images which indicate PINPs were successfully decorated on PGE. Finally,
electrochemical oxidation of HaO: was investigated by recording cyclic voltammeograms of
PGE and also PtNPs-PGE in 0.1M NaOH solution at scan rate of 30 mV/s. Cyclic
voltammograms show that the peak potential of HaOr oxidation shifts from +700-800 mV at
bare PGE to +50 mV ws. Ag/AgCl /K1 (sat) at PINPs-PGE. This result showed that PtINPs-
PGE exhibit a good electrocatalytic activity towards oxidation of H:On. Then electrocatalvtic
determination of H:0» was performed in Flow Injection Analysis (FIA) system under optimized
conditions using a new homemade electrochemical flow cell which was constructed for PGE
for the first time. As a result. it can be concluded that this study shows the first study on the
amperometric FIA determination of HiOh using PINPs modified PGE.

Kevwords: Hydrogen Peroxide, Pencil Graphite Electrode, Flow Injection Analysis, Platinum
Nanoparticles.
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Altin Nanoparcacik Modifive Kalem Grafit Elektrot Kullanilarak
H,0,'in Akisa Enjeksivon Analiz Sisteminde Elektrokimyasal
Tavini

KARAKAYA 8!, DILGIN Y.
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Hidrojen Peroksit (H;O,), guda bilimi, ilac tekmolojisi, kimya mithendislifi. klinik
wygnlamalar ve ¢evre bilimlerinde Snmemli bir veri olup; tekstil. temizleme triinleni. mda
endiistrisi gibi bircok alanda siklikla lullamlmaktadir. Aynica glukoz oksidaz ve laktat
oksidaz gibi peroksidaz smifi enzimlerin rol aldiF enzimatik reaksiyonlar sonucu yan iirin
olarak da olusabilmektedir. Buna ilaveten HOq'mn canh organizmalara zehirli etkileni de not
edilmistir. Bu sebeple H:O:'in algilanmasi ve buna vonelik sensdrbivosensdrlerin
gelistinilmesi oldukca dnem arz etmeltedir.  Difer vandan bu sensdrlerin gelistinlmesinde
knllamlan elektroanalitik vontemler, yiiksek duyarhlik kisa cevap siiresi, diigiik maalivet gibi
avantajlan nedenivle difer spektrofotometrik vontemlere nazaran daha fazla ilgi cekmelktedir.
Alsa Enjeksivon Analiz (FIA) 1se mitin analitik tayinler icin oldukca simrh dmek tiketimi,
bir aks hiicresi dedektori icerisinde lasa cevap siiresi, analizde kimyasal doniisiimler icin
online bir sistem olmas: gibi avantajlara sahiptir. Literafiirde bircok sensdr ve biyosensr
gelistinildifi ve bunlanm bir kusnumn FIA sisteminde gerceklestirildifi goriilmelktedir.

Bu calismada, uenz, tek kullammiik bir eleldrot olan kalem grafit elektrot (KGE) 1 45V “ta 60
sn siireyle kronoamperometrik olarak dnkosullandinlmms (K KGE) ve K. EGE yiizevine altn
nanopargaciklar elekirokinyyasal modifikasyomu gerceldestinilmistir. Elde edilen modifive
elektrodun  (Au-KEEKGE) vizeysel karakterizasyomu SEM  gorintileri  alinarak,
elektrokimyasal karakferizasyonu ise Fe(CN)s™ = redoks cifti ortamunda dongisel
voltammogramlan ve impedans efrileri alinarak gerceklestinlmastir. Ardindan Au-EK KGEun
0.1 M NaOH destek cizeltisinde H;Oo'e vamti déngiisel voltammogramlan almarak
incelenmis ve tasarlanan sensdriin nonenzimatik (enzimatik olmavan) elektrokimyasal H,O,
sensdril olarak islev goriip gormedif test edilmistir. HyO;'e vamt alindiktan sonra, KGE icin
ilk kez tasarlanan bir alas hiicresi kullamlarak FIA sisteminde H;O,'e vamti amperometrik
olarak incelenmistir Uygulanan potansivel, tasryic: ¢ozeltinin akas lnz destek cozeltisinin
pH'1. analitin (HO») derisimi gibi parametreler optimize edilmis, HOv'e verdidi vamt
kavdedilerek. gerekli analitiksel parametreler (LOD, LOQ). Ealibrasyon aralifi) not edilnnigtir.

skarakayai@icomu. edu. v
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