T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

ENZIMATIK BiYOANALIZLERIN iZLENMESINE
YONELIK ETKIN ELEKTROKIMYASAL
YONTEMLERIN GELISTIRILMESI: BIYOSENTRI-
VOLTAMMETRI VE NANOYAPI TEMELLI
SISTEMLER

DOKTORA TEZI

SERDAR CEVIK

MAYIS 2013
MUGLA



MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisii
TEZ ONAYI

SERDAR CEVIK tarafindan hazilanan ENZIMATIK BIYOANALIZLERIN
IZLENMESINE YONELIK ETKIN ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERIN
GELISTIRILMESI:  BiYOSENTRI-VOLTAMMETRI VE NANOYAPI
TEMELLI SiSTEMLER baslikl tezinin, 03/05/2013 tarihinde asagdaki jiiri
tarafindan Kimya Anabilim Dali’nda doktora derecesi igin gerekli gartlan sagladig
oybirligi/eygeklugy ile kabul edilmistir,

TEZ SINAV JURISI
Prof Dr. Zekerya Dursun * (Jiiri Baskani) Imza;

Biyokimya Ana Bilim Dali, "
Ege Universitesi, lzmir :

Dog. Dr. Ulkii ANIK (Damsman) Im
Kimya Anabilim Dali.
Mugla Sitkr Kogman Universitesi, Mugla =

Prof. Dr. Nurgiin BESUN ({lye)
Kimya Anabilim Dal,
Mugla Sitky Kogman Universitesi, Mugla

Dog. Dr. [brahim KULA (Uye)
Kimya Anabilim Dali,
Mugla Sitkr Kogman Universites, Mugla

Yrd. Dog. Dr. Emine Sonay ELGIN (Uye)
Kimya Anabilim Dal,
Mugla Sitki Kogman Universitesi, Mugla

ANA BILIM DALI BASKANLIGI ONAYI
Prof Dr. Gill Asive AYCIK Imza;

Kimya Ana Bilim Dal_a_ Bagkan, !
Mugla Sitki Kogman Universitesi, Mugla i Sy

Dog. Dr. Ulkii ANIK
Damgman, Kimya Anabilim Dali,
Mugla Sitki Kogman Universitesi, Mugla

Prof. Dr. Suna TIMUR [mza:
Ikinci Danigman, Biyokimya Ana Bilim Daly,
Ege Universitesi, lzmir




Tez galigmalarim sirasinda elde ettigim ve sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez caligmasi kapsaminda elde edildigini;
akademik ve bilimsel etik kurallarina uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica,
akademik ve bilimsel etik kurallar1 geregi bu tez ¢aligmasi sirasinda elde edilmemis
bagkalarina ait tim orijinal bilgi ve sonuglara atif yapildigini da beyan ederim.

Serdar Cevik
08/04/2013

il



OZET

ENZIMATIK BiYOANALIZLERIN iZLENMESINE YONELIK ETKIN
ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERIN GELISTIRILMESI:
BiYOSENTRIi-VOLTAMMETRI VE NANOYAPI TEMELLI SISTEMLER

Serdar CEVIK

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Ulkii ANIK
Ikinci Tez Danismani: Prof. Dr. Suna TIMUR
Mayis 2013, 139 sayfa

Bu doktora tezinde sentri-voltammetri ilk kez biyosensor sistemi ile birlestirilmistir.
Bu yonteme biyosentri-voltammetri (ayn1 zamanda sentri-biyovoltammetri olarak da
bilinmektedir) ad1 verilmistir. Ilk boliimde, camimsi karbon elektrot iizerine modifiye
edilen Au film ile asetilkolin (ATCh) tayini gergeklestirilmistir. Optimum kosullar
altinda ATCh icin analitiksel karakteristik calismalar1 yapilmustir. ikinci bolimde,
biyosentri-voltammetri ile ATCh tayini gerceklestirilmeden Once biyosentri-
voltammetri yontemi iyi bilinen bir enzimatik sisteme uygulanmistir. Bu amagla,
biyosentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda bulunan Pt elektroda ksantinoksidaz
enzimi immobilize edilmis ve ksantin (X) biyosensorii elde edilmistir. Santrifiij hiz1,
santrifiij siiresi ve enzim miktar1 gibi onemli deneysel parametreler optimize
edilmigtir. Daha sonra X i¢in analitiksel karakteristik ¢alismalar1 yapilmigtir. Yontem
sarap Oorneginde X tayinine uygulanmis ve iyi geri kazanim degerleri elde edilmistir.
Ucgiincii boliimde, AChE aktivitesini tayin etmek amaciyla, ATCh’m biyosentri-
voltammetrik tayini gerceklestirilmistir. Reaksiyon siiresi, santrifiij hizi, santrifiij
stiresi ve enzim miktar1 gibi parametreler optimize edilmistir. Uygun ¢aligma sartlari
belirlendikten  sonra  ATCh igin  analitiksel  karakteristik  caligmalar1
gerceklestirlmistir. Biyosentri-voltammetri yontemi, asetilkolin esteraz (AChE)
inhibisyon ¢aligmasi i¢in Alzheimer hastaliginda kullanilan Neurem (DonepezilHCI,
5 mg) ilacina uygulanmistir. Dordiincii boéliimde, ACh biyosentri-voltammetrik
yontem ile belirlenmigtir. Bu amagla AChE ve kolin oksidaz (CHOD) enzimleri
kullanilarak biyosensor sistemi olusturulmustur. Bunun igin reaksiyon siiresi, pH,
AChE ve CHOD miktarlari, santrifiij siiresi ve santrifiij hizi gibi parametreler
optimize edilmistir. En iyi ortam sartlar1 belirlendikten sonra ACh ve Ch igin
analitiksel karakteristikler incelenmistir. ACh tayinine biyosentri-voltammetrinin
etkisinin anlagilmasi igin santrifiij parametreleri kullanilmaksizin ACh i¢in bir
dogrusal aralik olusturulmustur. Olusturulan biyosensor ayni zamanda Ch
belirlenmesinde kullanilmistir. Biyosentri-voltammetri yontemi, sentetik serum
orneklerinde ACh ve Ch belirlenmesine uyarlanmistir. Son boliimde ise ¢ok duvarli
karbon nanotlip
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temelli AChE biyosensor sistemi olusturulmustur. Zayif bir katyonik polielektrolit
olan poly(allylaminehydrochloride) (PAH) ve nitrik asit (HNO;) ile
fonksiyonellendirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) ile AChE temelli
biyosensor elde edilmistir. AChE ve pH parametreleri optimize edildikten sonra
ATCh igin analitiksel karakteristik calismalar1 gerceklestirilmistir. Gelistirilen
biyosensor sistemi model pestisit olarak se¢ilen monokrotofos belirlenmesine
uyarlanmistir. Inhibisyon siiresi optimize edildikten sonra % inhibisyon ile
monokrotofos derisimi arasinda dogrusal bir iligki elde edilmistir. Bundan sonra,
biyosensor ¢gesme ve maden suyu, domates ve {iziim orneklerine uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Sentri-voltammetri, biyosentri-voltammetri, asetilkolin,
Alzheimer, pestisit



ABSTRACT

DEVELOPMENT EFFECTIVE ELECTROCHEMICAL METHODS FOR
FOLLOWING ENZYMATIC BIOANALYSIS: BIOCENTRI-
VOLTAMMETRY AND NANOSTRUCTURE BASED SYSTEMS

Serdar CEVIK

PhD in Chemistry
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ulku ANIK
Co-Supervisor: Prof. Dr. Suna Timur
May 2013, 139 pages

In this PhD thesis, centri-voltammetry was combined with a biosensor system for the
first time. We recommend the name “biocentri-voltammetry” (also known as centri-
biovoltammetry). In the first chapter, acetylthiocholine (ATCh) was detected by
using Au film modified glassy carbon electrode. Analytical characteristics for ATCh
were investigated under optimum conditions. In the second chapter, before ATCh
was detected with biocentri-voltammetry, it was applied to the best known enzymatic
system. For this purpose, xanthine oxidase was immobilized onto Pt electrode which
placed at the bottom of the biocentri-voltammetric cell and xanthine (X) biosensor
was obtained. Important experimental parameters such as centrifugation speed,
centrifugation time and amount of enzyme were optimized. After that analytical
characteristics for X were investigated. The method was applied to the determination
of xanthine in wine sample and good recovery values were obtained. In the third
chapter, ATCh was detected by using biocentri-voltammetry in order to determine
ACHhE activity. Reaction time, centrifugation speed, centrifugation time and amount
of enzyme were optimized. Under optimized conditions, analytical characteristics
were investigated. Bio-centrivoltammetry method was utilized for Neurem
(DonepezilHCI, 5mg) medicine which used for Alzeihmer disease in order to
monitor acetylcholinesterase (AChE) inhibition. In the fourth chapter, ACh was
detected by using biocentri-voltammetry. A biosensor based on AChE and choline
oxidase (CHOD) was fabricated. After experimental parameters such as reaction
time, pH, AChE and CHOD amount, centrifugation time and centrifugation speed
were optimized, analytical characteristics were investigated for ACh and Ch. A
calibration graph was obtained without biocentri-voltammetry in order to explore
effect of centrifugation parameters. Obtained biosensor was also used to detect Ch.
Biocentri-voltammetry was applied for determination of ACh and Ch in synthetic
serum samples. In the last chapter, poly(allylaminehydrochloride) which is a weak
cationic polyelectrolyte and nitric acid-treated MWCNT based AChE biosensor was
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fabricated. After parameters such as pH and amount of AChE were optimized, a
linear range was obtained for ATCh. Monocrotophos was detected as a model
pesticide with developed biosensor system. A linear relationship between inhibition
% and monocrotophos concentration was obtained after optimization of inhibition
time. After that, biyosensor was applied to detect monocrotophos in tomato, grape
mineral and tap water samples.

Keywords: Centri-voltammetry, biocentri-voltammetry, acetylcholine, Alzheimer,
pesticide
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1. GIRIS

Sentri-voltammetri (Centri-voltammetry) santrifiij ve voltammetrik yOntemlerin
birlesimini igeren bir yontemdir. Bu yontemde tayin edilmek istenen madde, uygun
bir tasiyic1 ve santrifiij yardimiyla elektrot ylizeyine toplanmaktadir. Voltammetrik
6l¢tim bu toplanmanin ardindan ayn elektrot yiizeyinde yiiriitiilmektedir. Bu sayede,
madde ve zaman kaybina neden olan siizme ve ayirma gibi islemler gerekmeksizin
voltammetrik tayin yapilmaktadir. Bunun sonucunda analit kayb1 onlenmekte ve
daha dogru ve daha duyar sonuglar alinmaktadir (Kirgéz vd., 2004, 2005).
Biyosensorler gerceklesen biyolojik tepkimelerde hedeflenen analitleri belirlemek
icin kullanilan kiiciik algilayici cihazlardir. Birbiri i¢cine ge¢mis, biri biyokimyasal
digeri elektrokimyasal 6zellikteki iki ¢eviriciden olugsmaktadir. Biyokimyasal kismin
gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olaynin
sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir. Biyosensoriin ikinci kismi
olan elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayim Olgiilebilir bir sayisal degere
cevirmekle gorevlidir (Cubukcu, 2008; Shervedani vd., 2006). Biyosensorler, kisa
yanit siiresi, sagladigi segicilik ve duyarlilik gibi 6zelliklerinden dolayr onemli
biyomolekiillerin belirlenmesinde ¢ok fazla kullanilmistir. Biyosensor sisteminde
kullanilan enzimlerin immobilize edilme yOntemleri, enzim aktivitesi i¢in biiyiik
onem tasir. Enzim aktivitesinde diisme enzim kararliligini ve dmriinii olumsuz etkiler
ve substrat ile etkilesiminde azalma olur. Ornegin, asetilkolin esteraz (AChE) enzimi,
sempatik sinir sisteminde yer alan asetilkolin (ACh) analitinin hidrolizini
gerceklestirir.  AChE enzim aktivitesinin azalmast durumunda bu hidroliz
gerceklesmedigi igin dokularda ACh birikmesinden dolay1 bazi bedensel bozukluklar
olusturur (Niwa vd., 1998; Bonanni vd., 2012).

Bu doktora tezi kapsaminda ilk olarak camimsi karbon elektrot (GCE) flizerine
modifiye edilen Au film ile asetiltiyokolin (ATCh) tayini gergeklestirilmistir.
Optimum kosullar belirlendikten sonra ATCh i¢in analitiksel karakteristik
caligmalar1 yapilmistir. Sentri voltammetri ile ATCh tayini gergeklestirilmeden 6nce

sentri-voltammetri yontemi iyi bilinen bir enzimatik sisteme uygulanmigtir. Bu
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amacla, sentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda bulunan Pt elektroda ksantin
oksidaz enzimi (XO) immobilize edilerek, ksantin analitine (X) yonelik bir
biyosensor sistemi yapilmistir. Gelistirilen yonteme sentri-voltammetri ve biyosensor
yontemlerinin bilesimi olan biyosentri-voltammetri ad1 verilmistir. X’in biyosentri-
voltammetrik tayinine yonelik santrifiij hizi, santrifiij siiresi ve enzim miktar1 gibi
deneysel parametreler optimize edildikten sonra X igin analitiksel karakteristik
calismalar1 gergeklestirilmisgtir. Daha sonra yontem, gergek 6rneklerde X tayinine
uygulanmig ve iyi geri kazanim degerleri elde edilmistir. Bir bagka ¢alismada, AChE
aktivitesini tayin etmek amaciyla, ATCh’m biyosentri-voltammetrik tayini
gerceklestirilmigtir. Bu amagla, reaksiyon siiresi, santrifiij hizi, santriflij siiresi ve
enzim miktar1 gibi parametreler optimize edilmistir. Uygun c¢alisma sartlar
belirlendikten  sonra  ATCh igin  analitiksel  karakteristik  caligmalar1
gergeklestirilmistir. Biyosentri-voltammetri yontemi, AChE inhibisyon ¢aligsmasi igin
Alzheimer hastaliginda kullanilan Neurem (Donepezil HCI, 5 mg) ilacina
uygulanmigtir. Bundan sonra tasarlanan ¢alismada ise, ACh biyosentri-voltammetri
yontem ile belirlenmistir. Bu amagla AChE ve kolin oksidaz (CHOD) enzimleri
kullanilarak biyosensor sistemi olusturulmustur. Bunun igin reaksiyon siiresi, pH,
AChE ve CHOD miktarlari, santrifiij siiresi ve santrifiij hizi gibi parametreler
optimize edilmistir. En iyi ortam sartlar1 belirlendiktan sonra ACh ve Ch igin
analitiksel karakteristikler incelenmistir. ACh tayinine biyosentri-voltammetrinin
etkisinin anlagilmasi igin santrifiij parametreleri kullanilmaksizin ACh igin bir
dogrusal aralik olusturulmustur. Olusturulan biyosensér ayn1 zamanda Ch
belirlenmesinde kullanilmistir. Biyosentri-voltammetri yontemi ile sentetik serum
orneklerinde ACh ve Ch tayini gergeklestirilmistir. Doktora tezinin son kisminda ise
cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) temelli AChE biyosensor sistemi
olusturulmustur. Bu amagla zayif bir katyonik polielektrolit olan poly(allylamine
hydrochloride) (PAH) ve nitrik asit (HNOs) ile fonksiyonellendirilmis MWCNT ile
AChE temelli biyosensor elde edilmistir. AChE ve pH parametreleri optimize
edildikten sonra ATCh i¢in analitiksel karakteristik caligmalar1 gergeklestirilmistir.
Gelistirilen biyosensor sistemi model pestisit olarak segilen monokrotofos
belirlenmesine uyarlanmistir. Inhibisyon siiresi optimize edildikten sonra %
inhibisyon ile monokrotofos derigimi arasinda dogrusal bir iligki elde edilmistir.
Analitiksel karakteristik caligmalar1 tamamlandiktan sonra, gelistirilen biyosensor

sistemi, ¢cesme ve maden suyu, domates ve iiziim Orneklerine uygulanmgtir
2



1.1. Amac¢ ve Kapsam

Bu doktora tezi kapsaminda sentri-voltammetrinin (centri-voltammetry) uygulama
alaninin  genisletilerek  biyolojik Oneme sahip molekiillere uygulanmasi
amaclanmistir. Bunun i¢in bu doktora tezinde ilk kez sentri-voltammetri, enzim
temelli biyosensor sistemi birlestirilmistir. Bu yeni yonteme “Biyosentri-voltammetri
(centri-biyovoltammetri olarak da adlandirilmaktadir)” adi verilmistir. Bu yontemde
0zel olarak dizayn edilmis biyosentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda bulunan
caligma elektroduna modifiye ya da immobilize edilmis enzim ile substradin tayin
edilmesini igerir. Substratin herhangi bir tagiyict materyal kullanilmadan, uygulanan

santrifiij kuvveti ile ¢alisma elektrodun tizerine biriktirilmesi saglanir. (Anik, 2013)

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Voltammetri

Voltammetri, akim-gerilim ve derisim iligkilerine dayanan bir yontemdir.
Volmammetri de ¢alisma elektrodu elektrodun polarize oldugu kosullarda uygulanan
potansiyelde akimin 6lgiilmesi ile analit hakkinda bilgi edinilmesini saglayan elektro
analitiksel bir yontemdir. Akim-gerilim egrileri, iki ya da {i¢ elektrotlu sistemlerle
elde edilir. Voltammetride degisik tiirden ¢alisma elektrotlar: ve degisik tiirde gerilim
kaynaklar1 kullanilir. Bunlar1 dogru akim, alternatif akim, kare dalga akim, degisik

tiirden pulslu akimlar, dongiisel akim seklinde siralayabiliriz.

1.2.2. Voltammetride kullanilan elektrotlar

Voltammetride iki ya da ti¢ elektrotlu sistemler kullanilabilir. Genellikle asagida

siralanan ti¢ elektrodu igeren sistemler kullanilir.

1.2.2.1. Yardimci elektrot (karsit elektrot)

Akim, caligma elektrodu ile yardimci elektrot ikilisinden gegirilir. Caligma

elektrodunun potansiyeli karsilagtirma elektroduna karsi sifir akim altinda saptanir.
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Elektrigin, sinyal kaynagindan c¢ozeltinin i¢inden gecerek mikro elektroda

aktarilmasini saglayan yardimc elektrottur. (Tural vd, 2006).

1.2.2.2. Referans elektrotlar

Potansiyeli deney siiresince sabit kalir ve genellikle Ag/AgCl veya Hg ve Hg,Cl,
(doymus kalomel). Referans elektrotlar polarize olmazlar ve akim siddeti artinca
ideal konumlarindan saparak reaksiyon boyunca potansiyelleri degismeden sabit
kalir (Tural vd, 2006). Voltammetride civa, platin, altin, bizmut, karbon kokenli kati

ve modifiye elektrotlar gibi ¢alisma elektrotlar: kullanilir.

Ag/AgCl tel
Doygun KCl

KCI doyurulmus
agar tikag
Kati KCI

Gozenekli tikag

Sekil 1.1. A) Doygun Ag/AgCl referans elektrodu, B) platin yardimc: elektrodu

1.2.2.3. Calisma elektrotlar

Calisma elektrotlarin sahip olduklari hem kimyasal hem de elektrokimyasal
ozellikleri voltammetride sinirli sayida polarlanabilen elektrot kullanilmasina neden
olur. Bunlar her birinin potansiyel ¢aligma araliklar1 farkli olan donen, civa temelli,
kat1 ve modifiye elektrotlardir. Potansiyel ¢alisma araligi elektrot tiiriine bagli oldugu
gibi kullanilan elektrolit tiirtine ve pH’ a baghdir. Katodik sinir1 hidrojen olusumu ya
da destek elektrolitinin indirgenmesi, anodik sinir1 ise elektrot materyalinin ya da

¢oziiclinilin ylikseltgenmesi belirler (Tural vd, 2006).



Yergekim
Etkili

Mekanik

[ Civa Film ] [ Asili Civa ] [ Civa ]\

|

Civa

4 Kokenli
| WUOE————

e ket ‘='>[ Platin

(v (oo (s |

Calisma
Elektrotlar "
. . Kimyasal
l:‘} Modifiye :} ( Kompozit ][ Modifiye

Voltammetrik

T [

Camims
Karbon
[ Empreyen

Karbon ][ Grafit ]
Pasta

Pirolitik Lif
Karbon Karbon

Karbon

. Halka
[ Disk [ disk ]

Sekil 1.2. Voltammetride kullanilan caliyma elektrotlarin sematik gosterimi

Bazi analitlerin yiikseltgenmesi, daha pozitif potansiyellerde gerceklesir. Bu nedenle
yiikseltgenme olaylarinin incelenmesi i¢in elektrot malzemesinin anodik ¢éziinmesi
daha pozitif potansiyellerde gergeklesmesi gerekir. Bu 6zelligi tasiyan platin, altin
gibi soy metaller ve karbon gibi materyaller kat1 elektrot yapiminda kullanilir (Tural
vd, 2006).

a) Platin Elektrotlar

Platin elektrotlar dogrudan ya da ylizeyi modifiye edilerek kullanilabilir. Platin
elektrodun degisik ortamlardaki sahip oldugu farkli ¢aligma potansiyel aralig

Cizelge 1.1’ de verilmistir (Tural vd, 2006).



Cizelge 1.1. Platin elektrot icin ¢caliyma potansiyel simirlar: (Tural vd, 2006)

Ortam Anodik Siir (V) Katodik Sinir (V)

0,1 M HCI +1,10 -0,3
0,1 N KC1 +1,00 -1,0

2 M H,SO, +1,25 -
Asetat tamponu pH 4,0 +0,90 -0,5
Fosfat tamponu pH 7,0 +0,94 -0,7
0,05 M Borat tamponu pH 9,2 - -0,8
NH4/NH; tamponu pH 9,3 +0,60 -0,8
0,1 M NaOH +0,72 -0,9

b) Altin Elektrotlar

Altin, platine gore belli bir derisime kadar oksijeni sogurmadigindan dolayr kimi
calismalarda platine gore daha iyi bir elektrot malzemesidir. Ayrica yiizeyi modifiye
edilerek kullanilmas1 miimkiindiir.

Yiiksek akim degerlerinde 1 M HCIO4 ¢o6zeltisinde altin elektrodun anodik sinir1
+1,5 V olmasina karsin; kiiciik akim degerlerinde bu sinir +0,8 V’ dur. Bunun nedeni
+0,8 V’ da elektrot yiizeyinde altin oksit olusur. Yiizeyde olusan altin oksit kiigiik de
olsa bir akima neden olur. Elde edilen kiigiik akim kosullarinda bu artik akimin
dikkate almmas1 gerekir. Kloriirli ortamlarda ise, altmin klorir ile kararh
kompleksler olugturmast nedeniyle anodik siir +0,6 V degerine kadar kayar. Farkli
ortamlardaki altin elektrodunun sahip oldugu g¢alisma sinirlar1 Cizelge 1.2° de

verilmistir (Tural vd, 2006).

Cizelge 1.2. Altin elektrot i¢cin caliyma potansiyel simrlar

Ortam Anodik Siir (V) Katodik Simir (V)
0,1 M HCIO4 pH 1,0 +1,5 -0,37
0,1 M NaCl +0,6 -1,10
Asetat tamponu pH 4,0 -0,88
0,1 M NaClO4 -1,13
Fosfat Tamponu pH 7,0 -1,19
0,05 M Borat tamponu pH 9,2 -1,25




¢) Karbon elektrotlar

Karbon genis bir anodik potansiyel araligina, diisiik elektriksel dirence, diisiik artik
akim ve tekrarlanabilir yiizey yapisina sahip oldugundan calismalarda
kullanilabilecek ideal bir elektrot malzemesidir. Karbon elektrotlar, karbon Ilif,
camims1 karbon, grafit pasta ve karbon film gibi degisik sekillerde elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilir (Tural vd, 2006).

Grafit, (%5-%20) oraninda kiil icerdiginden elektrokimyasal c¢aligmalarda
kullanilabilirligi sinirhidir. Bu nedenle yapay grafit kullanilir.

Cammms1 karbon elektrotlar, gézenek biiyiikliigiiniin 6zel bir yontem kullanilarak
azaltilmast ile hazirlanir. Camimsi karbon bazi polimerlerin yaklagik 1800 °C’ de 1s1l
bozundurulmalar1 sonucu elde edilir. Bu malzeme sert oldugu i¢in her deneme
oncesinde parlatilabilirler ve + 0,65 V’ de bir 6n polarizasyon islemi uygulanmasi ile
kullanima hazir hale getirilirler. Caligma potansiyel sinirlar1 yaklagik olarak + 1,00 V
ve -0,75 V’ dir. Camimus1 karbon elektrotlar duragan ya da donen diskler olmak
iizere iki farkli sekilde kullanilabilirler. HPLC ve akigkan sistemlerde de dedektor
olarak kullanilabilirler.

Gomme (Empreyene) karbon elektrotlar grafit, parafin ve uygun regineler ile
karigtirllir. Daha sonra eritilip homojen hale getirilir. Bu islemden sonra metalik
iletken igeren bir tiipe doldurulur. Parafin-gdmme karbon elektrodun sahip oldugu

anodik ve katodik potansiyel sinirlar1 Cizelge 1.3’ de verilmistir (Tural vd, 2006).

Cizelge 1.3. Parafin-gomme karbon elektrotlar icin potansiyel simrlar

Ortam Anodik Siir (V) Katodik Simir (V)
0,1 M KCI +1,00 -1,30
HCI-KCI pH 1,20 +1,32 -1,28
Ftalat tamponu pH 3,95 +1,33 -1,30
Fosfat Tamponu pH 7,2 +1,35 -1,38
Boraks tamponu pH 9,8 +1,04 -1,61

Pirolitik grafit elektrot, 1200 °C’ den yiiksek sicaklilarda metan gibi hidrokarbon
iceren maddelerin 1s1l bozundurulmasi ile elde edilir. Bu elektrodun asitli ortamda
doygun kalomel elektroduna karsi calisma potansiyeli +1,00 V ile -0,80 V
arasindadir. Mikro karbon elektrotlar, 5-10 mm ¢ap ve 500-1000 mm uzunluga

sahiptir. Uretimi igin dzel teknikler kullanilan mikro karbon elektrotlar lif seklinde
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olan karbon telciklerdir. Bizmut elektrot, asetik asit-asetat tamponunda (pH 4,7) -0,2
ve -1,20 V potansiyel araligma sahiptir. Bizmutun katodik bolgede kullanilmasi,
hidrojenin bizmut {izerinden c¢ikis asir1 potansiyelinin yiiksek olmasi ile ortaya
cikmigtir. Bununla birlikte civa ile karsilagtirildiginda uguculugunun ve zehirliliginin
az olmasi gibi baglica listiinliikleri vardir (Tural vd, 2006).

Voltammetride kullanilan elektrotlarin smirli olmasi nedeniyle, elektrotlarin
kimyasal ya da elektrokimyasal nitelikleri degistirilerek ¢aligma kosullar1 gelistirilen
modifiye elektrotlar elde edilmistir. Genel olarak ya elektrot ylizeyinde dnderistirme
saglayan kimyasal maddelerle islem ya da elektrot yiizeyinin elektron aktarma
niteligini degistiren islem yapilarak hazirlanirlar. Modifiye elektrotlar iki ana gruba
ayrilabilirler;

a) Kompozit elektrotlar: Modifiye edici kimyasal dogrudan iletken elektrot
malzemesine katilip, karistirilarak elektrot hazirlanabilir. Bu elektrotlara kompozit
elektrot denir. Ornegin, modifiye edici madde karbon tozu ve nujol ile birlikte pasta
haline getirilerek kullanilir. Karbon pasta elektrot, toz grafitin nujol ya da mineral
yag gibi organik bir siv1 ile karistirilmasi ile hazirlanir. Hazirlanan pasta, elektriksel
baglantinin platin ya da bakir bir tel ile saglandig: teflon tiip gibi bir yap1 icerisine
doldurulur. Karbon pasta elektrotlarin sahip oldugu potansiyel araliklar1 Cizelge 1.4’
de verilmistir (Tural vd, 2006).

Cizelge 1.4. Karbon pasta elektrotlar icin potansiyel sinirlar:

Ortam Anodik Siir (V) Katodik Simir (V)

1 M KC1 +1,10 -1,1

1 M HC1 +1,02 -0,9
Asetat tamponu pH 4,7 +1,27
0,1 M H,SO, +1,30

1 M NaOH -1,4

1 M NaClO, -1,1

NH,"/NH; tamponu -1,2

b) Kimyasal modifiye elektrotlar: Modifiye edici kimyasal, elektrot yilizeyine
kimyasal bagla ya da kimyasal adsorpsiyonla baglanarak hazirlanabilirler. Ayrica
modifiye edici uygun bir monomer elektrot yiizeyinde elektropolimerizasyona
ugratilarak ya da elektrot yiizeyinde dogrudan polimer film olusturularak bu tiir

elektrotlar hazirlanabilirler.



Altm elektrotlar kimyasal adsorpsiyonla n-alkantiyolleri ylizeylerine mono molekiiler
baglarlar. Bu tiirde ki modifikasyonla elektrodu olusturmak i¢in altin ya da altin kapl
kat1 bir elektrodun tiyol ¢ozeltilerine daldirilip bekletilmeleri yeterlidir.

Yiizeyinde oksijen bagli olan elektrotlarin oksijeni degisik etkin gruplarla tepkimeye
sokularak da elektrotlar modifiye edilebilirler. Elektrot yiizeyine bagli oksit yeterli
degilse once elektrokimyasal ya da plazma islemleriyle yilizey oksidasyonunu

arttirabilir. Sekil 1.3’ de bir modifikasyon 6rnegi verilmistir (Tural vd, 2006).
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Sekil 1.3. Elektrot yiizeyine baglanma ile olusturulan modifikasyon
1.2.3. Voltammetrik teknikler

Voltammetrik tekniklerde kapasitif akimin giderilmesi saglayan ileri voltammetrik
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler sayesinde duyarlilik 10> M diizeyine kadar
indirilmistir ~ (Tural vd, 2006). Bu doktora tezi kapasaminda ileri
voltammetrikyontemler arasinda dongiisel voltammetri (CV) ve diferansiyel puls
voltammetri (DPV) kullanildigindan bu tekniklerin sahip olduklar1 6zellikler

verilmistir.



1.2.3.1. Dongiisel voltammetri (CV)

CV’de dongiisel olarak potansiyel tarama iglemi gerceklestirilir. Potansiyel E;
degerinden E; degerine istenilen hiz ile tarandiktan sonra, tekrar taramanin yonii ters
cevrilerek tekrar E; degerine ulasilir. Boylelikle olusan firiiniin elektrokimyasal
davraniginin incelenmesine olanak saglar. Potansiyel taramasi tek dongii ya da birden
fazla dongii ile gerceklestirilebilir. CV’de i-E egrileri ilgili analitlerin hem anodik
hem de katodik ozelliklerin incelenmesine olanak saglar. Egrilerden elde edilen pik
akimlar1 ve pik potansiyel verilerinden yola ¢ikilarak tepkimenin tersinir olup
olmadigi ve diflizyon kontrollii olup olmadig belirlenir. CV’ de elde edilen i-E egrisi

Sekil 1.4° de verilmigtir (Tural vd, 2006).
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Sekil 1.4. CV’de elde edilen a) potansiyel-zaman, b) potansiyel-akim egrileri

1.2.3.2. Diferansiyel puls voltammetri (DPV)

Olgiilen akimda ki sigasal akimin degerini diisiirmek amaciyla uygulanan pulsun
basinda ve sonunda ki akimlar 6lgiilir ve farklari alinir. DPV’ de dogru akim
potansiyeline sahip genlikli pulslar uygulanmaktadir. Bu yontemde elde edilen

egriler Sekil 1.5’de verilmistir.
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Sekil 1.5. DPV’de elde edilen a) potansiyel-zaman, b) potansiyel-akim egrileri
1.2.4. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi

Impedans spektroskopisi, elde edilen materyallerin birden fazla -elektriksel
ozelliklerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan siniisoidal ve kiiciik genlikli sinyaller
saglayan bir tekniktir (Sun vd., 2010,). Elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS), impedans spektroskopisinin, en énemli alt kategorilerinden bir tanesidir ve
elektrokimyanin birden fazla alaninda (elektrot kinetikleri, ¢ift tabaka c¢aligmalari,
piller, korozyon, kati1 hal elektrokimya ve biyoelektrokimya) ¢ok fazla kullanilir.
EIS, iletken ya da yar1 iletken yiizeylerin kapasitans ya da direng gibi ara yilizeyler
hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in yapilan arastirmalarda kullanilan c¢ok etkili bir
tekniktir. EIS caligmalarinda yiiksek frekanslarda Nyquist egrisinde olusan yarim
daire elektron transferine karsi gosterilen direnci ifade eder ve yarim dairenin cap1

eletron transfer direncine esittir (Chen vd., 2008; Bonanni vd., 2012).

1.2.4.1. Elektrokimyasal impedans spektroskopisinin teorigi

EIS herhangi bir uyarilmanin sahip oldugu frekansin bir fonksiyonu olarak sistemin
impedansini (Z) olger. Elektrokimyasal sistemler ile calisildigi zaman elde edilen
yanit uygulanan gerilim, faz ve genlikte meydana gelen farklardan olusur. Uygulanan
gerilimin Olgiilen akima oranmi bir impedans sistemidir (Z = E / I) ve genis frekans

araligi boyunca kolaylikla Olciilebilir. Elde edilen spektrum farkli frekans
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bolgelerinde baskin olan sistemde meydana gelen farkli kinetik ¢aligmalar1 hakkinda
bilgi verir (Fernandez-Sanchez vd., 2005).

Fizik acisindan bakildigi zaman, impedans sadece indiiktorler, kondansatorler,
direngler ya da bunlarin birlesiminde olusan bir devreden bir alternatif akim
gectiginde olusan toplam kompleks direncidir. Bu genlik bize karmagik bir formiil

verir;

Z=7'+12"=R-iX; X=1//1/C.J-,i/_1 1.1

Bu esitlikte R direng, X reaktans, C, kapasitans ve # ise uygulanan agisal frekanstir.
Bir elektrokimyasal hiicrenin deneysel impedans datasi kolaylikla baglica direngleri
ve kondansatorleri kapsayan bir esdeger devrenin impedansina uyarlanabilir.

Randles hiicresi, diflizyon varliginda tek adimli faradayik islemler iceren bir
elektrokimyasal hiicreyi tanimlayan basit esdeger hiicredir (Sekil 1.6). Randles
hiicresi temel olarak baslica referans ve ¢aligma elektrot arasinda ki elektrolit direnci
(Re), cift tabaka kapasitanst (Ca) ve calisma elektrodu-elektrolit arayiizeyinde yiik
transferinden dolayr faradayik impedansi (Z¢) birlestirir. Zr ‘de yiik transfer direnci
(Ret) ve elektrokimyasal hiicrenin sahip oldugu toplam impedansda elektroaktif
tiirlerin kiitle taginiminin etkisini sinirlayan Warburg direnci (Zy) olmak iizere 2’ye
ayrilir. Bundan dolay1 difiizyonu sinirlandirilmis ¢aligmalarda Z,, baskin olur. Fakat
yiik transfer kontrollii ¢aligmalarda Z¢ sadece R olur. Biitiin bu bilesenler genis
frekans araligi boyunca bir elektrokimyasal hiicre boyunca impedansda degisen

calismalar ile tanimlanabilir (Fernandez-Sanchez vd., 2005).
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Elde edilen verinin gosterilen bigimlerinden bir tanesi hayaline (Z”) kars1 gercek (Z)
bilegenleri ile elde edilen Nyquistik egrisidir. Bu egride iki ayr1 kisim ¢ok belirgin bir
bicimde ayrilmistir. Elde edilen yarim ¢ember yiik transferi ile ilgili bilgi verir. X
ekseninde olan kesim noktalar1 Re ve R degerlerini verir. Bununla birlikte sekilden

de gortldigi gibi Z,, ve Warburg katsayisini () da hesaplamak miimkiindiir (Sekil

1.7).

Sekil 1.6. Randles esdeger hiicre
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Elde edilen impedans datasimin diger bir egri Bode egrisidir. Bode egrisinde
frekansin logaritmik degerine kars1 faz (¢) ve Z degerinin logaritmik degerleri ile
elde edilen egrisidir. Sekil 1.8 Randles hiicresi i¢in elde edilen Bode egrisini gosterir.
Nyquistik egrisinden farkli olarak, Bode egrileri f ve ¢ hakkinda bilgi edinmemizi
saglar ve buda birden fazla faz elemanlarim tespit etmemize yardimci olur. Yatay
¢izgi logZ-logf ile cizilen egride gozlenmektedir ve ¢, 0° yakin &lgiilmekterdir.
Bununla birlikte, bir frekans bolgesinde kapastif davranis 90° civarinda ki ¢ ve logZ-
logf egrisinde -1’in egimi ile diiz bir ¢izgi ile tanimlanir. Oysa difiizyon kontrollii
calismada, 45° civarinda ki ¢ ve -1/2 egimle diiz bir ¢izgi elde edilir (Fernandez-

Sanchez vd., 2005).

log,

log;

Sekil 1.8. Bode egrisi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde impedans davraniglarini agiklamak i¢in
ohmik direng, kapasitans, sabit faz elementi ve Warburg impedans terimleri
kullanilir. Esdeger devreler seri ya da paralel olarak baglanmis durumda diizenlenen
cogu elektrokimyasal sistemler, bu yonteme gore olusturulur. Bunlardan bir tanesi
yapilmis olan ¢aligmalar ile karsilagtirilarak impedans davramglari igin bir model
olusturulmasidir. Bu bakis acis1 analiz i¢in bir baslangic noktasi olusturabilir.

Elektrolit ile temas halinde olan bir elektrot icin Randles hiicresi kullanilir (Sekil
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1.6). Randles hiicresi ¢ozelti direnci (Rs), yik transfer direnci (Rct), ¢ift tabaka
direnci (Cdl) ve Warburg impedans1 (W) parametrelerini igerir (Lisdat ve Schéfer,
2008).

1.2.5. Nanoteknoloji

Nano kisaltmasi Yunanca clice kelimesinden tiiretilmistir. Nanoteknoloji, nanometre
(nm) boyutundaki cihazlarin ve materyallerin sentezi, karakterizasyonu,
uygulamalar1 ve dizaynini igeren bir bilim dali olarak tamimlanir. 1 nm yaklasik
olarak 6 karbon atom genisligine ya da 10 su molekiiliine esittir. insan sac1 yaklasik
olarak 80,000 nm genisliginde ve kirmizi bir kan hiicresi yaklagik olarak 7000 nm
genisligindedir (Emerich ve Thanos, 2003; Sahoo vd., 2007) .

Nanoteknolojinin kavramsal iskeleti ilk olarak 1959°da fizik¢i Richard Feynman
tarafindan verilmis olan bir konferansta olusturulmustur. Richard Feynman atom ya
da molekiil boyutlarda islenmis materyallerin olusturulabilme potansiyellerinin
miimkiin oldugunu gérmiistiir. Bagka bir deyisle, biitiin Britannica ansiklopedilerinin
bir igne ucuyla yazildigini hayal etmis ve nanoboyutta maddenin kontrol edilip ve
incelenme olanaginin arttigini dnceden gormiistiir. Nanoteknoloji terimi 1974’
kadar kullanilmistir. Fakat Tokyo Universitesi'nden Nori Taniguchi bu terimi
nanometre diizeyde miihendislik malzemelerine dikkat ¢ekmek amaciyla
kullanmigtir. Bundan sonra elektronik endiistrisi silikon c¢iplerde daha kiiglik
elektronik cihazlar kullanmak i¢in nanoteknojinin Ozelliklerinden yararlanmistir.
Bunun yaninda Amerika Birlesik Devletler’inde IBM’de elektron 1sin litografi adi
verilen teknik 1970°1i yillarin basinda 40 ve 70 nm kadar kiigiik boyutunda
nanoyapilar ve cihazlalar olugturmuslardir (Sahoo vd., 2007).

Nanoteknolojiyi aciklamak i¢in top-down ve top-bottom olmak iizere iki yaklasgim
kullanilir.

1.2.6. Karbon naneotiipler

CNT’ler 1978 yilinda Wiles ve Abrahamson tarafindan kesfedilmistir. Bundan 13 yil
sonra lijima tarafindan tekrar yeniden aciga ¢ikarilmigtir. (Dai vd., 2006). CNT’ler
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sahip olduklar1 yiiksek elektriksel iletkenlik, yliksek kimyasal kararlilik ve
mitkemmel mekaniksel kararlilik gibi Ozelliklerinden dolayr ¢ok fazla ilgi
uyandirmigtir. Sahip olduklari bu 6zellikler nedeniyle, taramali mikroskop uglar,
nanodlcekli transistorler, alan emisyon cihazlar ve kompozit materyaller i¢in gerekli
olabilecek bilesenler olarak kullanilmistir. CNT nin yapisi, karbon atomlarin komsu
atomlara kovalent baglanmasiyla grafit tabakanin boru seklinde toplanmasi olarak
tanimlanir. Bu tabaka kabugunun sarmalligit CNT’lerin metalik ya da yar iletken
olarak smiflandirilmasina neden olmaktadir. Yiiksek en boy orami ile birlikte
CNT’lerin iletkenligi elektron alig verigini arttirdigindan dolayr ¢ok ilgi ¢ekmistir.
Bununla birlikte, yar1 iletken nanotiipler, biyosensor olarak kullanilmis ve giris
voltajinin  degistirilmesi ile optimize edilmistir. Sahip oldugu bu 0&zellikler
kullanildig1 uygulamalarda diigiik saptama limitleri ile yiiksek duyarliliklarin elde
edilmesine neden olmustur. Tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT), cok duvarli
karbon nanotiip (MWCNT) ve ¢ift duvarli karbon nanotiip (DWCNT) olmak {izere
tic ¢esit CNT vardir. CNT’lerin sahip olduklar1 ¢aplar yaklasik 1.4 nm’den 60 nm’ye
kadar degisiklik gosterir ve uzunluklar:t mikron diizeyinden 1 c¢m arasinda degisiklik

gosterir. (Merkogi vd., 2005; Yun vd., 2007; Duan vd., 2012).

1.2.6.1. Nanaotiiplerin yapisal ozellikleri

Sumi lijima tarafindan 1991 yilinda bulunduktan sonra CNT’ler ilgi ¢ekmeye
baglamiglardir.  Yapilan arasgtirmalar 1s1¢inda CNT’lerin miikemmel fiziksel,
kimyasal, elektriksel ve optik 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.

Yapilan arastirmalar sonucunda CNT’lerin hegzagonel yapida ki karbon atomlarin
meydana getirdigi silindir halde ki yapilar oldugu tespit edilmistir. CNT’ler

“armchair”, “zigzag” ve “chiral olmak {iizere 3 ¢esit olusum yonleri vardir. (Kog,

2003; Cubukcu, 2008) .

1.2.6.2. Nanotiiplerin elektriksel ozellikleri

CNT’ler ¢ok 1iyi iletim saglayan nanomateryallerdir. Bu agidan polifenilen esasl
zincirler ile karsilastirildiginda 10 ila 100 kat daha fazla akim iletimi saglanmaktadir.
Is1 iletkenligi en iyi olan elmas ile karsilastirildiklarinda ise 2 kat daha fazla 1s1

iletimi saglar. CNT’lerin elektronik yapilarini sahip olduklar1 kiigiik ¢aptan dolay1
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kuantum mekanik etkileri etkiler. Baska bir anlamda sOylenirse, kuantizasyon
sartlarinin nanotlip c¢evresi boyunca nanotlipiin metal ya da yar1 iletken olarak
davranip davranmadigim belirler. CNT’lerin sahip oldugu bu o6zellik gelecekte
nanoelektroniginin temeli oldugu diisiiniiliir (Merkoci, 2005). Geometrik yapilarina
bagli olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gosterirler. Bundan dolayr herhangi bir
madde kullanilmadan geometrik 6zellikleri ile oynanmasi durumunda, elektronik

ozelliklerinde de degisimler saglanabilir.

1.2.6.3. Nanotiiplerin mekaniksel ozellikleri

CNT’ler elmas kadar yiiksek bir dirence sahiptirler. En iyi yliksek mukavemetli ¢elik
alagimindan 30 kat daha glighidiir. Diglim haline getirilebilecek kadar esnektirler ve
sahip oldugu yogunluk malzemeleri, hafif 6zellige sahip aliiminyumun yaris1 ve
celigin 1/6’°s1 kadardir. Bununla birlikte kararliliklarin1 3000 °C’ye kadar korurlar.

CNT’nin saglamhligin1 gosteren en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi sahip oldugu
agirhigimin 300 milyon kat1 baska agirliga dayanabilmesidir. Ayrica CNT lerin optik
ve kimyasal 6zelliklerinden de bahsedebiliriz. Mesela CNT ler optik olabilirler ancak
chiral nanotiipler ¢cok uzun iseler optiklik ortadan kalkar. Kimyasal olarak da

inerttirler ve graphene levhalardan daha reaktiftirler (Cubukcu, 2008) .

1.2.7. CNT’lerin sentezi

1.2.7.1. Ark buharlastirma yontemi

Ark buharlastirma yonteminde yaklagik olarak 1 mm ile ayrilmis olarak uc uca
yerlestirilen grafit cubugun 50 ve 700 mbar arasinda ki basingta helyum ve argon
gibi inert gazlar ile doldurularak ark buharlastirilmasi ile olugturulur. Bir dogru akim
ark voltaji SiC tozu iiretmek i¢in kullanilan cihazlar ile ayrilmis olan iki grafit gubuk
arasina uygulandiktan sonra, buharlagan anot ¢ember igerisinde kurum seklinde
fullerinleri olusturur ve buharlasan anodun bir kismi katotta birikir. Fe ve Co gibi bir
metal katalizor iceren bir grafit, saf grafit olarak anot ve katotta kullanildiginda,
SWCNT’ler, MWCNT’ler yerine iretilir (Iijima ve Ichihashi, 1993; Merkogi vd.,
2005).
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MWCNT’lerin ark buharlagtirma ile genis 6lgekli sentezi helyum atmosferinde
gerceklestirilmigtir. Saf grafitin ¢ubugun ark buharlagtirilmas1 sadece helyum ve
argon gibi gazlarla degil metan gaziyla da gerceklestirilmistir. Metanin
MWCNT lerin sentezinde en iyi gaz oldugu bulunmustur. Bunun nedeni metanin
termal bozunmasi sonucu olusan hidrojenin helyum ve argon gibi inert gazlar ile
kargilastirildiginda daha yiiksek sicaklik ve aktivite saglamasindan dolayidir
(Merkogi vd., 2005; Guo vd., 2002; Colbert vd., 1994).

1.2.7.2. Lazer-ocak yontemi

Lazer-ocak ya da kesikli lazer yontemi baslangicta cok ince tanecikler ya da metal
kiimesinin bir kaynagi olarak kullanilmistir (Powers vd., 1982; Bernstein, 1990).
Daha sonra fullerinler ve CNT iiretimi i¢in kullanilmigtir. Bu yontem SWCNT lerin
iiretimi i¢in ¢ok fazla kullanilmistir. Lazer yiiksek kaynama sicaklig ile materyaller
icin uygundur. Bu yontemde bir CO, 15111, kuvars tiip firinin merkezine yerlestirilen
hedef tizerine gonderilir. Hedef yiiksek sicaklikta ki argon ortamimda buharlastirilir
ve SWCNT ler olusur. Uretilen SWCNT ler 6zel olarak tasarlanis bir toplayiciya gaz
yardimiyla tasinir (Merkogi vd., 2005).

1.2.7.3. Kimyasal buhar biriktirme

Ark buharlastirma ve lazer-ocak yontemleri, sentezlenen CNT’lerin siralanmasinin
ve yerlesim kontroliiniin saglanamamasi gibi eksikliklere sahiptir. Bu eksiklikler
kimyasal buhar yontemi (CVD) ile edilir. Bu ydntemde, bir metal katalizor
varliginda termal olarak bozunan hidrokarbon buhari kullanilir. Bu metal ayni
zamanda termal ya da katalitk CVD olarak da bilinir. CVD hidrokarbonlarin
bozunmasin saglayacak yeterli yliksek sicaklikta katalizor bir materyal varliginda bir
tip firin igerisinden hidrokarbon buharinin gegirilmesi ile ger¢eklestirilir. CNT’ ler
katalizor {iizerinden gegirilir ve oda kosullarinda sogutulan sistemde toplanir.
Bununla birlikte CNT’ler organometallik katalizorler kullanilarak da sentezlenmistir.
CVD metodunda olusma sicakligi, katalizor tipi ve hidrokarbon tipi Onemli

parametrelerdir (Merkogi vd., 2005; Rao vd., 1998).
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1.2.8. CNT’lerin fonksiyonellendirilmesi

CVD ve ark buharlastirma yontemlerinde katalizor olarak yaygin olarak demir,
kobalt ya da nikel ya da bunlarin bilesimi kullanilir. Bu katalizér nanopartikiiller
nanotiiplerin tabaninda ve ucunda kalir. CNT’lerin elektrokatalitik etkisi bu
katalizorden kaynaklanabilir. Ilk basta CNT’ ler kuvvetli asitler ile muamele
edildiginde (yikama prosediirii) bu metal nanopartikiillerin ¢oziildiigi ve CNT’lerden
uzaklastirildig1r iddia edilmistir. Fakat daha sonra yapilan calismalarda yikama
isleminden sonra CNT’lerin demir ve bakir safsizliklari igerdigi anlasilmistir ve CNT
modifiye elektrotlarda hidrojen peroksit ve hidrazin gibi molekiillerin
katalizlenmesini sagladigi bulunmustur. Metal safsizliklarin tiip ekseni boyunca ya
da nanotiip sonunda muhtemelen tutuldugu diistiniilmiistiir. Bu ylizden yikama
prosediirii kullanilarak CNT’lerin fonksiyonel hale getirilmesi son zamanlarda ki
gerceklestirilen caligmalarda 6nem kazanmistir (Banks vd., 2006; Syljukic vd., 2006;
Pumera, 2007).

Yiizey modifikasyonu ve fonksiyonellendirilmesi, biyolojik molekiilleri segici
immobilize edilmesi i¢in gergeklestirilebilir. Karboksil, hidroksil, keton, alkol, ester,
amin ve tiyol gibi fonksiyonel gruplar yas ve kuru kimyasal modifikasyonu ile
olusturulmustur. Temel olarak fonksiyonellendirme, CNT’nin yan duvarlart ve
sonunda oksitler ya da kusurlar olugsmasina neden olan bir iglemdir (Stronga vd.,
2003; Daniel vd., 2007). Bununla birlikte CNT” ler inerttir ve grafit gibi tepkimeye
girmeye karsi isteksizdirler. Yan duvarlari ile karsilastirildiginda, CNT nin son uglar1
HNO;3, H,SO4, KMnQOy, K;Cr,07, OsO4, CCly, Ox(g), CF4 ve SF¢ gibi giiglii asitlere
kars1 daha reaktiftir. CNT lerin asitler ile muamele edilmesi ile yiizeyde olusturulan
gruplar ile biyolojik tlirlerin CNT’ler lizerine immobilizasyonu gerceklestirilir (Yun
vd., 2007,).

Poli alliamin hidroklorit (PAH) asit ile fonksiyonellendirilmis CNT’ler sensor ve
biyosensor uygulamalarinda c¢ok fazla kullanilmistir. PAH zayif bir katyonik
polielektrolittir. Iyonize olabilen amin gruplarina sahiptir. Katyonik 6zelliginden
dolayi, sensor uygulamalarinda anyonik bir polielektrolit ile birden fazla tabaka
olusturmak igin ¢ok fazla kullanilmigtir (Sartori vd, 2011; Sartori ve Fatibello-Filho,
2012).
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1.2.9. Biyosensorler

Biyosensor, herhangi bir ortamda bulunan ve tayin edilmek istenen analit derisimine
karg1 sinyal lireten bir transduser ile bir enzimden olusan analitiksel cihazlardir.
Uretilen sinyal, enzim tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu olusan 1s1 emisyonu,
yansima ya da absorpsiyon, 151k emisyonu, oksijen ya da amonyak gibi gazlarin
tiikketimi ya da ortama salinimi ve proton derisiminin degisiminden kaynaklanabilir.
Transduser, sinyali akim, potansiyel, sicaklik degisimi ve absorpsiyon gibi 6l¢iilebilir
bir degere doniistiiriir (Sekil 1.9).

[ |

L |
LY

] ) LEKTRIKSEL
ANALITLER BIYORESEPTOR  TRANSDUSER SINYAL

Sekil 1.9. Bir biyosensoriin yapisi

Enzimler sahip olduklar1 katalitik ve spesifik Ozelliklerinden dolayr biyosensor
sistemlerinde algilayic1 element olarak ¢ok fazla kullanilmustir. ik biyosensor Clark
ve Lyons tarafindan, glukoz tayinini ger¢eklestirmek igin oksijen elektrot iizerine

immobilize edilen glukoz oksidaz ile olusturulan sistemdir (Mulchandani, 2006).

1.2.9.1. Elektrokimyasal biyosensérler

Elektrokimyasal biyosensorler biyolojik tanima elementi olarak hedef analit ile segici
olarak reaksiyona giren enzimler, proteinler, antibodiler, niikleik asitler, hiicreler,
dokular ve reseptdrlerin kullanildig1 ve analit derisimi ile orantili olarak elektriksel
sinyal tretilen sistemlerdir. Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanima iglemin

yapilisina gore biyokatalitik cihazlar ve affinite sensorler olmak iizere iki ana gruba
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ayrilirlar. Biyokatalitik cihazlar, elektroaktif tiirler iireten ve hedeflenen analiti
belirleyen doku parcalari, saglikli hiicreler ve enzimleri igerir. Affinite biyosensorler,
antikor, reseptor ve niikleik asit gibi biyolojik bir eleman ve analit arasinda segici bir
baglayici etkilesime dayanir (Wang, 2006; Ronkainen vd., 2008).

Biyoalgilayic1 aygitlarda degisik tiirlerde biyolojik tanima elementleri kullanilmasina
ragmen, elektrokimyasal biyosensorler sahip olduklar1 yiiksek biyokatalitik aktivite
ve spesifiklik yiiziinden oncelikli olarak enzimleri kullanirlar (Grieshaber vd., 2008;
Ronkainen vd., 2008). Sahip olduklar1 iistiin &zelliklerin yaninda, enzimlerin
kullanildig1 biyokatalitik sensorlerin tasarimi olduk¢a kolaydir. Biyokatalitik
sensorler aynt zamanda klinik ve endiistriyel analizlere kolaylikla uygulanabilir.
Insan kaminda glukoz miktarinin belirlenmesini saglayan cihazlar, biyokatalitik
sensorlerin ticari kullanimina yonelik en basarili uygulamadir.

Enzimler reaksiyon hizini arttirarak kimyasal reaksiyonu katalizler. Enzimin substrat
ile iligkisi kinetik caligmalar ile karakterize edilir. Enzimlerin depolama ve ¢alisma
kararlig1 gibi parametreler 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte karistirma, sicaklik
ve pH gibi deneysel parametrelere duyarliligi minumum diizeyde olmalidir ve 6l¢iim
aralarinda bu parametrelerde ki degisim mimkiin oldugu kadar az olmalidir.
Enzimler substratlarina karsi miilkemmel bir 6zgiinliige sahiptir ve idrar ya da kan
gibi Orneklerde kendi substratin1 belirleyebilirler. Boylelikle karmasik metotlarda
kullanilan bagka maddelerle girisim olanagini arttiran 6n islem ve ayirma adimlarimn
yapilmamasini saglar. Enzimlerin aktif taraflarinda protein yapisinda olmayan
kimyasal gruplar girisim yapabilecek tiirlerden kaynaklanabilecek girigimleri

engeller (Copeland, 2000; Ronkainen vd., 2008).

1.2.9.2. Enzim temelli elektrokimyasal biyosensorler

Enzim elektrotlar ¢alisma elektrot lizerinde ince bir tabaka halinde immobilize edilen
enzimden olusan elektrokimyasal problardir. Enzim, elektroaktif tiiriin olusumunu
katalizler ve bundan dolayr sensoriin segiciligini saglar. Bununla birlikte enzim
elektrodun aktivitesi elektrot dizaynina ve ¢ozelti parametrelerine baghdir. Hizli bir
enzim Kkatalizi bazi zamanlar biyosensorlerde sinyalin arttirilmasini  saglar
(Ronkainen vd., 2008).

Enzim temelli biyosensorlerde I. nesil biyosensorler oksijene bagli, II. nesil
biyosensorler medyatore bagl biyosensorlerdir. III. nesil biyosensorler birlestirilmis
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enzim elektrotlardan olusur. Birici nesil biyosensorlerde ortamda molekiiler halde
bulunan oksijen substratin iirline doniisiimiinde hidrojen peroksite indirgenir (Sekil
1.10). Substart miktar1 katodik potansiyelde oksijen indirgenmesi ve anodik
potansiyelde hidrojen peroksit yiikseltgenmesi izlenerek belirlenebilir (Anik, 2012).

SUBSTRAT

Sekil 1.10. I. nesil biyosensor

II. nesil biyosensorlerde medyatorler kullanilir ve medyatdrlerin  indirgenip
yiikseltgenmesi ile elektron transferi gerceklesir (Sekil 1.11). Bu amagla kullanilacak
medyatoriin indirgenmis ve yilikseltgenmis halinin kararli yapida olmasi, ortamda
bulunan oksijen ile tepkime vermemesi ve indirgenmis koenzim ile hizli tepkime

vermesi gerekir (Anik, 2012).

SUBSTRAT

Sekil 1.11. II. nesil biyosensor
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IIl. nesil biyosensorlerde elektrot yiizeyi ile enzimin redoks merkezi arasinda
dogrudan bir etkilesim s6z konusudur (Sekil 1.12). Bu etkilesim organik iletken
tuzlar ile saglanir ve organik metal olarak adlandirilan bu metaller ortam

sicakliklarinda genellikle metalik 6zellikler gosterirler (Anik, 2012).

SUBSTRAT

Sekil 1.12. III. nesil biyosensor
1.2.10. Enzim immobilizasyonu

Enzimi elektrot iizerine tutturmak i¢in kullanilan yontem ¢ok Onem tasir. Bu olay
materyal ara ylizeyi ile biyolojik bilesen arasinda saglanan degisik tiirde ki
etkilesimler ile saglanir (Andreescu ve Sadik, 2004; Andreescu vd., 2008).
Immobilize edilen enzimlerin serbest enzimlere iistiinliiklerini asagida ki gibi
siralayabiliriz;

* Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabildiklerinden, iir{inlerin
enzimler tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusmaz.

* Cevre kosullarina kars1 daha dayaniklidir.

* Birgok kez ve uzun siire kullanilabilirler.

* Stirekli iglemler uygulanabilirler.

* Serbest enzimler ile kiyaslandiklarinda daha kararlidirlar.

¢ Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

* Birbirini izleyen birden fazla basamakli reaksiyonlar i¢cin uygundur.

* Bazi durumlarda serbest enzimler ile kiyaslandiklarinda daha yiiksek bir aktivite
gosterebilir.

* Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 azalir (Ozdemir, 2010).

23



1.2.10.1. Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon, basit, ekonomik ve enzimlerin daha az denature olmasini
saglayan bir yontemdir (Sekil 1.13). Fiziksel adsorpsiyon, destek ya da elektrot bir
materyal lizerine enzimin kolaylikla biriktirilmesi ile ger¢eklestirilir. Bu yontemde
enzim aktivitesini etkileyecek herhangi baska bir kimyasal kullanilmaz. Ancak
fiziksel adsorpsiyona neden olan etkilesimler zayif oldugundan, bu yoOntemle
saglanan enzim immobilizasyonu pH, sicaklik, ¢dziicli ve iyonik siddette meydana
gelen degisimlere karsi duyarhidir. Bu yiizden uzun siireli ¢aligma kararliligi,
depolama kararliligi ve enzim aktivitesinde artis saglamaz (Gerard vd., 2002;

Scouten vd., 1995; Thevenot vd., 2001).

Sekil 1.13. Fiziksel adsorpsiyona ile immobilizasyon

1.2.10.2. Kovalent baglama

Bu yontemde, enzimin kullanilacak tasiyiciya baglanmasi zorunlu gruplar t{izerinden
olmamalidir. Enzimde yer alan amino asitlerin sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar ile
kovalent baglanma gerceklesir (Sekil 1.14). Immobilizasyon i¢in kullamlan tasiyic
hidrofobik karakterde olmamali ve mekanik kararliliga sahip olmalidir. Bununla
birlikte tastyicinin mikroorganizma iiremesini engellemesi, pH ve kullanilan
¢ozgenlere karsi dayamkli olmasi gerekir (Ozdemir, 2010). Bu ydntemde kuvvetli

kimyasal baglanmalardan dolayr enzim kararliliginda sagladigi artiglar gibi
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avantajlar1 vardir. Fakat fazla miktarda enzimin kullanilmasi, enzim aktivitesinde
diistisler gézlenmesi, diisiik tekrarlanabilirlik gibi dezavantajlara sahiptir (Gooding

ve Hibbert, 1999; Andreescu vd., 2008 Andreescu ve Marty, 2006).

Sekil 1.14. Kovalent baglama ile immobilizasyon

1.2.10.3. Tutuklama

Enzim immobilizasyonu i¢in en uygun yontemlerden bir digeri inert bir materyal
icinde fiziksel tutuklamadir (Sekil 1.15). Bu yontemin, enzimin yiiksek kararliligi,
ekonomik ve tek adimda olusturulmasi gibi sahip oldugu 6zelliklerinden dolay: diger
yontemlerden {istiinliikleri vardir. Fakat bu ydntemi, substratlarin taginmasinda
meydana gelen diflizyonel engel siirlar. Bununla birlikte enzimin tutuklandigi inert
materyal igerisinden sizma ihtimali s6z konusudur (Cosnier, 2005; Cosnier vd., 2006;
Andreescu vd., 2008).
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Sekil 1.15. a) kafes tipi, b) mikrokapsiilleme tutuklama yontemi
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1.2.10.4. Capraz baglama

Cok fonksiyonelli kiigiik molekiillii reaktifler enzim molekiilleri arasinda baglar
olusmasina neden olur (Sekil 1.16). Boylelikle suda ¢oziinmeyen komplekslerin
olusmasina neden olur. Immobilizasyon edilecek enzim, protein ve reaktif derisimi
ve pH, capraz baglanma derecesini ve immobilizasyonu etkiler (Telefoncu, 1997;
Ozdemir, 2010).
Capraz baglama ile enzim immobilizasyonu dort farkl sekilde gerceklestirilir;

a) Enzimin sadece bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

b) lkinci bir protein varliginda enzimin bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

¢) Suda ¢oziinen bir tagiyicida enzimin adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel

reaktif ile reaksiyonu

d) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tastyici ile

reaksiyonudur.
En c¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaldehid, klorformat,
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bisoksiranlar, divinilsiilfanlar, p-
benzokinonlar, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir (Telefoncu, 1997;

Ozdemir, 2010).

Sekil 1.16. Capraz baglama yontemi ile immobilizasyonu
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1.2.11. Biyosensor ornekleri

1.2.11.1. Glukoz biyosensérii

Glukoz miktarinin, kan ve idrar Orneklerinde belirlenmesi diyabet hastaliginin
onceden teshis edilmesi agisindan dnemlidir. Ayn1 zamanda fermantasyonla olusan
glukoz miktar1 yiyecek kalitesini etkiler. Bu ylizden gida sektoriinde de glukoz
miktarinin belirlenmesi 6nemlidir (Wang vd., Nenkova., 2010). Glukoz belirlenmesi
icin genellikle glukoz oksidaz (GOD) enzimi kullanilmistir. GOD ile glukoz
belirlenmesi, bu enzim varliginda ¢6ziinmiis oksijen varliginda glukozun
yiikseltgenmesi ile olusan hidrojen peroksidin yiikseltgenmesi siiresince anodik
akimm artist ya da enzimatik reaksiyonda ¢Oziinmiis oksijenin indirgenmesi
stiresince katodik akimda meydana gelen azalmaya bagh olarak belirlenir (Updike ve

Hicks, 1967; Guilbault ve Lubrano, 1973; Chena vd; 2011) .

1.2.11.2. Ksantin biyosensorii

Ksantin (X), piirin metabolizmasinda bir ara {iriindiir ve ATP bozunmasindan sonra
iretilir. Bu sebeple ksantin oksidaz (XO), tarafindan X’in fizyolojik doniigiimii tibbi
alanlarda artan bir ilgiye sahiptir (Arslan vd., 2006; Ronkainen vd., 2010). Bunun
yaninda X biyosensorleri et ve balik tazeliginin belirlenmesi igin siklikla
kullanilmigtir. Cilinkii insanlara satilan drlinlerin kabul edilebilir tazeliginin
belirlenmesi ¢ok 6nem tasir. Bu yilizden et ve balik {iriinlerinin bozunmasi ile olugan
iiriinlerin belirlenmesi i¢in hizli ve giivenilir analitiksel metotlara ihtiya¢c duyulur

(Cubukcu., 2007; Ronkainen vd., 2010).

1.2.11.3. Asetilkolin biyosensorii

Norotransmitterler sinir akzonu ucundan salinan kimyasal bir maddedir. Sinapsis
yerinde presinaptik néronun akzon ucundan salinan bu madde, postsinaptik néron
yiizeyinde bulunan bir reseptdr tarafindan taninir. Bu hiicreyi uyarir yada inhibe eder
(Noyan, 1989). Asetilkolin (ACh) merkezi sinir sisteminde ve beyinde oldugu
belirlenen ilk norotransmitterdir. ACh, merkezi sinir sisteminde hafizanin olusumu

ve O0grenme, bagimliligin tedavisi ve bu tedavilerin gelistirilmesi ve Alzheimer ve
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Parkinson hastaliklarinin tedavisinde ¢ok Onemli fonksiyonlara sahiptir. Bununla
birlikte Alzheimer ve Parkinson gibi sinirsel bozukluklarin baglamasinda ACh ve
onun metabolitinin anormal seviyeye ¢ikmasi ile gergeklestigini gosteren ¢ok fazla
calisma vardir (Yang vd., 2007; Wei vd., 2009; Khan ve Ghani, 2011; Hou vd.,
2012). Bundan dolay1 Donepezil ve takrin gibi ilaglarin etkilerinin arastirilmasi igin
AChE temelli elektrokimyasal biyosensorler ¢ok fazla kullanilmistir. Donepezil,
Alzheimer tedavisinde kullanilan ikinci nesil bir kolin esteraz inhibitoriidir.
Alzheimer, beyinde kolinerjik fonsiyonlarda meydana gelen bozukluktan olusan bir
hastaliktir. Bundan dolayr Donepezil, kolinerjik iletimin saglanmasinda Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilir (Snape vd, 1999; Ozturk vd, 2007, Ozturk vd,
2008). ACh, asetilkolin esteraz (AChE) ve kolin oksidaz (CHOD) enzimlerinin
kullanildig1 ikili enzimatik sistem ile asagida verilen denklemlere bagli olarak

belirlenir.

AChE
Acetylcholine + H,O C———— acetate + choline

CHOD
Choline + O C———————> betaine aldehyde + H,0, 1.2

1.2.12. inhibisyon temelli biyosensorler

Enzim inhibisyonu temelli biyosensorler organofosforlu pestisitler (OPs),
organoklorin pestisitler, insektisit tiirevlerini, agir metal ve glycoalkaloidler gibi
onemli analitlerin belirlenmesinde ¢ok fazla kullanilmistir. Bu biyosensor sistemleri
hedef analit ile muamele edilmeden once ve edildikten sonra enzim aktivitesinin
Olciimiine dayanmaktadir. Boylelikle enzim aktivitesinde ki diislisiin yiizdesi ile
inhibitdr arasinda bir iligki elde edilir (Guerrieri vd, 2002; Ivanov vd, 2003; Aminea
vd, 2006).

Tarmmsal uygulamalarda kullanilan pestisitlerin  tayininde AChE temelli
biyosensorler ¢ok fazla kullanilir. Pestisistler AChE enzimini, serin gruplarinda
fosforilasyon olusturmasindan dolayr inhibe eder. Boylelikle enzimatik reaksiyon
sonucunda olusan tiyokolin ve H,O, gibi analitlere ait sinyallerin azalmasina neden
olur (Upadhyay ve Verma, 2013). Bu pestisit grubundan organofosforlu pestisitler,
boceklere karst gosterdigi toksik ozelliginden dolayr hagerat ile miicadelede

kullanilir. Fakat OPs kullanimi ¢evreye ve insan sagligma karst ciddi bir tehdit
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olusturur (Gan vd., 2010; Wang vd., 2011). Bu sebeple OPs’in belirlenmesi igin
ACHhE temelli biyosensor sistemleri son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Enzim inhibisyonu c¢aligmalar1 ile agir metal analizleride gerceklestirilir. Eser
miktarda civanin belirlenmesi i¢in turp peroksidaz (horseradish peroxidase) (Han vd.,
2001), ireaz (Krawezyk vd., 2000; De Melo vd., 2002; Kuswandi, 2003), glikoz
oksidaz (Alexander and Rechnitz, 2000) ve alkol oksidaz (Pirvutoiuet vd., 2002)
kullanilmigtir. Kadmiyum iyonu ise iireaz (Lee and Russel, 2003) ve biitirilkolin

oksidaz (Mourzina vd., 2004) gibi enzimler kullanilarak belirlenmistir.

1.2.12.1. Tersinir Inhibisyon

Tersinir inhibisyonda, enzim ile inhibitér arasinda gerceklesen etkilesim orani
karakterize edilir. Bu nedenle aktivitesinde tersinir inhibisyona ugrayan biyosensor
yeniden elde edilebilir. Ancak, enzim aktivitesinde ki diislis nedeni ile biyosensor
yanitlarinda azalma goriilebilir. Ciinkii enzim aktivitesini biiylik oranda aktivitesini
tekrar kazanma caligmasindan sonra kaybeder. Enzim aktivitesini inhibe eden
mekanizmaya dayali olarak inhibitdrler yarismali, yarismasiz ve karigik inhibitorler
olarak smiflandirilir (Upadhyay ve Verma, 2013). Her ii¢ inhibitor tiiriinde de
reaksiyon hiz1 diiger. Sekil 1.17’den goriildiigii gibi reaksiyon hizinda diisiis en fazla

yarigmasiz inhibitérde goriiliir.

Reaksiyon Hizi

A-inhibitdrsiiz
B-Yarigmali
C- Karnigik

D- Yarigmasiz

Substart Derigimi

Sekil 1.17. inhibitérsiiz ve farkli inhibitor varhginda reaksiyon hizi-substrat derisimi iliskisi
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1.2.12.2. Tersinmez Inhibisyon

Tersinmez inhibisyonda inhibitor enzim aktif bolgesine kovalent bag ile baglanir ve
enzim aktivitesini kalict olarak inhibe eder. Yiiksek derecede etkin olan inhibitor
enzimi tersinmez olarak baglar ve bu yiizden aktivitesini inhibe eder (Turdean, 2011;
Upadhyay ve Verma, 2013).

1.2.12.3. Inhibisyon Temelli Biyosensor Yanitlar:

Biyosensor yanitlar1 genellikle Sekil 1.18’de gosterildigi gibi inhibitor ile muamele
edildikten sonra enzim aktivitesinde ki degisimin hesaplanmasi ile degerlendirilir.
Inhibitdér derisimi, enzimin inhibitdr ile muamele edilmeden ve edildikten sonra
inhibisyon yiizdesinin 6lgiilmesi ile hesaplanir. Yiizde inhibisyon asagida verilen

esitlik ile hesaplanir:

I (%) = Ip, control ~ Ip, exp x 100%

L.
I 3

p, control

Bu denklemde, I (%) yilizde inhibisyon, I, control €nzim bir inhibitdr ile muamele
edilmeden once elde edilen akim degeri, I, op iS¢ enzim bir inhibitdr ile muamele
edildikten sonra elde edilen akim degeridir. Inhibisyon temelli biyosensdr
sistemlerinde sadece inhibitor derisimi hakkinda bilgi vermez, ayni zamanda
inhibisyon g¢aligmasinin kinetik karakteri hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar.
Bununla birlikte enzimin aktif bolgeleri ve enzimin katalitik mekanizmasi hakkinda
onemli bilgiler elde edilebilir. Inhibisyon temelli biyosensoér sistemlerinde
inkiibasyon siiresi ve inhibitor derigimi inhibisyon oranmi etkileyen iki onemli

parametredir (Turdean, 2011; Upadhyay ve Verma, 2013).
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Sekil 1.18. inhibisyon temelli biyosensér ¢aliyma prensibi

1.2.12.4. Enzim aktivitesinin yenilenmesi

Enzim aktivitesinin inhibitor tarafindan inhibe edilmesi elektron transfer zincirinin
bloklanmas1 ve bakir kofaktorii ile kompleks olusumundan dolayr enzimlerin aktif
bolgelerinin etkilenmesine dayanir. OPs, fosforilasyon sayesinde bir serin fosfoester
olusturmak igin niikleofilik bir saldir1 ile aktif bolgede bulunan serin tarafinin inhibe
olmasi ile AChE aktivitesinde diisiise neden olur (Simonian vd., 2001; Amine vd.,
2006). Bu durumda enzimin kuvvetli inhibisyonu biyosensoriin tekrar kullaniminin
sinirlandirilmast pratik uygulamalarda ciddi problemler olusturur. Bu problemi
yenmek i¢in, AChE i¢in pridin-2-aldoksim metiliyodiir (2-PAM) ve 4-
formilpiridinium bromid dioksim (TMB-4) gibi reaktifler kullanilarak enzim
aktivitesinin yenilenmesi ¢aligmalar1 ger¢eklestirilmistir (Gulla vd., 2002). Asagida
AChHE enziminin bir pestisit ile fosforilasyonu sonucu inhibe olmasi reaksiyon olarak
gosterilmistir (Jaftrezic-Renault, 2001) .

(0] (0]
Il Il

inhibisyon
Enz-Ser-OH + CCl;CH,0-P-(OCH;),— Enz-Ser-O-P-(OCH;), + CCl;CH,0H

Inhibe olan AChE’nin 2-PAM kullanilarak aktivitesinin tekrar kazanilmas1 asagida

reaksiyon ile gosterilmistir(Jaffrezic-Renault, 2001).
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—N —O0H
0 tekrar 0
I aktivasyon II
+ Enz-Ser-0-P-(OCH;), — Enz-Ser-OH + PAM-P-(OCH;),

1.2.13. Pestisitler

Pestisitler, tarimsal uygulamalar ve evlerde hageratlar1 6ldiirmek i¢in kullanilan
kimyasal bilesiklerdir. Pestisitler gidalarin ve tarimsal {iriinlerin kalitelerinin ve
miktarinin kontrol edilmesini saglar. Boylelikle kemirgen tastyicilar ve bdcekler
tarafindan taginan bircok hastaligin engellemesini saglar. Bununla birlikte ¢cok fazla
yararlar1 olmasina ragmen, pestisitler ¢ok toksik Ozelliklere sahiptir ve cevrede
devamli hareket halinde olan bir dongiisii vardir. Bu sebeple asir1 kullanimlar1 ¢evre
ve insanlarda zararli etkilere neden olur. Ayn1 zamanda gidalarda varliklari ise son
derece tehlikelidir. Sahip olduklar1 ¢evresel kararlilik, toksik ozellikler ve
biyobirikme ozelliklerinden dolayi, pestisitler insan viicuduna yerleserek Onemli
derecede hastaliklara ve zehirlenmelere neden olabilir (Fenik vd., 2011).

Pestisitler farkli yollar ile ¢cevrede yer alir. Pestisitler tarimsal iiriinlerin kalitesinin ve
veriminin arttirtlmasinda ¢ok biiyilk oneme sahiptir. Pestisitler asagida verilen
amaglar i¢in kullanilir;

* Bitkilere yada belli bir bolgesine zarar veren haseratlarin sayisinin kontrol
edilmesinde;

* Hayvan ve bitki biyokiitle iiretiminin artmasinda;

¢ Ciftlik iriinlerinin ¢lirimesine ve bozulmasina neden olan mikroorganizmalar ile
miicadelede;

* Yosun, bakteri, mantar ve yabani otlar ile miicadelede;

e Uriinlere zarar veren hayvansal bdcekler ile miicadelede;

* Bitkinin gelisme donemini yavaslatmak ya da hizlandirilmasinda;

* Farkli yasam alanlarinda zararli organizmalari 6ldiiriilmesinde (Fenik vd., 2011).
Pestisitlerin yukarida belirtildigi gibi genis kapsamli kullanimi su, hava ve toprak da
bulunmasinin yaninda meyve ve sebze gibi tarimsal iiriinlerde de birikmesine neden
olur. Pestisitler basta hava ve yagmurla uygulandigi noktadan yakin olan komsu

bolgelere taginir (Hajslova ve Zrostlikova, 2003; Moreno vd., 2006; Fenik vd., 2011).
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Sekil 1.20°de pestisitlerin pozitif ve negatif etkileri verilmistir. Sekilde gortildigi
gibi pestisitler insan sagligina ve gevreye bir tehdit olusturmaktadir. Her yil Avrupa
Birligi iilkelerinde 140,000 ton pestisit tarimsal tirtinlerde kullanilmaktadir. Meyve
ve sebzeler pestisitler tarafindan en fazla etkilenen tarimsal tirtinlerdir. Bu meyve ve
sebze grubu arasinda en fazla {iziim, turunggil ve patates iizerine bulasir. 2008’de
Avrupa Birligi Pestisit Hareket Ag1 tarafindan verilen bilgilere goére Avrupa Birligi
iilkelerinde tiretilen gidalarda 350 farkli pestisit bulunmustur. Bu iiriinlerin %5’den
fazlasinda pestisit miktariin olmasi gereken sinirdan daha fazla oldugu anlagilmistir

(Fenik vd., 2011).
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Sekil 1.20. Pestisitlerin pozitif ve negatif etkileri

& [nsan viicudunda birikmesinden dolayi
saghgini tehdit etmesi

Pestisitlerin sahip olduklar1 kimyasal yapilari, fonksiyonlar1 ve uygulamalar1 onlarin
simifladirilmasint  zorlastirir. Fakat asagida verilen onemli kriterler goz Oniine
alinarak kategorize edilirler;

* Toksik 6zelligi

* Uygulama amaci

* Kimyasal yapisi

* Cevrede gosterdigi kararlilik

* Hedef analiti etkileme yolu

Yapisal olarak organik ve inorganik yapilar olmak iizere ikiye ayrilir. Inorganik
yapilar, arsenik insektisitler, florit insektisitler, inorganik bitki oldiirticiiler ve
inorganik mantar dldiiriictilerdir. Organik yapilar ise, organoklorinli, organofosforlu
(OPs) ve organonitrojenli pestisitlerdir. Organik yapiya sahip pestisitler arasinda OPs
bitkilerin korunmasinda en 6nemli pestisit grubudur. OPs fosfor iceren organik
bilesiklerdir (Jokanovic, 2001 ve 2009). OPs endiistriyel bitki yetistirme, meyve ve
sebze yetistirmede hagerat ile miicadelede kullanilir. OPs toksik 6zelligi, 6zellikle
AChHE gibi sinir sisteminin fonksiyonlarini kontrol eden enzimin aktivitesini inhibe

etmesine baghdir. Kolinesterzalarin aktivitelerin inhibe olmasindan dolay1
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sinapslarda ACh miktarinda artma olur. Bunun sonucunda merkezi solunum sistemi

ve kaslarda ciddi problemler ortaya ¢ikar (Fenik vd., 2011).
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Sekil 1.21. A) Diklorvos, B) monokrotofos organofosforlu pestisitlerin kimyasal yapisi
1.2.14. Sentri-voltammetri

Sentri-voltammetri, santrifiij ve voltammetri yontemlerinden olusan bir metotdur. Bu
yontem, ilgili analitlerin birlikte ¢oktiiriildiigii ve direk voltammetrik analizin
yapilmasi saglayan pratik bir yol saglar.

Sentri-voltammetride hedeflenen analitlerin belirlenmesi i¢in farkli tasiyicilar
kullanilmigtir. Bu tasiyicilar sayesinde istenilen analitlerin sentri-voltammetrik
hiicrenin alt kisminda kare seklinde bulunan Pt elektrot {izerine Onderistirilmesi
saglanmistir. Bunlardan biri AI(OH)s’diir. Santrifiij giicii ile elektrot yiizeyine ince
bir tabaka halinde adsorbe olan Al(OH); agir metallerin Onderistirilmesini
saglamistir. Bu ¢aligmada ki asil amag analit olarak seg¢ilen kursun iyonlarini birlikte
coktiirmeyle Al(OH); ile elektrot arasinda tuzaklamaktir. Bunun yaninda adimlar
olmadan  aym  sentri-voltammetrik  hiicrede  voltammetrik  analizlerin

gerceklestirilmesini saglayan iletken bir tabaka saglamistir (Kirgdz vd., 2004).
35



Diger bir ¢aligmada ise tasiyict olarak sahip oldugu iyi mekaniksek direng,
onderistirme etkisi ve yiiksek secicilikten dolay1 ¢ok fazla kullanilan selatlastiric
recinelerden bir tanesi olan Amberlite XAD-7 reginesi kullanilmistir. Bu ¢alismada
kursun iyonlari, Amberlite XAD-7 regine ile sentri-voltammetrik hiicrenin alt
kisminda bulunan kare seklindeki Pt elektrot iizerinde onderistirilmistir. Boylelikle
daha duyarli sonuglar elde edilmistir (Kirgdz vd., 2005).

Sentri-voltammetrinin biriktirme c¢aligmalarinda kullanilan bagka bir teknik olan
ASV’den onemli bir farki vardir. Bu yontemde, analitik sadece kiigiik bir kismi
kontrol edilebilen kosullar altinda elektrot {lizerinde Onderistirilir. Ancak sentri-
voltammetride elektrot ylizeyinde analitin biiyiik bir kismmin 6nderistirilmesi
miimkiindiir. Bu 6zellik daha diisiik LOD degerlerinin elde edilmesini saglar (Kirgoz
vd., 2005).

Diger bir caligmada civa iyonlart sentri-voltammetrik olarak belirlenmistir. Bu
yontemde metalik civa sodyum bor hidriir kullanilarak indirgenmis ve bir tastyici
kullanilmadan santriflij giicli ile sentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda bulunan
altin elektrot ile amalgam olusturulmasi saglanmistir (Urkmez vd., 2009).
Sentri-voltammetrik diger bir c¢aligmada, molibden iyonlar1 pyrogallol red
kullanilarak onderistirilmistir. Bu calismada kompleks halinde olan molibden ve
pyrogallol red, santrifiij gilicii ile ince bir film halinde elektrot yiizeyinde
biriktirilmistir (Kogak ve Ertas, 2013).

1.2.15. Biyosentri-voltammetri (Centri-biyovoltammetri)

Bu doktora tezi kapsaminda sentri-voltammetrinin uygulama alaninin genisletilmesi
amaglanmigtir. Bu amagla ilk kez sentri-voltammetri, enzim temelli biyosensor
sistemi birlestirilmis ve bu yonteme “Biyosentri-voltammetri (sentri-biyovoltammetri
olarak da adlandirilmaktadir)” adi verilmistir. Bu yontem biyosentri-voltammetrik
hiicrenin ¢alisma elektrodunun iizerine uygun bir enzimin immobilize edilmesini
icerir. Substratin herhangi bir tagiyict materyal kullanilmadan, uygulanan santrifiij
kuvveti ile c¢aligma elektrodun iizerine biriktirilmesi saglanir. Biyosentri-
voltammetrik  (sentri-biyovoltammetrik) yontem ile biyolojik Oneme sahip

molekiillerin daha duyarl belirlenmesi saglanir (Anik, 2013)
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Cihaz ve Malzemeler

Voltammetrik dlglimler AUTOLAB PGSTAT 12, impedimetrik 6lgiimler ise FRA 2
u-AUTOLAB Type III elektrokimyasal 6lgiim sistemi ile gergeklestirilmistir (Sekil
2.1 ve 2.2). Bilgisayar kontrollii olan AUTOLAB PGSTAT 12 ve FRA 2 p-
AUTOLAB Type III cihazimmin sinyalleri GPES Windows 4,9 yazilimi ile

degerlendirilmistir.

Sekil 2.1. AUTOLAB PGSTAT 12 cihan
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Sekil 2.2. n-AUTOLAB TYPE III cihazzmin resmi

Deney siiresince kullanilan diger cihazlar ve kullanim amaglar1 soyledir:

& GCE ve CPE’yi temizlemek ve bazi maddeleri ¢6zmek amaciyla BANDELIN
marka RK 102 H model sonikator kullanilmistir.

& 25 °C’ de pH = 7 ve pH = 7,5’da standart elektrot ¢ozeltileriyle kalibre edilmis
ORION STAR SERIES model pH metre ile pH &lgiimleri yapilmistir.

& Kimyasal ¢ozeltileri hazirlamak igin kat1 kimyasallarin tartimi PRECISA XR
205SM-DR model hassas terazi ile yapilmistir.

@ Santrifiij islemleri icin Niive NF 800 ve SIGMA 3-16 PK model (seri no: 121 321,
maksimum hiz (rpm): 15 300, maksimum kapasite (mL): 1000: maksimum yer
¢ekimsel alan (x g): 23 031, maksimum kinetik enerji (Nm): 9970, Rotor 19 776-H;
1400 min™', maksimum yiikleme 6x80 g) santririij cihazlar1 kullanilmistir.

< Yiizey karakterizasyonu i¢in SEM goriintiileri JEOL JSM-7600F kullanilarak elde

edilmigtir.

2.2. Kullanilan Elektrotlar

Caligma hiicresi, istenilen miktarda analit igeren destek elektrolit ¢ozeltisine

daldirilmisg ii¢ elektrottan olugsmustur. Deneyler oda sicakliginda 10 mL’lik
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voltammetrik  hiicrede ~ (Metrohm)  {iglii  elektrot sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmigtir (Sekil 2.3). Biyosentri-voltammetrik ¢alismalar i¢in santrifiij ve
voltammetrik caligmalara uygun olarak tasarlanmis iki farkli hiicre kullanilmistir.
Polietilen biyosentri-voltammetrik hiicre 3 cm i¢ ¢apa sahiptir. Uzunlugu 11,5
cm’dir. Bu hiicrenin alt tarafinda 6 mm? yiizey alanina sahip olan kare seklinde olan
Pt elektrot, ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir (Sekil 2.4). Delrin biyosentri-
voltammetrik hiicre, 1,2 cm i¢ ¢apa sahiptir. Uzunlugu 10 cm’dir. (Sekil 2.5).
Caligma elektrodu vidalama sistemi ile hiicrenin alt kismina yerlestirilmistir.

Caligma elektrodu olarak Au film ile modifiye GCE, XO immobilize Pt elektrot,
CPE ve AChE-CHOD ile modifiye CPE kullanilmistir.

Sekil 2.3. Uclii elektrot sistemine ait diizenek
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Sekil 2.4. Polietilen biyosentri-voltammetrik hiicre
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Sekil 2.5. A) Delrin biyosentri-voltammetrik hiicre, B) a- biyosentri-voltammetrik gévde, b)
koruyucu kapak, ¢) calisma elektrodu, d) kapak
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2.3. Kimyasallar ve Reaktifler

Substrat ¢ozeltileri olarak asetiltiyokolin (Sigma-Aldrich, ATCh), asetilkolin (Sigma,
ACh) kolin (Sigma, Ch), ksantin (Sigma, X) kullanilmistir. K3Fe(CN)g (99,99+%,
d=1,89 g/mL, Sigma-Aldrich) impedans dl¢ctimleri i¢in kullanilmistir. Karbon pasta
icin, grafit tozu (graphite powder (particle size <50 pum, Merck) ve bunlar1 pasta
kivamina getirmek i¢in mineral yag (Sigma-Aldrich) gibi organik bir sivi ile
karigtirilarak hazirlanmiglardir. Biyosensér yapiminda pasta iginde AChE (from
Electrophorus electricus, 236 Units/mg solid), CHOD (from Alcaligenes 14 Units
/mg solid) kullanilmistir. Bununla birlikte immobilize sistem igin Pt calisma
elektrodun tiistiine immobilize edilen XO (from buttermilk, 0,06 Units/mg solid)
kullanilmigtir. AChE enziminin tekrar aktive edilmesi i¢in 2-pyridine aldoxime
methiodide (2-PAM) kullanilmistir. Sentetik plazma 6rnegi ¢caligmalarinda ise serum
ornegi 140 mM NaCl (99.0-100.1% supplied, Pancreac), 4,5 mM KCI, 2,5 mM
CaCl, (calcium chloride dehydrate, ACS reagent, >99%, Sigma), 0,8 mM MgCl,
(magnesium chloride hexahydrate, GR for analysis 99,0-101,0%, Merck) 2,5 mM iire
(99.5% pure, Horasan Kimya), ve 4,7 mM glikoz (D-(+) glucose monohydrate for
microbiology, Merck) kullamlarak hazirlanmistir. Sentetik plazma ¢6zeltisi 10 mM
TRIS-HCl (Tris(hydroxymethyl)-aminomethane, TRIS, 99,0-100,1%, Merck)

tamponu kullanilarak hazirlanmistir.

2.3.1. Kullanmilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi
2.3.1.1 Destek elektrolit tampon ¢ozeltisinin hazirlanmast

Deneylerde destek elektrolit olarak 50 mM fosfat tamponu (KH2PO4, Merck)
kullanilmigtir. KH,PO4’den gerekli miktarda tartim alinarak ¢6zelti hacmi 500 mL
olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Destek elektrolit hazirlanirken {izerine
derisik NaOH ilave edilerek pH ayarlamasi1 yapilmistir.

3.3.1.2. Reaktiflerin hazirlanmast

Deneysel ¢aligmlarda kullanilan X, ATCh, ACh ve Ch ¢ozeltilerinin 102 M’lik stok
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bunun i¢in analitlerden gerekli tartimlar alindiktan sonra
hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. EIS 6l¢iimleri igin 10 M’lik K3Fe(CN)g

¢ozeltisi hazirlanmigtir.
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2.3.1.2. Calisma hiicresinde kullanilan ¢ozeltinin hazirlanmasi

Voltammetrik ve EIS oOlglimlerinde kullanilmak i¢in daha 6nce belirtilen destek
elektrolit ve reaktif ¢ozeltisinden gerekli miktarda alinarak son hacim 10 mL olacak

sekilde ¢ozelti hazirlanmistir.

2.4. Elektrotlarin Hazirlanmasi Ve Prosediir

2.4.1. Au-film modifiye GCE hazirlanmasi

Hazirlama prosediiriine gore GCE yiizeyi once aliiminyum toz ile iyice parlatilmistir.
Daha sonra 5 dakika ultrasonik banyoya daldirilmis ve yiizeydeki safsizliklar
temizlenmistir. Altin kaplama ¢6zeltisi olarak uygun miktarda HAuCl, igeren 10 mL
H,SO4 ¢ozeltisi kullanilmistir. GCE, uygun miktarda ATCh iceren altin kaplama
¢ozeltisine daldirildiktan sonra 10 dakika N, gazindan gegirilmistir. 1,5 V’dan -0,045
V’a kadar 100 mV/sn’de dongiisel voltammogram yontemi ile GCE iizerine altin
film (in-situ) olusturulmustur. GCE saf su ile yikandiktan sonra 10 mL fosfat
tamponu (pH 7,0) icerisine daldirilmisgtir. 0 V ile 1,4 V arasinda ATCh’a ait

elektroanalatiksel yanitlar incelenmistir.

2.4.2. X biyosensoriiniin hazirlanmasi

1 mg XO ve 10 mg jelatin 38 °C’de 100 pL fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0)
icerisinde karigtirilmigtir. Bu karisimdan 100 pl alinarak Sekil 2.4’de gosterilen
biyosentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda kare seklinde olan Pt calisma
elektrodun tizerine damlatilmis ve 4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Daha sonra capraz
baglanmanin saglanmast i¢in %2,5’lik glutareldehit ¢ozeltisine 5 dakika
daldirilmigtir. Biyosentri-voltammetrik hiicre igine istenen miktarda X c¢ozeltisi
konulmustur. Daha sonra biyosentri-voltammetrik hiicre uygun santrifiij hizi ve
santrifiij sliresinde santrifiijlenmistir. Biyosentri-voltammetrik hiicre, voltammetrik
standa alinarak ¢ozelti igerisine referans ve yardimer elektrotlar daldirilmigtir. -500

mV ile 900 mV arasinda DP voltammogramlar kaydedilmistir.
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Sekil 2.6. Biyosentri-voltammetrik X tayininin sematik gosterimi
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2.4.3. AChE temelli biyosensorlerin hazirlanmasi
2.4.3.1. AChE aktivite tayini i¢in biyosensor hazirlanmasi

%70:30 oraninda grafit tozu ve mineral yag karistirilmasi ile CPE hazirlanmistir.
Hazirlanan CPE’den uygun miktarlarda alinarak biyosentri-voltammetrik hiicrenin
alt kismindan vidali sistem ile ¢ikarilabilen ¢aligma elektrodunun i¢ine konulmustur.

Uygun mikarda AChE pH 7,0 fosfat tamponunda ¢6ziilmiistiir. Bu karisimdan 4,2 pL
alimp 1 mL fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Enzim ¢ozeltisi ile ATCh istenen
miktarlarda karistirilarak son hacim pH 7,0 fosfat tamponu ile 2 mL’ye
tamamlanmistir. Enzimatik reaksiyonun ger¢eklesmesi i¢in 37 °C’de uygun siirelerde
bekletilmistir. Cozelti biyosentri-voltammetrik hiicreye (Sekil 2.5) alinarak uygun
santrifiij hizi ve siliresinde santrifiijlenmistir. Biyosentri-voltammetrik hiicre
voltammetrik standa alindiktan sonra ¢6zelti igerisine referans ve yardimci elektrotlar

daldirilmigtir. 0 Vile 1 V arasinda DP voltammogramlar kaydedilmistir.
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Sekil 2.7. Biyosentri-voltammetrik ATCh tayininin sematik gosterimi

2.4.3.2. ACh biyosensoriiniin hazirlanmasi

AChE/CHOD modifiye CPE, uygun miktarlarda grafit tozu, mineral yag, AChE ve
CHOD’nin karigtirilmasi ile olusturulmustur. Hazirlanan karbon pasta biyosentri-
voltammetrik hiicrenin alt kismindan vidali sistem ile ¢ikarilabilen c¢aligma
elektrodunun i¢ine konulmustur. Daha sonra elektrot yiizeyi iyice parlatilarak, yiizey
saf su ile yikanmigtir. Caligma elektrodu biyosentri-voltammetrik hiicreye

yerlestirildikten sonra uygun miktarlarda ACh igeren fosfat tamponu (pH 7,0)
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konulmustur ve istenen santrifiij hizi ve siiresinde santrifiijlenmistir. Biyosentri-
voltammetrik hiicre standa alinarak ¢ozelti igerisine referans ve yardimci elektrotlar
daldirilmigtir. DP 6lgiimleri, 50 mM fosfat tamponunda (pH 7,0) ve +1,0 V' dan 0 V°

a potansiyel araliginda gergeklestirilmistir. Elektrot yiizeyi her oOl¢cimden once

yenilenmigtir.
elektrot Referans
elektrot
Voltammetrik
w Analiz
o
O PBS+ACh Santrifij
2
o
€
a
o
I
S}
g
<<_() Modifiye
Bakir Tel Calisma
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Sekil 2.7. Biyosentri-voltammetrik ACh tayininin sematik gosterimi
2.4.3.1. MWCNT 'nin HNOj ile muamele edilmesi
1 mg MWCNT 6 M 60 mL HNOs iginde 5 saat 80 °C’de bekletilmistir. Daha sonra
gece boyunca oda kosullarinda MWCNT’ye karboksil grublar eklenmesi igin

bekletilmistir. Fonksiyonel grup eklenmis MWCNT (f-MWCNT) birkag kez saf su

ile yikanmustir.
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2.4.3.2. Pestisit tayini i¢cin AChE/PAH/f~-MWCNT/CPE 'nin hazirlanmasi

1 mg -MWCNT ve 1 mg PAH, 500 mL PBS (pH 7,0) icerisine konulmus ve 20
dakika sonike edilmistir. PAH/f-MWCNT ¢ozeltisinden 20 ul. CPE {izerine
damlatilmis ve 2 saat 4 °C bekletilmistir (PAH/f-MWCNT/CPE). AChE
cozeltisinden (0.38 mg ml'l) istenen miktarda PAH/f-MWCNT/CPE iizerine
damlatilmis ve 1 saat 4 °C bekletilmistir (AChE/PAH/f-MWCNT/CPE). Calisma
hiicresine istenilen miktarda ATCh iceren fosfat tamponu alindiktan sonra 50 mVsn®
de 0 V ile 1,0 V arasinda CV voltammogramlar kaydedilmistir. Pestisit analizleri
icin AChE/PAH/f-MWCNT/CPE 5 pg ml' monokrotofos igeren ¢bzeltiye
daldirildiktan sonra 5 dakika beklenmistir. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ATCh
igeren fosfat tamponuna daldirildiktan sonra tekrar 50 mVsn'’de 0 V ile 1,0 V
arasinda CV voltammogramlar kaydedilmistir. Inhibiisyon degerleri boliim 1°de
verilen 1.3 nolu denklem ile hesaplanmustir.

Bu denklemde Ip, control ATCh igin elde edilen akim degeridir. Ip, exp ise
AChE/PAH/f-MWCNT/CPE monokrotofos ¢ozeltisine daldirildiktan sonra ATCh

icin elde dilen akim degeridir.
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Sekil 2.9. Monokrotofos belirlenmesinin sematik gosterimi
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2.5. Ornek Uygulamalari

2.5.1. Sarap orneginde biyosentri-voltammetrik X tayini

Biyosentri-voltammetrik X tayini, sarap 6rnegine uygulanmistir. Bu amacla standart
katma yontemi kullanilmistir. Sarap 6rnegi fosfat tampon ¢ozeltisi (50 mM, pH 7,0)
ile 1:10 oraninda seyreltilmistir ve bilinen miktarlarda X her birine eklenmistir. X
eklenmesinden sonra elde edilen akim degerleri izlenmis ve geri kazanim degerleri

hesaplanmistir.

2.5.2. AChE inhibisyonu temelli ila¢ 6rnegi

AChE inhibisyon c¢alismasi i¢in Alzheimer tedavisinde kullanilan Neurem (
Donepezil HCI, 5 mg) analiz edilmistir. Bu amagla Neurem ilaci bir havan icerisinde
toz haline getirilmistir. 1.0 mg Neurem fosfat tamponunda (pH 7,0) ¢oziilmiistiir. 350
uM ATCh, 49,56x10* U mL"' AChE and 500 pL Neurem 37 °C’de 15 dakika
bekletilmistir. Cozelti, biyosentri-voltammetrik hiicrenin igine konulmustur ve 4000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Biyosentri-voltammetrik hiicre, voltammetrik
Olciim standin lizerine konulduktan sonra referans ve yardimci elektrot ¢ozeltiye
daldirimistir. Potansiyel 0 V’dan 1 V’a kadar taranmistir. Inhibisyon bolim 1°de
verilen 1.3 nolu denklem ile hesaplanmustir.

Yukarida ki denklemde Ip, control ATCh i¢in elde edilen akim degeridir. Ip, exp ise
Donepezil ile ATCh i¢in elde dilen akim degeridir.

2.5.3. Sentetik serum érneginde biyosentri-voltammetrik ACh ve Ch tayini

ACh ve Ch belirlenmesi sentetik serum Orneklerine uygulanmistir. Sentetik serum
ornegi asagidaki adimlar izlenerek hazirlanmigtir. 140 mM NaCl 4,5 mM KCl, 2,5
mM CaCl,, 0,8 mM MgCl,, 2,5 mM iire and 4,7 mM glukoz, 10 mM tris-HCI
¢ozeltisinde hazirlanmigtir. Cozelti derisik HC1 kullanilarak 7,3’e ayarlanmastir.
Standart ¢ozeltiler, zemin ¢6zelti olarak sentetik plazma elektroliti kullanilarak
hazirlanmigtir ve daha sonra uygun miktarda analit standart katma metoduna gore

fosfat tampon ¢ozeltisine (pH 7,0) eklenmistir.

52



2.5.4. Dogal 6rneklerde pestisit tayini

Cesme suyu, maden suyu, domates ve liziim orneklerinde standart katma metodu ile
pestisit belirlenmesine uygulanmigtir. Cesme suyu ve maden suyu herhangi bir 6n
islem uygulanmadan kullanilmigtir. Domates ve {iziim ornekleri oncelikle saf su ile
yikanmigtir. Daha sonra drnekler ince dilimler halinde kesilmistir. Her iki 6rnekten 5
gram alinarak 10 mL fosfat tamponu(pH 7,0) igerisine konulmustur ve oda
kosullarinda 1 saat kanstirilmistir. Ornekler siiziildiikten sonra aseton icerisinde
¢Oziinmiistiir. Standart katma metodu kullanilarak o6rneklerde ki geri kazanim

degerleri hesaplanmistir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

Bu doktora tezi bes temel ¢alisma boliimiinden olusmaktadir. Calismanin ilk
bolimiinde, elektroaktif bir analit olan ve AChE tarafindan hidrolizlenerek asetik asit
ve tiyokoline doniistiiriilen ATCh tayini GCE iizerine modifiye edilen Au film ile
gerceklestirilmistir. HAuCly miktar1 ve pH gibi parametrelerin elde edilen akim
degerlerine etkisi incelenmistir. Optimum kosullar altinda 2-25 uM arasinda (R’=
0,9928, y= 0,0275x + 0,7211) ATCh igin dogrusal aralik elde edilmistir. 15 pM
ATCh igin yapilan 6l¢iimler sonucunda tekrarlanabilirligine iligkin RSD degeri
%3,59 (n=4)olarak hesaplanmaistir.

Calismanin ikinci bolimiinde biyosentri-voltammetri yontemi iyi bilinen bir
enzimatik sisteme uygulanmistir. Bu amagcla, biyosentri-voltammetrik hiicrenin alt
kisminda bulunan Pt elektroda XO enzimi immobilize edilerek, X’e ydnelik bir
biyosensor yapilmigtir. Biyosentri-voltammetrik X tayininde Oncelikli olarak
santrifiij hizi, santrifiij sliresi ve enzim miktar1 gibi deneysel parametreler optimize
edildikten sonra X i¢in analitiksel karakteristik ¢caligmalar1 gerceklestirilmistir. X i¢in
0,1-1 uM (R’= 0,984, y= 0,0383x + 5,7203) ile 5-50 uM arasinda (R*= 0,997, y=
2,9724x + 0,8499) iki tane dogrusal aralik elde edilmistir. LOD degeri 9,2 x 10°°
olarak hesaplanmistir. RSD degeri %3,4 (n= 5) olarak bulunmustur. Biyosentri-
voltammetrik X tayini sarap Ornegine uygulanmistir. Geri kazanim degeri
101£0.61% (n=3) olarak hesaplanmuistir.

Caligmanin tgiincii boliimiinde, AChE aktivitesini tayin etmek amaciyla, ATCh’in
biyosentri-voltammetrik tayini gerceklestirilmigtir. Bu amagla, reaksiyon siiresi,
santrifiij hizi, santriflij siiresi ve enzim miktar1 gibi parametreler optimize edilmistir.
Optimize edilen kusullar altinda 1,0-350 pM arasinda (R* 0.99, y = 0.0004x +
0,0163) ATCh i¢in dogrusal bir aralik elde edilmistir. Biyosentri-voltammetri
yontemi, AChE inhibisyon ¢aligmasi i¢in Alzheimer hastaliginda kullanilan Neurem
(Donepezil HCI, 5 mg) ilacina uygulanmigtir. Neurem ilaci, AChE aktivitesinde %80

oraninda inhibisyona neden olmustur.
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Calismanin  dordiincii  bolimiinde, ACh biyosentri-voltammetri yontem ile
belirlenmistir. Bu amagla AChE ve CHOD enzimleri kullanilarak biyosensor sistemi
olusturulmustur. Bunun i¢in reaksiyon siiresi, pH, AChE ve CHOD miktarlari,
santrifiij sliresi ve santrifiij hiz1 gibi parametreler optimize edilmistir. En iyi ortam
sartlar1 belirlendikten sonra ACh ve Ch i¢in analitiksel karakteristikler incelenmistir.
ACh i¢in 5,0x107-1,0x107 arasinda (R*= 0,9943, y= 0,0263x+0,0788) dogrusal bir
iliski elde edilmistir. Bununla birlikte Santrifiij parametreleri kullanilmadan ACh i¢in
2x10°%-25x10° M (R2=0,7035, y= 0,0043x + 0,0944) arasinda dogrusal bir aralik
elde edilmistir. LOD degeri 0.51x107 olarak hesaplanmistir. RSD degeri %4,56
(n=5) olarak bulunmustur. Olusturulan biyosensor ayn1 zamanda Ch belirlenmesinde
kullanilmstir. Ch i¢in 10x10°-5x10™ M (R*= 0,9901, y= 0,0008x + 0.261) arasinda
dogrusal bir aralik elde edilmistir. Analitiksel karekteristik belirlendikten sonra ACh
ve Ch belirlenmesi sentetik serum Orneklerine uygulanmistir. Standart ACh ve Ch
cozeltileri sentetik serum 6rneginde hazirlanmistir. Yapilan 6l¢timler sonucunda geri
kazannm ACh i¢in 104,7£0.15 (n=3), Ch i¢in 100,9+£0.14 (n=3) olarak
hesaplanmistir.

Caligmanin besinci boliimiinde, model pestisit olarak se¢ilen monokrotofos igin
AChE/PAH/f-MWCNT/CPE temelli bir biyosensor sistemi olusturulmustur. Bu
amagla  Oncelikli  olarak ATCh  analitiksel  karakteristik  ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. AChE miktar1 ve pH parametreleri optimize edildikten sonra
ATCh i¢in 5,0x10°-2,0x10™ M arasinda (R*= 0,9958, y= 0,0027x — 0.0946) dogrusal
bir iligki elde edilmistir. Monokrotofos i¢in inhibisyon siiresinin etkisi aragtirildiktan
sonra 1-25 pg/mL arasinda dogrusal bir iligki bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri
siras1 ile 0,88 and 2,9 pg/mL olarak hesaplanmistir. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE’
nin reaktivasyonu 2-PAM ile arastirilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda inhibe
olan AChE’ nin orijinal yanitinin %95°1 geri kazanilmistir. Gelistirilen biyosensor
¢esme suyu, maden suyu, domates ve iiziim 6rneklerinde standart katma metodu ile
monokrotofos belirlenmesine uygulanmistir. Cesme suyu ve maden suyu
orneklerinde geri kazanim degerleri siras1 ile 98,3 ve 100,75 olarak hesaplanmistir.
Domates ve tiziim 6rneklerinde sirasi ile %2,5 ve %32,8 matriks etkisi bulunmus ve

geri kazanim degerleri sirasi ile 98,5 ve 101 olarak hesaplanmuistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1. Au Film Modifiye GCE ile ATCh Tayini

ATCh elektroaktif bir maddedir ve AChE tarafindan hidrolizlenerek asetik asit ile
tiyokolin olusturur. Ayn1 zamanda ACh’in duyarli belirlenmesi immobilize sistemde
kullanilan ikili enzimatik olusumda AChE aktivitesine baglhidir. Bundan dolay1
AChE’nin aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Tiim bu nedenlerden &tiiri,
bu ¢alismada oncelikle ATCh’in duyarli bir gekilde belirlenmesi igin GCE ylizeyine

Au film olusturulmustur.

25 1
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Sekil 4.1. Au film modifiye GCE’ ye ait diferansiyel puls voltammogramlar: (a) Au film, (b) Au
film ve 25 pM ATCh, fosfat tampon sistemi (pH 7,0)

Sekil 4.1’den goriildiigii gibi yalin GCE ile ATCh’a ait 1.007 V’da 0.292 pA

degerinde bir pik elde edilememistir. Fakat Au filmin in-situ olarak GCE yiizeyinde

olusturulmasi ile ATCh’a ait pik gézlenmistir. Bundan dolay1 Au film ile modifiye

GCE kullanilarak ATCh tayinine yonelik optimizasyon parametrelerin

belirlenmesine gegilmistir.
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4.1.1 HAuCl,; miktan etkisi

Hazirlanan Au film modifiye GCE’nin ¢alisma kosullarinin optimizasyonuna iligkin
ilk olarak HAuCly miktarinin etkisi arastirilmigtir. 10 uM ile 1 mM araliginda
degisen derisim miktarlarinda ki HAuCly ¢o6zeltilerinden hazirlanan Au film
elektrotlar ile 10 uM ATCh’1n pik akimlarmin degisimi kiyaslanmistir (Sekil 4.2).
Elde edilen akim degerlerinden en yiiksek deger 500 uM HAuCly ile elde edildigi

icin sonraki ¢aligmalarda bu deger kullanilmistir.

1.2 -
0.9 -
f% 0.6
0.3 1
0 . : .
0 400 800 1200
HAuCI, Derigimi (uM)

Sekil 4.2. Farkh derisimlerde ki HAuCl, icin elde edilen akim degerleri, 10 pM ATCh, fosfat
tampon sistemi (pH 7,0)

4.1.2. pH etKkisi

Destek elektrolit olarak kullanilan fosfat tamponunun pH 6,0’dan 8,5’a kadar 0,5
birimlik artiglar ile 10 uM ATCh i¢in elde edilen akim degerlerine etkisi
incelenmigtir (Sekil 4.3). Sekil 4.4’den goriildiigii gibi en yiliksek akim degeri 7,0°de

elde edilmistir. pH 7,0’dan sonra akim degerlerinde diisiis gdzlenmistir.
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Sekil 4.3. pH a) 6, b) 6,5, ¢) 7, d) 7,5, e) 8 ve f) 8,5 icin elde edilen DP voltammogramlari.
Deneysel kosullar; 10 pM ATCh, 500 pM HAuCly
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Sekil 4.4. 10 pM AT Ch icin fosfat tamponunun farkh pH degerlerinin akim degerlerine etkisi

4.1.3. Analitiksel karakteristik

En uygun c¢alisma kosullar1 belirlendikten sonra analitiksel karakterizasyon
calismalar1 gerceklestrilmistir (Sekil 4.5). ATCh igin 2-25 pM arasinda (R2= 0.9928,
y= 0,0275x + 0,7211) arasinda dogrusal bir iliski elde edilmistir (Sekil 4.6). 15 uM
ATCh i¢in yapilan caligmalar sonucunda tekrarlanabilirlige iligkin RSD degeri
%3,59 ( n = 4) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5. Au film modifiye GCE ile a) 2, b) 5, ¢) 10, d) 15 e) 20 ve f) 25 uM icin elde edilen D.P
voltammogramlari. Deneysel kosullar; 500 pM HAuCly, H 7,0

169 y = 0,0275x + 0,7211
R2=0,9928
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Sekil 4.6. ATCh icin elde edilen kalibrasyon egrisi (2-25 nM). Deneysel kosullar Sekil 4.5 ile
aymdir

4.2. Biyosentri-Voltammetri ile X Tayini

Bu bolimde ATCh’in biyosentri-voltammetri ile tayin edilmesinden dnce bilinen
enzimatik bir sistem temel alinarak ve santrifiijle biyosensor sistemi birlestirilerek
biyosentri-voltammetri yontemi gelistirilmigtir. Sekil 2.4’de verilen biyosentri-
voltammetrik hiicre kullanmilmigtir. Bu amagla oOncelikli olarak deneysel

parametrelerin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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4.2.1. Santrifiij hiz1 etkisi

Biyosentri-voltammetrik uygulamalarda santrifiij parametreleri onemli bir yere
sahiptir. Ciinkii bu parametreler analitin Onderistirilmesini etkiler. Bu ylizden
biyosentri-voltammetrik yontemin duyarliligini etkiler (Anik vd, 2013).

Bu parametrelerden biri olan santrifiij hizinin akim yanitlarina etkisi incelenmistir. 0,
1000, 2000, 3000 ve 3500 rpm santrifiij hizlar1 20 uM X igeren c¢ozelti igin
gergeklestirilmis ve elde edilen DP voltammogramlari Sekil 4.7.’de verilmistir. Sekil
4.8’den agikca goriildiig gibi santrifiij hizi arttitkga akim yanitlarinda artig
gozlenmistir. Santriflij hiz1 arttikga akim degerlerinde artigin olmasi konveksiyonda
ki artig ile daha fazla analitin elektrot ylizeyinde toplanmasina baglanabilir. Yiiksek
santrifiij hizlarinda daha iyi akim degerleri elde edilebilirdi ancak yiiksek santrifiij
hizlarinda biyosentri-voltammetrik hiicrede bozulmalar meydana gelebileceginden

3500 rpm optimum deger olarak se¢ilmistir ve ¢alismalarda bu deger kullanilmistir.
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Sekil 4.7. a) 0, b) 1000, c) 2000, d) 3000, e) 3500 rpm santrifiij hizlarinda 20 pM X icin elde
edilen DP voltammogramlari. Deneysel kosullar; santrifiij siiresi: S dakika, 50 mM fosfat
tamponu ( pH 7,0), step potential S mV, modulasyon genligi 25 mV
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Sekil 4.8. Santrifiij mzimn akim degerlerine etkisi. Deneysel kosullar sekil 4.7 ile aymdir

4.2.2. Santrifiij siiresinin etkisi

1, 3, 5 ve 8 dakika santrifiij siiresinin elde edilen DP voltammogramlarina etkisi
incelenmistir (Sekil 4.9). Sekil 4.10°da agikca gorildiigi gibi 5 dakika santrifiij
stiresine kadar akim degerlerinde bir artis olmustur. 5 dakika santrifiij siiresinden
sonra akim degerinde diisiis gdzlenmistir. Uzun santrifiij siireleri elektrot yiizeyinde
santriflij giicli ile biriktirilen analitin dagilip ¢dzeltiye karigmasina neden olabilir. Bu
sebeple akim degerlerinde diisiis gézlenmistir. En yiiksek akim degeri 5 dakikada

elde edildigi i¢in sonraki ¢aligmalarda bu siire kullanilmistir.

0750 0400 0050 0300 OES0  1.000
Efy

Sekil 4.9. a) 1, b) 3, ¢) 5, d) 8 dakika santrifiij siirelerinde 20 pM X icin elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar; santrifiij hhzi: 3500 rpm, 50 mM fosfat tamponu ( pH
7,0), step potential S mV, modulasyon genligi 25 mV
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Sekil 4.10. Santrifiij siiresinin elde edilen akim degerlerine etkisi. Deneysel kosullar Sekil 4.9 ile
aymdir

4.2.3. Enzim miktarinin etkisi

XO miktarinin biyosentri-voltammetrik yanitlara etkisi incelenmistir. Bu amagcla 0,1,
0,2, 0,5, 1 ve 1,5 mg XO, jelatin kullanilmasi ile biyosentri-voltammetrik hiicrenin
alt kisminda bulunan Pt elektrot yiizeyine immobilize edilmistir. Daha sonra
glutaraldehit kullanilarak 5 dakika capraz baglanmistir. Istenen miktarda X
biyosentri-voltammetrik hiicreye alindiktan sonra 3500 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir (Sekil 4.11). Hiicre voltammetrik hiicreye alindiktan sonra DP
voltammogramlar kaydedilmistir. Sekil 4.12” de goriildiigii gibi 1 mg XO’ya kadar
akim degerlerinde artis olmustur. Bununla birlikte 0,1-1 mg XO arasinda enzim
aktivitesi ile akim degerlerinde y= 6,0582x + 1,3993 esitligi ve R*= 0.98 degeri ile
dogrusal bir iligki elde edilmistir. Bu esitlikte x mg cinsinden enzim aktivitesini, y ise
uA cinsinden akim degerini gostermektedir. 1,5 mg XO miktarinda ise diisis
olmustur. Bu diislis XO’nun inhibe olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii enzimatik
reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan urik asit XO aktivitesini inhibe eder (Radi vd.,
1992). En yiiksek akim degeri 1 mg XO ile elde edildiginden bundan sonra ki

calismalar bu enzim miktari ile gergeklestirilmigtir.
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Sekil 4.11. a) 0,1, b) 0,2, ¢) 0,5, d) 1, e) 1,5 mg XO icin elde edilen D.P voltammogramlari. 20 pM
xanthine, 50 mM fosfat tamponu ( pH 7,0), santrifiij hiz1; 3500 rpm, santrifiij siiresi; 5 dakika
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Sekil 4.12. Enzim miktarinin biyosentri-voltammetrik akim degerlerine etkisi. Deneysel kosullar
Sekil 4.11 ile aymdir

4.2.4. Santrifiij giiciiniin etkisi

Sentri-voltammetrinin yaninda, siyrma metotlar1 analitlerin Onderistirilmesinde
siklikla kullanilan bir yontemdir. Ancak sentri-voltammetri siyirma metotlarindan
farklidir. Ornek olarak, anodik siyirma voltammetrisi analitin kii¢iik bir kisminin
kontrol edilebilen kosullar altinda elektrot yiizeyinde Onderistirilmesidir (Wang,
1985). Sentri-voltammetri ise santrifiij glicii ya da uygun bir reaktif ile analitin biiyiik
bir kismmin elektrot ylizeyinde biriktirilmesidir. Bundan dolay1 daha diisik LOD
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degerleri elde edilmektedir. Bunu arastirmak igin, X ayni biyosentri-voltammetrik
hiicre kullanilarak santriifiij parametreleri kullanilmadan DP voltammogramlari
kaydedilmisir ve sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Biyosentri-voltammetri ile X
artan derigimleriyle akim degerlerinde orantili bir artis aldugu goriilmiistiir. Buna
kargin biyosentri-voltammetri kullanilmadan artan X dersimleri ile akim degerlerinde

bir artig gdozlenmemistir.

Cizelge 4.1. X’in artan derisimleri ici biyosentri-voltammetri yontemi kullamlarak ve
kullamlmadan elde edilen akim degerleri

Derisim (uM) Biyosentri-voltammetri ile Biyosentri-voltammetri
elde edilen akim degerleri kullamlmadan elde edilen akim
(nA) degerleri (uA)
0,1 0,99 3,32
0,2 1,65 4,08
0,5 2,29 3,91
1 3,82 4,04
5 5,86 3,63
10 6,16 3,69
20 6,49 3,44
50 7.63 3.04

4.2.5. Analitiksel karakteristik ve ornek deneme

Optimizasyon ¢alismalar1 gergeklestirildikten sonra analitiksel karakteristik degerleri
incelenmigtir. Optimize edilen kosullar altinda 0,1-1 pM arasinda (R2= 0,984, y=
2,9724x + 0,8499) ve 5-50 uM arasinda (R*= 0,997, y= 0,0383x + 5,7203) arasinda
iki tane dogrusal aralik elde edilmistir (Sekil 4.13). Birinci dogrusal araligin elektrot
yiizeyinde olusan tek tabaka X den kaynaklandig1 sdylenebilir. ikinci dogrusal aralik
ise biriktirme olay1 siiresince elektrot yiizeyi etrafinda ¢ok tabakali X olusumu ile
agiklanabilir. LOD degeri 9,2x10° M olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte
biyosensor kararliligi test edilmistir. 1 hafta sonra yapilan 6l¢iimler sonucunda enzim

aktivitesinde diisiis gbzlenmemistir.
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Sekil 4.13. Biyosentri-voltammetrik ile A) 0,1-1 pM ve C) 5-50 uM arasinda X icin elde
kalibrasyon araliklari. B) 0,1-1 pM, D) 5-50 pM arasinda X i¢in dogrusalhiktan sapmaya
gosteren grafikler. Deneysel kosullar: Santrifiij hizi; 3500 rpm, santrifiij siiresi; 5 dakika, destek
elektrolit; fosfat tamponu pH 7,0, step potential 5 mV, modulasyon genligi 25 mV
Biyosentri-voltammetrik ile elektrokimyasal biyosensorler X tayini i¢in dogrusal
aralik ve LOD degerleri agisindan kiyaslanmigtir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.2°den de
acikca goriildiigii gibi biyosentri-voltammetrik yonteminde X i¢in daha genis aralik
elde edilmistir. Bunun yaninda diger elektrokimyasal biyosensorlerden daha diisiik

LOD degeri bulunmustur. Bu sonuglar biyosentri-voltammetrik  yontemin

duyarliligim bir kez daha kamtlamigtir.
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Cizelge 4.2. X belirlenmesi i¢in yapilan elektrokimyasal biyosensor ile biyosentri-voltammetrik
g yap y y y
yontemin dogrusal aralik ve LOD acisindan karsilastiriimasi

Elektrot Dogrusal Aralik LOD (M) Referans
(M)
PPy/XO/Pt 1,0x10°-4,0x10™* 1,0x10° Arslan vd., 2006
4,0x10-2,2x107
SG/XO/MWCNT/GCE 2,0x107-1,0x107 1,0x107 Gao vd., 2009
Pd/Pt/XO/Grafit 1,0x10°-7,0x107 1,5x10° Dodevska vd., 2010
CuPtClyXO/GCE 6,0x107-2,0x10™* 1,0x107 Pei ve Li, 2000
ZnO-NPs/PPy/ XOD/Pt 8,0x107-4,0x10” 8,0x10” Rooma vd., 2011
XOD/AuPPy/Pt 4,0x107-1,0x10™* 4,0x107 Rooma vd., 2012
Biyosentri-voltammetri 1,0x107-1,0x10 9,2x10® Bu caligma

5,0x10°%-5,0x10°°

Analitiksel karakteristik calismalarindan sonra biyosentri-voltammetrik X tayini
sarap Ornegine uygulanmistir. Elde edilen geri kazanim degeri Cizelge 4.3 de
verilmistir. Sarap 0rnegi, bolim 2.5.1°de belirtildigi gibi standart katma metodu ile
analizlenmigtir. Bilinen miktarda X, 50 mM fosfat tamponu ile 1:10 oraninda
seyrelmig sarap Ornegi ile hazirlanmig stok ¢ozeltisinden biyosentri-voltammetrik
hiicreye konulmustur. Geri kazanim degerleri sirast ile 101+0,61 (n=3) olarak
hesaplanmigtir (Cizelge 4.3). Elde edilen geri kazinim degerleri, biyosentri-

voltammetrik X tayininin sarap orneklerinde uygulanabilirligini géstermistir.

Cizelge 4.3. Biyosentri-voltammetri kullamlarak farkh érneklerde X belirlenmesi i¢in elde
edilen geri kazamm degerleri

Ornekler Geri kazamim degerleri + SD (n=3) (%)

Sarap 101+0,61

SD: Standart sapma, n: 6l¢iim sayisi
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4.3. Enzim Aktivite Cahsmasi i¢cin Biyosentri-Voltammetri

Biyosentri-voltammetrik X tayininde iyi sonuglar elde edilmesinden sonra bu sistem,
AChE aktivitesinin izlenmesi igin ATCh’in tasiyicisiz olarak enzimatik sistem ile
belirlenmesine uygulanmistir. Bu amacgla Oncelikle optimum parametrelerin

aragtirilmasina gegilmistir.

4.3.1. Reaksiyon siiresinin etkisi

ATCh’m AChHE ile hidrolizi ile elde edilen akim yanitlarina reaksiyon siiresinin
etkisi incelenmistir. Bu amagla 0,25 mM ATCh 49,56x10™ U mL"' AChE ile 37
°%C’de 0, 5, 15, 30 ve 60 dakika reaksiyona sokulmustur. Daha sonra biyosentri-
voltammetrik hiicre 4000 rpm’de 4 dakika santrifiijlenmistir. DP voltammogramlar1
0 Vile 1,0 V arasinda kaydedilmistir. Optimum ¢aligma kosullarinda elde edilen en
yiiksek akim degeri %100 olarak kabul edilmistir ve diger degerler buna gore
hesaplanmigtir. Sekil 4.14’den gortildigi gibi 15 dakika reaksiyon siiresine kadar
akim degerlerinde artis olmustur. 15 dakikadan sonra akim degerlerinde diisiis
gozlenmistir. Bu diisiis, enzim aktivitesinin uzun inkiibasyon siiresinden dolay1
aktivitesini kaybetmesinden kaynaklanabilir. Bununla birlikte 15 dakikadan daha
uzun reaksiyon siirelerinde sinyalde ki diisiisler enzimatik reaksiyon sonucu olusan
tiyokolinin (TCh) olusturabilecegi bir dimer ya da enzimin sistein kalintilar1 ile
reaksiyona girebileceginden kaynaklanabilir. En yiliksek akim degeri 15 dakika
reaksiyon siiresinde elde edildiginden bundan sonraki calismalarda bu deger

kullanilmigtir.
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Sekil 4.14. Reaksiyon siiresinin elde edilen akim degerlerine etkisi. Deneysel kosullar: 0,25 mM
ATCh 49,56x10™ U mL™" AChE, santrifiij hiz1; 4000 rpm, Santrifiij siiresi; 4 dakika, 50
mM fosfat tamponu (pH 7,0)

4.3.2. Santrifiij hizinin etkisi

Santriflij parametrelerinden ilk olarak santrifiij hizi i¢in optimizasyon caligmalar1
gergeklestirilmigtir. Bu amagla 49,56x10” U mL™" AChE ve 0,25 mM ATCh i¢cin 15
dakika reaksiyon siiresi uygulandiktan sonra 4 dakika, 0, 1000, 2000, 3000, 4000 ve
5000 rpm santrifiij hizlarinda santrifiijlenmistir. 4000 rpm’e kadar biyosensor
yanitlarinda artma olmustur. 5000 rpm’de biyosensér yanitlari diigmiistiir (Sekil
4.15). Santriflij hiz1 arttik¢a elektrot ylizeyinde daha fazla analitin birikmesine neden
olmustur. Bundan dolayr 4000 rpm kadar akim degerleri artmistir. Bunun yaninda
daha biiyiik santrfifiij hizinda biyosensor yanitinda ki diistis elektrot ylizeyinde
toplanan analitin yiiksek hizdan dolay:1 elektrot yiizeyinden ¢ozeltiye karigmasina

baglanabilir.
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Sekil 4.15. Santrifiij mzimn biyosensor yamtlarina etkisi. Deneysel kosullar: 0,25 mM ATCh
49,56x10* U mL™" AChE, reaksiyon siiresi; 15 dakika, Santrifiij siiresi; 4 dakika, S0 mM fosfat
tamponu (pH 7,0)

4.3.3. Santrifiij siiresinin etkisi

0, 1,2, 3,4, 5 ve 6 dakika santrifiij siirelerinin elde edilen DP voltammogramlarina
etkisi incelenmistir (Sekil 4.16). Sekil 4.17°da acikca goriildiigii gibi 5 dakika
santrifiij stiresine kadar akim degerleri artmistir. Bu degerden sonra akim degerinde
diisiis gozlenmistir. Bu diisiis daha uzun siireli santriflij siiresinde elektrot iizerinde
toplanan analit kaybindan kaynaklanabilir. Bu yiizden bundan sonra ki ¢aligmalarda

5 dakika santrifiij siiresi kullanilmistir.
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Sekil 4.16. siyah) 0, kirmizi) 1, mavi) 2, koyu yesil) 3, pembe) 4, kahverengi) 5, yesil) 6 dakika
santrifiij siireleri icin elde edilen DP voltammogramlari. Deneysel kosullar: 0,25 mM ATCh
49,56x10* U mL™" AChE, reaksiyon siiresi; 15 dakika, Santrifiij hiz1; 4000 rpm, 50 mM fosfat
tamponu (pH 7,0), step potential 0.005 V, amplitude 0.025 V
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Sekil 4.17. Farkh santrifiij siirelerinin elde edilen akim degerlerine etkisi. Deneysel kosullar
Sekil 4.16 ile aymdir

4.3.4. Enzim miktarinin etkisi

Optimum AChE miktarim bulmak icin 4,95x107, 9,91x10™, 24,78x10™, 49,56x10™
ve 74,34x10” UmL" AChE miktarlar1 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij parametreleri
kullanilarak 0.25 mM ATCh i¢in elde edilen akim degerlerine etkisi incelenmistir
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(Sekil 4.18). 49.56x10* UmL™" AChE miktarina kadar biyosensor yanitlari artmistir.
Bu degerden sonra ise keskin bir diisiis olmustur. Bu diisiis difiizyon problemine de
neden olabilen fazla protein varligindan dolayr elektrodun pasivasyonundan

kaynaklanabilir. Bundan sonra ki caligmalarda 49,56x10™ UmL-1 AChE miktar

kullanilmigtir.
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Sekil 4.18. 4,95x10™, 9,91x10™, 24,78x10™, 49,56x10™ ve 74,34x10” UmL" AChE miktarlarimn
biyosensor yanitlarina etkisi. Deneysel kosullar: 0,25 mM ATCh reaksiyon siiresi; 15 dakika,
Santrifiij hiz1; 4000 rpm, Santrifiij siiresi; 5 dakika, 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0)

4.3.5. Analitiksel karakteristik ve ornek deneme

Deneysel parametreler optimize edildikten sonra analitiksel karakteristik ¢aligmalar1
gerceklestirilmigtir. ATCh i¢in 1-350 uM arasinda y = 0,0004x + 0,0163 esitligi ve
R* = 0,99 degeri ile bir dogrusal bir aralik elde edilmistir (Sekil 4.19). RSD degeri
ise %3.6 (n=4)olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.19. A) 1-350 pM arasinda ATCh icin elde edilen kalibrasyon egrisi, B) Dogrusalliktan
sapmay1 gosteren grafik
ATCh belirlenmesi i¢in kullanilan elektrokimyasal biyosensorler ve biyosentri-
voltammetrik yontem ile elde edilen dogrusal aralik agisindan karsilastirilmistir
(Cizelge 4.4.). Cizelge 4.4’den acgikca gorildiigi gibi biyosentri-voltammetri
yontemi ile ATCh i¢in daha genis bir dogrusal aralik elde edilmistir.
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Cizelge 4.4. ATCh belirlenmesi icin yapilan elektrokimyasal biyosensor ile biyosentri-
voltammetrik yontemin dogrusal aralik ve LOD acisindan karsilastirilmasi

Elektrot Dogrusal Arahk (uM) Referans
GCE/MWCNT/PANVACHE 10-89,2 Cesarino vd., 2011
AChE/xGnP/Chitosan/GCE 5-39 ve 64-258 Ton vd., 2010

AChE/Ti02-G/GCE 300-1100 Wang vd., 2011
AChE/AuNPs/SiSG/GCE 10-1000 Du vd., 2007
AChE/PAN/AuNPs/Pt 10-170 Marinov vd., 2010
Biyosentri-voltammetri 1-350 Bu calisma

AChE inhibisyon c¢alismasi i¢in Alzheimer tedavisinde kullanilan Neurem (
Donepezil HCI, 5 mg) analiz edilmistir. Bu amagla Neurem ilac bir havan igerisinde
toz haline getirilmistir. 1.0 mg Neurem fosfat tamponunda (pH 7,0) ¢oziilmiistiir. 350
uM ATCh, 49,56x10® UmL"' AChE and 500 puL Neurem 37 °C’de 15 dakika
bekletilmistir. Cozelti, sentri-voltammetrik hiicrenin i¢ine konulmustur ve 4000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Sentri-voltammetrik hiicre, voltammetrik 6l¢iim
standin iizerine konulduktan sonra referans ve yardimci elektrot c¢ozeltiye
daldirimistir. Potansiyel 0 V’dan 1 V’a kadar taranmstir (Sekil 5.19). inhibisyon
degeri 1.3 nolu denklem ile hesaplanmigtir.

Bu denklemde Ip, control ATCh igin elde edilen akim degeridir. Ip, exp ise
Donepezil ile ATCh i¢in elde dilen akim degeridir. Sekil 4.20’de gorildiigi gibi
donepezil, AChE’ nin aktif uclarini inhibe ettiginden pik yiiksekliginde diistise neden

olmustur. Yapilan dl¢timler sonucunda inhibisyon degeri %80 olarak hesaplanmistir.

1.75x10°
1.25x10°°
75x10°
g 0.75x10 b a
0.25x10° 1
- _5 ! ‘ ‘ |
0.25x10° o 0250 0.500 0.750 E/V
E/V

Sekil 4.20. a) 350 pM ATCh, b) 350 pM ATCh ve 500 pL donepezil icin elde edilen DP
voltammogramlar
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4.4. Asetilkolinin Biyosentri-Voltammetrik Tayini

ACh sempatik sinir sisteminde bulunan en Onemli norotransmitterlerden biridir.
Hedefe baglandiktan sonra ACh, AChE tarafindan parcgalanir. Eger ACh metabolize
edilemez ve sinir dokularinda birikirse, Parkinson ve Alzheimer gibi bazi
noropsikiyatrik hastaliklara neden olabilir. ACh elektroaktif bir madde degildir. Bu
nedenle ACh asagida verilen ikili enzimatik sistem ile belirlenmektedir.

ACh belirlenmesi boliim 1°de verilen 1.2 nolu denklemde belirtilen enzimatik
reaksiyon sonucu iiretilen hidrojen peroksit (H,O,) veya oksijenin (O,) tiiketimine
dayanmaktadir. H,O, sinyalinin izlenmesi yiiksek ¢alisma potansiyeli gerektirir. Bu
yiizden bu potansiyelde, askorbik asit ve iirik asit gibi kolayca yiikseltgenen tiirlere
karst AChE biyosensorleri ¢ok duyarli olur. Bu nedenle, biyosentri-voltammetri

yontemi ile ACh tayini i¢in O, tiiketimine dayanilarak ¢alismalar yapilmaigtir.

4.4.1. Reaksiyon siiresinin etkisi

Enzim substrat etkilesimini arttirmak i¢in reaksiyon siiresinin biyosensor yanitlarina
etkisi incelenmistir. Bu amagla AChE-CHOD modifiye CPE biyosentri-voltammetrik
hiicreye yerlestirildikten sonra 0.25 mM ACh igeren 10 mL fosfat tamponu hiicre
icerisine konulduktan sonra oda kosullarinda 0,5, 1, 2, 5, 8 ve 10 dakika reaksiyon
icin beklenmigtir. Sekil 4.21°den goriildiigii gibi 0,5 dakikadan 5 dakikaya kadar
biyosensor yanitlar1 artmistir ve daha sonra diigmiistiir. 5 dakikadan sonra
gerceklesen bu diisiis, reaktif olmayan tiirlerin uzun siireli reaksiyon siirelerinde
enzim aktivitesini kaybetmesinden kaynaklanabilir. Bu ylizden bundan sonra ki

calismalarda 5 dakika reaksiyon siiresi olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.21. Biyosensér yamitlarina reaksiyon siiresinin (0,5, 1, 2, 5, 8 ve 10 dakika) etkisi.
Kosullar; 0,25 mM ACh, 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0), Santrifiij hz1; S000 rpm, Santrifiij
siiresi; 3 dakika, 4,2 U/mg CHOD, 155 U/mg AChE

4.4.2. pH etkisi

Kullanilan tampon ¢6zeltinin pH’1 enzimin protonasyon bolgesini degistirdigi i¢in
biyosensor yanitlarini etkiler. Bu yiizden, pH 5,0-8,0 arasinda (0,5 birimlik artis ile)
50 mM fosfat tamponu ile AChE-CHOD modifiye CPE igin optimum pH calismalar1
arastirimigtir (Sekil 4.22). Akim degerleri pH 5,0-7,0°e¢ kadar artig gozlenmistir.
Enzim denatiirasyonundan dolay1 pH 7,0°den degerinden sonra diislis gézlenmistir.

Bu nedenle bundan sonra gergeklesen c¢aligmalarda pH 7,0 fosfat tamponu

kullanilmigtir.
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Sekil 4.22. Akim degerlerine pH etkisi. Deneysel kosullar: 0,25 mM ACh, santrifiij hiz1; S000
rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika, reaksiyon siiresi; 5 dakika, 4,2 U/ mg CHOD, 155 U/mg AChE
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4.4.3. CHOD miktarmin etkisi

Enzim miktari, biyosensor performansini etkileyen kritik bir etmendir. Bu nedenle
ikili enzimatik sistemde, CHOD biyosensorii i¢in, CHOD’nin degisen derigimleri ile
Ch yanitlar1 incelenmistir. 1,4, 2,8, 4,2, 5,6 ve 7,0 U CHOD’nin 0,25 M Ch igin elde
edilen DP voltammogramlar1 Sekil 4.23, 4.24 ve 4.25’de gosterilmigtir. Sekil 4.26°de
gosterildigi gibi 5,6 U/mg CHOD’ye kadar biyosensor yanitlarinda bir artig
gozlenmistir. Fakat 5,6 U/mg CHOD’den sonra diisiis gézlendiginden ikili enzimatik
sistemde CHOD miktar1 5,6 U/mg olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.23. a) zemin, b) 0,25 mM Ch ile A) 1,4 U/mg, B) 2,8 U/mg CHOD ig¢in elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika,
reaksiyon siiresi; 5 dakika, 155 U/mg AChE
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Sekil 4.24. a) zemin, b) 0,25 mM Ch ile C) 4,2 U/mg, D) 5,6 U/ mgCHOD icin elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika,
reaksiyon siiresi; 5 dakika, 155 U/mg AChE
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Sekil 4.25. a) zemin, b) 0,25 mM Ch ile E) 7,0 U/mg CHOD ig¢in elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hiz1; S000 rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika,
reaksiyon siiresi; 5 dakika, 155 U/mg AChE
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Sekil 4.26. CHOD miktarlarimin elde edilen biyosensér yamtlarina etkisi

4.4.4. AChE miktarmin etkisi

AChE miktariin biyosensor yanitlarina etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 51,8, 103,6,
155, 207,2 ve 259 U/mg AChE’nin 0,25 mM ACh DP voltammogramlar sekil 4.27,
4.28 ve 4.29’da gosterilmistir. Sekil 4.30°da agikca goriildiigi gibi 0,25 mM ACh’a
kars1 en iyi yanit 207,2 U/mg’da elde edilmis ve bundan sonraki ¢alismalarda bu
miktar kullanilmistir.
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Sekil 4.27. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile A) 51,8 U/mg, B) 103,6 U/mg AChE i¢in elde ediken DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hiz1; S000 rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika,
reaksiyon siiresi; 5 dakika, 5,6 U/ mg CHOD
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Sekil 4.28. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile C) 155 U/mg, D) 207,2 U/mg AChE icin elde ediken DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hiz1; S000 rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika,
reaksiyon siiresi; 5 dakika, 5,6 U/ mg CHOD
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Sekil 4.29. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile E) 259 U AChE U/mg icin elde ediken DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, santrifiij siiresi; 3 dakika,
reaksiyon siiresi; 5 dakika, 5,6 U/ mg CHOD
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Sekil 4.30. AChE miktarlarinin elde edilen biyosensor yanitlarina etkisi

4.4.5. Santrifiij siiresinin etkisi

Yukarida belirtilen optimum kosullar altinda 0,25 mM ACh i¢in ilk olarak santrifiij
stiresinin etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 5 dakika reaksiyon siliresinden sonra
biyosentri-voltammetrik hiicre 3000 rpm’de 0, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 dakika santrifiij
stirelerinin DP voltammogramlara etkisi Sekil 4,31, 4,32, 4,33 ve 4,34 de verilmistir.

Sekil 4,35’den goriildiigii gibi 4 dakikaya kadar biyosensor yamitlarinda artis
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gbzlenmis ve 4 dakikadan sonra bir diislis gézlenmistir. 4 dakika optimum santrifiij

stiresi secilmistir.
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Sekil 4.31. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile A) 0 B) 1 santrifiij siireleri icin elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, reaksiyon siiresi; S dakika,
207,2 U/mg AChE, 5,6 U/mg CHOD
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Sekil 4.32. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile C) 2 D) 3 santrifiij siireleri icin elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, reaksiyon siiresi; 5 dakika,
207,2 U/mg AChE, 5,6 U/mg CHOD
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Sekil 4.33. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile E) 4, F) 5 santrifiij siireleri icin elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, reaksiyon siiresi; 5 dakika,
207,2 U/mg AChE, 5,6 U/mg CHOD
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Sekil 4.34. a) zemin, b) 0,25 mM ACh ile A) 1 B) 2 santrifiij siireleri icin elde edilen DP
voltammogramlari. Deneysel kosullar: santrifiij hizi; S000 rpm, reaksiyon siiresi; S dakika,
207,2 U/mg AChE, 5,6 U/mg CHOD
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Sekil 4.35. Santrifiij siiresinin elde edilen akim degerlerine etkisi

4.4.6. Santrifiij hizinin etkisi

0,25 mM ACh i¢in diger Onemli bir parametre olan santrifiij hizinin etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in 5 dakika reaksiyon siiresinden sonra biyosentri-
voltammetrik hiicre 0, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ve 6000 rpm’de 4 dakika
santrifiijlenmistir (Sekil 4.36). 4000 rpm’e kadar biyosensor yanitlarinda artig
gozlenmis ve 4000 rpm’den sonra bir diislis gézlenmistir. Bundan sonra yapilacak

caligmalarda 4000 rpm santrifiij hiz1 olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.36. Biyosensor yamtlarina santrifiij hizamn (0, 1000, 2000, 3000, 4000, S000 ve 6000 rpm)
etkisi. Deneysel kosullar: reaksiyon siiresi; 5 dakika, 207,2 U/mg AChE, 5,6 U/mg CHOD, 207,2
U/mg AChE

4.4.7. Analitiksel karekteristik ve ornek deneme

Optimum sartlar belirlendikten sonra ACh i¢in analitiksel karekteristik belirlenmistir.
Bunun igin yukarida belirtilen deneysel sartlar altinda ACh igin 5,0x107-1,0x10° M
(y= 0,0263x+0,0788, R2=O,9943) arasinda dogrusal bir aralik elde edilmistir (Sekil
4.37). RSD degeri %4,56 (n=5) olarak hesaplanmistir. Santrifiij parametreleri
kullanilmadan ACh igin 2x10°-25x10° M (y=0,0043x0,0944, R*=0,7035) arasinda
dogrusal bir aralik elde edilmistir (Sekil 4.38). Agikca goriildiigii gibi biyosentri-
voltammetri yontemi ile daha genis bir dogrusal aralik ve iyi bir R* elde edilmistir.
ACh biyosensérii aym zamanda Ch belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Ch icin 10x107-
5x10* M (y= 0,0008x+0.261, R2=O,9901) arasinda dogrusal bir aralik elde edilmistir
(Sekil 4.39).
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Sekil 4.37. ACh igin 5,05;10'7-1,0);10'5 M arasinda elde edilen kalibrasyon grafigi. B)
Dogrusalliktan sapmay1 gosteren grafik. Deneysel kosullar: reaksiyon siiresi; 5 dakika, santrifiij
siiresi; 4 dakika, santrifiij wzi; 4000 rpm; 207,2 U/mg AChE, 5,6 U/mg CHOD, 207,2 U/mg
AChE
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Sekil 4.38. ACh icin biyosentri-voltammetrisiz elde edilen edilen kalibrasyon grafigi. Deneysel
kosullar Sekil 4.37 ile aymdir
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Sekil 4.39. Ch i¢in 10x10°-5x10* M arasinda elde edilen kalibrasyon grafigi, . B) Dogrusalliktan
sapmay1 gosteren grafik. Sekil 4.37 ile aymdir
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ACh belirlenmesi i¢in kullanilan elektrokimyasal biyosensorler ve biyosentri-
voltammetrik yontem ile elde edilen dogrusal araliklar karsilagtirilmigtir (Cizelge
4.5). Cizelge 4.5’den agikca goriildiigii gibi biyosentri-voltammetri yontemi ile ACh

i¢cin daha duyarli sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.5. ACh belirlenmesi i¢in yapilan elektrokimyasal biyosensor ile biyosentri-
voltammetrik yontemin dogrusal aralik ve LOD acisindan karsilastirilmasi

Elektrot Dogrusal Arahk LOD (M) Referanslar
(M)
AChE/CHOD/pnAN/Pt 1.0x10°-1.5x10°  5.0x10” Yang vd., 2005
AChE/CHOD/PEG/Pt 5.0x10°%-1.0x10*  2.0x107 Doretti vd., 2000
AChE-F127M/CHOD- F127M/Pt ~ 8.0x10°- 8.0x10™ - Shimomura vd., 2009
MWCNT/AuNP/CHOD 5.0x10°- 4.0x10*  1.0x10° Houa vd., 2012
(PDDA-AChE)/Pt
AChE/CHOD/CPE 5.0x107- 1.0x10°  0.51x10” Bu galigma

(Biyosentri-voltammetri)

Analitiksel karekteristik belirlendikten sonra ACh ve Ch belirlenmesi sentetik serum
orneklerine uygulanmigtir. Sentetik serum oOrnegi asagidaki adimlar izlenerek
hazirlanmistir.

* 140 mM NaCl 4,5 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 0,8 mM MgCly, 2,5 mM iire and 4,7
mM glukoz, 10 mM tris-HCI ¢ozeltisinde hazirlanmigtir.

*  Cozeltinin pH’1 derigik HCI kullanilarak 7,3’e ayarlanmigtir.

Standart ACh ve Ch c¢ozeltileri sentetik serum Orneginde hazirlanmistir. Yapilan
Ol¢iimler sonucunda geri kazanim ACh igin 104,7+0.15 (n=3), Ch i¢in 100,9+0.14

(n=3) olarak hesaplanmuistir.

4.5. Pestisit Tayini icin AChE Tememlli Biyosensor Sistemi

Organofosforlu pestisitler, zararli boceklere karsi sahip oldugu yiiksek toksik
ozelliginden dolay1 tarimsal uygulamalarda c¢ok fazla kullanilmistir. Ancak
organofosforlu pestisitlerin ¢evrede birikmesi sonra insan sagliina, cevreye ve

gidalara kars1 6nemli riskler olusturur (Arduini vd., 2006; Lin vd., 2006; Gan vd.,
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2010). Bu yiizden organofosforlu pestisitlerin hizli ve duyarli olarak belirlenmesi
biiyik Onem tasir. Bu boliimde, poly(allylamine  hydrochloride) ve
fonksiyonellendirilmis MWOCNT  kullanilarak ~ AChE  temelli  biyosensor
olusturulmustur. Model organofosforlu pestisit olarak monokrotofos kullanilmgtir.
Bu amagla boliim 2.4.3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan AChE/PAH/f-MWCNT/CPE

i¢in kontrol ve optimizasyon ¢aligmalar1 ger¢eklestirilmistir.

4.5.1. EIS Cahismalan

CPE, PAH/f-MWCNT/CPE, AChE/PAH/f-MWCNT/CPE i¢in 5 mM Fe(CN)¢ "
iceren fosfat tamponunda elde edilen Nyquistik diyagramlar Sekil 4.40’daverilmistir.
Sekil 4.40a’da agikca goriildiigli gibi CPE i¢in genis bir yarim daire elde edilmistir.
PAH/f-MWCNT/CPE i¢in ayn1 ¢aligma kosullar altinda diiz bir ¢izgi elde edilmistir
(Sekil 4.40b). Bu sonug, ¢ozelti ara yiizeyi ile elektrot arasinda elektrot transferinin
arttigint dogrulamistir. PAH/f-MWCNT/CPEye AChE immobilize edildiginde ise
ara ylizey kalinliginin artmasindan dolayr yarim daire ¢apinda bir artis olmustur

(Sekil 4.40¢).
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Sekil 4.40. a) CPE, b) PAH/f-MWCNT/CPE, ¢) AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ig¢in iceren 50 mM
fosfat tamponunda (pH 7,0) 0,18 V’da 0,01 Hz-10 kHz arasinda elde edilen EIS Nyquistik
diyagramlari
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4.5.2. SEM Karakterizasyonu

EIS caligmalarindan sonra SEM karakterizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. A)
SPE, B) PAH/{-MWCNT/SPE ve C) AChE/PAH/f-MWCNT/SPE i¢in elde edilen
SEM goriintiileri Sekil 4.41°de verilmigtir. PAH/f-MWCNT nin homojen bir sekilde
SPE iizerine yayildigi Sekil 4.41B’den acgikca goriilmiigtir. AChE, PAH/f-
MWCNT/SPE {izerine damlatildiktan sonra ylizey goriintiisii tamamen degismistir
(4.41C).

5/8/2012
X 5,000 15.0kV SEI SERM WD 7.8mm  4:13:40

Sekil 4.41. a) SPE, b) PAH/f-MWCNT/SPE, ¢) AChE/PAH/f-MWCNT/SPE’nin SEM
goriintiileri
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4.5.3. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ile ATCh’1n elektrokimyasal davranisi

CV calismalari, AChE/PAH/f-MWCNT/CPE, AChE/PAH/CPE ve AChE/CPE i¢in
ATCh igeren ve igermeyen 50 mM fosfat tamponunda (pH 7,0) elektrokimyasal
yanitlarim karsilagtirmak igin gerceklestirilmistir. 0,5 mM ATCh igeren fosfat
tamponunda AChE/CPE kiiciik ve belirnemeyen tersinmez bir yiikseltgenme piki
gostermistir(Sekil 4.42b). AChE/PAH/CPE igin yukarida verilmis olan ayni1 kosullar
altinda bir pik elde edilememistir (Sekil 4.42¢). ATCh igermeyen fosfat tamponunda
pik gozlenmemistir (Sekil 4.42a). Bununla birlikte 0,5 mM ATCh varliginda 698
mV’da 6nemli bir yiikseltgenme piki vermistir. Bu pik AChE tarafindan katalizlenen
ATCh’m hidroliz iiriinii olan tiyokolinin yiikseltgenmesine ait piktir. Bu pik kendine
has iletken Ozellikler ve katalitik davranisa sahip olan -MWCNT nin biyosensor
yapisinda olamasi ile elde edilmistir (Anik vd., 2010).

12.57

-0.250 1.250
E/V

Sekil 4.42. a) AChE/PAH/f-MWCNT/CPE icin 50 mM fosfat tamponunda (pH 7.0); b)
AChE/CPE, ¢) AChE/PAH/CPE d) AChE/PAH/f-MWCNT/CPE icin 0.5 mM ATCh iceren 50
mM fosfat tamponunda 50 mV/s’de elde edilen CV voltammogramlari

4.5.4. Elektrokimyasal mekanizmanin incelenmesi

AChE/PAH/f-MWCNT/CPE i¢in 0,5 mM ATCh igeren 50 M fosfat tamponunda (pH
7,0) degisik tarama hizlarinda CV analizleri gerceklestirilmigtir. AChE/PAH/f-
MWCNT/CPE igin 0,5 mM ATCh ile elde edilen akim degerlerine karsi tarama
hizinin  karekokii egrileri olusturularak reaksiyonun elektrokimyasal analizi

yapilmustir (Sekil 4.41, 4.42, 4.43, 4.44). Bunun sonucunda 10-1000 mVs™"' arasi
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tarama hizinin karekokiine karsi akimin dogrusal olarak degistigi gozlenmistir (Sekil
4.45). Boylelikle akimin yari-sonsuz lineer difiizyon tarafindan kontrol edildigini

sOyleyebiliriz.

a
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4.41. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE icin a) 10, b) 25 mVs-1 tarama hizlarinda 0,5 mM ATCh’a ait
dongiisel voltammogramlar; Deneysel kosullar: Potansiyel araligi; 0 ile 1,25, destek elektrolit;
50 mM fosfat tamponunu (pH 7,0)
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Sekil 4.42. AChE/PAH/{-MWCNT/CPE ic¢in c) 50, d) 100 mVs" tarama hizlarinda 0,5 mM
ATCh’a ait dongiisel voltammogramlar; Deneysel kosullar: Potansiyel arahigi; 0 ile 1,25V,
destek elektrolit; 50 mM fosfat tamponunu (pH 7,0)
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Sekil 4.43. AChE/PAH/-MWCNT/CPE ig¢in e) 250, f) 500 mVs™” tarama lzlarinda 0,5 mM
ATCh’a ait dongiisel voltammogramlar; Deneysel kosullar: Potansiyel arahigi; 0 ile 1,25V,
destek elektrolit; S0 mM fosfat tamponunu (pH 7,0)
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Sekil 4.44. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE i¢in g) 1000 mVs™” tarama mzinda 0,5 mM ATCh’a ait
dongiisel voltammogramlar; Deneysel kosullar: Potansiyel arahig; 0 ile 1,25 V, destek elektrolit;
50 mM fosfat tamponunu (pH 7,0)
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Sekil 4.45. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE icin elde edilen tarama hizimin karekokiine bagh
dogrusal grafik



4.5.5. AChE miktarimin etkisi

Elektrot ylizeyinde bulunan AChE miktarinin etkisi biyosensdr duyarliligini
etkileyen parametrelerden bir tanesidir. Bu amagla 0,04-1 U arasinda degisen AChE
miktarlar1 i¢in optimizasyon caligmalar1 gergeklestirilmigtir (Sekil 4.46). Sekilden
gorildiigi gibi akim degerlerinde 0,4 U miktarina kadar artig olmustur. Bu miktardan
sonra akim degerinde diisiis olmustur. Bu diisiis, ayn1 zamanda diflizyon problemine
neden olan yiiksek miktarda protein miktarindan dolayr elektrot pasivasyonundan
kaynaklanabilir. Bundan dolayr bundan sonra yapilan ¢alismalarda optimum AChE
miktar1 olarak 0,4 U kullanilmistir.

4 -
3 -
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=
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Enzim miktari/U

Sekil 4.46. Elde edilen akim degerlerine AChE miktarimin (0.04-1 U) etkisi. Deneysel kosullar:
destek elektrolit; S0 mM fosfat tamponunu (pH 7,0), tarama hiz; 50 mVs”, ATCh derisimi; 1
mM

4.5.6. pH etkisi

Destek elektrolit olarak kullanilan fosfat tomponunun (pH 7,0) biyosensor yanitlarina
etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 0,5 birimlik artiglarla pH 6,0-8,0 degerlerinde 1 mM
ATCh igin optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Sekil 4.47°den goriildiigii gibi pH
7,0 degerine kadar akim degerlerinde artis oldugu gozlenmistir. pH 7,0 degerinden
sonra diislis olmustur. Bundan dolay1 bundan sonra yapilan ¢aligmalarda optimum

pH olarak 7,0 kullanilmistr.
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Sekil 4.47. Biyosensor yanitlarina pH etkisi. Deneysel kosullar: AChE miktari; 0,4 U, tarama
hzi; 50 mVs”, ATCh derisimi; 1 mM

4.5.7. ATCh icin analitiksel karakteristik

Yukarida belirtilen optimizasyon kosullar1 altinda ATCh i¢in analitiksel karakteristik
calismalart yapilmisgtir. 5,0x10” ile 2,0x10° M ATCh’mn artan derisimleri ile CV
yanitlarinda dogrusal bir artig gézlenmistir (Sekil 4.48).

15

1.250

Sekil 4.48. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ile 5,0x10°-2,0x10° M ATCh arasinda elde edilen
dongiisel voltammogramlar. Deneysel kosullar: AChE miktari; 0,4 U, tarama hizi; 50 mVs'l,
destek elektrolit; 50 mM fosfat tamponunu (pH 7,0)
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ATCh’m artan derisimleri ile elde edilen akim degerleri arasinda kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. 5,0x10™ ile 2,0x10° M ATCh arasinda R’= 0.9958 degeri ile
dogrusal bir aralik elde edilmistir (Sekil 4.49). Daha yiiksek dersimlerde
dogrusalliktan sapmalar olmustur. RSD degeri %3.49 (n=5) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.49. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ile AChE i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi, B)
Dogrusalliktan sapmayi gosteren grafik. Deneysel kosullar: AChE miktari; 0,4 U, tarama hizi;
50 mVs-1, destek elektrolit; 50 mM fosfat tamponunu (pH 7,0)
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4.5.8. Monokrotofos belirlenmesi

Sekil 4.50°de, AChE/PAH/f-MWCNT/CPE biyosensoriiniin 1 mM ATCh igin 5 pg
ml" monokrotofos ¢dzeltisi ile inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz elde edilen dongiisel
voltammogramlar1 verilmistir. Sekil 5.48°den agikca goriildiigli gibi monokrotofos
ile 5 dakika inkiibe edildikten sonra biyosensor yanitinda diisiis gézlenmistir. Bu
diisiis monokrotofosun AChE’nin aktif olan uglarmi inhibe etmesinden dolay:

katalitik aktivitesini diisiirmesine baglanabilir (Liu vd., 2011).
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Sekil 4.50. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ile 1 M ATCh icin a) monokrotofossuz, b) 5 dakika
monokrotofosla inkiibasyon sonucu elde edilen CV voltammogramlar:

4.5.9. inhibisyon siiresinin etkisi

Pestisit belirlenmesinde inhibisyon siiresi ¢ok onemli bir parametredir. Bunun igin
0,5 ile 10 dakika araliginda inhibisyon siiresinin etkisi arastirilmigtir. Sekil 4.51°den
gorildiigii gibi inhibisyon siiresi arttikca AChE i¢in % inhibisyon degerlerinde artis
gozlenmigtir. 5 dakikan sonra % inhibisyon degeri sabitlenmistir. Maksimum %
inhibisyon degeri %100 degildir. Bu durum AChE’de bulunan aktif uglar ile
monokrotofos arasinda bir dengenin olmasindan kaynaklanabilir (Wang vd., 2011).

Bundan sonra ki ¢aligmalarda bu deger kullanilmigtir.
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Sekil 4.51. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE yamtlarina inhibisyon siiresinin etkisi. Deneysel
Kosullar: AChE miktari; 0,4 U, tarama hizi; 50 mVs™, destek elektrolit; 50 mM fosfat
tamponunu (pH 7,0), ATCh derisimi; 1 mM; monokrotofos derisimi; 25 pgml'1

4.5.10. Monokrotofos analitiksel karakteristik

Yukarida belirlenen optimum kosullar altinda monokrotofos igin analitiksel
karakterisitik ¢aligmalar1 yapilmistir. Sekil 4.52°de goriildiigii gibi % inhibisyon ile
monokrotofos derigimi arasinda 1,0 pg ml™‘den to 25 pg ml"’e kadar dogrusal bir
iliski elde edilmistir. RSD degeri 3,16 (n=5) olarak hesaplanmistir. LOD ve LOQ

degerleri siras ile 0,88 and 2,9 pg ml”olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.52. % inhibisyon ile monokrotofos derisimi arasinda elde edilen dogrusal iliski,
Dogrusalliktan sapmay1 gosteren grafik. Deneysel kosullar: AChE miktari; 0,4 U, tarama hz;
50 mVs™, destek elektrolit; 50 mM fosfat tamponunu (pH 7,0), ATCh derisimi; 1 mM;
inhibisyon siiresi; 5 dakika
Elde edilen dogrusal aralik ve LOD degerleri, AChE enzimi kullanilarak
monokrotofos belirlenmesi i¢in yapilan biyosensor ¢alismalari ile karsilastirilmistir

(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE ile monokrotofos belirlenmesinin dogrusal aralik ve
LOD acisindan farkli AChE biyosensdrleri ile karsilastirilmasi

Biosensor Dogrusal Aralik LOD Referans
AChE/mesocellular 0,05-10 ng/mL 0,05 ng/mL Wuvd., 2011
silica foam/poli
(vinil alkol)
AChE/silika sol- 50-950 ng/mL 47 ng/mL Raghu vd.,
jel/CPE 2012
AChE/altin 0,01-1 and 2-15 pg/mL 0,6 ng/mL Du vd., 2007
nanopartikiil/sol-
gel
CdTe/ altin 1-1000 ng/mL 0,3 ng/mL Du vd., 2008
nanopartikiil

modifiye kitosan
mikrokiirecik
AChE/PAH/f- 1-25 pg/mL 0,88 pg/mL Bu calisma

MWCNT/CPE

4.5.11.AChE’nin aktivitesinin yenilenmesi ve 6rnek deneme

Biyosensor kullanimini siirlandiran AChE inhibisyonu pratik uygulamalArda ciddi
bir sorun olusturur. AChE/PAH/f-MWCNT/CPE monokrotofos ile inhibe edildikten
sonra 2-PAM gibi niikleofilik maddeler kullanilarak AChE enziminin tekrar
aktivasyonu saglanmistir (Du vd., 2010). Bundan dolayr AChE/PAH/f-
MWCNT/CPE, 2-PAM kullanilarak reaktivasyon calismalari gerceklestirilmigtir.
AChE’nin aktivitesini yenileme ¢alismalar1 2-PAM kullanilarak gerceklestirilmistir.
Elektrot, 5 pgml”' monokrotofos igeren 50 mM PBS (pH 7.0) ¢ozeltisine 5 dakika
daldirildiktan sonra 1 mM ATCh i¢in dongiisel voltammogramlar: kaydedilmistir.
Daha sonra AChE’nin tekrar aktivasyon i¢in 5 dakika 2-PAM ¢o6zeltisine daldirilmig

asagida verilen denklem kullnilarak tekrar aktivasyon degeri hesaplanmistir.

104



I- Ip,exx)

%R= —— x 100 4.1
Ip,control - Ip,exp

Bu denklemde I, 2-PAM ¢oOzeltisine daldirildiktan sonra AChE/PAH/f-
MWCNT/CPE ile ATCh i¢in elde edilen akim degeridir. Elde edilen sonuglardan
biyosensoriin orijinal yanitinin %95’inin geri kazanildig1 hesaplanmistir.

Gelistirilen biyosensor, ¢esme suyu, maden suyu, domates ve iliziim 6rneklerinde
standart katma metodu kullanuilarak monokrotofos belirlenmesine uygulanmastir.
Ornekler, 2.5.4°de verildigi gibi hazirlanmistir. Elde edilen geri kazanim degerleri
Cizelge 4.7°de verilmistir. Domates ve iiziim orneklerinde sirasiyla %2,5 ve %32,8
matriks etkisi bulunmustur. Bu etkiler, monokrotofos ile elde edilen degerden
matriks etkisi ile elde edilenlerden ¢ikarilmasi ile giderildi. Matriks etkileri ortam
kosullarin denatiire olmasi ya da askorbik asit varligindan kaynaklanmis olabilir
(Raghu vd., 2012). Bununla birlikte domates ve iiziim orneklerinde monokrotofos
katimi1 olmadan olusan inhibisyoni bu Orneklerde daha oOnceden kullanilan

monokrotofos ya da diger pestisitlerden kaynaklanabilir.

Cizelge 4.7. Farkh érneklerde monokrotofos belirlenmesi i¢in elde edilen geri kazamm degerleri

Ornek Monokrotofosuz Monokrotofos ile %
% inhibisyon inhibisyon
Cesme suyu 0 98.3
Maden suyu 0 100.75
Domates 2.5 98.5
Uziim 32.8 101

4.6. Sonuc¢

Bu doktara tezinin ilk bdliimiinde GCE {iizerine modifiye edilen Au film ile ATCh
tayini gerceklestirilmigtir. Optimum kosullar belirlendikten sonra ATCh igin
analitiksel karakteristik ¢alismalar1 yapilmistir.

Doktora tezinin  ikinci  boliimiinde  biyosentri-voltammetrik X  tayini
gergeklestirilmigtir.  Bunun i¢in  Sekil 3.4’de verilen biyosentri-voltammetrik
hiicrenin alt kisminda bulunan Pt elektrot tizerine XO enzimi glutaldehit kullanilarak
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immobilize edilmistir. Santrifiij hizi, santrifiij siiresi ve enzim miktar1 optimize
edilmigtir. Elde edilen optimum kosullar altinda X i¢in analitiksel karakteristik
calismalar1 gergeklestirilmistir. Biyosentri-voltammetrik yontem, sarap 6rneginde X
tayinine uygulanmis ve iyi geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Ugiincii  bolimde ATCh tayini AChE aktivitesini tayin etmek igin
gerceklestirilmigtir. Reaksiyon siiresi, santrifiij hizi, santrifiij siiresi ve enzim miktar1
gibi deneysel parametrelerin optimizasyonu gergeklestirildikten sonra ATCh igin
analitiksel karakteristik caligmalar1 gergeklestirilmistir. Biyosentri-voltammetri
yontemi, AChE inhibisyon c¢aligmasi i¢in Alzheimer hastaliginda kullanilan Neurem
( Donepezil HCI, 5 mg) ilacina uygulanmuistir.

Doktora tezinin dordiincii boliimiinde ACh’in  biyosentri-voltammetri tayini
gerceklestirilmigtir. Bu amagla AChE ve CHOD enzimleri kullanilarak biyosensor
sistemi olusturulmustur. Bunun i¢in reaksiyon siiresi, pH, AChE ve CHOD
miktarlari, santrifiij siiresi ve santrifiij hizi gibi parametreler optimize edilmistir.
Optimize edilen kosullar altinda ACh ve Ch i¢in analitiksel karakteristik ¢aligmalar1
gerceklestirilmistir. Olusturulan biyosensér Ch tayinine de uygulanmistir. Bununla
birlikte ACh tayinine biyosentri-voltammetrinin etkisinin anlagilmasi i¢in santrifiij
parametreleri kullanilmaksizin ACh ic¢in bir dogrusal aralik olusturulmustur.
Yontem, sentetik serum Orneklerinde ACh ve Ch belirlenmesine uyarlanmistir.

Son kisimda ise MWCNT kullanilarak AChE temelli biyosensdr —sistemi
olusturulmustur. Bu amagla MWCNT, HNOj; ile muamele edilmigtir.. Katyonik bir
polielektrolit kullanilarak PAH kullanilarak CPE {izerine film olusturulmustur. AChE
ve pH parametreleri optimize edildikten sonra ATCh i¢in analitiksel karakteristik
calismalar1 gergeklestirilmistir. Gelistirilen biyosensor sistemi monokrotofos tayinine
uygulanmistir. Pestisit tayininde Onemli bir parametre olan inhibisyon siiresi
optimize edildikten sonra monokrotofos i¢in analitiksel karakteristik caligmalari
gerceklestirilmigtir. Biyosensor sistemi, ¢gesme suyu ve maden suyunda, domates ve

tiziim Orneklerine uygulanmis ve iyi geri kazanim degerleri elde edilmistir.
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ile 3 ay ( 15 Haziran-15 Eyliil 2011) aragtirma.

Kullanilan Cihazlar

* AUTOLAB PGSTAT 12 electrochemical measurement system (ECO CHEMIE
Instruments B.V., The Netherlands).

* FRA 2 pu-AUTOLAB Type III electrochemical measurement system from ECO

CHEMIE Instruments B.V., (Netherlands) driven by GPES software.
* CH Instruments Electrochemical Analyzer Model 600C Series, USA.
e Laboratuvar Cihazlari( Inkiibator,santfiriij,Sonikatdr vb.)

Hobiler

1.Spor

2.Miizik

3. Kitap okumak
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