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SIMGE LiSTESI

a; ¢Ozlinmiis ¢ozeltilerin konsantrasyonu
kr potansiyometrik secicilik katsayisi

E Elektrot potansiyeli

E’ Standart elektrt potansiyeli

R Ideal gaz sabiti

T Sicaklik

n Mol sayis1

F Faraday sabiti

Zs Impedans

Rs Resistansta olusan seri

Cs Kapasite

i Kompleks alandaki biri

® Frekans

t Sicaklik

0 Ozgiil Is1

M S1v1 Kiitlesi

Cp Cozeltinin Termal Kiitle Kapasitesi
Km Michelis-Menten Sabiti

Sh Standart Sapma

m Kalibrasyon Egrisinin Egimi



KISALTMA LISTESI
HPLC Yiiksek Performans S1vi Kromatografi

CE Elektrokimyasal Kapiler Elektroforez

GC-MS  Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometri Metodu

uv Ultra Viyole

MIP-ES  Mikrodalga indiiklenmis Plazma Emisyon Spektroskopi
EPA Environmental Protection Agency

CPE Carbon Paste Electrode(karbon hamuru)

ISFET Iyon Degistiricili Alan Etkili transistor ler
NADH  Nicotinamide adenine dinucleotide

EPR Elektron Paramanyetik Rezonans
PVC Polivinilkloriir

PPS Poli Fenilin Siilfit

PPy Polipirol

CNT Karbon Nanotiip

SWCNT  Tek Duvarli Karbon Nanotiip
MWCNT  Cok Duvarli Karbon Nanotiip

PGA Poligluteraldehit

Tyr Tyrozinas Enzimi

GC Glassy Carbon Electrode (Camimsi Karbon Elektrot)
CvV Cyclic Voltametry ( Dontisiimlii Voltametri)

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

MTM 3-thienylmethylmethacrylate
GMA Glisin Metakrilat

DMF Dimetil form amid

AIBN 2, 2'-Azodiizo biitironitril

THF Tiyofen
LOD Belirleme Limiti
RSD Relatif Standart Sapma
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OZET
AMPEROMETRIK FENOL BiYOSENSORLERININ GELISTIRILMESI

M.Mevra YALVAC

Cevre Miihendisligi, Doktora Tezi

Alic1 ortamlarin kirlilik yiikii kapasitelerinin belirlenmesi, buna dair dnlemlerin yerinde ve
zamaninda dogru bi¢cimde alinabilmesi ve ¢evre denetim sisteminin isleyebilmesi i¢in iyi bir
izleme tekniginin olusturulmasi sarttir. Cevresel kirleticilerin izlenmesi amaciyla kirletici
parametrelerin yapilarina ve karakterlerine gore gelistirilmis standart analiz metotlar1 hali
hazirda mevcuttur. S6z konusu analiz metotlar1 farkli bilesenlerden olugsmus numunelerin
analiz edilmesinde ve bazi karisik numunelerin 6n aritima tabi tutulma gereksinimlerine bagl
olarak hatali sonuglar verebilmektedir. Mevcut analiz metotlarinda goriilen bu sikintilardan
dolayi, alternatif analiz metotlarindan biri olarak kullanilmaya bagslanan biyosensorler hedefe
yonelik hizli, giivenilir ve anlik sonuglar verebilmektedirler. Cevre mithendisliginde izlenmesi
gereken en Onemli parametrelerden biri fenol ve fenol tiirevleridir. Bu calismada, su
kaynaklar1 ve atiksularda izlenmesi gereken en 6nemli kirletici parametrelerden olan fenol ve
fenol tiirevlerinin giivenli, sec¢ici, hassas ve hizli 6l¢iilmesi amaciyla farkli sekillerde
hazirlanmis kompozit ¢alisma elektrotlarindan olusmus fenol biyosensorleri gelistirilmistir.
S6z konusu calisma elektrotlarinda #yrosinaz enzimi kullanilmistir. Kompozit calisma
elektrotlarinin yapiminda orjinal iletken polimerler ve karbon nano tiip malzeme kullanilmis
ve tyrosinaz enzimi bu iletken polimer kompozitler {lizerine farkli metotlarla baglanmistir.
Hazirlanmis olan 8 ¢alisma elektrotu kullanilarak gelistirilen biyosensorler kesikli ve siirekli
sistemlerle fenol tayininde kullanilmistir. Hazirlanan biyosensdrlerde 18 farkli fenol tiirti
analiz edilmis, Ol¢iim i¢in gerekli kalibrasyon egrileri c¢izilmis, bu kalibrasyon egrileri
kullanilarak o6l¢tim analitik parametreleri hesaplanmistir. Analitik parametrelere gore
biyosensorlerin performansi, 6l¢lim giivenilirligi tartisilmigtir. Ayrica biyosensorlerden ¢ikan

sonuglar ile GC-MS fenol tayininden elde edilen sonuglar kiyaslanmustir.

Anahtar kelimeler: Tyrosinaz, amperometrik sensor, fenol biyosensorii, biyosensor, iletken

polimerler
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ABSTRACT

DEVELOPMENT of AMPEROMETRIC PHENOL BIOSENSORS

M.Mevra YALVAC

Environmental Engineering, Ph.D. Thesis

Determination of load capacity of the receiving environment pollution, it measures about the
appropriate and timely, and environmental control systems can be correctly functioning well
for the establishment of a monitoring techniques is essential. Monitoring of environmental
contaminants polluting the purpose and character of the parameters according to the structures
already developed standard methods of analysis are available. The analysis methods to
analyze samples were made up of different components and some mixed samples subjected to
pre-treatment, depending on the requirements to be able to provide erroneous results. Because
of these difficulties seen in the current analysis methods, alternative methods of analysis used
to be one of the biosensors targeted fast, reliable and can give instant results. Environmental
engineering to follow one of the most important parameters are the phenol and phenol
derivatives. In this study, phenol biosensors comprised of various composite working
electrodes have been developed in order to get confident, selective, sensitive and fast
detection of phenol and phenol derivatives, which should be detected in wastewaters.
Tyrosinase was used at these working electrodes. Original conductive polymers and carbon
nano tubes material were used to fabricate the composite working electrodes, tyrosinase was
immobilized to these composite polymer working electrodes by using different
immobilization methods. Biosensors developed using 8 working electrodes were operated at
batch and continuous flow systems for the phenol detection. Eighteen phenol derivatives were
analyzed, calibration curves necessary for measurement were constructed and the analytical
parameters were calculated from these calibration curves. The performance of biosensors and
the reliability of the measurement were discussed. Also, the results of biosensors and GC-MS

measurement method were compared.

Keywords: Tyrosinase, amperometric sensor, phenol biosensor, biosensor, conductive

polymers.
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1. GIRIS

Endiistriyel proseslerin, bu proseslerin havaya suya veya topraga kirletici salinimlarinin
ve bu salimmlarin ¢evreye etkilerinin izlenmesi c¢evresel diizenleyici sistemin anahtar
unsurudur. Alict ortamlarin kirlilik yiikii kapasitelerinin belirlenmesi, buna dair 6nlemlerin
yerinde ve zamaninda dogru bi¢cimde alinabilmesi ve ¢evre denetim sisteminin isleyebilmesi
icin iyi bir izleme tekniginin olusturulmasi sarttir. Alici ortama desarj edilen herhangi bir
kirletici parametrenin miktarmin belirlenmesi, mevcut kirleticinin desarj ve alici ortam
standartlarina uygunlugunun tespiti agisindan olduk¢a 6nemlidir. Cevresel kirleticilerin
izlenmesi amaciyla kirletici parametrelerin yapilarina ve karakterlerine gore gelistirilmis
standart analiz metotlar1 hali hazirda mevcuttur. S6z konusu analiz metotlar1 farkh
bilesenlerden olusmus numunelerin analiz edilmesinde ve bazi karisik numunelerin 6n aritima
tabi tutulma gereksinimlerine bagli olarak hatali sonuglar verebilmektedir. Mevcut analiz
metotlarinda goriilen bu sikintilardan dolay1 arastirmacilarin son yillarda alternatif analiz
metotlarinin gelistirilmesi ilizerine yaptiklar1 ¢aligmalar1 hiz kazanmigtir. Alternatif analiz
metotlarindan biri olarak kullanilmaya bagslanan biyosensorler hedefe yonelik hizli, giivenilir
ve anlik sonuglar verebilmektedirler. Kirleticilerin aninda analiz edilebilmesi 6zellikle aritma
reaktdrlerinin otomatik kontroliinde rahatlikla kullanilabilmekte veya ortamdaki kirleticinin
stirekli izlenmesi ile gerekli Onlemlerin alinabilmesine izin vermektedir. Amerika ve
Avrupa’da giderek artan ¢evresel sinirlamalar hava, toprak ve ozellikle sulardaki kirleticilerin
giivenilir ve hizli analizlenmesini zorunlu hale getirmistir. Birgok standart analiz metodunda
goriilen girisim problemleri biyosensorlerin  kullanimiyla numuneye on aritim islemi
uygulama geregi duyulmadan ortadan kaldirilabilmistir. Biyosensor teknolojisi fizik, kimya
ve biyoteknoloji alanlarin1 kapsayan ¢ok disiplinli bir teknolojidir. Biyosensorlerin galisma
prensibi olan elektron alig-verisi bagh basina fizigin, biyosensor ana elemanlarindan ¢alisma
elektrotlarinin kaplandigi iletken polimerlerin sentezi kimyanin, bu iletken polimerlere
baglanan enzim, doku ve mikroorganizma gibi materyaller biyoteknolojinin arastirma

alanlarina girmektedir.

Cevre miihendisliginde izlenmesi gereken en Onemli parametrelerden biri fenol ve fenol
tirevleridir. Fenoller bir benzen ya da benzenoid halkasina direkt olarak baglanmis bir
hidroksil grubu igeren bilesiklerdir. Fenol, bu grubun ana bilesigi olan monohidroksibenzene
(CcHsOH) verilen 6zel bir isimdir. Ik olarak 1839 yilinda F. Runge tarafindan komiir
katranindan ayrilmis ve “karboksilik asit” olarak adlandirilmistir. Fenol ve bagli (substituted)

fenoller cevre kirlenmesi acisindan onemli yer tutmaktadir. Bu kimyasallar, plastikler,



boyalar, ilag ve antioksidan iiretimi, kagit ve kagit hamuru gibi pek ¢ok endiistriyel siirecin bir
bileseni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pek ¢ok fenol bilesigi biyolojik sistemler {izerinde
zehirli ve tehlikeli etkiye sahip olup sular vasitasiyla besin zincirine girmektedir. Fenollerin 1
ppb’den diisiik seviyeleri bile suyun tat ve koku oOzelliklerini degistirebilmektedir. Fenolik
bilesiklerin canl tiirler i¢in ne kadar zararli olduklar1 gayet iyi bilinmektedir. Fenoller dogal
membran yapisina kolaylikla niifuz ederek genotoksik, mutajenik ve hepatoksik etkiler
gostermekte, respirasyon ve fotosentezin kataliz mekanizmasini olumsuz yonde
etkilemektedir. Tiim bu nedenlerle fenollerin ¢evre acgisindan bulunduklar1 ortamda
miktarlarinin ve yerine gore tiiriiniin belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir (Cockerman ve

Shane, 1994).

Fenollerin kantitatif analizi i¢in kullanilan baglica standart metotlar yliksek performans sivi
kromatografi (HPLC), elektrokimyasal kapiler elektroforez (CE), spektrofotometrik, kagit
elektroforezi, ince tabaka kromatografisi, gaz kromatografisi (GC) (ECD, FID ile), gaz
kromatografisi kiitle spektrometri metodu (MS), UV o6l¢iimlii ince tabaka kromotografisi ve
mikrodalga indiiklenmis plazma emisyon spektroskopi (MIP-ES) teknikleridir. Ayrica soz
konusu tekniklerin ¢evre numunelerinde dogrudan kullanilmalari da miimkiin olmamaktadir.
Cevre konularini ilgilendiren dl¢iimlerde fenol bilesikleri numuneler icerisinde genellikle iz
seviyede ve oldukca karisik halde bulunduklarindan numuneler cihazlara alinmadan once
cesitli ekstraksiyon, temizleme ve seyreltme asamalarindan gecirilmektedir. Bu islemler
zaman alici, zahmetli ve duyarli degildir. Bu nedenle fenollerin kantitatif 6l¢iimleri i¢in daha

giivenilir, daha duyarli, secici ve hizli 6l¢iim yapabilen biyosensorler gelistirilmektedir

(Vincoli, 1996).

Tyrosinaz, fenol biyosensorlerinde genis bir sekilde kullanilan fenol katalizleyen enzimlerden
birirdir. Tyrosinaz, molekiiler oksijeni kullanarak, —monofenollerin, o-difenollere

hidroksilizasyonunu ve o-difenollerinde o-kinonlara oksidasyonunu katalizler(Liu vd., 2003)

Fenol+ tyrosinaz(O,) » katekol (1)

Katekol+ tyrosinaz(O,) » 0-kinon (2)

o- kinonlar, herhangi bir elektrontransfer aracisi olmaksizin aggida verilen esitlige gore diisiik

potansiyellerde o-difenollere indirgenebilirler.

o-kinon + 2H" + 2¢” >katekol 3)

Son yillarda yapilan galismalarda, fenol Olgiimleri igin, tyrosinaz tabanli cesitli elektrot



hazirlama metodlar1 gelistirilmistir. Bu arastirmalarda camimsi karbon(glassy carbon)
(Dempsey vd.,2004; Sanz vd., 2005), grafit-epoksi resin( Wang vd., 1994), altin (Campuzano
vd.,2003) ve diger materyaller(Liu vd., 2003; Rogers vd., 2000; Serra vd.,2002) gibi
geleneksel elektrot malzemelerinin kullanildigi belirtilmistir. Zejli ve arkadaslar1 sonojel-
karbon doniistiiriiciilii aluminyum sol-jel ile tyrosinaz enzimi kullanarak bir fenol biyosensorii
gelstirmislerdir. Sol-jel matriksinin yliksek enzim yiikleyebilme kapasitesi ve poroz bir yapiya
sahip olmasi nedeniyle hizli bir cevap siiresi elde etmislerdir. Linner aralik 0,5-30 uM,
belirleme limiti ise 0,3 uM olarak bulunmustur (2008). Njagi ve Andreescu kimyasal olarak
sentezlenmis bir Au-Ppy nanokompozite tyrosinaz enzimi tutuklayarak glikoz ve fenol
Olclimii yapabilen bir amperometrik biyosensor gelstirmislerdir. Pirol konsantrasyonu, enzim
miktari, pH ve uygulanan potansiyel gibi parametreleri incelemislerdir. Belirleme limiti
glikoz ve fenol i¢in sirastyla 2.10° M ve 3.10"®* M olarak bulunmustur (Castillo vd., 2004). Li
ve ¢alisma arkadaglart mediatorsiiz bir fenol biyosensorii gelistirmislerdir. Bu sensér ZnO
nanopartikiillerine tyrosinaz enzimi tutuklayarak GCE hazirlanmasiyla elde edilmistir. p-
kresol, fenol ve katekol icin hassasiyet degeleri sirasiyla 187, 182, 114 pA/ mM olarak
bulunmustur (2006). Boron- doped elmas elektrota tyrosinaz enziminin karbodiimid ile ¢apraz
baglanmasiyla hazirlanan bir fenol biyosensorii gelistirilmistir. Sensoriin optimum pH degeri
6,5; potasnsiyeli ise -0,15 V olarak bulunmustur. Fenol i¢in hassasiyet 232,5 mA/ Mcm’;
lineer aralik 1-200 uM ve belirleme limit 0,2 pM olarak bulunmustur (Zhao ve Zhi, 2006).

Ayrica biyosensor uygulamalari siirekli sistemlerde de calisilmistir. Siirekli sistemlerde
yapilan denemelerde biyosensoriin hizli cevap sliresine, yiiksek hassasiyete ve 1iyi
tekrerlanabilirlik 6zelliklerine sahip oldugu belirtilmistir (Hansen, 1996; Yang vd., 2006).
Fakat bu avantajlarima ragmen siirekli sistemlerde fenol biyosensorleri ile ilgili fazla bir

aragtirma yapilmamistir (Dantoni vd.,1998; Freire vd.,2002).

Bu c¢aligmada ¢evre agisindan 6nemli 18 farkli fenol tiiriiniin amperometrik 6l¢iimii igin farkl
calisma elektrotlariyla hazirlanmis biyosensorler gelistirilmistir. Bu amagla cam karbon
elektrot lizerinde farkli tip ve sekillerde kompozit filmler sentezlenmis ve farkli baglama
metotlari ile tyrosinaz enzimi bu kompozit polimerlere immobilize edilmistir. Hazirlanan her
calisma elektrodunda 18 farkli fenol Olgiimii siirekli ve kesikli sistemler kullanilarak
yapilmistir. Olgiim sonuclarindan kalibrasyon egrileri elde edilmis, bu egriler kullanilarak
gerekli analitik hesaplamalar yapilmigtir. 18 farkli fenol tiiriiniin 6l¢limii ayn1 zamanda GC-
MS metoduyla da yapilmis ve sonuglar biyosensor sonuglart ile karsilastirilmistir. Calismada

kullanilan fenol bilesiklerine ait kimyasal formiiller Ek-1’de verilmistir.



Tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerde amperometrik Ol¢lim metodu kullanilmagtir.
Kesikli deney diizenegi ve siirekli deney diizenegi olmak {izere iki farkli deney diizeneginde
calisilmigtir. Deneysel c¢alismalarda; akimin etkisini etkiledigi diisliniilen cesitli iletken

polimerler ve maddeler kullanilmistir.



2. BIYOSENSORLER

Biyosensorler, 6l¢ilimii istenen bilesen (analit) ile uygun bir biyoajan (biyomolekiil) arasindaki
etkilesimin doniistiiriicliler (transducer) yardimu ile elektrik sinyallerine doniistiiriildiigii ve bu
sinyallerin elektronik ydntemlerle analit konsantrasyonu cinsinden ifade edildigi analitik
cihazlardir. Biyosensor sistemleri genel olarak {i¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, secici
tanima mekanizmasina sahip biyoajan (biyomolekiil), bu biyoajanin analit ile etkilesimi
sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren gevirici (transducer)
ve elektronik boliimler olarak siralanabilir. Genel olarak bir biyosensoriin ana elamanlari
Sekil 2.1°de gosterilmistir. Bu ana elamanlarin en 6nemlisi analite karsi son derece se¢imli ve
tersinir etkilesmeye sahip biyoajanlardir. Biyoajanlar, biyoafinite ve biyokatalitik olmak {izere
iki grupta toplanabilir. Biyoafinite ajanlar1 (6rnegin antikorlar) analitlerle kompleks
olusturarak analitin molekiiler tanimlanmasinda kullanilirlar. Bu kompleks olusumu, tabaka
kalinligi, kirilma indisi ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine
neden olur. Biyokatalitik ajanlar ise analitin molekiil yapisinda degisime neden olur ve bu
doniisiim sonucunda ortamda artan veya azalan madde miktar takip edilerek degerlendirilir.
Biyokatalitik ajan olarak enzimler, mikroorganizmalar, organlar, tim hiicreler, bitki veya

hayvansal doku parcalar1 kullanilmaktadir (Turner, 2000).

Biyosensoriin ikinci énemli elamani cevirici kismudir. Ceviriciler biyoajan-analit etkilesimi
sonucu olusan fizikokimyasal sinyallerin elektrik sinyallerine doniistiiriildigi biyosensor

elamanlardir.

4_5 - > l‘ ______ > Déniistiirticd Elektronik

Biyokomponent

Ornek

Sekil 2.1 Biyosensor ve ana elamanlari



Ilk biyosensér uygulamalari 1960 yillarinda tip alaminda baslamis ve giiniimiizde
biyoteknoloji devriminin verdigi ivme ile bir¢ok alanda kullanimi giderek yayginlagmustir.
Gilintimiizde biyosensorler klinik, teshis, tibbi uygulamalar, proses kontrol, biyoreaktdrler, ilag
sanayi, madencilik, savunma sanayi, aritim ve kontrol teknolojileri gibi bir¢ok alanda ¢ok
yaygin kullanilmakta ve bu konularda yogun arastirmalar yapilmaktadir. Hatta son yillarda
biyosensor kavram ve tanimlarinda 6nemli degisme ve genislemelere paralel olarak, algilama
mekanizmalar1 (gérme, isitme, koku alma, tat alma) ideal biyosensor olarak goriilmekte ve bu
mekanizmalarin yapay olarak {retilmesi c¢aligmalari hizla devam etmektedir. Biyosensor
sektoriiniin toplam satiglar1 incelendiginde 1990 yilinda 35 milyon dolar olan toplam satis
miktari, 1995 yilinda 895 milyon dolara ve 2002 yilinda 2,5 milyar dolara yiikselmistir
(Castillo vd., 2004).

Biyosensor satiglarinda meydana gelen bas dondiiriicii artiglar, 6zellikle bu alandaki tiretici
firma sayilarimi arttirdignr gibi, firmalarin biyosensorlerle ilgili arastirma ve gelistirme
faaliyetlerini de etkilemis ve son yillarda firmalar tarafindan patentlenmis c¢alismalarin
sayisinda biiylik artiglar meydana gelmistir. Halen gerek akademik gerekse firma bazinda

biyosensor ¢alismalari artan bir hizda devam etmektedir.

Elektroanalitik kimyasal teknikler, ¢evre koruma ve kirlenmenin siirekli izlenmesi agisindan
giderek onem kazanmaktadir. Ozellikle elektrokimyasal sensdr ve detektorler, oncelikli
kirleticilerin yerinde izlenmesi calismalarinda 6nemli rol oynayan elektroaktif tiirlere karsi

secici, duyarli, hizli, hassas, kompak, taginabilir ve ucuz sistemlerdir.

Uzun zamandir, pH ve oksijen elektrotlar gibi elektrokimyasal cihazlarin ¢evre analizlerinde
kullanildig1 bilinmektedir. Elektrokimyasal sensor teknolojilerindeki son gelismeler organik
ve anorganik kirleticilerin uygun sensorler yardimi ile yerinde, hizli ve hassas bir sekilde
Olclimiine izin vermektedir. Bu sensorlerden birisi bir biyoajan kullanan biyosensorlerdir.
EPA, ¢evresel izleme teknolojilerinin gelistirilmesini saglamak amaciyla bu tiir sensorlerin
tiretimi ve gelistirilmesini destekleyici tesvikler vermekte ve bu sensorlerin hava, su, toprak,

atiksu ve yeralt1 sularinin siirekli izlenmesi ¢alismalarinda kullanilmasini desteklemektedir.

Biyosensorlerin  ¢esitli  ortamlarda  (toprak, hava, aritma tesisi) kirleticilerin
konsantrasyonlarini 6lgme ve izleme potansiyeli yaninda bu tekniklerin konvansiyonel analiz
metotlarina goére daha ucuz olmasi ve ortamda kirleticinin davranisinin siirekli izlenebilmesi
gibi ¢ok onemli avantajlar1 vardir. Kirleticilerin aninda analiz edilebilmesi, 6zellikle aritma

reaktorlerinin otomatik kontroliinde rahatlikla kullanilabilir veya ortamdaki Kkirleticinin



stirekli izlenmesi ile gerekli onlemlerin alinabilmesine izin verir. USA ve EU de giderek artan
cevresel smirlamalar hava, toprak ve oOzellikle sulardaki kirleticilerin giivenilir ve hizh
analizlenmesini zorunlu hale getirmistir. Konvansiyonel analiz metotlar1 oldukca pahali, uzun
zaman alan ve uzmanlik gerektiren tekniklerdir. Buna karsin biyosensorler diigiik maliyetli ve
taginabilir olduklarindan yerinde analiz imkani saglayan, hassas ve giivenilir biyoanalitik

sistemlerdir (Turner, 2000).

2.1 Giic¢ Ceviriciler
Glig ceviriciler biyoaktif tabakadan meydana gelen uyariciyi elektrik sinyaline doniistiiren ve
elektronik ile giicii arttirilip analitik uygulanabilir detaya g¢eviren fiziksel bir elementtir

(elektrot, optik tel, quartz kristali, termistor).

2.1.1 Elektrokimyasal Gii¢ Ceviriciler

Platin, altin, cams1 karbon, grafit, CPE (karbon hamuru) ve ampermetre i¢in epoksi-karbon
numunelerinden yapilmaktadir. Analit biyokatalik degisime ugrayarak elektrotta reaksiyona
giren elektroaktif bilesikler olusturmaktadir. Iyon secici elektrotlar ve iyon degistirici alan
etkili transistorler (ISFET) biyosensorler i¢in potensiyometrik giic ceviricilerdir (Turner,

2000; Hara vd., 2002).

2.1.1.1 Amperometrik Biyosensorler

Ampermetre, sabit potansiyel uygulanan stirekli akim durumlarini izlemek {izere kurulmustur.
Sistem, c¢alisan, referans ve yardimci elektrot olmak iizere ii¢ elektrottan olusmaktadir.
Calisan elektrotun potansiyel kararlilig1 potentiyostat ile kontrol edilmektedir. Calisan elektrot
immobilize biyoaktif tabaka icermektedir. Bu {i¢ elektrotun tasarimi hareketsiz veya
karigtirmali sartlarda ve akig sistemlerinde olmak {tizere iki c¢esit hidrodinamik sartta

uygulanabilir. Amperometrik biyosensdriin yaniti;
¢ Analit veya kofaktoriin biyokatmana difiizyonu,
¢ Enzimatik reaksiyon,
e  Uriinlerin biyo katman igine veya disina difiizyonu,
e Uriiniin veya kofaktdriin elektrokimyasal olarak ortaya ¢ikmast,

e Elektrokimyasal reaksiyon sonucu olusan {iriiniin biyo katman disina diflizyonuna



baghdir.

Amperometrik biyosensorlerde istenen isletme sartlarinda akimin enzim kinetikleri veya
elektrot kinetikleri yerine analitin kiitle transferi ile simirlandirilmast istenmektedir.

Amperometrik biyosensorlerde ii¢ farkl elektron transferi gézlenmektedir.

L Uretim

Oksidoredaktaz enzimler genelde amperometrik gilic ceviricilerde birlestirilmektedirler.
Elektrokimyasal amperometrik biyosensorlerin ilk kategorisi enzimatik reaksiyonlar sonucu
olusan triinlerin (hidrojen peroksit, NADH, veya kofaktdr yapisinin izlenmesi, oksijen)

Ol¢iimiine dayanmaktadir.

Oksijen Olgme: Clark elektrotu drnek ¢dzeltiyi gaz sizdiran membrandan ayiran iki elektrot
sisteminden olusmaktadir. Oksijenin bu membrandan diflizyonu 700 mV’ta platin katotta

azalmaktadir.
02 + 4-H+ +4e _) 2H20

Stirekli akimin siirekli hale gelmesi ile sonuglanan bu olay oksijen basinci ile dogru orantili ve
besin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Engelleyen tiirlerin etkisi enzimin segiciligi ve gaz
geciren membranin (permselectivity) seciciligi ile azalmaktadir. Oksijenin besinlere gore daha
fazla oldugu bir durumda besiler igin sistemin birinci derece kinetiklerine uydugu zaman
sinyalin analit konsantrasyonu ile dogru orantili oldugunu sdylemek heniiz pahali bir
sistemdir. Clark tip oksijen glukoz elektrotu, iki altin elektrotu, polyelektrotu ve biyo katman
ile kaplanmis gaz geciren tabaka ile birlikte ince silikon besin iizerine imal edilebilir. Bu
sensOriin glukoz i¢in dinamik araligi 56pum — 1.1 mM’dir. Oksijen esasli biyosensorlerin

kinetik davranis teorileri Rinken et. al. tarafindan tartisilmistir (Rinken vd., 1998)

Hidrojen Peroksit Olgme: H,O, iireten oksidaz enzimi iceren biyokatmanim ¢alisan elektrot
ylizeyine immobilizasyonu olarak tanimlanir ve genellikle 700 mV’ da anot gibi calisan Pt

elektrotudur.
H,0, > O, + 2H +2¢”

Secicilik, seliiloz asetat ince tabakasinin elektrotu sarmasityla olusur. Bu tabaka ca. 100D gibi
molekiiler kesiciden olugmakta ve bdylece H,O, gibi kiigiik molekiillerin gecisine imkan
tanimakla beraber engelleyen tiirleri geri ¢evirmektedir. Hidrojen peroksitin platin elektrotta

yiiksek potansiyelde oksidasyonu ve ascorbate, urate, paracetamol gibi okside olabilir tiirlerin



elektrokimyasal olarak engelleyici olmalarindan dolay1r biiyiikliikk secici katmanin olmasi

zorunludur.

Hidrojen peroksitin bulunmasi (detection), hidrojen peroksitin engelleyici tiirlerin aktif
olmadig1 diisiik potansiyellerde Pt elektrotunda indirgenmesi olarak tanimlanabilir.
Horseradish peroxidase gibi katalistlerin veya diger elektrot materyallerinin (Pd + Au) H,O,’

yi katalizlemesi arastirilmistir.

NADH Olgme: Dehydrogenases igin kullanilmaktadir. NADH oksidasyonu yiiksek potansiyel
istemekte ve oksidayon iiriinii polimerizasyonu ylizeyi kirletmektedir. NADH esash
biyosensérlerin ana problemi ikincil {iriin olan NAD"™ y1 biyokatmana immobilize etmektir.

Yoksa NAD" biyosensoriin stabilitesi bozuldugu anda biyokatmandan kurtulmaktadir.
II. Uretim (ikinci Uretim)

Ikinci {iretimde amperometrik biyosensdrler enzim redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda
transfer aract kullanilmaktadir. Aracilar, metallerin inorganik veya organik kompleksleri,
organik maddeler ve polmimerler olabilirler. Aracinin organik molekiilii ne kadar biiyiikse,
lipopilik karakteri de o kadar biiyiiktiir ve stabilitesi daha iyidir. Aracilar, enzim redoks
merkezi veya enzimatik reaksiyon {iriinii ile reaksiyona giren kii¢iik molekiillerdir ve okside
olan veya azalan aracilar diisiik potansiyellerde elektrokimyasal redox reaksiyonlara hizla

girebilirler.

Birinci tip aracilar, ferricyanide, 1,4-benzoquione (1,4-BQ), 1,4-phenylenediamine, ferrocene
(Fc), tetrahiafulvalene (TTF), tetracyanoquinodimethane (TNCQ), N-methylphenazinium,
Meldola’s blue, methylene green, methylene blue gibi inorganik veya organik bilesiklerden
olusan (water-soluble) suda ¢oziinebilirdirler. Coziilebilir aracilarin enzim biyokatmanindan

sizmas1 gibi problemleri mevcuttur.

Ferrocene ve tetrahiafulvalene tlirevleri gibi suda ¢oziinmeyen bilesiklerin olusturdugu
gelistirilmis aracilar da mevcuttur. Bu aracilar enzim ile birlikte biyo katmanda immobilize
olurlar. Meldola’s blue gibi besinlerin kovalent baglarla silika jel {izerine baglanmasi ile
¢oOziinebilir aracilarin ¢oziiniirliigli giderilebilir. Daha sonra bu partikiiller enzim katmaniyla

kaplanan CPE ile karistirilirlar.

Son yillarda ferrocene veya tetrahiafulvalene ile tutturulmus polimerler veya osmiyum,
rutenyum veya paladyum igeren polmerler gibi redox polimerler esas alinarak yeni aracilar

arastirilmistir (Malhotra vd., 2006).
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Polimerleri tasimak enzim ve polimer arasinda yiiksek derece iligki saglamasindan
avantajlidir. Bu durum elektron transfer kinetiklerini hizlandirmakta ve enzimin islemini

arttirmakta ve boylece besin doniisiim hizini arttirmaktadir.
IIT. Uretim (Ugiincii Uretim)

Burada enzimin aktif merkezi ile elektron ylizeyi arasindaki elektron transferi direkt olarak
meydan gelmektedir. Enzimler elektron transferini gii¢lestiren daha dogrusu engelleyen
protein kabuktan olustugundan bu tip davranisi gosteren birka¢ enzim mevcuttur. Bunlar
arasinda horseradish peroxidase elektronlar1 direkt transfer edebilir ¢ilinkii bunun redox
merkezi protein kabugun disinda kalmaktadir. Akim egimleri enzimlerin elektrot ve redox

merkezi arasindaki yakinliktan olusan molekiil bi¢cimiyle baglantilidir.

2.1.1.2 Potansiyometrik Gii¢ Ceviriciler
Potansiyometrik sensorlerin ¢iktist zamanin bir fonksiyonu olarak olusan potansiyel

degisimdir. Elektrot potansiyeli su sekilde verilmistir;

nkF

E=E° +£ln(ai +Zkif;t.a:/sz
j

a; = ¢O0zlinmiis ¢ozeltilerin konsantrasyonu
pot __ . . o eqe
k" = potansiyometrik segicilik katsayisi

pH elektrotlar1 ve gaz-sezme membran elektrotlar1 potansiyometrik biyosensorlerin ¢aligiimis

2.1.1.3 Iyona Duyarh Alan-Etkili Transistorler (ISFET)

ISFET esash elektrotlar iki adet ISFET ¢ipinden ve bir i¢ elektrottan olusmaktadir. ISFET’
lerden biri biyokatman ile kapli iken digeri aktive edilmemis enzim tabakasi ile kaplidir.
Sinyaller arasindaki farklilik kaydedilir. Bu tip sensorler iire, penisilin ve glukoz gibi idrar
uygulamalarinda ve seyreltilmemis kan i¢in arastirllmistir. Farkli analitleri tanimlamak i¢in

tizerine multikanal biyosensorlerin yerlestirilen ISFET” ler gelistirilmistir (Hara vd., 2002).

2.1.1.4 Iletkenlik Sensorleri
Bu sensorler biyolojik pargalarin immobilize oldugu platin veya altin elektrotlardan

olugmaktadir. Enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan iiriinler elektrotlar arasinda iletkenligi
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degistirmekte ve sinyal olusturmaktadir. Bu sensdrlerin performansi iyonik c¢evrenin
konsantrasyonuna baghidir ve bdylece meydana gelen herhangi bir degisim Onceden

bilinmeyen sonuglari olusturur ( Turner , 2000).

2.1.1.5 Empedans Sensorler

Bu sensorler elektrota dalgali gerilimin uygulanmasi ve gerilim farkinin 6l¢iilmesi
uygulamalari lizerine kurulmustur.

i

ZSZRS_a)C
N

Z impedansi ‘R’ resistansta olusan seriyi ve C’ de kapasiteyi gostermektedir. i kompleks

alandaki birim, o ise frekansi ifade etmektedir (Turner, 2000).

2.1.1.6 Kronoamperometrik Sensorler

Reaksiyon iirliniiniin olusmasi i¢in enzimatik reaksiyonlara belli bir siire izin verilir (phenols
+ tyrosinase — quinones) ve daha sonra potansiyel adim uygulanir. Zamanin fonksiyonu
olarak akim kaydedilir. Biyo-katmanda olusan Kuinonlar sirasiyla azalmaya baslarlar.

Fenoller i¢in biyosensorlerin hassasiyeti bu yolla nM seviyelerine arttirilabilir (Turner, 2000).

Optik gii¢ ceviriciler; fiber optik destekler kullanarak yapilmaktadir. iki optik kursun, bir
kaynak ve dedektdr, reaksiyon kabi ve immobilize biyo-katman bdlmeden olusmaktadir.
Kimyasal mediated ve non-mediated fiber optik biyosensorler olmak {izere iki grupta
siiflandirilirlar. Kimyasal mediated fiber optik biyosensorler drnek ¢ozeltiden gaz-gegirmez
membran ile ayrilan indikator ¢ozelti veya boya igeren reaksiyon bolgesine bagl tellerden
olusmaktadir. Non-mediated fiber optik biyosensorlerde ise biyokataliz reaksiyon her bir
iiriinlin veya optik olarak Olciilebilen tiiketimin direkt izlenmesi olarak tasarlanmistir. Fiber
optik aletlerin diger sistemlere gore avantajlart bir cok dalga boyunun tek bir optik fiber ile
izlenebilmesidir. Ayrica, ayirici referans elemente ihtiyag yoktur ve sensor rekalibrasyonu

i¢in gerekli gli¢ 6l¢lim oranlart minimumdur.

Piezoelektrik giic ceviriciler; piezoelectric olay mekanik olarak deforme olmus bazi
kristallerin yiizeyindeki elektrik potansiyeline baglidir. Kristal sallanan elektrik alan igine
yerlestirildiginde olusan ters etki piezoelectric kristalin ayni frekansta mekanik olarak
titremesidir. Pratik uygulamasi quartz tabaka {izerinde kiitle degisimlerinden kaynaklanan

rezonans frekans degisimlerine dayanmaktadir. Yiizeyi biyoaktif tabaka ile kaplayarak giiclii
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bir biyosensor elde edilir. Bu biyosensor biyo-katmandaki kiitle degisimlerini veya

cozeltideki viskozite degisimlerini izleyebilmektedir.

Termal gii¢ ¢eviriciler; termal gii¢ ceviriciler biyo-reaksiyon siiresince genellikle ekzotermik

olan sicaklik degisimlerini belirlemektedir. Is1 c¢ozelti igerisinde dagilarak sicakligi

arttirmaktadir.
At = 0
m.c,

m; s1v1 kiitlesi, cp; ¢6zeltinin termal kiitle kapasitesidir.

Deneysel diizenek farkli bigimlerdeki termistor veya transistor pargalarindan olusmaktadir.
Bunlardan bir tanesi immobilize biyo-katman igerirken digeri aktive olmamis ayni tabakay1
icermektedir. Sicaklik farki zamanin fonksiyonu olarak kaydedilir. Clinkii reaksiyonun 1sist
katalizlenmis enzim reaksiyonlar1 igin Olgiilebilir. Secicilik yiiksektir fakat termal zeminin
yiiksek dalgalanmalar1 ve ¢oOzelti icindeki sicakligin hizli seyrelmesi bu sensdrlerin

hissediciligini engellemekte ve diistirmektedir.

Elektrokimyasal-parlaklik gii¢ c¢eviriciler; NAD(P)H gerektiren veya H,O, olusturan
enzimlere baglanabilen analitler i¢in uygulanabilmektedirler. Ruthenium(Il)tris kompleksli
luminescent varliginda foton (620nm) uygulanan potansiyel altinda emilmektedir. Bu teknik
klinik analizlerde glukoz, ethanol, karbondioksit, kolestrol ve glukoz-6-fosfat dehydrogenase’

n tanimlanmasinda uygulanabilir (Castillo vd., 2004).

2.2 Biyosensorlerin Calisma Prensibi
Ince bir tabaka enzimin, elektrokimyasal sensdr yiizeyine immobilize edilmesiyle enzim
elektrotu elde edilir. Olusturulan elektrot, uygulanacak ornegin renk ve bulanikligindan
etkilenmeden yani Ornegi bir 6n aritimdan ge¢irmeden ¢alistirilmali ve kesin sonuglar
vermelidir. Enzim tabakasina difiize edip tiiketilen substrat ya da bu tabakada olusan iiriin
elektrokimyasal olarak izlenebilir. izleme potansiyometrik ve amperometrik olmak iizere iki
yolla olabilir. Elektrokimyasal sinyal ile substrat konsantrasyonlar1 arasinda bir korelasyon
kurulur. Bir enzim elektrotunun cevabi, hem kararli hal metodu ile milivolt ya da mikroamper
olarak, hem de elektrokimyasal sinyalin zamana kars1 degisim hizin1 veren kinetik 6l¢iimle
belirlenebilir. Enzimlerin kullanilmasiyla ilgili problemler (stabil olmamalari, tekrar
kullanilamamalar1 gibi) s6zkonusu oldugundan, kullanilmalariyla ilgili kisitlamalar meydana

gelmistir. Bu sorunlart minimize etmek amaciyla enzimler kat1 desteklere fiziksel ve kimyasal
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olarak immobilize edilmektedir (Taylor, 1991).

2.2.1 Enzim immobilizasyon Metotlar
Enzimin elektrot yiizeyine yiiksek aktivite ile ince tabaka icerisine fiziksel olarak
yerlestirilmesi  kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gerceklestirilir. Basitge
immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot yiizeyinde yari gegirgen bir membran
kullanarak tutmak suretiyle gerceklestirilir. Elde edilen prob, c¢ogunlukla kotii stabilite
gosterir ve fazla miktarda enzime gereksinim duyar. Fiziksel ya da kimyasal olarak
immobilize edilen enzimler, daha iyi bir stabilite gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha

azdir. Tercih edilen immobilizasyon metotlar1 asagidaki gibidir:

e Enzimi elektrot lizerinde, inert bir polimerik matriks i¢inde tutuklama
e Enzimi kendisine ya da baska makrosobik partikiillere (proteinler) fonksiyonel
baglayici kimyasallar vasitasiyla, elektrot yilizeyinde ince tabaka olusturacak
sekilde capraz baglama
e Enzimi direkt olarak elektrot yilizeyine ya da suda ¢oziinmeyen membranlara
baglayici kimyasallar vasitasiyla baglama (Zihnioglu ve Telefoncu, 1995).
Uygun immobilizasyon se¢iminde dikkat edilecek bazi hususlar vardir: Kimyasal yoldan
immobilize edilen enzimler destegin her bolgesinde agikta iken, tutuklanan enzimler matriks
icine giremeyen biiyiik molekiillerden izole haldedir. Bu yiizden, immobilizasyon tipine gore
kinetik ve farkli maddelerle etkilesim her bir metotta farklilik gosterir. Biiylik molekiillerin
tayininde tutuklanan enzimlerle dl¢iim yapilamaz (Taylor, 1991). Immobilizasyon segiminde
dikkat edilecek diger hususlar ise enzimin ince bir tabaka halinde ve homojen olmasi, yiiksek
aktiviteye sahip olmasi, hizli ve hassas ol¢iim yapabilmesi seklinde siralanabilir (Zihnioglu ve

Telefoncu, 1995).

2.2.1.1 Fiziksel Tutuklama

Poliakrilamid gibi bir jel i¢ine enzimin alinarak sabitlendigi fiziksel bir yerlestirme teknigidir.
Polimer, enzim varliginda c¢apraz bag formlarinin olusumuna olanak saglar. Glikoz oksidaz,
katalaz, laktik dehidrogenaz, aminoasit oksidaz, glutamik dehidrogenaz gibi pek ¢ok enzim bu
metotla baglanir. Jellere tutuklanan enzimler, kullanilmadiklar1 zamanlarda, 0-4°C arasindaki
sicakliklarda korunduklar1 zaman 3 aydan sonra bile aktivitelerinde minimum kayiplar
goriiliir. Bu yolla tutuklanan glikoz oksidaz, kan i¢indeki glikozun belirlenmesi amaciyla bir

oksijen elektrotuna baglanir. Oksijendeki azalma monitorize edilir (Taylor, 1991).

Glikoz + O, —8likozoksidaz_, 1.y, 1 olikonik asit (1)
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2.2.1.2 Kimyasal Tutuklama

2.2.1.2.1 Fonksiyonel Maddelerle Capraz Baglama

Enzimlerin fonksiyonel maddelerle ¢apraz baglanmasi, farkli metotlarla gergeklestirilebilir.
Bu metotlar, enzimlerin direkt olarak capraz baglanmasi ya da inert proteinlerle (albumin,
jelatin, kalojen) ¢apraz baglanmasi olarak siralanabilir. Immobilizasyon isleminde en ¢ok
kullanilan fonksiyonel madde gluteraldehit, en ¢ok kullanilan inert madde ise bovine serum

albumindir. Teknik, basit ve hizlidir (Taylor, 1991).

2.2.1.2.2 Suda Coziinmeyen Desteklere Capraz Baglama

Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan teknik olup, yliksek stabilite ve yliksek katalitik
etki saglar. Bu teknik ile, elektroiletken tasiyicilar da olmak iizere birgok tasiyici
kullanilabilir. Tastyicinin 6zelligi enzim immobilizasyonunun seklini ve prob dayanikliligini
belirlediginden oldukc¢a Onemlidir. Tastyicinin korozyonu ve bozulmasi, enzimin islevsel
omriinii kisaltabilir ve ¢oziinebilir tasiyic1 materyaller enzimin aktif bolgesini inhibe edebilir.
Kullanilacak tasiyicilar, ¢éziinebilme 6zelliklerine, fonksiyonel gruplarina, ylizey alanlarina,
hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerine bakilarak segilir. Gergekte, inorganikler, dogal
polimerler ve sentetik polimerler olmak tizere 3 tip tastyici kullanilir. Baglanma reaksiyonlari
enzim denaturasyonuna (ii¢ boyutlu yapinin bozulmasi) neden olmayacak sartlarda
gerceklestirilmelidir. Enzimler, katalitik aktivite i¢in gerekli olmayan fonksiyonel
gruplarindan baglanir. Enzimlerin gluteraldehit ile aktive edilmis tasiyicilara baglanmasi hem

kolay, hem de ucuz bir islemdir (Dingkaya vd., 1994).

2.2.1.2.3 Elektrot Yiizeyine Direkt Baglama

Enzimi elektrot yilizeyine direkt baglama teknigi ile, elektrokatalitik etki, sensérden hizli
sinyal alma ve immobilize enzimi tekrar kullanabilme ihtimali biiyiik 6l¢iide artar. Metalik ve
karbonlu enzim elektrotlarinda, enzimatik reaksiyonlarla olusan {irlinler potansiyometrik
sinyaller sonucu belirlenirler. Fakat, bu sinyaller elektrot yiizeyindeki redoks basamaklarina
baghdir. Ayrica, elektrotun gecirdigi 6n islemler de sensor sinyallerini etkileyici niteliktedir.

Bu sebeple genelde amperometrik enzim elektrotlar: tercih edilir.

Fiziksel baglamada, karbonlu materyallerin yiizeyinde bulunan ¢esitli fonksiyonel gruplardan
dolay1 olusmus porozite, enzim adsorpsiyonunda etkili rol oynar. Buna ragmen, proses geri
doniisiimlidiir, elektrot kotii stabilite gosterir ve sadece birkag giin i¢inde aktivitede diisiisler

goriliir.
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Kimyasal baglamada, bir proteinin tasiyiciya kovalent baglanmasi sonucu daha stabil enzim
elektrotlar1 meydana gelir. Bu teknikte ilk adimda tasiyicinin immobilizasyon islevselligi
arttirtlir. Elektrot yiizeyi, etkili reaktif bolgelerin olusumu i¢in 1s1 ile, oksijen radyo-frekans
plazma ile, kimyasal ya da elektrokimyasal yollarla okside edilir. Olusan reaktif bolgeler, ya
direkt olarak ya da bir baglayici ajan vasitasiyla enzimlere kovalent baglanir. Baglamada
genel olarak gluteraldehit ve karbodiimid gibi kimyasallar kullanilir. Bu kimyasallar
sayesinde, enzimler tasiyiciya baglanabildigi gibi birbirleri arasinda da ¢apraz baglar yapar

(Taylor, 1991).

2.2.2 Elektrokimyasal Sensorler
Uygun elektrokimyasal sensor se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli hususlar sdyle

siralanabilir.

e Belirlenmesi istenen substratin yapisi (redoks ya da iyon tipleri)

e Yapilan sensoriin sekli (mikroelektrotlar)

e Sensor segiciligi, hassasiyeti ve l¢iim hiz1

e Sensoriin dogrulugu ve stabilitesi
En sik kullanilan sensorler, potansiyometrik ve amperometrik modlarda calisan sensorlerdir.
Amperometrik enzim elektrotlar1 genisletilmis bir lineer sinyal araligina ve potansiyometrik

elektrota gore daha biiyiilk Michelis-Menten sabitine (K;,) sahiptir (Dingkaya vd., 1994).

2.2.2.1 Potansiyometrik Sensorler

Potansiyometrik tip sensérde, membran (cam, kati, sivi), seg¢ici olarak yiklii tanecigi
membran fazin igine alr. i¢ kistmdaki dolgu ¢ozeltisi ve drnek ¢ozelti arasinda potansiyel
fark olusturur. Olusan bu potansiyel analit konsantrasyonunun logaritmasi ile orantilidir.
Potansiyometrik iyon segici elektrotlar arasinda, 6zellikle gaz problar1 kullanigsizdir. Bu tip
sensOrlerde bu problem, gaz sec¢ici membranin iyon segici elektrot {izerine ¢ikarilmasiyla
giderilebilir. Ornek icindeki diger ¢dziinmiis maddeler membrandan difiize ederek, i¢ dolgu

cozeltisinin pH’sii1 degistirebilir ve sensore olumsuz etki yapabilir.

Potansiyometrik iyon secici elektrotlar arasinda daha ziyade gaz problar1 kullamighdir. Gaz
problari, iyon segici elektrotun gaz secici membranla yer degistirmesiyle yapilir. En sik

kullanilan gaz seg¢ici sensorler, amonyak ve karbondioksit sensorleridir.

Sekil 2.2°de tipik bir biyokatalitik potansiyometrik gaz probu gosterilmektedir. Elektrot, pH

camindan, referans elektrotlarindan ve gaz secici membrandan olusur. Cam elektrot ve
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membran arasinda karbondioksit sensorii i¢in sodyum bikarbonat ¢ozeltisi, amonyak sensorii
icin amonyum klorid ¢ozeltisi ince bir tabaka halinde bulunur. Elektrot, analizi istenen
cozeltiye daldirildiginda, enzimatik reaksiyon sonucu karbondioksit veya amonyak gazi
tiretilir. Olusan gaz, analizi yapilan ¢ozeltiden pH elektrotuna dogru diflize ederken, dncelikle
gaz se¢ici membrandan geger ve i¢ dolgu ¢ozeltisine ulasarak burada ¢oziiniir. Coziinmeye
bagh olarak ortam pH’s1 degisir ve buna bagli olarak sistemin potansiyometrik yaniti artar.
Potansiyometrik yanittaki lineerlik, 10 pM - 0,1 M substrat konsantrasyon aralifinda gozlenir

(Dingkaya vd., 1994; Turner, 2000).

o

: cam pH elektrodu
b: i¢ dolgu cozeltisi

: elektrot kilifi

(<]

d: gaz secici membran

e: enzim tabakasi

f: dializ membram

Sekil 2.2 Potansiyometrik gaz probu

2.2.2.2 Amperometrik Sensorler

Amperometrik sensorler, sabit akimi 6lgerler. Amperometrik sensorler, ¢alisma elektrodu ve
referans elektrot arasindaki sabit bir potansiyelde olusan akimi monitérize eder. Bu tip
sensorlerin ¢aligma prensibi genellikle iki elektron konfigiirasyonuna dayanir. Sensor, substrat
konsantrasyonuna kars1 amperometrik lineer sinyaller verir. Substrat ya da iirlinden herhangi
biri elektrot ylizeyinde elektroaktif 6zellikte (ylikseltgenebilir ya da indirgenebilir) olmalidir.

Bu tip sensdrlerin optimizasyonu olduk¢a zordur.

Hidrojenperoksit oksidasyonu ve oksijen indirgenmesi Olc¢limlerinde genellikle platin
elektrotlar kullanilir. Son yillarda yapilan calismalarda sik¢a, modifiye edilmis ve modifiye
edilmemis cam karbon elektrotlar kullanilmaya baslanmigtir. Amperometrik sensdrlerde,

elektrot ylizeyinin yapisi kimyasal maddelerle modifiye edilerek degistirilebilir. Bu durum
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son yillarda basl basina bir caligma sahasi olmustur. Modifiye elektrotlarda elektrokimyasal
reaksiyon hiz1 yiiksektir, modifikasyon islemi sayesinde elektrot yiizeyinin ¢ozeltideki farkli
materyallerle kaplanmasi Onlenir. Ayrica modifikasyon sayesinde enzim immobilizasyon

basamag1 daha iyi kontrol edilir.

Enzim elektrotlarinda redoks saglayicilarin kullanilmasiyla elektrot ylizeyindeki protein
yapilarinin yavas redoks davranisindan olusan problemlerin kolaylikla iistesinden gelinebilir.
Amperometrik sensorler i¢in en ideal enzimler, aktif bolgeleri elektroaktif ozellikte olan
yukseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Dingkaya vd., 1994;

Turner, 2000).

2.2.3 Biyosensiérde Olciim Metodu i¢in Gerekli Analitik Hesaplamalar

2.2.3.1 Kalibrasyon Egrisinin Lineerligi

Reaksiyon ortamina artan analit eklemeleri yapilarak elde edilen akim degisimleri
konsantrasyona karsi grafige gecirilir. Belli bir konsantrasyonda analit ilavesinden sonra
ortam kararliliginin bozulmasi, enzim aktivitesinin azalmasi, elektrot yiizeyinin olusan bazi
radikaliklere bagli olarak dolmasi gibi nedenlerle akim degisimleri azalir ve ileriki
konsantrasyonda eklemelerden sonra akim degisimi gézlenmez. Dogru 6lgiimiin yapilabilmesi
icin akim degisimlerinin dogrusal egilim gdsterdigi lineer bdlgeyi tanimlamak gereklidir.
Biyosensor i¢in 6l¢iim aralig1 tanimlanan bu lineer araliktir. Gerekli analitik hesaplamalar bu

lineer aralikta yapilir. Lineer araligin genis olmasi biyosensor i¢in avantajdir.

2.2.3.2 Cevap Siiresi

Cevap siiresi biyosensOr i¢in Onemli diger bir parametredir. Reaksiyon ortamina analit
eklemesi yapildigr andan akim degisiminin oldugu ve tekrar kararli hal akimina ulasildigi ana
kadar gecen siire olarak tanimlanir. Hizl1 cevap alma biyosensor i¢in avantajdir. Cevap siiresi,
elektrot materyaline, iletken polimerin cinsine, enzimin yapisina ve hizina, analitin enzime
olan ilgisine ve analitin elektrot ylizeyindeki redoks potansiyeline bagli olarak degisim

gostermektedir.

2.2.3.3 Ol¢iim Metodunun Giivenilirligi

Olgiim metodunun giivenilirligi, tekrarlanabilirlik (stabilite) ile tanmimlanir. Aym
konsantrasyondaki analitin reaksiyon ortamina ard arda eklenmesiyle olusan akim degisimleri
arasindaki standart sapma degeri stabiliteyi verir. Biyosensorde ol¢iimiin standart sapma

degerinin minimuma indirgenmesi Ol¢limii dogruluga yaklastirmaktadir. Ayrica eklenen
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analitin ger¢ek konsantrasyon degeri ile kalibrasyona gore okunan 6l¢iim sonucu arasindaki

fark 6l¢iimiin dogrulugunu vermektedir.

2.2.3.4 Belirleme Limiti

Biyosensoriin cevap verebildigi en kiiciik konsantrasyon degeri belirleme limiti olarak
adlandirilir. Belirleme limiti 3sy/m formiilii ile hesaplanir. Burada m analit i¢in hazirlanmis
kalibrasyon egrisinin lineer bdlgedeki egimini, s, ayni konsantrasyondaki analitin reaksiyon
ortamina ardarda eklenmesiyle olusan akim degisimleri arasindaki standart sapma degerini

verir. Diigiik belirleme limiti biyosensor i¢in bir avantajdir (Hasebe ve Osteryoung, 1975).

2.2.3.5 Hassasiyet
Biyosensoriin hassasiyeti, olusturulan analit kalibrasyon egrisinin egimidir. Bir bagka tanimla
biyosensoriin ne kadar kiigiik bir degisimi 6lgebildiginin Ol¢iisiidiir. Bu sebeple, hassasiyet

degerinin biiyiik olmas1 konsantrasyondaki kiiciik bir degisimin 6l¢iilebildiginin gostergesidir.
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3. BIYOSENSOR UYGULAMALARINDA KULLANILAN YENIi ELEKTROT
MATERYALLERI

3.1 Tletken Polimerlerin Biyosensér Uygulamalarinda Kulanim

Biyosensorler son yillarda olduk¢a ilgi goérmeye baslamiglardir. Bunun en &nemli
sebeplerinden biri biyosensorlerin, klinik tanimlama, ¢evresel dl¢limler, gida koruma sektorii
ve biyoproses dl¢iimleri gibi pek ¢ok alanda kullanilabilir olmasidir. iletken polimerler, sol-
jeller, polimerler v.b. gibi pek ¢ok materyal; istenilen biyosensdriin yapiminda yer alan
biyomolekiillerin stabilitelerini arttirmada kullanilmislardir (Gerard vd, 2002; Kim ve Lee,

2003; Liu vd., 2006; Rajesh vd., 2009; Zejli vd., 2008).

Polimerler, uzun zincirli molekiillerdir. Bunlara makromolekiil de denmektedir. Monomer
denen cok sayida daha basit birimlerin birbirine eklenmesiyle yapilirlar. Polimerlerin hem
organik hem de inorganik sekilde son derece genis bir yayilim alani vardir. Seliiloz, linyit,
proteinler veya niikleik asitler organik polimerlerin tipik 6rneklerindendir. Elmas, kuartz,
feldispat gibi bazi maddeler de inorganik polimerlere birer 6rnek teskil ederler. Bu maddelere
ilave edilmesi gereken polietilen, poliliretan, polikarbonat vb. gibi onemli sayida bir¢ok
sentetik polimerler de vardir. Sentetik polimerlerin sayist ve cesitliligi ¢ogalmaya devam
ettikce, bunlarin degisik tekniklerle arastirilmasi ve incelenmesi de bitmeyecektir. iletken
polimerlerin yapisini arastirmak icin sik¢a kullanilan bu metotlardan biri de Elektron
Paramanyetik Rezonanstir (EPR). Sadece paramanyetik merkezleri agiga vurma 6zelliginden
dolay1, EPR teknigi bu tarz incelemeler i¢in gayet uygun bir yontemdir. Makromolekiillerin
iki elektronlu kimyasal baglarinin kirilmastyla olusturulan bozukluklar paramanyetik serbest
radikallerdir. Bunlar, mekanik 6gilitme, ¢esitli kimyasal ajanlarin etkisi, iyonize edici 1g1nlama,
gama ve ultraviyole 1sinlamasi gibi bircok yontemlerle olusturulabilirler. Bu teknikle,
polimerlerde serbest radikallerin arastirilmasi, molekiil zincirlerinin kirilmasiyla irtibatli olan
yaslanma, kimyasal ajanlarin etkisi veya isimnlamaya maruz kalma gibi farkli siireglerin

anlasilmasinda ¢ok kullanislhidir (Malhotra vd., 2006).

Genellikle, serbest radikaller, zayif bir spin-yoriinge etkilesmesine sahip olmalarindan dolayz,
serbest elektronunkine yakin g-faktorii ile karakterize edilirler. Ayn1 zamanda, serbest
radikallerin EPR spektrumlar1 genellikle 1yi ¢0zlilmiis asir1 ince veya siiper asir1 ince yapi
yarilmalar1 gosterir. Bu yarilmalar, arastirilan radikallerin kimyasal yapilarin1 yansitarak
onlarin daha iyi taninmasin1 imkan verirler. Diger yandan, yiliksek mertebede diizenli olan

polimerler de tipik kristal kati olmamakla birlikte camsi (glassy) duruma benzer bazi
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ozellikler gosterirler.

Arastirmacilar, daha ucuz malzeme iiretmek icin ¢aligmalarini siirdiirmektedirler. Nitekim ¢ok
uzun bir gegmisi olmayan naylon, lastik, plastik ve polivinilkloriir (PVC) bugiin ¢ok yaygin
olarak kullanilan maddeler sirasina girmistir. Cevremizde gordiiglimiiz, giinlik hayatta
kullandigimiz pek c¢ok sey polimerlerden yapilmistir. Polimerler (poly= ¢ok, meros=parca,
iinite), birbirine benzer kiiclik molekiil birimlerinin zincir seklinde birbirine eklenerek
meydana getirdigi dev molekiillerdir. Cok sik kullandigimiz naylon posetlerden, araba
lastiklerine; ¢ocuk oyuncaklarindan, kisin giydigimiz botlarin tabanlarinin yapimina kadar,

pek c¢ok sahada polimerler kullanilmaktadir.

Polimerler, metallerin aksine yalitkan ve elektrigi iletmeyen maddeler olarak bilinmekteydi ve
bu ozelligi ile de elektrik tellerinin kaplanmasinda kullanilmaktaydilar. Ciinkii bdylece
elektrik tellerinin canlilarla ve birbirleriyle kisa devre temasi dnlenmekteydi. Ancak, biitiin
bunlarla birlikte Alan J. Heeger, Alan G. MacDiarmid ve Hideki Shirakawa yaptiklar
caligmayla bir polimer olan poliasetilenin (polyacetylene) hemen hemen bir metal gibi iletken
olabilecegini gdstermislerdir. Bu ¢alismada polimerlerin sadece yalitkan olma 6zelligine sahip

olmadig1 gosterilmistir (Malhotra vd., 2006).

Poliasetilen, Shirakawa ve arkadaglar tarafindan 1974°te, Ziegler Natta katalizini kullanarak,
asetilenden giimiis renkli, parlak goriinimli bir film hazirlayana kadar siyah bir toz olarak
bilinmekteydi. Fakat poliasetilen, metalik goriiniimiine ragmen heniiz bir iletken degildi.
Bununla birlikte, 1977°de, Shirakawa, MacDiarmid ve Heeger klor (chlorine) brom (bromine)
veya iyot (iodine) buhari ile ylikseltgenme (oxidation) yaptirdiklari polimer filmlerinin,
orijinal hallerinden, 109 kez daha iletken olduklarin1 bulmuslardir. Polimerlerin halojenlerle
muamelesi yart iletkenlerdekine benzer bicimde “katkilama” (doping) olarak
isimlendirilmistir. Poliasetilenin “katkili” hali metre basina 105 siemens’lik bir iletkenlige
sahiptir. Bu da daha oOnce bilinen polimerlerinkinden epeyce yiiksek bir degerdir. Bir
kiyaslama yapacak olursak, iyi bir yalitkan olan teflonun iletkenligi 10-16 Sm™ iken ve

giimiis ile bakirinki 108 Sm™*dir (Malhotra vd., 2006).

[letken bir polimerin temel 6zelligi polimerin omurgas: (ana zincir) boyunca konjuge (ardisik
siralanmis) ¢ift baglarin olmasidir. Konjugasyonda, karbon atomlari arasindaki baglar birbiri
ard1 sira degisen tek ve cift baglar seklinde dizilmislerdir. Her bir bag kuvvetli bir kimyasal
bag olan “sigma” (o) bag icerir. Ilaveten, her ¢ift bagda daha zay1f (% 30) ve daha az lokalize

olmus bir “pi” © bag1 vardir. Bunlara ragmen, konjugasyon, polimer maddeyi iletken yapmak
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icin yeterli degildir. Fakat bunlara dopant maddeleri girdirilerek iletkenligi arttirilabilir.
Dopantlarin yaptig1 sey malzeme icersinde elektron ve “hole” lerin sayisini arttirmaktir. Bir
elektron eksikliginin oldugu konuma bir hole denir. Bdyle bir “hole” komsu bir konumdan
atlayan bir elektronla dolduruldugunda yeni bir hole olusturulur ve bunun bdyle devam

etmesiyle yiikiin uzun bir mesafeye go¢ etmesi saglanir (Gerard vd., 2002).

fletken polimerler organik ve inorganik elektriksel iletkenlerin daha eski, daha genis bir
grubunun bir alt-grubudur. 1970’in baslarinda, c¢ok diisiik sicakliklarda (Tc = 0.26 K)
stiperiletken olan inorganik patlayici polimer, polisiilfiir nitrit (SN)x bulunmustur. Bundan
baska bu zamana kadar daha bircok iletken organik polimer calismalari da yapilmstir.
Bunlarla birlikte, bu yeni arastirma alanin1 ger¢ek anlamda ilk defa baglatan iletken polimer

poliasetilendir .(Greene vd., 1975).

1958 yilinda, Natta ve arkadaglari, Et;Al/Ti(OPr)s (Et = etil, Pr = propil) katalizériinii
kullanarak asetileni hekzan igerisinde polimerlestirmisler ve bdylece poliasetilen polimerini
elde etmislerdir. Bu olusan madde yiiksek derecede kristalimsi ve diizenli yapisina ragmen,
siyah, havaya duyarli, kaynagsmaz ve ¢oziinmez bir tozdur. Ziegler-Natta polimerlesmesi,
etilen gibi alkenlerin polimerlesmesi i¢in, biiyiiyen makromolekiiliin karbon-titanyum bagina
doymamig bir molekiil eklenerek gelistirilmistir. Bu siire¢ biiyiik dlglide kataliz sistemin
secim aktivitesine baghdir. 1970’lerin baslarinda Shirakawa ve c¢alisma arkadaslar
poliasetilenin 1iyi tanimlanmig filmlerini yapma imkani veren bir metot uyarlamiglardir

(Malhotra vd., 2000, Gerard vd., 2002).

Shirakawa, bu polimerlesmenin, inert bir ¢oziiciide katalizor sisteminin konsantre ¢ozeltisinin
ylizeyinden etkilenebildigini gostermistir. Bu sentetik prosediir inert bir atmosfer altinda
toluenin kiiciik bir hacmine once Ti(OBu)s; ve sonra da Et;Al’'nin ilave edilmesini
kapsamaktadir. Bu ¢ozelti 20 °C lik bir sicaklikta 45 dakika bekletilmis ve bundan sonra -78
°C’ye kadar sogutulmustur. Reaksiyon kab1 bosaltilmis, sonra asetilen gazi verilmis ve bunun,
reaksiyon kabinin duvarlar iistiinde olusan kataliz filmi ile reaksiyona girmesi saglanmistir.
Burada hemen bir poliasetilen filmi olugsmustur. Reaksiyon, reaksiyona girmemis asetilen
gazinin bosaltilmasiyla kontrol edilmistir. Bu prosediir sonucunda bakir renkli bir all-cis-
poliasetilen elde edilmistir. Shirakawa’nin bu prosediirii, reaksiyon 150 °C de n-hexadecane
coziiciisiinde yapilarak, tekrarlanmis ve giimiis renkli all-trans- poliasetilen elde
edilmistir.iletkenlik degerleri : cis-poliasetileninki 10® — 107 S m™ civarinda ve trans-

poliasetileninki ise 10~ — 10? S m™' olarak bulunmustur( Gerard vd., 2002).
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1975 yilinda, kovalent inorganik polimerlerin (SN)x metalik Ozellikleri incelemislerdir.
Shirakawa ve Ikeda daha dnceden giimiis renkli poliasetilen filmlerinin bromiir veya klortir ile
muamele edilmesinin (isleme tabi tutulmasinin) renk degistirmeksizin infrared gegisini
azalttigin1 gormislerdir. Bu calismada iyodiirle isleme tabi tutulmus trans-poliasetilen igin
3000 Sm™ lik bir iletkenlik degeri bulunmustur. Bu da katkisiz materyallere gore yedi kat
mertebesinde biiylik bir artis demektir. Cis-poliasetilen, katkilamayla daha yliksek
iletkenlikler bile gosterebilmektedir. Iyodiirle, polimer ilk defa, all-trans polimere
izomerlestirilmistir. Katkilamayla bdyle bir etkinlik (serbest bozukluk) kazanan katkilanmis
poliasetilendeki yonelimin derecesi bir ugtan bir uca daha biiylik olmustur. AsFs ile
katkilanmasi cis-poliasetilenin iletkenliginde 10'"’lik bir c¢arpan kadar artisa sebep

olmustur.Bu c¢alismalarla iletken polimerlerin varligi kanitlanmistir (Greene vd., 1975).

1980°’nin baglarindan beri genis olarak calisilan baska polimerler de mevcuttur. Bunlar
polipirol, politiyofen (ve ¢esitli politiyofen tiirevleri), polifenilenvinil ve polianilin
polimerleridir. Bunlar i¢inde en ¢ok poliasetilen kristalimsi iletken polimer olarak gdziikiir,
fakat ticari olarak yapilacak iletken polimerler i¢inde birinci sirada degildir. Ciinki
poliasetilen havadaki oksijenle kolaylikla okside (ylikseltgenebilir) olabilir ve neme de
duyarlidir. Polipirol ve politiyofen, poliasetilenden 6nemli ol¢lide farklidir. Ciinkii bunlar
katkil1 bigime dogrudan sentezlenebilir ve havada ¢ok kararlidirlar. Bunlarin iletkenlikleri
diisik, yani 104 Sm™' civarindadir, fakat bu da bircok pratik amaclar icin yeterli
buytikliiktedir (Gerard vd., 2002; Rajesh vd., 2009).

Doymus polimerlerle karsilastirildiginda, iletken polimerlerin farkli elektronik yapiya sahip
olduklar1 goriiliir. iletken polimerler, elektriksel iletkenlik, gorsel olarak diisiik enerji
degisimi, diisiik iyonizasyon potansiyeli ve yliksek elektron egilimi gibi farkli elektronik
ozelliklere sahip olan m-elektron belkemigi igerir. iletken polimerlerdeki bu genisletilmis 7-

birlesik sistemi, polimer zinciri boyunca degisen tek ve ¢ift baglara sahiptir.

Iletken polimerlerle ilgili yapilan galigmalar, 1975 yilinda ,diisiik sicaklikta oldukca iletken
bir hale donilisen poli(siilfiir nitrit) [(SN)x]’in kesfinden sonra hiz kazanmistir (Greene
vd.,1975). Poli-parafenilenin Ivory ve arkadaslar1 tarafindan 1979 yilinda sentezlendigi
bildirilmistir (Rajesh vd., 2009; Malhotra vd., 2000). Bu polimer hem n hem de p tipi
dopantlar iceren yiiksek iletken sarj transfer kompleksi yapisindadir. PPS ilk esnek iletken
polimerdir. Ticari olarak kullanilan iletken plastiklerin saglanmasina bir 151k tuttugu icin, bu

polimerin kesfi oldukca heyecan verici bulunmustur (Gerard vd.,1980).
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Polipirol (Ppy) baslica arastirilan iletken polimerler arasinda gelmektedir. Polipirol ilk olarak
1912 yilinda konvansiyonel kimyasal metotlarla sentezlenmistir. Piroliin sulu H,SO, ile
elektrokimyasal oksidasyonu platin elektrot iizerinde gergeklestirlebilmistir. Bu {iriin ayni
zamanda “Pyrrole Black” olarak da bilinmektedir. iletkenligi 100 Scm™ ve miikemmel bir
hava kararlili§ina sahiptir (Malhotra vd., 2000; Rajesh vd., 2009). Fakat bu iiriiniin en biiytlik
dezavantaji higbir organik c¢oziiciide ¢6ziinememesidir. Gilinlimiizde PPy filmleri oda

kosullarinda 1000 S/cm iletkenligine sahip olarak hazirlanabilmektedir.

Iletken polimerleri, diger polimerlerden ayiran temel &zellik, sirayla degisen tek ve gift
baglardan olusan bir zincir yapisina sahip olmalaridir. Bu sekilde sirayla degisen bag
yapisina; "konjligasyon" denir. Dolayisiyla sadece konjiige olmus polimerler elektrigi
iletebilir. Poliasetilen, bunun en giizel 6rnegini teskil etmektedir. Polimerde, iletkenligin
saglanabilmesi i¢in; yiik tastyicilarinin hem konsantrasyonlari, hem de hareket etme
kabiliyetleri yiiksek olmalidir. Bunu saglayabilmek i¢in; yukarida bahsettigimiz gibi
dopantlar kullanilmaktadir. Eger, dopant kullanilmazsa, sadece termal uyarilmayla, yeni yiik
tasiyicilart olusmaktadir. Ancak bu sefer de, bu yiik tasiyicilarinin konsantrasyonu ¢ok diistik
olmaktadir ve bu tiir polimerlerin iletkenligi yalitkanlardakine yakin olmaktadir. Bundan
dolay1 konjiige polimerlerin iletkenligi 107" S/m'den, 10" S/m'ye kadar genis bir aralikta
degisebilmektedir (Gerard vd., 2002; Abu- Rabeah vd., 2005; Rajesh vd., 2009).

Ayrica poli(3,4- etilendioksitiyofen)(PEDOT), polifuran, poliindol, polikarbazol, polianilin
v.b. gibi diger pek cok iletken polimer tiirli sentezlenmis ve genis bir sekilde calisilmistir
(Malhotra vd., 2000). Yaygin olarak kullanilan bazi tipik iletken polimerlerin yapilart Sekil
3.1.’de gosterilmistir. Geetha vd ila¢ sanayinde iletken polimerlerin uygulamalarini
arastirmislardir (2002). Andreescu ve Sadik iletken polimerlerin ¢evresel ve klinik 6l¢iimlerde
kullanilmasinda yeni yontemler ve karsilagilan giicliiklerle ilgili 6zet bir arastirma

sunmuslardir (2004).
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Sekil 3.1 Biyosensorlerde kullanilan bazi iletken polimerlerin yapilari (Gerard, M.,2002)

Iletken polimerler arasinda politiyofen cesitli 6zellikleri nedeniyle 6zel bir yere sahiptir.
Bunlar; doplanmis ve doplanmamis halde cevre stabilitesinin yiiksek olusu, elektriksel
ozellikleri, non-lineer optik 6zellikleri ve yiiksek tersinir 6zellikte redoks agicist olmalaridir.
Buna ilaveten tiyofen cesitli polimerizasyon metotlarinin kullanilmasina ve farkli yan
fonksiyonel gruplarin ilavesine imkan saglayacak esneklikte bir kimyasal yapiya sahiptir.
Literatiirde farkli kimyasal yapida sekillendirilmis ve lizerinde epoksi grubu bulunduran
cesitli polimerler bulunmaktadir. GMA kopolimerleri ve epoksi grubu tasiyan metakilirat
monomeri ve diger akriklik ve vinil monomerleri bunlara 6rnek olarak gosterilebilirler.
Epoksit 3’lii halkali ether yapisi nedeniyle bir ¢ok kimyasal reaksiyonda halka agilmasi
reaksiyonuyla degisiklige ugratilabilmektedir. Bu sekilde kopolimerlerin kimyasal

modifikasyonu saglanabilmekte, elde edilen kopolimerler enzimlerin, DNA, c¢esitli
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katalizérler ve biyomolekiillerin immobilizasyonu gibi farkli uygulamalara elverisli hale
gelmektedir. Kopolimerizasyon islemi, polimer 6zelliklerinde sistematik degisiklikler elde
edilebilmesi agisindan en etkili ve basarili yoldur. Agir deneysel kosullar gerektirmez. Cok
sayida monomere uygulanabilmekte ve yeni 6zellikte malzeme elde edilmesini saglamaktadir.
Reaktif fonksiyonel polimerler {izerinde yan reaktif fonksiyonel gruplar igeren akrilat ve
metakrilat monomerlerinin katilimiyla hazirlanabilmektedir (Yilmaz vd., 2004; Yilmaz vd.,
2005). Bu calismada elektroaktif 3- metiltienilmetakrilat (MTM) ve GMA monomeri tesadiifi
kopolimerizasyona tabi tutulmus ve serbest radikal polimerizasyon reaksiyonu ile yeni bir

kopolimer elde edilmistir. Elde edilen kopolimer tezdeki denemelerde kullanilmustir.

3.2 Karbon Nanotiip ve Biyosensor Uygulamalarinda Kullanimi

Kesfi tarih 6ncesine dayanan bir element olan karbonun dogada genis bir dagilimi mevcuttur.
Karbon atomu kendiyle ve diger atomlarla sonsuz degisken halka ve zincir baglanmasi
vasitastyla bag olusturabilme yetenegine sahiptir. Yiizyillardir, diinyada elemental karbonun
allotroplarindan meydana gelen iki formu oldugu bilinmekteydi. Bunlar yumusak, iletken bir
yapiya sahip olan grafit ve sert,yalitkan elmasdir. Ancak, 1986 yilinda Rice Univeritesinden
R.E.Smalley tarafindan yapilan arastirmalarda bunun yanlis oldugu kanitlanmistir. Bu
arastimalara gore, bir futbol topuna benzeyen muhtesem bir kiiresel yapida diizenlenmis,
besgen ve altigen yapilar igeren ve C60 molekiilii (Sekil 3.4) olarak adlandirilan , {igiincii bir
karbon allotrobu oldugu bulunmustur(Smalley, 1986). C60 molekiiliiniin Smalley tarfindan
gelistirilen tlirerim metodu Wolfgang Kratscher ve Donald Huffman tarafindan oldukga
basitlestirilmistir. Bu iiretim metodu Japon bilim adami Iijimanin dikkatini ¢ekmis ve C60
molekiiliinii ,es merkezli bicimde baglantisiz silindirler sekline getirerek ,¢cok duvarli karbon
nano tiip (MWCNT) olarak ta bilinen yeni bir molekiil kesfetmistir.(Iijima, 1991) Bundan iki
yil sonra ise grafinin tek katmanli silindirler bigiminde yuvarlanmasiyla tek duvarli karbin
nano tiipler (SWCNT) elde edilmistir. Grafitten "arc-discharge" buharlastirma yontemiyle
elde edilen tiipler, grafit plakasinin kivrilarak silindir sekline gelmesiyle i¢i bos boru halini

almistir (Agui, 2008).

Karbon nanotiipler, geometrilerine bagli olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gosterirler. Hig
bir katki maddesi olmaksizin, nanotiipiin, geometrik parametrelerinin degistirilmesiyle,
elektronik oOzellikleri de degistirebilir. Tiiplerin elektronik uygulamalarda, énemli bir yeri
vardir. Cok esnek ve saglamdirlar. Kiiclik ¢apli (yaklasik 1-2 nanometre) tiiplerden
olusturulmus bir demeti, koparabilmek icin uygulanan ¢ekme kuvveti, yaklasik 36



26

gigapaskaldir. Buna gore, nanotiip fiberler, gerilmeye karsi en saglam malzeme 6zelligini
tasimaktadir. Nanotlip yapida, grafit plakalarinda oldugu gibi sadece altigen sekiller
bulunmaktadir (Tsai vd, 2007; Agui vd., 2008).

o=0°

o = 30°

0° < o <30°

Sekil 3.2 Tek duvarli karbonanotiip (SWCNT) yapisi

Karbon nanotiipler, 6nemli yapisal, mekaniksel ve elektronik 6zellikler gosteren yeni nano-
materyallerdir; yiiksek elektrokimyasal aktiviteleri biyosensor ve elektrokimyasal
uygulamalar i¢in ¢ok oOnemlidir (Tsai vd., 2007). Bu sebeple elektrot materyali olarak
kullanilabilirler ayrica yapilart nedeniyle bir¢ok biyomolekiiliin immobilizasyonuna da olanak
tanirlar (Agui vd., 2008). Elektrot materyali olarak, karbon nanotiipler elektrot ve elektro aktif
tirler arasindaki elektron transferini kolaylastirdigindan, kimyasal sensér ya da
biyosensorlerde etkin bir rol oynar. Hem tek duvarli (SW) hem de ¢ok duvarli (MW) karbon
nanotiiplerin bu 6zel durumlar elektrokimyasal sensor alaninda bir¢ok arastirmacinin ilgisini
cekmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3). SWCNT, nano boyutunda c¢ap igerir ve tek silindirik grafit
tabakadan olusur. Bugiine kadar kaydedilen en kiigiik ¢ap 0,4 nm olmasina ragmen genellikle
1 nm’ lik ylizey c¢apma sahiptirler. Bunlar arm-chair; zig-zag ve chiral yapida
olabilmektedirler. MWCNT ler ise yaklasik 10 tane silindirden olusur. Bosluklar 0,3-0,4 nm
diizeyindedir. MWCNT ler 2-100 nm ¢apa sahiptir (Rivas vd., 2007).
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Sekil.3.3 Cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) yapis1

Belirli bir molekiiler zemin altinda karbon naotiipiin en 6zellikleri su sekilde ac¢iklanabilir.

Kimyasal Reativite Bir karbon nanotiipiin kimyasal aktivitesi, CNT yiizeyinin egrilik
derecesinin direk bir sonucudur. Egrilik derecesinin artmasi pi- orbital uyumsuzluguna neden
olmaktadir. Bu durum CNT’lerin reaktivitesiyle dogrudan iliskilidir. Daha kiiclik ¢apli bir
nanotlip kullanilarak reaktivitenin arttirilmasi miimkiindiir. Kovalent kimyasal modifikasyon,
CNT’nin 2 yan duvar ya da gosterilen son kapaga sahip olmasi durumunda miimkiindiir.

CNT’lerin ¢oziintirliigiinii farkli ¢oziiciilerde bu yolla kontrol etmek miimkiindiir.
Elektriksel Iletkenlik

Kiiciik ¢apli karbon nanotiipler yari iletken ya da metaliktir. Iletim &zelliklerindeki
farkliliklara molekiiler yap1 sebep olur. Songta farkli bir bant yapisi ve boylece farkli bir bant

aralig1 olusur.
Optik Aktiflik

Arastirmalar nanotiiplerin genis olmas1 durumunda optik aktifliginin kaybolabilecegini ortaya

koymuslardir.
Mekanik Dayaniklilik

CNT’ler eksen dogrultusunda bir ¢ok genis gens modiillere sahiplerdir. Nanotiipler bir biitiin
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olarak boyca uzun olduklar i¢in ¢ok esnektirler. Bu nedenle potansiyel uygulamalarinda

kullanilmak i¢in oldukca uygun materyallerdir.

Karbonun sp, sp2 ve sp3 hibritlesmesinin iigiinii de yapabilmesi ¢ok sayida allotrobunun
olmasina neden olur. Bu ii¢ baglanma seklini yapabilen tek element karbondur. Diizgiin
Karbon nanotiip yapilarda, atomlar, birbirleri ile sp> seklinde (Grafit plakada oldugu gibi)
baglanmaktadir. Atomlar sadece altigen geometri olusturmakta ve her atomun sadece ii¢
komsusu bulunmaktadir. Karbon tiiplerin, makroskopik biiyiikliiklerde olusmalart miimkiin
ise de, bunlar ¢ok kirilgandir. Ancak nanometre boyutlarina sahip tiipler, ¢ok esnek ve

saglamdir.

Karbon nanotiiplerin, elektronik malzeme olarak manyetik ve optik nanoaygit yapiminda;
ayrica hafiza elemani, kapasitor, transistor, diyot, biyosensor, mantik devresi ve elektronik
anahtar yapiminda kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Bunlarin yaninda Karbon nanotiipler,
bilinen en saglam malzeme olma &zelligine sahiptir. Hasarsiz bir Karbon nanotiip, kendi
agirliginin 300 milyon kat1 bir agirhi§a dayanabilecek saglamliktadir. Bu saglamlikta baska bir
malzeme yoktur. Karbon nanofiberler, ¢ok genis ylizey alanina sahiptir. Nanofiberin
kiitlesiyle alan1 arasindaki oran, normal malzemelere gére ¢ok biiyiiktiir. Ornegin kiitlesi 1 gr.

olan bir Karbon nanotiip fiberin alani, 300 m” yi bulabilmektedir (Zhao vd., 2002).

Karbon nanotiip fiberlerin bu 6zelligi sayesinde, nanometre diizeyinde siiper kapasitorler;
dolayistyla da yapay kas tiretimi miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir. Hidrojen depolamaya
da olanak saglayan genis yiizey alani, karbon nanotiip fiberleri, potansiyel enerji depolama
malzemesi haline getirmektedir. Karbon nano ¢ubuklar ise, i¢i tamamen veya kismen dolu tiip
yapilardan olusmaktadir.. I¢ ice gegmis karbon tiiplerinde(¢ok duvarli tiiplerde), iki tiip
arasindaki uzaklik, genellikle tiipli olusturan karbon atomlar1 arasindaki bag uzakligindan
fazladir. Eger i¢ ige ge¢mis tiiplerde, tiiplerin duvarlar1 arasindaki uzaklik, karbon atomlarinin
bag yapmalarma olanak verecek kadar azsa (< 0.15 nm), karbon atomlar1 birbirleriyle (sp®
gibi), baglanir. Bagka bir deyisle, her karbon atomunun, dort baglh komsusu bulunmaktadir.
Bu durumda olusan ¢ok duvarl tiip yapisina, cubuk ad1 verilmektedir. Bu yapilarin esnekligi,
tiiplere gore daha azdir. Ayrica tek duvarl tiiplerden farkli mekanik ve elektronik 6zellikler

gosterirler ( Zhao vd., 2002; Tsai vd., 2007).
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Sekil 3.4 C60 molekiiliiniin sematik gdsterimi

Grafitin, bal petegini andiran karbon nanotiipler; elektrik iletkenligi, esneklik, saydamlik ve
dayaniklilik gibi ozellikleri olan miikemmel bir yapidadir. Karbon nanotiipler, o kadar
kiigtiktiir ki, bunlarin trilyonlarcas1 bir araya getirilerek, genis ¢elik ylizey veya ip gibi ise
yarar bir nesne yapilabilmektedir. Dayaniklilik, esneklik gibi fiziki ve kimyevi ozellikleri
yaninda; dis veya i¢ cidarlarinin, atom veya molekiilleri soguracak 6zellikler tagimasi, karbon

nanotiiplerini daha kullanigh hale getirmektedir (Agui, 2008).

Karbon nanotiipler kullanilarak {iretilen levhalar; 151k yayan organik ekran, giriiltiisiiz
elektronik sensor, sentetik kas ve ylizeylerde desen olusturma gibi bircok alanda
kullanilabilecegi belirtilmektedir. Uzun bir nanotiipte, suyun farkli davranislar sergiledigi ve
sifirin altindaki sicaklikta dahi donmadigi ortaya ¢ikarilmistir. Benzer olay, dogal bir sekilde;

bitkinin kilcal koklerinden bitkiye su tasinirken ger¢eklesmektedir (Tsai, 2007).

Yine karbon nanotiipler kullanilarak, su i¢indeki nano 6lgekteki mikroplar1 ve petrolden de
agir hidrokarbonlar1 ayristiran bir filtre gelistirilmistir. Tamamen nanotiipler kullanilarak
gelistirilen filtre, silindirik yapt korunarak gerceklestirilmistir. Karbon silindirik nanotiip

kullanimu, filtreleri, dayanikli ve kolayca temizlenir kilmaktadir ( Agui, 2008).

Aragtirmacilar, nanoelektro-mekanik cihazlari, viriisleri ortaya ¢ikarmak iizere kullanmaya
baslamiglardir. Nanotel alan-etki transistorii ile, grip viriisii gozlenebilmistir. Onlarca viriisii

ayni anda algilayabilecek cihazlar, gelistirilmeye calisilmaktadir (Agui, 2008).
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1 Kimyasal Ve Aparatlar

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasallardan, gluteraldehit (%25), Merck’ten, lityum
klorid, N,N-dimetil formamid (DMF), a,0’-Azobisisobutyronitril (AIBN), potasyum fosfat,
asetik asit, sodyum asetat Merck’den, fenol, p-benzokinon, hidrokinon, 2,6-dimetoksifenol, 2-
klorofenol, 3-klorofenol, 4-klorofenol, 2-aminofenol, 4-methoksifenol, pyrokatekol, guaiakol
(2-metoksifenol), m-kresol, o-kresol, p-kresol, katekol, 4-asetamidofenol, pyrogallol, 2, 4-
dimetilfenol, pirol (%99), sodyum dodesil siilfat (SDS), 1-cyclohexyl-3(2-morpholinoethyl)
carbodiimide metho-p-tolueno-sulfonat Sigma’dan, tyrosinaz (E.C.1.11.1.7) Fluka’dan, ¢ok
duvarl karbon nanotiip (MCNT-COOH) Nanocs. Inc.’den temin edilmistir.

Elektrokimyasal oOl¢iimler CHI 800B Marka ve AMEL 7050 Marka potansiyostatlar
kullanilarak yapilmistir. Altin ¢aligma elektrodu (2 mm ¢apinda) veya cam karbon ¢aligsma
elektrodu (3 mm ¢apinda), platin karsit elektrot ve Ag/AgCl (3M NaCl) referans elektrottan

olusan konvansiyonel iiclii elektrot sistemi CH Instruments firmasindan temin edilmistir.

4.2 Deneysel Diizenekler

4.2.1 Siirekli Sistem Deney Diizenegi
Siirekli sistem deney diizenegi bir potansiyostattan, 1 cm’’lik enjeksiyon valfinden
(Shimadzu), HPLC pompasindan (GBC LC 1150) ve c¢apraz akisli cam karbon elektrot akis
hiicresinden (CHI 130) olusmaktadir (Sekil 4.1). Akis hiicresi i¢inde bulunan cam karbon
elektrot ylizeyinde farkli elektrokimyasal metotlar kullanilarak kompozit iletken polimerler
yapilmis ve bu polimerler lizerine tyrosinaz enzimi immobilize edilmistir. 0.1 M - pH 7 fosfat
tamponu (K;HPO4-KH,POj, tasiyict sivi) siirekli sistemden HPLC pompasi vasitasiyla farkl
akis hizlarinda gegirilmistir. Deneysel ¢caligmalarin amacina gore, farkli fenol tiirevleri degisik
konsantrasyonlarda enjeksiyon valfi yardimiyla sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon
valfinde toplanan 1 cm3’liik fenolik cozelti tasiyic1 ortama karisarak, capraz akish cam
karbon elektrot akis hiicresine ulasmis ve hiicre igerisindeki calisma elektrodunda baglh
bulunan enzimle reaksiyona girmistir. Reaksiyona bagli olarak olusan akim degisimleri
potansiyostatta pikler seklinde gozlenmistir. Belli bir ¢alisma potansiyelinde potansiyostat
tizerinden elektrik sinyallerine doniistiiriilen tepkiler (pik olusumlari), enjekte edilen fenolik
miktarlartyla dogru orantili olarak degisim gdstermistir. Bu akim degisimlerinden

yararlanilarak, enjekte edilen fenolik konsantrasyonuna karst akim degisimleri grafige
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gecirilmis, boylelikle 6l¢tim i¢in gerekli kalibrasyon egrileri hazirlanmustir. Stirekli sistemde
kullanilan elektrotlar; cam karbon ¢alisma elektrodu, pilatin karsit elektrot ve Ag/AgCl (3 M)

referans elektrottur.

Karsit elektrot

&

) |.".L‘.' . I ' ") Enjeldir | ;s Referans elektrot

Cam karbon cahsma elektrodu

Sekil 4.1 Siirekli sistem deney diizenegi

4.2.2 Kesikli Sistem Deney Diizenegi

Kesikli sistem, bir reaksiyon hiicresi igerisine daldirilmis {glii elektrot sisteminden
olugmaktadir. Kesikli sistemde hazirlanmig ¢alisma elektrodu siirekli sistemdeki prosediirlere
gore yapilmistir. Enzim tutuklu calisma elekrodu ile birlikte, referans elektrot ve karsit
elektrot hiicreye daldirilarak sisteme sabit bir elektrik potansiyeli uygulanmistir. Belli
hacimde 100 mM, pH 7,0 fosfat tamponu igeren hiicreye farkli konsantrasyonlarda fenolik
cozeltiler eklenerek reaksiyon sonucu olusacak olan akim degerleri lgiilmiistiir (Sekil 4.2 ).
Bu akim degisimlerinden yararlanilarak, enjekte edilen fenolik konsantrasyonuna karsi akim
degisimleri grafige gecirilmis, boylelikle oOl¢lim icin gerekli kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir. Kesikli sistemde kullanilan elektrotlar; cam karbon ¢alisma elektrotu, pilatin
karsit elektrot ve Ag/AgCl (3 M) referans elektrottur. Kesikli sistem deneyleri icin AMEL
veya CHI 800B marka potansiyostatlar kullanilmistir.
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Referans elektrot

Calizma

Kesikli hiicre

Pofansivastat

=

Kargit elektrot

4.3 Cahsma Elektrotlarimin Hazirlanmasi
4.3.1 Siirekli Sistem icin Polipirol / Poligluteraldehit / Tyrosinaz /CNT/ Cam
karbon (PPy/PGA/Tyr/CNT/GC) Cahisma Elektrodunun Hazirlanmasi
Calisma kapsaminda yapilan tiim ¢alisma elektrotlar1 polipirol tabanlidir. Polipirol, iletken
olmasi bakimindan elektrot ile reaksiyon ortami arasinda elektron akisini saglar ve ayni

zamanda enzim immobilizasyonu i¢in destek matriks gorevini goriir. Piroliin polimerizasyon

islemi Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Sekil 4.2 Siirekli sistem deney diizenegi

10 mL

7wl pirol

S—

10 mL
Polialut Idehit

N~

& mg SDS

X<
N~

10 mL
Polialut Idehit

+
0.1 M Piral

N~

YN

=
N

10 mL
Polialut Idehit
+

0.1 M Pirol
+*

Tasyict sivi

Sekil 4.3 Piroliin polimerizasyonu i¢in hazirlanan reaksiyon ortami
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Tastyict sivi, ligli elektrot sisteminin bagli oldugu akis hiicresinden 1mL/dak debide HPLC
pompasi vasitasiyla sirkiile edilerek gegirilmistir. Polimerizasyon reaksiyonu 0 - 1.2 Voltluk
potansiyel araliginda, dontisiimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak gerceklestirilmis ve
polimerizasyon islemi 5 dakikada tamamlanmistir. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan
sonra caligma elektrodu ¢ikarilarak sirasiyla gluteraldehit ve enzim ¢ozeltisine birakilmigtir

(Sekil 4.4).

Cam karbon galisma elekirodu

V4
L] L]
Polipirel kaph galisma %25'lilk aluteraldehi 0.3 mg/mL enzim
elektrady gozeltisinde +4°C 'de

gézeltisinde +4°C ‘de, 1 gece bekletme

1 gece bekletme

Sekil 4.4 Polipirol kaplanmus siirekli sistem cam karbon elektrot yiizeyinde enzim
immobilizasyonu

Karbon nanotiip (CNT), suda ¢oziinmeyen bir yapiya sahiptir. CNT igeren
elektropolimerizasyon ortamlarinda CNT mutlaka suda ¢oziinebilir halde olmalidir. CNT nin
suda ¢oziinebilmesi i¢in literatiirde farkli oksidasyon basamaklari kullanilmaktadir. CNT,
Zhao ve arkadaslar1 (2002) tarafindan gelistirilmis asit oksidatif metodu ile modifiye edilerek
suda ¢oziinebilir bir yapiya doniistiiriilmiistiir. Bu metoda gore; 14 mg MWCNT-COOH,
hacimsel olarak 9:1 oraninda hazirlanmis H,SO4/H,0, karisiminin 5 mL’sine eklenmis ve 30
dakika karigtirllmigtir. Reaksiyondan sonra ¢ozelti ayn1 H,SO4/H,0; karisimi ile 20 mL’ye
tamamlanmistir. Cozelti ultrasonik banyoda (Elma 460-H) 5 dakika sonike edildikten sonra,
saf su ile 1 L’ye tamamlanmis ve 0.45 uM por capli seliiloz membrandan siiziilmiistiir.
Membranda tutulan MWCNT-COOH, pH degeri 7 olana kadar 10 mM’lik NaOH c¢d6zeltisiyle
yikanmis ve son olarak saf sudan gegirilmistir. MWCNT-COOH tartilmig ve son
konsantrasyonu 0.03 mg / L olacak sekilde saf suda ¢oziilmiistiir. Cozelti 2 dakika sonike

edilmistir.
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10 mg tyrosinaz, 15 mL (pH 6.5) sitrat tamponunun igerisinde ¢ozlilmiistiir. Daha sonra enzim
cozeltisine okside edilmis MWCNT-COOH ¢ozeltisinden 15 mL, 18 mg SDS ve
konsantrasyonu 0.01 M olacak sekilde pirol ilave edilmistir. Homojen bir karigim
saglandiktan sonra ¢ozelti siirekli sistemdeki cam karbon akis hiicresinden 1 mL/dak debide
sirkiile edilerek gecirilmistir. Elektrokimyasal polimerizasyon iglemi i¢in akis hiicresine 0-1,2
V’luk potansiyel uygulanmistir. Elektrokimyasal polimerizasyon islemi 10 dakikada

tamamlanmustir.

4.3.2 Siirekli Sistem icin Polipirol / Poligluteraldehit / Tyrosinaz / Cam karbon
(PPy/PGA/Tyr/GC) Cahsma Elektrodunun Hazirlanmasi

Poligluteraldehitli polipirol sentezi i¢in 10 ml safsu igerisine; 2 mL (%25°1ik) gluteraldehit, 2
mL 0,1 M NaOH eklenerek 30 dk boyunca 600 rpm’de karistirilmistir. Cozeltinin pH’s1 10-11
arasindadir.Hazirlanan poligluteraldehit ¢ozeltisine 0,01 M olacak sekilde pirol, 0,6 mg/mL
SDS ilave edilerek, ti¢lii elektrot sisteminin bagli oldugu akis hiicresinden 1mL/dak debide
HPLC pompast vasitastyla sirkiile edilerek gecirilmistir (Sekil 3.3). Polimerizasyon
reaksiyonu 0 - 1.2 Voltluk potansiyel araliginda, doniistimlii voltametri (CV) teknigi
kullanilarak gerceklestirilmis ve polimerizasyon islemi 5 dakikada tamamlanmistir.
Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra c¢alisma elektrodu cikarilarak sirasiyla

gluteraldehit ve enzim ¢ozeltisine birakilmstir.

Daha sonra; 10 mg tyrosinaz, 15 mL (pH 6.5) sitrat tamponunun igerisinde ¢Ozlilmiistiir.
Homojen karisim, tiglii elektrot sisteminden,1 mL/dak debide sirkiile edilerek gecirilmistir.
Elektrokimyasal polimerizasyon islemi i¢in akis hiicresine 0-1,2 V’luk potansiyel

uygulanmistir. Elektrokimyasal polimerizasyon islemi 10 dakikada tamamlanmistir.

4.3.3 Kesikli Sistemde Karbodiimid Baglama Metodu 1Ile Elektrodlarn
Hazirlanmasi

4.3.3.1 Polipirol / Karbon nanotiip /Karbodiimid/ Tyrosinaz / Cam karbon (PPy / CNT
/karbodiimid/ Tyr / GC) Calisma Elektrodunun Hazirlanmasi

Karbon nanotiip, Boliim 4.3.1°de verilen oksidasyon prosediiriine tabi tutulmustur.

Polimerizasyon ortami, 10 mL CNT c¢ozeltisine, 0.6 mg/mL sodyum dodesil siilfat (SDS) ve

konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde pirol eklenmistir. Homojen bir karisim saglandiktan

sonra ¢ozelti 10 mL’lik cam hiicreye alinmis ve TUglii elektrot baglantilart takilmistir.

Elektrokimyasal polimerizasyon islemi i¢in 0-1.2 V arasinda potansiyel uygulanmustir.

Polimerizasyon reaksiyonu 4 dakikada tamamlanmistir. Polimerizasyon islemi bittikten sonra
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cam karbon elektrot saf suyla yikanmis, 0.1 M, pH 7 fosfat tamponuna (K;HPO4-KH,;PO4)
daldirilmig, 2V’luk potansiyel uygulanarak 5 dakika temizlemeye tabi tutulmustur. 1 g 1-
cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl) carbodiimid metho-p-tolueno-sulphonate 50 mM pH 4.8
asetat tamponunun 20 mL’sinde ¢Oziinmiistiir. Polipirol kapli cam karbon elektrot bu
cozeltiye daldirilmis, 200 rpm’lik karistirma altinda 3,5 saat karistirilmistir. 0.1 M, pH 7
fosfat tamponunun 2 mL’sinde 3 mg enzim ¢oziilerek, enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Kaplanan elektrot bu ¢ozelti igerisine daldirilmis ve 4°C’de 1 gece bekletilmistir. 0.1 M, pH 7

fosfat tamponuna 30 dk hava verilmistir.

4.3.3.2 Poli(glisin metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate/  Polipirol/ Karbon
nanotiip/  Karbodiimid/  tyrosinaz/ Cam  karbon  {Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/karbodiimid/Tyr/GC} Calisma Elektrodunun Hazirlanmasi

3- metiltienilmetakrilat (MTM) GYTE’e baghi Kimya bdliimiinden saglanmistir. Buna gore,
onceden belirlenmis miktarlarda MTM (30%), glisin metakrilat (GMA) (70%), DMF ve
AIBN Pyrex tiipline yerlestirilmistir. Karisimdan 10 dakika Argon gazi gegirilerek oksijeni
alinmigtir. Tlpiin agzi sikica kapatildiktan sonra 60 = 1 sicakliktaki termostatli yag banyosuna
birakilmistir. Reaksiyondan sonra, olusan kopolimer metanolde ¢oktiiriilmiis ve filtreden
gecirilip 24 saatlik vakum altinda kurutulmustur (Alkan vd., 1999; Yilmaz vd., 2004; Yilmaz
vd., 2005) Kopolimerin kimyasal yapis1 Sekil 4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.5 Poli(GMA-co-MTM)’nin sentezi

Hazirlanmis olan Poly(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden (0.6 mg/mL THF’de hazirlanmis) 20
uL alinarak cam karbon elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi ugurulmustur. Okside
edilmis CNT c¢ozeltisinden 10 mL alinarak elektrokimyasal hiicreye eklenmistir. Bu karisim
icerisinde konsantrasyonu 0.01 M olacak sekilde pirol ve 0.6 mg/mL SDS eklenip

karistirllmistir.  (-1.2)—(+1.2) V arasinda polimerizasyon islemi 4 dakika boyunca
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gerceklestirilmistir. Polimerizasyon islemi bittikten sonra cam karbon elektrot saf suyla
yikanmis, 0.1 M, pH 7 fosfat tamponuna (K,HPO4-KH,PO4) daldirilmis, 2V’luk potansiyel
uygulanarak 5 dakika temizlemeye tabi tutulmustur. Kaplanmis elektrot 5 mg/mL’lik 1-
siklohekzil-3 (2-morfolinoetil) karbodiimid metho-p-toluen-sulfonat, (0.05 M, pH 4.8 asetat
tamponunda hazirlanmis) ¢6zeltisine daldirilmis ve 3,5 saat 200 rpm’lik karigtirma altinda
beklenmistir. 0.1 M, pH 7 fosfat tamponunun 2 mL’sinde 3 mg enzim ¢dziilerek, enzim
¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Kaplanan elektrot bu ¢ozelti igerisine daldirilmis ve 4°C’de 1 gece

bekletilmistir.

4.3.3.3 Polipirol / Karbodiimid/ Tyrosinaz / Cam karbon (PPy / karbodiimid/ Tyr / GC)
Calisma Elektrodunun Hazirlanmasi

10 mL, 0.1 M, pH 6.5 sitrat tamponuna 0.6 mg/mL sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
konsantrasyonu 0,01 M olacak sekilde pirol eklenmistir. Homojen bir karisim saglandiktan
sonra ¢ozelti 10 mL’lik cam hiicreye alinmis ve {glii elektrot baglantilar1 takilmastir.
Elektrokimyasal polimerizasyon islemi i¢in 0-1,2 V arasinda potansiyel uygulanmistir.
Polimerizasyon reaksiyonu 4 dakikada tamamlanmistir. Polimerizasyon islemi bittikten sonra
cam karbon elektrot saf suyla yikanmis, 0.1 M, pH 7 fosfat tamponuna (K;HPO4-KH,;PO4)
daldirilmig, 2V’luk potansiyel uygulanarak 5 dakika temizlemeye tabi tutulmustur. 1 g 1-
cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl) carbodiimid metho-p-tolueno-sulphonate 50 mM pH 4.8
asetat tamponunun 20 mL’sinde ¢Oziinmiistiir. Polipirol kapli cam karbon elektrot bu
cozeltiye daldirilmis, 200 rpm’lik karistirma altinda 3,5 saat karistirilmistir. 0.1 M, pH 7
fosfat tamponunun 2 mL’sinde 3 mg enzim ¢oziilerek, enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Kaplanan elektrot bu ¢ozelti igerisine daldirilmis ve 4°C’de 1 gece bekletilmistir. 0.1 M, pH 7

fosfat tamponuna 30 dk. hava verilmistir.

4.3.3.4 Poli(glisin metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate / Polipirol / Karbodiimid/
tyrosinaz/ Cam Kkarbon {Poly(GMA-co-MTM)/PPy/karbodiimid/Tyr/GC}
Cahisma Elektrodunun Hazirlanmasi

Boliim 4.3.2.2°deki sekilde hazirlanmis olan Poly(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden (0.6 mg/mL
THF’de hazirlanmig) 20 uL alinarak cam karbon elektrot yiizeyine damlatilmis ve solventi
ucurulmugtur. 10 mL, 0.1 M, pH 6.5 sitrat tamponuna, 0.6 mg/mL sodyum dodesil siilfat
(SDS) ve konsantrasyonu 0.01 M olacak sekilde pirol eklenmistir. Homojen bir karigim
saglandiktan sonra ¢ozelti 10 mL’lik cam hiicreye alinmis ve {i¢lii elektrot baglantilar
takilmistir.  (-1.2)—(+1.2) V arasinda polimerizasyon islemi 4 dakika boyunca

gergeklestirilmistir. Polimerizasyon islemi bittikten sonra cam karbon elektrot saf suyla
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yikanmig, 0.1 M, pH 7 fosfat tamponuna (K,HPO4-KH;PO4) daldirilmis, 2V’luk potansiyel
uygulanarak 5 dakika temizlemeye tabi tutulmustur. Kaplanmis elektrot 5 mg/mL’lik 1-
siklohekzil-3 (2-morfolinoetil) karbodiimid metho-p-toluen-sulfonat, (0.05 M, pH 4.8 asetat
tamponunda hazirlanmig) ¢ozeltisine daldirilmis ve 3,5 saat 200 rpm’lik karigtirma altinda
beklenmistir. 0.1 M, pH 7 fosfat tamponunun 2 mL’sinde 3 mg enzim ¢dziilerek, enzim
¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Kaplanan elektrot bu ¢ozelti igerisine daldirilmis ve 4°C’de 1 gece

bekletilmistir.

4.3.4 Elektropolimerizasyon ile Kesikli Sistem i¢cin Elektrotlarin Hazirlanisi
4.3.4.1 Polipirol / Karbon nanotiip/ Tyrosinaz/ Cam karbon (PPy / CNT / Tyr / GC)
Cahisma Elektrodunun Hazirlanmasi
Boliim 4.3.1°de verilen oksidasyon prosediiriine tabi tutulan karbon nanotiip (CNT) ¢ozeltisi
kullanilmigtir.. Polimerizasyon ortami, 10 mL CNT c¢ozeltisinde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye
0.6 mg/mL sodyum dodesil siilfat (SDS) ve konsantrasyonu 0.01 M olacak sekilde pirol ve
1,5 mg/mL tyrosinaz enzimi ¢ozeltisi (0.1 M, pH 7 fosfat tamponunun 2 mL’sinde 3 mg
enzim ¢oziilerek hazirlanan) eklenmistir. Homojen bir karisim saglandiktan sonra ¢ozelti 10
mL’lik cam hiicreye alinmig ve Ttglii elektrot baglantilar1 takilmistir. Elektrokimyasal
polimerizasyon iglemi i¢in 0-1,2 V’luk potansiyel uygulanmistir. Polimerizasyon reaksiyonu
4 dakikada tamamlanmistir. Polimerizasyon islemi bittikten sonra cam karbon elektrot saf
suyla yikanmig, 0.1 M, pH 7 fosfat tamponuna (K,HPO4-KH,PO4) daldirilmis, 2V’luk

potansiyel uygulanarak 5 dakika temizlemeye tabi tutulmustur.

4.3.4.2 Poli(glisin metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate/  Polipirol/ Karbon
nanotiip/ tyrosinaz/ Cam karbon {Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC}
Cahisma Elektrotunun Hazirlanmasi

Boliim 4.3.2.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan Poly(GMA-co-MTM) ¢ozeltisinden (0.6
mg/mL THF’de hazirlanmig) 20 pL alinarak cam karbon elektrot yilizeyine damlatilmis ve
solventi ugurulmustur. Okside edilmis CNT ¢o6zeltisinden (Boliim 4.3.1°de anlatildigi gibi) 10
mL alinmis ve elektrokimyasal hiicreye eklenmistir. Bu karisim igerisine 7,1 pL
(konsantrasyonu 0.01 M olacak sekilde) pirol ve 0.6 mg/mL SDS ve 1,5 mg/mL tyrosinaz
enzimi ¢ozeltisi (0.1 M, pH 7 fosfat tamponunun 2 mL’sinde 3 mg enzim ¢dzilerek
hazirlanan) eklenip kanstirilmistir. (-1.2)—(+1.2) V arasinda polimerizasyon islemi 4
dakikaboyunca gerceklestirilmistir. Polimerizasyon islemi bittikten sonra cam karbon elektrot
saf suyla yikanmig, 0.1 M, pH 7 fosfat tamponuna (K,HPO4-KH,PO,) daldirilmis, 2V’luk

potansiyel uygulanarak 5 dakika temizlemeye tabi tutulmustur.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1 Polipirol / Karbon nanotiip / Tyrosinaz / Cam karbon (PPy / PGA./CNT / Tyr /
GO) Siirekli Sistem Calisma Elektrodu Bulgular:

Bolim 4.3.1’de hazirlanmis olan calisma elektrodu siirekli sistemde calisilmustir.

Elektropolimerizasyona ait doniisiimlii voltametri grafigi Sekil 5.1°de gosterilmistir.

02—
1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Potansiyel/ V

Sekil 5.1 PPy / CNT / Tyr / GC ¢aligsma elektroduna ait dontisiimlii voltametri grafigi (tarama
hiz1 100 mVs-1)

Sirasiyla 0,1-0,25-0,5-1-2-4-6 mL/dk akis hizlarinda tasiyict siviya 45 pM’lik katekol
enjeksiyonlar1 yapilmis ve bu enjeksiyonlar sonucu elde edilen akim degisimleri -50 mV’luk
bir calisma potansiyelinde kaydedilmistir. Farkli debilere ait pik olusumlar1 Sekil 5.2°de
gosterilmistir. Akis hiz1 arttik¢a katekoliin enzim ile temas siiresi azalmis, buna bagl olarak
enzimatik reaksiyon siiresi de kisitlanmistir. Bu nedenle akis hiz1 arttik¢a olusan piklerin boy
ve biiytikliikleri de azalma egilimi gdstermistir. Siirekli sistem i¢in hazirlanan elektrotlarda
akis hizi 1 mL/dk olarak seg¢ilmstir. Siirekli sisitemin hazirlanan elektrotlarin kiyaslamasi

Bolim 5.2°de verilmistir.
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Sekil 5.2 0,1 mL/dak (a), 0,25 mL/dak (b), 0,5 mL/dak (¢),I mL/dak (d), 2 mL/dak (e), 4
mL/dak (f), 6 mL/dak (g) akis hizlarinda katekol enjeksiyonlarindan elde edilen pik
olusumlar1

Biyosensorde belirlenebilir maksimum ve minimum katekol konsantrasyonlarinin tespiti igin
stirekli sisteme 1 mL/dak akis hizinda, sirasiyla 0,003 - 0,005 - 0,0075 - 0,01 - 0,02 - 0,03 -
0,05 -0,1-02-03-05-1-2-3-5mM katekol enjeksiyonlar1 yapilmistir. Yapilan
enjeksiyonlar sonucu olusan akim degisimleri Sekil 5.3’de gosterilmistir. Sekilden de
anlasildig1 gibi katekol konsantrasyonu arttirildigi zaman elde edilen pik akimlar1 da artmustir.
Katekol i¢cin minimum belirlenebilir konsantrasyon 0.003 mM, maksimum konsantrasyon ise

1 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.3 0.003mM (a), 0.005mM (b), 0.0075mM (c), 0.0lmM (d), 0.02mM (e), 0.03mM
(), 0.05mM (g), 0.1mM (h), 0.2mM (i), 0.3mM (j), 0.5mM (k), 1mM (1), 2mM (m), 3mM
(n), SmM (o) katekol enjeksiyonlar1 sonucu elde edilen pik olusumlari

Biyosensorde artarda yapilan 6l¢iimlerin dogrulugunun kontrolii i¢in siirekli sisteme 1mL/dak
dakis hizinda 45 pM’lik katekol enjeksiyonlar1 yapilmistir (Sekil 5.4). Ardarda yapilan 6

enjeksiyon sonucu elde edilen pik akimlarinin standart sapma degeri +4,99.10° A olarak

hesaplanmastir.
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Sekil 5.4 PPy / CNT / Tyr / GC galisma elektroduna ait tekrarlanan 45 pM‘lik katekol
Slgiimleri (tarama hizi 100 mVs™;pH:7,0)

Hazirlanan calisma elektrodunun aktivite kaybini gorebilmek i¢in, 40. giiniin sonunda 45
uM-‘lik katekol ¢ozeltisi, 1 mL/dak debide sistemden tekrar gegirilmistir. Hazirlanan ¢alisma
elektrotu 7.hafta sonunda baslangi¢c aktivitesinin % 40’m1 kaybetmistir. Bu degerin son
yillarda yapilan ¢alismalarla kiyaslandiginda daha iyi oldugu goriilmiistiir (El Kaoutit vd.,
2007; Abu-Rabeah vd., 2005; Tembe vd., 2007). Hazirlanan ¢alisma elektrodu kullanilmadigi

zamanlarda, buzdolabinda +4°C’de 0.1 M, pH 7 fosfat tamponu igerisinde saklanmistir.
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5.2 Polipirol / Tyrosinaz / Cam karbon (PPy/PGA/Tyr/GC) Siirekli Sistem Calisma
Elektrotu Bulgular

Bolim 4.3.2°de anlatildig1r sekilde hazirlanmis olan c¢alisma elektrotu siirekli sistemde
calisilmistir. Elektropolimerizasyona ait voltametri grafigi Sekil.5.5’de verilmistir. CNT
modifiye edilmis calisma elektrotunun (PPy/CNT/Tyr/GC) akim degerlerinin, Ppy/Tyr/GC
calisma elektrotunun akim degerlerine gore oldukg¢a yiiksek oldugu acik bir sekilde
goriilmektedir (Sekil 5.1, Sekil 5.5). Bu durum, CNT’{in elektrot ve enzim arasinda elktron
transfer edebilme 6zelligine sahip olmasindan dolay1 elektrotta daha iletken bir film meydana
gelmesiyle agiklanabilir. Elektropolimerizasyona ait doniigiimlii volametri garfiklerinde,
iletken polimer ile tyrosinaz enzimi arasindaki elektron transferinde herhangi bir engelleme

olmadigindan pik potansiyelleri ve pik yapilar1 bakimindan bir fark goriilmemektedir.

10.0

Akim/
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PotansiyelfV

Sekil.5.5 PPy/Tyr/GC galisma elektroduna ait doniisiimlii voltametri grafigi (tarama hizi 100
mVs-1)

Sirastyla 0,1-0,25-0,5-1-2-4-6 mL/dak akis hizlarinda tasiyici siviya 45 puM  katekol
enjeksiyonu yapilmis ve bunun sonucu elde edilen akim degisimleri -50 mV’luk bir ¢alisma
potansiyelinde kaydedilmistir. Farkli debilere ait pik olusumlar1 Sekil 5.6’da gosterilmistir.

Akis hiz1 arttikca katekoliin enzim ile temas siiresi azaldigindan enzimatik reaksiyon siiresi de
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kisitlanmistir. Bu nedenle akis hizi arttikga olusan piklerin boy ve biiyiikliikleri de azalma
egilimi gostermistir. CNT ile hazirlanan elektrotun akim degerleri, CNT’siz elektrota gore
daha biiyiiktiir. Diistik akis hizlarinda ( 0,1-0,25-0,5 ml/dk), disiik 6rnek iiretimi, 6rnek
dispersiyonunda azalma ve uzun tutma zamaninin bir sonucu olarak daha yiiksek bir cevap
stiresi goriilmiistiir. 1 ml/dk’ dan daha yiiksek akis hizlarinda daha kisa bir cevap siiresi elde
edlmistir. Yiiksek akis hizlarinda akim kararliliginda bozulma goriilmiis ve daha diisiik
belirleme limitleri saglanmistir. Bu yiizden siirekli sistem icin hazirlanan elektrotlarda 1

mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir.

Akim/
1e-8A
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Sekil 5.6 0,1 mL/dak (a), 0,25 mL/dak (b), 0,5 mL/dak (c),1 mL/dak (d), 2 mL/dak (e), 4
mL/dak (f), 6 mL/dak (g) akis hizlarinda katekol enjeksiyonlarindan elde edilen pik
olusumlar1 katekol i¢in farkli debilerde pikler (tarama hizi 100 mVs-1, pH:7,0)

Biyosensorde belirlenebilir maksimum ve minimum katekol konsantrasyonlarinin tespiti igin
stirekli sisteme 1 mL/dak akis hizinda, sirastyla 0,003 - 0,005 - 0,0075 - 0,01 - 0,02 - 0,03 -
0,05-0,1-0,2-0,3-0.5-1-2-3-5mM katekol enjeksiyonlar1 yapilmistir. Her enjeksiyon
sonucu olusan akim degisimleri Sekil 5.7°de gosterilmistir.Sekilden de goriildiigii gibi katekol
konsantrasyonu arttirildig1 zaman elde edilen pik akimlari da artmistir. Katekol i¢in minimum
belirlenebilir konsantrasyon 0.003 mM, maksimum konsantrasyon ise 1 mM olarak

belirlenmistir.
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Sekil 5.7 0.003mM (a), 0.005mM (b), 0.0075mM (c), 0.0lmM (d), 0.02mM (e), 0.03mM
(), 0.05mM (g), 0.1mM (h), 0.2mM (i), 0.3mM (j), 0.5mM (k), 1mM (1), 2mM (m), 3mM
(n), 5SmM (o) katekol enjeksiyonlart sonucu elde edilen pik olusumlari

Caligma elektrotunda artarda yapilan dl¢timlerin dogrulugunun kontrolii i¢in siirekli sisteme
ImL/dak akis hizinda 45 pM’lik katekol enjeksiyonlart yapilmistir (Sekil 5.8). Artarda
yapilan 14 enjeksiyon sonucu elde edilen pik akimlarinin standart sapma degeri, +1,743.10”
A olarak hesaplanmistir. Calisma elektrodunun 60 giin sonunda baslangic aktivitesini
korudugu, ancak 10. hafta sonunda yapilan Ol¢limlerde baslangi¢c aktivitesinin %85’ini
kaybettigi gorilmiistiir. Hazirlanan c¢alisma elektrodu kullanilmadigi  zamanlarda,
buzdolabinda +4°C’de 0,1 M, pH 7 fosfat tamponu igerisinde saklanmustir. Relatif standart
sapma degerleri PPy/CNT/Tyr ve Ppy/Tyr elektrotlar i¢in sirasiyla %0,54 ve %1,55 olarak

bulunmustur.
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Sekil 5.8 PPy/Tyr/GC ¢alisma elektroduna ait tekrarlanan 45 pM‘lik katekol olgtimleri
(tarama hiz1 100 mVs'l;pH:7,0;)

Sekil 5.3 ve Sekil 5.7°den elde edilen artan katekol konsantrasyonlariyla elde edilen pik
yiikseklikleri kullanilarak her iki calisma elektrotu igin analitik kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir. Bu egriler Sekil 5.9°da karsilagtirilmali olarak verilmistir. Kalibrasyon
egrilerinden faydalanilarak, siirekli sistem i¢in hazirlanan her iki elektrota ait analitik
hesaplamalar yapilmis olup sonuglar Tablo 5.1°de verilmistir. Tablodaki belirleme limiti
(LOD) degeri, 3sb/m kriterine gore hesaplanmistir (Hasebe ve Osteryoung, 1975). Burada; m,
kalibrasyon egrininin lineer aralik egimi, sb ise aym konsantrasyonlarda katekol
enjeksiyonlarinin sonuglarindan elde edilen standart sapma degerini gostermektedir. Tablodan
da goriilebilecegi gibi her iki elektrotun da lineer araligi 3-50uM olrak bulunmustur. Bu
degerin katekol ig¢in,son zamanlarda yapilan calismalarda hazirlanan ¢esitli calisma
elektrotlarindan daha genis bir deger oldugu goriilmektedir (Sanz vd.,2005; Wang vd.,1994;
Kim ve Lee, 2003; Serra vd., 2001; Zhao ve Zhi, 2006; Wang vd., 2000; Vianello vd., 2006;
Li vd., 2006; Chang vd., 2002). Hazirlanan PPy/CNT/Tyr ve Ppy/Tyr elektrotlar1 igin
belirleme limiti (LOD) degerleri, sirasiyla 0,671uM ve 1,440uM olarak bulunmustur.
Literatiirde yapilan c¢esitli calismalarda, katekol i¢cin bu deger 0,7-6 uM olarak verilmistir
(Dantoni vd., 1998; El Kaoutit vd., 2007; Abu-Rabeah vd., 2005; Tembe vd., 2007 )
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Sekil 5.9 PPy/MWCNT/Tyr/GC ve Ppy/Tyr/GC elektrotlar i¢in kalibrasyon egrileri

Fenol biyosensoriiniin hassasiyeti enzim reaksiyonunda iiretilen fenoksi radikallerinin

kararliligina, elektrot materyaline, enzim tutuklama metoduna, uygulanan potansiyelin

buytikliigiine baglidir (Liu vd., 2006). Katekol i¢in, PPy/CNT/Tyr elektrotunun hassasiyeti

8nA/ uM olup, Ppy/Tyr elektrotundan (0,9 nA/ uM) daha yiiksek bir degere sahiptir. Bu

durum sadece tyrosinazin aktivitesine bagli olmayip ayni zamanda tutuklanmis veya iiretilmis

matrksin yapisiylada ilgilidir. Incelenen literatiir ¢alismalarinda, katekol icin hassasiyet
degerleri 0,08-6,1 nA/ uM olarak verilmistir (Rijiravanich vd., 2006, Liu vd., 2006; Yildiz
vd., 2007 ve Cristea vd.,2005).

Cizelge 5.1 PPy/CNT/Tyr/GC ve Ppy/Tyr/GC elektrotlarinin analitik 6zellikleri

Elektrot R Hassasiyet Lineer LOD Cevap siiresi %RSD
(nA/uM) aralik(uM) (uM) )

Ppy/CNT/Ty | 0,998 8 3-50 0,671 10 0,54

r

Ppy/Tyr 0,994 0,9 3-50 1,440 30 1,55

Substrat eklemesi sonucunda, sistemin dengeye gelme siiresi ‘“cevap siiresi’olarak

tanimlanabilir (Besombes vd., 1995). 1 ml/dk debide hazirlanan elektrotlar i¢in elde edilen
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cevap siireleri Tablo 5.1°de verilmistir.

5.3 Karbodiimid Baglama Metodu ile Hazirlanan Kesikli Calisma Elektrotu Bulgular

5.3.1 Polipirol / Karbon nanotiip /Karbodiimid/ Tyrosinaz / Cam karbon (PPy /
CNT /karbodiimid/ Tyr / GC) Kesikli Cahiyma Elektrot Bulgular:

Bolim 4.3.3.1’de hazirlanmis ¢alisma elektrodu kesikli sistemde 18 farkli fenol tiiriiniin
tespiti i¢in kullanilmistir. B6lim 4.3.2.1°de s6zii gegen elektropolimerizasyon igin doniisiimlii

voltametri grafigi Sekil 5.10°da gdsterilmistir.

Akim
(1e-4A)

Potansiyel (V)

Sekil 5.10 PPy/Tyr/GC (a), PPy/CNT/Tyr/GC (b)galisma elektrotlarina ait doniistimlii
voltametri grafigi 0.1 M fosfat tamponu(pH 7.0); 0- +1.2 V ;tarama hizi, 50mVs—1.)

Sekil 5.10°da goriildigii gibi PPy/CNT/Tyr/GC elektrotunun kaplama esnansindaki akim
degerleri, PPy/Tyr/GC elektrotunkine gore oldukc¢a yiiksek bulunmustur. Bu durum elektrot
hazirlanmasinda CNT’nin  ortama ilavesiyle iligkilidir. ~ Enzimatik  reaksiyonun
elektrokimyasal olarak izlenmesi reaksiyon sonucu olusan fenoksi radikallerinin elektrot
tizerinde indirgenmesiyle saglanir. S6z konusu indirgenme akimi ortamdaki oksijenin yeterli
olmasi durumunda reaksiyon ortamina eklenen fenoligin konsantrasyonuyla orantili gelisir

(Tsain vd., 2007).
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Sekil 5.11 PPy/CNT/Tyr/GC galigsma elektrodunun optimum c¢aligsma potansiyelinin
belirlenmesi (pH:7,0)

Farkli ¢alisma potansiyellerinde PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun 10 uL, 200mM’lik
pyrokatekol eklemelerine olan tepkisi Sekil 5.11°de gosterilmistir. Indirgenme akimi 0
mV’dan itibaren -50 mV’a kadar hizli bir sekilde artmis ve daha negatif potansiyellerde
indirgenme akimindaki bu artisin yavasladigi goriilmiistiir. Bu nedenle calisma potansiyeli -
50 mV seg¢ilmistir. Pyrokatekol digindaki diger fenolik tiirler i¢in de ayn1 deneyler yapilmis ve

benzer sonuglara ulagilmistir.

Optimum pH degerini elde edebilmek i¢in, 200 mM pyrokatekol ¢ozeltisi farkli pH’lardaki
reaksiyon ortamina, SuM konsantrasyonunda eklenmistir. pH etkisi Sekil 5.12°de
gosterilmistir. Denemeler sonunda optimum pH=7 olarak bulunmustur. Diger fenol bilesikleri

icin de pH=7,0 reaksiyon ortami kullanilmstir.
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Sekil.5.12 PPy/CNT/Tyr/GC galigsma elektrodu i¢in optimum pH’nin belirlenmesi

Optimize edilmis deney kosullarinda ¢alisma elektrotunun 18 fenol bilesigine (fenol, katekol,
p-benzokinon, m-kresol, o-kresol, p-kresol, guaiakol, 2,4-dimetilfenol, 2,6-dimetoksifenol, 2-
klorofenol, 3-klorofenol, 4-klorofenol, hidrokinon, 4-asetamidofenol, pyrogallol, 4-
metoksifenol, pyrokatekol, 2-aminofenol) verdigi tepki incelenmistir. Kesikli ortamda, 600
rpm’lik karigtirma altinda, -50 mV’luk (vs. Ag/AgCl) calisma potansiyelinde her bir fenol
bilesigi i¢in, 200 mM’lik stok c¢ozeltilerinden, 5 uM konsantrasyondan baslamak {izere
diizenli olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim

degisimleri gézlenmistir.

Hazirlanan caligsma elektrotuna tepki veren her bir fenolik konsantrasyonuna karsi elde edilen
akim degisimleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Elde edilen veriler

Sekil 5.13, Sekil 5.14, Sekil 5.15, Sekil 5.16 ve Sekil 5.17(a,b)’de verilmistir.
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Sekil 5.13 4-Asetamidfenol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.14 4metoksifenol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.15 Katekol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.16 p-kresol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.17 pyrokatekol i¢in (a) akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-
50mV)
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Sekil 5.18 PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun farkli fenol bilesikleri i¢in stabilitesi
(pH=7,0; V=-50mV)

Bu kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmig analitik parametreler Tablo 5.2°de
verilmigtir. Hazirlanan ¢alisma elektrotunun pyrokatekol, katekol, p-kresol, 4-metoksifenol ve
4-asetamidfenol bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. Biyosensor uygun hassasiyet degeri,
diisiik belirleme limiti, genis lineer aralik, hizli cevap siiresi ve giivenilir aralikta 6l¢ctim
stabilitesi gostermistir (Sekil 5.18). CNT’ nin elektron transferini hizlandirict etkisi oldugu ve
daha fazla miktarda enzim immobilizasyonuna olanak sagladigi sonucuna varilmstir (Korkut
vd., 2008; Tsai ve Chiu, 2007). Farkli fenol bilesikleri i¢in hazirlanan kalibrasyon egrilerinin

karsilastirmalar1 Sekil 5.19°da verilmistir.
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Sekil 5.19 PPy/CNT/Tyr/GC galisma elektrodunun farkli fenol bilesikleri i¢in
kalibrasyonlarimin karsilastirilmasi (pH=7,0; V=-50mV)

Hazirlanan caligma elektrotu icin, 4-asetamidofenol bilesigi oldukca diisiik bir belirleme
limitine sahiptir. Belirleme limitleri bakimindan 4-asetamidofenol<pyrokatekol<4-
metoksifenol<p-kresol<katekol seklinde bir siralama mevcuttur. Relatif standart sapma
degerleri ise %0,914-%11,2 araliginda degismektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda
hazirlanmis olan ¢esitli fenol biyosensdrlerinde belirleme limiti yukaridaki fenol bilesikleri
icin 0.34-5 puM araliginda verilmistir (Kim ve Lee, 2003; Verdine vd., 2003; Turner,2000;
Wang vd., 2000). Yapilan diizenli dl¢iimlerde 40 giin sonunda biyosensoriin aktivitesini %55
oraninda kaybettigi gozlenmistir. Hazirlanan ¢alisma elektrodu kullanilmadigi zamanlarda,

buzdolabinda +4°C’de 0.1 M, pH 7 fosfat tamponu igerisinde saklanmustir.
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Cizelge 5.2 PPy/CNT/karbodiimid/Tyr/GC ¢alisma elektrotu i¢in analitik parametreler

Fenolik Tiir R’ Hassasiyet Lineer aralik LOD Std. Sapma %RSD
(mAuM) | (uM) uM) (nA4)

Fenol Tepki yok

p-benzokinon Tepki yok

hidrokinon Tepki yok

2,6 dimetoksifenol Tepki yok

2-klorofenol Tepki yok

3-klorofenol Tepki yok

4-klorofenol Tepki yok

2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol Tepki yok

pyrokatekol 099 |7 5-85 0,4177 +2,581 2,711

guaiakol Tepki yok

m-kresol Tepki yok

o-kresol Tepki yok

p-Kkresol 0,98 3 15-40 2,05 +2,05 11,2

katekol 0,98 6 20-90 0,177 +0,354 0,64

4-asetamidofenol 0,97 2 35-105 0,1732 +0,1155 0,914

pyrogallol Tepki yok

4-metoksifenol 0,99 4 5-35 1,08 +21,2 6,82
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5.3.2 Polipirol /Karbodiimid/Tyrosinaz (PPy/Tyr/GC) Cahsma Elektrodu
Bulgular

Bolim 4.3.3.3’deki sekilde hazirlanan calisma elektrotu kesikli sistemde 18 farkli fenol
bilesiginin tespiti i¢in kullamilmustir. Ppy/Tyr/GC ve Ppy/Tyr/CNT/GC elektrotlarinin
elektropolimerizasyonuna ait voltametri grafigi Sekil 5.10°da verilmistir. Bu grafiktende
goriilebilecegi gibi, CNT modifiye edilmis calisma elektrotunun (PPy/CNT/Tyr/GC)akim
degerleri, Ppy/Tyr/GC c¢alisgma elektrotunun akim degerlerine gore oldukga yiiksek
bulunmustur. Bu durum, CNT’iin elektrot ve enzim arasinda clktron transfer edebilme
ozelligine sahip olmasindan dolay1 elektrotta daha iletken bir film meydana gelmesiyle

aciklanabilir (Zhao vd.,2002, Tsai ve Chiu, 2007).

Farkli ¢alisma potansiyellerinde PPy/Tyr/GC g¢alisma elektrodunun 10 pL ,200mM’lik
pyrokatekol eklemelerine olan tepkisi Sekil 5.20°da gosterilmistir. -60mV ile100 mV arasinda
uygulanan potansiyellerde; -50 mV’dan sonra elde edilen akim degerlerinde diisiis
goriilmiistiir. Ozellikle pozitif potansiyel degerlerinde elde edilen akimlar oldukca diisiiktiir.
Bu nedenle ¢alisma potansiyeli -50 mV secilmistir. Pyrokatekol disindaki diger fenolik tiirler

icin de ayn1 deneyler yapilmis ve benzer sonuglara ulasilmigtir.

0.0 4 -

2 ox10" / \
n

-4,0x10° -

AKim (A)

-6,0x10° -

6
-8,0x10 s s o o o e B
80 -60 -40 20 0 20 40 60 80 100 120

Potansiyel (mV)

Sekil 5.20 PPy/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum ¢aligma potansiyelinin
belirlenmesi(pH:7.0)
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Optimum pH degerini elde edebilmek i¢in, 200 mM pyrokatekol ¢ozeltisi farkli pH’lardaki
reaksiyon ortamimna, SuM konsantrasyonunda eklenmistir. pH etkisi Sekil 5.21°de
gosterilmistir. Denemeler sonunda optimum pH=7,0 olarak bulunmustur. Diger fenol

bilesikleri i¢in de pH=7,0 reaksiyon ortami kullanilmistir.

-1,3x107
-1,2x107 -
-1,2x107 -
-1,1x107 -

-1,1x10"

Akim(A)

-1,0x10" . '\_
-9,5x10°
-9,0x10° =

-8,5x10°

pH

Sekil 5.21 PPy/Tyr/GC galigma elektrodu i¢in optimum pH’nin belirlenmesi (V=-50 mV)

Optimize edilmis deney kosullarinda ¢alisma elektrodunun 18 fenol bilesigine (fenol, katekol,
p-benzokinon, m-kresol, o-kresol, p-kresol, guaiakol, 2,4-dimetilfenol, 2,6-dimetoksifenol, 2-
klorofenol, 3-klorofenol, 4-klorofenol, hidrokinon, 4-asetamidofenol, pyrogallol, 4-
metoksifenol, pyrokatekol, 2-aminofenol) verdigi tepki incelenmistir. Kesikli ortamda, 600
rpm’lik karistirma altinda, -50 mV’luk (vs. Ag/AgCl) calisma potansiyelinde her bir fenol
bilesigi i¢cin, 200 mM’lik stok ¢ozeltilerinden, 5 pM konsantrasyondan baslamak {izere
diizenli olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim

degisimleri gozlenmistir.

Hazirlanan caligsma elektrotuna tepki veren her bir fenolik konsantrasyonuna karsi elde edilen
akim degisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri hazirlanmigtir. Akim degisimlerine
ait grafik ve kalibrasyon egrileri Sekil 5.22, Sekil 5.23, Sekil 5.24, Sekil 5.25 ve Sekil 5.26

(a,b)’de verilmistir.
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Sekil 5.22 pyrokatekol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.23 pyrogallol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.24 p-benzokinon i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.25 Hidrokinon i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.26 Katekol i¢in (a) akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=-50mV)
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Sekil 5.27 PPy/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun farkli fenol bilesikleri i¢in kalibrasyonlarinin
karsilastirilmasi (pH=7,0; V=-50mV)

Hazirlanmis olan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanan analitik parametreler Cizelge
5.3’de verilmistir. Kalibrasyon egrilerinin birbirleriyle kiyaslanmas1 Sekil 5.27°de
gosterilmistir. Caligma elektrotunun p-benzokinon, hidrokinon, pyrokatekol, katekol ve
pyrogallol bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. Tablodan da anlasilacagi gibi pyrogallol
bilesigi diger fenol bilesiklerine goére daha yliksek bir hassasiyet degerine sahiptir.
Biyosensoriin tepki verdigi fenol bilesikleri i¢in hassasiyet siralamasi pyrogallol> p-
benzokinon> pyrokatekol > hidrokinon= katekol seklindedir. Fenol bilesikleri arasindaki
hassasiyetin farkli olmasi, mtriksin hidrofobik o6zelliklerinden dolay1 , tutuklanan matrikste
her bir fenol bilesiginin ¢oziliniilebilirligine ve molekiiler engellemeye bagli oldugu tespit

edilmistir (Rajesh ve Kaneto, 2005).

p-benzokinon, hidrokinon, pyrokatekol, katekol ve pyrogallol bilesikleri icin belirleme
limitleri sirasiyla 0,743; 0,2425; 1,132; 0,4472 ve 0,4115 pM olarak bulunmustur. Belirleme
limitleri bakimindan en diisiik deger goriildiigii gibi hidrokinon bilesigine aittir. Bu degerlerin
son yillarda yapilan ¢alismalarda hazirlanan cesitli fenol biyosensorleriyle kiyaslandiginda
uygun araliklarda oldugu goriilmiistiir. (El Kaoutit vd., 2007). Relatif standart sapma (RSD)
degerleri ise %2,615 ile 8,162 arasinda degigmektedir. Ayrica elektrotun oldukga genis bir

lineer araliga sahip oldugu goéziikmektedir.
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Hazirlanan ¢alisma elektrotunun, Boliim 5.3.1°de ¢alisma bulgular1 verilen Ppy/CNT/Tyr/GC
elektrot ile pyrokatekol ve katekol bilesigi hari¢ baz1 farkli fenol bilesiklerine tepki verdigi
gozlenmistir. Pyrokatekol ve katekol bilesiklerinde hesaplanan analitik parametreler
bakimindan Ppy/CNT/Tyr/GC ¢aligma elektrotunun daha verimli oldugu bulunmustur.
Belirleme limitleri, hassasiyet ve relatif standart sapma bakimindan CNT modifiye edilmis
elektrot daha fazla bir performans gostermistir.Literatiirde yapilan c¢alismalarda da CNT
modifikasyonu ile yiiksek stabilite, daha iyi bir iletkenlik ve se¢icilik saglandig1 belirtilmistir
(Li vd., 2006; Salimi vd., 2005; Rivas vd., 2007).
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Cizelge 5.3 PPy /Tyr /GC ¢alisma elektrotu i¢in analitik parametreler

Fenolik Tiir R’ Hassasiyet Lineer aralik LOD Std. Sapma %RSD
(nA/uM) (M) (uM) (nA)

fenol Tepki yok

p-benzokinon 0,99 10 5-130 0,743 +2,477 2,615
hidrokinon 0,99 3 5-35 0,2425 +4,041 3,494
2,6 dimetoksifenol Tepki yok

2-klorofenol Tepki yok

3-klorofenol Tepki yok

4-klorofenol Tepki yok

2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol Tepki yok

pyrokatekol 0,99 4 15-75 1,132 +1,510 8,162
guaiakol Tepki yok

m-kresol Tepki yok

o-kresol Tepki yok

p-kresol Tepki yok

katekol 0,99 3 5-120 0,4472 +0,4472 4,141
4-asetamidofenol Tepki yok

pyrogallol 0,99 30 5-35 0,4115 +4,115 3,139
4-metoksifenol Tepki yok
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5.3.3 Poli(glisin metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate / Polipirol / Karbon
nanotiip/ Karbodiimid/ tyrosinaz/ Cam karbon {Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC} Calisma Elektrodu Bulgular

Boliim 4.3.3.2°de hazirlanis1 anlatilan ¢alisma elektrotu kesikli sistemde 18 farkli fenol
tiriiniin tespit edilebilmesi i¢in kullanilmistir. Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ile
Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrotlarinin elektropolimerizasyonlarina

ait doniisiimlii voltametri grafikleri karsilagtirmali olarak Sekil 5.28°de verilmistir.

Akim/1e-4 A)2.0
1.0 4

: : : :
1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Potansiyel/\V/)

Sekil5.28 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC (a); Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC(b)
calisma elektrotlar1 doniistimlii voltametri egrisi

CNT modifikasyonu ile hazirlanan elektrotun kaplama esnasindaki akim degerlerinin
Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC elektrotuna gore oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.
Hazirlanan ¢aligma elektrotu i¢in optimum potansiyel ve optimum pH ¢alismalart yapilmustir.
Farkli  ¢alisma  potansiyellerinde  Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC  ¢alisma
elektrotunun 200uM konsantrasyonuna sahip hidrokinon eklemelerine vermis oldugu tepki

Sekil 5.29°da gosterilmistir.
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Sekil 5.29 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum ¢alisma
potansiyelinin belirlenmesi

Buna gore hazirlanan elektrot da en yiiksek akim degeri +100mV’da elde edilmis olup
optimum potansiyel olarak bundan sonraki ¢alismalarda bu deger kullanilmistir. Yine 200 uM
konsantrasyonuna sahip olan hidrokinon c¢ozeltisi optimum pH’nin tespiti i¢in
kullanilmistir.Yapilan deneyler sonucunda hazirlanan calisma elektrotu i¢in en uygun pH
degeri 7,0 olarak bulunmustur (Sekil 5.30). Diger fenol bilesikleri i¢in ayni sartlarda yapilan
denemelerde benzer sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle ¢alisma elektrotu ile yapilan diger

tiim deneyler de bu sartlar kullanilmistir.
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Sekil 5.30 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum pH’sinin
belirlenmesi

Kesikli ortamda, 600 rpm’lik karistirma altinda, 100 mV’luk (vs. Ag/AgCl) calisma
potansiyelinde, 4-aminofenol bilesigi hari¢ ,her bir fenol bilesigi i¢in 5 uM konsantrasyondan
baslamak iizere diizenli olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler
yapilmis ve akim degisimleri gozlenmistir. 4-aminofenol bilesigi icin 20mM’lik ¢dzeltiden
2uM konsantrasyonundan baslayarak diizenli olarak arttirilarak eklemeler yapilmistir. Bu
denemelere ait akim zaman degisimleri ve kalibrasyon egrileri Sekil 5.31(a,b), Sekil 5.32,

Sekil 5.33, Sekil 5.34, Sekil 5.35 ve Sekil 5.36’da verilmistir.
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Sekil 5.31 Hidrokinon i¢in(a) akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi ( pH=7,0;
V=100mV)
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Sekil 5.32 p-benzokinon kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.33 Katekol akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.34 Pyrokatekol kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.35 Pyrogallol kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.36 4-aminofenol kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=100mV)

Hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmis analitik parametreler Cizelge 5.4’de
verilmistir. Hazirlanan ¢alisma elektrodunun, 18 fenol bilesigi iginden, pyrokatekol, p-
benzokinon, pyrogalol, 4-aminofenol, katekol ve hidrokinon bilesiklerine tepki verdigi
gozlenmistir.. Pyrokatekol, p-benzokinon, pyrogalol, 4-aminofenol, katekol ve hidrokinon
bilesikleri i¢in elektrodun cevap stireleri sirasiyla; 5, 50, 12, 6, 4 ve 6 s olarak bulunmustur.
Literatiirde iletken polimerlerle hazirlanan ¢esitli calisma elektrotlar i¢in 30 s’den daha fazla
bir cevap siiresi elde edilmistir (Rajesh ve Kaneto, 2005; Rajesh vd., 2004a). Li ve arkadaslar1
hazirlamig olduklar1 ZnO/chitosan/Tyr elektrotu ile katekol icin cevap siiresini 10 s olarak
bulmuslardir (Li vd., 2006). Buradan, Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC -elektrotun

cevap siiresinin oldukca kisa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.37 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC g¢alisma elektrodunun farkli fenol
bilesikleri i¢in kalibrasyonlariin karsilastirilmasi ( pH=7,0; V=+100mV)

Cizelge 5.4’deki degerler incelendiginde hazirlanan biyosensore tepki veren fenol bilesikleri
arasinda, katekoliin en diisiik hassasiyete, 4-aminofenol’iin ise en 1yi hassasiyet degerine sahip
oldugu acikga goriilmektedir. Ayrica 4-aminofenol bilesiginin oldukca diisiik belirleme
limitine (0,0976 uM) ve relatif standart sapma degerine (%1,532) sahip oldugu
gozlenmistir.Hassasiyet degerlerine bakildiginda 4-aminofenoliin en yliksek hassasiyete sahip
oldugu goriilmektedir. 4-aminofenol, hidrokinon, p-benzokinon, katekol, pyrokatekol ve
pyrogallol i¢in bulunan hassasiyet degerleri sirasiyla 50, 10, 9, 8, 10 ve 10 nA/uM
seklindedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda gesitli fenol bilesikleri i¢in hassasiyet degerleri
0,5-76,404 pA/mM olarak verilmistir (Rajesh vd., 2004b; Zhau vd., 2006; Zejli vd., 2008).
Sonug olarak biyosensor uygun hassasiyet degeri, diisiik belirleme limiti, genis lineer aralik,

hizli cevap siiresi ve giivenilir aralikta 6l¢tim stabilitesi gostermistir.

Yapilan diizenli Olglimlerde 60 giin sonunda biyosensoriin aktivitesini % 43 oraninda

kaybettigi gozlenmistir.
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Cizelge 5.4 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC g¢alisma elektrodu analitik parametreler

Fenolik Tiir R’ Hassasiyet Lineer aralik LOD Std. Sapma %RSD
(nA/uM) (uM) (uM) (nA)

fenol Tepki yok

p-benzokinon 0.99 9 5-115 0,7279 +2,184 4,505

hidrokinon 0.98 10 20-100 0,7225 +2,41 5,549

2,6 dimetoksifenol Tepki yok

2-klorofenol Tepki yok

3-klorofenol Tepki yok

4-klorofenol Tepki yok

2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol 0.99 50 2-30 0,0976 +1,627 1,532

pyrokatekol 0.99 10 10-95 0,3502 +1,167 2,0426

guaiakol Tepki yok

m-kresol Tepki yok

o-kresol Tepki yok

p-kresol Tepki yok

katekol 0.99 8 10-115 0,5961 +1,590 3,596

4-asetamidofenol Tepki yok

pyrogallol 0.98 10 5-65 0,9906 +3,302 9.9

4-metoksifenol

Tepki yok
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5.3.4 Poli(glisin  metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate /  Polipirol /
Karbodiimid/ tyrosinaz/ Cam karbon {Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC}
Cahisma Elektrodunun Hazirlanmasi

Boliim 4.3.3.4’de hazirlanisi anlatilan elektrot i¢in optimum potansiyel ve optimum pH
calismalar1 yapilmis olup sonuclar Sekil 5.38 ve Sekil 5.39°da verilmistir. Farkl
potansiyellerde siteme 200 uM hidrokinon eklemesi yapilmis ve buna karsi elde edilen akim
degerleri grafige gegirilmistir. Sekilden de anlasilabilecegi gibi biyosensoriin en yiiksek akim

degerini +100 mV’da vermistir.

-4,0x10° °\

-8,0x10°1 \

< .
= .
< -1,2x10°4 \
[ ]
1,6x10°- \
[ J
-2,0X:|.0_5 T T T T T T v T v
-80 -40 0 40 80 120

Potansiyel / mV

Sekil 5.38 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum caligma
potansiyelinin belirlenmesi (pH=7,0)

Optimum pH ise yine 7.0 olarak bulunmustur. Bu elektrot ile yapilan diger tiim deneyler de

bu sartlar kullanilmigtir.
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Sekil 5.39 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum pH’sinin
belirlenmesi (V=+100 mV,pH=7,0)

Bahsedilen deney kosullarinda ¢alisma elektrodunun yine 18 fenol bilesigine (fenol, katekol,
p-benzokinon, m-kresol, o-kresol, p-kresol, guaiakol, 4-aminofenol, 2,6-dimetoksifenol, 2-
klorofenol, 3-klorofenol, 4-klorofenol, hidrokinon, 4-asetamidofenol, pyrogallol, 4-
metoksifenol, pyrokatekol, 2-aminofenol) verdigi tepki incelenmistir. Reaksiyon i¢in ortama
200 mM’lik stok fenol bilesigi ¢ozeltilerinden 5 pM’dan baslayarak diizenli olarak eklemeler
yapilmis zamana kars1 elde edilen akim degerleri ve hazirlanan kalibrasyon egrileri Sekil

5.40, Sekil 5.41, Sekil 5.42(a,b), Sekil 5.43, Sekil 5.44 ve Sekil 5.45°de verilmistir.



75

-6,0x10” =

-5,0x107 =

-4,0x107 =

-3,0x10”7 =

Akim(A)

-2,0x107 =

-1,0x10" -

0,0

T T T T T T T
20 30 40

Konsantrasyon(mikroM)

50

Sekil 5.40 4-aminofenol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.41 Katekol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.42 Hidrokinon i¢in(a) akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=100mV)
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Sekil 5.43 p-benzokinon i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=100 mV)
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Sekil 5.44 Pyrogallol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=100 mV)
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Sekil 5.45 Pyrokatekol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=100 mV)

Hazirlanan biyosensoriin 4-aminofenol, hidrokinon, katekol, p-benzokinon, pyrokatekol ve
pyrogallol bilesiklerine yanit verdigi gozlenmistir. Kalibrasyon egrilerinin birbirleriyle
kiyaslanmasi1 Sekil 5.46’da verilmistir.Elde edilen kalibrasyon egrileri yardimiyla bu
bilesikler i¢in analitik parametreler hesaplanmig olup sonuglar Cizelge 5.5°de verilmistir.
Yapilan hesaplamalarda bu caligma elektrotu i¢in, hidrokinonun en yiiksek hassasiyet
degerine (20 nA/uM) sahip oldugu bulunmustur. Yapilan arastirmalarda bir biyosensor igin
farkli fenol bilesikleri arasinda, farkli hassasiyet degerlerinin elde ediliyor olmasi, tyrosinaz
enziminin her bir fenol bilesigine kars1 farkli afinitelere sahip olmasiyla agiklanmistir (Zhao

vd., 2006).
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Sekil 5.46 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun farkl fenol bilesikleri
icin kalibrasyonlarinin karsilagtirilmas: ( pH=7,0; V=+100mV)

Hazirlanan biyosensoriin, Bolim 5.3.3’de deney sonuglar1 verilen Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/Tyr/CNT/GC elektrot ile ayni fenol bilesiklerine tepki verdigi goriilmiistiir.
Hidrokinon bilesiginin hassasiyeti Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/CNT/GC elektrotta 50
nA/uM iken Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC elektrotta ise 20 nA/uM olarak bulunmustur.
Genel olarak diger fenol bilesiklerinin de karsilastirilmasi yapilirsa hassasiyet, belirleme limiti
ve relatif standart sapma gibi parametreler bakimindan CNT ile hazirlanan elektrotun

degerlerinin digerine gore daha iyi oldugu goriilebilir.

Yapilan diizenli Ol¢iimlerde 40 giin sonunda biyosensor aktivitesinin %42’sini, 60 giin

sonunda ise %68’ini kaybettigi gdzlenmistir.
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Cizelge 5.5 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC calisma elektrotu analitik parametreleri

Fenolik Tiir R’ Hassasiyet Lineer aralik LOD Std. Sapma %RSD
(nA/uM) (M) (uM) (nA)

Fenol Tepki yok

p-benzokinon 0,98 9 5-170 0,5867 +1,760 4,080

Hidrokinon 0,98 20 20-90 1,212 +8,083 5,829

2,6 dimetoksifenol Tepki yok

2-klorofenol Tepki yok

3-klorofenol Tepki yok

4-klorofenol Tepki yok

2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol 0,99 10 10-45 0,39 +1,300 2,51

Pyrokatekol 0,98 3 5-95 0,8044 +0,800 4,565

Guaiakol Tepki yok

m-kresol Tepki yok

o-kresol Tepki yok

p-kresol Tepki yok

Katekol 0,99 4 5-55 1,023 +1,363 5,216

4-asetamidofenol Tepki yok

Pyrogallol 0,99 10 10-45 0,39 +1,300 2,510

4-metoksifenol

Tepki yok
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5.4 Elektropolimerizasyon ile Hazirlanan Elektrot Bulgular:
5.4.1 Polipirol / Karbon nanotiip/ Tyrosinaz/ Cam karbon (PPy / CNT / Tyr / GC)
Calisma Elektrodunun Hazirlanmasi
Bolim 4.3.4.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan elektrot kesikli iiclii elektrot sisteminde
calsilmistir. Elektrotun hazirlanmasi sirasinda yapilan kaplamaya ait elektropolimerizasyonun

doniigiimlii voltametri grafigi Sekil 5.47°de gosterilmisitir.

Akim /1e-4 A

1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Zaman/s

Sekil 5.47 PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrotu dontistimlii voltametri egrisi

Farkli ¢alisma potansiyellerinde PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun 10 pL ,200mM’lik
pyrokatekol eklemelerine olan tepkisi Sekil 5.48’de gosterilmistir. Indirgenme akiminin 0
mV’dan itibaren -50 mV’a kadar hizli bir sekilde arttifi ve daha negatif potansiyellerde
indirgenme akimindaki bu artisin yavasladigi goriilmiistiir. Bu nedenle calisma potansiyeli -
50 mV seg¢ilmistir. Pyrokatekol digindaki diger fenolik tiirler i¢in de ayn1 deneyler yapilmis ve

benzer sonuglara ulagilmistir.
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Sekil 5.48 PPy/Tyr/CNT/GC galigsma elektrodunun optimum ¢aligsma potansiyelinin
belirlenmesi (pH=7,0)

Optimum pH degerini elde edebilmek icin, 200 mM pyrokatekol ¢ozeltisi farkli pH’lardaki
reaksiyon ortamina, 200uM konsantrasyonunda eklenmistir. pH etkisi Sekil 5.49’de
gosterilmistir. Denemeler sonunda optimum pH=7,0 olarak bulunmustur. Diger fenol
bilesikleri icin de pH=7,0 reaksiyon ortami kullanilmistir. Pyrokatekol disindaki diger fenolik

tiirler i¢cin de ayn1 deneyler yapilmis ve benzer sonuglara ulagilmistir.



&3

-3,0x10”

-2,8x10" -

-2,6x10" -

-24x10" -

Akim(A)

-2,2x10" " -

-2,0x10" -

-1,8x10”" " -

pH

Sekil 5.49 PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum pH’sinin belirlenmesi
pyrokatekol ile

Optimize edilmis deney kosullarinda ¢alisma elektrodunun 18 fenol bilesigine (fenol, katekol,
p-benzokinon, m-kresol, o-kresol, p-kresol, guaiakol, 2,4-dimetilfenol, 2,6-dimetoksifenol, 2-
klorofenol, 3-klorofenol, 4-klorofenol, hidrokinon, 4-asetamidofenol, pyrogallol, 4-
metoksifenol, pyrokatekol, 2-aminofenol) verdigi tepki incelenmistir. Kesikli ortamda, 600
rpm’lik karigtirma altinda, -50 mV’luk (vs. Ag/AgCl) ¢alisma potansiyelinde her bir fenol
bilesigi i¢in, 200 mM’lik stok c¢ozeltilerinden, 5 uM konsantrasyondan baslamak {iizere
diizenli olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim

degisimleri gézlenmistir.

Hazirlanan ¢aligsma elektrotuna tepki veren her bir fenolik konsantrasyonuna karsi elde edilen
akim degisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Elde edilen veriler

Sekil 5.50, Sekil 5.51, Sekil 5.52(a,b), Sekil 5.53 ve Sekil 5.54’de verilmistir.
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Sekil 5.50 4 Aminofenol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=-50 mV)
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Sekil 5.51 Katekol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=-50 mV)
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Sekil 5.52 Hidrokinon i¢in(a) akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=-50 mV)
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Sekil 5.53 Pyrogallol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=-50 mV)
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Sekil 5.54 Pyrokatekol i¢in kalibrasyon egrisi (pH=7,0; V=-50 mV)
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Hazirlanmis olan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanan analitik parametreler Cizelge
5.6’da verilmistir. Calisma elektrotunun hidrokinon, pyrokatekol, katekol, pyrogallol ve 4-
aminofenol bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. Cizelgeden de anlasilacagi gibi 4-
aminofenol bilesigi diger fenol bilesiklerine gore daha yiiksek bir hassasiyet degerine sahiptir.
Ancak genel olarak diger enzim tutuklama yoOntemiyle hazirlanan elektrotlarla
kiyaslandiginda hassasiyet degerlerinin daha diisiik oldugu goézlenmistir. Hidrokinon,
pyrokatekol, katekol, pyrogallol ve 4-aminofenol bilesikleri i¢in belirleme limitleri sirasiyla
0,551, 1,952, 1,228, 0,03636 ve 1 uM olarak bulunmustur. Belirleme limitleri bakimindan en
diisiik deger goriildiigli gibi pyrogallol bilesigine aittir. Relatif standart sapma (RSD) degerleri
ise %2,928 ile %9,809 arasinda degismektedir. Ayrica elektrotun oldukg¢a genis bir lineer

araliga sahip oldugu gézlemlenmstir.
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1497 /./.7./.,.,./[-—-
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Sekil 5.55 PPy/CNT/Tyr/GC galigma elektrodunun farkli fenol bilesikleri igin
kalibrasyonlarinin karsilastirilmasi (pH=7,0; V=-50mV)

Kalibrasyon egrilerinin birbirleriyle olan kiyas1 Sekil 5.55°de verilmistir. Hazirlanan ¢alisma
elektrotunun, Boliim 5.3.1°de calisma bulgular1 verilen ve karbodiimid kullanilarak enzim
tutklanmasi1 saglanan, Ppy/CNT/Tyr/GC elektrot ile elektropolimerizasyon ile hazirlanan
Ppy/CNT/Tyr/GC elektrotun ortak tepki verdigi fenol bilesiklerinin pyrokatekol ve katekol
oldugu saptanmistir. Buradan fenol bilesikleri i¢in hazirlanan elektrotlarin bir segicilige sahip

oldugu sonucuna varilabilir. Elektrotlar arasinda kiyaslama yapilarak elektropolimerizasyon



88

ile hazirlanan Ppy/CNT/Tyr/GC elektrotun hesaplanan analitik degerleri diger elektrota gore
daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica hazirlanan elektrotun cevap siireleri;
pyrokatekol, katekol, 4-aminofenol, pyrogalol ve hidrokinon bilesikleri i¢in sirasiyla 6, 5, 6, 5
ve 3 s olarak bulunmustur. Karbodiimid kullanilarak enzim tutklanmasi saglanan,
Ppy/CNT/Tyr/GC elektrot ile kiyaslandiginda, elektropolimerizasyon ile hazirlanan
Ppy/CNT/Tyr/GC elektrotun daha kisa cevap siirelerine sahip oldugu acik¢a goriilmektedir.
Son yillarda yapilan g¢aligmalar, biyosensor uygulamalari i¢in uygulanan enzim tutuklama
tekniklerinin se¢iminin ¢ok 6nemli oldugunu gostermistir (Zhao vd., 2006; Himuro vd., 2009)
Enzim tutuklama teknigi olarak hapsetme (Mishra vd., 1999), poly iyon kompleksi le
muamele (Yabuki vd., 2001) ve capraz baglama (Portaccio vd., 2006) gibi ¢esitli teknikler
kullanildig: belirtilmistir.



Cizelge 5.6 PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrotu analitik parametreleri
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Fenolik Tiir R’ Hassasiyet Lineer aralik LOD Std. Sapma %RSD
(nA/uM) (uM) (M) (nA)

fenol Tepki yok

p-benzokinon Tepki yok

hidrokinon 0,99 0,4 5-145 0,5510 +7,348 2,928

2,6 dimetoksifenol Tepki yok

2-klorofenol Tepki yok

3-klorofenol Tepki yok

4-klorofenol Tepki yok

2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol 0,98 6 5-70 1 +2 6,116

pyrokatekol 0,98 0,1 30-105 1,952 +6,506 9,809

guaiakol Tepki yok

m-Kresol Tepki yok

o-Kkresol Tepki yok

p-kresol Tepki yok

katekol 0,99 0,2 10-55 1,228 +8,185 8,268

4-asetamidofenol

pyrogallol 0,99 0,02 5-70 0,03636 | +2,424 3,126

4-metoksifenol Tepki yok
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5.4.2 Poli(glisin metakrilat-co-3-thienylmethylmethacrylate/ Polipirol/ Karbon
nanotiip/ tyrosinaz/ Cam karbon {Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC}
Calisma Elektrotunun Hazirlanmasi

Boliim 4.3.4.2°de hazirlanis1 anlatilan ¢alisma elektrotu kesikli sistemde 18 farkli fenol
tirtiniin  tespit edilebilmesi icin kullanilmistir. Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC
calisma elektrotunun kaplama sirasindaki elektropolimerizasyonuna ait doniisiimlii voltametri

grafigi Sekil 5.56°de verilmistir.

Akim/1e-4 A

1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Potansiyel/ V

Sekil.5.56 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrotu doniisiimlii voltametri
egrisi

Hazirlanan calisma elektrotu i¢in optimum potansiyel ve optimum pH ¢alismalar1 yapilmastir.

Farkli  calisma  potansiyellerinde  Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC  ¢alisma

elektrotunun 200uM konsantrasyonuna sahip hidrokinon eklemelerine vermis oldugu tepki

Sekil 5.57°de gosterilmistir. Buna gore hazirlanan elektrot da en yiiksek akim degeri

+100mV’da elde edilmis olup optimum potansiyel olarak bundan sonraki c¢alismalarda bu

deger kullanilmistir.
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Sekil 5.57 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum ¢alisma
potansiyelinin belirlenmesi (pH=7,0)

200 pM konsantrasyonuna sahip olan hidrokinon ¢6zeltisi optimum pH’nin tespiti i¢in de
kullanilmigtir. Yapilan deneyler sonucunda hazirlanan c¢alisma elektrotu i¢in en uygun pH
degeri 7,0 olarak bulunmustur (Sekil 5.58). Diger fenol bilesikleri i¢in ayn sartlada yapilan
denemelerde benzer sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle ¢alisma elektrotu ile yapilan diger

tiim deneylerde bu sartlar kullanilmistir.
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Sekil 5.58 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrodunun optimum pH’sinin
belirlenmesi (V=+100 mV,pH=7,0)

Kesikli ortamda, 600 rpm’lik karigtirma altinda, +100 mV’luk (vs. Ag/AgCl) c¢alisma
potansiyelinde her bir fenol bilesigi icin 5 uM konsantrasyondan baglamak iizere diizenli
olarak artan konsantrasyonlarda reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim degisimleri
gozlenmistir. Bu denemelere ait akim zaman degisimleri ve kalibrasyon egrileri Sekil 5.59,

Sekil 5.60, Sekil 5.61, Sekil 5.62, Sekil 5.63(a,b) ve Sekil 5.64’de verilmistir.
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Sekil 5.59 4-aminofenol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=+100 mV)
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Sekil 5.60 Hidrokinon i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=+100 mV)
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Sekil 5.61 Katekol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=+100 mV)
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Sekil 5.62 Pyrogallol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=+100 mV)
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Sekil 5.63 p-benzokinon i¢in(a) akim-zaman grafigi, (b) kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=+100
mV)
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Sekil 5.64 Pyrokatekol i¢in kalibrasyon egrisi ( pH=7,0; V=+100 mV)

Hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmis analitik parametreler Cizelge 5.7°de
verilmigtir. Kalibrasyon egrilerinin kiyaslamasi ise Sekil 5.65’de verilmistir. Hazirlanan
calisma elektrodunun, 18 fenol bilesigi i¢inden, pyrokatekol, p-benzokinon, pyrogalol, 4-
aminofenol, katekol ve hidrokinon bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir.. Pyrokatekol, p-
benzokinon, pyrogalol, 4-aminofenol, katekol ve hidrokinon bilesikleri i¢in elektrodun cevap
stireleri sirasiyla; 7, 75, 16, 8, 6 ve 8 s olarak bulunmustur. Literatiirde iletken polimerlerle
hazirlanan ¢esitli caligma elektrotlar i¢in 30 s’den daha fazla bir cevap siiresi elde edilmistir
(Rajesh v.d.,2005). Li ve arkadaslar1 (2006) hazirlamis olduklar1 ZnO/chitosan/Tyr elektrotu
ile katekol i¢in cevap sliresini 10 s olarak bulmuglardir. Buradan, Poly(GMA-co-

MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC elektrotun cevap siiresinin oldukc¢a kisa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.65 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC g¢alisma elektrodunun farkli fenol
bilesikleri i¢in kalibrasyonlariin karsilastirilmasi (pH=7,0; V=+100mV)

Cizelge 5.4’deki degerler incelendiginde hazirlanan biyosensore tepki veren fenol bilesikleri
arasinda, katekol ve pyrokatekoliin en diisiik hassasiyete, hidrokinon’un ise en iyi hassasiyet
degerine sahip oldugu agikca goriilmektedir. Belirleme limiti (0,2902 pM) ve relatif standart
sapma (%2,722) bakimindan katekoliin en diisiik degere sahip oldugu goézlenmistir. Son
yillarda yapilan calismalarda cesitli fenol bilesikleri i¢in hassasiyet degerleri 0,5-76,404
pA/mM olarak verilmistir (Rajesh vd., 2004; Zhau vd., 2006; Zejli vd., 2008; Metzker vd.,
1998; Heras vd., 2005). Bolim 4.3.3.4’de yapilisi verilmis olan Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/Tyr-karbodiimid/GC elektrot ile analitik parametreleri bakimindan yapilan
karsilastirmada, calisilan biyosensoriin aymi fenol bilesiklerine tepki verdigi gézlenmistir.
Cizelge 5.4 ve Cizelge 5.7 incelendiginde Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC
biyosensoriiniin hassasiyeti diger elektrota gore daha diisiik bulunmustur. Belirleme limitleri
ve relatif standart sapma degerleride bu calisma elektrotunda daha ytiksektir.Ayrica yapilan
diizenli olgiimlerde 60 giin sonunda biyosensdriin aktivitesini % 65 oraninda kaybettigi
gozlenmistir. Yine Bolim 4.3.3.4’de anlatildig1 sekilde hazirlanan ,enzimin karbodiimid
kullanilarak capraz olarak baglandigi, ¢alisma elektrotu ile kiyaslandiginda Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC elektrotun aktivite kaybinin daha fazla oldugu gozlemlenmistir.
Elektrotlar arasindaki bu farkliliklarin enzim tutklama yontemlerinin farklilifindan ileri

geldigi diistiniilmektedir.
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Cizelge 5.7 Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrotu analitik parametreleri

Fenolik Tiir R’ Hassasiyet Lineer aralik LOD Std. Sapma %RSD
(nA/uM) (M) (uM) (nA)

fenol Tepki yok

p-benzokinon 0,99 8 10-130 0,9526 +2,540 7,568

hidrokinon 0,98 10 10-60 0,9526 +6,35 4,669

2,6 dimetoksifenol Tepki yok

2-klorofenol Tepki yok

3-klorofenol Tepki yok

4-klorofenol Tepki yok

2-aminofenol Tepki yok

4-aminofenol 0,99 3 15-60 0,790 +0,790 4,050

pyrokatekol 0,99 2 15-50 0,6469 +0,4312 5,282

guaiakol Tepki yok

m-kresol Tepki yok

o-kresol Tepki yok

p-kresol Tepki yok

katekol 0,99 2 10-60 0,2902 40,1935 2,722

4-asetamidofenol Tepki yok

pyrogallol 0,98 5 15-45 2,45 +4,091 16,7

4-metoksifenol Tepki yok
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5.5 Calgsilan Fenolik Tiirlerin Gaz Kromatografinda (GC-MS) Olgiimleri

Proje kapsaminda 18 fenolik tiir farkli tipte hazirlanmis calisma elektrotlarindan olusan
biyosensorde test edilmis, 6l¢lim metotlar1 saglikli bir seklide olusturulmustur. S6z konusu
fenolikler Olglim metotlarim1 karsilastirma amaciyla bir de gaz kromatografi cihazinda

dleiilmiistiir. Ol¢iim metodu asagidaki sekilde kurulmustur:
Kolon adr: DB-5 MS kolonu

Kolon model numarasi: Agilent 19091S-433 HP-5MS (Capillary 30 m x 250 pm x 0.25 pum

nominal)

Tasiyic1 gaz: Helyum

Inlet sicaklig1: 280°C

Inlet modu: Pulsed splitless

Kolon akist: 1.2 mL/dak

Firmn sicakligi: 40°C’da 2 dakika bekleme, 10°C/dak. ile 100°C’ye ¢ikma, 2°C/dak.

ile 105°C’ye ¢ikma, 10°C/dak. ile 250°C’ye ¢ikma seklinde programlanir.

Aux sicaklig: 280 °C
MS Quad: 150 °C
MS Source: 230 °C
Olciim siiresi: 29.7 dakika

Olgiim icin 18 fenol bilesigini bir arada iceren bir stok hazirlanmistir. Bu stok fenol ¢ozeltisi
her bir fenoligin konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde saf metanolde hazirlanmistir.
Hazirlanan bu stoktan sirasiyla konsantrasyonu 1.5-3-6.25-13-25-50-100 ve 200 uM olacak
sekilde 8 adet standart fenolik ¢ozelti hazirlanmistir. GC-MS cihazinin programi yukaridaki
gibi ayarlanmig ve bu 8 standart fenolik ¢ozelti cihaza verilmistir. Cihaz, her bir fenoligin
konsantrasyonuna karsi olusan pik alanlarin1 otomatik olarak hesaplamistir. Fenolik
konsantrasyonuna karst hesaplanan bu alanlar grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. GC-MS 6l¢iim metodu sonuglar1 Cizelge 5.8’de verilmistir. GC-MS fenolik

Ol¢iimiine ait kromatogram goriintiisti Sekil 5.66°da verilmistir.
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Sekil 5.66 Fenolik tiirlere ait GC-MS kromatogram goriintiisii

GC-MS o6lgiim metodu ile biyosensor Olciim metodu kiyaslandiginda, GC-MS o6l¢iim
metodunda hesaplanan LOD degerleri oldukga yiiksek ¢ikmistir. S6z konusu biyosensorlerde
1se LOD degerleri oldukea diisiiktiir. Yani biyosensoérde s6z konusu fenolik tiirler i¢in GC-MS
metoduna gore daha diisiik konsantrasyonlar belirlenebilmektedir. GC-MS 6l¢tim metodunda
hesaplanan geri kazanim degerleri saglikli ¢itkmamustir. Yani hazirlanan fenol konsantrasyonu
ile cihazda okunan konsantrasyon arasindaki fark biyosensore gore agiktir. GC-MS 6l¢iim
metodunda ayni konsantrasyonda fenoligin ard arda cihaza verilmesi sonucu olusan pik
alanlarinin standart sapma degerleri L calisma elektroduna gore oldukga yiiksek ¢ikmistir. Bu
da 6l¢iim stabilitesinin iyi olmadig1 sonucunu vermektedir. GC-MS 6l¢iim metodunda, lineer
okuma aralig1 p-benzokinon, 4-klorofenol ve 4-asetamidofenol i¢in olduke¢a kiigliktiir. GC-
MS o6lglim metodunda m-kresol ve p-kresol aymi yerde pik olusturduklarindan beraber
Olcililmiistiir. Ayrica GC-MS 06lgiim metodu ile test edilen her fenolik tiir igin yiiksek
konsantrasyonlarda 6l¢iim yapabilmek miimkiin degildir. Ciinkii asir1 yiiklemeler kolona ve
kolon i¢i dolgu malzemesine zarar vermektedir. GC-MS 06l¢iim metodunda kullanilan fenol
stoklar1 metanolde yani bir solventte hazirlanmistir. Sulu fazda 6l¢lim yapabilmek ancak
cihaza numune vermeden Once numuneyi ekstrakte etmekle miimkiin olabilmekte, bu da
6lciimden once kayiplara yol agabilmektedir. GC-MS 6l¢lim metodu ile dl¢lim siiresi yaklasik

30 dakika iken, biyosensorde bu siire 2 saniyedir.
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Cizelge 5.8 GC-MS Olgiim metoduyla elde edilen analitik parametreler

Fenolik tiir r Lineer LOD %Geri % RSD

aralik kazanim

(M)

(uM)
Fenol 0.997 1.56-200 1.37 94 4.85
Pp-benzokinon 0.999 1.56-25 1.49 113.5 4.39
Hidrokinon 0.999 1.56-200 1.40 96.6 4.84
2,6-dimetoksifenol 0.997 6.25-200 2.45 79.2 10.33
2-klorofenol 0.997 1.56-200 1.51 96.6 5.23
3-klorofenol 0.987 1.56-100 1.48 75.3 6.57
4-klorofenol 0.994 1.56-50 1.10 89.8 4.08
2-aminofenol tepki yok
4-metoksifenol 0.998 1.56-200 1.5 87.9 5.7
Pyrokatekol tepki yok
Guaiakol 0.998 1.56-200 1.53 100.5 5.09
m-kresol + p-kresol 0.995 1.56-200 1.39 107.6 433
o-kresol 0.997 1.56-200 1.54 96.9 53
Katekol tepki yok
4-asetamidofenol 0.966 1.56-12.5 1.5 66.3 7.54
Pyrogallol tepki yok
2,4-dimetilfenol 0.997 1.56-200 1.25 100.8 4.14
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6. SONUCLAR

1- Siirekli sistemde hazirlanan PPy/CNT/Tyr ve Ppy/Tyr elektrotlariyla katekol olgiimleri
yapilmistir. Belirleme limiti (LOD) degerleri, sirasiyla 0,671uM ve 1,440uM olarak
bulunmustur. Katekol i¢in, PPy/CNT/Tyr elektrotunun hassasiyeti 8nA/uM olup, Ppy/Tyr
elektrotundan (0,9 nA/uM) daha yiiksek bir degere sahiptir. Siirekli sistem denemeleri ile
kesikli sistemde yapilan c¢aligmalar karsilastirildiginda bu sistemde daha diisiik hassasiyet
degerleri elde edildigi goriilmektedir. Belirleme limitleri kesikli sistem elektrotlariyla
karsilastirldiginda uygun araliklarda oldugu goriilmiistiir. Siirekli sistemde hazirlanan

elektortlar genis bir lineer araliga sahiptir.

2- Kesikli sistemde karbodiimid baglama metoduyla hazirlanan calisma elektrotunda;
PPy/CNT/Tyr/GC elektrotunun kaplama esnansindaki doniistimlii voltametri grafigine gore;
akim degerleri, PPy/Tyr/GC elektrotunkine gore olduk¢a yiliksek bulunmustur. Bu durum
elektrot hazirlanmasinda CNT’nin ortama ilavesiyle iliskilidir. Hazirlanan c¢alisma
elektrotunun pyrokatekol, katekol, p-kresol, 4-metoksifenol ve 4-asetamidfenol bilesiklerine
tepki verdigi gozlenmistir. Biyosensor uygun hassasiyet degeri, diisiik belirleme limiti, genis
lineer aralik, hizli cevap siiresi ve glivenilir aralikta Ol¢iim stabilitesi gostermistir. 4-
asetamidfenol bilesigi oldukg¢a diisiik bir belirleme limitine sahiptir. Belirleme limitleri
bakimindan 4-asetamidfenol<pyrokatekol<4-metoksifenol<p-kresol<katekol seklinde bir
siralama mevcuttur. Relatif standart sapma degerleri ise %0,914-%11,2 araliginda
degismektedir. Yapilan diizenli 6l¢iimlerde 40 giin sonunda biyosensoriin aktivitesini %55

oraninda kaybettigi gdzlenmistir.

Ppy/Tyr ¢alisma elektrotunun p-benzokinon, hidrokinon, pyrokatekol, katekol ve pyrogallol
bilesiklerine tepki verdigi gézlenmistir. Tablodan da anlasilacagi gibi pyrogallol bilesigi diger
fenol bilesiklerine gore daha yiiksek bir hassasiyet degerine sahiptir. Biyosensoriin tepki
verdigi fenol bilesikleri icin hassasiyet siralamasi pyrogallol> p-benzokinon> pyrokatekol >
hidrokinon=katekol seklindedir. Fenol bilesikleri arasindaki hassasiyetin farkli olmasi,
matriksin hidrofobik o6zelliklerinden dolay1 , tutuklanan matrikste her bir fenol bilesiginin
¢Oziiniilebilirligine ve molekiiler engellemeye bagli oldugu tespit edilmistir. p-benzokinon,
hidrokinon, pyrokatekol, katekol ve pyrogallol bilesikleri icin belirleme limitleri sirasiyla
0,743; 0,2425; 1,132; 0,4472 ve 0,4115 uM olarak bulunmustur. Belirleme limitleri
bakimindan en diisiik deger goriildiigii gibi hidrokinon bilesigine aittir. iki elektrot arasinda
yapilan kiyaslamada; pyrokatekol ve katekol bilesiklerinde hesaplanan analitik parametreler

bakimindan Ppy/CNT/Tyr/GC c¢aligma elektrotunun daha verimli oldugu bulunmustur.
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Belirleme limitleri, hassasiyet ve relatif standart sapma bakimindan CNT modifiye edilmis

elektrot daha 1yi bir performans gostermistir.

3-Karbodiimid baglama metoduyla enzimin baglandigi, Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC ¢aligma elektrodunun, 18 fenol bilesigi i¢inden, pyrokatekol, p-
benzokinon, pyrogalol, 4-aminofenol, katekol ve hidrokinon bilesiklerine tepki verdigi
gozlenmistir. Pyrokatekol, p-benzokinon, pyrogalol, 4-aminofenol, katekol ve hidrokinon
bilesikleri i¢in elektrodun cevap stireleri sirasiyla; 5, 50, 12, 6, 4 ve 6 s olarak bulunmustur.
Biyosensore tepki veren fenol bilesikleri arasinda, katekoliin en diisiik hassasiyete, 4-
aminofenol’iin ise en iyi hassasiyet degerine sahip oldugu acik¢a goriilmektedir. Ayrica 4-
aminofenol bilesiginin oldukg¢a diisiikk belirleme limitine (0,0976 puM) ve relatif standart
sapma degerine (%1,532) sahip oldugu gozlenmistir.Hassasiyet degerlerine bakildiginda 4-
aminofenoliin en yiiksek hassasiyete sahip oldugu goriilmektedir. 4-aminofenol, hidrokinon,
p-benzokinon, katekol, pyrokatekol ve pyrogallol i¢in bulunan hassasiyet degerleri sirasiyla
50, 10, 9, 8, 10 ve 10 nA/uM seklindedir. Yapilan diizenli dlgiimlerde 60 giin sonunda

biyosensdriin aktivitesini % 43 oraninda kaybettigi gdzlenmistir.

Hazirlanan Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC elektrotun 4-aminofenol, hidrokinon, katekol,
p-benzokinon ve pyrogallol bilesiklerine yanit verdigi gozlenmistir. Yapilan hesaplamalarda
bu calisma elektrotu i¢in, hidrokinonun en yiiksek hassasiyet degerine (20 nA/uM) sahip
oldugu bulunmustur. Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/CNT/GC elektrot ile ayni fenol
bilesiklerine tepki verdigi gorlilmiistiir. Hidrokinon bilesiginin hassasiyeti Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/Tyr/CNT/GC elektrotta 50 nA/uM iken Poly(GMA-co-MTM)/PPy/Tyr/GC
elektrotta ise 20 nA/uM olarak bulunmustur. Genel olarak diger fenol bilesiklerinin de
karsilagtiritlmas1 yapilirsa hassasiyet, belirleme limiti ve relatif standart sapma gibi
parametreler bakimimdan CNT ile hazirlanan elektrotun degerlerinin digerine gore daha iyi
oldugu goriilebilir. Yapilan diizenli Ol¢iimlerde 40 giin sonunda biyosensor aktivitesinin

%42’sini, 60 giin sonunda ise %68’ini kaybettigi gézlenmistir.

4- Enzimin -elektropolimerizasyonla baglamasiyla Ppy/CNT/Tyr/GC ¢alisma elektrotu
hazirlanmistir. Calisma elektrotunun hidrokinon, pyrokatekol, katekol, pyrogallol ve 4-
aminofenol bilesiklerine tepki verdigi gozlenmistir. 4-aminofenol bilesigi diger fenol
bilesiklerine gore daha yliksek bir hassasiyet degerine sahiptir. Ancak genel olarak diger
enzim tutuklama yontemiyle hazirlanan elektrotlarla kiyaslandiginda hassasiyet degerlerinin
daha diisiik oldugu gozlenmistir. Hidrokinon, pyrokatekol, katekol, pyrogallol ve 4-
aminofenol bilesikleri i¢in belirleme limitleri sirastyla 0,551, 1,952, 1,228, 0,03636 ve 1 uM
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olarak bulunmustur. Belirleme limitleri bakimindan en diisiik deger gortildiigii gibi pyrogallol
bilesigine aittir. Relatif standart sapma (RSD) degerleri ise %2,928 ile %9,809 arasinda
degismektedir. Ayrica elektrotun olduk¢a genis bir lineer aralifa sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Hazirlanan ¢alisma elektrotunun, Boliim 5.3.1°de ¢alisma bulgular1 verilen
ve karbodiimid kullanilarak enzim tutuklanmasi saglanan, Ppy/CNT/Tyr/GC elektrot ile direk
enzim tutuklanmasi yontemiyle hazirlanan Ppy/CNT/Tyr/GC elektrotun ortak tepki verdigi
fenol bilesiklerinin pyrokatekol ve katekol oldugu saptanmistir. Buradan fenol bilesikleri igin
hazirlanan elektrotlarin bir segicilige sahip oldugu sonucuna varilabilir. Elektrotlar arasinda
kiyaslama yapilarak direk enzim tutklamasiyla hazirlanan Ppy/CNT/Tyr/GC elektrotun

hesaplanan analitik degerleri diger elektrota gére daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

5- Elektropolimerizasyon ile hazirlanan ¢alisma  elektrodunun  (Poly(GMA-co-
MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC) , 18 fenol bilesigi i¢inden, pyrokatekol, p-benzokinon, pyrogalol,
4-aminofenol, katekol ve hidrokinon bilesiklerine tepki verdigi gézlenmistir. Pyrokatekol, p-
benzokinon, pyrogalol, 4-aminofenol, katekol ve hidrokinon bilesikleri i¢in elektrodun cevap
stireleri sirasiyla; 7, 75, 16, 8, 6 ve 8 s olarak bulunmustur. hazirlanan biyosensore tepki veren
fenol bilesikleri arasinda, katekol ve pyrokatekoliin en diisiik hassasiyete, hidrokinon’un ise
en 1yi hassasiyet degerine sahip oldugu agik¢a goriilmektedir. Belirleme limiti (0,2902 uM) ve
relatif standart sapma (%2,722) bakimindan katekoliin en diisiik degere sahip oldugu
gozlenmistir. Boliim 4.3.3.4’de yapilis1 verilmis olan Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr-
karbodiimid/GC elektrot ile analitik parametreleri bakimindan yapilan karsilastirmada,
caligilan biyosensoriin ayni fenol bilesiklerine tepki verdigi saptanmustir. Cizelge 5.4 ve
Cizelge 5.7 incelendiginde Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC  biyosensdriiniin
hassasiyeti diger elektrota gore daha diigiik bulunmustur. Belirleme limitleri ve relatif standart
sapma degerleride bu ¢alisma elektrotunda daha yiiksektir.Ayrica yapilan diizenli 6l¢iimlerde
60 gilin sonunda biyosensoriin aktivitesini % 65 oraninda kaybettigi gdzlenmistir. Yine Boliim
4.3.3.4’de anlatildig1 sekilde hazirlanan ,enzimin karbodiimid kullanilarak capraz olarak
baglandigi, calisma elektrotu ile kiyaslandiginda Poly(GMA-co-MTM)/PPy/CNT/Tyr/GC
elektrotun aktivite kaybinin daha fazla oldugu goézlemlenmistir. Elektrotlar arasindaki bu

farkliliklarin enzim tutklama yontemlerinin farkliligindan ileri geldigi diistiniilmektedir.

6- SO0z konusu fenolikler 6l¢lim metotlarin1 karsilastirma amaciyla bir de gaz kromatografi
cithazinda 6l¢iilmiistiir. GC-MS 6l¢liim metodu ile biyosensor 6l¢iim metodu kiyaslandiginda,
GC-MS 6l¢iim metodunda hesaplanan LOD degerleri oldukega yiiksek ¢ikmistir. S6z konusu

biyosensorlerde ise LOD degerleri olduke¢a diisiiktiir. Yani biyosensorde s6z konusu fenolik
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tiirler i¢in GC-MS metoduna gore daha diisiik konsantrasyonlar belirlenebilmektedir. GC-MS
Olciim metodunda hesaplanan geri kazanim degerleri saglikli ¢ikmamistir. Yani hazirlanan
fenol konsantrasyonu ile cihazda okunan konsantrasyon arasindaki fark biyosensore gore
aciktir. GC-MS 0l¢lim metodunda ayni konsantrasyonda fenoligin ard arda cihaza verilmesi
sonucu olusan pik alanlarinin standart sapma degerleri ¢alisma elektroduna gore oldukg¢a
yiiksek ¢ikmistir. Bu da Ol¢lim stabilitesinin iyi olmadigir sonucunu vermektedir. GC-MS
0l¢iim metodunda, lineer okuma aralig1 p-benzokinon, 4-klorofenol ve 4-asetamidofenol i¢in
oldukca Kkiiciiktiir. GC-MS ©0lglim metodunda m-kresol ve p-kresol ayni yerde pik
olusturduklarindan beraber Olgiilmiistiir. Ayrica GC-MS 6lgiim metodu ile test edilen her
fenolik tiir i¢in yiiksek konsantrasyonlarda olglim yapabilmek miimkiin degildir. Ciinkii agir1
yiiklemeler kolona ve kolon i¢i dolgu malzemesine zarar vermektedir. GC-MS o6l¢tim
metodunda kullanilan fenol stoklart metanolde yani bir solventte hazirlanmistir. Sulu fazda
Olciim yapabilmek ancak cihaza numune vermeden Once numuneyi ekstrakte etmekle
miimkiin olabilmekte, bu da 6l¢iimden once kayiplara yol agabilmektedir. GC-MS o6l¢iim

metodu ile dl¢iim siiresi yaklasik 30 dakika iken, biyosensorde bu siire 2 saniyedir.
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