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OZET

GRAFEN TEMELLI ELEKTROKIMYASAL BIYOSENSORLERIN
GELISTIRILMESI

Bayramli, Dursun Yasar
Doktora Tezi, Kimya Ana Bilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Durali Mendil
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Filiz Kuralay
Agustos 2023, xv + 79 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda, glikoz ve iirenin amperometrik tayini amactyla
enzim/elektroaktif polimer/grafen/tungsten distlfiir (WS2) modifiye nanokompozit
yiizeye sahip kalem grafit elektrotlar (PGE'ler) hazirlandi. Glikoz oksidaz (GOx) ve iireaz
(Urs) enzimlerini elektrot ylizeyine kararli ve verimli bir sekilde baglamak amaciyla orto-
fenilendiamin (oPD), pirol (Py) ve grafen kullanildi. Optimum kosullarda iiretilen PPy-
grafen/WS; nanokompozit yiizeye enzim immobilizasyonunun kararli bir sekilde
yapilabilmesi i¢in glutaraldehit (GA) yardimiyla capraz baglayici kullanildi. Bu sekilde
tretilen GOx/PPy-grafen/WS: modifiye ve Urs/PPy-grafen/WS; modifiye enzim
elektrotlar sirastyla duyarli ve secici amperometrik glikoz ve iire biyosensorleri olarak
kullanildi. Elektrotlarin elektrokimyasal davraniglar1 dontisiimlii voltametri (CV) ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile belirlendi. Elektrotlarin morfolojik ve
ylizey karakterizasyonlar1 ise taramali elektron mikroskopisi (SEM), enerji dagilimli X-
1511 spektroskopisi (EDX) ve X-1s1m1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile yapildi.
Enzimlerin calisma performansina etkisi bulunan enzim konsantrasyonu, enzim
immobilizasyon siiresi, ortamimn pH degeri ve calisma potansiyeli gibi parametreler
optimize edildi. GOx modifiye glikoz biyosensoriiniin ¢aligma araligi 0.05 mM ile 7 mM
olup, teshis sinir1 12.3 pM olarak hesaplanirken, Urs modifiye iire biyosensoriiniin
calisma araligt 0.25 mM'den 18 mM'ye kadar olup, teshis siurt 30.1 pM olarak
hesaplandi. Girisim c¢aligmalar1 glikoz biyosensorii icin askorbik asit ve {ire varliginda
yapilirken, iire biyosensorii i¢in glikoz ve askorbik asit varliginda gergeklestirildi ve
tiirlerin cevaba onemli bir etkisinin olmadig: tespit edildi. Geri kazanim ¢aligmalar1 ise
glikoz i¢in seyreltilmis serumda, iire i¢in seyreltilmis idrar 6rneklerinde gerceklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Glikoz Biyosensorii, Ure Biyosensorii, Enzim Elektrodu, Grafen,
Elektroaktif Polimer.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF GRAPHENE BASED ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS

Bayramli, Dursun Yasar
Doctorate Thesis, Department Of Chemistry
Advisor: Prof.Dr. Durali Mendil
Second Advisor: Prof. Dr. Filiz Kuralay
August 2023, xv + 79 Pages

In this thesis, pencil graphite electrodes (PGEs) with enzyme/electroactive
polymer/graphene/tungsten disulfide (WS2) modified nanocomposite surface were
prepared for the amperometric determination of glucose and urea. Ortho-
phenylenediamine (oPD), pyrrole (Py) and graphene were used to stably and efficiently
bind glucose oxidase (GOx) and urease (Urs) enzymes to the electrode surface.
Glutaraldehyde (GA) crosslinker was used for stable enzyme immobilization to the PPy-
graphene/WS; nanocomposite surface produced under optimum conditions. So-formed
GOx/PPy-graphene/WS, modified and Urs/PPy-graphene/WS, modified enzyme
electrodes were used as sensitive and selective amperometric glucose and urea biosensors,
respectively. Electrochemical behavior of the electrodes was determined by cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Morphological
and surface characterizations of the electrodes were performed by scanning electron
microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) and X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS). Parameters that affect the working performance of the
enzymes such as enzyme concentration, enzyme immobilization time, pH value of the
environment and working potential were optimized. The working range of the GOx
modified glucose biosensor was 0.05 mM to 7 mM, with a detection limit of 12.3 uM,
while the operating range of the Urs modified urea biosensor was from 0.25 mM to 18
mM, with a detection limit of 30.1 uM. Interference studies were performed in the
presence of ascorbic acid and urea for the glucose biosensor, whereas for the urea
biosensor, they were performed in the presence of glucose and ascorbic acid, and it was
determined that the species did not have a significant effect on the amperometric current.
Recovery studies were carried out in diluted serum for glucose and diluted urine samples
for urea.

Keywords: Glucose Biosensor, Urea Biosensor, Enzyme Electrode, Graphene,
Electroactive Polymer.
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1. GIRIS

Insan sagligma olumsuz etkileri bulundugu bilinen glikoz ve iire gibi maddelerin kontrol
altinda tutulabilmesi amaciyla basit, maliyeti diisiik ve hassasiyeti yliksek analizine
ihtiyac¢ vardir. Kan sekeri sensorlerinin gelistirilmesi, gida endiistrisi, atik su aritimi ve
cevresel izleme gibi bircok alanda potansiyel olarak uygulamasindan dolay1 glikoz

Ol¢iimii biiyiik ilgi gérmustiir (Toghill ve ark., 2010; Meng ve ark., 2009).

Karbonhidrat metabolizmasinin en 6nemli hastaliklarindan birisi sliphesiz diyabet olup,
halk arasinda seker hastalig1 adiyla bilinmektedir. Viicuttaki insiilin iiretiminin yetersizlik
ya da islev bozuklugu sonucunda Tip I tiirii diyabet, viicudun insiiline karsi direng

gostermesi sonucu ise Tip II tiirli diyabet olugmaktadir (Wang ve ark. 2008).

Insiilin eksikligi, kandaki seker miktarinin normal degerinden fazla olmasma neden
olmaktadir. Bu durum yiiksek kan sekeri yani hiperglisemi olarak adlandirilir ve gérme
bozuklugu, sinir hastaliklari, dolasim sistemi hastaligt ve kalp yetmezligi gibi
rahatsizliklara yol acar. Kan sekerinin olmasi gereken seviyeden daha az olmasi durumu
ise hipoglisemi olarak adlandirilmaktadir ve 6zellikle Tip I tiirli hastalar insiilin tedavisine
bagli olarak haftada 1-2 kez hipoglisemi atagi1 gegirmektedirler. Bu tiir ataklar sonucunda
ise beyindeki sinir hiicrelerinde hasar ve 6lim gergeklesebilir. Bu nedenlerden otiirii
diyabet hastalarinda sik ve hizlica kan sekeri dl¢iimii gerekmektedir (Comba ve ark.,

2010).

Yapilan arastirmalar neticesinde, giiniimiizde diyabet hastaliginin insanlar arasinda diinya
capinda en yiiksek 6liim ve hastaliga yakalanma oranina sahip oldugu belirlenmistir. 2022
yil1 verilerine gore diinya genelinde yetiskinler tizerindeki diyabet yayginliginin 537
milyon kisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu rakamin 2030 yilinda 643 milyona, 2045

yilinda ise 783 milyona ulasacagi ongoriilmektedir (Osuna ve ark., 2022).

Diabetes mellitus 6liimlere neden olan bir hastalik olup bu hastalig1 kronik bir hastalik
haline getiren sebeplerden biri de yetersiz beslenmedir (Izadyar ve ark., 2021). Bu sebeple
diabetes mellitus, giiniimiizde halk sagligini ilgilendiren sorunlardan biridir ve tiim
diinyada biiyiik ilgi gérmektedir. Kan sekeri seviyesini tespit edebilmek ve kontrol altinda
tutabilmek i¢in giinde bir ya da birkag¢ kez kan sekerini 6lgmek gerekir. Bu durum ise,

biyolojik numunelerdeki glikoz seviyesinin tespitinin dogru bir sekilde yapilabilmesini
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saglamak amaciyla glikoz sensorleri ve biyosensdrlerin gelistirilmesi gerekliligini ortaya
cikarmistir (Baghayeri ve ark., 2017). Bu amagla, ticari olarak temin edilebilen glikoz
biyosensorleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica gida, icecek ve ilag endiistrilerinde

glikoz 6l¢iimii i¢in glikoz biyosensdrleri kullanilmaktadir (Minkstimiene ve ark., 2020).

Glikoz tayini ig¢in baslica kolorimetrik yontem, akis enjeksiyon analizi,
elektrokemiliiminesans ve elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Elektrokimyasal
biyosensorler, hizl1 yanit vermeleri, basit uygulama, yiiksek kararlilik, minyatiirlestirme,
yluksek secicilik ve hassasiyet, liretim kolaylig1 ve bulanik ortamlarda kullanilabilmeleri
nedeniyle diger tespit yontemlerine gore daha popiilerdir (Maity ve ark., 2019; Altuntas
ve Kuralay, 2021). Gliniimiizde kan sekerinin 6l¢iimii amaciyla hazirlanan ve bunun yani
sira yaygin bir sekilde piyasada bulunan glikoz oksidaz temelli amperometrik enzim
elektrotlar, tizerinde en ¢ok caligilan materyal haline geldi (Minkstimiene ve ark., 2020).
Bir amperometrik biyosensoriin yiiksek duyarlilikta ve buna baghh hizla cevap
ozelliklerine sahip olabilmesi, biyobilesen ile elektrot arasindaki hizli elektron transferi

ile olabilmektedir (Habermdiller ve ark., 2000).

Insan viicudunda seviyesi kontrol edilmesi gereken bir diger metabolit ise iiredir. Ure,
nitrojen metabolizmasinin toksik olmayan son iirlinlidiir. Miktar1 daha yiiksek bir
seviyeye ulastiginda akut veya kronik bobrek yetmezligine, dehidratasyona, yaniklara,
idrar yolu tikanikligina, soka ve gastrointestinal kanamaya neden olabilir. (Bozgeyik ve
ark., 2011; Dervisevic ve ark., 2017).

Gilinliimiizde iire analizi yapabilmek amaciyla kullanilan baglica yontemler arasinda
spektroskopi, kolorimetrik deney, kromatografi ve elektrokimyasal yontemler yer
almaktadir. Fakat maliyetlerin yiiksek veya analiz siiresinin uzun olabilmesi veya organik
¢ozilicii kullanilmasi gibi nedenlerden 6tiirii akut tire zehirlenmesi vakalarinda ya da uzak
bolgelerdeki tahlillerde kullanimlar siirli olabilmektedir. Bu sebeplerden 6tiirii kolay
taginabilen, maliyeti diisiik olan, hizlica, basit ve dogru bir sekilde iire tespiti yapabilen

yontemler lizerine yapilan ¢aligmalara olan ilgi glinden giine artmaktadir (Zhang ve Yang,
2021).

Son 20 yilda farkli numune ortamlarinda iire tayini yapabilmek amaciyla polipirol,

polianilin ve politiyofen gibi iletken 0Ozellikteki c¢esitli polimerlerin kullanimiyla



olusturulan elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirildigini gormekteyiz (Singh ve ark.,
2020). Ayrica iletken polimer kullaniminin yani sira nanomalzemelerin protein
immobilizasyonunda uygun platform saglama, biyoaktivitelerinde bozulmama ve
indirgenme-yiikseltgenme merkezleri ile elektrot ylizeyi arasinda kolayca elektron
transferi saglama gibi baz1 6zelliklerinin olmasi nedeniyle nano yapili biyosensorler insa
edilmistir (Hassan ve ark., 2018). Miikemmel elektrokimyasal ve fiziksel 6zelliklere
sahip olan grafen ise sahip oldugu genis ylizey alani, termal iletkenligi, milkemmel
elektron hareketliligi gibi 6zellikleri sayesinde elektrokimyasal algilama platformlarinda
siklikla kullanilmaktadir. Literatlirde sayisiz grafen tabanli enzimatik iire biyosensorii ile
ilgili calisma yer almaktadir (Srivastava ve ark., 2012; Kumar ve ark., 2015; Bahadir ve

Sezgintiirk, 2016; Sha ve ark., 2017).

Bu tez calismasinda, amperometrik glikoz ve iire tayinleri i¢in enzim/elektroaktif

polimer/grafen/tungsten disiilfiir (WS2)’e dayali elektrot malzemeleri hazirlanmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER / LITERATUR OZETLERI
2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, kimyasal enerjinin elektrik enerjisine c¢evrilmesini, maddenin elektrik
enerjisi ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan kimyasal doniisiimlerle fiziksel degisiklikleri
inceleyen kimyanin alt bilim dallarindan birisidir. Elektrokimyasal tepkimelerde
indirgenme (rediiksiyon) ve yiikseltgenme (oksidasyon) olaylar1 gergeklesir. Genellikle
karbon temelli, metal ya da yar1 metal gibi iletken bir madde ile iyonik elektrolit ara

yilizeyinde gerceklesen reaksiyonlart inceler.

Elektrokimyasal hiicre olarak bilinen ortamda elektrokimyasal olaylar yiiriitiiliir. Bu
hiicre, icerisinde analiti iceren bir ¢ozeltiyle birlikte indirgenme ve yiikseltgenmenin
gerceklestigi elektrotlar ve bu elektrotlar arasinda baglantiy1 saglayan bir dis devre
bulundurmaktadir (Palecek ve ark., 1998). Hiicre igerisinde katot olan elektrotta iyon
veya molekiil halindeki maddenin indirgenmesi ger¢eklesirken, anot adi verilen diger
elektrotta ise elektrot ya da iyon veya molekiil halindeki madde elektron vererek
yiikseltgenme tepkimesini gerceklestirir. Elektrotlarda gergeklesen tepkime sonrasi dis
devrede elektron gecisi olusur. Buna bagli olarak elektrik yiikiiniin akis1 gerceklesir ve

elektrik akimi olusur.

Elektroanalitik yontemlerle yapilan ¢alismalardaki tayin siirlar1t olduk¢a diisiik
olmaktadir. Elektrokimyasal yontemler sayesinde, ara yiizeyler arasindaki kiitle aktarim
hizi, yiik aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kimyasal tepkimelerin hiz sabitleri ve denge
sabitleri, kemisorpsiyonun ve adsorpsiyonun derecesi hakkinda bilgiler edinilebilir
(Skoog,1998).

Elektrokimyasal 6l¢iimlerin genelde bir elementin farkli bir yiikseltgenme basamagina
0zgii ve elektrokimyada kullanilan cihazlarin maliyetinin diisiik olmasi elektrokimyanin
en onemli avantajlardan birisidir. Ayrica kimyasal tiirlerin aktiviteleri hakkinda fazlaca

bilgi ediniliyor olmasi1 da diger avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Skoog ve ark., 1996).



2.1.1. Doniisiimlii voltametri

Hiicre icerisine daldirilan ¢alisma ve karsit elektrotlar arasinda olusan akimin dl¢iildiigii
metoda voltametri adi1 verilir. Olgiim esnasinda calisma elektrotu ile referans elektrot
arasma degeri Ol¢iim siiresince degistirilen bir gerilim uygulanmaktadir. Doniistimlii
voltametri (CV) yontemi, ileri yondeki gerilim taramasi belli bir degere ulastirildiktan
sonra dogrusal bigimde azalacak sekilde terse gevrilerek elde edilmektedir (Wang, 2006).
Elektrokimyasal yontemler i¢inde bu yontem en ¢ok tercih edilenlerden birisidir.
Yonteme ait voltamogramlarin detayli incelenmesi yapilarak, bir sisteme ait indirgenme
ve ylikseltgenmenin hangi potansiyelde gergeklestigi, elektrot tepkimesinin ¢ozeltide bir
kimyasal tepkime igerisinde yer alip almadigi, elektrokimyasal tersinirligin varlig1 ve
tepkime sonucu elde edilen iiriinlerin ne kadar kararli olduklari hakkinda sonug elde
edilebilir. Tim bu oOzellikler sebebiyle doniisiimlii voltametri, ¢ogu elektroanalitik
calismanin 6ncesinde karakterizasyon amacl kullanilmaktadir. Farkli calismalar i¢in tam
bir tek dongii veya birden ¢ok dongii kullanilabilir. Elektropolimerizasyon ¢aligmalari,
elektrokimyasal karakterizasyon islemleri ve elektroanalitik sistemlerin tasarim
calismalari donilisiimlii voltametriden en c¢ok yararlanilan alanlar olarak goze
carpmaktadir (Heinze 1984; Wang 2005). Sekil 2.1 de tez kapsaminda elde ettigimiz bir

voltamogram goriilmektedir.

Epa
ipa

<
=
£ ]
: [
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Epc

Potansiyel (V)

Sekil 2. 1. Tipik bir doniistimlii voltamogram



2.1.2. Sabit gerilimde elektroliz yontemi

Elektroliz islemi belirlenen uygun bir gerilimde yapildiginda, her bir tepkimenin ayr1 ayr1
incelenmesine olanak sagladigindan elektrokimyasal mekanizmalarin belirlenmesinde
onem tasimaktadir. Bu sayede elektroliz hiicresi icerisindeki diger maddelere etki
etmeden sadece ilgili maddenin ylikseltgenmesi ya da indirgenmesi saglanmaktadir.
Bunun yani sira, birden ¢ok adimda gergeklesen bir elektrot tepkimesinde sadece istenen
adim incelenebilir. Bu yontemde de diger yontemlerde oldugu gibi ¢alisma elektrotu,
karsilastirma elektrotu ve Kkarsit elektrotu iceren ti¢ elektrotlu hiicre sisteminden
yararlanilmaktadir. Bu elektrotlardan elektroyiikseltgenmenin gerceklestigi calisma
elektrodu anot, karsit elektrot ise katottur (Schwartz ve Shain, 1963). Sekil 2.2 tez

kapsaminda elde ettigimiz tipik bir gerilim kontrollii kulometri egrisini gostermektedir.

Akim (HA)

Zaman (s)

Sekil 2. 2. Sabit gerilimde elektrolizde akimin zamanla degisimi

2.1.3. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal bir sisteme ait mekanik ve kinetik 6zellikler, elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) yontemiyle belirlenmektedir. Bu yontemdeki temel amag, zaman
sabitleri ile baglantili olarak elektrot ile ¢ozelti ara yiizeyi arasinda bilgi elde
edebilmektir. Bu yontemde de iletken malzemelere ait elektriksel 6zellikler, elektrot-
¢ozelti arayiizeyleri, molekiillere ait adsorpsiyon gibi 6zellikler de belirlenebilmektedir

(Dhillon ve Kant, 2017). Karakterizasyon yontemi olarak kullanilan empedans
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6l¢iimlerinin, ayn1 zamanda farkli amaca bagli olarak analiz yontemi olarak kullanimi da
mevcuttur. Elektrot ylizeyine zarar vermemesi nedeniyle empedans yontemi,
biyosensorler, iletken polimerlerin karakterizasyonlari, korozyon ve metal kaplama gibi
cesitli alanlarda siklikla kullanilmaktadir (Bard ve Faulkner, 2001). Sekil 2.3°de tez
kapsamindaki modifiye edilmemis kalem grafit elektrota ait tipik bir elektrokimyasal

empedans spektrumu grafigi goriilmektedir.

Z" (Q)

j

Z'(Q)

Sekil 2. 3. Modifiye edilmemis PGE’nin elekrokimyasal empedans spektrumu

2.2. Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) yonteminde, yiiksek enerjili elektron 1ginlarinin
taranacak ~ malzeme  lizerine  gonderilmesi ile  ylizey  goriintiilenmesi
gerceklestirilmektedir. Elektron demeti bir noktaya ¢arptirildiktan sonra yiizeyde bulunan
enerjisi diisiik elektronlar yiizeyden koparilarak emisyonlar1 ol¢iiliir. Elde edilen 3D
goriintiiler yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir (Cankaya ve S6kmen, 2021). Taramal elektron
mikroskopu ile analiz siirecinde iletken olmayan veya iletkenligi az olan bir numunenin
ylizeyi, vakumlu bir ortamda daha iletken hale getirilmektedir. Bunun i¢in altin veya
platin gibi elementler kullanilmaktadir. Iletken hale gelen numuneden bu sayede gériintii

elde edilmektedir (Balci, 2020).



2.3. Enerji Dagilimh X-151n1 Spektroskopisi (EDX)

Bu teknikte, incelenen numuneye ait yiizeyde yer alan bilesenlerin gerek kalitatif gerekse
kantitatif tayininin yani sira, istenen elementler disinda numune igerisinde farkli bir
elementin var olup olmadig1 da belirlenmektedir. Caligma prensibi, numuneye ait ylizeye
gonderilen elektronlar araciligi ile olusan etkilesim sonrasinda agiga ¢ikan X-1sinlarinin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Her elementin kendine 6zgii elektron dagilimi yapisina bagh
olarak elektron bombardimani sonrasindaki agiga cikan enerjisi de farkli olmaktadir. Bu

karakterizasyon yonteminde ayrica yapida bulunan elementlerin  oram1 da

belirlenebilmektedir (Echlin, 2011).
2.4. X-1511 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Bir ylizeye ait karakterizasyonda kullanilan 6nemli bir spektroskopik tekniktir. Bu
yontemde, incelenen elemente ait bilesik yapisinin yani sira numunedeki atomik bilesim
miktar1 ve elementlerin yiikseltgenme basamaklari ile ilgili bilgi sahibi olunmaktadir
(Masuda ve ark., 2013). XPS analizinde, ylizeyde bulunan atomlarin i¢ kabuklarina ait
enerji diizeylerinde yer alan temel haldeki elektronlar uyarilmakta ve uyarilma sonucu
olusan elektronun kinetik enerjisinden yola ¢ikilarak baglanma enerjisi ve spektrumlar
belirlenmektedir. Her bir spektrumdaki tepe enerjisinin yardimiyla numunede hangi

atomlarin bulundugu tespit edilmektedir (Cabuk, 2020).
2.5. Biyosensorler

Biyosensorler, tayini yapilmak istenen analit ile spesifik sekilde etkilesimde bulunan
biyolojik yapidaki aktif taniyici boliim ile etkilesme sonrasindaki Slgiilebilen sinyali
doniistiiren c¢eviriciden olusan, analitik 6l¢timlerde kullanilan aygitlardir. Biyosensoriin
en 6nemli elementlerinden olan tantyict kismin (biyoreseptor), analiti tanima yetisine
sahip olmasi tayinin gerceklesmesi i¢in olmazsa olmaz kosullardan biridir. Etkilesim
sonucu, analit konsantrasyonuna bagl olarak biyosensoriin yapisindaki sinyal ¢eviricinin
tiiriine gore akimda, potansiyelde, sicaklik degisiminde, 151k absorpsiyonunda ya da
kiitlede degisim sonucundaki durumlar Olgiilebilir sinyallere  doniistiiriiliir.
Kullanilabilecek biyoreseptorler arasinda ise enzimler, aptamerler, antikorlar, bakteriler,
veya niikleik asitler sayilabilir (Gerrard ve ark. 2002; Kuralay ve Demirci 2016; Wang ve
ark. 2005; Cornell ve ark. 1997).



Biyosensorler ¢esitli bilim dallarinda kullanilabilmektedir. Bu bilim dallar1 arasinda
kimya, biyoloji, tip, eczacilik, fizik, gida ve ¢evre gibi bilim dallar1 sayilabilir. Bu
disiplinlerin baslangigta biyosensor olgusuna yaklasimi farkliliklar gosterse de,
devaminda ortak yaklasimlar ortaya konulmustur (Clark ve ark. 1973; Skotheim ve ark.
1992). Bu yaklasimlar, tasarlanan biyosensorlerin efektif kullanimi agisindan 6nem

tasimaktadir.

Sinyal doniistiiriiciiniin  tiirii baz alinarak yapilan smiflandirmaya gore optik,
piezoelektrik, kalorimetrik ve elektrokimyasal olmak iizere 4 ¢esit biyosensdr mevcuttur.
Bu gruplara arasinda, elektrokimyasal biyosensorler 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica,
farkli siniflandirmalarin da yapilabildigi bilinmektedir (Cornell ve ark. 1997; Turner ve
ark. 1990).

2.5.1. Optik biyosensorler

Biyolojik olarak gergeklesen bir reaksiyon sonrasinda absorbe edilen ya da agiga ¢ikan
15181n siddetinin Glglilmesi prensibine dayanan tiirdiir. Bu biyosensor tiirli absorpsiyon,
biyoliiminesans ya da floresans gibi prensiplere dayanarak ¢alismaktadir (Can, 2010;
Tothill, 2009).

2.5.2. Piezoelektrik biyosensorler

Analit madde ile biyoaktif molekiil arasindaki etkilesim sonucu olusan kiitle degisimi bu
biyosensor tiiriiniin ¢aligma prensibini olusturmaktadir. Bu tiir biyosensor grubunda, bir
piezoelektrik kristalin yiizeyinde biriken analitin kiitlesinin 6lgiilmesi temel alinir. Analit
madde, kristal ylizeyinde biriktiginde piezoelektrik kristale ait rezonans frekansinda bir

farklilasma olusur (Atan, 2013).
2.5.3. Kalorimetrik Biyosensorler

Bu tiir bir biyosensor grubunda, genellikle enzim temelli reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
1s1 degisiminin Ol¢iilmesi ilkesine dayanan Ol¢lim mekanizmasi kullanilir. Entalpi
degisimine bagl olarak analit konsantrasyonu hakkinda bilgi edinilen bu biyosensor
¢esidi termal biyosensorler olarak da adlandiriimaktadir (Ramanathan ve Danielsson,
2001).



2.5.4. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, analit madde ile secici olarak etkilesime girip elektriksel
bir sinyal iireten, protein, niikleik asit, enzim, doku ya da hiicre gibi bir biyo-taniyict
materyal bulunduran bir sensor tiiriidiir (Ronkainen ve ark., 2010; Turner, 2013).
Elektrokimyasal biyosensorler ucuz, hizli, hassasiyeti yliksek, tekrarlanabilir ve minimal
olmalar1 nedeniyle olduk¢a tercih edilirler (Mittal ve ark. 2017). Genel olarak
biyosensorlerin ¢esitli avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir. Mesela, biyosensor
tasarlanirken kullanilan biyokomponentin spesifik olmasi ortamda girisime neden
olabilecek tiirlerin varliginda 6n islemsiz analizi miimkiin kilmaktadir. Bunun disinda, bir
biyosensore ait cevabin hassas, dogru, tekrarlanabilir ve duyarli olmasi beklenir.
Belirtilen 6zellikler, farkli grupta yer alan biyosensorlerin kullanimlarinda gesitli olumsuz
durumlar meydana getirmektedir. Optik  biyosensdrlerin  bulanik  ortamda
kullanilamamalari, piezoelektrik ve termal ise kullanim alanlarinin dar olmasi bu
olumsuzluklar arasinda sayilabilir. Elektrokimyasal biyosensdrler ise bu olumsuzluklarin
daha kolay bertaraf edildigi sensor grubu olarak gosterilebilir (Thevenot ve ark., 2001).
Diger biyosensorlerde oldugu gibi elektrokimyasal biyosensérlerin de sahip olmalari
gerekli temel ozellikleri arasinda segicilik, yiiksek duyarlilik, tekrarlanabilirlik, diisiik
teshis sinir1, hizli cevap zamani, genis 6l¢lim araligi, ekonomik olus ve kullanim 6mrii

gibi ozellikler yer almaktadir (Song ve ark., 2016).

Elektrokimyasal temelli ilk biyosensor ¢aligmalar1 Leland C. Clark’a aittir. Bu ¢alisma
Clark tarafindan 1956 senesinde yaymlanmistir (Clark, 1956). Yaptig1 calisma
sonucundaki biyosensor kalp ameliyatlarinda kullanilan ilk sensordiir. Dr. Clark,
hazirladigi biyosensor ile altin ya da platin elektrot iizerinde oksijen miktarini tayin
etmistir. Sonrasinda ise Clark, glikoz oksidaz enzimi (GOx) kullanarak 1962 senesinde
amperometrik enzim elektrodunu gelistirerek kanin glikoz miktarini 6lgmiistiir (Clark,
1962). Bu biyosensor de ticari anlamdaki ilk elektrokimyasal biyosensor 6zelligini

tasimaktadir (Wang, 2001).

Elektrokimyasal biyosensorler, tekrar kullanilabilen elektrot subtsratlarinda
hazirlanabilecegi gibi tek kullanimlik olarak da hazirlanabilmektedirler. Bu tek

kullanimlik elektrotlar da maliyetlerinin diisiik olmasi nedeniyle dikkat ¢ekmektedir.
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Ayrica, elektrokimyasal sensorlerin kiiciik ve tasiabilir olmasi onlara genis bir kullanim

imkani1 sunmaktadir.

Sinyal c¢eviricinin ¢esidine gore elektrokimyasal biyosensorler amperometrik,
potansiyometrik, iletkenlik ve impedimetrik biyosensorler olmak iizere 4 farkli gruba

ayrilabilir.

2.5.4.1. Amperometrik biyvosensorler

Siklikla tercih edilen bu biyosensdr ¢esidinde biyoreseptdr ile analit arasindaki etkilesime
dayal1 olarak ¢alisma elektrotunda olusan ve analit konsantrasyonuna gore artis gésteren
akim ya da akim degisimi Sl¢iilir (Luppa ve ark., 2001). Akim sisteme uygulanan sabit
potansiyel sonrasinda olusur. Anperometrik biyosensorler, enzimatik olan ve olmayan
olmak tizere ikiye ayrilir. Tez ¢alismasinda kullanilan analitlerin amperometrik tayininin
enzim kullanilmadan da yapildig1 sistemler mevcuttur. Ornegin, enzimatik olmayan
amperometrik glikoz biyosensorleri, glikozun dogrudan yiikseltgenmesine dayanmakta
olup en biiyiik avantaji enzimatik olanlarda goriilen enzim kararliliginin uzun siire
korunmas1 gerekliliginin burada olmamasidir. Dezavantajlar1 arasinda ise bu yontemde
kullanilan elektrokatalitik malzemelerin, glikozun yiikseltgenmesini katalizleyen
enzimler kadar karakteristik bir yapida olmamasidir. Bu durum, enzimatik glikoz
biyosensorlerinin enzimatik olmayanlara gore daha yiiksek secicilige sahip olmasini

saglamaktadir (Chen ve ark. 2013).

2.5.4.2. Potansivometrik bivosensorler

Potansiyometri, elektrokimyasal hiicrede olusan gerilim degerlerinin bir calisma
elektrodu ve referans elektrot kullanilarak 6lgiildiigii yontemdir (Ozbek ve Isildak, 2021).
Konsantrasyonu degisen numune ¢ozeltisinde potansiyelde bir degisim meydana gelir ve

Olctimii gergeklestirilir (Topcu, 2009).

2.5.4.3. iletkenlik bivosensorleri

Bu biyosensor ¢esidinde etkilesim sonucunda elektriksel iletkenlikte degisim meydana
gelmektedir (Kuralay ve Demirci, 2016; Mello ve Kubota, 2002).
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2.5.4.4. impedimetrik biyosensorler

Bu biyosensor grubunda empedansta meydana gelen degisimler ele alinir ve frekans
diizleminde birtakim elektriksel bilgiler elde edilir; elektrot ile ¢ozelti ara yilizeyinde

elektron aktarimina bagl olusan direng 6l¢tliir (Khan ve ark. 2009).

Elektrokimyasal biyosensorler giiniimiizde bir¢ok alanda yer bulmustur. Elektrot
modifikasyonlarinin da yardimiyla daha hassas, segici ve pratik hale getirilen bu
biyosensorler yogun ilgi uyandirmaktadir. Elektrot modifilasyonlarinda; nano yapili
malzemeler, birim hacimde yiiksek yiizey alanina sahip olmalar1 nedeniyle elektroaktif
ylizey alanini arttirmaktadirlar. Buna ilaveten, ylizeydeki iletkenligi ve buna bagh

elektron transfer hizin1 artirmalar1 sonucu bu malzemelere olan ilgi de artmaktadir.

2.6. iletken Polimerler

Iletkenler polimerler, iletkenligi oldukca iyi olan ve polimerin gdvdesi boyunca
konjugasyona sahip ikili baglar bulunduran polimerlerdir. Bu tiir polimerlerin
iletkenlikleri metallerle yari iletkenler arasinda olup ¢ogunlukla m-elektron yapisina
sahiptirler. Konjuge m-elektron omurlar1 iizerinde elektronlarin serbest bir sekilde
kolaylikla hareket edebiliyor olmasi sayesinde biyomolekiillerin elektrokatalitik
ozellikleri gelismektedir (Ahuja ve ark., 2007). Bu durum ise bir biyosensdriin
tasariminda iletken polimer kullanimia olanak saglamaktadir. Elektrokimyasal
metotlarla sentezlenebilen iletken polimerler, sadece biyosensoriin hizi, duyarlilig1 ve
secici olmast gibi Ozelliklerini gelistirmekle kalmayip ayni zamanda caligmalarda
kullanilacak olan enzimlerin de immobilize olabilmeleri i¢in uygun bir matriks ortami

saglamaktadir (Gerrard, 2002; Rahman ve ark., 2008).

Ozellikle son zamanlarda iletken polimerlerin mevcut 6zelliklerini daha da iyilestirebilme
amaciyla nanomalzemeler ile iletken polimerlerden olusturulan nanokompozitler (grafen,
nanopartikiiller, karbon nanotiipler gibi) 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir
(Luo ve ark, 2006; Xia ve ark., 2010). Bu sekilde hazirlanan nanokompozit yapilar
oldukca iistiin kimyasal, mekanik, optik ve termal ozelliklere sahiptirler. Tiim bu
ozellikler nanomalzemelerin, gida, klinik, cevre, farmasdtik ve enerji depolama gibi
sayisiz alanda kullanmma olanak saglamaktadir. Iletken polimerlerle yaptiklari

caligmalar, 2000 senesinde A. J. Heeger, A. G. Mac Diarmid ve H. Shirakawa’ya Nobel
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Kimya Odiiliinii kazandirmistir. Cizelge 2.1. de bazi iletken polimerler ve yapisal

gosterimleri gortlmektedir.

Cizelge 2.1. Bazi iletken polimerler ve yapisal gosterimleri (Namsheer ve Rout, 2021;
Jadoun ve ark., 2021)

Polimerin ad1 Kisa adx Yapisal gosterimi

/\
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N N
Poli(orto-fenilendiamin) (PoPD) fl |
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2.6.1. Poli(orto-fenilendiamin) (PoPD)

Politiyofen (PTh)

Iletken polimer eldesinde kullanilan monomerlerden biri olan orto-fenilendiamin (oPD),
yiizey tutucu 6zellige sahip bir monomer olup formiilii CeHs(NHz2)2 seklindedir. Pek ¢ok
elektroaktif ve iletken polimer arasinda, poli(o-fenilendiamin) (PoPD), teknolojinin
cesitli alanlarindaki potansiyel kullanimi nedeniyle ozellikle ilgi ¢ekicidir. POPD'nin
polipirol veya polianilin gibi olagan iletken polimerlerin 6zelliklerinden farkli olan iki
ilging ozelligi, onu sensdrlerdeki uygulamalar agisindan timit verici kilmaktadir. Bu
ozelliklerden biri, elektrik iletkenliginin bu polimerin redoks durumuna bagimliligidir ve
bu polimer polipirol veya polianilinin aksine, indirgenmis durumunda iletkenlik
sergilerken oksitlenmis durumu yalitkan 6zellik géstermektedir. Bu 6zellik ise POPD'nin

elektrokimyasal ozelliklerini belirler, ¢iinkii bir¢ok elektrot redoks isleminin, bu
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polimerin indirgenmis (iletken) formuna karsilik gelen nispeten dar bir potansiyel pencere
iginde gergeklestigi goriilmektedir. POPD film ile kaplanan bir elektrotun, polimerin
gecirgenlik Ozelliginden dolayi iletken olmadig1 potansiyellerde bazi ¢oziinmiis organik
ndtr ve inorganik iyonik tiirlere reaksiyon gosterebilecegi bilinmektedir (Ojani ve ark.

2016). Sekil 2.5°de oPD monomerinin elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi

gosterilmistir.
NH
NH, "
NH
NH, ’
HAuCl,
PVP
NH,
oPD
Y
NH NH 3 "
2 N N\ N Ve
S =
N
NH, W e i N N N
\‘ - .| n
PoPD

Sekil 2. 4. oPD monomerine ait elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi1 (Muthirulan
ve ark. 2013)

2.6.2. Polipirol (PPy)

Pirol (Py) monomerinden elektropolimerlesme ile polipirol (PPy) eldesi ilk defa 1968
senesinde Dall’Olio ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir. Polipirol ile kaplanmis
polimerik film yiizeyler, iyi iletkenlik gostermekte, kararli bir yapiya sahip olmakta ve

kolay hazirlanabilmektedir. Ayrica gézenekli yapilari sayesinde ¢cogu biyomolekiil yapiya
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kolay bir sekilde immobilize olmaktadir. Tiim bu 6zellikler biyosensor ¢aligmalarinda

PPy kullanimin1 sik¢a tercih nedeni yapmaktadir (Ramanavicius ve ark., 2006).

PPy, yiiksek elektriksel iletkenligi, nispeten basit sentezi ve ¢cevresel kosullarda uzun siire
kalic1 olmastyla bilinen en 6nemli kendinden iletken polimerlerden biridir (Zarei ve ark.,
2021). Doéniisiimlii voltametri (CV) ile PPy elektropolimerizasyonu, pozitif yiiklii bir
elektrot yiizeyinde tekdiize bir PPy filmi olusturur (Hosseinian ve ark., 2019). PPy,
elektrot ve enzim arasindaki bag olusumunu iyilestirmek i¢in iletken bir baglayici olarak
calisir. Tekrarlanan 6l¢lim sirasinda sinyali ve uzak sizint1 olasiligini iyilestirir (Maity ve

Kumar. 2019)

PPy zincirlerinin hem molekiil i¢cerisindeki hem de molekiiller arasindaki etkilesimlerinin
yani sira, PPy zincirlerinin muhtemel capraz baglanmasi ve ¢oziicii molekiiller ile
olusturdugu zayif etkilesimler nedeniyle PPy ¢dziinmeyen ve bozunmayan bir yapiya
sahiptir (Lee ve ark., 2000). Polipiroliin sulu ¢ozeltisi kimyasal ve elektrokimyasal
metotlarla basit¢e hazirlanabilmektedir (Sahin ve ark., 2004). Elektrokimyasal
polimerizasyonda elektrot tizerinde olusturulan radikalik katyon ya baska bir radikalik
yapidaki katyon ile veya monomer yapidaki pirol ile dnce birlesme, ardindan da
elektrofilik aromatik yer degistirme reaksiyonlarini meydana getirmektedir. Bu
tepkimede iki proton ayrilarak dimer yapiy1 olusturmaktadir (Imanishi ve ark., 1988).
Sekil 2.6 pirol monomerinin elektrokimyasal olarak polimerlesme mekanizmasini

gostermektedir.

Sekil 2. 5. Pirol monomerinin elektrokimyasal polimerlesme mekanizmas1 (Ozdemir ve
ark. 2020)
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2.7. Karbon Bazli Nanomalzemeler

Nanoteknolojide kullanilan karbon bazli nanomalzemelerden en ¢ok bilinenler arasinda
grafen, karbon nanotiipler, nano yapili iletken polimerler ve nanopartikiiller yer
almaktadir. Maddenin boyutu 100 nanometrenin altina diistiigiinde bazi fiziksel 6zellikler
degistigi i¢in maddenin makro hali ile mikro hali arasinda farkliliklar meydana
gelmektedir. Ornegin makro halde opak dzellige sahip olan bir maddenin seffaflastig1 ya
da c¢ozinme Ozelligine sahip olmayan bir maddenin ¢6ziinebildigi bir durum

olusabilmektedir (Pérez-Lopez ve Merkogi 2012; Cha ve ark., 2013).

Karbon bazli nanomalzemelerden biri olan grafen literatiire A. Geim ve K. Novoselov
tarafindan 2004 senesinde kazandirilmis olup 2010 yilinda bu bilim insanlarina Nobel
Fizik Odiiliinii kazandirmistir ve sayisiz dzellikleri mevcuttur. Bunlar arasinda, bilinen
en dayaniklt madde olmasi, mekanik, termal, optik ve elektriksel 6zellikler agisindan
stiinliigii, seffaf ve esnek bir malzeme olmasi yer almaktadir (Alwarappan ve ark., 2009;
Bae ve ark., 2010; Zhu ve ark., 2011). Karbonun en ¢ok bilinen allotroplarindan birisi
olan grafit, 1 atom kalinliginda ayrildiginda grafen elde edilmektedir. Grafen, ¢elikten
100 kat daha kuvvetli, 1s1y1 en iyi ileten maddeler arasindadir. Belirtilen bu 6zellikleri
sayesinde grafen, biyosensorlerde, yakit hiicrelerinde, elektronik cihazlarda,
kompozitlerde, siiper kapasitorlerde, pillerde ve fotonik biliminde 6zellikle son birkag
yildir bir hayli fazla ilgi odagi haline gelmistir (Zhou ve ark., 2009; Moon ve ark., 2010;
Zhu ve ark., 2011; Erdem ve ark., 2012).

Iki boyutlu grafen tabakalar1, oldukga iistiin elektron tasima dzelligine sahiptirler. Bunun
sonucunda grafen ile modifiye edilmis elektrotlar bir hayli fazla uygulama alaninda
kullanilmaktadir. Grafen, diger malzemelerin 6zelliklerini de iyilestirir, bu da grafen
esasli nanokompozit yapilara giiglii 6zellikler kazandirir (Grosan ve ark., 2015). Grafen
temelli nanomalzemeler; diisiik maliyet, miikkemmel elektrokatalitik aktivite, biiyiik ve
etkin ylizey alani, essiz fizikokimyasal 6zellikler, termal ve mekanik ozellikler, iyi
elektriksel iletkenlik ve yiik transfer 6zellikleri gibi iistiin 6zellikleri sebebiyle ingaat
sektorii, otomobiller, antimikrobiyal malzemeler, riizgar tiirbinleri, pil ve akii yapimi,
siiperkapasitorler, giines pilleri, ugaklarin i¢ donanimlar1 ve kanat yapiminda

kullanilmaktadir (Alwarappan ve ark., 2012).
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2.8. Gegis Metali Dikalkojenitler (TMDs)

Iki boyutlu (2B) nanomalzemelerden olan gecis metali dikalkojenitlerinin genel formiilii
MX: seklinde olup formiildeki M harfi Molibden (Mo), Tungsten (W), Titanyum (Ti),
Zirkonyum (Zr) ve Hafniyum (Hf) gibi ge¢is metallerini gosterirken, X harfi Kiikiirt (S),
Selenyum (Se) ve Telliir (Te) gibi kalkojenitleri (6A grubu) gostermektedir. Gegis metali
dikalkojenitleri (TMDs) 2B 6zellikli malzemelere ve grafenin yari iletken 6zelligine
alternatif olmasi amaciyla olusturulmaktadir (Lv ve ark., 2015; Tan ve Zhang 2015).
Grafen ile karsilastirildiginda, bu metal dialkojenitler, orta derecede elektron tasima
ozellikleriyle beraber, etkili kiitle tasiyicilarina sahiptir ve katmanli formlarina dayali
elektrokimyasal biyosensor tasarimlart son yillarda umut verici gelismeler gostermistir
(Hsiao ve ark., 2020; Gilingor ve ark., 2022; Rohaizad ve ark., 2017; Sun ve ark., 2017).
Gegis metali dikalkojenitleri arasinda yer alan MoS> ve WS,, biyouyumluluk, orta
diizeyde elektron tasinimi, genis yiizey alanlar1 ve liiminesans gibi 6zelliklerinden dolay1
biyomedikal uygulamalarda ekstra ilgi gormektedir. WS2'nin teorik olarak MoS;'den daha
iyi elektron hareketliligine sahip oldugu da bilinmektedir (Cheng ve ark., 2014; Nguyen
ve ark., 2016; Anbazhagan ve ark., 2016).

2.9. Enzimler

Enzimler, canli bir organizmada gerceklesen biyokimyasal bir reaksiyonun hizini arttiran
biyolojik katalizorlerdir (Robinson, 2015). Genellikle renksiz olup, kahverengi, yesil, sar1
veya mavi renkte de olabilirler. Coziinmeleri suda ya da tampon ¢ozeltilerde olmaktadir.
Sentezlenmeleri canlilar tarafindan yapilmaktadir. Hiicre icerisinde organik maddelerin
yapim ve yikimi, sindirim, kaslarin kasilmasi, hiicredeki solunum gibi 6nem arz eden
fizyolojik olaylarin tiimii enzimlerin katalitik etkisi sonucu olugmaktadir (Lehninger,

1982, Tekman ve Oner, 1986).

Enzimler, bir tepkime esnasinda aktivasyon enerjisini diislirerek, olusan katalitik etki
sonucunda substratin {iriine doniismesini saglarlar. Kimyasal bir olayin baglayabilmesi
igin substratlarin agsmas1 gereken enerjiye ise aktivasyon enerjisi denir. Enzim etkisi
sonucu katalizlenen bir tepkime, katalizlenmeyen tepkimeye gore yaklasik 103-108 kat
daha hizli gergeklesmektedir. Saniyede 100 ile 1000 arasinda substrat molekiilii enzim

molekiilleri araciligi ile iiriine doniismektedir.
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Bir enzimin miktar1 belirlenirken, aktivitesi esas alinir ve enzim {initesi cinsinden verilir.
Her ne kadar farkli tiirde enzim {initesi tarifi olsa da 1 enzim iinitesi i¢in ¢ogunlukla
optimal sartlarda ve 25 °C’de 1 dakikada 1 mikromol substrati iiriine ¢eviren enzim
miktar1 tanimi kabul edilmektedir. Spesifik aktivite ise, 1 mg protein basina diisen enzim
tinitesini gostermekte olup, enzime ait saflig1 belirtmektedir (Lehninger, 1993, Bingdl,
1983). Enzimlerin 6nemli iki 6zelliginden biri {irtine doniistiirdiikleri substratlara karsi
spesifik olmalari, digeri ise laboratuvar ortaminda bir¢cok basamakta ve ¢ok uzun siirede
gerceklesen, yliksek sicaklik, basing veya asir1 asidik ya da bazik ortam sarti gereken
tepkimelerin enzimlerin katalizlemesi ile ¢ok kisa zamanda gergeklesmesidir (Soyler,

2006, Lehninger, 1993, Stryer, 1981).
2.9.1. Glikoz oksidaz

Glikoz oksidaz (GOx), kovalent olmayan bir yapiya sahip olup her 80 kDa alt biriminin
aktif bolgesine sikica bagli bir FAD molekiilii ile dimerik bir protein yapisina sahip olan
bir enzimdir (Ferri ve ark., 2011). Yapisi icerisindeki her monomerinde kofaktor olarak
flavin adenin diniikleotit (FAD) mevcuttur. Bir enzim molekiilii igerisinde iki FAD
baglanma bolgesi vardir (Gokoglan ve ark., 2017). GOx enzimi, glikozu hidrojen peroksit
(H202) ve D-glukono-5-laktona yiikseltgemektedir. Kandaki, meyvedeki ve ¢esitli gida
tirtinlerindeki serbest glikozu tayin etmek disinda, biyoteknolojide ve o&zellikle
biyosensorlerde birgok uygulamasi bulunmaktadir. Birinci nesil glikoz biyosensorlerinde
oksijen kosubstrati kullanilarak hidrojen peroksit elde edilmis ve tayini yapilmistir.
Burada gergeklesen reaksiyonda GOx’in yapisindaki FAD indirgenmektedir (FADH>).
Rediikte olmus flavin ise tekrar oksijen ile yiikseltgenerek hidrojen perokside doniisiir.

Bu tepkime asagida gosterilmektedir (D’costa ve ark., 1986).

GOx(FAD) + Glikoz — GOx(FADH>) + Glukonolakton
GOx(FADH,) + 0, —> GOx(FAD) + H,0,
H.O, —» O+ 2H" + 2¢

Yukaridaki zincirleme reaksiyonda kullanilan oksijen ortamdan saglandigi i¢in sinirlidir.
Bu nedenle de genis aralikta glikoz tayinine imkan saglamamaktadir. ikinci nesil glikoz
biyosensorlerinde ise oksijenin yerini sentetik bir elektron alict almaktadir. Bu alici

enzimin redoks merkezinde bulunan elektronlar1 elektrotun yiizeyine aktarmaktadir.
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Glikoz + GOx(oks) — Glukonik asit + GOx(red)
GOx(red) + 2M(oks) — GOx(oks) + 2M(red) + 2H"
2M(red) —> 2M(oks) + 2e
Denklemde yer alan M(oks) ve M(red) kullanilan medyatoriin yiikseltgenmis ve
indirgenmis halini belirtmektedir. Indirgenmeye ugrayan medyator elektrot yiizeyine

elektron vererek hem bir sinyal olugmasini saglar hem de kendisi tekrar yiikseltgenir
(Wang, 2008).

2.9.2. Ureaz

Ureaz (Urs) enzimi, bakteriyel limen metabolizmasi igin oldukca onem arz eden bir
enzimdir. Bakteri, maya ve birgok bitkinin yapisinda bulunur. Urenin amonyum ve

bikarbonat iyonlarina katalizlenmesini saglar.
Ure — NHs*+ HCO3

Organizmanin amonyak ve karbondioksiti azot kaynagi seklinde kullanabilmesi amaciyla
iireyi bu maddelere doniistiirme islemi iireaz enzimi ile ger¢eklesmektedir. Reaksiyon
esnasinda olusan amonyak, toprakta bulunan mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan da
kullanilmaktadir. Sentezlenmesi bitkiler, funguslar ve bakteriler tarafindan

gerceklestirilmektedir. (Mobley ve Hausinger, 1989).
2.10. Enzim immobilizasyon Teknikleri

Biyosensorlerde enzim immobilizasyonunda yaygin olarak tutuklama, kovalent baglama,

adsorpsiyon ve ¢apraz baglama metotlar1 kullanilmaktadir (D’Souza, 2001).
2.10.1. Tutuklama

Enzim molekiilleri bu metotta agar ve agaroz gibi dogal veya politiretan ve poliakrilamit
gibi dogal olmayan polimer matrikslerde tutuklanmaktadir. Kolay ve ucuz bir yontem
olmas1 avantaj, zamanla enzimin s1ziyor olmasi, yiiksek difiizyon esigi ve sterik engel ise

dezavantajdir (Mello ve Kubota, 2002).
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2.10.2. Kovalent baglama

Bu yontemde enzim molekiilleri ile destek ylizey arasinda uygun bir yontem ile kovalent
bag olusumu saglanir. Enzimler, yapilarinda bulunan Katalitik aktivitesi olmayan
fonksiyonel gruplar sayesinde kovalent baglanmayi gergeklestirmektedir (Mello ve

Kubota, 2002).
2.10.3. Fiziksel adsorpsiyon

Bu yontemde gegirgen yapiya sahip bir membran iizerine van der Waals etkilesimleri ile
enzimin dogrudan absorbe edilmesi saglanir. Basit ve ucuz olmasi avantajli yanidir. Fakat
Olgtimler yapilirken pH, sicaklik ve iyonik siddette degisiklik sonucunda absorbe edilen
enzim miktarinda kayip gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Mello ve Kubota, 2002).

2.10.4. Capraz baglama

Bu yontemde bir enzim bagka bir enzime ya da suda ¢Oziinemeyen bir matrikse ait
fonksiyonel gruba molekiiller aras1 ¢apraz baglanma gerceklestirmektedir. Baglanma
esnasinda enzim molekiilleri genellikle bir destek gibi davranirlar. Bu nedenle bu yontem
pahal1 ve yetersizdir. Bunun yani sira goreceli olarak diisiik aktiviteye sahiptir (Telefoncu
ve Dingkaya, 1997). Capraz baglanmay1 saglamak amaciyla bifonksiyonel yapidaki
ajanlardan faydalanilmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlardan birisi, sulu
coziicilerde ¢oOziinebilmesi ve kararli kovalent bag olusturabilmesi nedeniyle

glutaraldehittir.
2.11. Glutaraldehit

Cogunlukla enzimlerin kovalent immobilizasyonu sirasinda kullanilan ¢ok fonksiyonlu
bir reaktiftir. Bir biyosensoriin gelistirilmesi esnasinda kitosan, jelatin ve kollajen gibi
biyolojik molekiiller, biyoaktif materyaller (enzim, hiicre, doku, vb.) ile glutaraldehitin

capraz bag olusturmasi sayesinde immobilize olurlar (Akyilmaz, 2002).
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2.12. Onceki Calismalar
2.12.1. Glikoz tayini i¢cin yapilan ¢calismalar

Yu ve ark., (2015), camst bir karbon elektrot (GCE) yiizeyine grafen oksit (GO)—Prusya
Mavisi (PB)-3,4,9,10-perilentetrakarboksilik dianhidrit tiirevi (PTC-NH2) nanokompozit
filmi yayarak bir glikoz biyosensorii elde etmislerdir. Glikoz oksidaz (GOD), i¢i bos Pt
nanokiirelerin spesifik yapisi aracilifiyla modifiye edilmistir. Fourier transform kizil6tesi
(FT-IR) spektroskopisi ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) yontemleri ile
olusturulan ylizey karakterize edilmistir. Glikoz tayini i¢in kronoamperometri yontemi ile
elde edilen biyosensdriin cevap siiresi 5 s olarak tespit edilmistir. Lineer kalibrasyon
aralig1 0.01 = 0.06 mM ile 5.23 £+ 0.04 mM arasinda olup, teshis sinir1 3.3 pM (S/N = 3)

olarak hesaplanmustir.

Kazemi ve ark., (2015), glikoz konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in camsi karbon
elektrot yiizeyine kismen indirgenmis grafen-altin nanokompozit iizerinde immobilize
edilmis glikoz oksidaz (PRGO-AuNPs/GOx) olusturmuslardir. Glikozu tayin etmek
amaciyla kronoamperometri (CA) ile gerceklestirdikleri calismada, PRGO—-AuNPs/GOx
modifiye elektrotun iistliin elektrokatalitik aktivite 6zeligine sahip oldugunu tespit

etmislerdir. Teshis sinir1 ise 0.06 uM olarak hesaplanmustir.

Mijowska ve ark., (2015), calismalarinda elektrot malzemesi olarak camsi bir karbon
elektrot (GCE) kullanmislardir. 1k olarak bu elektrot iizerine indirgenmis grafen
oksit/paladyum nanokompozit (RGO-Pd) yapiy1 modifiye edilmistir. Daha sonra glikoz
oksidaz (GOx) enziminin yiizeye immobilizasyonu gergeklestirilmistir. RGO-Pd-GOx
biyosensorii, 2 - 10 mM araliginda glikoza iy1 bir elektrokataliz ortami sergilemistir.
Sistem, 0.996 korelasyon katsayisi ile incelenen konsantrasyon araliginda -0.085 V

potansiyelde akimda dogrusal bir artis gostermistir.

Ozel (2018), yaptig1 calismada kitosan, ¢cok duvarli karbon nanotiip (MWCNTS) igeren
iletken polimere dayali ylizeyi grafit elektrot lizerine modifiye etmistir. Monomer olarak
4,7-bis(3,4-dihydro-2H-thieno[3,4-b][1,4]oxathiepin-8yl)benzo[c][1,2,5]thiadiazole

monomeri kullanilmistir. Glikoz oksidaz enzimi ise Glutaraldehit ¢apraz baglayicisi ile

immobilize edilmistir. Bu sekilde iiretilen CP/CHIT/MWCNTs/GOx enzim elektrotunun
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lineer tepki aralig1 0.01-0.75 mM, teshis smir1 0.032 mM, duyarliligi 63.76 pA mM™! cm

2 ve Knm™P degeri 0.05 mM olarak belirlenmistir.

Janmanee ve ark., (2019), poli(pirol-3-karboksilik asit)/grafen oksit (PP3C/GO)
kompozit ince filmi elektrokimyasal polimerizasyon ile indiyum kalay oksit (ITO)
elektrot lizerine olusturmuslar ve glikoz oksidazi (GOx) kovalent baglama metoduyla
kompozit ince filmin yiizeyine immobilize etmislerdir. Hazirladiklar1 biyosensor, 1 - 20
mM arasinda genis bir algilama lineer araligma, R? = 0.9957 korelasyon katsayisina, 5
s’lik yanit siiresine ve 0.05 mM’lik diisiik teshis sinir1 (S/N = 3) ile glikoz tespiti i¢in

yiiksek bir hassasiyet ve secicilik sergilemistir.

Cete ve ark., (2020), glikoz oksidaz enzimini (GOX) polipirol-poli(sodyum 4-
stirenstilfonat) (PPy-PSS) kompozit film ilizerine immobilize ederek glikoz tayini i¢in
yeni bir biyosensor hazirlamistir. Glikoz tayini, 0.4 V’ta biyosensor yiizeyindeki
enzimatik reaksiyon sonucu hidrojen peroksitin yiikseltgenmesine gore yapilmistir. Bu
calismada biyosensér igin lineer aralik 1 x 107> - 1.0 mM, Ky degeri 2.97 mM ve Vimax
degeri 0.097 pA bulunmustur.

Xu ve ark., (2020), cams1 karbon elektrot (GCE) iizerine Cu elementi, yeni bir gegis
metali siilfiirii ve indirgenmis grafen oksitinden olusan hibrit (CuxS-MoS,-rGO) ile
enzimatik olmayan bir biyosensor hazirlamistir. Cu'nun eklenmesi katalizi biiyiik 6lciide
tyilestirirken, MoS> 3D kirisik ve gozenekli yapiin olusturulmasinda 6nemli bir rol
oynamis, rGO ise acik¢a elektron transferini hizlandirmistir. Sinerji etkisinden dolayz,
hibrit  CuxS-MoS2-rGO, glikozun yiikseltgenmesini 6nemli Olgiide katalizlemistir.
Hazirladiklar1 biyosensor, 2 - 6330 uM'lik genis bir lineer aralik, 0.6 pM'lik diistik bir

teshis sinir1, yiiksek stabilite ve yeterli segicilik gostermistir.

Ramanavicius ve ark., (2021), grafit cubuk elektrotu (GRE) Ni nanopartikiiller (Ni-
NP'ler) ve polipirolden (Ppy) olusan biyomimetik-kompozit ile modifiye ederek
enzimatik olmayan elektrokatalitik amperometrik glikoz biyosensorii gelistirmisler.
Glikozun amperometrik tayini 0.45 V’ta gerceklestirilmis ve biyosensdr 0.4 umol L
teshis sinir1, 2873 pA mmol hassasiyet ve 1.0 - 1000 umol L™ arasinda genis bir lineer

glikoz belirleme aralig1 gostermistir.
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Lee ve ark., (2021), Pt elektrot iizerine polipirol (PPy)/polidopamin (PDA) ve glikoz
oksidaz (GOx) kullanarak elektrokimyasal glikoz algilamaya yonelik biyosensor
tasarlamustir. Elde ettikleri GOx biyosensor, 22.15 pA mM * cm2'lik iyi bir hassasiyet,
5-6 s'lik kisa bir yanit siiresi, 5.0 mM' a kadar dogrusal bir aralik ve 138 uM glikoz teshis
sinir1 (R2 = 0.995) sergilemistir.

Pilo ve ark., (2022), yaptiklar1 ¢alismada amperometrik bir biyosensdr iiretmek amaciyla
glikoz oksidazi (GOx) Pt, camsi1 karbon (GC) ve Au elektrot yiizeylerinde
hareketsizlestirmek maksadiyla, grafen okside bagl bir politiyofen iletken filmi (2,5-
di(2-tienil)tieno[3,2-b]tiyofen) kullanmiglardir. Bu sekilde olusturulan biyosensoriin 1.0
- 10.0 mM lineer aralikta, 36 uM teshis sinirmda ve 9.4 uA mM ™! cm?’lik hassasiyette

oldugu belirlenmistir.
2.12.2. Ure tayini icin yapilan calismalar

Das ve ark., (2015), iire analizinde kullanmak iizere siilfonatli grafen/polianilin
nanokompozit yapili elektrokimyasal biyosensor gelistirmislerdir. Ureaz enzimi ile
hareketsizlestirilmis  stilfonathh ~ grafen/polianilin  nanokompozit film, iirenin
elektroanalitik tespitinde 0.050 mM teshis sinirt ve 0.85 pA cm™? mM™' hassasiyet
gostermistir. Biyosensoriin, cevap siiresi yaklasik 5 saniye olup, genis bir dogrusal

algilama aralig1 (0.12-12.3 mM) elde edilmistir.

Zheng ve ark., (2015), Pt disk elektrot iizerine anilinin elektrokimyasal
polimerizasyonuna dayali nano yapili grafen (GRA) iletken polianilin (PANI)
nanokompozitine glikoz oksidazin (GOD) immobilize edilmesiyle bir biyosensor
tretmislerdir. Olusturulan biyosensoriin elektrokimyasal davranist CV ve EIS yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Yiizey karakterizasyonu ise taramali elektron spektroskopisi
(SEM) ile gergeklestirilmistir. Amperometrik yontemle, olusturulan biyosensoriin pH ve
uygulama potansiyeli parametreleri test edilmistir. Optimum sartlarda elde edilen
biyosensdriin dogrusal ¢alisma aralig1 10.0 uM ila 1,48 mM (R?=0,9988) arasinda olup
teshis sinir1 2.769 uM (S/N=3), hassasiyet, 22.1 pA mM™! cm, Michaelis-Menten sabiti
(Kwm) 3.26 mM olarak belirlenmistir.

Dervisevic ve ark., (2017), kalem grafit elektrot (PGE) iizerine 6nce 4-(2,5-Di(thiophen-

2-yl)-1H-pyrrol-1-yl) anilin monomerini (SNS-Anilin) elektropolimerize etmisler,
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ardindan polimer kapli elektrot yiizeyine di-amino-Ferrosen (DAFc) ve son olarak
glutaraldehit capraz baglama yoluyla iireaz enzimini modifiye etmislerdir. Girisim
caligmalar1 ve kararlilik deneylerinin yani sira pH, sicaklik, polimer kalinligi ve
uygulanan potansiyelin yanita etkisini arastirmislardir. Elde edilen iire biyosensoriiniin
amperometrik yanitinin, 0,54 pA/ mM hassasiyet, 12 uM teshis sinir1 ve 2 s kisa yanit

stiresi ile 0.1 - 8.5 mM araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir.

Dervisevic ve ark., (2017), kalem grafit elektrot (PGE) ylizeyine ¢ok duvarli karbon
nanotiipler (MWCNT'ler) ile birlestirilmis ferrosen-poli(amidoamin)(Fc-PAMAM)
dendrimerlerine dayali elektrokimyasal iire biyosensorii gelistirmislerdir. Enzim
modifikasyonu ise polimer kapli PGE'nin iireaz ¢6zeltisine daldirilmasiyla saglanmistur.
Elde ettikleri enzim elektrot, 0.2 - 1.8 mM'lik genis dogrusal aralik, 0.05 mM'lik teshis
sinirt, 3 s'lik izl yamit siiresi ve 1.085 pA cm™? mM™!" lik hassasiyet ile iire tespitinde

kullanilmastir.

Badhulika ve ark., (2017), lirenin enzimatik olmayan tespiti i¢in Grafen-Polianilin (Gr-
PANi) bazli bir elektrokimyasal biyosensér hazirlamislardir. Gr-PANi kompoziti,
PANi'nin Gr modifiye GCE yiizeyinde doniisiimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak
elektro-biriktirme yontemi ile sentezlenmistir. Kompozitteki Gr ve PANi'nin varligi,
FESEM, XRD ve Raman spektroskopisinden olusan karakterizasyon teknikleri
kullanilarak dogrulanmistir. Optimize edilmis sensor, 10 uM - 200 pM araliginda ve
226.9 pA uM! cm? (R? = 0.993) hassasiyetinde olup diisiik bir teshis sinir1 (5.88 uM),

miikemmel tekrarlanabilirlik, segicilik ve kararlilik sergilemistir.

Dervisevic ve ark., (2018), Au elektrot kullanarak, poliamidoamin eklenmis ¢ok duvarl
karbon nanotiip (MWCNT-PAMAM) dendrimerlerine (Gl'den GS5'e) iireaz enzimini
immobilize ederek amperometrik {ire biyosensor gelistirmistir. Biyo algilayici elektrot
icin optimum pH, sicaklik, uygulama potansiyeli gibi parametrelerle birlikte ve
tekrarlanabilirlik calismalar1 yapilmistir. En iy1 sonug besinci nesil MWCNT-PAMAM ve
iireaz enzimine dayali elektrotta elde edilmistir. MWCNT-PAMAM G-5 elektrotunun,
0.4 mM teshis sinirina, 1 - 20 mM genis lineer calisma araligina, 6.6 nA mM! hassasiyete

ve 3 s kisa tepki siiresine sahip oldugu belirlenmistir.
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Verma ve ark., (2020), demir oksit nanopartikiilleri (Fe3O4), ¢cok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) ve poli-anilin  (PANI) kullanarak camsi1  karbon elektrotu,
Fe3s04/MWCNT/PANI-Nafion nanokompozit filmi ile elektrokimyasal olarak modifiye
etmigler. Sonrasinda saflagtirilmig bakteriyel iireaz enzimi, glutaraldehit capraz
baglayicis1 yardimiyla nanokompozit film modifiye elektrot iizerine immobilize
edilmistir. Enzim modifiye elektrotun karakterizasyonu hem SEM hem de FTIR
spektroskopi analizi ile yapilmistir. Gelistirilen biyosensor, iire konsantrasyonuna bagl

olarak 67 uM teshis sinir1 ile 1.0 - 25.0 mM arasinda lineer ¢alisma aralig1 gostermistir.

Nia ve ark., (2021), perde baskili karbon elektrotu (SPCE), anilinle birlikte grafen oksit
ve nikel-mangan temelli nanopargaciklarindan olusan nanokompozit yapiyi
elektropolimerizasyon yontemiyle modifiye ederek enzimatik olmayan biyosensor
gelistirmistir. Nanokompozit yapinin morfolojik karakterizasyonu enerji dagilimli X-1sini1
spektroskopisi (EDX), taramali elektron mikroskobu (SEM), endiiktif eslestirilmis
plazma (ICP) ve Fourier transform kizil6tesi spektroskopisi (FTIR spektroskopisi) gibi
tekniklerle gergeklestirilmistir. Hazirlanan modifiye elektrotun iireye duyarlilig
dontisiimlii voltametri yontemiyle degerlendirilmis ve biyosensoriin dogrusal calisma
aralig1 30 uM - 3.3 mM (R? = 0.995, n = 3) olarak belirlenmistir. Ayrica biyosensor,
5139.2 uA mM ! cm lik yiiksek hassasiyete ve 16.3 uM' lik teshis sinirma sahiptir.

Ashakirin ve ark., (2022), iireaz1 (Urs) immobilize edebilmek amaciyla perde baskili
karbon elektrotu (SPCE) giimiis indirgeyici grafen oksit (AgrGO) ile modifiye
etmiglerdir. Elde edilen elektrotun yiizeyi FTIR, RAMAN, FESEM-EDX ve TEM
yontemleri kullanilarak ile karakterize edilmistir. Elektrotun 0.001 - 10 mM'lik genis bir
dogrusal aralikta, 47.598 nAuM 'ecm2'lik hassasiyette ve 0.1623uM'lik teshis simirinda
calistig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Cihazlar ve Elektrotlar

Elektrokimyasal yontemlerden sabit gerilimde elektroliz, doniisimlii voltametri ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi, AUTOLAB-PGSTAT 204 (Metrohm,
Hollanda) cihazinda NOVA 1.11 yazilim destegi ile gergeklestirilmistir. Bu yonteme ait
calismalarda, ¢alisma elektrodu olarak kalem grafit elektrot (PGE) kullanilirken referans
elektrot olarak Ag/AgCl elektrot (BASi, ABD) ve karsit elektrot olarak da platin (Pt)
(BASI, ABD) tel kullanilmistir. Rotring 0.5 mm kaleme bir bakir tel sarilarak olusturulan
calisma elektrotunda elektrot yiizeyi olarak Tombow HB 0.5 kalem ucu kullanilmistir.
Elektrot ylizeylerinin morfolojik karakterizasyonu ve elementel kompozisyonu deneyleri
icin, taramali elektron mikroskobunun enerji dagilimli X-is1m1 analiz modiilii ile
birlestirildigi Hitachi SU 1510 (Japonya) kullanildi. X-1g1m1 fotoelektron spektroskopisi
(XPS), Thermo Scientific K-Alpha (ABD) ile gerceklestirilmistir.

3.2. Kimyasallar

Tungsten disiilfiir (WS2), grafen tozu, pirol (Py), potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)e]),
potasyum ferrosiyaniir (K4[Fe(CN)s]), sodyum kloriir (NaCl) ve potasyum kloriir (KCI)
Sigma-Aldrich'ten satin alindi. Fosfat tamponunu hazirlamak i¢in kullanilan disodyum
hidrojen fosfat (Na:HPOs), sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH2POs.H20)
Merck'ten satin alinmistir. Glikoz oksidaz (GOx) (Aspergillus niger'den, liyofilize toz,
>100,000 birim/g kat1) ve D-(+)-glikoz (>%99,5) Sigma'dan temin edildi. Ureaz (Urs)
(liyofilize 5 birim/mg) ve iire (%99.0-100.5) Sigma'dan satin alinmistir. Deneysel siiregte

kullanilan kimyasallar daha fazla saflastirilmadan kullanildu.
3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerin tamami oda sicakliginda gerceklestirildi. Deneyler oncesinde mevcut
cozeltiler, oksijenden arindirilmak amaciyla i¢in yiiksek saflikta (%99.99) azot gazindan

5 dk siireyle gegirildi.
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3.3.1. Fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Toplamda 50 mM sodyum hidrojenfosfat ve sodyum dihidrojenfosfat icerecek sekilde
hassas terazi ile gerekli tartimlar yapildi ve saf su igerisinde ¢oziilerek ¢ozelti hazirland.
pH degerini 7.4 olacak sekilde ayarlamak i¢in 0.1 M NaOH ve 0.1 M HsPOg4 ¢ozeltileri
kullanild1. Tampon ¢6zelti +4 °C’deki buzdolabinda saklandi.

3.3.2. 5 mM ferri-ferrosiyaniir [Fe(CN)s®/*] iceren 0.1 M KCI c¢ozeltisinin

hazirlanmasi

Hassas terazi yardimiyla uygun miktarda potasyum ferrisiyaniir ve potasyum ferrosiyaniir
tartilarak saf su icerisinde vorteks kullanilarak ¢oziinmeleri saglandi. Ardindan belirlenen
miktarda potasyum kloriir ve saf su eklenerek ¢ozelti hazirlandi. Cozelti kullanilmadig:
zamanlarda aliiminyum folyo ile sarilarak +4°C’deki buzdolabinda saklandi. Bu ¢ozelti

taze olacak sekilde kullanilmaya dikkat edildi.
3.3.3. oPD monomer cozeltisinin hazirlanmasi

50 mM fosfat tamponu ¢ozeltisi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda orto-
fenilendiamin monomer ¢ozeltisi lityum perklorat destek elektrolit varliginda hazirlandi

ve kullanildu.
3.3.4. Pirol monomer ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50 mM fosfat tamponu ¢ozeltisi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda pirol monomer

¢ozeltisi lityum perklorat destek elektrolit varliginda hazirlandi ve kullanildi.
3.3.5. lletken polimer-grafen nanokompozit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Grafen konsantrasyonu 2 mg/mL olacak sekilde grafen tartilarak 50 mM fosfat tamponu
cozeltisine eklendi. Elde edilen karisim 2 saat sonike edildi, vorteks yardimiyla
karistirildi, ardindan belirlenen miktarlarda monomerler eklenerek nanokompozit

karisimlar olusturuldu.
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3.3.6. lletken polimer-grafen/tungsten disiilfiir ¢ozeltisinin hazirlanmas

Grafen konsantrasyonu 2 mg/mL, tungsten disiilfiir konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
sekilde maddeler tartilarak 50 mM fosfat tamponu ¢6zeltisine eklendi. Elde edilen karigim

2 saat sonike edildi, ardindan pirol ve LiClO4 eklenerek ¢ozelti olusturuldu.
3.3.7. Glikoz oksidaz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda glikoz oksidaz tartilarak 50 mM fosfat tampon c¢ozeltisi igerisinde
coziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Yine 50 mM fosfat tampon ¢ozeltisi eklenerek farkl
konsantrasyonlarda glikoz oksidaz cozeltileri hazirlandi. Kisa siireli kullanimlarda ve
deney esnasinda enzim c¢ozeltileri +4 °C’deki buzdolabinda saklandi. Uzun siire

kullanilmadiklarinda ise derin dondurucuda bekletildi.
3.3.8. Ureaz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda {ireaz tartilarak 50 mM fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek stok
¢Ozelti hazirlandi. Yine 50 mM fosfat tampon c¢ozeltisi eklenerek farkl
konsantrasyonlarda iireaz ¢ozeltileri hazirlandi. Kisa siireli kullanimlarda ve deney
esnasinda enzim ¢ozeltileri +4 °C’deki buzdolabinda saklandi. Uzun siire

kullanilmadiklarinda ise derin dondurucuda bekletildi.
3.3.9. Glikoz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda tartilan glikoz, 50 mM fosfat tamponu ¢ozeltisi eklenerek 0.1 M stok
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra yine fosfat tamponu ¢6zeltisi ile seyreltmeler yapilarak
farkli konsantrasyonlarda glikoz ¢6zeltileri hazirlandi. Cozelti kullanilmadigl zamanlarda

+4 °C’deki buzdolabinda saklandi.
3.3.10. Ure cozeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda tartilan iire, 50 mM fosfat tamponu ¢ozeltisi eklenerek 0.1 M stok
cozeltisi hazirlandi. Daha sonra yine fosfat tamponu ¢ozeltisi ile seyreltmeler yapilarak
farkli konsantrasyonlarda tire ¢ozeltileri hazirlandi. Cozelti kullanilmadigi zamanlarda +4

°C’deki buzdolabinda saklandi.
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3.3.11. Askorbik asit ¢cozeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda kati askorbik asit tartildi ve saf su igerisinde ¢dziinmesi saglanarak

¢Ozelti olusturuldu.
3.4. Yontem

() lletken polimer-grafen-WS, modifiye kalem grafit elektrot yiizeylerinin

hazirlanmasi ve karakterizasyonu
(i) PPy-grafen/WS,@PGE yiizeyine GOx ve Urs enzimlerinin immobilize edilmesi

(i)  Kronoamperometrik 6l¢iim (Sekil 3.1).

@
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Sekil 3. 1. PPy-grafen/WS2@PGE modifiye PGE’ler ile glikoz ve iire tayinine yonelik
gerceklestirilen deneysel prosediiriin sematik gosterimi
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3.4.1. Elektrotlarin kaplanmasi prosediiriinde kullanilan elektropolimerizasyon
kosullari

Iletken polimer, iletken polimer-grafen ve iletken polimer-grafen/WS; ile elektrot
ylizeylerini modifiye etmek i¢in optimum kosullarda belirtilen maddeleri iceren
karisimlar hazirlandi. Elektropolimerizasyon isleminden 6nce kalem uglar etil alkol ile
yikanarak kurutuldu ve kullanima hazir hale getirildi. Doniisiimlii voltametri yontemi
kullanilarak 100 mV/s tarama hizinda, 0.0 V ile +1.0 V potansiyelleri arasinda farkli
dongii sayilarinda (1, 3, 5, 10 ve 20 dongii), sabit gerilimde elektroliz yontemi
kullanilarak +1.0 V potansiyelde, 100 mV/s tarama hizinda, 15, 30, 60, 120 ve 180 s’de
modifiye PGE’ler hazirlandi.

3.4.2. Modifiye elektrotlarin hazirlanmasi prosediirii

Polipirol modifiye elektrotun hazirlanmasi i¢cin 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4)
kullanilarak 1 mM pirol ¢ozeltisi hazirlandi. PPy-grafen modifiye elektrot hazirlamak i¢in
2 mg/mL grafen ve 1 mM pirol kullanildi. PPy-grafen/WS, modifiye elektrotun
hazirlanmasi i¢in 2 mg/mL grafen, 1 mM pirol ve 1 mg/mL WS; kullanildi. Grafen ve
grafen/WS; iceren ortam hazirlanirken, belirlenen miktarda grafen ve WS, 6nce 50 mM
fosfat tamponuna ilave edilerek 2 saat sonikasyon yapildi. Ayrica her bir soliisyona destek
elektrolit olarak 0.1 mM olacak sekilde lityum perklorat (LiClO4) eklendi. Daha sonra
ortama Py eklendi.

PoPD modifiye elektrotun hazirlanmasi i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilarak
0.1 mM oPD c¢ozeltisi hazirlandi. PoPD-grafen modifiye elektrot hazirlamak igin 2
mg/mL grafen ve 0.1 mM oPD kullanildi. Grafen i¢eren ortam hazirlanirken, belirlenen
miktarda grafen once 50 mM fosfat tamponuna ilave edilerek 2 saat sonikasyon yapildi.
Daha sonra ortama oPD eklendi. Ayrica her bir karisima destek elektrolit olarak 0.1 mM
olacak sekilde lityum perklorat (LiClO4) eklendi.

3.4.3. Modifiye elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu

Modifiye PGE'lerin elektrokimyasal karakterizasyonu, 0.1 M KCl igeren 5 mM Fe(CN)g
/4 redoks probunda -0.3 V ile +0.6 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda CV yontemi
kullanilarak yapildi. Elektrotlarin elektrokimyasal davraniglarii karsilagtirabilmek

3-/4-

amaciyla Fe(CN)g redoks probundaki pik akimlarindaki ve pik potansiyellerindeki
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degisimlerden yararlanildi. EIS yontemi ile gerceklestirilen karakterizasyonlar ise 0.1 M
KCI igeren 5 mM Fe(CN)e*>"* redoks probu igerisinde 10° Hz ile 102 Hz frekans
araliginda 10 AC genlikte yapildi.

3.5. Glikoz oksidaz ve iireaz immobilize elektrotlar icin en uygun c¢alisma

kosullarinin belirlenmesi

1 mM Py, 1 mM LiClOs, 2 mg/mL grafen, 1 mg/mL WS; konsantrasyonlarina sahip
karisim hazirlandi. Déniisiimlii voltametri metodu kullanilarak 100 mV/s tarama hizinda
0.0 Vile +1.0 V potansiyelleri arasinda 10 dongiide PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlar
hazirlandi. Ardindan GOx ve Urs enzimlerini elektrot ylizeyine immobilize edebilmek
icin elektrotlar %2.5'lik glutaraldehit (GA) ¢6zeltisine daldirild1 ve 30 dk bekletildi. Daha
sonra fosfat tamponu yardimiyla yikama islemi yapildi ve elektrot oda sicakliginda

kurumaya birakildi.
3.5.1. Enzim konsantrasyonunun etkisi

Boliim 3.5’te anlatildigi gibi hazirlanan elektrotlar konsantrasyonu 1, 5, 10, 15 mg/mL
olan GOx veya Urs ¢ozeltileri bulunduran eppendorflara daldirildi ve 30 dk beklendi.
Yiizeye baglanamayan enzim molekiillerini uzaklastirmak i¢in tampon ¢ozelti ile yikama
asamasinin ardindan elektrotlar buzdolabinda kurutuldu. Sonrasinda enzim elektrot, sabit
karistirma altinda substrat igermeyen tampon ¢6zeltisine daldirildi ve bir denge akimi
olusana kadar +0.8 V'de beklendi. Daha sonra belirli konsantrasyonda substrat eklenerek
akimdaki (A1) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri ¢izildi (Kuralay ve
ark. 2006; Bal ve Kuralay, 2021).

3.5.2. Enzim immobilizasyon siiresinin etKisi

Boliim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan elektrotlar igerisinde 10 mg/mL GOx veya Urs
¢ozeltisi bulunan eppendorflara daldirilarak 15, 30, 60 ve 90 dk bekletildi ve ardindan
tampon ¢Ozelti ile yikanarak kurumasi i¢in buzdolabina kondu. Sonrasinda farkl
konsantrasyonlarda enzim immobilize edilen elektrotlar, sabit karistirma altinda substrat
icermeyen tampon ¢ozeltisine daldirildi ve bir denge akimi olusana kadar +0.8 V'de
beklendi. Daha sonra belirli konsantrasyonda substrat eklenerek akimdaki (Ai) farkliliklar

degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri ¢izildi.
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3.5.3. Enzim elektrot icin tampon cozeltinin pH’sinin etkisi

Boliim 3.5°te anlatildig gibi hazirlanan elektrotlar icerisinde 10 mg/mL GOx veya Urs
¢ozeltisi bulunan eppendorfta 30 dk bekletildi. Tampon ¢ozelti ile yikanan elektrotlar
kurumasi i¢in buzdolabinda bekletildi. pH=5, pH=6, pH=7.4, pH=8 ve pH=9 olan fosfat
tamponlar1 hazirlandi. Enzim immobilize edilen elektrotlar, sabit karigtirma altinda
substrat icermeyen pH degeri farkli her bir tampon ¢ozeltiye ayri ayr1 daldirildi ve bir
denge akimi olusana kadar +0.8 V'de beklendi. Daha sonra belirli konsantrasyonda
substrat eklenerek akimdaki (Ai) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri

¢cizildi.
3.5.4. Enzim elektrot i¢cin ¢calisma potansiyelinin belirlenmesi

Boliim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan elektrotlar igerisinde 10 mg/mL GOx veya Urs
¢oOzeltisi bulunan eppendorfta 30 dk bekletildi. Tampon ¢o6zelti ile yikanan elektrotlar
kurumasi i¢in buzdolabinda bekletildi. Sonrasinda enzim elektrotlar, sabit karistirma
altinda substrat icermeyen tampon ¢ozeltisine daldirildi ve bir denge akimi olusana kadar
+0.6 V, +0.7 V, +0.8 V ve +0.9 V'de beklendi. Daha sonra belirli konsantrasyonda
substrat eklenerek akimdaki (Ai) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri

cizildi.
3.6. Glikoz ve Urenin Enzim immobilize Elektrotlarla Tayini

Boliim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan elektrotlara optimum kosullarda GOx ve Urs
enzimleri immobilize edildi. Ardindan enzim elektrotlar, sabit karistirma altinda substrat
igermeyen tampon ¢ozeltisine daldirildi ve bir denge akimi olusana kadar beklendi. Daha
sonra 100’er saniye ara ile hiicre i¢i konsantrasyonu artacak sekilde glikoz veya fire
ilavesi yapilarak akimdaki (Ai) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri

cizildi.
3.7. Enzim Modifiye Elektrotlarin Seciciligi

Bolim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan elektrotlara optimum kosullarda GOx ve Urs
enzimleri immobilize edildi. Ardindan enzim elektrotlar, sabit karistirma altinda substrat
icermeyen tampon c¢ozeltisine daldirilip denge akimi olusana kadar beklendi. 100’er

saniye ara ile GOx modifiye biyosensor i¢in sirasiyla glikoz, askorbik asit ve iire ilavesi
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yapilirken, Urs modifiye biyosensor i¢in sirastyla iire, glikoz ve askorbik asit ilavesi

yapilarak akimdaki (A1) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri ¢izildi.
3.8. Enzim Modifiye Elektrotlarin Tekrar Uretilebilirligi

Boliim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan 10’ar tane elektrotlara optimum kosullarda GOx
ve Urs enzimleri immobilize edildi. Ardindan enzim elektrotlar, sabit karistirma altinda
substrat icermeyen tampon ¢ozeltisine daldirilip denge akimi olusana kadar beklendi.
100’er saniye ara ile hiicre i¢i konsantrasyonu artacak sekilde glikoz veya {ire ilavesi

yapilarak akimdaki (Ai) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri ¢izildi.
3.9. Enzim Modifiye Elektrotlarin Kararhhg

Boliim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan elektrotlara optimum kosullarda GOx ve Urs
enzimleri immobilize edildi. Ardindan farkli giinlerde enzim elektrotlar, sabit karigtirma
altinda substrat icermeyen tampon c¢ozeltisine daldirilip denge akimi olusana kadar
beklendi. 100’er saniye ara ile hiicre i¢i konsantrasyonu artacak sekilde glikoz veya iire
ilavesi yapilarak akimdaki (Ai) farkliliklar degerlendirildi ve akim-zaman grafikleri

¢izildi.
3.10. Enzim Modifiye Elektrotlarla Yapilan Gercek Numune Calismalari

Bolim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan elektrotlara optimum kosullarda GOx ve Urs
enzimleri immobilize edildi. Glikoz ve iire tayinleri i¢in fosfat tamponu ile seyreltilmis
serum ve idrar ornekleri kullanildi. Bu asamada farkli seyreltme oranlar1 (4 kez, 10 kez

100 kez) denenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Grafen sentezi ve karakterizasyonu

Grafen sentezi, ekonomik olmasi, kolay olmasi ve veriminin iyi olmasi nedeniyle en ¢ok
kullanilan yontemlerden biri olan modifiye Hummers metodu ile gergeklestirildi
(Hummers ve Offeman 1958; Zhou ve ark., 2009). Once grafitten yola ¢ikilarak grafen
oksit hazirlandi. Hazirlanan grafen oksidin grafene indirgenmesi ise hidrazin kullanilarak
kimyasal indirgenme yapilarak gergeklestirildi. Ardindan sentezlenen grafen ve ticari
grafen kullanilarak karsilagtirma amacli, polipirol-grafen modifiye elektrotlar CV metodu
kullanilarak 10 dongiide hazirlandi. Devaminda hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal
davranislar1 5 mM Fe(CN)e */* redoks tiirlerini iceren elektrolit igerisinde incelendi. Sekil
4.1°de goriildiigii tizere ticari grafen ile hazirlanan elektrotta elektrokimyasal davranisin

daha iyi oldugu belirlendi. Bu nedenle deneysel ¢alismalara ticari grafen ile devam edildi.

= Anodik pik akimi mKatodik pik akimi
300 -

200 A
100 -

0 -

| (WA)

-100 4

-200 4 !

PPy-grafen PPy-grafen
(sentezlenen) (ticari)

-300 -

Sekil 4. 1. Sentezlenen grafen ve ticari satin alinan grafen ile hazirlanan PGE’lere ait
elektrokimyasal davraniglarin 5 mM Fe(CN)s >7* redoks tiirlerini iceren
elektrolit igerisinde karsilastirilmasi (n=3)

4.2. PPy-grafen Modifiye Elektrotlarin Polimerizasyon Kosullarimin
Optimizasyonu ve Elektrokimyasal Karakterizasyonu

PPy-grafen modifiye elektrotlar i¢in ¢alismanin ilk asamasinda ¢evrim sayisinin etkisini
arastirmak amaciyla, 0.0 V ile 1.0 V potansiyel araliginda 1-3-5-10-20 dongiide PPy-

grafen modifiye elektrotlar hazirlandi. Hazirlanan PPy-grafen modifiye elektrotlarin
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34 redoks tiirlerini igeren elektrolit igerisinde

elektrokimyasal davraniglar1 5 mM Fe(CN)s
dontistimlii voltametri metodu ile anodik ve katodik tepe akimlari karsilastirilarak yapildi
(Sekil 4.2). Anodik ve katodik pik akimlarinda 1 déngiiden 10 dongiiye kadar artis oldugu
sonrasinda ise biiyiik olasilikla elektrot yiizeyinde film kalinliginin artmasina bagh olarak
elektron transferinde meydana gelen difiizyon sinirlamalari sebebiyle hafif bir azalma

goriildi (Babkina ve ark., 2006; Zaitseva ve ark., 2017).

Anodik pik akimi Katodik pik akimi

250 - . . I I .
150 4
. 50 1
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=
- 50 4
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I I I i I
-250 & 3 5 10 20

dongili déngl déngl dongl déngi

Sekil 4. 2. Doniisiimlii voltametri ile hazirlanmis hazirlanmig PPy-grafen modifiye
elektrotlar icin dongii sayilar1 degisiminin 5 mM [Fe(CN)¢*"*] igeren 0.1 M
KCl ¢ozeltisi igerisinde etkisini gdsteren bar diyagramlari.

Daha sonra, grafen konsantrasyonunun etkisinin belirlenebilmesi i¢in 0.5 mg/mL, 1
mg/mL, 2 mg/mL ve 3 mg/mL grafen konsantrasyonuna sahip ortamda hazirlanan PPy-
grafen modifiye elektrotlar (1 mM Py + 1 mM LiClOs i¢eren) CV metodu kullanilarak
10 dongiide ayr1 ayr1 hazirlandi. Grafen konsantrasyonu arttik¢a anaodik ve katodik pik
akimlarinda belirgin diizeyde artis, elektron transfer hizina bagl olarak tersinirlikte ise
iyilesme oldugu gozlemlendi. En iyi sonug ise 2 mg/mL grafen konsantrasyonunda elde

edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. Doniistimlii voltametri ile hazirlanmis PPy-grafen modifiye elektrotlar i¢in
grafen konsantrasyonu degisiminin 5 mM [Fe(CN)¢*"*] igeren 0.1 M KCI
cozeltisi icerisinde etkisini gdsteren bar diyagramlart.

Daha sonra Py monomerinin konsantrasyonundaki degisimin pik akimlarina etkisi
arastirildi. Bunun i¢in pirol konsantrasyonu 0.5 mM, 1 mM ve 10 mM olacak sekilde ii¢
farkli konsantrasyonda PPy-grafen modifiye elektrotlar 10 dongiide hazirlandi.
Hazirlanan elektrotlara ait elektrokimyasal davraniglar incelendiginde pirol
konsantrasyonunun degisimi ile kiigiik akim degisiklikleri oldugu ve optimum sonucun 1
mM'de oldugu belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. Doniistimlii voltametri ile hazirlanmis PPy-grafen modifiye elektrotlar i¢in
pirol konsantrasyonu degisiminin 5 mM [Fe(CN)s>"#] iceren 0.1 M KCI
cozeltisi icerisinde etkisini gdsteren bar diyagramlart.

4.3. PoPD-grafen = Modifiye  Elektrotlarin  Polimerizasyon = Kosullarinin

Optimizasyonu ve Elektrokimyasal Karakterizasyonu

PoPD-grafen modifiye elektrotlarin optimizasyonunda ilk olarak +1.0 V potansiyelde 30-
60-90-120 ve 180 s elektropolimerizasyon ile PoPD-grafen modifiye elektrotlar
hazirlanarak elektropolimerizasyon stiresinin etkisi sonucu elektrokimyasal cevaplardaki

3/4- redoks tiirlerini

degisimler yine doniisiimlii voltametri metoduyla 5 mM Fe(CN)s
iceren elektrolit igerisinde anodik ve katodik tepe akimlar1 kullanilarak gerceklestirildi
(Sekil 4.5). Pik akimlarinda 120 saniyeye kadar artig gézlenirken sonrasinda biiyiik
olasilikla elektrot yiizeyinde film kalinliginin artmasina bagli olarak elektron transferinde

meydana gelen difiizyon sinirlamalar1 sebebiyle azalma gortldii.
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Sekil 4. 5. Sabit gerilimde elektroliz ile hazirlanmig PoPD-grafen modifiye elektrot icin
elektropolimerizasyon siiresi degisiminin 5 mM [Fe(CN)s*"#] iceren 0.1 M
KCI ¢ozeltisi icerisinde etkisini gdsteren bar diyagramlari.

Daha sonra, grafen konsantrasyonunun etkisinin belirlenebilmesi i¢in 0.5 mg/mL, 1
mg/mL, 2 mg/mL ve 3 mg/mL grafen konsantrasyonuna sahip PoPD-grafen modifiye
elektrotlar (0.1 mM oPD + 0.1 mM LiCIlOgs igeren) sabit gerilimde elektroliz yontemiyle
120 s polimerizasyonla elektrotlar hazirlandi. 2 mg/mL grafen konsantrasyonuna kadar
elektrotlarin davranisinda iyilesme oldugu sonrasinda ise diisiis oldugu gozlemlendi

(Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6. Sabit gerilimde elektroliz ile hazirlanmig PoPD-grafen modifiye elektrot i¢in
grafen konsantrasyonu degisiminin 5 mM [Fe(CN)¢*"*] iceren 0.1 M KCl
cozeltisi icerisinde etkisini gdsteren bar diyagramlari.

Sonraki asamada monomer konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla oPD
konsantrasyonu 0.05 mM, 0.1 mM ve 0.5 mM olarak degistirildi. 0.05 mM ve 0.5 mM
oPD konsantrasyonlarinda anodik ve katodik pik akimlarinin birbiriyle yaklasik olarak
yakin degerde olduklari (sirasiyla 248.40 nA ve 256.74 pA), fakat optimum kosul olarak
belirlenen 0.1 mM konsantrasyonda ise bu degerin 426.10 pA oldugu belirlendi (Sekil
4.7).
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Sekil 4. 7. Sabit gerilimde elektroliz ile hazirlanmis PoPD-grafen modifiye elektrot i¢in
oPD konsantrasyonu degisiminin 5 mM [Fe(CN)s>7#] igeren 0.1 M KCl
cozeltisi icerisinde etkisini gdsteren bar diyagramlari.

4.4. Optimum Kosullarda Hazirlanan PPy-grafen ve PoPD-grafen Modifiye

Elektrotlarin Elektrokimyasal Davramislarinin Karsilagtirilmasi

Sekil 4.8’de her iki monomer (Py ve oPD) ile ayr1 ayri optimum kosullarda hazirlanan
monomer-grafen modifiye elektrotlarm 5 mM Fe(CN)s*™* redoks tiirlerini iceren
elektrolit igerisindeki elektrokimyasal davranislar1 karsilastirilmaktadir.  Grafik
incelendiginde, PPy-grafen modifiye elektrota ait anodik ve katodik pik akim fark1 470.40
nA iken PoPD -grafen modifiye elektrota ait anodik ve katodik pik akim fark1 426.10 pA
olarak Ol¢iildii. Ayrica PPy-grafen modifiye elektrotta elektron transfer hizina bagh
olarak tersinirligin daha iyi oldugu goriildi. Bu nedenle ¢alismanin bundan sonraki

boliimiine PPy-grafen modifiye elektrot ile devam edildi.
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Sekil 4. 8. Optimum kosullarda hazirlanmis PPy-grafen modifiye PGE (siyah) ile PoPD-
grafen modifiye PGE’nin 5 mM Fe(CN)s ** redoks tiirlerini iceren elektrolit
icerisindeki elektrokimyasal davramslarmin karsilastirilmas: (I¢ ¢izelge:
Modifiye elektrotlara ait en biiyiik ve en kiigiik pik akim degerleri (LA) ve

indirgenme-yiikseltgenme potansiyelleri (V))

4.5. WS2’nin PPy-grafen Yiizeye Eklenmesi

MoS2 ve WS, gibi grafen benzeri 2D yapil1 ge¢is metali dikalkojenitlerinin son yillardaki

sensOr teknolojisinde kullanim sikligi da goz Onilinde bulundurularak, elektrot

performansinda sinerjik etki olusturmak ve elektrotlarin 6zelliklerinde 1yilesme saglamak

amaciyla pirol-grafen modifikasyonuna ilave olarak WS>’ nin etkisi arastirildi (Rahman

ve ark. 2018; Sun ve ark. 2017). Bu amagla 6nce 0.5 mg/mL, 1 mg/mL ve 2 mg/mL WS>

kullanilarak PPy-grafen/WS; modifiye elektrotlar ayri ayri hazirlandi ve WS> igermeyen

PPy-grafen modifiye elektrot ile davranislar1 karsilastirildi. WS2'nin katkisiyla birlikte

indirgenme ve ylikseltgenme pik akimlarinda iyilesme oldugu, en iyi iyilesmenin ise 1

mg/mL WS; konsantrasyonunda olustugu belirlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. Doniisiimlii voltametri ile hazirlanmis PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlar
icin WS, konsantrasyonu degisiminin 5 mM [Fe(CN)¢*"*] iceren 0.1 M KCI
cozeltisi icerisinde etkisini gosteren bar diyagramlari

Daha sonra ¢iplak PGE, PPy ile modifiye edilmis PGE, PPy-grafen ile modifiye edilmis
PGE ve PPy-grafen/WS; ile modifiye edilmis PGE'min elektrokimyasal ozellikleri
karsilagtirildi. Sekil 4.10°da goriildiigii gibi WS> ilavesi sonrasinda PPy-grafen/WS;
modifiye elektrota ait indirgenme-yiikseltgenme pik akimlarinin PPy-grafen modifiye

elektrota gore daha iyi oldugu goriildii.
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Sekil 4. 10. PPy-grafen/WS; modifiye elektrotun (yesil), PPy-grafen modifiye elektrotun
(mavi), PPy modifiye elektrotun (kirmizi) ve ¢iplak elektrotun (siyah)
CV'lerinin 5 mM [Fe(CN)s*"*] igeren 0.1 M KCI ¢ozeltisi igerisindeki
elektrokimyasal davranislarinin karsilastirilmast
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Ardindan PPy-grafen/WS; modifiye elektrotun tekrar {iretilebilirligini belirlemek
amactyla 5 farkli elektrot hazirlanarak 5 mM [Fe(CN)s®/#] igeren 0.1 M KCI ¢ozeltisi
icerisinde elektrokimyasal davranislarina bakildi (n=3). Elde edilen sonuglar Sekil
4.11°de goriilmektedir. Elektrotlara ait bagil standart sapma degerlerinin (%RSD) %2.5 -

%3.0 arasinda oldugu bulundu.
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Sekil 4. 11. PPy-grafen/WS, modifiye elektrota ait tekrarlanabilirligi gosteren bar
grafikleri

4.6. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) Metodu ile Elektrotlarin

Karakterizasyonu

Elektrokimyasal davraniglarin karsilastirilmasinda CV metoduna tamamlayict 6zellik
gosteren diger bir yontem de elektrokimyasal empedans spektroskopisi metodudur. Bu
yontemde elektrotlarin yiik transfer direnci (Ret) degerleri karsilastirilarak elektrot ve
elektrolit arasindaki elektron transferine direnci belirlenmektedir (Emir ve ark., 2021;
Ashakirin ve ark., 2022). Sekil 4.12-A'da, modifiye edilmemis elektrot ile birlikte PPy
modifiye, PPy-grafen modifiye ve PPy-grafen/WS; modifiye -elektrotlarin EIS
spektrumlart goriiliirken, Sekil 4.12-B'de ise belirtilen elektrotlara ait aktarim hizlari Ret
degerleri ile gosterilmektedir (n=3). 0.1 M KCI + 5 mM Fe(CN)s *"*"'de kaydedilen

degerler incelendiginde elektron transferine direncin modifiye edilmemis elektrotta en
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yiiksek seviyede oldugu, buna karsilik PPy-grafen/WS; ile modifiye edilmis elektrotta ise

en diisiik degere sahip oldugu goriilmektedir.
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v |
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Sekil 4. 12. (A) Elektrotlarin EIS spektrumlarimin ve (B) R degerlerinin 5 mM
[Fe(CN)s*"*]igeren 0.1 M KCl ¢ozeltisi igerisindeki karsilastiriimas (n=3)

4.7. PPy-grafen/WS; Modifye Elektrota GOx Enzim Immobilizasyonu ve Calisma

Kosullarinin Optimizasyonu
4.7.1. GOx enzim konsantrasyonunun etkisi

Bir analite yonelik biyosensor tasarlanirken uygun bir destek materyaline ¢6ziinebilir
ozellikteki bir enzimin immobilize edilmesi enzime 6zgli katalitik aktivite ve stabilite gibi
ozellikleri etkilemektedir. Bu nedenle enzim konsantrasyonu, enzim immobilizasyon
stiresi, ortamin pH'1 ve potansiyelin etkisi gibi enzimin ¢alisma performansini etkileyen
cesitli parametreler optimize edilmistir (Sahu ve ark., 2019). Bu amagla 6nce optimum
kosullarda (1 mM Py, 1 mM LiClOa4, 2 mg/mL grafen ve 1 mg/mL WS,) PPy-grafen/WS>
elektrotlardan yeterli sayida hazirlandi. Hazirlanan elektrotlar %2.5'lik (v/v) glutaraldehit
capraz baglayicisinda 30 dk siiresince bekletilip agik havada kurumaya birakildi (Anakok
ve Cete, 2021; Aini ve ark. 2015; He ve ark. 2016). Kurutma sonras1 PPy-grafen/WS;
modifiye 4 tane kalem grafit elektrot konsantrasyonu 1, 5, 10, 15 mg/mL olan GOx
¢ozeltisine ayr1 ayr1 daldirilarak 30 dk siiresince bekletildi (Bal ve Kuralay, 2021). Fosfat
tamponu ile elektrota baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi yapildiktan sonra
elektrotlar +4 °C'lik buzdolabinda deneyler gergeklestirilene kadar bekletildi. Bu sekilde
hazirlanan enzim elektrotlar glukoz igermeyen bos 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.4)

¢ozeltisine daldirildi ve denge akimi olusuncaya kadar beklendi. Ardindan hiicre igi
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glikoz konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde sabit karistirma altinda glikoz ilavesi
yapilarak farkli konsantrasyonlarda GOx immobilize edilmis her bir elektrot i¢in akim
degerlerindeki artis incelendi (n=3). Sekil 4.13’te goriildigi tizere 10 mg/mL GOx
konsantrasyonuna kadar akim degerinin arttigi ve sonrasinda elektron transferinin
baskilanmasina bagli olarak akimin diistiigii gézlemlenmistir (Lee ve ark. 2019; Kaya ve

ark. 2018).

0-2 L] L L] L n
1 5 10 15

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4. 13. GOx enzim konsantrasyonunun PPy-grafen/WS; modifiye elektrotun analitik
performansina olan etkisi (0.1 M fosfat tamponu igerisinde)

4.7.2. GOX enzim immobilizasyon siiresinin etkisi

GOx enziminin immobilizasyon siiresinin etkisini belirlemek amaciyla 6nce optimum
kosullarda PPy-grafen/WS; modifiye elektrotlar hazirlandi. Ardindan elektrotlar %2.5'lik
(v/v) glutaraldehit ¢apraz baglayicisinda 30 dk stiresince bekletilip acik havada kurumaya
birakildi. Daha sonra elektrotlar icerisinde 10 mg/mL konsantrasyonda GOx enzimi
bulunduran eppendorfa daldirilarak 15, 30, 60 ve 90 dk bekletildi ve +4 °C'lik
buzdolabinda kurumaya birakildi. Sonrasinda hiicre i¢i glikoz konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde sabit karigtirma altinda glikoz ilavesi yapilarak farkli siirelerde GOx
immobilize edilmis her bir elektrot i¢in akim degerlerindeki artis incelendi (n=3). Sekil
4.14’de goriildigi tizere en yiiksek akim degerleri 30 dk’lik immobilizasyonda elde

edildi. Siire uzadik¢a akim degerlerinde de belirgin diizeyde azalmalar goriildii. Bunun
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sebebi ise 30 dk icerisinde elektrot yiizeyinin yeterli substratla etkilesip enzim

doygunluguna ulagmasi olabilir (Kadian ve ark. 2018).
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Sekil 4. 14. GOx enzim immobilizasyon siiresinin PPy-grafen/WS; modifiye elektrotun
analitik performansina olan etkisi (0.1 M fosfat tamponu igerisinde)

4.7.3. GOx immobilize elektrota tampon ¢ozeltinin pH'sinin etkisi

Enzim aktivitesini etkileyen bir diger parametre olan tampon ¢ozeltisine ait pH degerini
optimize etmek amaciyla pH degeri 5, 6, 7.4, 8 ve 9 olan tampon ¢ozeltileri hazirlandi
(Ozbek ve ark., 2021). Optimum kosullarda hazirlanan PPy-grafen/WS; modifiye
elektrotlar %2.5'lik (v/v) glutaraldehit ¢apraz baglayicisinda 30 dk siiresince bekletilip
actk havada kurumaya birakildi. Ardindan elektrotlar, igerisinde 10 mg/mL
konsantrasyonda GOx enzimi bulunduran eppendorfa daldirilarak 30 dk bekletildi ve +4
°C'lik buzdolabinda kurumaya birakildi. Sonrasinda hiicre i¢i glikoz konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde sabit karigtirma altinda glikoz ilavesi yapilarak her bir elektrot i¢in
akim degerlerindeki artis incelendi (n=3). Sekil 4.15’de goriildiigii gibi aym glikoz
konsantrasyonuna karsilik biyosensorlerden elde edilen en yiiksek akim degerinin pH
7.4’te oldugu, bu degere kadar akimin arttigi, bu degerden akimda azalma oldugu
goriildii. Bu sonuglar ayn1 zamanda daha once yapilan calismalar ile de uyumludur

(Mehdizadeh ve ark., 2020; Tian ve ark., 2017).
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Sekil 4. 15. Farkli pH’taki tampon ¢ozeltilerin GOx/PPy-grafen/W S, modifiye elektrotun
analitik performansina olan etkisi

4.7.4. GOx immobilize elektrota potansiyelin etkisi

Calisma potansiyelinin elektrot performansina olan etkisinin arastiritlmas: amaciyla
optimum kosullarda PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlar hazirlandi ve %2.5'lik (v/v)
glutaraldehit capraz baglayicisinda 30 dk siiresince bekletilip agik havada kurumaya
birakildi. Ardindan i¢inde 10 mg/mL konsantrasyonda GOx enzimi bulunduran
eppendorfa elektrotlar daldirilarak 30 dk bekletildi, tampon ¢ozeltisiyle yikandi ve +4
°C'lik buzdolabinda kurumaya birakildi. Daha sonra glikoz icermeyen bos 0.1 M PBS
(pH 7.4) c¢ozeltisine elektrotlar daldirilip denge akimi olusuncaya kadar beklendi.
Sonrasinda 0.6 V, 0.7 V, 0.8 V, 0.9 V gerilim uygulanarak elde edilen akim degerleri
karsilastirildi. Sonuglar incelendiginde en yiiksek akim degerinin 0.9 V’ta elde edildigi
goriildii (Sekil 4.16). Fakat yiiksek potansiyelde glikoz ile birlikte ortamda bulunabilecek
cesitli tiirlerin girisim yapici etkileri nedeniyle optimum kosul 0.8 V olarak belirlendi. Bu

sonug daha 6nceki ¢aligmalarla da paraleldir (Cogal, 2017; Settu ve ark., 2021).
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Sekil 4. 16. Uygulanan potansiyelin GOx immobilize edilmis PPy-grafen/WS, modifiye
elektrotun analitik performansina olan etkisi (0.1 M fosfat tamponu
igerisinde)

4.8. PPy-grafen/WS; Modifye Elektrota Urs Enzim immobilizasyonu ve Calijma

Kosullarinin Optimizasyonu
4.8.1. Urs enzim konsantrasyonunun etkisi

Optimum kosullarda PPy-grafen/WS; elektrotlardan yeterli sayida hazirlandi ve %2.5'lik
(v/v) glutaraldehit ¢apraz baglayicisinda 30 dk stiresince bekletilip acik havada kurumaya
birakildi (Dervisevic ve ark., 2017). Kurutma sonrasi PPy-grafen/WS; modifiye
elektrotlar konsantrasyonu 1, 5, 10, 15 mg/mL olan Urs ¢ozeltilerine ayr1 ayr1 daldirilarak
30 dk siiresince bekletildi. Daha sonra elektrotlar fosfat tamponu ile yikanarak elektrota
baglanamayan enzimler uzaklastirildi ve elektrotlar deneyler gerceklestirilene kadar +4
°C'lik buzdolabinda bekletildi. Hazirlanan enzim elektrotlar iire icermeyen bos 0.1 M
fosfat tamponu (pH 7.4) ¢6zeltisine daldirildi ve denge akimi olusuncaya kadar beklendi.
Ardindan hiicre i¢i iire konsantrasyonu 4 mM olacak sekilde sabit karistirma altinda tire
eklenerek her bir elektrot i¢in akim degerlerindeki artis incelendi (n=3). Sekil 4.17°de
goriildiigii izere akim degerlerinde 10 mg/mL Urs konsantrasyonuna kadar artis oldugu
ve sonrasinda elektron transferinde muhtemel bir baskilanmaya bagli olarak akimin

diistiigii gézlemlenmistir.
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Sekil 4. 17. Urs enzim konsantrasyonunun PPy-grafen/WS, modifiye elektrotun analitik
y y-g y
performansina olan etkisi (0.1 M fosfat tamponu igerisinde)

4.8.2. Urs enzim immobilizasyon siiresinin etkisi

Optimum kosullarda hazirlanan PPy-grafen/WS; modifiye elektrotlar 6nce %2.5'lik (v/v)
glutaraldehit capraz baglayicisinda 30 dk siiresince bekletilip agik havada kurumaya
birakildi. Daha sonra igerisinde 10 mg/mL konsantrasyonda Urs enzimi bulunduran
eppendorfa daldirilan elektrotlar 15, 30, 60 ve 90 dk bekletildi. Her bir elektrot tampon
¢ozeltisiyle yikandi ve +4 °C'lik buzdolabinda kurumaya birakildi. Ardindan hiicre igi iire
konsantrasyonu 4 mM olacak sekilde sabit karistirma altinda iire ilavesi yapilarak farkli
siirelerde GOx immobilize edilmis her bir elektrot i¢in akim degerlerindeki artis incelendi
(n=3). Sekil 4.18’de goriildiigii iizere 30 dk Urs immobilize edilen elektrottaki akim
degeri farki en yiiksek olarak olciildii. 60 dk ve 90 dk’lik immobilizasyon siirelerinde
muhtemelen elektrot yiizeyinin yeterli substratla etkilesip enzim doygunluguna ulasmasi

sebebiyle akim degerlerinde azalmalar goriildii.
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Sekil 4. 18. Urs enzim immobilizasyon siiresinin PPy-grafen/WS> modifiye elektrotun
analitik performansina olan etkisi (0.1 M fosfat tamponu igerisinde)

4.8.3. Urs immobilize elektrota tampon c¢ozeltinin pH'sinin etkisi

Optimum kosullarda hazirlanan PPy-grafen/WS; modifiye elektrotlar 6nce %2.5'lik (v/v)
glutaraldehit capraz baglayicisinda 30 dk siiresince bekletilip acik havada kurumaya
birakildi. Ardindan elektrotlar, igerisinde 10 mg/mL konsantrasyonda Urs enzimi
bulunduran eppendorfa daldirilarak 30 dk bekletildi, tampon ¢ozeltisiyle yikand1 ve +4
°C'lik buzdolabinda kurumaya birakildi. Sonrasinda hiicre i¢i iire konsantrasyonu 4 mM
olacak sekilde sabit karistirma altinda tre ilavesi yapilarak her bir elektrot i¢in akim
degerlerindeki artis incelendi (n=3). Sekil 4.19°da goriildiigii izere pH 7.4’te en yliksek
tepe akimi elde edilirtken pH 8 ve pH 9 degerlerinde denatiirasyona ve enzim
aktivitesindeki kayba bagli olarak akim degerlerinde diisiis goriildii (Schranck ve ark.,

2018; Ashakirin ve ark., 2022).
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Sekil 4. 19. Farkli pH’taki tampon ¢ozeltilerin Urs/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotun
analitik performansina olan etkisi

4.8.4. Urs immobilize elektrota potansiyelin etkisi

Enzim immobilize edilmis elektrot performansina uygulama potansiyelinin etkisinin
aragtirtlmas1 amaciyla optimum kosullarda PPy-grafen/WS, modifiye -elektrotlar
hazirland1 ve 9%2.5'lik (v/v) glutaraldehit ¢apraz baglayicisinda 30 dk siiresince bekletilip
acik havada kurumaya birakildi. Ardindan i¢inde 10 mg/mL konsantrasyonda Urs enzimi
bulunduran eppendorfa elektrotlar daldirilarak 30 dk bekletildi, tampon c¢ozeltisiyle
yikama yapildi ve +4 °C'lik buzdolabinda kurumaya birakildi. Daha sonra igerisinde iire
bulundurmayan bos 0.1 M tampon (pH 7.4) ¢6zeltisine elektrotlar daldirilip denge akimi
olusuncaya kadar beklendi. Sonrasinda 0.6 V, 0.7 V, 0.8 V, 0.9 V gerilim uygulanarak
yapilan taramalar sonrasinda elde edilen akim degerleri karsilagtirildi. Sekil 4.20°deki
sonuglar incelendiginde en yiiksek akim degerinin 0.6 V’tan 0.9 V’a kadar akim
degerlerinde artis oldugu goriildii. Literatiire baktigimizda benzer bir sonucun Hassan ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calismalarda da elde edildigi goriilmektedir (Hassan ve

ark., 2018). Bu nedenle optimum ¢alisma potansiyeli olarak 0.8 V degeri belirlendi.
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Sekil 4. 20. Uygulanan potansiyelin Urs immobilize edilmis PPy-grafen/WS, modifiye
elektrotun analitik performansina olan etkisi (0.1 M fosfat tamponu
igerisinde)

4.9. Modifiye Elektrotlarin Yiizey Karakterizasyonu

49.1. Modifiye elektrot yiizeylerinin taramah elektron mikroskopu (SEM) ile
karakterizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan PPy modifiye, PPy-grafen modifiye, PPy-grafen/WS;
modifiye, GOx/PPy-grafen/WS, modifiye ve Urs/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlar
icin 5.00 k ve 10.0 k olmak iizere iki farkli biiylitmede SEM goriintiileri alindi. Sekil 4.21-
c,d,’de PPy-grafen modifiye elektrota ait yiizeyde daha homojen bir olusumun oldugu ve
morfolojik yapimin Sekil 4.21-a,b’deki PPy modifiye elektrota gore farkli oldugu
goriilmektedir. Yiizeye WS2'nin ilavesi sonrasinda ise artan yiizey alani ile birlikte enzim
immobilizasyonun da daha kolay olacagi sdylenebilir (Sekil 4.21-¢,f). Sekil 4.21-g,h’deki
GOx/PPy-grafen/WS; modifiye elektrota ait SEM goriintiilerindeki ve Sekil 4.21-1,j°deki
Urs/PPy-grafen/WS; modifiye elektrota ait SEM goriintiilerindeki ylizey farkliliklari ise
GOx ve Urs enzimlerinin immobilizasyonlarinin basariyla gergeklestigini gostermektedir

(Kaya ve ark. 2018).
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Sekil 4. 21. (a,b) PPy modifiye, (c,d) PPy-grafen modifiye, (e,f) PPy-grafen/WS,
modifiye, (g,h) GOx/PPy-grafen/WS, modifiye, (i,j) Urs/PPy-grafen/WS,
modifiye elektrotlara ait SEM goriintiileri
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4.9.2. Modifiye elektrot yiizeylerinin enerji dagihmh X-151m1 spektroskopisi (EDX)

ile karakterizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan PPy modifiye (Sekil 4.22-A), PPy-grafen modifiye (Sekil
4.22-B), PPy-grafen/WS, modifiye (Sekil 4.22-C), GOx/PPy-grafen/WS; modifiye (Sekil
4.22-D) ve Urs/PPy-grafen/WS; modifiye (Sekil 4.22-E) elektrotlara ait EDX spektrumu
ve ylizey haritalamas1 goriilmektedir. PPy modifiye ve PPy-grafen modifiye elektrotlara
ait spektrumlarda goriilen karbon (C) ve nitrojen (N) pikleri elektrot yiizeyine modifiye
edilen pirol ve grafenden gelirken, spektrumda goriilen diger iki pikten fosforun (P)
tampon ¢ozeltiden, silisyumun (Si) ise calisma elektrotundan geldigi diistiniilmektedir
(Kuralay ve Giirsoy 2020). PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlara ait EDX spektrumu ve
ylizey haritalamasinda ise ilave olarak goriilen tungsten (W) piki elektrot yiizeyine
modifikasyonda  kullanilan  tungsten  disiilfiirden (WS2) kaynaklanmaktadir.
Nanokompozit yiizeye GOx ve Urs enzimlerinin ilavesi sonrasinda ise spektrumda

oksijen (O) ve kiikiirt (S) piklerinin olustugu da goriilmiistiir.
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Sekil 4. 22. PPy modifiye (A), PPy-grafen modifiye (B), PPy-grafen/WS: modifiye (C),
GOx/PPy-grafen/WS> modifiye (D) ve Urs/PPy-grafen/WS, modifiye (E)
elektrotlara ait EDX spektrumu ve temel haritalama
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4.9.3. Elektrot yiizeylerinin X-151m1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile

karakterizasyonu

PPy-grafen modifiye ve PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlardaki elementleri ve
ylkseltgenme durumlarini belirlemek amaciyla X-1s1n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS)
yontemi kullanildi. Sekil 4.23-A’da PPy-grafen modifiye elektrota ait XPS spektrumunda
yer alan C 15 (284.95 eV), O 1s(532.19 eV) ve Si 2p (102.14 eV) piklerine ilave olarak
Sekil 4.23-B'de W 4f (33.54 eV) ve S 2p (163.64 eV) pikleri de goriilmektedir. Bu da
PPy-grafen modifiye elektrota WS2'nin katkisini gostermektedir (Dong ve ark. 2022).
Ayrica elde edilen XPS sonuglarinin EDX ile elde edilen spektrumdaki sonuglar1 da
destekledigi goriildii.
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Sekil 4. 23. A) PPy-grafen@PGE ve B) PPy-grafen/WS2@PGE"in XPS spektrumlari



4.10. Glikoz Tayini I¢in Yapilan Amperometrik Calismalar
4.10.1. Glukoz konsantrasyonunun biyosensor yanitina etkisi

Optimizasyonu tamamlanan GOx ve Urs modifiye enzim elektrotlar yardimiyla
kronoamperometri yontemi kullanilarak glikoz ve lire tayini ¢alismalar1 yapildi. Sekil
4.24-A ve Sekil 4.24-B’de glikozun amperometrik yanit egrileri ve kalibrasyon egrisi
verilmistir. Glikoz tayini yapilirken 6nce GOx/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlar
glukoz igermeyen bos fosfat tamponuna daldirildi ve denge akimi olusuncaya kadar
beklendi. Daha sonra hiicre i¢i glikoz konsantrasyonu artacak sekilde sabit karistirma
altinda glikoz ilaveleri yapildi. Her bir ilaveden sonra 100 sn beklenerek akim degerleri
okundu. Bu sekilde lineer glikoz konsantrasyon araligi 0.05 mM ile 7 mM arasinda
belirlendi ve teshis sinir1 (LOD) 12.3 uM (n=3) olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar
enzim immobilizasyonunun kararl bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Cizelge
4.1'de GOx/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotun literatiirdeki bazi GOx tabanl
elektrotlarla analitik performansi karsilastirilmistir. Sonuglar gelistirilen GOx/PPy-
grafen/WS; modifiye elektrotun literatiirdeki ¢ogu GOx modifiye elektrota gére genis bir

lineer konsantrasyon araligina ve diisiik teshis sinirina sahip oldugunu goéstermektedir.

3.0 1.6 o
A 6 7 B y =0,2491x + 0,0226
2.5 - Glikoz ilavesi I:M'“MmM 14 1 R®=0,9954
1.2 -
2.0 -
1.0 -
g 1.5 0.8 4
1.0 - 0.6 4
0.4 -
0.5 -
0.2 4
0.0 T T T T T T T " 0.0 r r r .
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 2 4 6 8

t(s) Konsantrasyon (mM)

Sekil 4. 24. A) Ardisik glikoz ilavesi sonrast GOx/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotun
fosfat tamponundaki (pH 7.4) amperometrik yanit egrisi, B) Glikoz
biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi (Hata cubuklari, 3 sirali deneyden elde
edilen standart sapmalar1 gostermektedir)
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Cizelge 4.1. GOx modifiye ¢esitli glikoz biyosensorlerinin

analitik performanslarinin

karsilastirilmasi
Glikoz Biyosensorii: Linear Arahk LOD Referans
Elektrot Modifikasyonu (mM) (M)
GOx/GR/PANI:rGO 0.5-50.0 89 Popov ve ark., 2021
GOx/ PANI/rGO/GE 0.1-8.5 0.7 Xia ve ark., 2015
GOx/CC/PANI-NWs 1.0-8.0 50 Horng ve ark., 2009
GOx/Au/PANI:PAA 0.1-1.3 24 Kuwahara ve ark., 2018
GOx/G 0.1-10.0 10 Wu ve ark., 2010
GOx/rGO:C60 0.1-12.5 35 Thirumalraj ve ark., 2015
GOx/Pt/rGO/P3ABA 0.25-6.0 44.3 Phetsang ve ark., 2019
GOx/PPy-graphene/WS; 0.05-7.0 12.3 Bu ¢aligma

GOx: glikoz oksidaz, GR: grafit cubuk, PANI: polianilin, rGO: indirgenmis grafen oksit,
PANI-NWs: polianilin nanoteller, CC: karbon bezi, Au: altin, PAA: poli(akrilik asit); G,
grafen; C60, fulleren-C60, P3ABA: poli(3-aminobenzoik asit).

4.10.2. GOx/PPy-grafen/WS2 modifiye elektrotun seciciligi

Amperometrik biyosensorlerin tasarimindaki sorunlardan biri, girisim yapabilecek

maddelerin varli§inda analitin tespitini yapabilmektir. Bu amagla glikoz i¢in girisim

olusturabilecek askorbik asit (AA) ve iire gibi maddelerin varliginda GOx/PPy-

grafen/WS; modifiye elektrotun glikoza kars1 seciciligi arastirildi. Bunun i¢in bos fosfat

tamponu igerisine denge akimi olusuncaya kadar beklendikten sonra belirli araliklarla

once glikoz eklendi ardindan 0.1 mM AA ve 0.1 mM iire eklenerek akimdaki degisim

takip edildi. Askorbik asit ilavesi sonrasinda akimda %2.8’lik bir artis olurken, iire

ilavesinden sonra akimin %0.2 gibi diistik bir artis gdsterdigi belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. Girisim yapan tiirlerin glikoz tespiti i¢in amperometrik akimlarin1 gosteren
cubuk diyagramlar (n=3)

4.10.3. GOx/PPy-grafen/WSz modifiye elektrotun tekrar iiretilebilirligi

Hazirlanan glikoz biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirliginin belirlenmesi amaciyla
optimum kosullarda GOx/PPy-grafen/WS, modifiye 10 tane elektrot hazirlandi. Daha
sonra bos fosfat tamponu igerisine denge akimi olusuncaya kadar beklendikten sonra
glikoz eklenerek akim degerlerindeki degisimler belirlendi. Sekil 4.26’ da goriildiigii gibi
GOx/PPy-graten/WS, modifiye elektrotlarin glikoz tayinine karsi tekrarlanabilirliginin

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 26. Glikoz ilavesi (I mM) i¢in GOx/PPy-grafen/WS> modifiye elektrotun
tekrarlanabilirligi (n=3)
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4.10.4. GOx/PPy-grafen/WS2 modifiye elektrotun kararhihig

GOx/PPy-grafen/WS> modifiye elektrotun raf Omriinlin tespit edilmesi amaciyla
optimum kosullarda elektrotlar hazirlandi. Glikoz igermeyen bos fosfat tamponu icerisine
denge akimi olusuncaya kadar beklendikten sonra glikoz eklenerek toplam 18 giin
boyunca farkli giinlerde akim degerlerindeki degisim gozlendi (Sekil 4.27). 18. giiniin

sonunda glikoz biyosensoriiniin akim degerinde %5.8'lik bir diisiis oldugu belirlendi.

0.32 -

2 4 6 8 10 12 14 16 18
t (gin)

Sekil 4. 27. GOx/PPy-grafen/WS> modifiye elektrotun kararlilig1 (n=3)

4.10.5. GOx/PPy-grafen/WS2 modifiye elektrotla ger¢cek numune analizi

Hazirlanan glikoz biyosensoriiniin giivenilirligi ve uygulanabilirligi, seyreltilmis ticari
serum Orneginde gergeklestirildi. Bunun i¢in seyreltilmis serum 6rneklerinde son glikoz
konsantrasyonu 1 mM ve 4 mM olacak sekilde glikoz eklenerek geri kazanim yapildi. 1
mM glikoz i¢in %98.9 ve 4 mM glikoz i¢in %98.8’lik geri kazanimlar elde edildi (Cizelge
4.2). Elde edilen sonuglar GOx modifiye elektrotun glikozun tespitine yonelik pratik bir

uygulamaya sahip oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.2. GOx/PPy-grafen/WS, bazli biyosensor kullanilarak seyreltilmis serum
orneklerinde glikoz tayini (n=3)

Geri Kazanim

Ornek Eklenen (mM)  Bulunan (mM)
(%0)
1 1 0.989 98.9
2 4 3.952 98.8

4.11. Ure Tayini I¢cin Yapilan Amperometrik Calismalar
4.11.1. Ure konsantrasyonunun biyosensér yamtina etkisi

Ure konsantrasyonundaki degisimin {irenin amperometrik yanitina etkisini belirlemek
amaciyla 6nce optimum kosullarda Urs/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlar hazirlandi.
Ardindan elektrotlar iire icermeyen bos fosfat tamponuna daldirildi ve denge akimi
olusuncaya kadar beklendi. Daha sonra hiicre i¢i iire konsantrasyonu artacak sekilde sabit
karistirma altinda tre ilaveleri yapildi. Her bir ilaveden sonra 100 sn beklenerek akim
degerleri okundu. Sekil 4.28-A ve Sekil 4.28-B’de iirenin amperometrik yanit egrileri ve
kalibrasyon egrisi verilmistir. Ure igin lineer galisma aralig1 0.25 mM ile 18 mM olarak
belirlendi ve LOD degeri 30.1 uM (n=3) olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar enzim
immobilizasyonunun kararl bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. Cizelge 4.3'de ise
Urs/PPy-grafen/WS, modifiye elektrotun literatiirdeki bazi Urs tabanli elektrotlarla
analitik performansi karsilastirildi. Sonuglar gelistirilen Urs/PPy-grafen/WS> modifiye
elektrotun literatiirdeki cogu Urs modifiye elektrota gére genis bir lineer konsantrasyon

araligina ve diisiik tayin limitine sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 28. Ardisik iire ilavesi sonrast Urs/PPy-grafen/WS; modifiye elektrotun fosfat
tamponundaki (pH 7.4) amperometrik yanit egrisi, B) Ure biyosensoriiniin
kalibrasyon grafigi (Hata cubuklari, 3 sirali deneyden elde edilen standart

sapmalar1 gostermektedir)

Cizelge 4.3. Urs modifiye g¢esitli iire biyosensorlerinin analitik performanslarinin

karsilastirilmast
Ure Biyosensorii: Linear Arahk LOD Referans
Elektrot Modifikasyonu (mM) (uM)
Urs/PANI/MWCNTSs/Nf 1.0-4.0 - Singh ve ark.,
2017
Urease/PANI/MWCNTSs 0.01-10.0 40 Meibodi ve ark.,
2014
Urease/ MWCNT-PAMAM 1.0-20.0 400 Maity ve ark.,
2019
Urs/SG/PANI 0.12-12.3 50 Das ve ark,
2015
Urease/FesO4/MWCNT/PANI-Nafion 1.0-25.0 67 Singh ve ark.,
2020
Urease4/Fc-PAMAM(G3)/MWCNT 0.2-1.8 50 Dervisevic ve
ark., 2017
Urease MWCNT/PoT 0.1-11.0 30 Hassan ve ark.,
2018
Urs/PPy-graphene/WS; 0.25-18.0 30.1 Bu ¢alisma

PANI: polianilin, MWCNTs: ¢ok duvarli karbon nanotiipler, Nf: nafyon, PAMAM:
poliamidoamin; SG: siilfolanmis grafen, Fc-PAMAM: ferrosen-poli(amidoamin), PoT:

poli(o-toluidin).
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4.11.2. Urs/PPy-grafen/WS:2 modifiye elektrotun seciciligi

Girisim yapabilecek tiirlerin varliginda iirenin tespitini yapabilmek amaciyla optimum
kosullarda Urs/PPy-grafen/WS> modifiye elektrot hazirlanarak {ire igermeyen bos fosfat
tamponu icerisine daldirilip denge akimi olusuncaya kadar beklendikten sonra belirli
araliklarla once tire eklendi ardindan 0.1 mM glikoz sonra 0.1 mM AA eklenerek
akimdaki degisim takip edildi. Glikoz ilavesi sonrasinda akimdaki degisim %0.5 iken,
AA ilavesi sonrasinda akimin %3.1 arttig1 belirlendi (Sekil 4.29).

120

100 -
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60 -

40 -

20 -

Ure Glikoz AA

Sekil 4. 29. Girisim yapan tiirlerin {ire tespiti i¢in amperometrik akimlarini gdsteren
cubuk diyagramlar (n=3)

4.11.3. Urs/PPy-grafen/WS:2 modifiye elektrotun tekrar iiretilebilirligi

Hazirlanan {ire biyosensdriiniin tekrar tiretilebilirliginin belirlenmesi amaciyla optimum
kosullarda Urs/PPy-grafen/WS; modifiye 10 tane elektrot hazirlandi. Daha sonra iire
igcermeyen bos fosfat tamponu icerisine denge akimi olusuncaya kadar beklendikten sonra
tire eklenerek akim degerlerindeki degisimler belirlendi. Sekil 4.30” da goriildigi gibi
Urs/PPy-grafen/WS; modifiye elektrotlarin {ire tayinine karsi tekrarlanabilirliginin
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 30. Ure ilavesi (4 mM) igin Urs/PPy-grafen/WS> modifiye elektrotun
tekrarlanabilirligi (n=3)

4.11.4. Urs/PPy-grafen/WS:2 modifiye elektrotun kararhhg

Urs/PPy-grafen/WS; modifiye elektrotun raf dmriiniin tespit edilmesi amaciyla optimum
kosullarda elektrotlar hazirlandi. Ure igermeyen bos fosfat tamponu icerisine denge akimi
olusuncaya kadar beklendikten sonra iire eklenerek toplam 18 giin boyunca farkli
giinlerde akim degerlerindeki degisim gozlendi (Sekil 4.31). 18. giiniin sonunda iire

biyosensoriiniin akim degerinde %6.4'liik bir diisiis belirlendi.
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Sekil 4. 31. Urs/PPy-grafen/WS> modifiye elektrotun kararliligi (n=3)
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4.11.5. Urs/PPy-grafen/WS: Modifiye Elektrotla Gercek Numune Analizi

Ure biyosensoriiniin giivenilirligi ve uygulanabilirliginin belirlenmesi amaciyla ilk
asamada idrar Ornegi 6nce siiziiliip ardindan tampon ile seyreltildi. Bu sekilde elde edilen
idrar Orneklerine son konsantrasyonu 1 mM ve 4 mM olacak sekilde iire eklendi ve
amperometrik yanitlar 6lciildii. Cizelge 4.4 te goriildiigii lizere geri kazanimlar 1 mM iire
icin %95.1 ve 4 mM iire i¢in %101.1 olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar Urs modifiye

elektrotun iirenin tespitine yonelik pratik bir uygulamaya sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4. Urs/PPy-grafen/WS; bazli biyosensor kullanilarak seyreltilmis idrar
orneklerinde iire tayini (n=3)

Ornek Eklenen (mM) Bulunan (mM) Geri Kazanim (%)
1 1 0.951 95.1
2 4 4.04 101.1
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasi kapsaminda glikoz ve iire gibi ¢esitli analitlerin tayinini yapabilmek i¢in
kalem grafit elektrotlar {izerine 6nce PPy-grafen/WS; nanokompozit yapisi olusturulup
ardindan glikoz oksidaz ve iireaz enzimlerinin de immobilize edilmesiyle iiretimi basit,
maliyeti diisiik, kararli yapili enzim elektrotlar gelistirildi. Bu kapsamda ilk olarak girisim
azaltic1 etkisi bulundugu bilinen polipirol ve poli(o-fenilendiamin) polimerlerinin grafen
iceren kompozitleri olusturularak CV metodu kullanilarak elektrokimyasal davraniglar
karsilastirildi. Ardindan elektrokimyasal davranisi daha iyi olan PPy-grafen modifiye
kalem grafit elektrotun gelistirilmesi amaciyla grafen ile olusturdugu sinerjik etki
nedeniyle WSz’ nin de yapiya eklenmesiyle PPy-grafen/WS, nanokompozit elektrot elde
edildi. Hazirlanan elektrotun elektrokimyasal davranigi CV ve EIS metotlari kullanilarak
modifiye edilmemis PGE, PPy modifiye PGE ve PPy-grafen modifiye PGE’ler ile
karsilastirildi. PPy-grafen/WS, modifiye elektrotlara GOx ve Urs enzimleri glutaraldehit
capraz baglayicist kullanilarak immobilize edildi. Hazirlanan elektrotlarin yiizey
morfolojileri ve elementel bilesimleri SEM, EDX ve XPS metotlar1 kullanilarak
belirlendi. Enzim modifiye elektrotlar olusturulurken enzimin galisma performansini
etkileyen Onemli faktorler arasinda yer alan enzim konsantrasyonu, enzim
immobilizasyon stiresi ve ortamin pH'1t gibi parametreler arastirilarak optimum calisma
kosullar1 belirlendi. Gelistirilen elektrotlar ile glikoz ve lirenin amperometrik tayini
gerceklestirildi. Her iki enzim elektrotun da genis bir lineer konsantrasyon aralifinda
diistik teshis sinirina sahip oldugu (glikoz biyosensorii igin ¢alisma araligi 0.05 mM ile 7
mM ve teshis sinir1 12.3 uM; iire biyosensorii i¢in ¢alisma aralii 0.25 mM'den 18 mM
ve teshis st 30.1 uM), girisim yapan tiirlerin akima etkilerinin diisiik oldugu ve
kararliliklarinin uzun siireli oldugu belirlendi. Ayrica geri kazanim deneyleri basar ile

yapild.
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