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ONSOZ
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Saymn Yrd. Dog. Dr. Ulkii ANIK’ a ¢ok tesekkiir eder sonsuz saygilarimi sunarim.

Ayrica Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik Anabilimdali gretim iiyesi Yrd.
Do¢. Dr. Ugur SERINCAN’ a SEM goériintiilerini elde etmemizdeki degerli
yardimlarindan dolay1 ¢ok tesekkiir ederim, her zaman oldugu gibi bu ¢alismamda da
yanimda olan ve desteklerini eksik etmeyen canim aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calisma TUBITAK “Nanopartikiil Temelli Karbon Biyosensorlerinin
Gelistirilmesi ve Ksantin ve Hipoksantin Tayinine Iliskin Performanslarmin
Incelenmesi” isimli 106T135 no’ lu proje ile ve Mugla Universitesi BAP projesi

kapsaminda desteklenmistir. Her iki kuruma da sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Meliha CUBUKCU
Mugla, 2008
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OZET

Calisma temel olarak farkli nanopartikiillerin kullanimi ile elde edilen
nanokompozit elektrot ve bu elektrotlara biyolojik materyallerinde katilimiyla daha
duyar, ekonomik ve pratik biyosensorler elde edilmesini kapsamaktadir. Bu amagla
karbon nanotiip (CNT) ve altin nanopartikiil (Au-np) gibi farkli nanopartikiiller ile
farkli karbon elektrotlar birlestirilerek, elektrokimyasal reaktivitesi yliksek, pratik ve
ekonomik transdiiserler gelistirilmistir. Gelistirilen sistemler ksantin oksidaz enzimi
ile modifiye edildikten sonra bu elektrotlarin ksantin ve hipoksantin tayininde
kullanim kosgullar1 arastirllmigtir. Deneysel ¢alisma dongilisel voltammetri ve
kronoamperometri gibi voltammetrik tekniklerin yardimiyla gergeklestirilmistir.
Calismanin sonunda nanopartikiil modifiye elektrotlar icin daha yiliksek akim
degerleri ile daha diisiik pik potansiyelleri elde edilmistir. Karbon elektrotlara
nanopartikiillerin katilimiyla sensoriin elektron transfer reaktivitesini arttirdig
gozlenmistir. Her iki biyosensor sistemi i¢inde oncelikle optimum calisma kosullari
belirlenmigtir. Bunun i¢in kompozit elektrotlarin elektroanalitiksel performanslari
incelenerek nanokompozit yapinin optimizasyonu, optimum g¢aligma potansiyeli ve

optimum pH’ 1 belirlenmistir.
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Sistem optimizasyonundan sonra CNT modifiye karbon pasta elektrotlar
(CPE) ksantin icin karakterize edilerek 1-100 uM ksantin derisimi arasinda
dogrusallik elde edilmistir. Cok-duvarli karbon nanotliip modifiye karbon pasta
elektrot (MWCNT-CPE) %3,35’ lik bagil standart sapma (R.S.D.) degerine sahipken
tek-duvarli karbon nanotiip modifiye karbon pasta elektrot (SWCNT-CPE) 1-20 pM
dogrusal araliginda %3,5” luk R.S.D. degerini vermistir.

Calismanin ikinci boliimiinde, yine sistemin optimizasyonundan sonra
biyosensor ksantin (X) ve hipoksantin (Hx) i¢in karakterize edilmistir. Ksantin i¢in
5,00x107 ve 1,00x10° M derisimi arasinda dogrusallik ve dogru denklemi y =
0,0455x + 0,203 olarak elde edilmistir, aym sekilde hipoksantin i¢in 5,00x107-
1,50x10™* M arasinda dogrusallik ve dogru denklemi y = 0,0651x + 0,1116 olarak
belirlenmistir. Gelistirilen her iki biyosensor sistemi konserve ton baligi ve plazma

orneklerinde uygulanmis ve olduk¢a umut verici sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Karbon nanotiip (CNT), altin nanopartikiil (Au-np),
amperometrik biyosensor, karbon pasta (CPE), camimsi karbon pasta (GCPE),

ksantin (X), hipoksantin (Hx)

Sayfa adedi: 89
Tez yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Ulkii ANIK
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ABSTRACT

Present work mainly composed of the usage of different nanoparticles for
obtaining nanocomposite electrodes that can be used as transducers for practical,
economical and effective biosensor transducers. For this aim, by combining different
nanoparticles with carbon electrodes, practical transducers with high electrochemical
reactivity were developed. Developed systems modified with xanthine oxidase
enzyme (XOD) and their usage conditions were investigated for xanthine (X) and
hypoxanthine (Hx) detection. The experiments were carried out by applying
voltammetric techniques such as cyclic voltammetry and chronoamperometry.
Higher current values with lower peak potentials were obtained with nanoparticle
modified electrodes. The ability of nanoparticles to promote the electron transfer
reaction of sensor was provided by introducing the nanoparticle into the composite
carbon electrode structure. First of all, the electroanalytical performance of
composite electrodes was examined in order to find optimum composition for both
biosensor systems. Then, optimum amount of nanoparticles, optimum potential and

optimum pH of the system were searched.
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After the optimization of the systems, carbon nanotube (CNT) modified
carbon paste electrodes (CPEs) were characterized for xanthine and linearity was
obtained in the concentration range between 1-100 pM xanthine and y= 0,0455 x +
0,203, with relative standart deviation (RSD) value of 3.35% for multi-wall carbon
nanotube modified carbon paste electrode (MWCNT-CPE), while with single-wall
carbon nanotube modified carbon paste electrode (SWCNT-CPE) these values were
found as 1-20 uM and y= 0,0651 x + 0,1116, RSD as 3.5%. In the second part of the
work, after optimization of the system, the biosensor was characterized for xanthine
and hypoxanthine. A linearity was obtained in the concentration range between
5.00x107-1.00x10” M for X with equation of y = 0,24x + 0,710 and 5.00 x 10°-1.50
x 10* M Hx, with equation of y = 0,014x + 0,556 respectively. The developed
biosensor systems were also applied for canned tuna fish and plasma samples, and

very promising results were obtained.

Key words: Carbon nanotube (CNT), gold nanoparticle (Au-np), amperometric
biosensor, carbon paste (CPE), glassy carbon paste (GCPE), xanthine (X),
hypoxanthine (Hx)

Page number: 89

Director: Ass. Prof. Dr. Ulkii ANIK
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1. GIRIS

Karbon elektrotlar voltammetrik analizlerde en ¢ok kullanilan kat1 elektrotlardan
biridir. Ciinkii bu elektrotlar genis anodik ¢aligma aralig1 ve diisiik zemin saglamakla
birlikte ekonomiktirler ve kimyasal anlamda inerttirler. Bunun disinda, son yillarda
sensOr gelistirme amagl calismalarda nanopartikiillerin kullanimina iliskin egilim
oldukga dikkat ¢ekicidir.

Bu c¢alismada voltammetrik tekniklerin yardimiyla farkli karbon temelli
elektrotlarin farkli nanopartikiillerle modifiye edilmesiyle pratik, ekonomik ve
duyarli sensorlerin eldesi amaclanmistir. Uygun elektrot ile uygun nanopartikiil
saptanmasindan sonra sistem ksantin oksidaz (XOD) enzimi ile modifiye edilerek
gida sektorii ve klinik uygulamalar agisindan 6nemli olan ksantin (X) ve hipoksantin

(Hx) tayinine yonelik biyosensorler gelistirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Voltammetri

Voltammetri, akim-gerilim ve derisim iligkilerinin ¢alisma elektrodu denilen ve
bu elektrodun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak olgiilmesinden faydalanarak, analit hakkinda bilgi edinilen bir
grup elektro analitik metotlara verilen isimdir. Akim-gerilim egrileri, iki ya da iig¢
elektrotlu sistemlerle elde edilir. Voltammetride degisik tiirden ¢alisma elektrotlari
kullanildig1 gibi, degisik tiirden gerilim kaynaklar1 da kullanilmaktadir. Bunlari
dogru akim, dogru akima bindirilmis alternatif akim, kare dalga akim, degisik tiirden

pulslu akimlar, dongiisel akim seklinde siralayabiliriz.

2.1.1. Voltammetride kullanilan elektrotlar

Voltammetride iki ya da ii¢ elektrotlu sistemler kullanilabilir, yaygin olarak ti¢

elektrotlu sistemler kullanilmaktadir.

2.1.1.1. Calisma elektrotlar:

Voltammetride kullanilan elektrotlarin hem kimyasal hem de elektrokimyasal
ozellikleri 6nemlidir. Potansiyeli degisen elektrot, indikatdr elektrot veya g¢alisma
elektrodu adini alir. Genel olarak, kullanilan ¢alisma elektrotlarinin, polarizasyonu
arttirmak icin yiizey alanlar kiigiik tutulur (genellikle lem?” den kiiciik).

Sabit ya da dondiiriilerek kullanabilecegimiz calisma elektrotlarin hepsinin
kendine has potansiyel ¢alisma araligi vardir. Bu aralik elektrot tiiriine bagl oldugu

gibi, ¢oziiciiye, kullanilan elektrolit tiirline ve pH’ ye de baghdir.



2.1.1.2. Yardimci elektrot

Akim, calisma elektrodu ile yardimci elektrot ikilisinden gegirilir ve g¢alisma
elektrodunun potansiyeli karsilastirma elektroduna kars1 sifir akim altinda saptanir.
Elektrigin, sinyal kaynagindan c¢ozeltinin ig¢inden gecerek mikroelektroda

aktarilmasini saglayan yardimei elektrot diger bir deyisle karsit elektrottur.

2.1.1.3. Referans elektrotlar

Potansiyeli deney siiresince sabit kalan elektrot referans elektrottur. Referans
elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel elektrottur. Polarize olmayan bu
elektrotlar, akim siddeti artinca ideal konumlarindan saparak reaksiyon boyunca
potansiyelleri degismeden sabit kalmaktadir (Tural vd, 2006)

Voltammetride c¢ok cesitli tiir ve sekilde caligma elektrotlar1 kullanilmaktadir.
Bunlar civa, platin, altin, bizmut, ve karbon kokenli kati elektrotlar ile modifiye
elektrotlardir. Bizim caligmalarimizda kullandigimiz karbon bazli elektrotlar ise,

camimsi karbon pasta (GCPE) ve karbon pasta elektrotlardir.

2.1.1.4. Karbon bazh elektrotlar

Karbon bazli elektrotlar, hizli yanit veren, ekonomik ve farkli konfigiirasyonlarda
ve ¢aplarda kolaylikla olusturulabilen elektrotlardir. Camimsi1 karbon (GC) ve karbon
pasta (CP) en yaygin kullanilan karbon elektrotlaridir. CP ¢ok diisiik zemin akimina,
yenilenme ve modifikasyon kolayligi igeren kompozit dogasi gibi avantajlara
sahipken, GC elektrot 6nemli elektrokimyasal reaktiviteye, iyl mekaniksel katiliga ve
thmal edilebilir gbzeneklilige sahiptir. Karbon elektrotlarin bu 6nemli 6zellikleri
karbon temelli elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde biiyiik dneme sahiptir

(Anik-Kirgoz, 2004).



2.1.1.5. Kompozit karbon elektrotlar

2.1.1.5.1. Karbon pasta elektrot (CPE)

Karbon pasta elektrotlar toz grafitin mineral yag gibi organik bir sivi tarafindan
karistirilmasiyla hazirlanmaktadir. Pasta hazirlandiktan sonra teflon tiip gibi bir tiip
icerisine sikistirilarak doldurulur ve elektriksel baglanti platin veya bakir bir tel
yardimi ile saglanmaktadir. Olduk¢a genis bir potansiyel araligina (Cizelge 2.1)
sahip olan karbon pasta elektrotlarin yapim ve yenilenmeleri kisa ve kolay olup,

yeterli derecede diisiik zemin akimina sahiptirler (Tural vd, 2006).

Cizelge 2.1. Karbon pasta elektrotlar i¢in potansiyel sinirlari (Tural vd, 2006)

Ortam Anodik Sinir (V) Katodik Sinir (V)

1 M KCl + 1,10 -1,1

1 M HC1 + 1,02 -0,9

Asetat tamponu pH 4,7 +1,27

0,1 M H,SOq4 + 1,30

1 M NaOH -1,4

1 M NaClO4 -1,1

NH,4 / NH; tamponu -1,2
2.1.1.5.2. Camumsi karbon pasta elektrot

Camims1 karbon pasta elektrotlar1 (GCPE), camims1 karbon mikro partikiillerin
organik pasta sivisi ile karistirilmasini igeren hazirlanmasi kolay yeni bir karbon
elektrot tiirtidiir, bu o6zelligi ile kompozit elektrotlar ile birleserek kolaylikla

hazirlanabilmektedir.




Siyirma voltammetrisi ile baz1 eser metallerin tayini ve biyolojik olarak onemli
bazi maddelerin dongiisel voltammetrik Slgiimlerinde kullanilmasiyla GCPE’ nin
olduk¢a Onemli olan elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi konusunda
calismalar hizla artmistir. Ayrica yapilan c¢alismalarda GCPE, CPE ile
karsilagtirildiginda hidrojen peroksit yiikseltgenmesine karsi daha iyi elektrokimyasal
reaktivite gosterdigi gozlenmistir. GC* den daha pozitif ve CPE’ den daha negatif
olan peroksit yiikseltgenmesi +0.72 V de baslamasina ragmen, GC’ nin ylizey
modifikasyonu ile karsilastirildiginda GCP biyosensorlerinin hazirlanma kolayligi
biyosensor olarak bu elektrot materyalinin 6nemli 6zelliklerinden biri olmustur

(Anik-Kirgoz, 2004).

2.2. Biyosensorler

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine bakildiginda bu alandaki ilk
calismalarin enzim sensorleriyle basladigi goriilmektedir. Bunun yani sira
elektrokimya alanindaki gelismeler, Ozellikle amperometrik ve potansiyometrik
esasli sensoOrlerin pratik uygulamalarda rahatlikla kullanilabilecegi zemini
olusturmustu. Cesitli maddelerin ¢ok sayidaki duyarli ve pratik analizlerine duyulan
gereksinimin de artmasiyla ilk enzim elektrotlariyla ilgili bilimsel caligmalar
basglamis oldu.

Bugiinkii ¢aligmalara bakildiginda elektrokimyasal esashi iletim sitemlerinin
pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarimin biiylik bir Ustlinligi goze
carpmaktadir. Bu sonugtaki en biiyiik etmen canli sistemlerle ilgili hemen hemen her
tiirli maddenin dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek binlerce

enzimin varhigidir (Telefoncu, 1999).



2.2.1. Biyosensor nedir

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek i¢in kullanilan
kiigiik algilayic1 cihazlardir. Birbiri i¢ine geg¢mis biri biyokimyasal digeri
elektrokimyasal 6zellikteki iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi
analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir.

Bu tanimma olaymin sonucunda bir biyokimyasal {iriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismu olan elektrokimyasal kisim ise bu tamima olaymni
okunabilir (6lciilebilir) bir sayisal degere g¢evirmekle gorevlidir (Coulet, 1991;
Telefoncu, 1999). Asagida bir biyosensoriin sematik gosterimi verilmektedir (Sekil

2.1).

SINVAL ANALITIK
SiNYAL

Analizlenecek Biyoaktif Madde o
Madde Cevirici Sistem

Sekil 2.1. Biyosensoriin yapisi (http://pharm.ege.edu.tr/pp/0zsozs/biosensor)

1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan ilk kez bir enzimin bir elektrot ile entegre
edilerek biyosensor olusturulabileceginin gosterilmesinden bugiine kadar bu tip
elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde Onemli bir asama kaydedilmistir.
Biyosensorler bugiin saglik (diagnostik, pronostik vb. ), gida, su, kalite kontrol,
cevresel incelemeler gibi bir¢ok alanda kullanilir hale gelmistir. Anyon ve
katyonlar1 belirleyen sensorler klasik elektrokimya sayesinde hazirlanabilirken
sisteme biyomateryalin (enzim gibi) de katilmasiyla diger bir cok materyalin tayini
miimkiin olmaktadir. Bu sekilde hazirlanan analiz sistemleri biyosensor olarak ifade

edilir (Bloor, 1983).


http://pharm.ege.edu.tr/pp/ozsozs/biosensor
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Sekil 2.2. Bir biyosensoriin temel bilesenleri
(http://sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz okulu/biyvosensor.htm)

2.2.2. Biyosensorlerin kullanim alanlar:

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede 6zellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda
¢ok onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180’ den fazla farkli madde i¢in biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar1 ticari olarak iretilmektedir.

Biyosensorler i¢in miimkiin uygulama alanlar1 sunlardir:

2.2.2.1. Klinik uygulamalar

Bu alan biyosensorlerin temel uygulama alanidir. Kan, gaz, iyon ve metabolik
Ol¢iimleri genellikle hastalarin metabolik durumunu goéstermek icin gereklidir. Bu
substratlarin ¢ogu tibbi analitik laboratuarlarinda saatlerce hatta giinlerce siirebilen

klasik analizlerde gegen kan ve iire 6rnekleri tarafindan belirlenir.


http://sci.ege.edu.tr/%7Eeubio/yaz_okulu/biyosensor.htm

Biyosensorlerin kullanimi analitik sonuglarin birka¢ dakikada elde edilmesine
olanak saglar. "Medikal telesensorler" olarak da adlandirilan c¢ipler viicut 1sisini,
nabzi, kan basincini, kandaki seker ve oksijen miktarlarini ve viicuttaki bazi
metallerin konsantrasyonlarini 6l¢ebilmektedir. Cesitli sekerler, mayalar ve alkoller
gibi reaktant ve liriinleri gdsteren biyosensorlerde mevcuttur.

Bu sayede, triin kalitesi artar, iiretim seviyesi yiikselir enerji tasarrufu saglanir,
bitki otomasyonu gelisir ve insan giiciine ihtiya¢ azalir. Genellikle yiyecek ve icecek

endiistrisinde genis bir kullanim alani1 vardir (Tagkiran, 2007).

2.2.2.2. Cevresel uygulamalar

Havada suda toprakta ve diger durumlarda yiiksek seviyede potansiyel analit
vardir. Mevcut kirlilik durumlarinin yani sira g¢ifteilik, bahgecilik, veterinerlik ve
madencilik biyosensorler i¢in potansiyel birer kullanim alanidir.

Biyoraportorler yoluyla petrol sizintilari, yeralti sularindaki uranyum miktari,
zehirli atiklarin, kanserojenlerin ve igme sularini kirleten mikroorganizmalarin

derigimleri belirlenmektedir (Taskiran, 2007).

2.2.3. Biyosensorlerde biyoaktif bilesen immobilizasyon yontemleri

Biyoaktif bilesen ile iletici unsurun birlestirilmesinde olduk¢a farkli
immobilizasyon yontemlerinden yararlanilabilir. Biyoaktif bilesen sensor olarak da
adlandirabilecegimiz temel iletici unsur {izerinde fiziksel olarak, jel icinde veya
polimer matrikste tutuklanabilir, elektrot yiizeyinde biriktirilebilir, kovalent veya
capraz baglanarak immobilize edilebilir.

(http://sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz okulu/biyosensor.htm)



http://sci.ege.edu.tr/%7Eeubio/yaz_okulu/biyosensor.htm
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Sekil 2.3. Biyosensorlerin  biyoaktif  tabakalarinda  biyoaktif  bilesen
immobilizasyonunda kullanilan genel tekniklere ait gosterim
(http://sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm)

2.2.4. Biyosensor cesitleri

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler yaninda doku kiiltiirleri,
mikroorganizmalar, organeller, antikorlar, ve niikleik asitlerde kullanilabilmekte olup
Olciim teknigine gore amperometrik, potansiyometrik, kondiiktometrik, optik ve

piezoelektrik biyosensorler olarak adlandirilabilirler.

2.2.4.1. Amperometrik biyosensorler

Bugiin biyosensorlerden bahsedilince ilk akla gelen daha genel ve yaygin
kullanim imkani1 bulmus, analiz amacina yonelik biyoanalitik sistemler olmaktadir.
Amperometrik biyosensorler bir substratin oksidasyon veya rediiksiyonu sonucu
olusan akimi Olger. Genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin

Ol¢limiinii esas alir (Telefoncu, 1999).


http://sci.ege.edu.tr/%7Eeubio/yaz_okulu/biyosensor.htm
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Amperometrik biyosensorlerdeki en dnemli faktor biyokatalizator ile elektrot veya

varsa iletken polimer arasindaki elektron akisidir. Bunu iletken polimerler en iyi

sekilde basarirlar. Amperometrik biyosensor sistemlerine en uygun enzimler

oksidazlar, dehidrogenazlar yani oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir (Clark, 1987).

o . _q—c

- -
g Al g
E j

H,0; +H,0, — 50, + 2]

Sekil 2.4. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gdsterimi

Amperometrik esasl
bir biyosensiiriin

§ ik ghsterimi

A: Cah elekir odu(Pt),
BE: Referans gekirot
(Ag/AGCD),

€ Elektrolit ¢izelti(KCl),
D: Ig gaz gegirgen
memhbran({Teflon),

E: immobilize enzimi
ireren bhiyoaldif tabaka

F: Ingkoruyucu
memhbran(5eliiloz asetat
V.8)

(http://sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm)

Iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullanilmas: durumunda

iirtinlerden sinyal olusturan tiir elektrot yiizeyinde tiiketilmektedir. Bir biyosensoriin

biyoaktif tabakasindaki reaksiyonlar olduk¢a kompleks bir kinetige sahiptirler.

Amperometri esasli ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildigi bazi

biyosensorlere iliskin bazi 6rnekler agagida verilmistir.

Laktat
Oksidaz

L-Laktat + O,

Slukoz
Oksidaz

Glukoz + O, + H,O

Piruvat + H,O,

Glukonik asit + H,O,


http://sci.ege.edu.tr/%7Eeubio/yaz_okulu/biyosensor.htm
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Hipoksantin + O, —XOD . Ksantin + H,0,

Ksantin + O, —x0D . Urik asit + H,O,

Amperometrik tayinde karbon elektrotlar1 kararli diisiik bir potansiyel saglar ve
diisiik potansiyellerde elektron transfer reaksiyonunu hizlandirdigr igin tercih

edilirler.

2.3. Nanoteknoloji

Yillar 6nce bir oday1 tek baslarina dolduran bilgisayarlar, 6nce masa iistlerimize,
ardindan diziistlerine, simdilerde de cebimize girecek kadar kiiciildiiler. Mikron
boyutlarinda hayatimiza giren gelismelerse sadece bilgi islemle sinirli kalmamaktadir.

Peki bu kadar kiiciik boyutlarda ki materyallerin kullanimin1 ve gelistirilmesini
iceren ve ayni zamanda hayatimizi kolaylastiran nanoteknoloji nedir? Nanometre
Olcegindeki malzemelerin tasarimi, iiretimi, montaji, karakterizasyonu ve bu
malzemelerden elde edilmis minyatiir fonksiyonel sistemlerin uygulamalarini
inceleyen ve hizla gelisen disiplinler arasi arastirma-gelistirme faaliyetlerinin tiimiinii

temsil etmektedir (http://www.itab.anadolu.edu.tr/itab/pdf/nylp.pdf).

Nanoteknoloji 6l¢ii olarak “nanometre” adi verilen (kisa sekli nm) bir 6lgme
birimini kullanir. “Nano” sozciik olarak, bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri
anlamina gelir. Bir nanometreyse, metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk
birimidir. Insan sag teli capmin yaklasik 100,000 nanometre oldugu diisiiniiliirse ne
kadar kiiciik bir 6l¢ekten bahsedildigi daha rahat anlasilir.

Bir bagka deyisle, bir nanometre i¢cine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilir;
yaklasik 100-1000 atom bir araya gelerek nano Olceklerde bir nesneyi olusturur.
Nanoteknolojinin énemli yanlarindan biri de sadece daha iyi iirlinler degil, ayni

zamanda daha gelismis tiretim araglari sunmasidir (http://www.nanoteknoloji.net.tc/).



http://www.itab.anadolu.edu.tr/itab/pdf/nylp.pdf
http://www.nanoteknoloji.net.tc/
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(b)

Sekil 2.5. (a) Insan sag telinin ¢ap1 ~100,000 nm, (b) toplu igne bas1 1 mm
(http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/ekDokuMuhNano.pdf)

2.4. Nanopartikiiller

Teknolojide yasanan hizli gelismeler, nano teknolojinin dogmasina yol agt1 ve
cagimizin en Oncelikli konularindan biri oldu. Nano pargaciklar, ince filmler ve
nanotiipler olarak elde edilen malzemeler, gosterdikleri ¢ok ilging fiziksel 6zellikler
ve c¢ok kii¢iik boyutlar1 nedeniyle teknolojide 6nemli bir kullanim alanina sahiptir.
Nanoteknolojinin hayatimizda kullaniminin artmasiyla birlikte nanomalzemeler
tizerine ¢alismalar artmustir.

Nanometre boyutundaki farkli nanopartikiillerin kontrol edilebilir elektronik ve
katalitik ozellikleri bu partikiillerin elektrot fabrikasyonunda ve modifikasyonunda
kullanilabilmesine olanak saglamistir. Cok tabakali iletken nanopartikiillerle (Altin
(Au) gibi metalik nanopartikiiller) modifiye edilen elektrotlar gézenekli ve ylizey
alan1 genis yapiya kavusurlar.

Ayrica metalik nanopartikiiller analitiksel 6neme sahip bazi elektrokimyasal
tepkimelerin asir1 potansiyelini diisiirerek metalik elektrotlarda tersinmez olan redox
tepkimelerine de tersinirlik saglamaktadir

(http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/ekDokuMuhNano.pdf).



http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/ekDokuMuhNano.pdf
http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/ekDokuMuhNano.pdf
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2.4.1. Karbon nanotiip (CNT)

Nanoteknolojinin hayatimiza girmesiyle birlikte ¢esitli alanlarda kompozitler gibi
daha hafif ve daha kullanighh malzemeler gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmistir.
Ayrica veri iletimi i¢in bakir kablolar, altin ¢ipler kullanilirken, nanoteknolojiye
gecisle birlikte daha hafif, daha hizli iletim ve daha az enerji saglayan malzemeler
iiretilmeye baslanmustir. Iste nanoteknolojinin en ©nemli konularindan ve
malzemelerinden biri karbon nanotiiplerdir (CNT).

CNT, grafitin bal petegini andiran atom diizleminin bir silindir {izerine higbir
kusur olusturmadan kesiksiz olarak sarilmis bir sekli olarak diistiniilebilir

(http://www.itab.anadolu.edu.tr/itab/pdf/nylp.pdf). Nanometrik aralikta silindir,

mikronun onda biri uzunlugunda olabilir ve her u¢ fulleren molekiiliin yaris1 ile

kapanir (Kog, 2003).

Roll-up

graphene sheet SWCNT

Sekil 2.6. Bir grafen yapisinda nanotiip olusumu
(http://web.sakarya.edu.tr/~akbulut/intnano4a.pdf)

CNT’ ler onemli elektronik ve mekanik Ozelliklere sahip nano yapilardir.
Nanotiipler ilk olarak tek boyutlu kuantum teller igin prototip olarak
diisiiniildiginden ¢ok biiyiik bir ilgi ¢ekmistir. Diger kullamish 6zelliklerin

kesfedilmesiyle; 6zellikle dayanikliligi, potansiyel kullanim alanlar1 artmistir.


http://www.itab.anadolu.edu.tr/itab/pdf/nylp.pdf
http://web.sakarya.edu.tr/%7Eakbulut/intnano4a.pdf
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Ornegin, CNT’ ler nanometrik boyutlardaki elektronik devrelerde ya da
kuvvetlendirilmis polimer malzemelerde kullanilabilmektedir

(http://physicsworld.com/cws/article/print/1761).

CNT’ ler elektronik, kimyasal ve mekaniksel ozellikleri ile siradisi bir grup
nanomateryaller olarak gosterilmektedirler. CNT’ lerin benzersiz Ozellikleri
kimyasal sensor gorevi i¢in Ozellikle de elektrokimyasal tayinde CNT’ leri son
derece oOnemli kilmaktadir. Son c¢alismalar gosteriyor ki CNT giigli bir
elektrokatalitik aktivite ve elektrokimyasal cihaz {izerindeki yiizey bozulmasinin

azalmasina yardimei olmaktadir (Wang ve Musameh, 2003).

2.4.1.1. CNT’ lerin tarihgesi

CNT’ ler, silindirlerden olusan fulleren tipi yapilardir. CNT’ lerin bilimsel
macerast 1985’ten 60 ya da daha fazla karbon atomunun birlestirilmesiyle olusan
futbol topu seklindeki molekiillerin kesfiyle baglamistir. Bu toplarin diger atom veya
molekiillerle yaptig1 bilesiklere “fulleren” denir.

Bu kesiften sonra birgok laboratuar sicak karbon buharimi yogunlastirarak futbol
topu seklindeki molekiilleri elde etmeye calismis; bu elde etme isleminden kiigiik
degisiklerle ¢esitli sekil ve boyutlarda kiireye benzer yapilar elde edilmistir (Kog,
2003).


http://physicsworld.com/cws/article/print/1761
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Sekil 2.7. CNT’ lerin tanim1 ve taramali tiinelleme mikroskopu (STM) ile elde edilen
goriintiisli (Ciract, 2005)

[Ik tiip seklindeki molekiilleri 1991°de elektron mikroskobu uzmani Sumia Iijima
fullerenlerin ark-buharlagmasi sentezi sirasinda katotta biriken malzemeyi arastirma

sirasinda bulunmustur (Kog, 2003).

Sekil 2.8. Uretilen Karbon Nanotiip Formlari; a) Tek-katmanli, b) Cok-Katmanls,
c) Cift-katmanl, d) Fulleren igeren tek-katmanl
(http://web.sakarya.edu.tr/~akbulut/intnano4a.pdf)



http://web.sakarya.edu.tr/%7Eakbulut/intnano4a.pdf
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2.4.1.2. CNT cesitleri

Nanotiiplerin iki farkli sinifi vardir: tek-duvarli karbon nanotiipler (SWCNT) ve
cok-duvarli karbon nanotiipler (MWCNT), bunlardan ¢ok ve tek duvarli karbon

nanotiiplerin uygulama alan1 daha genistir.

Sekil 2.9. CNT” lerin simflari; (A) Tek-duvarli karbon nanotiip (SWCNT), (B) Cok-
duvarli karbon nanotiip (MWCNT), (C) Iki-duvarli karbon nanotiip (DWCNT) (A,B-
Merkogi, 2005; C-hydrogen.cankaya.edu.tr/sunum/sunumsS.ppt)

SWCNT” ler tiip ¢ap1 1-2 nm’ den olusan kusursuz bir sekilde sarilmis tek bir
grafit tabakadan meydana gelmektedir (R.Moore, 2004). Son zamanlarda,
elektrokimyada elektrot materyali olarak SWCNT kullanimi  biiyiik ilgi
uyandirmistir. SWCNT’ ler olaganiistii mekaniksel, kimyasal ve elektronik 6zellikler

gostermektedirler.
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SWCNT’ nin kiitle tasinim mekanizmasi yarigapa, sarmal yapiya ve ¢ozeltideki
elektroaktif tiirler ile elektron transfer reaksiyonuna aracilik etme yetenegine bagh
olarak yari iletken tlirden metalik tiire dogru degismektedir (Valentini, 2004).

MWCNT’ ler ¢aplar1 2° den 50 nm’ ye degisen, tabakalar arasi uzakligi 0.34 nm
olan es merkezli ve kapali borucuklardan olusmaktadir (R.Moore, 2004).

Iki tane derisik SWCNT igeren MWCNT nin basitlesmis yapisina iki-duvarl
karbon nanotiip (DWCNT) denir. 2-3 nm lik kiigiik ¢aplarindan dolayr SWCNT ler
gibi ozellikler gosterirler ama o SWCNT lerden daha yiiksek yapisal kararliliga
sahiptirler. Son yillarda diger karbon nanotiip ¢esitlerinin elektriksel ve mekaniksel

Ozelliklerinin iistiinde daha biiyiik bir avantaj saglamislardir (Kuwahara vd, 2006).

2.4.1.3. CNT’ lerin yapisal ve fiziksel ozellikleri

CNT’ ler, geometrilerine bagli olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gosterirler.
Hi¢ bir katki maddesi olmaksizin, nanotiipiin, geometrik parametrelerinin
degistirilmesiyle, elektronik ozellikleri de degistirilebilir. Tiiplerin elektronik
uygulamalarda, 6nemli bir yeri vardir. Karbon nanotiipler bilinen en saglam ve esnek
malzeme olma ozelligine sahiptirler. Dayaniklilik, esneklik gibi fiziki ve kimyevi
ozellikleri yaninda; dis veya i¢ cidarlarinin, atom veya molekiilleri soguracak

ozellikler tasimasi, CNT’ leri daha kullanigh hale getirmektedir.
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Sekil 2.10. CNT’ lerin SEM goriintiileri (http://www.nano-lab.com/nanotube-
image.html)

2.4.1.3.1. Nanotiiplerin yapisal ozellikleri

1991 yilinda Sumi Iijima karbon nanotiipleri “Ge¢irmeli Elektron Mikroskobu”
(TEM) yontemi ile gozlemlenmis ve bdylece nanotiipler konusundaki arastirmalar
lizerine yogun caligmalar yapilmaya baglanmistir. Arastirmalar sonucunda bilim
adamlar1 karbon nanotiipler ile ilgili nano 6lgekte bir¢ok fiziksel, kimyasal, yapisal
elektriksel ve optik 6zelliklerinin var oldugunu bulmuslardir.

Yiiksek ¢oziintirlii mikroskobi teknikleriyle yapisi arastirilan karbon nanotiiplerin
kristal grafitlerden meydana gelen hegzagonal orglideki karbon atomlarinin
olusturdugu silindirik yapilar oldugu goriilmiistiir. Nanotlipler 3 ¢esit olusum

yonlerine sahiptirler. Bunlar: “armchair”, “zigzag” ve iki boyutlu grafit levhanin

nasil rulo yapildigina bagli olan “chiral” (Kog¢,2003) .


http://lib.store.yahoo.net/lib/nanolab2000/nanotube.gif
http://www.nano-lab.com/nanotube-image.html
http://www.nano-lab.com/nanotube-image.html
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ZIGZAG

A\CHIRAL

(a) (b)

Sekil 2.11. CNT’ lerin ii¢ farkl1 olusum yoOnleri [(a)
http://web.sakarya.edu.tr/~akbulut/intnano4a.pdf;(b)http://www.yildiz.edu.tr/~gdereli
/lab_homepage/ders.htm]

2.4.1.3.2. Nanotiiplerin elektriksel ozellikleri

Karbon nanotiipler olduk¢a dnemli yapisal, mekaniksel ve elektronik 6zelliklere
sahip nanomateryallerdir. Karbon nanotiiplerle yapilan iletimde, polifenilen esash
zincirlerden 10 ila 100 kat daha fazla akim iletimi saglanmaktadir. Karbon
nanotiiplerin 1s1l iletkenlikleri, en iy1 1s1l iletken olan elmasin 2 katidir ve bakir telden
1000 kat daha fazla elektrik tasiyabilir.

CNT lerin kiigiik c¢aplarindan dolayr kuantum mekanik etkileri elektronik
yapilarii belirler. Bunun anlami kuantizasyon sartlarinin nanotiip ¢evresi boyunca
nanotiiplin metal ya da yar iletken olarak davranip davranmadigini belirler. CNT
lerin en Onemli uygulamalarindan birini gosteren bu Ozellikler gelecek
nanoelektroniginin temeli oldugu diisiiniiliir (Merkoci, 2005). Karbon nanotiipler,
geometrilerine bagli olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gosterirler. Hi¢ bir katki
maddesi olmaksizin, nanotiipiin, geometrik parametrelerinin degistirilmesiyle,
elektronik 6zellikleri de degistirebilir. Tiiplerin elektronik uygulamalarda, 6nemli bir

yeri vardir, ¢ok esnek ve saglamdirlar.


http://web.sakarya.edu.tr/%7Eakbulut/intnano4a.pdf
http://www.yildiz.edu.tr/%7Egdereli/lab_homepage/ders.htm
http://www.yildiz.edu.tr/%7Egdereli/lab_homepage/ders.htm
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2.4.1.3.3. Nanotiiplerin mekaniksel ozellikleri

Grafit ve karbon fiberlerine benzer olarak, nanotiiplerin ¢ok saglam ve yiiksek
elastikiyet modiiliine sahip olmalar1 beklenmektedir. Ayrica tek-katmanli karbon
nanotiiplerin, tipk1 uzay teknolojisi uygulamalarinda kullanilan karbon fiber gibi, ¢ok
saglam ve esneme altinda kirilmama dayanikliligina sahip olmasi1 beklenmektedir.

Elmas kadar yiliksek mukavemetlidirler ve 1,0-1,4 TPa arasinda c¢ok yiiksek
elastik modiiliine sahiptirler. En iyi yiiksek mukavemetli ¢elik alagimindan 30 kat
daha giicliidiir. Diigiim yapilabilecek kadar esnek malzemelerdir ve yogunlugu, en
hafif malzemelerden olan aluminyumun yaris1 ve ¢eligin 1/6 s1 kadardir. 3000 °C’ ye

kadar kararli bir yapiya sahiptirler.

Sekil 2.12. C nanotiiplerin biikiilmesi a) Model b) Yiiksek ayrim giicli TEM
fotografi (http://web.sakarya.edu.tr/~akbulut/intnano4a.pdf)



http://web.sakarya.edu.tr/%7Eakbulut/intnano4a.pdf
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Hasarsiz bir karbon nanotiip, kendi agirliginin 300 milyon kati bir agirliga
dayanabilecek saglamliktadir. Bu saglamlikta baska bir malzeme yoktur. Ayrica
CNT lerin optik ve kimyasal 6zelliklerinden de bahsedebiliriz. Mesela CNT ler optik
olabilirler ancak chiral nanotiipler ¢ok uzun iseler optiklik ortadan kalkar. Kimyasal

olarak da inerttirler ve graphene levhalardan daha reaktiftirler.

2.4.1.4. Karbon nanotiiplerin elde edilmesi

Karbon nanotiipler temel {i¢ yontemle iiretilir. Bunlar;
e Ark buharlastirma
e Kesikli Lazer Buharlastirma

e Kimyasal Buhar Biriktirme

2.4.1.4.1. Ark buharlastirma

Fullerenin hazirlanmasi igin kullanilan karbon nanotiipler benzer karbon-ark
buharlagma metodu ile katotdan iiretilerek lijima tarafindan kesfedilmislerdir
(Trojanowicz, 2006). CNT leri hazirlamanin bir¢ok yolu vardir ark buharlagtirma
bunlardan ilkidir. Bu metot, neredeyse birbirinden 1 mm ile ayrilmis u¢ uca
yerlesmis iki grafit cubugun genellikle diisiik basingta (50 ve 700 mbar arasinda) ve
inert gaz (helyum ve argon) ile doldurulan bir diizenekte ark buharlagsmasindan
MWCNT leri meydana getirmesiyle gergeklestirilmektedir. 1ki ayr grafit cubuk
arasinda SiC tozu lireten modifiye cihazlar tarafindan bir dc ark voltaj uyguladiktan
sonra, buharlagmis anot ¢ember i¢cinde kurum seklinde fullerin meydana getirir, ve
buharlagmis anotun bir kismi katotta birikir. Metal katalizor iceren grafit gubuk (6rn:
Fe ve Co) anot olarak kullanildiginda ve katot da saf grafit oldugunda, SWCNT ler
MWCNT ler yerine iiretilmektedirler.
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2.4.1.4.2. Kesikli lazer buharlastirma (Lazer-Ocak Yontemi)

Kesikli Lazer Buharlagtirma metodu aslinda metal kiimesi ve ultrafine partikiiller
olarak kullanilmigtir. Daha sonra fulerin ve CNT diiretimi i¢in gelistirildi. Lazer
Buharlasma metodu genellikle SWCNT nin {iiretimi i¢in kullanmilmigtir. Lazerlerin
enerji yogunlugu diger buharlagsma aygitlarindan ¢ok yiiksek oldukca, lazer yiiksek

kaynama sicakligi olan (6rn: karbon) materyaller i¢in uygun olmaktadir.

2.4.1.4.3. Kimyasal buhar biriktirme (CVD)

[1k iki metodun, ark buharlastirma ve kesikli lazer buharlastirma, baz1 eksiklikleri
vardir; bunlar yerlesim kontroliine ve sentezlenmis CNT lerin siralanmasina izin
vermemesi olarak siralayabiliriz. Bu durumdan kimyasal buhar biriktirme ile
kacinilabilir. Bu popiiler metot metal katalizorliiglinde termal olarak ayrisan
hidrokarbon buharini (6rn: metan) kullanmaktadir.

Metot ayrica termal ya da katalitik CVD olarak da bilinmekte ve yontem, yeterli
yuksek sicaklikta hidrokarbonu ayristiran katalizor materyali varhiginda tiip firmni
icinden hidrokarbon buharinin gecirilmesini icermektedir. CNT’ ler katalizor
tizerinden gegirilir ve sistem sogutularak oda sicakliginda toplanmaktadirlar

(Merkogi, 2005).

2.4.1.5. Karbon nanotiiplerin islenmesi

Nanotiiplerden devre yapabilmek icin, kontrollii bir sekilde nanotiibiin
islenebilmesi  Onemlidir. Nanotiiblin  konumunu, seklini ve yoOnelimini

degistirebilmek i¢in atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilir.
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Sekil 2.13. AFM ucu nanotiiplerin SEM goriintiileri

(http://web.sakarya.edu.tr/~akbulut/intnano4a.pdf)

AFM ilk kez kontak yapmayan modelde, AFM ucunu tarayarak nanotiip
goriintlislinil elde etmek i¢in kullanilmistir. Sonrasinda AFM ucu zemine getirilerek,
nanotiipii hareket ettirmek i¢in kullanilmistir. Nanotiip ve zemin arasindaki giiclii
Van der Walls etkilesmesinden dolay1 dogal dik sekline donmeyerek birakildigr gibi
kalir, pozisyonunu korur (Kog, 2003). CNT’ ler kimyasal ve mekaniksel dingligi ve
olduke¢a biiylik yiizey orani yliziinden taramali u¢ mikroskopu i¢in prob ucu olarak

kullanima uygun olmaktadir (Kuwahara, 2006).

2.4.1.6. Karbon nanotiiplerin elektrokimyada kullanim

Karbon elektrotlar voltammetrik analizlerde en ¢ok kullanilan kat1 elektrotlardan
biridir. Ciinkii bu elektrotlar genis anodik ¢alisma aralig1 ve diisiik zemin saglamakla
birlikte ekonomiktirler ve kimyasal anlamda inerttirler. Yaygin sekilde kullanilan,
camimst karbon elektrot (GCE), iyi kimyasal elektroreaktiviteye, mekaniksel
kararliliga ve ithmal edilebilecek boyutta gdzenek yapisina sahiptir. CP ve GCPE ise

kompozit yapidaki karbon temelli elektrotlara drnek teskil etmektedirler.


http://web.sakarya.edu.tr/%7Eakbulut/intnano4a.pdf
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Camims1 karbon pasta ve karbon pasta elektrokimyada en yaygin sekilde
kullanilan karbon elektrotlaridir. GCE’ lar i1yi bir elektrokimyasal reaktivite, iyi
mekaniksel sertlik ve ithmal edilebilir gozeneklilige sahipken, CPE’ lar ¢ok diisiik
zemin akimi, yenilenebilir ve modifikasyon kolaylig1 i¢eren kompozit dogast gibi
avantajlara sahiptir. Karbon elektrotlarin bu ilgi ¢ekici ozellikleri karbon bazli
elektroanalitik sensorlerin tiretimine dikkatin c¢ekilmesinin nedenlerinden biridir.
(Anik-Kirgdz, 2004).

Karbon elektrotlar1 diisiik zemin akimi, genis potansiyel araligi, diisiik maliyet,
kimyasal isteksizlik, cesitli duyarlik ve tayin uygulamalarina uygunluklarindan
dolay1 elektroanalizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Karbonun g¢esitli formlari
elektroanalitik uygulamalar i¢in uygundur ve kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda
GCP ve CP en popiler karbon elektrot materyallerindendir. GCP ilging
elektrokimyasal reaktivite, ihmal edilebilir gézeneklilik ve iyi mekaniksel katilik
gostermektedir. CP ¢ok diisik zemin katkilarindan, kompozit dogasindan,
modifikasyon, yenilenebilir ve kii¢iiltme kolayligindan dolay1 popiiler olmustur. Bu
tip elektrotlar su ile karigsmayan grafit partikiillerin (yalitkan pasta sivist) dagilimina
dayanmaktadir (Wang, 2001). Elektron transfer reaksiyonunu arttirmak igin karbon
nanotiiplerin yetenegi elektronik yapilarina ve yiiksek elektriksel iletkenliklerine
dayandirilmaktadir (Musameh, 2002).

CP ve kompozit elektrotlar birka¢ yildan beri elektrokimyasal sensorlerde
kullanilmaktadir. CNT iceren benzer matrisler elektrokimyasal sensér alaninda
arastirmalarin odak noktasi olmustur. Polimer matriks i¢indeki CNT’ ler ya rastgele
ya da dikey olarak dagilabilmektedirler.

Literatiirlerde CNT pastalar1 ya da kompozitleri iiretmek icin baglayicilarin
cesitliliginden (mineral yag, teflon ya da epoksi regine) bahsedilmistir, kati epoksi
bazli CNT kompozitler en az kullanilandir. Yayinlanan makalelerin biiyiik
cogunlugu CNT’ lerin diisiik asir1 potansiyellerde elektron-transfer reaksiyonlarini
arttirdigimi gostermistir. Bu avantaj CNT bazli sensorlerin enzimlerle baglanarak
arastirmalarin  artmasimna neden olmustur. CNT’ lerin elektrokimyasal sensor
yapiminda kullanilmasini saglayan c¢esitli avantajlar1 vardir. Belki de bugiine kadar
bulunan CNT enzim-temelli biyosensorlerin en ilging 6zelligi gelismis calisma

kararliligidir.
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Bununla beraber, sensor yapiminda CNT’ lerin kullamim avantajlar1 ve
fizibilitelerini degerlendirmek i¢in tam bir inceleme olmasi ve CNT’ lerin nasil
tiretildigi ve dagildigi, ylizey kimyast ve morfolojisi, etkin yiizey alani ve metal
safsizliklarin varligi gibi konularin ¢éziimiine yonelik ¢aligmalarin yapilmasi

gerekmektedir (Merkogi, 2005).

2.4.1.7. Karbon nanotiiplerin biyosensor sistemlerinde kullanimi

Biyosensorlerin gelistirilmesi ve performanslari biyosensor yapiminda kullanilan
materyallerin biiyiik bir kismina baglidir. Ayrica transduserin yapimi i¢in kullanilan
materyaller, enzim immoilizasyonu i¢in kullanilan matrisler, stabilizatér ve medyator
gibi, fizikokimyasal karakteristigine baglidir. Biyosensorlerin biiylik capta
kullantmin1  6nleyen smirlayic1 faktorlerden biride kot sinyal kararliligt ve
beklenmeyen diisiik sensor-sensor yenilenebilirligidir.

Bu sorunlarin nedeni transduserlerin ve biyosensorlerin olusturulmasinda
kullanilan diger materyalleri kesin olarak kontrol etmeye yetersiz olmasidir.
Kullanilan en yaygin elektrokimyasal transduser inert metallerdir, 6rnegin platin ya
da altin ya da karbonlu materyallerdir. Karbon pastanin biyosensor yapiminda destek
matriks olarak yaygin kullanimi basit olusturma prosediirlerine, gosterdigi diisiik
zemin akimina, yiizey yenilenme yetenegine, ve diisiik maliyetine baghdir. Karbon
pastalarin ilk eksikligi pastanin bilesiminin yenilenme zorlugudur.

Diger karbon materyalleri i¢inde elektrokimyasal transduser olarak grafit, karbon
fiber gozenekli karbon ve camimsi karbon, ve ek olarak yeni kesfedilmis ve ¢ok
ilging olan karbon kiireler ve nanotiipler de kullanilabilmektedir. Bu materyaller ayn
zamanda kullanigh fiziksel karakteristik ve yenilenebilir elektrokimyasal davranisa
sahipken enzim immobilizasyonuna saglamaktadir.

Camimsi karbon uzun yillardir elektrot materyali ve belirli bir bigcimde biyosensor
immobilizasyon matriksi olarak kabul edilen diger bir materyaldir. Yapisal olarak,
sik1 bir kati, mekaniksel olarak kararli, gaz sizdirmaz, akigkan ve kimyasal olarak
genis araligin iizerinde direnclidir. Ustelik, yiiksek gozeneklilik, genis bir potansiyel
aralig iistiinde diisiik zemin akimi ve biiylik molekiillerin adsorpsiyonu i¢in énemli

uygulanabilirligi bu materyali ideal kilmistir (Sotiropoulou, 2003).
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2.4.2. Altin nanopartikiiller

Son yillarda nanopartikiillerin 6nemli O6zellikleri hakkindaki gelismeler
biyoduyarlik alanlarinda bu materyallerin uygulanabilirligi ve elektrokimyasal
davraniglar1 hakkindaki ilgiyi arttirmistir. Altin nanopartikiil (Au-np) proteinlerin
adsorpsiyon tizerinden biyolojik aktivitelerini muhafaza etmelerine yardim eden bir
cesit nanomateryaldir. Biiylik yiizey alani, iyi elektronik oOzellikler ve redoks
proteinlerinin dogru elektron transferinin ¢aligmasi i¢in kullanimi1 biyosensor

yapimindaki kullanigh@ini arttirmastir.

Sekil 2.14. Altin nanopartikiiliin gegirmeli elektron mikroskopu (TEM) goriintiisii
(http://www.nanoamor.com/inc/sdetail/6355)

Enzim biyosensoriiniin performansinin sadece enzim molekiiliiniin dogasina degil
aynt zamanda immobilizasyon yoluyla bu molekiillere uygulanan etkilere bagh

oldugu bilinir.


http://www.nanoamor.com/inc/sdetail/6355
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Altin nanopartikiil ile elektrot yiizeyinin modifikasyonu yerel sistemlerdeki
redoks proteinlerine benzer bir mikrogevre saglar ve altin nanokristallerin iletim
tiineli icinden dogru elektron transferi i¢in protein kabuklarinin yalitma etkisinin
indirgenmesi yoluyla oryantasyonda protein molekiillerine daha bir serbestlik saglar.

Altin nanopartikiillerin yiizey morfolojisi, nanopartikiiller arasindaki uzaklik ve
elektrot yiizeyi, elektrot materyali ve redoks proteini arasindaki elektriksel
baglantinin meydana getirilmesinde rol oynayan Onemli faktorlerdir. Altin
nanopartikiillerin nanometrik simnirlari, elektron transferi icin biyomolekiil redoks
kism1 ve elektrot arasindaki uzakligi azaltmasi yoluyla hafifce protein igine girer
(Mena, 2005). Altin nanopartikiiller kendilerine has optik, elektronik ve molekiiler
tanima Ozellikleri yiiziinden ¢esitli alanlarin uygulamalar ile birlikte elektronik,
nanoteknoloji ve dnemli 6zellikteki yeni materyallerin sentezini i¢eren arastirmalarin
da konusu olmustur.

Yeni c¢alismalara gore altin nanopartikiiller potansiyel olarak biomedikal
uygulamalarda  kullanilabilen = ufak, kesin ve giiglii 1siticilar  olarak
davranabilmektedirler.

Ohio Universitesi bilimadamlarindan Hugh Richardson ve Sasha Govorov’ ye
gore altin gibi metal nanopartikiillerin kiiciik bir kisminin lazer 1s1ginin dogru
frekansi ile uyarildiginda kendi biiytikliigiinden 1000 kata kadar bir alan1 1sitabildigi
ifade edilmektedir. 1 cm boyutundaki bir objeden 200,000 kat kii¢iik olan altin

nanopartikiil 50 nm’ dir (http://news.research.ohiou.edu/news/index.php)

Biyobagliyicilar kullanilarak, nanoparikiiller 6zel hedeflere etki etmek igin
dizayn edilebilirler. Biyobagliyicilar sadece belli tip hiicrelere baglanmak icin
diizenlenen Ozel, yapiskan molekiillerdir. Biyomedikal uygulamalarda, birka¢ tane
altin nanopartikil tiimor hiicreleri gibi tek makro 6lgekli objelere 1s1 etkisi tiretmek

i¢cin kullanilabilmektedirler (Sekil 2.15) .


http://news.research.ohiou.edu/news/index.php
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(b)

Sekil 2.15. (a) Altin nanopartikiiller kansersiz hiicrelere yapigsmaz. Sonuglar basit bir
mikroskop ile goriilebilir, (b) Altin nanopartikiil kanserli hiicrelere yapisir ve onlarin
parlamasini saglar (http://www.gatech.edu/newsroom/release.html)

2.5. Kompozit

2.5.1. Kompozit malzeme nedir

Iki veya daha fazla sayidaki aym veya farkli gruptaki malzemelerin, en iyi
Ozelliklerini bir araya toplamak ya da ortaya yeni bir 6zellik ¢cikarmak amaciyla, bu
malzemelerin makro seviyede birlestirilmesiyle olusan malzemelere “Kompozit

Malzeme” denir.

2.5.2. Nanokompozit

Nano boyuttaki malzemelerin bir araya gelerek yeni bir yapi olusturmasidir.
Nanokompozit  yapilar ile elektrokimyasal oOl¢iimler i¢in  elektrotlar
gelistirilebilmektedir.

Bu calisma temel olarak iki boliimden olusmaktadir. Bunlardan ilki; CNT
modifiye karbon pasta elektrotlarinin ksantin (X) biyosensoriinde transdiiser olarak

elektroanalitik performansinin incelenmesidir.


http://www.gatech.edu/newsroom/release.html
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Ikincisi ise, altin nanopartikiil (Au-np) ve ksantin oksidaz (XOD) modifiye
camimst karbon pasta elektrodun ksantin ve hipoksantin (Hx) tayininde
performansinin incelenmesinden olusmaktadir. Calismanin ilk béliimiinde, farkli
oranlarda CNT iceren CPE’ ler XOD enzimi ile modifiye edilerek ksantin tayinine
iliskin biyosensdr gelistirilmistir. Ksantin oksidaz kompleks bir flavo proteindir. Iki
benzer ve katalitik anlamda bagimsiz alt iinitelerden olusmustur. Her bir alt tinite bir
molibden merkez, ikide silfiir merkezi ve flavin adenin diniikleotit (FAD)
icermektedir. Ksantin (a) ve ksantin oksidaz (b) yapilarnn sekil 16° da
gosterilmektedir. Ksantine yonelik sensor gelistirilmesi biyolojik anlamda dnemlidir.
Ciinki bir bilesigin diizeyi gida endiistrisindeki et veya baligin endeks tazeligi olarak
kullanilmaktadir. Bu bilesigin tayini i¢in spektrofotometrik ve kromotografik
yontemler gelistirilse de yoOntemlerin pahali olmasi ve Olglimden 6nce 6n islem

gerektirmesi dezavantaj olusturmaktadir.



M

Sekil 2.16. (a) Ksantin , (b) Ksantin oksidaz (Anik-Kirgoz, 2004)

Onerilen sistem enzimatik reaksiyon sonucunda ag¢iga ¢ikan H,O, nin
yiikseltgenmesine iligkin akimin kronoamperometrik olarak incelenmesidir.
Ksantin oksidaz, ksantinin iirik aside ylikseltgenmesi sonucu reaksiyonu

asagida gosterildigi gibi katalizlemektedir.

Hipoksantin + O, —XOD . Ksantin + H,0,

Ksantin + O, —X0bD . Urik asit + H,0,
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Sistem optimizasyonu gerceklestirildikten sonra CNT’ lerin etkisi
incelenmis ve biyosensor plazma Orneklerindeki ksantin tayinini
uyarlamustir. Ikinci bdliimde kompozit bir elektrot altin nanopartikiil (Au-
np) ve XOD enzimi ile camims1 karbon mikropartikiil modifiye edilerek X
ve Hx tayini i¢in hazirlanmistir. Au-np ile hazirlanmis kompozit yapidan
daha duyar, pratik, kullanimi ve hazirlanmasi kolay bir elektrot elde

edilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Elektrokimyasal 6l¢me sistemi

Deneylerde voltammetri, kronoamperometri gibi g¢esitli elektrokimyasal
metotlarin ¢aligilabildigi ana iiniteye bagli bilgisayar sistemi ile AUTOLAB
PGSTAT 12 (Sekil 3.1) elektrokimyasal 6l¢iim sistemi kullanilmistir. AUTOLAB
PGSTAT 12 kullanom kolayhigim1 ve c¢ok iyi bir performansi bir araya getiren
dinamik bir sistemdir. AUTOLAB cihazlarinin énemli bir 6zelligi modiiler yapida
olmalaridir. Bu cihaz 6zellikle sulu ¢ozeltiler gibi diisiik dirence sahip ortamlarda

arastirma yapmak tlizere dizayn edilmistir.

Sekil 3.1. AUTOLAB PGSTAT 12 cihazi

Bilgisayar kontrollii olan AUTOLAB PGSTAT 12 cihazinin sinyalleri GPES
Windows 4,9 yazilimi ile degerlendirilmistir. Deney verileri grafik seklinde
goriilebildigi gibi, Windows tabanli GPES 4,9 yazilimi ile iist iiste cakistirilarak
karsilastirmali caligmalar yapilabilmektedir. Magnetik ortamda dosyalanarak

kaydedilen deneyler istenildigi zaman tekrar goriilebilmektedir.
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Kullanilan diger cihaz ve malzemeler asagida verilmistir;
e GCP ve CPE’ nu temizlemek ve baz1 maddeleri ¢ozme amaciyla BANDELIN
marka RK 102 H model sonikat6r kullanilmistir.

e 25 OC’ de pH = 7 ve pH = 7,5 da standart elektrot ¢ozeltileriyle kalibre
edilmis ORION STAR SERIES model pH metre ile gerekli pH &lgiimleri
yapilmustir.

e Kimyasal ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kat1 kimyasallarin tarttmi PRECISA XR
205SM-DR model hassas terazi ile yapilmstir.

3.2. Kullanilan elektrotlar

(Calisma hiicresi, analit ve reaktif olmayan destek elektrolit iceren bir ¢ozeltiye
daldirilmig ii¢ elektrottan yapilmistir. Deneyler oda sicakliginda 10 ml® lik
voltammetrik  hiicrede  (Metrohm)  tglii  elektrot  sistemi  kullanilarak

gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Uclii elektrot sistemine ait diizenek
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Calisma elektrodu olarak SWCNT ve MWCNT modifiye CPE, Au-nano
modifiye GCPE kullanilmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl (Metrohm),
yardimci elektrot olaraksa Pt elektrot (Metrohm) kullanilmistir.

3.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Bu caligmada biitiin elektrokimyasal 6l¢iimlerde destek elektrolit olarak pH=7 ve
7,5 da KH,PO4 tamponu (MERCK/ purity 99,995%) kullanilmistir. Tampon
hazirlanirken iizerine 1 M NaOH (98%, pure, Horasan Kimya) ilave edilerek pH
ayarlamasi yapilmistir. Reaktif ¢ozeltiler olarak K3;Fe(CN)g (99,99+%, d=1,89 g/mL,
SIGMA-ALDRICH), Hipoksantin (CsHsN4O >=99%, SIGMA), Ksantin sodyum
tuzu (CsH3N4NaO,, minimum 99%, SIGMA) ve H,0, (50%, d=1,19 g/mL, smyras
merck index 12,4839) kullanilmistir. Karbon Pasta ve modifiye karbon pasta
hazirlanmast icin MWCNT (diam.=110-170 nm, length=5-9 micron, 90+%,
ALDRICH), SWCNT (short diam. 1-2 nm x length 0,5-2 pm, 90%, ALDRICH ),
Au-np (gold colloid, 0,75As5,0 units/mL, conc. : ~0,01 % as HAuCls, SIGMA), grafit
tozu (<20micron, sentetik, ALDRICH), glassy carbon spherical powder (20-50
micron, typel, Alfa Aesar) nanopartikiilleri ve bunlar1 pasta kivamina getirmek i¢in
mineral yag (SIGMA-ALDRICH) gibi organik bir sivi ile karistirilarak
hazirlanmislardir. Ornek uygulama galigmalarinda 6rnedi pargalamak igin perklorik
asit (HClO4, 70% min., d 1,67, Prolabo) kullanilmigtir. Biyosensor yapiminda pasta
icinde XOD enzimi (from buttermilk 0,056 U/mg, Fluka, XOD 0,06 units/mg solid,
SIGMA), kullanilmistir.
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3.3.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

3.3.1.1 Destek elektrolit tampon cozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektrolit olarak 50 mM fosfat tamponu (KH,PO4, merck)
kullanilmistir. Bu amagla KH,PO4’ den gerekli miktarda tartim alinarak cozelti
hacmi 500 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Destek elektrolit

hazirlanirken iizerine derisik NaOH ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmistir.

3.3.1.2. Reaktiflerin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilmak amaciyla 1x10? M’ hk stok potasyum ferrisiyaniir (
KsFe(CN)g, sigma-aldrich) ve 1x10° M’ Ik ksantin (X, CsH3N4NaO,) ve
hipoksantin (Hx, CsHsN4O) c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu amagla maddelerden
gerekli tartimlar alinarak c¢ozelti hacmi potasyum ferrisiyaniir i¢cin 100 mL ve
ksantin/hipoksantin i¢in de 20’ ser mL olacak sekilde saf su ilave edilmistir, Au-np
ile yapilan ¢alismalarda ksantin ve hipoksantin i¢in 20’ ser mL olacak sekilde fosfat
tamponu ilave edilerek ¢ozeltiler hazirlanmistir. Calismalardaki biitiin ¢ozeltiler

bidistile su ile hazirlanmistir.

3.3.2. Calisma hiicresinde kullanilan ¢6zeltinin hazirlanmasi

Dongiisel voltammetri ve kronoamperometri metotlarinda kullanilmak tizere
Bolim 3.3.1.1.°de belirtilen destek elektrolit c¢ozeltisinden gerekli miktarda ve
Bolim 3.3.1.2.°de hazirlanis1 anlatilan reaktiflerden gerekli miktarda alinarak
voltammetrik caligma hiicresindeki son hacim 10 mL olacak sekilde ¢ozelti

hazirlanmstir.
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3.4. Gelistirilen amperometrik biyosensorler

3.4.1. CNT modifiye CPE’ nun elektroanalitik performansinin X

biyosensoriinde transduser olarak incelenmesi

3.4.1.1. Elektrot hazirlanisi

Farkl1 oranlarda XOD temelli MWCNT ve SWCNT modifiyeli CPE (70:30 (w/w)
% grafit tozu/mineral yag, gerekli miktarda karbon nanotiip ve 0,3 mg XOD) grafit
tozunun, enzimin ve mineral yagin bir spatula yardimi ile kanistirilmasiyla
hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan pasta elektrot bosluguna (3 mm ¢apinda, 5 mm
yuksekliginde) iyice doldurulmustur. Elektriksel baglant1 bir bakir tel yardim ile
saglanngtir. Olgiim yapilmadan &nce, elektrot yiizeyleri uygun kagitlara siirtiilerek

parlatilmistir.

3.4.1.2. Deney yapihis1

Kronoamperometrik olgiimler 0,05 M fosfat tamponunda (pH 7,0) c¢ozelti
karisirken MWCNT igin +0,9 V ¢alisma potansiyeli altinda ve SWCNT igin +0,8 V
calisma potansiyelinde uygulanmistir. Dongilisel voltammetrik Slgiimler ayni destek
elektrolit varliginda tarama hiz1 100 mV/s de, potansiyel arali§1 550 ya da 600 mV ve
-400 mV da yiirtitiilmistiir.

3.4.1.3. Ornek uygulama
3.4.1.3.1. Konserve ton balig1 6rnegi

Konserve ton baligi 6rnegi (Dardenel) yerel bir marketten temin edilmistir.
Ornekteki proteinleri ¢oktiirmek icin 5 mL 0,5 M HCIO,4 eklenmesinden sonra ton

balig1 pargalanarak homojenlestirilmistir. Elde edilen denature 6rnekler 10 dk kadar

mekanik olarak karistirilmistir ve sonra 5dk’ ligina 4000 rpm’ de santrifiijlenmistir.
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Ustte kalan sivinin pH’ 1 derisik NaOH ile pH 7,0’ ye ayarlanmistir ve analitik
caligmalar i¢in standart katma metodu uygulamadan 6nce 10 kez seyreltilmistir.
SWCNT-CPE ile karisan c¢ozeltilerdeki amperometrik 6l¢iimler Ag/AgCl’ ye karst
+800 mV potansiyel ile analitik ¢ozeltinin elektrokimyasal hiicreye transferi ile
gergeklestirilmistir. Ksantin tayini hi¢ ksantin igermeyen 2-3 ardisik katim ve bilinen

miktarda ksantin (5 pM) igeren denature 6rnekleri igermistir.

3.4.1.3.2. Plazma ornegi

Kan Ornegi, santrifiijlendi ve serum kismi atildi. Plazma 0Ornegi yerel bir
hastaneden temin edilmistir ve tekrar 0,5 M 5 mL HCIO4 eklenmesi ile denature
edilmistir. Yukarida bahsedilen santrifiij isleminden sonra, elde edilen plazma
ornekleri 100 kez seyreltilmistir ve standart katma metodu analitiksel deneme icin
kullanilmastir.

Amperometrik Ol¢iimler MWCNT-CPE i¢in +0,9 V ta gerceklestirilmistir.
Ksantin tayini i¢in hi¢ ksantin icermeyen Ornekten 2-3 ardisik katim ve bilinen
miktarda ksantin (100 pM) iceren denature Orneklerin ¢alisma hiicresine ilavesiyle

gergeklestirilmistir.
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3.4.2. Au-np ve XOD modifiye GCPE ile ksantin ve hipoksantin tayini

3.4.2.1. Elektrot hazirlamis1

XOD-Au-nano temelli GCPE 80:20 (% w/w) camimst karbon
mikropartikiil/mineral yag, 0,3 mg XO ve 2 uL Au-np’ iin hepsinin birlikte bir spatiil
yardimi ile karistirilmasiyla hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan pasta elektriksel
baglantinin bir bakir tel yardimi ile saglandigi elektrot bosluguna (3 mm ¢apinda, 5
mm yiiksekliginde) iyice doldurulmustur. Hazirlanan elektrot yilizeyinin kurumasi
icin 15 dk kadar desikatore konmustur. Sonra elektrot yiizeyi pastanin ¢ozelti igine

sizmasini 6nlemek i¢in o-ring vasitasiyla dializ membran ile kaplanmistir.

3.4.2.2. Deney yapihis1

Ug elektrot 10 mL’ lik elektrokimyasal hiicreye  daldirilmigtir.
Kronoamperometrik ol¢iimler ¢ozelti karisirken 50,0 mM fosfat tamponunda (pH
7,5) ve +700 mV ¢alisma potansiyeli altinda uygulanmistir. Her analizin siiresi 125 s
ve gecici akim destek elektrolit varliginda 50 s denge durumu sonrasinda
bozunmugstur. 50 mV/s tarama hizi, 50 Hz frekans, 20 mV genlikte ve 20 mV
potansiyel basamaginda, dongiisel voltammetrik deneyler ayni destek elektrolit ile
=500 ve +1250 mV arasinda gerceklestirilmistir. Elektrot yiizeyi her 6l¢iimden once

yenilenmistir.

3.4.2.3. Ornek uygulama

Konserve ton balig1 6rnegi (Dardenel) yerel bir marketten temin edilmistir. Ornek
2 bolime ayrilmustir. Bir bolim 15 gilin oda sicakliginda birakilirken diger bolim
hemen kullanilmistir. Konserve ton baligi 5 mL 0,5 M HCIO,4 eklenmesinden sonra

glizelce parcalanarak homojen bir karisim elde edilmistir.
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Elde edilen denature ornekler mekanik olarak 10 dk karistirilmistir ve sonra 5 dk
4000 rpm de santrifiij edilmistir. Ustte kalan sivinin pH’ 1 derisik NaOH ile pH 7,0
ye ayarlanmistir ve analitik ¢alismalar i¢in standart katma metodu uygulamadan 6nce
10 kez seyreltilmistir.

Karigan ¢ozeltilerdeki amperometrik oOlgtimler Ag/AgCl’ ye karst +700 mV
potansiyelde ve analitik ¢6zeltinin elektrokimyasal hiicreye transferi ile
gergeklestirilmistir. Hipoksantin tayini hi¢ ksantin igermeyen 2-3 ardisik katim ve
bilinen miktarda ksantin (5 uM) igeren denature Ornekleri igermistir. Hipoksantin
tayini 6rnegin 2’ ye 3 ardigik katimi ve bilinen miktarda hipoksantin igeren denature

orneklerini icermistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calisma iki temel boliimden olusmustur. 1ki, karbon nanotiip modifiye karbon
pasta elektrotlarinin X biyosensoriinde transdiiser olarak elektroanalitik
performansinin incelenmesidir, ikincisi ise, Au-np ve XOD modifiye camims1 karbon
pasta elektrodun X ve Hx tayininde performansinin incelenmesinden olusmaktadir.
Bu caligmada ki asil amag, nanopartikiil temelli karbon elektrotlarin voltammetrik
teknikler yardimu ile elektrokatalitik aktivitelerinin incelenmesi ve birbirlerine karsi
tistiinliiklerinin karsilastiritlmasint gostermektir.

Calismanin ilk boliimiinde MWCNT ve SWCNT modifiye CPE’ nin cevaplari
karsilagtirilmistir ve bu nanopartikiillerin degisik oranlarda kullanilmasi ile CPE
tizerine etkileri incelenmistir. Optimum kompozisyonu bulmak i¢in kompozit
elektrodun elektroanalitiksel performansi incelenmistir. Cesitli oranlarda SWCNT ve
MWCNT igeren CPE’ lar hazirlanarak ferrisiyaniir/ferrosiyaniir sistemine karsi
karakterize edilmistir. Her iki sisteme iliskin optimum yapilar belirlenerek, SWCNT
ve MWCNT’ nin CPE’ nin elektrokimyasal aktivitesine katkisi kiyaslanmistir.
Ayrica tarama hiz1 degistirilerek kiitle tasmimiin tiiri ve mekanizmasi
aydinlatilmistir. Buradan da farkli yapilarda CNT’ nin ferrisiyaniir yiikseltgenmesine
kars1 etkisi incelenmis ve %4’lik CNT iceren yapilarin en iyi sonug¢ verdigi
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak CNT temelli yapilarin elektrokatalitik etki ile pik
potansiyelini diistirdiigli gézlemlenmistir. Daha sonra bu optimum bilesenler XOD
enzimi ile modifiye edilmis ve X biyosensdriinde transduser olarak kullanilmustir.
Sistemin optimizasyonundan sonra, biyosensér X icin karakterize edilmistir.
MWCNT-CPE i¢in 1-100 uM X derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir ve
R.S.D. degeri %3,35 olarak bulunmustur. SWCNT-CPE igin ise 1-20 uM derisim
araliginda R.S.D. degeri %3,5 olarak bulunmustur.
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Arastirmanin ikinci boliimiinde, kompozit elektrot X ve Hx tayini i¢in XOD, Au-
np ve camimsi mikropartikiil ile modifiye edilerek hazirlanmistir. Sistemin X i¢in
optimizasyonundan sonra, biyosensér X ve Hx i¢in karakterize edilmistir.
Dogrusallik X i¢in 5,00x107 ve 1,00x107° M derisim araliginda, y = 0,0455x +
0,203 denkleminde ve Hx icin ise 5,00x10°® den 1,50x10~* M derisim araliginda, y
= 0,0651x + 0,1116 denkleminde degerler elde edilmistir. Elde edilen degerler
yapisinda Au-np igeren veya igcermeyen X ve/veya Hx biyosensorleri ile
karsilagtirilmistir. Gelistirilen sistem ayrica konserve ton baligi dérneginde Hx tayini

icin uygulanmistir ve umut verici sonuglar elde edilmistir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

5.1. CNT modifiye CPE’ nun ksantin biyosensoriinde kullanimi

5.1.1. Elektrodun elektroanalitik performansi

5.1.1.1. Elektrot bileseninin optimizasyonu

Calismanin ilk adiminda CNT’ nin optimum miktar1 bulunmustur. Bu amagla
degisik oranlarda MWCNT, SWCNT (% 2, 4, 8, 10, 15, 100) igeren karbon pasta
kompozit elektrotlar1 ve nanopartikiil icermeyen karbon pasta elektrodu ayri ayri
hazirlanarak 2 mM ferrisiyaniir reaktifine iliskin dongiisel voltammogramlari

alinmistir. Sonuglar Sekil 5.1, 5.2 ve ¢izelge 5.1, 5.2° de verilmistir.
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CPE + %8 MWCNT
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Sekil 5.1. MWCNT miktarinin 2 mM ferrisiyaniir i¢in dongiisel voltammogramlara
etkisi, kosullar: 600 den -400 mV potansiyel aralifinda, tarama hiz1 100 mV/s,
destek elektrolit 50 mM fosfat tamponu, pH 7,0
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Sekil 5.2. SWCNT miktarinin 2 mM ferrisiyaniir i¢in dongiisel voltammogramlara
etkisi, kosullar: 600’den -400 mV potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hizi,
destek elektrolit 50 mM fosfat tamponu, pH 7,0
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Cizelge 5.1. MWCNT modifiye CPE yapisinda 2 mM ferrisiyaniir ¢ozeltisinin elde

edilen akim degerleri

Kompozit Akim/Ip (pA)
CPE + %2 MWCNT 19,6 0
CPE + %4 MWCNT 22,20
CPE + %8 MWCNT 13,30
%100 MWCNT 2,52

Cizelge 5.2. SWCNT modifiye CPE yapisinda 2 mM ferrisiyaniir ¢6zeltisinin elde

edilen akim degerleri

Kompozit

Akim/Ip (pA)

CPE + %2 SWCNT 19,0
CPE + %4 SWCNT 77,5
CPE + %8 SWCNT 14,4
% 100 SWCNT 14,2
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En 1yi akim degerleri %4 MWCNT ve %4 SWCNT igeren elektrotlara iliskindir
(Sekil 5.3, Cizelge 5.3). Sadece CPE’ nin akim degeri 14,5 pA iken MWCNT ve
SWCNT igeren CPE yapilari i¢in 22,20 pA ve 19,5 pA akim degeri elde edilmistir,
Ep degeri ise 0,344 V (CPE), 0,327 V (MWCNT-CPE) ve 0,354 V (SWCNT-CPE)
degerlerini gostermistir. Akim degerindeki hafif artig ve pik potansiyelindeki azalma
(MWCNT oldugu gibi) elektron transfer reaksiyonlarina aracilik eden CNT’ nin
elektrokatalitik aktivitesine dayandirilabilir (Moore vd, 2004; Pumera vd, 2005).
Bununla birlikte, kompozitteki CNT miktar1 arttikca akim degeri azalmistir.

Cizelge 5.3. Elektrokatalitik aktivite acisindan CPE, MWCNT-CPE ve SWCNT-
CPE’ nin karsilastirilmasi

Kompozit Potansiyel/E, (V) Akim/I, (nA)
CPE 0,344 14,5
%4 MWCNT 0,327 22,2

%4 SWCNT 0,354 19,5
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CPE + %d MWCNT + %d SWCNT

300
200
100
A 0 1
-10.0
=200
=300
-40.0
-50.0

-60.0

0.700 0.450 0.200 -0.050 -0.300

Sekil 5.3. (a) CPE, (b) %4 MWCNT-CPE, (c¢) %4 SWCNT-CPE i¢in 2 mM
ferrisiyaniiriin dongiisel voltammogramlari, kosullar: 600°den -400 mV potansiyel
araliginda, 100 mV/s tarama hizi, destek elektrolit 50 mM fosfat tamponu, pH 7,0

CNT’ nin biiyliik yiizey alanina sahip olmasi, bu nanopartikiiliin biyolojik
molekiiller ile modifikasyonunu kolaylastirmaktadir (Perez vd, 2005). Diger bir
yandan c¢alismamizda oldugu gibi elde edilen akim degerlerini diisiiren biiyiik yiizey
alan1 zemin akiminda ki artisa neden olabilmektedir (Zhang vd, 2004). Sonug olarak,
optimum yap1 olarak %4 MWCNT/SWCNT modifiye CPE olarak belirlenmistir ve

bundan sonraki ¢aligmalarda bu yapiya sahip elektrotlar kullanilmigtir.
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5.1.1.2. Elektrokimyasal mekanizmanin incelenmesi

SWCNT ve MWCNT modifiye CPE i¢in degisik tarama hizlarinda 2 mM
ferrisiyaniiriin elektrokimyasal analizi yapilmistir. Sekil 5.4 ve 5.5’ de sirasiyla

SWCNT ve MWCNT analizlere ait voltammogramlar goriilmektedir.
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Sekil 5.4. SWCNT modifiye CPE yapisi i¢in farkli tarama hizlarinda 2 mM
ferrisiyaniire ait donglisel voltammogramlar; kosullar: -0.4 ile 1.2 potansiyel
araliginda, 50 mM fosfat tamponunda, pH 7,0; (a) 5 mV/s, (b) 10 mV/s, (¢) 25 mV/s,
(d) 50 mV/s, (e) 100 mV/s, (f) 250 mV/s, (g) 500 mV/s, (h) 1000 mV/s
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Sekil 5.5. MWCNT modifiye CPE yapist i¢in farkli tarama hizlarinda 2 mM
ferrisiyaniire ait dongiisel voltammogramlar; kosullar: -0.4 ile 1.2 potansiyel
araliginda, 50 mM fosfat tamponunda, pH 7,0; (a) 5 mV/s, (b) 10 mV/s, (c) 25 mV/s,
(d) 50 mV/s, (e) 100 mV/s, (f) 250 mV/s, (g) 500 mV/s, (h) 1000 mV/s
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SWCNT ve MWCNT modifiye CPE yapilart i¢in 2 mM ferrisiyaniiriin /p’ ye
karst v ' egrileri olusturularak (sekil 5.6, 5.7), reaksiyonun elektrokimyasal analizi
yapilmustir. Bunun sonucunda MWCNT modifiye CPE igin 5-250 mVs™ arasi tarama
hizinda akimin dogrusal olarak degistigi gézlenmistir. Boylelikle akimin yari-sonsuz
lineer difiizyon tarafindan kontrol edildigini soyleyebiliriz. SWCNT i¢in dogrusallik

bu reaksiyonun difiizyon-kontrollii dogasmi gosteren 1000 mVs™' ¢ kadar devam

etmistir.

y = 2,1518x - 2,4616
20 _ R2 = 0,9883

akim/lp (pA)

Sekil 5.6. SWCNT modifiye CPE icin elde edilen tarama hizina bagh lineer grafik,
kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponunda, pH 7,0
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y = 7,5886x + 5,6095
R?=0,997

0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.7. MWCNT modifiye CPE i¢in elde edilen tarama hizina bagl lineer grafik,
kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponunda, pH 7,0
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5.1.2. Gelistirilen elektrodun ksantin biyosensor transduseri olarak kullanimi

5.1.2.1. Optimum ¢aliyma potansiyeli

Optimum elektrot yapisin1 bulduktan sonra, bu kompozit X biyosensorii elde
etmek i¢in XOD enzimi tarafindan modifiye edilmistir. Sistemin pH’ 1, XOD miktar1
ve sicakligl onceden yayinlanan c¢aligmalarda optimize edilmistir (Anik-Kirgéz vd,
2004). CNT’ nin o6nemli 6zelliklerinden biride, daha diisiik ¢alisma potansiyeli
saglamas1 beklenen elektrokatalitik aktivitesidir. Bu etkiyi incelemek igin,
biyosensdriin performans: 1 mM hidrojen peroksit ¢ozeltisi igin 100 mV artigla 600-
900 mV arasinda test edilmistir (Sekil 5.8 a ve b). Uygulanan potansiyel degeri
artttkca MWCNT modifiye CPE ile daha yiiksek akim degerleri elde edildigi
gozlenmistir. En yiiksek akim degeri +900 mV ta elde edildiginden bu potansiyel,
MWCNT igeren elektrotlar i¢in optimum ¢alisma potansiyeli olarak belirlenmistir.
SWCNT modifiye elektrotla gergeklestirilen ¢alismada da en yiiksek akim degeri
+900 mV ta gozlenmistir. Ancak burada en yiiksek akim degerinin %68’ 1 +800 mV
ta elde edildigi i¢cin, SWCNT modifiye elektrotlar i¢in yapilan c¢alismalarda bu

potansiyel kullanilmistir.
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Sekil 5.8. Calisma potansiyelinin etkisi (A) %4 MWCNT modifiye CPE, (B) %4
SWCNT modifiye CPE, kosullar: 1 mM H,0,, destek elektrolit, 50 mM fosfat

tamponu, pH 7,0
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SWCNT ve MWCNT modifiye CP biyosensorleri i¢in 1 mM H,O; i¢in optimum
potansiyel tayini yapilmistir. Bunun i¢in 0,6-0,9 mV potansiyel araliginda 100 mV
artigla denemeler gergeklestirilmistir (Sekil 5.9, 5.10).

CPE+%4 SWCNT
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7.0 ] "“-\, M\J e,
ips 80 7]

50

40 ]

30

2.0 by ©

' C

10 7 (o) ) N——
0 -I"\-k.n (ain__ [Pomme T_ _-I\L f._:r_\__l - : I I

e —— —— —
0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 3000 350.0 400U 4500 S500.0
tfs

Sekil 5.9. %4 SWCNT modifiye CPE yapisinda 1 mM H,O; i¢in ardisik katimla elde
edilen kronoamperometrik egriler; (a) 600 mV, (b) 700 mV, (c¢) 800 mV, (d) 900
mV, (e) 1000 mV, kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponu, pH 7,0

CPE+%4 MWCNT
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Sekil 5.10. %4 MWCNT modifiye CPE yapisinda 1 mM H,O; i¢in ardisik katimla
elde edilen kronoamperometrik egriler; (a) 600 mV, (b) 700 mV, (c) 800 mV, (d) 900
mV, (e) 1000 mV, kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponu, pH 7,0
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5.1.2.2. Analitiksel karakteristik

MWCNT modifiye biyosensor i¢in lineer aralik 1-100 pM ksantin (sekil 5.11)
arasinda, dogru denklemi y= 0,0455 x + 0,203 (R*=0,99) olarak hesaplanmustur.
Yanut siiresi ise 150 s dir. SWCNT modifiye CNT igin ise dogrusal aralik 1-20 pM
(sekil 5.12), dogru denklemi y= 0,0651 x + 0,1116 (R*= 0,99) seklinde elde
edilmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda, standart egri dogrusalliktan sapma
gostermistir.

Biyosensoriin tekrarlanabilirligi 100 uM ksantin (n=4) i¢in test edilmistir ve bagil
standart sapma (R.S.D.) MWCNT i¢in %3,35 olarak hesaplanmistir. SWCNT i¢in bu
deger 5 uM ksantin (n=5) i¢in test edilmistir ve bagil standart sapma (R.S.D.) %3,50

olarak hesaplanmistir.

5 y = 0,0448x + 0,2026
4,5 - R% = 0,9999

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Ksantin Konsantrasyonu/yM

Sekil 5.11. MWCNT modifiye CPE yapisinda ksantin i¢in elde edilen dogrusal
aralik; kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponu, 0,3 mg XOD, pH 7,0
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1,6 - y = 0,0651x + 0,1116
14 R?=0,9943

(pA)

im/l

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Ksantin Konsantrasyonu/uM

Sekil 5.12. SWCNT modifiye CPE yapist i¢in ksantin analizine iligskin dogrusal
aralik; kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponu, 0,3 mg XOD, pH 7,0
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5.1.2.3. Ornek uygulama

a) Konserve ton baligi ornegi

Ette ve deniz iirlinlerinde bulunan ksantin miktar1 yiyecek kalite kontrol endeksi
olarak Onemlidir. Konserve ton balig1i Ornekleri ile standart katma yontemi
uygulanarak SWCNT-CPE ksantin tayini i¢in kullanilmistir. Deneysel boliimde
bahsedildigi gibi, perklorik asitle proteinlerin denaturasyonu saglanarak Orneklerin
icerdigi proteinler parcalanmistir. Santrifiijden sonra, elde edilen tstteki sivi iki
boliime ayrilarak birinci boliimde son derisim 5 pM ksantin ¢6zeltisi elde edilecek
sekilde gereken miktarda ksantin eklenmis diger kisima ise kor ¢ozelti olarak
kullanilabilmesi i¢in ksantin eklenmemistir. Standart ksantin ve ksantinsiz ornekler
stok substrat ¢ozeltisi olarak kullanilmistir ve dengeden sonra reaksiyon hiicresine
eklenmistir. Ornekteki ksantin miktar1 kalibrasyon egrisinden hesaplanarak geri
kazanim degeri %103,33 olarak hesaplanmistir. Ksantin analiti icermeyen ton balig1
ornegi herhangi bir akim degeri vermemistir. Geri kazanim degerinin %100 e yakin

olmasi1 6rnek dogasinin dlglimii etkilemedigini gostermektedir.

b) Plazma 6rnegi

MWCNT-CPE vyapist ile plazma Ornegindeki ksantin tayini i¢in yukaridakine
benzer bir prosediir uygulanmistir. Bilinen miktarda ksantin (100 uM ) igeren
denature plazma Ornekleri ve i¢inde hi¢ ksantin analiti icermeyen plazma Ornekleri
stok substrat ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Calisma tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir
ve dengeden sonra reaksiyon hiicresine eklenmistir. Ksantin analiti i¢cermeyen
plazma ornek ¢ozeltisi, 6rnegin dogasinin 6l¢iimii etkiledigini kanitlayan herhangi
bir akim degeri gostermemistir. Kalibrasyon egrisinden, ornekteki ksantin miktari

bulunmustur ve geri kazanim degeri %100,65 (n=3) olarak hesaplanmustir.
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5.2. Au-np ve XOD ile modifiye GCPE’ nun ksantin ve hipoksantin tayini

5.2.1. Nanokompozit biyosensoriin elektrokimyasal Au-np varh@inin etkisi

Au-np fiziko-kimyasal karakterinden dolay1 biyosensor alaninda c¢ok fazla ilgi
cekmistir (Li, 2003; Xiao, 1999). Au-np redoks proteinine benzer bir uygun
mikrogevre saglamaktadir ve elektrot yiizey modifikasyonu i¢in de uygun bir nano-
partikiildir (Wu vd, 2007). Au-np nin nanokompozit yap1 iizerindeki etkisini
inceleyebilmek i¢in, Au-np igeren ve Au-np icermeyen iki biyosensor hazirlanarak X
tayini gerceklestirilmistir. Sekil 5.13 biyosensorlerin (A) Au-np’ siz ve (B) Au-np’li
(@) zemin ve (b) 10 uM X cozeltisi i¢cin 50 mV/s’ deki donglisel egrileri
gostermektedir. Her iki elektrot X katimina goére taniml bir elektrokimyasal cevap
gostermistir. Bununla birlikte, voltammogramlardan goriildigi gibi, XOD-Au-np-
GCPE’ da ki enzimatik reaksiyon XOD-GCPE’ ye (0,75 V) nazaran aslinda daha
diisiik potansiyellerde (0,5 V civar1) baslamistir. Bu da yapiya Au-np katiminin
calisma potansiyelini  disiirdiigiinii  gdstermektedir. Ayrica, elde edilen
voltammogram sekillerinden, XOD-Au-np-GCPE nanokompozit elektrodunun daha
yiiksek akim yani daha iyi duyarlik sagladigini da sdyleyebiliriz.
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Sekil 5.13. Kompozit biyosensorler i¢in (A) Au-np’ siz (B) Au-np’ 1i, (a) zemin ve
(b) 10 uM X ¢ozeltisinde kaydedilen dongiisel voltammogramlar. Kosullar: destek
elektrolit, 50 mM fosfat tamponu (pH 7,5) ve tarama hizit 50 mVs™
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Au-np enzimatik tepkimeyi mi kolaylastirmaktadir, yoksa iirlin olarak olusan
H,0, nin c¢ikisimi mu katalizlemektedir? Bu sorunun cevabini bulabilmek igin
enzimsiz iki elektrot hazirlanarak bu elektrotlarin H,O, ye iliskin yanitlar
incelenmigstir. Sekil 5.14” de, (A) sadece GCPE, (B) Au-np modifiye GCPE’ nin 10
mM H,0; tizerine cevabi gosterilmistir. Voltammogramlardan goriildiigli gibi, her iki
elektrot H,O, ¢ozeltisi tizerine neredeyse ayni elektrokatalitik davranigi gostermistir.
Diger yandan, daha diisiik potansiyellerde XOD enzimini iceren elektrotlarin H,O,
yaninda iirik asite de yanit verdigi diistiniilmektedir (Agui vd, 2006). Yani bu artis
Au-np’ 1Un irik asite katalitik etkisinden dolayr olabilir. Ancak daha onceki
caligmalarda Au-nano partikiillerinin iirik asite iliskin bir katalitik aktiviteye sahip
olmadiklar1 kanitlanmistir (Wu vd, 2007). Sonug olarak, Au-np’ {in varli1 enzimatik
reaksiyonu kolaylagtirdig1r agiktir. Au-np, altin nanokristallerin iletici kanallar
icinden dogru elektron transferini saglayarak protein kabugunun yalitici etkisini. Au-
np’ ler protein kabugunun yalitkan etkisini altin nanokristallerin iletici tiinellerinde
dogrudan elektron transferini saglayarak azaltirlar. Altin partikiillerin nanomerik
uclarinin protein kabugunu delmesi elektrot ve biyomolekiiller boliimleri arasindaki

uzaklig1 elektron transferi agisindan azaltmaktadir (Mena vd, 2005).
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Sekil 5.14. (A) sadece GCPE ve (B) Au-np modifiye GCPE’ de 10 mM H,0,’ nin
dongiisel voltammogramlari. Kosullar: destek elektrolit, 50 mM fosfat tamponu (pH
7,50) ve tarama hizi 50 mVs™
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5.2.2. Uygulanan potansiyelin etkisi

Uygulanan ¢alisma potansiyeli etkisinin incelenmesi i¢in ¢aligma potansiyeli
arastirilmistir. Oncelikle Au-np modifiye GCPE biyosensérii i¢in 100-1000 mV
arasinda ve 100 mV’ luk artisla potansiyeller incelenmistir (Sekil 5.15). Sekil 5.16°
de gosterildigi gibi, sensoriin performans:t 10 pM X ¢ozeltisi i¢cin 100 mV artigla
1000 mV ve 200 mV arasinda test edilmistir. En yliksek akim +900mV’ da elde
edilmesine ragmen, +700mV bu potansiyelde %77 maksimum akim degerine
ulasildigi i¢in ¢alisma potansiyeli olarak secilmistir.

Askorbik asit (AA) gibi maddeler gercek orneklerde X ve Hx ile birlikte
bulunabilirler ve bu potansiyel degerinde elektrokimyasal olarak yiikseltgenebilirler.
Bu etkiyi gozlemlemek icin gelistirilen sistemin AA’ e +700mV’ da ki
kronoamperometrik cevabi izlenmistir. Sonu¢ olarak, AA i¢in 500 uM’ a kadar
hi¢bir kronoamperometrik sinyal elde edilmemistir. Bu sebeple, bu caligma sartlari
altinda ve gelistirilen nanobiyokompozit elektrot ile AA dlglimlerimize girisim

yapmamistir.
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Sekil 5.15. Au-np modifiye GCPE yapist icin 100-1000 mV arasinda degisen
potansiyel tayinini gosteren kronoamperometrik egriler, kosullar: destek elektrolit;
50 mM fosfat tamponu, 2 pLL Au-np, 0,3 mg XOD
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Sekil 5.16. 50 mM (pH 7,0) fosfat tamponunda g¢alisma potansiyelinin elektrot
cevabina etkisi; kosullar: 10 uM X ile 5 pL Au-np

5.2.3. pH etkisi

Elektrot cevabina pH’ 1n etkisi pH 6,5 ve 8,5 arasinda 0,5 artigla fosfat tampon
sistemi (50,0 mM) kullanilarak incelenmistir (Sekil 5.17). Enzim elektrodunun 10
uM X’ e akim cevabt pH 6,5’ dan 7,5’a artmistir, ve sonra 7,5’ dan biiyiikk pH
degerlerinde bir azalma elde edilmistir. Sonug olarak, pH 7,5 sonraki ¢aligmalar i¢in

optimum pH olarak secilmistir (Sekil 5.18).
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Sekil 5.17. Au-np modifiye GCPE i¢in ¢esitli oranlarda pH tayinini gosteren
kronoamperometrik egriler; kosullar: destek elektrolit 50 mM fosfat tamponu, 2 uL.
Au-np, 0,3 mg XOD (kirmiz1 pH 6, mavi pH 6,5, yesil pH 7,0, agik yesil pH 7,5,
siyah pH 8, mor pH 8,5)
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Sekil 5.18. Biyosensor cevabina pH’ m ( pH 6,00-8,50) etkisi; kosullar: fosfat
tamponu (50 mM), +700mV, 10 uM X ile 5 pL. Au-np
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5.2.4. Au-np’ nin etkisi

Sekil 5.19 Au-np miktarinin (0,5, 1, 2, 5, 10 pL) 10 uM X’ nin akim cevabina
etkisi gosterilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi, akim 1’ den 2 pL’ ye keskin bir
sekilde artmaktadir ve sonra 2 pL.’ den daha biiyiik hacimler i¢in keskin bir azalma
elde edilmistir. Egrinin sekli diger Au-np modifikasyonunu igeren biyosensor
calismalarina uygunluk gostermistir (Liu vd, 2003). Liu ve arkadaslarina gore, bu
azalma direncteki artmaya ve Au-np miktarindaki artistan dolayr grafitin aktif
oraninin azalmasina ve elektrodun ¢ift tabakasindan meydana gelen kapasitif akima

baglanabilir.

18
16
14
1,2

i (MA)

0 T T T T 1
0 2,5 5 7,5 10 12,5

Au-np (uL)

Sekil 5.19. 10 uM X icin pH 7,5’ da ve +700mV ° da Au-np miktarinin (0,5-1,0-2,0-
5,0 ve 10,0 uL) etkisi
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5.2.5. Yiizey goriintiileme

Sekil 5.20 optimize edilmis sartlar altinda XOD-Au-np-GCPE kompozit
materyalinin SEM goriintiilerini gostermektedir. (A) 1.84 kx biyiitme ile yiiksek
derecede sikistirllmis sizdirmaz yiizeyler GCPE i¢in koyu bolgedeki kiiresel
mikropartikiillerin lizerindeki noktalar ile karakterize edilmistir. Diger bir yandan,
camimst karbon mikropartikiil gibi materyallerin 20-50 um ve Au-np 10 nm
boyutlarina iligkin olarak, koyu bolgedeki noktalar Au-np ile XOD olabilir ( (B) de
14.94 kx biiyiitme ile). (C) de 36 kx biiyiitme ile, kompozitin slingere benzer yapisi

goriilebilir.
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Sekil 5.20. XOD-Au-np-GCPE kompozitinin (A) 1,84 kx, (B) 14,94 kx ve (C) 36 kx
biiyiikliikleri ile SEM goriintiileri, ivmelenme voltaji 20,00 kV
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5.2.6. Analitiksel karakteristik

Kosullar X i¢in optimize edildikten sonra elde edilen biyosensér hem X hem de
HX tayinine uyarlanmustir. Biyosensor i¢in dogrusallik X igin 5,0x1077 ve 1,0x107
M derigim araliginda y = 0,24x + 0,710 denklemi ile (sekil 5.21), ve Hx igin
5,0><1076’ dan 1,50x 10 M derisim araliginda, y = 0,014x + 0,556 denklemi seklinde
elde edilmistir (sekil 5.22). Her iki reaktif igin R’ degerleri 0,99 a esittir.
Karsilagtirma i¢in, bu deneyler XOD ile sadece GCPE kullanilarak tekrar edilmistir.
X i¢in, lineer aralik 2,0x10°° ve 1,0x10° M ve denklem y = 3,10-5x + 0,0033
seklindeyken Hx icin lineer aralik 20,0x107° ve 80,0x10° M ve denklem y =
0,0206x + 0,2111. R? degerleri X i¢in 0,99’ a ve Hx i¢in 0,97 e esittir. Acikga
goriildiigii gibi Au-np iceren yapilar daha genis lineer araliga ve daha iyi R* degerine
sahiptirler. Ayrica Au-np iceren diger Hx biyosensorleri ile karsilastirildiginda daha
genis lineer aralik XOD-Au-np modifiye GCPE ile elde edilmistir (Agti vd, 2006).
Bu durum, bu elektrot potansiyelinde (+700 mV) H,O, ve/veya lirik asitin daha etkili
elektrokimyasal ylikseltgenmesinden dolay1 olabilir. Kompozit yapinin bir
boliimiinde Au-np’ nin bulunmasi enzimatik reaksiyon {irlinlerinin birikimini ve
sonrasinda enzim inhibisyonunu 6nleyebilir.

Biyosensoriin tekrarlanabilirligi R.S.D. degerlerine gore 5 uM (n=5) X i¢in ve 80
uM (n=5) Hx olarak test edilmistir ve %6,31 ve %3,57 olarak hesaplanmistir.
Depolama kararliligi kontrol edilmistir ve enzim elektrotu dlgiimler arasinda +4 'C’

de saklanmustir. 1 hafta sonra sadece %18’ lik aktivite kayb1 olmustur.



84

3.5 7 y = 0,2438x + 0,7103
2
3 R =0,9988
2,5
<
= 2
2
€ 1,5
4
©
1 4
0,5+
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Ksantin Konsantrasyon/pM

Sekil 5.21. XOD-Aunp-GCPE yapisinda ksantin i¢in grafik; kosullar: destek
elektrolit; 50 mM fosfat tamponu, 2 pL. Au-np, 0,3 mg XOD, pH 7,5

3 -
y = 0,014x + 0,5561
2
25 R° = 0,9989
< 2
=
21,54
£
% 1.
0,5
O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Hipoksantin Konsantrasyonu/uM

Sekil 5.22. XOD-Aunp-GCPE yapisinda hipoksantin i¢in grafik; kosullar: destek
elektrolit; 50 mM fosfat tamponu, 2 pL. Au-np, 0,3 mg XOD, pH 7,5



85

5.2.7. Ornek uygulama

Etteki ve deniz lriinlerinde ki ksantin ve hipoksantin seviyesi yiyecek kalite
kontrol endeksi olarak énemlidir. Iki boliime ayrilan (bir boliimii taze érnek olarak
kullanilmistir ve diger boliim kullanmadan 6nce 15 giin oda sicakliginda bekletilen
bozunmamis 6rnek olarak siniflandirilmistir) konserve ton baligi drnekleri Hx tayini
icin kullanilmistir. X tayini ise sadece taze orneklerde yapilmigtir. Standart katma
yontemi 6rnek matriks etkisini degerlendirmek i¢in uygulanmustir.

Bolim 3’ de bahsedildigi gibi, perklorik asit proteinlerin denaturasyonlarini
saglayarak Orneklerin proteinlerine pargalanmasi i¢in kullanilmistir. Santrifiijden
sonra, iistte temiz bir siv1 elde edilmistir. Standart X ¢dzeltisi i¢in son konsantrasyon
5 uM olacak sekilde sivinin bir béliimiine eklenmistir. Standart Hx ¢6zeltisi son
konsantrasyon 80 pM olacak sekilde bu iist sivinin bir boliimiine eklenmistir, diger
boliim ise hi¢ standart Hx ¢ozeltisi igermemektedir.

Diger bir deyisle her iki ¢ozelti standart katmaya tabi tutulmustur, standart Hx
igeren ve icermeyen Ornekler stok substrat ¢ozeltisi olarak kullanilmistir ve dengeden
sonra reaksiyon hiicresine eklenmistir. Ornekteki Hx miktar1 kalibrasyon egrisinden
hesaplanmustir.

Taze ve bozunmus 6rnekler i¢in geri kazanim degerleri Hx igin %102,5 ve %106
ve taze Orneklerde X icin %110 olarak hesaplanmistir. Standart Hx ve X ¢ozeltisi
icermeyen Ornekler hi¢ sinyal vermemistir.

Bozunmus 6rnek i¢in yiiksek geri kazanim degeri mikrobiyal kontaminasyondan
meydana gelen diger bilesiklerin girisimlerine dayandirilabilir. Diger bir yandan, taze
ornegin geri doniisiimii %100’ e yakindir. Ciinkii ksantin igeren Orneklerden elde
edilen sinyaller standart ¢ozeltilere ¢ok yakindir, buradan da 6rnegin dogasinin

Ol¢iimii etkilemedigi sonucu ¢ikarilabilir.
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5.2.8. Diger Au-np iceren Hx biyosensorleri ile biyosensor performansinin
karsilastirilmasi

Au-np modifiye elektrot yiizeyleri farkli yollarla hazirlanabilir: (1) SAM
fonksiyonel gruplari ile altin nanopartikiillerin baglanmasi; (2) bulk elektrot yiizeyine
nanopartikiillerin direk biriktirilmesi; (3) kompozit elektrot matrikste diger bilesenler
ile altmin karistirilarak elektrot icine kolloidal altinin birlikte katilmasi.
Biyosensorler, adsorpsiyon yardimi ile biyomolekiillerin nanopartikiil iizerine
immobilize edilmesiyle olusturulabilirler, glutaraldehit gibi bifonksiyonel ajanlar ile
capraz baglanarak ya da kompozit elektrodun diger bilesenleri ile karistirilarak
yapilabilmektedirler (P. Yainez-Sedeno vd, 2005).

Pingarron ve arkadaslar1 (Agii vd, 2006) Au-np igeren veya i¢cermeyen yapilarin
diger Hx biyonsensorlerin bazilari ile karsilastirmislardir ve en yiiksek akimi ( 5 uM
icin 87,4 nA) glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis XOD ve Au-np biriktirilmis CPE
icin elde etmislerdir. Ayn1 miktarda enzim ve ayni ¢alisma potansiyeli (+600 mV)
kullanilarak, ayni miktardaki Hx tayini i¢in gelistirilen elektrot, XOD-Au-np-GCP
kompozit elektrodu 91 nA (n=3) degerini vermistir. Gelistirilen elektrotlara daha
yiiksek akim elde edilmesi, enzimin dogrudan kompozit elektrot maddesi igine
katilmasi sayesinde daha yiiksek biyoaktiviteye sahip olmasiyla agiklanabilir. Bunun
sonucunda nanokompozit elektrodun substrat yanit1 daha hizli, daha duyarli ve daha

kararl1 olmustur.



Cizelge 5.4. Literatiirlerde test edilen XOD biyosensor konfigiirasyonlar1® (Agiii,
2006)

Biyosensor i (nA)"
XOD-CPE 1.30
Naf-XOD-CPE Sinyal yok
GA-BSA-XOD-CPE 13.2
XOD-Aucoll-CPE® 1.80
XOD-nAu—CPE* 2.10
GA-BSA-XOD-nAu-GCE* 42.4
XOD-Aucoll-Cyst—-CPE 3.87
Naf—-XOD-Aucoll-Cyst—-CPE 1.11
GA-BSA—-XOD-Aucoll-Cyst—CPE 18.9
GA-BSA—XOD-Aucoll-CPE* 20.7
GA-BSA-XOD-nAu-CPE® 87.4
GA-BSA-XOD-nAu-AuE‘ 51.3
GA-BSA-XOD-AuE 14.9

a CPE’ lar 250 mg grafit i¢in 90 uL mineral yag ile hazirlanmistir

b Ortalama deger (n = 3-5)

¢ Elektrotlar 100 mg grafit tozu i¢in 300 pL koloidal altin siispansiyonu ile
karistirilarak hazirlanmiglardir

d Elektrotlar 1% HAuCl,’ de a -400 mV’ da biriktirilerek hazirlanmislardir
e Nafyon

f Glutaraldehit

g Bovin Serum Alblimin




88

5.3. Sonug

Bu calismada MWCNT ve SWCNT’ nin CPE {izerine ksantin biyosensoriinde
transduser olarak etkileri incelenmistir. Optimum kompozit yapi icin, degisik
oranlarda CNT igeren elektrotlarin elektrokatalitik davranislar1 ferrisiyaniir ¢ozeltisi
icin ¢alisilmistir ve sadece CPE ile karsilastirilmistir. Sonug olarak yiiksek akim
degerleri ile diisiik pik potansiyelleri (MWCNT-CPE) CNT modifiye CPE’ lar ile
elde edilmistir. Her iki elektrodun ksantin biyosensdriine tekrarlanabilirligi neredeyse
aynidir, ki burada MWCNT-CPE sisteminin SWCNT-CPE  sistemi ile
karsilastirildiginda daha genis bir dogrusal aralifa sahip oldugu goriilmiistiir. Diger
bir yandan, hidrodinamik voltammogramlardan, c¢alisma potansiyeli arttikca
MWCNT-CPE’ nin daha etkin bir transduser oldugu aciktir. +900 mV’ da daha
yiiksek akim degerleri elde edilmesine ragmen, SWCNT-CPE’ nin +800 mV’ da
calistig1 gosterilmistir (6rnek uygulamadan). Biyosensor yapist icin SWCNT temelli
CPE’ un MWCNT temelli CPE’ lara gore daha duyar cevap verdigi ve SWCNT’ nin
elektrokatalitik etki ile pik potansiyelini diislirdiigii gdzlenmistir. Biyosensor yapilari
icinde elektrokimyasal reaktivitelerine bakildiginda en yiiksek SWCNT, sonra
MWCNT ve en son CPE seklinde oldugu goriilmiistiir. Plazma orne8inde ve
konserve ton balig1 6rneginde ki ksantin tayini i¢in gelistirilen sistemin uygulamalari
gelistirilen transduserlerin 6rnegin dogasindan etkilenmedigini gdsteren umut verici
sonuclar saglamistir ve farkl ¢esitteki drnekler iginde kullanilabilmektedir. Sonug
olarak, ksantin tayini i¢in CPE i¢ine CNT katildig1 zaman daha iyi duyarlikta basit ve

pratik biyosensor elde edildigi sonucu ¢ikarilabilir.



&9

Diger yandan XOD-Au-np—GCPE hazirlanmas1 kolay, X ve Hx tayini igin
kullanigli bir biyosensordiir. Gereken miktarda XOD, Au-np, GC mikropartikiil ve
mineral yag karigtirilarak kolaylikla hazirlanabilir. Sonuglardan, o6zellikle Hx
tayinine bakildiginda daha pratik ve etkili bir biyosensor elde edildigi sonucu
¢ikarilabilir. Bu durum GC mikropartikiil ile Au-np igeren kompozit yapi ile
aciklanabilir. Au-np, altin nanokristallerin iletim tiinelleri vasitasiyla enzimin aktif
kismi ile elektrot arasindaki dogrudan elektron transferine izin veren enzimatik
reaksiyonlar1 katalizlemektedir (Manso vd, 2004). Ote yandan, Au-np’ iin
immobilize reaktif olarak kullanimindan ziyade bu iki materyalin kompozit yapi
icinde birlesimi, daha yiiksek biyoaktiviteye sahip immobilize edilmis enzimin

substrata iligkin duyarli, kararli ve hizli cevap vermesine neden olmaktadir.
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