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OZET

POLI(TIYONIN) DESTEKLi PALADYUM NANOPARTIKULLERI iLE
H,0, TAYINI

Songiil KIRLAK

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1, 2018
Yiiksek Lisans Tezi, 77s.
Damigman: Dr. Ogretim Uyesi Mutlu SONMEZ CELEBI

Onerilen tez calismasinin amaci biyolojik sistemlerde olduk¢a 6nemli bir molekiil olan
hidrojen peroksit (H,0,) tayini i¢in basit, diisitk maliyetli ve hizli bir amperometrik sensor
gelistirilmesidir. Hazirlanan sensor i¢in ¢alisma elektrodu olarak iletken bir redoks polimeri
olan poli(tiyonin) (PTH) ve palladyum (Pd) nanopartikiilleri ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrot (GCE) elektrodu kullanilmustir.

Sensoriin hazirlanma stireci iki basit agamada gergeklestirilmistir: (i) Elektrodun polimer
filmiyle kaplanmasi, (ii) Pd nanopartikiillerinin polimer yapisina immobilize edilmesi.
Modifiye elektrodun hazirlanma kosullarinin optimize edilmesi igin kronoamperometri
yontemi kullanilmigtir. Bu amacla modifiye elektrot sistemi pH=7.0 fosfat tamponunda
(PBS) kronoamperometrik (CA) kosullarda dengeye getirildikten sonra stok H,0,
¢oOzeltisinden eklemeler yapilarak elde edilen akim artiglar1 kaydedilmis ve en yiiksek akimin
saglandig1 deneysel kosul optimum kosul olarak kabul edilmistir.

Elde edilen sensoriin hazirlanmasi kolay, ekonomik, seciciligi yliksek ve hassas bir sensor
oldugu ve hizl1 bir cevap siiresine sahip oldugu deneysel ¢alismalarla ortaya konmustur. Urik
asit, askorbik asit ve dopamin molekiillerinin H,O, sinyaline girisim etkisi incelenmis ve bu
molekiillerin fizyolojik seviyelerde sensore girisim yapmadigi gozlenmistir. Ayrica optimum
kosullarda hazirlanan modifiye elektrot sistemi donilisiimlii voltametri, elektrokimyasal
empedans spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu ile goriintiileme yontemleri
kullanilarak elektrokimyasal ve fiziksel olarak karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hidrojen Peroksit, Elektrokimyasal Sensor, Poli(tiyonin), Paladyum
Nanopartikiilleri, Modifiye Elektrot.



ABSTRACT

DETERMINATION OF H,0;,; USING POLY(THIONINE) SUPPORTED
PALLADIUM NANOPARTICLES

Songiil KIRLAK

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Chemistry, 2018
MSc. Thesis, 77p.
Supervisor: Assist. Prof. Mutlu SONMEZ CELEBI

The purpose of the current thesis is to develop a simple, cost-effective and fast
amperometric sensor for detection of hydrogen peroxide (H,O;), which is an
important molecule in biological systems. For the sensor, a glassy carbon electrode
(GCE) which was modified with the conducting poly(thionine) (PTH) polymer and
palladium (Pd) nanoparticles was used as the working electrode.

The preparation route of the sensor involved two facile steps: (i) Coating the
electrode with the polymer film, (ii) Immobilization of Pd nanoparticles into the
polymer matrix. Chronoamperometry method was used for optimization of the
experimental parameters. For this purpose, aliquots of stock solution of H,O, was
added to phosphate buffer solution (PBS, pH=7.0) under chronoamperometric
conditions and the current increase was used as the criteria for determining the
optimum conditions.

It was revealed from the experimental results that the prepared sensor was easy-to-
prepare, economical, selective and sensitive with a fast response time. Interference of
uric acid, ascorbic acid and dopamine molecules have been studied and it was found
that these molecules did not have significant interference at physiological levels.
Moreover, the modified electrode system prepared under optimum conditions was
characterized electrochemically and physically by cyclic voltammetry,
electrochemical impedance spectroscopy and scanning electron microscopy methods.

Keywords: Hydrogen Peroxide, Electrochemical Sensor, Poly(thionine), Palladium
Nanoparticles, Modified Electrode.
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1.GIRIS
Elektroanalitik kimya, maddelerin elektriksel o6zelliklerinin Olgiilerek kalitatif ve
kantitatif analizlerinin yapilmasi amaciyla kullanilan teknikleri igeren bilim dali

olarak tanimlanir. Elektroanalitik teknikler ¢ok diisiik tayin sinirlarina

ulasabilmektedir.

Biyosensorler, genel olarak analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bir bilesenin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir 6l¢iim sistemi ile kombinasyonu ile
olusturulurlar. Biyosensorlerin en temel gorevi biyolojik veriyi elektriksel sinyale
doniistiirmektir. Biyosensorler genel olarak ii¢ temel kisimdan olugsmaktadir. Bunlar
segme ve tanima mekanizmasma sahip olan “biyomolekiil veya biyoajan”, bu
biyomolekiiliin incelenecek olan madde ile etkilesimi sonucu meydana gelen
fizikokimyasal sinyalleri elektriksel sinyale doniistiirebilen “gevirici” ve “elektronik”

kisimlaridir.

Nanopartikiiller 1-100 nm boyutlarinda olan kolloidal yapilardir. Sentetik veya dogal
kaynakli bir makromolekiilden meydana gelirler. Nanopartikiiller sahip olduklari
degisik oOzelliklerden dolayr yaygin kullanim alanina sahiptir ve beraber
kullanildiklar1 malzemelere cesitli fonksiyonlar kazandirabilmeleri de bir baska
ozelligi olarak kabul edilmektedir. Nanopartikiillerin bir diger 6zelligi ise yiizey
alani/hacim oranmnin mikropartikiillere gore ¢ok yiiksek olmast olup bu sayede bu

malzemeler hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda daha ¢ok tercih edilmektedir.

Nanopartikiil temelli malzemelerin tretiminde genellikle polimerik yapilar
kullanilmaktadir. Esas istenilen ¢ok hafif, akilli, ucuz ve temiz malzemeler elde
etmektir. Her polimerin kendine has 6zelligi ile nanopartikiiller ¢esitli 6zellikler
kazanmaktadirlar. Ornegin; biyobozunur, biyouyumlu, termal vs. Nanopartikiiller
kanser teshis ve tedavisinde, kontrollii ilag saliminda, biyosensorler gibi tip ve
biyoteknoloji alanlarinda kullanilmaktadir. Nano boyuttaki metal tanecikler gesitli
reaksiyonlar i¢in katalizor gibi hareket ederler. Bazi nano boyuttaki metal tanecikler
(6rnegin altin) bazi molekiillerin redoks 06zelliklerini katalizler ve bu etki
elektroanalitik teknikler kullanilarak izlenir. Diger taraftan nano boyuttaki metal

tanecikler elektronik gecisi kolaylastirir. Sonugta elektroanalitik teknikler, nano



boyuttaki metal taneciklerin elektrokimyasal 6zelliklerinin tanimlanmasinda faydali

bir ara¢ olmuslardir.

H.0, dogada basit bir molekiil olmasina ragmen giiniimiizde besin isleme, tekstil
endiistrisi, agartma, ila¢ arastirmalari, klinik laboratuvar, medikal teshis, ¢evre
analizleri, antiseptik ve dezenfeksiyon ajanlari, mesrubat paketleme, temizlik
tirtinleri, mineral isleme ve biyokimya gibi pek ¢ok alanda kullanilan ve analizi ¢ok
onemli olan bir bilesiktir. Dahasi bu bilesik bir¢ok biyolojik olaylarda ve hiicre i¢i
mekanizmalarda rol oynar ve glikoz oksidaz, kolesterol oksidaz, laktat oksidaz gibi
bir¢ok enzimin yer aldig1 enzimatik reaksiyonlarin yan iiriinii, horseradish peroksidaz
enziminin ise dogrudan substratidir. Bu nedenle H,O; tayini i¢in giivenilir, kesinligi
ve seciciligi yliksek, hizli ve diisiik maliyetli yontemler gelistirilmesi oldukca
onemlidir ve son yillarda bu alanda pek ¢ok calismalar yapilmaktadir. Florimetri,
kemiliiminesans, floresans veya spektrofotometri gibi H,O, tayini i¢in kullanilan
geleneksel yontemler genellikle karmasik, maliyetli ve zaman alici yontemlerdir.
Elektrokimya ise basit, hizli, duyarliligi yiiksek ve uygun maliyetli olusuyla bu
yontemlere iyi bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir, ¢iinkiit H,O, elektroaktif bir
molekiildiir. Ancak bu molekiil i¢in elektrot kinetiginin yavas olmasi ve yiiksek asir1
potansiyele sahip olmasi ve ayrica biyolojik orneklerde bulunan diger elektroaktif
bilesiklerin girisim yapmas1 gibi bazi dezavantajlar nedeniyle elektrokimyasal H,O;
analiz yontemleri kisithdir. Dolayisiyla H,O, tayini i¢in gelistirilen yontemler
genellikle asir1 potansiyeli azaltacak ve elektron transfer kinetigini arttiracak
modifiye elektrotlar lizerinde yogunlasmaktadir. Elektrot modifikasyonlar1 iginse
yaygin olarak redoks proteinleri, boyalar, gecis metalleri, metal oksitleri, redoks
polimerleri ve karbon nanotiipler gibi malzemeler kullanilmaktadir. Bu malzemeler
icerisinde son yillarda nanomalzemelere, 6zellikle de nanopartikiillere olan ilgi
olagan iistli boyuta ulagsmistir. Zira bu malzemelerin kimyasal, fiziksel ve elektronik
Ozellikleri y1gin malzemelere gére oldukga 6nemli avantajlar saglamaktadir. (Chen

ve ark., 2012).

Nanobilim ve nanoteknolojide yasanan gelismelere paralel olarak metal
nanopartikiillerin kullanimi da kataliz, nanosensdrler, biyotip ve mikroelektronik gibi
bir¢ok alanda giinden giine artmaktadir. Elektrokimyasal H,O, sensorlerinde elektrot

modifikasyonu i¢in en sik kullanilan malzemeler nispeten diisiik maliyetli olmalar1



ve hazirlanma kolayligi nedeniyle metal nanopartikiillerdir. (Chen ve ark., 2013).
Dahas1 metal nanopartikiillerinin kullanildig1 bir¢ok elektrokimyasal sensérde enzim
kullanilmasma gerek olmadan olduk¢a duyarli ve segici H,O, analizleri
gerceklestirilmektedir. Bu alanda en ¢ok kullanilan sensorler Ag (Chen ve ark.,
2013 ; Wong ve ark., 2013), Au (Chen ve ark., 1999 ; Stanciu ve ark., 2011), Pt (Liu
ve ark., 2014 ; Li ve ark., 2011) veya Pd (Chen ve ark., 2013 ; Bagheri ve ark., 2014)

nanopartikiillerinin kullanildig: sistemlerdir.

Paladyum (Pd) platine benzer, atom numarasi 46 ve atom agirhg 106.42 olan
elementtir. Pd nanopartikiilleri i¢eren elektrotlar, 6zellikle H,O, gibi ¢esitli dnemli
substratlar i¢in yapilan arastirmalarda dikkate deger yiiksek elektrokatalitik etkinlige
ve segicilige sahip oldugu bilinen nanomalzemelerdir. Son zamanlarda Pd

nanopartiikiillerine bu nedenle H,0O, tayininde ilgi artmastir.

lletken polimerler; metaller ile yari iletkenler arasinda iletkenlige sahip olan,
metallerin mekanik ve elektriksel iletkenlik &zellikleriyle birlikte bilinen organik
polimerlerin 6zelliklerini de tastyan yeni tiir polimerlerdir. Iletken polimerler hem
metallerin iletkenlik ozelligini gosterirler hem de bu metallerden farkli olarak
esneklik, optik, elektrik, elektronik, manyetik gibi birgok Ozellige daha sahiptirler.
Ayrica iletken polimerlerin sahip oldugu iletkenlik 6zelligi doping (katkilama) islemi
ile arttirilabilmektedir (Balint, 2014). Bu polimerlerin redoks 6zellikleri dolayisiyla
son yillarda kullanimi olduk¢a yayginlagsmigstir.

Tiyonin (TH), fenotiyazin ailesinden olan metakromatik bir boyar madde olarak
tanimlanabilir. Kimyasal yapisi her iki yaninda simetrik -NH, gruplarina sahip olan
diizlemsel bir molekiildiir. Suda ve etanolde kolayca ¢oziinebilmektedir. Tiyonin,
elektrokatalitik aktivasyona ve miikemmel bir elektronik arabuluculuga sahiptir.
Fotoaktif ve elektroaktif olan tiyonin molekiiliiniin ince polimer filmleri, NADH ve
H,0; biyosensorii ve antijen igin elektrokimyasal sensor olarak da kullanilmaktadir.
Tiyonin, biyolojik isaretlemede sik¢a kullanilir. DNA ig¢in kantitatif Feulgen
isaretlemesinde, Schiff ayiracinin yerini alabildigi gibi, mikrobiyal yakit hiicrelerinde

de elektron transfer arabulucusu olarak da kullanilmaktadir.

Bu calismada camsi karbon elektrot (GCE) {izerine paladyum (Pd) ve politiyonin

immobilize edilerek yeni ve 6zgiin bir modifiye elektrot sistemi gelistirilmistir.



Gelistirilen Pd/PTH/GCE sisteminin kullanim amaci immobilize edilen metal
nanopartikiilleri araciligiryla enzim kullanilmasina gerek olmadan olduk¢a duyarli ve
secici H,O, analizleri gerceklestirmektir. Calisma kapsaminda modifiye elektrotun
hazirlanmas1 i¢in uygulanan deneysel parametreler optimize edilmis ve optimum
kosullarda hazirlanan Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile gerek sentetik,
gerekse gercek oOrneklerde H,O, tayini gergeklestirilmis ve kalibrasyon grafigi

hazirlanmustir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, bir kimyasal maddenin ¢ozeltisi ile bir metalik iletken (metal, grafit
veya yari iletken gibi) ara yiizeyinde meydana gelen kimyasal degisimleri inceleyen
kimyanin bir alt bilim dalidir (Chang, 2006). Elektroanalitik kimya ise analit ¢ozeltisi
bir elektrokimyasal hiicrenin pargast oldugunda ¢ozeltinin elektrokimyasal

Ozelliklerine dayanan bir grup kantitatif analitik yontemi kapsamaktadir.

Elektrokimyanin avantajlar1 olarak elektrokimyasal Ol¢limlerin ¢ogu kez bir
elementin 6zel bir ylikseltgenme basamagi icin spesifik olmasi, diger bir 6nemli
istiinliigii olarak da kullanilan cihazlarin nispeten ucuz olmasi sayilabilir. Bir avantaj
ya da bir dezavantaj olarak goriilebilecek lglincii bir 6zellik ise elektrokimyasal
yontemlerin, kimyasal tiirlerin derisiminden ¢ok aktiviteleri hakkinda bilgi

vermesidir (Skoog ve ark., 1996).

2.1.1. Elektrokimyasal Hiicreler

Jaroslav Heyrovsky’in 1922 yilinda giiniimiizdeki elektroanalitik kimyanin temeli
olan polarografiyi  kesfetmesiyle elektrokimyasal c¢aligmalar  baglamistir.
Elektrokimyasal islemler, elektrokimyasal hiicre adin1 alan bir diizenekte
yuriitilmektedir. Bir elektrokimyasal hiicrede, katot indirgenme reaksiyonunun

olustugu anot ise ylikseltgenme reaksiyonlariin olustugu elektrottur.

Bir hiicrede akim olugmasi icin; elektrotlarin bir metal iletkenle dis baglantilarinin
saglanmasi, c¢ozeltiler arasinda birinden digerine iyon gegisine imkan verecek bir
temas olmasi ve elektrotlarin her birinde bir elektron aktarim reaksiyonunun

gerceklesmesi gereklidir (Skoog ve ark., 1996).

Elektrokimyasal hiicreler, elektrik enerjisi tiretiminde kullaniliyorsa "galvanik", bir
dis kaynaktan elektrik alip harciyorsa "elektrolitik" olarak siniflandirilirlar. Analitik
kimyada iki tiir hiicre de kullanilir. Hiicrelerin ¢ogu, deney kosullar1 degistirilerek

galvanik veya elektrolitik amaglarla ¢alistirilabilir.
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Sekil 2.1. Tuz kopriilii galvanik bir elektrokimyasal hiicre (Skoog, 1981).
2.1.2. Elektrokimyasal Bir Olayda Kiitle Aktarim Yollar:

Bir maddenin elektrokimyasal analizi gerceklestirilirken, tampon ¢ozeltideki analit
elektrot ylizeyine go¢, difiizyon ve konveksiyon ile aktarilir. Deneysel kosullara
bagli olarak bu yollardan biri veya birkaci1 kiitle aktariminda kullanilir. Gog,
parcaciklarin elektrik alan kuvvetiyle hareket ettirilmesidir. Diflizyon, maddelerin
cok yogun ortamdan az yogun ortama dogru hareket ederek yogunluk farkini ortadan
kaldirma caligsmalar1 sonucu yogunluk farkina dayanan kiitle aktarim yollarindan
biridir. Konveksiyon ise ¢0zelti igindeki indirgenebilen veya yiikseltgenebilen
maddelerin, ¢ozeltide olusan fiziksel hareketlerle elektrot yilizeyine taginmasi olayidir

(Y1ldiz ve Geng, 1993).

2.2. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik kaynakli bir algilama yiizeyi ile fizikokimyasal ¢evirici ve
okuyucu denilen {i¢ kisimdan olusan analitik cihazlar olarak tanimlanir (Plata ve ark.,
2010). Daha genis bir tanim olarak anlatilacak olursa biyosensor; biyolojik, kimyasal
veya biyokimyasal sinyali 6l¢iilebilir ve islenebilir elektriksel sinyale doniistiirebilen,
kimyasal veya fiziksel transdiiser ile birlestirilmis biyolojik algilama materyali igeren
bir cihaz seklinde tanimlanabilir (Li, 2006). Biyosensorlerde temel amag ise bir veya
bir grup analitin miktariyla orantili olarak sayisal elektrik sinyali {retmektir

(Hierlemann ve Baltes, 2003).

Ideal bir biyosensériin; yiiksek segicilik, uzun kullanim 6mrii, en az kalibrasyon
gereksinimi, 1yi tekrarlanabilirlik, yiiksek duyarlilik, diisiik tayin smiri, yiiksek

kararlilik, genis 6l¢lim araligl, hizli cevap zamani, basit ve ucuz olmasi, hizli geriye



dénme zamani, ve ayrica kiictiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik 6zelliklerine sahip

olmas1 gerekmektedir (Hall, 1990).

Biyosensorlerin - kullanim  alanlarin1  asagidaki  basliklar halinde siralamak

mimkiindiir;

- (Gida iiretim ve analizi

- Tip

- Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
- Tarim ve veterinerlik

- Endiistri

- Askeri ve sivil savunma.

Bu sayilan kullanim alanlar1 igerisinde tip yani biyomedikal alanda son derece genis
kullanim alanina sahip olan biyosensdrler, 6zellikle diyabetik uygulamalarda kandaki
glikoz miktarinin 6l¢iilmesinde, alerjik reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan antikorlarin
analiz edilmesinde (Sagbas ve Durakbasa, 2009), kronik kalp hastalar1 i¢in kalp
ritimlerinin diizenlenmesinde (Bhushan, 2007), hasar gérmiis bir doku veya kemigin
onarilmasinda, metabolik {irlinlerin izlenmesinde ve diyaliz tedavisi géren hastalarin

takip edilmesinde kullanilmaktadirlar (Sagbas ve Durakbasa, 2007).

Spesifik kimyasallarin tespiti, miktar tayini ve izlenmesi i¢in analitik cihazlarin
gelistirilmesi ve bunlardan faydalanilmasina yonelik olarak artan ilgi biyosensorlere
olan ilgiyi de beraberinde getirmistir. Analitik kimya alaninda disiik analit
konsantrasyonlarinda gerekli olan segicilik ve girisim yapan maddelerin varlig
baglica sorunlar1 olusturmaktadir. Buna karsilik kullanim1 basit ve segiciligi yiiksek
sensoOrlerin gelistirilmesi yasanan sorunlarin asilmasina olanak saglamis, iletken
polimerler de bu tip sensorlerin olusturulmasinda 6nemli rol oynamistir. Kimyasal
veya biyokimyasal bir biyosensorde iletken polimerlerin kullanilmasi bu
malzemelerin optik ve elektriksel oOzelliklerinin gelismesine 6nemli katkilar

saglamaktadir (Gerard ve ark., 2001).
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Sekil 2.2. Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi.

Biyolojik kisim analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip kismi
olarak tanimlanir. Bu kisim biyosensoriin hassasiyeti ve segiciliginde etkilidir. Bu
reseptorlerin belirli bir substrati baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak
sekilde secici Ozellikleri olmalidir. Temel olarak biyolojik kisimlar ii¢ grup
(biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit reseptorleri) altinda toplanirlar. Genel olarak
biyolojik komponent uygun bir sekilde immobilizasyonla ¢evirici kisma

baglanmaktadir.

Immobilizasyon metodu, immobilize edilecek biyokomponentin yapisina gore
belirlenmektedir. Kullanilan analitin fiziksel durumu ve transdiiksiyon elementi de

secilecek metot i¢in 6nemli faktérlerdendir.

Cevirici kisim ise reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu dl¢tilebilir fiziksel bir sinyale
dontstiirmektedir. Cevirici kistm biyokimyasal reaksiyonun ozellikleri gbz oniine
alinarak kullanilir ve elektrokimyasal, optik, elektriksel, kiitle duyarli, manyetik ve

termal sisteme dayali olabilir (Shin ve ark., 1998).
Cevirici kisimlar temelde dort grup altinda toplanirlar (Junhui ve ark., 1997).

- Elektrokimyasal transdiiserler (Amperometrik, Potansiyometrik,
Kondiiktometrik)

- Optik transdiiserler

- Akustik transdiiserler

- Termal transduserler



2.2.1. Biyosensorlerin Avantajlari

Biyosensorler; hizli analiz yapabilmesi, maliyetlerinin diisiik olmasi, portatif olmasi,
ger¢ek zamanli Slgiimler alabilmesi, olduk¢a az cihaz kullanilmasi gibi avantajlara
sahiptir (Farre ve ark., 2009). Temel olarak iki kisimdan olusan biyosensorlerin
biyoaktif kisimlarmin kararli ve secici olmast gerekmektedir. Kararlilik,
biyosensorler ile ¢cok sayida analize olanak vereceginden ekonomik acgidan avantaj
saglamaktadir. Secicilik ise biyosensoOrlere girisim yapabilecek tiirlerin yer aldigi
karmagik ortamlarda ayrintili 6n islemler yapilmadan analiz yapabilme olanag:
saglamaktadir. Biyosensorlerden istenilen bir diger 6zellik ise fiziksel degisimlerden
en az sekilde etkilenmesidir. Bu da gelistirilen biyosensor sisteminin laboratuvar disi

ortamlarda analizlerinin giivenilir olarak yapilabilmesini saglamaktadir.

2.2.2. Biyosensor Cesitleri

Biyosensorlerin - farkli  sekillerde smiflandirilmasit miimkiindiir. Genel olarak
biyosensorler biyolojik tanima kisimlarina veya g¢evirici kisma  gore

gruplandirilmaktadir.
Biyolojik tanima kisimlarina gore biyosensorler;

- Enzim Sensorleri

- Immuno Sensérler

- Hiicre Esasli Sensorler

- Niikleik Asit Sensorleri

- Doku Esasli ve Organel Esasli Sensorler

- Biyomimetik Sensorler
Doniistiirticii tiirline gore biyosensorler;

- Optik Sensorler

- Kiitle Duyarl Sensorler

- Termal Sensorler

- Iyon-Duyarl Biyosensorler

- Rezonans Biyosensorleri



Bir bagka siniflandirma tiirii ise biyosensoriin ¢alisma prensibine gore biyoafinite ve
biyokatalitik sensorler seklindedir. Biyoafinite sensdrlerinde molekiiler algilama
antikor, reseptor ~ veya  immobilize edilmis  proteinler  tarafindan
gerceklestirilmektedir. Biyokatalitik sensorlerde ise reseptor olarak kullanilan enzim,
mikroorganizma veya doku elemanlari analiz edilecek molekiile spesifik biyolojik bir

reaksiyon ile katalitik olarak etkilesime girmektedir (Sagbas ve Durakbasa, 2009).

2.2.3. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, diger tip biyosensorlerle kiyaslandiginda en eski ve
en gelismis biyosensorlerdendir. Bir tamponun elektriksel 6zelliklerinin etkisi ¢esitli
elektrokimyasal metotlarla dlgiilebilmektedir. Elektrokimyasal biyosensorler iizerine
yapilan son arastirmalar elektrot tasarimlarinin gelistirilmesi lizerine odaklanmistir
(6rnegin kiiciiltme, etkin elektron transferi, nanomateryaller ve daha iyi sabitleme

prosediirleri).

Elektrokimyasal biyosensorler; potansiyometrik biyosensorler, amperometrik /
voltametrik biyosensorler ve iletkenlik / kapasitans / empedans biyosensorleri olarak
ayrilabilir (Li, 2006).

2.2.3.1. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik olglimler analit ¢ozeltisine daldirilan ¢alisma elektrotu ile referans
elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6lg¢iilmesine dayanir (Sagbas ve Durakbasa,
2009). Potansiyometrik biyosensorler, uygun olan biyoreseptorler ve uyumlu
transdiiserler kullanilarak, bir iyonun iyonofora baglanmasindan kaynaklanan
elektriksel gerilimdeki degisiklikleri takip eder. Potansiyometrik tayin, biyolojik
algilama elementi igeren bir elektrokimyasal hiicre i¢inde genellikle ya bir {irliniin
aktivitesinin ya da elektrokimyasal reaksiyondaki bir tepkenin aktivitesinin

gerilimini dlger (Li, 2006).

Potansiyometrik Ol¢limlerde kullanilan referans elektrot bulundugu ortamdan
bagimsiz sabit bir gerilim degerine sahip iken kullanilan calisma elektrotu ise
yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonlarina bagli olarak ortaya c¢ikan gerilim

degerine sahiptir.
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2.2.3.2. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorler, indirgenme veya ylikseltgenme olaylarinin olustugu
elektrokimyasal  reaksiyonlarda  gerceklesen  akim  degisikligini  Olgen
biyosensorlerdir. Bu tip biyosensorlerde Ol¢im sirasinda kullanilan referans
elektroda gore calisma elektrotuna sabit bir potansiyel uygulanmaktadir. Sabit
potansiyelde olusan akim Ornekteki elektroaktif tiirlerin derisimleri ile dogru
orantilidir. Amperometrik biyosensorlerde potansiyel istenilen degerde ayarlanarak
akim olgtimii gergeklestirilir ve potansiyel istenilen degerde sabit olarak kalabilir.
Diger yontemlere gore indirgenme veya yilikseltgenme reaksiyonu sirasinda
uygulanan potansiyel analit tiirline 0zgii oldugundan daha segici 6zellige sahip
olmaktadir (Chaubey ve Malhotra, 2002). Kisaca 6zetlemek gerekirse amperometrik
biyosensorler ile sabit potansiyelde eklenen analit miktarina bagl olarak degisen

akim degerleri 6l¢iilmektedir.

2.2.3.3. Kondiiktometrik Biyosensorler

Kondiiktometrik biyosensorler ¢cozelti veya ortamda olusan elektriksel iletkenlikteki
degisimleri tespit etmektedir. Buna gore gerceklesen bu degisimler ¢ozeltinin ya da
kullanilan maddenin sahip oldugu genel elektriksel iletkenlige ve elektrot yiizeyinde
sabitlemis tabakaya bagli olup 6te yandan da impedimetrik reaksiyon gosterebilme
yetenegi ile yansitilabilen kapasite degisimi olabilir. Iletkenlik odl¢iimlerinde
karsilasilan sorunlardan biri de ¢ozeltinin direncinin ¢6zeltide var olan tiim iyonlarin
gbcli ile belli olmasindan kaynaklanan dl¢iim belirsizliginin olugmasidir. Olusan bu
sorun mikroelektronik iletken hiicreler i¢inde veya iizerinde sabitlenen enzimlerin
katalitik reaksiyonlar1 ile meydana gelen iletkenlikteki degisimlerin izlenmesi ile
¢oziilebilmektedir.  Iletkenlik ~ ve  kapasitans  biyosensorleri, empedans

biyosensorlerinin gergekten basit versiyonlar: olarak goriilebilir.

2.2.4. Biyosensor Tasariminda Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

Bir biyosensoér olusturulmadan 6nce hangi analit ile c¢alisilacagi belirlenir ve
biyosensoriin bu analiti nasil taniyacag: tespit edilir. Tasarlanan biyosensor igin
analite uygun calisma elektrotu ve yontem belirlenir. Ardindan sirasiyla asagidaki

islemler gerceklestirilir;
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- Analit ile uygun olan biyobilesenin belirlenmesi,

- Segilen biyobilesenin doniistiiriiciiye sabitlenmesinde kullanilan uygun ve
verimli immobilizasyon metodunun se¢ilmesi,

- Segilen biyobilesenin analiti tanimasi1 sonucu olusan fiziksel veya kimyasal
sinyali okunabilir sinyale doniistiirebilecek olan ¢eviricinin se¢imi,

- Olgiim araligmin ve duyarliligmin dikkate alinmasi1 (Gooding, 2006).

2.2.5. Biyosensorde Bulunmasi Gereken Nitelikler

- Duyarlilik: Cihazin analiz edilecek maddedeki miktar degisimine bire bir
cevap vermesi olarak tanimlanabilir (Bulut, 2011). Biyosensorler igin istenen
en Onemli Ozelliklerden biri de kullanilan ¢alisma elektrotunun diisiik
derisimlerde dahi yanit vermesidir. Bu 6zelligi en gelismis olan biyosensor
cesidi olarak elektrokimyasal biyosensorler gosterilebilir.

- Segicilik: Cihaz sadece analizi gergeklestirilecek madde icin 06zgilinliik
gosterir ve cihaz baska reaktiflere ilgi gdstermemekte ayni zamanda hatali
sonug¢ vermemektedir (Bulut, 2011). Genellikle elektrokimyasal ¢aligmalarda
karsilasilan en biiylik sorunlardan birisi de analit ¢ozeltisine ortamda bulunan
baska maddelerin girisim yapmasidir. Segiciligin dneminden dolay1 ana hedef
diger maddelere yanit vermeyen ve sadece ilgili biyokatalitik reaksiyonu
izleyebilen bir sensor gelistirmektir (Dingkaya, 1999).

- Olgiim arali: Cihazin 6lgebildigi analit konsantrasyonu araligina denir
(Bulut, 2011).

- Olgiim siiresi: Bir tiir cihazin 6l¢gme hizin1 gdstermektedir (Bulut, 2011).

- Tayin smri: Cihazin tespit edebilecegi en diisiikk analit konsantrasyonunu
gosteren ifadedir (Bulut, 2011).

- Tutarlilik: Cihazin sonug¢larindaki tutarliligin belirtilmesidir (Bulut, 2011).

- Omiir: Cihazim, performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan verdigi
hizmet siiresi olarak adlandirilir (Bulut, 2011).

- Dogrusallik: Biyosensorlerle yapilan ¢alismalar sonunda ilgili analit i¢in bir
kalibrasyon grafigi olusturulur. Bu kalibrasyon grafiginde ¢alisilan maddenin

konsantrasyonu ile sensoriin verdigi yanit araliginin dogrusal oldugu bolgeye
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“dogrusal aralik” denilir ve Kalibrasyon grafiginde bu dogrusal araligin en alt
sinir1 tayin sinirt olarak belirlenmektedir.

- Kararlilik: Belirli bir siire igerisinde cihazin duyarliligindaki veya baz
cizgisindeki degisimleri dikkate alan kalite 6l¢iim degeri olarak adlandirilir
(Bulut, 2011). Aynm1 zamanda biyosensorler ile yapilan ¢alismalarin kullanim
omrii hakkinda bilgi vermektedir. Bir biyosensér tasariminda kullanilan
biyolojik olarak aktif maddenin bozunma siiresi ile biyosensoriin kullanim
omrii dogru orantilidir.

- Ekonomiklik: Gelistirilen sensorii avantajli kilan diger bir o6zellik ise
biyosensoriin maddi agidan uygun olmasidir. Bir biyosensor ile ne kadar fazla
analiz yapilabilirse o biyosensor diger yontemlere gére ekonomik agidan o

kadar uygundur.

2.2.6. Biyosensorler ile Tayin Edilebilen Maddeler

Biyosensorlerden faydalanarak aminoasitler, gazlar (hidrojen, amonyak, metan, azot
monoksit vb.), karbonhidratlar, kofaktorler, aminler, amitler, heterosiklik bilesikler,
organik asitler ve tuzlari, alkol ve fenoller, enzim ve proteinler, inorganik iyonlar,
viriisler, hormonlar, kan gruplari, peptitler, vitaminler ve bunlara benzer pek ¢ok

madde tayin edilebilir (Scheller ve ark., 1989).
2.3. Biyomolekiiller ve Analizleri

2.3.1. Dopamin

Kimyasal formiilii (CgH3(OH),-CH,-CH,-NH3) seklinde olup, kimyasal olarak
adlandirmas1  "4-(2-aminoetil)benzen-1,2-diol"diir.  Ayrica  "DA"  seklinde

e
OH -~ @
HO.__J : ‘

| -@®

L
NH, ’,

Sekil 2.3. Dopaminin kimyasal yapisi.

kisaltilmaktadir.
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Dopamin viicutta dogal iiretilen bir kimyasal olup, beyinde ndrotransmitter olarak
gorev yapmaktadir. Ayni1 zamanda insan metabolizmasinin, merkezi sinir sistemi,
bobrek ve hormon sistemlerinin fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Dopamin, beynin 6n iist lobunda substantial nigra denilen bolgesinde iiretilmektedir
ve ozellikle substantial nigra ile corpus striatum arasinda, 6nemli bir santral iletici
olarak rol oynamaktadir. Parkinson hastaliginin ise bu hiicrelerdeki dejenerasyondan
ileri gelen bir lezyon oldugu disiliniilmektedir (Yeh, 2008). Ayrica dopamin
konsantrasyonundaki degisiklik insan saglig1 tizerinde dogrudan etkilidir. Bu nedenle
dopaminin hizli, basit ve hassas olarak tayin edilmesi olduk¢a dnemlidir. Dopamin
elektrokimyasal aktivitesi dolayisiyla dogrudan tespit edilebilmektedir (Yang ve ark.,
2013).

Dopamin eksikliginde sizofreni, huntington hastaligi, parkinson, anemi hastaligi,
bagimlilik, obezite, epilepsi gibi bir¢ok noérolojik bozukluklara rastlanabilmektedir.
Ayrica doping, alkol, tiitiin, eroin, kokain, morfin vb. bagimlilik yapan maddelere
olan ilgi dopamine bagli olarak da degisim gostermektedir. Dopaminin bu tiir
maddelere olan ilgi reseptorlerini harekete gegirdigi bilinmektedir. Bundan dolay: da
hizl1 bir sekilde insan viicut sivisinda dopamin seviyesini belirlemek gerekmektedir.
Memelilerde dopamin merkezi sinir sisteminde, serum ve hiicre dist sivilarda tirik
asit ve askorbik asit ile birlikte bulunmaktadir. Urik asit ile askorbik asit
konsantrasyonlari viicut sivilarinda dopamin miktarindan 100-1000 kat daha fazla
bulunmaktadir ve birbirleri iizerine girisim yaptiklarindan dolayr bu molekiillerin
varliginda dopamin tayini olduk¢a zordur (Mallesha ve ark., 2011). Dopamin tayini
icin dogrudan elektrokimyasal tayin, floresans,  yiiksek performansli sivi
kromotografisi vb. yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu yontemlerin karmasik
olmasinin yani sira duyarliligi diisiik ve zaman alici olmasi dezavantajdir. Bu sebeple
eser miktarda dopamin tayini i¢in ucuz, basit, hizli ve giivenilir bir yontem

gelistirmek gerekmektedir (Leng ve ark., 2015).

Dopamin ile yapilan c¢alismalar gostermistir ki dopamin beynin komutasinda
meydana gelen hareketlerin kontrol mekanizmasinda, zevk duyma, aci ¢ekme gibi
duygusal tepkilerde etkilidir. Dopamin seviyesinde olusan gereginden fazla artis

veya azalis da insan viicudunda yemek yeme ve uyku bozukluklart gibi sosyal
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davraniglara etki etmektedir. Tiim bunlarin yanina ek olarak dopamin kalp atiglarini
hizlandirmak, kan basincini yiikseltmek gibi sempatik sinir sistemindeki etkilerinden

dolayi ilag olarak da kullanilir (Champe ve Harvey, 1994 ).

2.3.2. Urik Asit

Urik asidin molekiil kiitlesi 168 gmol™diir ve ITUPAC adlandirmasi 7,9-dihidro-
1Hpurin-2,6,8(3H)-trione seklinde olup “UA”seklinde kisaltilmaktadir.

0
n
NH
o=< |
o

N
H

Sekil 2.4. Urik asit kimyasal yapist.

Urik asit piirin metabolizmasinm son yiikseltgenme iiriinii olup, kan ve idrar gibi
biyolojik sivilarda mevcuttur (Ouyang ve ark., 2015). Pek cok klinik rahatsizlik ile
alakali olan {iirik asidin bir boliimii bobrekler ile disart atilirken ¢ok az bir kismi ise
bagirsaklardan siiziilerek disar1 atilmaktadir. insan metabolizmasinda iirikaz enzimi
bulunmadigindan, adenozin ve guanozin bazli piirinlerin son {irlinii iirik asittir.
Memelilerde iirik asit; {ireye, allantoine hatta amonyaga kadar parcalanabilmektedir.
Urik asit gidalar ile insan viicuduna alinabilecegi gibi kas hiicrelerindeki niikleik

asitlerin doniisiimiinden de elde edilebilmektedir (Champe ve ark., 1994).

Viicutta bulunan iirik asit miktar1 hastaliklar ag¢isindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Giiniimiizde de oldukca dnemli olan 16semi ve pndmoni hastaliklarinin tedavisi i¢in
irik asit plazmasindaki iire diizeyi énemli bir belirtectir. Urik asit diizeyinin anormal
miktari ile gut ve hiperiirsemi hastaliklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli epidemiyolojik
caligmalar ile insan serumu igerisindeki asir1 tirik asit miktarinin kalp ve damar
hastaliklari i¢in 6nemli bir risk faktorii olusturdugunu ileri stirmiislerdir. Genellikle
serumda bulunan firik asit seviyesi 0.13-0.46 mM araligindadir ve bu nedenle {irik
asidin saptanmasi Onemli olup bu amagla elektrokimyasal teknikler, yiiksek
performanslt  sivi  kromotografisi, floresans gibi yOntemlerin kullanilmasi

miimkiindiir (Azmi ve ark., 2015).
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2.3.3 Askorbik Asit

Askorbik asit, C vitamini olarak da bilinen bir monosakkarit tiirevidir ve yapisi
bakimindan glikoza ve diger alt1 karbonlu monosakkaritlere benzeyen bir
molekiildiir. Gorlintisii beyaz kristal seklindedir ve kapali formiili CgHgOg olup

molekiil agirhigi ise 176.13 gmol ™ dir.

(é)H 0o 3
HOH.C R
—_ y : ‘

HO'  OH

Sekil 2.5. Askorbik asidin kimyasal yapisi.

Askorbik asit biyokimyasal olaylarin birgogunda vitamin olarak rol alir. Farmosotik
analizler i¢in askorbik asit miktarmnin bilinmesi énemli olmakla beraber askorbik asit
miktar: tayini i¢in elektrokimyasal yontemler dahil olmak {izere kromatografik ve

kalorimetrik yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Peng ve ark., 2015).

Insanlar igin olduk¢a 6nemli olan C vitamini portakal, limon, ananas greyfurt, gibi
meyvelerde ve yesil yaprakli sebzelerde bol miktarda bulunur. Eksikliginde de

halsizlik, dis eti kanamasi, eklem agrilari, sa¢ kirilmalar1 gibi etkiler goriilmektedir.

2.4. iletken Polimerler

Cok sayida monomerin kovalent baglarla birbirine baglanmasi sonucu olusan biiyiik
molekiillere polimer adi verilmektedir. Monomerden baslanarak polimerin elde

edildigi tepkimeye ise polimerizasyon tepkimesi ad1 verilmektedir.

Polikonjuge, poliheterosiklik ve poliaromatik molekiillerden olusan ve doping
edilmis hallerinde yiiksek elektriksel iletkenlige sahip olan polimerler iletken
polimerler olarak adlandirilmaktadir. Yiik tasinimimin farkli olmasi nedeniyle iletken

polimerleri redoks polimerlerinden ayirmak miimkiindiir.
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fletken polimerlerin kesfedilmesi yaklasik olarak 1970’lere dayanmaktadir. Bu
tarihten 6nce polimerler yalitkan maddeler olarak disiiniilmiis ve bilim insanlaria
gore bir polimerin iletken ozellik gostermesi istenmeyen durum olarak kabul
gormiistiir. Alan Mac Diarmid, Alan Heeger ve Hideki Shirakawa 1977 yilinda ilk
dogal polimer olan poliasetileni tanimlamislardir (Guimard ve ark., 2007).
Gilinimiizde polianilin polipirol, politiyofen, politiyofen-vinilen gibi bilinen 25
iletken polimer sistemi bulunmaktadir. iletken polimerler hem metallerin iletkenlik
Ozelligini gosterirler hem de bu metallerden farkli olarak esneklik, optik, elektrik,
elektronik, manyetik gibi bircok 6zellige daha sahiptirler. Ayrica polimerlerin sahip
oldugu iletken ozellik doping (katkilama) islemi ile arttirilabilmektedir (Balint,
2014).

Iletken polimerler denilince akla gelen ilk hususlardan biri de siiphesiz doping yani
katkilama olayidir. Sentezlenen polimer, doping yardimiyla daha biiyiik bir
iletkenlige ulasir ve bu iletkenlik, metallerin gosterdigi iletkenlige yakindir.

Iletken polimerlerin iletkenlik 6zelligi gosterebilmeleri igin yapisal olarak bazi
ozelliklere sahip olmalar1 gerekir. Polimerlerin iletkenlik 6zelligi yapisinda bulunan
konjuge c¢ift baglardan kaynaklanir. Polimer zincirleri arasindaki ¢ift baglar
araciligiyla elektronlarin yer degistirmesi ile polimerlerin iletkenlikleri saglanir. Cift
baglarda daha zayif olarak bulunan lokalize m baglar1 ile daha kuvvetli olarak
bulunan c-bagi vasitasiyla elektronlar delokalize olarak bir yerden diger yere hareket
etmektedir. Bir polimer zincirinden katkilama islemi ile elektron alindiginda polimer
zincirinde art1 yiiklii bir bosluk meydana gelir ve bu bosluga baska yerden gelen bir
elektron yerlestiginde geldigi yerde tekrar art1 yiikli bosluk olusturur. Bu islemlerin
art arda zincir boyunca veya zincirler araciligi ile tekrarlanmasiyla polimerlerde
iletkenlik saglanir (Balint ve ark., 2014).

lletken polimerlerin yaygin olarak kullanildigi uygulama alanlar1 asagida

siralanmustir:

- Elektrokromik cihazlar
- Biyosensorler
- Nanoyapilar

- DNA sentezi
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- lac salinim sistemleri
- Bilgisayar yazicilar

- Elektrobiriktirme

- Sarj edilebilir piller

- Isik yayan diyotlar

/ /
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Sekil 2.6. Bazi iletken polimerler.
2.4.1. Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi elektrokimyasal olarak elektrot ylizeyinde
monomerin polimerlestirilmesi islemi olarak adlandirilabilir. Elektrokimyasal
polimerizasyon isleminin gerceklestirilecegi ¢ozelti igerisine monomer ile destek
elektrolit ilave edilir ve ¢ozeltiye genellikle calisma elektrodu, referans elektrot ve
karsit elektrot yerlestirip elektrik akimi uygulanarak elektrokimyasal polimerizasyon
islemi baglatilir. Calisma elektrotu tizerinde polimerlesme islemi meydana gelir.
Calisma elektrotu olarak genellikle platin, altin, cams1 karbon elektrot veya kalem
grafit elektrotlardan uygun olan biri kullanilir. Referans elektrot olarak ise kalomel
elektrot veya glimiis/giimiis kloriir kullanilabilir. Bu ydntem ile ¢alisma elektrotu
yiizeyinde akimla beraber kalinlig1 kontrol edilebilen, basit, diizgiin ve kullanigh ince
bir polimer filminin biriktirilmesi saglanir. Bu metotta elektrik akimi sayesinde
¢oziinmeyen polimer zincirleri olusmaktadir ve ¢alisma elektrotu yiizeyinde
sentezlenmis filmin o&zellikleri, polimerizasyon siiresi, polimerin yiikii, ¢oziic,
sicaklik, katki maddesi, kullanilan elektrot sistemi ve yontem ile belirlenir.

Elektropolimerizasyon ile sadece elektrot yiizeyinde monomerin polimerlesmesi
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saglanir.  Uygun bir akim—gerilim kaynagr kullanilarak elektrokimyasal
polimerizasyon islemi potansiyostatik, galvanostik, potansiyodinamik olmak iizere

ti¢ farklr sekilde gergeklestirilebilir.

Potansiyostatik metotta elektrotun yiizeyinde sabit potansiyelde polimerlesme islemi
gerceklestirilirken, galvanostatik metotta sabit akimda elektroliz  islemi
gerceklestirilmektedir. Potansiyodinamik polimerizasyonda ise akim ve potansiyel
istenilen degerde tutulabilir ve genellikle korozyon o6lgiimlerinde kullanilmaktadir.
Genellikle ince filmler i¢in potansiyostatik yontemler kullanilirken, kalin filmler igin

ise galvanostatik yontemler kullanilir.

2.4.1.1. Elektrokimyasal Polimerizasyonun Avantajlari

Polimerizasyon isleminin oda sicakliginda gergeklestirilebilmesi, elektrot yiizeyinde
homojen filmlerin elde edilebilmesi, film olusumunun ve dopant katiliminin es
zamanli olarak gergeklestirilebilmesi, katkilama isleminde istenilen iyonlarin
kullanilabilmesi elektrokimyasal polimerizasyonun avantajlarindandir. Endiistride ise
yiiksek verim ve diisiik maliyet nedeniyle kimyasal yontem tercih edilmektedir.
Ancak burada olusan iiriin, baz1 safsizliklar icermektedir. Nitekim elektrokimyasal
polimerizasyonda olusan iriin  safsizlik  icermemektedir.  Elektrokimyasal
polimerizasyonda olusan polimer, katalizor, monomer ve ¢oziiciden ayrilma gibi
islemler gerektirmez. Potansiyelin veya akimin degeri ile film kalinliginin kontrol
edilebilirligi, polimerizasyonun baglama ve bitis basamaklarinin kontrol edilebilirligi
ve buna bagl olarak da istenilen stokiyometride polimer elde edilebilir olusu bu
sentezin tercih edilme sebebi olarak gosterilebilir. Elektrokimyasal polimerizasyonda
uygulanan potansiyel kontrol altinda tutularak istenilen karakterde kopolimer veya
as1 kopolimerleri elde edilebilir. Kimyasal baslaticilara gore elektrot potansiyelinin
monomeri ¢ok daha fazla etkilemesi sebebiyle, kimyasal sentezde aktivasyonu
miimkiin olmayan keton, aldehit gibi monomerlerin potansiyel uygulanarak kolayca
aktive edilebilmesi, ¢oziinmeyen iletken polimerlerin, IR, UV, ESR, Raman gibi
yontemlerle karakterizasyonuna olanak saglamasi nedeniyle de tercih edilen
polimerizasyon yontemi elektrokimyasal polimerizasyon olarak gdosterilebilir.
Elektrokimyasal polimerizasyon hem doniisiimlii voltametri (CV) hem de sabit

potansiyelde elektroliz yontemleri ile kolaylikla gergeklestirilebilmektedir.
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2.4.2. Tiyonin

Tiyonin (TH), fenotiyazin ailesine ait olan metakromatik bir boyar maddedir.
Kimyasal yapist Sekil 2.7°de gosterilen tiyonin, her iki yaninda simetrik -NH;

gruplarina sahip olan diizlemsel bir molekiildiir.

NS e

Sekil 2.7. Tiyonin molekiiliiniin kimyasal yapisi ve ti¢ boyutlu modellemesi.

Tiyonin; liiminesans, lazerler, fotograf, analitik kimya materyallerinin boyanmasi
gibi uygulamalarla ilgili oldugu icin, tiyonin ile yiizey aktif maddelerin etkilesimi
cok kuvvetlidir. Bu maddelerle etkilesen tiyoninin fiziksel ve kimyasal yapisinda

degisiklikler olmaktadir.

Tiyonin molekiiliiniin elektrokimyasal aktivitesinden dolayr bu molekil ile ilgili
birgok elektrokimyasal ¢alisma gergeklestirilmistir. Tiyonin ile ilgili yapilan literatiir
aragtirmasinda, bu maddenin elektrokimyasal olarak polimerlestirilmesiyle elektrot
tizerinde farkli kalinliklarda polimerik filmlerin olusturuldugu calismalara ¢okga
rastlanmaktadir. Yapilan caligmalarin bircogunda tiyoninin elektronik arabulucu

olarak kullanildig: belirtilmektedir.

Bir elektrot malzemesinin poli(tiyonin) (PTH) ile modifiye edilmesi sirasinda en
onemli faktoriin potansiyel tarama genisligi, 6zellikle de {ist potansiyel sinir1 oldugu
belirtilmistir. Eger iist potansiyel sinir1 0,8 V’tan daha diisiik bir potansiyel alinarak
tarama yapilirsa, tiyoninin iki elektron transferiyle indirgenmesi sonucu olusan
l16kotiyonine karsilik gelen bir dontisiimlii voltamogram gozlenecegi ve tiyoninin
polimerizasyonunun gergeklesmeyecegi rapor edilmektedir. Tiyoninin 16kotiyonine
dontstiigiinii gosteren tepkime Sekil 2.8’de gosterilmektedir. Diizenli tiyonin
polimer filmini elde etmek i¢in elektrot potansiyelinin, tiyonin molekiiliiniin —NH;

gruplariin oksidasyon potansiyelinden biiyilk olmasinin sart ve bunun da —NH;
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iceren aromatik bilesikler i¢in olagan oldugu belirtilmistir (Oshaka ve ark., 1984,
1991; Kunimura ve ark., 1988).
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Tiyonin (TH) Lokotiyonin (LTH)
Sekil 2.8. Tiyonin- Lokotiyonin doniistimii.
2.5. Biyosensorler icin Iletken Polimerlerin Onemi

Iletken polimerler aracilifiyla enzimler igin spesifik analitleri dlgebilen ¢ok yonlii,
hizli, hassasiyeti yiiksek biyosensorler elde etmek miimkiin olmaktadir. Bu sebeple
iletken polimerlerin tibbi alanda kullaniminin oldukc¢a arttigi gdzlenmistir.
Enzimlerin immobilize edilmesi i¢in uygun matris olarak kullanilan iletken
polimerler elektrotlardaki biyolojik olarak aktif maddelere izin vererek onlarin
amperometrik biyosensorlerde kullanimini saglarlar. Elektriksel olarak elektrot
yiizeyine modifiye edilebilen iletken polimerler, elverisli kimyasal yapilari sayesinde
oldukca esnek karakterlere sahiptirler. Biyosensorlere kimyasal modelleme ve sentez
ile gerekli elektronik ve mekanik ozellikleri uygulamak miimkiindiir. Iletken
polimerlerin bir bagka avantaji da notral sulu ¢ozeltiler igerisinde biyolojik

molekiiller ile uyumlu olmalaridir (Gerard, 2002).

2.6. Metal Nanopartikiiller

Gegcis metali nanopartikiilleri parcacik boyutu 1-100 nm arasinda olan koloidal halde
bulunan tanecikler olarak tanimlanabilir. Nanopartikiillerin tagimas: gereken bazi

ozellikler asagida siralanmistir:

- Parcacik boyutu 100 nm’den kii¢iik olmali ve parcacik boyutunun ortalama
standart sapmas1 %15’den kiiclik olmali.
- Parcaciklarin sentezlenmesi tekrarlanabilir olmali.

- Parcgaciklarin bilesimi kolayca tanimlanabilir olmahidir (Aiken ve ark., 1996).

21



Metal nanopartikiilleri metalden nano boyuta kiiciiltiilmelerine ragmen yigin haldeki
metallerden farkli dzellikler gdsterdikleri igin tercih edilirler. Ozellikle boyutlar:
kiiciildiikge katalitik 6mrii ve katalitik aktivitesi arttig1 i¢in daha kullanighdir.

Metal nanopartikiilleri farkli 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok alanda kullanilirlar. Sahip
olduklan yiiksek ylizey alanlarindan; secici, aktif ve kararli olmalarindan dolay1

gecis metal nanopartikiilleri katalizor olarak kullanim igin de uygundur.

Metal nanopartikiiller kolaylikla sentezlenebilmeleri ve kimyasal agidan kolaylikla
modifiye edilebilmeleri nedeniyle endiistriyel {iriinlerde, makine sanayinde, tiiketim
tiriinlerinde, askeri uygulamalarda ve Ozellikle tipta genis Ol¢iide kullanilmaktadir.
Kristal yapilar1 ve ¢ok giiclii metalik baglara sahip olmalar: nedeniyle iistiin mekanik
Ozellikler tasiyan metal nanopartikiiller ve alasimlari, iskelet-kas sistemimizin

mekanik kosullarina en iyi uyum gosteren malzemelerin basinda gelirler.

2.6.1. Pd Nanopartikiilleri

Paladyum (Pd) platine benzer, atom numarasi 46 ve atom agirligi 106.42 olan
elementtir. 1803'te William Hyde Wollaston tarafindan bulunmus olan Paladyum
metali platinden sonra bu gruptaki metallerin en 6nemlisidir. Onemli metallerden
sayllmaktadir. Gayet ince dagilmigs bir halde iken periyodik cetvel sisteminde
kendisinin iistlinde bulunan nikelden daha fazla hidrojen gazini ¢ézer. Paladyumda
¢ozlinmiis halde bulunan hidrojen nikelde oldugu gibi ¢ok aktif bir haldedir ve
doymamis organik bilesikleri hidrojenasyonunda kullanilabilmektedir. Higbir gaz
gecirmeyen levha halindeki paladyum da hidrojen gazimi gegirir. Paladyum,
tuzlarinda genellikle +2 degerlikte olup rengi kahverengidir.

Periyodik cetvelde VIIIB grubunda yer alan platin grubu elementler (PGE),
rutenyum (44Ru), rodyum (45Rh), paladyum (46Pd), osmiyum (760s), iridyum
(771r) ve platin (78Pt) seklinde bulunmaktadir. Paladyum en diisiik erime noktasina
sahiptir ve grubunun en yogunudur. Paladyum serbest metal olarak bulunabilir veya
diger platin grubu metallerle birlikte alasim halinde olabilir. Platin grubu elementler
iki alt gruba ayrilmaktadir: Pd-grubu (Paladyum grubu; PPGE-Rh, Pt ve Pd) ve Ir
grubu (Iridyum grubu; IPGE-Os, Ir ve Ru).
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Pd nanopartikiilleri iceren elektrotlar, 6zellikle HoO, gibi ¢esitli onemli substratlar
icin yapilan arastirmalarda dikkate deger yiiksek -elektrokatalitik etkinlige ve
secgicilige sahip oldugu bilinen nanomalzemelerdir. Son zamanlarda Pd
nanopartiikiillerine bu nedenden dolay1 H;O; tayininde ilgi artmistir. Ayrica

paladyum nanopartikiilleri ultra yiiksek yiizey alani da saglamaktadir.

Paladyum platine ¢cok benzer sekilde oksidasyona ve korozyona kars1 dayaniklidir ve
miilkemmel Kkatalitik 6zelliklere sahiptir. Bunun nedeni de paladyumun, kendi
hacminin 900 kat1 oraninda hidrojen gazi emme kabiliyetine sahip olmas1 ger¢egidir.
Paladyum ayrica kimyasal olarak kararlidir ve iletken olup, elektronik

endiistrisindeki uygulamalar i¢in de yararlidir.
Paladyum metalinin diger kullanim alanlar1 agsagida siralanmstir:

- Yakat Pilleri (hidrojen absorpsiyonu)

- Etanol yakit1 iiretimi (Wacker Prosesi)

- Madeni para

- Petrol Aritma (katalitik reformasyon ve hidrolik isleme)
- Polyester (saflastirilmis tereftalik asit)

- Fotografeilik (Platinotip Siireci)

- Suaritma

- Tip (paladyum -103)

2.7. Modifiye Elektrotlar

Elektrot ylizeyine, kimyasal maddelerin kendiliginden veya disaridan bir etkiyle
tutturulmasiyla elde edilen elektrotlara modifiye elektrot adi verilir. Modifiye edilmis
elektrotlar, elektrosentez, elektrokataliz, biyosensoér uygulamalari, ilag salinim
sistemleri, korozyon ve enerji uygulamalar1 gibi birgok farkli alanda kullanim alanina
sahiptirler. Ozellikle elektroaktif bir polimer ile kapli modifiye elektrotlar yiizey
Ozellikleri kolaylikla kontrol edilebildiginden ¢ok tercih edilmektedir. Modifiye
elektrotlar, elektrokimyasal tepkime hizinin denetlenmesi gibi istenilen 6zelliklerin
elde edilmesinde de kullanilir ve elektron aktarim tepkimelerinin hizlandirilmast,
secici ve hassas tayin yapilmasi gibi gesitli avantajlar saglarlar. Elektrot yiizeyine

modifiye edilen maddelerden genel olarak elektrotun iletkenligini azaltmamasi
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beklenmektedir. Modifiye edici olarak kullanilan malzemeler hem organik hem de
inorganik olabilirler. Organik maddelerde genellikle polimerler kullanilirken
inorganik maddelerde ise ligandlar, kompleksler veya metal oksitleri kullanilabilir
(Celikkan, 2001).

Modifiye edilmis olan -elektrotlarin, modifiye edilmemis -elektrotlardan farki
yiizeylerinde iletken bir substratin bulunmasi ve bu substrattan kaynaklanan
Ozelliklere sahip olmasidir. Modifiye edilen elektrotlar genellikle iletken olan
substrata organik veya inorganik bilesiklerin tutturulmasi ile elde edilebilmektedir.
Boylece yapilan c¢alismaya uygun olacak sekilde farkli 6zelliklerde elektrotlar
hazirlanabilmektedir. Gelistirilen elektrot sisteminin modifiye edilmemis olan

elektrottan daha tstiin 6zelliklere sahip olmasi en temel kuraldir (Brown ve ark.,

1977).

Elektrotlara uygulanan modifikasyon isleminin avantaji olarak voltametrik,
amperometrik olg¢timlerin yani sira tek kullanimlik elektrokimyasal cihazlar da ortaya
cikmistir. Modifiye elektrotlarin iistiinliikleri kullanim kolayligi, diisiik maliyetli ve
ticarilestirilebilir olmalari, taginabilir olmalar1 ve (biyo)kimyasal modifikasyon

olanaklari saglamalaridir (Dago ve ark., 2015).

Analitik kimyada kullanilan modifiye elektrotlarin bir¢cok avantaji bulunmaktadir.
Ornegin elektrot modifiye edilirken kullanilan kimyasal madde smirsizdir.
Modifikasyon i¢in kullanilan malzeme ve yontem degistirilerek elektron aktarim hizi
arttirllabilir veya azaltilabilir. Belirli tiirler icin segici, duyarlilii yiiksek, spesifik
yiizeyler olusturulabilir ve dis etkilere karsi dayanikli yiizeylerin elde edilmesi
miimkiindiir (Zurawski ve ark., 1987 ; Ustiindag ve ark., 2009).

2.8. Hidrojen Peroksit ve Metabolik Onemi

1818 yilinda Thenard tarafindan kesfedilmis olan hidrojen peroksit sudan daha akici,
seyreltilmis ¢ozeltisi berrak olan bir s1v1 olarak tanimlanabilir. Zayif bir asittir, gli¢lii
oksitleyici 6zellige sahip olup bundan dolay1 ayni1 zaman da giiclii de bir agarticidir

(J. Drabowicz ve ark., 1994).

Hidrojen peroksit oksidazlarin katalizledigi bir¢ok reaksiyonun {irlinii olarak ortaya

cikmaktadir. Hidrojen peroksit tekstil, cevre, kagit beyazlatmast ve gida
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sterilizasyonu gibi birgok alanda esansiyel bir bilesiktir (Hallivel, B. ve ark., 2000).
Hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlari bitki, hayvan ve bakteri hiicreleri igin
sitotoksiktir (genellikle >50 uM). Bundan dolay1 hidrojen peroksidin dogru, hizli ve
giivenilir analizi gida giivenligi, ¢evre kirliliginin kontrolii ve klinik agidan biiyiik

Onem tagimaktadir.

Metabolizmada hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak 2 elektronla
indirgenmesi ya da siiperoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu
tepkimeleri sonucu olusmaktadir. Ancak hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak
bilinmesinin nedeni Fe, Cu gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin

onciilii olarak davranmasi seklide agiklanabilir (Wood ve ark., 2005).

Hidrojen peroksit 1s1 ile kendiliginden ya da basta bakir, demir, nikel, mangan, krom
tuzlari olmak tizere ¢ok sayida maddenin esliginde bozunarak su ve oksijene
ayrismaktadir. Canlilarda ise oksijen metabolizmasinin bir {irlinii  olarak
olugsmaktadir. Oldukga toksik olan hidrojen peroksit; peroksidazlar (6zellikle
glutatyon peroksidazlar), katalaz ve tiyoredoksin bagl sistemlerle hizli bir sekilde

metabolize edilerek uzaklastirilir.

2H,0, -2 H,0+0,

I“ H |“ : H :
' ' 98.8 '
e e O Qi) R0+
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Gaz Kat1 (Kristal)

Sekil 2.9. Hidrojen peroksidin temel ayrigsma reaksiyonu ve konformasyonlari.

Yukarida bahsedildigi gibi, hidrojen peroksidin metabolizmada reaktif olarak
bilinmesinin nedeni demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil
radikalinin onciilii olarak davranmasi olarak agiklanabilir. Hidrojen peroksidin eksik
indirgenmesi sonucu hidroksil anyonu yapimi, viicutta bu radikalin en Onemli
kaynagidir. Hidrojen peroksidin iki elektronla indirgenmesi su ve oksijen olusumuna,
bir elektronla indirgenmesi hidroksil olusumuna neden olmaktadir. Bu tiir

indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenmektedir. Hidroksil
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radikali DNA’ya da zarar vererek hiicre biiylimesini engeller ve hiicrenin 6liimiine

neden olabilir (Spencer ve ark., 1996).

Hidrojen peroksit oOzellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon dilizeyindeki reaktif demir formlarim
olusturmaktadir. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zellige sahiptir ve hiicre

zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.

Hidrojen peroksit tayininde klasik yontemlere gore daha pratik ¢oziimler iiretilmesi
icin  potansiyometri,  amperometri, impedimetri  temelli  biyosensorler
gelistirilmektedir. Son zamanlarda enzim temelli hidrojen peroksit biyosensorlerinin
yerine, hem grubu igeren proteinlerin kullanilmasiyla gelistirilen biyosensorlerle
birlikte daha kararli ve diisiik maliyetli hidrojen peroksit tayini miimkiin hale
gelmistir. Elektrokimyasal olarak hidrojen peroksit tayininde kronoamperometri
yontemi kolay uygulanabilirligi, kisa cevap siireleri ve yiiksek duyarliligi sebebiyle
bir¢ok ¢aligmada tercih edilmektedir.

2.8.1. Hidrojen Peroksit Tayinine Yonelik Bashica Yontemler

2.8.1.1.Titrimetrik Yontemler

Titrimetrik yolla hidrojen peroksit tayininin temel prensibi hidrojen peroksit i¢eren
Oornegin triiyodiir iyonlar1 olusturabilecek amonyum molibdat gibi bir katalizor
varliginda standart bir tiyostilfat ¢ozeltisi ile titre edilmesi temeline dayanmaktadir.
Ticari H,O, c¢ozeltilerine ilave edilen gliserol, borik asit ve salisilik asit gibi
koruyuculardan daha az etkilenmesi nedeniyle permanganat yontemi ile
kiyaslandiginda iyodometrik yontem daha avantajlidir. Bu tayin metodu ile % 0,1-%
5,0 duyarlilikla tayin yapan kitler gelistirilmis olmasina karsilik, sec¢icilik sinirlamasi

mevcuttur (Bassett ve ark., 1978).

2.8.1.2. Spektrofotometrik Yoéntemler

Titanyum tuzlarinin hidrojen peroksitle verdigi reaksiyon sonucunda olusan sari
rengin absorbans degerlerinden faydalanilarak nicel ve nitel olarak hidrojen peroksit

tayini yapilabilir. Bu yontem 6zellikle siit 6rneklerinde sik¢a kullanilmaktadir.
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Spektrofotometrik yontemin enzim veya proteinlerle birlikte kullanildigi yontemler
de mevcuttur. Bu yontemlerde katalaz, peroksidaz enzimleri veya hemoglobin gibi
hidrojen peroksitle reaksiyona giren proteinlerin kullanilmasiyla hidrojen peroksit su
ve oksijene indirgenirken UV bolgede absorbans degeri okunacak bir bilesigin
yiikseltgenmesi esas alinir ve bu sayede dolayli olarak hidrojen peroksit tayini

gerceklestirilir (Zhang, K. ve ark., 1999).

2.8.1.3. Elektrokimyasal Temelli Yontemler

Giiniimiizde hidrojen peroksit tayininde hizli, giivenilir ve secici 6l¢iim imkani
saglayan elektrokimyasal temelli yoOntemlerin kullanimina yaygin olarak

rastlanmaktadir.
- Dogrudan Elektrokimyasal Yontemler:

Hidrojen peroksit, belirli potansiyellerin uygulanmasiyla, su ve oksijene ayristirilarak
elektrokimyasal olarak tayin edilebilir. Bu amaca uygun olarak hidrojen peroksidin
indirgenebilecegi giimiig, altin ve camsi karbon gibi maddelerden yapilmis bir
calisma elektrodu, doygun kalomel elektrot, giimiis-giimiis kloriir elektrodu gibi bir
referans elektrot sistemleri kullanilarak Ol¢timler yapilabilir. Ancak bu yontemde
girisimlerin olugsmasi nedeniyle segicilik daha diisiiktiir. Caligilan elektrotlarin yiizey

asindirma gibi islemlere maruz birakilmasiyla duyarlilik arttirilmaya calisilmistir.
- Biyokomponent Temelli Elektrokimyasal Y ontemler:

Bu amagla ¢alisilan yontemde; hidrojen peroksit ile reaksiyona girecek demir, bakir
gibi elementler igeren protein ve enzimlerin, c¢esitli yontemlerle immobilize
edilmesiyle ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonuna bagli olarak, meydana

gelen elektrokimyasal degisimlerin izlenmesi esastir.

Hidrojen peroksidin su ve oksijene indirgenmesini saglayan katalaz, horseradish
peroksidaz gibi enzimlerle sitokrom c ve hemoglobin gibi proteinler hidrojen
peroksit tayininde kullanilan baslica biyokomponentlerdir. Bu materyallerin
immobilizasyonu i¢in karbon nanotiiplerin kullanimi, capraz bagli polimerlerle
tutuklama, zeolitlerle tutuklama, DNA ile modifikasyon, kendiliginden olusan tek
tabakalarla immobilizasyon gibi ¢ok ¢esitli immobilizasyon prosediirleri

uygulanabilmektedir. Hidrojen peroksidi doniisiime ugratacak olan enzim veya
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proteinler yaygin olarak altin, giimiis veya camsi karbon elektrotlar iizerine

immobilize edilir.

Hidrojen peroksidin doniisiimiiniin, sabit bir ¢alisma potansiyelinde olusturdugu
akim degisimlerinin izlenmesi ve bu degisimlerin hidrojen peroksit konsantrasyonu
ile iliskilendirilmesi temeli ile gergeklestirilen amperometrik yontemler oldukga
genis uygulama alanma sahiptir (Zheng ve ark., 2008; Yuan ve ark., 2008).
Amperometrik yontemlerde genellikle reaksiyon sonucu olusan oksijenin veya
hidrojen peroksidin indirgenmesinden dolay1 olusan akim degisimleri bir referans
elektroda karsi belirlenir. Son zamanlardaki g¢alismalar reaksiyon bilesenlerinin
indirgenme ve yiikseltgenme degisimlerinden ziyade, hidrojen peroksidin ilgili
proteinin elektrokimyasi iizerindeki dogrudan etkisinin amperometrik olarak

gbzlemlenmesi lizerine yogunlagmistir.

Zamana karst akim degisimlerinin tespit edildigi kronoamperometri ydntemi
uygulama kolayligi, ger¢ek zamanl ve hizli cevap siiresine sahip olmasi nedeni ile
olduke¢a tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemde uygulanan sabit bir potansiyel

sonucu olusan akimin, hidrojen peroksit ilavesi sonucunda degisimi esas alinir.

Donistimlic voltametri yontemi de hidrojen peroksit tayini igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Amperometri yontemindeki ilkeye benzer olmakla birlikte
potansiyel degisimlerine karsi akim degisimleri grafige gecirilerek de tayin

yapilabilmektedir.

2.8.1.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografik olarak organik peroksitlerin varliginda hidrojen peroksit analizi i¢in
en yaygin kullanilan yontemler iyon degisim kromatografisi ve ters faz sivi
kromatografisi olarak gdsterilebilir. Degisik dedektorler kullanilabilmekle beraber,
genellikle UV dedektorleri kullanilmaktadir. Temel tayin prensibi ise hidrojen
peroksidin titanyum ve vanadyum ile olusturdugu komplekslerin kromatografik

olarak ayrilmasinin bir UV dedektorle belirlenmesidir (Scheuer, C. ve ark., 1995).

2.9. Onceki Calismalar

Tiyonin molekiiliiniin yiiksek elektrokimyasal aktivitesi dolayisiyla birgok c¢alisma

gergeklestirilmistir. Bu molekiiliin 6zellikleri {izerine yapilan literatiir taramalarinda,
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tiyoninin elektrokimyasal olarak polimerlestirilmesiyle elektrot {iizerinde farkli
kalinlikta polimer filmleri olusturuldugu gozlenmistir. Yapilan calismalarin pek

cogunda tiyoninin elektronik arabulucu olarak kullanildig1 belirtilmistir.

Chen ve grubu tarafindan yapilan bir calismada tek tabaka modifiye elektrot lizerinde
poli(tiyonin) film i¢inde horseradish peroksidaz (HRP) iizerine kurulu hidrojen
peroksit sensorii incelenmistir. Kaplanmamis altin elektrot oncelikle sulu sistamin
¢oOzeltisi i¢inde 4 saat bekletilmis, daha sonra da doymus toluen ¢ozeltisi iginde 2
saat tutularak elde edilen modifiye elektrodun, 0,1 mM tiyonin i¢eren ve 0,1 M pH’s1
8,0 olan fosfat tampon ¢ozeltisi i¢ginde doniisiimlii voltamogrami alinarak tiyonin tek
tabaka modifiye elektrot hazirlanmistir. Bu elektrot, HRP ve tiyonin igeren 0,1 M
fosfat tampon c¢ozeltisi iginde -500 mV’tan 1100 mV’a kadar taranarak
HRP/poli(tiyonin) modifiye elektrot elde edilmesi saglanmistir. Fosfat tamponu
¢ozeltisine H,0O, eklendikten sonra katodik pik akiminda artma, anodik pik akiminda
ise azalma gozlendigi bildirilmistir. Bunun da tiyonin filminin, elektronlart HRP ile
altin elektrot arasinda etkili sekilde tasidigini gosterdigi kaydedilmistir. HRP katalizli

H,0, nin indirgenme reaksiyonu asagida gosterilmistir (Chen ve ark., 1999).
HRP (Fe*")+H,0, —> Bilesik | + H,O
Bilesik I + poli(tiyonin) (Red) —> Bilesik II + poli(tiyonin) (Ox)
Bilesik IT + poli(tiyonin) (Ox) —> HRP (Fe**) + poli(tiyonin) (Ox)
Poli(tiyonin) (Ox) + 2e”+ 2H"—> Poli(tiyonin) (Red)

Kui ve grubu tarafindan, H,O,’i tayin etmek i¢in tek zincirli DNA esliginde

poli(tiyonin) (PTH) nanoseridinin elektropolimerizasyonu iizerine galisilmistir.
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Sekil 2.10. DNA esligindeki poli(tiyonin) nanoseritlerinin elektropolimerizasyonun sematik

gosterimi (Kui ve ark.2010).
Calismada karbon pasta elektrot (CPE) iizerine DNA eklenmis ve tiyonin monomer
cozeltisi ile ylizey kaplamas1 yapilmistir (Sekil 2.10). Hazirlanan tiyonin/DNA/CPE,
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, 0,30 M, pH 7,0) i¢ine alinmais, -0,6 V ve 0,4 V arasinda
doniistimlii voltametri teknigi ile taranarak elektropolimerizasyonu yapilmig ve
PTH/DNA/CPE seklinde gosterilmistir. Ayrica DNA olmadan PTH/CPE hazirlanmis
ve diger elektrot ile karsilastirilmistir. DNA olmadan hazirlanan PTH’in pik
akimlarin daha diigiik oldugu, DNA modifiye CPE’un ise herhangi bir redoks
pikinin olmadigi dolayisiyla da DNA’nin -0,6 V ve 0,4 V arasi potansiyellerde
elektroaktif 6zellik gostermedigi rapor edilmistir. DNA varliginda hazirlanan PTH’in
daha yiiksek pik akimlara sahip olmasinin, DNA molekiil kalib1 boyunca tiyonin
monomerlerinin siralanip gelistiini gosterdigi belirtilmistir. Calisma kapsaminda
PTH/DNA nanoseritlerinin  H,O,’i  algilamadaki elektrokatalitik  aktivitesi
arastirtlmistir. PBS ¢ozeltisine H,0, ekledikten sonra indirgenme pik akiminda artma
ve yiikseltgenme pik akiminda da diisiis gozlendigi ve bunun da H,O;’in tipik
elektrokatalitik indirgenme prosesine karsilik geldigi belirtilmistir. PTH/CPE’a aynmi
miktarda H,O; eklendiginde de redoks pik akiminin ¢ok az degistigi gozlenmis
dolayisiyla H,O,’in indirgenmesi i¢in, PTH’in elektrokatalitik aktivitesinin, DNA
molekiil kalib1 varliginda ¢ok i1yi gelisme gdsterdigi sonucuna varilmistir (Kui ve

ark., 2010).

Huang ve grubu tarafindan, paladyum nanopartikiil kapli karbon nanofiber modifiye

elektrot kullanilarak dopamin, iirik asit ve askorbik asidin eszamanli olarak
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elektrokimyasal tayini gergeklestirilmistir. Calismada paladyum nanopartikiilii kaph
karbon nanofiberleri (Pd/CNFs) ile modifiye edilmis karbon pasta elektrodu
(Pd/CNF/CPE) ile dopamin, lrik asit ve askorbik asitin tayini i¢in bu sistemin
miilkemmel bir elektrokimyasal katalitik aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica
yiiksek segicilik ve duyarliliga sahip olan yontem, idrar 6rneginde, enjekte edilebilir

ilac ve iirik asidin dopamin tayininde uygulanmistir.

Dao-Jun Guo ve Hu-Lin Li tarafindan fonksiyonel MWNT vyiizeyleri tizerinde Pd
nanoparg¢aciklarinin elektrokimyasal sentezi ¢alisilmistir. Paladyum nanopartikiilleri
potansiyel basamakli bir yontemle 4-aminobenzen monoloyer asilanmis ¢ok duvarl
karbon nanotiipleri (MWNT'ler) iizerinde elektrokristalize edilmistir. Elde edilen Pd /
MWNT kompozitinin yapist ve dogasi, transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) ve
X-1s1m1 kirinimi (XRD) ile karakterize edildiginde sonuglar, elektrokimyasal olarak
sentezlenen Pd nanopartikiillerin homojen olarak dagilmis oldugunu gostermektedir.
Ayrica modifiye elektrot sisteminin hidrazin oksidasyonu i¢in yiiksek elektrokatalitik
aktivite gosterdigi gozlenmistir. Bu sonuglar, Pd / MWNT kompozitlerinin yakit

hiicreleri i¢in potansiyel uygulama alanina sahip oldugunu gostermektedir.

Dhanuskodi ve grubu tarafindan yapilan bir ¢calismada ise telliir nanopartikiillerine
dayanan yiiksek performansli superkapasitor ve enzimatik olmayan hidrojen peroksit
sensoOril incelenmistir. Telliir nanopartikiilleri (Te Nps) 1slak kimyasal yontemle
sentezlenmis ve XRD, Raman, FESEM, TEM, XPS ve UV-Vis ile karakterize
edilmistir. Calismada telliir nanopartikiilleri, grafit folyo ve camsi karbon elektrot
(GCE) tizerine kaplanmis ve elektrotlar superkapasitér ve biyosensor uygulamalari
i¢cin hazirlanmistir. Stiperkapasitor performanst hem doniisiimlii voltametri (CV) hem
de galvanostatik sarj-desarj metodu ile 2 M KOH elektrolit i¢inde degerlendirilmistir.
Sarj-desarj metodunda Te nanopartikiilleri, oldukca yiiksek bir ¢evrim dmrii (1000
devirden sonra % 100) ile &zel bir kapasitans gostermektedir. Ayrica Te
nanopartikiileri ile modifiye edilmis cams1 karbon elektrotun H,O, sensorii olarak
performansi doniistimlii voltametri (CV) ve kronoamperometri (CA) yontemi ile
fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS) kontrol edilmistir. H,O,’nin dogrusal araliginda, Te
nanopartikiilerinin yiikksek duyarlilik gosterdigi saptanmis, tayin limitinin 0.3 uM

oldugu ve yanit siiresinin 5 saniyeden az oldugu rapor edilmistir.
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Wu ve arkadaslari, karbon destekli Cu@Pt c¢ekirdek-kabuk nanopartikiillerine
dayanan elektrokimyasal hidrojen peroksit sensorii gelistirmislerdir. Cu@Pt / C
nanokompozitleri iki agsamali indirgeme yontemi ile sentezlenmistir. Elektrokimyasal
calismalar, genis bir dogrusal aralikta, yiiksek bir duyarlilikla, hidrojen peroksidin Pt
/ C'den daha diislik bir oranda indirgenmesi icin daha iyi elektrokatalitik etkinlige
sahip oldugunu gostermistir. Ayrica biyosensoriin diisiik tayin limitine (sinyal /
giriilti = 3) sahip oldugu gorilmiistir (0.15 uM). Ayrica, Cu@Pt / C'ye dayanan
sensOriin milkemmel uzun siireli kararliligi, yiiksek tekrarlanabilirligi ve kabul

edilebilir segiciligi nedeniyle potansiyel uygulamalara sahip oldugu da goriilmiistiir.

Narwal ve arkadaslar1 tarafindan altin elektrot iizerine immobilize edilmis
hemoglobin nanopartikiillerine dayali bir amperometrik H>O, biyosensorii
gelistirilmistir. Hemoglobin nanopartikiilleri ( Hb Np ), desolvasyon yontemi ile
hazirlanip karakterizasyonu transmisyon elektron mikroskopisi (TEM), UV
spektroskopisi ve Fourier dontisimii IR (FTIR) spektroskopisi ile yapilmistir.
Amperometrik H,O, biyosensorii, HbNp'leri bir polikristalin Au elektrotuna (AuE)
kovalent olarak sabitlenerek hazirlanmis ve HbNps / AuE, HbNp'lerin
immobilizasyonu o6ncesi ve sonrasinda taramali elektron mikroskobu (SEM),
dontisiimlii voltametr1 (CV) ve elektrokimyasal impedans spektrumu (EIS) ile
karakterizasyon  gergeklestirilmistir.  Biyosensoriin, mevcut  biyosensorlerle
kiyaslamasi yapildiginda H,O, igin disiik tayin limiti (1.0 pM), yiiksek duyarlilik
(129 £ 0.25 pA cm? mM™) ve daha genis dogrusal aralik (1.0-1200 uM) gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica bu biyosensor ile goriiniiste saglikli kisiler ve tip II diyabet
hastalarina ait serumlarda H,O, seviyesi Ol¢iilmiistiir. HbNp / AuE sensoriiniin, 4 °©
C'de kuru olarak depolandiginda, 90 giinliik diizenli kullanimdan sonra ilk

etkinliklerinin % 10'unu kaybettigi de rapor edilmistir.

Hosseini ve arkadaslari, paladyum nanopartikiilleri ile poli (3,4-etilendioksitiyofen)
nanofiberlerin katalitik 6zelliklerine dayali enzimatik olmayan glikoz ve hidrojen
peroksit sensorlerini ¢alismislardir. Poli (3,4-etilendioksitiyofen) nanofiberlerin (Pd-
PEDOTn) igine dahil edilen Pd nanopartikiilleri ile basit bir yontem kullanilarak
biyosensoriin hazirlandigi bildirilmis ve Pd-PEDOTnN nanokompozitleri transmisyon
elektron mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM), X-1s1m1 kirmimi
(XRD) ve donilisimlii voltametri (CV) ile karakterize edilmistir. Pd-PEDOTn
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katalizoriiniin glikoz ve hidrojen peroksit (H,0,) tayini i¢in milkemmel performans
sergilediginin belirtildigi ¢alismada kronoamperometrik olgiimler ile glikoz ve
H20-'in dogrusal araligi saptanmistir. Pd-PEDOTn modifiye elektrot sisteminin, kan
orneklerinde yaygin olarak bulunan askorbik asit (AA) ve iirik asit (UA) gibi girisim
yapan tiirlerin varliginda glikoz tayini i¢in yiiksek elektrokimyasal aktivite gosterdigi
bildirilmistir ve yiiksek hassasiyet, se¢icilik ve tekrarlanabilirligi nedeniyle kompleks
matrislere uygulanabilir diizeyde ucuz bir amperometrik glikoz biyosensoriiniin
hazirlanmas1 i¢in ideal olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica Pd-PEDOTn
modifiye elektrot sisteminin gerg¢ek orneklerdeki performansi insan kan 6rnegi ile de

degerlendirilmistir.

Karuppuiah ve grubu tarafindan, paladyum nanopartikiilleri ve nafyon ile modifiye
edilmis elektrotlara dayali ultra segici ve hassas bir enzimsiz hidrojen peroksit
sensorli gelistirilmistir. Elektrotun yiizey morfolojisi, alan emisyon taramali elektron
mikroskopisi ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi kullanilarak karakterize
edilmistir. Gelistirilen sensoriin  -0.2 V'de elektrokatalitik hidrojen peroksit
indirgemesi (H20,) i¢in mitkkemmel aktivite gosterdigi belirtilmistir. Sensor, genis bir
dogrusal araliga sahiptir ve H,O; i¢in 0.018 uM'lik bir tayin limiti ortaya koymustur.
Buna ek olarak, sensoriin kabul edilebilir bir tekrarlanabilirlik, yeniden tretilebilirlik
ve stabilite ile yiliksek bir duyarlilik gosterdigi de kaydedilmistir. Gelistirilen H,O;
sensOrii, potansiyel olarak girisim yapabilecek tiirlerin daha  yliksek

konsantrasyonlarinda bile oldukga yiiksek segicilik gostermistir.

Han ve arkadaslari, paladyum nanopartikiil-¢ift tabakali grafen hibrid modifiye
elektrotta hidrojen peroksit tayini calismiglardir. Calisma elektrotu olarak camsi
karbon elektrotunun kullanildig1 biyosensdr ile Pd nanopartikiilleriyle kaplanmus ¢ift
katmanli grafen filmlerle (BGFs) modifiye edilmis sisteme dayanan nonenzimatik
H.0, tayininin gergeklestirildigi bildirmektedirler. BGFs sisteminin, biiyiik ol¢iide
erisilebilir aktif yiizey alan1 ve modifiye elektrotlarin elektrokatalitik performansin
biiyiik dl¢lide arttiran elektron transferi i¢in miikemmel iletken arayiizler sagladigi
goriilmistiir. HoO,'nin amperometrik tayini i¢in 3 saniyeden kisa bir hizli tepki siiresi

ve 4 uM'den 13.5 mM'ye kadar genis bir dogrusal aralik sergilendigi de bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Voltametrik Yontemler

Voltametri, bir indikator veya ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6l¢iilmesinden yararlanilarak
analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemi kapsamaktadir. Analit
derisimi ile orantili olan akimin, sabit bir potansiyelde Olciilmesiyle uygulanan
teknige de amperometri denir. VVoltametride herhangi bir maddenin elektrokimyasal
davranisini incelemek i¢in elektroda uygulanabilecek potansiyel araliginin sinirlari
kullanilan ¢alisma elektrodunun, kullanilan ¢dziiciiniin ve elektrolitin tiirlerine

baglidir.

Cozeltiye voltametrik gerilim araliginda elektroaktif olmayan iyonlar fazla miktarda
eklendiginde bu iyonlar elektrik yiikiiniin tasmmimima daha ¢ok katkida
bulunmaktadir. Bu durumda elektroaktif maddenin ya da bu maddeden olusan iyonik
bir tlirlin go¢ akimina katkis1 Onemsizlesir. Bu nedenle sadece difiizyon akimi
degerinden olusan akim degeri azalir. Destek elektrolit adin1 alan bu iyonlarin bir
bagska goérevi de ¢ozeltinin elektriksel direncini azaltmaktir. Destek elektrolitin
varliginda ve ¢o0zeltinin karistirilmadigi durumlarda elektroaktif tiirin elektroda

tasinimi sadece diflizyon yolu ile olmaktadir.

Voltametri, tam derisim polarizasyonu sartlarinda bir elektrokimyasal hiicrede olugan
akimin Ol¢iilmesine dayanir. Bunun tersine, potansiyometrik 6l¢timler, akimin sifira
yaklastigt ve polarizasyonun olmadigi sartlarda yapilir. Voltametri, derisim
polarizasyonunun etkilerini en aza indirmek veya gidermek icin gerekli tedbirlerin
alinmas1 yoniinden elektrogravimetri ve kulometriden farkliliklar gostermektedir.
Ayrica, voltametride analit minumum miktarda harcanirken, elektrogravimetri ve

kulometride hemen hemen tiim madde baska bir hale doniistiiriiliir.

3.1.2. Doniisiimlii Voltametri

Elektroaktif bir maddeyi iceren durgun bir ¢ozeltide bir mikroelektroda zamanla
dogrusal olarak artan bir potansiyel uygulandiginda akim-potansiyel egrisi bir pik

seklinde karsimiza ¢ikar. Bu uygulamada potansiyel taramasi ileri yonde belli bir
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gerilim degerine ulastiktan sonra tekrar dogrusal olarak azalacak sekilde terse

cevrilirse yontem doniisiimlii voltametri adin1 alir.

Bir CV deneyinde, kiiciik boyutlu durgun bir elektrot, durgun bir ¢ozeltide, Sekil
3.1°de goriinen sekle benzer dalga formuna sahip bir potansiyel degisimi
uygulanarak, bir akim sinyali vermesi saglanir. U¢gen dalga formu, ileri ve bunun
tersi yondeki potansiyel taramasimi temsil eder. Ik taramanmn yénii, numunenin
bilesimine bagli olarak, negatif yonde olabilecegi gibi, tersi de olabilir. Daha negatif
potansiyellere dogru gidilerek tarama yapiliyorsa, buna ileri tarama; diger yondekine
de geri tarama denir. Tarama siireleri 1 ms veya daha kisa siirelerden baslar; 100 s

veya daha uzun degerlere ¢ikabilir.

Dontigiimlii voltametri (CV), elektrokimyasal yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen
yontemlerden birisidir. Doniisiimlii voltamogramlarin ayrintili incelenmesiyle, bir
sistemin hangi potansiyelde indirgenip yiikseltgendigi veya elektrot tepkimesinin
cozeltide bir kimyasal tepkime ile ilgili olup olmadigi, elektrokimyasal agidan
tersinir olup olmadigr ve tepkime iiriinlerinin kararliligi hakkinda sonug elde
edilebilmektedir. Bir CV deneyinde tek bir tam dongii, bir yarim dongii veya birden
cok dongii kullanilabilir. Sekil 3.2°de ¢ozeltinin donilisiimlii uyarma sinyaline verdigi

akim cevabi goriilmektedir.

Potansiyel, V

Zaman, t

Sekil 3.1. Doniigiimlii voltametrik uyarma sinyali.
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Akim, A

Gerilim, V
Sekil 3.2. Tipik bir déniistimlii voltamogram.
3.2. Sabit Potansiyelde Elektroliz

Bu elektroliz yonteminde elektrot potansiyeli sabit tutularak reaksiyon yapilmaktadir.
Bu sistemde c¢alisma ve karsit elektrodun yaninda referans elektrot da
kullanilmaktadir. Nernst esitligine gore, zamanla elektroaktif —maddelerin
konsantrasyonlar1 degiseceginden, potansiyostat kullanimiyla ¢aligma elektrodunun
potansiyeli daima sabit tutulmaktadir. Bu yontem sayesinde akimm da kontrol
edilmesiyle, elektroaktif tiirler yiizeyde istenilen kalinlikta elektrokimyasal olarak
biriktirilebilmektedir. Potansiyel kontrollii elektroliz ancak lglii elektrot

sistemlerinde uygulanabilmektedir.

Kontrollii potansiyel elektroliz yonteminde ¢alisma elektrodunun potansiyeli uygun
bir referans elektrotuna gore Olgiilmektedir. Calisma elektrodunda ve Kkarsit
elektrodunda etkiledigi potansiyel, daha sonra referans elektroduna gore katoda veya

anoda arzu edilen potansiyeli verecek seviyeye ayarlanabilmektedir.

Referans elektrot ve katot arasindaki potansiyel farki bir elektronik voltmetre ile

Olgiiliir. Calisma elektrodu ve karsit elektrodu arasina uygulanan potansiyel, bir
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voltaj boliiciisii ile kontrol edilir ve bdylece katot potansiyeli ayirma i¢in uygun bir

seviyede tutulmus olur.

Kulometri, analitin nicel olarak farkli yiikseltgenme durumuna doniistiiriilmesi igin
gerekli olan elektrik miktarinin 6lgiilmesini igeren bir grup analitik y6ntemi
kapsamaktadir. Elektrik veya sarj miktart Coulomb (c) ve Faraday (f) birimleri
cinsinden Ol¢lilmektedir. Coulomb, bir saniyede bir amperin sabit bir akimi ile
tasinan yiik miktari, Faraday ise bir mol elektron ile iliskili olan Coulomb'taki

yiiktiir.

Elektroliz islemi sirasinda yiiksek akim vermek icin nispeten yiiksek baslangic
potansiyeli uygulanabilir. Bununla beraber, elektroliz ilerledik¢e dlgiilen akim azalir.
Elektrolizin tamamlanmasi, akimin sifira yaklagmasiyla gosterilir. Tipik bir sabit

potansiyelli elektrolizde meydana gelen degisimler Sekil 3.4’te gosterilmistir.

Alm, A

Zaman, t
Sekil 3.3. Sabit potansiyelli elektroliz sirasinda akim degisimi.
Kulometri (ya da potansiyostatik kulometri) ile kontrollii potansiyel elektroliz
yonteminde, caligma elektrodunun potansiyelini sabit bir seviyede tutmayr ve
bdylece analitin kantitatif oksidasyonunun veya indirgenmesinin numunede ya da

¢Oziiciide daha az reaktif tlire sahip olmadan ger¢eklesmesini gerektirir. Burada akim
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baslangigta yiiksek ancak analit ¢ozeltiden c¢ikarildiginda hizla azalir ve sifira
yaklagir.(Sekil 3.3.)
3.3. Kronoamperometri

Bir potansiyel basamak teknigi olan kronoamperometride, calisma elektrotunun
potansiyeli ani olarak degistirilir ve durgun ortamda akim-zaman iliskisi incelenir.

Uygulanan sabit gerilimde akimin zamanla degisiminin 6l¢iildiigii bu teknik

Kronoamperometri adini alir.

E:

L4

t t
(a) (b)

Sekil 3.4. Kronoamperometride a) calisma elektrotuna uygulanan potansiyel programi, b)
elde edilen akim-zaman egrisi.

Once calisma elektroduna herhangi bir indirgenmenin olmadigi E; potansiyeli
uygulanir, daha sonra potansiyel ani olarak E;’ye degistirilir. E; potansiyeli,
indirgenme difiizyon kontrollii olacak sekilde secilmelidir. Ej; difiizyon smnir
akimmin plato bolgesinden, Ei; elektroaktif maddenin indirgenmedigi ve artik
akimin oldugu herhangi bir potansiyel se¢ilmelidir. Potansiyel E, degerinde belirli
bir siire sabit tutulmalidir. Bu potansiyelde olusan akimin zamanla degisimi

asagidaki Cottrell esitliginde verildigi gibidir.
i = (NFADYCy) / (1%

Bu esitlikte, 1, akim (Amper); A, elektrot alani (sz) n, aktarilan elektron sayist; D,
difiizyon katsayisi (cm?/s); F, faraday sabiti (96.485 Cleq); C,, elektroaktif maddenin

baslangi¢ konsantrasyonu (mol/cm®); t, zaman (s) olarak verilmistir.
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E; potansiyelinde reaksiyon gergeklesmez ancak E; potansiyelinde ise akim difiizyon

kontrollidiir. Cottrell esitligine gore akim, {12

ye gore grafige gecirildigi zaman
orijinden gegen bir dogru elde edilir. Bu grafik yardimiyla bir elektrot reaksiyonunun
difiizyon kontrollii olup olmadig test edildigi gibi elektroaktif maddenin diflizyon
katsayis1 ve aktarilan elektron sayisi da bulunabilmektedir. Ancak yapilan deneyin

giivenilirliginin olmasi i¢in zaman araliginin genis tutulmasi gerekir.

3.4. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) Yontemi

Elektrokimyasal karakterizasyon yontemlerinden biri olan Elektrokimyasal
Empedans spektroskopisi (EIS) temelde elektrokimyasal bir tekniktir ancak frekans
degisimleri uygulanarak yapildigi icin spektroskopi ismini almaktadir. Modifiye
yiizeylerin karakterize edilmesinin yaninda korozyon, piller, yar iletken elektrotlar,
sensorler ve biyolojik sistemlerin incelenmesi i¢in de kullanim alanina sahiptir. Bu
teknigin en dnemli avantajlarindan biri elektrokimyasal sistemleri denge durumunda
incelemesidir. EIS modifiye yiizeylere zarar vermeyen hassas bir teknik olarak
nitelendirilebilir. EIS teknigi genel olarak, elektrokimyasal sistemi bir elektrik
devresine benzetir, sistemdeki tiim elektrotlar1 ve ¢ozeltiyi iceren bir elektrik devresi
cizer ve similasyon teknigi ile elektrik devresindeki tiim pargalarin direng gibi
ozelliklerinin bulunmasini saglamaktadir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi
yontemi ile metal yilizeyine uygulanan kiigiik genlikli alternatif akim, yiizey yapisini
fazla degistirmediginden metalin direnci ve yiizey yapisi ile ilgili daha dogru
sonuclar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu yontem ile belirlenen direng
polarizasyon direnci olup, buna ilave olarak da yiik transfer direnci, ylizeydeki
kaplama veya film direnci ve iyon diflizyonuna karsi gosterilen direncler ile ilgili

bilgi edinilebilmektedir (Erbil, 1987; Erbil ve Dehri, 2000, Erbil, 2004).

3.5. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) sayesinde, bir cismi yaklasik bir milyon defa
biiyiitlip, bunu bir ekranda gostermek ayni zamanda buradan fotografini almak
miimkiindiir. Bu sekilde yapilan bir biiyiitmeyle bir kristal sebekesindeki atomlarin
dizilisi incelenebilmektedir. Bu mikroskopi yontemi ¢ok kiiciik bir alana odaklanan

yiiksek enerjili elektronlarla yiizeyin taranmasi prensibiyle ¢alismaktadir.
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SEM cihaz1 baslica li¢ kisimdan meydana gelir. Bunlar optik kolon, 6rnek haznesi ve
goriintiileme sistemi olarak adlandirilabilir. Optik kolon, elektron tabancasi adi
verilen ve incelemesi yapilacak o6rnek iizerine gonderilecek olan elektron 1sininin
iiretildigi kistmdir. Ornek haznesinde ise incelenmek {izere hazirlanan materyal
bulunur. Goriintiiniin elde edilmesi ise gelen elektron 1sinlarinin 6rnek yilizeyinden

yansimasi sonucunda degerlendirilmesiyle olmaktadir.

SEM teknigi ile bir goriintii elde etmek i¢in numunenin yilizeyine ¢ok iyi odaklanmis
bir elektron demeti diisiiriiliir. Bir elektronik mikroskobik goriintii elde edilirken, kati
numunenin yiizeyi, ince odaklanmis bir elektron demetiyle raster desende
stiptirilmektedir. Raster, bir elektron demetinin bir yiizey boyunca diiz bir ¢izgide
taranmasiyla, baslangic konumuna geri dondiigii ve asagiya standart bir artigla
kaydirdig: bir tarama kalibidir. Bu isleme, yiizeyin istenen bir alami taranana kadar
devam edilir. Birkag cesit sinyal, enerjik bir elektron demeti tarandiginda bir
yiizeyden fretilir. Bu sinyaller geri sagilmis, sekonder ve Auger elektronlarini
icermektedir; X-151m1 floresani; ve g¢esitli enerjilerin diger protonlari sayilabilir.
Biitiin bu sinyaller yiizey ¢aligmalari i¢in kullanilir ancak bunlardan en yaygin olani
geri  sacilmis  ve ikincil elektronlardir. Bu elektronlar taramali elektron

mikroskopisinin temelini olusturmaktadir.

3.6. Standart Ekleme Yontemi

Numune matrisine benzetimin ¢ok zor veya imkéansiz oldugu durumlarda standart
ekleme yontemi kullanilir. Genellikle analitin standart ¢ozeltisinden bilinen miktar
veya miktarlarda ekleme yapilarak numunedeki analit derisiminin arttirilmasi
saglanir. Tek nokta standart ekleme metodunda numuneden iki kisim alinir ve bir
kisim iizerinde dogrudan O6l¢me yapilirken ikincisine ise belli miktarda analit
cozeltisi eklenip daha sonra 6lgmeye gecilir. Her iki islem i¢in de bulunan sinyallerin
kullanilmasiyla bilinmeyen derisim hesaplanir. Coklu ekleme yontemi ise
numuneden alian ¢ok sayida kisim {izerine, bilinen ama farkli miktarlarda standart
analit ¢ozeltileri eklenir ve bu eklemeden bir kalibrasyon grafigi olusturulur. Coklu
ekleme yoOntemi analit derisimi ile sinyal arasindaki iliskinin anlasilmasi i¢in de

ipucu verir. Standart ekleme yonteminde sinyalin derisimle dogrusal olarak degistigi
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varsayllmaktadir. Bu varsayimin dogrulugunun her zaman kontrol edilmesi gerekir

ve bu dogrusalligin goriilmesi i¢in de ¢oklu ekleme yontemi kullanilmalidir.

Standart ekleme yontemi dogru kullanilirsa oldukca yararli bir yontemdir. Her
seyden Once birincisi, yabanci tlirlerin analitik sinyale katki yapmamasi i¢in iyi bir
tamk oOlgiimii bulunmalidir. Ikincisi ise numune matrisinde analit kalibrasyon
grafiginin dogrusal olmasi gerekir. Coklu ekleme yontemi bu varsayimin kontroliinii
de saglamaktadir. Bu yontemin temel iistiinliigii analizcinin 6nceden bilemeyecegi
karmagik girisimlerden kaynaklanan hatalar1 biiyilik 6l¢giide telafi eder. Eklemeler ve

Ol¢meler icin fazladan zaman gerektirmesi, coklu ekleme yonteminin dezavantajidir.

3.7. Referans Elektrotlar

Bir referans elektrot tam olarak bilinen, sabit ve incelenen ¢6zeltinin bilesiminden
hi¢ etkilenmeyen bir potansiyele sahip olmalidir. Bunlardan ayr1 olarak bir referans
elektrotun kolay hazirlanabilmesi ve dayanikli olmasiyla birlikte hiicreden kiigiik
akimlar gegerken bile sabit olan potansiyelini belli bir diizeyde korumasi

gerekmektedir.
Iyi bir referans elektrot;

- Tersinirdir ve Nernst esitligine uyar.
- Zamanla degismeyen bir potansiyeli vardir.
- Kiiciik bir akima maruz kaldiktan sonra orijinal potansiyeline geri doner.

- Sicaklik degisimine ufak bir etki gosterir (Skoog ve ark.,1998).

Referans elektrot kullaniminda dikkat edilmesi gereken nokta ise ¢o6zeltinin
kirlemesini ve i¢ ¢ozeltiden gelen giimiis veya civa(l) iyonlar ile analit ¢dzeltisinin
reaksiyonundan dolay1 temasin tikanmasini 6nlemek i¢in igteki sivinin seviyesi,
numune ¢dzeltisinin seviyesinin lstiinde tutulmalidir. Temas tikanmasi, muhtemelen
potansiyometrik Olglimlerde hatali hiicre davraniginin (giiriiltii) en temel nedeni
olarak sayilabilir. Bunlar1 6nlemek i¢in de referans elektrot ile analit ¢ozeltisi
arasinda iyi bir temas saglamak ic¢in ¢esitli diizenlemeler yapilabilir.(Skoog ve

ark.,1998)
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3.7.1. Kalomel Elektrotlar

Kalomel referans elektrotlar civa(l) kloriir bakimindan doymus bir ¢ozelti ile temasta
olan civadan olusur ve farkli olarak belli derisimde potasyum kloriir icerir. Yari

hiicresi ise asagidaki gibi gosterilir:

Hg | HgxCl, (doygun), KCI (xM) ||
X, c¢ozeltideki potasyum kloriiriin molar derisimi olarak ifade edilir.
Bu yar1 hiicrenin elektrot potansiyeli ise;

Hg2Clo + 26" < 2Hg(s) + 2CI°

Bu potansiyel, x ile gosterilen kloriir derisimine baglidir bu nedenle bu elektrotu

tanimlarken KCl derisiminin belirtilmesi gerekmektedir.

Doygun kalomel elektrot (DKE), kolay hazirlanmasi sebebiyle analitik kimyacilar
tarafindan yaygin kullanim alanina sahiptir. Ancak diger kalomel elektrotlar ile
karsilastirilma yapildiginda dezavantaj olarak, sicaklik sabitinin énemli 6l¢iide biiyiik
oldugu goriiliir. Bagka bir dezavantaj olarak da sicaklik degistiginde potansiyelin
yeni bir degere, potasyum kloriir ile kalomelin ¢6ziiniirliik dengesinin yeniden
kurulmasinin gerektirdigi zaman nedeniyle, ¢ok yavas ulasmasi sayilabilir. Doygun
kalomel elektrotun, 25 °C’daki potansiyeli 0.2444 V olarak bilinir (Skoog ve ark.,

1998).

3.7.2. Giimiis- Giimiis Kloriir Elektrotlar

En yaygin olarak pazarlamasi yapilan referans elektrot sistemleri, glimiis kloriir ile
doyurulmus potasyum kloriir ¢ozeltisine bir glimiis elektrotun batirilmasiyla elde

edilmektedir:

Ag| AgCI (doygun), KCI (x|v|)||
Elektrot potansiyeli ise asagidaki yari-hiicre reaksiyonu tarafindan belirlenir:
AgCl (k) +e < Ag (k) +CI’

Normal sartlarda bu elektrot ya doygun ya da 3,5 M potasyum kloriir ¢ozeltisiyle

hazirlanmaktadir.

42



Giimiis-giimiis kloriir elektrotlar kalomel elektrotlardan farkli olarak 60°C’nin
tizerindeki sicakliklarda kullanilmaktadirlar. Diger bir farklilik ise civa(I) iyonlari
glimiis iyonlaria kiyasla daha az numune bileseniyle reaksiyona girmektedir ve bu
tiir tepkimeler elektrotla analit ¢zeltisi arasinda bulunan temasin tikanmasina neden

olabilir.

3.7.3. indikator Elektrotlari

Referans elektroda bagli olarak galisan ve potansiyeli de analit derisimine bagli olan

elektroda indikator elektrot, bir diger deyisle ¢alisma elektrotu da denilmektedir.
3.8. Deneysel Kisim

3.8.1. Kullanmilan Kimyasallar

Tiyonin asetat, K,PdCl,, %34.5-36.5’1lik hidrojen peroksit (H20,) ¢ozeltisi, stlfiirik
asit (H,SO,4) Sigma-Aldrich’ten, fosfat tamponu hazirlanmasi i¢in sodyum dihidrojen
fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,O) ve sodyum hidrojen fosfat dihidrat
(Na;HPO4.2H,0) J.T. Baker’den saglanmis ve ckstra saflastirma islemine tabi

tutulmadan kullanilmustir.

3.8.2. Hazirlanan Cozeltiler

Calismalarin yapildig: sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in {i¢ kere destile edilmis saf
su kullanilmigtir. Tiyonin ¢ozeltisinin hazirlanmast islemi pH’st 7 olan fosfat
tamponunda gerceklestirilmistir ve bu ¢dzeltinin igerisine destek elektrolit olarak
H,SO,4 eklenmistir. K,PdCly ¢ozeltisinin hazirlanmas: ise destile edilmis saf su
kullanilmis H;O, ¢o6zeltisi ise pH’st 7.4 olan fosfat tamponu kullanilarak
hazirlanmistir. Monomer ¢ozeltisi haricinde kullanilan ¢ozeltiler deneyler 6ncesinde

saf azot gazi ile doyurularak ¢6ziinmiis oksijenin uzaklagmasi saglanmistir.

3.8.3. Kullanilan Cihazlar

Elektrokimyasal deneylerin hepsi CHI 600E elektrokimyasal galisma istasyonunda
gerceklestirilmistir. Ayrica elektrokimyasal empedans spektoskopisi (EIS) calismasi
da IVIUM Pocketstat empedans analizorii ile kaydedilmistir. Sensdr sisteminin

fiziksel karakterizasyonu Hitachi SU 1510 model Taramali Elektron Mikroskobu
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(SEM) ile yapilmistir. Enerji Dagilim1 X-Isinlart Spektroskopisi (EDS) kullanilarak
da biyosensor sisteminin Pd iceriginin analizi gergeklestirilmistir. Elektrokimyasal
calismalarda ¢alisma elektrotu olarak 2 mm ¢apinda camsi karbon elektrot (GCE),
karsit elektrot olarak Pt tel, referans elektrot olarak da doygun kalomel elektrot
(SCE) kullanilmistir. SEM 6rneklerinin hazirlanmasi i¢in ¢aligma elektrotu olarak
kullanilan GCE yerine, onunla ayn1 yiizey alanina sahip kalem grafit elektrot (PGE)
tercih edilmistir. Kudos marka ultrasonik banyo cihazi ¢alisma elektrotunun temizligi

icin kullanilmistir. Yapilan tiim deneyler oda kosullarinda gerceklestirilmistir.

3.8.4. Calisma Elektrotunun Temizligi ve Kullanima Hazirlanmasi

Deney sirasinda kullanilacak olan elektrotlarin temizligi sonuglarin giivenirligi ve
dogrulugu yoniinden olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bunun igin oncelikle
deneyde kullanilacak olan GCE sirastyla 1.0 um ve 0.05 um boyutlara sahip aliimina
ile parlatilmig ve bir miktar saf su igeren beher igerisinde 10 dk boyunca sonikator

cihazinda tutularak sonikasyon iglemine tabi tutulmustur.

3.8.5. Elektrokimyasal Hiicre
Deneysel calismalar ticlii elektrot sistemi ile gerceklestirilmis ve kullanilan hiicre

Sekil 3.5’te sematik olarak gosterilmistir.

Teflon Kapak
Elektrot girisgi | N2 eikagt |
Elektrot girisi

Elektrot girisi
Elektrot girigi

..

w

Calisma elektrodu Referans Elcktrot Karsit elektrot
(GCE) (SCE) (Pt tel)

Sekil 3.5. Kullanilan elektrokimyasal hiicre.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Polimer Filminin Elektrot Yiizeyine Kaplanmasi

Iletken politiyonin (PTH) filminin camsi1 karbon elektrot (GCE) yiizeyine
elektropolimerizasyon ile kaplanmasi i¢in doniisiimlii voltametri (CV) yontemi
kullanilmistir. Elektropolimerizasyon iglemi Oncesinde elektrot aktif hale getirilmis
olup aktivasyon i¢in kaplanmamis elektrota 50 MM H,SOy igeren 0.1 mM’lik tiyonin
asetat ¢ozeltisinde +1.5 V’da 5 dakika boyunca sabit potansiyelde elektroliz
uygulanmistir. Sonrasinda -0.4 V ile + 0.1 V araliginda ayni ¢dzelti igerisinde ¢ok
dongiilii voltamogram alinarak elektrotun PTH ile kaplanmasi saglanmistir (Sekil

4.1).

Akim / 1e-5A

Potansiyel / V

Sekil 4.1. PTH filminin GCE yiizeyine 0.5 M H,SO, igeren 0.1 mM tiyonin asetat
cozeltisinden doniisiimlii voltametri yontemiyle kaplanmasi (Tarama hizi: 100
mVs™).

Sekil 4.2°de elektrot yiizeyine kaplanan polimer filmin 0.5 M H,SO, ¢ozeltisinde

kaydedilen bos ¢ozelti voltamogrami verilmistir. Politiyoninin yiikseltgenme ve
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indirgenme piklerine bakildiginda elektrot yiizeyinde kaplamanin rahatlikla

gerceklestigi gorilmistiir.
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0§ - F
04 5
02 5
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'1.2 IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII

040 03 030 025 020 015 010 005 0 005 010

Potansiyel / V

Sekil 4.2. Polimer filmin 0.5 M H,SO, ¢ozeltisindeki doniisimlii voltamogrami (Tarama
hiz1:100 mVs™).

Deneysel calismalarin bu kisminda ¢alisma elektrotunun (GCE) polimer ile
kaplanmadan Once sabit potansiyelde elektroliz yapilarak aktive edilmesinin etkisi
incelenmistir. Bu amacla aktivasyon uygulanan ve uygulanmayan GCE kullanilarak
iki farkli kaplama yapilmis ve polimerizasyon profilleri karsilagtirtlmistir (Sekil 4.3).
Sekilden anlasildig1 iizere, aktivasyon islemi uygulandig1 takdirde daha yiiksek

akimlara ulagilmakta ve daha i1yi bir polimerizasyon oldugu diisliniilmektedir.
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— PTH-50cycle aktivasyonlu
— PTH-50cycle aktivasyonsuz

Akim / 1le-5A

Potansiyel / V

Sekil 4.3. PTH filminin aktivasyonlu (siyah) ve aktivasyonsuz (kirmizi) kosullarda GCE
yiizeyine 0.5 M H,SO, iceren 0.1 mM tiyonin asetat ¢ozeltisinden doniigiimli
voltametri yontemiyle kaplanmasi (Tarama hizi: 100 mVs™).

Varilan bu sonucun teyidi i¢in ise aktivasyonlu ve aktivasyonsuz kosullarda GCE
yiizeyine ¢evrim sayist 50 olacak sekilde PTH filmi kaplanmis ve sonrasinda 2.0 mM
K;PdCl, ¢ozeltisinde 20 dakika boyunca -0.8 V’da elektroliz yapilarak polimer
filmine Pd tanecikleri immobilize edilmek suretiyle Pd/PTH/GCE modifiye elektrotu
hazirlanmistir. Daha sonra ise aktivasyonlu ve aktivasyonsuz kosullarda hazirlanan
modifiye elektrotlar ile kronoamperometrik kosullar altinda 100 mM PBS ¢6zeltisine
(pH=7.0) H,0, stok ¢ozeltisinden eklemeler yapilarak elde edilen akim artislari
karsilagtirilmistir  (Sekil  4.4).  Elde edilen kronoamperometri  egrileri
karsilastirildiginda aktivasyon yapildigi durumda daha yiiksek akimlara ulasildig
icin, deneysel c¢alismalarin bundan sonraki kisminda polimerizasyon Oncesinde

calisma elektrotuna aktivasyon islemi uygulanmaistir.
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— CA- GCE (aktivasyon yok)
— CA- GCE (aktivasyon var)
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Sekil 4.4. Pd/PTH/GCE modifiye elektrotu ile aktivasyonlu (kirmizi) ve aktivasyonsuz
(siyah) kosullarda 100 mM, pH=7.0 PBS ¢ozeltisine H,O, eklenmesiyle elde
edilen akim-zaman egrisi (V = 0.1 V vs. SCE).

Polimerizasyon islemi sirasinda monomer c¢ozeltisinde ¢oziinmiis halde bulunan
oksijen gazinin bozucu bir etkisi olup olmadiginin arastirilmasi i¢in iki seri deney
tasarlanmistir. Bunlardan birinde Pd/PTH/GCE modifiye elektrotunun hazirlanmasi
icin yapilan polimer kaplama islemi saf azot gazi gecirmek suretiyle oksijeni
uzaklastirilmis monomer ¢ozeltisinde gerceklestirilmis, digerinde ise herhangi bir 6n
islem uygulanmamistir. Iki sekilde hazirlanan modifiye elektrot sistemi ile
kaydedilen kronoamperometri egrileri karsilastirildiginda, oksijeni uzaklastirilmamais
monomer ¢ozeltisi ile hazirlanan modifiye elektrot sisteminin daha iyi sonug verdigi

gozlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Oksijenli (kirmizi) ve oksijensiz (siyah) monomer c¢ozeltisi ile hazirlanmig
Pd/PTH/GCE modifiye elektrotu ile 100 mM, pH=7.0 PBS c¢ozeltisine H,0,
eklenmesiyle elde edilen akim-zaman egrisi (V = 0.1 V vs. SCE).

Modifiye elektrot sisteminin hazirlanmasi i¢in uygulanacak onemli deneysel
parametrelerden biri de monomer ¢ozeltisinin pH degeridir. Optimum monomer
pH’sinin tespit edilmesi icin farkli pH degerine sahip PBS ¢ozeltileri ile hazirlanmis
tiyonin asetat ¢ozeltilerinde polimerizasyon islemi gercgeklestirilmis ve elde edilen
filmlerle hazirlanan Pd/PTH/GCE katalizor sistemleri karsilastirilmistir. Sekil 4.6’da
acikca gorildiigii iizere, polimerizasyon islemi nétral pH’da gergeklestirildiginde,

H,0; i¢in en yiiksek indirgenme pik akimina ulagilmistir.
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Sekil 4.6. Polimerizasyon sirasinda kullanilan monomer c¢ozeltisinin pH’sinin CA pik
akimlarina etkisi.

Gelistirilen modifiye elektrot sisteminden en yiiksek verimin alinmasi i¢in en dnemli
parametrelerden biri de siliphesiz ki polimer film kalinligidir. Polimer film
kalinliginin kontrol edilmesi i¢in polimerizasyon islemi sirasinda uygulanan g¢evrim
sayist kullanilmistir. CV yontemiyle farkli kalinlikta filmler ile elde edilen CA pik
akimlar1 grafige gecirildiginde maksimum sensor performansimnin 50 ¢evrim
kullanilarak hazirlanan polimer filmi ile elde edildigi agik¢a goriilmektedir (Sekil
4.7).
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Polimerizasyon ¢evrim sayisi

Sekil 4.7. Polimer film kalinliginin (polimerizasyon sirasinda uygulanan g¢evrim

sayisinin) H,O; pik akimina etkisi.

4.2. Pd Partikiillerinin Polimer Filmine Immobilizasyonu

Pd partikiillerinin polimer filmine immobilize edilmesi i¢in kaynak olarak K,PdCl,
¢ozeltisi kullanilmistir. Bu amagcla, destek elektrolit icermeyen, sulu 2.0 mM
KoPdCl, ¢ozeltisi igerisine PTH kapli ¢alisma elektrotu daldirilmis ve -0.8 V sabit
potansiyelde elektroliz yapilarak Pd partikiillerinin dogrudan polimer filmi
matriksine indirgenmesi saglanmis; ayrica bir indirgenme uygulanmamistir. Dahasi,
Pd kaynagi olarak kullanilan K,PdCl, ¢ozeltisinde destek elektrolit olarak HSO4
olup olmamasinin deney sonuglarina yapacagi etki de arastirilmis; hem H,SO4 igeren
hem de icermeyen ¢Ozelti ile hazirlanan modifiye elektrotlar ile elde edilen
kronoamperometri egrileri karsilastirilmistir. Sekil 4.8’de goriildiigi iizere, destek
elektrolit olarak ortama H,SO, eklenmesi herhangi bir katki saglamadigi ig¢in Pd

kaynag1 olarak destek elektrolit icermeyen KoPdCl, ¢ozeltisi kullanilmigtir.
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Sekil 4.8. Destek elektrolit iceren (kirmizi) ve igcermeyen (Siyah) K,PdCl, ¢ozeltisi ile
hazirlanmig Pd/PTH/GCE modifiye elektrotu ile 100 mM, pH=7.0 PBS

cozeltisine H,0O, eklenmesiyle elde edilen akim-zaman egrisi (V = 0.1 V vs.
SCE).

Modifiye elektrot yapisindaki Pd miktarinin kontrol edilmesi icin elektroliz siiresi
kullanilmistir. Farkli miktarlarda Pd igeren modifiye -elektrot sistemleri ile
kaydedilen kronoamperometri egrileri karsilastirildiginda, -0.8 V’da 30 dakika
boyunca elektroliz yapildiginda sensoriin maksimum verim ortaya koydugu

gbzlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. K,PdCl, ¢6zeltisinde uygulanan elektroliz siiresinin H,O, pik akimina etkisi.

Pd partikiillerinin polimer film yapisina immobilize edilmesi islemi i¢in uygulanan

elektroliz gerilimi de calisilmis ve en yiiksek H,O; indirgenme pik akiminin -0.8 V

potansiyel kullanilarak hazirlanan modifiye elektrot sistemi ile elde edildigi

sonucuna varilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. K,PdCl, ¢6zeltisinde uygulanan elektroliz potansiyelinin H,O, pik akimina etkisi.

53



4.3. H,0O, Cozelti pH’Sinin indirgenme Pik Akimlarina Etkisi

Tez kapsaminda hazirlanan modifiye elektrot sisteminden maksimum elektrokatalitik
aktivite elde etmek icin optimize edilmesi gereken en 6nemli parametrelerden biri de
analiz edilen H,0; ¢ozeltisinin pH’sidir. Bu nedenle ¢alismanin bu asamasinda H,0,
¢ozelti pH’mnin indirgenme pik akimlarma etkisi incelenmis ve bu amacla optimum
kosullarda hazirlanan Pd/PTH/GCE elektrot sistemi ile farkli pH degerlerinde fosfat
tamponunda hazirlanan H,;0, ¢ozeltileri i¢in kaydedilen kronoamperometri pik
akimlar grafige gecirilmistir (Sekil 4.11). Sekilden goriildiigli iizere en yiiksek
indirgenme pik akimi pH=7.5"da elde edilmekte, hazirlanan modifiye elektrotunun

fizyolojik pH olan 7.4’de yiiksek katalitik aktivite gosterdigi anlasilmaktadir.

Akim (pA)
H w (o)} ~N
*
.

w
1

H,O0, pH

Sekil 4.11. H,O, ¢ozelti pH’sinin kronoamperometri akimlarina etkisi.
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44. Optimum Kosullarda Hazirlanan Pd/PTH/GCE Modifiye Elektrot
Sisteminin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Tez kapsaminda gelistirilen Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sisteminin
elektrokimyasal karakterizasyonu doniisimlii voltametri ve kronoamperometri
yontemleri ile gerceklestirilmistir.

Sekil 4.12°de kaplanmamis GCE, PTH kapli GCE ve Pd/PTH/GCE modifiye elektrot
sistemine ait bos ¢ozelti voltamogramlar1 verilmistir. Sekilden anlasildig: iizere Pd

tanecikleri elektrot yiizeyinde tutunmakta ve karakteristik yiikseltgenme ve

indirgenme pikleri agik¢a goriilmektedir.

e e b
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3.01
2.0
1.0
0
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-2.0
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-5.0

— Pd-PTH-GCE
— PTH-GCE
— GCE

Akim / 1e-5A

Potansiyel / V

Sekil 4.12. Kaplanmamis GCE (mavi), PTH kapli GCE (kirmizi1) ve Pd/PTH/GCE (siyah)
modifiye elektrot sisteminin 0.5 M H,SO, ¢6zeltisinde kaydedilen doniistimlii
voltamogramlari (Tarama hiz1:100 mVs™).

Sekil 4.13’ de ise kaplanmamis GCE, PTH ile kaplanmis GCE, Pd nanopartikiilleri
ile modifiye edilmis GCE ve Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile kaydedilen
kronoamperometri egrileri karsilastirilmistir. Elektrotun sadece PTH ile modifiye
edilmesinin H,0O, indirgenmesine karsi herhangi bir katalitik aktivite gostermedigi
aciktir. Diger taraftan GCE sadece Pd ile modifiye edildiginde bir miktar katalitik
aktivite elde edilmektedir. Ancak GCE hem PTH hem de Pd nanopartikiilleri ile
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modifiye edildiginde elde edilen H,O, indirgeme akimlarinda 6nemli oranda artis
gozlenmekte, bu da Pd ile PTH’nin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan sinerjik etkiyi

acikca gostermektedir.

0.6...I...I...I...I...I...I...I...

— Pd-PTH-GCE
1 [ — Pd-GCE
0.3 — PTH-GCE
0 ] — Kaplanmamig GCE

031
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121
15
1.8
21
24
271

'3-0-"'I'"I'"I"'I"'I"'I"'I"'
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Akim / le-4A

Zaman/s

Sekil 4.13. Kaplanmamis GCE (yesil), PTH ile kaplanmis GCE (mavi), Pd nanopartikiilleri
ile modifiye edilmis GCE (kirmizi) ve Pd/PTH/GCE modifiye elektrotu (siyah)
ile 100 mM, pH=7.0 PBS ¢ozeltisine H,0, eklenmesiyle elde edilen akim-zaman
egrileri (V = 0.1 V vs. SCE).

45. Optimum Kosullarda Hazirlanan Pd/PTH/GCE Modifiye Elektrot
Sisteminin  Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi  (EIS) ile
Karakterizasyonu

Yiizey modifikasyonlarini karakterize etmek i¢in son yillarda oldukga sik kullanilan
yontemlerden biri olan FElektrokimyasal Empedans Spektroskopisi sayesinde
modifiye elektrot sistemlerinde elektron transfer kinetigi ve difiizyon 6zellikleri ile
ilgili 6nemli veriler elde edilebilir (Xiao ve ark., 2015, Lasia. 2014). Sekil 4.14’de
kaplanmamis GCE, PTH kaplanmis GCE ve optimum kosullarda hazirlanmis
Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile 0.1 M KCI iceren 5.0 mM Fe(CN)g>™
¢ozeltisinde 0.01-10° Hz frekans araliginda (genlik=10mV, agik devre potansiyeli)
kaydedilmis Nyquist grafikleri verilmistir. Nyquist grafikleri bir yari-dairesel ve bir
de dogrusal kisim igerir. Yiiksek frekanslarda yer alan yari-dairesel kisim elektron

transfer kontrollii siiregleri temsil ederken, diisiik frekanslarda yer alan dogrusal
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kisim difiizyon kontrollii siireglerle ilgilidir (Erden ve ark., 2015). Spektrumda elde
edilen yari-dairenin ¢ap1 elektrot yiizeyindeki yiik-transfer direncine (Rc;) karsilik
gelmektedir ve bu degerin azalmasi, filmin iletkenliginin arttifin1 ve film igerisinde
elektron transferinin daha kolay gergeklestigini gosterir (Kuralay ve ark., 2013 ; Liu
ve ark., 2013). Sekil 4.14°den anlasildig1 iizere cams1 karbon elektrot Pd ve PTH ile
modifiye edildiginde ylizeye ait Re degerleri 6nemli oranda azalmakta, bu da

modifikasyon sonucunda iletkenligin onemli 6lglide arttigini ortaya koymaktadir.

kohm

-ZII

Z' kohm

Sekil 4.14. Kaplanmamis GCE(—) , PTH kapli GCE (A) ve Pd/PTHGCE ile modifiye
elektrotu (0) i¢in 5.0 mM Fe(CN)¢™™* ¢ozeltisinde kaydedilmis Nyquist
diyagramlart.

Sekil 4.15°de ise sadece PTH kaplanmaksizin Pd ile modifiye edilmis GCE ile ve
Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile kaydedilen empedans spektrumlari
karsilastirilmistir. Goriildiigii {izere, Pd nanopartikiilleri i¢in destek malzemesi olarak
PTH iletken polimerinin kullanilmas1 filmin iletkenlik 6zelliklerinin 6nemli dlgiide
arttirmakta ve ferrisiyaniir iyonlarinin elektrot ylizeyine difiizlenmesini belirgin

oranda kolaylastirmaktadir.
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Sekil 4.15. Pd ile modifiye edilmis GCE ve Pd/PTH ile modifiye edilmis GCE i¢in 5.0 mM
Fe(CN)s*™ ¢ozeltisinde kaydedilmis Nyquist diyagramlart.

4.6. Optimum Kosullarda Hazirlanan Pd/PTH/GCE H,0, Biyosensor
Sisteminin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Fiziksel

Karakterizasyonu

Pd/PTH/GCE biyosensor sisteminin hazirlanmast i¢in optimum deney kosullar
saptandiktan sonra modifiye elektrot sisteminin fiziksel karakterizasyonu i¢in SEM
yontemi kullanilmistir. SEM goériintiilerinin kaydedilmesi icin kullanilan GCE ile
ayni yiizey alania sahip kalem grafit elektrot (PGE) kullanilmis olup kaplanmamis
PGE icin elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.16°da verilmistir.
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SU4510 20.0k\(x1.00k SE

¢
SU1510 20.0kV x5.00k SE
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SU151020.0kV x10.0k SE

Sekil 4.16. Kaplanmamis PGE ile farkli magnifikasyonlarda kaydedilen SEM goriintiileri.

Sekil 4.17°de ise Pd/PTH ile modifiye edilmis PGE ile kaydedilen SEM goriintiileri
verilmistir. Goriildiigii iizere elektrot yiizeyine uygulanan polimer/metal nanopartikiil
sistemi homojen olarak ytlizeye dagilmis olup istendigi gibi gézenekli ve yiizey alani

genis bir kaplama elde edilmistir.
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SU1510 20.0kV x50 SE
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SU1510 20.0kV x20.0k SE

SU1510 20.0kV x35.0k SE

Sekil 4.17. Pd/PTH ile modifiye edilmis PGE ile farkli magnifikasyonlarda kaydedilen
SEM goriintiileri.
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4.7. Enerji Dagihmh X-Isinlar1 Spektroskopisi (EDS) Bulgular:

SEM goriintiileri kaydedilen Pd/PTH/GCE biyosensor sisteminin bilesiminin
saptanmas1 i¢in enerji dagilimh X-isinlart  spektroskopisi  (EDS) yoOntemi
kullanilmistir. Sekil 4.18’de optimum kosullarda hazirlanan biyosensor sistemi igin
kaydedilen elementel haritalama verilmektedir. Her bir element icin elde edilen
dagilimlar incelendiginde hazirlanan biyosensér sisteminin homojen yapida oldugu
saptamasi desteklenmekte, Pd nanopartikiillerinin ve polimer kompozit filmine

immobilize edildigi de haritalama sisteminden anlasilmaktadir.

S Kal

100pm

EDS Layered Image 5

B [0 e

: 100pm :
Sekil 4.18. Optimum kosullarda hazirlanan Pd/PTH/GCE biyosensor sisteminin elementel
haritalamasi.
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4.8. Optimum Kosullarda Hazirlanan Modifiye Elektrot Sisteminin Yiizey

Alaninin Hesaplanmasi

Hazirlanan modifiye elektrot sisteminin aktif ylizey alanin1 hesaplamak i¢in 1.0 mM
KsFeCNg ¢ozeltisinin  farkli tarama hizlarinda (10-100 mVS'l) doniisimli
voltamogramlar1 kaydedilmis ve tarama hizinin karekokiine karsi anodik pik akimlari
grafige gecirilmistir (Sekil 4.19). Yiizey alaninin hesaplanmasi icin asagidaki esitlik
kullanilmis ve Ks[Fe(CN)g] icin difiizyon katsayisi 7.6 x 10° alindiginda Pd/PTH
modifiye GCE igin aktif yiizey alani 1.103 cm? olarak hesaplanmustir (Bard ve ark.,
2000 ; Myokong ve ark., 2006):

lpa = (2.69 x 10°) n?® A DY v M2

(n=aktarilan elektron sayisi, A=yiizey alani, D=difiizyon katsayisi, v=tarama hizi,
Co=analit konsantrasyonu).

2,506-04
y = 8,18E-04x - 7,34E-05

2,00E-04 R? = 9,66E-01

1,50€-04
©
=3

1,00€-04

L 4
5,00E-05 74
L
0,00E+00
0 006 01 015 02 025 03 035

v 12

Sekil 4.19. Optimum kosullarda hazirlanan Pd/PTH/GCE elektrotu ile 1.0 mM
K3FeCNg cozeltisinde kaydedilen CVler igin tarama hizinin karekokiine
kars1 anodik pik akimlari.

4.9. Optimum Kosullarda Hazirlanan Modifiye Elektrot ile H,O, i¢in
Kalibrasyon Dogrusu Elde Edilmesi

Gergeklestirilen ¢alismanin nihai hedefi hazirlanan Pd/PTH modifiye elektrot sistemi
ile H2O2’nin amperometrik tayininin gerceklestirilmesi ve duyarli, segici ve digiik
tayin siiria sahip bir H,O, sensorii gelistirilmesidir. Bu amagla kronoamperometrik

kosullarda Pd/PTH sistemi ile modifiye edilmis GCE, 50 mM, pH=7.4 (fizyolojik
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pH) PBS ¢ozeltisinde 0.1 V potansiyelde dengeye getirildikten sonra derisimi bilinen
H,0, c¢ozeltisinden eklemeler yapilarak akimda olusan degisimler kaydedilmistir
(Sekil 4.20). Yapilan deneysel calismalar sonucunda hazirlanan sensoriin cevap
siiresinin 5s gibi oldukga kisa bir siire oldugu ve genis bir derisim araliginda H,O»

eklemelerine karst duyarli oldugu belirlenmistir.

3.0 1 1 1 1 1 1 L L 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

20 4 3
10 i

¥ ;

-1.0

=20

-3.0

Current / le-4A

40 d

5.0 1 2

'6.0 T T T T T T T .
1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300 3600

Time / sec

Sekil 4.20. Pd/PTH/ GCE modifiye elektrotu ile 100 mM, pH=7.4 PBS c¢ozeltisine H,0,
eklenmesiyle elde edilen akim-zaman egrisi (V = 0.1 V vs. SCE).

Optimum kosullarda hazirlanan modifiye elektrot sistemi ile kronoamperometrik
kosullarda elde edilen akim degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen

kalibrasyon dogrusu ise Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Optimum kosullarda hazirlanmigs Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile elde
edilen kalibrasyon dogrusu.

Kalibrasyon dogrusundan elde edilen veriler 1s18inda gelistirilen H,O, sensoriiniin
dogrusal calisma araligi 0.2 mM — 7.0 mM ve hassasiyeti 40.0 pA mM™ olarak
belirlenmistir. Sensoriin tayin siir1 (LOD) ise asagidaki formiile gore hesaplanmis
(Borgmann ve ark., 2011) ve sinyal/giiriiltii oran1 (S/N) 3 olarak alindiginda 12.3 uM
(N=6) bulunmustur:

LOD=3xSh (Sb: Kor (blank) degerlerin standart sapmasi)

4.10. Urik Asit (UA), Askorbik Asit (AA) ve Dopamin (DA) Molekiillerinin

Girisim Etkisinin Incelenmesi

Tez c¢aligmalar1 kapsaminda hazirlanan amperometrik H,O, sensoriiniin basarili
sayilabilmesi icin gerekli en dnemli kosullardan birisi biyolojik 6rneklerdeki diger
elektroaktif tiirlerin HyO, piklerine girisim yapmamasidir. Tezin son agamasinda
gercek orneklerde bulunabilecek iirik asit (UA), askorbik asit (AA) ve dopamin (DA)
molekiillerinin  fizyolojik seviyede H,O, sinyaline girisim yapip yapmadigi
incelenmistir. Bu amagla kronoamperometrik kosullarda Pd/PTH sistemi ile modifiye
edilmis GCE, 100 mM pH=7.4 PBS ¢ozeltisinde 0.1 V potansiyelde dengeye
getirildikten sonra; énce 0.5 mM H,0,, ardindan her biri 0.1 mM olacak sekilde UA,
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AA ve DA eklemeleri yapilmis ve bu molekiillerin H,O, sinyaline belirgin bir

girisim yapmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.22).

20 L L L 1 L L L | L L L | L L L | L L L | L L L 1 -
18 -
16 -
1.4 -
1.2 -
1.0 5 -
0.8 1 g
0.6 g
04 H,0, UA DA

02 vV

-0.2 -
-0.4 2
-0.6 2
-0.8 -
1.0 -
P2+ 77—

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

<3

Akim / 1e-3A
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Sekil 4.22. Pd/PTH/GCE modifiye elektrotu ile 100 mM, pH=7.4 PBS ¢ozeltisine H,0,, UA,
DA ve AA cklenmesiyle elde edilen akim-zaman egrisi (V = 0.1V vs. SCE).

4.11. Gergek Ornek Analizi

Gelistirilen sensor sisteminin gerg¢ek orneklerin analizi i¢in uygun olup olmadigini
test etmek i¢in optimum kosullarda hazirlanan Pd/PTH kapli GCE ile ¢esme suyu ve
oksidan sa¢ kremi orneklerinde standart eklemi yontemi kullanilarak H,O, analizi
yapilmistir. Cesme sular1 normal kosullarda H,O; igermemekte olup, sentetik olarak
hazirlanan 6rneklerde analiz gerceklestirilmistir. Bu amacla ¢esme suyu kullanilarak
5.00 mM H;0, ¢ozeltisi hazirlanmis ve ¢ozeltinin HyO; icerigi Pd/PTH sensor
sistemi ile amperometrik kosullarda analiz edildiginde 5.05 mM olarak
hesaplanmistir. Oksidan sa¢ kremi Orneklerinin analizi ise etiket bilgilerinde %9
(h/h) H,0; igerdigi belirtilen ticari bir numune ile gerceklestirilmistir. Bu amagla
krem orneginden 3.0 mL alinarak 100 mL’ye seyreltilmis ve bu ¢ozelti seyreltilerek
1.0 mM H,0; ¢ozeltisi hazirlanmistir. 3 tekrarli yapilan analiz sonrasinda ¢ozeltinin
H,0; derigsimi 1.08 mM bulunmus olup her iki gercek 6rnek analiz sonuglar1 Tablo
4.1°de verilmistir. Cesme suyu ve oksidan sa¢ kremi 6rneklerinde standart ekleme

yontemi kullanilarak kaydedilen akim-zaman egrileri sirasiyla Sekil 4.23 ve Sekil
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4.24’de verilmektedir. Tiim bu verilerin 1518inda, gelistirilen Pd/PTH/GCE modifiye

elektrot sisteminin H,O,’nin gergek 6rneklerde analizi igin uygun oldugu sonucuna

varilmstir.

Tablo 4.1. Gergek orneklerde H,0, i¢in analiz sonuglari

Ornek Eklenen Bulunan (mM) % Geri kazanim  BSS (%,n=3)
(mM)
Cesme suyu 5.00 5.05 101.0 2.7
Oksidan sa¢ 1.00 1.08 108.0 5.6
kremi
02
0 .
:ﬁ{- -0.2
= 04
E. 06 -
=
o 08
101
-1.2 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time / sec

Sekil 4.23. Hazirlanan Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile ¢esme suyunda standart
ekleme yontemi kullanilarak kaydedilen akim-zaman egrisi.
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Sekil 4.24. Hazirlanan Pd/PTH/GCE modifiye elektrot sistemi ile oksidan sag
kreminde standart ekleme yontemi kullanilarak kaydedilen akim-zaman
egrisi.

4.12. Optimum Kosullarda Hazirlanan Modifiye Elektrot Sisteminin Kararhhg

Optimum kosullarda hazirlanan modifiye elektrot sisteminin kararliligini test etmek
icin Pd/PTH/GCE modifiye hazirlanmis ve kullanilmadigi zaman +4 °C’de muhafaza
edilmistir. Ayn1 kaplama kullanilarak bir ay boyunca 1.0mM H,0, ¢ozeltisi ile elde
edilen kronoamperometri akim degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 4.25). Sekilden
goriildiigii iizere modifiye elektrot bir ay boyunca H,O; tayini i¢in sonug vermis ve

30 giin sonunda elde edilen akim, baslangi¢ akiminin %54.8’1 olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.25. Optimum kosullarda hazirlanan Pd/PTH/GCE elektrotu ile 30 giin boyunca 1.0
MM H,0; ¢ozeltisi i¢in kronoamperometri ile kaydedilen akimlari.
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5. SONUCLAR

Onerilen tez kapsamida H,0, tayini i¢in basit, diisilk maliyetli ve hizli bir

amperometrik sensor gelistirilmistir.

Sensoriin hazirlanma siireci iki adet ¢ok basit asamada gergeklestirilmistir: (i)
Elektrodun polimer filmiyle kaplanmasi, (ii) Pd nanopartikiillerinin polimer

yapisina immobilize edilmesi.

Modifiye elektrodun hazirlanma kosullarinin optimize edilmesi igin
kronoamperometri yontemi kullanilmistir. Bu amagla modifiye elektrot
sistemi pH=7.0 fosfat tamponunda (PBS) kronoamperometrik (CA)
kosullarda dengeye getirildikten sonra stok H»O, ¢ozeltisinden eklemeler
yapilarak elde edilen akim artislar1 kaydedilmis ve en yiiksek akimin

saglandig1 deneysel kosul optimum kosul olarak kabul edilmistir.

Elde edilen sensoriin hazirlanmasi kolay, ekonomik, seciciligi yiiksek ve
hassas bir sensor oldugu ve hizli bir cevap siiresine sahip oldugu deneysel
caligmalarla ortaya konmustur.

Urik asit, askorbik asit ve dopamin molekiillerinin H,O, sinyaline girigim
etkisi incelenmis ve bu molekiillerin fizyolojik seviyelerde sensdre girisim
yapmadig1 gézlenmistir.

Optimum kosullarda hazirlanan modifiye elektrot sistemi dontisiimlil
voltametri, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve taramali elektron
mikroskobu ile goriintiileme yontemleri kullanilarak elektrokimyasal ve

fiziksel olarak karakterize edilmistir.
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