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OZET

Doktora Tezi

ENZIM TEMELLI BIYOSENSORLERIN CEVABINA CESITLI METAL OKSIT
NANOPARTIKULLERIN ETKISININ KARSILASTIRILMASI

frem OKMAN KOCOGLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Esma KILIC

Bu tez kapsaminda, gesitli metal oksit nanopartikiillerin (MONP’ler; TiO,NP, Co3O4NP,
Fe;O4NP, SnO;NP, Fe,O3NP, Al,O3;NP, CUONP ve ZnONP) elektrot yiizeyine modifikasyonu
ile hazirlanan enzim temelli amperometrik biyosensorlerin cevaplarina MONP’lerin etkisi
incelendi. Bu tez ¢alismasi i¢in s6z konusu MONP’ler ile karboksilli ¢ok duvarli karbon
nanotiipler (c-MWCNT) birlikte kullanilarak camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyi modifiye
edildi. Elektrot modifikasyonunda kullanilan bu MONP’ler ve ¢-MWCNT miktarlarinin
optimizasyonu i¢in merkezi kompozit tasarim (MKT) yaklasimi kullanildi. Bu yontem ile
modifikasyon malzemelerinin optimum miktarlar1 ve birbirleri ile etkilesimleri incelendi.
Biyosensor hazirlanmasi sirasinda model enzim ve substrat olarak sirasiyla glukoz oksidaz
(GOx) ve glukoz kullanildi ve GOx’1n optimum miktar1 belirlenerek s6z konusu biyosensorlerin
substrata duyarlilig1 incelendi. Hazirlanan biyosensoérlerin pH ve tampon derisimi gibi optimum
calisma kosullar1 arastirildi. Belirlenmis olan bu kosullarda, biyosensorlerin performans
Ozellikleri incelendi ve gercek numune uygulamalar1 yapildi. Farkli MONP’ler ile hazirlanan
biyosensoérlerin performansi karsilastirilarak incelenen her bir MONP’{in biyosensor cevabina
etkisi degerlendirildi.

Eyliil 2019, 205 sayfa

Anahtar Kelimeler: Amperometrik biyosensér, glukoz, glukoz oksidaz, metal oksit

nanopartikiil, karboksilli ¢ok duvarli karbon nanotiip, merkezi kompozit tasarim



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

COMPARISON OF THE EFFECT OF VARIOUS METAL OXIDE NANOPARTICLES
TO RESPONSE OF ENZYME BASED BIOSENSORS

frem OKMAN KOCOGLU

Ankara University
Graduate School Of Natural And Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Esma KILIC

In this thesis, the effect of MONPs on enzyme-based amperometric biosensors prepared by
modification of various metal oxide nanoparticles (MONPs; TiO,NP, CosO4NP, FesO,NP,
SnO,NP, Fe,O3NP, Al,OsNP, CuUONP and ZnONP) on electrode surface was examined. For this
study, these MONPs were modified with carboxylated multi-walled carbon nanotube (c-
MWCNT) on the surface of glassy carbon electrode (GCE). Central composite design (CCD)
approach was used to optimize the amounts of these MONPs and c-MWCNT used in electrode
modification. Optimum amounts of the modification materials and their interactions with each
other were investigated with CCD. During the preparation of the biosensor, glucose oxidase
(GOx) and glucose were used as the model enzyme and substrate, respectively, and after the
optimization of GOx amount, the sensitivity of these biosensors to the substrate was determined.
The optimum working conditions of the prepared biosensors such as pH and buffer
concentration were investigated. In these conditions, performance characteristics of biosensors
were examined and real sample applications were performed. By comparing the performance of
biosensors prepared with different MONPs, the effect of each MONP on the biosensor response
was examined.

September 2019, 205 pages

Key Words: Amperometric biosensor, glucose, glucose oxidase, metal oxide nanoparticles,
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SIMGELER DiZIiNi

BMIM-PF6 1-biitil-3-metilimidazolyum
BSA Si1g1r serum alblimin
c-MWCNT Karboksilli ¢cok duvarli karbon nanotiip
CNT Karbon nanotiip

CPE Karbon pasta elektrot

Ccv Dontisiimli voltamogram
Cys Sisteamin

Cyy Cevap yiizey yontemi

FAD Flavin adenin diniikleotit

Fc Ferrosen

FePc Demir ftalosiyonin

GCE Camsi1 karbon elektrot

GDH Glukoz-1-dehidrogenaz
GOx Glukoz oksidaz

GR Grafen

GRO Grafen oksit

HRP Horseradish peroksidaz
IONP Iyonik nanopartikiiller

ITO Indiyum kalay oksit

MAA Merkaptoasetik asit

MKT Merkezi kompozit tasarim
MONP Metal oksit nanopartikiil
MWCNT Cok duvarli karbon nanotiip
PANI Polianilin

PB Prusya mavisi

PDA Polidopamin

pDAB Poli(1,2-diaminobenzen)
PET Polietilen tetraftalat

PHDT Poli(1,6-Hekzanditiyol)
pPANI Plazma polianilin

PPy Polipirol

rGO Indirgenmis grafen oksit
RITC Rodamin B izotiyosiyanat
SAM Kendiliginden olusan tek tabakalar
SEM Taramal1 elektron mikroskopu
SPCE Perde baskili karbon elektrot
SPE Perde baskili elektrot
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1. GIRIS

Diyabet, karbonhidrat metabolizmasinin en sik goriilen endokrin hastaligidir ve bir¢cok
gelismis toplum igin biiyiik bir saglik sorunudur (Yoo ve Lee 2010). Diyabetin ¢ok
yaygin hale gelmesinden dolayi, kanda ve diger fizyolojik sivilarda glukozun kalitatif
ve kantitatif tayini tiim diinyada biiylik ilgi gérmektedir. Diger yontemlere gore daha
hizli, daha basit olmas1 ve giivenilir sonuglar vermesi, ayrica kiiciiltiilebilir oldugu i¢in
daha az Ornekle calismaya imkan vermesi gibi nedenlerle biyosensorler, glukoz

tayininde oldukga fazla kullanilmaktadir (Davis ve Higson 2014).

Biyosensorler, biyolojik olaylarin elektriksel sinyallere doniistiiriilmesini saglayan
analitik cihazlardir ve analit derisimi ile orantili olarak Ol¢iilebilir sinyal tretirler
(Metkar ve Girigoswami 2019). Biyosensorler, {i¢ temel bilesenden olusur; (i) hedef
molekiiller ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyolojik tanima bileseni, (ii) bu
etkilesimi Olgiilebilir bir sinyale doniistiren bir gevirici ve (iii) bu sinyallerin
okunmasini saglayan sinyal isleme sistemi. Biyosensorlerde biyolojik tanima bilesenleri
ve hedef bilesikler arasinda se¢imli ve giiclii baglanmalar meydana gelir. Biyotaniyici
tiir olarak enzimler, hiicreler, antikorlar, mikroorganizmalar, DNA, RNA ve reseptor
proteinler yaygmn bicimde kullanilmaktadir. Elektrotlar, transistorler, termistorler ve
optik fiberler ise, yaygmn kullanilan ¢eviricilerdir. Biyosensorlerde, hedef analit
varliginda, hedef analitin derisimine bagli olarak biyolojik olaylar fiziksel sinyallere
cevrilirler (Sassolas, 2012). Biyotaniyici bilesen olarak en yaygin kullanilan malzemeler
enzimlerdir. Enzimler, genellikle tek bir substrata secimli olmasindan dolay1 biyosensor
uygulamalarinda siklikla yer bulmaktadir. Literatiirde en ¢ok karsilasilan enzim temelli
biyosensorler glukoz biyosensorleridir. Glukoz oksidaz (GOx), glukoza spesifik bir
enzimdir ve literatiirde biyomolekiil olarak GOx’in kullanildigi birgok glukoz

biyosensorii mevcuttur (Samphao vd. 2015, Wang vd. 2012, Sanchez-Obrero vd. 2009).

Bir biyosensorii karakterize eden onun calisma niteliklerini ve verimini belirleyen

ozelliklere performans ozellikleri denir. Ideal bir biyosensorde en Onemli



parametrelerden bazilar segicilik, yiiksek duyarlik, diisiik gozlenebilme siniri, genis

Olciim aralig, basitlik ve ucuzluk gibi 6zelliklerdir (Erden 2010).

Biyosensorlerin performans ozellikleri dikkate alindiginda, elektrot modifikasyonunun
cok biiylik Onemi vardir. Biyosensor performansini arttirmak amaci ile elektrot
modifikasyonu yapilir (Chira vd. 2014, Revathi ve Kumar 2019). Elektrot
modifikasyonu; elektrot yiizeyinin ¢esitli malzemelerle kaplanarak, farkli 6zelliklere
sahip yeni elektrotlar elde edilmesi yontemidir. Biyosensorlerde elektrot
modifikasyonu, immobilize edilecek olan biyotaniyici bilesen i¢in de matriks olusturur.
Yiizey alan1 genis malzemelerin modifikasyonda kullanilmasi ile biyobilesenler i¢in

uygun ortam saglanabilir (Durst vd. 1997).

Son yillarda, biyosensdr hazirlamada, elektrot modifikasyon malzemesi olarak
nanomalzemeler siklikla kullanilmaktadir (Yu vd. 2016, Zappi vd. 2017, Kim vd. 2015,
Zhang vd. 2015). Bunun nedeni, boyle malzemelerin yiiksek yiizey etkilesimine, biiyiik
yiizey/hacim oranina, 1yi Katalitik verime ve gii¢lii adsorpsiyon kabiliyetine sahip
olmast gibi oOzelliklerinden kaynaklanir. Bu o6zellikleri sayesinde biyotaniyici
molekiillerin modifiye elektrot yiizeyine immobilizasyonu da kolaylasir. Ayrica,
elektrot ile enzimin aktif bolgesi arasinda hizli elektron aktarimini gerceklestirmesi
nanopartikiillerin 6nemli bir diger ozelligidir (Kaushik vd. 2008). Nanopartikiiller,
normal boyuttaki durumlarindan ¢ok farkli fiziksel, kimyasal ve elektronik o6zellikler
gosterirler, bu nedenle de, sensor ve biyosensorlerde siklikla kullanilmaktadir (Dayakar
vd. 2017, Dervisevic vd. 2017, Aydogdu Tig, 2017, Sharma ve Kumar, 2016). Metal
nanopartikiiller, metal oksit nanopartikiiller, yariiletken nanopartikiiller ve kompozit
nanopartikiiller gibi cesitli nanopartikiiller elektrokimyasal sensor sistemlerinde farkl

roller iistlenebilirler. Bunlar soyle siralanabilir:

e Biyomolekiillerin immobilizasyonu
e Elektrokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesi
e Elektron aktariminin hizlandirilmasi

e Biyomolekiillerin isaretlenmesi (Luo vd. 2006).



Metal oksit nanopartikiiller (MONP), ozellikle biyomolekiil immobilizasyonu ve
elektron aktarimii hizlandirmas: agisindan oldukca yararlidir. MONP'ler optik,
manyetik ve elektronik 6zelliklerinden dolay1 ¢ok biiyiik oneme sahiptir (Shi vd. 2014).
MONP'ler biyouyumlu olmalar1 ve genis yiizey alanina sahip olmalarindan dolayz,
biyomolekiillerin immobilizasyonunda; iletkenlik ve kiicliik caplarindan dolay1 da,
elektron aktariminin hizlandirilmasinda gorev alirlar (Luo vd. 2006, Shi vd. 2014). Bu
nanomalzemeler genis spesifik ylizey alan1 nedeniyle biyomolekiilleri kuvvetle
adsorplar ve biyomolekiillerin immobilizasyonunda 6nemli rol oynarlar.
Biyomolekiiller c¢iplak yiizeylere dogrudan adsorbe oldugunda, denatiirasyona
ugrayabilir ve aktivitelerini kismen veya tamamen kaybedebilirler. Ancak,
biyomolekiillerin, nanopartikiillerin ~ yiizeyine adsorplanmast durumunda,
nanopartikiillerin pek c¢ogunun biyouyumlu bir matriks saglamasindan dolayi,
biyoaktivitenin korunmasi saglanabilir (Luo vd. 2006). Nanopartikiiller, ayrica, elektrot
modifikasyonunda kullanilan diger malzemelerin de immobilizasyonunu saglayabilir.
Sonu¢  olarak, nanopartikiiller =~ kullanilarak  gerceklestirilen  biyomolekiil
immobilizasyonu biyoaktivitenin korunmasini saglayarak biyosensoriin kararliligini

arttirir (Luo vd. 2006).

Enzim temelli biyosensorlerde, elektriksel iletkenlik en Onemli noktalardan biridir.
Enzimlerin aktif merkezleri olduk¢a kalin ve yalitkan protein kabuklarla cevrili
oldugundan ve elektrotlarla aktif merkezler arasindaki elektron aktarimi
engellendiginden, enzimlerin elektrot ylizeylerine dogrudan baglanmasiyla elektron
aktarimi azalir (Luo vd. 2006). MONP'ler iletken oOzellikleri dolayisiyla, enzim ve
elektrot arasinda elektron aktarimini kolaylastirirlar (Luo vd. 2006, Kaushik vd. 2008).

MONP'ler, elektrot modifikasyonlarinda siklikla baska malzemelerle birlikte
kullanilirlar ve bu durum genellikle kullanilan malzemelerin sinerjik bir etkilesim ile
birbirlerinin etkilerini arttirmalarina sebep olur (Dalkiran vd. 2017, Kagar vd. 2017,
Magar vd. 2017, Kacar vd. 2014). MONP'lerin birlikte kullanildigi malzemeler arasinda
karbon nanotiipler (CNT) (Shamsipur vd. 2012), grafen (GR) (Karuppiah vd. 2014),
grafen oksit (GRO) (Ensafi vd. 2013) gibi karbon nanomalzemeler ve iletken polimerler
(Sethuraman vd. 2016) sayilabilir.



Bu tez calismasinda, model enzim olarak kullanilan GOx, glukoza duyarli bir enzimdir.
GOx enzimi diisiik maliyetle yiiksek saflikta ticari olarak elde edilebilir ve enzimin
immobilizasyonu kolaylikla gerceklestirilebilir. Literatiirde, GOx’in kullanildig1 pek
¢ok glukoz biyosensorii rapor edilmistir (Wu vd. 2016, Susanto vd. 2013, Nor vd. 2017,
Samphao vd. 2015, Pakapongpan ve Poo-arporn, 2017, Xue vd. 2014).

Biyosensoriin -~ performans  Ozelliklerinin  iyilestirilmesi  i¢cin ~ modifikasyon
malzemelerinin tiirii kadar, bu modifikasyon malzemelerinin elektrot ylizeyindeki
miktarlart da o6nemlidir (Kacar vd 2017). Modifikasyon malzemelerinin elektrot
yiizeyindeki miktarlarinin, birden fazla modifikasyon malzemesi varsa, birbirleriyle
etkilesimlerinin de belirlenmesi biiylik 6nem tagir (Martins vd. 2009). Deneysel
tasarimlar, bir yontemde Oonemli degiskenlerin etkisini arastirmak ve optimize etmek
icin kullanilarak performansi arttirmayr ve deney sayisini diisiirmeyi amaclayan
yaklasimlardir (Bardajee vd. 2017). Deneysel tasarimlar i¢inde, matematiksel ve
istatistiksel yontemlerin bir birlesimi olan merkezi kompozit tasarim (MKT), 6nemli
degiskenlerin ve optimum kosullarin belirlenmesi i¢in yaygin olarak uygulanir
(Dastkhoon vd. 2017, Alonso-Lomillo vd. 2005, Situmorang vd. 2000, Calvo vd. 2005).
Zahmetli ve zaman alic1 geleneksel tek seferde degisken yontemiyle karsilastirildiginda,
MKT yaklasimiyla optimizasyon, deneysel arastirma sonuglarinin hizli bir sekilde elde
edilmesi i¢in faydali olabilir (Dashtian ve Zare-Dorabei 2017). Biyosensor
caligmalarinda MKT, temel olarak sicaklik, pH ve caligma potansiyeli gibi deneysel
degiskenlerin optimizasyonu i¢in kullanilmaktadir (Alonso-Lomillo vd. 2009, Talat vd.
2011, Asturias-Arribas vd. 2011, Alonso-Lomillo vd. 2010, Retama vd. 2005). Ancak
elektrot ylizey bilesiminin optimizasyonu i¢in MKT kullanim1 biyosensor iiretiminde
yaygin bir yaklasim degildir ve sinirli sayida ¢alisma bildirilmistir (Alonso-Lomillo vd.
2005, Ivanov vd. 2010, Martins vd. 2009, Del Torno-de Roman vd. 2013).

Amperometrik bir biyosensoriin hazirlanmasinda, MKT yaklasimimin kullanilmas1 bir
cok avantaj saglar: (i) cok fazla sayida deney yapilmasi gereken optimizasyon
islemlerinde, en az sayida deneyle daha fazla bilgi elde edilerek zaman ve maliyet
acisindan tasarruf edilmesi saglanabilir; (ii) optimum deney kosullart veya elektrot

bilesimi daha dogru bir sekilde belirlenebilir; (iii) bu yaklagim, optimizasyon



parametrelerinin biyosensor cevabi {izerindeki dogrusal ve ikinci dereceden etkileri ile

birbirleri ile etkilesimlerini belirlemeye izin verir.

Bu amagla, bu tez ¢alismasi kapsaminda, modifikasyon malzemelerinin miktarlarinin
optimizasyonu ve malzemelerin birbirleriyle etkilesimini belirlemek amaciyla, merkezi
kompozit tasarim (MKT) yaklasimi uygulanmistir. Optimizasyon basamagi, biyosensor
cevabtr icin oldukca kritik bir asamadir ve MKT modifikasyon malzemelerinin
miktarlari ile bu malzemelerin etkilesimlerinin, minimum sayida deneyle belirlenmesine

olanak saglamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, 8 adet metal oksit nanopartikiilin (MONP’ler; TiO,NP, CozO4NP,
FesOsNP, SnO,NP, Fe,O3NP, Al,O3NP, CuONP ve ZnONP) elektrot yiizeyine
modifikasyonu ile hazirlanan enzim temelli biyosensorlerin cevaplarina MONP’lerin
etkisinin karsilastirilmas1 amacglandi. Literatirde MONP’lerin biyosensor cevabina
etkisinin kapsamli bir sekilde karsilastirilmasi ile ilgili ¢aligmaya rastlanmadi. Bu
amagcla, bu caligma kapsaminda camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyi karboksilli ¢ok
duvarli karbon nanotiip (c-MWCNT) ve 8 farkli MONP ile modifiye edilerek (a) c-
MWCNT-Co0304/GCE, (b) c-MWCNT—Fe3;04/GCE, (c) c-MWCNT-SnO,/GCE, (d) c-
MWCNT-TiO2/GCE, (e) c-MWCNT-Fe,03/GCE, (f) c-MWCNT-AI,03/GCE, (g) c-
MWCNT-CuUO/GCE ve (h) c¢c-MWCNT-ZnO/GCE hazirlandi. Bu modifiye
elektrotlarin yiizey bilesimi optimizasyonun MKT yaklagimi ile yapilmasi, bdylece
modifikasyon malzemelerinin ana etkilerinin ve birbirleriyle etkilesimlerinin en az
sayida deneyle belirlenerek malzeme ve zamandan tasarruf edilmesi amaclandi.
Optimum bilesimde hazirlanan modifiye elektrotlara GOx immobilize edilerek sekiz
ayr1 biyosensOr hazirlanmasi; hazirlanan her bir elektrodun yiizey karakterizasyonu ve
elektrokimyasal davranislarinin  incelenmesi; biyosensorlerin  optimum ¢alisma
kosullarinin ve performans faktorlerinin belirlenmesi diisiiniildii. Her bir biyosensoriin
gercek numunelerde kullanilabilirliginin  belirlenmesi  i¢in, insan kan serum

numunelerinde glukoz tayinine uygulanabilirliginin arastirilmasi hedeflendi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyosensorler

IUPAC tarafindan biyosensorler, “kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yaniti
optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar” olarak tanimlanmaktadir
(Nagel vd. 1992). Biyosensorlerin temel islevi, hedef analit varliginda, hedef analitin
derisimi ile orantili olan elektriksel sinyaller iiretmektir (Metkar ve Girigoswami 2019,
Sassolas vd. 2012). Biyosensorler diisik maliyet, kolay iretilebilirlik ve

kiigiiltiilebilirlik gibi birgok avantaja sahiptir (Sassolas vd. 2012).

2.1.1 Biyosensorlerin temel ¢calisma prensibi

Bir biyosensor, “fizikokimyasal bir transdiiserle entegre veya iligkili bir biyolojik veya
biyolojik olarak tiiretilmis hassas tanima elemanini igeren kompakt bir analitik cihaz
veya birim” olarak tanimlanir (Yoo ve Lee 2010). Biyosensoriin ii¢ temel bilesenden
olusur: (1) hedef molekiilleri ¢esitli kimyasallarin varliginda ayirt eden biyolojik tanima
bilesenleri, (i1) biyolojik tanima olayim 6lgiilebilir bir sinyale déniistiiren bir ¢evirici ve
(111) sinyali okunabilir bir forma dontistiiren bir sinyal isleme sistemi. Biyosensorlerde
tanima bileseni olarak enzim, antibadi, niikleik asit, doku, organ ve mikroorganizmalar
gibi biyolojik malzemeler kullanilacagi gibi; analiti tanmiyan ve segici bir sekilde
baglanan yapay reseptorler de kullanilabilir. Analit ve tanima bileseni arasindaki
baglanma islemini Olciilebilir bir biiyiikliige doniistiiren c¢evirici bileseni ise
elektrokimyasal, optik, termometrik ve piezoelektrik olmak iizere dort temel grupta

toplanabilir (Yoo ve Lee 2010, Jothi ve Nageswaran 2019).
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Sekil 2.1 Biyosensoriin ¢alisma mekanizmast

Biyosensorlerden beklenen bazi 6zellikler asagidaki gibi siralanabilir;

» Yiksek secicilik

* Hizh cevap siiresi

» Kolay hazirlik / kullanim

+ Diisiik gozlenebilme sinir1

* Yiiksek duyarlik

» Tekrarlanabilirlik / tekrar iiretilebilirlik (Revathi ve Rajendra Kumar 2019).

Bir biyosensoriin sahip olmasi gereken en oOnemli ozelliklerden biri; segiciliktir.
Secicilik, biyotaniyict bilesenin, cesitli katki maddeleri ve kirleticilerin oldugu bir
ornekte, segici olarak analiti tayin edebilmesidir (Bhalla vd. 2016). Bu nedenle
biyosensOr hazirlanmas: sirasinda, tayin edilecek analite 6zgli biyomolekiil, taniyici

bilesen olarak secilmelidir.

Analit derisimine karst biyosensoriin cevabinin grafige gegirilmesi ile elde edilen
grafigin dogrusal oldugu derisim araligi, biyosensoriin calisma araligini; dogrunun
egimi ise biyosensoriin duyarligini verir (Bhalla vd. 2016). Biyosensoriin analite, genis

bir dogrusal aralikta, iyi bir duyarlikla cevap vermesi beklenir. Ayrica analitin



gozlenebilme sinir1 da biyosensoriin duyarligr ile ilgili bir 6zelliktir. Biyosensoriin
algilayabilecegi en diisiik analit derisimi gozlenebilme sinir1 olarak adlandirilir (Bhalla
vd. 2016). Biyosensoriin analiti miimkiin oldugunca diisiik derisimde tespit edebilmesi,

biyosensorlerde arzu edilen bir 6zelliktir.

Tekrar {retilebilirlik, ayni ydntemle hazirlanan biyosensorlerin 6zdes cevaplar
verebilme yetenegidir. Tekrar kullanilabilirlik, bir biyosensoriin her ol¢iimde ayni
cevabr verebilmesidir. Genel olarak tekrarlanabilir dl¢limler, biyosensoriin cevabinin

giivenilebilirliginin bir 6lgiisiidiir (Bhalla vd. 2016).

Kararlilik, biyosensor sisteminin i¢indeki veya ¢evresindeki ortam bozulmalarina karsi
duyarlilik derecesidir. Bu bozukluklar, biyosensoriin cevabinda kaymaya neden olabilir
ve bu durum da oOlgiilen derisimde hataya neden olarak biyosensoriin dogrulugunu
etkileyebilir. Bu duruma cevresel kosullar sebep olabilecegi gibi, biyolojik bilesenin
zamanla bozulabilmesi de etkili olabilir. Ayrica biyolojik bilesenin afinitesinin ¢ok
yiiksek oldugu durumlarda, analite kovalent baglarla veya elektrostatik etkilesimlerle
cok kuvvetli bir sekilde baglanmasi da kararlilig1 azaltabilir. Biyosensoriin uzun siireli

kullanimini gerektiren durumlarda 6nemli bir 6zelliktir (Bhalla vd. 2016).

2.1.2 Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler tanima bileseni veya cevirici tiiriine gore siiflandirilabilirler. Cevirici

tiirline gore biyosensorler asagidaki gibi siiflandirilabilir (Korotkaya 2014):

Elektrokimyasal biyosensorler, analit derisimi gibi biyokimyasal bir bilgiyi potansiyel,
akim, iletkenlik gibi bir sinyale cevirirler. Elektrokimyasal bir hiicreden sifir akim
gectigi durumda calisma elektrodu ile referans elektrot arasindaki potansiyelin
Olclildiigii sistemler potansiyometrik (Khun vd. 2012); elektroaktif tiirlerin
yiikseltgenme veya indirgenme akimlarinin 6lgiildiigi sistemler voltametrik (Rassas vd.
2019); biyokimyasal reaksiyon sonucunda ¢ozeltide meydana gelen iletkenligin

Olctildiigii sistemler kondiiktometrik (Shul’ga vd. 1994) ve sabit bir potansiyelde akim



siddetinin Sl¢iildiigii sistemler amperometrik biyosensorler (Anusha vd. 2015) olarak
tanimlanir.

Optik biyosensdrler, absorpsiyon, floresans, liminesans gibi spektroskopik yontemlere
dayanan biyosensorlerdir. Biyokimyasal bir olay sonucunda meydana gelen olaylar,

spektroskopik olarak olgiiliir (Cieslak vd. 2017).

Piezoelektrik biyosensorler, elektrik potansiyeli etkisi altinda elastik deformasyona
ugrayan kristalleri kullanir. Belli bir frekansta degisen bir potansiyel, kristalde sabit bir
dalga olusturur. Biyolojik tanima elemani ile kaplanmis kristal ylizeyindeki analit
adsorpsiyonu, rezonans frekansini degistirir ve bu, baglanma meydana geldiginin bir

gostergesidir (Pohanka 2017).

Termometrik biyosensorler, biyokimyasal bir olay sonucunda meydana gelen 1s1
aligverisinin, hassas bir termistdr ile Olgiilerek analit derisiminin tayin edildigi

sistemlerdir (Ramanathan ve Danielsson 2001).

Tanima bilesenleri bir biyosensordeki en temel bilesendir. Bir biyosensoriin, ¢ok sayida
madde arasindan bir veya daha fazla analite se¢ici olarak yanit vermesi, tanima
bilesenine baghdir. Tamima bilesenine gore biyosensorler, asagidaki gibi

smiflandirilabilir (Korotkaya 2014):

Enzimatik biyosensérler, enzimatik reaksiyonlarin spesifik substratlarinin belirlenmesi
icin tasarlanmistir. En basit enzimatik biyosensOr tasarimi, substrat veya enzimatik
reaksiyonun triiniiniin elektrokimyasal olarak aktif oldugu, uygun bir potansiyel
uygulanmasiyla elektrot yiizeyinde hizli ve tersinir bir sekilde ylikseltgenebildigi veya
indirgenebildigi durumda kullamilir. Bu biyosensorlere, glukoz tayini ic¢in glukoz
oksidaz bazli biyosensOr ve iire tayini i¢in iireaz bazli biyosensorler ornek olarak
verilebilir (Gao vd. 2014, Meibodi ve Haghjoo 2014). Bunlar, en ¢ok kullanilan

enzimatik biyosensorlerdir.



Immiinosensérler, —antikor olarak  bilinen immiinoglobulinlerin,  antijenlerle
olusturduklar1 giiclii komplekslere dayanan biyosensérlerdir. Immiinoglobulinler,
organizmaya yabanci bilesiklerin (antijen) girisine karsilik olarak immiin sistemi
tarafindan salgilanan, koruyucu proteinlerdir ve bu biyosensor sistemlerinde taniyici
bilesen olarak kullanilirlar. Herhangi bir bilesik igin spesifik bir antikor olmasi
durumunda, bu bilesik immiinosensorler tarafindan yiiksek segicilik ile tayin edilebilir
(Pollap ve Kochana 2019).

DNA biyosensdérleri, biyokimyasal bileseni niikleik asitler olan biyosensorlerdir. Bu
biyosensorlerde biitiin bir DNA zinciri degil, kiiglik parcalar1 kullanilir ve DNA probu
olarak adlandirilan bu pargalar, DNA yapisinin 6zgiinliigiinii bir biitiin olarak yansitacak
sekilde secilirler. DNA problari, polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla DNA
amplifikasyonu ile sentezlenir. DNA sensorlerinde ayrica; dogal analogu olmayan,
belirli biyomolekiillerle etkilesime girme yeteneklerine gore segilen oligoniikleotit
dizileri de kullanilabilir. Bu sentetik niikleik reseptorler aptamerlerin adini almaistir.
Aptamerler neredeyse antikorlar kadar secicidir ve kararliligi antikorlardan daha
fazladir. Aptamerlere dayanan DNA biyosensorleri aptasensorler olarak adlandirilir. Bu
tip biyosensorler, genetik bozukluklarin tayini ve genetigi degistirilmis organizmalarla

elde edilen iiriinlerin tayini gibi amaglar i¢in kullanilabilirler (Rafique vd. 2019).

Mikrobiyal biyosensérler, tantyict bilesen olarak mikroorganizmalarin kullanildig
biyosensorlerdir.  Mikroorganizmalar  ¢esitli  fonksiyonlar1  yerine  getirebilir.
Metabolizmalar sirasinda ortama salgiladiklar veya canli hiicrelerinde kalan enzimleri
kullanarak analitin doniistiiriilmesini  saglayabilirler. Bu biyosensorler enzim
sensOrlerine benzerler. Ancak enzim sensorlerinden farkli olarak, tek bir enzimin
substrati doniistirmesi yerine bir grup enzim donistiiriir. Ayrica mikroorganizmalarin
ortamdaki kimyasal degisimlere kars1 cevabi, madde aktarimi biyomembran vasitasi ile
gerceklestiginden, enzim ve antikorlarin cevabina gore daha yavastir. Bu yilizden ¢ok
yiiksek derisimde canli hiicre gerektirir. Mikroorganizmalarin etkisi, organik maddeleri
yiikseltgemeleri sirasinda solunum aktivitelerini  degistirmelerine dayanir. Bu

biyosensorler solunum biyosensorleri olarak adlandirilir (Su vd. 2011).
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2.1.3 Biyomolekiillerin immobilizasyonu

Biyosensorlerin giivenilir bir sekilde ¢aligmasi i¢in, biyolojik tanima bileseni ¢evirici
ylizeyine baglanmasi gerekir. Bu isleme biyolojik bilesenin immobilizasyonu denir.
Immobilizasyon, biyomolekiillerin, inert bir ortam igine hapsedilerek ya da kimyasal
veya fiziksel olaylarla gevirici yiizeyine baglanmasi anlamina gelir. Biyomolekiillerin

immobilizasyonunun yapilabilmesi i¢in bes temel yontem vardir (Korotkaya 2014):

Adsorpsiyon: Bu yontem, biyosensor bilesenlerine dnemli bir 6n islem yapilmasina veya
6zel amacl kimyasallarin kullanilmasina ihtiya¢ duyulmayan en basit immobilizasyon
yontemidir. Bu yontemde hem fiziksel hem de kimyasal adsorpsiyon kullanilabilir.
Fiziksel adsorpsiyonda, biyomolekiil ylizeyde van der Waals kuvvetleri, iyonik
etkilesimler veya hidrojen baglari ile tutulur. Biyomolekiiller ile ¢evirici arasinda daha
kuvvetli bir baglanma saglamak i¢in kimyasal baglar ile kimyasal adsorpsiyon yapilir.
Adsorpsiyon ile immobilizasyonun etkinligi genel olarak, cevirici yiizeyinin yiikii, polar
gruplarin varligi, homojenligi ve redoks potansiyeli gibi 6zellikleri ile belirlenir.
Adsorpsiyon ile biyomolekiil, ¢evirici ylizeyine yiiksek derisimlerde immobilize
edilemez. Adsorbe edilen biyomolekiil miktarini arttirmak i¢in yiizey modifikasyonu ile
veya ¢esitli fonksiyonlastirict yontemler ile ¢eviricinin yiiklii veya polar gruplara sahip
olmas1 saglanir. Biyomolekiillerin adsorpsiyonu ile hazirlanan biyosensorler pH,
sicaklik, iyonik siddet ve substrat derisimi gibi degisimlere kars1 olduk¢a duyarlidir. Bu
yontem genellikle biyomolekiil ile gevirici arasinda zayif bir baglanmanin bile yeterli

oldugu, uzun siire ¢aligma gerektirmeyen durumlarda kullanilir (Korotkaya 2014).

Mikrokapsiilleme: biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biridir. Biyomalzeme, ¢6zeltinin geri kalanindan, analit molekiillerinin ve
katalitik reaksiyonun {iirlinlerinin gegmesine izin veren yari gegirgen bir zar ile ayrilir.
Bu amagla, organik ¢oziicii icinde bulunan polimer ¢ozeltisi ve biyobilesenin sulu
¢ozeltisinden bir emiilsiyon hazirlanir. Bu emiilsiyon, polimerik matriksi iginde
biyomolekiilleri ve elektrolit iyonlar1 barindiran mikrokapsiiller igeren bir zar elde

etmek i¢in kurutulur. Bu immobilizasyon yontemi, biyopolimerin hidrofilik ortaminin,
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tiim immobilizasyon agamalarinda bozulmadan kalmasini saglar, bdylece biyobilesenin
aktivitesi azalmaz. Immobilize edilmis biyobilesen serbest halde olmakla birlikte, 6l¢iim
hiicresinin  belirli bir boliimiinde sinirlandirilmistir. Bu  yontemde c¢ok ¢esitli
membranlar kullanilmakta, ancak 6zellikle glukoz biyosensorlerinde nafyon polimeri
gibi negatif yiiklii membranlar tercih edilmektedir. Bu immobilizasyon yontemi, ¢esitli
sensor modellerine kolayca uygulanabilir, enzimi kirlenmeye ve bozulmaya kars1 korur.
Genel olarak, mikrokapsiillenmis enzimler, pH, sicaklik, iyonik siddet ve ortamin
kimyasal bilesimindeki degisikliklere kars1 direnglidir. Bu yontemle immobilizasyonda,

gaz ve elektrolit gibi kii¢iik molekiiller membrandan gegebilir (Korotkaya 2014).

Hapsetme: polimer matrise biyomolekiil hapsedilmesi yaygin yontemlerden biridir.
Polimer, organik ¢oziiclideki ¢Ozeltisinin ¢Ozeltinin suyla seyreltilmesi veya sensor
yiizeyinde kurutulmasi ile elde edilebilir. Polimer ayrica jelatin, agar, poliakrilamid
veya aljinat c¢ozeltisinden jellesme ile veya bazi organik esterlerin  veya
kloroanhidridlerin polikondensasyonu ile de elde edilebilir. Ikinci teknige sol-gel
immobilizasyonu denir. Biyomalzeme varlifinda sentetik bir polimerden olusan bir
matriks hazirlanir. Ayri polimer ipliklerini ti¢ boyutlu bir agda birlestirmek igin
genellikle bir ¢apraz baglama maddesi eklenir. Biyolojik olarak aktif molekiiller
kendilerini polimer i¢inde hapsolmus halde bulurlar. Bu yontemin dezavantaji, agin
difiizyonu engellemesi ve analitin niifuz etmesini zorlastirmasidir. Biyomolekiillerin
poliyonik komplekslere hapsedilmesi, polielektrolitlerin ¢ozeltiden tabaka tabaka
biriktirilmesinde olusan komplekslesmeden kaynaklanmaktadir. Kendiliginden olusan
tek tabakalar (SAM) da bu yontem igine dahil edilebilir. Tek tabaka olusumu, ayri
molekiillerin polar (bas) kismi ile destek yiizeyi arasindaki etkilesimle baglar. Destek
yiizey olarak silikon, metaller ve oksitler gibi c¢esitli malzemeler kullanilabilir.
Molekiillerin tek tabaka halinde siralanmasi, molekiillerin hidrofobik (kuyruk) kisimlari
arasindaki van der Waals etkilesimlerine baghidir. SAM’ler, biyopolimerlerin ve
makromolekiiler olmayan hidrofobik bilesiklerin hapsedilmesi i¢in matriks olarak

kullanilabilir (Korotkaya 2014).

Capraz baglama: Bu yontemde biyomolekiiliin baglanmasi, glutaraldehit gibi

bifonksiyonel bir reaktif kullanilarak gergeklestirilir. Glutaraldehitin ¢apraz baglama
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islemine etkisine, proteinlerin ve niikleik asitlerin amino, hidroksil ve tiyol gruplari ile
Schiff bazlar1 olusturmasi Ornek olarak verilebilir. Bu yontemin en biiyilik
dezavantajlarindan biri, substrat difiizyonunun yavas olabilmesidir. Ayrica biyolojik
olarak aktif bilesikler zamanla bozulabilir. Ancak yontem, adsorbe edilmis

biyomalzemenin kararliliginin arttirllmasinda kullanilabilir (Korotkaya 2014).

Kovalent baglama: Bu yontem, biyomalzeme ve destek arasinda kovalent bir bag
olusumu anlamma gelir. Bu immobilizasyon ydnteminde kullanilacak kimyasallarin
secimi, baglanacak olan molekiillere ve destek malzemeye baglidir. Kovalent baglama
genellikle ti¢ adimda gerceklestirilir: ilk adim, destek yiizeyinin temizlenmesi ve gerekli
gruplarla fonksiyonlastirilmasi, ikinci adim biyomalzemenin biriktirilmesi ve {iglinciisii
zayif baglanmis molekiillerin saf bir c¢oziici ile wuzaklastirilmasidir. Destek
malzemelerin yiizeyini modifiye etmek i¢in genellikle serbest -NH;, -SH veya -COOH
gruplart igeren malzemeler kullanilabilir. Proteinler genellikle, yan aminoasit
zincirlerinde bulunan ve biyolojik aktivitelerini etkilemeyen niikleofilik fonksiyonel
gruplar vasitasiyla kovalent olarak baglanirlar. Kovalent baglamanin en biiyiik avantaji,
biyomalzeme ile destek arasinda giiclii bir baglanma saglayarak hem biyomalzeme
kaybini 6nlemesi hem de uzun Omiirlii sensorler tretilmesini saglamasidir (Korotkaya

2014).

2.1.4 Glukoz biyosensorleri

Diinyada diyabet oranlarinin artmaya baslamasindan dolayi, kanda glukoz tayini
caligmalar1 biliyilkk 6nem kazanmistir. Diger yontemlerle karsilastirildiginda hizli,
duyarhi@i ve tekrarlanabilirligi yiiksek ve diisiik maliyetli olmalarindan dolayi,

literatiirde biyosensorler ile glukoz tayini ¢aligmalar1 ¢ok yaygindir.

Genel olarak, glukoz oOl¢limleri, {i¢ enzim ile olan etkilesimlere dayanir. Bu enzimler
GOx, hekzokinaz ve glukoz-1-dehidrogenazdir (GDH). Bunlardan, genellikle GOx ve

GDH, glukoz analizleri ig¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu enzimler, redoks
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potansiyelleri, kofaktorler, devir hizi ve glukoza kars1 secicilik bakimindan oldukca

onemlidir (Heller ve Feldman 2008).

GOx, biyosensorler i¢in standart enzimdir; glukoz i¢in nispeten daha yiiksek bir
secicilige sahiptir. GOx'in elde edilmesi kolaydir, ucuzdur ve diger bir¢ok enzimden
daha fazla pH, iyonik siddet ve sicakliga dayanabilir. Bu nedenle iiretim siireci sirasinda
daha az sert kosullara ve serbest biyosensor kullanicilart tarafindan kullanilmak iizere

nispeten rahat depolama normlarina uygundur (Heller ve Feldman 2008, Bankar vd.

2009).

Glukoz biyosensorleri, immobilize edilmis GOx’m, B-D-glukozun oksijen ile
yiikseltgenmesini katalizleyerek glukonik asit ve hidrojen peroksit olusturmasi temeline
dayanir. GOx’un, katalizor olarak calismak icin bir redoks kofaktorii olan flavin adenin
diniikleotite (FAD) ihtiya¢ vardir. FAD ilk elektron alicist olarak calisir ve FADH,'ye

indirgenir:

Glukoz + GOx-FAD® ———» Glukolakton+ GOx-FADH,

Kofaktor, oksijenle tepkimeye girerek yeniden iiretilir ve hidrojen peroksitlerin

olusumuna neden olur:

GOx-FADH.+ O, ——» GOx-FAD + H,0,

Hidrojen peroksitin, anotta yiikseltgenmesi ile elektrot, elektron transferlerinin sayisini
kolayca tanir ve bu elektron akisi, kanda bulunan glukoz molekiillerinin sayisi ile

orantilidir (Yoo ve Lee 2010).

H202 EE—— 2H+ + 02 + 2e

Glukoz biyosensorleri ilk olarak Clark ve Lyons (1962) tarafindan, GOX enziminin O,
elektrodu ile kombine edilerek kandaki glukoz seviyesinin 6lgiilmesi ile baglamigtir. O

zamandan sonra, ticari olarak gelistirilen pek ¢ok glukoz sensorii tipi mevcuttur ancak
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Cizelge 2.1°de 6zetlendigi gibi, glukoz biyosensdrleri i¢in ilerlemeler yildan yila devam

etmektedir (Yoo ve Lee 2010, Metkar ve Girigoswami 2019).

Cizelge 2.1 Glukoz biyosensorlerinin tarihsel gelisimi

Yil Gelisme

Clark ve Lyons tarafindan biyosensoriin ilk tanimi yapildi (Clark ve Lyons,
1962

1962).

Updike ve Hicks tarafindan, ilk islevsel enzim elektrodu iiretildi (Updike ve
1967 .

Hicks, 1967).

Hidrojen peroksit tayinine dayanan, glukoz enzim elektrotu (Guilbault ve
1973

Lubrano, 1973).
1975 Ik ticari biyosensér YSI analizériiniin piyasaya siiriilmesi (Newman ve

Turner, 2005a).
1976 [k basucu yapay pankreas (Bruttomesso ve Grassi, 2015).

Shichiri tarafindan gerceklestirilen, deri alti implantasyonu igin, ilk igne tipi

1982 enzim elektrotu (Newman ve Setford, 2006)

1984 Ilk ferrosen aracili amperometrik glukoz biyosensorii (Cass vd, 1984)

1987 MediSense ExacTech kan sekeri biyosensoriinlin piyasaya siiriilmesi
(Newman ve Setford, 2006).

1999 Ticari bir in vivo glukoz sensoriiniin piyasaya siiriilmesi (MiniMed)

2000 Giyilebilir non-invaziv glukoz monitoriiniin tanitimi (GlucoWatch)

Birinci nesil glukoz biyosensorleri

Glukoz seviyelerini 6l¢mek i¢in ilk kez 1962'de Cincinnati Cocuk Hastanesinden Clark
ve Lyons tarafindan onerilen glukoz biyosensorii, bir oksijen elektrotundan, bir i¢
oksijen yar1 gecirgen zarindan, ince bir GOx katmanindan ve bir dis diyaliz zarindan
meydana gelmekteydi (Clark ve Lyons, 1962). Enzim, elektrokimyasal bir detektore
immobilize  edilerek  enzim  elektrotlar  hazirlanmisti.  Olgiilen  oksijen
konsantrasyonundaki, diisiis glukoz konsantrasyonuyla orantiliydi. Updike ve Hicks ise,
GOx'u poliakrilamid jel i¢inde oksijen elektrodu iizerine bir immobilize ederek glukoz

tayinini 6nemli dl¢iide basitlestirmislerdir (Updike ve Hicks, 1967).
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Clark’1n teknolojisini kullanan ilk ticari olarak basarili glukoz biyosensorii, 1975 yilinda
hidrojen peroksitin amperometrik tespitine dayanan glukozun dogrudan Sl¢iimii igin
kullanilan Yellow Springs Instrument Company analizorii (Model 23A YSI analizorii)
idi. Bu analizor, pahali platin elektrot nedeniyle yiiksek maliyeti nedeniyle neredeyse

sadece klinik laboratuvarlarda kullanildi (Yoo ve Lee 2010).

Birinci nesil glukoz biyosensorleri, oksijen kullanimina ve iiretilen hidrojen peroksitin
tespitine dayaniyordu. Peroksit olusumunun Olclilmesi, 6zellikle minyatiir cihazlar
diisiiniildiiginde daha basit olma avantajina sahiptir. Bununla birlikte, birinci nesil
glukoz biyosensorleri ile ilgili ana problem, hidrojen peroksitin amperometrik
Olglimiiniin, yliksek secicilik igin yiiksek bir calisma potansiyeli gerektirmesiydi.
Askorbik asit, lirik asit ve bazi ilaglar gibi elektroaktif tiirlerin girisimini en aza

indirmek i¢in 1980'lerin sonlarinda kayda deger ¢abalar harcandi (Yoo ve Lee 2010).

Ikinci nesil glukoz biyosensorleri

Birinci nesil glukoz biyosensorlerinin yukarida belirtilen sikintilari, medyatorli glukoz
biyosensorleri, yani ikinci nesil glukoz sensorleri kullanarak agilmistir. Bu tip
biyosensorlerde oksijen, redoks medyatorleri olarak adlandirilan ve elektronlari
enzimden caligma elektrodunun ylizeyine tastyan, fizyolojik olmayan elektron alicilar
ile yer degistirmektedir. Iyi bir medyatoriin, oksijen ile tepkimeye girmeme, hem
yiikseltgenmis hem de indirgenmis formlarinda kararli olma, pH degisiminden
etkilenmeme, tersinir elektron aktarim kinetigi gdsterme ve enzimle hizla tepkimeye
girme gibi Ozelliklere sahip olmasi gereklidir. Sensér performansini arttirmak igin
ferrosen, ferrisiyaniir, kininler, tetratialfulvalen (TTF), tetrasiyanokinodimetan (TCNQ),
tiyonin, metilen mavisi ve metil viologen gibi gesitli elektron aracilart kullanilmistir
(Cass vd. 1984, Frew ve Hill 1987, Shichiri vd. 1982, Chaubey ve Malhotra 2002).

Uciincii nesil glukoz biyosensorleri

Uciincii nesil glukoz biyosensérleri, medyatorler olmadan, enzim ile elektrot arasindaki

dogrudan elektron aktarimina dayanir. Yiiksek toksisiteye sahip mediatorler yerine,
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elektrot, ylik aktarma komplekslerine dayanan iletken malzemeler kullanarak dogrudan
elektron transferleri gerceklestirebilir. Bu nedenle, ti¢lincii nesil glukoz biyosensorleri,
kan glukozunun siirekli izlenmesi i¢in implant edilebilen, igne tipi cihazlarin gelisimine
yol agmistir. Medyatorlerin olmamasi, biyosensdrlere iistiin segicilik saglamaktadir.
Bununla birlikte, peroksidazlar dahil sadece birka¢c enzimin normal elektrot
yiizeylerinde dogrudan elektron transferi gosterdigi kanitlanmistir (Zhang ve Li 2004,
Azevedo vd. 2003). Uciincii nesil glukoz biyosensérleri ile ilgili dogrudan elektron
transferi yaklasimlari i¢in cesitli calismalar rapor edilmistir (Kahn vd. 1996, Palmisano

vd. 2002, Retama vd. 2004, Vidal vd. 1998, Wu vd. 2006).

2.2 Metal Oksit Nanomalzemeler

Son yillarda nanomalzemeler, temel bilimsel arastirmalardaki ve teknolojik
uygulamalardaki onemlerinden dolayr biiylik ilgi gOérmiistiir. Bilimsel arastirmalar
acisindan, nanoboyuttaki malzemelerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin, normal
boyuttaki hallerinden oldukga farkli oldugu bilinmektedir. Bu da bu malzemelerin
kuantum boyut etkisi, kiicliik boyut etkisi ve ylizey/araylizey etkisi gibi sebeplerden
kaynaklanmaktadir (Shi vd. 2014).

Gelistirilmis olan ¢esitli nano yapili malzemeler arasinda metal oksit nanomalzemeler,
son zamanlarda biyosensor gelistirilmesinde biyomolekiil immobilizasyonu i¢in biiylik
ilgi gormektedir. Bu nanomalzemeler ayrica, yiiksek ylizey/hacim orani, gelismis
elektron aktarimi ve gii¢lii adsorpsiyon kabiliyeti gibi benzersiz optik ve elektronik
ozellikler sergileyerek, biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in uygun ortam saglar. Bu
nedenlerden dolayr metal oksit nanomalzemeler, birim pargacik kiitlesi bagsina diisen

biyomolekiilleri arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Solanki vd. 2011).

2.2.1 Metal oksit nanomalzemelerin biyosensér uygulamalarinda kullanimi

Metal oksit nanomalzemeler, benzersiz optik, elektronik ve molekiiler 6zellikleri

sebebiyle biyomolekiil immobilizasyonunda olduk¢a yararli malzemelerdir (Luo vd
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2006, Solanki vd. 2011). Metal oksit nanomalzemelere dayanan biyosensdrlerin
performansi, partikiil bliylikliigii, etkin yiizey alani, adsorpsiyon kabiliyeti ve elektron
transfer Ozellikleri ile metal oksit-biyomolekiil arayiiziiniin 6zellikleri gelistirilerek

arttirtlabilir (Solanki vd. 2011).

Biyosensor uygulamalart i¢in metal oksit nanomalzemelerin optik ve elektrokimyasal
ozelliklerinin, kati-s1v1 arayiizlerin ve nanobiyo arayiizlerin etkisine iligkin arastirmalar
yapilmaktadir. Verimli bir biyosensorii iiretmek icin, istenen biyomolekiiliin
immobilizasyonu i¢in uygun bir metal oksit nanomalzeme se¢gmek ¢ok dnemlidir. Metal
oksit bir nanomalzeme ve bir biyomolekiil arasindaki baglanma nedeniyle olusan ara
yliziin, biyosensor performansini etkiledigi bilinmektedir (Solanki vd. 2011). Bir nano
biyoarayiiziin olusumu ve Ozellikleri metal oksit nanomalzemenin dogasina baghdir;
etkin yiizey alani, ylizey yiikii, enerji, pliriizliillik ve gozeneklilik, degerlik/iletkenlik
durumlari, fonksiyonel gruplar, fiziksel haller ve higroskopik yapi gibi parametrelerin

tiimi biyoarayiiziin olusumunu etkiler (Solanki vd. 2011).

Genel olarak, biyomolekiiller, metal oksit nanomalzemelere fiziksel adsorpsiyon veya
kimyasal baglanma yoluyla baglanir. Bir biyomolekiiliin zayif -etkilesimlerden
kaynaklanan fiziksel adsorpsiyonu; yiizey morfolojisi, reaksiyon ortami ve net ylizey
yiikiine baglidir. Yiik, sterik ve ¢oziicii etkilesimleri gibi durumlarla ortaya ¢ikan kisa
mesafeli kuvvetler, bir nano biyoarayiiziin hazirlanmasinda da 6nemli bir rol oynar. Bir
biyomolekiiliin, metal oksit bir nanomalzemeye kovalent baglanmasi, uygun kimyasal
reaksiyonlar ile hazirlanabilen fonksiyonel gruplarin mevcudiyetine baghdir. Etkili bir
metal oksit nanomalzeme biyoarayiizey, biyouyumlu bir mikroortam olusturarak, bir
biyolojik molekiiliin biyolojik aktivitesini yiiksek kararlilik ile siirdiirmesine yardimci
olabilir. Elektron aktarim orani metal oksit nanomalzeme-biyomolekiil etkilesimlerinin
ozelliklerine baghidir. Bu nedenle, metal oksit nanomalzemelerin kullanimi ile daha
diisiik maliyet, daha uzun raf 6mrii gibi gelismis duyarlik ve tayin smirlarina sahip

biyosensorlerin gelistirilmesi miimkiindiir (Solanki vd. 2011).
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2.2.2 Metal oksit nanomalzemelerin biyosensor uygulamalarinda kullanimu ile ilgili
kaynak ozetleri

Glukoz tayini i¢in, metal oksit nanomalzemeler kullanilarak gelistirilen amperometrik

biyosensorler ile ilgili ¢alismalar incelendi ve bir kismi asagida kisaca 6zetlendi.

Guo vd. (2017) tarafindan, TiO, oyuk nanolifler kullanilarak, glukoz tayinine yonelik
biyosensor hazirlanmistir. Bu amagcla, i¢ci oyuk TiO; nanolifleri hazirlanmis, GCE
yiizeyine modifiye edilmis ve GOx enzimi immobilize edilerek biyosensor
hazirlanmustir. I¢i oyuk TiO, nanoliflerinin, enzim immobilizasyonu igin genis yiizey
alan1 ve gozenekli yapi sagladigi belirtilmistir. Amperometrik ¢aligmalar -0,45 V’ta
yapilmis; 2,0% 10°M -3,17x10° M dogrusal ¢alisma araliginda duyarlik 32,6 pA mM "
cm 2 olarak bulunmustur. Alt: farkli biyosensor ile hesaplanan tekrar iiretilebilirlik igin
bagil standart sapma %4,8 olarak rapor edilmis; biyosensériin 2 hafta boyunca +4 °C’de

saklanmasi ile biyoaktivitesinin %95,7’sini korudugu belirtilmistir.

Yang vd. (2014), GOx immobilizasyonu icin, dikey sekilli TiO, nanocgubuklar
sentezlemistir. Hazirlanan nanogubuklar, kitosan ¢ozeltisinde dagitilarak GCE yiizeyine
modifiye edilmis, ardindan GOx immobilize edilerek biyosensor hazirlanmistir. Dikey
sekilli TiO2 nanogubuklarin enzim immobilizasyonu i¢in genis ylizey alani sagladigi ve
enzim ile elektrot ylizeyi arasinda elektron aktarimini arttirdigi belirtilmistir.
Biyosensoriin -0,50 V’ta 5,0 10°M - 1,32x10° M dogrusal ¢aligma araliginda 23,2 pA
mM ! cm? duyarliga sahip oldugu kaydedilmistir. Michaelis — Menten (Ky) sabiti 0,40
olarak hesaplanmis ve bulunan degerin diisiik olmasi, modifiye elektroda immobilize
edilen GOx’un glukoza ilgisinin yliksek oldugu seklinde yorumlanmistir. Biyosensoriin
glukoz cevabina askorbik asit ve {irik asitin etkisi incelenmis ve bu tiirlerin biyosensor
cevabina belirgin bir etki yapmadigi belirtilmistir. Hazirlanan biyosensér insan
serumunda glukoz tayini i¢in kullanilmig ve bes 6l¢tim i¢in geri kazanimlar %1,2 bagil
standart sapma ile %103 ve %1,9 bagil standart sapma ile %100 olarak rapor edilmistir.

Feng vd. (2013b), Ag modifiye TiO, nanotiiplerine dayanan glukoz biyosensori
gelistirmiglerdir. TiO, nanotiipleri sentezlendikten sonra, Ag nanopartikiilleri TiO,

nanotiiplerine fotokatalitik indirgenme ile modifiye edilmis ve GOx immobilize edilerek
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glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Biyosensoriin +0,70 V’ta glukoza amperometrik
cevab Sl¢iilmiis ve glukoza 0,39 pA mM ! cm 2 duyarlikla cevap verdigi gozlenmistir.
Biyosensoriin dogrusal cevap araligi 1,0x10™* M — 4,0x10° M, gozlenebilme sinir1 0,1
mM ve cevap siiresi 40 s olarak belirlenmistir. Ag modifiye TiO, nanotiiplerin genis
yiizey alant sagladigi, bunun da duyarligr iyilestirdigi ve gozlenebilme sinirim

disiirdiigii belirtilmistir.

Kaushik vd. (2008) tarafindan yapilan calismada, amperometrik glukoz tayini i¢in
kitosan-Fe3;04 nanopartikiillerine dayanan biyosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada
Fe3sO4NP’lerin, biyouyumlu olmasi, sliperparamanyetik ozellige ve diisiik toksisiteye
sahip olmasi gibi sebeplerle biyosensér yapiminda kullanildigi belirtilmistir.
FesO4NP’lerin en biiyiik problemi kiimelenme ve bir araya toplanma sorununu asmak
icin ise; film yapma kabiliyeti, mekanik kuvveti, biyouyumlulugu gibi 6zelliklerinden
dolay1 kitosan kullanilmis ve nanopartikiiller kitosan c¢ozeltisinde dagitilarak ITO
yiizeyine modifiye edilmistir. Bu modifiye elektrot iizerine de GOx immobilize
edilerek, amperometrik glukoz biyosensorii hazirlanmigtir. Biyosensoriin, glukoza
5,0><10'4 —2,2% 10° M dogrusal ¢aligma aralifinda, 9,3 pA mM * cm 2 duyarlikla cevap
verdigi ve cevap siiresinin 5 s civarinda oldugu rapor edilmistir. Girisim yapan tiirlerin
etkisini belirlemek i¢in 5,6 mM glukoz ile birlikte 5 mM kolesterol, 0,05 mM askorbik
asit, 0,1 mM iirik asit ve 1 mM iirenin biyosensor cevabina etkisi incelenmis ve bozucu
tiirlerin neredeyse bir etkisinin olmadigi, yalnizca kolesteroliin %6 kadar girisim yaptig1

belirtilmistir.

Wang vd. (2012) tarafindan, GOx immobilizasyonu i¢in Fe3O4 manyetik
nanopartikiiller sentezlenmistir. Ciplak Fe3O4NP’ler’in kiimelenme sorununun diisiik
kararliliga sebep olmasindan dolayi, fonksiyonlu hale getirilmeleri Onerilmistir. Bu
amagla FesO4NP’ler, silanol gruplar kararlilii arttirdig icin silika ile ve genis yiizey
alani, biyouyumlu olmasi, adsorpsiyon kabiliyetinin yliksek olmasi ve iletkenliginin
yiiksek olmasi sebepleriyle AuNP’ler ile fonksiyonlastirilmistir. Elde edilen manyetik
nanopartikiiller GOx immobilizasyonu ile glukoz sensorii hazirlanmasi igin yiizey
olarak kullanilmistir. Hazirlanan biyosensériin glukoza -0,40 V’ta 3,97x10° M’ kadar
dogrusal cevap verdigi belirtilmistir. Biyosensoriin duyarhigi 62,45 pA mM * cm? ve
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gbzlenebilme sinir1 0,23 pM olarak rapor edilmistir. Bozucu tiirlerin etkisini incelemek
icin 0,4 mM glukoz varliginda 0,01 mM iirik asit ve 0,01 mM askorbik asit iceren pH
7,4 fosfat tampon c¢ozeltisinde CV’leri alinmig ve belirgin bir girisim etkisi
gozlenmemistir. Biyosensoriin kararliligi da doniistimlii voltametri ile incelenmis, ard
arda aliman 50 dongii sonunda GOx’a ait akimin %1,61 diistiigii belirlenmistir. Ayrica
biyosensoriin 0,13 mM glukoza cevabinin bes 6l¢iim i¢in bagil standart sapmast %5,75;
bes farkli biyosensor ile 0,4 mM glukoza cevaplarin bagil standart sapmasi da %5,46

bulunmustur.

Wang vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, grafen oksitin Fe?* iyonlari ile tamamen
indirgenmesi saglanarak indirgenmis grafen oksit - Fe3O4NP’lerden olusan rGO/Fe304
nanokompoziti, glukoz tayininde kullanilmigtir. Hazirlanan nanokompozit GCE
yizeyine modifiye edilmis ve GOx immobilize edilerek glukoz biyosensorii
hazirlanmigtir. Biyosensor ile -0,40 V’ta 5,0x10% - 1,0x10% M dogrusal g¢aligma
araliginda, 2,645 pA mM duyarlik elde edilmistir. Biyosensoriin saklama kararlilig
incelendiginde, 1 hafta ve 2 hafta sonunda sirastyla %97 ve %90 oraninda aktivitesini
korudugu belirlenmistir. Biyosensoriin cevabina bozucu tiirlerin etkisini belirlemek i¢in,
-0,40 V’ta askorbik asit, dopamin ve iirik asit derisimi 1 mM olacak sekilde fosfat
tampon c¢ozeltisine eklenmis ve ardindan 0,2 mM glukoz eklenerek akim cevaplar
karsilastirilmistir. Ug bozucu tiiriin yaptig1 girisimlerin ihmal edilebilir seviyede oldugu

belirtilmistir.

Karuppiah vd. (2014) tarafindan, grafen ve Co3O4NP kompoziti hazirlanarak GCE
yiizeyine modifiye edilmistir. Model enzim olarak segilen GOx, modifiye elektrot
yiizeyine immobilize edilerek glukoz biyosensorii hazirlanmigtir. CozO4NP’lerin yiizey
alani/hacim oraninin yiiksek olmasi ve yiiksek kimyasal kararliliga sahip olmasi
nedeniyle dikkat gektigi belirtilmistir. Biyosensoriin glukoza, 5,0x10* — 1,6x102 M
dogrusal c¢alisma araliginda, 13,52 pA mM* cm™ duyarlikla cevap verdigi ve
gbzlenebilme simnirmin 0,05 mM oldugu rapor edilmistir. Gelistirilen biyosensoriin
kararliliginmi belirlemek amaciyla, 5 mM glukoz igeren fosfat tampon ¢ozeltisinde pik
akim cevaplar1 6lciilmiis ve biyosensériin +4 °C’de 9 giin saklanmasmnin sonunda

baslangi¢ duyarliginin yaklasik %89’unu korudugu belirlenmistir. Tekrar tiretilebilirligi
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belirlemek i¢in dort ayri biyosensor ile yapilan olglimler sonucunda bagil standart
sapma %3,7 ve tekrar kullanilabilirligi belirlemek amaciyla aynmi elektrotla 10 kez

yapilan Sl¢iimler sonucunda bagil standart sapma %3,9 olarak rapor edilmistir.

Ding vd. (2010) tarafindan, Co304; nanolifler gelistirilerek elektrot modifikasyon
malzemesi olarak kullanilmistir. Co3zOs nanolifler, GCE yiizeyine modifiye edilip
Nafyon ¢ozeltisi ile kaplanarak enzimsiz glukoz biyosensorii gelistirilmistir. Sensoriin
glukoza, +0,59 V’ta, 13,52 pA mM ! cm duyarlikla, 2,O4><10'2 M’a kadar dogrusal
olarak cevap verdigi ve gozlenebilme sinirinin 2,04 mM oldugu belirtilmistir.
Biyosensoriin segiciligini belirlemek i¢in, 4 mM glukoz ¢ozeltisinde 0,125 mM
askorbik asit ve 0,33 mM iirik asitin glukoz cevabina etkisi incelenmis ve sirasiyla %14
ve %17 girisim yaptiklar1 belirlenmistir. Ancak ayni bozucu tiirler, glukoz igermeyen
cozeltiye ayr1 ayr1 aym derisimlerde ilave edildiginde, 4 mM glukoz cevabina karsi
etkileri askorbik asit ve lirik asit i¢in sirasiyla %23,16 ve %33,70 olarak kaydedilmistir.
Ayrica kloriir iyonunun, enzimatik olmayan glukoz sensorlerine genellikle bozucu etki
yaptiginin rapor edildigi belirtilmis, bu nedenle sensoriin 4 mM glukoz cevabina karsi
0,1 N NaCl’nin etkisi incelenmis ve herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
Hazirlanan sensor, kan serum numunesinde glukoz tayininde kullanilmasi
diistiniilmiistiir. Hazirlanan sensor ile standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar,
ticari bir glukoz sensorii ile elde edilenlerle karsilastirilmis ve iki yontemle elde edilen

sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu belirtilmistir.

Fan vd. 2016 tarafindan yapilan ¢aligmada, yumurta kabugu membranlar1 kullanilarak 3
boyutlu hiyerarsik gézenekli Co3O4/ZnO film hazirlanmis ve GOx enzimi immobilize
edilmistir. ZnO’in n-tipi ve Co30,’in p-tipi yari iletkenler olmasi sonucunda olusan p-n
baglantis1 sebebiyle, yapinin benzersiz elektronik 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir.
p-tipi CozO4 ve n-tipi ZnO'nun kombinasyonunun, p-n baglanti arayiiziinde bir ig
elektrik alani olusumuna yol actigi, bu durumun da analitten elektroda yiiksek bir
elektron aktarim yolu saglayabildigi ve elektronu aktarim oranini arttirdig: belirtilmistir.
Ayrica ZnO’in izoelektrik noktasinin yaklasik 9,5 ve Co304’in yaklasik 8 olmasinin,
izoelektrik noktas1 4,2 olan GOx’in immobilizasyonunu elektrostatik etkilesimler

yoluyla giivenilir bir sekilde sagladigi ve yiliksek baglanma kararliligi ve biyoaktiviteye
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sahip oldugu belirtilmistir. Hazirlanan biyosensoriin +0,25 V’ta glukoza duyarligi 0,1
A mM ™ cm? ve gozlenebilme simri 107,70 pM olarak rapor edilmistir. Bozucu
tirlerin etkisini belirlemek igin, 0,2 mM glukoz igeren ¢ozeltide 0,02 mM iirik asit,
askorbik asit, dopamin ve kolin kloriiriin cevabi incelenmis ve glukoz cevabi ile
karsilagtirildiginda bozucu tiirlerin  belirgin bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir.
Biyosensor ile ard arda alman CV’ler ile, 20 dongli sonunda akim cevabinin %20
azaldigt; ayrica 3 hafta saklandiktan sonra da aktivitesinin %91’ini1 korudugu rapor

edilmistir.

Wu vd. (2017) tarafindan, glukoz tayini i¢in plazma polianilin (pPANI), SnO,NP ve 3
boyutlu indirgenmis grafen oksit (rGO) nanokompoziti gelistirilmistir. SNO,NP’in,
rGO’in fonksiyonlastirilarak daha 1yi dagimasini saglamak i¢in kullanildig
belirtilmistir. SnO,NP’in rGO yiizeyine sabitlenmesi ile yapiya aktif adsorpsiyon
bolgeleri eklenmis ve grafen tabkalarinin kiimelenmesi engellenmistir. Hazirlanan
nanokompozit altin elektrot yiizeyine modifiye edilmis ve GOx immobilize edilerek
glukoz biyosensorii hazirlanmustir. Biyosensériin 0,36 V’ta 0,1 ng mL™ ve 5 ug mL™
dogrusal ¢alisma arahgnda 1,124 pA (ng mL™)™" duyarlikla cevap verdigi,
gozlenebilme smirimin ise 0,047 ng mL™ olarak bulundugu rapor edilmistir. Ayni
sartlarda hazirlanan 5 farkli biyosensor ile glukoza karsi amperometrik cevaplar
Olciilerek biyosensoriin tekrar liretilebilirligi incelenmis ve bagil standart sapma %5,3
olarak hesaplanmistir. Biyosensoriin kararliligi, biyosensor ile belirli araliklarla 6l¢tim
alimip, kullanilmadiginda +4 °C’de saklanarak belirlenmis ve 1 hafta sonunda
aktivitesinin  %92’sini; 1 ay sonunda ise %@83’linli korudugu belirlenmistir.
Biyosensoriin gercek numunelere uygulanabilirligi kan serum numunelerinde glukoz
tayini yapilarak belirlenmistir. Cesitli kan numunelerine standart katma yontemi ile

yapilan glukoz tayinlerinde geri kazanimlar %109 ile %117 arasinda bulunmustur.

Nor vd. (2017) tarafindan, y-Fe,O3NP’ler sentezlenmis ve fonksiyonlu gruplar elde
etmek ve daha hidrofilik bir yiizey olusturmak i¢in sitrik asit ile fonksiyonlastirilmistir.
Demir oksit nanopartikiillerin biyosensor uygulamalarinda kimyasal ve biyolojik olarak
inert olmalari, toksik olmamalari, siiperparamanyetik 6zellige sahip olmalari, ucuz

olmalari, yiiksek iletkenlige ve katalitik 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle ilgi ¢ektigi,
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ancak kiimelenme sorunu oldugu belirtilmistir. Bu sorunu agmak ve ayni zamanda
enzim immobilizasyonu i¢in fonksiyonlu bir yiizey saglamak amaciyla karboksil
gruplarina sahip kii¢iik bir molekiil olan sitrik asitle fonksiyonlagtirildig: belirtilmistir.
Elde edilen fonksiyonlu y-Fe,O3NP’ler perde baskili elektrot yiizeyine modifiye
edilerek GOx enzimi immobilize edilmis ve enzim kaybini 6nlemek i¢in koruyucu bir
film tabakasi olan Nafyon ile kaplanmistir. Hazirlanan biyosensoriin glukoz cevabi -
0,43 V’ta kronoamperometrik yontemle incelenmistir. Biyosensdriin 2,0x10° —2,5x10™
M dogrusal ¢alisma araliginda, 175 pA mM cm 2 ve 2,510 — 8,0x10° M dogrusal
¢alisma arahiginda, 5,31 pA mM ™ cm? duyarliga sahip oldugu; gézlenebilme smirinin
ise 7 uM oldugu rapor edilmistir. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi, ayni elektrot ile 1
mM glukoz ¢ozeltisinde ard arda CV’leri alinarak belirlenmis ve 10 dongii sonunda pik
akim degeri baslangi¢ degerinin %93 iinii korumustur. Tekrar tiretilebilirlik ise 7 farkli
biyosensor hazirlanip her birinin 1 mM glukoz ¢06zeltisine cevabr incelenerek
belirlenmis ve bagil standart sapma %4,2 olarak bulunmustur. Urik asit, askorbik asit ve
L-sisteinin, biyosensor cevabina girisim etkisini belirlemek amaciyla, 2 mM glukoz
¢ozeltisine her bir ¢ozelti 0,1 mM olacak sekilde eklenmis ve yalnizca L-sisteinin

belirgin bir etkisi oldugu (%15 civarinda) belirtilmistir.

Lin vd. (2011) tarafindan yapilan calismada, gozenekli Al,O3/Al folyo yiizeyine
nanotlly seklinde Pt nanoyapilar modifiye edilmistir. Bu modifiye elektroda GOx
enzimi immobilize edilerek glukoz tayini i¢in bir biyosensor gelistirilmistir. Biyosensor
glukoza, +0,60 V’ta 2,5x10™ — 8,0x10° M dogrusal galigsma araliginda, 56,79 pA mM
cm 2 duyarlikla cevap vermistir. Biyosensdriin gdzlenebilme siri 12,5 pM cm olarak
belirlenmistir. Biyosensdre bozucu etki yapan tiirlerin etkisini belirlemek icin, 5,6 mM
glukoz igeren ¢ozeltiye 0,4 mM fruktoz, 4,3 mM iire ve 0,1 mM askorbik asit eklenmis
ve fruktozun glukoz cevabina beligin bir etkisinin olmadigi; lire ve askorbik asitin ise
sirastyla %4,79 ve %8,30 girisim yaptigr belirlenmistir. Biyosensoriin kararliligini
belirlemek amaciyla 1 hafta boyunca 1 mM glukoza verdigi akim cevabi incelenmis ve
1 hafta sonunda biyosensor cevabinin %64,04 diistiigli goézlenmistir. Bu durum,

biyosensoriin kararliliginin gelistirilmesi gerektigi seklinde yorumlanmustir.
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Buk vd. (2016) tarafindan, aljinat ve CuONP’lere dayanan bir biyosensor gelistirilmis
ve GOx immobilize edilerek glukoz tayininde kullanilmistir. CuONP’lerin yiiksek
kararlilik ve diisiik maliyete sahip oldugu, elektronik ve katalitik 6zelliklerinin dikkat
cekici oldugu belirtilmis; gelistirilen sensorde kararliligt saglamak ve katalitik
Ozelliklerinden yararlanmak ic¢in kullanildigi belirtilmistir. Aljinat hidrojelinin ise
GOx’1 ¢apraz baglamasi ile, immobilizasyon matriksi olarak kullanildig1 belirtilmistir.
Gelistirilen biyosensoriin +0,65 V’ta glukoza 4,0x10° — 3,0x10° M ve 4,0x10° —
3,5x10% M derisim araliklarinda dogrusal olarak cevap verdigi ve bu araliklarda
duyarliklarin sirastyla 30,443 pA mM™ cm™ ve 7,205 pA mM™ cm olarak bulundugu
belirtilmistir. Biyosensoriin gozlenebilme smir1 1,6 pM olarak rapor edilmistir.
Biyosensoriin segiciligi, tampon ¢ozeltiye askorbik asit, {irik asit, asetaminofen ve
fenilalanin tiirlerinin her birinin derisimi 0,01 mM olacak ard arda sekilde eklenip,
sonrasinda da 2,5 mM ve 0,75 mM glukoz eklenmesi ile belirlenmistir. Bozucu etkisi
aragtirtlan bu tiirlerin glukoz cevabina belirgin bir etkisi olmadigi belirlenmistir.
Biyosensoriin tekrar tretilebilirligi, ayni sartlarda hazirlanan 6 biyosensoriin, 40 mM
glukoz ¢ozeltisine cevabi Olgiilerek belirlenmis ve bagil standart sapma %0,94 olarak
bulunmustur. Biyosensériin kararlilig1, +4°C’de saklanan biyosensoriin 15 giin boyunca
glukoz cevabi Ol¢iilmesi ile belirlenmis ve 2, 4, 6, 10 ve 15. gilinlerde biyosensoriin
aktivitesinin sirasiyla %98, %97, %93, %86 ve %78’ini korudugu rapor edilmistir.
Biyosensoriin analitik uygulanabilirligini belirlemek i¢in kan serum numunelerinde

glukoz tayini yapilmis ve geri kazanimlar %97,9 ile %99,4 arasinda bulunmustur.

Hu vd. (2011) tarafindan, MWCNT ve ZnONP’lere dayanan bir glukoz biyosensorii
gelistirilmistir. ZnONP’lerin biyouyumlulugu, toksik olmamasi, katalitik verimliligi,
kuvvetli adsorpsiyon kabiliyeti ve hizli elektron aktarim orani gibi 6zelliklere sahip
oldugu; GOx immobilizasyonu i¢in de uygun bir yiizey olusturmasi ve GOXx ile elektrot
arasinda basaril1 bir sekilde elektron aktarimini gerceklestirmesi sebebiyle bu calismada
tercih edildigi belirtilmistir. Biyosensorii hazirlamak amaciyla dnce MWCNT nin
kitosanda dagitilmasi ile elde edilen siispansiyon, GCE yiizeyine damlatilarak
kurutulmus, bu modifiye elektroda GOx immobilize edilmistir. Ardindan hazirlanan
GOx/MWCNTs/GCE vyiizeyine ZnONP’leri elektrokimyasal olarak kaplanmis ve
tizerine tekrar GOx immobilize edilmistir. Bu yontemle MWCNT’nin hem ZnONP’leri
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sabit ve kararli bir halde tuttugu, hem de genis yiizey alam1 sayesinde GOX
immobilizasyonunu 1iyilestirdigi belirtilmistir. Gelistirilen biyosensoriin -0,30 V’ta
6,67x10° — 1,29x10° M dogrusal caligma araliginda, glukoza 10,03 pA mM* cm?
duyarlikla cevap verdigi rapor edilmistir. Biyosensoriin gézlenebilme smirt 2,22 uM
olarak bulunmustur. Biyosensoriin kararliligini belirlemek igin 27 giin boyunca belirli
araliklarla 0,6 mM glukoza karsi cevabi incelenmis ve 10. giin ve 27. glin sonunda,
biyosensoriin baslangictaki aktivitesinin sirasiyla %6,4 ve %14,9’unu kaybettigi
belirlenmistir. Biyosensoriin seciciligi, 0,6 mM glukoz iceren ¢ozeltiye 1,0 mM L-
sistein, 1,0 mM glisin, 1,0 mM askorbik asit ve 1,0 mM dopamin eklenerek incelenmis

ve bu tiirlerin belirgin bir bozucu etki yapmadig1 gézlenmistir.

2.3 Cevap Yiizey Yontemleri

Optimizasyon; en yiiksek faydayi elde etmek i¢in bir sistemin, yontemin veya {irliniin
performansini arttirmak anlamina gelir ve 6zellikle analitik kimyada, bir yontemden en
iyl cevabr alabilmek i¢in uygun sartlar1 belirlemek amaciyla optimizasyon islemi

siklikla kullanilir (Araujo ve Brereton 1996).

Analitik kimyada optimizasyon yontemi genel olarak bir seferde bir faktdriin deneysel
bir cevap iizerindeki etkisinin incelenmesi ile gerceklestirilir. Sadece bir parametre
degistirilirken digerleri sabit tutulur. Bu optimizasyon yontemi tek seferde tek degisken
olarak adlandirilir (Bezerra vd. 2008). Bu yontemin dezavantaji, ¢alisilan degiskenler
arasindaki etkilesimlerin etkilerinin incelenememesidir. Bu ylizden bu ydntem
degiskenin cevap lzerindeki etkilerini tam olarak gosteremez.  Tek faktorli
optimizasyonun diger bir dezavantaji, arastirmayi yiriitmek i¢in gereken deney
sayisindaki artigtir, bu da zaman ve harcamalarin yani sira reaktiflerin ve malzemelerin

tiiketiminin artmasina neden olmaktadir (Lundstedt vd. 1998, Bezerra vd. 2008).

Bu sorunun {istesinden gelmek icin optimizasyon islemi, ¢ok degiskenli istatistik
yontemleri kullanilarak yapilmaya baglanmistir. Analitik optimizasyonda kullanilan ¢ok
degiskenli teknikler arasinda en ¢ok kullanilan1 cevap yiizey yontemidir (CYY). CYY,

deneysel verilerin bir polinom denklemine uygun hale getirilmesine dayanan
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matematiksel ve istatistiksel yontemler toplulugudur ve bir veri toplulugunun
davramisini istatistiksel &ngoriiler yardimiyla tammmlar. Ilgilenilen cevap veya cevap
dizisi birden fazla degiskenden etkilendiginde iyi uygulanan bir yontemdir. Amag, en
1yi sistem performansini elde etmek i¢in bu degiskenlerin seviyelerini eszamanli olarak

optimize etmektir (Bezerra vd. 2008).

CYY uygulanmadan once ilk olarak c¢alisilan deneysel alanda hangi deneylerin
yapilmasi gerektigini tanimlayacak deneysel bir tasarim secilmelidir. Bunun i¢in bazi
deneysel matrisler vardir. Veri setinin egrilik gostermedigi durumlarda birinci
dereceden modeller i¢in deneysel tasarimlar (6rnegin faktdriyel tasarimlar)
kullanilabilir. Bununla birlikte, dogrusal fonksiyonlarla tanimlanamayan deneysel
verilere bir cevap fonksiyonunu yaklastirmak icin, {i¢ seviyeli faktoriyel tasarim, Box-
Behnken tasarimi, merkezi kompozit tasarim ve Doehlert tasarimi gibi kuadratik cevap

yiizeyleri i¢in deneysel tasarimlar kullanilmalidir (Bezerra vd. 2008).

2.3.1 Gerekli terimler

Deneysel alan, g¢alisilan deney degiskenlerinin minimum ve maksimum limitleriyle

tanimlanir.

Deneysel tasarim, incelenen degiskenlerin farkli seviye kombinasyonlarindan olusan bir

matris tarafindan tanimlanan 6zel bir deney setidir.

Faktorler veya bagimsiz degiskenler, birbirinden bagimsiz olarak degistirilebilen
deneysel degiskenlerdir. Tipik bagimsiz degiskenler, pH, sicaklik, reaktif

konsantrasyonu, akis hizi olabilmektedir.

Seviye, bir degiskenin incelendigi farkli degerleridir.
Cevaplar veya bagimli degiskenler, deneylerden elde edilen sonuglarin oOlgiilen
degerleridir. Ornegin absorbans, net emisyon yogunlugu ve elektrik sinyali gibi analitik

sinyaller tipik cevaplardir.
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Artik, belirli kosullarda hesaplanan sonug¢ ile deneysel sonug¢ arasindaki farktir.
Deneysel verilere uygun iyi bir matematiksel model, diisiik artik degerleri gostermelidir

(Lundstedt vd. 1998, Bezerra vd. 2008).

2.3.2 Teorisi ve uygulama basamaklari

CYY ilk olarak Box ve Wilson tarafindan 1951 yilinda tanimlanmistir (Box ve Wilson,
1951). Bu terim, matematiksel modelin uygunlugundan sonra olusturulan grafiksel
bakis agisiyla ortaya cikmistir ve kullanimi, kemometri ile ilgili metinlerde yaygin
olarak kabul edilmistir. CYY, deneysel tasarimla ilgili olarak elde edilen deneysel
verilere ampirik modellerin uygunluguna dayanan bir grup matematiksel ve istatistiksel

teknikten olusur.

CYY'nin optimizasyon yontemi olarak uygulanmasindaki bazi asamalar sunlardir:

1. Calismanin amacina ve arastirmacinin deneyimine gore ¢aligmalarin izlenmesi
ve deneysel alanin sinirlandirilmasi yoluyla sistemdeki ana etkilere ait bagimsiz
degiskenlerinin se¢imi

2. Deneysel tasariminin segilmesi ve secilen deney matrisine gore deneylerin
yapilmast

3. Elde edilen deneysel verilerin bir polinom fonksiyonuna uygun olarak
matematiksel - istatistiksel olarak islenmesi

4. Modelin uygunlugunun degerlendirilmesi

5. Optimum alana dogru bir yer degistirme gerceklestirme gerekliliginin ve
olasiligiin dogrulanmast

6. Calisilan her degisken i¢in optimum degerlerin elde edilmesi (Bezerra vd. 2008).

Cok sayida degisken, c¢alisilan sistemin cevabini etkileyebilir ve her birinin kiiciik
katkilarin1 belirlemek ve kontrol etmek neredeyse imkansizdir. Bu nedenle, biiyiik
etkileri olan bu degiskenleri se¢mek gerekir. Hangi degiskenlerin ve etkilesimlerin daha

onemli etkiler sundugunu belirlemek i¢in tarama tasarimlar1 yapilmalidir. Tam veya
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kismi tasarimlar verimli ve ekonomik olmalar1 sebebiyle bu amag igin kullanilabilirler

(Bezerra vd. 2008).
2.3.3 Deneysel tasarim secimi

RSM’de kullanilabilecek en basit model dogrusal bir fonksiyona dayanir. Uygulamasi

i¢in, elde edilen cevaplarin asagidaki denkleme uygun sekilde yerlestirilmesi gereklidir:

k
y :ﬁoz. Bix; + €
=0

Bu denklemde k degisken sayisini, fp sabit terimi, fi dogrusal parametrelerin

katsayilarini, X; degiskenleri ve ¢ da artiklar1 ifade etmektedir.

Buna gore cevaplar herhangi bir egrilik gostermemelidir. Egriligi degerlendirmek icin
ikinci dereceden bir model kullanilmalidir. iki seviyeli faktdriyel tasarmmlar birinci
dereceden etkilerin tahmininde kullanilir, ancak ikinci dereceden etkiler gibi ek etkiler
onemli oldugunda basarisiz olur. Bu nedenle, iki seviyeli faktoriyel tasarimlarda
merkezi bir nokta, egriligi degerlendirmek i¢in kullanilabilir. Polinom modelinin bir
sonraki seviyesi, farkli deney degiskenleri arasindaki etkilesimi tanimlayan ek terimler
icermelidir. Bu sekilde, ikinci dereceden bir etkilesim i¢in bir model asagidaki sekilde

ifade edilir:

k k
Yy =Po +Z, .Bixi‘l'z - Biyxixjte
=1 1<i<j

Burada i etkilesim parametrelerinin katsayilarini ifade eder.
Kritik bir noktayr (maksimum veya minimum gibi) belirlemek i¢in, polinom

fonksiyonunun asagida sunulan denkleme gore ikinci dereceden terimler icermesi

gerekir:
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K K k
y=p0,t Bix; + Biixi + Z - Biyxixgt e

i i
Burada fii, kuadratik parametrenin Katsayilarini temsil eder. Bu denklemdeki
parametreleri tahmin etmek icin, deneysel tasarim calisilan tiim degiskenlerin en az ii¢
faktor seviyesinde yapilmasini saglamalidir (Bezerra vd. 2008). Boylece simetrik cevap
yiizey tasarimlart mevcut olur. Bilinen ikinci dereceden simetrik tasarimlar arasinda {i¢
seviyeli faktoriyel tasarim, Box-Behnken tasarimi, merkezi kompozit tasarim ve
Doehlert tasarimi bulunmaktadir. Bu simetrik tasarimlar birbirlerinden deneysel nokta
secimi, degiskenlerin seviye sayisi ve deney sayisi gibi yonlerden farklilik gdsterirler

(Bezerra vd. 2008).

2.3.4 Uygun modelin degerlendirilmesi

Fonksiyonun verilere uygun hale getirilmesinden sonra bulunan matematiksel model,
calisilan deneysel alani bazen tatmin edici sekilde tanimlayamaz. Uygulanan modeli
degerlendirmenin daha gilivenilir yolu, varyans analizi (ANOVA) uygulamasidir
(Bezerra vd. 2008). ANOVA'nin ana fikri, islemden kaynaklanan degisimi (degisken
seviyelerin kombinasyonundaki degisiklik), iiretilen yanitlarin Olgiimlerine ozgii
rastgele hatalardan kaynaklanan degisikliklerle karsilastirmaktir. Bu karsilastirmadan,
deneysel varyans kaynaklarini géz oniine alarak yanitlar1 6ngérmek i¢in kullanilan

regresyonun onemini degerlendirmek miimkiindiir (Bezerra vd. 2008).

ANOVA'da veri seti varyasyonunun degerlendirilmesi, dagilimi incelenerek yapilir
(Bezerra vd. 2008). Her bir 6l¢iim veya tekrarlarina ait sapmanin karesine ait esitlik

asagida verilmistir.

di*= (yi- y)*
Tim gozlem sapmalarinin kareler toplami toplam kareler toplami (SSip) oOlarak
adlandirilir; uygun matematiksel modele yani regresyona bagli kareler toplami (SSyeg)

ile model tarafindan iiretilen artiklara bagli kareler toplaminin (SSkay) toplamina esittir:
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SStop = SSreg + Sskay

Merkezi noktanin tekrarlar1 yapildigi icin, tekrarlarla iliskili saf hatayr tahmin etmek
miimkiindiir. Bu nedenle, artiklara bagh kareler toplami ikiye ayrilabilir: saf hata ile

ilgili kareler toplam1 (SSsp) ve uyumsuzluk ile ilgili kareler toplam1 (SSief):
Sskay: SSsh + SSiof
Her bir varyasyon kaynagi icin (toplam, regresyon, artik, uyumsuzluk ve saf hata)

kareler toplamlarinin, kendi serbestlik derecelerine (df) bdliinmesi ile “ortalama kare

degerleri” (MS) elde edilir.

Cizelge 2.2 Her bir varyasyon kaynagi icin serbestlik derecesi ve ortalama kare

degerleri
Varyasyon kaynagi Serbestlik derecesi Ortalama kare degerleri
Regresyon p-1 MSyeg= SSreg/p-1
Artik n-p MSyay= SSkay/N-p
Uyumsuzluk m-p MSeg= SSie/M-p
Saf hata n-m MSsp= SSsn/n-m
Toplam n-1

p matematiksel modelin katsay1 sayisini, n toplam gézlem sayisini, m ise aragtirmada kullanilan seviye
sayisint gostermektedir.

Regresyonun anlamlilifi, regresyonun ortalama kare degeri (MSreg) ile artiklarin
ortalama kare degeri arasindaki oran ile bu iki varyasyon kaynaginin Fisher varyasyon

testi yardimiyla karsilastirilmasi ile degerlendirilebilir.
F= MSreg/MSkay
Bu oran i¢in istatistiksel olarak anlamli bir deger, F i¢in verilen kritik tablo degerinden

daha yiiksek olmalidir. Bu, matematiksel modelin deneysel verilere 1yi bir sekilde

uydugunun bir gostergesidir.
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Modeli degerlendirmenin diger bir yolu da uyumsuzluk testidir. Matematiksel model
deneysel veriler ile uyumluysa, MS);s sadece sisteme Ozgii rastgele hatalar
yansitmalidir. Ek olarak, MSg, bu rastgele hatalarin bir tahminidir ve bu iki degerin
istatistiksel olarak farkli olmadigi varsayilmaktadir. Bu, uyumsuzluk testinin Kkilit
fikridir. F testi, bu iki deger arasinda istatistiksel olarak bir fark olup olmadigini, ayni
sekilde regresyonun Oneminin dogrulandigini degerlendirmek icin kullanmak

mumkuindiir.

Eger bu oran F’nin kritik degerinden yiiksekse, uyumsuzluk olduguna dair kanitlarin
oldugu ve modelin iyilestirilmesi gerektigi sonucuna varilir. Bununla birlikte, deger
tablodaki degerden diisiikse, model uygunlugu tatmin edici olabilir. Uyumsuzluk testi
uygulamak i¢in, deneysel tasarim en azindan merkezi noktada gilivenilir tekrarlarla

yapilmalidir.

Kisacas1 model, anlamli bir regresyon ve anlamli olmayan bir uyumsuzluk sunmasi
halinde, deneysel verilere uyumlu durumda olacaktir. Baska bir deyisle, varyasyon
gbzleminin biliylik kismi regresyon denklemi ile tanimlanmalidir ve varyasyonun geri
kalan kismi kesinlikle artiklardan kaynaklanacaktir. Kalintilarla ilgili varyasyon
uyumsuzluktan degil, ¢ogunlukla saf hatadan (Sl¢limlerin rastgele dalgalanmasindan)

kaynaklanir ve dogrudan model kalitesi ile iligkilidir.

Artiklarin grafiklerinin gorsel olarak incelenmesi de modelin uygunlugu hakkinda
degerli bilgiler saglayabilir. Matematiksel model uyumlu ise, artiklarin grafigi, normal
dagilim gosteren bir davranmig sergiler. Model daha biiylik artiklar olusturuyorsa,
calisilan deney alanindaki veri davranigt hakkinda kesin ¢ikarimlar yapmak uygun
degildir. Ayrica, model baska bir terime ihtiya¢c duyuyorsa, artik grafigi modele

eklenmesi gereken terim tiirinii gosteren bir davranis gosterecektir (Bezerra vd. 2008).
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2.3.5 Optimum kosullarin belirlenmesi

Dogrusal modellerin Trettigi yiizeyler, optimum kosullara ulasmak ic¢in orijinal
tasarimin yer degistirmesi gereken yoni belirtmek icin kullanilabilir. Ancak, fiziksel
veya enstriimantal nedenlerle deney bolgesinin yeri degistirilemezse, ¢alisilan deneysel
durum icinde en iyi ¢alisma kosulunun gorsel inceleme ile arastirmacinin bulmasi

gerekir (Bezerra vd. 2008).

Kuadratik modeller icin kritik nokta maksimum, minimum veya eyer olarak
tanimlanabilir. Kritik noktanin koordinatlarini, matematiksel fonksiyonun ilk tiirevi
tizerinden hesaplamak miimkiindiir. Matematiksel fonksiyonun ilk tlirevi cevap yiizeyi
tanimlayan esitliktir (Bezerra vd. 2008). Iki degisken icin elde edilen ikinci dereceden

fonksiyon asagidaki 6rnekle agiklanabilir:

y = b + byxy + boXo + bygxe® + booXo® + bioXaXo

a_y: bl + 2b11X1 + 2b12X2 =0
axl

a_y: b2 + 2b22X2 + 2b12X1 =0
axz

Bu nedenle, kritik noktanin koordinatint hesaplamak icin, yukaridaki denklemler

tarafindan olusturulan sistemi ¢6zmek ve x; ve X degerlerini bulmak gerekir.

Tahmini model denkleminin gorsellestirilmesi, yiizey yanit grafigi ile elde edilebilir. Bu
grafiksel gosterim, (n + 1) boyutsal uzaydaki n boyutlu bir yiizeydir. Genellikle, {i¢
boyutlu bir grafik, iki degisken i¢in ¢izilebilir. Dolayisiyla, {ic veya daha fazla degisken
varsa, grafik c¢izimi yalmizca bir veya daha fazla degisken sabit bir degere
ayarlandiginda miimkiindiir. Sekil 2.2, iki degiskenin optimizasyonundaki ikinci
dereceden cevap yiizeyi grafigi profillerini gostermektedir. Sekil 2.2.a ve b, maksimum
noktanin deney bolgesi i¢inde bulundugu yiizeyleri temsil eder. Sekil 2.2.b 'de
gosterilen yiizeyde, x, degiskenine iligskin bir plato bulundugunu, bunun seviyelerindeki
varyasyonun c¢alisilan sistemi etkilemedigini gosterdigine dikkat etmek gerekir. Sekil

2.2.c 'de gosterilen ylizey, maksimum noktanin deneysel bolgenin disinda oldugunu ve
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bir maksimum nokta elde etmek i¢in miimkiinse ilk tasarimin degistirilmesi gerektigini
gosterir. Sekil 2.2.d 'de gosterilen ylizey minimum bir noktay1 gosterir ve Sekil 2.2.e" de
gosterilenler kritik nokta olarak bir eyer noktasi sunar. Eyer noktasi, bagil maksimum
ile bagil minimum arasindaki bir biikiilme noktasidir. Amag, calisilan bir sisteme
maksimum veya minimum bir yanit elde etmekse, eyer noktas: koordinatlar1 optimum
degerler olarak islev gdormez. Yani, yiizeylerin gorsel olarak incelenmesiyle optimum

bolgeyi bulmak miimkiindiir (Bezerra vd. 2008).

(b)

(d)

KX

S
BREEEEESE S0

T

y N

Sekil 2.2 iki degiskenin optimizasyonunda ikinci dereceden cevap yiizey egrileri
2.3.6 Simetrik ikinci-dereceden deneysel tasarimlar
2.3.6.1 Ug seviyeli tam faktoriyel tasarimlar
Ucg seviyeli tam faktoriyel tasarim, faktor sayis1 2°den biiyiik oldugunda cevap yiizey
yontemleri arasinda sinirli uygulamaya sahip bir deneysel matristir. Clink{i bu tasarim
icin gereken deney sayisi (N = 3¢ ifadesi ile hesaplanir, burada N, deney sayis1 ve K,
faktor sayisidir) ¢ok biiyiiktiir, bu nedenle ikinci dereceden fonksiyonlarin

modellenmesinde verimini kaybeder. Ug seviyeli tam faktdriyel tasarim, ikiden fazla
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degisken i¢in daha fazla deney sayisi gerektirdiginden, Box — Behnken, merkezi
kompozit ve Doechlert tasarimlari gibi daha az sayida deney noktasi gerektiren
tasarimlar daha sik kullanilmaktadir. Ancak iki degisken oldugu durumda verimlilik

diger tasarimlarla karsilastirilabilir diizeydedir (Bezerra vd. 2008).

2.3.6.2 Box-Behnken tasarim

Box ve Behnken (1960), matematiksel modelin birinci ve ikinci dereceden
katsayilarinin etkin bir sekilde tahmin edilmesini saglayan, ili¢ seviyeli faktoriyel
tasarimdan noktalarin nasil secilecegini 6nerdi. Bu tasarimlar, bu sekilde, 6zellikle ¢cok

sayida degisken i¢in, ilgili 3X tasarimlarindan daha verimli ve ekonomiktir.

Box-Behnken tasarimlarinda, deneysel noktalar, merkezi noktadan esit uzaklikta bir

hiper kiire tizerinde konumlandirilmistir. Baslica 6zellikleri:

(1) N =2k (k — 1) + my'ye gore bir deney sayis1 gerektirir, burada k faktorlerin sayist ve
(mn) merkez noktalarin sayisidir;
(2) Tim faktor seviyelerinin sadece ii¢ seviyede ayarlanmasi gerekir (-1, 0 +1) ve bu

seviyeler arasinda esit araliklar bulunmalidir.

\ 4
v
v

X X2 X1 X2 X1

Sekil 2.3 (a) iki degisken igin (b) li¢ degisken i¢in ii¢ seviyeli tam faktoriyel tasarim ve
(c) li¢ degisken i¢in Box-Behnken tasarimi
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2.3.6.3 Merkezi kompozit tasarim

Merkezi kompozit tasarim, Box ve Wilson (1951) tarafindan sunulmustur. Bu tasarim

su boliimlerden olusur:

(1) tam faktoriyel veya kismi faktoriyel tasarimi;
(2) ek bir tasarim, genellikle deney noktalarinin merkezinden o uzaklikta oldugu bir
yildiz tasarim;

(3) bir merkezi nokta.

Sekil 2.4 (a) ve (b), iki ve li¢ degiskenin optimizasyonu i¢in merkezi kompozit tasarimi

gostermektedir.
A
(a) 4 (b
o o
o
= o 4 o) 2| © =] o
O/
o o
> X2 >
X1 X1

Sekil 2.4 (a) iki degiskenin (a=1,41) ve (b) li¢ degiskenin (0=1,68) optimizasyonu i¢in
merkezi kompozi tasarim.
(@) noktalar1 faktoriyel tasarim noktalari, (o) aksiyel noktalar ve (0) merkez noktasini gostermektedir.

Tam olarak diizgiin bir sekilde yonlendirilebilir merkezi kompozit tasarimlar, asagidaki

ozellikleri sunar:

(1) N = k* + 2k + my'ye gore bir deney sayisi gerektirir; burada k, faktor sayisidir ve

(mp), merkezi noktanin tekrar sayisidir.

2) a-degerleri degisken sayisina baglidir ve a = 2®PV4 jle hesaplanabilir. iki, iic ve dort
g g y g P

degisken i¢in bunlar sirastyla 1,41; 1,68 ve 2,00’dir.
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(3) tiim faktorler bes seviyede incelenir (—a, —1, 0, +1, + a).

2.3.6.4 Doehlert tasarim

Doehlert (1970) tarafindan gelistirilen tasarim, diger ikinci dereceden deneysel
matrislere pratik ve ekonomik bir alternatiftir. Bu tasarim, iki degisken icin dairesel, ii¢
degisken i¢in kiiresel ve iicten fazla degisken i¢in hiper kiiresel bir alan tanimlar; bu,
caligilan degiskenlerin deney bolgesindeki tutarliligini gosterir. Matrisleri dnceki
tasarimlara gore yonlendirilebilir olmasa da uygulamasi i¢in az sayida deney noktasi
gerektirmesi ve yiiksek verim gibi bazi avantajlar sunar. Diger 6zellikleri asagidaki

gibidir:

(1) N = k* + 2k + my'ye gore bir deney sayisi gerektirir; burada k, faktor sayisidir ve

(my), merkezi noktanin tekrar sayisidir.

(2) onemli bir 6zelligi her degiskenin farkli sayida seviyelerde incelenmesidir, 6zellikle
de bazi degiskenler maliyet ve/veya enstriimantal nedenler gibi kisitlamalara maruz
kaldiginda veya bir degiskeni major veya ¢ok sayida seviyede incelemek gerektigi

durumlarda 6nemlidir;
(3) seviyeleri arasindaki araliklar diizgiin bir dagilim gdsterir;

(4) deneysel matrisin bagka bir deneysel bolgeye kaydirilmasi, dnceki komsu noktalar

kullanilarak gerceklestirilebilir.

2.3.7 Merkezi kompozit tasarimin biyosensor uygulamalarinda kullanim

Merkezi kompozit tasarim (MKT), cevaba etki eden degiskenlerin etkisini veya
birbirleri ile etkilesimlerini, miimkiin olan en az sayida deneyle incelemek icin,
sistematik bir ¢alisma yontemi saglayan bir yaklasimdir (Bardajee, 2017). Kimyasal

reaksiyonlarin, endiistriyel islemlerin veya ¢alisma sartlarinin optimizasyonu i¢in yararl
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bir istatiksel yontem olan MKT, deneysel tasarimlar i¢inde yaygin olarak kullanilan bir
yaklagimdir. Birden fazla degiskenin, cevaba etkisinin oldugu durumlarda, bagimli ve
bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi degerlendirmek ve bunlar1 optimize etmek i¢in
MKT yaklasimi kullanilabilmektedir. Geleneksel tek seferde tek degisken yaklasimi ile
yapilan optimizasyon islemlerinin olduk¢a zaman alict oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda, MKT, deneysel sonuglarin daha hizli elde edilmesini saglayan bir

yaklasimdir (Dashtian ve Zare-Dorabei 2017).

Biyosensor g¢aligmalarinda da calisma sartlarinin optimizasyonu ve elektrot yiizey
bilesiminin optimizasyonu gibi ¢ok fazla sayida deney gerektiren optimizasyon
islemleri gereklidir. Bu islemlerin MKT yaklagimi kullanilarak yapildigi biyosensorler

ile ilgili baz1 ¢alismalar asagida 6zetlendi.

Oliveira vd. (2013) tarafindan yapilan calismada, karbamat pestisitlerinin tayini igin,
grafen ve Prusya mavisi katkili karbon pasta elektroda lakkaz immobilizasyonu ile
gelistirilen biyosensor kullanilmistir. Biyosensor cevabina etki ettigi diisiiniilen
degiskenlerden pH (X1), enzim derisimi (x;) ve inkiibasyon siiresi (x3), 2°—faktoriyel
MKT ile optimize edilmistir. Tasarim, pH’nin 4 ile 6 arasinda, enzim derisiminin 5 ile
15 U mL™ arasinda ve inkiibasyon siiresinin 5 ile 25 dakika arasinda degisecegi sekilde
hazirlanmis ve o degeri 1,68 olarak belirlenmistir. Toplamda 20 deney yapilmis ve
tasarim sonuglart %95 giiven seviyesinde ANOVA ile incelendiginde modelin p degeri
0,0019 ve R? degeri 0,8086 olarak bulunmustur. Ayrica X;? (p<0,0001), X, (p<0,001) ve
3> (p<0,001) anlamli terimler olarak belirlenmistir. ANOVA verileri ve cevap yiizey
egrileri degerlendirildiginde optimum miktarlar pH 5,0; enzim derisimi 10,2 U mL™? ve
inkiibasyon siiresi 17,2 dakika olarak rapor edilmistir. Optimum sartlarda hazirlanan
biyosensor, domates ve patates Orneklerinde, karbamat pestisitlerinin tayininde

kullanilmastir.

Mirmoghtadaie vd. (2013) tarafindan, DNA modifiye edilmis kalem grafit elektrot ile
folik asit tayini icin bir DNA biyosensorii gelistirilmigtir. DNA’nin kalem grafit

elektroda immobilizasyonu, MKT ile optimize edilmistir. Bu amagla ¢ozelti pH’si,
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DNA derisimi, DNA’y1 kaplama siiresi ve kaplama potansiyelini optimize etmek i¢in
2*—faktoriyel MKT kullanilmistir. Tasarimda diisiik deger ve yiiksek deger sirasiyla pH
icin 4,2 ve 4,8; DNA derigimi i¢in 12 ve 28 pug mL*; kaplama siiresi i¢in 175 ve 425 s
ve kaplama potansiyeli i¢in 0,30 ve 0,50 V olacak sekilde belirlenmistir. Deneysel
tasarima ait veriler ile elde edilen ANOVA sonuglarina goére modelin p degerinin
(p<0,001) oldukga kii¢iilk bulunmasi sebebiyle, modelin anlamli oldugu sonucuna
varildig1 belirtilmistir. Cevap ylizey egrileri ve ANOVA verileri degerlendirildiginde,
DNA immobilizasyonu i¢in optimum sartlar pH 4,8; DNA derisimi 24 ng mL™;
kaplama stiresi 304 s ve kaplama potansiyeli 0,60 V olarak belirlenmistir. Biyosensor
optimum sartlarda hazirlandiktan sonra, beyaz unda folik asit tayini igin
kullanilabilirligi arasgtirllmig ve geri kazanimlar %99,1 ile %100,8 arasinda

bulunmustur.

del Torno-de Roméan vd. (2013), perde baskili elektrot yiizeyine glukonat kinaz (GK) ve
6-fosfo-D-glukonat dehidrogenaz (6PGDH) immobilize ederek, glukonik asit tayini igin
amperometrik bienzimatik biyosensor gelistirmislerdir. Enzimler elektrot yiizeyine
glutaraldehit (GA) ve sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak ¢apraz baglama yontemi
ile immobilize edilmislerdir. GK, 6PGDH, GA ve BSA derisimleri, glukonik asit tayini
icin elde edilen kronoamperometrik cevaba dogrudan etki eden degiskenler olarak
diistiniilmiistiir. Bu amagla, biyosensér hazirlanmasinda, 6PGDH/GK ile GA/BSA
hacim oranlarinin, 64 uM glukonik asit ¢ozeltisine cevabinin etkisini belirlemek igin,
22—fakt6riyel MKT kullanilmistir. 6PGDH/GK ve GA/BSA hacim oranlar1 i¢in diisiik
deger 1 ve yiiksek deger 3 olarak belirlenmistir. Merkez nokta icin 3 tekrar deneyi
yapilarak toplamda 11 deney yapilmigs ve tasarim sonuglart ANOVA ile
degerlendirilmistir. ANOVA sonuglart incelendiginde 6PGDH/GK oraninin veya bu
oranla ilgili etkilesimlerin, amperometrik cevaba anlamli bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir  (p>0,05). Bu nedenle, bu oran, c¢alisilan alanda en yiiksek
kronoamperometrik cevap alinan teorik optimum degere karsilik gelen 3,4 degerine
ayarlanmistir ve GA/BSA hacim oran1 da 0,1 olarak belirlenmistir. Enzimlerin bu
optimum sartlarda immobilize edilmesi ile hazirlanan biyosensorler, sarap 6rneklerinde

glukonik asit tayini i¢in kullanilmasgtir.
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Talat ve Singh (2011), amin-fonksiyonlu altin nanopartikiillerin ylizeyine iireaz enzimi
immobilize etmeyi diisiinmiisler ve bu immobilizasyon sirasinda, enzim aktivitesine etki
eden pH ve sicaklik degiskenlerini optimize etmek i¢in 2°—faktdriyel MK T yaklagimin
kullanmuslardir. Iki degisken icin en diisiik ve en yiiksek degerler sirasiyla pH icin 5,5
ve 8,5; sicaklik igin ise 30 ve 85 °C olarak belirlenmistir.  degerinin 1,414 oldugu
tasarimda 14 deney yapilmistir. MKT ile elde edilen verilerden, pH ve sicakligin enzim
aktivitesi iizerine etkisi, ANOVA ile degerlendirilmis ve pH’nin ikinci dereceden
teriminin, sicakligin ise birinci dereceden teriminin daha etkin oldugu belirlenmistir. Bu
durum da enzim aktivitesi ile pH arasindaki iliskinin bir egri olusturacagi; sicaklik ile
enzim aktivitesinin ise dogrusal degisecegi seklinde yorumlanmistir. Cevap yiizey
egrileri ve ANOVA verileri degerlendirildiginde, optimum degerler pH i¢in 0,5080 ve
sicaklik icin 75,4668 °C olarak rapor edilmistir. Enzim immobilizasyonu i¢in uygulanan

bu yontemin, ¢esitli uygulamalarda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Asturias-Arribas vd. (2011) tarafindan, kokain tayini i¢in elektrokimyasal bir
biyosensor gelistirilmistir. Perde baskili karbon elektrotlara sitokrom P450 enziminin
kovalant olarak immobilize edilmesiyle hazirlanan biyosensorler i¢in pH ve c¢alisma
potansiyeli, kronoamperometrik cevabi etkileyen degiskenler olarak belirlenmis ve
22—fakt6riyel MKT yaklagimi ile optimize edilmeleri diisiiniilmiistiir. En diisiik ve en
yiiksek degerler, pH i¢in 6 ve 10; calisma potansiyeli i¢in -100 ve -400 mV olarak
belirlenmis ve merkez noktanin 3 tekrarli calisilmasi ile toplam 11 deney yapilmustir.
Cevap yiizey egrisi incelendiginde, kokainin elektrot yiizeyinde indirgenmesine ait en
yiiksek akim cevabiin, pH 8,1 ve ¢alisma potansiyeli -250 mV oldugu durumda elde
edildigi belirlenmistir bu degerler, optimum caligma sartlar1 olarak kabul edilmistir.
Hazirlanan biyosensor, el koyulan kokain orneklerine uygulanmis ve elde edilen
sonuglar HPLC sonuglar ile karsilastirilmis; iki yontem arasinda uyum oldugu rapor

edilmistir.

Ivanov vd. (2010) tarafindan, asetil kolin tayini i¢in biyosensor gelistirilmistir. Bu
biyosensor, asetilkolinesteraz enziminin poli-(akrilonitril-metil-metakrilat-sodyum

vinilsiilfonat) membran ylizeyine immobilizasyonuna dayanmaktadir. Enzimin
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immobilizasyonu, ¢ok katmanli karbon nanotiip ve sigir serum albiimin (MWCNT +
BSA), glutaraldehit ve konkanavalin A karigimi kullanilarak yapilmistir. Enzim
derisimi, konkanavalin A derisimi ve MWCNT derisimi, amperometrik cevabi etkileyen
degiskenler olarak diisiiniilmiis ve enzim immobilizasyonunda bu ii¢ degiskenin etkisi,
23—fakt6riyel MKT yaklagimi ile optimize edilmistir. En diisiik ve en yiiksek derigimler
enzim icin 10 ve 130 U mL™; konkanavalin A icin 0,5 ve 2,5 mg mL™* ve MWCNT igin
1ve 1l mg mL™ olarak belirlenmistir. Tasarim verileri ANOVA ile degerlendirilmis ve
modelin modelin p degeri <0,0001 ve R? degeri 0,984 olarak bulunmustur. Cevap yiizey
egrileri incelendiginde, en yiiksek akim cevabmnin enzim derigimi igin 70 U mL™;
konkanavalin A derigimi 1,5 mg mL? ve MWCNT derisimi 11 mg mL* oldugu
durumda elde edildigi belirlenmis ve bu degerlerin optimum bilesim olarak secildigi

belirtilmistir.

Alonso-Lomillo vd. (2010a) tarafindan yapilan c¢alismada, monoamin oksidaz
(MAO)/horseradish peroksidaz (HRP) ile diamin oksidaz (DAO)/horseradish
peroksidaz (HRP) enzimlerinin perde baskili karbon elektrotlara immobilizasyonu ile,
biyojenik amin tayini i¢in biyosensorler gelistirilmistir. Enzimler, aril diazonyum tuzu
ile modifiye edilmis elektrot yilizeyine, N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve N-(3-
dimetilaminpropil)-N’-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC) kullanilarak immobilize
edilmistir. Enzimlerin basarili bir sekilde immobilize edilmesinde etkili olan deneysel
degiskenler, enzimlerin hacimce orani (Vao/Vurp) ile EDC ve NHS ¢ozeltilerini
hazirlamak i¢in kullanilan fosfat tamponunun derisimi olarak diistiniilmiistiir. Bu iKi
degiskenin ve birbirleri ile etkilesimlerinin, bir biyojenik amin olan histamine karsi
amperometrik cevaba etkisini, miimkiin olan en hizli ve kesin bir sekilde belirlemek
icin, 22—fakt6riyel MKT yaklagimi uygulandigi belirtilmistir. Vao/Vure igin en diisiik
deger 1 ve en yiiksek deger 5; pH icin en diisiik deger 4 ve en yliksek deger 8 olarak
belirlenmis ve toplamda 11 deney yapilmistir. Tasarimda, 19,2 uM histamine kars1 elde
edilen cevaplarla olusturulan cevap ylizey egrileri degerlendirildiginde, enzim
immobilizasyonunda deneysel degiskenler i¢in optimum degerler; fosfat ¢ozeltisinin
pH’s1 6,7; DAO/HRP biyosensorii i¢in Vpao/Vurp=3,35 ve MAO/HRP biyosensorii igin
Vmao/Vure=4,00  olarak  bulunmustur.  Biyosensorlerin ~ optimum  sartlarda

hazirlanmasinin ardindan, histaminin elektrokimyasal tayini i¢in, biyosensorlerin
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performansina etki eden deneysel degiskenlerin optimizasyonu da MKT yaklagimi ile
yapilmistir. Bu amagcla; tampon ¢ozelti pH’s1, ¢calisma potansiyeli ve medyator olarak
kullanilan hidroksimetilferrosen (HOMeFc) derisiminin, biyosensdrlerin 19,2 uM
histamine karst amperometrik cevabima etkisini incelemek icin 2°—faktoriyel MKT
uygulanmistir. Her bir degiskenin en diisiik ve en yiiksek degerleri sirastyla pH i¢in 4,0
ve 8,0; ¢alisma potansiyeli icin 100 ve 200 mV; medyator derigimi igin ise 5,9 ve 19,6
UM olarak belirlenmistir. Her bir biyosensdr i¢in 17 deney yapilmis ve tasarim sonuglari
degerlendirildiginde optimum degerler DAO/HRP biyosensorii icin pH 9,3; calisma
potansiyeli 250 mV ve medyator derisimi 24,3 uM; MAO/HRP biyosensorii igin ise pH
9,3; calisma potansiyeli 250 mV ve medyator derisimi 19,6 uM olarak bulunmustur.
Hazirlanan biyosensorler balik numunelerinde histamin tayininde kullanilmistir.
Gerektirdigi 6n islem ¢ok az oldugundan, numunelerde histamin tayini i¢in alternatif bir

yontem olarak onerilmistir.

Alonso-Lomillo vd. (2010b) tarafindan, HRP’nin polipirol matriks iginde perde baskili
karbon elektrot yiizeyine immobilizasyonu ile Okratoksin A (OTA) tayini igin
elektrokimyasal bir biyosensor gelistirilmis ve biyosensoriin H,O- igeren fosfat tampon
¢ozeltisinde OTA’ya kars1 kronoamperometrik cevabi incelenmistir. Segici ve duyarligi
yiiksek bir sensor hazirlamak i¢in, sensdr cevabina kuvvetle etki eden degiskenlerin
optimizasyonunun, 2°—faktoriyel MKT yaklasimi kullamilarak yapildigi belirtilmistir.
Bu degiskenler; ¢ozelti pH’si, g¢alisma potansiyeli ve H,0, derisimini olarak
belirlenmistir. En diisiik ve en yliksek degerler pH i¢in 5,0 ve 9,0; ¢alisma potansiyeli
i¢in -0,3 ve +0,1 V; H,0, derisimi icin ise 0,6 ve 1,4 mM secilerek, merkez noktada 3
tekrar ile toplamda 17 deney yapilmistir. Elde edilen veriler varyans analizi ile
degerlendirildiginde, tampon ¢ozeltinin pH’simmin anlamli bir etkisinin olmadigi
goriilmiistiir. Ancak pH’s1 5,0 olan tampon ¢dzeltide, kronoamperometrik cevaplarin
yiiksek olmasi nedeniyle, optimum pH 5,0 olarak secilmistir. Diger degiskenler ayni
aralikta incelenerek cevap yiizey egrisi degerlendirildiginde, optimum degerler ¢alisma
potansiyeli i¢in -0,3 V ve H,0, derisimi i¢in 1,4 mM olarak belirlenmistir. Optimum
sartlarda hazirlanan biyosensor, standart ekleme yontemi ile, birada ve kavrulmus
kahvede OTA tayininde kullanilmis ve ortalama geri kazanimlar sirasiyla %103,27 ve

%99,28 olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Donanimi

Elektrokimyasal ¢alismalarda, Iviumstat marka elektrokimyasal analiz cihazi ve BASI
marka C-3 hiicre stand1 kullanildi. Calisma elektrodu olarak cams: karbon elektrottan
(GCE) (BASI MF-2012); karsit elektrot olarak Pt tel elektrottan (BASi MW-1032 ve
Ag/AgCI referans elektrottan (BASi MF-2052 RE-3M KCI) olusan iglii elektrot

sistemi kullanildi.

Tiim kat1 maddeler 0,01 mg duyarliga sahip analitik terazi (Mettler Toledo) kullanilarak
tartildi.

Cozeltiler, ELGA Purelab Classic Ultra Pure Water System cihazindan elde edilen ultra
saf su ile hazirlandi. Karisgimlar ve ¢ozeltiler, Elma (LC30H) marka ultrasonik banyo,
Isolab (1.622.01.001) marka vorteks karisitirict ve Chiltern (MS21S) marka manyetik
karistiricidan yararlanilarak homojen hale getirildi. Cozeltiler, Axygen marka farkl

hacimlerde mikro pipetler yardimiyla ¢alisma ortamina ilave edildi.

Cozeltilerin pH’lari, Thermo Orion (720A) marka pH—-1yon metre ve Thermo Scientific
Orion marka kombine cam pH elektrodu (912600) kullanilarak ayarlandi. Cihaz,
Thermo Scientific Orion marka pH 4,01 ve pH 10,01 tampon c¢ozeltileri ile kalibre
edildi. Kombine cam pH elektrodu kullanilmadiginda Thermo Scientific Orion marka

saklama ¢ozeltisi (910001) iginde muhafaza edildi.

Sabit sicaklik calismalarinda, Grant LTD GG marka termostatli ve sirkiilasyonlu su

banyosu ile sicaklik kontrol sistemine bagli mantolu elektrokimyasal hiicre (BASi MR—
1212) kullanildu.

Calismada hazirlanan elektrotlarin ylizey karakterizasyonu FEI, Quanta 450 FEG marka
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile yapildi. Enerji dagilimli X-1s1nlart spektroskopi
calismalar1 Bruker dedektorii kullanilarak gergeklestirildi.
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3.2 Kullamilan Kimyasallar

Tez caligmasinda kullanilan tiim kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve markalari

Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve markalari

Saflik derecesi Marka
veya derisimi

Kullanilan kimyasal maddeler

Al;03 nanopartikiiller (Al,03NP) < Aldrich
Asetik asit %99,99 Oksan
Askorbik asit >%99 Sigma-Aldrich
Borik asit %99,5-101,0 Merck

C0304 nanopartikiiller (CozO4NP) %099,8 Aldrich

CuO nanopartikiiller (CuONP) Aldrich
Glukoz Saf Fluka
Disodyum hidrojenfosfat-7-hidrat Saf Riedel-de Haén
Etanol >0099,8 Sigma-Aldrich
Fe,O3 nanopartikiiller (Fe,O3NP) Aldrich

Fe30,4 nanopartikiiller (FesO4NP) Aldrich
Fosforik asit %85 Sigma-Aldrich
Hidrojen peroksit %35 Riedel-de Haén
Hidroklorik asit %37 Merck

Glukoz oksidaz (GOx) 158900 U/g Sigma-Aldrich
Karboksilli ¢ok duvarli karbon nanotiip %95 Cheaptubes
(c-MWCNT)

Nafyon %5 Aldrich
Potasyum hekzasiyanoferrat (111) %99 Sigma-Aldrich
Potasyum hekzasiyanoferrat >%99,5 Sigma-Aldrich
trihidrat

Potasyum klortir %99,0-100,5 Merck

SnO; nanopartikiiller (SnO,NP) - Aldrich

Sodyum dihidrojen fosfat Saf Riedel-de Haén
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Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve markalar1 (devam)

Sodyum hidroksit Saf Riedel-de Haén
Sodyum klortir Saf Sigma-Aldrich
Temizleme kitleri - BASi (MF-2060)
TiO; nanopartikiiller (TiO,NP) Aldrich

Ure >%99,5 Sigma

Urik asit >%99 Sigma

Zn0 nanopartikiiller (ZnONP) Aldrich

3.3 Kullamilan Cozeltiler
3.3.1 D-Glukoz
Derisimi 1,0x10" M olan 50,0 mL stok ¢ozelti hazirlamak icin, D-glukoz uygun

miktarda tartildi ve saf suda c¢oziildii. Bu stok ¢ozelti, kullanilmadigi zaman

buzdolabinda +4°C’de saklanda.

3.3.2 Fosfat tamponu

Sodyum  dihidrojenfosfat  (NaH,PO,;) ve disodyum hidrojenfosfat-7-hidrat
(Na;HPQO,4.7H,0), toplam fosfat derisimi 0,025 M olacak sekilde tartilarak ultra saf suda
¢ozildii ve 1,0 L fosfat tamponu hazirlandi. pH’sin1 istenen degere ayarlamak icin 0,1
M NaOH veya 0,1 M HCI ¢ozeltileri kullanildi. Tampon c¢ozelti kullanilmadiginda
buzdolabinda +4°C’de saklanda.

3.3.3 Glukoz oksidaz

GOx uygun miktarda tartilarak pH’s1 7,0 olan fosfat tamponunda ¢6ziildii. Hazirlanan

enzim ¢Ozeltileri kullanilmadiginda buzdolabinda —20 °C’ta saklandi.
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3.3.4 Hidrojen peroksit

Derisimi 1,0x102 M olacak sekilde 50,0 mL stok ¢ozelti hazirlamak igin %35’lik
hidrojen peroksit ¢ozeltisinden uygun miktarda alinip saf su ile seyreltildi. Bu ¢ozelti

her kullanimda taze olarak hazirlandi ve koyu renkli sisede saklandi.

3.3.5 Kitosan

Kitosandan 5,0 g tartilarak asetat tamponu igerisinde berrak bir ¢ozelti haline gelene
kadar yaklasik 2 saat manyetik karistiricida karistirildi ve hacmi ayni tamponla 50,0

mL’ye tamamlandi.

3.3.6 Nafyon

Nafyonun %5’lik ¢6zeltisinden alinan uygun miktar hacimce %50 alkol—su karigimi ile
seyreltildi ve %0,25’lik nafyon ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti kullanilmadigi zaman
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.3.7 Redoks probu

Analitik derisimleri 5 mM olacak sekilde potasyum hekzasiyanoferrat(111) [K3Fe(CN)g]
ile potasyum hekzasiyanoferrit(Il) trihidrat [K4;Fe(CN)g.3H20] ve analitik derisimi 0,1
M olacak sekilde KCI, uygun miktarlarda tartilarak ultra saf suda ¢oziildii ve hacmi 1,0

L’ye tamamlandi.

3.4 Camsi Karbon Elektrodun Temizlenmesi
GCE’lerin ylizeyi her modifikasyondan once elektrot temizleme kiti kullanilarak

asagidaki gibi temizlendi: 0,05 pm boyutunda aliimina igeren siispansiyondan bir miktar

temizleme pedine damlatilarak GCE’nin yiizeyi 6nce mekanik olarak temizlendi. Sonra,
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elektrot saf su ile yikandi, etil alkol ¢ozeltisi igerisinde ultrasonik banyoda 5 dakika
bekletildi ve oda sicakliginda kurutuldu.

3.5 Elektrotlarin Yiizey Bilesiminin Optimize Edilmesi

Elektrot modifikasyonu icin kullanilan modifikasyon malzemelerinin (MONP’ler, c-
MWCNT, GOx ve Nafyon) miktarlarinin optimizasyonu i¢in TiO,NP’ler model olarak
secilerek ¢esitli yontemler denendi. Bunlar tek seferde tek degisken ve 2"—faktoriyel
merkezi kompozit tasarim (MKT) yontemleri idi. Burada n, elektrot yiizeyinde bulunan
bilesenlerin sayisini ifade etmektedir. Elektrot ylizeyindeki bilesen sayisinin 2, 3 ve 4

olmasina bagli olarak

o 22—fakt6riyel MKT
o« 2 faktoriyel MKT
o 2'— faktériyel MKT

yontemleri denendi ve bu dort yontemin ayrintilar1 asagida verildi.

3.5.1 Tek seferde tek degisken yontemi

Tek seferde tek degisken yonteminde, tek seferde bir degiskenin miktar1 sabit tutulup
diger bilesenlerin miktarlar1 degistirilerek optimum miktarlar belirlendi. Bu yontem
uygulanarak c-MWCNT ile TiO,NP miktarlarinin optimizasyonu i¢in 6énce c-MWCNT
miktar1 1,0 mL kitosan ¢ozeltisinde 0,5-2,0 mg arasinda 0,5 mg farklarla degistirilerek
dort adet elektrot hazirlandi. Bu elektrotlarin hazirlanmasi su sekilde yapildi: Belirtilen
miktarlardaki c-MWCNT’ler 1 mL kitosan ¢dzeltisinde dagitildi. Homojen bir karisim
elde edebilmek icin ultrasonik banyoda 2 saat; vortekste 5 dakika karistirildiktan hemen
sonra bu karisimdan 6 pL alimarak GCE ylizeyine damlatildi ve oda sicakliginda
kurutularak karboksilli ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiye elektrotlar (c-
MWCNT/GCE) hazirlandi. Bu elektrotlarm 50 mV s™ tarama hizinda déniisiimlii
voltamogramlar1 (CV) alinip akim degerleri 6lgiildii. En yiiksek akim degerinin elde

edildigi miktar optimum olarak kabul edildi. Daha sonra ¢c-MWCNT i¢in bulunan
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optimum miktar sabit tutularak diger degisken TiO,NP miktar1 1,0 mL kitosan
cozeltisinde 1,0-3,0 mg arasinda olacak sekilde degistirilerek dort farkli TiO,NP-c-
MWCNT/GCE, yukarida c-MWCNT/GCE’lerin hazirlanmasina benzer sekilde,
hazirland1. Bu elektrotlarin da 50 mV s tarama hizinda CV’leri aliarak en yiiksek

akim degerinin elde edildigi miktar optimum olarak kabul edildi.

3.5.2 2°—faktoriyel MKT yontemi

2%°—faktériyel MKT, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve TiO,NP
miktarlarinin optimizasyonunda kullanildi. Bu amagla, farklt TiO,NP ve c-MWCNT
miktarlar1 kullanilarak {i¢ ayr1 tasarim yapildi: (i) c-MWCNT ve TiO,NP miktarlar tek
seferde tek degisken yonteminde kullanilan derisim araligini icerecek sekilde her iki
bilesenin miktar1 da en diisik 2 mg mL™ en yiiksek 6 mg mL™; (ii) aym bilesenlerin
miktar1 en diisik 5 mg mL™ ve yiiksek derisim 15 mg mL™ ve (iii) bu bilesenlerin
miktar1 en diisiik 10 mg mL™ ve en yiiksek derigim 30 mg mL™ olarak segildi. Bu ii¢
tasarim icin de deneysel faktorler ve seviyeler Cizelge 3.2°de verildi. Her bir tasarimda
4 faktoriyel, 4 aksiyel ve 5 merkez nokta olmak iizere 13 deney yapildi. Ortagonal ve
dondiiriilebilir tasarimlar i¢in o degeri 1,414 olarak kullanildi. Tasarima gore her bir
degisken 5 seviyede incelendi (Cizelge 3.2). Tasarim matriksleri Cizelge 3.3 - 3.5’te
gosterildi. Tasarimda belirtilen miktarlardaki c-MWCNT ve TiO,NP igeren karisimdan
6 pL GCE yiizeyine damlatilarak 13 modifiye elektrot hazirland1 (TiO2NP-c-
MWCNT/GCE). Bu elektrotlarin amperometrik akim cevaplart +0,70 V’ta sabit
derisimde (2.0><10'4 M) H,0; ¢ozeltisi igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde
kaydedilerek deneysel tasarim igin cevap olarak elde edildi (Cizelge 3.3 - 3.5).
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Cizelge 3.2 c-MWCNT ile TiO,NP miktarlarinin {i¢ farkli derisim araliginda
optimizasyonu i¢in 2°~MKT’daki deneysel faktorler ve seviyeler

Seviye
Faktor Birim —a, -1 0 +1 +a
_ A:c-MWCNT  mgmL* 1,17 2 4 6 6,82
® B: TiO,NP mgmL? 1,17 2 4 6 6,82
. Ac-MWCNT  mgmL* 293 5 10 15 17,07
(1) B: TiO;NP mgmL? 2,93 5 10 15 17,07
.. A:c-MWCNT  mgmL* 58 10 20 30 34,14
(i B: TiO;NP mgmL? 58 10 20 30 34,14

Cizelge 3.3 2°—faktoriyel MKT ve TiO,NP-c-MWCNT/GCE ile (i) tasariminda elde
edilen deneysel ve beklenen amperometrik cevap akimlari (2,0x10% M
H,0;igeren 0,025 M pH 8 fosfat tampon ¢ozeltisinde)

Amperometrik cevap akimi, nA

Elektrot A B Deneysel Beklenen Artik
1 -1 -1 253,5 253,0 0,5
2 1 -1 785,9 767,7 18,2
3 -1 1 261,7 203,0 58,7
4 1 1 777,9 701,4 76,5
5 0 -1,414 553,5 550,8 2,7
6 0 1,414 388,9 468,6 -79,7
7 -1,414 0 68,6 94,6 -26,0
8 1,414 0 760,0 811,0 -51,0
9 0 0 372,8 507,4 -134,6
10 0 0 527,1 507,4 19,7
11 0 0 528,3 507,4 20,9
12 0 0 573,4 507,4 66,0
13 0 0 535,3 507,4 27,9
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Cizelge 3.4 2°— faktoriyel MKT ve TiO,NP-c-MWCNT/GCE ile (ii) tasariminda elde
edilen deneysel ve beklenen amperometrik cevap akimlari (2,0x10™ M
H,0, i¢eren 0,025 M pH 8 fosfat tampon ¢bzeltisinde)

Amperometrik cevap akimi, nA

Elektrot A B Deneysel Beklenen Artik
1 -1 -1 936,5 938,2 -1,7
2 1 -1 2756,3 2959,7 -203,4
3 -1 1 298,6 601,1 -302,5
4 1 1 2205,4 2709,5 -504,1
5 0 -1,414 1687,3 1647,0 40,3
6 0 1,414 1697,4 1231,8 465,6
7 -1,414 0 815,0 704,7 110,3
8 1,414 0 4020,5 3625,0 395,5
9 0 0 1549,3 1854,0 -304,7
10 0 0 2045,8 1854,0 191,8
11 0 0 1701,2 1854,0 -152,8
12 0 0 1928,8 1854,0 74,8
13 0 0 2045,0 1854,0 191,0

Cizelge 3.5 2*faktoriyel MKT ve TiO,NP-c-MWCNT/GCE ile (jii) tasariminda elde
edilen deneysel ve beklenen amperometrik cevap akimlari (2,0x10™ M
H,0;iceren 0,025 M pH 8 fosfat tampon ¢ozeltisinde)

Amperometrik cevap akimi, nA

Elektrot A B Deneysel Beklenen Artik
1 -1 -1 2825,6 2607,8 217,8
2 1 -1 3281,9 3740,1 458,2
3 -1 1 1463,9 1340,4 123,5
4 1 1 3194,0 3746,5 -552,5
5 0 -1,414 2779,9 2679,2 100,7
6 0 1,414 2022,0 1787,6 234,4
7 -1,414 0 19242 22349 -310,7
8 1,414 0 5382,0 4736,5 645,5
9 0 0 5992,4 5903,1 89,3
10 0 0 5991,4 5903,1 88,3
11 0 0 6129,0 5903,1 2259
12 0 0 6029,5 5903,1 126,4
13 0 0 5372,8 5903,1 -530,3

Iki bagimsiz degiskenin, ikinci dereceden polinom model ile ifade edilen bir

matematiksel iligkiye sahip oldugu varsayildi:
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Y=Lo+ Au[c-MWCNT]+ B[ TiONP]+ Bui[c-MWCNT]?+ Boa[ TiO,NP]2+ Bia[c-MWCNT]
[TiO.NP]

Burada Y, amperometrik akim cevabini, f model sabitini, £, 3 dogrusal; i, [
ikinci derece etkilesim ve fio yiizey bilesenlerinin birbiriyle etkilesim sabitlerini ifade

eder.

Her bir tasarim ile elde edilen cevaplar Design-Expert yazilimi ile incelendi. Model ve
faktorler istatistiksel olarak varyans analizi (ANOVA) kullanilarak %95 giiven
seviyesinde (p=0,05) incelendi. Optimum yiizey bilesimini belirlemek amaciyla, ayni

zamanda, regresyon analizi yapildi ve cevap ylizey egrileri ¢izildi.

c-MWCNT ve TiO,NP miktarlar1 2°— faktoriyel MKT ile optimize edildikten sonra,
GOx enziminin miktarini optimize etmek i¢in, 10 pL tampon ¢ozeltide 20, 30, 40 ve 50
U olmak iizere 4 farkli derisimde enzim c¢ozeltileri hazirlandi ve modifiye elektroda
immobilize edilip nafyon ile kaplandi (GOx/TiO2NP-c-MWCNT/GCE). Elektrotlarin
amperometrik akim cevab1 +0,70 V’ta sabit derisimde (2,0% 10 M) glukoz igeren 0,025
M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde kaydedildi. Elde edilen akim farklari, enzim

miktarlarina kars1 grafige gegirilerek, optimum enzim miktari belirlendi.

Yukarida belirtildigi sekilde c-MWCNT, TiO,NP ve GOx i¢in bulunan optimum
miktarlar kullanilarak GOx/Ti0;NP-c-MWCNT/GCE biyosensorii  asagidaki  gibi

hazirlandi:

Once, optimum miktarlardaki ¢-MWCNT ve TiO,NP 1 mL kitosan ¢ozeltisinde
dagitildi. Homojen bir karisim elde edebilmek i¢in ultrasonik banyoda 2 saat; vortekste
5 dakika karistirildiktan hemen sonra bu karigimdan 6 puL alinarak temizlenmis GCE
yiizeyine damlatildi. Oda sicakliginda kurutularak iizerine optimum derisimdeki GOx
cozeltisinden 10 pL damlatildi ve +4 °C’de kurutuldu. Sonra, hazirlanan biyosensor
yiizeyi 7,5 pL 9%0,25°lik nafyon ¢ozeltisi ile kaplandi1 ve kurumasi i¢in oda sicakliginda
bekletildi. Son olarak, biyosensor yiizeyi 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu ile yikandi ve
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kullanilmadiginda +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Biyosensorlerin hazirlanigna ait

sema Sekil 3.1°de verildi.

GCE S—
MWCNT
> + N
MONP

|\

Sekil 3.1 GOX/MONP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanma basamaklari
3.5.3 2°—faktoriyel MKT yontemi

c-MWCNT, TiO;NP ve GOx miktarlarini optimize etmek amaciyla 2°—faktoriyel MKT
olusturuldu. Bu tasarimla ilgili seviye degerleri Cizelge 3.6’da verildi. Tasarimda 8
faktoriyel, 6 aksiyel ve 8 merkez nokta olmak iizere 22 deney yapildi. Ortagonal ve
dondirilebilir tasarim i¢in o degeri 1,68 olarak kullanildi. Tasarima gore her bir
degisken 5 seviyede incelendi. Tasarim matriksi Cizelge 3.7°de gosterildi. Tasarima
gore belirlenen miktarlarda c-MWCNT ve TiO,NP, 1 mL kitosanda dagitildi. Bu
karisimlardan 6’sar pL alinarak temizlenmis GCE yiizeylerine damlatildi ve oda
sicakliginda kurutularak 22 modifiye elektrot hazirlandi (TiO2-c-MWCNT/GCE).
Tasarimda belirlenen derisimlerde hazirlanan GOx ¢ozeltilerinden, her bir modifiye
elektrodun yiizeyine 10 pL damlatilarak +4 °C’de kurutuldu ve nafyon ile kapland:
(GOX/TiO2NP-c-MWCNT/GCE). Bu elektrotlarin amperometrik akim cevaplart +0,70
V’ta sabit derisimde (8,0><10'5 M) glukoz iceren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
cozeltisinde kaydedilerek deneysel tasarim i¢in cevap olarak elde edildi (Cizelge 3.7).

Uc bagimsiz degiskenin, ikinci dereceden polinom model ile ifade edilen bir

matematiksel iliskiye sahip oldugu varsayilarak

Y=o+ S [c-MWCNT]+ [ TiONP]+B[GOX]+ S [c-MWCNT*+ S5, [ TIO,NP]*+
ﬂ33[GOX]Z+ﬂlz[C-MWCNT] [TiOQNP]+ﬂ13[C-MWCNT] [GOX]+ﬂ23[TiOzNP] [GOX]
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esitligi yazildi. Burada Y, amperometrik akim cevabini, £ model sabitini; S, 5, G
dogrusal, f11, B2, fss ikinci derece etkilesim ve fio, i3, fo3 yiizey bilesenlerinin
birbiriyle etkilesim sabitlerini ifade eder. Elde edilen veriler Design-Expert yazilimi ile

incelendi.

Cizelge 3.6 23—fakt6riyel MKT ile ¢c-MWCNT, TiO,NP ve GOx miktarlarmin
optimizasyonu i¢cin MKT’deki deneysel faktorler ve seviyeler

Seviye
Faktor Birim -1,68 -1 0 1 +1,68
A: c-MWCNT mg mL™ 3,18 10 20 30 36,82
B: TiO,NP mg mL™ 3,18 10 20 30 36,82
C: GOx Unite/10pL 13,18 20 30 40 46,82

Cizelge 3.7 2°—faktoriyel MKT ve GOXx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen
deneysel ve beklenen amperometrik cevap akimlari (8,0x10° M glukoz
iceren 0,025 M pH 8 fosfat tampon ¢ozeltisinde)

Amperometrik Akim Cevabi, nA

Elektrot A B C Deneysel Beklenen Artik
1 -1 -1 -1 395 470,3 -75,3
2 1 -1 -1 700 663,2 36,8
3 -1 1 -1 594 508,8 85,2
4 1 1 -1 1105 1018,8 86,2
5 -1 -1 1 626 7118 -85,8
6 1 -1 1 811 895,8 -84,8
7 -1 1 1 555 591,4 -36,4
8 1 1 1 1168 1092,3 75,7
9 -1,68 0 0 268 201,0 67,0

10 1,68 0 0 717 784,5 -67,5
11 0 -1,68 0 802 667,4 134,6
12 0 1,68 0 750 875,1 -125,1
13 0 0 -1,68 820 898,8 -78,8
14 0 0 1,68 1242 1163,7 78,3
15 0 0 0 1145 1141,2 3,8
16 0 0 0 1175 1141,2 33,8
17 0 0 0 1168 1141,2 26,8
18 0 0 0 935 1141,2 -206,2
19 0 0 0 1171 1141,2 29,8
20 0 0 0 1180 1141,2 38,8
21 0 0 0 1202 1141,2 60,8
22 0 0 0 1154 1141,2 12,8
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3.5.4 2*~faktoriyel MKT yéntemi

c-MWCNT, TiO;NP, GOx ve Nafyon miktarlarin1 optimize etmek amaciyla
24—fakt6riyel MKT olusturuldu. Bu tasarim i¢in deneysel faktorler ve seviye degerleri
Cizelge 3.8’de verildi. Tasarimda 16 faktoriyel, 8 aksiyel ve 6 merkez nokta olmak
tizere 30 deney yapildi. Ortagonal ve dondiiriilebilir tasarim i¢in o degeri 2,0 olarak
kullanildi. Tasarim matriksi Cizelge 3.9°da verildi. Tasarima gore belirlenen miktarlarda
c-MWCNT ve TiO,NP, 1 mL kitosan ¢ozeltisinde homojen dagitilip 6 pL temiz GCE
yiizeyine damlatilarak modifiye elektrotlar hazirlandi (TiO,NP-c-MWCNT/GCE). Her
bir modifiye elektrodun ylizeyine tasarimda belirlenen derisimlerdeki GOx
cozeltilerinden, 10 uL damlatilarak +4 °C’de kurutuldu ve belirlenen derisimlerdeki
Nafyon c¢ozeltileri ile kaplandi (GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE). Bu biyosensorlerin
amperometrik akim cevaplar1 +0,70 V’ta sabit derisimde (8,0x10° M) glukoz igeren
0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde kaydedilerek deneysel tasarim igin cevap
olarak elde edildi (Cizelge 3.9).

Dort bagimsiz degisken, ikinci dereceden polinom model ile ifade edilen bir

matematiksel model soyle yazilabilir:

Y==L+L1[c-MWCNT] + SB[TiO,NP] + S[GOx] + Bi[Nafyon] + Bii[c-MWCNT]? +
Bos[TIOoNP]? +  Bs[GOX]? +Bu[Nafyon]? + Bi[c-MWCNT] [TiO:NP] + Ais[c-
MWCNT] [GOX] + Su[c-MWCNT] [Nafyon] + fss [TiO2NP] [GOX] + /4 [TiO2NP]
[Nafyon] + fs4 [GOX] [Nafyon]

Burada Y, amperometrik akim cevabini, £y model sabitini, £1, 5, [, fs dogrusal; [,

P22, Bas, Pua ikinei derece etkilesim ve S, fis, fra, Pos, Poa V€ Paa ylizey bilesenlerinin
birbiriyle etkilesim sabitlerini ifade eder. Elde edilen veriler Design-Expert yazilimi ile

incelendi.
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Cizelge 3.8 2*—faktdriyel MKT ile c-MWCNT, TiO,NP, GOx ve Nafyon miktarlarinin
optimizasyonu i¢cin MKT’ deki deneysel faktorler ve seviyeler

Seviye
Faktor Birim -2 -1 0 1 +2
A: c-MWCNT mg mL™* 0 10 20 30 40
B: TiO,NP mg mL™* 0 10 20 30 40
C: GOx Unite/10pL 10 20 30 40 50
D: Nafyon % 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Cizelge 3.9 2*—faktoriyel MKT ve GOX/TiO2-c-MWCNT/GCE ile elde edilen deneysel
ve beklenen amperometrik cevap akimlari (8,0x10 M glukoz iceren 0,025
M pH 8 fosfat tampon ¢dzeltisinde)

Amperometrik Akim Cevabi, nA

Elektrot A B C D Deneysel Beklenen Artik
1 -1 -1 -1 -1 12459 1249,3 -3,4
2 1 -1 -1 -1 1508 1336,0 172,0
3 -1 1 -1 -1 1709 1416,3 2927
4 1 1 -1 -1 1444 1172,8 271,2
5 -1 -1 1 -1 1889,5 1371,9 517,6
6 1 -1 1 -1 1210 1459,2 -249,2
7 -1 1 1 -1 1913,7 1654,3 259,4
8 1 1 1 -1 1326 1411,4 -85,4
9 -1 -1 -1 1 1553,4 1157,9 395,5
10 1 -1 -1 1 1143 1278,6 -135,6
11 -1 1 -1 1 1765 1392,0 373,0
12 1 1 -1 1 975 1182,4 -207,4
13 -1 -1 1 1 1009 1156,3 -147,3
14 1 -1 1 1 1295 1277,5 17,5
15 -1 1 1 1 1644 1505,8 138,2
16 1 1 1 1 1424 1296,8 127,2
17 -2 0 0 0 426,5 11224 -695,9
18 2 0 0 0 1262 1000,1 261,9
19 0 -2 0 0 1260,6 1327,2 -66,6
20 0 2 0 0 1146 15135 -367,5
21 0 0 -2 0 782 11440 -362,0
22 0 0 2 0 1309 1381,0 -72,0
23 0 0 0 -2 1318 1688,5 -370,5
24 0 0 0 2 1419 1482,5 -63,5
25 0 0 0 0 2257 2389,3 -132,3
26 0 0 0 0 2575 2389,3 185,7
27 0 0 0 0 2526 2389,3 136,7
28 0 0 0 0 2613 2389,3 223,7
29 0 0 0 0 2405 2389,3 15,7
30 0 0 0 0 1960 2389,3 -429,3
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3.5.5 2°—faktoriyel MKT ile MONP-c-MWCNT/GCE’lerin yiizey bilesimi
optimizasyonu

Boliim 3.5.2°de belirtilen 22—fakt6riyel MKT kullanilarak bu tez ¢alismasinda incelenen
C-MWCNT ve tim MONP’lerden (Co304NP, Fe304sNP, SnO;NP, Fe,O3NP, Al,O3NP,
CUONP ve ZnONP) olusan diger yedi modifiye GCE yiizey bilesimi de optimize edildi.
Bu optimizasyonda her bir elektrot kullanilan deneysel faktor ve seviye degerleri
Cizelge 3.10°de verildi. Cizelgedeki miktarlar kullanilarak 2°—faktoriyel MKT
olusturuldu (Cizelge 3.11)

Cizelge 3.10 2°—faktdriyel MKT ile c-MWCNT ile MONP miktarlarinin optimizasyonu
icin MKT’deki deneysel faktorler ve seviyeler

Seviye

Faktor Birim -0 -1 0 1 +q,

A: c-MWCNT mg mL™* 586 10 20 30 34,14
B: Co304NP mg mL™ 293 5 10 15 17,07
B: Fe;O4NP mg mL™* 586 10 20 30 3414
B: SnO,NP mg mL™* 586 10 20 30 34,14
B: TiO,NP mg mL™* 586 10 20 30 34,14
B: Fe,O3NP mg mL™* 586 10 20 30 34,14
B: Al,OsNP mg mL™ 586 10 20 30 34,14
B: CUONP mg mL™ 293 5 10 15 17,07
B: ZnONP mg mL™* 293 5 10 15 17,07

Bu tasarima gore her bir MONP ve c-MWCNT ig¢in belirlenen miktarlar 1 mL kitosanda
homojen olarak dagitildi ve bu karisimdan alinan 6 pL. GCE yiizeyine damlatilarak
13’er modifiye elektrot olusturuldu. Tiim elektrotlarin +0,70 V potansiyelde 2,0 10* M
H20, ¢ozeltisi icin amperometrik akim cevaplar1 kaydedilerek deneysel tasarim igin

cevap olarak elde edildi (Cizelge 3.11)
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Cizelge 3.11 22—fakt6riyel MKT ve MONP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen deneysel ve beklenen amperometrik cevap akimlari (2,0><10'4
M H;0; igeren 0,025 M pH 8 fosfat tampon ¢dzeltisinde)

Amperometrik cevap akimi, nA

Co304NP FesO4NP SnO,;NP Fe,O3NP
Elektrot A B deneysel beklenen deneysel beklenen deneysel beklenen deneysel beklenen
1 1 -1 1885,2 2210,0 2886,9 2848,8 3808,2 3302,3 22251 2134,3
2 1 -1 8123,0 71529 3955,2 3758,8 4913,0 3893,7 3579 4109,7
3 1 1 6149,0 6369,3 1870,0 1706,6 1703,1 1575,7 2494.9 1897,9
4 1 1 9511,0 8436,5 3391,0 3069,3 5109,0 4468,2 2833,4 2857,9
5 0 -1414 4102,0 4403,0 3799,6 3890,9 3729,6 4570,6 3704 3379,2
6 0 1,414  7803,0 8251,7 2327,3 2595,8 3450,2 3755,9 1935,9 2327,0
7 1414 0 3819,2 3278,5 1576,9 1644,9 1014,6 12249 1136,3 1608,9
8 1,414 0 6945,0 8235,5 2960,0 3251,9 2752,0 3688,4 4091 3684,6
9 0 0 8640,0 8886,4  4205,3 4614,9 5751,3 6106,0  4081,2 4652,4
10 0 0 7799,0 8886,4 46975 4614,9 5769,0 6106,0 4740 4652,4
11 0 0 9437,0 8886,4 43975 4614,9 6813,0 6106,0 4974 4652,4
12 0 0 9120,0 8886,4 5206,4 46149 5806,0 6106,0  4684,9 4652,4
13 0 0 9436,0 8886,4  4568,0 4614,9 6390,6 6106,0 4782 4652,4
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Cizelge 3.11 22—fakt6riyel MKT ve MONP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen deneysel ve beklenen amperometrik cevap akimlari (2,0><10'4
M H;0; igeren 0,025 M pH 8 fosfat tampon ¢6zeltisinde) (devam)

Amperometrik cevap akimi, nA

Al,O3NP CuONP ZnONP
Elektrot A B deneysel beklenen deneysel beklenen deneysel beklenen
1 1 1 3659 3155,1 2843 3160,6 23915 2456,3
2 1 1 5036 4721,5 2652 3076,6 4275,0 4099,3
3 -1 1 3492 3481,0 2004 1601,4 1781,8 1667,9
4 1 1 4132 4310,4 3971 3675,4 3436,0 3080,9
5 0 -1.414 4286 4797,3 3380,7 2860,4 4228,0 4246,3
6 0 1,414 4923 4737,2 1682,9 21812 2696,3 2968,3
7 -1,414 0 1923 2219,7 2468 2532,6 988,9 963,9
8 1,414 0 3885 3913,8 4026,4 3939,8 2810,0 3125,2
9 0 0 5208 5172,0 5189,6 5408,4 4250,2 4128,6
10 0 0 5326 5172,0 5366,4 5408,4 3272,0 4128,6
11 0 0 5965 5172,0 5018 5408,4 3531,0 4128,6
12 0 0 4404 5172,0 6074 5408,4 5158,0 4128,6
13 0 0 4957 5172,0 5394 5408,4 4432,0 4128,6




Her tasarimdaki iki bagimsiz degisken, ikinci dereceden polinom model ile ifade edilen

bir matematiksel iliskiye sahiptir:

Y=L+ f1[c-MWCNT]+S[MONP]+ S11[c-MWCNT]?+ s [ MONP]*+ S1o[c-MWCNT]
[MONP]

Yukarida belirtilen her bir terim 3.5.2°de belirtilen anlamlar1 ifade eder. ANOVA’dan
bulunan g degerleri kullanilarak elde edilen polinom modelin her bir degisken i¢in
yukaridaki esitligin tiirevi alinip sifira esitlenerek her bir MONP iceren elektrot i¢in
optimum c¢c-MWCNT ve MONP miktarlar1 hesaplandi. Bu optimum miktarlar
kullanilarak her bir MONP’ii iceren Yyedi adet GOx/MONP-c-MWCNT/GCE

biyosensorii Bolim 3.5.2°de anlatildigi sekilde hazirlandi.

3.6 Biyosensorlerin Optimum Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Biyosensorlerin optimum calisma kosullarinin belirlenmesi igin 22—fakt6riyel MKT ile
yapilan tasarima gore hazirlanan modifiye elektrot (TiO,NP-c-MWCNT/GCE)

kullanildi. Belirlenen optimum kosullar diger modifiye elektrotlar i¢in de kullanildi.

3.6.1 Tampon derisimi

GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina tampon derisiminin etkisini incelemek
icin pH’st 8,0 olan 0,025; 0,050; 0,075 ve 0,100 M’lik dort ayr1 derisimde fosfat
tamponu hazirlandi. Her bir tampon ¢6zelti ortaminda biyosensoriin amperometrik akim
cevabr +0,70 V’ta sabit glukoz derisiminde (2,0><10'4 M) olgiildii. En yiliksek akim

farkinin gézlendigi tampon derisimi optimum deger olarak secildi.
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3.6.2 pH

GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabma ortam pH’sinin etkisini belirlemek igin,
pH’s1 6,0-9,5 araliginda degistirilerek 0,025 M derisimde fosfat tampon c¢ozeltileri
hazirlandi. GOX/TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin sabit glukoz derisiminde (2,0x10™ M)
tim pH’larda amperometrik akim cevaplar1 Olgiildii. En yiiksek akim farkinin

gozlendigi pH degeri optimum deger olarak belirlendi.

3.6.3 Sicakhik

GOX/TiOz2NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina sicakligin etkisini belirlemek amaciyla,
0,025 M pH 8,0 fosfat tamponunda termostatli ve sirkiilasyonlu su banyosu kullanilarak
25-50 °C araliginda, sicaklik 5,0 birim degistirilerek sabit glukoz derisiminde (2,0x10™
M) biyosensoriin amperometrik akim cevaplart kaydedilerek en yiiksek akim farkinin

gozlendigi sicaklik belirlendi.
3.7 Biyosensorlerin Performans Faktorlerinin Belirlenmesi
3.7.1 Dogrusal ¢alisma arahgi ve duyarhk

Her bir biyosensoriin dogrusal caligma araligt ve duyarligimin belirlenmesi igin,
biyosensorlerin optimum calisma kosullart altinda glukoza amperometrik akim cevabi
Olctlildii. Bu amacla, biyosensorlerin her biri i¢in 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponunda
+0,70 V’ta kararli hal akimi elde edildikten sonra ortama ard arda glukoz
cozeltilerinden uygun miktarda ilave edildi. Zamana kars1 akim degisimleri gozlenerek
kronoamperometrik i-t grafikleri olusturuldu ve bu grafiklerden yararlanilarak her bir
biyosensor i¢in ayri1 ayri, glukoz derisimine karsi gozlenen akim farklar1 grafige
gecirildi. Elde edilen dogrusal kisimdan biyosensoriin ¢aligma araligl; dogrusal kismin

egiminden de duyarlilig1 belirlendi.
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3.7.2 Alt tayin sinir1 ve gozlenebilme siniri

Her bir biyosensoriin alt tayin st (LOQ) ve gozlenebilme sinirinin (LOD)
belirlenmesi i¢in optimum ¢alisma kosullarinda dogrusal calisma araligimin en alt
noktasina karsilik gelen glukoz derisimindeki ¢6zeltinin akim cevabi ard arda 10 kez
Ol¢iiliip standart sapmasi (S) hesaplandi. Ayni biyosensorlerle kalibrasyon egrileri
cgizilerek dogrunun egimi (m; duyarlilik) bulundu. Elde edilen standart sapma ve egim
degerleri kullanilarak 10s/m ifadesinden LOQ); 3s/m ifadesinden ise LOD degerleri
hesaplandi.

3.7.3 Cevap siiresi

Optimum Dbilesimde hazirlanan her bir biyosensoriin dinamik cevap siiresi, it
grafiklerinden yararlanilarak belirlendi. Bu amagla, optimum c¢alisma kosullarinda
kararl1 hal akimina ulastiktan sonra ortama uygun miktarda glukoz ilave edildi ve akim
cevabinin kararli hale gelmesi igin gereken siire belirlendi. Bu siirenin %95’ine kars1

gelen siire, cevap siiresi olarak kabul edildi.

3.7.4 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

GOx/MONP-c-MWCNT/GCE biyosensorleri  i¢in, immobilize edilmis GOx’in
Michaelis-Menten sabitini (Ky) hesaplamak amaciyla, her bir biyosensoriin optimum
calisma kosullarinda, Bo6lim 3.7.1°de anlatildigi gibi belirlenen dogrusal derisim
araligindaki glukoz derisimlerindeki akim cevabi Olgiildii ve Lineweaver-Burk grafigi
(1/[Glukoz]-1/[Al]) ¢izildi. Bu grafigin 1/[Ai] degerinin sifir oldugu noktadaki
1/[Glukoz] degerinden yararlanarak immobilize edilmis GOx enzimi i¢in Ky sabiti

belirlendi.

3.7.5 Tekrar kullanilabilirlik

Optimum bilesimde hazirlanan her bir biyosensor i¢in, ayni elektrodun optimum

calisma kosullarinda ard arda ti¢ kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu kalibrasyon egrilerinin
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duyarliklarinin bagil standart sapmalart (BSS) hesaplanarak tekrar kullanilabilirlik
belirlendi.

3.7.6 Tekrar iiretilebilirlik

Biyosensorlerin her biri optimum bilesimde iiger kez hazirlanarak optimum calisma
kosullarinda kalibrasyon egrileri ¢izildi ve kalibrasyon egrilerinin duyarliklarinin bagil

standart sapmalar1 (BSS) hesaplanarak tekrar tiretilebilirlik belirlendi.

3.7.7 Tarama hizx

Optimum bilesimde hazirlanan her bir biyosensoriin, 0,025 M pH 8,0 fosfat
tamponunda, 5 ile 200 mV s arasinda tarama hizlarmda, -0,80 ile 0,00 V arasinda
doniistimlii voltamogramlar1 alindi. Her bir tarama hizinda GOx’a ait pik akimi

kaydedilerek elektron aktarim hiz sabiti (ks) belirlendi.

3.7.8 Calisma kararhhg

Optimum bilesimde hazirlanan her bir biyosensoriin amperometrik akim cevabi,
optimum caligma kosullarinda sabit glukoz derisiminde (0,20 mM) belirli araliklarla
Ol¢timler yapilarak incelendi ve 6lglim sayisina karsi akim cevabi grafige gecirildi. 50
Ol¢lim siiresince biyosensdrlerin amperometrik akim cevaplarindaki % degisimlerden

yararlanilarak elektrotlarin ¢alisma kararlilig1 belirlendi.

3.7.9 Bozucu tiirlerin etKisi

Optimum bilesimde hazirlanan biyosensdrlerin cevabi iizerine bozucu etki yapabilecegi
diisiiniilen ¢esitli tiirlerin etkisini incelemek amaciyla, her bir elektrodun optimum
calisma kosullarinda kararli hal akimina gelmesi i¢in beklendi. Ortama derisimi 1,0 mM
olacak sekilde glukoz ilavesi yapildi ve akimda gozlenen degisim belirlendi. Ardindan
ayni ¢ozeltiye her birinin derisimi 0,02 mM olacak sekilde ard arda askorbik asit, iirik

asit, iire ve sodyum kloriir ilave edilerek, amperometrik akim cevaplari 6l¢iildii ve it
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grafikleri olusturuldu. Glukoz igin Olgiilen akim degisimi Ai;, bozucu tiirlerden

kaynaklanan akim degisimi Ai, olmak iizere % bozucu etki asagidaki gibi hesaplandi:

% Bozucu etki = 100

i
S EE—— 4
(Ai1+ Ai2)
3.8 Gercek Numune Analizi

Hazirlanan GOXx/MONPc-MWCNT/GCE  biyosensorlerinin - her  birinin ~ gergek
numunelerin analizinde kullanilabilirligini belirlemek amaciyla, insan kan serumu

numunelerinde glukoz tayini yapildi.

Goniillii yetiskin 6 bireyden kan numuneleri alindi. Bu numunelerdeki glukoz miktari,
uzman bir laboratuvarda standart spektrofotometrik yontem ile tayin edildi. Ayni kan
serum numunelerindeki glukoz miktari, hazirlanan biyosensorler kullanilarak standart
katma yontemi ile de asagidaki gibi tayin edildi: Her bir biyosensor, optimum
kosullardaki 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponun daldirilarak kararli hal akiminin elde
edilmesi i¢in beklendi. Bu ¢ozeltiye, yukarida sézii edilen kan serum numunelerinden
belli bir miktar ilave edilip akimda gozlenen degisim belirlendi. Sonra, standart glukoz
cozeltilerinden ard arda ilaveler yapilarak standart katma egrileri ¢izildi. Bu egrilerden

yararlanilarak kan serum numunelerinde glukoz derisimi hesaplandi.

Referans yontem ile elde edilen sonuglar sonuglar ile, biyosensorler ile elde edilen
sonuglarin karsilastirilmasi i¢in, veri ¢ifti t testi kullanildi. Elde edilen deneysel t degeri,
%95 giiven seviyesinde kritik t degeri ile karsilastirilarak, bulunan sonuglarin birbiri ile

uyumu incelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Literatiirde cesitli metal oksit nanopartikiillerin biyosensorlerde enzim ile elektrot
arasindaki elektron aktarimini kolaylastirarak ve/veya yiizey alanimi arttirarak
biyosensor cevabini iyilestirdigi ile ilgili calismalar mevcuttur (Roychoudhury vd. 2016,
Thandavan vd. 2015). Ancak, bu calismalarin her birinde metal oksit nanopartikiillerden
sadece biri se¢ilmis olup, cesitli MONP’lerin etkisinin karsilagtirilmasi ile ilgili
calismalar yapilmamistir. Ayrica, karbon temelli nano malzemeler, 6zellikle de karbon
nanotiipler, biyosensor hazirlanmasinda genis yiizey alani, iyi elektrik iletkenligi,
biyouyumlulugu ve yiiksek mekanik direncine sahip olmalart gibi sebeplerle siklikla
kullanilmaktadir (Mallakpour vd. 2016). Bu amagla, bu tez ¢alismasinda, sekiz adet
metal oksit nanopartikiil (MONP’ler; TiO,NP, Co3sO4NP, Fes04NP, SnO,NP, Fe,O3NP,
Al,O3NP, CuONP ve ZnONP) c-MWCNT ile birlikte GCE yiizeyine damlatilarak
modifiye elektrotlar hazirlandi. Modifiye elektrotlarin yiizeyine biyokimyasal
kararliliga, diisiitk maliyete ve kullanim kolayligina sahip olmasi sebebiyle model enzim
olarak secilen GOx immobilize edilerek glukoza duyarli amperometrik biyosensorler
hazirlandi.  Son olarak elektrot yiizeyinde bir film tabakasi olusturarak enzimin

yiizeyden uzaklagsmasini engelleyen Nafyon ile kaplandi.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda GCE yiizeyi, c-MWCNT ve sozii edilen MONP’ler

ile modifiye edilerek

*  GOx/Co304NP—c-MWCNT/GCE
*  GOx/Fe30sNP—c-MWCNT/GCE
*  GOx/SnO;NP—c-MWCNT/GCE
*  GOx/TiO2NP—c-MWCNT/GCE
*  GOx/Fe;03sNP-c-MWCNT/GCE
*  GOx/Al,05NP—c-MWCNT/GCE
*  GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE
*  GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE
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olmak tizere sekiz adet biyosensor hazirlandi. Her bir biyosensoriin yiizey bilesimi
MKT ile optimize edildi; elektrokimyasal davranis1 incelendi ve ylizey karakterizasyonu
yapildi; ¢alisma kosullari ile performans faktorleri belirlendi. Ayrica, bu biyosensorlerin
ger¢ek numunelerde glukoz tayinine uygulanabilirligi arastirildi. Her bir biyosensor igin

elde edilen bulgular ve tartisma asagida ayrintili bigimde verildi.

4.1 GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE Biyosensérii ile ilgili Calismalar
4.1.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

Enzim temelli biyosensorlerin hazirlanmasi sirasinda elektrot yiizey bilesiminin
optimizasyonu, biyosensor performansinin iyilestirilmesi i¢in ¢cok dnemli bir basamaktir
(Chira vd. 2014). Modifikasyon malzemelerinin tiiriiniin yaninda, bu modifikasyon
malzemelerinin elektrot yiizeyindeki miktarlar1 da Onemlidir. Bu miktarlarin
belirlenmesinde tek seferde tek degisken yontemi ve kemometrik yontemler gibi ¢esitli
yontemler kullanilabilir (Del Torno-de Roman vd. 2013, Kagar vd. 2017).
Modifikasyon malzemelerinin elektrot yiizeyindeki miktarlarinin, birden fazla
modifikasyon malzemesi varsa, birbirleriyle etkilesimlerinin de belirlenmesi biiyiik
onem tasir. Bu amagla, bu tez ¢alismasi kapsaminda, modifikasyon malzemelerinin
miktarlarinin optimizasyonu ve malzemelerin birbirleriyle etkilesimini belirlemek
amaciyla, MKT yaklagimi kullanildi. MKT, modifikasyon malzemelerinin miktarlari ile
bu malzemelerin etkilesimlerinin, en az sayida deneyle belirlenmesine olanak
saglamaktadir (Alonso-Lomillo vd. 2005).

Bu calismada, modifikasyon malzemelerinin (MONP’ler, c-MWCNT, GOx ve Nafyon)
optimum miktarlarini belirlemek i¢in dort farkli yaklasimdan yararlanildi: (i) tek seferde
tek degisken yontemi, (ii) 22—fakt6riyel MKT, (iii) 23—fakt6riyel MKT ve (iv)
2*—faktoriyel MKT. Bu dort yontemden elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde
sadece TiO;NP-c-MWCNT/GCE ve GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE kullanild: ve dort

yontem ile elde edilen sonuglar ve tartismalar agagida ayrintili bir sekilde verildi.
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4.1.1.1 Tek seferde tek degisken yontemi

Bu yontemde 6nce, 1 mL kitosan ¢ozeltisinde dagitilan dort farkli miktarda (0,5; 1,0;
1,5; 2,0 mg) c-MWCNT ile GCE yiizeyi modifiye edildi (c-MWCNT/GCE). Bu
elektrotlarmn 0,10 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)g>"* redoks probunda 50 mV s tarama
hizinda CV’leri kaydedildi (Sekil 4.1.A). Ilgili voltamogramlar incelenerek c-MWCNT
derisimine kars1 F e(CN)63'/4' ciftine ait yiikseltgenme pik akimi grafige gecirildi (Sekil
4.1.B). Bu grafikte, c-MWCNT derisimi 1,5 mg mL™ olana kadar akim cevabimnin
arttig1; derisim 2,0 mg mL™ oldugunda ise azaldigi goriildii. Bu yiizden en iyi cevabin

alindig1 1,5 mg mL™ c-MWCNT derisimi, optimum derisim olarak belirlendi.

130 150
A B
80
140
¥ 1
g 3 130
% 20 ¢ ——0,5 mg/mL
—1,0 mg/mL 120
-70 1,5 mg/mL
—2,0 mg/mL
-120 ' . 110 L s
-0,5 0 0,5 1 0 1 2
Potansiyel, V ¢c-MWCNT, mg mL?

Sekil 4.1 c-MWCNT/GCE’nin akim cevabina c-MWCNT miktarinin etkisi

A. Déniisiimlii voltamogramlar ve B. c-MWCNT miktar1 ile anodik pik akimindaki degisim (50 mV s*
tarama hizinda 0,10 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)s>"* redoks probunda)

Optimum TiO,NP miktarini belirlemek i¢in; c-MWCNT miktar1 1 mL kitosanda 1,5 mg
olacak sekilde sabit tutularak bu ¢ozeltiye 0,5; 1,0; 2,0 ve 3,0 mg TiO,NP ilave edilerek
hazirlanan karisim ile GCE yiizeyi modifiye edildi (TiO,-c-MWCNT/GCE). Bu
elektrotlarin redoks probunda CV’leri kaydedildi (Sekil 4.2.A). Voltamogramlardan
elde edilen TiO,NP derisimine karsi yiikseltgenme pik akimi grafige gecirildiginde
(Sekil 4.2.B), en yiiksek pik akiminin TiO,NP derisimi 1,0 mg mL™ olan elektrot ile

elde edildigi goriildii ve bu deger optimum deger olarak seg¢ildi.
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Sekil 4.2 TiO,-c-MWCNT/GCE’nin akim cevabina TiO,NP miktarinin etkisi

A. Déniisiimlii voltamogramlar ve B. TiO,NP miktar ile anodik pik akimndaki degisim (50 mV s*
tarama hizinda 0,10 M KCl i¢eren 5,0 mM Fe(CN)s>"* redoks probunda)

4.1.1.2 2*-faktoriyel MKT

MKT, bir islem veya yontemde performansi arttirmak ve hatay1 en aza indirgemek i¢in,
mevcut degiskenlerin etkisini belirleme ve optimize etmeye yardimcer olan yiizey yanit
yontemlerinden biridir. MKT, o6nemli degiskenlerin ve optimum kosullarin
belirlenmesini saglamak i¢in kullanilan, matematik ve istatistigin kombinasyonu olan
bir yontem olup ana etkilerin ve etkilesimlerin en az sayida deneyle belirlenmesini
saglar (Kolaei vd. 2016, Bardajee vd. 2017). Literatiirde, cevaba etki eden birden fazla
degisken oldugu durumlarda, bagimli ve bagimsiz degiskenlerin birbiri ile etkilesiminin
MKT ile basarili bir sekilde belirlendigi ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. (Dastian ve Zare-
Dorabei, 2017, Govindan vd. 2017, Pezoti Junior vd. 2014, Dastkhoon vd. 2017).
Elektrokimyasal biyosensor gelistirme caligsmalarinda, elektrot modifikasyonu igin
kullanilan malzemelerin optimum miktarlariin belirlenmesinde, genellikle doniistimlii
voltametri ya da amperometri yOntemleri kullanilmaktadir. Ancak, bu ydntemler
kullanildiginda optimum miktarlar i¢in az sayida olasilik degerlendirilebilmekte ve
deneyler uzun vakit almaktadir. Literatiirde, biyosensor uygulamalarinda elektrot
yilizeyinin optimum bilesiminin belirlenmesi i¢in MKT’nin kullanildig1 baz1 ¢calismalar

rapor edilmis olsa da, bunlar sayica olduk¢a azdir (Ivanov vd. 2010, Lomillo vd. 2005,
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Martins vd. 2009, del Torno-de Roman vd. 2013, Oliveira vd. 2013, Gonzalo-Ruiz vd.
2007, Mirmoghtadaie vd. 2013).

Biyosensoriin - performansi, biyolojik materyal elektrot ylizeyine immobilize
edildiginden, elektrodun ylizey bilesimi ile yakindan ilgilidir (Chira vd. 2014). Bu
yiizden, yiizey modifikasyonunda kullanilan malzemelerin miktarlar1 dikkatli bir sekilde
optimize edilmelidir. Bu ¢alismada, c-MWCNT ile TiO,NP miktarlari, glukoz tayini
icin olusturulan biyosensoriin 6zelliklerini dogrudan etkileyen deneysel degiskenler
olarak diisiiniildii. Bu nedenle bu degiskenlerin tekil ve kiimiilatif etkileri istatistiksel ve

matematiksel bir yontem olan MKT ile incelendi.

Ik olarak, tek seferde tek degisken yontemi ile yapilan optimizasyonda uygulanan
derisim araligin1 kapsayan bir aralik, MKT ile yapilan tasarim ile denendi (Cizelge 3.2-
(i)). Buna gore Cizelge 3.3’te verilen deneysel tasarimin sonuglart %95 giiven
seviyesinde varyans analizi (ANOVA) ile incelendi ve Cizelge 4.1’de verildi. Modelin
anlamlilig1 Fisher F testi ile belirlendi ve modelin F degeri 16,97 ve p degerinin 0,0009
olarak bulunmasi modelin anlamli oldugunu gosterdi. Modelde yalnizca c-MWCNT ile
ilgili terimin anlamli etkisi oldugu belirlendi. Yani, bu derisim araligindaki TiO,NP

miktarinin elektrodun akim cevabi iizerine onemli bir etkisinin olmadig1 goriildii.

Cizelge 4.1 c-MWCNT- TiONP igin 2°—faktoriyel MKT verileri ile elde edilen

ANOVA sonuglari

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri
Model 507,35  5,25x10° 5  1,05x10° 16,97 0,0009 anlamli
A 253,30  5,13x10° 1  513x10° 82,89 <0,0001 anlaml
B -29,07 6,76x10° 1 6,76x10° 1,09 0,3309
AB -4,07 6,61x10" 1 6,61x10* 0,01 0,9206
A? 27,27  517x10° 1 517x10° 0,84 0,3911
B? 1,18 9,67 1 9,67 0,002 0,9696
Artik 4,33x10* 7 6,19x10°
Uyumsuzluk 193x10° 3 642x10° 1,068 04565 arc‘ll:grﬁh
Saf hata 2.41x10* 4  6,02x10°
Toplam kor. 569x10° 12
R?=0,9050

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamast; Fyaye = MStakio/MShata; Paeger: 0lastlik
seviyesi.
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Sekil 4.3’te, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve TiO,NP
miktarlarimin +0,70 V’ta 2,0x10* M H,0, ¢ozeltisine verdigi amperometrik cevapla
iliskisini gosteren cevap yiizey egrisi verildi. Calisilan derisim araliginda elde edilen
ANOVA sonuglar incelendiginde, yalnizca c-MWCNT *nin birinci dereceden teriminin
anlamli oldugu goriilmektedir. Bu da amperometrik cevabin TiO,NP miktar ile bir
degisim gostermeyecegi, yalnizca c-MWCNT miktar1 degisimi ile degisecegini ifade
eder. Elde edilen cevap yiizey egrisi incelendiginde, c-MWCNT miktar1 arttik¢a
amperometrik cevabin arttif1 ve belirlenen sinirlar iginde bir maksimuma ulagsmadigi
goriildii. Ayrica, ANOVA’daki f katsayilart kullanilarak elde edilen 2. derece
denklemin her bir degisken i¢in tiirevi alinarak bulunan optimum degerler de anlamli bir
sonu¢ vermedi. Bu sebeple tasarimin tekrar olusturularak daha yiiksek miktarlarda ve
daha genis bir aralikta calisilmast ve amperometrik cevabin maksimuma ulastig
noktanin goriilmesi hedeflendi. Bu amagla, Cizelge 3.2-(ii)’deki derisim araliklar
kullanilarak yapilan MKT’de elde edilen sonuglar (Cizelge 3.4) ANOVA ile incelendi
ve Cizelge 4.2°de verildi. Bu ¢izelgeden goriildiigii gibi, c¢alisilan bu aralikta da model
anlamli olmasia ragmen, TiO,NP’lerin miktarinin etkisinin anlamli olmadig: bulundu.
Elde edilen cevap yiizey egrisinde (Sekil 4.4) de c-MWCNT miktarinin artmasi ile
cevap akimmin bir maksimuma ulasmadigi, TiO,NP miktarinin artmasi ile ise bir
degisiklik olmadig1 gézlendi. Tasarim igin olusturulan ikinci derece polinom modelden
ve ANOVA sonuglarindan yararlanilarak elde edilen optimum derisimlerden de anlamli

bir sonug elde edilemedi.
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Sekil 4.3 TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0; igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

Cizelge 4.2 c-MWCNT- TiOoNP icin 2°—faktoriyel MKT verileri ile elde edilen

ANOVA sonuglari

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri
Model 1854,02 9,24x10° 5 1,85x10° 13,34 0,0018 anlamli
A 1032,47 8,53x10° 1 8,53x10° 61,60 0,0001 anlamli
B -146,81 1,72x10° 1 1,72x10° 1,25 0,3013
AB 21,74 1,89x10° 1 1,89x10° 0,01 0,9103
AZ 155,41 1,68x10° 1 1,68x10° 1,21 0,3070
B? -207,30 2,99x10° 1 2,99x10° 2,16 0,1852
Artik 9,69x10° 7 1,38x10°
Uyumsuzluk 774x10° 3 258x10° 529  0,0707 agleag‘ﬁh
Saf hata 1,95x10° 4 4,88x10*
Toplam Kor. 1,02x10" 12

R%?=0,9238

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamast; Fyaue = MStakio/MShata; Paeger: 0lastlik
seviyesi.
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Sekil 4.4 TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0; igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

Bu bulgularin 15181 altinda c-MWCNT ve TiO,NP miktarlart Cizelge 3.2 — (iii)’ye gore
tekrar degistirildi ve elde edilen deneysel tasarimin sonuglar1 (Cizelge 3.5) %95 giiven
seviyesinde ANOVA ile incelendi ve Cizelge 4.3 te verildi. Modelin anlamlilig1 Fisher
F testi ile incelendi ve F degeri 34,55 olarak bulundu ve p degerinin oldukg¢a diisiik
olmas1 (p<0,0001) modelin anlamli oldugunu gosterdi. Ayrica, modelde A (p=0,0010),
A? (p=0,0002) ve B? (p<0,0001) terimlerinin anlamli oldugu tespit edildi. Anlaml
olmayan terimler c¢ikarildiginda, amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz
degiskenler arasindaki matematiksel model, asagida verilen ikinci dereceden esitlik ile

ifade edilir:
Y=5903,02+884,56[c-MWCNT]-1208,88[c-MWCNT]*~1834,95 [TiO,NP]?

Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun mu oldugu yoksa baska bir modelin mi
uygulanmasi1 gerektigi uyumsuzluk testi ile incelendi. Cizelge 4.3’te uyumsuzluk
degerinin 0,0984 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giliven seviyesinde deneysel
verilere uygulanmasmin uygun oldugunu gosterdi. R? degeri (0,9611) de elektrot

cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.
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Cizelge 4.3 c-MWCNT- TiO,NP icin 2>-faktdriyel MKT verileri ile elde edilen

ANOVA sonuglari

Kaynak Jij SS df MS F degeri P degeri
Model 5903,02  3,754x10° 5 7,507x10° 34,55 <0,0001 anlamh
A 884,56  6,260x10° 1 6,260x10° 28,81 0,0010  anlaml
B -315,18  7,947x10° 1  7,947x10° 3,66 0,0974
AB 318,45  4,056x10° 1  4,056x10° 1,87 0,2141
AZ -1208,88  1,017x10° 1  1,017x10" 46,79 0,0002  anlaml
B? -1834,95  2342x10° 1  2,342x10" 107,80 <0,0001 anlamli
Artik 1521x10° 7 2,173x10°
Uyumsuzluk 1,157x10° 3  3,856x10° 4,24 0,0984 aﬁfgﬁh
Saf hata 3,640x10° 4  90999,30
Toplam Kor. 3,906x10" 12
R?=0,9611

SS: kareler toplamu; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamasi; Fyaye = MStaktor/MShata; Pacger: Olasilik
seviyesi.

Sekil 4.5, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c¢c-MWCNT ve TiO,NP
miktarlarinin +0,70 V’de 2,0><10'4 M H,0, ¢ozeltisine verdigi amperometrik cevapla
iligkisini  gbsteren cevap yiizey egrisini gostermektedir. ANOVA ¢izelgesi
incelendiginde, c-MWCNT ve TiO,NP’nin ikinci dereceden terimlerinin £ degerleri,
birinci dereceden terimlerin S degerlerinden yiiksek oldugu igin Cc-MWOCNT ve
TiO,NP miktarlarinin ikinci dereceden degerlerinin anlamli oldugu goriildi. Bu da c-
MWCNT ve TiO,NP miktarlar1 ile amperometrik akim cevabi arasindaki iligkinin bir
egri olusturacagini gosterir. Yani, amperometrik akim cevabi c-MWCNT ve TiO,NP
miktarlar arttikga artacak ve bir maksimuma ulastiktan sonra da c-MWCNT ve TiO,;NP
miktarlarinin artisiyla azalacaktir. Sonug olarak, elde edilen cevap ylizey egrisi, en
yiikksek amperometrik cevabin 1 mL Kkitosan ¢ozeltisinde 23,6 mg c-MWCNT ve 19,5
mg TiO,NP igerdiginde olusturulan elektrotla elde edildigini gosterdi. c-MWCNT ve
TiO,NP miktarlarinin azaltilmasiyla amperometrik akim cevabinin azaldigi goriildi; bu
da, bu iki degiskenin elektrot cevabi iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu dogruladi. Bu
kosullar H,O, cevabinin en yiiksek oldugu durum oldugundan, elektrot ylizey bilesimi

i¢cin optimum kosullar olarak belirlendi.
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Sekil 4.5 TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0; igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

Tek seferde tek degisken ve farkli derisim araliklarinda uygulanan MK T dan elde edilen
bulgulardan, elektrot ylizey bilesiminin MKT ile belirlenmesinde, her bir bilesenin
derisim araliginin uygun segilmesi gerektigi; tek seferde tek degisken yaklasiminda da,
derisim araliginin miimkiin oldugu kadar genis tutulmasinin 6nemli oldugu; elektrot
yiizey modifikasyonunda MKT’nin kullanilmasi ile daha az sayida deneyle optimum
bilesime ulasilabilecegi ve bilesenler arasinda etkilesimler olup olmayacaginin

goriilmesinin miimkiin olabilecegi sonucuna varildi.

Biyosensor cevabina, modifiye elektrot yiizeyine immobilize edilen enzim miktarinin
etkisi oldukca Onemlidir. Bu amagcla, uygun derisim araliginda, 22—fakt6riyel MKT
yontemi ile modifiye edilen GCE ylizeyine dort farkli miktarda (10 pL tampon ¢ozeltide
20, 30, 40 ve 50 U) GOx immobilize edildi ve biyosensorlerin yiizeyi %0,25
derisiminde Nafyon ¢dozeltisi yiizeye kaplanarak GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE
biyosensorleri hazirlandi. Bu biyosensorlerin amperometrik akim cevabi +0,70 V’ta
sabit derisimde (2,0><10'4 M) glukoz igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde
Olctildii ve GOx miktarinin biyosensor cevabina etkisi Sekil 4.6’da verildi. 30 U’nin
altindaki GOx miktarlarinda biyosensor cevabinin diisiik olmasi, enzimatik reaksiyon
sonucu daha az H,O; olustugu; 40 U’den fazla oldugu durumlarda ise protein yapili

GOx’un elektrot yiizeyinde bir bariyer gibi davranarak olusan H,O,’nin elektrot
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yiizeyine difiizlenmesini azalttign seklinde aciklanabilir (Ségiit Ozdemir vd. 2019).
Biyosensor yiizeyindeki GOx miktar1 30 ve 40 U oldugunda elde edilen akim degerleri
arasinda onemli bir fark olmadig1 ve optimum degerin 35 U oldugu goriildii. Ancak 30,
35 ve 40 U enzim kullanilmasiyla hazirlanan biyosensorlerin akim degerleri arasinda
onemli bir fark olmamasi ve enzimlerin miktarlarinin olduk¢a az olmasi nedeniyle daha
az enzim kullanilmasinin uygun olacagi diisiiniildii. Bu nedenle c¢alisma kosullarinin
optimizasyonu ve biyosensor performansinin incelenmesinde kullanilan GOX/TiO,NP-

c-MWCNT/GCE biyosensorii 30 U enzim kullanilarak hazirlandu.
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Sekil 4.6 GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE cevabina enzim miktarinin etkisi (+0,70 V ve
2,0x10* M glukoz iceren 0,025 M fosfat tampon ¢ozeltisinde)

4.1.1.3 2°—faktoriyel MKT

Biyosensor hazirlamada elektrot yiizeyinin modifikasyonunda kullanilan malzemelerin
miktarlar1 kadar immobilize edilen enzimin miktarinin da biyosensor cevabina etkisi
¢ok biiyiik oldugundan 3 faktorlii (c-MWCNT, TiO,NP ve GOx) bir tasarim yapilmasi
diistintildii. Biyosensor cevabinin dogrudan elektrot ylizeyindeki c-MWCNT ve TiO,;NP
miktarlar1 ile GOx enzim miktar1 ve bunlarin sinerjetik etkileri ile ilgili oldugu
diisiiniildiiglinden, yiizey bilesiminin optimizasyonu i¢in 23—fakt6riye1 MKT kullanildi.
Buradaki amaglardan biri de, bu yontemle bulunan c-MWCNT ve TiO,NP miktarlarini,
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2°—faktoriyel MKT ve tek seferde tek degisken yontemleri ile bulunan sonuglarla

karsilastirmakti.

Cizelge 3.7°de verilen deneysel tasarimin sonuglar1 %95 giiven seviyesinde ANOVA ile
incelendi ve Cizelge 4.4’te verildi. Modelin anlamliligi Fisher F testi ile incelendi
modelin ve F degeri 15,13 olarak bulundu ve p degerinin oldukga diisiik olmasi
(p<0,0001) modelin anlamli oldugunu gosterdi. Ayrica modelde A (p<0,0001), C
(p=0,0218) A? (p<0,0001) ve B? (p=0,0006) anlamli terimlerdir. Anlamli olmayan
terimler c¢ikarildiginda amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz degiskenler

arasindaki matematiksel model, asagida verilen ikinci dereceden esitlik ile ifade edilir:
Y=1141,24+173,48[c-MWCNT]+78,77[GOx]-229,27[c-MWCNT]*-129,03[ TiO,NP]?

Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun mu oldugu yoksa baska bir modelin mi
uygulanmasi gerektigi uyumsuzluk testi ile incelendi. Cizelge 4.4’te uyumsuzluk
degerinin 0,1182 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giiven seviyesinde deneysel
verilere uygulanmasmin uygun oldugunu gosterdi. R? degeri (0,9190) de elektrot

cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.4 23—fakt6riyel MKT verileri ile edilen ANOVA sonuglari

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri

Model 114124 1,66x10° 9 1,85x10° 15,13 <0,0001  anlamh
A 173,48 4,11x10° 1 4,11x10° 33,66 <0,0001  anlamh
B 58,77 472x10* 1 4,72x10* 3,86 0,0729

C 78,77 8,47x10* 1 8,47x10" 6,94 0,0218 anlaml
AB 79,25 5,02x10* 1 5,02x10* 4,12 0,0653

AC -2,25 4,05x10* 1 4,05x10* 0,00 0,9550

BC -39,75 1,26x10* 1 1,26x10* 1,04 0,3290

A? 22927  8,14x10° 1 8,14x10° 66,70 <0,0001  anlamh
B’ 129,03  2,58x10° 1 2,58x10° 21,13 0,0006 anlamli
c? -38,88 2,34x10* 1 2,34x10* 1,92 0,1913

Artik 1,47x10° 12 1,22x10*

Uyumsuzluk 950x10°  °  1.92x10° 2,65 0,1182 Zgginh
Saf hata 5,06x10* 7 7,24x10°

Toplam kor. 1,81x10° 21

R?=0,9190

SS: kareler toplamu; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamasi; Fgegeri = MStaktor/MShata; Paeger: 0lasilik
seviyesi.
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Sekil 4.7, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT-TIO,NP, c-
MWCNT-GOx ve TiO,NP-GOx miktarlarinin amperometrik cevapla iliskisini
gosteren cevap yiizey egrileridir. ANOVA c¢izelgesi incelendiginde, c-MWCNT ve
TiO,NP’nin ikinci dereceden terimlerinin £ degerleri, birinci dereceden terimlerin S
degerlerinden yiiksek oldugu i¢cin ¢c-MWCNT ve TiO,NP miktarlarinin ikinci
dereceden degerlerinin anlamli oldugu goriilmektedir. Fakat GOx i¢in ikinci dereceden
terimin S degeri birinci dereceden teriminkinden diisiik oldugu ve birinci dereceden
terimin anlamli oldugu gorildii. Bu da, ¢c-MWCNT ve TiO,NP miktarlar1 ile
amperometrik akim cevabi arasindaki iligkinin bir egri olusturacagini gosterir. Yani,
amperometrik akim cevabi ¢-MWCNT ve TiO,NP miktarlar1 arttikga artacak ve bir
maksimuma ulastiktan sonra da c¢-MWCNT ve TiO,NP miktarlarinin artisiyla
azalacaktir (Sekil 4.7.A). Fakat, amperometrik cevap GOx miktar1 ile neredeyse
dogrusal olarak degismektedir (Sekil 4.7.B,C). Sonug olarak, elde edilen cevap yiizey
egrileri, en yiiksek amperometrik cevabin, 24,1 mg mL* c-MWCNT, 22,2 mg mL*
TiO,NP ve 3,89 U uL™* GOx alindiginda elde edildigini gdsterdi. Bu optimum degerler
yukarida verilen esitligin, her bir degisken icin tiirevinin alinmasi ile elde edildi. c-
MWCNT, TiO,NP ve GOx miktarlarinin azaltilmasiyla amperometrik akim cevabinin
azaldig1 goriildii, bu da bu ii¢ degiskenin biyosensor cevabi {izerinde dnemli bir etkisi
oldugunu dogruladi. Bu yiizey bilesimi ile en yiiksek glukoz cevabi elde edildiginden,
elektrot ylizeyindeki her bir bilesen i¢in optimum degerler olarak kabul edildi.

Burada c-MWCNT igin elde edilen 24,1 mg mL-1; TiO,NP igin elde edilen 22,2 mg
mL? degerleri 2°—faktoriyel MKT ile elde edilen sirasi ile 23,6 ve 19,5 mg mL™
degerlerine olduk¢a yakindi. Ayrica 22—fakt6riyel MKT sonucunda olusturulan elektrot
ile tek seferde tek degisken yontemi ile bulunan GOx miktar1 da (30-40 U arasi) bu
yontemle bulunan 38,9 degeri ile uyum halindedir. Yukarida elde edilen bulgular,
enzimlerin miktarlarinin ¢ok az olmasi ve fiyatlarinin oldukga pahali olmasi nedeniyle,
biyosensor olusturmada ylizey bilesiminin optimizasyonunda enzim disinda diger
bilesenlerim miktarlarinin MKT ile optimize edilmesinin ve enzim miktarinin ise tek
seferde tek degisken yontemi ile optimize edilmesinin uygun olabilecegi seklinde

degerlendirildi.
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Sekil 4.7 GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan (A) c-MWCNT ve TiO,NP, (B) c-
MWCNT ve GOx ve (C) TiO,NP ve GOx miktarlarinin amperometrik
cevapla iliskisini gosteren cevap yiizey egrileri (+0,70 V, 8,0x10™° M glukoz
igeren 0,025 M fosfat tampon ¢ozeltisinde)

4.1.1.4 2°—faktoriyel MKT

Biyosensorler hazirlanirken, elektrot yiizeyinde bulunan enzimin yiizeyden
uzaklagmamasi i¢in, hazirlamanin son basamaginda elektrot ylizeyi genellikle Nafyon
gibi bir malzeme ile kaplanir (Kacar vd. 2014). Bu tez calismasinda GOx’un
immobilizasyonu sonrasit biyosensOr yiizeyinden ¢Ozeltiye enzim gec¢isini en aza
indirmek icin elektrot yiizeyinin Nafyon ile kaplanmasi diisliniildi. Bu nedenle
Nafyonun da biyosensdr cevabi iizerine etkisini belirleyebilmek icin 4 faktorli (c-
MWCNT, TiO,NP’ler, GOx ve Nafyon) bir MKT yapilmasi diisiiniildii ve yilizey
bilesiminin optimizasyonunda 24—fakt6riyel MKT kullanildi. Burada elde edilen
sonuglarin 22— ve 23—fakt6riyel MKT ile elde edilen sonuglar ile karsilagtirilmasi

amaclandi.
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Cizelge 3.9°da verilen deneysel tasarimin sonuglar1 %95 giiven seviyesinde ANOVA ile
incelendi ve Cizelge 4.5’te verildi. Modelin anlamliligi Fisher F testi ile incelendi
modelin F degeri 2,83 olarak bulundu ve p degerinin oldukga diisiik olmas1 (p=0,0273)
modelin anlamli oldugunu gosterdi. Ayrica, modelde A% (p=0,0005), B? (p=0,0054) ve
C? (p=0,0018) anlamli terimlerdir. Anlamli olmayan terimler ¢ikarildiginda
amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel

model, asagida verilen ikinci dereceden esitlik ile ifade edilir:
Y=2889,33-332,02[c-MWCNT]*-242,26[ TiO,NP]*-281,71[GOXx]?

Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun mu oldugu yoksa baska bir modelin mi
uygulanmasi gerektigi uyumsuzluk testi ile incelendi. Cizelge 4.5’te uyumsuzluk
degerinin 0,1033 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giiven seviyesinde deneysel
verilere uygulanmasinin uygun oldugunu gosterdi. R? degeri (0,7273) de elektrot

cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.5 24—fakt6riyel MKT i¢in elde edilen ANOVA sonuglar1

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri

Model 2389,33 6,03x10° 14 4,31x10° 2,83 0,0273  anlamh
A -30,56 2,24x10" 1 2,24x10" 0,15 0,7065

B 46,57 5,21x10* 1 5,21x10* 0,34 0,5674

C 59,25 8,42x10" 1 8,42x10" 0,55 0,4684

D -51,49 6,36x10" 1 6,36x10" 0,42 0,5277

AB -82,56 1,09x10° 1 1,09x10° 0,72 0,4106

AC 0,13 2,76x10? 1 2,76x10%  1,81x10° 0,9989

AD 8,48 1,15x10° 1 1,15x10° 0,01 0,9319

BC 28,84 1,33x10* 1 1,33x10* 0,09 0,7715

BD 16,77 4,50x10° 1 450x10° 0,03 0,8658

CcD -31,04 1,54x10" 1 1,54x10" 0,10 0,7546

A? -332,02 3,02x10° 1 3,02x10° 19,87 0,0005  anlamh
B? -242,26 1,61x10° 1 1,61x10° 10,58 0,0054 anlaml
c? -281,71 2,18x10° 1 2,18x10° 14,30 0,0018  anlamh
D? -200,96 1,11x10° 1 1,11x10° 7,28 0,0165

Artik 2,28x10° 15  1,52x10°

Uyumsuzluk 1,98x10° 10 1,98x10° 324 0,1033 Zrégnh
Saf hata 3,05x10° 5 6,11x10*

Toplam kor. 8,31x10° 29

R?=0,7253

SS: kareler toplamu; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamasi; Faegeri = MStakior/ MShata; Pacger: 0lasilik
seviyesi
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Sekil 4.8, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT-TIO,NP, c-
MWCNT-GOx, c-MWCNT-Nafyon, TiO,NP-GOx, TiO,NP—Nafyon ve GOx—Nafyon
miktarlarinin  amperometrik cevapla iliskisini gosteren cevap yilizey egrilerini
gostermektedir. ANOVA c¢izelgesi incelendiginde, c-MWCNT, TiO,NP ve GOx igin
ikinci dereceden terimlerin f# degerleri, birinci dereceden terimlerin £ degerlerinden
yiksek oldugu icin c-MWCNT, TiO,NP ve GOx miktarlarinin ikinci dereceden
degerlerinin anlamli oldugu goriilmektedir. Bu da ¢c-MWCNT, TiO,NP ve GOXx
miktarlar1 ile amperometrik akim cevabi arasindaki iliskinin bir egri olusturacagini
gosterir. Yani, amperometrik akim cevabt ¢c-MWCNT, TiO,NP ve GOx miktarlari
arttik¢a artacak ve bir maksimuma ulastiktan sonra da ¢-MWCNT, TiO,NP ve GOx
miktarlarinin artigiyla azalacaktir. Ancak, ¢alisilan Nafyon derisimi araliginda ANOVA
sonuclarinda Nafyon i¢in anlamli bir terime rastlanmamistir. Bu da amperometrik
cevabmn Nafyon miktarinin degisiminden etkilenmeyecegi anlamma gelir. Onceki
deneyimlere dayanarak, bundan sonraki ¢alismalarda elektrot yiizeyinin kaplanmasi igin
%0,25’lik Nafyon ¢ozeltisinin kullanilmasina karar verildi. Elde edilen cevap yiizey
egrileri incelendiginde ve yukarida verilen esitligin her bilesen cinsinden tiirevi
alindiginda en yiiksek amperometrik cevabin TiO,NP 22,6 mg mL'l, c-MWCNT 18,4
mg mL™ ve GOx 3,27 U uL'l oldugunda elde edildigi goriildii.
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Sekil 4.8 GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan (A) c-MWCNT ve TiO;NP, (B) c-
MWCNT ve GOx, (C) c-MWCNT ve Nafyon, (D) TiO;NP ve GOx, (E)
TiO,NP ve Nafyon ve (F) GOx ve Nafyon miktarlarinin amperometrik
cevapla iliskisini gdsteren cevap yiizey egrileri (+0,70 V, 8,0x10™° M glukoz
iceren 0,025 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde).

Uygulanan ti¢ MKT yontemi ile elde edilen sonuclar karsilastirildiginda (Cizelge 4.6),
yiizeyi modifiye etmede kullanilan c-MWCNT, TiO,NP ve GOx miktarlarinin birbiri ile
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uyumlu oldugu goriildii ve bu bulgulardan da elektrot yiizey bilesimi optimizasyonunda
enzim haricinde sadece diger ana bilesen miktarlarinin MKT ile optimize edilmesinin

yeterli olabilecegi sonucuna varildi.

Cizelge 4.6 Ug farkli MKT yontemi ile elde edilen optimum miktarlar

2°—faktoriyel 2°—faktoriyel 2*—faktoriyel

MKT MKT MKT
A: c-MWCNT mgmL™ 23,6 24,1 18,4
B: TiO,NP mg mL™* 19,5 22,2 22,6
C: GOx U/10uL 35,0 38,9 32,7

4.1.2 Yiizey karakterizasyonu

GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin  hazirlanmasinda kullanilan her bir
bilesenin ayr1 ayr1 veya bir arada GCE ylizeyinde nasil dagildigint gérebilmek icin (A)
c-MWCNT/GCE, (B) TIO;NP/GCE, (C) TiO,NP-c-MWCNT/GCE ve (D)
GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE yiizeylerinin SEM goriintiisti alind1 (Sekil 4.9). Sekil
incelendiginde, c-MWCNT (Goriintii A) ve TiO,NP (Goriintii B) bilesenlerinin GCE
yiizeyinde homojen olarak dagildigi gozlendi. Sekil 4.9.A’daki ipliksi yapilarin c-
MWCNT ye, B’deki kiiresel yapilarin TiO2NP’ye ait oldugu diistiniildii. Sekil 4.9.C°de
ise hem ipliksi hem de kiiresel yapilarin gézlenmesi de TiO,NP ve c-MWCNT’larin
elektrot yiizeyinde bir arada oldugunu; GCE yiizeyinde homojen dagildigini ve elektrot
hazirlamada kullanilan c-MWCNT ve TiO,NP’nin kitosan igerisinde iyi bir sekilde
dagildigin1 gosterdi. Sekil 4.9.D’deki goriintii ise GOx’un modifiye GCE’nin gozenekli
yiizeyine iy1 bir sekilde immobilize oldugunu gostermektedir. Sekil 4.10°da ise, GCE
yiizeyinin modifikasyonunda kullanilan GOX/TiO,NP-c-MWCNT  kompozitinin
elementel bilesimini gosteren enerji dagilimli X-1s1nlar1 spektrometri yontemi (EDX) ile
elde edilen spektrum ve element bilesim ¢izelge verilmektedir. Bu spektrum ve sekil
igindeki ¢izelge incelendiginde de, elektrot yiizeyinin c-MWCNT, TiO,NP ve GOX ile
modifiye oldugunu gosteren Ti, P, Na, O, N ve C pikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.9 SEM gbriintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) TiO,NP/GCE, (C) TiO,NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE

O.IUR

Element Kiitlece % Atomik% NetInt. Hata%  K-orani z R A F
SA3K] CK 5117 6176 152464 579 029 104 088 055 1
5.20K NK 1209 1251 7152 1335 001 102 099 011 1
OK 2234 2024 31841 1073 003 1 1 011 1
o3k Nak 207 194 18792 888 001 0.9 102 037 1
3.90K PK 072 024 10600 794 001 087 105 089 102
- TK 1061 321 91625 232 009 077 108 103 1.03
260K

1.95K

Ti
o]
130K
Tj Na
0.65K| My P Ti
I
OODK TR— T =
00 13 26 39 5.2 6.5 78 91 104 11.7 13.0
Lsec: 48.7 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.10 GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE igin EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi
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4.1.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Glukoz tayini icin GOx/TiO-c-MWCNT/GCE’nin hazirlanmasi sirasinda, elektrot
yilizeyine modifiye edilen her bir malzemenin ayr1 ayr1 ve bir arada iken gosterdikleri
elektrokimyasal davraniglar1 belirlemek amaciyla, doniistimli voltametri yonteminden
yararlanildi. 22—fakt6riyel MKT ile bulunmus olan elektrot yiizeyindeki bilesenlerin
optimum miktarlar1 ile (a) TiO,NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c) TiO;NP-c-
MWCNT/GCE ve (d) GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’ler hazirlandi ve 50 mV s*
tarama hizinda 0,10 M KCI igeren 5,0 mM Fe(CN)eg'M" redoks probunda CV’leri
kaydedildi (Sekil 4.11). Sekil incelendiginde, TiO,NP/GCE’nin (egri a) pik akimlari
oldukea diisiik; c-MWCNT/GCE’nin (egri b) ise daha yiiksek oldugu gorildi. c-
MWCNT’nin literatiirde de belirtildigi gibi, genis yiizey alanina sahip olmasi ve
iletkenliginin yiiksek olmasi1 sebebiyle pik akiminin yiiksek olmasi beklenen bir
durumdur (Yadav vd. 2011). c-MWCNT-TiIO2/GCE’nin pik akimimnin (egri ¢) yiiksek
olmas1 s6z konusu malzemelerin bir arada oldugunda ortaya ¢ikan sinerjik etkiden
kaynaklandig1 seklinde yorumlandi (Li vd. 2007, Arvinte vd. 2009). TiO;NP-c-
MWCNT/GCE’ye GOx immobilizasyonu ile olusturulan  GOx/TiO,NP-c-
MWCNT/GCE’nin pik akiminin (egri d) diismesi, GOx’un iletken olmayan bir
makromolekiil olmasindan ve elektriksel iletkenligi diisiirmesinden kaynaklandigi
distintildi (Tang vd. 2015, Nor vd. 2016). Bu durum, ayni zamanda GOx’in elektrot

yiizeyine basarili bir sekilde immobilize oldugu diisiincesini giiglendirdi.
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Sekil 4.11 Doniistimlii voltamogramlar: (a) TiO,NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)
TiO;NP-c-MWCNT-/GCE ve (d) GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE (50 mV
s? tarama hizinda 0,10 M KCI iceren 5,0 mM Fe(CN)¢>™ redoks
probunda)

GOx/c-MWCNT-TiO,NP/GCE igin elektron aktarim hiz sabitini (ks) belirlemek
amactyla, bu biyosensériin ¢alisilan tampon ¢ozelti ortammda 5-200 mV s™ tarama

hizinda CV’leri kaydedildi (4.12.A) ve asagida verilen Laviron esitligine gore hiz sabiti
belirlendi (Laviron, 1979).

log ks = a log (1- &) + (1 ) log & — log (RT/nFv) — a (1- &) NFAEp/2,303RT

Esitlikte R gaz sabiti (8,314 j mol™*K™), T oda sicakligin1 (298,15 K), F Faraday sabitini
(96485,34 C mol™), n aktarilan elektron sayisi ve AEp anodik ve katodik pik
potansiyelleri farkini ifade etmektedir. Asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi, GOx’un
aktif merkezinde FAD-FADH; doniisiimii i¢in aktarilan elektron sayis1 2’dir (Kang,
2009).

GOx-FAD + 2¢e” + 2H" & GOx-FADH,
Yiik aktarim katsayist a degeri 0,5 olarak alindiginda; 50, 75, 100 ve 150 mV s tarama

hizlarinda GOx/c-MWCNT-TiO,NP/GCE ig¢in ortalama elektron aktarim hiz sabiti 0,49

(+0,09) st olarak hesaplandi. Literatiirde benzer degerlerin elde edildigi ¢alismalar
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mevcuttur: 0,262 (Zhang vd. 2011), 0,30 (Liu vd. 2004), 0,026 (Jiang vd. 1995), 1,35
(Tang vd. 2015), 1,01 (Yao ve Shiu 2008), 1,98 (Hu vd. 2011), 1,32 (Oztekin vd. 2011),
1,16 (Deng vd. 2008), 1,60 (Fatemi vd. 2012), 0,64 (Prasad vd. 2015).

Sekil 4.12.B, farkli tarama hizlarinda elde edilen anodik ve katodik pik akimlarmin
tarama hizina kars1 degisimini gostermektedir. Bu degisimin dogrusal olmasi elektrot
yiizeyindeki elektron aktarim mekanizmasinin yiizey kontrollii oldugunu ve GOx
enziminin aktif merkezi ile elektrot arasindaki elektron aktariminin basarili bir sekilde

gergeklestigini gostermektedir (Zhang, 2011).

Sekil 4.12.B’de, katodik pik akimlart ile tarama hizi arasindaki dogrusal esitlikten
yararlanilarak, asagida verilen Laviron’un 2. esitligine gore (Laviron, 1979), TiO,NP-c-
MWCNT-/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktar1 () bulundu.

lp = N*F?0ATTART

A, elektrot yiizey alan1 (Wang vd. 2018, Zhang vd. 2007, Huang vd. 2005, Liu ve Ju
2003) olmak iizere, GOx/c-MWCNT-TiO,NP/GCE igin I” degeri 1,41x10® mol cm™
olarak hesaplandi. Bu deger elektrot yiizeyinde elektron aktarimina katkida bulunan,
immobilize edilmis GOx tek katmanii ifade ettigi literatiirde Dbelirtilmektedir
(Eskandari vd. 2015). Bu galismada bulunan I” degeri, literatirde GOx enzimi ile
hazirlanan biyosensorler i¢in bulunan /" degerlerine gore yiiksektir: 7,36x10™° (Wang
vd. 2018), 1,68x10™2 (Eskandari vd. 2015), 3,89x10™° (Karuppiah vd. 2014), 2,22x10"
19 (Yu vd. 2014), 2,46x10™° (Kaushik vd. 2008), 3,92x10”° (Wang vd. 2012), 8,40x10™*
(Peng vd. 2013), 4,95x10* (Pakapongpan ve Poo-arporn 2012), 2,36x10™ (Nor vd.
2016), 1,12x10”° (Kang vd. 2009), 3,88x10°° (Periasamy vd. 2011), 7,50x10™° (Viticoli
vd. 2006), 3,32x10™*" (Yang vd. 2014), 9,68x10™° (Guo vd. 2017), 6,49x10™° (Hu vd.
2011), 8,50x10™ (Oztekin vd. 2011), 1,94x10 (Deng vd. 2008), 3,57x10™ (Zhai vd.
2011), 8,00x10™° (Fatemi vd. 2012). Ayrica bu deger, ciplak elektrot yiizeyine
immobilize edilen GOx tek katmani icin teorik deger olan 2,86x1072 degerinden
(Oztekin vd. 2011, Wang vd. 2018) de daha yiiksektir. Bu durum, biyosensor

hazirlamada  kullanilan modifikasyon yontemi ve malzemelerinin, enzim

85



immobilizasyonu i¢in yararl oldugunu, ayrica biyouyumlulugunun yiiksek oldugunu ve

GOx’1n biyoaktivitesinin korunabildigini gdstermektedir.

1000 1000
A B y =3,62x - 21,02
R?=0,9994
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< 200 | / « 200
> | =
g f IS
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-600 | | -600
y = -3,75x + 16,95
R>=0,9997
-1000 ! : ! ! -1000
-9 -07 -05 -03 -01 01 0 100 200
Potansiyel, V v, mV st

Sekil 4.12 A. GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE nin gesitli tarama hizlarindaki doniisiimli
voltamogramlar1 ve B. pik akimlarinin tarama hiz ile degisimi (0,10 M KCI
igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde)

4.1.4 Calisma Kosullar:

Bir biyosensor ile en iyi performansin elde edilebilmesi i¢cin pH, tampon derisimi ve
sicaklik gibi ¢esitli deneysel parametrelerin optimize edilmesi gereklidi. Bu amagla
GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE biyosensorii ile ¢alisilirken dncelikle galisma ortaminin
pH’sinin biyosensor cevabina etkisi Boliim 3.6.2°de anlatildigi sekilde incelendi. Bu
biyosensor i¢in en yiiksek akim cevabi, pH’st 8,0 olan fosfat tampon ¢ozeltisinde elde
edildi (Sekil 4.13.A). Literatiirde serbest GOx ¢ozeltisi icin optimum pH degeri 5,5
civarinda verilmekle birlikte (Bright ve Appleby 1969), modifiye elektrotlarla
olusturulan GOx’1n kullanildig1 glukoz biyosensoérlerinde ¢ok farkli pH degerlerinin
optimum olarak secildigi literatiirde rapor edilmistir. Ornegin Yang vd. (2009) pH 7,2;
Liv d. (2010) pH 7,0; He vd. (2016) 7,5; Gao vd. (2014) pH 6,0 ve Baratella vd. (2013)
pH 5,1 olan tampon c¢ozeltileri ile ¢alismislardir. Bu farkliligin, GOx’in elektrot
ylizeyine immobilizasyonu sirasinda enzim  konformasyonun degmesinden

kaynaklanacagi seklinde yorumlanmistir (Rodrigues vd. 2013).
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Biyosensoriin performansini etkileyen énemli degiskenlerden biri de ¢alisilan ortamdaki
tampon ¢0zeltinin derisimidir. S6z konusu biyosensor cevabina tampon derisiminin
etkisi, pH 8,0’de tampon derisimi 0,025 — 0,100 M arasinda degistirilip 0,20 mM
glukoz iceren c¢ozeltiye verdigi amperometrik akim cevabi Ol¢iilerek incelendi (Sekil
4.13.B). En yiiksek akim cevab1 0,025 M fosfat tampon cozeltisinde elde edildi ve
bundan sonraki tiim Ol¢timlerde bu derisim kullanildi. Tampon ¢ozeltinin derisiminin
artmasi ile amperometrik akim cevabinin diismesi, yiiksek fosfat derisimlerinin enzim
aktivitesini azaltabildigi seklinde yorumlandi. Literatiirde de benzer sonuglarin

bulundugu belirtilmektedir (Crouch vd. 2005 ve Ghica ve Brett 2006).

Enzimlerin aktivitesi sicaklikla Onemli Olglide degismektedir (Luo vd. 2004).
Hazirladigimiz biyosensorde GOx kullanildigindan, bu biyosensoriin  amperometrik
akim cevabina sicakligin etkisi arastirildi. Bu amagla, GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE
biyosensdriiniin amperometrik akim cevabi 25-50 °C arahiginda sabit glukoz
derisiminde (0,20 mM) incelendi (Sekil 4.13.C). En yiiksek akim cevabinin 40°C’de
elde edilmesine ragmen, yiiksek sicakliklardaki ¢aligmalarin pratik olmamasi sebebiyle
calismalara oda sicakliginda devam edildi. Yiiksek sicakliklardaki akim cevabinin
diismesinin enzimin denatiirasyonundan kaynaklandig: literatiirde verilmektedir (Wang

vd. 2011).

Sonug olarak, bu ve ileride belirtilecek diger tim glukoz biyosensdrleri i¢in pH 8,0;
fosfat tampon ¢ozeltisinin derisimi 0,025 M ve oda sicaklig1 optimum ¢alisma kosullar

olarak secildi.
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Sekil 4.13 GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin akim cevabina (A) pH, (B) tampon
derisimi ve (C) sicaklik etkisi (+0,70 V’ta)

4.1.5 Performans faktorlerinin karsilastirilmasi

Glukoz biyosensorlerinin yiizey bilesimleri tek seferde tek degisken, 22— 2% ve 2%
faktoriyel MKT yontemleri kullanilarak optimize edildi (B6liim 4.1.1) ve bu optimum
yiizey bilesiminde hazirlanan dort farklit GOX/TiO,NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriine
ait analitik performans karakteristikleri gozlenebilme siniri, ¢caligma araligi ve duyarlik

acisindan karsilastirildi ve elde edilen bulgular irdelendi.
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4.1.5.1 Dogrusal calisma arahgi, gozlenebilme siniri, alt tayin sinir1 ve duyarhk

GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE  biyosensorlerinin - dogrusal —¢alisma araligi  ve
duyarhigim1 belirlemek amaciyla, kronoamperometrik yontem ile ard arda glukoz
ilavelerinden sonra akim cevaplart olgildi (Sekil 4.14-4.17.A) ve her bir ilaveden
sonraki akim farklarinin derisime kars1 grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri ¢izildi
(Sekil 4.14-4.17.B). Kalibrasyon grafiklerinden yararlanilarak her bir biyosensoriin

dogrusal ¢alisma araligi ve duyarligi belirlendi.

A 1,2 B
R 30'8
E =
<
0,4
y=1,75x-0,01
R2=0,9972
O 0 1 1 1
0 500 1000 0 0,2 04 0,6 0,8
Zaman, s Glukoz, mM

Sekil 4.14 Yiizey bilesimi tek seferde tek degisken yontemi ile optimize edilen
GOx/TiO;NP—c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi

A. Akim-zaman grafigi ve B. Kalibrasyon grafigi (N=3; +0,70 V’ta 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
¢ozeltisinde)
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Sekil 4.15 Yiizey bilesimi 2°—faktoriyel MKT ile optimize edilen GOx/TiO,NP—c-
MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi

A. Akim-zaman grafigi ve B. Kalibrasyon grafigi (N=3; +0,70 V’ta 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
¢Ozeltisinde)
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Sekil 4.16 Yiizey bilesimi 2°-faktdriyel MKT ile optimize edilen GOx/TiO,NP—c-
MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi

A. Akim-zaman grafigi ve B. kalibrasyon grafigi (N=3; +0,70 V’ta 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
¢oOzeltisinde)
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Sekil 4.17 Yiizey bilesimi 2*—faktoriyel MKT ile optimize edilen GOx/TiO,NP—c-
MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi

A. Akim-zaman grafigi, B. Kalibrasyon grafigi (N=3; +0,70 V’ta 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
¢oOzeltisinde)

Yiizey bilesimi tek seferde tek degisken yontemi ile optimize edilen biyosensor glukoza
2,0x10° — 6,8x10” M araliginda 8,3x10° M gozlenebilme siuri ve 1,75 pA mM™
duyarlik ile cevap verdi (Sekil 4.14). Bu biyosensor ile elde edilen diisiik duyarligin
elektrot modifikasyonunda kullanilan ¢-MWCNT ve TiO,NP miktarlarinin diisiik
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. 22—fakt6riyel MKT ile ylizey bilesimi
belirlenen biyosensor ile glukoz i¢in dogrusal aralik 2,0x10° — 2,3x10° M,
gozlenebilme simrt 3,2x10° M ve duyarlik 9,36 pA mM™ olarak bulundu. Yiizey
bilesimi 2°- faktoriyel MKT optimize edilen biyosensor i¢in ise dogrusal calisma
araligi, gozlenebilme sinir1 ve duyarlik sirasi ile 2,0><10'5 - 1,9X10'3 M, 2,1><10'6 M ve
11,96 pA mM™ olarak elde edildi. Yiizey bilesimi 2°— faktoriyel MKT optimize edilen
biyosensor glukoza 2,O><10'5 - 1,6><10'3 M araliginda 6,8><10'6 M gozlenebilme smir1 ve

7,60 nA mM™ duyarlik ile cevap verdi.

Yiizey bilesimi farkli yontemlerle optimize edilen biyosensorlerin duyarliklar
karsilagtirildiginda, 23—fakt6riyel MKT ile optimize edilen biyosensoriin glukoza en
yiiksek duyarligi gosterdigi bulundu. 2°- ve 2°-faktdriyel MKT ile yiizey bilesimi
optimize edilen biyosensorlerin duyarliklari arasinda ¢ok biiylik bir fark olmamasi ise,

TiO;NP ve ¢-MWCNT miktarlarimin 2°—faktoriyel MKT ile, enzim miktarmin ise
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geleneksel tek seferde tek degisken yontemi ile optimize edilebilecegi ve bunun
Ozellikle ¢ok pahali enzimlerin kullanildig1 biyosensdrlerin hazirlanmasinda uygun bir
yaklasim olabilecegi disiiniildii. Bu nedenle, diger MONP ile glukoz biyosensorii
olusturmak i¢gin MONP ve c-MWCNT nin elektrot yiizeyindeki bilesimi 22—fakt6riyel
MKT ile belirlendi ve biyosensor olustururuken ise TiO,NP’lii biyosensor i¢in bulunan

GOx miktart kullanildi.

22—fakt6riyel MKT ile ylizey bilesimi belirlenen biyosensorlerin ¢aligma kosullari
olarak GOx/TiO,NP—c-MWCNT/GCE igin elde edilen ¢alisma kosullar1 kullanildi. Bu
nedenle, GOX/TiO,NP—c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin diger performans faktorlerini
incelemek i¢in 22—fakt6riye1 MKT ile ylizey bilesimi belirlenen biyosensor kullanildi.

Yiizey modifikasyonunda kullanilan optimum miktardaki ¢c-MWCNT ve TiO,NP
kullanilarak ve her birinin yiizeyine GOx immobilize edilerek iki farkli glukoz
biyosensorii hazirlandi (GOx/c-MWCNT/GCE ve GOx/TiO;NP/GCE) ve bu iki
biyosensoriin glukoz duyarliklar1 kalibrasyon egrileri ¢izilerek belirlendi (Sekil 4.18).
GOx/c-MWCNT/GCE igin dogrusal calisma araligi 1,0x10” — 1,6x10° M ve duyarlik
5,82 nA mM'l; GOx/TiO,NP/GCE igin ise dogrusal ¢alisma araligi 1,0><10'5 — 2,2X10'4
M ve duyarlik 1,56 pA mM™ olarak belirlendi. Bu duyarliklar ve caligma araliklari
GOx/TiO;NP—c-MWCNT/GCE ile karsilastirildi. Bu biyosensoriin dogrusal ¢alisma
aralig 2,0x10™ — 2,3x10™ M ve duyarligi 9,36 pA mM™ (131,83 pA mM™ ecm™) olarak
bulunmustu. 1ki bilesenin ayri ayr1 oldugu durumda hazirlanan biyosensorlerin
duyarliklarinin daha diisiik oldugu goriildii. Bu bilgiler 1s18inda, c-MWCNT ve
TiO,NP’in bir arada bulundugu durumda sinerjik etki ile duyarligr arttirdigi diistintildi.
Bu artis, TiIO,NP’nin c-MWCNT nin elektrot yiizeyinde topaklanmasini biyiik 6l¢iide
azaltarak daha homojen dagilmasindan ve elektrodun ylizey alaninin artmasindan

kaynaklandig1 seklinde degerlendirildi.

GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE  i¢in  bulunan  duyarhigin, literatirde  TiO,
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan diger birgok biyosensorden yiiksek
oldugu gorildii: 0,39 pA mM™ cm™ (Feng vd. 2013b); 23,2 pA mM™ ecm™? (Yang vd.
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2014); 32,6 pA mM™ cm™ (GuO vd. 2017); 0,94 pnA mM™ cm™ (Feng vd. 2013a); 9,25
uA mM™ cm? (Tang vd. 2010); 0,24 pA mM™ cm™ (Pang vd. 2009); 0,08 pA mM™
cm? (Kang vd. 2008); 6,20 pA mM™ cm? (Jang vd. 2012); 4,13 uA mM™ (Xu vd.
2012); 8,25 A mM™ cm? (Cui vd. 2013); 6,31 pA mM™* cm? (Tang vd. 2015).
Literatiirde duyarligi, bu ¢alismada GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE i¢in elde edilen
duyarliktan daha yiiksek olan ¢alismalar da mevcuttur: 240 pA mM™ ecm? (Yao vd.
2011); 36 pA mM™ (Benvenuto vd. 2009) ve 248 nA mM™* cm™ (Gao vd. 2014).

Sonug olarak, GOX/TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin duyarlik bakimindan, literatiirdeki
pek cok calismada elde edilenden daha iyi oldugu sdylenebilir. Biyosensoriin LOD
degerinin, literatiirde verilen TiO, nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan
diger birgok biyosensorden diisiik (1,0x10* M (Feng vd. 2013a), 1,0x10™ M (Kang vd.
2008), 1,0x10™ M (Feng vd. 2013b)) ve dogrusal galisma araliginin ise, glukoz tayini
icin literatiirdeki TiO, nanomalzemeleri ile hazirlanan biyosensorlerin pek ¢ogu igin
elde edilen dogrusal galisma arahgindan daha genis (1,010 — 6x10* M (Yao vd.
2011), 1,0x10™* — 8x10° M (Feng vd. 2013a), 1,0x10° — 1,2x102 M (Xu vd. 2012),
4x10™ - 8x10° M (Zhang vd. 2011), 1,0x10™* — 4x10° M (Feng vd. 2013b), 5,0x10° —
5,5x10" M (Viticoli vd. 2006), 1x10™° — 7x10™* M (Gao vd. 2014)) oldugu goriildi.
Literatiirde, GOX/TiO,NP-c-MWCNT/GCE ile bulunan ¢alisma araligina yakin veya bu
araliktan daha genis ¢aligsma araliklari da rapor edilmistir: 1x10° = 7x10° M (Tang vd.
2010), 1,5x10° — 4x10° M (Benvenuto vd. 2009), 5x10° — 1,3x10° M (Yang vd.
2014).
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Sekil 4.18 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/TiO,NP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.1.5.2 Cevap siiresi

Ideal bir biyosensoriin, analite kisa siirede cevap vermesi beklendiginden, biyosensérler
icin cevap siiresi onemli bir parametredir. Cevap siiresi, GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE
icin ¢izilen kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilan i-t grafiklerinden
yararlanilarak hesaplandi. Cozeltiye yapilan her bir glukoz ilavesinden sonra,
GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin kararli hal akimima ulagmasi igin gereken siire
belirlendi ve bu siirenin %95’ine ulagildigindaki durumda, cevap siiresinin ortalama 20

s oldugu gozlendi. Bu siire, glukoz biyosensorleri i¢in oldukca iyi bir siiredir.

4.1.5.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

Michaelis-Menten sabiti (Ky) substratin enzime baglanma ilgisinin bir dlglisiidiir. Ky
degeri ne kadar kiiciikse, substratin enzime olan ilgisi o kadar fazladir (Xu vd. 2012).
GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’ye immobilize edilmis olan GOx’m glukoza karsi
ilgisini bulabilmek amaciyla, Michaelis-Menten sabiti hesaplandi. Bu sabitin
hesaplanmasi i¢in Boliim 3.7.4’te anlatildig1 gibi Lineweaver-Burk grafigi (1/[Glukoz]-
1/[AQ]) ¢izildi. Bu grafikten GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE igin Ky degeri 0,29 mM

olarak hesaplandi. Literatiirde TiO, nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan
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bazi biyosensorler ile bulunan Ky degerleri 11 mM (Yao vd. 2011), 7,3 mM (Xu vd.
2012), 7,2 mM (Zhang vd. 2011), 7,5 mM (Viticoli vd. 2006), 7,39 mM (Cui vd. 2013)
ve 0,41 mM (Yang vd. 2014) olarak rapor edilmistir. Bu degerler ile bu g¢alismada
bulunan Ky degeri karsilastirildiginda, bulunan degerin literatiirde verilen degerlerden
diisiik olmasindaki en biiylik etkinin, modifikasyonda kullanilan malzemelerin ve
bunlarin miktarlarinin, enzim etkinligi tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu seklinde

yorumlanabilir.

4.1.5.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Hazirlanan tek bir biyosensor ile ¢cok sayida analiz yapilabilmesi, biyosensorler igin
istenen bir Ozelliktir. Bu amagla, Bolim 3.7.5’te anlatildig:r gibi, aynt GOx/TiO,-c-
MWCNT/GCE biyosensorii ile arda arda {i¢ kalibrasyon egrisi cizilerek elde edilen
egrilerin duyarliklarindan, BSS 9%1,0 olarak bulundu. Ayrica, tekrar iiretilebilirligini
belirlemek i¢in aynmi sartlarda ii¢ farkli GOx/TiO;2NP-c-MWCNT/GCE hazirland1 ve
Boliim 3.7.6’da anlatildig1 gibi, her bir GOx/Ti0,NP-c-MWCNT/GCE biyosensorii igin
cizilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan, BSS %2,4 olarak hesaplandi. Tekrar
kullanilabilirlik ve tekrar {retilebilirlik icin BSS degerlerinin diisiik olmasi,
GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin ard arda kullanilabilecegi ve tekrarlanabilir sonuglar
elde edilecek sekilde tiretilebilmeye uygun oldugunu gosterdi.

4.1.5.5 Kararhhk

GOX/TiOz2NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabinin, kullanim sikligi ile nasil degistigini
belirlemek icin, Bolim 3.7.8’de anlatildigr gibi, GOx/TiO2NP-c-MWCNT/GCE’nin
optimum c¢alisma kosullarinda sabit glukoz derisiminde ard arda amperometrik akim
cevaplart dlgiildii. GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin 50 dl¢im boyunca glukoza
verdigi amperometrik cevaplar grafige gecirildi ve Sekil 4.19°da verildi. GOx/T10,NP-
c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabinin, 50 dl¢liim siiresince elde edilen bagil standart

sapmas1 %38,1 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.19 GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin kararlilig1
4.1.5.6 Bozucu tiirlerin etkisi

Glukoz biyosensorlerinin segiciligi gercek numune analizlerinde oldukc¢a Onemlidir.
Kolaylikla yiikseltgenebilen maddeler insan kan serumunda glukozla birlikte bulunur.
GOX/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin substrat segiciligini belirlemek i¢in askorbik asit,
urik asit, ire ve NaCl’nin biyosensorlerin cevabina etkisi Bolim 3.7.9°da anlatildig:
gibi belirlendi. Kanda glukozun normal fizyolojik degerinin, sozii gegen bozucu tiirlerin
30-50 kat yiiksek oldugu bilindiginden (Dayakar, 2017), 1,00 mM glukoz cevabina
kars1 0,02 mM askorbik asit, iirik asit, tire ve NaCl’nin etkisi, kronoamperometrik
yontem ile ¢izilen i-t grafiginden yararlanilarak incelendi (Sekil 4.20). Incelenen bozucu
turlerden ure ve NaCl’nin GOx/TiO;NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina onemli bir
etkisinin olmadig1, askorbik asit ve iirik asite ise, sirasi ile %6,7 ve %7,1 girisim yaptig1
belirlendi. Sonuglar hazirlanan bu biyosensoriin yiiksek bir segicilige sahip oldugunu

gosterdi.
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Sekil 4.20 GOx/TiO,NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
4.2 GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE Biyosensorii ile ilgili Calismalar
4.2.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

Bolim 4.1.1°de yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, elektrot yiizeyinde bulunan
bilesenlerden enzim hari¢ diger ana bilesenlerin optimum degerlerini bulabilmek i¢in
22—fakt6riyel MKT yo6nteminin kullanilmasinin yeterli olabilecegini gosterdi ve
GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan CozO4NP
ve c-MWCNT nin optimum miktarlar 2°—faktériyel MKT ile belirlendi. Bu amagla,
Cizelge 3.11°de verilen deneysel veriler %95 giiven seviyesinde ANOVA ile incelendi
ve Cizelge 4.7°de verildi. Modelin anlamlilig1 Fisher F testi ile incelendi ve F degeri
14,58 olarak bulundu. p degerinin olduk¢a diisiikk olmasi (p=0,0014) modelin anlamli
oldugunu gosterdi. Ayrica, modelde A (p=0,0013), B (p=0,0050), A? (p=0,0035) ve B?
(p=0,0096) anlamli terimler olarak bulundu. Anlamli olmayan terimler ¢ikarildiginda
amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel

model, asagida verilen ikinci dereceden esitlik ile ifade edilebilir:

Y=8886,40+1752,54[c-MWCNT]+1360,73[C0304NP]-1564,71[c-MWCNT]*~1279,51
[Co304NP]?
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Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun olup olmadigi uyumsuzluk testi ile
incelendi. Cizelge 4.7°de uyumsuzluk degerinin 0,1482 (p>0,05) olarak bulunmasi
modelin %95 giiven seviyesinde deneysel verilere uygulanmasinin uygun oldugunu
gosterdi. R? degeri (0,9124) de elektrot cevabmin model ile uyumunun iyi oldugunun

bir gostergesidir.

Cizelge 4.7 ¢-MWCNT-Co3O4NP igin 2°—faktoriyel MKT verileri ile elde edilen

ANOVA
Kaynak B SS df MS F degeri P degeri
Model 8886,40 6,667x10° 5  1,333x10’ 14,58 0,0014  anlamh
A 175254  2,457x10" 1  2,457x10’ 26,87 0,0013  anlamh
B 1360,73  1,481x10" 1  1,481x10’ 16,20 0,0050  anlamh
AB -718,95  2,068x10° 1  2,068x10° 2,26 0,1764
AZ -1564,71  1,703x10° 1  1,703x10’ 18,62 0,0035  anlamh
B? -1279,51  1,139x10° 1 1,139x10’ 12,45 0,0096  anlamh
Artik 6,402x10° 7  9,146x10°
Uyumsuzluk 4,499x10° 3 1,500x10° 3,15 0,1482 a‘éleagrﬁh
Saf hata 1,903x10° 4  4,757x10%®
Toplam Kor. 7,307x10° 12

R?=0,9124

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamast; Fyae = MStakio/MShata; Paeger: 0lastlik
seviyesi.

Sekil 4.21’de GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve Co3z04NP
miktarlarmm +0,70 V’ta 2,0x10* M H,0, igeren fosfat tamponu ¢ézeltisine verdigi
amperometrik cevapla iligkisini gosteren cevap ylizey egrisi goriilmektedir. Cevap
yiizey egrisi ve ANOVA c¢izelgesi degerlendirildiginde, c-MWCNT ve Co304NP
miktarlar ile amperometrik akim cevabi arasindaki iligskinin bir egri olusturdugu ve en
yiiksek amperometrik cevabin 1 mL kitosan ¢ozeltisinde 28,5 mg c-MWCNT ve 12,9
mg Co3zO4NP igeren ¢ozelti ile modifiye edilen elektrotla elde edildigi gortildi. Bu
¢ozelti, yiizey modifikasyonunda kullanilan optimum ¢ozelti olarak belirlendi ve

biyosensor, daha dnce de belirtildigi gibi, yiizeyde 30 U GOx olacak sekilde hazirlandi.
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Sekil 4.21 Co304NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0, iceren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

4.2.2 Yiizey karakterizasyonu

C0304NP, c-MWCNT ve GOx’1n ayri ayr1 ve bir arada iken GCE yiizeyine kaplanmasi
ile hazirlanan elektrotlarin ylizey karakterizasyonu SEM ile gergeklestirildi ve elde
edilen goriintiiler Sekil 4.22°de verildi. Gorilintii A’da ¢c-MWCNT nin karakteristik
ipliksi yapist ve Goriintli B’de Co3O4NP’lerin nanoboyuttaki kiiresel yapilar1 goriildii ve
bu malzemelerin elektrot yiizeyinde homojen bir sekilde dagildigr gbézlendi. Gorlintii
C’de hem ¢c-MWCNT ye ait ipliksi yapilarin, hem de bu yap1 igerisinde homojen bir
sekilde dagilmis kiiresel yapilarin goriilmesi ile, bu elektrot ylizeyinde her iki
malzemenin bir arada oldugu diisiiniildii. Ayrica, bu goriintiide agik bigimde goriilen
gozenekli Co304NP-c-MWCNT vyapisi, hazirlanan elektrodun enzim immobilizasyonu
icin uygun bir ortam saglamasi agisindan da onemlidir. Goriintii D, GOx’1n gozenekli
modifiye elektrot yilizeyine bir tabaka halinde kaplandigini gosterdi ve bu durum, enzim
immobilizasyonunun basarili  oldugunu diislindiirdii. GOXx/Co0304NP-c-MWCNT
matriksinin elementel bilesimi, EDX ile incelendi ve Sekil 4.23’te verildi. Spektrumda
ve ¢izelgede kompozitin igeriginde bulunan Co, K, CI, S, P, Na, O, N, ve C elementlere

ait veriler elektrot yiizeyinde Co304NP, c-MWCNT ve GOx’1n varligini gosterir.
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Sekil 4.22 SEM goriintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) Co304NP/GCE, (C) Co3O4NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE

c Element Kiitlece % Atomik% NetInt. Hata% K-orani z R A F
4.50K CK 5879 6896 165128 7.63  0.25 104 098 041 1
400K NK 685 689 4232 1583 001 101 099 009 1
250K 0K 1877 1653 40231 1069  0.03 0.99 1 014 1
NaK 857 525 72572 766  0.03 0.9 1.03 041 1
00K PK 28 128 50882 348 002 08 105 088 101
250K SK 009 004 1675 3824 000  0.88 1.05 0.92 101
00K CIK 026 010 4533 1852 000 084  1.06 0.96 102
KK 015 005 2277 3274 000 083 1.07 1 104
1.50K CoK 370 089 20252 550  0.03 0.74 1.09 1.02 114
1.00K
0.50K Co
000K ol A _©
0.0 13 26 39 5.2 6.5 78 91 104 11.7 13.0

Lsec: 29.1 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.23 GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE i¢in EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi
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4.2.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Optimum miktarlar kullanilarak hazirlanmig (a) Co3O4NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE,
(c) Co304NP-c-MWCNT/GCE ve (d) GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’lerin CV’leri 50
mV s tarama hizinda 0,10 M KCl igeren redoks probunda kaydedildi ve Sekil 4.24°te
verildi. Sekil incelendiginde, Co304NP/GCE’ye ait a egrisinin pik akiminin oldukga
diisiik, c-MWCNT/GCE’ye ait b egrisinin ise pik akiminin olduk¢a yiiksek oldugu
goriildii. Bu durumun, c-MWCNT ’nin genis ylizey alanina ve yiiksek iletkenlige sahip
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniildii. iki malzemenin bir arada oldugu durumda (egri
¢) pik akiminin daha da artmasindan dolayi, Co3O4NP-c-MWCNT/GCE’nin elektron
aktarim 6zelliginin, iki malzemenin bir arada bulunmasiyla ortaya ¢ikan sinerjik etkiden
kaynaklandig1 varsayildi. Cos04sNP-c-MWCNT/GCE’ye GOx immobilizasyonu ile pik
akimlarmin diismesi, GOx’mn yalitkan 0Ozelligi ile iletkenligi diislirmesinden

kaynaklandig diistiniildii.
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Sekil 4.24 Doéniistimlii voltamogramlar: (a) CozO4NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)
C0304NP-c-MWCNT/GCE ve (d) GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE (50 mV
s tarama hizinda 0,10 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)g>™ redoks probunda)

Sekil 4.25.A’da, GOXx/C030,NP-c-MWCNT/GCE’nin ¢alisilan tampon ¢ozelti

ortaminda, 5-200 mV s tarama hizlarinda kaydedilen CV’leri verildi. Bu grafiklerden
yararlanilarak, GOX/C0304NP-c-MWCNT/GCE igin elektron aktarim hiz sabiti Bélim

101



4.1.3’te anlatildigi gibi belirlendi ve 50, 75, 100 ve 150 mV s tarama hizlarinda

ortalama ks 0,37+0,11 s olarak hesaplandi.

Sekil 4.25.B, 5-200 mV s tarama hizlar1 arasinda elde edilen anodik ve katodik pik
akimlarinin tarama hizina karsi degisimini gostermektedir. Bu degisimin dogrusal
olmasi elektrot ylizeyindeki elektron aktarim mekanizmasinin, bu biyosensor i¢in de
yiizey kontrollii oldugunu oldugunu gostermektedir. Bu grafikteki katodik pik akimlari
ile tarama hiz1 arasindaki dogrusal esitlikten (y= -3,02x+5,55) yararlanilarak,
C0304NP-c-MWCNT/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktari, Bolim 4.1.3’te

anlatildig: gibi, belirlendi ve I" degeri 1,14x10"® mol cm™ olarak hesapland.
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Sekil 4.25 A. GOx/C030;NP-c-MWCNT/GCE’nin ¢esitli tarama hizlarindaki
doniistimlii voltamogramlar1 ve B. pik akimlarinin tarama hiz1 ile degisimi
(0,10 M KCl igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢bzeltisinde)

4.2.4 Performans faktorleri

Optimum  yiizey  bilesiminde  hazirlanan ~ GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE

biyosensdriiniin performans faktdrleri belirlendi ve asagida verildi.
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4.2.4.1 Dogrusal calisma arahgi, gozlenebilme siniri, alt tayin sinir1 ve duyarhk

GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE’nin dogrusal ¢alisma aralig1 ve duyarligini belirlemek
amaciyla, kronoamperometrik yontem ile ard arda glukoz ilavelerinden sonra akim
cevaplari ol¢iildii (Sekil 4.26.A) ve her bir ilaveden sonraki akim farklar1 derigsime karsi
grafige gecirildi (Sekil 4.26.B). Sekil 4.26.C’de verilen kalibrasyon grafiklerinden
yararlanilarak GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin dogrusal ¢alisma araligi 3,0x10° —
2,9x10° M ve duyarhgr 7,43 pA mM™ (104,51 pA mM™ cm™) olarak belirlendi.
Biyosensdriin gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ) ise sirastyla 1,0x10°

M ve 3,5x10° M olarak hesapland.
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Sekil 4.26 GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi

A. Akim-zaman grafigi. B. akim farki-derisim grafigi ve C. Kalibrasyon grafigi (N=3; 0,025 M pH 8,0
fosfat tamponu, +0,70 V)
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Calismada GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE i¢in bulunan duyarlik, literatiirde Co304
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorden yiiksektir: 13,52
uA mM™ cm™ (Karuppiah vd. 2014), 36,25 pA mM™ cm™ (Karuppiah vd. 2014), 0,1
uA mM™ (Dhanjai vd. 2019); bazilarma ise ¢ok yakindir: 102,77 pA mM™ cm (Ding
vd. 2016) ve 116,64 pA mM™ cm™ (Fan vd. 2016). Literatiirde Co30, nanomalzemeleri
ile hazirlanan ve GOX/C0304NP-c-MWCNT/GCE i¢in bulunandan daha yiiksek bir
duyarlik elde edilen bir calismada bu deger 929 pA mM™ cm™ (Rajeshkhanna vd. 2017)

olarak rapor edilmistir.

Biyosensoriin LOD degerinin, literatiirde verilen Co30, nanomalzemeleri ile glukoz
tayini icin hazirlanan diger bazi biyosensorden diisiik: 5,0x10° M (Karuppiah vd.
2014), 1,1x10™* M (Dhanjai vd. 2019), 1,8x10° M (Ding vd. 2016) ve 1,4x10° M (Fan
vd. 2016) bazilarina ise ¢ok yakin oldugu: 9,7x107 M (Ding vd. 2010) ve 1,0x10° M
(Rajeshkhanna vd. 2017); dogrusal ¢aligsma araliginin ise, glukoz tayini i¢in literatiirdeki
C0304 nanomalzemeleri ile hazirlanan biyosensorlerin bazilari igin elde edilen dogrusal
¢alisma araligindan daha genis oldugu goriildii: 2,0x10° — 4x10™* M ve 4,4x10™ —
2,0x10° M (Rajeshkhanna, 2017), 1,0x10™* — 5,0x10° M (Ding vd. 2016) ve 1,0x10®° —
5,0x10° M (Fan vd. 2016).

Sekil 4.27°de, GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin 2°—faktdriyel MKT ile vyiizey
bilesimi optimizasyonunda belirlenen miktarlarda c-MWCNT ve Co3O4NP’nin, GCE
yiizeyine ayr1 ayri modifikasyonu ile hazirlanan modifiye elektrotlara GOx immobilize
edilmesi ile olusturulan A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/Co304NP/GCE’nin
kalibrasyon grafikleri verildi. GOx/c-MWCNT/GCE igin dogrusal c¢alisma araligi
1,010 = 1,6x10° M ve duyarlik 6,33 pA mM™; GOx/Co30,NP/GCE igin ise dogrusal
¢alisma araligr 1,0x10° — 1,4x10* M ve duyarlik 0,28 pA mM™ olarak belirlendi. iki
bilesenin ayr1 ayr1 oldugu durumda hazirlanan biyosensorlerin  duyarliklarinin,
GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin duyarligindan daha diisiik oldugu goriildi. Bu
durum, c-MWCNT ve Co0304NP’in bir arada bulunmasinin biyosensoér performansini
arttirdigr seklinde yorumlandi. Bu kalibrasyon egrilerinde hata cubuklarinin biiyiik
olmast da, bu malzemeler tek tek oldugu durumda yiizeydeki dagilimlarinin

tekrarlanabilir sekilde olmadigini diistindiirdii.
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Sekil 4.27 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/Co3;0,NP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.2.4.2 Cevap siiresi

Cevap siiresi, Boliim 3.7.3’te anlatildig1 sekilde, GOX/C0304NP-c-MWCNT/GCE i¢in
cizilen kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilan i-t  grafiklerinden
yararlanilarak hesaplandi. Cozeltiye yapilan glukoz ilavelerinden sonra, GOx/Co3O4NP-
c-MWCNT/GCE’nin kararli hal akimima ulagmast i¢in gereken siirenin %95’ine
ulagildigindaki durumda, cevap siiresinin ortalama 20 s oldugu gozlendi. Bu siire

hazirlanan biyosensor ile hizli bir cevap elde edilebilmesi i¢in oldukca uygundur.

4.2.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’ye immobilize edilmis olan GOx’m glukoza karsi
ilgisini bulabilmek amaciyla, Michaelis-Menten sabitini (Ky) belirlemek i¢in, Bolim
3.7.4’te anlatildign gibi ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden (1/[Glukoz]-1/[Ai]),
GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE i¢in Ky degeri 0,30 mM olarak hesaplandi. Literatiirde
Co0304 nanomalzemeleri ile glukoz tayini ig¢in hazirlanan biyosensor ile bulunan Ky
degeri 1,18 mM (Ding vd. 2016) olarak rapor edilmistir. Literatiirde verilen bu deger ile
bu c¢alismada bulunan Ky degeri karsilastirildiginda, bulunan degerin literatiirdeki

degerden diisiik olmasindaki en biiyiik etkenin, Co304NP-c-MWCNT/GCE’nin enzim
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immobilizasyonu i¢in uygun bir ortam olusturmasi ve enzim etkinligi tizerinde olumlu

bir etki yapmasi oldugu diisiiniilebilir.

4.2.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar uretilebilirlik

Bolim 3.7.5’te anlatildigi gibi, GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE ile arda arda iig
kalibrasyon egrisi gizilerek elde edilen egrilerin duyarliklarindan, BSS %1,8 olarak
bulundu. Ayrica, tekrar iiretilebilirligini belirlemek i¢in ayni sartlarda ii¢ farkh
GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE hazirland1 ve Boliim 3.7.6’da anlatildigi gibi, her bir
GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE ile ¢izilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan,
BSS %0,7 olarak hesaplandi. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik i¢in BSS
degerlerinin  diisik  olmasi, GOX/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin  ard arda
kullanilabilecegi ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilecek sekilde iiretilebilmeye uygun

oldugunu gosterdi.

4.2.4.5 Kararhhk

GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabinin, kullanim siklig1 ile nasil degistigini
belirlemek i¢in, Boliim 3.7.8’de anlatildigr gibi, GOX/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin
optimum c¢alisma kosullarinda sabit glukoz derisiminde ard arda Olgiimler ile
amperometrik akim cevabi Olgiildii. GOX/C0o304NP-c-MWCNT/GCE’nin 50 O6lgiim
boyunca glukoza verdigi amperometrik cevaplar grafige gecirildi ve Sekil 4.28’de
verildi. GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabinin, 50 6l¢lim siiresince elde
edilen BSS %11,0 olarak hesaplandi. Bu sonug¢ da, biyosensoriin cevabinda biiyiik bir

degisiklik olmadan ard arda 6l¢lim alinabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 4.28 GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCEnin kararlilig1

4.2.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

GOx/C0304NP-c-MWCNT/GCE’nin glukoza kars1 segiciligini belirlemek i¢in askorbik
asit, tirik asit, tire ve NaCl’nin biyosensor cevabina etkisi Boliim 3.7.9°da anlatildig
gibi belirlendi. 1,00 mM glukoz cevabina kars1 0,02 mM askorbik asit, {irik asit, lire ve
NaCl’nin etkisi, kronoamperometrik yontem ile gizilen i-t grafiginden yararlanilarak
incelendi (Sekil 4.29). Askorbik asit, tirik asit, {ire ve NaCl’nin GOx/Co304NP-c-
MWCNT/GCE’nin cevabina sirast ile %2,5, %2,6, %0,4 ve -%1,9 girisim yaptigi
belirlendi. Sonuglar hazirlanan bu biyosensoriin yiiksek bir secicilige sahip oldugunu

gosterdi.
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Sekil 4.29 GOx/Co304NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
4.3 GOx/Fe30,NP-c-MWCNT/GCE ile ilgili Calismalar
4.3.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan FezO4NP
ve c-MWCNT miktarlari, 22—fakt6riyel MKT ile belirlendi. Bu amagla Cizelge 3.11°de
verilen deneysel veriler %95 giiven seviyesinde ANOVA ile incelendi ve Cizelge 4.8’de
verildi. Modelin F degeri 22,31, p degeri ise 0,0004 olarak bulundu. p degerinin
oldukga diisiik olmasi modelin anlamli oldugunu gosterdi. Modelde A (p=0,0030), B
(p=0,0089), A? (p< 0,0001) ve B? (p=0,0016) anlamli terimlerdir. Anlamli terimler
dikkate alindiginda amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz degiskenler arasindaki

matematiksel model, asagida verilen ikinci dereceden esitlik ile ifade edilir:

Y=4614,94+568,16[c-MWCNT]-457,91[Fe;0,NP]-1083,29[c-MWCNT]*~685,79
[Fes04NP]?

Gelistirilen model uyumsuzluk testi ile de incelendi. Cizelge 4.8’de uyumsuzluk

degerinin 0,5589 (p>0,05) olarak bulunmasi1 modelin % 95 giiven seviyesinde deneysel
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verilere uygulanmasmin uygun oldugunu, R?* degeri (0,9410) de elektrot cevabinin

model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.8 c-MWCNT-Fe;O04NP icin 2°—faktoriyel MKT verileri ile elde edilen

ANOVA
Kaynak B SS df MS F degeri P degeri
Model 4614,94 1457x10" 5 2915x10° 22,31 0,0004  anlamh
A 568,16 2,582x10° 1 2582x10° 19,77 0,0030  anlaml
B 457,91 1,677x10° 1 1,677x10° 12,84 0,0089  anlaml
AB 113,17 5123x10* 1 5,123x10* 0,39 0,5510
A? -1083,29 8,164x10° 1 8,164x10° 62,50 <0,0001 anlamh
B? 685,79 3,272x10° 1 3,272x10° 25,05 0,0016  anlamh
Artik 0,144x10° 7  1,306x10°
Uyumsuzluk 3405x10° 3  1135x10° 079 0,5589 a‘éleag“illh
Saf hata 5,739x10° 4  1,435x10°
Toplam Kor. 1,549x10" 12
R? =0,9410

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamast; Fyae = MStakio/MShata; Paeger: 0lastlik
seviyesi.

Sekil 4.30, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve Fe;O4NP
miktarlarinin +0,70 V potansiyelde 2,0x10™* M H,0, ¢dzeltisine verdigi amperometrik
cevapla iligkisini gosteren cevap ylizey egrisini gostermektedir. Cevap yiizey egrisi ve
ANOVA ¢izelgesi degerlendirildiginde, c-MWCNT ve Fe3O4sNP miktarlart ile
amperometrik akim cevab1 arasindaki iliskinin bir egri olusturdugu ve en yliksek
amperometrik cevabinin 1 mL kitosan ¢ozeltisinde, 24,6 mg c-MWCNT ve 14,1 mg
FesO4NP kullanilarak hazirlanan elektrot ile elde edildigi goriildii ve bu ¢ozelti ve
yiizeyde 30 U GOx olacak sekilde modifiye edilen glukoz biyosensorii hazirland1 ve

diger tiim ¢aligmalar bununla yapildi.
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Sekil 4.30 FesO4NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0, iceren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

4.3.2 Yiizey karakterizasyonu

GOx/Fe30O4NP-c-MWCNT/GCE’lerin hazirlanmasinda kullanilan her bir modifikasyon
malzemesinin elektrotlarin ylizey morfolojisini nasil degistirdigi SEM ile belirlendi.
Sekil 4.31°de (A) c-MWCNT/GCE, (B) Fes04NP/GCE, (C) Fes04sNP-c-MWCNT/GCE
ve (D) GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE igin SEM goériintiileri verildi. Sekil 4.31.A ve
B’de, sirasiyla ¢c-MWCNT ve Fe3O4NP’nin yiizeyde homojen bicimde dagildigi
goriildii. Sekil 4.31.C’de Fe3O4NP-c-MWCNT kompozitinin, her iki malzemeyi de
iceren gozenekli bir yapiya sahip oldugu ve bu gézenekli yapinin enzim i¢in uygun bir
ortam saglayacagi; Sekil 4.31.D’de ise yapiya GOx katilmasiyla degisen morfolojinin,
GOx’mn basarili bir sekilde yiizeye immobilize olmasindan kaynaklandig1 disiintildii.
GOx/Fe304NP-c-MWCNT kompozitinin elementel bilesimi, EDX ile incelendi ve Sekil
4.32°de verildi. Spektrum ve ¢izelge incelendiginde, kompozitin i¢eriginde bulunan Fe,
K, Cl, S, P, Na, O, N ve C elementlere ait veriler, elektrot ylizeyinin basarili bir sekilde
modifiye edildigini gosterdi.
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Sekil 4.31 SEM goriintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) Fe;O4NP/GCE, (C) Fe3O4NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE

200K Element Kiitlece% Atomik% MNetlnt. Hata% K-oram Z R A F
180k C CK 41.55 53.77 609.35 9.60 0.12 1.06 0.97 0.28 1
160K K Il\la N K 5.71 6.34 33.98 16.56 0.01 1.03 0.98 0.11 1
0K 25.57 24.84 531.90 10.09 0.05 1.01 0.99 0.18 1
140K Nak 15.11 10.22 945.43 7.71 0.06 0.92 1.02 0.4 1
120K X PK 6.28 3.15 815.90 3.68 0.05 0.88 1.04 083 101
SK 0.07 0.03 8.94 58.98 0.00 0.9 1.05 08 101
1.00K o] CIK 0.28 0.12 35.03 19.23 0.00 0.86 1.05 091 1.02
0.80K KK 0.12 0.05 13.73 55.76 0.00 0.85 1.06 097 1.03
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Sekil 4.32 GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE igin EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi
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4.3.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Sekil 4.33, optimum miktarlar kullanilarak hazirlanmis (a) FesO4NP/GCE, (b) c-
MWCNT/GCE, (c) Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE ve (d) GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE
elektrotlarin 50 mV s? tarama hizinda redoks probunda elde edilen CV’lerini
gostermektedir. Sekil incelendiginde, c-MWCNT/GCE’nin pik akimimin (egri b),
FesO4NP/GCE’nin pik akimindan (egri a) daha biiyiikk oldugu goriildi. Egri c’de,
FesO4sNP-c-MWCNT/GCE’nin en yiiksek akima sahip olmasinin, iki malzemenin bir
arada elektrot ylizey alanini ve iletkenligini arttirarak, elektron aktarim hizim
iyilestirmesinden kaynaklandig1 diisiintildii. Yalitkan 6zellik gosteren GOx enziminin
yapiya katilmasiyla hazirlanan GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE ile ise beklendigi tizere
daha diisiik pik akimlar elde edildi.
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Sekil 4.33 Dontisiimlii voltamogramlar: (a) FesO4NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)
Fe3O4NP-c-MWCNT-/GCE ve (d) GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE (50 mV
s tarama hizinda 0,10 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)g>™ redoks probunda)

GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE’nin akim cevabina tarama hizinin etkisini incelemek
amactyla, bu biyosensoriin calisilan tampon ¢ozelti ortaminda 5-200 mV s' arasinda
cesitli tarama hizlarinda CV’leri kaydedildi (Sekil 4.34.A). Bu grafiklerden ve Laviron
esitliginden faydalanilarak biyosensoriin, Boliim 4.1.3’te ayrintili bir sekilde anlatildigi

gibi, elektron aktarim hiz sabiti (ks) belirlendi. 50, 75, 100 ve 150 mV s* tarama

112



hizlarinda GOx/Fe3;O4NP-c-MWCNT/GCE igin ortalama ks, 0,28+0,08 st olarak
hesaplandi. Ayrica Sekil 4.34.A’da verilen grafikte, katodik pik akimlarinin tarama hizi
ile degisimine ait esitlikten (y = -5,71x - 102,20; R?=0,9724) yararlanilarak, Fe;04NP-c-
MWCNT/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktari, Boliim 4.1.3’te anlatildig1
gibi, belirlendi. Lavironun 2. esitligine gore, I" degeri 2,15x10® mol cm™ olarak

hesaplandi.

Sekil 4.34 B’de, farkli tarama hizlarinda elde edilen anodik ve katodik pik akimlarinin,
tarama hizinin karekokiine karsi degisimi verildi. Bu degisimin dogrusal olmasi elektrot
yizeyindeki elektron aktarirm mekanizmasinin difiizyon kontrolli  oldugunu
gostermektedir. Bu durum, diger = MONP’lerle olusturulan glukoz
biyosensorlerininkinden sadece yiizey kontrollii bir mekanizma olmamasi agisindan
farklidir. Bunun nedeni, Fes04NP’de bulunan Fe(Il) ve Fe(Ill)’ten kaynaklanabilecegi;
yani enzimatik reaksiyon sonucunda olusan elektronlarin ayrica Fe(Il)-Fe(IIII) arasinda

difiizyon yoluyla da iletilebilecegi seklinde yorumlandi.
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Sekil 4.34 A. GOx/Fe3OsNP-c-MWCNT/GCE’nin ¢esitli tarama hizlarindaki
doniislimlii voltamogramlart ve B. pik akimlarimin tarama hizinin
karekokii ile degisimi (0,10 M KCl igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
cozeltisinde)
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4.3.4 Performans faktorleri

4.3.4.1 Dogrusal calisma arahgy, gozlenebilme siniri, alt tayin sinir1 ve duyarhk

GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina glukoz derisiminin etkisini belirlemek

amactyla, kronoamperometrik yontem ile ard arda glukoz ilavelerinden sonra akim

cevaplar olgiildii (Sekil 4.35.A). Her bir ilaveden sonraki akim farklar1 derisime karsi

grafige gecirildi (Sekil 4.35.B) ve kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.35.C). Bu

grafiklerden yararlanilarak GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE’nin  dogrusal

calisma

araligi ve duyarligi sirasiyla 3,0x10° — 2,1x10° M ve 5,49 uA mM™ (77,32 pA mM™*

cm?) olarak belirlendi. Biyosensoriin gozlenebilme smir1 (LOD) ve alt tayin smiri

(LOQ) ise Boliim 3.7.2’de anlatildigi gibi hesaplandi ve sirasiyla 2,2x10° M ve 7,4x10°

® M olarak bulundu.
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Sekil 4.35 GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi A.
Akim-zaman grafigi. B. Akim farki-derisim grafigi ve C. kalibrasyon
grafigi (N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)
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Calismada GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE igin bulunan duyarlik, literatiirde Fe3O4
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan birgok biyosensorden yiiksektir: 1,74
uA mM™ (Lu ve Chen 2006), 9,30 nA mM™ cm (Kaushik vd. 2008), 11,54 pA mM™
cm? (Yang vd. 2009), 58,9 pA mM™ cm? (Baby vd. 2010); 62,45 nA mM™ cm™
(Wang vd. 2012); 0,436 pA mM™ (Jedrzak vd. 2018); 2,65 pA mM™ (Wang vd. 2018);
bazilarma ise ¢ok yakindir: 5,90 pA mM™ (Pakapongpan ve Poo-arporn, 2017).
Literatiirde Fe3O4 nanomalzemeleri ile hazirlanarak daha yiiksek duyarlik elde edilen
¢alismalar da meveuttur: 7,50 pA mM™ (Li vd. 2010); 110 nA mM™ cm™ (Zou vd.
2010); 92,14 pA mM™ cm™ (Chen vd. 2011); 115,3 pA mM™ cm™ (He vd. 2016) ve
16,0 pA mM™ cm? (Hou vd. 2018). Sonu¢ olarak, GOx/FesO;NP-c-MWCNT/GCE

biyosensoriiniin, literatiir ile karsilastirilabilecek duyarliga sahip oldugu goriildii.

Bu ¢alismada GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE i¢in elde edilen LOD degeri, literatiirde
verilen Fe3O4 nanomalzemeleri ile glukoz tayini igin hazirlanan diger bazi
biyosensorden diisiiktiir: 5,0x10* M (Kaushik vd. 2008), 1,0x10° M (Chen vd. 2011),
3,2x10° M (Qui vd. 2007), 6,0x10° M (Yang vd. 2009), 6,5x10° M (Peng vd. 2013) ve
3,5x10° M (He vd. 2016); bazilarma ok yakindir: 2,0x10° M (Li vd. 2010);
bazilarindan ise yiiksektir: 3,3x107 M (Zou vd. 2010) ve 2,3x107 M (Wang vd. 2012).
Dogrusal ¢aligma araliginin ise, glukoz tayini igin literatiirdeki Fe3O4 nanomalzemeleri
ile hazirlanan biyosensorlerin bazilari i¢in elde edilen dogrusal ¢alisma araligindan daha
genis oldugu goriildii: 1,0x10° — 4,0x10° M (Qiu vd. 2007), 5,0x10° —1,0x10° M
(Chen vd. 2011), 2,0x10®° — 1,9x10° M (Peng vd. 2013) ve 5,0x10° — 1,0x10° M
(Pakapongpan ve Poo-arporn, 2017). Hazirladigimiz biyosensoriin ¢alisma araliginin
genel olarak literatiirde verilenlere gore daha genis; LOD degerinin de oldukga diisiik

oldugu goriildii.

Ayrica, GOx/Fe;04NP-c-MWCNT/GCE nin 2°—faktoriyel MKT ile optimizasyonu ile
elde edilen FesO4NP ve c-MWCNT’nin optimum miktarlart ile hazirlanan modifiye
elektrotlara GOx immobilize edilmesi ile hazirlanan A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B.
GOx/Fe30O4sNP/GCE’nin  kalibrasyon grafikleri Sekil 4.36’da verildi. GOx/c-
MWCNT/GCE i¢in dogrusal ¢aligma aralig 1,010 = 1,6x10° M ve duyarlik 4,74 pA
mM'l; GOx/Fe3O4NP/GCE igin ise dogrusal ¢alisma araligi 2,0><10‘5 - 6,8><10'4 M ve
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duyarhk 0,03 pA mM™? olarak belirlendi. Bu biyosensorlerin duyarhiklarimnin,
GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE’nin duyarhigindan daha diisiik; ¢alisma araliginin ise
daha dar oldugu goriildii. Bu durum, c-MWCNT ve Fe3O4NP’in bir arada bulundugunda
biyosensoriin performansini olumlu yonde etkiledigi seklinde yorumlanabilir. Bu
kalibrasyon grafiklerinde hata ¢ubuklarinin, GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE’ye ait

kalibrasyon egrisindekilerden ¢ok daha biiylik olmasi da bu durumu desteklemektedir.
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Sekil 4.36 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/Fe;04sNP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.3.4.2 Cevap siiresi

GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda
kullanilan i-t grafiklerinden yararlanilarak biyosensoriin cevap siiresi hesaplandi ve 20 s

olarak belirlendi. Bu siirenin glukoz tayini i¢in iyi bir siire oldugu disiinildi.

4.3.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

Michaelis-Menten sabitini (Ky) belirlemek i¢in, Bolim 3.7.4’te anlatildigi gibi
Lineweaver-Burk grafigi (1/[Glukoz]-1/[Ai]) ¢izildi. Bu grafikten GOx/Fe3O4NP-c-
MWCNT/GCE i¢in Ky degeri 0,40 mM olarak hesaplandi. Literatiirde Fe3O4

nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan biyosensorler ile bulunan bazi Ky
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degerleri 0,611 mM (YYang vd. 2009), 9,0 mM (Li vd. 2010), 13 mM (Baby vd. 2010),
13,02 mM (Wang vd. 2012), 1,67 mM (Peng vd. 2013) ve 27 mM (Jedrzak vd. 2018)
olarak rapor edilmistir. Literatiirde verilen bu degerler ile bu ¢alismada bulunan Ky
degeri karsilastirildiginda, bulunan degerin literatiirde verilen degerlerden diisiik olmast,
enzimin substrata ilgisinin yliksek oldugunu; GOx’mn aktivitesinin immobilizasyon
sonrasinda da 6nemli 6l¢lide azalmadigimi gosterir (Yang vd. 2009). Literatiirde bulunan
daha kiigiik Ky degerleri mevcuttur: 0,141 mM (Kaushik vd. 2008) ve 0,16 mM
(Pakapongpan ve Poo-arporn, 2017). Farkli modifikasyon ve immobilizasyon yontemleri,

bu degeri diisiirebilir.

4.3.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Bolim 3.7.5’te anlatildigi gibi, GOx/FesO4NP-c-MWCNT/GCE ile arda arda iig
kalibrasyon egrisi gizilerek elde edilen egrilerin duyarliklarindan, BSS %3,0 olarak
bulundu. Aymi sartlarda ti¢ farkli GOx/FesO4NP-c-MWCNT/GCE hazirlandi ve
biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi Boliim 3.7.6°da anlatildiga gibi belirlendi. Ug farkli
GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE ile ¢izilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan
hesaplanan BSS %1,6 olarak bulundu. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik
icin BSS degerlerinin diisiik olmasi, GOx/Fe3O4NP-c-MWCNT/GCE’nin yiiksek bir

tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlige sahip oldugunu gosterdi.

4.3.4.5 Kararhhk

GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin kararliligi, Béliim 3.7.8’de anlatildigi
gibi, GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE’nin optimum ¢alisma kosullarinda sabit glukoz
derisiminde ard arda Slgiimler ile amperometrik akim cevabi dlgiilerek belirlendi (Sekil
4.37). GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabinin, 50 6l¢lim siiresince elde
edilen bagil standart sapmasi %9,0 olarak hesaplandi. Biyosensoriin iyi bir kararlilik

gosterdigi gorildii.
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Sekil 4.37 GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE nin kararlilig

4.3.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

GOx/Fe304-c-MWCNT/GCE’nin substrat segiciligini belirlemek i¢in askorbik asit, {irik
asit, tire ve NaCl’nin biyosensorlerin cevabina etkisi, Boliim 3.7.9’da anlatildigi gibi,
belirlendi (Sekil 4.38). Askorbik asit, iirik asit, tire ve NaCl’nin GOX/Fe3O4-c-
MWCNT/GCE’nin cevabina sirast ile %2,9, %4.,6, %0,9 ve -%2,0 girisim yaptigi
belirlendi. Bu sonuglar, biyosensoriin cevabina biyolojik sivilarda yaygin olarak

bulunan bozucu tiirlerin énemli bir etkisinin olmadigin1 gosterdi.
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Sekil 4.38 GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
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4.4 GOx/SnO,;NP-c-MWCNT/GCE ile Ilgili Cahsmalar
4.4.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan SnO,NP ve
c-MWCNT miktarlarm, 2°—faktériyel MKT ile belirlenmesi amaciyla, Cizelge
3.11°de verilen deneysel veriler %95 giiven seviyesinde ANOVA ile incelendi ve
Cizelge 4.9°da verildi. Modelin anlamliligin1 belirlemek i¢in yapilan Fisher F testinde,
F degeri 11,26; p degeri 0,0030 olarak bulundu. Sonuglar modelin anlamli oldugunu
gosterdi ve modelde A (p=0,0168), A? (p=0,0005) ve B®nin (p=0,0141) anlaml terimler
oldugu bulundu. Anlamli olmayan terimler ¢ikarildiginda amperometrik akim cevabi
(nA) ile bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel model, asagidaki gibi ikinci

dereceden bir esitlik ile verilir:

Y= 6105,98 + 870,97[c-MWCNT] — 1824,66[c-MWCNT]? - 971,36 [SnO,NP]?

Modelin deneysel verilere uygun olup olmadig1 uyumsuzluk testi ile incelendi. Cizelge
4.9’da uyumsuzluk degerinin 0,0760 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giiven
seviyesinde deneysel verilere uygulanmasmm uygun oldugunu gosterdi. R® degeri

(0,8894) de elektrot cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.9 c-MWCNT-SnO,NP igin 2°—faktériyel MKT verileri ile ANOVA

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri

Model 6105,98 3,502x10°7 5  7,005x10° 11,26 0,0030  anlamli
A 870,97 6,069x10° 1  6,069x10° 9,76 0,0168  anlaml
B -288,03 6,637x10° 1 6,637x10° 1,07 0,3360

AB 575,28 1,324x10° 1  1,324x10° 2,13 0,1880

AZ -1824,66 2,316x10° 1  2,316x10’ 37,24 0,0005  anlamh
B? 971,36 6,564x10° 1 6,564x10° 10,55 0,0141  anlamh
Artik 4354x10° 7 6,220x10°

Uyumsuzluk 3444x10° 3 1148x10° %4 0,0760 a‘zlleagrﬁh
Saf hata 0,102x10° 4  2,276x10°

Toplam kor. 3,938x10° 12

R*=0,8894

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamast; Fyaye = MStakio/MShata; Paeger: 0lastlik
seviyesi.
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SnO;NP-c-MWCNT/GCE’nin  yiizey bilesimi optimizasyonunda c-MWCNT ve
SnO,NP miktarlarinin +0,70 V’ta 2,0X10'4 M H,0, ¢ozeltisine verdigi amperometrik
cevapla iliskisini gosteren cevap yiizey egrisi Sekil 4.39°da verildi. Bu cevap yiizey
egrisi ve ANOVA cizelgesi degerlendirildiginde, c-MWOCNT ve SnO,NP miktarlar1 ile
amperometrik akim cevabi arasindaki iliskinin bir egri olusturdugu ve en yiiksek
amperometrik cevabin 1 mL kitosan ¢ozeltisinde 24,7 mg c-MWCNT ve 19,8 mg
SNO,;NP bulundugunda elde edildigi goriildii ve bu miktarlar elektrot yilizey bilesimi

i¢in optimum olarak belirlendi.

Akim, nA

Sekil 4.39 SnO;NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0, igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

4.4.2 Yiizey karakterizasyonu

GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE’lerin  hazirlanmasinda kullanilan nanomalzemelerin
yiizey morfolojisine etkisi SEM yontemi ile belirlendi. Sekil 4.40°ta (A) c-
MWCNT/GCE, (B) SnO;NP/GCE, (C) SnO;NP-c-MWCNT/GCE ve (D) GOx/
SNO,;NP-c-MWCNT/GCE igin SEM goriintiileri verildi. Sekil incelendiginde, Goriintii
A’da ¢c-MWCNT’nin ipliksi yapisi; Goriintii B’de SnO,NP’nin tanecikli yapis1 ve
Goriintii C’de ikisinin bir arada bulundugu ipliksi ve tanecikli yap1 agik bir sekilde
goriilmektedir. Ayrica SNO;NP ve c-MWCNT nin yiizeyde homojen bi¢gimde dagildig:
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ve elde edilen gozenekli yiizey morfolojisinin de enzim immobilizasyonuna uygun
oldugu distiniildii. GOx’1n yapiya katilmasiyla elde edilen goriintii Sekil 4.40.C’de
verildi ve SnO;NP-c-MWCNT kompozitinin gézenekli yiizeyi tizerinde goriilen tabaka
halindeki yapi, GOx’m basarili bir sekilde modifiye elektrot yiizeyine immobilize
oldugu disiiniildi. Sekil 4.41, GOx/SnO,NP-c-MWCNT kompozitinin elementel
bilesimini belirlemek amaciyla yapilan EDX sonuglarini gostermektedir. Spektrumda ve
cizelgede kompozitin igeriginde bulunan Sn, K, Cl, S, P, Na, O, N ve C elementlere ait
veriler, GCE yiizeyinin GOX, SnO;NP ve c-MWCNT ile basarili bir sekilde modifiye

edildigini gostermektedir.

Sekil 4.40 SEM goriintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) SnO,NP/GCE, (C) SnO,NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/ SnO,NP-c-MWCNT/GCE
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280K c Element Kitlece % Atomik% NetInt. Hata% K-oram Z R A F
252K | CK 48.66 59.88 916.19 9.21 0.15 1.05 0.98 0.3 1
224 K rlwa N K 5.55 5.86 35.40 990.99 0.01 1.02 0.99 0.1 1
0K 22.62 20.89  509.76 10.50 0.04 1 1 0.16 1
1.96K Nak 15.49 9.96 1,33461 6.99 0.06 0.91 1.02 0.45 1
168K PK 6.36 3.03 103289 3.23 0.05 0.87 1.05 0.86 1.01
| SK 0.13 0.06 21.20 3091 0.00 0.89 1.05 0.87 101
140K P CIK 0.37 0.15 56.72 16.20 0.00 0.84 1.06 092 101
112K i KK 0.22 0.08 20.88 19.18 0.00 0.84 1.07 0.98 1.03
o SnL 0.61 0.08 36.90 27.33 0.00 0.65 1.27 1.15 1.05
0.84K
0.56K K
0.28K
Sn
0.00K s
0.0 13 2.6 39 5.2 6.5 7.8 91 104 11.7 13.0

Lsec: 28.8 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.41 GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE i¢in EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi

4.4.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE’nin hazirlanmasi sirasinda elektrot yiizeyine modifiye
edilen her bir malzemenin elektrokimyasal davranigini belirlemek amaciyla, ()
SnO;NP/GCE, (b) c¢c-MWCNT/GCE, (c) SnO;NP-c-MWCNT/GCE ve (d)
GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE’lerin, 50 mV s? tarama hizinda redoks probunda
CV’leri kaydedildi ve Sekil 4.42°de verildi. Sekil incelendiginde, SnO,NP/GCE’nin
(egri a) pik akiminin, c-MWCNT/GCE’nin (egri b) pik akimindan diisiik oldugu; ancak
ikisinin bir arada bulundugu SnO;NP-c-MWCNT/GCE’nin (egri c) oldukga yiiksek pik
akimina sahip oldugu goriildii. Bunun da, bu iki tliriin bir arada, elektron aktarimini
iyilestirmelerinden kaynaklandigi diistiniildii. GOX/SnO,NP-c-MWCNT/GCE’ye ait
egride (egri d) pik akimlarinin diigmesi, GOx’1n biiylik molekiillii ve yalitkan yapisinin,

iletkenligi diisiirmesinden kaynaklandigi diisiintildi.
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Sekil 4.42 Doéniisimlii voltamogramlar: (a) SnO,NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)
SnO,NP-c-MWCNT-/GCE ve (d) GOx/SnO2-c-MWCNT/GCE (50 mV s
tarama hizinda 0,10 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)s>"* redoks probunda)

GOXx/Sn0O,-c-MWCNT/GCE’nin farkli tarama hizlarindaki elektrokimyasal davranigini
incelemek igin, bu biyosensoriin g¢aligilan tampon c¢ozelti ortaminda 5-200 mV st
arasindaki tarama hizinda CV’leri kaydedildi ve Sekil 4.43.A’da verildi. Bu grafiklerde
elde edilen anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizina kars1 degisimi ise Sekil
4.43.B’de verildi. Sekil 4.43.A’daki CV’lerden ve Laviron esitliginden yararlanilarak,
Boliim 4.1.3’te anlatildig1 sekilde belirlenen ks degeri; 50, 75, 100 ve 150 mV s™ tarama

hizlarinda ortalama 0,48+0,02 s olarak hesaplandi.

Sekil 4.43.B’de goriilen, anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizina karsi
degisimin dogrusal olmasi, elektrot ylizeyindeki elektron aktarim mekanizmasinin
yiizey kontrollii oldugunu gostermektedir. Boliim 4.1.3’te anlatildig1 sekilde, katodik
pik akimlar1 ile tarama hizi arasindaki dogrusal esitlik kullanilarak, SnO,-c-
MWCNT/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktari (I'), 7,14x10"° mol cm™ olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.43 A. GOx/SnO,;NP-c-MWCNT/GCE’nin ¢esitli tarama hizlarindaki dontistiimlii
voltamogramlari ve B. pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi (0,10 M KCI
iceren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde)

4.4.4 Performans faktorleri

4.4.4.1 Dogrusal ¢calisma arahg, gozlenebilme siniri, alt tayin sinir1 ve duyarhk

GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabini belirlemek amaciyla, pH 8,0 olan
fosfat tampon c¢ozeltisine ard arda glukoz ilaveleri yapilarak akim cevaplari
kronoamperometrik yontem ile ol¢iildi (Sekil 4.44.A). Her bir ilaveden sonraki akim
farklar1 derisime kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.44.B). Elde edilen kalibrasyon
grafiklerinden (Sekil 4.44.C) yararlanilarak GOx/SnO;NP-c-MWCNT/GCE nin
dogrusal calisma aralif1 ve duyarlig sirasiyla 3,0x10° = 2,1x10° M ve 4,90 pA mM™?
(69,01 nA mM™ Cm'z) olarak belirlendi. Biyosensoriin LOD degeri 2,5x10° M ve LOQ
degeri 8,4x10"° M olarak hesaplandi.
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Sekil 4.44 GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi A. Akim-
zaman grafigi. B. Akim farki-derisim grafigi ve C. Kalibrasyon grafigi (N=3;
0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

Literatiirde SnO, nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan biyosensorlerde
duyarlik degeri verilmedigi icin karsilastirma yapilmamistir. Bu ¢alismada bulunan
dogrusal caligma araligimin, glukoz tayini igin literatiirdeki SnO, nanomalzemeleri ile
hazirlanan biyosensorler i¢in elde edilen dogrusal ¢aligma araligindan daha genis oldugu
gorildii: 4,010 — 2,4x10% M (Liv vd. 2009) ve 5,0x10° — 1,0 x10™ M (Alim vd.
2019). GOxX/SnO;NP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen LOD degerinin de literatiirde
verilenlerden daha diisiik (5,0 x10° M (Liv vd. 2009)) veya bu degere yakin oldugu (1,8
x10° M (Alim vd. 2019)) gorildi. Sonug¢ olarak, glukoz tayini igin, SnO,

nanomalzemeleri ile ilgili az sayida biyosensor ¢alismasi oldugundan; GOxX/SnO,NP-c-
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MWCNT/GCE ile diisiik bir LOD degeri ve literatiirde verilenlerden daha genis bir

calisma aralig1 elde edildiginden, literatiire katki saglanabilecegi diistiniildii.

Ayrica, c-MWCNT ve SnO;NP’nin optimum miktarlar1 ile hazirlanan modifiye
elektrotlara GOx immobilize edilmesi ile hazirlanan A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B.
GOx/SnO,NP/GCE’nin  kalibrasyon grafikleri Sekil 4.45°te verildi. GOx/c-
MWCNT/GCE i¢in dogrusal ¢alisma araligt 1,0x10° — 1,6x10™ M ve duyarlik 3,90 pA
mM™; GOx/SnO,NP/GCE igin ise dogrusal calisma araligi 1,0x10> — 8,2x10* M ve
duyarhik 0,01 pA mM™ olarak belirlendi. Bu biyosensérlerin glukoza GOxX/SnO;NP-c-
MWCNT/GCE biyosensoriinden daha diisiik bir duyarlik gostermesi, iki modifikasyon
malzemesinin bir arada kullanilmasinin, biyosensoriin cevabina olumlu bir etki yaptigi

seklinde yorumlandi.

8 0,008
7 r A 0,007
6 0,006
5 F 0,005
< <
4t 0,004
[l ]
< <
3+ 0,003
2 0,002
y =3,90x + 0,09 i y =0,01x + 0,01
! R2=0,9977 0,001 R?=0,9986
0 1 1 1 0 1 1 1 1
0 0,5 1 15 2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Derisim, mM Derisim, mM

Sekil 4.45 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/SnO,NP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu +0,70 V)

4.4.4.2 Cevap siiresi
Cevap siiresi, GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisinin
olusturulmasinda kullanilan i-t grafiklerinden yararlanilarak 20 s olarak hesaplandi. Bu

siirenin literatiirdeki diger glukoz biyosensdrlerinin cevap siireleri incelendiginde,

uygun oldugu goriildii.
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4.4.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE biyosensorii  i¢in  Michaelis-Menten  sabiti  (Ky)
Bo6lim3.7.4’te  anlatildigni  sekilde belirlendi ve Lineweaver-Burk grafiginden
(1/[Glukoz]-1/[Ail]), 0,51 mM olarak hesaplandi. Literatiirde, SnO, nanomalzemeleri ile
hazirlanan biyosensorler i¢in herhangi bir Ky degeri rapor edilmediginden, karsilagtirma
yapilamadi; ancak bu degerin pek ¢ok glukoz biyosensorii i¢in verilen degerden daha

diisiik oldugu goriildii.

4.4.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligini belirlemek
icin ayn1 elektrot ile arda arda {i¢ kalibrasyon egrisi cizildi. Bu egrilerin
duyarliklarindan, BSS %0,9 olarak bulundu. Bu sonug, biyosensoriin yiiksek bir tekrar
kullanilabilirlige sahip oldugunu gosterdi. Biyosensoriin tekrar iretilebilirligini
belirlemek i¢in ayn1 sartlarda ti¢ farkli GOX/SnO,NP-c-MWCNT/GCE hazirlandi ve her
birinin glukoza cevabi 6lgiilerek kalibrasyon egrileri ¢izildi. Egrilerin duyarliklarindan
hesaplanan BSS %0,3 olarak bulundu. Tekrar iiretilebilirlik i¢in elde edilen BSS
degerinin ¢ok diisiik olmasi, bu biyosensoriin yiiksek bir hazirlama tekrarlanabilirligine

sahip oldugunu gosterdi.

4.4.4.5 Kararhhk

GOx/SnO,-c-MWCNT/GCE’nin cevabina, kullanim sikliginin etkisini belirlemek igin,
GOx/SnO,-c-MWCNT/GCE’nin  optimum  ¢alisma  kosullarinda  sabit  glukoz
derisiminde ard arda Olglimler ile amperometrik akim cevabi 6l¢iildi. GOX/SnO,-c-
MWCNT/GCE’nin 50 6l¢iim boyunca glukoza verdigi amperometrik cevaplar grafige
gecirildi ve Sekil 4.46°da verildi. Biyosensoriin glukoz cevabinin, 50 dlgiim siiresince
elde edilen bagil standart sapmasi %9,6 olarak bulunmasi, bu biyosensoriin ¢ok sayida

Olclim i¢in kararli cevaplar verdiginin bir gostergesidir.
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Sekil 4.46 GOx/SnO,;NP-c-MWCNT/GCE’nin kararliligi

4.4.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

Biyolojik sivilarda yaygin bulunan bozucu tiirlerin GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE’nin
cevabina etkisi, Boliim 3.7.9’da anlatildig1 gibi belirlendi. Bu amagla 1,00 mM glukoz
cevabina, 0,02 mM askorbik asit, {irik asit, iire ve NaCl’nin etkisi, kronoamperometrik
yontem ile ¢izilen i-t grafiginden yararlanilarak incelendi (Sekil 4.47). Biyosensoriin
cevabina askorbik asitin %4,0; irik asitin %6,0; tirenin %0,5 ve NaCl’nin -%1,9 girisim
yaptig1 belirlendi. Calisma potansiyeli olarak +0,70 V kullanilmasina ragmen, bozucu
tirlerin bu kadar diislik girisim etkisi gdstermesi, biyosensoriin segiciliginin yliksek

oldugu seklinde yorumlandi.
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Sekil 4.47 GOx/SnO,;NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
4.5 GOx/Fe;0O3NP-c-MWCNT/GCE ile ilgili Calismalar
4.5.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan optimum
Fe;0sNP ve c-MWCNT miktarlari, 22—faktoriyel MKT yontemi kullarlarak belirlendi.
Bu ydntemin uygulanmasi i¢in Cizelge 3.11°de verilen deneysel veriler %95 giiven
seviyesinde ANOVA ile incelendi ve sonuglar Cizelge 4.10°da verildi. Uygulanan
Fisher F testi sonucu modelin F degeri 13,49, p degeri ise 0,0018 olarak bulundu. p
degerinin olduk¢a diisiik olmasi modelin anlamli oldugunu gosterdi. Modelde A
(p=0,0043), A? (p=0,0011) ve B? (p=0,0021) anlamli terimler olarak belirlendi. Bu
anlamli terimler kullanilarak amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz degiskenler

arasindaki matematiksel model, su sekilde verilebilir:
Y= 4652,42 + 733,87[c-MWCNT] — 1002,81[c-MWCNT]? — 899,66[Fe,03NP]?
Deneysel verilerin gelistirilen model ile degerlendirilmesinin uygun olup olmadigini

belirlemek amaciyla uyumsuzluk degeri incelendi. Cizelge 4.10’da uyumsuzluk

degerinin 0,1154 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giiven seviyesinde deneysel
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verilere uygulanmasinin uygun; elde edilen R? degeri (0,9060) de elektrot cevabinin

model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.10 c-MWCNT-Fe;O3NP igin 2°—faktdriyel MKT verileri ile elde edilen

ANOVA
Kaynak B SS df MS F degeri P degeri
Model 465242  1,685x10° 5 3,371x10° 13,49 0,0018 anlamli
A 733,87  4,309x10° 1 4,309x10° 17,24 0,0043 anlamli
B -372,03  1,107x10° 1 1,107x10° 4,43 0,0733
AB 253,85 2578x10° 1 2,578x10° 1,03 0,3436
AZ -1002,81  6,996x10° 1  6,996x10° 28,00 0,0011 anlamli
B? -899,66  5631x10° 1 5631x10° 22,53 0,0021 anlamli
Artik 1,749x10° 7 2,499x10°
Uyumsuzluk 1204x10° 3 4313x10° 70 0,1154 agleagrﬁh
Saf hata 4552x10° 4 1,138x10°
Toplam Kor, 1,860x10" 12

R* = 0,9060

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamast; Fyae = MStakio/MShata; Paeger: 0lastlik
seviyesi.

Sekil 4.48, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve Fe;OsNP
miktarlarinin +0,70 V’ta 2,O><10'4 M H,0, iceren fosfat tamponu ¢ozeltisine verdigi
amperometrik cevapla iligskisini gosteren cevap ylizey egrisini gostermektedir. Cevap
yiizey egrisi ve ANOVA cizelgesi degerlendirildiginde en yiliksek amperometrik
cevabm 29,0 mg mL™* ¢-MWCNT ve 13,3 mg mL™? Fe,OsNP iceren ¢ozelti ile
hazirlanan elektrot ile elde edildigi goriildii ve bu degerler elektrot yiizey bilesimi igin
optimum degerler olarak belirlendi. Bu optimum degerlerle modifiye edilen GCE
yiizeyine GOx immobilize edilerek biyosensor hazirlandi ve tiim diger ¢alismalar bu

biyosensor ile yapildi.
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Sekil 4.48 Fe,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0, iceren 0,025 M fosfat
tampon ¢6zeltisinde)

4.5.2 Yiizey karakterizasyonu

GOx, FeO3NP ve c-MWCNT lerin, biyosensoriin yiizey morfolojisine etkisini
incelemek amaciyla alinan (A) c-MWCNT/GCE, (B) Fe,O3NP/GCE, (C) Fe,O3NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’ye ait SEM goriintiileri Sekil
4.49°da verildi. Bu goriintiiler incelendiginde, Fe;OsNP ve ¢-MWCNT nin ylizeyde
homojen bi¢imde dagildigi; c-MWCNT nin ipliksi ve Fe;O3NP’nin tanecikli bir yapiya
sahip oldugu goriildii. Gorilintii C incelendiginde, ipliksi ve tanecikli yapilarin bir arada
bulunmasi Fe;O3NP-c-MWCNT kompozitinin elektrot yiizeyine basariyla modifiye
edildigi, Goriintii D’de gozlenen ylizey morfolojisindeki degisim ise, enzimin elektrot
yiizeyine immobilize edildigi seklinde yorumlandi. GOx/Fe,O3NP-c-MWCNT
kompozitinin elementel bilesimi, EDX ile incelendi ve sonuglar Sekil 4.50°de verildi.
Spektrumda ve ¢izelgede kompozitin igeriginde bulunan Fe, K, Cl, S, P, Na, O, N ve C
elementlere ait veriler, SEM goriintiileri ile uyumlu bir sekilde modifikasyonun

gerceklestirildigini gosterdi.
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Sekil 4.49 SEM goriintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) Fe,O3NP/GCE, (C) Fe,O3NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/Fe,O3NP-c-MWCNT/GCE

o Element Kiitlece % Atomik% NetInt. Hata% K-oram z R A F

328K i CK 5689 6721 116807 814 022 104 098 038 1

288K NK 608 616 3058 1737 001 101 099 009 1

2 sak OK 2035 1804 36073 1071 003  0.99 1 014 1
Nak 947 585 66273 7.62 004 09 103 042 1

21K PK 415 190 60117 331 003 08 105 088 101

180K 5K 009 004 1402 4854 000 088 105 091 1.01

4K CIK 023 009 3161 2204 000 08 106 095 1.02

sk Na KK 014 005 1668 3943 000 083  1.07 1 104
Fek 261 066 13458 637 002 076 109 102 1.13

072K CII

0.36K 3 K K Fe .

000K A o

0.0 13 26 39 5.2 6.5 78 9.1 104 11.7 130

Lsec: 29.20 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.50 GOx/Fe;0O3NP-c-MWCNT/GCE igin EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi
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4.5.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Modifiye elektrotlarin elektrokimyasal davraniglarini belirlemek amaciyla, optimum
miktarlari ile hazirlanmis olan (a) Fe,O3sNP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c) Fe,O3NP-c-
MWCNT/GCE ve (d) GOx/Fe;03NP-c-MWCNT/GCE’lerin CV’leri 50 mV s tarama
hizinda redoks probunda kaydedildi ve Sekil 4.51’de verildi. Sekilde, c-
MWCNT/GCE’nin pik akiminin beklenildigi gibi yiiksek oldugu; Fe;O3sNP/GCE’nin
pik akiminin ise oldukga diisiik olmasina ragmen, c-MWCNT ile birlikte kullanildiginda
¢c-MWCNT/GCE’nin pik akimini arttirdign goriildii. iki malzemenin bir arada oldugu
durumda elektronik 06zelliklerinin iyilesmesinin, biyosensor performansina olumlu
yonde etki yapacag: diisiiniildii. iletkenligi diisiik olan GOx’1n yapiya katilmast ile pik
akiminin diigmesi, GOx’1in immobilizasyonun basarili oldugu konusundaki diisiinceyi

giiclendirdi.
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Sekil 4.51 Doniisiimlii voltamogramlar: (a) Fe,O3NP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)
Fe,O3NP-c-MWCNT-/GCE ve (d) GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE (50 mV
s tarama hizinda 0,10 M KCl iceren 5,0 mM Fe(CN)g>™ redoks probunda)

Tarama hizinin, GOX/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin elektrokimyasal davranigina
etkisini belirlemek igin, bu biyosensoriin ¢alisilan tampon ¢o6zelti ortaminda 5 ile 200
mV s* arasinda gesitli tarama hizlarmda CV’leri incelendi (Sekil 4.52.A). Biyosensoriin

elektron aktarim hiz sabitini belirlemek amaciyla, Boliim 4.1.3’te anlatilan Laviron
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esitligi ve Sekil 4.52.A’daki veriler kullanildi. 50, 75, 100 ve 150 mV s’ tarama
hizlarinda ortalama ks 0,10+0,05 st olarak hesaplandi.

Anodik ve katodik pik akimlarmin tarama hizinin karekokiine karsi degisim grafigi
Sekil 4.52.B’de verildi. Bu degisimin dogrusal olmasi elektrot ylizeyindeki elektrot
aktariminin yiizey ve diflizyon kontrollii bir mekanizma ile birlikte yiiriidigiinii

gostermektedir.

Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE  yiizeyine immobilze edilen GOx katmaninin derisimini
belirlemek amaciyla, Bolim 4.1.3’te anlatilan Lavironun 2. esitligi ile, Sekil
4.52.A’daki CV’lerin katodik pik akimlarinin tarama hizina kars1 dogrusal esitliginden
(y = -4,13x - 108,28; R? = 0,9431) yararlanildi ve I" degeri 1,56x10 mol cm™ olarak
hesaplanda.
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Sekil 4.52 A. GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin  gesitli  tarama hizlarindaki
doniigiimlii  voltamogramlar1 ve B. pik akimlarmin tarama hizinin
karekokdi ile degisimi (0,10 M KCI igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon
cozeltisinde)

134



4.5.4 Performans faktorleri

4.5.4.1 Dogrusal ¢calisma arahg, gozlenebilme siniri, alt tayin simir1 ve duyarhk

Optimum bilesimde hazirlanan GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabinin, glukoz
derigimi ile degisimini belirlemek amaciyla, kronoamperometrik yontem ile ard arda
glukoz ilavelerinden sonra akim cevaplar1 6l¢ilildii ve glukoz cevabina ait akim-zaman
ve akim farki-derisim Sekil 4.53.A ve B’de verildi. Sekil 4.53.C’de verilen kalibrasyon
grafiginden yararlanilarak GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin dogrusal ¢alisma araligi
3,0<10° — 15 10° M ve duyarhigi 5,43 pA mM™ (76,48 nA mM™ cm?) olarak
belirlendi. LOD ve LOQ degerleri ise Boliim 3.7.2°de anlatildig: gibi sirastyla 2,6x10°
M ve 8,6x% 10 M olarak hesaplandi.

GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE  igin  bulunan  duyarlik, literatiirde  Fe,O3
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bazi1 biyosensorlerinkinden yiiksek
oldugu belirlendi: 45,85 pA mM™ cm™ (Baratella vd. 2013) ve 5,31 pA mM™ cm?
(Nor vd. 2017). Literatirde bu malzemeler ile hazirlanan yiiksek duyarliga sahip
biyosensor ¢alismalart da meveuttur: 726,9 pA mM™ cm™? (Cao ve Wang, 2011) ve
1382,8 pA mM™ cm™ (Chen vd. 2014). Dogrusal ¢alisma araliginin ise, glukoz tayini
igin literatiirdeki Fe,O3 nanomalzemeleri ile hazirlanan biyosensorlerin bazilar igin elde
edilen dogrusal ¢aligma aralifindan daha genis oldugu gorildii: 2,5%x10° - 5.8x10* M
(Chen vd. 2014), 2,0x10° - 2,5x10* M ve 2,5x10™ - 8,0x10° M (Nor vd. 2017). Baz1
calismalarda ise GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen ¢alisma araliklarina
yakin sonuglar rapor edilmistir: 1,5x10° — 5,8x10° M (Chen vd. 2014) ve 1,0x10° —
1,5x10° M (Chen vd. 2014). GOx/Fe;OsNP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen LOD
degeri, literatlirde rapor edilen bazi1 LOD degerlerinden daha diisiik: 6x 10° M (Cao ve
Wang, 2011) ve 7x10° M (Nor vd. 2017); bazilarindan ise yiiksektir: 910”7 M
(Baratella vd. 2013), 5,8x107 M (Chen vd. 2014) ve 4x107 M (Liu vd. 2016).
Literatiirde Fe;O3 nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in az sayida ¢alisma oldugundan,
bu biyosensor ile elde edilen sonuglarin literatiire katki yapabilecek diizeyde oldugu

diistinildii.
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Sekil 4.53 GOx/Fe;,O3NP-c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi

A. Akim-zaman grafigi. B. Akim farki-derisim grafigi ve C. Kkalibrasyon grafigi (N=3; 0,025 M pH 8,0
fosfat tamponu, +0,70 V)

c-MWCNT ve Fe;OsNP’nin ayri ayrt oldugu durumdaki glukoz cevaplarini
GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin cevabiyla karsilagtirmak amaciyla A.
GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/Fe;0O3NP/GCE hazirland1 ve kalibrasyon grafikleri
Sekil 4.54’te verildi. GOx/c-MWCNT/GCE ve GOx/Fe;OsNP/GCE igin dogrusal
calisma araliklar sirasiyla 1,0><10'5 - 2,2><10'3 M ve I,OXIO'5 - 2,2X10’4 M; duyarliklar
ise sirasiyla 5,20 pA mM™ ve 0,02 pA mM™ olarak belirlendi. GOx/Fe;O3NP-c-
MWCNT/GCE i¢in bulunan sonuglarin, bu iki biyosensor ile bulunanlardan daha iyi
oldugu goriildii. Bu durum, iki malzemenin bir araya geldiginde aralarindaki

etkilesimin, biyosensor performansini arttirdigi  seklinde yorumlandi. Ayrica
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Fe,O3NP’lerinin biyosensoriin duyarligi iizerine 6nemli bir kathi yapmadigi; ancak
kalibrasyon egrilerinin tekrarlanabilirligi izerine ¢ok dnemli bir katkis1 oldugu goriildii.
Bunun da, bu MONP’nin ¢c-MWCNT’nin dagilimini homojen hale getirmesinden
kaynaklandig1 diisiiniildii.
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Sekil 4.54 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/Fe,O3sNP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.5.4.2 Cevap siiresi

GOx/Fe;03NP-c-MWCNT/GCE'nin cevap siiresi, Boliim 3.7.3°te anlatildig: sekilde, i-
t grafiklerinden yararlanilarak hesaplandi. Biyosensor icin cevap siiresinin ortalama 20 s

oldugu gozlendi.

4.5.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ku)

GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’ye immobilize edilmis olan GOx’in glukoza karsi
ilgisi, Bolim 3.7.4’te anlatildigi gibi belirlendi. Bu amagla, Lineweaver-Burk
grafiginden (1/[Glukoz]-1/[Al]) yararlanilarak Michaelis-Menten sabiti, Ky, hesaplandi.
GOx/Fe;03NP-c-MWCNT/GCE igin Ky degeri 0,84 mM olarak bulundu. Literatiirde
Fe,O3 nanomalzemelri ile glukoz tayini icin yapilan ¢alismlarar az oldugu ve bu

calismalarda Ky degeri verilmedigi igin yeterli bir karsilastirma yapilamadi. Yalnizca
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Nor vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada 0,021 mM olan Ky degeri rapor
edilmistir. Ancak GOx/Fe;0O3NP-c-MWCNT/GCE i¢in bulunan Ky degeri, literatiirdeki
diger glukoz tayini i¢in elde edilen degerler géz Oniine alindiginda oldukga diisiik bir
degerdir. Bu da, kullanilan modifikasyon malzemelerinin enzim immobilizasyonu i¢in

uygun oldugunu gosterir.

4.5.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

GOx/Fe;03NP-c-MWCNT/GCE’nin tekrar kullanilabilirligi, Bolim 3.7.5’te anlatildig:
gibi, ayn1 biyosensor ile arda arda ii¢ kalibrasyon egrisi ¢izilerek elde edilen egrilerin
duyarliklarindan yararlanilarak bulundu. Tekrar iretilebilirligi ise Bolim 3.7.6’da
anlatildigi gibi, her bir GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE ile ¢izilen kalibrasyon
egrilerinin duyarliklarindan hesaplandi. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iretilebilirlik
icin hesaplanan bagil standart sapmalar sirasi ile %3,7 ve %3,4 olarak belirlendi. Bagil
standart sapma degerlerinin diisiik olmasi, GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin ard arda
kullanilabilecegi ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecek sekilde iiretilebilmeye uygun

oldugunu gosterdi.

4545 Kararhhk

GOx/Fe;03NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabinin, kullanim sikligi ile nasil degistigi,
Bolim 3.7.8’de anlatildigi gibi belirlendi. GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE nin
optimum c¢alisma kosullarinda sabit glukoz derisiminde ard arda Olglimler ile
amperometrik akim cevabi Olgiilerek biyosensoriin 50 dl¢ciim boyunca glukoza verdigi
amperometrik cevaplar grafige gecirildi ve Sekil 4.55’te verildi. GOx/Fe,;O3NP-c-
MWCNT/GCE’nin glukoz cevabinin, 50 &l¢iim siiresince elde edilen bagil standart

sapmas1 %9,6 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.55 GOx/Fe;,O3NP-c-MWCNT/GCE nin kararlilig

4.5.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

Askorbik asit, iirik asit, tire ve NaCl’nin GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz
cevabina etkisi Bolim 3.7.9’da anlatildigi gibi belirlendi. GOx/Fe,O3NP-c-
MWCNT/GCE’nin 1,00 mM glukoza kars1 cevabi belirlendikten sonra, ayni ¢ozeltiye
0,02 mM askorbik asit, trik asit, tre ve NaCl ard arda ilave edilerek,
kronoamperometrik yontem ile i-t grafigi ¢izildi (Sekil 4.56). Askorbik asit, {irik asit,
iire ve NaCl’nin GOx/Fe,O3-c-MWCNT/GCE’nin cevabina sirasi ile %5,1, %5,1, %0,9
ve -%1,7 girisim yaptig1 belirlendi.
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Sekil 4.56 GOx/Fe;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
4.6 GOx/Al,03NP-c-MWCNT/GCE ile llgili Cahsmalar

4.6.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda, 22—fakt6riyel MKT
ile c-MWCNT ve Al,O3NP miktarlari, Bolim 3.5.5’te anlatildigi gibi, belirlendi. Bu
amagla Cizelge 3.11°de verilen deneysel veriler %95 giiven seviyesinde ANOVA ile
incelendi ve Cizelge 4.11°de verildi. Modelin anlamlilig:i Fisher F testi ile incelendi.
Modelin F degeri 7,31 olarak bulundu ve p degerinin oldukga diisiik olmas1 (p=0,0106)
modelin anlamli oldugunu gdsterdi. Ayrica modelde A (p=0,0168) ve A? (p=0,0014)
anlamli terimlerdir. Anlamli olmayan terimler ¢ikarildiginda amperometrik akim cevabi
(nA) ile bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel model, asagida verilen ikinci

dereceden esitlik ile ifade edilir:
Y=5172,00 + 598,96[c-MWCNT] — 1052,62[c-MWCNT]?
Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun mu oldugu yoksa baska bir modelin mi

uygulanmasi gerektigi uyumsuzluk testi ile incelendi. Cizelge 4.12°de uyumsuzluk

degerinin 0,5569 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giiven seviyesinde deneysel
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verilere uygulanmasmin uygun oldugunu gosterdi. R? degeri (0,8392) de elektrot

cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.11 c-MWCNT-AI,O3NP igin 2°—faktériyel MKT verileri ile ANOVA

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri

Model 5172,00 1,075x10° 5  2,149x10° 7,31 0,0106 anlaml1
A 598,96  2,870x10° 1  2,870x10° 9,75 0,0168 anlamli
B 21,27 3618,71 1 361871 0,012 0,9148

AB 184,25  1,358x10° 1  1,358x10° 0,46 0,5187

A? -1052,62  7,708x10° 1  7,708x10° 26,20 0,0014 anlamli
B? -202,37  2,849x10° 1  2,849x10° 0,97 0,3579

Artik 2,060x10° 7 2,942x10°

Uyumsuzluk 7,697x10° 3  2,566x10° 0,80 0,5569 Agéag?llh
Saf hata 1,290x10° 4 3,225x10°

Toplam Kor, 1,281x10" 12

R? = 0,8392

SS: kareler toplamu; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamasi; Fyaye = MStaktor/MShata; Pacger: Olasilik
seviyesi.

Sekil 4.57, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve Al,O3NP
miktarlarinin +0,70 V potansiyelde 2,0x10™* M H,0, c¢ozeltisine verdigi amperometrik
cevapla iligkisini gosteren cevap yiizey egrisini gostermektedir. Cevap ylizey egrisi ve
ANOVA cizelgesi degerlendirildiginde, c-MWCNT nin birinci ve ikinci dereceden
terimlerinin anlamli oldugu goriildii. Bu durum, c-MWCNT miktar1 ile amperometrik
akim cevabi arasindaki iliskinin bir egri olusturacagini gosterir. Ancak calisilan
Al;O3NP derigimi araliginda Al,O3NP’nin miktari ile ilgili bir terimin anlamli olmadigi
gorildi. Bu da amperometrik cevabin Al,O3NP miktart ile Onemli oOlgiide
degismeyecegini gosterir. Ancak, ilerideki boliimlerde goriilecegi gibi, calisilan derisim
araliginda Al,O3NP miktarinin anlamli bir etkisinin olmamasina ragmen, c-MWCNT ve
Al,O3NP’lerin bir arada bulunmasi ile hazirlanan elektrotlarin, sadece c-MWCNT ile
hazirlanan elektrotlara gore akim cevabii kismen iyilestirdigi belirlendi. Her ne kadar
Al;O3NP’nin akim cevabi lizerine 6nemli bir etki yapmadigi belirlense de, ANOVA
cizelgesindeki S katsayilart kullanilarak elde edilen ve tiim terimlerin yer aldig: ikinci
dereceden esitligin her bilesen cinsinden tiirevi alindiginda en yiliksek amperometrik

cevabin 1 mL kitosan ¢ozeltisi iginde 27,0 mg ¢-MWCNT ve 12,6 mg Al,O3NP
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icerdiginde elde edildigi goriildii. Bu degerler, H,O, cevabinin en yiiksek oldugu durum
oldugundan, elektrot yiizey bilesimi i¢in optimum miktarlar olarak belirlendi.

Akim farki, nA

Sekil 4.57 Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0; igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

4.6.2 Yiizey karakterizasyonu

GOx/AlL,O3NP-c-MWCNT/GCE’lerin  hazirlanmas1  sirasinda  kullanilan her bir
malzemenin ayr1 ayr1 ve bir arada iken GCE ylizeyinde dagitilmasi ile hazirlanan
elektrotlarin yiizey karakterizasyonu SEM ile belirlendi. Bu amagla Sekil 4.58°de (A) c-
MWCNT/GCE, (B) AIl,O3NP/GCE, (C) Al,O3NP-c-MWCNT/GCE ve (D)
GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE  igin SEM  goriintiileri  verildi.  Goriintiiler
incelendiginde, Goriintii A’da c-MWCNT nin ipliksi yapisi, Goriintii B’de Al;O3NP’nin
tanecikli yapisi goriilmekle birlikte Al,O3NP’ler kiimeler olusturmaktadir. Gorlnti
C’de, c-MWCNT’nin ipliksi yapisinin bir ag gibi Al,O3NP’leri sardig1 gézlendi. Bu iki
malzemenin yiizeyde bir arada bulundugu anlasildi. Goriintii D’de Al,O3NP-c-MWCNT
yapisinin GOx tabakasi ile kaplanmasi, enzimin yiizeye iyi bir sekilde immobilize
oldugu belirlendi. GOx/Al,O3NP-c-MWCNT kompozitinin elementel bilesimi, EDX ile
incelendi ve Sekil 4.59’da verildi. Spektrumda goriilen ve ¢izelgede verilen element
pikleri, kompozitin igerdigi Al, K, Cl, S, P, Na, O, N ve C pikleridir. Bu veriler elektrot
yiizeyinde Al,O3NP, c-MWCNT ve GOx bulundugunu gostermektedir.
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Harck Linbrrstty - BILIA

Sekil 4.58 SEM gériintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) Al,O3NP/GCE, (C) Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/Al,OsNP-c-MWCNT/GCE

140K Na Element Kitlece % Atomik% NetInt. Hata% K-oran z R A F
126k K cK 50.47 6170 472.38  9.14 0.15 1.04 0.98 028 1
I Iy NK 7.66 8.03 2475 17.09 001 1.02 0.99 009 1
P oK 1836  16.85 20168 1106 003 1 1 014 1
0.98K Nak  13.50 868 646.87 7.15 0.06 0.91 1.02 047 1
0.82K AlK 151 0.82 12585 7.99 0.01 0.89 1.04 0.66 1.01
PK 7.22 3.42 63073  3.37 0.05 0.87 1.05 0.86 1.01
0.70K SK 0.22 010 1967 27.75 000 0.89 1.05 0.87 101
ossk| | o CIK 0.59 025 4891 1763 000 0.84 1.06 092 101
KK 0.38 014 2727 2197 000 0.84 1.07 0.98 1.02
042K
0.28K
0.14K
0.00K - DET——
00 13 26 39 5.2 6.5 78 9.1 104 11.7 130

Lsec: 29.3 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.59 GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE igin EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi
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4.6.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Sekil 4.60’ta, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT, Al,O3;NP ve
GOx’mn elektrokimyasal davraniglarini belirlemek amaciyla, optimum miktarlar ile
hazirlanmis olan (a) AlLO3sNP/GCE, (b) c¢c-MWCNT/GCE, (c) Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE ve (d) GOx/Al,03NP-c-MWCNT/GCE’nin, 50 mV s tarama hizinda
redoks probunda kaydedilen CV’leri verildi. Sekil incelendiginde, Al,O3NP/GCE’nin
(egri a) pik akimi oldukga diisiik oldugu goriildii. c-MWCNT ’nin iletkenliginin yiiksek
oldugu bilindiginden, c-MWCNT/GCE’ye ait b egrisinin pik akimi ise, beklenildigi gibi
yiiksektir. Bunlarin yaninda Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin (egri b) pik akiminin
yiiksek olmasinin, iki malzemenin bir arada kullanilmasiyla ortaya cikan sinerjik
etkiden kaynaklandig diisiiniildii. Ancak bu durum 2°—faktériiyel MKT ydnteminden
elde edilen Al,O3NP’nin akim cevabi iizerinde onemli etkisi olmadigi gozlemiyle
uyumlu olmamasi ile ilgili bir agiklama yapilamadi. Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’ye GOx
immobilizasyonu ile pik akiminin dismesi ise, GOx’in yalitkan yapisindan

kaynaklandig diistiniildii.

1500

1000 r

500

Akim, pA
o

-500 -

-1000

-1500

-0,5 0 05 1
Potansiyel, V

Sekil 4.60 Dontisiimlii voltamogramlar: (a) Al,OsNP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)
Al,O3NP-c-MWCNT/GCE ve (d) GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE (50 mV
s tarama hizinda 0,10 M KCl iceren 5,0 mM Fe(CN)¢>™ redoks probunda)
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GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE  biyosensoriiniin -~ farkli  tarama  hizlarindaki
elektrokimyasal davranisini incelemek i¢in, bu biyosensoriin calisilan tampon ¢ozelti
ortammda 5-200 mV s tarama hizlarmda CV’leri kaydedildi ve Sekil 4.61.A’da
verildi. Bu grafiklerden yararlanilarak, biyosensoriin elektron aktarim hiz sabiti, B6lim
4.1.3’te anlatildig1 gibi belirlendi. Laviron esitligine gore, 50, 75, 100 ve 150 mV st
tarama hizlarinda GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE i¢in ortalama ks 0,46+0,04 s olarak
hesaplanda.

Sekil 4.61 B, anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizina karsi degisimini
gostermektedir. Bu degisimin dogrusal olmasi elektrot yiizeyindeki elektrot aktarim
mekanizmasinin yiizey kontrollii oldugunu géstermektedir. Bu grafikte goriilen, katodik
pik akiminin tarama hizina kars1 degisiminin dogrusal esitligi kullanilarak Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktari, Bolim 4.1.3’te anlatilan
Lavironun 2. esitligi ile belirlendi. GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE igin I degeri

7,66x107° mol cm olarak hesaplandi.

600 600
B y = 1,84x + 5,07
R? =0,9930
200 | 200
<«
= <
E =
= &
<«
-200 -200 |
y=-2,03x- 11,63
R?=0,9937
_600 1 1 1 1 -600
-09 07 05 -03 -01 01 0 50 100 150 200 250
Potansiyel, V v, mV st

Sekil 4.61 A. GOx/Al,O03NP-c-MWCNT/GCE’nin ¢esitli tarama hizlarindaki
doniislimlii voltamogramlar1 ve B. pik akimlarinin tarama hiz1 ile
degisimi (0,10 M KCl igeren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde
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4.6.4 Performans faktorleri

4.6.4.1 Dogrusal ¢calisma arah@, gozlenebilme siniri, alt tayin simir1 ve duyarhk

GOx/Al;O3NP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabi, kronoamperometrik yontem ile ard

arda glukoz ilavelerinden sonra akim cevaplari dlgiilerek belirlendi (Sekil 4.62.A). Her

bir ilaveden sonraki akim farklar1 derisime kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.62.B) ve bu

grafikte elde edilen dogrusal degisim dikkate alinarak kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil
4.62.C). GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin dogrusal c¢alisma araligt ve duyarligi,
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak sirastyla 3,0 10°-2,1x10° M ve 6,02 LA mM™*

(84,79 pA mM™ cm™) olarak bulundu. Biyosensériin LOD ve LOQ degerleri ise Béliim

3.7.2°de anlatildig1 sekilde, sirastyla 2,9x 10° M ve 9,8x 10 M olarak hesaplandi.

20 20
18 A 18 B . ¢
<14 ¢
14 2 s
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£10 t S10 *
v L £ 8
<8 2l *
6 | < .
4 + 4 - @
2t 2 i
0 ! ! 0 1 1 1
0,0 2,0 4,0 6,0
0 Zg(rJ‘Ran, S 1000 Derisim, mM
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12
<10 |
=.
=28 t
} &)
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g6 |
=
<4t

N
T

0

y=6,02x + 0,34
R2=0,9952

0,0 0,5 1,0 15 2,0
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2,5

8,0

Sekil 4.62 GOx/Al,03NP-c-MWCNT/GCE cevabma glukoz derisiminin etkisi A.
Akim-zaman grafigi. B. Akim farki-derisim grafigi ve C. kalibrasyon
grafigi (N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)
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Bu ¢alismada GOx/Al;03NP-c-MWCNT/GCE ig¢in bulunan duyarlik, literatiirde Al,O3
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerden yiiksektir: 1,04
uA mM™ cm? (Chen vd. 2002), 56,79 pA mM™ cm™® (Lin vd. 2011); Tsai ve Tsai
(2009) tarafindan yapilan calismada ise daha yiiksek bir duyarlik rapor edilmistir
(113,13 pA mM™ cm®). Biyosensériin dogrusal ¢alisma araligiim, glukoz tayini igin
literatiirdeki Al,O3 nanomalzemeleri ile hazirlanan biyosensorlerin bazilari igin elde
edilen dogrusal calisma araligindan daha genis oldugu gorildii: 4,0 10°-2,19x10% M
(Liu, vd. 1999), 5,010 — 1,1x102 M (Tsai ve Tsai 2009) ve 2,5x10* — 8,0x10° M
(Lin vd. 2011). GOx/Al,03NP-c-MWCNT/GCE i¢in elde edilen LOD degeri ise,
literatiirde rapor edilen diger bazi biyosensorlerden yiiksektir: 1,0x10° M (Liu vd.
1999), 6,2x10° M (Tsai ve Tsai 2009). Bulunan sonuglarin, literatirde Al,O5
nanomalzemeleri ile hazirlanan az sayida glukoz biyosensorii oldugu da goz oniinde

bulunduruldugunda, literatiire katki saglayabilecek diizeyde oldugu diisiiniildii.

Sekil 4.63’te, optimum miktarlarla hazirlanan A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B.
GOx/Al,03NP/GCE’nin kalibrasyon grafikleri verildi. GOx/c-MWCNT/GCE igin
dogrusal calisma araligi 1,0x10° — 1,6x10° M ve duyarlik 5,73 pA mM™;
GOx/Al,0sNP/GCE igin ise dogrusal calisma araligi 1,0x10° — 2,2x10™* M ve duyarlik
0,01 pA mM™ olarak belirlendi. iki malzemenin bir arada oldugu durumda durumda,
dogrusal c¢alisma araligi ve duyarliginin GOx/c-MWCNT/GCE biyosensoriiniinkine
gore kismen iyilestigi goriildi. Bu durum da Al,O3NP’lerin biyosensor cevabi iizerinde

cok dnemli bir etki yapmadig1 seklinde yorumlandi.
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Sekil 4.63 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/Al,O3NP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.6.4.2 Cevap siiresi

Cevap siiresi, Bolim 3.7.3’te anlatildign gibi belirlendi ve GOx/Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE igin cevap siiresinin ortalama 20 s oldugu gozlendi. Bu siirenin,
literatlirde rapor edilmis diger glukoz biyosensorleri dikkate alindiginda, glukoz tayini

i¢cin uygun bir siire oldugu diisiiniildii.

4.6.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

Biyosensore immobilize edilmis olan GOx’mn glukoza kars1 ilgisini bulabilmek
amaciyla, Ky, Bolim 3.7.4’te anlatildigi gibi belirlendi ve GOx/Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE igin Ky degeri 0,87 mM olarak hesaplandi. Literatiirde Al,O3
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorler ile bulunan Ky
degerleri 11,02 mM (Tsai ve Tsai 2009) ve 7,35 mM (Lin vd. 2011) olarak rapor
edilmigtir. GOX/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE ile elde edilen Ky degerinin, literatiirde
verilen bu degerlerden diisiik olmasi, bu c¢alismada hazirlanan modifiye elektroda
immobilize edilmis olan GOx’un glukoza ilgisinin, bahsedilen c¢aligmalardaki

biyosensorlerinkinden fazla oldugu seklinde yorumlandi.
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4.6.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE igin, ayni biyosensor ile arda arda ii¢ kalibrasyon
egrisi ¢izilerek elde edilen egrilerin duyarliklarindan, bagil standart sapma %4,8 olarak
bulundu. Bu degerin kii¢iik olmasi, bu biyosensor ile ard arda dlgiimler yapilabilecegini
gosterdi. Ayrica, tekrar TUretilebilirligini belirlemek i¢in ayni sartlarda {i¢ farkl
GOx/Al,O3-c-MWCNT/GCE hazirlandi ve her bir GOx/Al,03-c-MWCNT/GCE ile
cizilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan hesaplanan bagil standart sapma %5,6
olarak bulundu. Bu deger, GOx/Al,03-c-MWCNT/GCE’nin tekrarlanabilir sonuglar

elde edilecek sekilde iiretilebilmeye uygun oldugunu gosterdi.

4.6.4.5 Kararhhk

GOx/Al,03NP-c-MWCNT/GCE’nin  kararliligini belirlemek i¢in, GOx/Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE’nin optimum c¢alisma kosullarinda sabit glukoz derisiminde ard arda
Olgtimler ile amperometrik akim cevabi Ol¢iildi. GOX/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin
50 6l¢lim boyunca glukoza verdigi amperometrik cevaplar grafige gecirildi ve Sekil
4.64’te verildi. Bu grafikten yararlanilarak, biyosensoriin glukoz cevabinin, 50 6l¢tim

stiresince elde edilen bagil standart sapmasi1 %15,5 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.64 GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin kararliligi
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4.6.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE’nin substrat segiciligini belirlemek i¢in askorbik asit,
iirik asit, iire ve NaCl’nin biyosensorlerin cevabina etkisi Boliim 3.7.9°da anlatildigi
gibi belirlendi. 1,00 mM glukoz cevabina kars1 0,02 mM askorbik asit, {irik asit, lire ve
NaCl’nin etkisi, kronoamperometrik yontem ile gizilen i-t grafiginden yararlanilarak
incelendi (Sekil 4.65). Askorbik asit, iirik asit, tire ve NaCl’nin GOx/Al,O3NP-c-
MWCNT/GCE’nin cevabina sirast ile %3.,4, %2,8, %1,0 ve -%0,4 girisim yaptigi

belirlendi.
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Sekil 4.65 GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE cevabina bozucu tiirlerin etkisi
4.7 GOX/CUONP-c-MWCNT/GCE ile Ilgili Calismalar
4.7.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu
GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan CuONP ve
C-MWCNT miktarlari igin 22—fakt6riyel MKT ile belirlendi. Bu amagcla Cizelge 3.11°de
verilen deneysel veriler %95 giiven seviyesinde ANOVA ile incelendi ve Cizelge

4.12°de verildi. Modelin anlamliligi Fisher F testi ile incelendi modelin ve F degeri

19,53 ve p degeri 0,0006 olarak bulundu. p degerinin oldukca diisiik olmasi, modelin
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anlamh oldugunu gosterdi. Ayrica modelde A (p=0,0247), A% (p=0,0007) ve B?
(p=0,0001) anlaml1 terimler olarak bulundu. Anlamli olmayan terimler ¢ikarildiginda
amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel

model, asagida verilen ikinci dereceden esitlik ile ifade edilir:

Y= 5408,40+497,49[c-MWCNT]-1086,10[c-MWCNT]*~1443,80[CUONP]?
Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun olup olmadigi uyumsuzluk testi ile
incelendi. Cizelge 4.13’de uyumsuzluk degerinin 0,2314 (p>0,05) olarak bulunmasi

modelin %95 giiven seviyesinde deneysel verilere uygulanmasinin uygun oldugunu

gosterdi. R? degeri (0,9331) de elektrot cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.12 c-MWCNT-CuO igin 2°—faktdriyel MKT verileri ile ANOVA

Kaynak B SS df MS F degeri P degeri

Model 5408,40 2,381x10" 5  4,762x10° 19,53 0,0006  anlamli
A 497,49  1980x10° 1  1,980x10° 8,12 0,0247  anlamh
B -240,13  4,613x10° 1  4,613x10° 1,89 0,2114

AB 539,50  1,164x10° 1  1,164x10° 4,78 0,0651

A -1086,10 8,206x10° 1  8,206x10° 33,66 0,0007  anlamh
B -144380 1,450x10" 1 1450x10" 59,48  0,0001  anlamh
Artik 1,707x10° 7 2,438x10°

Uyumsuzluk 1,061x10° 3  3,538x10° 2,19 0,2314 agleagrﬁh
Saf hata 6,453x10° 4  1,613x10°

Toplam Kor, 2,552x10" 12

R?=0,9331

SS: kareler toplamu; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamasi; Fyae = MStaor/MShata; Pacger: 0lasilik
seviyesi.

Sekil 4.66, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve CuONP
miktarlarinin +0,70 V potansiyelde 2,0x10* M H,0, ¢zeltisine verdigi amperometrik
cevapla iligkisini gosteren cevap ylizey egrisini gostermektedir. ANOVA ¢izelgesi
degerlendirildiginde, c-MWCNT ve CuONP’nin her ikisinin de ikinci dereceden
terimlerinin anlamli oldugu goriildi. Bu durum, c-MWCNT ve CuONP miktarlar ile
amperometrik akim cevabi arasindaki iligkinin, bir maksimum verecek sekilde bir egri

olusturacagimi gosterir. Elde edilen cevap yiizey egrisi ve ANOVA verileri, en yiiksek
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amperometrik cevabin 1 mL kitosan ¢ozeltisi iginde 24,6 mg ¢c-MWCNT ve 10,0 mg
CUONP igerdiginde elde edildigi gosterdi. Bu degerler H,O, cevabinin en yiiksek
oldugu durum oldugundan, elektrot yiizey bilesimi i¢in optimum miktarlar olarak

belirlendi.
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Sekil 4.66 CUONP-c-MWCNT/GCE’ nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10* M H,0; igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

4.7.2 Yiizey karakterizasyonu

Sekil 4.67°de (A) c-MWCNT/GCE, (B) CUONP/GCE, (C) CuUONP-c-MWCNT/GCE ve
(D) GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE’lere ait SEM goriintiileri verildi. Bu goriintiiler
elektrot yiizeyini modifiye etmede kullanilan malzemelerin tek basina ve bir arada iken
yiizey morfolojisini nasil degistirdigini gostermektedir. Sekil incelendiginde Goriintii A
ve B, sirastyla c-MWCNT ve CuONP’nin ayr1 ayrt iken elektrot yiizeyindeki
karakteristik  yapilarim1  gostermektedir.  Gorinti C’de, CUuONP-c-MWCNT
kompozitinin her iki malzemeyi de icerdigi ve ylizeyde homojen bigimde dagildigy,
Goriintii D’de ise bu kompozitin yiizeyine kaplanan GOx’1n modifiye elektrot yiizeyine
basarili bir sekilde immobilize oldugu goriilmektedir. GOX/CuONP-c-MWCNT
kompozitinin elementel bilesimini incelemek amaciyla EDX spektrumundan
yararlanildi. Sekil 4.68’de verilen EDX spektrumu ve sekil icinde verilen element

bilesim g¢izelgesi incelendiginde, elektrot yiizeyinin GOX, CUONP ve c-MWCNT ile
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modifiye oldugunu gosteren Cu, K, Cl, S, P, Na, O, N ve C pikleri ve bu piklere ait

veriler goriilmektedir.

—2m

Iverty - Bl 1EA

Sekil 4.67 SEM goriintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) CuONP/GCE, (C) CUONP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOX/CuONP-c-MWCNT/GCE

1.44K P Element Kiitlece % Atomik% MNetInt. Hata% K-oram 7 R A F
CK 3448 4631 49389 924 0.10 1.07 0.97 027 1
128K K O Cu NK 12.09 13.92 8361 1290 0.2 1.04 0.98 013 1
1126 € 0K 2715 27.38  547.65 10.15  0.05 1.02 0.99 017 1
NaK 8.49 596  441.84 897 0.03 0.92 1.01 032 1
0.96K PK 6.56 342 84291 384 0.05 0.89 1.04 0.81 101
- Na SK 0.21 0.10  27.49 2322  0.00 0.91 1.04 0.83 1.01
CIK 0.42 0.19 53.93 1632  0.00 0.87 1.05 0.89 1.02
0.64K KK 0.17 0.07 19.40 2020  0.00 0.86 1.06 0.96 1.03
- Cuk 1042 265 30786 463 0.09 0.75 1.08 1.02 1.1
0.32K
0.16K
0.00K

0.0 13 26 39 5.2 6.5 78 9.1 104 11.7 13.0
Lsec: 28.8 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.68 GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE i¢in EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi
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4.7.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Bu tez ¢alismasinda, 8 adet MONP ile c-MWCNT kullanilarak GCE yiizeyi modifiye
edildi ve bunlarin elektrokimyasal davraniglarini belirlemek amaciyla, CV’leri 50 mV s’
! tarama hizinda redoks probunda kaydedildi. Ancak CuONP kullanilarak hazirlanan
elektrotlarin bu sekilde karakterizasyonunun yapilmast miimkiin olmadi. Ciinkii
literatiirde bu nanomalzeme ile hazirlanan elektrotlardaki CuONP ’nin redoks probunda

bulunan Fe(CN)s* ile reaksiyona girdigi belirtilmektedir (Yang vd. 2010).

Calismada sadece GOX/CUONP-c-MWCNT/GCE’nin elektrokimyasal davranigina
tarama hizinin etkisi incelendi. Bu biyosensoriin galisilan tampon ¢ozelti ortaminda 5-
200 mV s’ tarama hizinda CV’leri kaydedildi (Sekil 4.69.A). Bu grafiklerden
yararlanilarak, GOX/CUONP-c-MWCNT/GCE i¢in elektron aktarim hiz sabiti Boliim
4.1.3’te anlatildig1 gibi belirlendi. 50, 75, 100 ve 150 mV s tarama hizlarinda ortalama
ks, 0,33+0,02 s olarak hesaplandi.

Farkli tarama hizlarinda elde edilen anodik ve katodik pik akimlarmin tarama hizina
kars1 degisimini belirlemek icin Sekil 4.69.B’deki grafik olusturuldu. Bu grafikte
dogrusal bir degisimin olmasi, elektrot ylizeyindeki elektrot aktarim mekanizmasinin
yiizey kontrollii oldugunu gostermektedir. Katodik pik akiminin tarama hizina karsi
degisiminden elde edilen dogrusal esitlikten ve Laviron’un 2. esitliginden
yararlanilarak, CUONP-c-MWCNT/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktar1
belirlendi. Bolim 4.1.3’te anlatildigi sekilde, I” degeri 6,20x10° mol cm? olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.69 A. GOx/CUONP-c-MWCNT/GCE’nin ¢esitli tarama hizlarindaki doniisiimlii
voltamogramlar1 ve B. pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi (0,10 M KCI
iceren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢dzeltisinde)

4.7.4 Performans faktorleri
4.7.4.1 Dogrusal calisma araligi, gozlenebilme siniri, alt tayin sinir1 ve duyarhk

GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE’nin dogrusal ¢alisma araligit ve duyarligi, Bolim
3.7.1’de anlatildig1 gibi belirlendi. Bu amagla, kronoamperometrik yontem ile ard arda
glukoz ilavelerinden sonra akim cevaplar1 olgiildii (Sekil 4.70.A) ve her bir ilaveden
sonraki akim farklari derisime karsi grafige gegirildi (Sekil 4.70.B). Elde edilen
kalibrasyon  grafiklerinden  (Sekil 4.70.C)  yararlanilarak ~ GOX/CuONP-c-
MWCNT/GCE’nin dogrusal ¢aligma araligi 3,0 10° - 1,1x10° M ve duyarlig1 6,25 pA
mM™ (88,03 pA mM™ cm®) olarak belirlendi. Biyosensoriin LOD ve LOQ degerleri,
optimum ¢alisma kosullarinda Boliim 3.7.2°de anlatildigi gibi belirlendi. GOx/CuONP-
c-MWCNT/GCE igin LOD degeri 2,8x10° M ve LOQ degeri 9,3x10° M olarak
hesaplandi.

Calismada GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE igin bulunan duyarlik, literatiirde CuO
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorlerden yiiksek oldugu
goriildii: 30,44 pA mM™* cm? ve 7,205 pA mM*' cm? (Buk vd. 2016). Ancak
literatiirde yiiksek duyarhiga sahip ¢alismalar da mevcuttur: 431,3 pA mM™ cm™ (Wang
vd. 2009); 246 pA mM™ cm™ (Li vd. 2011); 664,3 pA mM™ cm™ (Yang vd. 2012).
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GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE’nin dogrusal c¢aligma araliginin, glukoz tayini igin
literatiirdeki CuO nanomalzemeleri ile hazirlanan biyosensorlerin bazilart igin elde
edilen dogrusal ¢alisma araligindan daha genis veya bu araliklara yakin oldugu goriildii:
6,0x10° — 2,5x10° M (Wang vd. 2009), 4,0x10° — 8,0x10° M (Wang vd. 2010),
1,0x10° = 1,7x10™ M (Li vd. 2011), 2,0x10° — 4,0x10 M (Luo vd. 2012), 5,0x10° —
2,3x10° M (Liu vd. 2012) ve 4,0x10™ — 3,0x10 M (Buk vd. 2016). Bu calismada elde
edilenden biraz daha genis ¢alisma aralifina sahip biyosensorler de rapor edilmistir:
8,0x107 — 2,3x10°® M (Tian ve Liu, 2013); 5,0x10" — 2,3x10™ M (Zhang vd. 2015) ve
1,0x107 — 3,0x10° M (Liu vd. 2018). GOX/CUONP-c-MWCNT/GCE i¢in elde edilen
LOD degeri ise, literatiirde verilen CuO nanomalzemeleri ile glukoz tayini igin
hazirlanan diger bazi biyosensérler ile yakin degerdedir: 4,0x10° M (Wang vd. 2010),
5,7x10° M (Yang vd. 2012) ve 1,6x10° M (Buk vd. 2016).
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Sekil 4.70 GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi A. Akim-
zaman grafigi. B. Akim farki-derisim grafigi ve C. kalibrasyon grafigi (N=3;
0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)
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Ayrica Sekil 4.71°de, optimum miktarlarla hazirlanan A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B.
GOx/CuONP/GCE’nin kalibrasyon grafikleri verildi. GOx/c-MWCNT/GCE igin
dogrusal ¢alisma aralig1 ve duyarlik sirasiyla 1,0x10° — 1,6x10° M ve 6,17 LA mM™;
GOx/CuONP/GCE i¢in ise dogrusal ¢alisma araligi ve duyarlik sirasiyla 1,0x10° —
2,2x10* M ve 0,02 uA mM™ olarak belirlendi. GOx/CUONP-c-MWCNT/GCE igin
bulunan duyarligin, bu iki biyosensorle bulunanlardan ¢ok az yiiksek; ¢aligma araliginin
ise daha genis oldugu goriildii. Sonug¢ olarak, CUONP ve c-MWCNT’nin bir arada

bulunmasiyla, daha iyi performans ozelliklerine sahip bir biyosensor hazirlanacagi

distiniildi.
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Sekil 4.71 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/CuONP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.7.4.2 Cevap siiresi
GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE ig¢in cevap siiresi, bu biyosensor i¢in ¢izilen kalibrasyon
egrisinin olusturulmasinda kullanilan i-t grafiklerinden yararlanilarak ortalama 20 s

olarak belirlendi. Bu siirenin literatiirde elde edilenlerle karsilastirilabilir bir siire oldugu

diistinildii.
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4.7.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE i¢in Michaelis-Menten sabiti (Ky) Bolim 3.7.4’te
anlatildig1 sekilde belirlendi ve Ky degeri 2,27 mM olarak hesaplandi. Literatiirde CuO
nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bazi biyosensorler i¢in rapor edilen
Kwm degerleri 2,82 mM (Buk vd. 2016), 26,8 mM (Liu vd. 2018) ile bu ¢alismada
bulunan Ky degeri karsilastirildiginda, bulunan degerin literatiirde verilen degerlerden
diisik oldugu goriildi. Bu c¢alismada hazirlanan CuONP-c-MWCNT/GCE’ye
immobilize edilen GOx’in glukoza olan ilgisinin yiiksek oldugu, bu durumun da,
CuONP-c-MWCNT kompozitinin, enzim etkinligi lizerinde olumsuz bir etkiye sahip
olmamasindan kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir. Literatiirde Li vd. (2011)
tarafindan yapilan calisgmada bulunan 0,29 mM degeri gibi diisiik degerler de rapor

edilmistir.

4.7.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Bolim 3.7.5’te anlatildigi gibi, GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE ile arda arda iig
kalibrasyon egrisi ¢izilerek elde edilen egrilerin duyarliklarindan, bagil standart sapma
%4,0 olarak bulundu. Ayrica, tekrar iiretilebilirligini belirlemek i¢in ayni sartlarda {i¢
farklt GOX/CuONP-c-MWCNT/GCE hazirlandi ve Bolim 3.7.6’da anlatildig: gibi, her
bir GOx/CUONP-c-MWCNT/GCE ile ¢izilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan
hesaplanan bagil standart sapma %4,0 olarak hesaplandi. Tekrar kullanilabilirlik ve
tekrar tretilebilirlik i¢in bagil standart sapma degerlerinin diisiik olmasi, GOX/CUONP-
c-MWCNT/GCE’nin ard arda kullanilabilecegi ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecek

sekilde tiretilebilmeye uygun oldugunu gosterdi.

4.7.4.5 Kararhhk

GOx/CuO-c-MWCNT/GCE’nin cevabinin, kullanim sikligi ile nasil degistigini
belirlemek i¢in, Bolim 3.7.8’de anlatildign gibi, GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE’nin
optimum calisma kosullarinda sabit glukoz derisiminde ard arda amperometrik akim

cevabr Olgiildii. GOx/CuO-c-MWCNT/GCE’nin 50 6l¢iim boyunca glukoza verdigi
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amperometrik cevaplar grafige gegirildi ve Sekil 4.72°de verildi. GOx/CuONP-c-
MWCNT/GCE’nin glukoz cevabinin, 50 dl¢iim siiresince elde edilen bagil standart

sapmas1 %13,6 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.72 GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE’nin kararliligi

4.7.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

GOX/CuONP-c-MWCNT/GCE’nin substrat segiciligini belirlemek i¢in askorbik asit,
tirik asit, lire ve NaCl’nin biyosensorlerin cevabina etkisi, Boliim 3.7.9’da anlatildig1
gibi belirlendi. 1,00 mM glukoz cevabina kars1 0,02 mM askorbik asit, {irik asit, lire ve
NaCl’nin etkisi, kronoamperometrik yontem ile ¢izilen i-t grafiginden yararlanilarak
incelendi (Sekil 4.73). Askorbik asit, irik asit, tire ve NaCl’nin GOx/CuONP-c-
MWCNT/GCE’nin cevabina sirast ile %1,0, %1,1, %0,2 ve -%0,4 olmak iizere ¢ok az
girisim yaptig1 belirlendi.
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Sekil 4.73 GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
4.8 GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE ile ilgili Cahsmalar
4.8.1 Elektrot yiizey bilesiminin optimizasyonu

GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan ZnONP ve
c-MWCNT miktarlari, 22—fakt6riyel MKT ile belirlendi. Bu amacgla Cizelge 3.11°de
verilen deneysel veriler %95 giiven seviyesinde ANOVA ile incelendi ve Cizelge
4.13’te verildi. Modelin anlamlilig1 Fisher F testi ile incelendi modelin ve F degeri 7,51
olarak bulundu. p degerinin olduk¢a diisiik olmasi (p=0,0098) modelin anlamli
oldugunu gosterdi. Ayrica modelde A (p=0,0094) ve A? (p=0,0028) anlaml: terimlerdir.
Anlamli olmayan terimler ¢ikarildiginda amperometrik akim cevabi (nA) ile bagimsiz
degiskenler arasindaki matematiksel model, asagidaki gibi ikinci dereceden bir esitlik

oldugu gortiliir:
Y= 4128,64 + 764,14[c-MWCNT] — 1042,03[c-MWCNT]?
Gelistirilen modelin deneysel verilere uygun mu oldugu yoksa bagka bir modelin mi

uygulanmasi gerektigi uyumsuzluk testi ile incelendi. Cizelge 4.14’de uyumsuzluk

degerinin 0,8875 (p>0,05) olarak bulunmasi modelin %95 giiven seviyesinde deneysel
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verilere uygulanmasmin uygun oldugunu gosterdi. R? degeri (0,8429) de elektrot

cevabinin model ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.13 c-MWCNT-ZnO igin 2°—faktériyel MKT verileri ile ANOVA

Kaynak Jij SS df MS F degeri P degeri

Model 4128,64 1,398x10° 5  2,796x10° 7,51 0,0098 anlamli
A 764,14 4,671x10° 1  4,671x10° 12,55 0,0094 anlamli
B -451,86 1,633x10° 1  1,633x10° 4,39 0,0745
AB 57,33 1,314x10° 1  1,314x10* 0,035 0,8563
A? -1042,03 7,554x10° 1  7,554x10° 20,29 0,0028 anlamli
B? -260,68 4,727x10° 1  4,727x10° 1,27 0,2970
Artik 2,606x10° 7  3,723x10°

Uyumsuzluk 3486x10° 3  1162x10° 0,21 0,8875 agtagrﬁh
Saf hata 2,257x10° 4  5643x10°

Toplam Kor, 1,659x10° 12

R?=0,8429

SS: kareler toplamu; df: serbestlik derecesi; MS: kareler ortalamasi; Fyaye = MStaktor/MShata; Pacger: Olasilik
seviyesi.

Sekil 4.74, GCE yiizeyini modifiye etmede kullanilan c-MWCNT ve ZnONP
miktarlarm +0,70 V potansiyelde 2,010 M H,0; ¢ozeltisine verdigi amperometrik
cevapla iligkisini gdsteren cevap ylizey egrisini gostermektedir. ANOVA c¢izelgesi
incelendiginde, c-MWCNT miktarinin birinci ve ikinci dereceden terimlerinin anlamli
oldugu goriildii. Bu durum, amperometrik akim cevabinin, c-MWCNT miktar ile bir
egri olusturacak sekilde degistigini gostermektedir. ZNONP ile ilgili terimlerin ise,
ZnONP ile calisilan derisim araliginda dogrusal olarak degistigi ve ANOVA
cizelgesinde cevap akimi iizerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 goriildii. Iki degiskenin
de yer aldig1 ikinci derece denklemin her bir degisken i¢in tlirevinin alinmasi ile 1 mL
kitosan ¢ozeltisinde c-MWCNT ve ZnONP igin sirasiyla 28,4 mg ve 0,4 mg degerleri
elde edildi. Elde edilen bu degerler H,O, cevabmin en yiiksek oldugu duruma karsi

geldiginden elektrot yiizey bilesimi i¢in optimum miktarlar olarak kabul edildi.
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Sekil 4.74 ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin yiizey bilesimi optimizasyonunda elde edilen
cevap yiizey egrisi (+0,70 V ve 2,0x10”* M H,0, igeren 0,025 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde)

4.8.2 Yiizey karakterizasyonu

ZnONP, c-MWCNT ve GOx’mn GCE yiizeyine modifikasyonu sirasinda, kullanilan
malzemelerin ayr1 ayr1 ve bir arada oldugu durumlarin yiizey morfolojisine etkisini
belirlemek icin Sekil 4.75°da verilen SEM goriintiilerinden yararlanildi. Sekil 4.75.A’da
c-MWCNT’nin Kkarakteristik yapisi ve Sekil 4.75.B’de ZnONP’nin igne seklinde
tanecik yapis1 goriilmektedir. Sekil 4.75.C’de ag seklindeki ipliksi yapilarin iginde igne
seklinde taneciklerin bulunmasi, yiizeyde iki bilesenin bir arada bulundugunu ve
homojen bi¢cimde yiizeye kaplandigin1 gostermektedir. Sekil 4.75.D ise enzimin
modifiye elektrot yiizeyine basarili bir sekilde imobilize oldugunu gdstermektedir. Bu
goriintii, ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin GOx immobilizasyonu i¢gin uygun bir ortam
olusturdugu seklinde yorumlandi. Sekil 4.76’de, GOX/ZnONP-c-MWCNT kompozitine
ait EDX spektrumu ve elementel bilesim ¢izelgesi verildi. Spektrum ve ¢izelge
incelendiginde, elektrot yiizeyinde Zn, K, Cl, S, P, Na, O, N ve C elementlerinin
bulundugu goriilmektedir. Bu durum, elektrot yiizeyinin GOXx/ZnONP-c-MWCNT
kompoziti ile basarili bir sekilde kaplandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.75 SEM gériintiileri: (A) c-MWCNT/GCE, (B) ZnONP/GCE, (C) ZnONP-c-
MWCNT/GCE ve (D) GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE

LYUK

K Element Kitlece % Atomik% NetInt. Hata% K-orani z R A F
171K CK 4845 5659 74231 770 020 103 099 04 1
1.52K NK 1526 1528  63.32 1411 0.02 1.01 1 0.1 1
133K oK 26,59 2332 31568 10.86  0.04 0.98 1.01 014 1
114K NaK 4.00 2.44 18615 9.62 0.01 0.89 1.03 04 1
095k PK 436 1.97 45631 2.82 0.03 0.86 1.05 09 101

CIK 0.41 0.16 40.34 21.19 0.00 0.83 1.06 096 1.02
0.76K o 4 KK 0.22 0.08 18.92 38.90 0.00 0.83 1.07 1.01 103
InK 0.72 0.16 16.31 15.41 0.01 0.72 1.09 1.02 141

0.57K

0.38K
0.19K
] Zn Zn
0.00K ol et
0

0 13 26 39 5.2 6.5 78 9.1 104 11.7 13.0
Lsec: 28.8 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.76 GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE i¢in EDX spektrumu ve elementel bilesim
cizelgesi

163



4.8.3 Elektrokimyasal karakterizasyon

Elektrokimyasal davraniglarii  belirlemek amaciyla, (a) ZnONP/GCE, (b) c-
MWCNT/GCE, () ZnONP-c-MWCNT/GCE  ve (d) GOx/ZnONP-c-
MWCNT/GCE’lerin CV’leri 50 mV s tarama hizinda redoks probunda kaydedildi
(Sekil 4.77). Sekilden goriildiigi gibi, c-MWCNT/GCE’nin (egri b) pik akimi,
ZNONP/GCE’nin (egri a) pik akimima gore oldukca yiiksektir. Bu, c-MWCNT nin iyi
bir elektrik iletkenligine sahip oldugu bilindiginden, beklenen bir durumdur. c-
MWCNT-ZnONP/GCE’nin pik akiminin (egri c¢) oldukg¢a yiliksek oldugu goriildi.
ZnONP/GCE’ye ait egride oldukea diisiik bir akim goriilmesine ragmen, c-MWCNT ile
birlikte kullanildiginda, zaten yiliksek olan c-MWCNT/GCE pik akiminin daha da
artmasi, iki malzemenin bir arada olduk¢ca 1iyi elektrokimyasal G&zellikler
sergilemesinden kaynaklandigi diisiiniildii. Bu durum da, calisilan derisim araliginda
2°—faktériyel MKT ile ZnONP miktarlarinin akim cevabi tizerine anlamli bir etkisinin
olmadiginin goriilmiis olmasina ragmen, s6z konusu malzemelerin bir arada oldugunda
ortaya ¢ikan sinerjik etkiden kaynaklandigi = seklinde yorumlanabilir. c-
MWCNT-ZnONP/GCE’ye  GOx  immobilizasyonu ile  olusturulan  GOx/c-
MWCNT-ZnONP/GCE’nin pik akiminin diigmesi, GOx’1n yalitkan yapisi ile elektriksel
iletkenligi azalttig1 seklinde degerlendirildi.
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Sekil 4.77 Doniistimlii voltamogramlar: (a) ZnONP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c)

ZnONP-c-MWCNT/GCE ve (d) GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE (50 mV s™
tarama hizinda 0,10 M KCl i¢eren 5,0 mM Fe(CN)s>"* redoks probunda)
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Biyosensoriin elektrokimyasal davraniginin tarama hizi ile nasil degistigini belirlemek
amactyla, bu biyosensériin ¢alisilan tampon ¢ozelti ortaminda 5-200 mV s™ tarama
hizinda CV’leri kaydedildi ve Sekil 4.78.A’da verildi. Boliim 4.1.3°te anlatilan Laviron
esitligi, bu grafikler kullanilarak biyosensoriin elektron aktarim hizinin belirlenmesine
olanak tanir. Bu yontemle, 50, 75, 100 ve 150 mV s tarama hizlarinda, GOx/ZnONP-
c-MWCNT/GCE i¢in ortalama ks 0,29+0,08 s olarak hesaplandi.

Sekil 4.78.B farkli tarama hizlarinda elde edilen anodik ve katodik pik akimlarinin
tarama hizi ile degisimini gostermektedir. Bu degisimin dogrusal olmasi elektrot
yiizeyindeki elektrot aktarim mekanizmasinin yiizey kontrollii oldugunu gostermektedir.
Bu grafikte elde edilen, katodik pik akiminin tarama hizina karsi degisiminin dogrusal
esitligi kullanilarak c-MWCNT-ZnONP/GCE yiizeyine immobilize edilen GOx miktart,
Bolim 4.1.3’te anlatilan Lavironun 2. esitligi ile belirlendi. GOx/ZnONP-c-
MWCNT/GCE i¢in I degeri 1,08x10® mol cm™ olarak hesapland.

B y =2,35x - 9,07
R?=0,9986
350 350 |
1
g 0 El 0
= A
<
-350 -350
y =-2,87x + 2,60
R2=0,9966
-700 1 1 1 1 -700
-9 07 05 -03 -01 01 0 50 100 150 200 250
Potansiyel, V v, mV s?

Sekil 4.78 A. GOX/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin ¢esitli tarama hizlarindaki doniisimlii
voltamogramlar1 ve B. pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi (0,10 M KC1
iceren 0,025 M pH 8,0 fosfat tampon ¢dzeltisinde)

165



4.8.4 Performans faktorleri

4.8.4.1 Dogrusal ¢calisma arahg, gozlenebilme siniri, alt tayin simir1 ve duyarhk

GOX/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabini belirlemek amaciyla, bu biyosensor
ile kronoamperometrik olarak belirlenen glukoz cevabina ait akim-zaman ve akim farki-
derisim grafikleri sirasiyla Sekil 4.79.A ve Sekil 4.79.B’de verildi. Kalibrasyon
grafiklerinden  (Sekil 4.79.C) vyararlanilarak GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin
dogrusal c¢alisma araligi ve duyarhigi bulundu. GOX/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin
dogrusal ¢alisma araligi 3,0x10° — 1,1x10° M ve duyarligt 5,52 pA mM™ (77,75 pA
mM™ cm?) olarak belirlendi. GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE i¢in bulunan duyarlik,
literatiirde ZnO nanomalzemeleri ile glukoz tayini i¢in hazirlanan bir¢ok biyosensdrden
yiiksektir: 13,3 pA mM™* em™? (Zhao vd. 2007); 21,7 pA mM™ cm™ (Kong vd. 2009);
25,7 pA mM™ cm™ (Yang vd. 2010); 10,03 pA mM™ cm? (Hu vd. 2011); 17,72 pA
mM™ cm™ (Jung ve Lim, 2013); 3,26 pA mM™ (Zhang vd. 2013) ve 3,90 pA mM™ cm™
(Zhou vd. 2019). Ayrica ZnO nanomalzemeler ile hazirlanan daha yiiksek duyarliga
sahip biyosensorler de rapor edilmistir: 110,76 pA mM™ cm™ (Ahmad vd. 2012); 210,8
uA mM™ cm? (Ahmad vd. 2016); 116,64 pA mM™ cm? (Fan vd. 2016) ve 231,7 pA
mM™ cm? (Muthuchamy vd. 2018). Bu ¢alismada bulunan dogrusal ¢alisma arahiginn,
glukoz tayini i¢in literatiirdeki ZnO nanomalzemeleri ile hazirlanan biyosensorlerin
birgogu i¢in elde edilen dogrusal ¢aligma araligindan daha genis veya bu araliklara
yakin oldugu gériildii: 5,0x10° — 3,0x10* M (Liu vd. 2009); 1,0x10° — 2,5x10™* M ve
3,0x10™ = 7,0x10* M (Yang vd. 2010); 6,67x10° — 1,29x10° M (Hu vd. 2011); 1,0x10°
4 _9,0x10° M (Zhai vd. 2011); 1,0x10° — 5,0x10° M (Fan vd. 2016) ve 2,0x10™* —
1,2x10% M (Muthuchamy vd. 2018).

GOX/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin LOD degeri 2,9x10° M ve LOQ degeri 9,8x10° M,
olarak belirlendi. LOD degeri, literatiirde verilen ZnO nanomalzemeleri ile glukoz
tayini i¢in hazirlanan diger bazi biyosensérin LOD degerlerinden diisiik (2,0x10° M
(Zhao vd. 2007); 1,0x10° M (Yang vd. 2010); < 2,0x10° M (Jung ve Lim, 2013);
5,0x10° M (Ahmad vd. 2016) ve 6,3x10° M (Muthuchamy vd. 2018)) veya bu degerler
ile yakin degerde (3,0x10° M (Liu vd. 2009) ve 2,2x10° M (Hu vd. 2011)) oldugu
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goriildli. Literatiirde bu c¢alismada bulunandan daha yiiksek LOD degerleri de
mevcuttur: 1107 M (Ahmad vd. 2012), 6x10” M (Zhang vd. 2013) ve 5x10”" M (Zhou
vd. 2019). Elde edilen sonuglarin literatiire katki yapabilecegi diistiniildii.
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Sekil 4.79 GOX/ZnONP-c-MWCNT/GCE cevabina glukoz derisiminin etkisi A. Akim-
zaman grafigi. B. Akim farki-derisim grafigi ve C. Kalibrasyon grafigi (N=3;
0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

ZnONP ve c-MWCNT’ nin bir arada olmasinin biyosensor cevabina olumlu bir etki
yapip yapmadigim belirlemek amaciyla, optimum miktarlar: ile hazirlanan A. GOx/c-
MWCNT/GCE ve B. GOx/ZnONP/GCE’nin kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve Sekil
4.80’de verildi. GOx/c-MWCNT/GCE igin dogrusal ¢alisma araligi 1,0x10° — 1,6x10
M ve duyarlik 4,90 pA mM™; GOx/ZnONP/GCE igin ise dogrusal ¢aligma aralig
1,010®° — 3,5x10* M ve duyarhk 0,01 nA mM™ olarak belirlendi. GOX/ZnONP-c-
MWCNT/GCE’nin duyarlik ve ¢aligsma araliginin, bu iki biyosensorden daha iyi oldugu

167



goriildii. Bu durumda, bu iki malzemenin bir arada kullanilmasinin, biyosensor cevabi

acisindan avantajli oldugu diistiniildii.
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Sekil 4.80 Kalibrasyon grafikleri A. GOx/c-MWCNT/GCE ve B. GOx/ZnONP/GCE
(N=3; 0,025 M pH 8,0 fosfat tamponu, +0,70 V)

4.8.4.2 Cevap siiresi

GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin glukoz cevabini belirlemek igin olusturulan i-t
grafiklerinden yararlanilarak, bu biyosensoriin cevap siiresi hesaplandi. Boliim 3.7.3’te

anlatildig1 gibi belirlenen cevap siiresinin ortalama 20 s oldugu gézlendi.

4.8.4.3 Michaelis-Menten sabiti (Ky)

Michaelis-Menten sabitini (Ky) belirlemek igin, Bolim 3.7.4°te anlatildigi gibi,
Lineweaver-Burk grafiginden (1/[Glukoz]-1/[Ai]) yararlanildi ve GOx/ZnONP-c-
MWCNT/GCE igin hesaplanan Ky degeri 0,39 mM olarak bulundu. Literatirde ZnO
nanomalzemeleri ile glukoz tayini igin hazirlanan bazi biyosensérler ile bulunan Ky
degerleri 21 mM (Zhao vd. 2007); 19 mM (Kong vd. 2009); 1,95 mM (Yang vd. 2010);
2,48 mM (Hu vd. 2011); 3,11 mM (Zhai vd. 2011); 2,09 mM, 3,09 mM ve 1,37 mM
(Jung ve Lim, 2013); 0,41 mM (Zhang vd. 2013); ~3,2 mM (Ahmad vd. 2016) ve 6,26
mM (Zhou vd. 2019) olarak rapor edilmistir. Literatiirde verilen bu degerler ile bu
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calismada bulunan Ky degeri karsilagtirildiginda, bulunan degerin literatiirde verilen
degerlerden diisiik olmasindaki en biiyiik etkinin, GCE yiizeyini modifiye etmede
kullanilan ZNONP-c-MWCNT kompozitinin, GOx’in glukoza kars1 ilgisine olumlu bir
etki yaptig1 seklinde yorumlanabilir.

4.8.4.4 Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Bolim 3.7.5’te anlatildigr gibi, GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE ile arda arda iig
kalibrasyon egrisi ¢izilerek elde edilen egrilerin duyarliklarindan, bagil standart sapma
%3,1 olarak bulundu. Ayrica, tekrar iiretilebilirligini belirlemek i¢in ayni sartlarda ii¢
farklit GOx/ZnOP-c-MWCNT/GCE hazirland1 ve Boliim 3.7.6°da anlatildigi gibi, her
bir GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE ile ¢izilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan
hesaplanan bagil standart sapma %3,1 olarak bulundu. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik igin bagil standart sapma degerlerinin diisik olmasi, GOx/ZnONP-c-
MWCNT/GCE’nin ard arda kullanilabilecegi ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecek

sekilde tiretilebilmeye uygun oldugunu gosterdi.

4.8.4.5 Kararhhk

GOX/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin cevabinin, kullanim sikligi ile nasil degistigini
belirlemek i¢in, biyosensoriin optimum ¢alisma kosullarinda sabit glukoz derisiminde
ard arda Olciimler ile amperometrik akim cevab1 Olgiildi. GOx/ZnONP-c-
MWCNT/GCE’nin 50 6l¢iim boyunca glukoza verdigi amperometrik cevaplar grafige
gecirildi ve Sekil 4.821’de verildi. GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin  glukoz
cevabinin, 50 Ol¢iim siiresince elde edilen bagil standart sapmasi %12,2 olarak

hesaplandi.

169



3000

< 2000
=
£
> L J ) ° %o 0 o
S 1000 | %0 090%°05% © g 0 *° o 08, "® o 0 "0 o0'e",
=
0 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

Olgiim sayisi

Sekil 4.81 GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin kararliligi

4.8.4.6 Bozucu tiirlerin etkisi

GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin substrat segiciligini belirlemek igin askorbik asit,
tirik asit, tire ve NaCl’nin biyosensorlerin cevabma etkisi, Boliim 3.7.9°da anlatildig:
gibi, belirlendi. 1,00 mM glukoz cevabina kars1 0,02 mM askorbik asit, {irik asit, iire ve
NaCl’nin etkisi, kronoamperometrik yontem ile gizilen i-t grafiginden yararlanilarak
incelendi (Sekil 4.83). Askorbik asit, iirik asit, iire ve NaCl’nin GOx/ZnONP-c-
MWCNT/GCE’nin cevabimna sirast ile %2,2, %4,3, %0,2 ve %3,8 girisim yaptigi

belirlendi.
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Sekil 4.82 GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE’nin cevabina bozucu tiirlerin etkisi
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4.9 Gercek Numune Analizi

Serum numunelerinde yaygin olarak bulunan bozucu tiirlerin biyosensor cevabi lizerine
etkisi belirlendikten ve bu tiirlerin biyosensorlerin cevabi iizerine belirgin bir etkisinin
olmadigi goriildiikten sonra, her bir biyosensor kan serum 6rneklerinde glukoz tayininde
kullanild1 ve elde edilen sonuglar spektrofotometrik yontemle elde edilen sonuglarla

karsilastirildi.

Serum numunelerinde glukoz tayini i¢in standart katma yontemi kullanildi. Bu amagla,
biyosensorlerin her biri i¢in 10 pL. serum numunesi igeren 5,0 mL 0,025 M pH 8,0
fosfat tamponunda +0,70 V’ta akim cevaplar1 kaydedildikten sonra, ortama ard arda
glukoz ¢ozeltilerinden uygun miktarda ilave edildi. Elde edilen kalibrasyon grafikleri
kullanilarak serum numunelerinde glukoz derisimi belirlendi ve biyosensorlerle elde
edilen sonuglar, spektrofotometrik referans yontem ile karsilastirildi. Cizelge 4.14,
referans yontem ve her bir biyosensor ile elde edilen sonuclar1 gdstermektedir. Bu
sonuglar, {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak verildi. Her bir biyosensorle elde edilen glukoz
sonuglarina karsi referans yontemle elde edilen sonuglara ait dogrusal esitlikler de ayni
cizelgede verildi. Bu esitlikler incelendiginde referans yontemle elde edilen sonuglarla
biyosensorlerle elde edilenlerler arasinda iyi bir iliski (egimlerin 1 civarinda olmasi)

oldugu gozlendi.

Ayrica, her bir biyosensor ile elde edilen glukoz sonuglar ile, referans yontem ile elde
edilenler arasinda anlamli bir fark olup olmadigimi belirlemek igin veri ¢ifti t testi
kullanildi. Deneysel t degerleri her bir biyosensor igin Cizelge 4.14’te verildi. %95
giiven seviyesinde, serbestlik derecesi 4 i¢in 2,78 olan kritik t degeri ile
karsilastirildiginda, deneysel t degerlerinin bu degerden kiigiik oldugu goriildii. Bu
durum da, her bir biyosensor ile elde edilen sonuglarla, referans yontem ile elde edilen
sonuglar arasinda %95 giliven seviyesinde anlamli bir fark olmadigim1 gosterdi. Sonug
olarak, hazirlanan 8 biyosensoriin serumda glukoz tayini ig¢in basarili bir sekilde

kullanilabilecegi kanaatine varildi.
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Cizelge 4.14 Serum orneklerinde referans yontem ve GOx/MONP-c-MWCNT/GCE ile
elde edilen sonuglar

Glukoz mg I'T]L-1 tdeneysel
Referans degerler’ 83 89 88 94 100
Biyosensor/
Regresyon esitligib
GOX/TiO,NP-c-MWCNT/GCE 83,4+0,2 90,2+0,5 88,6+0,7 98,2+49 101,3%0,5 2,08
y=1,11x - 8,53 (R? = 0,9644)
GOx/C03;04,NP-c-MWCNT/GCE  83,6+0,3 89,5+0,1 87,840,2 94,3+0,5 100,5+0,3 2,51
y =1,00x + 0,02 (R =0,9977)
GOx/Fe;O4NP-c-MWCNT/GCE  83,9+0,4  89,5+0,3 88,6+0,6 94,3+0,3  99,9+0,3 2,70
y=0,94x+575(R2=1)
GOx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE  83,3+0,3 88,6+1,2 88,4+0,7 94,2+0,7 100,6+0,5 1,36
y=1,02x- 1,61 (R>=0,9973)
GOx/Fe,0OsNP-c-MWCNT/GCE  82,9+1,0 89,7+0,6 88,7+0,4 94,4+0,6 100,3+0,6 2,53
y=1,01x-0,77 (R*2=0,9973)
GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE  84,3+0,6  89,5+0,4 88,5+0,6 94,4+0,1 99,8+1,1 2,14
y=0,92x + 7,72 (R = 0,9992)
GOXx/CuONP-c-MWCNT/GCE 83,5+£0,4 89,6+0,5 87,9+0,8 94,4+0,3 100,3+0,8 2,59
y =0,99x + 0,88 (R?=0,9980)
GOXx/ZnONP-c-MWCNT/GCE 83,6£0,2 90,4+0,8 88,7+0,5 94,6+£0,1 99,4+1,2 1,65

y = 0,93x + 7,08 (R = 0,9920)

 Referans degerler kan numunelerinin alindig1 laboratuvarda spektrofotometrik yontemle elde edilmistir.

® biyosensorle bulunan glukoz degerlerine karsi referans degerler arasindaki regrasyon esitligi
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5. SONUCLAR

Glukoz biyosensorlerinin hazirlanmasinda, c-MWCNT ile birlikte sekiz adet MONP
(TiO2NP, Co3O4NP, FesO4NP, SnO,NP, Fe,O3NP, Al,O3sNP, CUONP ve ZnONP) ve

GOx kullanildi. Bu bilesenlerin yiizeydeki miktarlarinin optimizasyonu o6nemli

oldugundan denenen g¢esitli optimizasyon yontemlerinden elde edilen sonuglardan

cikarilan yorumlar asagida verildi.

Tek seferde tek degisken yontemi ile yapilan optimizasyonda, modifikasyon
malzemelerinin miktarlarint optimize etmek icin belirlenen derisim araliginda,
miktarlara karst akim Olciildiigiinde, bir maksimum elde edildigi ve miktar
arttirlldiginda akimin diismeye basladigi goriildiigiinden, optimum miktarlarin elde
edildigi disiiniildi. Bu nedenle farkli bir derisim araligi belirlemeye ihtiyag
duyulmadi ve elektrot modifikasyonu bu optimum bilesimde yapilarak biyosensor
hazirland1 ve performans 6zellikleri belirlendi. Ancak, bu yontemle elde edilen
optimum miktarlar, 2°—fakt6riyel MKT yaklasimi ile dogrulanmak istendiginde,
ANOVA verilerinden elde edilen sonuglar ile cevap yiizey egrileri
degerlendirildiginde, ¢alisilan aralikta MONP ve c-MWCNT miktarlarinin akim
cevabr lzerindeki etkisinin anlamli olmadigt ve dolayisiyla bu araligin

degistirilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Tek seferde tek degisken yonteminde calisilan TiO;NP ve c-MWCNT derisim
araliklarinda anlamli sonuclar elde edilemediginden, ¢ok daha genis derisim
araliklarinda galigilarak, 2°—faktériyel MKT yaklasimi ile optimum miktarlar
belirlendi. Tek seferde tek degisken yontemi ile elde edilen optimum miktarlarla
karsilastirildiginda, bu derisim araligimin oldukca genis bir araligi kapsadigi
goriildii. Sonug olarak, elektrot yiizey bilesimi modifikasyonunda MKT’1n ¢ok daha
uygun oldugu kanaatine varildi. Bu yolla yiizey bilesimi belirlenen elektrot ile
glukoz biyosensorii olusturmak i¢in, yiizeye immobilize edilecek GOx miktarini
belirlemede geleneksel tek seferde tek degisken yontemi uygulandi. Tek seferde tek
degisken yontemi ile 2°—faktdriyel MKT yaklasimi ile belirlenen optimum

bilesimlerde hazirlanan biyosensorlerin performans 6zellikleri karsilastirildiginda,
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MKT ile ylizey bilesimi optimize edilen elektrottan olusan biyosensoriin
performans Ozelliklerinin olduk¢a iyi oldugunun goézlenmesi, MKT’ nin yiizey

bilesimi optimizasyonunda etkin bir yontem oldugu seklinde degerlendirildi.

Biyosensor hazirlanmasinda, immobilize edilen enzim miktarinin da biyosensor
cevabina etkisinin O6nemli oldugu bilindiginden, immobilize edilecek GOx
miktarinin da diger bilesenler ile birlikte MKT yontemi ile belirlenmesinden elde
edilen sonuglarin degerlendirilmesi gerektigi disiinildii ve 2°—faktoriyel MKT
yaklagimi ile 3 bilesenin ayni anda elektrot yiizeyindeki miktar optimizasyonu
yapildi. Bu yontemle elde edilen optimum miktarlar, 22—fakt6riyel MKT ile elde
edilenlerle karsilastirildiginda, c-MWCNT ve TiO,NP’lerin optimum miktarlarinin
birbirine ¢ok yakin oldugu goriildii. Ayrica, tek seferde tek degisken yontemi ile
bulunan GOx miktar1 da 2°-faktoriyel MKT ile elde edilen miktara oldukca
yakindi. Bu nedenle, 23—fakt6riyel MKT yontemi ile bulunan optimum miktarlar
kullanilarak  hazirlanan  biyosensoriin ~ performansi, diger  biyosensoriin
performansindan biraz daha iy1 olmasina ragmen, 23—fakt6riyel MKT ile, tasarimin
her bir deneyinde enzim miktar1 da degistiginden ve bu yontemle tasarimda daha
cok deney oldugundan, miktar1 az ve pahali olan enzimlerle c¢alisilacag:
durumlarda, yiizey bilesimi optimizasyonunda daha ¢ok enzim harcanan
23—fakt6riyel MKT ’nin kullanilmas: yerine, 22—fakt6riyel MKT’nin kullanilmasinin

daha uygun olacag seklinde yorumlandi.

Her bir biyosensor hazirlandiginda, enzimin elektrot yilizeyinden uzaklasmasini
engelemek i¢in yiizeye kaplanan Nafyonun da miktarinin etkisini incelemek igin,
Nafyon miktarin1 da yeni bir degisken olarak diislinerek 24—fakt6riye1 MKT
yaklagimi ile dort bilesenin (TiO;NP, c-MWCNT, GOx ve Nafyon) de ayni anda
elektrot yiizeyindeki miktarlarinin optimizasyonu yapildiginda, Nafyon miktarinin,
calisilan derigim araliginda anlamli bir etkisinin olmadigi, bu nedenle tasarim
olustururken Nafyonun bir degisken olarak ele alinmasmin gerekli olmadigi
kanaatine varildi. Bu yontemle elde edilen optimum bilesimde hazirlanan
biyosensoriin duyarliginin da, 2°— ve 23—fakt6riye1 MKT ile elde edilenlere gore

daha diigiik oldugu belirlendi. Ayrica, degisken sayisi arttikca MKT yaklagimlari ile
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elde edilen R? degerlerinin diistiginin (2*—faktdriyel MKT ile R® degeri 0,7253)
goriilmesi, sonuglarin dogruluktan uzaklasabilecegini ve elde edilen sonuglarin
giivenilirliginin azalabilecegini diisiindiirdii. Bu tasarim ile elde edilen sonuglar
kullanilarak hazirlanan biyosensoriin performans 6zelliklerinin kismen kotiilesmesi

de bu diisiinceyi giiclendirdi.

e Sekiz farkli MONP’iin kullanilarak hazirlanan biyosensdrlerin performansinin
karsilagtiritlmasinin amaglandigi bu tez galismasinda, yukarida verilen yorumlar
1s1ginda, diger tiim Dbiyosensdrlerin  yiizey bilesiminin  optimizasyonunda

22—fakt6riyel MKT yonteminin kullanilmasinin uygun olacag degerlendirildi.

CuONP igeren glukoz biyosensorii hari¢ diger GOX/MONP-c-MWCNT/GCE
biyosensorlerinin her birinin yiizeyinde yer alan bilesenler dikkate alinarak hazirlanan
(@ MONP/GCE, (b) c-MWCNT/GCE, (c) MONP-c-MWCNT/GCE ve (d)
GOXx/MONP-c-MWCNT/GCE’lerin, redoks probu ortaminda doniistimli

voltamogramlarindan ¢ikarilan yorumlar soyledir:

e MONP/GCE’lere ait CV’lerdeki pik akimlarmin oldukea diisiik; c-MWCNT/GCE
icin ise, oldukg¢a yliksek pik akimlarina sahip olmast MONP’lerin iletkenliginin c-
MWCNT nin iletkenliginden ¢ok daha diisiik olmasindan kaynaklandig1 seklinde

yorumland.

e MONP-c-MWCNT/GCE’ye ait pik akimlarmin oldukga yiiksek olmasi, bu iKi
malzemenin bir araya gelmesi ile bir sinerjik etkinin ortaya cikmasindan
kaynaklandigi sonucuna varildi. Bu sinerjik etkinin nedeninin, (i) sadece c-
MWCNT ile modifiye edilen elektrotta malzemenin daha ¢ok kiimelenmesi sonucu
ylizey alaninin daha diisiik olmasi; (i) MONP’lerin c-MWCNT nin kiimelenmesini
kismen de olsa engellenmesi; elektrot yiizey alaninin ve dolayisiyla iletkenliginin
daha da artmasi ve (iii) GOx’m immobilizasyonu igin MONP’lerin daha uygun bir

ortam saglamasi oldugu diisiiniildii.
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e MONP-c-MWCNT/GCE’lerin yiizeyine GOx immobilize edilmesiyle hazirlanan
GOX/MONP-c-MWCNT/GCE’lere ait egrilerde ise pik akimlarinin dismesi
GOx’mn yalitkan ve biiyiik bir molekiil olmasindan dolay:1 elektriksel iletkenligi
azaltmasindan kaynaklandig1 seklinde agiklandi.

e GOX/CuONP-c-MWCNT/GCE’lerin elektrokimyasal davranisinin redoks probu
ortaminda incelenememesi redoks probundaki bilesenler ile CuONP’lerin
reaksiyonundan ve redoks probuna ait olan tersinir piklerin kaybolmasinin da
olusan yeni piklerin pik akimlarmin olduk¢a yiiksek olmasindan ileri geldigi

distiniildi.

Ayrica  biyosensorlerin  elektrokimyasal cevabina tarama hizinin  etkisinin

incelenmesinden elde edilen yorumlar soyledir:

e  GOx/Fe304NP-c-MWCNT/GCE ve GOx/Fe,0O3NP-c-MWCNT/GCE
biyosensorlerinin  calisilan tampon ¢oOzelti ortaminda alman doniisiimli
voltamogramlarindaki GOx’a ait indirgenme ve yikseltgenme pik akimlarinin
tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak degismesi nedeniyle bu yiizey boyunca
elektron aktariminin difiizyon kontrollii oldugu ve bunun yiizeyde bulunan Fe(III)

tiirlerinin elektronlarin difiizlenmesini kolaylastirdig: seklinde agiklandi.

e Diger GOx/MONP-c-MWCNT/GCE’lerin ¢esitli tarama hizlarinda elde edilen pik
akimlarmin tarama hizina karst grafiklerinin dogrusal olmasi ise elektron

aktariminin yiizey kontrollii oldugu seklinde degerlendirildi.

e Tim biyosensorler icin, tarama hizi ile pik akimi ve pik potansiyellerinin
degisiminden yararlanilarak Laviron esitliginden, hesaplanan elektron aktarim hiz
sabitlerinin (Cizelge 5.1) literatiirde verilen degerlerden ¢ok daha diisiik olmasi,
MKT yontemi ile belirlenen ve yiizeyde bulunan maddelerin miktarlarinin oldukc¢a
fazla olmasi, olusturulan biyosensorlerdeki modifikasyon tabakasinin kalin ve
dolayisiyla elektron aktariminin daha yavas olmasindan kaynaklanabilecegi

varsayildi.
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GOx/MONP-c-MWCNT/GCE’ler i¢in bulunan 7" degerleri, ciplak elektrot
ylizeyine immobilize edilen GOx tek katmani i¢in teorik deger olan 2,86x1072
degerinden daha yiiksek olmasi, modifikasyon malzemelerinin genis yiizey alani
saglamasina ve elektron aktarim kabiliyetlerinin yliksek olmasina baglanabilir. Bu
durum, her bir biyosensor i¢in kullanilan modifikasyonun enzim immobilizasyonu
i¢in yararli oldugu; biyouyumlulugunun yiiksek oldugu ve GOx’1n biyoaktivitesinin

korunabilecegi seklinde yorumlandi.

Yiizey bilesimi 2°-faktoriyel MKT ile optimize edilen tim GOxX/MONP-c-

MWCNT/GCE glukoz biyosensorleri i¢in bulunan performans faktorleri (Cizelge 5.1)

ve cesitli MONP’ler kullanilarak hazirlanan biyosensorlerinki (Cizelge 5.2) ile

karsilastirilarak yorumlanmasi agagida verildi:

Her bir MONP ile hazirlanan glukoz biyosensorlerinin duyarliginin literatiirde
bulunan pek ¢ok glukoz biyosensoriiniinkinden daha iyi; ¢alisma araliginin daha
genis olmasi, MONP ve c-MWCNT’den olusan kompozit materyalin elektrot
modifikasyonu i¢in iyi bir malzeme oldugunun gostergesidir. Ayrica, ilgili
performans 6zelliklerindeki bu iyilesmenin, elektrot modifikasyonunda kullanilan
malzemelerin optimum miktarlarmin dogru bir sekilde belirlenmesinde etkin bir
yontem  olan 22—fakt6riyel MKT  yonteminin  kullanilmasindan  da

kaynaklanabilecegi varsayildi.

Caligmada hazirlanan ve Cizelge 5.1°de verilen glukoz biyosensdrlerinin
duyarliklar1 karsilastirilmas1 ve MONP’lere gore biyosensorlerin duyarliklarinin

degisiminin asagidaki gibi oldugu goriildii:

TiO;NP>Co0304NP> CuONP>AI,03NP>ZnONP>Fe;04NP>Fe,O3;NP>SnO,NP

Bu caligmada kullanilan MONP’lerden TiO,NP ve Co030O4NP ile olusturulan glukoz

biyosensorlerinin en iyi performans 6zelliklerine sahip oldugu gézlemi, literatiirdeki bu

iki nanomalzemenin performans Ozelliklerini iyilestirdigi sekilindeki yorumlarla

uyumludur. Duyarlik sirasinin bu sekilde degisimine ayrintili bir agiklama getirilmemis
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olmasina ragmen, bu siranin nanomalzemelerin boyutlarindan; yapisal 6zelliklerinden;

her birinin iletkenliginin farkli olmasindan; GOx’1n yilizeye immobilizasyonu sirasinda

bu nanomalzemelerle etkilesiminden; bu nanomalzemeleri ¢6zmede kullandigimiz —

NH, gruplar1 igeren polimerik yapidaki kitosanin MONP’lerdeki metal iyonlariyla farkl

sekilde etkilesmesinden ve elektron aktarim mekanizmalarinin farkli olmasindan

kaynaklanabilir.

Bazi MONP’lerin miktarlarinin biyosensdr cevabi iizerine anlamli etkisinin
olmadigi, MKT ile belirlenmis olmasina ragmen, bu MONP’lerin de c-MWCNT
ile birlikte kullanilmasi durumunda biyosensoriin performansiin iyilesmesinin,
MONP ile c-MWCNT bir arada oldugunda her bir bilesenin kiimelenmesinin daha
az olabilecegi ve daha homojen bir siispansiyon elde edilecegi; yani iki malzemenin
bir arada bulundugunda kaynaklanan sinerjik etkiden ileri geldigi seklinde

degerlendirildi.

GOXx/MONP-c-MWCNT/GCE’lerin glukoza cevap siirelerinin 20 s gibi diistik bir
siire olmasi, bu biyosensorlerin rutin glukoz tayininde kolaylikla kullanilabilecegini

gosterir.

Tiim biyosensorlerin tekrarlanabilirliginin ve tekrar iretilebilirliginin ytiksek
olmasi, her birinin arda arda kullanilmaya ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecek

sekilde tiretilebilmeye uygun oldugu seklinde degerlendirildi.

Kan serumunda bulunan ve bazilarinin elektroaktif oldugu bilinen bazi tiirlerin
(askorbik asit, iirik asit, tire ve NaCl) bu ¢alismada hazirlanan sekiz biyosensoriin
cevabina da onemli bir etki yapmamasmin hem kullanilan MONP-c-MWCNT
kompozit materyalinden uygunlugundan, hem de GOx’in izoelektrik noktasi 4,2
oldugundan calisilan pH’da elektrot yiizeyinin negatif yiiklii olmas1 ve bu pH’da
tirik asit ve askorbik asitin de anyonik formda bulunmasi nedeniyle, bu tiirlerin
elektrot yiizeyine elektrostatik itmelerden dolay1 yaklasamamasindan kaynaklandigi

sonucuna varildi.
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Her bir biyosensor kullanilarak serumda tayin edilen glukoz miktarlar ile referans
yontemle bulunanlar arasinda oldukga iyi bir iliski (egimlerin 1 civarinda) olmasi
ve veri ¢ifti t testi ile irdelenen sonuclar arasinda anlamli bir fark olmamasi,
hazirlanan sekiz biyosensoriin serumda glukoz tayininin basarili bir sekilde rutin

tayininde kullanilabilecegini gosterdi.

Hazirlanan her bir biyosensor ile glukoz tayini i¢in gelistirilen yontemin duyarlik,
secicilik, kararlilik ve hizli cevap gibi performans faktorlerinin iyi olmasi ve serum
numunelerine herhangi bir 6n islem uygulanmasina gerek olmamasi referans

yontem i¢in iyi bir alternatif sunabilecegini gosterdi.

179



08T

Cizelge 5.1 GOX/MONP-c-MWCNT/GCE biyosensorleri igin performans faktorleri

Biyosenghr Duyarll!i Dogrusal :_11rallk TK TU LOD_1 Kararhhk Kwm k% r »

(LA mM™) (mol L™) (%BSS) (%BSS) (mol L™) (%BSS) (mM) ) (mol cm™)

GOX/TiO,NP-c-MWCNT/GCE 9,36 2,0x10°-2,3x10° 1,04 239  32x10° 10,95 028 049+0,09  1,41x10°
GOXx/C030,NP-c-MWCNT/GCE 7,42 3,0x10°-2,9x10° 1,79 0,70 1,0x10° 9,00 0,30 0,37+0,11 1,14x10®
GOx/Fe;0,NP-c-MWCNT/GCE 5,49 3,0x10°-2,1x10° 3,04 1,62 2,2x10° 9,56 0,40 0,2840,08  2,15x107
GOXx/SnO,NP-c-MWCNT/GCE 4,90 3,0<10°-2,1x10° 0,94 0,32 2,5x10° 8,12 051 048+0,02  7,14x10°
GOx/Fe,03NP-c-MWCNT/GCE 5,43 3,0x10° - 1,5%10° 3,70 3,39 2,6%10° 9,56 0,84  0,10+0,05 1,56x10°
GOx/Al,O3NP-c-MWCNT/GCE 6,02 3,0x10°-2,1x10° 4,81 5,55 2,9x10° 15,45 0,87 0,46+0,04  7,66x107
GOx/CuONP-c-MWCNT/GCE 6,25 3,0<10°—1,1x10° 3,99 4,00 2,8x10° 13,62 227  033+0,02  6,20x107

GOx/ZnONP-c-MWCNT/GCE 5,52 3,0x10° - 1,1x10° 3,12 1,29 2,9x10° 12,24 0,39 0,29+0,08  1,08x107

TK: tekrar kullanilabilirlik, TU: tekrar iiretilebilirlik, LOD: gdzlenebilme smir1, Ky,: Michelis Menten sabiti, k: elektron aktarim hiz sabiti
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Cizelge 5.2 Glukoz tayini i¢in metal oksit nanomalzemeler ile hazirlanan baz1 amperometrik biyosensorler

Elektrot modifikasyonu Cahsm.a . Duyarhk DOgr}l sal cahsma LOD, M K, Referans
potansiyeli, V arahg, M mM
TiO, nanomomalzemelerle ilgili ¢aligmalar
GOx/Ag/TiO, nanotiipler/Ti substrat 0,70 039pAmM 'ecm?  1,0x10%-4,0x107 1x10™* - Feng vd.
2013b
GOX/TiO, sol—gel film/Nafyon/ 0,40 240 p)AmM ' cm? 1,0x10™-6,0x10™ 1x10° 11 Yao vd. 2011
PET/kontakt lens
GOx/PtNP/GR/TiO, nanotiipler/Pt 0,70 094pAmM 'ecm?  1,0x10%-8,0x10° 1x10™ - Feng vd.
2013a
GOx/Kitosan/TiO, nanolifler/Pt 0,60 925 uAmM ' cm?®  1x10°-6,98x10° 1x10° - Tang vd. 2010
GOX/TiO,NP/CNT/Pt 0,40 024pAmM 'em?  6x10°-1,5x107 5,7x10 Pang vd. 2009
GOX/Pt-Au/TiO, nanotiip -0,20 0,084 pAmM 'cm?  0-1,8x107 1x10™* - Kang vd. 2008
GOx/TiO,NP/GR/GCE -0,60 6,2 tAmM ™' cm™” 0-8x10° - - Jang vd. 2012
GOx/NiONP/TiO,NP-GR/GCE -0,30 4,129 pA mM ™' 1x10°-12x107 1,2x10° 7.3 Xu vd. 2012
GOx/MAA/AUNP/TIO, -0,25 - 4x107-8x107 3,1x10™ 7,2 Zhang vd.
nanotiipler/Ti 2011
GOx/TiO, nanokatman/Si -0,45 - 5%107°-5,5%x10™ ~1x10° 75 Viticoli vd.
2006
GOx/Au/PB/TiO, nanotiip/Ti -0,10 36 pPA mM ! 1,5%x10°-4x107 5%x10° Benvenuto vd.
2009.
Nafyon/GOx/TiO,NP/FePc-CNT/Ta 0,50 825 pAmM 'em?  5x10°-4x107 3x10° 7,39 Cui vd. 2013
substrat
GOXx/pDAB-PB/AuNP/Ti nanotiipler  -0,35 248 pA mM ' cm? 1x10°-7x10™ 3,2x10° Gao vd. 2014
GOX/TiO, -0,50 232pAmM 'em?  5,0x10°-1,32x10° 2,0x10° 0,41 Yang vd. 2014
nanogubuklar/kitosan/GCE
Nafyon/GOx/PtNP/TiO, nanotiipler 0,40 - 1x107-5x10° 1x107 - Liao vd. 2015




Cizelge 5.2 Glukoz tayini i¢in metal oksit nanomalzemeler ile hazirlanan baz1 amperometrik biyosensorler (devam)
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- Calisma Dogrusal calisma Kwm,
Elektrot modifikasyonu potansiyeli, V Duyarhk arahg, M LOD, M mM Referans
GOX/TiO, oyuk nanofiberler/GCE -0,45 32,6 p)AmM T em® 2x10°-3,17x107 8x107 - GuO vd. 2017
GOx/TiO,NP/PANI/GCE -0,45 631 pAmM 'em?  2x10°-6,0x10° 1,8x10° - Tang vd. 2015
C030,4 nanomalzemeler ile ilgili ¢aligmalar
GOx/GF/Co30,NP/GCE 13,52 pAmM 'cm* 5x10™-1,65x107 5x107 - Karuppiah vd.
2014
GOx/Co;0,/GCE 0,35 102,77 pA mM ' 1x10*-5x107 1,8x10° 1,18 Ding vd. 2016
cm?
(7,261 pAmM ™)
GOx/C050,/Zn0O nanofiber/ GCE 0,25 116,64 pA  1x10°-5x10° 1,4x10° - Fan vd. 2016
mM~'em™  (8,2409
LA mM-1)
GOx/Co30,-kitosan/GCE 0,1 pA mM™' - 1,1x10™ - Dhanjai vd.
2019
Co;04nanofiber-Nafyon/GCE 0,59 36,25 uAmM 'ecm?  2,0x10¢ kadar 9,7x10” - Ding vd. 2010
Co30,/GCE 0,6 -929 uPAmM "em? - 2x10°-4x10™ ~1x107° - Rajeshkhanna
-293 pPAmM em? - 4,4x107-2,0x10° vd. 2017
Fe;0, nanomalzemeler ile ilgili caligmalar
GOXx/Fe;0./SPE 1,74 pA mM™* 3,3x107’e kadar - - Lu ve Chen
2006

GOx/Fe;04-SiO,/CPE 0,35 - 1,0x10°-4,0x10° 3.2x10° - Qiu vd. 2007
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Cizelge 5.2 Glukoz tayini i¢in metal oksit nanomalzemeler ile hazirlanan baz1 amperometrik biyosensorler (devam)

Elektrot modifikasyonu gc?tl;nlgi?/eli, v Duyarhk ?:aglfglllfﬁll\l/lsiallsma LOD, M r?K/I Referans
GOx/kitosan—Fe;0,/1TO - 9.3 pA mM™ cm” 5x10%-2,2x10" 5x10™* 0,141  Kaushik vd.
2008
GOXx/Fe;0,/kitosan/Pt 0,4 11,54 yA mM™* cm?  6,0x10°-2,2x107 6,0x10 0,611  Yang vd. 2009
GOx/Pt/Fe,0,-MWCNT/CS/GCE 0,3 7,5 pA mM™* 6,0x10°-6,2x10° 2,0x10° 9,0 Li vd. 2010
GOx/Fe;0,-Si0/MWNTSs/GCE - 58,9 uA mM-1cm-2  1x10°-3,0x107 8x10” 13,0 Baby vd. 2010
GOx/Fe;0,-Au-PHDT/Au 0,7 110 pA mM™* cm™ 2x10°-2,6x107 3,3x10” - Zou vd. 2010
GOx-HRP/Nafyon/Au-Fe;0,- 0,2 92,14 pAmM?tcem?  5x10°-1,0x107 1x107° - Chen vd. 2011
SiO,/ITO. 15,00 y)AmM ™t ecm?  1,0x10°-8,0x10°
GOx/Cys/Fe;04-SiO,-Au/GCE -0,4 62,45 pAmM™tecm?  3,97x10%a kadar 2,3x107 13,02  Wang vd.
2012
GOx—PDA-Au-F,;0,/GCE -0,5 - 2x107°-1,9x107 6,5x10° 1,67 Peng vd. 2013
GOx/AuUNP/BSA/Fe;0,/Pt 0,4V 1153 pAmM™* em?  2,5x10%-7,0x10° 3,54x10° 15,0 He vd. 2016
GOx/RGO-Fe;0,/MSPE -0,45 V 5,9 pA mM™ 5x10°-1,0x10° 1x107 0,16 Pakapongpan
ve Poo-arporn,
2017
GOx/Fc/Fe;0.4/Lignin/CPE 0,35V 0,436 pA mM™ 5%x10-4,5x10° - - Jedrzak vd.
GOx/Fc/Fe304/Lignin/PDA/CPE 0,057 pA mM™ 5%x10%-9,0x10° 27 2018
GOXx/rGO/Fe;0,/GCE -0,4 2,645 pA mM™ 5%x10-1,0x107 106.5 - Wang vd.
(LAmM ) 2018
GOx/Fe;0,/PPy@ZIF-8/GCE 0,6V 16 pA mM™ 1x10°%-2x107 3,3x107 - Hou vd. 2018
SnO, nanomalzemeler ile ilgili ¢aligmalar
GOXx/MWCNT-SnO,-Au - - 4,0x10°-2,4x107 5x10° - Liv vd. 2009
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Cizelge 5.2 Glukoz tayini i¢in metal oksit nanomalzemeler ile hazirlanan baz1 amperometrik biyosensorler (devam)

Elektrot modifikasyonu gc?tl;nlgi?/eli, v Duyarhk ?:aglfglllfﬁll\l/lsiallsma LOD, M r?K/I Referans
GOXSn0O,@3D-rGO@pPANI/AE 0,36 1,124 pA (ng mL™)™ - - Wu vd. 2017
GOx-HRP/PANI/SNO,- -0,35 - 5x10°-1x10™ 1,810 - Alim vd. 2019
NFs/kitosan/GCE
Fe,O; nanomalzemeler ile ilgili caligmalar
n-FeGe elektrot (Fe,0O, 0,521 726,9 pAmMTtcm?  1,5x107-8x107 6x10° - Cao ve Wang,
nanotel/GCE) 2011
BMIM-PF6- y-Fe,03-RITC— -0,10 4585 pAmM*em?  1x10°-1,5x10° 9x107 - Baratella vd.
GOXx/CPE 2013
Fe,03-NPs/P4VP-co-PAN/GCE 0,70 1382,8 pAmM™cm?  2,5x10°-5,8x10™ 5,8x10” - Chen vd. 2014
g-C3N4/ a—Fe,0; composites/GCE 0,50 - 2,0x10°-2,4x107 4x107 - Liu vd. 2016
Nafyon/GOx/CA-IONP/SPCE -0,43 175 pA mM™*cm™ 2x107°-2,5x10™ 7x10°® 0,021  Nor vd. 2017
531 pAmM™ ecm? 2,5%10™-8,0x107
Al,O3 nanomalzemeler ile ilgili caligmalar
GOD-AI,0;5 sol-jel/platinlenmis 0,60 - 4,0x10°-2,19x107 1,0x10” - Liu, vd. 1999
GCE
Pt/Alsg-GOx-BSA/PPH/ATS/PU 0,65 104 nAmM™* mm?  4x10%akadar - - Chen vd. 2002
-1,04 pA mM™ cm™
GOx-Pt-MWCNT-ACS/GCE 0,50 113,13 mA M-1cm?  5x10°-1,05x107 6,18x107 11,02  Tsai ve Tsai
113,13 pA mM™* cm™ 2009
Pt nanotiiy/Al,O4/Al folyo 0,60 56,79 pA mM-1cm-2  2,5x10™*-8x10? 12,5 (uM cm” 7,35 Lin vd. 2011

)2
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Cizelge 5.2 Glukoz tayini i¢in metal oksit nanomalzemeler ile hazirlanan baz1 amperometrik biyosensorler (devam)

Elektrot modifikasyonu gc?tl;nlgi?/eli, v Duyarhk ?:aglfglllfﬁll\l/lsiallsma LOD, M r?K/I Referans
CuO nanomalzemeler ile ilgili ¢aligmalar
CuO-NFs-GCE +0,40 4313 u)AmM™*ecm?  6x10°-2,5x10° 8x107" Wang vd. 2009
CuO nanorods/G elektrot +0,60 371,43 pA mM™* cm?  4x10°-8x107 4x10° - Wang vd. 2010
CuO flowers/G elektrot 709,52 pA mM™ cm? - (daha dar) 4x10°®
CuO-MWCNTSs/Ta elektrot +0,55 2190 yA mM™*em?  3,0x10°a kadar 8x107 Yang vd. 2010
Nafion/GOD/CuO/GCE +0,60 246 pA mM™ cm? 1x10°%-1,7x10™ 9,1x10” 0,29  Livd. 2011
CuONL/MWCNTS electrode +0,35 6643 pAmM?tem?  9x10™a kadar 5,7x10° Yang vd. 2012
CuO nanokiip-Grafen-GCE +0,55 1360 pA mM™ecm?  2x10°-4x10? 7x107 Luo vd. 2012
CuO/GCE +0,55 1397 pAmM?*em?  5x10°-2,3x107 5x107 Liu vd. 2012
CuO NSs elektrot +0,50 2792,64 pA mM?tem 8x107-2,2x10° 8x107 Tian ve Liu,
2013
CuONPs-CSs/GCE +0,55 2981 pAmM™tem?  5x107-2,3x107 1x107 Zhang vd. 2015
Aljinat-CuO-GOD/Pt +0,65 30,443 pA mM™* cm?  4x10°-3x107 1,6x10° 2,82  Bukvd. 2016
7,205 pA mM?tecm?  4,0x10°-3,5x107
RGO-Au NCs@CuO/GCE +0,31 - 1x107-3x107 3x107 26,8  Liuvd. 2018
Zn0O nanomalzemeler ile ilgili caligmalar
PET/Ti/Au/ZnO:Co/GOx 13,3 pA mM™ cm™ 2x10” 21 Zhao vd. 2007
Nafyon/GOD/ZnO nanogubuk -0,10 - 5x10°-3x10™ 3x10° - Liu vd. 2009
film/ITO
GOX/ZnONT/Au +0,80 21,7 pA mM™ cm? 5x10°-1,2x107 1x10° 19 Kong vd. 2009
CHIT/GOx/ZnO/GCE +0,80 25,7 pA mM™* cm? 1x10°-2,5x10™ 1x10° 1,95  Yangvd. 2010
3x10-7x10™
GOx/ZnO/GOX/MWCNTSs/GCE -0,30 10,03 yA mM™* cm?®  6,67x10°-1,29x107 2,2x10° 2,48  Huvd. 2011
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Elektrot modifikasyonu gc?tl;nlgi?/eli, v Duyarhk ?:aglfglllfﬁll\l/lsiallsma LOD, M r?K/I Referans

GOXx/(PSS/PDDA)3/ZnO/ITO -0,20 1x10%-9x107 1,9x10° 3,11  Zhaivd. 2011

Si/Ag/ZnONRs/GOx/Nafyon +0,60 110,76 pAmM™ ecm?  0,1x10%-23,0x107 1x107 0,137 Ahmad vd. 2012

GOx/ZnO nanotel-APTMS/Cr-Si +0,70 6,07 pA mM™ cm? - <2x10° 2,09  Jungve Lim,

GOx/ZnO nanotel-APTES/Cr-Si 11,07 pAmM?tem? - <2x107° 309 2013

GOx/ZnO nanotel-APS/Cr-Si 17,72 pAmM*t em? - <2x10® 1,37

GOD/ConA/pAu/Pt— +0,45 3,26 pA mM™ 1,8x10°-5,15x10° 6x107 0,41  Zhangvd. 2013

Au@ZnONRs/GCE

ZnO nanolavha mikrokiireler/Si/Ag  +0,54 210,8 yAmM™tecm?  5x10°-2,3x107 5x107° ~3,2  Ahmad vd. 2016

GOXx/C0504/Zn0O nanolif/GCE 0,25 116.64 pA mM™* ecm?  1x10°-5x10 1,38x10° - Fan, 2016
(8,2409 pA mM )

GCE/ZnO@NDCS/GOx +0,57 231,7 pAmM?tem?  2x10%-1,2x107 6,310 Muthuchamy

vd. 2018
Nafion/GOx/ZnO/rGO/ITO +0,80 3,90 pA mM™ cm? 0-4,0x10 5x107 6,26  Zhou vd. 2019

PET: Polietilen tetraftalat, CNT: karbon nanotiip, GR: grafen, MAA: merkaptoasetik asit, FePc: demir ftalosiyonin, pDAB: poli(1,2-diaminobenzen), PB: Prusya
mavisi, PANI: polianilin
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