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OZET

Gida giivenligi ve kalitesi, hizla degisen yemek aliskanliklar1 nedeniyle giderek daha
onemli hale gelmektedir. Gida iiriinleri icerisinde bulunabilen patojenler, toksinler ve farkl
sekillerdeki kirleticiler insanlarda gida kaynakl hastaliklara neden olmakta ve cidditehditler
olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasinda hayatimizda énemli bir yere sahip deniz {iriinlerinde
bulunan, insan saglig1 i¢in son derece zararli olan toksinlerinden olan domoik asit tespiti

yapabilen bir elektrokimyasal bazli biyosensor gelistirilmistir.

Bu calismada oOncelikle ekran baskili altin elektrot (SPGE) ve ekran baskili karbon
elektrotlarm (SPCE) elektrokimyasal karakterizasyonlar1 elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) kullanilarak yapilmig, daha sonra immobilizasyonu, rejenerasyonu ve
seciciligi incelenmistir. SPGE kullanarak PBS ve hiicre kiiltiir medyasi iceren ortamda
domoik asit tespit ¢alismalar1 yapilmis ve tayin limitleri (LOD) sirasiyla 2,9 ng/ml ve 4,28
ng/ml olarak bulunmustur. SPCE’ler kullanarak yaptigmmiz ¢alismalarda ise SPCE yiizeyine
alt nanopartikiil (AuNP) modifikasyonu yapilmamis ve yapilmis SPCE’ler ile domoik asit
tayini yapabilen biyosensorler de gelistirilmistir. AuNP modifikasyonu yapilmamis ve
yapilmig SPCE’ler i¢in domoik asit LOD sirasiyla 9,74 ng/ml ve 3,52 ng/ml olarak tespit
edilmistir. Ayrica Tiirkiye’de endiistrinin yogun oldugu Marmara denizinden temin edilen
hamsi, sardalya, midye ve Karadeniz’den yakalanan hamsi baligindaki domoik asit miktari

gelistirdigimiz biyosensorler ile tespit edilmis ve sonuglart ayrintili incelenmistir.

Bu dogrultudabu tezde ayn1 zamanda SPE'lerin mikro ylizeysel ve yapisal 6zellikleri
taramal1 elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve enerji dagilml
X-ism1 (EDX) spektroskopisi ile arastirilmistir. Sonug olarak, yiiksek hassasiyete sahip
elektrokimyasal biyosensor basartyla gelistirilmis, detayl elektrokimyasal ve toksin tayin

analizleri EIS kullanilarak elde edilmis ve sonuglar detayli olarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: biyosensor, elektrokimyasal empedans spektroskopisi, ekran baskili

elektrot, domoik asit



vii

SUMMARY

Food safety and quality have recently become more and more important due to
rapidly changing eating habits. Pathogens, toxins, and various types of pollutants that might
be found in food products can cause foodborne illnesses and pose serious threats to humans.
In this thesis, an electrochemical-based biosensor has been developed to detect domoic acid,

one of the toxins found in seafood, which is extremely harmful to the human health.

In this study, electrochemical characterizations of screen-printed gold electrode
(SPGE) and screen-printed carbon electrode (SPCE) biosensors were performed using
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), and then immobilization, regeneration and
selectivity were investigated. Using the SPGE, domoic acid was detected in PBS solution
and in cell culture medium, respectively with the limit of detection (LOD) values of 2.9
ng/ml and 4.28 ng/ml, respectively. Additionally, a gold nanoparticles (AuNPs) modification
was carried out on the SPCE surface, afterwardsa biosensor that can detect domoic acid was
developed via unmodified and AuNPs modified SPCEs. LOD of domoic acid with
unmodified and modified by AuNPs of SPCE surfaces were determined as 9.74 ng/mL and
3.52 ng/mL, respectively. In addition, the amount of domoic acid in anchovies, sardines,
mussels in the Sea of Marmara of Turkey's heavy industrial areas and anchovy in the Black

Sea were investigated and the results were examined in detail.

Accordingly, in this thesis, microsurface and structural properties of SPEs were also
investigated by using scanning electron microscopy (SEM), atomic force microscopy
(AFM), and energy-dispersive X-ray (EDX) spectroscopy techniques. As a result, a highly
sensitive and selective electrochemical biosensor was successfully developed, and detailed

electrochemical analysis and toxin detection were performed using EIS method.

Keywords: biosensor, electrochemical impedance spectroscopy, screen printed electrode,

domoic acid
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1. GIRIS VE AMAC

Modem diinyada gida giivenligi ve kalitesi, hizla degisen yemek aliskanliklari
nedeniyle giderek daha 6nemli hale gelmektedir. Diger taraftan, hizla kirlenen deniz ve su
kaynaklar1 sadece biyolojik ¢esitliligi degil tiim hayat1 olumsuz etkilemektedir. Yapilan
arastirmalar, ilging bir sekilde gida kaynakli salgin vakalarinda, balik iirlinlerinin ilk sirada
oldugunu gozler oniine sermektedir. Balik ve deniz lirlinleri, protein agisindan zengin olup
yag icerikleri oldukea diisiiktiir. Bununla birlikte deniz iiriinlerinin ve baliklarm tiiketimi
birgok yemek kiiltiiriinlin Onemli bir pargasi olmaktadir. Tiirkiye'de deniz iriinleri
avciliginda deniz baliklarmin iiretim miktarlarina bakildiginda ilk sirada hamsi yer alirken
ikinci sirada ise sardalya yer almaktadir. Gida Uriinleri icerisinde bulunabilen patojenler,
toksinler ve farkli sekillerdeki kirleticiler insanlarda gida kaynakli hastaliklara neden
olmakta ve cidditehditler olusturmaktadir. Giiniimiizde, baz1 balik ve kabuklu deniz tirtinleri
domoik asit (DA) ve metil civa gibi bazi toksik maddelerin yiiksek oranda bulundugu
belirtilmektedir. Deniz toksinlerinde DA, fitotoksinler grubunda yer alir ve suda ¢6ziinen
gliclii norotoksinlerdendir. DA belirli bir miktarin {izerinde tiiketildiginde bas donmesine,
bas agrisina, ndbetlere, komaya ve hatta 6liime neden olabilmektedir. Bu ve buna benzer
toksinleri belirlemek amaciyla bazi gelismis araglar ve egitimli personel gerektiren
geleneksel tespit yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler zaman alici,

zahmetli ve diistik verimlidir.

Bu dogrultuda bu tezde ekran baskili elektrotlarm (SPE) elektrokimyasal
karakterizasyonu, immobilizasyonu ve rejenerasyonu incelenmis ve gelistirilen biyosensor
ile hassas bir sekilde domoik asit tayini basarili bir sekilde yapilmistir. Ekran baskili altin
elektrot (SPGE) ve ekran baskili karbon elektrot (SPCE) nin yiizey fonksiyonellestirmesi
yapilmis, yiizeyde olusan tabakalar elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve
dongtisel voltametri (CV) yontemi ile incelenmistir. SPE'lerin mikro yiizeysel ve yapisal
ozellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve enerji
dagilimh X-151m1 (EDX) spektroskopisi ile aragtirilmistir. Sonug olarak, yiiksek hassasiyet
ve segicilikte gelistirilen ve modifiye edilen biyosensoriin detayh elektrokimyasal analizi ve

toksin tayin analizinin sonuglar1 ¢alismamizda detayl olarak incelenmistir.



2. BIYOSENSORLER

Biyosensor teknolojisinin  baglangict 1962 yilinda Leland C. Clark’in enzim
elektrotunu gelistirmesiyle baslamistir (Clark vd., 1962). Biyosensor terimi ise ilk olarak
1977 yiinda arastirma sozliiglinde kullanilmigtir (Arora, 2013). Uluslararast Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)’a gore biyosensor tanimi hedeflenen biyomolekiiliin bir
doniistiiriici yardim ile elektriksel sinyallere doniistiiren biyoanalitik bir cihazdir (Sun vd.,
2010; Faridbod vd.,2014). Biyosensorler, patojenlerin, proteinlerin ve hedeflenen analitlerin
hizli tespit edilebilmesi i¢in tasmabilir, cabuk sonug¢ verebilen, diisiikk maliyetli araglardir
(Kog vd., 2021a). Kiiresel biyosensor pazar1 ekonomik olarak gittik¢e artan bir degere sahip
olmakla birlikte ve tiiketici, saglik ve endiistriyel testlerde siirekli gelisen disiplinlerarasi

arastirma alanidir (Goode vd., 2015).

2.1. Biyosensorlerin Temel Bilesenleri

Biyosensorler kimyasal ve/veya biyolojik olarak tespit edilebilen bir sinyali elektrik
sinyaline doniistiiren kimyasal ve/veya fiziksel donistiiriicii kullanarak entegre biyolojik bir
algilama malzemesi iceren bir cihazdir (Banica, 2012). Biyosensoriin temel bilesenlerinin

sematik olarak gosterimi Sekil 2.1'de goriilebilmektedir.
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Sekil 2.1. Biyosensorlerin genel sematik gosterimi (Kumar ve Neelam, 2016).

Analit ve biyomolekiil arasmda gergeklesen kimyasal reaksiyonun gergeklestigi
sensor platformu, bir doniistiiriiciiniin yiizeyidir (Ciucu, 2014). Doniistiiriicii, enerjiyi baska
bir kimyasal enerjiye yani istenilen bir elektrik sinyaline doniistiirmektedir. Ayrica elde
edilen sinyali elektronik devrede kullanabilmek i¢in sinyali kullanilabilir bir hale getirmek

icin de sinyali islemektedir (Evtugyn vd., 1998; Karube ve Nomura, 2000).



2.2. Biyosensorlerin Siiflandiriimasi

Biyosensorler kullanilan doniistiiriicii tlirli, immobilizasyon teknigi gibi ¢esitli
parametreler dikkate alinarak smiflandirilmaktadir. Elde edilen sinyali kimyasal, optik, kiitle
veya sicaklik degisimi gibi tekniklerle doniistiiriicii, elektrik sinyaline doniistiirmektedir.
Cesitli doniistiiriicti tiirlerine ve/veya doniistiiriilen sinyallere bagl olarak, biyosensorler
baslica su sekilde ayrilabilir: elektrokimyasal, optik, termal, piezoelektrik vb. gibi alt
basliklarda siniflandirilabilmektedir (Kauffman, 2002; Faridbod vd., 2014).

2.2.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyomolekiil ile analit arasnda gergeklesen
reaksiyonun elektrotlarin ylizeyinde kimyasal bir degisiklik trettiginde elektrik sinyali
iretmektedir (Ho vd., 1999; Magalhaes vd., 1998). Elektrokimyasal biyosensorler farkli
Olcim tekniklerine alt bagliklara ayrilmaktadir. Bunlar amperometrik, kronoamperometri,

potansiyometri, voltametrik ve impedimetrik gibi dl¢iim tekniklerine gore smiflandirilabilir.

Amperometrik elektrokimyasal biyosensorler, sabit uygulanan bir potansiyel altinda
biyokimyasal reaksiyondaki bir elektroaktif tiirlin  yiikseltgenmesinden veya
indirgenmesinden kaynaklanan akimin siirekli olarak Olg¢iilmesine dayali bir teknik
olmaktadir (Eggins, 2002; Luppa vd., 2001). Kronoamperometrik elektrokimyasal
biyosensorler, bagka bir amperometrik teknik ile ¢alisan, elektrota kare dalga potansiyelinin
uygulandigi ve kararli haldeki yani sabit durumdakiakimmin zamanin bir fonksiyonu olarak
olgiildiigli bir tekniktir. Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensorler, sistemdeki hiicre
akim sifir oldugunda iki elektrot arasindaki elektriksel potansiyel farkinin oOlciilmesi
teknigine dayali bir tekniktir (Chaubey vd., 2002; Orazio vd., 2003). Voltametrik
elektrokimyasal biyosensorler, bir potansiyelin degistirilmesi ve ardindan ortaya ¢ikan
akimm Olciilmesi yoluyla analitin miktar1 ve varligi hakkinda bilgilerin elde edildigi bir
tekniktir. Bir potansiyeli degistirmenin bir¢ok yolu oldugundan, voltametri yontemlerinin

kendi igerisinde de bir¢ok alt baslikta 6lgiim teknikleri icermektedir.



2.2.2. Optik biyosensorler

Optik biyosensorler, optik 6l¢lim prensibini kullanan, bir 151k kaynaginin beraberinde
belirli niteliklere haiz bir 151k demeti meydana getirerek ve fotodedektorle birlikte

algillayarak sensorlin algillama merkezine yonlendirip isleyen biyosensorlere denir
(Leatherbarrow vd., 1999).
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Sekil 2.2.0ptik biyosensorlerin sematik gosterimi (Estrela vd., 2016).

Optik biyosensorler, ekipmanin elektriksel olmayan, disarida miidahale dilemeyen
giivenli bir sekilde algilanma mekanizmasina sahip biyosensorlerdir. Diger sensorlere ek
olarak faydali yani genellikle referans sensorlerine ihtiya¢ duymamasidir, c¢ilinki

karsilagtirmali  sinyal, Ornekleme sensoriinde benzer bir 151tk kaynagir kullanilarak
iretilebilmektedir (Damborsky vd., 2016).

2.2.3. Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik biyosensorler, afinite etkilesimi kaydi yasasini esas alarak calisan
sensorlerdir. Piezoelektrik platformu, bir piezoelektrik kristalin yiizeyindeki sicramasi
nedeniyle salinim doniislimii yasasi iizerinde c¢alisan sensorlerdir (Pohanka, 2018).
Piezoelektriklik veya piezoelektrik etki, bir malzemenin mekanik olarak gerildiginde voltaj

iiretme yetenegini ifade eden fiziksel bir olgu oldugu bilinmektedir (Hess vd., 2013).
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Sekil 2.3. Piezoelektrik biyosensorlerin sematik gosterimi (Choudhary vd., 2015).

Piezoelektrik biyosensorler giin gectikce kullanimi artan ve popiiler bir tekniktir.
Piezoelekrik biyosensorlerde kuvars kristal mikrobalans (QCM) platformu, QCM'nin
elektronik cihazlarda yaygm olarak kullanilmasi ve ticari olarak yayginlagsmasmdan dolay:

piezoelektrik immiinosensor oldukga popiilerdir (Pohanka, 2018).

2.2.4. Enzimatik biyosensorler

Enzimatik ve/veya enzim sensorleri, hedef analitin konsantrasyonuyla orantili bir
sinyal liretmek icin bir donistiiricii kullanarak bir enzimi birlestirmek i¢in kullanilan
sensorlerdir. Enzimler bulunduklar ortamda katildiklar1 kimyasal tepkimelerden Slgtilebilir
bircok reaksiyon iiriinii meydana getirmektedirler. Bu meydana getirdikleri reaksiyon

tirtinlerini (elektron, 151k, 1s1 ve proton) biyoreseptor olarak kullanan biyosensorlerdir.
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Sekil 2.4. Enzimatik biyosensdrlerin sematik gosterimi (Sarma vd., 2008).



2.2.5. DNA ve RNA biyosensorleri

DNA-RNA biyosensorleri bulasici ve genetik hastaliklarmn hizli, basit ve diisik
maliyetli analizi i¢in niikleik asit tanmmlama tekniklerine dayali olarak gelistirilen
biyosensorlerdir. Ayrica savunma, gida, klinik, c¢evresel vb. alanlarda kullanim gittikge

artmaktadir.

Sekil 2.5. DNA biyosensorlerin sematik gosterimi (Odenthal vd., 2007)

Enzim ve antikorlardan farkl olarak, niikleik asit katmanlarmin taninmasi, tespit
edilmesini Onceleyerek gelistirilen biyosensorlerdir. Normal hibridizasyon yontemi ile
karsilastirildiginda, bu biyosensorler istenilen sonuglara basit, daha ucuz ve daha hizl bir
sekilde ulasma konusundaki muazzam potansiyelleri nedeniyle polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) gibi yontemlerin yaninda son yillarda tercih sebebidir. Ayrica, bu sensorler
artirllmistir, ancak sensor teknolojilerini, tespit planlarini, analitik ve prosediirler icin
enstriimantasyonlart gelistirmek i¢in temel aragtirma hala gerekli olmaktadir (Kavita, 2017,

Rafique vd.,2019).



2.3. Biyosensorlerin Avantajlar1 ve Dezavantajlar:

Biyosensor teknolojilerindeki son zamanlardaki gelismeler kisa siirede sonug,
dogruluk ve maliyet agisindan geleneksel yontemlere gore tercih sebebi olmustur. Genel
modern biyosensorler, mikro ve nanofabrikasyon teknolojilerinden ve optik, elektriksel ve
mekanik doniistiiriiciiler dahil olmak tizere cesitli algilama stratejilerinden yararlanilarak
gelistirilirler. Klinik ihtiyaca ragmen, biyosensorlerin arastirma laboratuvarlarindan klinik
uygulamalara glikoz sensorleri harig siirekli kullanilmamasi dikkate deger bir gozlem olarak
gorlilmektedir. Biyosensor gelistirirken {istesinden gelinmesi gereken zorluklar arasinda
numunenin hazirlamasi, sistemin entegrasyonu ve c¢evre kosullarnin etkisi gibi temel
zorluklar karsilagilmast muhtemeldir. Mikroakigkan teknolojisi ile entegre olan
biosensorlerin 6zellikle saghk ve gida sektoriinde istenen analitin teshisine fayda saglama
potansiyeli on yillardir gosterilmis olsa da dogrudan entegre ¢ipler hastanelerde ya da
fabrikalarda tek metot olarak kullanilmamaktadir. Teknolojik temel bakis acisi, saglanan
faydalar1 en st diizeye ¢ikararak, farkli bulasici viriisler veya bakteriler icin idrar, kan,
tiikiirik gibi genis bir klinik numune yelpazesini kullanabilen entegre mikroakigkan

biosensorler gelistirmektir.

Biyosensorlerin avantajlarint maddeler halinde inceledigimizde;
e Genis limit araliginda cevap verebilmesi,
e Yiiksek stabilite,
e Diisiik maliyet,
e Kiiciik boyutlar,
e Hizh yant,
e Hedeflenen analite kars1 segicilik,

e Tasmabilir sistem,

Biyosensorlerin dezavantajlarin1 maddeler halinde inceledigimizde ise;
e Biyosensor hazirlamanin uzun siirebilmesi,
e Biyokomponentlerin Omiirlerinin smirl olmasi,
e Qelistirilen biyosensorleri steril tutabilme zorlugu,

o C(Cevresel etkilerden etkilenebilmesi,



Sonug¢ olarak biyosensorler gelisen teknolojiyle birlikte siirekli kendini bir iist
noktaya tagimasiyla diger analitik yontemlerin yerini almaya aday teknolojilerden biri olarak
goriilmektedir. Klinik, savunma, gida vb. alanlarda artan ihtiyaci karsilayabilmek icin
geleneksel yontemlerden farkli olarak dezavantajlari minimize edilerek sagladigi ytiksek

avantajlar nedeniyle oniimiizdeki yillarda vazgecilmez bir teknoloji olmasi beklenmektedir.



3. GIDA GUVENLIGi VE DOMOIK ASIT

Giin gectikge beslenme aliskanliklarindaki hizli degisimler sebebiyle gida gilivenligi
biiylik onem kazanmaktadir. Diger yandan toksinler, patojenler ve ¢evresel kirleticiler gida
kaynakl hastaliklara neden olmakta ve insanlar i¢in ciddi tehdit olusturmaktadir. Sonug
olarak, 2015 yilinda kiiresel gida giivenligine ayrilan biit¢ce 2,5 milyar dolar iken, 2023 yili
sonuna kadar24,6 milyar dolar olmasi beklenmektedir (Kog¢ vd.,2021a). Diger yandan, hizla
kirlenen deniz ve su kaynaklari sadece biyolojik cesitliligi degil tiim hayati olumsuz
etkilemektedir. Yapilan arastirmalar, ilging bir sekilde gida kaynakli salgm vakalarinda,
balik iriinlerinin ilk sirada oldugunu gozler o6niine sermektedir. Balik ve deniz iiriinleri,
protein agisindan zengin olup yag icerikleri oldukc¢a diisiiktiir. Bununla birlikte deniz
tirlinlerinin ve baliklarin tiiketimi birgok yemek kiiltiiriiniin 6nemli bir pargasidir. Tiirkiye'de
avciligil en ¢ok yapilan deniz baliklarinin iiretim miktarlarma bakildiginda ilk sirayr hamsi
alirken ikinci swrada ise sardalya bulunmaktadir (Gida Tarim ve Hayvanciik Bakanhgi,

2017).

Sekil 3.1. Domoik asitin kimyasal yapisi.

Domoik asit (DA) fitotoksin grubu igerisinde olup suda ¢oziinebilen ndrokimyasal
stiregleri inhibe eden, kisa siireli hafiza kaybina, beyin hasarma ve ciddivakalarda insanlarda
6liime neden olan bir norotoksindir (Clayden vd., 2005). DA ii¢ adet karboksil (-COOH)
grubu igeren, tadi ve kokusu olmayan bir norotoksindir. DA insan beyninin hipokampus
bolgesine etki eder ve beyindeki bu bolge, insanin hafizasina, yon bulmasina ve i¢ organlarin
fonksiyonlarmin kontroliinde rol oynadigimdan insan saghigi agisindan tiiketilmesi biiyiik

zarara yol agabilir. Deniz toksinlerinde bulunan DA, norotoksin olan ve suda ¢oziinebilen
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fitotoksinler grubunda yer almakta olup, bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, midye, midye,
jilet, yengeg, 1stakoz, sardalya ve hamsi gibi baliklarin bir kisminda oldugu goriilmiistiir.
Deniz irilinlerinin temizlenmesi ve pisirilmesi bu toksinleri yok etmez veya ortadan
kaldirmaz. DA ve izomerleri belirli bir miktarin tizerinde tiiketildiginde, insanlarda kabuklu
deniz hayvani zehirlenmesinden (ASP), bulanti, kusma, ishal, karmda rampalar, bas
donmesi, bas agrisi, yonelim bozuklugu, ndbetlerden kaynaklanan hafiza bozukluklarma
(kisa stireli veya kalici hafiza kaybi) neden olabilir (Jeffery vd., 2004). Biyosensorlerin
gelistirilmesi icin en 6nemli itici giliclerden biri, toksik kimyasallarin tespiti i¢in artan
taleptir. Bu nedenle, ¢esitli sensor teknolojisi yontemleri gelistirilmistir (Wan vd., 2015).
Toksinlerin analizi su anda yiiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromatografi-
kiitle spektroskopisi (LC-MS), ince tabaka kromatografisi ve ELISA gibi immiinokimyasal
yontemler ile gerceklestirilmektedir (Kania vd., 2003). Bu yontemler pahali ve biiyiik
malzeme tiiketimi, kapsamli numune temizligi, sik sistem bozulmasi gibi bazi Snemli
dezavantajlant vardir (Berre vd., 2006; Zhang vd., 2017). Bu neden gida giivenligi igin
gergeklestirilmesi  gereken toksin analizinde yiiksek hassasiyet, secicilik, hizli analiz,
karmagsik yapilar icerisinde analiz olanagi ve mikro boyutlarda cihaz elde edilebilmesi gibi
ozellikleri nedeniyle elektrokimyasal biyosensorlerin diger teknolojilere kiyasla ¢cok yaygin

olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir (Shah vd., 2003).

Biyosensor gelistirme calistirmalarinda birgok farkl platformlarda ve farkli 6l¢iim
teknikleri kullanarak hedef analiti tespit etmeye yOnelik sensor ¢aligmalart bulunmaktadir.
Kullanilan teknikler ve platform hedef analitin tespitinde ve tespit edilen miktarinda
farkliliklara neden olmaktadir. Asagida domoik asit tespiti i¢in i¢in yapilmis caligmalar

Ozetlenmistir.

Traynor vd., yapmis olduklar1 ¢alismada optik biyosensorler olarak ylizey plazmon
rezonans (SPR) yontemi kullanarak DA ’yakarsi tavsan poliklonal antikoru kullanilarak DA
tespit calismalarin1 gergeklestirmiglerdir. CMS5 ¢ip kullanilarak gergeklestirmis olduklar
calismada tayin limitini (LOD) 1,06 pg/g olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir (Traynor
vd., 2006). Colas vd., yapmis olduklar1 ¢alismada da ayni sekilde ylizey plazmon rezonans
(SPR) yontemi kullanarak biyosensor gelistirmislerdir. N-F2 glass ¢ip kullanilan ¢alismada
oldukca diisiik olarak tayin limitini (LOD) 0.1 ng/mL olarak tespit ettiklerini bildirmiglerdir
(Colas vd., 2016).
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Bir baska c¢alisma olan Micheli vd., ise diferansiyel puls voltametrisi (DPV)
kullanarak kabuklu deniz canlilarindaki domoik asit tayini i¢in immiinosensor
gelistirmislerdir. Elektrot malzemesi olarak grafit ekran baskili elektrot kullanilan ¢alismada
tayin limitini (LOD) 5 ng/mL olarak bulmuslardir (Micheli vd., 2004).

Zuki vd., yapmis olduklar1 baska caligmada dongiisel voltametri (CV) kullanarak

domoik asit tayini i¢in biyosensor gelistirmislerdir. Elektrot malzemesi olarak altin ekran
baskilt

elektrot kullanillan ¢alismada tayin limitini

(LOD) 0,02378 g/mL olarak
belirlemiglerdir (Zuki vd., 2019).

Marques vd., yapmis olduklart caligmada biyo-alan etkisi iletimi yontemi kullanarak
domoik asit tayini i¢in biyosensor gelistirmiglerdir Karbon nanotiiplere dayali tek

kullanimlik alan etkili transistorler kullanilarak yapilan ¢alismada tayin limitini (LOD) 10
ng/L olarak rapor etmislerdir (Marques vd., 2017).

Nelis vd., yapmis olduklarnn calismada elektrokimyasal empedans spektroskopisi
(EIS) yontemi kullanilarak biyosensor gelistirmislerdir. Sekil 3.2.'de de goriilecegi ilizere

ekran baskili elektrotlar ve modifiye edilmis ekran baskili elektrotlar kullanilarak olarak

tayin limitini (LOD) 0.4 ng/mL olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir (Nelis vd., 2020).

Domoic acid
quantification
in scallops

Nanomaterial
modification
®CB

0% 10 10° 102 10" 10° 10’
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Sekil 3.2. Nanomalzemelerle modifiye edilmis ekran baskili elektrotlarin (NM-SPE) ve 6n
isleme tabi tutulmus SPE'lerin optimizasyonu ve domoik asit tespit caligmalarmin sematik
gosterimi (Nelis vd., 2020).
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4. ELEKTROKIMYASAL EMPEDANS SPEKTROSKOPiSI

Elektrokimyasal Empedans spektroskopisi (EIS), sistemin periyodik olarak kiiglik
genlikteki alternatif akim (AC) sinyaline kars1 olusturdugu elektrik tepkisini incelemektedir.
Sistem igerisinde Olglimler farkl frekanslarda gergeklestirilir, bu nedenle spektroskopi adi
verilir). EIS analizi yapilacak numune genellikle elektrotlara baglanir ve Olclimler
sonrasinda empedans sonuglan elde edilmektedir (Lvovich, 2012; Yiiksekkaya, 2017). EIS,
elektrot/elektrolit ara yiizey 6zelliklerinin 6zelliklerini arastirmak igin etkili bir teknik olarak
kabul edilmektedir (Athey vd., 1995). Bunlara ek olarak, EIS giivenilir karakterizasyon ve
optimizasyon teknigi olarak kullanilabilmektedir (Samie ve Arvand, 2020). EIS yontemi,
hizl1 ve basit olma avantajina sahip olmasmin yani sira, 6l¢glim sirasinda/sonrasinda sensor
davranisint degistirmez. Bu nedenle, EIS, sensor ozelliklerini incelemek igin invazif
olmayan ve etkili bir ara¢ olarak tanimlanabilmektedir. EIS uygun sartlar altinda 6l¢iim
alindiginda sensor sistemlerindeki elektrokimyasal olaylar1 karakterize etmek igin 6nemli ve
etkili bir yontemdir (Kog¢ vd., 2021a). EIS, dogrusal zamanla degismeyen sistemlerin
analizinde yaygin olarak kullanilan transfer fonksiyonu 6l¢iimiidiir (Orazem ve Tribollet,

2017).

a Electrochemical system b Perturbation signal ¢ Electrochemical response
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Sekil 4.1. Elektrokimyasal sistemlerde EIS 6l¢limii igin gerekli adimlarin sematik gosterimi, a)
elektrokimyasal sistem, b) pertlirbasyon sinyali, c) elektrokimyasal cevap, d) grafiksel
gosterim, e) esdeger elektrik devresi ve modeli (Wang vd., 2021).
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Sekil 4.1°de elektrokimyasal sistemlerde EIS ol¢limii almak icin ayrintili sematik
gosterilmistir. Sekil 4.1 a’da elektrokimyasal sistem icin, calisma elektrotu (WE), karsit
elektrot (CE) ve referans elektrotu (RE) igeren bir sistem kurulmalidir. Calisma elektrotu ile
referans elektrot arasina bir potansiyel E(t) uygulanir ve ortaya ¢ikan akim karsit elektrotta
(CE) olgiiliir. Sekil 4.1 b’de gosterilen periyodik bir pertiirbasyon sinyali WE ve RE arasinda
yiiksek frekanslardan diisiik frekanslara dogru genlik potansiyel (AE) uygulanir ve duruma
kars1 verilen elektrokimyasal tepki lineer alanda Sekil 4.1 c’de gosterilmistir. Sekil 4.1 d ve

e’de empedans verileri gosteri Nyquist veya Bode diyagramlartyla yapilmaktadir ve esdeger
elektrik devresi ile modellenerek temsil edilmektedir (Wang vd., 2021).

Elektrokimyasal sistemi farkli frekanslarda uyarmak icin kiicliik genlik potansiyel
kullanir. Sistemin tepkisini (akim veya potansiyel) Olcerek, bir transfer fonksiyonu
hesaplanir. Bir elektrokimyasal hiicre durumunda sistemin elektrokimyasal empedansi (Z)

su sekilde ifade edilebilir (Orazem ve Tribollet, 2017);

V(w)
I(w)

_ Vi _
Ziwy = =

Iw)

(cos ¢ (w) +jsing (w))=Z, +jZ 4.1)

w =2nf (4.2)

Denklem 4.1 ve denklem 4.2°deki o agisal frekansi ifade etmektedir. o, hertz birimiyle ifade
edilen frekansa (f) bagh olarak ifade edilmektedir. Denklem 4.1°deki ¢ giris ve ¢ikis
sinyalleri arasindaki faz agisidir ve j ise -1’e¢ esit olan sanal sayiy1 ifade etmektedir.
Potansiyel (V) ve akim (I) degiskenleri, siniizoidal bir fonksiyonun genligini ve fazini
aciklayan karmasik zamanla degismeyen sayilardir. Denklem 4.1°de de gosterildigi gibi
elektrokimyasal empedans (Zo), frekansa bagimli ger¢ek empedans (Z:) ve sanal empedansi
(Zj) igeren bir karmasik say1 olarak belirtilebilir (Orazem ve Tribollet, 2017; Wang vd.,
2021).
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Sekil 4.2. EIS 6l¢iimlerinde empedans yanitlarinin gosterimi, a) Nyquist grafigi ve b) Bode
grafigi (Benetton vd., 2012)

Sekil 4.2°de empedans cevaplarnin Nyquist ve Bode grafiklerinin gosterimi
goriilmektedir. Sekil 4.2 a’daki Nyquist grafiginde, x ekseni empedansin gercek kismini (Zr)
ve y ekseni ise empedansm sanal kismini (Z;) olarak x-y diizleminde konumlandirilmistir. X
ekseninin ilk kestigi nokta yani yiliksek frekans limiti elektrolit direncini (Re), olusan yarim
¢emberin cap1r da sarj aktarim direncini (Rct) ifade eder. Sekil 4.2 b’de ise Bode grafigi
goriilmektedir. Bode grafiginde, y ekseninde bagimsiz bir degisken olarak faz agis1 (y) ve

empedans modiilii (|Z|) ve z ekseninde ise frekans degerleri igerir.
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4.1. Esdeger Devre Modelleri ve Elemanlar:

Esdeger devre modellemesi, deneysel ¢iktilar1 bir esdeger devre modeline uydurarak
cesitli alt parametrelerle analiz yapmaya yardimci olan elektrik devreleridir. Esdeger
devreler ve devre elemanlari, elektrokimyasal sistemin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin

analiz edilmesi ve anlasilmasi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir. (Yiiksekkaya, 2017).

Equivalent Electrical Circuit (EEC) models
c1 C2)1 Ciyy
—
R1 . A
Electrochemical interface 1 Oxides products 2
Rt
{ } 'y ; : (: Rs
g P L) e
R
. ={=N\=
Coating and paints layers 3 Corrosion mechanism 4
¢t c1
R o=
= R1
Adsorption process 5 Diffusion control 6

Sekil 4.3. Elektrokimyasal sistemlerde en ¢ok kullanilan esdeger devre modellerinin
gosterimi (Hernandez vd., 2020).

Sekil 4.3°te farkli elektrokimyasal sistemlerde en ¢ok kullanilan esdeger devre
modelleri goriilmektedir. Her sistem i¢in ve uygulanacak yontem icin uygun esdeger devre
modeli belirlenmesi gerekmektedir. Elektrokimyasal ara yiizey degisimlerini arastirma i¢in
kullanilan esdeger devre modeli, elde edilen empedans yanitlarna goére modifiye
edilebilmektedir. Buradan da anlasilacagi {izere her sistem i¢in tek bir model uygulanmasi
miimkiin olmadig1 durumlarda modeli modifiye ederek empedansm yanitini en uygun

yorumlanmasini saglayacak model ile modellenmesi elzem oldugu goriilmektedir.
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4.1.1. Elektrolit direnci

Elektrolit direnci (Re, Rs) bir baska degisle omik direng, elektrolit bir ¢ozeltide
¢ozeltiden iyonlar transferinde elektron akisini engellemesi sonucu ortaya ¢ikan direngtir.
Referans elektrot tarafindan analiz sonucunda kaydedilen voltaj ile giris ve ¢ikis voltajlarini
karsilagtirarak elektrolit direnci belirlenmektedir. Bir bagka tanimla Re elektrot ile elektrolit
¢ozeltisi arasinda meydana gelen temas direncini ifade eder. Re degeri, Nyquist grafiginin
yiiksek frekans bolgesinde x ekseninin (Zrea) kestigi noktanin hesaplanmasiyla elde
edilmektedir (Orazem ve Tribollet, 2008). Elektrolit ¢ozeltisinin derigim, iyon tipi, sicaklik
ve aktif elektrot alan1 gibi cesitli 6zellikleri omik dirence etki etmektedir. Bu nedenle
cozeltinin  Ozellikleri ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle degisen elektrolit direnci,
elektrokimyasal hiicre empedansini dogrudan etkilemektedir (Ko¢ vd., 2021a).
Elektrokimyasal hiicrenin iyon tasiyici aktif elektrot alan sabit kabul edildiginde Re, denklem
4.3’te su sekilde gosterilmistir (Lvovich, 2012);

L
R=p-
Pa (4.3)

Denklem 4.3’te, R elektrolit direncini, p 6zdirenci, t paralel elektrotlar arasindaki
mesafeyi, A ise sabit elektrot alanmi ifade etmektedir. Bununla birlikte, ideal kosullarda
elektrolit direncini matematiksel olarak tam hesaplamasi yapilamayabilir. Bu nedenle
denklem 4.3’te direnci denklemi yalnizca iiretilen direncin bir tahmini olarak gecerlidir.
Deneysel elektrolit direnci direnci tiim ortam direnglerinin, malzeme 06zelliklerinin etkisi

katilarak EIS ¢iktilarinm uygun model ile modellenerek hesaplanmasi en uygun yontemdir.

(Kog vd., 2021a; Lvovich, 2012)

4.1.2. Sarj transfer direnci

Elektrot ile elektrolit ara yiizeyinde meydana gelen yiik aktarmmi genellikle
elektrokimyasal reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Ara yiizeydeki elektrokimyasal
reaksiyonlar, yiik transfer reaksiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Bagka bir deyisle, elektrot
ile elektrolit ara yiizeyindeki sarj transfer direncinin (Rct) nedeni sarj transfer

reaksiyonlaridir (Orazem ve Tribollet, 2008). Elektrokimyasal sensorler icin, yiik transfer
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direnci, immobilizasyon iglemi sirasinda elektrotlar iizerindeki yilizey katmanlarinin
tanimlanmasini saglamaktadir. Sarj transfer direnci, elektrolitteki iyonlarin elektrota hareket
etmesiyle elde elde edilmektedir. Sarj aktarim sonucu, bir bagka deyisle yiik aktarimmin
sonucu olarak meydana gelen akim akisi ile aktarilan iyonlarin derigimine, elektrokimyasal
reaksiyonlardan kaynaklanan potansiyele ve reaksiyonun iirlinlerine baghdir. EIS analizi

sonucu elde edilen Nyquist grafiginde yiiksek frekansh bolgedeki yarim ¢emberin ¢apina
esittir (Orazem ve Tribollet, 2008; Kog vd. 2021b).

4.1.3. Cift tabaka kapasitansi

Elektrottave onu ¢evreleyen elektrolit arasindaki ara yiizde elektriksel bir ¢ift katman
bulunmaktadir. Elektrot iizerindeki iyonlar ve elektrottaki elektronlar nedeniyle bu c¢ift
tabaka olusturmaktadir. Bu iki yiik katmani birbirinden ¢ok kalin bir dielektrik ile
ayrildigimmdan  bir kapasitér olusturmakta ve ¢ift katmanh kapasitans olarak
adlandirilmaktadir. Cift katmanl kapasitansmn degeri birgok degiskene bagl olmaktadir.
Bunlar elektrotun potansiyeli, sicaklik, iyonik konsantrasyonlar, iyon tiirleri, oksit

katmanlari, elektrotun piiriizliliigii gibi bircok etkene bagh olmaktadir (Orazem ve Tribollet,
2008; Yiiksekkaya, 2017; Luo ve Davis, 2013).

4.1.4. Sabit faz elemani

Sabit faz eleman1 (CPE), ¢ift katmanin davramisinin kusurlu bir kapasitorii olarak
modelleyen esdeger bir elektrik devresi bilesenidir. Cift katmanl kapasitans ideal bir
kapasitor olarak modellenmistir ve bu model homojen ylizeyler i¢in kullanilmaktadir. Yiizey
homojen olmayan, piiriizlii ya da gézenekli yiizey oldugundaideal kapasitor modeli deneysel

verilere tam olarak uymamaktadir. Bu durum sabit faz eleman: (CPE) kullanilarak ile
modellenebilmektedir. Zcpe, denklem 4.4’te gosterilmistir (Orazem ve Tribollet, 2008).

7 -
CPE QW)@ @.4)



18
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CPE, homojen olmayan, piiriizlii ve/veya gozenekli arayiizler icin gercek c¢ift
katmanl kapasitansin bir Ol¢iisiidiir. Denklem 4.4’te, Q ideal bir, o« CPE'nin davranism

temsil eden ampirik bir sabitti ve ®, agisal frekansi ifade etmektedir. Denklem 4.5°te ise a

degeri 1 oldugunda ideal pliriizsiiz davranis1 gosteritken, 0 oldugunda ise saf direnci

tanimlamaktadir (Orazem ve Tribollet, 2008).



19

5.MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasinda toksin analizi yapabilen yiiksek hassasiyette ve diisiik tayin
limitine sahip elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Elektrokimyasal biyosensor
gelistirmede ekran baskili altin ve karbon elektrotlar kullanilmistir. Elektrotlarin 6ncelikle
elektrokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra ise biyofonksiyonellestirilmesi,

rejenerasyonu ve gelistirilen biyosensor yiizeyleri ile domoik asit tayin analizleri yapilmistir.

5.1. Deneysel Cahsmalarda Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan domoik asit (DA) Fluorochem'den, N-(3-Dimetil
aminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC), 11-Merkaptoundekanoik asit (11-
MUA), N-Hidroksistiksinimit (NHS), GmbH'den elde edilmistir. Monoklonal anti-Domoik
asit (anti DA-mAD), Inycom Biotech'ten satin alinmistir. Streptavidin, glutamik asit, aspartik
asit, etanol, Altn (III) kloriir trihidrat (HAuCls), potasyum ferrisiyaniir (K3Fe(CN)e),
potasyum ferrosiyaniir (K4Fe(CN)e) sirastyla Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.

5.2. Deneysel Cahsmalarda Kullamilan Elektrotlar

Deneysel ¢alismalarda dropsens marka ekran baskili altin elektrot (DRP-220AT) ve
ekran baskili karbon elektrot (DRP-110) kullanilmistir. Her bir ekran baskili elektrot,
L33xW10xH0,5 mm boyutlarinda seramik bir alt tabaka tlizerinde yerlesik durumdadir.
Ekran baskili altin elektrotlarn ¢alisma ve karsit elektrotu altin, referans elektrotu ise
glimiistiir. Ekran baskili karbon elektrotlarin ise ¢aligma ve karsit elektrotu karbon, referans
elektrotu giimiistlir. Ekran baskili altin ve karbon elektrotlarin ¢alisma elektrot bolgesinin

alan1 0,1256 cm?’dir. Sekil 5.1°de ekran baskili altin ve karbon elektrotlar gosterilmistir.
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Sekil 5.1. Ekran baskili elektrotlar, a) ekran baskili karbon elektrot, b) ekran baskili altin
elektrot.

5.3. Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Cihazlar
5.3.1. Potensiyostat cihazi

Tim elektrokimyasal Ol¢iimler Gamry Framework ve Gamry Echem Analyst
programlar1 eslifinde Gamry Reference 3000 potentiostat/galvanostat/ZRA cihazinda
yapilmistir.

Sekil 5.2°de elektrokimyasal Olclimlerin yapildig1 potensiyostat cihazi ve
Faraday kafesi icerisine yerlestirilmis deney diizenegi bulunmaktadir. Sekil 5.2 b’de
Faraday kafesi icerisinde yerlestirilmis ekran baskili elektrot baglanti cihazi ve baglanti
cihazina takilmis ekran baskili elektrot géziikmektedir.

Sekil 5.2. a) Gamry Reference 3000 potentiostat/galvanostat/ZR A cihazi, b) Faraday kafesi
icerisinde diizenege yerlestirilmis elektrot ve baglayici.
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5.3.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Deneysel calismalarda SPGE ve SPCE’lerin yilizey morfolojik ve mikro yapisal
ozelliklerini incelemek icin Eskisehir Osmangazi Universitesi biinyesinde bulunan taramah
Hitachi Regulus 8230 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) cihazi ile karakterize edilmistir.
Sekil 5.3 te goriilmekte olan SEM cihazina entegre sekilde bulunan Enerji Dagilml X Isin1
Spektroskopisi (EDX) cihazi ile elemental analizi gerceklestirilmistir.

Sekil 5.3.Hitachi Regulus 8230 marka FE-SEM-EDX cihazi.

5.3.3. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Deneysel calismalarda SPGE ve SPCE’lerin ylizeylerindeki piiriizlilik degeri ve
maksimum-minimum noktalar arasi farklari gormek icin Ambios Q-Scope 350 marka

atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilmistur.

Sekil 5.4.Ambios Q-Scope 350 marka AFM cihazi.



22

5.4. Ekran Baskih Altin ve Karbon Elektrot Yiizeylerinin Biyofonksiyonellestirilmesi

Elektrot yiizeyine, kimyasal madde ve molekiillerin kendiliginden ya dadisaridan bir
etkiyle tutturularak istenilen aktiflige getirilmesine biyofonksiyonellestirilmesi denir.
Biyofonksiyonellestirilen elektrot ylizeyine bir reaktifin cesitli etkilerle tutturulmasi ve
modifiye ylizeye reaktifin davranisinin  kazandirilmasiyla yeni elektrot yiizeyleri
tasarlanabilmekte, pek ¢ok elektro-analitik problem ¢oziilebilmekte, yeni analitik uygulama
ve sensor ¢alismalarmi gelistirilmesi miimkiin olabilmektedir (Zhang vd.,2017; Shin vd.,

2016)

Ekran baskili altin elektrot yiizeyine Oncelikle 1 saat boyunca 10 mM derigiminde
11-MUA inkiibe edilmesiyle kendiliginden olusan tek tabakali (SAM) yiizey olusumu
saglanmistir. SAM olusumu, karboksil iceren tiyollerin yilizeyde olusmasimi saglamaktadir.
Daha sonra yiizey etanol ile yikanmis ve baglanmamus tiyolleri uzaklastirmak icin PBS ile
durulanmigtir. Daha sonra streptavidin, NHS/EDC varliginda karbodiimid reaksiyonu
yoluyla 11-MUA'ya immobilize edilmistir. Karbodiimid reaksiyonu, 50 mM EDC ve 50 mM
NHS'min 1:1 oraninda 50 mM sitrik asit tamponu (pH=4.5) icinde 30 dakika boyunca
inkiibasyonuyla olusmaktadir. Daha sonra 1 saat boyunca 1,25 pg/mL derisimindeki
streptavidin inkiibasyonu yapildi. PBS i¢inde 1,25 pg/mL derisimindeki biyotinlenmis
antikorlar (mAb-DA), inkiibasyon yoluyla streptavidin iizerine baglanmasi saglanmistir.
Miiteakiben dort farkl derisimdeki (0,01 ng/mL; 0,09 ng/mL; 0,9 ng/mL ve 4 ng/mL)

domoik asit (DA) inkiibasyonu yapilarak biyofonsiyonellestirme islemi tamamlanmustir.

Ekran baskili karbon elektrotun biyofonksiyonellestirilmesinde ise karbon ¢alisma
elektrotu tizerine SAM baglanabilmesi i¢in elektrot ylizeyi oncelikle aktiflestirme islemine
tabi tutulmustur. Aktiflestirme islemi asetat tampon ¢ozeltisi (pH=4.6) kullanilarak 0 ile 1,6
V potansiyel altinda, 100 mV/s tarama hizinda, dongiisel voltametri yontemiyle ile elektrot
ylizeyde -COOH gruplar1 olusturulmustur. Daha sonra elektrot yiizeyinde ekran baskili altin
elektrottaki gibi modifikasyon agsamalar1t uygulanarak biyofonksiyonellestirme islemi

gerceklestirilmistir.
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5.5. Ekran Baskih Altin ve Karbon Elektrot Yiizeylerine Altin Nanopartikiil
Modifikasyonu

Ekran baskili elektrotlarin altin nanopartikiil (AuNP) modifikasyonu ile dahaiyi ve
spesifik SPGE ve SPCE yiizeyi elde etmek i¢in modifiye edilmistir. 1lk olarak, —0,6 V
uygulanan potansiyel altinda pozitif bir elektrot yiizeyi elde etmek i¢in elektrot ylizeyinde
0,5 M H2SO4 ¢ozeltisi ile ylizey aktivasyonu gergeklestirilmistir. AuNPs modifikasyonu 0,5
M H2SOg4 igerisinde hazirlanan 2 mM HAuCls derisimindeki ¢ozelti SPGE {izerine eklenerek
—0,3 V potansiyel altinda optimum modifikasyon siiresini belirlemek i¢in 30 s, 60 s, 90 s, 120
s ve 150 s elektrobiriktirme siireleri EIS ile belirlenmigtir. Modifikasyondan sonra
baglanmamis AuNP'ler, sirastyla ultra saf su ve etanol ile yikanarak yiizeyden uzaklastirilmustir.

Sekil 5.5’te AuNP modifikasyonunun SPGE {izerinde sematik olarak gosterilmektedir.

Electrodeposition

Bare SPGE | >  AuNPs/SPGE

L4

2 mM HAuCI, in 0.5 M H,SO,

Counter

: / Flectrode
y i \ Reference
L > Electrode

Sekil 5.5. SPGE iizerine AuNP modifikasyonunun sematik gosterimi.

Working
Electrode

Ekran baskili karbon elektrotun ylizeyi de AuNP modifikasyonu yapilarak elektrot
ylizeyi daha spesifik hale getirilmistir. Ekran baskili altin elektrotta oldugu gibi oncelikle
elektrot ylizeyi 0,5 M H2SO4 ¢ozeltisi ile —0,6 V potansiyel altinda pozitif elektrot ylizeyi
elde etmek icin muamele edilmistir. 0,5 M H2SOs igerisinde hazirlanan 10 mM HAuCly
¢oOzeltisi kullanilarak elektrobiriktirme ile —0,6 V potansiyel altinda belirlenen optimum
stirede AuNP modifikasyonu yapilmigtir. Modifikasyon sonrasinda yiizey ultra saf su
ve etanol ile yikanarak, 12 saat boyunca nem olmayan ortamda bekletilerek

kurumasi saglanmistir. Sekil 5.6’da SPCE yiizeyine AuNPs modifikasyonun sematik
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olarak gosterimi bulunmaktadir. Sekil 5.6.’da elektrot yiizeyi H2SO4 ile muamelesi sonrasi
pozitif yiiklenerek altin nanopartikiillerin yilizeye daha iyi modifikasyonu saglanmigtir. 0,5
M H2SO04s igerisinde hazirlanmig olan 10 mM HAuCls ¢ozeltisine uygulanan —0,6 V
potansiyelde AuNP’ler, yiizeyden ¢ikan kabarciklarin ara bosluklarinda birikir ve
uygulanan potansiyel nedeniyle ylizeyden uzaklasan kabarciklar sayesinde AuNP’ler
ylzeye modifiye olur. Baglanmamis AuNP’ler ve c¢ozeltiden kalan atiklar elektrot

yilizeyinden ultra safsu ve etanol ile temizlenerek uzaklastirilmasi saglanmistir.

acl
020

ol Au fucl
; e A [AuCl]” 4c|"'.:

++ )+

3¢’ — »
(a) (b)

-::::I:.'::_'". -------- (al
I )
-0.6V-350s —x

Bare SPCE 10 mM HAuCI, in 0.5 M H;S0,4 AUNPS/SPCE

Sekil 5.6. Ekran baskili karbon elektrot iizerine AuNPs modifikasyonunun sematik
gdsterimi, a) pozitif yiiklenmis elektrot yiizeyi, b) AuNPs modifiye edilmis elektrot yiizeyi.
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6. BULGULAR VE TARTISMA
6.1. Ekran Baskih Elektrotlarin Elektrokimyasal Analizi

Ekran baskili elektrotlarin elektrolit ile elektrot ara yilizeyinin incelenmesinde, kiitle
transfer oranlarinin 6l¢lilmesinde ve elektrot reaksiyonlarmin incelenmesinde biyosensor
gelistirme asamalart Oncesinde yapimasi elzem bir analizdir. SPGE ve SPCE’nin
elektroanalitik performansini Slgmek ve karakterize etmek icin farkli redoks problari

kullanilmustir.

6.1.1. Ekran baskih altin elektrotun elektrokimyasal analizi

Ekran baskili altm elektrotun elektroanalitik performansmni 6lgmek ve karakterize
etmek icin Sekil 6.1’de goriildiigii lizere genis kapsamda yedi farkli redoks probu
kullanilmistir. Hazirlanan redoks problar1 SPGE’lerin iizerine inkiibe edilerek 0,1 Hz ile 10
kHz frekans araliginda EIS analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen empedans cevaplarinin

Nyquist formatinda gdsterimi Sekil 6.1°de gosterilmistir.

140000 i ‘

= 2 mM K;Fe(CN),
v 5mM K;Fe(CN),

120000 * 50 mM K;Fe(CN),
E + 0.1mMKCl
¢+ 0.1 mM KCl+2 mM K;Fe(CN),
100000 0.1 mM KC1 + 5 mM K;Fe(CN),

0.1 mM KCI + 50 mM K;Fe(CN),

80000

Z,1Q

60000

40000

20000]

20000 40000
Z15
(a) (b)

Sekil 6.1. a) SPGE kullanilarak farkli derisimlerdeki K3Fe(CN)s ve 0,1 M KCI inkiibe
edilmesi sonucu 0,1 Hzile 10 kHz frekans arahiginda elde edilen Nyquist grafigi, b) esdeger
elektrik devre modeli.
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Sekil 6.1’de goriilecegi iizere K3Fe(CN)gs’iin farkli derisimlerinin ve KCI ile
olusturdugu es hacimdeki ¢ozeltilerinin elektrokimyasal tepkisi goriilmektedir. Elde edilen
empedans cevaplarmin Nyquist grafigi seklinde Kj3Fe(CN)s probuna KCIl ¢dozeltisi

eklenildikten sonra daha yiiksek derecede difiizyon etkisi gosterdigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 6.2. SPGE f{izerine ayn ayrn inkiibe edilen redoks problarinin empedans yanitlari, a)
Re, elektrolit direnci, b) R, sarj aktarim direnci, ¢) Q, kapasitans degeri, d) a, ylizey
plirlizliliik degeri ve akim dagilimi, e) Aw, Warburg empedansi katsayisi.

Empedans yanitlarmin Sekil 6.1 b’de gosterilen esdeger elektrik devre modeli ile
modellenmesi sonucu elde edilen esdeger devre bilesenlerinin degerleri Sekil 6.2°de
gosterilmistir. Elektrolit direnci, elektrokimyasal empedans 6l¢limiiyle elde edilen sistemin
onemli bir 6zelligidir. Kullanilan redoks probunun direnci konsantrasyon, iyon tipi, sicaklik

ve akim tagiyan elektrot alanina bagl olarak degismektedir (Orazem ve Tribollet, 2017).
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K3Fe(CN)s ¢cozeltisinin derigimi arttikga elektrolit direncinin azaldig: Sekil 6.2 a’da
goriilmektedir. K3Fe(CN)g’linderigsimi arttik¢a ¢ozeltinin ihtiva ettigi iyon sayisinimn artmasi
ve buna bagh olarak artan iyonlarin yiik transfer direncini azaltmasi elektrolit direncindeki
azalmanm nedeni olarak gosterilebilir. Ayni zamanda 0,1 M KCI ¢ozeltisi ile birlikte
K3Fe(CN)s ¢ozeltilerin elektrolit direngleri incelendiginde KCl'nin, farkli derisimlerdeki
K3Fe(CN)s ¢ozeltilerinin elektrolit direncini azalttigi goriilmiistiir. Diger bir deyisle, bu
azalma KCI c¢ozeltisi ile birlikte bulunan K3Fe(CN)e c¢ozeltisinin daha fazla iyon

barindirmasindan kaynaklanmaktadir.

Elektrot ylizeyindeki reaksiyonlarin tayininde ve immobilizasyon asamasmda yiizey
katmanlarmm algillanmasinda sarj aktarim direnci (Ret) Onemli bir devre elemanidir.
K3Fe(CN)s ¢ozeltisinin derisimi arttik¢ca sarj aktarim direncinin azaldigi Sekil 6.2. b’de
goriilmektedir. Bunun nedeni olarak artan derisimle birlikte iyonlarm elektrot ylizeyine
adsorplanma direncinin diismesi gosterilebilmektedir. 0,1 M KCP’nin, K3Fe(CN)s ile
olusturdugu ¢ozeltilerin sarj aktarim direncine etkisi incelendiginde KCl ¢ozeltisinin farkli
derisimlerdeki K3Fe(CN)¢ ¢ozeltilerinin sarj aktarim direncini diislirdiigii goriilmiistiir.
Ayrica KClile K3Fe(CN)g birlikte bulundugu ¢ozeltilerde K3Fe(CN)g ¢ozeltilerinin derigimi

arttikca sarj aktarim direnglerinin arttig1 gézlemlenmistir.

Kapasitans degeri (Q), elektrokimyasal sistemlerde sabit faz elemanin (CPE)
katsayisin1 temsil etmektedir. Sekil 6.2. ¢’de K3Fe(CN)s ¢ozeltisinin derigimi arttikga
kapasitans degerinin arttig1 goriilmiistiir. K3Fe(CN)es cozeltisinin derisimi arttikca ¢ozelti
icerisindeki iyonlarin kapasitif etkiyi arttiracak sekilde konumlanmasi Q degerinin artigina
neden olarak gosterilebilmektedir. 0,1 M KCl'nin, K3Fe(CN)e ile yaptig1 ¢ozeltilerin Q
degerleri incelendiginde KCI’'nin Q degerlerini azalttig1r gorilmiistiir. KCl ¢ozeltisinde
bulunan iyonlarm, elektrot yiizeyinin iyon cekebilme Ozelligini azaltmis olabilecegi Q

degerlerinde goriilen bu azalmanin nedeni olarak gosterilebilmektedir.

Sabit faz eleman1 katsayis1 olan a degeri elektrot ylizeyindeki akim dagilmi ve yiizey

puiriizliligii hakkinda bilgi vermektedir. o terimi 0 < a < 1 arahgmda bir degere sahip

olmakla birlikte genellikle 0,5 ile 1 arasinda bir deger almaktadir. Ideal 1 degerini aldiginda
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Q degeri cift tabaka kapasitansi olarak davranig gostermekte ve elektrot yiizeyindeki akim
dagilimi homojen olmaktadir (Orazem ve Tribollet, 2017). Sekil 6.2. d’de K3Fe(CN)
cozeltisinin farkli derisimlerinde o degerinin 0,7 ile 0,8 arasinda degisirken, 0,1 M KCI
¢ozeltisinin ve 0,1 M KCI'nin K3Fe(CN)s ile yaptig1 ¢ozeltilerin o degerlerinin yaklagik
olarak 0,9 oldugu belirlenmistir. o degerleri arasinda goriilen bu farklilik, farkli iyonlarin
elektrot yilizeyindeki akim dagilimini etkiledigini gostermektedir. Diger taraftan KCI
¢ozeltisinin, elektrot yiizeyindeki akim dagilimmi daha homojen bir hale getirdigi sonucuna

ulasilabilir.

Sekil 6.2 e’de goriilen Warburg empedansi katsayisi elektrot icerisinde gergeklesen
iyon difilizyonunun bir gdstergesidir. Diger bir deyisle, Warburg empedans1 sistemin kiitle
transferine karst gosterdigi direnci gostermektedir. KCI'nin Warburg empedansiin diger
redoks problarmdan gozle goriiliir bir sekilde yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Bunun nedeni
olarak KCI ¢ozeltisindeki K* iyonlarmin elektron verici olarak suda yiiksek ¢6ziinme
enerjisine sahip olmasi gosterilebilir. Bu nedenle KCI’nin ihtiva ettigi K* iyonlarmin etkisi
ile difiizyon direncini arttiric1 6zellikte oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda K3Fe(CN)g nin
derisimi arttikga Warburg empedansi degerinin azaldig1 gézlemlenmistir. Buradan derigim
artisiyla ¢oziicli olan su igerisinde artan iyon yogunlugunun difiizyon direncini azalttigi

sonucu ¢ikarilabilmektedir.
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Cizelge 6.1.Empedans verileri i¢in esdeger elektrik devresindeki simiilasyon degerleri.

Redoks

a-1 -0.5
Problart R.,Q R, Q Q, uF s a Aw, Qs

2 mM 337,73£391  13064+532,38 7,70+0,09 0,768+0,0018 33885+770,58
K3Fe(CN)6 (A) b b B b b b b 9

5 mM 281,60+5,52  10005+910,84 2140,15 0,767+0,0040 14953+1285,50
K3Fe(CN)6 (B) ) > ) ) ) ) >

>0 mM 52,36+9,53 47124918,10 39,60+0,13 0,756+0,0030 7653,30+£1960,86
K3Fe(CN)6 (C) 2 2 b 2 2 2 b 2 2

0.1 MKCI (D) 23,25+0,31 2952.70+428,50 8,10+0,06 0,843+0,0072 799920+60793,92

0,1 MKCI +2
mM 74,28+6,04 3752,20+419,22  8,60+0,07 0,813+0,0014 41046+538,06
K3Fe(CN)s (E)

0,l MKCI + 5
mM 59,19+6,11 8024,80+752,16 160,07 0,816£0,0020  32395+1700,99
K3Fe(CN)s (F)

0,1 MKCI +
50 mM 43274770  114524887,90  24+0,09 0,.811£0,0019  30015+1692,05
K3Fe(CN)s (G)

6.1.2. Ekran baskih karbon elektrotun elektrokimyasal analizi

Ekran baskili karbon elektrotun elektroanalitik performansini dlgmek ve karakterize
etmek icin CV ve EIS gibi iki farkli elektrokimyasal teknik kullanilmistir. Bu yontemler
SPCE’leri karakterize etmek i¢in kullanilan, redoks problarmin elektrokimyasal
davraniglarint ve oOzelliklerini aydmlatmak i¢in siklikla kullanilan elektroanalitik bir
yontemdir. SPCE 'nin elektroanalitik performansini 6lgmek i¢in 100 mM, 10 mM, 1mM, 0,1
mM ve 0,01 mM derisimlerinde K3Fe(CN)gs, K4aFe(CN)s ve KzFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks

problart kullanilmustir.

SPCE ile redoks problari arasindaki elektrokimyasal etkilesimi anlayabilmek ve
redoks problarmin derisiminin etkisini degerlendirebilmek i¢cin dongiisel voltametri analizi
gerceklestirilmistir. Dongiisel voltametri yonteminde belirli bir voltaj araligi ve tarama
hizinda SPCE’nin ¢alisma elektrotu bdlgesine uygulanan potansiyel ile pozitif (anodik) ve
negatif (katodik) yonde taramasiyla yapilmaktadir. Belirli bir potansiyel araligi boyunca
tarandikca ¢alisma elektrotu bolgesindeki anodik ve katodik akimlarin olusmastyla dongiisel

voltamogramlar elde edilmektedir (Kog¢ vd. 2021).
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Sekil 6.3.a) elde edilen dongiisel voltamogramin pik akimlarini ve pik potansiyellerinin

gosterimi, b) dongiisel voltametri ile SPCE arayiizii arasidaki elektron transferinin sematik
gosterimi.

Redoks  problarinin elektrot ylizeyi arasinda  meydana gelen
indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlar1 Sekil 6.3°te sematik olarak gosterilmistir. SPCE’nin
ve redoks problarinin elektroanalitik analizi iyi elektron verdigi bilinen K3Fe(CN)s,
K4Fe(CN)s ve Ki3Fe(CN)e/KaFe(CN)s redoks problart kullanilarak gerceklestirilmistir.
Redoks problarinin sulu ortamda ayrisan Fe(CN)s* pozitif potansiyel (ylikseltgenme)
yoniinde tarama yapildiginda, Fe(CN)s’ye yiikseltgenir ve anodik pik olusturmaktadir.
Negatif potansiyel (indirgenme) yoniinde ters tarama yapildiginda ise Fe(CN)s~3, Fe(CN)s

4*ye indirgenir ve katodik pik olusturur;

ikselt
Fe(CN);* ™5 Fe(CN); + e~ 6.1)

.
Fe(CN)Z3 + e~ — S Fe(CN):* (6.2)
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Sekil 6.4. KzFe(CN)s, KaFe(CN)s ve K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks problarinin —0,3 V ve
0,5 V potansiyel araliginda ve 100 mV/s tarama hizinda elde edilen dongiisel
voltamogramlari, a) 0,01 mM, b) 0,1 mM, c¢) 1 mM, d) 10 mM, e) 100 mM.

Sekil 6.4’te bes farkli derisimdeki (0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM ve 100 mM)
K3Fe(CN)s, KaFe(CN)s ve Ki3Fe(CN)s/KaFe(CN)s redoks problarmin  dongiisel
voltamogramlar1 goriilmektedir. Sekil 6.4 a, b ve c’de redoks problarmin dongiisel
voltamogramlar1 incelendiginde tam anodik ve katodik pik vermedigi neredeyse
dikdorgensel sekiller olusturdugu ve elektrokimyasal sistemin sahte bir kapasitif davranis
gosterdigi gozlemlenmistir. Goriilecegi tizere her bir redoks probun derisimin artmasiyla
ayni potansiyel aralifinda akim degerinin de arttig1 gézlemlenmistir. Sekil 6.4 b’de 0,1 mM
derisimindeki redoks problarinin her birinin 0,01 mM derisimdeki redoks problartyla benzer
gorlinlim gosterdigi goriilmekle birlikte, 0,01 mM derisimindeki redoks problarina gore
anodik ve katodik pik bolgelerinin az da olsa olusmaya bagladigi goriilmektedir. Cizelge
6.2°de de goriilecegi iizere 0,1 mM derisiminde sadece anodik pik olusturdugu ve katodik
pik vermedigi goriilmiis ve anodik pik degerleri birbirine oldukc¢a yakin oldugu goriilmiistiir.
Sekil 6.4 c’de 1 mM derisimindeki redoks problart inceledigimizde her birinin benzer
gorlinim gostermedigi goriilmekle birlikte K4Fe(CN)s ve KiFe(CN)s/KsFe(CN)g’ nin
Ks3Fe(CN)¢’ye gore pozitif potansiyel yOniinde taramada anodik piklerinin daha biiyiik
oldugu goriilmiistiir. Sekil 6.4. d’de 10 mM derisimindeki redoks problarmin dongiisel
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voltamogramlarimi incelendiginde anodik ve katodik piklerin net olarak olustugu
gozlemlenmistir. Cizelge 6.2°de de goriilecegi iizere daha diisiik derisimler gozlemlenmeyen
katodik pik 10 mM derisiminde gozlemlenmistir. Diger taraftan, Cizelge 6.2°de de
goriilecegi tlizere hem anodik hem de katodik piklerin derisim arttikca arttigi
gozlemlenmistir. Sekil 6.4 e’de 100 mM derisimindeki redoks problarmin sonuglarina
bakildiginda ise K3Fe(CN)s’de sadeceanodik pik gozlemlenirken, katodik pik olusmamustir.
K4Fe(CN)s ve K3Fe(CN)s/KaFe(CN)s’de ise sadece katodik pik olustugu, anodik pik ise
olugsmadig goriilmistiir. Ayrica yiikseltgenme ve indirgenme sonucu elde edilen anodik ve
katodik pik orani redoks sisteminin ne kadar tersinir oldugu hakkinda bilgi verebilmektedir

(Kog vd. 2021b).

Cizelge 6.2.Farkli derisimdeki K3Fe(CN)s, KaFe(CN)s ve KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks
problarmin dongiisel voltametri sonuglart.

Redoks Problar Ir@) , nA Ir) , A Ep@), mV Ep), mV  n=lIpa)/ Ipe)
100 mM K3Fe(CN)s 758.,5 - 401,3 - -

10 mM K3Fe(CN)s 82,2 -114,10 3743 -230,6 0,72

1 mM K3Fe(CN)s 12,67 - 2089 - -
0,1 mM K3Fe(CN)e 11,83 - 1679 - -

0,01 mM K3Fe(CN)s ; ; ; _ )

100 mM K4Fe(CN)s - -583,60 - 9,1 -
10 mM K4Fe(CN)s 122,80 135,30 4491 69,9 0,90
1 mM Ks4Fe(CN)s 28,34 - 4442 - ;

0,1 mM K4Fe(CN)s 12,24 - 100.8 - -

0,01 mM K4Fe(CN)s - - - - -

100 mM K3Fe(CN)s/ K4Fe(CN)s - 985,50 - -156.,8 -
10 mM K3Fe(CN)s/ KaFe(CN)s 1353 111,00 3728 64,5 121
1 mM K3Fe(CN)s/ KsFe(CN)s 20,45 - 281,5 - -

0,1 mM K3Fe(CN)s/ K4Fe(CN)s 11,94 - 106,1 - -

0,01 mM K3Fe(CN)s/ KaFe(CN)s - - - - -
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EIS yontemi kullanilarak yapilan analizde, SPCE’nin elektrot ara ylizeyinde
meydana gelen elektrokimyasal davranis incelenmistir. SPCE’nin elektrot ile elektrolit ara
yilizeyindeki yiik transfer kinetigini ve elektroanalitik performansmni arastirmak i¢cin CV
yonteminde oldugu gibi bes farkli derisimdeki K3Fe(CN)s, K4Fe(CN)s ve
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks problart kullanilmustir.
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Sekil 6.5. SPCE’nin elektrot ile elektrolit ara yiizeyindeki elektron transferinin, esdeger
elektrik devresi ile birlikte sematik gosterimi.

Ekran baskili elektrotta elektron aktarim mekanizmasi elektrolit ile elektrot ara
ylizeyindeki elektriksel iyonlarin bir tasiyicidan digerine aktarildigi gegisi ifade etmektedir.
Elektrot, elektrolite gore pozitif yiike sahip oldugunda negatif iyonlar ara yiizey bolgesine
cekilerek, elektrot yiizeyine absorbe olmaktadir. Bu transfer mekanizmasit Sekil 6.5°teki

elektrot ile elektrolit ara yiizeyinin illiistrasyonu esdeger devre modeli ile birlikte

gosterilmigtir.

SPCE’nin ozelliklerinin EIS yontemi kullanilarak esdeger devre modelleri ile

modellenmesiyle analiz edilmektedir. Bu esdeger devre modellerindeki devre elemanlar1
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direng, indiiktor ve kapasitor gibi devre elemanlarindan olusmaktadir. EIS verilerini analiz
etmek icin iki farkli devre modeli kullanilmis ve kullanilan esdeger devre modelleri Sekil

6.6’da verilmistir.

MW 0
Rs
ey |
1 CPE I
o— MW 0
R,
MW s
Rct

(B)

Sekil 6.6. Esdeger devre modelleri; a) Warburg elemani i¢eren, b) Warburg elemani
icermeyen modellerin gdsterimi

Sekil 6.6’da kullanilan esdeger devre modelinde; Rs ya da Re gosterilen elektrolit
direncini, Ret yiik transfer direncini, CPE (Q, o) sabit faz elemanmi, Zw warburg devre

elemanini ifade etmektedir (Orazem ve Tribollet, 2017). Bu devre elemanlarinin empedans

tepkileri denklem 6.3 teki matematiksel modeller kullanilarak hesaplanmustir.

\ _ Z.=R.,, Z,=Z,="x (6.3)

Zy= Rg= R, ZCPE:W' 3 Jio

Her bir EIS verisi Sekil 6.6’daki iki devre modeli kullanilarak modellenmistir.
Warburg devre elemanini iceren model A icin matematiksel hesaplama denklem

6.4’te verilmistir.

-1
YZ=17+ [Zl+ | = R+t (6.4)

Z3+Zy 1+(jw) ¥ (Ree +Zy )Q

Warburg devre elemanmi icermeyen model B igin matematiksel hesaplama ise

denklem 6.5te verilmistir.
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_ 1, 177t Rey
LZ=12,+ [Zz + zl Ry + 14+(j@) *(Re)Q (6.5)

SPCE nin lizerine farkli derisimlerde (0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM ve 100 mM)
deiyonize su igerisinde hazirlanmis K3Fe(CN)¢ kullanilarak, 10 kHz - 0,1 Hz frekans
araliginda alinan olgiimlerde elde edilen Nyquist grafigi Sekil 6.7°te verilmistir.

1 1
12x10°L m 100 mM K3Fe(CN)q
¢ | e 10mM K3le(CN)g
A | mM K3Fe(CN)g
1.0x10°f .
> v 0.1 mM K3Fe(CN)g
* 0.0l mM K3F¢(CN)g
n_ B.Ox10°f % i
5 % —
o
< 6.0x10°f :
¥ A S
. ~
.0x10°f- J
4.0x10 ¥ & ‘
v A ; o
2 0x10° | 0.0 3.0x10°  6.0x10°  9.0x10° Bx10*
Z/ Qom’
0. T | b
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° (b)
Zr/ Qcm’
(a)

Sekil 6.7. a) SPCE kullanilarak farkli derisimlerdeki K3Fe(CN)g inkiibe edilmesi sonucu 0,1
Hzile 10 kHz frekans araliginda elde edilen Nyquist grafigi, b) yiiksek frekans bolgesinin
yakinlagtirilmig Nyquist grafigi.

Sekil 6.7°de K3Fe(CN)s nin farklh derisimlerdeki empedans yanitlar1 gosterilmistir.
Iki farkh model ile ayrmtih incelemesi Sekil 6.8’de yapilmustir.



36

3 () (ii)
B 100 mM K3Fe(CN)g 100004™ T T T T — 0
o . . o e Impedance —
ECM-A fit + Phase Angle 5
6000 | ——ECM-B_[it | KK_Fit r-10 'Eh
tlE 0.1 I\lz G _’_O)
13} / ~ r-20°5
G Z 10004 B
~ s 1 Lo
3000 | N 30
i 63.35 Hz 5
: | L40 S
5 ~
(31551117, -45.97)
0 .r~-~."wk‘H.z L 100 T T Al T T —--50
0 3000 6000 0.1 | 10100 1000 10000
2
Z, /Qcm Frequency / Hz
iii iv \% vi _ vii
250 (iii) 50000 (iv) < 150 ™) 1.0 (vi) % 8000 (vii)
3 e
- 200 ~~ 40000 I:l_) 46 3 0.8 é 6000
C: 150 ~— 30000 3. ~0.6 -
- ot = L < 4000
n:"’ 100 © 20000 e - % 0.4 o
50 10000 E 0.2 3 2000
(]
0 0 O o 0.0 N
A B A B A B A B A
MODFI MODEL MODEL MODEL MODFI
() (i) (,
B 10mM K;Fe(CN)g 10000 4 H-10 5
ECM-A_fit F-20 gl)
ECM-B_fit 3
_-1563Hz c [-30 \0-)’
B | —e—Impedance =40
Oelille g S + Phase Angle >
NE KK_Fit [-30 <
Q
10 kHz 60 %
o <
0 e e (100.44 Hz, -66.54") L0 &
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 100 dm . . . ‘ L g0
Z./Qen’ 0.1 1 10 100 1000 10000
Frequency / Hz
. _ vi vii
400 (ii) 15000 @iv) ] 2.0 ) 1.0 (Vi) & 8000 (vii)
i, —_— 0y 0.8 ¢"2
ol C 10000 T 3 ¢ 18000
~ ~— 3. Lu' 0.6 =
200 5 a-— 1.0 o o4 < 4000
oY o 5000 A o D
100 E 0.5 0.2 3 2000
o
0 0 O 0.0 0.0 = 0
A B A B A B A B A
MODEL MODEL MODEL MODEL MODEFEL |

Sekil 6.8. K3sFe(CN)s’nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlarinin iki farkli model ile
ayrintili incelemesi, a) 100 mM K3Fe(CN)g, b) 10 mM K3Fe(CN)g, ¢) 1 mM KisFe(CN)s, d)
0,1 mM K3Fe(CN)s, e) 0,01 mM KisFe(CN)s, 1) Nyquist grafigi ii) Bode grafigi, iii) Rs
elektrolit direnci, iv) Ret sarj aktarim direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1
katsayisi, vil) Aw, warburg empedansi katsayisi.
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Sekil 6.8. KsFe(CN)s’nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlarnin iki farkli model ile
ayrintili incelemesi, a) 100 mM K3Fe(CN)g, b) 10 mM Ki3Fe(CN)g, ¢) 1 mM KiFe(CN)s, d)
0,1 mM K3Fe(CN)s, e) 0,01 mM KisFe(CN)s, 1) Nyquist grafigi ii) Bode grafigi, iii) Rs
elektrolit direnci, iv) Ret sarj aktarim direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1
katsayisi, vii) Aw, warburg empedansi katsayist (devam)
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Sekil 6.8. K3Fe(CN)e’nin farkl derisimlerdeki empedans yanitlarmin iki farkli model ile
ayrintili incelemesi, a) 100 mM K3Fe(CN)g, b) 10 mM K3Fe(CN)g, ¢) 1 mM KisFe(CN)s, d)
0,1 mM K3Fe(CN)s, e) 0,01 mM KisFe(CN)s, 1) Nyquist grafigi ii) Bode grafigi, iii) Rs
elektrolit direnci, iv) Ret sarj aktarim direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1
katsayisi, vii) Aw, warburg empedansi katsayist (devam)

Sekil 6.8 a’da 100 mM K3Fe(CN)s nin iki farkli modele gore fit edilmesi sonucunda
elde edilen Nyquist grafigi, kramers kronik uygunlugu test edilmis Bode grafigi ve modellere
gore elde edilmis data sonuclar1 bulunmaktadir. Nyquist grafigi incelendiginde 100 mM
K3Fe(CN)g nin 6nce yarim ¢ember daha sonra lineer difiizyon (kiitle transferi) oldugu, bode
grafigi incelendiginde kramers kronige uygun oldugu goriilmektedir. Nyquist grafigi
warburg devre elemanmi igeren model A ile fit edildiginde ham dataya uygun oldugu
goriilmiis ve model B’ye gore empedans sonuglarmda hata oranlarmin daha az oldugu
gorilmistiir. 100 mM K3Fe(CN)s nin empedans verisinin fit edilmesi i¢in uygun modelini
model A oldugu saptanmustir. Sekil 6.8 b’de 10 mM Kj3Fe(CN)s’nin Nyquist grafigi
incelendiginde dnce yarim ¢ember olusturdugu sonra lineer difiizyon gézlemlendigi ve bode
grafiginin kramers kronige uygun oldugu gortilmiistiir. Nyquist grafiginin iki farkli modele
gore fit edilmesi sonucu model A’ya gore fit edildiginde ham datay: tam olarak fit ettigi
goriilmektedir. Empedans sonuglart incelendiginde, her iki modelde de hata oraninin diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle 10 mM Ki3Fe(CN)s’yi model A’nin uygun sekilde fit
etmesinden dolayr dogru modelin model A oldugu belirlenmistir. Sekil 6.8 ¢c’de 1 mM
Ki3Fe(CN)s'nin Nyquist grafigi incelendiginde tam bir yarim g¢ember olusmadigi, bode
grafigi incelendiginde ise baslangi¢ frekans: 10000 Hz’den 5015,6 Hz’e kadar bozulmalar
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oldugu goriilmiistiir. iki farkli modele gére fit edildiginde model A ile daha uygun fit edildigi
gortilmektedir. Sekil 6.8 d’de 0,1 mM K3Fe(CN)s’nin Nyquist grafigi incelendiginde yarim
cember olugmadigi, bode grafigi incelendiginde ise tekrar baslangi¢ frekans1 10000 Hz’den
5015,6 Hz’e kadar bozulmalar oldugu gézlemlenmistir. Empedans sonuglar1 incelendiginde,
acik olarak model B’nin hata oranin daha az oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle 0,1 mM
K3Fe(CN)s’nin modellenmesinde uygun modelin model B oldugu goriilmiistiir. Sekil 6.8
e’de 0,01 mM Ki3Fe(CN)s'nin Nyquist grafigi incelendiginde yarim c¢ember olugmadigi,
bode grafigi incelendiginde ise baslangic frekanst 10000 Hz’den, 505,51 Hz’e kadar
bozulmalar oldugu gorilmistiir. Modelleme sonucu elde edilen empedans verileri

incelendiginde ise hata orani az olan model B ’nin uygun fit modeli oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 6.3. SPCE kullanilarak farkli derisimlerdeki K3Fe(CN)g inkiibe edilmesi sonucu
0,1 Hzile 10 kHz frekans araliginda elde edilen Nyquist grafiklerinin modellenmesi sonucu
elde edilen data sonuglarinin karsilastirilmasi.

Redoks

Problar Model R, Q R, Q 0, pF s*1 a Ay, Qs05
100 mM A 232+2.68 1362+27.35 1,50£0,12 0,94+0.01 6439,15+76,29
K3Fe(CN)s B 75,42+4.62 36770+3876 109.22,17 0,39+0,003 -
10 mM A 339,7+3,07 7740+90,43 1.05+0,04 0,99+0,005 6618.13+172,61
K3Fe(CN)s B 339,7£3.07 10150+70,93 1,74%0,05 0,92+0,003 -
| mM A 123548,98 393900432120  1,00240,02014  0,99+0,004  539956,80+:26484,71
KsFe(CN)s B 120628,09  1011000£18910  1.26320.01137 0,950,002 N
2252759,631+189142
0.1M A 6500£46,00  21000+961800  0.8771+0,2104  0,99+0,013 T
KsFe(CN)s i
B 6444+36,45 3348000150300  1.098+0,009589  0,96+0,003 -
2653223,67+282569
0.01 M A 14670£111,9 49498983000 0.9193£1,296  0,99+0,014 19 ’
KsFe(CN)s

B 14600+77,15  3846000+207900  1,112+0.01009  0,97+0,003 -

Sekil 6.7°deki Nyquist grafiginin iki farkli devre modeline goére modellenmesi
sonucu elde elde edilen Cizelge 6.3‘deki sonuglardaki hata oranlari incelendiginde 100 mM,
10 mM ve 1 mM derisimi i¢in uygun esdeger devre modelinin A, 0,1 mM ve 0,01 mM
derisimdeki redoks problart i¢in ise uygun esdeger devre modelinin B oldugu tespit

edilmistir.
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Bir diger redoks probu ise K4Fe(CN)e’tiir. SPCE’nin {iizerine farkli derisimler
deiyonize su igerisinde hazirlanmis (0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM ve 100 mM)
K4Fe(CN)g, kullanilarak 10 kHz— 0,1 Hz frekans araliginda alinan 6lgtimlerde elde edilen

Nyquist grafigi Sekil 6.9.’te verilmistir.
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Sekil 6.9. a) SPCE kullanilarak farkli derisimlerdeki K4Fe(CN)e inkiibe edilmesi sonucu
0,1 Hz ile 10 kHz frekans araliginda elde edilen Nyquist grafiklerinin karsilagtirilmasi, b)

yiiksek frekans bolgesinin yakmlastirilmis Nyquist grafigi.

Sekil 6.9’da K4Fe(CN)e ‘nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlar1 gosterilmistir.
Iki farkh model ile ayrmtili incelemesi Sekil 6.10°da yapilmustir.
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Sekil 6.10. K4Fe(CN)g’nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlarinin iki farkli model ile
ayrintili incelemesi, 1) Nyquist grafigi; a) 100 mM K4Fe(CN)g, b) 10 mM K4Fe(CN)g, c) 1
mM K4Fe(CN)gs, d) 0,1 mM Ks4Fe(CN)sg, €) 0,01 mM K4Fe(CN)s ve igerisinde A ve B devre

modellerine gore fit datalari,

i) K4Fe(CN)s ‘nin Bode grafigi, Kramers-Kronigin test

edilmesi. Nyquist grafigi empedans yanitlari; iii) Rs elektrolit direnci, iv) Ret sarj aktarim
direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz elemani katsayisi, vil) Aw, warburg

empedansi katsayisi.
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Sekil 6.10. K4Fe(CN)g’nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlarinin iki farkli model ile
ayrintili incelemesi, 1) Nyquist grafigi; a) 100 mM K4Fe(CN)g, b) 10 mM K4Fe(CN)g, ¢) 1
mM K4Fe(CN)s, d) 0,1 mM K4Fe(CN)g, €) 0,01 mM K4Fe(CN)g ve igerisinde A ve B devre
modellerine gore fit datalari, i) K4Fe(CN)¢'nin Bode grafigi, Kramers-Kronigin test
edilmesi. Nyquist grafigi empedans yanitlari; iii) Rs elektrolit direnci, iv) Ret sarj aktarim
direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz elemani katsayisi, vil) Aw, warburg
empedansi katsayisi (devam)
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Sekil 6.10. K4Fe(CN)s’nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlarmin iki farkli model ile
ayrintili incelemesi, i) Nyquist grafigi; a) 100 mM K4Fe(CN)g, b) 10 mM K4Fe(CN)g, c) 1
mM K4Fe(CN)s, d) 0,1 mM K4Fe(CN)s, €) 0,01 mM K4Fe(CN)e ve igerisinde A ve B devre
modellerine gore fit datalar, 1) K4Fe(CN)e¢’nin Bode grafigi, Kramers-Kronigin test
edilmesi. Nyquist grafigi empedans yanitlari; iii) Rs elektrolit direnci, iv) Ret sarj aktarim
direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1 katsayisi, vii) Aw, warburg
empedansi katsayisi (devam)

Sekil 6.10°da farkli derisimlerdeki K4Fe(CN)s nin iki farkli modele gore fit edilmesi
sonucunda elde edilen Nyquist grafigi, kramers kronik uygunlugu test edilmis Bode grafigi
ve modellere gore elde edilmis datasonuglart bulunmaktadir. Sekil 6.10 a, b ve c’de sirastyla
100 mM, 10 mM ve 1 mM K4Fe(CN)s’nin Nyquist grafigi K3Fe(CN)s’de de oldugu gibi
Once yarim ¢ember daha sonra lineer difiizyon gosterdigi ve empedans sonuglarindaki hata
oranlarina gore model A’ nin uygun model oldugu goriilmiistiir. Sekil 6.10 d ve e’de sirasiyla
0,1 mM ve 0,01 mM K4Fe(CN)s’nin Nyquist grafigi incelendiginde ise K3Fe(CN)s’de de
oldugu gibi tam bir yarim ¢ember ve lineer difiizyon olugsmadig1 ve empedans sonuglarmdaki
hata oranlarma gdére model B’nin uygun model oldugu goriilmiistiir. Bode grafigikleri
incelendiginde ise kramers kronige uygun oldugu ve diisiik derisimlerde (1 mM, 0,1 mM,
0,01 mM) baslangic frekanslarmda bozulmalar KiFe(CN)s’de oldugu gibi tekrarladigi

goriilmektedir.
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Cizelge 6.4. SPCE kullanilarak farkli derisimlerdeki K4Fe(CN)s inkiibe edilmesi sonucu
0,1 Hz ile 10 kHz frekans araliginda elde edilen Nyquist grafiklerinin modellenmesi sonucu
elde edilen data sonuglarmin karsilastiriimasi.

Redoks Model
Problar1 Rs, Q Rct, Q Q, ',IF Sa-l a Aw N Q 5-0'5
100 mM A 23254233 124903873  136%0,05 097+0,005 45065,34+660.85
K4Fe(CN)s B 18824221  50660+568,3  524+0,08  0,77+0,002 -
10 mM A 3298+291  71060£2766  1,19+0,03  0,98+0,003 136054,42+3315,29
K4Fe(CN)s B 308242,65  182400£2060  1,97£0,05 0,900,002 -
996,1+ 754716,98+26514,7
’ 216600+43200 1,144+0,04 0,98+0,005 ’ ’
A 7,50 7
1 mM
KAFG(CN)G 047 3+
’ 116400027120  1,54+0,02  0,93+0,002 -
B 6,60
SITBEIT2 1650004249200 1,0440,08 09940014 | >21838,38+69502,
A 2 92
0,1 M
K4Fe(CN)s
B 45 9;30’8 2144000£74050 1294001  0,96+0,003 .
1490087, 3011000260750 | 1007 (9510005 SO0471:952444601,
0,01 M A 89 0 62
K4Fe(CN)s 14870+78, 4089000+26830
4 £ ’ 0 1,24£0,01  0,95+0,003 .

Sekil 6.9°daki Nyquist grafiginin modellenmesi sonucu elde elde edilen Cizelge
6.4’deki sonuglardaki hata oranlar incelendiginde K3Fe(CN)s’te oldugu gibi K4Fe(CN)e’te
de 100 mM, 10 mM ve 1 mM derigimi i¢in uygun esdeger devre modelinin A, 0,1 mM ve
0,01 mM derisimdeki redoks problarinin da ise uygun esdeger devre modelinin B oldugu
tespit edilmistir.

Bir diger redoks probu ise K3Fe(CN)s ve Ks4Fe(CN)ec’den es hacimde alnarak
olusturulan K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks problaridir. SPCE’nin iizerine farkli derisimler
deiyonize su igerisinde hazirlanmis (0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM ve 100 mM)
K3Fe(CN)s/KaFe(CN)g, kullanilarak 10 kHz - 0,1 Hz frekans araliginda alinan Slglimlerde
elde edilen Nyquist grafigi Sekil 6.11 te verilmistir.
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Sekil 6.11. a) SPCE kullanilarak farkli derisimlerdeki K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s inkiibe
edilmesi sonucu 0,1 Hz ile 10 kHz frekans araliginda elde edilen Nyquist grafiklerinin
karsilastirilmasi, b) yiiksek frekans bolgesinin yakinlastirilmis Nyquist grafigi.

Sekil 6.11.de K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s ‘nin farkl derisimlerdeki empedans yanitlart
gosterilmistir. Iki farkli model ile ayrintih incelemesi Sekil 6.12°de gosterilmistir.
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Sekil 6.12. K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’nin farkl derisimlerdeki empedans yanitlarmin iki farkl
model ile ayrintili incelemesi, 1) Nyquist grafigi; a) 100 mM K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g, b) 10

mM  K3Fe(CN)s/KaFe(CN)g,

c) 1

mM  K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s,

d) 0,1

mM

K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s, €) 0,01 mM K3Fe(CN)s/KaFe(CN)s ve igerisinde A ve B devre
modellerine gore fit datalari, ii) K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s nin Bode grafigi, Kramers-Kronigin
test edilmesi. Nyquist grafigi empedans yanitlari; iii) Rs elektrolit direnci, 1v) Ret sarj aktarim

direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1 katsayisi, vii) Aw, warburg
empedansi katsayisi.
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Sekil 6.12. K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s nin farkli derisimlerdeki empedans yanitlarinin iki farkl
model ile ayrintili incelemesi, 1) Nyquist grafigi; a) 100 mM K3Fe(CN)s/KaFe(CN)g, b) 10

mM  K3Fe(CN)s/KaFe(CN)g,

c)

mM  K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s,

d) 01 mM

K3Fe(CN)s/KaFe(CN)s, €) 0,01 mM K3Fe(CN)s/KaFe(CN)s ve igerisinde A ve B devre
modellerine gore fit datalar, ii) K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s nin Bode grafigi, Kramers-Kronigin
test edilmesi. Nyquist grafigi empedans yanitlari; 1ii) Rs elektrolit direnci, iv) Rt sarj aktarim
direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1 katsayisi, vil) Aw, warburg
empedansi katsayisi (devam)
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Sekil 6.12. K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’nin farkli derigsimlerdeki empedans yanitlarmin iki farkh
model ile ayrintili incelemesi, i) Nyquist grafigi; a) 100 mM K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s, b) 10
mM  K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s, ¢) 1 mM Ks3Fe(CN)s/K4Fe(CN), d) 0,1 mM
K3Fe(CN)s/KaFe(CN)s, €) 0,01 mM K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s ve igerisinde A ve B devre
modellerine gore fit datalari, i1) KsFe(CN)s/KaFe(CN)e’nin Bode grafigi, Kramers-Kronigin
test edilmesi. Nyquist grafigi empedans yanitlari; iii) Rs elektrolit direnci, iv) Rt sarj aktarim

direnci, v) Q, kapasitans degeri, vi) o, sabit faz eleman1 katsayisi, vii) Aw, warburg
empedansi katsayisi (devam)

Sekil 6.12°deki farkli derisimlerdeki K3Fe(CN)s/KaFe(CN)e’ilin iki farkli modele
gore fit edilmesi sonucunda elde edilen Nyquist grafigi, kramers kronik uygunlugu test
edilmistir. Bode grafigi ve modellere gore elde edilmis data sonuglari bulunmaktadir. Sekil
6.12 a, b ve ¢’de sirastyla 100 mM, 10 mM ve 1 mM Ki3Fe(CN)s/KsFe(CN)s’nin Nyquist
grafigi KzsFe(CN)s ve KaFe(CN)s’ye gore yarim ¢emberinin tam bir yarim ¢embere daha ¢ok
benzedigi gorlilmiistiir. Sekil 6.12 a’da 100 mM Nyquist ve bode grafigi incelendiginde bitis
frekanslarinda bozulmalar oldugu gortilmistiir. Buna ragmen elde edilen empedans
sonuglart hata oranlarina incelendiginde goére model A’nmn uygun model oldugu
goriilmistiir.  Sekil 6.12 b’de 10 mM K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s Nyquist ve bode grafigi
incelendiginde kramers kronige uygun oldugu empedans sonuglarina goére model A’nin
uygun oldugu goriilmiistiir. Sekil 6.12 ¢’de 1 mM KisFe(CN)s/KaFe(CN)s Nyquist grafigi
incelendiginde sadece yarim bir ¢ember olusturdugu ve lineer diflizyonun goriilmedigi
gorilmistiir. Bode grafigi incelendiginde ise kramers kronige uygun oldugu ama diger
cozeltilerde oldugu gibi baslangic frekanst 10000 Hz’den, 5015,6 Hz’e kadar bozulmalar

oldugu goriilmiistiir. Elde edilen empedans sonuglari incelendiginde gore model A’nin
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uygun model oldugu goriilmiistiir. Sekil 6.12 d ve e’de sirastyla 0,1 mM ve 0,01 mM
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’nin Nyquist grafigi incelendiginde ise K3Fe(CN)s ve K4Fe(CN)e'de
de oldugu gibi tam bir yarim ¢ember ve lineer difiizyon olusmadigi ve empedans
sonuclarindaki hata oranlarma gére model B’nin uygun model oldugu goriilmiistiir. Bode
grafikleri incelendiginde ise kramers kronige uygun oldugu ve baslangic frekanslarinda

bozulmalarin tekrarladig1 goriilmektedir.

Cizelge 6.5. SPCE kullanilarak farkli derisimlerdeki K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s inkiibe edilmesi
sonucu 0,1 Hz ile 10 kHz frekans araliginda elde edilen Nyquist grafiklerinin modellenmesi
sonucu elde edilen data sonuc¢larmin karsilastiriimasi.

Redoks Model

R, Q Ret, Q@ F s*! a Ay, Q505
Problan » cts o n W)
100 mM A 216,3+1,78 100,2+2,98 5,19+¢1,66  0,80+0,004 30,92+7,50
K3Fe(CN)e/
K4Fe(CN)s B 215,5+1,68 105,7+2,56 3,45+1,31 0,77+0,033 -
10 mM A 325+2,33 1002+13,34 5,64+0,43 0,860,011 534,194+23,51
K3Fe(CN)e/
K4FG(CN)6 B 316,2+2,25 1225+11,18 12,51+0,7 0,75+0,008 -
1 mM A 1053+5, 93 69820+1361 2,75+0,05 0,95+0,004 11243,53+1558,72
K3Fe(CN)e/
KsFe(CN)s B 1048+5,416 77640+802,5 2,98+0,04  0,94+0,003 -
0,1 M A 5702+38,39 130,2+14170000  1,92+2522  0,99+0,120 750187,55+46401,32
KsFe(CN)e/
K4Fe(CN)s B 5652+26,28 1310000+61750 2,68+0,03 0,93+0,003 -
0,01 M A 14930+78,08  3583+£58160000 2,40+5,98 0,91+0,004 303490,37+3178587,14
KsFe(CN)e/
K4Fe(CN)s B 14920+66,92  4510000+732000  2,59+0,03 0,92+0,251 -

Sekil 6.12°deki Nyquist grafiginin modellenmesi sonucu elde edilen Cizelge 6.5’daki
sonuglardaki hata oranlari incelendiginde K3Fe(CN)s’te ve K4Fe(CN)s’te de oldugu gibi
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’te de 100 mM, 10 mM ve 1 mM derisimi i¢in uygun esdeger devre
modelinin A, 0,1 mM ve 0,01 mM derisimdeki redoks problarinin daise uygun esdeger devre
modelinin B oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 6.13. KzFe(CN)s, KaFe(CN)s ve KsFe(CN)s/KaFe(CN)s redoks problarinin empedans
sonuglarmin esdeger devre modeline goére modellenmesi sonucu elde edilen regresyon
sonugclari; a) Rs, Elektrolit direnci, b) Ret, Sarj transfer direnci, ¢) Q, CPE sabiti, d) a, CPE
katsay1si, €) Warburg elemani katsayisi.
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Elektrolit direnci (Rs ya da Re), redoks probu ile SPCE arasinda meydana gelen
temasin direncini ifade etmektedir. Redoks probunun cinsine, konsantrasyonuna, iyon
yapisina, sicaklik ve aktif elektrot alanina gore degisim gostermektedir. Rs degeri Nyquist
grafiginin x ekseninin (Zreal), yiikksek frekans bolgesindeki kesismeyle elde edilmektedir
(Orazem ve Tribollet, 2017). Her {i¢ redoks pronun kendi igerisindeki derisimin azalmasi,
Rs degerinin artmasina neden olmustur. Redoks problarinin derisimlerinin azaldik¢a, ohmic
direngteki artis diisiik konsantrasyonun etkisi oldugu goriilmiistiir. Sekil 6.13 a’dati¢ farkh
redoks probunun ayni derisimlerdeki Rs degerleri goriilmektedir. Rs degerleri incelendiginde
100 mM, 10 mM derigsimlerinde yiiksek elektrolit direnci K3Fe(CN)s’da daha sonra
K4Fe(CN)s ve en diisiik K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)gs oldugu goriilmiistiir. Derisim 1 mM ve 0,1
mM oldugunda ise Ks4Fe(CN)s ve Ki3Fe(CN)s/KsFe(CN)s'nin ¢ok yakin Rs degeri
gosterirken, K3Fe(CN)g tekrar en yiiksek Rs degerine sahiptir. Derisim 0,01 mM oldugunda
ise tiim redoks problarmim birbirine yakin ohmic dirence sahip oldugu goriilmektedir. Sonug
olarak yiiksek derisimlerde Rs degeri sirasiyla K3Fe(CN)s ve KaFe(CN)g'nin,
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’den yiiksek oldugu, derisim diistiikkge birbirine yakin oldugu

gOriilmiistiir.

Yiik transfer direnci (Rct), elektrot/elektrolit araylizeyinde meydana gelen
reaksiyonlar1 tanmmlayan direnctir. Y1k transfer direncindeki farkliliklar, SPCE iizerinde
meydana gelen elektrokimyasal reaksiyonlardaki degisimden ortaya ¢ikabilir (Kog¢ vd.
2021b). Tiim redoks problarmin kendi icerisindeki derisim azaldik¢a Rt degerinin arttigi
gOriilmiistiir. Bunun nedeni ise artan derisimle, iyonlarin elektrot ylizeyine adsorplanma
direncini diistirmesidir. Sekil 6.13 b’de K3Fe(CN)s ve K4Fe(CN)s redoks problarinin,
K3Fe(CN)s/KaFe(CN)s redoks problarina gore her bir derisimdeki Ree degeri ayn1 azalig ve
artig1 gostermemektedir. 100 mM, 10 mM derisimlerinde en yiliksek Rctdegerinin K4Fe(CN)s
oldugu goriiliirken, 1 mM ve 0,1 mM derigsimlerinde K3Fe(CN)s oldugu goriilmektedir. 0,01
mM derisimde ise hata paylan dikkate almirsa ii¢ redoks probunda da R¢t degeri birbirine
yakin degerdedir. Bunun nedeninin bare SPCE nin, {izerinde herhangi bir immobilizasyon
ile katman olugmadan Rct degerleri farkli redoks problarinda ayni elektrokimyasal tepkiyi

vermemesidir.

CPE katsayis1 (Q), elektrokimyasal sistemlerde kapasitans degerine karsilik gelen
sabit faz elemanmin katsayisidir (Orazem ve Tribollet, 2017). Her ii¢ redoks probunun kendi
icerisindeki derisimin azalmasi ile kapasitansin(Q) azaldigi goriilmiistiir. Bunun nedeni

derisim arttik¢a ¢Ozelti icerisindeki iyonlarn karsi karstya gelme durumu ve ihtimali
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arttigindan dolay1 kapasitansi arttirmustir. Sekil 6.13 c¢’de li¢ farkli KsFe(CN)s, KaFe(CN)
ve K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks problarinin her bes derisiminde de en yiiksek kapasitans
degeri K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’de daha sonra ise sirasiyla K3Fe(CN)s ve K4Fe(CN)e'de
oldugu gorilmektedir. Buradan da anlasilacagi lizere K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s’da iki farkli
redoks probu ihtiva ettiginden dolay1r iyonlarin karsi karsiya gelme ihtimalinin daha da
yiiksek olmasi her derisimde K3zFe(CN)s/K4Fe(CN)s’nin kapasitans degerinin diger redoks

problarmdan daha yiiksek ¢ikmasimni saglamustir.

CPE’nin bir bileseni olan a, elektrot yiizeyindeki akim dagilimu ve yiizey piirtizliiliigii
hakkinda bilgi vermektedir. Genel olarak o degeri 0<a<1 arasinda deger aldig1 ifade edilse
degenellikle 0,5 ile 1 arasinda degeralr. ideal 1 degerini aldiginda CPE katsayis1 (Q) degeri
cift tabaka kapasitansi olur ve elektrot yilizey akim dagilim homojen varsayilir (Orazem ve
Tribollet, 2017). Sekil 6.13 d’deii¢ farkli K3Fe(CN)s, K4sFe(CN)s ve KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s
redoks problarmin o degerleri incelendiginde derisim diistiikce, a degerinin de diistiigi
goriilmektedir. Bunun nedeninin derisim diisiisii ile iyi ylizey akim dagilimi gostermedigi
anlagilmaktadir. Warburg eleman1 (Aw,W), ¢ozeltiden ara yiizeye bagh olarak olusan akimin
empedansindan kaynakl, difiizyonu belirten empedanstir. Warburg empedansi, sistemin
kiitle transferine karsi gosterdigi direncgtir. Sekil 6.13 e’de K3Fe(CN)s, KaFe(CN)s ve
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks problarmin model A ile modellenebilen 100 mM, 10 mM ve
1 mM derisimindeki Aw degeri karsilastirildiginda en yiiksek degerler sirasiyla K4Fe(CN)g,
K;3Fe(CN)e, KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s seklindedir.

Elde edilen CV ve EIS sonuglart incelendiginde, CV analizinde SPCE’nin diisiik
derisimlerde anodik ve katodik olusturmadigi, 10 mM derisimindeki redoks problarinda ise
hem anodik hem de katodik pik olusturdugundan en uygun derisimin 10 mM oldugu
goriilmiistiir. EIS sonuglart incelendiginde Nyquist grafiklerinden de goriilecegi tizere 100
mM, 10 mM derisimlerinde 0nce yarim ¢ember olusturup daha sonra difiizyona gegtigi
gozlemlenmistir. Derisim diistiikge yarim ¢emberin ortadankalktigi gézlemlenebilmektedir.
Bu nedenle derisim degistik¢e kullanilacak esdeger devre modelinin de degisebilecegi
gosterilmis ve hangi derisimlerdeki hangi redoks problar ile ¢alisiimasinin dogru olacagi

hakkinda detayli bir inceleme yapilmustir.
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6.2. Ekran Baskih Elektrotlarin Yiizey Karakterizasyonu

6.2.1. Ekran baskih altin elektrotun yiizey karakterizasyonu

SPGE’nin yiizey karakterizasyonu SEM, EDX ve AFM analizleri yapilarak
gergeklestirilmistir.

6.2.1.1 Ekran baskih altin elektrotun SEM analizi sonuclari

SPGE’nin yiizey morfolojisindeki degisimleri belirlemek icin Sekil 6.14°te islem
gormemis (bare) SPGE’nin genel goriintiisii bulunmaktadir. SPE’nin {i¢ ayr1 bdlgesi igin
SEM analizi yapilmistir. Bu bolgeler sekilde goriilecegi iizere i ile belirtilen referans
elektrotu, ii ile belirtilen ¢alisma elektrotunu ve iii ile belirtilen ise karsit elektrotun SEM
goriintiilerini gostermektedir. Gorilintiiler incelendiginde immobilizasyon agamasinda yiizey
katmanlarinin olusacagi ve reaksiyonlarm gerceklestigi calisma elektrotunun (if) yilizey
morfolojisinin kismen diizgiin oldugu ve baz1 gézenekli yapilarm oldugu anlagilmaktadir. i
ve iii’te de benzer yiizey morfolojilerinin oldugu hatta i’de bazi dalgalanmalarm oldugu
goriilmektedir. Kullanilan bu ticari elektrotlarda yiizey morfolojilerinin tam olarak diizgiin
olmamas elde edilecek olan biyosensorlerin secicilik ve hassasiyet Olgiimlerinde olumsuz
etkide bulunacaklar1 kuskusuzdur. ©fici firma bilgilerine gore, SPE’nin ¢alisma ve karsit
elektrotu altin, referans elektrotu ise glimiistiir. Daha sonrasinda elektrot yiizeyinde yapilan
biyofonksiyonellestirme islemi ile meydana gelen degisiklikler irdelenmistir (Sekil 6.14
b’de). Elde edilen biyosensdriin yiizey morfolojisi incelendiginde ve bare elektrot ile
karsilastinldiginda  biyofonksiyonellestirme isleminin biiylik oranda basarili oldugu
goriilmektedir. Bu degisiklikler EDX analizinde ortaya konulmustur. Daha sonrasinda
yapilan rejenerasyon iglemi sonucunda elde edilen SEM goriintiileri Sekil 6.14. c’de
gorlilmektedir. Gorlintiiler incelendiginde rejenerasyon islemi ile birlikte elektrot yiizeyi
biyofonksiyonellestirilmis yiizeye gore degisimi agik bir sekilde goriilmektedir. Burada
Ozellikle bare haldeki SPGE’ye gore ¢alisma elektrotu bolgesinin islem gérmiis oldugu net

olarak g6zlemlenmistir.
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Sekil 6.14. a) Islem gérmemis, b) biyofonksiyonellestirilmis, c)rejenerasyon ve d) tekrardan
biyofonksiyonellestirilmis SPGE’ye ait SEM goriintiilerinin karsilastirilmasi; 1) referans
elektrot, ii) calisma elektrot, iii) karsit elektrot.

6.2.1.2. Ekran baskil altin elektrotun EDX analizi sonuclari

SPGE’nin yiizey yapilarmin farkli sartlar altindaki degisimlerini incelemek igin
kimyasal haritalama ve elementel analizleri EDX analizi yapilarak sonuclart Sekil 6.15 te

verilmistir.
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Sekil 6.15. a) ve b) islem gérmemis, c) ve d)biyofonksiyonellestirilmis, ) ve f) rejenerasyon
ve g) ve h) tekrardan biyofonksiyonellestirilmis durumdaki SPGE’nin SEM ve EDX analiz
sonuglarmin karsilastirilmasi; 1) calisma elektrotu, ii) karsit elektrot, iii) referans elektrot
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Kullanilan ticari elektrotlarin yiizey yapilarinin farkh sartlar altindaki degisimlerini
incelemek icin kimyasal haritalama ve elementel analizleri yapilmistir. Sekil 6.15°te
goriilecegi lizere SPGE nin {i¢ farkli elektrot bolgesinin EDX analizi yapilmistir. Sekil 6.16
a-1 ve Sekil 6.15 b-i ile gosterilen islem gérmemis c¢alisma elektrotunun W1 bdlgesinin EDX
analizi yapildiginda biiyiik oranda yaklasik %95 Au, %2 oraninda C, %1 oraninda Al ve
yaklasik %1 oraninda O oldugu goriilmiistiir. Bu durum beklenildigi gibi tiim reaksiyonlarin
bliyiik oranda gergeklesecegi calisma elektrotu bolgesinin yiiksek oranda altin oldugu
goriilmiis ve az miktarda karbon ve aliiminyum igerdigi anlasilmistir. Karsit elektrotun C1
bolgesinin EDX analizi yapildiginda elde edilen sonuglarin ¢alisma elektrotu bolgesine
benzer oldugu goriilmektedir (Sekil 6.15 a-ii, b-ii ve Cizelge 6.6). Bununla birlikte, Sekil
6.16 a-iii ile gosterilen referans elektrotun R1 bolgesinin EDX analizi yapildiginda yaklagik
%86 oraninda Ag, %9 oraninda Al ve %5 oraninda O oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.16 b-iii,
Cizelge 6.6). Kullanilan SPGE referans elektrot bdlgesinin yiiksek oranda giimiis oldugu
goriilse de Al ve O miktarinin yiiksekligi dikkat cekmektedir. Sekilde diger bolgelerden daha
acik ve parlak renkte goriilen R2ile gosterilen bdlgenin EDX analizi yapildiginda ise Agile
birlikte yiiksek oranda O (%11,5), Al (%10) ve C (%7) ihtiva ettigi goriilmiistiir. R2
bolgesinin analizinden anlasilacag: iizere diger bdlgelerden daha fazla oksijen goriilmesi
SPE’nin ticari bir {iriin olmasindan kaynaklh ¢evre sartlarinin etkisiyle bolgesel oksitlenme
goriildiigii anlagilmistir. Oksitlenmeyi engellemek i¢in SPE’ler desikatore konularak gevre

sartlarindan kaynaklanan olumsuz etkiler minimize edilmistir.

Sekil 6.15 ¢ ve d’de goriilecegi lizere biyofonksiyonellestirilmis SPGE’nin {i¢ farkli
elektrot bolgesinin EDX analizi yapilmistir. Calisma elektrotunun W1 bélgesinin EDX
analizi yapildigimda beklenildigi gibi biyofonksiyonellestirme islemi sonucunca yiiksek
oranda C, O ve N oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.15. c-1, d-i ve Cizelge 6.6). SPE’nin calisma
elektrot bolgesinin bare elektrotta goriilen yiiksek miktarda Au’nin biyofonksiyonellestirme
sonrasinda basaril bir sekilde kaplandig1 ayn1 zamanda anlagilmaktadir. Diger taraftan, Sekil
6.15 c-1’de daha acik renkte goriilen W2 bolgesinin EDX analizi yapildiginda nispeten Au
oraninin daha yiiksek oldugu anlasilmistir. Bu sonug¢ biyofonksiyonellestirme asamasinda
caligma elektrotunun bazi bolgelerinde immobilizasyonun tam anlamiyla basarili bir sekilde
olusmadigmi gostermektedir. Yine benzer sekilde karsit elektrotun C1 bolgesinin EDX
analizi yapildiginda koyu renkli yerlerde altmna az rastlanilmakla birlikte C2 ile gdsterilen
acik renkli bolgede Au oraninin yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.16 c-ii, d-ii ve Cizelge
6.6). Referans elektrotun R1 bolgesinde Ag ve Al miktar1 diismekle beraber O, C ve N
iceriklerinde artma meydana gelmistir (Sekil 6.15 c-iii, d-iii ve Cizelge 6.6). Ayrica bu
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bolgede K ve Fe’ye rastlanmisti. Bunun en oOnemli sebeplerinden birinin
biyofonksiyonellestirme asamasimda Ol¢timleri almak i¢in kullanilan K3Fe(CN)s redoks

probundan olabilecegi diistinlilmektedir.

Cizelge 6.6. SPGE’nin SEM/EDX analizi sonu¢larinin karsilagtirmast.

Calisma Elektrot Karsit Elektrot Referans Elektrot
Ornekler
Au C Al (¢} Au C Al (¢} Ag Al (0]
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Bare 95 2 1 1 95 3 1 1 86 9 5
Biyofoksiyonellestiriimis 59 33 - 4 87 8 1 3 43 1 8
Rejenerasyon 88 8 - 3 50 29 3 15 49 1 7
Tekrar 49 29 - 12 67 20 1 8 30 1 18
biyofoksiyonellestirilmis

6.2.1.3. Ekran baskili altin elektrotun AFM analizi sonuclari

Sekil 6.16’da SPGE nun bare, biyofonksiyonellestirilmis, rejenerasyonu yapilmis ve
tekrar biyofonksiyonellestrilmis durumlarmin &rnekleme yapilarak elde edilen AFM

goriintiileri bulunmaktadir.
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Sekil 6.16. a) Islem gormemis, b) biyofonksiyonellestirilmis, c)rejenerasyon ve d) tekrardan
biyofonksiyonellestirilmis SPGE’nin ¢aligma elektrotlarmin AFM goriintiileri.

Sekil 6.16’da SPGE’nin islem gdérmemis, biyofonksiyonellestirilmis, rejenerasyonu
yapilmis ve tekrar biyofonksiyonellestrilmis durumlarinin 6rnekleme yapilarak elde edilen
AFM goriintiileri bulunmaktadir. AFM analizinde maksimum-minimum noktalar arasindaki
farkin Sekil 6.16 a’da goriilen bare SPGE’nin 57,91 nm, Sekil 6.16. b’de goriilen
biyofonksiyonellestirilmis SPGE’nin 278,6 nm, Sekil 6.16 c’de goriilen rejenerasyonu
yapilmis SPGE’nin 78,11 nm ve tekrar biyofonksiyonellestirilmis (Sekil 6.16 d) SPGE’ nin
92,41 nm oldugu goriilmiistiir. Ayrica plirlizlillik (RMS roughness) degerlerine bakilacak
olursa sirasiyla Sekil 6.16 a’da goriilen bare SPGE’nin 10,9 nm, Sekil 6.17 b’de goriilen
biyofonksiyonellestirilmis SPGE’nin 18,2 nm, Sekil 6.16 c’de goriilen rejenerasyonu
yapilmis SPGE’nin 12,1 nm ve tekrar biyofonksiyonellestirilmis (Sekil 6.16 d) SPGE nin
12,4 nm oldugu anlasilmaktadir. Bare SPGE biyofonksiyonellestirilince maksimum-
minimum noktalar arasi farkin ve piiriizliilik degerinin artmast biyofonksiyonellestirme
isleminin basarili bir sekilde yapildigini gostermektedir. Ayrica biyofonksiyonellestime
asamasinda bare SPE’nin tepe bolgelerinin immobilizasyon sonucundaki molekiil

baglanmas1 ile yiikselerek bu degerleri arttirdigi da diisiiniilebilir. Daha sonra
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biyofonksiyonellestirilen SPGE’nin yiizeyindeki katmanlar rejenerasyon asamasi ile
kaldimlmustir. Rejenerasyon asamasi sonrasinda maksimum-minimum noktalar arasi farkin
ve piriizlilik degerinin biyofonksiyonellestirilen elektrota gore diismesi yiizeyindeki
katmanlarin kaldirildigimi gostermektedir. Rejenerasyon asamasi sonrasinda elektrot tekrar
biyofonksiyonellestirilme asamalart uygulanmig ve uygulama sonucunda maksimum-
minimum noktalar aras1 farkin ve piiriizliilik degerinin rejenerasyon yapilmis elektrota gore
cok az da olsa yiikseldigi goriilmiistiir. Burada biyofonksiyonellestirmeye gore degerin
diisik olmasi istegimiz katmanli ve diizgliin yapimmin tam anlami ile olusmadigini

gostermektedir.

6.2.2. Ekran baskili karbon elektrotun yiizey karakterizasyonu

SPCE’nin yiizey karakterizasyonu SEM, EDX ve AFM analizleri yapilarak
gerceklestirilmigtir.

6.2.2.1. Ekran baskih karbon elektrotu SEM analizi sonuclari

Sekil 6.17°de bare, biyofonksiyonellestirilmis, AuNPs modifiye edilmis ve
AuNPs modifiye edilerek biyofonksiyonellestirmis SPCE’nin SEM  goriintiisii
bulunmaktadir. SPE’nin {i¢ ayr1 bolgesi i¢in SEM analizi yapilmistir. Bubolgeler sekilde
goriilecegi lizere ‘i’ile belirtilen referans elektrotu, ‘i’ ile belirtilen calisma elektrotunu ve
“iii” ile belirtilen ise karsit elektrotun SEM gériintiilerini gdstermektedir. Uretici firma
bilgilerine gore, SPE’nin calisma ve karsit elektrotu karbon, referans elektrotu ise

gumiustur.
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Sekil 6.17. a) islem gormemis, b) biyofonksiyonellestirilmis, c¢) AuNPs/SPCE ve d)
biyofonksiyonellestirilmis AuNPs/SPCE’ye ait SEM goriintiilerinin karsilastirilmasi; 1)
referans elektrot, ii) calisma elektrot, iii) karsit elektrot.

Sekil 6.17 a’da bare SPCE’nin SEM analizi incelendiginde biyofonksiyonellestirme
asamasi Oncesinde ylizey katmanlarimin olusacagi ve reaksiyonlarin gerceklesecegi calisma
elektrotunun (Sekil 6.17 a-i1) ylizey morfolojisinin kismen homojen ve gozenekli bir yapiya
sahip oldugu anlasilmaktadir. Karsit elektrot (Sekil 6.17 a-iii) bolgesinde ise ¢alisma elektrot
bolgesi kadar homojen goriiniim gostermese de benzer bir goriinim gosterdigi
goriilmektedir. Referans elektrot (Sekil 6.17 a-1) yiizeyinin diger iki yiizey goriintiisiine gore
gbzenek igermeyen tek bir tabakadan olustugu goriilmektedir. Bu tek tabaka iizerinde farkli
bir elementin oldugu ve dalgali bir yapida oldugu goriilmektedir. Sekil 6.17 b’de
biyofonksiyonellestirilmis SPCE’nin SEM analizi incelendiginde elektrot yilizeyinde yapilan
biyofonksiyonellestirme islemi ile meydana gelen degisiklikler goriilmektedir. Elde edilen
biyosensOriin yilizey morfolojisi incelendiginde ve bare elektrot (Sekil 6.17 a) ile
karsilastinldiginda ¢aligma elektrot yiizeylerinde biyofonksiyonellestirme isleminin biiyiik
oranda basarili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle c¢ahsma elektrot (Sekil 6.17 b-ii)
bolgesinde agik olarak katmansal yapinin olustugu goriilmektedir. Referans elektrot (Sekil

6.17 b-i) bolgesinin ise ise biyofonksiyonellestirme islemi sonrasinda Ag tabakasinin bare
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elektrodun referans bolgesine Sekil 6.17 a-i) gore taneli bir yapiya doniiserek morfolojisinin
degistigi agik bir sekilde goriilmektedir. Bunun nedeninin SPCE’nin yiizey aktiflestirmesi
sirasinda 1,6 V potansiyel degerinde gerceklestirilen doniistimlii voltametri sirasinda
referans elektrotun degisime ugrayabilecegi oldugu diisiiniilmektedir. Yiiksek potansiyel
degerlerinde (>+1,18 V) referans elektrot yiizeyinde yiikseltgenme meydana
gelebilmektedir. Ayrica, doniistimlii voltametri teknigi geleneksel olarak siklikla kullanilan

bir yontem olmasma karsin kullanilan numunede hasarlara neden olabilecegi bilinmektedir.

Sekil 6.17 c’da AuNPs modifiye edilmis SPCE’nin SEM analizi incelendiginde
AuNPs modifikasyonu sonrasi ¢alisma elektrotunun (Sekil 6.17 c-ii) yiizeyinde AuNPs’ler
net olarak gozlemlenmektedir. Karsit elektrotta AuNPs modifikasyonu sonrasi goriiniim
acisindan bare elektrota gore gozenekli yapmm gitti goriilmektedir (Sekil 6.17 c-iii).
Referans elektrot incelendiginde, karsit elektrotta oldugu gibi gozekli yapmm gitti
goriilmekle birlikte EDX analizinde de incelendiginde ylizeye belirli miktarda Au
modifikasyonu oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.17 c-i). Sekil 6.17. d’da AuNPs modifikasyonu
sonrasi  biyofonksiyonellestirilmis ~ AuNPs/SPCE’nin SEM analizi incelendiginde
biyofonksiyonellestirme sonrasi AuNPs/SPCE’nin ¢aligma elektrotunun (Sekil 6.17 c-ii)
yiizeyinde AuNPs’ler net olarak gozlemlenirken yiizeyinin biyofonksiyonellestirme ile
degistigi goriilebilmektedir. Karsit ve referans elektrotta biyofonksiyonellestirilmis
AuNPs/SPCE’nin goriitiistiniin  AuNPs modifikasyonu sonrasi goriinim acgisindan ile

belirgin bir fark arz etmedigi ve bare elektrota gére gdzenekli yapmnin gitti goriilmektedir

(Sekil 6.17 d-iii ve d-i).

6.2.2.2. Ekran baskil karbon elektrotun EDX analizi sonuclari

SPCE’nin yiizey morfolojisini incelmek igin elementel analizleri EDX analizi

yapilarak sonuclart Sekil 6.18’de verilmistir.
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Sekil 6.18. a) islem gormemis, b) biyofonksiyonellestirilmis, ¢) AuNPs/SPCE ve d)
biyofonksiyonellestirilmis AuNPs/SPCE durumdaki SPGE’nin SEM ve EDX analiz
sonuclarinin karsilastirilmasi; 1) karsit elektrotu, ii) calisma elektrot, iii) referans elektrot.
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Sekil 6.18’de goriilecegi tizere SPCE’nin ti¢ farkli elektrot bolgesinin EDX analizi
yapilmistir. Sekil 6.18 a-ii ile gosterilen islem gorememis (bare) ¢alisma elektrotunun W1
bolgesinin EDX analizi yapildiginda biiyiik oranda yaklasik %96 C, %3 oraninda O ve
yaklastk %1 oraninda Cl oldugu gorilmistir. Bu durum beklenildigi gibi tiim
reaksiyonlarin biiyiik oranda gerceklesecegi calisma elektrotu bolgesinin yiiksek oranda
karbon oldugu goriilmiistiir. Karsit elektrotun C1bolgesinin EDX analizi yapildiginda elde
edilen sonuglarn ¢alisma elektrotu bolgesine benzer oldugu goriilmektedir (Sekil 6.18 a-i
ve Cizelge 6.7). Bununla birlikte, Sekil 6.18. a-iii ile gosterilen referans elektrotun R1
bolgesinin EDX analizi yapildiginda yaklasik %94 oraninda Ag, %2 oraninda C ve %2
oraninda O oldugu gorilmistiir (Sekil 6.18 a-iii, Cizelge 6.7). Bu durum dabeklenildigi gibi

referans elektrotun yliksek oranda Ag icerdigini gostermektedir.

Sekil 6.18 b’de goriilecegi lizere biyofonksiyonellestirilmis SPCE’nin {i¢ farkh
elektrot bolgesinin EDX analizi yapilmistir. Calisma elektrotunun W1 bélgesinin EDX
analizi yapildiginda beklenildigi gibi biyofonksiyonellestirme islemi sonucunca yiiksek
oranda O, Cl ve N oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.18 b-ii ve Cizelge 6.7). SPCE’nin ¢aligma
elektrot bolgesinin bare elektrotta goriilen yiiksek miktarda C’nin biyofonksiyonellestirme
sonrasinda diismesiyle yiizeyin basaril bir sekilde kaplandig1 anlagilmaktadir. Yine benzer
sekilde karsit elektrotun C1 bolgesinin EDX analizi yapildiginda ¢aligma elektrotunda olugu
gibi O ve N gruplarm oldugu goriilmiistiir. (Sekil 6.18 b-i ve Cizelge 6.7). Referans
elektrotun R1 bolgesinde Ag miktari diistiigii ve beraberinde O, C ve N bilesenlerinde artma
meydana gelmistir (Sekil 6.18 b-iii ve Cizelge 6.7).

Sekil 6.18 c’de goriilecegi tizere AuNPs modifikasyonu sonrast AuNPs/SPCE nin ii¢
farkli elektrot bolgesinin ED X analizi yapilmistir. Calisma elektrotunun W1 bolgesinin EDX
analizi yapildiginda modifikasyon oncesi sifir olan altin oranmin modifikasyon %83
oraninda Au ile kaplandigi goriilmektedir. Baslangigta %96 olan C oranmin AuNPs
modifikasyonu sonrasinda %12 oranmna diistiigii gériilmektedir. Buradan da goriilecegi iizere
AuNPs modifikasyonunun basarili ile gerceklestigini gostermektedir. Calisma elektrotunun
da W2 ile gosterilen AuNP’ler hedeflenerek EDX analizi yapildiginda %87 oraninda Au
icerdigi goriilmektedir (Sekil 6.18 c-ii ve Cizelge 6.7). Yine benzer sekilde karsit elektrotun
C1bolgesinin EDX analizi yapildiginda Au oranin %1 gibi eser miktarda goriildiigii %12 Cl
ve %8 O ihtiva ettigi goriilmektedir (Sekil 6.18 c-i ve Cizelge 6.7). Referans elektrotun R1
bolgesinde %58 Ag ve beraberinde %22 Au, %3 C ve %2 O ihtiva ettigi gorilmiistiir (Sekil
6.18 b-1ii ve Cizelge 6.7).
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Sekil 6.18. d’de AuNPs modifikasyonu sonrasi biyofonksiyonellestirilmis
AuNPs/SPCE’nin ii¢ farkli elektrot bolgesinin EDX analizi yapilmistir. Calisma
elektrotunun W1 boélgesinin EDX analizi yapildiginda AuNPs modifikasyon sonrast %83
oraninda Au igerirken, biyofonksiyonellestirme sonrast bu oranm %73 Au oldugu
gorilmistiir (Sekil 6.18 d-ii ve Cizelge 6.7). Yine benzer sekilde karsit elektrotun ClI
bolgesinin EDX analizi yapildiginda C oranin %82’ye yiikseldigi ve %12 N, %4 O ve %]l
Au ihtiva ettigi goriilmektedir (Sekil 6.18. d-i1 ve Cizelge 6.7). Referans elektrotun R1
bolgesinde %51 Ag ve beraberinde %34 Au, %5 O, %1 C ve %] N ihtiva ettigi goriilmistiir
(Sekil 6.18. b-iii ve Cizelge 6.7).

Cizelge 6.7. SPGE’nin SEM/EDX analizi sonuglarinin karsilagtirmasi.

. Calisma Elektrot Karsit Elektrot Referans Elektrot
Ornekler

Au C N (6] Cl | Au C N (0] Cl | Au | Ag C (0] N

() | (0 | (%) [ (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) [ (%) [ (%B) | (%) | (%) | (%) | (%)
Bare SPCE

96 0 3 1 - 96 0 3 1 - 94 2 2 0

Biyofonksiyonellestirilmis
SPCE - 68 9 20 3 70 12 14 2 - 55 13 8 16
AuNPs/SPCE

83 12 - 0 - 1 77 12 - 8 22 58 3 2

Biyofonksiyonellestirilmis
AuNPs/SPCE 73 24 1 3 - 1 82 12 1 4 34 51 1 5
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6.2.2.3. Ekran baskih karbon elektrotun AFM analizi sonuclari

Sekil 6.19’da SPCE’nun bare ve biyofonksiyonellestrilmis durumlarinin 6rnekleme
yapilarak elde edilen AFM goriintiileri bulunmaktadir.

Sekil 6.19. a) islem goérmemis ve b) biyofonksiyonellestirilmis SPCE nin ¢alisma
elektrotlarmin AFM goriintleri.

Sekil 6.19°da SPCE’nin islem gormemis (bare) ve biyofonksiyonellestrilmis
durumlarmin AFM analizinde maksimum-minimum noktalar arasindaki farkin Sekil 6.19
a’da goriilen bare SPCE’nin 79,93 nm, Sekil 6.19 b’de goriilen biyofonksiyonellestirilmis
SPCE’nin 103,2 nm, oldugu goriilmiistiir. Ayrica piiriizliliikk degerlerine bakilacak olursa
sirastyla  Sekil 6.19 a’da goriilen bare SPCE’nin 12,1 nm, Sekil 6.19 b’de goriilen
biyofonksiyonellestirilmis SPCE’nin 13,4 nm oldugu anlasilmaktadir. Bare SPCE,
biyofonksiyonellestirilince tepe bolgelerinin  immobilizasyon sonucundaki molekiil
baglanmasi ile yiikselerek maksimum-minimum noktalar arasi farkin ve piiriizlilik
degerinin artmasi biyofonksiyonellestirme isleminin basarilh bir sekilde yapildigini

gostermektedir.
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6.3. Ekran Baskih Altin Elektrot Yiizeyine Altin Nanopartikiil Modifikasyonun

Elektrokimyasal Analizi ve Karakterizasyonu

SPGE’nin elektrokimyasal performansinin dahaiyi seviyelere ¢ikarilmast i¢in AuNPs
kullanilarak yilizey modifikasyonu yapilmistir. Literatiire bakildigt zaman AuNPs’nin
sonuglarin tekrarlanabilirliginin iyilestirilmesi ve duyarliigmm arttirilmast icin elektrot
ylizeyine modifiye edildigi gorilmektedir. Altin elektrot 2 mM HAuCls (0,5 M H2SO4)
cozeltisi ile —0,3 V potansiyel altinda 30, 60, 90, 120 ve 150 s modifikasyon siireleri
kullanilarak yiizey kaplamasi yapilmis ve elektrotlar karakterize edilmistir.
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Sekil 6.20. a) SPGE’nin bare ve 30,60, 90,120 ve 150 s AuNPs modifikasyonu sonrast 5
mM K;3Fe(CN)g redoks probu inkubasyonu sonucu 10 kHz — 0,1 Hz frekans araligindaki
elde edilen Nyquist grafiginin goriintiisii, b) Nyquist grafigi i¢in esdeger randles devre
modeli, ¢) Re, Elektrolit direnci, d) Ret, Sarj transfer direnci, €) Q, CPE sabiti, f) o, CPE
katsayisi, g) Warburg elemani katsayist.

Elektrolit direnci (Re) parametresi, yiiksek frekans bdlgesinde Nyquist grafiginin
gercek ekseninin (Zrear) kestigi noktanin hesaplanmasilyla elde edilmektedir. Sekil 6.20 c'de
gosterildigi gibi, elektrolit ¢ozeltileri, konsantrasyonlar1 ve ¢evre kosullari ayni olmasma
ragmen, elektrot yiizeylerindeki AuNP'lerin modifikasyonu nedeniyle biriktirme siiresi

arttikca elektrolit direngleri artiyor gibi gdriinmektedir. Elektrolit direncte gozlenen artis,
elektrotlarmn aktif alanindaki degisiklikten kaynaklantyor gibi goriinmektedir.
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Yiiksek frekansh kapasitif dongiiniin genisligi ile elde edilen yiik transfer direnci (Ret),
elektrot/elektrolit arayiizii ile ilgilidir ve genellikle SPGE ylizeylerinde meydana gelen
elektrokimyasal reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Sekil 6.20 d'de gosterildigi gibi, yiizey
aktivasyonu nedeniyle SPGE'nin Rcf'sinin azaldigi gozlemlenmistir. Daha sonra,
modifikasyon siiresi arttikca Rt degerinin lineer olarak arttigi ve AuNP'ler 90 s'lik bir
modifikasyondan sonra, Rct degerindeki artisin ortadan kalktig1 ve en yiiksek degerin 90 s'de
gbzlendigi ve ardindan 120 s ve 150 s’de civarinda bir plato izledigi goriilmiistiir. Ayrica 90
s’den sonraki biriktirme siirelerinde Rt degerinin hata paymmdaki artisin daha da arttig

gozlemlenmistir.

Sekil 6.20 e'de gosterildigi gibi, AuNP'lerin SPGE yiizeylerine modifikasyonu, CPE
katsayis1 (Q) ile iliskili etkin kapasitansta bir artigla sonu¢landigr gézlemlenmistir. Aktif
yilizeyi kapasitans degerlerinde artisa neden olmustur. Ayrica biriktirme siiresi arttikca
kapasitans degerinin de arttig1 gozlemlenmistir. Ek olarak, kapasitans degerlerinde hata artis
esas olarak daha yiiksek biriktirme siireleri ile gézlendi. CPE {iissii (o), elektrot yiizeylerinin
plrtizliliigiiniin ve yiizeylerdeki akim dagiliminin bir gostergesidir. o genellikle 0,5 ile 1
arasmdadir. 1'e yakin bir deger, piiriizliiliigiin disiik oldugunu, akimin yiizeye esit olarak
dagildigmi gosterir ve elektrotun kapasitif benzeri bir davranis sergiledigi gozlenmektedir
(Orazem ve Tribollet, 2017). Sekil 6.20 f'de gosterildigi gibi, AuNP'lerin SPGE yiizeyleri
tizerindeki modifikasyonu daha yiiksek bir CPE iissii verdigi gozlemlenmigtir. CPE iissii ne
kadar yiiksek olursa, elektrot iizerindeki ylik dagilimi o kadar diizglin olmaktadir. CPE
iissiiniin 90 s'de en yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 120 s ve 150 s biriktirme siirelerinde
stabil kaldig1 gozlemlenmistir. Warburg empedansi, esdeger devre modellemesinde
elektrotlarda meydana gelen iyon difiizyonunu ifade etmektedir. Sekil 6.20 g'de gosterildigi
gibi, warburg degeri yiizey aktivasyonundan sonra azaldigi ve daha sonra AuNP'lerin

modifikasyonu ile tekrar attig1 gozlemlenmistir.

6.4. Ekran Baskili Karbon Elektrot Yiizeyine Karbon Nanopartikiil Modifikasyonun

Elektrokimyasal Analizi ve Karakterizasyonu

SPCE yiizeyine modifiye edilecek i¢in optimum modifikasyon siiresinin belirlenmesi
bliyiilk bir 6nem arz etmektedir. Modifikasyon stirelerinin fazla uzun olmasi elektrot

ylizeyinde deformasyonlara neden olurken, diisiik modifikasyon stireleri ise SPCE ylizeyine
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yeteri kadar AuNPs modifiye edilmesinin Oniine gegmektedir. Ayrica uygulanan
modifikasyon siireleri ile SPCE ylizey alanin nasil degistiginin belirlenmesi sonraki
immobilizasyon islemlerinin daha saglikli yiiriimesini saglamaktadir. Bu nedenle optimum
modifikasyon siiresinin belirlenmesi siirecim geri kalan basamaklarint etkileyecek bir

Ozellik tagimaktadir.
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Sekil 6.21. a) Farkli biriktime siirelerinde (50 s ile 400 s) 1 mM K3(Fe(CN)s)/K4(Fe(CN)s)
(PBS igerisinde) redoks probu kullanilarak elde edilen dongiisel voltamogramlar. Grafik
icerisinde katodik akim ile biriktirme siirelerinin arasmdaki iligkiyi gosteren grafikler, b)
Farkh biriktime siirelerinde (50 s ile 400 s) 0,5 M H2SO4 redoks probu kullanilarak elde
edilen dongiisel voltamogramlar, c¢) AuNPs modifikasyonu sonrast SPCE ve bare SPCE’nin
0,5 M H2SO4 redoks probu kullanilarak elde edilen dongiisel voltamogramlar, d) Farkl
biriktirme siirelerinde katodik sarj degisimlerini gosteren histogram.

Sekil 6. 21 a’da SPCE {izerine AuNPsmodifikasyonunun 50 ile 400 s’ye kadar degisen
biriktirme siirelerinde PBS igerisinde hazirlanan 1 mM K3(Fe(CN)s)/K4(Fe(CN)s) redoks
probu kullanilarak 0 - 0,5 V potansiyellerinde, 150 mV/s tarama hizinda elde edilen dongiisel
voltametri sonuglart bulunmaktadir. Elde edilen grafikte de goriilecegi iizere biriktirme

stiresi arttikga anodik ve katodik akim piklerinde artislar goriilmiistiir. CV grafiginin
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icerisindeki biriktirme siiresine gore degisen katodik akim pikini gOsteren grafik
bulunmaktadir. Grafikte 50 s’den 300 s’ye kadar katodik akim pikinin dogrusal artig
gosterirken 350 ve 400 s’lerde bu artisin sona erdigi ve kararl hale geldigi goziikmektedir.
Bunedenle SPCE’e iizerine modifiye edilecek AuNPs optimum biriktirme siiresi olarak 350
s secilmistir. SPCE ylizeyi lizerinde elektro biriktirilmis AuNP’ler ile degisen modifiye
edilmis SPCE yiizeyi doniistimlii voltametri kullanilarak 0,5 M H2SO4 ¢ozeltisi iginde basit
taramayla tahmin edilebilir. Sekil 6. 21 b’de degisen biriktirme siirelerinde 0,5 M H2SO4
redoks probu kullanilarak AuNPs varligi 0-1,6 V potansiyellerinde, 150 mV s! tarama
hizinda elde edilen CV grafiginde karakterize edilmis ve biriktirme siiresi arttik¢a katodik
akimda artis goriilmiis. Sekil 6. 21 c¢’de 0,5 M H2SO4 redoks probu kullanilarak bare SPCE
ve 350 s biriktirme siiresi AuNPs modifiye edilmis SPCE’nin CV grafigi goziikmektedir.
Ayni ortam sartlar1 altinda alinan Slglimlerde AuNPs modifiye edilmis SPCE’nin bare
SPCE’ye gore elde edilen CV grafiginde katodik bolgede modifikasyon sonrasinda biiyiik
bir geometrik alan olusturdugu ve bu geometrik alanin biyiikligii 258,8 uC olarak
hesaplanmistir. AuNPs modifiye edilen SPCE’nin ger¢ek ylizey alaninin hesabinda, Au’nun
ylizey oksit tek tabakasmin azaltilmasi sirasinda tiiketilen yiik miktarinin 386 pC cm
oldugu varsayilmistir (Rand vd., 1971; Szamocki vd., 2007; Hu vd., 2008). Bu bilgiler
esliginde SPCE iizerinde AuNPs modifiye edildikten sonraki gergek aktif yiizey alaninin
0,6704 cm? olarak hesaplanmustir. Sekil 6. 21 d’de degisen biriktirme siirelerinde elde edilen
katodik sarj (Qc) degerlerinin degisimini gosteren bar grafigi gdziikmektedir. Bar grafiginde
de goriilecegi lizere 350 s olarak segilen biriktirme siiresinin optimum siire oldugu tekrar

gosterilmistir.

Sekil 6.22. a) islem gormemis ve b) AuNPs modifikasyonu yapilmis SPCE’nin ¢aligma
elektrot bolgesinin SEM goriintiisii.
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Sekil 6.22°de islem géormemis ve AuNPs modifikasyonu sonrast SPCE’nin ¢aligma
elektrot bolgesinin SEM goriintiileri bulunmaktadir. Goriintiiler incelendiginde SPCE’nin
caligma elektrot bolgesine AuNPs modifikasyonu basarih sekilde gerceklestirdigi
goriilmektedir. Altin nanopartiikiillerin boyutlari 80 ile 250 nm arasinda degismekle birlikte

ylizeye modifiye olduklari net olarak goziikmektedir.

6.5. Ekran Baskih Altin Elektrotun Yiizeyinin Biyofonksiyonellestrilmesi ve Domoik Asit
Tayini

Elektrot yiizeyine, kimyasal madde ve molekiillerin kendiliginden ya da disaridan bir
etkiyle tutturulmasiyla elde edilen elektrotlara immobilizasyonu gerceklestirilmis elektrot
denir. Immobilizasyonu gerceklestirilen elektrotun yiizeyinin spesifik bir maddeye gore

biyofonksiyonellestirilmesiyle biyosensor gelistirilmistir.

b
4 N7
5 SAM Streptavidin DA-mAb DA

Sekil 6.23. SPGE’nin immobilizasyon prosesinin sematik gdsterimi: a) islem gérmemis, b)
SAM tabakasmin olusturulmasi, ¢) streptavidin, d) mAb-DA, e) hedef DA ’nin yakalanmasi.
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Gelistirilmis biyosensoriin hedef antijeninin yakalanmasi elektrot yilizeyinin homojen
ve basarili bir sekilde biyofonksiyonellestirilmesi gerekmektedir. SPGE nin immobilizasyon
stirecine ait basamaklar basitge Sekil 6.23’te gosterilmistir. Yaptigimiz ¢alismada oncelikle
elektrot yilizeyi PBS ile temizlendikten sonra 50 mM Ki3Fe(CN)¢ konularak EIS o6l¢iimii
alinmistir. Buislemi takiben elektrotlarin yiizeyinde tiyol gruplarini olusturmak i¢in 10 mM
SAM c¢ozeltisi (109,18 mg 11-merkeptoundekenoik asit + 50 ml etanol karigimi) eklenip 1
saat boyunca oda sicaklifinda inkiibasyon gergeklestirilmistir. Elektrot ylizeyine
baglanmamis SAM molekiillerini ylizeyden uzaklastirmak i¢in dnce etanol daha sonra PBS
ile sirasiyla yikama gercgeklestirilmistir. Miitakiben, 1:1 oraninda 50 mM EDC (9,55 mg
EDC + 1 ml sitrik asit tampon ¢ozeltisi) ve 50 mM NHS (5,75 mg NHS + 1 ml sitrik asit
tampon c¢ozeltisi) karigim ¢ozeltisi elektrot ylizeyine gonderilerek 30 dakika boyunca
inkiibasyon yapilmistir. Bu islemlerden sonra antikorlar1 ylizeye sabitlemek icin ise 1,25
ng/mL streptavidin ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibasyon yapilmistir. PBS ve yikama
tamponu (1x) ile yiizey yikamasi yapilarak reaksiyona girmemis molekiiller uzaklastirilmis
ve 1,25 pg/mL PBS icerisinde seyreltilen monoklonal anti-domoik asit antikor ¢ozeltisi
elektrot lizerine gonderilerek 1 saat siireyle inkiibasyon gergeklestirilmistir. Elektrot
yilizeyindeki reaksiyona girmemis molekiiller yine yikama tamponu ve PBS yikamasi ile
uzaklastirilmistir.  Bu asamadan sonra 50 mM K3Fe(CN)s redoks probu ile EIS dlgtimleri
almmis ve EIS Olciimiinden sonra tekrar PBS ile yikama yapilip, PBS ve hiicre kiiltiir
medyasi igerisinde dort farkli konsantrasyonda (0,01 ng/mL; 0,09 ng/mL; 0,9 ng/mL ve 4
ng/mL) hazirlanan domoik asit sirastyla 30 dakika boyunca inkiibe edilip her asama sonrasi
50 mM K3Fe(CN)s redoks probu ile EIS dl¢limleri yapilarak Nyqusit grafigi olusturulmus

ve kalibrasyon grafigi elde edilmistir
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Sekil 6.24. SPGE’nin EIS yontemi ile farkli DA konsantrasyonlarinda 10 kHz — 0,1 Hz
frekans araligindaki; PBS ve hiicre kiiltiir ortamindaki Nyquist grafigi (a ve d), Rct
degisimlerinin (b ve e) ve kalibrasyon grafiklerinin (¢ ve f) karsilastiriimasi.

Elde edilen datalar uygun esdeger Randles devresi kullanilarak Gamry Echem Analyst
programi kullanilarak modellenmistir. Sekil 6.24 b ve e’de PBS’li ve hiicre kiiltiir medyal
(gergek biyolojik karmagik ortamin mimik edilmesi) ortamdaki biyofonksiyonellestirme
sonrast elde edilen empedans yanitlarmin R¢t degisimi goriilmektedir.  Sarj aktarim
direncindeki degisim elektrot yiizeyindeki katmanlar ve antikorun, antijeni yakalayip
yakalamadig1 hakkinda bilgi vermektedir. Goriilecegi tizere SPGE’nin yiizeyindeki her bir
katman sonrasmmda Ret degerlerinin  arttigt  gOriilmiistiir.  Gortilecegi  lizere
biyofonksiyonellestirme asamasinda DA-Mab’in, DA’y1yakaladig1 ve DA derigimi arttikga,

arttigr gozlemlenmistir.  Bu da yapilan biyofonksiyonellestirme isleminin basar ile
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yapildigint gostermektedir. Bununla birlikte Sekil 6.24 ¢ ve f’deki kalibrasyon grafigini
olusturmak i¢in bir¢ok elektrot ile calisilarak immobilizasyonu yapilmis ve sonuglar elde
edilmistir. Kullandigimiz ticari elektrotlarm muhtemel farklart g6z Oniine alinarak Ret
normalizasyonu kullanilarak da PBS ve hiicre kiiltiir medya igerisinde bulunan hedef
analit ortammndaki R?> degeri swrasiyla 0,9789 ve 0,9465 olarak bulunmustur.
Kalibrasyon denkleminin egimi biyosensoriin hassasiyeti hakkinda bilgi vermektedir.
PBS’li ve hiicre kiiltir medyali ortamdaki kalibrasyon denkleminin egimi sirasiyla
0,2518 ve 0,2401 olarak bulunmustur. Elde edilen degerler ile hesaplanan LOD (tayin
limiti) ve LOQ (tayin smir1) degerleri denklem 6.5 ve 6.6 kullanilarak hesaplanmistir.

LOD = 3,3 x g (6.5)

LOQ = 10 xsg (6.6)

Denklem 6.5 ve 6.6’da o, standart sapmayz, s ise kalibrasyon grafiginin egimini ifade
etmektedir. Denklem 6.5 ve 6.6 kullanilarak PBS’li ortam i¢in LOD ve LOQ degerleri
sirastyla degeri 2,93 ng/mL ve 8,88 ng/mL olarak hesaplanmistir. Hiicre kiiltiir medyali
ortam i¢in ise LOD ve LOQ degerleri sirasiyla degeri 4,28 ng/mL ve 12,97 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Buradan da goriilecegi tizere hiicre kiiltlir ortamindaki tayin ¢alismalard a
beklenildigi iizere hassasiyeti azalmistir. Bunun en Onemli nedenleri arasinda
gelistirilen sensOriin  gergek uygulamalarda karsilasilacak kompleks ortamin hiicre
kiiltiir medyasina benzedigi ve bu ortamda ihtiva edilen farkli molekiiler agirliktaki
proteinler, serum, aminoasitler, iyonlar, vitaminler, vb. bircok biyolojik bilesenlerin

sensorde hassasiyet ve segiciligi azaltmasidir.

6.6. Ekran Baskihh Karbon Elektrotun Yiizeyinin Biyofonksiyonellestrilmesi ve

Domoik Asit Tayini

SPCE yiizeyinde immobilizasyon iglemi yapilabilmesi i¢in oncelikle elektrot
yiizeyinin aktive edilmesi gerekmektedir. SPCE yiizeyinde asetat tampon ¢ozeltisi (pH ~
4,6) inkiibasyonu yapilarak 0-1,6 V potansiyel araliinda 60 saniye siiresince dongiisel

voltametri (CV) yontemi uygulanarak aktivasyon islemi gerceklestirilmistir. Aktivasyon
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islemi ilebirlikte karbon elektrotlarin yiizeyinde karboksil gruplari olusturulmustur. Boylece
yluzeyde olusan karboksil gruplann (-COOH) ile sonraki adimda gergeklesebilecek
baglanmalarin = daha kararlh  olmast amacglanmigti. ~ Daha sonra  SPGE’nin
immobilizasyonunda oldugu SPCE’nin immobilizasyonunda da sirastyla, SAM, NHS/EDC,
mAb-DA ve PBS igerisinde dort farkli konsantrasyonda (0,01 ng/mL; 0,09 ng/mL; 0,9
ng/mL ve 4 ng/mL) hazirlanan domoik asit sirasiyla 30 dakika boyunca inkiibe edilip her
asama sonrast 5 mM K3Fe(CN)s redoks probu ile EIS dlctimleri yapilarak Nyqusit grafigi
olusturulmus ve kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Sekil 6.25’te sematik olarak
gosterilmistir.

¢ - - CGED - GED
(a) (b) (0

W Domoic Acid

Y YY Y Y XYY ¥ ?

\\{’ Anti-Domoic Acid
(mAb)

Streptavidin

Self-Assemled - (
Monolayer -
(f) (e)

«. COOH

Sekil 6.25. SPCE nin immobilizasyon prosesinin sematik gdsterimi: a) islem gormemis, b)
ylizey aktivasyonu, ¢) SAM tabakasmin olusturulmasi, d)streptavidin, e) mAb-DA, f) hedef
DA’nimn yakalanmasi.

SPCE’nin  AuNP modifikasyonu sonrasi ylizey biyofonksiyonellestirilmesi
gerceklestirilmistir. Sekil 6.26’da sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 6.26. SPCE nin immobilizasyon prosesinin sematik gdsterimi: a) islem goérmemis, b)
ylizey aktivasyonu, c) AuNP modifikasyonu d) SAM tabakasmmn olusturulmasi,
streptavidin, f) mAb-DA, g) hedef DA nin yakalanmasi.

8000

ey
-
k2
6000 ol =
& ® >
8
C 40004 o
~ . A
N~ -
¥ . ‘A' ‘.
®av e
20001  eave®
Yo o
04
0 2000 4000
Z/Qem’

(a)

40000+

Ret (Q)

(c)

30000
20000+
10000
0-

A B D E

A (SPCE/ Anti-DA(mAb))
B (SPCE/ 0.01 ng/mL DA)
C (SPCE/ 0.1 ng/mL DA)
D (SPCE/ | ng/mL. DA)
E (SPCE/ 5 ng/mL. DA)

mm A (SPCE/ Anti-DA(mAD))
&3 B (SPCE/ 0.01 ng/mL DA)
== C (SPCE/ 0.1 ng/mL DA)
=3 D (SPCE/ 1 ng/mL DA)
mm E (SPCE/ S ng/mL DA)

Normalized R

“ y = 0.4020x + 2.2576
R*= 09752

0.5 4

2.5 4
/
14

28 2 -5 1 0S5

log Cp,s / ngmL™*

(e)

o

0s 1

10000
8000 |
“§ o000}
c
N 4000
2000 |
0
0 2000 4000
Z./Qem®
(b)
60000 =15
A B C D E
(d)

A (SPCE/AuNP/Anti-DA(mADb))
B (SPCE/AuNP/0.01 ng/mL. DA)
C (SPCE/AuNP/0.1 ng/mL DA)
D (SPCE/AuNP/I ng/mL DA)

E (SPCE/AuNP/S ng/mL DA)

8 A (SPCE/AuNP/Anti-DA(mAb))
B (SPCE/AuNP/0.01 ng/mL. DA

o3
40000 &= C (SPCE/AuNP/0. | ng/mL DA)
e D (SPCE/AuNP/I ng/mL DA)
wm E (SPCE/AaNP/S ng/mL. DA)
20000+
0-

s
s
z: 4
- s
& s
E s
Z y=1.069x + £.1863 o
RY 209567 !
os

25 2 15 os os

log Cp, / ngmL™*

(f)

e)

Sekil 6.27. SPCE’nin EIS yontemi ile farkli DA konsantrasyonlarnda 10 kHz — 0,1 Hz
frekans araligindaki; a) SPCE’nin Nyquist grafigi, b) AuNP/SPCE Nyquist grafigi, c)
SPCE’nin Rct degerleri, d) AuNP/SPCE’nin Rct degerleri, €) SPCE’nin kalibrasyon grafigi,
f) AuNP/SPCE nin kalibrasyon grafigi.
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Sekil 6.27°de goriilecegi iizere SPCE’nin ve AuNP modifiye edilmis SPCE’nin
Nyquist grafigi ve her bir derisim sonrasinda esdeger Ret degerleri goriilmektedir. Her iki
biyofonksiyonellestirme siireci incelendiginde DA-Mab’m, DA’y1 yakaladigt ve DA
derisimi arttikga, arttigi goriilmiistiir. Bu da yapilan biyofonksiyonellestirme isleminin
basari ile yapildigmi gostermektedir. Bununla birlikte Sekil 6.27. e ve f’deki kalibrasyon
grafikleri olusturmak i¢in birden fazla elektrot ile ¢alisilarak immobilizasyonu yapilmis ve
sonuglar elde edilmistir. Kullanilan ticari elektrotlarin muhtemel farklar1 g6z ontine alinarak
R¢t normalizasyonu kullanilarak hedef analit ortamindaki SPCE ve AuNP/SPCE i¢in R?
degerleri sirastyla 0,9752 ve 0,9567 olarak bulunmustur. Kalibrasyon denkleminin egimi
biyosensoriin hassasiyeti hakkinda bilgi vermektedir. Kalibrasyon denklemlerinin egimleri
SPCE ve AuNP/SPCE i¢in incelendiginde sirastyla 0,4029 ve 1.069 olarak bulunmustur. Bu
da AuNP/SPCE‘nin hassasiyetinin daha yiiksek oldugu AuNP modifikasyonu ile attig
gbzlemlenmistir. Denklem 6.5 ve 6.6 kullanilarak hesaplanan tayin limiti (LOD) ve tayin
simirt (LOQ), elde edilen degerler ile SPCE ve AuNP/SPCE i¢in LOD degerleri sirasiyla
3,21 ng/mL ve 1,16 ng/mL’dir. SPCE ve AuNP/SPCE i¢in hesaplanan LOQ degerleri
sirastyla 9.74 ng/mL ve 3,52 ng/mL olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu degerler
yiiksek hassasiyette domoik asit tayininin AuNP modifikasyonu ile daha da arttig1

gozlemlenmistir.

6.7. Ekran Baskih Elektrotlarin Yiizeylerinin Rejenerasyonu

Elektrotlarin uzunca bir sure kullannmi esnasinda ylizeyinde molekiillerin
immobilizasyonu ve daha sonrasinda yapilan rejenerasyon islemleri biiyiik O6nem
arz etmektedir. Bu durumda elektrot ylizeyinde kullanilan materyalin (altin, karbon
gibi) kalinhigi oOnemlidir. Yapilan c¢alismada ticari olarak temin ettigimiz islem
gormemis SPGE’nin c¢alisma elektrot bdlgesinin altin tabaka kalinhigi Ol¢lilmiistiir.
Bunun i¢in Oncelikle, elektrot sivi azotta bir siire bekletilerek c¢alisma elektrot
bolgesine zarar verilmeden iki parcaya ayrilmistir. Daha sonrasinda farkli bolgelerden
elde edilen 6l¢limler sonucunda ortalama altin kalinligmin 3,58 pm oldugu goriilmiis ve
farkli bolgeler arasindaki standart sapmasinin ise 0,37 um oldugu hesaplanmistir (Sekil
6.28). Daha sonrasinda rejenerasyon islemi ile elektrot yiizeyinde bulunan katmanlarin
optimize edilen 0.1 mM HxSOs ¢ozeltisi inkiibe edilip donglisel voltametri yontemi
kullanilarak ortadan kaldirilmas1 hedeflenmistir. Bu iglem sirasinda yilizeydeki molekiiller

uzaklastirtlirken calisma elektrot bolgesindeki altin tabakanin da bir miktar uzaklasarak



77

kalinligin ortalama 0,66 um'ye diistigl goriilmistir (Sekil 6.28 b’de). Sekil 6.28 c’de
empedans yanitlarinda da goriilecegi iizere rejenerasyon sonrasinda elektrottaki
bozulmalar sonucu empedans yanitlar1 da tekrar immobilizasyona uygun olmadigini
gostermektedir. Sonug¢ olarak altin kalinhigindaki ¢ok yiiksek orandaki diisiis ve
empedans yanitlart SPGE’nin rejenerasyon ve tekrar kullanim i¢in yeterli derecede iyi

olmadigmi anlamina gelmektedir.

9 15000 Bare SPGE _ | &
tl s | 5 o
1 7500 v R:gnioﬁmcﬁonauzedspﬁﬁ 4 2500 - ..o 1
0 20000 40000 60966 s . .
Z./Q 9 22"/’9 5000 7500

Sekil 6.28. a) [slem gérmemis SPGE’nin SEM goriintiisii, b) rejenerasyon islemi uygulanmis
SPGE’nin ¢alisma elektrot bolgesinin enine kesitinin SEM goriintiisii ve ¢) empedans yanit
sonuglari.

6.8. Ekran Baskih Elektrotlarm Seciciligi

DA fitotoksin grubu igerisinde olup suda ¢oziinebilen nérokimyasal siiregleri inhibe
eden, kisa siireli hafiza kaybina, beyin hasarina ve ciddivakalarda insanlarda 6liime neden
olan bir norotoksindir (Clayden vd., 2005). Aspartik asit, proteinlerin biyosentezinde
kullanilan insan viicudu tarafindan sentezlenebildiginden nonesansiyel aminoasitlerdendir

(Voet vd., 2016). Glutamik asit L- ve D- izomeri bulunan dogada bulunan hali L- olarak
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adlandirilan non esansiyal protein biyosentezinde kullanilan bir aminoasittir (Garattini vd.,
2000).

Aspartic Acid L-Glutamic Acid

Domoic Acid

Sekil 6.29. Kimyasal yapilari, aspartik asit (A), domoik asit (B) ve L-glutamik asit (C)

Sekil 6.29°da aaspartik asit, domoik asit ve glutamik asitin kimyasal yapilari
gosterilmigtir. Aspartik ve L-Glutamik asit kimyasal yapilar itibariyle domoik asitle benzer
gruplar bulundurmaktadir. Aspartik ve L-Glutamik asit’te iki adet karboksil (-COOH) grubu
icerirken, domoik asit ise ii¢ adet karboksil (-COOH) grubu icermektedir. Gelistirdigimiz
biyosensorlerin sadece Domoik asite secici olmasi sensoriin segiciliginde dnemli bir 6zellik

teskil eder.
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Sekil 6.30. Ekran baskili altin elektrotun segiciligi; a) Nyquist formatinda sunulan SPGE'nin
PBS ve domoik aside empedans tepkilerinin karsilagtirilmasi, b) esdeger devre modellemesi
ile elde edilen domoik asit-mAb, PBS ve domoik asidin yiik transfer diren¢ degerleri, c)
Nyquist formatinda sunulan aspartik asit ve domoik asit i¢in empedans tepkileri, d) esdeger
devre modellemesi ile elde edilen domoik asit mAb, aspartik asit ve domoik asidin yiik
transfer direng degerleri, ) glutamik asit i¢cin empedans tepkileri ve Nyquist formatinda
sunulan glutamik asit ve domoik asit i¢in empedans tepkileri, (f) esdeger devre modellemesi
ile elde edilen domoik asit-mAb, glutamik asit ve domoik asidin yiik transfer direng
degerleri.

Biyosensorlerin, birden fazla bilesik, bilesen veya interferans icerebilen
cozeltilerdeki yalnizca hedef bilesen i¢in secici olmast gerektigini belirtmek onemlidir. Bu
baglamda aspartik asit ve glutamik asit, domoik aside benzer fonksiyonel gruplara sahip
bilesiklerdir. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE'lerin segiciligi, PBS, aspartik asit ve
glutamik asit varliginda EIS analizi yapilarak ayrica degerlendirilmistir. Sekil 6.30’da
gosterilen empedans tepkileri Nyquist grafigi olarak ve esdeger devre modeli sonucu elde
edilen Rctdegeri,PBS, aspartik asit ve glutamik asit i¢in ayri ayr elde edilmistir. Bilindigi
gibi PBS, sabit bir pH'n korunmasma yardimci olmak i¢in su bazli ve biyolojik
arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir tampon c¢ozeltidir. Sonug olarak, literatiirde

numunenin iyonik giiclinli azaltmak ve optimum performans: saglamak i¢in numunelerin
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kismen PBS ile seyreltilmesi tavsiye edilmektedir (Colas vd., 2016). Sonuglan
inceledigimizde Sekil 6. 30 a ve b’de PBS’nin DA-mAb baglanmadigi Re: degeri
incelendiginde goriilebilmektedir.

Sekil 6. 30 c ve e’de, aspartik asit ve glutamik asitin bulundugu Nyquist grafikleri
goriilmektedir. Sekil 6. 30 d ve f’de ise esdeger devre modeli sonucu elde edilen Re¢ degeri
incelendiginde yiiksek ve orta frekans araliginda domoik asit-mAb’dan sonra eklenen,
aspartik asit ve glutamik asitin empedans tepkileri herhangi bir artig gézlemlenmedi. Bu da
biyosensoriin aspartik asit ve glutamik asite cevap vermedigi ve spesifik olmayan
baglanmanin meydana gelmedigini gostermektedir. Bununla birlikte, daha sonra 1 ng/mL
DA ilavesi, Sekil 9 b, d ve f'de de gozlemlendigi gibi empedansta bir artigla sonuglanmustir.
Sonug olarak aspartik asit ve glutamik asidin yiik transfer direngleri, domoik asit-mAb
ve domoik asitten daha diistiktii. Gelistirilen biyosensoriiniin, giiclii bir antikor-hedef

etkilesimi nedeniyle domoik asit i¢in 1yi segicilik gosterdigi gozlemlenmistir.
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6.9. Cesitli Deniz Canhlarindaki Domoik Asit Tayini

Deniz canlilardaki domoik asitin tespiti i¢in sanayilesme ve muhtemel kirliligin
yliksek oldugu Marmara bolgesinden 06/02/2020 tarihinde temin edilen deniz iiriinleri

hamsi, sardalya ve midye, Karadeniz bolgesinden ise hamsi balig1 temin edilmistir.
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Sekil 6.31. Marmara boélgesinden temin edilen hamsi baliginin ekstraksiyonunun sematik

gosterimi; a) deniz iriinleri, b) blendir, ¢) homojenizator, d) santrifiij, e) 0,22 pum filtreli
sirnga, f) filtreden gegirilerek elde edilen deniz canlisi ekstraksiyonu.

Sekil 6.31°de deniz canlilarinin ekstaksiyonun sematik gosterimi bulunmaktadir.
Oncelikle temin edilen deniz canhlar1 kiiciik parcalara boliinerek, blender ile ufalanmasi

saglanmustir. Kiiclik parcalara ayrilmigs deniz canlilart 4 gram seklinde ayrilarak {izerine 16
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mL olan 1:1 metanol/su karigimi igerisine ilave edilerek en az 3 dakika boyunca
homojenizatér kullanilarak, homojenize hale getirilmistir (Ravalli vd., 2013). Daha sonra
elde edilen bulamag¢ 4000 rpm'de 20 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutulmus ve
numune kuru metanol ile uyumlu 0,22 pm'lik bir filtreden gegirilerek elde edilen Oziit
deneylerde kullanilmaya hazir hale getirilip 4°C'de saklanmistir. Elde edilen ekstraksiyon

numunelerindeki domoik asit tayin ¢alismalart i¢in dnceden optimize edilen kosullarda

immobilizasyonu yapilmis SPGE’de varlig1 arastirilmistr.
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Sekil 6.32. SPGE kullanilarak EIS yontemi ile deniz canlilarinda DA tespiti i¢in 10 kHz-
0,1 Hz frekans araligindaki elde Nyquist grafigi ve Ret degerleri.

Sekil 6.32°da SPGE kullanilarak deniz canlilarinda domoik asit varligi EIS yontemi
ile arastirilmis ve elde edilen datalar uygun esdeger Randles devresi kullanilarak Gamry
Echem Analyst programi kullanilarak modellenmistir. Modelleme sonucunda elde edilen Ret

degerleri ile domoik asit tayini yapilmistir. En az {i¢ kere tekrarlanan deneylerde, Domoik
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asit mAb {lizerine metanol igerinde ekstaksiyonu yapilan deniz canlilarnin 6ziiti
eklenildiginde sadece midyenin Rct degerinde artis goriilmiis, diger deniz canlilarinda
goriilmemistir. Sekil 6.24 f’deki kalibrasyon egrisi kullanilarak midyedeki domoik asit
miktar tespiti i¢in Ret degeri kalibrasyon egrisindeki denkleme yerlestirilmis ve 0.589635
ng/ml miktarimda domoik asit ihtiva ettigi tespit edilmistir. Gelistirilen biyosensorun
dogrulugunun test edilmesi amaciyla derigimi bilinen metanol ve hiicre kiiltliir medyasinda 1
ng/mL domoik asit igeren Orek konulunca Rt degerinin artti§i goriilmiistiir. Bu da
biyosensdriin basarili calistigini gostermektedir. Sonug olarak, Marmara bolgesinden temin
edilen midyede domoik asit eser miktarda rastlansa da, diger Marmara bolgesinden elde
edilen hamsi ve sardalya baliinda ve Karadeniz bolgesinden temin edilen hamsi baliginda

rastlanmamustir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismast kapsaminda ticari SPE’ler kullanilarak elektrokimyasal
karakterizasyon, immobilizsyon, rejenerasyon ve gelistirdigimiz biyosensor ile yiiksek
hassasiyet ve duyarlilikta, ekonomik ve kullanimi kolay bir sekilde domoik asit tayini gercek
ortammda yapilmisti. Bu c¢ahiymada ayrica SPE’lerin detayll elektrokimyasal
karakterizasyonlar1 ¢esitli redoks problar1 kullanilarak EIS ve CV yontemleri ile incelenmis,
uygun redoks probunun tespiti ve verdigi elektrokimyasal cevaplar irdelenmistir. SPGE’ nin
bare, biyofonksiyonellestirilmis, rejenerasyonu yapilmig ve tekrar
biyofonksiyonellestirilmis ornekleri icin SEM, EDX ve AFM analizleri ile yiizeydeki
morfolojik degisimler gozlemlenmistir. SPGE’nin rejenerasyonu ile yiizeyindeki Au
miktarmin dramatik sekilde azalmasi ve piriizliliigiin yliksek derecede artmasi ile
rejenerasyona uygun olmadigi tespit edilmistir. SPCE’nin bare, biyofonksiyonellestirilmesi
ve AuNPsile modifikasyonu yapilmis ve sonrasinda biyofonksiyonellestirilmis 6rneklerinin
SEM, EDX ve AFM analizi yapilarak yiizeydeki degisimler ayrmtili incelenmistir. SPCE
tizerine AuNPs modifikasyonu sonrasi altin nanopargaciklarin ¢esitli boyutlarda yiizeye

modifiye oldugu gortilmiistiir.

Diger taraftan SPGE ve SPCE uygun immobilizasyon protokolleri uygulanarak
biyofonksiyonellestirilmesi saglanmistir. SPGE’nin immobilizasyonu sonucu PBS ve hiicre
kiiltiir medyas1 ortamindaki domoik asit i¢in ayr1 ayr kalibrasyon grafikleri olusturularak
LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Burada gelistirilen biyosensorun gercek
uygulamalarda karsilasilacak karmasik biyolojik matrisler i¢erisinde domoik asit analizi i¢in
sigir serum albiimini (BSA) iceren hiicre kiiltiirli ortamu (igerisinde birgok spesifik olmayan
biiylik ve diisiik molekiiler agirhkl proteinler, vitamin, iyon, vb.) kullanilmistir. SPGE’nin
immobilizasyonu sonucu PBS iceren ortamda LOD ve LOQ tayin degerleri sirasiyla 2,93
ng/mL ve 8,88 ng/mL’dir. Hiicre kiiltiir medyas1 iceren ortam i¢in ise LOD ve LOQ tayin
degerleri sirasiyla degeri 4,28 ng/mL ve 12,97 ng/mL’dir. Beklenildigi tizere BSA iceren
hiicre kiiltiir ortaminda ¢ok sayida bilesiklerin bulunmasi LOD ve LOQ degerlerinin
yiikselmesine sebep olmustur.

Bununla birlikte, SPCE’nin immobilizasyonu sonucu ise PBS’li ortam igerisindeki
domoik asit i¢gin LOD ve LOQ tayin degerleri sirasiyla 3,21 ng/mL ve 9,74 ng/mL’dir.
SPCE’nin AuNP modifikasyonu sonucu ise LOD ve LOQ tayin degerleri sirasiyla 1,16
ng/mL ve 3,52 ng/mL olarak bulunmustur. SPGE ve SPCE’nin seciciligi domoik asitle
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benzer gruplart bulunan aspartik ve glutamik kullanilarak detayli olarak incelenmistir.
SPCE’nin segiciliginin ilk basamakta yapilan yiizey fonksiyonellestirilmesi sebebi SPGE

kadar 1yi olmadig1 sonucuna varilmustir.

Gelistirilen biyosensor ile Tirkiye’de tiiketimi en yogun baliklardan olan ve
sanayilesme ile birlikte muhtemel kirliligin yiiksek oldugu Marmara ve Karadeniz
bolgesinden 06/02/2020 tarihinde temin edilen deniz canlilarindaki domoik asit miktari
incelenmistir. Yapilan deneysel calismalar sonucunda ¢ok biiyiik ihtimal ile Marmara
bolgesindeki hamsi ve sardalyada, Karadeniz bolgesindeki hamside domoik asit ihtiva
etmedigi tespit edilmistir. Marmara bdlgesinden elde edilen midyede ise 0.589635 ng/ml
miktarnda domoik asit ihtiva ettii ama bu miktarin insan saglina herhangi bir zarar

olmayacagi bilinmektedir (Iverson vd., 1994; Jeffery vd., 2004; Clayden vd., 2005)

Mevcut ticari SPE tabanli biyosensorlerin sinirlamalarini da kabul etmek 6nemlidir.
Bu baglamda, bu tiir SPE'ler i¢in rejenerasyon kapasitesinin iyi olmamasi, yiiksek ylizey
puriizlilligi ve heterojenligi sayesinde ticari SPE'ler kullanilarak oldukga hassas ve uzun
vadeli tekrarlanabilir bir kullanim elde etmenin zorluklar1 da gortilmiistiir. Burada ticari tek
kullanimlik elektrotlardan daha yiiksek bir performans elde etmek i¢in rejenerasyon ve daha
sonra ticari elektrotlarn uzun siireli kullanimi1 konusunda daha fazla ¢alismanin yapilmasi

gerekmektedir.

Bu ¢alismada, iyi derecede tayin limitlerinde ve seciciligi yiiksek domoik asit varligi
basarili bir sekilde tespiti, pahali enstriimantasyon, karmasik operasyon prosediirleri, uzun

tespit siliresi ve kalifiye personel gerektirmeden, tek kullanimlik SPE’ler ile toksisite

caligmalarinda yaygin uygulamalar bulma potansiyeli oldugu kanitlanmstir.
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