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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

OKSALAT ENZIMATIK ELEKTRODUNUN HAZIRLANMASI VE OKSALIK ASIT
GIRISIMINE KARSI VOLTAMETRIK ANALIZ KOSULLARININ OPTIMIZE
EDILMESI

Sener SENOL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr M. Haluk TURKDEMIR

Yeni kimyasal ve biyokimyasal sensorler hazirlanmasi, var olanlarin gelistirilmesi son
yillarda analitik kimyanin temel arastirma konular1 arasinda yer almaktadir.
Elektrokimyasal biyosensorler arasinda sayilan enzimatik oksalat elektrotu, hazirlanma
zorlugunun azaltilmasi, secicilik ve duyarliligmin arttirllmasi igin ¢aligmalarin
stirduiriildiigii bir sensordiir. Bu ¢alismada, oksalat tayini i¢in oksalat oksidaz enzimi ile
hazirlanan elektrotun, oksalik asit girisimine kars1 optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

Oksidaz yapisindaki enzimatik elektrotlarin 6lgiim ilkesi olusan hidrojen peroksit
Ol¢iimiine dayali oldugundan, hidrojen peroksit ve oksalik asidin genis bir pH
bolgesinde farkli ¢alisma elektrotlari ve tampon ¢ozelti bilesimine olan duyarliligini
belirleme g¢alismalarina oncelik verildi. Yapilan optimizasyon g¢alismalar1 ile, anodik
bolgedeki yiikseltgenme pikinin duyarlik ve tekrarlanirlik agisindan daha uygun oldugu,
platin elektrot ve Britton—Robinson tamponunda en iyi duyarliligin elde edildigi, oksalik
asit eklemelerinin 6nceden tamponlanmis olmamasi halinde 6l¢iim ortaminin pH’si
tizerinde etkili oldugu, pH < 4 olan bolgede oksalik asit ile hidrojen peroksit piklerinin
tamamen girisim yaptigr ve bu iki maddenin piklerinin ancak pH 6,5’de ayristigi,
dolayisiyla bu kosullarda bir enzimatik sensor hazirlanabilecegi belirlendi.

Uygunlugu belirlenen 6l¢iim kosullarinda farkli enzim immobilizasyon yontemlerinin
denenerek, duyarlilik ve kullanim Omrii acgisindan karsilagtirmalar yapildi. Basarili
sekilde hazirlanan glutaraldehit ile ¢apraz bagli ve nafyon kapl enzimatik elektrotlarda
0,025-1,000 mM derisim araliginda dogrusal calisma araligi elde edildi. Sensor
duyarliliginin zamanla degisimi, nafyon yiizdesinin sensor duyarlilif1 iizerindeki etkisi
caligmalar1 yapildi, gercek orneklerde basarili 6l¢ctim ve denemeler gergeklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Oksalat sensorii, biyosensor, oksalat oksidaz, oksalik asit,
enzimatik sensor
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ABSTRACT
MSc Thesis

PREPERATION OF OXALATE ENZYMATIC ELECTRODE AND OPTIMIZATION
OF THE VOLTAMMETRIC ANALYSIS CONDITIONS AGAINST OXALIC ACID
INTERFERENCE

Sener SENOL

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr M. Haluk TURKDEMIR

In recent years, preparation of new chemical and biochemical sensors and development
of existing ones is among the main research topics of analytical chemistry. Enzymatic
oxalate sensor, is regarded as a electrochemical biosensor, which optimization studies
still proceed for minimization of difficulties in preparation process and improve
selectivity and sensitivity. In this study, optimization studies of the oxalate electrode,
prepared with immobilization of oxalate oxidase, have been done against the
interference effect of oxalic acid.

Measurement principle of oxidase enzyme type electrodes are based on the
measurement of produced hydrogen peroxide, the investigation of working electrode
type and pH effect in a wide range with using different buffer solution on sensitivity of
hydrogen peroxide and oxalic acid analysis was given priority.

After optimization studies, the oxidation peak in the anodic region which is much proper
in terms of sensibility and reproducibility, the best sensitivity was obtained with
platinum electrode and in Britton-Robinson buffer, the effect of non-buffered oxalic acid
additions on the pH of solution were determined. And also observed that, the anodic
peaks of oxalic acid and hydrogen peroxide was completely coincided at the pH < 4 and
the peaks of these two substances became different at only 6,5 pH, and therefore
possibility of an enzymatic sensor preparation in these conditions was determined.

Several immobilization techniques were tested in the determined conditions and
comparisons were performed in terms of sensibility and life time of enzymatic electrode.
A linear working range between 0,025-1,000 mM concentration were obtained which
using successfully prepared with cross-linking of glutaraldehyde and encapsulated with
nafion. Some of characteristic determinations like variation of sensibility as a function of
time and the effect of % nafion to the sensibility are carried out and also successful
studies are performed with real samples.

Key words: Oxalate sensor, biosensor, oxalate oxidase, oxalic acid, enzymatic sensor

2011, xii + 106 pages
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1. GIRIS

Sanayilesmenin giin gectikge arttig1 diinyamizda cevre kirliligi, tarimsal kirlilik, temiz
ve gilivenilir su ve yiyecek bulabilme sorunlar1 gittikce artmaktadir. Bundan dolay1 bu
analizlerin de siirekli arttig1 ve 6nem kazandig1 goriilmektedir. Ayrica artan hastaliklar
Klinik analizlerin artisina neden olmaktadir. Bu sebeplerden dolayr bu sektérlerde
yapilan analizlerin giivenilir, fazla zaman tiiketmeyen ve ucuz teknikler olmalari
gerekmektedir. Giinlimiizde bu islemler i¢in yaygin olarak kullanilan analiz teknikleri
giivenilir fakat fazla zaman harcayan ve genelde ucuz olmayan tekniklerdir. Bu yiizden
hala gelismekte olan biyosensorler bu analizlerin yapilmasinda 6nem teskil etmektedir.
Bu biyosensorler birgok alanda basarili sekilde uygulama alani bulmustur. Fazla zaman
tiikketmeyen ve ucuz bir teknik olusunun yam sira analitik diizeydeki giivenilirligi ile

kolaylikla uygulanabilir bir teknik olusu biyosensorlerin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Oksalat, klinik ve gida analizlerinde 6nem teskil etmektedir. Ispanak, mantar, pancar
yapragi, zencefil, horozibigi c¢icegi, pazi otu gibi sebzelerde, c¢ikolata gibi gida
maddelerinde ve bira gibi iceceklerde bulunan oksalat, fizyolojik Gneme sahip bir
maddedir. Ayrica igme suyunun ozonlama ile dezenfeksiyonu sirasinda ve viicuttaki
protein yikimi sonucu olustugu bildirilmektedir. Viicuda alinan fazla oksalat bobrek tasi
olusumu, Ca** ve Mg?*" emiliminde azalma gibi sorunlara yol acabilmektedir. Viicut
stvilarindaki oksalat miktar1 ise bobrek ve karaciger rahatsizliklarinin bir belirtisi
oldugu icin ¢abuk, etkili, diisiik maliyetli ve yiiksek analitik duyarliliga sahip bir
yontem ile analizlenmesi Onem tagimaktadir. Oksalat tayini i¢in gilinlimiizde;
spektroskopik ve kromatografik tekniklerin yani sira, nispeten daha ucuz donanim ve
analiz maliyeti ile yeterince duyarli ve hizli bir analiz teknigi olarak enzimatik

biyosensorler de giderek daha ¢ok kullanilmaktadir.

Biyolojik sivilarda ve gida orneklerinde oksalat ve oksalik asit Sl¢iimii i¢in pek ¢ok
biyosensor hazirlama ¢alismasi yapildigi bilinmektedir. Oksalat oksidaz enzimi
aracilifiyla parcalanan oksalik asitin olusturacagi hidrojen peroksit (H,O,) 6lglimiine
dayal1 bu biyosensdrlerde, oksalik asitin girisim etkisi géz ard1 edilmekte veya elektrot

tizerinde bu girisimi engelleyici modifikasyonlar Ongoriilmektedir. Oksalik asitin



voltametrik davraniginin ortam ve Ol¢iim kosullarina bagliliginin ¢ok iyi bilinmiyor
olmasi1 bu konudaki g¢alismalar1 zorlastirmakta ve belirsizlestirmektedir. Bu sebeple
oksalat biyosensorii hazirlama g¢alismalarinda Oncelikle oksalik asidin elektro aktif
oldugu kosullarin belirlenmesi ve bu sonuca gore enzim aktivitesini de géz Oniinde
bulundurarak biyosensoriin ¢alisma pH ve potansiyelinin secilmesi en dnemli basamagi
olusturmaktadir. Daha sonrasinda ise ¢esitli parametreler i¢in optimizasyonlar yapilarak

biyosensor i¢in optimal kosullar belirlenmelidir.

Bu tez c¢alismasinda; literatiirde var olan ¢esitli oksalat sensorleri hazirlama
caligmalarinin eksik oldugu diisiiniilen kisimlar1 g6z oniinde bulundurularak, bu eksik
noktalar1 aydinlatmaya yonelik calismalar gerceklestirildi ve literatlirdeki calismalara
farklr 6l¢iim ilkesine sahip bir enzimatik sensor kazandirilmasit amaglandi. Bu sebeple,
oksalik asit ve H,O, i¢in pH optimizasyon ¢alismalari yapilip enzimatik sensorler
hazirlandi. Bu iki maddenin voltametrik olarak analizlenebilirligini ve oksalik asitin
spektrofotometrik analizinin de yapilabilecegi hazirlanan kalibrasyon grafikleri ile
gosterildi. Hazirlanan enzimatik oksalat sensorii ile ger¢ek 6rneklerde de oksalat tayini

yapildi ve elde edilen sonug spektrofotometrik yontemle kiyaslandi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler, bir doniistiirlicii sistem ve bu sisteme eslik eden biyolojik algilama

ajanindan olusan cihazlar olarak veya baska bir degisle, lizerlerinde immobilize halde

bulunan bir veya birkag biyolojik ajan vasitasiyla analit maddenin ortamdaki miktari ile

orantili olarak sinyal iireten, analitin kantitatif olarak analizlenebilmesini ve siirekli

olarak izlenmesini saglayabilen cihazlardir (Gerard 2002).

Biyosensorleri sadece analiz yapan cihazlar olarak tanimlamak biyosensor taniminin

kisitlanmasia neden olmaktadir. Insan ve diger canli viicutlarinda bulunan isitme,

gorme, koku alma, dokunma, tat alma gibi sistemlerde biyosensor olarak ele alinmalidir.

—

,—/"—/

Déniigtiiriicii sistem

00do {_/_ fmmobilize enzim tabakast
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Sekil 2.1. Biyosensoriin sematik goriintimii

Bir biyosensor, istenilen analiti
kataliz eden veya istenilen analite
afinite gosteren bir biyolojik ajanin
bulundugu biyo—algilayict tabaka,
kataliz isleminden sonra olusan yeni
irlinleri  Olgtlebilir  biiyiikliiklere
doniistlirtip  Sl¢limiin -~ yapilmasim
saglayan doniistiiriicli  (transduser)
sistemlerden olusmaktadir (Telefoncu

1999).

Biyosensor teknolojisi 6zellikle son on yil igerisinde olduk¢a hiz kazanmis, ¢ok genis

uygulama alanmi bulmustur. Bu durum gergeklesmesinde, biyosensorlerin analitik

duyarliliginin en az diger analiz teknikleri kadar iyi, zaman tiketmeyen ve diisiik

maliyetli bir teknik olusu basi ¢ekmektedir. Diger avantajlar1 ise asagidaki sekilde

siralanabilir.



e in-vivo calismalaria olanak saglamaktadir (potansiyometrik olanlar).

e Ornekler herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan analizlenebilir.

e Diger analiz tekniklerine gore analiz siiresi ¢ok kisadir.

e Potansiyometrik olan sensorler analitin yapisina zarar vermediginden, Ornekler

analizden sonra tekrar kullanilabilir.

e Cok kiiciik cihazlar olduklarindan dolay1 portatif olarak taginabilirler, bdylece

ornekleri kendi dogal ortamlarinda analizleme olanag: dogar.

e Tiirlendirme ¢aligmalarina olanak saglamaktadirlar.

Biyosensorler ile birgok madde analiz edilebilecegi gibi baslica analiz edilebilenler
Cizelge 2.1’de verilmistir (Cinar 2006).

Cizelge 2.1. Biyosensorlerle tayin edilebilen maddeler

Alanin, arginin, asparagin, aspartik asit, sistin, glutamin, glutamik asit,histidin,

Aminoasitler leusin, fenil alenin, sarkosin, v.b.
Gazlar NH;, H,, CH,4, SO,, NO
Kofaktorler AMP, ATP, NAD (P) H, H,0,

Amitler ve Aminler

Aminopirin, alinin, aromatik aminler, asetilkolin, kreatinin, kreatin, guanosin,
penisilin, spermin, {irik asit, iire, zantin

Karboksilik Asitler

Asetik asit, formik asit, glukonik asit, izositrik asit, askorbik asit, laktik asit,
malik asit, oksalik asit, purivik asit

Kompleks Maddeler

Antibiyotikler, kullanilir karbonhidratlar, vitaminler, mutajenler

Karbonhidratlar

Asetaldehit, bilirubin, kolesterol ve esteri, etanol, gliserol ve esterleri, metanol
ve fenol

Anorganik Iyonlar

F, NO,, NOs, PO;? SOj5, SO,2, Hg™, Zn*?




2.2. Biyosensorlerin Kullanim Alanlari

Biyosensorler bir¢ok alanda kullanilmakla birlikte en yaygin olarak kullanildig: alanlar

sunlardir;

2.2.1. Endiistriyel islem kontrolii

Biyosensorler endiistri islemlerinde, g¢esitli maddeleri analizlemek igin kullanilirlar.
Genellikle sekerler, oksijen, karbondioksit, maltlar, alkoller, fenolik bilesiklerin
analizinde kullanilmaktadir. Ayrica kimyasal reaksiyonlar sonucu istenmeyen yan
riinlerin  olusup olusmadigint takip etmek i¢in de kullanilmaktadirlar. Boylece
olusturulan iirlinlerin kalitesini ve verimini artirmakta, dolayistyla hem ham maddeden

hem de enerjiden tasarruf edilmesini saglamaktadirlar (Eggins 2002).

Santos ve ark. (2007) fenolik bilesiklerin analizi i¢in, Jiang ve ark. (2009) etanol analizi

icin sensorler gelistirmislerdir.

2.2.2. Klinik analizler

Klinik analizler biyosensorlerin temel uygulama alanini olusturmaktadir. Biyosensorler
klinik analizlerde genellikle monitoring islemlerinde uygulama alant bulmustur.
Kandaki glukoz ve idrardaki iire tayini, kandaki gazlar, iyonlar ve metabolitler igin

biyosensorler sik¢a kullanilmaktadir (Eggins 2002).

Salimi ve ark. (2009) kolesterol tayini i¢in, Yang ve ark. (2005) asetilkolin ve kolin
tayini i¢in, Romero ve ark. (2010) kanda laktat tayini i¢in, Pizzariello ve ark. (2000)
penisilin ve ire tayini i¢in, Kim ve ark. (2006) glikoz tayini i¢in biyosensdrler

gelistirmislerdir.



2.2.3. Yiyecek ornekleri analizleri

Biyosensorler yiyecek iirlinlerinin genellikle kalite ve giivenlik acisindan analizlerini
yapmak tizere kullanilmaktadir. Siit Orneklerinde; laktoz, glukoz, bira ve sarap
orneklerinde; alkol, fermentasyon islemi sirasinda ise; etanol, glukoz, sukroz, galaktoz,
laktoz, laktat tayini i¢in kullanilir. Sarkar ve ark. (1999) peynir, bira, yogurt gibi
fermente olmus yiyeceklerde yiyeceklerin bakteriyel kirliliginin bir 6lgiitii olan L ve

D—amino asitlerin tayini i¢in biyosensor gelistirmislerdir.

Giliniimiizde birkag¢ ticari biyosensdr c¢esidi bulunmaktadir. Tek tek orneklerin
analizlendigi laboratuvar cihazlar1 veya tagmabilir tipte olanlarin yani sira
otoanalizorlerde de kullanilabilmektedir. Bunlar, Apec Glikoz Analiz Sistemi, ESAT
Glikoz Analiz Sistemi, Glucoprocesseur, Amperometrik Biyosensor Detektor, ISI
Analiz Sistemi ve Oriental Tazelik Olcer gibi ya oksijen elektrotu ya da
hidrojenperoksit elektrotuna baglanmis oksidaz sistemleri igeren benzer teknolojilere
sahiptirler (Aykut ve Temiz 2006).

2.2.4. Cevresel érnek analizleri

Biyosensorler ¢evresel ve tarimsal drnekler icerindeki kirletici maddelerin monitoring
uygulamalarinda ve Orneklerdeki kirletici maddelerin konsantrasyon tayininde
kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilmak iizere gelistirilmis fenol ve tlirevleri, agir
metalleri ve fosforlu pestisitleri analizlemek tizere gelistirilmis biyosensorler
bulunmaktadir. Rodriguez ve ark. (2004) su ve kat1 6rneklerde agir metallerin takibi

icin, Arvinte ve ark. (2006) pestisit analizi i¢in biyosensorler gelistirmislerdir.

2.2.5. Savunma-—giivenlik alam

Biyolojik saldirt amaciyla kullanilan maddeler biyolojik yapidaki toksin, hasta yapici
veya viicut dengesini bozucu maddeler olup son yillarin savas ve terdrist saldirilarinda
siklikla kullanilmaktadir. Bu biyolojik maddelerin tani ve teshisinde biyosensorlerden

yararlanilmaktadir. Bu amagcla 0Ozellikle organofosfor ve siyaniir tiirevleri igin



biyosensorler gelistirilmistir. Keusgen ve ark. (2004) siyaniir bilesiklerini analizlemek
icin, Mulchandani ve ark. (1999) organofosfor tiirevlerini analizlemek igin

biyosensorler gelistirmislerdir.

2.3. Biyosensor Cesitleri

Biyosensorleri icerdikleri biyolojik ajanin etki mekanizmasina gore iki, doniistiiriicii
sistemine gore (transduser gesidine gore) dort farkli grupta incelemek miimkiindiir
(Thevenot ve ark. 2001)

2.3.1. Biyolojik ajanin etki mekanizmasina gore biyosensorler

2.3.1.1. Biyo—katalitik tanimlama ajanlar1 ile biyosensorler

Hazirlanacak biyosensorde kullanilacak biyolojik ajan eger istenilen analite karsi
katalitik etki gosteriyor ise biyosensor bu sinif icerisinde yer almaktadir. Bu amacla
kullanilan biyolojik ajanlar; enzimler, mikroorganizmalar, hiicre organelleri ve hayvan
veya bitki dokularidir (Thevenot ve ark. 2001).

2.3.1.2. Biyo—afinite tammlama ajanlari ile biyosensorler

Bu biyosensorlerdeki ajanlar biyo—katalitik tanimlama ajanlarindan farkli olarak
istenilen analite kars1 afinite 6zelligi gOsteren ajanlardir. Antijen—antikor, reseptor ve
DNA biyosensorleri bu sinif igerisinde yer almaktadir (Thevenot ve ark. 2001).

2.3.2. Doniistiiriicii sistemin ¢esidine gore biyosensorler

2.3.2.1. Optik biyosensorler

Optik biyosensorler doniistiiriicii sistem olarak 1smim Ol¢limiine dayali yapisinda

immobilize biyolojik ajan bulunduran aygittir. Olgiimii yapilan 151k sinyali 151k

yansimasi, sa¢ilimi ya da yaymmi sonucu olusmakta, yani bu tip biyosensorler



absorbsiyon, fluoresans, bioliiminesans olglimii yaparak istenilen analitin analizini
yapmaktadir. Bu biyosensorlerde 1s1k yansimasi, yayilimi ya da sagilimi sonucu olusan
sinyaller fiber optik kablolarla uygun dedektorlere iletilerek 6l¢iiliir. Bu biyosensorler

ile iire, penisilin, etanol, kreatin, laktat vb. tayinler yapilabilmektedir (Telefoncu 1999).

2.3.2.2. Kalorimetrik biyosensorler

Kalorimetrik biyosensdrler bir biyolojik ajanin reaksiyonunda entalpi dl¢iimiine dayali
olarak istenilen analitin analizini yapan cihazlardir. Bu biyosensorlerrin yapiminda en
cok kullanilan biyolojik ajan enzimlerdir. Enzimlerin katalitik reaksiyonu sonucu olusan
1s1 degisiminden reaksiyona ait entalpi degeri ve analit miktar1 belirlenir (Telefoncu
1999). Bu tip biyosensorler portatif olarak bulunabilmektedir. Uygulanmasi gayet kolay
bir tekniktir ve eger reaksiyonun bittigini gosteren bir renk degistiricisi kullanildiysa

tayin ¢iplak gozle bile yapilabilmektedir (Lee ve ark. 2006).

2.3.2.3. Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik etki, bir dielektrik Ozellikteki kristal iizerine etki uygulandiginda
molekiildeki karsit ylik merkezlerinin birbirinden ayrilmasi, molekiile dipol 6zellik
kazandirmasi ile ortaya ¢ikan etkidir. Piezoelektrik 6zellikler molekiiliin kristal yapisina

bakarak ongoriilebilir (Bunde ve ark. 1998).

Piezoelektrik 6zellikteki bir kristal iizerine immobilize edilen biyomolekiil ile analitin
reaksiyonu sonucu piezoelektrik kristalin rezonans frekansindaki degisiklikten analit

miktar1 tayin edilmektedir (Telefoncu 1999).

Insan viicudundaki alyuvar, herpes viriisii, iirede protein analizleri icin piezoelektrik

immunosensorler mevcuttur (Wang 1995).

Ayrica ¢evre Orneklerinde bakteriyel kirliligi tayin etmek amaciyla da piezoelektrik
sensorler gelistirilmistir (Tombelli ve ark. 2000).



2.3.2.4. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler adinda anlasilacagi gibi biyosensoriin analit derigsimine
bagli olarak olusturdugu sinyallerin elektrik sinyalleri olarak okundugu
biyosensorlerdir. Elektrokimyasal biyosensorler de kendi aralarinda; amperometrik
biyosensorler, potansiyometrik biyosensorler ve yari iletken alan etki biyosensorleri

olmak {izere ii¢ grupta incelenmektedir.

Elektrokimyasal biyosensorler, biyosensor sinifi igerisinde, elektrokimyasal enzimatik
biyosensorler de elektrokimyasal biyosensdrler smifi igerisinde en biiyiikk bdoliimi
olusturmakta ve genellikle bu tip biyosensorlerden elektrokimyasal enzimatik
biyosensorler olarak bahsedilmektedir. Elektrokimyasal biyosensdrleri ii¢ alt baslikta

incelemek mimkindiir.

a-) Amperometrik biyosensorler

Amperometrik sistemler, sivi veya gaz formundaki elektro aktif maddelerin sabit
potansiyel altinda gecirdikleri akimi Olgmeye dayali ii¢ elektrotlu sistemlerdir.
Uygulanan  gerilim, c¢ozeltideki  elektrokimyasal  dengenin  indirgenmeden
yiikseltgenmeye veya ylikseltgenmeden indirgenmeye dogru bozulmasina neden olur.
Bu durumda elektrot ¢ozelti ara yiizeyindeki yiik transferi elektriksel akim olarak
gbzlenir. Bu akim piklerinden yararlanilarak elektro aktif maddeye ait indirgenme ve
yiikseltgenme potansiyelleri ve elektro aktif maddenin derisimi belirlenebilmektedir
(Wang ve ark. 2008).

Amperometrik biyosensorler bir immobilize tabaka, doniistiiriicii sistem (¢alisma
elektrodu) ve olglim sistemi olmak iizere ii¢ parcadan olusmaktadir. Bu sensorlerin
calisma prensibi su sekildedir; ¢ozelti ortaminda Oncelikle analit ile immobilize
biyomolekiil arasindaki reaksiyon sonucu indirgenebilen veya yiikseltgenebilen
(redoks) bir iriin olusur. Olusan {irlin elektrot yiizeyi {lizerinde indirgenip

yiikseltgenerek elektrik sinyalleri olusturur. Sinyaller 6l¢iim sistemi tarafindan o6lgiiliir.



Prodromidis ve Karayannis’e (2002) gbére amperometrik biyosensorlerin immobilize

enzim tabakasinda ve doniistiirlicii sisteminde su reaksiyonlar ger¢eklesmektedir;

. Enzim .
. Enzim .
Ana“t + Oz(gaz) —_—) UI'un + Hzoz(suda) (2.2)
Enzim .
Analit + NAD* ———»  Uriin + NADH + H" (2.3)
-0.6 V (vs. Ag/AgCl)
Oagan + 2 HO + 4 € » 40H (2.4)
0.65 V (vs. Ag/AgCl) .
H202(suda) » Oyt 2H +2€ (2.5)
-e” -H* -e” .
NADH —» NADHY, «—>NAD, «—> NAD (2.6)
+H* +e

Amperometrik biyosensorlerde en yaygin olarak platin, altin, giimiis, bakir, camsi

karbon elektrotlar1 doniistiirticti sistem olarak kullanilirlar (Zhang ve ark. 2000).

Amperometrik biyosensorler yiiksek duyarlilik ve segiciligi, diisik maliyeti,
giivenilirligi ve kolay uygulanabilir olusu ile klinik, ¢cevre ve gida analizlerinde oldukca

sik kullanilmaktadir (Giilce 2002a).

Gililce ve ark. (2002b) alkol tayini i¢in, Kafi ve Chen (2009) nitrofenol tayini i¢in, Wang
ve ark. (2000) H,O; tayini i¢in, Zhu ve ark. (2002) glikoz tayini i¢in amperometrik

biyosensorler gelistirmislerdir.

b-) Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyometri, akimsiz kosullarda bir c¢alisma ve referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin 6l¢limiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan

analit derisimini tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorler,

pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli olan cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara
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duyarli olan iyon se¢imli elektrotlar (ISE) ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz

duyarl elektrotlardir (Tiirkdemir 2008).

Potansiyometrik bir biyosensoriin ¢alisma mekanizmasi su sekildedir; analizlenecek
analit oncelikle segici gegirgen membrandan gecerek enzim immobilize tabakaya gelir
ve burada Olgiilebilen bir tiire doniisiir, Olgililebilen tiir diger bir secici gegirgen
membrandan gecerek i¢ ¢ozeltiye ulasir, i¢ ¢ozeltide bulunan iki elektrotlu 6l¢im
sistemi; bir referans elektrot bir tane de ¢alisma elektrotundan olusmaktadir. Referans
elektrot ¢ok bilinen Ag/AgCl, kalomel elektrot veya i¢ ¢ozeltisi jel olan Ag/AgCl

referans elektrotlardan olabilmektedir.

Calisma elektrotu ise dlgililecek maddeye gore pH duyarli, iyon duyarli (ISE; F',I", CN™,
Na*, K, Ca+2, NH," gibi iyonlara duyarli) veya CO,, NH3 gibi gaz molekiillerine
duyarl olabilmekte ve bu elektrotlar ticari olarak bulunabilmektedirler (Koncki 2007).
I¢ ¢ozeltiye gegen dlgiilebilen tiir uygun calisma elektrotu kullanildiginda iki elektrotlu

hiicre i¢inde bir potansiyel fark olusturur.

En yaygin olarak kullanilan potansiyometrik biyosensorler; {ire sensorti, laktat sensorii,

kreatinin sensorii ve glukoz sensoriidiir (Shin ve ark. 1998).

Ercole ve ark. (2003) yiyeceklerde E.coli tayini i¢in, Reddy ve ark. (2001) trigliserit
tayini i¢in, Santini ve ark. (2008) ¢esitli yiyecek 6rneklerindeki sakarin miktarini tayin

etmek igin potansiyometrik sensorler gelistirmislerdir.

c-) Yari iletken alan etki biyosensorleri

Alan etki transistorler (FET; field effect transistor) bir¢ok elektronik devrede kullanilan
devredeki akim akisin1 kontrol eden bir kati-hal yari iletken devre elemanidir. Elektrot
malzemesi olarak kullanilmaya baslandiktan sonra metal oksit alan etki transistorler
(MOSFET) ve iyon segici alan etki transistorler (ISFET) gelistirilmistir. MOSFET bir
FET tabanl iizeri birbirine ¢cok yakin metal oksit tabakalari ile kapli elektrottur. ISFET
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de yine FET tabanli iizeri yar1 iletken tabaka ile kapl iyon segici bir elektrottur (Skoog
ve ark 1996).

Bu elektrotlarin  yiizeyleri iizerine enzim immobilize edilmesiyle ENFET’ler
gelistirilmistir (Wan ve ark. 2000). Benzer sekilde bu elektrotlarin ylizeylerine istenilen
analite duyarli bir biyomolekiil immobilize edilerek yar1 iletken alan etki biyosensorleri

hazirlanmustir.

Kharitonov ve ark. (2001) laktat tayini icin ENFET, Gongalves ve ark. (2008) DNA ve

protein analizleri i¢in ISFET sensorleri gelistirmislerdir.

2.4. Enzimler

Enzimler biyolojik sistemlerdeki canli organizmalar tarafindan sentezlenen ve yine
organizmalardaki canli hiicrelerde gerceklesen kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen
(hizin1 arttiran) biyolojik aktiviteye sahip molekiillerdir. Insanlar farkinda olmadan
binlerce yildir enzimlerden faydalanmislardir. Ornek vermek gerekirse; bira yapimu,
sarap yapimi, sirke olusumu, ekmek yapimi, peynir yapimi gibi islemler hep enzimler
vasitasiyla olusan triinlerdir. Fakat enzimlerle ilgili yapilan ilk bilimsel c¢aligmalar

sadece gectigimiz birkag yilizy1l 6nce yapilmistir.

“1783 yilinda; Spallanzani’nin atmaca mide suyunun eti eritebildigini bulmasi, 1811
yilinda; Kirchoff’un bugday nisastasini zamanla dekstrin ve sekere doniistiigiinii
belirlemesi, 1830 yilinda; Robiquet, Boutron ve Chalan’ nin amigdalinin ac1 badem
tarafindan hidrolizlenebildigini kesfetmesi enzimoloji konusundaki ilk ¢aligmalar olarak

gosterilebilir” (Telefoncu 1997).

Enzim terimi ilk defa 1878 yilinda W. Kiinhe tarafindan kullanilmig olup maya

anlamina gelmektedir.

Enzimler ile ilgili ¢alismalar 1900°1ii yillardan sonra hiz kazanmistir. ilk enzim izole

edilmesi calismas1 1920°1i yillarda yapilmis ve iireaz izole edilmistir. Ik enzim yapisi
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aydinlatma ¢alismalar ise 1963 yilinda yapilmistir. Giiniimiizde, hala enzimler ile ilgili
tiim ayrintilar bilinmemektedir. Ancak bu kapsamda yapilan calismalar tiim hiz1 ile

devam etmektedir (Telefoncu 1997).

2.4.1. Enzimlerin yapisi

Enzimler genel olarak protein yapisinda biyolojik aktiviteye sahip molekiillerdir. Enzim
proteinleri ¢ok 0Ozgiil (spesifik) proteinlerdir. Enzim proteinlerinin 6zgiil olusundan
dolayi, enzimler sadece belirli maddeler (substratlar) arasindaki kimyasal reaksiyonlari

kataliz ederler.

Enzimlerin bir kismi basit protein yapisindadir. Bazi enzimler ise enzimin protein
kismina protein olmayan daha kiiciik molekiil biiyiikliigline sahip organik veya
anorganik molekiiller baglanarak proteid yapisinda bulunurlar. Bu durumda, enzimin
protein olan kismina apoenzim protein olmayan organik veya anorganik bir molekiil
olan diger kismina ise kofaktdr adi verilir. Eger organik molekiil enzim kismu ile iyi
birlesmisse ve kolay kolay protein kismindan ayrilmiyorsa prostetik grup, cok iyi

birlesmemis ve kolay ayrilabiliyorsa koenzim adini alir.

Sagligimiz i¢in diizenli olarak viicudumuza almamiz gerek vitaminlerde koenzim olarak
gorev alan bilesiklerdir (Inal 1996). Koenzimi ile birlikte bulunan apoenzim—koenzim
ciftine haloenzim denir. Haloenzimin sadece protein kismi degil kofaktorii ile birlikte
katalitik etki gosterir. Protein yapilar1 farkli olup da ayni kimyasal reaksiyon {lizerinde

katalitik etki gosteren enzimlere ise izoenzim denmektedir.
2.4.2. Enzim reaksiyonlarinin kinetik yonden incelenmesi
Enzimler de reaksiyon kinetigi bakimindan kimyasal katalizatorlere benzemektedirler.

Enzimler s6z konusu kimyasal reaksiyona ait aktivasyon enerjisinin bir kismini

karsilayarak reaksiyon hizini arttiran molekiillerdir.
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Ornek vermek gerekirse, H,O, yavas bir reaksiyon ile su ve oksijene par¢alanmaktadir
ve 1 mol H,O;’nin pargalanmasi i¢in 18 kcal/mol enerjiye gereksinim vardir. Bu
reaksiyonda katalizér olarak Fe*? kullanildiginda ayni reaksiyona 13 kcal/mol enerji
gerekmektedir. Katalizor olarak platin kullanildiginda 11,7 kcal/mol enerji gerekirken,
ayni reaksiyonda bir karaciger enzimi olan katalaz kullanildiginda ise 2 kcal/mol enerji

yeterli olmaktadir (Ozata ve Kutlu 2000).

Enzim reaksiyonlarinda Oncelikle substrat ile enzim arasinda bir ara bilesik
(kompleks) olusmaktadir. Enzim ile substrat birlesmesinden sonra substrat molekiiliinde
bazi kimyasal degisiklikler (bag kopmas1 gibi vs.) olur ve bdylece substrat molekiilii
kimyasal reaksiyona hazir hale gelir. Ara bilesigin olusma hizi enzim ve substrat
molekiillerinin derisimine baghdir. Daha sonra reaksiyon gercekleserek {iriin olusur

(Atasagungil 1965).

Bu reaksiyona ait reaksiyon denklemi su sekildedir;

E+S <« » ES <«—< 3 E4+p (2.7)

kz 4
Burada E; enzimi, S; substrati, ES; enzim — substrat ara bilesigini, P; iiriinii, ki—ko—Ks—
ks; ilgili reaksiyonlara ait hiz sabitlerini ifade etmektedir. Enzim reaksiyonlarina ait hiz

ifadesi Michaelis—Menten esitligi ile ifade edilir (Telefoncu 1997).

V= ‘;‘“—HESS]] (Michaelis—Menten esitlizi) (2.8)

Esitlik 9.’daki K, degeri Michaelis—Menten sabiti olarak bilinmektedir. Ky, bir enzimin
substratina olan ilgisini gdstermektedir. Eger enzimin substrata olan ilgisi fazla ise Kp,
degeri kiigiiktiir, bunun anlami; diisiik substrat derisimlerinde bile enzim ile substrat
[ES] ara kompleksini olusturmasidir. Enzimin substratina ilgisi zayif ise Ky, biiyliktiir.
Michaelis-Menten esitliginden faydalanarak bir enzimatik reaksiyona ait hizi

belirlemek i¢in; Michaelis—Menten esitligi ters ¢evrilir ve uygun bigimde diizenlenirse;
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(2.9)

elde edilir. 1/V’ye karst 1/[S] degerleri grafige gegcirildiginde elde edilen dogrunun

y = mx + b seklinde bir dogru denklemi olusturdugu goriilmektedir. Buradan hareketle,

dogru denklemine ait b degerinden Vmax, dogrunun egiminden yararlanarak ise Kp,

degerleri bulunabilir.

Gergeklesen bu reaksiyonun hizina bagli olarak enzim aktivitesi kavrami olusmaktadir.

Bu kavram enzim initesi ile tammlanmaktadir. 1 iinite enzim; 25 °C’de, 1 pmol

substrati, 1dk’da liriine ¢eviren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir. Enzim aktivitesi

degisen bazi ortam kosullarina gore degismektedir. Enzim aktivitesini etkileyen en

onemli etmenler ortam pH’si ve sicakligidir.

Enzim Aktivitesi

pH

Sekil 2.2. Enzim aktivitesine pH’ nin etkisi
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Enzim aktivitesi pH’ye duyarli olarak
degismektedir. Enzimlerin aktiviteleri
pH ile normal dagilim goéstermektedir.
Enzimler belli bir pH degerinde
maksimum aktivite gosterirlerken bu
pH degerinden uzaklasilinca aktiviteleri
kaybolmaktadir. Enzimlerle yapilan
caligmalarda, enzimin aktivitesinin
yiksek oldugu pH ¢alisma bolgesinde
calisiimali ve enzim aktivitesini sabit
bir degerde tutabilmek i¢in tampon
sistemler kullanilarak pH degeri siirekli

sabit tutulmalidir.



Enzim Aktiites! Enzimatik reaksiyonlarin hiz1 sicaklik ile
A belli bir sicakliga kadar artmaktadir.
Ortamin  sicakligi  artinca  ortamdaki
molekiillerin kinetik enerjileri artmakta,
boylece reaksiyona giren molekiillerin
arasindaki carpisma hizi ve buna bagh
olarak da aktivasyon enerjisini asabilecek
carpismalarin sayis1 artmaktadir. Belli bir

sicaklik degerine gelindiginde enzimatik

reaksiyon maksimum aktivite degerine

ulagir.  Sicakligin  biraz daha artmasi
sonucunda ise reaksiyon ortamindaki

0 20 40 Sicaklk (°C) y

enzim molekiilleri protein  yapisinda

Sekil 2.3. Enzim aktivitesi iizeri olduklarindan dolay1 yapisal bozukluklara
ekil 2.3. Enzim aktivitesi tizerine

sicakligin etkisi ugrarlar.
2.5. Enzim immobilizasyonu

Glinlimiizde, enzimler substratina karst cok yliksek segicilige sahip oldugu, sulu
cozeltilerde kolaylikla ¢oziilebildigi ve tekrar tekrar ayni reaksiyonlarda kullanilabildigi
icin kimya ve biyoteknoloji alanlarinda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak,
enzimler bu {istiin 6zelliklerinin yaninda kullanim agisindan dezavantaj yaratan bazi

ozelliklere de sahiplerdir (Telefoncu 1997).

Endiistride kapali ve siirekli sistemlerde gerceklestirilen reaksiyon ortamlarinda
enzimatik reaksiyonlarin kontrolii oldukca giictlir. Ayrica reaksiyonda kullanilan
enzimlerin istenilen anda aktivitelerinde bir kayip olmadan geri kazanimi da s6z konusu
degildir. Enzimlerin reaksiyon ortamindan geri kazaniminin yapilamamasi her defasinda
yeni enzim kullanimini gerektirir, enzim izolasyon ve saflagtirma islemleri de ¢ok
maliyetli islemlerdir. Bu nedenle, enzimlerin hem kullanim maliyetini diisiirmek hem de
daha kullanislt hale getirmek i¢in immobilize (tutuklanmig) enzim teknigi gelistirilmistir
(Sheldon 2007).
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Gelistirilen bu teknik ile sulu ortamda ¢oOziinebilen ve serbest halde bulunan enzim
molekiilleri, kat1 bir yiizeyde tutuklanarak veya hapsedilerek, sulu ¢ozeltide ¢6ziinemez
ve serbest halde bulunamaz duruma getirildi. Boylece hem enzimatik reaksiyonlar
kontrollii duruma hem de enzim geri kazanimi yapilarak enzimler tekrar kullanilabilir

hale getirildi (Telefoncu 1997).
2.5.1. Enzim immobilizasyon yontemleri
Literatiirde ¢ok fazla ve farkli immobilizasyon c¢alismalar1 olmakla birlikte, bu

caligmalar1 genel olarak ii¢ ana baghk altinda incelemek miimkiindir. Sekil 2.4

immobilizasyon yontemlerini gostermektedir.

Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Baglama Capraz Baglama Hapsetme
Koval ., Membran icine Polimer Matriks icine
ovalent Iyonik Adsorbsiyon Hapsetme Hapsetme

Sekil 2.4. immobilizasyon yontemleri

2.5.1.1. Baglama ile immobilizasyon yontemleri

Bu baglama yonteminde enzim suda c¢oziinmeyen katt bir ylizey iizerine
baglanmaktadir. Bu ylizey yapay, sentetik, organik veya anorganik 6zelliklere sahip bir
ylizeydir. Enzim molekiilleri protein yapisinda amino asit zincirlerindeki aktif uglar
vasitasiyla yiizey ile kolaylikla kovalent veya iyonik bag ve molekiiller arasi etkilesim
olusturabilir. Yiizey secilirken; hidrofilik karakter, suda ¢oziinmeme, gézenekli olma,

partikiil biiytikliigli gibi baz1 6zelliklere dikkat edilmelidir. En yaygin olarak kullanilan
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ylzeyler; seliiloz, cam, silikajel, aktif karbon, iyon degistirici recineler, metal ve metal

oksitler, kitin ve kitozan, poliakrilamit, naylon’dur (Telefoncu 1997).

a-) Kovalent baglanma ile immobilizasyon

Bu immobilizasyon yoOnteminde enzim kovalent baglar olusturabilen yiizeylere
dogrudan veya yiizey modifiye edilerek kovalent baglarla baglanarak immobilize edilir.
Bu yontemde enzimlerin yiizeyden kopmasi zordur, bu nedenle yapi1 saglamdir.
Difiizyon problemi en az olan yontemdir. Kovalent baglanmanin en 6nemli dezavantaji
enzimin yiizeye aktif uglarindan baglanarak aktivite kaybi olusmasidir (Soylemez ve

Fadiloglu 1996).

b-) iyonik baglanma ile immobilizasyon

“Bu yontemde kullanilan tasiyict sistemi iyon degistirme yetenegine sahip, suda
¢oziinmeyen bir tasiyict olmalidir. Iyonik baglanma cok yumusak kosullarda
gergeklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden
olmaz. Ancak enzim ile tasiyic1 arasindaki bag kovalent bag kadar giiglii olmadigindan

enzim kagis1 s6z konusu olabilmektedir” (Telefoncu 1997).

c-) Adsorbsiyon ile immobilizasyon

Bu baglama tiirli, en basit immobilizasyon yoOntemleridir. Buradaki adsorpsiyonu
saglayan kuvvetler -elektrostatik kuvvetler, hidrojen baglari, Wan der Waals
kuvvetleridir. Adsorpsiyon ¢ok zayif elektrostatik etkilesmeler ile olustugundan enzimin
desorpsiyonu kolaydir. Enzim denatiirasyonu (yapisinin zarar gormesi) azdir. Fakat
enzim desorbsiyonu; pH, ¢oziicii tiirii, sicaklik gibi parametrelere fazlasiyla bagimlidir.
Bu parametrelerin birinin degisimi bile enzimi kolaylikla desorbe olabilmektedir (Teles
ve Fonseca 2008).
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2.5.1.2. Capraz baglama ile immobilizasyon yontemi

Capraz baglama diger immobilizasyon tekniklerine gore daha yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. Bu yontemde biyomolekiil az miktarda ¢apraz baglayici ile karistirilarak
immobilize edilmektedir. Diftizyon kontrolli olan bir yontemdir. Enzim denatiirasyonu
diger tekniklere gore oldukea diisiiktiir ve kullanim 6mriinii uzatmaktadir. Ancak ¢apraz
baglama sirasinda enzim aktif uglariyla c¢apraz baglanmigsa aktivitede kayiplar

olabilmektedir (Sheldon 2007).

“En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri, glutaraldehit, kloroformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinil siilfonlar,

p—benzokinon, transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir” (Telefoncu 1997).

2.5.1.3. Hapsetme ile immobilizasyon yontemleri

Hapsetme enzim molekiiliinii belli bir alanda tutmaya zorlamaktir. Bu yontemi
baglanma yontemlerinden ayiran en 6nemli fark enzimin herhangi bir tasiyiciya bagh
olmayisidir. Bu yontemde enzim polimer bir matriks igerisinde, jel bir matriks
icerisinde veya bir yar1 gecirgen membran icerisinde hapsedilebilir. Bu yontemin en

biiylik dezavantaji enzimatik reaksiyonun difiizyon tarafindan kisitlanmasidir.

a-) Membran icine hapsederek immobilizasyon

Bu immobilizasyon yonteminde enzim yar1 gegirgen bir membran igerisine hapsedilerek
immobilize edilir. Fazla miktarda enzim kullanilmaktadir ve enzim denatiirasyonu azdir.
Bu yiizden enzim aktivitesinde neredeyse hi¢ kayip olmamaktadir. Enzim yar1 gecirgen
bir membran igerisine hapsedildiginden gerceklesecek enzimatik reaksiyon difiizyona
bagli kalmaktadir. Diflizyon hizi membran goézeneklerinin ¢apina ve substrat
molekiillerinin molekiil biyiikliigiine bagli olarak degismektedir (Soylemez ve

Fadiloglu 1996).
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En yaygin olarak kullanilan membranlar seliiloz asetat membranlar, sol-jel tiirevi

kompozit membranlar ve politiretan membranlardir.

b-) Polimer matriks icerisinde hapsederek immobilizasyon

Polimerik membranlar enzim immobilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan
matrikslerdir. Cesitli polimerik filmler biyosensdr yapiminda kullanilmaktadir. Bu
polimerler iletken veya iletken olmayan polimerler olabilmektedirler. Immobilizasyonda
kullanilan polimerik filmler hem baslatict madde kullanilarak polimerlesme, hem de
elektrokimyasal polimerlesme ile hazirlanabilmektedir (Prodromidis ve Karayannis
2002).

Baslatici  kullanilarak  yapilan  polimerlesmede en ¢ok kullanilan polimer
N-N'"-metilenbisakrilamit ile ¢apraz baglanmis poliakrilamittir. Bu yontemde polimer
zincirlerinin ¢apraz bag yiizdesi ¢ok iyi ayarlanmalidir. Capraz bag yiizdesinin ¢ok fazla
olusu hem substratin enzim molekiiliine erigimini kisitlamakta hem de enzimin zincir
yapisin1 zorlayip aktivite kaybina neden olabilmektedir. Bu olumsuzluga ragmen, bu
teknigin en biiyiikk avantaji enzimin rastgele yonlenmedigi bir teknik olusudur. Bu
yilizden enzim molekiiliinde konformasyonel degisimler yliziinden herhangi bir aktivite

kayb1 olmaz (Teles ve Fonseca 2008).

Elektrokimyasal polimerlesme ise, elektrokimyasal olarak polimerlesebilen bir
monomer ile enzim igeren sulu c¢ozeltiye daldirilmig calisma elektrotuna uygun
potansiyel uygulanarak gerceklestirilir. Elektrokimyasal olarak enzim hapsedilmis
polimerik filmler, hapsedilen biyomolekiiliin aktivitesini etkileyen kimyasal
reaksiyonlar olmadan, kolay ve hizli olarak tek basamakli bir prosediirle iiretilir. Ayrica
bu metot polimer tabakasinin kalinligin1 kontrol etmeyi olanakli kilar. Film tabakasinin
kalinlig1 elektrokimyasal polimerlesme islemi siiresince devreden gegen yiik miktari
hesaplanarak kontrol edilebilir. Bu yontemin Onemli avantajlarindan bir tanesi
polimerlesme islemini ¢ok kii¢lik bir ylizeyde kontrollii bicimde yapabilmesidir. Bu
yontemle hazirlanmis polimer filmlerin ¢ogu poliasetilen, polianilin, polipirol gibi

iletken polimerlerdir. iletken olmalarindan dolay1 polimer filmler farkli kalmliklarda
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olabilmektedir, iletken olmayanlarin aksine filmler ince olmak zorunda degildirler

(Teles ve Fonseca 2008).

2.6. Biyosensor Yapiminda Yararlanmilan VVoltametrik Teknikler

Voltametri {i¢ elektrolu hiicreler kullanilarak istenilen tiirlerin nitel ve nicel analizini
yapmaya yarayan elektrokimyasal bir tekniktir. Ayrica elektrot yiizeylerini modifiye
etme, biyosensor hazirlama gibi ¢alismalarda da voltametrik tekniklerden yararlanilir.
Voltametri diger analiz tekniklerine goére oldukc¢a hizli bir tekniktir ve ¢ok yiiksek
analitik duyarliliga sahiptir. Voltametrik teknikler ile ¢alisma elektrotlarinin potansiyel
sinir  degerleri icerisinde elektro aktif olan tim bilesikler analizlenebildigi gibi
tirlendirme c¢aligmalarina da ¢ok yatkin bir tekniktir. Son yillarda 6zellikle biyosensor
teknolojisinin ivmeli bir sekilde gelismesi nedeniyle voltametrik tekniklerin

kullaniminin da 6nemli derecede artis gosterdigi diistiniilmektedir.

Voltametrik ¢aligmalar; ¢alisma elektrotu, referans elektrot ve yardimci elektrot olmak
tizere li¢ elektrotlu hiicre icerisinde ve diizenli bir sekilde degistirilen potansiyel tarama
islemi ile yapilir. Ug elektrotlu hiicrede ¢alisma elektrotunun potansiyel kontrolii igin
potansiyostat ad1 verilen cihazdan yararlanilir. Calisma elektrotunun potansiyelinin bir
temel karsilastirma elektrotuna (referans elektrot) istenilen degere ulagsmasi i¢in ¢alisma
elektrotu {izerinden, yardimci bir elektrot araciligiyla gerektigi kadar akim gegirilir,
gecirilen bu akim biiyiikliigli, calisma elektrotunun potansiyeline kars1 grafige
gegirilerek voltamogram denilen akim—potansiyel egrisi elde edilir. Bu egri yardimiyla,
hem istenilen tiiriin indirgenme veya yiikseltgenme potansiyeli belirlenirken hem de
olusan pikin biyikligi (pik akimi) vasitasiyla o tiriin - kantitatif analizi
yapilabilmektedir. Sekil 2.5 TUPAC tarafindan benimsenmis akim—potansiyel gosterim

yonleri ve kabul edilen isaretlerini gostermektedir.
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Sekil 2.5. IUPAC sistemine gore akim—potansiyel yonleri ve isaretleri

Voltametrik ¢alismalarda genellikle ¢alisma elektrotu olarak platin, altin, camsi1 karbon,
grafit, bor iceren elmas, askida civa damla elektrot gibi ¢alisilan ortama inert davranan
elektrotlar, referans elektrot olarak ise Ag/AgCI, kalomel elektrotlar gibi temel
karsilastirma elektrotlar1 kullanilmaktadir. HF gibi cam elektrot govdelerinin zarar
gorebilecegi kosullar icin plastik govdelerle hazirlanmig, 6l¢ciim ortami bilesiminden
etkilenmemesi i¢in sulu elektrolit yerine elektrolitik jel iceren gibi 6zel amaglh referans

elektrotlar da hazirlanabilmektedir (Senol ve ark. 2009).
Biyosensor hazirlanmasi ¢aligsmalarinda, ¢evrimsel voltametri (CV), dogrusal taramali

voltametri (LSV), sabit potansiyelde akimin zamanla degisimi (Time—Base) ve puls

teknikleri yaygin olarak kullanilan voltametrik teknikleridir.
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2.6.1. Dogrusal taramal voltametri teknigi

Potansivel

L 3

Va2

Vi

Zaman

L

Dogrusal taramali voltametri adindan
da anlasilacag1 gibi potansiyel tarama

programinin sadece bir yone dogru

uygulandigr  voltametrik  tekniktir.
Burada potansiyel V; gibi bir baslangig
potansiyelinden V, gibi bir bitis

potansiyeline sabit hiz ile degistirilir
(Sekil 2.6). Degisen potansiyele karsi
akimlar oOlgiilerek Sekil 2.7°de goriilen
grafik elde edilir.

Sekil 2.6. LSV’de potansiyel uygulama programi

Potansiyel tarama islemi,

analizi yapilacak tiirlin tepkime vermesi diigiiniilen

potansiyelinden (Vo) en az 220/n mV oOncesinden baslatilarak (V3), tepkimenin

gerceklestigi potansiyel yeterince asilincaya kadar (V) sirdiriilir (Bard ve Faulkner

2001). Sekil 2.7, LSV voltamogramu iizerinde V1, V2 ve Vj noktalarin1 gostermektedir.
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Sekil 2.7. LSV egrisi
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2.6.2. Cevrimsel voltametri teknigi

Cevrimsel voltametri (CV) bir kimyasal tiiriin elektroaktivitesinin belirlenmesinde ve
elektrokimyasal reaksiyonlarin aydinlatilmasinda en yaygin olarak kullanilan tekniktir.
Elektrokimyasal reaksiyonlarin kinetigi, heterojen elektron transfer reaksiyonlari,
kimyasal reaksiyonlari, kimyasal reaksiyonlar ve adsorbsiyon islemlerini aydinlatmada
yararlanilir. Cevrimsel voltametri, 10 M ile simrh oldugundan ¢ogunlukla nicel analiz
amagclartyla kullanilmaz. Bu yontem genellikle istenilen tiiriin redoks potansiyelini

belirlemek i¢in kullanilir (Wang 2006).

Cevrimsel voltametride uygulanan potansiyel programi LSV’den farkli olarak iki
kademede uygulanir. Ik kademede V; gibi bir baslangi¢ potansiyelinden baslanarak V
potansiyeli kadar tarama yapilir, ikinci kademe potansiyel uygulama yonii tersine
cevrilir ve V,’den ayni tarama hizi ile tekrar V1 (veya farkli bir V3) potansiyeline kadar
potansiyel diizgiin hizla degistirilir ve ¢alisma elektrotunun potansiyeline kars1 okunan
akimlar okunarak grafige gegirilir. Sekil 2.8 c¢evrimsel voltametriye ait potansiyel
uygulama programini gostermektedir. Potansiyel uygulama programi Sekil 2.8°de

goriildiigii gibi ¢cok ¢evrimli olarak gerceklestirilebilir.

Potansivel

len

Zeri
vonde vénde
tarama Tarama

Vi

>

Faman

1. ¢evrmm 2. cevrim

Sekil 2.8. CV’de potansiyel uygulama programi
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Sekil 2.9, 6 mM Kjs[Fe(CN)s]’ya ait ¢evrimsel voltamogrami gostermektedir.
Voltamogram incelendiginde, ¢ozelti ara yiizeyinde bulunan Fe** iyonlarimimn indirgeyici
potansiyel bolgesine dogru yapilan tarama ile Fe***iin Fe”"’ya indirgendigi, potansiyelin
ters tarafa degistirilmesi sirasinda olusan Fe?* iyonlarinin uygun potansiyelde tekrar

Fe**’e yiikseltgendigi goriilmektedir.
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Sekil 2.9. CV egrisi

2.6.3. Time—Base (akim—zaman) teknigi

Bu teknikte CV ve LSV’deki gibi potansiyel tarama islemi yapilmamakta analiz
sliresince potansiyel sabit tutulmaktadir. Time—Base teknigi ile analiz yapabilmek igin
oncelikle CV veya LSV gibi teknikler kullanip analiz edilmek istenen tiiriin indirgenme
veya yiikseltgenme potansiyeli bulunmalidir. Uygulanan potansiyel gerekli minimum
potansiyelden biraz daha biiyiik olarak segilebilir. Bu teknikte, eger ¢ozeltide var olan
bir tiirii indirgemek istiyor ve ona ait indirgenme potansiyeli uyguluyorsak ortamda bu
uygulanan potansiyelden daha diisiik potansiyellerde indirgenen baska tiirlerin girisim

etkileri dikkat edilmesi gereken en 6nemli husustur.

Time-Base teknigi, hazirlanan sensoriin  duyarlii@inin ve olast interferentlerin

etkisizliginin gosterilmesi agisindan ¢ok kullanishidir. Bu teknikte ¢ozelti ortamina
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yapilan analiz edilmek istenilen tiire ait hacim eklemeleri sonucunda akim basamaklari
olusmakta olusan basamak biiytikliikleri de tiiriin degisimi ile orantili olmaktadir. Bu
sekilde akim basamag: biiytikliikleri okunarak kantitatif analiz yapilabilmektedir. Sekil

2.10 Time—Base teknigine ait bir egriyi gostermektedir.
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Sekil 2.10. Time—Base egrisi

2.6.4. Puls teknikleri

Puls teknikleri daha diisiik miktarlarda madde analizi yapmak i¢in gelistirilmis
tekniklerdir. 10® M derisim gibi iyi bir tayin smirlari vardir. Puls tekniklerinin ortaya
cikis1 ile elektroanalitik kimyacilarin ¢ok yaygin olarak kullandigi polorografi
tekniginin yerini almaya baslamistir. Bu tekniklerde faradayik ve kapasitif akimlarin
orani ¢ok fazla derecede arttirtlmis ve bu sayede yliksek duyarlilik saglanmistir. Puls
tekniklerini normal puls (NPV), diferansiyel puls (DPV) ve kare dalga voltametrisi
(SWV) olmak iizere ii¢ kisimda incelemek miimkiindiir. Bu tekniklerde ¢alisma
elektrotunun {izerine 50 ms’lik siirelerde potasiyel basamagi dizisi uygulanir ve bu
basamagin son kisimda akim okunur. Bunun nedeni, potansiyel basamag1 uygulandiktan
sonra kapasitif akimlar hizla diiserken faradayik akimlar daha yavas diismekte,
dolayisiyla potansiyel basamagin sonunda okunan akim igerisinde derisimle dogru

orantili olan faradayik akimlarin pay1 biiyimektedir (Wang 2006).
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Bu tekniklerde dikkat edilmesi gereken en 6nemli husus her dlglimden once elektrot
ylizey alaninin ayni olup olmadigidir. Puls teknikleri hem kati elektrotlar (platin, camsi
karbon v.b.) ile hem de askida civa damla elektrot (HMDE) ile yapilabilmektedir.
Damlayan civa damla elektrot ile yapilan voltametrik calismalarda puls tekniklerinin

kullanilmast ile puls polarografisi geligmistir.
2.6.4.1. Normal puls voltametrisi

Normal puls voltametrisinde, uygulanan potansiyel puls yiiksekligi diizenli olarak
arttirtlmak suretiyle calismalar gergeklestirilir. 50 ms boyunca puls uygulanir ve bu
pulsun son 16,7 ms’sinde akim okumas1 yapilarak egri olusturulur. Okunan akimlar
icerisinde faradayik akimlarin belirgin olmasi nedeniyle diger lineer potansiyel tarama
tekniklerine oranla 5 ile 10 kat daha iyi duyarlilik elde edilebilir
(Bard ve Faulkner 2001). Sekil 2.11 NPV’ye ait potansiyel uygulama programini

gostermektedir.

Potansiyel

16.7 ms — ‘—

Zaman

Sekil 2.11. NPV’de uygulanan potansiyel programi
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2.6.4.2. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinde uygulanan puls sekli, dogrusal olarak artan bir
potansiyel uygulama programi (RAMP) fizerine puls uygulama programinin
yerlestirilmesi ile olugmaktadir. Bu teknikte NPV’den farkli olarak iki kez akim
okumas1 yapilir. Ilk akim okumas1 puls uygulanmaya baslamadan 16,7 ms 6nce, ikici
okuma ise puls uygulanip kapasitif akimlarin minimum degere ulastig1 anda okunur ve

bu iki okuma arasindaki fark potansiyele kars1 grafige gegirilerek egri elde edilir (Wang
2006).

DPV tekniginde uygulanan pulsun potansiyel biiyiikliigii genelde 10-100 mV potansiyel
arasindadir (Bard ve Faulkner 2001). DPV, NPV’den 5 veya 6 kat daha duyarli bir
teknik oldugu i¢in 2—10 ppb tayin sinirlarinda ¢alisma yapma imkani saglamaktadir

(Turkdemir 2008). Sekil 2.12 DPV’de uygulanan potansiyel programini gostermektedir.

T
P%: 0.5-58 5o0ms l
E. alf— —_— e
Akimokumalan | | 202~ —-—"_= == AE
— - T
)
Zaman

Sekil 2.12. DPV’de potansiyel uygulama programi

Bard ve Faulkner (2001) tarafindan civa damla elektrot ile 0,01 M HCI igerisinde
10° M Cd2+’ye ait DPV ve NPV teknikleri ile elde edilmis egriler Sekil 2.13 ve Sekil
2.14 gostermektedir. ki sekil incelendiginde NPV ile Cd**’ye kars1 diizgiin bir pik
olusumu gozlenmezken, DPV ile yapilan ¢alismada oldukca iyi ve gozlenebilirligi

yluksek bir pik elde edilmistir.
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2.6.4.3. Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisinde, ¢alisma elektrotuna hem ileri yonde hem de geri yonde
simetrik bir sekilde kare dalgalar1 seklinde potansiyel uygulamasi yapilir. Bu teknikte
de akim Sl¢liimii i¢in iki okuma yapilir. Okumalar ileri ve geri yondeki pulslarin son

zaman dilimlerinde yapilarak kapasitif akimlardan kaginilmig olunur (Wang 2006).

Kare dalga voltametrisinde uygulanan potansiyel basamak yiiksekligi ve genisligi
ayarlanarak ¢ok yiiksek tarama hizlarina c¢ikilabilindigi icin elde edilen piklerin

yiikseklikleri yani teknigin duyarliligi diger puls tekniklerine gore daha iyidir.
Nitekim bu teknik ile 10® M derisimlere kadar ¢alismalar yapmak miimkiindiir (Wang

2006). Sekil 2.15 kare dalga voltametrisinde uygulanan potansiyel programini

gostermektedir.
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Sekil 2.15. SWV’de potansiyel uygulama programi

Bu teknikte, ileri yonde yapilan akim okumalarindan, geri yonde akim okumalari

cikarilarak egri elde edilir (Bard ve Faulkner 2001).

Sekil 2.16 yapilan ileri ve geri yonlerdeki okumalar ile elde edilen egrileri ve sonug

olarak elde edilen egriyi gostermektedir.
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0.2 0.0 —0.2 —0.4

Potansivel

Sekil 2.16. SWV’de ileri okuma, geri okuma ve ikisi arasindaki fark sonucu elde
edilmis akim—potansiyel egrileri
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2.7. Literatiirde Oksalat Tayini Icin Yapilan Calismalar

Oksalatin, 1spanak, mantar, pancar yapragi, zencefil, horozibigi ¢igegi, pazi otu gibi
sebzelerde, ¢ikolata gibi gida maddelerinde, bira gibi igeceklerde oldugu ve ayrica igme
suyunun ozonlama ile dezenfekte edilmesi esnasinda ve viicuttaki protein yikimi sonucu
olustugu bildirilmektedir. Viicuda alinan fazla miktarda oksalat Ca®* ve Mg?* iyonlarla
¢oziinmeyen bilesikler olusturarak viicudun gereksinim duydugu Ca** ve Mg*
emiliminde azalma gibi sorunlara yol acabilmektedir. Oksalatin olusturdugu bu
¢Oziinmeyen bilesikler bobrek ve organlarda ¢okerek bazi fonksiyonel bozukluklara ve
bobrek taslarima neden oldugu bilinmektedir. Oksalat ayrica endiistriyel sistemlerde de
sorunlara neden olan bir maddedir. Fazla oksalat bira yapimmin ilk asamalarinda
biranin rengini bozucu etki gosterirken, ilerleyen asamalarinda ise siStemin igerisinde
cOkerek tikanikliklara neden olmaktadir. Benzer sekilde ozonlanma sonucu suda olusan
oksalat da sistemlerde ¢okerek tikaniklik ve hasarlara neden olabilmektedir. Ozonlanma
sonucu olusan oksalatin ayrica sudaki bakteriyel gelismeye (kirlilige) katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Oksalat bu tip sorunlara neden oldugu igin rutin

yontemlerle siirekli takip edilmesi ve analizlenmesi biiylik 6nem teskil etmektedir.

2.7.1. Biyosensdorler ile yapilan ¢alismalar

Oksalat biyosensorleri genel olarak ti¢ farkli tiptedir; bir oksijenmetre ve oksalat
oksidaz (OXO) enzimi ile modifiye edilmis oksijen sensoriinden olusan oksalat
biyosensoriinde asagidaki reaksiyona bagli olarak ¢o6ziinmiis oksijen derisimindeki
azalma Olgiiliirken, amperometrik oksalat sensoriinde ayni tepkime ile agiga c¢ikan
H202’nin indirgenme tepkimesi sonucu oksalat miktar1 belirlenir. Oksalat tayini igin
bienzimatik (iki enzimli) amperometrik biyosensorler de mevcuttur. Bienzimatik
sensorlerde oksalat oksidaz ve horseradish peroxidase enzimleri birlikte kullanilarak
genellikle bir mediatdriin  yilikseltgenerek  degisen  derisimi  Olgiilmektedir.
Potansiyometrik oksalat sensorii ise asagidaki reaksiyon sonucu olusan CO;’nin
biyosensoriin i¢ ¢ozeltisi i¢inde karbonat — bikarbonat dengesini olusturmasi sonucu
ortamin degisen pH’si dl¢imii ilkesine dayanmaktadir (Yablotskii ve Shekhovtsova
2010).
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Enzim

(COOH),+ 0, ——> 2CO,+H,0; (2.10)

CO,+H,0 +———>  HCOy +H' (2.11)

Oksalat tayini igin ayrica kalorimetrik 6l¢im ilkesine dayali ve SIRE teknolojisi diye
adlandirilan, enzimatik reaksiyon sonucu olusan tiirlin elektrot yiizeyindeki
reaksiyonuna degil de enzimatik reaksiyonun kendisinden kaynaklanan elektriksel
sinyallerin Ol¢imiine dayali biyosensorlerde mevcuttur (Pundir ve Sharma 2010).
Ancak bu tip biyosensorlerin sayist ¢ok azdir. En yaygin olarak bulunan sensorler

H20,’nin indirgenmesi esasina dayanan sensorlerdir.

Bradley ve Rechnitz (1986), idrarda oksalat tayini i¢in hem potansiyometrik hem de
amperometrik oksalat sensorleri gelistirmislerdir. Potansiyometrik sensor oksalat
oksidazin gaz gegirgen membran yiizeyine immobilize edilip CO; elektrotunun
ylizeyine yerlestirilmesi ile, Amperometrik sensor ise oksalat oksidazin Gor—Tex
membran ile diyaliz membranm1 arasina immobilize edilmesiyle olusturulmustur.
Potansiyometrik sensér ile tayin siurt 3,4.10° M, amperometrik sensér ile 2.10° M

olarak bulunmustur.

Dingkaya ve Telefoncu (1994), oksalat tayini igin ¢oziinmiis oksijen elektrotu ile
oksalat oksidaz kullanilarak bir biyosensdr hazirlamislardir. Once oksijen elektrot
lizerine selilloz asetat membran tutturmuslar, bu seliilloz asetat membran, oksalat
oksidazin birlesebilecegi fonksiyonel gruplarin sayisini arttirmak igin BSA ile
birlestirilmis ve aktive edilmistir. Oksalat oksidaz seliiloz asetat-BSA membranina
glutaraldehit ile baglanmistir. Dogrusal c¢alisma aralig 1.10°-3,5.10* M olarak

belirlenmistir.

Reddy ve ark. (1997), idrarda oksalat tayini igin oksalat oksidaz1 glutaraldehit ve BSA
ile polikarbonat veya dializ membrani ile seliilloz asetat membran arasina immobilize
ederek bir biyosensor olusturmuslardir. Dogrusal ¢alisma araligi seyreltilmis idrarda

2—200 pM, seyreltilmemiste ise 80-800 UM olarak belirlenmistir.
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Milardovic ve ark. (2000a), rutenyum, nikel ve demir hegzasiyanometalat
(Ru-FeNiHCM) ile modifiye edilmis grafit elektrot ylizeyine glutaraldehit ve BSA ile
oksalat oksidaz immobilize ederek biyosensor hazirlanmistir. Dogrusal ¢alisma

araliginin alt sinir1 20 yL olarak elde edilmistir.

Milardovic ve ark (2000b), krom (l11l) hegzasiyano ferrat (Il) ile grafit elektrotu
modifiye ederek yeni bir ylizey olusturmuslar olusan yeni yiizeye de oksalat oksidazi
BSA ve glutaraldehit ile immobilize ederek gercek yiyecek Ornekleri ve idrar
orneklerinde oksalat tayini i¢in bir biyosensor gelistirmislerdir. Dogrusal ¢aligma aralig:

2,5-400 uM olarak bulunmustur.

Perez ve ark. (2001), hem oksalat oksidaz hem de horseradish peroksidaz iceren g¢ift
enzim sistemli bir elektrot hazirlanmistir. Oksalat oksidaz, titanyum dioksit ile modifiye
edilmis olan silika jele glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak immobilize edilmistir. HRP
karbon di—imit ile grafit tozuna kovalent baglanarak immobilize edilmistir. Dogrusal

calisma aralig1 0,1-2 mmol/L olarak belirlenmistir.

Sezgintiirk ve Dingkaya (2003), idrardaki oksalat tayini ig¢in 1spanak dokularmin
immobilizasyonuna dayali bir biyosensor gelistirilmislerdir. Biyosensoér ¢oziinmiis
oksijen elektrodu tizerine yiiksek segicilige sahip teflon membran entegre edilerek, bu
membrana 1spanak dokularinin  immobilize edilmesiyle yapilmistir. Enzim
immobilizasyonu jelatin—glutaraldehit ¢ifti ile capraz baglama yontemi kullanilarak

yapilmistir. Dogrusal ¢alisma araligi 1.10°-10.10" M olarak belirlenmistir.

Hong ve ark. (2003), yaptiklari ¢alismada oksalat tayini i¢in SIRE teknolojisini
kullanarak kolorimetrik yontemle idrarda oksalat tayini i¢in bir biyosensor
gelistirmislerdir. Tayin smirmi 20 pgM, dorusal c¢alisma araligmi 0-5 mM olarak

belirlemislerdir.
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Fiorito ve Torresi ark. (2004), oksalat tayini i¢in purusya mavisi ve dop edilmis analin
ile modifiye edilmis cams1 karbon elektrot ylizeyine oksalat oksidazi1 glutaraldehit ile
immobilize ederek bir biyosensor gelistirmiglerdir. Dogrusal ¢alisma araligi 0,08-0,45

mM olarak bulunmustur.

Capra ve ark. (2005), idrarda oksalat tayini i¢in oksalat oksidazi
glutaraldehit-miisin—karbopol =~ matrikse = c¢apraz  baglayarak  bir  biyosensor
olusturmuslardir. Ayrica glutaraldehit—miisin—enzim ve glutaraldehit— albumin—enzim
bilesimlerini  kiyaslamislardir. Dogrusal ¢alisma araligt 2-400 pM olarak

belirlemislerdir.

Milardovic ve ark. (2008), idrarda oksalat tayini igin altin elektrot yiizeyine oksalat
oksidaz ve peroksidaz enzimlerini BSA (bovin serum albumin) ve glutaraldehit ile
immobilize ederek biyosensér gelistirmislerdir. Olgiimler hem standart oksalik asit igin
(dogrusal calisma araligi 50 yM—-10 mM) hem de idrar 6rnegi i¢in (dogrusal ¢alisma
aralig1 5 yM-10 mM) akis hiicresinde dogrudan enjeksiyon yapilarak yapilmstir.

Mishra ve ark. (2010), idrar ve birada oksalat tayini i¢in karbon tozu, parafin yagi
oksalat oksidaz, BSA ve glutaraldehiti karigtirarak bir enzimatik elektrot

olusturmusglardir. Sensér 20 mg/mL’ye kadar dogrusal olarak ¢aligmaktadir.

2.7.2. Diger tekniklerle yapilan ¢caliymalar

Masar ve ark. (2003), alan elektroforez sistemi ile biradaki oksalat tayini igin
polimetilmetakrilat kapiler elektroforez ciplerini kullanmiglardir. Bu sayede yiiksek
ornek yiikleme kapasiteli bir ayirma sistemi (500 nL 6rnek enjeksiyon kanali ile
birlestirilmis 8500 nL ayirma kanal1) elde etmisler, ayrica ¢ipte ayirma bdliimiindeki
¢ozeltinin hidrodinamik ve elektro—osmatik tasimalari engellenmis ve elektroforez
cipteki ayirmalarda baskin tasima islemi haline getirilmistir. Dogrusal ¢alisma araligi

2—-25 mM olarak bulunmustur. Uygulama igin alt1 farkli bira 6rnegi ile ¢alisilmigtir.
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Suzuki ve ark. (2005), serumda oksalat tayini i¢in 190 nm’de direkt absorbans tayinine
dayanan alan elektroforez sistemini elektrik alan-biiyiitmeli 6n deristirme teknigi ile
birlestirilip bir analiz sistemi olusturmuslardir. Tayin smir1 (S/N = 3 iken) 1,14 nM,
dogrusal calisma aralig1 ise 5,68 nM—11,36 uM, R*= 0,9999 olarak belirlenmistir. Daha

sonra dort farkli serum 6rneginde uygulama yapilmistir.

Sljukic ve ark. (2007), oksalik asit tayini igin ikisi polipirolitik karbon, diger ikisi
sadece karbon tabanl elektrotlar ile oksalik asitin yiikseltgenmesine dayanan bir tayin
yontemi gelistirmeyi amaglamiglardir. Polipirolitik elektrotlarin oksalik asite karsi
oldukc¢a duyarl oldugunu gézlemlemisler ve yapilan ¢alismalar sonucunda tayin siirini

0,7 uM olarak belirlemislerdir.

Kumar ve ark. (2008), idrarda oksalat tayini i¢in aktiflestirilmis polistiren kiivetler
kullanarak bir metot gelistirmislerdir. Polistiren kiivet 151k altinda yiizeye baglanabilen
cift aktif uglu olan 1-floro—2—nitro—4—-azidobenzen ile modifiye edildikten sonra bu
bilesige oksalat oksidazin takilmasi ile aktive edilmektedir. Oksalat tayini absorbansa

dayali olarak yapilmistir. Dogrusal caligma araligi1 20-200 uM olarak belirlenmistir.

Senol ve ark. (2009), oksalik asit analizi i¢in 6ncelikle Britton—Robinson tamponunda
oksalik asitin pH ile duyarliligindaki degismeyi belirlemisler, ardindan optimize
ettikleri ¢alisma kosullarinda kalibrasyon grafigi hazirlamislardir. Dogrusal calisma

araligin1 0,5-5 mM olarak belirlemislerdir.

Zheng ve ark. (2009), 1spanakta oksalik asit tayini i¢in camsi karbon elektrotu karbon
nano tiip ile modifiye edip bir elektrot hazirlamislardir. Oksalik asitin yiikseltgenmesi
vasitasityla tayin etmislerdir. Dogrusal ¢alisma araligi 5.10°-1,2.102 M olarak

belirlenmistir.
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Chamjangali ve ark. (2009) tarafindan, sebze ve su Orneklerinde eser miktarlarda
oksalat tayini i¢in yeni, basit, secici ve duyarli katalitik—Kinetik spektrofotometrik bir
metot gelistirilmistir. Metot siilfiirik asit ortaminda dikromat ile oksalatin rengi mora
donene kadar titre edilerek ylikseltgenmesine dayanir. Sonrasinda mor renkli ¢ozelti 630
nm’de Olgiilerek okslat tayin edilir. Dogrusal ¢aligma araligi 0,2-5,5 mg/mL ve tayin

sinir1 0,05 mg/mL olarak belirlenmistir.

Pundir ve ark. (2009), yumurta kabugu iizerine oksalat oksidaz immobilize ederek
oksalat i¢in yeni bir tayin yOntemi gelistirmislerdir. Tayin smurmi 1,5 M olarak

belirlemislerdir.

Sikora ve ark. (2009), viicudunda kalsiyum oksalat olduklarindan siiphe duyulan ve
duyulmayan 59 kisideki oksalat miktarini belirlemek ve bu sonuglar1 yaslara ve gore
kategorilendirmek amaciyla, infrared spektroskopisini kullanarak plazmada oksalat

tayini ¢caligmalar1 yapmislardir.
Yamazaki ve ark. (2010), rodyum ftalosiyanin ile camsi karbon elektrot yiizeyini

modifiye ederek oksalik asit tayini i¢in yeni bir modifiye elektrot yapmislardir. Tayin

sinirini da 1 uM olarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Voltametrik calismalar; bilgisayar kontrollii BASI Epsilon marka potansiyostat ile C3
Cell Stand ve Civa Damla Elektrot (HMDE) kullanilarak, spektrofotometrik ¢alismalar;
Hitachi U-3900H marka ¢ift 151n yollu UV-VIS spektrofotometre kullanilarak yapildi.
pH ayarlama ve Ol¢iimleri igin Termo—Orion 4 Star Plus marka pH metre ve
8102BNUWP kodlu Orion cam pH elektrottan, tartim islemleri i¢in Shimadzu
AUW220D marka 0,01 mg duyarliliktaki hassas teraziden yararlanildi. Cozelti
hazirlama islemlerinde kullanilan 1s1 kontrollii manyetik karistirict Wisestir MSH—-20D
markadir. Cesitli islemlerde Branson 1510 model ultrasonik banyo ve Ol¢iim
coOzeltilerinden ¢oziinmiis O, uzaklastirilmasinda yararlanilan yiiksek saflikta (9%99,9)
Ar gazinin temizlenmesi i¢in VCl; absorbsiyon cam diizeneginden yararlanildi. Ayrica
elektrot ylizeylerini kontrol ve kaplama islemleri sonucu elde edilen yeni ylizeyleri
fotograflamak amaciyla, x500 kata kadar biiylitmeli 122Cu Dijital Gorlintiileme
Sistemine sahip NIM 100 Ters Tip Metaliirjik Mikroskop’tan yararlanildi.

Voltametrik ¢alismalarda, ¢alisma elektrotu olarak; Basi marka, MF-2013 kodlu 1,6
mm ¢apinda platin elektrot (PtE), MF-2012 kodlu 3 mm ¢apinda camsi karbon elektrot
(GCE), yardimci elektrot olarak; Basi marka MV-1032 kodlu 7,5 cm uzunlugunda
platin tel elektrot ve spiral sekilde biikiilerek paralel diiz yiizey haline getirilmis platin
elektrot, referans elektrot olarak; Basi marka MF-2052 kodlu RE -5B Ag/AgCl referans
elektrot; voltametrik 6lglim hiicresi olarak; 50 mm ¢apinda yaklagik 25 mL 6rnek

alabilen Basi marka MR—1208 kodlu hiicreler kullanildu.

3.2. Kullanilan Cozeltiler

Kullanilacak ¢ozeltiler, temin edilebilen yiiksek saflik derecesindeki kimyasallar ve
Zeeman 1 model tersozmoz ultrasafsu cihazindan alinan ¢ok yiiksek safliktaki

(18,2 Mohm) su kullanilarak hazirlandi. Cozeltiler ayn titizlik ve 6zenle, 2-3 haftadan

daha eski tarihli olmalarina izin verilmeksizin sik sik tazelendi.
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a-) 0,04 M Britton—Robinson tampon (BRT) cozeltisi

Borik asit (Merck, GR for analysis), % 85’lik fosforik asit ( Sigma — Aldrich, puriss ) ve
% 100’1k glasiyel asetik asidin (Merck, anhydrous GR for analysis) her birinden 0,04
M icerecek sekilde arzu edilen hacimlerde hazirlanan karigimim pH si 2—10 arasinda

istenilen degere tamponlanarak hazirlandi.

b-) 0,4 M hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi

% 35’lik H,0, (Merck) ¢ozeltisinden yararlanilarak arzu edilen hacimlerde 0,4 M H,0,
stk periyotlarla hazirlandi. Bu ¢ozeltinin seri seyreltmeleri ile kalibrasyon grafigi
hazirlama c¢alismalarinda kullanilan 0,04 M, 0,004 M, 0,0004 M gibi seyreltik H,0;

cozeltileri “A* tipi balon jojeler kullanilarak hazirlandi.

c-) 0,4 M oksalik asit (C;H,0,) ¢ozeltisi

Oksalik asit dihidrat (Merck, GR for analysis) arzu edilen hacimde 0,4 M oksalik asit
icerecek sekilde hazirlandi. Kalibrasyon grafigi hazirlama calismalarinda kullanilan
daha diisiik derisimlerdeki oksalik asit ¢ozeltileri (0,04 M, 0,004 M, 0,0004 M)

seyreltme islemi ile 0,4 M oksalik asit ¢ozeltisinden hazirlandi.

d-) BRT ile tamponlanmis 0,1 M oksalik asit ¢ozeltisi

Oksalik asit dihidrat arzu edilen hacim icerisinde 0,1 M oksalik asit i¢erecek sekilde
hazirlanip 0,04 M BRT c¢ozeltisi ile istenilen pH’ye tamponlanarak hazirlandi.
Kalibrasyon grafigi hazirlama c¢alismalarinda kullanilan daha diisiik derisimlerdeki
oksalik asit ¢ozeltileri (0,01 M, 0,001 M, 0,0001 M) seyreltme islemi ile 0,1 M oksalik

asit ¢ozeltisinden hazirlandi.
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f-) 0,1 M fosfat (NaH,PO,) tampon ¢ozeltisi

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Sigma—Aldrich, puriss) oncelikle 120 °C’de etiivde
kurutuldu. Ardindan arzu edilen hacim igerisinde 0,1 M fosfat icerecek sekilde
pH 3-10 arasinda istenilen pH’ye tamponlanarak hazirlandu.

g-) 6 mM potasyum hegzasiyanoferrit [Ks(Fe (CN)g)] ¢ozeltisi

Potasyum hegzasiyanoferrit (Merck, GR for analysis) arzu edilen hacim igerisinde 6
mM potasyum hegzasiyanoferrit ve destek elektrolit olarak 1 M potasyum nitrat
(KNOg3, Merck, GR for analysis) i¢erecek sekilde hazirlandi.

h-) 0,1 M siilfiirik asit ( H,SO, ) ¢ozeltisi

Siilfiirik asit ¢ozeltisi, % 95-98’lik siilfirik asitten (Merck) arzu edilen hacim igerisinde

0,1 M siilfirik asit icerecek sekilde hazirlandi.

1-) 10 mM potasyum Kkloriir (KCl) icerisinde 0,125 M Pirol iceren ¢ozelti

Pirol ¢ozeltileri, > % 97°1ik pirolden (Merck, for synthesis) toplam hacim 10 mL olmak
kosuluyla 10 mM KCI destek elektroliti igerisinde 0,125 M pirol icerecek sekilde
hazirlandi.

i-) Enzim ¢o6zeltisinin hazirlanmisi

pH 3,8 siiksinat tampon ¢ozeltisi igerisinde 0,008 mg/uL’lik oksalat oksidaz

(Sigma—Aldrich, from barley seedlings) igeren enzim ¢ozeltileri hazirlandi.

j-) Nafyon ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Kiitlece % 0,5, % 1, % 3 nafyon ¢ozeltileri, kiitlece % 5’lik nafyon (Sigma—Aldrich)

cozeltisinden % 100’liik etanol ile seyreltilerek hazirlandi.
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k-) Kiitlece % 2,5’lik glutaraldehit ¢ozeltisi hazirlanisi

Kiitlece % 2,5’lik glutaraldehit, kiitlece % 50°lik glutaraldehitten (Sigma—Aldrich) saf

su ile seyreltilerek hazirlandi.

3.3. Kullanilan Yontemler

Voltametrik tekniklerden CV ve LSV, H;0, ve oksalik asitin duyarliliginin pH ile
degisimini ve elektrot yiizey aktifligini belirleme c¢alismalarinda, DPV ise daha 1yi
duyarlilik dolayisiyla daha iyi tayin sinirlarinda analiz yapabilmek icin kalibrasyon
grafigi hazirlama c¢alismalarinda kullanildi. Time—Base tekniginden ise sabit
potansiyelde H,O, ve oksalik asite ait akim basamagi olusumunu belirleme,
elektrokimyasal polimerlesme ve hazirlanan enzimatik sensorlerin oksalata olan

duyarliliklarinin belirlenmesi ¢alismalarinda yararlanildi.

Spektrofotometrik teknikle genellikle dalga boyu tarama c¢alismalart yapilarak oksalik

asitin analizlenebilirligi ¢izilen kalibrasyon grafikleri ile gosterilmeye calisildi.

Voltametrik ve spektrofotometrik caligmalarin tiimii klima kontrollii laboratuvar

kosullarinda ve 25 °C oda sicakliginda gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda oksalat molekiiliiniin enzimatik reaksiyonu sonucu olusan H,0,
Ol¢limiine dayali bir amperometrik oksalat sensorii hazirlanmasi amaglanmistir. Tez
kapsaminda yapilan ¢aligmalar1 voltametrik, spektrofotometrik ve biyosensoriin
hazirlanmasi ve karakterize edilmesi c¢alismalari olmak iizere ti¢ baslikta ele almak
miimkiindiir. Voltametrik ¢alismalar1; H,O,’nin voltametrik davranisinin incelenmesi,
oksalik asitin H,O, pikleri ile olas1 girisim etkisinin, voltametrik davranisinin ve
analizlenebilirliginin incelenmesi olmak iizere ii¢ alt baslikta incelemek miimkiindiir.
Spektrofotometrik ¢alismalarda ise oksalik asitin analizlenebilirligi incelenmis ve
voltametrik calismalara ek olarak sunulmustur. Biyosensoriin hazirlanmasi ve
karakterize edilmesi ¢aligmalar1 ise elektrokimyasal polimerlesme ile immobilizasyon,
capraz baglama ile immobilizasyon ve polimer matriks altina immobilizasyon

calismalar1 olmak iizere li¢ alt baslikta incelenebilir.

Cy047% + Oy +2H —————>  2COy + H,0, (4.1)
H, 0, ———» Oyg+2H +2¢ 4.2)
4.1. Voltametrik Calismalar

Voltametrik calismalar 10 ve 20 mL o6rnek hacimleri kullanilarak; referans elektrot,
yardimct elektrot ve calisma elektrotunun birlikte bulundugu ti¢ elektrotlu hiicre
icerisinde gerceklestirildi. Cevrimsel voltametri (CV) ve dogrusal taramali voltametri
(LSV) calismalar1 genellikle potansiyostat {izerinden okunan rest potansiyel (denge
potansiyeli) degerinden baslatilmis ve yine ayni potansiyelde sonlandirilarak tek ¢evrim
tizerinden tamamlanmistir. Voltametrik ¢aligmalarda X eksenindeki potansiyel degerleri
AQ/AgCI/3M NaCl referans elektroda karsi verilmis, voltamogram gosteriminde [UPAC
gosterimleri benimsenmistir. Calisma elektrodu, referans elektrot ve ¢alisma sisteminin
kontrolii, belli araliklarda ve kuskulanilan durumlarda 6 mM Kjs[Fe(CN)g] igerisinde
-200 ile +800 mV gerilim araliginda CV ¢alismasi yapilarak karsilastirma yapilmistir
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. 6 mM Kj3[Fe(CN)g] icerisinde -200 ile +800 mV gerilim araliginda yapilan
CV caligmasi

4.1.1. H,0; ile yapilan ¢calismalar

Hazirlanmak istenen sensoriiniin 6l¢tim ilkesi enzimatik reaksiyon sonucu olusan H,0;
molekiiliiniin ¢aligma elektrotu {izerinde indirgenmesi veya yiikseltgenmesi ilkesine
dayali oldugundan, oncelikle ¢alisma ortaminda H,O, molekiiliiniin elektrokimyasal
olarak aktif oldugu calisma bolgesi ve smirlarint belirlemeye yonelik bir seri
voltametrik calisma gergeklestirilerek H,O;’ye ait indirgenme ve yiikseltgenme
piklerinin optimizasyonu ¢aligmalar1 yapildi. Bu ¢aligmalar kapsaminda, platin elektrot
(PtE) ve camsi karbon elektrot (GCE) olmak iizere iki tip calisma elektrotu ile farkl
tampon ¢ozeltiler ve pH degerlerinde, 1 mM, 2 mM ve 3 mM, 5 mM H,0; icerisinde
LSV ve CV caligmalart yapildi. H,O2’nin elektrokimyasal olarak yiikseltgenme ve
indirgenme potansiyellerine pH ve c¢alisma elektrodunun cinsi, pik akimlariin

derisimle degisimleri incelenmeye ¢alisildi.
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4.1.1.1. H,0; icin PtE ile yapilan ¢calismalar

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan H,O;’nin duyarliligimin pH’ye olan bagimliligini
belirlemek amaciyla genis bir ¢alisma araligi sunan Britton—Robinson tamponu (BRT)
ile pH 2-10 ve fosfat tamponu ile pH 2-9 (FT) araliginda hem anodik hem de katodik
bolgelerde LSV calismalar1 yapildi. Yapilan calismalar argon atmosferi altinda
tekrarlanarak ¢6ziinmiis oksijenin uzaklastirilmasinin pik potansiyelleri ve pik akimlar

uzerindeki etkisi incelendi.

H.0, i¢in anodik bolgede LSV teknigi ile elde edilen voltamogramlar incelendiginde
(Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5), H,O,’ye ait +360 ve +925 mV potansiyel
degerleri arasinda degisen, tampon ¢ozelti ile elde edilen zemin egrisinde bulunmayan,
yalnizca H,O; eklemeleri sonucu ortaya ¢ikan bir pik gozlendi. Bu pikin potansiyelinin
ve pik akim biytkligiiniin ¢alisilan tampon ¢6zeltinin pH’sine bagli oldugu goriildii.
H20, i¢in BRT ve FT ile yapilan anodik bolgedeki LSV ¢alismalarinda en iyi duyarlilik
pH 3 BRT igerisinde elde edildi (Sekil 4.2). H,O; i¢in anodik bolgede en iyi duyarliligin

elde edildigi bu ¢alisma kosullarinda bir enzimatik sensor hazirlanabilecegi ongoriildii.
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Sekil 4.2. PtE ile pH 3 BRT’de 1 mM  Sekil 4.3. PtE ile pH 10 BRT’de 1 mM
H,O2’ye ait anodik bolgedeki LSV’ler, H,O;’ye ait anodik bolgedeki LSV’ler,
1 mM H,0; ve zemine ait LSV’ler 1 mM H,0, ve zemine ait LSV’ler
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Sekil 4.4. PtE ile pH 4,5 FT’de 1 mM Sekil 4.5. PtE ile pH 9,5 FT’de 1 mM
H,O,’ye ait anodik bolgedeki LSV’ler, H;O;’ye ait anodik bolgedeki LSV’ler,
1 mM H,0; ve zemine ait LSV’ler 1 mM H,0; ve zemine ait LSV’ler

Anodik bolgede H,O; igin en iyi duyarliligin elde edildigi kosullar belirlendikten sonra
¢Ozlinmiis oksijen giderme isleminin H,O, pikleri iizerinde olumlu bir etkisinin olup
olmadig1 incelendi. Sekil 4.6’da, pH 3 BRT c¢ozeltisinde oksijen giderme islemi
yapilarak ve yapilmadan elde edilen dogrusal taramali voltametri egrileri (LSV)
gosterilmistir. LSV egrileri incelendiginde, ¢ozlinmiis oksijen giderme igleminin H,0,
yiikseltgenme piki tizerinde herhangi bir iyilestirici etki yapmadig: goriildii. Bu nedenle
ileriki ¢aligmalarda argon gazi ile ¢oziinmiis oksijen giderme islemi yapilmasina gerek

duyulmadi.
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Sekil 4.6. 1 mM H;0, iceren pH 3 BRT igerisinde PtE ile ¢oziinmiis oksijen
gideriminin LSV pikleri {izerine etkisi, ¢coziinmiis oksijen giderme islemi yapilarak ve
oksijen giderme islemi yapilmadan, zemine ait LSV’ler
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H,0O2’nin anodik bolgedeki elektrokimyasal davranisi belirlendikten sonra, H,O; icin

LSV ile katodik bolgede potansiyel tarama g¢alismalar1 yapildi. Bu ¢alismalara ait LSV
voltamogramlari Sekil 4.7°de ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. PtE ile BRT igerisinde 1 mM H,0,’ye ait katodik bolgedeki LSV ler, pH 10;
zemine ve 1 mM H,O;’ye ait, pH 2; zemine ve 1ImM H;0;’ye ait LSV’ler

2.000 ‘
N /|
! \ I
\ / "‘I
iy
.".I \\\ /1
. ) /i
@ 1.450 \, /
s JAVaN [/
£ 7/ A [
=< !/ Iy
i r"‘ / .
5 0.900 /o \ {/
o ra \ 1/
//—\ \\ /,.’ /
"/ I/ -".. \\
/ T
/ / \
S / P -
0350 ///"' S~ 4\// I
= —
%4//7%/
-0.200
6.000 3.000 0.000 -3.000 6.000

Potential (V x e-1)

Sekil 4.8. PtE ile FT igerisinde 1 mM H;0;’ye ait katodik bolgedeki LSV’ler, pH 2.5;
zemine ve 1 mM H,O;’ye ait, pH 9.5; zemine ve 1 mM H;0;’ye ait LSV’ler

Katodik bolgedeki potansiyel taramalari sonucu elde edilen Sekil 4.7°deki ve Sekil
4.8’deki LSV voltamogramlari incelendiginde, zeminde var olan bir pikin H,0;
eklenmesi ile arttigi gozlendi. Katodik bdlgede zeminde var olan bu pikin, ¢dzeltinin

bilesimi ve pH’sine bagimli olarak, pH‘nin 2’den 10’a ¢ikarilmasi ile +280 mV
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potansiyelden -240 mV potansiyele kadar kaydig1 gozlendi. Katodik bolgede yapilan
caligmalarda elde edilen indirgenme piklerinin, anodik bdlgedeki yiikseltgenme
piklerinden daha biiyiik oldugu belirlendi. Ancak katodik bolgede elde edilen pikin
zeminde var olup H,0, eklemeleri ile bilyliyen bir pik olmasi ve zeminde var olan pikin
tekrarlanirliginin  ¢ok 1yi olmamasi nedeniyle, ayrica katodik potansiyellerde O
uzaklastirmasi gerekebilecegi, bu islemin ise ugucu H,O; bilesiginin eksilmesine neden
olabilecegi gibi cekincelerle, katodik bdlgede ¢alisan bir oksalat sensorii yerine anodik
bolgede H,0, yiikseltgenmesi esasiyla calisan bir sensoriin hazirlanmasinin daha

uygulanabilir olacag1 6ngoriildii.

PtE ile yapilan calismalarda en duyarli ¢alisma kosulu olan pH 3 BRT’de anodik
bolgede artan derisim ile H2O, piklerinin nasil degistigini belirlemek amaciyla CV
calismasi yapildi. Sekil 4.9°da PtE ile H,O; i¢in en iyi duyarliligin elde edildigi pH 3
BRT ¢ozeltisi igerisindeki CV voltamogramlari gosterilmistir. Elde edilen egriler
incelendiginde, anodik bolgede +925 mV potansiyel degerinde zeminde var olmayip
H,0, eklenmesiyle olusan ve artan H;O, derisimi ile diizenli sekilde biiyiiyen bir

yiikseltgenme piki gozlendi.
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Sekil 4.9. pH 3 BRT igerisinde 1, 2, 3, 5 mM H;0; i¢in PtE ile elde edilen CV’ler,
zemine ait, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 5 mM H,0,’ye ait CV egrileri

46



H.O, igin PtE ile yapilan calismalarin ardindan aymi ¢ozelti kosullarinda GCE ile

H,0,’ye ait akim degisimlerinin gozlenip gozlenemeyecegi arastirildi.
4.1.1.2. H,0O; i¢in GCE ile yapilan ¢calismalar

GCE ile H,0O,’nin elektrokimyasal davranisini ve en duyarli oldugu kosullar1 belirlemek

amaciyla genis bir pH bolgesinde (pH 3 ile pH 9) BRT ile CV ¢aligsmalari yapildu.
ylag p g Y P yap
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Sekil 4.10. GCE ile farkli pH’lerde H;0; igin elde edilen CV’ler, pH 3; zemine ait,
1 mM H,0,’ye ait, pH 6; zemine ait, 1 mM H,0;’ye ait, pH 9; zemine ait, 1 mM
H,0,’ye ait CV’ler

GCE ile farkli pH’lerde H,0; varliginda elde edilen egriler (Sekil 4.10) incelendiginde,
zemin egrilerinde pH’ye bagimli olarak -730 ile -990 mV potansiyelleri arasinda ortaya
cikan katodik akim bdlgelerinin H,O, eklenmesinden sonra da degismedigi, dolayisiyla

GCE ile H,0;’ye kars1 duyarlilik elde edilemeyecegi goriildii.

H.0, tayini i¢in farkli elektrolit ve ¢alisma elektrotlariyla LSV ve CV yontemleri ile
yapilan optimizasyon ¢alismalarinda H,O;’ye ait en duyarli ve kullanigh pikler, PtE ile
anodik bolgede pH 3 BRT igerisinde elde edildi ve bu kosullarda bir enzim sensorii
hazirlanabilecegi ongoriildii. Ancak olasi oksalik asit girisimi incelenmeden enzimatik

sensoriin ¢alisma pH’si direk bu pH olarak benimsenmedi.
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4.1.2. Oksalik asit ile yapilan ¢alismalar

Zayif bir asit olan oksalik asit sulu c¢ozeltilerinde, oksalik asit/bioksalat/oksalat
dengesini olusturmaktadir (4.3, 4.4). Olusan oksalat, oksalat oksidaz enzimi ile
parcalanarak H;0, olusumuna neden olmaktadir. H,O,’nin ¢alisma elektrotunun

ylizeyindeki elektrokimyasal reaksiyonu sonucu oksalat miktar tayin edilebilmektedir.

H,C,04 + H,O <«

A
N

» HC,04 + H;0" Ka: 5,6.107 (4.3)

A
N

HC,04 + H20 > C,042+H0" K, 542.10° (4.4)
Buradaki temel endise, oksalik asit—oksalat dengesi sonucu sulu ¢ozeltide dengedeki
oksalat tiirlerinin, H,O; yiikseltgenme piki ile girisim yapip yapmadigidir. Bu amagla
genis bir pH araliginda ve farkli galisma elektrotlar1 kullanilarak oksalik asitin
elektrokimyasal davranigt incelenmistir. Bu amacla ¢alismalarda, oksalik asitin
yiikseltgenme ve indirgenme davranisini incelemek igin farkli pH’lerdeki BRT

cozeltileri ile PtE ve Civa Damla Elektrot (HDME) ¢alisma elektrotlar1 denenmistir.

4.1.2.1. Oksalik asit icin HDME ile yapilan ¢calismalar

Platin elektrot ile incelenme imkaninin bulunmadigi genis katodik potansiyel
bolgelerinde (-500 ile -2000 mV), HDME ile pH 3, pH 6 ve pH 9 BRT igerisinde 25
mM, 50 mM ve 100 mM oksalik asit igeren ¢ozeltilerde, 50 mV/s ve 100 mV/s tarama
hizlar1 ile LSV teknigi kullanilarak oksalik asitin katodik bolgedeki elektro aktifligi
incelendi. Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13; pH 3, pH 6 ve pH 9 BRT’de 100 mM

oksalik aside ait LSV egrilerini gostermektedir.
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Sekil 4.11. pH 3 BRT igerisinde HDME ile oksalik asit i¢in katodik bolgede elde edilen
LSV’ler, 100 mV/s tarama hizinda; zemine ait, 100 mM oksalik asite ait, 50 mV/s
tarama hizinda; zemine ait, 100 mM oksalik asite ait LSV ler
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Sekil 4.12 pH 6 BRT igerisinde HDME ile oksalik asit i¢in katodik bolgede elde edilen
LSV’ler, 100 mV/s tarama hizinda; zemine ait, 100 mM oksalik asite ait, 50 mV/s
tarama hizinda; zemine ait, 100 mM oksalik asite ait LSV’ler
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Current (Amp x &-6)

2.524

1.289
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Potential (V)

Sekil 4.13. pH 9 BRT igerisinde HDME ile oksalik asit i¢in katodik bolgede elde edilen
LSV’ler, 100 mV/s tarama hizinda; zemine ait, 100 mM oksalik asite ait, 50 mV/s
tarama hizinda; zemine ait, 100 mM oksalik asite ait LSV’ler
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Yapilan LSV c¢alismalarindan elde edilen egriler incelendiginde (Sekil 4.11, Sekil 4.12,
Sekil 4.13), ¢ozeltide 100 mM oksalik asidin bulundugu kosullarda bile BRT de pH 3

ile pH 9 arasinda oksalik asidin indirgenmesine ait bir pik gézlenmedi.

BRT’de pH 3 ile pH 9 arasinda yapilan ¢alismalarin ardindan, nétral kosullarda (0,2 M
KNO3) oksalik asidin LSV ve DPV teknikleri kullanilarak elektro aktif olup olmadigi
incelendi. KNOj3 icerisinde LSV ve DPV teknikleri kullanilarak 1 mM, 2 mM ve 4 mM
oksalik asit ile yapilan ¢aligmalarda, katodik bolgede -1520 mV potansiyelde, zeminde
var olmayip oksalik asit eklemeleri sonucu olusan, bir indirgenme piki olustugu ve
olusan pikin artan oksalik asit derisimi ile diizenli bir sekilde biiytidiigii gozlendi (Sekil

4.14).
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Sekil 4.14. 0,2 M KNOgs igerisinde HDME ile oksalik asit i¢in katodik bdlgede elde
edilen LSV’ler, zemine ait, 1 mM, 2 mM, 4 mM oksalik asite ait LSV ler

Oksalik asitin 0,2 M KNO; igerisinde -1520 mV potansiyelde indirgenme piki
gozlemlendikten sonra oksalik asitin bu kosullarda gozlenebilecegi minimum derisim

degeri, yapilan DPV ¢alismalari ile belirlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. 0,2 M KNOgs igerisinde HDME ile oksalik asit i¢in katodik bdlgede elde
edilen DPV’ler, zemine ait, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,7 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM oksalik
asite ait DPV egrileri

Sekil 4.15’deki DPV egrileri incelendiginde, LSV ¢alismalarina benzer sekilde, katodik
bolgede -1520 mV’ta yayvan olarak biiyiiyen bir indirgenme piki elde edildigi
goriilmektedir. Yapilan caligmalarda KNO; igerisinde oksalik asite ait en kiiciik

gozlenebilir pik akim degeri, 0,2 mM oksalik asit derisimi igin belirlendi.

HDME ile yapilan c¢aligmalar sonucunda elde edilen egriler incelendiginde, oksalik
asitin sadece notral kosullarda indirgenme egilimi gosterdigi ve artan derisim degeri ile
oksalik asitin katodik bolgedeki indirgenme pikinin diizenli olarak biiytidiigii belirlendi.
Diger pH degerlerinde (pH 3, pH 6, pH 9) ise oksalik asitin indirgenmedigi belirlendi.

4.1.2.2. Oksalik asit icin PtE ile yapilan calismalar
PtE ile oksalik asitin anodik bolgedeki elektro aktifligini ve H,O, pikleri ile girigimini
incelemek amaciyla hem tamponlanmamis oksalik asit ¢ozeltileri hem de oksalik asit

eklemeleri sonucu pH degisiminden kuskulanildig: i¢in tamponlu oksalik asit ¢ozeltileri

ile caligmalar yapildi.
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a-) Tamponlanmamis oksalik asit ile yapilan ¢alismalar

Tamponlanmamus oksalik asit ile ilgili ¢alismalar hem uM hem de mM diizeyde oksalik
asit iceren ¢ozeltilerde oksalik asitin elektro aktifliginin ve H,O, ile olan girisiminin
incelenmesine dayanmaktadir. Bu nedenle, oncelikle H,O, i¢in en iyi piklerin elde
edildigi pH 3 BRT’de CV ve Time-Base (sabit potansiyelde akimin zamanla degisimi)
teknikleri kullanilarak ¢aligmalar yapildi.

Sekil 4.16’da elde edilen CV egrileri incelendiginde, pH 3 BRT’de uM derisim
diizeylerindeki oksalik asit c¢ozeltileri i¢in herhangi bir pik olusumu goézlenmemis,
olusan egrilerin zemin egrisi ile birebir Ortiistiigii gézlenmistir. Bu nedenle, oksalik
asitin pM derisim diizeylerinde pH 3 BRT’de elektro aktif davranmadigina karar
verilmis, ancak yine de H,O; ile girisim yapip yapmadigi CV ve Time—Base ¢aligmalari

ile incelenmistir.
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Sekil 4.16. PtE ile pH 3 BRT igerisinde pM derisim diizeyindeki oksalik asite ait
CV’ler, zemine ait, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 nM, 50 uM oksalik asite ait CV
egrileri
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Sekil 4.17. PtE ile 50 uM oksalik asit i¢ceren pH 3 BRT igerisinde farkli derisimdeki
H,0,’ye ait CV’ler, zemine ait, 1 mM, 2 mM, 3 mM H,0;’ye ait CV egrileri

Sekil 4.17°deki CV egrileri incelendiginde, zemin elektrolitinde var olan 50 uM oksalik
asite ait herhangi bir pik olusumu gozlenmedi. Daha sonra seri eklemeler yapilarak
Olgtimleri alinan 1 mM, 2 mM ve 3 mM H,0; i¢in, daha 6nce de +925 mV potansiyel
degerinde gozlenen anodik bolgedeki yiikseltgenme pikinin, derisimin artmasiyla
diizenli bir sekilde arttig1 belirlendi. Sonug olarak, oksalik asidin H,O, piki ile girisim

veya herhangi bir bozucu etki yapmadigi gozlendi.

Yapilan Time-Base calismasinda (Sekil 4.18), pH 3 BRT’de H,0;’ye ait anodik
bolgedeki yiikseltgenme pik potansiyeli +925 mV oldugundan, g¢alisma hiicresine
uygulanan potansiyel degeri de +925 mV olarak benimsendi. Yapilan ¢alismada, sabit
potansiyelde akimin zamanla degisimi incelenirken, ilk 500 sn de ¢6zeltinin baglangig
akiminin dengelenmesi beklendi. Daha sonra 500 s’lik periyotlar ile art arda ii¢ defa
10’ar uM oksalik asit eklendi, ardindan 500 s’lik periyotlarla art arda iki kez 1’er mM
H,O, ve son olarak yine 500 s’lik periyotlar ile li¢c defa 10’ar uM oksalik asit eklenerek
sabit potansiyelde akimin zamanla degisimi gozlendi. Sekil 4.18°de elde edilen

Time—Base grafigi incelendiginde, pH 3 BRT’de, uM derisim diizeyindeki oksalik
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asitin, H,O,’nin yiikseltgendigi potansiyel degeri olan +925 mV potansiyel degerinde,
yiikseltgendigini gosteren bir basamak olusumu (akim artisi) goézlenmezken, mM
derisim diizeylerindeki H,O, eklemeleri ile HO2’nin yiikseltgendigini gosteren
basamak olusumu gozlendi. Sonug olarak, uM derisim diizeyindeki oksalik asitin mM

derisim diizeyindeki H,O;’ye bir girisim etkisinin olmadig1 belirlendi.
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Sekil 4.18. PtE ile uM derisim diizeyindeki oksalik asit ve mM derisim diizeyindeki
H,O;’ye ait Time—Base grafigi, Eyyg : +925 mV

uM derigimli oksalik asitin ¢ozeltide var olusunun H,O; pikleri iizerine herhangi bir
bozucu etkisinin olmadig1 belirlendikten sonra, H,O; i¢in en duyarli akim yanitlarinin
elde edildigi pH 3 BRT’de, mM diizeyde oksalik asit iceren ve mM diizeyde hem
oksalik asit hem de H,0O, iceren ¢ozeltilerle, oksalik asitin H,O, pikleri iizerine girisim
etkisi yapilan CV calismalar1 ile incelendi. Sekil 4.19, pH 3 BRT’de mM derisim

diizeyindeki oksalik asit ¢ozeltilerine ait CV egrilerini gostermektedir.
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Sekil 4.19. PtE ile pH 3 BRT igerisinde farkli derisimlerdeki oksalik asite ait CV’ler,
zemine ait, 1 mM, 2 mM, 3 mM oksalik asite ait CV egrileri

Sekil 4.19 incelendiginde, mM diizeylerdeki oksalik asitin pH 3 BRT igerisinde, katodik
bolgede herhangi bir pik olusumu gozlenmezken anodik bolgede ise H,O,’nin
yukseltgendigi potansiyel degeri olan +925 mV potansiyel degerinde artan derisimle
birlikte diizenli olarak biiyiiyen bir yiikseltgenme piki olusturdugu gozlendi. Bunun

tizerine yapilan CV ¢aligmasinda oksalik asit ile H>O, piklerinin girisimleri gézlenmeye

calisild.
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Sekil 4.20. PtE ile pH 3 BRT igerisinde oksalik asit ve H,O,’ye ait CV’ler, zemine ait,
3 mM oksalik asite ait, 3 mM oksalik asit + 1 mM H,0O; ye ait CV egrileri
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Sekil 4.20 incelendiginde, bu iki maddeye ait anodik bolgedeki yiikseltgenme piklerinin
+925 mV potansiyel degerinde girisim yaptiklar1 gézlendi.

H,O,’nin ve oksalik asitin piklerinin girisim etkileri, yapilan Time—Base ¢alismasi ile
de gosterilmeye ¢aligildi (Sekil 4.21). Bu amagla yapilan Time—Base ¢alismasinda,
pH 3 BRT’de H,0;’ye ait anodik bolgedeki yiikseltgenme pik potansiyeli +925 mV
oldugundan, calisma hiicresine uygulanan potansiyel degeri de +925 mV olarak
benimsendi. Ilk 500 sn akimin dengelenmesi beklenildikten sonra 500 s’lik periyotlarla

tic defa 1 mM oksalik asit, iki defa da 1 mM H,0, eklenerek ¢alisma tamamlandi.
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Sekil 4.21. PtE ile mM diizeydeki oksalik asit ve H,O;’ye ait Time-Base grafigi,
Euyg: + 925 mV

Sekil 4.21 incelendiginde, pH 3 BRT’de +925 mV sabit potansiyelde hem oksalik asit
hem de H,0, eklemelerine kars1 duyarlilik elde edildi.

Yapilan CV ve Time—Base ¢aligsmalar1 sonucunda, H,O; i¢in uygunlugu belirlenmis bu

calisma kosullarinda pM derisim diizeylerinde oksalik asitin ¥ mM derisim

diizeylerindeki HyO; pikleri {izerine herhangi bir girisimi gozlenmezken, mM derisim
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diizeylerindeki oksalik asit ile mM derisim diizeylerindeki H,O;’nin ylikseltgenme
piklerinin pH 3 BRT’de girisim yaptig1 gozlendi. pH 3 BRT c¢alisma kosullarinda
hazirlanacak olan bir enzimatik sensor tizerinde hem H,O, hem de oksalik asitin akim
degisimine yol agacagi ve dolayisiyla Ol¢iimlerin hatali olabilecegi diisiiniilerek bu
kosullarda hazirlanacak bir enzimatik sensoriin segiciliginin arttirilmasi, oksalik asit ve

oksalat tiirlerinden etkilenmeyecek ¢alisma kosullarinin belirlenmesi hedeflendi.

Elde edilen bu sonucun ardindan, oksalik asitin PtE elektrot iizerinde duyarlilik
gostermedigi pH’yi belirlemek amaciyla CV teknigi kullanilarak pH tarama c¢alismalari
yapildi. Tamponlanmamus oksalik asit ¢ozeltileri PtE ile BRT ¢6zeltisinde pH 3 ile pH 9
arasinda, H,O; ile olan girisim etkilerini incelemek amaciyla 1 mM, 2 mM, 3 mM, 6

mM ve 10 mM oksalik asit ¢ozeltileri ile CV ¢aligmalar1 yapildu.
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Sekil 4.22. PtE ile pH 6,5 BRT igerisinde farkli derisimlerdeki oksalik asite ait CV’ler,
zemine ait, 3 mM, 6 mM, 10 mM oksalik asite ait CV egrileri

Sekil 4.19 ve Sekil 4.22 incelendiginde, oksalik asit i¢in her iki grafikte de katodik
bolgede herhangi bir pik olusumu gézlenmezken, anodik bolgede hem pH 3 hem de pH
6,5°'te oksalik asite ait yiikseltgenme pikleri goézlenmistir. Bu pikler ve akim
biiytikliikleri incelendiginde, pH 3’te +925 mV potansiyel degerinde olan oksalik asitin
anodik bolgedeki yiikseltgenme piki pH 6,5’e c¢ikarildiginda pik potansiyelinin +830
mV potansiyel degerine kaydigi goriilmiistiir. Ayrica pH 3’te 3 mM oksalik asite karsi
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elde edilen akim biiyiikligiinin, pH 6,5’te neredeyse 10 mM oksalik asite karsilik
geldigi gozlenmistir. pH degerinin pH 3’ten pH 6,5’e ¢ikarilmasi sonucu oksalik asite
ait anodik bolgedeki yiikseltgenme piki potansiyelinin indirgen potansiyel bolgesine
dogru bir miktar kaydigi ve artan pH degeriyle oksalik asitin duyarliliginin azaldigi
belirlenmistir. Elde edilen bu bilgiler dogrultusunda oksalik asidin duyarlilik
gostermedigi pH’yi belirlemek i¢in notral pH bolgesinde (Sekil 4.23) ve hafif bazik pH
bolgesinde (Sekil 4.24) ¢alismalar siirdiirilmistiir.
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Sekil 4.23. PtE ile pH 7,6 BRT igerisinde farkli derisimlerdeki oksalik asite ait CV’ler,
zemine ait, 3 mM, 6 mM, 10 mM oksalik asite ait CV egrileri

Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°deki egriler incelendiginde, Sekil 4.19 ve Sekil 4.22°den elde
edilen sonuclara benzer sekilde, oksalik asitin pik potansiyelinde indirgen potansiyel
bolgesine dogru bir miktar kayma ve artan pH ile duyarliliginda azalma goézlenmistir.
pH 6,5’te oksalik asitin anodik bolgedeki yiikseltgenme pik potansiyeli +830 mV iken
pH’nin pH 7,6’ya c¢ikarilmasiyla ayni pikin pik potansiyeli +800 mV’a kaymuistir.
pH’nin 8,2’ye getirilmesi ise oksalik asitin PtE yiizeyindeki duyarliligini tamamen

kaybetmesine neden olmus ve oksalik asite ait bir yiikseltgenme piki gbzlenmemistir.
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Sekil 4.24. PtE ile pH 8,2 BRT igerisinde farkli derisimlerdeki oksalik asite ait CV’ler,
zemine ait, 3 mM, 6 mM, 10 mM oksalik asite ait CV egrileri

Sekil 4.25, 10’ar mM oksalik asit igeren pH 6,5, pH 7,6 ve pH 8,2 BRT’da oksalik

asitin pik potansiyelinin ve duyarliliginin degisimini gostermektedir.
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Sekil 4.25. PtE ile ayni1 derisime sahip farkli pH’lerdeki oksalik asit ¢ozeltilerinden elde
edilen CV’ler, pH 6,5; 10 mM oksalik asite ait, pH 7,6; 10 mM oksalik asite ait,
pH 8,2; 10 mM oksalik asite ait CV egrileri

Oksalik asitin duyarlilik gostermedigi pH belirlendikten sonra, oksalik asitin bu pH’de

H,0, ile olan girisim etkisi incelendi. Bunun i¢in, 6nce zemin ¢ozeltisi tizerine 10 mM
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oksalik asit ardindan 1 mM, 2 mM, 3 mM H,O, eklenerek bir CV c¢alismasi
(Sekil 4.26) , sonra 3 mM H;,0, iizerine 10 mM oksalik asit eklenerek bir baska CV
caligmasi (Sekil 4.27) yapildi.
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Sekil 4.26. PtE ile pH 8,2 BRT + 10 mM oksalik asit igerisinde farkli derisimlerdeki
H20’ye ait CV’ler, zemine ait, 1 mM, 2 mM, 3 mM H,0;’ye ait CV egrileri

Sekil 4.26 incelendiginde, pH 8,2’de 10 mM oksalik asit igeren ¢o6zelti igerisinde
oksalik asitin H,O; piklerini bozucu veya arttirici bir etkisinin olmadigi, H,O- piklerinin
+525 mV potansiyelde gozlendigi ve artan derisim ile piklerin diizenli bir sekilde

bliytidiigl goriilmektedir.

Sekil 4.27 incelendiginde, ¢ozelti igerisine oksalik asit ilavesi sonucu pH’de bir degisme
oldugu (pH 8,2’den pH 6,3’e), pH 8,2’de H,0; yiikseltgenme pikinin aslinda +400 mV
degerinde iken oksalik asit ilavesi sonucu bu pikin +525 mV potansiyele kaydigi
goriilmistiir. Oksalik asit ilavesi sonucu yiikseltgenme pikinin biiylikliginde ve
yapisinda bir degisim olugsmadigi, iki pikin de sadece H,0, Yyiikseltgenme piki oldugu,
oksalik asitin H,O;, piklerini bozucu veya arttirict bir etkisinin olmadigi yapilan

caligmalar ile belirlenmistir.
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Sekil 4.27. PtE ile pH 8,2 BRT igerisinde farkli derisimde oksalik asit ve H,O,’ye ait
CV’ler, 3 mM H;0;’ye ait, 3 mM H,0, + 10 mM oksalik asite ait, pH’si diizeltilmis
3 mM H;0, + 10 mM oksalik asite ait CV egrileri

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, oksalik asitin anodik bdlgede PtE iizerindeki
duyarliliginin artan pH ile azaldigi belli bir pH degerine gelindiginde (pH 8,2) ise
duyarlilik gostermedigi gozlendi. Ayrica, oksalik asit ilaveleri ile pH degistiginden
enzimatik stirecte H,O, olusumu igin ¢ozeltiye eklenen her oksalik asit ilavesi ile pH,
dolayisiyla H,O2’ye ait pik potansiyeli ve duyarlilik degiseceginden tampon ¢ozelti

derisimi arttirilarak pH degisimi dnlenmeye calisildi.

Cizelge 4.1. Tampon ¢ozelti derisiminin pH degisimi iizerine etkisi

Tampon ¢ozelti derigimi | .
Ik pH degeri Eklenen miktar | Son pH degeri
(Molar)
10 mM oksalik
0,04 8,20 ] 6,30
asit
10 mM oksalik
0,08 8,20 ] 7,10
asit
10 mM oksalik
0,2 8,20 _ 7,50
asit
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Cizelge 4.1 BRT derisiminin pH degisimi lizerine etkisini gostermektedir. Cizelge 4.1
incelendiginde, BRT derisiminin iki katina ardindan da bes katina ¢ikarilmasiyla pH
degisiminin azaldig1 ancak yine de kayda deger bir degisim oldugunu goriilmektedir.
Elde edilen bu sonug ile pH degisimin olmamasi i¢in daha derisik BRT ile ¢aligiimasi
gerektigi belirlenmistir. Ancak tampon derigsimi arttirilsa bile artan oksalik asit derisimi
ile (> 10 mM) pH degisimi olacagi agik¢a goriilmektedir. Elde edilen bu bilgiler
dogrultusunda, oksalik asit eklemeleri sonucu pH’nin degisiminden kaynaklanacak
hatalar1 engellemek i¢in tamponlanmis oksalik asit ¢ozeltileri ile pH tarama ¢aligsmalari

yapilmasinin daha uygun olacagi 6n goriildii.

b-) Tamponlanms oksalik asit ile yapilan ¢calismalar

Tamponlanmamus oksalik asit i¢in pH 8,2 BRT’de 10 mM oksalik asit ilavesi ile pH’nin
6,3’e dustigi belirlendi. Bu bilgi vasitasiyla, tamponlanmis oksalik asit ¢6zeltisinde
oksalik asitin pH 6,3 veya civarlarinda duyarlilik gostermeyecegi Ongoriildii. Bu
yiizden, pH 6 ve pH 6,5 arasinda oksalik asitin PtE {izerindeki duyarliligin1 belirlemek

ve H,0; girisim etkisini incelemek amaciyla CV caligsmalari gergeklestirildi.

Sekil 4.28, pH 6°’da oksalik asitin elektro aktifligini belirleme c¢aligmalarini
gostermektedir. Sekil 3.28 incelendiginde, pH 6’da oksalik asite ait +800 mV potansiyel
degerinde bir yiikseltgenme piki elde edilmis ve artan oksalik asit derisimi ile
yiikseltgenme pikinin biiyiidiigii goriilmiistiir. Oksalik asitin bu pH’de 10 mM ve
tizerindeki derisim degerlerinde PtE iizerinde duyarli oldugu belirlenmistir. Calisilan pH
degerinde oksalik asite karsi duyarlilik elde edilmesine ragmen oksalik asit ve H,O2’nin

girisim etkileri yapilan CV ¢alismalari ile incelendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.28. PtE ile pH 6 BRT de farkli derisimlerdeki oksalik asite ait CV’ler, zemine
ait, 10 mM ve 11 mM oksalik asite ait CV egrileri
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Sekil 4.29. PtE ile pH 6 BRT’de farkli derisimlerdeki oksalik asit ve H2O;’ye ait
CV’ler, zemine ait, 11 mM oksalik asite ait, 11 mM oksalik asit + 1 mM H,0,’ ye
ait, 12 mM oksalik asit + 1 mM H,0O,’ye ait, 12 mM oksalik asit + 2 mM H,0;’ye
ait CV egrileri

Sekil 4.29 incelendiginde, oksalik asit {izerine H,O, eklenmesiyle iki bilesige ait
yiikseltgenme pikinin de +730 ile +800 mV potansiyel degerleri arasinda bir pikin
tizerindeki iki ayn yiikseltgenme bolgesi seklinde olustugu gozlendi. Bu iki bilesikten
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herhangi birinin artan derisimi ile derisimi artan bilesigin yiikseltgenme pikinin sivrilip
daha belirgin hale gelirken diger pikin go6zlenebilirliginin azaldigi ve piklerin
birbirinden tam olarak ayrismadigi goriildii. Bu yiizden oksalik asitin daha yiiksek

derisimlerde bile elektro aktif olmayacag: diisiiniilen pH 6,5 BRT’de CV ¢alismalari
yapildi.

Tamponlanmis oksalik asit ile pH 6,5 BR tamponunda yapilan ¢alismalarda ise oksalik
asite kars1 40 mM derisime kadar duyarlilik gézlenmedigi, 50 mM derisime ¢ikildiginda
ise +750 mV potansiyelde oksalik asite ait bir yiikseltgenme piki olustugu goézlendi.
Sekil 4.30’da, pH 6,5 BRT’de 10-50 mM derisim araliginda oksalik asit i¢in elde

edilmis CV egrileri goriinmektedir.
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Sekil 4.30. PtE ile pH 6,5 BRT de farkli derisimlerdeki oksalik asite ait CV’ler, zemine
ait, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM oksalik asit ¢ozeltilerine ait CV egrileri

Oksalik asitin pH 6,5’teki duyarlilig1 belirlendikten sonra H,0; ile olan girisim etkisini
belirlemek i¢cin CV calismalar1 yapildi. Sekil 4.31, pH 6,5 BRT’de oksalik asit ile

H,0,’nin girisim etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.31. PtE ile pH 6,5 BRT’de farkli derisimlerdeki oksalik asit ve H,O,’ye ait
CV’ler, zemine ait, 50 mM oksalik asite ait, 50 mM oksalik asit + 1 mM H;0;’ye
ait, 50 mM oksalik asit + 2 mM H,0,’ye ait, 50 mM oksalik asit + 3 mM H,0;’ye
ait CV egrileri

Sekil 4.31 incelendiginde, oksalik asit iizerine H,O, eklenmesiyle iki bilesige ait
yiikseltgenme pikinin +530 ile +750 mV potansiyel degerleri arasinda bir pikin
tizerindeki iki ayr1 yiikseltgenme bolgesi seklinde olustugu gozlendi. Oksalik aside ait
yiikseltgenme pikinin +750 mV, H;O;’ye ait yiikseltgenme pikinin ise +530 mV
potansiyelde ortaya ¢iktig1 belirlendi.

pH 6,5 BRT’de oksalik asit ile H,O, girisim etkisini daha detayli incelemek ve pH
6,5’te iki bilesigi sabit potansiyel uygulanarak birbirinden farklandirmanin miimkiin
olup olmadigim1 incelemek amaciyla Time—Base calismalari yapildi. Yapilan ilk
Time-Base calismasinda zemin ¢ozeltisi olarak pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit
olarak secildi ve bu ¢ozeltinin iizerine belli derisimlerde oksalik asit ve H,O, eklemeleri
her bir ekleme arasi1 100 s olacak sekilde yapildi. Uygulanan potansiyel pH 6,5 BRT’de
H.0,’nin yiikseltgenme potansiyeli olan +530 mV olarak se¢ildi.
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Sekil 4.32. PtE ile pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit ¢ozeltisi igerisinde H,O, ve
oksalik asite ait akim basamaklarini gosteren Time—Base grafigi, Euyg: +530 mV

Sekil 4.32 incelendiginde, zemin ¢ozeltisi olan pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit
coOzeltisinde ilk 100 s boyunca sabit potansiyelde zemin ¢ozeltisine ait akim degerinin
sabitlenmesi beklendi. Zemin akiminin pA seviyesinden c¢ok daha diisiik olusu
(4 nA) zemin ¢ozeltisindeki herhangi bir bilesenin yiikseltgenmedigini gostermektedir.
Daha sonra yapilan H;O, eklemelerinde ise akim basamagi olusumu ve basamak
biiytikliiklerinin derisimle orantili olarak biiyilidiigii gézlenmistir. Yapilan oksalik asit
eklemeleri ile herhangi bir akim basamagi olusumu goézlenmemistir. Elde edilen bu
sonuglar vasitasiyla, oksalik asit ile H,O,’nin pH 6,5 BRT’de +530 mV sabit
potansiyelde herhangi bir girisim yapmadigi belirlenmistir. Ancak yine de mM derisim
diizeyindeki oksalik asitin uM derisim diizeylerindeki H,0;’ye etkisi olup olmadig
yapilan ikinci bir Time—Base ¢alismasi ile incelenmistir (Sekil 4.33). Yapilan ¢alismada
bir 6ncekine benzer sekilde, zemin ¢6zeltisi olarak pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit
olarak segildi ve bu ¢6zeltinin tizerine uM derisim diizeylerinde H,O, eklemeleri her bir
ekleme arast 100 s olacak sekilde yapildi. Uygulanan potansiyel, pH 6,5 BRT’de

H>O,’nin yiikseltgenme potansiyeli olan +530 mV olarak secildi.
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Sekil 4.33. PtE ile pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit ¢ozeltisi igerisinde pM derigim
diizeylerindeki H,O; icin elde edilen akim basamaklarini gosteren Time—Base grafigi,
Euyg: +530 mV

Sekil 4.33 incelendiginde, Sekil 4.32’dekine benzer sekilde pH 6,5 BRT + 50 mM
oksalik asit ¢ozeltisinde ilk 100 s boyunca sabit potansiyelde zemin ¢ozeltisine ait akim
degerinin sabitlenmesi beklendi. Zemin akiminin 4 nA degerinde olusu zemin
cozeltisindeki herhangi bir bilesenin yiikseltgenmedigini gostermektedir. Daha sonra
eklemeleri yapilan H,O;’nin akim basamaklar1 olusturdugu ve basamak biiyiikliiklerinin
derisim ile dogru orantili olarak biiyiidiigli goriilmektedir. pH 6,5 BRT’de yapilan
Time—Base calismalart H,O’nin ¢ozeltide oksalik asite gore 1:5.10* derisim oraninda
oldugu durumlarda bile oksalik asit girisiminden etkilenmedigini ve pH 6,5°de
kolaylikla analizlenebilecegini gostermektedir. Sonug¢ olarak, pH 6,5’te enzimatik
sensOriin hazirlanabilecegi ve oksalik asit girisiminin pH optimizasyonu ile engellendigi

yapilan ¢aligmalar ile belirlenmistir.
H20; i¢in uygunlugu gosterilmis olan bu pH kosullarinda H,O,’ye ait bir kalibrasyon

grafigi olusturulmasi amaclandi ve DPV teknigi ile daha yiiksek duyarlik elde edilecegi
ongoriilerek H,O; icin DPV teknigi kullanilarak bir kalibrasyon grafigi hazirlama
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calismalar1 yapildi. Oncelikle DPV tekniginde, potansiyel uygulama isleminde
duyarlilig1 belirleyen, puls yiiksekligi (amplitude) ve potansiyel basamak biiyikligii
(step) parametreleri optimize etme ¢aligmalar1 yapildi. Once puls yiiksekligi (amplitude)
default degeri olan 25 mV degerindeyken 4, 7, 10 mV (basamak) step biiylkIigi
degerleriyle 2 mM H,0; ¢ozeltisi ile ¢alisildi. Calisilan step degerlerinden en iyi sonug
step 7 mV ve 10 mV’ta gozlendi, ancak step 10 mV iken tarama hizi ¢ok
yiikseldiginden tekrarlanir sonuglar elde edilemedi ve step degeri 7 mV olarak se¢ildi.
Puls yiiksekligi (amplitude) icin 25, 50, 75 mV ile denemeler yapildi, bu degerin
biiylimesi ile pik akiminin da biiytidiigii ve 75 mV degerinde en iyi pik yiiksekliginin
elde edildigi belirlendi. Yapilan c¢alismalar sonucu puls yiiksekligi olarak 75 mV,
basamak biiyilikliigii olarak ise 7 mV segildi. Sekil 4.34 ve Sekil 4.35 step ve amplitude

degerlerini belirleme ¢aligmalari ile ilgili DPV egrilerini gostermektedir.
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Sekil 4.34. PtE ile yapilan amplitude Sekil 4.35. PtE ile yapilan step se¢imini
se¢imini gosteren DPV egrisi, amplitude gosteren DPV  egrisi, step 7 mV
50 mV default degerindeyken, zemine ait; degerindeyken zemine ait; amplitude
step 4 mV, step 7 mV, step 10 mV ve 25 mV, amplitude 50 mV, amplitude
2 mM HyOy’ye ait; step 4 mV, step 7 75 mV ve 2 mM H;O;’ye ait;
mV, step 10 mV DPV egrileri amplitude 25 mV, amplitude 50 mV,
amplitude 75 mV DPV egrileri
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DPV teknigi ile belirlenen ¢alisma kosullarinda kalibrasyon grafigi hazirlamak amaciyla
elde edilen egrilerin derisimle degisimi, kiiciik derisim bélgesi i¢in 0,1-0,9 uM
araliginda H,O; ¢ozeltileri ile ¢alisilirken, yiiksek derisim bdlgesindeki dogrusallig

gostermek amaciyla 1,0-10,0 mM derisim araliginda ti¢ tekrarli olarak calisilmistir.

Sekil 4.36 pH 6,5 BRT’de kiiciik derisim bolgesi i¢cin 0,1-0,9 uM derisim araliginda
H20, ¢ozeltilerine ait DPV egrilerini gostermektedir. Elde edilen egriler incelendiginde
artan H»O, derisimi ile DPV egrilerinin pik biiytikliiklerinin de diizenli bir sekilde

blytidiigl goriilmektedir.
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Sekil 4.36. PtE ile pH 6,5 BRT’de Sekil 4.37. PtE ile pH 6,5 BRT’de
H,O, i¢in kiiciik derisim bdlgesi H,O, icin biiyiikk derisim bdlgesi
kalibrasyon grafigi hazirlama kalibrasyon grafigi hazirlama
¢alismasi, zemine ait, 100 pM, 200 calismasi, zemine ait, 1 mM, 2 mM, 3
uM, 300 pM, 500 pM, 700 pM, 900 mM, 5 mM, 7 mM, 10 uM H,0,’ye
M Hy07’ye ait DPV egrileri ait, DPV egrileri

Sekil 4.37 pH 6,5 BRT’de yiiksek derisim bolgesi i¢in 1,0—-10,0 mM derisim araliginda
H,0; cozeltilerine ait DPV egrilerini gostermektedir. Elde edilen egriler incelendiginde,
artan HyO, derisimi ile DPV egrilerinin pik biiytikliiklerinin de diizenli bir sekilde
blytidigl goriilmektedir.
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Sekil 4.36 ve Sekil 4.37’den elde edilen egriler vasitasiyla hesaplanan pH 6,5 BRT de
H,O,’ye ait anodik bolgedeki yiikseltgenme pik akimlari derisime karsi grafige
gecirildiginde, elde edilen kalibrasyon grafiginin c¢alisilan konsantrasyon bolgesinde
yeterince dogrusal oldugu Sekil 4.38”deki kalibrasyon grafiginden anlasilmaktadir. Elde
edilen grafigin korelasyon katsayisi, R? = 0,984 olarak bulunmustur. Cizelge 4.2 pH 6,5
BRT’de DPV teknigi ile yapilan kalibrasyon grafigi hazirlama c¢alismalarinda

derisimlere karsilik 6l¢iilen akim degerlerini gostermektedir.

Cizelge 4.2. pH 6,5 BRT de yapilan kalibrasyon grafigi caligmasinda derisimlere karsi
elde edilen akim degerleri

Konsantrasyon | 1.OIciim | 2.0lgim | 3.Olgiim | Ortalama | Standart Sapma
(mM) (LA) (nA) (HLA) (HA) (nA)
0 -1,750 -1,755 -1,740 -1,748 0,008
0,1 -1,861 -1,875 -1,837 -1,858 0,019
0,2 -2,060 -1,938 -1,920 -1,973 0,076
0,3 -2,550 -2,467 -2,418 -2,478 0,067
0,5 -3,330 -3,152 -3,152 -3,211 0,103
0,7 -3,950 -3,920 -3,814 -3,895 0,071
0,9 -4,584 -4,584 -4,584 -4,584 0,000
1 -5,116 -5,028 -4,939 -5,028 0,089
2 -7,910 -7,650 -7,600 -7,720 0,166
3 -11,240 -11,780 -11,670 -11,563 0,285
5 -18,650 -17,930 -17,660 -18,080 0,512
7 -23,480 -23,080 -23,350 -23,303 0,204
10 -28,480 -27,630 -27,630 -27,913 0,491

pH 6,5 BRT'de H,O, i¢in kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.38. PtE ile pH 6,5 BRT’de H,0;’ye ait 0,1-10,0 mM derisim araligindaki
kalibrasyon grafigi
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Sonug¢ olarak enzimatik sensor hazirlanabilirligi belirlenmis olan pH 6,5 BRT
kosullarinda H,0O, analizinin de yapilabilecegi 0,1-10,0 mM derisim araliginda

dogrusallig1 belirlenen kalibrasyon grafigi ile gdsterilmistir.

4.2. UV-VIS Spektrofotometrik Calismalar

Oksalik asit molekiiliiniin UV-VIS spektrofotometrik 6zelligini incelemek amaciyla
UV-VIS bolgede spektrofotometrik c¢alismalar gerceklestirildi. Goriiniir bdlgede
herhangi bir 151n sogurumu yapmayan oksalik asitin vakum UV bolge yakinlarinda
oldukca yiiksek bir soguruma neden oldugu goézlenmistir. Bu sogurumun pH ile
degisimini gorebilmek acgisindan 0,1 mM oksalik asit ¢ozeltisinin pH 2-9 araliinda

Britton-Robinson ile tamponlanmis kosullardaki spektrumlart alinmistir (Sekil 4.39).

Sekil 4.39°dan da goriildiigli gibi, yapilan dalga boyu tarama ¢alismalarinda
(190-500 nm) oksalik asite ait sogurum pikinin pH 2 ve pH 3’de 190 nm’nin de altina
kaydigi, pH yiikseldik¢e pikin kiigiilerek 200 nm’nin {izerine tagindigi belirlenmistir.
Gozlenebilir olarak en iyi absorbans degeri pH 4’de ve 196 nm dalga boyunda elde
edilmistir. Bu bolgede calisma zorluguna karsin oksalik asit i¢cin UV bolgede soguruma

dayal1 bir kalibrasyon grafigi hazirlama ¢alismas1 gergeklestirilmistir.

I | nm
190 200 210 220 230 240

Sekil 4.39. Farkli pH’lerdeki BRT igerisinde 0,1 mM oksalik asit ¢ozeltilerine ait

sogurum pikleri, pH 2, pH 3, pH 4,pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, oksalik asite
ait sogurum pikleri
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200 nm’nin altinda kullanilan kuartz kiivetlerin sinirlayici etkisi nedeniyle tekrarlanma
sorunu yasanan c¢alismada, ti¢ tekrarli olarak 196 nm’deki sogurum degerleri Slgiilerek
ortalamalar1 alinmis ve kalibrasyon grafigi asagidaki sekilde hazirlanabilmistir.
Sekil 4.40, pH 4 BRT’de farkli derisimlerdeki oksalik asite ait sogurum piklerini

gostermektedir.

nm
190 200 210 220 230 240

Sekil 4.40. pH 4 BRT ve 196 nm’de oksalik asit i¢in yapilan kalibrasyon grafigi
hazirlama ¢alismasi, 0,1 mM, 0,07 mM, 0,05 mM, 0,03 mM, 0,01 mM, 0,007 mM
0,005 mM oksalik asite ait sogurum pikleri

Cizelge 4.3, yapilan kalibrasyon grafigi olusturma ¢aligmasinda derisimlere karsilik
gelen sogurum degerlerini, Sekil 4.41 ise elde edilen kalibrasyon grafigini
gostermektedir. Elde edilen kalibrasyon grafigi i¢in korelasyon katsayisi, R% 0,993

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. pH 4 BRT’de ve 196 nm’de farkli derisimlerdeki oksalik asite ait sogurum
degerleri

Derisim  (uM) | Olgiim 1 (A) | Olgiim 2 (A) | Olgiim 3 (A) O”(aA"";ma Si;am”gii)

0,079 0,091 0,102 0,091 0,012

7 0,090 0,105 0,116 0,104 0,013

10 0,120 0,116 0,114 0,117 0,003

30 0,166 0,180 0,185 0,177 0,010

50 0,253 0,263 0,277 0,264 0,012

70 0,340 0,325 0,332 0,332 0,008

100 0,396 0,413 0,419 0,409 0,012
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pH 4 oksalik asit icin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.41. Oksalik asit i¢in pH 4 BRT’de ve 196 nm’de 5-100 uM derisim araliginda
hazirlanmis kalibrasyon grafigi

Oksalik asit i¢in yapilan spektrofotometrik ¢alismalar sonucunda oksalik asitin
spektrofotometrik yontemle de analizinin yapilabilecegi gosterilmis ve c¢izilen

kalibrasyon grafigi ile teknigin dogrusal ¢alisma aralig1 belirlenmistir.

4.3. Biyosensor Hazirlama Cahsmalari

Enzimatik sensoriin ¢alisma kosullart optimize edildikten sonra sensérii hazirlama
calismalarma baslandi. Ug farkli enzim immobilizasyon yontemi (elektrokimyasal
polimerlesme, gapraz baglama ve polimer matriks altina hapsetme) kullanilarak sensor

hazirlama ¢alismalar1 ve ardindan ger¢ek 6rnek galismasi yapildi.

4.3.1. Elektrokimyasal polimerlesme ile biyosensor hazirlama ¢alismalar:
Elektrokimyasal polimerlesme islemi i¢in PtE yilizeyinde uygun potansiyel
uygulandiginda kolayca polimerlestigi bilinen, iyi bir iletken polimer olan ve bu islem

icin ¢ok yaygimn olarak kullanilan C4HsN formiil yapisinda heterosiklik bir organik

bilesik olan pirol diisiliniildii.
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Elektrokimyasal polimerlesme igin elde edilecek polimerik kaplamanin H,O, ve oksalik
asite olan duyarliliklarini incelemek amaciyla 6ncelikle enzimsiz kosullarda ¢alismalar

yapildi.

Yapilan calismada PtE (2 mm?) yiizeyinde biriken polipirol kalinligi devreden gecen
toplam yiik hesaplamalari ile tespit edildi. PtE yiizeyinde 1 um kalinlikta polipirol
birikimi elde etmek icin devreden gegen toplam yiik 450 mC/cm?® (9.10° C) olarak
benimsendi (Ekinci ve ark. 1995).

Elektrokimyasal polimerlesme i¢in oncelikle PtE yiizeyi 0,05 pm Al,Os ile parlatildi.
Ardindan 0,1 M H,SO; igerisinde tekrarlanir akim—potansiyel egrileri elde edilene kadar
H, ve O, gaz ¢ikis siurlari arasinda (-250 ile +1000 mV) 20 mVs™ tarama hizi ile CV
calismas1 yapilarak PtE yiizeyi elektrokimyasal polimerlesme islemi igin hazir hale
getirildi. Daha sonra ii¢ elektrotlu hiicrede toplam hacim 10 mL olacak sekilde 0,125 M
pirol + 10 mM KCI ¢ozeltisi igerisinde, argon atmosferi varliginda ve 25 °C’de, +800
mV sabit potansiyel uygulanarak elektrokimyasal polimerlesme islemi gergeklestirildi.
Toplam yiik 9.10° C degerine geldiginde potansiyel uygulama islemi bitirildi. Daha
sonra hazirlanan polipirol kapli PtE 12 saat boyunca pH 6,5 BRT’de bekletildi.
Biriktirme isleminden 6nce metalik gri olan PtE ylizeyinin biriktirme islemi sonrasinda
siyah bir renge doniistiigli gozlendi. Elde edilen polipirol kaplamalari mikroskop

vasitastyla farkli bliyiitme segenekleri ile incelenip fotograflari ¢ekildi.

Sekil 4.42. PtE yilizeyinde Sekil 4.43. PtE yiizeyinde Sekil 4.44. PtE ylizeyinde
1 pm kalinliktaki polipirol 1 pm kalinliktaki polipirol 1 pm kalinliktaki polipirol
kaplamasi, biliyiitme oran1  kaplamasi, biiylitme orani kaplamasi, biiylitme orani
x100 x200 x500
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Sekil 4.42 PtE yiizeyini 100 Kkat biyiitiilerek, Sekil 4.43 PtE ylizeyini 200 Kkat
buyiitillerek ve Sekil 4.44 ise PtE ylizeyini 500 kat biiyiiterek c¢ekilmis fotograflari
gostermektedir. Ug sekil de incelendiginde yiizeyin tamamen polipirol ile kaplandig1
goriilmektedir. Ozel olarak Sekil 4.43 incelendiginde PtE yiizeyinde sadece metalik
kisimlarin kaplandig1 daha iyi bir sekilde goriilmektedir. PtE yiizeyi 1 um polipirol ile
kaplandiktan sonra elde edilen yeni yiizeyde H,O, nin belirlenen ¢alisma kosullarindaki
duyarliligini incelemek amaciyla +530 mV sabit potansiyelde pH 6,5 BRT’de
Time—Base ¢alismasi yapildi (Sekil 4.45).

Time-Base c¢alismalarina baslamadan Once, elektrokimyasal polimerlesme islemi
tamamlandiktan sonra yiizeyde tam olarak polimerlesmeden kalmis dimerler, trimerler,
oligomerler gibi kiigiik molekiil kiitlesine sahip molekiillerin polimer zincirine
katilmalari i¢in zemin akimi 12 nA’e diisene kadar, pH 6,5 BR tamponunda, +800 mV

sabit potansiyel uygulanda.

Time—Base ¢aligmasinda zemin akiminin sabitlenmesinden sonra, her bir ekleme arasi
60 s olacak sekilde ayarlanarak alt1 kez 1 pM ve iki kez 2 pM’lik eklemeler yapilarak
calisma gerceklestirildi.

-0.0119

| ~ 2 uM H,,0,

s

-0.0216 i ﬁ ﬁ {} | 1 pM H,0,
N 1 1M H,0, o T\ {} @

-0.0313}!

Current (uA)

-0.0409| !

-0.0506 L
0.1 27 5.6 84 1.2

Time (Min)

Sekil 4.45. pH 6,5 BRT’de polipirol kapli PtE yiizeyinde H,O, eklemelerine ait
Time—Base grafigi, Eyyg: +530 mV
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Sekil 4.45 incelendiginde, polipirol kapli PtE elektrot yiizeyinin dnceden belirlenmis
kosullarda H,O; i¢in olduk¢a duyarli oldugu, calisilan uM diizeydeki H,O, ¢ozeltilerine
karst olduk¢a 1iyi yiikseltgenme basamaklar1 olusturdugu ve artan derisimle

basamaklarinda diizenli bir sekilde biiylidiigli goriilmektedir.

Yapilan diger bir Time-Base ¢alismasiyla, elde edilen yeni polipirol kapli PtE elektrot
yilizeyinin pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit ¢ozeltisinde +530 mV sabit potansiyelde
oksalik asitin duyarliligini arttirict yonde bir katkisinin olup olmadigi ve oksalik asit ile

H,0,’nin olasi girisim etkisi incelendi.

Deney sirasinda zemin akimimin dengelenmesinden sonra her bir ekleme arasi 60 s
olacak sekilde ayarlandi ve dort kez 1 yM H,0,, iki kez 2 uM H,0; ve ii¢ kez 2 mM

oksalik asit eklemeleri yapilarak ¢calisma gergeklestirildi.

00109
b 2 mM oksalik asit
o
:I i @
001791 | |
2 : ﬁ .
: | 1 M H,0
5 ! 1 pM H,0, e SR
3 002481 ! | \/ {} @
00318 ! ﬁ o
i 2 uM H,0, Yo
-0.0388 L
03 34 7.0 106 14.2
Time (Min)

Sekil 4.46. pH 6,5 BRT + 50 mM oksalik asit i¢erisinde polipirol kapli PtE yiizeyinde
H,0, ve oksalik asit eklemelerine ait Time-Base grafigi, Euyg: + 530 mV

Sekil 4.46 incelendiginde, ilk 60 sn zemin ¢ozeltisinin akim degerinin sabitlenmesi

(13 nA’de) igin beklendi, bu siire zarfinda zemin ¢ozeltisinde bulunan oksalik aside ait
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bir akim biiyiimesi gozlenmedi ve ardindan yapilan H,O, eklemelerinde H,O,’ye ait
akim biliyiimesi gozlenirken oksalik asit eklemelerinde yine bir akim biiylimesi
gozlenmedi. Toplamda 56 mM oksalik asit bulundugu pH 6,5 BRT’de +530 mV sabit
potansiyelde oksalik asite karsi herhangi bir duyarlilik géstermedigi gozlendi.

Polipirol kapli PtE ile yapilan Time-Base ¢alismalar1 sonucu, hazirlanan elektrotun
istenen secicilik ve duyarlik Ozelligini tasidigi ve enzimatik sensoriin  bu
polimerlestirme stireci ile hazirlanabilecegi Ongoriildii. Ayni islem basamaklari
kullanilarak 1 mg, 2 mg ve 3 mg enzim igeren ¢ozeltiler kullanilarak ¢alismalar yapilip

bir enzimatik sensor olusturulmaya caligildu.

Ayni elektrokimyasal polimerlestirme prosediirii ile yapilan enzimatik sensor olusturma
calismalar1 sonrasinda, sensoriin oksalik asit ve H,O, eklemelerine karsi duyarlilig:
yapilan Time—Base c¢alismasi ile belirlenmis ve Sekil 4.47°de gosterilmistir. Sekil 4.47
incelendiginde, art arda yapilan sekiz kez 1 mM’lik oksalik asit eklemeleri sonucu bir
duyarlilik elde edilemedigi, art arda yapilan ii¢ kez 1 yM’lik H,O; eklemelerine karsi
ise oldukg¢a iyi duyarlilik elde edildigi goriilmektedir.

-0.86
-1.41
3 .
ES o
= e ..‘r,f/—v —
= e S e | —
3 -1.98 S , |
| : 1 M H,O
= | 1 mM oksalik 2 202
I -
asit
-3.06
v ° > 8.9 109
Time (Min)

Sekil 4.47. Elektrokimyasal polimerlesme ile hazirlanan sensoriin oksalik asit ve
H>0>’ye olan duyarliligin1 gosteren Time—Base grafigi, Eyyq: +530 mV
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Sonug olarak, elektrokimyasal polimerlesme ile yapilan enzimatik sensor hazirlama
calismalarinda basarili  olunamamistir. Bunun olasi nedenleri; elektrokimyasal
polimerlesme sirasinda enzimin, molekiil biiytlikliigiine bagli olarak, polimer matrik
icerisine giremiyor veya girse bile aktivite gosterecegi aktif uglarin1 kaybediyor, yani

polimer yapisina aktif u¢larindan baglanarak girdigi diisiiniilebilir.

4.3.2. Capraz baglama ile biyosensor hazirlama ¢alismalar:

Oksalat oksidaz enziminin elektrot ylizeyine capraz baglama ile immobilizasyonu
caligmalarinda, bu islem i¢in ¢ok sik olarak kullanilan bir ¢apraz baglayici olan H,CsO,

molekiil formiiliine sahip glutaraldehit ile ¢alisildi.

Oksalat oksidazin capraz baglama ile immobilizasyonu i¢in; oncelikle pH 3,8 siiksinat
tamponu igerisinde 0,008 mg/uL’lik enzim ¢ozeltisi hazirlandi. Enzim ¢6zeltisinin 15
pul’si ile 15 pL kiitlece % 2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisi karistirildi. Hazirlanan
karisimdan 2 mm®lik PtE yiizeyine 2 pL eklendi ve oda sicakliginda kurutuldu. Sensér
kullamlmadigi zamanlarda +4 °C’de ve pH 3,8 siiksinat tamponunda bekletildi.
Hazirlanan sensoriin daha 6nceden belirlenmis ¢alisma kosullarinda (pH 6,5 BRT ve
+530 mV’ta) oksalik asit eklemelerine karsi nasil duyarlilik gostereceginin belirlemek

icin Time—Base c¢alismas1 yapildi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak hazirlanmig enzim sensoriiniin 25 puM,
50 uM ve 100 uM’lik oksalik aside karst duyarliligi
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Sekil 4.48 incelendiginde, hazirlanmis olan enzimatik sensoriin beklendigi gibi oksalata
karst duyarli oldugu ve artan derisim ile olusturdugu akim basamagi biiyiiklerinin
diizenli olarak biiytidiigii goriilmektedir. Capraz baglama ile immobilizasyon vasitasiyla
daha oOnceden belirlenen kosullarda oksalat Ol¢iimii i¢cin bir enzimatik sensor
hazirlanabilecegi belirlendikten sonra, hazirlanan sensoriin ayni1 derisimdeki oksalik asit
eklemelerine karsi gosterdigi duyarliligin giinden giine degisimini belirlemeye yonelik
calismalar yapildi. Oksalik asidin 21 giin boyunca belli araliklar ile dl¢timleri alind1 ve
grafige gecirilerek 21 giinliik periyot boyunca duyarliliginin nasil degistigi gosterildi
(Sekil 4.49).

% 2,5'lik glutaraldehit ile hazirlanan sensor

Zaman ( giin)
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Sekil 4.49. Kiitlece % 2,5’lik glutaraldehit ile hazirlanmig enzimatik sensoriin 50
uM’lik oksalik asite kars1 duyarliliginin giinden giine degisimi

Sekil 4.49 incelendiginde sensoriin duyarliliginin ilk 14 giin boyunca neredeyse
degismedigini, ancak 14. ve 21. giinler arasinda ise sensor duyarliliginin 6nemli
diizeyde azalma gosterdigi goriilmektedir. Enzimatik sensoriin duyarliliginin giinden
giine degisimi belirlendikten sonra, 21. giindeki duyarlilik degerinde bir kalibrasyon

grafigi hazirlanarak sensoriin dogrusal ¢alisma aralig1 belirlenmeye calisildi.
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Sekil 4.50, kii¢iik derisim bolgesi i¢in (0,025-0,100 mM) bes tekrarli olarak Olgiim
alimmis akim basamagi olusumlarina ait Time—Base grafigini, Sekil 4.51 ise yiiksek
derisim bolgesi i¢in (0,250-1,000 mM) bes tekrarli olarak 6l¢iim alinmis akim basamagi

olusumlarina ait Time—Base grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.50. Glutaraldehit ile hazirlanmis sensorle kalibrasyon grafigi hazirlama
calismasinda 0,025 mM, 0,050 mM, 0,100 mM oksalik asit eklemelerine karsi elde
edilen akim basamak biiyiikliikleri
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Sekil 4.51. Glutaraldehit ile hazirlanmis sensorle kalibrasyon grafigi hazirlama
calismasinda 0,250 mM, 0,500 mM ve 1,000 mM oksalik asit eklemelerine kars1 elde
edilen akim basamak biiyiikliikleri
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Cizelge 4.4, 0,025-1,000 mM derisim bdlgesinde farkli derisimde oksalik asit

eklemeleri sonucu olusan akim basamag biiyiikliiklerini gostermektedir.

Cizelge 4.4. 0,025-1,000 mM derisim araliginda glutaraldehit ile hazirlanmis sensoriin
oksalik asit eklemelerine karsi olusturdugu akim basamagi bityiikliikleri

Derisim | 1.0l¢iim | 2.0l¢iim | 3.0l¢iim | 4.0l¢iim | 5.0l¢iim | Ortalama Standart
(mM) (nA) (nA) (nA) (nA) (nA) (nA) Sapma (nA)
0,025 | -0,030 | -0,037 | -0,032 | -0,035 | -0,029 -0,033 0,003
0,060 | -0,070 | -0,061 | -0,064 | -0,067 | -0,066 -0,066 0,003
0,100 | -0,216 | -0,218 | -0,128 | -0,118 | -0,113 -0,119 0,006
0,250 | -0,280 | -0,290 | -0,270 | -0,230 | -0,290 -0,272 0,025
0,500 | -0,520 | -0,490 | -0,470 | -0,480 | -0,460 -0,484 0,023
1,000 | -0,860 | -0,820 | -0,810 | -0,800 | -0,880 -0,834 0,034

Cizelge 4.4’deki derisimlere karsilik gelen akim basamagi biiytkliikleri grafige
gecirildiginde elde edilen kalibrasyon egrisinden (Sekil 4.52), hazirlanmis olan
enzimatik sensoriin 0,025-1,00 mM derisim araliginda yeterince dogrusal yanitlar

verdigi goriilmektedir.

glutaraldehit ile hazirlanmis sensor
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Sekil 4.52. Kiitlece % 2,5’lik glutaraldehit ile hazirlanmig sensore ait 0,025-1,000
derisim bolgesindeki kalibrasyon grafigi

Glutaraldehit ile yapilan ¢alismalar sonucunda enzimatik oksalat sensorii hazirlanabildi

ve sensoriin dogrusal caligma aralig1 belirlendi. Ayrica ¢izilmis olan kalibrasyon grafigi
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21. giine ait oldugundan duyarlilig1i degisse bile dogrusalligin degismedigi bdylece
hazirlanmis sensor ile standart ekleme yontemi kullanilarak gergek orneklerle de

calisilabilecegi belirlendi.

Oksalik asit ile yapilan 6nceki ¢alismalarda, tamponsuz oksalik asit ile ¢alisildiginda
oksalik asit eklemeleri sonucu pH’nin distiigii ve diisen pH ile oksalik asitin PtE
elektrot tlzerindeki duyarliligimin arttigi belirlenmisti. Tamponlu oksalik asit ile
calisilmasinin 6nemini bir kez daha gostermek adina, kiitlece % 2,5’lik glutaraldehit ile
hazirlanmis sensor ile hem tamponlu hem de tamponsuz oksalik asit ile Time—Base

calismasi yapildi. Sekil 4.53 yapilan Time—Base ¢alismasini gostermektedir.
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Sekil 4.53. Tamponlu ve tamponsuz ¢ozeltiler kullanilarak 1 mM oksalik asite karsi
elde edilen akim basamag: biiytikliikleri

Sekil 4.53 incelendiginde, tamponlu oksalik asit ¢ozeltisinden yapilan 1 mM’lik
eklemelerde duyarliligin degismedigi, tamponsuz oksalik asit ¢ozeltisinden yapilan
1 mM’lik eklemelerde ise duyarlilifin degistigi goriilmektedir. Tamponsuz oksalik asit
cozeltisinden yapilan eklemelerde duyarliligin degismesinin iki nedeni bulunmaktadir;
oksalik asitin diisen pH degeri vasitasiyla kendisinin PtE yiizeyinde yiikseltgenmesi ile

duyarlilig arttirmasi ve diisen pH degeriyle enzim aktivitesinin artmasidir. Bu iki faktor
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ayni anda degisim gosterdigi ve duyarliligin her ekleme sonrasi degistigi i¢in tamponsuz

oksalik asit ile yapilan ¢aligsmalarin saglikli olmadigi bir kez daha gosterilmistir.

4.3.3. Polimer matriks altina hapsetme ile biyosensor hazirlama ¢calismalari

Oksalat oksidazin polimer matrik altina hapsedilerek immobilize edilmesi ile enzimatik
sensOr hazirlama ¢aligmalarinda, bu islem i¢in yaygin olarak kullanilan, polimerik film
tabakalar1 olusturarak yiizeyde c¢oziiciisii ugarken polimerlestigi bilinen Nafyon

kullanildi.

Yiizeyde enzimin adsorbsiyonu i¢in; oncelikle pH 3,8 siiksinat tamponu igerisinde
0,008 mg/uL’lik enzim ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 2 mm?’lik
PtE yiizeyine 2 pL eklendi ve oda sicakliginda kurutuldu, ardindan tekrar 2 pL eklendi
ve oda sicakliginda kurutuldu. Farkli nafyon yiizdelerinde enzimatik sensorler
hazirlamak i¢in kurutulan enzim c¢ozeltisi iizerine farkli nafyon ylizdelerinde
(kiitlece % 0,5, % 1, % 3, % 5) 2 UL nafyon eklendi ve oda sicakliginda kurutularak
dort farkli nafyon yiizdelerine sahip enzimatik sensdrler hazirlandi. Immobilizasyon
isleminden sonra hazirlanan dort farkli sensoriin oksalik asit eklemelerine duyarlilik
gosterip gostermeyecegini belirlemek i¢in Time—Base ¢alismalart yapildi. Sekil 4.54,
kiitlece % 0,5’lik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit eklemelerine karsi

duyarliligin1 gostermektedir.

Sekil 4.54 incelendiginde, kiitlece % 0,5°1ik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit
eklemelerine karsi duyarhilik gosterdigi ve artan derisim miktarina gore olusan akim
basamag1 biiyiikliikklerinin de diizenli olarak biiyiidiigii goriilmektedir. Sekil 4.55,
kiitlece % 1’lik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit eklemelerine karsi

gosterdigi duyarliligi gostermektedir.
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Sekil 4.54. Kiitlece % 0,5’1lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin 0,025 mM,
0,050 mM ve 0,100 mM oksalik asite kars1 gosterdigi duyarlilik

Sekil 4.55 incelendiginde, kiitlece % 1°lik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit

eklemelerine kars1 duyarlilik gosterdigi ve artan derisim miktarina gore olugan akim

basamag1 biiyiikliiklerinin de diizenli olarak biiylidiigii goriilmektedir. Sekil 4.56,

kiitlece % 3’liikk nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit eklemelerine karsi

duyarliligin1 gostermektedir.
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Sekil 4.55. Kiitlece % 1’lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin 0,025 mM,
0,050 mM ve 0,100 mM oksalik asite kars1 gosterdigi duyarlilik
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Sekil 4.56 incelendiginde, kiitlece % 3’lik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit
eklemelerine karsi duyarlilik gosterdigi ve artan derisim miktarina gore olusan akim

basamagi biiyiikliiklerinin de diizenli olarak biiylidiigli goriilmektedir.
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Sekil 4.56. Kiitlece % 3’liik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin 0,025 mM,
0,050 mM ve 0,100 mM oksalik aside kars1 gosterdigi duyarlilik

Sekil 4.57, kiitlece % 5’lik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit eklemelerine

kars1 duyarlili§in1 gostermektedir.
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Sekil 4.57. Kiitlece % 5’lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensériin 0,025 mM, 0,050
mM ve 0,100 mM oksalik asite kars1 gosterdigi duyarlilik
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Sekil 4.57 incelendiginde, kiitlece % 5’lik nafyon ile hazirlanmis sensoriin oksalik asit
eklemelerine karsi duyarlilik gosterdigi ve artan derisim miktarina gore olusan akim

basamagi biiyiikliiklerinin de diizenli olarak biiylidiigli goriilmektedir.

Farkli nafyon yiizdeleri ile hazirlanmis enzimatik sensorlerin  duyarliliklar
karsilastirildiginda, artan nafyon ylizdesi ile duyarliligin azaldigi en iyi duyarliligin
kiitlece % 0,5’1ik nafyon ile hazirlanan enzimatik sensor ile elde edildigi belirlendi.
Sekil 4.58, hazirlanan sensorlerin ilk gilinkii yanitlarina gore duyarhiliklarinin

karsilastirilmasini gostermektedir.

Nafyon yiizdesinin sensor yanitina etkisi

kitlece % nafyon
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Sekil 4.58. Nafyon film hazirlanmasinda kullanilan nafyon ¢6zeltisi derisiminin sensor
duyarliligina etkisi

Polimer matriks altina immobilize etme ile daha 6nceden belirlenen kosullarda oksalat
Olciimii i¢in bir enzimatik sensdr hazirlanabilecegi belirlendikten sonra, en iyi
duyarlhiliklarin elde edildigi kiitlece % 1°lik ve % 0,5’lik sensorlerin ayni derisimdeki
oksalik asit eklemelerine karsi gosterdigi duyarliligin giinden giline degisimini
belirlemeye yonelik ¢calismalar yapildi. Sekil 4.59, kiitlece % 0,5’lik nafyonun 0,05 mM

oksalik aside olan duyarliliginin giinden giine degisimini gostermektedir.
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Sekil 4.59. Kiitlece % 0,5’lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin 50 puM’lik

oksalik asite kars1 duyarliliginin giinden giine degisimi

Sekil 4.59 incelendiginde, kiitlece % 0,5’lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin
oksalik asite kars1 duyarliliginin ilk dort giin icerinde ¢ok hizli bir sekilde azaldigi,
dordiincii glinden sonra ise duyarlilifinin azalmaya devam ettigi, ancak ilk dort giine
nazaran azalmalarin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Sekil 4.60, kiitlece % 1’lik

nafyonun 0,05 mM oksalik asite olan duyarliliginin giinden giine degisimini

gostermektedir.
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Sekil 4.60. Kiitlece % 1°lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin 50 uM’lik

oksalik asite kars1 duyarliliginin giinden giine degisimi
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Sekil 4.60 incelendiginde, kiitlece % 1’lik nafyon ile hazirlanmis enzimatik sensoriin
oksalik asite olan duyarliliginin ilk doért giin i¢erisinde neredeyse ayni oldugu, dordiincii

giinden sonra ise duyarliligin azaldig1 goriilmektedir.

Enzimatik sensorlerin duyarliliginin giinden giine degisimi belirlendikten sonra, en iyi
duyarliligin elde edildigi kiitlece %0,5’lik nafyon ile hazirlanan sensor ile 14. giindeki
duyarlhilik degerinde bir kalibrasyon grafigi hazirlanarak sensoriin dogrusal calisma

aralig1 belirlenmeye calisildi.

Sekil 4.61, kii¢iik derisim bolgesi i¢in (0,025-0,1 mM) bes tekrarli olarak 6lglim alinmis
akim basamagi olusumlarina ait Time—Base grafigini, Sekil 4.62 ise yiiksek derigim
bolgesi icin (0,250-1,000 mM) bes tekrarli olarak O6l¢iim alinmig akim basamagi

olusumlarina ait Time—Base grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.61. Kiitlece % 0,5’lik nafyonlu sensor ile kalibrasyon grafigi hazirlama
calismasinda 0,025 mM, 0,050 mM, 0,100 mM oksalik asit eklemelerine kars1 elde
edilen akim basamak biiytikliikleri
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Sekil 4.62. Kiitlece % 0,5’lik nafyonlu sensor ile kalibrasyon grafigi hazirlama
calismasinda 0,250 mM, 0,500 mM, 1,000 mM oksalik eklemelerine kars1 elde edilen
akim basamak biiytikliikleri

Cizelge 4.5, 0,025-1,000 mM derisim bolgesinde farkli derisimde oksalik asit

eklemeleri sonucu olugan akim basamag biiyiikliiklerini gdstermektedir.

Cizelge 4.5. 0,025-1,000 mM derisim araliginda % 0,5’lik nafyon ile hazirlanmisg
sensoriin oksalik asit eklemelerine karsi olusturdugu akim basamag: biiytiklikleri

Derisim | 1. Ol¢iim | 2.0lgiim | 3.Ol¢iim | 4.0lgiim | 5.0l¢iim | Ortalama Standart
(mM) (nA) (nA) (nA) (nA) (nA) (nA) Sapma (nA)
0,025 -0,020 -0,022 -0,018 | -0,016 | -0,012 -0,018 0,004
0,050 -0,030 -0,032 -0,028 | -0,031 | -0,025 -0,029 0,003
0,100 -0,060 -0,070 -0,061 | -0,056 | -0,054 -0,060 0,006
0,250 -0,149 -0,156 -0,164 | -0,141 -0,133 -0,149 0,012
0,500 -0,315 -0,321 -0,318 | -0,300 | -0,303 -0,311 0,009
1,000 -0,500 -0,518 -0,532 | -0,516 | -0,454 -0,504 0,030

Cizelge 4.5’deki derisimlere karsilik gelen akim basamagi biiytkliikleri grafige

gegirildiginde elde edilen kalibrasyon egrisinden (Sekil 4.63), hazirlanmis olan
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enzimatik sensoriin 0,025-1,00 mM derisim araliginda yeterince dogrusal yanitlar

verdigi goriilmektedir.

% 0,5 nafyon ile hazirlanmis sensére ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.63. Kiitlece % 0,5’lik nafyon ile hazirlanmis sensore ait 0,025—1,000 derisim
bolgesindeki kalibrasyon grafigi

Nafyon ile yapilan c¢alismalar sonucunda enzimatik oksalat sensorleri hazirlanabildi ve
sensOriin dogrusal ¢aligma araligi belirlendi. Ayrica ¢izilmis olan kalibrasyon grafigi 14.
giine ait oldugundan duyarlilik degisse bile dogrusalligin degismedigi bdylece
hazirlanmis sensor ile standart ekleme yontemi kullanilarak ger¢ek orneklerle de
calisilabilecegi belirlendi. Ayrica farkli nafyon yilizdelerinde hazirlanan sensoérlerde
artan nafyon yiizdesi ile sensor duyarliliginin ve duyarliligin giinden giine degisime

miktarinin azaldig1 belirlenmistir.
4.3.4. Gergek ornek ile oksalat tayini ¢calismasi
Hazirlanan tiim enzimatik sensorler i¢inden oksalata karst en iyi duyarliligin elde

edildigi kiitlece % 0,5’lik nafyonla hazirlanmis sensor ile 1spanak orneginde gergek

ornek caligmasi yapildi.
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Onceden yikanarak kok ve govde kisimlari ayrilmis, sadece yaprak kisimlari etiivde
105 °C’de kurutulup ardindan plastik havan igerisinde doviilerek toz haline getirilmis ve
bu sirada 5/6 oraninda kiitle kaybina ugramis toz 1spanak drnegi temin edildi. Ornekten
1 g tartildi ve 50 mL saf su icerisinde 40 °C sicaklikta 30 dk boyunca manyetik
kanistiric1 ile karistirildi. Ardindan 0,45 ym gozenekli teflon membran (millipore type

HA) ile siiziildii ve 100 mL’ye tamamlandi.

Yapilan Time—Base ¢aligmasi ile standart ekleme metodu kullanilarak ger¢ek 6rnekteki
oksalat miktar1 belirlendi. Dort tekrarli ve toplam hacim 10 mL olacak sekilde yapilan
calismada, 100 pL 6rnek 6l¢iim ¢ozeltisine (pH 6,5 BRT) eklendi ve eklenen 6rnegin
akim basamagi olusturdugu gozlendi. Ardindan derisimi bilinen oksalik asit
¢Ozeltisinden Ol¢iim c¢ozeltisine, ¢bzelti icerisinde 1 mM oksalik asit olacak sekilde
eklemeler yapildi ve caligma tamamlandi. Sekil 4.64, yapilan Time—Base galismasinda

ornek ve derisimi bilinen oksalik asitin olusturdugu akim basamaklarini géstermektedir.
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Sekil 4.64. Standart ekleme metodu kullanilarak yapilan gercek 6rnek ¢alismasina ait
Time—Base grafigi

91



Cizelge 4.6. Ornek ve derisimi bilinen oksalik asit eklemelerine kars1 elde edilen akim
basamagi biiyiikliikleri

Olgiim 1 Olgiim 2 Olgiim 3 Olgiim 4 Ortalama S.Sapma
(nA) (nA) (nA) (nA) (nA) (nA)
Ornek -0,310 -0,330 -0,306 -0,297 -0,311 0,014
Oksalat |, 749 0,721 20,730 0,667 0,717 0,035
(1 mM)

Cizelge 4.6, 6rnek ve derisimi bilinen oksalik asit eklemelerine karsi elde edilen akim
basamag biiytikliiklerini gostermektedir. Cizelge 4.6’dan elde edilen veriler vasitasiyla,
gerekli hesaplamalar yapildiginda, 100 mL’lik 6rnege ait derisim ve miktar degerleri
Cizelge 4.7°den goriilmektedir. Enzimatik sensor ile yapilan ger¢ek 6rnek calismasinda

100 mL’deki oksalat miktari; 0,382 + 0,017 g olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.7. 100 mL’lik 6rnege ait hesaplanan derisim ve miktar degerleri

Olgim1 | Olgiim?2 | Ol¢iim3 | Ol¢iim4 | Ortalama | Std. Sapma

Derisim (mM) | 43,236 | 46,025 | 42,680 | 41,423 | 44,353 2,365

Miktar () 0,380 0,405 0,376 0,365 0,382 0,017

Literatiirde oksalat sensorleri ile gergek Orneklerde oksalat tayini i¢in yapilan
caligmalar, UV-VIS spektrofotometrik ¢aligmalar ile dogrulanabilmekte ve kesinlikleri

kiyaslanabilmektedir.

Bu amagla, oncelikle pH 6,5 BRT de oksalik asitin maksimum sogurum yaptig1 207 nm
dalga boyunda 0,1-0,75 mM derisim araliginda dogrusal c¢alismalar yapilabilecegini
gostermek i¢in bir kalibrasyon grafigi calismasi gergeklestirildi. Yapilan ¢aligma toplam
hacim 3 mL olacak sekilde kuvartz kiivetler icerisinde ve dort tekrarl olarak yapildi.
Sekil 4.65, yapilan kalibrasyon grafigi ¢aligmasinda derigimlere karsi elde edilen
absorbans egrilerini, Cizelge 4.8 ise derisimlere karsi elde edilen absorbans degerlerini

gostermektedir.
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Sekil 4.65. pH 6,5 BRT’de 207 nm dalga boyunda farkli derisimlerdeki oksalik asite ait
sogurum egrileri, 0,10 mM, 0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM oksalik asite ait sogurum
egrileri

Sekil 4.65 incelendiginde, pH 6,5 BRT’de oksalik asitin 207 nm dalga boyunda

sogurum yaptig1 ve artan derisimle piklerin diizenli bir sekilde biiyiidiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.8. 0,1-0,75 mM derisim araliginda oksalik asite kars1 elde edilen sogurum
degerleri

Derigim Olgiim 1 Olgiim 2 Olgiim 3 Olgiim 4 ort (A) S.Sapma
(mM) (A) (A) (A) (A) (A)
0,10 0,080 0,089 0,080 0,122 0,093 0,0200
0,25 0,206 0,189 0,204 0,191 0,198 0,0087
0,50 0,562 0,565 0,566 0,552 0,561 0,0064
0,75 0,812 0,820 0,820 0,832 0,821 0,0082

Cizelge 4.8’deki derisimlere karsi gelen absorbans degerleri grafige gegirildiginde
0,10-0,75 mM degerleri arasinda oldukga iyi bir dogrusal ¢alisma aralig1 elde edildigi
Sekil 4.66’daki kalibrasyon grafiginden goriilmektedir. Elde edilen egrinin korelasyon
katsayist, R 0,989 olarak elde edilmistir.
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pH 6,5 BRT'de oksalik asite ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.66. pH 6,5 BRT ve 207 nm’de oksalik asite ait kalibrasyon grafigi

pH 6,5 BRT kosullarinda 0,10-0,75 mM derisim araliginda dogrusal calismalar
yapilabilecegi belirlendikten sonra standart ekleme metodu ile gercek 6rnekle calismalar
yapildi. Dort tekrarli ve toplam hacim 3 mL olacak sekilde yapilan ¢alismada, 25 pL
ornek olgtim ¢ozeltisine (pH 6,5 BRT) eklendi. Ardindan derisimi bilinen oksalik asit
¢Ozeltisinden Ol¢im ¢ozeltisine, ¢ozelti icerisinde 0,5 mM oksalik asit olacak sekilde
ekleme yapilarak ¢alisma tamamlandi. Sekil 4.67, pH 6,5 BRT’de 6rnek ve derisimi

belli oksalik asite ait sogurum egrilerini gostermektedir.
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Sekil 4.67. 207 nm’de 6rnek ve derigimi bilinen oksalik asite ait sogurum pikleri
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Sekil 4.67°deki sogurum egrileri incelendiginde, 6rnek eklemeleri sonucu elde edilen
sogurum pikinin oksalik asite ait sogurum piki ile aym dalga boyunda oldugu
dolayistyla elde edilen pikin oksalata ait oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alisma sonucu

elde edilen sogurum degerleri Cizelge 4.9’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.9. Ornek ve derisimi bilinen oksalik asite ait sogurum degerleri

Olgiim 1 Olgiim 2 Olgiim 3 Olgiim 4 Ort S.Sapma
(A) (A) (A) (A) (A) (A)
Ornek 0,394 0,398 0,409 0,415 0,404 0,010
(OOSIBS?TE?\t/I) 0,514 0,519 0,506 0,509 0,512 0,006

Cizelge 4.9’den elde edilen veriler vasitasiyla, gerekli hesaplamalar yapildiginda 100
mL’lik Ornege ait derisim ve miktar degerleri Cizelge 4.10°da goriilmektedir.
Spektrofotometrik yontem ile yapilan gergek ornek caligmasinda 100 mL’deki oksalat
miktart; 0,417 + 0,010 g olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.10. 100 mL’lik 6rnege ait hesaplanan derisim ve miktar degerleri

Olgim 1 | Olgiim?2 | Olgiim3 | Olgiim4 | Ortalama | Std. Sapma

Derigim (mM) 46,172 46,641 47,930 48,633 47,344 1,136

Miktar () 0,406 0,410 0,422 0,428 0,417 0,010

Iki yontemle de bulunan sonuglarin ortalamasi kiyaslandiginda, enzimatik sensor ile
elde edilen miktar, spektrofotometrik yontemle elde edilen miktarin % 93,765 kadari
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak yapilan enzimatik sensor ile gercek Ornekle de
kiyaslamali olarak c¢alismalar yapilabilecegi gosterilmis ve oksalat ol¢iimii igin

H20, nin yiikseltgenmesine dayanan bu yeni yontemin uygulanabilirligi belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Oksalat enzimatik sensorlerinin hazirlanmasi ile ilgili literatiirde pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Ancak yapilan arastirmalar sonucunda amperometrik 6l¢iim ilkesine
(H202’nin  indirgenmesi veya yiikseltgenmesi ilkesi) dayanan oksalat sensorii
hazirlanmas1 c¢alismalarinda bazi eksik noktalar goriilmiis ve bu eksikler lizerine

gidilerek yeni bir oksalat sensorii gelistirilmesi amaglanmustir.

Literatiirde var olan calismalarda genellikle H;O;’nin indirgenmesi Ol¢lim ilkesine
dayanan sensorler hazirlanmistir. Ancak katodik potansiyellerde ¢alisma elektrotu
olarak platin elektrotlar kullanildiginda, platin elektrot yiizeyinde ¢oziinmiis O, gazinin
da H2O2’nin indirgendigi potansiyellerde indirgenmesi nedeniyle tekrarlanmazliklar
olabilmektedir. Tekrarlanmazliklardan gelecek hatalar1 engellemek amaciyla ¢oziinmiis
oksijen giderme islemi yapilabilmekte ancak bu durumda da ugucu H,0O bilesiginin
¢oOzelti icerisinde eksilmesi s6z konusu olabilmektedir. Bu tiir hatalardan kaginmak i¢in
katodik potansiyellerde H,O; icin daha az duyarlilik gosteren GC, karbon pasta, grafit
gibi elektrotlar ile calismalar yapilmistir. Duyarliligi arttirmak i¢in ise daha biiyiik
ylizeyli elektrotlar kullanilmis ve genellikle elektrot ylizeyleri modifiye edilmistir.
Modifiye edilen elektrot yiizeyleri ile hem HO;’nin indirgenmesine karsi1 daha iyi
duyarlilik elde edilmis hem de ¢6ziinmiis O,’den gelebilecek hatalar engellenmistir.
Bazi calismalarda dogrusal calisma araliinin st simirlar 102 M mertebesine
ulagabilmektedir. Ancak ¢6zelti ortaminda oksalik asit derigiminin yiiksek oldugu
durumlarda (mM mertebesinde) ortam pH’sinde degismeler oldugundan H,O;’ye ait pik
potansiyelinin dolayisiyla HO;’nin duyarliliginda degismelere neden olabilmekte ve

literatiirdeki ¢calismalarda bu etki goz ardi edilmektedir.

Yapilan arastirmada literatiirde H,O;’nin yiikseltgenmesi 6l¢liim ilkesine dayanan bir
oksalat sensorii hazirlanmasi g¢alisilmasina rastlanmamustir. Bu durumun olasi nedeni;
oksalat oksidaz enzimin yiiksek aktivite gosterdigi ¢alisma kosullarinda (pH 2-4),
oksalik asitin enzimatik siirecte olusan H,O, ile girisim yapiyor ve oksalik asit ile

H,0,’nin anodik bolgedeki analiz kosullarinin ¢ok iyi bilinmiyor olusudur.
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Bu tez c¢alismasinda, ¢alisma elektrotu yiizeyinde herhangi bir modifiye islemi
yapilmadan sadece pH ayarlamasi yapilarak anodik potansiyellerde H,O, 6l¢limiine
dayal1 bir enzimatik oksalat sensorii hazirlanmas1 amaglanmistir. Bu kapsamda yapilan
calismalar sonucunda ise H,O, ve oksalik asitin elektrokimyasal davraniglarinin pH,
elektrolit bilesimi ve calisma elektrotuna olan bagimlilig1 incelenmis ve farkli
immobilizasyon yoOntemleri ile anodik potansiyellerde H,O, o6l¢iim ilkesine dayali
birka¢ enzimatik sensér hazirlanmistir. Yapilan caligmada elde edilen sonuglardan

vurgulanmak istenilenler asagida belirtilmistir.

e Onlem alinmamas: halinde H,O, ve H,C,0; bilesenlerinin ayni potansiyellerde
yukseltgenme piki vererek birbirinin analizini etkiledigi, oksalik asidin anodik ve
katodik bolgelerdeki elektro aktifliklerinin ¢alisma elektrotu, tampon ¢ozelti bilesimi

ve pH’sine olan bagimliliklar1 belirlendi.

o Katodik bolgede yapilan calismalarda anodik bolgedekilere nazaran daha iyi
duyarlilik elde edilmesine ragmen, ¢Oziinmiis oksijenden kaynaklanan
tekrarlanmazliklar yiiziinden katodik bdlge potansiyellerinde c¢alisan bir sensor

hazirlanmasinin bazi olumsuzluklar tagiyacagi belirlendi.

e Olciim ortamina ardi ardina oksalik asit eklemeleri ile gerceklestirilen voltametrik
analiz ¢aligmalarinda, eklenen oksalik asitin 6lglim ortaminin pH’si tizerinde etkili
oldugu, Ol¢im ortaminin tamponlama kapasitesi yliksek olsa bile pH’nin 6nemli
Olciide degisimine yol agtigi ve bunun sonucu olarak da, yiikseltgenme pikinin
potansiyelinin kaydigi, pik akimi gozlemlerinde diizensizliklerin ortaya ¢ikabildigi
belirlendi. Ardi ardina eklemelerde kullanilacak oksalik asit ¢ozeltisinin onceden
tamponlanmis sekilde hazirlanmas1 halinde s6z konusu pH degisimlerinden

kacinilabilecegi belirlendi.
e pH < 4 olan pH bolgesinde oksalik asit ile H,O;’nin yiikseltgenme piklerinin

tamamen girisim yaptig1 ve bu iki maddenin yiikseltgenme piklerinin birbirinden

ayrilabildigi minimum pH’nin pH 6,5 oldugu belirlendi.
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e Optimize edilen kosullarda (pH 6,5 BRT ve + 530 mV potansiyelde) H,O, analizinin
gerceklestirilebilecegi cizilen kalibrasyon grafigi ile gosterildi.

e Optimize edilen kosullarda iki farkli immobilizasyon yontemleri ile de oksalata

duyarli enzimatik sensorler hazirlandi.

e Hazirlanan sensorlerden kiitlece % 2,5°lik glutaraldehit ile hazirlanan sensoriin
duyarliliginin hazirlanan diger sensorlere gore daha uzun siire stabil kaldigi, en iyi
duyarliligi kiitlece % 0,5’lik nafyon ile hazirlanan sensoriin gosterdigi, nafyon ile
hazirlanan sensorlerde, nafyon yiizdesinin artmasiyla sensor duyarliliginin azaldigi,
ancak buna bagl olarak da duyarliligin giinden giine degisiminin daha stabil kaldig:

belirlendi.

e Hazirlanan sensorlerin  duyarliliklarinin  giinden giine degismesine ragmen
dogrusalliklarinin degismedigi, boylece standart ekleme metotu kullanilarak gergek
ornekler ile calisilabilecegi belirlendi. Toz haline getirilmis 1spanak Orneklerinde
oksalat analizi basar1 ile gerceklestirilmis, calismada 1 g 1spanak tozunda 382 +17
mg oksalat bulunmus, literatiirdeki degerler ile kiyaslandiginda (Perez ve ark. 2001,
100 g 1spanakta 798 + 42 mg oksalat) miktarin oldukca fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
durum ¢aligilan 1spanak tozu numunesinin oksalatin en bol olarak bulundugu yaprak
kismindan elde edilmis ve kurutma isleminde kiitlesinde 5/6 oraninda kayip olmus

olmasi ile agiklanabilmektedir.

e Ayrica idrar gibi biyolojik Orneklerde de hazirlanan sensorlerin aktifliklerini

koruduklari, sistematik incelemelerde kullanilabilecegi belirlendi.
e Gergek Ornekle de c¢alismalar yapilmis ve elde edilen sonuglar spetrofotometrik

yontemle de kiyaslanmistir. Enzimatik elektrot ile elde edilen miktarin

spektrofotometrik yontemle elde edilen miktarin % 93,765 oldugu belirlenmistir.
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o Literatiirdeki diger oksalat sensOrii ¢alismalarma gore, olanaklarin yeterli
olmamasindan dolayr daha az miktarda enzim kullanilmasina, oksalat oksidaz
enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerlerinde calismalar
yapilamamasina ve oksalat oksidaz enziminin aktivitesini arttiran bovin serum
albumin (BSA) kullanilmamasina ragmen yine de oldukga genis bir ¢alisma

aralifinda calisma yapma imkani yakalanmaistir.
e Calisma elektrotunun yiizeyinde herhangi bir modifiye islemi yapilmadan sadece pH
optimizasyonu yapilarak, H,O, nin anodik pik akimlarinin 6l¢iim ilkesine dayali bir

enzimatik sensor gelistirilmistir.

e Ayrica, UV-VIS spektrofotometrik caligmalar ile oksalik asit analizi yapilabilecegi

cizilen kalibrasyon grafigi ile gosterilmistir.
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