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OZET

TEZIN BASLIGI: Horseradish peroxidase Enzimi Kullanilarak

Amperometrik Fenol Biyosensorlerinin Gelistirilmesi

YAZAR ADI: Seyda OZONER

Bu caligmada, atiksularda izlenmesi gereken en Onemli toksik kirletici
parametrelerden olan fenol ve tiirevlerinin giivenli, secici, hassas ve hizli dlgiimii
amactyla farkli sekillerde hazirlanmis ¢alisma elektrotlarindan olusan fenol
biyosensorleri  gelistirilmistir. ~ Calisma  elektrotlar1  yiizeyinde  degisik
kompozisyonlarda polimerik/kompozit filmler sentezlenmis ve horseradish
peroxidase enzimi bu filmlere, farkli teknikler kullanilarak baglanmistir. S6z konusu
polimerik/kompozit filmlerin yapiminda yeni sentezlenmis iletken polimerler
kullanilmistir. Nanoteknolojik bir malzeme olan karbon nanotiip, bazi ¢alisma
elektrotlarinin film yapilarina katilmis ve karbon nanotiipiin elektrot performanslari
lizerine etkisi incelenmistir. Farkli sekillerde hazirlanmis calisma elektrotlari
kullanilarak gelistirilen biyosensorler, kesikli ve siirekli sistemlerde 18 farkli fenol
tiirliniin 6l¢iimiinde kullanilmis, 6l¢iim i¢in gerekli kalibrasyon egrileri ¢izilmis, bu
kalibrasyon egrileri kullanilarak 06l¢lim analitik parametreleri hesaplanmistir.
Hesaplanan analitik parametrelere gore biyosensorlerin performansit ve oOl¢lim
giivenilirligi tartisilmistir. Ayrica biyosensorlerin 6lgiim sonuglari, GC-MS fenol
Olctimleri sonuglar1 ve gecmiste yapilmis fenol biyosensorleri 6l¢iim sonuglariyla

karsilastirilmistir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Development of Amperometric Phenol

Biosensors by Using The Enzyme Horseradish peroxidase

AUTHOR: Seyda OZONER

In this study, phenol biosensors comprised of working electrodes prepared in
various designs have been developed in order to get reliable, selective, sensitive and
fast detection of phenol and its derivatives, the most important toxic parameters
should be detected in wastewaters. Various compositions of polymeric/composite
films were synthesized onto the surface of working electrodes, and the enzyme
horseradish peroxidase was immobilized to these films by using different
techniques. Newly synthesized conductive polymers were used for the fabrication of
these polymeric/composite films. Carbon nanotube which is a nanotechnological
material was added into the film structures of some working electrodes, and the
effect of carbon nanotube on electrode performances was investigated. The
developed biosensors using working electrodes prepared in various designs were
operated at batch and continuous flow system for the measurement of 18 phenol
derivatives, calibration curves necessary for measurement were constructed and the
analytical measurement parameters were calculated from these calibration curves.
The performance of the biosensors and the reliability of the measurements were
discussed according to the calculated analytical parameters. Also, biosensor
measurement results were compared with GC-MS phenol measurement and phenol

biosensor measurement results of the reported papers in the past.
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1. GIRIS

Cevre ¢alismalarimin tarihsel gelisimine bakildiginda, 1990’lar itibariyle sanayi
ve hizmet sektorlerinin giderek buytudigi ve buna bagli olarak daha kapsamli
yaklasimlara ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir. Endiistriyel tesisler ve faaliyetlerden
kaynaklanan g¢evre sorunlar1 ile buna iliskin ¢evresel uygunluk zinciri konusu, bu
kapsamdaki ¢alismalarin biiyiik kismini1 olusturmaktadir. S6z konusu zincirin
cevresel izin ile ¢evre denetimi arasindaki halkasii teskil eden cevresel izleme
konusu, teknoloji ile dogru orantili olarak izleme tekniklerinin de gelismesi ile ¢evre
otoriteleri i¢in en 6nemli ¢alisma alanlarindan biri haline gelmistir. Bir baska deyisle
endiistriyel proseslerin, bu proseslerin havaya suya veya topraga Kirletici
salinimlarinin ve bu salimimlarin ¢evreye etkilerinin izlenmesi gevresel diizenleyici
sistemin anahtar unsurudur. Alici ortamlarin kirlilik yiikii  kapasitelerinin
belirlenmesi, buna dair 6nlemlerin yerinde ve zamaninda dogru bigimde alinabilmesi
ve ¢evre denetim sisteminin isleyebilmesi igin iyi bir izleme tekniginin olusturulmasi
sarttir. Alici ortama desarj edilen herhangi bir Kirletici parametrenin miktarinin
belirlenmesi, mevcut kirleticinin desarj ve alicit ortam standartlarina uygunlugunun
tespiti acisindan olduk¢a Onemlidir. Cevresel Kkirleticilerin izlenmesi amaciyla
Kirletici parametrelerin yapilarina ve karakterlerine gore gelistirilmis standart analiz
metotlar1 hali hazirda mevcuttur. S6z konusu analiz metotlar1 farkli bilesenlerden
olusmus numunelerin analiz edilmesinde ve bazi karisik numunelerin 6n aritima tabi
tutulma gereksinimlerine bagli olarak hatali sonuclar verebilmektedir. Mevcut analiz
metotlarinda goriilen bu sikintilardan dolayr aragtirmacilarin son yillarda alternatif
analiz metotlarinin gelistirilmesi {izerine Yyaptiklari calismalar1 hiz kazanmistir.
Alternatif analiz metotlarindan biri olarak kullanilmaya baslanan biyosensorler
hedefe yonelik hizli, giivenilir ve anlik sonuglar verebilmektedirler. Kirleticilerin
aninda analiz edilebilmesi 0Ozellikle aritma reaktorlerinin otomatik kontroliinde
rahatlikla kullanilabilmekte veya ortamdaki kirleticinin siirekli izlenmesi ile gerekli
onlemlerin alinabilmesine izin vermektedir. Amerika ve Avrupa’da giderek artan
cevresel sinirlamalar hava, toprak ve ozellikle sulardaki kirleticilerin giivenilir ve
hizl1 analizlenmesini zorunlu hale getirmistir. Bir¢cok standart analiz metodunda
goriilen girisim problemleri biyosensorlerin kullanimiyla numuneye 6n aritim islemi
uygulama geregi duyulmadan ortadan kaldirilabilmistir. Biyosensor teknolojisi fizik,

kimya ve biyoteknoloji alanlarini kapsayan ¢ok disiplinli bir teknolojidir.



Biyosensorlerin c¢alisma prensibi olan elektron alig-verisi bagli basina fizigin,
biyosensor ana elemanlarindan ¢aligma elektrotlarinin kaplandigr iletken polimerlerin
sentezi kimyanin, bu iletken polimerlere baglanan enzim, doku ve mikroorganizma

gibi materyaller biyoteknolojinin arastirma alanlarina girmektedir.

Cevre miithendisliginde izlenmesi gereken en 6nemli parametrelerden biri fenol
ve fenol tiirevleridir. Bu kimyasallar, plastikler, boyalar, ila¢ ve antioksidan iiretimi,
kagit ve kagit hamuru gibi pek ¢ok endiistriyel silirecin bir bileseni olarak kargimiza
cikmaktadir. Pek ¢ok fenol bilesigi biyolojik sistemler iizerinde zehirli ve tehlikeli
etkiye sahip olup, sular vasitasiyla besin zincirine girmektedir. Fenollerin 1 ppb’den
diisiik seviyeleri bile suyun tat ve koku 6zelliklerini degistirebilmektedir. Endiistriyel
atiklarin yiizey sularina karigmasi ile tabiatta dogal fenol polimerlerinin biyolojik
parcalanma dengesi de olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu anlamda daha ¢ok ¢iftlik
atiklar icerisinde bulunan humik asit, tannin ve lignin gibi dogal fenol polimeri
yapilara ek olarak ¢esitli pestisitlerden organofosforlu insektisitler, klorlu fenoksi
asitlerin parg¢alanma {iriinleri olarak klorlu ve nitrolu bilesikler sulara karigmaktadir.
Fenoller dogal membran yapisina kolaylikla niifuz ederek toksik ve mutajenik etkiler
gostermekte, respirasyon ve fotosentezin kataliz mekanizmasimi olumsuz yonde
etkilemektedir. Ayrica, i¢inde fenol bulunan sularin klorlanmasi sonucu olusan
klorofenollerin ppb mertebesinde bile canli yasama toksik etkisi oldugu

bilinmektedir.

Fenollerin kantitatif analizi i¢in kullanilan baglica standart metotlar yiiksek
performans sivi kromotografi (HPLC), elektrokimyasal kapiler elektroforez (CE),
spektrofotometrik metot, kagit elektroforezi, ince tabaka kromotografisi, gaz
kromotografisi (GC) (ECD, FID ile), gaz kromotografisi kiitle spektrometri metodu
(MS), UV ol¢timlii ince tabaka kromotografisi ve mikrodalga indiiklenmis plazma
emisyon spektroskopi (MIP-ES) teknikleridir. S6z konusu analiz metotlarinin gevre
numunelerinde dogrudan kullanilmalart miimkiin olmamaktadir. Cevre konularin
ilgilendiren ol¢timlerde fenol bilesikleri numuneler igerisinde genellikle iz seviyede
ve oldukc¢a karisik halde bulunduklarindan numuneler cihazlara alinmadan Once
cesitli ekstraksiyon, temizleme ve seyreltme asamalarindan gecirilmektedir. Bu
islemler zaman alic1, zahmetli ve duyarli degildir. Bu nedenle fenollerin kantitatif

Olclimleri i¢in daha giivenilir, daha duyarli, secici ve hizli 6l¢iim yapabilen



biyosensorler gelistirilmektedir. Fenol ve fenol tiirevlerini 6lgme amaciyla
gelistirilmekte olan biyosensorler ¢cogunlukla polifenol oksidaz grubu (tyrosinase,
laccase) ve horseradish peroxidase enzimlerini igeren c¢alisma elektrotlar
kullanilarak hazirlanir. Fenol ve fenol tiirevleri horseradish peroxidase enziminin
tipik substratlaridir. Bu enzim, fenoliin oksidasyon reaksiyonunu katalizleyebilmek
icin reaksiyonun ilk basamaginda hidrojen peroksit tarafindan oksitlenir. Oksitlenen
enzim daha sonra fenol ve fenol tiirevlerinin oksidasyon reaksiyonlarini katalizler.
Fenoliin oksidasyonu sonucu olusan fenoksi radikalleri ise ortamda herhangi bir
elektron vericisi olmadigi takdirde kendi aralarinda birleserek fenolik polimerik
maddeleri olustururlar. Olusan polimerlerin ¢oktiirme islemi ile ortamdan
uzaklastirilmas:  sonucu biyoteknolojik bir aritma prosesinde fenol aritimi
gerceklestirilmis olur. Biyosensorlerde ise, enzimatik reaksiyon sonucu olusan
fenoksi radikalleri elektrot ylizeyinden elektron kopararak elektronu enzime iletir,
boylelikle enzim ve elektrot arasinda elektron aracist (medyatdr) gorevi gordr.
Elektrot ylizeyinden fenoksi radikaline dogru gergeklesen elektron akisi bir
elektrokimyasal analiz cihazi (potansiyostat) araciligiyla elektriksel akim sinyallerine
cevrilir. Bu sinyaller ise ortama eklenen fenol/fenol tiirevi konsantrasyonu ile orantili
olarak gelisir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda horseradish peroxidase tabanl
fenol biyosensorlerinin tyrosinase ve laccase tabanli biyosensorlere oranla daha az
kullanildig1  goriilmektedir. Bunun nedenlerinden biri; laccase ve tyrosinase
enzimlerinin fenol kataliz reaksiyonu i¢in sudaki molekiiler oksijeni kullanmasi
yeterli iken,  horseradish peroxidase enziminin ilaveten hidrojen peroksite
gereksinim duymasidir. Hidrojen peroksit miktarinin azligi horseradish peroxidase-
fenol arasindaki reaksiyonu kisitlarken, asir1 miktarlar1 enzimin inhibe olmasina
sebep olur. Bu nedenle hidrojen peroksit horseradish peroxidase tabanli bir fenol
biyosensoriinde kontrol edilmesi gerekli Onemli bir parametredir. Ayrica,
horseradish peroxidase enziminin polifenol oksidazlara kiyasla farkli fenol
tiirevlerine segiciliginin az olmast da biyosensorlerde az kullanilmasina bagka bir
neden olarak sayilabilir. Buna ragmen, horseradish peroxidase enziminin fenol ve
fenol tiirevleri ile polifenol oksidaz enzimlerine gore daha hizl reaksiyon vermesi ve
horseradish peroxidase tabanli biyosensorlerin 6l¢iim hassasiyetinin polifenol
oksidaz tabanli biyosensorlere oranla yiiksek olabilmesi bu enzimin fenol
biyosensoriinde kullanilmasi icin yeterli nedenlerdir. Ozellikle son yillardaki fenol

biyosensor c¢aligsmalar1 elektroaktivitesi gelistirilmis yeni calisma elektrotlarinin



hazirlanmasi iizerine yogunlagsmistir. Bu c¢aligmalar aynm1 zamanda biyosensdriin
kararliligt ve duyarliligi iizerinde de dogrudan etkili oldugundan, fenol
biyosensorlerinin ticari kullanimini kolaylastirmaya yoneliktir. Ayrica yapilan
caligmalarda birbirinden farkli fenol bilesiklerinin spesifik olarak tayin edilmesi
Ozelligi lizerinde durulmakta ve ¢evresel Orneklerin uzun Ornek hazirlama ve
saflastirma basamaklar1 asilmaya calisilmaktadir. S6zii edilen konularda literatiirde
onemli eksiklikler bulundugundan konu iizerindeki c¢alismalar giderek daha da

yogunlasmaistir.

Bu tez galigmasinin amaci ¢evre agisindan 6nemini vurgulamaya caligtigimiz
fenol ve fenol tiirevlerinin 6l¢iilmesinde daha duyarh, daha segici 6zelliklere sahip
biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik orijinal iletken polimerlerin sentezlenmesi,
sentezlenecek yeni polimerlerin ve literatirde mevcut bazi iletken polimerlerin
iletkenlik ozelliklerinin gesitli teknikler (nanopartikiillerin polimerik film yapisina
katilmas1 vb.) kullanilarak gelistirilmesine, degisik tip ve ozellikte horseradish
peroxidase tabanli kompozit ¢alisma elektrotlarinin iretilmesine, hazirlanan
elektrotlarin fenol ve 18 farkli fenol tiirevi i¢in denenmesine, reaksiyon sonunda
olusan fenoksi radikallerinin biyosensor kararliligini ve omriinii azaltan etkilerine

kars1 dayanikli ve daha nitelikli fenol biyosensorlerinin gelistirilmesine yoneliktir.



2. BIYOSENSORLER

2.1. Biyosensor Tanim ve Kullanim Alanlar:

Kendine olduk¢a genis uygulama alani bulan biyosensorler biyokimyanin,
mikroelektronigin, membran ve polimer teknolojisinin igbirliginin sonucudur. Uygun
bir sinyal doniistiiriiciiyle iligkilendirilmis biyolojik birimlerin (enzimler,antikorlar,
ilag reseptorleri, bakteriler, DNA vs.) elektronik pargalarla entegrasyonu sonucu
olusan biyosensorler, fizyolojik degisimler, toksik, kanserojen madde veya
organizmalarin konsantrasyon bilgileri gibi biyokimyasal sinyalleri dl¢iilebilir
elektriksel verilere donistiiren analitik sistemlerdir. Biyosensor sistemleri genel
olarak ii¢ temel bilesenden olusur. Bunlar; se¢ici tanima mekanizmasina sahip
biyoajan (biyomolekiil), bu biyoajanin analit ile etkilesimi sonucu olusan
fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren cevirici (transduser) ve
elektronik bolimler olarak siralanabilir. Genel olarak bir biyosensoriin ana
elamanlar Sekil 1.1°de gosterilmistir. Bu ana elamanlarin en 6nemlisi analite karsi
son derece se¢imli ve tersinir etkilesmeye sahip biyoajanlardir. Biyoajanlar
biyoafinite ve biyokatalitik olmak iizere iki gurupta toplanabilir. Biyoafinite ajanlari
(6rnegin  antikorlar) analitlerle kompleks olusturarak analitin  molekiiler
tanimlanmasinda kullanilirlar. Bu kompleks olusumu tabaka kalinligi, kirilma indisi
ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden olur.
Biyokatalitik ajanlar ise analitin molekiil yapisinda degisime neden olurlar ve bu
donilisiim sonucunda ortamda artan veya azalan madde miktar1 takip edilerek
degerlendirilir. Genelde biyokatalitik ajan olarak enzimler, mikroorganizmalar,
organlar, tiim hiicreler, bitki veya hayvansal doku pargalari kullanilmaktadir.
Biyokatalitik ajanlarin arasinda biyosensorlerde kullanilan en yaygin ajanlar
enzimlerdir. Enzimlerin substratlarina karsi olduk¢a yiiksek bir Ozgilinligi ve
afinitesi vardir. Enzimler, bir ¢ok kimyasal arasindan ilgili olduklari substrati seger
ve reaksiyonu katalizlerler. Tim diger reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik
reaksiyonlarda da ortamin sicakligi, pH’si, iyonik siddeti ve diger ¢evre sartlar

onemli rol oynar.
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Sekil 1.1. Biyosensoriin ana elemanlart.

Bilimsel literatiir “biyosensor” tanimiyla ilk defa 1962 yilinda Clark ve Lyons
sayesinde tamigmigtir [Clark and Lyons, 1962]. Clark ve Lyons’un tanimladig:
biyosensor glucose oxidase enzimiyle Clark tipi bir oksijen elektrodunun
kombinasyonundan olusmustur. Bu arastirmacilar glucose oxidase ve glikoz
arasindaki reaksiyondan olusan hidrojen peroksit konsantrasyonundaki artistan veya
ortamda enzim tarafindan tiiketilen oksijen konsantrasyonundaki azalistan yola
cikarak ortamdaki glikoz miktarinin tayin edilebilecegini saptamislardir. Ardindan,
1967 yilinda Updike ve Hicks bir oksijen elektrodu yiizeyine glucose oxidase enzimi
tutuklanmig polimer jel tabakasi kaplayarak bir ¢alisma elektrodu hazirlamiglar ve bu
elektroda ilk defa “enzim elektrodu” ismini vermislerdir [Updike and Hicks, 1967].
Bu elektrodun glikoz ve oksijen iceren biyolojik bir ortama yerlestirilmesi
durumunda, her iki bilesen de membran icerisine difiizlenmekte ve glikozun oksijen
vasitasiyla glukonik asite oksidasyonu gerceklesmektedir ki bdylece oksijen
elektrodu, glikoz konsantrasyonu ile orantili olarak gerceklesen kismi oksijen
basincindaki indirgenmeyi Olgmektedir. Bu bulus, biyolojik analizler agisindan
onemli bir adimdir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlarin tayini
miimkiin iken, sisteme biyomateryallerin de dahil edilmesi diger pek ¢ok maddenin
tayinini miimkiin kilmistir. Gelistirilen amperometrik enzim elektrotlarinin yani sira
ilk potansiyometrik enzim elektrodu Guilbault ve Montalvo tarafindan 1969 yilinda

hazirlanmistir [Guilbault and Montalvo, 1969]. 1970’11 yillarda ise biyosensorlerin



hem biyolojik hem de elektrokimyasal kisimlarinda modifikasyonlar yapilarak ilk

prototipleri gelistirilmeye baslanmistir.

Bugiline baktigimizda biyosensorlerin 3 temel wuygulama sahasiyla
karsilagsmaktayiz. Bunlar; ¢evresel, askeri ve medikal uygulamalardir. Elektroanalitik
kimyasal teknikler ¢evre koruma ve kirlenmenin siirekli izlenmesi agisindan giderek
onem kazanmaktadir. Ozellikle elektrokimyasal sensdér ve dedektdrler oncelikli
Kirleticilerin yerinde izlenmesi ¢alismalarinda 6nemli rol oynayan; elektroaktif
tiirlere kars1 segici, duyarli, hizli, hassas, kompakt, taginabilir ve ucuz sistemlerdir.
Uzun yillar pH ve oksijen elektrotlart vb. gibi elektrokimyasal cihazlarin cevre
analizlerinde kullanildigi bilinmektedir. Elektrokimyasal sensér teknolojilerindeki
son gelismeler organik ve anorganik kirleticilerin uygun sensorler yardimi ile yerinde
hizli ve hassas bir sekilde Ol¢limiine izin vermektedir. Bu sensorlerden birisi de
biyoajan kullanan biyosensorlerdir. EPA, ¢evresel izleme teknolojilerinin
gelistirilmesini saglamak amaciyla bu tiir sensorlerin iiretimi ve gelistirilmesini
destekleyici tesvikler vermekte ve bu sensorlerin hava, su, toprak, atiksu ve yeralti
sularinin ~ siirekli  izlenmesi ¢alismalarinda  kullanilmasin1 ~ desteklemektedir.
Gliniimiizde biyosensorlerin ¢evresel uygulamalarda kullanilmasina verilebilecek
orneklerden biri biyoremediasyon islemleridir. Biyosensorler sayesinde modern
molekiiler genetik tekniklerle modifiye edilmis bakterilerin toluen tiiketimleri
gozlenebilmektedir. Toluen, bakterice tretilen luciferase enzimi ile metabolize
olurken yesil floresan bir protein iiretilmekte ve spektral emisyon analizleriyle toluen
tiketimi  goriintiilenmektedir. Benzer sekilde bu biyoraportorler yoluyla petrol
sizintilari, yeralti sularindaki uranyum miktari, zehirli atiklarin, kanserojenlerin ve
icme sularini kirleten mikroorganizmalarin konsantrasyonlar1 belirlenmektedir.
Askeri amacgh uygulamalarin ilki biyolojik savaslarda kullanilan bakterilerin
kendilerine 6zgii lipid karakterine dayanan tanimlamalara yoneliktir. Bir bagka
uygulama da askerlerin savas esnasinda fizyolojik durumlarimi belirleyen ve bu
bilgileri hem yaralilara miidahale edeceklere hem de strateji belirleme konumundaki
birimlere ileten sistemlerin yapimina iliskindir. Biyosensorlerin en genis uygulama
sahas1 medikal sahadir. "Medikal telesensorler" olarak da adlandirilan ¢ipler viicut
1s1s1n1, nabzi, kan basincini, kandaki seker ve oksijen miktarlarini ve viicuttaki bazi
metallerin konsantrasyonlarin1 6lgebilmektedir. Optik biyopsi sensorleri sayesinde

ise agrisiz Ve 1yilesme siiresi kisa operasyonlarla kanserli dokular teshis edilmektedir.



Dokular 400-700 nm dalga boyu araliklarinda aydinlatilmakta, kanserli ve normal
hiicrelerin emisyon karakterleri karsilastirilip, kanserli dokular tanimlanmaktadir. Bu
sahadaki en son yeniliklerden birisi medikal uygulamalarin yaninda diger sahalarda
da kullanilan "lab on a chip" seklinde adlandirilan sistemlerdir. Cip, mikroskop
slaydi iizerinde meydana getirilmis 50-100 mm’lik kanalciklardan olusmaktadir.
Kanallarda gereken maddeler karigtirllmakta, elektriksel potansiyel fark
olusturularak bunlarin kanal boyunca tepkime hizlar1 o6lgiilmekte, meydana gelen
tirtinler ayristirilarak gesitli goriintiileme sistemleriyle reaksiyon siireci gbzlenmekte,
boylelikle ayristirilan {irlinlerin  konsantrasyonu o6lgiilebilmektedir. Son olarak
medikal uygulamalar bagligi altinda ele alinmasi gereken yenilik ise "gene chip”
teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde genomik ve polmorfik analizler yapilmakta
organizmalarin baz dizilimleri daha kolay belirlenebilmekte, hibridizasyonun
yanisira  gen  ifade  sistemleri  c¢alisilmaktadir  [www.affymetrix.com;

www.phys.uni.torun.pl/~jkob/physnews97/node2.html].

Ozet olarak biyosensor teknolojisi, biyokimyanin ve gen miihendisliginin
kaydettigi gelismelerle yeni boyutlar kazanmakta, buna bagli olarak uygulamalar da
cesitlenmektedir. Hatta son yillarda biyosensor kavram ve tamimlarinda onemli
degisme ve genislemelere paralel olarak gorme, isitme, koku alma, tat alma gibi
algilama mekanizmalar1 ideal biyosensor olarak goriilmekte ve bu mekanizmalarin
yapay olarak iiretilmesi c¢alismalari hizla devam etmektedir. Gelisim oOl¢iisiinii
izleyebilmek agisindan, biyosensor sektoriiniin toplam satiglar1 incelendiginde 1990
yilinda 35 milyon dolar olan toplam satis miktar1 1995 yilinda 895 milyon dolara ve
2002 yilinda 2,5 milyar dolara yiikselmistir. Biyosensor satiglarinda meydana gelen
bas dondiiriicii artiglar 6zellikle bu alandaki tretici firma sayilarini artirdigi gibi,
firmalarin biyosensorlerle ilgili arastirma ve gelistirme faaliyetlerini de etkilemis ve
son yillarda firmalar tarafindan patentlenmis calismalarin sayisinda biiyiik artiglar
meydana gelmistir. Halen gerek akademik, gerekse firma bazinda biyosensor

caligmalari artan bir hizda siirmektedir.


http://www.phys.uni.torun.pl/~jkob/physnews97/node2.html

2.2. Biyosensor Cesitleri

Biyosensorlerin - ¢esitli  siniflara  ayrilmasi ana elemanlarindan ¢evirici
kisimlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Kimyada kullanilan analitik
metotlar genel olarak fotometrik, spektroskobik ve kolorimetrik ¢eviricilerin
kullanima dayalidir. Fakat bir¢ok sensor sisteminde basit uygulanabilirliginden ve
diisiik maliyetinden dolay1 elektrokimyasal geviriciler tercih edilmektedir. Ayrica
elektrokimyasal ceviricilerde elektron akimlarinin  mikroislemciler igerisinde
gerceklesmesi bu tip ¢eviricilerin kullanimini daha cazip hale getirmistir. Telefonun
icad1 ile baslayan optik fiberlerin kullanildig1 foton siiriiciilii cihazlarin ve piezo-
elektrik  kristallerin ~ kullanimina dayanan mikro-kiitle kontrollii cihazlarin
kullanilmaya baslanmasinin yakin gelecekte elektrokimyasal ceviricilerle rekabet
edecegi disiiniilmektedir [Eggins, 2002]. Yukarida o&zetle bahsedilen analitik

cihazlarin gii¢ geviricileri genel olarak 4 ana baglikta siniflandiriimaktadir:

1. Elektrokimyasal ceviriciler;
—Potansiyometrik ¢evirici
—Amperometrik ¢evirici
—Konduktometrik gevirici
—Alan etkili transistorler (field-effect transistors)

2. Optik ceviriciler;
—Fotometrik ¢evirici
—Florimetrik ¢evirici
—Luminesans esash ¢evirici

3. Kiitle degisimli ¢eviriciler;
—Piezo-elektrik gevirici

4. Is1degisimli ceviriciler;

— Termistorler

— Katalitik gaz sensorleri
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2.2.1. Elektrokimyasal Ceviriciler
2.2.1.1. Potansiyometrik Cevirici

Bilindigi gibi bir M metali kendi iyonlarini igeren (M *") bir ¢ozeltiye
daldirildiginda, metal yilizeyinde bir elektrik potansiyeli meydana gelir;

M uta>+78" «> M gay oo .1)

reaksiyonu geregince metal iyonlariin ¢ozelti igcerisindeki aktivitesine ve reaksiyona

katilan elektron sayisina bagli olarak gelisen bir elektrot potansiyeli ( E ) tiretilir;

RT
_ 0
Eelektrot - Eelektrot + E In aM L e (2.2)

J

burada, E
mol.K

Volt cinsinden elektrot potansiyelini, R gaz sabitini (8,314

),

elektrot

T Kelvin cinsinden sicaklik degerini, 2z reaksiyona katilan elektron

0
elektrot

sayisini, F Faraday sabitini, a,,: ¢ozeltideki metal iyonu aktivitesini ve E
standart elektrot potansiyelini (a,,.. =1 ve sicaklik 25°C iken) gostermektedir. Bu
esitligin logaritmik ifadesi ;

B . 59,16

elektrot elektrot

E log a

seklinde yazilir ve monovalent katyon aktivitesinde meydana gelen 10 katlik bir
degisimde teorik potansiyel degisiminin +59,16 mV olacagini1 gosterir. Bu potansiyel
degeri sadece stabil bir potansiyele sahip referans elektroduna kars
Olctilebilmektedir. Toplam hiicre potansiyeli asagidaki gibi ifade edilir [Diamond,
1998];

E..=E

hicre elektrot - Erefe FANS v vevevoennensanensneensnnensassnssesnssssnsasanssssnssenns (24)
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Simdiye  kadar  ortamda  ylikseltgenen ve  indirgenen  madde
konsantrasyonlarinin 1 M oldugu durumdaki elektrot potansiyeli agiklanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda bulunan maddelerin elektrot potansiyeline etkisi potansiyometrik
sensor sistemlerinde olduk¢a O©nemlidir. Elektrot potansiyelinin  ortamdaki
yiikseltgenen/indirgenen madde konsantrasyonuna bagli degisimini veren ifade

Nernst esitligidir ve su sekilde gosterilir;

RT, [ a
0
elektrot T 7F In aOX ................................................... (2.5)

red

E =E

elektrot

Ozetle; potansiyometri, bir ¢dzelti icerisine daldirilmus iki elektrot arasinda
olusan potansiyel farki Olger. Elektrotlardan bir tanesi referans olup, kendi
cevresinde bagimsiz sabit bir potansiyele sahiptir. Prob elektrot olarak adlandirilan
diger elektrodun potansiyeli ise redoks reaksiyonlarinin olustugu sivi faz ile kati
yiizey arasindaki bolgede olusan potansiyeli ifade etmektedir. iletken tel ve bir
redoks sistemi arasindaki bolge disiiniildiigiinde, indirgenen/yiikseltgenen tiirler ve
iletken arasinda elektronlarin degisimi s6z konusudur. Indirgenme ve yiikseltgenme
hizlar1 esitlendiginde bir denge durumuna ulasilacak ve elektrodu ¢evreleyen
¢ozeltinin kompozisyonu sabitlenecektir. Bu durumda denge potansiyeli yukarida
verilen Nernst esitligi ile ifade edilecektir.

Potansiyometrik tip sensorde, bir kati, sivi veya cam membran segici olarak
yiiklii hedef analiti membran fazin i¢ine alir. Bu mekanizma sonucu i¢ kisimdaki
dolgu ¢6zeltisi ve drnek ¢ozelti arasinda bir potansiyel fark olusur ve bu fark referans
elektroda karst okunur. Olusan bu potansiyel, yukarida agiklandigi gibi analit
konsantrasyonunun logaritmasi ile orantilidir. Potansiyometrik biyosensorleri temel
alan sistemlerin hazirlanmasi igin farkli elektrotlar mevcuttur. Cam pH elektrodu
bunlardan biri olup, hidrojen iyonlarinin konsantrasyonunun (pH) ya da monovalent
katyonlarin izlenmesinde kullanilmaktadir. Sekil 2.1°de tipik bir biyokatalitik
potansiyometrik gaz probu gosterilmektedir. Elektrot, pH camindan, referans
elektrotlarindan ve gaz secici membrandan olusur. Gaz secici membrana enzim
immobilize edilmektedir. Cam elektrot ve membran arasinda karbondioksit sensorii

icin sodyum bikarbonat ¢ozeltisi, amonyak sensorii icin amonyum klorid ¢ozeltisi
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ince bir tabaka halinde bulunur. Elektrot, analizi istenen ¢ozeltiye daldirildiginda,
enzimatik reaksiyon sonucu karbondioksit veya amonyak gazi iiretilir. Olusan gaz,
analizi yapilan ¢ozeltiden pH elektrotuna dogru diflize ederken, dncelikle gaz segici
membrandan geger ve i¢ dolgu cozeltisine ulasarak burada ¢oziiniir. Coziinmeye
bagl olarak ortam pH’s1 degisir ve sistemin potansiyometrik yanit1 artar [Telefoncu,

1997].

a: cam pH elektrodu

a b:ig dolgu ¢ozeltist

c: elektrot kalif

d: gaz secict membran

e: enzim tabakasi

f: dializ membram

Sekil 2.1. Potansiyometrik gaz probu.

Cam membran yapisinin modifikasyonu ile NH,", Li*, Na*, K" gibi monovalent
katyonlara duyarli elektrotlarin olusturulmast miimkiindiir ve bu elektrotlar enzim
sensorlerinde kullanilabilirler. Bunlara 6rnek olarak glikoz, penisilin, oksalat,
aspartam, adenozin, fenilalanin, kreatinin ve {ire biyosensorleri verilebilir.
Potansiyometrik bir biyosensor ile analiz edilen ilk 6nemli analit iiredir. Kuan ve
Guilbault tarafindan gelistirilen sistemde, urease enzimi pH elektrodu iizerine jelatin
ve gluteraldehit kullanilarak immobilize edilmis, iirenin enzimatik hidrolizi asagidaki

gibi gerceklesmistir;

CO(NHz)z +2H20ﬂ>2NHZ+CO§2 .................................. (2.6)
ﬁ—J

ure

reaksiyonu geregince ortamdaki pH degisimi potansiyometrik olarak belirlenmis ve

buradan {ire konsantrasyonu 6l¢iilebilmistir [Kuan and Guilbault, 1987].



13

2.2.1.2. Amperometrik Cevirici

Bir ¢alisma elektrodu ile bir karsit elektrot arasina disaridan denge geriliminden
farkli bir gerilim uygulanirsa, sistem yeniden dengeye ulagsmaya ¢alisir, bu sirada bir
elektrot tepkimesi gerceklesirken bu iki elektrot arasindan akim geger. Bu yonteme
“amperometri” adi verilir. Calisma elektrodunda yiikseltgenen ve indirgenen madde
bir katyon, bir anyon ya da yiiksiliz bir bilesik olabilir. Cozeltide elektrotlar arasina
uygulanan gerilim degerlerinde elektroaktif olmayan “destek elektrolit” adi verilen
iyonlarin fazla miktarda bulunmasi ¢ozeltinin elektriksel direncini azaltir [Yildiz,
1999]. Tirlerin yiikseltgenme ve indirgenmesi genelde ¢alisma elektrodunda
gerceklesir ve ikinci bir elektrot referans olarak kullanilir. Calisma elektrodunun anot
ya da katot olarak ig gérmesi tamamen analitin yapisina baglidir. Buna 6rnek olarak
glucose oxidase biyosensorii verilebilir. Burada enzimatik reaksiyon sonucu olusan
hidrojen peroksidin tayini miimkiin olabildigi gibi, glikozun oksidasyonu siiresince
tilkketilen oksijen de izlenebilir. Hidrojen peroksidin izlenmesi durumunda bir platin
elektrot anot olabilmektedir ki +0,6 V (doygun Kalomel elektroda karsi) gibi pozitif
bir degerde polarizasyonu olasidir. Tiiketilen oksijenin izlendigi durumda ise,
kullanilacak ¢alisma elektrodunun negatif bir potansiyelde (-0,6 V) (doygun Kalomel

elektroda kars1) polarize olmasi ve katot gérevini gérmesi gerekmektedir.

Oksijen problart platin bir katot ve giimiis kloriir ile kapli giimiis bir anodu
igermektedir. Bunlarin her ikisi KC1 ¢6zeltisi i¢erisinde olup, analit, 6rnekten oksijen
duyarli membran vasitasiyla ayrilmaktadir. Membran boyunca difiizlenen oksijen
katotta indirgenir, olusan akim ise ornek igerisindeki oksijen miktariyla orantilidir.
Biyolojik sistemlerin bu tip elektrotlar izerine immobilizasyonu ile biyosensorlerin
hazirlanmast miimkiin olmus ve enzimatik reaksiyonlarda oksijen tiiketen ya da
tireten enzimler bu tip sistemlerde biyolojik materyal olarak kullanilabilmistir [Minh,
1993]. Amperometrik ceviricilerin kullanildigi amperometrik biyosensorlerle ilgili

detayli teknik bilgi Boliim 2.3’de verilmistir.

2.2.1.3. Konduktometrik Cevirici

Ortamda analit varliginda direngte meydana gelen degisime bagli olarak ¢alisan

sensorler genellikle secici degildirler. Fakat bir sensor sisteminde, birbirinden farkli
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direng tepkisi verebilen bircok algilayici elemanin bulunmasi sensoriin karigik
numunelerde kullanilabilmesine imkan saglamaktadir. Her bir algilayici ya farkli bir
iletken polimerle kaplanir ya da bu algilayicilar sinterlenmis metal oksitlerden
yapilir. Farkli algilayicilarin bir arada bulundugu sensor sistemleri genellikle bira,
sarap ve kahve icerisinde bulunan farkli aroma kokularin1 ayr1 ayr1 algilayabilmek
icin kullanilir. Bu algilayici sisteme “elektronik burun” adi verilir ve bu sistem ticari
hale getirilmis bir kimyasal sensordiir (chemiresistor). Bu tip sensorlerde bir
biyolojik ajan kullanildiginda bagka bir biyosensor ¢esidi ortaya ¢ikmaktadir. Buna

bir 6rnek verilecek olursa;

Ure +2H, 0 «>2NH," + HCO, ... .7)

reaksiyonu geregince iyonlardaki degisim konduktometrik olarak gozlemlenir.
Burada iletkenlik Ol¢imleri ortamin renk ve bulaniklifindan etkilenmemektedir.
Benzer olarak enzimatik reaksiyon sonucu olusan iletkenlik degisimlerinin
algilandig1 biyosensor sistemlerinde kullanilan diger enzimler; iyonik gruplar
olusturan amidase enzimleri, farkli yiiklerin ayrimimni saglayan dehydogenase ve
decarboxylase enzimleri, proton tasimimini saglayan esterase enzimleri, iyon
birlesme derecesinde degisikliklere yol agan kinase enzimleri, yiik tasiyan gruplarin
biiyiikliiklerinde degisime neden olan phosphatase ve sulfatase enzimleri olarak

siralanabilir.

Baz1 gecis metal oksitlerin iletkenlikleri, gazlarin yiizeylerine adsorpsiyonu ile
degismektedir. Bu tip metal oksitlere verilebilecek en 1yi ornekler ¢inko oksit ve
kalay dioksittir. Bu calisma prensibine dayali sensorler, 1-50 ppm konsantrasyon
araliginda bulunan karbonmonoksit, karbondioksit, etanol ve diger organik
buharlarin tespitinde kullanilmaktadir. Bu tip sensorler, buhar biriktirme “vapour
deposition” teknikleri kullanilarak hazirlanmaktadirlar. S6z konusu teknik
kullanilarak hazirlanmis konduktometrik bir sensore soyle bir 6rnek verilebilir; demir
bir metalin {ist ylizeyinde bulunan silikon oksit tabaka {izerine 0,3 um kalinliginda
paladyum doplanmuis bir kalay oksit tabakas1 olusturulur. Demir metalin 6teki yilizeyi
kalin bir rutenyum oksit tabaka ile kaplidir. Bu tabaka, sensorii yari-iletken isletme

sicakliginda tutabilmek icin 1sitict gorevi goriir. Sistem, kalay oksit tabaka iizerine
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yerlesmis iki altin parca arasindaki elektriksel direncin oOl¢iilmesi prensibine
dayanmaktadir. Boyle bir sistemde n-tipi yari-iletkenler tercih edilmektedir. Ciinkii,
bu yari-iletkenler ortamda bir analit gaz varliginda yiiksekten diisiige dogru bir
elektriksel direng degisimi olusturmaktadirlar. Atmosferik oksijenin bir kismi kalay

oksitten gelen fazla elektronlarla reaksiyona girerek yiizeye kimyasal olarak

tutunurlar (kemisorpsiyon). Yiizeye tutunmus oksijen anyonlar1 (O, ) iletkenlikte

ads
diisiise, dolayisiyla direngte artisa neden olurlar. Adsorbe olan gaz, ylizeye tutunmus

oksijen anyonlar1 ile asagidaki gibi reaksiyona girer;

G+0, GO0, + 8 i, 2.8)

des

Analit gaz (G ), yiizeye tutunmus olan oksijeni desorbe eder ve oksitlenir. Reaksiyon
sonucu iiretilen elektronlar kalay oksitin iletkenliginin artmasina sebep olmaktadir.
Artis direncteki distisle belirlenir ki bu da ortamda bulunan analit gaz
konsantrasyonu ile orantili olarak degisim gostermektedir. Cinko oksit de bir n-tipi
yari-iletkendir ve sensOr sistemlerinde kalay oksit ile benzer prensipte islev
gormektedir. Fakat, ¢inko oksitin kullanildigi sensor sistemlerinin segicilik
ozelliklerinin  diisiik oldugu bilinmektedir. Sensor seciciligi, sistemi farkh
sicakliklarda isleterek ve ortama bazi gazlarin oksidasyonunu katalizleyen platin,

paladyum gibi metallerin eklenmesiyle artirilabilmektedir.

Bu tip sensorler ticarilestirilmis olup, evlerde ve binalarda yanici gazlarin
tespitinde kullanilmaktadir. Diger bir uygulamasi ise otomotiv endiistrisinde 6rnegin,
titanyum dioksit tabanli sensdrlerin otomobillerin egzoz gazlarindaki oksijen
iceriginin tespitinde kullanilmasidir. Bu sistemler ayrica atmosferik nemdeki
degisimi, su molekiillerinin sensor yiizeyine adsorbe olusuyla belirleyebilmektedir

[Eggins, 2002].
2.2.1.4. Alan Etkili Transistorler (Field-effect transistors)
Alan etkili transistorler (FETs), bir transistor yiikseltgeci iceren ve metal-0ksit-

yar1 iletken kisimlar1 sayesinde potansiyometrik sinyaller verebilme 6zelligine sahip

olmalarindan dolay1 sensor sistemlerinde minyatiir gevirici olarak kullanilabilen
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elektronik parcalardir. Burada, yari iletken o6zellikteki bir metal-oksit-yar1 iletken
sistemine voltaj uygulandiginda, oksit bir yalitkan oldugundan ayrica metal/oksit ve
oksit/yar1 iletken ara ylizeylerinde yiizey yiikleri indiiklendiginden sistem bir
kapasitdr gibi davranmaktadir. indiiklenmis yiizey yiikleri metal oksit iizerinde “alan
etkisi” adi verilen bir elektriksel alan olusturmaktadir. Iste, bu elektriksel alan
etkilerinden dolayr FET’ler sensor sistemlerinde kullanilabilmektedirler. FET’ler
minyatiir parcalar olduklarindan devre donanimlar1 da minyatiirdiir. Bu nedenle

Ol¢timde giiriiltii en aza indirgenirken, hassasiyet artmaktadir [Eggins, 2002].

FET’ler belli bir zamana kadar minyatiirize sisteme adapte edilebilecek
referans elektrotlarin olmayisindan dolay1 sensor sistemlerinde kullanilamamustir.
Zamanla bazi minyatiir referans elektrotlar gelistirilip kullanilmaya baslanmistir. Bu
elektrotlar, glimiis veya platin tek bir telden yapilmus, icleri giimiis kloriir ¢ozeltisi ile
doldurulmus “screen-printed” tipindeki elektrotlardir. Fakat Janata, minyatiirize
edilmis bir referans elektrodun calisma prensibinin, normal referans elektrodun
caligma prensibine uymadigini ispatlamistir [Janata, 1989]. Bu nedenle referans
elektrotlarin minyatiirize edilmesine alternatif olarak, FET lerin sensor sistemlerinde
kullanilabilmesi i¢in iki adet FET diferansiyel modda ¢alistirilmistir. Bu FET’lerden
bir tanesi Ol¢lilmesi istenen analite kars1 ihmal edilebilir sinyaller veren kor (blank),
digeri ise analit secici bir membranla iizeri kaplanmis transistordiir. Gelistirilen bu
yapt kimyasal alan etkili transistor (CHEMFET) olarak adlandirilir ve sensor
sistemlerinde rahatlikla kullanilmaktadir. Sekil 2.2°de, sematik bir CHEMFET

gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Sematik bir CHEMFET gosterimi.

Sekil 2.2°de 3 numaral1 kisim analit ¢ozeltisi ile temas halinde olan analit segici
membrani, 7 numarali kisim analit ¢ozeltisini, 8 numarali kisim referans elektrodu, 1
numarali kisim silikon bolgeyi, 2 numara yalitkan kismi, 4 ve 5 numara transistorleri,
6 numara izolasyonu gostermektedir. Bu sistem, ya sabit potansiyelde (Vg) devreden

gecen akimi (Ip), ya da sabit akimda potansiyel 6l¢limiinii gergeklestirebilmektedir.

CHEMFET den bagka iyon se¢ici alan etkili transistorler (ISFETs) kimyasal
sensorlerde, CHEMFET iizerindeki secici membrana enzim immobilize edilerek
hazirlanan enzim tabanli alan etkili transistorler (ENFETs) ise biyosensorlerde
kullanilmaktadir. ISFET lerde genellikle “iyonofor” adi verilen iyon segici polimerik
malzeme kullanilmaktadir. ISFET lerle hazirlanmis sensorler yaygin olarak pH, Na®,
K*, Ca* ve CI Ol¢ciimiinde gorev almaktadir. ISFET ler laboratuar sartlarinda dogru
olgiim yapabilirken, Na®, K, Ca*? gibi iyonlarin Ol¢limlerinin gercgeklestirildigi
klinik laboratuarlarda kan orneklerinden kaynaklanan girisimler ISFET lerin 6l¢iim
giivenilirligini olumsuz yonde etkilemektedir. ISFET ler belli bagli biyokimyasal
substratlarin tayin edilebilmesi i¢in modifiye edilebilmektedirler. Bu amagla
ISFET’in  oksit  yilizeyi  polimerik  membranlarla  kaplanarak  enzim
immobilizasyonuna olanak saglamak iizere fonksiyonellestirilir (ENFETS). Soz

konusu polimere enzim immobilizasyonu, polimer aglari arasina enzimi hapsetme ya
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da oksit yiizeyde enzim baglayacak kimyasal fonksiyonel gruplarin olusturulmasiyla
gerceklestirilmektedir. Bu sekilde hazirlanmis bir glikoz biyosensoriiniin ¢alisma

prensibi su sekilde agiklanabilir:

Glikoz+ 0O, + H,0 —glwosxidase , Glykonikait +H* +H,0, .........(2.9)

Yukaridaki reaksiyonda oksit yiizeye immobilize edilen glucose oxidase enzimi
ortamda bulunan glikozu glukonik aside ¢evirir. Burada, glikozun yaninda hidrojen
Iyonu ve hidrojen peroksit {iretilir. Hidrojen iyonu iiretimi, sistemde tiiketilen glikoz
ile orantili olarak gelisir. Boylelikle, ¢ozelti icerisindeki pH degisimine duyarli olan
elektrot-oksit-yar1 iletken sistem ortamdaki glikoz konsantrasyonunu rahatlikla
belirleyebilmektedir [Schmid, 2006]. Literatirde bu prensipte yapilmis pek c¢ok
biyosensor 6rnegi mevcuttur. Bunlar; iire, penisilin, etanol, laktoz, siikroz, maltoz,
askorbik asit, laktat, asetilkolin, organofosforlu pestisitler ve formaldehit
biyosensorleridir [Schoning, 2002]. Ayrica, bir tanesinde glucose oxidase, digerinde
Ise urease enziminin bagli bulundugu iki ayrt ENFET kullanilarak hazirlanmis bir
biyosensorde ayni anda hem glikoz hem de iire tayini yapilabilmektedir [Eggins,
2002].

2.2.2. Optik Ceviriciler

Biyosensoriin ¢evirici bdliimiiniin  optik degisimleri algiladigt ve elektrik
sinyaline g¢evirdigi aygitlara “optik biyosensorler” denir. Bu tip ceviricilerde iletici
sistem olarak optik fiberler kullanilmaktadir. Dedektor veya 151k kaynagi ile analiz
edilecek numune arasindaki 1518, toplam refleksiyon prensibine uygun olarak
fiberlerin i¢ kismi1 boyunca tasinimi s6z konusudur. Burada iletici olarak gérev yapan
fiberlerin {izerine enzim immobilizasyonu yapilarak optik esasli biyosensorler
hazirlanmaktadir. Optik biyosensorler, etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya
da fizikokimyasal bir degisimin Ol¢limiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi,
sacilmi ya da yaymmi sonucu meydana gelmektedir [Merig, 2008]. Optik
biyosensorlerin avantajlari; referans elektroda ihtiya¢ duyulmamasi, higbir elektriksel
girisimin olugsmamasi, oksijen gibi bazi analitlerin denge sartlarinda 6l¢iilebilmesi ve

farkli dalga boylarinda birden fazla analitin 6lgiilebilmesidir. Dezavantajlar1 arasinda



19

ise, Olclilecek analitin elektrokimyasal sensorlere gore smnirli dogrusal oOlctiim
araligina, diisilk yanit siiresine sahip olmasi ve biiyiik cihazlar oldugundan

minyatiirize edilme zorlugu sayilabilir [Eggins, 2002].
2.2.2.1. Fotometrik Cevirici

Biyolojik  analizlerin  bir ¢ogu  fotometrik  Ol¢limler  iizerinden
gergeklestirilmektedir. Fotometrik analizlerin temel prensibi, 6l¢iimii yapilacak
maddenin fotometrik 6zelliginin degismesine dayalidir. Bu o6l¢iimlerden en iyi
bilineni, NAD" ve NADH’1n biyokimyasal reaksiyonlara katilmasiyla gergeklesen
redoks reaksiyonlarini temel alan 6lgiimlerdir. NAD® ve NADH, sirasiyla
nikotinamid adenin diniikleotitin (NAD) yiikseltgenmis ve indirgenmis formlaridir.

Bu tip reaksiyonlara asagidaki gibi bir 6rnek verilebilir;

Piruvat + NADH + H" <> L —laktat + NAD™ ..., (2.10)

Yukaridaki reaksiyonda NADH, 340 nm dalga boyunda yiiksek bir absorbans degeri
verirken, NAD" bu dalga boyunda absorbans gostermemektedir. Burada olgiilecek
analit ve reaktantlar1 spektrofotometre igine yerlestirilmis bir kiivet igerisinde
karistirmak suretiyle reaksiyon gerceklestirilmektedir. Reaksiyon sonucu olusan

temel optik sinyal Beer-Lambert Kanunu’na dayalidir ve su sekilde ifade edilir;

Burada 1, baslangic 1sik yogunlugunu, |1s18imn c¢ozeltiden gegtikten sonraki
yogunlugunu, Aabsorbans degerini (genellikle cihaz tarafindan direkt Olciilen
deger), e molar absorptivite katsayisini, Canalit konsantrasyonunu, lise 11810

cozelti icerisinde kattettigi yolu belirtmektedir [Eggins, 2002].

Fotometrik tipteki ceviricilerle hazirlanmis biyosensorlerde, enzimatik
reaksiyon uyarinca renkli madde konsantrasyonundaki degisimler sonucu meydana
gelen absorbsiyon farklari belirlenmektedir. Renkli madde konsantrasyonundaki

degisimler genellikle enzimatik reaksiyon uyarinca olusan pH farkliliklarindan
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kaynaklanmaktadir. Ornek olarak, optik bir lifin yiizeyinde p-nitrofenol ve amonyum
kloriir iceren bir ¢6zelti hidrofobik teflon bir membranla ¢evrelenir. Analizlenecek
orneklerdeki amonyak konsantrasyonuna bagli olarak elektrot i¢erisindeki ¢ozeltinin
pH'sinda olusan fark, 404 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren p-
nitrofenoliin absorbans degerinde degisiklige neden olmaktadir. Bu temel ilke
dikkate alindiginda absorbsiyona dayali optik sensoriin dis membraninda uygun bir
enzimin immobilizasyonuyla optik enzim sensorii hazirlanabilmektedir. Kataliz
reaksiyonlar1 uyarinca pH’da degisiklige yol agan penicilinase, colin esterase,
glucose oxidase, urease gibi enzimler ile amonyak salinimina yol agan urease,
glutaminase, aminoacid oxidase gibi enzimler bu tip enzim sensorlerinin
hazirlanmasinda rahatlikla kullanilabilmektedir. Dogal olarak indikatdr se¢imi p-
nitrofenol ile sinirl degildir. Biitiin bunlarin yan1 sira ilgili enzimatik reaksiyonun
substrat ya da triinlerinden biri optik olarak absorban bir nitelik tasiyorsa ayrica

renkli bir reaktif kullanmaya gerek yoktur [Minh, 1993].
2.2.2.2. Florimetrik Cevirici

Yiiksek enerji seviyelerine kadar uyarilan atomlar, molekiiller ve katilar belli
bir 1511m yaparak diisiik enerji seviyelerine gecerler. Yiiksek sicaklikli bir enerji
kaynagi ile uyarilmis atomlarin 151k yayilimlari atomik ya da optik yayilim, 151k
enerjisi ile uyarilmig atomlarin diisiik dalga boylarindaki 151k yayilimi ise “floresan”
olarak adlandirilmaktadir. S6z konusu 151k yayiliminin yogunlugu, 1sima yapan
madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Yayilan floresan 1simasi1 Beer-Lambert
Kanunu'na baglh olarak o6l¢iiliir. Uyarilmis bir atom veya molekiil, diisiik enerji
seviyesine az miktarda 1s1ma yaparak gecerse, ortamda bulunan bagka tiirlerle
reaksiyona girerek kendi enerjisini bu tiirlere aktarabilir ve floresan 1g1masi tamamen
tikkenebilir. Bu prosese “soniimleme” denir ve baska bir flourimetrik 6l¢iim metodu

olarak kullanilir. Floresan ve sonlimleme olaylar1 asagidaki gibi verilmektedir;

Floresan M —oM+hv (2.12)

* k
Séniimleme M +Q—>M+Q . (2.13)
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Enzim tabanli florimetrik biyosensorler, herhangi bir pH degisimine yol acan
ya da amonyak veya karbondioksit konsantrasyonunda farklilasmaya neden olan bir
enzimin uygun bir floresan madde ile birlikte optik bir sensoérle birlestirilmesiyle
olusturulmaktadir. Penisilini penisilinik aside hidrolizleyen penicilinase, glutamati o-
kateglutarata oksitlerken amonyak olusturan glutamat oxidase tipik ornekler
arasindadir. Glutamat ve penisilin gibi substratlarin yani sira, floresan esasli optik
enzim sensorleriyle pek ¢ok enzimatik reaksiyonun koenzimi olan NADH’in
belirlenmesi de miimkiindiir [Dingckaya, 1999]. Floresan esasli optik enzim
sensorlerinin, absorbans esasli optik enzim sensorlerinden farki floresan 6zellik
gosteren indikator maddeler kullanilmasidir. Bu maddelere o6rnek olarak pH
Olglimleri igin kullanilan trisodyum 8-hidroksi-1,3,6-tristilfonat verilebilir. Bu
indikator, asit formunda 405 nm dalga boyunda, baz formunda 470 nm dalga
boyunda absorbans verirken 520 nm dalga boyunda floresan 6zellik gostermektedir.
Floresan ozellik gosteren akridin ya da kinidin reaktantinin cam bir destege
karbodiimid {izereinden kovalent baglanmasiyla gelistirilen ve floresan soniimleme
teknigiyle calisan optik bir sensorde CI, Br ve | iyonlarmin tayini
gerceklestirilmektedir. Yine hem floresan hem de floresan soniimleme tekniginin
aym anda gerceklestirildigi optik bir sensdr sistemde Na® iyonlarinin, baska bir
floresan madde olan 2-hidroksi-1,3-ksilil ile diazolanmis 4-nitroanilinin optik fiberin
ucuna immobilize edilmesiyle gelistirilmis bir sensérde K* iyonlarinin tayini
yapilabilmektedir. Oksijen i1yi bir floresan soniimleyici oldugundan bu ozelligi
florimetrik sensorlerde kullanilabilmektedir. Bu amagla, bir poliakrilamid destege
perilenbiitirik asit baglanarak hazirlanmis bir prob, 0-150 mmHg basing araliginda
oksijene tepki verebilmektedir. Benzer sekilde hazirlanmis probla kiikiirtdioksit
gazinin oksijenin s1yirildig bir ortamda 84 ppm’e kadar 6lciilebilmesi s6z konusudur

[Eggins, 2002].

2.2.2.3. Luminesans Esash Cevirici

Kimyasal bir reaksiyonda, 1s1 enerjisi olmadan sadece 11k yayilimi
gerceklesiyorsa buna “kimyasal luminesans” (chemiluminescence), ayni 151k yayilimi
biyolojik sistemlerde gergeklesiyorsa buna da “biyoluminesans” adi verilmektedir.
Kimyasal luminesans, bazi maddelerin karanlik ve soguk ortamlarda oksijen veya

hidrojen peroksit ile oksidasyonu sonucu goriiniir bir 151k iiretmeleriyle
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gerceklesmektedir. Bu maddelerin en bilineni luminoldiir. Luminol, genellikle klinik
calismalarda etiket (marker) madde olarak kullanilmaktadir. Oncelikle, antijen
luminolle etiketlenir, daha sonra antijen-antikor eslesmesi sonucu yapida bulunan
luminoliin etkisiyle 460 nm dalga boyunda bir floresan 1sima ger¢eklesmektedir.
Luminol kullanilarak hidrojen peroksit ve peroxidase enziminin etkilesime girdigi
biyosensor sistemleri de gelistirilmistir. Bu sensorlerde hidrojen peroksit tayini igin,
luminol igeren bir poliakrilamid jel {izerine peroxidase enzimi immobilize edilmis ve
jel, fiberin ucuna tutturulmustur. Bu sistemde disaridan bir 151k kaynagina ihtiyag
duyuldugundan sensor bir fotodiyoda baglanmistir. Sensor, reaksiyon sonucu olusan
luminesans sinyallerini 2 dakikalik bir siirede vererek hidrojen peroksiti 1-10 mM
konsantrasyon araliginda tayin edebilmistir. Kimyasal luminesansa dayali olarak yeni
gelistirilmis sensorlere verilecek diger bir 6rnek ise, bazi fosfat tiirlerinin (adamantyl
dioxetine phosphate) alkaline phosphatese enzimi ile hidrolize edilip, floresan 1s1ma
yapan adamantyl dioxetine anyonlarma doniistiiriilmesi sonucu tayin edilmesidir

[Eggins, 2002].

Biyoluminesans, ates bocegi, yildiz kurdu ve bazi degisik su canlilart gibi
yagsayan organizmalardaki enzimatik reaksiyon sonucu 1sik yayilmasi ile
gerceklesmektedir. Bu tip canlilarin enzimlerinin katalizledigi maddelere lusiferin,
bu reaksiyonlara giren enzimlerine ise luciferase enzimleri adi verilmektedir.
Lusiferin maddelerinin enzimatik oksidasyonu sonucu meydana gelen luminesans

asagidaki bagintida verilmektedir;

Lusiferin—1fera<% 5 Oksilusifein+hv (562 nm) ................... (2.14)

Bazi lusiferin tiirleri adenozin 5’-trifosfat (ATP), flavin mononiikleotit (FMN) ve
flavin-adenin diniikleotit (FADH) gibi bazi kofaktorlerle birleserek de asagidaki gibi

enzimatik oksidasyona ugrayabilmektedir;

ATP +lusiferin+ O, —49™2 s, AMP+ pirofosfat- oksilusifein+CO, + H,0+hv.....(2.15)
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Bu reaksiyon, lusiferin tipi maddelerin femtomol miktarlarda analiz edilmelerine
olanak saglamaktadir. Miyokard enfaktiis ve kas zayifliklarina neden olan creatine

kinase enzimi klinik testlerde ayn1 prensiple asagidaki gibi belirlenmektedir;

Adenozin5'— fosfat+ kreatin fosfat—eininase s ATP 4 kreatin...........(2.16)

Bakteriyel lusiferase enzimleri ise (Photobacterium phosphoreum, Vibrio
harveyi) ates bocegi lusiferase enziminden farkli olarak lusiferine gereksinim
duymazlar. Buradaki luminesans, lusiferase, indirgenmis flavin (FMNH,) ve yag asit
aldehitinden olusan kompleksten meydana gelir. Ticari lusiferase enzimleri
genellikle NADH-FMN oxidoreductase enzimini de igerirler. Bu durumda NADH
ireten enzimatik bir reaksiyon ile iliskili bilesiklerin tayininde, s6z konusu enzim ve
ticari bakteriyel lusiferase enziminin giftlenerek immobilize edildigi bir optik sensor
ile, hedef enzimin degistirilmesi yoluyla pek c¢ok farkli bilesigin analizi miimkiindiir

[Dingkaya, 1999].
2.2.3. Kiitle Degisimli Ceviriciler

2.2.3.1. Piezo-elektrik Cevirici

1880 yilinda, Curie kardesler kuartz ve turmalin gibi simetri merkezi olmayan
anizotropik kristalleri kesfetmislerdir. Kesfettikleri bu kristallerin mekanik bir
gerilime maruz birakildiginda elektriksel sinyal verdikleri gozlenmistir. Tam tersine,
bu kristallere elektriksel bir sinyal uygulandiginda da yapilarinda mekanik
deformasyonlarin olusumu s6z konusudur. Boylelikle, elektriksel bir potansiyelin bu
kristallere uygulanmasi sonucu kristal yapisinda titresimler meydana gelecektir. Her
kristal, kendine 6zgii dogal bir titresim frekansina sahiptir. Bu frekans degeri 10
MHz civarinda bir degerdir (radyo frekansi). Bir titresim frekansi, kristal {izerine
kaplanmis bir madde ile beraber toplam kristal kiitlesine bagli olarak degisim
gostermektedir. Herhangi bir analitin kristal tizerine adsorpsiyonu ile meydana gelen
bu frekans degisimi yiiksek bir hassasiyetle (500-2500 Hz/g) dlgiilebilmektedir. Bu

Ol¢lim prensibi ile, sensor sistemlerinde belli bir analit i¢in pikogram mertebesinde
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belirleme limitlerine (LOD) inilebilmektedir. Yiizey kiitle degisimi (Am) ile frekans

degisimi ( Af ) arasindaki iligki Sauerbrey esitligi ile agiklanmaktadir;

Af =—2,3><106><f2><A7m (2.17)

Yukarida verilen esitlikte, Am kristalin sinyal bdolgesi alan1 (A) lizerine

adsorbe edilmis maddenin gram cinsinden kiitlesini, f ise toplam frekansi ifade

etmektedir. 15 kHz’lik frekansa sahip bir kristalde, 2500 Hz/ug’lik bir ¢6ziiniirlikk
elde edilebilmektedir ki, bu da 10™ gramhk (1 pikogram) bir belirleme limitine
tekabiil etmektedir. Frekansta meydana gelen degisimler piezo-elektrik etkiyi
olusturmaktadirlar [Diamond, 1998]. Piezo-elektrik etki prensibi ile ¢alisan cihazlar,
kiitledeki ufak farklilagmalarin tayinine yonelik olarak kendi rezonans frekanslarinda
kullanilmaktadirlar. Bu farklilagmalar, ayn1 zamanda enzim-inhibitor etkilesmeleri ve
antikor baglanmalarini kapsayan biyolojik reaksiyonlardan da kaynaklanabilmektedir

[Timur, 2001].

Yukarida agiklanmaya calisilan dogal kristaller disinda baryum ve kursun
titanatlar gibi piezo-elektrik etki gosteren seramik materyaller sensor sistemlerinde
kullanilabilmektedir. Ayrica, poliviniliden florit (PVDF) (-CF,-CH,-CF,-), gibi bazi
organik polimerler piezo-elektrik 6zellikte kristaller olusturabilmektedirler. Tipik bir

piezo-elektrik sensor sistemi Sekil 2.3°de gosterilmistir;
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Frekans sayaci

Osilator
(titregim olusgturan cihaz) ;

Omek girisi ——»

—— Ornek cikust

N

Kristal

Sekil 2.3. Piezo-elektrik sensor sistemi sematik gosterimi.

Piezo-elektrik sensor sistemleri, yiizeyi kaplanan kristal iizerine adsorbe edilen
bazi buhar ve gazlarin analizlerinde kullanilmaktadirlar. Fakat, bu sensorlerin
seciciligi azdir. Jelatin, silikajel ve molekiiler elekler gibi nem emici Ozellikteki
maddelerle kristal ylizeyin kaplanmasi sonucu su buhar1 adsorpsiyonu
gerceklestirilir. Ustelik nem tutucu madde iizerine adsorplanmis su buharinin
desorpsiyonu kolay oldugundan, bu sensorler tekrardan kullanilabilmektedirler. Bu

tip sensOr sistemleri ticari olarak gelistirilmistir.

Otomobillerde egzoz gazlarindan agiga ¢ikan ve fosil yakitlarin yanmasi
sonucu atmosfere birakilan kiikiirt dioksit gazi havada olduk¢a 6nemli bir kirletici
parametredir. Organik aminler, kiikiirt dioksit gazini geri doniigiimlii olarak adsorbe

edebilme 6zelligine sahiptirler;

R;N+SO, +H,0 = R,NH'HSO, ... (2.18)

Fakat, bu aminler ayn1 zamanda azot oksitler gibi bazi1 asidik gazlar1 da beraberinde

adsorbe eder.
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Insan burnunun algilayamadig: diisiik konsantrasyonlarda bile oldukga toksik
etkiye sahip ve pis kokulu bir gaz olan hidrojen siilfiir i¢in oldukg¢a secici piezo-
elektrik sensorler gelistirilmistir. Ayrica, bakir, giimiis ve kursun gibi metal

asetatlarin kullanildig1 sensorler de hidrojen siilfiir tayininde kullanilmaktadirlar.

Eksik yanma {iriinii olan karbon monoksit, kokusuz oldugundan algilanmasi
giic bir gazdir. Reaktif bir gaz olmamasma ragmen, indirgeme oOzelliginden
yararlanilarak piezo-elektrik sensorlerde kullanilabilmektedirler. Karbon monoksit
210" C sicaklikta civa oksit ile reaksiyona girerek asagidaki gibi civa buhar

olusturmaktadir;
HJO +CO <> HY +CO, ool (2.19)

Olusan civa, bir civa buhar sensorii ile analiz edilmektedir. Civa, laboratuarlarda
manometre, termometre ve elektrotlarda yaygin olarak kullanilmaktadir ve civa
miktarinda meydana gelen kayiplar ortamda toksik etki gostermektedir. Bu nedenle
Olgtimii oldukga yararlidir. Bu amagla altin kaplanmus kristal i¢eren bir piezo-elektrik
sensorde, civa ile altmin etkilesimi sonucu amalgam olusmaktadir. Sicakligin 150

C’ye cikarilmasiyla bu reaksiyon geri doniisiimlii gerceklesmektedir.

Askorbik asit, hidroklorik asit, L-glutamik asit ve pridoksin (Bg vitamini) gibi

bazi asit kaplamalart ile bu tip sensdrlerde amonyak analizi yapilmaktadir.

Piezo-elektrik biyosensorlerde kimyasal piezo-elektrik sensorlere gore segicilik
yiiksektir. Ornegin; piezo-elektrik bir kristalin formaldehyde dehydrogenase enzimi
(FDH) ve NAD" ile kaplanmasiyla olusturulmus bir biyosensdrde seciciligi yiiksek
formaldehit tayini yapilabilmektedir;

CH,0+H,0+NAD" —" sNADH+HCOH+H" ... (2.20)

Piezo-elektrik sensorlerde demir kloriir, bakir kloriir ve nikel kloriir gibi bazi
metal tuzlar1 kullanilarak organofosforlu pestisitlerin tayini yapilmaktadir. Burada

metal tuzlar1 ve  pestisit arasindaki = komplekslesme  reaksiyonundan
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yararlanilmaktadir. Ayrica, cholin esterase enzimleri segici olarak bazi
organofosforlu pestisitlerle reaksiyona girer. Ornegin; acetylcholin esterase
enziminin gluteraldehit ile bir kuartz kristali {izerine immobilizasyonuyla
olusturulmus piezo-elektrik bir biyosensorde malathion (organofosforlu pestisit)
tayini yapilmakta iken, anti-Parathion antikorunun kristal izerine tutturuldugu baska
bir  piezo-elektrik biyosensorde ise parathion (organofosforlu pestisit) tayini
yapilmaktadir [Eggins, 2002].

2.2.4. Is1 Degisimli Ceviriciler

2.2.4.1. Termistorler

Termistor, sicakliktaki degisimi 6lgcmeye yarayan oldukg¢a hassas bir aygittir.
Calisma prensibi, sinterlenmis bazi metal oksitlerin elektriksel direnglerinin
sicaklikla degisimini esas almaktadir. Bu metal oksitler, baryum oksit, kalsiyum oksit
veya kobalt, nikel, mangan gibi bazi ge¢is metallerinin oksitleridir. Sicaklikta
meydana gelen 1'C’lik bir artis (+ 0,005 'C dogrulukla), direncin %4-7 civarinda
azalmasina neden olmaktadir. Termistorler genellikle kiigiik cam boncuklar seklinde
tasarlandiklarindan minyatiirize sistemlerdir [Minh, 1993]. Kimyasal ya da
biyokimyasal bir reaksiyondan ag¢iga c¢ikan 1s1 miktar1 bir mikrokalorimetre
aracilifiyla oOlciilebilmektedir. Analit reaksiyonunun termistére yakin bir bolgede
gergeklestirilmesi dl¢iim seciciligini artirmaktadir. Ustelik bu sayede enzimatik bir
reaksiyonda gerceklesen entalpt degisimi  Olgiilebilmektedir. Termistorler,
kolorimetrik Slgiimlerin  yapilamadigr olduk¢a yogun renkteki veya bulanik
numunelerde 6l¢iim yapabilmektedir. Termistorlii biyosensorlerde enzim, albumin ile
birlikte termistore capraz baglanirken, ikinci bir termistor sadece albumin ile

kaplanmakta ve bu termistor referans olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.4).
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Politiretan yalitkan

Altiminyum termostatl silindir

Is1 degistiriciler

» Termistorler

L Enzim kolonlar1

Sekil 2.4. Termistorlii biyosensoriin sematik gdsterimi.

Bu sistemden alinan sinyal direng degisimidir. Sinyaller non-lineer (dogrusal

olmayan) olarak degisim gostermektedir ve bu degisim asagidaki esitliklerle

agiklanabilir;

B
R; = Axe% ............................................................................. (2.21)
veya

R, =R, x e{ﬁ [Tllj_(TloH

Bu reaksiyonda f’nin degeri 3000 olarak alinir. Tipik olarak Rdegeri, 300 K

sicaklikta ve kalibrasyon egrisi egiminin 1 k€/ 'C oldugu durumlarda 10 kQ’dur.
Termistorlere uygulanabilir sicaklik -100°C ile 200 'C araligindadir.

Glikoz ve iire dl¢limlerinde termistorlii biyosensorler kullanilabilmektedirler.
Aciga ¢ikan 1s1 hem analit konsantrasyonuna, hem de reaksiyon entalpisine baglidir.
Glikoz ve ire Ol¢limlerinde gerceklesen enzimatik reaksiyonlar asagida

verilmektedir;
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Glikoz+0, + H,0 gl oxidase , Gk onik asit+H,0, ...........(2.23)
AH =-80 kI

COQH, ,+H,0—***>CO,+2NH, (2.24)
S AH=-66 kI

Glikoz reaksiyonunun entalpi degeri daha fazla oldugundan, glikoz sensorii iire

sensoriinden ¢cok daha hassastir [Eggins, 2002].
2.2.4.2. Katalitik Gaz Sensorleri

Katalitik gaz sensorlerinin termistorlerden tek farki, enzimatik reaksiyondan
ziyade bazi yanic1 gazlarin yanma reaksiyonlarindan faydalanilmasidir. Anlagildigi
gibi katalitik gaz sensorleri, yanici gazlarin 6l¢timlerinde kullanilmaktadir. Bu tip
sensorlerin isletilmesi, yanici gazin hava ortaminda yakilmasi sonucu agiga ¢ikan 1s1

miktarmin dl¢iimiine dayalidir. Ornegin;

CH, + 20, CO, +2H,0

AH = 800 k%nm .......................................

Prosesi hizlandirmak igin, platin gibi baz1 katalistler kullanilmaktadir. Burada platin
bir cubuk, gaz karigimmi yanma sicakligina getirebilmek igin 1sitict gorevi
gormektedir. Bu amagla platin ¢ubuk boyunca bir elektrik akimi gecirilerek cubuk
wsitilir, 1sinan gubuk gaz karisimini da beraberinde 1sitir. Yanmadan agiga ¢ikan 1s1
platin ¢ubugun sicakligini artirir. Platin ¢ubugun direnci sicakliktaki degisimlere
duyarli oldugundan degisen direnglerin dl¢limii yapilir. Metan gazi ile 1s1 daha fazla
yayildigindan hidrokarbon analizi i¢in daha hassas dlgiimler yapilabilmektedir. Bu

tip sensorler “non-isotermal” (izotermik olmayan) modda isletilmektedirler.

Bagka bir alternatif metot ise, akimi diisiirmek i¢in geri beslemeli bir elektronik
devre kullanimidir. Bu sayede katalist cubugun sicaklig1 sabit kalacak ve reaksiyon

1s1s1 dengelenecektir. Bu tip sensorlerin isletimine ise izotermal modda isletim adi
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verilmektedir. Burada gazlarin yanmasi sonucu agiga ¢ikan 1sidan dolayr degisen
akim degeri Olglilmektedir. Akim degisimi ortamda bulunan gazin miktar ile
orantilidir. Katalist olarak platin kullanimi 1000 ‘C’lik bir sicaklik gerektirirken,
paladyum ve rodyum gibi katalistler icin daha diisiik sicakliklar yeterli
olabilmektedir. Bu nedenle bu tip sensorlerde platin disindaki katalistler tercih

edilmektedir.

Katalitik gaz sensorlerinin degisik bir g¢esidi de pellisterlerdir. Pellisterler de
yukarida agiklanan ¢alisma prensibine sahiptirler. Burada farkli olarak platin ¢ubuk,
seramik boncuklar igerisine yerlestirilmektedir. Genellikle paladyum olan katalist
tabakas1 boncuk iizerine kaplanmaktadir. Sistem 500 'C sicaklikta ¢alistirilarak metan
gibi gazlarin Ol¢limiinde kullanilmaktadir. Katalitik gaz sensorlerinde en sik
karsilagilan problem, kullanilan katalistin organo siilfiir ya da organo fosforlu
bilesiklerle ve bunlarin tiirevleriyle zarar gérmesidir. Fakat bu sorun, katalistin iginde
karistigt  boncuklarin  poroz aluminyum  oksitten yapilmasiyla ortadan

kaldirilabilmistir [Eggins, 2002].
2.3. Amperometrik Biyosensorler

Potansiyometride oldugu gibi hi¢ akimin ge¢medigi dengedeki bir sistemden
analitik bilgi almaktan ziyade, herhangi bir etki ile dengenin yon degistirmesi sonucu
elektrot ¢oOzeltisi ara yiizeyi boyunca transfer edilen elektron sayisinin analit
konsantrasyonu ile iligskilendirildigi sistemlere “amperometrik sistemler” adi verilir.

Bu tip sistemlerde sozii edilen mekanizmaya asagidaki gibi bir 6rnek verilebilir;

+
Fe + e ———==  Te B, (2.26)
Ferrisinyun Ferrosin

Sistem, bir ferrosin/ferrisinyum sistemidir ve reaksiyon oldukga stabil bir redoks
denge reaksiyonudur. Ferrosin indirgenmis form, ferrosinyum ise yiikseltgenmis

formdur ve bu reaksiyon tek bir elektron transferi ile yiriitilmektedir. Bu denge
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reaksiyonunu disaridan Elolpotansiyel degerinden daha yiiksek bir potansiyelin

platin elektroda uygulanmasiyla sola kaydirmak mimkiindiir. Bunun sonucu olarak
elde edilen akim degeri ferrosin konsantrasyonuna baghdir. Bu yaklasim,
beraberinde 6nemli bir sikinti getirir ki bu da elektrot yiizeyinde analitin
tilkkenmesidir (Sekil 2.5). Sekil 2.5’den de goriildiigii gibi platin elektroda boyle bir
potansiyel uygulandiginda, elektroda yakin olan ferrosin tamamen okside olmaktadir.
Akim degeri, oksidasyon siiresince elektroda yakin olan ferrosin tamamen
kullanilana kadar yavas yavas azalir. Bu nedenle ilk bakista bu metodun analitik bir

Olctimde kullanilmasinin uygun olmadig1 anlasilmaktadir.

~
=

Artan zaman

Konsantrasyon

» FElekfrottan uzakhk

Sekil 2.5. Potansiyel uygulandiginda konsantrasyon-uzaklik profilinin gosterimi.

Akimin analit konsantrasyonu ile iligskilendirilmesi iki sinirlayici duruma
baglidir. Yukaridaki sistemde ferrosinin elektrot yiizeyinde oksidasyonu sonucu
olusan akim, bu smirlayict durumlarin ya ikisinden ayni anda, ya da sadece bir
tanesinden etkilenmektedir. Smirlayici durumlardan biri elektrot iizerinde elektron
transfer kinetigi, digeri ise ferrosinin elektrot yilizeyine dogru gergeklesen kiitle
transferidir. S6z konusu kinetiklerin reaksiyon i¢in hiz belirleyici basamak olduklari
durumlarda termodinamik kurallardan faydalanilarak akim i¢in bir esitlik gelistirmek
miimkiindiir. Burada akim degeri, anodik (oksidasyon) ve katodik (indirgenme) akim
degerleri arasindaki net akim farki olarak ifade edilmektedir. Bu ifade asagidaki

sekilde genisletilir;
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exp€anF €-E® JRT &, @12

i=nF AK°
_exp«_aBFe_EO'zRTEr Q,t ......................

Yukaridaki esitlikte k°; elektrot yiizeyindeki redoks reaksiyonuna ait standart
heterojen hiz sabitini, « ; reaksiyonu ilerletebilmek ve geri dondiirebilmek amaciyla
ne kadarlik bir potansiyelin uygulanmasi gerektiginin bir Olgiisii olan transfer
katsayisin1 (ideal bir redoks reaksiyonu igin genellikle 0,5 olarak  kabul
edilmektedir), n; transfer edilen elektron sayisini, A; elektrot alanin1 ve F ; bir mol
elektronun tasidigr yiik miktarin1 ifade etmektedir. Elektrot yiizeyindeki

konsantrasyonlar su sekilde belirtilmektedir; C(x,t) t aninda elektrottan x mesafede
bulunan genel bir konsantrasyon terimidir. C, (),t:, elektrot yiizeyindeki ferrisinyum
konsantrasyonunu, Cr Q,t: ise elektrot yiizeyindeki ferrosin konsantrasyonunu ifade
etmektedir. Elektrottaki elektron transfer hiz1 ya da kinetikleri k° (analit ve elektroda

bagli karakteristik bir deger) ve E ile E° arasindaki farkin kombinasyonuyla

belirlenmektedir. Sadece kinetiklerin smirladigi bir bolgede amperometrik bir

analizin gerceklesebilmesi olduk¢a giictiir. 2.27 esitligi, akimmn kinetiklerle mi
(k°olarak verilen) yoksa analitin kiitle transferiyle mi (Cr Q,t: ve C, Q,t:
terimleriyle ifade edilen) sinirlandirildigi hakkinda bilgi vermektedir. Oldukga biiyiik

bir k°, ya da reaksiyon hizinin yeteri kadar yiiksek olabilmesi igin secilen bir E
potansiyel degerinde, kiitle transferi akim igin sinirlayicidir. Bu olay deneysel olarak

kontrol edilebilir ve bu durumda akim “Faraday Akim1” olarak adlandirilir;

dC

dx | x=o

i=nkFAD

Bu reaksiyonda tiirevli terim, elektrot yiizeyindeki konsantrasyon profilinin egimini

ifade etmektedir (elektrot yiizeyinde konsantrasyon uzaklik noktasinin tanjant1). D,

diflizyon katsayisidir, analit karakteristigine bagli olup, genellikle 10°®- 10° cm%

araliginda bir deger almaktadir.

Amperometrik bir dl¢limde, optimum sinyalin alinabilmesi i¢in bazi deneysel

kosullarin belirlenmesi gereklidir. Burada s6zii edilen esas kosullar, elektrot
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konfigiirasyonu ve elektrolit madde ihtiyacidir. Amperometrik O6l¢iimde ortama
eklenen elektrolitin gorevi c¢ozelti iletkenligini artirmaktir. 2 adet elektrodun
kullanildig1 bir sistemde, 2 elektrot arasinda polarize olmayan (su) bir ortam
bulundugunda ve elektrotlardan bir tanesine 1V’luk bir potansiyel uygulandiginda, 2
elektrot arasinda lineer bir potansiyel diisiisii gergeklesir (Sekil 2.6). 2 elektrot
arasindaki ortamin elektrolit iceren (¢oziinmiis halde) bir ortam olmasi durumunda
ise, bu potansiyel diisiisii ¢ozeltinin her bir elektroda yakin olan ince tabakasi
boyunca ger¢eklesmektedir ve bu tabaka “cift tabaka” olarak adlandirilmaktadir
(Sekil 2.7). Elektrolit burada, ¢ozelti sinirlart boyunca kiigiik bir potansiyel degisim
bolgesi olusturarak, ¢ozeltiyi calisma elektroduna uygulanan yiiksek potansiyelden
korur. Bu bélge, elektrokimyasal olarak {iiretilmis yiiklii tanelerin asir1 hareketini
Onlemektedir.  Yikli taneciklerin asir1  hareketlenmesi  kiitle transferini
zorlagtirmaktadir. Cozelti igerisinde akan bir akim ve direng mevcutsa, 2 ¢ift tabaka

arasindaki potansiyel diistisiine ilaveten ixR(iakimi, R ¢dzelti direncini ifade

etmektedir) kadar bir potansiyel diistisii gozlenir (Sekil 2.8). Bu ortama elektrolit
ilave edilerek direng azaltilir ve buna bagli olarak siddetli potansiyel disiisi
engellenmis olur. Cozelti icerisinde elektrolit ilavesi ile olusturulmus cift tabaka,
elektrot yiizeyinde elektrostatik ¢ekimle iyonlar1 saran bir tabaka halini almaktadir.
Bu durum, dis devrede analit konsantrasyonu ile iligkili olan Faraday Akimi’na
girisim yapacak ilave bir akim olusturmaktadir. Bu nedenle kullanilacak elektrolitin

miktar1 amperometrik dl¢timlerde 6nemli bir parametredir.

L1V 1V
s g s =
E = = =
e T 3 3
- o) v e
oV oV
cozelti cozelti
Sekil 2.6. Polarize olmayan ortamda Sekil 2.7. Elektrolit igeren ortamda

2 elektrot arasindaki potansiyel diististi. 2 elektrot arasindaki potansiyel diisiisti.



34

I

oV

elekirot
elekirot

cozelti

Sekil 2.8. Cozelti igeresinde bir direng ve akan bir akim

oldugu durumda 2 elektrot arasindaki potansiyel diisiisii.

Bir reaksiyon hiicresinde, difiizyona (belli bir konsantrasyon gradyaninda
tirlerin hareketi) ve yikli tanelerin potansiyel bolgede hareketine ek olarak
gerceklesen baska bir kiitle tasinim olay1 “konveksiyon”dur. Konveksiyon, ¢ézeltinin
calisma elektrodundan kontrollii bir sekilde gecirilmesiyle olusmaktadir. Bu durum,
yilksek performans sivi kromatografi (HPLC) ve akisa enjeksiyon (FIA)
analizlerinde gerceklesmektedir. Viskoziteye bagli olarak, ¢ozeltinin hizi elektrot
ylizeyine yakin bolgede onemli Olgiide diismektedir. Boylelikle, akis kontrollii

sistemlerde kiitle transferini, konveksiyon difiizyonla birlikte belirlemektedir.

Bu kisitma kadar, c¢alisma elektrodunun bir referans elektrotla birlikte
kullanildig1 genel bir elektrokimyasal Olgiimde gergeklesen olaylar aciklanmaya
calisildi. Pratikte boyle bir sistemde 2 tip problemle karsilasilmaktadir. Bunlardan
ilki, calisgma elektrodundan gegen akimin referans elektroda dogru ilerlemesidir.
Cogu referans elektrodun potansiyeli bu akim girisini tolere ederek degisim
gostermemektedir. Fakat bazen referans elektroda gelen akim elektrodun i¢ ¢dzelti
kompozisyonunu degistirdigi i¢in, referans elektrodun potansiyel degeri de degisir.
Bu istenmeyen bir durumdur, ¢linkii elektrokimyasal hiicrenin toplam potansiyeli,
referans elektrodun potansiyel degerini baz almaktadir. Ikili elektrot sisteminin diger
problemi ise, ¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasinda diren¢ olusumudur.
Daha once, referans elektroda akan bir akim ve diren¢ olmasi durumunda potansiyel

degerinin ix R kadar distiigii belirtilmisti. Calisma elektroduna 1V’luk bir
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potansiyel uygulandiginda aslinda calisma elektrodunun potansiyeli (1-ixR,) V

olacak ve sistemden gegen akim degeri de bu potansiyelde 6l¢iilmiis olacaktir. Ancak
uygulamada akim degerinin 1V’luk bir potansiyelde 6l¢iildiigii kabul edilmektedir.
Ikili elektrot sisteminde yasanan bu sorunlar, yardimet bir {igiincii elektrodun (karsit
elektrot) hiicreye eklenmesiyle ortadan kaldirilabilmistir. Karsit elektrot, genellikle
grafit ya da platin ¢ubuk seklinde olup, calisma elektrodundan daha biiylik bir ylizey
alanma sahiptir. Boyle bir {iglii elektrot sisteminde bir potansiyostat kullanmak
suretiyle, calisma elektroduna referans elektroda gore bir potansiyel uygulanir, ayni
zamanda da ikili elektrot sisteminde referans elektroda giden akimin yonii karsit
elektroda gevrilir. Iste bu isletim sistemi, amperometrik bir biyosensériin elektriksel

donanimini olusturmaktadir.

Amperometrik biyosensorler, biyolojik katalist olarak kullanilan biyolojik bir
materyalin elektriksel bir ¢evirici ile kombinasyonundan olusmus analitik cihazlardir.
Bir biyosensér Ornek igerisindeki analite yanit verir, analit konsantrasyonunu
biyolojik bir tanima sistemi ve elektriksel bir ¢evirici lizerinden elektrik sinyallerine
gevirir.  Biyosensorlerde  kullanilan  biyokatalistler;  enzimler, antikorlar,
kemoreseptorler, hiicre organelleri ve hiicresel dokulardir. Biyosensdrlerin en iistiin
ozelligi karigik bir 6rnek icerisinden hedef analitin secgici olarak taninmasidir. Bu
anlamda en basarili biyosensorler, spesifik molekiiler tanima bdlgesine sahip olan
enzimlerin kullanildig1 biyosensorlerdir. Elektrokimyasal sensorler yaklasik 40 yildir

gelistirilmekte ve gilinlimiize kadar oldukga fazla cesitlilik gostermektedir.

Amperometrik bir biyosensoriin sinyal blyiikliigli, enzimatik reaksiyon
kinetigi, enzim elektrodu fabrikasyonu ve elektrot isletim modu parametrelerine
baghdir. Calisma elektrodunun analite olan tepkisi difiizyon ya da kinetik
kontrolliidiir. Kinetik kontrollii enzim elektrotlar1 ile oldukg¢a diisilk miktarlarda
enzim kullanilir, elektrot yaniti enzim konsantrasyonuna ve enzimatik reaksiyon
kinetigine baghdir. Bu tip elektrotlarin analitik 6l¢timler i¢in kullanilmasi, diisiik
substrat konsantrasyonlarinda sinyal doygunluguna ulasildigt i¢in uygun
olmamaktadir. Diflizyon kontrollii elektrotlarda ise, enzim miktar1 oldukga yiiksek ve

akim, enzim miktarinda meydana gelebilecek en ufak bir degisimden bagimsizdir.
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Sonug¢ olarak amperometrik akimin, difiizyonun ve analit konsantrasyonunun bir

fonksiyonu oldugu sdylenebilir.

Bir enzim elektrodu fabrikasyon metodunun biyosensor tepkisi {izerine dnemli
etkisinin oldugundan bahsedilmisti. Enzim konsantrasyonu, enzim tabakasinin
kalinlig1, yari-gegirgen membran tiirleri gibi elektrot fabrikasyon parametreleri ile
birlikte pH, sicaklik, konsantrasyon ve analit diflizyonu gibi baz1 isletim
parametreleri biyosensor sinyallerini kuvvetlendirebilmek icin calisilmakta olan
parametrelerdir. Bu anlamda genel olarak, enzim konsantrasyonunun yiiksek oldugu,
hidrofilik membranlarin kullanildigi, analitin kiitle transferini kolaylastirmak ig¢in
¢ozeltinin karistirildigr veya elektrodun ¢ozelti igerisinde dondiiriildiigii biyosensor

konfigiirasyonlar1 onerilmektedir.

Enzim elektrotlar1 bir¢gok Sl¢lim modunda calistirllmaktadir. Bunlar; dinamik,
kararl1 hal, potansiyel-basamak ve akisa enjeksiyon (FIA) metotlaridir. Kararli hal
modu, analitik sinyal elde edilmeden Once reaksiyonun denge ulastigi isletim modu
iken, dinamik modda, elektrot Ornekle temas eder etmez sinyal alinir. FIA ve
potansiyel-basamak modlarinda ¢alisma prosediiriine bagli olarak anlik ve gegici

sinyaller elde edilmektedir [Diamond, 1998].

Amperometrik biyosensorlerde daha oOnce de bahsedildigi gibi c¢alisma
elektrodu, karsit elektrot ve referans elektrottan olusan {iglii elektrot sistemi
kullanilmaktadir (Sekil 2.9). Calisma elektrodu, yilizeyinde analitin ytikseltgendigi
veya indirgendigi elektrottur. Biyolojik katalist bu elektroda immobilize
edilmektedir. Yapiminda iletken malzemeler kullanilmaktadir. Bu iletken
malzemeler 6rnek olarak; platin veya altin gibi inert bir metal, karbon, pirolitik grafit
ya da camsi karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yar1 iletken veya bir civa
filmi ile kaplanmig bir metal olabilmektedir. Kullanilacak elektrotlar, farkli sekil ve
biiyiikliikklerde hazirlanarak, tasarimi yapilacak olan biyosensor sistemine en uygun

bicimde gelistirilebilmektedirler.
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Potansiyostat

@ Cahsma elekirodu

T

Referans elektrot Karsit elektrot

Sekil 2.9. Uglii elektrot sisteminin potansiyostata yerlesimi.

Karbon elektrotlar ¢ok ucuz olmalari ve genis potansiyel araliginda
calisilmasina olanak saglamalar1 acisindan, elektrokimyasal analizlerde siklikla
tercih edilmektedirler. Hidrojen, hidroksil, karboksil gruplar1 ve kinonlar ile karbon
yiizey arasinda kimyasal baglar olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin varligina
bagl olarak karbon yiizeye ¢ok sayida degisik madde tutturulabilmektedir. Karbon
pastast elektrodu (CPE), %70 grafit, %30 Nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon
yag1 ve bromonaftalen gibi bir baglayici maddenin homojen olarak karistirilmas: ve
karisimin 2-4 mm capindaki cam ya da teflon 6zellikteki borulara sikistirilmasiyla
hazirlanmaktadir. Pasta bilesimi elektrot aktivitesi lizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir.
Elektriksel iletkenlik, bu borunun 2/3’tine kadar uzatilan iletken bir tel araciligi ile
saglanmaktadir. Grafit tozunda bulunan karbon molekiilleri diizlemsel ve aromatik
halkalar halinde birbirlerine zayif 7 bagi ile baglanirlar. Bu tabakalar arasinda hizl
bir elektron alisverisi olabilmekte ve bdylece iletkenlik saglanabilmektedir. Elektron
transfer hizi, baglayici organik sivi oraniyla ters orantilidir. Ucuz olmasi, yiizey
yenilenme isleminin kolay olmasi ve diisiikk artik akimlar olusturmasi nedeniyle
tercih edilmektedir. Camsi1 karbonun, fenol/formaldehit polimerlerinin veya
poliakrilonitrilin, 1000-3000° C arasinda, basing altinda, karbonizasyona ugratilarak,
inert malzemeden yapilmis elektrot govdesi icerisine sikistirilmasiyla camsi karbon

elektrot (GCE) elde edilmektedir. Elde edilen yiizeyin ¢cok daha piiriizsiiz ve diizgiin
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olmasindan otlirii bu tip elektrotlarla elde edilen elektrokimyasal yanit, karbon
pastasi elektrotlarina goére daha iyi ve tekrarlanabilirdir. Hem yiiksek fiziksel
dayanikliliga sahiptir, hem de kimyasal tepkimelere katilmaz. Ayrica genis bir
potansiyel araliginda c¢alisilmasina olanak saglamaktadir. Metallerden yapilmis
calisma elektrotlarindan en sik kullanilani platin ve altin elektrotlardir. Bu tip
elektrotlar sadece saf metalden elde edilip, diiz bir levha seklinde ya da gubuk
seklinde dizayn edilmektedirler.

Karsit elektrot, elektrigin ¢ozelti ortamindan gegerek calisma elektroduna
aktarilmasin1 saglar. Bu elektrot, ¢alisma elektrotu ile bir ¢ift olusturmakta ancak
Olciilen potansiyelin biiyiikliiglinlin tayininde rol oynamamaktadir. Karsit elektrot,
yardimet elektrot olarak da bilinir, tepkimeye katilmaz. Genellikle platinden yapilmis

bir elektrot yardimei elektrot olarak kullanilmaktadir [Merig, 2008].

Referans elektrot, deney siiresince potansiyeli sabit kalan bir elektrottur.
Calisilan ¢ozeltiye ait bilesenlere duyarsiz olan, elektrokimyasal analiz uygulamalari
sirasinda potansiyeli dis ortamdan etkilenmeyen ve analiz siiresince sabit kalan
elektrotlardir. Ideal bir referans elektrot kolay hazirlanabilmeli, tersinir davranmali
ve Nernst esitligine uymahdir (Bkz. 2.5 esitligi). Standart hidrojen elektrodu (SHE),
elektrokimyada kullanilan ilk referans elektrot ¢esitidir. Hazirlanmasi oldukga giic
oldugundan, pratik c¢alismay1 zorlastiran bu elektrot uygulamada fazla tercih
edilmemektedir. Kalomel elektrot, kalomel (Hg,Cl,) ve civadan olusmus bir karisim
olup, metalik civa ve potasyum kloriir ¢ozeltisinden meydana gelmektedir.
Hazirlanmas: olduk¢a kolaydir. Bu elektrodun potansiyeli, kloriir iyonlarinin
aktifligine baglidir. Doygun kalomel elektrodun elektrot potansiyeli, standart
hidrojen elektroduna gore 25 °C’ de +0,244 V’ dur. Burada gergeklesen elektrot
tepkimesi;

Hg,Cl,, +26 <> 2Hg+2Cl~ (2.29)

2(s)

seklindedir. Glimiis/Glimiis kloriir (Ag/AgCl) referans elektrot, en yaygin kullanim
alania sahip olan referans elektrottur. Giimiis bir telin, elektrolitik yoldan giimiis
kloriir ile kaplanarak klor iyonu igeren bir c¢ozeltiye daldirilmasiyla elde

edilmektedir. Olusan elektrot tepkimesi;
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AGCl+e <> Ag+Cl (2.30)

seklindedir. Doygun potasyum kloriir ¢ozeltisi kullanildiginda; 25 °C’ de standart
hidrojen elektroduna goére potansiyeli +0,222 V’ dur. Doygun kalomel elektrottan
iistlin olarak, daha yiiksek sicakliklarda kullanilabilmektedir. Ayn1 zamanda giimiis
iyonlar1 civa (I) iyonlarina gore daha az sayida analitle reaksiyona girdiklerinden bu
tip referans elektrotlarin kullanimi c¢alisma agisindan daha avantajhidir [Kilic ve
Koseoglu, 1996; Chiti et al., 2001; Yildiz ve Geng, 1993; Service, 1998; Tomschik et
al., 1999].

Oksidasyon reaksiyonlarin 3 farkli sekilde gergeklestigi amperometrik
biyosensorler ;
e Birinci jenerasyon- Oksijen elektrodu igeren biyosensorler
e Ikinci jenerasyon- Medyatdr (araci) tabanli biyosensorler
e Ugiincii jenerasyon- Enzimin elektroda direkt bagh oldugu
biyosensorler

olarak siniflandirilmaktadirlar.

Birinci jenerasyon- Oksijen elektrodu: Molekiiler oksijeni okside edici

madde olarak kullanan bir glikoz enzim elektrodunda gergeklesen reaksiyon

mekanizmasi asagida verilmistir;

Glikoz+0, —o o , Glykonikasit+H,0, .............c..c........ (2.31)

Bu reaksiyonda oksijen tiiketimi Clark tipi bir oksijen elektroduyla 6l¢iiliir ve bu
tilketim ortama eklenen glikoz konsantrasyonu ile iligskilendirilir. Bu tip bir elektrot
ilk defa 1953 yilinda gelistirilmis, oksijenin hiicre akimiyla elektrokimyasal olarak
indirgenmesi  voltametrik yoldan gozlemlenmistir. Yukaridaki reaksiyonun
gerceklestirildigi hiicrede, glucose oxidase enzimi (GOD) gaz gegirimli membranla
kapli Clark tipi elektrot lizerinde sentezlenmis bir poliakrilamid jel tabakasina
immobilize edilmistir. Clark tipi elektrot, platin katot ve glimiis anottan olugsmustur.

Sekil 2.10 bu sekilde dizayn edilmis tipik bir glikoz biyosensoriinii gdstermektedir;
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Sekil 2.10. Clark tipi glikoz elektrodunun sematik gosterimi.
Bu tip bir elektrot sisteminin medikal alanlarda kullanimi yararli olmus, tistelik diger
biyosensorlerin dizayninda model olarak kullanilmistir. Oksidaz sinifi enzimleri ve

oksijeni igceren biyosensorlerden bazilar1 Cizelge 2.1°de verilmistir;

Cizelge 2.1. Oksidaz smifi enzimleri i¢eren biyosensorler.

Analit Enzim

Glikoz Glucose oxidase
Kolesterol Cholesterol oxidase
Monoaminler Monoamine oxidase
Oksalat Oxalate oxidase
Laktat Lactate oxidase
Formaldehit Aldehyde oxidase
Etanol Alcohol oxidase
Glikolat Glycollate oxidase
NADH NADH oxidase

Bu tip elektrotlar iyi calisabiliyor olmalarina ragmen, kullanimlariyla birlikte bazi

sikintilar ortaya ¢ikmistir. Bunlardan biri, ortamdaki oksijen miktarinin sabit kalmasi
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ve kontrol edilme gerekliligidir. Bu kontroliin saglanamadigi durumlarda oksijen
miktarindaki diisiis, glikoz konsantrasyonundaki azalma ile orantili olmayacaktir.
Diger problem ise, oksijenin indirgenmesi i¢in yiiksek potansiyellere ihtiyag

duyulmasidir. Bu durum asagidaki reaksiyonda verilmistir;

O,+e” >0, (E=-0,7V) i, (2.32)

Bu durumda ortamda bulunan bagka materyaller girisim yapabilmektedir. Sozi
edilen problemlerin ¢6ziimii i¢in aragtirmacilar tarafindan bazi ¢aligmalar yapilmstir.

Bunlardan biri; iiriinlerden hidrojen peroksitin oksidasyonunun 6l¢iimiine dayalidir;

H,O, >2H"+2e +O, ... (2.33)

reaksiyonu i¢in +0,65 V’luk bir potansiyel gerekmektedir ve bu deger de oldukca
yiiksektir. Ustelik burada, biyolojik sistemlerde yaygin olarak bulunan ve +0,65
V’luk potansiyelde okside olabilen glukonik asitin girisim problemi de s6z
konusudur. Ortamdaki oksijen miktarmi dengede tutabilmek igin yapilmis bir
caligmada, catalase enziminin ortama eklenmesiyle hidrojen peroksitin asagidaki

gibi su ve oksijene ayrigsmasi saglanmistir;
catalase
H,0, ———>H,0+0,

Fakat burada, reaksiyon i¢in gerekli olan oksijen miktarmin ancak yarisinin
iretilebildigi anlasilmis ve bu da ¢6ziim olmamigstir. Buna alternatif bir yaklasim

olarak, olusan su ve oksijen anotta tekrar asagidaki sekilde okside edilmistir;

H,O-28" 5> 2H " +0, ..o (2.35)

Ancak, bu reaksiyonda da standart elektrot potansiyeli diger maddelerin okside
edilmesini saglayacak kadar yiiksektir (+1,23 V). Bu alanda, ortam oksijenini stabil
tutan bir elektrot gelistirilerek basar1 saglanmistir. Bu elektrodun igerisine ayri bir

oksijen iiretici devre yerlestirilmis ve bu devre geri beslemeli bir amplifikator
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(amplifier) ile kontrol edilmek suretiyle oksijen miktar1 sabit tutulabilmistir.
Amplifikator, ortamda oksijen varligindan kaynaklanan akim 6l¢iimiinii standart bir
potansiyel ile kiyaslamaktadir. Bu sistemde glucose oxidase enzimi catalase enzimi
ile birlikte platin bir tel yiizeyine tutturulmustur. Daha sonra bu tipte gelistirilen
biyosensorlerde, oksijen igeren tampon ¢ozeltinin elektrottan siirekli olarak belli bir

hizda gecirilmesiyle oksijen miktart dengede tutulmustur [Eggins, 2002].

Ikinci jenerasyon- Medyator tabanh bivosensérler: Bu jenerasyonda, birinci

jenerasyon biyosensorlerde okside edici madde olarak kullanilan oksijenin yerine
geri doniistimlii, konsantrasyonu kontrol edilebilen ve makul bir oksidasyon
potansiyeline sahip baska elektron transfer aracisi maddeler kullanilmaya
baslanmistir. Gegis metalleri ve bunlarin kompleksleri elektron transfer aracisi olarak
biyosensorlerde yeralmistir. Bu materyallere genel olarak “medyatér” denir.
Medyatorlerin ¢ogu demir tabanlidir; ya demir iyonlarini, ya da demir komplekslerini

ihtiva etmektedirler. Genel reaksiyon su sekildedir;
Feiy € = P e, (2.36)

Fe* iyonlar1 hem hidroliz oldugundan hem de demir hidroksit [Fe(OH)s] seklinde
¢okelek olusturdugundan iyi bir medyatér olmamistir. Bunun yerine bir demir
kompleksi olan hekzasiyanoferrat [Fe(CN)g]™ veya diger adiyla ferrisiyanid yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir. Fakat daha sonra en basarili medyatorlerin ferrosin
(Fc) kompleksleri oldugu belirlenmistir. Ferrosin, iki adet siklopentadienil (Cp)
arasinda bir demir katyonunun bulundugu sandvi¢ yapida bir molekiildiir. Demir ve
demir komplekslerinin medyator olarak biyosensorlerde kullanilma mekanizmalari

asagidaki esitliklerde verilmistir;

Feom +8 ©  Felu (E° =+0,53V)
Y H,0 YHO (2.37)
Fe(OH),+3H" Fe(OH), + 2H " (hidroliz)

Ferren), T+e o fe™@N), T (B =+045V)
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l:e““’(Cp)2 j+e‘ < Fe"(Cp), (E°=+0165V)

v -
ferrosin

(Egs =+0193V) ... (2.39)
(Ey =+0137V)

Glikozu 6rnek alarak, ferrosin medyatoriiniin kullanildigi bir biyosensorde reaksiyon

mekanizmasi agagidaki gibi verilmistir;

Glikoz+ GOD,, — Glikonolakon+GOD,, +2H" ... ... (2.40)
GOD,, +2FCc" > GOD, +2FC ..., (2.41)
2FC—2e" = 2FCT (2.42)

Glikozun oksidasyonu glucose oxidase enzimi (GOD) yapisinda bulunan flavin
adenin diniikleotit (FAD) tarafindan gergeklestirilmektedir. FAD, bu reaksiyon
sonucu FADH; yapisina doniisiir. FADH,, Fc” aracisi ile tekrar okside edilirken, Fc*,
Fc formuna indirgenmis olur. Daha sonra Fc, elektrot yiizeyinde direkt olarak

oksidasyona ugrar. Bu mekanizma Sekil 2.11°de gosterilmistir.

Fct GODyeq Glikonolakton

ELEKETROT

Fc GODgxs Glikoz

Sekil 2.11. Ferrosin medyatorlii bir glikoz biyosensorii i¢in reaksiyon mekanizmasi.

Medyatorlerin  biyosensorlere uygulanmasi farklt metotlarla olmaktadir.

Bunlardan en basarili olan1 medyatoriin enzimle birlikte elektrot yiizeyine
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immobilize edilmesidir. Boylelikle medyator, hem elektrot hem de enzimle temas
halinde olacak ve elektron transferi kolaylasacaktir. Medyatorler “dogal” ve “yapay”
olmak {izere 2 gruba ayrilmaktadirlar. Cizelge 2.2°de bu gruplara ait baz
medyatorler gosterilmektedir. Dogal medyatorler biyolojik kaynaklardan elde
edilirken, yapay medyatorler cogunlukla boya gruplari iceren sentetik
medyatorlerdir. yi bir medyatdr; enzimle hizli bir sekilde reaksiyona girebilmeli,
geri doniisiimlii bir elektron transfer mekanizmasina sahip olmali, pH’dan bagimsiz
olmali, hem oksitlenmis hem de indirgenmis formu kararli olmali, oksijenle
reaksiyon vermemeli, rejenerasyonu i¢in diisiik bir potansiyele sahip olmali ve toksik

ozellik gostermemelidir [Eggins, 2002].

Cizelge 2.2. Baz1 dogal ve yapay medyatorler ve pH 7°deki redoks potansiyelleri.

Dogal medyator E (V) Yapay medyator E (V)
Sitokrom az +0,29 Hekzasiyanoferrat  +0,45
Sitokrom c3 +0,24 2,6-diklorofenol +0,24
Ubikinon +0,10 Indofenol +0,24
Sitokrom b +0,08 Ferrosin +0,17
Vitamin K, -0,03 Fenazin metasilfat +0,07
Rubredoksin -0,05 Metilen mavisi +0,04
Flavoproteinler (-0,4)-(+0,2) aras1 | Fitalosiyanin -0,02
FAD/FADH, -0,23 Fenosafranin -0,23
FMN/FMNH, -0,23 Benzil viyalojen -0,36
NAD*/NADH -0,32 Metil viyalojen -0,46
NADP*/NADPH -0,32

Ferridoksin -0,43

Uciincii jenerasyon- Enzimin elektroda direkt bagh oldugu biyosensorler:

Bu jenerasyondaki enzim elektrotlar1, enzimlerin aktif readoks merkezleri ile elektrot
arasinda direkt elektriksel baglanti kurmak igin tasarlanmistir. Enzimlerin direkt
olarak (medyator kullanilmaksizin) elektrot yilizeyine baglanmasi, yiizeyde denatiire
olmalarin1 saglamaktadir. Buna ilaveten, bu tip bir sistemde elektron transfer
reaksiyonu yavas ve geri doniisiimsiiz olabilmektedir. Bu nedenle, reaksiyonun
gerceklesebilmesi i¢in elektroda oldukca yliksek bir potansiyel uygulanmaktadir. S6z

konusu preblemlerin ¢oziimiine baz1 yiizey modifikasyonlar1 yapilarak ulasilmistir.
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Ornegin; altin elektrot yiizeyi 4,4'-bipiridil ile modifiye edilebilmektedir. 4,4’
bipiridil ne bir mediyator ne de elektroaktif bir maddedir. Fakat, 4,4'-bipiridil
enzimde bulanan lizin gruplar iizerinde zayif hidrojen baglar1 olusturmak suretiyle
enzimin elektroda direkt baglanmasini saglamaktadir. Daha iyi bir ¢dziime organik-
iletken tuz elektrotlar kullanilarak ulasilmistir [Alberty and Cranston, 1987; Bartlett,
1987]. Bu sistemde, tetrathiafulvalene (TTF) geri doniisiimlii olarak okside edilirken,
tetrasiyanokinodimetan (TCNQ) benzer sekilde geri dontisimlii  olarak
indirgenmistir. Bu iki molekiil, bir yiik transfer kompleksi olusturmustur. Ustelik bu
kompleks elektroda baglandiginda, elektrot ylizeyi bir¢ok enzim i¢in stabil ve geri
dontigimlii elektron transferine miisait hale gelmistir. N-dimetilfenotiyazin gibi
baska iletken tuzlar da bu molekiillere alternatif olarak kullanilmislardir. Bu iletken
tuzlar farkli yollarla elektroda yerlestirilmektedir; peletlerin icerisine bastirilmis tek
kristal seklinde ya da grafit tozu ile beraber pasta elektrot seklinde sisteme dahil
olmaktadirlar. Ozellikle kristal yapida sisteme dahil edilmeleriyle yiiksek oranda geri

doniisiimlii elektron transfer mekanizmasina ulasilabilmektedir.

Son yillarda, hizli elektron transferine ve yiiksek akim yogunluguna ulagsmay1
saglamak adina enzimin elektroda direkt baglanmasi, immobilizasyon tekniklerinin
gelistirilmesiyle gergeklestirilmistir. Bu teknikler genellikle bir redoks polimerinin
kullanilmasiyla yerinde polimerizasyon prosesini gerektirmektedir. Glikoz i¢in
gelistirilmis bir biyosensor, bu prosese Ornek olarak verilebilir. Burada redoks
merkezi igceren bir glucose dehydrogenase enzimi, poli(vinilpiridin) redoks polimeri
tizerinden camsi karbon bir elektroda immobilize edilmistir. Polietilenglikol 400

maddesi kullanilarak enzim polimere ¢apraz baglanmistir [Eggins, 2002].

2.3.1. Amperometrik Biyosensorlerin Performans Kriterleri

Molekiiler tanima esasli tiim biyosensoérler i¢in biyosensdr yanitinin karakterize
edilmesi onemli bir husustur. Hatta bu parametre hiz smirlayict adimlarin ve
biyosensoriin optimizasyonunun belirlenmesi agisindan da onemlidir. Dolayisiyla,
onemli performans kriterlerinin ve bunlarin bir elektrokimyasal biyosensdriin
ceviricisi ve reseptoriiyle iliskilerinin tartisilmas1 faydali olacaktir. Aslinda
biyosensor tiirlerinin ¢ok hizli bir sekilde artmasi ve bunlarin kendi igindeki

farkliliklari, performans kriterlerinin ¢ok dikkatli ve giivenilir bir sekilde



46

belirlenmesini yetersiz kilmistir. Her bir sensér sadece 6zel bir uygulama icin
karakterize ediliyor olmasina ragmen, performans kriterlerinin incelenmesi igin
standart protokollerin kullanilmasi uygun goriinmektedir. Bu protokoller birgok

farkli parametreyi igermektedir ve asagidaki basliklarda agiklanmustir.

2.3.1.1. Kalibrasyon Karakteristikleri: Hassasiyet, Dogrusal Aralik, Belirleme

Limiti

Genel olarak amperometrik bir biyosensoriin kalibrasyonu, standart analit
cozeltilerinin ilavesi ve elde edilen durgun hal yanitlarinin eklenen analit
konsantrasyonuna veya konsantrasyonunun logaritmasina  karst  grafige
gecirilmesiyle elde edilmektedir. Ortama eklenen analitin konsantrasyonu s6z konusu
kalibrasyon egrisinden yararlamlarak belirlenmektedir. Ideal bir biyosensoriin
siklikla kalibre edilmesi istenmeyen bir durumdur. Fakat, teoride planlanan bu
ozellik gilinlimiizde gergeklestirilememistir. Biyosensorlerin  kullanim  Omiirleri
boyunca sik¢a ya da belirli aralilarla kalibre edilerek duyarliliklarindan bir sey
kaybedip kaybetmedikleri arastirilmalidir. Bunun yani sira, yeni imal edilmis bir
parti biyosensoriin, bir parti elektrot igerisinde ayni konsantrasyondaki analite farkli
yanit veren elektrotlar1 bulunacagindan, tek tek kalibre edilmesi gerektigi
diisiiniiliirse bu problemin ¢oziimiinde aslinda emekleme asamasinda oldugumuz

anlasilmaktadir.

Belli bir konsantrasyon degerinden sonra enzim aktivitesinin azalmasi, elektrot
yiizeyinin olusan bazi radikallerle kaplanmasi gibi nedenlerle akim degisimlerinin
azalmast ve bu konsantrasyondan biiyiikk konsantrasyon degerlerinde analit
ilavesinden sonra ortam Kararliliginin bozulmast gibi nedenlerden dolay1
olusturulmus kalibrasyon egrisi bozulmaktadir. Dogru 6l¢iimiin yapilabilmesi icin
akim degisimlerinin dogrusal egilim gosterdigi dogrusal dl¢lim araligin1 tanimlamak
gereklidir. Biyosensor Olciimleri igin gerekli analitik hesaplamalar bu dogrusal
aralikta yapilmaktadir. Dogrusal araligin genis olmasi biyosensor 6lgilimiiniin yiiksek
analit konsantrasyonlarinda dogru sonu¢ verdigini gosterdiginden istenen bir
durumdur. Elektrokimyasal biyosensorler daima daha genis bir dogrusal
konsantrasyon araligina sahiptirler. Bunun sebebi, biyokimyasal ya da biyolojik

reseptOriin biyokatalitik veya biyokomplekslesme o6zellikleriyle dogrudan iligkili
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olmasidir. Hatta enzim tabanli biyosensorlerde bu aralik, substrat icin bir dis
difiizyon bariyer membrani kullanimiyla ciddi anlamda genisletilebilmektedir. Ancak
bu genislemenin sensor hassasiyetinde de bir azalmaya neden olabileceg8i aciktir.
Reaksiyon  tabakasindaki  bolgesel  substrat  konsantrasyonu,  calisma
¢ozeltisindekinden 2 kat daha diisiik olabilir. Enzim temelli biyosensorler, Michaelis-
Menten kinetikleri acisindan iligkilendirildiginde, Ky, Ve Vmax degerleri ile
karakterize edilirler. Kp bilindigi gibi maksimum hizin yarisindaki substrat
konsantrasyonunu ifade etmektedir, Vmax degeri ise sonsuz  substrat
konsantrasyonunu gostermektedir. Eger goriinen Ky, degeri, ayn1 enzimin ¢oziiniir
formu icin Ky, degerinden daha biiyiikse bunun iki anlami olabilmektedir. Bunlardan
birincisi; 6rnek ve reaksiyon tabakasi arasinda ciddi bir substrat difiizyon bariyerinin
varligi séz konusudur. Ikincisi ise; kosubstratin, enzimle olan reaksiyon hizi
artmistir. Enzim kinetiginde goriinen Km genellikle, Lineweaver-Burk diyagramlari
kullanilarak belirlenmektedir (1/V ye kars1 1/C grafikleri). Her elektrokimyasal
sensorde oldugu gibi, kullanilan standartlarin sayisi, bilesimi ve 6rnek matriksinin
nasil oldugu mutlaka dikkate alinmalidir. Bu amaca yonelik olarak, her bir
biyosensor tipi ve uygulama i¢in kullanilacak prosediirlerin degistirilmesi gerekli

olabilmektedir.

Biyosensoriin hassasiyeti, olusturulan analitik egrinin dogrusal konsantrasyon
araliginin egimidir. Bir bagka tanimla biyosensoriin ne kadar kiiciik bir degisimi
Olcebildiginin  Olgiisiidiir. Bu sebeple, hassasiyet degerinin biiyilk olmasi

konsantrasyondaki kii¢iik bir degisimin Sl¢iilebildiginin gostergesidir.

Tasarlanmigs bir biyosensoriin ideal biyosensor tanimina uyabilmesi igin, tayin
siniriin belli bir konsantrasyon degerinin altinda olmas1 gerekmektedir. Belirtilen bu
tayin sinirina “belirleme limiti” (LOD) denir. Genel ifadeyle LOD, bir biyosensoriin
yanit verebildigi en kiicliik konsantrasyon degeridir. Diisiik belirleme limiti
biyosensor i¢in bir avantajdir. LOD, elektrot tipine, elektrot yiizey alanina, enzimin
tayin edilecek analite olan ilgisine, immobilize edilen enzim miktarina, enzim
immobilizasyonunda kullanilan polimerin tabaka kalinligina ve cinsine bagl olarak

degismektedir.



48

2.3.1.2. Tekrarlanabilirlik, Kararhlik, Kullanim Omrii, Yamt Siiresi

Elektrokimyasal biyosensorler igin tekrarlanabilirligin tanimi, diger analitik
cihazlarinkiyle aymidir. Tekrarlanabilirlik, belirli bir zaman periyodu igerisinde elde
edilen sonuglardaki farkliliklarin yada dagilimlarin bir ifadesidir. Tekrarlanabilirlik

genellikle kullanilan bir dogrusal araliktaki analit konsantrasyonlar1 i¢in belirlenir.

Bir biyosensoriin isletme kararliligt 6nemli diizeyde sensér geometrisine,
hazirlanma metoduna ve tabi ki reseptor ve ¢eviriciye bagimlidir. Bunlarin yani sira,
substratin i¢ veya dis difiizyonu veya biyolojik tanima reaksiyonu gibi cevap hizini
sinirlayict faktorler de isletme kararliligini etkilemektedir. Son olarak, isletme
kosullarinin da, isletme kararliligini degistirdigi sdylenebilir. Isletme kararliiginin
belirlenebilmesi i¢in, analit konsantrasyonu, biyosensoriin analit ¢ozeltisiyle siirekli
ya da araliklarla temasi, sicaklik, pH, tampon bilesimi, organik ¢oziiciilerin varligi ve
ornek matriksinin bilesimi gibi parametrelerin tartisilmas1 gerekmektedir. Bazi
biyosensorlerin laboratuar kosullarinda bir yildan fazla kullanim siirelerinin oldugu
rapor edilse de, endiistriyel proseslerde veya implante biyosensorlerde pratik
kullanim Omiirleri giinler veya haftalarla ifade edilmektedir. Depo kararliligini
etkileyen en onemli parametreler ise depolama ortamimin kuru veya nemli olusu,
atmosferik bilesimi (hava veya azot oranlari) pH, tampon bilesimi ve katki

maddelerinin varligidir.

Biyosensorlerin laboratuar kosullarindaki, hem depolama hem de analit
varligindaki isletme kararliliklarinin belirlenmesi nispeten kolay olmasina ragmen,
endiistriyel reaktorlerde kullanilan biyosensorlerin - bu tiir  kararliliklarinin
incelenmesi ve karakterize edilmesi daha kompleks ve zordur. Her iki durumda da
biyosensoriin (laboratuar ve endiistriyel kosullar) depo ve isletim Omriinlin nasil
saptandig (rafta saklanilarak m1 yoksa kullanilarak m1), depo ve c¢alisma kosullarinin

nasil oldugu hususlar1 ¢ok 6nemlidir.

Son olarak, kullanim Omriiniin neye gore degerlendirildigi belirlenmelidir.
Burada referans olarak, baslangi¢ hassasiyeti, kalibrasyon grafiginin dogrusal tayin
araliginin st smiri, dogruluk veya tekrarlanabilirlik gibi parametreler alinabilir.

Biyosensor omrii, kabul edilebilir hassasiyet diizeyi i¢in gegerli, depo veya isletme
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stiresi olarak nitelendirilebilir ve bir dogrusal konsantrasyon araligi igindeki
sonuclarin %10 veya %50 disiisii seklinde gosterilebilir. Depo Omriiniin
belirlenebilmesi i¢in, ayni kosullarda ve kisi tarafindan hazirlanmis fakat farkli
siirelerde depolanmis biyosensorlerin  bu siireler sonundaki hassasiyetlerinin

kiyaslanmasi gerekmektedir [Sezgintiirk, 2007].

Yanit siiresi, bazi uygulamalarda geriye donme zamani ile ayni1 anlama gelse de
genellikle bu tanimdan farklidir. Amperometrik uygulamalarda, analizlenecek 6rnegi
calisma ortamina eklemeden once elektrot yiizeyinde olusan akimin sabit kalmasi
istenmektedir (kararli-hal akimi). Akim sabit kaldiktan sonra, analizlenecek madde
ortama eklenerek akim degisimi kaydedilir. Ikinci bir eklemeden o6nce akim
degisiminin sabit kalmasi beklenir. Iste, ilk eklemeden sonra akimin tekrar sabit
kalmasina kadar gegen zamana “yanit siiresi” denir. Kararli-hal yanit siiresi, kararli-
hal yanitinin %95 diizeyine ulagmasi i¢in gereken siire olarak da ifade edilmektedir.
Yant siiresinin kisa ya da hizli olusu ideal bir biyosensdr ozelligidir. Ikinci ve onu
takip eden diger analizlerin daha hizli yapilmasini sagladigindan avantajdir. Bir

biyosensoriin yanit siiresi elde edilen akim-zaman grafiginden anlagilabilmektedir.

Genel olarak biyosensorlerin  bazi  karakteristikleri, farkli tiplerdeki
elektrokimyasal sensorler i¢in de gecerlidir. Ancak s6z konusu karakteristikler cogu
zaman biyosensOriin prensibine spesifik olabilmektedir. Biyosensorlerin cevaplari,
tanima kinetikleri ve transdiiksiyon reaksiyonlar1 veya kiitle transfer hizlar
tarafindan kontrol edilmektedir. Biyosensdr performans Kkriterlerinin kontrolii,
optimizasyonu ve degerlendirilmesi igin hiz smirlayict adimin belirlenmesi

kag¢inilmazdir.

2.3.2. Amperometrik Biyosensorlerde iletken Polimerlerin

Kullanimm

Polimerler, ilk kullanimlarindan bu yana elektriksel yalitkanligi iyi maddeler
olarak bilinirler. Bu o6zelliklerinden dolayr elektriksel yalitkanligin arandigy,
kablolarin kiliflandirilmasi gibi alanlarda 6nemli kullanim yeri bulmuslardir. Kolay

islenmeleri, esneklikleri, estetik goriintimleri, hafiflikleri ve kimyasal agidan inert
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olmalar1 diger bazi iistiin 6zellikleridir. Metaller ise; elektriksel iletkenligi yiiksek,
iistlin mekaniksel Ozelliklere sahip bir baska madde grubunu olusturur. Ancak,
metaller polimerlerden agirdir, pahalidir ve polimerler gibi kolayca
sekillendirilemezler. Korozyon, metaller i¢in 6nemli bir baska sorundur. Metallerin
elektriksel iletkenlik ve mekaniksel Ozelliklerini, polimerlerin 6zellikleriyle
birlestirerek bir tek malzemede toplayabilmek daima ilgi ¢eken bir arastirma alanidir.
Bu amagla yapilan ilk yaklagimlar, polimerin uygun iletken maddelerle
karisimlarinin hazirlanmasina yoneliktir. Denenen ydntemlerden biri, polimerlere
metal tozlar1 gibi pargaciklarin katilmasi ve iletkenligin polimer orgiisiine sokulan
metal faz lizerinden saglanmasi olmustur. Polimer igerisinde uygun bir toz ¢oziip
iyonik iletkenlikten yararlanmak bir baska yaklagimdir. Her iki yontemde de polimer,
iletkenligi saglayan parcaciklar i¢cin bir baglayic1 faz olarak islev yapar ve kendisi
elektrik iletimine katilmaz. S6zii edilen yontemlerle polimerlere ancak belli diizeyde

iletkenlik kazandirilabilmektedir [Sagak, 2004].

Yukarida deginilen iki yaklasimda da polimerin kendisi yalitkanlik 6zelligini
korur ve yalniz iletkenligi saglayan diger bilesen i¢in tasiyici faz islevi yapar. Bir
polimerin kendisinin dogrudan elektrigi elektronlar {izerinden iletebilecegi, ilk defa
poliasetilen iizerine yapilan caligmalarla anlagilmistir. Poliasetilen, uzun yillardir
iletken olmadigi bilinen, normalde siyah toz halinde bir polimerdir. Ito ve
arkadaglari, 1974 yilinda Ziegler-Natta katalizorii kullanarak metalik goriintiide
ancak yeterince iletken olmayan giimiis renginde poliasetilen filmler hazirlamistir
[Ito et al., 1974]. 1977 yilinda Shirakawa ve arkadaslar1 sozii edilen poliasetilen
filmlerin iyot, flor veya klor buharlarina tutularak yiikseltgendiginde, iletkenligin 10°
kat artip 10° S/cm diizeyine ¢iktigim gdzlemislerdir. Bu deger, yalitkan karakterli
teflonun iletkenligi olan 10™® S/cm’den ¢ok yilksektir ve giimiis, bakir gibi
metallerin iletkenligi olan 10° S/cm diizeyine yakindir [Shirakawa et al., 1977].
Shirakawa ve arkadaslar1 bu ¢alismalarindan 6tiirii 2000 yili Kimya Nobel Odiilii’nii

almislardir.

Iletken polimer kavrami, kendi drgiisii icerisindeki elektronlarla yeterli diizeyde
elektriksel iletkenligi saglayan polimerler i¢in kullanilmaktadir. Polimerin elektronik
iletkenlik gosterebilmesi i¢in, polimer Orgiisiinde, elektronlarin zincir boyunca

taginmasini saglayan uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Bu kosulu ana zincirinde
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konjiige ¢ift baglar bulunan polimerler saglar (Sekil 2.12). Konjiigasyon, yiiksek
diizeyde iletkenlik i¢in tek basina yeterli degildir. Dop islemiyle (polimere elektron
verme ya da koparma) polimer yapisina iletkenligi saglayacak olan elektronlar
verilerek veya alinarak polimer orgiisiinde art1 yiiklii bosluklar olusturulur. Iletken
polimerlerde iletkenligin nasil saglandigi ¢ok basit bir yaklagimla bu bosluklar
tizerinden aciklanabilir. Art1 yiikli bir bosluga baska bir yerden atlayan elektron,
geldigi yerde de art1 yiiklii bosluk olusturacaktir. Bu islemler ard arda zincir boyunca

veya zincirler arasinda yinelenerek elektrik iletimi saglanacaktir [Sagak, 2004].

NN

Sekil 2.12. Konjiige ¢ift bag.

fletken polimerler kimyasal ve elektrokimyasal olmak iizere 2 yolla
sentezlenmektedir. Elektrokimyasal sentezde polimerizasyonu baglatmak i¢in
elektroda belli bir potansiyel uygulanarak monomerin okside olmast saglanir.
Uygulanacak potansiyel degerini monomerin 0zelligi belirler. Bazi organik
monomerlerin yiikseltgenme pik potansiyelleri Cizelge 2.3’de gosterilmektedir
[Gurunathan et al., 1999]. Elektrokimyasal sentezde elektropolimerizasyon
ortaminda bir destek elektrolit bulunmalidir. Destek elektrolit, elektriksel iletkenligi
saglayabilmek i¢in kullanilmaktadir. Destek elektrolit, iyonlarindan birini monomer
ile baglayarak polimeri doplar. Dopant anyonun tirii kullanilan destek elektrolite
baghdir. Elektropolimerizasyon siiresince, kullanilan elektrolitin cinsi iletken
polimerin elektrokimyasal 6zelligini ve morfolojisini énemli Olcilide etkilemektedir
[Tourillon and Garnier, 1982]. TIletken polimerlerin elektropolimerizasyonu
genellikle lityum iceren ya da ClO4, BF4 iyonlarinin tetraalkilamonyum tuzlarim
iceren  ortamlarda  gergeklestirilmektedir ~ [Reynolds et al.,,  1989].
Elektropolimerizasyon potansiyostatik ya da galvanostatik metotlarla yapilabilir. Bu
teknikler kantitatif olarak tanimlama yapmada ve c¢ekirdek mekanizmalarin1 ve
makroskopik biiylimeyi incelemede kullanighdir. Doniisiimlii voltametri gibi
potansiyodinamik teknikler, elektrot yiizeyine tekrarlanan {iglii potansiyel dalgasi

uygulanarak yapilir ve daha ¢ok polimerizasyon reaksiyonunun ilk basamaklarindaki
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redoks prosesi hakkinda kalitatif bilgi almak i¢in ve polimerin elektrokimyasal
olarak biriktirilmesinden sonraki elektrokimyasal davranisini kontrol etmek igin

kullanilir.

Cizelge 2.3. Baz1 organik monomerlerin yiikseltgenme potansiyelleri.

Monomer Yiikseltgenme potansiyeli (V)
(Doygun Kalomel elektroda karsi)
Pirol +1,20
Bipirol +0,55
Terpirol +0,26
Tiyofen +2,07
Bitiyofen +1,31
Tertiyofen +1,05
Azulen +0,91
Piren +1,30
Karbazol +1,82
Anilin +0,71

Biyosensorlerde, biyomolekiillerin elektrot yilizeyine immobilize edilmeleri,
iletken  polimerlerin ~ immobilizasyon = matriksi ~ olarak  kullanilmasiyla
gerceklesmektedir. Biyomolekiil ve elektrot arasinda baglanti saglayan ve destek
gorevi goren bu polimerlerin elektriksel iletkenliklerinin 1iyi olmasi, elektrot
yiizeyindeki elektron transfer mekanizmas1 bakimindan olduk¢a Onemlidir.
Giiniimiizde polipirol, polianilin, politiyofen, polifuran, poli(N-vinilkarbazol) gibi
cok sayida polimerin iletken oldugu bilinmekte; bazilarinin toz, siispansiyon, film
veya levhalar halinde ticari iiretimi yapilmaktadir. Bazi1 iletken polimerlerin yapilar
Sekil 2.13’de verilmistir. Ana bileseni polipirol olan lifler, polipirol ve polianilin
kapli karbon tozlar1, polipirol kapli lifler diger ticari iiriinlere 6rneklerdir. Yukarida
sozii edilen iletken polimerler amperometrik biyosensorlerde enzim immobilizasyon
matriksi olarak oldukg¢a sik kullanilmaktadir. Yar iletken ¢ipler, entegre devreler,
hafif pil bilesenleri, sensorler, antistatik kaplama, antistatik ambalaj ve paketleme,
transistor, diod, diiz televizyon ekrani ve giines 15181 paneli yapimlar1 da iletken

polimerlerin kullanildig: alanlar arasindadir.
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Sekil 2.13. Bazi iletken polimerlerin kimyasal yapilari.

Polipirol 20 yildan fazla siiredir iletken polimerler igerisinde en c¢ok

caligilanidir. Pirol ilk kez 1916°da HZO2 ile yiikseltgenerek, pirol siyahi olarak

bilinen amorf bir toz olarak polimerlestirilmistir [Angeli, 1916]. Polipirol,
elektrokimyasal olarak ince film halinde sentezlendiginde bu konuya olan ilgi daha
da artmistir. Polipirol siyahi platin elektrot {izerinde siilfirik asitli ortamda
elektrokimyasal olarak ilk kez Dall’Ollio ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmistir
[Dall’Ollio et al., 1968]. 1979 yilinda elektrokimyasal teknikler, yiiksek iletkenlik
ozelligi gosteren polipirol sentezlemek i¢in oldukca kullanighh metotlar haline
gelmigtir [Diaz et al.,, 1979]. Polipirol sentezinde kullanilan kimyasal ve
elektrokimyasal yontemler bu materyalin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
tyilestirmek i¢in gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Kimyasal yontemde, 6rnegin Fe*?
gibi bir yiikseltgen kullanilirsa toz halinde polipirol elde edilir. Erimez ve ¢dziinmez
oldugu i¢in bu yolla elde edilen toz polipiroliin islenmesi s6z konusu degildir,
presleme gibi yontemlerle ancak belli sekillere sokulabilir. Polipirol filmler,
biyosensér  uygulamalarinda  yaygin  olarak  piroliin  elektrokimyasal
polimerizasyonuyla hazirlanir. Bu amagla farkli elektrot tipleri yiizeyinde, farkli

boyutlarda ve kalinliklarda polipirol filmler elde edilir. Polipirol filmlerin mekanik
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ozellikleri diger iletken polimerlerden iyidir, atmosfer kosullarinda daha kararlidirlar.
Laboratuar kosullarinda polipirol filmler, basit bir elektroliz hiicresi ve farkli tipte
elektrotlarla, destek elektrolit iceren uygun polimerizasyon ortamlarinda yaklagik +1
V’luk potansiyel altinda olusturulurlar. Iletken karakterinden dolay1 elektrot
yiizeyinde olusan polipirol film, piroliin ileri polimerizasyonunu engellemez,
elektroliz zaman1 degistirilerek film kalinligin1 kontrol etmek miimkiindiir. Pirol,
yukarida verilen sentez kosullarinda yiikseltgenerek anotta radikal katyon verir.
Radikal katyonlar birlesereck once dimerlere sonra da Sekil 2.14’de gosterildigi gibi
her ii¢ pirol monomerine karsi bir dopant anyonunun bulundugu iletken polipirole
doniistirler. Polipiroliin yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonu esnasinda filmde renk
degisimi (elektrokromik 6zellik) gézlenmektedir. Polimer indirgenmis durumda agik
kahverengi/sar1 renkte iken, yiikseltgenmis konumda siyah kadifemsi bir goriiniise
sahip olmaktadir. Genel olarak polipirolin elektriksel iletkenligi 100 S/cm
diizeyindedir ve degisik formlarda ticari polipirol {iretimi yapilmaktadir [Sacak,
2004]. Biyosensor uygulamalarinda piroliin elektropolimerizasyonu daha ¢ok, pH
degerlerini 1liml sartlarda tutabilmek i¢in sulu ortamda gergeklestirilir. Bu sartlarda
enzimler elektrot {izerinde sekillenen polimerin biiyliyen filmi icinde
tutuklanmaktadir. Farkli sekilde, elektrot yilizeyinde polipirol sentezlendikten sonra
yiizey modifiye edilerek polimer iizerinde fonksiyonel gruplar olusturulabilmekte ve
enzimler bu fonksiyonel gruplar iizerinden disaridan elektroda kimyasal olarak

baglanabilmektedir.

Sekil 2.14. Dop edilmis polipirol.

Iletken polimerler biyosensorlerde genellikle kompozit ya da kopolimer
seklinde kullamlirlar. Iletken polimerler olduk¢a yiiksek bir iletkenlige sahip
olduklar1 halde, mekanik ve islenebilme ozellikleri bakimindan pek uygun

degillerdir. Bu kusurlarin1 iyilestirmek veya tiimden yok etmek igin, iletken
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polimerlerle kompozitler hazirlanmaktadir. Kompozit hazirlanirken iletken bir
polimer filmi diger bir iletken veya yalitkan polimer iizerine kaplanmaktadir. Ancak
bu iki polimer tabakasi list liste degisik sekillerde yerlesebilmektedir. Bunlardan
birincisinde ylizeyler arasinda herhangi bir kimyasal bag yoktur. Bu tiir yerlesmeye
“bilayer” veya “ikili tabaka” denir. Ikincisinde polimer tabakalar1 arasinda kimyasal
baglanma olur. Bu tiire de “blok kopolimer” denir. Ugiincii halde ise i¢ tabaka igine
dis tabaka difiizlenerek kompozit olusturulmaktadir [Eyrik, 2007]. iki ayr1 maddenin
fiziksel karigiminda yapilan {irtinler bazi durumlarda, kendini olusturan maddelerin
saf hallerinden daha iyi ozellikler tasiyabilmektedir. Ornegin; tung gibi metal
alagimlari, alasimi olusturan saf metallere gore tstiin mekaniksel 06zelliklere
sahiptirler. Ancak, metallerde basariyla uygulanan bu yontem polimerlerde ¢cogu kez
olumlu sonu¢ vermemektedir. Polimerler genelde birbirleriyle uyumlu degildirler ve
fiziksel karigimlarinda ayr1 fazlar halinde bulunmaya egilimlidirler. Buna karsin,
uyumlu olmayan iki polimerin monomerlerinin bir polimer zincirinde birlikte
bulunmas1 polimerin bazi 6zelliklerini gelistirebilmekte veya polimere yeni 6zellik
katabilmektedir [Sagak, 2004]. Yeni olusan bu yapiya  “kopolimer” denir.
Kopolimerlerin fiziksel 6zellikleri homopolimerlerden farklidir ve bu farkin 6lgiisii
kopolimerin bilesimine bagimlidir. Genelde rastgele ve alternatif kopolimerler
kendilerini olusturan homopolimerlerin 6zellikleri arasinda 6zelliklere sahiplerken,
blok ve graft kopolimerler homopolimerlerinin her ikisinin 6zelliklerini de
gosterirler. Ciinkii onlarin segmentleri polimer zincir boyunca diizensiz olarak
yerlesmis olup kopolimerler diizenli bir sekle sahip degildir. Bu nedenle de; pekcok
kopolimer amorftur. Kopolimerlerin homo polimerlerden farkli 6zellikte olmalari,
izerinde enzim baglayic1 gruplarin olabilmesi ve ayni zamanda iletkenlik 6zelligi
saglamalarindan ~ dolayr  farkli  polimerlerle  sentezlenmis  kopolimerler
biyosensorlerde son yillarda oldukga sik kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan bir
tanesi bu tez ¢alismasinda kullanilan yeni sentezlenmis Poli(glisidil metakrilat-co-3-
tiyenilmetil  metakrilat)  (Poli(GMA-co-MTM))  polimeridir.  Bu  polimer,
glisidilmetakrilat ve 3- tiyenilmetil metakrilat monomerlerinin kopolimerizasyonu ile
sentezlenmisdir. Polimerin yapisinda bulunan 3- tiyenilmetil metakrilat (MTM), yan
gruplarinda elektroaktif tiyofen gruplarini igcermektedir. Politiyofen, geri doniisiimlii
redoks kontrolii, non-lineer optik 6zelligi, doplanmis ve doplanmamis durumlarinda
cevresel kararlilig1 ve elektriksel 6zelliginden dolay: bir¢ok iletken polimer arasinda

0zel bir yere sahiptir. Tiyofenin iyi bir esneklige sahip olmasi bir ¢ok polimerizasyon
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metotlarinda kullanilmasina ve bir ¢ok yan zincir reaksiyonuna katilabilmesine
olanak saglamaktadir [Yilmaz et al, 2005]. Ayrica, polimer yapisinda bulunan
tiyofen iizerinden bu polimer baska bir iletken polimer ile birlikte elektropolimerize
edilebilmekte, bu sayede elektriksel iletkenlik kazanmakta ve ¢alisma elektrotlarinda
kullantma uygun yeni kompozit polimer malzemeler olusturulabilmektedir.
Poly(GMA-co-MTM)’nin yapisindaki glisidil metakrilat (GMA) epoksi grubu
tasimakta ve enzimler bu gruplar lizerinden polimere direkt olarak kimyasal

baglanabilmektedir.

2.3.3. Amperometrik Biyosensorlerde Nanopartikiillerin Kullaninm

Nanoteknoloji dl¢ii olarak “nanometre” adi verilen (kisa sekli nm) bir 6lgme
birimini kullanmaktadir. “Nano” sdzciik olarak, bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda
biri anlamina gelir. Bir nanometreyse, metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk
birimidir. Insan sag teli ¢apmnin yaklasik 100,000 nanometre oldugu diisiiniiliirse ne
kadar kiiglik bir 6lgekten bahsedildigi daha rahat anlasilir. Bir baska deyisle, bir
nanometre igine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilir; yaklasik 100-1000 atom
biraraya gelerek nano Olceklerde bir materyali olusturur

[http://www.nanoteknoloji.net.tc/].

Nano partikiiller, ince filmler ve nanotiipler olarak elde edilen malzemeler,
gosterdikleri cok ilging fiziksel oOzellikler ve c¢ok kiiglik boyutlar1 nedeniyle
teknolojide onemli bir kullanim alanina sahiptir. Nanoteknolojinin hayatimizda
kullaniminin artmasiyla birlikte nanomalzemeler {izerine c¢alismalar artmistir.
Nanometre boyutundaki farkli nanopartikiillerin kontrol edilebilir elektronik ve
katalitik ozellikleri bu partikiillerin elektrot fabrikasyonunda ve modifikasyonunda
kullanilabilmesine olanak saglamistir. Cok tabakali iletken nanopartikiillerle (Altin
gibi metalik nanopartikiiller) modifiye edilen elektrotlar gbzenekli ve yiizey alani
genis yapiya kavusurlar. Ayrica metalik nanopartikiiller analitiksel 6neme sahip bazi
elektrokimyasal tepkimelerin asir1 potansiyelini diisiirerek metalik elektrotlarda
tersinmez  olan  redoks  tepkimelerine de  tersinirlik  saglamaktadir

[http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/ekDokuMuhNano.pdf].


http://www.nanoteknoloji.net.tc/

57

Nanoteknolojinin hayatimiza girmesiyle birlikte ¢esitli alanlarda kompozitler
gibi daha hafif ve daha kullanishh malzemeler gelistirilmis ve kullanilmaya
baslanmistir. Ayrica veri iletimi i¢in bakir kablolar, altin ¢ipler kullanilirken,
nanoteknolojiye gecisle birlikte daha hafif, daha hizli iletim ve daha az enerji
saglayan malzemeler iiretilmeye baslanmistir. Iste nanoteknolojinin en &nemli
konularindan ve malzemelerinden biri karbon nanotiiptiir (CNT). CNT, grafitin bal
petegini andiran atom diizleminin bir silindir tizerine hi¢bir kusur olusturmadan
kesiksiz olarak sarilmis bir sekli olarak diistintilebilir
[http://www.itab.anadolu.edu.tr/itab/pdf/nylp.pdf]. CNT’ ler ilk olarak tek boyutlu
kuantum teller i¢in prototip olarak diisiiniildiiglinden ¢ok biiyiik bir ilgi ¢cekmistir.
Diger kullanigh o6zelliklerin kesfedilmesiyle (6zellikle dayanikliligi) potansiyel
kullanim alanlar1 artmistir. Ornegin, CNT’ ler nanometrik boyutlardaki elektronik
devrelerde ya da kuvvetlendirilmis polimer malzemelerde kullanilabilmektedir

[http://physicsworld.com/cws/article/print/1761].

CNT’ lerin bilimsel macerasi, 60 ya da daha fazla karbon atomunun
birlestirilmesiyle olusan futbol topu seklindeki molekiillerin kesfiyle baslamistir. Bu
toplarin diger atom veya molekiillerle yaptig1 bilesiklere “fulleren” denir (Sekil
2.15). Bu kesiften sonra bir¢ok laboratuar sicak karbon buharimi yogunlastirarak
futbol topu seklindeki molekiilleri elde etmeye calismis; bu elde etme isleminden
kiiciik degisiklerle ¢esitli sekil ve boyutlarda kiireye benzer yapilar elde edilmistir
Ik tiip seklindeki molekiilleri 1991°de elektron mikroskobu uzmani Sumia Iijima,
fullerenlerin ark buharlasmasi sentezi sirasinda katotta biriken malzemeyi arastirma
sirasinda  bulmustur [Cubukcu, 2008]. CNT’ler, 1990’11 yillarin basindaki
kesiflerinden sonra olaganiistii Ozelliklerinin farkedilmesi ile yogun bi¢imde
arastirtlmaya baslanmis ve ilerleyen zamanda bu ilgi, s6z konusu malzemenin
Ozellikle nanobilim olmak tizere bir ¢ok farkli sahada bir fenomene doniismesine yol
acmistir. Hem uygulamali hem de kuramsal bir¢ok ¢alismada karbon nanotiipler,
nanoteknoloji i¢in bir model sistem olmustur. Kaydedilen ilerlemeler o denli
carpicidir ki, mevcut alanda, malzemenin bir 6zelliginin kesfi, bu 6zellikten yola
cikan bir uygulamanin gelistirilmesi ve son olarak da uygulamanin ticari iiriine
dontigsmesi birkag yillik siireler zarfinda miimkiin olabilmistir. Su an, konu iizerinde

caligmalarini siirdiiren diinya ¢apindaki sayisiz arastirma grubunun yaninda bir¢ok
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dev sirket karbon nanotiip esashi iirlinleri piyasaya siirmek i¢in yarigmaktadir

[Mutluay, 2007].

CNT’ ler, tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT) ve ¢ok duvarli karbon
nanotiipler (MWCNT) olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.15). SWCNT’ ler
tip ¢ap1 1-2 nm’ den olusan kusursuz bir sekilde sarilmis tek bir grafit tabakadan
meydana gelmektedir [Moore et al., 2004]. Son zamanlarda, elektrokimyada elektrot
materyali olarak SWCNT kullanim1 biiyiik ilgi uyandirmistir. SWCNT’ ler
olaganiisti mekaniksel, kimyasal ve elektronik oOzellikler gostermektedirler.
SWCNT’ nin kiitle tasinim mekanizmasi yarigapa, sarmal yapiya ve ¢ozeltideki
elektroaktif tiirler ile elektron transfer reaksiyonuna aracilik etme yetenegine bagli
olarak, yari iletken tiirden metalik tiire dogru degismektedir [Valentini et al., 2004].
MWCNT?’ ler ¢aplar1 2° den 50 nm’ ye degisen, tabakalar arasi uzakligi 0.34 nm olan
es merkezli ve kapali borucuklardan olusmaktadir [Moore et al., 2004].

Tek duvarh Cok duvarli
CNT CNT Fulleren

Sekil 2.15. Karbon nanotiip ¢esitleri.

CNT”’ ler, geometrilerine bagli olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gosterirler.
Hicbir katki maddesi olmaksizin, nanotiipin, geometrik parametrelerinin
degistirilmesiyle, elektronik 6zellikleri de degistirilebilir. Tiiplerin elektronik
uygulamalarda, 6nemli bir yeri vardir. CNT” ler bilinen en saglam ve esnek malzeme
olma 6zelligine sahiptirler. Dayaniklilik, esneklik gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
yaninda, dis veya i¢ cidarlarinin, atom veya molekiilleri soguracak ozellikler

tasimasi, CNT’ leri daha kullanisli hale getirmektedir [Cubukgu, 2008]. CNT’ ler
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olduk¢a Onemli elektronik oOzelliklere sahiptir. CNT’ lerle yapilan iletimde,
polifenilen esasl zincirlerden 10 ila 100 kat daha fazla akim iletimi saglanmaktadir.
CNT’lerin 1s1l iletkenlikleri, en iyi 1s1l iletken olan elmasin 2 katidir ve bakir telden
1000 kat daha fazla elektrik tagiyabilir. CNT lerin kii¢iik ¢aplarindan dolay1 kuantum
mekanik etkileri elektronik yapilarini belirler. Bunun anlami kuantizasyon sartlarinin
nanotiip c¢evresi boyunca nanotiipiin metal ya da yar1 iletken olarak davranip
davranmadigimi belirler. CNT’ lerin en 6nemli uygulamalarindan birini gosteren bu
ozelliklerinin gelecek nanoelektroniginin temeli oldugu diistiniilmektedir [Merkogi et
al., 2005]. CNT”’ lerin benzersiz 6zellikleri, kimyasal sensor gorevi i¢in 6zellikle de
elektrokimyasal tayinde CNT’ leri son derece onemli kilmaktadir. Son ¢alismalar
gostermektedir ki CNT giclii bir elektrokatalitik aktivite gostermekte ve
elektrokimyasal cihaz {izerindeki yiizey bozulmasinin azalmasina yardimei

olmaktadir [Wang and Musameh, 2003].

Oniimiizdeki on yillik dénemler iginde silisyum esasli geleneksel transistdr
teknolojisinin smirlarina ulasilacagi tahmin edilmektedir. Bu bakimdan g¢aligmalar
yeni sistem arayislarina yonelmistir. Alan etkili transistorler en etkin transistor tiirii
olarak kendini kanitlamistir. CNT esasli alan etkili transistorler geleneksel silisyumlu
aygitlarin en basarililar1 ile ayni, hatta daha iyi isletme Ozellikleri gostermistir.
Gelecekte transistorlerin  "molekiiler elektronik" kavramint temel alarak
yapilandirilacagi distiniilmektedir ki CNT’ler en ¢ok umut vaat eden molekiiler

elektroniklerden biridir [Avouris, 2002].

Daha once anlatildigi lizere nanotiiplerin elektriksel o6zellikleri, kompozit
uygulamalarinda da biiyiikk 6nem arz eder. Polimerler gibi yalitkan malzemelerin
elektriksel oOzelliklerini gelistirmek i¢in ¢esitli katki malzemeleri kullanilir. Bu
amagla kullanilan 6nemli bir malzeme olan karbon siyahinda, %16’lik takviye orani
ile polimerin katkilanmasiyla polimerde iletkenlik saglanir. MWCNT-epoksi
kompozitlerde ise bu oran %0,01-0,004 araligindadir [Robertson, 2004]. CNT’ler
yiiksek uzunluk/gap oranlar1 sayesinde, ¢ok kiigiik miktarlarda bile kullanildiklarinda
birbirleri ile baglantili bir sebeke olusturarak matriks malzemeyi iletken hale
gecirmektedir [Ajayan and Tour, 2007]. CNT’lerin hava tasitlarinin kanat ve govde
parcalarinin antistatik kalkanlanmasinda kullanilabilecegi diigiiniilmektedir. Bununla

birlikte nanotiip esash iletken kompozitler i¢in asil 6nemli pazar, saydam iletken
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kaplamalardir. Yaklasik 40 yildir bu maksatla indiyum kalay oksit kullanilsa da bu
malzeme kirilgandir ve Ozellikle biiylik ¢apli iiretimlerde maliyetler inanilmaz
derecede yiikselebilmektedir [Glatkowski et al., 2005], ayrica plastiklere yapisma
yetenegi de diistiktiir [Robertson, 2004]. Buna karsin nanotiiplii saydam iletkenler,
indiyum kalay oksit esaslilara benzer ¢alisma basarisina sahipken onlardan ¢ok daha
esnek ve dayanikli olup, basit siiregler ve diisiik maliyetlerle {retilebilirler
[Glatkowski et al., 2005]. Ustelik CNT’lerin polimerle yapisma uyumlulugu ¢ok
iyidir [Robertson, 2004].

Elektron transfer reaksiyonunu arttirmak i¢in CNT’lerin yetenegi elektronik
yapilarina ve yiiksek elektriksel iletkenliklerine dayandirilmaktadir [Musameh et al,
2002]. Karbon pastasi ve kompozit elektrotlar birkag yildan beri elektrokimyasal
sensorlerde kullanilmaktadir. CNT igceren benzer matriksler elektrokimyasal sensor
alaninda aragtirmalarin odak noktas1 olmustur. Polimer matriks i¢cindeki CNT’ ler ya
rastgele ya da dikey olarak dagilabilmektedirler. Literatiirlerde CNT pastalar1 ya da
kompozitleri iliretmek icin baglayicilarin ¢esitliliginden (mineral yag, teflon ya da
epoksi regine) bahsedilmistir. Bunlardan kati1 epoksi bazli CNT kompozitler en az
kullanilandir. Yayinlanan makalelerin biiylik cogunlugu CNT’ lerin diisiik
potansiyellerde elektron transfer reaksiyonlarini artirdigini gostermistir. Bu avantaj,
son yillarda arastirmacilarin CNT ile hazirlanmis enzim elektrotlarinin gelistirilmesi
tizerine yogun ¢alismalar yapmasina neden olmustur. Belki de bugiine kadar bulunan
CNT-enzim tabanli biyosensorlerin en ilging 6zelligi gelismis ¢alisma kararliligidir
[Merkogi et al, 2005]. CNT, biyosensorlerde farkli iletken polimerlerle beraber
kullanilarak c¢alisma elektrodu iizerinde degisik kompozit polimer yapilar
olusturulmustur. Ornegin; Poli(amidoamin)/MWCNT kompozit polimerinin bir
camst karbon yiizeyinde sentezlenerek hazirlandigi ¢alisma elektroduna glucose
oxidase ve horseradish peroxidase enzimi baglanarak hem glikoz hem de hidrokinon
tayini [Zeng et al., 2007], kitosan/SWCNT polimerinin yine bir cams: karbon
yiizeyinde sentezlenerek hazirlandigr ¢aligma elektrodu ile siirekli sistemde galaktoz
tayini [Tkac et al., 2007], nafyon/MWCNT polimerinin camsi karbon yiizeyinde
sentezlenerek hazirlandigi ¢alisma elektrodu ile kesikli sistemde fenol ve 4 tiirevinin
tayini gerceklestirilmistir [Tsai and Cheng-Chiu, 2007]. Ornekler bununla sinirh

degildir ve yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda CNT’nin ¢alisma elektrodu iizerine olumlu
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etkisi vurgulanmis, s6z konusu analiz i¢in hesaplanan analitik parametrelerde

iyilesme sagladigi belirtilmistir.

2.4. Amperometrik Fenol Biyosensorleri

Fenol ve tiirevleri i¢in gelistirilmis amperometrik biyosensor uygulamalarinda
en fazla kullanilan enzimler polifenoloksidaz sinifi enzimlerdir. Olgiimler biyosensér
yaklasimi cercevesinde siirekli akishi kesikli yiiklemeli sistemlerde enjeksiyonla
yapilabildigi gibi klasik bir iiclii elektrot sisteminin (¢alisma elektrodu, karsit elektrot
ve referans elektrodu) yer aldigt elektroliz kabi  kullanilarak da
gerceklestirilebilmektedir. Enzimler elektrot tiizerine ¢esitli iletken matriksler
kullanilarak tutuklanmakta veya fiziksel yontemle hazirlanmis kompozitler icerisine
yerlestirilmektedir. Enzimle hazirlanan bu elektrot c¢alisma elektrodudur ve
biyosensoriin katalitik kismini olusturmaktadir. Bu ¢alisma elektrodunu igeren iiglii
elektrot sistemi kullanilarak sabit bir elektriksel potansiyel altinda fenol bilesiklerinin
artan konsantrasyonlarda ortama eklenmesi sonucu redoks tepkimesinde meydana
gelen elektron transferi, bir elektriksel sinyale doniistiiriilerek akim seklinde
okunmaktadir. Burada sisteme uygulanacak olan potansiyel degeri, enzimatik
reaksiyon sonucu olusan iirlinlerin elektrot iizerinde indirgenebilmesi i¢in gerekli
olan potansiyel degeridir. Enzimin tutturuldugu ¢alisma elektrodu yapiminda gesitli
karbon allotroplari, iletken polimerler, silika jel, ¢esitli manyetik nanopartikiiler
maddeler vb. kullanilabilmektedir. S6zii edilen her bir materyale iliskin literatiirde
pek ¢ok calisma bulunmasma Kkarsin, ozellikle iletken polimerler ve karbon
allotroplari ile yapilan ¢alismalarda fenol igin en iyi sonuglar elde edilmistir. Iletken
polimerlerin kendi elektroaktiflik 6zelliklerine ve enzimle kurduklar iliskiye baglh
olarak fenolleri 6lgebilme kapasitesi 6nemli degisikler gostermistir. Amperometrik
fenol biyosensorlerinde yaygin olarak kullanilan 3 enzim tyrosinase, laccase ve
horseradish peroxidase enzimleridir. Bunlardan laccase ve tyrosinase, fenol ve
tirevleri ile reaksiyona girmek i¢in molekiiler oksijeni, horseradish peroxidase
enzimi ise hidrojen peroksiti kullanmaktadir. Her ii¢ enzim de literatiirde ¢esitli tip
ve Ozellikte elektrotlarla fenol Ol¢limiinde biyosensér yapimi i¢in kullanilmistir.
Gerek her bir enzimin, gerekse kullanilan ¢alisma elektrodu tiplerinin birbirlerine

gore cesitli Ustlinliikleri bulunmakta ve farkli fenol tiirevlerine kars1 farkli tepkiler
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vermektedir. Amperometrik 6l¢iim yontemi, bilesigin oksitlenmesiyle analitik olarak
Olgiilebilir  bir  sinyal iretmekte ve genellikle negatif potansiyelde
gerceklestirilmektedir. Numune igerisinde oksitlenebilen baska maddelerin varligi
yontemin segicilik  6zelligini  zayiflatabilmektedir. Tyrosinase, laccase ve
horseradish peroxidase enzimleri kullanilarak hazirlanan biyosensorler, fenoli
enzim vasitasiyla kinona doniistiirmektedir. S6z konusu reaksiyonda negatif
potansiyelde indirgenecek olan bu iiriin i¢in, reaksiyon sonunda 6l¢iilebilir bir sinyal
iretilmekte bdylece numunelerde daha sonra oksidasyona ugrayarak girisim

yapabilecek pek ¢ok maddenin etkisini ortadan kaldirabilmektedir.

Tyrosinase enzimi, bitki ve hayvansal dokularda yaygin olarak bulunan
oksidoreduktaz sinifi (redoks reaksiyonlarini katalizleyen) bir enzimdir. Bulundugu
dokuda ana substrati olan tirosini okside ederek dokuya koyu renk veren kahverengi
ve siyah melanin pigmentlerin iiretimini saglamaktadir. Aktif merkezi prostetik grup
(demir ya da bakir ihtiva eden grup) igermektedir. Tyrosinase enziminin aktif
merkezinde her biri {i¢ histidin aminoasidi grubuna baglanmis iki bakir atomu
bulunmaktadir ve bu bakir atomlar iki tane oksijen atomuyla etkilesim halindedir.
Prostetik grubunda bulunan bakir sayesinde enzim, redoks tepkimelerine rahatlikla
girebilmektedir. Enzimin ana substrat: tirosin, fenolik yapida bir madde oldugundan
fenol ve bazi tiirevleri de bu enzimin spesifik substratlaridir. Enzim genel olarak,
molekiiler oksijeni farkli elektron vericilerle (fenoller) indirger. Tyrosinase notr
tampon ve oda sicakliginda olduk¢a kararli, 5’ten kiigiik, 8’den biiyilkk pH
degerlerinde ve yiiksek sicaklikta kararsizdir. Tyrosinase enzimi fenol doniisiimiinii,
pH 7’de etkin bir sekilde katalizler [lkehata, 2000]. Amperometrik fenol
biyosensorlerinde biyomolekiil olarak Tyrosinase enzimi kullanildiginda, elektrot
izerinde gerceklesen reaksiyon mekanizmasi fenollerin ardisik iki tepkimeyle
katalizlenmesi sonucu su sekilde aciklanabilir: ilk basamakta monofenollerin
molekiiler oksijen varliginda enzimatik reaksiyon sonucu o-difenollere (katekol)
doniisiimii saglamir. Ikinci basamakta ise, olusan difenoller de aym enzimatik
reaksiyon tizerinden o-kinonlara doniistiiriiliir. Bu arada molekiiler oksijen direkt
olarak suya doniisiir. Ardisik tepkimelerin son iirlinii olan kinonlar uygun potansiyel
degerinde elektrot yiizeyinden elektron alarak indirgenir ve tekrar katekole doniisiir

(Sekil 2.16). Bu sirada elektrottan gegen elektron miktar1 ortamdaki fenol
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konsantrasyonuyla orantili olarak degisim gostermekte ve bu elektron akisi cihaz

tarafindan akim sinyallerine ¢evirilmektedir.
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Sekil 2.16. Calisma elektrodu iizerinde tyrosinase enzimi ile

fenol arasindaki etkilesim.

Laccase enzimleri bakteriler ve boceklerden de izole edilmesine ragmen, bitki
ve fungal kaynakli enzimler olmak {izere 2 ana kategoriye ayrilabilir. Bu enzimler
daha ¢ok, beyaz ¢lrikclil funguslar tarafindan  yliksek  miktarda
sentezlenebilmektedir [Kuru, 2007]. Laccase enzimi, yapisinda birden fazla bakir
atomu bulunan oksidoreduktaz smifi bir enzim olup, bircok organik maddenin
oksidasyon reaksiyonunu katalizler. Laccase enziminin bu organik maddelerden
monofenol, difenol, polifenol, aminofenoller ve aromatik daiminler arasinda segicilik
gostermedigi  bilinmektedir. Enzimin fenol tiirevlerine kargi gosterdigi yiiksek
derecede spesifik olmayan oksidasyon kapasitesi, toplam fenol Olgiimlerinin
yapildig1 biyosensorlerde sikca kullanilmasini saglamistir. Substratlarinin enzimdeki
baglanma bolgelerine hidrofobik etkilesimler sonucu baglandigi bilinmektedir. Bu
enzimle oksijenin 4 elektron transferi lizerinden direkt olarak suya indirgenmesi,
enzimin biyoyakit hiicrelerin katot boliimiinde kullanilmasini cazip hale getirmistir
[Quan et al., 2004]. Laccase enzimi, amperometrik fenol biyosensorlerinde ilk
basamakta elektrot yilizeyinde oksijenle yiikseltgenir, daha sonra elektron vericisi
olan fenolik bilesiklerle indirgenir. Bu reaksiyonda fenolik bilesikler kinonlara ya da
fenoksi radikallerine dontisiir. Olusan bu fenolik iirlinler elektrot iizerinden elektron

alarak indirgenir (referans elektrot olarak doygun kalomel elektrot kullanildiginda
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genellikle 0’dan kiiciik potansiyel degerlerinde) (Sekil 2.17). Ortaya c¢ikan bu
indirgenme akimi fenol konsantrasyonuyla orantili gelisim gosterir [Wilkolazka et
al., 2005] .
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Sekil 2.17. Calisma elektrodu lizerinde laccase enzimi ile

fenol arasindaki etkilesim.

Peroxidase, bitkisel kaynaklardan ve mikroorganizmalardan firetilen, peroksit
varliginda reaksiyonlar1 katalizleyen hemoproteindir. Hemoprotein, aktif bolgesinde
demir bulunduran enzimdir (Sekil 2.18). Fenoller (p-kresol, guaiakal, pirogallol,
katekol, vb.) ve aromatik aminler (anilin, p-tolidin, o-fenildiamin, o-dianisidin)
peroxidase enzimlerinin tipik substratlaridir. Bu enzimler, H,O, ya da
hidroperoksitler tarafindan radikaller olusturmak i¢in okside edilirler. Olusan bu
radikaller, enzimin aktif bolgesinden ortama difiize olduktan sonra dimerik,
oligomerik ve polimerik iriinler olustururlar. Horseradish peroxidase enziminin
substratlarini okside ettigi pH aralig1 4-10 gibi genis bir araliktir. Gerek yapis1 itibari
ile gerekse reaksiyonlar sonucu olusan iiriinlerin inhibe edici 6zellikte olmasindan
dolay1 deneysel galismalarda giigliikle kullanilabilen hassas bir enzimdir. Bu sebeple,
bilim adamlar1 enzimin kararliligimi ve en az zarara ugramasini saglama amach
calismalara yonelmislerdir. Bu amagcla, farkli immobilizasyon teknikleri, enzim
modifikasyonlar1 ve reaksiyon ortamlarina eklenebilecek katki maddeleri iizerine
caligmalar hiz kazanmistir [Nozaki and Kawamoto, 2003]. Buna ragmen, enzimin
aktif merkezi dis yilizeye olduk¢a yakindir ve bu durum enzim iizerinden gergeklesen

redoks reaksiyonlarii kolaylastirdigindan ve fenollerle olduk¢a hizli reaksiyon
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verebildiginden  horseradish  peroxidase enziminin  amperometrik  fenol

biyosensorlerinde kullanilmasini avantajli hale getirmektedir.
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Sekil 2.18. Horseradish peroxidase enziminin aktif merkezindeki prostatik
grup (ferrik protoporfirin 1X).

Horseradish peroxidase enziminin fenolle reaksiyon verebilmesi enzimin
hidrojen peroksit ile yiikseltgenmesi sonucu gergeklesmektedir. Oncelikle enzim
hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek oksitlenirken, hidrojen peroksit de suya
indirgenir. Oksitlenmis olan enzim fenol oksidasyonunu Kkatalizleyerek fenoksi
radikallerini olusturur, bu esnada enzim indirgenerek ilk (native) haline doniisiir.
Elektronunu kaybetmis olan fenol, kaybettigi elektronu elektrottan saglayarak tekrar
indirgenir.  Elektrot yiizeyinde ger¢eklesen bu mekanizma Sekil 2.19’da
gosterilmistir.  Yukarida agiklanan reaksiyonlar hidrojen peroksit ortamda
bulunduk¢a devam eder. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan fenoksi radikallerinin
elektrot ylizeyinde indirgenmesi, biyosensorde akim degisimleri olarak gdzlenir. Bu
akim degisimleri ortama ilave edilen fenoliin konsantrasyonuyla orantili olarak

gelisim gosterir.
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Sekil 2.19. Calisma elektrodu iizerinde horseradish peroxidase enzimi ile

fenol arasindaki etkilesim.

Enzim tabanli amperometrik fenol biyosensorleri iizerine yapilmis ¢alismalar

asagida 6zetlenmistir;

Stanca ve Popescu, pilatin bir elektrot yiizeyinde elektropolimerize edilmis
Poli(amfifilik pirol) matriks iizerine tyrosinase enzimini gluteraldehit ile ¢apraz
baglayarak gelistirdikleri biyosensorde, fenol, dihidroksi benzenler, hidroksi
toluenler ve klorofenoller gibi gesitli fenol bilesiklerini amperometrik yontemle
dlgmiislerdir. Olgiimler sulu (fosfat tamponu) ve susuz (kloroform) ortamlarda
gerceklestirilmistir. Hazirlanan elektrodun gerek sulu, gerekse susuz ortamda
gosterdigi 6l¢lim hassasiyeti fenol i¢in sirasiyla 690 nA/M ve 149 pA/M olarak
hesaplanmistir [Stanca and Popescu, 2004].

Liu ve arkadaslari, karbon pastasi ile desteklenmis modifiye manyetik
nanopartikiiller (MgFe,O4- SiO;) kullanarak tyrosinase tabanli bir fenol biyosensorii
gelistirmiglerdir. Tyrosinase manyetik nanopartikiiller lizerindeki amino gruplarin
modifiye edilmesi ile sisteme kovalent olarak baglanmistir. Biyosensoriin ilk 20 s
icerisinde %95 kararl hale geldigi gozlenmistir. Fenol icin belirledikleri dogrusal
Slgiim araligi 1x107°®- 2,5x 10 M, hassasiyet degeri 54,2 pA/mM ve belirleme limiti
(LOD) 6x107 M olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglarda ¢alisma elektroduna
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yiikksek miktarda tyrosinase enziminin immobilize edilmis olmasi ¢aligmanin
avantajlarindan biri olarak belirtilmistir. Calismanin sonunda, hazirlanan elektrodun
silika sol-jel graft kopolimer elektrodlarina gére daha iyi Ozelliklere sahip oldugu
belirtilmistir [Liu et al., 2005].

Wilkolazka ve arkadaslari, laccase enziminin bagl oldugu grafit bir ¢alisma
elektrodunu 30 farkli fenol tiirevinin 6l¢timii i¢in kullanilmistir. S6z konusu elektrot,
2,6- dimetoksifenol, koniferil alkol, kafeik asit, DOPAC ve hidrokinon gibi bazi
fenolik bilesiklerin nanomolar konsantrasyonlarina, ferulik asit, syringic asit,
dopamin, 3,4-dihidroksibenzoik asit ve DL-noradrenalin gibi bazi fenolik bilesiklerin
mikromolar konsantrasyonlarna, fenol ve 4-hidroksibenzaldehitin milimolar
konsantrasyonlarina tepki vermistir. Orto ve para bagh fenoller arasinda para bagli
fenollerin K, degerlerinin daha diisiik oldugu belirtilmistir [Wilkolazka et al.,
2005].

Liu ve arkadaslari, koloidal altin ile modifiye edilmis karbon pastasi elektroda
tyrosinase immobilize ederek, fenol tayininde kullanilmak iizere yenilenebilir bir
biyosensor gelistirmislerdir. Amperometrik dl¢lim sonuglari iizerine pH’nin, isletme
potansiyelinin ve koloidal altin ¢6zeltisi hacminin etkisi arastirilmistir. Optimum
sartlarda biosensoriin yamt siiresi 5 saniyeden az, hassasiyeti 12,3 pA/cm?uM
olarak bulunmustur. Calismada K,*" degeri ise 58,3 uM olarak hesaplanmustir [Liu
et al., 2003].

Notsu ve Tatsuma yaptiklar ilging bir ¢aligmada, tyrosinase elektrodu ve
tyrosinase/peroxidase elekrodunu es zamanli kullanarak iki fenolik bilesigi ayni anda
tayin edebilen amperometrik bir fenol biyosensorii gelistirebilmislerdir. Hazirlanan
biyosensor sistemi ile ayni ¢ozelti igerisindeki p-kresol ve katekol bir 6l¢iimde ayni

anda tayin edilebilmistir [Notsu and Tatsuma, 2004].

Kim ve Lee, fenolik bilesiklerin tayini i¢in, silikat/nafyon kompozit filme
tyrosinase baglanarak hazirlanmig amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir.
Kompozitteki nafyon polimeri sadece sol-jel slikat film eldesinin kirilganligini
gidermek icin degil ayn1 zamanda biyosensoriin uzun siireli kararliligini arttirmak

icin de kullanilmistir. Enzim elektrodunun optimum analitik performansini
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belirlemek icin, elektrot iiretimindeki isletme parametreleri ve cesitli deneysel
degerler (pH ve isletme potansiyeli) arastirilmistir. Biyosensoriin 6lgiilebilecek
akimin %95’ine (yanit siiresi) 15 saniyede ulastigi belirtilmistir. Katekol ve fenol
icin biyosensoriin hassasiyeti, sirasiyla, 200 ve 46 mA/M olarak hesaplanmustir.
Enzim elektrodunun baslangi¢ aktivitesinin %74’nii 2 hafta boyunca korudugu
belirlenmistir [Kim and Lee, 2003].

Metzger ve arkadaslari, 1siya dayanikli Bacillus stearothermophilus tiiriinden
elde edilmis phenol hydroxylase enzimi ile hazirlanmis amperometrik bir fenol
biyosensorii gelistirmislerdir. Enzim, sol-jel bir matriks igerisine hapsedilmistir.
Enzim bagli sol-jel, Clark tipi oksijen elektrodun ug¢ kismina monte edilmis ve fenol
biyosensorii uygulamalart i¢in kullanilmustir. Oksijen tiiketim hizi ile fenol
konsantrasyonu arasinda dogrusal iliskinin mevcut oldugu agiklanmistir. pH 7,6’da
ve 40 °C’da, fenol icin dogrusal aralik 2,5- 400 uM olarak belirlenmis, yanit siiresi
10 s olarak bulunmustur. Ayrica, biyosensoriin 7 giin i¢inde %20 aktivite kaybettigi
belirtilmistir [Metzger et al., 1998].

Christophe ve arkadaslari, fenollerin ve herbisitlerin 6lglimleri i¢in, tyrosinase
tabanli amperometrik bir biyosensor gelistirmiglerdir. Poli(3,4-etilendioksitiyofen)’in
camsi karbon elektrot yiizeyinde elektropolimerizasyonu sirasinda tyrosinase polimer
icerisine hapsedilmistir. Biyosensor performansini optimize etmek igin calisma
sartlar1 ve elektropolimerizasyon proses parametreleri degistirilerek ¢alisilmustir.
Kesikli sistemde monofenol ve difenollerin 6lgiimii -0,2 V’da gergeklestirilmistir.
Olgiimii yapilan fenollerin belirleme limitleri (LOD) 5-500 nm gibi oldukca diisiik
konsantrasyon araliginda hesaplanmigtir. Herbisitlerin tayini calisma elektrodunun

inhibisyon mekanizmasi tizerinden gergeklestirilmistir [Christophe et al., 2003].

Wang ve arkadaslari, fenolik bilesiklerin tayini i¢in Fe3O4 nanopartikiilleri ile
modifiye edilmis kitosan polimeri igerisinde tyrosinase enzimini hapsederek
modifiye polimeri camsi karbon elektrot iizerine tutturmustur. Amperometrik
Olctimler -0,2 V’ da doygun kalomel elektrot kullanilarak yapilmistir. Katekol icin
dogrusal 6l¢iim aralig 8,3x107%-7,0x10° M, belirleme limiti 2,5x10°® M olarak

hesaplanmistir. Polimerde, FesO04 nanopartikiillerinin sagladigi genis yilizey alani ve
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kitosanin gozenekli yapist sayesinde yiiksek miktarda enzimin tutuklandigi rapor

edilmistir [Wang et al., 2008].

Chen ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, camsi karbon elektrot ylizeyine
Zn0O nanogubuklar yerlestirilmistir. Pozitif yiiklii bu ¢ubuklar iizerine elektrostatik
¢ekimlerle tyrosinase enzimi adsorbe edilmistir. Calisma elektrodu fenol ve katekol
Olctimleri i¢in kullanilmistir. Fenol i¢in dogrusal 6l¢tim araligir 20-100 uM, katekol
icin 10-400 uM, ol¢iim hassasiyetleri ise fenol ve katekol i¢in sirasiyla 0,83 pA/mM
ve 2,14 pA/mM olarak hesaplanmistir [Chen et al., 2008].

Zejli ve arkadaglari, aluminyum sol-jel tabakas1 igerisinde tyrosinase enzimini
hapsetmisler ve bu tabakayi, sonojel-karbon gevirici iizerine yayma yontemiyle
tutturmuslardir. Elde ettikleri jel tabakasinin enzim i¢in miikemmel bir mikrogevre
olusturdugunu, diisiik kiitle transfer bariyeri sagladigin1 ve enzim aktivitesini uzun
bir siire sabit tuttugunu belirtmislerdir. Amperometrik fenol dl¢timleri -0,3 V’da
yapilmustir. Fenol igin dogrusal 6l¢iim araligi 5x107'- 310> M, belirleme limiti ise
3x10"" M olarak bulunmustur [Zejli et al., 2008].

Freire ve arkadaslari, kagit fabrikasi atiksuyunda bulunan fenolik bilesiklerin
belirlenmesinde amperometrik bir sensor sistemi gelistirmistir. Kullanilan bu sistem,
stirekli bir akig sistemi, dializ membran prosesi ve laccase tabanli bir elektrottan
olusmustur. Enzim immobilizasyonu i¢in, camsi karbon elektrot 30 dakika boyunca,
gluteraldehit, bovin serum albumin ve laccase karisiminda bekletilmistir. Sistemin
performansi, pH’ya, iyonik siddete, uygulanan potansiyele ve debiye gore
arastirilmistir.  Guaiakol ve kloroguaiakol Olgtimleri i¢in 0,5-1,6 mL/dak debi
araliginda ¢alisilmis, debi arttikga sinyal artmis ve bu degerden sonra artan debilerde
alinan sinyallerde diistisler kaydedilmistir. 0,001 ve 0,5 M konsantrasyon araligindaki
tamponlarla galisilmis ve bu aralikta sensor performansinda degisiklik olmadigi
gozlenmistir. 1,6 mL/dak debide ve pH 5’de guaiakol ve kloroguaiakol i¢in dogrusal
Olctim aralig1 1-10 uM olarak belirlenmistir. Dializ membran iinitesinin, biyosensor
yiizeyini kirlenmekten korudugu ve dolayisiyla da biyosensor performansi iizerine
olumlu etkide bulundugu goriilmiistiir. Bu 6zellik sayesinde, karigik bir ortamda 6n
arittim yapilmadan atiksu orneginde direkt dl¢lim yapilabilmistir. Biyosensor, 3 ay

gibi uzun bir siire kararl olarak 6l¢iim yapabilmistir [Freire et al., 2002]. Yine aym
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calisma grubunun yaptigi bir ¢alismada, laccase enzimi, fiziksel adsorpsiyon,
gluteraldehit, karbodiimid, karbodimid/gluteraldehit teknikleriyle farkli sekillerde
karbon-fiber elektroda immobilize edilmistirr En iyi sensdr yanitinin
karbodiimid/gluteraldehit immobilizasyon teknigi kullanilarak hazirlanmis ¢alisma
elektrodundan alindigir goriilmustiir. Bu teknikle laccase, karbon-fiber elektroda
karboksil gruplarindan kovalent olarak baglanmis, karbodiimid sayesinde enzim ve
elektrot arasinda giiclii baglanma olusurken gluteraldehit sayesinde de enzimler
arasinda aglasma gergeklesmistir. En kotli sensor yanitinin ise fiziksel adsorpsiyon
immobilizasyon tekniginin kullanildigi ¢alisma elektrodundan alindig1 gézlenmistir.
Substrat olarak 100 puM’lik katekol ¢ozeltisi kullanilmis ve bu metotta farkl
gluteraldehit miktarlarinin sensor iizerine etkisi arastirilmistir. En iyi gluteraldehit
orant %10 (m/v) olarak tespit edilmistir. Biyosensor farkli pH ve potansiyellerde
calistirllmig ve optimum sonuca pH 5°de ve -0,1 V potansiyelde ulasiimistir.
Immobilize laccase enziminin, 2 aydan fazla bir siire aktivitesinin tamamini

korudugu tespit edilmistir [Freire et al., 2001].

Gorildiigii  tizere, son yillarda yogunlasmig olan fenol biyosensori
calismalariyla ozellikle elektroaktivitesi gelistirilmis yeni calisma elektrotlarinin
hazirlanmasina calisilmaktadir. Bu ¢aligmalar ayni zamanda biyosensoriin kararlilig
ve hassasiyeti iizerinde de dogrudan etkili oldugundan, fenol biyosensérlerinin ticari
kullaniminm1 kolaylastiracaktir. Ayrica yapilan ¢alismalarda birbirinden farkli fenol
bilesiklerinin spesifik olarak tayin edilmesi 6zelligi lizerinde durulmakta ve ¢evresel
orneklerin uzun o6rnek hazirlama saflagtirma basamaklar1 agilmaya calisilmaktadir.
Sozii edilen konularda literatiirde 6nemli eksiklikler bulundugundan konu tizerindeki
caligmalar giderek daha da yogunlagmistir. Ayrica, literatiire bakildiginda
amperometrik fenol biyosensor uygulamalarinda en yaygin kullanilan enzimlerin
tyrosinase ve laccase enzimleri oldugu asikardir. Horseradish peroxidase enziminin
fenollerle reaksiyona girebilmesi igin tyrosinase ve laccase enzimlerinde oldugu gibi
ortamda zaten var olan molekiiler oksijeni kullanmak yerine hidrojen peroksite
ithtiya¢ duymasi ve hidrojen peroksit miktarinin da fenol katalizi i¢in sinirlayici ya da
inhibe edici ozellikte olmasi Horseradish peroxidase enziminin biyosensorlerde
kullanimini kisitlamaktadir. Tyrosinase tabanli fenol biyosensorleri diisiik kararliliga
sahiptir ve reaksiyon iirlinlerinin inhibisyonundan 6nemli olgiide etkilenmektedir.

Horseradish peroxidase tabanli biyosensorlerde biyokatalitik reaksiyon dongiisiiniin
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tamamlanabilmesi hidrojenperoksit varlifina baghdir. Laccase enzimi Ozellikle
klorlu fenol olgiimlerinin yapildigr biyosensorlerde daha sik tercih edilmektedir.
Ayrica, laccase tabanli biyosensorlerin diger enzimlerin kullanildigi biyosensorlere
gore daha kararli oldugu ve reaksiyon iriinlerinin inhibisyonundan daha az
etkilendigi literatiirde belirtilmistir. Laccase tabanli biyosensorlerin 0, m, p-
benzendiollere, fenole ve o, m, p-kinonlara kars1 yiiksek hassasiyet gosterdikleri
sOylenmektedir [Freire et al., 2002]. Fakat, tim bu kiyaslamalara ragmen, farkli
iletken polimerlerin, farkli immobilizasyon tekniklerinin ve farkli ¢alisma
ortamlarinin hazirlanmasiyla bu 3 enzimin kullanildigi fenol biyosensorlerinin
birbirlerine gére dezavantajlari ortadan kaldirilabilmektedir. Ustelik, calisma
elektrotlarinin baz1 nanopartikiillerle modifiye edilmesi, yeni kompozit ve
kopolimerlerin sentezlenmesi ve medyatdrlerin iletken polimerlerin yapilarina dahil
edilmesiyle her enzim icin sozii edilen dezavantajlar yok edilebilir, analitik dl¢iim
parametreleri iyilestirilmis fenol biyosensorleri gelistirilebilir. Ozellikle son birkag

yilda yapilan fenol biyosensor ¢aligmalari bu amaca yonelik yiiriitiilmektedir.

2.4.1. Horseradish peroxidase Tabanh Fenol Biyosensorleri

Horseradish peroxidase enziminin elektron transfer mekanizmasi1 hem direkt
hem de aracili (mediated) yoldan ger¢eklesmektedir. Horseradish peroxidase tabanli
bir hidrojen peroksit biyosensoriinde elektrot yiizeyinden direkt elektron transfer
mekanizmasi, fenol ve tiirevleri i¢in gelistirilmis horseradish peroxidase tabanli
biyosensorlerde ise aracili elektron transfer mekanizmasit gerceklesmektedir.
Horseradish peroxidase tabanli fenol biyosensorlerinde, enzim rejenerasyonu fenol
tizerinden alinan elektronlar tarafindan saglanmaktadir. Dolayisiyla bu sistemlerde
olgiilecek olan fenol bir medyatordiir. Horseradish peroxidase enzimi fenoliin birgok
tiirevine kars1 diisiik spesifiklik gosterdiginden, horseradish peroxidase tabanli fenol
biyosensorleri fenoliin  hemen hemen tiim g¢esidine tepki verebilmektedir.
Horseradish peroxidase enziminin yukarida bahsedildigi gibi direkt elektron transfer
mekanizmasina  sahip  olmasi, fenolik  bilesiklerin  Ol¢limiinde  sikinti
yaratabilmektedir. Elektrot yiizeyinden gerceklesen direkt elektron transfer
mekanizmasi oldukga yiiksek akimlara yol actifindan, fenoller i¢in 6l¢iim hassasiyeti

diisiik olabilmektedir [Rosatto et al., 2001; Lindgren et al., 1997]. Fenol



72

biyosensorlerinde horseradish peroxidase enziminin direkt elektron transferi,
enzimin direkt elektron transferini bloke edebilecek tipteki matrikslere immobilize
edilmesiyle ortadan kaldirilabilmektedir [Rosatto et al., 2002]. Ornegin; Rosatto ve
arkadaslari, titanyum oksit ile modifiye edilmis silikajeli enzim immobilizasyon
matriksi olarak kullandiklar1 bir fenol biyosensoriinde, horseradish peroxidase
enziminin direkt elektron transferini bloke edebilmis ve fenol 6l¢iimii hassasiyetini
arttirabilmislerdir. Fakat ayn1 zamanda biyosensor kararliliginin diistik oldugunu da

rapor etmislerdir [Rosatto et al., 1999].

Horseradish peroxidase enzimi literatiirde kovalent baglama [Imabayashi et al.,
2001], karbon pastas1 veya grafit-teflon kompozitleri igerisinde tutuklama [Serra et
al, 2001; Lindgren et al., 1997], sol-jel matrikslere baglama [Kane et al., 1998;
Rosatto et al., 2002; Rosatto et al., 1999; Mello et al., 2003] seklindeki
immobilizasyon teknikleriyle bir¢ok polimerik destek materyale immobilize edilmis
ve fenolik bilesiklerin Slgiimiinde kullanilan farkli tiplerde c¢alisma elektrotlar
gelistirilmistir. Arastirmacilar tarafindan, horseradish peroxidase enziminin kovalent
baglanma olmaksizin grafit-teflon peletler igerisinde tutuklanmasinin elektrot
fabrikasyonu bakimindan kolay, hizli, ucuz oldugu ve kovalent baglanma
olmadigindan hassasiyet kaybinin olmadig belirtilmistir. Elektrot ylizeyinde segici
membran kullanilmasinin 6zellikle horseradish peroxidase enzimi igin hizli elektron
transfer mekanizmasin1 bloke ettigi, ayrica analiz ortamima eklenen bazi
kofaktorlerin ve medyatorlerin membran tarafindan engellenerek enzimatik
reaksiyona katilamayacagi soylenmektedir. Karbon pastasi elektrotlarinin uzun
omiirlli olmadigi, zayif mekaniksel oOzellikte oldugu, organik ortamlarda

kullanilmasinin gii¢ oldugu da literatiirde rapor edilmistir [Serra et al., 2001].

Horseradish peroxidase tabanli fenol biyosensorlerinin modifikasyonlar1 ve
baz1 katki maddelerinin ilavesi, elektrot hassasiyeti ve kararliligimi gelistirebilmek
icin alternatif bir yoldur. Katki maddelerinin ilavesiyle, 6l¢iim 6zellikleri gelistirilmis
horseradish peroxidase tabanli fenol biyosensorlerinin ¢ogunda kararliliktan ziyade
hassasiyet iyilestirilebilmistir. Bu duruma neden olarak da enzimatik reaksiyon
sonunda olusan fenoksi radikallerinin katki maddesi yardimiyla fazla iiretilmesi ya
da oOlglimler siiresince katki maddesinde meydana gelecek kayiplar gosterilmistir

[Lutz et al., 1995; Ortega et al., 1994; Rosatto et al., 2001]. Popescu ve arkadaslari
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horseradish peroxidase tabanli karbon pastasi elektrodu kullanarak yaptiklari bir
calismada, ortama katki maddesi olarak ekledikleri laktilol sayesinde pasta
igerisindeki enzimin katalitik 0Ozelliginin iyilesme gosterdigini belirtmislerdir
[Popescu et al., 1995]. Ruzgas ve arkadaglarinin ayni prosediirle gelistirdikleri ve
karbon pastast yerine kati grafit kullandiklar1 biyosensdrde, olusan fenoksi
radikallerinin elektrot iizerinde daha etkili indirgendigi, bu nedenle hassasiyet ve

kararlilik degerlerinin arttig1 belirtilmistir [Ruzgas et al., 1995].

Karbon nanotiiplerin kullanildigr horseradish peroxidase tabanli fenol
biyosensorlerinde, karbon nanotiipiin enzim i¢in iyi bir immobilizasyon matriksi
oldugu, elektron transferini kolaylastirict etkisinin bulundugu ve horseradish
peroxidase i¢in baglandigi polimer ortaminda iyi bir mikrogevre yarattigi birgok
aragtirmaci tarafindan vurgulanmistir [Huang et al., 2008; Wang et al, 2004; Joshi et
al., 2005; Davis et al., 1998].

El Ichi ve arkadaslar1 klorlu fenol oOlgiimleri igin gelistirdikleri bir
biyosensorde, kitosan1 mikrokiirecikler seklinde sentezlemis, sentez ortamina
horseradish peroxidase enzimini eklemislerdir. Elde ettikleri horseradish
peroxidase/kitosan polimerine ¢apraz baglama ajani olan glioksal (%0,005) ilave
ederek enzimi polimere kovalent baglamislar ve polimeri altin elektrot yiizeyine
tutturmuslardir. Kesikli sistemde 2,6-diklorofenol, 4-klorofenol ve 5-klorofenol igin
hassasiyet degerlerini sirasiyla; 1500, 1,9x10° ve 0,9x10® nA/uM, dogrusal 6l¢iim
araliklarmi sirasiyla; 0,01-20 uM, 10°- 20 uM, 10°°- 20 pM, belirleme limitlerini
strastyla; 0,01, 10'6, 10°® UM olarak o6lgmiislerdir. Biyosensoriin yanit siiresini 1 S
olarak belirtmislerdir. 3 aylik kullanim sonunda (elektrot kullanilmadiginda
buzdolabinda korunarak) calisma elektrodu aktivite kaybinin sadece %10 oldugu
rapor edilmistir. Ayrica ¢alismada, kitosan mikrokiirelerinin yiiksek porozitesinden
dolay1 elektron transferini hizlandirdig1 ve fazla miktarda enzimin tutuklanabildigi

vurgulanmigtir [El Ichi et al., 2009].

Liu ve calisma grubu, altin elektrodu belli voltajlar uygulayarak ve c¢esitli
kimyasallarla modifiye ederek negatif yiiklemislerdir. Cok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) ¢ozeltisi i¢ine Poli(alilamin hidroklorid) ¢ozeltisi eklemek suretiyle

pozitif yiiklii, suda ¢oziiniir bir siispansiyon elde etmislerdir. Negatif yliklenmis altin
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elektrodu bu siispansiyona daldirarak Poli(alilamin hidroklorid)/ MWCNT yapisini
elektrot yiizeyine adsorbe etmislerdir. Enzim immobilizasyonu, hazirlanan
elektrodun  horseradish  peroxidase ¢ozeltisine  birakilip, bekletilmesiyle
gerceklestirilmistir. Grup, buraya kadar olan elektrot hazirlama basamaklarini
tekrarlayarak, tabaka tabaka bir ¢alisma elektrodu hazirlamistir ve bu elektrotla, 18
cesit fenolik bilesigin Ol¢limiinii yapmistir. Bunlarin arasindan elde ettikleri en
yiiksek Ol¢iim hassasiyeti degerleri p-aminofenol i¢in 205 nA/uM, hidrokinon igin
165 nA/uM, katekol i¢in 123 nA/uM ve o0-aminofenol i¢in 104 nA/uM olarak
hesaplanmistir. En genis dogrusal ol¢lim araligi, o-nitrofenol icin 8-120 puM, en
diistik belirleme limiti (LOD) ise hidrokinon ve p-aminofenol i¢in 0,05 pM olarak
belirtilmistir. Calisma elektrodu aktivitesi 40 giinliik kullanimdan sonra %93.4 diisiis
gostermistir [Liu et al., 2008].

Santos ve arkadaslar, gelistirdikleri biyosensorde redoks medyatorii olarak
metilen mavisi kullanmislardir. Cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) cozeltisi
icerisine metilen mavisini ekleyerek karbon nanotiip lizerine medyatorii adsorbe
etmislerdir. Filtre ettikleri kati haldeki MWCNT/metilen mavisini gluteraldehit
iceren horseradish peroxidase ¢o6zeltisine ekleyip karistirmislar, ayni karisima
mineral yag ile birlikte grafit tozunun da ilavesiyle homojen bir pasta elde
etmislerdir. Hazirladiklar1 pastayr 4 mm ¢apinda cam bir tiip igerisine doldurup
calisma elektrodu olarak kullanmiglardir. Kesikli sistemde 6l¢timii yapilan katekol
icin hassasiyet degerini 50 nA/uM-sz, dogrusal Olglim araligimi 1-150 pM,
belirleme limitini 0,5 uM olarak hesaplamislardir. Ard arda 300 kullanimdan sonra
(yaklasik 10 saat) calisma elektrodunun aktivitesini %97 korudugunu goézlemislerdir.
Biyosensorde redoks medyatorii olarak kullanilan metilen mavisinin, elektron

transfer hizin1 arttirdigi rapor edilmistir [Santos et al., 2007].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Deneysel caligsmalarda kullanilan kimyasallardan, hidrojen peroksit (%30),
gluteraldehit (%25 wi/v), lityum Kklorid, tetrahidrofuran (THF), diklorometan,
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPOQO,),
sodyum hidroksit, sitrik asit, stlfiirik asit, trisodyum sitrat (NazCsHsO7), asetik asit,
sodyum asetat ve potasyum kloriir Merck’den, fenol ve fenolik bilesiklerin tiimii,
pirol  (%99), sodyum dodesil siilfat (SDS), 1-siklohekzil-3-(2-morfolinoetil)
karbodiimid metho-p-tolueno-sulfonat ve asetonitril Sigma’dan, tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat (TBAFB) Fluka’dan, ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) Nanocs.
Inc. Firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan fenol bilesikleri molekiil

yapilartyla beraber Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan 18 fenol bilesigi ve molekiil yapilari.
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3.2. Enzim

Horseradish peroksidaz enzimi (E.C.1.11.1.7), 1 tiip igerisinde 52 mg kati
protein seklinde Merck’den temin edilmistir. 1 tiipteki enzim aktivitesi iretici firma
tarafindan pH 7- 0,1 M fosfat tamponu igerisinde 25°C sicaklikta pirogallola kars
elde edilmis enzim aktivitesidir ve bu deger 10 000 U/vial olarak tanimlanmuistir.
Calismalarda kullanmak iizere stok enzim ¢ozeltisi, ¢aligmanin amacina gore degisim
gosteren farkli miktarlardaki enzimin 0,1 M - pH 7 potasyum fosfat tamponu
icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Stok enzim ¢ozeltisi +4°C  sicaklikta

buzdolabinda korunmustur.

3.3. Elektrokimyasal Sistem ve Elektrotlar

Kesikli sistemde kullanilan elektrokimyasal diizenek, ti¢lii elektrot sistemi, cam
reaksiyon hiicresi ve bir potansiyostattan, siirekli sistemde ise bir akis hiicresi ve bir
potansiyostattan olusmaktadir. Kesikli sistemdeki ti¢lii elektrot sisteminde kullanilan
calisma elektrotlar1 Camsi karbon ve Altin elektrotlardir. Altin elektrot olarak ya 2
mm ¢apinda dairesel bir elektrot, ya da kenar uzunlugu 2 cm olan kare levha seklinde
kesilmis bir elektrot kullanilmistir. Calismada kullanilan camsi karbon elektrot
daireseldir ve 3 mm c¢apindadir. Referans elektrot olarak da, sulu ortamlarda
kullanima uygun olan Giimiis/Giimiis kloriir (Ag/AgCl) referans elektrodu (CHI
840B marka potansiyostattaki Ol¢timlerde) veya doygun Calomel elektrot
(Hg/Hg.Cl;) (AMEL marka potansiyostattaki 6l¢iimlerde) kullanilmistir. Sistemde
kullanilan karsit elektrot, platin bir ¢ubuktur.

Stirekli sistemde kullanilan iiglii elektrot sistemi bir akis hiicresine monte
edilmis dairesel 2 mm capinda camsi1 karbon caligma elektrodundan, platinden
yapilmis ¢ubuk seklinde bir karsit elektrottan ve Ag/AQCI referans elektrodundan
olugmaktadir (Sekil 3.1).

Deneylerde kullanilan tiim c¢alisma elektrotlart ve karsit elektrotlarinin
yiizeyleri her kullanimdan once elektrot temizleme Kkiti ile temizlenmistir. Elektrot
temizleme Kiti, farkli biiytikliikteki zimparalardan ve 1-0,3-0,05 mikron boyutundaki

y-aliiminyum tozlarindan olugsmaktadir. Uygun zimpara iizerine sirasiyla farkli
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boyuttaki y-aliiminyum tozlarindan bir miktar alinarak elektrot yiizeyi zimparalanmis

bdylelikle hem elektrot yiizey temizligi hem de yiizey piirtizsiizliigli saglanmigtir.

Uclii elektrot sisteminde kullanilan tiim dairesel Altin ve Camst karbon ¢alisma
elektrotlari, tim referans elektrotlar, cam reaksiyon hiicresi ve akis hiicresi ve
elektrot temizleme kiti CH Instruments firmasindan temin edilmistir.
Elektrokimyasal olgtimler CHI 840B ve AMEL 7050 Marka 2 ¢esit potansiyostat

(elektrokimyasal analizator) kullanilarak yapilmistir.

(_I/: ——» Platin karsit elektrot

/.I %—b Ag/AgClreferans elektrot

Cam karbon
calisma elekrodu

Sekil 3.1. Siirekli sistem akis hiicresi ve ti¢lii elektrot sistemi.

3.4. Polimerler

Calismada kullanilan polimerlerden polipirol, ticari pirol monomerinin elektrot
yiizeyinde elektropolimerizasyonuyla sentezlenmistir. Elektropolimerizasyon ortami
ve polimerizasyon sartlar1 yapilan her calisma elektrodunda degisim gostermistir.
Calismada polipirol film tek basina kullanildig1 gibi, ¢alisma elektrodu yiizeyinde
degisik kompozit polimerlerin sentezlenmesinde de kullanilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda gelistirilen ¢alisma elektrotlarinin  hemen hemen hepsi polipirol

tabanlhidir.

Tez calismasinda kullanilan diger polimer ise Poli(glisidil metakrilat-co-3-
tiyenilmetil metakrilat) {Poli(GMA-co-MTM)} polimeridir. Polimerin yapisindaki
kopolimerlerden MTM, elektroaktif tiyofen gruplart icerirken, GMA direkt enzim

immobilizasyonunu saglayan epoksi gruplarina sahiptir. Caligmada Poli(GMA-co-
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MTM) genellikle polipirol ile beraber kompozit filmler olusturacak sekilde
kullanilmigtir. Yan zincirlerinde tiyofen gruplart iceren MTM monomeri enstitiimiize
baghh Kimya Boliimii 6gretim eleman1 Dog¢ Dr. Faruk Yilmaz ve grubu tarafindan
sentezlenmistir [Yilmaz et al., 2004; Yilmaz et al., 2005]. Deneylerde kullanmak
tizere Poli(GMA-co-MTM) polimerinin, polimer igindeki kopolimer yiizdeleri %30
GMA, %70 MTM olan ve %10 GMA, %90 MTM olan 2 farkli kompozisyonu
enstitimiize bagli Kimya Bolimii’nde su sekilde sentezlenmistir; Onceden
belirlenmis miktarlarda 3-tiyenilmetil metakrilat (MTM) (polimer igerisinde %70
veya %90 olacak sekilde), glisin metakrilat (GMA) (polimer igerisinde %30 veya
%10 olacak sekilde), dimetilformamid (DMF) ve a,o.’-Azobisizobiitironitril (AIBN)
Pyrex tiipline yerlestirilerek karigtirllmig, Karigimdan 10 dakika Argon gazi
gegirilerek ortamin oksijeni almmustir. Tiipiin agz1 sikica kapatildiktan sonra 60+1°C
sicakliktaki termostatli yag banyosuna birakilmistir. Polimerizasyon reaksiyonundan
sonra, olusan kopolimer metanolde ¢oktiiriilmiis ve filtreden gecirilip 24 saatlik
vakum altinda kurutulmustur. Poli(GMA-co-MTM)’nin sentezi ve kimyasal yapisi
Sekil 3.2’de verilmistir. %30 oraninda GMA ve %70 oraninda MTM igeren
Poli(GMA-co-MTM)’nin 6 mg’1, 10 mL tetrahidrofuran (THF) igerisinde ¢oziilerek,
%10 oraninda GMA ve %90 oraninda MTM igeren Poli(GMA-co-MTM)’nin 6 mg’1,

10 mL diklorometan igerisinde ¢oziilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

\I Sz TETE
DMF 60°c o o o o
@ ’ \\S/
P(GMA-co-MTM)
tivofen
epoksi

Sekil 3.2. Poli(GMA-co-MTM)’nin sentezi.



80

3.5. Karbon nanotiip Cozeltisi

Karbon nanotiip (CNT), suda ¢oziinmeyen bir yapiya sahiptir. Fakat, bu tez
caligmasinda CNT’nin elektropolimerizasyon ortamlarinda suda ¢oziinebilir halde
olmas1 gerektiginden Zhao ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis asit oksidasyon
metodu ile CNT suda ¢oziinebilir bir yapiya doniistiirilmistiir [Zhao et al., 2002]. Bu
metoda gore; 14 mg MWCNT, hacimsel olarak 9:1 oraninda hazirlanmig H,SO4/H0,
karistminin 5 mL’sine eklenmis ve 30 dakika karistirilmistir. Reaksiyondan sonra
¢ozelti ayn1 H,SO4/H0;, karigimi ile 20 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti ultrasonik
banyoda (Elma 460-H) 5 dakika sonike edildikten sonra, saf su ile 1 L’ye
tamamlanmis ve 0.45 uM por ¢apl seliiloz membrandan stiziilmiistiir. Membranda
tutulan MWCNT, pH degeri 7 olana kadar 0,01 M’lik NaOH ¢ozeltisiyle yikanmig
ve son olarak saf sudan gecirilmistir. MWCNT tartilmis ve son konsantrasyonu 0,03
mg/L olacak sekilde saf suda ¢oziilmiistiir. Sulu MWCNT c¢ozeltisi 2 dakika sonike

edilerek homojenizasyonu saglanmustir.

3.6. Calisma Elektrotlarinmin Hazirlanisi

3.6.1. PPy/PGA/HRP/Au Calisma Elektrodunun Hazirlanisi

PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunun hazirlanmasi1 ve amperometrik fenol
dlgiimleri AMEL marka potansiyostatta gerceklestirilmistir. Uclii elektrot sisteminin
calisma elektrodu altin (Au) levha, karsit elektrodu platin, referans elektrodu ise
doygun Kalomel elektrottur. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunun yapimi igin
oncelikle Poligluteraldehit (PGA) ¢6zeltisi hazirlanmistir. PGA, gluteraldehitin bazik
ortamda polimerize edilmis halidir. Polimerizasyon prosesi su sekilde
gerceklestirilmistir; %25°lik gluteraldehitin 2 mL’si 10 mL saf suya eklenmigstir. Bu
cozeltiye karistirma altinda, ¢ozeltinin pH degeri 9-10 araligina gelene kadar 0,1 M
NaOH ¢ozeltisinden damla damla eklenmistir. Uygun pH degeri saglandiktan sonra
¢ozelti, gluteraldehitin polimerize olmasi i¢in 600 rpm’lik hizda 30 dakika
karistirilmistir.  Piroliin elektropolimerizasyonu, hazirlanan PGA ¢6zeltisinin 10
mL’sinde gerceklestirilmistir. PGA ¢d6zeltisi igerisine 6 mg SDS ve 7 pL pirol
monomeri (ortamda 0,01 M pirol olacak sekilde) eklenip Kkaristirilmistir.

Polimerizasyon ortamina tiglii elektrot sistemi daldirilip, 0 ile +1,2 V arasindaki
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potansiyel taramasi ve 100 mV/s’lik tarama hizinda doniisiimli voltametri (CV)
metodu ile altin elektrot yilizeyinde Polipirol/Poligluteraldehit (PPy/PGA) film
kaplanmistir. Kaplama siiresi 5 dakikadir. Bu sekilde hazirlanan elektrot %25°lik
gluteraldehit igerisinde 1,5 saat bekletildikten sonra 0,3 mg/mL’lik horseradish
peroxidase (HRP) enzim c¢ozeltisine (bkz. Boliim 3.2) birakilip +4°C’de 20 saat
bekletilmistir.

3.6.2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/AU Calisma

Elektrodunun Hazirlanisi

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/AU ¢alisma elektrodunun hazirlanmasi ve
amperometrik fenol dl¢iimleri CHI marka potansiyostatta gerceklestirilmistir. Uglii
elektrot sisteminin calisma elektrodu 2 mm capinda altin, karsit elektrodu platin,
referans elektrodu ise Ag/AgCl elektrottur. Calisma elektrodu hazirlanmasinda
oncelikle %10 oraninda GMA ve %90 oraninda MTM kopolimerlerini igeren
Poli(GMA-co-MTM)’nin diklorometan igerisinde hazirlanmis ¢ozeltisinden (bkz.
Bolim 3.4) 100 pL alinarak altin levha iizerine damlatilmis ve diklorometan oda
sicakliginda elektrot yiizeyinden ucurulmustur. 10 mL PGA ¢o6zeltisi (bkz. Boliim
3.6.1) igerisine 6 mg SDS ve 7 pL pirol monomeri (ortamda 0,01 M pirol olacak
sekilde) eklenip karistirllmigtir. Polimerizasyon ortamina iiglii elektrot sistemi
daldirilip, 0 ile +1,2 V arasindaki potansiyel taramast ve 100 mV/s’lik tarama
hizinda, 6nceden yilizeyi Poli(GMA-co-MTM) ile kaplanmig altin elektrot iizerinde,
dontigimlii  voltametri (CV) metodu ile 15 dakikalik siirede Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/PGA kompozit filmi sentezlenmistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA
kompozit film elektrot, %25°1ik gluteraldehit igerisinde 1 gece bekletildikten sonra 1
mg/mL’lik HRP enzim ¢zeltisinde (bkz. Boliim 3.2) 3 gece, +4°C’de bekletilmistir.

3.6.3. PPy/CNT/HRP/Au Calisma Elektrodunun Hazirlamsi

PPY/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunun hazirlanmasi ve amperometrik fenol
dlgiimleri CHI marka potansiyostatta gerceklestirilmistir. Uclii elektrot sisteminin
calisma elektrodu 2 mm ¢apinda altin, karsit elektrodu platin, referans elektrodu ise

Ag/AgCI elektrottur. Pirol polimerizasyonu i¢in 5 mL CNT ¢ozeltisine (bkz. Bolim
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3.5) 0,05 M- pH 6,5 sitrat tamponundan 5 mL eklenerek elektropolimerizasyon
ortami1 hazirlanmigtir. Bu ortama sirasiyla 7 pL pirol monomeri (¢ozeltideki
konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde), 6 mg SDS ve 3 mg HRP enzimi eklenerek
karistirilmistir. Uglii elektrot sistemi cam reaksiyon hiicresine daldirilmis, 0 ile +1,2
V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik tarama hizinda doniistimlii voltametri
metodu kullanilarak 4 dakikalik siirede elektrot yiizeyinde PPy/CNT/HRP biyofilmi

sentezlenmistir.

3.6.4. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au Calisma

Elektrodunun Hazirlanisi

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunun hazirlanmasi ve
amperometrik fenol dlgiimleri CHI marka potansiyostatta gerceklestirilmistir. Uglii
elektrot sisteminin calisma elektrodu 2 mm ¢apinda altin, karsit elektrodu platin,
referans elektrodu ise Ag/AgCl elektrottur. Calisma elektrodu hazirlanmasinda
oncelikle %30 oraninda GMA ve %70 oraninda MTM kopolimerlerini igeren
Poli(GMA-co-MTM)’nin tetrahidrofuran igerisinde hazirlanmis ¢ozeltisinden (bkz.
Boliim 3.4) 20 puL alinarak altin elektrot {izerine damlatilmis ve tetrahidrofuran oda
sicakliginda elektrot yiizeyinden ucgurulmustur. Okside edilmis CNT c¢ozeltisinden
(bkz. Bolim 3.5) ve 0,05 M - pH 6,5 sitrat tamponundan 5’er mL alinmig ve cam
reaksiyon hiicresine eklenmistir. Bu karigim igerisine 7 uL pirol monomeri
(¢Ozeltideki konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde) ve 6 mg SDS eklenip
karistirilmistir. Uglii elektrot sistemi cam reaksiyon hiicresine daldirilmis, 0 ile +1,2
V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik tarama hizinda doniisiimlii voltametri
metodu kullanilarak 4 dakikalik siirede elektrot yiizeyinde  Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT kompozit filmi sentezlenmistir. Hazirlanan elektrot, 5 mg/mL’lik
1-siklohekzil-3-(2-morfolinoetil) karbodiimid metho-p-tolueno-sulfonat (0,05 M -
pH 4,8 asetat tamponunda hazirlanmis) c¢ozeltisine daldirilmis, 200 rpm’lik
karistirma altinda 3,5 saat bekletilmistir. Siire sonunda elektrot 0,3 mg/mL’lik HRP

cozeltisine (bkz. Boliim 3.2) birakilmis ve 1 gece +4°C’de bekletilmistir.
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3.6.5. Poli(GMA-co-MTM) ile Farkh Cahsma Elektrotlarimn

Hazirlanmis1

Calismada %30 oraninda GMA ve %70 oraninda MTM kopolimerlerini i¢eren
Poli(GMA-co-MTM)’yi kullanarak, polipirol ile birlikte kompozit filmler seklinde
ve farkli enzim immobilizasyon mekanizmalarina sahip degisik ¢alisma elektrotlar
dizayn edilmistir. Poli(GMA-co-MTM)(%30-%70) tabanli ¢alisma elektrotlarinin
hazirlanmas1 ve amperometrik fenol Ol¢iimleri CHI marka potansiyostatta
gerceklestirilmistir.  Uglii elektrot sisteminde kullanilan ¢alisma elektrotlar:
¢alismanin amacina gére 2 mm ¢apinda altin ya da 3 mm ¢apinda camsi karbon
elektrottur. Karsit elektrot olarak platin, referans elektrot olarak da Ag/AgCI

elektrotlar kullanilmustir.

3.6.5.1. Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au Calhisma Elektrodunun Hazirlanisi

Poli(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden (bkz. Bolim 3.4) 20 pL alinarak altin
elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi ugurulmustur. 0,05 M sitrat tamponunun
(pH 6,5) 10 mL’sine sirasiyla 6 mg SDS ve 7 uL pirol monomeri eklenerek
(cozeltideki konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde) ¢ozelti karistirlmustir. Uglii
elektrot sistemi cam reaksiyon hiicresine daldirilmus, -1,2 ile +1,2 V’luk potansiyel
araliginda ve 100 mV/s’lik tarama hizinda doniisiimlii voltametri metodu kullanilarak
4 dakikalik siirede elektrot yiizeyinde Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit filmi
sentezlenmistir. Hazirlanan elektrot 0,6 mg/mL’lik HRP ¢6zeltisine (bkz. Bolim 3.2)
birakilmis ve 1 gece +4°C’de bekletilmistir.

3.6.5.2. Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au Calisma Elektrodunun Hazirlanisi

Poli(GMA-co-MTM) c¢ozeltisinden (bkz. Bolim 3.4) 20 pL alinarak altin
elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi ugurulmustur. Poli(GMA-co-MTM) film
ile kaplanan elektrot 6 mg/mL'lik HRP ¢ozeltisinde 1 gece +4°C’de bekletilmistir.
Immobilizasyon siiresi sonunda olusan Poli(GMA-co-MTM)~HRP  biyofilm
elektrodu saf suyla yikanmistir. 0,05 M sitrat tamponunun (pH 6,5) 10 mL’sine

sirastyla 6 mg SDS ve 7 puL pirol monomeri eklenerek (¢ozeltideki konsantrasyonu
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0,01 M olacak sekilde) ¢ozelti karistirilmistir. Uclii elektrot sistemi cam reaksiyon
hiicresine daldirilmis, -1,2 ile +1,2 V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik
tarama hizinda doniistimlii voltametri metodu kullanilarak 4 dakikalik siirede elektrot

yiizeyinde Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy biyokompozit filmi sentezlenmistir.

3.6.5.3. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au Calisma Elektrodunun Hazirlamsi

Poli(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden (bkz. Bolim 3.4) 20 pL alinarak altin
elektrot ylizeyine damlatilmis ve solventi ugurulmustur. 0,05 M sitrat tamponunun
(pH 6,5) 10 mL’sine sirastyla 6 mg SDS, 7 pL pirol monomeri (¢6zeltideki
konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde) ve 6 mg HRP enzimi eklenerek ¢ozelti
kanistirlmustir. Uclii elektrot sistemi cam reaksiyon hiicresine daldirilmis, -1,2 ile
+1,2 V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik tarama hizinda doniistimlii
voltametri metodu kullanilarak 4 dakikalik siirede elektrot ylizeyinde Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/HRP biyokompozit filmi sentezlenmistir.

3.6.5.4. Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au Cahsma Elektrodunun Hazirlanisi

Poli(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden (bkz. Bolim 3.4) 20 pL alinarak altin
elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi ugurulmustur. Poli(GMA-co-MTM) film
ile kaplanan elektrot 6 mg/mL'lik HRP ¢ozeltisinde 1 gece +4°C’de bekletilmistir.

3.6.5.5. PPy/HRP/Au Calisma Elektrodunun Hazirlanisi

Altin elektrot yiizeyinde piroliin elektropolimerizasyonu igin, 0,05 M sitrat
tamponunun (pH 6,5) 10 mL’sine sirastyla 6 mg SDS, 7 puL pirol monomeri
(¢Ozeltideki konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde) ve 6 mg HRP enziminin
eklendigi polimerizasyon ortami hazirlanmistir. Uglii elektrot sistemi cam reaksiyon
hiicresine daldirilmis, -1,2 ile +1,2 V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik
tarama hizinda doniisiimlii voltametri metodu kullanilarak 4 dakikalik siirede elektrot

yiizeyinde PPY/HRP biyofilmi sentezlenmistir.
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3.6.5.6. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC Cahsma Elektrodunun Hazirlanisi

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP biyokompozit film, camsi karbon elektrot
yiizeyinde Boliim 3.6.5.3’deki gibi sentezlenmistir.

3.6.6. PPy/PGA/HRP/GC Cahsma Elektrodunun Hazirlanisi

PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodunun hazirlanmasi ve amperometrik fenol
Ol¢timleri siirekli sistemde CHI marka potansiyostat kullanilarak gergeklestirilmistir.
Stirekli sistemde kullanilan tiglii elektrot sistemi akis hiicresinde bulunan 2 mm
capmnda camsi karbon calisma elektrodundan, platin karsit elektrottan ve Ag/AgCl
referans elektrodundan olusmaktadir. Calisma elektrodunun yapimi igin Oncelikle
PGA ¢ozeltisi hazirlanmistir (bkz. Bolim 3.6.1). Hazirlanan PGA ¢ozeltisinin 10
mL’sine 6 mg SDS ve 7 pL pirol monomeri (ortamda 0,01 M pirol olacak sekilde)
eklenip karistirilmis ve ¢ozelti 1 mL/dak debide tiglii elektrot sisteminin bagli oldugu
akig hiicresinden HPLC pompasi vasitasiyla sirkiile edilmistir. Sirkiilasyon sirasinda
camsi karbon elektrot yiizeyinde 0 ve +1,2 V’luk potansiyel araliginda, doniisiimli
voltametri  (CV)  teknigi kullanilarak 5  dakikalik  bir  siirede pirol
elektropolimerizasyonu gerceklestirilmistir. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan
sonra, lizerinde PPY/PGA filmin kapl oldugu camsi karbon elektrodu igeren akis
hiicresi stirekli sistemden ¢ikarilarak %25’°lik gluteraldehit ortamina birakilmis ve
+4°C’de 1 gece bekletilmistir. Siire sonunda akis hiicresi 0,3 mg/mL’lik HRP enzim
¢ozeltisine (bkz. Boliim 3.2) birakilip +4°C’de 1 gece bekletilmistir.

3.7. Amperometrik Olciimlerin Yapihisi

3.7.1. Kesikli Ol¢iimler

Kesikli sistem, cam reaksiyon hiicresi igerisine daldirilmis tgli elektrot
sisteminden olusmaktadir. Enzim tutuklu calisma elekrodu ile birlikte, referans
elektrot ve karsit elektrot, 10 mL hacimde 0,1 M - pH 7 fosfat tamponu ve destek
elektrolit (tampon igerisindeki konsantrasyonu 0,7 mg/mL olan lityum klorid) iceren
kesikli reaksiyon hiicresine daldirilarak sisteme sabit bir elektrik potansiyeli

uygulanmistir. Sistemde kararli hal akim degerine ulasildiktan sonra, reaksiyon
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ortammna konsantrasyonu sabit hidrojen peroksit ¢ozeltisi ile birlikte artan
konsantrasyonlarda fenolik ¢ozeltiler eklenerek, 600 rpm’lik karistirma hizinda
enzimatik reaksiyon gergeklestirilmis ve enzimatik reaksiyon tiriinleri olan fenoksi
radikalleri uygulanan potansiyel degerinde elektrot iizerinde indirgenmistir.
Indirgenme siiresince gerceklesen elektron transferi, potansiyostat tarafindan akim
sinyallerine doniistliriilmustiir. Kesikli sistem deney diizenegine ait genel goriiniim

Sekil 3.3’de verilmistir.
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Cam karbon

Sekil 3.3. Kesikli sistem deney diizenegi.

3.7.2. Siirekli Olciimler

Siirekli sistem deney diizenegi bir potansiyostattan, 1 mL hacimli enjeksiyon
valfinden (Shimadzu) (Sekil 3.4), HPLC pompasindan (GBC LC 1150) ve ¢apraz
akigh akig hiicresinden (CHI 130) (Sekil 3.4) olusmaktadir. Siirekli sistem fenol
Olgiimlerinde, akis hiicresi igerisinden 0,7 mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7
fosfat tamponu (tasiyict sivi) HPLC pompasi vasitastyla farkli akis hizlarinda, uygun
isletme potansiyeli altinda geg¢irilmistir. Tasiyict sivi akis hiicresinden akarken
kararli hal akim degerine ulasildiktan sonra, sabit konsantrasyonda hidrojen peroksit
¢ozeltisi igeren artan konsantrasyonlardaki fenolik c¢ozeltiler, enjeksiyon valfi

yardimiyla sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon valfinde toplanan 1 mL’lik fenolik
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¢ozelti, tastyict siviya karigarak, akis hiicresine ulasmis ve akis hiicresinde ¢alisma
elektrodunda bagli olan enzimle reaksiyona girmistir. Enzimatik reaksiyon iriinleri
olan fenoksi radikalleri, uygulanan potansiyel degerinde elektrot {izerinde
indirgenmis ve indirgenme siiresince gergeklesen elektron transferi, potansiyostat
tarafindan pik seklindeki akim sinyallerine donustiiriilmiistiir. Siirekli sistem deney

diizenegine ait genel goriiniim Sekil 3.5°de verilmistir.

Cam karbon Ag/agdl
cahsma elektrodu Platin karsit elektrot referans elektrot

Enjeksivon valfi AXas hiicresi

Sekil 3.4. Siirekli sistem enjeksiyon valfi ve akis hiicresi.
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Sekil 3.5. Siirekli sistem deney diizenegi.
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3.7.3. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Kesikli ve siirekli sistemde fenolik bilesiklerin ortama eklenmesi sonucu olusan
akim degerleri kullanilarak s6z konusu fenolik maddeler igin kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir. Kesikli sistemde, belli bir konsantrasyondaki fenolik bilesigin ortama
eklenmesi sonucu elde edilen kararli hal akim degeri, bir onceki eklemede elde
edilen kararli hal akim degerinden ¢ikarilarak akim degisimi hesaplanmis ve bu
degisim degeri eklenen fenolik maddenin konsantrasyonuna kars1 grafikte
isaretlenmistir. Konsantrasyonu arttirilarak yapilan her ekleme igin bu islem
tekrarlanmigtir. Bdylelikle eklenen fenolik madde konsantrasyonlarina karsi
hesaplanan akim degisimleri grafige gecirilerek s6z konusu fenolik madde igin
analitik egri ¢izilmigtir. Stirekli sistemde ise, belli bir konsantrasyondaki fenolik
bilesigin tastyici siviya enjeksiyonu sonucu olusan pikin u¢ noktasindaki akim
degeri, kararli hal akim degerinden (tasiyici sivi gegerken okunan akim degeri)
cikarilarak enjekte edilen fenolik maddenin konsantrasyonuna karst grafikte
isaretlenmigtir. Siirekli sistemde kararli hal akimi, ¢alisma elektrodu her enjeksiyon
sonunda tasiyici sivi ile yikandigindan dolay1 her zaman baslangictaki akim degerine
donmiistiir. Konsantrasyonu arttirilarak yapilan her enjeksiyon ic¢in islem
tekrarlanmis ve enjekte edilen fenolik madde konsantrasyonlarina karsi olusan pik
akimlari, kararli hal akim degerinden c¢ikarilarak grafige gecirilmis ve s6z konusu
fenolik madde i¢in analitik egri ¢izilmistir. Gerek kesikli, gerekse siirekli sistemde
elde edilen analitik egri tizerindeki dogrusal bolge, fenolik maddenin dlgimil igin

gerekli olan analitik parametrelerin hesaplandigi kalibrasyon egrisidir.

3.7.4. Analitik Ol¢iim Parametrelerinin Hesaplanmasi

3.7.4.1. Dogrusal Aralhk

Dogrusal aralik, bir fenolik madde i¢in hazirlanmis olan analitik egrinin
dogrusal bolgesidir, baska bir deyisle kalibrasyon egrisinin sinirlaridir. Biyosensor
icin konsantrasyon ol¢iim araligi tanimlanan bu dogrusal araliktir. Diger analitik
Olciim parametreleri, analitik egrilerin dogrusal aralik bolgeleri kullanilarak
hesaplanmistir. Sekil 3.6’da analitik egri ve iizerindeki dogrusal aralik bolgesi

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Analitik egriye ait dogrusal aralik (kalibrasyon egrisi).

3.7.4.2. Olciim Hassasiyeti

Biyosensoriin  hassasiyeti, olusturulan kalibrasyon egrisinin egimidir.

Hassasiyet (tan ©) 6l¢iimiiniin sematik gosterimi Sekil 3.7°dedir.
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Sekil 3.7. Biyosensor hassasiyet degerinin 6l¢timii.
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3.7.4.3. Belirleme Limiti (LOD)

Biyosensoriin cevap verebildigi en kiigiik konsantrasyon degeri belirleme limiti

olarak adlandirilir. Belirleme limiti 3 s,/ m formiilii ile hesaplanmistir [Hasebe and

Osteryoung, 1975]. Burada m analit i¢in hazirlanmis kalibrasyon egrisinin dogrusal

alariktaki egimini (hassasiyet degeri), S, ayni konsantrasyondaki analitin reaksiyon

ortamina ard arda eklenmesiyle olusan akim degisimleri arasindaki standart sapma

degerini gostemektedir.

3.7.4.4. Isletme Kararhhg

Olgiim metodunun giivenilirligi isletme kararlilig1 (stabilite) ile tanimlanr.
Biyosensorde olgiimiin standart sapma degerinin diisiikk ¢ikmasi, 6l¢iimii dogruluga
yaklagtirmaktadir. Caligmada, ayni konsantrasyondaki fenolik maddenin reaksiyon
ortamina ard arda eklenmesi sonucu olusan akim degisimleri arasindaki standart
sapma degeri, direkt olarak isletme kararliligin1 vermistir. Ayrica ¢alismada isletme
kararlilig1 ya + standart sapma degeri ya da %RSD (relative standard deviation)
cinsinden verilmistir. %RSD degeri, isletme kararliliginin tespiti i¢in hesaplanan
standart sapma degerlerinin, yine ayni Ol¢climde elde edilen akim degisimlerinin

ortalamasina oraninin 100 kati seklinde hesaplanmustir.

3.7.4.5. Depo Kararhhg

Depo kararliliginin tespiti, biyosensoriin kullanim Omriiniin belirlenebilmesi
acisindan 6nemlidir. Calismada hazirlanan tiim ¢alisma elektrotlari, kullanilmadiklar
zamanlarda 0,1 M - pH 7 fosfat tamponu igerisine birakilmis ve +4°C sicaklikta
buzdolabinda bekletilmistir. Depo kararliliginin tespiti, belli giinlerde aym
konsantrasyondaki fenolik maddenin o6lgiimii ile belirlenmistir. Giinler arasi
Olciimlerde elde edilen akim degerlerindeki distisler, c¢alisma elektrodunun
kullanildigi ilk giinkii akim degeri ile kiyaslanarak biyosensor i¢in % elektrot
aktivitesi kaybi olarak ifade edilmistir.
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3.7.4.6. Verimlilik

Biyosensoriin verimliligi, yani 6l¢iim performansi ya da ne kadar dogrulukta
konsantrasyon okumasi yapabildiginin tespiti i¢in reaksiyon ortamina bilinen
konsantrasyondaki fenolik madde eklenmis, elde edilen akim degeri o maddeye ait
kalibrasyon egrisinde yerine konarak ne kadar konsantrasyon degerine tekabiil ettigi
bulunmustur. Biyosensoriin kalibrasyona gore oOl¢tligii konsantrasyon degerinin
gergek konsantrasyon degerine orani verimlilik (recovery) degerini vermistir.
Calismada bu oran 100 ile carpilarak %verimlilik (%recovery) cinsinden
belirtilmistir. Boylelikle biyosensoriin  6l¢iim sonucunun s6z konusu fenolik

maddenin gergek konsantrasyon degerine ne kadar yaklastigi belirlenmistir.

3.7.4.7. Yamt Suresi

Calismada yanit siiresi, reaksiyon ortamina fenolik madde eklemesi yapildigi
andan, akim degisimi gergeklestikten sonra kararli hal akiminin %95’ine ulasildigi

ana kadar gecen siire olarak belirtilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Biyosensdriin yanit siiresi.
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3.8. Biyosensér Isletme Parametrelerinin Belirlenmesi

Biyosensorde en iyi Ol¢lim performansina, uygun calisma elektrotlarin
hazirlanmasimnin  yan1  sira, isletme parametrelerinin  optimize edilmesiyle
ulasilmaktadir. Biyosensor isletme parametreleri, kullanilan enzimin tipine,
immobilizasyon mekanizmasina, sentezlenen iletken polimerlerin yapisina ve
bunlarin enzimle olan iligkilerine, dl¢limii yapilacak analitin ¢esidine gore farklilik
gosterdiginden ¢alismada kullanilan farkli ¢alisma elektrotlar1 i¢in en uygun isletim

parametreleri belirlenmistir.
3.8.1. Calisma Potansiyeli Optimizasyonu

Hazirlanan ¢alisma elektrotlari igin, enzimatik reaksiyon sonucu olusan fenoksi
radikallerinin elektrot iizerinde en etkili indirgendigi potansiyel degerleri
belirlenmistir. Bu amacla, 10 mL hacimde 0,7 mg/mL lityum klorid i¢eren 0,1 M -
pH 7 fosfat tamponundan olusan reaksiyon ortamma c¢alisma potansiyeli
degistirilerek ayn1 konsantrasyondaki fenolik madde eklenmis ve yapilan her ekleme
icin akim degisimleri kaydedilmistir (her eklemeden once temiz bir reaksiyon ortami
hazirlanmistir). Elde edilen akim degisimleri uygulanan potansiyel degerlerine karsi

grafige gecirilmistir.
3.8.2. pH Optimizasyonu

pH degeri enzimatik reaksiyonun performansin1 énemli 6lciide etkilediginden,
bu etki de direkt olarak akim degerlerine yansidigindan dolayr hazirlanan calisma
elektrotlar1 icin fenol dl¢limlerinden dnce en uygun pH degerleri belirlenmistir. Bu
amagla, 0,7 mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M’lik tampon ¢ozeltiler farkli pH
degerlerinde hazirlanmigtir. Bu tampon ¢ozeltilerden olusmus 10 mL’lik reaksiyon
ortamlarina uygun c¢alisma potansiyeli uygulanarak ayni konsantrasyondaki fenolik
madde eklemesi yapilmis ve her ortamda elde edilen akim degisimleri kullanilan

tampon ¢ozeltinin pH degerlerine kars1 grafige gegirilmistir.
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3.8.3. Hidrojen peroksit Optimizasyonu

Hidrojen peroksit konsantrasyonu, horseradish peroxidase enziminin fenol
kataliz reaksiyonlari i¢in en 6nemli parametredir; azligi enzimin fenol oksidasyonunu
kisitlarken, asirt miktarlari enzim inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle
calismada elektrotlar i¢cin en uygun hidrojen peroksit konsantrasyonlari tespit
edilmistir. Bu amagla 10 mL hacimde 0,7 mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7
fosfat tamponundan olusan reaksiyon ortamlarina uygun g¢alisma potansiyeli altinda,
hidrojen peroksit konsantrasyonunu degistirerek ayni konsantrasyonda fenolik madde
eklemeleri yapilmis ve yapilan her ekleme i¢in akim degisimleri kaydedilmistir (her
eklemeden Once temiz bir reaksiyon ortami hazirlanmistir). Elde edilen akim
degisimleri hidrojen peroksit konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilmistir.
Calismada ayrica, farkli hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda belli bir fenolik
madde i¢in kalibrasyonlar yapilmis ve bu kalibrasyonlar birbirleriyle kiyaslanarak

uygun hidrojen peroksit konsantrasyonlari tespit edilmistir.

3.9. Gaz Kromatografi Metodu (GC-MS) ile Fenolik
Bilesiklerin Ol¢iimii

Tez kapsaminda 18 c¢esit fenolik madde, farkli tipte hazirlanmig galigma
elektrotlarindan olusan biyosensorlerde test edilmistir. S6z konusu fenolikler, 6l¢iim
metotlarinin karsilagtirllmas:t amaciyla bir de gaz kromatografi cihazinda (Agilent
marka) GC-MS metoduyla &lciilmiistiir. Olgiim metodu asagidaki sekilde

kurulmustur:

Kolon adi: DB-5 MS kolonu

Kolon model Agilent 19091S-433 HP-5MS
numarasi: (Capillary 30 m x 250 pm % 0,25 pm nominal)

Tastyict gaz: Helyum
Inlet sicakligi:  280°C
Inlet modu: Pulsed splitless

Kolon akisi: 1,2 mL/dak



Firin sicakligt:

Aux sicakligi:
MS Quad:
MS Source:

Olgiim siiresi:

40°C’da 2 dakika bekleme,

10°C/dak. ile 100°C’ye ¢ikma, 2°C/dak ile
105°C’ye ¢ikma,

10°C/dak ile 250°C’ye ¢ikma

seklinde programlanmustir.
280°C

150°C
230°C

29,7 dakika
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GC-MS olgtimleri igin, 18 ¢esit fenolik maddeyi bir arada igeren bir stok, her

bir fenoligin konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde saf metanolde hazirlanmistir. Bu

stok fenolik ¢ozeltiden konsantrasyonu sirasiyla 1,5-3-6,25-13-25-50-100 ve 200 uM

olacak sekilde 8 adet standart ara ¢ozelti hazirlanmistir. GC-MS cihazinin programi

yukaridaki gibi ayarlanmis ve bu 8 standart fenolik ¢ozelti Olgiim igin cihaza

verilmistir. Her fenolik madde, cihazda yanma sicakligina gore farkli zamanlarda

strastyla pik seklinde gozlenmis ve cihaz, her bir fenoligin konsantrasyonuna karsi

olusan pik alanlarin1 otomatik olarak hesaplamistir. Fenolik konsantrasyonuna karsi

hesaplanan bu alanlar grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri olusturulmus ve fenolik

maddelerin analitik 6l¢lim parametreleri bu kalibrasyonlardan hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. PPy/PGA/HRP/Au Calisma Elektrodu Bulgular:

411. PPy/PGA/HRP/Au Cahsma Elektroduna Ait Film

Karakterizasyonu

Bolim 3.6.1°de agiklandigi gibi hazirlanan PPy/PGA/HRP/Au calisma
elektrodunun elektropolimerizasyon sirasinda elde edilmis doniisiimlii voltametri
grafigi Sekil 4.1’de verilmistir.  Sekil 4.1°de polipirole ait tipik dontistimlii
voltamogram grafigi elde edildiginden altin elektrot iizerinde PGA varliginda piroliin

polimerize oldugu anlasilmaktadir.

12 1

10 ]

Akm/Ax107

02 0 02 04 06 08 1 12 14
Potansiyel / V

Sekil 4.1. PPy/PGA filmine ait doniistimlii voltametri grafigi.

Altin elektrot yiizeyinde sentezlenen saf polipirole ait ayar spektrumu (fourier
dontisim spektroskopi (FTIR) Sekil 4.2°de verilmistir. FTIR spektrumunda 3430 cm®
! dalga boyunda olusan pik suya ait —OH gruplarini, 1450 cm™ tipik polipirol halkasi
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gruplarini, 800-1040 cm™ civarindaki pikler ise pirol polimerizasyonunda olusan =C-

H gruplarin1 gostermektedir [Vishnuvardhan et al., 2006; Chen et al., 2003].
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Sekil 4.2. Saf polipirol filmin FTIR spektrumu.

Altin elektrot yilizeyinde PGA ortaminda piroliin elektropolimerizasyonu ile
olusan PPy/PGA kompozit filmine ait FTIR spektrumu ise Sekil 4.3’de
gosterilmistir. FTIR spektrumunda 3430 cm™ dalga boyunda olusan pik suya,
karboksil gruplarma ait ~OH gruplarim ya da alkolik hidroksil gruplari, 2945 cm™ ve
2740 cm™ dalga boyunda olusan pikler sirasiyla gluteraldehite ait —CH ve —CH,
gruplarii belirtmektedir [Margel, 1982]. 800-1040 cm™ dalga sayisi civarinda
Polipiroliin =C-H gruplarini belirten pikler, PPy/PGA kompozit filmine ait FTIR
spektrumundan da agik¢a belli olmaktadir. PPy, PGA ortaminda elektopolimerize
olabilmis ve polimerizasyon sirasinda PGA ile PPy/PGA kompozit filmini

olusturmustur.
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Sekil 4.3. PGA/PPy kompozit filmine ait FTIR spektrumu.

4.1.2. PPy/PGA/HRP/Au Calsma Elektrodu ile Fenol ve

Tiirevlerinin Ol¢iimii

PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodu ¢alisma kapsaminda kullanilan ilk
calisma elektrodudur ve bu elektrot ile 4 fenolik bilesigin 6l¢timii kesikli ortamda
600 rpm’lik karigtirma hizinda -50 mV c¢alisma potansiyeli uygulanarak ol¢tilmiistiir.
Bunun igin 0,7 mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7 fosfat tamponunun 10
mL’sine her bir fenolik bilesik i¢in artan konsantrasyonlarda eklemeler yapilmis ve
her ekleme ile birlikte hiicre igindeki konsantrasyonu 240 pM olacak sekilde
hidrojen peroksit ¢ozeltisi de reaksiyon hiicresine ilave edilmistir. Fenol ve p-
benzokinon i¢in reaksiyon ortamina 16 pM’dan 272 pM’a kadar, p-kresol icin 1
uM’dan 208 uM’a kadar ve 2-klorofenol i¢cin 1 uM’dan 144 uM’a kadar eklemeler
yapilmis ve her ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak
goriintiilenmistir (akim-zaman grafigi). Fenol, p-benzokinon, p-kresol ve 2-
klorofenol eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri sirasiyla Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodundan fenol eklemeleri sonucu elde

edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.5. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodundan p-benzokinon eklemeleri

sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.6. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodundan p-kresol eklemeleri sonucu elde

edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.7. PPy/PGA/HRP/Au galisma elektrodundan 2-klorofenol eklemeleri sonucu

elde edilen akim-zaman grafigi.
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Yukarida anlatildigi sekilde test edilen her fenolik bilesik i¢in akim-zaman
grafiklerinden elde edilen akim degisimleri konsantrasyona kars1 grafige gegirilmis

ve s6z konusu fenolikler i¢in kalibrasyon egrileri ¢ikarilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunda test edilen fenolik bilesiklerin
kalibrasyon grafikleri.

Cizelge 4.1°de test edilen fenolik tiirlerin kalibrasyonlarindan elde edilen

analitik hesaplamalar verilmistir.

Cizelge 4.1. PPy/PGA/HRP/Au c¢alisma elektrodu igin fenol ve tiirevlerinin

6l¢iimiinde hesaplanan analitik parametreler.

Fenolik tiir r* | Hassasiyet | Dogrusalaralik | LOD | Yamt siiresi | %RSD

(nA/uM) (uM) (uM) (s)
Fenol 0,99 500 16-128 8,46 24 15
p-benzokinon | 0,99 600 16-160 2,39 10 8,9
p-kresol 0,99 500 2-160 1,82 18 6

2-klorofenol | 0,99 400 4-128 3,84 16 10
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Cizelge 4.1°den goriildiigl gibi test edilen fenoller arasinda en diisiik belirleme
limiti (LOD) p-kresol i¢in 1,82 uM, en yiiksek LOD ise fenol i¢in 8,46 uM olarak
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin dogrusal 6l¢tim aralig1 fenol i¢in 16-128 uM,
p-benzokinon i¢in 16-160 uM, p-kresol i¢in 2-160 uM, 2-klorofenol i¢in ise 4-128
uM olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi regresyon katsayisi her fenolik i¢in 0,99
olarak bulunmustur. En yiiksek hassasiyet degeri p-benzokinon o6l¢iimii i¢in 600
nNA/uM olarak hesaplanmistir. PPy/PGA/HRP/AU ¢alisma elektrodundan elde edilen
hassasiyet degerleri hem tez calismasi kapsaminda diger ¢alisma elektrotlarindan
elde edilen, hem de literatiirde rapor edilmis hassasiyet degerlerinden yiiksektir. Bu
sonug, altin levha elektrodun genis yiizey alanina sahip olmasina dayandirilabilir.
Ayrica, HRP enzimi bu ¢alisma elektroduna PGA araciligiyla kovalent baglanmistir.
PGA, gluteraldehite gore daha fazla aldehit grup igerdiginden enzim baglama
kapasitesi gluteraldehite gore oldukga fazladir [Margel, 1982; Margel and Rembaum,
1980]. Buna ek olarak PGA’nin yapisinda bulunan konjuge aldehit gruplar
elektroaktif oldugundan, PGA etkin elektron transfer 6zelligi gostermektedir. Gerek
PGA’nin fazla enzim baglama kapasitesi, gerekse de elektroaktif 6zellik gostermesi

akim degerlerinin dolayisiyla da hassasiyetin yiiksek olmasini saglamaistir.

Isletme kararhiliginin tespiti igin, reaksiyon hiicresine 16 uM’lik eklemeler
herbir fenolik i¢in ard arda yapilmistir (Sekil 4.9). Bu eklemeler sonucu elde edilen
akim degisimlerinin standart sapma degerleri (%RSD) olduke¢a yiiksek c¢ikmistir
(Cizelge 4.1). Standart sapma degerlerinin yliksek olusu, 6l¢lim hassasiyetleri her ne

kadar yiiksek ¢ikmis da olsa LOD degerlerinin biiyiik ¢tkmasina neden olmustur.
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Sekil 4.9. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunun test edilen fenolikler igin isletme
kararlilig1 grafikleri.

4.2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/AuU Calisma
Elektrodu Bulgular

4.2.1. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au Calisma Elektroduna

Ait Film Karakterizasyonu

Bolim 3.6.2°de anlatildigi gibi, altin elektrot yiizeyinde Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/PGA kompozit filmi sentezlenirken elde edilen doniigiimlii voltametri
grafiginin son dongiisii Sekil 4.10°da gosterilmistir. Pirol monomerinin Poli(GMA-
co-MTM) ile kaplanmis altin elektrot {izerinde polimerlestigi, Sekil 4.10°da
polipiroliin olusumunu gdsteren tipik voltamogram grafiginden anlasilmaktadir.
Poli(GMA-co-MTM)’nin yapisinda bulunan MTM kopolimeri iletken tiyofen gruplar
icerdiginden, Poli(GMA-co-MTM) bu gruplar iizerinden pirolle elektropolimerize
olabilmistir. Poli(GMA-co-MTM) kendisi yalitkan bir polimer olmasina ragmen,
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pirolle elektropolimerizasyonu sonucu olusan kompozit Poli(GMA-co-MTM)/PPy
filmi iletken Gzellik tasimaktadir. Sekil 4.10’dan ayrica Poli(GMA-co-MTM)/PPy
kompozit filminin iletken oldugu anlasilmaktadir. Elektrot yiizeyinden elektron
transferi, elektrodun kapli oldugu film tabakasinin iletken olmasi durumunda
gerceklesebileceginden, Poli(GMA-co-MTM)’nin pirolle tiyofen gruplar iizerinden
polimerleserek yeni ve iletken bir kompozit film olusturmast Poli(GMA-co-
MTM)’nin ¢alisma elektrodunda rahatlikla kullanilabilmesini saglamistir. Tez
kapsaminda hazirlanan ¢alisma elektrotlarinda piroliin elektrot yilizeyindeki
elektropolimerizasyonu normalde 1-2 dakikada tamamlanmisken, Poli(GMA-co-
MTM)(%10-%90) ile kapli elektrot yiizeyinde polipirol olusumu 15 dakikada

tamamlanabilmistir.
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Sekil 4.10. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA kompozit filmine ait doniistimlii

voltametri grafigi.
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4.2.2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au Calisma Elektrodu

Icin Isletme Parametrelerinin Optimizasyonu

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au  ¢alisma  elektrodunun  fenol
Olclimlerine ge¢meden oOnce, pH ve calisma potansiyeli gibi bazi isletme
parametreleri optimize edilmistir. -100 ve +150 mV calisma potansiyeli araliginda,
her potansiyel degerinde reaksiyon hiicresine 240 pM hidrojen peroksit ve 32 uM
fenol eklemesi yapilarak ¢alisma elektrodundan elde edilen akim degisimleri Sekil
4.11°de gosterilmistir. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan fenoksi radikallerinin
elektrot ylizeyindeki indirgenme akimi +150 mV’dan itibaren -50 mV’a kadar hizl
bir sekilde artmis ve bu voltaj degerinden sonra indirgenme akiminda diisiis
goriilmiistiir. En yiiksek indirgenme akimina -50 mV’luk potansiyel degerinde
ulagildigindan, fenolik bilesiklerin 6l¢iimii i¢in uygulanacak potansiyel degeri -50
mV secilmistir. Fenol disindaki diger fenolik tiirler igin de ayn1 deneyler yapilmis ve

benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.11. Caligsma potansiyelinin Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma

elektrodu performansina etkisi.
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Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au  ¢alisma elektrodu  performansi
tizerine pH’ nin etkisi 5-9 araliginda degisen farkli pH degerlerinde hazirlanmis 0,1
M’lik 10 mL tampon ortamlarina -50mV’luk calisma potansiyeli altinda, 32 uM
fenol ve 240 uM hidrojen peroksit eklemeleri yapilarak arastirilmistir. Farkli pH
degerindeki her tampon ortamindan alinan tepki grafige gegirilmis ve Sekil 4.12°de
gosterilmistir. En yiiksek indirgenme akimi pH 7°de goriilmiistiir. pH 7’den sonra
enzim aktivitesinde meydana gelen azalmaya baglh olarak indirgenme akimlari da

diismeye baslamistir.

-2,0x10° 1
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Sekil 4.12. Ortam pH’siin Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au

calisma elektrodu performansina etkisi.

4.2.3. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au Cahsma Elektrodu ile

Fenol ve Tiirevlerinin Ol¢iimii

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au  galisma elektrodu kullanilarak
calisma parametreleri optimize edildikten sonra, kesikli ortamda 600 rpm’lik
karistirma hizinda, -50 mV ¢alisma potansiyeli altinda, fenol, katekol, p-benzokinon,
p-kresol, 2-klorofenol ve 2,4-dimetilfenolden olusan 6 fenolik bilesigin Olgiimii
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yapilmistir. Bunun i¢in 0,7 mg/mL lityum klorid iceren 0,1 M - pH 7 fosfat
tamponunun 10 mL’sine her bir fenolik bilesik icin 16 uM konsantrasyondan
baslayarak artan konsantrasyonlarda eklemeler yapilmistir. Reaksiyon ortamina her
ekleme ile birlikte 240 uM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi de eklenmistir. Her ekleme
sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak goriintiilenmistir (akim-
zaman grafigi). p-kresol ve 2,4-dimetilfenol eklemeleri sonucu elde edilen akim-

zaman grafikleri sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de gosterilmistir.

Alim /A x 1077
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Sekil 4.13. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢aligsma elektrodundan p-kresol

eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.14. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodundan 2,4-

dimetilfenol eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunda test edilen
fenoller i¢in akim-zaman grafiklerinden elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4.15°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/AuU ¢alisma elektrodunda
test edilen fenolik bilesiklerin kalibrasyon grafikleri.

Cizelge 4.2, test edilen fenolik tiirlerin kalibrasyonlarindan elde edilen analitik

hesaplamalar: gostermektedir.

Cizelge 4.2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodu i¢in fenol ve

tiirevlerinin 6l¢limiinde hesaplanan analitik parametreler.

2

Fenolik tiir r Hassasiyet Dogrusalaralik LOD Yanut siiresi %RSD
(nA/uM) (uM) (uM) (s)

Fenol 0,98 2 32-128 5 27 1,41
Katekol 0,99 0,2 48-144 2,14 10 4,42
p-benzokinon 0,99 0,2 48-160 0,8 3 2
2,4-dimetilfenol 0,99 0,3 64-576 0,43 2 0,5
p-kresol 0,98 0,6 32-240 0,12 10 0,7
2-klorofenol Tepki yok

Cizelge 4.2°den goriildigi gibi test edilen fenoller arasinda en diisiik belirleme

limiti (LOD) p-kresol i¢in 0,12 uM, en yiiksek LOD ise fenol i¢in 5 uM olarak
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belirlenmistir. Kalibrasyon egrisinin dogrusal 6l¢iim aralig1 fenol i¢in 32-128 puM, p-
benzokinon i¢in 48-160 uM, p-kresol i¢in 32-240 uM, katekol i¢in 48-144 uM ve
2,4-dimetilfenol igin ise 64-576 uM olarak belirlenmistir. Poli(GMA-co-
MTM)/PPY/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodu 2-klorofenole yanit vermemistir.
Poli(GMA-co-MTM)/PPY/PGA/HRP/Au c¢alisma elektrodundan test edilen her
fenolik i¢in elde edilen hassasiyet degerleri oldukea diisiiktiir. En yiliksek hassasiyet
degeri fenol i¢in 2 nA/uM  olarak  hesaplanmistir.  Poli(GMA-co-
MTM)/PPYy/PGA/HRP/AuU galisma elektrodu hassasiyet degerleri, PPy/PGA/HRP/Au
calisma elektrodu hassasiyet degerlerinin (bkz. Boliim 4.1.2) yaklasik %1°1 kadardir.
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/AuU ¢alisma elektrodunda kullanilan altin
elektrodun yiizey alani, PPY/PGA/HRP/Au c¢alisma elektrodunda kullanilan
elektrodun ylizey alanina kiyasla oldukga kiiciiktiir. Yiizey alaninin kiiclik olmasi
immobilize edilen enzim miktarinin az olmasina neden olmaktadir. Ayrica,
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunda film polimerizasyon
siiresinin olduk¢a uzun olmasi, kalin bir polimer film tabakasinin olugsmasina neden
olmustur. Elektrot yilizeyindeki film kalinliginin fazla olusu, elektrot ile enzim
arasindaki elektron transferini engelleyebilecek bir bariyer olugmasina neden

olmaktadir.

Isletme kararliligmin tespiti icin, reaksiyon hiicresine 2,4-dimetilfenol i¢in 144
uM’lik, diger fenolikler i¢in 48 uM’lik eklemeler ard arda yapilmistir (Sekil 4.16).
Sekil 4.16’dan agik¢a goriildiigli gibi dl¢lim kararliligr test edilen her fenolik i¢in
oldukga iyidir ve bu olglimlerin standart sapma degerleri (%RSD) diistiik ¢ikmigtir
(Cizelge 4.2). Bu nedenle hesaplanan LOD degerleri, hassasiyet degerleri her ne
kadar diisiik ¢ikmis olsa da, bulunan dogrusal araliklarin ¢ok altinda ¢ikmistir. HRP

enzimi bu ¢alisma elektroduna PGA araciligiyla kovalent baglanmistir.
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Sekil 4.16. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodunun test

edilen fenolikler i¢in isletme kararlilig1 grafikleri.

4.3. PPy/CNT/HRP/Au Calisma Elektrodu Bulgulari

4.3.1. PPy/CNT/HRP/Au Cahsma Elektroduna Ait Film

Karakterizasyonu

PPy/CNT/HRP/Au c¢alisma elektrodu Bolim 3.6.3’de agiklandigr gibi
hazirlanmistir. CNT’ nin, pirol polimerizasyonu iizerine etkisini anlayabilmek i¢in
PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektroduna paralel olarak bir de PPy/HRP/Au ¢alisma
elektrodu su sekilde hazirlanmistir: CNT’siz polimerizasyon ortaminda, 0,05 M- pH
6,5 sitrat tamponunun 10 mL’sine 7 pL pirol monomeri (¢ozeltideki konsantrasyonu
0,01 M olacak sekilde), 6 mg SDS ve 3 mg HRP enzimi eklenerek karistirilmistir.
Uclii elektrot sistemi cam reaksiyon hiicresine daldirilmis, 0 ile +1,2 V’luk
potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik tarama hizinda doniigiimlii voltametri metodu

kullanilarak 4 dakikalik siirede elektrot yiizeyinde PPy/HRP biyofilmi
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sentezlenmistir. PPY/CNT/HRP/Au ve PPy/HRP/Au g¢alisma elektrotlarina ait
dontigiimlii voltametri grafikleri Sekil 4.17°de gosterilmistir. Elde edilen dontistimlii
voltametri grafiklerinden, her iki ¢alisma elektroduna ait voltamogramin tipik pirol
elektropolimerizasyon voltamogrami oldugu agikga goriilmektedir. Voltamogram
sekillerinin aynit olmast, CNT’nin piroliin elektrot yiizeyinde
elektropolimerizasyonuna engel olmadigini, tam aksine CNT’nin bilinen elektron
transfer mekanizmasini hizlandirma etkisinin pirol oksidasyonuna katkida bulundugu
anlasilmaktadir. Ciinkii, PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektroduna ait voltamogramda,
piroliin elektropolimerizasyonunun gerceklestigi +0,8 V’tan biiyiik potansiyel
degerlerinde pirol oksidasyonuna ait akim degerleri, PPy/HRP/Au g¢alisma
elektroduna gore oldukga yiiksektir.
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Sekil 4.17. PPy/CNT/HRP/Au (A) ve PPy/HRP/Au (B) ¢aligsma elektrotlarina ait

doniistimlii voltametri grafikleri.
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4.3.2. PPy/CNT/HRP/Au Cahsma Elektrodu Ic¢in Tsletme

Parametrelerinin Optimizasyonu

PPy/CNT/HRP/Au c¢alisma elektrodunun -80 ve 0 mV arahigindaki farkhi
calisma potansiyellerinde, 16 uM hidrojen peroksit ve 16 uM hidrokinon
eklemelerine olan tepkisi Sekil 4.18’de gosterilmistir. Enzimatik reaksiyon sonucu
olusan fenoksi radikallerinin elektrot ylizeyindeki indirgenme akimi 0 mV’dan
itibaren -50 mV’a kadar hizli bir sekilde artmis ve daha negatif potansiyellerde
indirgenme akimindaki bu artisin yavasladigi goriilmiistiir. Bu yavaslamanin nedeni
enzimatik reaksiyon irilinleri olan 0-kinonlarin yiiksek potansiyel degerlerinde
polimerize olmasina baglanabilir [Pena et al., 2001; Serra et al., 1999]. Ustelik, daha
yiiksek negatif potansiyel degerlerinde HRP’nin bir {ist basamaga oksidasyonu
gerceklesmektedir ki HRP enzimi bu formda fenolle reaksiyona giremediginden
zamana bagli olarak aktivitesini kaybeder [Rosatto et al., 2002]. Bu nedenle ¢alisma
potansiyeli -50 mV olarak segilmistir. Hidrokinon digindaki diger fenolik tiirler igin

de ayn1 deneyler yapilmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.18. Calisma potansiyelinin PPy/CNT/HRP/Au

calisma elektrodu performansina etkisi.
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PPy/CNT/HRP/Au c¢alisma elektrodu performansi tizerine pH’nin etkisi, 5-9
araliginda degisen farkli pH degerlerinde hazirlanmis 10 mL’lik tampon ortamlarina
-50mV’luk calisma potansiyeli uygulayip, 16 uM hidrojen peroksit ve 0,1 uM p-
benzokinon eklemeleri yapilarak arastirilmistir. Farkli pH degerindeki her tampon
ortamindan alinan tepki grafige gecirilmis ve Sekil 4.19’da gosterilmistir. En yiiksek
indirgenme akimma pH 7’de ulasilmistir. Bu pH degerinden sonra enzimatik
reaksiyondaki aktivite diisiisiine bagli olarak akim degisimlerinde diisiisler
kaydedilmistir. pH 7 degerinin, HRP’nin fenol ve tiirevlerini gerek serbest, gerekse
de immobilize halde en etkili sekilde katalizledigi pH degeri oldugu literatiirde rapor
edilmistir [Maehly et al., 1995].

0,0

-9.0x10™°
-1,8x10°
-2,7x10°

-3,6x10° \

-4.5x10” -

Akim /A

Sekil 4.19. Ortam pH’sinin PPy/CNT/HRP/Au

calisma elektrodu performansina etkisi.

PPy/CNT/HRP/Au c¢alisma elektrodunda optimum hidrojen  peroksit
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, sirasiyla 8-16-32 uM konsantrasyonlarinda
hidrojen peroksit igeren 10 mL’lik pH 7 - 0,01 M tampon ortamina -50 mV’luk
potansiyel uygulanarak, konsantrasyon araligi 16-48-96-160 ve 240 puM seklinde

artan fenol eklemeleri yapilmis ve bu eklemelerden elde edilen akim degerleriyle
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(Sekil 4.20) farkli hidrojen peroksit konsantrasyonlarindaki fenol kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir (Sekil 4.21). Fenol olgiimii igin hassasiyet degerleri, 8-16-32 uM
konsantrasyonlarinda hidrojen peroksit i¢eren reaksiyon ortamlarinda sirasiyla 0,7
nA/uM, 1 nA/uM ve 0,65 nA/uM olarak hesaplanmistir. Goriildiigii gibi en yiiksek
akim degerleri ve 6l¢iim hassasiyeti 16 uM’lik hidrojen peroksit konsantrasyonunda
yapilan fenol kalibrasyonundan elde edilmistir. Bu degerden sonra kalibrasyon

egrilerinin hassasiyeti enzim inhibisyonuna bagli olarak diisme egilimi gostermistir.

Akim/Ax1077
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Sekil 4.20. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu igin 8 uM (A), 16 uM (B) ve 32
uM (C) hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda fenol eklemelerinden elde edilen

akim-zaman grafikleri.
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Sekil 4.21. PPy/CNT/HRP/Au calisma elektrodu i¢in farkli hidrojen peroksit

konsantrasyonlarinda akim-zaman grafiklerinden elde edilen fenol kalibrasyonlari.

4.3.3. PPy/CNT/HRP/Au Cahsma Elektrodu ile Fenol ve

Tiirevlerinin Ol¢iimii

Isletme parametreleri optimize edilen PPy/CNT/HRP/Au calisma elektrodu ile
18 fenol bilesiginin 6l¢iimii kesikli ortamda 600 rpm’lik karigtirma hizinda -50 mV
calisma potansiyeli uygulanarak yapilmistir. Bunun i¢in 0,7 mg/mL lityum klorid
iceren 0,1 M - pH 7 fosfat tamponunun 10 mL’sine her bir fenolik bilesik i¢in 1,6
uM konsantrasyondan baglayarak artan konsantrasyonlarda eklemeler yapilmistir.
Reaksiyon ortamina her ekleme ile birlikte 16 uM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi
eklenmistir. Her ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak
goriintiilenmistir (akim-zaman grafigi). 2-aminofenol, 4-metoksifenol ve hidrokinon

eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodundan 2-aminofenol (A), hidrokinon

(B) ve 4-metoksifenol (C) eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri.

Amperometrik akim-zaman grafikleri kullanilarak her bir ekleme sonunda elde
edilen akim degisimleri ekleme konsantrasyonlarina karsi grafige gegirilmis ve soz
konusu fenolik tiirler i¢in kalibrasyon egrileri ¢ikartilmistir. Fenol ve hidrokinon igin
hazirlanan kalibrasyon egrileri Sekil 4.23’de, katekol, pirogallol, guaiakol, m-kresol

ve 4-asetamidofenol i¢in hazirlanan kalibrasyon egrileri Sekil 4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.23. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunda fenol ve hidrokinon igin
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Sekil 4.24. PPy/CNT/HRP/Au calisma elektrodunda katekol, pirogallol, guaiakol, m-

kresol ve 4-asetamidofenol i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri.
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Farkli fenol tiirlerinin kalibrasyonundan elde edilen analitik hesaplamalar
Cizelge 4.3’de verilmistir. r degeri kalibrasyon egrisi korelasyon katsayisidir.
Cizelge 4.3’den goriildiigii gibi test edilen fenoller arasinda en diistik belirleme limiti
(LOD) p-benzokinon igin 0,027 uM, en yiiksek LOD ise 2,4-dimetilfenol i¢in 27,9
UM olarak hesaplanmistir. Literatiirde farkli fenol biyosensorleri i¢in hesaplanmis
LOD degerleri 0,00003-346 uM araliginda degisim gostermektedir [Fan et al., 2007;
Carrelero et al., 2006].

Olgiim hassasiyeti genel olarak enzimin analite ilgisine, kullanilan iletken
polimerin ¢esidine, enzim immobilizasyon metoduna, iletkenlige ve enzimatik
reaksiyonla olusan fenoksi radikallerinin stabilitesine ve Onemli o6l¢iide fenol
tizerindeki elektron verici gruplarin konjugasyon yapilarina baglidir [Marko-Varga et
al., 1995]. Calismada en yiiksek 6l¢iim hassasiyeti 4-metoksifenol ve 2-aminofenol
icin sirastyla 50 ve 40 nA/uM, en diisiik 6l¢iim hassasiyeti ise fenol, pyrogallol ve
2,4-dimetilfenol ve fenol i¢in 1 nA/uM olarak hesaplanmustir. 2,4-dimetilfenol igin
diisiik Olctim hassasiyeti orto pozisyonundaki bir metil grubunun varligindan
kaynaklanmig olabilir. Wilkolazka ve arkadaslari, orto-fenollerin enzimatik
oksidasyon tiriinlerinin daha hizli iiretildigini savunmustur. [Wilkolazka et al., 2005].
Calismamizda orto-fenol olan 2-aminofenol i¢in test edilen fenoller arasinda oldukca
yiiksek Ol¢lim hassasiyeti gozlenmistir. Literatiirde farkli fenol biyosensorleri igin
hesaplanmis  hassasiyet degerleri 0,011-746 nA/uM araliginda degisim
gostermektedir [Li et al.,, 2006; Chang et al., 2002]. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma
elektrodu o-kresol bilesigine tepki vermemistir. PPy/CNT/HRP/Au c¢alisma
elektrodunda tiim fenolikler igin yanit siiresi 2 s’dir ve bu deger literatiirde verilen
yanit siirelerine gore (5-35 s) oldukga diistiktiir [Tsai and Cheng-Chiu, 2007; Rajesh
et al., 2004; Yu et al., 2003].

Koile ve arkadaglari, yiiksek konsantrasyonlardaki fenol eklemelerinde akim
degisimindeki dogrusallifin bozulmasini reaksiyon {irlinlerinin yiizeyi yavasca
kaplamasina baglamistir [Koile and Johnson, 1979]. Literatiirde, CNT tabanh
calisma elektrotlarinin elektrokatalitik aktiviteyi arttirdigi ve CNT sayesinde yiizeyin
reaksiyon {iriinleriyle kaplanmasimin minimize edildigi rapor edilmistir [Tsai and
Cheng-Chiu, 2007]. Calismamizda, test edilen her fenolik tiir igin yiiksek r
degerlerine sahip (0,99) genis dogrusal araliklar elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. PPy/CNT/HRP/Au calisma elektrodu i¢in fenol ve tiirevlerinin

6l¢iimiinde hesaplanan analitik parametreler.

Fenolik tiir r Hassasiyet Dogrusal LOD | Yamit siiresi | %RSD
(nA/ uM) aralik (uM) (s)
(uM)

Fenol 0,99 1 16-144 3,52 2 2,89
p-benzokinon 0,99 3 0,02-0,16 0,027 2 4,43
Hidrokinon 0,99 8 16-240 6,42 2 6,5
2,6-dimetoksifenol 0,99 7 1,6-19,2 0,29 2 1,8
2-klorofenol 0,99 8 1,6-8 0,26 2 1,7
3- klorofenol 0,99 6 1,6-12,8 0,2 2 1,1
4- Klorofenol 0,99 8 1,6-14,4 0,3 2 1,87
2-aminofenol 0,99 40 8-60,8 1,53 2 54
4- metoksifenol 0,99 50 1,6-81,6 1,06 2 2,8
Pirokatekol 0,99 8 1,6-446,4 6,27 2 6,7
Guaiakol 0,98 9 1,6-9,6 0,3 2 1,92
m-kresol 0,99 9 8-20,8 1,5 2 2,84
o-kresol Tepki yok

p-kresol 0,98 5 128-832 24 2 2,5
Katekol 0,98 2 1,6-8 0,93 2 3.8
4-asetamidofenol 0,99 3 1,6-16 1,11 2 2,57
Pirogallol 0,98 1 1,6-22,4 1,24 2 1,2
2,4-dimetilfenol 0,98 1 64-240 27,9 2 2,2

PPY/CNT/HRP/Au galisma elektrodunun isletme kararliliginin tespiti igin, 0,7
mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7 fosfat tamponunun 10 mL’sine -50 mV’luk
calisma potansiyeli altinda, ard arda yaklagik 20-30 defa 1,6 uM’lik fenolik
eklemeleri yapilmis ve elde edilen akim degisimleri kaydedilmistir. Akim
degisimlerinin standart sapma degerlerinden hesaplanan %RSD degerleri (bkz.
Boliim 3.7.4.4) Cizelge 4.3’de verilmistir. %RSD degerleri test edilen fenolikler icin
1,I ve 6,7 arasinda degismistir. Bu degerler biyosensor i¢in oldukca iyidir,
biyosensoriin Ol¢limler arasi kararliligini gostermektedir. Kararlilik degerlerinin
diisiik olmasi, immobilizasyon basamaginin enzim ig¢in yipratici olmamasina,
CNT’nin enzimin biyoaktivitesini siirdiirebilmesi i¢in ¢ok uygun bir mikro g¢evre
olusturmasina baglanabilir. Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da baz1 fenoliklerin kararlilik
grafikleri gosterilmistir. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu, 1 ay i¢inde 700 defa

kullanilmis ve kullanimdan sonra baslangic¢ aktivitesinin %70’ini korumustur. HRP
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enzimi, piroliin elektropolimerizasyonu sirasinda olusan ¢apraz bag aglar1 arasinda

tutuklanmistir. Enzimin 1liman sartlarda tek basamakta immobillizasyonu enzim

aktivitesini uzun siire korumustur.
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Sekil 4.25. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunun 2-klorofenol, 2,6-

dimetoksifenol ve p-kresol i¢in isletme kararlilig1 grafikleri.
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Sekil 4.26. PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunun 4-klorofenol, fenol ve
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pirogallol i¢in isletme kararlilig1 grafikleri.
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CNT’nin biyosensor performansi lizerine etkisini daha iyi anlayabilmek i¢in
CNT’siz PPy/HRP/Au c¢alisma elektrodu Bolim 4.3.1°de anlatildign sekilde
hazirlanmistir. PPY/HRP/Au ¢alisma elektrodu ile hidrokinon o6l¢iimii kesikli
ortamda 600 rpm’lik karistirma hizinda -50 mV ¢alisma potansiyeli uygulanarak
yapilmistir. Bunun i¢in 0,7 mg/mL lityum klorid iceren 0,1 M - pH 7 fosfat
tamponunun 10 mL’sine 16 uM’dan baslayarak artan konsantrasyonlarda hidrokinon
eklemeleri yapilmistir. Reaksiyon ortamina her ekleme ile birlikte 16 puM’lik
hidrojen peroksit ¢ozeltisi eklenmistir. Her ekleme sonunda elde edilen akim
degerleri zamana bagli olarak goriintilenmistir (akim-zaman grafigi). Ayn1 deney
PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu kullanilarak yapilmis ve sonuglar birbiriyle
kiyaslanmistir ~ (Sekil ~ 4.27). PPy/HRP  c¢alisma  elektrodundan, artan
konsantrasyonlarda yapilan hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim
degisimleri PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektroduna nazaran oldukea kiiglik ¢ikmustur.
Ayrica, PPy/HRP calisma elektrodundan alinan sinyallerin oldukg¢a kararsiz ve
guriltili  oldugu gozlenmistir. Calismada, CNT’nin polipirol film yapisina
katilmasinin elektrokatalitik aktiviteyi arttirdigr sonucuna varilmustir. Ustelik her iki
elektrotta immobilize edilmis HRP miktari, Vojinovic ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmis enzim aktivite tayini ile belirlenmis [Vojinovic et al., 2004],
PPY/CNT/HRP/Au ve PPY/HRP calisma elektrotlarindaki HRP miktarlar1 sirasiyla
6,1 ve 2,7 pg bulunmustur. CNT’li elektroda, CNT nin tasidig1 fonksiyonel amino ve
karboksil gruplari ve yine CNT tarafindan olusturulmus genis ylizey alan1 sayesinde,

CNT’siz galisma elektroduna gore yaklasik 2 kat fazla enzim baglanabilmistir.
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Sekil 4.27. PPy/HRP/Au (A) ve PPY/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodundan (B)

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri.

4.4, Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au  Calisma
Elektrodu Bulgular:

4.4.1. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au Cahsma Elektroduna

Ait Film Karakterizasyonu

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu Bolim 3.6.4°de
aciklandigr gibi hazirlanmistir. Enstitiimiize bagli Kimya Bolimii'nde Boliim
3.4°deki gibi sentezlenmis, %30 oraninda GMA ve %70 oraninda MTM
kopolimerlerini igeren Poli(GMA-co-MTM)’nin bilesimi Cizelge 4.4’de, polimerin
'"H-NMR spektrumu ise Sekil 4.28°de gosterilmistir. Poli(GMA-co-MTM)’nin
molekiil agirligr ve molekiil agirlik dagilhimi Kimya Bolimiinde, Agilent Instrument
(Model 1100) marka kromatografi cihazinda belirlenmistir (Water Styragel
Kolonlari: HR 5E, HR 4E, HR 3 ve HR 2, solvent: THF, solvent akis hizi: 0.3
mL/dak, sicaklik: 30 ‘C).
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Cizelge 4.4. GMA ve MTM serbest-radikal kopolimerizasyonuna ait kompozisyon

verileri.

me Siire | Doniisiim
Kopolimer Miua | OMA M,, M,
(dak) | (%)

M, /M

n

Poly(GMA-co-MTM) | 0,28 0,30 |150 81 0,0673 |0,0184

3,66

aMGM A V& Mgya GMA’nin sirastyla besleme ve kopolimer igerisindeki mol fraksiyonunu ifade

etmektedir.

b Kopolimerin kompozisyonu 5 pmm civarinda rezonans sinyali veren metilen protonlarma (-

COOCH;-) (d) ait pik alanlarinin, 3,1 pmm civarinda rezonans sinyali veren epoksi halkasina (b) ait

metilen protonunun pik alaniyla kiyaslanmasiyla hesaplanmistir (Sekil 4.28).

a
1 il h f
CHCI, Oiit d
.

ef g P{GMA-co-MTM)

_ )

_CH, CHQ—C/—
8]
N
d
e

.

8OO 7.50 7.00 6.50 8.00 5.50 5.00 450 4.00 350 3.00 250 200 1.50 1.00

0.50 0.00

Sekil 4.28. Poly(GMA-co-MTM)’ye ait *H-NMR spektrumu (¢éziicii:

doterkloroform).

SEM gorintiileri i¢in 3 adet altin elektrodun yiizeyi PPy, Poli(GMA-co-
MTM)/PPy ve Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT film ile kaplanmistir. PPy film,




124

elektrot yiizeyinde 10 mL’lik 0,05 M- pH 6,5 sitrat tamponu ortamina 7 pL pirol
monomeri (¢Ozeltideki konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde) ve 6 mg SDS
eklenerek, 0 ile +1,2 V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik tarama hizinda
doniisimlii voltametri metoduyla 4 dakikalik siirede kaplanmistir. Poli(GMA-co-
MTM)/PPy filmin kaplanmasi, elektrot yiizeyine Poli(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden
20 pL damlatilip solventi ugurulduktan sonra yukarida anlatildigi sekilde pirol
elektropolimerizasyonu ile gergeklestirilmistir. Elektrot yiizeyinde Poli(GMA-co-
MTM)/PPY/CNT film ise, elektrot Poli(GMA-co-MTM) ile kaplandiktan sonra
CNT’li ortamda piroliin elektropolimerize edilmesiyle sentezlenmistir. Bu 3

elektroda ait SEM goriintiileri Sekil 4.29°da verilmistir.

Sekil 4.29. PPy (A), Poli(GMA-co-MTM)/PPy (B) ve Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT (C) filmlerine ait SEM goriintiileri.



125

Bolim 3.6.4°de aciklandig1 gibi hazirlanan Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢aligma elektroduna ait dontigiimlii voltametri grafigi
Sekil 4.30’da, sadece Poli(GMA-co-MTM) film ile kapli elektroda ait doniistimlii
voltametri grafigi ise Sekil 4.31°de verilmistir. Doniisiimli voltametriler 0,1 M - pH
7 fosfat tamponu ve destek elektrolit (tampon igerisindeki konsantrasyonu 0,7
mg/mL olan lityum klorid) igeren ortamda, 0 ile +1,2 V’luk potansiyel araliginda ve
100 mV/s’lik tarama hizinda elde edilmistir. Sekil 4.31°den agik¢a goriildiigii gibi,
Poli(GMA-co-MTM) film elektrodu voltametrik pik vermemistir. Poli(GMA-co-
MTM), her ne kadar yan zincirlerinde elektroaktif tiyofen gruplari iceriyor olsa da
ana zinciri tamamen yalitkan Ozellikte oldugundan voltametrik pik vermemesi
beklenen  bir  durumdur.  Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au  ¢alisma
elektroduna ait doniisiimlii voltametri grafiginde ise pirole ait tipik voltamogram
goriintiisii elde edilmistir. Poli(GMA-co-MTM)’nin yalitkan olmasi1 Poli(GMA-co-
MTM) ile kapl elektrot iizerinde PPy’nin sentezlenmesine engel olmamistir. Ciinki,
Poli(GMA-co-MTM)’nin yan zincirindeki tiyofen gruplari ile pirol arasinda, piroliin
elekrokimyasal olarak polimerlesebildigi potansiyel degerlerinde bir etkilesim s6z
konusudur. Bu etkilesme sayesinde Poli(GMA-co-MTM) ve PPy’den olusan iletken
Ozellikte kompozit bir polimer elde edilmistir. Sekil 4.30’da verilen donistimlii

voltametri grafigi pirol ile tiyofen gruplar arasindaki etkilesimin gostergesidir.
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Sekil 4.30. Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektroduna ait

doniistimlii voltametri grafigi.
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Sekil 4.31. Poli(GMA-co-MTM) film elektroduna ait doniisiimlii voltametri grafigi.
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4.4.2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au Cahsma Elektrodu

Icin Isletme Parametrelerinin Optimizasyonu

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunun -90 ve +20 mV
araligindaki farkli ¢alisma potansiyellerinde, 16 uM hidrojen peroksit ve 20 uM
fenol eklemelerine olan tepkisi Sekil 4.32°de gosterilmistir. Enzimatik reaksiyon
sonucu olusan fenoksi radikallerinin elektrot yiizeyindeki indirgenme akimi +20
mV’dan -50 mV’a kadar hizla artmis ve -50 mV’dan daha negatif potansiyellerde
akim degerleri hizla azalmistir. Akim degerlerindeki bu diisiisler biiyiilk negatif
potansiyel degerlerinde gerek HRP’nin fenollerle reaksiyona giremeyecek derecede
okside olmasina, gerekse o0-kinon yapidaki reaksiyon ({irlinlerinin polimerize
olmasina baglanabilir [Pena et al., 2001; Serra et al., 1999]. Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/HRP/Au c¢alisma elektrodunun optimum ¢aligma potansiyeli
maksimum akimin elde edildigi -50 mV olarak se¢ilmistir. Fenol disindaki diger

fenolik tiirler i¢cin de ayn1 optimizasyon yapilmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.32. Caligsma potansiyelinin Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au

calisma elektrodu performansina etkisi.
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Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au  ¢alisma  elektrodu performansi
tizerine pH’ nin etkisi 5-9 araliginda degisen farkli pH degerlerinde hazirlanmis 0,1
M’lik 10 mL tampon ortamlarma -50mV’luk ¢alisma potansiyeli altinda, 3,2 uM
fenol ve 16 uM hidrojen peroksit eklemeleri yapilarak arastirilmistir. Farkli pH
degerindeki her tampon ortamindan alinan tepki grafige gegirilmis ve Sekil 4.33’de
gosterilmistir. En yiiksek indirgenme akimi pH 7’de goriilmiis, bu degerden sonra
akim degerleri azalmaya baslamistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au

calisma elektrodu i¢in optimum pH degeri 7 olarak belirlenmistir.

0,0

-3,0x10° -

-6,0x10° -

-9,0x10° \ /
_ -

-1,2x10° 4

Akim /A

-1,5X10_8 T T T T T T T T T

Sekil 4.33. Ortam pH’siin Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au

caligma elektrodu performansina etkisi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au  ¢alisma elektrodunda optimum
hidrojen peroksit konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in sirasiyla 8-48 uM
konsantrasyon araliginda hidrojen peroksit iceren 10 mL’lik pH 7 - 0,01 M tampon
ortamima 16 pM fenol eklemesi yapilmistir. -50 mV’luk potansiyel altinda, her
hidrojen peroksit konsantrasyonunda elde edilen indirgenme akimlar1 Sekil 4.34’de
verilmistir. En yliksek indirgenme akimina 16 pM hidrojen peroksit i¢eren tampon

ortaminda ulasilmistir.
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Sekil 4.34. Hidrojen peroksit konsantrasyonunun Poli(GMA-co-
MTM)/PPY/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu performansina etkisi.

4.4.3. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au Calisma Elektrodu

ile Fenol ve Tiirevlerinin Ol¢ciimii

Optimize edilmis deney kosullarinda Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au
calisma elektrodunun 18 fenol bilesigine verdigi tepki incelenmistir. Kesikli ortamda,
600 rpm’lik karistirma altinda, -50 mV’luk ¢aligma potansiyelinde her bir fenol
bilesigi i¢cin 1,6 pM konsantrasyondan baslamak {izere diizenli olarak artan
konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmistir. Reaksiyon ortamina
her ekleme ile birlikte 16 pM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi de eklenmistir. Her
ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak goriintiilenmistir.
Pirokatekol, 4-metoksifenol ve 2-aminofenol eklemeleri sonucu elde edilen akim-
zaman grafikleri Sekil 4.35’de, guaiakol ve pirogallol eklemeleri sonucu elde edilen

akim-zaman grafikleri ise Sekil 4.36°da gosterilmistir.
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Sekil 4.35. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodundan
pirokatekol (A), 4-metoksifenol (B) ve 2-aminofenol (C) eklemeleri sonucu elde

edilen akim-zaman grafikleri.
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Sekil 4.36. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au calisma elektrodundan guaiakol

(A) ve pirogallol (B) eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri.
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Amperometrik akim-zaman grafikleri kullanilarak her bir ekleme sonunda elde
edilen akim degisimleri ekleme konsantrasyonlarina karsi grafige gegirilmis ve séz
konusu fenolik tiirler icin kalibrasyon egrileri ¢ikartilmistir. Fenol, katekol, p-
benzokinon, 4-metoksifenol ve 2,6-dimetoksifenol i¢in hazirlanan kalibrasyon

egrileri Sekil 4.37°de verilmistir.
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Sekil 4.37. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunda fenol,
katekol, p-benzokinon, 4-metoksifenol ve 2,6-dimetoksifenol igin elde edilen

kalibrasyon egrileri.

Farkli fenol tiirlerinin kalibrasyonundan elde edilen analitik hesaplamalar
Cizelge 4.5°de verilmistir. Olgiim hassasiyeti, hidrokinon > p-benzokinon > 4-
asetamidofenol > katekol = 2-aminofenol = 4-metoksifenol > 2-klorofenol = 3-
klorofenol = 4-klorofenol = pirokatekol > 2,6-dimetoksifenol > fenol > 24-
dimetilfenol > guaiakol > pirogallol seklindedir. Calismada en diisiik hassasiyet
degeri pirogallol i¢in elde edilmistir, 0-m-p-kresollerden ise yanit alinamamustir.
Pirogallol ve o-m-p-kresoller enzimle okside edildiklerinde yapilarinda bulunan m-
hidroksi ve metil gruplari elektron aktarimi i¢in iyi bir konjugasyon yapisina sahip

degildir [Maehly et al., 1995]. Bu nedenle elektron transferi ya oldukea gii¢ ya da hig
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gerceklesememektedir. Benzer sonuglar Kane ve arkadaglari tarafindan rapor
edilmistir. Kane ve arkadaslari, 0-pozisyondaki elektron verici ve m-pozisyondaki
elektron alic1 gruplarin 6lgiim hasasiyetini diislirecegini veya bu gruplar tasiyan
bilesiklerden hi¢ yanit alinamayacagini belirtmislerdir [Kane et al., 1998]. Calismada
test edilen fenoller arasinda en yiiksek 6lglim hassasiyeti hidrokinon eklemelerinden
elde edilmistir. Bu durum, hidrokinonda bulunan elektron verici gruplarin
konjugasyon yapilarmin gii¢lii elektron transfer yetenegine baglanabilir. 2,4-
dimetilfenol igin elde edilen hassasiyet degeri de oldukga diisiiktiir. Benzer sekilde o-
pozisyonunda bulunan bir metil grubunun hassasiyeti diisiirdiigii tahmin edilmektedir
[Maehly et al., 1995]. Klorofenollerin tiimii ayni Ol¢iim hassasiyetine sahiptir.
Calismamizda hassasiyet degerleri, 0,1-9 nA/uM aralifinda degisim gostermistir.
Literatiirde bu aralik 0,011-746 nA/uM araliginda rapor edilmistir [Yang et al., 2006;
Wilkolazka et al., 2005; Tsai and Cheng-Chiu, 2007; Kim and Lee, 2003; Vianello et
al., 2006].

Cizelge 4.5. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au galisma elektrodu i¢in fenol ve

tiirevlerinin dl¢limiinde hesaplanan analitik parametreler.

Fenolik tiir r Hassasiyet Dogrusal | LOD Yanit % RSD | %Verimlilik
(nA/ uM) aralik (uM) stiresi
(uM) (s)

Fenol 0,999 0,7 1,6-72 0,732 3,8 75 101
p-benzokinon 0,998 5 1,6-25,6 0,409 12 13 97
Hidrokinon 0,995 9 1,6-25,6 0,336 14 8,8 95
2,6-dimetoksifenol 0,996 0,8 1,6-36,8 0,382 10 8,38 95
2-klorofenol 0,999 1 1,6-68,8 0,249 1,7 47 107
3-klorofenol 0,999 1 1,6-81,6 0,441 1,6 9,9 97
4-klorofenol 0,999 1 1,6-86,4 0,336 2,6 6,9 102
2-aminofenol 0,999 2 1,6-44,8 0,247 2,5 6,6 99
4-metoksifenol 0,999 2 1,6-35,2 0,312 35 6,35 102
Pirokatekol 0,998 1 1,6-49,6 0,516 32 11 98
Guaiakol 0,994 0,3 3,2-52,8 0,490 5 10 100
m-kresol Tepki yok

o0-kresol Tepki yok

p-kresol Tepki yok

Katekol 0,995 2 1,6-44,8 0,304 3 7,5 98
4-asetamidofenol 0,995 3 1,6-22,4 0,624 59 12 103
Pirogallol 0,999 0,1 4,8-48 0,660 2 11 106

2,4-dimetilfenol 0,998 04 1,6-40 0,382 4,52 78 102
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Cizelge 4.5°de test edilen her fenolik i¢in  Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodunun yanit siiresi verilmistir. En hizli
yanmt siireleri 3-klorofenol, 2-klorofenol, pyrogallol, 2-aminofenol, 4-klorofenol,
katekol ve fenol icin sirasiyla 1,6- 1,7-2- 2,5-2,6 ve 3 s olarak bulunmustur. Hizli
yanit siiresi HRP ve substratlar1 arasindaki hizli elektron degisiminin gostergesidir.
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP filmin, enzimin katalitik &zelligi {izerine
olumsuz etki yapmadigi anlasilmaktadir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au
calisma elektrodunun test edilen fenoliklerin ¢oguna verdigi yanit siiresi, literatiirde
fenol ve klorofenoller i¢in rapor edilen 10 s [Rajesh and Kaneto, 2005] ve 30 s’lik
[Zhang et al., 2003] siireden azdir.

Genis dogrusal aralik 2-klorofenol i¢in 1,6-68,8 uM, 3-klorofenol i¢in 1,6-81,6
uM ve 4-klorofenol i¢in 1,6-86,4 uM araliginda elde edilmistir (r=0,999). En diisiik
belirleme limiti 2-aminofenol igin 0,247 uM, en yiiksek belirleme limiti ise fenol igin
0,732 uM olarak hesaplanmistir. Biyosensorde ayrica 6l¢iim verimliligi hesaplanmig
(bkz. Bolim 3.7.4.6) ve Ol¢limili yapilan fenolikler arasinda bu deger % 95-107
araliginda degisim gostermistir (Cizelge 4.5).

Elektrokimyasal film kaplamas1 sirasinda ortamda bulunan CNT, olusmakta
olan Poli(GMA-co-MTM)/PPy kopolimerinin ag yapilari arasinda hapsolmustur.
Elektrot yilizeyinde bu sekilde bagli bulunan CNT, reaksiyon sirasinda medyator
olarak davranmis, elektron transferini kolaylastirmis ve nano yapist sayesinde
kompozit film icerisinde HRP immobilizasyonu i¢in genis ylizey alani olusturmustur.
Calismada HRP’nin film iizerine immobilizasyonu muhtemelen polimerin
fonksiyonel gruplari ile HRP arasindaki C ~ N baglar iizerinden ger¢eklesmistir.
HRP gerek kompozit film igerisinde bulunan CNT nin karboksil gruplari iizerinden
(asit oksidasyon metodu ile CNT iizerinde karboksil gruplari olusmustur [Zhao et al.,
2002]) karbodiimid araciligiyla, gerekse Poli(GMA-co-MTM)’nin epoksi gruplari
tizerinden elektrot yiizeyine kimyasal olarak baglanmistir. HRP’nin film ylizeyine
muhtemel baglanma mekanizmalar1 Sekil 4.38’de gosterilmistir. HRP’nin film
ylizeyine yukarida aciklandigi gibi 2 mekanizma ile immobilizasyonunun teorik
olarak enzim molekiilii lizerinde sterik engellemeye neden olmasi beklenir. Fakat

burada HRP’nin, elektron transfer kopriisii olan CNT ile direkt temast HRP’nin
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elektron alisini kolaylagtirmis ve bu durum elektrokimyasal reaksiyon i¢in enzime

kararl1 bir mikrogevre yaratmistir.
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Sekil 4.38. HRP’nin Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT kompozit film yiizeyine
Poli(GMA-co-MTM)’ nin epoksi gruplar iizerinden (A), CNT nin tasidig1 karboksil

gruplar1 lizerinden (B) muhtemel baglanma mekanizmalari.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au  galisma elektrodunun isletme
kararliliginin tespiti igin, 0,7 mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7 fosfat
tamponunun 10 mL’sine -50 mV’luk ¢aligsma potansiyeli altinda, ard arda 1,6 uM’lik
fenolik eklemeleri yapilmis ve elde edilen akim degisimleri kaydedilmistir (Sekil
4.39). Akim degisimlerinin standart sapma degerlerinden hesaplanan %RSD
degerleri (bkz. Bolim 3.7.4.4) Cizelge 4.5’de verilmistir. %RSD degerleri test edilen
fenolikler i¢cin  4,7-13  araliginda de8isim  gostermistir.  Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/HRP/Au calisma elektrodu, 1 ay i¢inde 700 defa kullanilmis ve
kullanimdan sonra baslangi¢c aktivitesinin %80’ini korumustur. Uzun siire depo
kararlilig1, literatiirde farkli sekillerde hazirlanan fenol biyosensorleri i¢in rapor
edilen kararlilik degerlerinden yiiksek ¢ikmistir [Shan et al., 2007; Carrelero et al.,
2006; Vianello et al., 2004]. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP kompozit film,

enzimin biyoaktivitesini uzun silire koruyabilmesi ig¢in enzime uygun bir ¢evre
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olusturmus ve bu sayede caligma elektrodunun uzun siire kararli olmasi

saglanabilmistir.
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Sekil 4.39. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au galisma elektrodunun fenol,

4-klorofenol, 2-aminofenol ve 4-metoksifenol igin igletme kararlilig: grafikleri.

4.5. Poli(GMA-co-MTM) ile Hazirlanmms Farkhh Calisma

Elektrotlarimin Film Karakterizasyonu

Bu boliimde, Bolim 3.6.5’de agiklandigi gibi farkli film kaplama ve enzim
immobilizasyon metotlariyla hazirlanmig Poli(GMA-co-MTM) tabanli ¢alisma
elektrotlarinin  genel bir elektrokimyasal film karakterizasyonu yapilmistir.
Poli(GMA-co-MTM) tabanli c¢alisma elektrotlari, Poli(GMA-co-MTM)/PPy
kompozitleri seklinde hazirlandigindan, bu iki polimeri igerecek sekilde uygun
elektropolimerizasyon ortamlarinin se¢imi i¢in asagidaki gibi doniisiimlii voltametri
deneyleri yapilmistir. Pirol monomeri simdiye kadar hep sulu ortamlarda elektrot
yiizeylerinde elektropolimerize edilmistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozitleri

olusturulurken en 1yi kompozit filmlerin olustugu ortami belirleyebilmek icin, altin
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elektrot yiizeyi hem sulu hem de organik ortamda polipirol ile kaplanmistir. Bunun
i¢in, temizleme prosediiriinden gegirilmis altin elektrot yiizeyinde, 0,05 M sitrat
tamponunun (pH 6,5) 10 mL’sine sirasiyla 6 mg SDS, 7 pL pirol monomeri
(¢Ozeltideki konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde) eklenerek, -1 ile +1 V’luk
potansiyel araliginda, 100 mV/s’lik tarama hizinda doniisiimlii voltametri metodu
kullanilarak 4 dakikalik siirede polipirol film kaplanmistir (Sekil 4.40A). Piroliin
organik ortamda elektropolimerizasyonu ise asetonitril ortaminda gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in, 10 mL asetonitril ortamina destek elektrolit olarak 0,165 g TBAFB
(konsantrasyonu 0,05 M olacak sekilde) ve 7 uL pirol monomeri (konsantrasyonu
0,01 M olacak sekilde) eklenerek, -1 ile +1 V’luk potansiyel araliginda, 100 mV/s’lik
tarama hizinda doniisiimlii voltametri metodu kullanilarak 4 dakikalik stirede
polipirol film kaplanmustir (Sekil 4.40B). Sekil 4.40°dan goriildiigi gibi piroliin sulu
ortamda elektropolimerizasyonunda elektrot yiizeyinden gegen akim degerleri,
organik ortamdaki elektropolimerizasyonda elde edilen akim degerlerinden yiiksek
cikmigtir. Bu sonug, piroliin sulu ortamda elektrot yiizeyinde daha iyi okside
oldugunun gostergesidir. Bu nedenle Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozitleri elektrot

yiizeyinde sulu ortamda hazirlanmistir.
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Sekil 4.40. Piroliin sulu ortamda (A) ve organik ortamda (B) altin elektrot yilizeyinde

elektropolimerizasyonuna ait doniisiimlii voltametri grafikleri.
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Daha once Poli(GMA-co-MTM) ile hazirlanmig ¢alisma elektrotlarinda
Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozitleri sentezlenirken, Poli(GMA-co-MTM)’nin tek
basina elektrot yiizeyinde bir elektroaktiflik gdstermediginden, ancak pirol ile
elektropolimerize edilmesinden sonra olusan Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozitinin
elektriksel iletkenlige sahip olmasindan dolayir bir elektroaktiflik gosterdiginden
bahsetmistik. Yukarida anlatildig1 sekilde sulu ortamda sentezlenmis saf polipirol
filme ve Poli(GMA-co-MTM) elektrot yiizeyine damlatildiktan sonra bu elektrodun
ylizeyinde sulu ortamda pirol elektropolimerizasyonu sonucu olusmakta olan
Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit filmine ait doniisiimlii voltametri grafikleri Sekil
4.41°de gosterilmistir. Sekil 4.41A°da goriildigi gibi pik akim degerlerinin artmasi,
pirol ile Poli(GMA-co-MTM)’ye ait tiyofen gruplarinin elektropolimerizasyon
sirasinda etkilesime girdiginin gostergesidir [Yilmaz et al., 2004; Camurlu et al.,
2007; Cirpan et al., 2002]. Polipirol filme ve Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit
filmine ait doniisimlii voltametrilerin sekillerinin ayni olmasi, Poli(GMA-co-
MTM)/PPy kompozit film olusurken elektrot ile film arasindaki elektron transfer
prosesinde olumsuz bir etkinin ger¢eklesmedigini belirtmektedir ayrica iyi

tanimlanmis pikler her iki filmin de homojen oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.41. Sulu ortamda altin elektrot yiizeyinde Poli(GMA-co-MTM)/PPy

kompozit filmin (A) ve saf polipirol filmin (B) elektropolimerizasyonuna ait

dontigiimlii voltametri grafikleri.
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45.1. Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au Cahsma Elektrodu
Bulgulan

Bolim 3.6.5.1, Bolim 3.6.5.2, Bolim 3.6.5.3, Bolim 3.6.5.4 ve Bolim
3.6.5.5°de agiklandigr gibi hazirlanmis Poli(GMA-co-MTM) tabanli c¢alisma
elektrotlarinin model fenolik olarak hidrokina tepkisi incelenmis ve her bir
elektrodun 6l¢iim sonuglart birbiriyle kiyaslanmistir. Bu 5 calisma elektroduna ait

analitik hesaplamalar Cizelge 4.6’da verilmistir.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektrodu Bolim 3.6.5.1°de
aciklandigi  gibi  hazirlanmigtir.  Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au  ¢alisma

elektroduna ait doniistimlii voltametri grafigi Sekil 4.42°de verilmistir.
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Sekil 4.42. Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektroduna

ait donilisiimlii voltametri grafigi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektrodunun model fenolik olarak
hidrokinona verdigi tepki incelenmistir. Kesikli ortamda, 600 rpm’lik karigtirma

altinda, -50 mV’luk calisma potansiyelinde hidrokinon, 2 uM konsantrasyondan
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baglamak {izere diizenli olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina
eklenmistir . Reaksiyon ortamina her ekleme ile birlikte 20 uM’lik hidrojen peroksit
¢oOzeltisi de eklenmistir. Her ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagh
olarak goriintiilenmistir (Sekil 4.43). Amperometrik akim-zaman grafiginden

yararlanilarak elde edilen hidrokinon kalibrasyon grafigi de Sekil 4.44’de verilmistir.
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Sekil 4.43. Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au galisma elektrodundan

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.44. Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au calisma elektrodunda

hidrokinon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektrodunda hidrokinon 6l¢iimii
i¢in elde edilen analitik parametrelerden hassasiyet degeri 4 nA/puM, belirleme limiti
1,2 uM ve dogrusal 6l¢iim araligir 2-26 uM olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6).
Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektrodunda hidrokinon eklemeleri
sonucu olusan akim degerleri ve buna bagli olarak da Ol¢lim hassasiyeti oldukca
diisiik ¢cikmustir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektrodunda, enzimin
Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit filmine, Poli(GMA-co-MTM)’ye ait epoksi
gruplar iizerinden kimyasal baglanmasi1 beklenmistir. Fakat burada, Poli(GMA-co-
MTM) ile kaplanmis elektrot ylizeyinde pirol elektropolimerizasyonu sonucu
Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit filmi sentezlenmis ve elektrot daha sonra enzim
¢ozeltisine birakilmistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit filminin, enzimin
Poli(GMA-co-MTM)’ye ait epoksi gruplarina erisimini zorlastirdigi tahmin
edilmektedir. Ayrica 6lgiimler sirasinda oldukga fazla kararsizlik gézlenmistir (Sekil
4.43).
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45.2. Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au Cahsma Elektrodu
Bulgulan

Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au ¢alisma elektrodu Bolim 3.6.5.2°de
aciklandigi gibi  hazirlanmistir.  Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au  ¢alisma

elektroduna ait doniisiimli voltametri grafigi Sekil 4.45°de verilmistir.

Akim /A x10™°
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Sekil 4.45. Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au galisma elektroduna

ait donilisiimlii voltametri grafigi.

Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au ¢alisma elektrodunun hidrokinona verdigi
tepki kesikli ortamda, 600 rpm’lik karistirma altinda, -50 mV’luk ¢alisma
potansiyelinde 2 uM konsantrasyondan baglamak iizere diizenli olarak artan
konsantrasyonlarda hidrokinonun reaksiyon ortamina eklenmesiyle incelenmistir.
Her ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak Sekil 4.46’da
verilmistir. Amperometrik akim-zaman grafiginden yararlanilarak elde edilen

hidrokinon kalibrasyon grafigi Sekil 4.47°de verilmistir.



Akim /A

142

Akim/Ax108

12— A B L B B

= —T —T ;
340 360 380 400 420 440 460 480 500

Zaman /s

Sekil 4.46. Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au ¢alisma elektrodundan

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.47. Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au ¢alisma elektrodunda

hidrokinon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.
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Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au ¢alisma elektrodunda hidrokinon 6l¢iimii
icin hassasiyet degeri 2 nA/uM, belirleme limiti 1,5 uM ve dogrusal 6l¢iim araligi 2-
52 uM olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au
calisma elektrodunda da hidrokinon eklemeleri sonucu olusan akim degerleri ve
buna bagli olarak da oOl¢iim hassasiyeti disik ¢ikmistir. Poli(GMA-co-
MTM)~HRP/PPy/Au calisma elektrodunda, enzim Poli(GMA-co-MTM) iizerine
direkt olarak epoksi gruplarindan baglanmis ve immobilize enzim tabakasi iizerine
polipirol film kaplanmistir. Bu durum Poli(GMA-co-MTM)’ye baglh enzim
molekiillerinin enzimatik reaksiyonun gergeklestigi bulk ortam ile temasini

engellediginden hidrokinonun enzimatik oksidasyonu kisitlanmistir.

4.5.3. PPy/HRP/Au Calisma Elektrodu Bulgular:

PPy/HRP/Au c¢alisma elektrodu Bolim 3.6.5.5’de agiklandigi  gibi
hazirlanmistir. Calisma elektroduna ait doniisiimlii voltametri grafigi Sekil 4.48°de

verilmigtir.
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Sekil 4.48. PPy/HRP/Au ¢alisma elektroduna

ait doniisiimlii voltametri grafigi.
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PPY/HRP/Au c¢alisma elektrodunun hidrokinona verdigi tepki yukaridaki
boliimlerde agiklanan reaksiyon sartlarinda incelenmistir. Her ekleme sonunda elde
edilen akim degerleri zamana bagli olarak Sekil 4.49’da verilmistir. Amperometrik
akim-zaman grafiginden yararlanilarak elde edilen hidrokinon kalibrasyon grafigi

Sekil 4.50°de verilmistir.
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Sekil 4.49. PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodundan

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.

PPy/HRP/Au c¢alisma elektrodunda hidrokinon 6l¢iimii i¢in hassasiyet degeri
20 nA/uM, belirleme limiti 2,55 uM ve dogrusal 6lgiim araligi 4-28 puM olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.6). PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodunda hidrokinon
eklemeleri sonucu olusan akim degerleri ve buna bagli olarak da 6l¢iim hassasiyeti,
Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au (bkz. Bolim 4.5.1) ve Poli(GMA-co-
MTM)~HRP/PPy/Au (bkz. Bolim 4.5.2) calisma elektrotlarindan elde edilen
hassasiyet degerlerine gore yiiksek c¢ikmistir. Burada enzim piroliin
elektropolimerizasyonu sirasinda ortamda bulundugundan, pirol monomeri
polimerlesirken polimerde olusan ¢apraz bag aglar1 arasinda hapsedilerek fiziksel

olarak tutuklanmistir. Enzim immobilizasyon islemi enzimi yipratmayacak sekilde
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tek basamakta gerceklestirilmistir. Tutuklanan enzimin tiizeri baska bir film ile

kaplanmadigindan bulk ¢dzelti ile temasi da sinirlanmamustir.
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Sekil 4.50. PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodunda

hidrokinon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.

45.4. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au Cahisma Elektrodu
Bulgularn

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au  ¢alisma elektrodu Bolim 3.6.5.3°de
aciklandigr gibi hazirlanmistir. Calisma elektroduna ait doniistimli voltametri grafigi

Sekil 4.51°de verilmistir.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au g¢alisma elektrodunun hidrokinona verdigi
tepki yukaridaki boliimlerde agiklanan reaksiyon sartlarinda incelenmistir. Her
ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak Sekil 4.52°de
verilmistir. Amperometrik akim-zaman grafiginden yararlanilarak elde edilen

hidrokinon kalibrasyon grafigi Sekil 4.53’de verilmistir.
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Sekil 4.51. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektroduna

ait doniisiimlii voltametri grafigi.
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Sekil 4.52. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodundan

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.
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Sekil 4.53. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au galisma elektrodunda

hidrokinon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au c¢alisma elektrodunda hidrokinon o6l¢iimii
i¢in hassasiyet degeri 30 nA/uM, belirleme limiti 1,03 uM ve dogrusal dl¢lim aralig
2-38 uM olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au
calisma elektrodunda hidrokinon eklemeleri sonucu olusan akim degerleri ve buna
bagli olarak da 6l¢iim hassasiyeti, Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au (bkz. Boliim
4.5.1), Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au (bkz. Boliim 4.5.2) ve PPy/HRP/Au (bkz.
Boliim 4.5.3) ¢alisma elektrotlarindan elde edilen hassasiyet degerlerine gore yiiksek
¢ikmistir.  Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodunda enzim hem
fiziksel hem de kimyasal baglanma mekanizmalariyla elektroda immobilize
edilmigstir. HRP, piroliin elektropolimerizasyonu sirasinda ortamda bulundugundan,
pirol monomeri polimerlesirken polimerde olusan capraz bag aglar1 arasinda
hapsedilerek fiziksel olarak tutuklanmis, diger yandan elektropolimerizasyon
esnasinda elektrodun yiizeyi oOnceden Poli(GMA-co-MTM) ile kaplanmis
oldugundan Poli(GMA-co-MTM)’nin epoksi gruplartyla kimyasal bag yapmustir.
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Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au (bkz. Bolim 4.5.1), Poli(GMA-co-
MTM)~HRP/PPy/Au (bkz. Bolim 4.5.2), PPy/HRP/Au (bkz. Bolim 4.5.3) ve
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrotlarindan hidrokinon eklemeleri
icin elde edilen kalibrasyonlar bir grafik lizerinde Sekil 4.54’de gosterilmistir.
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Sekil 4.54. Ayni polimer filmlerle farkli immobilizasyon teknikleri kullanilarak

hazirlanmis ¢alisma elektrotlarinda hidrokinon igin elde edilen kalibrasyon egrileri.

Sekil 4.54’den agikg¢a goriildiigii gibi en yiiksek Ol¢iim hassasiyeti, enzimin
hem fiziksel tutuklama ile hem de kimyasal baglanma ile immobilize edildigi
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodundan elde edilmistir. Elektrot
yiizeyinde kompozit filmin olusum seklinin ve enzim immobilizasyon prosesinin en
uygun oldugu c¢alisma elektrodu Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP kompozitiyle

olusturulmus ¢alisma elektrodudur.

Calisma elektrodunun fabrikasyonunda tekrar iiretilebilirligin olup olmadiginin
anlagilabilmesi i¢in, iki adet elektrot ayni fabrikasyon metodu kullanilarak farkli
giinlerde hazirlanmis ve hazirlanan elektrotlarin aymi reaksiyon sartlarinda

hidrokinona verdigi tepki incelenmistir. Farkli zamanlarda yapilmig iki adet
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Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrodundan hidrokinon eklemeleri
sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri Sekil 4.55’de gosterilmistir. Sekilden
anlagildigr gibi, farkli zamanlarda yapilmis ayni calisma elektrotlarina ait
amperometrik yanitlar birbiriyle uyumlu ve neredeyse ayni sinyalleri verdiginden,

calisma elektrodu tekrar tiretilebilirdir.
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Sekil 4.55. Farkli giinlerde yapilmis Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma

elektrotlarinin ayni hidrokinon eklemelerinden elde edilen akim-zaman grafikleri.

4.5.5. Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au Calisma Elektrodu Bulgular:

Bolim 3.6.5.4’de aciklandigi gibi hazirlanan Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au
calisma elektrodundan Poli(GMA-co-MTM) nin ana zincirinin yalitkan yapida
olmasina bagli olarak herhangi bir doniisiimlii voltametri grafigi elde edilememistir.
Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au ¢alisma elektrodunun hidrokinona verdigi tepki
yukaridaki boliimlerde agiklanan reaksiyon sartlarinda incelenmistir. Eklemeler

sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak Sekil 4.56’da verilmistir.
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Sekil 4.56. Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au ¢alisma elektrodundan

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.

Sekil 4.56’dan anlasildigni  gibi  Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au  calisma
elektrodundan hidrokinon eklemelerine karsi herhangi bir tepki alinamamustir.
Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au c¢alisma elektrodu hidrokinon eklemelerine tamamen
tepkisiz kalmamis olsa bile saglikli bir 6l¢iimiin yapilabilecegi uygun amperometrik
sinyaller iiretememistir. Enzim burada ¢alisma elektrodu iizerine Poli(GMA-co-
MTM)’ye ait epoksi gruplar iizerinden kimyasal baglanmis fakat tamamen karasiz
bir aktivite géstermistir. Elektrot yiizeyinin sadece Poli(GMA-co-MTM) film ile
kaplanmasi, Poli(GMA-cO-MTM)’nin  yalitkanlik  6zelligine bagli  olarak

elektroaktiviteyi kisitlamigtir.

45.6. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC Cahsma Elektrodu
Bulgular:

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma elektrodu Bolim 3.6.5.6°da
aciklandigi gibi hazirlanmistir.  Cams: karbon elektrot yilizeyinde kaplanan
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP film, Bolim 3.6.5.3’de altin elektrot yiizeyinde
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sentezlenen film ile aynidir. Bu iki elektrot arasindaki tek fark; birinde altin
digerinde ise camsi karbon elektrot kullanilmasidir. Ayni Poli(GMA-co-
MTM)/PPY/HRP filmin farkli elektrot yiizeyinde sentezlenmesindeki amag,
Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP (bkz. Bolim 4.5.1), Poli(GMA-co-
MTM)~HRP/PPy (bkz. Bolim 4.5.2), PPy/HRP (bkz. Bolim 4.5.3) ve Poli(GMA-
co-MTM)/HRP (bkz. Boliim 4.5.5) filmlerle yapilmis ¢alisma elektrotlart arasinda en
iyi 6l¢tim performansina Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP film ile hazirlanan ¢alisma
elektroduyla (bkz. Bolim 4.5.4) ulasildigindan bu filmin farkli tip bir elektrot
yiizeyinde sentezlendiginde Olglim parametreleri agisindan ne gibi bir degisikligin
oldugunun incelenmesidir. Calisma elektroduna ait doniisiimlii voltametri grafigi

Sekil 4.57°de verilmistir.

Akim/Ax 1074
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Sekil 4.57. Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/HRP/GC ¢alisma elektroduna

ait doniisiimlii voltametri grafigi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodunun hidrokinona verdigi
tepki yukaridaki bolimlerde agiklanan reaksiyon sartlarinda incelenmistir. Her
ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak Sekil 4.58de,
amperometrik akim-zaman grafiginden yararlanilarak elde edilen hidrokinon

kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.59°da gosterilmistir.
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Sekil 4.58. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢aligsma elektrodundan

hidrokinon eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman grafigi.

_ 7 7
8X10_6 4 yz— 2.10 'x +8,83.10
r=0,989

6x10° -
4x10° -

2x10° 4

O T T T T T T T T T T T T T T
0 ) 10 15 20 25 30 35

[hidrokinon] / uM

Sekil 4.59. Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/HRP/GC ¢alisma elektrodunda

hidrokinon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.
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Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodunun hidrokinon igin
Olgtim hassasiyeti 200 nA/uM’dir (Cizelge 4.6) ve bu deger, Poli(GMA-co-
MTM)/PPY/HRP/Au c¢alisma elektrodunun hassasiyet degeri olan 30 nA/uM’in
yaklastk 7 katidir.  Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ve Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrotlarinin yukarida anlatildigr gibi ayni hidrokinon
eklemelerine verdigi tepkiler arasindaki fark Sekil 4.60’dan ve Sekil 4.61°den agikca
goriilmektedir. Goriildiigi gibi her ne kadar Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ve
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrotlarinda hazirlanan kompozit
filmler ve enzimin elektroda baglanma mekanizmalar1 ayni olsa da, sadece elektrot
tipinin degistirilmesi ¢alisma elektrodu 6l¢iim performansi kriterlerini etkilemistir.
Cams1 karbon elektrotlar, dokularla biyouyumlulugu, genis potansiyel araliginda
disik atik akim tretme ve elektrot yiizeyi metabolitlerle doldugunda akim
degerlerinde meydana gelebilecek bozulmalari en aza indirebilme 6zelliklerinden
dolay1 diger metal elektrotlara kiyasla daha yaygin kullanilmaktadir [Jin et al., 2008;
Lane and Blaha, 1990; Ewing et al., 1981; Mattson and Jones, 1976]. Son
zamanlarda yaymlanmis calismalarda, horseradish peroxidase enziminin karbon
elektrot materyaline daha fazla uyum sagladig: rapor edilmistir [Santos et al., 2007,
Carvalho et al., 2007; Huang et al., 2008; Kafi et al., 2008; Serra et al., 2001;
Lindgren et al., 1997; Chang et al., 2002]. Rabinovich ve Lev, fenol biyosensoriiniin
tepkisinin, kinonlarin elektrokimyasal olarak geri indirgenmesiyle difenoliklere
doniisiimiine bagli oldugunu ve bu indirgenmenin karbon elektrot materyallerinde
daha etkili gerceklestigini, buna bagli olarak da Ol¢lim hassasiyetinin arttigini

belirtmistir [Rabinovich and Lev, 2001].
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Cizelge 4.6. Poli(GMA-c0o-MTM) tabanli ¢alisma elektrotlarinin hidrokinon dlgiimii

icin hesaplanan analitik parametreleri.

Calisma elektrodu Dogrusal | LOD | Hassasiyet r
aralik (uM) | (mA/uM)
(uM)
Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au 2-26 1,2 4 0,98
Poli(GMA-co-MTM)~HRP/PPy/Au 2-52 15 2 0,99
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/Au 2-38 1,03 30 0,99
Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au Tepki yok
PPy/HRP/Au 4-28 2,55 20 0,98
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC 2-34 0,13 200 0,98
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Sekil 4.60. Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/HRP/GC ve Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/HRP/Au galisma elektrotlarinin hidrokinon eklemelerinden elde edilen

akim-zaman grafikleri.
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Sekil 4.61. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ve Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/HRP/Au ¢alisma elektrotlarinin hidrokinon kalibrasyon grafikleri.

Cizelge 4.6’dan anlasildign gibi, aym reaksiyon sartlarinda, ayni
konsantrasyonlardaki hidrokinon eklemelerine karsi elde edilen akim degerleri
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodunda en yiiksek ¢ikmustir.
Birbirleriyle kiyaslanan bu 6 c¢alisma elektrodundan elde edilen sonuglara gore,
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma elektrodunun, maksimum &lglim
hassasiyeti ve minimum LOD degerine sahip olmasindan, bu 6 elektrot arasinda en
iyl sonug veren g¢alisma elektrodu oldugu anlasilmistir. Bu nedenle diger fenolik
bilesiklerin ~ Ol¢iimii ~ Poli(GMA-co-MTM)/PPY/HRP/GC  ¢alisma  elektrodu
kullanilarak yapilmustir.

45.6.1. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC Cahsma Elektrodu Icin isletme

Parametrelerinin Optimizasyonu

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC c¢alisma elektrodunun -80 ve +20 mV
araligindaki farkli calisma potansiyellerinde, 20 uM hidrojen peroksit ve 20 uM
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hidrokinon eklemelerine olan tepkisi Sekil 4.62°de gosterilmistir. Enzimatik
reaksiyon iiriinleri olan kinon tiirlerinin elektrot ylizeyindeki indirgenme akimi +20
mV’dan -50 mV’a kadar hizla artmis ve -50 mV’dan -70 mV’a kadar sabit kalmistir.
-70mV’dan daha yiiksek negatif potansiyellerde indirgenme akiminda azalma
gbzlenmistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC c¢alisma elektrodunun optimum
calisma potansiyeli maksimum akimin elde edildigi -50 mV olarak se¢ilmistir. Fenol
disindaki diger fenolik tiirler i¢cin de ayn1 optimizasyon yapilmis ve benzer sonuglar

elde edilmistir.
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Sekil 4.62. Calisma potansiyelinin Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC

calisma elektrodu performansina etkisi.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodunda optimum hidrojen
peroksit konsantrasyonunu belirleyebilmek igin sirasiyla 2-10-20-30-40 pM
konsantrasyon araliginda hidrojen peroksit iceren 10 mL’lik pH 7 - 0,01 M tampon
ortamina 10 uM hidrokinon eklemesi yapilmistir. -50 mV’luk potansiyel altinda, her
hidrojen peroksit konsantrasyonunda elde edilen indirgenme akimlart Sekil 4.63°de
verilmigtir. Sekilden de goriildiigi gibi en yiiksek indirgenme akimma 20 pM

hidrojen peroksit igeren tampon ortaminda ulagilmistir.
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Sekil 4.63. Hidrojen peroksit konsantrasyonunun Poli(GMA-coMTM)/PPy/HRP/ GC

calisma elektrodu performansina etkisi.

4.5.6.2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC Cahsma Elektrodu ile Fenol ve

Tiirevlerinin Olciimii

Optimize edilmis deney kosullarinda Poli(GMA-coMTM)/PPy/HRP/GC
calisma elektrodunun 18 fenol bilesigine verdigi tepki incelenmistir. Kesikli ortamda,
600 rpm’lik karistirma altinda, -50 mV’luk (vs. Ag/AgCl) calisma potansiyelinde her
bir fenol bilesigi icin 2 uM konsantrasyondan baglamak {izere diizenli olarak artan
konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmistir. Reaksiyon ortamina
her ekleme ile birlikte 20 uM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi de eklenmistir. Her
ekleme sonunda elde edilen akim degerleri zamana bagli olarak goriintiilenmistir.
Katekol, p-benzokinon, p-kresol ve m-kresol eklemeleri sonucu elde edilen akim-
zaman grafikleri Sekil 4.64’de, 4-asetamidofenol ve 4-metoksifenol eklemeleri

sonucu elde edilen akim-zaman grafikleri ise Sekil 4.65’de gosterilmistir.
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Sekil 4.64. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC c¢alisma elektrodundan katekol (A),

p-benzokinon (B), p-kresol (C) ve m-kresol (D) eklemeleri sonucu elde edilen akim-

zaman grafikleri.
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Sekil 4.65. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma elektrodundan 4-
asetamidofenol (A) ve 4-metoksifenol (B) eklemeleri sonucu elde edilen akim-zaman

grafikleri.
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Amperometrik akim-zaman grafikleri kullanilarak her bir ekleme sonunda elde
edilen akim degisimleri ekleme konsantrasyonlarina karsi grafige gegirilmis ve séz
konusu fenolik tiirler i¢in kalibrasyon egrileri c¢ikartilmistir. Sekil 4.66, 4-
metoksifenol, p-kresol, 4-asetamidofenol, guaiakol ve 4-klorofenol i¢in hazirlanan

kalibrasyon egrilerini gostermektedir.

4-klorofenol
guaiakol
4-asetamidofenol
4-metoksifenol
p-kresol

6x10°
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Sekil 4.66. Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/HRP/GC ¢alisma elektrodunda 4-
metoksifenol, p-kresol, 4-asetamidofenol, guaiakol ve 4-klorofenol igin elde edilen

kalibrasyon egrileri.

Cizelge 4.7°de Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma elektrodu i¢in farkli
fenol tiirlerinin kalibrasyonundan elde edilen analitik hesaplamalar verilmistir. Test
edilen fenoller arasinda, en diisiik belirleme limiti hidrokinon i¢in 0,13 pM, en

yiiksek belirleme limiti ise pirokatekol i¢in 1,87 pM olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.7. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodu igin fenol ve

tiirevlerinin 6l¢limiinde hesaplanan analitik parametreler.

2

Fenolik tiir r Hassasiyet | Dogrusal aralik | LOD %RSD | %Verimlilik
(nA/ uM) (uM) (uM)

Hidrokinon 0,989 | 200 2-34 0,13 2,3 95
Katekol 0,915 | 30 2-12 0,87 4,5 81
p-benzokinon 0,922 | 30 2-10 0,85 5 87
2-klorofenol 0,972 | 10 4-10 1,62 4,1 91
3- klorofenol 0,978 | 20 2-12 1,31 5 70
4- klorofenol 0,998 | 60 1-34 0,55 2 93
2-aminofenol Tepki yok

Fenol 0,987 | 90 2-12 0,3 2,1 91
Guaiakol 0,998 | 10 2-20 1,2 3,8 109
2,6-dimetoksifenol Tepki yok

4-asetamidofenol 0,993 | 100 2-30 0,21 2,3 102
4-metoksifenol 0,997 | 100 2-70 0,25 3,2 105
2,4-dimetilfenol Tepki yok

Pirogallol Tepki yok

Pirokatekol 0,981 |3 2-22 1,87 2,8 94
m-kresol 0,996 | 10 ‘ 2-88 1,43 ‘ 3,8 ‘ 100
o-kresol Tepki yok

p-kresol 0,995 ‘ 20 ‘ 2-70 ‘ 1,28 ‘ 5,1 ‘ 99

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC c¢alisma elektrodu, test edilen fenoller
arasinda orto-pozisyonda elektron verici gruplar iceren 0-kresol ve 2-aminofenole
tepki vermemistir. Enzimatik reaksiyon sirasinda olusan o-kinonlarin formasyonuna
bagli olarak hassasiyet degerleri, test edilen fenoller icin 3-200 nA/uM arasinda
degisim gostermis ve en yiliksek hassasiyet degeri hidrokinon i¢in belirlenmistir.
Hidrokinondan sonra, 4-metoksifenol ve 4-asetamidofenol igin de yiiksek hassasiyet
elde edilmistir (100 nA/uM). 4-metoksifenolde, fenolik bilesigin horseradish
peroxidase ile oksidasyon kapasitesini arttiran —OCHj grubunun olmasi, 4-
metoksifenol hassasiyetinin yiiksek olmasini saglamis olabilir. Buna ek olarak,
hidrokinon ve 4-asetamidofenoliin yiiksek hassasiyet degerleri, etkili elektron verici
konjugasyon  yapisina sahip olmalarina  dayandirilabilir.  Poli(GMA-co-
MTM)/PPY/HRP/GC ¢alisma elektrodunun 2,4-dimetilfenole tepki vermemesi

beklenen bir durumdur. Ciinkii, orto-pozisyonda bulunan bir metil grubu, fenolik
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bilesigin elektron verme 6zelligini sinirlamaktadir [Maehly et al., 1995]. Poli(GMA-
co-MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodu ayrica pirogallol ve 2,6-dimetoksifenole
tepki vermemistir. Elde edilen hassasiyet degerleri, yapilmis bir¢ok fenol biyosensor
calismasina gore yiiksek ¢ikmustir [Serra et al., 2001; Cosnier et al, 1999; Freire et
al., 2002; de Oliveira and Vieira, 2006; Tembe et al., 2007; Zeng et al., 2007; Liu et
al., 2006; Rajesh et al., 2004; Sulak et al., 2009; Abu-Rabeah et al., 2005;
Campuzano et al., 2003; Dempsey et al., 2004; Freire et al, 2002; Liu et al., 2005;
Zhang et al., 2003; Kaoutit et al., 2007]. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma
elektrodunda, en genis dogrusal Olgiim araligi m-kresol igin 2-88 uM olarak
belirlenmistir. Zhou ve arkadaglari, dogrusalligin yiliksek konsantrasyonlarda
bozulmasinin nedeni olarak, elektrot yiizeyinin enzimatik reaksiyon iiriinleriyle
dolmasii gostermislerdir [Zhou et al., 2007]. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC
calisma elektrodunda, biyokompozit filmin yapisinin, yiizeyin reaksiyon tirlinleriyle
dolmasini minimize ettigi sdylenebilir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma

elektrodunun test edilen fenolikler i¢in yanit siiresi yaklagik 3 s’dir.

Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma elektrodunun isletme kararliliginin
tespiti i¢in, 0,7 mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7 fosfat tamponunun 10
mL’sine -50 mV’luk c¢aligma potansiyeli altinda, ard arda 2 pM’lik fenolik
eklemeleri yapilmis ve elde edilen akim degisimleri kaydedilmistir (Sekil 4.67).
Akim degisimlerinin standart sapma degerlerinden hesaplanan %RSD degerleri (bkz.
Bolim 3.7.4.4) Cizelge 4.7°de verilmistir. %RSD degerleri test edilen fenolikler i¢in
2-5,1 araliginda degisim gostermistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢aligsma
elektrodu, hergiin kullanildiginda, 40. giiniin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %80’ini
korumustur. Horseradish peroxidase, Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit film
tizerine hem Poli(GMA-co-MTM)’nin epoksi gruplari iizerinden kimyasal
baglanmig, hem de pirol elektropolimerizasyonu sirasinda olusan kompozit film igine
hapsedilmistir. Enzimin olusan film boyunca kompozit i¢ine hapsedilmesi, enzimatik
reaksiyon ve elektron transfer mekanizmasi agisindan enzime kararli bir mikrogevre
yaratmistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy kompozit film yapisi, pirol ile tiyofen gruplari
arasindaki elektrokimyasal etkilesmeden dolayir iyi bir elektroaktiviteye sahiptir.
Biyosensorde ayrica 6l¢iim verimliligi hesaplanmig (bkz. Boliim 3.7.4.6) ve ol¢limi
yapilan fenolikler arasinda bu deger % 70-109 aralifinda degisim gostermistir

(Cizelge 4.7).
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Sekil 4.67. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢aligsma elektrodunun fenol,

hidrokinon, 4-klorofenol ve 4-asetamidofenol i¢in isletme kararliligi grafikleri.

4.6. PPy/PGA/HRP/GC Calisma Elektrodu Bulgulari

4.6.1. PPy/PGA/HRP/GC Cahsma Elektroduna Ait Film

Karakterizasyonu

Bolim 3.6.6’da acgiklandigr gibi hazirlanan PPy/PGA/HRP/GC calisma
elektrodunun ve asagida agiklandigi gibi hazirlanan PPy/HRP/GC elektrodunun 0,7
mg/mL lityum klorid igeren 0,1 M - pH 7 fosfat tamponu ortaminda 100mV/s’lik
tarama hizinda elde edilen doniisiimlii voltametri grafikleri Sekil 4.68’de
gosterilmistir. PPY/HRP/GC elektrodunun hazirlanmasi i¢in; 0,05 M- pH 6,5 sitrat
tamponunun 10 mL’sine, 6 mg SDS ve 7 pL pirol monomeri (ortamda 0,01 M pirol
olacak sekilde) ve 3 mg HRP eklenip karistirilmis ve ¢ozelti 1 mL/dak debide tiglii
elektrot sisteminin bagli oldugu akis hiicresinden HPLC pompasi1 vasitasiyla sirkiile

edilmistir. Sirkiilasyon sirasinda camsi karbon elektrot yiizeyinde 0 ve +1,2 V’luk
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potansiyel araliginda, doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak 5 dakikalik bir
siirede pirol elektropolimerizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.68’den acikga
goruldiigli gibi, iki doniisiimlii voltametri arasindaki fark, PGA’nin PPy yapisina
katilmasiyla yeni PPy/PGA kompozitinin olusumunu gostermektedir. PPy/PGA/HRP
filme ait dontigiimlii voltametri grafiginde PPY/HRP film voltametrisine gore ciddi
akim farklar1 gézlenmektedir. Ciinkii, PGA’nin yapisinda bulunan konjuge aldehitler
elektroaktif Ozellikte olduklarindan, kompozit film {izerinde daha etkili elektron

transfer 6zelligi saglamistir.
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Sekil 4.68. PPy/PGA/HRP/GC (A) ve PPy/HRP/GC (B) galisma elektrotlarina ait

dontigiimlii voltametri grafikleri.

4.6.2. PPy/PGA/HRP/GC Cahsma Elektrodu I¢in isletme

Parametrelerinin Optimizasyonu

PPy/PGA/HRP/GC c¢alisma elektrodu performansi tizerine pH’nin etkisi 5-9
araliginda degisen farkli pH degerlerinde hazirlanmis tampon ortamlarina -50mV’luk

calisma potansiyeli altinda, 1 mL/dak akis hizinda, 2 mM p-benzokinon ile birlikte
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1,5 mM hidrojen peroksit enjeksiyonlar1 yapilarak arastirilmistir (her pH degerinde 3
enjeksiyon yapilmistir) (Sekil 4.69). En yiiksek indirgenme akimina pH 7°de
ulasilmigtir. Bu pH degerinden sonra enzimatik reaksiyondaki aktivite diisiisline

bagli olarak akim degisimlerinde diisiisler kaydedilmistir.
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Sekil 4.69. Ortam pH’sinin PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodu

performansina etkisi.

PPy/PGA/HRP/GC c¢alisma elektrodunda optimum hidrojen peroksit
konsantrasyonunu belirleyebilmek igin, 0,3 mM p-benzokinon igeren 0,5-10 mM
konsantrasyon araligindaki hidrojen peroksit ¢ozeltileri sirasiyla 1 mL/dak akis
hizinda siirekli sisteme enjekte edilmistir. -50 mV’luk potansiyel altinda, her
hidrojen peroksit konsantrasyonunda elde edilen indirgenme akimlar1 Sekil 4.70°de
verilmistir. En  yliksek indirgenme akimma 1,5 mM hidrojen peroksit
konsantrasyonunda ulasilmistir. Hidrojen peroksit konsantrasyonu 1,5 mM’n iistiine
cikildiginda, enzim inhibisyonuna bagli olarak akim degerleri hizla diismeye

baslamistir.
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Sekil 4.70. Hidrojen peroksit konsantrasyonunun PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma

elektrodu performansina etkisi.

4.6.3. PPy/PGA/HRP/GC Calhsma Elektrodu ile Fenol ve

Tiirevlerinin Ol¢iimii

Stirekli modda isletilen biyosensorlerde Ornekleme sayisi, belirleme limiti,
hassasiyet ve analiz sonucunun dogrulugu direkt olarak akig hizindan
etkilenmektedir. Diisiik akis hizlarinda 6rnekleme sayisi az, pik sekilleri agirt yayvan
iken, yiiksek akis hizlarinda 6rnekleme sayisi fazla, pikler keskin ve dar fakat
belirleme limiti yiiksektir. Akis hizinin sayilan etkilerinden dolayi, stirekli sistem ile
isletilen biyosensodrlerde uygun Ol¢lim parametrelerinin elde edilmesi icin akis hiz1
optimize edilmelidir. PPYy/PGA/HRP/GC c¢alisma elektrodunda, akis hiz1
degistirilerek katekol ve p-benzokinon enjeksiyonlar1 yapilmistir. Bunun ig¢in
oncelikle, 0,25-6 mL/dak arasinda degisen akis hizlarinda, her akis hizinda sirasiyla
0,075-0,125-0,2-0,3-0,5-0,75 mM konsantrasyonundaki katekol ¢ozeltisi -50 mV’luk
calisma potansiyelinde sisteme enjekte edilmistir. Enjekte edilen fenolik ¢ozeltilerin

her biri 1,5 mM hidrojen peroksit ¢ozeltisi ile karigtirtlmistir. Ayni iglem p-
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benzokinon i¢in de yapilmis ve elde edilen pikler katekol icin Sekil 4.71°de, p-
benzokinon i¢in ise Sekil 4.72°de gosterilmistir. Akis hizi arttikga, bekleme siiresi
azaldigindan enzimatik reaksiyon kisitlanmis bu sayede sinyallerin biiytlikliigiinde
diistisler meydana gelmistir. Bu arada yiiksek akis hizlarinda sinyallerin kararliligi

bozulmustur, piklerdeki kiigiilmelere bagli olarak da belirleme limiti diigmiistiir.
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Sekil 4.71. PPy/PGA/HRP/GC galisma elektrodundan 0,25-6 mL/dak
araligindaki akis hizlarinda elde edilen katekol sinyalleri.
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Sekil 4.72. PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodundan 0,25-6 mL/dak

araligindaki akis hizlarinda elde edilen p-benzokinon sinyalleri.
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Sekil 4.71 ve Sekil 4.72°de elde edilen piklerin u¢ noktalarinin konsantrasyona
kars1 grafige gegirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin hassasiyet degerleri
akis hizina kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 4.73). Farkli akis hizlarinda katekol i¢in
elde edilen hassasiyet degerleri 100-200 nA/mM, p-benzokinon igin ise 30-100
nA/mM araliginda degisim gostermistir. Sekilden acik¢a goriildiigii gibi katekol ve
p-benzokinon ic¢in en yiiksek hassasiyet degerleri diisiik debilerde elde edilmistir.
Katekoliin hassasiyeti, 2 mL/dak akis hizina kadar sabit kalmis, 2 mL/dak akis
hizindan biiyiik degerlerde hizla diislis gostermistir. p-benzokinon i¢in ise 0,25
mL/dak akis hizindan itibaren hassasiyet degerleri diismeye baglamistir. Genel olarak
her debi degerinde katekol icin elde edilen hassasiyet degerleri p-benzokinonun
hassasiyet degerlerine gore yiiksek ¢ikmistir. 1 mL/dak akis hizindan diisiik hizlarda
p-benzokinon icin hassasiyet degeri biiyliik olmasina ragmen, elde edilen pikler
yayvan, yanit siiresi ve dl¢iimler aras1 siire uzundur. Olgiimler igin pik sekillerinin,
sinyal kararliliginin ve hassasiyet degerlerinin en uygun oldugu akis hizi 1 mL/dak
olarak belirlenmistir. Calisilan her akis hizinda gerek katekol, gerekse p-benzokinon
icin elde edilen hassasiyet degerleri oldukca yiiksektir. Bu durum, elektrot yiizeyinin
stirekli akisla temizlenmesinden Gtiirii hem elektrot yiizeyinin enzimatik triinlerle
dolmasimin onlenmesine, hem de enzimin fenolle kisa siireli temasina bagli olarak

aktivitesini koruyabilmis olmasina dayandirilabilir.

PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodunun 1 mL/dak akis hizinda, 0,075-0,75
mM konsantrasyon araligindaki fenol enjeksiyonlarina verdigi tepki Sekil 4.74°de
gosterilmistir.  Sekilden goriildiigi gibi PPy/PGA/HRP/GC ¢aligma elektrodu,

fenoliin artan konsantrasyonlarina karsi dlciilebilir sinyaller tiretmemistir.
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Sekil 4.73. PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodundan, farkl akis

hizlarinda katekol ve p-benzokinon i¢in elde edilen hassasiyet degerleri.
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Sekil 4.74. PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodundan 1 mL/dak akis

hizinda artan konsantrasyonda fenol enjeksiyonlarina verdigi tepki.
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PPy/PGA/HRP/GC c¢alisma elektroduna, 1 mL/dak akis hizinda ve -50 mV
uygulama potansiyelinde sirasiyla 2,5-5-10-30-50-100-300-500-750-1000-1500-
2000-2500-3000-5000 ve 7000 uM konsantrasyonunda p-benzokinon enjeksiyonlari
yapilmis ve elde edilen pikler Sekil 4.75’de gosterilmistir. Bu sinyaller kullanilarak
elde edilen p-benzokinon kalibrasyon egrisi ise Sekil 4.76’da gosterilmistir. p-
benzokinon i¢in dogrusal olgiim araligi, 2,5-750 uM (r = 0,99), belirleme limiti 2

UM, yanit siiresi ise 3 s olarak bulunmustur.
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-0.8 1

-1.24

-1.6 1
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37—

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zaman /s

Sekil 4.75. PPy/PGA/HRP/GC galisma elektrodunun 1 mL/dak

akis hizinda artan konsantrasyondaki p-benzokinon enjeksiyonlarina verdigi

sinyaller.
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Sekil 4.76. PPy/PGA/HRP/GC galisma elektrodunda p-benzokinon

icin elde edilen kalibrasyon egrisi.

PPYy/PGA/HRP/GC g¢alisma elektrodunun isletme kararliligimmin tespiti igin,
stirekli akisa -50 mV’luk c¢aligma potansiyeli altinda ard arda 2,5 uM’lik p-
benzokinon enjeksiyonlar1 yapilmistir. Enjeksiyonlar sonucu elde edilen pikler Sekil
4.77°de verilmistir. Pik akimlarimin standart sapma degeri +0,23 nA olarak
hesaplanmistir. PPY/PGA/HRP/GC c¢alisma elektrodu, 1 ay boyunca hergiin
kullanildiginda baglangig aktivitesini aynen korumus, 40. giiniin sonunda ise
baslangi¢ aktivitesinin %40’1m1 kaybetmistir. Horseradish peroxidase, PPy/PGA
kompozit filmine ayn1 zamanda ¢apraz baglama ajan1 olan PGA iizerinden kimyasal
olarak baglanmistir. Literatiirde, enzim i¢in ¢apraz baglama ajani1 olarak
gluteraldehitin kullanildig1 biyosensorlerde elektrot kullanim dmriiniin genel olarak
15 giinden az oldugu rapor edilmistir [Rajesh and Kaneto, 2005; Verdine et al.,
2003]. Bu ¢alismada, PGA, PPy ile kopolimerize edilmis, bu sayede PGA’ya ait
elektroaktif aldehit gruplar1 kompozit i¢ine yerlesmistir. Aktif aldehit gruplar
sayesinde etkili enzim immobilizasyonu saglanmis, hem de kompozitin

elektrokimyasal 0Ozelligi gelistirilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda
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gluteraldehit ve PGA biyokimyada capraz baglama ajanmi olarak kullanilmis fakat

calisma elektrodunda kopolimer olarak kullanilmamastir.

3.0 5
20
1.0
2.0

3.0
4.0
5.0
6.0
7.0

'8-0:""I""\“"I""I""I""I""I""I""
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Sekil 4.77. PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodunun p-benzokinon

i¢cin isletme kararlilig1 grafigi.

4.7. Gaz Kromatografi Metodu (GC-MS) ile Fenolik
Bilesiklerin Ol¢iimii

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan ¢aligma elektrotlarinda test edilen fenolik
bilesikler bir de GC-MS metodu ile 6l¢iilmiis (bkz. Bolim 3.9), 6l¢lim sonuglarindan
hesaplanan analitik parametreler Cizelge 4.8’de, GC-MS metodu ile fenolik

bilesiklerin 6l¢iimiine ait kromatogram goriintiisii ise Sekil 4.78’de verilmistir.



Cizelge 4.8. GC-MS metodu 6l¢timleri sonug tablosu.
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Fenolik tiir r Dogrusal aralik LOD %Verimlilik %RSD
(uM) (uM)

Fenol 0,997 | 1,56-200 1,37 94 4,85

p-benzokinon 0,999 | 1,56-25 1,49 1135 4,39

Hidrokinon 0,999 | 1,56-200 1,40 96,6 4,84

2,6-dimetoksifenol 0,997 | 6,25-200 2,45 79,2 10,33

2-klorofenol 0,997 | 1,56-200 1,51 96,6 5,23

3-klorofenol 0,987 | 1,56-100 1,48 75,3 6,57

4-klorofenol 0,994 | 1,56-50 1,10 89,8 4,08

2-aminofenol Tepki yok

4-metoksifenol 0,998 | 1,56-200 15 87,9 57

Pirokatekol Tepki yok

Guaiakol 0,998 | 1,56-200 1,53 100,5 5,09

m-kresol + p-kresol 0,995 | 1,56-200 1,39 107,6 4,33

o-kresol 0,997 | 1,56-200 1,54 96,9 53

Katekol Tepki yok

4-asetamidofenol 0,966 ‘ 1,56-12,5 ‘ 1,5 ‘ 66,3 ‘ 7,54

Pirogallol Tepki yok

2,4-dimetilfenol 0,997

‘ 1,56-200

‘ 1,25

| 100,8

| 4,14

Apundanc;

320000 o

300000

280000

260000

240000

220000

200000 —

180000

160000

140000

120000

100000 —

80000

60000 -

40000 -

20000

L

ehlorophenal

VLW

g

Time--= 5.00

T
1000

T
15.00

Sekil 4.78. Fenolik tiirlere ait GC-MS kromatogram goriintiisii.
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GC-MS 6l¢iim metodunda her bir fenoligin konsantrasyonuna karsi olusan pik
alanlarmin grafige gegirilmesiyle kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Sekil 4.79 ve Sekil
4.80 test edilen baz1 fenol bilesiklerinin kalibrasyon egrilerini gostermektedir. GC-
MS 6l¢ciim metodu ile tez calismasinda hazirlanan calisma elektrotlarinin 6l¢iim
sonuglar1 kiyaslandiginda, GC-MS 6l¢iim metodunda hesaplanan LOD degerleri
olduke¢a yiiksek ¢ikmistir. S6z konusu biyosensorlerde ise LOD degerleri oldukca
diistiktiir, biyosensorde sdz konusu fenolik tiirler igin GC-MS metoduna gore daha
diisiik konsantrasyonlar belirlenebilmistir. GC-MS 6lgiim metodunda hesaplanan
verimlilik degerleri saglikli ¢ikmamustir, hazirlanan fenol konsantrasyonu ile GC-MS
6l¢tim metodunda belirlenen konsantrasyon arasindaki fark, biyosensorde belirlenen
konsantrasyona gore fazladir. GC-MS o6l¢iim metodunda ayni konsantrasyonda
fenoligin ard arda cihaza verilmesi sonucu olusan pik alanlarmmin standart sapma
degerleri tez kapsaminda hazirlanmig calisma elektrotlarina gore oldukca yiiksek
cikmigtir. Bu da Slglim stabilitesinin iyi olmadigr sonucunu vermektedir. GC-MS
Olglim metodunda, dogrusal oOlglim araligi p-benzokinon, 4-klorofenol ve 4-
asetamidofenol i¢in oldukga kiigiiktiir. GC-MS o6lglim metodunda m-kresol ve p-
kresol ayni yerde pik olusturduklarindan beraber 6l¢tilmiistiir. Ayrica GC-MS 6l¢lim
metodu ile test edilen her fenolik tiir icin yiiksek konsantrasyonlarda ol¢tim
yapabilmek miimkiin degildir. Ciinkii asir1 yiiklemeler kolona ve kolon i¢i dolgu
malzemesine zarar vermektedir. GC-MS 6l¢iim metodunda kullanilan fenol stoklari
metanolde (organik faz igerisinde) hazirlanmistir. Sulu fazda Gl¢im yapabilmek
ancak cithaza numune vermeden oOnce numuneyi ekstrakte etmekle miimkiin
olabilmekte, bu da 6l¢iimden 6nce konsantrasyon kayiplarina yol acgabilmektedir.
GC-MS o6l¢iim metodu ile olgiim stiresi yaklasik 30 dakika iken, farkli tipte

hazirlamis oldugumuz biyosensorlerde bu siire 2 saniye civarindadir.
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Sekil 4.79. GC-MS 6l¢iim metodunda fenol, p-benzokinon, 2-klorofenol ve 3-

klorofenol i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.80. GC-MS 6l¢iim metodunda 2,4-dimetilfenol, 4-metoksifenol,

2,6-dimetoksifenol ve hidrokinon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.
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4.8. Literatirde Horseradish peroxidase Tabanh Fenol

Biyosensérleri icin Rapor Edilmis Analitik Parametreler

Literatiirde, horseradish peroxidase enzimi kullanilarak farkli tiplerde
hazirlanmis ¢alisma elektrotlarinin fenol ve tiirevlerinin Sl¢liimiinden elde edilmis
analitik parametreleri Cizelge 4.9°da gosterilmistir.  Cizelge 4.9’a bakildiginda,
literatlir sonuglara kiyasla, tez kapsaminda hazirlanmis c¢alisma elektrotlarindan
fenol ve tiirevleri i¢in elde edilmis dogrusal 6l¢iim araliklarinin genel olarak daha
genis oldugu ve test edilen fenolik tiir sayisinin daha fazla oldugu soylenebilir.
Cizelge 4.9°dan anlasildig: gibi, rapor edilen ¢alisma elektrotlarinda kullanilan enzim
ayni olsa da, c¢alisma elektrotlar1 yilizeyinde sentezlenen/kullanilan film
morfolojilerinin, iletkenliklerinin, ylizey o6zelliklerinin, tasidiklar1 fonksiyonel
gruplarinin ve enzim baglama o6zelliklerinin farkli olmasi 6l¢lim sonuglarini da

farklilagtirmistir.



Cizelge 4.9. Horseradish peroxidase tabanli fenol biyosensorleri literatiir bulgular.

Elektrot Fenoller Hassasiyet (n4/ uM) Dogrusal aralik (uM)  LOD (uM) %RSD Kullanim omrii Referans
HRP/Metilen mavisiiMWCNT grafit elektrot Katekol 6,3 1-150 0,5 2,3 300 kullanimdan sonra %97 aktivite [Santos et al., 2007]
Grafit-Teflon-HRP kompozit elektrot 4-klorofenol 18,8 0,5-20 0,5 72 12 giine kadar aktivite kayb1 yok [Serra et al., 2001]

2-klorofenol 72 0,2-20 0,16

3-klorofenol 54 1-30 0,99

Fenol - - -

2,4-dimetilfenol 2,95 4,5-10 0,45
HRP/MWCNT cams1 karbon elektrot 2,4-diklorofenol 0,05 1-100 0,38 0,73 2 haftadan sonra %85 aktivite [Huang et al., 2007]
GOD/HRP grafit elektrot p-kresol 11 2-20 0,4 5,6 25 giinde %50 aktivite [Lindgren et al., 1997]
Lektin konkonavalin A/HRP altin elektrot Katekol 160 6-48 0,6 54 4. hafta sonunda %66 aktivite [Yang et al., 2006]

Fenol 52 7,6-68,4 0,2

Hidrokinon 390 6-72 2

2-aminofenol 380 3,7-25,9 0,5

2-klorofenol 75 6,9-48,3 2

o-kresol 20 12-84 0,4
Si0,/Nb,0Os sol-jel/HRP karbon pastasi elektrodu Fenol 3,2 5-20 0,5 3 200 kullanimdan sonra aktivite kayb1 yok [Rosatto et al., 2002]
Titanyum oksit-silikajel/HRP karbon pastas: elektrodu Fenol 2 10-50 - - - [Rosatto et al., 1999]
Poli(sodyum p-stiren siilfonat)/Poli(alilamin Katekol 76,82 6-60 0,9 2,3 4 haftadan sonra %22 aktivite [Chen et al., 2008]
hidroklorid)/Konkonavalin A/HRP/GOD altin elektrot o-kresol 11,4 - -

Hidrokinon 32,1 - -

Fenol 14,9 - -
Poli(alilamin hidroklorid) MWCNT/HRP altin elektrot 2-aminofenol 104 0,4-8 0,07 40 giinden sonra %93, 90 giinden sonra [Liu et al., 2008]

Hidrokinon 165 0,4-14 0,05 %84 aktivite

Katekol 123 0,4-20,4 0,06 3

p-kresol 79,2 0,8-9,6 0,09

o-kresol 9,7 8-96 1

m-kresol 18,5 0,8-11,2 0,3

2-klorofenol 19 4-36 0,8
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5. SONUCLAR

Yeni teknolojik yontemler tiim diger konularda oldugu gibi oncelikle tip,
biyokimya ve liretim endiistrisinin ihtiya¢larina gore sekillenmekte, en son ¢evresel
izleme ve cevre teknolojileri acisindan uygulanabilir olmaktadir. Biyosensdrler
biyoteknolojinin daha etkili bir sekilde kullanildig1 diger alanlarda yerini aldig1 gibi,
son yillarda cevresel izleme teknikleri alaninda gereken yerini almaya baglamistir.
Sensor teknolojileri gelisen malzeme bilimiyle inanilmaz bir siirat kazanmis
biyolojik  oksijen ihtiyacinin  belirlenmesine yonelik  mikrobiyal/enzimatik
biyosensorler ve DNA tabanli “screen-printed” elektrotlar ¢evresel izlemede daha
simdiden ticari rekabet alaninda seslerini duyurmaya baglamislardir. Biyosensorlerin
klasik tayin yontemlerine nazaran ¢ogu zaman ¢ok 6zel ve duyarli sonuglarin pratik
ve kisa siirede alinmasini saglamalari, tekrar kullanilabilir ya da diisiik maliyetle tek
kullanimlik sekilde tekrar iiretilebilmeleri onlar1 gelecek vaat eden biyoanalitik
sistemler olarak on planda tutmaktadir. Biyosensorlerde kullanilmak iizere hazirlanan
caligma elektrotlarinin yiizeyine enzimlerin immobilize edilebilmesi igin bir¢ok
alternatif teknik bulunmaktadir. Ancak bunlarin ticari {liretimlere uygulanabilmesi
icin, basit miimkiinse tek adimda ve yumusak  reaksiyon kosullarinda
gergeklestirilebilen, biyomolekiiliin yap1 ve fonksiyonunu etkilemeyen bir yontem
olmasi arzu edilir. Benzer sekilde giivenilir ve hizli dl¢iim sonuglari veren bir
calisma elektrodunu elde edebilmek i¢in, uygun iletken polimerler/kompozitler
kullanilmalidir. Biyosensor teknolojisinin gelisimi son yillarda daha ¢ok yeni iletken
polimerlerin  sentezlenmesine ve bu malzemelerin c¢alisma elektrotlarinda
kullanilmasia yoneliktir. Biyosensor teknolojisine yonelik her tiirlii gelisme daha

nitelikli fenol biyosensorlerinin gelistirilmesine de vesile olacaktir.

Tez kapsaminda camsi karbon ve altin elektrotlar  kullanilarak  farkli
polimerler/kompozitler tizerine Horseradish peroxidase enzimi kimyasal baglama ve
hapsetme teknikleriyle baglanmistir. Hazirlanan ¢alisma elektrotlar kesikli ve siirekli
sistemde fenol ve fenol tiirevlerinin 6l¢iimiinde kullanilmistir. Calisma elektrotlarinin
Olctim sonuglari, iletken polimerlerin/kompozitlerin yapilarina, fonksiyonelliklerine
ve kullanilan immobilizasyon tekniklerine bagli olarak farkliliklar gdstermistir.

Genel olarak, hazirlanan ¢alisma elektrotlar1 0-kresol bilesigine tepki vermemis, 2,4-
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dimetilfenol bilesigine ise oldukca diisiik tepkiler vermistir. Bu sonuglar literatiirle
uyum saglamaktadir. Tez calismasinda gelistirilen fenol biyosensorleri bu alandaki
diger caligmalarla kiyaslanabilir sonuglar tiretmis ve literatiire katki saglamistir. Tez
calismas1 kapsaminda hazirlanarak fenol ve tiirevlerinin Ol¢iimiinde kullanilan

calisma elektrotlarinin 6l¢iim sonuglari asagidaki gibi 6zetlenmistir:

1. PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodu kesikli sistemde, fenol, p-benzokinon,
p-kresol ve 2-klorofenol 6l¢timleri i¢in kullanilmastir. Test edilen fenoller arasinda en
diisiik LOD p-kresol i¢in 1,82 uM, en yiliksek LOD ise fenol i¢in 8,46 uM olarak
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin dogrusal 6l¢iim araligi fenol i¢in 16-128 uM,
p-benzokinon i¢in 16-160 uM, p-kresol i¢in 2-160 uM, 2-klorofenol i¢in ise 4-128
uM olarak belirlenmistir. En yiiksek hassasiyet degeri p-benzokinon dl¢iimii i¢in 600
nA/uM olarak hesaplanmigtir. PPy/PGA/HRP/Au calisma elektrodundan elde edilen
hassasiyet degerleri hem tez calismasi kapsaminda diger calisma elektrotlarindan
elde edilen, hem de literatiirdeki hassasiyet degerlerinden yiiksektir. Standart sapma
degerleri (%RSD), test edilen fenoller i¢in 6-15 aralifinda degisim gostermistir.
Standart sapma degerlerinin yiiksek olusu, 6l¢iim hassasiyetleri her ne kadar yiliksek

¢ikmig da olsa LOD degerlerinin biiylik ¢ikmasina neden olmustur.

2. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/AuU ¢alisma elektrodu kullanilarak
kesikli sistemde fenol, katekol, p-benzokinon, p-kresol, 2-klorofenol ve 2,4-
dimetilfenol Sl¢timleri yapilmistir. Test edilen fenoller arasinda en diisiik LOD p-
kresol i¢in 0,12 puM, en yiikksek LOD ise fenol icin 5 uM olarak belirlenmistir.
Kalibrasyon egrisinin dogrusal dl¢iim araligi fenol igin 32-128 pM, p-benzokinon
icin 48-160 uM, p-kresol i¢in 32-240 pM, katekol icin 48-144 pM ve 24-
dimetilfenol  i¢in  64-576 uM  olarak  belirlenmistir.  Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodu 2-klorofenole yanit vermemistir.
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodundan test edilen her
fenolik i¢in elde edilen hassasiyet degerleri oldukga diisiiktiir. En yiiksek hassasiyet
degeri fenol i¢in 2 nA/uM  olarak  hesaplanmistir.  Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/PGA/HRP/Au ¢alisma elektrodu hassasiyet degerleri, PPy/PGA/HRP/Au
caligma elektrodu hassasiyet degerlerinin yaklasik %1°i kadardir. Standart sapma

degerleri (%RSD), test edilen fenoller i¢in 0,5-4,42 araliginda degisim gdstermistir.
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3. PPY/CNT/HRP/Au g¢alisma elektrodu kullanilarak kesikli sistemde 18 fenol
bilesiginin Ol¢limii yapilmistir. Test edilen fenoller arasinda en diisik LOD p-
benzokinon i¢in 0,027 uM, en yiiksek LOD ise 2,4-dimetilfenol i¢in 27,9 uM olarak
hesaplanmistir. Calismada en yiiksek Ol¢iim hassasiyeti 4-metoksifenol ve 2-
aminofenol i¢in sirastyla 50 ve 40 nA/uM, en diisiik 6l¢lim hassasiyeti ise fenol,
pyrogallol ve 2,4-dimetilfenol ve fenol i¢in 1 nA/uM olarak hesaplanmistir.
Calismamizda, test edilen her fenolik tiir i¢in yiiksek r degerlerine sahip (0,99) genis
dogrusal araliklar elde edilmistir. %RSD degerleri test edilen fenolikler i¢in 1,1 ve
6,7 arasinda degismistir. PPY/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu, 1 ay i¢inde 700 defa
kullanilmis ve kullanimdan sonra baglangi¢c aktivitesinin %70’ini korumustur.
Calismada, CNT’nin polipirol film yapisina katilmasinin elektrokatalitik aktiviteyi

arttirdig1 sonucuna varilmstir.

4. Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu kullanilarak
kesikli sistemde 18 fenol bilesiginin Olglimii yapilmistir. Calismada en diisiik
hassasiyet degeri pirogallol icin 0,1 nA/uM, en yiiksek Ol¢iim hassasiyeti ise
hidrokinon i¢in 9 nA/uM olarak hesaplanmistir. 0-m-p-kresollerden  yanit
allmamamuis, 2,4-dimetilfenol i¢in ise oldukc¢a diisiik hassasiyet degeri (0,4 nA/uM)
elde edilmistir. Test edilen klorofenollerin tiimiinde ayni Ol¢im hassasiyeti
hesaplanmistir. Calismamizda hassasiyet degerleri, 0,1-9 nA/uM araliginda degisim
gostermistir. Genis dogrusal aralik 2-klorofenol icin 1,6-68,8 uM, 3-klorofenol i¢in
1,6-81,6 uM ve 4-klorofenol i¢in 1,6-86,4 uM araliginda elde edilmistir. En diistik
LOD 2-aminofenol i¢in 0,247 uM, en yiiksek LOD ise fenol i¢in 0,732 uM olarak
hesaplanmistir. Biyosensorde ayrica Olglim verimliligi hesaplanmis  ve olglimi
yapilan fenolikler arasinda bu deger % 95-107 aralifinda degisim gdstermistir.
Elektrokimyasal film kaplamasi sirasinda ortamda bulunan CNT, olusmakta olan
Poli(GMA-co-MTM)/PPy kopolimerinin ag yapilari arasinda hapsolmustur. Elektrot
yiizeyinde bu sekilde bagli bulunan CNT, reaksiyon sirasinda medyator olarak
davranmis, elektron transferini kolaylastirmis ve nano yapis1 sayesinde kompozit
film igerisinde HRP immobilizasyonu i¢in genis yiizey alani olusturmustur. %RSD
degerleri test edilen fenolikler i¢in 4,7-13 aralifinda degisim gostermistir.
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/HRP/Au ¢alisma elektrodu, 1 ay iginde 700 defa

kullanilmis ve kullanimdan sonra baslangi¢ aktivitesinin %80’ini korumustur.
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5. %30 oraninda GMA ve %70 oraninda MTM kopolimerlerini igeren
Poli(GMA-co-MTM)’yi kullanarak, polipirol ile birlikte kompozit filmler seklinde
ve farkli enzim immobilizasyon mekanizmalarina sahip 6 ¢esit ¢alisma elektrodu
dizayn edilmistir. Model fenolik olarak hidrokinon kullanilmis ve hazirlanan
elektrotlarin hidrokinona verdigi tepkiler incelenerek 6l¢iim sonuclari kiyaslanmustir.
Olgiim sonuglarma gore, segilen calisma elektrodunda 18 fenol bilesiginin kesikli
sistemde Ol¢limii yapilmistir. Poli(GMA-co-MTM) tabanli ¢alisma elektrotlarindan
Poli(GMA-co-MTM)/PPy~HRP/Au ¢alisma elektrodunda hidrokinon Ol¢timii i¢in
elde edilen hassasiyet degeri 4 nA/uM, LOD 1,2 uM ve dogrusal ol¢lim araligi 2-26
uM, Poli(GMA-co-MTM) ~HRP/PPy/Au ¢alisma elektrodunda hassasiyet degeri 2
nA/uM, LOD 1,5 pM ve dogrusal Olglim aralign 2-52 uM, Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/HRP/Au calisma elektrodunda hassasiyet degeri 30 nA/uM, LOD 1,03
uM ve dogrusal 6l¢lim araligi 2-38 uM, Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC ¢alisma
elektrodunda hassasiyet degeri 200 nA/uM, LOD 0,13 uM ve dogrusal dl¢liim araligi
2-34 uM olarak hesaplanmistir. Poli(GMA-co-MTM)/HRP/Au calisma elektrodu
hidrokinona tepki vermemistir. Sadece polipirol ile hazirlanmis PPy/HRP/Au ¢alisma
elektrodunda ise hidrokinon i¢in hassasiyet degeri 20 nA/uM, LOD 2,55 uM ve
dogrusal ol¢iim araligi 4-28 uM olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore, ayni
reaksiyon sartlarinda, ayni1 konsantrasyonlardaki hidrokinon eklemelerine kars1 elde
edilen akim degerleri Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC c¢aligma elektrodunda en
yiiksek cikmistir. Ayrica, birbirleriyle kiyaslanan bu 6 c¢alisma elektrodundan
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC  ¢alisma elektrodunun maksimum  6l¢iim
hassasiyeti ve minimum LOD degerine sahip olmasi 6 elektrot arasinda en 1yi sonug
veren c¢alisma elektrodu oldugunu gostermistir. Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC
calisma elektrodunda test edilen fenoller arasinda en diisiik LOD hidrokinon igin
0,13 uM, en yiikksek LOD ise pirokatekol i¢in 1,87 uM olarak hesaplanmistir.
Poli(GMA-co-MTM)/PPy/HRP/GC c¢alisma elektrodu, o-kresol, 2-aminofenol, 2,6-
dimetoksifenol, 2,4-dimetilfenol, pirogallole tepki vermemistir. Hassasiyet degerleri,
test edilen fenoller i¢in 3-200 nA/uM arasinda degisim gostermis, en yiiksek
hassasiyet degeri hidrokinon igin belirlenmis ve hidrokinondan sonra, 4-metoksifenol
ve 4-asetamidofenol icin de yiiksek hassasiyet elde edilmistir (100 nA/uM). En genis
dogrusal 6l¢iim araligt m-kresol i¢in 2-88 uM olarak belirlenmistir. %RSD degerleri
test edilen fenolikler i¢in 2-5,1 aralifinda degisim gdstermistir. Poli(GMA-co-
MTM)/PPy/HRP/GC g¢alisma elektrodu, hergiin kullanildiginda, 40. giinlin sonunda
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baslangi¢ aktivitesinin %80’ini korumustur. Biyosensorde ayrica 6l¢iim verimliligi
hesaplanmis ve Ol¢imii yapilan fenolikler arasinda bu deger % 70-109 araliginda

degisim gostermistir

6. PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodu ile stirekli sistemde fenol, katekol ve
p-benzokinon &lgiimleri yapilmistir. Olgiimler belli bir hizda sistemden gecen tasiyici
siviya fenolik  bilesik enjeksiyonlari yapilarak gerceklestirilmistir.
PPy/PGA/HRP/GC ¢alisma elektrodu, fenoliin artan konsantrasyonlarina karsi
Olctilebilir sinyaller tiretmemistir. PPy/PGA/HRP/GC c¢alisma elektrodunda, akis hizi
0,25-6 mlL/dak arasinda degistirilerek katekol ve p-benzokinon enjeksiyonlari
yapilmustir. Farkli akis hizlarinda katekol icin elde edilen hassasiyet degerleri 100-
200 nA/mM, p-benzokinon igin ise 30-100 nA/mM araliginda degisim gostermistir.
Olgiimler i¢in pik sekillerinin, sinyal kararliigmin ve hassasiyet degerlerinin en
uygun oldugu akis hizi 1 mL/dak olarak belirlenmistir. p-benzokinon i¢in dogrusal
Olciim araligi, 2,5-750 puM, belirleme limiti 2 pM, yanit siiresi ise 3 s olarak
bulunmustur. Ayni dl¢iimlerden elde edilen pik akimlarmin standart sapma degeri
+0,23 nA olarak hesaplanmistir. PPy/PGA/HRP/GC calisma elektrodu, 1 ay boyunca
hergiin kullanildiginda baslangi¢ aktivitesini aynen korumus, 40. giinlin sonunda ise

baslangig aktivitesinin %40’ 1 kaybetmistir.

Tez kapsaminda hazirlanan ¢alisma elektrotlarinda test edilen fenolikler, 6l¢iim
metotlarin1 karsilastirma amaciyla bir de gaz kromatografi cihazinda ol¢lilmiistiir.
GC-MS 6l¢iim metodu ile biyosensor 6lglim metodu kiyaslandiginda, GC-MS 6lgiim
metodunda hesaplanan LOD ve standart sapma degerleri degerleri oldukga yiiksek
cikmis, verimlilik degerleri ise saglikli ¢ikmamustir. Dogrusal olglim araligr p-
benzokinon, 4-klorofenol ve 4-asetamidofenol igin oldukga kiigiik ¢ikmistir. m-kresol
ve p-kresol ayni yerde pik olusturduklarindan beraber ol¢iilmiistiir. GC-MS 6l¢iim
metodu ile dl¢lim siiresi yaklasik 30 dakika iken, farkli tipte hazirlamis oldugumuz

calisma elektrotlarinda bu siire 2 saniye civarindadir.
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