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OZET

Bu tez ¢aligmasinda, AA, DA ve UA’ nin segici ve hassas tespiti igin indirgenmis grafen
oksit bazli bimetalik platin-kobalt nanoparcaciklart (Pt-Co@rGO NP) ile modifiye edilmis bir
biyosensor gelistirilmistir. AA, DA ve UA, insan viicudunda anahtar rolleri olan biyoaktif
molekiillerdir. Pt-Co@rGO nanopargaciklari, bir mikrodalga destekli teknik kullanilarak sentez
edilmistir. Pt-Co@rGO nanoparcacigin karakterizasyonu TEM /HR-TEM, XPS, XRD ve
Raman spektroskopisi ile incelenmistir. Karakterizasyon sonuglari, bu biyosensoriin, mekanik
dayanikliligi, genis yiizey alani, kararlilig1 ve iistiin iletkenligi gibi miikkemmel 6zelliklere sahip
oldugunu gosterdi. Pt-Co@rGO biyosensorii iyi ayrilmis olan AA, DA ve UA oksidasyon
pikleri, -0.2 V ila +0.8 V arasinda DPV ve CV ol¢limleriyle kanmtlanmistir. Hazirlanan Pt-
Co@rGO biyosensorii, optimize edilmis kosullar altinda AA, DA ve UA biyomolekiillerinin
bireysel ve es zamanli olarak belirlenmesi i¢in yiiksek elektrokimyasal aktivite, genis bir
dogrusal aralik, yiiksek hassasiyet ve kabul edilebilir tespit degerleri gostermistir. Pt-Co@rGO’
nun dogrusal arahig AA, DA ve UA igin sirastyla 170-200; 35-1500 ve 5-800 puM’ dir. Dahasi,
hazirlanan biyosensoriin tespiti limiti AA, DA ve UA igin sirastyla 0.345; 0.051; 0.172 uM’ dir.
Yapilan c¢alismalarin sonucunda bu enzimatik olmayan Pt-Co@rGO bazli biyosensdriin
gelecekte norodejenaratif hastaliklarin erken teshisinde kullanilacak umut verici, ideal bir
biyosensor olmaya aday oldugu kanitlanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Askorbik Asit; Diferansiyel puls voltametri (DPV); Dopamin;
Elektrokimya; Pt-Co@rGO nanopartikiilleri; Urik Asit.
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SUMMARY

In this thesis, a biosensor modified with reduced graphene oxide based bimetallic
platinum-cobalt nanoparticles (Pt-Co@rGO NP) has been developed for the selective and
sensitive detection of AA, DA and UA. AA, DA and UA are bioactive molecules that play key
roles in the human body. Pt-Co@rGO nanoparticles were synthesized using a microwave
assisted technique. Characterization of Pt-Co@rGO nanoparticle was examined by TEM / HR-
TEM, XPS, XRD and Raman spectroscopy. Characterization results showed that this biosensor
has excellent properties such as mechanical strength, large surface area, stability and superior
conductivity. The well separated AA, DA and UA oxidation peaks of the Pt-Co@rGO biosensor
have been demonstrated by DPV and CV measurements in the range of -0.2 V to +0.8 V. The
prepared Pt-Co@rGO biosensor showed high electrochemical activity, a large linear range, high
sensitivity and acceptable detection values for individual and simultaneous detection of AA, DA
and UA biomolecules under optimized conditions. The linear range of Pt-Co@rGO for AA, DA
and UA respectively 170-200; 35-1500 and 5-800 uM. Moreover, the limit of detection of the
prepared biosensor for AA, DA and UA, respectively 0.345; 0.051; 0.172 uM. As a result of
these studies, this non-enzymatic Pt-Co@rGO based biosensor has proven to be a promising,
ideal biosensor for future detection of neurodegenerative diseases.

Keywords: Ascorbic Acid, Differential pulse voltammetry (DPV), Dopamine,
Electrochemistry, Pt-Co@rGO nanoparticles, Uric Acid.
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1. GIRIS

Insan beyninde salgilanan dopaminin (DA) gérevi, merkezi sinir sistemindeki (MSS)
sinirsel iletimi saglamaktir. En 6nemli katekolamin ndrotransmitterlerinden biridir. Hiicre dis1
stvisinda dopamin konsantrasyonu norodejeneratif hastaliklarin (Alzheimer, Parkinson ve
Sizofreni) tanisinda olduk¢a Onemlidir (Yang vd., 2013; Caia vd., 2014). Disiik DA
konsantrasyonlarinin nérodejeneratif hastaliklara neden olmasi nérobilimciler ve kimyagerler
tarafindan uzun siliredir arastirilmaktadir. DA molekiiliiniin  hiicre dist  sivisinda
konsantrasyonunun hizli ve giivenilir tayin edilmesi Alzheimer, Parkinson ve Sizofreni gibi
norodejeneratif hastaliklarin erken teshisi agisindan 6nemlidir (Wang vd., 2011; Gao vd., 2013).
Dopamin (DA), Askorbik asit (AA) ve Urik asit (UA), insan metabolizmasinda potansiyel rolii
olan bilesiklerdir (Du vd., 2014; Smith ve Devlin, 1999; Kopin, 1985).

Askorbik asit (AA), insan diyetinde hayati bir bilesendir. Gida endiistrisinde antioksidan
ozelligiyle taninan AA, “C vitamini” olarakta bilinmektedir (Sebrell ve Harris, 1967). AA
biyolojik sivilarda (serum, kan, idrar), dopamin konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlarda (100-1000 kat daha fazla) bulunur. Askorbik asit, bagisiklik, zihinsel
hastaliklar, iskorbiit ve kanserlerin tedavisinde kullanilir. Ayrica dopamin molekiilii ile benzer
yiikseltgenme potansiyeline sahiptir (Kalimuthu ve John, 2010; Raoof vd., 2010; Habibi vd.
2011; Wang vd., 2012).

Viicut stvisinda bulunan énemli diger bilesen ise iirik asittir (UA). UA piirin (adenozin
ve guanozin) metabolizmasinin son iriiniidiir. Biyolojik stvilardaki (serum, kan, idrar) anormal
urik asit seviyeleri; 16semi, gut, renal hastaliklar, bobrek hastaliklari, hiperiirisemi ve Lesch-
Nyhan gibi c¢esitli hastaliklara neden olmaktadir. Biyolojik sivilardaki iirik asit seviyesinin
artmasi ile kardiyovaskiiler (kalp-damar hastaligi) hastaliklarinda arttigi kanitlanmistir. Bu
hastaliklarin erken teshisi, biyolojik sivilardaki irik asit miktariin hizli ve dogru sekilde tayini

oldukga 6nemlidir (Popa vd., 2000; Xiang vd., 2014; Wang vd., 2012).

AA, DA ve UA miktarinin belirlenmesinde cesitli yontemler bulunmaktadir. Bunlar;
iyon degisim kolon kromatografisi, floresans, kolorimetri, yiiksek performansh kapiler
elektroforez (HPCE), kemilliminesans, kiitle spektrometrisi (MASS), yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC), gibi ¢esitli yontemlerin uygulandig1 calismalar literatiirde bildirilmistir
(Moghadam vd., 2011; Ferin vd., 2013; Lorentz ve Berndt, 1967; Zhao vd., 2013; Lin vd., 2006;
Wu vd., 2012; Xiang vd., 2014). Bu tekniklerin ¢ogu cok duyarlidir ancak maliyeti yiiksek,

uzun zaman alici ve uygulamasi karmasik olan teknikler olup segicililiklerinin ve



tekrarlanabilirliklerinin diisiik olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle bu sorunlarin
cOziimlenebilmesi i¢in elektrokimyasal yontemler tercih edilmektedir. Elektrokimyasal
yontemler diger tekniklere gore duyarli, ucuz, basit ve kisa zaman almasindan dolayi daha
avantajlidir (Ghoreishi, 2012; Ali vd., 2007; Sheng vd., 2012). Elektrokimyasal yontemlerin
onemli avantajlarindan biride elektrot kullanimi ile canli organizmalardaki biyomolekiillere
daha duyarli kilmaktadir. Elektrokimyasal yontemler, farkli yiikseltgenme basamagina sahip
tiirlerin tespitinde ¢ok sik kullanilmaktadir. AA, DA ve UA elektrokimyasal ydéntemler ile
belirlenmesinde sorun ise bu ii¢ molekiillere ait olan yiikseltgenme piklerinin yaklasik olarak
benzer potansiyelde piklerinin goriilmesidir. AA, DA ve UA’ min yiikseltgenme potansiyellerini
birbirinden etkili, hizli bir sekilde ayirt etmek biiyiik 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla bu iig
biyomolekiiliin tespitine dayali ¢esitli birgok yontemlerle yapilmis ¢alismalarda mevcuttur (Ping
vd., 2012; Yang vd., 2014; Wang vd., 2014). Elektrokimyasal yontemlerde nanopartikiiller,
karbon tilirevli nanomalzemeler veya negatif yiiklii iletken polimer filmler ile modifiye edilmis
elektrotlar, AA-DA-UA’ nin aym anda tayin edilmesinde kullanilmistir (Wang ve Bi, 2013,
Shahrokhian vd., 2012). Sensoér teknolojisinde son yillarda grafen tiirevli nanomalzemeler
elektrot yiizey modifikasyonunda ¢ok fazla kullanilmigtir. Grafit ve tiirevlerinin (grafen, grafen
oksit ve indirgenmis grafen oksit) elde edilmesinin kolayligi ve bir¢ok aktif bolgeye sahip
olmasi ideal bir elektrot modifiye malzemesi olarak yaygin bi¢cimde kullanimina neden
olmaktadir (Chen vd., 2015). Grafen oksit malzemesi olaganiistii mekanik, elektronik ve termal
niteliklere sahip, tek atomlu ve 2D bir karbon malzemedir. 2D yapis1 sayesinde, tiim lokalize
konjuge elektronlar, elektronik yapisini yerel kimyasal ortama karsi ¢ok hassas kilan ylizeyde
etkili bir sekilde bulunmaktadir. Bu nedenle grafen oksit, genis ylizey / hacim oranina ve diisiik
maliyete sahip uygulamalar i¢in ideal bir nanomalzemedir (Chen vd., 2008; Parlak vd., 2013).
Grafit tiirevleri veya negatif yiiklii iletken polimer filmler ile modifiye edilmis elektrotlar pozitif
yiiklii dopaminin, askorbik asit ve iirik asit tayininde bu ii¢ biyomolekiiliin girisimini 6nlenmek
i¢in kullanilmaktadir (Sun vd., 2012; Da Silva vd., 2008; Wang vd., 2010; Wu vd., 2012). DA-
AA-UA’nin kimyasal yapilar1 Sekil 1.1.” de gdsterilmistir.
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Sekil 1.1. DA, AA ve UA nin kimyasal yapilari.
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Bu tez ¢alismasinda indirgenmis grafen oksit bazli Pt-Co nanopartikiilleri mikrodalga
destekli prosediir ile sentezlenmistir. Pt-Co@rGO soliisyonu damlat kurut yontemi ile camsi
karbon elektrota diiglirilmiistiir. Ardindan bu hazirlanan biyosensoriin  segiciligi,
tekrarlanabilirligi ve uygulanabilirligi CV ve DPV yardimi ile elektrokimyasal Ol¢limleri
yapilmistir. Pt-Co@rGO nanopargacigin karakterizasyonu XPS (X 1sim1  fotoelektron
spektroskopisi), XRD (X 1sim1 kirinimi) ve TEM (Taramali elektron mikroskobu) / HRTEM
(ytiksek ¢oziiniirliiklii taramali elektron mikroskobu) ve Raman spektroskopisi ile incelenmistir.
Karakterizasyon calismalarinin sonucunda Pt-Co nanopartikiillerinin rGO destegi iizerinde iyi
sekilde dagilim gostermis oldugu belirlenmistir (Aiken ve Finke, 1999). Pt-Co@rGO modifiyeli

biyosensor askorbik asit, dopamin ve tirik asitin tespiti i¢in kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya; elektriksel enerjinin kimyasal enerjiye doniisiimii ya da kimyasal
enerjinin elektriksel enerjiye doniisiimiinii inceleyen kimya dalidir. Elektrokimya elektronik
(metaller, yan iletkenler, grafit ve iletken polimerler) ve iyonik bir iletkenin (elektrolit)
arasindaki etkilesimle ilgilenmektedir (Bart ve Faulkner, 2001). Elektrokimyasal reaksiyonlar
kisaca indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlaridir ya da oksidasyon (elektron kaybi)-rediiksiyon

(elektron kazanimi) tepkimeleridir (Green ve S. Roy, 2006).

Redoks reaksiyonu i¢in asagidaki gibi 6rnek yazilabilir:

H,+F,—2HF (2.1)
tepkimesinde;

Oksidasyon reaksiyonu:

Ho—2H" +2e - (2.2)
Rediiksiyon reaksiyonu:

Fot2e™—2F (2.3)
Genel reaksiyonu:

Hy+F,—2H+2F~ 2.4)

Oksitlenen tiirlere indirgeyici, indirgenen tiirlere ise oksitleyici madde denir. Buna gore,
H, oksitlenirken (indirgeyici madde), F» indirgenir (oksitleyici madde). Elektrokimya teknoloji
caginin bir¢cok yerinde yer almaktadir. Teknolojik cihazlarda, otomotivde, kuru pillerde,

akiimiilatorlerde, sanayi alaninda ve birgok sektor alaninda 6rnek olarak verilebilir.
2.2. Elektrokimyasal Hiicreler ve Gozlenen Siiregler

Elektrokimyasal hiicre, anot ve katot olarak bilinen iki iletken elektrottan olusmaktadir.
Elektrot ylizeyi, iyonik iletken ile elektronik iletken arasinda baglantiy1 saglar. Anot elektrotta
oksidasyon meydana gelirken, katot elektrotta indirgeme gergeklesir. Cesitli iletken
malzemelerden elektrotlar yapilabilmektedir. Elektrotlarin arasinda serbest hareket eden iyonlari
bulunduran bir elektrolit ¢ozeltisi bulunmaktadir. Elektrokimyasal hiicreyi olusturan iki

elektrolit ¢ozeltisinin igeriginin  birbirine karigmasim1  Onlemek i¢in tuz kopriileri



kullanilmaktadir (Michael vd., 1997). Elektrokimyasal hiicreler, redoks reaksiyonundan ¢ikan
enerjiden elektrik akimi tiretirler. Genel olarak iki tip elektrokimyasal hiicre kullanilmaktadir.

Bunlar; galvanik hiicreler ve elektrolitik hiicrelerdir.

Galvanik hiicreler, kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiriirler. Redoks
reaksiyonu kendiliginden olup, elektrik enerjisi iiretimi gerceklesir. Galvanik hiicrelerde anot
negatifken katot pozitiftir. Anottaki reaksiyon oksidasyon ve katottaki bir indirgenmedir.
Elektronlar oksitlenen tiirler tarafindan beslenir. Dig devrede anottan katoda dogru bir elektron

akis1 gerceklesmektedir.

Anot

/

5 /

Elektrolit

Sekil 2.1. Basit bir galvanik hiicre modeli.

Oksidasyon Reaksiyonu:
X—>X +¢e
Rediiksiyon Reaksiyonu:
Y+e oY
Genel Reaksiyonu:
X+Y — X +7Y (G0)

Elektrolitik hiicreler, elektrik enerjisini kimyasal enerjiye donistiiriirler. Redoks
reaksiyonu kendiliginden degildir ve reaksiyonu baslatmak icin elektrik enerjisi gereklidir.

Burada anot pozitif, katot ise negatiftir. Anottaki reaksiyon oksidasyon, katottaki ise



indirgenmedir. Disaridan bir akii yardimiyla elektronlar beslenir. Katottan giren elektronlar
anottan ¢ikarmaktadir.

Anot

\

}. l//

Elektrolit

Sekil 2.2. Basit bir elektrolitik hiicre modeli.

Oksidasyon Reaksiyonu:

Y —- Y+e

Rediiksiyon Reaksiyonu:

X +e X

Genel Reaksiyonu:

X' +Y — X+7Y (G>0)
2.3. Elektrokimyasal Hiicrelerde Kullanilan Elekrotlar

Elektrokimyada {iglii elektrot sistemi kullanilir bunlar; c¢alisma elektrodu, referans
elektrodu ve yardimci/karsit elektrottan olusur. Herbirinin farkli amaci vardir.



Gaz Cikigi

Kargit Elektrot

Referans Elektrot

Gaz Girigi
Caligma Elektrot
Manyetik
Karistirici Calisma Hiicresi

Sekil 2.3. Deney diizeneginde bes boyunlu hiicre igerisinde ki tglii elektrot sisteminin
gosterimi.

2.3.1. Calisma elektrodu

Calisma elektrotlar1 elektrokimyasal yiik transferini gerceklestirmektedir. Potansiyel
caligma araliklar1 birbirinden farklidir. Bunun nedeni ise elektrolitin tiiriine, elektroda,
¢Oziicisine ve pH’ a baghdir. Calisma elektrodunun malzemesi ve tiirii performansi
etkilemektedir. Calisma elektrodu segerken hedef analitin redoks davranisina ve Ol¢iim igin
gerekli potansiyel ¢calisma araligindaki akim cevabina dikkat edilmektedir (Zuman, 2000; Bard
ve Faulkner, 2001). Elektrokimyada kullanilan ¢aligma elektrotlart su sekilde siniflandirilabilir:

Civa elektrotlar

Crva elektrodu, katodik potansiyel aralig1 olduk¢a genis olmasindan dolayi en ¢ok tercih
edilen calisma elektrot tiiriidiir. Avantaji yiizeyi piiriizsiiz olup, tekrarlanabilir ¢aligmalara
olanak saglamaktadir. Bu c¢alisma elektrodunun dezavantaji ise, civanin yiikseltgenmesi
nedeniyle anodik ¢aligma potansiyel araliginin simirli ve zehirleme etkisinin olmasidir. Civa
elektrotlar, asili civa damlasi, damlayan civa ve civa film gibi farkli sekillerde kullanilabilirler

(Wang, 2000).



Kati elektrotlar

Criva elektrotlarin caligma araligi simirli olmasindan dolay1 kati elektrotlarin caligma
elektrodu olarak kullanimi baska bir alternatif kullanim saglamaktadir. Genellikle deneysel
calismalarda kati elektrot olarak platin, karbon ve altin ¢aligma elektrodu kullanilmaktadir.
Ancak 0zel deneysel ¢aligmalarda giimiis, nikel ve bakir gibi malzemeler ¢alisma elektrodu
olarak kullanilabilmektedir. En ¢ok tercih edilen kati elektrotlar ise platin ve altin elektrotlardir
(Erdogdu, 1995). Ciinkii yiiksek elektron transferi ve genis pozitif potansiyel araliga sahiptirler.
Kati elektrot kullaniminda 6nce temizleme ardindan parlatma islemi ¢ok O6nemli ve elektrot
malzemesine 6zglidiir. Karbon elektrotlar genis anodik potansiyel aralikta calisma imkani
sahiptir. Ayrica diisiik elektriksel dirence, tekrarlanabilir ylizeye ve diisiik artik akima sahip
olmasi da ideal bir elektrot malzemesi oldugunun gostergesidir. Elektrokimyasal dl¢iimlerde en
yaygin kullanilan elektrot tiiriidiir. En ¢ok kullanilan karbon elektrotlar ise karbon pasta, camsi
karbon, perde baskili karbon elektrotlar ve diger karbon karisimlari sayilabilir. Bu karbon
elektrot ¢esitlerinden ise en yaygin kullanima sahip olan camsi karbon elektrottur (Huang vd.,

2012, Zhang vd., 2013). Karbon elektrotlarin ¢esitleri asagidaki gibi siniflandirilabilir:

o Karbon Pastasi Elektrodu (CPE): Grafitteki C atomlarn diizlemsel ve aromatik
halkalar halinde dizilmis sekilde bulunurlar. Bu katmanlar birbirine zayif olan =n
baglar1 ile baglidir ve bu katmanlar arasinda ¢ok hizli elektron aligverisi
gerceklesmektedir.

e Cams1 Karbon Elektrot (GCE) : GC elektrotlarin ylizeyinde kiiciik gézenekler vardir.
Burada 6zel bir yontem kullanilarak camsi karbon elektrotlarin gézenek biiytikligi
azaltilarak elde edilir. GC bazen de polimerlerin yaklagik olarak 1800 °C’de 1sil
bozundurulmalariyla elde edilir. GCE’nin g¢alisma araligimin potansiyel simirlari
yaklasik olarak +1,00 V ve -0,75 V araligindadr.

e Perde Baskili Karbon (Grafit): Elektrotlar (PBKE): Tek sefer kullanilan perde baskili
grafit elektrotlar giinlimiizde sikc¢a kullanilmaktadir. DNA biyosensor teknolojisinde
en ¢ok kullanilan basarili sonuglar veren bu elektrotlar gelecegin elektrotlart seklinde
nitelendirilmektedir. PBKE elektrotlarin tekrarlanabilir 6zelligi ve 10-40 uL gibi
diisiik derisimlerde analitin kullanilmas1 gibi avantajlara sahiptir. Ancak diger
elektrotlarla kargilastirilacak olursa uzun zaman alan fabrikasyon ve pahali fiyat gibi
dezavantajlara sahiptir.

o Kalem Grafit Elektrot (PGE): Son zamanlarda kalem grafit elektrotlarin kullanimlar

ucuz, tek kullanimhk, disiikk alt belirleme sinir1 ve tekrarlanabilirlik gibi



6zelliklerinden dolay1 kullanimlar1 giin gegtik¢e artmaktadir.

Modifiye elektrotlar

Modifiye elektrotlarda yiizeye bir reaktifin tutturulmasi ve bu reaktifin davraniginin
yiizeye kazandirllmig olmasi temeline dayanmaktadir. Bdylece yeni birgok elektrot
tasarlanabilir, analitik uygulama ve sensér arastirmalarinda sorunlarin ¢dziimii miimkiin
olabilmektedir. Modifiye elektrotlar sayesinde elektron transferleri hizlandirilabilmektedir.
Dahasi elektrot yiizey modifiyesi ile, elektrokimyasal aygitlara duyarlilik, yiiksek secicilik ve

miikemmel kararlilik 6zelligi kazandirilabilmektedir.

Donen elektrotlar

Donen elektrotlar, iki simifa ayrilmakta olup bunlar; disk ve halka disk elektrotlardir.

Hizlar1 motor sistemi ile kontrol edilmektedir (Tural vd., 2003).

ercekim etkili

Damlayan civa

f

Civa kokenli
elektrotlar

Kati
elektrotlar

Voltametrik ;
caligma elektrotlan K

L W N
p m(omozit
\ N Modifiye
\\ elektrotlar Kimyasal Polimer
\ modifiye kaplama
\
\\
A
Dénen Disk Ki |
elektrotlar] Imyasa

baglanmali

Halka-disk

Sekil 2.4. Voltametrik ¢alisma elektrotlarinin siniflandirilmasi.
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2.3.2. Referans elektrot

Referans elektrot; bir hiicrede deneysel ¢aligma esnasinda potansiyeli degismeden sabit
kalabilen elektrottur. Bu elektrodun bir diger adi ise karsilastirma elektrodudur. Referans
elektrotlarin potansiyeli, yapilan calismada ki ¢ozeltiden bagimsizdir. Cozeltide ki analitin
konsantrasyonundan referans elektrot etkilenmez. Polarlanmayan ikinci tiirden olan metal-metal
elektrotlaridir. Bilinen bir potansiyel degere sahiptir. Amaci ise c¢alisma elektrodunun
potansiyelini kontrol etmektir. En sik kullanilan referans elektrotlar; kalomel (Hg/Hg.Cl») ve
Ag/AgCl elektrotlaridir. Bu referans elektrotlardan anodik akim gecti§inde metaller
ylikseltgenir, ortamdaki asir1 kloriirler ¢coker, elektrot ylizeyindeki derisimleri boylece degismez.

Bundan dolay da potansiyelleri akimdan her zaman bagimsiz olmaktadir.
2.3.3. Yardimcr/Karsit elektrot

Polarlanmayan referans elektrot {izerinden yiiksek akimlar gegerse polarlanmaktadir. Bu
nedenle yapilan elektrokimyasal calismada, calisma elektrodunun polarizasyon potansiyeli
dogru sekilde algilanmamaktadir. Sonucunda ise akim-potansiyel egrileri yatiklasmakta ve bir
yerden sonra da piklerin kayboldugu gozlenmektedir. Bu problemin iistesinden gelmek icin ise
sisteme {iglincii bir elektrot olan yardimci/karsit elektrot eklenmektedir (Zoski vd., 2007). Akim,
calisma elektrodu ile karsit elektrotlardan gegirilir ve ¢alisma elektrodunun potansiyeli referans

elektroduna karsi sifir akim altinda belirlenmektedir.

2.4. Sensor

Sensor, fiziksel bir ortamdan (hiz, sicaklik, basing vb.) bir tiir girdiyi algilayan ve bir
cihaz tarafindan okunabilecek bir sinyale doniistiiren kiigiik bir cihazdir. Kisaca sensorler,
fiziksel bir sinyali algilayarak, Slcer ve bunu da elektriksel bir sinyale c¢evirir. Sensér, hedef
analiti etkilememeli ve siirekli yanit alma niteliginde olmalidir. Bir sensdriin ana unsurlart;
“taniyic1”’, taniyici ile taninan arasindaki etkilesimi oOlgiilebilen ve bunu sinyale ceviren

“gevirici” ve “elektronik’ boliimden olugsmaktadir.

2.5. Biyosensorler
Biyosensorler, kimyasal ya da biyolojik yanit1 doniistiiriicii yardimmu ile elektrik sinyaline
doniistliren minyatiir biyoanalitik cihazlardir. Bir biyosensdor pH ve sicaklik gibi fiziksel

parametrelerden bagimsiz olarak oldukca spesifik olmali ve yeniden kullanilabilir olmalidir.

Biyosensorii olusturan {i¢ ana bilesen vardir. Bunlarin ilki, sensor duyarli olan
kimyasal/biyolojik olan par¢asidir, ikinci kisim biyokimyasal reaksiyonu sonucunda elektronik

sinyalleri ve erisilebilir sekilde sonuglar1 gostermek i¢in degistiren dedektdr kismidir. Sonuncu
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kism1 ise sinyal yiikseltici devresi, ekran ve islemci olusturmaktadir (Turner vd., 1987).
Biyosensorler, biyolojik materyalleri iceren ortamlarda kalitatif/kantitatif tayin izlenmesinde
kullanilmaktadir. Son yillarda, biyosensorler diinya capinda biiylik ilgi gormiistiir. Gelisen
teknolojiye 0Ozgii olarak, sensorlerin kullanimi giivenilir, hizli ve basittir. Bu nedenle,
giiniimiizde klinik tani-teshis, gida teknolojisi, doku miihendisligi, biyoteknoloji, genetik
mithendisligi ve cevresel izleme gibi alanlarda sayisiz biyosensorler gelistirilmistir (Coulet,

1991; Wangner ve Guibault, 1994).

a o Qi%

o . Olciilebilir
inyal
‘ Fiziksel/kimyasal e

‘ o degisiklikler
‘ o Reseptor Dedektor

‘e

Sekil 2.5. Biyosensorlerin genel semas.

2.6. Biyosensorlerin Tarihi

Ik biyosensor calismalari, enzimlerin kullanilmasi ile hazirlanan enzim sensorleriyle
baslamistir. 1950’ 1ili yillarda L. C. Clark ameliyat esnasinda kanin oksijen miktarini bir elektrot
yardimiyla izlemigtir. Biyosensor teknolojisi alanindaki ilk ¢aligmalari 1962 yilinda ilk defa
Clark ve Lyons, tarafindan yapilan glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrotlari
olusturmustur (Clark ve Lyons, 1962). Daha sonraki yillarda ise enzimlerin yanisira organeller,
mikroorganizmalar, hiicreler, doku kiiltiirleri, antikorlar ve niikleik asitler gibi biyokimyasal
bilesenlerin kullanilmasiyla farkli bir¢ok biyosensor hazirlanmistir. Clark’in enzim elektorudu

Sekil 2.6°da verilmistir.
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Sekil 2.6. Glukoz tespiti i¢in Clark’in enzim elektrotu.

2.7. Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Biyosensorler, sinyal iletimi ilkesine bagli olarak calistirilir. Biyosensorde analit
biyolojik malzemeye baglanir ve bunun sonucunda 6lgiilebilen elektronik cevabi iireten bagl bir
analit olusturur. Sensorde kullanilan analitlere 6rnek verilecek olursa bunlar; viriisler, enzimler,
inhibitorler, metaller, substratlar, aktivatorler, makromolekiiller, koenzimler, hormonlar,
antijenler, antikorlar, niikleik asitler, mikroorganizmalar, inorganik ve organik maddeler
verilebilir. Biyosensorde ki biyoreseptor, spesifik bir analit ile etkilesime girmesine izin
vermektedir. Doniistiiriicli ise bu etkilesimi dlgerek bunu bir sinyal olarak verir. Sinyal ¢ikiginin
yogunlugu ise analitin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Sinyal daha sonra elektronik sistem
tarafindan biyiitiiliir ve islenir (Tothill, 2001; Rustagi ve Kumar, 2013). Kisaca biyolojik
doniisiim fiziksel sinyale doniismesi ve sinyalin ise bilgisayar ortamina aktarilmasi ile gozle

goriiliir boyutlara ulasir. Sekil 2.7.” de basit bir biyosensoriin sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Biyosensoriin 6nemli bilesenlerini gdsteren basitlestirilmis bir blok.

2.8. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi
Biyosensor, iletim ve Ol¢lim sistemleri arasindaki iligkiye gore asagidaki gibi

siniflandirilmaktadir (Thakur ve Ragavan, 2013).
2.8.1. Elektrokimyasal esash biyosensorler

Biyolojik/kimyasal molekiiller sondaj ylizeyine kaplanir. Membran, analit ¢ozeltiden
miidahale eden tiirler harig, algilama molekiillerini yerinde tutar. Algilama molekiilleri, 6zellikle
algilanacak bilesiklerle reaksiyona girerek analitin konsantrasyonuyla orantili olarak elektrik
sinyalini retir. Elektrokimyasal biyosensorler, kimyasal bilgileri 6lgiilebilir elektrik sinyaline

dondstiiriirler (Towseef vd., 2013; Hammond vd., 2016).

e Amperometrik Biyosensorler
e Potansiyometrik Biyosensorler
e Empedans Biyosensorler

e Voltametrik Biyosensorler
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Amperometrik biyvosensorler

Ampermetrik biyosensorler; konsantrasyona bagli akimi, biyolojik olarak aktif malzeme
ile kapl elektrokimyasal elektrot ile Ol¢iimii saglarlar. Amperometrik biyosensorler, ¢aligma
elektrodu ile yardimci elektrot arasina gerilim uygulanmasi sonucu olugan akimin siddetinin
Olclimii esasina dayanir (Scheller ve Schubert, 1992). Kalite kontrollerinde, tip taramalarinda,

sorun bulma-islemede ve biyolojik kontrollerde genis kullanim alanlarinda bulunmaktadir.

Potansivometrik Biyvosensorler

Potansiyometrik biyosensorlerde analitik sinyal, calisma elektrotu ve karsilagtirma
elektrotu arasindaki elde edilen potansiyel farki ile lgiilebilir. Olgiilen bu deger, akimin gok az
gectigi veya hi¢c gecmedigi sistemlerde substratin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan cihaza “potansiyometre” ad1 verilir (Yin ve Qin, 2013).

Empedans biyosensorler

Akim-gerilim oran1 empedans: verir. Genis bir frekans araliginda ¢esitli elektrokimyasal
olaylar1 incelemek i¢in duyarh bir gostergedir. Son yillarda bu biyosensoérlerin kullanimi artan
bir egilim gdstermektedir. Elektrot ve ¢ozelti arayiiziiniin empedansi, hedef analit prob
tarafindan yakalanip degistiginde, bu empedans degisimini tespit etmek icin elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) kullamlabilir. Ayrica kullanilan probu degistirerek gesitli hedef
analitleri tespitinide gerceklestirebilir. Empedans biyosensdrleri, laktinler, enzimler, reseptorler,
niikleik asitler ve antikorlarin reaksiyonlarini analiz etmede kullanilmaktadir (Towseef vd.,

2013). Empedans biyosensorleri basit, hizli, etiketsiz, diisiik maliyetli biyomolekiillerin

tespitinde kullanilir.

Voltametrik biyosensorler

Voltametrik biyosensor, Hb (hemoglobin) ile uyarlanmis bir karbon elektrodu ile imal
edilmistir. Bu tiir elektrot, Hb’ nin tersine ¢evrilebilen oksidasyon ya da indirgeme asamasini
gosterir. Bu biyosensor tipi, dogrusal ya da dongiisel voltametrik diger modlar ile ¢aligabilir.

Ayrica, her moda iligkin akim ve gerilim ayr1 olacaktir (Shram vd., 1998).
2.8.2. Fiziksel biyosensorler

Fiziksel biyosensorler, en ¢ok kullanilan sensor tipidir. Bu biyosensorler; piezoelektrik

ve termal biyosensor olarak iki sinifa ayrilir.
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Piezoelektrik biyosensor

Piezoelektrik biyosensorler, akustik sensor olarakta adlandirilir ¢iinkii ses titresimlerinin
sebep oldugu akustik alandan kaynaklanmaktadir. Temelinde yiizeyinde ki molekiiliin birikmesi
veya emilmesi ile piezoelektrik kristalin frekansindaki degisimin Olgiilmesine dayanir.
Piezoelektrik, kuartz kristal plaka ile bu plakanin iki karsit tarafina yerlestirilen iki uyarma
elektrodundan olugmaktadir. Frekans doniistiiriici bu piezoelektrik biyosensor, algilama
molekiillerinin mekanik kuvvet uygulandiginda degisen potansiyel ile sabit bir dalga olusur
(titresimler) orantili olarak elektrik sinyalleri tiretir (Tothill, 2001). Piezoelektrik sensorleri,
bugiine dek gelistirilen en hassas sensorler arasinda yer almaktadir. Ciinkii pikogram diizeyinde

ki antijenleri tayin edebilmektedir.

Termal biyosensor

Termal biyosensorler olduk¢a nadir kullanilmaktadir. Biyolojik reaksiyonlar
gerceklesmesi sirasinda 1s1 miktariin hassas bir termistorle 6lgme ve analit konsantrasyonunu

belirlemek i¢in kullanilir (Ramanathan ve Danielsson, 2001).
2.8.3. Optik biyosensorler

Optik esasli biyosensorlerde, optik fiberler absorpsiyon, floresan veya 1sik sacilimi
temeline dayanan analitlerin tespitine izin verir. Burada hem katalitik hem de afinite
reaksiyonlar1 oOlgiilebilmektedir. Reaksiyon, yogunluklari farkli olan iki ortam arasindaki
ylizeyin kirtlma indisinde ki degisime bagli olarak floresan veya absorbansta bir degisiklige
neden olur. Temel avantaji optik biyosensorler elektriksel olmayan yapilardir (Velasco-Garcia,
2009). Elektriksel olmadiklar1 icin, bu biyosensorler 1s18in farkli dalga boylarindan
faydalanarak, ¢oklu analitlerin tespit edilmesini olanak saglamaktadir. Bu, 151gm dalga boyunu

degistirerek, tek bir katmandaki birden fazla elemani analiz etmelerini miimkiin kilmaktadir.

2.9. ideal Bir Biyosensorde Aranan Ozellikler
Biyosensoriin nitelikli bir biyosensor olarak kabul edilebilmesi igin bazi parametrelere

sahip olmas1 gerekir. Bunlar;

Segicilik: Ideal bir biyosensdrde en énemli parametrelerden biri olup sensoriin sadece
hedef analite yanit verme yetenegidir. Yani sensor diger analitlere tepki gdstermemesi istenen

ozelliktir boylece hatali sonug géstermez.

Kullanim Omrii: Omiir siiresi, performans 6zelliklerinde azalma olmadan sensoriin

kullanilabilecegi siiredir. Sensoriin  Oomiir uzunlugu, kararhilik, kalibrasyon sikligi,
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tekrarlanabilirlik gibi bagka parametreleride etkilemektedir.

Kalibrasyon: Nitelikli bir biyosensor kalibrasyon gerektirmemeli veya minimum

diizeyde gerektirmelidir.

Stabilite (kararlilik): Kararlilik, baslangigtaki degisiklik veya belirli zaman siirecinde

duyarliligindaki degisimi karakterize eden bir kalite 6l¢iim degeridir.

Tekrarlanabilirlik: Nitelikli bir biyosensorde, elektrodun aymi ortam kosullarinda
ardardina alinan Ol¢iimlerde yaklagik olarak benzer sonuglarin okunmasi beklenir. Ancak bu
siiphesiz pek miumkiin olmamaktadir bu yiizdende, yapilan c¢aligmalarda tekrarlanabilirlik
parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirligi bir sensoériin ne kadar iyi olursa

uygulamasida o derece iyi olur.

Duyarlik: Biyosensoriin analit konsantrasyonundaki degisiklige birebir verilen
cevabidir. Ideal sensorde immobilize edilen biyolojik drnegin yalniz belirli maddelere karst

duyarli olmasi1 gerekmektedir.

Tespit sinirt: Olgiilebilir bir cevabm bulundugu analitin en diisiik konsantrasyonudur.
Tespit sinirinin belirli bir derisimin altinda olmasi gerekir ve bu smir elektrotun ylizeyine,
analitin tespit edilecek olan maddeyle afinitesine, immobilize olacak madde miktar1 gibi

etkenlerden etkilenir.

Genis ol¢lim araligl: Biyosensoriin dlgebildigi analitin akim-derisim egrisinin dogrusal

oldugu derisim araligidir.

Hizli cevap zamani: Bir sensoriin kisa siirede cevabi, elde edilen akim-zaman
egrilerinden de anlasilabilir. pH, sicaklik, substrat derisimi, sensor yiizeyinde ki membranin

niteligi cevap zamanimi etkileyen unsurlardir.

Kolay ve ucuzluk: Biyosensor yapimi kolay ve maliyeti diisiik, kullanimi ise basit

olmalidir.

Kigiiltilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotlarda temizlik ve boyutunun

kiigiiltiilebilmesi sensor tasariminda olduk¢a 6nemlidir.

2.10. Biyosensorlerin Uygulama Alanlari
Biyosensorlerin birgok uygulama alanlar1 vardir ve bunlart su sekilde siralayabiliriz:

cevre uygulamalari, savunma faaliyetleri, tip, eczacilik, endiistriyel alanda ¢ok nemli rol oynar.



17

Saglik ‘
kontroll —
f ’ Y
Veterinerlik Klinik
uygulamalar psikoterapi

-
.Y Y
Tag Hastalik
iyilestirme- tanisi-
sug tespiti | taramasi

Biyosensorlerin
Uygulama Alanlari
’ Endﬁstride ‘ Insiilin
isleme ve tedavisi
izleme l
| N ——
( Ekolojik
Tarmsal Kirlilik
uygulamalar Mol
—

Sekil 2.8. Biyosensorlerin uygulama alanlari.

2.11. Voltametri

Voltametri, Cekoslovak bir kimyager Heyrovsky tarafindan 1920’ li yillarin baslarinda
bulunmustur. Voltametrinin farkli bir ¢esidi olan polarografiden gelistirilmistir (Zuman, 2000).
Polarografi, biitiin voltametrik tekniklerin kullanildig1 yontemdir; digerlerinden ayrildigi nokta
ise mikroelektrot olarak "civa damlali" elektrot kullanilmasidir. Elektrokimyasal hiicredeki
elektroda zamana bagli potansiyel uygulanir ve hiicreden gecen akim, bu potansiyelin
fonksiyonunun 6Sl¢iilmesi islemine voltametri denir. Uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak
bir akim grafigi ¢ikar buna da voltamogram denir. Voltametri kimya alaninda (analitik kimya,
fizikokimya, anorganik ve biyokimya alanlarinda) oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda yer
alan tiirler hakkinda ve modifiye edilen elektrot yiizeylerinin elektron aktarim mekanizmalarinin
hakkinda bilgi saglamaktadir. Voltametride uygulanan bir potansiyel zamanla degistigi igin bir

akim 6l¢iiliir bu 6lglimii potansiyostat cihazi saglar (Skoog vd., 1998).
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2.12. Nanoteknoloji ve Nanomateryal

Nano, Yunanca “nanos” kelimesinden gelen “ciice” anlamima gelmektedir.
“Nanoteknoloji” kavramini ilk olarak 1974’ te Norio Taniguchi kullanmistir. Nanoteknolojinin
tanimi, “nano boyutta materyallerin sekil ve bilylkliigiinii kontroliinii saglayarak, cihaz ve
sistem tasarimi, iiretimi, karakterizasyonu ve uygulamasidir.” Nanoteknoloji kisaca yeni nesil ve
olaganiistii nanoytlizeyleri olusturmak i¢in nano boyutlarda maddeye yeni 6zellikler kazandirma
sanatidir.  Giintimiizde popiiler konular arasinda nanoteknoloji, nanomateryaller, nanotiipler,
nano boyutlar, nanometre boyutunda cihazlar, nanorobotlar vb. nano bilimine yer veren konular
yer almaktadir. Nanomateryal, 0.1-100 nm boyutu arasinda partikiil biyiikligii olan
malzemelerdir. (1 nanometre = 10 metredir) Nano boyut diizeyine inildiginde yiizey
alant/hacim orani artar ve bu da maddeyi daha islevsel hale getirir (Sepeur, 2008; Allison vd.,
2008). Islevsel hale gelen madde etrafinda ki diger atom ve molekiillerle etkilesmektedir. Bu
maddede elektronlar hareket eder, pozisyonlar1 degisir ve degisen enerji seviyeleri sayesinde bu
maddeye yeni Ozellikler kazandirir. Nanomalzemelerin fiziksel/kimyasal yoOntemler ile
modifikasyonu essiz 6zelliklere sahip birbirinden farkli yeni nanomalzemelerin olusumunu
saglamaktadir. Bu ise nanoteknolojinin siirekli yenilenmesine, gelismesine ve gesitli bilim

alanlarinda kullanimina olanak saglar.
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3. LITERATUR TARAMASI

Son yillarda grafen bazli malzemeler basarili izolasyonundan bu yana biiyiik ilgi
gormiistiir (Novoselov vd., 2004). Ustiin mekanik, elektronik ve termal nitelikleri olan, tek
atomlu ve 2D yapili karbon malzemesidir. 2D yapisi sayesinde, tiim lokalize konjuge
elektronlar, elektronik yapisin1 kimyasal ortama kars1 ¢cok hassas kilan yiizeyde etkili bir sekilde
bulunur. Bu nedenle, genis yiizey/hacim oranmma ve diisiik maliyete sahip biyosensor
teknolojisinde ki uygulamalarda ideal bir malzemedir (Roy vd., 2011). Choi ve arkadaslar
organofosfat (OP) saptamasinin elektrokimyasal biyo-algilamasinda serbest halde bulunan,
elastik, iletken ve indirgenmis grafen oksit/ Nafion (rGON) hibrit filmlerin hazirlandigini
bildirmistir (Choi vd., 2010). Sodyum dodesilbenzen siilfonat ile (SDBS) islevsellestirilmis
grafenin katmanlarmin ve yaban turpu peroksidazinin (HRP) kendiliginden birlesmesi, Zeng ve
arkadaslar1 tarafindan H,O,’ ye kars1 yiiksek elektrokatalitik aktivitenin yiliksek hassasiyetle
gosterildigi icin rapor edildi (Zeng vd., 2010). Elektrokimyasal biyosensdr yapiminda grafen
oksit modifiyeli elektrotlar kullanilarak birgok ¢alisma bildirilmistir (Zhou vd., 2009;
Alwarappan vd., 2009; Wu vd., 2009; Bonaccorso vd., 2010). Qian ve arkadaslari, nanomolar
konsantrasyonlarda dopaminin elektrokimyasal olarak tespiti i¢in polipirolle indirgenmis grafit
oksit ¢ekirdek-kabuk mikrokiirelerinin (Qian vd., 2013) ve Bagherzadeh ve ark., glikoz
azalmasi ile hazirlanan grafen nanokatmanlar ile konsantrasyona dayanarak dopaminin
elektrokimyasal olarak tespit edildigini bildirmislerdir (Bagherzadeh ve Heydari, 2013). DA
diger molekiillerin elektrokimyasal olarak algilanmasinda kullanilmistir. Wang ve arkadaslari,
tek tabakali GO’ nun elektrokimyasal indirgenmesini ve sonra glukoz oksidaz ile
islevsellestirilmesini kullandilar (Wang vd., 2009). Ping ve arkadaslari iyonik siv1 katkili ekrana
basilmis elektrot iizerindeki GO’ nun elektrokimyasal indirgenmesini ve biyoalgilamasini
incelemistir (Ping vd, 2011). Zhang ve arkadaglari, elektrotu, enzimatik olmayan glikoz
algilamas1 i¢in 20 dongii boyunca elektrotun 0.5 M Na,S04 sulu ¢6zeltisinde dondiirerek grafen
oksidin tamamen indirgenmesi icin elektrokimyasal indirgeme yontemini kullandilar (Zhang
vd., 2013). Son zamanlarda, Liu ve ark., DA’ nin elektrokimyasal olarak algilanmasi i¢in poli
(o-fenilendiamin) ile fonksiyonel hale getirilmis elektrokimyasal olarak rGO’ yu bildirmistir
(Liu vd., 2014). Kong ve arkadaslari, farkli oksijen gruplarmmin GO’ nun katalitik islevinin
etkilerini ¢aligmislardir. Bazal diizlemleri kovalent olarak epoksi - hidroksil gruplar ile gevrili
ve kenarlan karboksil gruplarn ile dekore edilmis oldugunu ayrica yapisinda ki fonksiyonel
gruplarin tamamen ortadan kaldirilamaz oldugunu bildirmistir (Kong vd., 2014). Literatiirde

bir¢ok elektrokimyasal algilamada grafen esasli ¢alismalar bildirilmistir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Kullanilan Karakterizasyon Cihazlar

Dongiisel voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) gibi elektrokimyasal dl¢timleri,
Gamry Interface 3000 P/G (Potansiyostat/galvanostat) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Oda
sicakliginda, elektrokimyasal testler yapilirken iiclii elektrot sistemi kullanildi. Calisma
elektrodu olarak camsi karbon elektrodu, referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu ve karsit
elektrot platin elektrodu kullanildi. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) goriintiileri Pt-
Co@rGO nanoparcacigi i¢in bir JEOL 200 kV TEM cihazi iizerinde metal nanopargacik boyutu
hakkinda bilgi almak i¢in kullanildi. Ultrasonik bir banyoda 3 ml etanol igerisinde ~ 0.5 mg/ml
katalizor slispansiyonu ile numune hazirlama gergeklestirildi ve daha sonra bu ¢6zeltinin bir
damlasi, karbon kapli 400 1zgarali bakir gride diistiriildii. Pargacik biiyiikligii dagilimi ve
katalizor hakkinda bilgi alabilmek i¢in 300’ den fazla parcacik analiz edildi. X-1s1n1 kirmimi
(XRD), 40 kV ve 40 mA jeneratorii ile ¢alisan bir Cu-Ka kaynagi ile donatilmig Ultima+theta-
theta yiiksek ¢oziiniirliiklii gonyometre ile Panalitik Emperyal Difraktometre ile elde edildi.
Metallerin oksidasyon durumlarini analiz etmek igin XPS cihazi kullanilmistir. Spektrometrede,
X 1511 kaynagi Mg Ka ¢izgileri (1253,6 eV, 10 mA) XPS Sl¢timleri i¢in kullanildi. Biitiin hatlar

284.6 eV’ de C Is hattina referans olarak alind1 ve Gaussian-Lorentzian fonksiyonu kullanildi.

4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneyler esnasinda kobalt kloriir (CoCl,), platin kloriir (PtCls), hidrojen peroksit (H,O-,
>30 %’ luk), grafit tozu, setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve amonyum persiilfat (APS >98
%’ lik) Sigma Aldrich firmasindan temin edildi. Distile saf su Millipore aritma cihazi (18 MQ)
ile filtrelenmistir. Diger kimyasal reaktifler analitik dereceliydi ve saflastirtlmadan alindigi gibi
kullanildi. Biitiin cam malzemeler ve teflon kapli manyetik karistirma gubuklari etanol ve su ile
yikanarak temizlenip ve kurutuldu. Askorbik asit, dopamin ve irik asit Sigma-Aldrich

tarafindan temin edildi.

4.2.1. Argon gaz1

Calismalarda kullanilan hiicrede, oksijenin indirgenme pikinin DA, AA ve UA analizine
etki etmemesi igin oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla inert bir gaz
olan argon gazi kullanilmistir. Destek elektrolitten oksijenin giderilip giderilmedigini arastirmak
lizere deneyler yapilmis sonugta 15 ml ¢ozeltide yaklasik 1-2 dakikadan sonra oksijene

rastlanmamustir.
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4.2.2. Deiyonize (DI) su
Cozeltilerin hazirlanmasinda, materyallerin ve elektrotlarin temizlenmesinde deiyonize

su (18 MQ) kullanilmistir. Bu su PelkinElmer firmasina ait saf su cihazindan elde edilmistir.

4.2.3. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

Fosfat tampon c¢ozeltisi (Na,HPO4/NaH,PO4): 3 gram NaH,PO4.2H,O (MA=156,01
g/mol, Merck) alinarak, Na,HPO4.7H,O (MA=268.07 g/mol Merck) 10 gram alinarak 1 L ultra
saf su igerisinde balik atilarak karistirildi. Tampon ¢ozelti hazirlandiktan sonra buzdolabinda

sakland.

0,1 M HCI Cozeltisi: Farkli pH ¢aligmalari i¢in deiyonize suya derigik 2,09 mL HCI
(%37, d=1,186 gmL™!) alinip balon jojede 250 mL suya tamamlandi bdylece farkli pH’ larda ayri

tampon ¢ozeltiler elde edildi. Tampon ¢ozeltilerin pH ayar1 pH metre ile kontrol edildi.

0,1 M NaOH Cozeltisi: 1 gr NaOH (MA=40,00 gmol™) biraz1 DI suda ¢oziildiikten
sonra 250 mL suya tamamlandi. Bu ¢ozeltiden ilave edilerek farkli pH’ larda tampon ¢ozeltiler

elde edildi.

0,1 M DA Cézeltisi: 0,189 gr DA (MA=189,65 gmol!, Merck) tartilip DI suda

¢oziilerek ependorfta 10 mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢6zelti buzdolabinda korundu.

0,1 M AA Cozeltisi: 0,176 gr AA (MA=176,12 gmol'!, Merck) tartilip DI suda

coziilerek ependorfta 10 mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢6zelti buzdolabinda korundu.

0,1 M UA Cozeltisi: 0,168 gr UA (MA=168,11 gmol™', Merck) tartilip yaklasik 2,5 mL
0,1 M NaOH cozeltisine ¢ok kiigiik miktarlarda yavas yavas ilave edilerek hazirland1 ¢iinkii tirik
asit su icerisinde hemen kristalize olabilen bir yapiya sahiptir. Ardindan DI su ile 10 mL’ ye

tamamlandi. Hazirlanan bu ¢6zelti buzdolabinda korundu.

4.3. Elektrokimyasal Calismalar

Askorbik asit, dopamin, iirik asit ¢ozeltileri sirasiyla ve es zamanli, 15 mL fosfat
tamponu (0.1 M, pH 3.0) iceren bir elektrokimyasal hiicreye damlatild1 ve iiglii elektrot sistemi
yerlestirildi. Elektrokimyasal 6l¢limler -0.20 ve +0.80 V araliginda, mevcut degerlendirmeler ise
CV & DPV tarafindan yapilmistir. Elektrokimyasal dlglimlerde 50 mV / s tarama hizi, 0.1 s
darbe genisligi ve 2 mV darbe genligi kullanilmistir. Urik asit, askorbik asit ve dopamin
miktarlari, analitlerin miktarma karsi oksidasyon tepe akimlar1 degerlendirilerek ayni anda

belirlendi.



23

4.3.1. Hiicre ve elektrotlar

Deneysel caligmalar oda sicakligi kosullarinda yapilmistir. Cam hiicrede bulunan bes
ayr1 boyundan; iki tane argon giris ve ¢ikisi, referans elektrot, karsit elektrot ve c¢aligma
elektrodu hiicre i¢ine daldirilmistir. Bes boyunlu hiicreye AA, DA ve UA ilaveleri argon giris-
¢ikisindan yapilabilmektedir. Deneysel ¢alismada ¢alisma elektrodu olarak GC, referans olarak

Ag/AgCl, karsit olarak Pt elektrot kullanildu.

4.4. Camsi Karbon Elektrotlarin Hazirlanmasi

Her deneyden 6nce elektrotlar zimpara kagidi ile zimparalandiktan sonra 3 mm ¢apinda
calisma elektrotlarinin (GCE) yiizeyleri 0,05 pm aliimina ile cilalandi. Sonra sirasiyla iginde
etanol ve su bulunan behere beser dakika boyunca sonikasyona tabi tutuldu. Elektrot hazirlig
i¢in, Pt-Co@rGO 0,01 g nanopartikiiliinden tartilarak, 40 uL Nafion, 100 uL DMF ve 1mL
cozeltisi igerisine ilave edildi. Ardindan homojen bir dagilim elde etmek i¢in sonikasyona
yaklasik 30 dakika kadar birakildi. Bu hazirlanan Pt-Co@rGO soliisyonundan GC elektrodunun
ylizeyine bir mikropipet yardimi ile 8 pL diisiiriildii. Elde edilen Pt-Co@rGO katalizorii ile

modifiye edilmis GC elektrodu, tiim deneylerimizde ¢alisma elektrodu olarak kullanildi.

4.5. Grafen Oksit (GO) ve Indirgenmis Grafen Oksit (rGO) Hazirlanmasi

Grafitten, GO elde etmek i¢in modifiye Hummers' in yontemi kullanildi (Zaaba vd.,
2017). Grafen oksit sentezinin ilk asamasinda 2 g toz grafit, 55 mL %96,4’ lik silfiirik asit
(H2S04), 1 g sodyum nitrat (NaNQs) eklenerek 1 saat boyunca ¢eker ocakta (havalandiriimig)
yaklasik bir saat siiresince karistirildi. Ardindan buz banyosuna alinan karigim 7,5 g potasyum
permanganat (KMnQs) yavas yavas ilave edilmistir. Bu islemler boyunca sicaklik 5 °C’ nin
altinda tutulmasina dikkat edilmistir. Sonrasinda karigim buz banyosundan c¢ikartilarak 2 saat
stiresince karigtirillmistir. Bu iglemler boyunca sicaklik 30-50 °C araliginda olmasi saglanmaistir.
Sentez isleminin son asamasinda karigima yavasca 250 mL distile su eklenip 1 saat
karigtirllmaya devam edilmistir. Karisima 4,4 mL hidrojen peroksit H,O, (%35,7) ilave edildi ve
sicaklik 35-40 °C’ yi gegmeyecek sekilde 2 saat daha karistirilmigtir. Bu asamada karigimin
renginin siyahtan sari-kahverengi bir renge doniistiigli gézlenmistir. Daha sonra karisim distile
su ile notr bir pH (pH=7) oluncaya dek santrifiijjlendi, yikandi ve filtrelendi. Filtreleme
isleminden sonra kalan malzeme 50 °C’de etiivde 24 saat boyunca birakilarak kurutulmustur ve
toz halinde GO elde edilmistir. indirgenmis grafen oksit (rGO) elde etmek i¢in 250 mL suya 100
mg grafen oksitten eklendi, ardindan homojen karisim elde etmek i¢in 1 saat sonikasyona tabi
tutuldu. Cozeltiye, hidrazin hidrat (1.00 mL, 32.1 mmol) ilave edildi bdylece indirgeme islemi

gerceklestirildi. Indirgenmis grafen oksit son olarak etanolle yikandi ve 60 ° C’ de bir giin
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boyunca vakum altinda kurumaya birakild1 (Karteri vd., 2015; Tang vd., 2019; Zaaba vd.,
2017).

4.6. Pt-Co@rGO Nanokatalizorlerinin Hazirlanmasi

Pt-Co@rGO nanoparcaciklarini sentezlemek icin destek maddesi i¢in ilk énce GO
iizerine hidrazin hidrat eklenerek rGO hazirlandi. Daha sonra, Pt-Co@rGO nanoparcaciklarini
platin ve kobalt yiiklemeleri, mikrodalga destekli bir indirgeme metodu kullanilarak
gercgeklestirildi. Pt-Co@rGO (1: 1) nanoparcaciklarini elde etmek i¢in prosediir su sekildedir: 20
mg rGO (1: 1), 30 mL etilen glikolde (EG) ultrasonik islemle 1 saat karistirildi. Daha sonra
0.025 mmol PtCly ve CoCl, ¢ozeltisi eklenmis ve manyetik bir karistirict yardimiyla
¢Oziilmiistiir. Ardidan ¢6zeltinin pH’ 1n1 ayarlamak igin NaOH eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti,
mikrodalgada firina (1000 W, 2.45 GHz) yerlestirildi ve 5 dakika 1sitildi ve 30 saniye boyunca
sekiz kez tekrarlandi. Elde edilen ¢6zelti santrifiijlendi, DI su ile yikandi1 ve daha sonra vakumlu

bir firinda kurutuldu.

4.7. Voltametrik teknikler CV ve DPV

Voltametri; iki elektrot arasina pozitif ya da negatif yonde artan bir potansiyel uygulanir
ve uygulanan potansiyelin fonksiyonu sonucu akim olgiilmesinden faydalanilarak analit
hakkinda bilgi veren elektrokimyasal yontemdir (Borman, 1982). Akimin degeri ise elektroaktif
madde miktartyla orantili olarak degismektedir. Elektrokimyasal hiicreye degistirilebilen
potansiyel uygulanmasinin ardindan bir akim meydana gelmektedir. Voltametride sikca
kullanilmakta olan iki tane uyarma sinyali vardir ve Sekil 4.1’ de gosterilmistir (Skoog vd.,
2004). Bunlar; diferansiyel puls voltametri (DPV) ve doniisiimlii voltametridir (CV) (Kissinger
ve Heineman, 1983; Skoog ve Leary, 1992).

(a)

(b) N

Zaman

Sekil 4.1. (a) DPV ve (b) CV uyarma sinyallerinin dalga sekli.
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Dongiisel voltametri (CV), oldukea karisik elektrot reaksiyonlarindan bilgi edinmek i¢in
elektrokimyasal calismalarda sik¢a kullanilan popiiler bir tekniktir. CV, kimyanin her alaninda
cok fazla kullanilan bir elektroanalitik teknik haline gelmistir. CV tekniginde elektrotlara
dogrusal olarak artan ya da azalan potansiyel uygulanir. Potansiyelin zaman ile degisme hizina
‘tarama hiz1’ denir. E1 baslangi¢c potansiyeli ve E2 bitis potansiyeli arasinda tarama yapilir
burada E2 potansiyeline ulastiktan sonra E1 baglangi¢ potansiyeline geri doniis taramasina
doniistimli voltametri olarak adlandirilir. E1 potansiyeli yerine ters taramada baska bir E3
potansiyeline de ilerleyebilir. ileri taramada indirgenme olduysa eger ters taramada
yiikseltgenme olmasi gerekir. Calisma elektroduna hizli potansiyel uygulandiginda potansiyel,
standart indirgenme potansiyeline yaklasinca indirgenme olay1 baglar. Potansiyel negatif yonde
ilerledik¢e elektrottaki nanopartikiiliin indirgenme hizi da artar. Boylece buna bagli olarak
akimin da arttign gozlenir. Indirgenme hiz1 yeterli derecede biiyiik ise elektrodun yiizeyindeki
difiizyonla gelen madde miktar1 akimin kontroliinii saglar. Zamanla bu difiizyonla gelen madde
miktar1 ylizeyi kalinlastiracagindan diflizyon hizinda azalma goriiliir ve akim da azalir (Gosser,
1993). CV tekniginden elde edilen pik akiminin biytikligii ise aktarilan elektron sayisi,
elektrodun yiizey alani, elektro-aktif madde konsantrasyonu ve diflizyon hiziyla degisim
gosterir (Wang, 2000). Analitik calismalarda, kantitatif tespitlerde, elektrot mekanizma
incelenmesinde, redoks proseslerinin incelenmesi, kinetik ¢calismalarda, reaksiyonda olusan ara
maddelerin anlasilmasinda ve reaksiyon tirlinlerinin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan uygun

bir tekniktir (Kissinger ve Heineman, 1983).

Pulsun sonunda saptanan akim az da olsa sigasal bilesen igerir. Bu bilesenin dlgiilen
akimdaki payini daha da azaltmak ve se¢imliligi arttirmak i¢in pulsun basindaki ve sonundaki
akimlarm o6lgiiliip farkinin alinmasi yoluna gidilir. Bu teknik diferansiyel puls voltametrisi
olarak adlandirilir. Bu teknikte dogrusal olarak artan akim potansiyeline sabit genlikli pulslar
uygulanmaktadir. DPV tekniginin hassasiyeti ¢ok yiksektir. Diferansiyel puls voltametrisi,
kiigiik pulslardan olusan potansiyel bozulmanin oldugu bir elektroda elektron transferinin
oldugu tekniktir (Bersier, 1987). Bu teknigi iki defa akim olgiilerek ila¢ analizinde oldukga
hassas olmasi, eser miktarlarda inorganik/organik madde tayininde kullanilmasi ve birgok
alanda genis kullanima sahip olmasi diger elektrokimyasal tekniklere goére sik kullanimina

neden olur.

4.8. X-Isin1 Foto Elektron Spektroskopisi (XPS)
XPS’ de, analiz edilecek olan materyalin yiizeyine X-15in demeti ile bombardiman
edilir. Cekirdege yakin tabakadan elektronlar sagilir bu elektronlarin kantitatif veya kalitatif

6l¢iimiine dayanir. Materyallerin yiizeyleri ile ilgili atomik ve molekiiler diizeyde bilgi saglar.
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X-151n1 kaynaklar1 olarak genellikle Al Ka (1486.6 eV) ya da Mg Ka (1253.6 eV) kullanilir. X-
1511 foto elektron spektroskopisinin spektrumlari, baglanma enerjisine karsi bir yogunluk
grafigi olarak verilmektedir (Andrade, 1985; Gontijo vd., 2004). XPS’ te tiim elementlerin nitel
analizi yapilabilirken hidrojen (H) ve helyumun (He) yapilamaz.

e X-15101

Sekil 4.2. XPS atomik diizeyde calisma prensibi.

4.9. X-Isim1 Kirimimi (XRD)

Yogun X-151mm1 demeti, diizenli bi¢imde atomlardan olusan kristal yapiya ¢arpmaktadir.
Boylece sagilim olur bunun sonucunda ise saginim yapan 1ginlar birbirleriyle etkilesirler, girisim
yaparak birbirlerini soniimlerler. Ama belirli agilarla bu iginlar birleserek dalga yogunlugunu
artirirlar iste bu olusum X-iginlarmin kirinimi olarak adlandirilmaktadir. Kirmimin siddeti
kristal fazin yapisal 6zelliklerine gore belirlenir. XRD, her bir kristalin yapinin kendine spesifik
olan atomik dizilimlerine gore X-1sinlarimi kirma temeline dayanmaktadir. Kirtnim profilleri her
bir kristal faz i¢in 6rnek verilecek olursa bir nevi insanda ki parmak izi gibi sadece o kristali
tanimlar (Skoog ve Holler, 1998; Gontijo vd., 2004; Wechuysen, 2004). Ayrica kristal faz
tanimladig1 gibi pargacik boyutu da belirlenebilir. Analiz esnasinda XRD teknigi, numuneye

zarar vermez, eser miktarda numune analizlerinin de yapimini saglar.
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D o 0 o o
Sekil 4.3. X- Ismi kirmiminda X 1sinlarinin sagilimi.

4.10. Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, bir fotonun esnek olmayan bigimde sacilmasini temel alan bir
spektroskopik tekniktir. Sagilan 151810 ¢ogu, gelen 151k ile aym frekansa sahiptir. Ancak 15181
saliimi ile molekiiler titresim arasindaki etkilesimden dolayr 1s18in bir kismi farkli frekansa
sahip olur. Isigin frekans degisimi ile dagilmasi olaymna ‘Raman kaymasi’ denir. Raman
kaymasi, molekiillerin titresim enerji diizeyleri, donme ve diger diisiik enerjili gegisler hakkinda

bilgi verir (Ferrari, 2002).

CCD Dedektorii

Spektrograf
Lazer ve 1zgarasi
cizgi filtresi

Biiyiik 1sin aynasi 47

”’

i b
~ lsin I

7 \ dagiticy 7 I / Aynalar

Centik
filtresi Ayarlanabilir giris kesigi

Mikroskop

Numune :
lensi

Sekil 4.4. Raman spektroskopisinin ¢alisma prensibi.
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4.11. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM elektron kirmmimi prensibi ile ¢alisir. TEM malzeme yapisin1 gorsellestirmek,
tanimlamak ve katilarda faz gegislerini incelemek i¢in ¢ok 6zel bir malzeme karakterizasyon
cihazidir. TEM” in en 6nemli 6zelligi nanometre boyutunda kiiciik ve ince alanlardan milyon
kez biiyiitme saglayan o malzeme hakkinda morfolojik ve atom boyutlarimin g¢ok altinda
kristalografik bilgiye ulasimi olanak kilan teknik olmasidir. Diger mikro analitik teknikler
arasinda benzersiz Ozelliklere sahiptir. HRTEM, Ornegin atomik yapiy1 direk olarak
gorlintiilenmesini saglar. HRTEM, cesitli gelismis malzemelerdeki kristal yapi1 ve kafes
kusurlarini atomik boyutta analiz etmek i¢in kapsamli ve basarili sekilde kullanilmigtir. TEM’ e
gore ayrintili ylizey yapilarinin karakterizasyonu icin kullanilmaktadir (Stadtlander, 2007;

Williams ve Carter,2009).

» |Elektron Silahi |

E— |Yo§unlastmc1 Mercek 1 |

——————| Yogunlastiric1 Mercek 2|

—— | Yogunlastiric1 Aralig1 |

——» | Numune |
— > | Objektif Mercekler
— > | Objektif Araligi

— > | Secici Alan Araligi

————» Birinci Orta Mercek |

—_— |1kinci Orta Mercek |

é ————— |Iz-diistimsel Mercek |

@ —— |Goriintii Ekram |

Sekil 4.5. TEM aygitinin ¢aligma prensibi.
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4.12. Elektron Enerji Kayb1 Spektroskopisi (EELS)

Bu karakterizasyon teknigi modern elektron mikroskoplarmin en vazgecilmezidir.
Elektron demetinin malzeme ile etkilesimi sonucunda ¢ikan X-1sinlarini ve inelastik olan (enerji
kaybina ¢ok az sebep olan veya olmayan carpisma) elektronlarin enerji kaybi dagilimlarini

kullanarak element analizini saglar.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Hazirlanan Pt-Co@rGO Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Pt-Co@rGO  nanopartikiillerin  morfolojisinin ve yapisinin  karakterizasyonu
TEM/HRTEM, EELS, XRD, XPS ve Raman gibi spektroskopik teknikleri kullanilarak yapildu.
Partikiil biiylikligli dagilimlarini, atomik kafes sagaklarii ve Pt-Co@rGO nanopartikiillerin
morfolojisini tespit etmek i¢cin TEM/HRTEM kullanilmigtir. TEM / HRTEM goriintiileri,
partikiillerin ¢ogunun kiiresel oldugunu ve Sekil 5.1.a’da goriildigi {izere hazirlanan
nanopartikiilde higbir kiimelesme tespit edilmedigini gosterdi. Genel olarak hazirlanan
nanopartikiiller, rGO ylizeyi iizerinde monodispers bir sekilde dagilim gosterdi. HRTEM
gorlintlisiinden hesaplanan 0.22 nm’ lik atomik kafes sacagi, literatiirdeki nominal Pt degeri
(0,23 nm) ile karsilastirildiginda biraz daha kii¢lik olmasi alagim olusumunu dogruladi. Ayrica,
Sekil 5.1.1.b° den goriildiigii lizere ortalama pargacik biiyiikligi 3.91 + 0.44 nm olarak
belirlendi. Ayrica, TEM goriintiisii hem Pt hem de Co' nun, Sekil 5.1.a” daki yesil ¢izgi boyunca

alasim olusumunu onaylayan hazirlanan nanopartikiilde Pt-Co’ nun bir arada bulundugunu
dogrulad: (Santasalo vd., 2009; Schmidt vd., 2001; Sen and Gokagag, 2007; Sulaiman vd.,
2017).

21 _altin

o O N O PN 0
o ¥ '59‘ PRIV

3 (b) i — (c)

40

30

Siklik (%)
Sayim (a.u.)

20

0 2 4
Partikiil boyutu (nm) Mesafe (nm)

Sekil 5.1. (a) Pt-Co@rGO NP’ lerin TEM ve HRTEM goriintiisii (b) pargacik boyutu histogrami
(c) EELS goriintiisii.

XRD karakterizasyon teknigi Pt-Co@rGO nanopartikiillerin  kristal formunu
belirlemede kullanildi. Pt-Co@rGO NP’ lerine ait XRD sablonu, Sekil 5.2.a'da gosterilmistir.
Yaklagik 260 = 40.09 °, 46.44 °, 67.92 ° ve 81.76 ° 'deki kirinim tepe noktalari, yiizey merkezli
kiibik (fcc) kristal ¢ergevenin PtCo (111), (200), (220) ve (311) diizlemlerinden
kaynaklanmaktadir. 26 = 24.50°” lik kirinim zirveleri, rGO ya karsilik gelmektedir. Hazirlanan

nanopartikiil icin tim kirimim tepeleri, Co' nun Pt kafesine yerlestirilmesinden dolay1 kafes
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biiziilmesini sebep olmakta bu ise 20 degerlerine kaydigini acikca gdsterilmistir. Bu durum
ayrica hazirlanan nanopartikiillerde alasim olusumunu da dogrulamistir.  Ayrica, metal
nanoparcaciklarin kafes parametresi (aPt) degeri ve ortalama kristal parcacik boyutu 3.77 + 0.71
nm (1) asagidaki denklem ile hesaplanmistir (Sen vd., 2018; Sert vd., 2016). Saf Pt i¢in 3.923
A’ ye ¢ok yakin olan 3.910 A oldugu belirlenmistir (Lindahl vd., 2017; Sen vd., 2018) (2);

2 2472
Sin 0 =22 (kiibik yapr igin) (5.1)
° kA
d(A) " Bcoso (5.2)

k: bir katsay1 (0,9),
A: X 1sininin dalga boyu (1,54056 A),
f: maksimum kirilma tepe noktasinin yarisi,

0: tepe maksimum noktasindaki agidir (rad).

PtCo(111) ___ = |
1 PUGO

—— Pt-Co@rGO
—— Pt@rGO

Intensity (a.u.)

3
©

— as 40 as s0 55

ia. " 2 Theta (deg.)

=
c
=
>0

= s EE S

S O > k-3

© g ¢ 3 3

a & a a

20 40 60 80

20 (derece)

Sekil 5.2. Pt-Co@rGO nanopartikiiliin XRD goriintiisii.

Raman spektroskopisi, karbon tiirevli malzemelerde normal ve diizensiz karbon yapisini
ayirt etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. GO, rGO ve Pt-Co@rGO’ nun raman spektrumunda
giiclii bir G ve D bandi gostermaktedir. D bandiin ortaya ¢ikisi, oksidasyondan kaynaklanan
GO kusurlarmin varligini géstermektedir. GO, rGO ve Pt-Co@rGO NP’leri icin ID / IG oranlart
strasi ile 0.99, 1.05 ve 1.10 olarak bulunmustur. Artan ID / IG oranlari ise grafen oksit yiizeyinin

islevselligini agikca gdstermektedir.
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Sekil 5.3. GO, rGO ve Pt-Co @ rGO nanopartikiillerinin Raman spektrumu.

Hazirlanan Pt-Co@rGO nanopartikiillerinde Pt-Co elementlerinin oksidasyon durumlari
ve kimyasal bilesimleri XPS ile incelenmistir. Co-2p bdlgeleri ve Pt-4f spektrumlart Gauss-
Lorentzian fonksiyonlar1 kullanilarak analiz edildi. Tiirlerin yogunlugunun degerlendirilmesi,
Shirley seklindeki arka planin diizeltilmesi ve ¢ikarilmasindan sonra her tepe noktasinin
integrasyonu yardimiyla alindi. XPS spektrumunda, dogru baglanma enerjileri, 284.6 eV’ de C
Is zirvesine referans ile bulundu. XPS spektrumu hazirlanan bilesigin ylizeyinin ¢ogunlukla
metalik oldugunu belirtti (Sekil 5.1.4.). Deneysel baglanma enerjileri, literatiirdekilerle
karsilastirildi. Co baglanma enerjisi igin, 2ps. tepe noktasinin diisiik enerjiye degistirilmesi, Pt
ile alagimlanmasini gostermistir (Biesinger vd., 2009; Sen ve Gokagag, 2007). Sonuglar,
nanopartikiillerin hazirlanig1 sirasinda, Pt (0) ve Co (0)’ un cogunlukla oksijen igeren
bilesiklerin aksine Pt-Co@rGO’ da elementler olarak mevcut oldugunu gosterdi. Pt ve Co’ nun
yliksek oksidasyon durumunun, Sekil 5.4’te gosterilmesinin nedeni, hazirlama iglemi sirasinda
cevresel oksijenin kimyasal oksidasyonu veya yiizey oksidasyonu olabilir. Pt-4f” nin duyarlilik

faktorii Co-2p'den 3-4 kat daha biiyiik oldugundan, Pt’ nin zirve bolgesi Co' dan biiylktiir.
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Sekil 5.4. (a) Co 2p XPS spektrumunun 2D goriinimii (b) Co 2p XPS spektrumunun 3D
goriinimil (c) Pt 4f XPS spektrumunun 2D goriintimii (d) Pt 4f XPS spektrumunun 3D
gorinimdu.

5.2. Tarama Hizin1 Dogrulama

Hazirlanan nanopartikiillerin tiim karakterizasyonlarindan sonra, AA, DA, UA’ in tayini
icin bimetalik Pt-Co nanoparcaciklarin ve indirgenmis grafen oksit (Pt-Co@rGO) bazl
biyosensoriin bilesimi denenmistir. Bu amagla, ilk dnce, dlglimler i¢in tarama oraninin etkisi
arastirilmistir. Sekil 5.5 (A) - (C), AA, DA, UA’ in farkli tarama hizlarinda oksidasyon piklerini
gostermektedir. Bu sekillerde gosterildigi gibi, tepe noktalart dogrudan artan tarama hizi ile
dogru orantili olarak artig gostermistir. Reaksiyonun tamamlanmasi difiizyon kontrollii bir islem
oldugu icin, oksidasyon pik potansiyellerinin kademeli olarak pozitif degerlere kaymadigi
gosterilmistir. Bu durum, modifiye elektrodun redoks bolgeleri ve kiigiik fizyolojik olarak ilgili
molekiiller arasindaki reaksiyonda kinetik bir limite sahip oldugunu géstermektedir. Ozet

olarak, AA, DA, UA reaksiyonlari, Pt-Co@rGO GCE yardinu ile difiizyon kontrollii islemlerdir.
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Sekil 5.5. Pt-Co@rGO GCE’ de (4 x 10 M) sirastyla AA (a), DA (b) ve UA (c) i¢in dongiisel
voltamogramlarimin cesitli tarama oranlar1 (10 ila 90 mV s?).
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5.3. pH' in Elektrokimyasal Tepkilere Kars: Etkisi

Kesin ve secici sonuglar elde etmek igin deneysel parametreleri optimize etmek ¢ok
onemlidir. pH’ m CV cevaplarimin ayirt edilmesi iizerindeki etkisi, Pt-Co@rGO GCE' nin
yardimiyla 2.5 x 10° M DA' da 3.0 ila 9.0 arasinda degisen fosfat tampon ortamlarinda
incelenmistir. Sekil 5.6’ da DA' nin anodik ve katodik pik yogunlugunun negatif olarak degistigi
ve pH arttikca anodik ve katodik tepe akim yogunlugunun azaldigi gdsterilmistir (poli-DOPA
olusumu). pH' a kars1 mevcut yogunluklarin grafigi 3.0 ila 9.0 pH araliginda dogrusal idi. Bu
rakamlar ayrica elektrokatalitik oksidasyondaki elektron ve protonlarinin esit miktarlarda
belirlendigini gosterir. Ozet olarak, bu sekillerde DA’ nin anodik pik akimindaki pH' mn etkisi
arastirilmis ve DA icin pH=3' te bir maksimum anodik akim tepkisi elde edilmistir. AA-DA-UA’
nin ayni anda belirlenmesini saglamak amaciyla daha ileri ¢alismalar i¢in pH 3.0’ da optimum

bir pH degeri olarak sabitlendi. Bundan sonra ki tiim deneysel calismalarda pH 3’ te ¢alisildu.
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Sekil 5.6. Farkli pH’larda (3.0, 5.0, 7.0 ve 9.0) DA (2.5 x 10 M) ilave edildikten sonra Pt-
Co@rGO GCE’ nin anodik akimu.

5.4. AA, DA ve UA’ min modifiye elektrotlarda elektrokimyasal davrams

AA, DA ve UA icin Pt-Co@rGO NP’ leri ile modifiye edilmis elektrotlarin
elektrokimyasal davranisini incelemek i¢in hem DPV hem de CV olglimleri alindi. Modifiye
edilmis elektrotlarin (¢iplak GCE, rGO, Pt-Co @ rGO) CV ve DPV verileri, 0.1 M PBS’ de AA,
DA ve UA’ nin aym anda belirlenmesi i¢in kullanildi. Ortiisen oksidasyon tepe noktalar1, Sekil

5.4.1. @’ da CV teknigi ile gosterildigi gibi elde edildi. Pt-Co@rGO' daki analitlerin DPV
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grafikleri rGO / GCE’ dekilere benzer olmasina ragmen, tepe akimlar1 dnemli dl¢iide artmistir
(Sekil 5.7. b). Modifiye edilmis elektrodun AA, DA ve UA icin duyarlihig: elde edilen verilere

gore belirlenmistir.
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Sekil 5.7. (@) AA-DA-UA aym anda belirlenmesi i¢in Pt-Co@rGO modifiye edilmis
elektrotlarin CV sonuglar1 ve (b) DPV sonuglar1 (her biri 4 x 102 M, tarama hiz1 50 mV s?) (-
0.20 ila +0.80 V, pH 3.0, 0.1 M PBS).

5.5.AA, DA ve UA’ nin Pt-Co@rGO ile Bireysel ve Es Zamanh Tespiti

Fosfat tamponunda optimum kosullar altinda AA-DA-UA’ nin tespiti, -0.20 ila 0.80 V
araliginda DPV teknigi ile gergeklestirildi. Deney sirasinda, diger iki analitin konsantrasyonu
sabit tutuldu ancak hedef analit konsantrasyonu artirilarak degistirildi. Sekil 5.8. (a) - (c) 'de, iki
analitin diger konsantrasyonlar1 sabit oldugu zaman, oksidasyon tepe akim yogunlugunun artan
miktarda hedef analit ile arttigr gézlenmistir. Deneysel Pt-Co@rGO GC elektrotlar1 izerindeki
fonksiyonel gruplarin, kiigiik partikiil boyutunun ve daha yiiksek aktif ylizey alanlarinin varligi,
pik potansiyellerini artirmis ve AA, DA ve UA igin iyi tammlanmis oksidatif tepelere izin

vermistir.
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Sekil 5.8. (a) 1x10° M UA ve 1x10° M DA varlifinda (a) AA igin Pt-Co@GO'nun DPV
profilleri; 1x10* M AA mevcudiyetinde 2x1073, 3x1073, 4x103, 5x1073, 6x10°%, 7x10°®, 8x102 ve
9x10° M (A'dan H'ye) (b) DA ve farkli konsantrasyonlarda 1x10° M UA: 2x1073, 2.5x107,
3x103, 3.5x10°3, 4x103, 4.5x103, 5x10° ve 5.5x10° M (A'dan H'ye) ), uygun ayar ¢izimi. (c)
UA, 1x10° M DA ve 1x10° M AA: 1x1073, 2x107%, 3x103, 4x10-3, 5x1073, 5.5x102, 6x10° ve
7x10° M varliginda (A ila H).

Deney sirasinda, ii¢ analitin de konsantrasyonu degistirildi (Sekil 5.9. a) ve AA-DA-UA’
nin es zamanli olarak tespitinde ¢ok iyi pik potansiyelleri elde edildi. Sekil 5.9. (b) ile (d), Pt-
Co@rGO' nun DPV profilleri, farkli konsantrasyonlarda AA, DA, UA ve ilgili kalibrasyon
grafikleri gosterilmektedir. Bu rakamlar kullanilarak, her analit igin Pt-Co@rGO GCE’ nin
lineer araligr ve tespit sinirt hesaplandi ve Cizelge 1’ de gosterildi. Pt-Co @ rGO’ nun dogrusal
araligi AA, DA ve UA igin sirastyla 170-200; 35-1500 ve 5-800 uM’ dir. Dahas1, hazirlanan
biyosensoriin tespit limiti AA, DA ve UA icin 0.345; 0.051; 0.172 uM idi. Cizelge 1 yakin
zamanda bildirilen elektrokimyasal sensérlerin AA-DA-UA’ nin ayni anda tespiti igin
karsilastirmasint vermektedir. Cizelge 1° de gosterildigi gibi, Pt-Co@rGO biyosensoril
kullanilarak AA-DA-UA’nin tespiti konusunda {istiin hassasiyet ve verimlilik elde edildigini
gostermektedir. Bu arada, hazirlanan nanopartikiiliin stabilitesi ve dayanikliligi denenmistir. Bu

amagla, hazirlanan elektrot haftalarca tutuldu ve aynmi kosullarda denendi ve modifiye edilmis
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elektrodun AA-DA-UA igin ¢ok iyi hassasiyetle sabit kaldig1 gosterilmistir. AA, DA ve UA' nin
ayni anda tespitinde ki nicel analizlerin karsilastirilmasi asagidaki ¢izelgede gdzlenebilme sinirt

(LOD) ve tayin smurlart (LOQ) ile belirtilmistir.
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Sekil 5.9. (a) Farkli konsantrasyonlarda AA, DA, UA (A-H) igeren, 0.1 M PBS tamponu (pH
3.0) i¢indeki Pt-Co@rGO’ nun DPV profilleri. Asagidan yukariya dogru konsantrasyonlar AA
icin 2x10% - 9x10° M, DA igin 2x10° -5x10-3 M ve UA igin 1x10% -7x10° M’ dir. (b-d)
sirasiyla AA, DA ve UA icin ilgili kalibrasyon grafikleri.
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Cizelge 5.1. AA-DA-UA’ nin aym anda tespiti icin literatiirdeki bildirilen diger elektrokimyasal
sensorler ile karsilagtirmali verileri.

Electrode Linear range (10-6M) Detection Limit (10-6M) References
AA DA UA AA DA UA
Pt/RGO - 10-170 10-130 - 0.25 0.45 (Xu vd., 2014)
e-FGPE 20-400 0.5-35 0.5-35 2 0.01 0.02 (Caia vd., 2014)
GEF/CFE 45.4- 0.7- 3.78- 24.7 0.5 2 (Du vd., 2014)
1483.2 45.21 183.87
CTABGO/MWNT 5-300 5-500 3.0-60 1.0 15 1.0 (Yang ve Li, 2014)
PImox-GO 75-2275 12-278 3.6-249.6 18 0.63 0.59 (Liu vd., 2014)
IL-G/GCE - 5-275 1-400 - 0.812 0.513 (Wang vd., 2014)
RGO - - 0.1-10 - - 005 | (¢hangveYin
2014)
(Fe304-NH2)@(GS) | 5-1600 0.2-38 1.0-850 0.074 0.126 0.056 (Wu vd., 2014)
SDS- 400-
0.8-80 4-30 3 0.01 0.04 (zhang vd., 2014)
MWCNTs/GCE 3500
100-
PdNPs/GR/CS/GC E 0.5-200 0.5-200 20 0.1 0.17 (Wang vd., 2013)
4000
PEDOT-modified
Ni/Si MCP 20-1400 12-48 36-216 10 15 2.7 (Yuvd., 2013)
Methoxypolyethyle F ) ) ) )
ne glycols/GCE 1-140 0.0468 (Wu vd., 2013)
. : : ) ) (Bagherzadeh and
CPE/GNS 2-1000 0.85 Heydari. 2013)
TNCs1-GCE 80-1400 0.4-60 10-70 14+0.56 0.28+0.02/ 1.6+0.05 | (Zhou vd., 2013)
P-4-ABA/GCE 20-800 | 5.0-100 1.0-80 5.0 1.0 0.5 (Zheng vd., 2013)
0.01-
BPPG/MWCNT/H 40-280 2-14 1.94 0.003 0.1 (Oliveira vd., 2013)
0.07
SGN/NiPcn 25-1050 | 0.25-10 5.0-175 0.12 0.08 0.22 (Barros vd., 2013)
N-PCNPs 80-2000 | 0.5-30 4-50 0.74 0.01 0.02 (Gai vd., 2013)
Nano-Cu- 0.30- | 00265 |0.25-107 | 015 001 | 010 | (zhangvd., 2013)
PSAII/GCE 730
Modified GCE 25-300 3-300 5-70 23.38 2.67 4.70 (Temocin, 2013)
DpAu/PTCA- 20-700 2-402 0.40-252 6.40 0.67 0.12 (zhang vd., 2013)
Graphene modified - 2.5-100 - - 0.5 - (Mavd., 2012)
PPy-RGO - 0.06-8 - - 0.006 - (Qian vd., 2013)
PVP/Graphene - 0.0005- - - 0.002 - (Liu vd., 2012)
1130
N-CNRs - 0.008-15 - - 0.009 - (Yuan vd., 2012)
Graphene - - 2-120 - - 0.6 (Chao vd., 2012)
Pt-Co@rGO/GCE 170- | 359500 | 5800 | 0345 | 0051 | 0172 | Bucalisma
2000
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6. SONUC

Alzheimer, Parkinson ve Sizofreni gibi ndrodejeneratif hastaliklarin erken teshisi igin
AA, DA ve UA konsantrasyonu tayini her gecen giin énem kazanmaktadir. Biyoaktif olan bu
bilesiklerin tespitinde yaygin olarak kullanilan yontem elektrokimyasal yontemlerdir. Son
yillarda elektrokimyasal yontemlere dayali biyosensorleri, siirekli olarak gelistirmeye yonelik
calismalar siirdiiriilmektedir. Bu biyoaktif bilesiklerin diisiik tayin sinirinda analizlerine olanak
saglayan daha giivenilir, duyarli ve etkili biyosensorlerin tasarlanmasina, gelistirilmesine
yonelik calismalar halen gilinlimiizde ilgi ¢ekici konular arasindadir. Bu yilizden olaganiistii
performans gosteren biyosensorlerin gelistirilmesinde, elektrodun modifiyesinde kullanilacak
olan nanomalzeme secimi olduk¢a dnemlidir. AA, DA ve UA’ in aym anda ve ayr1 ayr1 tespitine
yonelik, nanomalzemelere dayali elektrodun gelistirildigi ¢aligmamizda destekleyici olarak
indirgenmis grafen oksit kullanilmistir. Pt-Co@rGO ile modifiye edilmis biyosensorlerin AA-
DA-UA tespitine yonelik elektrokimyasal 6lgiim sonuclar1 incelenmistir. Pt-Co@rGO
modifiyeli biyosensorlerin karakterizasyonlart TEM-HRTEM, XPS, XRD ve raman teknigi
kullanilarak, elektrokimyasal karakterizasyonu ise CV, DPV teknigi kullanilarak analiz
edilmistir. AA-DA-UA tespiti igin Pt-Co@rGO NP’ lerine dayali biyosensér gelistirilmesi
kapsaminda tiim deneysel caligma kosullart optimize edilmistir. Pt-Co@rGO modifiyeli
biyosensor, AA-DA-UA tespiti i¢in elektrokimyasal tayinin basit, ucuz, duyarli, tekrarlanabilir
ve hizli sekilde yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Literatiirdeki diger biyosensdrler ile bir
kiyaslama yapmak igin, Pt-Co@rGO biyosensoriiniin, gelismis sensdr hassasiyeti, dogrusal
kalibrasyon araligi, tespit simir1  gibi Ozellikleri incelenmistir. Gelistirilen Pt-Co@rGO
biyosensorii, nispeten daha iyi bir tespit limiti gdsterdi. Cizelge 1’ de gosterildigi gibi, Pt-
Co@rGO biyosensorii diger biyosensorlere kiyasla daha genis bir lineer tespit araligina sahipti.
Hazirlanan Pt-Co@rGO nanopartikiillerin miikkemmel elektro-algilama aktivitesi, AA-DA-UA
ayni anda belirlenmesini miimkiin kilmistir (sirasiyla LOD = 0.345 pM, 0.051 puM, 0.172 uM).
Ayrica, gelistirilmis Pt-Co@rGO biyosensorii daha iyi hassasiyet, segicilik ve duyarliliga
sahipti. Pt-Co@rGO GCE’ nin bir bagka avantaji, on haftadan fazla bir siire oda kosullarinda
tutuldugu halde bile biiyilik bir kararlilik gosterdigi i¢in stabildir. Sonug¢ olarak bu g¢aligmada
fazla 6n hazirlik islemi gerektirmeden kolay kullanimi miimkiin kilmasi, basit, maliyeti disiik,
hizli ve duyarli yeni bir caligma ylizeyi elde edilmistir. Farkli tekniklerin bir arada
kullanilmasina imkan saglamast ve hazirlanan Pt-Co@rGO nanopartikiilin yiizeye iyi
modifikasyonu sayesinde AA-DA-UA’ nin ayr1 ayr1 ve aym anda belirlenmesinde gelecekteki
yeni ¢alismalara fayda saglayacag diisiiniilmektedir. Uretilen Pt-Co@rGO biyosensorii diisiik

konsantrasyonda analiti algilar dahasi yiiksek diizeyde duyarliliga ve 6zgiilliige sahiptir.
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