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Kimya Anabilim Dali
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Bu tez calismasi kapsaminda hidrojen peroksit (H20O;) tayini i¢in ¢ok duvarli karbon
nanotip (MWCNT), ¢inko oksit nanopartikiill (ZnONP) ve Prusya mavisi (PB) veya
horseradish peroksidaz (HRP) enzimi ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotlara (GCE)
dayanan enzimli ve enzimsiz sensorler hazirlandi. Calismada, kullanilan modifikasyon
malzemelerinin optimum miktarlar1 belirlenerek elektrot yilizey bilesiminin optimizasyonu
gerceklestirildi. Hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal davranislart dontisiimlii voltametri
(CV) yontemi kullanilarak incelendi, optimizasyon galismalar1 ve performans faktorlerinin
belirlenmesinde ise kronoamperometri (CA) yonteminden yararlanildi. Modifiye elektrotlarin
optimum ¢alisma sartlari ve performans parametreleri belirlendi. Elektrotlarin gergek
numunelerde H,O, tayininde kullanilabilirligi de arastirildi. Ayrica hazirlanan enzimli ve
enzimsiz elektrotlarin bilesimine iyonik sivi (IL) olarak 1-biitil-3-metilimidazoltetrafloroborat
katilarak bu maddenin elektrot performansi tizerine etkileri ¢alisildi. Calismada IL’nin hem
enzimli hem de enzimsiz elektrotlarin analitik performansini onemli Olclide arttirdigt
sonucuna ulasildi. Calisma kapsaminda hazirlanan elektrotlardan H,O, tayini i¢in en iyi
performansi gosteren IL/HRP-MWCNT-ZnONP/GCE i¢in dogrusal ¢alisma araligr 9,99x10°
87,55x10™" M ve duyarlilik 17,53 pA/Mm olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Amperometrik enzim elektrot, Karbon nanotiip, Cinko oksit
nanopartikiil, Hidrojen peroksit, Iyonik sivi, Prusya mavisi
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In the scope of this thesis, enzymatic and non enzymatic sensors based on multiwalled
carbon nanotube (MWCNT), zinc oxide nanoparticle (ZnONP) and Prussian blue (PB) or
horseradish peroxidase (HRP) enzyme modified glassy carbon electrodes (GCE were
prepared for the determination of hydrogen peroxide (H20,). Optimum amount of
modification materials were determined and optimization of electrode surface composition
was performed. Electrochemical behaviors of the fabricated electrodes were investigated by
using cyclic voltammetry method and chronoamperometry method was used for the
optimization studies and to determine the performance factors. The usability of electrodes for
the determination of H,O, in real samples was also investigated. In addition, 1-Butyl-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate used as the ionic liquid (IL) was added to the composition
of the enzymatic and non-enzymatic electrodes and its effect on electrode performance was
studied. In this study, it was concluded that ionic liquid significantly increased the
performance of both enzymatic and non-enzymatic electrodes. Among the proposed
electrodes best performance for H,O, was obtained with IL/HRP-MWCNT-ZnONP/GCE and
a linear working range of 9,99x10%-7,55x10% M and sensitivity of 17,53 LA/Mm was
obtained for this electrode.

Keywords: Amperometric enzyme electrode, Carbon nanotube, Zinc oxide nanoparticle,
Hydrogen peroxide, lonic liquid, Prussian blue
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1. GIRIS

H,0, gida endiistrisi ile klinik, ¢cevresel ve farmdstatik analizler agisindan 6nemli bir
maddedir. Bu nedenle H,0, tayini i¢in hizli, giivenilir, dogru, pratik ve ucuz yontemler
gelistirilmesi gerekir. Amperometrik sensor veya biyosensdrler H,O, tayini i¢in iyi birer
alternatiftir ve giiniimiizde H,O;’in tayini i¢in gelistirilmis pek ¢cok sensor ve biyosensor rapor

edilmistir [1, 2].

Biyosensorler, enzim, niikleik asit, doku, mikroorganizma, antikor gibi biyoaktif bir
tanima elementinin, elektrokimyasal, kalorimetrik, optik ya da piezoelektrik bir doniistiiriicii
ile birlestirilmesi ile olusturulan ve biyolojik olaylarin 6lgiilebilir sinyallere doniistiriilmesini
saglayan analitik cihazlardir [3]. Biyosensorler, ¢cevresel ve klinik analizler, gida endiistrisinde
kalite ve proses kontrol, ilag¢ analizleri ve biyoteknoloji gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir
[4]. Glnimiizde en yaygmn kullanilan biyosensorler yiiksek duyarlilik ve secicilik, diisiik
gozlenebilme siiri, basitlik ve hizli cevap verme gibi istiin 6zellikler gosteren enzim temelli
amperometrik elektrotlardir. Amperometri, belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limiine
dayanir. Amperometrik biyosensorlerin ¢aligma prensibi, uygulanan potansiyelde, elektroaktif
tirlerin ¢alisma elektrodunda yiikseltgenmesi veya indirgenmesi sonucu olusan akimin
Olgiilerek analiz edilecek tiirlerin miktarlarinin  belirlenmesine dayanir. Amperometrik
biyosensoOr hazirlanmasinda en 6nemli asamalardan biri biyosensoriin performansini arttirmak
amaciyla elektrot yiizeylerinin modifiye edilmesidir. Son yillarda yapilan elektrot

modifikasyonu ¢aligmalarinda nanomalzemelerin siklikla kullanildigi géze ¢arpmaktadir [5].

Karbon nanotiipler genis yiizey alani, yiiksek elektriksel iletkenlik, kimyasal kararlilik,
mekanik dayanim gibi benzersiz 6zellikleri sebebiyle biyosensor gelistirme c¢alismalarinda
yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bu o6zellikler, yapiminda karbon nanotiip kullanilan
biyosensorlerin geleneksel kati elektrotlara dayanan biyosensorler ile karsilastirildiginda daha
iyi performans gostermesine neden olmaktadir [6]. Biyosensor gelistirme c¢alismalarinda
kullanilan bir diger nanomalzeme ise, metal oksit nanopartikiillerdir. Bu nanopartikiillerin,
genis ylizey hacim orani, yiiksek katalitik etki, yiiksek yiizey reaksiyon aktivitesi gibi
ozellikleri nedeniyle biyosensorlerin cevap zamani, dogrusal aralik, gézlenebilme sinir1 ve

kararlilik gibi performans 6zelliklerini gelistirdigi rapor edilmistir [7].

Bu ¢alismada H,0, tayini i¢gin MWCNT, ZnONP ve PB ya da HRP enzimi ile

modifiye edilmis GCE’lere dayanan amperometri esasli sensér ve biyosensorler



gelistirilmistir. Calismada ayrica, s6z konusu elektrotlarin bilesimine IL olarak 1-biitil-3-
metilimidazoltetrafloroborat eklenmis ve IL’nin sensdr ve biyosensorlerin performansina
etkileri arastirnlmistir. Gelistirilen sensér ve biyosensorlerin optimum elektrot bilesimi ve
optimum calisma kosullar1 belirlenmis, bu optimum sartlar altinda sensor ve biyosensorlerin
analitik performans faktorleri arastirilmis, s6z konusu sensdr ve biyosensorlerin gercek

numunelerde uygulanabilirligi dezenfektan numunelerinde H,O; tayini ile gosterilmistir.

1.1.Biyosensorler

Biyosensorler, analiz edilmek istenen madde ile secimli olarak etkilesime giren
biyoaktif bir bilesenin (biyoreseptor), bu etkilesimleri dlgiilebilir elektronik sinyallere ¢eviren
bir dontstiiriicti (transduser) ile birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir [3].
Biyosensorlerde biyoaktif bilesen olarak enzimler, antikorlar, niikleik asitler, dokular,
organeller, hiicreler ve mikroorganizmalar gibi biyolojik malzemeler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Analiz edilmek istenen madde ve biyoreseptor arasindaki etkilesimi
oOlgiilebilir bir sinyale ¢eviren donistiiriiciiler ise, elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve

piezoelektrik olmak {izere dort ana grupta toplanabilir [8].

Biyosensor tarihi 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan glukoz oksidaz enziminin O,
elektrodu ile kombine edilerek kanin glukoz diizeyininin Gl¢iilmesi ile baglar [9]. Bu ilk
biyosensor orneginde biyolojik sivida bulunan glukoz ve O, elektrot etrafindaki membrani
gecerek elektrot yiizeyine ulastiginda glukoz, glukoz oksidaz enziminin katalizledigi
reaksiyonla glukonik aside doniisiir ve bu sirada Oy tiiketilir. Biyolojik sivida bulunan glukoz
tikendiginde O, elektrodu ile reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, miktar1 belirlenir.
Baslangigtaki O, miktar1 ve reaksiyon sonundaki O, miktar1 arasindaki farktan numunedeki
glukoz miktar1 hesaplanir. Clark ve Lyons’un kesfi ile baglayan biyosensor aragtirmalar yillar
icinde giderek artmig ve giiniimiizde biyosensorler biyomedikal uygulamalar, gida endiistrisi,
savunma sanayi, cevresel izleme, biyoteknoloji gibi pek ¢ok alanda siklikla kullanilan

sistemler haline gelmistir.



1.1.1. Biyosensorlerin simiflandirilmasi

1.1.1.1. Biyoreseptore gore yapilan simflandirma

Biyoreseptorler hedef analit ile segici olarak etkilesime giren ve hedef analite yiiksek
afinite ve 6zgiinliikk gdsteren biyolojik molekiillerdir. Biyosensorler, kullanilan biyoreseptor

tiirliine gore asagidaki gibi siniflandirilabilir:

e Enzim biyosensorleri

Spesifik kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapisinda biyolojik molekiiller
olan enzimler biyosensorlerde en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir. Enzimin spesifik
olarak kimyasal doniisimiinii katalizledigi reaktife enzimin substrati denir ve enzim
substratina kars1 yiliksek segicilik gosterir [10]. Enzim biyosensorlerinde biyotanima elementi
olarak kullanilan enzimler, elektrokimyasal, piezoelektrik ya da optik bir doniistiiriicii tizerine
immobilize edilerek kullanilir [11]. Enzim immobilizasyonunda amag, enzimi defalarca
kullanilabilecek sekilde ve katalitik aktivitesini koruyarak belirli bir yere fiziksel olarak
hapsetmek veya hareketini sinirlandirmaktir [12]. Serbest enzimlerle karsilastirildiginda
immobilize enzimler (i) enzimin tekrar kullanilabilmesi ve bu sayede liretim maliyetinin
diismesi, (ii) yiiksek sicaklik, asidik/bazik pH gibi ortam kosullarma daha dayanikli olmalari,
(iii) enzimin triinlerden kolaylikla ayrilabilmesi, (iv) enzimin ortamdan uzaklastirilip
reaksiyonun hizla durdurulabilmesi ve (V) siirekli sistemlerde ¢alisabilme imkan1 vermesi gibi
birgok avantaja sahiptir. Fiziksel adsorpsiyon, tutuklama, mikrokapsiilleme, kovalent baglama
ve c¢apraz baglama enzim immobilizasyonu i¢in yaygin kullanilan yontemlerdir [13]. Enzim
biyosensorlerine, glukoz tayini i¢in glukoz oksidazin, glutamat tayini i¢in glutamat oksidazin,
laktat tayini igin laktat dehidrogenazin ve H,O, tayini i¢in HRP’nin kullanildig1 biyosensorler

ornek verilebilir [11].

e Niikleik asit biyosensorleri

DNA, kromozomlar1 olusturan ve insanda ve diger ¢ogu canlida genetik kodu tasiyan
molekiildiir. DNA yapisindaki bilgiler, adenin (A), guanin (G), sitozin (C) ve timin (T)
bazlarindan olusan bir kod olarak saklanir. Bu bazlar birbirleriyle A ile T ve C ile G seklinde
esleserek DNA’nin temel birimleri olan ve baz ¢ifti olarak adlandirilan yapilart olusturur. Her
bir baz bir seker molekiilii ve bir fosfat molekiilii ile birleserek niikleotidleri olusturur.

Niikleotidler, A — T ve C — G etkilesimi ile ¢ift sarmal denilen bir spiral olusturan iki uzun



serit halinde diizenlenmistir [10]. DNA, biyosensoérlerde biyoreseptor olarak da kullanilabilir.
Bu tip biyosensorlerde biitiin bir DNA zinciri degil, polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla DNA
amplifikasyonu ile sentezlenen ve DNA probu olarak adlandirilan 20-30 bazlik kisa DNA
pargalart kullanilir. DNA biyosensorlerinin  ¢alisma prensibi  doniistiiriicii  yiizeyine
immobilize edilmis tek zincirli DNA probu ile belirlenmek istenen hastalig1 ya da bir bakteri
veya viriisiin patojenitesini temsil eden bir tek zincirli hedef DNA pargasinin hibridizasyonu
ve bu hibridizasyon sonucu olusan ¢ift zincirli DNA’nin sebep oldugu sinyalin
elektrokimyasal, optik ya da piezoelektrik bir doniistiiriicii ile belirlenmesine dayanir. Niikleik
asit biyosensorlerinde ayrica aptamer adi verilen ve belirli biyomolekiillerle etkilesime girme
yeteneklerine gore segilen sentetik oligoniikleotit dizileri de kullanilabilir. Bu tip
biyosensorler, genetik bozukluklarin tayini ve genetigi degistirilmis organizmalarla elde

edilen tiriinlerin belirlenmesi gibi amaglar i¢in kullanilabilirler [14,15].

¢ Immiinosensorler

Biyoreseptor, antikor  olarak  bilinen = immiinoglobulinlerin  kullanildig:
biyosensorlerdir. Antikorlar, organizmaya giren yabanci bilesiklere (antijen) karsi bagigiklik
sistemi tarafindan iiretilen protein yapili bilesikleridir. Toksinler, bakteriler, viriisler, yabanci
kan hiicreleri gibi pek¢cok madde antijen olarak davranabilir ve organizmaya girdiginde
antikor olusumuna neden olur. Antikorlar antijeni spesifik olarak baglar ve bu etkilesim
immonusensorlerin ¢alisma prensibini olusturur. Tayin edilmek istenen madde i¢in spesifik
bir antikor olmasi1 durumunda bu madde immiinosensorler kullanilarak yiiksek bir secicilik ile
tayin edilebilir. Antikorlarin uygun donistiiriicti ile birlestirilmesi ile ilag, viriis, bakteri,

pestisit gibi maddelerin tayini i¢in immiinosensorler gelistirilebilir [16, 17]

e Mikroorganizma temelli biyosensorler

Biyoreseptor olarak mikroorganizmalarin  kullanildigt  biyosensorlerdir  [18].
Mikroorganizma temelli biyosensorler, mikroorganizmalarin belirlenecek analiti enzimleriyle
metabolize etmesi ve solunum aktivitesinin ¢oziinmiis oksijen elektrodu gibi bir doniistiiriicii
ile 6l¢iilmesi esasina gore cgalisir. Bu amagla, oksijen elektrodunun membranina biyoaktif
tabaka immobilize edilir. Reaksiyon kabina substrat ilavesinin ardindan, enzimatik reaksiyon
baslar. Bu sirada reaksiyon kabindaki ¢6ziinmiis oksijenin tiiketilmesiyle ¢oziinmiis oksijen
miktarinda azalma gozlenir. Biyosensoriin Ol¢iim ilkesi ¢Oziinmiis oksijen miktarindaki

azalmanin Ol¢limiine dayanir [19, 20]. Mikroorganizma esasli biyosensorler; cevresel



analizlerde (BOD, agir metal, pestisit, toksisite, organik kirleticiler vb.), gida analizlerinde
(glukoz, laktat, galaktoz, lizin, kafein, etanol, ugucu alkol vb.), klinik analizlerde (iire,

penisilin, glukoz, epinefrin, patojen vb.) yaygin bigimde kullanilir [18].

1.1.1.2. Doniistiiriicitye gore yapilan siniflandirma

Biyosensorler doniistiiriicti tiirline gore de simiflandirilabilirler. Dondistiiriicti tiiriine
gore biyosensorler elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve piezoelektrik esasli olarak asagida

ayrintilar1 verilen dort ana grupta incelenebilir [21]:

e [Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler analit ve biyoreseptor arasindaki etkilesimi akim,
iletkenlik, potansiyel gibi elektrokimyasal bir sinyale g¢eviren cihazlar olup en yaygin
gelistirilen biyosensor grubunu olusturur. Bu tip biyosensorler, dedektor sistemi tarafindan
oOlgiilen elektrokimyasal Ozellige gore, amperometrik, potansiyometrik, impedimetrik ve
kondiiktometrik olarak simiflandirilir. Potansiyometrik sistemlerde elektrokimyasal bir
hiicreden akim ge¢cmedigi durumda c¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasindaki
potansiyel farkin o6l¢iimiinden; kondiiktometrik sistemlerde biyokimyasal reaksiyon
sonucunda ¢ozeltide olusan iletkenligin 6l¢imiinden, impedimetrik biyosensorlerde elektrot
¢ozelti arayiizeyinde elektron aktarimina karsi olan direncin 6l¢iilmesinden ve amperometrik

biyosensorlerde sabit bir potansiyelde akim siddetinin 6lgtimiinden yararlanilir [22, 23].

Enzim temelli elektrokimyasal biyosensorler, bir enzimatik reaksiyonla iiretilen ya da
tikenen bir elektroaktif tiir tarafindan tretilen bir elektrik sinyalinin tespitine dayanir.
Enzimler, hedeflenen substratlar1 i¢in mitkemmel segicilik gostermeleri ve yiiksek katalitik
aktiviteye sahip olmalarindan dolay: ideal biyolojik tanima molekiilleridir. Ancak, enzimler
zaman iginde aktivitelerini kaybettiklerinden biyosensorlerin en kisa omiirlii bilesenidir ve
biyosensoriin  omriinii belirlerler. Amperometrik biyosensorlerde, enzim tabakasi bir
elektroaktif tiiriin tiretimini veya tiikenmesini katalizlerken calisma elektroduna elektroaktif
tiirlerin redoks reaksiyonunu tetikleyen bir potansiyel uygulanir ve bunun sonucu bir sinyal

tiretilir. Olusan bu elektrik sinyali numunedeki analit derisimi ile iligkilidir [24].

Elektrokimyasal biyosensorlerde elektroaktif molekiiller farkli potansiyellerde
yiikseltgenip indirgenebildiginden iyi bir segicilik gozlenir. Bu tip biyosensorlerin, yiliksek

duyarlilik, kullanim kolayligi, diisiik maliyet, diisik gozlenebilme sinir1 ve hizli cevap gibi



pek  ¢ok avantajida  vardir.  Elektrokimyasal  biyosensorler ayni  zamanda
minyatiirlestirilmeyede uyumludur ve dlgimler numunenin bulanikligindan ve renginden
bagimsizdir. Tiim bu Ustiinliiklerine ragmen, enzim temelli elektrokimyasal biyosensorlerin
dezavantajlar1 da vardir. Ornegin; bu biyosensorleri gelistirmedeki ana zorluk, enzim ve
elektrot yiizeyi arasindaki ¢ogu zaman Yyetersiz olan elektron transferi probleminin iistesinden
gelmektir. Bu durum genellikle redoks aktif bolgesinin enzimin derinliklerine gomiilii olmasi
ve enzimin hizli ve verimli elektron transferi i¢in elektrot yiizeyine gore kendisini uygun
yonde yoOnlendirememesinden kaynaklanir.  Yapilan ¢alismalarda  elektrokimyasal
biyosensorlerle iligkili; spesifik olmayan baglanma, bazi durumlarda elektrot kirlenmesi
nedeni ile gercek numunelerde yeterince islev gérememe veya karmasik bir numune

matriksindeki analitler i¢in zayif se¢icilik gibi sakincalar oldugu da rapor edilmistir [24].

e Optik biyosensorler

Optik biyosensorler, biyokimyasal bir reaksiyon sonucu absorplanan ya da yayilan
1sinin - Olglimiinii esas alirlar. Bu tip biyosensorler ile hedef analitin belirlenmesinde
kemiliiminesans, absorbans, fosferesans, fototermal teknikler, yiizey plazmon rezonans,
toplam i¢ yansima ve polarizasyon gibi bir dizi teknik kullanilabilir. Optik biyosensorler

Olgtimlerin hizli ve tekrarlanabilir olmasi gibi pekgok avantaja sahiptir [21].

e Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik kuvars kristallerinin kristal yiizeyindeki kiitle degisiminden etkilenme
ozelliklerinden Yyararlanilarak piezoelektrik esasli biyosensorler gelistirilmistir. Bu tip
biyosensorlerde, biyoreseptorle kaplanmis kristal ylizeyde hedef analitin absorpsiyonu sonucu
karakteristik rezonans frekansindaki farklanma belirlenerek piezoelektrik kristal yiizeyinde
toplanan numunenin kiitlesinin 6l¢limii gerceklestirilir. Hedef analitin kristal yiizeyde
absorpsiyonu sonucu kristal kiitlesi artar ve temel osilasyon frekansinda degisim meydana

gelir [21].

e Kalorimetrik biyosensorler

Cogu biyokimyasal reaksiyona bir 1s1 absorpsiyonu ya da iiretimi eslik eder.
Kalorimetrik biyosensorlerin ¢alisma prensibi bir biyokimyasal bir olay sonucunda meydana
gelen 1s1 degisimlerinin hassas bir termistor kullanilarak belirlenmesi ve bu degisimlerden

yararlanarak substrat derigiminin tayin edilmesine dayanir [21].



1.1.2. Biyosensorlerin performans faktorleri

Biyosensorlerin kullanim amaglarina uygun olduguna karar vermek i¢in birtakim

performans faktorlerine sahip oldugunun ayrintili bir sekilde belirlenmesi gerekir [23].

e Kalibrasyon ve duyarhhk

Duyarlilik analit derisimdeki bir birimlik degisim i¢in biyosensor cevabinin zamanla
degisimi olarak tanimlanir. Ideal olan bir biyosensériin duyarlilign biyosensoriin dmrii
boyunca sabit olmasidir. Biyosensoriin duyarliligi analizi hedeflenen maddenin derigimi
bilinen standart ¢ozeltilerinden farkli derisimlerde oOlgiimler alinip kalibrasyon grafigi

cizilerek ve bu kalibrasyon grafiginin egimi hesaplanarak kolayca belirlenebilir [23].

e Kararhhk ve omiir

Kararlilik belirli bir siire icerisinde yapilan farkli 6l¢iimlerle biyosensoriin duyarliligi
ve kalibrasyon araligindaki degisimi belirten bir kalite Ol¢lim degeridir. Biyosensdriin
Omriiniin belirlenmesine kararliliktan yararlanilir. Biyosensoriin dmriiniin ve kararliliginin
yiiksek olmasi ayn1 materyal ile ¢ok sayida 6lgiim alinabilecegini gosterir. Bu durum maliyeti
ve is giiclinii 6nemli Ol¢lide azaltir. Biyosensorlerin émrii saklama ve calisma kosullarina
bakilarak baslica iki durumda incelenebilir. ideal kosullar altinda kullanilmadan saklanan ve
stirekli kullanim halinde olan biyosensorlerin omiirleri  birbirinden farkli olur. Biyolojik
materyal igeren biyosensorlerin kararlili§i kullanilan materyalin saflik diizeyi, kaynagi ve

immobilizasyon yontemi gibi parametrelere baglilik gosterir [23].

e Tayin arahig ve gozlenebilme simiri

Gozlenebilme sinir1 biyosensoriin algilayabilecegi en diisiik analit derisimini ifade
eder. Tayin smirindan baglayarak farkli derisimlerde alinan 6l¢limlerle ¢izilen kalibrasyon
grafigindeki derisime karsi biyosensor cevabinin dogrusallik izledigi araliga dogrusal tayin
aralig1 denir. Dogrusal tayin araligir ve gozlenebilme siniri, analiz yapilan ortamin sicakligy,
pH, ¢alisma potansiyeli ve girisim yapan tiirlerin varli1 gibi biyosensor cevabini etkileyen

parametrelerden dogrudan etkilenir [23].

e Cevap siiresi

Cevap siiresi analizi yapilacak maddenin biyosensér ylizeyine temas ettigi andan

cevabin dengeye geldigi ana kadar gecen siire olarak tanimlanir. Biyosensoriin cevap

7



sliresinin ¢ok sayida numunenin analizinin yapilabilmesi i¢in oldukca kisa olmasi beklenir.
Cevap siiresi kiitle aktarimini etkileyen diflizyon, elektriksel go¢ ve etkili karistirma olaylari

tyilestirilerek daha kisa olmasi saglanabilir [23].

e Secicilik

Biyosensorde istenilen 6nemli bir husus da biyosensoriin sadece analizi yapilmak
istenilen maddeye cevap vermesi, cevabin ortamda bulunan diger tiirlerden etkilenmemesidir
[23]. Biyosensoriin yiizeyinde gerceklesen reaksiyonun substrat veya iirlinleri ile girigim
yapan maddelerin analit ¢ozeltisinde bulunmasi biyosensoriin cevabinin hatali olmasina yol
acar. Bu problem hataya sebep olan tiirlerin bir 6n islem ile uzaklastirilmasi veya sadece
analizi istenen maddeye duyarli biyosensorler kullanilmasi ile giderilebilir [25]. Elektrotlar
sadece tek bir iyona duyarli degildir. Bir maddeyi tayin etmek ic¢in kullanilan elektrot baska
maddelere de duyarli olabilir. Duyarli olunan maddelerin varligi elektrot performansini
onemli Ol¢iide zayiflatir. Segicilik ilk olarak hidrojen ve sodyum iyonlarina duyarlilik

gosteren cam elektrot i¢in Nicolsky tarafindan kullanilmistir [26].

e Tekrarlanabilirlik

Ayni1 kosullar altinda ve ayni materyaller ile hazirlanan biyosensorlerin birbirine ¢ok
yakin cevaplar vermesi bu biyosensoriin tekrarlanabilirligini gosterir. Enzim kullanilarak
yapilan biyosensorlerde enzimin saflik diizeyi, kararliligi ve aktivitesi tekrarlanabilir sonuglar
alinmasi igin 6nem tasir. Ancak Ozellikleri ¢ok iyi bilinen enzimler kullanilmis olsa bile
kosullarda farklanmalar meydana gelebilir. Bundan dolayr hazirlanan biyosensorde

tekrarlanabilirlik ¢caligmalarinin yapilmasi gerekir [23].

1.1.3. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyolojik sistemin seciciligini  ve fiziksel sistemin duyarliligmni birlestiren
biyosensorler, gida analizleri, ¢evresel izleme, klinik tan1 ve analizler, kalite kontrol, ilag
gelistirme ¢alismalari, kriminal analizler, endiistriyel proses kontrolleri, ilag iiretimi, biyolojik

silah ajanlarinin tespiti gibi ¢cok sayida farkli uygulama alani bulmustur [20].

Biyomedikal uygulamalar en fazla biyosensor arastirmasinin yapildigi alandir. Bu
alanda glukoz, iirik asit, ksantin, laktik asit, kreatin ve kreatinin, kolesterol, kolin, iire, oksalat,
glutamat ve klinik oneme sahip daha pek ¢ok madde icin biyosensorler gelistirilmistir.
Enfeksiyon hastaliklarinin, kardiyak belirteglerin, viriislerin, inflamatuvar hastaliklarin,

8



kanser belirteglerinin ve norodejeneratif hastaliklarinin tayinine yonelik biyosensdrler de
rapor edilmistir. Biyomedikal alanda ticari olarak ilk iiretilen biyosensor ise giiniimiizde
diyabet hastalar1 tarafindan siklikla kullanilan ve hastalara kan glukoz seviyelerini kendi
kendilerine analiz etme imkani sunan glukoz biyosensoriidiir [27, 28]. Bu biyosensor
sayesinde diyabet hastalar1 hastaneye gitmeden evde pratik ve ucuz glukoz tayini

yapabilmektedir.

Proses ve kalite kontrolii i¢in hizli, giivenilir, ucuz yontemlere ihtiya¢ duyulan gida
endiistrisi i¢in biyosensorler iyi bir alternatiftir. Sekerler, alkoller, amino asitler, ¢esniler ve
tatlandiricilar gibi 6nemli analitlerin disinda biyosensorlerin gida endiistrisinde uygulamalari
kontaminantlarin tayini tizerine de yogunlasmistir. Bu alanda polifenoller, biyojenik aminler,
laktat, lizin, ksantin, hipoksantin, inosin, glukoz, etanol, kolesterol gibi maddeler,
karbohidratlar, vitaminler, antibiyotik kalintilari, pestisitler, toksinler ve gida kaynakli

patojenlerin tayinine yonelik pek ¢ok biyosensor rapor edilmistir [29, 30].

Giintimiizde kirleticilerin sayisinin giderek artmasi, ¢evre kirliligi kontrolii ve erken
uyar1 konusundaki artan yasal diizenlemelere olan talebi karsilamak icin kesin, yerinde dl¢iim
yapabilen, hassas, spesifik, hizli ve kullanimi kolay, yenilik¢i analitik cihazlarin
gelistirilmesini  gerektirmektedir ve biyosensorler bu amagla kullanilabilecek Onemli
cihazlardir. Cevresel analizler agisindan biiyilk 6nemi olan agir metaller, nitrat, aromatik
aminler, fenoller, pestisitler, dogal ve yapay hormon kalintilari, antibiyotikler, poliklorlanmig
bifeniller, poliaramatik hidrokarbonlar, linear alkilbenzen siilfonatlar, bisfenol A, toksinler ve
benzeri maddelerin analizi i¢in farkli tipte pek ¢ok biyosensor rapor edilmistir. Ayrica sularda
rutin olarak uygulanan biyolojik oksijen ihtiyact (BOD) analizleri igin gelistirilmis

biyosensorler de mevcuttur [31, 32].

Tiim bu uygulamalar agisindan biyosensorler spektrometri ve kromatografi gibi zaman
alici, karmagik, zahmetli, yiiksek maliyetli ve uygulanmasi i¢in uzman personele ihtiyag
duyulan klasik analiz yontemleri ile karsilastirildiginda kullanim kolayligi, hizli cevap, diisiik
maliyet, yiiksek duyarlilik, minyatiirlestirmeye uygunluk ve numune analizinde genellikle

karmasik 6n ayirma basamaklarina ihtiya¢ duyulmamasi gibi iistiinliiklere sahiptir [30].

Tiim bu ustiinliiklerine kargin biyosensorlerin karmasik matrikslerde yaygin olarak

bulunan ve bozucu etki yapan tiirlerden etkilenme, biyoreseptor dmriiniin sinirli olmasi, diisiik



kararlilik, in-vivo analizlerde kullanim i¢in biyouyumluluk gibi gelistirilmesi gereken yonleri
de vardir [20].

1.2. Hidrojen peroksit ve tayin yontemleri

Hidrojen peroksit (H,O,), kagit beyazlatma, dezenfekte ve sterilizasyon, gida isleme
gibi endiistriyel proseslerde ve farmdstatik uygulamalarda yaygin bicimde kullanilir [2]. H,0;
reaktif oksijen tiirlerinin esas bilesenlerinden birisidir ve Alzheimer, Parkinson ve diger
norolojik hastaliklarin ilerlemesinde 6nemi olan oksidatif stresin bir belirtecidir [33]. H20,
ayrica, glukoz oksidaz, ksantin oksidaz, laktat oksidaz gibi pek ¢ok oksidaz enzimi katalizli
reaksiyonun yan triiniidiir [2]. Bu nedenle klinik kontrol, gida endiistrisi, ¢evresel izleme gibi
pek ¢ok alanda H,O,’in dogru, hizli, giivenilir, ucuz ve pratik bir sekilde tayininin énemi

biiyiiktilr.

H,O, tayini i¢in kromatografi, spektrofotometri, kemiliiminesans, elektrokimya,
titrimetri, floresans gibi analitik teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler iginde
elektrokimyasal teknikler yiiksek duyarlilik, basitlik, hizli cevap, kullanim kolaylig1 ve uzman
personel gerektirmeme, aninda ve yerinde 6l¢iime uygun olma, segicilik ve diisiik maliyet gibi
ozellikleri nedeniyle oOne c¢ikmaktadir. Bu {stliin 6zellikleri nedeniyle elektrokimyasal
teknikler H,O, sensor ve biyosensorlerinin gelistirilmesinde yaygin bigimde kullanilmaktadir
[34, 35].

Elektrokimyasal H,0, sensorleri enzimatik ve enzimatik olmayanlar seklinde iki
grupta incelenebilir. Enzimatik H,O; sensorleri diisiik gozlenebilme siniri, yiiksek duyarlilik
ve 1yi1 segicilik gibi ustiinliiklere sahiptir. Ancak, enzim sensorlerinin enzim immobilizasyon
yontemlerinin zahmetli olmasi, enzimlerin yiiksek maliyeti, enzim aktivitesinin c¢evre
kosullarina bagli olmast ve enzim aktivitesindeki diisiisiin sensdr Omriinii kisaltmasi gibi
dezavantajlar1 vardir. Enzim igermeyen HyO, biyosensorlerinin ise basitlik, diisiik maliyet,

yiiksek kararlilik ve hizli cevap gibi istiinliikleri vardir [36, 37].

H,07’in elektrokimyasal yontemle belirlenmesi maddenin elektrot yiizeyinde
yiikseltgenmesi ya da indirgenmesine dayanilarak yapilabilir. Geleneksel kati elektrotlarda
H202’in yiikseltgenmesi oldukca yliksek potansiyellerde gerceklesir. Cevap mekanizmasi
H207’in yiikseltgenmesine dayanan sensorlerde en biiyiikk problem gercek numunelerde
bulunabilecek askorbik asit, iirik asit gibi diger elektroaktif tiirlerin uygulanan yiiksek

potansiyelde yiikseltgenerek Ol¢limlere girisim yapmasi yani sensoriin segiciligini azaltmasi
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ihtimalidir. Giiniimiizde yapilan biyosensor arastirmalarinin temel amaclarindan birisi de
yukarida agiklanan girisim etkilerini en aza indirmek i¢in yiiksek uygulama potansiyelini
diistirmektir [38, 39]. Bu amagla H,0O, indirgenmesini katalizleyen peroksidaz enzimini [40,
34] ya da Prusya mavisi gibi yapay peroksidaz 6zelligi gosteren bir madde kullanarak H,O,’in

diisiik potansiyellerde indirgenmesini saglamak [41] yaygin kullanilan yontemlerdir.

Horseradish peroksidaz (EC 1.11.1.7) (HRP) turp kokiinden ekstrakte edilen ve
H.0,’in indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir. HRP enzimi, demir (l1l) ve protoporpirin
IX (genellikle hem grubu olarak adlandirilan) farkli tiirde metal merkezleri ve iki kalsiyum
atomu igerir. Her iki grupta enzimin yapisal ve fonksiyonel biitiinligii icin 6nemlidir [42].
HRP igeren biyosensorler kullanildiginda, H,O;’nin diisiik potansiyellerde tayinini
gerceklestirerek girisim etkileri azaltmak mimkiindiir. H,O, tayini i¢in HPR’nin karbon
nonotiipler [43], metal/metal oksit nanopartikiiller [44, 40], grafen ve tirevleri [45, 34],
polimer [46], karbon pasta [47] gibi farkli modifikasyon malzemelerle beraber kullanildigi
cesitli elektrokimyasal biyosensorler gelistirilmistir. Ancak, biyolojik makromolekiiller olan
enzimler denatiirasyon sonucu aktivitelerini kaybedebildiklerinden biyosensérlerin uzun

doénem kullanimda tam kararlilik gostermemesine yol acarlar [48].

Analitik uygulamalar i¢in en yaygin kullanilan medyatérlerden biri olan PB,
((Fe,""[Fe"(CN)g]3)) son yillarda sensér ve biyosensdr alaminda da genis bir kullamim alani
bulmustur. PB’nun H,0, indirgemesini katalizlemesi, klinik, ¢evre ve gida analizleri igin ¢ok
saylda oksidaz enzimi temelli biyosensoriin gelistirilmesini saglamistir [49]. PB’nin tamamen
indirgenmis hali olan Prusya beyazi hem oksijenin hem de H,O,’in indirgenmesini katalizler.
llgili yar1 dalga potansiyelleri ¢ok farkli oldugundan H,O’in indirgenmeye dayali tayini
oksijen varliginda bile gerceklestirilebilir. PB’nin Berlin yesili olarak adlandirilan tamamen
yiikseltgenmis hali ise H,O;’in yiikseltgenmesini katalizler ve PB modifiye bir elektrot ile
H,O,’in yiikseltgenmesine dayanilarak tayin edilmesi de miimkiin olur [50]. PB, H,0;’in
indirgenmesini katalizlemesi nedeni ile yapay peroksidaz olarak da adlandirilmaktadir. PB ile
modifiye edilmis bir elektrot kullanilarak, H,O;’i Ag/AgCl'ye kars1 yaklasik 0,0 V
potansiyelde tayin etmek miimkiindiir. Bu durum 6zellikle, H,O, nin yiiksek potansiyellerde
tayin edilmesi durumunda yliikseltgenerek girisim etkisi gdsteren maddelerin etkisini azaltmak
acisindan biiyiik 6neme sahiptir. HRP biyosensor uygulamalarinda pek ¢ok oksidaz enzimi ile

bir arada kullanilarak analizlerin diislik potansiyellerde gergeklestirilmesini de saglar. Ayrica,
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inorganik yapisi ve diisik maliyeti PB’yi modifiye biyosensorlerin olusturulmasinda

HRP’den daha uygun bir alternatif yapar [51, 41].

1.3. Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler (CNT), sp%hibritlesmesi yapmus karbon atomlarinin iyi
diizenlenmis silindirlerinden yapilmis nanomalzemelerdir ve tek duvarli karbon
nanotiiplerlerde (SWCNT) oldugu gibi nano boyutta bir tiip haline yuvarlanmis bir grafen
tabakas1 veya MWCNT ’lerde oldugu gibi bir SWCNT'nin ¢ekirdegi etrafina yerlesmis ilave

grafen tiipleri olarak tanimlanabilirler [52].

CNT’ler 1991 yilinda lijima tarafindan kesiflerinden bu yana yogun bir sekilde
arastirilmistir [53]. Bu yogun ilgi, CNT'lerin dikkat ¢ekici elektriksel, kimyasal, mekanik ve
yapisal ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu 6zellikler CNT’lerin nanoteknoloji, elektronik,

optik, malzeme bilimi gibi alanlarda pek ¢cok uygulamada kullanilmasini saglamistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, CNT’lerin genis yiizey alani, yliksek kimyasal
kararlilik, mekanik dayanim, hizli elektron transfer kinetikleri gibi avantajlarindan dolay1
biyoanalitik aragtirmalarda da basari ile kullanilabilecegini gdstermistir. Bu g¢aligmalarda,
CNT'lerin 6nemli biyomolekiillerin elektrokimyasal reaktivitesini artirabilecegini  ve
proteinlerin elektron transfer reaksiyonlarini destekleyebilecegi, CNT ile modifiye edilmis
elektrotlarin, niikleik asitler gibi 6nemli biyomolekiilleri biriktirmek ve yiizey kirlenme

etkilerini hafifletmek i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir [54, 6].

CNT'ler amperometrik enzim elektrotlarindan DNA hibridizasyon biyosensoérlerine
kadar uzanan ¢ok cesitli elektrokimyasal biyosensor gelistirme ¢alismalarinda da yaygin bir
sekilde kullanilmigtir [6, 55]. CNT’lere dayanan biyosensorlerin analitik performansi, altin,
platin, giimiis, cams1 karbon gibi geleneksel kati elektrotlara dayanan biyosensorlerin
performansi ile karsilagtirildiginda CNT temelli biyosensorlerin daha yiiksek duyarliliklara ve
daha diisiik gozlenebilme sinirlarina sahip oldugu goriilmektedir [56]. Son zamanlarda yapilan
amperometrik biyosensor gelistirme ¢alismalarinin pek cogunda CNT’lerin metal veya metal
oksit nanopartikiiller, grafen ve tiirevleri gibi farklt nanomalzemeler ile olusturdugu
kompozitler kullanilarak yapilan modifikasyonlar ile biyosensor performansinin arttirilmasini
amaglanmaktadir [34, 40].
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1.4. Metal Oksit Nanopartikiiller

Biyosensor gelistirme g¢alismalarinda siklikla kullanilan bir diger nanomalzeme ise
metal oksit nanopartikiillerdir (MONP). Bu maddelerde tipki CNT’ler gibi iistiin fiziksel ve
kimyasal 6zellikler gosterirler. MONP’ler biyomolekiillerin istenen yonelme, daha iyi bir
konformasyon ve yliksek biyolojik aktivite ile immobilizasyonu i¢in etkin bir yiizey saglar ve
bu durumda daha iyi algilama karakteristikleri elde edilebilir. Cinko oksit (ZnO), demir oksit
(FesO4), kobalt oksit (Co304), nikel oksit (NiO), titanyum oksit (TiO,), kalay oksit (SnO,)
biyosensorlerde yaygin kullanilan MONP’lerdendir. MONP’ler, biiyiik yiizey/hacim orani,
giiclii adsorpsiyon kabiliyeti, gelismis elektron aktarim kinetikleri ve katalitik ozellikler
gosterir. Bu 6zellikler, biyomolekiil immobilizasyonunda birim pargacik kiitlesi basina diisen
biyomolekiilleri arttirmak i¢in de kullanilabilir [57]. Nanotiipler, nanopartikiiller,
nonofiberler, nanofilmler, nanotabakalar, nonoteller, nanokiireler gibi pek ¢ok farkli sekilde
olabilen ZnO nanoyapilar yiiksek elektron hareketliligi, toksik olmama, yiiksek yiizey alani,
iyl kimyasal ve termal kararlilik gibi 6zellikleri sebebi ile biyosensorlerde genis uygulama

alan1 bulmustur [58].

1.5. iyonik Sivilarin Biyosensorde Kullanimi

Erimis tuzlar olarak da adlandirilan iyonik sivilar, diisiik erime noktasina (<100 ° C),
diisiik yaniciliga, yiiksek iyonik iletkenlige ve genis bir elektrokimyasal pencereye sahip
organik tuzlardir. Ayrica iyonik sivilar, minimum buhar basinci ile yiiksek termal kararliliga
sahiptirler ve baz1 polimerler ve mineraller dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli organik ve inorganik
bilesiklerde coziilebilirler. Anyonu degistirerek iyonik sivi polimerlerin ¢ozlniirliiglini
degistirme olasiligl, onlar1 biyosensdrler icin enzimatik immobilizasyon sistemleri olarak
ozellikle g¢ekici kilar. Iyonik sivilarm temel yapisi N, N-dialkil siibstitiiye imidazolyum
iyonlar1 gibi bir asimetrik heterosiklik katyon ve tetrafloroborat ya da hekzaflorofosfat gibi
kiiclik bir anyondan olusur. Temelde iyonlardan olustugu i¢in iyonik sivilar milkemmel bir
elektriksel iletkenlik gdsterir. Son yillarda iyonik sivilarin kullanildigir pek cok yiiksek

performansl biyosensor gelistirilmistir [59, 60].
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2. KAYNAK OZETLERI

Zhu ve ark (2014); H,07’in enzimatik olmayan tayini i¢in IL’nin PB-CNT modifiye
perde baskili elektroda dop edilmesi ile bir sensoér hazirlamiglardir. Bu amagla, ticari grafit
temelli miirekkebe IL olarak kullanilan 1-butil-3-metilimidazol tetrafluroborat dop edilmesi
ile ve bu miirekkebin elektrot yiizeyine baskilanmasi ile hazirlanan perde baskili elektrot
yiizeyi sentezlenmis kiibik yapili PB-MWCNT hibridi ve Nafyon ile kaplanmistir. Calismada
hazirlanan sensoriin 6zelliklerine IL’nin etkisi CV ve CA yontemleri kullanilarak belirlenmis
ve IL’nin sensoriin performansina 6nemli 6l¢lide arttirdigr belirlenmistir. Optimum c¢aligsma
kosullar altinda sensoriin H,O,’e 5-1645 uM araliginda 0,436 mA cm 2 mM™! duyarlilik ve
0,35 uM (S/N=3) gozlenebilme sinir1 ile cevap verdigi, iyonik sivi dop edilmis sensoriin

yiiksek bir secicilik, iyi bir tekrarlanabilirlik ve uzun bir kararlilik gosterdigi rapor edilmistir
[61].

Zhou ve ark (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada grafen ve HRP kitosana birlikte
immobilize edilmis ve GCE elektrot bu kompozit ile modifiye edilmistir. Hazirlanan modifiye
elektrot yiizeyine altin nanopartikiillerin biriktirilmesi ile H,O; biyosensorii hazirlanmistir.
Dontlisimlii  voltametri ¢alismasi elektrotta HRP’nin  dogrudan elektron transferinin
gerceklestigini  gostermis ve biyosensor H,O,’in elektrokatalitik indirgenmesine karsi
mitkemmel bir performans sergilemistir. Hazirlanan biyosensoriin ¢alisma potansiyeli olan -
0,30 V’da H,0;’e yiiksek bir duyarlilikla cevap verdigi, biyosensoriin cevap siiresinin 3 s’den
az oldugu, dogrsal calisma araligimn 5,0x10°° M-5,13x10" M ve gozlenebilme smirmnimn
1,7x10°° M (S/N=3) oldugu belirlenmistir. Calismada ayrica biyosensériin iyi bir tekrar

tiretilebilirlik ve uzun dénem kararliligi gosterdigi de rapor edilmistir [45].

Palanisamy ve ark. (2012) H,O’in enzimsiz tayini igin indirgenmis grafen oksit ve
cinko oksit nanokompoziti ile modifiye edilmis GCE kullanarak amperometrik bir sensor
hazirlamiglardir. Bu amagla kullanilan grafen Hummers metodu ile sentezlenmis, grafen
¢ozeltisi GCE ylizeyine damlatilip elektrot kurutulduktan sonra elektrot (ZnNOs),-6H,0 ve
KNO3; ¢ozeltisi igeren elektrokimyasal hiicreye daldirilmis ve (0) — (-1,50) V araliginda 50

mVs '

tarama hizinda 30 ardistk doniisiimli voltomogram alinarak grafen oksitin
indirgenmesi ve grafen oksit modifiye elektrot yiizeyinde ZnONP’lerin olugmasi saglanmustir.
Hazirlanan sensoriin ¢alisma potansiyeli olarak secilen -0,38 V’da H,0; i¢in miikkemmel bir

analitik performans gosterdigi bulunmus, sensor i¢in dogrusal ¢alisma araliginin 1,0 — 22,48
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uM, duyarhhgmin 13,49 A M 'cm™ ve cevap siiresinin 5 s’den daha az oldugu rapor
edilmistir. Sensoriin iyi bir operasyonel ve depolama kararliligina sahip oldugu ve askorbik

asit, dopamin ve iirik asite kars1 se¢iciliginin de yiiksek oldugu belirtilmistir [62].

Xu ve ark. (2014) MWCNT’ler ile modifiye edilmis GCE yiizeyine tetractoksi silikon
sol jel film kullanarak HRP enzimini immobilize etmis ve bir ligiincii nesil H,O; biyosensorii
hazirlamiglardir. Calismada MWCNT’lerin HRP ve elektrot yilizeyi arasinda dogrudan
elektron transferine biiylik katki sagladigi belirtilmistir. Kullanilan sol jel filmin ise HRP i¢in
uyumlu bir mikro ¢evre sagladigi ve enzimin elektrot yiizeyinden uzaklagsmasini engelledigi
bulunmustur. Hazirlanan biyosensor ile +0,30 V’da H,0; icin dogrusal ¢aligsma araligi 70 uM
— 3 mM, gozlenebilme sinir1 14 pM olarak bulunmustur. Biyosensoriin cevap siiresi 5 s olarak
belirlenmistir. Biyosensoriin 60 giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %95’ini gosterdigi

belirtilmistir [63].

Hua ve ark. (2011) altin elektrodu HRP enzimi ve polyanilin/karboksilli ¢cok duvarli
karbon nanotiip (PAN/MWCNTCOOH) nanokompoziti ile modifiye ederek bir H,0,
biyosensorii hazirlamiglardir. Nanokompozitin karakterizasyonu FTIR ve SEM yontemleri
kullanilarak yapilmistir. Calismada negatif yiikli PAn/MWCNTCOOH kompoziti ve pozitif
yiikli HRP enzimi arasindaki etkilesimin biyosensoriin H,O; i¢in ¢ok yiiksek bir duyarlilik
gostermesine katkida bulundugu ve CV ol¢limlerinde artmis elektrokimyasal katalitik akim
olusturdugu rapor edilmistir. Hazirlanan ~ HRP/PAN/MWCNTCOOH/Au elektrodu -0,35
V’da H,0;’e 86 uM—10 mM araliginda dogrusal cevap gostermistir. Biyosensoriin duyarlilig
194,9 pA mM~' em™ cevap siiresi 2,9 s olarak bulunmustur. Biyosensériin yiiksek kararlilik
ve iyi bir tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebililik gosterdigi de belirtilmistir. 40 giinlik
depolama sonrasinda HRP/PAN/MWCNTCOOH/Au elektrodu baslangig aktivitesinin
%88’ini gostermistir [64].

Xu ve ark. (2011) MWCNT’ler ile modifiye edilmis GCE’ye HRP enzimin
glutaraldehit ve sigir serum alblimini kullanilarak capraz baglama yontemi ile immobilize
edilmesi ile lgiincii nesil bir H,O, biyosensorii hazirlamiglardir. Yapilan SEM ¢alismasi
sonucunda HRP enziminin nanotiiplerin yiizeylerinde dagildigi ve nanotiiplerin enzim
immobilizasyonu i¢in iyi bir destek oldugu bulunmustur. Biyosensor ile H;O; i¢in 2 s gibi
kisa bir cevap siiresi elde edilmistir. Biyosensoriin -0,40 V’da H,0, i¢in dogrusal ¢alisma
araligr 9,5 mM-0,95 puM; goézlenebilme sinir1 0,4 pM olarak bulunmustur. Biyosensor 20

ardigik Ol¢lim sonras1 %2,8’lik bir bagil standart sapma gostermis ve bu nedenle
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tekrarlanabilirliginin yliksek oldugu goriilmiistiir. Biyosensoriin uzun donem kararliligi
arastirilmis ve 10 giin sonunda biyosensor cevabindaki degisimin %5’den daha az oldugu
bulunmustur. Yiiksek uzun dénem kararliligr glutaraldehit ile HRP enzimi ve ¢ok duvarli

karbon nanotiipler ile HRP arasindaki kuvvetli etkilesimlere baglanmistir [65].

Zhang ve ark (2011) (3-merkaptopropil)-trimetoksisilan polimeri ile modifiye edilmis
altin elektrot yiizeyine PB’nin elektrobiriktirilmesi ile bir H,O, sensoérii hazirlamiglardir.
Elektrodun karakterizasyonu CV ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknikleri ile
arastiritlmistir ve sensoriin H;O; indirgenmesine onemli bir katalitik aktivite gosterdigi
bulunmustur. Ayrica polimer-PB modifiye elektrodun ¢ift tabaka 2d-yapisinin genis ylizey
hacim oran1 HyO; sensoriine kararlilik ve yliksek duyarlilik kazandirdigi soncuna varilmistir.
Gelistirilen sensor ile H,O; i¢in dogrusal aralik 2,09><1O'6—2,09><10'4 M, gozlenebilme siniri
1,89x10° M olarak belirtilmistir. Hazirlanan sensériin yiiksek bir duyarlilik ve 1yi bir segicilik
gosterdigi ve 10 mM’lik sabit H,O, derisiminde tekrarlanan bes ol¢iim i¢in bagil standart
sapmanin %4,5 oldugu bulunmustur. Sensoriin uygulanabilirligi musluk suyunda H,O, tayini

yapilarak aragtirilmis ve %100’°e yakin geri kazanimlar elde edilmistir [66].

Ping ve ark. (2010) tarafindan bakir oksit nanopartikiiller ile modifiye edilmis karbon
iyonik siv1 pasta elektrotta H,O,’in direk elektrokatalitik indirgenmesi arastirilmistir. Elektrot
grafit tozun, bakir oksit nanopartikiiller ve iyonik sivi olarak kullanilan n-oktilpiridinyum
hekzaflorofosfatin karistirilmasi ile elde edilmistir. Iyonik sivimin iyi iletkenligi ve
nanopartikiillerin yiiksek katalitik aktivitesi elektroda H,O, tayini i¢in lstiin Ozellikler
kazandirdigi belirtilmistir. H,O; i¢in dogrusal aralik 1,0 pM-2,5 mM araliginda olup
gozlenebilme smir1 0,5 uM ve duyarlilik 392,99 pAmM ™ cm™? olarak verilmistir. Elektrodun
ayrica, iyi bir kararlilik, yiiksek duyarlilik, secicilik ve tekrarlanabilirlik, hizli cevap zamani,
hazirlama kolaylig1 gibi o6zellikler gosterdigi, aymi sekilde hazirlanan alti elektrodun sabit
H,0, derisiminde bagil standart sapmasinin %5,3 oldugu ve 100 giin sonunda elektrodun
baglangic  aktivitesinin  %95’ini  korudugu rapor edilmistir. Elektrodun analitik
uygulanabilirligi, siitte H,O, tayininde arastirilmis ve referans yontem olarak kullanilan

titrimetrik yontem ile uyumlu sonuglar elde edilmistir [67].

Yang ve ark. (2010) tarafindan sentezlenen catal benzeri ZnO nano yapilara dayanan
H,0; biyosensorii gelistirilmistir. ZnO nano yapilarin birkag nano ¢ubuktan olustugu, bu nano
cubuklarm ince bir levha temelinden biiyiidiigii ve kompleks c¢oklu ¢atal benzeri ZnO nano

yapilar1 olusturmak i¢in birbirlerine paralel olarak siralandigi SEM calismalar1 sonuglarinda
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goriilmiistiir. Sentezlenen bu ZnO nano yapilar etanolde dagitilmis ve elde edilen siispansiyon
GCE yiizeyinin modifiye edilmesinde kullanilmistir. Daha sonra elektrot yiizeyine HRP
enzimi immobilize edilmis ve enzimin ¢ozeltiye akmasini engellemek i¢in elektrot yiizeyi
kitosan c¢ozeltisi ile kaplanmistir. Hazirlanan biyosensoriin Ag/AgCl elektroda kars1 -0,20 V
calisma potansiyelinde H,O; i¢in dogrusal calisma araligi 5x10™° M=7x10™ M, gozlenebilme
smir1 0,3 pM ve duyarliligi 201,12 mAm M?, cevap zamani 3 s olarak rapor edilmistir [68].

Li ve ark. (2012) amperometrik H,O, tayini i¢in altin nanopartikiiller, tiyonin, altin
nanopartikiiller, MWCNT ler, kitosan kompozit filmi ile modifiye edilmis GCE’ye dayanan
biyosensor hazirlamislardir. Bu amagla, MWCNTs—Kitosan kompoziti asetik asit ¢ozeltisinde
dagitilmis, altin nanopartikiiller daha sonra bu kompozit i¢inde sentezlenmistir. Karisim GCE
yiizeyine damlatilmig ve tiyonin elektropolimerizasyon ile kompozit {izerinde biriktirilmistir.
Son olarak altin nanopartikiiller ve HRP karigimi1 kovalent baglama yontemi ile modifiye
elektrot tizerine yerlestirilmistir. Biyosensoriin Ag/AgCl elektroda karsi -0,23 V potansiyelde
pH 6,0 fosfat tampoununda H,0O, i¢in 5,0x10 " M—1,5x10"% M dogrusal ¢alisma araligina
sahip oldugu ve gozlenebilme sinirinin 3,75x 108 M oldugu belirtilmistir. Caligmada ayrica,
ayni yolla iiretilen 10 modifiye GCE elektrodun %3,95’lik bagil standart sapma ile iyi bir
tekrar iiretilebilirlik gosterdigi ve seciciliginin yiiksek oldugu da rapor edilmistir [69].

Keihana ve Sajjadi (2014) PB ve CNT’ler ile modifiye edilmis ve PB, CNT ve IL ile
modifiye edilmis GCE’ler hazirlamisg ve IL varliginin PB/CNT elektrodun elektrokimyasal
ozelliklerini 1yilestirdigini rapor etmislerdir. Bu amagla, GCE ylizeyleri ilk olarak CNT ya da
IL/CNT kompoziti ile modifiye edilmis, PB bu ylizeylere elektrobiriktirme yolu ile
kaplanmigtir. Calismada IL varliginda PB’nun birikme etkinliginin 1,8 kat arttig
bulunmustur. IL igeren elektrodun icermeyenle karsilastirildiginda H,O, indirgenmesine daha
yiiksek duyarhlik gdsterdigi bulunmus ve bu elektrot icin duyarlilik 185,90 pA mM'em™,
gozlenebilme sinirt 0,49 uM ve dogrusal calisma araligi 4,9x10 '~ 7,0x10~" mM olarak rapor
edilmistir [70].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Elektrotlar

CV ve CA calismalar1 Dropsens marka elektrokimyasal analiz sistemi ve BASi marka
hiicre standi1 Kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.1). Elektrokimyasal ¢alismalarda, galisma
elektrodu, karsit elektrot ve referans elektrot olarak sirasiyla camsi karbon elektrot (GCE)
(BASiI MF-2012); Pt tel (BASIi MW-1032) ve Ag/AgCl elektrot (BASI MF-2052) kullanildi.

(a) (b)
Sekil 3. 1. (a) Elektrokimyasal analiz sistemi, (b) C3 hiicre standi

Kimyasal maddelerin tartilmasinda 0,1 mg duyarliga sahip Ohaus PA214C marka
analitik terazi kullanildi. Cozeltilerin pH’lar1 Ohaus Starter 2100 marka pH metre ve Ohaus
ST210 marka kombine cam pH elektrodu yardimiyla ayarlandi. pH metre cihazinin
kalibrasyonu VWR Prolabo Chemicals marka pH 4,01 ve pH 10,01 kalibrasyon ¢ozeltileri ile
yapildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda Purelab Option Q DV 25 marka saf su cihazindan elde
edilen saf su kullanildi. Karigimlarin ve ¢dzeltilerin homojen hale getirilmesinde Wisd MSH-
20D marka manyetik karistiric1, isolab marka ultrasonik banyo ve Four E’S marka vorteksden

yararlanildi. Cozelti ilaveleri Axygen marka degisik hacimlerde mikro pipetler ile yapildi.

18



3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar, saflik dereceleri ve markalar1 Cizelge 3.1.’de

verildi.

Cizelge 3. 1. Kullanilan kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve markalari

Kimyasal madde Saflik derecesi Marka
Askorbik asit >%99 Sigma-Aldrich
Cinko oksit nanopartikiil Aldrich
Disodyum hidrojenfosfat-2-hidrat %98,5-101 Sigma-Aldrich
Etanol %99,8 Sigma-Aldrich
Glukoz >%99.,5 Fluka
Glutaraldehit %25 Sigma
Glutamik asit >%99 Merck
Hidrojen peroksit (H,0,) %34,5-36,5 Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit (HCI) %30-31 Sigma-Aldrich
Horseradish peroksidaz (HRP) Sigma
Jelatin (Type B) Sigma
Potasyum kloriir %99,0-100,5 Merck
Lityum karbonat (Li,CO3) %99,0 Sigma-Aldrich
MWCNT %95 Cheaptubes
Nafyon %5 Aldrich
Okzalik asit Saf Riedel-de Haén
Sodyum hidroksit %98-100,5 Sigma-Aldrich
Sodyum dihidrojenfosfat >99,0 Fluka
Urik asit >99,0 Sigma
1-biitil-3- >98,5 Sigma
metilimidazoltetrafloroborat
Potasyum hekzasiyanoferrat (111) %99 Sigma-Aldrich
Potasyum hekzasiyanoferrat (I1) >%99,5 Sigma-Aldrich

trihidrat
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Cizelge 3.1.(devam)

Prusya mavisi Sigma
Sodyum kloriir > 9%99,0 Merck
Ure >%99,5 Sigma-Aldrich

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Jelatin cozeltisi

2 mg jelatin tartildi ve 10,0 mL saf su eklenerek yaklasik 40 °C’de 1siticili manyetik
karistirict yardimiyla dagitildi. Cozelti 30 dakika ultrasonik banyoda tutularak homojen hale

gelmesi saglandi. Cozelti kullanilmadigi zamanlarda buzdolabinda +4°C’ta saklandi.

3.3.2. Glutaraldehit ¢ozeltisi

%2,5’lik  glutaraldehit c¢ozeltisi hazirlamak amaciyla %25°lik  glutaraldehit

¢ozeltisinden 2 mL alinarak saf su ile 20 mL’ye seyreltildi.

3.3.3. Nafyon ¢ozeltisi

%0,025’lik nafyon ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla, %5’lik Nafyon ¢ozeltisinden 5 pL
alinip hacimce %50 alkol-su karigimu ile seyreltildi. Cozelti kullanilmadiginda buzdolabinda

+4°C’ta saklandi.

3.3.4. Hidrojen peroksit ¢ozeltisi

H,0; ¢ozeltisinden uygun miktarda alinarak derisimi yaklagik 0,010 M olacak sekilde

100,0 mL stok ¢ozelti hazirlandi. H,O; ¢ozeltisi deneylerden 6nce taze olarak hazirlandi.

3.3.5. Fosfat tamponu c¢ozeltisi

Sodyum dihidrojenfosfat ve sodyum monohidrojenfosfat-2-hidrattan tartilan uygun
miktarlar saf suda ¢oziilerek derisimi 0,05 M olan fosfat tamponu ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan fosfat tamponunun pH’st 0,10 M NaOH ve 0,10 M HCI kullanilarak istenilen

degere ayarlandi. Tampon ¢ozeltiler kullanilmadiklarinda+4°C’ta buzdolabinda saklandi.
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3.3.6. Redoks probu cozeltisi

Potasyum hekzasiyanoferrat (111) (Ks[Fe(CN)s]) ve potasyum hekzasiyanoferrat (I1)
(K4[Fe(CN)g])’den c¢ozeltideki derisimleri 0,05 M; KCl’den ise derisimi 0,10 M olacak

sekilde uygun miktarlar tartildi ve 6l¢iilii balonda saf suyla istenen hacme tamamlandi.

3.3.7. Diger cozeltiler

Askorbik asit, glukoz, glutamik asit, oksalik asit, iire, lirik asit ve sodyum kloriiriin
0,010 M’lik stok c¢ozeltileri, bu maddelerin uygun miktarlarinin saf suda ¢oziilmesiyle
hazirlandi. Urik asidin 0,010 M’lik stok ¢dzeltisi ise uygun miktarda madde tartilarak iizerine

gerekli miktarda Li,COg3 ve saf su ilave edilmesiyle hazirlandi.

3.3.8. HRP c¢ozeltisi

10,0 mg HRP enzimi tartilarak 1 mL fosfat tamponunda (pH 6,5) ¢oziildii ve 2530
U/mL olan enzim ¢ozeltisi elde edildi. HRP ¢ozeltisi kullanilmadi zamanlarda buzdolabinda
+4°C’de saklandi.

3.3.9. PB cozeltisi

10,0 mg PB tartilarak 1 mL fosfat tamponunda (pH 6,5) ¢oziildii ve derisimi 10,0 mg
mL™ olan PB ¢ozeltisi elde edildi. PB ¢ozeltisi kullanilmadiginda buzdolabinda +4°C’de

saklandi.

3.4. GCE Yiizeyinin Temizlenmesi

GCE yiizeylerinin temizlenmesinde BASI firmasindan temin edilen temizleme kKitleri
(MF-2060) kullanildi. Bu amagla, temizleme pedine 0,05 pm boyutunda aliimina igeren
stispansiyondan birka¢ damla damlatildi ve elektrot yiizeyi mekanik olarak temizlendi.
Temizlenen elektrot yiizeyi aliimina kalintilarinin uzaklastirilmas: amaciyla saf su ile yikandi,
ultrasonik banyoda etil alkol ¢ozeltisi icerisinde 5 dakika bekletildi ve oda sicakliginda

kurutuldu.

3.5. Modifiye Edilmis Elektrotlarin Hazirlanmasi

Tez calismasinda GCE yiizeyi dort farkli sekilde modifiye edilerek asagida belirtilen

elektrotlar hazirlandi. Modifiye elektrotlarin hazirlanma basamaklar1 Sekil 3.2°de gosterildi.
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3.5.1. HRP/MWCNT-ZnONP/GCE

1,0 mg MWCNT ve 2,0 mg ZnONP 1 mL jelatin ¢ozeltisinde dagitildi ve karigim
ultrasonik banyoda 2 saat tutularak homojen hale gelmesi saglandi. Bu karisim GCE ylizeyine
damlatilmadan once 5 dakika vortekste karistirildi ve karigimdan alinan 10,0 pL temizlenmis
GCE yiizeyine damlatildi. Elektrot oda sicakliginda kurutuldu ve iizerine 7,5 pL. HRP
cozeltisi damlatildi. Enzim ile modifiye edilen elektrot buzdolabinda +4 °C’ta kurutuldu.
Kurutulan elektrot yiizeyi 10 dakika %2,5’lik glutaraldehit buharmna tutuldu ve sonrasinda
yiizey 3,0 uL %0,025’lik nafyon c¢ozeltisi ile kaplandi ve kurumasi i¢in oda sicakliginda
bekletildi. Hazirlanan biyosensor yiizeyi immobilize olmamis enzimin uzaklagmasi igin 0,05
M pH 6,5 fosfat tamponu ile yikandi ve elektrot kullanilmadiginda buzdolabinda +4 °C’ta

saklandi.

3.5.2. PBIMWCNT-ZnONP/GCE

Béliim 3.5.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan ve 1,0 mg mL™* MWCNT ve 2,0 mg mL™
ZnONP igeren jelatin ¢ozeltisinden 10 pL alinarak temizlenmis GCE yiizeyine damlatildi ve
elektrot yiizeyi oda sicakliginda kurutuldu. MWCNT ve ZnONP ile modifiye edilmis elektrot
yiizeyine 10 pL PB ¢o6zeltisi damlatildi ve oda sicakliginda kurumasi igin bekletildi. Elektrot
yiizeyi son olarak %0,025’lik nafyon ¢ozeltisi ile kaplandi, oda sicakliginda kurutuldu ve 0,05
M pH 6,5 fosfat tamponu ile yikandi. Elektrot kullanmilmadiginda buzdolabinda +4 °C’ta

saklandi.

3.5.3. HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE

Boliim 3.5.1°de anlatildigi gibi hazirlanan MWCNT-ZnONP-Jelatin ¢ozeltisinden 10
uL alindi ve temizlenmis GCE ylizeyine damaltilarak oda sicakliginda kurumasi igin
beklendi. Kurutulmus elektrot yiizeyine %5,0’lik IL ¢ozeltisinden 3,0 pL damlatildi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Daha sonra elektrot yiizeyine Bolim 3.5.1°de anlatildig: sekilde HRP
enziminin immobilizasyonu gergeklestirildi. Son olarak elektrot yiizeyi 3,0 uL %0,025’1lik
nafyon c¢ozeltisi ile kaplandi ve kurumasi i¢cin oda sicaklifinda bekletildi. Hazirlanan
biyosensor yiizeyi 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu ile yikandi ve kullanilmadiginda
buzdolabinda +4 °C’ta saklandu.
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3.5.4. IL/PB-MWCNT-ZnONP/GCE

Boliim 3.5.2°de belirtildigi gibi hazirlanan MWCNT-ZnONP-Jelatin ¢ozeltisinden 10
uL temizlenmis GCE yiizeyine damlatildi ve elektrodun oda sicakliginda kurumasi saglandi.
Sonrasinda elektrot yiizeyine 10 uL PB ¢6zeltisi damlatildi ve kurumasi i¢in oda sicakliginda
bekletildi. Kuruyan elektrot yiizeyine %5,0 lik iyonik sivi ¢ozeltisinden 3,0 uL. damlatilarak
oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra elektrot ylizeyi %0,025’lik nafyon ¢ozeltisi ile
kaplandi, oda sicakliginda kurutuldu ve 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu ile yikandi. Elektrot
kullanilmadiginda buzdolabinda +4 °C’ta saklandi.

@‘%nONP
MW_f_NT

Jelatin

v

MWCNT-ZnONP/GCE

PBO

i PB/MWCNT-ZnONP/GCE

HRh
T e

HRP/MWCNT-ZnONP/GCE

Sekil 3.2. Modifiye elektrotlarin hazirlanma basamaklar

3.6. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Bilesimi Optimizasyonu

Elektrot ~ modifikasyonunda  kullanilan  bilesenlerin ~ optimum  miktarlarini
belirleyebilmek igin her bir bilesenin miktarlari belirli araliklarda degistirilerek Boliim 3.5°de
anlatildig1 gibi bir seri elektrot hazirlandi. Bu calismada bir bilesenin miktar1 degistirilirken
modifikasyonda kullanilan diger tiim bilesenlerin miktarlar sabit tutuldu ve tek seferde tek
degisken yoOntemi ile optimizasyon gerceklestirildi. Bu sekilde hazirlanan modifiye
elektrotlarin H,O, duyarhiliklar1 belirlendi ve bu duyarlilik degerlerinden yararlanilarak

optimum madde miktarlari belirlendi.

3.6.1. MWCNT miktar1

Optimum MWCNT miktarin1 belirlemek amaci ile MWCNT-ZnONP-jelatin ¢ozeltisi
icindeki ZnONP miktar: sabit tutulurken MWCNT miktar1 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg mL™ olacak
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sekilde degistirildi ve dort tane farkli PB/MWCNT-ZnONP/GCE hazirlandi. Bu elektrotlarin
H,0, duyarliligi kronoamperometrik yontem ile belirlendi ve en yiikksek duyarliligin

gozlendigi MWCNT miktar1 optimum olarak secildi.

3.6.2. ZNONP miktar

ZnONP miktarin1 optimize etmek amaci ile MWCNT miktart belirlenen optimum
degerde sabit tutularak MWCNT-ZnONP-jelatin ¢ozeltisi i¢indeki ZNONP miktar1 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5 ve 3,0 mg mL™ olacak sekilde degistirildi ve alti tane farkli PB/MWCNT-
ZnONP/GCE hazirlandi. Bu elektrotlarin H,O, duyarliligi kronoamperometrik yontem ile
belirlendi ve en yiiksek duyarliligin gézlendigi ZNONP miktari optimum olarak se¢ildi.

3.6.3. PB miktar

Elektrot yiizeyindeki PB miktarini optimize etmek amaci ile MWCNT ve ZnONP
miktarlar1 belirlenen optimum degerde sabit tutuldu ve PB miktar1 5,0, 10,0, 15,0 ve 20,0 mg
mL? olacak sekilde degistirilerek dort farkli PB/MWCNT-ZnONP/GCE hazirlandi. Bu
elektrotlardan en yiiksek HyO, duyarliliginin gézlendigi Prusya mavisi miktar1 optimum

olarak belirlendi.

3.6.4. HRP miktanr

HRP/MWCNT-ZnONP/GCE yiizeyine immobilize edilen HRP miktar1 12,6; 18,9;
25,3; 31,6 ve 37,9 U olacak sekilde degistirilerek Boliim 3.5.1°de anlatildigi sekilde enzim
elektrotlar hazirlandi. Hazirlanan her bir elektrodun -0,10 V’da H,0, duyarlilig1 belirlendi ve

en yiiksek duyarliligin gézlendigi HRP miktari optimumum enzim miktar1 olarak belirlendi.

3.6.5. IL miktanr

PB/MWCNT-ZnONP/GCE bilesimindeki IL miktarin1 optimize etmek amaciyla
Bolim 3.5.2’de anlatildigi gibi hazirlanan IL/PB/MWCNT-ZNnONP/GCE bilesimindeki
%5,0’lik IL ¢ozeltisi miktar1 3,0 uL, 5,0 uL, 10,0 uL olacak sekilde degistirilerek ii¢ farkli
IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE hazirlandi. Bu elektrotlardan en yiiksek H,O;, duyarliliginin
elde edildigi IL hacmi optimum olarak belirlendi.
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3.7. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Morfolojisinin Belirlenmesi

Elektrot modifikasyonunda kullanilan her bir bilesenin yiizey morfolojisini nasil
etkiledigi taramali elektron mikroskobu (SEM) teknigi kullanilarak incelendi. Goriintiilerin

elde edilmesinde Evo serisi Carl Zeiss marka elektron mikroskobu kullanildi.

3.8. Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Davramslarinin Incelenmesi

Bolim 3.5°de anlatildigi gibi hazirlanan modifiye elektrotlarin elektrokimyasal

davraniglarinin belirlenmesi ¢alismalar1 asagida anlatildigi bigimde yapildi.

3.8.1. Doniisiimlii voltametri

Her bir elektrodun doniisiimlii voltamogramlar: 0,10 KCI iceren 5,0 mM Fe(CN)g>™*

redoks probunda 100 mVs™ tarama hizinda kaydedildi ve elde edilen voltamogramlar grafige
gecirilerek  alde edilen akimlardan yararlanilarak modifikasyon malzemelerinin

elektrokimyasal davranis lizerine etkisi incelendi.
3.9. Calisma Kosullarimin Optimizasyonu

3.9.1. Calisma potansiyeli

En uygun ¢alisma potansiyelinin belirlenmesi i¢in, PB/MWCNT-ZnONP/GCE 10 mL
pH’s1 6,5 olan 0,05 M fosfat tamponunda dengeye getirildikten sonra ¢ozeltiye stok H,O,
cozeltisinden belli miktarlarda ilave yapilarak modifiye elektrotlarin H,O, duyarliligit CA
yontemle (-0,10) — (+0,10) V araliginda degisen ¢esitli potansiyellerde belirlendi ve en

yiiksek duyarliligin gozlendigi potansiyel optimum ¢alisma potansiyeli olarak se¢ildi.

3.9.2. Tampon pH’s1

HRP/MWCNT-ZnONP/GCE cevabina tampon pH’sinin etkisini belirlemek amaciyla
0,05 M fosfat tamponunun pH’s1 5,0-9,0 araliginda 0,5 pH birimi degistirilerek bir seri fosfat
tamponu hazirlandi. Modifiye elektrotun farkli pH’larda H,O; cevabi belirlenerek en yiiksek
duyarliligin gézlendigi pH optimum olarak se¢ildi.
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3.10. Performans Faktorlerinin Belirlenmesi

3.10.1. Dogrusal calisma arahgi ve duyarhhk

Bolim 3.5’de anlatildigi gibi optimum bilesimde hazirlanan modifiye elektrotlarin
dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi amaciyla, elektrokimyasal hiicreye 10 mL pH’s1 6,5
olan 0,05 M fosfat tamponu ilave edildi. Elektrotlarin belirli potansiyelde bekletilerek kararlt
hale gelmesi saglandi ve denge akimi kaydedildi. Cozeltiye stok H,O, ¢ozeltisinden belli
miktarlarda ilave yapilarak kronoamperometrik akim-zaman (i-t) grafikleri ¢izildi. Her bir
ilaveden sonra elde edilen akimdan denge akiminin ¢ikarilmasi ile hesaplanan akim farklar
H,O, derisimine karsi grafige gegirildi. Cizilen kalibrasyon egrilerinden dogrusal
kisimlarindan modifiye elektrotlarin dogrusal ¢alisma araligi ve egiminden de elektrotlarin

duyarliklar1 belirlendi.

3.10.2. Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin sinir1

Gozlenebilme smirin1 (LOD) ve alt tayin sinirim1 (LOQ) belirlemek i¢in, optimum
calisma sartlarinda, dogrusal ¢alisma araliginin en alt noktasindaki H,O; derisiminin akim
cevabi on kez olguliip 6lglim sonuglarinin standart sapmasi (S) hesaplandi. Elektrot ile elde
edilen kalibrasyon egrisinin egimi (m) (elektrot duyarligi) ve bu standart sapma yardimiyla

LOD=3s/m ve LOQ=10s/m esitlikleri ile gézlenebilme ve alt tayin sinir1 hesaplandi.

3.10.3. Cevap siiresi

Hazirlanan modifiye elektrotlarin cevap siiresi, kronoamperometrik yontemle elde
edilen i-t grafikleri yardimiyla belirlendi. Bu amagla elektrot i¢in kararli hal akimi elde
edildikten sonra elektrokimyasal hiicreye H,0, ilave edildi ve akim cevabinin tekrar kararli
hale gelmesi i¢in gegen siire kaydedildi. Bu siirenin %95°i hesaplandi ve cevap siiresi olarak

belirlendi.

3.10.4. Tekrar iiretilebilirlik ve Tekrar kullanilabilirlik

Bolim 3.5’de anlatildigi  gibi  hazirlanan  modifiye elektrotlarin  tekrar
tiretilebilirliklerini belirlemek amaciyla, ayn1 sekilde 3 tane farkli elektrot hazirlandi ve her bir
elektrot ile optimum calisma kosullari kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturuldu ve bu
elektrotlarm HyO, duyarliliklar belirlendi. Cizilen kalibrasyon egrilerinin egimlerinin bagil

standart sapmalarindan yararlanilarak modifiye elektrotlarin tekrar tiretilebilirlikleri incelendi.
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Hazirlanan tek bir elektrot ile ¢cok sayida analiz yapilabilmesi enzim elektrotlar i¢in
onemli bir parametredir. Bu amagla bolim 3.5’de anlatildigi gibi hazirlanan modifiye
elektrotlarla optimum c¢alisma kosullarinda aymi elektrot kullanilarak aynmi giin i¢inde yirmi
kez art arda sabit derisimde H,O, eklenerek analiz yapildi. Eklenen H,O, derisimine ayni
elektrotun her bir dlglimdeki akim cevaplar1 kullanilarak bagil standart sapma hesplandi ve

modifiye elektrotlarin tekrar kullanilabilirlikleri incelendi.

3.10.5. Uzun donem kararhhgi

Bolim 3.5°de anlatildigr gibi hazirlanan modifiye elektrotlarin uzun dénem
kararliligini belirlemek icin, ayni tip elektrotlarin H,O,’e cevabi, sabit H,O; derisiminde farkl
giinlerde ol¢iilerek elde edilen akim farklar1 kaydedildi. Birinci giin okunan akim farki degeri
100 kabul edilerek Ol¢lim siiresince modifiye elektrotlarin duyarligindaki % degisimler ve
uzun donem kararliliklar1 belirlendi. Elektrotlar her 6l¢iim sonrasinda 0,05 M pH 6,5 fosfat

tamponuyla yikandi ve dlgiimler arasinda buzdolabinda +4 °C’ta saklandi.

3.10.6. Girisim ¢alismasi

Belirlenen optimum c¢alisma sartlarinda, elektrotlar tampon ¢6zelti i¢inde kararli hal
akimina ulastiktan sonra ¢6zeltiye dnce H,O; ilave edilip akim cevabi kaydedildi. Daha sonra
¢ozeltiye art arda elektrot cevabi {izerinde girisim etkisi olabilecegi diistiniilen askorbik asit,
glukoz, iirik asit, ire, glutamik asit, okzalik asit ve sodyum kloriir ¢ézeltilerinden uygun
miktarlarda ilave edilerek cevap akimlar1 kaydedildi. Elektrodun H,0O,’e verdigi cevapta bir
degisim olup olmadig1r gérmek amaciyla en son olarak ¢ozeltiye baslangictaki H,O, miktart
kadar H,O, eklendi. Cizilen i-t grafiklerinden yararlanilarak her bir tiiriin akim cevabina

katkis1 hesaplandi.

3.10.7 Gerg¢ek numune calismasi

Modifiye elektrotlarin gercek numunelerde uygulanabilirli§ini gostermek ig¢in
eczaneden temin edilen oksijenli su numunesinden belli bir kisim alinarak pH’s1 6,5 olan 0,05
M 10 mL fosfat tamponuna eklendi ve akim degeri 6l¢iildii. Elektrokimyasal hiicreye art arda
stok H,0, ¢ozeltilerinden eklemeler yapilarak standart katma egrileri ¢izildi. Elde edilen bu
egrilerden oksijenli su numunesindeki H,O, miktar1 hesaplandi. Oksijenli su numunesinde
beyan edilen H,0, derisimi ile modifiye elektrot ile elde edilen deger karsilastirilarak yiizde

geri kazanim hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda, H,O, tayini igin MWCNT, ZnONP ve PB veya HRP enzimi ile
modifiye edilmis GCE’lere dayanan enzimli (HRP/MWCNT-ZnONP/GCE) ve enzimsiz
(PB/MWCNT-ZnONP/GCE) elektrotlarin  hazirlanmasi amaglandi. Calismada ayrica,
hazirlanan enzimli ve enzimsiz elektrotlarin bilesimine IL olarak kullanilan 1-biitil-3-
metilimidazoltetrafloroborat katilarak bu maddenin elektrot performansi iizerine etkileri
calisildi. Elektrotlarin hazirlanmasi asamasinda modifikasyonda kullanilan maddelerin miktari
optimize edilerek bu elektrotlarin optimum ¢alisma pH’s1 ve ¢alisma potansiyeli belirlendi.
Optimum bilesimde hazirlanan tiim elektrotlarin optimum ¢alisma kosullar1 altinda analitik
performanst belirlendi. Son olarak, modifiye elektrotlarin cevabina gercek numunelerde
yaygin bulunan tiirlerin etkisi incelendi ve elektrotlarin gergek numunelerde H,O, tayininde
kullanilabilirligi gosterildi. Tiim bu ¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilerek

asagida ayritili bir sekilde verildi.

4.1. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Bilesimi Optimizasyonu

Modifikasyonda kullanilan maddelerin miktarinin modifiye elektrotlarin cevabina
etkisi bilyiiktiir. Bu nedenle modifiye elektrotlar hazirlanirken bu maddelerin miktarlarinin
optimize edilmesi gerekir. Bu ¢alismada, (i) HRP/MWCNT-ZnONP/GCE (ii) PB/MWCNT-
ZnONP/GCE, (iii) HRP/IL/IMWCNT-ZnONP/GCE ve (iv) IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE
elektrotlart hazirlandigindan, bu elektrot yiizeylerini modifiye etmek i¢in kullanilan MWCNT,
ZnONP, PB, HRP ve IL miktarlar1 optimize edildi. Optimizasyon ¢alismasinda bir bilesenin
miktar1 degistirilirken diger bilesenlerin miktari sabit tutuldu. Elektrot bilesimindeki her bir
maddenin optimizasyon ¢alismalari, elde edilen bulgular ve yapilan irdelemeler asagida

ayrmtili bir sekilde verildi.

4.1.1. MWCNT miktar

Boliim 3.5.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan PB/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotlarda
PB miktar1 10,0 mg mL™ ve ZnONP miktar1 1,0 mg mL™ olacak sekilde sabit tutularak ve
MWCNT 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg mL*? seklinde degistirilerek dort farkli modifiye enzimsiz
elektrot hazirlandi. Bu elektrotlarin 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponunda ve -0,10 V’da H,0,
ilavelerine karsi cevaplar1 belirlendi. MWCNT miktarinin sensor cevabi iizerine etkisi Sekil

4.1°de gosterildi. Calismada en yiiksek duyarlilik 2,0 mg mL™ MWCNT kullamilarak elde
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edilmesine ragmen bu elektrotlardan aliman cevaplarin kararsiz olmasindan ve en kararli
cevaplarm 1,0 mg mL™ MWCNT miktari kullamldiginda elde edilmesinden dolay1 optimum

deger 1,0 mg mL™ olarak belirlendi.
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Sekil 4.1. PB/IMWCNT-ZnONP/GCE cevabi iizerine MWCNT miktarinin etkisi (0,05 M, pH
6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda sicakligr)

4.1.2. ZnONP miktar

Boliim 3.5.2°de agiklandigi gibi hazirlanan PB/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotlarda
optimum ZnONP miktarin1 belirlemek amaciyla Bolim 3.6.2°de belirtildigi sekilde diger
bilesenlerin miktarlar1 sabit tutularak ve ZnONP miktar1 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mg mL?
olacak sekilde degistirilerek alt1 farkli modifiye enzimsiz elektrot hazirlandi. Hazirlanan bu
elektrotlarin, 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponunda ve -0,10 V potansiyel degerinde H,O,
ilavelerine kars1 cevaplar1 belirlendi. ZnONP miktarinin sensoér cevabi lizerine etkisi Sekil
4.2°de gosterildi. Sekilden de goriildiigii gibi en yiiksek duyarlibigin gozlendigi 2 mg mL™
optimum ZnONP miktar1 olarak belirlendi. (Sekil 4.2.). 2 mg mL ™" den daha yiiksek ZnONP
miktarlarinda duyarlilikta gozlenen diigiis artan nanopartikiil miktari ile kalinlasan elektrot

yiizeyinden substratin difiizlenmesinin zorlasmasindan kaynaklanabilir [34].
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Sekil 4.2. PB/IMWCNT-ZnONP/GCE cevabi iizerine ZnONP miktarinin etkisi (0,05 M, pH
6,5 fosfat taponu, -0,10 V, oda sicakligr)

4.1.3. PB miktarn

PB miktarmin enzimsiz elektrodun duyarliligina etkisini incelemek i¢in boliim 3.6.3
de belirtildigi gibi elektrot ylizeyinde bulunan diger bilesenlerin miktar1 optimum degerlerde
sabit tutulurken PB miktar1 5; 10; 15; 20 mg mL™? olacak sekilde degistirilerek Boliim
3.5.2°de belirtildigi gibi dort farkli enzimsiz elektrot hazirlandi. 0,05 M pH 6,5 fosfat
tamponunda sabit potansiyelde bekletilen enzimsiz elektrotlar i¢in kararli hal akimi elde
edildikten sonra 0,010 M stok H,0O; ¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicreye uygun hacimlerde
ilaveler yapilarak akim cevaplar olciildii ve kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Elde edilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir elektrot i¢in H,O, duyarliliklari elde edildi ve bu
duyarhiliklar PB miktarina karsi grafige gecirildi. En yiiksek duyarliligin elde edildigi 10 mg
mL™ optimum PB miktar1 olarak belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. PB/IMWCNT-ZnONP/GCE cevabi tizerine PB miktarinin etkisi (0,05 M, pH 6,5
fosfat tamponu, -0,10 V, oda sicakligi)

4.1.4. HRP miktan

Boliim 3.5.1°de belirtildigi gibi hazirlanan enzim elektrot yiizeyine immobilize edilen
enzim miktarinin elektrot duyarliligina etkisini incelemek icin, Boliim 3.6.4’de anlatildig1 gibi
diger bilesenler belirlenen optimum degerlerde sabit tutularak 12,6; 18,9; 25,3; 31,6 ve 37,9 U
HRP igeren enzim elektrotlar hazirland1 ve her bir elektrot 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu
icerisinde -0,10 V potansiyelde kararli hal akimlar1 elde edilene kadar bekletildi. H»O, nin
0,010 M’lik stok c¢ozeltisinden belirli hacimler hiicreye ilave edilerek, elde edilen
amperometrik cevaplar kaydedildi. Derisim degerlerine karsi bulunan akim degerleri grafige
gecirilerek elde edilen kalibrasyon grafiklerinin egimleri karsilagtirildi. HRP miktarinin
biyosensor cevabi {izerine etkisi Sekil 4.4’°de verildi. Sekilden de goriildiigi gibi en yiiksek
duyarlilik 18,9 U HRP immobilize edilen biyosensor ile elde edildi ve bu miktar optimum
enzim miktar1 olarak secildi. Sekil incelendiginde 18,9 U’den fazla enzim miktarlarinda
duyarlilikta 6nemli bir diislis oldugu goriildii; enzimler protein yapili makromolekiiller
oldugundan elektrot yilizeyinde ¢ok fazla miktarda bulunmasi durumunda bariyer etkisi
yaparak H,O;’in elektrot yiizeyine ulasmasini giiglestirecegi i¢in elektrot cevabi ilizerinde
olumsuz etki yapabilecegi ve diisiisiin bundan kaynaklanabilecegi diistiniildii. Literatiir
incelendiginde yiiksek miktarlarda enzim immobilizasyonu sonucu benzer davranisin

gozlendigi caligmalar mevcuttur [34, 71, 72].
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Sekil 4.4. HRP/MWCNT-ZnONP/GCE cevabi tlizerine HRP miktarinin etkisi (0,05 M, pH 6,5
fosfat tamponu, -0,10 V, oda sicakligi)

4.1.5. IL miktan

Bolim 3.5.2°de belirtildigi gibi hazirlanan PB/MWCNT-ZnONP/GCE’un cevabi
tizerine IL miktarinin etkisini belirlemek i¢in Boliim 3.6.5°de belirtildigi gibi IL’in %35,0’lik
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan IL ¢ozeltisinden 3,0 pL, 5,0 uL ve 10 pL elektrot bilesimine
katilarak IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE hazirlandi. 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponunda sabit
potansiyelde bekletilen elektrotlar i¢in kararli hal akimi elde edildikten sonra 0,01 M stok
H,0, c¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicreye uygun hacimlerde ilaveler yapilarak akim
cevaplar 6l¢iildil ve kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinden
her bir elektrot i¢in H,O; duyarliliklar1 belirlendi ve bu duyarliliklar IL miktarina kars grafige
gecirildi. Calismada en yiiksek duyarliligin elde edildigi 3 pL optimum IL hacmi olarak
belirlendi. (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE cevabr iizerine IL miktarinin etkisi (0,05 M, pH 6.5,
-0,10 V, oda sicaklig1)

4.2. Taramah Elektron Mikroskobu Calismasi

Modifikasyonda kullanilan maddelerin yilizey morfolojisini nasil etkiledigini
gostermek amaciyla, (a) MWCNT/GCE, (b) MWCNT-ZnONP/GCE, (¢) HRP/MWCNT-
ZnONP/GCE ve (d) PB/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotlarinin SEM goériintiileri ¢ekildi ve
Sekil 4.6°da verildi. SEM goriintiileri incelendiginde her bir yilizey modifikasyonu sonrasinda

yiizey morfolojisinin degistigi ve Sekil 4.6 goriintii ¢’de elde edilen gozenekli yapinin enzim

immobilizasyonu i¢in son derece uygun bir ortam sagladigi sonucuna varildu.

Sekil 4.6. (a) MWCNT/GCE, (b) MWCNT-ZnONP/GCE, (¢) HRP/MWCNT-ZnONP/GCE
ve (d) PB/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotlarinin SEM goriintiileri
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Sekil 4.6. (devam)

4.3. Modifiye Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

H,0, in amperometrik tayini igin enzimli ve enzimsiz elektrot hazirlanmasinda, GCE
yiizeyinin modifikasyonunda kullanilan MWCNT, ZnONP, PB, HRP ve IL’in ayr1 ayr1 ve bir
arada iken gosterdikleri elektrokimyasal davranislart belirlemek amaciyla, her bir elektrodun
redoks probunda kaydedilen doniisiimlii voltamogramlarindan yararlanildi. Elde edilen

sonuglar ve yorumlar1 asagida verildi.

4.3.1. Doniisiimlii Voltametri Calismalar:

GCE ile optimum MWCNT, ZnONP, PB, HRP ve IL miktarlar1 ile hazirlanmis olan
PB/MWCNT-ZnONP/GCE, IL/PB/IMWCNT-ZnONP/GCE, HRP/MWCNT-ZnONP/GCE ve
HRP/IL/IMWCNT-ZnONP/GCE’lerin déniisiimlii voltamogramlar1 100 mV s™ tarama hizinda
0,10 M KClI iceren 5,0 mM Fe(CN)s>'* redoks probunda kaydedildi ve Sekil 4.7 - 4.8°de
verildi. Sekil 4.7 incelendiginde, MWCNT-ZnONP, PB/MWCNT-ZnONP ve IL/PB/
MWCNT-ZnONP ile modifiye edilmis GCE’lerin pik akimlari modifiye edilmemis GCE’nin
pik akimindan oldukga biiyiik oldugu goriildii. Pik akimimin bu sekilde arttirmasi, elektrodun
yizey alaninin ve iletkenliginin dolayisiyla elektron aktarim hizinin arttirmasindan
kaynaklandigim1  diisiindiirdii. Ayrica, IL/PB/MWCNT-ZNnONP/GCE ile elde edilen
voltamogramdaki pik akimmin sade GCE’nin voltamogrami ile elde edilen akimi ile
karsilastirildiginda goriilen belirgin artis s6z konusu malzemeler bir arada oldugunda ortaya
cikan sinerjik etkiden kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir. Bu sonuglara gore MWCNT-
ZnONP, PB ve IL’nin enzimli ve enzimsiz elektrotlarin hazirlanmasinda ayri ayri iyi birer

modifikasyon malzemesi oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 4.8 incelendiginde MWCNT-ZnO/GCE’nin iizerine boliim 3.5.1°de belirtildigi sekilde
enzim immobilize edildigi zaman elde edilen voltamogramlarda akimin olduk¢a diistiigi
gorildii. Bu durumun enzimin elektrot yiizeyini bariyer gorevi gorerek kapatmasindan ve
elektron aktarimini yavaglatmasindan kaynaklandig: diisiiniildii. Enzimin {izerine IL ilavesi ile
pik akiminin fark edilir sekilde arttig1 gortildi. Bu da IL’nin elektrot yiizeyinde iletkenligi
arttirarak elektron transferini hizlandirdiginin bir gostergesidir. Bu sonug, IL’nin enzimli

elektrotlar i¢in de uygun bir modifikasyon malzemesi oldugunu diistindiirdii.
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Sekil 4.7. Dontisimlii  voltamogramlar: (a) GCE, (b) MWCNT-ZnONP/GCE (c)
PB/MWCNT-ZnONP/GCE ve (d) IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE (0,10 M KCl igeren 5,0 mM
Fe(CN)>"™ redoks probunda, 100 mV s?)
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Sekil 4.8, Doniisimlii  voltamogramlar: (@) HRP/MWCNT-ZnONP/GCE, (b)
HRP/IL/IMWCNT-ZnONP/GCE (c) GCE ve (d) MWCNT-ZnONP/GCE (0,10 M KCl igeren
5,0 mM Fe(CN)s>"* redoks probunda, 100 mV s™)

4.4. Modifiye Elektrotlarin Optimum Calhisma Kosullar:

Tampon pH’st ve c¢alisma potansiyeli elektrokimyasal elektrotlarin analitik
performanslarina etki eden en Onemli faktorlerdendir. Calismada bu iki faktoriin

optimizasyonu asagida anlatildig gibi gerceklestirildi.

4.4.1. Calisma potansiyeli

Bolim 3.5.2°de belirtildigi gibi hazirlanan PB/MWCNT-ZnONP/GCE elektrodun
optimum galisma potansiyelinin belirlenmesi i¢in Bolim 3.9.1°de anlatildig1 gibi elektrodun
0,05 M pH 6,5 fosfat tampon ¢ozeltisinde -0,10 V; -0,05 V; 0,0 V; 0,05 V ve 0,10 V
potansiyel degerlerinde 9,9x10°-1,0x10° M derisim araliginda alt1 farkli derisimde H,0;
ilavesi yapilarak kalibrasyon egrileri ¢izildi. Bu kalibrasyon egrilerinden elde edilen
duyarliliklar potansiyel degerlerine karsit grafige gecirildi ve Sekil 4.9’de verildi. Sekil
incelendiginde en yiiksek duyarliligin -0,05 V potansiyel degerinde elde edildigi goriildii.
Ancak, bu potansiyel degerinde yapilan c¢alismalarda elde edilen sonuglarin kararl
olmamasindan dolay1 kararli sonuglarin ve yiiksek bir duyarliligin elde edildigi -0,10 V degeri

calisma potansiyel olarak secildi.
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Sekil 4.9. PB/IMWCNT-ZnONP/GCE’un cevabi iizerine galisma potansiyelinin etkisi (0,05
M, pH 6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda sicaklig1)

4.4.2. pH

Tampon pH’sinin  HRP/MWCNT-ZnONP/GCE’nin amperometrik cevap {izerine
etkisini incelemek amaciyla Bolim 3.5.1°de belirtildigi gibi hazirlanan elektrot Boliim
3.9.2°de belirtildigi gibi farkli pH degerlerinde hazirlanan 0,05 M fosfat tamponlar1 i¢inde
Ag/AgCl’e kars1 -0,10 V potansiyelde kararli hal akimi elde edilene kadar bekletildi.
Elektrokimyasal hiicreye 0,01 M stok H;O, c¢ozeltisinden belirli hacimlerde eklemeler
yapilarak, amperometrik cevaplar kaydedildi. Elde edilen akim cevaplari derisime karsi
grafige gecirilerek cizilen kalibrasyon grafiklerinin duyarliliklart pH degerlerine kars1 grafige
gecirilerek Sekil 4.10°da verildi. Sekilde de goriildiigi gibi en yiiksek duyarliligin elde
edildigi pH 6,5 degeri optimum pH degeri olarak belirlendi. Literatiirde HRP temelli H,O,
biyosensorleri i¢in yapilan bazi ¢alismalarda optimum bulunan pH degerleri ¢alismamizda
elde edilen deger ile uyum icindedir [73-76]. Ayrica, serbest HRP’nin optimum pH degeri
olarak rapor edilmis olan pH 7,0 degeri ile karsilastirildiginda yapilan modifikasyonun

enzimin optimum pH degeri lizerinde ¢ok biiyiik bir etkisi olmadigi goriilmistiir [34].
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Sekil 4.10. HRP/MWCNT-ZnONP/GCE cevabi iizerine pH’nin etkisi (0,05 M, pH 6,5 fosfat
tamponu, -0,10 V, oda sicakligi)

4.5, Elektrotlarin Performans Faktérleri

Optimum bilesimi ve c¢alisma kosullart belirlenen PB/MWCNT-ZnONP/GCE ve
HRP/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotlarin analitik performans faktorleri incelendi ve
sonuglart ile ilgili yorumlar: asagida verildi. Calismada ayrica, iyonik sivinin elektrot
performansina etkisi incelemek amact ile Boliim 3.5.3 ve bolim 3.5.4°de belirtildigi gibi
hazirlanan IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE ve IL/HRP/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotlarin
performans faktorleri de iyonik sivi icermeyen enzimli ve enzimsiz elektrotlar i¢in belirlenen

optimum kosullarda arastirildi ve bulunan sonuglar asagida verildi.

4.5.1. Dogrusal cahisma arahgi ve duyarhhk

Calismada hazirlanan dort farkli modifiye elektrodun (PB/MWCNT-ZnONP/GCE,
HRP/MWCNT-ZnONP/GCE,  IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE  ve  IL/HRP/MWCNT-
ZnONP/GCE) H,0, cevabi, Bolim 3.10°da acgiklandigi gibi belirlendi. Bu amagla,
kronoamperometrik yontem ile art arda yapilan H,O, eklemelerinden sonra akim cevaplari
olgiildii ve i-t grafikleri elde edildi. Her bir ilaveden sonra elde edilen akim farklar1 derisime
kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.11-Sekil 4.14). Akim farki derisim grafiklerinden
yararlanilarak her bir modifiye elektrota ait dogrusal calisma araligi ve duyarlik degerleri
belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonrasinda PB/MWCNT-ZnONP/GCE igin dogrusal ¢alisma
araligi 4,84x10°-7,55x10* M; IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE icin 1,88x10°-2,46x10 M:;
HRP/MWCNT-ZnONP/GCE i¢in 9,99x10%-1,29x10* M; HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE
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icin 9,99x10°-7,55x10* M olarak belirlendi. Elde edilen dogrusal calisma araliklari
incelendiginde, IL’nin PB veya HRP ile modifiye edilmis elektrotlarin ¢aligma araligini
genislettigi gézlendi. Ayrica, HRP temelli biyosensoriin ¢alisma araliginin PB temelli sensor
ile kiyaslandiginda daha genis oldugu da bulundu. PB/MWCNT-ZnONP/GCE,
IL/PB/IMWCNT-ZnONP/GCE, @ HRP/MWCNT-ZnONP/GCE  ve  HRP/IL/MWCNT-
ZnONP/GCE i¢in duyarliliklar sirasiyla 2,92; 8,31; 13,93 ve 17,15 pA mM ™ olarak belirlendi.
Bu duyarlilik degerleri incelendiginde hem enzimli hem de enzimsiz -elektrotlarin
duyarhiliklarinin iyonik sivi varhi@inda arttigni gozlendi. Bu durumun IL’nin yiiksek

iletkenliginden kaynaklandig1 diigiiniildii.

Calismada hazirlanan enzim elektrodun cevap mekanizmasi Esitlik 4.1 ve 4.2°de
verildi. Bu esitliklere gore HRP enzimi H,0,’in indirgenmesini katalizlemekte ve elektrot
yiizeyinde tekrar indirgenmektedir. PB ile modifiye edilmis elektrodun cevap mekanizmasi
ise Esitlik 4.3 ve 4.4°de verildi. Bu durumda PB’nin H;O;’in indirgenmesi igin yapay bir

peroksidaz olarak gorev yaptigi diisiiniildii.

H,0;, + 2H+ HRPjpg— 2H,0 + HRPyy (4.1)
HRP, — HRPjng (4.2)
H,0, + PBjng — 20H™ +PByﬁk (43)
1/2PBy;ik +2€ — 1/2PBing (4.4)
0 25
1t y =2,9209x + 0,0447 (b)
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Sekil 4.11. PBIMWCNT-ZnONP/GCE’nin H,0, derisimine cevabi (a) Akim—zaman grafigi,
(b) Akim farki—derisim grafigi (N=3) ve (0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda
sicakligy)
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Sekil 4.12. IL/PB/IMWCNT-ZnONP/GCE’nin H,0, derisimine cevabi (a) Akim-zaman
grafigi, (b) Akim farki—derisim grafigi (N=3) ve (0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda

sicakligr)
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Sekil 4.13. HRP/MWCNT-ZnONP/GCE’nin H,0;, derisimine cevabi (a) Akim—zaman
grafigi, (b) Akim farki—derisim grafigi (N=3) ve (0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda
sicakligy)
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Sekil 4.14. HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE’nin H,0, derisimine cevabi (a) Akim-zaman
grafigi, (b) Akim farki—derisim grafigi (N=3) ve (0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda
sicakligt

4.5.2. Gozlenebilme ve alt tayin sinir1

Calismada hazirlanan dort farkli modifiye elektrodun gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt
tayin siir1 (LOQ) degerleri optimum ¢alisma kosullarinda, Boliim 3.10.2°de anlatildigi gibi,
belirlendi. Bu amagcla, her bir elektrot ile elde edilen kalibrasyon grafiklerinin en alt
noktasindaki  H;O, derisiminde (PB/MWCNT-ZnONP/GCE igin 4,86><10‘6 M;
IL/PB/IMWCNT-ZNnONP/GCE  i¢in  1,88x10° M; HRP/MWCNT-ZnONP/GCE ve
HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE icin 9,99x10® M) 10 kez art arda 6l¢iim yapilmasi sonucu
elde edilen akim fark: degerlerinin standart sapmasi (S) hesapland: ve kalibrasyon grafiginden
bulunan egimden (m) yararlanilarak 3s/m kriterinden de LOD; 10s/m kriterinden LOQ
hesaplandi [77-78]. Yapilan c¢aligmalar sonrasinda LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
PB/MWCNT-ZnONP/GCE igin 2,02 x 107 M, 6,74 x 107 M IL/IPB/MWCNT-ZnONP/GCE
icin 1,50 x 107 M, 5,01 x 107 M, HRP/MWCNT-ZnONP/GCE i¢in 2,72 x 10® M; 9,08 x 10°
® M ve HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE igin 1,37 x 10® M; 4,60 x 10® M olarak belirlendi.
Elde edilen go6zlenebilme sinirlar1 karsilastirildiginda en diisiik gozlenebilme sinirinin
HRP/IL/IMWCNT-ZnONP/GCE ile elde edildigi ve iyonik sivi varliginin modifiye elektrodun

gbzlenebilme smirinin diisiiriilmesine olumlu etki yaptig1 gozlendi.

4.5.3. Cevap siiresi

Amperometrik caligmalarda, modifiye elektrotlar i¢in cevap siiresi olduk¢a 6nemlidir

ve ideal bir elektrodun kisa siirede analizi yapilacak maddeye cevap vermesi istenir. Cevap
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stiresinin  belirlenmesi i¢in, Bolim 3.10.3’te anlatildigi gibi, c¢aligmada kullanilan
PB/MWCNT-ZnONP/GCE; IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE, HRP/MWCNT-ZnONP/GCE ve
HRP/IL/IMWCNT-ZNONP/GCE elektrotlara ait kalibrasyon egrilerinin olusturulmasinda
kullanilan it grafiklerinden yararlanildi. Cozeltiye yapilan her H,O, ilavesinden sonra her bir
elektrodun kararli hal akimina ulasilmasi igin gerekli siire 6l¢iildii ve bu siirenin %95’ine

ulagildigindaki degerden cevap siiresinin ortalama olarak 30 s’den kiigiik oldugu bulundu.

Literatiirde H,O, nin amperometrik tayini i¢in gelistirilen elektrotlar i¢in 30 saniyeden
az olmak tizere farkli cevap siireleri rapor edilen ¢alismalar [79-82] vardir. Bu degerler ile
karsilagtirildiginda, ¢alismamizda elde edilen cevap siiresinin pek ¢ok ¢alismada belirtilen

cevap siireleri ile kiyaslanabilir oldugu goriildii.

45.4, Tekrar uretilebilirlik ve Tekrar kullanilabilirlik

Boliim 3.5°de anlatildigi gibi hazirlanan elektrotlarin rutin analizlerde kullanilabilme
durumu diistintilerek PB/MWCNT-ZnONP/GCE; IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE,
HRP/MWCNT-ZnONP/GCE ve HRP/IL/IMWCNT-ZnONP/GCE’lerin her birinden optimum
bilesimde {iiger elektrot ayni yolla hazirlandi ve Bolim 3.10.5’da anlatildigi gibi, her bir
elektrotun H,0O, cevabi 6l¢iildii. Elde edilen akim farklari kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
egrilerinin duyarliklarindan hesaplanan yiizde bagil standart sapma (%BSS) degerleri sirasiyla
%5,77; %b5,68; %6,42 ve %8,50 olarak bulundu. Bu sonuglar calismada hazirlanan

elektrotlarin tekrar tiretilebilirliginin kabul edilebilir seviyede oldugunu gosterdi.

Bolim 3.5’de anlatildign gibi optimum sartlarda PB/MWCNT-ZnONP/GCE;
IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE, @ HRP/MWCNT-ZnONP/GCE ve  HRP/IL/IMWCNT-
ZnONP/GCE hazirlandi1 ve B6liim 3.10.5’da anlatildig1 gibi ayn1 giin igerisinde ayni elektrot
kullanilarak yirmi 6l¢iim alindi ve bu odlglimlerin yiizde bagil standart sapmasi (%BSS)
strastyla %6,80; %3,63; %5,85 ve %5,05 olarak bulundu. Sonuglar ayn1 elektrot kullanilarak
kullanilarak elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugunu ve elektrotlarin

tekrarlanabilirliginin 1yi oldugunu gosterdi.

Tekrar iiretilebilirlik ve tekrar kullanilabilirlik i¢in elde edilen bagil standart sapma
degerleri, bu ¢alismada hazirlanan elektrotlarda kullanilan PB, IL, MWCNT ve ZnONP’nin
elektrotlarin tekrarlanabilir sonuglar elde edilecek sekilde iiretilebilmesinde uygun

malzemeler oldugu seklinde degerlendirildi.
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4.5.5. Omiir

Enzimli ve enzimsiz elektrotlarin duyarliklarini kullanim siklig1 ile nasil degistigini
belirlemek icin, Bolim 3.15.7°de anlatildigr gibi, optimum c¢alisma kosullarinda farkli
giinlerde ayn1 IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE ve IL/HRP/MWCNT-ZnONP/GCE’lerin sabit
H20, derisiminde akim cevabi 6l¢iildii ve zamana karsi akim cevabi grafige gegirildi (Sekil
4.15). Sekil 4.15 incelendiginde, IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotun onsekiz giin
sonunda aktivite kayb1 olmadigi, HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE elektrotta aktivite kaybinin
bir ay sonunda %23 oldugu goriildi. Bu siire sonunda enzim elektrodun baslangig
aktivitesinin %77 korumasinin enzimli elektrot i¢in kullanilan modifikasyon malzemelerinin
enzim immobilizasyonu i¢in uygun bir mikrogevre yaratmasindan kaynaklandigi
diistiniilebilir. HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE aktivitesindeki 23’liik kayip ise HRP
enziminin zamanla aktivitesinin bir kismini yitirmesi ile aciklanabilir. Literatiirde H,0;
tayininde kullanilan enzimli ve enzimsiz elektrotlar i¢in baslangi¢ aktivitesinde; 35 giin
sonunda %5 kayip [80], 5 giin sonunda 6nemli dlgiide kayip [81], 7 giin sonunda %4 kayip
[82], 3 hafta sonunda %16 kayip [83], 1 hafta sonunda %1,1 kayip [84], 1 ay sonunda %6
kayip [85] ve 25 giin sonunda %30 kayip [86] olan gesitli galismalar bulunmaktadir.

1,6
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Sekil 4.15. a:lL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE b:IL/HRP/MWCNT-ZnONP/GCE’nin 6mrii
(H202: 91 uM; 0,05 M pH 6,5 fosfat tamponu, -0,10 V, oda sicakligr)

Calismada hazirlanan tiim elektrotlarin analitik performans faktorleri Cizelge 4.1.de

verildi.
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Cizelge 4.1. Modifiye elektrotlarin performans faktorleri

Performans Faktorii PB/MWCNT- IL/PB/IMWCNT- | HRP/MWCNT- | HRP/IL/IMWCNT-
ZnONP/GCE ZnONP/GCE ZnONP/GCE ZnONP/GCE

Dogrusal aralik (M) 4,84x10°— 1,88%10°-2,46x 9,99x10°- 9,99x10°-7,55x10™

7,55%10™ 103 1,29x10™

LOD (M) 2,02x107 1,50%107 2,72x10% M 1,37x10®

LOQ (M) 6,74x107 5,01x107 9,08x10° M 4,60x10®

Duyarlilik pA mM™ 2,92 8,31 13,93 17,15

Tekrar iiretilebilirlik % 5,77 5,68 6,42 8,50

Tekrar kullamilabilirlik % 6,80 3,63 5,85 5,05

Omiir 18 giin sonunda 30 giin sonunda %23

kayip yok kayip

4.5.6. Girisim etkKisi

Ger¢ek numunelerde bulunan ve tayin edilmek istenen analit ile ayn1 potansiyelde
yiikseltgenerek ya da indirgenerek oOlglim sonuglarina girisim etkisi yapan maddelerin
etkisinin  belirlenmesi calismada hazirlanan PB/MWCNT-
ZnONP/GCE, IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE, HRP/MWCNT-ZnONP/GCE ve
HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE’larin cevabina askorbik asit, glukoz, iirik asit, sodyum

kloriir, iire, oksalik asit, glutamik asitin etkisi Boliim 3.11°de anlatildig: sekilde belirlendi. Bu

onemlidir. Bu nedenle,

amagla, kararl hale gelen elektrotlarin bulundugu elektrokimyasal hiicreye ilk olarak H,O, ve
sonrasinda diger girisimciler her birinin derisimi 9,9%x10° M olacak sekilde ard arda ilave
edildi. Calismada gizilen i-t grafiklerinden yararlanilarak incelenen her bir tiiriin H,O0’in
akim cevabina katkisi hesaplandi ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.2°’de verildi. Cizelge
incelendiginde, askorbik asit, glutamik asit ve iirik asitin PB/MWCNT-ZnONP/GCE cevabina
sirastyla %6,6; %9,2 ve %6,2 girisim etkisi yaptig1 goriildii. Bunun disinda tiim elektrotlarda
incelenen tiirlerin girisim etkisinin %35’in altinda oldugu goriildii. Elektrotlarin yiiksek
secicilige sahip olmasinin c¢alismada kullanilan -0,10 V’luk diisiik potansiyelden ve
elektrotlarin {izerine kaplanan nafyon tabakasimin girisim etkisini azaltic1 etkisinden

kaynaklandig1 diisiiniildii.
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Cizelge 4.2. Modifiye elektrotlarin cevabina girisim yapabilecek tiirlerin etkisi

GIRISIM % GIRISIM
YAPAN TUR
PB/MWCNT- IL/PB/MWCNT- | HRP/MWCNT- HRP/IL/MWCNT-
ZnONP/GCE ZnONP/GCE ZnONP/GCE ZnONP/GCE
Sodyum Kloriir 49 2,1 47 -0,6
Glikoz 2,0 0,1 2,2 -3,1
Ure 04 1,2 1,7 -0,9
Oksalik asit 1,1 0,5 1 -0,3
Askorbik asit -6,6 1,8 0,8 11
Glutamik asit -9,2 3,2 -2,8 -4.4
Urik asit -6,2 0,7 2,4 -2,9

4.6. Gercek numune analizi

Calismada hazirlanan dort farkli tip elektrodun ger¢cek numunelerde H,O, tayininde
kullanilabilirligi arastirildi. Ger¢ek numune olarak eczaneden temin edilen ve igerdigi H,0,
miktar1 belli olan oksijenli su numunesi kullanildi. Bu numunede H,O; tayini, Boliim 3.12°de
anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Bu amagla, optimum bilesimde hazirlanan ve dengeye
getirilen  PB/MWCNT-ZnONP/GCE, IL/PB/IMWCNT-ZnONP/GCE, HRP/MWCNT-
ZnONP/GCE ve HRP/IL/IMWCNT-ZnONP/GCE’larin bulundugu ortama oksjenli su
numunesinden ilave edildi ve -0,10 V’da akim farklar1 6l¢iildii. Elektrokimyasal hiicreye stok
H,0O, ¢ozeltsinden ilaveler yapilarak akim farklari kaydedildi ve standart katma grafikleri
olusturuldu. Bu yontem ile her bir elektrot ile oksijenli su 6rnegindeki H,O, li¢ defa tayin
edildi ve bu 6lgmiin standart sapma degerleri hesaplandi. Modifiye elektrotlar kullanilarak
elde edilen sonuglar ve hesaplanan %geri kazanim (%GK) degerleri, Cizelge 4.3 ve Cizelge
4.4’te verildi. Cizelgeler incelendiginde, ¢alismada hazirlana tiim elektrotlar ile oksijenli su
numunesinde H,O, tayini i¢in %100’e yakin sonuglar elde edildigi goriildii. Bu sonuglar
calismada hazirlanan sensér ve biyosensorlerin ger¢ek numunlerde H,O; tayini ig¢in

literatiirdeki diger yontemlere alternatif olarak kullanilabilecegini gosterdi.
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Cizelge 4.3. Hidrojen peroksit tayini i¢in PB modifiye elektrotlar ile oksijenli su numunesinde
standart katma yontemi kullanilarak elde edilen geri kazanim sonuglari

PB/MWCNT-ZnONP/GCE IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE
Oksijenli su Bulunan H,0, % GK Bulunan H,0, mg/L % GK
H,0,, mg/L mg/L
30,77 102,6 31,2 104
30 30,68 102,3 31,8 106
30,64 102,1 29 96,7
Ortalama % 30,69+0,07 102,3+0,25 30,67+1,47 102,2+4,89
GK

Cizelge 4.4. H,0, tayini i¢in HRP modifiye elektrotlar ile oksijenli su numunesinde standart
katma yontemi kullanilarak elde edilen geri kazanim sonuglari

HRP/MWCNT-ZnONP/GCE HRP/IL/MWCNT-ZnONP/GCE
Oksijenli su Bulunan H,0,, % GK Bulunan H,0,, mg/L % GK
HZOZ, mg/L mg/L

30,09 100,3 30,3 101

30 29,44 98,1 29,51 98,4
31,29 104,3 29,56 98,5
Ortalama 30,27+0,94 100,9+3,14 29,79+0,44 99,3+1,47
% GK

4.7. Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda HyO;’in amperometrik tayini i¢in, MWCNT, ZnONP ve PB veya
HRP ile modifiye edilmis enzimli ve enzimsiz elektrotlar hazirlandi. Ayrica, bu iki elektrodun
bilesimine iyonik sivi eklenmesi ile iki adet daha enzimli ve enzimsiz elektrot hazirlandi.
Hazirlanan bu dort modifiye elektrot ile H,O; tayini i¢in elde edilen sonuglar asagida kisaca

Ozetlendi.

e PB/MWCNT-ZNONP/GCE: Genis bir derisim araliginda (4,84x10°-7,55x10 M),
diisiik gozlenebilme smir1 (2,02x107 M) ile ve iyi bir duyarhlikla (2,92 pA mM™)
cevap vermektedir. Elektrot yiliksek bir tekrar iiretilebilirlige (BSS=%35,77) sahiptir.
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e IL/PB/MWCNT-ZnONP/GCE: Genis bir derisim araliginda (1,88x10°- 2,46x 107
M), diisiik gozlenebilme s (1,50x107 M) ile ve iyi bir duyarlilikla (8,31 pA mM™)
cevap vermektedir. Elektrot yiiksek bir tekrar tiretilebilirlige (BSS=%5,68) sahiptir.

e HRP/MWCNT-ZnONP/GCE: Cok genis bir derisim araliginda (9,99x10°-1,29x10
M), diisiik gozlenebilme siri (2,72x10° M) ile ve yiiksek bir duyarlilikla (13,93 pA
mM™) cevap vermektedir. Elektrot uygun bir tekrar iiretilebilirlige (BSS=%6,42)
sahiptir.

e HRP/IL/MWCNT-ZNONP/GCE: Cok genis bir derisim araliginda (9,99x10%-
7,55x10™ M), diisiik gozlenebilme siri (1,37x10® M) ile ve yiiksek bir duyarlilikla
(17,15 pA mM™) cevap vermektedir. Elektrot kabul edilebilir bir tekrar iiretilebilirlige
(BSS=%8,50) sahiptir.

(Calismada elektrot bilesimine iyonik sivi eklenmesinin elektrotlarin dogrusal calisma
araligin1 genislettigi, gozlenebilme sinirimi diisiirdiigli ve duyarliligi 6nemli dlcilide arttirdigi
belirlendi. Hazirlanan elektrotlarla -0,10 V gibi diisiik bir potansiyelde ¢alisiimasi nedeniyle
elektrotlarin ger¢cek numunelerde bulunan ve girisim etkisi yapan pek ¢ok tiire kars1 duyarli
olmamasi gelistirilen elektrotlarin 6nemli bir Ustlinliglidiir. Ayrica, gelistirilen her dort
elektrodun da oksijenli su numunesinde H,O; tayininde basarili bir sekilde kullanilabilecegi

gosterildi.

Elde edilen sonuglarin, bu ¢aligmada gelistirilen modifiye elektrotlarin H,O, tayini
icin rapor edilmis diger amperometrik enzim elektrotlarla kiyaslanabilir istiin 6zellikler
gosterdigi ve bu agidan, ¢alismada elde edilen bulgularin literatiire 6nemli bir katki

yapabilecegi diisiiniildii.
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