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OZET

AROMATIK SULFONIK ASIT BOYAR MADDELERLE MODIFIiYE KALEM
GRAFIT ELEKTROT HAZIRLANMASI VE AKISA ENJEKSiYON
AMPEROMETRIK BiYOSENSOR TASARIMI

Mehmet GUNES
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Yusuf DILGIN
26/06/2018, 167

Bu tez galismasinda aromatik stilfonik asit(ASA) boyar maddeler grubundan olan
kalmagit (Clm), pirokatekol violet (Pcv), tropeolin (Trp) ve kromotropik asit (Cta)
mediyatorleri ile modifiye kalem grafit elektrot (PGE) hazirlandi ve hazirlanan bu
modifiye elektrotlarla NADH’nin (B-nikotin amid diniikleotid in indirgenmis hali)
elektrokatalitik yiikseltgenmesi dongilisel voltammetride incelendi. Hazirlanan modifiye
elektrotlar arasinda, Trp ve Cta modifiye PGE’ler iyi bir elektrokatalitik etkinlik
gostermesine karsin, elektropolimerizasyon yoluyla hazirlanan modifiye Clm/PGE ve
Pcv/PGE’lerde iyi bir elektrokatalitik sonu¢ gdzlendi. Onceki ¢alismalarda PGE igin
tasarlanan fotoelektrokimyasal akis hiicresi (FAH) kullanilarak akisa enjeksiyon analiz
(AEA) sisteminde NADH’nin iyi sonu¢ veren modifiye elektrotlardaki elektrokatalitik
yiikseltgenmesine bagli amperometrik sensorleri gelistirildi. Bunun yaninda Poli-Pcv/PGE
yiizeyine glikoz dehidrogenaz (GDH) enzimi immobilize edilerek (GDH/Poli-Pcv/PGE)
NAD*/NADH redoks giftine baglh glikoz biyosensorii tasarlandi ve ilk defa aromatik
stlfonik asit boyar madde modifiye PGE, AEA sistemine entegre edilerek AE
amperometrik glikoz biyosensorii gelistirildi. Glikoz biyosensorii i¢in tasarlanan modifiye
elektrotun (GDH/Poli-Pcv/PGE) dogrusal kalibrasyon araligi, belirtme alt siir1 ve tayin
sinir degerleri sirastyla; 5-500 pM, (R*= 0,9984), 1,2 ve 4,0 uM glikoz olarak gozlendi.
Tasarlanan biyosensoriin uygulanabilirligi ise ticari olarak satilan dekstroz ¢ozeltisindeki

glikoz basarili bir sekilde tayin edilerek test edildi. Ayrica tasarlanan biyosensore hangi
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maddelerin girisim etkilerinin olup olmadigi da g¢alisildi. NADH’nin, elektrokatalitik
yiikseltgenmesine iyi yanit veren Clm ve Pcv modifiye elektrotlarla birlikte Yalin PGE
hem yiizeysel hem de elektrokimyasal karakterizasyonlar1 gerceklestirildi. Bu amagla her
bir elektrodun AFM, SEM ve EDX goriintiileri ile Raman ve elektrokimyasal impedans

spektrumlari alindi.

Anahtar sozciikler: Kalem Grafit Elektrot, Akisa Enjeksiyon Analizi, Biyosensor,

Glikoz Dehidrogenaz, Elektropolimerizasyon, Modifiye Elektrot.



ABSTRACT

CONSTRUCTION OF ELECTROCHEMICAL BIOSENSOR IN FLOW
INJECTION AND PREPARATION OF MODIFIED PENCIL GRAPHITE
ELECTRODES USING AROMATIC SULFONIC ACID DYES

Mehmet GUNES
Canakkale Onsekiz Mart University
Institute of Science
Deparment of Chemistry Thesis of Ph.D.
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf DILGIN
26/06/2018, 167

In this thesis, modified pencil graphite electrodes (PGE) were prepared with
calmagite (CIm), pyrocatechol violet (Pcv), tropeolin (Trp) and chromotropic acid (Cta)
mediators which are aromatic sulphonic acid (ASA) dyes. Electrocatalytic oxidation of
NADH ( reduced form of B- nicotine amide dinucleotide) was investigated with these
prepared modified electrodes using cyclic voltammetry. Among the prepared modified
electrodes, Trp and Cta modified PGEs did not a show good electrocatalytic activity.
However, a good electrocatalytic result was obtained in the case of modified CIm/PGE and
Pcv/PGE prepared by electropolymerization procedure. Amperometric sensor of NADH
based on its electocatalytic oxidation at modified electrodes which give good result has
been developed in flow injection analysis system (FIA) using photoelectrochemical flow
cell which was constructed for PGE in the previous studies. In addition, glucose biosensor
based on NAD*/NADH redox couple was constructed by immobilization of glucose
dehydrogenase onto Poly-Pcv/PGE and FI amperometric glucose biosensor has been
developed by integration of FIA with aromatic sulphonic acid dyes modifed electrode for
the first time. The linear calibration range, LOD, and LOQ values of the modified
electrode (GDH / Poly-Pcv/PGE) designed for the glucose biosensor were found to be 5-
500 puM, (R2 = 0.9984), 1.2 uM and 4.0 uM glucose, respectively. The applicability of
constucted biosensor was tested successfully by determination of glucose in dextrose

solution which is commercially purchased. Moreover, the effect of interference of some



substances on the constructed biosensor have also been performed. Both surface and
electrochemical characterization of Clm and Pcv modified electrodes which give a good
results toward electrocatalytic oxidaiton of NADH together bare PGE have been
performed. For this purpose, AFM, SEM an EDX images and Raman and electrochemical

impedance spectra of each electrode were recorded.

Keywords: Pencil Graphite Electrode, Flow Injection Analysis, Biosensor,

Glucose Dehydrogenase, Electropolymerization, Modified Electrode.
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BOLUM 1
GIRIS

B-Nikotinamid adenin diniikleotid (NADH), 350°den fazla dehidrogenaz igin dnemli
bir koenzim olup, bircok enzimatik tepkimelerin gerceklesmesinde gorev almaktadir. Canlt
hiicrelerde, NADH adenozin trifosfat iiretiminde rol oynar; ve ayni zamanda bu bilesik
hiicrelerden enerji  salinmmini  diizenler. Bu sebepten NADH’nin elektrokimyasal
yiikseltgenmesi biyoelektrokimyasal arastirmalarda genis uygulamalar1 olan 6nemli bir
yere sahiptir (Gorton ve Domingues, 2002; Kumar ve Chen, 2008; Lates ve ark., 2011).
Yine, 500°den fazla enzimin bir kofaktorii olan NADH, gida kontrolii, ¢evre ve klinik
analizde yaygin olarak kullanilan 6nemli bilesiklerden biridir. Bu nedenle, bu biyolojik
molekiiliin tespit ve tayini olduk¢a &nem arz etmektedir (Liu ve ark., 2012). NAD",
NADH’nin yiikseltgenmis halidir. NAD*/NADH elektrokimyasal tepkimelerde 6zellikle
biyosensor tasariminda kullanilan 6nemli bir redoks c¢iftidir. Biyosensorler, temelde
biyoalgilayic1 (biyoreseptér) ve dondstiirticiiden (transducer) meydana gelmektedir.
Biyoorganik molekiiller olarak bilinen antikor, enzim, protein, niikleik asit gibi tiirler
biyoalgilayict olarak en ¢ok kullanilan bilesiklerdendir. Her gecen giin ¢esitli amaglar i¢in
farkli alanlarda biyosensorler gelistirilmektedir. Sensorlere dayali teknoloji, farmasotik
tirtinler, saglik iiriinleri, gida, tarim ve gevre gibi biiyiik sanayilerde ¢cok genis kapsamli bir
uygulama alan1 bulmaktadir. Gelistirilen bu sensorler, kompleks bir bilesik igerisinde,
belirli bir bilesige stirekli ve tersinir olarak secici ve hizli yanit verme 6zelliginden dolay1
sadece kimya alanmi ile degil ayn1 zamanda gida endiistrisi, biyo-sanayi, tip ve gevre
kontrolii gibi benzeri bir¢ok alanda da faydali bir sekilde kullanilmaktadir (Gaudin, 2017).
NADH, dehidrogenazlar tarafindan katalize edilen enzimatik tepkimelerde onemli bir
gorev almaktadir. Kofaktor NADH nin yapisinda bulunan ve nikotinamit igeren niikleotid,
biyolojik sistemlerde elektron transferine aracilik eder. NADH’nin elektrokimyasal olarak
belirlenmesi redoks biyolojik sistemlerde de 6nem arz etmektedir. NADH nin yalin
elektrotlarla dogrudan tayini asir1 potansiyel gerektirdiginden, bu potansiyelde cesitli
istenmeyen tiirlerin yiikseltgenmesinden ve yiikseltgenme iriinlerinin elektrot ylizeyine
adsorplanmasiyla elektrot yilizeyinin kirlenmesinden dolayi, NADH’nin elektrokimyasal
tayininde bazi problemler ortaya ¢ikmaktadir (Mutyala ve Mathiyarasu, 2016). Bu tiir

problemlere ¢oziim getirmek i¢in kimyasal modifiye elektrotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu



asir1 potansiyeli azaltmak ve NADH ile modifiye elektrot arasindaki elektron transfer
hizinm1 artirmak i¢in elektrot yiizeyi gesitli mediyatorler ve nanoparcaciklarla modifiye
edilerek bu problemler giderilmistir. Ornegin fenotiyazin (Lates ve ark., 2011), 1,2-
naftokinon (Liu ve ark., 2012), poli-hematoksilin (Dilgin ve ark., 2010), poli tiyonin
(Baskar ve ark., 2012), poli 3,4-etilendioksipirrol (You ve Jeon, 2011), pirokatekol violet
(Pcv) (Golabi ve ark., 2002; Zhu ve ark., 2014) gibi boyar maddeler modifiye elektrot
hazirlanmasinda kullanilmistir.

Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda mediyator olarak ASA boyar maddelerinden
Cta, Trp, Clm ve Pcv kullanildi. Cta direkt, reaktif ve azo boyalarin sentezi i¢in 6nemli bir
boyar madde olarak (Zhong ve ark., 2014), aliiminyumun spektrofolorimetrik olarak tayin
edilmesinde (Themelis ve Kika, 2006), kobalt ve nikelin analizinde (Lemos ve ark., 2006)
kullanilmustir. Bir dihidroksi naftalin disiilfonik asit olan Cta boya iiretiminde, formaldehit
analizi i¢in bir kromojen olusturucu reaktif, analitik reaktifler olarak da azo tiirevleri i¢in
gerekli bir ara madde olarak da kullanilmaktadir. Ayrica gesitli azo tiirevlerinin sentezinde
onemli bir reaktif olmasinin yaninda, sadece boya endiistrisinde degil ayn1 zamanda gesitli
analitik kimya uygulamalarinda da kullanilmaktadir (Sleem ve ark., 2013). Trp de ligand
olarak paladyum elementi ile olusturdugu kompleks bilesiklerinin incelenmesinde
kullanilmistir (Levitskaya ve ark., 2003). Clm, bir siilfonik asitten ve iki hidroksil
grubundan olusan, protonlart molekiiler yapidan pH degisimi yoluyla uzaklastirilan {i¢
protonlu bir asittir (Cisneros-Garcia ve ark., 2015). Suda ¢oziinebilme 6zelligine sahip olan
Clm bir azo boyar maddedir. Gii¢lii kompleks olusturma ozelliginden dolayr ¢esitli
metallerin analizinde (Hashemi ve ark., 2008; Rasouli ve Ghavami, 2016), siilfiiriin
elektrokatalitik yiikseltgenmesinde ve akiga enjeksiyon sisteminde amperometrik tayininde
(Emir ve Dilgin, 2018; Mazloum-Ardakani ve ark., 2009) ve dopamin’in elektrokatalitik
yiikseltgenmesi ve tayininde (Chandra ve ark., 2010) kullanilmistir. Pcv suda ¢oziinen bir
mediyator olarak, bir mol orto siilfobenzoik asit anhidrid ile iki mol pirokatekoliin
yogunlastirilmasiyla hazirlanan bir siilfon ftalin boyasidir. Pcv’nin, aromatik halkanin
bitisik karbon atomlarina baglanmis -OH gruplar iceren katekol ve gallat ailelerinden
gelen materyalleri bulundurma 06zelligine sahip olmasi, c¢esitli inorganik materyaller
tizerine giiclii bir bigimde adsorbe edildigini gostermistir (Zhu ve ark., 2014b). Elektrot
yiizeyi, Pcv ile modifiye edilerek ve bizmut film olusturulduktan sonra kadmiyum ve

kursun tayininde (Chamjangali ve ark., 2015), ¢ok duvarli karbon nanotiip kompozit film



modifiye elektrotun Pcv ile modifiye edilerek iirik asit, ksantin ve hipoksantin’in ayni anda
tayininde (Wang, 2011), hidrazinin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde ve tayininde (Ayaz
ve Dilgin, 2017; Golabi ve ark., 2001), hidrojen peroksit tayininde (Sheng ve ark., 2007)
ve NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde ve tayininde (Zhu ve ark., 2014)
kullanilmistir. Bu 6zellikleriyle birlikte Pcv ayn1 zamanda kanserojenik, mutajenite ve
teratojenite potansiyeline de sahiptir (Jiang ve ark., 2012).

Literatiir arastirmasina bakildiginda yakin zamana kadar, voltammetrik yontemler
elektrokimyasal reaksiyonlarin incelenmesi igin popiiler bir ara¢ haline gelmistir (Jadon ve
ark., 2016). Elektroanalitik teknikler, ¢evre ve canlilar ig¢in temel Gnemi olan birgok
organik ve inorganik tiirlerin analizinde kullanilmaktadir. Dongiisel voltammetri (Cyclic
voltammetry, CV), diferansiyel puls voltammetrisi (Differential pulse voltammetry, DPV)
ve kare dalga voltammetrisi (Square wave voltammetry, SWV) vb. voltammetrik
tekniklerin, farmasdtik dozaj formlarinda ve biyolojik sivilarda ilaglar ve ilgili molekiiller
de dahil olmak iizere organik molekiillerin saptanmasi i¢in ¢ok hassas oldugu
kanitlanmistir (Brycht ve ark., 2016; Nigovic, 2006). Voltammetrik teknikler, miikemmel
secicilik ve hassaslik gosterir, ¢linkii analit, kendisine 6zel voltammetrik pik potansiyeli ile
kolayca tanimlanabilir (Chillawar ve ark., 2015). Akis kimyasi, son on yilda, laboratuvar
Olcekte modern sentez yontemleri ile yogun bir sekilde gelismekte olan bir alan olmustur
(Trojanowicz, 2016). AEA sistemi ve amperometrik yontem, NADH’nin elektrokatalik
olarak ylikseltgenmesinde ve amperometrik biyosensorlerin incelenmesinde kullanilan
yontemler arasindadir (You ve Jeon, 2011). AEA teknikleri, segicilik, hassasiyet ve
dogruluk gdstermelerinden dolayr ¢esitli analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kortazar ve ark., 2016). AEA sisteminin, amperometrik dedektor ile birlikte kullanilmasi
ve baglantinin saglanmasi olduk¢a kolaydir. Buna ilaveten AE amperometrik teknikler,
voltammetrik tekniklerle karsilastirildiginda, elektrodun daha yiiksek duyarlik ve daha az
yiizey kirliligi gibi bazi avantajlar saglamasiyla dikkat ¢ekmektedir (dos Santos ve ark.,
2011; Lourencao ve ark., 2015). Ayrica, AEA diisiikk maliyetli sistem bilesenleri, yiiksek
analitik frekans ve otomasyon firsatlart gibi diger avantajlar1 da beraberinde getirmektedir
(Lourencao ve ark., 2015). Akis analizi yiiksek Olglide tekrarlanabilir Grnek isleme
kosullar1 ve zamanlama, kimyasal denge saglamadan analitik olarak yararli reaksiyonlarin
kullanilmasma imkan verme gibi ayirt edici 6zellige sahiptir (Hansen ve Miro, 2007,

Rocha ve ark., 2015). AEA, akisa esasli numune hazirlama islemi ile analitik kayiplarin ve



kirlilik risklerinin en az diizeye indirgenmesi (Golimowski ve Golimowska, 1996; Rocha
ve ark., 2015), analizin verimliligini artirma ve numunenin tiikketimini olduk¢a en aza
indirgeme (Zhao ve ark., 2015) gibi 6nemli avantajlara da sahiptir.

Elektroanalitik yontemlerde ¢alisma elektrotunun, tayin edilmesi istenen analit i¢in
kullanilmast ve yiiksek duyarlikla sonuglarin alinmasi olduk¢a Onemlidir. Son yillarda
kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar (KME’ler), ¢esitli analizlerdeki potansiyel
uygulamalari, elektrotun yapimi ve yenilenmenin nispeten kolay olmasindan dolayi bilim
insanlarinin dikkatini ¢ekmektedir (Jadon ve ark., 2016; Svancara ve ark., 2001). Yalin
elektrotlarla yapilan ¢alisma analize imkan vermeyebilir veya asir1 potansiyelden dolay1
yiikksek segicilikte analite yanit alinmayabilir. Bunun i¢in yalin elektrotlar c¢esitli
materyallerle modifiye edilme yoluna gidilmistir. Modifikasyon; elektron transfer
kinetigini arttirabilir, katalitik bir etkiye neden olur ve dolayisiyla elektroanalitik
uygulamalarda Olglim hassasiyetini belirler (Jadon ve ark., 2016). Bir elektrot yiizeyi
modifiye edildiginde genel olarak; fizikokimyasal Ozelliklerin elektrota aktarilmasi s6z
konusu olur. Bdylece daha yiiksek duyarlik saglayan genis yiizey alanli materyallerin
kullanilmasindan dolayr gelismis elektrokatalitik etkinlik, immobilize edilmis fonksiyonel
gruplarin analite kars1 seciciligin artmasi, bazi materyallerde hizli diflizyon kinetigi
saglamasi ve elektrot yiizeyinde bir analitin ekstraksiyonu ve biriktirilmesi gibi énemli
avantajlar saglar (Jadon ve ark., 2016; Sajidveark., 2016). Elektrot yiizeyi metal
nanopartikiiller, karbon nanotiipler ve azo boyar maddeler gibi ¢esitli materyallerle
modifiye edilebilmektir. Elektrokimyasal ¢alismalarda ¢alisma elektrotu olarak camimsi
karbon elektrot (GCE), karbon pasta elektrot (CPE) ve kalem grafit elektrot (PGE) gibi
karbon esasli elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir (Chillawar ve ark., 2015). PGE’ler,
ucuz maliyet, tek kullanimlik, kolay modifiye etme imkani sunar. Ayrica iyi mekaniksel
saglamlik, kimyasal agidan inert olmasi, ilging elektrokimyasal 6zellikler, diisiik zemin
akimi, genis potansiyel penceresi, analitin adsorpsiyonu, GCE ile karsilastirildiginda uzun
yiizey temizleme islemi gerektirmeyen kolay ve hizli yenilenebilir ylizey alani sunmasi
bakimindan da daha iyi sartlar sunmaktadir (Akanda ve ark., 2016; Ertek ve Dilgin, 2016;
Saglam ve Dilgin, 2017). PGE’lerin bu iistiin 6zelliklerinden dolay: elektrokimyasal sensor
ve biyosensor ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir.

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve biyokimyasal tepkimeleri

katalizleyen organik molekiillerdir. Enzimlerin etkiledigi maddelere substrat denir. NADH,



dehidrogenaz esasli enzimatik reaksiyonlar sirasinda canli organizmada iiretilen 6nemli bir
koenzim olmasiyla birlikte biyolojik sistemlerde bir takim onemli rollere de sahiptir
(Karimi-Maleh ve ark., 2014; Zare ve ark., 2006). NADH’nin elektrokimyasal olarak
yiikseltgenmesi hem dehidrogenaz enzimleri i¢in bir kofaktor olmasi hem de biyolojik
sistemdeki elektron transfer zincirindeki rolii ve ayrica NAD"’ya bagimli dehidrogenaz
substratlar1 i¢in voltammetrik biyosensorlerin gelisimine katki saglamasi bakimindan
dikkat ¢ekicidir (Karimi-Maleh ve ark., 2014; Shan ve ark., 2010).

Bu tez c¢alismasinda; i) tek kullanimli, ucuz, kolay bir sekilde modifiye olabilen,
ticari agidan bulunmasi kolay, uzun temizleme basamaklari gerektirmeyen bir elektrot tiirii
olan PGE yiizeyine gerek adsorpsiyon gerekse elektropolimerizasyon yoluyla ASA boyar
maddelerinden Clm, Pcv, Cta ve Trp molekiilleri modifiye edilmis, ii) modifiye edilen
PGE’lerle, biyoelektrokimyasal c¢aligmalarda Onemli bir yeri olan NADH’nin
elektrokatalitik olarak yiikseltgenme yanitlarina bakilmig, iii) ASA modifiye PGE
yiizeyine dehidrogenaz enziminin immobilizasyonu saglanarak NAD*/NADH redoks
ciftine bagl elektrokimyasal biyosensor gelistirilmis, iv) daha dnceden PGE i¢in tasarlanan
FAH kullanilarak NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine bagli amperometrik
sensorleri AEA sisteminde ilk defa gergeklestirilmis, V) dehidrogenaz enzimi tutturulmus
redoks mediyatér modifiye PGE ile glikoz i¢in elektrokimyasal biyosensor ¢alismalari yine
AEA siteminde ilk defa gergeklestirilmistir. Tez kapsaminda kullandigimiz organik redoks
mediyatorlerden Cta ve Trp molekiilleri ile modifiye edilmis elektrotlardan iyi bir
elektrokatalitik etki gozlenmemistir. Ancak Clm ve Pcv ile modifiye elektrotlardan iyi
elektrokatalitik yanitlar alinmistir. Bunlarla ilgili deneysel sonuglar daha sonraki
asamalarda verilecektir. Bir sonraki basamakta ise tez konusuyla ilgili olarak; organik
redoks mediyatorlerden, kimyasal modifiye elektrotlar ve kalem grafit elektrotlardan, AEA
sisteminden, NAD'/NADH redoks ciftinden, dehidrogenaz enzimlerine bagh

biyosensorlerden, kisaca bahsedilecektir.

1.1.0rganik Redoks Mediyatorler ve Kimyasal Modifiye Elektrotlar

Voltammetrik teknikler analitin voltammetrik pik potansiyeli ile kolayca
tanimlanabilmesine imkan sundugu i¢in milkkemmel segicilik ve duyarlik gosterirler.
Bununla birlikte, bu tekniklerle karsilagilan en bilyiik problem, es zamanli olarak tayin

edilmek istenen analitin yaninda, bazi bilesiklerin girisim yapmasidir. Analit ve girisim



etkisi olan maddelerin pik potansiyelleri ayni yerde g¢akistigindan dolay1 elde edilen
voltammetrik yanitlarin karmasik hale geldigi bir sonug elde edilir. Biitiin bu sorunlarin
istesinden gelmek icin ¢esitli malzemeler ve teknikler kullanilarak modifiye edilmis
elektrotlar kullanilmaktadir. Voltammetrik tekniklerde GCE, PGE, CPE, altin ve platin
gibi farkli elektrotlarda meydana gelen reaksiyonlar incelenir ve elektrokimyasal
analizlerde bu elektrotlar siklikla kullanilir. Bununla birlikte, bu elektrotlarin uygulanmasi
sirasinda, elektrot ylizeyinin ¢esitli istenmeyen ve elektrot tepkimeleri sonucunda ortaya
cikan kimyasal tiirlerle kirlenmesi olasilig1 oldukg¢a fazladir ve bu olaya bagli olarak da
gelistirilen elektrokimyasal yontemlerin hassasiyeti ve dogrulugu azalir. Bu sekilde yalin
halde elektrotlarin kullanilmasi bu uygulamalart sinirli hale getirir (Chillawar ve ark.,
2015). iste tiim bu istenmeyen sonuglarin iistesinden gelmek ve elektrotun istenen tiire
daha duyar ve girisimlerden uzak bir 6zellik kazandirmak icin KME’ler hazirlanir.
IUPAC'e gore, bir KME "iletken veya yari iletken malzemeden yapilmis ve kimyasal
modifiye edici bir film ile kaplanmig, faradayik reaksiyonlar1 veya ara yiiz potansiyel
farklar1 ile bir filmin kimyasal, elektrokimyasal veya optik Ozelliklerini gdsteren bir
elektrot” olarak tanimlanmaktadir. KME’ler modifiye edilmemis elektrotlara gore yiiksek
asir1 gerilimi azaltir, tiirlerin ylikseltgenme veya indirgenmesini katalize ederek cesitli
avantajlar sunar (Chillawar ve ark., 2015). Elektrokimyasal ¢alismalarda segilen elektrotun
tiirli, tasarlanan bir sensoriin ya da biyosensoriin; maliyet, duyarlilik, segicilik ve kararlilik
olgiitlerini etkilemesinden dolayi, sensor hazirlanmasinda elektrot igin gerekli materyal
se¢imi, 6nemli bir Kriterdir.

KME’ler iizerine yapilan arastirmalarin en Onemli konularindan biri, elektrot
yiizeyine modifiye edilen materyalin elektrokatalik ozellik gostermesidir ki bu 6zellik
birgok bilesigin segici ve duyar bir sekilde tayin edilmesini saglamaktadir. Bu amagla son
zamanlarda inorganik nanomateryaller (metal oksitler, metalnanopargacik, kuantum
noktalar, karbon nanotiip, grafen ya da bunlarin hibrit materyalleri) (Akanda ve ark., 2016;
Deng ve ark., 2015; Ertek ve Dilgin, 2016; Karakaya ve Dilgin, 2017; Vu ve ark., 2015b)
oldukea sik kullanilmig olsa da, modifiye malzemesi olarak organik redoks molekiiller iyi
bir elektrokatalitik 6zellik gosterdiginden dolayr KME hazirlanmasinda redoks mediyator
olarak kullanilmasi hala devam eden popiiler konulardan biridir. Ciinkii organik boyar
maddeler suda ¢oziinebilmekte (Teymourian ve ark., 2012), ucuz maliyetli olmasi yaninda

NADH’nin elektrokatalitik ytlikseltgenmesinde elektron transferine aracilik etmektedir ve



bu sebeplerden dolay1 ¢ok ¢esitli redoks mediyatorleri bu amag i¢in kullanilmistir (Sheng
ve ark., 2007). Katekol ve tiirevleri (Nematollahi ve Golabi, 1996), fenazin grubu boyar
maddeler (Dilgin ve ark., 2005; Gligor ve ark., 2009a, b; Hoshino ve ark., 2012; Lates ve
ark., 2011), hematoksilin (Dilgin ve ark., 2010), ve quercetin gibi kinolik bilesikler (Dilgin
ve ark., 2013; Dilgin ve ark., 2012) Clm (Chandra ve ark., 2010; Nigovic, 2006; Rasouli ve
Ghavami, 2016) ve Pcv (Golabi ve ark., 2001, 2002; Nateghi ve ark., 1998; Zhu ve ark.,
2014b) gibi aromatik siilfonik boyar maddeler NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesinde kullanilan redoks mediyatorlerine 6rnek olarak verilebilir. Daha bunun
gibi birgok redoks mediyatorler tutturularak hazirlanmis KME’ler bir¢ok analitin tayini
i¢in sensdr ve biyosensor tasariminda kullanildigr literatiir bilgilerinden goriillmektedir.
Genel olarak katalitik etki gosteren tiim KME’ler, elektrot ylizeyinde redoks
merkezinin modifikasyonu {izerine kurulmustur. Modifiye edilen redoks merkezi, yalin
elektrotta yavas yavas (veya hi¢) yiikseltgenip indirgenen substrat tiirleri i¢in hizli bir
elektron aktarim araci olarak gorev yapar. Elektron transferine aracilik eden organik
redoks mediyatdriin ylizeye tutturulmasi ile hazirlanan KME’lerin ylikseltgenmeye dayali
elektrokatalitik olay ile ilgili temel ilke Sekil 1’de gosterilmektedir (Ciucu, 2014). Bu
sekilde analit, ana ¢o6zeltiden elektrot yiizeyine difiizlenir ve burada mediyatoriin

yiikseltgenmis formuyla (Medy;) tamamen kimyasal tepkimeyle yiikseltgenir.

Elektrot
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Sekil 1.1. Redoks mediyator ile hazirlanmigs KME yiizeyinde elektrokatalitik ylikseltgenme

mekanizmasi (Ciucu, 2014)



Bu olay tiim elektrokatalitik ylikseltgenme c¢alismalarinda gergeklesen bir ECE
(Electrode-Chemical-Electrode) mekanizmasidir. Bu mekanizmanin ilk basamagina gore
(Electode reaction 1) once elektrot yiizeyinde redoks mediyat6riin indirgenmis formu
(Meding ), elektrota e vererek yiikseltgenmis formuna doniisiir (Medy;,). Bu sirada analit
bulk (ana) ¢ozeltiden elektrot ylizeyine difiizlenir ve mediyatoriin yiikseltgenmis formu ile
bir kimyasal tepkimeye girer (Chemical reaction). Bu kimyasal reaksiyon ile Med,y
indirgenirken (Meding) analit ise yiikseltgenmis formuna doniisiir. Son basamakta ise
(Electrode reaction 2) elektrotun potansiyeli, Medy kararli halde kalmasi igin yeterli bir
pozitif degerde tutuldugundan, analit derisimine bagli olarak kimyasal reaksiyon sonucu
olusan Medinq elektroda elektronunu vererek hizlica tekrar yiikseltgenir (Medyx). Boylece
heterojen elektron transferi, dogrudan elektrot ve analit arasinda degil, elektrot ve redoks
mediyator arasinda gerceklesir. Esasinda, mediyator elektrot ve analit arasinda elektron
alict ve verici fonksiyonu olarak islev gorebilir. Bu elektrokatalitik olay sonucunda ya
potansiyel daha negatife (ylikseltgenme i¢in) veya daha pozitife (indirgenme igin) kayar,
ya da yalin elektroda gore akimda artis olur veya her iki olay birlikte goriiliir (Ciucu,
2014). Mediyatorli elektrokatalizlemenin ti¢ 6nemli 6zelligi vardir. Bir elektrokatalitik
KME ile analitin yiikseltgenmesi veya indirgenmesi, bir katalizor-substrat ilave maddesi
olusmadig1 siirece aract maddenin katalizor ciftinin redoks potansiyelinde gerceklesir.
Ikinci olarak, arabulucu katalizérii ve substrat formal potansiyelleri benzer olmalidir. Son
olarak, subsratin basariyla katalize edilmis bir reaksiyonu yalin elektrota gore, sirasiyla
indirgeme veya yiikseltgeme icin daha az negatif veya pozitif potansiyelde meydana gelir.
KME’lere dayali elektroanalitik aragtirmalar i¢in bir diger ilgi alan1 da enzim immobilize
edilmis KME’lerin yapimi ve karakterizasyonudur. Bu tiir elektrotlar elektrokimyasal
tayinin avantajlari ile bir enzimin dogal substrat: i¢in sergiledigi spesifiklik, segicilik ve
enzimin katalitik giiciinii birlestirmektedir. Boylece enzim immobilizasyonu ile birlikte
redoks mediyatorlerin kullanilmasina bagli ¢ok duyar ve segici biyosensorler tasarlanmigtir
(Ciucu, 2014). Bu amag¢ dogrultusunda g¢evresel, biyolojik ve saglik agisindan 6nemli
bircok bilesigin elektrokimyasal sensor ve biyosensor uygulamalarinda ¢ok sayida ve
cesitli gruplar igeren (katekol ve siilfonik asit gibi) grubu organik redoks boyar maddeler,
mediyatér gorevi gormesi bakimindan modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda
kullanilmistir (Dilgin ve ark., 2012c; Gaudin, 2017; Hu ve ark., 1999; Jiang ve ark., 2012;
Katakis ve Dominguez, 1997; Pandey ve ark., 2001; Sheng ve ark., 2007; Wang, 2011).



KME yapiminda metilen mavisi (Dagci ve Alanyalioglu, 2011; Dilgin ve ark., 2012a;
Kertesz ve Van Berkel, 2001; Xiao ve ark., 2011; Zhao ve ark., 2009; Zlamalova ve ark.,
2014), metilen yesili (Kossakowska ve ark., 2010), azure A ve azure B (Khan ve Kumar,
2015; Paul ve ark., 2017; Petzer ve ark., 2012), toluidin mavisi (Dilgin ve ark., 2007),
meldola mavisi (Fort ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2011), nil mavisi (Dilgin ve ark., 2005),
tiyonin (Baskar ve ark., 2012; Li, Z. ve ark., 2013), brilliant kresil mavisi (de-los-Santos-
Alvarez ve ark., 2005; Liu, H. J. ve ark., 2012; Wang ve ark., 1997), neutral kirmizisi
(Broncova ve ark., 2016; Lin ve ark., 2012; Mazar ve ark., 2017) gibi azin tiirii boyar
maddeler, hematoksilin (Aghaei ve ark., 2017; Sahin ve Nakiboglu, 2014), kuersetin
(Wang ve ark., 2011; Yang ve ark., 2017; Yu ve ark., 2017), klorojenik asit (Ma ve ark.,
2016a; Ma ve ark., 2016b), kafeik asit (Simanaviciute ve ark., 2017) gibi birgok katekol
grubu igeren organik bilesikler iyi bir elektrokatalitik 6zellik gosterdiklerinden dolay1 ¢ok
kullanilan yaygin redoks mediyatdor maddeleri arasinda yer almistir. Yukaridaki
literatiirlerde gecen boyar maddeler disinda Clm (Chandra ve ark., 2010; Hashemi ve ark.,
2008; Rasouli ve Ghavami, 2016), Pcv (Chamjangali ve ark., 2015; Deng ve ark., 2015;
Zhu ve ark., 2014b) gibi ASA boyar maddeler grubu ile birlikte katekol grubu iceren
indikatorlerde redoks mediyator olarak kullanilmistir. Bu organik redoks mediyatorlerle
hazirlanan KME’ler ¢ok sayida molekiiliin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde kullanildig:
gibi, bu redoks mediyatorlere enzim immobilize edilerek elektrokimyasal biyosensor

caligmalar1 da gergeklestirilmistir (Zhu ve ark., 2014b).

1.2. Akisa Enjeksiyon Analiz (AEA) Sistemi

AEA kavrami, ilk kez 1975 yilinda piyasaya siiriilmesi ile birlikte modern analitik
prosediirlerin nasil uygulanmakta oldugu iizerinde derin bir etkisi olmustur (Hansen ve
Miro, 2007). Rutin analiz ve kalite giivencesi i¢in ideal bir analitik yontem otomatik, basit,
diisiik maliyetli, saglam, hassas ve dogru olmalidir ve yiiksek bir numune analiz frekansina
sahip olmalidir. AE ve sirali enjeksiyon (sequential injection, SI) analizi, yukarida
belirtilen talepleri yerine getiren iyi kurulmus analitik tekniklerdir (Themelis ve Kika,
2006). AEA’nin ortaya cikisi ile yeni analitik yaklagimlarin ve uygulamalarin gelisimi
dogrultusunda elektrokimyasal sensor ve biyosensor tasarimi i¢in Kullanilan yeni bir
yontem olarak yerini almistir (Hansen ve Miro, 2007). Numunelerin verimli veya
tekrarlanabilir islemleri veya analitlerin kimyasal doniisiimi, akis analizinin yaygin olarak
kabul goren nitelikleridir. Akis analizinin temel bir uygulamasi akig sistemine enjekte
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edilen ¢ozeltinin analit derisimine bagli olarak yanitinin anlik olarak alinmasi seklinde
ifade edilebilir (Trojanowicz, 2016). AEA disiik maliyetli sistem bilesenleri, yliksek
analitik frekans ve otomasyon firsatlar1 gibi diger avantajlar1 da beraberinde getirir
(Lourencao ve ark., 2015). AEA , diisiik numune tiiketimi, gegici sinyal 6l¢iimiine dayali
kisa analiz siiresi, bir akis dedektoriinde kimyasal doniisiimiiniin zor islemleri igin
analizlerin saptanabilir tiirlere ayrilmasi ve online yontemine sahip olmasi gibi rutin
analitik analizler i¢in 6nemli avantajlara sahiptir (Hansen ve Miro, 2007; Lourencao ve
ark., 2015; Rocha ve ark., 2015; Saglam ve ark., 2016; Trojanowicz, 2016; Zen ve ark.,
2003). AEA’nin bu 6nemli istiinliikleri dikkate alindiginda, kabul edilebilir bir dogrulukta,
tekrarlanabilir, kararli ve hizli yanit almak i¢in ¢esitli modifiye elektrotlar kullanilarak
elektrokimyasal sensor/biyosensor calismalart AEA sisteminde de gerceklestirilmistir
(Chamjangali ve ark., 2015; Dilgin ve ark., 2003; Dilgin ve ark., 2005; Ertek ve ark., 2012;
Karakaya ve Dilgin, 2017; Piano ve ark., 2010; Rocha ve ark., 2015; Saglam ve Dilgin,
2017; Sha ve ark., 2004; Wieck ve ark., 1984; Zen ve ark., 2003; Zhao ve ark., 2015; Zhu
ve ark., 2014). Literatiir incelemelerine bakildiginda, ASA boyar maddeleriyle modifiye
PGE ile AEA sisteminde amperometrik sensor ¢alismalari mevcuttur. Fakat NADH’ye
dayali sensdr ve biyosensOr tasarimina ait bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Dolayisiyla
tezimizin konu kapsamu itibariyla, tek kullanimli, kolay elde edilebilir ve ucuz bir elektrot
olan PGE, iyi bir elektrokatalitik 6zellige sahip ASA boyar maddeleriyle birlikte hizli,
devamli ve minimum 6rnek tiikketim konusunda stiinliikk saglayan AEA gibi avantajli {ig
farkl1 bilesenin bir arada kullanilmasi saglanmis ve ilk defa AEA sisteminde ASA organik
redoks mediyatorii  modifiye PGE  kullanilarak NADH’nin  elektrokatalitik
yiikseltgenmesine dayali elektrokimyasal senséor ve NADH-NAD® redoks cifti ve

dehidrogenaz enzimine dayal1 biyosensor calismalari gerceklestirilmistir.

1.3. NADH’nin Elektrokatalitik Yiikseltgenmesi

Etkin, saglam, diisiik maliyetli modifiye elektrotlarin gelistirilmesi ve bunlarin
enzimatik biyosensorlerin tasariminda kullanilmasi ve biyoyakit hiicrelerinin daha iyi bir
seviyeye getirilmesinde kuskusuz cok onemli bir yeri vardir. Ozellikle bu modifiye
elektrotlar, enzimatik kofaktore yakin bir potansiyeldeki elektrot yiizeyine enzimlerin aktif
bolgelerinden elektron tagimada bir ara¢ olmalidir. Nikotinamid adenin dintikleotit (NAD)

dehidrogenaz enzimlerine dayali amperometrik biyosensorler ve biyoyakit hiicrelerinde
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kullanilmak iizere redoks enzimlerine dayali ¢ok sayida aragtirmalar yapilmistir.
Dehidrogenazlar gegmiste birgok farkli substratin yiikseltgenmesini Kkatalize etmek igin
kullanilmistir. Enzimler biyoyakit hiicrelerindeki yakit ¢esitliligini, metanol, gliserol, laktat
ve piruvat gibi alisilmamis enzimatik biyoyakitlar1 da icerecek sekilde genisletmek ig¢in
kullanilmistir. ~ Biyosensorlerde  ve  biyoyakit  hiicrelerinde  dehidrogenazlarin
kullanilmasimin bir sakincasi, nikotinamid varligina ihtiya¢ duyulmasidir. Ciinkii NAD"
olmadan enzim aktivitesini gosteremez. NAD'/NADH redoks cifti diisiik bir redoks
potansiyeline (pH=7’de -0.56 V vs SCE’ye) sahip olmasina ragmen, yalin bir karbon
elektrottaki yiikseltgenmesi yiiksek bir potansiyel gerektirir ve elektrot yiizeyini kirleten
nikotinamit dimerlerin olusumuna neden olabilir. Ornegin NADH’nin yalin elektrotlarda
(Au, GCE vb.) dogrudan yiikseltgenmesi, asir1 yiikksek potansiyel (> 1V) gerektirmektedir.
Katekolamin, askorbik asit ve iirik asit gibi elektroaktif biyomolekiillerin ¢ogu neredeyse
NADH’nin yiikseltgendigi potansiyele yakin bir potansiyelde yiikseltgenir. Ayrica,
modifiye edilmemis elektrotlarda NADH’nin dogrudan yiikseltgenmesi, NADH’nin
yiikseltgenmis {riinlerinin adsorpsiyonu nedeniyle elektrot yiizeyinin kirlenmesi ile
sonuclanir, bu da daha az duyarlilik, zayif secicilik ve kararsiz analitik sinyallerin elde
edilmesine neden olur (Kumar ve Chen, 2008). Ornegin Sekil 1.2°de olusan yan iiriinler ve
yiikseltgenme {irlinii gosterilmistir. Bu yan ve ana iriinlerin adsorpsiyonu, elektrot

yiizeyinin kirlenmesine ve kisa 0miirlii olmasina neden olmaktadir.

N NH katyon radikali ‘ NH \ NH X “NH
o ] T e [O) T — :
N meydana gelmesi TT‘/ proton verme N [:Irj/
R R R R
NADH katyon radikali nétral radikali NAD

Sekil 1.2. NADH nin ylikseltgenme mekanizmasi (Radoi ve Compagnone, 2009)

NADH’nin asir1 potansiyelde yiikseltgenmesini azaltarak daha negatif potansiyele
kaydirmak ve ayn1 zamanda girisim yapabilecek maddelerin etkisini azaltmak i¢in cesitli
mediyatorler kullanilmistir (Meredith ve ark., 2012). Mediyator kullanilarak NADH’ye
duyar bu tiir modifiye elektrotlarin yapiminda kullanilan farkli algilama konfigiirasyonlar
vardir. Bunlar elektrot yiizeyinde tutma, basit desorpsiyon veya dokiim prosediirleri,

elektrograft yontemi, kimyasal izolasyon etkilesimleri, kimyasal kovalent baglanma,
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elektrokimyasal aktivasyon adimlari, elektropolimerizasyon gibi sayilabilir. Biyolojik
molekiillerin elektroanalizi i¢in elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak ince film
olusturma ile ilgili ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Cosnier, 2003, 2005; Kumar ve Chen,
2008; Trojanowicz ve Krawczyk, 1995). Iste tiim bu olumsuz sonuglardan kaginmak icin
daha onceden de vurguladigimiz gibi KME’ler gelistirilmistir. Segilen deney sartlarinda
elektrot ylizeyine yakin bdlgede elektron transferini hizlandirmak igin elektrot yiizeyi
Ozellikle elektrokatalitik Ozellige sahip ¢esitli materyallerle modifiye yoluna gidilmistir.
Elektrokimyasal biriktirmeyle polimer film olusturulmasi; segicilik, duyarlik, homojenlik,
elektrot yiizeyine giiglii yapisma gibi avantajlar saglar (Kumar ve Chen, 2008). NADH nin
yiikseltgenmesi mekanizmasi Sekil 1.3°de verilmistir (Radoi ve Compagnone, 2009).
NADH’nin etkili elektrokatalitik yiikseltgenmesi i¢in iyi bir mediyatdriin 6zelligi
sOyle siralanabilir; (i) Elektrokimyasal davranisinda aktif 6zellik gostermeli, (ii) redoks
mediyatoriin formal potansiyeli NADH’nin yiikseltgengendigi potansiyelinden daha diisiik
olmali, (iii) elektron transfer hiz sabiti (ks) yiiksek degere sahip olmali, (iv) enzimatik
olarak aktif NAD" olusturmali, (v) kirletme etkisi olmamali, (vi) uzun siireli kararli olmals,
(vil) analitin yiliksek asir1 potansiyel degerini daha negatif degerlere kaydirmalidir.
Bununla birlikte modifiye elektrotlar NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesini
saglamasinin yaninda yiizeyde olusturulan redoks filminin tamamimin katalitik
yiikseltgenmesine katkida bulunmasini saglamak ic¢in, immobilize edilmis redoks bolgeleri
arasinda kolay yiik taginmasini saglamasi da 6nemlidir (Kumar ve Chen, 2008). Tez
calismamizda kullandigimiz organik redoks mediyatorlerden sadece Clm ve Pcv modifiye

elektrotlar ile NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine olumlu sonuglar alinabilmistir.

) )
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Sekil 1.3. NADH’1n elektrokimyasal yiikseltgenme tepkimesi (Kumar ve Chen, 2008)
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NADH yiikseltgenmesinde izlenen iki elektron ve bir proton elektrokimyasal-
kimyasal-elektrokimyasal (ECE) mekanizmasi yaygin olarak kabul edilmektedir (Radoi ve
Compagnone, 2009). Elektrot yiizeyinde mediyator ile NADH’nin tepkimesi Sekil 1.4.°de
verilmistir. Bu tepkimeye goére mediyatoriin yiikseltgenmis formu NADH ile tepkimeye
girerek once kompleks yapida bir ara iiriin {izerinden NADH, NAD"’ya yiikseltgenirken
mediyator indirgenmis formuna doniisiir. Ardindan redoks mediyatoriin indirgenmis hali
elektronlarini elektrota vererck tekrar yiikseltgenmis hale geger ve bu sirada ilgili analite
yani NADH’ye elektrokatalitik etki gostererek NADH derisimine baglh bir elektrokimyasal

sinyal elde edilir.

PGE

+ Med ;.
NAD

NADH Medyiix.

Sekil 1.4. Elektrot ylizeyinde mediyator ile NADH nin tepkimesi

1.4. DHG Enzimli ve NAD'/NADH’a Bagh Elektrokimyasal Sensor ve
Biyosensorler

Cevre, gida alanlarinda ve insan sagligi i¢in 6nemli yeri olan bilesiklerin dogru ve
diisiik miktarlarda analizi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi 6nemlidir. Bundan dolay1
elektroanalitik yontemlerin gelismesiyle gecen siire igerisinde biyosensorler, her alanda
cok cesitli bilesiklerin taninmasi ve ayrilmasi i¢in gii¢lii araclar haline gelmeye baslamistir.
llgili analit ile etkilesime giren bir biyotanimlayic1 elaman ile biyotanimlayici elamani
Olciilebilir bir sinyal haline ¢eviren bir doniistiiriicii eleman (transducer) arasindaki yakin
etkilesime dayanan biyosensorler gelistirilmistir. Bu analitik araglar, yliksek secicilik ve
duyarhilik, diisiik cihaz maliyeti, kullanim kolaylig1 ve testin hizli olmas1 nedeniyle klasik

analiz tekniklerine gore gayet hizli bir sekilde ilerleme saglamistir (Campas ve ark., 2009).
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Biyosensorler igerisinde en ¢ok kullanilan1 elektrokimyasal biyosensorlerdir.
Elektrokimyasal biyosensor, elektronik iletken, yari iletken veya iyonik iletken malzeme
bir biyokimyasal filmle kaplandigindan, kimyasal olarak modifiye edilmis bir elektrot
olarak kabul edilmektedir. Tipik bir biyosensor yapisi ti¢ 6zellige sahiptir. Bunlar tanima
elemani, sinyal dOniistirme yapist ve bir sinyal katlandirici/isleme eleman.
Elektrokimyasal biyosensorlerde en énemli husus biyoalgilayici elementin doniistiiriiciiye
olduk¢a yakin olmasidir. Biyosensorler genellikle belirli bir analitin veya analitler
grubunun konsantrasyonu ile orantili olan dijital bir elektronik sinyal verir. Bir¢ok
elektrokimyasal sensor tipi hem biyotanimlayici elemente hem de doniistiiriicliye bagl
olarak gelistirilmesine ragmen, en sik kullanilan elektrokimyasal sensdr tipi biyoalgilayici
elementin oksidorediiktaz enzimlerinin (dehidrogenaz ve oksidaz enzimleri) ve
dontistiiriciiniin  amperometri oldugu enzimatik amperometrik biyosensorlerdir. Bu
enzimler arasinda oksijene bagli oksidaz enzimleri genis uygulama alani bulmasina
ragmen, elektrokimyasal sensdrlerde NAD"ya bagli dehidrogenazlar, pirolokinolinkinon
(PQQ) bagl dehidrogenazlar, peroksidazlar ve multi kofaktdr enzimlerde kullanilmaktadir
(Ciucu, 2014). Farkli biyosensorlerin gesitleri arasinda, elektrokimyasal cihazlar,
elektrokimyasal algilamaya Ozgii yiiksek hassasiyete sahip olmalar1 ve kiigiiltiilmiis ve
tasinabilir analiz cihazlar saglayan gerekli aletlerin minyatiirize edilmesi imkani nedeniyle ilgi
¢ekici  olmustur.  Biyomolekiillerin  elektrotlara  immobilizasyonu, elektrokimyasal
biyosensorlerin gelistirilmesinde dnemli bir konudur. Biyomolekiiliin islevselligini korumaktan
baska, immobilizasyon yontemi aktif bdlgesinin erisilebilirligini saglamalidir. Biyoalgilama
molekiilii ve doniistiiriicii arasinda yakinlik ve etkin bir elektron transferi elde etmek i¢in de
arzu edilir. Bu nedenle, biyosensoriin duyarliligi, yanit siiresi, uzun siireli kararli ve
tekrarlanabilirlik immobilizasyon teknigine biiyiik ol¢lide baghdir. Baslica immobilizasyon
yontemleri adsorpsiyon, kovalent baglanma, polimerik bir matris igerisine bindirme ve ¢apraz
baglama gibi siralanabilir (Campas ve ark., 2009).

Dehidrogenaz enzimine bagli biyosensorlerde, dehidrogenaz enzimi bir substratin
yiikseltgenmesine neden olurken, ayni zamanda enzimin ihtiya¢ duydugu kofaktér NAD",
NADH’ye indirgenir. Daha sonra olusan NADH nin elektrokimyasal yiikseltgenmesine bagl
akim ya da akim-potansiyel egrileri izlenerek ya amperometrik ya da voltammetrik
biyosensorler gelistirilir. Voltammetrik sensorlere gore daha duyar olan ve tercih edilen
amperometrik biyosensorlerde, NADH'in yiikseltgenmesi Sinyal iletiminde 6nemli rol oynar

ve bir redoks mediyatdr kullanilarak NADH tekrar NAD"’ya déniistiiriilebilir. NAD*/NADH
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redoks ¢iftinin potansiyeli, pH’ye ve ¢oziicii tiirline bagl olarak, genellikle pH=7,0’de SCE’ye
kars1 -0,56 V oldugu kabul edilmektedir (Katakis ve Dominguez, 1997). Son yillarda
modifiye elektrotlar kullanilarak NAD*/NADH redoks ¢ifti ve dehidrogenaz enzimine
dayali amperometrik biyosensorler iizerine olduk¢a fazla ¢alisma yapilmistir (Katakis ve
Dominguez, 1997; Lobo ve ark., 1997). NADH’ye bagh ilk biyosensér, DHG enzimleri
varliginda substrat ile NAD"’nin enzimatik tepkimesi sonucu olusan NADH’nin temiz
yalin elektrot yilizeyinde dogrudan elektrokimyasal yiikseltgenmesine dayali olarak

gelistirilmistir (Tepkime 1.1).

Substrat + NAD"™ —PHG _ Urin , NADH +H' Enzimatik Tepkime (1.1)

Tepkime 1.1°e gore gergeklesen sensorler birinci nesil biyosensor olarak tanimlanmaktadir.
Bu tiir biyosensdriin en biiyiik dezavantaji, daha dnce de belirtildigi gibi, NADH’nin yalin
elektrotlardaki ylikseltgenmesi yliksek asir1 potansiyel, elektrot yilizeyinin kirlenmesi ve
diisiik tekrarlanabilirlik ve kararsizlik olarak siralanabilir. Bu istenmeyen sonuglar
gidermeye yonelik yapilan ¢alismalardan NADH’ye bagh ikinci nesil biyosensor
gelistirilmistir. Bu tiir sensérde, NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde kullanilan
redoks mediyatorle KME’ler hazirlanarak, bu elektrotlarla enzimatik tepkime sonucu
meydana gelen NADH nin 6l¢timii esas alimmustir (Christenson ve ark., 2004; Ciucu, 2014;
Lobo ve ark., 1997). Ikinci nesil biyosensorlere ait genel bir mekanizma Sekil 1.5’te
verilmistir. Mekanizmaya gore enzimatik reaksiyonla analit {irline doniisiirken enzimin
redoks aktif grubu ya da kofaktorii indirgenmis formuna déniisiir. Ornegin oksidaz
enzimlerinde bu isi Flavin adenin grubu iistlenirken (FAD, FADH,ye indirgenerek)
dehidrogenaz enzimlerinde kofaktér NAD"’nin NADH’ye indirgenmesiyle gerceklesir.
Olusan indirgenmis form, redoks mediyatoriin yiikseltgenmis formu ile tekrar
yiikseltgenirken redoks mediyator, indirgenmis formuna dontisiir. Son adimda indirgenmis
formdaki redoks mediyator elektroda elektronlarini vererek tekrar yiikseltgenmis formuna
dontisiir ve bu sirada ilgili analitin derisimine bagl bir elektrokimyasal sinyal elde edilir
(Christenson ve ark., 2004; Ciucu, 2014; Lobo ve ark., 1997).
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elektrot
substrat ylikseltgenmis indirgenmisg
enzim mediyatér \
elektronltransferi elektronJtransferi elektronjtransferi
)
trtn Indlrgenmis Y mediyator
Sekil 1.5. Mediyatorle modifiye edilen elektrotta genel bir enzimatik biyosensor
mekanizmasi (Ciucu, 2014)
Substrat + NAD* —22 = (Jriin + NADH + H* Enzimatik Tepkime (1.2)
Med(ingy —— Medix) + 26" + nH" Elektrot Tepkimesi (1.3)
Medyix) +NADH ——— Med(jng) + NAD" Kimyasal Tepkime (1.4)
Med(ingy —— Medyix) + 26+ nH" Elektrot Tepkimesi (1.5)
NADH ——— NAD" +2¢" + H* Net Tepkime (1.6)

Ucgiincii nesil biyosensorler olarak adlandirilan flavoenzimlere bagli biyosensorlerde
ise enzimin aktif merkezi ve elektrot arasinda dogrudan bir elektron transferi
gerceklesmektedir. Bu biyosensor tiirlerinden daha ¢ok ikinci ve tiglincii nesil biyosensor
kullanilmigtir (Lobo ve ark., 1997; Wang, 2001). Daha 6nceden bahsedildigi gibi NADH,
300°den fazla dehidrogenaz esasli enzimatik reaksiyonlarda gorev alan Onemli bir
kofaktordiir (Bai ve ark., 2012). Daha ¢ok, azin tiirii boyar maddelerle hazirlanan KME’ler
kullanilarak alkol, glikoz, laktat ve glutamat biyosensorii gelistirilmistir (Chakraborty ve
Raj, 2007; Du ve ark., 2008; Piano ve ark., 2010; Villamil ve ark., 1997; Yang ve Liu,
2009; X. H. Zhang ve ark., 2011). NADH’ye bagli 6rnek bir biyosensor ve bu biyosensore
ait mekanizmasi Sekil 1.6’da alkol biyosensorii igin verilmistir. Alkol biyosensoriinde

redoks mediyatorlerle modifiye edilmis elektrot yiizeyine alkol dehidrogenaz (ADH) veya
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alkol oksidaz enzimleri tutturulur ve kofaktsr NAD" varhiginda alkol bu enzimlerle
enzimatik bir tepkimeye girerek aldehit ve NAD"’nin indirgenmis formunu (NADH)
olusturur (Yang ve Liu, 2009).

Alkol + NAD" —APH  _ Aldehit + NADH + H* Enzimatik Tepkime (1.7)

Reaksiyon sonucu olusan NADH, mediyatoriin yiikseltgenmis formu ile kimyasal
tepkimeye girer NADH’1n kendisi NAD"’ya yiikseltgenirken, mediyatoriin yiikselgenmis
formu da, indirgenmis haline geger. Son olarak indirgenmis formdaki mediyator elektrota
elektronlarin1  vererek yiikseltgenmis hale gegisi sirasinda meydana gelen akimin
kaydedilmesiyle alkol, dolayli yoldan tayin edilmis olur. Bu ¢alismada, tek geperli karbon
nanotiip (single walled carbon nanotube, SWCNT) tutturulmus GCE yiizeyine Brilliant
Kresil Mavisi (BKM) elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edilmistir. Hazirlanan bu
modifiye elektrot 6nce NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde kullanilmis, daha
sonra etanol dehidrogenaz enzimi elektrot ylizeyine tutturularak etanol biyosensorii
gelistirilmistir. Alkol dehidrogenaz/karbon nanotiip/poli-BKM modifiye GCE’de etanol
tayinine iligkin akim-zaman egrilerinden dogrusal yanit araligi 0,4-2,4 mM ve belirtme alt
sinir1 da 0,1 mM olarak bulunmustur. Gelistirilen biyosensoriin mekanizmasi, asagidaki

semayla gosterilmistir (Yang ve Liu, 2009).

M PBCB ;) NADH aldehit

sinyal 2¢”

' PBCB;q NAD™ etanol
Sekil 1.6. Poli-BKM modifiye elektrot kullanilarak NADH’ye bagli gelistirilen etanol

biyosensoriin sematik gosterimi (Yang ve Liu, 2009)

Glikoz, laktoz, vb. karbonhidratlarin ve glutamat gibi bir amino asit tuzunun
biyosensor yapiminda farkli redoks mediyatorlerle modifiye elektrotlar kullanilarak benzer

mekanizma izlenmis, ancak enzim olarak ilgili substrata ait enzimler (glikoz dehidrogenaz
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(GDH), laktat dehidrogenaz (LDH) ve glutamat dehidrogenaz kullanilmistir (Du ve ark.,
2008; Hughes ve ark., 2016; Jafari ve ark., 2014; Lobo ve ark., 1997; Piano ve ark., 2010;
Radoi ve Compagnone, 2009; Saleh ve ark., 2011a; Silber ve ark., 1996; Zhu ve ark.,
2014b).
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Kalem Grafit Elektrot Kullanimmma Dayal Sensorler ve Biyosensorler

PGE ana bilesen olarak kil, grafit ve bal mumu iceren ve elektrokimyasal
calismalarda sikc¢a kullanilan karbon bazli bir elektrot malzemesidir. Grafit icerigine gore
sertlik ve yumusaklik gosterir. Farkli tiirde PGE’ler (2B, HB, 2H gibi) ¢alisma elektrotu
olarak elektrokimyasal ¢alismalarda siklikla kullanilmistir (Akanda ve ark., 2016; Kawde
ve ark., 2016; Ozcan ve Ilkbas, 2015b; Vishnu ve Kumar, 2017). PGE, ilk defa 1997
yilinda kadmiyum ve kursunun siyirma voltammetrisi ile analizinde kullanilmistir (Kawde
ve ark., 2016; Bond ve ark., 1997). PGE, tek kullanimli olmasi, genis kullanilabilirlik,
diistik teknolojisi nedeniyle diisiik maliyet, iyi mekaniksel sertlik, kimyasal inertlik, diisiik
zemin akimi, genis potansiyel aralik, gii¢lii adsorpsiyon 6zelligi, kolay modifikasyon ve
minyatiirlesme gibi avantajlara sahiptir. Bunlarin yaninda, PGE, GCE dahil kati1 hal
elektrotlarda yaygin olarak uygulanan ve uzun siiren parlatma islemlerinin olmamasi ve
daha basit ve hizli bir yenilenebilir yiizey alani1 sunmast ve ¢aligilan tiim redoks sistemleri
igin iyi tammlanmis ve tekrarlanabilir voltammetrik pikleri saglayabilmesi gibi 6zelliklere
de sahiptir. Ayrica PGE, yliksek yiizey alani, iyi iletkenlik ve kullanim kolayligi, diger
elektrotlara gore elektron transfer hizinin yiiksek olmasi, belirli hedef tiirlere karsi
elektrotun duyarliliginin ve se¢iciliginin iyi olmasi gibi 6zelliklere de sahiptir (Akanda ve
ark., 2016; Kawde ve ark., 2016). PGE’nin bu avantajlarindan dolayi, elektrokimyasal
analizlerde son yillarda elektrot materyali olarak olduk¢a sik kullanilmis ve halen birgok
bilim insaninin dikkatini ¢ekmeye devam etmektedir.

PGE’nin kullanilmastyla yapilan galigmalardan érnek verecek olursak; Ozcan ve
arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢calismada, modifiye bir PGE, dopaminin (DOP)
kan serumu ve farmasotik orneklerinde segici ve duyarli bir sekilde tayin edilmesinde
kullanilmistir. Bu amacla PGE yiizeyi modifikasyon isleminden gegirilmis olup, bu islem
iki adimda gerceklestirilmistir. Once asir1 oksidasyon islemiyle PGE (EOPGE) elde dilmis
daha sonrada elektrokimyasal polimerizasyon ile PGE (EOPGE) yiizeyine pirol-3-
karboksilik asit kaplanarak (p(P3CA)/EOPGE) modifiye elektrot hazirlanmistir. Kullanilan

modifikasyon islemiyle DOP’un elektrokimyasal yiikseltgenmesi iizerine sinerjistik bir
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etki gosterdigi tespit edilmistir. Modifiye elektrot (p(P3CA)/EOPGE), yiikseltgenme
potansiyelini, askorbik asit ve irik asit gibi ortak girisim etkisi gosteren maddelerden
ayirarak, DOP’a kars1 yiiksek secicilik sagladigi yapilan ¢alismada belirtilmistir. DOP’un
elektrokimyasal yiikseltgenmesinde elde edilen dogrusal aralik 0,025 uM ve 7,5 uM,
gozlenebilme simiri, sinyal giiriiltii oranina (S/N:3)’e gore 0,0025uM olarak bulunmustur
(Ozcan ve ark., 2017). Yine benzer bir sekilde poli (pirol-3-karboksilik asit) modifiye
kalem grafit elektrodu (p (P3CA)/PGE) kullanilarak kan serumu ve idrar 6rneklerinde
serotonin (SER) tayini de gerceklestirilmistir. Dogrusal aralik 0.01 puM ile 1.0 uM
arasinda, gozlenebilme smirt (S/N=3) 'e gore 2,5 nM ve tekrarlanabilirlik (N:10 igin)
RSD: %3,8 olarak belirlenmistir (Ozcan ve ilkbas, 2015a).

Yine Ozcan ve arkadaslarin PGE ile yapti§1 baska bir calismada, viicut sivilarinda
irik asit varliginda parasetamoliin (PC) basit ve hizli elektrokimyasal tayini,
gerceklestirilmistir. Bunun igin elektrokimyasal olarak islem gormiis kalem grafit (ETPG)
elektrotlart 0,1 M H3P0,4 ¢ozeltisi iginde -0,3 V ile +2,0 V potansiyel araliginda dongiisel
voltammogramlarin kaydedilmesiyle hazirlanmis daha sonra ETPG elektrotu iizerinde
olusturulan N-asetil-p-benzokinonimin elektrokimyasal indirgenmesine bagli olarak
PC’nin voltammetrik tayini gergeklestirilmistir. ETPG elektrotunun elektrokimyasal yaniti,
adsorptif transfer styirma diferansiyel puls voltammetri (ATSDPV) ile degerlendirilmis.
PC’nin voltammetrik tayininde dogrusal aralik 0,05-2,5uM gozlenebilme sinir1 2,5 nM
(S/N=3) olarak bulunmustur. Onerilen yontemle, iirik asitin girisimi olmadan ve dogrudan
kan serum orneklerinde PC’nin belirlenmesine imkan sagladigi belirtilmistir (Ozcan ve
Sahin, 2011).

Siirticii ve arkadaglarinin yaptigi caligmada ise yeni sentezlenmis bir azo boyasi olan
etanon (E) -1- (4 - ((4 (fenilamino) fenil) diazenil) fenil ile indirgenmis grafen oksit
karigimi, PGE’nin yiizeyine elektrokimyasal olarak modifiye edilmistir. Daha sonra elde
edilen modifiye elektrotla, elektrokimyasal teknikler kullanarak bir organofosfor pestisiti
olarak bilinen fenitrothion’un elektrokimyasal tayini gergeklestirilmistir (Surucu ve ark.,
2017). Bolat ve arkadaglari Setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve MWCNT(¢ok
duvarli karbon nanotiip)’yi elektropolimerizasyon yoluyla birlestirerek, PGE yiizeyi
poli(CTAB)-MWCNTSs ile modifiye etmisler ve bu modifiye elektrodu bisfenol A’nin
(BPA) tayininde kullanmiglardir (Bolat ve ark., 2018).
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PGE’yi kullanarak Ayaz ve Dilgin’in (2017) yaptig1 bir ¢caligmada, Pcv ile modifiye
PGE hazirlanarak hidrazinin elektrokatalitik ytlikseltgenmesi incelenmistir. Bu amagcla ilk
once 0,01M olarak hazirlanmis Pcv ¢ozeltisine 10 dakika siireyle daldirilarak adsorpsiyon
yoluyla modifiye PGE hazirlanmistir (Pcv/PGE). Kaydedilen dongiisel voltammogramlara
gore, hidrazin yalin elektrotta 0,6V’ta yiikseltgenirken, modifiye PGE’de hidrazinin
0,10V’ta yiikseltgendigi rapor edilmistir. Ayrica kullanilan kalem uglarinin iletkenlige
etkisi de arastirilmistir. Bu amagla kil ve karbon orami farkli olan bes ¢esit kalem ucu (2B,
B, HB, H ve 2H) kullanilmistir. Hidrazinin elektrokatalitik yiikseltgenmesine ait pik
akimlarinin yanitlarima ait elde edilen dongiisel voltammogramlart ve hem de
elektrokimyasal impedans spektrumlar1 incelenmis ve sonug itibartyla PGE’nin
iletkenliginin, grafit oraninin artmasiyla arttig1 yapilan ¢aligmayla goriilmiistiir. Daha sonra
AEA sisteminde hidrazinin Pcv/PGE’de elektrokatalitik yiikseltgenmesine bagl
amperometrik tayini gerceklestirilmistir. Hidrazin i¢in dogrusal aralik 0,25 ile 500 uM
gozlenebilme sinir1 ise 0,08 pM olarak bulunmustur (Ayaz ve Dilgin, 2017).

Emir ve Dilgin’nin PGE’y1 kullanarak yaptigi diger bir calismada ise azo boyar
maddelerden olan Clm elektropolimerizasyon yontemiyle PGE yiizeyine modifiye edilmis
ve sllfiir tayininde kullanilmistir. Modifiye elektrot 0,10 mM monomer derisimindeki Clm
icerecek sekilde, 0,10 M NaNO; ihtiva eden pH=2,0 Britton-Robinson tamponu
¢ozeltisinde bes ardisik dongiisel voltammogrami alinarak elektropolimerizasyonla
hazirlanmistir. Modifiye maddesi olarak kullanilan Clm’nin siilfiire olan elektrokatalitik
etkisinin dongiisel voltammogramlarindan alinan sonuglarina bakildiginda, siilfiiriin yalin
elektrota gore yiikseltgenme potansiyelini 420 mV’tan 250 mV’a kaymasina neden oldugu
180 mV’luk bir potansiyel degisimi ile olumlu bir sonug elde edilmistir. Daha sonra AEA
sisteminde  siilfiiriin  Poli-Clm/PGE’de  elektrokatalitik  yiikseltgenmesine  baglh
amperometrik tayini gerceklestirilmistir. AE amperometrik sonuglardan, siilfiir ic¢in
dogrusal aralik 0,10-500,0 uM go6zlenebilme sinir1 ise 0,03 uM olarak bulunmustur (Emir
ve Dilgin, 2018).

PGE ile ilgili baska bir ¢alisma Zheng ve arkadaglari tarafindan yapilmistir. Bu
calismada PGE yiizeyi CdS nanogubuklar kullanilarak modifiye edilmistir. Bir sonraki
adimda, gelistirilmis elektrot, potasyum persiilfatin (K,S;0s) birlikte reaksiyona giren bir
elektrokemiliiminesans (ECL) teknigi kullanarak klorojenik asiti (CA) saptamak igin

kullanilmistir. Olast ECL mekanizmasi, alinan sinyal yanitlari {izerine pH ve dongiisel
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voltammetrik tarama hiz1 etkisi arastinnlmistir. ECL yogunlugu, hedef molekiiliin
konsantrasyonuyla iliskili olarak kantitatif olarak azaldigi tespit edilmistir. Optimize
edilmis sartlar altinda, sondiirilmiis ECL yogunlugu ve CA konsantrasyonunun
logaritmasi arasindaki dogrusal iliski 2x10 ila 8x10”" mol/L araliginda ve gdzlenebilme
siurt ise 1x10 mol/L olarak tespit edilmistir. PGE, parlatma islemlerinden daha basit ve
daha hizli yenilenebilir bir yiizey sundugu ve PGE’lerin ayrica kat1 elektrotlar lizerindeki
tek tek ylizeyler i¢in iyi bir tekrarlanabilirlik gosterdigi rapor edilmistir. PGE’nin bu
miikkemmel 6zelliklerinden dolayi, niklosamid, NADH, vitamin B12, luteolin ve antikanser
gibi ilaclarmin tayininde daha fazla analitik uygulamalarda kullanilmasiyla &nemini
korumaktadir (Zheng ve ark., 2017).

Diger bir calismada ise PGE kullanilarak bir¢ok mineralde bulunan Bor’un
voltammetrik tayini yapilmistir (Liv ve Nakiboglu, 2018). Yalin PGE, 180 saniye boyunca
+2,0 V’da 0,1 M pH=7,0 PBS’de aktive edilmis, bu sekilde okside edilmis kalem grafit
elektrotu, 0,1M pH=10,0 PB ve 10* M ksilenol turuncusu ¢ozeltisi iginde, dongiisel
voltammetri kullanarak ve -0,4 ile 2,0 V arasinda 150 mV/s tarama hizinda 7 dongiiyle
PGE poli ksilenol turuncusu ile modifikasyonu yapilmistir (Liv ve Nakiboglu, 2018).

PGE’lerle birlikte dehidrogenaz ve oksidaz enzimleri kullanilarak enzimatik
biyosensorlerin gelistirildigi c¢alismalarda mevcuttur. Dehidrogenaz enzimine dayali
calismalar konu biitiinliigli a¢isindan bundan sonraki dehidrogenaza dayali biyosensorler
kisminda bahsedilecektir. Oksidaz enziminin kullanildigi biyosensor caligmasina ornek
verecek olursak, Saglam ve arkadaglari tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, PGE
yiizeyine elektrokimyasal olarak kuantum noktalarla (ZnS—CdS) biriktirme yapildiktan
sonra (ZnS—CdS/PGE) capraz baglayici olarak kitosanin kullanilmasiyla glikoz oksidaz
enzimi (GOD) bu elektrot yiizeyine immobilize edilerek elektrokimyasal biyosensor
(GOD/CT/ZnS—-CdS/PGE) hazirlanmistir (Saglam ve ark., 2016b). GOD/CT/ZnS-
CdS/PGE enzim elektrotunun glukoza verdigi yanit ve AEA sisteminde elde edilen
amperometrik yanitlar Sekil 2.1°de verilmistir. Sekil 2.1A’da goriildiigii gibi oncelikle
enzim modifiye elektrodun dongiisel voltammograminda enzimin FAD/FADH, grubuna
ait bir redoks cifti gézlenmistir (Sekil 2.1A/a). Daha sonra ortam O, ile doyuruldugunda
anodik pik azalirken katodik pikte biiyiik bir artis olmustur (Sekil 2.1A/b). Ortama glikoz
ilave edildiginde ise enzimatik tepkime sonucu glikoz glikanolaktona yiikseltgenirken

O2’nide tiikettiginden glikoz derisimine bagli olarak katodik pikte azalma gozlenmistir
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(Sekil 2.1A/c ve d). Tiim bu dongiisel voltammogramlara iligkin ger¢eklesen reaksiyonlar
asagida verilmistir. Bu azalma glikoz derisimi ile orantili olup AEA sisteminde
amperometirk glikoz biyosensoric GOD/CT/ZnS—-CdS/PGE ve ilk kez PGE igin tasarlanan
fotoelektrokimyasal akis hiicresi kullanilarak gergeklestirilmistir. AE amperometrik
caligmalardan, dogrusal aralik 0,01-1,0 mM glikoz, dogru denklemi I(pA) = 1,830 C(mM)
+ 0,146 olup, gozlenebilme siirt ise 3,0 uM glikoz olarak bulunmustur. Glikoz asagidaki

tepkimeler de gosterildigi gibi elektrokimyasal olarak Olgtlilebilmistir:

GOD-FAD + 2¢” + 2H" GOD-FADH:2 (2.1)
GOD-FADH; + O, GOD - FAD +H,0, (2.2)
Glikoz + GOD-FAD Glukanolakton + GOD — FADH;, (2.3)
A B
29 :|E>.5 nA :’;M
4 - 0.5 {_u:\
Foos -

-20 T T T T T T T
-0.7 -086 -05 -0.4 -0.3 -02 -0.1

Potansiyel/V

Sekil 2.1. A) GOD/CT/CdS—ZnS/PGE’in CV’leri (a) (BRBS, pH 6,0) glikoz yoklugunda
(b) ve 0,5 mM glikoz varliginda ve (c)1,0 mM glikoz, tarama hiz1 20mV/s ve B) AEA
sisteminde 0,01 mM ile 1 mM glikoz araliginda farkli derisimlerdeki glikozun akim-zaman
egrisi TC: 1,0 M KClI ihtiva eden pH=6,0 BRBS; CP: 500 mV; AH:1,3 mL/dk OYH:100
uL KU: 10cm) (Saglam ve ark., 2016b)

Bagka bir ¢alisma da ise laktat oksidaz enzimi kullanilmistir. Elektrot materyali
olarak daha biiyiik bir aktif elektrot ylizey alanina sahip olmasi ve bu yiizden analitin

diisiik konsantrasyonlarini ve/veya hacimlerini algilayabiliyor olmasi agisindan PGE
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secilmistir. PGE’nin se¢ilmesinin 6neminin analit miktarinin az olmasi halinde daha da
arttigi vurgulanmistir (Dagar ve Pundir, 2017). Dagar ve Pundir tarafindan PGE’nin
kullanildigr en gilincel calismalardan birinde PGE yiizeyi aliiminyum bulamacla
temizlenmis ve sonra 400 pL anilin 25,0 ml 1 M KCI ihtiva eden ¢6zelti igerisine ilave
edilerek elektropolimerizasyon igin -0,2 ile +0,6V potansiyel araliginda ardigik 20
dongiiyle dongiisel voltammetride PGE yiizeyine biriktirilmistir (PANI/PGE). Daha sonra
400 pL bakir nanopartikiil (CuNPs) ve 1,0 mL karboksilat ¢ok duvarli karbon nanotiipleri
(CMWCNTS) siispansiyonu 25,0 ml 1 M KCl ihtiva eden ¢ozeltiye ilave edilerek karismasi
saglanmistir. Bu karistma PANI/PGE daldirilarak yine 0,2 ile +0,6V potansiyel araliginda
ardisgtk 20  dongliyle  elektrokimyasal  olarak  polimerizasyonu  saglanarak
CcMWCNT/CuNPs/PANI/PGE modifiye elektrot elde edilmektedir. Daha sonra elektrot, 2
mL ¢6ziinmiis Laktat oksidaz (LOx) (1 mg/ml 0,1 M sodyum fosfat (pH=7,0) i¢ine
CMWCNT/CuNPs/PANI/PGE elektrotu daldirilarak immobilizasyonu saglanmis ve oda
sicakliginda  gece  boyunca  muhafaza  edilmistir.  Elde  edilen  elektrot
LOx/cMWCNT/CuNPs/PANI/PGE 0,1 M pH=7,0 PBS ile 3-4 kez yikandiktan sonra, bir
calisma elektrotu olarak kullanima hazir hale getirilmistir (Dagar ve Pundir, 2017). Cesitli
biyolojik materyallerde laktat seviyesinin tespitinde bu elektrot biyosensor olarak
kullanilmistir. Dogrusal aralik 1-2500 uM, goézlenebilme smirt ise 0,25 uM olarak
bulunmustur. LOX tabanli biyosensorler, laktik asitin piruvat ve H,O,’ye oksijenle
yiikseltgenmesini igeren, basit reaksiyonu ve kolay biyolojik sensor tasarimi nedeniyle

tercih edilmistir. H,O, asagidaki gibi dogrudan elektrokimyasal olarak dlgiilebilmistir:

Laktik Asit + 0, — =% piruvat + H,0, 2.4)
yiiksek voltaj . )
H,0, » 2H + 0O, + 2e (25)

Elde edilen laktat biyosensoriin pA cinsinden 6lgiilen maksimum yaniti, 0,28 V
uygulanan potansiyelde 5 saniye iginde elde edilmis ve bu nedenle daha sonraki
calismalarda bu potansiyel kullanilmigtir. Boylece modifiye elektrottan daha yiiksek akim
elde edilmis ve cMWCNT/CuNPs/PANI/PG kompozit filmin biiyiik etkili yiizey alanina
meydana getirdigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle, elektron aktarim araci olarak gorev
yapan c-MWCNT/CuNPs/PANI, biyosensor yanitinin arttirilmasina yardimer oldugu ve
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boylece duyarliligini da artirmistir. LOX’in modifiye elektrot {izerine immobilizasyondan
sonra LOx reaksiyonundan iiretilen H,O,’nin elektrokimyasal olarak pargalanmasi
nedeniyle, akim yanit1 artmistir (Dagar ve Pundir, 2017).

PGE’nin kullanildig1 bir diger biyosensor ¢alismasinda PGE yiizeyine poli glisidil
metakrilat-ko-vinilferrosen (GMA-co-VFc) damlatilip ve kurumaya birakilmis ve daha
sonra elektrot, poli (GMA-ko-VFc) ile FAD arasinda bir bag olusturmak iizere, 3 saat
stireyle 0,1 M 3-aminofenilboronik asit igerisine daldirilmistir. Daha sonra, modifiye
edilmis elektrot 0,1 M FAD’ye (flavin adenin dintikleotit) daldirilip, yavas bir sekilde 3
saat karistirilmistir. Son olarak, elektrot, FAD iizerinde tek tabakali etkili bir sekilde
yeniden olusturulmasina saglamak i¢in apo glikoz oksidaz enzimine (Apo-GoX) 24 saat
toplam siireyle yerlestirilmistir (Sekil 2.2). Yapidaki ferrosenin elektrokimyasal davranis
baz alinarak amperometrik glikoz biyosensorii gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensoriin
kalibrasyon egrisi 1-16 mM arasinda dogrusal bulunmus ve gézlenebilme sinir1 2,7 uM

olarak tespit edilmistir (Dervisevic ve ark., 2015).

Polimer

Grafit elektrot  film FAD Apo-GoX

W

4’ Apo-GoX

S FAD

- Bronik asit

wwsse poli-GMA -co-VFc

Sekil 2.2. Gelistirilen glikoz biyosensoriin yapist (Dervisevic ve ark., 2015)
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Bagka bir calismada ise grafen oksit(GO) PGE yiizeyine modifiye edilmis ve daha
sonra GOD (Glikoz Oksidaz) enzimi immobilize edilmistir. Tasarlanan biyosensoriin
elektrokimyasal ozellikleri CV ve kronoamperometri ile incelenmistir. Bu elektrotun
dongiisel voltammetrideki davranisi incelendiginde -0,521 V’luk bir formal potansiyele ve
35 mV’luk pik ayrilmasina sahip olmasiyla iyi tanimlanmis bu ¢ift pik, GOD ve elektrot
arasindaki direkt elektron transferini belirtir. Elde edilen elektrot glikoz ortaminda O;’nin
elektrokatalitik indirgenmesine ait piklerdeki azalisina bagli olarak biyosensor
gelistirilmistir. Dogrusal aralik 40-600 uM glikoz, dogru denklemi I(pnA) = -0,0018 C(uM)
— 1,91 olup, gozlenebilme sinirt ise 0,61 uM glikoz olarak bulunmustur (Sehat ve ark.,
2015).

35
A 33 y=-0.0018x-1.91 B

_——
291 R=0.9975 .
324 . P 15 - ‘]1'
25 4 - i
< 21 4 = - SR
= 09 mmm=mT Lf
-é 1] 00 400 600 -é 0 4 - ‘_—_"".IIII
[Glikoz]/n M y - -m Y
Ld 2.6 A - [ - - /
o o
23 By — __ GOx-RGO/PGE
" T —-- RGO /PGE
N N\ Yalm PGE
i i i . . -30 T r
0 100 200 300 400 500 600 -0.75 -0.55 -0.35 -0.15
- E/V vs. Ag | AgCl
Siire(s) ve-Ag|Ag

Sekil 2.3. A) GOx-RGO/PGE’un 0,1 mM, PBS pH 7, ¢6zelti ortaminda ardisik olarak 0,1
mM glikozun eklenmesiyle -0,6 V uygulanan potansiyele karsi amperometrik akim-zaman
ve dogrusal kalibrasyon egrisi. B) pH=7,0 olan 0,1 M PBS ortaminda v: 50 mV/s a) Yalin
PGE b) RGO/PGE ¢)GOx-RGO/PGE’nin CV’leri (Sehat ve ark., 2015)

PGE’nin kullanilmasiyla ilgili yapilan bazi c¢aligmalar ¢izelge 2.1°de verilmistir.
Literatlir ¢aligmalarina bakildiginda PGE’nin hematoksilinle modifiye edilerek NADH
(Dilgin ve ark., 2012b), PGE ile niklosamid (Dede ve ark., 2014), PGE polipirol ile
modifiye edilerek klorpirifos (Uygun ve Dilgin, 2013), PGE ile tannik asit tayini (Vu ve
ark., 2015a) PGE ile Bor’un voltammetrik tayini (Liv ve Nakiboglu, 2018), PGE ile poli
(pirol-3-karboksilik asit) modifiye edilerek dopamin tayini (Ozcan ve ark., 2017), gibi
bircok caligmalarda kullanildigr ve halen giincelligini korumaya devam ettigi literatiir

bilgilerinden anlasilmaktadir. Bundan dolay1 tez konumuzu olusturan aromatik siilfonik
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asit boyar maddelerinden olan Pcv, Clm, Cta ve Trp ile PGE ylizeyi modifiye edilerek
NADH’nin elektrokatalitik  yanitlariin  incelenmesi  voltammetrik  yontemlerle

gergeklestirilmistir.

27



urwedo 1y sIejsoueu unyy :SNO Isidoysonyods suepaduro suesourmnuuayonoq

'SI3 [uallg  (JnaseosonluosIouUIWE [IUBJIBIN-Y) -4:ODL IHowue)oA Ifewele) [esnifod :AST J0IPR[e JyeiS woey Mwost ug oAypow Inwzlg g0JJIg

EP{0U WNUENY UajeD :dd9 1043]8 Wwiafey 11elB akiipow-ypredouru unfe y1pojey| :3d9-dNNY USI0LIS)[1UIA-03-Te|LxelsW [1PISIB 110d :94A-09-YIND)Ajod uesouy 19

ZepIs’jo ZoYI[D OO Zeud30IPIYIP ZOYID HAD ULSSUIWNIWNONNIF TOH 1S U010y 1V UlfIsYOeWsH : LINH IsHiswweljon sind [9AIsuelajid :Add ISLISWLIE)OA

eblep aied AMS UOURIT :\ydd Nouniny [Oud|IS ;1M NSHO0 udjeId wEEowH%& :0DY Iopdmoueu uoqrey 1preAnp o) [SINDMIN HWOIq WnAuouwe-[1awLn-119S :gv.1)d
unsstany:zHYO mewweloa ewnkis synd [aA1sueIRfIp JndIospy 1 ASIAPY 10I[A[D 11JeI3 wafey Snuos wost [eseAW{oIR[H :JDJOT Nse Jijisyoquexg-joaid)ijod : (vogd)d

(2102 "Je 8 Busyz) N ,0TXT N ,.0TX8-, 0TXZ 103 VO uoAisdiospy 39d/SP2
(2102

‘uibpa e zeAy) IAM 80°0 INW 05'0-,.0TXG'Z 1swoladwy uizeipiH uoAisdiospy 39d/Ad

(zT0Z "I 3n UIb|IQ) M 2'0 M 0T-6'0 Lswossdwy HAVN uoAisdiospy 39d/LAH
(8102

‘nibogeN aA  AIT) 1/37 gz a Add log | uoAsezuswijodonya|3 394/
(L102

“jle  8A  noning) AU 8¥'E AT T6'T-0T°0 AMS uolyjoud4 | uoAsezuswijodosa|3 39d/vda/09d

39d/ SINOMIA

(8T0Z e 3A Jej0Q) Wd vET INU 8082 AMS V |oudysig | UoAseziiawijodoial3 (gv.Lo)1od

(€10Z "B 3A UIBIIQ) AT ST°0 T 001-G'0 LBWosedwy HAVN uoAisdiospy ZHO/39d
(sT0C

'seqdll @A uedzQ) INUG'Z N 0'T-T0'0 ASdapv ulu010Ja8s uoAseziiawi|od 39d03/(voed)d

Auxa L
Yeukey LIUIS QWIQAUd[Z0D) |  Yi[eay [esnidoq [eseAwijoipialg Heuy wd)uQ X dAYIPOIA 104p4313 3AIIPOIN

JepewsSiyed ueidek ejAisewiue[[ny utu, 04 "T°Z 939[9z1))

28


comu
Text Box
28


(9102 “Inodiy aWLILIG
an  apezueybysq) T T AT 2'9T-+'T Add wedazelp [eseAwioipial3 39dd!d
(9102 auLILIg
e 9A JuesynsieyD) wddgz'o wddgeT-6'0 ALBWoldwy °O°H [eseAwioipial3 39d/*OUiN
(8102
‘Uayel aA  Inoyy) NdzT AU 0'% — INd 05 ASY .zN0 uoAisdiospy 394/a09
s LIg
(2102 "Je an ueAey) AD °H [eseAw0I]3 ny/1yD-1uvd/39d
(L102
“je A apmey) WM 0TI INWO'G-50'0 AD ZoI9 uoAisdiospy 3d9-dNnY
(2102 aULII LI
‘u1B1Q an ehexerem) INM €L°0 M 05L-1'2 1pwossdwy ‘O°H [eseAwjoiia|3 39d'd/sdNid
(sT0C 39d-(04A
“MJe aA 2IAssIAIRQ) T LT INWOIT-0'T Mnawosadwy o119 uoAisdiospy | -09-wIN9D)Aj0d-X09
(9102 auLI|LIg 39d/SPD
e an  welfes) M 0°¢ AW 0'T-T0'0 A1ewossdwy Zo)119 [eseAwjoipia|3 —Suz/10/d09
118woJadweolo awIDLIq
(9702 e an >jeu3) INWS0'0 INWG0'0 NW Q'8 pue Z'0 | 8N jlswoladwy ZoNI9 leseAwnjoipial3 | 39d/SPO-SUZ/HAD
(8102
‘ubig eA nw3) T €0°0 T 0°005—-0T'0 LBWoJadwy YIS | uoAsezuswijodoipis|3 39dmbewrey

IWEAID UL, "7 93]9Z1))

29


comu
Text Box
29


(2102

e A 1wlpel) Jw/bu 6z'0 w/bup0T-0'T SE| ulwedoQ uoAisdiospy Va/SN9/39d

(2102 aULII LI

"3Je aA NPNdNIoXZQ) AT 686°0 N 000T-0T Add PH [eseAwjoiia|3 39d/OML
(9102

‘BAOMUJL A BULIRYS) INU00Z N 00T-0'T AST uluapy uoAisdiospy 398d/SdNND
(9702 ‘yapezipysIN

aA welkaginod) M #4°0 AT 00T-0'T A1ewossdwy ZoNI9 uoAisdiospy 39d-(dN)nD

(9102 awILIg 39d/LNOMIN

“Mle  an  LiepAsH) INUQ.L AT 008-T'0 1ewossdwy uizeipiy [eseAwioipia|3 —SNND
(9702 ‘eAesere

an_ubid 9 Q) NME'0 M 00T-0'T Ada ULIAOPYISY BuLIpUR[[N$OY UQ 39d

IWEAID UL, "7 93]9Z1))

30


comu
Text Box
30


2.2. NADH’nin Elektrokatalitik Yiikseltgenmesi

Dehidrogenaz enzimlere bagli amperometrik biyosensorlerde yer alan NADH nin
katalitik yiikseltgenmesi ile ilgili ¢alismalar uzun bir siireden beri bilim insanlarinin
dikkatini ¢ektigi 6nemli ¢alisma alanlarindan birisi haline gelmistir (Du ve ark., 2008;
Ertek ve ark., 2016; Gorton ve Domi, 2002; Hedenmo ve ark., 1996; Katakis ve
Dominguez, 1997; Lobo ve ark., 1997; Muguruma ve ark., 2008; Pandey ve ark., 2001;
Piano ve ark., 2010; Tsai ve ark., 2007; M. G. Zhang ve ark., 2004). NADH, insan
hiicreleri tarafindan enerji liretimi esnasinda goérevli olan aktif bir koenzimdir. Ayrica
300°den fazla DHG i¢in enzim tepkimelerde gerekli bir biyolojik molekiil ve elektron
transferinde aracilik etmesi NADH’nin 6nemini daha da artirmaktadir (Gorton ve
Dominguez, 2002; Simon ve Bartlett, 2002). NADH’nin bu 6neminden ve dogrudan
yiikseltgenmesini daha negatife cekerek elektrokatalitik etki saglamasi agisindan KME
tasariminda redoks mediyator 6zelligi gosteren organik molekiiller (Lates ve ark., 2011,
Liu, ve ark., 2012; Meredith ve ark., 2012; Saleh ve ark., 2011b; Yang ve Liu, 2009; You
ve Jeon, 2011; Zhu ve ark., 2014a) ile nanomateryaller, karbon nanotiipler, grafen, metal
nanopargacik veya bunlarin karigimi (Ali ve ark., 2014; Karimi-Maleh ve ark., 2014; Li, L.
ve ark., 2013; Li, Z. ve ark., 2013; Mutyala ve Mathiyarasu, 2016) oldukca sik
kullanilmistir.  Ancak literatirde @NADH’nin elektrokatalitik  yiikseltgenmesinin
gerceklestirildigi ¢ok sayida ¢alismalar arasindan tez konusu ile alakali olan organik
redoks mediyatorlere dayali modifiye elektrotlardan bahsedilecektir.

Girig boliimiinde de belirtildigi gibi azin tiirii boyar maddeler, katekol grubu boyar
maddeler ve daha pek ¢ok organik molekiiller gesitli elektrotlarin yiizeylerine modifiyesi
yapilmis ve bu elektrotlar NADH’ye ait elektrokatalitik yanitlarin incelenmesinde
kullanilmigtir (Du ve ark., 2008; Lates ve ark., 2011; Meredith ve ark., 2012; Nematollahi
ve Golabi, 1996; Wang, 2011; Zhu ve ark., 2014). Bunlarla ilgili 6rnek birkag ¢alisma
verecek olursak, NADH’nin modifiye elektrotlarla elektrokatalitik yiikseltgenme
caligmalarinin baglaticis1 olan ve bu yonde ¢ok sayida calismalari olan Gorton ve
arkadaslarinin bu alanda ilk caligsma niteligi tasiyan ¢alismasinda, fenoksazin grubu boyar
maddelerden Meldola mavisini (MdM) grafit elektrot ylizeyine adsorplayarak KME
hazirlamis ve NADPH’nin (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) elektrokatalitik
yiikseltgenmesini gerceklestirmiglerdir (Gorton ve ark., 1984). Bu ¢alismada elde edilen
dongiisel voltammogramlar(CV) Sekil 2.4’te verildi. Sekil 2.4’te grafit elektrodun (¢izgili)
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ve MdM modifiye grafit elektrodun (koyu renkli) 0,25 M fosfat tamponundaki dongiisel
voltammogrami verilmis ve modifiye elektrotta MdM’ye iliskin tersinir bir redoks ¢ifti
elde edilmistir. Sekil 2.4¢’de goriildiigii gibi yalin grafit elektrotta NADPH +400 mV gibi
yiikksek bir potansiyel degerinde tersinmez olarak yiikseltgenirken, MdM modifiye
elektrotta bu yiikseltgenme piki -160 mV’a kaymistir (Sekil 2.4b). Sekilde goriildiigi gibi,
NADPH varliginda MdM’ye ait anodik pik artarken, katodik pikte herhangi bir artig
gozlenmemistir. Bu sonu¢ MdM’nin NADPH’ye cok iyi bir elektrokatalitik etki yaptigini
gostermektedir. Gergeklesen elektrokatalitik yiikseltgenme daha once belirtilen bir ECE
mekanizmasiyla agiklanmis ve doner disk elektrot sistemi kullanilarak katalitik hiz

sabitleri tayin edilmistir (Gorton ve ark., 1984).

~500 0 +500 +1000
E /mV vs.Ag/AeCl

Sekil 2.4. Grafit elektrodun (cizgili) ve MdM ile modifiye grafit elektrodun dongiisel
voltammogrami (a), 3,1 mM NADPH’nin modifiye elektrottaki (b) ve yalin grafit
elektrottaki (c) CV’leri v:50 mV/s, D.E: 0,25 M fosfat tamponu (pH=7,0) (Gorton ve ark.,
1984)

Dilgin ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir caligmada ise Gorton ve
arkadaglarinin baslattig1 caligmalar baz alinarak organik redoks mediyatdrler modifiye
elektrotlarla ilk defa NADH’nin fotoelektrokatalitik yiikseltgenme calismalar
gerceklestirilmis ve daha duyar sonuglar elde edilmistir (Dilgin ve ark., 2007). Bu amagla,
bir fenotiyazin grubu boyar madde olan Toluidin mavisi (Toluidine blue, TB) GCE
yiizeyinde elektropolimerize edilerek modifiye elektrot hazirlanmis ve elde edilen poli-
TB/GCE vyiizeyi 1siklandirilarak NADH’nin dongiisel voltammogramlar1 kaydedilmistir
(Sekil 2.5). Sekilde a ile gosterilen voltammogram 1siksiz ortamda b de gosterilen ise

NADH yoklugunda elektrot yiizeyi 1siklandirilarak kaydedilmis voltammogrami
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gostermektedir. Is1gin poli-TB’nin redoks piklerine ¢ok fazla etki etmedigi gozlenmistir.
Ortama NADH ilave edildiginde normalde yalin GCE’de yaklastk 600 mV’da
yiikseltgenen (voltammogram sekilde gosterilmemistir) NADH, poli-TB/GCE’de 180
mV’da yiikseltgenmis ve potansiyelde yaklasik 420 mV’luk bir kayma gozlenmistir (Sekil
2.5C). Ancak NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenme akiminin elektrot yiizeyinin
isiklandirilmasiyla  (Sekil 2.5d) arttigi tespit edilmistir. Poli-TB/GCE kullanilarak
NADH’nin amperometrik tayininde fotoelektrokatalitik yontemin elektrokatalitik
yontemden daha duyar oldugu sonucuna varilmistir (Dilgin ve ark., 2007).
Fotoelektrokatalitik yiikseltgenme mekanizmast Compton ve arkadaslarinin Onerdigi
(Cooper ve ark.,, 1998 ve 1999) sekilde Foto-ECE (Electrode-Chemical-Electrode)
mekanizmasiyla agiklanmistir (Tepkime 1-4). Bu redoks mediyator disinda hematoksilin
(Dilgin ve ark., 2010), metilen mavisi (Dilgin, ve ark., 2011), neutral kirmizis1 (Dilgin ve
ark., 2011) gibi redoks mediyatorleri ile modifiye GCE’ler de kullanilarak da NADH nin
fotoelektrokatalitik ylikseltgenme c¢alismalart gerceklestirilmistir. Bu calismalarin  bir
kisminda GCE i¢in ilk defa bir fotoelektrokimyasal akis hiicresi tasarlanarak teflondan
yaptirilmis ve AEA sisteminde NADH’nin elektrokatalitik ylikseltgenmesine bagh
amperometrik  tayini ve NAD'/NADH ile dehidrogenaz enzimine bagh
fotoelektrokimyasal biyosensor calismalari da AEA sisteminde ilk defa gerceklestirilmistir
(Dilgin ve ark., 2010; Dilgin ve Gokcel, 2015; Dilgin ve ark., 2011).

Poli-TBingy —POli-TByix) + 26" +2H" ...................... (Elektrot Tepkimesi) (2.6)
POli-TByik) +hV —POl-TB (yitk)  +vvvvvereeeeiineeeeees .o (Foton Tepkimesi)  (2.7)
Poli-TB*(yﬁk.) + NADH —— Poli-TBingy + NAD"....... (Kimyasal Tepkime) (2.8)

Poli-TBingy — POli-TByk + 26 +2H" ............... (Elektrot Tepkimesi) (2.9)
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Sekil 2.5. Poli-TB/GCE’nin NADH’siz (a, b) ve 2 mM NADH’11 ortamda ( ¢ ve d), 1s1ksiz
(a, ¢) ve 1s1kl1 (b ve d) olarak alinan CV’leri (D.E: 0,1 M KCI’li pH=7,0 fosfat tamponu, v:
50 mV/s) (Dilgin ve ark., 2007)

Tezde kullanilan organik redoks mediyatorlere baktigimizda ise Pcv modifiye
elektrotlarla NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi ¢alismalar1 gergeklestirilmis ancak
Clm ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Pcv, PGE yiizeyine modifiye edilerek hem
NADH’nin elektrokatalitik yilikseltgenmesi, hem de dehidrogenaz enzimine bagli alkol
biyosensorii gelistirilmistir. Diger bir ¢alismada ise Golabi ve arkadaslari, Pcv’yi GCE
yiizeyine elektropolimerizasyon ile ince bir film halinde biriktirerek modifiye etmislerdir.
Daha sonra bu modifiye elektrot ile NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi
calistimistir. Pcv modifiye GCE, yalin elektrot ile karsilastirildiginda yaklagik 447 mV
daha diistik bir potansiyel ile NADH’nin yiikseltgenmesine karsi miikemmel bir
elektrokatalitik etkinlik gosterdigi belirtilmistir. Sekil 2.6’te goriildiigi gibi katalitik pik
potansiyeli yaklasik 243 mV bulunurken, Katalitik etkili olmayan pik potansiyeli yaklasik
690 mV’da gozlenmistir. Dolayisiyla, modifiye elektrotun kullanilmasiyla yaklasik 447
mV’luk daha diisiik bir potansiyel ile birlikte pik akiminda da bir artig elde edilmistir
(Golabi ve ark., 2002).
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Sekil 2.6. Pcv modifiye GCE’nin (a ve b) ve yalin GCE’nin (¢ ve d) 0,1 M fosfat tamponu
(pH=7,0) ¢ozeltisinde NADH’siz (a ve c) ve 1,0 mM NADH’li ortamda (b ve d) CV’leri
(v: 25 mV/s) (Golabi ve ark., 2002)

Sekil 2.7A’da ise bu ¢alismadan elde edilen ve 300 mV sabit potansiyelde artan
NADH derisimine karsi amperometrik akim-zaman egrileri ve Sekil 2.4B’de ise
kalibrasyon egrisi verilmistir. Dogrusal aralik 2,5-40 pM NADH olup goézlenebilme sinir1
1,03 uM olarak bulunmustur. GCE iizerinde Pcv’nin yiikseltgenmesi, Kararli redoks-aktif
elektropolimerizasyon ile ince filmlerin olusumunu saglamis ve bu filmler, NADH’nin
yiikseltgenmesine karsi giiclii ve kalict elektrokatalitik davranis gostermistir (Golabi ve
ark., 2002).
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Sekil 2.7. A) pH=7,0 olan 0,1 M PBS ortaminda artan NADH derisimine bagli olarak 300
mV’da Pcv modifiye GCE’de kaydedilen amperometrik akim-zaman ve B) kalibrasyon
egrisi (Golabi ve ark., 2002)

Son yillarda yapilan baska bir calismada ise dogal karetenoid crocin, MWCNT
tutturulmus Karbon seramik elektrot (carbon ceramic electrode, CCE) ylizeyine
elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edilmis ve elde edilen modifiye elektrot
NADH’nin yiikseltgenmesine elektrokatalitik etkinin incelenmesi amaciyla uygulanmis ve
iyi sonuglar alinmistir (Roushani ve ark., 2017). Elde edilen CV’ler ve amperometrik akim
zaman egrileri sirasiyla Sekil 2.8A ve B’de verilmistir. Sekil 2.8A’da a, b ve c ile
gosterilen dongiisel voltammogramlar sirasiyla MWCNT/CCE, Crocin/fMWCNT/CCE ve
Crocin/CCE ile 3 mM NADH ortaminda kaydedilmistir. Sekilden de gorildiigi gibi
NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine karsi en iyi yanit, Crocin/MWCNT/CCE
kullanildiginda elde edilmistir. Sekil 2.8B’de ise 220 mV sabit potansiyelde artan NADH
derisimine karst amperometrik akim zaman egrileri verilmistir. Dogrusal aralik 0,5-100
uM NADH olup gozlenebilme sinir1 0,1 M olarak bulunmustur. Crocin modifiye elektrotta
NADH nin ylikseltgenme mekanizmasi yine bir ECE mekanizmastyla agiklanmis ve Sekil
2.9’da verilmistir. Bu g¢alisma organik redoks molekiillerle modifiye elektrotlarin hala
elektrokatalitik yiikseltgenme ¢alismalarinda kullanildigini  ve gilincel oldugunu

yansitmaktadir (Roushani ve ark., 2017).
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Sekil 2.8. A) MWCNT/CCE (a), Crocin/MWCNT/CCE (b) ve Crocin/CCE’nin (c) 3 mM
NADH varliginda ve pH=7,0 olan 0,1 M PBS ortaminda alinan CV’leri (v:50 mV/s) B) 0,1
M PBS pH=7,0 ortaminda artan NADH derisimine baglh olarak 220 mV’da kaydedilen
akim (Roushani ve ark., 2017)

Crocin (indirgenmisformu) = Crocin (yikseltgenmisformu) + 2é + 2H* (2 10)

Crocin (yukseltgenmis formu) + NADH — Crocin (indirgenmis formu) + NAD"

(2.11)
Sekil 2.9. Crocin/MWCNT/CCE’de NADH’nin elektrokatalitik  yiikseltgenme

mekanizmasi (Roushani ve ark., 2017)

PGE ile birlikte organik redoks mediyatorlerin NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesinde kullanildig1 calismalar son yillarda popiiler olan konulardan biridir. Bu
calismalarda PGE’nin avantajlar1 ile organik redoks mediyatorlerin elektrokatalitik
etkinligi  birlestirilmis ve NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine dayali
amperometrik ¢alismalar gerceklestirilmistir.

PGE ile NADH iizerine yapilan bir calisma Dilgin ve arkadaslar tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada PGE yiizeyinin modifikasyonunda kuersetin  (QHy)
kullanilmistir. PGE’nin modifikasyonu iki adimda gerceklestirilmis olup ilk dnce PGE
1,40 VV’da Ag|AgCI|KCI (der.) ile 60 saniye boyunca 0,1 M KCI ihtiva eden pH=7,0 PBS
icinde On isleme tabi tutulmus daha sonra PGE 1,0 mM QH; ¢6zeltisine (etanol i¢inde) 60
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saniye daldirilmast yoluyla PGE yiizeyinde QH’nin adsorpsiyonu saglanarak modifiye
elektrot (PGE/QH>) hazirlanmistir. Dongiisel voltammetri ile yapilan ¢alisma sonucunda
yalin elektrotta (PGE) 500 mV’ta gozlenen NADH nin yiikseltgenme piki, PGE/QH,’de
300 mV’a kaydigr tespit edilmistir. Daha sonra NADH nin PGE/QH;’de elektrokatalitik
yiikseltgenmesine bagli amperometrik tayini gergeklestirilmistir. Elde elden sonuclara
gore, dogrusal aralik 0,5-100 uM NADH olup gozlenebilme smir1 0,15 pM olarak
bulunmustur (Dilgin ve ark., 2013). Elde edilen CV’ler ve amperometrik akima karsi

zaman egrileri sirasiyla Sekil 2.10A ve B’de verilmistir.

Potansiyel/'V Siire(s)

Sekil 2.10. A) PGE/QHz’nin a) NADH’siz b) 0,5 mM NADH ortaminda c¢) yalin PGE ’nin
0,5 mM NADH ve pH=7,0 olan 0,1 M PBS ortaminda alinan CV’leri (v:50 mV/s) B) 1)
PGE/QH2’nin 2) yalin PGE’nin pH=7,0 olan 0,1 M PBS ortaminda artan NADH
derisimine bagli olarak 300 mV’da kaydedilen amperometrik akim-zaman egrileri (Dilgin
ve ark., 2013)

Dilgin ve arkadaglariin PGE ile NADH f{izerine yaptigr baska bir c¢alisma ise
hematoksilin (HMT) ile ilgilidir (Dilgin ve ark., 2012b). Bu c¢alismada, NADH’nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesi HMT ile modifiye edilmis elektrot (PGE/HMT)
kullanilarak arastirilmistir. Modifiye elektrot, oda sicakliginda 60 saniye yalin PGE’nin 1,0
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mM HMT c¢ozeltisine (metanol icinde) daldirilmast yoluyla HMT’nin PGE iizerinde
adsorbe edilmesine bagli olarak hazirlanmistir. Dongiisel voltammetrik g¢aligmalardan
alinan yanitlara gore NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli yalin PGE’de +450 mV iken,
modifiye elektrotun (PGE/HMT) kullanilmasiyla +200 mV’a kaymistir. Bu sonuca gore
potansiyelde 250 mV’luk bir kayma oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla PGE nin HMT ile
modifiye edilmesi NADH’ye kars1i iyi bir elektrokatalitik etki gosterdigini ifade
etmektedir. Amperometrik 6l¢iimlerden elde edilen elektrokatalitik akimlar + 200 mV’da
(Ag/AQCI/ KClgery), pH=7,0 olan 0,1 M KCI ihtiva eden 0,1 M PBS ortaminda
hazirlanmig NADH derisimi ile dogrusal olarak degismektedir. Kalibrasyon grafiginde, iki
dogrusal aralik 0,5-10 uM ve 10-300 uM NADH olarak elde edilmis olup, gozlenebilme
sinirt 0,2 pM olarak bulunmustur. Elde edilen CV’ler ve amperometrik akima karsi zaman

egrileri sirasiyla Sekil 2.8A ve B’de verilmistir (Dilgin ve ark., 2012b).
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Sekil 2.11. A) Yalin PGE (a ve b) ve PGE/HMT nin (¢ ve d), NADH’siz (a ve c) ve 0,5
mM NADH’li (b ve d) 0,1 M PBS pH=7,0 ortaminda alinan CV’leri (v:50 mV/s) B) 1)
Yalin PGE 2) PGE/HMT’nin 0,1 M KCI ihtiva eden 0,1 M PBS pH=7,0 ortaminda artan
NADH derisimine bagl olarak 200 mV’da kaydedilen amperometrik akim-zaman egrileri
(Dilgin ve ark., 2012b)

ASA boyar maddelerin redoks mediyatorii olarak PGE ile birlikte kullanildig:

caligmalara bakildiginda, tez kapsaminda ele alinan maddelerden Pcv, daha 6nceden
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bahsedildigi gibi hem hidrazinin hem de NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde
kullanilmistir (Ayaz ve Dilgin, 2018; Zhu ve ark., 2014a). NADH ile ilgili yapilan
calismada, Pcv son zamanlarda sik¢a kullanilan ve bir¢ok avantajlar1 olan PGE ylizeyine
elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edilmis ve NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesi ile birlikte dehidrogenaz enzimine dayali alkol biyosensorii tasarimi
gerceklestirilmistir (Zhu ve ark., 2014b). Bu c¢alismanin biyosensor ile ilgili kismi1 daha
sonraki biyosensorlerle ilgili ¢alismalar kisminda (2.3) detayl bir sekilde bahsedilecektir.
Bir diger redoks mediyatorii olarak kullandigimiz Clm, modifiye GCE ve PGE kullanilmis
ancak NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi ve NAD*/NADH’ye bagli biyosensor
calismalarinda ilk defa bu tez kapsaminda calisilmistir. Clm modifiye GCE ile yapilan bir
calismada, dopamin iirik asit ve askorbik asitin es zamanli tayini basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir (Chandra ve ark., 2010). Bunun disinda yine Clm modifiye PGE ile
stlfuriin AEA sisteminde elektrokatalitik tayini (Emir ve Dilgin, 2018) gergeklestirilmis ve
stlfiriin su 6rneklerinde bu yontemle tayin edilebilecegi belirtilmistir. Ancak etkili bir
redoks mediyatorii olarak kullanilan Clm modifiye PGE ile NADH’ nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesine dayali herhangi bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Cta ve Trp ise
NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde iyi bir mediyator gorevi gostermemislerdir.

Bunlarla ilgili detayl1 bilgi materyal ve metot boliimiinde verilecektir.

2.3. Dehidrogenaz Enzim Esash Kimyasal Modifiye Elektrotlarla
Elektrokimyasal Biyosensor Calismalar:

NADH ve NAD" ikilisi énemli bir redoks ¢iftidir. NAD" dogal olarak olusan bir¢ok
enzimatik reaksiyonlarda bir kofaktor olarak ¢ok onemli role sahiptir. Bu redoks gifti ile
birlikte dehidrogenaz enzimi iizerine kurulu elektrokimyasal sensdr ve biyosensdrler
gecmiste oldugu gibi giiniimiizde de iizerine calisilan ve ilgi ¢ekmeye devam eden 6nemli
konulardandir (Lu Bai ve ark., 2012; Baskar ve ark., 2012; Katakis ve Dominguez, 1997,
Kumar ve Chen, 2008; Radoi ve Compagnone, 2009; Roushani ve ark., 2017; Silber ve
ark., 1996; Yang ve Liu, 2009; Zhu ve ark., 2014). Dehidrogenaz enzim esasli birgok
kimyasal modifiye elektrotlarla amperometrik glikoz biyosensorii (Dilgin ve Gokcel, 2015;
Du ve ark., 2008; Ertek ve ark., 2016; Hedenmo ve ark., 1996; Hoshino ve ark., 2012;
Jafari ve ark., 2014; Lobo ve ark., 1997; Muguruma ve ark., 2008) farkli elektrotlar ve

cesitli modifiye edici maddeler kullanilarak tasarlanmistir. Bunun haricinde yine organik
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redoks boyar maddeler ve metal nanopartikiil gibi farkli modifiye maddelerle elektrotlar
hazirlanarak etanol ve laktat biyosensorii, hazirlanmistir (Dagar ve Pundir, 2017; Aydogdu
ve ark., 2013; Yang ve Liu, 2009; Zhu ve ark., 2014b).

Zhang ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, GCE ylizeyi Cok duvarh
karbon nanotiipleri (MWCNT) ve kitosan (CHIT) kullanilarak modifiye elektrot
hazirlanmis ve sensdr/ biyosensor tasariminda kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan
modifiye elektrot yalin GCE’ye gore 0,3V daha az asir1 potansiyel saglamistir. Glikoz
dehidrogenaz’in (GDH) CNT-CHIT film {izerine immobilizasyonu i¢in glutarik dialdehit
(GDI) ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir. GCE/CNT-CHIT-GDI-GDH biyosensoriiniin
kararliligi ve duyarliligi, fizyolojik matriste (idrar) girisim etkisi olmadan glikozun tayini
yapilmis ve pH=7,40 fosfat tamponu ¢o6zeltisinde, dogrusal aralik 5-300 uM glikoz olup,
gozlenebilme simir1 ise 3 uM glikoz olarak bulunmustur (Zhang ve ark., 2004). Sekil
2.12°de 400 mV sabit potansiyelde artan NADH ve glikoz derisimine karsi amperometrik

akim-zaman egrileri ve kalibrasyon egrisi verilmistir.

8
<t

< .
>
— 0 ]

4 - 0.0 04 08 12

(‘\-\IJH (I'I]N[)
2 i
0 T T 0 1 T T T
0 400 800 1200 0 400 800 1200
Siire(s) Siire(s)

Sekil 2.12. A) GCE/CNT-CHIT film elektrotunun, karistirilan pH=7,40 PBS’ye eklenen
NADH (5,0 puM-1,0 mM) derisimine ve B) GCE/ CNT-CHIT-GDI-GDH film
elektrotunun, 0,20 mM NAD" ihtiva eden ve karigtirilan pH=7,40 fosfat tampon igerisine
eklenen glikoz (10 uM-5,0 mM) derisimine karsilik amperometrik yanit ve kalibrasyon

egrisi.

Yine Piano ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada perde baskili elektrot
yiizeyi meldola mavisi ile modifiye edilmis, daha sonra glikoz dehidrogenaz enzimi

immobilize edilerek serumdaki glikoz tayini i¢in bir biyosensor hazirlanmistir. Bunun i¢in
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biyosensor, Ag/AgCl'ye karsi +0,05 V potansiyelinde, ticari olarak temin edilmis, ince
katmanli, amperometrik bir akis hiicresine yerlestirilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda
akis ¢Ozeltisi olarak 0,1M KCI ihtiva eden pH=7,0 fosfat tamponu kullanilmis ve 0,8
mL/dk akis hizinda calisilmistir. Biyosensor i¢in dogrusal aralik 0,075-30 mM glikoz
olup, gozlenebilme sinirt ise 0,075 mM glikoz olarak bulunmustur. Bu biyosensor sistemi
AEA sisteminde amperometrik olarak gerceklestirilmis ve on islem gerektirmeksizin
serumdaki glikozun dogrudan Olglimiine uygulanabilecegi belirtilmistir (Piano ve ark.,
2010).

Tez kapsaminda calistigimiz aromatik siilfonik asit boyar maddelerden biri olan
Pcv redoks mediyatorii ile modifiye elektrot hazirlanmasina ve biyosensor tasariminda ait
bir ¢alisma Zhu ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Bu g¢alismada, 6nce tek
duvarli karbon nanotiip (Single walled carbon nanotube, SWCNT) PGE yiizeyine
tutturulmus ve daha sonra Pcv bu elektrot ylizeyinde elektropolimerize edilerek modifiye
elektrot hazirlanmis ve bu elektrot (Pcv/SWCNT/PGE) kullanilarak NADH’ye karsi
verdikleri elektrokatalitik pik akimlarinin yiikseltgenme yanitlar1 incelenmis, ayrica alkol
tayini icin ADH enziminin elektrot yiizeyine immobilizasyonu saglanarak NAD*/NADH
redoks ¢iftine bagh alkol biyosensorii hazirlanmistir (Zhu ve ark., 2014b). Bu c¢alisma tez
konumuzla alakali oldugu i¢in detayli bir sekilde incelenmeye deger goriilmiistiir. Cilinkii
bu caligmada aromatik siilfonik asitlerden Pcv redoks mediyator olarak, PGE ise elektrot
materyali olarak kullanilmistir. Bu calismada oOncelikle PGE yiizeyine 0,1 mg/mL’lik
SWCNT siispansiyonundan elektrot yilizeyine damlatilip kurutularak, SWCNT/PGE
hazirlanmistir. Daha sonra hem yalin PGE hem de SWCNT modifiye PGE’nin, 0,1 M KCl
ve 1 mM Pcv igeren 0,1 M PBS (pH= 7,0), -200 ile +500 mV potansiyel aralig
kullanilarak, 20 mV/s tarama hizinda 20 dongiilii dongiisel voltammogramlar1 alinarak
Pcv, bu elektrot yiizeylerine modifiye edilmistir. Alkol dehidrogenaz enzimi ise bu iki
elektroda ¢apraz baglama i¢in glutaraldehit kullanilarak modifiye edilmis ve bu sekilde
alkol biyosensorii i¢in modifiye elektrot kullanima hazir hale getirilmistir. Enzim
immobilize edilmemis Pcv/ SWCNT/PGE’nin NADH’ye iyi bir elektrokatalitik etkinlik
sergiledigi belirlenmistir. Yalin PGE, SWCNT/PGE, Pcv/PGE ve Pcv/SWCNT/PGE nin
NADH’siz ve NADH ortaminda alinan dongiisel voltammogramlar1i Sekil 2.13°de
verilmistir. Sekildeki CV’lere bakildiginda NADH’nin yiikseltgenme potansiyeli yalin
elektrotta (PGE) 500 mV’da (Sekil 2.13A) ve yayvan bir sekilde gozlenmis,
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SWCNT/PGE’de (Sekil 2.13B) ise NADH’nin yiikseltgenmesi daha da kolaylagsmis ve
yiikseltgenme potansiyeli bir miktar negatife kaydigi goézlenmisti.  SWCNT’siz
Pcv/PGE’de (Sekil 2.13C) ise NADH’nin yiikseltgenme pikinin 0,03 V’da basladigi
(onset potential) ve 210 mV’da oldukga kiigiik akimlarin elde edildigi rapor edilmistir.
Pcv/SWCNT/PGE’de (Sekil 2.13D) ise NADH’nin yiikseltgenmeye baslama piki -130
mV’larda baglamig ve diger elektrotlara gore (yalin PGE, Pcv/PGE ve SWCNT/PGE) daha
bliylik akimla daha negatif potansiyelde (+150 mV) gozlenmistir. Sonug¢ olarak, Pcv
modifiye edilmemis SWCNT/PGE’de, her nekadar SWCNT’lerin elektrot yiizeyindeki
NADH  yiikseltgenmesinin  asir1  potansiyelini  diislirebilecegi ve NADH’nin
elektrokimyasal yiikseltgenmesini kolaylastirabilecegi ve NADH’nin yiikseltgenme pikinin
daha negatife kaydig1 rapor edilmisse de Pcv/SWCNT/PGE’ye gore daha diisiik akimlar
elde edilmistir. Bdylece Pcv/SWCNT/PGE’nin NADH’nin yiikseltgenmesine iyi bir
elektrokatalitik etkinlik sagladigini gostermektedir. Mediyator ve elektrot arasindaki

mekanizma ise daha 6nce Sekil 1.7°de verilen mekanizma ile agiklanabilir.
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Sekil 2.13. A) Yalin PGE, B) SWCNT/PGE, C) Pcv/PGE ve D) Pcv/SWCNT/PGE nin N3
doyurulmus 0,1 M PBS’de NADH’siz (a) ve 1 mM NADH ortaminda kaydedilen CV’leri
(v: 2 mV/s) (Zhu ve ark., 2014b)

Daha sonra alkol dehidrogenaz enzimi elektrot yiizeyine immobilize edilerek
ADH/Pcv/SWCNT/PGE modifiye elektrotu elde edilmis ve bu modifiye elektrot ile etanol
icin biyosensor c¢alismalari amperometrik yontemle gerceklestirilmistir. Bu amagla
oncelikle ADH/Pcv/SWCNT/PGE'nin 5 mM NAD® ve etanol ortaminda dongiisel
voltammogramlar1 kaydedilmis ve Sekil 2.14A’da verilmistir. ADH/Pcv/SWCNT/PGE’ nin
etanol yokken sadece 5 mM NAD™da, 0,1 M fosfat tamponunda (pH=7,5) kaydedilmis
dongiisel voltammograminda (Sekil 2.14A/a) sadece Pcv’nin yiikseltgenme ve

indirgenmesine ait ¢ok kiiclik pikler gozlenmistir. Ortama etanol ilave edildiginde ise
44



(Sekil 2.14A/a), enzimatik tepkime sonucu meydana gelen etanol derigimi ile orantili
olusan NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine ait bir pik 200 mV’da daha belirgin
bir sekilde gozlenmistir. Dolayisiyla +200 mV uygulama potansiyelinde artan etanol
derisimine bagh amperometrik akim zaman egrileri 0,1 M fosfat tamponu ortaminda (pH=
7,5) kaydedilerek, etanol derisimine karsilik akim grafigi (Sekil 2.14B) elde edilmistir.
Onerilen elektrodun etanole secimli olup olmadigimi kanitlamak i¢in 2 mM etanol ile
birlikte aym1 derisimde metanol, izopropanol, glikoz, etilen gilikol ve asetik asitin 200
mV’da akim zaman egrileri kaydedilerek, se¢imlilik c¢alismalar1 gerceklestirilmis ve
yontemin etanol i¢in se¢imli yanit verdigi tespit edilmistir (Sekil 2.14C). Yontemin
gozlenebilme sinir1 1,3 uM tespit edilmistir. Dogrusal aralik 1,3-280 uM olarak bulunmus
ve metanol, etilen glikol, izopropanol, glikoz ve asetik asit ortaminda alkol tayini i¢in

basariyla uygulanmistir (Zhu ve ark., 2014b).
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Sekil 2.14. A)ADH/Pcv/SWCNT/PGE’nin 5 mM NAD" iceren 0,1 M fosfat tampon
cozeltisinde etanol yokken ve 1 mM etanol ortaminda 2 mV/s tarama hizinda kaydedilen
CV’leri B) Etanol sensériinde elde edilen etanol derisimine karsi akim grafigi, C) Onerilen

etanol sensoriiniin 2 mM etanol igin se¢icilik ¢alismalar1 (Zhu ve ark., 2014b)
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Hazirlanan biyosensér mekanizmasi ise daha énce NAD'/NADH redoks cifti ve
dehidrogenaz enzimine dayali biyosensér mekanizmasina benzer olarak agiklanmis ve

Sekil 2.15°de verilmistir.

Elektrobiriktirme

_— ] —

Yiizey parlatma SWCNTs

PGE/SWCNTs/PCV
PGE PGE/SWCNTs
@3 sWcNTs
- .
e BSA
b # *l* 3s

Etanol biosensorii
Fanol X X*
Asetaldehit NADH €

Sekil 2.15. SWCNT/PGE yiizeyinde Pcv ile ADH enziminin immobilizasyon adimlari ve
NAD*/NADH redoks ikilisine bagl olarak hazirlanan alkol biyosensériiniin mekanizmasi

Electrode

(Zhu ve ark., 2014b)

Ertek ve arkadaslar1 tarafindan yapilan diger bir calismada ise PGE yiizeyine hibrit
kuantum noktalar (ZnS—CdS) elektrobiriktirme ile modifiye edildikten sonra (ZnS—
CdS/PGE), yiizeye glikoz dehidrogenaz (GDH) enzimi immobilize edilerek (GDH/ZnS—
CdS/PGE), AEA sisteminde glikoz tayini fotoelektrokimyasal olarak yapilmistir (Ertek ve
ark., 2016). Enzim immobilize edilmis modifiye elektrodun (GDH/ZnS—CdS/PGE) yiizeyi
bir fiber optik kablo (250 W halojen lamba) bulunan bir 151k kaynagi ile aydinlatilmstir.
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Elektrot ylizeyinde yari iletken malzemenin elektron bosluk (electron, hole) olusturmasi
sonucunda NADH’yi igeren fotoelektrokatalitik aktivite sinyali dongiisel voltammetrik ve
AE amperometrik tekniklerle incelenmistir. Sekil 2.16’da GDH/ZnS—-CdS/PGE igin glikoz
yoklugunda ve 40 mM glikoz varliginda elde edilen dongiisel voltammogrami
gostermektedir. NADH’nin yalin elektrottaki yiikseltgenmesi 520 mV iken ZnS-—
CdS/PGE’de 500 mV’ta gergeklesmistir. Elektrot yilizeyine 1sik kaynag ile 151k
distiriildiigiinde yalin PGE i¢in 16 pA ve ZnS—CdS/PGE i¢in ise 58 pA olarak bulunmus.
Bu durum ZnS-CdS/PGE’nin NADH’nin yiikseltgenmesine fotoelektrokatalitik etki
gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Fotoamperometrik olarak enzimatik tepkime ile
meydana gelen NADH’ye ait akimlarin glikoz konsantrasyonu ile dogrusal iliskisi tespit
edilmistir. AEA sisteminde glikoz konsantrasyonu i¢in elde edilen dogrusal aralik 0,2 ile 8
mM, goézlenebilme sinir1 ise amperometrik ve fotoamperometrik metotlar icin sirasiyla

0,09 ve 0,05 mM olarak bulunmustur (Ertek ve ark., 2016).
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Sekil 2.16. GDH/ZnS—-CdS/PGE’nin glikozsuz (alve a2) ve glikoz ortaminda (blveb2)
(al) ve (bl): 1siksiz (a2) ve (b2): 1s1kli olarak kaydedilen CV’leri. (Igteki sekil:
GDH/PGE’nin 40 mM glikoz ortaminda (a): 1s1ksiz (b): 151kl olark kaydedilen CV’leri).
DE: 10,0 mM NAD" ile 0,1 M KClI ihtiva eden 10 M PBS pH=7,0, v: 20 mV/s (Ertek ve
ark., 2016)
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Sonug itibartyla PGE’nin redoks mediyatorii gorevi istlenen boyar maddelerle
modifiye edilip NADH’ nin, elektrokatalitik yilikseltgenmesinde (Dilgin ve ark., 2012b),
NAD*/NADH redoks ikilisi ile birlikte dehidrogenaz (Ertek ve ark., 2016; Zhu ve ark.,
2014b) ve oksidaz enzimlerine duyarli biyosensor tasariminda (Saglam ve ark., 2016b)
siirl sayida ¢aligmaya rastlanilmistir. Ancak her ne kadar kuantum nokta modifiye PGE
ile AEA sisteminde elektrokimyasal ve fotoelektrokimyasal glikoz biyosensorii
gelistirilmis olsa da (Ertek ve Dilgin, 2016; Saglam ve ark., 2016b), aromatik siilfonik asit
organik redoks mediyatorleriyle modifiye PGE’lerle AEA  sisteminde herhangi bir
elektrokimyasal sensor ve biyosensor tasarlanmamaistir. Dolayisiyla PGE gibi pratik, genis
yiizey alani saglayan ve tek kullanimli bir elektrotla AEA sistemini biraraya getirerek
AEA sisteminde organik redoks mediyator modifiye elektrotlarla elektrokimyasal sensor

ve biyosensor tasarimi bu ¢alismanin 6zgiin oldugunu géstermektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

KCI Carlo Erba Reagents firmasindan; NaNOs3;, NaH,PO4.2H,0, Na,HPO,.2H,0,
NaOH, H3BOs, H3PO,4 (%85, d:1,88 g/mL), CH;COOH (%96, d:1,05 g/mL), HCI (% 37,
d: 1,19 g¢/mL), KsFe(CN)s3H,O ve KsFe(CN)s Merck firmasindan; Kalmagit
(C17H14N20OsS,  MA:358,37 g/mol), Kromotropik asit disodyum tuzu dihidrat
(C10HsNa,05S,-2H,0, MA:400,29 g/mol), Tropeolin O sodyum tuzu (C;2HgN2OsSNa,
MA:316,27 g/mol), Pirokatekol violet (C19H140;S, MA:386,38 g/mol), - Nikotinamid
adenin diniikleotid sodyum tuzu (from saccharomyces cerevisiae, NaNAD,
Co1H26N7NaOwP,, MA: 685,41 g/mol), Glutaraldehit (GA, d: 1,061 g mL™, 25% wi/w in
water), Glikoz dehidrogenaz, (Glucose dehydrogenase, from Pseudomonas sp., 340 U/mg
protein), Sigir serum albumini (Albumin, from Bovine serum, BSA), D-(+)-glikoz
(CsH1206), PAMAM (Metanolde %10, PAMAM dendirmer, ethylene daimine core,
generation 4,0  solution)  [NH2(CH2):NH;]:(G=4);dendrimer = PAMAM(NH,)e4
MA:14214,17 g/mol) Sigma-Aldrich firmasindan; Nikotinamit adenin diniikleotidin
indirgenmis disodyum tuzu trihidrat (NADH-Na,, Cz1H27;014N7P2Nay.3H,0) Amresco
firmasindan, temin edildi. Ayrica PGE’lerin modifiyesinde kullanilan ve NADH’ye
oldukca 1yi bir elektrokatalitik yanit veren Clm ve Pcv mediyatorlerinin IR spektrumlari

alind1 ve bu spektrumlar EK 1 ve EK 2 bdliimiinde verildi.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Tiim elektrokimyasal caligmalarda oldugu gibi geleneksel iiclii elektrot sistemi
voltammogramlarin, elektrokimyasal impedans egrilerinin ve akisa enjeksiyon analiz
sisteminde amperometrik verilerin kaydedilmesinde kullanildi ve yapilan tiim g¢alismalar
oda sicakligr sartlarinda gerceklestirildi. Geleneksel tiglii elektrot sisteminde Pt tel (BASI
MW-1032, 7,5 cm uzunlugunda ve 0,5 mm ¢apinda) yardimer elektrot, Ag/AgCl/(doygun
KCI) elektrot (BASI RE-5B, 7,5 cm uzunlugunda ve 6 mm i¢ ¢apinda) referans elektrot ve
PGE ise calisma elektrotu olarak kullanildi. Deneysel c¢alismalarda kullanilan kursun
kalem uglar1 2B olup 0,5 mm ¢apinda ve 60 mm uzunlugunda (Ultra-Polymer, 2B,

TOMBOW Japonya) olup, kirtasiye malzemesi satan bir marketten temin edildi. Deneysel
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caligmalarda, c¢alisma elektrotu olarak kullanilacak PGE’yi sabitlemek ve elektriksel
baglantinin saglanabilmesi i¢in Sekil 3.1°de gosterildigi gibi 0,5 uglu kalem, iletkenligin
saglanmasi amaciyla bakir bir telle lehimlenerek ¢alisma elektrotu i¢in hazir hale getirildi.
PGE i¢in bu sistem hazirlandiktan sonra kullanilacak kursun kalem uglar1 10 mm’lik kismi1
(PGE icin hesaplanan alan:15,90 mm?) destek c¢ozeltisinde kalmasi saglanarak
elektrokimyasal c¢alismalar icin gerekli ortam hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan iiglii
elektrot sistemi elde edilen voltammogramlarin, elektrokimyasal impedans egirilerinin ve

AEA sisteminde amperometrik verilerin kaydedilmesinde kullanildi.

Calisma

elektrodu
baglantisi \

Metalik halka-serit
kismi

CuTel <=

=>Metalik ug kisim

10 mm Grafit elektrot

Sekil 3.1. T model Rotring marka (Almanya) uclu kalem ile hazirlanmis PGE (Ertek,
2016).

Tim elektrokimyasal ¢alismalar igin gerekli olgiimlerin alinmasinda Iviumstat ve
Compactstat Electrochemical Interface (Ivium Technologies, Eindhoven, the Netherlands)
ve Autolab PGSTAT 128N Potentiostat/Galvanostat cihazlarin  kullanilmasiyla
gerceklestirildi. Deneysel calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin pH’sinin ayarlanmasinda
kombine cam elektrodu olan Hanna HI 221 pH metre kullanildi. Hazirlanan standart

NADH ¢ozeltilerinin, 340 nm dalga boyunda absorbanslarimi Olgmek igin
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Spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda 35 UV-Vis Spectrometer) cihazi kullanildi. AEA
sisteminde deneylerin gergeklestirmesinde Watson Marlow marka peristaltik pompa, 0,8
mm c¢apinda silikon tubing, 6rneklerin enjekte edilmesi i¢in Rhedoyne marka enjeksiyon
vanasi (Rhedoyne 7725 sample injection valve) kullanildi. Elektrokimyasal akis hiicresinin
sisteme monte edilmesiyle AEA diizenegi kuruldu. Akis hiicresine ait sema Sekil 3.2°de
verildi. Bu akis hiicresi daha onceki ¢aligmalarda kullanilan ve 112T375 nolu proje ile
TUBITAK’mn katkis1 ve destegiyle PGE igin ilk defa tasarimi yapilmis olup, teflon
malzemesinden hazirlanmistir (Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017). Deneylerde
kullanilacak ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in gerekli ultra saf suyun temin edilmesi amaciyla
Elga Option Q7B (18,2 MQ cm) cihaz1 kullanildi. Denatiire olmamasi i¢in glikoz
dehidrogenaz enzimi, NADH, NAD" ve bazi kimyasallarin korunmasi amaciyla -20 °C ve
+4°C sicaklik sartlarim saglayacak derin sogutucu ve buzdolabi kullanildi. Yine biitiin
deneysel caligmalarda oksijen gazini ortamdan uzaklastirilmasi maksadiyla argon gazi
kullanildi.

Cilas
Pttel Ag/agCl T

1cm Lﬂi.l LZcrn
4 4

t — 2.45':"
Giris 2.4 cm
—_—-
1 PGE
/ govdesi
ﬁ PGE
T L

Sekil 3.2. PGE ile AE amperometrik c¢alismalarda kullanilan elektrokimyasal akis
hiicresinin gematik gosterimi (L: Fiber optikli Isik kaynagi; T: teflon govde; P:kolon;
G:Kuartz pencere) (Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017)

3.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. Elektrotlarin Modifiyesinde Kullanilan Cozeltiler
102 M Kalmagit ¢ozeltisi: 18 mg kalmagit tartilarak bir beherde az miktarda ultra saf

su ile ¢oziindiikten sonra 5 mL’lik balon jojeye aktarildi ve balon jojedeki isaretli ¢izgiye

kadar ultra saf su ile tamamlanda.
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10 M Tropeolin ¢ézeltisi: Benzer sekilde 15,8 mg tropeolin tartilarak ultra saf ile 5

mL’ye tamamlandi.

10 M Kromotropik Asit ¢ozeltisi: Benzer sekilde 20 mg kromotropik asit tartilarak

ultra saf ile 5 mL’ye tamamlandi.

102 M Pirokatekol violet ¢6zeltisi: Benzer sekilde 19 mg pirokatekol violet tartilarak

ultra saf'ile 5 mL’ye tamamland.

10" M NaNO; icerecek Sekilde Farkli pH’larda BRT Cozeltilerinin Hazirlanmast:

BRT c¢ozeltisinden pH=2"den pH=10’a kadar olan ¢6zeltilerinin hazirlamasi i¢in ilk 6nce
asagida verilen iki ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra pH metre yardimiyla bu iki ¢ozeltiden
(¢ozelti 1 ve ¢ozelti 2) yeterli hacimlerde karistirilmasiyla istenen farkli pH’larda BRT
cozeltileri, hazir hale getirildi. Caligma elektrotu olarak modifikasyonu yapilacak PGE’nin
elektropolimerizasyonla hazirlanmasinda ve dongiisel voltammogramlarin alinmasinda bu
¢oOzeltiler kullanildi.

Cozelti 1:_10" M NaNO; icerecek Sekilde 4x10% M 1000 mL BRT Cézeltisinin

Hazirlanmasi:

10" M 1000 mL NaNOs 1¢in;8,499 g hassas terazide tartilds,

4x102 M 1000 mL H3BO4 igin; 2,4732 g hassas terazide tartildi,

4x102 M 1000 mL HsPO, igin; kiitlece % 85 oraninda ve 6zkiitlesi 1,7 g/mL olan
H3PO, ¢6zeltisinden, otomatik pipet yardimiyla 2713 pL alindi,

4x102 M 1000 mL CH3COOH igin kiitlece % 96 oraninda ve 6zkiitlesi 1,05 g/mL
olan CH3COOH ¢ozeltisinden, otomatik pipet yardimiyla 2380 pL alindi, daha sonra bu
dort kimyasal sirastyla NaNOs;, H3BO3; 1000 mL’lik balon jojeye ilave edildi az bir
miktarda ultra saf suda ¢oziinmeleri saglandi. Ardindan hesaplan hacimlerde alinan
CH3COOH ve H3PO4’de ayni balon jojeye ilavesi yapilarak ve ultra saf su kullanilarak
isaretli ¢izgiye kadar tamamlanmasiyla ¢6zelti hazirlandi.

Cozelti 2: 10" M NaNO; Icerecek Sekilde 2,0x10" M 500 mL NaOH Cézeltisinin

Hazirlanmasi:

10"t M 500 mL NaNOs i¢in;4,2495 g hassas terazide tartildi,

2,0x10t M 500 mL NaOH icin; 4,0 g hassas terazide tartildi, az bir miktarda ultra
saf suda ¢6ziinmeleri saglandi. Ayni balon jojeye ilavesi yapildi ve ultra saf su kullanilarak

isaretli ¢izgiye kadar tamamlanmasiyla hazirlandi.
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3.3.2. Modifikasyonu Yapilan Elektrotlarm Impedans Spektrumlari(IS) ve
CV’lerin Alinmasinda Kullanilan Redoks Prob Cozeltisi

10™ M KCl igerecek Sekilde 10 M K4Fe(CN)s ve 10™ M KzFe(CN)s Cozeltisinin
Hazirlanmasi: 0,422 g K4Fe(CN)g 3H20, 0,329 g K3Fe(CN)g, ve 0,746 g KCI ayr1 ayri

hassas terazide tartildi ve az bir miktarda ultra saf suda ¢oziinmeleri saglandi. Ardindan

balon joje ultra saf su kullanilarak isaretli ¢izgiye kadar tamamlanmasiyla ¢ozelti
hazirlandi. Calisma elektrotu olarak modifikasyonu yapilan PGE’nin elektrot
karekterizasyonunda IS ve CV’lerin alinmasinda destek elektrolit amaciyla bu c¢ozeltiler

kullanildi.

3.3.3. NADH’nin Elektrokatalik Davramsinin Incelenmesinde Kullanilan
Cozeltiler

10 M KClI icerecek Sekilde 1000 mL pH=7 PBS’nin Hazirlanmast: 7,455 g KCl,
15,602 g NaH,P0O,4.2H,0 ve 17,8 g Na;HPO4.2H,0 ayr1 ayr1 hassas terazide tartildi ve az

bir miktarda ultra saf suda g¢o6ziinmeleri saglandi. Ardindan balon joje ultra saf su
kullamilarak isaretli ¢izgiye kadar tamamlanmasiyla ¢6zelti hazirlandi. Daha sonra 10" M
KCl igerecek sekilde hazirlanan 10" M NaOH ¢ozeltisi kullamlarak pH metre yardimiyla
bu iki ¢ozeltiden yeterli hacimlerde karigtirilmasiyla istenen pH=7,0 PBS, hazir hale
getirildi. Yalin ve modifikasyonu yapilmis elektrotlarin NADH’ye verdikleri
elektrokatalitik yanitlarinin incelenmesinde kullanildu.

5x10° M NADH Stok Cozeltinin Hazirlanmasi: NADH-Nay’den 0,038 g hassas

terazide tartildi 10 M KClI ihtiva eden ve Ar gazi gegirilmis pH 7,0 PBS ¢ézeltisi ile 1,0
mL’lik hacme tamamlandi. Hazirlanan standart NADH ¢ozeltilerinin, 340 nm dalga
boyunda absorbanslar1 spektrofotometre cihazi ile 6lgiiliip uygulanacak diizeltme faktorii
belirlendikten sonra +4°C sicaklik sartlarinda buzdolabinda daha sonra kullanilmak iizere

saklandi.

3.34. NADH’m AEA Amperometrik Yontemle Tayini Cahsmalarmda
Kullanilan Cozeltiler

1,0 M KCI Igerecek Sekilde 1000 mL pH=7,0 PB(Fosfat Tamponu) Cozeltisinin
Hazirlanmasi: CV ¢alismalarinda 10% M KCl icerecek sekilde pH=7,0 PBS kullamld:.

Fakat akigsa enjeksiyon sistemine gegildiginde amperometrik NADH’1n tayini ile ilgili
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calismalarda Ag/AgCI tel dogrudan kullanildigr igin, akis sisteminde 1,0 M KCI igerecek
sekilde hazirlanan pH=7,0 PB ¢ozeltisi kullanildi. Bunun i¢in 74,55 g KCI, 15,602 g
NaH,P04.2H,0 ve 17,8 g Na,HPO4.2H,O ayr1 ayri hassas terazide tartildi ve az bir
miktarda ultra saf suda ¢oziinmeleri saglandi. Ardindan balon joje ultra saf su kullanilarak
isaretli ¢izgiye kadar tamamlanmasiyla ¢dzelti hazirlandi. Daha sonra 1,0 M KCl igerecek
sekilde hazirlanan 10" M NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH metre yardimyla bu iki
¢ozeltiden yeterli hacimlerde karistirilmasiyla istenen pH=7,0 PB ¢ozeltisi, hazir hale
getirildi.

Kullanilan Standart NADH Cézeltileri: 5x102 M NADH olarak hazirlanan stok

¢ozeltiden istenilen derisimde ¢ozelti hazirlamak i¢in, gerekli miktarda hacimler alind1 ve

1,0 M KCl igerecek sekilde pH=7,0 PB ¢6zeltisinin ilavesiyle hazir hale getirildi.

3.3.5. PGE Yiizeyine GDH Enziminin Tutturulmasi ve GDH Enzim Esash
Biyosensor Calismalarinda Kullamilan Cozeltiler

Stok 1,0 M Glikoz Cozeltisi: 1,0 M Glikoz ¢ozeltisi igin, gerekli D(+) glikoz miktari
hassas terazide tartilip 1,0 M KCI igerecek sekilde pH=7,0 PBS ¢ozeltisinin ilavesiyle

hazir hale getirildi. Cozeltiler her giin i¢in yeniden hazirlandi.

Glikoz Dehidrogenaz Enzim Cozeltisi: PGE yiizeyine enzimin tutturulmasi igin,

enzim derisiminin 80 mg/mL olacak sekilde literatiirde belirtilen islem basamagina goére
(Dilgin, 2015) 10" M pH 7,0 PB ¢bzeltisi ile 1 mL’lik ependorf tiip igerisinde her giin i¢in
yeniden hazirland1 +4°C sicaklik sartlarinda buzdolabinda daha sonra kullanilmak iizere
saklandi.

%1°lik BSA ¢ézeltisi: 10 mg/100 pL BSA olacak sekilde hassas terazide tartilip 10™
M KCl igerecek sekilde 10" M pH=7,0 PB ¢ozeltisi ile 1 mL’lik ependorf tiip igerisinde

her giin i¢in yeniden hazirlandi, +4°C sicaklik sartlarinda buzdolabinda daha sonra
kullanilmak tizere saklandh.

10" M GA stok ¢ozeltisi: %25 w/v oraninda ve dzkiitlesi 1,061 g/em® olan GA
¢Ozeltisinden, 2 mL 101 M GA ¢Ozeltisi 10 M KCI ihtiva eden pH=7,0 PBS kullanilarak

hazirlanda.
0,020 M 2mL GA cézeltisi: 10™ M GA ¢ozeltisinden 400 pL alinarak, 10 M KCI
ihtiva eden pH=7,0 PBS ilave edilmesiyle hazirlandi.
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3.3.6. GDH Enzim Esash Glikoz Biyosensorii I¢cin CV Cahsmalarinda Gerekli
Olan Destek Elektrolitin Hazirlanmasi

Modifiye PGE’nin glikoza verdigi yanitinin, dongiisel voltammetride incelenmesi
icin 10 M KCI ile birlikte 10 mM NAD" igerecek sekilde 10 M pH=7,0 PBS (KClI,
NaH,P0O,4.2H,0, ve Na;HPO4.2H,0’nin yeterli miktarlar1 alinarak ve daha sonra 10t M
KCI ihtiva eden NaOH ¢ozeltisiyle pH=7,0’a ayarlandiktan sonra elde edilen ¢ozelti)
kullanilarak gerceklestirildi. Bunun igin 1,71g NaNAD" hassas terazide tartildiktan sonra
25 mL’lik balon jojede cizgiye kadar 10 M pH=7,0 PB ¢ozeltisiyle tamamlanarak

hazirlandi.

3.3.7. GDH Enzim Esash Glikoz Biyosensorii icin AEA Amperometrik
Cahismalarinda Gerekli Olan Akis Cozeltisinin Hazirlanmasi

Modifiye PGE’nin glikoza verdigi yanitin, AE Amperometrik olarak incelenmesi
icin 1,0 M KCl igerecek sekilde hazirlanan pH=7,0 PBS, akis ¢ozeltisi olarak kullanildu.
Bunun i¢in 74,55 g KCI, 15,602 g NaH,PO4.2H,0 ve 17,8 g Na,HPO4.2H,0 ayr1 ayri
hassas terazide tartildi ve az bir miktarda ultra saf suda ¢oziinmeleri saglandi. Ardindan
balon joje ultra saf su kullanilarak isaretli ¢izgiye kadar tamamlanmasiyla ¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra 1,0 M KCI icerecek sekilde hazirlanan 10" M NaOH ¢ozeltisi
kullanilarak pH metre yardimiyla bu iki ¢ozeltiden yeterli hacimlerde karistirilmasiyla
istenen 1,0 M KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS, hazir hale getirildi.

AE Amperometrik Calismada Kullanilan Standart Glikoz Cozeltileri:

Stok 10 mL 10 M glikoz ¢ozeltisi igin 0,018g D(+) glikoz hassas terazide tartildiktan
sonra 10,0 mM NaNAD" (1,0 M KClI ihtiva eden pH=7,0 PBS ile hazirlanan) ¢dzeltisinden

ilave edilmesiyle hazir hale getirildi. Cozeltiler her giin igin yeniden hazirlandu.

3.4. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.4.1 Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarin (PGE) Hazirlanmasi

Biitiin elektrokimyasal ¢aligmalar ii¢lii elektrot sisteminde gergeklestirildi (Calisma
elektrotu: PGE, Karsilastirma elektrotu: CV ve elektrokimyasal impedans
spektrumlarinin alinmasinda Ag/AQCI/KClgoygun), AEA sisteminde amperometrik egrilerin
kaydedilmesinde Ag/AgCI/KClio my; Yardimer elektrot: Pt tel ). PGE’ler herhangi bir

islem yapilmaksizin veya elektrokimyasal ©n kosullandirma yapilarak iki sekilde
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kullanildi. Modifiye elektrot hazirlamak i¢in kullanilacak PGE’lerin yiizeyinde istenmeyen
bazi safsizliklarin uzaklastirilmasi ve yiizeyin daha aktif hale getirilmesi amaciyla, pH=7,0
PBS ortaminda +1,45 V’da 60 s kronoamperomogramlar1 kaydedilerek kosullandirildi.
Clm, Trp, Cta ve Pcv mediyatorlerinin elektrot yiizeyine modifikasyonunda, hem yalin
PGE hem de kosullandirilmig PGE’ler (K.PGE) ayr1 bir sekilde kullanildi. Bu amagla hem
adsorpsiyon hem de elektropolimerizasyon yontemleri modifikasyon i¢in kullanildi.

Adsorpsiyonla modifiye elektrot hazirlamak i¢in Clm, Trp, Cta ve Pcv
mediyatorlerinin her biri i¢in farkli derisimlerde c¢ozeltileri hazirlandi. PGE’ler farkli
stirelerde bu ¢ozeltilerde bekletilerek adsorpsiyon yoluyla hazirlanan modifiye elektrotlar
elde edildi. Yukaridaki dort ASA boyar maddelerinin her biri i¢in elektropolimerizasyon
yoluyla da modifiye PGE’ler hazirlandi. Bu amagla oncelikle 0,1 M NaNOs ihtiva eden
farkli pH’lardaki BRBS destek elektrolitinden 4,5 mL hiicreye ilave edilerek 2 dongiilii
destek alindiktan sonra Clm, Trp, Cta ve Pcv mediyatorlerin her biri i¢in hazirlanan ara
stok (10 M) ¢ozeltisinden 500 uL ilave edilerek -0,7 V ile 1,3 V potansiyel araligi
kullanilarak tarama hizi 50 mV/s olacak sekilde ve 5 dongilii CV’leri alinmasiyla
elektropolimerizasyon yoluyla modifiye elektrotlar hazirlandi.

NADH’ye kars1t en iyi elektrokatalitik yanitin alindigit modifiye elektrotu tespit
etmek i¢in, segilen redoks mediyatorlerle PGE yiizeyinin elektropolimerizasyonla
modifikasyonu asamasinda; destek elektrolit, monomer derisimi, dongii sayist ve
potansiyel c¢alisma araligi gibi parametrelerin etkisi incelendi. Bu amagla dongii sayist,
monomer derigimi, degisen pH’larda destek elektrolit ve potansiyel aralik degistirilerek
redoks mediyator olarak segilen ASA boyar maddelerle modifiye edilen PGE’lerin CV’leri

alindi ve NADH’ye verdikleri yanitlari izlenerek optimum parametreler belirlendi.

3.4.2. Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan elektrotlar saf suyla yikandiktan sonra elektrotlarin bir kisminin
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (COBILTUM) hizmet alimiyla SEM ve EDX (JEOL SEM-7100-EDX),
AFM goriintiileri ve Raman (WITEC ALPHA 3100R) spektrumlari alinarak her bir
elektrotun yiizey morfolojisi incelendi. Deneysel c¢alismalarda redoks mediyatorler
kullanilarak elde edilen modifiye elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in 0,1M

KClI ihtiva eden 10 M K4Fe(CN)g ile 10° M KsFe(CN)g ¢ozeltileri kullanildi. Daha sonra
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bu c¢ozelti ortaminda her bir modifiye elektrotun hem elektrokimyasal impedans

spektrumlart hem de dongiisel voltammogramlar: kaydedildi.

3.4.2.1. Modifiye Elektrotlarla NADH’nin Elektrokatalitik Yiikseltgenmesinin
Incelenmesi

Modifiye elektrotlarin NADH’nin yiikseltgenmesine elektrokatalitik etki gosterip
gostermedigini belirlemek igin her bir modifiye elektrodun NADH yoklugunda ve belirli
derisimde NADH varliginda dongiisel voltammogramlar1 kaydedildi. Bu amacla dncelikle
modifikasyonu yapilan elektrotlar, 0,1 M KCI ihtiva eden 0,1 M pH=7,0 PBS’de dongiisel
voltammogramlar1 alindiktan sonra destek elektrolit ortamina 0,25 ya da 0,5 mM NADH

ilave edilerek voltammogramlar tekrar kaydedildi.

3.4.3. AEA Sisteminde ASA Boyar Maddeler ile Modifiye Edilen PGE’lerin
NADH’a Kars1 Amperometrik Yamitlarinin Incelenmesi

AEA sisteminde NADH’nin, elektrokatalitik yiikseltgenme yanitlarina yonelik
caligmalar1 gergeklestirmek icin, Dilgin ve c¢alisma grubu tarafindan daha o6nceki
caligmalarda (Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017) kullanilan ve ilk defa PGE i¢in
tasarlanip Teflondan yaptirilan fotoelektrokimyasal bir akis hiicresi kullanildi. AEA
sistemi i¢in hazirlanan deney diizenegi sematik olarak Sekil 3.3’te gOsterilmistir.
Fotoelektrokimyasal bir akig hiicresi tizerinde 1,0 mm ¢apinda AgCl ile kaplanmis Ag tel
ve Pt tel bulundurmaktadir. Akis hiicresi Sekil 3.3’de goriildiigii gibi sisteme baglanarak

kullanima hazir hale getirildi.
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Sekil 3.3. Amperometrik ¢alismalarinda kullanilan AEA sistemine ait diizenegin sematik
gosterimi(Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017)

AE amperometrik ¢alismalarda, NADH i¢in 1,0 M KCI’li 0,10 M pH=7,0 PB
cozeltisi, akis ¢oOzeltisi olarak kullanildi. NADH c¢ozeltileri, kendi tasiyici elektrolitini
iceren akis sistemine, enjeksiyonu yapilarak akima karsi ¢alisma potansiyeli, akis hizi,
kolon boyu ve 6rnek yiikleme hacmi gibi parametreler optimize edildi.

Her bir modifiye elektrotun (Pcv ve Clm ile modifiye PGE) optimize edilen kosullar
altinda (tasiyic1 ¢ozelti, ¢alisma potansiyeli, akis hizi, 6rnek yiikleme hacmi ve kolon
boyu) AEA sisteminde akim-zaman egrisi kaydedildi. Sabit ve diizenli hal akimi elde
edilmesinden sonra farkli derisimlerde NADH igerecek sekilde hazirlanmis ¢ozeltiler, akis
hiicresine en az 3 defa 10 mL’lik bir enjektorle, 100 pL o6rnek yiikleme hacmini
dolduduracak sekilde, enjeksiyonu yapildi. Daha sonra elde edilen amperometrik pik
akimlarinin derisime kars1 yanitlar1 incelendi. Her calismadan sonra akis hiicresi ve

enjeksiyon vanasi, saf sudan gegirilerek daha sonraki ¢alismalar i¢in hazir hale getirildi.

3.4.4. GDH ve NAD'/NADH Redoks Ciftine Dayah Biyosensér Calismalar:
3.4.4.1. Dehidrogenaz Enzim immobilizasyonu
PGE ylizeyine enzim immobilize edilmesi i¢in dncelikle elektrotlar % 5’lik PAMAM
cozeltisinde bekletilerek PGE yiizeyine PAMAM 1n adsorbe edilmesi saglandi. Boylelikle,
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hem enzimin daha etkin immobilizasyonunu hem de boyar maddelerin
elektropolimerizasyonunda daha biiyiik yiizey alani saglanmis oldu. PAMAM
adsorplanmis PGE yiizeyinde secilen ASA madde (CIm, ve Pcv) elektropolimerize edildi.
Elektropolimerizasyon asamasindan sonra her bir PGE’nin yiizeyine GDH enzimi
tutturmak i¢in immobilizasyon adimina ge¢ildi. Bunun igin ilk 6nce GDH enzim derigimi
80 mg/mL olacak sekilde %1 BSA ¢ozeltisi ile 1:1 oranina gore karistirilmasi saglandi (5
uL). Daha sonra bu karisima ¢apraz baglayici olarak 20 mM GA c¢ozeltisinden 4 pL
eklendi. Ardindan mediyatorle modifiye edilmis elektrot, GDH, %1 BSA ve GA
karisimindan olusan bu ¢ozeltiye 1 saat siireyle daldirildi ve bu siire zarfinda +4 °C
buzdolabinda saklandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden c¢ikarilarak yine buzdolabinda 10 dk
kurumasi i¢in bekletildi ve deneysel ¢alismada kullanilacak hale getirildi. PAMAM ile
ilgili sonuglar olumlu olmadigindan gerek adsorpsiyon ve gerekse elektropolimerizasyon
yoluyla hem CIm hem de Pcv modifiye elektrotlar hazirlanmis ve bu elektrot yiizeylerine
PAMAM  kullanilmaksizin enzim immobilizasyonu yukarida belirtildigi  gibi
gerceklestirilmistir. Dongiisel voltammetride glikoza en iyi yanit veren enzim immobilize
elektrodu elde etmek icin Enzim: BSA: GA oranlart degistirilerek PGE yiizeyine enzim
immobilizasyonu gergeklestirildi. En iyi yaniti veren Poli-Pcv/PGE ig¢in enzim
immobilizasyon prosediiriine ve modifiye elektrot iizerinde gerceklesen kimyasal

reaksiyona iligskin sematik bir gosterim Sekil 3.4°de verildi.

@ Pirokatekol violet(Pcv) .
PGE Poli-Pcv / PGE GDH / Poli -Pev/ PGE

Kosulland Pcv'nin I I
osullandirma elektropolimerizasyonu 1em GDH BSA GA 1cm
, | |

0,1MKCl iceren
0,1MKCl iceren pH 3,0 BRBS

0,1mM Pcv cizeltisi GDH:Glikoz dehidrogenaz
-0,7 ile +1,3V S0mV/s 0.7 ile +1,3V 50mV/s BSA:Bovin serum albumin
2 dongii GA:Gluteraldehit

5 dongii

Sekil 3.4. Poli-Pcv/PGE yilizeyine GDH enzimi immobilizasyon prosediirii i¢in sematik

gosterimi
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3.4.4.2. Dongiisel Voltammetri Yontemi Kullanilarak Yapilan Biyosensor
Cahismalan

ASA boyar maddeleriyle modifikasyonu yapilmis ve yiizeyine enzim tutturularak
hazirlanmis calisma elektrotu olan PGE, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve Pt yardimci
elektrotu ile bir araya getirilerek elektrokimyasal hiicredeki iiclii elektrot sistemi
olusturuldu. Daha sonra modifiye PGE’nin glikoza verdigi yanit, dongiisel
voltammogramlarin kaydedilmesiyle incelendi. Bunun icin 10* M KClI ile birlikte 0,01 M
NAD" icerecek sekilde hazirlanmis 10t ™M pH=7,0 PBS destek elektrolit ¢ozeltisi
kullanildi. Caligilan potansiyel araligin -0,4 ile +1,0 V ve potansiyel arasinda tarama
hizinin 20 mV/s oldugu sartlarda glikoz ilave edilmeden 6nce ve 25 mM glikoz ilavesinden
sonra voltammogramlarin  kaydedilmesi ile gerceklestirildi. Ayrica birbiriyle
karsilastirilmasi i¢in enzim tutturulmus yalin PGE i¢inde ayni sartlarda deneysel ¢caligmalar

yapildu.

3.4.4.3. AE Amperometrik Yontemin Kullamlmasiyla Yapilan Biyosensor
Cahismalan

Tasarimi yapilan elektrokimyasal glikoz biyosensorii i¢in daha 6nce Sekil 3.2°de
bahsedilen fotoelektrokimyasal akis hiicresi kullanildi. Akis sisteminde amperometri
yontemiyle yapilan ¢alismalarda akis ¢ozeltisi i¢in 1,0 M KCl igerecek sekilde hazirlanan
10™* M pH=7,0 PBS kullanildi. Akis hiicresi iizerine 1,0 mm capinda AgCl kapli Ag tel ile
Pt tel ¢ozeltiyle temasi olacak sekilde dogrudan baglantisi saglandi. Amperometrik AEA
sistemine ait sematik bir gosterim Sekil 3.3°te verilmistir. Enzim tutturulmus ve
mediyatorle modifiye edilmis elektrot (GDH/Poli-Pcv/PGE) akis hiicresine takildi.
Ardindan baglantis1 hazirlanmigs AEA sistemine 1,0 M KCl igerecek sekilde hazirlanan 10
M pH=7,0 PB akis ¢ozeltisi oarak kullanildi. 10,0 mM NAD" ile 1,0 M KCI igerecek
sekilde, 10 M pH=7,0 PB destek elektrolit ¢ozeltisi ile hazirlanmis glikoz ¢ozeltilerinin
enjeksiyonu yapildi. Sisteme yiiklenen glikoz ¢ozeltisine karsit alinan pik akimlarindan
calisma potansiyeli, akis hizi, kolon boyu ve ornek yiikleme hacmi gibi analitiksel
parametreler i¢in en uygun sartlar belirlendi. Modifikasyonu yapilmis elektrot i¢in caligma
potansiyelinin + 250 mV , akis hizinin 1,18 mL/dk, 6rnek yiikkleme hacmi 100 uL ve kolon
uzunlugu (0,8 mm ¢apinda silikon tubing) 10 cm oldugu optimize edilen parametreler

kullanildi. Ardindan sabit, diizenli ve kararli hal akimi elde edildikten sonra g¢esitli
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derisimlerde hazirlanmis olan glikoz ¢ozeltileri akis sistemine en az 3 defa uygun bir
enjektorle enjeksiyonu yapilarak, pik akimlariin derisimlerle degisimleri incelendi. Her
deneysel ¢alismanin sonunda akis hiicresi ve enjeksiyon vanasi saf su ile temizlenmesi
saglandi. Ayrica birbiriyle karsilastirilmasi i¢in enzim tutturulmus yalin PGE i¢inde aym

sartlarda deneysel ¢aligmalar yapildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. NADH’nin Elektrokatalitik Yiikseltgenmesi

NADH/NAD" redoks ikilisi ve DHG enzimine bagli biyosensdr calismalarina
gegmeden Once ASA boyar maddelerle modifiye PGE’ler kullanilarak NADH’nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesi caligmalari hem dongilisel voltammetri hem de AEA
sisteminde NADH’nin bu elektrotlardaki elektrokatalitik ylikseltgenmesine bagli olarak
amperometrik tayini gergeklestirildi. AEA  amperometrik g¢aligmalarda, daha onceki
calismalarda ilk defa PGE ig¢in tasarlanan ve basarili bir sekilde kullanilan yeni akis hiicresi
(Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017) bu tez ¢alismasinda da kullanildi. ASA boyar
maddeleriyle (Clm, Trp, Cta ve Pcv) modifiye PGE’ler adsorpsiyon ve
elektropolimerizasyon olmak iizere iki farkli prosediir kullanilarak hazirlandi. Her bir ASA

boyar maddeleriyle elde edilen sonuglar bundan sonraki kisimlarda ayr1 ayri verildi.

4.1.1. CIm Modifiye Edilen PGE’lerle Yapilan Calismalar

4111 Adsorpsiyon’la Clm Modifiye PGE Hazirlanmas1i ve NADH’ye
Elektrokatalitik Yanmiti

Deneysel prosediirde de bahsedildigi gibi Clm modifiye elektrotlar hazirlanirken
PGE’ler kosulsuz ve kosullandirilmak tizere iki farkli sekilde kullanildi. Hem kosulsuz
(PGE) hem de elektrokimyasal olarak kosullandiriimis (K.PGE) kalem uclar1 10° M CIm
cozeltisinde 30 dk bekletildi. Elde edilen uglar Deneysel Kesimde Sekil 3.1°de sekli
verilen Rotring kalem govdesine monte edildi ve iglii elektrot sistemi igeren
elektrokimyasal hiicreye yerlestirildi. Clm modifiye PGE’nin (Clm/PGE) ve
kosullandirilmis PGE’nin (Clm/K.PGE) 0,1 M KCI igerecek sekilde hazirlanan pH=7,0
PBS destek elektrolitinde NADH’siz ve 0,25 mM NADH ortaminda 20 mV/s tarama hizi
kullanilarak alinan CV’lar1 kaydedildi ve elde edilen voltammogramlar sirasiyla Sekil 4.1
ve 4.2°de verildi. Sekil 4.1/a’da goriildiigii gibi Clm/PGE’nin dongiisel voltammograminda
+370 mV’da bir anodik pik ve +290 mV’da katodik bir pik gozlendi. Bu piklerinde,
literatiirde verildigi gibi (Chandra ve ark., 2010; Karaman, 2014) Clm’deki fenolik
gruplarm kinolik gruplara 2e” ve 2H" ile yari tersinir bir sekilde yiikseltgenmesine
baglanmustir (Sekil 4.3). Ancak ortama NADH ilave edildiginde NADH’nin Yalin PGE’de
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yaklasik +420 mV’da gozlenen yiikseltgenme pikinin tamaminin yaklagik +300 mV’lara
kaymasi beklenirken, Clm/PGE’de (Sekil 4.1/b) NADH’nin bir kism1 +300 mV civarinda
yiikseltgenirken bir kismi da +550 mV’da yiikseltgenmis ve bu durumda adsorpsiyon
yontemi  kullanilarak ~ modifiyesi  yapilan Clm’nin, NADH’in elektrokatalitik
yiikseltgenmesine herhangi bir katkisinin olmadigi sonucuna varildi. Bunun nedeni ise
yiizeye adsorbe olan Clm’nin etkili bir sekilde adsorbe olmamasina ve yilizeyden kolayca
desorbe olmasina baglanabilir. Elde edilen modifiye elektrotun 10 dongiilii CV’lerden
gbzlenen piklerin zamanla azalmasi da yiizeyden adsorbe olan Clm’nin desorbe oldugunu

desteklemektedir.

a-Clm/PGE C

| —— b.CIm/PGE+0,25 mM NADH
c.Yalin PGE+0,25mM NADH b

Akim /pA

-8 F—————————————————————
400 200 0O 200 400 600 800

Potansiyel/ mV

Sekil 4.1. Clm/PGE’nin a) NADH’siz ve b) 0,25 mM NADH ortaminda alinan CV’leri)
0,25 mM NADH’nin Yalin PGE’de kaydedilen CV’leri (DE: 0,1 M KCI ihtiva eden
pH=7,0 PBS; v:20 mV/s)

Benzer sonuglar Clm modifiye K.PGE (CIm/K.PGE) i¢inde elde edildi, kararli ve
tekrarlanabilir sonuglar alinamadi. Elde dilen voltammogramlar benzer sekilde kaydedildi
ve Sekil 4.2°de verildi.

63
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Sekil 4.2. Clm/K.PGE’nin a) NADH’siz ve b) 0,25 mM NADH ortaminda alinan CV’leri
¢) 0,25 mM NADH’nin Yalin K.PGE’de alinan CV’leri (D.E: 0,1 M KCI ihtiva eden
pH=7,0 PBS; v:20 mV/s)

OH HO
-2H -2¢
N=N SO
' +2H +2

Sekil 4.3. Kalmagitin redoks davranisina ait mekanizma (Chandra vd., 2010; Karaman,
2014)

Sonug olarak, adsorpsiyon yontemi kullanilarak hazirlanan Clm ile modifiye edilen
PGE’ler, NADH’a kars1 iyi bir elektrokatalitik yanitin, yani potansiyelin daha negatif
bolgeye kaydirilmasinda herhangi bir olumlu sonu¢ gozlenemediginden dolay1

elektropolimerizasyon yontemiyle modifiye PGE hazirlanmasina karar verildi.

64



4.1.1.2. Elektropolimerizasyon Yontemiyle Kalmagit Modifiye PGE
Hazirlanmasi ve NADH’ye Elektrokatalitik Yanmiti

Modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda NADH nin elektrokatalitik ylikseltgenmesine
verdigi en iyi yanit dikkate alinarak en uygun kosullar belirlendi. Bu amagla, oncelikle
sirastyla destek elektrolit pH’1, monomer derisimi, dongii sayist ve potansiyel caligma
araliklarinda (6zellikle anodik potansiyel sinir1 degistirilerek) Clm’nin PGE yiizeyinde
elektropolimerizasyonu gerceklestirildi. Daha sonra elde edilen modifiye elektrotlarin
NADH’nin yiikseltgenmesine verdigi elektrokatalitik yanit incelendi.

Poli-CIm/PGE’nin hazirlanmas1 esnasindaki destek elektrolitin, NADH’nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesine etkisini belirlemek igin, 0,1 M NaNOj igerecek sekilde
ve pH’1 2-10 arasinda degisen Britton Robinson tampon ¢ozeltisi (Britton Robinson Buffer
Solution, BRBS) destek elektrolitleri kullanildi. Tarama hizinin 50 mV/s, dongii sayisinin
5, potansiyel ¢alisma araligimin (pH’a gore degisecek sekilde)-0,3 ile + 1,3 V, monomer
derisiminin 0,1 mM CIm oldugu kosullarda, dongiisel voltammogramlarin alinmasiyla
modifiye elektrotlar hazirlandi. Daha sonra farkli pH’li destek elektrolitleri kullanilarak,
modifiye (Poli-CIm/PGE) elektrotlar hazirlandi. Karekterizasyon i¢in 0,1 M KCI ihtiva
eden pH=7,0 PBS ortaminda 0,25 mM NADH’nin dongiisel voltammogrami alind1 ve
NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenme yanit1 incelendi. pH=2,0 ile pH=10,0 arasinda
degisen pH ortamlarinda elektropolimerizasyona ait dongiisel voltammogramlar ve bu
modifiye edilen PGE’lerin NADH’ye elektrokatalitik yiikseltgenmesine iliskin dongiisel
voltammogramlar kaydedildi. NADH’ye en iyi elektrokatalitik yilikseltgenme yanit1 ve
pH=3,0 BRBS destek elektrolitinde elde edilen modifiye elektroda ait
elektropolimerizasyon, Sekil 4.4’te verildi. Sekil 4.4/A 0,1 M NaNO3’l1 ve pH=3,0 BRBS
ortamindaki Clm’nin elektrolizi esnasinda ger¢eklesen polimer filminin olusumuna iligkin
dongiisel voltammogramlar1 gdstermektedir. Elektropolimerizasyon islemine NOj3
anyonunun katalitik etkisinden dolay1 tiim elektropolimerizasyon islemlerinde destek
elektrolitlere derisimi 0,1 M olacak sekilde NaNOj ilave edildi (Karyakin ve ark., 1999a;
Karyakin ve ark., 1999b). ilk déngiide, bir tersinir redoks ¢ifti (+630 mV’da anodik pik ve
+640 mV’da ise bir katodik pik) ve tersinmez ii¢ adet (+380 mV, +470 mV ve +870
mV’da ) yiikseltgenme piki gozlendi. Bunun disinda -180 mV’da ise belirgin bir tersinmez
indirgenme piki goézlendi (Sekil 4.4/A). Bu tersinmez indirgenme pikinin literatiirde

verildigi gibi (Karaman, 2014) yapidaki azo grubunun (-N=N-) iki basamakli bir sekilde
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2e” ve 2H" ile énce amino grubuna (-NH-NH-) indirgenmesine ve daha sonra ortadaki
bagin kopmasiyla iki farkli {irtiniin olusumuna baglanmistir (Sekil 4.5). Olusan bir adet
tersinir pikin bu mekanizmaya goére yiirimeyen yani asil iskelet yapidaki (Sekil 4.3’deki
gibi) katekol gruplarindan birinin tersinir olarak kinon grubuna yiikseltgenirken (+630
mV’da anodik pik ve +640 mV’da ise bir katodik pik) digeri ise tersinmez olarak
yiikseltgenmesi seklinde yorumlanabilir. Bunun disinda farkli potansiyellerde olusan diger
iki tersinmez pikin ise yine literatiirde verildigi gibi (Karaman, 2014) olusan iki farkli
katekolik grubun kinolik gruba yiikseltgenmesine baglanabilir (Sekil 4.6). Dongli sayisi
arttik¢a katodik yondeki piklerin azaldigi ve bunun sonucunda polimerizasyonun olustugu
sonucu cikarilabilir. Emir ve Dilgin’nin Poli-Clm/PGE ile siilfiir tayini ¢aligmasinda
belirttigi Clm’nin elektropolimerizasyon mekanizmast (Clm’nin yiikseltgenmesi sonucu
fenoksi radikalinin olusumu iizerinden) bu g¢alisma icin de onerilebilir (Emir ve Dilgin,
2018). Bu mekanizmaya gore, oncelikle Clm’deki hidrokinon gruplart le” ve 1H"
vermesiyle fenoksi radikallerine yiikseltgenir, olusan radikal halkaya delokalize olur ve
son adimda iki radikalin birlesmesiyle de (C-C birlesmesi ya da C-O birlesmesi)
dimerlesme ve dongii sayisinin artmasiyla da polimerlesme gergeklesir (Emir ve Dilgin,
2018).

Sekil 4.4B’de ise pH=3,0 BRBS’de hazirlanan Poli-CIm/PGE’nin 0,1 M KClI ihtiva
eden pH=7,0 PBS ortaminda NADH’siz ve 0,25 mM NADH ortaminda kaydedilen
dongiisel voltammogramlart gostermektedir. CV’den Clm’nin tersinir redoks ¢iftine ait
piklerin (+370 mV da anodik pik ve +340 mV’da katodik pik) belirgin bir sekilde
goriindigi (Sekil 4.4B.a), yine 0 mV’da kiiciik bir anodik pik ve -40 mV’da kiiciik bir
katodik pik gozlendi. Bu pikler, elektrot yiizeyine Clm’nin modifiye oldugunu
ispatlamaktadir. Destek elektrolit ortamina NADH ilave edildiginde (Sekil 4.4B.b) ise
Yalin PGE’de +420 mV’da gozlenen NADH’nin yiikseltgenme piki (daha once Sekil
4.1.c’de verilmisti) yaklagik 0 mV’da baslamis (Onset potential) ve +200 mV’da
maksimum diizeye ulasmistir (Sekil 4.4B.b). Bu durumda +370/+340 mV’daki redoks
ciftinin NADH’nin ylikseltgenmesini katalizlemedigi, diger redoks ¢iftinin katalizledigi
(0/-40 mV) sonucuna varilmistir. Poli-Clm/PGE’nin, adsorpisyon yontemiyle elde edilen

Clm/PGE’ye gore iyi bir elektrokatalitik katkisinin oldugu alinan yanitlardan gézlendi.

66



a.Poli-CIm/PGE B
20 - A ——— b.Poli-CIm/PGE+0.25mMNADH
5
15{ pH=3 BRBS 5 Déngii b
{ { 4
-
=2 = 3
~ ~ a
= E ?
i B 14
< . «
0-
Ep
25 T T T T T T T T 21
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 200 0 200 400 600 200
Potansiyel / mV Potansiyel / mV

Sekil 4.4. A) 0,1 mM Clm’nin PGE yiizeyinde 5 kez ardisik olarak alinan CV’leri (DE: 0,1
M NaNO3z’li pH=3,0 BRBS; v: 50 mV/s) B) A’dan elde edilen Poli-Clm/PGE’nin a)
NADH’siz ve b) 0,25 mM NADH ortamindaki CV’leri (DE: 0,1 M KCI ihtiva eden
pH=7,0 PBS; v:20 mV/s)
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Sekil 4.5. Kalmagitin PGE’deki indirgenmesine ait mekanizma. Uriin A: 1-hidroksi-2-
amino-4-metil benzen, Uriin B: 4-amino-3-hidroksi-1-naftelensiilfonik asit (Karaman,
2014)

68



OH o)

-2H*
NH, _— > NH
-2¢e”
H,C HsC
A UrinG
HO Q

-2H*
) )

B GrinG

Sekil 4.6. Kalmagitin indirgenmesi sonucu olusan tdriinlerin (A ve B’nin) PGE’deki

yiikseltgenme mekanizmasi (Karaman, 2014)

Elektropolimerizasyon islemi sadece pH=3,0 BRBS ortaminda gerceklestirilmemis,
pH=2,0-12,0 arasinda degisen BRBS ortamlarinda poli-Clm modifiye elektrotlar
hazirlanmistir. Elde edilen her bir modifiye elektrotun NADH’ye elektrokatalitik yaniti
izlenmis ve optimum pH elde edilen bu yanitlara gére belirlenmistir. Tiim pH ortamlarinda
alinan dongiisel voltammogramlar birbiriyle karsilastirildiginda asidik ortamda hazirlanan
modifiye elektrotlarin NADH’ye daha iyi bir elektrokatalitik etkinlik gosterdigi ve
pH=3,0-5,0 arasinda elde edilen modifiye elektrotlarin NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesine benzer yanitlar verdigi ancak en iyi sonucun pH=3,0 BRBS’de elde
edilen modifiye elektrot oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle Clm modifiye PGE’lerin
elektropolimerizasyon yoluyla hazirlanmasinda pH=3,0 BRBS en uygun destek elektrolit
olarak sec¢ilmistir.

pH=3,0 BRBS optimum destek elektrolit olarak belirlendikten sonra
elektropolimerizasyon adiminda potansiyel araligi da optimize edildi. Bu amagla oncelikle
anodik potansiyel degeri +1,3 V olarak sabit tutulup katodik potansiyel araligi 0 ile -0,7 V
arasinda degistirilerek 0,1 mM Clm’nin pH=3,0 BRBS’de 50 mV/s tarama hizinda 5
dongiilii dongilisel voltammogrami alindi. Elektropolimerizasyon adiminda katodik
potansiyel degerinin -0,5 V ve daha negatif potansiyel degerleri alindiginda elde edilen
Poli-Clm/PGE’lerin NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenme yanitinin daha belirgin

oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla elektropolimerizasyon adiminda -160 mV’da gozlenen
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indirgenme pikinin énemli rol oynadig: diistiniilmektedir. Dolayisiyla bu pikin gézlenecegi
potansiyel degerinden daha negatif potansiyellerde katodik potansiyel degerinin segilmesi
uygun bulundu. Bu nedenle -0,7 V en uygun katodik potansiyel deger olarak se¢ildi.

-0,7 V optimum katodik potansiyel degeri olarak belirlendikten sonra, anodik potansiyel
degeri optimize edildi. Bu amagla oncelikle -0,7 V katodik potansiyel degeri sabit tutuldu
ve anodik potansiyel araligi 0 ile 1,3 V arasinda degistirilerek 0,1 mM Clm’nin pH=3,0
BRBS’de 50 mV/s tarama hizinda 5 kez ardisik olarak dongiisel voltammogrami alindi.
Elektropolimerizasyon adiminda anodik potansiyel degerinin 0,7 ve 1,3 V oldugu
durumlarda elde edilen Poli-Clm/PGE’lerin NADH’ye yanitlarinin en uygun oldugu tespit
edildi. Bu nedenle +0,7 ve +1,3 V iki farkli anodik potansiyel deger olarak se¢ildi.

-0,7 ve +1,3 V ile -0,7 ile +0,7 V olacak sekilde iki farkli potansiyel araligi kullanilarak
farkli dongli sayilarinda elektropolimerizasyon islemleri gerceklestirilmis ve
elektropolimerizasyonla hazirlanan Poli-Clm/PGE’lerin NADH’ye karsi elektrokatalitik
yiikseltgenme yanitlari izlenerek, dongl sayist optimize edildi. Ayni sekilde potansiyel
araligi -0,7 ile +0,7 V olacak sekilde benzer islemler tekrarlanmis ancak dongii sayisi 1 ile
10 arasinda segilmistir. Potansiyel Araligi -0,7 ile +0,7 V arasinda daha kararli sonuglar
alimmig ve dongii sayisinin da 5 dongii olmasina karar verildi.

Dongii sayisi optimize edildikten sonra Clm derisimi optimize edildi. -0,7 ile +0,7 V
potansiyel araligi kullanilarak farkli Clm derisimlerinde 5 kez ardisik olarak alinan
dongiisel voltammogramlar kaydedildi ve bu sekilde elektropolimerizasyon islemleri
gerceklestirildi. Elde edilen Poli-CIm/PGE’lerin NADH’nin yiikseltgenmesine verdikleri
yamtlar1 izlenerek CIm i¢in optimum monomer derisimi belirlendi. Bu amagla 2x107 ile
0,2 mM arasinda degisen Clm’nin pH 3,0 BRBS’de 50 mV/s tarama hizinda 5 dongiilii
dongiisel voltammogrami alindi. Ornek olarak en diisiik derisim olan 2x10° mM ve
optimum degerde (0,1 mM) Clm derisiminde elde edilen dongiisel voltammogramlar Sekil
4.7 ve 4.8’de verilmistir. Diisiik Clm derisimlerinde elde edilen modifiye PGE’lerin
NADH’nin elektrokatalitik yilikseltgenmesine yanitinin olmadigr ve 0,1 mM’dan sonra
elektrokatalitik yanitin daha kararli oldugu gozlenmis ve elektropolimerizasyon esnasinda

optimum monomer derisimi 0,1 mM CIlm olarak belirlendi.
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Sekil 4.7. A) 2x10° mM Clm’nin PGE yiizeyinde 5 kez ardisik olarak alinan CV’leri (DE:
0,1 M NaNO3’li pH=3,0 BRBS; v: 50 mV/s) B) A’dan elde edilen Poli-Clm/PGE’nin a)
NADH’siz ve b) 0,25 mM NADH ortamindaki CV’leri (DE: 0,1 M KCI ihtiva eden
pH=7,0 PBS; v:20 mV/s)
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Sekil 4.8. A) 0,1 mM Clm’nin PGE yiizeyinde 5 kez ardisik olarak alinan CV’leri (DE: 0,1
M NaNOsz’li pH=3,0 BRBS; v: 50 mV/s) B) A’dan elde edilen Poli-Clm/PGE’nin a)
NADH’siz ve b) 0,25 mM NADH ortamindaki CV’leri (DE: 0,1 M KCI ihtiva eden
pH=7,0 PBS; v:20 mV/s)
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41.1.3. Poli-Clm/PGE’de = NADH’nin  Elektrokatalitik  Yiikseltgenme
Mekanizmasi

NADH’nin, Clm ile modifiye edilen PGE’deki elektrokatalitik yiikseltgenmesine ait
mekanizma, daha 6nce Dilgin ve arkadaglarinin ¢alismalarinda NADH i¢in 6nerdigi ve
giris kisminda da belirtilen (Sekil 1.1) benzer bir mekanizmayla agiklanabilir (Dilgin ve
ark., 2010; Dilgin, D. ve ark., 2011; Dilgin ve ark., 2011; Dilgin ve ark., 2012b; Dilgin ve
ark., 2007; Dilgin ve ark., 2013). Onerilen mekanizmaya gore, elektrot yiizeyindeki
mediyatoriin (Clm) yiikseltgenmis formu ile NADH hizlica tepkimeye girer ve mediyator
indirgenmis formuna déniisitrken NADH ise NAD"ya yiikseltgenir. Daha sonra
mediyatdriin indirgenmis formu elektrot yiizeyinde tekrar yiikseltgenirken elektrokatalitik
akim olusur. NADH’ nin Clm modifiye PGE’deki elektrokatalitik yiikseltgenmesi de buna
benzer bir sekilde ECE mekanizmasiyla agiklanabilir. Onerilen mekanizmaya iligkin bir
sematik gosterim Sekil 4.9°da verildi. Gergeklesen tepkimeler ise sirasiyla tepkime 4.1, 4.2
ve 4.3’de ifade edildi.

NADH + CImgixy —»NAD" + ClMging)  .oevvvvvenrrvnnnnnn.. (Kimyasal Tepkime) (4.1)
ClMgngy — ClMeiy + 28 +H" oo (Elektrot Tepkimesi) (4.2)
NADH —NAD™+2e +2H" ... i (Toplam Tepkime) (4.3)
PGE
+ Med ;.
NAD
NADH Medyiix. ‘

Sekil 4.9. NADH’nin redoks mediyator modifiye elektrottaki yiikseltgenme
mekanizmasina iliskin sematik bir gosterim. ( Medi,q: mediyatoriin indirgenmis formu;

Medyi: Mediyatoriin yiikseltgenmis formu)
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4.1.1.4. NADH’nin Poli-CIm/PGE’de Elektrokatalitik Yiikseltgenmesine Bagh
AE Amperometrik Tayini

AE amperometrik ¢alismalarda NADH’nin Poli-Clm/PGE’de elektrokatalitik
yiikseltgenmesine ait en yiiksek pik akimini elde etmek igin hem ¢alisma potansiyeli hem
de akis hiz1 optimize edildi. Bu amagla sabit akis hizi, 6rnek yiikleme hacmi ve kolon
uzunlugu (1,5 mL/dk,100 pL ve 10 cm) degerlerinde, iki farkli derigsimde (1x10™ ve 5x107
M) hazirlanan NADH c¢ozeltileri AEA sistemine enjekte edilerek degisen calisma
potansiyellerinde akim-zaman egrileri hem yalin PGE hem de modifiye PGE igin
kaydedildi. Yalin PGE kullanilarak +200 ile +600 mV arasinda degisen c¢alisma
potansiyellerinde 1x10™ ve 5x10° M NADH derisimlerinde AE amperometrik sistemde
bulunan akim-zaman egrileri Sekil 4.10’da gosterildi. Bu akim-zaman egrilerinde ¢alisilan
potansiyeller, hesaplanan akim degerlerine kars1 grafige gegirildi ve Sekil 4.11°de verildi.
Bu sekilden, Yalin PGE’nin NADH’ye yanitina bakildiginda, minimum +200 mV
potansiyele kadar pik akimlar1 gozlenebilirken, en yiiksek pik akimi degerleri yaklasik
+400 mV’dan sonra elde edildi. Bu sonucun, NADH’nin Yalin PGE’de elde edilen
dongiisel voltammogramindaki yiikseltgenme piki (Sekil 4.1.c yaklasik +420 mV) ile

uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Yalin PGE kullanilarak farkli ¢alisma potansiyellerinde 1x10™ ve 5x10° M
NADH c¢ozeltilerinin enjeksiyonuyla elde edilen AE amperometrik akim-zaman egrileri

(AH:1,5 mL/dk, TC:1,0 M KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 pL, KU :10 cm)
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Sekil 4.11. Yalin PGE’nin AE amperometrik akim-zaman egrilerinden hesaplanan pik

akimi degerlerinin CP’li ile degisim grafigi

Sekil 4.12 ise Clm ile modifikasyonu yapilarak hazirlanan Poli-CIm/PGE’nin -100
ile +600 mV arasinda degisen ¢alisma potansiyellerinde 1x10™ ve 5x10° M NADH igin
elde edilen akim-zaman egrilerini gostermektedir. Sekil 4.12’de Poli-CIm/PGE ile 0 V’da
1x10™° M NADH i¢in pik akimi gozlenirken, 5x10° M NADH i¢in -100 mV gibi oldukca
diisiik bir potansiyelde bile sinyal gozlendi. Sekil 4.12°de verilen akim-zaman egrilerinde
akim degerleri, her iki derisim i¢in hesaplandi ve calisma potansiyeline karsi grafige
gecirildi ve ve ortaya bu egri Sekil 4.13’te verildi. Poli-CIm/PGE kullanildigi zaman
NADH’nin yiikseltgenmesinin -100 mV gibi oldukga diisiik potansiyellerde ¢cok az da olsa
goriildiigli, potansiyel 250 mV’a kadar arttik¢a piklerin dogrusal olarak arttigi ve 250
mV’dan sonra ise artigin az da olsa devam ettigi Sekil 4.13’te goriilmektedir. Béylece Poli-

Clm/PGE’nin NADH’ye 1yi bir elektrokatalitik etki gosterdigi sonucu bulundu.
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Sekil 4.12. Poli-Clm/PGE’nin kullanilmasiyla degisik ¢calisma potansiyellerinde 1x107° ve
5x10° M NADH ¢bzeltilerinin enjeksiyonu ile edinilen AE amperometrik akim-zaman
egrileri (AH:1,5 mL/dk, TC:1,0 M KCl ihtiva eden pH 7,0 PBS, OYH:100 uL, KU:10 cm)
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Sekil 4.13. Poli-CIm/PGE’nin kullanilmasiyla AE amperometrik akim-zaman egrilerinden

hesaplanan pik akimlarinin ¢alisma potansiyeli ile degisim grafigi
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Karsilagtirma yapmak amaciyla hem Poli-CIm/PGE  hem de Yalim PGE
kullanilmastyla edinilen akim-zaman egrilerinden, 1x10 ve 5x10° M NADH derisimleri
i¢cin hesaplanan amperometrik pik akim degerlerinin ¢calisma potansiyeli ile degisim grafigi
Sekil 4.14°te verildi. Poli-CIm/PGE kullanildiginda ise, NADH’nin yiikseltgenmesine ait
potansiyelin daha negatife dogru gittigi gorildi.

1,24 —=— Yalin /PGE 1x10° M NADH b
—— Yalin /PGE 5x10° M NADH d
—A— Poli-Clm/PGE 1x10° M NADH
0,94 —¥—Poli-CIm/PGE 5x10” M NADH
<
S 06-
£
—
Y a
< 0,34
c
0,04
M ] v 1 M I v 1 M 1
-150 0 150 300 450 600
Potansiyel/mV

Sekil 4.14. Yalin PGE ve Poli-Clm/PGE’nin AE amperometrik akim zaman egrilerinden

hesaplanan pik akimlarinin ¢aligma potansiyeli ile degisim grafigi

Bu tezden amag, normal yalin elektrotta NADH nin 400-450 mV gibi pozitif degerde
goriilen yiikseltgenme potansiyelini, modifiye elektrotlar kullanarak daha negatif bir
degerdeki potansiyele kaydirmaktir. Dolayisiyla Poli-CIm/PGE’nin  kullanilmasiyla
NADH’ye ait edinilen AE amperometrik akim-zaman egrileri, bu olayi basarili bir sekilde
gerceklestigini  gostermektedir. Sekil 4.14’te de goriildigi gibi Poli-CIm/PGE’de
NADH nin yiikseltgenmesine ait en yiiksek pik akimi 500 - 600 mV’da elde edilmis olsa

da, +250 mV’a kadar belirgin bir artis olmus ve bu degerden sonra artis derecesi
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azalmistir. +500 mV gibi olduk¢a pozitif bir potansiyel degerinde c¢aligmaktansa daha
negatif potansiyel olan +250 mV degerinde de etkili bir elektrokatalitik yiikseltgenme
gozlendiginden ve istenilen pik akimi elde edildiginden dolay1 bu asamayi izleyen sonraki
calismalarda +250 mV potansiyel degerinin kullanilmasina karar verildi.

Ikinci optimizasyon adiminda ise diger parametreler sabit olmak kosuluyla (OYH: 100 pL
ve KU:10 cm ) +250 mV calisma potansiyeli degerinde 1x10® ve 5x10° M NADH
¢ozeltilerinin AEA sistemine farkli akis hizlarinda enjeksiyonu gergeklestirilerek akis hizi
optimize edildi. Farkli akis hizlarinda kaydedilen ve Sekil 4.15’te gosterilen akim-zaman
egrilerinden akim degerleri hesaplandi ve akis hizina kars1 akim grafigi  Sekil 4.16°da
verildi. Sekil4.16°da gorildigii gibi her iki NADH derisimi i¢in pik akiminin 1,75
mL/dk’ya kadar arttigi ve bundan sonraki artan akis hizi degerlerinde ise azaldig
gozlendi. Akimin azalma sebebi, yiiksek akis hizinin kullanilmasiyla, modifiye elektrot
yiizeyinde bulunan mediyatér ile NADH’nin elektrokatalitik tepkimesi igin gereken
zamanm verilmemesine ve yiiksek akis hizi degerlerinde modifiye elektrotun yilizeyindeki

polimer filminin bozunmasina baglanabilir.
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Sekil 4.15. Poli-Clm/PGE nin kullanilmasiyla cesitli akis hizi degerlerinde 1x10 ve 5x10°

> M NADH ¢bzeltilerinin enjeksiyonu ile edinilen AE amperometrik akim-zaman egrileri

(CP:+250 mV, TC:1,0 M KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 uL; KU:10 cm)
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Sekil 4.16. Poli-CIm/PGE kullanilarak AE amperometrik akim-zaman egrilerine gore

hesaplanmis akimlarin akis hizi ile degisim grafigi

Sonug itibartyla, kolon uzunlugu ve 6rnek yilikleme hacmi sabit tutularak farkl iki

derisimdeki NADH c¢o6zeltilerinin enjeksiyonuyla kaydedilen AE amperometrik akim-
zaman egrilerinden sirasiyla +250 mV ve 1,75 mL/dk degerleri en uygun ¢alisma
potansiyeli ve akis hizi olarak belirlendi. Bir sonraki adimda ise optimize edilen bu
parametreler kullanarak hem Yalin PGE hem de Poli-CIm/PGE igin artan NADH
derisimine karst AE amperometrik akim-zaman egrileri kaydedilerek derigim-akim iliskisi
incelendi.
Optimize edilen kosullarda (Calisma potansiyeli:+250 mV, akis hizi:1,75 mL/dk) modifiye
edilmeyen PGE’de NADH derisimi 25 ile 1000 uM sinirlar1 arasinda, Poli/Clm/PGE igin
ise 0,1 ile 1000 uM araliginda artan NADH derisimine bagli degisimi goésteren AE
amperometrik akim-zaman egrileri sirasiyla Sekil 4.17 ve 4.18’de verildi. Sekillerden
goriildiigii gibi NADH derisimi artttkga NADH nin yiikseltgenme pik akiminin da arttigi
gbzlendi. Ancak her iki elektrot kiyaslandiginda ayni potansiyel degerinde ayni derisim
i¢in pik akim artigmin modifiye elektrotta ¢ok daha fazla oldugu goriildii. Ornegin, Yaln
PGE’de 100 uM NADH igin 5,5 nA’lik bir akim elde edilirken Poli-Clm/PGE’de yaklasik
1,23 pA akim elde edildi. Modifiye elektrottaki bu belirgin farkin, modifiye PGE’nin
NADH’nin yiikseltgenmesine iyi bir katalitik etkinlik sagladigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.17. Yalin PGE’de artan NADH derisimine bagl elde edinilen AE amperometrik
akim-zaman egrileri (TC: 1,0 M KCl ihtiva eden 0,1 M pH=7,0 PBBS; CP: +250 mV; AH:
1,75 mL/dk, OYH: 100 pL; KU: 10 cm)
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Sekil 4.18. Poli-CIm/PGE’de artan NADH derisimine bagl elde edilen AE amperometrik

akim-zaman egrileri (Sekil 4.17’deki optimize edilmis sartlara gore)
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Yalin PGE i¢in NADH derisimine karst pik akim degisim grafigi ve kalibrasyon
grafigi Sekil 4.19°da verildi. Bu kalibrasyon grafiginden NADH i¢in dogrusal olarak elde
edilen derisim araligi 2,5x10° — 5x10* M’dir. NADH derisimine bagh olarak Poli-
CIm/PGE’ye ait pik akim degisimi ve kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.20°de verildi ve
dogrusal olarak olgiilen kalibrasyon arahgmin 1,0x107 — 1x10* M NADH oldugu
saptand1. Kalibrasyon grafiklerinden Bu iki elektrot i¢in elde edilen dogrusal degerler
Yalin PGE i¢in I(pA) = 5,0x10° C(uM) + 9,0x10™ R? = 0,99863 ve Poli-CIm/PGE i¢cin
I(pA) = 0,012 C(uM) + 0,0028 R® = 0,9996 denklemleriyle belirtildi. Bu denklemde C
NADH’nin derigimini, | ise pik akimimi gostermektedir. Bu denklemlerdeki egimler
kiyaslandiginda Poli-CIm/PGE’ye ait saptanan dogrunun egiminin (0,0122), Yalin PGE’
de saptanan dogrunun egiminden (5,0x107°) yaklasik 240 kat daha biiyiik oldugu goriildii

ve duyarlik elektrot yilizeyinin Poli-Clm ile modifiye edilmesi sonucu arttigi gézlendi.

A B
0,036+ y= 5,0x10° x +9,0x10™
00254 ~
0,030 R =0,99863
0,020
0,024 n
-« J
= 0,018 fi 0,015
§ =
=< J Z 0,010+
= 0012 é
0,006 4 0,005 4
e 0,000 +———F-++-oT—o—-oa—r—T——1—
0 200 400 600 800 1000 0 100 200 300 400 500
NADH Derisimi/pM NADH Derisimi/pM

Sekil 4.19. Yalin PGE’nin kullanilmasiyla optimize edilmis sartlarda AE amperometrik
metotla edinilen, NADH derisimine bagh pik akimlarinin degisim(A) ve kalibrasyon
grafigi (B)
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Sekil 4.20. Poli-CIm/PGE’nin kullanilmasiyla optimize edilmis sartlarda AE

amperometrik metotla edinilen, NADH derisimine bagli pik akimlarinin degisim(A) ve

kalibrasyon grafigi (B)

Poli-CIm/PGE’nin tekrarlanabilirligini test etmek igin optimize edilen kosullar
altinda 1,0X10'5 ve 5,OX10'5 M NADH c¢ozeltilerinin AE amperometrik egrileri kaydedildi.
Her iki derisim i¢in sisteme 10 kez ardisik enjeksiyonuyla elde edilen akim zaman
egrilerinden (Sekil 4.21) akim degerleri hesaplandi ve bu akim degerlerinden 1,010 ve
5,0x10° M NADH igin bagil standart sapma (RSD) degerleri sirasiyla % 5,5 ve % 3,5
olarak, bulundu. Elde edilen bu RSD degerleri, Poli-CIm/PGE'nin NADH’nin AE

amperometrik tayini i¢in ¢ok iyi tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.21. Poli-CIm/PGE’de NADH ¢ozeltilerinin ardisik 10 kez enjeksiyonuyla edinilen

AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.17’deki optimize edilmis sartlara gore)

4.1.2.Tropeolin Modifiye PGE’lerle Yapilan Calismalar

Tropeolin (Turuncu II olarak adlandirilir), renklendirme 6zellikleri ve termal, fiziksel
ve kimyasal kararliligi nedeniyle tekstil endistrisinde yaygin olarak kullanilan bir
molekiildiir (Sekil 4.22) (Roy ve ark., 2003). Ayrica asit-baz indikatorii 6zelligi gosterdigi
ve metallerle iyi kompleks olusturdugundan dolayr kullanilan bir azo boyar maddedir
(Wang ve ark., 2006).

o

0.~
s

N
N

OH

Sekil 4. 22. Tropeolinin kimyasal yapist (Wang ve ark., 2006)

Trp modifiye elektrotlar hazirlanirken de PGE’ler kosulsuz ve kosullandirilmak
tizere yine iki farkli sekilde kullanildi. Hem PGE hem de K.PGE kalem uglari 10°M Trp
¢ozeltisinde 5, 10, 20, 30 ve 60 dk siireyle adsorpsiyon i¢in bekletildi. Elde edilen uglar saf

su ile yikandiktan sonra Rotring kalem gdovdesine monte edildi ve iiglii elektrot sistemi
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iceren elektrokimyasal hiicreye yerlestirildi. Trp modifiye PGE’nin (Trp-PGE) ve kosullu
PGE’nin (Trp-K.PGE) dongiisel voltammogramlari 0,1 M KCI ihtiva eden pH=7,0 PBS
destek elektrolitinde -0,2 ile +0,6 V potansiyeli arasinda iki dongiilii voltammogramlar:
NADH’siz ve 0,5 mM NADH’li ortamda 20 mV/s tarama hizi kullanarak alindi. PGE ve 5
dakika 10° M Trp ¢ozeltisinde adsorpsiyon yoluyla elde edilmis PGE’nin
voltammogramlar1 Sekil 4.23’te verildi.

A a.Yalm/PGE a.Trp/PGE B
124 ——b.Yalm/PGE+ 0,5 mM NADH 169 —— . Trp/PGE+ 0,5 mM NADH b
14
10 1
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< 8 104
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~ 64 ~ 84
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] ]
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0 A y——
-200 0 200 400 600 -200 0 200 400 600
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Sekil 4.23. A) Yalin PGE ve B)Trp/PGE i¢in (5 dk adsorpsiyonyla modifiyesi yapilan) a)
NADH’siz ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki optimize

edilmis sartlara gore)

Yalin kosulsuz PGE’de NADH’nin yiikseltgenmesi, +400 mV’ta gozlenirken,
modifiye PGE’de (Trp/PGE) NADH nin yiikseltgenmesi yaklagik -100 mV’larda baglayip
-50 mV’da kii¢lik bir omuz seklinde goriinse de, NADH nin biiyiik bir kism1 +400 mV
civarinda ytuikseltgenmistir. Yani PGE yiizeyinin Trp ile modifiye edilmesi NADH ig¢in bir
elektrokatalitik etki gostermedigini ifade etmektedir. Sekil 4.24°de ise K.PGE ve 5 dakika
10° M Trp ¢ozeltisinde adsorpsiyon yoluyla elde edilmis Trp/K.PGE’nin dongiisel

voltammogramlar1 verildi.
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Sekil 4.24. A) K.PGE’nin ve B) Trp/K.PGE’nin (5 dk adsorpsiyonyla modifiyesi yapilan)
a) NADH’siz ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki optimize

edilmis sartlara gore)

Sekil 4.24’te alinan voltammogramlardan, Trp’nin adsorpsiyonla modifiye edilerek
hazirlanan K.PGE’lerin, NADH’nin yiikseltgenmesine elektrokatalitik etkisi yani, yalin
elektrota gore NADH’nin yiikseltgenme pik ponsiyelini daha negatif yone dogru
kaydirmada herhangi bir katkisinin olmadig1 goriildii.

Adsorpsiyon yoluyla elde edilen modifiye PGE’lerin NADH’ye elektrokatalitik
etkisinin olmadig1 tespit edilince alternatif olarak modifiye Trp PGE’lerin,
elektropolimerizasyon yontemiyle hazirlanmasina karar verildi. Bu amagla ¢esitli pH
araliklarinda (pH=2’den pH=9’a kadar) 0,1M NaNO; ihtiva eden BRT ¢ozeltileri
kullanild1. Baslangigta belirli bir hacimdeki BRT ¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicreye
alindi ve tgli elektrot sisteminde 2 dongiilii destek alindi. Daha sonra, 102 M Trp
¢ozeltisi kullanilarak, destek elektrolitin 10° M Trp, potansiyel arahgin -0,7 ile +1,3 V
tarama hizinn 50 mV/s oldugu ardistk 5 dongilisel voltammogrami alindi.
Elektropolimerizasyonla modifiye edilen PGE’nin (Poli-Trp/PGE) 0,1 M KCI ihtiva eden
0,1M pH=7,0 PBS destek ¢ozeltisinde NADH’ye yaniti1 dongiisel voltammetride incelendi.
pH=3’teki BRBS’de 0,1 mM Trp elektropolimerizasyon yoluyla elde edilen modifiye
elektrotun 0,5 mM NADH’ye kars1 verdigi yanittan alinan dongiisel voltammogram Sekil
4.25’de verildi. Degisik pH’taki BRT c¢ozeltilerinde 0,1 mM Trp ¢6zeltisi kullanilarak
elektropolimerizasyonla modifiye edilen elektrotlarin dongiisel voltammogramlari alindu.
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Modifiyesiz PGE ile Poli-Trp/PGE’nin voltammogramlar1 karsilagtirildiginda, modifiye
elektrotun NADH’nin yiikseltgenme potansiyeline herhangi bir elektrokatalitik katkisinin
olmadigi ve Yalin PGE ile ayn1 potansiyel degerinde yanit verdigi gézlendi. Bundan dolay1

diger voltammogramlar burada verilmedi.

A B pH=3BRT
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204 1
10
104 |
84
El E
g 01 E 64
= Z 1
< 10 < 4
2! a
-20- ] 447
04
'30 T v T ¥ T ¥ T ol 1 T T T T
-500 0 500 1000 1500 -200 0 200 400 600
Potansiyel /mV Potansiyel /mV

Sekil 4.25 A) 0,1 mM Trp’nin PGE ylizeyinde 5 kez ardisik olarak alinan CV’leri (DE: 0,1
M NaNOs’li  pH=3,0 BRT ¢ozeltisi; TH: 50 mV/s). B) A’dan elde edilen Poli-
Trp/PGE’nin a) NADH’siz ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (DE: 0,1 M
KCI ihtiva eden pH=7,0 PBS; v: 20 mV/s)

Sonug itibartyla Trp kullanilarak hem adsorpsiyon hem de elektropolimerizasyonla
modifiye PGE’ler hazirlandi. Ancak her iki yontemle de hazirlanan modifiye PGE’ler,
NADH’nin yiikseltgenme potansiyeline iyi bir elektrokatalitik etki gostermedigi yani, yalin
elektrota gore NADH’nin yiikseltgenme pik ponsiyelini daha negatif yone dogru
kaydirmada herhangi bir katkisinin olmadigi sonucuna varildi. Bundan dolayr Trp
modifiye PGE ile AEA sisteminde NADH’nin amperometrik olarak incelenmesi

calismalar1 gergeklestirilmedi.

4.1.3. Cta Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarla Yapilan Calismalar
Bir dihidroksi naftalin disiilfonik asit olan Cta, boya {iiretiminde, formaldehit
analizide bir kromojen olusturucu ve analitik reaktifler olarak azo tiirevleri igin bir ara
madde ve c¢esitli analitik kimya uygulamalarinda da kullanilan bir reaktiftir (Sekil 4.26)
(Sleem ve ark., 2013).
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Sekil 4. 26.Cta’nin kimyasal yapis1 (Sleem ve ark., 2013)

Cta’da Trp gibi hem PGE hem de K.PGE yiizeylerine adsorpsiyon yoluyla modifiye
edildi. Bundan baska ikinci bir alternatif olarak Cta elektropolimerizasyonla PGE yiizeyine
modifiye edildi. Trp ile modifiye edilen elektrotlarin hazirlanmasinda uygulanan deneysel
adimlar Cta’nin modifikasyonunda da kullanildi. 10 M Cta ¢ozeltisinin 5 dakika PGE ve
K.PGE yiizeyine adsorpsiyonuyla elde edilmis modifiye elektrotlarin (Cta/PGE ve
Cta/K.PGE) alinan dongiisel voltammogramlar1 sirasiyla Sekil 4.27 ve 4.28’de verildi.

A 2.Y/KosulsuzPGE B a. Cta-5dk /PGE
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Sekil 4.27. A) Yalin PGE’nin ve B) Cta/PGE’nin (5 dk adsorpsiyonyla modifiyesi yapilan)
a) NADH’siz ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki optimize

edilmis sartlara gore)
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Sekil 4.28. A) K.PGE’nin ve B) Cta/K.PGE’nin (5 dk adsorpsiyonyla modifiyesi yapilan)
a) NADH’siz ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki optimize

edilmis sartlara gore)

Elde edilen voltammogramlardan da gorildiigi gibi Cta modifiye PGE’de
NADH’nin yiikseltgenmesinin yaklasik 0 mV’da basladigi ve Yalin PGE’de +420 mV’da
gbzlenen yiikseltgenme pikinin biiyiik bir kisminin +250 mV’a kadar kaydigi (Sekil
4.27/B’de biiyiik bir omuz seklindeki pikle gézlenmektedir) ancak NADH nin bir kisminin
ise yine Yalin PGE’de oldugu gibi 420-450 mV’da yiikseltgendigi tespit edilmistir. Her ne
kadar Trp’ye gore adsorpsiyonla hazirlanan Cta modifiye PGE’ler NADH’nin
yiikseltgenmesine daha iyi bir elektrokatalitik etki gosterse de, NADH’ nin tamaminin +250
mV’da yiikseltgenmeyip bir kismimin 420-450 mV’da yiikseltgendigi goézlendi. Bu
durumda Cta’nin da NADH’ye ¢ok iyi bir elektrokatalitik etkinlik saglamadigini
gostermektedir. Cta modifiye K.PGE’de ise bir elektrokatalitik yanitin elde edilmedigi
gozlendi (Sekil 4.28).

Adsorpsiyon yoluyla elde edilen modifiye PGE’lerin NADH’ye elektrokatalitik
etkisinin olmadig tespit edilince baska bir alternatif olarak modifiye PGE’lerin, Cta’nin
elektropolimerizasyonu yoluyla hazirlanmasina karar verildi. Cta’nin NADH’ye karsi
elektrokatalitik yiikseltgenmesi {izerine bir etkisinin olup olmadigini incelemek amaciyla
elektropolimerizasyon yoluyla da Cta modifiye PGE’ler hazirlanmistir. Bu amagla 10° M
Cta’nin degisik pH’larda hazirlanan ve 0,1 M NaNO; ihtiva eden BRT  destek
elektrolitlerinde, -0,7 ile +1,3 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hiziyla 5 dongiilii
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voltammogrami1 almarak PGE yiizeyinde -elektropolimerizasyonu gerceklestirildi.
Elektropolimerizasyon yoluyla elde edilen modifiye PGE’nin (Poli-Cta/PGE) 0,1 M KCI
ihtiva eden 0,1 M pH=7,0 PBS destek elektrolitinde NADH’ye yanit1 incelendi. 0,1 mM
Cta’nin pH=3,0 BRBS’de elektropolimerizasyon yoluyla elde edilen modifiye elektrotun,
0,5 mM NADH’ye kars1 verdigi yanittan alinan dongiisel voltammogram Sekil 4.29°da
veridi. Yalin PGE ve Poli-Cta/PGE’ler ile ilgili voltammogramlar kiyaslandiginda
modifiye elektrotun NADH’nin yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki saglamadig

ve yalin elektrotla ayni potansiyelde yanit verdigi gézlendi.

A B 15..—— A-Poli-Cta/PGE b
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Sekil 4.29. A) 0,1 mM Cta’nin PGE yiizeyinde 5 kez ardisik olarak alinan CV’leri (Sekil
4.25.A° optimize edilmis sartlara gore). B) A’dan elde edilen Poli-Cta/PGE’nin a)
NADH’siz ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki optimize

edilmis sartlara gore)

Sonug itibartyla her ne kadar adsorpsiyon yoluyla hazirlanmig Cta modifiye PGE,
NADH’nin yiikseltgenme potansiyeline kismen bir elektrokatalitik etki gosterse de,
NADH’nin beklenen potansiyelde (250 mV) yiikseltgenmesinin tamami gézlenmedigi igin
modifiye PGE ile AEA sisteminde NADH’ye amperometrik yanitinin incelenmesine

yonelik ¢aligmalar gergeklestirilmedi.
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4.1.4 Pcv Modifiye PGE’lerle Yapilan Cahismalar

4.1.4.1. Adsorpsiyonla Pcv ile Modifiye PGE Hazirlanmasi ve NADH’ye
Elektrokatalitik Yaniti

Kimyasal yapisi Sekil 4.30°de verilen Pcv, iki mol pirokatekol ile bir mol o-
stilfobenzoik asit anhidrittin yogunlastirilmasiyla hazirlanan siilfonaftalin boyar bir
maddedir. Pcv ¢esitli inorganik materyaller iizerine gii¢lii adsorplayici 6zelligi, aromatik
halkanin bitisik karbon atomuna bagl olarak hidroksil grubu ihtiva eden, katekol ve gallat
(galik asit tuzu) grubu materyali olma 6zelligi gostermektedir. Bu tiir baglarin inorganik ve
organik maddeler arasindaki yiik transferini gelistirilmesinde 6nemli katkilar1 vardir (Zhu

ve ark., 2014b).

OH

OH
SO3zH

Sekil 4.30. Pcv’nin kimyasal yapist (Sheng ve ark., 2007)

Sekil 4.31°de 10? M Pcv derisiminde 10 dk. adsorpsiyon yoluyla elde edilen
modifiye kosulsuz PGE’nin voltammogrami verilmistir. Bu voltammogramin anodik
yondeki birinci taramada 110, 215 ve 325 mV’larda pikler gozlenirken, katodik yonde ise
170 ve 75 mV’da pikler goriilmektedir. Bu goriinen piklerin Pcv’nin PGE yiizeyine iyi bir

sekilde adsorbe oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.31. Pcv/PGE’nin (10 dk adsorpsiyon yoluyla elde edilmis) alinan CV’leri (Sekil
4.8/B’deki optimize edilmis sartlara gore)

Diger ASA boyar maddelerinin PGE yiizeyine adsorpsiyonu ile hazirlanan modifiye
elektrotlarin, NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesine yanitlar1 ¢ok iyi olmadigindan
optimizasyon ¢alismalarindan bahsedilmemisti. Ancak Pcv/PGE’nin  NADH’nin
yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki gosterdigi icin bu modifiye elektrot igin
adsorpsiyon siiresi ve Pcv derisimi  optimizasyonlarma yonelik  calismalar
gerceklestirilmistir. Adsorpsiyon yoluyla hem kosullu (Pcv/K.PGE) hem de kosulsuz
modifiye PGE’ler (Pcv/PGE) hazirlanirken 6nce Pcv’nin 10% M’lik sabit derisiminde en
uygun siirenin optimize ¢alismasi yapildi. Farkli siirelerde hem PGE hem de K.PGE sabit
derisimli (10'2 M) Pcv ¢ozeltisinde bekletilerek, modifiye PGE’ler elde edildi. Elde edilen
Pcv/PGE ve Pcv/K.PGE’lerin NADH’siz ve 0,25 mM NADH’li ortamda elde edilen
dongiisel voltammogramlardan bir kismi Sekil 4.32 ve 4.33’te verildi. Daha 6nce Clm
modifiye PGE’lerde bahsedildigi gibi Yalin PGE’de yaklasik 400-450 mV’larda goriilen
NADH’nin yiikseltgenme piki Pcv/PGE’de yaklasik 180-200 mV’lara kaymus (Sekil 4.31)
ve Pcv’nin NADH’nin yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun disinda Pcv/PGE ile Pcv/K.PGE karsilastirildiginda PGE ile elde edilen
modifiye elektrotlarin K.PGE’ye gore daha iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir. Bu durum
yiizeyin kosullandirilmasiyla elde edilen aktif uclarin Pcv’nin adsorpsiyonuna olumsuz bir
etki yaptigin1 gostermektedir. Farkli adsorpsiyon siirelerinde hazirlanan modifiye

elektrotlarm  NADH’nin yiikseltgenmesine verdigi yanit kaydedilen dongiisel
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voltammogramlardan goriilmektedir (Sekil 4.33/A). Modifiye elektrot hazirlanmasi
esnasindaki adsorpsiyon siiresine karsilik, elde edilen modifiye elektrotlardan elde edilen
NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenme akimina kars1 grafigi ise Sekil 4.33/B’de verildi.
Bu voltammograma gore 5 dk gibi diisiik adsorpsiyon siiresinde modifiye elektrotun
NADH’ye olan yanitindaki akimin 10 dk’ya gore daha az oldugu ve 10 dk’dan sonra
adsorpsiyon siiresinin artmasiyla NADH nin yiikseltgenmesine ait pik akiminin azaldigi ve
10 dk adsorpsiyon yoluyla elde edilen modifiye elektrotun en iyi yanit verdigi tespit edildi.
Bundan dolayr bundan sonraki adimlarda 10° M Pcv derisiminde modifiye PGE’lerin

hazirlanmasida en uygun adsorpsiyon siiresi 10 dk olarak belirlendi.

A B
a.Pev/PGE(SdK) a. PeV/K.PGE(5dk)
o] b-PevPGE(5dk)+0,25mM NADH 49— b.PeV/K.PGE(5dk)+0,25mM NADH
3
< <
=
~ 3- 24
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Sekil 4.32. 5 dk (A ve B) ve 10 dk (C ve D) siirelerde 10% M Pcv icerisinde adsorpsiyon
yoluyla elde edilmis Pcv/PGE’nin (A ve C) ve Pcv/K.PGE’nin (B ve D) a) NADH’siz b)
0,25 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki optimize edilmis sartlara

gore)
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Sekil 4.33. A) Farkli adsorpsiyon siirelerinde 102 M Pev ¢ozeltisine daldirilarak
hazirlanmis Pcv/PGE’lerin 0,25 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil 4.8/B’deki
optimize edilmis sartlara gore) B) modifiye elektrotlarin Adsorpsiyon siiresi ile

NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinden alinan akim degisim grafigi

Pcv/PGE igin en uygun siirenin belirlenmesinden sonra sabit siirede (10 dk.) Pcv’nin
derisim optimizasyonu ¢alismasi yapildi. Farkli derisimlerde modifiye Pcv/PGE’lerden
elde edilen dongiisel voltammogramlar Sekil 4.34’da verilmistir. Sekilden goriildiigl gibi
10* - 10°® M Pcv gozeltilerinde hazirlanan modifiye elektrotlarin NADH’nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesine yanitinin ¢ok iyi olmadigi ve en iyi yamitin 10% M Pcv

¢ozeltisi kullanildiginda yiiksek pik akimlarin alindig1 gozlendi.
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Sekil 4.34. Kalem uglarinin farkli Pcv derisimlerine 10 dk siireyle daldirilmasiyla
hazirlanmis Pcv/PGE’lerin ve b) 0,5 mM NADH’li ortamda alinan CV’leri (Sekil
4.8/B’deki optimize edilmis sartlara gore)

Sonug itibariyla bir sonraki adim olan NADH’nin Pcv/PGE’de AE amperometrik
tayini ¢alismalarinda kosullandirilmamis kalem uglarinin 102 M Pev ¢ozeltisine 10 dk

slireyle daldirilmasi yoluyla modifiye elektrotlarin hazirlanmasina karar verildi.

4.1.4.1.1. NADH’nin Pcv/PGE’de Elektrokatalitik Yiikseltgenmesine Bagh AE
Amperometrik Tayini

Poli-Clm/PGE’de oldugu gibi Pcv/PGE ile de NADH’nin AEA sisteminde
amperometrik ¢alismalarina gegmeden Once calisma potansiyeli ve akis hizi optimize
edildi. Ornek yiikleme hacmi ve kolon uzunlugu (100 uL ve 10 cm) ayni kalmak
kosuluyla, 1,5 mL/dk akis hizinda 1x10* M NADH c¢ozeltisinin AEA sistemine
enjeksiyonuyla farkli ¢alisma potansiyel degerlerinde hem Yalin PGE hem de Pcv/PGE
icin amperometrik akim-zaman egrileri kaydedildi. Yalin PGE ve Pcv/PGE igin edinilen

AEamperometrik akim-zaman egrileri sirasiyla Sekil 4.35 ve Sekil 4.36°da verildi.
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ekil 4.35. Yalin PGE’nin kullanilmasiyla cesitli calisma potansiyellerinde 1x10* M
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NADH’nin enjeksiyonuyla edinilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (AH:1,5
mL/dk, TC:1,0 M KClI ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 uL, KU:10 cm)

50

100

150

200

250

300

400

I

i

500

L

\

600

UL

¥

1uA

700

il

100s

800mYV

.

L

L

\

Sekil 4.36. Pcv/PGE kullanilmasiyla ¢esitli calisma potansiyellerinde 1x10™* M NADH’nin

enjeksiyonuyla edinilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.35°de optimize

edilmis sartlara gore)
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Calisma potansiyeline karsi, Sekil 4.35 ve Sekil 4.36’daki akim zaman egrilerinden
elde edilen akim degerleri grafige ge¢irildi ve sirasiyla Sekil 4.37 A ve B’de verildi. Sekil
4.37 A’da goriildiigii gibi Yalin PGE’de NADH’nin yiikseltgenmesi i¢in elde edilen pik
akimi +100 mV’a kadar gozlenebilirken en yiiksek akim degeri, yaklasik +600 mV’dan
sonra elde edildi. Pcv/PGE’de ise NADH’nin yiikseltgenmesinin modifiye edilmeyen
elektrota gore (Yalin PGE’ye) -100 mV gibi oldukga diisiik potansiyellere kaydigi ve
potansiyel +250 mV’a kadar arttik¢a piklerin dogrusal olarak arttig1 ve +250 mV’dan sonra
ise artisin devam ettigi ve maksimum akimin 500-600 mV civarinda oldugu Sekil
4.37B’den goriildii. 500-600 mV degeri NADH nin yiikseltgenmesi ¢alismalar1 agisindan
olduk¢a pozitif bir degerdir. Dolayisiyla daha negatif potansiyel degerlerde calismak
gerektiginden, +250 mV degeri en uygun ¢alisma potansiyeli olarak degerlendirildi. Ciinkii
bu potansiyel degerine kadar artisin dogrusal olarak arttig1 ve bu degerden sonra artigin ¢ok
az da olsa devam ettigi Sekil 4.37B’den goriilmektedir. Bunun disinda Yalin PGE’nin
+250 mV’daki akim degeri ile karsilastirildiginda Pcv/PGE’nin Yalin PGE’ye gore
oldukca biiytik bir akim degerine sahip oldugu da goriilmektedir. Sonug olarak bir sonraki
adim olan akis hizi optimizasyonunda +250 mV c¢alisma potansiyel degerinin

kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.37. A) Yalin PGE ve B) Pcv/PGE’nin kullanilmasiyla AE amperometrik akim-

zaman egrilerinden, saptanan pik akimlariin ¢alisma potansiyeli ile degisim grafigi

Benzer sekilde +250 mV’da farkli akis hizlarinda 1x10* M NADH ¢ozeltisinin AEA
sitemine enjeksiyonuyla Pcv/PGE i¢in amperometrik akima kars1 zaman egrileri kaydedildi
(Sekil 4.38). Akis hizina karst NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenme akim grafigi Sekil
4.39’da verildi. Her iki sekilden goriildigi gibi 1,18 mL/dk akis hizindan onceki akis
hizlarinda yayvan ve daha diisiik pik akimlari elde edilmis, 1,18 ile 2 mL/dk arasi1 ¢ok fazla
degisim olmamis ve 2 mL/dk’dan sonra ise pik akiminda azalma goézlenmistir. Bu
azalmanmn nedeni daha once Poli-Clm/PGE’de bahsedildigi gibi yiiksek akis hizinin
kullanilmasiyla, modifiye elektrot yiizeyinde bulunan mediyatér ile NADH’nin
elektrokatalitik tepkimesi igin gereken zamanin verilmemesine ve yiiksek akis hizi

degerlerinde modifiye elektrotun yiizeyindeki polimer filminin bozunmasina baglanabilir.
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Sekil 4.38. Pcv/PGE’nin kullanilmasiyla ¢esitli akis hizlarinda 1x10* M NADH’nin
enjeksiyonu ile elde edilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (CP:+250 mV TC:1,0M
KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 uL)
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Sekil 4.39. Pcv/PGE kullanilmasiyla AE amperometrik akim-zaman egrilerinden Saptanan

akimlarin akis hiziyla degisim grafigi

Sonug itibartyla bir sonraki adim olan artan NADH’nin derisimine baglhi AE
amperometrik akim-zaman egrilerinin kaydedilmesinde, diger parametreler sabit kalmak
sartiyla (6rnek ylikleme hacmi:100 pL ve kolon uzunlugu: 10 cm) +250 mV ve 1,18
mL/dk’nin en uygun degerler olarak kullanilmasina karar verildi. yalin PGE igin
NADH’nin artan derisimine kars1 elde edilen AE amperometrik akim-zaman egrileri daha
onceki voltammogramlardan Sekil 4.17 ile gosterildi. Pcv/PGE igin elde edilen AE

amperometrik akim-zaman egrileri ise Sekil 4.40°de verildi.
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Sekil 4.40. Pcv/PGE’de artan NADH derisimine bagli AE amperometrik akim-zaman
egrileri (TC: 1,0 M KCI ihtiva eden 0,1 M pH=7,0 fosfat tamponu; CP: +250 mV; AH:
1,18 mL/dk, OYH: 100 pL; KU: 10 cm)

Sekil 4.19’da Yalin PGE’den elde edilen ve artan NADH derisimine kars1 pik akim
degisim grafigi ile birlikte kalibrasyon grafigi verilmisti. Bu kalibrasyon grafiginden
goriildiigii gibi Yalin PGE’nin dogrusal araligi 2,5x10°-5,0x10* M NADH derisimi
olarak elde edildi. Pcv/PGE i¢in ise artan NADH derisimine bagh pik akim degisimi ve
kalibrasyon grafigi Sekil 4.41°de verildi. Kalibrasyon grafiginden goriildiigii gibi dogrusal
kalibrasyon araligmm 2,5x107-1x10% M NADH arasinda oldugu tespit edildi. Bu iki
elektrot icin kalibrasyon grafiklerinden elde edilen dogrusalliklari sirasiyla Yalin PGE ve
Pcv/PGE icin I(pA) = 5,0x10° C(M) + 9,0x10™ R? = 0,99863 I(nA) = 0,0105 C(M) +
0,0059, R? = 0,9989 denklemleriyle ifade edildi. Denklemde I pik akimi, C ise NADH’nin
derisimidir. Bu denklemlerdeki egimler kiyaslandiginda Pcv/PGE’ye ait saptanan
dogrunun egiminin (1,05x10%), Yalin PGE’ de saptanan dogrunun egiminden (5,0x107)
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yaklagik 210 kat daha biiyiik oldugu goriildii ve duyarlik elektrot yiizeyinin Pcv ile

modifiye edilmesi sonucu arttig1 gézlendi.
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Sekil 4.41. Pcv/PGE’nin kullanilmasiyla optimize edilmis sartlarda AE amperometrik
yontemle edinilen NADH derisimine bagli pik akimlarinin degisim (A) ve kalibrasyon
grafigi (B)

Bu ¢alismada Pcv/PGE kullanarak NADH’ye elektrokatalitik tayini AEA sisteminde
ilk defa gerceklestirildi. Daha 6nceden belirtildigi gibi dogrusal kalibrasyon araligi 0,25
uM ile 100 uM NADH ve gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) sirasiyla 0,085
uM ve 0,285 uM olarak hesaplandi. LOD ve LOQ hesaplanirken tasiyici ¢ozeltinin
kendisinden sisteme en az 10 kez enjekte edilerek kor sinyalleri elde edildi ve bu kor
sinyallerin standart sapmasi(s) hesaplandiktan sonra 3sys/m’den LOD ve 10sy/m’den de
LOQ degerleri hesaplanda.

4.1.4.1.2. Elektropolimerizasyon Yontemiyle Pcv  Modifiye PGE’nin
Hazirlanmasi ve NADH’ye Elektrokatalitik Yanmiti

Adsorpsiyon yoluyla elde edilen modifiye elektrotlarin NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesine iyi yanit verdi. Ancak karsilastirma yapmak amaciyla Pcv modifiye
PGE’ler aym1 zamanda elektropolimerizasyon yoluyla da elde edilip NADH’nin
yiikseltgenmesine yaniti dongiisel voltammogramlar kaydedilerek incelendi. Bu amagla,
PGE’de 0,1 M KCl ihtiva eden farkli pH’larda BRT ¢6zeltileri destek elektrolitlerinde 0,1
mM Pcv’nin, kez ardisik olarak 5 dongii sayili dongiisel voltammogramlarinin alinmasiyla
Poli-Pcv/PGE modifiye elektrot hazirlandi. Hazirlanan Poli-Pcv/PGE’lerin NADH’nin
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yiikseltgenmesine verdikleri elektrokatalitik yanit hem NADH yokken ve hem de NADH
varliginda dongiisel voltammogramlar1 alinarak incelendi ve en iyi yanitin alindigi
dongiisel voltammogramlar Sekil 4.42°de verildi. pH=3,0 BRT ¢o6zeltisin destek
elektrolitinde 0,1 mM Pcv’nin PGE ylizeyinde ardisik 5 dongiilii dongiisel voltammogrami
Sekil 4.42 A ile gosterildi. Poli-Pcv/PGE’nin NADH’s1z ve 0,5 mM NADH ortamindaki
dongiisel voltammogramlart ise Sekil 4.42 B gosterildi. Sekilden goriildiigii gibi Yalin
PGE’de yaklasik 400-450 mV’larda gézlenen NADH yiikseltgenme piki Poli-Pcv/PGE ile
keskin bir pik seklinde 200 mV’a kaymustir. Bu da polimerik Pcv’nin de NADH’nin
yiikseltgenmesine iyi bir elektrokatalitik etkinlik gosterdigini yansitmaktadir.
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Sekil 4.42. A) 0,1 mM Pcv’nin PGE yiizeyinde 5 kez ardisik olarak alinan (AH:1,5 mL/dkK,
TC:1,0 M KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 uL, KU:10 cm) CV'leri (Sekil 4.35 teki
optimize edilmis sartlara gore). B) A’dan elde edilen Poli-Pcv/PGE’nin a) NADH
yoklugunda ve b) 0,5 mM NADH varligindaki CV’leri (DE: 0,1 M KCI ihtiva eden
pH=7,0 PBS; v: 20 mV/s) C) ve D) dongii sayisinin artmasiyla lai/laz’nin degisimi
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Sekil 4.42/A’da ki voltammograma gore anodik yonde yapilan ilk taramada 495
mV’da, 555 mVta tersinir iki pik ve 760 mV’da tersinmez bir pik, katodik yonde ise 450
mV’da, 330 mV’ta ve -415 mV’da ii¢ pik gozlenmistir. 495 ve 555 mV’ta goriilen iki
yiikseltgenme pikleri Pcv monomerinin olusumuna ve Pcv halkasindaki hidrokinonun
kinona yiikseltgenmesiyle ilgilidir. Yine ilk dongiide katodik yonde 450 mV’da ve 330
mV’da goriilen indirgenme piklerinin ise kinonun tekrar indirgenmesine ait olabilir. Ikinci
dongiide ise 760 mV’da gozlenen ve giderek azalan anodik pikin monomere ait katyonik
radikal olusumuna bagli oldugu yorumlanabilir. Yine ikinci dongiide giderek artan 275
mV’da anodik yeni bir pikin olustugu -415 mV’daki katodik pikin ise -430 mV’a kaydigi
gozlenmektedir. Bu durum PGE yiizeyinin Pcv’nin elektropolimerizasyonuyla modifiye
oldugunu gostermektedir. Ayrica PGE’nin Pcv ile modifiye edilmesi elektrot ile analit
arasinda elektron transfer hizin1 artirarak NADH’a karsi elektrokatalitik etki sagladigi
sonucuna varilabilir. Sekil 4.43’te verilen elektropolimerizasyon mekanizmasina gore;
Pcv’deki orto-hidrokinon konumundaki hidroksil gruplar1 1H" ve 1e” vermesiyle kinon
radikallerine doniismektedir. Olusan radikal n-baglari araciligi ile halkaya delokalize
olarak kararli kilinmaktadir. Olusan iki radikalin birlesmesiyle ya C-O etkilesimi
(dimerizasyon-1) ya da C=C (dimerizasyon-2) iizerinden baglanarak dimerlesme ve dongii
sayisinin artmasiyla da polimerlesme gergeklesmektedir. Bunun disinda “R;+Rj, R+Ro,

R; +R, ve R, +R, radikallerinin de birbirleriyle birlesmeleri s6z konusu olabilir.
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Sekil 4. 43. Pcv'nin elektropolimerizasyon mekanizmasi

4.1.4.2.1. NADH’nin Poli-Pcv/PGE’de Elektrokatalitik Yiikseltgenmesine Bagh
AE Amperometrik Tayini

Daha once Poli-Clm/PGE’de yapilan caligmalara benzer sekilde, 100 pL o6rnek
hacmi, 10 cm kolon uzunlugu ve 1,5 mL/dk akis hiz1 sabit kalmak kosuluyla 5x10° M ve
1x10* NADH’nin AEA sistemine enjeksiyonuyla Poli-Pcv/PGE’nin farkli ¢alisma
potansiyellerinde amperometrik akim-zaman egrileri kaydedildi (Sekil 4.44). Sekilde
goriildiigii gibi her iki derisim igin olduke¢a diisiikk bir potansiyelde (0 mV) sinyalin elde
edildigi gozlendi. Sekil 4.44’te elde edilen akim zaman egrilerinden akim degerleri her iki
derisim i¢in hesaplanmis ve calisma potansiyeline karsi elde edilen egri Sekil 4.45°de
verilmistir. Poli-Pcv/PGE kullanildiginda NADH’nin yiikseltgenmesinin 0 mV gibi
oldukca diisiik potansiyellerde ¢cok azda olsa goriildiigii potansiyel 200 mV’a kadar arttikca

piklerin dogrusal olarak arttigi ve 200 mV’dan sonra ise artisin azda olsa devam ettigi
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Sekil 4.45’den goriilmektedir. Boylece Poli-Pcv/PGE’ nin NADH’ye iyi bir elektrokatalitik

etki gosterdigi sonucuna varildi.
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Sekil 4.44. Poli-Pcv/PGE kullamlmasiyla cesitli ¢alisma potansiyellerinde 5x10 ve 1x10™
M NADH’nin enjeksiyonuyla edinilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (AH:2,0

mL/dk, TC:1,0 M KClI ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 uL KU:10 cm)
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Sekil 4.45. Poli-Pcv/PGE nin AE amperometrik akim-zaman egrilerinden, 5x10° ve 1x10™

M NADH i¢in saptanan pik akimlarinin ¢aligma potansiyeli ile degisim grafigi

Akis hizi da benzer sekilde, 5107 ve 1x10™* M NADH ¢ézeltilerinin AEA sistemine
enjeksiyonuyla Poli-Pcv/PGE’nin  +200 mV’da farkli akis hizlarinda akim-zaman

egrilerinin kaydedilmesiyle (Sekil 4.46) optimize edildi.
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Sekil 4.46. Poli-Pcv/PGE kullanilarak farkli akis hizlarinda 5x10™ ve 1x10* NADH’nin
enjeksiyonu ile elde edilen AE amperometrik akim zaman egrileri (CP:200mV , TC:1,0 M
KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100 uL KU:10 cm)
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Poli-Pcv/PGE kullanarak 5x10° ve 1x10™® M NADH i¢in elde edilen AE amperometrik
akim-zaman egrilerinden hesaplanan amperometrik akimlarin akis hiziyla degisim grafigi
Sekil 4.47°de gosterildi. Her iki derisimde de maksimum pik akimlar1 2,0 mL/dk oldugu
goriilmektedir ve dolayisiyla bu akis hiz1 degeri Poli-Pcv/PGE i¢in en uygun deger olarak
segildi.

—=—2.5x10"° M NADH
1,81—e—b.1x10"* M NADH

0 1 2 3 4 5 6 7
Akis Tz mL/dk.”

Sekil 4.47. Poli-Pcv/PGE’nin kullanilarak 5x10° ve 1x10* M NADH i¢in edinilen AE

amperometrik akim-zaman egrilerinden saptanan akimlarin akis hiziyla degisim grafigi
Kolon uzunlugu ve 6rnek yiikleme hacmi ayni olmak kaydiyla, optimize edilen

kosullar altinda (+200 mV ve 2 mL/dk) Poli-Pcv/PGE’de artan NADH derisimine bagl

AE amperometrik akim-zaman egrileri kaydedildi ve Sekil 4.48 ile gosterildi.
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Sekil 4.48. Poli-Pcv/PGE’de artan NADH derisimine bagli AE amperometrik akim-zaman
egrileri (CP:200mV, AH: 2,0 mL/dk, TC:1,0 M KCI ihtiva eden pH=7,0 PBS, OYH:100
uL KU:10 cm)

Poli-Pcv/PGE igin artan NADH derisimine bagli pik akim degisimi ve kalibrasyon
grafigi Sekil 4.49°da verildi ve dogrusal kalibrasyon araligi 1,0x10° — 2,5x10* M NADH
olarak elde edildi. Daha 6nce yalin PGE igin verilen kalibrasyon egrisinin dogrusalligi 25
ile 500 uM arasinda belirlenmis olup dogru denklemi ise I(uA) = 5,0x10° C(uM) +
9,0x10™ R? = 0,99863 olarak ifade edilmisti (Sekil 4.19). Poli-Pcv/PGE igin ise I(nA) =
0,0053 C(uM) + 0,035, R?=0,9971 dogrusal denklemi elde edildi. Denklemde I pik akimu,
C ise NADH nin derigimidir. Yalin PGE’den elde edilen egimle kiyaslandiginda Poli-
Pcv/PGE icin elde edilen dogrunun egimi (5,34x107%), Yalin PGE’de elde edilen dogrunun
egiminden (5,0x10®) yaklasik 106,8 kat daha biiyiik oldugu saptandi ve duyarlik elektrot

ylizeyinin Poli-Pcv ile modifiye edilmesi sonucu arttig1 gozlendi.

108



A B
2,57 —s—NADH ; y=0,00534X +0,03458
- 141 R’=0,09705
2,04 1,24
1,0
§- 1!5' ¢ 9
= 2 o8
E 1,0- E 0,6- u
< ] < 04
< 05 < %%
0,2
0,0- 0,0
0 100 200 300 400 500 0 50 100 150 200 250
Derisim / pM Derisim / pM

Sekil 4.49. Poli-Pcv/PGE kullanilanilmasiyla optimize edilmis sartlarda AE amperometrik
yontemle edinilen NADH derisimine bagli pik akimlarinin degisim (A) ve kalibrasyon
grafigi (B)

AE amperometrik c¢alismalarda NADH igin Poli-CIm/PGE, Pcv/PGE ve Poli-
Pcv/PGE; kullanilarak en uygun kosullar belirlendi, her bir elektrotta NADH’nin
derisimine bagli AE amperometrik akim-zaman egrileri elde edildi ve elde edilen
analitiksel parametreler Cizelge 4.1°de verildi. Tablolardan goriildiigii gibi modifiye edilen
PGE’lerden elde edilen kalibrasyon egrilerinin egimi, Yalin PGE ile elde edilen dogrusal
denklemin egiminden 6nemli derecede biiyiik oldugu tespit edildi. Yani PGE elektrotlarin
aromatik siilffonik boyar maddelerle modifiye edilmesinden sonra duyarligin arttig

gbzlendi.
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Cizelge 4.1. ASA modifiye PGE’lerle NADH’nin AE amperometrik tayini i¢in elde edilen
analitiksel parametreler

Elektrot (0] 4 DA/ LOD/LOQ Dogru denklemi
M (nM)

Yalin PGE +250 mV 25-500 - I(pA) = 5,0x10°C(uM)+9,0x10™
R?=0,99863

Poli-CIm/PGE +250 mV 0,1-100  0,03/0,086  I(pA)=0,012 C(uM) + 0,0028
R?=0,9996

Pcv/IPGE +250 mV 0,25-100 0,085 I(pA) = 0,0105 C(uM)+ 0,0059
R?*=0,99789

Poli-Pcv/PGE +200 mV 1-250 0,32/1,08  I(nA) =0,0053C(uM) + 0,0035
R?=0,9971

CP: Calisma Potansiyeli; DA: Dogrusal aralik; LOD: Gozlenebilme sinirt LOQ: Tayin sinirt

4.1.4.2.2. Girisim Etkisi Yapabilecek Maddelerin incelenmesi

Bir sonraki adim olan biyosensor calismalarinda goriilecegi gibi biyosensore en
kararli yanit veren Poli-Pcv/PGE oldugundan, girisim ¢alismalar1 sadece Poli-Pcv/PGE
icin denendi. Bu amagla, 10* M NADH iceren Glikoz, L-glutamik asit, sitrik asit, salisilik
asit, trik asit (UA) dopamin (DA), sisteamin ve L-askorbik asidin (AA) farkli derisim
oranlarinda (1:1, 1:2, 1:5 ve 1:10) ¢ozeltileri hazirlanarak optimize edilen kosullar altinda
bu ¢ozeltilerin AEA sistemine enjeksiyonuyla Poli-Pcv/PGE’de girisim ¢aligsmalarina ait Fl
amperometrik akim zaman egrileri kaydedilmis ve bu egriler Sekil 4.50°den Sekil 4.55’e
kadar verilmistir. Bu AE amperomogramlara gore sitrik asit, UA negatif yonde yani
NADH nin pik akimini azaltma yoniinde girisim yaparken, DA ve AA pozitif girisim yani
NADH nin pik akimini arttirma yoniinde girisim yapmaktadir. Glikoz ve glutamik asit ile

bir girisim yapmadigin1 yorumlayabiliriz.
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Sekil 4.50. a ve f 10* M NADH’nin, b, c, d ve e ise sirastyla 10* M NADH igeren 104,

2x10, 5x10™ ve 10x10™* M glikoz ¢dzeltilerinin ortaminda Poli-Pcv/PGE ile alimig AE

amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.48’deki optimize edilmis sartlara gore )

1AL

Sekil 451. ave f 10* M NADH’nin, b, ¢, d ve e ise sirastyla 10* M NADH iceren 107,

2x10™%, 5x10™ ve 10x10* M L-Glutamik asit ¢ozeltilerinin ortaminda Poli-Pcv/PGE ile

alimmig AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.48’deki optimize edilmis sartlara

gore )
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Sekil 4.52. a ve f 10 M NADH’nin, b, ¢, d ve e ise sirasiyla 10* M NADH iceren 10,
2x10™, 5x10™ ve 10x10™* M sitrik asit ¢ozeltilerinin ortaminda Poli-Pcv/PGE ile alinmus

AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.48’deki optimize edilmis sartlara gore )

4 200“A]_. e
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Sekil 4.53. a ve e 10“% M NADH’nin, b, ¢ ve d ise sirasiyla 10* M NADH iceren 10,

2x10* ve 5x10™ iirik asit ¢ozeltilerinin ortaminda Poli-Pcv/PGE ile alinmis AE

amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.48’deki optimize edilmis sartlara gore )

112



2uA
100s

U

Sekil 4.54. a ve f 10* M NADH’nin, b, ¢, d ve e ise sirasiyla 10* M NADH iceren 107,
2x10, 5x10™* ve 10x10™* M Dopamin ¢dzeltilerinin ortaminda Poli-Pev/PGE ile alinmis

AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.48’deki optimize edilmis sartlara gore )
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Sekil 4.55. a ve f 10* M NADH’nin, b, c, d ve e ise sirastyla 10* M NADH igeren 104,
2x10™, 5x10™ ve 10x10™® M L-Askorbik asit ¢ozeltilerinin ortaminda Poli-Pcv/PGE ile

alinmig AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.48’deki optimize edilmis sartlara

gore )

Bir sonraki asamada bu girisimciler glikoz biyosensorii icinde denenmis ve girigim

gidermek icin bazi deneysel ¢alismalar gergeklestirildi.

4.2. Modifiye Elektrotlarla Dehidrogenaz ve NAD*/NADH Redoks Ciftine Bagh
Biyosensor Tasarim

Biyosensor caligsmalarinda glikoz dehidrogenaz (GDH) enzimi, NADH’ye en iyi
yanit veren Clm ve Pcv modifiye PGE yiizeylerine immobilize edilmis, model olarak

glikoz biyosensor tasarimi gergeklestirildi.
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4.2.1. Dongiisel Voltammetrik Yontemle Biyosensor Calismalar:

Glikoz biyosensor ¢aligmalarinda oncelikle adsorpsiyon yoluyla hem Clm hem de
Pcv modifiye PGE’ler hazirlanmis ve bu elektrotlar ylizeyine GDH immobilize edildikten
sonra bu elektrotlarin glikoza olan yanitlar1 dongiisel voltammetrik yontemle incelenmistir.
Ancak bu caligmalardan olumlu yanitlar alinamamistir. Bunun nedeni ¢apraz baglama
yoluyla elektrot immobilizasyonu esnasinda yiizeye adsorplanan boyar maddelerin
desorpsiyonuna ve mediyatoriin immobilize edilen enzim tabakasinin altinda kalarak
etkinligini yitirmesine baglanabilir. Tkinci asamada ise her iki ASA boyar maddesi igin
elektropolimerizasyon yontemiyle elektrotlar hazirlanmig ve bu elektrot yilizeylerine enzim
immobilize edilerek glikoza yanit1 yine dongiisel voltammetrik yontemle incelenmistir. Bu
iki elektrottan GDH/Poli-CIm/PGE ¢ok azda olsa enzimatik tepkime sonucu olusan
NADH’nin yiikseltgenme potansiyelini negatife kaydirmistir. Ancak en iyi yanit
GDH/Poli-Pcv/PGE’den alinmistir. Bu asamadan sonra daha ¢ok Poli-Pcv/PGE ile ilgili
calismalardan bahsedilecektir.

GDH/Poli-Pcv/PGE yiizeyinde glikoz ile NAD"nin GDH ortaminda enzimatik
tepkimesi sonucu meydana NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi alinan dongiisel
voltammogramlarin kaydedilmesiyle incelendi. Bu amac¢ dogrultusunda oOncelikle
kiyaslama yapmak amaciyla, Pcv mediyatorii ile modifiyesi yapilmayan Yalin-PGE
yiizeyine GDH enzimi (GDH/Yalin-PGE) deneysel prosediirdeki islemler gibi tutturulmus
ve GDH/Yalin-PGE’de glikoz ilavesinden sonra verdigi elektrokimyasal yanitini izlemek
icin alinan dongiisel voltammogramlar kaydedildi.

Enzim immobilizasyonu esnasinda GDH:%]1’lik BSA:GA oranlar1 3:3:4, 4:4:4, 5:5:5
ve 6:6:4 scklinde degistirilerek hazirlanmis enzim ¢ozeltisinde bekletilen Poli-
Pcv/PGE’lerin glikoza verdigi yanitlart déngiisel voltammogramlarla izlendi. Oncelikle
enzim ve redoks mediyatér olmadan Yalin-PGE’de glikozun dongiisel voltammogrami
kaydedildi. Sekil 4.56A’da goriildiigii gibi Yalin-PGE yiizeyinde Pcv ve GDH olmadan
glikoza (substrat) iliskin herhangi bir pik goériilmemektedir. Sekil 4.56B, 3:3:4 oraninda
enzim ¢ozeltisi kullanilarak elde edilmis GDH/Yalin-PGE’nin 0,01 M NAD" ile 0,1 M
KCI igeren 0,1 M PBS (pH =7,0) destek elektrolitinde, glikoz ilavesiyle enzimatik
tepkime sonucu olusan NADH’nin yiikseltgenme pikine ait almman dongiisel
voltammogramlarini gostermektedir. Bu voltammogramda yaklasik 650 mV’da tersinmez

bir pik gozlendi ve bu pikin nedeni asagida verildigi gibi kofaktér NAD" enzimatik
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tepkime sonucu meydana gelen NADH nin tersinmez olarak NAD ™ ye yiikseltgenmesine
baglandi (Tepkime 4.4 ve 4.5).

Glikoz + NAD* —C2H_o NADH + Glukanolakton (4.4)
NADH —— NAD" + H" + 2¢’ (4.5)
A B GDH(3:3:4)
. 8- A.GDH/Yaln/PGE
1,24 a. Yaln/PGE ——b.GDH/ Yahn/PGE+20mM Glikoz
o b. Yaln/PGE +20mM Glikoz 2
1,0
64
i 0,84 b i
~ 1 -~
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E ) £ 44
E 0!4- 2
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Sekil 4.56. A) Yalin-PGE’nin ve B) GDH/Yalin-PGE’nin 20 mM glikoz ortaminda alinan
CV’leri (DE: 0,1 M KCl ve 0,01 M NAD" iceren 0,1 M PBS pH=7,0 v:20 mV/s)

Daha sonra enzimin PGE yiizeyine daha iyi immobilize olmasi i¢in PGE ylizeyine
PAMAM adsorpsiyon yoluyla tutturuldu. Bu amagla PGE, PAMAM ¢ozeltisi igerisinde 5
dakika bekletildi. Daha sonra saf su ile yikanarak enzim c¢ozeltisi icerisinde 1 saat
immobilizasyon i¢in bekletildi ve bu islem iki defa tekrarlandi. adsorpsiyon yoluyla elde
edilen GDH/PAMAM/PGE’nin 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD" iceren 0,1 M PBS (pH=7,0)
destek elektrolitindeki dongiisel voltammogramlar1 Sekil 4.57 ile gosterildi. Sekilden de
goriildigic gibi PAMAM’in enzim immobilizasyonunda kullanilmasiyla elde edilen

elektrotun glikoza yanit1 yine 700 mV civarinda tersinmez bir pik olacak sekilde gézlendi.
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GDH (3:3:4)
a. GDHIPAMAM/PGE
b. GDHIPAMAM/PGE + 20 mM Glikoz b
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Sekil 4.57. GDH/PAMAM/PGE’nin a) glikoz yokken b) 20 mM glikoz ortaminda alinan
CV’leri (DE: 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD" igeren 0,1 M PBS pH=7,0 v:20 mV/s)

Yalin-PGE ve PAMAM/PGE ile yapilan g¢alismalardan sonra oncelikle Pcv’nin
adsorpsiyon yoluyla elde edilmis modifiye PGE yiizeylerinde hem PAMAM’siz hem de
PAMAM’li enzim immobilizasyonu gergeklestirildi ve glikoza olan yanitlar1 dongiisel
voltammetrik yontemle gerceklestirildi. Bu amagla PGE’ler 102 M Pcv i¢inde 10 dk
adsorpsiyon yoluyla modifiye edildikten sonra 2 farkli enzim ¢ozeltisinde (3:3:4 ve 5:5:5
GDH: %!1’lik BSA:GA oranlarinda) bekletilerek bu elektrot ylizeylerine GDH enzimi
immobilize edildi. Ardindan bu iki farkli elektrotun glikoz ortaminda dongiisel
voltammogramlar1 kaydedildi. Sekil 4.58’de verilen voltammogramlarda goriildiigi gibi
iki farkli enzim ¢6zeltisinde hazirlanan GDH/Pcv/PGE’ler, glikozun enzimatik tepkimesi
sonucu olusan NADH’nin, GDH/Yalin-PGE’deki yiikseltgenme potansiyelini (550 mV)
daha negatife kaydirmistir (yaklagik 200-250 mV civari). Ancak 5:5:5 oraninda hazirlanan
elektrotun daha iyi yanit verdigi tespit edildi.
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Sekil 4.58. A) 3:3:4 ve B) 5:5:5 GDH: %1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon
cozeltilerine daldirilarak hazirlanmis GDH/Pcv/PGE’lerin a) glikoz yokken b) 20 mM
glikoz ortaminda alinan CV’leri (DE: 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD" iceren 0,1 M PBS
pH=7,0 v: 20 mV/s)

Benzer sekilde PAMAM ile adsorpsiyondan sonra hazirlanmis enzim immobilize
elektrotlarin (GDH/Pcv/PAMAM/PGE’ler) dongiisel voltammogramlart alindi ve Sekil
4.59’da verildi. Sekilde verildigi gibi iki farkli oranda hazirlanmig elektrotlarin glikoza
kars1 verdigi yanit, potansiyeli negatife kaydirmis olsa da pik akiminda ¢ok az miktarda
artts oldu. Sonug olarak PAMAM’nin immobilizasyon esnasinda kullanilmasi tasarlanan
biyosensor de glikozun yanitina beklenen énemli bir iyilestirme goriilemedi. Dolayisiyla

bundan sonraki agamalarda PAMAM kullanilmamaya karar verildi.
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Sekil 4.59. A) 3:3:4 ve B) 5:5:5 GDH: %1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon
cozeltilerine daldirilarak hazirlanmis GDH/Pcv/PAMAM/PGE’lerin a) glikoz yokken b)
20 mM glikoz ortaminda alinan CV’leri (DE: 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD" iceren 0,1 M
PBS pH =7,0 v: 20 mV/s)

Daha sonra elektropolimerizasyon yoluyla modifiye PGE’ler hazirlanmis ve enzim
immobilizasyonu gergeklestirildi. Bu amagla 5 dongiilii dongiisel voltammogramla
elektropolimerizasyon yoluyla ince film olusturularak elde edilen elektrotlar, yine farkli
oranlarda  hazirlanmig enzim ¢ozeltisine daldirilarak  enzim  immobilizasyonu
gerceklestirildi. Karsilastirma yapmak i¢in enzim immobilize edilmemis Poli-Pcv/PGE ile
birlikte 3:3:4 GDH:%1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon ¢ozeltilerine daldirilarak
hazirlanmis GDH/Poli-Pcv/PGE’de aym1 kosullar altinda glikoza ait dongiisel
voltammogramlar1 kaydedildi ve Sekil 4.60’da verildi. Sekil 4.60A’dan goriildiigii gibi
enzim immobilize edilmemis elektrot kullanildiginda glikoz ile Pcv’ye ait gozlenen pik
akimlarinda herhangi bir degisme gozlenmedi. GDH/Poli-Pcv/PGE’nin  glikoz
ortamindaki dongiisel voltammogrami ise Sekil 4.60B’de verildi. Bu sekillerden gorildiigi
gibi, glikoz ilavesiyle enzimatik tepkime sonucu olusan NADH’nin pik potansiyeli
GDH/Yalin-PGE’ye (Sekil 4.56) gore daha negatif potansiyel degerlerine yani yaklasik
200-250 mV civarina kaydig1 gézlendi.
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Sekil 4.60. A) Poli-Pcv/PGE’nin ve B) GDH/Poli-Pcv/PGE’nin a) glikoz yokken b) 25
mM glikoz ortaminda alinan CV’leri (DE: 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD" iceren 0,1 M PBS

pH =7,0 v: 20 mV/s)

Farkli oranlarda (5:5:5 ve 6:6:4) hazirlanan enzim modifiye elektrotlarin yaniti ise
Sekil 4.61°de verildi. Bu sonuglara gére en iyi yanitlarin 5:5:5 ve 6:6:4 oraninda hazirlanan

modifiye elektrotlarla elde edildigi sonucuna varilda.

A GDH(5:5:5) B GDH(8:6:4)
a. GDH/Poli-Pcv/PGE a. GDH/Poli-Pcv/PGE
16| D-CDHIPOI-PCUPGE + 25 mM Glikor 24 J— b.GDHIPoli-PcvIPGE + 25 mM Glikoz
b b
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Sekil 4.61. A) 5:5:5 ve B) 6:6:4 GDH:%1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon
cozeltilerine daldirilarak hazirlanmis GDH/Poli-Pcv/PGE’lerin glikoz yokken a) glikoz
yokken b) 25 mM glikoz ortaminda aliman CV’leri (DE: 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD"

igeren 0,1 M PBS pH =7,0 v: 20 mV/s)
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GDH/Poli-Pcv/PGE ile karsilastirma yapmak amaciyla ayni kosullarda GDH/Poli-
Clm/PGE’de 5:5:5 oranindaki enzim immobilizasyon ¢6zeltisine daldirilarak hazirlandi ve
glikozsuz ve glikozlu ortamda dongiisel voltammogramlar1 kaydedildi. GDH/Poli-
Pcv/PGE ve GDH/Poli-Clm/PGE’nin dongiisel voltammogramlar1 Sekil 4.62°de verildi.
Sekilden goriildiigli gibi ayni kosullarda alinan dongiisel voltammogramlar, GDH/Poli-
Pcv/PGE’nin (Sekil 4.62/b) ayni derisimdeki glikoz derisimine bagli olusan NADH nin
yaklasik 200 mV’daki pik akiminin GDH/Poli-Clm/PGE’ye (Sekil 4.62/a) gore daha
belirgin oldugunu yansitmaktadir. Bunun disinda GDH/Poli-Pcv/PGE, adsorpsiyon yoluyla
elde edilen GDH/Pcv/PGE ile de karsilagtirilmis ve Sekil 4.58’de GDH/Pcv/PGE igin
verilen dongiisel voltammogramlarina gore de GDH/Poli-Pcv/PGE’nin
voltammogramlariin (Sekil 4.61) glikoza daha iyi yanit verdigi tespit edildi. Bu durumda
bundan sonraki kisimlarda GDH/Poli-Pcv/PGE ile biyosensor tasarimi ¢aligmalarina

devam edildi.
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Sekil 4.62. 5:5:5 GDH:%1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon ¢ozeltilerine
daldirillarak hazirlanmig a) GDH/Poli-CIm/PGE ve b) GDH/Poli-Pcv/PGE’nin 25 mM
glikoz ortaminda alinan CV’leri (DE: 0,1 M KCI ve 0,01 M NAD" igeren 0,1 M PBS
pH=7,0 v: 20 mV/s)

Glikoz i¢in tasarlanan biyosensoriin, glikoza en iyi yaniti verecek elektrotu
hazirlamak i¢in daha once yapilan GDH:%]1’lik BSA:GA orani optimizasyonu yaninda

Pcv’nin elektropolimerizasyonu esnasindaki dongili sayist da calisilmis ve elde edilen
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elektrotlara enzim immobilize edildikten sonra glikoza yanitlari her bir elektrotun dongiisel
voltammogramlari kaydedilerek incelendi. Elektropolimerizasyonun gergeklestirilmesinde
farkli dongii sayilar1 kullanarak elde edilmis ve en uygun olarak degerlendirilen 5:5:5
GDH:%1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon cozeltilerine daldirilarak hazirlanan
GDH/Poli-Pcv/PGE’lerin glikoz ortamindaki dongiisel voltammogramlart Sekil 4.63’te
verildi. Sekilden goriildiigii gibi 5-30 dongii arasinda elde edilen elektrotta, enzimatik
tepkime sonucu olusan NADH’nin pik akiminda 6énemli bir degisikligin olmadigi ve 40
dongti ile elde edilen modifiye elektrotta azaldig: tespit edilmistir. Bu azalisin nedeni ise

dongii sayisiyla film kalinliginin artmasi ve elektron transferinin zorlasmasina baglanabilir.
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Sekil 4.63. 5:5:5 GDH:%1’lik BSA:GA oranindaki immobilizasyon ¢ozeltilerine
daldirilarak hazirlanmig farkli dongii sayilari ile hazirlanmis (a:5, b:10, ¢:30 d:40 dongii)
GDH/Poli-Pcv/PGE’lerin 25 mM glikoz ortaminda alinan CV’leri (DE: 0,1 M KClI ve 0,01
M NAD" iceren 0,1 M PBS pH =7,0 v: 20 mV/s)

Sonug olarak, biyosensor ¢alismalarinda Clm ile hazirlanan modifiye PGE’nin Pcv
ile hazirlanan elektrota kiyasla iyi yanit vermedigi, Pcv ile hazirlanan elektrotlarda ise
elektropolimerizasyonla elde edilen elektrodun adsorpsiyon yoluyla hazirlanan elektrota
gore daha iyi yanit verdigi belirlendi. Bunun yaninda elektropolimerizasyonla Poli-
Pcv/PGE hazirlarken 5 dongiilii voltammogramin biyosensore yanitinin iyi oldugu tespit

edildi ve elde edilen elektrodun da enzim immobilize edilirken de 5:5:5 GDH:%1’lik
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BSA:GA oranindaki immobilizasyon ¢ozeltilerine daldirilarak hazirlanmasi optimum kosul
olarak belirlendi.

Tasarlanan biyosensor mekanizmasi ise daha Once literatiir kisminda da verilen
mekanizmayla agiklanmis ve Sekil 4.64°de sekilsel olarak gosterilmistir. Bu mekanizmaya
gore oOncelikle substrat glikoz ile kofaktér NAD®, PGE yiizeyindeki GDH varliginda
enzimatik bir tepkimeye ugrar ve glikoz glikanolaktona yiikseltgenirken NAD"da
NADH’ye indirgenir. Elektrot yilizeyinde daha 6nceden bir elektrot tepkimesiyle (Elektrot
tepkimesi 1, E) yiikseltgenmis formda hazir bulunan redoks mediyatoér Pcvyg glikoz
derisimine bagli olarak olusan NADH ile kimyasal tepkimeye girerek kendisi tekrar
indirgenmis formuna (Pcvi,g) donerken NADH’de NAD™’ya vyiikseltgenir (Kimyasal
tepkime, C). Son olarak Pcvi, elektrota elektronlarini transfer ederek (Elektrot tepkimesi
2, E) yeniden Pcvyg olusur ve glikoz derisimine bagl bir elektrokatalitik akim sinyali

olusur. Enzimatik ECE mekanizmasi1 olusan NAD" ve Pcvyy ile tekrar devam eder.

Glikanolakton Pirokatekol viyolet . .
Glikoz |/ CN ADH Pirokatekol viyolet . )

GDH: Glikoz Dehidrogenaz(enzim)
Sekil 4.64. GDH/Poli-Pcv/PGE ve NAD'/NADH redoks ciftine bagh glikoz biyosensér

Kalem Grafit Elektrot

mekanizmasina ait sematik gosterimi

4.2.2. AE Amperometrik Biyosensor Calismalar:

NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinin AEA sisteminde amperometrik
yanitinin incelenmesinde oldugu gibi, GDH/Poli-Pcv/PGE ile AEA sisteminde glikoz
biyosensorii ¢aligmalarina ¢aligma potansiyeli ve akis hizi parametrelerinin optimizasyonu
ile baglanmistir. AEA sisteminde 1,18 mL/dk akis hizinda 1,0 M KCl igeren 0,1 M pH=7,0
PBS tasiyici elektrolitine 1,0 M KCl ile birlikte 0,01M NAD" igeren 0,1 M pH=7,0 PBS’de
hazirlanan 0,5 mM glikoz, en az 3 defa AEA sistemine enjekte edilerek c¢esitli

potansiyellerde AE amperometrik akim-zaman egrileri GDH/Poli-Pcv/PGE i¢in kaydedildi
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ve Sekil 4.65A°da verildi. glikoz derisimine bagli olusan NADH’nin elektrokatalitik akima
kars1 ¢aligma potansiyelinin grafigi ise Sekil 4.65B’de verildi. Bu sekillerden gorildigi
gibi pik akimi, ¢alisma potansiyelinin artmasiyla arttig1 ve en uygun potansiyelin de +250
mV oldugu gozlendi. Bundan sonraki izleyen AE amperometrik ¢alismalarda optimum

calisma potansiyeli +250 mV olarak belirlendi.
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Sekil 4.65. A) GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak farkli ¢alisma potansiyellerinde 0,01 M
NAD" ve 1 M KClI iceren 0,1 M PBS de hazirlanmis 0,5 mM glikozun akis sistemine
enjeksiyonu ile kaydedilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (AH:1,18 mL/dk,
TC:1,0 M KCI ihtiva eden pH=7,0 PBS ¢ozeltisi, KU:10 cm, OYH:100 pL). B) A’daki

akim-zaman egrilerinden elde edilen ¢alisma potansiyeline karsi akim grafigi

Ikinci optimizasyon c¢aligmasinda ise akis hizina kars1 pik akim degisimi incelendi. Bu
amagla bir onceki asamada optimize edilen +250 mV c¢alisma potansiyeli ve tasiyici
elektrolit olarak 1,0 M KClI ihtiva eden 0,1 M pH=7,0 PBS kullanildi. 0,5 mM glikoz 1,0
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M KCI ve 0,01 M NAD" iceren 0,1 M pH 7,0 PBS’de hazirland1 ve ¢dzelti akis sistemine
en az 3 defa enjekte edildi. Farkli akis hizlarinda kaydedilmis akim-zaman egrileri ise
Sekil 4.66A°da verildi. Kaydedilen akim zaman egrilerinden glikoz derisimine bagli olarak
olusan NADH’nin elektrokatalitik pik akimi hesaplanarak akis hizina karsi-pik akim
grafigi elde edildi ve Sekil 4.66B’de gosterildi. Akim degerlerinin 0,4 mL/dk’dan 1,18
mL/dk’ya gidildiginde arttig1, ancak bundan sonraki daha biiyiik akis hizlarinda ise akimin
azaldig1 gozlendi. Akimin azalma sebebi, yiiksek akis hizinin kullanilmasiyla, modifiye
elektrot yiizeyinde bulunan mediyatér ile NADH’nin elektrokatalitik tepkimesi ig¢in
gereken zamanin verilmemesine ve yiiksek akis hizi degerlerinde modifiye elektrotun
yiizeyindeki polimer filminin bozunmasina baglanabilir. Sonug olarak bu asamadan sonra
gerceklestirilecek amperometrik biyosensor ¢alismalarinda 1,18 mL/dk akis hiz1 optimum

parametre olarak belirlendi.
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Sekil 4.66. A) GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak farkli akis hizlarinda 0,01 M NAD" ve 1,0
M KCl igeren 0,1 M PBS’de hazirlanmis 0,5 mM glikozun akis sistemine enjeksiyonu ile
kaydedilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (CP;250 mV, TC:1,0 M KClI ihtiva eden
pH=7,0 PBS ¢ozeltisi, KU:10 cm, OYH:100 pL) B) A’daki akim zaman egrilerinden elde

edilen akis hizina kars1 akim grafigi
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Bundan sonraki kisimda biyosensor ¢aligmalarina, karsilagtirma yapmak amaciyla
GDH/Poli-Pcv/PGE ile birlikte GDH/Yalin PGE kullanilarak optimize edilen kosullar
altinda artan glikoz derisimine bagli olarak AE amperometrik akim zaman egrileri
kaydedilerek devam edildi. GDH/Yalin PGE i¢in modifiye elektrot i¢in optimize edilen
kosullarda artan glikoz derisimine bagl olarak kaydedilen AE amperometrik akim-zaman
egrileri Sekil 4.67°de verildi. Sekil 4.68’de ise GDH/Yalin PGE i¢in kaydedilen akim-
zaman egrilerinden elde edilen glikoz derisimine bagli pik akimlarinin degisim grafigi
Sekil 4.68A’da ve kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.68B verildi. Sekillerden goriildiigii gibi
GDH/Yalin PGE’nin de +250 mV’da glikoza ¢ok azda olsa yanit verdigi ve bu potansiyel
degerinde 100 ile 1000 puM glikoz derisim araliginda dogrusal degistigi ve dogru
denkleminin I(nA) = 0,033Cgjykoz (LM) + 2,95 (R?=0,9913) oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.67. GDH/Yalin PGE kullanilarak 0,01 M NAD" ve 1,0 M KClI igeren 0,1 M

PBS’de hazirlanmis artan derisimlerdeki glikoz c¢ozeltilerinin akis sistemine enjeksiyonu
ile kaydedilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (CP;250 mV, AH: 1,18 mL/dk,
TC:1,0 M KCl ihtiva eden pH=7,0 PBS ¢ozeltisi, KU:10 cm, OYH:100 pL)
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Sekil 4.68. GDH/Yalin PGE i¢in glikoz derisimine karsi enzimatik tepkime sonucu olusan
NADH nin elektrokatalitik pik akim degisim (A) ve kalibrasyon grafigi (B)

GDH/Poli-Pcv/PGE i¢in farkli derisimlerdeki glikoza bagli olarak elde edilen AE
amperometrik akim-zaman egrileri Sekil 4.69°da verildi. Glikoz derisimine karsi bu
elektrotla elde edilen akim zaman egrilerinden enzimatik tepkime sonucu olusan
NADH’nin elektrokatalitik akimlar1 grafige gegirildi ve kalibrasyon grafigi ile birlikte
Sekil 4.70°de verildi. Glikoz derisimi arttik¢a enzimatik tepkime sonucu olusan NADH’nin
elektrokatalitik pik akiminin arttigi ve dogrusal kalibrasyon araliginin ise 5-500 uM glikoz
oldugu Sekil 4.70’ten gozlendi. Dogrusal dogru denklemi ise I(nA) = 0.44Cgjiko, (UM) +
0,88 (R?=0,9984) olarak bulundu. Modifiye elektrot i¢in elde edilen bu dogrusal denklemin
egimi, ayni kosullarda GDH/yalin PGE i¢in elde edilen dogru denkleminin egimine (0,033)
oranlandiginda, GDH/Poli-Pcv/PGE’nin yaklasik 13 kat daha biiyiik oldugu saptand.
Dolayisiyla elektrot yiizeyinin redoks mediyatorle modifiye edilmesiyle daha genis bir

glikoz derisim araligiyla birlikte duyarligin arttig1 tespit edildi.
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Sekil 4.69. GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak 0,01 M NAD" ve 1,0 M KCI ihtiva eden 0,1
M pH=7,0 PBS’de hazirlanmig artan derisimlerdeki glikoz ¢ozeltilerinin akis sistemine
enjeksiyonu ile elde edilen AE amperometrik akim-zaman egrileri (Sekil 4.67’deki

optimize edilmis sartlara gore)
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Sekil 4.70. GDH/Poli-Pcv/PGE ig¢in glikoz derisimine bagli olarak enzimatik tepkime
sonucu olusan NADH’nin elektrokatalitik pik akimlarinin degisim (A) ve kalibrasyon
grafigi (B)

Her ne kadar daha once Poli-Pcv/PGE yiizeyine alkol dehidrogenaz enzimi
immobilize edilerek amperometrik etanol biyosensorii (Zhu ve ark., 2014b) ve Dilgin ve
calisma grubu tarafindan da kuantum nokta modifiye PGE yiizeyine GDH immobilize
edilerek AEA sisteminde fotoelektrokimyasal glikoz biyosensorii (Ertek ve ark., 2016)
gerceklestirilmis olsa da, AEA sisteminde ASA organik redoks mediyatorleriyle modifiye
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PGE ile ilgili bir biyosensor ¢aligmasina rastlanilmadi. Bu ¢alismada GDH/Poli-Pcv/PGE
ile NAD*/NADH redoks ¢iftine bagl elektrokimyasal biyosensor tasarimi AEA sisteminde
ilk defa gerceklestirildi. Dogrusal kalibrasyon araligi daha 6nceden de belirtildigi gibi 5-
500 uM glikoz seklinde elde edildi ve gozlenebilme siir1 (LOD) ve tayin siir1 (LOQ)
sirastyla 1,2 uM ve 4,0 pM olarak bulundu. LOD ve LOQ hesaplanirken 0,01 M NAD"
iceren tastyici ¢ozeltinin (1,0 M KCl igeren 0,1 M pH 7,0 PBS) kendisinden sisteme en az
10 kez enjekte edilerek kor sinyalleri elde edilmis ve kor sinyallerin standart sapmasi(s)

hesaplandiktandan sonra3sys;/m’den LOD ve 10sys/m’den de LOQ degerleri hesaplandi.

4.2.2.1. Girisim Etkisi Yapabilecek Maddelerin Incelenmesi

Tasarlanan biyosensoriin se¢imliligini test etmek amaciyla, 0,5 mM glikoz igeren L-
glutamik asit, galaktoz, sakkaroz, iirik asit (UA), dopamin (DA) ve L-askorbik asidin (AA)
glikoza gore farkli orandaki (1:1, 1:2) ¢dzeltileri 1,0 M KCI ve 0,01 M NAD" ihtiva eden
0,1 M pH=7,0 PBS’de hazirlanarak akis sisteminde GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak
optimize edilen kosullar altinda AE amperometrik akim-zaman egrileri kaydedildi. Her bir
bilesik i¢in girisim ¢alismalarina ait elde edilen akim-zaman egrileri Sekil 4.71den Sekil
4.74’e kadar verildi. Bu AE amperometrik akim-zaman egrilerine gére DA ve AA’nin 1:1
oraninda onemli derecede pozitif girisim yaptigi, yani glikoz derisimine baglh olarak
enzimatik tepkime sonucu olusan NADH nin pik akimini arttirma yoniinde girisim yaptig1
belirlendi (Sekil 4.71). Bunun sebebi bu molekiillerin de bu potansiyel degerinde
yiikseltgenmesine baglanmaktadir. Bunun yaninda UA’da 1:1 oraninda, AA ve DA kadar
¢ok biylik girisim vermese de glikoza bagli olusan NADH’nin pik akimimi bir miktar
arttirmis ve pozitif etki gostermistir. Bu bilesiklerin sebep oldugu pozitif girisim kimi
yontemlerle giderilebilmektedir. Yapilan bir calismada, 3,4 dihidroksi benzaldehit tiirevleri
GCE yiizeyine elektrobiriktirilmis ve NADH’nin elektrokatalitik ylikseltgenmesinde
kullanmilmistir  (Pariente ve ark.,, 1997). Bu c¢alismada da AA’nin, NADH’nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesine biiylik bir girisim yaptig1 belirlenmis ve askorbat oksidaz
kullanilarak AA Onceden yiikseltgenerek bu girisim etkisi giderilmistir. Kim ve
arkadaglarmin (2013) yaptiklart bir ¢alismada ise redoks mediyator olarak 5-[2,5-di
(tiyofen-2-il)- 1H-pirol-1-il]-1,10-fenantrolin demir(III) kloriir kullanilmis, Perde baskili
karbon elektrot (Screen printed carbon electrode, SCPE) yiizeyine bu mediyatér modifiye
edilmis ve GDH ile NAD*/NADH redoks ciftine bagli enzimatik glikoz biyosensorii
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tasarlanmistir. Bu calismada da AA, DA, UA ve asetaminofen’nin (AP)’nin &nemli
derecede girisim yaptigi tespit edilmis ve bu girisimlerin giderilmesi i¢in elektrot yilizeyine
Nafyon kaplanmistir. Nafyon negatif yiiklii bir molekiildiir. Sulu ortamda notr pH
civarinda ¢alisildigindan AA’ da negatif yiikli olup elektrostatik itme kuvvetinden dolay1
AA gibi organik molekiiller membran tarafindan uzaklastirabilmektedir. Béylece Nafyon
kapli modifiye elektrotla AA’nin girisimi 6nemli derecede engellenmistir. Bununla birlikte
sulu ortamda pozitif yiiklii ya da nétr formda bulunan DA ve UA molekiillerin girisimini
Nafyon membran engelleyememektedir. Dolayisiyla, bu molekiillerin girisimini
engellemek i¢in Kim ve arkadaslar1 (2013) Nafyon membrana az miktarda kursun (IV)
asetatt on yiikseltgen ajan olarak tutturmus ve elektrot ylizeyine modifiye etmislerdir.
Boylece girisime sebep olan DA, UA ve AP elektrot yiizeyine ulagsmadan once Pb(IV)
asetat ile yiikseltgenmisler ve bu molekiillerin girisimleri de 6nemli derecede giderilmistir
(Kim ve ark., 2013). Bu c¢alismamizda da AA’nin girisimi askorbat oksidaz kullanilarak

giderilmeye ¢alisilmis ve olumlu sonuglar alinmustir.
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Sekil 4.71. GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak 5x10™ M glikoz igerecek sekilde 1:1 oraninda
(es derisimde) AA, DA ve UA ile 0,01 M NAD" ve 1,0 M KCl ihtiva eden 0,1 M PBS’de

hazirlanmis ¢ozeltilerinin akis sistemine enjeksiyonu ile kaydedilen AE amperometrik

akim-zaman egrileri (Sekil 4.67°deki optimize edilmis sartlara gore)

Bu ii¢ bilesikten baska glikozun yaninda L-glutamik asit, diger karbon hidratlardan
galaktoz ve sakarozun da girisim caligmalar1 gergeklestirilmis ve bu bilesiklerin tasarlanan
biyosensore onemli derecede bir girisim etkisi géstermedigi sonucuna varildi. Elde edilen

sekiller Sekil 4.72, 4.73 ve 4.74’de gosterildi.
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Sekil 4.72. GDH/Poli-Pev/PGE kullanilarak 5x10% M glikoz igerecek sekilde 1:1 ve 1:2
oraninda galaktoz ile 0,01 M NAD" ve 1,0 M KClI ihtiva eden 0,1 M PBS’de hazirlanmis

cozeltilerinin akis sistemine enjeksiyonu ile kaydedilen AE amperometrik akim-zaman

egrileri (Sekil 4.67°deki optimize edilmis sartlara gore)
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Sekil 4.73. GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak 5x10* M glikoz igerecek sekilde 1:1 ve 1:2
oraninda glutamik asit (GA) ile 0,01 M NAD" ve 1,0 M KClI ihtiva eden 0,1 M PBS’de
hazirlanmis ¢6zeltilerinin akis sistemine enjeksiyonu ile kaydedilen AE amperometrik

akim-zaman egrileri (Sekil 4.67°deki optimize edilmis sartlara gore)
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Sekil 4.74. GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak 5x10* M glikoz igerecek sekilde 1:1 ve 1:2
oraninda sakkaroz ile 0,01 M NAD" ve 1,0 M KCI ihtiva eden 0,1 M PBS’de hazirlanmis
cozeltilerinin akis sistemine enjeksiyonu ile kaydedilen AE amperometrik akim-zaman

egrileri (Sekil 4.67°deki optimize edilmis sartlara gore)

4.2.2.2. Tasarlanan Biyosensoriin Ger¢ek Orneklere Uygulanmasi

Tasarlanan biyosensoriin uygulanabilirligini test emek amaciyla, ticari olarak satin
alinan %5’lik dekstroz i¢in GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak optimum kosullarda standart
katma grafigi i¢in AE amperometrik akim zaman egrileri kaydedildi. Piyasan ticari olarak
satin alman dekstroz ¢ozeltisi (5% glikoz igeren yaklasik 275,5 mM), 1,0 M KCI ve 0,01
mM NAD" igeren pH=7,0 PBS ile seyreltilerek yaklasik 500 pM glikoz icerecek sekilde
hazirlandi. Bu c¢ozeltiden yaklagik olarak 10 pM icerecek sekilde Ornek ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu 6rneklere 0, 25, 50 ve 75 uM glikoz igerecek sekilde standart glikoz
¢ozeltisi ilave edilerek uygun hacme 0,01 M NAD" ve 1,0 M KCl igeren 0,1 M pH=7,0
PBS ile seyreltilmistir. Her bir ¢o6zeltinin GDH/Poli-Pcv/PGE’de optimum Kosullar
altindaki AE amperometrik akim zaman egrileri kaydedildi (Sekil 4.75.A). Elde edilen
akim-zaman egrilerinden akim degerleri hesaplanarak standart katma grafigi ¢izildi (Sekil
4.75.B) ve bu grafikten Ornekteki glikoz derisimi hesaplandi. Onerilen biyosensorle
bulunan deger yaklasik 285 + 1,41 (n=5) olup, etikette belirtilen degere (277,5 mM)
olduk¢a yakin bulundu. Sonug¢ olarak askorbik asit, dopamin, iirik asit gibi glikoz
biyosensoriine girisim yapan girisimcilerin olmadig1 ortamlarda, tasarlanan biyosensoriin
iyl yanit verdigi belirlendi. Bunun yaninda tasarlanan bu biyosensor, olasi girisimci
maddelerin kimi yontemlerle giderilmesiyle de kan idrar gibi kompleks biyolojik drneklere

de uygulanabilecegi sonucuna varildu.
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Sekil 4.75. A) GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak 0,01 M NAD" ve 1,0 M KCl igeren 0,1 M
PBS de hazirlanmis 6rnek, ornek+25 uM glikoz, 6rnek+50 uM glikoz ve 6rnek+75 uM
glikoz ¢ozeltilerinin akig sistemine enjeksiyonu ile elde edilen AE amperometrik akim-
zaman egrileri (Sekil 4.67°deki optimize edilmis sartlara gére) B) GDH/Poli-Pcv/PGE ile

dekstroz i¢in alinmis standart katma grafigi

GDH/Poli-Pcv/PGE kullanilarak, 1,0 M KCI ihtiva eden 0,1 M pH=7,0 PBS de
hazirlanmis 1 uM glikoz ve sadece 0,01 M NAD" igeren iKi ¢dzeltinin akis sistemine ayr1
ayr1 enjeksiyonu ile kaydedilen AE amperometrik akim-zaman egrileri Sekil 4.76’da
verildi. Bu ¢alisma sonucunda GDH/Poli-Pcv/PGE ile NAD*/NADH redoks ¢iftine bagh
elektrokimyasal biyosensor tasarimi AEA sisteminde ilk defa gerceklestirildi. Dogrusal
kalibrasyon araligi 5 ile 500 uM glikoz seklinde elde edilmis olup, gozlenebilme siniri
(LOD) ve tayin sinirt (LOQ) sirastyla 1,2 uM ve 4,0 uM olarak hesaplandi. LOD ve LOQ
hesaplanirken 0,01 M NAD" iceren tasiyici ¢dzeltinin (1,0 M KCl igeren 0,1 M pH=7,0
PBS) kendisinden sisteme en az 10 kez enjekte edilerek (Sekil 4.76) kor sinyalleri elde
edildi. Kor sinyallerin standart sapmasi(s) hesaplandiktan sonra 3s;/m’den LOD ve
10sys/m’den de LOQ degerleri hesaplanda.
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Sekil 4.76. GDH/Poli-Pcv/PGE’de 0,01 M NAD" iceren 1 uM glikoz ile sadece 0,01 M
NAD" iceren ¢ozeltilerin AEA sistemine enjekte edilmesiyle elde edilen AE amperometrik

akim zaman egrileri

GDH/Poli-Pcv/PGE’de NAD" igeren glikoz ¢ozeltilerinin AEA sistemine enjekte
edilmesiyle glikoza ait AE amperometrik akim-zaman egrileri optimize edilen kosullar

altinda kaydedildi ve elde edilen analitiksel parametreler Cizelge 4.2 ile gosterildi.

Cizelge 4.2. GDH/Poli-Pcv/PGE’de FI amperometrik glikoz biyosensorii i¢in edinilen
analitiksel parametreler

Elektrot Tiirii CPve Ortam | DA/uM | LOD/LOQ | Dogru denklemi
M
GDH/Yahn/PGE | +250 mV, 100-1000 1(NA)=0,033Cgjiror(LM)+ 2,95
1,0M KCI R?=0,9913
GDH/Poli iceren pH 7,0 75500 1,2/4,0 I(A)= 0,44Cgpon(M) + 0,88
Pcv/PGE PBS R?=0,9984

CP: Potansiyeli; DA: Dogrusal aralik; LOD: G6zlenebilme sinir1 LOQ: Tayin sinir1

4.3. Modifiye Elektrotlarin Karakterizasyonu

Modifiye elektrotlarin  karakterizasyonu i¢in NADH’nin, elektrokatalitik
yiikseltgenmesine iyi yanit veren Clm ve Pcv modifiye elektrotlarla birlikte Yalin PGE ve
K.PGE’nin hem yiizeysel hem de elektrokimyasal karakterizasyonlar1 gergeklestirildi. Bu
amagla oncelikle her bir elektrodun AFM goriintiileri alind1 ve elde edilen goriintiiler Sekil
4.77°de verildi. Yalin PGE (Sekil 4.77.A) ile K.PGE’nin (Sekil 4.77.B) AFM goriintiileri

karsilastirlldiginda ylizey morfolojisinin bir miktar degistii ve bunun nedenin

kosullandirma ile ylizeyin aktive edildigini yansitmaktadir. Yiizeye adsorpsiyon yoluyla
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Clm (Sekil 4.77.C) ve Pcv (Sekil 4.77.E) modifiye edildiginde bir film tabakasinin
olustugu ve yiizeye bu molekiillerin gerek adsorpsiyon ve gerekse elektropolimerizasyon
yoluyla tutundugu sonucuna varildi. Benzer durum, Clm ve Pcv’nin PGE yiizeyine

elektropolimerize edildiginde de gézlendi (Sekil 77.D).

A) Yalin PGE B) K.PGE

C) Cim/PGE D) Poli-Clm/PGE

0.93 pm

0.00 pm

E) Pcv/PGE

F) Poli-Pcv/IPGE

2.0 m

0.0 pm

Sekil 4.77. A) Yalin PGE, B) K.PGE, C) Clm/PGE, D) Poli-CIm/PGE, E) Pcv/PGE ve F)
Poli-Pcv/PGE’nin AFM goriintiileri

Benzer sekilde elektrotlarin SEM goriintiileri alindi ve Sekil 4.78de verildi. Sekilde
gorildigi gibi Yalin PGE (Sekil 4.78.A) ile K.PGE (Sekil 4.78.B), Clm/PGE (Sekil
4.78.C) ve Poli-Clm/PGE’nin (Sekil 4.78.D) SEM goériintiileri arasinda ¢ok anlamli
farkliliklar gézlenmemistir. Tiimiinde PGE’nin katmanl yapida oldugu gozlenmis, ama bu
katmanli yapilara gerek adsorpsiyon yoluyla gerekse elektropolimerizasyon yoluyla

modifiye Clm’ye iliskin herhangi bir film gozlenmemistir. Bunun yaninda her elektrodun
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EDX goriintiileri de alinmis ve yine anlamli bir farklihik goézlenmedi. Alinan EDX
goriintiilerinden sadece Yalin PGE ait bir spektrum Sekil 4.79’da verildi. Sekilden
goriildiigii gibi C ve Si oranmin yiiksek ¢iktigi, bunun nedeni ise kalem grafit elektrodun

grafit ve kilden olustugundan kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.78. A) Yalin PGE, B) K.PGE, C) Clm/PGE ve D) Poli-Clm/PGE’nin SEM

goriintiileri

Electron Image 5

I Spectum 22
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Sekil 4.79. Yalin PGE’nin A) EDX spektrumu alinan bdlgelerin isaretlendigi SEM

goriintiisti ve B) EDX spektrumu
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SEM ve AFM goriintiileri disinda her bir elektrodun Raman spektrumlar1 alindi ve
modifiye elektrotlar ile yalin PGE arasindaki farkliliklar ve kaymalar belirlendi. 532 nm
laser ile uyarilma sonucu elde edilen tiim spektrumlar Sekil 4.80°de verildi. Yalin PGE’nin
Raman spektrumunda (Sekil 4.80/a) 1565 cm™ giiclii bir G bandi, 1352 cm™de oldukca
zayif bir D band1 ve 2690 cm ™’ de ise orta diizeyde bir 2D band1 griilmiistiir. G bandu, Eoq
modunun birinci dereceden sacilmasina izin veren ve simetri sonucunda olusan diizgiin
bicimde diizenlenmis grafit yapinin (sp3 hibridize karbon atomlarinin) oldugunu
yansitmaktadir. Benzer sonuglar hem PGE i¢in hem de grafitik yapilar i¢in elde edilmis ve
bu sekilde yorumlanmistir (Akhavan ve ark., 2014; Baig ve Kawde, 2015; Dilgin ve
Karakaya, 2016; Kim ve ark., 2013; Pariente ve ark., 1997; Pokpas ve ark., 2014). Yiizeye
Clm ve Pcv gerek adsorpsiyonla gerekse -elektropolimerizasyon yoluyla modifiye
edildiginde, Raman spektrumda Yalin PGE’ye gore modifiye elektrotlarda Clm ve Pcv’ye
ait yeni piklerin olusumu beklenmektedir. Ancak yiizeye adsorplanan ya da
elektropolimerize olan aromatik siilfonik asit boyar maddelerin miktari olduk¢a az
oldugundan yeni pikler ¢ok zayifda olsa yaklasik 3238 cm™ (1 nolu pik), 2450 cm™ (2 nolu
pik) ve 3000-3015 cm™ ‘de (3 nolu pik) gozlenmistir. 1 nolu pikin yapidaki -OH
gruplarina, 3 nolu pikin ise aromatik COC bantlarina ait olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ornegin Poli-Pcv/PGE nin ve Pcv/PGE’nin (adsorpsiyon yoluyla hazirlanan modifiye
elektrot) Raman spektrumlari sirasiyla Sekil 4.80g/e ve Sekil 4.80/f’de verildi ve
bahsedilen yeni pikler Poli-Clm/PGE (Sekil 4.80c/d) ve Clm/PGE’nin (Sekil 4.80/b)
Raman spektrumlarindan daha net gozlendi. Bu durum PGE yiizeyine Pcv’nin hem daha
1yl polimerize oldugu hem de adsorbe oldugunu yansitmaktadir. Nitekim elektrokatalitik
yanitlara Pcv’nin daha iyi yanit vermesi bu sonuglar1 desteklemektedir. Bunun diginda
yiizeyin bu redoks boyar maddeleriyle modifiye edilmesi sonucu, Yalin PGE’nin Raman
spektrumunda goriinen G, D ve 2D (6zellikle 2D) piklerinde hafif pozitif yonde kaymaya
neden olmustur. Ornegin Yalin PGE’de yaklasik 2690 em ™ deki pik pH=9,0 BRBS’de
elde edilen Poli-Pcv/PGE’de (Sekil 4.80/g) yaklasik 2715 cm™’e, pH=3,0 BRBS de elde
edilen Poli-Pcv/PGE’de (Sekil 4.80/¢) yaklasik 2724 cm™, adsorpsiyon yoluyla elde edilen
Pcv/PGE’de (Sekil 4.80/f) ise yaklasik 2700 cm™e kaymistir. Bunun disinda pik pH=9,0
BRBS’de elde edilen Poli-Clm/PGE’de (Sekil 4.80/d) yaklastk 2715 cm™’e, pH=3,0
BRBS’de elde edilen Poli-Clm/PGE’de (Sekil 4.80/c) yaklasik 2680 cm™, adsorpsiyon
yoluyla elde edilen Clm/PGE’de (Sekil 4.80/b) ise yaklasik 2701 cm™e kaymustir.
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Verilerden goriildiigii gibi kaymalar 6zellikle polimerik modifiye elektrotlarda daha
belirgindir. Bu kaymalar ylizeye organik yapilarin gerek adsorpsiyon ve gerekse polimerik

yolla fiziksel olarak baglandigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.80. a) Yalin PGE, b) CIm/PGE, ¢) pH=3,0 BRBS’de hazirlanan Poli-CIm/PGE, d)
pH=9,0 BRBS’de hazirlanan Poli-CIm/PGE, e) pH=3,0 BRBS’de hazirlanan Poli-
Pcv/PGE, f) Pcv/PGE ve g) pH=9,0 BRBS’de hazirlanan Poli-Pcv/PGE’nin Raman
spektrumlari
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Son olarak elektrotlarin 0,01 M Fe(CN)g*"® redoks probu ortaminda 0,1-100.000 Hz
frekans araliginda 0,170 V potansiyelinde impedans egrileri Sekil 4.81°de gosterilen devre
modeline gore alindi ve elde edilen elektrokimyasal impedans egrileri Sekil 4.82°de
verildi. Yalin PGE’nin impedans egrilerinden 250 ohm’luk bir direng go6zlendigi
adsorpsiyon yoluyla elde edilen modifiye elektrotlardan hem CIm/PGE hem de
Pcv/PGE’nin direnglerinin ¢ok az miktarda (Clm/PGE i¢in Sekil 4.82A’da yaklasik 400
ohm ve Pcv/PGE igin Sekil 4.82C ise 300 ohm) arttig1 Sekil 4.82°de gozlendi. Bu artigin
sebebi, elektrot yiizeyinde adsorplanan aromatik siilfonik asit boyar maddelerin zayif asit
ozelligi gdstermesi ve bu 6zelliginden dolay1 da redoks probu ortaminda protonunu vererek
PGE yiizeyinde negatif yiiklii siilfonat grubu olusturmasina baglanabilir. Bu elektrostatik
itme, elektron transferi i¢in bir bariyer olarak davranir ve elektron transferini Yalin
PGE’ye gore zorlastirir. Sonugcta, diren¢ negatif yiiklii elektrot yiizeyi ile redoks probu
arasindaki elektrostatik itme kuvvetinden dolay: artar. Dolayisiyla modifiye elektrotlarda
direncin artmasi, molekiilsel olarak aromatik siilfonik asit grubu boyar maddelerin yiizeye
adsorplanmasindan dolay1 iletkenligin ¢cok azda olsa azaldigi (direncin arttig1) anlamina
gelmektedir ve ylizeyin bu molekiillerle modifiye edildigini gdstermektedir.Ancak
elektropolimerizasyon yoluyla elde edilen modifiye elektrotlarda ise tam tersi bir impedans
egrisiyle karsilasilmistir. Hem Poli-Clm/PGE’nin (Sekil 4.82B) hem de Poli-Pcv/PGE’nin
(Sekil 4.82D) direng degerleri (Poli-CIm/PGE i¢in 120 ohm ve de Poli-Pcv/PGE igin 150
ohm) Yalin PGE’nin direng¢ degerine (250 ohm) gére ¢ok az da olsa azaldigi gozlenmistir.
Bu durumda yiizeye polimerize olan ASA grubu boyar maddelerinin iletken bir polimer
film olusturdugu, direnclerin azalmasiyla da iletkenligin arttig1 ve dolayisiyla da yiizeyin
bdyle bir film ile kaplandig1 sonucuna varilmistir. Her ne kadar ylizeyde elektropolimerize
olan aromatik siilfonik asit gruplarinin da asidik 6zelliginden dolay1 elektrot ylizeyi negatif
yiklenmis olsa da elektropolimerizasyonla konjugasyon daha etken olmaktadir.
Dolayisiyla da bu konjugasyona bagli olarak da iletkenlik artmakta ve sekillerden de
goriildiigii gibi direng degeri diismektedir. Tim bu sonuglar yiizeye ASA boyar

maddelerinin elektropolimerizasyon yoluyla modifiye edildigini yansitmaktadir.
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Sekil 4.81. Elektrokimyasal impedans devre modeli ve impedans egrisi (Rs: Cozelti

direnci, Ret: elektron transfer direnci, C: Siga, W:Warburg impedansi)
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Sekil 4.82. A) CIm/PGE, B) Poli-CIm/PGE, C) Pcv/PGE ve D) Poli-Pcv/PGE’nin Yalin

PGE ile birlikte alinan impedans egrileri

140




BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasimin amaci, tek kullanimli, ucuz ve kolayca temin edilebilen,
modifikasyon isleminin kolayca yapilmasi, diger karbon bazl elektrotlara gore uzun siireli
temizleme islemleri gerektirmeme gibi avantajlara sahip olan PGE yiizeyine organik
redoks mediyatorii olarak ASA boyar maddelerinden olan Clm, Trp, Cta ve Pcv ile
modifiye etmek ve elde edilen modifiye elektrotlarla AEA sisteminde elektrokimyasal
sensOr ve biyosensor tasarlamaktir. Bu hedefler dogrultusunda asagidaki calismalar
yapilmistir.

i) PGE ve K.PGE ¢alisma elektrotlarinin, aromatik siilfonik asit boyar maddeleri ile
adsorpsiyon ve elektropolimerizasyon olmak tizere iki farkli sekilde modifiye edilmesi ve
elde edilen modifiye elektrotlarin karakterizasyonunun saglanmast,

1) Modifiye edilmis bu elektrotlarla, biyosensor ¢aligmalarinda énemli bir yeri olan
NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinin incelenmesi,

iii) ASA boyar maddeleriyle modifiye edilmis PGE elektrotu yiizeyine GDH enzimi
immobilizasyonu saglanarak NAD'/NADH redoks ikilisine bagli elektrokimyasal ve
biyosensor gelistirilmesi,

iv) Daha 6nceki AE amperometrik ¢alismalarda PGE’ye gore tasarlanip ve basariyla
uygulalnan bir fotoelektrokimyasal akis hiicresinin (Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017),
elde edilen ASA boyar maddeleriyle modifiye PGE’ler i¢in kullanilmasi ve amperometrik
sensOr/biyosensoriin AEA sistemine uygulanmast,

v) ASA modifiye PGE yiizeyine enzim immobilize edilerek, GDH ve NAD*/NADH
redoks ¢iftine dayali amperometrik glikoz biyosensoriiniin tasarlanmast ve AEA
sisteminde amperometirk glukoz biyosensoriiniin gergeklestirilmesi

Buna gore bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar asagidaki sekilde 6zetlenmistir.

v" Calisma Elektrodu Olan PGE’nin ASA Boyar Maddeleriyle Modifiye Edilmesi ve

Elde Edilen Elektrotlarin Karakterizasyonu:

Materyal ve Yontem Boliimiinde anlatildigr gibi birinci modifikasyon yonteminde; ASA
boyar maddelerin PGE ve kosullandirilmis PGE (K.PGE) yiizeylerine adsorplanmasi
amaciyla, bu mediyatérlerden hazirlanmis ¢ozeltilere kalem uglart belirli bir siireyle
daldinlmistir. Bu sekilde adsorpsiyon yoluyla modifiye PGE’ler elde edilmistir. Ikinci

modifikasyon yonteminde ise belirli bir potansiyel araliginda, farkli pH’lerde hazirlanan
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BRBS destek elektrolitlerinde ve farkli dongii sayisinda belirli bir derisimdeki ASA boyar
maddelerinin  dongiisel voltammogramlart kaydedilmistir. Bu islemler sonucunda
elektropolimerizasyon yoluyla ASA boyar maddelerinin PGE ylizeyinde ince bir polimerik
film olusturulmus ve boylece hedeflenen modifiye ¢alisma elektrotu hazirlanmistir.
Modifiye ¢aligma elektrotu hazirlandiktan sonra, bu elektrotlarin yiizeyinin, saf su ile
yikanmasinin ardindan, elektrokimyasal ol¢iimlerde optimize edilmis kosullar altinda
NADH’nin elektrokatalitik yanitlarina bakilmak iizere dongiisel voltammogramlari
alimmistir. Hazirlanan modifiye elektrotlar igin alinan doéngiisel voltammogramlarda
gozlenen pikler, PGE’nin modifikasyonunda kullanilan ASA boyar maddelerin, PGE
yiizeyine bagarili bir sekilde modifiye edildigini gostermektedir. Bunun disinda, ASA
redoks mediyatorleri ile modifikasyonu yapilan PGE’lerin NADH nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesine kars1 verdikleri yanitlar incelendiginde, Clm ve Pcv modifiye
PGE’lerden daha iyi sonuclar alinmistir. Beklenen elektrokatalitik etkiyi gosteren bu
modifiye PGE’lerin, impedans egrilerinin alinmasi amaciyla 10 M KCl igerecek sekilde
102 M Kq[Fe(CN)g] , 102 M Ks[Fe(CN)g] c¢ozeltileri hazirlandi. Ardindan bu ¢ozelti
ortaminda impedans Ol¢limleri yapilarak modifiye elektrotlar i¢in gerekli elektrokimyasal
karakterizasyon calismasi yapildi. Impedans egrilerinden goriilecegi gibi, adsorpsiyon
yoluyla hazirlanan modifiye PGE ile yalin PGE karsilastirildiginda, modifiye PGE’nin yiik
transfer direnci yalin PGE’ye gore arttigi, elektropolimerizasyonla hazirlanan modifiye
PGE’lerde ise ylik transfer direncinin azaldigi gozlenmistir. Yalin PGE’nin yiik transfer
direnci esas alinarak impedans egrilerinden alinan bu sonuglar degerlendirildiginde;
modifiye elektrotlarin yilik transfer direnci degerlerinin farkli olmasi, PGE’nin
modifikasyon isleminde, PGE yiizeyinin organik redoks mediyator amaciyla kullanilan bu
ASA boyar maddeler ile bagsarili bir sekilde modifiye edildigini gostermektedir.
Elektrotlarin impedans olglimleri disinda, en iyi sonuclarm alindigi yalin ve modifiye
elektrotlarin SEM ve AFM goriintiileri ile Raman spektrumlari da alinarak elektrotlarin
yilizey karakterizasyon g¢alismalar1 da yapilmistir. SEM goriintiilerinden Yalin PGE’nin
katmanli yapisina ait goriintiiler elde edilmis fakat PGE yiizeyinin hem adsorpsiyon hem
de polimerizasyonla modifikasyonunda kullanilan ASA boyar maddelere ait 6nemli bir
yiizey farkliligr tespit edilememistir. Bu karekterizasyon c¢alismalari disinda bir de
elektrotlarin Raman spektrumlar1 alindi. Modifiye elektrotlarin Raman spektrumlarindaki

pikler ile Yalin PGE’nin Raman spektrumundaki pikler karsilastirildiginda birbirine ¢ok
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yakin oldugu goézlendi. Ancak ¢ok az da olsa 3 yeni pikin meydana geldigi goriildii. Bu
Raman piklerinin yalin PGE’nin modifiye edilmesiyle ¢ok az miktarda pozitife kaydigi
tespit edilmistir. Alinan biitin bu sonuglara gore, PGE yiizeyinin bu ASA boyar
maddeleriyle modifiye oldugunu gostermektedir.

v Modifiye PGE’lerde NADH nin Elektrokatalitik Yiikseltgenmesinin Incelenmesi:

Kalem grafit elektrotlarin modifiye edilmesinde iki yontem uygulanmistir. Bunlardan
birincisi adsorpsiyon, ikincisi ise elektropolimerizasyondur. Clm, Trp, Pcv ve Cta
mediyatorleri ile hazirlanan modifiye PGE’ler igin en uygun destek elektroliti olarak
optimize edilmis (0,1 M KCI igeren pH=7,0 PBS) destek elektrolitinde NADH’ye kars1
verdikleri elektrokakatilik yanitlarin incelenmesi amaciyla ilk Once dongiisel
voltammogramlar1 kaydedildi. Daha sonra bu boyar maddelerle modifiye elektrotlarin
NADH’nin yiikseltgenmesi sirasinda herhangi bir elektrokatalitik etki saglayip
saglamadigi aragtirllmigtir. Dongiisel voltammogramlarin  incelenmesi  sonucunda,
PGE’lerin modifiye edilmesinde hem adsorpsiyon hem de elektropolimerizasyon yoluyla
hazirlanmasinda kullanilan bu mediyatdrlerden Trp ve Cta modifiye PGE’lerin, NADH nin
yiikseltgenmesine 1yi bir elektrokatalitik etkisinin olmadigi ve yalin PGE’ye yakin
sonuglar verdikleri anlasilmistir. Adsorpsiyon yoluyla elde edilen Pcv/PGE, Poli-Pcv/iPGE
ve Poli-Clm/PGE’lerin ise NADH’nin yiikseltgenmesinde elektrokatalitik yanitinin iyi
oldugu yine bu voltammogramlardan belirlenmistir. Bu voltammogramlara gore yalin
PGE’de yaklasik 400-500 mV’da yayvan bir sekilde yiikseltgenme piki veren NADH,
modifiye elektrotlarin kullanilmasiyla NADH’nin yiikseltgenme potansiyelinde 100 ile
200 mV civarinda daha negatif yone dogru bir kayma meydana getirmis ve bunun da pik
akimlarinin artmasinda 6nemli bir katkist olmustur. Buna ilaveten, adsorpsiyon yoluyla
elde edilen Clm’nin (Clm/PGE) ise iyi bir elektrokatalitik katki saglamadigi tespit
edilmistir. Elektropolimerizasyon yoluyla hazirlanan Poli-Pcv modifiye PGE’lerinde
NADH’ye elektrokatalitik yanitinin iyi oldugu tespit edilmistir. Adsorpsiyon yoluyla elde
edilen modifiye Pcv/PGE’lerin de benzer sekilde NADH’ye kars1 i1yi bir elektrokatalitik
katki sagladigi voltammogramlardan goriilmistiir. Aromatik siilfonik asit boyar
maddelerin kullanilmasiyla hazirlanan modifiye PGE’lerde NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesi Giris Boliimiinde verilen Sekil 1.1’deki ECE mekanizmasina benzer
sekilde aciklanmistir. Bu mekanizmaya gore Once elektrot yiizeyinde yiikseltgenmis

formda bulunan redoks mediyatorii (Clm, Pcv, Trp ve Cta ), NADH ile bir kimyasal
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tepkimeye girer ve mediyatoriin kendisi indirgenirken hedef analit olan NADH
yiikseltgenir. Redoks mediyatoriin Indirgenmis formu, elektronlarini elektroda vererek
tekrar yiikseltgenir ve NADH derisimine bagl olarak bir elektrokatalitik akim meydana
gelir.

v" Modifiye PGE’ler Kullanilarak AEA Sisteminde NADH’nin Amperometrik Olarak

Tayininin Yapilmasi: Dilgin ve arkadaslarinin daha énce 1001 TUBITAK projesinden ilk

defa PGE ig¢in tasarlayip ve basariyla kullandig1 fotoelektrokimyasal akis hiicresi (Sekil
3.2) bu tez ¢alismasinda, AEA sisteminde modifiye elektrotlarin NADH’ye verdikleri
amperometrik yanitlarinin tespitinde de kullanilmigtir (Dilgin, 2015; Saglam ve ark.,
2017). AE amperometrik ¢aligmalarinda NADH nin tayini i¢in Poli-CIm/PGE, Pcv/PGE ve
Poli-Pcv/PGE modifiye elektrotlart kullanilmigtir. Hazirlanan modifiye elektrotlar igin
tespit edilmis en uygun sartlarda, her bir elektrotta NADH’nin derisimine bagli olarak
kaydedilmis AE amperometrik akim zaman egrileri degerlendirilmistir. Elde edilen
analitiksel parametreler dogrultusunda (Cizelge 4.1°de verilen) Yalin PGE ile
karsilastirildiginda, modifiye elektrotlarla NADH i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin
egiminin, Yalin PGE’ye gore daha biiylik oldugu dogru denkleminden tespit edilmistir.

Poli-CIm/PGE kullanilarak belirlenmis sartlar altinda AE amperometrik ¢alismalarda
girisim etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar, Askorbik asit (AA), dopamin (DA) ve
tirik asitin (UA), NADH nin amperometrik akimlarinin artmasi iizerinde énemli bir etkiye
sahip oldugu gorilmiistir. Benzer girisim caligmalari yine Poli-Pcv/PGE igin de
kullanilarak AEA sisteminde belirlenmis sartlar altinda akim-zaman egrileri kaydedilerek
gerceklestirildi. ASA boyar maddeleriyle modifiye PGE’de NADH’nin elektrokatalitik
yiikseltgenmesine DA, AA ve UA’nin Onemli derecede pozitif girisim yaptigi ve
NADH nin yiikseltgenme pikini ¢ok biiyiik oranda artirdig: tespit edildi. Bu girisimcilerin
literatiirde askorbat oksidaz ve Nafyon membran kullanilarak giderilebilecegi belirtilmekle
birlikte (Kim ve ark., 2013; Pariente ve ark., 1997) bu maddeleri igermeyen orneklerde bu
tiir maddelerin kolaylikla analiz edilebilecegi sonucuna varildi.

v" Modifiye PGE lle Glikoz Dehidrogenaz Enzimi Kullanilarak NAD/NADH Redoks

Ciftine Bagli Amperometrik Glikoz Biyosensér Tasarimi: Dehidrogenaz esasli biyosensor

calismasinda GDH enzimi kullanilarak hazirlanan modifiye elektrotlar hem dongiisel
voltammetride hem de AEA sisteminde amperometrik glikoz biyosensor calismalar

gerceklestirilmistir.  Poli-CIm/PGE  ve  Poli-Pcv/PGE’lerin  yiizeylerine enzimin
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tutturulmasi, belirlenmis sartlar altinda gerceklestirilmistir. Modifiye  elektrotlarin
dongiisel voltammogramlari, kofaktsr NAD" iceren pH=7,0 PBS destek elektrolitinde
glikoz ortaminda kaydedilmistir. Dongiisel voltammogramlar, NAD" varliginda enzimatik
tepkime sonucu glikozun derisimine bagl olarak elde edilen NADH nin 200-250 mV
civarinda yiikseltgendigini (GDH tutturulmus Yalin PGE’de ise yaklasik 400-500 mV
civarinda yiikseltgenirken) gostermistir. Bu voltammogramlardan GDH enzim esasli ve
NAD*/NADH redoks ¢iftine bagli biyosensoriin, ASA boyar madde ile modifiye PGE’ler
kullanilarak hazirlanabilecegi sonucuna varilmistir. Fakat GDH/Poli-Pcv/PGE’den elde
edilen elektrokatalitik akim, GDH/Poli-Clm/PGE’den daha kararli ve yiiksek oldugu i¢in
AEA sisteminde amperometrik glikoz biyosensoriine ait ¢alismalarinda sadece GDH/Poli-
Pcv/PGE modifiye elektrodunun kullanilmasina karar verilmistir.

GDH/Poli-Pcv/PGE’de NAD" igeren glikoz ¢ozeltilerinin AEA sistemine enjekte
edilmesi sonucunda glikoza ait AE amperometrik akim-zaman egrileri, optimize edilmis
sartlar altinda kaydedilmistir. Elde edilen analitiksel parametrelere (Cizelge 4.2°de verilen)
gore modifiye elektrodun yanmitinin GDH/Yalin PGE’ye gore kiyaslandiginda, oldukga
daha duyar sonuglar verdigi belirlenmistir. Literatiir ¢alismalarina bakildiginda, daha 6nce
Poli-Pcv modifiye PGE kullanarak alkol dehidrogenaz enzim esasli amperometrik etanol
biyosensorii benzer mekanizmayla tasarlanmis (Zhu ve ark., 2014b) ve Dilgin ve g¢alisma
grubu tarafindan da kuantum nokta modifiye PGE’ler ile GDH enzim esasli glikoz
biyosensorii AEA sisteminde amperometrik ve fotoamperometrik olarak incelenmistir
(Ertek ve ark., 2016). Ancak ASA boyar maddelerinden birisi olan Pcv ile modifiye
PGE’nin kullanimina ait AEA sisteminde herhangi bir biyosensdr ¢alismasina
rastlanmamistir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda organik redoks mediyatorlerinden birisi
olan Pcv, PGE’nin modifikasyonunda kullanilarak dehidrogenaz enzimi tutturulmus ve
NAD*/NADH redoks giftine bagli ekonomik, hizli duyar bir glikoz biyosensorii
hazirlanmastir.

Tasarlanan glikoz biyosensoriine AA, DA, UA, galaktoz, sakkaroz, glutamik asit gibi
bilesiklerin girisim etkisinin olup olmadig1 incelenmis, bunlardan AA, UA ve DA’nin ciddi
girisime neden oldugu tespit edilmis ve bu girisimcilerin bulundugu bir ortamda kesinlikle
bunlarin giderilmesi gerektigi, sonucuna varildi. Bu girisimciler, literatiirde bahsedildigi
gibi AA girisimi, askorbat oksidaz veya elektrot yiizeyine Nafyon membran modifiye
edilerek (Kim ve ark., 2013; Pariente ve ark., 1997) DA ve UA ise Pb(lV) asetat
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tutturulmus Nafyon membran elektrot yiizeyine modifiye edilerek (Kim ve ark., 2013)
giderilebilmektedir. Askorbat oksidazla yaptigimiz ¢alismada girisim gidermeye yonelik
olumlu sonuglar alinmistir. Dolayisiyla, bu girisimcileri icermeyen orneklerde glikozun
kolaylikla analiz edilebilecegi, aksi halde ise kesinlikle girisimlerin engellenmesi gerektigi
sonucu ¢ikarilmigtir. Bu girisim maddelerini icermeyen ticari olarak satin alinmis %5°1ik
dekstroz ¢ozeltisinde, standart katma yontemi kullanilarak Poli-Pcv/PGE elektrot igin
glikoz tayini AEA sisteminde amperometrik olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen bu
sonucun etikette verilen degere oldukca yakin oldugu tespit edilmistir. Boylece AA, DA ve
UA gibi 6nemli girisimcilerin bulundugu bir ortamda glikozun, basarili bir sekilde
tasarlanan biyosensor ile tayin edilebilecegi sonucuna varildi.

Sonug itibariyla, tez ¢alismasi kapsaminda elektrokatalitik etki saglayan ASA boyar
maddeler (Clm, Pcv, Cta ve Trp) ile modifiye elektrotlar hazirlanmasi ve hazirlanan
modifiye elektrotlarla NADH gibi bir ¢ok analitin elektrokatalitik yanitinin incelenmesine
iliskin amperometrik sensor ve dehidrogenaz enzimine bagli biyosensdr ¢alismalarinin
literatiirdeki yerini korudugu goriilmektedir. Ayrica ilerleyen siire¢ igerisinde, bu tiir
caligmalarin sayisinin hizli bir sekilde arttigi yine literatiir bilgilerinden anlasilmaktadr.
Gergeklestirilen bu tez galismasinin literatiirlerden farki, i) ekonomik agidan ucuz, kolay
ve tek kullanomli PGE’nin ASA boyar maddelerinden Clm, Trp, Cta ve Pcv ile
modifkasyonunun yapilmasi, ii) elde edilen modifiye elektrotlardan bir kisminmn
NADH nin elektrokatalitik yiikseltgenmesinde ilk olarak kullanilmasi, iii) organik redoks
mediyatorler kullanilarak modifiye elektrotlarin hazirlanmasi ve ilk defa AEA sisteminde
NADH’nin amperometrik sensoriiniin gelistirilmesi iv) modifiye elektrotlara dehidrogenaz
enzimi tutturularak NAD'/NADH redoks ciftine bagh ilk defa AEA sisteminde
amperometrik glikoz biyosensoriiniin tasarlanmasi V) ilk defa PGE igin hazirlanan
fotoelektrokimyasal akis hiicresinin (Dilgin, 2015; Saglam ve ark., 2017), bu tez
calismasinda da basariyla kullanilmis olmasidir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda;

1) elektrokimyasal sensor ¢alismalarinda bir¢ok iistiinliikleri igeren PGE gibi tek
kullaniml1 ve ucuz bir elektrotun,

i) elektrokatalitik yiikseltgenme calismalarinda iyi bir redoks mediyator 6zelligine

sahip olan ASA boyar maddelerinin,
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iii) elektrokimyasal sensorlerle ilgili ¢alismalarda devamli ve hizli bir sekilde
analizlerden yanitlarin alindigi, az ornek tiikketimi gibi bir ¢ok istiinliikleri barindiran,
AEA’nin bir arada kullanimina firsat veren etkili bir AE amperometrik sensor ve
dehidrogenaz enzim esasli ve NAD'/NADH redoks ciftine bagli AE amperometrik

biyosensor tasarimi gerceklestirilmistir.
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NADH(B-Nikotin Amid Adenin diniikleotid’in indirgenmis hali)insan hiicrelerinin enerji
iiretiminde rol oynayan énemli bir koenzimdir.! Biyo yakit hiicrelerinde elektriksel enerji yani
kimyasal enerji doniisiimiinde de c¢ok sik kullamlmaktadir. Birgok 8nemli biyosentetik
tepkimeye ve ozellikle de 250°den fazla dehidrogenazin enzimatik katalizine katildigi
bilinmektedir. NAD"’ye baglh biyokatalizér kullanilarak Biyosensorler gelistirilmistir.?
NADH nin bu énemli 6zelliklerinden dolayi, NADH’nin elektrokimyasal yiikseltgenmesine
yonelik ¢aligmalar biiyiik bir ilgi gérmistiir. Son zamanlarda NADHnin elektrokimyasal
yiikseltgenmesi iizerine birgok ¢alisma yapilmistir.’* Bu ¢ahigmada elektropolimerizasyon
yoluyla Calmagite modifiye kalem grafit elektrot(poli-Calm/PGE) kullanilarak NADH nin
clektrokatalitik yilikseltgenmesi hem dongiisel voltammetri hem de ilk defa PGE igin
tasarlannug bir akis hiicresi FIA sisteminde amperometrik yontemle incelenmistir. Tasiyici
clektrolit olarak IMKCI igeren 0,1M pH 7.0 fosfat tamponu ve optimize edilen parametreler
kullanilarak (akis hizi, uygulama potansiyeli, 6rnek yiikleme hacmi, kolon uzunlugu) NADH
derisimine karsi akim-zaman egrileri FIA sisteminde incelenmis ve NADH igin elde edilen
kalibrasyon egrisinden Yahn PGE igin dogrusal kalibrasyon araligi 500,0x107 — 2,5x10°5 M,
Poli-Calm/PGE igin ise dogrusal kalibrasyon araligi 1,0<107 — 7,5x10° M ‘dir. Bu iki
elektrot i¢in kalibrasyon grafiklerinden elde edilen dogrusalliklan sirasiyla Yalin PGE igin

I (A) = 5.0x10"° Cnapu(uM) + 9.0x10*, R? = 0,99863 ve Poli-Calm/PGE igin I (pA) = 0,012
Cnapn(uM) + 0.003, R? = 0.9997 denklemleriyle ifade edilmistir. Denklemde I pik akimi, C
ise NADH nin derisimidir. Bu denklemlerdeki egimler karsilagtirildiginda Poli-Calm/PGE
icin elde edilen dogrunun egimi(0,012), Yalin PGE’ de elde edilen dogrunun egiminden
(5.0x107%) yaklasik 240 kat daha biiyiik oldugu saptanmis ve dolayisiyla, duyarlik elektrot

yiizeyinin Poli-Calm ile moditiye edilmesiyle artmistir.

Bu calisma TUBITAK (1152235 Nolu proje) tarafindan desteklenmistir.

m.gunes@outlook.com
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NADH (induced form of - Nicotinamide adenine dinucleotide) is an important coenzyme
for production of energy in human cells [1]. NADH plays roles in many biosynthetic reactions.
It is also known that it catalysis more than 250 enzymes [2] and has been used for the
construction of electrochemical biosensors. The electrochemical oxidation of NADH has
received considerable attention due to these important functions. Chemically modified
electrodes (CMEs) have been widely used for electrocatalytic oxidation of NADH [1-3] due to
its highly irreversible oxidation with a great overpotential at a bare electrode. For this aim many
redox mediators have been used for electrocatalytic oxidation of NADH. Among them,
Pyrocatechol violet (PCV), which is a sort of sulfone phthalein dye obtains from pyrocatechol
and o-sulphobenzoic acid anhydride, has also been used as a an effective redox mediator [4].
However, our literature search showed that PVC modified Pencil graphite electrode (PGE) has
not been used for the electrocatalytic determination of NADH in Flow Injection Analysis (FIA)
system.

In this work, electrocatalytic determination of NADH has been described in FIA using PCV
modified PGE for the first time. Modified PGE was prepared through immersion of PGE into
102 M PVC solution in water for 10 min. Cyclic voltammograms of bare PGE and modified
PGE were recorded in the absence and presence of NADH in Phosphate Buffer solution (PBS
at pH 7.0) at scan rate of 20 mV/s. Cyclic voltammetric studies show that the peak potential of
NADH oxidation shifts from +450 mV at bare PGE to +200 mV vs. Ag/AgCl /KCI (sat) at
PVC/PGE. This result showed that PVC modified PGE exhibit a good electrocatalytic activity
towards oxidation of NADH. Then, electrocatalytic determination of NADH was performed
in FIA system under optimized conditions using a new homemade electrochemical flow cell
which was constructed for PGE for the first time. The electrocatalytic currents obtained from
amperometric measurements in FIA at +200 mV vs. Ag/AgCl/KCl (1.0 M) and at pH 7.0 PBS
containing 1.0 M KCI were linearly related to the concentration of NADH. As a result, it can
be concluded that this study shows the first study on the amperometric FIA determination of
NADH using PVC modified PGE.

Keywords: NADH, Pyrocatechol Violet, Pencil Graphite Electrode, Flow Injection Analysis

The authors are grateful to TUBITAK (Project Number: 115Z235) for financial support.
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Electrochemical biosensors based on biospecific enzyme reaction have found great attention
for last three decades and are still a very active research area. For this purpose, amperometric
biosensors based on the NAD+/NADH redox couple and dehydrogenase enzyme have been
developed and applied for the determination of various biologically important molecules
[1-2]. In this work, Pyrocatechol violet (Pcv) was electropolymerized onto pencil graphite
electrode (PGE) surface for the electrocatalytic oxidation of NADH. Cyclic voltammograms
show that oxidation potential of NADH at Poly-Pcv/PGE shifted to the negative direction about
200 mV compared with bare PGE. These results indicate that Poly-Pcv/PGE exhibits a good
electrocatalytic activity toward NADH oxidation. Then, a glucose biosensor study was performed
based on the determination of enzymatically generated NADH by glucose dehydrogenase
(GDH) which immobilized onto Poly-Pcv/PGE using glutaraldehyde crosslinking procedure. The
biosensing of glucose in Flow Injection Analysis (FIA) system was performed at GDH/Poly-Pcv/
PGE for the first time. The electrocatalytic oxidation currents of enzymatically produced NADH
obtained from Fl amperometric current-time curves recorded at +250 mV and in phosphate
buffer solution at pH 7.0 containing 1.0 M KCI were linearly related to the concentration of
glucose. Linear calibration plots are obtained in the concentration range from 5 to 500 puM.
A fast, sensitive, low-cost and disposable glucose biosensor was constructed in FIA system
using GDH/Poly-Pcv/PGE, therefore, it might provide a new perspective for the fabrication of
biosensor of other compounds such as glutamate, lactate, alcohol etc. Acknowledgements:
This study was financially supported by TUBITAK (Project No: 1152235).

Keywords: Flow Injection Analysis, Biosensors, Pyrocatechol violet, Pencil Graphite Electrode
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