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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

INDIRGENMIS GRAFEN OKSIT MODIFiYELI ELEKTROTLAR UZERINDE
POLINOTRAL KIRMIZININ HAZIRLANMASI VE BIYOSENSOR
UYGULAMALARI

Alper BILGI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal1

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Muhammed ALTUN

Calismada indirgenmis grafen oksit modifiyeli elektrotlar iizerinde polinétral kirmizi
(PNR) hazirlanmis ve biyosensor uygulamasi olarak dopaminin (DA) amperometrik
tayini amacglanmistir.

Calismada ilk olarak yiizey baskili elektrotlar (SPCE) indirgenmis grafen oksit (RGO) ile
modifiye edilmistir. Sonra SPCE-RGO’lar iizerinde nétral kirmizi elektropolimerizasyon
teknigiyle polimerlestirilerek SPCE-RGO-PNR elektrotlar1 hazirlanmigtir. PNR’nin
elektropolimerizasyonundaki optimum sartlar (dongii sayis1 ve tarama hiz1) belirlenmis,
SPCE-RGO-PNR elektrotlarinin ~ karakterizasyonlar1  elektrokimyasal — olarak
gerceklestirilmistir. Son olarak SPCE-RGO-PNR elektrotlar1 altin nanopartikiiller
(AuNP) ile modifiye edilmistir. Hazirlanan SPCE-RGO-PNR-AuNP -elektrotlarinin
biyosensor uygulamasi olarak DA’nin amperometrik tayininde kullanilmistir. DA'nin
amperometrik tayininde optimum c¢alisma kosullari (optimum pH, optimum c¢alisma
potansiyeli, dogrusal ¢alisma araligi) belirlenmistir. Analitiksel karakterizasyonlari
sonucunda DA sensoriiniin tekrarlanabilirligi 50 uM DA i¢in bagil standart sapma
(R.S.D.) % 2,14 (n = 10), duyarlig1 13,38 nA. mM™, tespit limiti ve tayin smr1 ise 0,17
uM ve 0,57 uM, dogrusal aralik 0,57 uM — 500 uM olarak bulunmustur. Gelistirilen DA
sensoril, yapay kan serumu numunelerinde DA tayini i¢in kullanilmistir.

2019, 71 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

PREPARATION OF POLYNEUTRAL RED ON REDUCED GRAPHENE
OXIDE MODIFIED ELECTRODES AND BIOSENSOR APPLICATIONS

Alper BILGI

Cankiri Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisors: Assist. Prof. Dr. Muhammed ALTUN

In this study, polyneutral red (PNR) was prepared on the reduced graphene oxide
modified surface printed electrodes and it was aimed to amperometric detection of
dopamine (DA) as a biosensor application.

Firstly, screen printed electrodes (SPCE) were modified with reduced graphene oxide
(RGO). By the polymerizing of the neutral red on SPCE-RGOs with
electropolymerization technique, SPCE-RGO-PNR electrodes were prepared. The
optimum conditions of the electropolymerization of the PNR (the number of cycles and
scan rate) were determined. The characterizations of the SPCE-RGO-PNR electrodes
were performed electrochemically. Finally, the SPCE-RGO-PNR electrodes were
modified with gold nanoparticles (AuNP). The SPCE-RGO-PNR-AuUNP electrodes were
used for the amperometric determination of DA as a biosensor application. The optimum
working conditions (optimum pH, optimum working potential, linear working range)
were determined in the amperometric determination of DA. The results of analytical
characterizations, repeatability for 50 uM DA, sensitivity, the limit of detection and the
limit of quantification and the linear range were found to be 2.14% (n = 10) as relative
standard deviation (R.S.D.), 13,38 uA. mM*; 0.17 uM and 0.57 uM and was 0.57 uM -
500 uM respectively. The developed DA sensor was used for DA determination in
artificial blood serum samples.

2019, 71 pages
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1.GIRIS

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve birgok endiistriyel
aktivitede Ozellikle, otomasyon, kalite kontrolii ve durum tespitinde ¢ok Snemli rol
oynarlar. Metabolitler, peptidler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiiller yaninda
bakteriler, viriisler gibi biyopargaciklari ve birgok ¢evre kirletici veya gida kirleticilerini
cok secici ve yliksek duyarlikta tayin edebilmektedirler. Ayrica biyoterdrizm aktiviteleri
ve pandemilerin zamaninda tespiti ve Onlem alinmasi bakimindan biiyiikk 6nem

tasimaktadir (Telefoncu 2012).

Biyosensorler, biyolojik analizlerde kullanilan ve farkli 6zellikteki kimyasal maddelere
kars1 verilen biyolojik yanitlarin optik, 1si1l, elektrik gibi sinyallere doniistiiriilmesini
saglar. Biyosensorler, elektronik devrelerin zaman i¢inde gelisim gdstermesi sonucu
kiigiik boyutlu yapilar haline gelmislerdir. Biyosensdrlerin nano boyutlu caligsmalar
sayesinde cipler lizerine montaji saglanmistir. Bununla birlikte elektronik alanda

biyolojik yapilarin bulundurulmasi ve farkli yanit verme yetenekleri gelistirilmistir.

Biyosensorler, analitin alinmasi ve sonuglarin elde edilmesi arasinda gegen siireyi
oldukca kisaltmaktadir. Nanoteknoloji ile iiretilen biyosensorler daha az analite ihtiyag
duyulmakta ve ayni zamanda yliksek diizeyde duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmaktadir.
Olgiim diizeneklerinin otomasyon sistemine uygun ve taginabilir olmasi degisik
sektorlerde kullanilmasina imkan saglar. Biyosensorler gilinlimiizde agirlikli olarak
biyomedikal alanlarda teshis amagli kullanilir. Hig sliphesiz biyomedikal cihaz teknolojisi
biyosensor i¢in en iyi uygulama alanlarindan biridir. Biyomedikal alaninda uygulama
imkani bulan ilk sensor enzim biyosensoriidiir. Ticari amagla iiretilen ilk biyosensor seker

hastalig1 teshisi, kan ve idrarda glukoz tayini i¢in gelistirilen glikoz oksidaz elektrotudur.

Dopamin (DA), viicutta dogal olarak {iretilen bir kimyasaldir. Beyinde dopamin
reseptOrlerini aktive ederek ndrotransmiter olarak gorev yapar. Dopamin, ayrica,
hipotalamustan da salgilanir ve kana karisarak nérohormon gorevi yapar. Norohormon

olarak gorevi hipofizin 6n lobundan prolaktin salgilanmasini baskilamaktir. DA'nin



diisiik seviyeleri, Parkinson hastaligi ve sizofren gibi ndrolojik bozukluklara neden
olmaktadir. DA'nin tayini, norokimya ve endistriyel uygulamalarda kritik bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle DA'nin tayini olduk¢a dnemlidir. Dopamin seviyeleri her
kiside farklidir. Bu seviyelerin diisme sebepleri arasinda kotii beslenme sekli, alinan
ilaclar, stres, antidepresan ve uykusuzluk gelir. Dopamin eksikliginin belirtileri baginda
depresyon gelir. Bunun disinda kronik can sikintisi, tatmin eksikligi, diisiik fiziksel enerji,
kronik yorgunluk ve viicut egzersizine ilgisizlik gelir. Dopamin seviyesindeki
diisiikliiklerde viicut sakinlesir ve el ve ayaklarda sogumalar gozlemlenir. Dopamin
seviyesi diisiik kisilerde 6zellikle uyaricilara ve kafeine bagimlilik gézlemlenir. Huzursuz
bacak sendromlar1 goriiliir. Ciinkii dopamin maddesi kas kontroliinii saglayan sinirlere

sinyal gondermekten de sorumludur.

Bu calisma ile etiketsiz, diisiik maliyetli, hizli ve pratik tayini i¢cin yeni bir
elektrokimyasal dopamin biyosensorii gelistirilmistir. Yiizey baskili elektrotlarin
kullanimi ile hazirlanmis olan biyosensor, analitlerin hizli, pratik, tek kullanimlik ve
diisiik maliyetli tayinine imkan saglamistir. Gelistirilmis olan biyosensor, uygun yazilim
ve taginabilir elektrokimyasal okuyucu yardimi ile prototip cihaza doniistiiriilerek hasta

bas1 testlerde kullanilabilecektir.

Hazirlanan dopamin biyosensorlerinin optimum c¢alisma parametreleri belirlenmistir.
Biyosensorlerin elektrokimyasal analizlerinde, doniisiimlii voltametri (CV), diferansiyel
puls voltametrisi (DPV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) teknikleri

kullanilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyosensorler

Biyosensor terimi ilk olarak 1977 yilinda K. Cammann tarafindan ortaya atilmistir. Fakat
biyosensoriin IUPAC tanimi ancak 1999-2001 yillari arasinda ortaya ¢ikmustir (Thevenot
et al. 2001). Biyosensorler, analit derisimi ile orantili olarak Olgiilebilen bir sinyal
tiretmek icin biyolojik bir tanimlama elemani ve fiziksel bir doniistiiriicii igeren analitik
bir cihazdir (Arora et al. 2011). IUPAC’ye gore bir biyosensor, biyolojik tanimlama
eleman1 (biyokimyasal algilayici) kullanarak 6zgiin nicel veya yari-nicel analitiksel

bilgiyi saglama yetenegine sahip olan ve kendi kendine yeten birlesik (entegre) bir cihaz

olarak tanimlanir (Sekil 2.1).

-

SINVAL ANALITIK
SINYAL

Analizlenecek Biyoaktif Madde L
Madde Cevirici Sistem

Sekil 2.1. Biyosensor Sematik Gosterimi

2.1.1. Biyosensorlerin yapisi ve siniflandiriimasi

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyolojik materyal hedef analite kars1 cevap verir.
Bu biyomateryaller enzim, mikroorganizma, bitki veya hayvan dokusu, hiicre, organel
gibi biyokatalizorler ve antikor, lektin veya niikleik asit gibi biyoligantlar olarak iki gruba
ayrilabilirler. Fiziksel doniistiiriicii ise biyomateryalin hedef analit ile etkilesimi sonucu

algiladig1 biyolojik sinyali tanimlanabilir bir sinyale doniistiiriir ve bu sinyal analit ile



orantilidir. Fiziksel donistiiriiciiler, elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik,
kondiiktometrik), optik, akustik, mekanik, kalorimetrik, piezoelektrik ve manyetik

ozellikte olabilir (Castillo et al. 2004, Xiu-Ling et al. 2008).

Bl}‘osensarler

Sekil 2.2. Biyosensoérlerin siniflandirilmasi

2.1.2. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler analit konsantrasyonlari gibi biyokimyasal bilgileri
analitik olarak yararli bir sinyale doniistiiren biyosensorlerdir. Elektrokimyasal
biyosensorler pratiklik, hassasiyet ve hizli tepki sagladiklarindan, bu sistemler hasta basi
test (POC) platformlar1 olarak kullanilmaya ¢ok elveriglidir. Bu cihazlar hastaligin erken

teshisini saglar ve hastanin iyilesme olasiligin arttirir (Anik 2017).

Elektrokimyasal biyosensorler en ¢ok kullanilan biyosensorlerdir. [UPAC tanimina gore:

“elektrokimyasal biyosensor, bir biyolojik tanima elementi (biyokimyasal reseptor)



kullanarak spesifik nicel veya yar1 nicel analitik bilgi saglayabilen bagimsiz bir entegre
cihazdir. Bir elektrokimyasal transdiiksiyon elemani ile dogrudan mekansal temasta
tutulur. Digerlerine gore avantajlari; hizli, pratik ve ekonomik olmasidir. Bu
biyosensorlerin temeli, biyo-etkilesim islemi siiresince elektronlar gibi elektrokimyasal
tirlerin  tiiketilmesi veya Tretilmesiyle olusan elektrokimyasal sinyalin bir
elektrokimyasal detektor tarafindan dlgiilmesine dayanir. Elektrokimyasal biyosensorler
detektor sistem tarafindan Olgiilen elektrokimyasal 6zelligine gore kondiiktometrik,
potansiyometrik ve amperometrik biyosensorler olmak {izere ii¢ sinifa ayrilir (Chaubey
and Malhotra 2002).

2.1.3. PNR

Notral kirmizi (NR; N8, N8, 3-trimetil-fenazin-2,8,-diamin kloriir), viriisler gibi biyolojik
materyalleri incelemek icin bir renklendirici, biyokimyasal sistemlerde pH indikatorii,
optik veya elektrokimyasal metotlar kullanarak DNA’nin tayini gibi ¢esitli amaclarla
kullanilan bir fenazin boyasidir (Pauliukaite and Brett 2008).

NR, diger fenazin boyalar1 gibi elektrokimyasal olarak polimerlestirilerek iletken bir
polimer olusturabilir. Son zamanlarda poli(ndtral kirmizi) (PNR), sensor ve
biyosensorlerde hem iletken polimer hem de redoks medyatorii olarak kullanilan bir

polimerdir (Pauliukaite and Brett 2008).

N N NH,

N CH;,

Sekil 2.3. Notral Kirmizi Molekiil Formiili



NR’nin yiikseltgenmesi siiresince elde edilen mekanizmalar polimerizasyon islemini
baslatir ve olusan radikallerin sayis1 polimerin yapisini tanimlar. Olusan radikallerin
sayis1 artttk¢a daha ¢ok dallanmis polimer elde edilir (Pouget et al. 1994). NR’nin
polimerizasyonu, hem radikal olusumdan sorumlu olan uygulanan potansiyel ile hem de
pH ile kontrol edilebilir (Nikolski et al. 1970, Halliday and Matthews 1983, Karyakin et
al. 1995, Karyakin et al. 1999). Polimerizasyon mekanizmasi, radikallerin olusumunu,
monomerin dimerizasyonunu ve tetramarizasyonunu ve sonrasinda polimer olusturmak
lizerine birlesmelerini igerir. Polimer C-N baglanmasiyla olusur. Bu mekanizma FT
Raman ve 1H NMR spektroskopik ¢alismalari ile uyumlu olan IR spektroskopisi ile
dogrulanmistir. Bu ¢aligmalar NR ’nin polimerizasyonunun NR’nin NH> gruplar1 arasinda

oldugunu gostermistir (Broncova et al. 2004).

2.1.4. AUNP

Elektrokimyasal biyosensorlerde doniistiiriiciilerin modifiye edilmesinde ya da biyolojik
tanimlama elemaniin tutuklanmasinda altin nanoparcaciklarin (AuNP) kullanimi, son
yillarda biyosensor ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir. AuNP’lerin essiz
Ozelliklerinden yararlanilarak tiiretilen biyoelektroanalitik cihazlar, biiyliik bir umut
vadetmektedir. Biyomolekiillerin doniistiiriicli  ylizeyine tutuklanmalar1 sirasinda
biyolojik aktivitelerinin korunmasi i¢in kararli bir yilizey saglayabilme yetenegi,
biyosensorlerin hazirlanmasinda ¢ok yararlidir. Bu yetenegi, biyomolekiillerin serbest
olarak yiizeye yonelmelerini kuvvetlendirebilmesinden kaynaklanmaktadir. Ustelik
AuNP’ler y18in elektrot materyali ile redoks proteinleri arasindaki elektron aktarimina
izin vererek, herhangi bir elektron aktarim medyatorii kullanmaya gerek kalmadan
elektrokimyasal algilamay1 saglamaktadir (Yanez-Sedeno and Pingarron 2005, Katz et
al. 2003).

2.1.5. Grafen, grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit

Grafen, atomik kalinliga sahip 2 boyutlu bir nano malzemedir ve dikkat cekici optik,

elektronik, termal, mekanik ve elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle olduk¢a dikkat



cekicidir. Grafen bazli malzemeler, 6zellikle grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit,
gida endiistrisinden, ¢evresel izlemeye, biyomedikal alanlardan enerji sektoriine farkli
tiplerde ve c¢esitlilikte biyosensor cihazlarin  gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. S6z konusu malzemelerin fonksiyonel gruplarindaki zenginlik,
biyolojik tanima elemanlarinin baglanmasini tesvik eden, yiizey islevselligini artiran,
mikro ve nano-biyo-gevre ile uyumlu olan biyosensorlerin gelistirilmesinde onemli
islevlere sahiptir (Sun et al. 2018, Taniselass et al. 2019). Grafen bazli elektrokimyasal
biyosensorlerin tespit performanslari; yiiksek segicilik, hassasiyet ve ileri seviyede
tekrarlanabilirlik 6zellikleri ile ¢ok yiiksektir. (Zhao et al. 2014, Wang et al. 2011,
Bonanni et al. 2012).

Sekil 2.4. Grafenin Bal Petegi Goriintiisii

Grafen, bal petegi kafes yapisindaki karbon atomlarindan olusmus ve atomik bir kalinliga
sahip 2 boyutlu bir nanomalzemedir (Sekil 2.4). Grafen, sarilabilir (fulleren), karbon
nanotlip olarak yuvarlanabilir veya 3 boyutlu katmanlar (grafit) olusturacak sekilde
istiflenebilir. Grafen, grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (rGO), biyo-
uyumluluklar1 nedeniyle biyosensorlerin iiretimi igin vazgecilmez nanomalzemelerdir
(Taniselass et al. 2019). Grafen bazli malzemeler, elektrot yiizey islevselligi i¢in temel
olan fonksiyonel gruplar igerir. Fiziksel olarak, bu nanomalzemeler, biyosensing
islemlerinde biyo-reseptdr immobilizasyonunu artiran yiiksek bir yiizey alani / hacim

orani sergilemektedir (Dong et al. 2017).



Grafen Oksit

Epoxide Hydroxyl Carbonyl Carboxylic

Sekil 2.5. Grafen Oksit

Grafen, mekanik, optik, termal ve elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle ¢ok kullanisl bir
nanomateryaldir (Singh et al. 2011). Grafen, ¢esitli optik ve elektrikli cihazlarda
uygulanan saydam iletken elektrotlar olarak yaygin sekilde kullanilmasini saglayan
yiiksek gecirgenlige ve iletkenlige sahiptir. Ek olarak, tasinabilir kalite, ultra sertlik ve
miikemmel Young modiilii gibi 6zel mekanik 6zellikler nedeniyle nanoelektromekanik

sistemlerde (NEMS) kullanilabilir (Sun et al. 2018, Taniselass et al. 2019).

Grafene dayali elektronik cihazlar, enerji depolama aygitlari, sulu ortam olgtimleri,
yalitim, gida analizleri ve giivenlik ile adli tip bilimi gibi ¢esitli uygulama alanlarinda
genis capta kullanilmaktadir. Grafen bazli malzemelerin, ¢ok c¢esitli uygulamalarda
kullanilmast s6z konusu nanomateryallerin Oonemini artirmakta ve daha hassas ve

giivenilir 6l¢iimler i¢in arastirilmaktadir.

2.1.6. Dongiisel voltametri

Dongiisel voltametri (CV) teknigi, elektrokimyasal ¢aligmalarda 6zel bir yere sahiptir ve
cok yaygin olarak kullanilir. Bu teknik, gelismis voltametrik gibi analitik duyarlig
artirmaya yonelik degil, daha cok elektrokimyasal mekanizmanin aydinlatilmasina
yonelik calismalarda kullanilir. CV’de karistirilmayan bir ¢ozeltide kiiciik bir durgun

elektrodun akim cevabi, bir iiggen dalga sekilli potansiyel ile uyarilir. Bu o6rnekte,



potansiyel ilk 6nce SCE’ye kars1 + 0,8 V’den -0,15 V’a kadar dogrusal olarak degistirilir,
sonra tarama yonii tersine g¢evrilir ve potansiyel orijinal degeri olan + 0,8 V’a getirilir.
Her iki yondeki tarama hizi 50 mV/s’dir. Bu uyarma c¢evrimi genellikle birka¢ kez
tekrarlanir. Ters yondeki potansiyellere (bu durumda -0,15 V ve + 0,8 V) cevirici
potansiyeller denir. Verilen bir deney i¢in gevirici potansiyellerin araligi, bir veya daha
fazla analitin difiizyon kontrollii bir yiikseltgenme veya indirgenmenin oldugu
potansiyeldir. Baglangi¢ taramasiin yonii, numunenin bilesimine bagli olarak burada
gosterildigi gibi negatif veya pozitif olabilir. Genel olarak, ¢cevrim siiresi 1 ms veya daha

kisa siireden 100 sn veya daha uzun siire araligindadir (Skoog et al. 2004).

2.1.7. Dopamin

Dopamin (DA), viicutta dogal olarak firetilen bir kimyasaldir. Beyinde, dopamin
reseptorlerini  aktive  ederek ndrotransmiter olarak  gdrev  yapar. = Dopamin,
ayrica, hipotalamustan da salgilanir ve kana karisarak nérohormon gorevi yapar.

Norohormon olarak gérevi hipofizin 6n lobundan prolaktin salgilanmasini baskilamaktir.

Dopamin beyinde birgok islevi olan dnemli bir kimyasal habercidir. Beyindeki sinir
hiicreleri arasi iletisimde gorevli olan dopamin, 6diil, motivasyon, hafiza, dikkat ve hatta
viicut hareketlerini diizenlemede rol oynar. Beyindeki haz alma duygusundan dopamin
sorumludur. Mutluluk hormonu olarak da bilinen bu hormon; hareket etme, 6grenme,
konsantrasyon saglama gibi giinlik hayatta Onemi yadsinamaz islemlerin

gerceklestirilmesinde biiyiik neme sahiptir (Arias and Poppel 2007).

HO

NH
HO 2

Sekil 2.6. Dopaminin Molekiil Formiilii
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Orta beyin dopaminerjik noronlar1 beyindeki dopaminin (DA) esas kaynagidir. DA'nin
hareketlerin kontroliinde, 6diil ongoriisiinde hatanin sinyallesmesinde, motivasyonda ve
biliste rol oynadig1 gdsterilmistir. Serebral DA tiikenmesi, Parkinson hastaliginin (PD)
belirleyici 6zelligidir. Diger patolojik durumlarda, ¢ocuklarda sizofreni, otizm, dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugu ve ayrica ilag kotiiye kullanimi gibi DA islev bozuklugu
ile iliskilendirilmistir (Liu et al. 2005, Mo and Ogoorevc 2001). DA, yaklagim, tiiketim
ve bagimlilik gibi 6dillendirici davraniglarla yakindan iligkilidir. Son arastirmalar DA
noronlarinin ateslenmesinin, 6diil beklentisinin bir sonucu olarak motivasyonel bir madde
oldugunu gostermektedir. Dopaminin (DA) viicut s1vist i¢indeki konsantrasyonunun hizl
ve dogru bir sekilde tayin edilmesi hastaligin teshisi agisindan 6nemlidir (Arias and

Poppel, 2007).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Indirgenmis grafen oksit (RGO), nétral kirmizi (NR), kolloidal altin nanopargacik
¢ozeltisi (10 nm), potasyum hekzosiyanoferrat (KzFe(CN)g), potasyum hekzosiyanoferrit
(K4Fe(CN)s), dopamin hidrokloriir (DA), L-askorbik asit (AA) ve tirik asit (UA) Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa), dipotasyum
hidrojen fosfat (KaHPQOjy), potasyum klortir (KC1), dimetil formamid (DMF), hidroklorik
asit (HCI, % 37°lik), sodyum hidroksit (NaOH), asetik asit (CH3COOH), sodyum asetat
(CH3COONa) ve potasyum nitrat (KNO3) Merck firmasindan temin edilmistir. Kullanilan
tiim kimyasallar yiiksek analitik safliktadir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal oOlgtimler Dropsens uStat 400 Bipotentiyostat/Galvanostat ile
gerceklestirilmistir. Istenilen pH’da tampon ¢ozelti hazirlamak icin, standart tampon
cozeltilerle kalibre edilmis Mettler Toledo pH-metre kullamilmistir. Batch sartlarda
amperometrik tayin sirasinda c¢ozeltiyi istenilen hizda karistirmak i¢in manyetik
karistirict kullanilmistir. Kati kimyasallarin tartimi i¢in Radwag AS220/C/2 0,01 mg
duyarl elektronik terazi kullanilmistir. Deneylerde kullanilan ultra saf su Millipore Milli-

Q Direct Q-3 ultra saf su cihazindan elde edilmistir.

3.1.2.1. Elektrokimyasal 6l¢iim sistemi

Deneylerde voltametri, kronoamperometri gibi cesitli elektrokimyasal metotlarin

caligilabildigi Dropsens uStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat elektrokimyasal 6l¢tim
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sistemi kullanilmistir (Sekil 3.1). Bilgisayar kontrollii olan Dropsens pStat 400

Bipotentiostat/Galvanostat  cihazinin

degerlendirilmistir.

sinyalleri DropView 8400 yazilimi ile

€ Bluetooth

Sekil 3.1. Dropsens pStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat

3.1.3. Kullanilan elektrotlar, hiicreler ve konnektorler

DropSens firmasindan temin edilmis tek kullanimlik yiizey baskili karbon elektrotlar

kullanilmustir. Yiizey baskili karbon elektrodunun (SPCE), ¢alisma elektrodu (4 mm) ve

yardimer elektrodu karbondan, referans elektrodu ise pseudo Ag/AgCl (0,1 M KCI)’dan

olusmaktadir. Yiizey baskili elektrotlarin yapist Sekil 3.2°te verilmistir.

Karsit elektrot
baglantis1

baglantis1

Referans elektrot

Referans
elektrot

Calisma elektrodu
baglantis1

Sekil 3.2. Yiizey baskili karbon elektrotlarin yapisi

Elektrotlarin Dropsens pStat 400 Bipotentiostat/Galvanostata baglantis1 DropSens’ten

temin edilmis konnektorler ile saglanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Yiizey baskili elektrotlar i¢in sensor konnektor gesitleri A) Damlamali analizler
i¢in kutu seklinde B) Kesikli analiz i¢in kablo seklinde

Elektrokimyasal Ol¢iimlerde, kesikli analiz i¢in metil metakrilattan yapilmig
elektrokimyasal hiicre kullanilmustir (Sekil 3.4). Elektrokimyasal hiicre 5-8 mL gibi

biiyilik hacimli ¢ozeltiler ve karistirma sartlari i¢in uygundur.

Sekil 3.4. Yiizey baskili elektrotlar i¢in elektrokimyasal hiicre
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3.2. Metot

3.2.1. Elektrot yiizeyinin temizlenmesi ve aktivasyonu

SPCE elektrotlarinin yiizeylerinin temizlenmesi ve aktivasyonu igin 50 mM pH 7,5 fosfat
tamponu icerisinde + 1,8V’da 300 s boyunca potansiyel uygulanarak elektrokimyasal 6n

islem uygulanmistir (Bilgi ve Ayranci 2016, Sahin 2013, Sahin ve Ayranci 2015).

3.2.2. Destek elektrolit tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektrolit olarak 0,1 M KCl i¢inde, KH2PO4 ve KoHPOj4 kullanilarak
hazirlanan 50 mM fosfat tamponu kullanilmistir. pH optimizasyonu deneyleri i¢in ise
ayrica 0,1 M KClI i¢inde, CH3COOH ve CH3COONa kullanilarak hazirlanan 50 mM
asetat tamponu kullanilmistir. Destek elektrolit hazirlanirken tizerine 1 M NaOH veya 1
M HCI ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmistir. Deneylerde kullanilan tiim ¢ozeltiler

fosfat tampon sistemi icerisinde hazirlanmistir.

3.2.3. SPCE’lerin RGO ile modifikasyonu

RGO’nun SPCE yiizeyine modifikasyonu i¢in Layer by layer (LBL) ydntemi
kullanilmigtir. Bu amagla 0,5 mg RGO ve 1mL DMF:H20 (1:1) karisimina 3 saatlik
sonikator uygulamasiyla kararli ve homojen bir siispansiyon hazirlanmistir. Disperse
edilmis RGO’dan SPCE’lerin ¢alisma elektrodunun (WE) yiizeyine 1 pL damlatilmis ve
karanlikta kapali ortamda oda sicakliginda kurumaya birakilmistir (Bilgi ve Ayranci
2016, Sahin 2013, Sahin ve Ayranci 2015). Daha sonra ultra saf su ile elektrotlarin yiizeyi
temizlenmis ve yiiksek safliktaki Ar gazi ile kurutulmustur. RGO ile modifiye edilen
SPCE’ler SPCE/RGO seklinde kisaltilmustir.
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3.2.4. SPCE/RGO iizerinde PNR’nin hazirlanmasi

0,1 M KNOz igeren 0,025 M pH 5,5 fosfat tamponu igerisinde 1,0 mM monomer notral
kirmizi ¢ozeltisi hazirlanmistir. Dongiisel voltametri uygulanarak SPCE/RGO iizerinde
notral kirmizinin elektropolimerizasyonu, dolayisiyla da PNR olusumu saglanmustir.
Déngiisel voltammetri, -1,1 V ile + 0,9 V potansiyel araliginda 50 mV.s™ tarama hizinda
15 dongii uygulanarak gergeklestirilmistir (Barsan and Brett 2008, Bilgi ve Ayranci 2016,
Sahin 2013, Sahin ve Ayranci 2015). Daha sonra ultra saf su ile elektrotlarin yiizeyi
temizlenmis ve yiiksek safliktaki Ar gazi ile kurutulmustur. PNR ile modifiye edilen
SPCE/RGO’lar SPCE/RGO/PNR seklinde kisaltilmistir.

3.2.5. SPCE/RGO/PNR’lerin AuNP ile modifikasyonu

SPCE/RGO/PNR’lerin WE ylizeyine Kolloidal altin nanopargacik ¢ozeltisinden (AuNP)
(10 nm) 4 pL damlatilmistir. Karanlkta, kapali ortamda kuruyuncaya kadar oda
sicakliginda bekletilmistir (Serafin et al. 2011, Bilgi ve Ayranci 2016, Sahin 2013, Sahin
ve Ayranci 2015). Daha sonra ultra saf su ile elektrotlarin yiizeyi temizlenmis ve yiiksek
safliktaki Ar gazi ile kurutulmustur. AuNP ile modifiye edilen SPCE’ler
SPCE/RGO/PNR/AuNP seklinde kisaltilmistir.

3.2.6. Elektrokimyasal él¢iimler

Kesikli analiz 9 mL fosfat tamponu igeren hiicre igerisinde yapilmstir.
Kronoamperometrik olgtimler karistirma sartlari altinda yapilmistir. Amperometrik
tayinde sabit akim elde edildiginde analit ilavesi yapilmig ve 6l¢giilen akim potansiyostat
tarafindan kaydedilmistir. Damlamali analiz ise, elektrot yiizeyine 50 puL analit ilavesi ile

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SPCE’ler iizerine indirgenmis grafen oksitin modifikasyonu

SPCE’ler tizerine RGO’nun modifikasyonu LBL yontemi ile yapilmistir. Hazirlanan
RGO/SPCE ve yalin SPCE elektrotlarinin SEM goriintiileri alinmis ve sirasiyla Sekil
4.1(A) ve 4.1(B)’de verilmistir.

Sekil 4.1. SPCE/RGO (A) ve yalin SPCE (B) elektrotlarinin SEM goriintiileri

Sekil 4.1(A)’da RGO’ nun katmanli, burusuk yiizeyli ve birbirine benzer, rasgele dagilmis
ince katmanlar ve daginik halde iist iiste binmis yapis1 gozlenmistir ve bu goriintiiler

literatiirle uyumludur (A. Shalaby et al. 2015, Tiyek vd. 2016).
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4.2. Indirgenmis Grafen Oksit Modifiyeli Elektrotlar Uzerinde Polinotral

Kirmizinin Hazirlanmasi

Notral kirmizi, SPCE ve SPCE/RGO’larin yiizeyinde 0,1 M KNOsigeren 0,025 M pH 5,5
fosfat tamponu igerisinde, -1,1 V ile +0,9 V potansiyel araliginda 50 mV.s™ tarama
hizinda 15 dongli uygulanarak elektrokimyasal olarak polimerlestirilmistir. SPCE ve
SPCE/RGO’lar iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
sirastyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir. Bu voltamogramlar Pauliukaite et al. (2007),
Sahin (2013), Sahin ve Ayranct (2015), Bilgi ve Ayranci’nin (2016) NR’nin
elektropolimerizasyonu ile ilgili yapmis olduklar1 calismada elde ettikleri dongiisel
voltamogramlarla benzerdir. NR’nin elektropolimerizasyonu pozitif potansiyelde
monomer Katyon radikallerin olusmasiyla baslar ve zincir biiylimesiyle devam eder.
Pauliukaite et al. (2007), NR monomerinin tersinmez yiikseltgenme pik potansiyelini
yaklasik +0,7 V’da gozlemlemislerdir (SCE’ye karst).

Bizim ¢alismamizda NR monomerinin yiikseltgenme pik potansiyeli tiim yalin SPCE’ler
i¢in yaklasik +0,57 V *da gdzlenmis ve tarama sayisi arttik¢a bu potansiyel daha pozitif
degerlere kaymistir. Bu durumun nedeni, PNR filminin olugsmasiyla elektrot yiizeyinin
degismesi ve elektrot yiizeyindeki pH degisimleridir (Pauliukaite et al. 2007, Sahin 2013,
Sahin ve Ayranci 2015, Bilgi ve Ayranct 2016). Monomerin katyon radikallerinin
olugmas1 i¢in gerekli pozitif potansiyel, SPCE’lerin RGO ile modifiye edilmesiyle, tek
bir potansiyel olan + 0,57 V’dan 3 farkli potansiyel olan +0,37, +0,50 ve +0,670 V’a
doniismiistiir. RGO ile modifiye edilmis SPCE’lerde gézlenen monomerin ylikseltgenme
potansiyelindeki bu degisim, RGO’ nun essiz elektronik yapisi ve RGO’ nun SPCE’lerin
elektroaktif yilizey alanini ve elektronik iletkenligi artirmasiyla elektropolimerizasyonun

daha istekli olmasinin bir sonucudur.
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Sekil 4.2. NR’nin yalin SPCE iizerindeki 15 dongii elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
(0,1 M KNO;s igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™
tarama hizinda, 15 dongii)
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Sekil 4.3. NR’nin SPCE/RGO iizerindeki 15 dongii elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
(0,1 M KNOs igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™
tarama hizinda, 15 dongii)
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SPCE/RGO’lar iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonunda ikinci dongiiden itibaren,
+0,37 V ve +0,50°daki potansiyel kaybolmaktadir. +0,670 V’daki potansiyel ise dongii
sayis1 arttikga daha pozitif degerlere kaymistir. SPCE ve SPCE/RGO’larda dongii sayisi
artttkca, monomerin katyon radikali ile ylikseltgenmesi nedeniyle anodik akim da
artmistir. Bu durum pirrol, anilin ve diger iletken polimer monomerlerinin davranisi ile

benzerdir (Pauliukaite et al. 2007).

Yalin SPCE’ler tlizerinde NR-leuko NR tersinir doniisiimii (redoks ciftinin merkezi,
Redoks 1) -0,75 V ile -0,55 V arasindadir. SPCE/RGO’larda NR-leuko NR tersinir
doniistimiiniin (redoks ¢iftinin merkezi, Redoks I) potansiyel araligi (-0,85 V ile -0,55 V),
yalin SPCE’lere gore biraz daha genistir. Her bir dongii ile indirgenme piki daha negatif
potansiyele kaymakta, indirgenme pik akimi azalmakta ve potansiyel siirekli daha negatif
degerlere kayarak pik genislemektedir. Dongii sayist arttik¢a da yiikseltgenme pik akimi
stirekli artmakta ve pik potansiyeli daha pozitif degerlere kaymaktadir. Bu durumun
PNR’nin dallanmasi ve elektrot yiizeyinin yapisinin degismesiyle ilgili olabilecegi

savunulmaktadir (Pauliukaite et al. 2007).

Yalin SPCE’ler iizerinde hazirlanan PNR’nin orta redoks ¢iftinin (doping/de-doping,
Redoks II) potansiyel araliklar1 -0,2 V ile + 0,1 V iken, RGO ile modifiye edilmis
SPCE’lerde PNR’nin orta redoks c¢iftinin (doping/de-doping, Redoks II) potansiyel
araliklari ise biraz daha genistir (-0,2 V ile + 0,2 V). Her iki elektrot {izerinde hazirlanan
PNR’nin orta redoks ¢iftinin potansiyel araliklari, dongii sayisinin artisi ile pozitife dogru
cok yavas artmaktadir. Dongli sayis1 arttikga ylikseltgenme pik akimlari da stirekli
artmakta ve pik potansiyeli daha pozitif degerlere kaymaktadir.

SPCE/RGO iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonunun daha istekli gerceklestigi,
dongiisel voltamogramlardaki Redoks I’deki anodik pik ve Redoks II’deki anodik ve
katodik pik akimlarindaki artiglardan anlasilmaktadir (Sekil 4.3). RGO, elektron transfer
yolunu kolaylastirarak polimerizasyon prosesini kolaylastirmistir. SPCE/RGO/PNR
elektrodunda Redoks IT’nin anodik ve katodik piki RGO’nun varligiyla yalin SPCE’ye
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gore daha iyi tanimlanirken, Redoks I’in hem anodik hem de katodik piki ise biraz daha

az iyi tanimlanmustir.

NR’nin  SPCE/RGO iizerindeki elektropolimerizasyonu ile elde edilen dongiisel
voltamogramlar, Carvalho et al.’nin (2010) GC/MWCNT iizerinde NR’nin
elektropolimerizasyonu, Sahin (2013), Sahin ve Ayrancit (2015), Bilgi ve Ayranci’nin
(2016) SPCE/MWCNT iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonu ile elde edilen dongiisel
voltamogramlarla benzerdir. NR’nin SPCE/RGO iizerinde elektropolimerasyon ile
deposite edildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir ve ilk kez bizim ¢alismamizda

yapilmustir.

SPCE ve SPCE/RGO elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonun karakterizasyonu
icin SPCE/PNR ve SPCE/RGO/PNR elektrotlarinin 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde farkli tarama hizlarinda dongiisel voltamogramlar1 alinmistir. SPCE/PNR ve
SPCE/RGO/PNR elektrotlar1 i¢in elde edilen dongiisel voltamogramlar sirasiyla Sekil 4.4
(A) ve 45 (A)’da verilmistir. Tarama hizina kars1 dongiisel voltamogramlardan elde
edilen anodik I, anodik II, katodik I ve katodik II pik akimlarinin grafikleri ¢izilmis ve
SPCE/PNR ve SPCE/RGO/PNR elektrotlar1 i¢in sirasiyla Sekil 4.4 (B) ve 4.5 (B)’de
verilmigstir. Tarama hizinin karekokiine karst dongiisel voltamogramlardan elde edilen
anodik I, anodik II, katodik I ve katodik II pik akimlarimin grafikleri ¢izilmis ve
SPCE/PNR ve SPCE/RGO/PNR elektrotlari i¢in sirasiyla Sekil 4.4 (C) ve 4.5 (C)’de
verilmistir. Tarama hiz1 arttik¢a anodik ve katodik pik akimlarinin arttifi, SPCE ve
SPCE/RGO elektrotlar1 icin elde edilen dongiisel voltamogramlardan goriilmektedir.
Anodik ve katodik pik akimlarindaki bu artisin hem tarama hizi1 hem de tarama hizinin
karekokii ile dogrusal oldugu, ancak tarama hizinin karekokii ile daha dogrusal oldugu
grafiklerden elde edilen dogrularin denkleminden anlagilmaktadir. Tarama hizinin
karekokiiniin anodik ve katodik pik akimlari ile daha dogrusal olmasi, SPCE ve
SPCE/RGO elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonuyla olusan PNR filmindeki
elektrokimyasal prosesin, karsi iyonun diflizyonuyla, difiizyon kontrolli oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.4. A) SPCE/PNR (15 dongii) elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile + 1,0 V potansiyel araliginda
elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1M KCIl) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizi
grafikleri C) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizimin karekdkii
grafikleri
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Sekil 4.5. A) SPCE/RGO/PNR (15 dongii) elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile + 1,0 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s%, 50 mM pH
7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama
hiz1 grafikleri C) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizinin karekokii

grafikleri
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4.3. NR’nin SPCE/RGO Uzerindeki Elektropolimerizasyonunda Déngii Sayisinin
Optimizasyonu

Dongiisel voltametri teknigi kullanilarak yapilan bir iletken ya da redoks monomerinin
elektropolimerizasyonunda dongii sayisinin optimizasyonu onemlidir. Dongili sayis1 az
oldugunda polimerin elektrot yiizeyindeki film kalinlig1 ¢ok ince olurken, dongii sayist
fazla oldugunda ise film kalinlig1 fazla olmakta ve difiizyon zor olmaktadir (Qu et al.
2006). Notral kirmizinin elektropolimerizasyonunda dongii sayisinin optimizasyonu i¢in
SPCE/RGO elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonu 5, 10, 15 ve 20 dongi
sayilarinda gergeklestirilmis ve sirasiyla SPCE/RGO/(PNR)sn, SPCE/RGO/(PNR)10n,
SPCE/RGO/(PNR)1sn ve SPCE/RGO/(PNR)20n olarak sembolize edilmistir. NR’nin
SPCE/RGO’lar iizerinde 5, 10, 15 ve 20 dongii yapilan elektropolimerizasyonunun
dongiisel voltamogramlar1 sirasiyla Sekil 4.6, 4.7, 4.3 ve 4.8’de verilmistir. Dongii
sayisinin artigi ile anodik ve katodik pik akimlarinin arttig1 ve polimerin her dongii ile
daha cok dallanip biiyiliyerek elektrodun yiizeyine kaplandigi voltamogramlardan

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.6. NR’nin SPCE/RGO iizerindeki 5 dongii elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
(0,1 M KNOjs igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™
tarama hizinda, 5 dongii)
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Sekil 4.7. NR’nin SPCE/RGO iizerindeki 10 dongii elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
(0,1 M KNOjs igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s™
tarama hizinda, 10 dongii)

250

S50

I/pA

-150

_350 L L L L L L L L L L
-1,1 -0,7 -0,3 0,1 0,5 0,9
E /V vs Ag pseudo RE

Sekil 4.8. NR’nin SPCE/RGO iizerindeki 20 dongii elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
(0,1 M KNO;s igeren pH 5,5 0,025 M fosfat tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 50 mV.s?
tarama hizinda, 20 dongii)
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Sekil 4.9°’da  SPCE/RGO/(PNR)sn, SPCE/RGO/(PNR)1on, SPCE/RGO/(PNR)1sn Ve
SPCE/RGO/(PNR)20n elektrotlarinin tampon ¢ozelti igerisinde elde edilen dongiisel
voltamogramlar1 verilmistir. Dongii sayisinin artistyla anodik ve katodik pik akim
yiiksekliklerinin, polimer filminin biiylimesine paralel olarak arttig1 voltamogramlardan
anlasilmaktadir. Ancak 15 dongiiden sonra pik akim yiiksekliklerindeki bagil akim
artisinin azaldigi, 15 ve 20 dongii ile hazirlanan elektrotlarla elde edilen pik akim
yiiksekliklerinin birbirine yakin degerde oldugu goriilmektedir. Ayrica 20 dongii ile elde
edilen voltamogramda anodik ve katodik pik potansiyellerinde kayma oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglara gére NR 'nin elektropolimerizasyonu i¢in dongii sayisi 15°den
fazla oldugunda, film kalinlig1 giderek artmis bu da difiizyonu azaltict yonde etki
yapmistir. Bu sebeple, PNR’nin dongii sayisinin 15 olmasinin yeterli oldugu

diistinilmiistiir.
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Sekil 4.9. SPCE/RGO/(PNR)s,, SPCE/RGO/(PNR)ion, = SPCE/RGO/(PNR)1sn Ve
SPCE/RGO/(PNR)20n elektrotlarinin tampon ¢ozeltide -1,1 V ile +0,9 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar1 (D6ngii sayisi: 5, 10, 15 ve 20, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu,
0,1M KCI 25 mV.s tarama hizinda)
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NR’nin SPCE/RGO’lar iizerindeki elektropolimerizasyonunda optimum dongii sayisini
belirlemek icin yapilan g¢aligmalar1 desteklemek icin, yilizey-kontrollii proses igin
SPCE/RGO/(PNR)sn, SPCE/RGO/(PNR)10n, SPCE/RGO/(PNR)1sn ve
SPCE/RGO/(PNR)20n elektrotlarinin yiizeyinde bulunan PNR’deki elektroaktif tiirlerin
ortalama ylizey konsantrasyonu, (I'), Laviron esitligi kullanilarak hesaplanmistir (Bard
and Faulkner 2001):

n2F2 vATr
Ip = T (4.1)

Burada lp anodik I’e ait yiikseltgenme pik akimni, A elektroaktif yiizey alanin1 (cm?), n
transfer edilen elektronlarin sayisini, V potansiyel tarama hizim (V.s™?), T sicakligr (293

K), R gaz sabitini (8,314 J.K*.mol) ve F ise Faraday sabitini (96485 C.mol™) ifade eder.

Esitlik 4.1°1 kullanabilmek i¢in SPCE/RGO’larin elektroaktif yiizey alaninin degeri
gerekmektedir. Bu nedenle ilk olarak SPCE/RGO’ya 10-125 mV.s? tarama hizi
araliginda, 0,1 M KCI destek elektrolit ¢ozeltisinde, 1 mM potasyum ferrisiyaniir
varliginda -0,5 V ile +0,7 V arasinda doniistimlii voltametri uygulanmistir. Elde edilen
voltamogramlar Sekil 4.10A’da verilmistir. Bu voltamogramlarin gosterdigi anodik ve
katodik pik akimlariin tarama hizinin karekokiine karsi grafikleri de Sekil 4.10B’de
verilmistir. Buradan hem anodik hem de katodik pik akimlarmin 10-125 mV.s™ tarama
hizi aralifinda tarama hizinin karekokiiyle miikemmel bir dogrusallik gosterdigi
anlasilmaktadir. Bu da SPCE/RGO’ler iizerinde potasyum ferrisiyaniiriin elektro-
yiikseltgenme ve indirgenmesinin difiizyon kontrollii bir proseste gergeklestigini
gostermektedir. Diflizyon kontrollii elektrokimyasal prosesler icin Randles-Sevcik
esitligi kullanilabilir. SPCE/RGO’larin elektroaktif ylizey alan1 degerleri Randles-Sevcik

esitliginden hesaplanmistir. Randles-Sevcik esitliginde;

i, =29 x10°n"? AD “?Cv 4.2)

ip pik akimi (A), n alinan verilen elektron sayisi, A elektrot yiizey alan1 (cm?), D difiizyon

katsayis1 (cm?.s?), C konsantrasyon (mol.cm) ve v ise tarama hizidir (V.st). 1 mM
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Fe(CN)s* icin difiizyon katsayis1 7,63x10° cm.s’dir (Bard and Faulkner 2001). Sekil
4.10B’deki grafigin dogru denkleminden ve esitlik 4.2°den yararlanilarak
SPCE/RGO’lerin elektroaktif yiizey alan1 0,0851cm? olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. A) SPCE/RGO elektrodunun tampon ¢ozeltide — 0,5 V ile + 0,7 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlari (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125
mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,IM KCI) B) A’da verilen déngiisel
voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizinin karekdkii grafikleri
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Esitlik 4.1°den yararlanarak elektrotlarinin yiizeyinde bulunan PNR’deki elektroaktif
tirlerin  ortalama yiizey konsantrasyonu hesaplayabilmek igin ilk olarak
SPCE/RGO/(PNR)sn, SPCE/RGO/(PNR)10n, SPCE/RGO/(PNR)1sn ve
SPCE/RGO/(PNR)20n elektrotlarinin tampon ¢6zeltide farkli tarama hizlarinda dongiisel
voltamogramlar1 ~ alinarak  elektrokimyasal  karakterizasyonlar1  yapilmistir.
SPCE/RGO/(PNR)sp, SPCE/RGO/(PNR)10n, SPCE/RGO/(PNR)1sn ve
SPCE/RGO/(PNR)20n elektrotlar: igin elde edilen dongiisel voltamogramlar sirasiyla
Sekil 4.11 (A), 4.12 (A), 4.5 (A) ve 4.13 (A)’da verilmistir. Tarama hizina kars1 dongiisel
voltamogramlardan elde edilen anodik I, anodik II, katodik I ve katodik II pik akimlarinin
grafikleri ¢izilmis ve SPCE/RGO/(PNR)sn, SPCE/RGO/(PNR)10n, SPCE/RGO/(PNR)15n
ve SPCE/RGO/(PNR)2on elektrotlart igin sirastyla Sekil 4.11 (B), 4.12 (B), 4.5 (B) ve 4.13
(B)’de verilmistir. Grafiklerden elde edilen dogrularin denklemleri kullanilarak, PNR nin
SPCE/RGO’lar yiizeyindeki ortalama yiizey konsantrasyonlari, SPCE/RGO/(PNR)sn,
SPCE/RGO/(PNR)10n, SPCE/RGO/(PNR)1sn ve SPCE/RGO/(PNR)20n elektrotlari igin
sirastyla, 3,29x10° mol.cm, 4,09x10° mol.cm 4,74x10°mol.cm ve 1,99x10° mol.cm
2 olarak hesaplanmistir. T’ degetlerine gore optimum dongii sayisi, bu déngii sayilari
icinde en yliksek yiizey konsantrasyonunu saglamasindan dolayr 15 dongii olarak
belirlenmistir. Sekil 4.13 (A) incelendiginde SPCE/RGO/(PNR)2on i¢in katodik I pikinin
tanimlanamadi@i da agik¢a gozlenmektedir. Elde edilen bu sonuglar, Sekil 4.9’daki
voltamogramlar ile elde edilen sonuglar ile uyumlu ve birbirini destekleyici niteliktedir.
Calismanin bundan sonraki kisminda SPCE/RGO elektrotlar1 {izerinde NR’nin

elektropolimerizasyonu 15 dongii olarak yapilmstir.
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Sekil 4.11. A) SPCE/RGO/PNR (5 doéngii) elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile +
0,9 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25,
50, 75, 100, 125 mV.s%, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCIl) B) A’da verilen
dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.12. A) SPCE/RGO/PNR (10 dongii) elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile +
0,9 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25,
50, 75, 100, 125 mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCIl) B) A’da verilen
dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.13. A) SPCE/RGO/PNR (20 dongii) elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile +
0,9 V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25,
50, 75, 100, 125 mV.s%, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCIl) B) A’da verilen
dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri

31



4.4. NR’nin SPCE/RGO Uzerindeki 15 Déongii Elektropolimerizasyonunda Tarama

Hizinin Optimizasyonu

NR’nin SPCE/RGO f{izerindeki 15 dongili elektropolimerizasyonunda tarama hizinin
etkisini incelemek igin sirasiyla 25, 50 ve 100 mV.s™ tarama hizlarinda SPCE/RGO’lar
NR ile modifiye edilmistir. NR’nin SPCE/RGO’lar iizerinde 25, 50 ve 100 mV.s tarama
hizlarinda 15 dongii yapilan elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari
sirastyla Sekil 4.14, 4.3 ve 4.15°te verilmistir. Elektropolimerizasyonda tarama hizi
arttik¢a anodik ve katodik pik potansiyellerinin dongii sayisinin artisi ile daha ¢ok kaydigi
gdzlenmistir. 100 mV.s™? tarama hizlarinda yapilan elektropolimerizasyonda, katodik I
potansiyelinin diger tarama hizlarinda yapilan elektropolimerizasyonlara gore daha az

tanimlanabilir oldugu Sekil 4.15’ten anlasilmaktadir.
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Sekil 4.14. NR’nin SPCE/RGO iizerindeki 25 mV.s! tarama hizlarinda 15 dongii
elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari (0,1 M KNO3z igeren pH 5,5 0,025 M fosfat
tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢ozeltisinde, 25 mV.s™ tarama hizinda, 15 dongii)
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Sekil 4.15. NR’nin SPCE/RGO iizerindeki 100 mV.s? tarama hizlarinda 15 dongii
elektropolimerizasyonunun dongiisel voltamogramlari (0,1 M KNOgs iceren pH 5,5 0,025
M fosfat tamponunda 1,0 mM NR monomer ¢dzeltisinde, 100 mV.s™* tarama hizinda, 15

dongti)

Farkli tarama hizlarinda NR’nin elektropolimerizasyonu ile hazirlanan SPCE/RGO/NR
elektrotlarinin tampon ¢ozeltideki dongiisel voltamogramlart 10-125 mV.s* arasinda
degisen tarama hizlarinda kaydedilmis ve elde edilen voltamogramlar 25, 50 ve 100 mV.s
! tarama hizlar1 igin sirasiyla Sekil 4.16A, 4.5A ve 4.17A’da verilmistir. Sekil 4.15A
incelendiginde, katodik I’in tanimlanamadig1 ve anodik II pik akimlarinin, anodik I pik
akimlarindan daha yiliksek oldugu gozlenmistir. 4.5A ve 4.17A’da ise anodik I pik
akimlarmin anodik II pik akimlarindan daha yiiksek oldugu ve katodik I pik potansiyel
ve akimlariin tanimlanabildigi anlagilmaktadir. Sekil 4.16B, 4.5B ve 4.17B’de ise, Sekil
4.16A, 4.5A ve 4.17A’daki verilerden yararlanilarak anodik ve katodik pik akimlarinin
tarama hizina kars1 ¢izilmis grafikleri verilmistir. Anodik ve katodik pik akimlarinin
degerleri, 10-125 mV.s ! araliginda potansiyel tarama hiz1 ile dogrusal olarak artmaktadir.
25, 50 ve 100 mV.s! tarama hizlarinda 15 dongii NR ile modifiye edilmis SPCE/RGO’lar
icin T degerleri, esitlik 4.1°den yararlanilarak hesaplanmis ve sirasiyla, 3,14x107,
4,74x10° ve 3,93x10° mol.cm™ olarak bulunmustur. En yiiksek yiizey konsantrasyonu
50 mV.s? tarama hizinda modifiye edilen SPCE/RGO/PNR elektrodunda elde edildigi

i¢in, optimum tarama hiz1 50 mV.s? olarak belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki
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kismmda SPCE/RGO elektrotlar iizerinde NR’nin elektropolimerizasyonu 50 mV.s

tarama hizinda 15 dongii olarak yapilmistir.
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Sekil 4.16. A) 25 mV.s? tarama hizinda NR’nin elektropolimerizasyonu ile hazirlanan
SPCE/RGO/NR elektrotlarinin tampon ¢ozeltide -1,1 V ile + 0,9 V potansiyel araliginda
elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s, 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCIl) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan
elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri
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Sekil 4.17. A) 100 mV.s* tarama hizinda NR’nin elektropolimerizasyonu ile hazirlanan
SPCE/RGO/NR elektrotlarinin tampon ¢ozeltide- 1,1 V ile + 0,9 V potansiyel araliginda
elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s?, 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan
elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri
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4.5. SPCE/RGO/PNR/AuNP’nin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun formiilasyonunda yer alan nanomateryaller ve
iletken polimerin etkisini incelemek i¢in, SPCE, SPCE/RGO, SPCE/RGO/PNR ve
SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrotlarinin 5 mM KsFe(CN)s/K4Fe(CN)e (0,1 M KCl iginde)
¢ozeltisinde -1,0 V ile +1,0 V potansiyel araligi ve 50 mV.s? tarama hizinda dongiisel
voltamogramlart alinmig ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.18’de verilmistir.
Voltamogramlardan elde edilen anodik pik potansiyelleri (Epa), katodik pik
potansiyelleri (Epc), anodik pik akimlar1 (Ipa) ve katodik pik akimlar (Ipc) Cizelge
4.1°de verilmistir. Elektrot formiilasyonunda RGO’nun yer almasi ile anodik ve katodik
pik akimlarinin arttig1 ve pik potansiyelleri arasindaki farkin daraldigi goriilmektedir.
RGO, elektronik iletkenligi ve elektrokimyasal reaksiyonun tersinirligini artirmigtir.
SPCE/RGO formiilasyonuna PNR’nin girmesi ise, RGO’da oldugu gibi anodik ve
katodik pik akimlarinin artirmistir. Elektrot formiilasyonunda RGO ve PNR’nin birlikte
bulunmasi, sinerjik bir etki yaratarak, elektronik iletkenligi ve duyarligi oldukca
artirmigtir. Bu sinerjik etki sOyle agiklanabilir. RGO’nun formiilasyonda bulunmasi
elektroaktif yiizey alanini ve bunun sonucu olarak da elektronik iletkenligi artirmistir.
RGO’nun sp? karbonlarindan olusan hidrofobik yan duvarlarina ve n-konjuge yapilaria
sahip olmasi, PNR’nin aromatik halkasinda bulunan =-m konjuge yapilar ile, =©-7
elektronik ve hidrofobik etkilesim yapmasina neden olmustur. PNR ve RGO arasindaki
bu etkilesim sonucu elektronik iletkenlik, sinerjik bir etkiyle artmustir. Elektronik
iletkenligin artistyla da elektron transfer hizi ve faradik cevabi artirmastir.
SPCE/RGO/PNR formiilasyonunda AuNP’nin yer almasi ile anodik ve katodik pik
akimlarmin daha da arttig1 anlagilmaktadir. Anodik pik potansiyellerinin negatif yonde,
katodik pik potansiyellerinin ise pozitif yonde kaydigi goriilmiistiir. AuNP’nin gostermis
oldugu etki, RGO ve PNR’ye gore daha az olmasina ragmen, RGO, PNR ve AuNP’nin
elektrot formiilasyonunda birlikte yer almasi sinerjik bir etki gostermis, elektrodun
elektroaktif ylizey alanini artirarak elektronik iletkenligi ve elektrodun tersinirligini

artirmigtir.
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Sekil 4.18. SPCE, SPCE/RGO, SPCE/RGO/PNR ve SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrotlarinin 5
mM KsFe(CN)e/KaFe(CN)s (0,1 M KCl iginde) ¢ozeltisindeki -1,0 V ile +1,0 V potansiyel aralig
ve 50 mV.s! tarama hizinda elde edilen dongiisel voltamogramlari

Cizelge 4.1. Sekil 4.18’de verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen Ep ve Ip
degerleri

Elektrot tiirti Epa (V) Ipa (WA) Epc (V) Ipc (WA)
SPCE 0,258 135 0,008 -124,8
SPCE/RGO 0,221 169,8 0,078 -170,7
SPCE/RGO/PNR 0,240 182,1 0,054 -190,2
SPCE/RGO/PNR/AUNP 0,230 195,7 0,032 -211,7

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun elektrokimyasal davranigini daha ayrintili
incelemek i¢in, tampon ¢ozeltide -1,1 V ile +0,9 V potansiyel araliginda farkli tarama
hizlarinda doniisiimli voltamogramlari alinmig ve Sekil 4.19 (A)’da verilmistir. Tarama
hizinin karekdkiine kars1 dongiisel voltamogramlardan elde edilen anodik I, anodik II,

katodik I ve katodik II pik akimlarinin grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.19 (B)’de verilmistir.
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Tarama hiz1 arttikga anodik ve katodik pik akimlarinin arttigi elde edilen dongiisel
voltamogramlardan goriilmektedir. Anodik ve katodik pik akimlarindaki bu artigin tarama
hizinin karekokii ile dogrusal oldugu grafiklerden elde edilen dogrularin denkleminden
anlasilmaktadir. Tarama hizinin karekokiiniin anodik ve katodik pik akimlari ile daha
dogrusal olmasi, SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler iizerinde gerceklesen elektrokimyasal

prosesin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.19. A) SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile + 0,9 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar: (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s%, 50 mM pH
7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama
hizinin karekokii grafikleri
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SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun elektrokimyasal kararliligini incelemek igin,
tampon ¢ozeltide -1,0 V ile +0,9 V potansiyel araligi ve 50 mV.s* tarama hizinda 30
dongii dontisiimlii voltametri uygulanmis ve elde edilen dongiisel voltamogramlar Sekil
4.20°de verilmistir. Ilk dongiiden 30. dongiiye kadar, anodik ve katodik pik
potansiyellerinin sabit kaldig1 ve elektrodun kararliliginin yiiksek oldugu Sekil 4.19°dan
anlasilmaktadir. Elektrot formiilasyonunda yer alan RGO, PNR ve AuNP’nin birlikte

yarattig1 sinerjik etki, elektrodun kararliligini da artirmaktadir.
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Sekil 4.20. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun tampon ¢ozeltide 30 dongii, -1,0 V ile
+0,9 V potansiyel aralign ve 50 mV.s! tarama hizinda, edilen déngiisel voltamogramlari
(50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1M KCI)

4.6. Biyosensor Uygulamasi

Calismamizda hazirladigimiz SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin biyosensorlerde
kullanim1 incelenmistir. Bu amagla SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlart dopaminin

elektrokimyasal tayininde kullanilmigtir.
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4.6.1. SPCE/RGO/PNR/AuNP’de Dopaminin Elektrokatalitik Yiikseltgenmesi

DA’nin elektrokimyasal davranigina RGO, PNR ve AuNP’nin etkisini incelemek i¢in,
SPCE, SPCE/RGO ve SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrotlarina 50 mV s tarama hizinda -
0,4 V ile +0,8 V potansiyel araliginda 5 mM DA varligindaki dongiisel voltamogramlari
(50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI)) alinmis ve Sekil 4.21°de verilmistir.
Voltamogramlar incelendiginde, yalin SPCE elektrodunda DA’nin tersinirliginin diisiik
oldugu, Epa degerinin +0,288 V ve Ipa degerinin ise 109,5 pA oldugu goézlenmistir. RGO
varhiginda SPCE/RGO elektrodunda Epa ve Ipa degerleri sirasi ile +0,186 V ve 198,1 1A,
RGO, PNR ve AuNP varliginda SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunda ise Epa ve Ipa
degerleri sirasi ile +0,196 V ve 166,7 pA olarak bulunmustur. Elektrot formulasyonunda
RGO, PNR ve AuNP’nin birlikte bulunmasi yalin elektroda gore DA’nin

elektroyiikseltgenme ve elektroindirgenmesinde elektrokatalitik etki gosterdigi

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.21. SPCE, SPCE/RGO ve SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun 50 mV s*
tarama hizinda -0,4 V ile +0,8 V potansiyel araliginda 5 mM DA varligindaki dongiisel
voltamogramlar: (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI))
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SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrotlarinin DA’nin elektroyiikseltgenmesindeki
elektrokatalitik aktivitesini test etmek i¢in, S0 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCl)
icerisinde 1 mM DA’nin varliginda ve yoklugunda dongiisel voltametri uygulanmis ve

elde edilen voltamogramlar Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.22. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun 50 mV s* tarama hizinda 50 mM pH
7,0 fosfat tamponunda (0,1 M KCI) -0,3 V ile +0,7 V potansiyel araliginda 1 mM DA
varliginda ve yoklugundaki dongiisel voltamogramlari

DA yoklugunda tampon c¢ozeltide sadece elektrot formiilasyonunda yer alan PNR’nin
pikleri gozlenmekte iken DA varliginda redoks ¢ifti gozlenmektedir. 1 mM DA varliginda
gbzlenen redoks ¢iftinin Epa ve Epc degerleri ile 0,158 V ve 0,076 V’dur. Ipa ve Ipc
degerleri ise sirasiyla 57,52 pA ve 8,43 pA’dir. Britto et al. (1996) karbon nanotiip
elektrot ile DA nin Epa ve Epc degerlerini pH 7.4 fosfat tamponunda sirasiyla 0,22 V ve
0,19 V olarak bulmuslardir (SCE’ye kars1). Sun et al. (1998) PNR ile modifiye camsi
karbon elektrotta (GCE) pH 4,6 asetat tamponunda DA’nin Epa degerini 0,265 V olarak
tespit etmislerdir (SCE’ye kars1). Sun et al. (2007) iyonik siv1 ile modifiye edilmis karbon
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hamur elektrodunda DA’nin Epa ve Epc degerlerini pH 6,0 fosfat tamponunda sirasiyla
0,215 V ve 0,151 V oldugunu bildirmislerdir (SCE’ye karsi). Yogeswaran and Chen
(2007) PNR ve karbon nanotiip ile modifiye ettikleri GCE’de pH 4 ftalat tamponunda
DA’nin Epa degerini 0,38 V olarak belirlemislerdir (Ag/AgCl’e kars1). Hou et al. (2010)
EDTA ve RGO ile modifiye edilmis camsit karbon elektrotlar tizerinde DA’nin Epa ve
Epc degerlerini pH 7,2 fosfat tamponunda sirasiyla 0,199 V ve 0,119 V olarak
bulmuslardir (SCE’ye kars1). Yue et al. (2012) mezo-gozenekli karbon nanofiber ile
modifiye ettikleri pirolitik grafit elektrotlar tizerinde pH 7,0 fosfat tamponunda DA’nin
Epa degerinin 0,193 V oldugunu gozlemlemislerdir (SCE’ye karsi1). Han et al. (2014)
elektrokimyasal olarak indirgenmis grafen oksit ve ferulik asit ile modifiye edilmis GCE
tizerinde pH 6,0 sitrat tamponunda DA’nin Epa degerinin 0,312 V oldugunu
gozlemlemislerdir (Ag/AgCl’e karsi). Yang et al. (2014) indirgenmis grafen oksit ile
modifiye edilmis GCE iizerinde pH 7,0 fosfat tamponunda DA’nin Epa ve Epc
degerlerinin sirasi ile 0,224 V 0,166 V olarak bulmuslardir (Ag/AgCl’e kars1). Zhang et
al. (2017) indirgenmis grafen oksit ve poli L-lisin ile modifiye edilmis GCE {izerinde pH
7,4 fosfat tamponunda DA’nin Epa degerinin 0,228 V oldugunu bildirmislerdir
(Ag/AgCl’e kars1). Tampon ¢ozeltinin pH’s1 arttikca DA’nin Epa ve Epc degerlerinin
daha negatif degerlere kaydigi bilinmektedir (Sun et al. 2007, Kamyabi and Shafiee 2012,
Han et al. 2014, Yang et al. 2014, Zhang et al. 2017).

Literatlir verileri incelendiginde ve tampon ¢ozeltinin pH’s1 da dikkate alindiginda,
calisgmamizda hazirlamis oldugumuz SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun, DA’nin Epa
ve Epc degerlerini olduk¢a fazla disiirdiigi ve DA’nin yiikseltgenmesine karsi
elektrokatalitik etki gosterdigi agikca goriilmektedir.

RGO, PNR ve AuNP’nin elektrot formiilasyonunda birlikte yer almasi DA’nin
elektroyiikseltgenmesinde hem sinerjik bir etki gostererek elektrodun elektroaktif yilizey
alanini artirarak elektronik iletkenligi ve elektrodun tersinirligini artirmis, hem de DA’ nin
elektroyiikseltgenmesinde elektrokatalitik etki gdstererek pik potansiyellerinin degerini
azaltmistir. DA’nin ylikseltgenmesindeki daha diisiik anodik pik potansiyeli, DA’ nin
elektroyiikseltgenmesi icin 0Ozellikle PNR’nin elektrokatalitik etki sergiledigini
belirtmektedir. DA varliginda ylikseltgenme pik akiminin artmasi, DA’nin ¢ozeltiden
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elektrot ylizeyine dogru difiizlenerek yiikseltgendigini ve buna karsin yiizeydeki PNR’nin

indirgendigini gosterir. Bu elektrokimyasal islem zinciri s6yle formiilize edilebilir:

PNR(ndy — PNRiiks)+ 2H" + 2¢°

DA(ind) + PNRgyiiksy —» DAgiks) + PNR(ing)

Modifiye edilmis elektrot tarafindan DA’nin tiim yiikseltgenmesi asagida gosterilmistir.

DA(ind) — DAgiiks) + 2H" + 2¢

Bu reaksiyonlar incelendiginde, PNR’nin DA’nin yiikseltgenmesinde medyator olarak
etki gosterdigi anlagilmaktadir. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun, DA’ya karsi
gosterdigi yiiksek elektrokatalitik aktivite ve yiiksek elektronik iletkenlik su sekilde

agiklanabilir:

Elektrokimyasal on islem uygulanmis SPCE elektrodunun yiizeyinde, karbonun
yiikseltgenmesi ile karboksil, hidroksil ve kinon-hidrokinon gruplari olusur (Sahin ve
Ayranci 2015, Bilgi ve Ayranci 2016). Indirgenmis grafen oksitin yiizeyinde ~-COOH, -
OH ve —NH: gruplart bulunmaktadir (Mao et al. 2012 ). SPCE iizerine RGO’nun
modifiye edilmesiyle ise, SPCE ve RGO ylizeyinde bulunan elektroaktif fonksiyonel
gruplarin arasinda olusan hidrofilik etkilesimler ile yiiksek elektroaktif ylizey alanina
sahip bir elektrot yiizeyi elde edilir. SPCE/RGO iizerinde NR ’nin elektropolimerizasyonu
ile PNR filmi olusur. PNR filminin yapisinda bulunan 7w konjuge yapilari, RGO’da
bulunan m konjuge yapilari ile n-7 elektronik etkilesimini ve hidrofobik etkilesim yapar.
Boylece SPCE/RGO/PNR elektrodunda elektron transfer hizi oldukga artar ve faradik
cevap kuvvetlenir (Sahin ve Ayranci 2015, Bilgi ve Ayranci 2016). SPCE/RGO/PNR
elektrodunun AuNP ile modifikasyonu sonrasinda, AuNP’ler ile elektrot yiizeyindeki
PNR’nin —NH> gruplar1 arasinda da bir etkilesim olacaktir. Boylelikle ¢alismamizda
hazirlamis oldugumuz SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun elektronik iletkenligi
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oldukga yiiksektir. AuNP’nin biyouyumluluk 6zelligi ise, DA’ nin redoks reaksiyonunda

uyumlu bir mikrogevre olusturur.

Sekil 4.23A’da, SPCE/RGO/PNR/AuNP iizerinde 1 mM DA’nin farkli tarama
hizlarindaki (10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s 1) dongiisel voltamogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.23. A) SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun 1 mM DA igeren 50 mM pH 7,0
fosfat tamponunda (0,1 M KCI’de) -0,3 V ile +0,8 V potansiyel araliginda farkli tarama
hizlarindaki (10-125 mV.s™) déngiisel voltamogramlari

Tarama hiz1 arttik¢a anodik ve katodik pik akimlarinin dogrusal bir sekilde arttig1 Sekil
4.23B’den anlasilmaktadir. Tarama hizinin artmasiyla anodik ve katodik pik
potansiyelleri sirasiyla, daha pozitif ve negatif degerlere kaymistir. Sekil 4.23B’de
anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizina karsi, Sekil 4.23C’de de tarama hizinin
karekokiine karsi grafikleri verilmistir. Hem anodik hem de katodik pik akimlarinin,
caligma sartlarimizdaki tarama hizi ve tarama hizinin karekdkiiyle dogrusal oldugu bu

grafiklerden goriilmektedir.
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Sekil 4.23. B) A’daki verilerden yararlanilarak elde edilen akim-tarama hiz1 grafigi
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Sekil 4.23. C) A’daki verilerden yararlanilarak elde edilen akim-tarama hizinin karekokii
grafigi
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Yapilan regresyon analizlerinin sonucunda bu grafiklerin korelasyon katsayilar1 sirasiyla,
0,982, 0,956, 0,997 ve 0,989 olarak bulunmustur. Bu degerler incelendiginde, Sekil
4.23C’de verilen grafigin korelasyon katsayisinin daha iyi oldugu agikga goériilmektedir.
Bu da, SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler iizerinde DA’nin elektro-yiikseltgenme ve

indirgenmesinin difiizyon kontrollii bir proseste gergeklestigini gostermektedir.

Sekil 4.23D’de Sekil 4.23A’daki verilerinden yararlanarak tarama hizinin dogal

logaritmasi (Inv) ve pik potansiyeli arasindaki iligki verilmistir.
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Sekil 4.23. D) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik potansiyeli-
tarama hizinin dogal logaritmasi grafigi

SPCE/RGO/PNR/AuNP’lerin yiizeyi ve ¢ozelti arasinda meydana gelen DA’nin
elektroyiikseltgenmesi i¢in elektron-transfer katsayisi (o) asagidaki esitlikten bulunabilir

(Harrison and Khan 1970):

RT

Ep - (2:‘{1-"

)ln v + sabit (4.3
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Burada Ep pik potansiyelini, v tarama hizini, T sicakligi (293 K), R gaz sabitini (8,314
JKitmolt) ve F ise Faraday sabitini (96485 C.mol?) ifade eder. Anodik pik
potansiyelleri tiim tarama hiz1 araliginda Inv’ye kars1 dogrusal olarak degismektedir. Bu
degisim i¢in dogrusal regresyon denklemi Epa=0,0533 Inv +0,4557, r= 0,995 seklindedir.
Sekil 4.19C’deki dogrunun egimi ve esitlik 4.3 kullanilarak, 1 mM DA i¢in a degeri
hesaplanmis ve bu deger 0,237 olarak bulunmustur.

1 mM DA’nin SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler iizerine difiizyon katsayisini hesaplamak i¢in,
difiizyon kontrollii elektrokimyasal proses i¢in esitlik 4.2 kullanilmis ve 1 mM DA’nin
difiizyon katsayis1 1,32x10° cm?.s? olarak bulunmustur. Bu deger DA’nim difiizyon
katsayis1 igin literatiirde verilen 3,2x10° cm2.s? ve 5,8x10° cm?s? degerinden daha
biiytiktiir (Chen et al. 2006, Raj et al. 2003).

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun DA’ya karsi olan voltametrik cevabinda DA
konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 50 mM pH 7,0 (0,1 M KCl)
tamponunda hazirlanmis DA’nin farkli konsantrasyonlari igin diferansiyel puls
voltametrisi uygulanmis ve sonuglar Sekil 4.24°te verilmistir. Burada, DA

konsantrasyonu arttik¢a anodik pik akimlarmin da arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.24. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun degisen DA konsantrasyonlarinda (0,05 mM- 5 mM) -
0,4 V ve +0,9 V potansiyel araligindaki diferansiyel puls voltamogramlar1 (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu,
0,1 M KCI; pulse amplitude: 5 mV, voltage step: 70 mV, pulse time: 0,1 s, scan rate: 10 mV.s?)
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4.6.2. Elektrokimyasal DA Tayinine iliskin Bulgular

Calismamizda hazirladigimiz SPCE/RGO/PNR/AUNP kompozit elektrodun DA’nin
yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi yiiksek elektrokatalitik etki, yiliksek elektronik
iletkenlik ve yiiksek duyarlik, bu elektrodun DA’nin amperometrik tayininde biyosensor
olarak kullanilmast igin bir yeniliktir. Bu bdliimde, SPCE/RGO/PNR/AuNP
elektrodunun DA’nin amperometrik tayininde biyosensdr olarak kullanimi ile ilgili

yapmis oldugumuz caligsmalardan bahsedilecektir.

4.6.2.1. pH optimizasyonu

DA’nmn elektrokimyasal tayini i¢in destek elektrolit olarak kullanilan tamponunun
optimum pH’sin1 belirlemek i¢in, 50 mM derisiminde farkli pH’larda (4-8 araliginda)
asetat ve fosfat tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir farkli pH’ya sahip tampon
cozeltiler kullanilarak 500 pM sabit derisimde DA c¢ozeltileri hazirlanmis ve bu DA
¢ozeltilerinin dongiisel voltamogramlar1 Sekil 4.25A°da verilmistir. Sekil 4.25A°daki
voltamogramlardan elde edilen anodik pik potansiyellerine karst pH degisimi grafigi
Sekil 4.25B’de verilmistir. DA’nin yiikseltgenme potansiyelinin pH artisi ile azaldigi hem
voltamogramlardan hem de grafikten anlagilmaktadir. Elde ettigimiz bu sonug literatiir
ile de uyumludur (Sun et al. 2007, Kamyabi and Shafiee 2012, Han et al. 2014, Yang et
al. 2014, Zhang et al. 2017).
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Sekil 4.25 A) SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun 500 uM DA igeren farkli pH’lardaki
tamponlarda (0,1 M KCI) -0,3 V ile +0,8 V potansiyel araliginda 50 mV.s ' deki déngiisel
voltamogramlar1 B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen anodik pik
potansiyeli-pH grafigi
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Sekil 4.25B’de elde edilen dogrunun egimi -50,7 mV/pH’dir. Bu deger, Nernst esitligi
icin verilen teorik degere yakindir (-59.2 mV/pH, 25 °C’de). Buna gore,
SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunda DA’nin elektroyiikseltgenme reaksiyonu protona
bagimlidir ve transfer edilen elektron sayisi proton sayisina esittir (Yue et al. 2012, Dong
et al. 2003). DA nin elektroyiikseltgenmesi 2 elektronlu-2 protonlu prosesi icerir (Yue et
al. 2012, Luczak 2008). DA’nin SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunda
elektroytikseltgenme reaksiyonu Sekil 4.26°te gosterilmistir.

HO NHy e, oH* © NH

HO +2e, +2H" O
DA

Sekil 4.26. DA’nin SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunda elektroyiikseltgenme
reaksiyonu

Calismamizin amact RGO ile modifiye edilmis elektrotlar iizerinde PNR’nin
hazirlanmasi1 ve biyosensor uygulamalaridir. Bu amagla, SPCE/RGO/PNR/AuNP
elektrodunun biyosensor uygulamasi olarak DA’nin analizinde kullanimi incelenmistir.
PNR’nin DA’nin elektroyiikseltgenmesinde iletken polimer 6zelligi géstermesinin yani
sira medyator olarak rol oynadigi Bolim 2.1.3’te agiklanmisti. PNR, kimyasal yapisi
geregi farkli pH’larda farkli redoks davranisi gostermektedir. pH 7,0’de PNR, 2-
elektronlu 2-protonlu redoks davranisi gostermektedir. DA’nin
elektroytikseltgenmesinde PNR’nin medyator olarak rol olabilmesi i¢cin pH’nin 7,0
olmasi gerektiginden, optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir. DA’nin elektrokimyasal

tayininde bundan sonraki 6l¢iimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda gergeklestirilmistir.
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4.6.2.2. Calisma potansiyelinin optimizasyonu

Calismanin bu kisminda, SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorlerinin DA nin tayini i¢in
farkli potansiyellerde gosterdigi amperometrik yanitlar incelenmistir.
SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensorleri ile DA’nin amperometrik tayini pH 7,0’de, 0,20
V, 0,25 V ve 0,30 V potansiyellerinde yapilmistir. Elde edilen amperogramlardan
yararlanilarak akim-konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.27). Bu grafiklerden elde

edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.27. SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensérlerinin farkli potansiyellerde (0,2 V, 0,25V ve 0,3
V) DA derigsimine kars1 elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Cizelge 4.2. Sekil 4.27°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

Calisma potansiyeli/ V  Duyarlik / (WA.mM™)  Korelasyon katsays1 (r)

0,200 10,69 0,9997
0,250 13,76 0,9998
0,300 16,40 0,9956

o1



En yiiksek duyarlik 0,3 V potansiyelde elde edilen dogrunun denkleminden elde edilmis
olmasina ragmen, korelasyon katsayis1 en diisiiktiir. Amperometrik tayin sirasinda ise 0,2
V ve 0,25 V’da akim kararliligi en yiiksek iken, 0,30 V’da ise analit konsantrasyonu
arttikca akim kararlihig azalmistir. Akim kararlilig1 ve korelasyon katsayisi géz oniine

alindiginda, optimum ¢alisma potansiyeli +0,25 V olarak belirlenmistir.

4.6.2.3. Analitiksel karakterizasyon

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodu ile DA’nin amperometrik tayini, i¢erisinde 9 ml 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicrede, ¢ozeltinin sabit hizda
stirekli karistirildigr sartlarda +0,25 V’da gergeklestirilmistir. Akim kararli hale geldikten
sonra, 50 uM DA elektrokimyasal hiicreye ardigik olarak katilmistir. Kararl hal akim
cevabi Ol¢iilmiis ve zamana kars1 akim degerleri potansiyostat tarafindan kaydedilmistir.
Sekil 4.28’de DA’nin amperometrik tayini igin elde edilen 6rnek bir kronoamperogram
verilmistir. DA ilavesiyle zamanla akimda bir artis oldugu kronoamperogramdan

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.28. SPCE/RGO/PNR/AUNP eclektrodunda 50 uM DA’nin ardisik katimi ile elde
edilen 6rnek bir kronoamperogram (+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

52



DA konsantrasyonu ile artan akim degerleri kullanilarak DA’nin Kkantitatif tayini
yapilabilir. Amperometrik tayini sonucu kronoamperogramlardan elde edilen akim
degerlerinin DA’ nin konsantrasyonuna karsi ¢izilen grafigi Sekil 4.29°da verilmistir. DA

miktarinin artmasi ile akim degerleri de dogru orantili olarak artmistir.
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Sekil 4.29. SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensorleri ile DA derisimine karsi elde edilen
akim grafikleri (+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

DA’nin amperometrik tayini i¢in kullanilan SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin
analitiksel karakterizasyonu icin duyarlik, bagil standart sapma, tayin ve
gbzlemlenebilme siir1 ve tekrarlanabilirlik gibi parametreler belirlenmis ve Cizelge

4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. DA’ ’nin amperometrik tayini igin SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensorleri
ile elde edilen analitiksel parametreler

Tespit limiti 0,17 uM

Tayin sinir1 0,57 uM

Dogrusal aralik 0,57 uM — 500 uM

Duyarlik 13,38 pA. mM*?
Tekrarlanabilirlik RSD %2,14 (n=10), 50 uM DA

Cizelge 4.3 incelendiginde, SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin - duyarliginin
oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Duyarligin yiiksek olmasi, elektroaktif yiizey
alaninin ve elektronik iletkenligin artmasiyla, elektron transferinin hizli olmasi
nedeniyledir. +0,25 V’da 50 uM DA biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi test edilmis ve
bagil standart sapma (R.S.D.) %2,14 olarak hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik igin
hesaplanan RSD degeri, 10 tekrara kadar DA’nin amperometrik tayininin iyi oldugunu

gostermektedir.

SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin uygulama kararliligi, 50 uM derisiminde DA
¢ozeltisinin +0,25 V potansiyelde 60 giin boyunca araliklarla akimlarin 6lgiilmesi ile test
edilmistir. 60 giin boyunca DA igin biyosensor cevabinin ilk giinkii akima gore yilizde
bagil akim degerleri Sekil 4.30°da verilmistir. Baslangigta DA igin biyosensoriin
amperometrik cevabi 2. giinlin sonunda %13,99, 10. giinlin sonunda %69,8, 30. giiniin

sonunda %79,8 ve 60. giinlin sonunda ise %90,05 oraninda azalmistir.

SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin uygulama kararliligi ilk kullanimdan sonra
azalmis olsa da, 60. giine kadar DA i¢in amperometrik yanit vermistir. Bu sonuglardan,
tek kullanimlik olarak hazirlanan bir biyosensor igin, bu uygulama kararliliginin iyi
oldugu ve biyosensor formiilasyonunda bulunan RGO, PNR ve AuNP’nin biyosensoriin

uygulama kararliligini arttirdigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.30. SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin 50 uM DA derisimine karst elde edilen
yiizde bagil akim degerleri-giin sayis1 grafigi (+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M
KCI)

Calisma sartlarinda gelistirilen biyosensoriin depolama kararligini belirlemek igin,
hazirlanan biyosensorler +4°C’de sabit nem ortaminda bekletilmistir. Daha sonra bu
biyosensorler sirasiyla 16. hafta boyunca + 0,25 V’da amperometrik DA tayini
yapilmistir. Amperometrik tayin sonucu elde edilen akim-konsantrasyon grafigi ve akim
degerleri-hafta sayist grafigi sirasiyla Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de verilmistir.
SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin 12. haftaya kadar DA’ya karst yanit verdigi

goriilmektedir.

%Bagil akim verileri incelendiginde DA’nin ilk gilin analizine kiyasla biyosensoriin
amperometrik cevabi 1. ve 2. haftanin sonunda %15,82, 4. haftanin sonunda %17,35 ve
8. haftanin sonunda %18,88 oraninda azalmistir. 16. haftanin sonunda yapilan
amperometrik tayinde ise akim kararliliginin azalmasi nedeniyle diizgiin bir yanit
alinamamis ve bu nedenle veriler grafiklerde verilmemistir. Biyosensoriin 12. haftanin

sonunda duyarliginin % 26,03'tinti korudugu goriilmektedir.
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Sekil 4.31. SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin farkli depolama zamanlarinda 50 uM DA
derisimine kars1 elde edilen akim grafikleri (+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)
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Sekil 4.32. SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin 50 uM DA derisimine karsi elde edilen akim
degerleri-hafta sayis1 grafigi (+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)
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4.6.2.4 Girisim testi

SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun ~ DA’nin  elektrokimyasal  tayininde
kullanilmasinda, girisim yapabilecek elektroaktif analitler olan askorbik asit (AA) ve {irik

asit (UA) varligindaki davranisi incelenmistir.

Sekil 4.33 ve Sekil 4.34°de sirasiyla SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin 5 mM DA,
AA, UA ve pH 7,0 fosfat tamponundaki dongiisel voltamogramlar1 ve diferansiyel puls
voltamogramlar1 verilmistir. DA’nin yiikseltgenme pik potansiyelinin, AA ve UA’nin
yiikseltgenme pik potansiyellerinden farkli bir yerde geldigi Sekil 4.33 ve Sekil 4.34°deki
voltamogramlardan agik¢a goriilmektedir. Dongiisel voltamogramlar incelendiginde ve
DA’nim amperometrik tayininin 0,25 V’da yapildig1 g6z ontine alindiginda UA’nin ¢ok
az girisim yapacagi, AA’nin ise biraz girisim yapacagi goriilmektedir. Diferansiyel puls
voltamogramlar1 incelendiginde ise, askorbik asit ve iirik asitin az da olsa girisim yapma

thtimalinin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.33. SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun 5 mM DA, AA, UA ve pH 7,0 fosfat
tamponundaki -0,4 V ile +0,8 V potansiyel araliginda, 50 mV.s tarama hizinda elde
edilen dongiisel voltamogramlari
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Sekil 4.34. SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun 5 mM DA, AA, UA ve pH 7,0 fosfat
tamponundaki -0,4 V ile +0,8 V potansiyel araligindaki diferansiyel puls voltamogramlari
(50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI; pulse amplitude: 5 mV, voltage step: 70 mV,
pulse time: 0,1 s, scan rate: 10 mV.s™)

Bir analitin elektrokimyasal tayininde segilen yontem, analitin segici olarak analiz
yapilmasi1 noktasinda olduk¢a 6nemlidir. Calismamizda DA’nin analizini amperometrik
yontemle yapmamizin en onemli sebebi amperometrik yontemin seciciliginin yiiksek
olmasidir. DA’nin elektrokimyasal analizi, girisim yapan elektroaktif tiirler olan AA, UA,
NADH ve H20: varliginda amperometrik olarak yapilmistir. 20 pM  DA’nin
amperometrik tayinine 20 uM AA, UA, NADH ve H202’nin girigim etkisini gosteren
amperometrik tayin sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Cizelge 4.4 incelendiginde
DA’nin amperometrik tayinine H2O2’nin girisim yapmadigi, NADH nin girisim etkisinin
%y35’1n altinda oldugu, AA ve UA’nin girisim etkisinin ise sirastyla %9,3 ve %5,2 oldugu

gorilmektedir.

Bu sonuglar, hazirlamis oldugumuz SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun DA’nin
elektrokimyasal tayininde girisim yapan tiirlerin etkisini azalttifin1 gdstermektedir.
Calismamizda amag¢ DA, AA ve UA’nin es zamanl tayini degil, hazirlamig oldugumuz

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun DA’nin amperometrik tayininde kullanilmasidir.
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DA’nin amperometrik tayininde ise PNR, DA i¢in medyator olarak gorev yapmaktadir.
PNR’nin medyator olarak gorev yapmasi i¢in ise pH’nin 7,0 olmasi gerekmektedir.
Literatiirde DA, AA ve UA’nin es zamanli tayini genellikle pH 4’te yapilmaktadir (Ensafi
et al. 2009, Huang et al. 2008). Ciinkii pH 4’de tiirlerin pKa degerleri de gbz Oniine
alindiginda 6zellikle DPV yonteminde DA, AA ve UA’nin pik potansiyelleri birbirinden
tamamen ayrilmaktadir. Bizim c¢alismamizda amperometrik oOl¢iimler pH 7,0’de

gergeklestirilmis olmasina ragmen, AA ve UA ¢ok fazla girisim yapmamustir.

Cizelge 4.4. 20 uM DA’nin tayinine girisim yapan analitlerin etkisi

Girisim yapan analit ~ Konsantrasyon (uM) (%) Bagil hata

AA 20 % 9,3
UA 20 % 5,2
NADH 20 % 3,1
H20, 20 Girigim yok

4.6.2.5. Gercek numune analizi

Gelistirdigimiz DA biyosensorlerinin gergek numune analizinde kullanilmistir. Merck
firmasinda satin alinan insan kan serumu numunesi 1:100 oraninda pH 7.4 tampon ¢ozelti
ile seyreltilmistir. Kan serumu numunesine bilinen konsantrasyonda DA ilave edilerek
DA igeren yapay kan serumu numuneleri hazirlanmistir. Bilinen miktarda DA iceren kan
serumu numunelerinin elektrokimyasal tayini, +0,25 V’da SPCE/RGO/PNR/AuUNP
biyosensorleri ile amperometrik olarak yapilmistir. Cizelge 4.5°te yapay kan serumu

numunelerin analiz sonuglar1 yer almaktadir.

59



Cizelge 4.5. Ger¢ek numune analizi sonuglari

Kan serumu  Eklenen DA (uM) Deneysel hesaplanan (%) Geri kazanim
DA (uM)
1 20 20,30+ 0,18 101,5
2 50 51,25+0,15 102,5
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5. TARTISMA ve SONUC

Dopamin yiiksek duyarlik ve segicilikteki tayini olduk¢a onemlidir. Bu ¢aligma
kapsaminda, SPCE elektrotlar1 indirgenmis grafen oksit (RGO) LBL yontemi
kullanilarak modifiye edilmis, SEM ve elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir.
RGO’nun SPCE yiizeyinde katmanli, burusuk yiizeyli ve birbirine benzer, rasgele
dagilmis ince katmanlar ve daginik halde {iist liste binmis yapis1t SEM goriintiilerinde
gozlenmistir ve bu goriintiiler literatiirle uyumludur (A. Shalaby et al. 2015, Tiyek vd.
2016).

Notral kirmizi, SPCE ve SPCE/RGO’larin yiizeyinde 0,1 M KNOsigeren 0,025 M pH
5,5 fosfat tamponu igerisinde, -1,1 V ile +0,9 V potansiyel araliginda 50 mV.s * tarama
hizinda 15 dongii uygulanarak elektrokimyasal olarak polimerlestirilmistir. SPCE ve
SPCE/RGO elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonun karakterizasyonu i¢in
SPCE/PNR ve SPCE/RGO/PNR elektrotlarinin 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde farkli tarama hizlarinda dongiisel voltamogramlar: alinmistir. Tarama hiz1
arttik¢a anodik ve katodik pik akimlarimin arttig1 gozlenmistir. SPCE ve SPCE/RGO
elektrotlarinda olugan PNR filmindeki elektrokimyasal prosesin, karsi iyonun
difiizyonuyla, diflizyon kontrollii oldugu bulunmustur. Bu sonuglarin literatiir ile
uyumlu oldugu bulunmustur (Pauliukaite et al. (2007), Sahin (2013), Sahin ve Ayranci
(2015), Bilgi ve Ayranci (2016)).

Notral kirmizinin elektropolimerizasyonunda dongili sayisinin optimizasyonu igin
SPCE/RGO elektrotlarinda NR’nin elektropolimerizasyonu 5, 10, 15 ve 20 dongii
sayilarinda gergeklestirilmis, elektropolimerizasyon i¢in optimum dongii sayist 15
olarak bulunmustur. NR ’nin elektropolimerizasyonunda tarama hizinin optimizasyonu
icin, SPCE/RGO elektrotlarinda NR nin elektropolimerizasyonu 25, 50 ve 100 mV.s
! tarama hizlarinda gerceklestirilmis, elektropolimerizasyon i¢in optimum tarama hizi

50 mV.s* olarak bulunmustur.

SPCE/RGO/PNR/AuNP’nin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in farkli tarama
hizlarinda doniistimlii  voltamogramlari alimmis ve SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler
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tizerinde gerceklesen elektrokimyasal prosesin diflizyon kontrollii oldugu
bulunmustur. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun elektrokimyasal kararliligini
incelemek igin, tampon ¢dzeltide -1,0 V ile +0,9 V potansiyel aralig1 ve 50 mV.s*
tarama hizinda 30 dongii doniisiimlii voltametri uygulanmis ve ilk dongiiden 30.
dongiiye kadar, anodik ve katodik pik potansiyellerinin sabit kaldig1 ve elektrodun

kararliliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

SPCE/RGO/PNR/AuNP  elektrotlarinin =~ DA’nin  elektroyiikseltgenmesindeki
elektrokatalitik aktivitesini test etmek i¢in 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI)
icerisinde 1 mM DA’nin varliginda ve yoklugunda dongiisel voltametri uygulanmis ve
SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun, DA’nin Epa ve Epc degerlerini oldukca fazla
disiirdiigiiniic ve DA’nin yiikseltgenmesine karsi elektrokatalitik etki gosterdigi

bulunmustur.

DA’nin elektrokimyasal davranisina RGO, PNR ve AuNP nin etkisini incelemek igin,
SPCE, SPCE/RGO ve SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrotlarina 50 mV s tarama
hizinda -0,4 V ile +0,8 V potansiyel araliginda 5 mM DA varligindaki dongiisel
voltamogramlari (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI)) alinmistir. Yalin SPCE
elektrodunda DA’nin tersinirliginin diisiik oldugu, Epa degerinin +0,288 V ve Ipa
degerinin ise 109,5 pA oldugu gozlenmisti. RGO varliginda SPCE/RGO
elektrodunda Epa ve Ipa degerleri siras1 ile +0,186 V ve 198,1 pA, RGO, PNR ve
AuNP varliginda SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunda ise Epa ve Ipa degerleri sirasi
ile +0,196 V ve 166,7 pA olarak bulunmustur. Elektrot formulasyonunda RGO, PNR
ve AuNP’nin birlikte bulunmasi yalin elektroda gére DA’nin elektroytikseltgenme ve

elektroindirgenmesinde elektrokatalitik etki gosterdigi anlasilmaktadir.

SPCE/RGO/PNR/AuUNP  elektrotlarinin = DA’nin  elektroyiikseltgenmesindeki
elektrokatalitik aktivitesini test etmek i¢in, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI)
igerisinde 1 mM DA ’nin varliginda ve yoklugunda dongiisel voltametri uygulanmistir.
DA yoklugunda tampon ¢6zeltide sadece elektrot formiilasyonunda yer alan PNR ’nin
pikleri gozlenmekte iken DA varliginda redoks ¢ifti gozlenmektedir. 1 mM DA
varliginda gozlenen redoks ciftinin Epa ve Epc degerleri ile 0,158 V ve 0,076 V’dur.
Ipa ve Ipc degerleri ise sirasiyla 57,52 pA ve 8,43 uA’dir. Britto et al. (1996) karbon
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nanotiip elektrot ile DA’ ’nin Epa ve Epc degerlerini pH 7,4 fosfat tamponunda sirasiyla
0,22 V ve 0,19 V olarak bulmuslardir (SCE’ye kars1). Sun et al. (1998) PNR ile
modifiye camsi karbon elektrotta (GCE) pH 4,6 asetat tamponunda DA’nin Epa
degerini 0,265 V olarak tespit etmislerdir (SCE’ye kars1). Sun et al. (2007) iyonik siv1
ile modifiye edilmis karbon hamur elektrodunda DA’nin Epa ve Epc degerlerini pH
6,0 fosfat tamponunda sirastyla 0,215 V ve 0,151 V oldugunu bildirmislerdir (SCE’ye
kars1). Yogeswaran and Chen (2007) PNR ve karbon nanotiip ile modifiye ettikleri
GCE’de pH 4 ftalat tamponunda DA’nin Epa degerini 0,38 V olarak belirlemislerdir
(Ag/AgCl’e kars1). Hou et al. (2010) EDTA ve RGO ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrotlar tizerinde DA’ nin Epa ve Epc degerlerini pH 7,2 fosfat tamponunda
sirastyla 0,199 V ve 0,119 V olarak bulmuslardir (SCE’ye kars1). Yue et al. (2012)
mezo-gozenekli karbon nanofiber ile modifiye ettikleri pirolitik grafit elektrotlar
tizerinde pH 7,0 fosfat tamponunda DA’nin Epa degerinin 0,193 V oldugunu
gozlemlemislerdir (SCE’ye kars1). Han et al. (2014) elektrokimyasal olarak
indirgenmis grafen oksit ve ferulik asit ile modifiye edilmis GCE {izerinde pH 6,0 sitrat
tamponunda DA’nin Epa degerinin 0,312 V oldugunu goézlemlemislerdir (Ag/AgCl’e
kars1). Yang et al. (2014) indirgenmis grafen oksit ile modifiye edilmis GCE {izerinde
pH 7,0 fosfat tamponunda DA’nin Epa ve Epc degerlerinin sirast ile 0,224 V 0,166 V
olarak bulmuslardir (Ag/AgCl’e kars1). Zhang et al. (2017) indirgenmis grafen oksit
ve poli L-lisin ile modifiye edilmis GCE iizerinde pH 7,4 fosfat tamponunda DA’ nin
Epa degerinin 0,228 V oldugunu bildirmislerdir (Ag/AgCl’e kars1). Tampon ¢dzeltinin
pH’s1 arttikca DA’nin Epa ve Epc degerlerinin daha negatif degerlere kaydigi
bilinmektedir (Sun et al. 2007, Kamyabi and Shafiee 2012, Han et al. 2014, Yang et
al. 2014, Zhang et al. 2017). Literatiir verileri incelendiginde ve tampon ¢dzeltinin
pH’st da  dikkate alindiginda, c¢alismamizda  hazirlamis  oldugumuz
SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun, DA’nin Epa ve Epc degerlerini oldukga fazla
diisiirdiigii ve DA’nin yiikseltgenmesine karsi elektrokatalitik etki gosterdigi acikca
goriilmektedir. RGO, PNR ve AuNP’nin elektrot formiilasyonunda birlikte yer almasi
DA’nin elektroylikseltgenmesinde hem sinerjik bir etki gostererek elektrodun
elektroaktif yiizey alanini artirarak elektronik iletkenligi ve elektrodun tersinirligini
artirmig, hem de DA’nin elektroyiikseltgenmesinde elektrokatalitik etki gostererek pik
potansiyellerinin degerini azaltmistir. DA’nin yiikseltgenmesindeki daha diisiik
anodik pik potansiyeli, DA’nin elektroyiikseltgenmesi igin &zellikle PNR’nin
elektrokatalitik etki sergiledigini belirtmektedir. DA varliginda yiikseltgenme pik
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akiminin artmasi, DA’nin c¢ozeltiden elektrot ylizeyine dogru difiizlenerek
yiikseltgendigini ve buna karsin yiizeydeki PNR nin indirgendigini gosterir.
SPCE/RGO/PNR/AuNP iizerinde 1 mM DA’nin farkli tarama hizlarindaki dongiisel
voltamogramlar1 alinmis ve SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler iizerinde DA’nin elektro-
yiikseltgenme ve indirgenmesinin diflizyon kontrollii bir proseste gergeklestigi
goriilmistiir. SPCE/RGO/PNR/AuNP’lerin yiizeyi ve ¢ozelti arasinda meydana gelen
DA’nin elektroyiikseltgenmesi i¢in elektron-transfer katsayisi (o) degeri, 1 mM DA
icin hesaplanmis ve bu deger 0,237 olarak bulunmustur. 1 mM DA’nin
SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler iizerine difiizyon katsayisim1 hesaplanmis ve 1,32x10°
cm?.s? olarak bulunmustur. Bu deger DA’nin difiizyon katsayis1 icin literatiirde verilen
3,2x10° cm?.s ve 5,8x10° cm?2.s? degerinden daha biiyiiktiir (Chen et al. 2006, Raj
et al. 2003).

DA’nin elektrokimyasal tayini i¢in destek elektrolit olarak kullanilan tamponunun
optimum pH’sin1 belirlemek i¢in, 50 mM derisiminde farkli pH ’larda (4-8 araliginda)
asetat ve fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak dongiisel voltamogramlart alinmis ve
optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir. DA’nin yiikseltgenme potansiyelinin pH artisi
ile azaldig1 elde edilen voltamogramlardan goriilmiistiir. Elde ettigimiz bu sonug
literatiir ile de uyumludur (Sun et al. 2007, Kamyabi and Shafiee 2012, Han et al.
2014, Yang et al. 2014, Zhang et al. 2017). Volatmogramlardan elde edilen Epa-pH
grafigindeki dogrunun egimi -50,7 mV/pH’dir. Bu deger, Nernst esitligi i¢in verilen
teorik degere yakindir (=59.2 mV/pH, 25 °C’de). Buna gére, SPCE/RGO/PNR/AuNP
elektrodunda DA’ nin elektroyiikseltgenme reaksiyonu protona bagimlidir ve transfer
edilen elektron sayisi proton sayisina esittir (Yue et al. 2012, Dong et al. 2003).
DA’nin elektroyiikseltgenmesi 2 elektronlu-2 protonlu prosesi igerir (Yue et al. 2012,
Luczak 2008).

Calismamizin amaci RGO ile modifiye edilmis elektrotlar iizerinde PNR’nin
hazirlanmast ve biyosensor uygulamalaridir. Bu amagla, SPCE/RGO/PNR/AuUNP
elektrodunun biyosensor uygulamasi olarak DA’nin  analizinde kullanimi
incelenmistir. PNR’nin DA’nin elektroyiikseltgenmesinde iletken polimer 6zelligi
gostermesinin yani sira medyator olarak rol oynamaktadir. PNR, kimyasal yapisi

geregi farkli pH’larda farkli redoks davranisi gostermektedir. pH 7,0’de PNR, 2-
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elektronlu 2-protonlu redoks davramisindadir. DA’nin elektroyiikseltgenmesinde
PNR’nin medyatér olarak rol olabilmesi i¢in pH’nin 7,0 olmasi gerektiginden,
optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir. DA’nin elektrokimyasal tayininde bundan

sonraki Ol¢timler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda gergeklestirilmistir.

SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorlerinin DA’nin tayini i¢in farkli potansiyellerde
gosterdigi  amperometrik  yanitlar  incelenmistir.  SPCE/RGO/PNR/AUNP
biyosensorleri ile DA’nin amperometrik tayini pH 7,0°de, 0,20 V, 0,25 V ve 0,30 V
potansiyellerinde yapilmistir. En yiiksek duyarlik 0,3 V potansiyelde elde edilen
dogrunun denkleminden elde edilmis olmasina ragmen, korelasyon katsayisi en
diisiiktiir. Amperometrik tayin sirasinda ise +0,2 V ve +0,25 V’da akim kararlilig1 en
yiiksek iken, +0,30 V’da ise analit konsantrasyonu arttik¢a akim kararliligi azalmistir.
Akim kararliligi ve korelasyon Katsayis1 goz oniine alindiginda, optimum g¢alisma

potansiyeli +0,25 V olarak belirlenmistir.

DA’nin amperometrik tayini i¢in kullanilan SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin
analitiksel karakterizasyonu i¢in duyarlik, bagil standart sapma, tayin ve
gozlemlenebilme smir1 ve tekrarlanabilirlik gibi parametreleri incelenmistir. 50 uM
DA i¢in tekrarlanabilirligi bagil standart sapma (R.S.D.) % 2,14 (n = 10), duyarhig:
13,38 pA. mM™, tespit limiti ve tayin sir1 ise 0,17 pM ve 0,57 uM, dogrusal aralik
0,57 uM — 500 uM olarak bulunmustur.

SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin uygulama kararliligi, 50 uM derisiminde DA
¢ozeltisinin +0,25 V potansiyelde 60 giin boyunca araliklarla akimlarin 6l¢iilmesi ile
test edilmis ve uygulama kararlilig1 ilk kullanimdan sonra azalmis olsa da, 60. giine

kadar DA i¢in amperometrik yanit verdigi belirlenmistir.

Depolama kararligini belirlemek i¢in, hazirlanan biyosensorler +4°C’de sabit nem
ortaminda bekletilmis ve 16. haftaya kadar belirli araliklarda +0,25 V’da
amperometrik DA tayini i¢in kullanilmistir. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin
12. haftaya kadar DA’ya kars1 yanit verdigi goriilmiistiir.
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SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodu kullanilarak DA’nin elektrokimyasal analizi,
girisim yapan elektroaktif tiirler olan AA, UA, NADH ve H20: varliginda
amperometrik olarak yapilmis ve H2O2’nin girisim yapmadigi, NADH nin girisim
etkisinin %5’in altinda oldugu, AA ve UA’nin girisim etkisinin ise sirastyla %9,3 ve

%S5,2 oldugu goriilmiistiir.

Gelistirilen DA biyosensorleri ger¢ek numune analizinde kullanilmistir. Bilinen
miktarda DA igeren kan serumu numunelerinin elektrokimyasal tayini, +0,25 V’da
SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile amperometrik olarak yapilmis ve eklenen
20 uM ve 50 uM DA i¢in % geri kazanimlar sirasiyla %101,5 ve % 102,5 olarak

bulunmustur.

Calisma sonunda hazirlanan SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun DA’nin
yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi yiiksek elektrokatalitik etki, yiliksek elektronik
iletkenlik ve yliksek duyarlik ve ger¢cek numune analizleri sonuglari, bu elektrodun
DA’nin amperometrik tayininde biyosensor olarak kullanilmasi i¢in bir yenilik

oldugunu gostermektedir.
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