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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NADH ve H202’nin ES ZAMANLI TAYINI iCIN YENIi ELEKTROKIMYASAL
BIYOSENSOR SISTEMININ GELISTIRILMESI

Eda KIYMAZ ONAT

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Melike BILGI KAMAC

Bu ¢alismada, nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) ve hidrojen peroksitin (H205)
nin es zamanl tayini igin yeni bir elektrokimyasal biyosensor sisteminin gelistirilmesi
amaglanmustir. Indirgenmis grafen oksit (RGO), polindtral kirmizi (PNR), altin
nanopartikiil (AuNP) ile yiizey baskili karbon elektrotlar (SPCE) ve ikili yiizey baskili
karbon elektrotlar (SPCDE) modifiye edilerek SPCE/RGO/PNR/AUNP ve
SPCDE/RGO/PNR/AuNP elektrotlart hazirlanmistir. Bu elektrotlar dongiisel voltametri
ile elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir. Gelistirilen sistemler, NADH, H.O> ve
NADH ve H202’nin es zamanl tayininde kullanilmistir.

Calismanin ilk kisminda SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin NADH ve H20:’ye
olan duyarligi test edilmis ve ayri ayrt NADH ve H2O: sensorleri olarak kullanimi
incelenmistir. Bu incelemelerde, NADH ve H20: tayini i¢in optimum c¢alisma sartlari
(pH, ¢alisma potansiyeli), depolama ve uygulama kararliligi ile tekrarlanabilirlik gibi
performans kriterleri belirlenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, ilk kisimda belirlenen optimum c¢alisma kosullarinda
SPCDE/RGO/PNR/AuNP elektrotlart ile NADH ve H202’nin es zamanli amperometrik
tayini yapilmistir. NADH ve H202’nin es zamanli tayini i¢in gelistirilen elektrokimyasal
biyosensor sisteminin analitik yonden karakterizasyonlari yapilmistir. Yeni gelistirilen
NADH, H20- ve ikili NADH ve H20: biyosensorleri, yapay kan serumu numunelerinde,
NADH ve H>O: tayini ve es zamanli NADH ve H»O: tayini igin kullanilmis ve basarili
sonuglar elde edilmistir.

2019, 67 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: NADH, H:0,, indirgenmis grafen oksit, polindtral
kirmizi, biyosensor, ikili yiizey baskil elektrotlar



ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT OF A NEW ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS SYSTEM
FOR SIMULTANEOUS DETECTION OF NADH and H20:2

Eda KIYMAZ ONAT

Cankir1 Karatekin University
Department of Chemistry

Supervisors: Melike BILGI KAMAC

The aim of the study is to develop a new electrochemical biosensor system for the
simultaneous determination of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) and
hydrogen peroxide (H202). SPCE/RGO/PNR/AUNP and SPCDE/RGO/PNR electrodes
are prepared modifying reduced graphene oxide (RGO), polyneutral red (PNR), gold
nanoparticle (AuNP), screen-printed carbon electrodes (SPCE) and dual-screen-printed
carbon electrodes (SPCDE) electrodes. These electrodes are electrochemically
characterized by cyclic voltammetry. These developed systems are used for the
determination of NADH, H20- and simultaneous determination of NADH and H20Ox.

In the first part of the study, the sensitivity of SPCE/RGO/PNR/AUNP electrodes to
NADH and HO; is primarily tested and their use as individually NADH and H>0>
sensors is examined. In these analyses, performance criteria such as optimum operating
conditions (pH, working potential), storage and operation stability and repeatability are
determination for detection of NADH and H20:..

In the second part of the study, simultaneous amperometric detection of NADH and
H20. with SPCDE/RGO/PNR/AUNP electrodes is determined under optimum operating
conditions specified in the first part. Analytical characterization of the electrochemical
biosensor system developed for the simultaneous determination of NADH and H20; is
carried out. Currently developed NADH, H20. and dual NADH and H20. biosensors
are used in artificial blood serum samples, for the determination of NADH and H20>
and the simultaneous determination of NADH and H.O: and successful results are
obtained.

2019, 67 pages

KEYWORDS: NADH, H>0», reduced graphene oxide, polyneutral red, biosensor, dual
screen printed electrodes
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15 Temmuz Sehitlerine ve Gazilerine tesekkiirlerimi sunarim.

Eda Kiymaz Onat
Cankiri, Haziran 2019
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

A Yardimci elektrot

c® Konsantrasyon 1 M Referans konsantrasyon

Epc  Katodik pik potansiyeli

Epa  Anodik pik potansiyeli

AEp  Anodik ve katodik pik potansiyeli arasindaki fark
Ipa  Anodik pik akimi

Ipc  Katodik pik akimi

R Referans elektrot

W Calisma elektrodu

Kisaltmalar

RGO Indirgenmis Grafen Oksit

PNR Polindtral Kirmizi

AuUNP Altin Nanopartikiil

SPCE Yiizey Baskili Karbon Elektrot
SPCDE Ikili Yiizey Baskili Karbon Elektrotlar
H20> Hidrojen Peroksit

NADH Nikotinamid Adenin Diniikleotit
NR Notral kirmizi

DA Dopamin Hidrokloriir

AA L-askorbik asit

UA Urik asit

KH2PO4 Potasyum dihidrojen fosfat
K2HPO4 Potasyum hidrojen fosfat

KCI Potasyum kloriir
DMF dimetil formamid
HCI Hidroklorik asit
NaOH Sodyum Hidroksit
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1. GIRIS

1.1. Sensorler

Insanlar hayata gdzlerini actiklarinda etraflarinda meydana gelen olaylarm bir kismini
algilama kapasitesine sahip olurlar. Bu kapasiteyi saglayanlar ise duyu organlarimizdir.
Giinliik hayatta 1s1, 151k, basing, ses gibi biiytikliiklerin etkilerini duyu organlarimiz ile
algilar, varliklarindan haberdar oluruz. Bu fiziksel biiyiikliikleri insanlar gibi algilayan
ve bunun sonucunda gerekli ekipmanlari devreye sokan veya g¢ikartan elemanlar
sensorlerdir. Fiziksel ortamla elektrik-elektronik cihazlar1 birbirine baglayan bir koprii
gorevi goriirler. ilk olarak 1987 yilinda ‘Steinel’ tarafindan kullanilan sensériin, o
yillardaki tiretim amaci1 aydinlatmaydi. Su an ise sensorler bize enerji harcatmamak i¢in
cogu problemlerin ¢coziimiinde kolaylik saglamaktadir.

(http://www.muhendisbeyinler.net/sensor-nedir-cesitleri-nelerdir/, 2006)

Sistemdeki sensOr veya sensOr gruplarinin yapist hangi degiskene duyarli ise sistem
disindaki degiskeni algilar ve elde ettigi degerleri sistemin karar verme birimine yollar.
Elde edilen bu verilerin anlagilabilirligi 6nemlidir. Bu sebeple sensorlerin yapisi ¢esitli
degiskenlere gore calisir. Kullanacagimiz alana en uygun sensorii segmekte Onemli

faktorlerden birisidir. Bu degiskenlerin ifade edildigi birim aslinda sensoriin ne amacla

kullanilacagini belirtir. Bu degiskenler sensorlerin giris biiyiikliikkleri basligi altinda

gruplandirilmistir.

L3

Sekil 1.1. Sensorler ve kullanim alanlar1


http://www.muhendisbeyinler.net/sensor-nedir-cesitleri-nelerdir/

Mekanik Sensorler: Uzunluk, alan, miktar, kiitlesel akis, kuvvet, tork(moment),
basing,hiz,ivme,pozisyon,ses,dalga boyu ve yogunlugu gibi mekaniksel degisken
degerlerini Olgebilir. Sensorler kategorisindeki en basit sensordiir. Calisma prensibi
acma-kapama anahtar1 ile aynidir. Genellikle yayli bir sistem engele ¢arpinca kontakt

kapanir ve elektrik akimi saglanir. Duyargalar olarak da adlandirilirlar.

Sicaklik (Termal) Sensorler: Sicaklik, 1s1 akis1 gibi degiskenler Olgiilebilir. Bir¢ok
maddenin elektriksel direnci sicaklikla degismektedir. Sicakliga karsi hassas olan
maddeler kullanilarak sicaklik kontrolii ve sicaklik 6l¢iimii yapilir. Sicaklik en ¢ok
Olgiilen ¢evresel bir biiyiikliktir. Ciinki fiziksel, elektronik, kimyasal, mekanik ve
biyolojik tiim sistemler sicakliktan etkilenir. Bu nedenle kontrol sistemlerinde sicakligin

oOlgtilmesi ve belli degerde tutulmasi 6nemlidir.

Elektriksel Sensdorler: Voltaj, akim, direng, endiiktans, kapasitans, dielektrik katsayisi,

polarizasyon, elektrik alani ve frekans gibi elektriksel degerler olgiilebilir.

Manyetik Sensorler: Alan yogunlugu, akim yogunlugu, manyetik moment, gegirgenlik
gibi manyetik alana bagli degiskenlerin degerleri Olciilebilir. Bobin yardimiyla elde
edilen manyetik alan etkisinden faydalanilarak elde edilen sensor cesitidir. Manyetik
alan etkisinden faydalanilarak pek ¢ok sensor elde edilmistir. Giinliik hayatimizda pek
¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak hazine arama detektorii, X-Ray
cthazlar, tip elektroniginde sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica endiistride metal algilama

amacli kullanilmaktadir.

Kimyasal Sensérler: Yogunlagma, igerik, oksidasyon-redoksiyon, reaksiyon hizi, pH
miktar1 gibi kimyasal degerlerin dl¢iildiigii sensor degerleridir. Analiz edilen bilesene
kars1t 6zel hazirlanmis bir numunenin derisiminden yararlanarak elde edilen kimyasal

bilgiyi analitiksel olarak yararli bir sinyale doniistiirebilen sistemlerdir.

Radyasyon Sensérler: Ortamdaki radyasyon miktarint Olgmek i¢in kullanilan

sensOrlerdir.



Optik (Fotoelektrik) Sensérler: Isigm yansima Ozelligi kullanilarak elde edilen
sensorlerdir. Bulundugu ortamdan aldigi1 151k enerjisine gore direnci degisen yada uglari
arasindaki potansiyel farki olusturan elemanlar ve uygulanan elektrik enerjisini 11k

enerjisine doniistiiren sistemlerdir. ( http://diyot.net/sensor-cesitleri-nelerdir/, 2010)

1.2. Biyosensorler

Biyosensorler ilk olarak 1977 yilinda Karl Camman tarafindan tanimlanmistir. [IUPAC
tanim1 ise Thevenot ve arkadaslari tarafindan 1999-2001 yillar1 arasinda yapilmistir
(Thevenot vd 2001). IUPAC’e gore bir biyosensdr, biyolojik tanimlama elemamn
kullanilarak 6zgiin,nicel veya yari-nicel analitiksel bilgiyi saglama yetenegine sahip

olan ve kendi kendine yeten bilesik(entegre) bir cihaz olarak tanimlanir.

1.2.1. Biyosensorlerin Yapisi ve Siiflandirilmasi

Bir biyosensor, analit derigimi ile orantili olarak dlgtilebilen bir sinyal derisimi tiretmek
icin biyolojik tanimlama elemani ve fiziksel doniistiiriicli igeren analit bir cihazdir.

Biyosensorler, biyoalgilayici element ve kullanilan cevirici tiirlerine gore siniflandirilir.
Biyoalgilayict elementlerin amaci, hedef molekiile baglanmaktir. Bunlar yiiksek
Ozgiinliikte olmali, saklanma sartlarinda kararli olmali ve yiizeye sabitlenebilmelilerdir.
Biyoalgilayicilar ise ikiye ayrilir. Bunlar affinite ve katalitik biyoalgilayicilardir.
Cevirici elemente gore biyosensorler, yani diger adi ile transduserler ise bio-etkilesim
islemi sirasinda elektronlar gibi kimyasal tiirlerin tiiketilmesi yada tiretilmesiyle olusan
elektrokimyasal sinyalin, bir elektrokimyasal dedektor tarafindan dlciilmesine dayanir.
Bu ylizden elektrokimyasal biyosensorler hizli, basit ve ucuz olmasiyla en ¢ok tercih

edilen biyosensor olarak bilinir.


http://diyot.net/sensor-cesitleri-nelerdir/

1.2.1.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

En yaygin kullanilan biyosensorler, elektrokimyasal biyosensorlerdir. Ekonomik, pratik,
hizli ve diger tip biyosensorlere gore kullaniminda dezavantajlarinin kolay yok
edilebilmesi nedenleri ile tercih edilir (Chaubey ve Malhotro,2002) .

Biyosensorlerde, elektrokimyasal ¢evirici olarak kondiiktometri, amperometri ve
potansiyometri kullanilmaktadir. Bunlarin yani1 sira, dongiisel voltametri (CV)
diferansiyel puls voltametrisi gibi ileri voltametrik tekniklerde biyosensor yanitlarini

daha ayrintili incelemek igin kullanilmaktadir.

1.2.1.2. Kondiiktometrik Biyosensorler

lletkenlik 6l¢iim ilkesine bagl olarak yapilan analiz yontemlerine ‘Kondiiktometri’
denir. Kondiiktometrik biyosensorlerde, analiz edilmek istenen numunelerde meydana
gelen degisiklikler, reaksiyonlarin yiikli tiirler olusturmasi veya tiiketmesi ilkesine
dayanmaktadir. Kondiiktometrik doniistiiriicii, kiigiiltiilmiis elektrotlardan meydana gelir
ve elektrot yiizeyine yakin olan ince elektrolit tabakasinin iletkenligini dlger. Bu ince
tabakadaki degisimde, enzimatik reaksiyon gozlenebilir. Bu yiizden kondiiktometri
yontemi enzim katalizinde kullanilarak, enzim aktivitesi ve bilesik derigimi tayini

yapilabilir. Yontemin seciciligi kullanilan enzimden kaynaklanir (Anik,2002) .

Potansiyometrik ve amperometrik biyosensorlere gore kullanim alani fazla olmasa da,

bazi avantajlara sahiptir (Jaffrezic-Renault ve Dzyadevych, 2008) .

a) Ince film elektrotlar1 kiigiiltmeye uygundur ve ucuz bir sekilde ¢ok sayida
uretilebilir.

b) Referans elektrota ihtiya¢ duymazlar.

c) Calisma potansiyeli ¢ok diistiktir.

d) Farkli dogal bilesiklerin genis bir spektrumda, farkli tepkime ve
mekanizmalarini temel alan tayinleri yapilabilir.

e) Ceviricileri, 1518a kars1 duyarl degildir.



1.2.1.3.Potansiyometrik Biyosensorler

Galvanik bir pil sisteminde, iki elektrot arasindaki potansiyel fark ya ¢ok diisiik yada
sifirdir. Bu akim altinda gozlenebilen Ol¢lim yontemine ‘Potansiyometri’ denir
(Anik,2002). Bir biyolojik reaksiyonu, elektrik sinyale doniistiirmek i¢in iyon sec¢imli
elektrotlarin kullanildig1 biyosensorlerdir. Bu elektrotlar genellikle bir pH elektrodu
tizerine tutturulmus bir enzimden meydana gelir. Katalizlenen reaksiyon sonu¢ olarak

ya hidrojen iyonu olusturur ya da hidrojen iyonu absorplar.

Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan elektrotlar 3’e ayrilir;

a) Normal pH elektrotu: Spesifik baglanma bdlgelerine baglanan katyonlara uygun

cam elektrottur. Membranin segiciligide camin bilesimine bagli olarak

degismektedir.

b) CO2, NHs ve H>S've duyarli gaz gecirgen cam membranlar ile kaplanmig

pHelektrotlar:Difiizlenen gazlar, membran ve elektrotlar arasindaki ¢6zeltide pH
degisikligine neden olur. Bu pH degisiminin izlenmesi ilkesine dayanarak

yapilan ol¢timdiir.

C) Giimiis siilfiir ve giimiis halojeniir karisumindan meydana gelen ince bir

membran iceren kati hal elektrotlar: (Sahin,2013).

1.2.1.4. Amperometrik Biyosensorler

Sabit bir potansiyel degerinde, bir elektrokimyasal hiicrede ya akim yada akim degerini
6l¢en yonteme ‘Amperometri’ denir. Bu sabit potansiyeldeki akim degisimini izleyerek

derisim tayini yapilabilir (Anik,2002) .
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Sekil 1.2. Elektrokimyasal hiicrede kesikli analiz ile yapilan amperometri sonucu elde edilen amperogram

Ortamda bulunan analitin indirgenmesi veya yiikseltgenmesini taniyacak biiyiikliikte
sabit bir potansiyel uygulanir ve buna bagl olarak elde edilen akim, analit derigimi ile
dogru orantilidir. Amperometrik biyosensdrler, potansiyometrik biyosensorlere gore
kesin, hassas ve dogrudur. Termodinamik dengeye kadar izlemeye gereksinim duymaz.
Bu yiizden segicilik, var olan tiirlerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi potansiyeli ile
kontrol edilir. Sonug olarak elde edilen akim birgok kimyasal tiiriin katkisini igerir

(Mello ve Kubota,2002) .

GOx: Glucose Oxidase

.......... 2_Glucose

Gluconic Acid

GOx
Glucose + O, —Gluconic Acid + H,0,
Pt
H,0, * 2H'+0,+2 ¢
0.6 Vvs. SHE .

Sekil 1.3. ilk amperometrik biyosensér (Clark oksijen elektrodu)



[k kullanilan amperometrik biyosensér Prof. Leland C. Clark (1918-2005) tarafindan,

oksijen elektrotu igeren bir sistem ile gelistirilmistir. Bu elektrot oksijen gegirici bir

hidrofobik zarla kaplanmis platin disk elektrotla, platin elektrodun ¢evresini kaplayan

giimiis bir levhadan olusmaktadir. Bu metaller ve tamponlanmis KCIl c¢ozeltisi ile

kombine elektrot sistemi olusturulur. Pile sabit gerilim kaynagindan uygun diizeyde

potansiyel uygulanirsa, gdzenekli zardan gegen oksijen derisimine bagli olarak devreden

bir akim geger. Bu sistemde biyomateryal olarak da glukozoksidaz (GOXx)

kullanilmaktadir ve H2O2’in yiikseltgenmesi takip edilmektedir.

Amperometrik biyosensorler 3 ana sinifa ayrilir;

a)

b)

1.Nesil amperometrik biyosensorler: Bu sistemlerde substratin tiriine doniisiimii

sirasinda ortamda bulunan molekiiler oksijen (O2) hidrojen peroksite (H202)’e
indirgenir. Katodik potansiyelde O indirgenmesi veya anodik potansiyelde

H2>0> ylikseltgenmesi izlenerek iiriine dontistiiriilen substrat miktari belirlenir.

2.Nesil amperometrik biyosensorler: Bu sistemler, medyator adi verilen araci

molekiiller kullanilarak iiretilen sistemlerdir. Enzimatik tepkimede elektron
transferi medyatorlerin indirgenip-yiikseltgenmesine bagl olarak gerceklestirilir.
Kullanilacak medyatorlerin  ortamdaki  oksijenle tepkime vermemesi,
indirgenmis koenzim ile hizli tepkimeye girmesi gerekmektedir. Ferrosen tiirevi

bilesikler en ¢ok kullanilan medyatorlerdir.

3.Nesil amperometrik biyosensorler: Bu sistemlerin temelinde enzim redoks

merkezi ile elektrot ylizeyi arasinda dogrudan bir etkilesim vardir. Bunu da
genellikle organik iletken tuzlar saglar. S6z konusu maddeler, ortam sicakliginda
genellikle metalik ozellik  gosterdiklerinden organik metaller olarak

adlandirilirlar.
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Sekil 1.4. Amperometrik biyosensorlerin siniflandirilmasi

1.2.2. Biyosensorlerin Performans Kriterleri

1994 yilinda, Buck ve Linder, biyosensor cevabinin karakterizasyonunun, molekiiler
tanimlama esasl tiim biyosensorler i¢in 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Hiz siirlayici
basamaklarin dogasi (tasima ve tepkime) ve matris icinde bulunan biyosensoriin
optimizasyonunun belirlenmesinde de bu uygulama onemli bir yere sahiptir. Bir
elektrokimyasal biyosensor diiniistiiriiclisii ve reseptorii ile iliskisinin yorumlanmasi ve
performans kriterlerinin  belirlenmesi faydali olacaktir. Performans kriterleri
biyosensorlere 6zgii bir dzellik degildir, hatta analitik yontemlerin ¢ogu i¢in kullanilir.

Bu kriterler [IUPAC tarafindan su sekilde tanimlanmistir.

- Duyarlilik
- Dogruluk
- Laboratuarlar aras1 ve farkli kullanicilar arasi tekrarlanabilirlik (Thevenot vd,

2001)

Fakat bu kriterler, biyosensorlerin hizli degisim ve g¢esitlilik 6zelliklerinden dolay1
zorlasmaktadir. Bu protokoller genel kullanim i¢in Onerilmekte ve bircok farkli

parametreyi icermektedir. Bu parametreler s6yledir (Thevenotvd, 2001) :



- Kalibrasyon karakteristikleri: Duyarlilik, ¢alisma ve dogrusal derisim araligi,
gozlenebilme ve nicel tayin sinirlari

- Segicilik ve giivenilirlik

- Durgun hal ve gecis cevap zamanlari, numune miktari

- Tekrarlanabilirlik, kararlilik ve biyosensor dmrii

1.3. Nikotinamid Adenin Diniikleotitin Genel Ozellikleri

Oksidasyon gerceklesmis bir substrat molekiilii (dehidrojenasyon) iki hidrojen atomunu
vererek, niikleotidin okside formu (NAD* veya NADP*) bir hidrit iyonu kabul eder
(:H, bir proton ve iki elektrona es degerdir) ve indirgenmis formuna (NADH veya
NADPH) doniismektedir.

Q
O=P-ON OH
0 |
OH OH

Sekil 1.5. NADH nin kimyasal yapisi (Kumar ve Chen, 2008)

Nikotinamid adenin diniikleotitin indirgenmis formu (NADH), insan viicudunda
bulunan en 6nemli koenzimdir. NADH’nin kimyasal yapist Sekil 1.5’de verilmistir.
Besinler tiiketildikten sonra, sindirim prosesi boyunca her canli hiicrede NADH dogal

olarak olugmaktadir. NADH, adenozin trifosfat (ATP) molekiiliiniin olugmasi i¢in



ATP’ye baglanmaktadir. ATP, kimyasal yapisinda enerji depolanmasindan sorumludur.
Koenzim olarak NADH, beyin fonsiyonlarinin uyarilmasi, immiin sistem igin enerji
destegi saglanmasi ve DNA sisteminin onarilmasi gibi bir¢ok metabolik reaksiyonlarda
yer almaktadir (Birkmayer, 1993). Bu sistemler, ATP molekiiliiniin sabit destegini
gerektirir.  NADH, dopamin, noradrenalin ve seratonin gibi ndrotransmitterlerin
hiicresel iiretimini de uyarir (Stein, 2012).Viicutta NADH deki eksiklik ATP iiretiminin
yoksunlugu nedeniyle, hiicresel seviyede bir enerji acikligina neden olur. Ornegin, insan
hiicrelerinde tiretilen enerjinin {icte biri beyin tarafindan tiiketilir. Eger beyinde bulunan
ATP miktar1 azalirsa, dikkat eksikligi, mental uyaniklik, uzayan reaksiyon zamani ve
Alzheimer bunamasi gibi kotii etkilere yol agar. Amerika’da yiiriitiillen bir ¢alismada,
depresyon, asir1 yorgunluk ve kas agris1 gibi kronik tiikkenmislik sendromu (CFES)
hastalarinin kas dokularinda diisiik seviyede ATP oldugu bildirilmistir (Birkmayer,
1993; Castro-Marrero vd., 2014). Hiicrelerde NADH’nin fazlas1 ise bulanti, endise,
yorgunluk ve enerji fazlaligi nedeniyle asir1 uyarilma gibi kotii yan etkilere neden
olmaktadir (Shalian, 2014). Bu yilizden, NADH miktarinin tayini i¢in yiiksek kesinlik ve
secicilikte sensorlerin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. NADH’nin tayini i¢in bir¢ok
biyosensor gelistirilmistir. Ancak, NADH’nin dogrudan ylikseltgenmesi, yalin
elektrotlarda olduk¢a yiiksek asiri potansiyel gerektirmektedir (>1V). NADH’nin
yiiksek potansiyeldeki elektroyiikseltgenmesi, NAD™’nin enzimatik olarak inaktif
tersinmez formlarinin olusmasina, bu driinlerin adsorpsiyonu nedeniyle elektrot
ylizeyinin kontaminasyonuna (fouling) ve gergek Orneklerde girisim yapan zemin
akimma neden olmaktadir. Bu olusumlar elektrodun duyarlik ve seciciliginin
azalmasina ve kararsiz analitiksel sinyallere neden olmaktadir. Katekolamin, askorbik
asit ve {lirik asit gibi ¢ogu elektroaktif biyomolekiil de, NADH’nin yiikseltgenme
potansiyeline yakin bir potansiyelde yiikseltgenmekte ve NADH tayinlerinde girisim
yapmaktadir (Kumar ve Chen, 2008; Gorton ve Dominguez, 2002). Bu nedenle karbon
bazli elektrotlarda NADH’nin amperometrik tayini i¢in yiikseltgenme potansiyelinin
diistiriilmesi gerekmektedir. Bu problemi ¢6zmek i¢in, uygun bir medyator, iletken ve
redoks polimerleri, ve nanomateryaller ile modifiye edilmis elektrotlar kullaniimaktadir

(Bilgi ve Ayranci, 2016; Sahin ve Ayranci, 2015; Gao vd., 2003; Meng vd., 2008).
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NAD*/NADH’nin genel olarak uygulanan formal potansiyel degeri -0,56 V’dur (vs
SCE, pH 7,0, Clark 1960). Sekil 1.6’da NADH’nin yiikseltgenme tepkimesi ile birlikte
redoks doniisiimleri gosterilmistir. (Katakis ve Dominguez 1997). NADH 'nin direk

yiikseltgenmesi, sade elektrotlarda (6rnegin; Au, camsi karbon elektrot vs) olabildigince
yiiksek potansiyel gerektirmektedir (>1V) (Kumar ve Chen 2008). Ornegin, NADH nin
yiikseltgenmesi pH 7’de karbon elektrot i¢in yaklasik 1,1 V (Moiroux ve Elving 1978),
platin elektrot i¢in ise 1,3 V gibi bir (Jaegfeldt,1980) yliksek potansiyele ihtiyag
duyulmaktadir. NADH’nin yiikseltgenmesine yakin potansiyel degerinde, katekolamin,
askorbik asit ve iirik asit gibi ¢ogu elektroaktif biyomolekiil de yiikseltgenmektedir.

NAD* NADH + H*
H,N +2H
O
Reduction
Oxidation HO
HO
NH
=
7
H H
H H
© Hanukoglu OH OH

Sekil 1.6. NADH’nin Indirgenme-Yiikseltgenme Reaksiyonlari ve Redoks Déniisiimleri
(http://proteopedia.org/wiki/)

1.4. Hidrojen Peroksitin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Hidrojen peroksit (H202), oksidaz enzimleri ile katalizlenen reaksiyonlarda iiretilen
elektroaktif tlirlerden biridir. Oksidaz temelli elektrokimyasal biyosensorlerin ¢ogunda,

analitin miktar1 ile orantili olarak iiretilen H2O2’in konsantrasyonunun takibi temel
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alinmaktadir. Bu nedenle, H202’nin hizli ve yiliksek dogrulukta tayini, ilag, klinik,
endiistriyel ve ¢evre analizlerinde olduk¢a dnemlidir (Chen ve., 2012). H202’nin tayini
igin titrimetri, fotometri, kemiliiminesans, yiiksek perfromansli sivi kromatografisi ve
elektrokimyasal metotlar kullanilmaktadir (Vogel, 1987; Armstrong ve Lanon, 1987,
Darder vd., 1999; Xu ve Dong, 1999). Farkli analitik metotlar arasinda elektrokimyasal
(biyo)sensorler, yliksek duyarlik ve secicilikleri, hizli cevap alinmasi, pratikligi, diisiik
maliyeti ve diisiik hacimde numune gerektirmesi gibi avantajlari ile 6nemli derecede ilgi
cekicidir (Ensafi vd., 2013). Elektrokimyasal yontemlerle H2O2’nin tayini, yaygin
elektrotlarin yilizeyinde H202’nin dogrudan yiikseltgenmesinin veya indirgenmesinin
temeline dayanir. Fakat, yaygin elektrotlar kullanilarak yapilan H20: tayininde, yavas
elektrokimyasal kinetik ve yliksek asir1 gerilim problemleri bulunmaktadir (He vd.,
2010; Huang vd., 2008). Bu problemleri ¢6zmek i¢in, uygun bir medyator, iletken ve
redoks polimerleri, gecis metalleri, metal oksitleri, metal porfirinleri, metal
ftalosiyaninler ve nanomateryaller ile modifiye edilmis elektrotlar kullaniimaktadir
(Chen vd., 2012; Chen vd., 2013; Baghayeri vd., 2013; Baghayeri vd., 2014; Baghayeri
vd., 2015).

1.5. Notral Kirmiz1 Hakkinda Genel Bilgi

Notral kirmizi (NR), viriisler gibi biyolojik materyalleri incelemek i¢in bir renklendirici,
biyokimyasal sistemlerde pH indikatorii, optik veya elektrokimyasal metotlar kullanarak
DNA’nin incelenmesi gibi gesitli amaglarla kullanilan bir fenazin boyasidir (Sekil 1.7)
(Pauliukaite ve 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 (Bilgi ve Ayranci, 2016; Pauliukaite ve Brett, 2008; Sahin
2013; Sahin ve Ayranct, 2015). PNR, NADH ve H2O2’nin es zamanli elektrokimyasal

tayininde daha 6nce kullanilmamastir.
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N N NH,

N CH;,

Sekil 1.7. Notral Kirmizi’nin kimyasal yapist

NR, diger fenazin boyalar1 gibi elektrokimyasal olarak polimerlestirilerek iletken bir
polimer olusturabilir. Son zamanlarda poli(nétral kirmizi) (PNR), sensor ve
biyosensorlerde hem iletken polimer hem de redoks medyatorii olarak kullanilan bir
polimerdir (Pauliukaite ve Brett 2008). NR’nin elektrokimyasal polimerizasyonu ile
ilgili ilk ¢alisma Nikolskii vd tarafindan 1970 yilinda yapilmistir. Bu aragtirmalar pH
0,5 ile 11,5 arasindaki bolgede noétral kirmizi-leuko-nétral kirmizi sisteminin
yiikseltgenme potansiyelinin pH’ya olan bagliligint bildirmislerdir. Elde edilen egim

verilerine gore dort dogrusal aralik vardir:

0,5<pH<43 — 110 mV pH? (1)
43<pH<6,1 —74mV pH?! (2)
6,l <pH<73 —37mV pH?! (3)
73<pH<I11,5 —74mV pH?! (4)

1, 2 ve 3’iincii bolgelerin egimleri sirasiyla NR’nin toplam derisimin artmasiyla azalir.
Yazarlar bu kaymayr noétral kirmizi katyonunun (NR’nin tek protonlu formu)
dimerizasyonu ve tetramerizasyonu olarak yorumlamiglardir. Daha Onceki

caligmalarinda yaptiklar: hesaplamalardan yola ¢ikarak Nikolskii vd asagidaki dengeleri

Oonermislerdir:

NRH" + H" + 26 © NRH> (1.2)
NRH" & NR + H* (1.2)
NRH3;* & NRH; + H* (1.3)
NRH4* NRHz* + H* (1.4)
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Bu tepkimelerde NR notral kirmiziy, NRHz leuko-nétral kirmizi molekiiliini
gostermektedir. Deprotonlama tepkimelerinin pKa degerleri tepkime (1.2) icin 6,7,

tepkime (1.3) i¢in 6,3, tepkime (1.4) i¢in ise 4,4 olarak bulunmustur.

NR ve leuko-NR’nin protonlanmasiyla ilgili bilgilerin bir kombinasyonuyla
farkli pH bolgelerinde NR’nin indirgenmesi i¢in asagidaki tepkimeler elde edilmistir
(Halliday ve Matthews 1983):

0,5 <pH<4,4 NRH* + 3H* + 2¢” & NRH4*2 (1.5)
44<pH<63 NRH* + 2H* + 2¢” ©NRH** (1.6)
6,3 <pH<6,7 NRH* + H* + 2¢” & NRH, (1.7)
6,7<pH<1L5 NR + 2H* + 26" & NRH> (1.8)

Tepkimeler (1.5), (1.6.), ve (1.7) NR’nin katyonlarini igerirken, tepkimeler (1.8) nétral
NR molekiiliinii icermektedir. pH 0,5 ile 11,5 araligi deneysel bilgilerin sinirlamalart

i¢in onemlidir.

1.6. Grafenin Yapisi ve Ozellikleri

Son zamanlarda grafen ve yapisi hakkinda ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir. Grafen ve
grafenin optik elektronik 6zellikleri ¢ogu uygulamalarda yer almistir. Grafenin bir atom
kalinliginda olmasi ilk olarak 2004 yilinda Geim ve Novaselov tarafindan grafene olan
ilginin ¢ogalmasina neden olmustur. 2 boyutlu olmasi ve yiiksek kristolografik kalite ve
uygun sartlarda kararli ozellik gostermesi ¢ogu teknolojik uygulamalar agisindan

grafeni tercih edilir kilmistir. (Farghali et al. 2013).

Karbonun bir bilesigi olan grafen farkli farkli amaclar ile kullanilmaktadir. Elmastan
sert olmasina karsin esnek 6zellige de sahiptir. Hafif bir yapiya sahiptir. Karbon gibi
grafen oksit bilesiginin yapist da biyo uyumlu bir bilesiktir. (Chang et al. 2011). Grafen
sp? hibrit yapisina sahiptir fakat poliaromatik hidrokarbon olmadig: bilinmektedir. (Wu
et al. 2007). Novaselov ve arkadaglar1 2004 yilinda grafeni tek tabaka seklinde

sentezlemisler ve grafenin fiziksel ve elektronik 6zelliklerinin varligini kesfetmislerdir.
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Bu alt1 yillik ¢aligmalarindan 6tiirii 2010 yilinda grafen i¢in yaptiklar1 ¢aligmalariyla
Andre Geim ve Konstantine Novaselov grafenin taninmasi, izolasyonu, iiretimi ve

karakterizasyonundan Nobel fizik ddiillerini almiglardir.

Grafenin sensor teknolojisinde kullanilmasi da 6nemli bir gelismedir. Andre Geim ve
calisma arkadaslari molekiiler hassasiyeti tespit etmede grafen ile azot dioksit
molekiillerinin grafen yiizeyine yapisma ve ayrilmasina baglamistir. Grafen kullanarak
NEMS(Nano Teknoloji Elektromekanik Sistemler) sistemleri yapmak da miimkiindiir.
Cornell Universitesinden arastirmacilar grafeni son derece hassas elektromekanik

rezonator yapiminda kullanmislardir.

Sekil 1.8. Grafenin Yapist

1.6.1. Grafen Sentezi

Grafen son giinlerde oldukga ilgiyi tizerine toplayan nanomalzemelerdendir. Kullanim
alanlar1 ve sentez yoOntemleri siirekli olarak arastirilmaktadir. Yapilan caligmalarda
istenilen tabaka sayisina bagli olarak sentez yontemleri de farklilik gostermektedir. Bu
nedenden dolayr elde edilen tabaka sayist1 sentez yoOntemine gore farklilik
gostermektedir. (Rao vd. 2010). Bugiine kadarki grafen hakkindaki ¢ogu arastirma
mikromekanik ayristirma, grafit oksitin (GO) kimyasal indirgenmesi, grafitin siv1 faz

ayrilmasi, epitaksiyel biiyiime ve GO’in kimyasal ya da termal dagilmasi gibi
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yontemleri de igeren tek grafen tabakasmin iretimi igin etkili sentez teknikleri
gelistirme iizerine olmustur. Bahsedilen iiretim yontemleri arasinda grafitin
oksitleyicilerle tepkimesiyle iiretilen GO’in kimyasal ya da termal indirgenmesi en
yaygin yontemlerden biri olarak gériilmektedir. Bu yontem bir veya birden fazla grafen

tabakalarinin {iretilmesinde de basarilidir.

1.6.1.1. Katman Ayirma Yontemi

Bu yontem ile grafen, ilk defa Manchester grubundan Giem ve arkadaglari tarafindan
sentezlenmistir. Burada grafen tabakalarinin ayrilmasi, grafit tabakasimi bir zemin
tizerinde kaydirarak gercgeklestirilir. (Novaselov vd. 2004). Bu yontem ile 100
mikrometredeki grafen pargaciklar1 sentezlenebilmektedir. Giiniimiizde de yiiksek
verimlilikte grafen iretmek i¢in kullanilan en popiiler tekniktir. Bu yontemdeki
yapistirict igerikten dolayr grafen kismen kirlilik igerebilmektedir. Mikromekanik
ayristirmada baslangigta yiiksek kaliteli tek kristal grafit kaynagi kullanilirsa elde edilen

grafenin elektriksel ve yapisal kalitesi en yliksek olmaktadir.

1.6.1.2.Epitaksiyel Biiyiime Yontemi

Tek kristal SiC (Siliisyum Karbiir)’iin grafitlenmesi ve metal alttaslar tlizerinde
biiyiitiilmesi olarak aciklanmistir. Grafenin kat1 alttas ylizeyinde dogrudan biiylimesi
1970’lerde bilinmekteydi ve bununla birlikte iki farkli mekanizma ile gerceklesebilecegi
Oongoriilmiistii. Bunlardan birincisi karbidlerin 1s1 ile dekompozisyonu digeri ise
kimyasal buhar depozisyonuyla hidrokarbonlarin metalik veya metal karbid alttas
yiizeyinde grafenin epitaksiyel biiylimesidir. Vakum altinda yaklasik 1300°C degerinde
silisyum karbid 1s1 ile etkilesti§inde silisyum atomlarinin siiblimlesmesiyle yilizeyde
karbon ile zengin bolgeler kalir ve uygun yiiksek sicakliklarda bu bdlgelerin yeniden

diizeltilmesi ile grafitlenme meydana gelir.
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1.6.1.3.Kimyasal Buhar Biriktirme Yoéntemi (Silisyum Karbiir-Karbon, CVD)

Bu yontem biiyiik boyutta grafen eldesi i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden biridir.
Grafen genellikle Cu (Bakir), Ru (Rutenyum), Ir (Iridyum) ve Ni (Nikel) gibi metaller
lizerinde bu yontem ile biiyiitiilebilmektedir. Bu yontemle tek tabaka halindeki grafit
veya grafen ¢ogu metal yiizeyler lizerinde biiyiitiilebilmektedir. Ancak ¢ogu uygulama
grafenin bir yalitkan iizerinde bulunmasi ve eger grafen bir metal yiizeyinde biiyiitiiliirse
uygun alttasa transfer olmasini gerektirir. CVD yonteminde en ¢ok kullanilan metal
alttas Cu (Bakir)’dir. Bakir asindirilmasi kolay, ucuz ve grafen ile etkilesiminin

kimyasal degil sadece fiziksel diizeyde oldugu bir metaldir.

1.6.1.4. Kimyasal Ayristirma Yontemi (Liquid-Phase Exfoliation-Sivi Fazdan

Ayirma Yontemi)

Bu teknik grafenin biiyiik miktarlarda iiretilebilmesi i¢in en etkili yontemdir. Grafit
tabakalarimin bosluguna sitrik asit gibi kimyasal maddeler eklenerek grafitin oksitlenme
ile tabakalarina ayristirilmasi gerceklestirilebilmektedir. Bu noktada elde edilen
malzeme grafen oksit oldugu bilinmekte ve yapisindaki oksitlerden otiiri dielektrik
ozellik gostermektedir. Oksitlerin yapidan uzaklastirilmasi ile bu maddeye iletkenlik
Ozellik tekrar kazandirilabilmektedir. Bunun i¢in termal veya kimyasal gibi farkl
teknikler kullanilarak indirgenme islemi uygulanir. Grafen oksit; Brodie’nin nitrik asit
ve potasyum nitrat karisimiyla grafit tozunu etkilestirdigi 1860’dan beri bilinmektedir.
1898°de, Staudenmaier reaksiyon iizerinde biraz degisiklikler yapmuis, klorat ekleme ve
konsantre siilfiirik asit yerine nitrik asit buhart kullanarak bu yontemi gelistirmistir.
Prosesteki bu kiiclik degisiklik 6zellikle daha pratik ve tek bir reaksiyonda ¢ogunlukla
oksitlenmis GO’in iiretimini saglamistir. 1958’de Hummer bugiin de yaygin olarak
kullanilan metodu bulmustur. Sonug olarak tek ve ¢oklu tabakali ve iletken grafen elde
edilir. Ancak elde edilen grafenlerin boyutlar1 diger metotlar ile karsilastirildiginda

kiiciik kalmaktadir.
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1.6.2. Grafen Oksit

Grafen tretiminde kaydirma yontemi, epitaksiyel biiyiitme yontemi, silisyum karbon
yontemi ve kimyasal indirgeme yontemi en yaygin kullanilan yontemler arasinda
siralanabilmektedir. (Park, S.vd.). Grafenin daha ucuz ve basit olarak sentezi kimyasal
indirgeme yontemiyle saglanabilmektedir (Ersoy M.S.vd.). Bu yontemde grafitin
kimyasal yiikseltgenme islemiyle olusan ve hidroksil (-OH), epoksi (-COC), karbonil
(-C=0), karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel gruplari yapisinda bulunduran bilesiklere
grafen oksit (GO) denilmektedir. Bu fonksiyonel gruplar sayesinde GO hidrofilik bir
yap1 halini almaktadir (Hsiao, M.C.vd.)

Bu yapilarin, elektronik uygulamalarda kullaniminin kisitlanmasinin nedeni ise GO’ nun
iletkenligini diistirmesidir. GO’daki fonksiyonel gruplarin indirgenme islemi ile
uzaklagtirilarak  indirgenmis grafen oksit (RGO) yapisina doniistiiriilmesi
gerekmektedir. Hidrazin hidrat ve sodyum borhidriir gibi kimyasallar indirgenme islemi

icin baslica kullanilan indirgeyicilerdir (Pei, S.vd.).

1.6.3. Indirgenmis Grafen Oksit

Grafen tabakalari, yiiksek ylizey alani, fark edilebilir mekanik direnci ve miikemmel
iletkenligi ile ultra hassas sensor ve biyosensorlerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir
(Cai vd. (2012)). Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksitin, kolay sentezlenebilmesi,
suda 1yi ¢oziinebilmesi, biyo uyumlulugu ve yiiksek yilizey alan1 nedeniyle biyosensor
iretimi, hiicresel goriintiileme ve ila¢ salinimi gibi alanlarda potansiyel uygulamalari
vardir (Liu vd., 2010; Shan vd., 2009; Wang vd., 2009). Grafen oksitin kimyasal olarak
indirgenmesi ile indirgenmis grafen oksit (RGO) hazirlanir. Indirgenmis grafen oksitin
yiizeyinde -COOH, -OH ve —NH> gruplar1 bulunmaktadir (Mao vd., 2012). Grafen ve
grafen oksit ile birlikte RGO da, sensor ve biyosensorlerde elektronik iletkenligi
artirmak i¢in ve biyomateryalin immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir (Jia vd., 2014,
Li vd., 2016). RGO, NADH ve H202’nin es zamanl elektrokimyasal tayininde daha

once kullanilmamustr.
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1.7. Kaynak Ozetleri

Enzim temelli biyosensdrlerin gelistirilmesinde biiyilk oranda, dehidrojenaz veya
oksidaz enzimleri kullanilmaktadir. Dehidrojenaz temelli biyosensorlerde analit
konsantrasyonu ile orantili olarak tiretilen elektroaktif tir NADH koenzimidir. Oksidaz
temelli biyosensorlerde analit konsantrasyonu ile orantili olarak iiretilen elektroaktif tiir
ise  H2O2’dir. Bu nedenle dehidrojenaz ve oksidaz temelli biyosensorlerin
gelistirilmesinde NADH ve H202’nin etkili bir sekilde amperometrik tayini oldukca
onemlidir (Gorton, 1986). Wang vd. (2001), yiizey baskil1 elektrotlar1 glukoz oksidaz ve
glukoz dehidrojenaz enzimleri ile modifiye ederek gelistirdikleri iki enzim sistemli
glukoz biyosensoriiyle, glukoz tayinini tayinini daha diisiik maliyetle ve tek kullanimlik
olarak gerceklestirmislerdir. Hem NADH hem de H20;’i igeren biyolojik proseslerle
ilgili baz1 ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar; H2O> tarafindan katalizlenen NADH nin
yiikseltgenmesini (Hogg ve Jago, 1970), ampleks kirmizi ile H2O tayini iizerine
NADH’nin girisim etkisini (Votyakova ve Reynolds, 2004), O2’yi H20:‘ye indirgeyen
NADH-oksidaz varliginda NADH’nin yiikseltgenmesini (Jiang ve Bommarius, 2004;
Radoi ve., 2007) igermektedir. NADH’nin yiikseltgenmesinin ve H202’nin
indirgenmesinin es zamanl tayini, hem oksidaz hem de dehidrojenaz temelli ikili
biyosensorlerin gelistirilmesine yardimeci olacaktir (Baskar vd., 2012). NADH ve
H202’nin es zamanli tayini i¢in preanodized ylizey baskili elektrotlarin politiyoninin
modifiye edilmesi ile bifonksiyonel sensor gelistirilmistir (Baskar vd., 2012). Lin vd.,
(2013) poliksantiirenik asit, flavin adenin diniikleotit ve fonksiyonalize ¢ok duvarli
karbon nanotiip ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotlar1 kullanarak NADH ve
H2O2’nin es zamanl elektrokimyasal tayinini gerceklestirmislerdir. Ensafi vd. (2016)
NADH ve H:O2’nin es zamanli amperometrik tayini i¢in, exfoliated grafen oksitin
tizerini kobalt ferrit ile dekore etmislerdir. Literatirde NADH ve H2O2’nin es zamanl
elektrokimyasal tayinine yonelik baska bir c¢aligmaya rastlanmamistir. Bu konuda

literatiir boslugu bulunmaktadir.
Onerdigimiz ¢alismada indirgenmis grafen oksit modifiyeli ikili yiizey baskil

elektrotlar (RGO-SPCE), PNR ve AuNP ile modifiye edilerek RGO-SPCE/PNR/AuUNP

elektrotlar1 hazirlanacak ve NADH ve H2O2’nin es zamanl: elektrokimyasal tayininde
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kullanilacaktir. Bu amagla ilk olarak, notral kirmiz1 elektropolimerizasyon yontemiyle
polimerlestirilerek indirgenmis grafen oksit modifiyeli yiizey baskili elektrotlar (RGO-
YBE) iizerine modifiye edilecek ve RGO-SPCE/PNR elektrotlar1 hazirlanmis olacaktir.
RGO-SPCE/PNR elektrotlarinin yiizeyi layer-by-layer (LBL) yontemi ile AuNP ile
modifiye edilerek RGO-SPCE/PNR/AuNP elektrotlar1 hazirlanacaktir. RGO-
YBE/PNR/AuNP elektrotlar1 NADH ve H202’nin ayri ayr tayininde kullanilarak
optimum ¢alisma kosullar1 (optimum pH, optimum c¢alisma potansiyeli, dogrusal
caligma araligi1) belirlenecektir. RGO-SPCE/PNR/AuNP elektrotlar1 kullanilarak
optimum ¢alisma sartlarinda NADH ve H202’nin es zamanl elektrokimyasal tayini
yapilacaktir. Literatiirde, NADH ve H>O2’nin es zamanl elektrokimyasal tayininde
RGO-SPCE elektrotlarinin, PNR ve AuNP’nin, kullanmildigi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alisma, NADH ve H202’nin es zamanl elektrokimyasal tayinine
yonelik literatiir boslugunu dolduracaktir. NADH’nin yiikseltgenmesinin ve H202’nin
indirgenmesinin es zamanli tayini, hem oksidaz hem de dehidrojenaz temelli ikili
biyosensorlerin gelistirilmesine de yardimci olacaktir. Tek kullanimlik ve diisiik
maliyetli yiizey baskili elektrotlardan yola ¢ikarak hazirlanacak biyosensorler, kullanim

pratikligi avantajina da sahip olacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan kimyasallar

Indirgenmis grafen oksit (RGO), hidrojen peroksit (H20;), nétral kirmizi (NR),
kolloidal altin nanopargacik ¢ozeltisi (10 nm), indirgenmis nikotin amid adenin
diniikleotitin sodyum tuzu (NADH), dopamin hidrokloriir (DA), L-askorbik asit (AA)
ve tirik asit (UA) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Potasyum dihidrojen
fosfat (KH2PO4), potasyum hidrojen fosfat (K:HPO4), potasyum kloriir (KCI), dimetil
formamid (DMF), hidroklorik asit (HCI, % 37°lik), sodyum hidroksit (NaOH) ve
potasyum nitrat (KNOs3) Merck firmasindan temin edilmistir. Kullanilan tim

kimyasallar yiiksek analitik safliktadir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal olgiimler Dropsens uStat 400 Bipotentiyostat/Galvanostat ile
gerceklestirilmistir. Istenilen pH’da tampon ¢dzelti hazirlamak icin, standart tampon
cozeltilerle kalibre edilmis Mettler Toledo pH-metre kullanilmistir. Batch sartlarda
amperometrik tayin sirasinda c¢ozeltiyi istenilen hizda karistirmak i¢in manyetik
karistirict kullanilmistir. Kat1 kimyasallarin tartimi i¢in Precia XR 2055M-DR 0,01 mg
duyarli elektronik terazi kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan ultra saf su Millipore
Milli-Q Direct Q-3 ultra saf su cihazindan elde edilmistir. SPCE elektrotlarinin SEM
goriintiileri JEOL SEM-7100-EDX cihazi ile COBILTUM tarafindan yapilmustir.

2.1.2.1.Elektrokimyasal 6l¢iim sistemi

Deneylerde voltametri, kronoamperometri gibi ¢esitli elektrokimyasal metotlarin

caligilabildigi Dropsens uStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat elektrokimyasal 6l¢lim
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sistemi kullanilmistir (Sekil 2.1). Bilgisayar kontrollii olan Dropsens pStat 400
Bipotentiostat/Galvanostat cihazinin ~ sinyalleri DropView 8400 yazilimi ile

degerlendirilmistir.

€3 Bluetooth

Sekil 2.1. Dropsens pStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat

2.1.3. Kullanilan elektrotlar, hiicreler ve konnektorler

DropSens firmasindan temin edilmis tek kullanimlik yiizey baskili karbon elektrotlar ve
yiizey baskili ikili karbon elektrotlar kullanilmistir. Yiizey baskili karbon elektrodu
(SPCE) ¢alisma elektrodu (4 mm) ve yardimci elektrodu karbondan, referans elektrodu
ise pseudo Ag/AgCl (0,1 M KCl)’dan olusmaktadir. Yiizey baskili ikili karbon
elektrodunun (SPCDE), ¢alisma elektrodu (2 mm) ve yardimer elektrodu karbondan,
referans elektrodu ise pseudo Ag/AgCl (0,1 M KCl)’dan olusmaktadir. Yiizey baskilt

elektrotlarin yapis1 Sekil 2.2’te verilmistir.

Karsit
Cligiia elektrot o

Karsit elektrot

baglantis1 e oterans

elektrot

Calisma elektrodu
baglantis1

Referans elektrot
baglantis1

Sekil 2.2. Yiizey baskili karbon ve yiizey baskili ikili karbon elektrotlarin yapisi

Elektrotlarin Dropsens pStat 400 Bipotentiostat/Galvanostata baglantisi DropSens’ten

temin edilmis konnektdrler ile saglanmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Yiizey baskili elektrotlar i¢in sensoér konnektor cesitleri A) Damlamali analizler ig¢in kutu
seklinde B) Kesikli analiz i¢in kablo seklinde

Elektrokimyasal olgiimlerde, kesikli analiz igin metil metakrilattan yapilmis
elektrokimyasal hiicre kullanilmistir (Sekil 2.4). Elektrokimyasal hiicre 5-8 mL gibi

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

~

O

'

Sekil 2.4. Yiizey baskili elektrotlar i¢in elektrokimyasal hiicre

2.2. Metot

2.2.1. Elektrot yiizeyinin temizlenmesi ve aktivasyonu

SPCE elektrotlarinin yiizeylerinin temizlenmesi ve aktivasyonu i¢in 50 mM pH 7.5
fosfat tamponu icerisinde + 1,8V’da 300 s boyunca potansiyel uygulanarak
elektrokimyasal on islem uygulanmistir (Bilgi ve Ayranci, 2016; Sahin, 2013; Sahin ve
Ayranci, 2015).
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2.2.2. Destek elektrolit tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektrolit olarak 0,1 M KCl i¢inde, KH2PO4 ve KoHPOj4 kullanilarak
hazirlanan 50 mM fosfat tamponu kullanilmistir. Destek elektrolit hazirlanirken {izerine
1 M NaOH veya 1 M HCI ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmistir. Deneylerde

kullanilan tiim ¢ozeltiler fosfat tampon sistemi i¢erisinde hazirlanmistir.

2.2.3. SPCE’lerin RGO ile modifikasyonu

RGO’nun SPCE ylizeyine modifikasyonu i¢in Layer by layer (LBL) yontemi
kullanilmistir. 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
ylizeyi temizlenmis ve yiiksek safliktaki Ar gazi ile kurutulmustur. RGO ile modifiye
edilen SPCE ve SPCDE’ler sirastyla SPCE/RGO ve SPCDE/RGO seklinde

kisaltilmistir.

2.2.4. SPCE/RGO iizerinde PNR’nin hazirlanmasi

0,1 M KNOgz igeren 0,025 M pH 5,5 fosfat tamponu igerisinde 1,0 mM monomer nétral
kirmizi1 ¢6zeltisi  hazirlanmistir.  Dongiisel voltammetri uygulanarak SPCE/RGO
tizerinde noétral kirmizinin elektropolimerizasyonu, dolayisiyla da PNR olusumu
saglanmistir. Déngiisel voltammetri, -1,1 V ile + 0,9 V potansiyel araliginda 50 mV.s*
tarama hizinda 15 dongili uygulanarak gerceklestirilmistir (Barsan ve 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 ve SPCDE/RGO’lar sirastyla SPCE/RGO/PNR ve
SPCDE/RGO/PNR seklinde kisaltilmistir.
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2.2.5. SPCE/RGO/PNR’lerin AuNP ile modifikasyonu

SPCE/RGO/PNR’larin WE yiizeyine Kolloidal altin nanopargacik ¢ozeltisinden (AuNP)
(10 nm) 4 pL damlatilmistir. Karanlikta, kapali ortamda kuruyuncaya kadar oda
sicakliginda bekletilmistir (Serafin vd 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/RGO/PNR
ve SPCDE/RGO/PNR’ler sirastyla SPCE/RGO/PNR/AuNP ve
SPCDE/RGO/PNR/AuNP seklinde kisaltilmistir.

2.2.6. Elektrokimyasal 6lciimler

Kesikli analiz 9 mL fosfat tamponu igeren hiicre igerisinde yapilmistir.
Kronoamperometrik Ol¢limler karistirma sartlar1 altinda yapilmistir. Amperometrik
tayinde sabit akim elde edildiginde analit ilavesi yapilmis ve dlgiilen akim potantiostat
tarafindan kaydedilmistir. Damlamali analiz ise, elektrot yiizeyine 50 pL analit ilavesi

ile gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. SPCE’ler iizerine indirgenmis grafen oksitin modifikasyonu

SPCE’ler tlizerine RGO’nun modifikasyonu LBL yontemi ile yapilmistir. Hazirlanan
RGO/SPCE ve yalin SPCE elektrotlarinin SEM goriintiileri alinmis ve sirasiyla Sekil
3.1(A) ve 3.1(B)’de verilmistir.

25
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x10,000 10.0kV LED SEM WD 10mm 10:12:25

r—— coMu  24/4/2019
x10,000 10.0kV LED WD 10mm  11:17:27

Sekil 3.1. SPCE/RGO (A) ve yalin SPCE (B) elektrotlarinin SEM goriintiileri
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Sekil 3.1(A)’da RGO’nun katmanli, burusuk yiizeyli ve birbirine benzer, rasgele
dagilmis ince katmanlar ve dagmnik halde st liste binmis yapisi gozlenmistir ve bu
goriintiiler literatiirle uyumludur. (A. Shalaby VD. 2015, Tiyek vd. 2016). Bu sonuglar,
SPCE yiizeyine RGO’nun basaril bir sekilde modifiye edildigini agik¢a gostermektedir.

3.2. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun elektrokimyasal karakterizasyonu

SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun formiilasyonunda yer alan nanomateryaller ve
iletken polimerin etkisini incelemek i¢in, SPCE, SPCE/RGO, SPCE/RGO/PNR ve
SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarmin 5 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s (0,1 M KCI
icinde) ¢ozeltisinde -1,0 V ile +1,0 V potansiyel arahigi ve 50 mV.s? tarama hizinda
dongiisel voltamogramlart alinmigs ve elde edilen voltamogramlar Sekil 3.2°de
verilmistir. Voltamogramlardan elde edilen anodik pik potansiyelleri (Epa), katodik pik
potansiyelleri (Epc), anodik pik akimlar1 (Ipa) ve katodik pik akimlar1 (Ipc) Cizelge
3.1°de verilmistir. Elektrot formulasyonunda RGO’nun yer almasi ile anodik ve katodik
pik akimlarmin arttigi ve pik potansiyelleri arasindaki farkin daraldigi goriilmektedir.
RGO, elektronik iletkenligi ve elektrokimyasal reaksiyonun tersinirligini artirmistir.
SPCE/RGO formulasyonuna PNR’nin girmesi ise, RGO’da oldugu gibi anodik ve
katodik pik akimlarini artirmistir. Elektrot formiilasyonunda RGO ve PNR’nin birlikte
bulunmasi, sinerjik bir etki yaratarak, elektronik iletkenligi ve duyarligi oldukca
artirmistir. Bu sinerjik etki soyle aciklanabilir. RGO’nun formiilasyonda bulunmasi
elektroaktif yiizey alanin1 ve bunun sonucu olarak da elektronik iletkenligi artirmustir.
RGO’nun sp? karbonlarindan olusan hidrofobik yan duvarlarina ve n-konjuge yapilarina
sahip olmasi, PNR’nin aromatik halkasinda bulunan =n-m konjuge yapilan ile, n-n
elektronik ve hidrofobik etkilesim yapmasina neden olmustur. PNR ve RGO arasindaki
bu etkilesim sonucu elektronik iletkenlik, sinerjik bir etkiyle artmistir. Elektronik
iletkenligin artisiyla da elektron transfer hizi ve faradik cevabr artirmistir.
SPCE/RGO/PNR formulasyonunda AuNP’nin yer almasi ile anodik ve katodik pik
akimlariin daha da arttig1 anlasilmaktadir. 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 formulasyonunda birlikte yer almasi sinerjik bir etki gostermis,
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elektrodun elektroaktif ylizey alanini artirarak elektronik iletkenligi ve elektrodun

tersinirligini artirmigtir.

6,E-04
——yalin SPCE
4E-04 } SPCE/RGO
SPCE/RGO/PNR
2,E-04 F SPCE/RGO/PNR/AUNP
< .
-~ 0,E+00 F ﬁ_—
I N
-2,E-04 F
-4,E-04 . 4 1 1 1

-1,50 -1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50

E /V vs Ag pseudo RE

Sekil 3.2. SPCE, SPCE/RGO, SPCE/RGO/PNR ve SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarmin 5 mM
KsFe(CN)s/KaFe(CN)g (0,1 M KCl iginde) ¢ozeltisindeki -1,0 V ile +1,0 V potansiyel aralig1 ve
50 mV.s! tarama hizinda elde edilen dongiisel voltamogramlari

Cizelge 3.1. Sekil 3.2°de verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen Epa ve Ipa degerleri

Elektrot tiirii Epa (V) Ipa (LA) Epc (V) Ipc (LA)
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 davranisint daha ayrintili
incelemek i¢in, tampon ¢ozeltide -1,1 V ile +0,9 V potansiyel araliginda farkli tarama
hizlarinda doniisiimlii voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 3.3 (A)’da verilmistir. Tarama
hizinin karekokiine karst dongiisel voltamogramlardan elde edilen edilen anodik I,

anodik II, katodik I ve katodik II pik akimlarinin grafikleri ¢izilmis ve Sekil 3.3 (B)’de
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verilmigtir. Tarama hiz1 arttik¢a anodik ve katodik pik akimlarmin arttigi elde edilen
dongiisel voltamogramlardan goriilmektedir. Anodik ve katodik pik akimlarindaki bu
artisin tarama hizinin karekokii ile dogrusal oldugu grafiklerden elde edilen dogrularin
denkleminden anlasilmaktadir. Tarama hizinin karekokiiniin anodik ve katodik pik
akimlart ile daha dogrusal olmasi, SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler iizerinde gerceklesen

elektrokimyasal prosesin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

500
A
300 f
~ 100 F
| :
= 00 }
-300 F I
_500 M L M L M L M L M L
-1,2 -0,8 -0,4 0 0,4 0,8
E /V vs Ag pesudo RE
2,50E-04
B y = 6,16E-04x - 2,80E-05
i y = 3,386E-04x - 1,541E-05 2= 9,99E-01
R? = 9,996E-01
1,50E-04 F
<
o 900E-05 F y = -3,086E-04x + 2,429E-05
R?=9,939E-01
-5,00E-05 F
y = -2,04E-04x - 3,21E-06
R?=9,90E-01
-1,50E-04 4 4 4
0,05 0,15 0,25 0,35 0,45

V1/2 / V1/2.5—1/2

Sekil 3.3. A) SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun tampon ¢ozeltide - 1,1 V ile + 0,9 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 KCI) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde
edilen pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri
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SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin elektroaktif yiizey alaninin degerini hesaplamak
icin, diflizyon kontrollii elektrokimyasal proses i¢in uygun bir esitlik olan Randles-

Sevcik esitliginden yararlanilmistir:

Iy = 2,96x10°n%2AeaDY2CVY2 (3.1)

Burada ip yiikseltgenme pik akimi, Aea elektroaktif alan (cm?), D elektroaktif tiirlerin
difiizyon katsayis1 (cm?.s?), n transfer edilen elektronlarin sayisi, v potansiyel tarama
hiz1 (V.s1) ve C ¢ozeltideki redoks tiirlerinin konsantrasyonu (mol.cm™)’dur (Brett-
Oliveira-Brett 1993).

Esitlik 3.1°i kullanabilmek icin ilk olarak SPCE/RGO/PNR/AuNP’ye 10-125 mV.s
tarama hiz1 araliginda, 0,1 M KCI destek elektrolit ¢ozeltisinde, 1 mM potasyum
ferrisiyaniir varliginda -0,5 V ile +0,7 V arasinda doniisimlii voltametri uygulanmstir.
Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.4A verilmistir. Bu voltamogramlarin gosterdigi
anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokiine karsi grafikleri de Sekil
3.4B de verilmistir. Buradan hem anodik hem de katodik pik akimlarmin 10-125 mV.s
tarama hiz1 araliginda tarama hizinin karekokiiyle miikemmel bir dogrusallik gosterdigi
anlagilmaktadir. Bu da, SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler lizerinde potasyum ferrisiyaniiriin
elektro-yiikseltgenme ve indirgenmesinin difiizyon kontrollii bir proseste gergeklestigini
gostermektedir. Fe(CN)e> ¢ozeltisinin difiizyon katsayis1 (7,63x10°)’dir (Bark ve
Faulkner 2001). Sekil 3.3B’deki grafigin dogru denkleminden ve esitlik 3.1°den
yararlanilarak SPCE/RGO/PNR/AuNP nin elektroaktif yiizey alan1 0,0558 cm? olarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 3.4. A) SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrodunun 1 mM KasFe(CN)g icerisinde — 0,5 V ile + 0,7 V
potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100,
125 mV.s?, 0,IM KCl) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-
tarama hizinin karekokii grafikleri
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3.3. NADH’nin SPCE/RGO/PNR/AuNP Elektrotlar1 Uzerinde Elektrokimyasal

Davranisi

NADH’nin SPCE/RGO/PNR/AuUNP elektrotlar1 iizerindeki elektrokimyasal davranigini
incelemek i¢in, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI) igerisinde 1 mM NADH
varliginda ve yoklugunda dongilisel voltametri uygulanmis ve elde edilen

voltamogramlar Sekil 3.5’de verilmistir.

150
——tampon
S0
_150 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1
-0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5

E /V vs Ag pseudo RE

Sekil 3.5. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun 50 mV s? tarama hizinda 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda (0,1 M KCI) -0,4 V ile +0,5 V potansiyel araliginda 5 mM NADH varliginda ve
yoklugundaki dongiisel voltamogrami

RGO iizerinde hazirlanmis PNR medyatoriiniin etkisiyle NADH varliginda anodik pik
akimi 6nemli oranda artarken (34,238 nA’den 49,768 nA’e), katodik pik akimi azalmasi
(22,195 pA’den 20,928 nA’e) NADH’nin elektrokimyasal davranisi igin karakteristik
bir ozelliktir (Pariente vd 1996). NADH varliginda Ipa / lpc orant 2,34 iken NADH
yoklugunda bu oran 1,54’¢ diismektedir. Bu sonuglar NADH’nin, PNR tarafindan
yiikseltgendigini belirtmektedir. NADH’nin anodik ve katodik pik potansiyelleri
sirasiyla 74 mV ve -114 mV’dur. RGO, PNR ve AuNP’nin elektrot formulasyonunda
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birlikte yer almasi NADH’nin elektroyiikseltgenmesinde hem sinerjik bir etki
gostererek elektrodun elektroaktif yiizey alanimi artirarak elektronik iletkenligi ve
elektrodun tersinirligini artirmis, hem de NADH’nin elektroyiikseltgenmesinde
elektrokatalitik etki gostererek pik potansiyellerinin degerini azaltmistir. NADH’ nin
yiikseltgenmesindeki ~ daha  diisik  anodik  pik  potansiyeli, NADH’nin
elektroyiikseltgenmesi i¢in 0Ozellikle PNR’nin elektrokatalitik etki sergiledigini
belirtmektedir. NADH varliginda yiikseltgenme pik akimiin artmasi, NADH’nin
cOzeltiden elektrot ylizeyine dogru diflizlenerek yiikseltgendigini ve buna karsin
yiizeydeki PNR’nin indirgendigini gosterir. Bu elektrokimyasal islem zinciri soyle

formiilize edilebilir;

PNRGndy —» PNRyiks)+ 2H" + 2¢° (3.2)

NADH + PNRyiksy —» NAD" + PNR(ing) (3.3)

Modifiye edilmis elektrot tarafindan NADH nin tiim yiikseltgenmesi;

NADH —> NAD" + H* + 2¢" (3.4)

Bu reaksiyonlar incelendiginde, PNR’nin NADH’nin yiikseltgenmesinde medyator
olarak etki gosterdigi anlasilmaktadir. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun, NADH’ye
kars1 gosterdigi yiiksek elektrokatalitik aktivite ve yiiksek elektronik iletkenlik su
sekilde agiklanabilir:

Elektrokimyasal 6n islem uygulanmig 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; gruplar1 bulunmaktadir (Mao vd 2012 by Tubitak ref). SPCE iizerine
RGO’nun modifiye edilmesiyle ise, SPCE ve RGO yiizeyinde bulunan elektroaktif
fonksiyonel gurplarin 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 [][]
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konjuge yapilari, RGO’da bulunan [] konjuge yapilart ile [[[[-] ] elektronik etkilesimini
ve hidrofobik etkilesim yapar. Boylece SPCE/RGO/PNR elektrodunda elektron transfer
hiz1 oldukca artar ve faradik cevap kuvvetlenir (Sahin ve Ayranci, 2015; Bilgi ve
Ayranct, 2016). SPCE/RGO/PNR elektrodunun AuNP ile modifikasyonu sonrasinda,
AuNP’ler ile elektrot yiizeyindeki PNR’nin —NH> gruplar1 arasinda da bir etkilesim
olacaktir. Boylelikle calismamizda hazirlamis oldugumuz SPCE/RGO/PNR/AuNP
elektrodunun elektronik iletkenligi oldukga yiiksektir. AuNP’nin biyouyumluluk

0zelligi ise, NADH nin redoks reaksiyonunda uyumlu bir mikrogevre yaratir.

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun NADH’ye karst olan voltametrik cevabinda
NADH konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 50 mM pH 7,0 (0,1 M KCI)
tamponunda hazirlanmis NADH’nin farkli konsantrasyonlar: i¢in dongiisel voltametri
uygulanmis ve sonucglar Sekil 3.6’da verilmistir. Burada, NADH konsantrasyonu

arttikca anodik pik akimlarinin da arttig1 gortilmektedir.
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Sekil 3.6. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun degisen NADH konsantrasyonlarinda (0,5 mM - 5 mM)
-0,4 V ve +0,9 V potansiyel araligindaki doniisiimlii voltamogramlar1 (50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1 M KCI; tarama hiz1: 50 mV.s)
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3.4. Amperometrik NADH Tayinine iliskin Bulgular

Calismamizda hazirladigimiz  SPCE/RGO/PNR/AuNP  elektrodunun  NADH’nin
yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi yiiksek elektrokatalitik etki ve yiiksek duyarlik bu
elektrodun NADH’nin amperometrik tayininde RGO iizerinde hazirlanan PNR’nin
medyator olarak sensdrde kullanilmasi acgisindan bir yeniliktir. Bu bdliimde,
SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun NADH’nin amperometrik tayininde sensor olarak

kullanima ile ilgili yapmis oldugumuz calismalardan bahsedilecektir.

3.4.1. pH optimizasyonu

NADH’nin ani bozulmasindan dolay1 yiiksek alkali ve asitli ¢ozeltilerde kararsiz oldugu
bilinmektedir (Lowry ve Passonneau 1971). NADH’nin elektroyiikseltgenmesinde
SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodun sensor ozelliklerini arastirmak igin, +0,20 V’da
NADH’nin amperometrik tayini gerceklestirilmistir. ilk olarak, NADH’nin sensor
ozelliklerinde pH etkisi incelenmistir. Bu amagla 100 uM NADH varliginda farkli
pH’lardaki (6,5-8,2) 50 mM fosfat tamponlart kullanilarak +0,20 V potansiyelde
akimlar olgiilmiistiir. Olgiilen akim degerlerine karsilik pH degerlerinin grafigi Sekil

3.7°de verilmistir.

0,8

06 |
04 |
02 |
0
6,5 7 7,25 7.5 7,75 8

pH

I/pA

Sekil 3.7. Farkli pH’lardaki 100 uM NADH ¢ozeltisinin, SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodu kullanilarak
elde edilen akim-pH grafigi
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Elde edilen egrilerden, yiiksek duyarlikla NADH sensorii kullanilarak NADH nin tayini
icin optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki kisminda 50 mM

pH 7,0 fosfat tamponu kullanilmstir.

3.4.2. Calisma potansiyelinin optimizasyonu

Calismanin bu kisminda, SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorlerinin NADH nin tayini
icin farkli  potansiyellerde gosterdigi amperometrik  yanitlar  incelenmistir.
SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile NADH nin amperometrik tayini pH 7,0’de
0,100 Vv, 0,125 Vv, 0,150 V, 0,175 V, 0,200 V, 0,250 V ve 0,300 V potansiyellerinde
yapilmistir. Elde edilen amperogramlardan yararlanilarak akim-konsantrasyon grafikleri
cizilmistir (Sekil 3.8). Bu grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi

degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.8. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorlerinin farkli potansiyellerde (0,100 V, 0,125 V, 0,150 V,
0,175V, 0,200 V, 0,250 V ve 0,300 V) NADH derisimine karsi elde edilen akim grafikleri (50
mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)
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Cizelge 3.2. Sekil 3.8’de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayilari

degerleri

Calisma potansiyeli/V  Duyarlik / (WA.mM™?) Korelasyon katsayisi ()
0,100 4,50 0,9994

0,125 4,54 0,9999

0,150 8,39 1,00

0,175 7,19 0,9989

0,200 7,25 0,9997

0,250 5,81 0,9988

0,300 6,48 0,9987

En yiiksek duyarlik ve korelasyon katsayist +0,150 V potansiyelde elde edilen dogrunun
denkleminden elde edildigi i¢in optimum c¢alisma potansiyeli +0,150 V olarak
belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki kisminda amperometrik tayin +0,150 V’da

gerceklestirilmistir.

3.4.3. Analitiksel karakterizasyon

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodu ile NADH’nin amperometrik tayini, i¢erisinde 9 ml
50 mM pH 7,0 fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicrede, ¢dzeltinin sabit hizda
siirekli karistirlldigr sartlarda +0,150 V’da gerceklestirilmistir. Akim kararli hale
geldikten sonra, 100 uM NADH elektrokimyasal hiicreye ardisik olarak katilmistir.
Kararli hal akim cevabi Olgiilmiis ve zamana karsi akim degerleri potantiyostat
tarafindan kaydedilmistir. Sekil 3.9°da NADH’ nin amperometrik tayini i¢in elde edilen
ornek bir kronoamperogram verilmistir. NADH ilavesiyle zamanla akimda bir artis

oldugu kronoamperogramdan anlasilmaktadir.
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Sekil 3.9. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunda 100 uM NADH’nin ardisik katimi ile elde edilen 6rnek
bir kronoamperogram (+0,150 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

NADH konsantrasyonu ile artan akim degerleri kullanilarak NADH nin kantitatif tayini
yapilabilir. Amperometrik tayini sonucu kronoamperogramlardan elde edilen akim
degerlerinin NADH nin konsantrasyonuna kars1 ¢izilen grafigi Sekil 3.10°da verilmistir.

NADH miktarinin artmasi ile akim degerleri de dogru orantili olarak artmigtir.
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Sekil 3.10. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile NADH derisimine karsi elde edilen akim grafikleri
(+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

NADH nin SPCE/RGO/PNR/AUNP

biyosensoriiniin analitiksel karakterizasyonu i¢in duyarlik, bagil standart sapma, tayin

amperometrik  tayini  i¢in  kullanilan
ve gozlemlenebilme sinir1 ve tekrarlanabilirlik gibi parametreler belirlenmis ve Cizelge

3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. NADH’ nin amperometrik tayini icin SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile
elde edilen analitiksel parametreler

Tespit limiti

4,57 uyM

Tayin sinir1

15,2 uM

Dogrusal aralik

15,2 ile 2500 uM

Duyarlik

10,72 pA.mM™1

Tekrarlanabilirlik

RSD %1,93 (n=10), 100 uM NADH

Cizelge 3.3 incelendiginde, SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin - duyarliginin
oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Duyarligin yiiksek olmasi, elektroaktif yiizey

alanmin ve elektronik iletkenligin artmasiyla, elektron transferinin hizli olmasi
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nedeniyledir. +0,150 V’da 100 uM NADH biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi test
edilmis ve bagil standart sapma (R.S.D.) %1,93 olarak hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik
icin hesaplanan RSD degeri, 10 tekrara kadar NADH’ nin amperometrik tayininin iyi

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.4. Literatiirde ¢esitli materyallerle modifiye edilmis elektrotlar ile NADH nin
amperometrik tayini i¢in elde edilen elektroanalitik karakterizasyonlar

Cahisma Tespit
o Duyarhk (pA/ Lineer arahik o
Elektrot potansiyeli limiti Referans
mM) (nM)
V) (nM)
SPCE/PB -0,05V 336 1-100 0,5 F,Ricci et al.
(2005)
PANI/MWCNT/GCE 0,35V 222,3 10-180 5 K,Lin et al.
(2011)
Au-RGo/Chit/GCE 0,35V 12 1,5-320 1,2 | H.C Chang et
al.(2011)
GN-AuUNRs/GCE 0,4 10,27 20-160 6 L.Lietal.
27,07 160-480 (2013)

SPCE, Yiizey baskili elektrot; PB,Prusya mavisi; PANI polianilin, MWCNT,¢ok duvarl
karbon nanotiip; GCE,camsi karbon elektrot; Chit,kitosin; RGO, indirgenmis grafen oksit;

Literatiirde c¢esitli materyallerle modifiye edilmis elektrotlar ile NADH’nin
amperometrik tayini i¢in elde edilen elektroanalitik karakterizasyonlar Cizelge 3.4’de

verilmistir.

SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin uygulama kararliligi, 100 uM derisiminde
NADH ¢ozeltisinin +0,150 V potansiyelde 60 giin boyunca araliklarla akimlarin
oOl¢iilmesi ile test edilmistir. 60 giin boyunca NADH igin biyosensor cevabinin ilk giinkii
akima gore ylizde bagil akim degerleri Sekil 3.11°de verilmistir. Baslangicta NADH
icin biyosensoriin amperometrik cevabi 2. giiniin sonunda %16,29, 10. giiniin sonunda
%38,24, 30. giiniin sonunda %46,79 ve 60. giliniin sonunda ise %56,15 oraninda
azalmistir. SPCE/RGO/PNR/AUNP  biyosensoriiniin - uygulama  kararlihigr ilk
kullanimdan sonra azalmis olsa da, 60. giine kadar NADH i¢in amperometrik yanit

vermistir. Bu sonuglardan, tek kullanimlik olarak hazirlanan bir biyosensor ig¢in, bu
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uygulama kararliliginin iyi oldugu ve biyosensor formulasyonunda bulunan RGO, PNR

ve AuNP’nin biyosensoriin uygulama kararliligini arttirdigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 3.11. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin 100 uM NADH derisimine kars1 elde edilen yiizde
bagil akim degerleri-giin sayis1 grafigi (+0,150 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCl)

Calisma sartlarinda gelistirilen biyosensoriin depolama kararhigini belirlemek igin,
hazirlanan biyosensorler +4°C’de sabit nem ortaminda bekletilmistir. Daha sonra bu
biyosensorler ile sirasityla 16. hafta boyunca +0,150 V’da amperometrik NADH tayini
yapilmigstir. Amperometrik tayin sonucu elde edilen akim-konsantrasyon grafigi ve akim
degerleri-hafta sayis1 grafigi swrasiyla Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de verilmistir.
SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin  12. haftaya kadar NADH’ye karsi yanit
verdigi goriilmektedir. %Bagil akim verileri incelendiginde NADH nin ilk giin analizine
kiyasla biyosensoriin amperometrik cevabi 1. haftanin sonunda %11,66, 4. haftanin
sonunda %18,21 ve 8. haftanin sonunda %36,58 oraninda azalmistir. 16. haftanin
sonunda yapilan amperometrik tayinde ise akim kararliliginin azalmasi nedeniyle
diizglin bir yanit alinamamis ve bu nedenle veriler grafiklerde verilmemistir.

Biyosensoriin 12. haftanin sonunda duyarliginin % 48,72'sini korudugu goriilmektedir.
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Sekil 3.12. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin farkli depolama zamanlarinda 100 uM NADH
derisimine karsi elde edilen akim grafikleri (+0,150 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M

KCl)
ilk giin 1 2 4 8 12

t / Hafta sayis1

% Bagl Akim

Sekil 3.13. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin 100 uM DA derisimine karst elde edilen akim
degerleri-hafta sayisi grafigi (+0,150 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)
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3.4.4 Girisim Testi

NADH’nin SPCE/RGO/PNR/AuNP sensorleri ile amperometrik tayini, girisim yapan
tiirlerin etkisini incelemek i¢in, askorbik asit (AA), iirik asit (UA), dopamin (DA) ve
H20, varliginda yapilmistir. NADH’nin +0,150 V’daki amperometrik tayinine AA ve
DA girisim yaparken, UA ve H20; girisim yapmamustir.

3.45 Gerc¢ek numune analizi

Gelistirdigimiz NADH biyosensorleri gergek numune analizinde kullanilmistir. Merk
firmasinda satin alinan insan kan serumu numunesi 1:100 oraninda pH 7.4 tampon
cozelti ile seyreltilmistir. Kan serumu numunesine bilinen konsantrasyonda NADH
ilave edilerek NADH iceren yapay kan serumu numuneleri hazirlanmistir. 100 uM
NADH igeren kan serumu numunelerinin SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile
amperometrik tayini +0,150 V’da {i¢ kez tekrarlanarak yapilmistir. Yapilan analiz
sonucuna gore deneysel olarak hesaplanan NADH konsantrasyonu 102,3 + 0,15 ve geri

kazanim %102,3 olarak bulunmustur.

3.5. SPCE/RGO/PNR/AuNP Elektrotlar1 Uzerinde H:02’nin Elektrokimyasal

Davranisi

H202"nin SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlar: iizerindeki elektrokimyasal davranisini
incelemek i¢in, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCl) igerisinde 1 mM H20>
varliginda ve yoklugunda dongiisel voltametri uygulanmis ve elde edilen

voltamogramlar Sekil 3.14°de verilmistir.
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Sekil 3.14. SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun 50 mV s? tarama hizinda 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda (0,1 M KCI) -1,0 V ile +1,0 V potansiyel araliginda 10 mM H,O; varliginda ve
yoklugundaki dongiisel voltamogrami

H20:> yoklugunda tampon ¢ozeltide sadece elektrot formulasyonunda yer alan PNR’nin
pikleri gozlenmekte iken H.0: varliginda -0,4 V’da belirgin bir indirgenme piki
gozlenmistir. H202 yoklugunda Epc ve Ipc degerleri sirasi ile -0,358 V ve -1,579 pA
iken, 10 mM H20. varliginda bu degerler sirasiyla -0,40 V ve -19,256 pA olarak
gozlenmistir. H2O varliginda indirgenme pik akimimin artmasi, H2O2 nin ¢ozeltiden
elektrot ylizeyine dogru difiizlenerek indirgendigini ve buna karsin ylizeydeki PNR’nin

yiikseltgendigini gosterir. Bu elektrokimyasal iglem zinciri sdyle formiilize edilebilir:

PNRyiiks) + 2H" + 26°  ——» PNR(ing) (3.5)
H202 + PNR(ingy — H20 + PNRiiks) (3.6)

Modifiye edilmis elektrot tarafindan H202 nin tiim indirgenmesi;

H,0, + 2H" + 26 — H,0 (3.7)
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Bu reaksiyonlar incelendiginde, PNR’nin H202’nin indirgenmesinde medyator olarak

etki gosterdigi anlagilmaktadir.

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun H2O2’ye karst olan voltametrik cevabinda H20:
konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 50 mM pH 7,0 (0,1 M KCI)
tamponunda hazirlanmis H202’nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in dongiisel voltametri
uygulanmis ve sonuglar Sekil 3.15’de verilmistir. Burada, H2O2 konsantrasyonu arttikga

katodik pik akimlarinin da arttig1 goriilmektedir.

250

50
-150
_350 L 1 A 1 L 1 L 1 L 1
-1,1 -0,7 -0,3 0,1 0,5 0,9
E /V vs Ag pseudo RE

Sekil 3.15. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun degisen H,O; konsantrasyonlarinda (0,25 mM - 5 mM)
-1,0 V ve +1,0 V potansiyel araligindaki dongiisel voltamogramlari (50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,1 M KCI; tarama hiz1 50 mV.s™)

3.6. Amperometrik H202 Tayinine iliskin Bulgular

3.6.1. pH optimizasyonu

H202’nin elektroindirgenmesinde H20> elektrodun sensor 6zelliklerini aragtirmak igin, -
0,45 V’da H202’nin amperometrik tayini gerceklestirilmistir. Ilk olarak, H2O2’nin

sensor Ozelliklerinde pH etkisi incelenmistir. Bu amagla 100 uM H202 varliginda farkli
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pH’lardaki (6,5-8,2) 50 mM fosfat tamponlar1 kullanilarak -0,45 V’da potansiyelde
akimlar Slciilmiistiir. Olgiilen akim degerlerine karsilik pH degerlerinin grafigi Sekil

3.16°da verilmistir.
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Sekil 3.16. Farkli pH’lardaki 100 uM H20, ¢6zeltisinin, SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodu kullanilarak
elde edilen akim-pH grafigi

Elde edilen egrilerden, yiiksek duyarlikla -0,45 V’da SPCE/RGO/PNR/AUNP sensorii
kullanilarak -0,45 V’da’nin tayini icin optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir.

Calismanin bundan sonraki kisminda 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu kullanilmastir.

3.6.2. Cahisma potansiyelinin optimizasyonu

Calismanin bu kisminda, SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorlerinin H2O2 nin tayini igin
farkli  potansiyellerde gosterdigi amperometrik  yanitlar  incelenmistir.
SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile H202’nin amperometrik tayini pH 7,0’de, -
0,40 V, -0,45 V ve -0,50 V potansiyellerinde yapilmistir. Elde edilen amperogramlardan
yararlanilarak akim-konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.17). Bu grafiklerden

elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayis1 degerleri Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Sekil 3.17. SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensorlerinin farkli potansiyellerde (-0,40 V, -0,45 V ve -0,50 V)
H>0, derisimine kars1 elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Cizelge 3.5. Sekil 3.17°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayilari

degerleri
Calisma potansiyeli / V  Duyarlik / (nA.mM™) Korelasyon katsayisi (1)
-0,40 6,36 0,9992
-0,45 9,61 0,9997
-0,50 12,84 0,9978

En yiiksek duyarlik -0,50 V potansiyelde elde edilen dogrunun denkleminden elde
edilmis olmasina ragmen, korelasyon katsayisi en diisliktiir. Amperometrik tayin
stirasinda ise -0,40 V ve -0,45 V’da akim kararlilig1 en yiiksek iken, -0,50 V’da ise analit
konsantrasyonu arttikga akim kararliligi azalmistir. Akim kararliligi ve korelasyon
katsayis1 g6z Oniine alindiginda, optimum c¢alisma potansiyeli -0,45 V olarak

belirlenmistir.
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3.6.3. Analitiksel karakterizasyon

SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodu ile H202 nin amperometrik tayini, igerisinde 9 ml 50
mM pH 7,0 fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicrede, ¢ozeltinin sabit hizda
sirekli karistirildig1 sartlarda -0,45 V’da gerceklestirilmistir. Akim kararli hale
geldikten sonra, farkli 100 uM H20- elektrokimyasal hiicreye ardisik olarak katilmistir.
Kararli hal akim cevabi Olciilmiis ve zamana karst akim degerleri potantiyostat
tarafindan kaydedilmistir. Sekil 3.20°de H2O2 nin amperometrik tayini i¢in elde edilen
ornek bir kronoamperogram verilmistir. H202 ilavesiyle zamanla akimda bir artis oldugu

kronoamperogramdan anlagilmaktadir.
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Sekil 3.18. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunda 100 uM HO;’nin ardisik katimu ile elde edilen 6rnek
bir kronoamperogram (+0,25 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

H2>0> konsantrasyonu ile artan akim degerleri kullanilarak H2O2’nin kantitatif tayini
yapilabilir. Amperometrik tayini sonucu kronoamperogramlardan elde edilen akim
degerlerinin H2O>’nin konsantrasyonuna kars1 ¢izilen grafigi Sekil 3.19°de verilmistir.

H202 miktarinin artmasi ile akim degerleri de dogru orantili olarak artmistir.
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Sekil 3.19. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile HoO, derisimine karsi elde edilen akim grafikleri -
0,45V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

H202’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 parametreler belirlenmis ve Cizelge

3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.6. HO2’nin amperometrik tayini icin SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile elde
edilen analitiksel parametreler

Tespit limiti 6,35 uM

Tayin sinir1 21,16 uyM

Dogrusal aralik 21,16 uM — 2730 uM

Duyarlik 13,2 pA. mM?

Tekrarlanabilirlik RSD %1,70 (n=10), 100 uM H202

Cizelge 3.6 incelendiginde, SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin - duyarliginin
oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Duyarligin yiiksek olmasi, elektroaktif ylizey
alanmin ve elektronik iletkenligin artmasiyla, elektron transferinin hizli olmasi
nedeniyledir. -0,45 V’da 100 pM H202’nin biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi test
edilmis ve bagil standart sapma (R.S.D.) %1,70 olarak hesaplanmustir. Tekrarlanabilirlik
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icin hesaplanan RSD degeri, 10 tekrara kadar H202’nin amperometrik tayininin iyi
oldugunu gostermektedir. Literatiirde gesitli materyallerle modifiye edilmis elektrotlar
ile H.O2’nin amperometrik tayini i¢in elde edilen elektroanalitik karakterizasyonlar

Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Literatiirde ¢esitli materyallerle modifiye edilmis elektrotlar ile NADH nin
amperometrik tayini i¢in elde edilen elektroanalitik karakterizasyonlar

Elektrot Cahisma Duyarhk Lineer Tespit Referans
potansiyeli (V) (LA/mM) arahik (uM) | limiti (uM)
SPCE/PB -0,05 357 1-1000 0,50 F,Ricci et al.
(2005)
PANI/MWCNT/GCE -0,35 18,75 29,4-2205 9,20 K,Lin et al.
(2011)
PDDA-t-GO-Pd/GCE -0,10 - 10-10000 0,22 J,M,You et
al. (2012)
Au-TiO2/GN/GCE - - 10-200 0,70 L.Lietal.
(2013)

SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin uygulama kararliligi, 100 pM derisiminde
H20: ¢ozeltisinin -0,45V potansiyelde 60 giin boyunca araliklarla akimlarin dl¢tilmesi
ile test edilmistir. 60 giin boyunca DA i¢in biyosensor cevabinin ilk giinkii akima gore
yizde bagil akim degerleri Sekil 3.20°de verilmistir. Baslangigta H20. igin
biyosensoriin amperometrik cevabi 2. giinlin sonunda %16,71, 10. giinlin sonunda
%38,24, 30. giliniin sonunda %46,79 ve 60. giinlin sonunda ise %356,15 oraninda
azalmigtir. SPCE/RGO/PNR/AUNP  biyosensoriiniin =~ uygulama  kararlihigr  ilk
kullanimdan sonra azalmis olsa da, 60. giine kadar H>O» i¢in amperometrik yanit
vermistir. Bu sonuglar NADH sensorii ile alinan sonuglarla benzerlik gostermistir. Tek
kullanimlik olarak hazirlanan bir biyosensor i¢in, bu uygulama kararliliginin iyi oldugu
ve biyosensdr formulasyonunda bulunan RGO, PNR ve AuNP’nin biyosensoriin

uygulama kararliligin arttirdigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 3.20. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin 100 uM H>O; derisimine karst elde edilen ylizde
bagil akim degerleri-giin sayis1 grafigi (-0,45 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 ile sirasiyla 16. hafta boyunca -0,45 V’da amperometrik H2O> tayini
yapilmistir. Amperometrik tayin sonucu elde edilen akim-konsantrasyon grafigi ve akim
degerleri-hafta sayist grafigi swrasiyla Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de verilmistir.
SPCE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin 12. haftaya kadar H202’ye karsi yanit verdigi
goriilmektedir. %Bagil akim verileri incelendiginde H202’nin ilk giin analizine kiyasla
biyosensoriin amperometrik cevabi 1. haftanin sonunda %3,26, 4. haftanin sonunda
%28,63 ve 8. haftanin sonunda %30,15 oraninda azalmistir. 16. haftanin sonunda
yapilan amperometrik tayinde ise akim kararliligimin azalmasi nedeniyle diizgiin bir
yanit almamamig ve bu nedenle veriler grafiklerde verilmemistir. Biyosensoriin 12.

haftanin sonunda duyarliginin % 40,31'ini korudugu goriilmektedir.
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Sekil 3.21. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriiniin farkli depolama zamanlarinda 100 pM H20;
derisimine kars1 elde edilen akim grafikleri (-0,45 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

ilk giin 1 2 4

t / Hafta sayisi

% Bagil Akim

Sekil 3.22. SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensoriinin 100 pM H202 derisimine karsi elde edilen akim
degerleri-hafta sayis1 grafigi (-0,45 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)
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3.6.4 Girisim Testi

H202"nin SPCE/RGO/PNR/AuNP sensorleri ile amperometrik tayini, girisim yapan
tiirlerin etkisini incelemek i¢in, NADH, DA, AA ve UA varliginda yapilmistir. H2O2 nin

-0,45 V’daki amperometrik tayinine hi¢bir analit girisim yapmamuistir.

3.6.5 Ger¢ek numune analizi

Gelistirdigimiz H2O biyosensdrleri gercek numune analizinde kullanilmistir. Merk
firmasinda satin alinan insan kan serumu numunesi 1:100 oraninda pH 7.4 tampon
¢ozelti ile seyreltilmistir. Kan serumu numunesine bilinen konsantrasyonda H20- ilave
edilerek H20> igeren yapay kan serumu numuneleri hazirlanmistir. 100 uM H20> igeren
kan serumu numunelerinin SPCE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile amperometrik
tayini -0,45 V’da l¢ kez tekrarlanarak yapilmistir. Yapilan analiz sonucuna gore
deneysel olarak hesaplanan H>O. konsantrasyonu 101,2 + 0,12 ve geri kazanim %101,2

olarak bulunmustur.

3.7.NADH ve H202’nin es zamanh amperometrik tayini ve analitiksel

karakterizasyonu

Caligmamin bu kisminda, onceki boliimlerde elektrokimyasal karakterizasyonlari
yapilmig olan elektrot formulasyonlari kullanilarak ikili SPCDE/RGO/PNR/AuNP
elektrotlar1 hazirlanmis ve bu elektrotlar ile NADH ve H2O2’nin es zamanlh
amperometrik tayini yapilmistir. Es zamanli amperometrik tayin, 6nceki boliimlerde
NADH ve H202’nin tayini i¢in belirlenmis olan optimum c¢alisma kosullarinda
gerceklestirilmistir. Batch analizlerde NADH ve H>O2’nin eszamanli amperometrik
tayini, igerisinde 9 ml 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicrede,
¢ozeltinin sabit hizda siirekli karigtirilldigi sartlarda +0,150 V ve -0,450 V’da
gerceklestirilmistir. Akim kararli hale geldikten sonra, sabit konsantrasyonlardaki
NADH ve H20: elektrokimyasal hiicreye ardisik olarak katilmistir. Kararli hal akim

cevabi Ol¢iilmiis ve zamana kars1 akim degerleri potantiyostat tarafindan kaydedilmistir.
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Damlamali analizlerde NADH ve H2O2’nin eszamanli amperometrik tayini ise, elektrot
yiizeyine sabit konsantrasyonda 100 pL analitlerin ilavesi ile gerceklestirilmistir. Sekil
3.23A ve B’de sirasiyla damlamali analizler ve batch analiz ile NADH ve H202’nin es
zamanli amperometrik tayin i¢in elde edilen ornek kronoamperogramlar verilmistir.
NADH ve H20: konsantrasyonlar1 artttkca zamanla akimda bir artis oldugu

kronoamperogramlardan anlagilmaktadir.
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Sekil 3.23. SPCDE/RGO/PNR/AUNP biyosensorleri ile NADH ve H202’nin a) damlamali analiz b)
batch analiz ile es zamanli tayinleri sonucu farkli NADH ve H202’nin derisimlerinde elde edilen
ornek kronoamperogramlar (+0,15 V ve -0,45 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)
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Damlamali analiz ile NADH ve H>O2’nin eszamanli amperometrik tayini sonucu
kronoamperogramlardan elde edilen akim degerlerinin NADH ve H>O2’nin
konsantrasyonuna karsi cizilen grafigi Sekil 3.24°de verilmistir. NADH ve H:0O:

miktarlarinin artmasi ile akim degerleri de dogru orantili olarak artmistir.

S0 ®H202 W NADH

I/pA

20

[ |
N . . . .
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Sekil 3.24. SPCDE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile NADH ve H2O;’nin es zamanl tayinleri sonucu
NADH ve H>O;’nin derisimlerine kars1 elde edilen akim grafikleri +0,15 V ve -0,45 V, 50 mM
pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

NADH ve H2O2’nin es zamanli amperometrik tayini i¢in  kullanilan
SPCDE/RGO/PNR/AUNP biyosensoriiniin analitiksel karakterizasyonu igin duyarlik,
bagil standart sapma, tayin ve gozlemlenebilme simir1 ve tekrarlanabilirlik gibi

parametreler belirlenmis ve Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. NADH ve H;O’nin es zamanli amperometrik tayini i¢in SPCE/RGO/PNR/AuNP
biyosensorleri ile elde edilen analitiksel parametreler

NADH H20;
Tespit limiti 5,92 uM 12,5 uM
Tayin sinir1 19,74 uM 41,7 uM
Dogrusal aralik 19,74 uM - 5000 pM 41,7 uM - 5000 pM
Duyarlik 11,1 pA. mM? 9,47 uA. mM*?
Tekrarlanabilirlik RSD %2,31 (n=10), 200 uM NADH RSD %3,26 (n=10), 200 uM H,0-

Onceki boliimlerde NADH ve H,02’in amperometrik tayini igin literatiir karsilastirmasi
yapilmis ve Cizelge 3.4 ve 3.7°de verilmistir. NADH ve H202’in es zamanli tayini i¢in
sadece bir ¢calisma bulunmaktadir. Baskar et al.(2012), NADH ve H202’nin duyarliklari
sirasiyla, 0,34 pA. mM? ve 0,13 nA. mM?, tespit limitleri ise sirasiyla 1.74 uM ve 26 uM

olarak bulunmustur.

Onceki boliimlerde, NADH ve H20: igin depolama ve uygulama kararlilig1 testleri
yapildig1 i¢in, NADH ve H2O2’nin es zamanli amperometrik tayininde bu testler tekrar

yapilmamustir.

3.7.1. Girisim Testi

NADH ve H202’nin es zamanli amperometrik tayinine, analitlerin birbiri ile girisim
yapip yapmadiklarini incelemek i¢in, sabit konsantrasyondaki analitler tek baglarina ve
karisim halinde ¢ozeltiye eklenmistir. Yapilan Ol¢iim sonucunda elde edilen
kronoamperogram Sekil 3.25’de verilmistir. 50 pM ve 100 uM NADH ve H20:
karigiminin ¢ozeltiye ilavesi ile, es zamanli olarak anodik ve katodik pik akimlar
artmistir. Sadece 50, 100 ve 200 uM NADH ilavesi ile sadece anodik pik akimlarinin
artt11, katodik pik akimlarinda herhangi bir artis olmadig1 goriilmiistiir. Sadece 50, 100
ve 200 uM H2O: ilavesi ile sadece katodik pik akimlarinda artig oldugu Sekil 3.25°den
anlagilmaktadir. Bu sonuglar gostermektedir ki, NADH ve H2O2’nin birlikte ¢ozeltiye

eklenmesi birbirlerine girisim yapmamaktadir.
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Sekil 3.25. SPCDE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile NADH ve H>O2’nin batch analiz ile es zamanlt
tayin yonteminde analitlerin tek baslarmma ve karisim halinde ilavesi ile elde edilen 6rnek
kronoamperogramlar (+0,15 V ve -0,45 V, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

NADH ve H:02’nin SPCDE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile es zamanh
amperometrik tayini, girisim yapan tiirlerin etkisini incelemek i¢cin DA, AA ve UA
varliginda yapilmistir. Girisim testi sonuglari, NADH ve H2O2’nin sensor 6zelliklerinin
incelendigi boliimdeki sonuglarla benzer c¢ikmistir. +0,15 V’da NADH’nin
amperometrik tayinine AA ve DA girisim yaparken, UA girisim yapmamustir. -0,45

V’daki amperometrik tayinine ise higbir analit girisim yapmamuistir.

3.7.2. Gerc¢ek numune analizi

Gelistirdigimiz ikili NADH ve H;O: biyosensorleri gercek numune analizinde
kullanilmistir. Merk firmasinda satin alinan insan kan serumu numunesi 1:100 oraninda
pH 7.4 tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Kan serumu numunesine bilinen
konsantrasyonda NADH ve H:O: ilave edilerek NADH ve H20O iceren yapay kan
serumu numuneleri hazirlanmistir. 200 uM NADH ve 200 uM H20: igeren kan serumu
numunelerinin SPCDE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile amperometrik tayini +0,15

V ve -0,45 V’da es zamanl olarak ii¢ tekrarli yapilmistir. Yapilan analiz sonucuna gore
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deneysel olarak hesaplanan NADH ve H>O» konsantrasyonlari sirasiyla 204,3 + 0,17 ve

198,1 £ 0,13 geri kazanimlart ise sirasiyla %102,2 ve %99,05 olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA VE SONUC

SPCE lerin yilizeyleri RGO’lar ile LBL yontemi kullanilarak modifiye edilmistir. RGO
modifiyeli elektrotlar SEM ile karakterize edilmistir. RGO’nun katmanli, burusuk
yiizeyli ve birbirine benzer, rasgele dagilmis ince katmanlar ve daginik halde iist {iste
binmis yapisi gozlenmistir ve bu goriintiiler literatiirle uyumludur. (A. Shalaby VD.
2015, Tiyek vd. 2016).

SPCE/RGO’lar iizerinde 6nce PNR polimerlestirilerek modifiye edilmis, sonra AuNP
ile modifiye edilmistir. SPCE/RGO/AuNP elektrotlar1 elektrokimyasal olarak
karakterize edilmistir. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin NADH ve H202’ye kars1
elektrokatalitik aktivite gosterdigi gozlenmistir. RGO iizerinde hazirlanmig PNR
medyatoriiniin etkisiyle NADH varliginda anodik pik akimi 6nemli oranda artarken
(34,238 pA’den 49,768 pA’e), katodik pik akimi azalmasi (22,195 pA’den 20,928
nA’e) NADH nin elektrokimyasal davranisi i¢in karakteristik bir 6zelliktir (Pariente vd
1996). NADH varliginda Ipa / lpc oran1 2,34 iken NADH yoklugunda bu oran 1,54’¢
diismektedir. Bu sonuglar NADH’nin, PNR tarafindan yiikseltgendigini belirtmektedir.
NADH’nin anodik ve katodik pik potansiyelleri sirasiyla 74 mV ve -114 mV’dur. RGO,
PNR ve AuNP’nin elektrot formulasyonunda birlikte yer almast NADH’nin
elektroyiikseltgenmesinde hem sinerjik bir etki gostererek elektrodun elektroaktif yiizey
alanimmi artirarak elektronik iletkenligi ve elektrodun tersinirligini artirmig, hem de
NADH’nin  elektroyiikseltgenmesinde  elektrokatalitik ~ etki  gOstererek  pik

potansiyellerinin degerini azaltmistir.

SPCE/RGO/PNR/AuNP’ler ile NADH ve H202’nin ayr1 ayr1 amperometrik tayini
yapilmis ve bu tayin sonucunda gozlemlenebilme ve tayin smiri, duyarlik ve
tekrarlanabilirlik gibi analitiksel karakterizasyon parametreleri bulunmustur. Yiksek
duyarlik, diisiik gozlemlenebilme degeri ve yliksek tekrarlanabilirlige sahip distik
potansiyelde tayin yapilabilen yeni NADH ve H2O2 sensorleri basariyla gelistirilmistir.

NADH i¢in yaptigimiz analitiksel karaterizasyonlar sonucunda elde edilen tespit limiti

4,57 uM bulunmustur. F,Ricci et al.(2005) ‘nin yapmis oldugu ¢alismada 0,5 uM, K,Lin
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et al. (2011) yapmis oldugu c¢alismada 5 uM, H.C,Chang et al. (2011) yapmis oldugu
calismada 1,2 uM, L,Li et al.(2013) yaptig1 ¢alismada ise 6 pM olarak bulmuslardir.

F,Ricci et al.(2005)’ in yaptig1 ¢alismada optimum pH 7,4 NADH ve H2O; sensorleri

icin pH optimizasyonu ¢alismasi yapilmis ve optimum pH 7,0 olarak bulunmustur.

Gelistirilen NADH ve H2O2 sensorleri igin ¢alisma potansiyeli optimizasyonu c¢alismast
yapilmis ve optimum ¢alisma potansiyelleri sirasiyla +0,15 V ve -0,45 V olarak

bulunmustur.

Sensorlerin uygulama kararliligi i¢in NADH ve H202’nin ayr1 ayri amperometrik
tayinleri yapilmis ve 60. giiniin sonunda dahi NADH ve H2O2’e amperometrik yanitlar

alinmistir.

Calisma sartlarinda gelistirilen NADH ve H2O> sensorlerinin depolama kararligini
belirlemek i¢cin NADH ve H20: sensorlerinin depolama kararliligi test edilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde sensorlerin 12.haftada dahil NADH ve H202’e karsi

cevap verildigi goriilmiistiir.

Gelistirilen sensorlerinin NADH ve H202’nin ayr1 ayr1 amperometrik tayinine girisim
yapan tiirlerin etkisi incelenmistir. NADH nin +0,150 V’daki amperometrik tayinine
AA ve DA girisim yaparken, UA ve H202 girisim yapmamistir. H2O2 nin amperometrik
tayinine ise NADH, DA, AA ve UA analitleri girisim yapmamustir. Gelistirilen sensorler
kan serumu numunelerindeki NADH ve H202’nin tayininde kullanilmistir. 100 uM
NADH igeren kan serumu numunelerinin SPCE/RGO/PNR/AuNP sensorleri ile yapilan
NADH analizi sonucunda, deneysel olarak hesaplanan NADH konsantrasyonu 102,3 +
0,15 ve geri kazanim %102,3 olarak bulunmustur. 100 uM H2O: igeren kan serumu
numunelerinin SPCE/RGO/PNR/AuNP sensorleri ile yapilan H2O2 analizi sonucunda
deneysel olarak hesaplanan H,O> konsantrasyonu 101,2 + 0,12 ve geri kazanim %101,2

olarak bulunmustur.
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SPCDE/RGO/PNR/AuNP’ler ile NADH ve H202’nin es zamanli amperometrik tayinleri
sirastyla +0,15 V ve -0,45 V’da yapilmis ve bu tayin sonucunda gozlemlenebilme ve
tayin smiri, duyarlik ve tekrarlanabilirlik gibi analitiksel karakterizasyon parametreleri
bulunmustur. Yiiksek duyarhik, diisik goézlemlenebilme degeri ve yiiksek
tekrarlanabilirlige sahip yeni ikili NADH ve H2O> sensorleri basariyla gelistirilmistir.

SPCDE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile NADH ve H2O2’nin es zamanh
amperometrik tayini, girisim yapan tiirlerin etkisini incelemek i¢cin DA, AA ve UA
varliginda yapilmistir. +0,15 V’da NADH nin amperometrik tayinine AA ve DA girisim
yaparken, UA girisim yapmamustir. -0,45 V’daki amperometrik tayinine ise hi¢bir analit
girisim yapmamistir. Girisim testi sonuglart, NADH ve H2O2’nin sensor 6zelliklerinin

incelendigi boliimdeki sonuglarla benzer ¢ikmustir.

Gelistirdigimiz ikili NADH ve H:O0: biyosensorleri ger¢cek numune analizinde
kullanilmistir. 200 pM NADH ve 200 uM H20: iceren kan serumu numunelerinin
SPCDE/RGO/PNR/AuNP biyosensorleri ile amperometrik tayini +0,15 V ve -0,45 V’da
es zamanli olarak yapilmisgtir. Yapilan analiz sonucuna gore deneysel olarak hesaplanan
NADH ve H>O; konsantrasyonlar1 sirasiyla 204,3 £ 0,17 ve 198,1 + 0,13 geri

kazanimlari ise sirastyla %102,2 ve %99,05 olarak bulunmustur.

Calisma sonunda hazirlanan SPCE/RGO/PNR/AUNP elektrodunun NADH ve H207’in
es zamanli tayininde gdstermis oldugu yiiksek elektrokatalitik etki, yiiksek elektronik
iletkenlik, yliksek duyarlilik ve gercek numune analizleri sonuglari, bu elektrotun
NADH ve H202’in es zamanli tayininde biyosensor olarak kullanilmasi i¢in bir yenilik

oldugunu gostermektedir.
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