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OZET

Bu tez caligmasinda, bir antioksidan olan propil gallatin elektrokimyasal tayini i¢in poli(L-
Serin) (PSer), altin nanopartikiil (AuNP) ve grafen (GR) ile modifiye edilmis cams1 karbon
elektroda (GCE) dayanan voltametrik bir sensor ve tirozinaz (Tyr), paladyum nanopartikiil
(PANP), poli(L-Arjinin) (PArj) ve grafen kuantum nokta (GQD) ile modifiye edilmis perde
baskili karbon elektroda (SPE) dayanan amperometrik bir biyosensor gelistirildi. Calismada
hazirlanan modifiye elektrotlarin morfolojik analizleri taramali elektron mikroskopi yontemi
kullanilarak gerceklestirildi. Modifiye elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu igin
ise, donilisiimlii voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopiden yararlanildi.
PSer/AuNP/GR/GCE ve Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE sensor ve biyosensoriiniin optimum
yiizey bilesimi ve ¢alisma kosullart belirlendi. Optimum kosullarda sensor ve biyosensoriin
propil gallat i¢in analitik performans faktorleri arastirildi. Gelistirilen sensortin propil gallata
6,1x107=5,7x10° M araliginda dogrusal cevap gosterdigi, duyarligimin 152,29 uA mM™ ve
gbzlenebilme smirmin 1,05x107 M oldugu belirlendi. Biyosensdr igin ise, dogrusal ¢alisma
aralig1, duyarlik ve gozlenebilme simri sirasiyla 5,7x107-3,2x10° M, 47,72 nA mM™ ve
1,32x107 M olarak hesaplandi. PSer/AuNP/GR/GCE ve Tyr/PdNP/PArj/GQD/SPE nin
gergek numunelerde propil gallat tayininde kullanilabilirligi zeytinyagi numunesinde
arastirildi ve hem sensor hem de biyosensorle propil gallat igin yiiksek geri kazanimlar elde
edildi. Calismada elde edilen sonuglar hazirlanan sensér ve biyosensoriin propil gallatin
elektrokimyasal tayini i¢in literatiirdeki yontemlere iyi bir alternatif olabilecegini gosterdi.
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ABSTRACT

In this thesis, a voltametric sensor based on a glassy carbon electrode (GCE) modified with
poly(L-Serine) (PSer), gold nanoparticles (AuNP) and graphene (GR) and an amperometric
biosensor based on a screen-printed carbon electrode (SPE) modified with tyrosinase (Tyr),
palladium nanoparticles (PdNP), poly(L-Arginine) (PArj) and graphene quantum dots
(GQD) were developed for the electrochemical determination of antioxidant propyl gallate.
The morphology analysis of the modified electrodes was performed by scanning electron
microscopy method. Cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy were
used for the electrochemical characterization of the modified electrodes. The optimum
surface composition and operating conditions of the PSer/AuNP/GR/GCE sensor and
Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE biosensor were determined. The analytical performance factors of
the sensor and biosensor for propyl gallate were investigated under optimum conditions. It
was determined that the developed sensor showed linear response to propyl gallate in the
range of 6.1x107-5.7x10 M, with a sensitivity of 152.29 uA mM™ and detection limit of
1.0x107 M. The linear range, sensitivity and detection limit of the biosensor were calculated
as 5.7x107-3.2x10° M, 47.72 pA mM™ and 1.2x107 M, respectively. The usability of
PSer/AuNP/GR/GCE and Tyr/PdNP/PArj/GQD/SPE for the determination of propyl gallate
in real samples was investigated in olive oil sample and high recoveries were obtained for
propyl gallate with both sensor and biosensor. The results showed that the prepared sensor
and biosensor could be a good alternative to the methods in the literature for the
electrochemical determination of propyl gallate.
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1. GIRIS

Sentetik antioksidanlardan biri olan ve E310 koduyla bilinen propil gallat gida
endiistrisinde kati, sivi yaglarin ve yagl gidalarin peroksit kaynakli acilagmasini
onlemek i¢in katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Nguyen vd., 2021: 1; Shahidi ve
Ambigaipalan, 2015: 824; Becker, 2007: 89). Propil gallatin fazla tiikketiminin insan
saglig1 tizerinde olumsuz etkileri olabilecegini gosteren galismalar vardir (Shahidi ve
Ambigaipalan, 2015: 828). Bu nedenle propil gallatin hizli, pratik, diisiik maliyetli ve
dogru tayini i¢in analitik yontemlerin gelistirilmesi hem Klinik analizlerde hem de
gida endiistrisinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Propil gallat kapiler elektroforez (Xiang
vd., 2007: 713-714), yiiksek performansli sivi kromatografi-kiitle spektrometri (Xiu-
Qin vd., 2009: 692), yiiksek performansh sivi kromatografi (He vd., 2017: 404-405),
akis enjeksiyon spektrofotometri (Capitan-Vallvey vd., 2001: 897) gibi farkli
yontemler kullanilarak analiz edilebilir. Literatiir incelendiginde propil gallat tayini
icin  gelistirilmis  elektrokimyasal sensér ve biyosensorler bulundugu da
goriilmektedir (Morales vd., 2005a: 572-579; Sivasankaran ve Kumar, 2019: B92-
B94). Elektrokimyasal sensér ve biyosensorler kromatografi gibi klasik analiz
yontemleri ile kiyaslandiginda basitlik, az miktarda numune gerektirme, pratiklik,
diistik tayin sinirlari, diisiik maliyet, yiiksek duyarlik ve segicilik, hizli ve giivenilir
cevap, numune i¢in genellikle 6n ayirma gerektirmeme ve yerinde analiz imkan1 gibi

ustiinliiklere sahiptirler (Motshakeri vd., 2022: 2427).

Giiniimiizde sensor ve biyosensorlerin duyarlik, ¢alisma araligi, gozlenebilme sinirt
gibi gesitli analitik performans faktorlerini arttirmak icin karbon nanomalzemeler,
metal ve metal oksit nanopartikiiller, polimerler, metal organik kafes yapilar veya
kuantum noktalar gibi malzemeler ile modifiye edilmis elektrotlar kullanilmaktadir
(Sharma vd., 2018: 76-77; Kajal vd., 2022: 5; Naveen vd., 2017: 420-422; Facure
vd., 2021: 490-497). Karbon nanomalzemelerden birisi olan grafen 2004 yilinda
Geim ve Novoselov tarafindan kesfedilmistir ve bal petegi seklinde diizenlenmis sp2
hibritlesmesi yapmis karbon atomlarindan olusur. Grafen, yiiksek mekanik kararllik,
yiiksek elektron transfer yetenegi, genis yiizey alani, termal ve elektriksel iletkenlik
ozelliklerinden dolay1 biyosensér ve sensor gelistirmede yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Kour vd., 2020: 4; Bahadir ve Sezgintiirk, 2016: 1-3). Karbon
temelli nanomalzemelerden bir digeri olan grafen kuantum noktalar ilk defa 2008



yilinda Ponomarenko ve Geim tarafindan iretilmistir. Grafen kuantum noktalar
kolaylikla fonksiyonellestirilebilme o6zelligi, yiiksek biyouyumlulugu, biiyiik
yiizey/hacim orani, yliksek elektrik iletkenligi ve toksik olmama Ozelliklerinden
dolay1 son yillarda (biyo)sensor gelistirme ¢aligmalarinda kullanilmaya baglanmistir
(Mansuriya ve Altintas, 2020: 2-3; Karami vd., 2024: 2-4; lannazzo vd., 2021: 3-5;
Tian vd., 2018: 221-223). Metal nanopartikiiller elektrodun iletkenligini arttirmasi,
genis yiizey alan1 ve etkin biyomolekiil immobilizasyonunu saglamasi, elektron
transferini hizlandirmas1 gibi 06zelliklerinden dolay1r sensér ve biyosensor
gelistirmede yaygin olarak tercih edilmektedir. Altin ve paladyum nanopartikiillerin
elektrokimyasal (biyo)sensor gelistirme calismalarinda basarili uygulamalar1 rapor
edilmistir (Erden vd., 2021: 1-8; Wu vd., 2012; 33-37). Kolay hazirlanma, ¢ok sayida
fonksiyonellestirilmis gruba sahip olma, biyouyumlu olma ve toksik &zellik
gostermeme gibi Ozelliklere sahip olan poli(amino asit)’ler modifiye elektrotlarin
hazirlanmasinda kullanilan bir diger malzeme smifidir. L-Arjinin ve L-Serinin
elektrot yiizeyinde elektropolimerizasyonu ile olusturulan poli(L-Arjinin) ve poli(L-
Serin) elektrokimyasal (biyo)sensor hazirlamada kullanilan poli(amino asit)’lerdendir
(Kordasht vd., 2021: 6-18).

Bu tez ¢alismasinda propil gallatin elektrokimyasal tayini igin poli(L-Serin) (PSer),
altin nanopartikiil (AuNP) ve grafen (GR) ile modifiye camsi karbon elektroda
(GCE) dayanan voltametrik bir sensor ve tirozinaz (Tyr), paladyum nanopartikiil
(PANP), poli(L-Arjinin) (PArj) ve grafen kuantum nokta (GQD) ile modifiye edilmis
perde baskili elektroda (SPE) dayanan amperometrik bir biyosensor gelistirildi.
Sensor ve biyosensor hazirlamada kullanilan tiim malzemelerin optimum miktarlar
tek seferde tek degisken yontemi kullanilarak optimize edildi. Hazirlanan sensor ve
biyosensoriin yiizey morfolojileri incelendi ve elektrokimyasal karakterizasyonlari
yapildi. Optimum calisma kosullar1 da belirlenen sensor ve biyosensoriin bu ¢aligma
kosullar1 altinda propil gallat i¢in analitik performans faktorleri incelendi. Son olarak
gelistirilen her iki yonteminde gergek numunelerde propil gallat tayini ig¢in

kullanilabilirligi zeytinyag1t numunesinde test edildi.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri gidalarin pH, doku, lezzet, homojenlik, renk, tatlilik ve
gevreklik gibi fizikokimyasal, biyolojik ve duyusal ozelliklerini korumak ya da
gelistirmek, raf Omriinii uzatmak, Kalitesini ve kararliligini muhafaza etmek ve
arttirmak gibi ¢esitli amaglarla kullanilan maddelerdir (Martins vd., 2019: 732).
Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitiiniin (FAO) ve Diinya Saghk Orgiitiiniin
(WHO) tanimina gore ise, gida katki maddeleri yalniz basina gida gibi tiikketilmeyen,
gida i¢inde bir bilesen olarak yer almayan, ancak firetim, isleme, hazirlama,
paketleme, ambalajlama, aktarma ve tasinma gibi asamalarda belirli miktarlarda
gidalarin igerisine eklenen c¢esitli bilesiklerdir. Ancak, bu tanim besleyici nitelikleri
korumak veya gelistirmek i¢in gidaya eklenen katkilar1 ve kontaminantlar1 igermez

(Carocho vd., 2014: 377).

Cok eski ¢aglardan beri insanoglu gidalar1 muhafaza etmek icin farkli yontemler
kullanmistir. 1800’1 yillarda gida islemenin merkezilesmesi, yasal diizenlemelerin
yetersizligi, kisisel sorumlulugun azalmasi gibi nedenlerle gida katki maddeleri
kasith olarak gida tagsisi amaciyla kullanilmis ve bu durum gida kalitesi konusunda
diinya ¢apinda bir soruna yol agmustir. 1920°1i yillara gelindiginde gida analizlerinde
etkin yontemlerin gelistirilmesi ve gida ile ilgili diizenlemelerin artmasiyla birlikte
bu sorun 6nemli Ol¢lide giderilmistir. 20. ylizyilin ortalarma gelindiginde ise,
islenmis gidalar insan beslenmesinin 6nemli bir pargasi haline gelmis ve gida katki
maddelerinin kullanimi1 daha da yaygimlagmistir. Glinlimiizde bu maddelerin yararlari
ve zararlar ile ilgili pek ¢ok tartigmali ¢alisma olmasi nedeniyle kullanimlarina siki
diizenlemeler getirilmistir (Carocho vd., 2014: 377). Gidalarda kullanilan bu katki
maddeleri her iilkenin kendi mevzuatlar1 ve FAO/WHO tarafindan yayinlanan
“Kodeks Alimentariusa” dayanan bir giivenlik politikasina gore kontrol edilir

(Martins vd., 2019: 732).

Endiistriyel amagla kullanilan gida katki maddeleri islevlerine gore asitlik
diizenleyiciler, topaklanma Onleyiciler, kopiik onleyiciler, antioksidanlar, hacim
arttiricilar,  karbonatlayicilar, tasiyicilar, renklendiriciler, renk koruyucular,
emiilgatorler, emiilsifiye edici tuzlar, sikilastirici maddeler, lezzet arttiricilar, un

isleme ajanlari, kopiiklestiriciler, jellestiriciler, parlaticilar, nemlendiriciler,



koruyucular, itici gazlar, kabarticilar, baglayicilar, sabitleyiciler, tatlandiricilar ve
yogunlastiricilar olarak 25 grupta incelenmektedir (Martins vd., 2019: 734-735;
Msagati, 2012: 9-10).

Ornegin renklendiriciler, gidanin hazirlanmasi sirasinda kaybolan renkleri geri
getirmek, lezzet algisin1 artirmak veya gidanin daha cekici goriinmesini saglamak
icin gidaya eklenen bir tir katki maddesidir (Wu vd., 2022: 8498). Asitlik
diizenleyiciler, gida maddelerinin pH degerini kontrol edebilen ya da degistirebilen
ve gidada olusabilecek yiikseltgenme reaksiyonlart veya enzimatik reaksiyonlar
tizerinde etki gostererek gidanin koku, lezzet, vizkozite ve raf omrii gibi 6zelliklerini
etkileyen maddelerdir (Martins vd., 2019: 733). Antioksidanlar, oksidasyonu
geciktirerek ya da engelleyerek gidayi bozulmaktan korumak amaciyla kullanilir (Wu
vd., 2022: 8500). Lezzet arttiricilar, gidanin lezzetini gelistirmek amaciyla kullanilir.
Monosodyum glutamat ve disodyum inosinat en yaygin kullanilan lezzet
arttiricilardandir (Carocho vd., 2014: 388). Parlaticilar gidalara eklenerek daha parlak
ve gekici goriinmesini saglayan katki maddeleridir. Elma kabugunda kullanilan mum
gibi parlaticilar meyve ve sebze tlirii gidalarin raf Omriiniin uzamasin1 da saglar
(Martins vd., 2019: 737). Gidalarin depolanmasi veya tasinmasi sirasinda nem
kaybetmesi hem goriiniisiiniin bozulmasina hem de raf 6mriiniin kisalmasina neden
olur. Gidalarin nem kaybetmesini engellemek icin gliserol, mannitol gibi
nemlendirici katki maddeleri kullanilir (Msagati, 2012: 9-10). Gida katki maddeleri,
Avrupa Birligi tarafindan onaylanarak belirlenmis E ile baslayan ve 3 ya da 4 rakam
igeren bir kod ile gosterilir. Ornegin kirmiz1 gida renklendiricisi olan azorubin E122,
mantar ve maya engelleyici olarak kullanilan sorbik asit E200, yapay tatlandirici
olarak kullanilan sakkarin E954, hacim arttirici olarak kullanilan amonyum fosfat ise

E442 kodu ile gosterilir (Wood vd., 2004: 1-3).
2.1.1. Antioksidanlar

Serbest radikaller, son derece kararsiz ve diger molekiillerle kimyasal reaksiyonlara
girme egiliminde olan ve yapisinda eslesmemis elektronlar bulunan atomlar,
molekiiller veya iyonlardir. Bunlar, kararli biyolojik molekiillerden elektron
yakalayarak kendilerini kararli hale getirirler. Serbest radikaller, reaktif oksijen
tirlerini (ROT), reaktif azot tiirlerini (RNT) ve reaktif kiikiirt tiirlerini (RST)

olusturan ii¢ elementten tiiremislerdir. Oksijen merkezli serbest radikaller reaktif



oksijen tiirleri olarak adlandirilir ve siiperoksit (Oz7), hidroksil (HO), peroksil
(ROO), alkoksil (RO") ve nitrik oksit (NO") igerir (Gulcin, 2020: 652; Carocho vd.,
2018: 107). Canli organizmalar, metabolizmanin, normal solunumun ya da
ksenobiyotiklerin otoksidasyonunun yan iriinleri olarak veya bazi hastaliklardan
kaynaklanan stres sonucunda siirekli ROT’a maruz kalirlar. Tim aerobik
organizmalarda, hasarli molekiilleri yok etmek veya onarmak ic¢in antioksidan
savunmalar bulunur. Normal bir hiicrede oksijen tiirlerinin olusumu ¢ok arttiginda ve
antioksidan seviyeleri azaldiginda oksidatif stres olusur. Baska bir degisle oksidatif
stres, ROT ve antioksidan savunma arasindaki dengesizligin sonucu olarak ortaya
cikar ve bazi hiicresel islevleri diizensizlestirerek patalojik durumlara yol acabilir.
Oksidatif stres doku hasarina ve birgok hastaligin temeli olan hiicre 6liimiine neden
olabilir. Oksidatif stresin kanser, arterioskleroz, sitma ve romatoid artrit patolojisinde
yer aldig1 ve norodejeneratif hastaliklar ile yaslanma siireclerinde rol oynayabildigi
bildirilmistir. Antioksidanlar hem gidalarda hem de insan viicudunda oksidatif
stiregleri ve ROT'un zararl etkilerini azaltmada ¢ok 6nemli bir rol oynar (Moure vd.,
2001: 146-147; Gulcin, 2020: 653-657). Bir antioksidan, "oksitlenebilir bir
substratinkine  kiyasla  diisiik  derisimlerde = bulundugunda, bu substratin
oksidasyonunu biiyiik Olgiide geciktiren veya Onleyen bir madde" seklinde
tanimlanabilir (Halliwell, 1995: 1341). Gida katki maddesi olarak antioksidanlar
gidalarda lipit peroksidasyonunu geciktirir ve ikincil lipit peroksidasyon olusumunu
onler (Gulcin, 2020: 678). Antioksidanlar serbest radikal olusturmadan sahip
olduklan elektronlar1 serbest radikale vererek radikal zincir reaksiyonunu bitirir ve
boylece gidalarin oksidasyona ugramasini engeller. Bunun sonucunda antioksidanlar
gidalarin uzun siire korunmasina ve raf dmriiniin uzamasina yardimci olur (Msagati,
2012: 14; Shahidi ve Zhong, 2015: 757). Ancak gidalarda kullanilan antioksidanlarin
ucuz, distik derisimlerde bile etkili, toksik etki gdstermeyen, yiiksek kararliklikta,
tatsiz ve kokusuz Ozellikte olmasi ve gida icinde iyi ¢Oziiniirlikk gostermesi
gerekmektedir. Gidalarda kullanimin yani sira antioksidanlar insan viicudunda
serbest radikallerin ve ROT un etkilerini azaltarak kronik hastaliklarin ilerlemesini
de engeller (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015: 820-821; Gulcin, 2020: 675).

Antioksidanlarin yaygin olarak kullanimi antik c¢aglara dayanmaktadir. Hindistan,
Tayland ve Cin’de iklimden kaynakli yiiksek sicakliklarda gidalarin bozulmasinin

gidalara ¢esitli baharatlar eklenmesiyle geciktirildigi bilinmektedir (Shahidi, 2015:

5



1). 1k defa 1773 yilinda denizci hastaligi olarak bilinen iskorbiit hastaliginin
tedavisinde kullanilan sirke, hardal ve sarimsagin aslinda higbir etki etmedigi
hastalara portakal, limon gibi turunggillerde bol miktarda bulunan L-askorbat
verildiginde ise hastalarin iyilestigi rapor edilmistir (Sakihama ve Yamasaki, 2021:
306). Antioksidanlar dogal ve sentetik olarak iki grupta incelenebilir (Lopez-
Pedrouso vd., 2022: 1). Giiniimiizde yaygin olarak sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Bunun temel nedeni, dogal antioksidanlarin hem maliyetinin

yiiksek olmasi hem de tiretim verimliliginin diisiik olmasidir (Moure vd., 2001: 146).
2.1.1.1. Dogal antioksidanlar

Gidalarda sentetik antioksidanlar yaygin olarak kullanilsa da gida igerisinde hem
yagda hem de suda rahatlikla ¢oziinmeleri ve ayni1 zamanda saglik agisindan daha az
zararli olmalar1 nedeniyle dogal antioksidanlar da kullanilmaktadir (Moure vd., 2001:
146). Ozellikle son yillarda sentetik antioksidanlarm toksisitesi ve saglik iizerindeki
olast etkileri dogal antioksidanlara olan ilgiyi arttirmistir. Bu tiir antioksidanlarin
insan saglig1 tzerinde bir risk olusturmadigr distiniilmektedir ve gidalarda
kullanilabilecek dogal antioksidanlarla ilgili ¢alismalar giderek yayginlagmaktadir
(Gulcin, 2020: 657-658). Gidalarda reaktif oksijen tiirleri, serbest radikaller ve
oksidasyonu hizlandiric1 faktorler oksidatif strese yol acar. Antioksidanlar serbest
radikal olusumunu engelleyerek otoksidasyona karsi bir ¢6ziim olur (Brewer, 2011:
221).

Meyve, sebze, tohum, yaprak, kabuk gibi bitkilerin tiim kisimlarinda bulunabilen
bitki fenolikleri baslica dogal antioksidan kaynaklaridir. Vanilik asit, p-
hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, sinnamik asit, rosmarinik asit gibi
fenolik asitler, kuartesin, kemferol gibi flavonoidler, B-karoten, likopen, lutein,
retinol (vitamin A) gibi karateoidler, stilbenler, kumarinler, lignanlar, taninler ve
tokoferoller (vitamin E) dogal antioksidan aktivitesine sahip 6nemli bilesiklerdir.
Insanlar diyet yoluyla dogal antioksidan aktiviteye sahip pek ¢ok bilesigi viicutlarina
almaktadir. Bu bilesiklerin en 6nemlilerinden birisi askorbik asittir (vitamin C). Suda
¢oziinen bir vitamin olan askorbik asit en giiclii antioksidanlardan birisidir. Pek ¢ok
gidada yiiksek derisimlerde bulunan askorbik asit oksidanlarla reaksiyona girer,
elektron transferi yoluyla zincirleme radikal reaksiyonlarini sonlandirabilir (Gulcin,

2020: 658-673).



2.1.1.2. Sentetik antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar dogal antioksidanlara goére daha ucuz olmalar1 ve bol
bulunmalar1 nedeniyle yaklasik 70 yildir gidalarda katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Dogada bulunmayan ve laboratuvarda kimyasal olarak sentezlenen
bu maddeler isleme ve depolama sirasinda lipit oksidasyonunu engellemek ve
boylece gidanin raf dmriinii uzatmak amaciyla yaglara ve yagl gidalara ilave edilir.
Dogal antioksidanlarin  kararsizligt nedeniyle gida endiistrisinde sentetik
antioksidanlarin kullanimi yaygindir. Biitil hidroksitoluen (BHT), dodesil gallat
(DG), biitil hidroksianisol (BHA), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ), oktil gallat (OG)
ve propil gallat (PG) gidalarda kullanimina izin verilen sentetik fenolik
antioksidanlardir (Gulcin, 2020: 675; Uzombah, 2022: 6-7). Ancak potansiyel
toksisite etkileri nedeniyle sentetik fenolik antioksidanlarin gida maddelerinde
kullanim1 yonetmeliklerle siki bir sekilde diizenlenmektedir. Monofenolik bir
antioksidan olan BHA, 3-tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve 2-tersiyer-biitil-4-
hidroksianisol olmak iizere iki izomerin karigimi olan beyaz mumsu pullar halinde
bulunur. Kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu onlemede 6zellikle etkin olan
BHA kat1 ve siv1 yaglarda ¢ok ¢oziiniir, suda ise ¢ézlinmez ve ugucu yaglarin tat ve
renginin bozulmasint engellemek icin kullanilir. BHA, firinlanmis ve kizartilmis
gidalara, kuru tahillara, patates iceren firiinlere, tatli karisimlarina ve igeceklere
katilir. (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015: 825-827; Dolatabadi ve Kashanian, 2010:
1225). Tipki BHA gibi bir monofenol olan BHT molekiile daha fazla sterik engel
yaratan iki tert-butil grubunun varligi nedeniyle BHA kadar etkili degildir. BHT
hayvansal yaglarin oksidasyonunu bastirmada bitkisel yaglardan daha etkilidir
(Shahidi ve Ambigaipalan, 2015: 827-828). TBHQ doymamis bitkisel yaglar,
yenilebilir hayvansal yaglar ve g¢esitli et {riinleri i¢in kullanilan sentetik bir
antioksidandir. TBHQ ilave edildigi gidanin kokusunda ya da renginde herhangi bir
degisiklige neden olmaz (Kashanian ve Dolatabadi, 2009: 743). 1-oktanol ve gallik
asitin esteri olan oktil gallat da gidalarda TBHQ, BHA, BHT ve PG kadar olmasa da
kullanilan fenolik bir sentetik antioksidandir (Gulcin, 2020: 657).

2.1.1.2.1. Propil gallat

Propil gallat 3,4,5-trihidroksibenzoik asidin propil esteridir. CioH1205 molekiil
formiiliiyle bilinen propil gallatin kimyasal ad1 n-propil 3,4,5-trihidroksibenzoat olup,



yapist Sekil 2.1°de verilmistir. Beyaz veya krem renginde kristal seklinde bulunan
kokusuz bir kat1 olan PG, etanol, eter ve propan-1,2-diolde ¢oziiniirken sudaki
cozliniirliighi  dusiktir (EFSA, 2014: 7). PG, gallik asidin propil alkol ile
esterlestirilmesi ve sonrasinda fazla alkoliin uzaklastirilmasi i¢in damitilmasiyla
hazirlanir (Dolatabadi ve Kashanian, 2010: 1225). E310 koduyla bilinen PG,
1948'den beri kat1 veya sivi yaglarda ve yaglh gidalarda peroksit kaynakli acilagsmay1
onlemek i¢in kullanilmaktadir. PG’nin ayrica kozmetik endiistrisinde, yapistiricilarda
ve makine yaglarinda katki maddesi olarak kullanildigi bilinmektedir (Nguyen vd.,
2021: 1; Shahidi ve Ambigaipalan, 2015: 828). Erime noktas1 146—150 °C araliginda
oldugu i¢in PG, 1s1l iglem sirasinda etkinligini yitirir ve bundan dolay1 190 °C'yi asan
sicakliklart i¢eren uygulamalarda kullanimi uygun degildir (EFSA, 2014: 7, Shahidi
ve Ambigaipalan, 2015: 828).

Bitkisel yaglar, et {iriinleri, patates cipsleri, sakiz, seker vb. PG’nin siklikla
kullanildig1 gida triinleridir (Uzombah, 2022: 7). PG'nin tolere edilebilir giinliik alim
miktar1 0—0,25 mg/kg viicut agirligt olarak bildirilmistir (Shahidi ve Ambigaipalan,
2015: 828). PG’nin serbest radikal temizleyici oldugu ve yaglarin serbest radikal
peroksidasyonunu 6nlemek i¢in kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Lipid hasari, tiim

lipidler ytikseltgeninceye kadar devam eder. Bu reaksiyon asagidaki gibi gergeklesir:
LH (lipit) + R* — L* (serbest lipit radikali) + RH

L* + O, — LOO* (lipit peroksi radikali)

LOO® + LH — LOOH + L

Propil gallat bu reaksiyona lipit peroksi radikali olusumu sonrasi agsagida gosterildigi
gibi katilir.

PGH (propil gallat) + LOO® — LOOH + PG’
PG* + PGH — PG — PG

Reaksiyona gore serbest lipit radikali oksijenle tepkimeye girerek lipit peroksi
radikali olusturur. Ardindan propil gallatin yapisinda bulunan hidroksil gruplari

hidrojen vererek serbest lipit radikalini ortadan kaldirir (Becker, 2007: 90-91).
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Sekil 2.1. Propil gallatin kimyasal yapis1
2.1.2. Antioksidanlarin insan Saghgina Etkileri

Antioksidanlar serbest radikal temizleme yeteneklerinden dolayr farkli hastaliklara
neden olan oksidatif reaksiyonlari Onleyebilir. Antioksidanlarin insan sagligina
faydali olabilecegini gosteren ¢aligmalar vardir. Ancak, kanserle ilgili aragtirmalarda
antioksidanlarin kanser tedavisinde bir yontem olarak kullanilmasinin yani sira
kanser hiicresinin ilerlemesinde arttirict bir etkiye sahip oldugu da goézlemlenmistir
(Sarangarajan vd., 2017: 1112). Serbest radikal iiretimi ve antioksidan savunmasi
arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres ortaya ¢ikar ve bu stres lipidlerde,
proteinlerde, niikleik asitlerde ve cesitli molekiillerde hasara yol agar. Insan
viicudunda olusan hasarlar sonucunda artrit, vaskiilit, glomeriilonefrit, lupu,
eritematdz yetigkin solunum yolu hastaliklar1 gibi inflamatuar hastaliklar ortaya
cikabilirken, kalp hastaliklari, felg, bagirsak iskemi, hemokromatoz, mide iilseri,
hipertansiyon norolojik hastaliklar ve alkolizm gibi hastaliklar da tetiklenebilir (Lobo
vd., 2010: 120-121).

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin genel olarak
giivenli oldugu kabul edilse bile bazi caligmalar bunun aksini iddia etmektedir.
Ornegin %1-2 oraninda BHA’nin DNA'da kalitsal degisikliklere neden olarak
kemirgen midesinde tiimor olusumuna yol actig1 varsayilmaktadir. Ancak, diyetle
alman %0,25 ve %0,75 seviyelerindeki BHA ’nin geng disi fareleri monokrotalinin
akut toksisitesine karsi korudugu bulunmustur. TBHQ’nun yiiksek dozlarina maruz
kalinmasinin laboratuvar hayvanlarinda DNA {izerinde olumsuz etkiler yaptig1 ya da
mide tiimorlerinin onciisti oldugu bildirilmistir. Propil gallat ve metaboliti olan gallik

asidin karaciger toksisitesi sergiledigi ve karsinogenezi arttirdigi gosterilmistir.



PG’nin ayrica mitokondriyi bozarak ATP tiikenmesine yol agtigt ve sigan
hepatositleri igin sitotoksik oldugu rapor edilmistir. BHT'nin yiiksek dozlarda
alindiginda K vitaminine bagli kan pihtilasma faktorlerini azaltarak bazi fare ve
kobay tiirlerinde 6liime neden olacak kadar siddetli i¢ ve dis kanamaya neden
olabilecegi bildirilmistir. BHT'nin genotoksik veya tekrarlanabilir sekilde kanserojen
olmadigini, ancak 250 mg/kg/giin veya daha yiiksek dozlarda tiimor yapici 6zellik
gosterebilecegini rapor eden calismalar da vardir. Uluslararast Kanser Aragtirmalari
Ajanst’nin genel degerlendirmesi ise, BHT'nin insanlar i¢in kanserojen olmadigi
yontindedir (Williams vd., 1999: 1027-1034; Shahidi ve Ambigaipalan, 2015: 825-
828). Literatiirdeki tiim bu celigkili ¢alismalar nedeniyle sentetik antioksidanlarin
gidalarda yasal diizenlemelerle belirlenen limitleri agsmayacak sekilde kullanilmasi

biiyiik 6neme sahiptir.
2.1.3. Antioksidanlarin Analiz Yontemleri

Antioksidanlarin tahil iiriinlerinde, kati ve sivi yaglarda, ballarda, iceceklerde ve
cesitli kuru gidalarda nicel ve nitel analizinde ¢esitli klasik analiz yontemleri
kullanilmaktadir. Yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC), kolorimetri, gaz
kromatografi (GC) ve spektrofotometri, kapiler elektroforez, gaz kromatografi-kiitle
spektrometri (GC-MS) gibi yontemler antioksidan analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin yani sira ¢evre dostu, ucuz, cevap siiresi kisa, daha
diisiik tayin sinirina sahip, karmasik numune hazirlama basamagi olmayan, yerinde
analiz sans1 taniyan elektrokimyasal yontemler de antioksidan analizlerinde
kullanilmaktadir (Wang vd., 2021: 1-2, Hoyos-Arbelaez vd., 2017: 1372).

Propil gallatin tayininde ise kemiliiminesans ile birlestirilmis yiiksek performanslt
sivi kromatografi (He vd., 2017: 404-405), akis enjeksiyon spektrofotometri
(Capitan-Vallvey vd., 2001: 897), elektrokinetik kilcal kromatografi (Guan vd.,
2006: 157-158), HPLC-MS (Xiu-Qin vd., 2009: 692-693) ve elektrokimyasal
yontemler (Sivasankaran ve Kumar, 2019: B92-B94) kullanilmaktadir.

2.2. Elektrokimyasal Yéntemler

Elektrokimyasal yontemler akim, potansiyel ve yiik gibi elektriksel biiyiikliiklerin
ol¢tilmesi ve bu biiyiikliiklerin kimyasal parametrelerle iliskilendirilmesine dayanir.
Bu yontemler g¢evresel izleme, endiistriyel uygulamalarda kalite kontrol ve Klinik

analizler basta olmak iizere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Wang, 2006: 1-2).
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Elektrokimyasal teknikler, kromatografi, spektrometri gibi geleneksel yontemlerle
kiyaslandiginda, basitlik, pratiklik, diisiik maliyet, yiiksek duyarlik ve segicilik,
diistik tayin sinir1, az miktarda numune gerektirme, hizli ve giivenilir cevap, numune
icin genellikle 6n ayirma gerektirmeme gibi istiinliiklere sahiptirler (Motshakeri vd.,
2022: 2429).

Elektrokimyasal yontemler elektrot ve ¢ozelti arasindaki araylizeyde gerceklesir.
Elektroanalitik ol¢iimlerde potansiyometrik ve potansiyostatik olarak iki ana tiir
vardir. Her iki tiirde de elektrokimyasal hiicreyi olusturan en az iki elektrot ve bir
numune ¢dzeltisi (elektrolit) bulunur. iki elektrottan birincisi ¢alisma elektrodudur.
Calisma elektrodu analiz edilecek maddeye cevap verirken referans elektrot ise sabit
potansiyele sahiptir. Potansiyometri analit hakkindaki bilgilerin bir membran
boyunca olusan potansiyelin ol¢lilmesiyle elde edildigi akimin pratikge sifir oldugu
statik bir tekniktir ve ydntemin seciciligini arttirmak igin farkli iyon tanima
yetenegine sahip cesitli tiirlerde membranlar kullanilir. Potansiyostatik yontemde ise,
elektrot ile ¢ozelti arasindaki yiikk aktarim siirec¢leri akimin sifirdan farkli oldugu
dinamik kosullarda incelenir. Bu yontemde potansiyel uygulanarak bir elektron
transfer reaksiyonu baslatilir ardindan agiga ¢ikan akim o6lgiiliir. Potansiyostatik
yontemlerde indirgenebilen ya da yiikseltgenebilen elektroaktif maddeler analiz
edilebilir. Potansiyostatik yontemlerin avantajlar1 yiiksek hassasiyet, yiiksek
secicilik, genis calisma araligi, yerinde analiz imkani1 ve diisilk maliyettir (Wang,
2006: 1-2).

2.2.1. Voltametri

Voltametri yontemi caligma elektrotunun polarize oldugu kosullar altinda akimin
potansiyelin bir fonksiyonu olarak ol¢iilmesi temeline dayanir. Bu yontemde en
onemli olay polarizasyonun saglanmasidir ve bunun i¢in mikroelektrotlar kullanilir
(Skoog vd., 2000: 653-655). Voltametride genellikle ii¢ elektrot kullanilmaktadir. Bu
ii¢ elektrot karsit elektrot, referans elektrot ve calisma elektrodu olarak adlandirilir.
Referans elektrot sabit ve bilinen bir elektrot potansiyeline sahiptir. Referans
elektrot, diger iki elektrot arasindaki voltaji oOlcerek ¢aligma elektrodunun
potansiyelini kontrol etmeye yardimci olur. Genellikle platin tel olan karsit elektrot,
sinyal kaynagindan gelen elektrigin ¢ozelti icerisinden gecerek calisma elektroduna

iletilmesi gorevini gorlir. Calisma elektrodunun elektrolit/elektrot arayilizeyinde
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olusan potansiyel fark potansiyostat yardimiyla kontrol edilir (Skoog vd., 2000: 653-
655; Scholz, 2015: 1-3).

Voltametrinin  atas1  1922’de Jaroslav  Heyrovskiy’nin  gelistirmis  oldugu
polarografidir. Bu yontemde Heyrovsky calisma elektrodu olarak damlayan civa
elektrodu kullanmistir. Kullanilan elektrodun kolayca yenilenebilir yiizeyi ve genis
katodik potansiyel aralig1 nedeniyle, yontem indirgenebilir tlirlerin tayininde yaygin
bi¢imde kullanilmisgtir (Scholz, 2015: 9-10; Wang, 2006: 69-75). Voltametri yontemi
farkli ortamlarda olusan yiikseltgenme ve indirgenme olaylarinin, yiizeylerdeki
adsorpsiyon siireglerinin  ve kimyasal modifikasyon yapilmis elektrotlarin
yiizeylerindeki elektron transfer mekanizmalarinin aydinlatilmasinda kullanilir. Bu
yontemde, calisma elektrodunun oldugu elektrokimyasal hiicreye farklandirilabilir
bir potansiyel uyarma sinyali uygulanir ve uygulanan bu sinyal bir akim olusturur.
Voltametrik yontemler kullanilan uyarma sinyalinin tiiriine gore dogrusal taramali
voltametri, kare dalga voltametri, diferansiyel puls voltametri ve doniisiimlii
voltametri gibi farkli gruplara ayrilir (Skoog vd., 2000: 653-655).

2.2.1.2. Doniisiimlii voltametri

Dontigiimlii voltametri (CV) elektrokimyasal reaksiyonlart aydinlatmak igin siklikla
kullanilan bir yontemdir. CV kullanilarak, redoks siire¢lerinin termodinamigi ve
heterojen elektron transferi reaksiyonlarinin Kkinetiginin yani sira adsorpsiyon
stiregleri hakkinda 6nemli bilgiler saglanabilir. Doniistimlii voltametri elektroaktif
tiirlerin redoks potansiyellerinin tayin edilmesine ve ortamin redoks siireci iizerindeki
etkisini incelemeye olanak sagladigindan elektroanalitik c¢alisma yapilirken tercih
edilen ilk yontemdir. Bu yontemde karistirllmayan bir ¢ozeltideki sabit ¢aligma
elektroduna tiggen dalga seklinde potansiyel uygulanarak potansiyelinin dogrusal
olarak taranmasi saglanir. Arastirilacak bilgiye gore bir veya birden fazla dongii
alinabilir. Potansiyel taramasi sirasinda potansiyostat akimi olger, Olgiilen akim
potansiyele kars1 grafige gegirilir ve bu grafik donistimlii voltamogram olarak
adlandirilir (Wang, 2006: 29-37).

O yiikseltgenmis bir tiir, R ayn tiiriin indirgenmis formu ve n sisteme potansiyel
uygulandiginda reaksiyonun gergeklesmesi i¢in gerekli elektron sayisi olmak iizere O
+ ne” < R tersinir sistemi ele alindiginda tek bir potansiyel dongiisii i¢in beklenen

voltamogram Sekil 2.2°de verilmektedir. Baslangigta sadece R tiiriiniin oldugu
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varsayilir. Dongiiniin ilk yaris1 i¢in hi¢bir reaksiyonun gerceklesmedigi bir potansiyel
degerinden baslayarak pozitif tarama potansiyeli segilir. Potansiyel redoks siireci igin
karakteristik standart indirgeme potansiyeline (E°®) yaklastik¢a, anodik akim bir tepe
noktasina ulasilana kadar artmaya baglar. Yiikseltgenmenin gerceklestigi potansiyel
bolgesini gegtikten sonra potansiyel tarama yoni tersine ¢evrilir. Ters taramada ise,
O molekiilleri R'ye geri indirgenir ve katodik pik gozlenir (Hoyos-Arbelaez vd.,
2017; 1374; Motshakeri vd., 2022: 2430).
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Sekil 2.2. Tersinir bir sistem igin tipik bir doniistimlii voltamogram

Yalnizca ileri tarama gerceklestirilir ve geri tarama yapilmazsa, bu teknik dogrusal
taramalt voltametri (LSV) olarak adlandirilir. Doniisimli  voltamogramdan
reaksiyonun tersinir, tersinmez ya da yar tersinir oldugu, aktarilan elektron sayis1 ve
¢ozeltide difiizyonun rolii veya elektrot yiizeyinde analitlerin adsorpsiyonu gibi
bir¢ok yararli bilgi elde edilebilir (Motshakeri vd., 2022: 2430).

2.2.1.3. Diferansiyel puls voltametri

Puls teknikleri faradayik ve faradayik olmayan akimlar arasindaki orami arttirarak
voltametrik dl¢limlerin tayin sinirlarini diisiirmek amaciyla gelistirilmistir. Kullanilan
uyarma sinyalinin tiirline gore puls teknikleri, normal puls voltametri, diferansiyel

puls voltametri ve kare dalga voltametri gibi isimler alir (Wang, 2006: 77-80).

Diferansiyel puls voltametri (DPV) eser miktardaki organik ve inorganik tiirlerin
tayininde yaygin olarak kullanilmaktadir. DPV, sabit biiytikliikteki pulslarin dogrusal

bir potansiyel rampasi iizerine bindirildigi bir yontemdir. Bu yontemde calisma
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elektroduna puls uygulanmadan hemen 6nce ve sonra akim 6lgiiliir ve bu iki akimin
farki alinir. Elde edilen akim farki elektroda uygulanan potansiyele karsi grafige
gecirilir ve diferansiyel puls voltamogramlari elde edilir. DPV’de puls uzunlugu
genellikle 40 ila 60 ms arasinda degerler alir ve pulslar arasindaki aralik 0,5 ile 5 sn
arasinda degisir. Bu voltamogramlarda pik akiminin yiiksekligi analiz edilen
maddenin derisimi ile dogru orantilidir. DPV’nin en 6nemli {stiinliiklerinden birisi
benzer redoks potansiyellerine sahip tiirlerin analizinin yapilabilmesidir. Cogu zaman
redoks potansiyelleri arasinda 50 mV olan tiirler bu yontem ile 6l¢iilebilir (Wang,

2006: 77-80; Hoyos-Arbelaez vd., 2017: 1374).
2.2.2. Kronoamperometri

Kronoamperometri, c¢alisma elektrodunun potansiyelinin  hi¢gbir  faradayik
reaksiyonun olusmadigi bir degerden elektroaktif tiirlerin ylizey derisiminin pratikge
sifir oldugu potansiyele adim adim c¢ikarilmasini igerir. Bu yontemde, uygulanan
sabit potansiyelde elektroaktif tiiriin indirgenme ya da ylikseltgenmesi nedeniyle
olusan akim Ol¢iiliir. Yontemde elektroda uygulanan sabit potansiyel sonucu ortaya
cikan akim—zaman iliskisi izlenir. Diflizyon smirh akim, elektrot ylizeyinin
yakinindaki derisim gradyanina cevap olarak azalan zamanin bir fonksiyonu olarak
kaydedilir (Wang, 2006: 67-69). Yontem bir analit reaksiyonunun kinetiklerini
arastirmak, analitin diflizyon katsayisin1 belirlemek gibi amaclarla kullanilir

(Motshakeri vd., 2022: 2430).

Kronoamperometri gibi potansiyel kontrollii bir yontemde akimin zamanla degisimi

Cottrell esitligi ile verilir.

, nFACD'Y? .,
l(t) = W =kt

Yukaridaki Cottrell esitliginde n aktarilan elektron sayisini, F Faraday sabitini, A
elektrodun elektroaktif alanini, C analitin derisimini, D analitin difiizyon katsayisin

ve t ise zamani ifade etmektedir (Wang, 2006: 67-69).
2.2.3. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi

Elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) elektrokimyasal sistemlerin
iletkenligini ve direncini incelemeye yarayan Dbir yontemdir. EIS devredeki

empedansin direng birimi olan ohm ile Ol¢iildiigii elektrokimyasal tekniklerden
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biridir. EIS kiitle aktarimi1, yiik aktarimi ve difiizyon siire¢lerini inceleyebilmek igin
kullanilabilir. Geleneksel bir elektrokimyasal hiicrede elektrodun redoks tiirleriyle
etkilesimi, elektroaktif tiirlerin derisimi, yilik transferi ve elektrolitin direncine ek
olarak y1gin ¢ozeltiden elektrot yiizeyine kiitle transferini igerir. Bu 6zelliklerden her
birisi esdeger bir devre olusturmak igin seri veya paralel baglanmis direngler,
kapasitorler ya da sabit faz elementlerinden olusan elektriksel bir devre ile
karakterize edilir. Elektrot c¢ozelti arayiizeyinde gergeklesen elektrokimyasal
degisimler deneysel empedans spektrumuna karsilik gelen elektronik esdeger devre
elemanlar1 kullanilarak modellenebilir. Tasarlanan elektrik devresinde yaygin olarak
Randles modeli kullanilir. Bu model ¢ozeltinin direnci (Rs), elektrot yiizeyindeki ¢ift
katmanli kapasitans (Cg), yiik aktarim direnci (R¢;) ve Warburg direncinden (W)
olusur. Empedans gercek kisim ve sanal kisim olmak iizere ikiye ayrilir. Gergek
kisim (Zgercek) X €kseninde, sanal kisimda (Zsanal) Y ekseninde olacak sekilde grafige
gecirildiginde Nyquist egrileri elde edilir. Nyquist grafiginde her nokta bir frekans
noktasindaki empedans degerini ifade etmektedir. Nyquist grafiginin sekli ¢alisma
elektrodunun bilesimine ve elektrot yiizeyinde ya da ¢o6zeltide meydana gelen
elektrokimyasal tepkimelere baglidir. Tipik bir Nyquist egrisi genellikle bir yarim
daire ve diiz bir ¢izgiden olusur. Nyquist egrisinde yiiksek frekansta elde edilen
yarim daire elektron transferiyle sinirli siirece karsilik gelirken diisiik frekanslarda
elde edilen diiz ¢izgi ise diflizyonla sinirh siireci gostermektedir. Elektron transferi
cok hizli gerceklesiyorsa spektrum sadece dogrusal alani igerirken elektron
transferinin yavas oldugu reaksiyonlarda biiyiik yarim daire olugmaktadir. Olusan
yarim dairenin ¢ap1 (R;) elektron transfer direncini ifade eder (Magar vd., 2021: 1-
21; Wang, 2006: 58-61). EIS elektrokimyasal sistemlerin kinetik ve mekanik
verilerinde, korozyon arastirmalarinda, yari iletken biliminde, enerji doniisiim ve
depolama teknolojilerinde, kimyasal ve biyoalgilamada kullanilmaktadir (Lazanas ve
Prodromidis, 2023: 162).

2.3. Sensorler

Sensorler gelen spesifik bilgileri belli kurallara gore c¢ikis sinyaline donistiiren
cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Sensorler 151k, ses, sicaklik ve basing gibi fiziksel
bilgileri algilayan fiziksel sensorler ve madde bilesimi, derisim gibi kimyasal bilgileri

algilayan kimyasal sensorler olarak iki gruba ayrilir (Yu vd., 2023: 1). Kimyasal
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sensorler analitin derisiminden toplam bilesim analizine kadar genis yelpazedeki
kimyasal bilgiyi analitik olarak yararli bir sinyale donistiirebilen cihazlardir
(Korotcenkov ve Cho, 2011: 1). Bir sensoriin genel yapisi Sekil 2.3’de verilmistir.
Sensorler reseptor ve doniistiiriicii olarak iki ana kisimdan olusur. Reseptor analitle
etkilesime giren algilama materyalidir. Doniistiiriici (transduser) ise, reseptérden
gelen giris sinyalini Ol¢iilebilir bir sinyale doéniistiiren sistemdir (Yu vd., 2023: 1;
Griindler, 2007: 8-9).

|
. ‘ . m—-- .': e —
A g% ==
Analit Sinyal Cevap

Sekil 2.3. Bir sensoriin genel gosterimi

Sensorlerin tarihsel gelisimine bakildiginda ilk olarak Nernst ve Kohlraush tarafindan
1904’de termal iletkenlik esasina dayali gaz sensorii gelistirilmistir. Ardindan
1909°da Haber ve Klemensiewicz cam elektrodu gelistirmistir. 1922’de ise, Hughes
ilk cam pH elektrodu bulmustur. Ancak bu elektrot giinliik kalibrasyon gerektirir ve
kullanimu ¢ozeltilerdeki veya 1slak yilizeylerdeki 6lgiimler ile sinirlidir (Korotcenkov
ve Cho, 2011: 7-9). 1940-1950 yillar1 arasinda elektrot yiizeyindeki indirgenme-
ylikseltgenme tepkimeleri biiyiik ilgi gérmeye baslamigtir ve bu tepkimeler bilim
insanlarinin  metal iyonlarmin ve bazi organik bilesiklerin tayini igin analitik
yontemler gelistirmesine olanak saglamistir. 1956°da ise Lenand Clark tarafindan
dokularda ve biyolojik sivilardaki oksijen miktarin1 6lgmek i¢in oksijen elektrodu
kesfedilmistir. Bu elektrot, elektrokimyasal sensorlerin ilk uygulamasi olarak kabul
edilmektedir (Korotcenkov ve Cho, 2011: 7-9).

Kimyasal analizlerde kullanilan klasik ydntemler bir¢ok dezavantaja sahiptir.
Ornegin yaygin olarak kullanilan HPLC ve spektroskopik yontemler gida, farmasotik
ve ¢evresel bilesiklerin analizinde yerinde analize imkan tanimama, yiiksek maliyetli

ve zahmetli olma, uzman analizciye ihtiyag duyma gibi dezavantajlar gosterir.
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Sensoérler tasinabilir olmasi, pratik ve uzmanlik gerektirmeyen kullanimi ve klasik
yontemlere gore daha diisiik maliyeti nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gormektedir
(Karimi-Maleh vd., 2020: 682-683; Khizar vd., 2022: 4). Sensorlerin kullanim
alanlar1 oldukg¢a genistir. Cevresel uygulamalarda sensorlerin kullanim alanlarina
endiistriyel faaliyetler sonucunda agiga ¢ikan zehirli gazlarin analizi, suyun i¢inde
bulunan toksik iyonlarin tespiti, tarimda kullanilan ila¢ ve giibrelerin dogaya
salinmasindan kaynaklanan Kirleticilerin analizi gibi o6rnekler verilebilir. Saglik
alaninda ise sensorler, insan fizyolojisinde 6nemli rol oynayan maddelerin analizi,
bakteri ve virtislerin belirlenmesi gibi uygulamalarda kullanilmaktadir. Gida
kalitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan vitaminler, sakkaritler, antioksidanlar,
patojenik mikroorganizmalar gibi pek ¢ok maddenin analizinde sensorler
kullanilmaktadir. Diger ©Onemli kullanim alan1 ise patlayicilarin, patojenik

mikroorganizmalarin ve zehirli gazlarin tespitidir (Banica, 2012: Baslik 1).
2.3.1. Sensorlerin Simflandirilmasi

Sensorler kullanilan donistiiriicii ¢esidine gore elektrokimyasal, kiitle duyarli,
kalorimetrik ve optik olarak dort grupta incelenir (Korotcenkov ve Cho, 2011: 5-7).
Kiitleye duyarli sensorler, analit ile etkilesim sirasinda sensor yilizeyindeki kiitlede
olusan farkliliklara dayanir. Kiitledeki degisim, algilama katmani ile etkilesim
sirasinda analiz yapilacak maddenin birikmesinden kaynaklanir. Optik sensoérler,
analiz edilecek maddenin reseptor ile etkilesimi sonucu olusan foton radyasyonunun
yogunlugunun Ol¢iilmesine dayanir. Bu tip sensérlerde absorbans, yansima,
floresans, fosforesans, kirilma indisi ve ylizey plazmon rezonansi gibi ¢esitli optik
transdiiksiyon teknikleri kullanilir (Plata vd., 2010: 2538-2551). Kalorimetrik
sensorler, analiz edilecek madde ile reseptor etkilesimi sonucunda agiga ¢ikan 1s1
degisimini incelemektedir (Banica, 2012: Baslik 1). Elektrokimyasal sensorler,
elektrot ile ¢ozelti araylizeyinde meydana gelen iyon taginmasi, iyon dagilimi ve
elektron transferi reaksiyonlarina dayanir. Elektrokimyasal sensorler basitlik, hizli
cevap, diisiik maliyet, minyatiirlesmeye uygunluk, yerinde analiz imkani, yiiksek
duyarlik gibi 6zelliklere sahiptir. Bu tip sensorler voltametrik, potansiyometrik ve
kondiiktometrik olarak siniflandirilir. Potansiyometrik sensorlerde ¢alisma elektrodu
ile referans elektrot arasindaki potansiyel farki 6l¢iiliir. Kondiiktometrik sensorler, iki

elektrot arasindaki iletkenlik degisimini Glger. Voltametrik sensorlerde ise ¢alisma
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elektroduna sabit ya da degisen bir potansiyel uygulandiginda elektrot yiizeyindeki
elektrokimyasal reaksiyon sonucu aciga ¢ikan akim 6lgiiliir (Banica, 2012: Baslik 1;

Plata vd., 2010: 2526-2527).
2.4. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik bir bileseni elektronik bir dondstiiriicti ile birlestiren ve
biyokimyasal sinyalleri elektrokimyasal, termal veya optik sinyallere doniistiiren
analitik cihazlardir. Biyosensdrde olusan sinyalin biiyiikligli, biyoalgilama
elemaninin baglandigi analitin derisimiyle orantilidir (Verma ve Bhardwaj, 2015:
3099-3100; Bobade vd., 2016: 132-133). Biyosensorler, biyoreseptor ve doniistiiriicii
olmak tizere iKi boliimden olusur. Biyoreseptor, bir sinyal olusturmak tizere analiti
algilayan ve onunla etkilesime giren bilesendir, doniistiiriicii ise sinyalin dlgiilebilir
analitik bir sinyale doniismesini saglayan boliimdiir (Griindler, 2007: 8-9; Banu vd.,
2021: 382).

Biyosensorlerin tarihsel gelisimine bakildiginda, biyosensdriin atasi olarak kabul
edilen Lenand Clark 1956 yilinda buldugu oksijen elektrodunu 1962 yilinda glukoz
oksidaz (GOx) enzimiyle modifiye ederek Champ Lyons ile birlikte glukoz
biyosensoriinii gelistirmistir. Gelistirilen biyosensorle kanda bulunan glukozun enzim
tarafindan glukonik aside ¢evirilmesi sirasinda harcanan O, miktarindan yararlanarak
glukoz derisimi hesaplanmistir. Clark ve Lyons’un bu kesfiyle birlikte biyosensorler
giinimiize kadar gelismeye devam etmis ve farkli tiirlerin tayini ig¢in ticari
biyosensorler piyasaya siiriilmiistiir (Newman ve Turner, 2007: 1-7 Korotcenkov ve
Cho, 2011: 8-9). Biyosensorler klasik analitik yontemlere gore yiiksek duyarlik,
basitlik, diisiik maliyet, diisiik tayin smiri, kisa cevap sliresi, uzman analizci
gerektirmemesi, yerinde analiz imkani gibi avantajlar1 nedeniyle cesitli alanlarda
siklikla kullanilmaktadir (Kaur vd., 2015: 534; Mehrota, 2016: 153-159).
Biyosensorler gidalarda patojenlerin tespiti, gida katki maddelerinin tayini ve genel
olarak gida kalitesinin kontroliinde, tip alaninda, hastaliklarin tespiti, teshisi ve
tedavisinde, tarim alaninda, toprak ve suda bulunan Kkirleticilerin analizlerinde,
biyosavunma alaninda biyosavas ajani olarak adlandirilan kimyasallarin tespitinde
kullanilir (Mohankumar vd., 2021: 1; Mehrotra, 2016: 153-159, Chadha vd., 2022:
23-25; Vigneshvar vd., 2016: 4-11).
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2.4.1. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler kullanilan  doniistliriicti  tiiriine  gore dort grupta incelenir.
Elektrokimyasal biyosensdrler glinlimiizde en yaygin kullanilan biyosensor grubudur.
Bu tip biyosensorlerde doniistiiriicli yardimiyla biyoreseptér ve analit arasinda
meydana gelen elektrokimyasal reaksiyon sonucu olusan akim, potansiyel, kapasitans
ve empedans gibi sinyaller Olgiiliir. Optik biyosensorler optik doniistiiriicii sistemine
entegre edilmis bir biyoreseptdrden olusan analitik cihazlardir. Optik biyosensorlerde
biyoreseptdr tarafindan olusturulan fiziksel veya kimyasal degisiklikler sonucu
absorpsiyon, yansima, kirilma, genlik, frekans veya 151k polarizasyonunda meydana
gelen degisiklikler Olgiiliir. Kiitle duyarli biyosensorler karakteristlik rezonans
frekansindaki farklanmay 6lgerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde biriken analitin
kiitlesinin belirlenmesi esasina dayanir (Naresh ve Lee, 2021: 2-9). Kalorimetrik
biyosensorlerde biyokimyasal reaksiyon sirasinda olusan 1s1 degisimi 6lgiiliir (Ozoglu

vd., 2017: 186).

Biyosensorlerin diger smiflandirilma sekli, kullanilan biyoreseptor tiiriine gore
yapilir. Biyoreseptor tiirline gore biyosensorler enzim biyosensorleri, hiicre
biyosensorleri, mikrobiyal biyosensorler, niikleik asit biyosensdrleri ve antikor
biyosensorleri olarak siniflandirilir (Naresh ve Lee, 2021: 2-9). Enzimler yiiksek
katalitik aktivite, secicilik ve spesifiklik gosteren protein yapili biyolojik
makromolekiillerdir. Canli organizmalarda enzimler metabolik siireglerde yer alan
binlerce spesifik reaksiyon i¢in etkin katalizorlerdir. Clark ve Lyons tarafindan 1962
yilinda gelistirilen glukoz oksidaz temelli glukoz biyosensorii sonrasinda bu tip

biyosensorler daha ¢ok ilgi gérmeye baslamistir (An vd., 2015: 283-296).

Enzim biyosensorlerinde, biyoreseptdr kisminin olusturulmasinda enzimlerin
immobilizasyonu biiyiilk dneme sahiptir. Enzim immobilizasyonu igin adsorpsiyon,
kovalent baglama, hapsetme, c¢apraz baglama, mikrokapsiilleme gibi teknikler
kullanilabilir. Bu yoOntemlerin her birinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.
Enzimlerin kati destekler {izerine adsorpsiyonu bilinen en basit immobilizasyon
yontemidir. Bu yontemde kat1 destek belli bir siire i¢in enzim ¢ozeltisine daldirilir ve
immobilizasyon gerceklestirilir. Adsorpsiyon mekanizmas1 Van der Waals kuvvetleri
gibi zayif etkilesimlere dayanir. Adsorpsiyon yonteminde enzim aktivitesinde

herhangi bir kayip gézlemlenmezken enzimler destek {izerine ¢ok zayif baglandigi
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icin enzim desorpsiyonu ve biyosensdrde buna bagh gozlenen diisiik kararlilik ana
problemdir. Enzimler elektropolimerlesmis film gibi {i¢ boyutlu matrislere hapsetme
yontemi ile immobilize edilebilir. Hapsetme yontemi ile immobilizasyona dayanan
biyosensorler genellikle yliksek kararlilik gosterir. Ancak enzimin ¢ozeltiye sizmasi
ya da analit i¢in olas1 diflizyon bariyerleri yontemin performansini sinirlandirabilir.
Kovalent baglama yonteminde enzimler yiizeye fonksiyonel gruplariyla baglanirlar.
Bu yontemde kati destek genellikle immobilizasyon oncesi karbodiimit gibi ¢ok
fonksiyonlu bir reaktif ile aktive edilir ve enzim aktive edilmis yiizeye baglanir.
Kovalent  baglama  yontemiyle  immobilizasyonun  enzimlerin  tekrar
kullanilabilirligini ve depolama kararliligin1 arttirdigi rapor edilmistir. Capraz
baglama yonteminde, enzimlerin gluteraldehit gibi bir bifonksiyonel ajan kullanilarak
birbirlerine capraz baglanmasi yoluyla immobilizasyonu enzim temelli
biyosensorlerin gelistirilmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu ydntemde
biyomolekiiller arasinda kuvvetli kimyasal baglar kurulur. Ancak, ¢apraz baglama
sirasinda enzimin aktif merkezinde olusabilecek degisiklikler enzim aktivitesinde

kayiplara neden olabilir (Sassolas vd., 2012: 489-511; An vd., 2015: 283-296).
2.4.2. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler en fazla arastirilan ve kullanilan biyosensor grubudur.
Elektrot ve analit arasinda gerceklesen elektrokimyasal reaksiyonlari Olgiilebilir
sinyallere doniistiiren bu cihazlar kromatografik yontemler ve spektroskopik
yontemler gibi klasik yontemlere kiyasla daha diisiik maliyetli, uzman analizci
gerektirmeyen yontemlerdir. Bu cihazlar ayrica kolaylikla minyatiirlestirilebilme,
kisa cevap siiresi, yiksek duyarlik, tasinabilirlik ve genis tayin araligi gibi {stiin
ozellikler gosterir (Chadha vd., 2022: 32; Ahlawat vd., 2023: 2-3). Elektrokimyasal
biyosensorler amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik olmak {izere iig

siifa ayrilir.

Amperometrik biyosensorler sabit bir potansiyel altinda analiz edilecek maddenin
derisimiyle orantili olarak olusan akim siddetinin Glgiilmesine dayanir. Clark ve
Lyons’un gelistirdigi glukoz biyosensorii, amperometrik biyosensdriin ilk ornegidir.
Amperometrik biyosensorde, elektroda sabit bir potansiyel uygulanir. Elektrot
yiizeyinde olusan ylikseltgenme-indirgenme reaksiyonu analiz edilecek maddenin

derisimi ile orantili akim iiretir. Bu tip biyosensorler diisiik tayin limiti ve yiiksek
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duyarlik gostermektedir. Amperometrik biyosensdrler birinci, ikinci ve tiglincii nesil
olarak ti¢ gruba ayrilir (Bhardwaj, 2015: 3093-3119). Birinci nesil biyosensorler,
analiz edilecek maddenin miktariin belirlenmesinde Clark’in gelistirdigi glukoz
biyosensoriinde oldugu gibi H,O, veya O;’nin dogrudan analizi prensibiyle ¢alisir.
Analiz edilecek madde elektrot yiizeyinde yiikseltgenerek akim iiretilir ve olusan bu
akim olgiiliir. Birinci nesil biyosensorlerin en biiylik dezavantaji hidrojen peroksitin
yiikseltgenmesi ya da oksijen indirgenmesi i¢in kullanilan yiiksek potansiyellerdir.
Elektroda uygulanan yiiksek potansiyelde numunede bulunan dopamin, askorbik asit
gibi elektroaktif tiirler yiikseltgenerek sonuglarin hatali ¢ikmasina neden olabilir.
Oksijen miktar1 belirlenirken dis ¢evreden gelen oksijen de dlgiimii etkileyebilir ve
bu durumda yine hatali sonuglar elde edilebilir (Bhardwaj, 2015: 3093-3119). Birinci
nesil biyosensorlerin bu dezavantajlarindan dolay1 ikinci nesil biyosensorler
gelistirilmistir. Ikinci nesil biyosensorlerde elektron transferi igin ferrosen,
hidrokinon, ferrosiyanit, metilen mavisi gibi redoks medyatorleri kullanilir. Bu
medyatorler daha diisiikk potansiyellerde ¢aligma imkani taniyarak analit disindaki
elektrokimyasal tiirlerden kaynaklanan girisim etkilerinin azaltilmasint saglar
(Ibadullaeva vd., 2019: 697-698). Ikinci nesil biyosensdrlerde medyatdr
kullanimindan kaynakli zorluklart agmak i¢in liglincli nesil biyosensorler ortaya
ctkmistir. Ugiincii nesil biyosensérlerde elektron transferi dogrudan enzim ile elektrot
arasinda gerceklesir. Ugiincii nesil biyosensorlerde enzimin redoks potansiyeline
yakin potansiyellerde ¢alisilabilir ve bdylece bir diflizyon bariyeri olusmaz. Bunun
sonucunda da gelistirilen biyosensor yiiksek segicilik ve duyarliga sahip olur (Das
vd., 2016: 386-397).

Potansiyometrik biyosensdrde analiz edilecek maddenin derisimine bagli olarak
elektrotlar arasinda bir potansiyel fark olusur. Bu potansiyel farkindan yararlanilarak
analit derisimi belirlenir. Potansiyometrik biyosensorler amperometrik biyosensorlere
gore daha diisiik duyarlik ve daha yiiksek tayin limitine sahiptir (Bhardwaj, 2015:
3093-3119). Kondiiktometrik biyosensorler ise iletkenlik ile biyotanima olaylarmin
iliskisinden yaralanir (Moradi Hasan-Adab vd., 2022: 1061-1064).

2.5. Sensor ve Biyosensoriin Performans Faktorleri

Bir (biyo)sensor gelistirilirken dogrusal ¢alisma araligi, cevap siiresi, kararlilik,

tekrar kullanilabilirlik, duyarlik, tekrar tretilebilirlik ve segicilik gibi performans
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faktorlerinin incelenmesi gereklidir (Justino vd., 2010: 1172-1173, Naresh ve Lee,
2021: 6).

Duyarhk: Duyarlik analit derigimi ile doniistiiriiciiniin sinyal yogunlugu arasindaki
iligskiyi ifade eder. Diger bir tanim ise (biyo)sensoriin ¢ok diisiik derisimlerde bile
analiti tayin edebilme yetenegidir. Duyarlik kalibrasyon egrisinin egimine esittir.
Ideal bir (biyo)sensoriin duyarligs yiiksek olmalidir (Justino vd., 2010: 1173;
Velusamy vd., 2022: 6-7).

Secicilik: Secicilik (biyo)sensoriin belirli bir hedefe baglanma ve okunabilir bir
sinyal {iretme yetenegi olarak tanimlanir. Analit cevabi diger tiim cevaplardan ayirt
edilebiliyorsa yontem segicidir. Yiiksek secicilige sahip bir yontem, dis ortamdan
gelen bozucu tiirlerden etkilenmeden analit miktarin1 dogru bir sekilde dlger (Justino
vd., 2010: 1173; Velusamy vd., 2022: 6-7).

Dogrusal calisma arah@ ve gozlenebilme siniri: Dogrusal c¢alisma araligi
(biyo)sensor cevabinin analit derisimi ile dogrusal bir sekilde degistigi aralig1 ifade
eder. Elde edilen dogrusal caligma araliginin en alt kismi gozlenebilme siniridir

(Thévenot vd., 2001: 128-130; Keskin ve Arslan, 2020: 54).

Kararhhk: Kararlilik (biyo)sensoriin yapisinda veya 6l¢iim ortaminda olusabilecek

degisikliklere kars1 duyarhigini1 koruyabilme kapasitesidir (Velusamy vd., 2022: 6-7).

Cevap siiresi: Cevap siiresi (biyo)sensérden elde edilecek cevabin %95’ine

ulagilabilmesi i¢in gegen siiredir (Naresh ve Lee, 2021: 6).

Tekrar kullamilabilirlik: Tekrar kullanilabilirlik (biyo)sensoriin ayni numuneyi

birden fazla kez 6l¢tiigiinde benzer sonuglar vermesi olarak tanimlanir (Naresh ve
Lee, 2021: 6; Velusamy vd., 2022: 6-7).

Tekrar iiretilebilirlik: Tekrar iretilebilirlik (biyo)sensoriin defalarca 6zdes bir
sekilde tiretilebilmesidir. Gelistirilen (biyo)sensoriin kesinligi ve dogrulugu bu

parametreye katkida bulunur (Velusamy vd., 2022: 6-7).
2.6. Elektrot Modifikasyonu

Giliniimilizde (biyo)sensor gelistirmede camsi karbon elektrot, grafit elektrot, altin
elektrot, perde baskili elektrot, karbon pasta elektrot gibi ¢esitli calisma

elektrotlarinin oldugu gibi kullanilmas: yerine bu elektrotlarin bir ya da birden fazla
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malzeme ile modifiye edilerek kullanilmasina siklikla rastlanmaktadir. Modifiye
edilmis elektrot ile gelistirilen (biyo)sensorler ile daha yiiksek analitik performans
elde edilmesi amaglanmaktadir. Analitik performansin arttirilabilmesi i¢in ¢esitli
modifikasyon malzemeleri kullanilir. Bu modifikasyon malzemeleri karbon, metal ve
metal oksit temelli nanomalzemeler, polimerler, medyatorler, metal organik kafesler

ve kuantum noktalar gibi malzemelerdir (Sharma vd., 2018: 76-77).
2.6.1. Karbon Temelli Nanomalzemeler

Uzun yillardir biyosensér ve sensor gelistirmede kullanilan ¢esitli  karbon
nanomalzemeler, yiiksek iletkenlik ve genis yiizey alani saglama ve elektron
transferini hizlandirma gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir. Karbon
nanomalzemelere fulleren, karbon nanotiipler, karbon noktalar, grafen ve tiirevleri

karbon nanofiberler ve grafen kuantum noktalar 6rnek verilebilir.

Fulleren, karbonun allotropik modifikasyonudur. 1985 yilinda Kroto ve arkadaslar
tarafindan kesfedilen ilk izole nanomateryaldir. Kiiresel sekle sahip olan fullerenin
karbon atomlar1 sp® hibritlesmesi sirasinda kovalent bag kurar ve kiirenin
yiizeyindeki altigenlerin ve besgenlerin tepe noktalarinda bulunur. Fulleren yiizey
alanini, elektrokatalitik aktiviteyi ve elektron transferini arttirdigindan dolayr sensor
ve biyosensor gelistirmede kullanilmaktadir. Grafen sp2 hibrtilesmesi yapmig karbon
atomlarindan olusur ve bal petegi seklindedir. 2004 yilinda Geim ve Novoselov
tarafindan kesfedilmistir. Grafen ¢ogu karbon nanomalzemenin temel tasidir. Yiiksek
elektron transfer kapasitesi, mekanik kararlilik, miikkemmel termal iletkenlik, genis
yizey alan1 ve yiiksek elektriksel iletkenlik ozelliginden dolayr yaygin olarak
kullanilir (Kour vd., 2020: 4; Bahadir ve Sezgintirk, 2016: 1-3). Grafitin
oksitlenmesi ile elde edilen grafen oksit katmanli bir yapiya sahiptir. Yapisinda
oksijen iceren fonksiyonel gruplar bulundugundan grafene goére elektron transfer
verimliligi daha yiiksektir. Indirgenmis grafen oksit, grafen oksitin indirgenmesi
sonucu olusur ve elektriksel iletkenligi oldukga yiiksektir (Fu vd., 2021: 9). Karbon
nanotiipler 1991 yilinda Ijima tarafindan kesfedilmistir. Tek veya birkag¢ grafen
tabakasinin silindirik sekilde sarilmasiyla olusturulur. Tek bir grafen tabakasi varsa
tek duvarli karbon nanotiip birka¢ tane grafen tabakasi varsa ¢ok duvarli karbon
nanotiip olarak adlandirilir. Yiiksek iletkenlik ve hizli elektrot kinetigi 6zelligi

sayesinde biyosensdr ve sensor gelistirmede yaygin olarak kullanilir (Sanati vd.,
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2019: 773). Karbon noktalar 10 nm ¢apinda farkli nanopartikiiller igeren
malzemelerdir. Xu ve grubu tarafindan ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
saflastirilmasi sirasinda yanliglikla kesfedilmistir. Karbon noktalar yiiksek iletkenlik,
genis ylizey alani1 ve biyouyumluluk gibi 6zelliklerinden dolay1 sensor ve biyosensor
gelistirmede kullanilmaktadir (Gowthaman vd., 2023: 4). Karbon nanofiberler kavisli
grafen tabakalarindan olusur ve silindir seklindedir. Yiiksek elektriksel iletkenlik,
biyouyumluluk, mekanik kararlilik O6zelliklerinden dolayr sensér ve biyOsensor
gelistirmede kullanilmaktadir. Karbon nanoboynuzlar tek bir grafen katmanindan
olusan koni seklinde bir morfolojiye sahiptir. Yiiksek iletkenlik 6zelliginden dolay1
modifikasyon malzemesi olarak kullanilmaktadir (Maduraiveeran ve Jin, 2021: 8).
Sifir boyutlu olan grafen kuantum noktalar (GQD) hem karbon nokta hem de grafene
Ozgiin oOzellikler sergiler. Grafen kuantum noktalar grafenden farkli olarak sifir
olmayan bant araligina sahiptir. GQD ilk defa 2008 yilinda Ponomarenko ve Geim
tarafindan tretilmistir. GQD, kimyasal oksidasyon, hidrotermal, lazer ablasyon,
kimyasal buhar biriktirme gibi yontemlerle elde edilebilir. Yan yiizeylerinde amid,
amin, epoksi, hidroksil, karboksil ve karbonil gibi gruplar bulunmasindan dolay1
kolaylikla fonksiyonellestirilebilir. Yiiksek biyouyumlulugu, floresans 6zelligi, genis
ylizey/hacim orani, yiiksek elektrik iletkenligi ve toksik olmama o6zelliklerinden
dolay1 giiniimiizde sensér ve biyosensor gelistirmede kullanilmaya baslanmistir.
GQD sensor ve biyosensor gelistirmenin yani sira biyolojik goriintiilemede,
fotodinamik terapi, antimikrobiyal malzemeler, yakit hiicreleri, giines hiicreleri,
fotokataliz ve 151k yayan diyotlarda da kullanilmaktadir (Mansuriya ve Altintas,
2020: 2-3; Karami vd., 2024: 2-4; lannazzo vd., 2021: 1-25; Tian vd., 2018: 221-
223).

2.6.2. Metal Nanopartikiiller

Modifiye elektrotlara dayanan sensor ve biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in yaygin
kullanilan bir diger malzeme smifi metal nanopartikiillerdir. Altin, giimiis, platin,
paladyum, rutenyum nanopartikiiller ve bunlarin alasimi olan altin-platin, giimiis-
platin, platin-paladyum nanopartikiiller elektrokimyasal (biyo)sensor gelistirirken
genis  ylizey alam1  saglamasi, iletkenligi  arttirmasi,  biyomolekiillerin
immobilizasyonu i¢in elektrot ylizeyinde uygun alan hazirlamasi, elektron transferini

hizlandirmasi1 gibi 6zelliklerinden dolayr siklikla tercih edilmektedir. Metal
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nanopartikiiller atomizasyon, ark desarji, lazer ablasyon, elektron 1sin buharlasmasi,
odaklanmig iyon 1sin litografisi gibi yontemlerle sentezlenir. Metal nanopartikiiller
elektron transferini hizlandirmanin yani sira kemiliiminesans reaksiyonlarini
katalizler, kiitledeki degisiklikleri giiclendirir ve kirilma indisi degisikliklerini arttirir.
Metal nanopartikiiller biyoreaksiyonlar sonucu agiga ¢ikan elektronlarin taginmasina
veya fizikokimyasal degisikliklerin analit derisimiyle orantili sekilde oOlgiilebilir
sinyallere doniismesine olanak saglar (Malathi vd., 2022: 2; Wang, 2012: 245-270).

Boyutlart 1 nm ve 8 pum arasinda degisen altin nanopartikiiller, nanokiireler,
nanocubuklar, nanokabuklar, nanokiipler, nanokafesler ve dallanmis yapilar gibi
farkli  morfolojiler  sergiler.  Nanopartikiilin ~ morfolojisindeki  farkliliklar
nanopartikiiliin analitleri tayin etme yetenegine etki eder. Ozellikle kiiresel altin
nanopartikiiller biyolojik tayinlerde digerlerine gore daha yaygin kullanilmaktadir
(Kumalasari  vd., 2024: 1-2). Altin nanopartikiiller, biyomolekiillerin
biyoaktivitelerini koruyarak immobilize edilmesini saglama, elektron transferini
hizlandirma, iletkenligi arttirma ve H>0,;, 0O, NADH gibi molekiillerin
elektrokatalizinde arayiizler olusturma gibi Ozelliklerinden dolay1 biyosensor ve
sensor gelistirmede kullanilmaktadir. Altin nanopartikiiller kloroaurik asit ¢ozeltisi
kullanilarak elektrot yiizeyine elektrokimyasal olarak biriktirilirler (Pingarron vd.,
2008: 1).

Paladyum nanopartikiiller yiiksek Kkatalitik aktiviteye, iyi iletkenlige ve yiiksek
elektron transfer hizina sahip oldugundan sensér ve biyosensor gelistirme
calismalarinda kullanilmaya baslanmistir (Maduraiveeran ve Jin, 2017: 14-15).
Paladyum nanopartikiiller ayrica, C—-C baginin olusumunda, hidrojenasyon,
hidrodeklorinasyon, karbonilasyon ve oksidasyon gibi kimyasal doniisiimlerde en

etkili katalizorlerdendir (Lu vd., 2011: 3500-3504).
2.6.3. Poli(amino asit)’ler

Amino asitler organik yan zincir ve karboksil ile amino grubu iceren iki fonksiyonel
gruptan olusur. Amino asitler, radikal polimerizasyonu, kendi kendine
polimerizasyon, elektropolimerizasyon, oksidatif polimerizasyon gibi c¢esitli
polimerizasyon yontemleri ile birleserek polipeptitleri olusturur. Amino asitler
elektrokimyasal yontem kullanilarak elektrot yiizeyinde polimerlestirilir ve elde

edilen poli(amino asit)’ler sensér ve biyosensor hazirlamada siklikla kullanilir.
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Poli(L-Losin), poli(L-Histidin), poli(L-Alanin), poli(L-Tirozin), poli(L-Aspartik
asit), poli(L-Serin), poli(L-Arjinin) sensor ve biyosensor gelistirmede kullanilan
poli(amino asit)’lere 6rnek verilebilir. Bu poli(amino asit)’ler toksik olamama,
biyouyumlu olma, biyolojik olarak pargalanabilirlik, elektrokimyasal kararlilik,
elektrooptik ozellikler ve ¢ok sayida fonksiyonel grup sahip olma gibi iistiin
ozellikler gosterir. Sensor ve biyosensor gelistirmede poli(amino asit)’ler gesitli
fonksiyonel gruplari sayesinde biyoreseptorlerin immobilizasyonunda kolaylik
saglamaktadir. Poli(amino asit)’ler aym1 zamanda gelistirilen sensdr veya
biyosensorlerde kullanilan elektrotlarin  yiizeyindeki elektrokimyasal cevabi

arttirmada rol oynar (Kordasht vd., 2021: 1-18).

Poli(amino asit)’lerden biri olan poli(L-Arjinin) insanlarda ribozomal protein
sentezinin 6nemli bir pargasidir. Poli(L-Arjinin) bir karboksilik asit grubu, a-amino
grubu ve bir guanidin grubuyla biten ti¢ karbonlu alifatik diiz zincirden olusur. Bu
poli(amino asit) yiiksek biyouyumluk gosterdigi ve ¢ok sayida fonksiyonellestirilmis
gruba sahip oldugu igin elektrokimyasal (biyo)sensor gelistirmede sikca
kullanilmaktadir (Kordasht vd., 2021: 6-7). L-Serin, pirinlerin, pirimidinlerin ve
diger amino asitlerin biyosentezinde rol oynayan énemli bir amino asittir (Song vd.,
2008: 833-834). Serin yag asitlerinin ve hiicre zarlarinin metabolizmasi i¢in de
onemlidir. L-serin elektrot yiizeyine diger amino asitler gibi elektropolimerizasyon
yontemi ile modifiye edilir. Poli(L-Serin) yiiksek biyouyumluluga sahip olup,
elektron transfer hizini arttirabilir (Kordasht vd., 2021: 17-18). Poli(L-Serin)
modifiye edilmis cams1 karbon elektrot polimer ve elektrot yiizeyi arasindaki giiclii
n-n etkilesimleri nedeniyle kimyasal sensor olarak kullanmilmistir. Ayrica, bu giicli
etkilesimlerin asir1 potansiyelin azalmasina ve elektron transferinin artmasina neden
oldugu bildirilmistir (Hung vd., 2020: 1-7).

2.7. Literatiir Calismalari

Asagida propil gallat tayini igin gelistirilmis elektrokimyasal sensor ve

biyosensorlere 6rnekler verilmistir.

Yin ve grubu (2021) tarafindan yapilan c¢aligmada propil gallat tayini igin
elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Sensorii hazirlamak amaciyla GCE {izerine
sirastyla antrakinon (AQ), ¢ok duvarl karbon nanotiip (MWCNT) ve kitosan (CS)

cozeltileri damlatilip kurutulmustur. Elektrot karakterizasyonu taramali elektron
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mikroskopi (SEM), elektrokimyasal empedans spektroskopi ve doniistimlii voltametri
ile gergeklestirilmis ve modifikasyon malzemelerinin iletkenligi ve yiizey alanini
arttirdigr  belirlenmistir. AQ/MWCNT/CS/GCE propil gallat varhiginda farkl
potansiyellerde sirasiyla propil gallat, AQ ve MWCNT iin ylikseltgenmesine ait ii¢
pik vermistir. Burada AQ ve MWCNT i¢ referans elektroaktif problar olarak
kullanilmustir. Calismada GCE’nin AQ/MWCNT/CS kompozitiyle
modifikasyonunun propil gallatin elektrokimyasal sinyalini arttirdigi ve duyarligi
gelistirdigi rapor edilmistir. Caligmada hazirlanan sensor ile lpg/ lag Ve lpc/Imwent
seklindeki iki orantili sinyal DPV yontemi kullanilarak 1-30 uM araliginda artan
propil gallat ile dogrusal bir sekilde artis gostermistir. Gozlenebilme siniri ise lpc/lag
ve lpc/ImwenT igin sirasiyla 0,67 uM ve 0,76 uM olarak bildirilmistir. Sensoriin
tekrar iiretilebilirligi incelediginde 5 farkli elektrotun 50 pM propil gallata cevabinin
bagil standart sapmasi (BSS) %1,9 bulunmustur. Bir ayin sonunda sensor baslangig¢
aktivitesinin %88’ini korumustur. Segcicilik ¢alismasinda incelenen tiirlerin sensor
cevabina herhangi bir girisim etkisi yapmadigi belirlenmistir. Sensoriin gercek
numunelerde kullanilabilirligi susam yagi, cesitli yaglarin karisimi ve fistik yaginda
incelenmis ve %92 ile %107 araliginda geri kazanim degerleri bulmustur (Yin vd.,

2021: 1-7).

Ma ve grubunun (2022) yaptig1 calismada propil gallat tayini i¢in GCE’nin vy-
aminobutirik asit ve altin ile modifiye edilmesiyle elektrokimyasal sensor
gelistirilmigtir. SOnsoriin  hazirlanmasi amaciyla y-amino biitrik asit dontlisimli
voltametri yontemi kullanarak (-0,9) V — (+2,2) V potansiyel araliginda 12 dongii ile
GCE yiizeyinde polimerlestirilmistir. Polimer modifiye elektrotun ylizeyine
kloroaurik asit ¢oOzeltisinden yine doniisiimlii voltametri kullanilarak (-0,2) V —
(+1,0) V potansiyel araliginda 16 dongii ile altin nanopartikiil biriktirilmistir.
Elektrotlarin yilizey karakterizasyonu SEM ve enerji dagilimli X-ray spektroskopi
(EDX) analizi ile gergeklestirilmistir. Modifiye elektrot ile propil gallat i¢in elde
edilen yiikseltgenme piki modifiye edilmemis elektrot ile elde edilenden 4,84 defa
daha biiylik bulunmustur. Calisma kosullar1 optimizasyonu i¢in sensdr cevabina pH,
monomer ¢ozeltisinin derisimi, donlisiimli voltametri igin potansiyel araligi, tarama
hiz1 ve dongii sayisinin etkisi incelenmistir. Optimum pH, elektropolimerizasyon i¢in
dongli sayist ve tarama hizi sirasiyla pH 3,0, 12 dongli ve 10 mV/s olarak

belirlenmistir. Altin nanopartikiil biriktirilmesi ¢aligmasinda ise en iyi cevaplar 16
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dongii sayist ve 40 mV/s tarama hizinda elde edilmistir. Dontisiimli voltametri ile
dogrusal calisma araligr 0,06-3,6 puM, gozlenebilme smiri 0,001 uM seklinde
belirlenmistir. Ayn1 elektrotun sabit derisimdeki propil gallata cevabi 6 defa
ol¢iildiiginde sonuglarin BSS degeri %2,1 olarak hesaplanmis, 20 giiniin sonunda
sensoriin baglangic cevabinin %97’sini korudugu rapor edilmistir. Hazir eriste,
biskiivi ve yagda yapilan numune analizinde %94 ile %100,6 araliginda geri

kazanimlar bulunmustur (Ma vd., 2022: 1-6).

Chen ve grubu (2018) tarafindan yapilan ¢alismada propil gallati tayin edebilmek
icin elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Sensorde tek kullanimlik perde baskilt
karbon elektrot (SPCE) kullanilmistir. SPCE’nin ¢alisma elektrodu kobalt diselenid
nanopartikiilleri (CoSe;) ve indirgenmis grafen oksit (rGO) karisimi ile modifiye
edilmigstir. Elektrot karakterizasyonu X-igin1 kirinim yontemi (XRD), X-1sin1
fotoelektron spektrometri (XPS), SEM, EDX, gecirimli elektron mikroskopi (TEM)
yontemleri ile gergeklestirilmistir. Calismada modifikasyon i¢in kullanilan
CoSe;@rGO miktar1 ve tampon pH’s1 doniistimlii voltametri yontemiyle optimize
edilmistir ve en 1yi cevabin 8 pL CoSe,@rGO ile modifiye edilmis elektrotla ve pH
7,0 fosfat tamponunda alindig1 gbzlenmistir. Sensoriin DPV ile propil gallat i¢in
dogrusal ¢alisma araligr 0,075-460,15 uM, gozlenebilme sinir1 16,35 nM olarak
belirlenmistir. Olgiim tekrarlanabilirligi sensoriin 25 uM propil gallata verdigi
cevaplarla incelenmis ve ayni elektrot ile ardistk 10 6lgiim sonucunda BSS %3,29
olarak hesaplanmistir. Tekrar tretilebilirlik ise 5 farkli elektrot i¢in arastirilmis ve
Ol¢iimlerin BSS degeri %3,15 bulunmustur. Hazirlanan sensoriin 15. giiniin sonunda
baslangi¢ cevabinin %96,28’in1 korudugu ve iyi1 bir kararlilik gdsterdigi belirtilmistir.
Urik asit, dopamin, hidrokinon, askorbik asit, katekol, epinefrin ve norepineftin ile
gerceklestirilen secicilik ¢aligmasinda bu tiirlerin sensor cevabina bir etkisi olmadigi
gozlenmistir. Sensorlin gercek numunelerde propil gallat tayininde kullanilabilirligi
tavuk ve sigir etinde incelenmis ve %94.,4 ile %99,79 araliginda geri kazanimlar
bulunmustur. Sonuglarin referans yontem olarak segilen HPLC sonuglari ile uyumlu

oldugu belirtilmistir (Chen vd., 2018: 1-9).

Priscillal ve Wang (2022) tarafindan yapilan calismada karbon nanofiber ve
stronsiyum aliiminat nanopartikiil kullanarak amperometrik propil gallat sensorii

gelistirilmistir. Calisma elektrodunun hazirlanmasi amaciyla GCE yiizeyine karbon
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nanofiber stronsiyum aliiminat kompozitinden 8 pulL damlatilip kurumaya
birakilmistir. Elektrot modifikasyonunda kullanilan karbon nanofiberler genis bir
ylizey alani saglarken stronsiyum aliiminat hem iletkenligi hem de duyarlilig
arttirmigtir. Hazirlanan kompozitin karakterizasyonu XRD, Fourier doniisiimlii kizil
Otesi spektrometri (FTIR), EDX ve SEM yontemleriyle gergeklestirilmistir.
Hazirlanan elektrotun elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in ise EIS ve CV
yontemleri kullanilmis ve modifikasyonda kullanilan kompozitin elektrot ¢ozelti ara
yiizeyinde yiik transfer direncini azalttigi belirlenmistir. Doniistimlii voltametri
calismasinda ise en yliksek pik akimlari ve en diisiikk pik potansiyelleri ayrimi
kompozit ile modifiye edilmis elektrot ile elde edilmistir. Optimum calisma pH’s1
olarak belirlenen pH 7,0 fosfat tamponunda sensériin amperometrik yontem ile propil
gallat icin dogrusal ¢alisma araligi 0,1-1104,75 uM gozlenebilme sinir1 0,075 uM
olarak verilmistir. Ayn1 yontem kullanilarak hazirlanan 6 farkli elektrotun 100 uM
propil gallata amperometrik cevabi incelendiginde sonuglarin BSS degerinin %1,67
oldugu ve sensoriin yliksek bir tekrar tiretilebilirlige sahip oldugu bildirilmistir. Ayn1
elektrotun yine 100 pM propil gallata verdigi 10 ardisik cevabin BSS’si %1,75
olarak hesaplanmistir. Caligmada gelistirilen sensoriin 30 giinliilk depolama
sonucunda baglangi¢ cevabinda 6nemli bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Segicilik
caligmasinda askorbik asit, nitrofurantoin, hidrojen peroksit, sodyum nitrat, civa
iyonlar1 gibi maddelerin girisim etkisi yapmadig1 gozlemlenmistir. Ger¢ek numune
analizinde Kanola yagi, zeytinyagi ve et numunelerinde geri kazanimlar %95,55 ile
%105,91 araliginda bulunmus ve bulunan sonuglarin HPLC sonuglar ile

karsilastirilabilir oldugu rapor edilmistir (Priscillal ve Wang, 2022: 1-8).

Wu ve grubu (2016) tarafindan yapilan calismada propil gallati ve biitil
hidroksianisolii ayn1 anda tayin edebilmek i¢in elektrokimyasal bir biyosensor
gelistirilmistir. Biyosensoriin hazirlanmasi amaciyla ilk olarak GCE yiizeyr 10 pL
altin nanopartikiil ve grafen karistmi damlatilip kurutularak modifiye edilmis,
sonrasinda bu elektrot enzim immobilizasyonu i¢in 12 saat boyunca horseradish
peroksidaz (HRP) enzimi iceren fosfat tamponunda bekletilmistir. ikinci asamada
enzim elektrot yiizeyine Au-Pt nanotiip ¢ozeltisinden 10 pL damlatip kurutulmustur.
Elektrot karakterizasyonunda UV-Vis absorpsiyon spektroskopi, EDX, XRD, SEM
ve TEM kullanmistir. Karakterizasyonda elektrot hazirlamada kullanilan

malzemelerin GCE yiizeyine basarili bir sekilde modifiye edildigi gozlemlenmistir.
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Elektrodun elektrokimyasal performansini incelemek i¢in CV ve EIS kullanilmis ve
modifikasyon malzemelerinin elektron transferini, iletkenligi ve yilizey alanini
arttirdigin1 gozlemlenmistir. Britton-Robinson (BR) tamponu kullanilarak yapilan pH
optimizasyonu g¢alismasinda dogrusal taramali voltametri (LSV) yontemi ile en iyi
cevaplar pH 2,0’de elde edilmistir. Calismada ayrica HRP ve Au-Pt nanotlip miktari
da optimize edilmis ve sirastyla 5 mg/L ile 5 mM olarak belirlenmistir. LSV yontemi
ile biitil hidroksianisol ve propil gallat i¢in yiikseltgenme potansiyelleri sirasiyla 624
mV ve 655 mV olarak kaydedilmistir. Sensoriin dogrusal caligma araligi biitil
hidroksianisol i¢in 0,3-50 mg/L propil gallat i¢in ise 0,1-100 mg/L olarak
bulunmustur. Go6zlenebilme smir1 ise biitil hidroksianisol igin 0,046 mg/L propil
gallat i¢in ise 0,024 mg/L olarak hesaplanmistir. Her bir analitten 100 mg/L
kullanilarak gergeklestirilen tekrarlanilabilirlik g¢alismasinda BSS degerleri biitil
hidroksianisol i¢in %4,6 ve propil gallat i¢in %3,8 olarak belirlenmistir. Tekrar
tiretilebilirlik i¢cin BSS degerleri ise biitil hidroksianisol i¢in %5,2 ve propil gallat
icin %4,5 olarak hesaplanmistir. 10 hafta sonunda gelistirilen biyosensdriin
kararhiligim1 korudugu goézlemlenmistir. Ter-biitil hidrokinon ve bisfenol A ile
gergeklestirilen segicilik ¢alismasinda bu tiirlerin biyosensor cevabina herhangi bir
etkisi olmadig1 bulunmustur. Fistik yagi, zeytinyagi, cips ve biskiivide yapilan gergek
numune c¢aligmasinda biyosensoriin biitil hidroksianisol ve propil gallat i¢in geri
kazanimlar1 %87,3—%126,3 araliginda bulunmus ve elde edilen sonug¢larin HPLC

sonuglariyla benzer oldugu kaydedilmistir (Wu vd., 2016: 89-96).

Sivasankaran ve Kumar’in (2019) yaptiklar1 ¢alismada nikel nanopartikiil (NiNP)
kullanarak propil gallat tayini i¢in sensor gelistirilmistir. Calisma elektrodunun
hazirlanmasi1 amaciyla GCE yiizeyine -1250 mV potansiyelde 1000 saniye boyunca
potansiyostatik biriktirme yoOntemi kullanilarak NiNP’ler kaplanmistir. Elektrot
modifikasyonun gergeklesip gerg¢eklesmedigi SEM, atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), CV ve EIS yontemleri kullanilarak arastirilmis ve nanopartikiillerin elektrot
yiizeyine basarili bir sekilde kaplandigr gozlemlenmistir. Caligmada kullanilan
tampon tiirii ve pH’s1 optimize edilmis ve en iyi cevaplarin pH 8,0 fosfat tamponunda
elde edildigi belirlenmistir. Nikel nanopartikiillerin elektrot yiizeyine biriktirilmesi
icin optimum siirenin 1000 saniye oldugu da bulunmustur. Hazirlanan sensériin DPV
yontemi ile propil gallata 1,0x107°-4,0x10* M araliginda Io (A) = 0,0064 C (M) +
4,0x10°° (R? = 0,987) esitligine gore 3,0x10%2,0x10° M araliginda ise I,(A) =
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0,0162 C (M)-7,0x10 (R® = 0,999) esitligine gore dogrusal cevap verdigi
bildirilmistir. Gozlenebilme sinir1 ise 5,85><1078 M olarak verilmistir. EDTA, NaCl,
CH3;COOH, Na,SOs3 biitil hidroksitoluen, oktil gallat, sitrik asit, biitil hidroksianisol
ve askorbik asit tilirlerinin sensdr cevabina bir girisim yapmadigi belirlenmistir.
Sensoriin analitik uygulanabilirligi hindistan cevizi yagi, ay¢icek yagi ve margarinde
propil gallat analizi ile arastirilmis ve %98 ile %101 araliginda geri kazanimlar

hesaplanmistir (Sivasankaran ve Kumar, 2019: B92-B94).

Shi ve grubu (2018) tarafindan yapilan ¢alismada DPV yontemi ile propil gallati ve
biitil hidroksianisolii ayni anda tayin edebilmek igin grafen oksit ve B-siklodekstrin
kompoziti ile modifiye edilmis GCE kullanilarak sensor gelistirilmistir. Elektrot
karakterizasyonu igin ilk olarak SEM ve TEM yontemi kullanmig ve hazirlanan
kompozitin GCE ylizeyine basariyla modifiye edildigi gozlemlenmistir. XPS, FTIR,
UV-Vis absorpsiyon spektroskopi, EDX, XRD ve Raman spektroskopi kullanilarak
SEM ve TEM ile elde edilen sonuglar desteklenmistir. Yapilan karakterizasyon
sonucu sensOr hazirlamada kullanilan kompozit malzemenin yilizey alanini arttirdigi
belirlenmistir. Tampon tiirinlin ve pH’smin optimizasyonu ig¢in sirasiyla fosfat
tamponunda pH 5,8-8,0; borik asit-boraks tamponunda pH 7,4-9,0; sodyum
karbonat-sodyum bikarbonat tamponunda pH 9,15-10,68 ve son olarak BR
tamponunda pH 1,81-11,92 araliginda denemeler yapilmis ve propil gallat ve biitil
hidroksianisoliin yiikseltgenme piklerinin en iyi BR tamponunda birbirinden ayrildigi
ve pik akimlarinin en yiikksek pH 5,72 de elde edildigi belirlenmistir. VVoltametrik
yontemde biriktirme siiresi ve potansiyeli optimize edilmis ve en yliksek pik
akimlarmin -0,4 V potansiyel ve 240 saniye biriktirme ile elde edildigi bulunmustur.
Calismada gelistirilen sensoriin dogrusal ¢alisma araligi biitil hidroksianisol igin
0,05-30 uM propil gallat i¢in ise 0,1-30 pM olarak belirlenmistir. Gozlenebilme
siirlari ise biitil hidroksianisol i¢in 0,03 uM propil gallat i¢in ise 0,01 uM olarak
hesaplanmistir. 5 pmol/L’lik sabit biitil hidroksianisol ve propil gallat derisiminde
gerceklestirilen tekrarlanabilirlik c¢alismasinda sonuglarin  BSS  degeri  biitil
hidroksianisol i¢in %4,2 propil gallat i¢in %3,6 olarak belirlenmistir. Na*, CI', K",
NOs, Zn*?, glukoz, Ca*?, Mg™, sitrik asit, AI**, C vitamini, tartarik asit, ter-biitil
hidrokinon ve gallik asidin sensor cevabina bir girisim yapmadig1 kaydedilmistir.

Fistik yagi, musir yagi, kolza tohumu yagi ve harman yagda hazirlanan sensorle
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propil gallat ve biitil hidroksianisol tayini yapilmis, yer fistig1 yaginda iki antioksidan
tayin edilebilirken diger yaglarda sadece biitil hidroksianisol tayin edilebilmistir.
Sensoriin propil gallat igin geri kazanimi %95,3 ile %108,6 biitil hidroksianisol igin
ise %93,1 ile %105,5 araliginda hesaplanmistir (Shi vd., 2018: 2467-2474).

Morales ve grubu (2005) tarafindan propil gallat tayini igin tirozinaz enzimi igeren
bir biyosensor gelistirilmistir. Calisma elektrodu hazirlanirken ilk olarak grafit ve
tirozinaz enzimi karistirilip elde edilen kompozit malzeme ¢alisma elektrodu olarak
kullanilan teflona modifiye edilmistir. Olgiimler sabit faz olarak etil asetat, dagilmis
faz olarak fosfat tamponu ve emiilsiifiye ajan olarak dioktilsiilfosiiksinat i¢eren susuz
ortamda yapilmistir. Calismada propil gallatin yiikseltgenmesi sonucunda olusan 0-
kinondan faydalanilmistir. Tampon pH’simin biyosensdr cevabi iizerine etkisi pH
5,0-8,0 fosfat tamponunda arastirilmis ve en iyi sonu¢ pH 7,4’de elde edilmistir.
Optimum ¢alisma potansiyeli -0,4 V ile +0,1 V arasinda incelenmis ve en yiiksek
cevaplarin alindigr -0,1 V g¢alisma potansiyeli olarak belirlenmistir. Amperometri
yontemi ile propil gallat i¢in dogrusal calisma araligi 4,0x10°-1,0x10"* M ve
gozlenebilme sinir1 1,2x107 seklinde verilmistir. 4,0x10 > M propil gallat varliginda
yapilan tekrar iiretilebilirlik ¢aligmasinda BSS %9,7 bulunmustur. Biyosensoriin
yiiksek secicilige sahip oldugu ve domuz yaginda yapilan gercek numune
analizlerinde geri kazanimin %101 bulundugu rapor edilmistir (Morales vd., 2005a:
572-579).

Morales ve grubunun (2005) yaptig1 ¢aligmada propil gallati tayin edebilmek icin
amperometrik yontem kullanilarak tirozinaz enzimi igeren bir biyosensor
gelistirilmigtir. Biyosensor hazirlanirken grafit ve tirozinaz enzimi karnistirilip elde
edilen kompozit malzeme teflona modifiye edilmistir. Tayin i¢in propil gallatin
yiikseltgenmesi sonucunda aciga ¢ikan o0-kinonun indirgenmesi kullanilmistir.
Calismada propil gallat tayini i¢in hem fosfat tamponu hem de asetonitril-tris
tamponu kullanilmis ve bu tamponlarin sensér cevabina etkisi incelenmistir.
Asetonitril-tris tamponu igin 80:20 asetonitril-tris tamponu karisimi ile pH 7,4 de en
iyi cevaplarin alindig1 bulunmus, fosfat tamponu ile yapilan ¢aligmada ise optimum
calisma pH’s1 6,5 olarak rapor edilmistir. Biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligi
fosfat tamponu igin 2,0x10°-1,0x10™* M, asetonitril-tris tamponu i¢in ise 8,0x10°®

M=2,0x10"* M verilmistir. Gozlenebilme sinir1 asetonitril-tris ve fosfat tamponlarinda
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sirastyla 9,0x10" M ve 1,1x10° M seklinde rapor edilmistir. Calismada biyosensoriin
fosfat tamponu icin 5,0x10™° M asetonitril-tris tamponu icin 4,0x10™ M propil gallat
varliginda tekrarlanabilirligi incelendiginde BSS sirasiyla %3,4 ve %8,2 olarak
hesaplanmistir. Hazirlanan sensoriin fosfat tamponunda 40 giin asetonitril-tris
tamponunda 50 giin boyunca kararliligimi korudugu goézlemlenmistir. Her iki
tamponda da yapilan segicilik ¢alismasinda biitil hidroksianisol, ter-biitil hidrokinon,
biitil hidroksitoluen, askorbik asit, oklit galat, dodesil galat ve sitrik asidin biyosensor
cevabini etkilemedigi ve biyosensoriin yiiksek secicilik sergiledigi kaydedilmistir.
Ger¢ek numune c¢aligmasinda et suyu bulyonlarinda fosfat tamponuyla zeytinyagi
numunesinde ise asetonitril-tris tamponunda gergeklestirilen propil gallat
analizlerinde %99—%101 araliginda degisen geri kazanimlar kaydedilmistir. Gergek
numune sonuglarinin HPLC yontemi ile bulunan sonuglarla uyumlu oldugu

bildirilmistir (Morales vd., 2005b: 71-78).

Vikraman ve grubunun (2013) yaptigi ¢alismada propil gallatt DPV yontemi
kullanarak tayin edebilmek igin altin elektrodun (GE) MWCNT ile modifiye
edilmesiyle sensor gelistirilmistir. Calisma elektrodu hazirlanirken GE’lerin yiizeyine
nafyon-su igerisinde dagitilmis MWCNT’lerden 3 pL damlatilip kurutulmustur.
Propil gallatin elektrokimyasal davranisi 1,0x10° M propil gallat varliginda asetat
tamponunda DPV yontemi ile incelenmistir. Sensorde kullanilan MWCNT miktari,
tampon tiirii ve tampon pH’s1t DPV yontemiyle optimize edilmis ve en iyi cevabin 3
puL MWCNT ve pH 7,0 asetat tamponunda alindig1 gozlenmistir. Sensoriin dogrusal
calisma arahig 1,0x10°-1,0x10™ M, gbzlenebilme siniri 6,3x107 M seklinde
kaydedilmistir. 1,0x10° M propil gallat varliginda tekrarlanabilirlik c¢aligmasinda
BSS %2,96 olarak hesaplanmistir. Sodyum siilfit, sitrik asit, NaCl, CH3COOH ve
EDTA ile yapilan secicilik ¢alismasinda sensoriin herhangi bir girisimciden
etkilenmedigi gozlemlenmistir. Sensoriin analitik uygulanabilirligi bitkisel yag
numunelerinde incelenmis ve geri kazanimlar %100,5-%102,5 arasinda
bulunmustur. Bitkisel yag numunelerinde bulunan sonuglarin spektrofotometri
yontemiyle bulunan sonuglarla yakin oldugu bildirilmistir (Vikraman vd., 2013: 775-
780).

Cyriac ve grubu (2016) altin nanopartikiil ve poli(p-aminobenzensiilfonik asit)

(ABSA) kompoziti ile modifiye edilmis GCE kullanilarak elektrokimyasal propil
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gallat sensorii gelistirmistir. Sensoriin hazirlanmasi amaciyla ABSA, CV yontemi
kullanarak (-0,5) V — (+2,0) V potansiyel araliginda 30 dongii ile GCE yiizeyinde
polimerlestirilmistir. Polimer modifiye elektrotun yilizeyine kloroaurik asit
cozeltisinden yine CV kullanilarak 0 V—-1,3 V potansiyel aralifinda 20 dongii ile altin
nanopartikiil biriktirilmistir. Sensoriin ¢alisma kosullar1 optimizasyonu i¢in tampon
tiri ve pH, polimerin ve altin nanopartikiiliin modifikasyonda kullanilan dongii
sayis1 incelenmis ve sirasiyla pH 7,0 fosfat tamponu, 30 ve 20 dongii bulunmustur.
DPV yontemi ile sensoriin dogrusal calisma araligi ve gozlenebilme sinirt sirasiyla
1,0x10%-9,0x10° M ve 1,9x107 M olarak bildirilmistir. 1,0x10™ M propil gallat
varliginda tekrar dretilebilirlik incelendigine BSS %1,1 bulunmustur. Hindistan
cevizi ve aycicegi yaginda yapilan gergek numune analizlerinde geri kazanimin

%98,9-%101,3 arasinda degistigi belirlenmistir (Cyriac vd., 2016: B683-688).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Cihazlar ve Donanimlar

Elektrokimyasal Olglimlerde Metrohm Autolab, Iviumstat (CompactStat) ve
Palmsens (EmStat3) marka analiz cihazlari ve BASi C-3 marka hiicre standi
kullanildi. Sensor c¢alismasinda Ag/AgCl (BASi MF-2052, 3M KCIl) referans
elektrot, Pt tel (BASi MW-1032) karsit elektrot ve camsi karbon (GCE) (BASi MF—
2012) galisma elektrotu kullanildi. Biyosensor galismasi ise, giimiis referans elektrot,
karbon karsit elektrot ve karbon c¢alisma elektrodunun bir arada bulundugu perde
baskili karbon elektrot (SPE-DropSens—C110) ile yapildu.

Calismada kullanilan tim malzemeler Mettler Toledo marka 0,01 mg duyarlikta
analitik terazide tartildi. Kullanilacak ¢ozeltiler bidestile saf su (ELGA Purelab
Classic Ultra Pure Water System) ile hazirlanip Isolab marka ultrasonik banyo ve
vorteks karistiricida  karigtirillarak homojen hale gelmesi saglandi. Cozeltilerin
pH’larmin ayarlanmasinda Thermo Orion (720A) pH-iyon metre ve Thermo
Scientific Orion marka cam pH elektrotu kullanildi. pH metrenin kalibrasyonu i¢in

pH 4,00 ve pH 10,00 tampon ¢ozeltilerinden (Thermo Scientific Orion) yararlanildi.

Sensor ve biyosensor gelistirmede kullanilan elektrotlarin ylizey morfolojisi Tescan
marka GAIA3+Oxford XMax 150 model taramali elektron mikroskobu kullanilarak

belirlendi.
3.2. Kullanilan Kimyasallar

Sensor ve biyosensor gelistirmede kullanilan kimyasallarin alindigi firmalar ve saflik

dereceleri veya derisimleri Tablo 3.1’de verildi.

Kullanilan kimyasallar Safhk Alindig1 firma
derecesi/derisimi

Argon gazi %99,99 Oksan

Grafen 2 mg/mL (suda) Dropsens

L-Serin %99,5 Sigma-Aldrich

Altin (IIT) kloriir trihidrat >%99,0 Sigma-Aldrich

Sodyum siilfat %99,0 Panreac Quimica

Grafen kuantum noktalar %0,005 (suda) Sigma-Aldrich
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Kullanilan kimyasallar Safhik Alindigi firma

derecesi/derisimi
L-Arjinin monohidrokloriir >%99.,0 Merck
Paladyum (II) klorir %99,0 Sigma-Aldrich
Tirozinaz 25U Sigma-Aldrich
Nafyon %5,0 Sigma-Aldrich
S1gir serum albiimini >%96,0 Sigma-Aldrich
Gluteraldehit %25,0 Sigma-Aldrich
Siilfiirik asit %96,0 Carlo Erba Reag.
Disodyum hidrojenfosfat-7-hidrat >%98,5 Sigma-Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat >%99,0 Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir %099,0-100,5 Merck
Potasyum hekzasiyanoferrat (I11) %99,0 Sigma-Aldrich
Potasyum hekzasiyanoferrat (1) trihidrat  %99,5 Sigma-Aldrich
Etanol >%99,8 Sigma-Aldrich
Metanol >9%99,9 Merck
Hidroklorik asit %35,0 Merck
Sodyum hidroksit >%98,0 Riedel-de Haén
Propil gallat >%98.0 Sigma-Aldrich
Tert-biitil hidrokinon %97,0 Sigma-Aldrich
Biitil hidroksianisol %99,0 Sigma-Aldrich
Biitil hidroksitoluen >9%98,5 Sigma-Aldrich
Askorbik asit >%99,0 Sigma-Aldrich
Urik asit >%99,9 Sigma-Aldrich
Lityum karbonat >%99,0 Sigma-Aldrich
D-(+)-glukoz >%99,5 Sigma-Aldrich
Sitrik asit >%98,0 Sigma-Aldrich
Sodyum klortir >%99,0 Sigma-Aldrich

Tablo 3.1. Kimyasallarin alindig1 firma ve saflik dereceleri veya derisimleri
3.3. Kullanilan Cozeltiler
Asagida tez c¢alismasinda kullanilan ¢ozeltilerin nasil hazirlandigr ayrintilart ile

aciklandi. Cozeltiler kullanilmadig1 zamanlarda buzdolabinda +4°C’de saklandi.
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3.3.1. Fosfat Tamponu

0,05 M fosfat tamponu elde etmek igin uygun miktarlarda disodyum hidrojenfosfat-
7-hidrat (Nap;HPO,4.7H,0) ve sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) tartildi ve
bidestile saf suda ¢oziilerek balon jojede hacme tamamlandi. 0,1 M NaOH veya 0,1
M HClI ile istenilen pH’ya ayarlandi.

3.3.2. Redoks Probu

Potasyum hekzasiyanoferrit (1) trihidrat [K4Fe(CN)e.3H,O] ve potasyum
hekzasiyanoferrat (111) [K3Fe(CN)g] derisimi 5,0 mM ve KCI derisimi 0,1 M olan
redoks probu ¢ozeltisini hazirlamak amaciyla s6z konusu kimyasallarin uygun

miktarlar tartilarak bidestile saf suda ¢oziildii ve balon jojede hacme tamamlandi.
3.3.3. Propil Gallat Cozeltisi

0,01 M derisime sahip stok ¢ozelti hazirlamak amaciyla uygun miktarda propil gallat
tartildi, etanolde ¢oziildii ve balon jojede istenilen hacme etanol ile tamamlandi.
Kullanilacak farkli derisimdeki propil gallat ¢ozeltileri stok ¢ozeltiden alinan uygun

miktarlarin fosfat tamponu kullanilarak seyreltilmesi ile hazirlandu.
3.3.4. L-Serin Cozeltisi

0,1 M derisime sahip L-Serin ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla uygun miktarda L-Serin
tartildi ve pH 5,0 fosfat tamponunda ¢6ziiliip balon jojede fosfat tamponu ile istenilen

hacme tamamlanda.
3.3.5. L-Arjinin Cozeltisi

2,0 mM derisimde L-Arjinin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in uygun miktarda L-Arjinin
monohidrokloriir tartildi ve pH 7,0 fosfat tamponunda ¢oziilerek balon jojede fosfat

tamponunda istenilen hacme tamamlandi.
3.3.6. Sodyum Siilfat Cozeltisi

0,2 M sodyum siilfat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in uygun miktarda Na,SO, tartild1 ve

bidestile saf suda ¢oziilerek balon jojede hacme tamamlandi.
3.3.7. Altin (IIT) Kloriir Trihidrat Cozeltisi

Derisimi 1,0 mM olan altin (III) kloriir trihidrat ¢ozeltisi, tartilan uygun miktardaki
altin (III) kloriir trihidratin Boliim 3.3.6’da anlatildigi gibi hazirlanan NaySOq4
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¢ozeltisinde ¢oOziilmesi ve yine bu g¢ozelti kullanilarak balon jojede hacme

tamamlanmasi ile elde edildi.
3.3.8. Siilfiirik Asit Cozeltisi

0,5 M siilfiirik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in uygun miktarda H,SO,4 alind1 ve bidestile

saf su kullanilarak balon jojede hacme tamamlandi.
3.3.9. Paladyum Kloriir Cozeltisi

Paladyum (II) kloriirden tartilan uygun miktarin 0,5 M H,SO4 ¢ozeltisinde ¢oziiliip

balon jojede hacme tamamlanmasi ile 0,5 mM paladyum kloriir ¢ozeltisi hazirlandi.
3.3.10. Tirozinaz Cozeltisi

Tirozinaz enzimi 0,05 M fosfat tamponu (pH 6,5) kullanilarak aktivitesi 50 U/uL
olacak sekilde coziildii ve kisimlara ayrildi. Elde edilen ¢ozeltiler kullanilmadigi

zamanlarda derin dondurucuda -40 °C’de saklandi.
3.3.11. Sigir Serum Albiimini Cozeltisi

Sigir serum albiimini ¢ozeltisi (BSA) hazirlanmasi i¢in uygun miktarda sigir serum
albtimini tartildt ve 1 mg/mL derisimde olacak sekilde 0,05 M pH 7,5 fosfat

tamponunda ¢6ziildii. Cozelti balon jojede istenilen hacme tamamlandi.
3.3.12. Gluteraldehit Cozeltisi

%0,25’1ik gluteraldehit ¢bzeltisi (GA) hazirlayabilmek i¢in %25°lik ticari GA’dan 1

mL alind1 ve 100 mL’ye bidestile saf su ile tamamlandi.
3.3.13. Nafyon Cozeltisi

Uygun miktarda alinan %5’lik nafyon ¢ozeltisi derisimi %0,5 olacak sekilde %50

etanol-su karigiminda seyreltildi.
3.3.14. Secicilik Calismasinda Kullanilan Tiirlerin Cozeltileri

Segicilik ¢alismasinda kullanilan tiirlerin 0,01 M’lik stok ¢ozeltilerini hazirlamak igin
TBHQ, BHA ve BHT den tartilan uygun miktarlar etanolde ¢oziildii ve balon jojede
istenilen hacme tamamlandi. Askorbik asit, glukoz, sitrik asit, potasyum kloriir ve
sodyum kloriiriin 0,01 M’lik ¢ozeltileri ilgili tiirlerden tartilan uygun miktarlarin
bidestile saf suda ¢6ziilmesi ve balon jojede hacme tamamlanmasi ile elde edildi.

Urik asitin 0,01 M’lik stok ¢ozeltilerini hazirlamak igin ise, iirik asit ve lityum
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karbonattan tartilan uygun miktarlar bidestile saf suda ¢6ziilerek balon jojede hacme

tamamlanda.
3.4. Propil Gallat Tayini I¢in Sensér Hazirlanmasi
3.4.1. Camsi Karbon Elektrodun Temizlenmesi

Sensor gelistirmede c¢alisma elektrodu olarak kullanilan GCE’lerin temizleme
islemleri BASi (MF-2060) marka temizleme kiti ile yapildi. Bu amagla ilk olarak,
GCE’ler 0,05 pm’lik aliimina igeren ¢ozeltiden temizleme pedine damlatilmasi ve
elektrot ile pedin ylizeyinde dairesel hareketler yapilmasiyla temizlendi ve yiizeyleri
parlatildi. Temizlenen elektrot bidestile saf su ile birkag defa yikandi ve elektrot
yiizeyindeki aliimina kalintilarinin tamamen uzaklastirilmasi saglandi. Elektrodun ilk
olarak bidestile saf su daha sonra ise etanol igerisinde ultrasonik banyoda

bekletilmesiyle temizleme islemi tamamlandi.
3.4.2. Cams1 Karbon Elektrodun Modifiye Edilmesi
3.4.2.1. Grafen modifiye elektrot

Grafen modifiye camsi karbon elektrot (GR/GCE) hazirlamak amaciyla temizlenmis
GCE ylizeyine 2 mg/mL’lik grafen (GR) c¢ozeltisinden 5 pL damlatilip oda

sicakliginda kurumaya birakildu.
3.4.2.2. Grafen ve altin nanopartikiil modifiye elektrot

Temizlenmis GCE yiizeyine 5 pL GR damlatilip kurutulduktan sonra Boliim 3.3.7°de
anlatildig1 gibi hazirlanan altin ¢ozeltisinden elektrokimyasal hiicreye 5 mL alinip
GR/GCE’nin yiizeyine -0,4 V potansiyelde 200 saniye (Erden vd., 2021: 1-8) altin
nanopartikiil ~ biriktirildi. Grafen ve altin nanopartikiill modifiye elektrot
AuNP/GR/GCE olarak gosterildi.

3.4.2.3. Grafen, altin nanopartikiil ve poli(L-Serin) modifiye elektrot

Grafen, altin nanopartikiil ve poli(L-Serin) modifiye elektrot elde etmek igin ilk
olarak temizlenmis GCE’nin yiizeyine 5 pL. GR damlatilip kurutuldu. GR/GCE
yiizeyine Bolim 3.4.2.2°de agiklanan yontem kullanilarak altin nanopartikiil
biriktirildi. Elde edilen AuNP/GR/GCE Bolim 3.3.4’de agiklandigi gibi hazirlanan
L-Serin ¢ozeltisinden 5 mL igeren elektrokimyasal hiicrenin igerisine daldirildi ve

doniistimlii voltametri yontemi ile -0,6 V ile +2,0 V arasinda 100 mV/s tarama
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hizinda 20 dongi alinarak elektrot yiizeyinde poli(amino asit) olusturuldu (Hung vd.,
2020: 1-7). Bu sekilde hazirlanan grafen, altin nanopartikiil ve poli(L-Serin)
modifiye elektrot PSer/AuNP/GR/GCE seklinde gosterildi ve sensor calismast
boyunca ¢alisma elektrodu olarak kullanildu.

3.4.3. Sensor ile Elektrokimyasal Olciimler

Sensor ile propil gallat tayini DPV ile yapildi. DPV yonteminde potansiyel tarama
araligi (-1,0) V — (+1,0) V, modiilasyon genligi 25 mV, tarama hiz1 10 mV/s,

modiilasyon zamani 0,05 saniye, basamak potansiyeli 5 mV olarak kullanildi.
3.4.4. Sensoriin Optimum Yiizey Bilesiminin Belirlenmesi

Sensor gelistirmede kullanilan modifikasyon malzemelerinin elektrot yilizeyindeki
optimum miktarlari tek seferde tek degisken yontemi ile belirlendi. Bu yonteme gore,
bilesenlerden birinin miktar1 degistirilirken digerlerinin miktar1 sabit tutuldu. GR,
AUNP ve PSer icin optimum parametreler belirlenirken DPV yontemi kullanilarak
sensoriin sabit derisimde (3,8%x10™ M) propil gallata verdigi cevap akimlarindan
yararlanildi. Propil gallata en yiiksek cevap akimini veren sensoriin hazirlanmasinda
kullanilan miktar ya da parametre ilgili modifikasyon malzemesi i¢in optimum kabul

edildi. Grafiklerde hata gubuklari {i¢ 6l¢timiin standart sapmasini ifade etmektedir.
3.4.4.1. Grafen miktar

Sensorde kullanilacak GR miktarin1 optimize edebilmek i¢in elektrot yiizeyine 2,5;
5,0; 7,5 ve 10,0 puL grafen damlatildi. Hazirlanan dort farkli GR/GCE yiizeyine altin
nanopartikiil ve poli(L-Serin) modifiye edildikten sonra sensérlerin 3,8x10™° M propil
gallata elektrokimyasal cevabi DPV yontemi ile 6lgilildii ve en iyi cevap akimini

veren sensoriin hazirlanmasinda kullanilan GR miktar1 optimum seg¢ildi.
3.4.4.2. Altin nanopartikiil biriktirme siiresi

GR/IGCE yiizeyine AuNP biriktirme siiresini  optimize edebilmek igin
elektrokimyasal hiicreye Boliim 3.3.7°de anlatildig1 gibi hazirlanan altin (III) kloriir
trihidrat ¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi ve elektrotlara 100, 200, 300 ve 400 saniye
nanopartikiil biriktirmesi yapildi. Farkli saniyelerde AuNP biriktirilerek modifiye
edilen dort farkli AuNP/GR/GCE’nin yiizeyine PSer kaplandi ve elde edilen

sensorlerin 3,8x10° M propil gallata elektrokimyasal cevabi DPV yontemi ile
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incelendi. En yiiksek cevabin elde edildigi sensorde kullanilan nanoprtikiil biriktirme

stiresi optimum olarak belirlendi.
3.4.4.3. Poli(L-Serin) modifikasyonunda kullanilan dongii sayisi

Sensor ylizeyinin PSer ile modifiye edilmesi i¢in kullanilacak optimum doéngii
sayisina karar verebilmek i¢in hazirlanan dort farkli AuNP/GR/GCE ylizeyine Boliim
3.3.4’de anlatildigi gibi hazirlanan L-Serin ¢6zeltisinden dondsiimlii voltametri
yontemi ile 10, 15, 20 ve 25 dongi ile poli(amino asit) modifikasyonu yapildi.
Hazirlanan modifiye elektrotlarin 3,8x10™° M propil gallata cevabi DPV ile incelendi.
En yiiksek cevap akimini veren PSer/AuNP/GR/GCE’nin hazirlanmasinda kullanilan

dongii sayis1 optimum olarak kabul edildi.
3.4.5. Sensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Modifikasyonda kullanilan maddelerin, elektrodun elektrokimyasal davranigina
etkisini belirlemek i¢in Boliim 3.4.2°de aciklandig: gibi hazirlanan GCE, GR/GCE,
AuNP/GR/GCE ve PSer/AuNP/GR/GCE’lerin doniisiimlii voltamogramlari (-0,2) V
— (+0,6) V potansiyel araligi ve 50 mV/s tarama hizi kullanilarak redoks probu
icerisinde alindi. S0z konusu elektrotlarin empedans Olgiimleri redoks probu
icerisinde 0,2 V’da 0,05-100000 Hz frekans aralifinda 1 mV genlik kullanilarak
gergeklestirildi.

Propil gallatin PSer/AuNP/GR/GCE yiizeyindeki yiikseltgenme mekanizmasini
aydinlatmak amaciyla sabit derisimde propil gallat iceren pH 7,5 fosfat tamponunda
farkli tarama hizlarinda dontsiimli voltamogramlar alindi. Propil gallata ait
yiikseltgenme pik akimlariin tarama hiziyla degisimi, pik akimlarinin logaritmasinin
tarama hizinin logaritmasiyla degisimi, yiikseltgenme pik potansiyelinin tarama
hizinin In degeri ile degisimi grafige gecirilerek elde edilen verilerden propil gallat
icin ylikseltgenme mekanizmast Onerildi. Calismada Laviron esitliginden
yararlanilarak propil gallatin yiikseltgenmesi sirasinda aktarilan elektron sayisi
hesaplandi. Ayrica, pik potansiyelinin pH ile degisimi incelenerek yiikseltgenme

mekanizmasinda protonlarin rol oynayip oynamadig belirlendi.
3.4.6. Sensoriin Optimum Cahsma pH’sinin Belirlenmesi

PSer/AuNP/GR/GCE’nin propil gallata verdigi voltametrik cevaba pH’nin etkisini
arastirmak amaciyla Boliim 3.3.1°de agiklandig1 gibi hazirlanan ve pH’lar1 6,0-8,5
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arasinda degisen fosfat tamponlar1 kullanildi. Sensoriin incelenen her pH’da 3,8% 10°
M propil gallata verdigi cevap DPV yontemi ile 6l¢iildii ve en yiiksek cevap akiminin

kaydedildigi pH optimum segildi.
3.4.7. Sensoriin Performans Faktorleri
3.4.7.1. Dogrusal calisma arahgi ve duyarhk

PSer/AuNP/GR/GCE’nin dogrusal ¢alisma araligin1 ve duyarligini hesaplamak igin
0,05 M pH 7,5 fosfat tamponundan 5 mL alinarak elektrokimyasal hiicreye eklendi.
Hiicrenin igerisine artan derisimlerde propil gallat eklenerek DPV yontemi ile
sensoOrlin cevap akimlar1 incelendi ve diferansiyel puls voltamogramlar ¢izildi.
Kaydedilen cevap akimlarinin ilave edilen propil gallat derisimine karsi grafige
gecirilmesi ile sensor i¢in kalibrasyon grafigi olusturuldu. Kalibrasyon grafiginde
akim ile derisim arasindaki iliskinin dogrusal oldugu bolge sensoriin ¢alisma aralig
olarak kaydedildi. Kalibasyon egrisinin dogrusal kisminin egimi ise sensoriin

duyarlig1 olarak belirlendi.
3.4.7.2. Gozlenebilme ve alt tayin sinir1

Sensoriin  gozlenebilme sinirmi1 (LOD) ve alt tayin s (LOQ) belirlemek
amaciyla sensoriin dogrusal c¢alisma araliginin en alt noktasindaki propil gallat
derisimine verdigi cevap art arda 10 kez DPV yéntemi ile 6lgiildii. Olgiilen cevap
akimlarinin standart sapmasi (S) hesaplandi. Kalibrasyon grafiginin egimi (m)
kullanilarak gozlenebilme sinir1 LOD = 3,3 s/m, alt tayin sinir1 ise LOQ = 10 s/m

formiillerinden bulundu.
3.4.7.3. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

PSer/AuNP/GR/GCE’nin tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla sensoriin
ardisik propil gallat eklemelerine cevabi DPV ile art arda bes defa olgiildii.
Olusturulan bes kalibrasyon grafiginin duyarliklarinin BSS’si hesaplandi ve sensoriin
tekrar kullanilabilirligi belirlendi. Sensoriin tekrar iiretilebilirligini incelemek icin
ayn1 modifikasyon yontemi kullanilarak bes modifiye GCE hazirlandi ve bu
elektrotlarin ardigik propil gallat eklemelerine cevabi DPV ile belirlendi. Kalibrasyon
grafiklerinin egimlerinin BSS degerleri hesaplanarak sensoriin tekrar iiretilebilirligi

bulundu.
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3.4.7.4. Kararhhk

PSer/AuNP/GR/GCE’nin kararhhigim belirlemek igin sensoriin 3,8x10° M sabit
derisimde propil gallata cevabi art arda 50 defa dlgiildii. Olgiim sonuglarinin BSS

degeri hesaplandi ve sensoriin kararliligt belirlendi.
3.4.7.5. Girisim yapan tiirlerin etkisi

PSer/AuNP/GR/GCE’nin propil gallata cevabina etki edebilecek TBHQ, BHA, BHT,
askorbik asit, lirik asit, glukoz, sitrik asit, potasyum kloriir ve sodyum siilfat gibi
tirlerin girisim etkisi incelendi. Bu amagla ilk olarak elektrokimyasal hiicredeki
fosfat tamponu iizerine 5,7x10° M propil gallat ¢6zeltisi eklenip DPV yontemiyle
cevap akimi kaydedildi. Ardindan girisim yapabilecek tiiriin derisimi de 5,7x10° M
olacak sekilde ayni hiicreye ekleme yapilip cevap akimi dlgiildii. Bu uygulama her
bir potansiyel girisim yapan tiir i¢in ayr1 ayri tekrarlandi. Propil gallat i¢in dlgiilen
cevap akimu (iy) girisim ve yapabilecek tiirler i¢in 6l¢iilen cevap akimu (i) kaydedilip
% girisim etkisi asagidaki formiilden hesaplandi.

%Girisim etkisi = 222 x 100

l1
3.4.8. Sensor ile Ger¢ek Numune Analizi

PSer/AuNP/GR/GCE’nin  ger¢ek  numunelerde  propil  gallat  analizinde
kullanilabilirligi zeytinyagi numunesinde incelendi. Zeytinyagi numunesinden
tartilan 5 gramlik kisim 5 mL metanol ile karigtirilip 30 dakika vortekslendi (Yin vd.,
2021: 1-7). Homojen hale gelen karisim 30 dakika 3000 rpm’de santrifiijlenip stteki
kisim farkli bir tiipe alindi. Elde edilen ¢ozelti metanol ile 1:1 oraninda seyreltildi.
Bu oziitten alinan uygun miktar 5 mL 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunun igerisine
eklendi ve DPV yontemi ile akim degerleri okundu. Elektrokimyasal hiicreye
standart propil gallat cozeltisinden ilaveler yapilarak standart ekleme grafikleri
olusturuldu. Bu grafiklerden numune icindeki propil gallat miktar1 belirlendi. Daha
sonra ayn1 numunede propil gallat i¢in geri kazanim ¢aligmasi yapildi. Bu amagla yag
numunesinden hazirlanan ve icerdigi propil gallat miktari analiz edilen 6ziite standart
propil gallat ¢ozeltisinden bilinen bir miktar ilave edilerek katkilama (spike) yapildi.
Katkilanmis 6ziitten alinan uygun bir miktar 5 mL 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunun
icerisine eklendi ve DPV yontemi ile cevap akimlari okundu. Elektrokimyasal

hiicreye standart propil gallat ¢o6zeltisinden ilaveler yapilarak standart ekleme
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grafikleri olusturuldu. Olusturulan grafiklerden katkilanmis numune i¢indeki propil
gallat miktar1 belirlendi. Katkilanmis numune iginde bulunmasi beklenen propil
gallat miktar1 ve bulunan propil gallat miktar1 kiyaslanarak % geri kazanim degerleri

hesaplandi.

3.5. Propil Gallat Tayini icin Biyosensér Hazirlanmasi
3.5.1. Perde Baskil Elektrotlarin Modifikasyonu
3.5.1.1. Grafen kuantum nokta modifiye elektrot

Grafen kuantum nokta modifiye perde baskili elektrot (GQD/SPE) hazirlamak i¢in
SPE’lerin ylizeyine grafen kuantum nokta (GQD) ¢ozeltisinden 3 pL damlatilip oda

sicakliginda kurumaya birakildi.
3.5.1.2. Grafen kuantum nokta ve poli(L-Arjinin) modifiye elektrot

Bolim 3.3.5’de anlatildigi gibi hazirlanan L-Arjinin ¢ozeltisinden 5 mL alinip
elektrokimyasal hiicrenin igerisine eklendi. Daha sonra bu hiicrenin igerisine Bolim
3.5.1.1’de agiklandig1 gibi hazirlanan GQD/SPE daldirildi. Déniisiimlii voltametri
kullanilarak -2,0 V ile +2,5 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda 10 dongii alind1 ve
GQD/SPE yiizeyinde poli(amino asit) olusmasi sagland1 (Zhou vd., 2014: 1973-
1979). Elde edilen modifiye elektrot (PArj/GQD/SPE) oda sicakliginda kurutuldu.

3.5.1.3. Grafen kuantum nokta, poli(L-Arjinin) ve paladyum nanopartikiil

modifiye elektrot

Grafen kuantum nokta, poli(L-Arjinin) ve paladyum nanopartikiil modifiye elektrot
hazirlamak amaciyla Bolim 3.3.9’da anlatildig1 gibi hazirlanan paladyum klortir
cozeltisinden 5 mL alinip elektrokimyasal hiicreye ilave edildi ve Bo6liim 3.5.2.2°de
aciklandigi gibi elde edilen PArj/GQD/SPE’nin yiizeyine -0,1 V potansiyelde 60
saniye boyunca paladyum nanopartikiil biriktirildi (Mukdasai vd., 2015: 280-288).
Grafen kuantum nokta, poli(L-Arjinin), paladyum nanopartikiill modifiye elektrot
PANP/PA1j/GQD/SPE seklinde simgelendi.

3.5.1.4. Grafen kuantum nokta, poli(L-Arjinin), paladyum nanopartikiil ve
tirozinaz modifiye elektrot

Enzim modifiye elektrotun hazirlanmasi i¢in PANP/PArj/GQD/SPE’nin yiizeyine

tirozinaz enzimi immobilize edildi. Iimmobilizasyon islemi i¢in 2 uL. BSA, 2 uL GA,
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8 uL Tyr ve 8 uL pH 7,5 fosfat tamponu karistirildi. Hazirlanan bu ¢o6zeltiden
mikropipet yardimiyla 5 pL alinip PANP/PArj/GQD/SPE’nin yilizeyine damlatildi ve
kurumaya birakildi. Ardindan enzim damlatilip kurutulmus
PANP/PA1j/GQD/SPE’nin yiizeyine Bolim 3.3.13’de anlatildigi gibi hazirlanan
nafyon ¢ozeltisinden mikropipet ile 3 pL damlatildi ve elektrot oda sicakliginda
kurutuldu. Elde edilen biyosensor Tyr/PANP/PA1j/GQD/SPE seklinde gosterildi.

3.5.2. Biyosensoriin Optimum Yiizey Bilesiminin Belirlenmesi

Biyosensor gelistirmede kullanilan grafen kuantum nokta, poli(L-Arjinin), paladyum
nanopartikiil ve tirozinaz enziminin miktarini1 optimize edebilmek i¢in tek seferde tek
degisken yonteminden yararlanildi. Modifikasyon malzemelerinin optimum
miktarlar1 belirlenirken amperometri yontemi kullanildi. Hazirlanan biyosensorlerin
optimum sartlarda -0,25 V sabit potansiyelde elde edilen kararli hal akimlar1 6lgtildii.
Biyosensorlerin farkli derisimlerde propil gallat ilavelerine verdigi cevap akimlari
kaydedildi. Olgiilen akimlardan kararli hal akimmin ¢ikarilmasi ile bulunan akim
farklarmin derisime kars1 grafige gegirilmesiyle olusturulan kalibrasyon grafiklerinde

en yiiksek duyarlig1 veren miktar ya da parametre optimum olarak kabul edildi.
3.5.2.1. Grafen kuantum nokta miktari

Biyosensorde kullanilan grafen kuantum nokta miktarin1 optimize edebilmek igin
elektrot yiizeyine 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ve 6,0 uL grafen kuantum nokta cozeltisi
damlatildi ve modifiye elektrot oda sicaklifinda kurutuldu. Hazirlanan bes farkli
GQD/SPE yiizeyine poli(L-Arjinin) ve paladyum nanopartikiil modifiye edildikten
sonra tirozinaz enzimi Bolim 3.5.1.4’de agiklandigi gibi immobilize edildi. Elde
edilen biyosensorlerin propil gallata cevabi amperometri yontemi ile belirlendi.
Olusturulan kalibrasyon grafiklerinde en yiliksek duyarligin elde edildigi

biyosensoriin hazirlanmasi i¢in kullanilan GQD miktar1 optimum olarak segildi.
3.5.2.2. Poli(L-Arjinin) modifikasyonunda kullanilan dongii sayisi

Elektrot yiizeyinin poli(L-Arjinin) ile modifiye edilmesi i¢in kullanilacak optimum
dongli sayisina karar vermek i¢cin GQD/SPE’ler Bolim 3.3.5°de anlatildigi gibi
hazirlanan L-Arjinin ¢6zeltisinden 5 mL iceren elektrokimyasal hiicreye daldirildi ve
-2,0 Vile +2,5 V arasinda 100 mV/s tarama hiz1 kullanilarak 5, 10, 15 ve 20 dongii
ile elektrot ylizeyine poli(amino asit) kaplandi. Bu elektrotlara paladyum
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nanopartikiil ve tirozinaz modifiye edilmesi ile elde edilen biyosensorlerin propil
gallata  amperometrik  cevab1  Olgiildi. En  yiksek duyarligt  veren

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’deki dongii sayisi optimum olarak segildi.
3.5.2.3. Paladyum nanopartikiil biriktirme siiresi

Paladyum nanopartikiil biriktirme siiresini optimize etmek icin elektrokimyasal
hiicreye Boliim 3.3.9°da anlatildigi gibi hazirlanan paladyum kloriir ¢ozeltisinden 5
mL alindi ve igerisine PArj/GQD/SPE daldirildi. Elektrotun {izerine -0,1 V
potansiyelde 30, 60, 90 ve 120 saniye paladyum nanopartikiil biriktirildi. Hazirlanan
dort farkli elektrot yiizeyine enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Farkli
saniyelerde paladyum biriktirilerek modifiye edilen dort  farkli
Tyr/PANP/PA1j/GQD/SPE’nin propil gallata cevabi amperometri yontemi ile
olgtildi. Kalibrasyon grafikleri gizilerek en yiiksek duyarligi gosteren biyosensoriin
hazirlanmasinda kullanilan paladyum nanopartikiil biriktirme siiresi optimum olarak

secildi.
3.5.2.4. Enzim miktar

Hazirlanan biyosensorde tirozinaz enzimi miktarim1 optimize edebilmek i¢in
PANP/PAr1j/GQD/SPE yiizeyine 60 U, 100 U, 140 U ve 180 U enzim immobilize
edildi. Hazirlanan dort farkli Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE biyosensdriiniin propil
gallata cevab1 amperometri ile belirlendi. Akim farklarinin propil gallat derisimine
kars1 grafige gegirilmesi ile olusturulan kalibrasyon egrilerinden en yiiksek duyarligi
veren biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilan enzim miktar1 optimum olarak

secildi.
3.5.3. Biyosensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Modifikasyon asamasinda kullanilan maddelerin elektrodun elektrokimyasal
davranisina  etkisini incelemek icin  SPE, GQD/SPE, PAr1j/GQD/SPE,
PANP/PArj/GQD/SPE ve Tyr/PANP/PA1j/GQD/SPE’lerin doniistimli
voltamogramlar1 -0,3 V ile +0,8 V araliginda 50 mV/s tarama hizinda Bolim
3.3.2’de anlatildig1 gibi hazirlanan redoks probu igerisinde alindi. Ayni elektrotlarin
empedans Olgiimleri redoks probu igerisinde 0,2 V potansiyelde, 1 mV genlikte
0,05-100000 Hz frekans araliginda gergeklestirildi.
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3.5.4. Biyosensoriin Optimum Calisma Kosullarinin Belirlenmesi
3.5.4.1. Tampon pH’s1

Tyr/PANP/PA1j/GQD/SPE’nin propil gallata kars1 verdigi cevaba tampon pH’sinin
etkisini inceleyebilmek i¢in pH’s1 6,0-8,5 arasinda 0,5 pH birimi degistirilerek farkli
pH’larda fosfat tamponlar1 hazirlandi. Biyosensoriin her pH’da propil gallat cevabi
amperometrik yontemle olgiildii ve bulunan akim farklarinin derisime karsi grafige
alimmasiyla olusturulan kalibrasyon grafiklerinden elde edilen duyarliklar belirlendi.
Bu duyarliklar pH’ya kars1 grafige alindi ve en yiiksek duyarligin goézlendigi pH

optimum segildi.
3.5.4.2. Calisma potansiyeli

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE  biyosensoriiniin ~ optimum  ¢alisma  potansiyelini
belirlemek amaciyla modifiye elektrotlarin 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunda -0,1 V
ile -0,4 V araliginda degisen farkli potansiyellerde propil gallata verdigi
amperometrik cevap akimi incelendi. Hesaplanan akim farklar1 kullanilarak
kalibrasyon grafigi olusturuldu ve her potansiyel i¢in duyarlik degeri hesaplandi. En

yiiksek duyarlik elde edilen potansiyel optimum ¢alisma potansiyeli olarak segildi.
3.5.5. Biyosensoriin Performans Faktorleri
3.5.5.1. Dogrusal ¢calisma aralhig: ve duyarhk

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin dogrusal ¢aligma aralifini ve duyarligin1 belirlemek
amaciyla 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponundan 5 mL alinarak elektrokimyasal hiicreye
eklendi. Biyosensoriin sabit potansiyelde kararli hal akimi kaydedildi. Hiicreye
standart propil gallat ¢ozeltilerinden art arda farkli derisimlerde ilaveler yapildi ve
her ilave sonrasi elde edilen akim farklart hesaplandi. Bulunan akim farklari ilave
edilen derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi olusturuldu. Kalibrasyon
grafiginin dogrusal kismi biyosensoriin ¢aligma araligi, dogrusal kismin egimi ise

duyarlik olarak alindi.
3.5.5.2. Gozlenebilme ve alt tayin sinir1

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin LOD ve LOQ degerlerini belirleyebilmek igin
biyosensoriin dogrusal ¢alisma araliginin en alt noktasindaki propil gallat derisimine

verdigi amperometrik cevaplar art arda 10 kez 6l¢iildii. Hesaplanan akim farklarinin
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standart sapmasi (S) bulundu. Kalibrasyon grafiginin egimi (m) kullanilarak,
g6zlenebilme sinir1 LOD = 3,3 s/m, alt tayin sinir1 ise LOQ = 10 s/m formiilleri ile

hesaplandi.
3.5.5.3. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin tekrar kullanilabilirligini belirleyebilmek i¢in ayni
biyosensoriin propil gallat cevabir amperometri yontemi ile olgiildii ve art arda bes
defa kalibrasyon grafigi ¢izildi. Cizilen kalibrasyon grafiklerinin duyarliklarinin BSS
degeri hesaplanarak tekrar kullanilabilirlik belirlendi.

Ayni yontem kullanilarak hazirlanan bes farkli Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin propil
gallat cevab1 amperometrik yontemle oOlgiildii ve ¢izilen kalibrasyon grafiklerinin

duyarliklarinin BSS degerleri hesaplanarak tekrar tiretilebilirlik belirlendi.
3.5.5.4. Uzun donem kararhhgi

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin uzun donem kararliligini belirleyebilmek i¢in ayni
biyosensoriin farkli zamanlarda sabit derisimdeki propil gallata cevabi Olciildii.
Olgiimler arasinda biyosensor kuru ortamda buzdolabinda muhafaza edildi. Birinci
giin elde edilen biyosensor cevab1 20 giin sonunda Olgiilen biyosensor cevabi ile

kiyaslanarak biyosensoriin cevabindaki diisiis hesapland.
3.5.5.5. Girisim yapan tiirlerin etkisi

Hazirlanan biyosensoriin propil gallat cevabina c¢esitli tiirlerin girisim etkisi
incelendi. Bu amagla ilk olarak elektrokimyasal hiicreye 2,0x10° M derisimde
olacak sekilde standart propil gallat ¢ozeltisi eklenip amperometri yontemiyle cevap
akimlar1 kaydedildi. Ardindan girisim yapabilecek TBHQ, BHA, BHT, askorbik asit,
irik asit, glukoz, sitrik asit, potasyum kloriir ve sodyum siilfat gibi tiirlerin derigimi
2,0x10° M olacak sekilde ayni hiicreye ekleme yapilip cevap akimlari incelendi.
Propil gallat i¢in okunan cevap akimi (i) ve girisim etkisi yapabilecek tiirler igin

okunan cevap akimi (i) kaydedilip % girisim etkisi asagidaki formiilden hesaplandi.

%Girisim etkisi = —2— x 100
(i1+ i)
3.5.6. Biyosensor ile Gercek Numune Analizi

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE  biyosensoriiniin ~ gergek numunelerde propil galat

tayininde kullanilabilirligini belirlemek i¢in zeytinyagi numunesi kullanildi. Numune

48



analize Boliim 3.4.7°de anlatildig1 gibi hazirlandi. Elde edilen 6ziitten alinan uygun
miktar 5 mL 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunun igerisine ilave edildi ve amperometrik
yontemle biyosensdriin cevap akimi 6lgiildii. Elektrokimyasal hiicreye standart propil
gallat cozeltisinden ilaveler yapilarak standart ekleme grafikleri olusturuldu. Bu
grafiklerden numune igindeki propil gallat miktar1 belirlendi. Daha sonra ayni
numunede propil gallat i¢cin geri kazamim ¢alismasi yapildi. Bu amagla yag
numunesinden hazirlanan ve igerdigi propil gallat miktar1 belirlenen 6ziite standart
propil gallat ¢ozeltisinden belirli miktar ilave edilerek katkilama yapildi. Katkilanmig
Oziitten belirli miktar alinarak 5 mL 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunun igerisine
ekleme yapildi ve amperometri yontemi ile biyosensoriin cevap akimi olgildi.
Elektrokimyasal hiicreye standart propil gallat c¢ozeltisinden ilaveler yapilarak
standart ekleme grafikleri olusturuldu. Olusturulan grafiklerden katkilanmis numune
icindeki propil gallat miktar1 belirlendi. Katkilanmis numune iginde bulunmasi
beklenen propil gallat miktar1 bulunan propil gallat miktar ile karsilastirildi ve %

geri kazanim hesaplandi.
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4. ANALIZ BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez calismasinda propil gallati tayin edebilmek i¢in karbon nanomalzeme,
poli(amino asit) ve metal nanopartikiil kullanarak elektrokimyasal sensor ve
biyosensor hazirlanmasi amaglandi.  Sensor calismasinda karbon nanomalzeme
olarak grafen, poli(amino asit) olarak poli(L-Serin), metal nanopartikiil olarak ise
altin nanopartikiil secildi. Biyosensor ¢alismasinda ise, karbon nanomalzeme olarak
grafen kuantum noktalar, poli(amino asit) olarak poli(L-Arjinin), metal nanopartikiil
olarak paladyum nanopartikiill ve tirozinaz enzimi kullanildi. Literatiirde propil
gallat1 tayin edebilmek i¢in gelistirilen sensor ve biyosensorler incelendiginde bu
calismada sensér hazirlanmasinda kullanilan grafen, altin nanopartikiil ve poli(L-
Serin)’in veya biyosensor hazirlanmasinda kullanilan paladyum nanopartikiil, poli(L-

Arjinin) ve grafen kuantum noktalarin birlikte kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmada.

Bu ¢alismada propil gallati tayin edebilmek i¢in elektrokimyasal yontem kullanilarak
bir sensdr ve bir biyosensor gelistirildi. Gelistirilen bu sensér ve biyosensorde
kullanilan modifikasyon malzemelerinin miktar optimizasyonu yapilarak sensor ve
biyosensoriin en uygun c¢alisma kosullar1 belirlendi. Belirlenen bu ¢alisma
kosullarinda sensor ve biyosensoriin performans faktorleri ve gida numunesinde
propil gallat tayininde kullanilabilirligi arastirildi. Calismada ayrica, sensor ve
biyosensoriin ylizey morfolojisi ve elektrokimyasal davranist da incelendi. Elde
edilen sonuglar ve bu sonuglar 1s18inda yapilan irdelemeler asagida ayrintilariyla

verildi.
4.1. Propil Gallat Tayini I¢in Gelistirilen Sensor
4.1.1. Propil Gallat Tayini I¢cin Gelistirilen Sensériin Yiizey Optimizasyonu

Sensorlin  hazirlanmasinda kullanilan modifikasyon malzemelerinin miktarlarinin
sensOriin analitik performansma etkisi biiyliktiir. Tezde gelistirilen sensor ile en
yiiksek analitik performansi elde edebilmek icin modifikasyonda kullanilan grafen,
altin nanopartikiil ve poli(L-Serin)’in GCE yiizeyindeki miktarlar1 tek seferde tek

degisken yontemi kullanilarak optimize edildi.
4.1.1.1. Grafen miktarinin optimizasyonu

GCE’nin ilk katmaninda bulunan grafen miktarin1 optimize etmek igin elektrot

yiizeyine 2,5; 5,0; 7,5 ve 10,0 pL olmak iizere dort farkli miktar grafen modifiye
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edildi. GR/GCE yiizeyine altin nanopartikiil ve poli(L-Serin) modifiye edilmesiyle
hazirlanan sensérlerin sabit derisimde (3,8x10° M) propil gallata elektrokimyasal
cevabr Bolim 3.4.4.1’de anlatildigr gibi DPV yontemi ile incelendi ve bulunan
sonuclar Sekil 4.1°de verildi. Sekil incelendiginde grafen miktarinin artmasiyla cevap
akiminin arttigi, 5 uL grafen ile modifiye edilen sensérde en yiiksek cevabin elde
edildigi, daha yiiksek grafen miktarlarinda ise cevabin diistiigli gériildii. Bu nedenle,
en yiiksek sensor cevabinin elde edildigi 5 uL optimum grafen miktar1 olarak secildi.
Elektrot yiizeyine fazla grafen modifiye edilmesi durumunda cevaplarda gozlenen
diisiisiin literatiir verileri ile uyumlu olarak grafen tabakasinin kalinliginin artmasiyla

substratin  elektrot yiizeyine ulasmasimnin zorlasmasindan kaynaklanabilecegi

diistintildii (Ma ve Chen, 2015: 445-450).
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Sekil 4.1. Grafen miktarmin PSer/AuNP/GR/GCE’nin voltametrik cevabina etkisi

(3,8x10™ M propil gallat igeren 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu)
4.1.1.2. Altin nanopartikiil biriktirme siiresinin optimizasyonu

GCE’nin modifikasyonunda kullanilan altin nanopartikiiliin elektrot ylizeyine
biriktirme siiresinin optimize edilebilmesi i¢cin GR/GCE’lerin yiizeyine 100; 200; 300
ve 400 saniye siireyle Boliim 3.4.2.2°de anlatildig1 gibi altin nanopartikiil biriktirildi.
Elektrot yilizeyine poli(amino asit)’in de modifiye edilmesiyle hazirlanan sensorlerin
propil gallata verdigi cevap 3,8x10° M propil gallat varhginda DPV yontemiyle
kaydedildi. Farkli altin nanopartikiil biriktirme siirelerinde hazirlanan sensorlerin
propil gallata verdigi cevaplar Sekil 4.2°de verildi. Calismada en yliksek propil gallat

cevabinin 200 saniye altin nanopartikiil biriktirilen sensor ile elde edildigi gbzlendi
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ve bu siire optimum altin nanopartikiil biriktirme siiresi olarak belirlendi. Literatiirde
elektrot yiizeyine altin nanopartikiil biriktirme siiresinin artisinin elektrodun etkin
yiizey alanini azaltabilecegi ve bunun cevap akimlarinda diisiise yol agabilecegi rapor
edilmistir (Erden vd., 2021: 1-8). Calismamizda 200 saniyeden daha uzun altin
biriktirme siirelerinde hazirlanan sensoriin cevap akimlarinda gozlenen diisiisiin

sebebinin de bu olabilecegi degerlendirildi.
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Sekil 4.2. AuUNP biriktirme siiresinin PSer/AuNP/GR/GCE’nin voltametrik cevabina
etkisi (3,810 M propil gallat igeren 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu)

41.13. Poli(L-Serin) modifikasyonunda Kullamilan déngii  sayisinin

optimizasyonu

Calismada grafen ve altin nanopartikiil modifiye edilmis GCE ylizeyine son olarak
poli(amino asit) kaplandi. Poli(amino asit) olarak segilen poli(L-Serin)’in elektrot
yiizeyinde olusturulmas i¢in kullanilacak dongii sayisinin sensoriin cevabina etkisini
incelemek icin AuNP/GR/GCE yiizeyine Boliim 3.4.2.3’de agiklandigr gibi 10, 15,
20 ve 25 dongii ile poli(L-Serin) kaplandi1 ve dort farkli sensér hazirlandi. Hazirlanan
sensorlerin 3,810 M propil gallat igeren pH 7,5 fosfat tamponunda DPV yontemi
kullanilarak cevap akimlari incelendiginde polimerin dongii sayisinin artmasiyla
cevap akiminin arttig1 ancak 20 dongiiden sonra cevap akiminin azaldig1 gozlemlendi
(Sekil 4.3). Calismada elektrot yiizeyinde poli(L-Serin) olusturulmasi igin
kullanilacak optimum dongii sayis1 20 olarak belirlendi ve bu dongii sayisinda elde
edilen dontigiimlii voltamogram Sekil 4.4’de verildi. 20 dongiiden daha yiiksek

dongii sayilar1 kullanildiginda sensor cevabinin diismesinin elektrot yiizeyinde olusan
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kalin poli(amino asit) tabakasinin elektrodun elektrokatalitik 6zelligine olumsuz bir
etki yapmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii (You vd., 2022: 1-10). Sekil 4.4’de
verilen voltamogramda go6zlenen anodik ve katodik pikler literatiir ile uyumludur
(Hung vd., 2020:1-7)
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Sekil 4.3. Poli(L-Serin)  olusturulmasinda  kullanilan  dongli  sayisinin
PSer/AuNP/GR/GCE’nin voltametrik cevabina etkisi (3,810 M propil gallat igeren
0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu)
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Sekil 4.4. AuNP/GR/GCE’nin poli(L-Serin) ile kaplanmasi sirasinda kaydedilen
doniistimlii voltamogram (0,1 M L-Serin igeren 0,05 M fosfat tamponu, 100 mV/s

tarama hizi, 20 dongii)
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4.1.2. Sensoriin Elektrokimyasal Davramsimn ve Yiizey Morfolojisinin

Karakterizasyonu
4.1.2.1. Doniisiimlii voltametri ¢alismalar:

Sensoriin elektrokimyasal davraniglart Boliim 3.4.3°de agiklandigi gibi doniisiimlii
voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopi yontemleri kullanilarak
incelendi. Ilk olarak optimum bilesimde hazirlanan GCE, GR/GCE, AuNP/GR/GCE
ve PSer/AuNP/GR/GCE’lerin doniigiimlii voltamogramlart 50 mV/s tarama hizinda
0,1 M KCl ve 5,0 mM Fe(CN)¢¥/Fe(CN)s* iceren redoks probu ¢ozeltisi kullanilarak

alind1 ve sonuclar Sekil 4.5°de verildi.
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Sekil 4.5. (A) GCE, (B) GR/GCE, (C) AuNP/GR/GCE, (D)
PSer/AuNP/GR/GCE’lerin doniisiimlii voltamogramlar: (0,1 M KCI ve 5,0 mM
Fe(CN)e>/Fe(CN)s* igeren redoks probu ¢ozeltisi)

Sekil 4.5.de gosterildigi gibi GCE ile Fe(CN)*/Fe(CN)s" giftinin redoks
davranisina karsilik gelen yiikseltgenme ve indirgenme pikleri elde edildi. GCE’ye
gore grafen modifiye edilmis GCE’de daha yiiksek pik akimlar1 kaydedildi. Bu
yiksek pik akiminin modifikasyonda kullanilan grafenin hem iletkenligi
arttirmasindan hem de elektron transferini hizlandirmasindan kaynaklandigi
diigtiniildii (Khumngern vd., 2024: 1-8). GR/GCE’nin iizerine altin nanopartikiil
modifiye edildiginde ise pik akiminin daha da arttig1 goriildii. Bu artisin literatiirde
belirtildigi gibi altin nanopartikiilin hem elektrodun yiizey alanin1 hem de
iletkenligini arttirmasindan kaynaklandigi degerlendirildi (Erden vd., 2021: 1-8).
Dontisiimlii voltametri ¢alismasinda en yiiksek pik akimlar1 PSer/AuNP/GR/GCE ile
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elde edildi. Literatiir incelendiginde poli(L-Serin)’in pik akimlarmi arttirici etki
yaptig1 goriilmistiir (You vd., 2022: 1-10). Bu ac¢idan elde ettigimiz veriler literatiir

ile uyum igindedir.
4.1.2.2. Elektrokimyasal empedans spektroskopi calismalari

Elektrokimyasal = empedans spektroskopi  modifiye edilmis elektrotlarin
elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesinde yaygin kullanilan bir yontemdir. Tez
calisgmasinda modifiye edilmemis GCE, GR/GCE, AuNP/GR/GCE ve
PSer/AuNP/GR/GCE’lerin EIS 6lgiimlerinde 0,1 M KCl ve 5,0 mM Fe(CN)g>
IFe(CN)s" igeren redoks probu ¢ozeltisi kullanildi ve elde edilen Nyquist egrileri
Sekil 4.6’da sunuldu. Sekil incelendiginde en yiiksek yiikk transfer direncinin
modifiye edilmemis GCE ile elde edildigi goriildii. GCE yiizeyi grafen ile modifiye
edildiginde yiik transfer direncinin bos GCE ile karsilastirildiginda daha diisiik
oldugu belirlendi ve bunun sebebinin grafenin elektron trasferini kolaylastirict etki
yapmast oldugu distnildd (Liu vd., 2011: 129-135). GR/GCE yiizeyine altin
nanopartikiil biriktirildikten sonra yiik transfer direncinin GR/GCE ve modifiye
edilmemis GCE’ye gore c¢ok daha diisiik oldugu saptandi. Bu durum altin
nanopartikiillerin iletken dogasina baglandi ve nanopartikiillerin elektrot yiizeyine
basarili bir sekilde biriktirildigini gosterdi (Orenli vd., 2023: 1-11). En diisiik yiik
transfer direnci ise, PSer/AuNP/GR/GCE ile elde edildi. Yk transfer direncindeki bu
diislisiin  sebebinin literatlir verileri ile uyumlu bi¢imde iletken poli(L-Serin)
tabakasinin elektrot yiizeyine kaplanmasi oldugu diisiiniildii (Narayana vd., 2015: 57-
65).
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Sekil 46. (A) GCE, (B) GR/GCE, (C) AuNP/GR/GCE, (D)
PSer/AuNP/GR/GCE’lerin Nyquist egrileri (0,1 M KCl ve 5,0 mM Fe(CN)g>
IFe(CN)s" iceren redoks probu ¢dzeltisi)

4.1.2.3. Sensoriin taramah elektron mikroskobu calismalari

Elektrot modifikasyonunun her basamaginda kullanilan malzemelerin elektrodun
yiizey morfolojisine etkisini belirlemek i¢in SEM tekniginden yararlanildi. Resim
4.1°de (A) SPE, (B) GR/SPE, (C) AuNP/GR/SPE ve (D) PSer/AuNP/GR/SPE ile
elde edilen SEM goriintiileri verildi. Olgiimlerde karbon yiizey olarak GCE yerine
SPE kullanildu.
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Resim 4.1. (A) SPE, (B) GR/SPE, (C) AuNP/GR/SPE (10 000x), (D)
PSer/AuNP/GR/SPE, (E) AUNP/GR/SPE (25 000x) ile elde edilen SEM gériintiileri

58



SEM goriintiileri incelendiginde grafenin SPE ylizeyini homojen bir sekilde kapladigi
ve modifiye edilmemis SPE’nin yiizey morfolojisinde azda olsa degisiklik yaptigi
gozlendi (Gorsel 4.1B). GR/SPE yiizeyine altin nanopartikiil biriktirilmesi sonucu
elde edilen elektrodun SEM goriintiisii altinlarin elektrot yilizeyinde diizenli bir
sekilde dagildigin1 ve nanopartikiil biriktirme isleminin basariyla tamamlandigini
gosterdi (Gorsel 4.1C). Poli(L-Serin) kaplanan elektrodun yiizey morfolojisinin ise,
onemli oOlciide degistigi gozlendi (Gorsel 4.1D). Altin nanopartikiil ve grafen
modifiye elektrodun farkli biiyiitmede (25 000x) almman SEM goriintlisii altin
nanopargcaciklarin elektrot ylizeyinde diizgiin bir sekilde yayildigini kanitlad: (Gorsel

4.1E).
4.1.3. Propil Gallatin Elektrokimyasal Yiikseltgenme Mekanizmasi

Sensor ylizeyinde propil gallatin elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmasini
aydinlatabilmek ic¢in hazirlanan modifiye elektrotun 0,05 M pH 7,5 fosfat
tamponunda doniisimlii  voltametri yontemi ile propil gallat varliginda ve
yoklugunda kaydedilen elektrokimyasal cevabi incelendi ve ilgili doniisimlii
voltamogram Sekil 4.7A’da verildi. Sensor yiizeyinde propil gallatin yiikseltgenme
piki yaklasik +0,15 V’da elde edildi. Tarama hizinin propil gallatin yiikseltgenmesi
iizerindeki etkisi 3,8x10° M propil gallat iceren pH 7,5 fosfat tamponunda
doniistimlii voltametri yontemi kullanilarak 10-150 mV/s arasinda degisen farkli
tarama hizlarinda incelendi. Kaydedilen voltamogramlar Sekil 4.7B de verildi. Propil
gallata ait yiikseltgenme pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak
degistigi gozlendi ve ilgili grafik Sekil 4.7C’de verildi. Yiikseltgenme pik akiminin
logaritmasi ve tarama hizinin logaritmasi arasindaki iligki ise log lp = 0,403 log v +
0,6626 (R?=0,992) esitligi ile ifade edildi (Sekil 4.7D). Yiikseltgenme pik akimimin
logaritmas1 ve tarama hizinin logaritmasi grafige gecirildiginde elde edilen egrinin
egimi teorik deger olan 0,5’e yakin bulundu. Tiim bu sonuglar propil gallatin
PSer/AuNP/GR/GCE yiizeyinde elektrokimyasal yiikseltgenmesinin diflizyon
kontrollii oldugunu gosterdi (Chu vd., 2022: 1-10; Cyriac vd., 2016: B683-B688;
Massah vd., 2021: 1-8).

Yiikseltgenme pik potansiyeli (Epa) ve tarama hizinin In degeri arasindaki iliski su
sekilde ifade edilebilir: Ey, = 0,0350 + 0,0538 In v (R* = 0,9691). Pik potansiyelinin
In v ile iliskisi Laviron esitligi ile verilir (Laviron, 1974: 395-402).
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Calismamizda pik potansiyelinin In tarama hiziyla dogrusal bir sekilde degistigi
goriildii. Bu egrinin egimi RT/anF’ye esittir. Burada yiik transfer degerini ifade eden
o 0,5 olarak kabul edildi. n ise yiikseltgenme reaksiyonunda yer alan elektronlarin
sayisidir. Laviron esitligini ve Sekil 4.7E’de verilen egrinin egimini kullanarak n
degeri yaklastk 2 olarak hesaplandi. Bu sonuglardan propil gallatin

yiikseltgenmesinin 2 elektronlu bir elektrot reaksiyonu oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 4.7. (A) PSer/AuNP/GR/GCE’un 1,0x10° M propil gallat varliginda ve
yoklugunda doéniisimlii voltamogramlar1 (0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu), (B)
PSer/AuNP/GR/GCE’un 10-150 mV/s arasinda degisen cesitli tarama hizlarinda
déniisiimlii voltamogramlar: (3,8x10° M propil gallat iceren 0,05 M pH 7,5 fosfat
tamponu), (C) tarama hiz1 (v) — anodik pik akimi (lp,) grafigi, (D) log lpa —log v ve
(E) Epa —Inv grafigi

Propil gallatin yiikseltgenmesinde protonlarin roliinii belirlemek icin ylikseltgenme
potansiyelinin pH ile degisimi 6,0 — 8,5 araliginda incelendi. pH degeri arttik¢a pik
potansiyelinin negatif yone dogru kaydig1 gozlendi. Bu sonug elektrot reaksiyonunda
protonlarin yer aldigini gosterdi (Yin vd., 2021: 1-7). Yiikseltgenme pik potansiyeli
ve pH arasindaki dogrusal iliski Eps = -0,065 pH + 0,667 (R? = 0,998) esitligi ile
verildi. Egrinin egiminin teorik deger olan 59 mV/pH’ya yakin olmasi propil gallatin
yiikseltgenmesinin 2 elektron ve 2 proton igerdigini gosterdi. Bu bilgiler 1s18inda
propil gallatin PSer/AuNP/GR/GCE yiizeyinde ilgili kinona Yyiikseltgenme
mekanizmas1 Sekil 4.8’de verildi. Literatiir incelendiginde propil gallat icin farkli
elektrotlarin yiizeyinde benzer yiikseltgenme mekanizmalar1 rapor edildigi goriildii

(Chen vd., 2018: 1-9; Yin vd., 2021: 1-7; Sivasankaran ve Kumar, 2019: B92-B94).
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Sekil 4.8. Propil gallatin PSer/AuNP/GR/GCE vyiizeyindeki elektrokimyasal

yiikseltgenme mekanizmast
4.1.4. Sensériin pH Optimizasyonu

Propil gallat sensoriinlin hazirlanmast i¢in elektrot modifikasyonunda kullanilan
malzemelerin miktar optimizasyonu yapildiktan sonra optimum c¢alisma pH’sin1
belirlemek amaciyla sensoriin Boliim 3.4.5.1°de agiklandig1 gibi 3,8x10 M propil
gallat varliginda pH’st 6,0-8,5 arasinda degisen 0,05 M fosfat tamponlarinda
voltametrik cevap akimlart incelendi ve ilgili pH—akim grafigi Sekil 4.9°da verildi.
Sekil incelendiginde akimm pH 6,0’dan pH 7,5’e¢ kadar arttigi ancak pH 7,5’dan
sonra diistiigli belirlendi. En yiiksek cevap akimimin elde edildigi pH 7,5
PSer/AuNP/GR/GCE i¢in optimum c¢alisma pH’s1 olarak secildi. Literatiirde propil
gallat tayini i¢cin gelistirilmis elektrokimyasal sensorler incelendiginde pH 8,0 (Yin
vd., 2021: 4; Sivasankaran ve Kumar, 2019: B92-B94) pH 7,0 (Chen vd., 2018: 1-9;
Priscillal ve Wang, 2022: 5; Cyriac vd., 2016: B683-B688) pH 3,0 (Ma vd., 2022: 1-
6) gibi farkli pH’larin da optimum olarak se¢ildigi goriildii.
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Sekil 4.9. Tampon pH’sinin PSer/AuNP/GR/GCE’nin voltametrik cevabina etkisi
(3,8x 10°M propil gallat iceren 0,05 M fosfat tamponu)
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4.1.5. Sensoriin Analitik Performans Faktorleri

PSer/AuNP/GR/GCE’nin yiizey bilesimi ve ¢alisma pH’s1 optimize edildikten sonra

analitik performans faktorleri aragtirildi ve ilgili calismalar agagida sunuldu.
4.1.5.1. Dogrusal ¢calisma arahig1 ve duyarhk

Sensoriin propil gallata duyarligini ve dogrusal ¢calisma araligini belirlemek amaciyla
PSer/AuNP/GR/GCE’nin farkli derisimlerdeki propil gallat eklemelerine cevabi DPV
yontemi kullanilarak 0,05 M pH 7,5 fosfat tamponunda incelendi. Kaydedilen
diferansiyel puls voltamogramlari Sekil 4.10A’da verildi. Propil gallat eklemeleri
sonucu olusan cevap akimlarinin derisime karsi grafige alinmasi ile kalibrasyon
egrisi olusturuldu (Sekil 4.10B). Bu kalibrasyon grafiginden yararlanilarak sensoriin

dogrusal ¢alisma arahig1 6,1x107—=5,7x10° M, duyarligi ise 152,29 pA mM™ olarak

bulundu.
16 10
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8 R>=10,9954
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Sekil 4.10. (A) PSer/AuNP/GR/GCE’ye art arda propil gallat eklenmesi ile elde
edilen akim potansiyel grafigi, (B) PSer/AuNP/GR/GCE’nin propil gallat i¢in
kalibrasyon grafigi (pH 7,5 0,05 M fosfat tamponu)

Gelistirilen sensor i¢in elde edilen caligma araligi literatiirde propil gallat igin
gelistirilen sensorlerin ¢alisma araligiyla karsilastirildiginda karbon nanofiber ve
stronsiyum aliiminat nanopartikiil ile modifiye edilmis sensériin (1,0x107-1,1x107
M) (Priscillal ve Wang, 2022: 1-8) ve kobalt diselenid nanopartikiil, indirgenmis
grafen oksit ile modifiye edilmis sensoriin (7,5 x10®-1,1x10* M) (Chen vd., 2018: 1-
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9) gelistirmis oldugumuz sensore gore daha genis bir ¢caligma araligina sahip oldugu
belirlendi. Gelistirmis oldugumuz sensoér ¢ok duvarli karbon nanotiiple modifiye
edilmis altin elektrotla karsilastirildiginda ise (1,0x10°-1,0x10™* M) (Vikraman vd.,
2013: 775-780) daha genis caligma aralifina sahiptir. Shi ve grubunun geligtirmis
olduklar1 grafen oksit ve B-siklodekstrin kompozit modifiye sensoriin (1,0><10‘7—
3,0x10° M) (Shi vd., 2018: 2467-2474) calisma aralifimn ise gelistirdigimiz

sensoriin ¢aligma araligina yakin oldugu goriildii.
4.1.5.2. Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin sinir1

Calismada gelistirilen propil gallat sensoriiniin gézlenebilme sinir1 ve alt tayin sinir1
degerlerini belirleyebilmek icin Bolim 3.4.6.2°de agiklandigi gibi kalibrasyon
grafiginden elde edilen sonuglar dogrultusunda sensoriin, grafikte bulunan en diisiik
noktadaki derisim olan 6,1x107 M propil gallata verdigi voltametrik cevap
akimlarindan yararlanildi. PSer/AuNP/GR/GCE sensoriiniin propil gallata verdigi
voltametrik cevaplarin standart sapma (S) degeri ve kalibrasyon grafiginden bulunan
egim (m) kullanilarak sensoriin gozlenebilme st 1,05x107 alt tayin s ise
3,2x107 olarak hesaplandi. Gelistirilen sensor i¢in gozlenebilme siniri literatiirde
propil gallat i¢in gelistirilen diger sensorlerin goézlenebilme st ile
karsilastirildiginda Yin ve grubunun gelistirdigi ayr1 ayr1 antrakinon ve ¢ok duvarli
karbon nanotiip igeren sensorlerin (6,7x107 M ve 7,6x10”7 M) (Yin vd., 2021: 1-7)
gozlenebilme sinir1 gelistirdigimiz sensore gore daha yiiksek iken y-aminobutirik asit
ve altin ile modifiye edilmis sensér (1,0x10° M) (Ma vd., 2022: 1-6) ile kobalt
diselenid nanopartikiil ve indirgenmis grafen oksit modifiye sensor (1,6x10° M)
(Chen vd., 2018: 1-9) gelistirmis oldugumuz sensore gore daha diisikk gézlenebilme

sinirina sahiptir.
4.1.5.3. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

PSer/AuNP/GR/GCE sensoriiniin tekrar kullanilabilirligi belirlemek i¢in Bdoliim
3.4.6.3’de anlatildig1 gibi ayni sensor ile ayni giin igerisinde bes kez kalibrasyon
egrisi ¢izildi. Kalibrasyon grafiginden elde edilen bes farkli duyarligin BSS degeri
%4,1 olarak hesaplandi. Bulunan bu BSS degeri ayn1 giin ayni elektrotla yapilan
Olgtimlerin hem birbirine yakin oldugunu hem de sensoriin tekrar kullanilabilirliginin
yiilksek oldugunu gosterdi.  Gelistirilen sensoriin  tekrar {retilebilirligini

inceleyebilmek i¢in aym1 yontem kullanilarak bes farkli PSer/AuNP/GR/GCE
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hazirlandi. Her modifiye elektrot ile propil gallat i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi ve
cizilen kalibrasyon grafiklerinden elde edilen bes farkli duyarligin BSS’si %4,9
olarak hesaplandi. Bulunan sonuca gore gelistirilen sensoriin tekrar tiretilebilirliginin

iyi oldugu degerlendirildi.
4.1.5.4. Kararhhk

PSer/AuNP/GR/GCE’nin kararhhigim belirlemek igin sensoriin 3,8x10° M sabit
derisimde propil gallata cevabi art arda 50 defa dlgiildii. Olgiim sonuglarinin BSS
degeri hesaplandi ve sensoriin 50 Ol¢lim sonucunda baslangi¢ cevabinin %95’ini
korudugu goriildii. Bu sonug sensoriin yiiksek kararliliga sahip oldugunu ve cevapta

onemli bir kayip olmadan defalarca kullanilabilecegini gosterdi.
4.1.5.5. Girisim yapan tiirlerin etkisi

Hazirlanan sensoriin gida numunelerinde propil gallat analizinde kullanilmasi
planlandigindan sensoriin bu tiir numunelerde bulunan diger bilesiklere karsi cevabi
Boliim 3.4.6.5°de anlatildig: gibi incelendi. Bu amacla, TBHQ, BHA, BHT, askorbik
asit, lrik asit, glukoz, sitrik asit, potasyum kloriir ve sodyum siilfatin sensoriin
voltametrik cevabi iizerine etkisi arastirildi. PSer/AuNP/GR/GCE’nin 5,7x10° M
propil gallata ve aymi derisimdeki girisim yapabilecek tiirlere karsi cevabi DPV
yontemi ile incelendi ve elde edilen cevap akimlarindan yararlanilarak %girisim
degerleri Bolim 3.4.7.5°de verilen formiil yardimiyla hesaplandi. Calisma sonucu

elde edilen yiizde girisim degerleri Tablo 4.1°de verildi.

Tablo incelendiginde arastirilan tiirlerden askorbik asit, iirik asit, glukoz, sitrik asit,
sodyum siilfat ve potasyum kloriiriin PSer/AuNP/GR/GCE’nin propil gallata
voltametrik cevabi tizerinde 6nemli bir girisim etkisinin olmadig1 (<%5) bulundu.
TBHQ ise sadece %6 lik bir girisim etkisi gosterdi. BHA ve BHT nin ise sensoriin
propil gallat cevabina sirasiyla %28,9 ve %25,1 etkisi oldugu gozlendi. Bu iki tiiriin
gosterdigi girisim etkisinin daha yliksek olmasinin tiirlerin yiikseltgenme
potansiyellerinin yakin olmasindan kaynaklandigi diisiiniildii. Bu girisim etkisinin

giderilmesi i¢in ger¢cek numune analizinde standart ekleme yontemi kullanildi.
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Tiirler Girisim, %

TBHQ -6,0
BHA -28,9
BHT -25,1
Askorbik asit 2,4
Urik asit -3,8
Glukoz -4.2
Sitrik asit 2,0
Sodyum siilfat 0,7
Potasyum kloriir -0,6

Tablo 4.1. PSer/AuNP/GR/GCE’nin voltametrik cevabina bazi tiirlerin etkisi
4.1.6. Sensor ile Gercek Numune Analizi

Tezde gelistirilen sensoriin  ger¢ek numunelerde propil gallat tayininde
kullanilabilirligini arastirmak i¢in zeytinyagi numunesi kullanildi. Bolim 3.4.7°de
anlatildigr gibi hazirlanan zeytinyagi numunelerinde standart ekleme yontemi
kullanilarak ilk olarak propil gallat olmadig: tespit edildi ve numunelere standart
propil gallat ¢ozeltisinden katkilama (spike) yapilarak elde edilen numunelerde geri
kazanim c¢aligmast yapildi. Bulunan sonuglar Tablo 4.2°de wverildi. Tablo
incelendiginde zeytinyagi numunesinde ti¢ farkli derisimdeki propil gallat igin
%100,36—%101,77 arasinda degisen geri kazanimlar elde edildi. Bulunan geri
kazanimlar dogrultusunda gelistirilen sensor ile zeytinyagi numunesinde propil gallat

tayininin basarili bir sekilde yapilabilecegi diistiniildi.

Eklenen propil gallat, Bulunan propil gallat, Geri kazamim, %+SS
po/L no/L
208,0 211,72+4,02 101,77+1,93
310,5 311,65+10,15 100,36+3,27
412,0 414,11+10,45 100,50+2,54

Tablo 4.2. PSer/AuNP/GR/GCE ile zeytinyaginda propil gallat i¢in geri kazanimlar

SS: {i¢ 6l¢lim sonucunun standart sapmasi
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4.2. Propil Gallat Tayini i¢in Gelistirilen Biyosensor
4.2.1. Propil Gallat Tayini I¢in Gelistirilen Biyosensoriin Yiizey Optimizasyonu

Tyr/PANP/PA1j/GQD/SPE biyosensorii ile en iyi performansi elde edebilmek igin
modifikasyonda kullanilan grafen kuantum nokta, paladyum nanopartikiil, poli(L-
Arjinin) ve tirozinaz enziminin miktarlar1 tek seferde tek degisken yontemi ile

optimize edildi. Bu kapsamda yapilan ¢alismalar ve bulunan sonuglar asagida verildi.
4.2.1.1. Grafen kuantum nokta miktar1 optimizasyonu

Grafen kuantum nokta miktarini optimize etmek igin Boliim 3.5.2.1°de agiklandigi
gibi SPE’nin ¢alisma elektrotu yiizeyine 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ve 6,0 pL olmak {izere bes
farkli miktarda grafen kuantum nokta modifiye edildi. Daha sonra elektroda poli(L-
Arjinin), paladyum nanopartikiil ve tirozinaz enziminin modifiye edilmesiyle
hazirlanan Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin propil gallata amperometrik cevabi
incelendi ve sonuglar Sekil 4.11°de verildi. Grafen kuantum nokta miktarinin
artmastyla duyarligin arttigi, en yiiksek duyarligin 3 pL grafen kuantum nokta ile
hazirlanan biyosensorle elde edildigi ve 3 uL’den sonra duyarligin azaldigi gorildii.
Sonug olarak en yiiksek biyosensor cevabimnin elde edildigi 3 pL optimum grafen
kuantum nokta miktar1 olarak secildi. Literatiirde de elektrot yiizeyine damlatilan
grafen kuantum nokta miktarinin artmasiyla duyarligin bir noktaya kadar arttig

ancak sonra diistiigli rapor edilmistir (Mollarasouli vd., 2018: 28-34).
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Sekil 4.11. Grafen kuantum nokta miktarinin Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin
amperometrik cevabina etkisi (0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,25 V)
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4.2.1.2. Poli(L-Arjinin) modifikasyonunda Kkullanilan doéngii sayisinin

optimizasyonu

Biyosensorde grafen kuantum nokta ile modifiye edilmis SPE yiizeyine poli(amino
asit) olarak secilen poli(L-Arjinin) modifiye edildi. Poli(amino asit)’in elektrot
ylizeyinde olusturulmasi i¢in kullanilacak dongli sayisinin biyosensoriin analitik
cevabi lizerine etkisini belirlemek amaciyla GQD/SPE yiizeyine Bo6liim 3.5.1.2°de
aciklandigr gibi 5, 10, 15 ve 20 dongii ile poli(L-Arjinin) kaplandi. Ardindan yiizeye
nanopartikiil ve enzim modifiye edilip Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE hazirlandi.
Hazirlanan biyosensorlerin propil gallata amperometrik cevabi belirlendi ve sonuglar
Sekil 4.12°de gosterildi. Sekil incelendiginde dongii sayisinin  artmasiyla
biyosensoriin duyarliginin arttigi, 10 dongii ile hazirlanan biyosensor ile en yiiksek
duyarligin elde edildigi, daha yiliksek dongii sayilarinda hazirlanan biyosensorde ise,
duyarligin azaldigi gozlemlendi. Literatiirde dongii sayisinin artmasiyla elektrodun
yiizeyinde kalin bir polimer tabakasi olusup elektrokatalitik 6zelligi azalttig
kaydedilmistir (Salajegheh vd., 2019: 215-224). Duyarlikta gozlenen disiisiin
sebebinin bu olabilecegi diisiiniildii. Caligmada optimum dongii sayisi1 10 olarak
belirlendi ve bu dongii sayisinda kaydedilen doniisiimlii voltamogram Sekil 4.13’de

verildi.
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Sekil 4.12. Poli(L-Arjinin)  olusturulmasinda kullanilan dongli  sayisinin
Tyr/PANP/PA1j/GQD/SPE’nin amperometrik cevabina etkisi (0,05 M pH 7,5 fosfat
tamponu, -0,25 V)
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Sekil 4.13. GQD/SPE’nin poli(L-Arjinin) ile kaplanmasi i¢in alinan doniisimlii
voltamogram (2,0 mM L-Arjinin igeren 0,05 M pH 7,0 fosfat tamponu, 100 mV/s

tarama hizi, 10 dongii)
4.2.1.3. Paladyum nanopartikiil biriktirme siiresinin optimizasyonu

SPE’nin modifikasyonunda kullanilan paladyum nanopartikiiliin biriktirme siiresinin
optimize edilebilmesi i¢in PArj/GQD/SPE’lerin yiizeyine 30, 60, 90 ve 120 saniye
stireyle Bolim 3.5.1.3’de aciklandigi gibi paladyum nanopartikiil biriktirildi.
Modifiye edilmis SPE yiizeyine tirozinaz enzimininde immobilize edilmesiyle
hazirlanan biyosensdrlerin propil gallata amperometrik cevabi1 olgiildii. Farkli
paladyum biriktirme siirelerinde hazirlanan biyosensorlerle propil gallat i¢in elde
edilen duyarliklar Sekil 4.14°de verildi. Sekil analiz edildiginde, en yiiksek propil
gallat cevabinin 60 saniye paladyum nanopartikiil biriktirilen biyosensor ile elde
edildigi gézlendi ve bu siire optimum paladyum nanopartikiil biriktirme siiresi olarak
belirlendi. Biriktirme siiresinin artmasiyla duyarligin azalamasinin literatiir verileri
ile uyumlu sekilde elektrodun yiizey alanimindaki azalmadan kaynaklanabilecegi
diistintildii (Mukdasai vd., 2015: 280-288).
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Sekil 4.14. Paladyum nanopartikiil biriktirme sliresinin

Tyr/PdNp/PArj/GQD/SPE’nin amperometrik cevabina etkisi (0,05 M pH 7,5 fosfat
tamponu, -0,25 V)

4.2.1.4. Enzim miktar1 optimizasyonu

Calismada biyosensoriin hazirlanmasi icin elektrot yiizeyine immobilize edilecek
enzim miktarinin optimizasyonu Boliim 3.5.1.4°de belirtildigi gibi gerceklestirildi.
Bu amagla, aymi sekilde hazirlanan dort adet PANP/PA1)/GQD/SPE ylizeyine 60 U,
100 U, 140 U ve 180 U tirozinaz immobilize edildi. Bu biyosensorlerin propil gallata
amperometrik cevabi 6lgiildii ve elde edilen duyarliklar enzim tinitesine karsi grafige
gecirildi. Sekil 4.15°de her bir enzim iinitesinde bulunan duyarliklar gosterildi. Elde
edilen bu grafikten Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin yiizeyinde bulunan enzim
miktarinin artmasiyla duyarhigin 100 U’ye kadar arttig1 ancak ylizeydeki tirozinaz
enzimi miktar1 100 U’den biiyiik oldugunda duyarligin azaldig1 gézlemlendi. Sonug
olarak, gelistirilen biyosensorde optimum enzim miktar1 100 U olarak belirlendi.
Duyarliktaki azalmanin elektrot iizerindeki enzim miktar: arttik¢a substratin elektrot
yiizeyine difiizyonunun zorlagsmasindan kaynaklanabilecegi diisliniildii (Wang vd.,
2018: 174-182).
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Sekil 4.15. Enzim miktarinin Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin amperometrik cevabina
etkisi (0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,25 V)

4.2.2 Biyosensoriin Elektrokimyasal Davramslarimin ve Yiizey Morfolojisinin

Karakterizasyonu
4.2.2.1. Doniisiimlii voltametri ¢alismalar:

Biyosensor calismasinda modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal davraniglar
dontigimlii  voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopi yontemleri
kullanilarak incelendi. Optimum bilesimde hazirlanan SPE, GQD/SPE,
PArj/GQD/SPE,  PdNP/PA1j/GQD/SPE  ve  Tyr/PANP/PAr1j/GQD/SPE’lerin
doniistimlii voltamogramlart 50 mV/s tarama hizinda 0,1 M KCI ve 5,0 mM
Fe(CN)s>/Fe(CN)s* iceren redoks probu cozeltisi kullamlarak alindi ve sonuglar
Sekil 4.16°da verildi.
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Sekil 4.16. (A) SPE, (B) GQD/SPE, (C) PArj/GQD/SPE, (D) PANP/PArj/GQD/SPE
ve (E) Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’lerin déniisiimli voltamogramlart (0,1 M KCl ve
5,0 mM Fe(CN)s*/Fe(CN)s" igeren redoks probu ¢ozeltisi)

Sekil 4.16°da gosterilen doniisiimlic  voltamogramlar incelendiginde SPE’de
Fe(CN)¢¥/Fe(CN)s* ¢iftinin redoks davramisina karsilk gelen vyiikseltgenme
indirgenme pikleri elde edildi. Modifiye edilmemis SPE’ye gore grafen kuantum
nokta modifiye edilmis SPE’de daha yiiksek pik akimlar1 kaydedildi. Bu yiiksek pik
akiminin modifikasyonda kullanilan grafen kuantum noktanin hem elektrodun yiizey
alani arttirmasindan hem de elektron transferini hizlandirmasindan kaynaklandigi
diistintildii (Hongxia vd., 2019: 1-8: Zahed vd., 2024: 1-6). GQD/SPE’nin {izerine
poli(L-Arjinin) modifiye edildiginde ise pik akimimnin daha da arttigi goriildi. Bu
artigin poli(L-Arjinin) filmin literatiirde de belirtildigi gibi elektrokimyasal aktiviteyi
arttirmasindan kaynaklandigi degerlendirildi (Li vd., 2022: 1-10; Bolat vd., 2023: 4).
Doniistimlii voltametri ¢alismasinda en yiiksek pik akimlari PANP/PArj/GQD/SPE ile
elde edildi. Bu artisin kullanilan modifikasyon malzemelerinin sinerjik etkisi ile
elektron transfer kinetiklerinin artisindan olustugu diisiiniildii. Enzim immobilize
edilmis modifiye elektrotun pik akimlarinda ise, PANP/PArj/GQD/SPE ile elde
edilen pik akimlarina gore diisiis gozlendi. Bu diisiis iletken olamayan tirozinaz
enziminin basarili bir sekilde elektrot yiizeyine immobilize edildigini gosterdi

(Dalkiran vd., 2019: 1324-1333).
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4.2.2.2. Elektrokimyasal empedans spektroskopi calismalari

(A) SPE, (B) GQDI/SPE, (C) PArj/GQD/SPE, (D) PdNP/PArj/GQD/SPE ve (E)
Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’lerin 0,1 M KCl ve 5,0 mM Fe(CN)s*/Fe(CN)g* igeren
redoks probu ¢ozeltisinde kaydedilen elektrokimyasal empedans spektrumlar1 Sekil
4.17°de verildi. Sekil analiz edildiginde en yiiksek yiik transfer direncinin modifiye
edilmemis SPE ile elde edildigi goriildii. SPE ylizeyi grafen kuantum nokta ile
modifiye edildiginde yiik transfer direncinin diistiigi gézlendi ve bunun sebebinin
grafen kuantum noktalarin elektron trasferini kolaylastirici etki yapmasi oldugu
diistiniildii (Zahed vd., 2024: 1-8). GQD/SPE yiizeyine poli(L-Arjinin) kaplandiktan
sonra yiik transfer direncinin GQD/SPE ve modifiye edilmemis SPE’ye gore ¢ok
daha disik oldugu saptandi. Poli(L-Arjinin) modifikasyonu sonrasi goézlenen
diistisiin literatlir verileri ile uyumlu bir sekilde poli(aminoasit)’in iletkenliginden
kaynaklandig1 disiintildic (Bolat vd., 2023: 4). Paladyum nanopartikiillerin
PArj/GQD/SPE yiizeyine biriktirilmesi sonrasi yiik transfer direncinde kiigiik bir
diistis oldugu goriildii. Elde edilen veri literatiirde paladyum nanopartikiil varliginda
yiik transfer direncinde diisiis goriilen ¢alismalarla uyumludur (Mukdasai vd., 2015:
280-288). PANP/PArj/GQD/SPE yiizeyine tirozinaz enzimi immobilize edildikten
sonra yiik transfer direncinde gozlenen artisin elektrik iletkenligi zayif olan

enzimlerin varliginda elektron transferinin azalmasindan kaynaklandigi diisiintildii

(Wang vd., 2018: 174-182).
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Sekil 4.17. (A) SPE, (B) GQD/SPE, (C) PArj/GQD/SPE, (D) PANP/PArj/GQD/SPE,
(E) Tyr/PANP/PArj)/GQD/SPE’lerin Nyquist egrileri (0,1 M KCI ve 5,0 mM
Fe(CN)s>/Fe(CN)s* igeren redoks probu ¢ozeltisi)

4.2.2.3. Biyosensoriin taramal elektron mikroskobu ¢alismalari

Biyosensor hazirlanmasinda kullanilan modifikasyon malzemelerinin elektrot yiizey
morfolojisine etkisi SEM yontemi kullanilarak incelendi. Resim 4.2 (A) GQD/SPE,
(B) PArj/GQDI/SPE, ©) PANP/PArj/GQD/SPE (10  000x), (D)
Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE ve (E) PANP/PArj/GQD/SPE (50 000x) yiizeylerinin
SEM gorintiilerini gostermektedir. GQD/SPE (Resim 4.2A) ve PArj/GQD/SPE’lerin
(Resim 4.2B) SEM goriintiileri incelendiginde poli(amino asit)’in yilizeyi homojen
sekilde kapladigi gozlendi. PArj/GQD/SPE ylizeyine paladyum nanopartikiil
biriktirilmesi sonucu elde edilen elektrodun yiizey morfolojisinin 6nemli olgilide
degistigi ve paladyum nanopartikiillerin ylizeye diizgiin bir sekilde dagildig
belirlendi (Resim 4.2C). PANP/PArj/GQD/SPE’nin farkli biiyiitme ile (50 000x) elde
edilen SEM goriintlisiinde paladyum nanopartikiiller daha net bir sekilde gozlendi
(Resim 4.2E). Elektrot yiizeyine enzim modifiye edildiginde ise morfolojide biiyiik
bir degisiklik oldugu goriildii (Resim 4.2D). Bu sonug tirozinaz enziminin elektrot

yiizeyine immobilizasyonunun etkili bir sekilde yapildigini gosterdi.
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Resim 4.2. (A) GQD/SPE, (B) PArj/GQD/SPE, (C) PdNP/PArj/GQD/SPE (10
000x), (D) Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE ve (E) PANP/PArj/GQD/SPE (50 000x)
yiizeylerinin SEM goriintiileri
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4.2.3. Biyosensoriin Calisma Kosullarimin Optimizasyonu

Biyosensoriin ¢alisma kosullarini optimize etmek i¢in kullanilan fosfat tamponunun
pH’siin ve ¢alisma potansiyelinin biyosensoriin propil gallata amperometrik cevabi

tizerine etkisi arastirildi ve elde edilen sonuglar asagida detayl sekilde sunuldu.
4.2.3.1. pH’min etkisi

Tampon pH’s1 enzim aktivitesine etki eden en 6nemli parametrelerden birisidir.
Enzimlerin aktivitesinde olusabilecek diislis ve artis enzimin yapisindaki bazik veya
asidik gruplarin iyonizasyonundan veya deiyonizasyonundan meydana gelmektedir
(Frankenberger ve Johanson, 1982: 433-437). Calismada hazirlanan
Tyr/PANP/PA1j/SPE’nin optimum ¢alisma pH’sina karar vermek i¢in Bolim
3.5.4.1’de aciklandig1 gibi pH’st1 6,0-8,5 arasinda degisen 0,05 M fosfat
tamponlarinda biyosensoriin propil gallata amperometrik cevap akimlart incelendi ve
elde edilen pH—duyarlik grafigi Sekil 4.18’de verildi. Sekil incelendiginde duyarhigin
pH 6,0’dan pH 7,5’a kadar arttig1 ancak pH 7,5°dan sonra diistiigii belirlendi. En
yiiksek duyarligin kaydedildigi pH 7,5 biyosensor i¢in optimum c¢alisma pH’s1 olarak
secildi. Literatiirde serbest tirozinaz enzimi i¢in optimum pH aralifinin 5,0-8,0
oldugu belirtilmistir (Ikehata ve Nicell, 2000: 191-199). Calismada elde edilen

optimum pH, serbest tirozinaz i¢in rapor edilen optimum pH aralig1 ile uyumludur.

Literatiirde propil gallat tayini i¢in gelistirilmis biyosensorler incelendiginde fosfat
tamponunda pH 6,5 (Morales vd., 2005b: 71-78), asetonitril-tris tamponunda pH 7,4
(Morales vd., 2005b: 71-78), BR tamponunda pH 2,0 (Wu vd., 2016: 89-96), fosfat
tamponunda pH 7,4 (Morales vd., 2005a: 572-579) gibi pH’larin optimum segildigi

gortldii.
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Sekil 4.18. Tampon pH’sinin Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin amperometrik cevabina
etkisi (0,05 M fosfat tamponu, -0,25 V)

4.2.3.2. Calisma potansiyelinin etkisi

Hazirlanan biyosensoriin optimum calisma potansiyelini belirleyebilmek i¢in Bolim
3.5.4.2°de anlatildig1 gibi biyosensoriin (-0,1) V — (-0,4) V araliginda degisen farkli
potansiyellerde propil gallata amperometrik cevabi incelendi ve elde edilen
duyarliklar potansiyele karsi grafige alindi (Sekil 4.19). Grafikten duyarligin -0,25
V’a kadar arttig1 sonra diistiigli belirlendi. En yiiksek duyarligin elde edildigi -0,25 V
biyosensOr i¢in optimum ¢alisma potansiyeli olarak secildi. Bu diisiik calisma
potansiyeli 6zellikle gercek numunelerde bulunabilecek ve 6l¢iim sonuglarina etki
edebilecek elektrokimyasal tiirlerin etkisinin en aza indirilmesi agisindan biiyiik
oneme sahiptir. Propil gallat biyosensoriiniin cevap mekanizmasi propil gallatin

ylikseltgenmesi sonucunda agiga c¢ikan o0-kinonun -0,25 V’da indirgenmesine

dayanmaktadir.
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Sekil 4.19. Calisma potansiyelinin Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin amperometrik
cevabina etkisi (0,05 M pH 7,5 fosfat tamponu)

4.2.4. Biyosensoriin Performans Faktorleri

Biyosensoriin yiizey bilesimi ve ¢aligma kosullarinin optimize edilmesinin ardindan

analitik performans faktorleri arastirildi ve ilgili calismalar asagida sunuldu.
4.2.4.1. Dogrusal ¢calisma arahig: ve duyarhk

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE biyosensoriiniin  propil gallata karst duyarligini  ve
dogrusal c¢aligma araligin1 belirlemek amaciyla biyosensoriin optimum ¢aligma
kosullar1 altinda propil gallat ¢ozeltisinden art arda yapilan eklemelere cevabi
amperometri yontemi kullanilarak olciildii. Elde edilen akim—zaman grafigi ve
kalibrasyon egrisi Sekil 4.20°de verildi. Kalibrasyon grafiginden yararlanilarak
Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin  dogrusal ¢alisma arahigi 5,7x107-3,2x10° M
duyarligi ise 47,72 pA mM™ olarak bulundu. Gelistirilen biyosensoriin calisma
aralig1 literatiirde propil gallat i¢in gelistirilen biyosensoriin ¢aligma aralifiyla
karsilastirildiginda tirozinaz enzimi immobilize edilmis teflon grafit elektrodun
(2,0x10°-1,0x10™* M) (Morales vd., 2005b: 71-78) ¢alisma araligina yakin oldugu
belirlendi.
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Sekil 4.20. (A) Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’ye art arda propil gallat eklenmesi ile elde
edilen akim zaman grafigi ve (B) Tyr/PdNP/PArj/GQD/SPE’nin propil gallat i¢in
kalibrasyon grafigi (pH 7,5 0,05 M fosfat tamponu, -0,25 V)

4.2.4.2. Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin sinir1

Calismada gelistirilen biyosensoriin gozlenebilme smir1 ve alt tayin smir1 Boliim
3.5.5.2°de agiklandig1 gibi belirlendi. Biyosensoriin LOD degeri 1,32x107 M LOQ
degeri ise 4,0x10 7 M olarak hesaplandi. Hesaplanan LOD degeri literatiirde propil
gallat i¢in gelistirilen biyosensoriin LOD degeri ile karsilastirildiginda tirozinaz
enzimi immobilize edilmis teflon grafit elektrodun gozlenebilme smirinm (1,3x10°®

M) (Morales vd., 2005a: 572-579) daha yiiksek oldugu goriildii.
4.2.4.3. Tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi belirleyebilmek i¢in Bolim 3.5.5.3’de
aciklandigr gibi ayn1 biyosensor ile ayni giin icerisinde bes kez kalibrasyon grafigi
cizildi. Kalibrasyon grafiginden elde edilen bes farkli duyarligin BSS degeri %3,0
olarak bulundu. Bulunan bu BSS degeri sensoriin tekrar kullanilabilirliginin yiiksek

oldugunu gosterdi.

Tyr/PANP/PA1)/GQD/SPE biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligini inceleyebilmek
icin bes farkli biyosensor hazirlandi. Her biyosensor ile propil gallat i¢in kalibrasyon
grafigi ¢izildi ve cizilen kalibrasyon grafiklerinden elde edilen bes farkli duyarligin
BSS’si  %1,3 bulundu. Bu sonuca gore gelistirilen biyosensoriin tekrar

iretilebilirliginin ¢ok yiiksek oldugu degerlendirildi.
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4.2.4.4. Uzun donem kararhhgi

Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin uzun donem kararliligi Boliim 3.5.5.4.’de ag¢iklandigi
gibi incelendi. Biyosensdriin 20 giin boyunca farkli giinlerde sabit derisimdeki propil
gallata cevabi Ol¢iildii ve 20 giin sonunda baslangi¢c cevabinin %87’sini korudugu
belirlendi. 20 giin sonunda cevaptaki diisiisiin enzimin zamanla aktivitesini

kaybetmesinden kaynaklandig1 diistiniildii.
4.2.4.5. Girisim yapan tiirlerin etkisi

Calismada biyosensoriin cevabina TBHQ, BHA, BHT, askorbik asit, iirik asit,
glukoz, sitrik asit, potasyum kloriir ve sodyum siilfat tiirlerinin girisim etkisi Bolim
3.5.5.5°de aciklandig1 sekilde incelendi. Bu amacla, Tyr/PANP/PAr1j/GQD/SPE’nin
2,0x10°° M propil gallata amperometrik cevabi belirlendi ve ortama ayni derisimdeki
girisim etkisi yapabilecek tiirler sirayla eklenerek amperometrik cevaba etkisi
incelendi. Elde edilen ylizde girisim sonuglar1 Tablo 4.3’de verildi. Tablo
incelendiginde test edilen tiirlerin girisim etkisinin %10’dan daha diisiik oldugu
goriildii. Girigsim etkisinin olduk¢a az olmasiin calisma potansiyelinin diisiik
olmasindan kaynaklandig1 degerlendirildi. Bu sonuglardan g¢alismada hazirlanan

propil gallat biyosensoriiniin seciciliginin yiiksek oldugu sdylenebilir.

Tiirler Girisim, %
TBHQ 8,5
BHA 1,4
BHT 4,2
Askorbik asit 7,0
Urik asit 2,6
Glukoz 1,7
Sitrik asit 2,0
Sodyum siilfat 1,2
Potasyum kloriir 0,4

Tablo 4.3. Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE’nin amperometrik cevabina baz1 tiirlerin etkisi
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4.2.5. Biyosensor ile Ger¢cek Numune Analizi

Biyosensoriin ger¢ek numunede propil gallat tayininde kullanilabilirligini incelemek
icin zeytinyagt numunesi kullanildi. Yag numunesi analize Boliim 3.4.8°de
anlatildig1 gibi hazirlandi. Standart ekleme yontemi ile yag numunesinde propil gallat
olmadig1 belirlendi. Numuneye standart propil gallat ¢ozeltisinden katkilama yapildi
ve katkilanmis numunedeki propil gallat miktar1 standart ekleme yontemi ile
belirlendi. Katkilanan ve bulunan propil gallat miktarmin karsilagtirilmasiyla
hesaplanan geri kazanimlarin %98,38-%102,95 araliginda oldugu goriildii (Tablo
4.4). Sonuglar biyosensoriin sivi  yaglarda propil gallati tayin etmede

kullanilabilecegini gosterdi.

Eklenen propil gallat, Bulunan propil gallat, Geri kazamim, %=SS
no/L no/L
208,0 204,67+2,37 98,38+1,14
310,5 315,06+6,59 101,46+2,12
412,0 424,19+6,65 102,95+1,62

Tablo 4.4. Biyosensor ile zeytinyaginda propil gallat i¢in geri kazanimlar

SS: {i¢ 6lglim sonucunun standart sapmasi
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda propil gallatin elektrokimyasal tayini i¢in literatiirde ilk defa
poli(L-Serin), altin nanopartikiil ve grafen ile modifiye edilmis camsi karbon
elektroda dayanan voltametrik bir sensor ve tirozinaz enzimi, paladyum nanopartikiil,
poli(L-Arjinin) ve grafen kuantum nokta ile modifiye edilmis perde baskili karbon

elektroda dayanan amperometrik bir biyosensor gelistirildi.
Bu kapsamda caligsmada,

e Hem sensoriin hem de biyosensoriin gelistirilmesinde kullanilan
modifikasyon maddelerinin miktarlar1 tek seferde tek degisken yoOntemi
kullanilarak optimize edildi ve her iki yontem i¢in de optimum caligsma
kosullar1 belirlendi.

e Sensor ve biyosensdr hazirlama asamasinda kullanilan tiim elektrotlarin
modifikasyon basamaklar1 taramali elektron mikroskopi, doniistimlii
voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopi yontemleri kullanilarak
aydinlatildi ve her bir modifikasyon malzemesinin etkisi incelendi.

e Sensor ve biyosensoriin analitik performans faktorleri belirlendi.

e Gelistirilen yontemlerin sivi yaglarda propil gallati tayin etmek igin
kullanilabilecegi gosterildi.

e Sensor gelistirmede kullanilan grafen, altin nanaopartikiil ve poli(L-Serin)’in
birlikte kullanilmasinin sensor cevabini arttrict yonde etkisi oldugu belirlendi.

e Biyosensor gelistirmede birlikte kullanilan grafen kuantum nokta, poli(L-
Arjinin) ve paladyum nanopartikiillerin biyosensoriin performansinin

gelistirilmesine katki sagladigini bulundu.

Gelistirilen sensor ve biyosensoriin analitik performans faktorleri propil gallat i¢in
literatiirde yer alan elektrokimyasal (biyo)sensorlerin performans faktorleri ile
karsilastirilarak Tablo 5.1.de ve Tablo 5.2’de verildi. Tablo incelendiginde
PSer/AuNP/GR/GCE sensorii ve Tyr/PANP/PArj/GQD/SPE biyosensorii ile propil
gallat icin tablodaki pek ¢ok (biyo)sensore gore yiiksek duyarlik, genis caligma
araliklari, distik gozlenebilme sinirlari, yiliksek tekrar iretilebilirlik ve tekrar
kullanilabilirlik ve i1yi bir kararlilik elde edildigi ve gelistirilen yontemlerin propil
gallat tayini icin mevcut sensor ve biyosensorlere alternatif olabilecegi

degerlendirildi.
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Sonug olarak bu tez ¢alismasinda fenolik yapida sentetik bir antioksidan olan propil
gallatin dogru, pratik, diisiik maliyetli ve hizli elektrokimyasal tayini i¢in voltametrik
bir sensdr ve amperometrik bir biyosensor basarili bir sekilde gelistirildi ve
gelistirilen sensor ve biyosensOriin sivi yaglarda propil gallat tayini i¢in
kullanilabilecegi gosterildi. Gelistirilen voltametrik sensoriin ve amperometrik
biyosensoriin literatiire katkis1 yaninda, gida analizlerinde de yararli olabilecegi
diistiniilmektedir. Calismada literatiirde sinirlt biyosensor uygulamasi olan grafen
kuantum noktalarin elektrokimyasal biyosensor gelistirilmesi i¢in kullanimi da
incelenmis olup elde edilen sonuglarin literatiire katki saglayacagi diigiiniilmektedir.
Grafen kuantum noktalar farkli analitlerin tayini i¢in biyosensor gelistirilmesinde
kullanilabilir. Ayrica c¢alisma propil gallat tayini i¢in gelistirilmis amperometrik
biyosensoriin sinirli sayida enzim temelli propil gallat biyosensoriine yeni bir drnek

olarak literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir
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