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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CAMSI KARBON ELEKTROT YUZEYINE MODIFiYE EDILMIiS NAFYON /
GRAFEN OKSIT NANOKOMPOZIT FiLM ile BILIRUBININ VOLTAMETRIK
TAYINi

Asiye Ashhan AVAN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Hayati FILIK

Nafyon / Elektrokimyasal olarak indirgenmis grafen oksit (Nafyon / ER-GO)
nanokompozit modifiye camsi karbon elektrot (GCE) ile bilirubin tayinine duyarli bir
elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Nafyon / ER-GO modifiye camsi karbon
elektrotla destek elektrolit olarak 0,05 M H,SO, igeren aseton ortaminda bilirubin
(BR)’in elektrokimyasal davranigi incelendi. Yalin GCE ile karsilastirildiginda
gelistirilen entegre sensor ile bilirubinin katalitik oksidasyonunda analitik performansini
arttirdigi gortilmiistiir. Bilirubinin elektrokimyasal davranisi Nafyon / ER-GO modifiye
cams1 karbon elektrot ilizerinde dongiilii voltametri (CV) ve kare dalga voltametrisi
(SWV) ile incelenmistir. Dongiilii voltametride, Nafyon / ER-GO modifiye camsi
karbon elektrotta BR nin yiikseltgenme pik akimi yalin camsi karbon elektroda gore 2
kat daha fazla bulunmustur. Optimum sartlarda, BR i¢in kalibrasyon egrisi, iki lineer
aralik gosterdi: ilk lineer aralik 2,0 - 20 uM ve ikinci lineer aralik ise 70 pM kadar
¢ikmustir. Dedeksiyon limiti SWV kullamlarak 0,84 puM (0,049 mg dL™) olarak
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bulunmustur. Son olarak, Onerilen yontem serum oOrneklerinde bilirubin tayininde

basarili bir sekilde kullanilmistir.

Aralik 2014, 47 Sayfa.

Anahtar kelimeler: Bilirubin, voltametri, grafen, biyomolekiil, serum analizi.



SUMMARY

M. Sc. THESIS

ELECTROCHEMICAL SENSOR for VOLTAMMETRIC DETERMINATION
of BILIRUBIN BASED on NAFION/GRAPHENE OXIDE NANOCOMPOSITE
FILM GLASSY CARBON ELECTRODE

Asiye Aslihan AVAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Hayati FILIK

A sensitive electrochemical sensor for the determination of bilirubin (BR) at the Nafion-
electrochemically reduced graphene oxide (Nafion/ER-GO) nanocomposite modified
glassy carbon electrode (GCE) was presented. The electrochemical oxidation behaviors
of bilirubin at the Nafion/ER-GO modified glassy carbon electrode were studied in
acetone 0.05 M H,SO, containing as the supporting electrolyte. Compared with bare
GCE, the proposed integrated sensor showed improved analytical performance
characteristics in catalytic oxidation of bilirubin. The electrochemistry of BR on
Nafion/ER-GO modified glassy carbon electrodes were studied by cyclic voltammetry
(CV) and square-wave voltammetry (SWV). In cyclic voltammetric responses, the
oxidation peak current of BR obtained at the Nafion/ER-GO modified glassy carbon
electrode was 2 times greater than that of bare glassy carbon electrode. At optimized
conditions, the calibration curve for BR showed two linear segments: the first linear
segment increased from 2.0 to 20 and second linear segment increased up to 70 pM.
The detection limit was determined as 0.84 uM (0.049 mg dL™) using SWV. Finally,

the proposed method was successfully used to determine bilirubin in serum samples.



December 2014, 47 Pages.

Keywords: Bilirubin, voltammetry, graphene, biomolecule, serum analysis.
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1. GIRIS

Bilirubin hem metabolizmasinm son Uriniidiir. Serbest olan hem toksiktir, hem
oksijenaz tarafindan tetrapirol halkasinin ayrilmasi yoluyla pargalanir. Bilirubin hem
iceren proteinlerden, eritrositlerden ve diger kaynaklardan her giin viicut agirhgmin
kilogrami basina yaklasik 4 mg kadar tretilmektedir. Bilirubin viicutta konjuge (direkt)
bilirubin ve ankonjuge (indirekt) bilirubin olmak iizere iki sekilde bulunur. Indirekt
bilirubin suda ¢6ziinmez, suda ¢6ziinebilir formu olan direkt bilirubine doniismesi i¢in
karacigere tasinmasi gerekir. Yetigskinlerde kandaki normal bilirubin diizeyi 10°-10°M
arasindadir. Viicutta bilirubin miktar1 albiiminin baglama kapasitesini astiginda fazla
serbest bilirubin ¢esitli dokulara baglanarak birikir ve 6zellikle beyinde zararli etkilere
neden olur. Klinik kimyada bilirubin analizi yetiskinlerde ve yeni dogan bebeklerde

hemolitik hastaliklarmn teshis ve tahmininde 6nemlidir. [1- 4]

Klinik orneklerde bilirubin tayini i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Klinik
laboratuvarlarinda ¢ok sayidaki Orneklerin bilirubin tayininin hizli bir sekilde
yapilabilmesi i¢in analiz cihazlar1 kullanilmaktadir. Kan serumundaki bilirubinin tayini
icin en ¢ok UV-vis spektrofotometri yontemi kullanilir. Burada diazolama yontemi ile
bilirubinin porfirin halkalar1 ile diazo bilesiginin olusturdugu renkli azobilirubin bilesigi
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Fakat bu analitik metodlarda hassasiyet diisiiktiir ve
bazi maddelerle girisim olmaktadir. Son yillarda BR tayininde duyarlilik ve segiciligin
arttirilldig1 kromatografik ve enzimatik yontemler gelistirilmistir. Ancak bu yontemler
karmagiktir ve uygulama alanlar1 smirlidir. BR elektroaktif bir bilesiktir ve ¢ogu
elektroanalitik teknik ile segici, olduk¢a duyarli, daha kisa siirede gergeklesebilen,
ucuz, genis ¢alisma araligina sahip olmasi ve hizli cevap vermesi nedeniyle BR tayini
icin elektrokimyasal teknikler yukarida belirtilen yontemlere giiclii bir alternatif olarak
kabul edilebilir. Bunlar yaygim olarak kan serum 6rneklerinde BR tayininde kullanilir
[5-7] BR nin sulu ¢6zeltideki elektrokimyasal davranisi da tanimlanmustir [8-11]. Ancak
arastrmalar sulu ¢ozelti icinde BR’nin ¢oziiniirligiiniin ve kararliligmmn smirl

oldugunu gostermistir.  Bu nedenle bilirubinin  elektrokimyasal —oksidasyonu



dimetilformamid/dimetilsiilfoksit (DFA/DMSO) gibi susuz c¢oziiciiler iginde camsi
karbon elektrot ile dongiilii voltametride ¢aligilmistir [12-15] . Buna ek olarak, yalin
GCE de BR’in elektrokimyasal oksidasyon davranislar1 destek elektrolit olarak % 1(v /
V) 1-biitil-3-metil- heksaflorofosfat ([bmim] [PFg]) (yani iyonik sivi) iceren DMF ile
calisgtimistir [16]. Son zamanlarda, elektrokimyasal olarak bilirubin oksidaza (BOX)
dayali amperometrik biyosensorler iiretilmis ve bilirubin analizine uygulanmustir [17;
18]. Shoham ve ark. tarafindan yeni bir yaklagim gelistirilmistir. Enzim elektrot, 3-
merkaptopropiyanat esterinin altin yiizeyine baglanarak olusturdugu tek tabaka tizerine
bilirubin oksidaz tabakalarinin kovalent baglanmasi ile hazirlanmigtir [19]. Kannana ve
ark. tarafindan bilirubin oksidaz (BOx) immobilasyonu i¢in altin nanopartikiil iceren
sol-jel ag iiretilmistir [20]. Ancak BOx enzimi ¢ok kolay denaturasyona (37 °C’de 17
h’ te %50 aktivitesini kaybetmistir) ugradigindan kararsiz bir enzimdir, bu nedenle
biyosensor cihazlarinda bu biyokataliz sinirli bir uygulamaya sahiptir. BOX pahali bir

enzimdir bu yiizden BOx’a alternatif maddeler gereklidir.

Klemm ve ark. tarafindan; BOx enzimi BSA ile capraz baglanarak gluteraldehit
ilavesiyle birlikte dnceden aktive edilmis membran ylizeyine tutturulmus ve oksijen

elektrot ile bilirubinin enzimatik tayini yapilmistir [21].

Diger bir bilirubin sensorii Rahman ve ark. tarafindan PolyTTCA-Mn(Il) kompleksi ve
askorbat oksidaz (AsOx) igeren polyethylenimin (PEI) ince filmi kullanilarak
gelistirilen amperometrik biosensoriidiir [22]. Ortamdaki askorbat oksidaz (AsOX)
biyolojik elektroaktif bilesiklerin (askorbik asit ve dopamin) eliminasyonu igin
kullanilmig ve AsOx kullanilmasiyla elektrokimyasal sensére (PolyTTCA-Mn(ll))

secimlilik 6zelligi kazandirilmstir.

Grafenin kendine 6zgii 6zellikleri onu nanomateryale dayali biyosensorlerde kullanimi
icin uygun bir aday yapmustir. Grafenin Onemli Ozellikleri elektrokimyasal
biosensorlerin hizli gelismesini saglamistir, optik biyosensorlerin yani sira grafen-metal
nanopartikiiller ile de performansi arttirilmigtir [23]. Yeni bir ¢alismada, Feng ve ark.,
MWCNT-COOH / Grafen / AuUNP kompozit ile bilirubin biyosensorii gelistirmislerdir.
Bu biyosensoriin elektrokimyasal davranisi incelenmis ve sonuglar MWCNT-COOH /

Grafen / AuNP kompozitin yiiksek iletkenlige sahip oldugunu gostermistir [24].



Gelistirdigimiz Nafyon / ER-GO nanokompozit film modifiye GCE, asetaminofen ve
kafeik asidin tayininde kullanilmistir [25, 26]. Bu ¢alismada, Nafyon / ER-GO
nanokompozit film modifiye edilmis GCE kullanilarak 0,05 M H;SO, iceren aseton
¢ozeltisi iginde BR‘in elektrokimyasal tayini yapildi. Kare dalga voltametri yontemi bu
calisgmada kan serum Orneklerinde BR’in hassas tayininde kullanilmistir. Modifiye
edilmemis camsi1 karbon elektrot ile karsilastirildiginda, Nafyon / ER-GO modifiye
elektrot BR’in oksidasyon pik akimlarini artirmaktadir. Ancak pikler hemen hemen ayni
potansiyellerde bulunmaktadir. Bildigimiz kadariyla ilk kez Nafyon / ER-GO / GCE

kullanilarak bilirubine duyarl bir voltametrik sensor gelistirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 BILIRUBIN

Bilirubin, alyuvarlara rengini veren hemoglobin gibi hemoproteinlerin yikimi sonucu
meydana gelen bir iirlindiir. Giinliikk toplam bilirubin iiretimi 250-300 mg kadardir.
Bilirubinin biiylik bir kismi 120 giinliik bir siire sonunda dolagim omrii dolan yash
eritrositlerin ¢ogunlukla dalakta olmak {izere kanda pargalanmasiyla agiga c¢ikan
hemoglobinin bilirubine déniismesiyle olusur. Hemoglobin viicutta yikildiginda hem ve
globin yap1 elemanlarma ayrisir. Protein kismi1 olan globin, amino asitlere dahil olurken
tetrapirol halkasindan olusan hem molekiilii ise tasidigi demiri kaybederek, hem

oksijenaz ve biliverdin rediiktaz tarafindan bilirubin olusturmak amaciyla yikilir [27].

COO CcOoO0

Sekil 2.1: Bilirubin.

Hem’den bir molekiil CO’ in ayrilmasiyla 6nce yesil renkli biliverdin olusur, biliverdin
rediiktaz enzimi yardimiyla da bilirubine dontisiir. Olusan bilirubin ankonjuge
formdadir ve indirekt bilirubin olarak isimlendirilir. Bilirubinin konjuge olmamis ve
baglanmamig formu toksik olan kismidir. Albuminle baglanma toksisiteyi azaltir. Suda
coziinemedigi i¢in albumine baglanarak karacigere tasinir. Karacigerde glukuronik asid
transferaz enziminin katalizledigi reaksiyonla, bilirubin glukuronik asidle konjuge
olarak suda ¢oziinebilir hale gelir ve safraya gegerek bagirsaga akitilir. Karacigerde
konjuge olmus olan bu bilirubine direkt (konjuge) bilirubin adi verilir. Indirekt
bilirubinden daha az toksiktir. Buradan bagirsaklara ulasan bilirubin bagirsak bakterileri
tarafindan indirgenerek tirobilinojene doniistiiriiliir. Bunun bir kismi karacigere ulasir ve

yeniden safraya gecgerek bagirsaklara atihir. Bir kismi digki ile atilir ve sterobilinojen



olarak adlandirilir, emilip sistemik dolasima gecen kiigiik bir kismi ise idrarla atilir.
Boylece kanda bilirubin diizeyi diisiik tutulur [28-30].

Normalde, sadece konjuge bilirubin idrarla atilir ve yalnizca eser miktarda tespit
edilebilir. Normal bilirubin diizeyi 1.0 mg dL™ (18 pM)’den daha azdir. Idrarda

bilirubin varlig1 karaciger hasar1 veya hastaligina isaret edebilir.

Bilirubinin gii¢lii bir antioksidan ve etkili bir peroksi radikal stipiiriictidiir [31]. Serum
bilirubininin kardiyovaskiiler hastaliklar ile ters orantili bir iliski sergiledigi ve serum
bilirubinin yiiksek konsantrasyonlarinin 6zellikle akciger kanseri riskini azaltabildigi
gorlilmiistiir [32 , 33]. Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda bilirubin toksik
olabilir. Hiperbilirubinemi kanda bilirubin konsantrasyonunun yiiksek olmasi nedeniyle
meydana gelen bir hastaliktir. Yiiksek konsantrasyonda bilirubin olusmasi
hemoglobinin ~ anormal  olarak  ¢evresel bozunmasindan ve  hemolizden

kaynaklanmaktadir [34].

Yenidoganlarda plazmadaki diisiik albumin seviyesi, diisiik baglanma orani,
olgunlasmamis safra salgis1 ve bakteri florasinin olmamasi nedenleri ile daha cok

hemoglobin birikmesi sonucu hiperbilirubinemi gériilmektedir [35].

Kanda bilirubinin artmasi sonucu deri sar1 renk alir ve buna sarilik ad1 verilir. Beyinin
belli bolgelerinde indirekt bilirubinin depolanmasi sonucu ortaya ¢ikan norolojik bir
sendrom olan kernikterus yeni doganlarda olusur. Bu hastaligin yeni doganlarda
olusmasinin nedeni kan beyin bariyerinin tam olarak gelismemesi ve bilirubinin
rahatlikla bu bariyeri asabilmesidir. Bunun sonucunda beyin ganglionlarindaki
bilirubinin etkisiyle zeka geriligi, nobetler ve anormal refleksler olusur. Kansiz
kalindiginda, safra yollarmmn tikanmasi ve karaciger yangili hastaliklarda kandaki

bilirubin diizeyi yiikselmektedir. Bu nedenle bilirubin tayini olduk¢a dnemlidir.

2.1.1. Diazobilirubin Yéntemi ile Bilirubin Tayini

Bilirubin diazo aromatik aminler ile reaksiyona girerek merkezdeki metilen kopriisiiniin
pargalanmasi ile iki izomerik azopigment olusturur. Bilirubin ve diazo siilfanilik asit

arasindaki bu reaksiyon serumdaki konjuge ve ankonjuge bilirubin konsantrasyonlarini



belirlemekte kullanilmaktadir. Bilirubinin reaksiyon mekanizmasi ise Sekil 2.2.°de

gosterilmistir.
M v M P P M Mo
_)\\ | A /’L A\_k Bilirubin
(ol Vi v i ey Vgl o Vil ¥
H H H H: H H H
Diazonyum
tuzu
M p Vv M p
L [ + L [
07 NV CT N7 TN=N-R 07 “NICT N7 TN=N-R
H H H H

M= -CH, V=-CH=CH, P=-CH,-CH,-COOH

Sekil 2.2: Bilirubinin asidik ortamda diazonyum tuzuyla vermis
oldugu azobilirubin reaksiyonu.

Diazo siilfanilik asid (diazo reaktifi) serumdaki konjuge bilirubinle reaksiyona girerek
kirmiz1 mor renkli diazobilirubin bilesigini olusturur. Serumdaki toplam bilirubin tayini
ise ortama metil alkol ilave edilerek 30 dk sonunda olusan bu renkli diazobilirubin

bilesiginin 540 nm de spektroskopik olarak dl¢iilmesiyle bulunur [36].

2.2 GRAFEN

Grafen, bir karbon allotropudur ve kovalent bag ile bagli karbon atomlarinin bal petegi
kristal kafes yapisi i¢inde sikica paketlendigi, tek atom kalinhigina sahip diizlemsel
yapidadir [37]. Onceleri tek tabaka grafit olarak adlandirilan bu malzeme daha sonralari

grafen adin1 almistir.

Grafen, kesfinden bu yana farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmas1 nedeniyle
oldukca dikkat ¢ekmistir. Bunlar arasinda grafenin yiiksek termal iletkenligi, miikemmel
elektriksel iletkenligi ve iki boyutlu yapisi nedeniyle genis spesifik bir ylizey alanina sahip
olmas1 sayilabilir. Dogada iki boyutlu tek malzeme olma o6zelligini tasiyan grafende
elektronlar karbon tabakas1 igerisinde bilinen en iyi yariiletken olan silisyumdan 100 kat

daha hizli hareket ederler. Elektronlarin icerisinde kolayca hareket edebiliyor olmasi grafeni



entegre devreler i¢in ciddi bir alternatif malzeme haline getirmistir. Pek ¢ok uygulama icin
hafif ve maliyeti disiik yiiksek performansli kompozit malzemelerin iiretilmesinde yeni
bir boyut agmustir. Elektriksel 6zelliklerinin yaninda en kiigiik atomu bile gegirmeyen iki
boyutlu sik kafes yapist grafenin sensor ¢aligmalarinda da kullanilabilecegini gostermistir.
Bu sik kafes yapisina ragmen olduk¢a esnek olan grafen degisik formdaki malzemeleri
kaplayabilme Ozelligine sahiptir. Grafen tek atom kalinliginda olmasina karsin mekanik
saglamlilig1 en iyi olan malzemedir ve gelikten daha giigliidiir. Ayrica viicuttaki iyonik
stvilarda bozunmadan kalabilmesi grafenin biyolojik alanlarda da kullanimina imkan
saglamaktadir. Tek-tabakali yapis1 ve milkkemmel transfer hiziyla grafen, elektronik
aygitlarda yaygm olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira elektroanalitik alanlarda,

biyoaygitlarda genis dlgiide kullanilmaktadir [38, 39].

2.3. ELEKTROKIMYASAL YONTEMLER

Elektrokimyasal yontemler, maddenin analizini, indirgenme veya ylikseltgenme
ozelliklerine gore temellendiren yontemlerdir. Bu metotlarin hepsinde elektrot-¢ozelti
sistemine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Bu cevap sistemin
Ozellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak biitiin elektrokimyasal tekniklerde akim,
potansiyel ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametreler teknigin adini belirler.
Mesela, voltametri, kronoamperometri ve kronokulometri gibi tekniklerde sirasi ile
potansiyel-akim, zaman-akim Vve zaman-yiikk parametreleri arasindaki iliski
anlatilmaktadir [40]. Elektroanalitik metotlarin smiflandirilmas: Sekil 2.3’ te sema

halinde verilmistir [41].
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Sekil 2.3: Elektroanalitik Yontemlerin Siniflandirilmasi.
2.3.1. Voltametrik Metodlar

Voltametri, bir indikator elektrot ya da calisma elektrotunun polarize oldugu sartlar
altinda akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak ol¢iilmesine dayanan
elektro analitik yontemlere verilen isimdir. Uygulanan potansiyele kars1 6l¢iilen akimin
grafie gecirilmesi ile elde edilen akim-potansiyel egrisine voltamogram denir.
Genellikle polarizasyonu saglamak i¢in voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlarmin

yiizey alani birka¢ milimetrekare ile birka¢ mikrometrekare arasinda degisir [42].

Voltametrik metotlarda ticlii elektrot sistemi kullanilir.

* Calisma elektrodu olarak; camsi karbon elektrot, damlayan civa elektrot, altin elektrot,
platin elektrot gibi kolay polarize olan elektrotlar,

* Referans elektrot olarak; Ag/AgCl elektrot, standart hidrojen elektrot ve doymus
kalomel elektrot gibi belirli bir yar1 hiicre potansiyeline sahip olan elektrotlar,

* Karsit elektrot olarak; platin elektrot ve altin elektrot gibi kolay polarize olan ve genis

yiizey alanina sahip elektrotlar kullanilir.



Uclii elektrot sisteminde; potansiyel calisma elektrotu ile referans elektrot arasma
uygulanir, akim ise calisma elektrotu ile karsit elektrot arasinda oSlgiiliir. Boylece
caligma elektrodu ile referans elektrot arasindan hemen hemen hi¢ akim gegmez. Ciinkii
referans elektrotun potansiyeli ¢ok kiigiik akimlarda sabit olup akim arttiginda
potansiyeli sabit kalmaz. Baska bir ifadeyle referans elektrot polarize olmaz. Uglii
elektrot sisteminin kullanilmasi ile ayni1 sistemde hem gerilim uygulanabilir hem de

olusan akim 6l¢iilebilir.

Voltametride akim, calisma elektrodu Tlizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olusur. Voltametride calisma elektrotuna uygulanan
potansiyel negatif yonde arttirilirsa elektrottaki indirgenme tepkimesi hizlanir. Genelde
calisma elektrodu katot olarak kullanilir ve indirgenme ile katodik akim olusur. Eger
caligma elektrotunun potansiyeli, pozitif yonde arttirilirsa, bu kez elektrot anot olarak

davranir ve anodik akim olusur [40, 42].

2.3.1.1. Déngiilii voltametri (CV)

Dongiilic voltametri kimyada bir¢ok alanda onemli ve yaygin olarak kullanilan
elektroanalitik teknik haline gelmistir. CV Kkantitatif tayinler i¢in nadir olarak
kullanilmasina ragmen bir sistemin elektrokimyasal davranigini arastirmak igin siklikla
kullanilan bir yontemdir. CV elektrot yiizeyinde meydana gelen elektrokimyasal
reaksiyonun kinetiginin aydinlatilmasini miimkiin kilarken elektrokimyasal tepkimeler

hakkindaki nitel bilginin hizla elde edilebilmesi sebebiyle ilk bagvurulan tekniktir [43].

Bu teknikte calisma elektrodu, sekilde de gosterildigi gibi tiggen dalga bigiminde olan
dogrusal potansiyelli bir taramaya tabi tutulur [44]. Potansiyelin zaman ile degismesi
tarama hiz1 olarak adlandirilir. Uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil
2.4’te verilmistir. Baslangi¢ potansiyeli olarak genellikle indirgenme ylikseltgenme
tepkimesinin olmadigi bir potansiyel segilir ve potansiyel redoks tepkimesinin
gergeklestigi yonde E; ve E; smirlari arasinda belirli bir hizda taranir. Potansiyel
taramas1 bu sekilde bir E; baslangi¢c potansiyeli ve E, potansiyeli arasinda yapilirsa
metot dogrusal taramali voltametri adini1 alir. Eger E; potansiyeline ulastiktan sonra ayni

tarama hiziyla ilk tarama yOniine gore ters yonde tarama yapilirsa metodun adi dongiilii
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voltametri olur. fleri taramada indirgenme olmussa ters taramada yiikseltgenme

meydana gelir [40, 45].

Patansiyel

Eg b

=

Zaman

Sekil 2.4: Dongiilii voltametride potansiyelin
uygulanmasi.

2.3.1.2. Kare dalga voltametrisi (SWV)

Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli olmasi nedeniyle {istiinliigii olan bir
voltametri teknigidir. Voltamogramim tamami 10 ms’den daha az bir siirede elde edilir.
Teknige admi veren kare dalgasi seklindeki basamakli sinyalde her basamagin boyu ve
puls periyodu (t) esittir. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri
tarama sirasinda olusan {riinlin, geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglamaya
yetecek kadar biiytiktiir. Sekil 2.5’te gosterildigi gibi ileri puls bir katodik akimini (i)
geri puls da bir anodik akimini (iz) olusturur. Genellikle voltamogramlar1 elde etmek
icin bu akimlarm farki (Al), grafige gecirilir (Sekil 2.5.b). Bu fark derisimle orantilidir;
pik potansiyeli de voltametrik yari-dalga potansiyeline karsilik gelir. Olgiim son derece
hizli yapildigindan, birka¢ voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin
kesinligini arttrmak miimkiindiir. Kare dalga voltametrisinin tayin smirlar1 10" ile 10

M arasindadir [46].
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Sekil 2.5: Kare dalga voltametrisinde potansiyelin uygulanmasi.

2.3.1.3. Kronoamperometri (CA)

Elektrokimyada en basit dalga formu, potansiyel basamak teknigidir. Bu teknige gore,
calisma elektrotunun potansiyeli, faradayik akimin heniiz meydana gelmedigi bir
degerden, elektrokimyasal olayin tamamlandigi bir potansiyel degerine ani olarak

degistirilir ve sistem, bu potansiyelde belirli bir siire (t) bekletilir.

Puls genisligi

Potansiyel
" 9
v

0 Siire T

Sekil 2.6: Kronoamperometride ¢alisma
elektrotuna uygulanan potansiyelin zamanla
degisim grafigi.

Sekil 2.6’da Ei baslangi¢c uygulama potansiyeli Es basamak potansiyeli ve Er bitis
potansiyelidir. Elektrot yilizeyinde; Oy (oksidan) + e — R (Rediiktan) seklinde bir
elektrokimyasal olay gergeklestigi diistiniiliirse, elektroda uygulanan potansiyel, bu
olaym toplam hizini etkiler. Redoks potansiyelinden (Eo) daha pozitif potansiyellerde,
“Oy” tiirlinlin “R” tiirline doniismesi s6z konusu degilken, bu potansiyelden daha negatif
potansiyellerde elektrokimyasal olay, diflizyon kontrolliidiir (yani, “Ox” molekiilleri,

elektrot ylizeyine ulasir ulagsmaz elektroliz olur).
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Baglangicta c¢ozeltide sadece “Oy” tiiri bulunmaktadir. Potansiyel basamagi
uygulandiktan sonra, elektrot yiizeyindeki “Oy” tiirii derigimi sifira kadar azalir ve bu
esnada elektrot ile c¢ozelti ara yilizeyinde bir derisim farklilasmasi meydana gelir.
Cozeltideki “Oy” tiirleri elektrot ylizeyine difiize olup, “R” tiiriine doniisiirken, diflizyon
tabakas1 ¢ozelti tarafina dogru genisler. Bu esnada olusan akimin, zamanin bir

fonksiyonu olarak kaydedilmesi teknigi “kronoamperometri” olarak adlandirilir [42].

2.3.1.4. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, yaygin bir sekilde, korozyon hizini
belirlemede kullanilirken son zamanlarda elektrokimyasal sistemleri ve yontemleri

arastirmada, elektrot direncini belirlemede kullanilan etkili bir tekniktir [41, 47].

Empedans bir devrede elektrik akiminin akmasina karsi direnebilme yeteneginin bir
Olgtisiidiir. Alternatif akim (AC) empedans yontemi olarak bilinen elektrokimyasal
empedans spektroskopisi genellikle elektrokimyasal hiicreye bir AC potansiyeli
uygulayarak ve hiicreden gegen akimin 6l¢iilmesiyle hesaplanir [48]. Bu alternatif akim
elektrot yiizeyine degisik frekans araliginda kiigiik genlikli, diisiik frekansli olarak belli
stirelerde uygulanmaktadir. Yontem, metal/cozelti ara yiizeyinde olusan ¢ift tabakanin
uygulanan alternatif akim empedansinin Glgiilmesine dayanmaktadir. Elde edilen

sonuglar Nyquist diyagrami ile analiz edilir [49].

2.4. ER-GO’NUN AVANTAJLARI

Calismada grafen oksitten elektrokimyasal indirgemeyle grafen {iretildi. GO’in
elektrokimyasal indirgenmesi uygun sicakliklarda gerceklestirilebilen, basit, ekonomik ve
cevre dostu bir yontemdir. Bu yontemde elektrokimyasal indirgenme ile oksijen giderilir
ve ayni zamanda grafen tabakalarinin hidrofobikligi artirilir. GO in elektrokimyasal
indirgenmesi ile ER-GO filmi GO’den daha genis ve piiriizlii bir yiizey elde edilir. Bu
tiir ylizeyler elektrolit iyonlarin diflizyonunu ve niifuz etmesini kolaylastirir. GO’in
elektrokimyasal indirgenmesi ile daha verimli elektrokimyasal olarak aktif bolgeler

aciga c¢ikarilir. Kisaca ER-GO GO’den, kimyasal olarak indirgenmis grafenden ve
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karbon nanotiipten daha yiiksek elektrokimyasal kapasite sergiler ve dayanikliligini

arttirir [25].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CIHAZLAR

Voltametrik deneylerde hiicre sisteminde calisma elektrodu olarak camsi karbon
elektrot (3 mm ¢apinda), karsit elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak da
Ag/AgCl (3M KCI) elektrot kullanildi. Voltametrik deneylerde Gamry Referans 600
Potansiyostat (Gamry, USA) cihazi kullanildi.

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri FEI - QUANTA FEG 450 SEM

cihazi kullanilarak elde edildi.

Kimyasal madde ve Ornekleri tartmak i¢in Radwag AS 220/C/2 hassas terazi, pH
Olgtimleri icin HANNA HI 221 pH metre, kimyasal maddelerin ¢6ziinmesine yardimci1
olmak i¢in Elmasonic marka ultrasonik banyo, destile su {iretimi i¢in GFL 2008 su

sistemi kullanild:.

3.2. KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER ve COZELTILER
Kullanilan biitiin kimyasallar analitik safliktadir.

3.2.1. Bilirubin Cozeltisi: 1,0 x 10? M stok ¢dzeltisi uygun miktarda tartilan bilirubin
minimum miktarda 0,1 M NaOH ile ¢oziilip 25mL’ye destile suyla tamamlanarak

hazirlandi.

3.2.2. Dopamin Céozeltisi: 1,0 x 102 M stok ¢ozeltisi uygun miktarda tartilan dopamin

bir miktar etanol ile ¢oziiliip 50 mL’ye destile suyla tamamlanarak hazirland1.

3.2.3. Urik Asit Cozeltisi: 1,010 ° M stok ¢6zeltisi uygun miktarda tartilan iirik asidin
minimum miktarda 1,0 x 10° M NaOH ile ¢oziilip 50 mL’ye destile suyla

tamamlanarak hazirland.
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3.2.4. Tokoferol Cézeltisi: Tokoferol etanol ile ¢oziilip 1,0 x 10% M stok cdzeltisi

hazirlandi.

3.2.5.Askorbik Asit Cozeltisi: Askorbik asidin destile su ile 1,0 x 102 M stok ¢dzeltisi

hazirlandi.

Bozulmasini énlemek i¢in ¢ozeltiler giin 15131ndan korundu ve +4°C’de muhafaza edildi.
Kullanimdan once, stok ¢ozeltiler istenilen konsantrasyonlara destile su ile seyreltilerek

hazirlandi.

3.2.6. Nafyon Cozeltisi: Ticari olarak agirlikga %5 Nafyon iceren (esdeger agirhgi
1100 g/mol siilfonik asit gruplar1) ¢ozelti kullanildi. Agirlikca %1 nafyon ¢ozeltisi %5

(w/w) olan nafyon ¢ozeltisinden izopropil alkolle seyreltilerek hazirlandi.

3.2.7. Grafen Oksit Cozeltisi: Grafen oksit (GO), oksidasyon araci olarak derisik
stilfiirik asit ve potasyum permanganatin kullanildig1 kuvvetli bir oksidasyon yontemi

olan modifiye edilmis Hummers yontemi ile sentezlendi [50, 51].

3.2.8. Diazo Bilirubin Yonteminin Cozeltileri:

Diazo A: 0,1 g stilfanilik asit ile 1,5 ml derisik HCI ile karistirilarak 100 mL’ye destile
suyla tamamlanir.

Diazo B: 0,25 g NaNO3 destile su ile 50 mL’ye tamamlanur.

Diazo Reaktifi: 10 mL Diazo A, 0,3 mL Diazo B ile karistirilir.

Diazo Blank: 1,5 mL HCI destile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

3.3. SERUM ORNEGININ HAZIRLANMASI

Kan ornekleri, goniillli, yetiskinlerden saglandi. Bu 6rnekler vakumlu kuru kan alma
tiiplerine alindi. Kan kendiliginden pihtilastiktan sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Ayrilan serum analiz edilene kadar buzdolabinda saklandi. Belli miktarda serum
ornegi aseton - H,SO4 karisimma ilave edildi ve protein kismi ¢oktiiriildiikten sonra

5000 rpm’de 5dk santrifiij edilerek deneylerde kullanildi.
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3.4. ELEKTRODUN HAZIRLANMASI

Her deneyde elektrot oncelikle 0,3 pum daha sonra da 0,05 pm biyikligiinde
aliminyum oksit partikiilleri igeren malzeme ile 5 dakika boyunca temizlendi.
Temizleme esnasinda elektrot yiizeyinde kalan aliiminyum oksit partikiillerini
uzaklastirmak i¢in elektrot yikandi ve etanol: propanol (1:1) karigimi igerisinde

ultrasonik banyoda 5 dakika bekletildi.

Nafyon/ER-GO modifiye GCE literatiirde belirtildigi gibi [25, 26, 52] grafen oksit (GO)
1,0 mg mL™ olacak sekilde destile su ile 30 dk ya da tamamu disperse oluncaya kadar
ultrasonikte bekletildi. 1 mg mL™ GO ¢ézeltisinden 50 pL ve agirlikga %1,0 Nafyon-
izopropil alkol ¢ozeltisinden 10 pL alinarak 30dk ultrasonik banyoda bekletildi.
Hazirlanan Nafyon/GO ¢ozeltisinin 10 uL si camsi karbon elektrod yiizeyine
damlatarak modifiye edildi. Coziicii 2 saat oda sicakliginda buharlastirilarak
uzaklastirildi ve Nafyon/GO/GCE elde edildi. Coziici buharlastiktan sonra elektrot
yiizeyindeki hareketli modifiyeyi uzaklastirmak i¢in destile su ile yikandi.Daha sonra
Nafyon/GO/GCE hiicredeki 0,02M KH;PO, ¢ozeltisi i¢ine daldirildi  ve
kronoamperometri yontemiyle 10 dk -0,7 V sabit potansiyel uygulanarak GO’in
elektrokimyasal indirgenmesi sonucunda Nafyon / ER-GO / GCE hazirlandi. Elde

edilen elektrot bilirubinin elektrokimyasal tayininde kullanildi.

3.5. PROSEDUR

Tiim denemeler oda sicakliginda (25°C’de) gergeklestirildi. Belli miktarda BR ¢alisma
¢ozeltisi ve 0,05 M H,SO, ortamdaki su miktar1 ImL olacak sekilde 9 mL aseton ile
elektrokimyasal hiicreye koyuldu (son hacim 10 mL) ve tglii elektrot sistemi ile
calisildi. Dongiilii voltametri ¢alismalar1 50 mVs™ tarama hizinda yapildi. Kare dalga
voltametrisi ile BR tayininde step size, frekans, genlik gibi ¢esitli cihaz parametreleri
icin optimum kosullar incelenmistir ve step size 8 mV, frekans 10 Hz, kare dalga
genligi 100 mV olarak belirlenmistir. BR’in tayininde diisiik oksidasyon potansiyeline

sahip olmasi ve daha hassas olmasi dolayisiyla birinci oksidasyon piki secilmistir.
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3.6. DIAZO BIiLiRUBIN YONTEMININ SERUM ORNEGINE UYGULANISI

Farkli konsantrasyonlarda bilirubin ile diazoblank ve diazo reaktifi kullanilarak bir seri
¢Ozeltiler hazirlandi ve 3’er mL metanol eklenerek 30 dk sonunda 540 nm’deki
absorbans degerleri okundu. Bu sekilde elde edilen kalibrasyon dogrusundan serum

orneklerindeki bilirubin miktar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. SEM KARAKTERIZASYONU

Sekil 4.1: ER-GO film (A), Nafyon/ER-GO filmin (B) SEM goriintisii.

Hazirlanan ER-GO ve Nafyon/ER-GO nanokompozitinin bi¢imsel 6zellikleri taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile elde edilmistir. Sekil 4.1 A’da ER-GO filmin piiriizli
yiizeyinde grafenin tipik burusuk ve tabakali yapisi1 goriilmektedir. Sekil 4.1 B’ de ise

Nafyon/ER-GO filmin daha piiriizsiiz ve homojen bir yiizey oluturdugu goriilmektedir.

4.2. ELEKTROKIMYASAL EMPEDANS KARAKTERIZASYONU

Elektrotlarin elektron transfer kapasitesi elektrokimyasal empedans deneyleri ile
incelenmistir. Sekil 4.2°de yalin GCE (Sekil 4.2a), Nafyon/GCE (Sekil 4.2b) ve
Nafyon/ER-GO/GCE (Sekil 4.2c) 0,1 M KClI iceren 5,0 x10° M Fe(CN)¢*™ (1:1)
ortamindaki elektrokimyasal empedans spektroskopisinin (EIS) Nyquist grafikleri

goriilmektedir.
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EIS iki bolimden olusur, diisiik frekanslardaki dogrusal bolim diflizyon kontrollii
stireci gosterirken yiiksek frekanstaki yarim daire boliimii ise elektron transfer sinirlt
stireci ya da yiik transfer direncine (Rq) karsilik gelmektedir. Yalin GCE de goriilen
yiiksek frekanstaki iyi tanimlanmig kiigiik yar1 daire kiigiik ara yiizli elektron direncini
gostermektedir [53, 54]. Elektrot yiizeyine nafyon modifiye edildigi zaman GCE
tizerindeki immobilize haldeki nafyon R ‘i 6nemli 6l¢lide arttirmustir. Bu olay nafyon
filme baghdir, nafyon 1yi bir katyon degistirici olup elektrotla ¢ozelti ara yiiziinde
Fe(CN)s>™“mn elektron ahsverisinde engelleyici bir tabaka olarak rol oynar. Sekil
4.2°de de goriildiigii gibi ER-GO den sonra R¢; oldukga azalmistir. R, yaklasik olarak
GCE, Nafyon/GCE ve Nafyon/ER-GO/ GCE i¢in sirastyla 15,7 Q, 1278,0 Q ve 758,3 Q
olarak elde edilmistir. Literatiirde Grafen/ Nafyon modifiye camsi1 karbon elektrotla da
benzer elektrokimyasal davraniglarin sergilendigi belirtilmistir [54]. Sonuglardan

Nafyon/ER-GO nanokompozit filmin GCE ylizeyinde basarili bir sekilde tutturuldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.2: Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) temiz
yalin GCE (a), Nafyon/GCE (b) ve Nafyon/ER-GO/GCE (c) 5,0 x
10° M Fe(CN)s “™* (1:1) ve 0,1 M KCl iceren ¢ozelti ortaminda,
genlik 5SmV; frekans araligi:1x 10° Hz — 0,01 Hz.

4.3. NAFYON / GRAFEN OKSIT MIKTARI ETKIiSi

Nafyon: Grafen oksit miktar1 1:1 ve 1:8 oranlar1 arasinda CV yontemiyle arastirildi.

Bu calismada Nafyon:Grafen oksit oraninin 1:5 oldugu durumda en iyi sonucu verdigi
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tespit edildi. 1:5 Nafyon / Grafen oksit oranindan daha yiiksek oranlar i¢in bilirubinin
verdigi pikin giderek diistiigii saptandu. iletken filmler Nafyon-grafen oksit dispersiyonu
(Nafyon/GO 1:5) kullanilarak hazirlandi.
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Sekil 4.3: Nafyon/GO oraninin 50uM
BR’nin pik akimlart iizerine etkisi.

Yalin GCE yiizeyine 1:5 oranindaki Nafyon/GO ¢ozeltisinden 2-12 pL arasinda farkl
hacimlerde damlatilarak Nafyon/GO modifiye GCE elektrotlar hazirlandi. Pik akimi
artan Nafyon/GO miktariyla birlikte (5-10uL) belirgin bir sekilde artmustir. Artan
Nafyon/GO hacminde ise Nafyon/ER-GO/GCE’de elde edilen pik akimlar1 azalmustir.
Deneylerde homojen Nafyon/GO siispansiyonundan 10ul yalin GCE yiizeyine
damlatilarak kullanild.
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Sekil 4.4: GCE yiizeyine damlatilan 1:5
oranindaki Nafyon/GO miktarinin 50pM
BR’nin pik akimlari iizerine etkisi.
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4.4.COZUCU ETKISi

Nafyon / ER-GO modifiye camsi karbon elektrot yiizeyinde susuz ¢oziicii ortamlarinda
BR’nin elektrokimyasal tayini dongiilii voltametri ile incelendi. Optimum sonuglarin
elde edilebilmesi i¢in aseton, DFA, DMSO ve etanol gibi farkli ¢oziiciilerin asidik
cozeltileri ile g¢alisildi Sekil 4.5'de goriildiigii gibi en iyi sonug asetonun asidik
¢ozeltisinde elde edilmistir. Deneylerde 0,05 M H,SO;, igeren aseton ¢ozeltisi kullanildi.
Organik ¢6ziicli olmayan ortamlarda ise Nafyon / ER-GO sensorii BR ile yanit vermedi.

12,00

300,0 4500 600,0 750,0 900,0 1050
E (mV vs. AglAgCl)

Sekil 4.5: 50uM BR nin 0,056 M H,SO, igeren farkli
¢oziiciilerdeki dongilii voltamogramlart DMSO (a), DMF (b),
Etanol (c) ve Aseton (d).

4.5. BILIRUBININ ELEKTROKIMYASAL DAVRANISI

Nafyon/ER-GO modifiye GCE yiizeyinde BR’in elektrokimyasal davranigi dongili
voltametri ile incelendi. Sekil.4.6’de 0,05 M H,SO4 igeren aseton ortaminda 50puM
BR’in yalin GCE ve Nafyon / ER-GO / GCE °‘deki dongiilii voltamogramlari
goriilmektedir. Yalin GCE {izerinde (Sekil 4.6 a), dongiilii voltametri sonucunda BR’in
711 mV (P1), 841 mV (P2) ve 966 mV (P3) potansiyellerinde olmak {izere iig
oksidasyon piki gozlendi. Nafyon / ER-GO / GCE (Sekil 4.6 ¢) iizerinde ise 701 mV
(P1), 841 mV (P2) ve 966 mV (P3) potansiyellerinde bulunan pik akimlarimm 6nemli
Olclide arttig1 goriildii. Her ii¢ oksidasyon piki de birbirinden ayrilmaktadir. Caligilan
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potansiyel araliginda katodik pik akimi goriilmedi. Ayrica oksidasyon pik akimi
Nafyon/GCE’ ye gore ti¢ kat daha artarak 11pA ¢iktigr goriilmektedir. Bununla birlikte
GCE iizerindeki nanokompozit film daha genis yiizey alanina sahip oldugu i¢in
Nafyon/ER-GO modifiye GCE ve Nafyon/GCE yalin GCE’ye goére daha genis
backgrounda sahip oldugu goriilmektedir. Sonuglar, Nafyon / ER-GO ile modifiye
edilmis elektrodun BR oksidasyonu i¢in giiglii bir elektrokatalitik aktiviteye sahip

oldugunu gostermistir.

15.00] Pl
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Sekil 4.6: 0,05 M H,SO, iceren aseton ortamuinda 50 mV s ! tarama
hizinda 50uM BR in yalin GCE (a), Nafyon/GCE (b) ve Nafyon/
ER-GO/GCE (c) nin dongiilii voltamogramlari.

4.6. TARAMA HIZININ ETKISI

Nafyon / ER-GO / GCE’de BR’in oksidasyon pik akimlar1 {izerinde tarama hizinin
etkisi dongiilii voltametri ile incelendi. Sekil 4.7°de Nafyon / ER-GO /GCE ile 0,05 M
H,SO4 igeren aseton ortammda 50 uM BR’in 10-250 mV s tarama hiz1 araligindaki
dongiili voltamogramlari goriilmektedir. Sekil 4.7'de goriildiigii gibi, BR’in oksidasyon

pik potansiyelleri pozitif yone dogru kaymis ve oksidasyon pik akimlar1 artmustir.
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Sekil 4.7: Nafyon/ER-GO/GCE ile 0,06M H,SO,” li aseton
ortamimnda 50 pM BR’nin farkli tarama hizlarindaki dongiilii
voltamogramlari. Tarama hizlari; 10, 25, 50, 100, 150, 200 ve 250
mV s™.

Nafyon/ ER-GO/ GCE fiizerine bilirubinin oksidasyonunun difiizyon veya adsorpsiyon
kontrollii mii oldugunu belirlemek i¢in pik akimi ve tarama hizinin karekokii arasindaki
iliski  incelenmistir. Bunun sonucunda elde edilen (Sekil 4.8A) lineer regresyon
denklemleri ise:

lpar = 1,1051 v (WA mV*2s™2)+ 0,0884 (R?= 0,9969)

lpa2 = 0,0928 V2 (A mV¥%s%2) + 0,2026 (R*= 0,9910) ve

a3 = 0,3588 vM2(uA mVv%s1/2) - 0,044 (R*= 0,9913).

Epa‘ya kars1 tarama hizin logaritmasi (Sekil 4.8B) arasindaki regresyon denklemleri:

Epa1= 0,0626 log v + 0,5918 (R? = 0,9958),
Epe2= 0,0472 log v + 0,7488 (R? = 0,9919) ve
Epaa= 0,0527 log v + 0,8713 (R? = 0,9962).

Bu sonuglar Nafyon / ER-GO modifiye edilmis GCE ile BR’in reaksiyonunun agirlikli
olarak difiizyon kontrollii bir iglem oldugunu gosterir. Sekil 4.9 ‘de BR’in

oksidasyonunun reaksiyon mekanizmasi gosterilmistir [16].
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Sekil 4.8: Pik akimmin tarama hizina bagli degisim grafigi(A). E, ve log v
arasindaki iliski(B) .
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Sekil 4.9: BR’in oksidasyonunun reaksiyon mekanizmasi.
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4.7. SULFURIK ASIT ETKIiSi

Fosfat Tamponu, H,SO., NaOH, Britton Robinson Tamponu ve Asetat Tamponu gibi
cesitli destek elektrolitler denenmistir. Bunlar arasindan en iyi sonuglar H,SO, ile elde
edilmistir. Bu ortamda kare dalga ile daha duyarli sonuglar elde edilmistir. pH 3-12
arasinda oksidasyon pik akimlar1 gdézlenmemistir. BR (50uM) lizerine asit
konsantrasyonunun etkisi 0,01M - 0,15M araliginda H,SO, igeren aseton ortaminda 50

mvVs™?

tarama hizinda dongili  voltametri ile calisilmistir (Sekil 4.10).
Voltamogramlarda 0,01M dan 0,05M’a kadar asit konsantrasyonu arttik¢a anodik pik
akimmin arttig1 goriilmektedir. Artan asit konsatrasyonlarinda ise BR’in pik akimlarmin
(P1, P2, P3) azaldig1 ve pik potansiyellerinin negatife kaydigi goriilmiistiir. Sonuglar
diisiik pH ortamlarinda gergeklestirilen dlgiimlerin daha stabil oldugunu ve daha yiiksek
pik akiminin elde edildigini gostermistir. Ciinkii BR yiiksek pH’larda negatif yiiklenir
ve Nafyon/ERGO/ GCE negatif yiiklii nafyon igerir bu da BR’nin ¢ozeltiden elektrot
yiizeyine diflizyonunu engeller. Ayrica en yiiksek pik akimi ve en iyi pik sekli de 0,05
M H,SO,4 ¢ozeltisi ile elde edilmistir. Bu nedenle 0,05 M H,SO, igeren aseton ¢ozeltisi

ile ¢alisilmustir.

<
400,0 550,0 700,0 850,0 1000

E (mV vs. AglAgCl)

Sekil 4.10: H,SO, konsantrasyonunun pik akimina etkisi sirasiyla;
0,01, 0,03, 0,05, 0,1 ve 0,15 M.
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4.8. KARE DALGA PAREMETRELERININ ETKIiSi

SWV’de elde edilen pik akimlari karedalga genligi, karedalga frekansi ve step size gibi
cesitli enstriimantal parametrelere baghdir. Bu enstriimantal paremetrelerin pik akimi

iizerine ¢ok az etkisinin oldugu bulunmustur.

Pik akimlar1 tizerine genligin etkisi 10 mV’tan 200 mV a kadar incelenmistir. Kare
dalga genligi 10 mV ve 100 mV arasinda artan genlikle birlikte pik akiminin arttig1 ve
sonrasinda ise hemen hemen sabit kaldig1 goriilmiistiir. Bu yilizden kare dalga genligi

100 mV olarak secilmistir.

BR’nin pik akimi kare dalga frekansmnin artmasiyla 10 Hz’e kadar artis gosterirken
iizerindeki degerlerde pik akim degerleri kararsizlagir ve genis artik akimla Ortiiliir.
Frekans 10 Hz segilerek step size parametresi arastirildi. Pik akimi step size’n 8 mV’a
kadar artmasiyla lineer bir artis gostermis ve sonrasinda hemen hemen sabit kalmistir.
Bu nedenle, 8 mV optimum step size olarak secilmistir. Genel olarak optimize edilmis
parametreler kare dalga frekansi, 10 Hz; kare dalga genligi, 100 mV; step size 8 mV

olarak belirlenmistir.

4.9. ANALITIK PARAMETRELER

BR voltametrik tayini Nafyon / ER-GO / GCE ile kare dalga voltametrisi kullanilarak
0,05 M H,SO4’li aseton ortaminda gergeklestirilmistir. Sekil. 4.11’de BR’in ¢esitli
konsantrasyonlardaki kare dalga voltamogramlar1 gériilmektedir. SWV yonteminin

uygulanmastyla iki lineer aralik goriilmiistiir.

[Ik lineer aralik 2,0 uM ile 20 uM arasinda ve kalibrasyon denklemi;
I, (WA) = 0,3096 C (uM) + 0,8675 (R® = 0,9935)

ikinci lineer aralik 20-70 uM arasinda ve kalibrasyon denklemi;
I, (A) = 0,0931 C (uM) + 5,2341 (R® = 0,9949) dir.
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Sekil 4.11: Nafyon/ER-GO/GCE ile 0,05 M H,SQO, igeren aseton

ortaminda 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 uM BR in kare
dalga voltamogramlari. BR konsantrasyonuna karsi pik akim

grafigi (a).
C.=3 S/|b| olarak tanimlanan dedeksiyon limiti (S: blankin standart sapmasi ve b:
kalibrasyon dogrusunun egimi) 0,84 pM (8,4x107 M ) (0,049 mg dL™) olarak
bulunmustur. 5 uM ve 25 uM konsantrasyonlarda BR kullanilarak beser kez tekrarlanan
Olelim sonucunda bagil standart sapmalar1 (RSD) sirasiyla % 2,8 ve % 2,2 olarak

bulunmustur, bu da Nafyon / ER-GO / GCE igin miikemmel bir tekrarlanabilirlik

gostermektedir.

4.10. GIRISIM ETKISI

Gelistirilen sensoriin  segiciligini gostermek i¢in, ¢esitli biyo-organik Dbilesiklerle
bilirubin tayini incelendi. Gergek 6rneklerde bulunan diger bilesiklerin girisim etkisi 50
puM bilirubin varliginda uygulanan yontemdeki karisim ¢ozeltisi ile incelenmistir. 500
uM askorbik asit, 500 uM dopamin, 5 mM glikoz, 1 mM tokoferol ve 300uM iirik asit
varliginda hicbir girigim etkisi gézlenmemistir. BR yukarida belirtilen bilesikler ile
sirastyla % 95, % 99, % 98, 100 ve 102% geri kazanimla elde edilmistir. Protein aseton
ile ¢oktiiriilmiistir. Boylece, protein 50 uM BR’in SWV ile verdigi sinyale herhangi bir

girisimde bulunmamustir.
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4.11. TEKRARLANABILIRLIK, TEKRAR KULLANILABILIRLIK VE
STABILITE

Nafyon/ER-GO modifiye elektrodun tekrarlanabilirligini hesaplamak i¢in birbirinden
bagimsiz bir sekilde bes elektrot hazirlanarak 5,0 uM BR i¢in pik akim degerleri
belirlendi ve bagil standart sapmasi (RSD) % 3,8 olarak bulunarak iyi bir
tekrarlanabilirlige sahip oldugu bulundu. Nafyon / ER-GO modifiye elektrodun tekrar
kullanilabilirliginin 6l¢iilmesinde 5,0 uM ve 25 uM BR konsantrasyonu kullanildi.
Onerilen yontemin tekrar kullanilabilirligi i¢in bagil standart sapmasi (RSD, n=5) 5,0
uM ve 25 uM BR igin sirastyla % 3,3 ve % 3,0 olarak hesaplanmistir. Bu sonug,
modifiye edilmis elektrodun iyi Dbir tekrar kullanilabilirlige sahip oldugunu
gostermektedir. Elektrodun stabilitesi pratik biyosensér uygulamalari i¢in ¢ok
onemlidir. Nafyon/ ER-GO / GCE nin buzdolabinda 4°C’de 10 giin saklanmasiyla 5,0
uM BR’ye verdigi cevap yalnizca % 4.2 azalmustir.

4.12. ANALITIK UYGULAMALAR

Yontemin gergek Ornekte bilirubin analizinin performansimi ve uygulanabilirligini
dogrulamak i¢in bu modifiye elektrot kan serum 6rneginde bilirubin tayinine uygulandi.
Serumda bilirubin tayini ayni sartlar altinda bes kez tekrarlandi. Serum Orneginde
bilirubin tayini i¢in standart katki yontemi kullanildi. BR’nin % geri kazanimi % 95-105
araliginda bulunmustur. Geri kazanim degerleri Onerilen yontemle ger¢ek Orneklerde
BR tayini i¢in verimli bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. SWV analizleri ve
boliim 3.6’da anlatilan spektroskopik yontem ile Kkarsilastirildiginda elde edilen
bilirubin degerlerinin uyumlu oldugu bulundu [36].

Tablo 4.1: Serum Orneklerinin Bilirubin igerigi.

Ornek Katki Bulunan | Geri Kazanim | Referans Metod
(mgdL™) | (mgdL™) (%) (mg dL™)

A - 0,86 - 0,78
0,2 1,07 95
0,4 1,27 97,5

B - 1,22 - 1,32
0,2 1,43 105
04 1,63 103
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde bilirubinin tayininde en ¢ok diazolama ydntemi ile bilirubinin porfirin
halkalarmin  diazo bilesigi ile olusturdugu renkli azobilirubin bilesiginin
spektrofotometrik olarak Olclilmesine dayanan UV-vis spektrofotometri yontemleri
kullanilir. Fakat bu analitik metodlarda hassasiyet diistiktiir ve baz1 maddelerle girisim
olmaktadir. Son yillarda BR’nin elektroaktif bir bilesik olmasindan yararlanilarak BR
tayininde elektrokimyasal tekniklerin kullanildig1 ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Gelistirdigimiz yontemi tablo 5.1°de goriilen literatiirdeki bu yOntemlerle
kiyasladigimizda Ye ve ark. nin yalin GCE’de, Shoham ve ark.’nin ¢ok tabakali enzim
elektrotla [19] ve Klemm ve ark. BOx enziminin BSA ile ¢apraz baglanmasiyla 6nceden
aktive edilmis membran ylizeyinde tutturulmus oksijen elektrot [21] ile yapmis
olduklar1 ¢caligmalara gére yontemimizin BR’in elektrokimyasal oksidasyonunun daha
diisiik dedeksiyon limitine sahip oldugu goriilmektedir. Fortuney ve ark. tarafindan BOy
immobilize edilmis Pt elektrotla [18] ve Kannana ve ark. tarafindan gelistirilen
BOX/AuNPsS/MPTS elektrotla [20] bulunan LOD degerlerinin gelistirdigimiz yonteme
gore daha tstiin oldugu goriilmektedir ancak bu yontemlerde kullanilan BOX enzimi
pahali bir enzimdir ve ¢ok kolay denaturasyona (37 °C’de 17 h’te %50 aktivitesini
kaybetmistir) ugradigindan kararsizdir, bu nedenle biyosensor cihazlarinda biyokataliz

smirl1 bir uygulamaya sahiptir.

Tablo 5.1: Bilirubin sensorlerinin performans karsilastirmalar.

Elektrot (mLo?E'l) Lm‘z‘:&; alik Kaynak
GCE ([bmim][PF¢]) - 26 -250-540 [16]
Pt/BOX 7x10°7 1-300 [18]
Cok tabakali enzim elektrot 1,7x10° 10-110 [19]
BOX/AuNPs/MPTS elektrot 2,3x10° 1-5000 [20]
BSA -BO,/6nceden aktive edilmis membran 8,0x10°® 10-250 [21]
Nafyon/ER-GO /GCE 8,4x107 2-20-70 Bu calisma
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Bu ¢alismada Nafyon / ER-GO modifiye cams1 karbon elektrotla enzimatik olmayan bir
bilirubin sensorii gelistirildi. Enzimatik olmayan elektrotla bilirubinin dogrudan
elektrokatalitik oksidasyonu enzim elektrotlarin dezavantajlarini onleyerek avantajlar

saglayacaktir.

Modifiye elektrot {izerinde bilirubinin oksidasyonu dongiisel voltametri ve kare dalga
voltametri yontemleri kullanilarak incelenmistir. BR i¢in optimum sartlarda, diisiik
oksidasyon potansiyeline sahip olan ve daha hassas olan birinci oksidasyon piki
secilerek SWV’de elde edilen kalibrasyon egrisi 2,0 - 20 uM ve 20 -70 uM arasinda
olmak iizere, iki lineer aralik gostermistir ve dedeksiyon limiti 0,84 M (0,049 mg dL™)
olarak bulunmustur. Modifiye elektrot iyi bir stabilite, tekrarlanabilirlik, duyarlilik ve
diisiik tayin smir1 olmak iizere istenilen ozellikleri sergilemektedir. Ayrica, rutin
tayinlerde kullanilmasinin miimkiin olmasi, kolay hazirlanmasi, diisiik maliyet

gerektirmesi modifiye elektrodun diger avantajlarindandir.

Sonug¢ olarak, modifiye edilmis elektrotla, asidik ¢6zelti icinde bilirubinin
oksitlenmesinin, yiiksek elektrokatalitik yetenege sahip oldugu bulundu. Bu caligma

elektrokimyasal yontemle bilirubin tayininde yeni bir sistem gelistirildi.
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