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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum “Baz Iletken Polimerik Nanokompozit
Modifiye  Elektrotlarin  Hazirlanmasi ve DNA  Baz  Tayininde
Kullanilabilirliginin incelenmesi” bashikli bu calismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykirn diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitlin kaynaklarin hem metin icinde hem de kaynaklarda yontemine

uygun bigimde gosterilenlerden oldugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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BAZI ILETKEN POLIMERIK NANOKOMPOZIT MODIFIiYE
ELEKTROTLARIN HAZIRLANMASI VE DNA BAZ TAYININDE
KULLANILABILIRLIGININ INCELENMESI

Sezen KURSUN AYAZLI

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dal1

xiii + 95 sayfa
2016

Danisman: Prof. Dr. Ergun EKINCI

Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar, ¢esitli organik ve inorganik
modifiye edicilerin elektrot ylizeyine yerlestirilmesi ile elde edilirler. Modifiye
edilmis elektrotlar voltametrik, amperometrik ve potansiyometrik sensorler olarak
analitik tayinlerde hassasiyetin, segicilifin veya kararliligin arttirilmasi amaci ile
tasarlanirlar. Bu calismada, anilin, N-metil pirol ve anilin-2-siilfonik asit
monomerleri ile altin nanopargaciklar1 kullanilarak ¢evrimli voltametri ile, camsi
karbon elektrot yiizeyinde elektropolimerik nanokompozit elektrotlar hazirlanmistir.
Hazirlanan altin nanopargacik modifiye polianilin, poli(N-metil pirol) ve poli(anilin-
2-siilfonik asit) kompozit elektrotlarin guanin, adenin, dopamin ve iirik asite karsi
elektrokatalitik etkisi DPV teknigi ile incelenmistir.

Daha sonra, elektropolimerik nanokompozit elektrotlarin  sensor
karakteristiklerini etkileyen parametreler (polimerik film kalinligi, monomer, destek
elektrolit, altin nanoparcacik derisimi, altin nanoparcaciklarinin film kalinlig1 ve pH)
sistematik olarak optimize edilmistir. Optimize sensorlerin kararlilik testleri nano-
Au/PA/GCE ve nano-Au/PNMPy/GCE 90 giin, nano-Au/PASA/GCE ise 60 giin
siire kararli oldugunu gostermistir. Balik sperm DNA’daki baz oranlar1 standart
katma yontemi ile belirlenmistir. G/A oranm1 nano-Au/PA/GCE i¢in % 1,74, nano-
AuW/PASA/GCE i¢in % 1,36 hata ile hesaplanmuigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Anilin, N-metil pirol, Anilin-2-siilfonik asit, Guanin,
Adenin



ABSTRACT
PhD. Thesis

PREPARATION OF CONDUCTING NANO COMPOSITE ELECTRODES AND
EXAMINATION OF AVAILABILITY IN DNA BASE ANALYSIS
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xiii + 95 pages
2016
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Chemically modified electrodes have been obtained by immobilization of
various organic and inorganic modifiers on the electrode surface. Modified elctrodes
are designed to aim for the improvement of stability, sensitivity and selectivity in
analytical applications as voltammetric, amperometric and potantiometric sensors. In
this work, electropolymeric nanocomposite electrodes have been prepared on glassy
carbon electrode surface by using aniline, N-methylpyrrole, aniline-2-sulfonic acid
monomers and gold nanoparticles with cyclic voltammetry. The electrocatalytic
effect to guanine, adenine, dopamine and uric acid of prepared gold nanoparticle
modified polyaniline, poly(N-methylpyrrole) and poly(aniline-2-sulfonic acid)
composite electrodes has been investigated by DPV technique.

Then, the parameters affecting sensor characteristics (polymeric film
thickness, monomer, supporting electrolyte, gold nanoparticle concentration, film
thickness of gold nanoparticles and pH) of electropolymeric nanocomposite
electrodes were systematically optimized. The stability tests of the optimized sensors
indicated that nano-Au/PA/GCE ve nano-Au/PNMPy/GCE are stable at 90 days,
nano-Au/PASA/GCE is stable at 60 days. The base ratios in fish sperm DNA were
determined by standart addition method. The ratio of G/A was calculated with 1,74%
error for nano-Au/PA/GCE and 1,36% error for nano-Au/PASA/GCE.

KEYWORDS:  Aniline, N-Methylpyrrole, Aniline-2-sulfonic Acid, Guanine,

Adenine
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SEMBOL VE KISALTMALAR

CME Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
CvV Cevrimli voltametri

DPV Diferansiyel puls voltametrisi
E Elektrot potansiyeli
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Eiz Yari dalga potansiyeli

F Faraday sabiti
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M Molar derigim
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T Periyot

f Frekans

PA Polianilin

PASA Poli(anilin-2-siilfonik asit)

PNMPy Poli(N-metil pirol)
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1. GIRIS

DNA kalitimsal bilgiyi saklayan ve protein biyosentezinde Onemli rol
oynayan, niikleotit birimlerinden olusan bir makromolekiildiir. Yasam i¢in 6nemli rol
oynayan guanin (G) ve adenin (A), DNA’da bulunan iki 6nemli piirin bazidir.
Guanin ve adeninin, koroner ve serebral dongili, kan akisinin kontrolii, kalp
aritmilerini Onleme, norotransmiter salinimini Onleme ve adenilsiklaz aktivitesini
diizenleme gibi yaygin etkileri vardir [1-2]. Bu bazlarin konsantrasyonu kanser ve
AIDS gibi farkli hastaliklarin tanisal belirleyicisi olarak kullanilir [3].

Dopamin (DA) en 6nemli katekolaminlerden birisidir. Bobrek, merkezi sinir
sistemi ve hormonal sistemin islevselliginin saglanmasinda 6nemli bir rol oynar.
Dopamin seviyesindeki asir1 anormallikler Parkinson, sizofreni ve Huntington
hastalig1 gibi birgok hastaligin belirleyicisidir [4]. Modifiye edilmemis elektrotlarda
cakisan yiikseltgenme potansiyeline sahip lrik asit gibi interferanslarin varligi,
gercek Orneklerdeki dopaminin elektrokimyasal olarak belirlenmesinde temel
sorundur. Urik asit (UA) insanlarda piirin yikim mekanizmasinin son yiikseltgenme
tirtintidiir. Serum ve tirin gibi viicut sivilarindaki iirik asit seviyesi hiperrusima, gout
ve Lesh-Nyansendromu gibi bir¢ok hastaligin belirleyicisidir [5,6]. Serum ve aurin
gibi fizyolojik sivilarda DA, UA, A ve G birlikte bulunurlar. Bu nedenle; DA, UA, G
ve A’nin es zamanl tayini i¢in duyarli ve segici bir metot gelistirilmesi biyomedikal
kimyada olduk¢a 6nemlidir. Bundan onceki ¢aligmalar bu dort tiirden ikisinin es

zamanli tayini {izerine odaklanmistir [1,7,8,9,37].

Niikleik asitlerdeki piirin bazlarinin tayini i¢in sivi kromatografisi ya da
elektroforez ile birlestirilmis belirleme yontemleri kullanilir. Bu yontemlerde;
Olgiimlerin zaman alici olmasi, karmasik cihazlar ve Orneklerin 6n hazirlik
gerektirmesi gibi dezavantajlar yiiziinden sikintilar yasanmaktadir [8]. Hizli, ucuz ve
giivenli analize olanak sagladiklari igin elektrokimyasal yontemler kullanishidir [9].
Ancak ciplak elektrotlarda gakisan yiikseltgenme potansiyelleri ve elektrot yiizeyinin
kirlenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan zayif tekrarlanabilirlik bu dort tiiriin
eszamanli tayinini zorlastirmaktadir. Bu sorunu giderebilmek igin; polimer, tek
katmanli tabaka, nanomateryal, nanopargacik ve metal oksit modifiye elektrotlar
kullanilmistir [7]. Metal nanomateryallerin elektrot yiizeyinden kolayca diismeleri,

bunlarin sensér ve biyosensér uygulamalarinda dogrudan kullanimlarini



kisitlamaktadir. Metal nanomateryallerin iletken polimer membranlara katkilanmasi

elektronik, sensdr ve kataliz uygulamalarinda olduke¢a etkili bir yontem olarak

kullanilmaktadir [10].

Yapilan bu ¢aligmada; altin nanopargaciklarin anilin, N-metil pirol ve anilin-
2-siilfonik asit monomerleriyle camsi karbon elektrot yiizeyinde es zamanli
polimerizasyon veya polimerik film {izerine CV yontemiyle kaplanmasi suretiyle
nanokompozit elektrotlar hazirlanmistir. Hazirlanan kompozit elektrotlarin dopamin,
tirik asit, guanin ve adenine kars1 elektrokatalitik etkileri DPV teknigi ile incelenmis,
hazirlanan nanokompozit elektrodun optimizasyonu (film kalinligi, monomer
derisimi, destek elektrolit derisimi, altin nanoparcacik kalinligi, altin nanopargacik
derisimin etkisi, pH ) ise en yiikksek guanin yanitina gore yapilmistir. Optimize
elektrotlarin 90 giin siireyle kararliliklar incelenmigtir. Optimum sartlarda hazirlanan
nanokompozit elektrotlarin fish sperm DNA’dan elde edilen ss-DNA’ya karsi
yanitlart DPV teknigi ile belirlenmis ve DNA dizinindeki guanin / adenin orani

bulunmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Elektrokimya

Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi ve bunun sonucunda ortaya g¢ikan
kimyasal doniisiimlerle fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine donilisiimiinii inceleyen bilim dalina elektrokimya denir. Elektrokimyasal
tepkimelerde elektron transferi veya gecisi s6z konusudur yani yiikseltgenme-
indirgenme tiirli tepkimelerdir. Elektrokimyasal olaylar, elektrokimyasal hiicre adi
verilen bir diizenek yardimiyla yiiriitiiliir. Elektrokimyasal hiicre, incelenen maddeyi
igeren bir ¢ozelti ya da erimis tuz, maddenin kimyasal doniisiime ugradig: elektrotlar

ve bu elektrotlar: birbirine baglayan bir dis devreden olusur [11].

2.1.1. Voltametri ve VVoltametrik Teknikler

Elektrokimyasal hiicrede, elektrot ¢ozelti sistemine bir elektriksel uyari
yapilarak sistemin verdigi yanit Olgiiliir. Genel olarak elektrokimyasal tekniklerde
potansiyel, akim ve zaman parametreleri bulunur. Bu parametreler ilgili
elektrokimyasal teknigin adim belirler. Ornegin, kronoamperometride akim-zaman,

voltametride akim-potansiyel parametleri bulunmaktadir.

Calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan potansiyelin
fonksiyonu olarak akimin 6l¢iilmesinden faydalanarak analit hakkinda bilgi edinilen
bir grup elektroanalitik yontemlere voltametri denir. Uygulanan gerilime karsi

olgiilen akim degerlerinin grafigine ise voltamogram denir.

Voltametrik Olgiimler, calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda
gerceklestirilir. Polarizasyonu artirmak i¢in ise yiizey alani birka¢ milimetrekare olan
mikroelektrotlar kullanilir. Voltametride bir maddenin elektrokimyasal davranisini
incelemek i¢in elektroda uygulanabilecek gerilim araliginin smirlari, kullanilan
calisma elektroduna, kullanmilan ¢éziicii ve elektrolit tiirlerine baghdir. Ornegin,
hiicrede kullanilan karsilastirma elektrodu doygun kalomel ve ¢alisma elektrodu Pt
ise, sulu ortamda +0,65V’dan daha pozitif potansiyel degerine gidilemez, zira daha
pozitif gerilim degerinde su yiikseltgenerek O, agiga cikar ve devreden biiyiik bir
akim gecer. Aciga c¢ikan bu akim, daha pozitif potansiyel degerlerinde

yiikseltgenebilecek bir maddenin neden olabilecegi akimi orter. Maddenin



yukseltgenme akimi ile suyun yiikseltgenmesinden kaynaklanan akimi ayirmak
miimkiin olamayacagindan, bu elektroaktif maddenin elektrokimyasal davranisina
iligkin bir bilgi elde edilemez. Negatif gerilim sinirini ise ¢oziiciiniin ya da destek
elektrolit katyonunun indirgenme potansiyeli belirler. Pt elektrotta -0,45 V, Hg
elektrotta ise asidik ortamda -1,80 V, bazik ortamda 2,40 V’da su indirgenerck H;
gaz1 olusumu sonucunda biiyiik bir akim olusur. Baz1 organik ¢oziiciiler suya gore
daha gili¢ indirgenir ya da daha gii¢ yiikseltgenirler. Bazi ¢oziiciilerde ise hem
indirgenme sinir1, hem de yiikseltgenme sinir1 suya gore daha yiiksek gerilimlere
cikar. Boylece susuz ¢oziiciilerin kullanilmasi ile uygun bir elektrot malzemesi ve
destek elektroliti segilerek ¢alisilabilen voltametrik gerilim sinirlari, hem anodik hem

de katodik yonde daha biiyiik gerilim degerlerine kaydirilabilir [12].

Voltametri; yiikseltgenme indirgenme islemlerinin incelenmesi, yiizeydeki
adsorpsiyon islemlerinin arastirilmast ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
yiizeylerinde gerceklesen elekton aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi
analitik olmayan c¢alismalarda da oluk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir [13].
Voltametride akim, calisma elektrodu {izerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olusur. indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik akim,

yukseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir.

Voltametride uyarma sinyaliyle beraber, metodun temelini teskil eden analite
0zgli akim cevaplart olusur. En cok kullanilan dort uyarma sinyali ise; dogrusal

taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve iicgen dalgadir.

2.1.1.1. Dogrusal Taramal Voltametri

Bu voltametri tiirlinde elektrotlar arasina zamanla dogrusal artan ya da azalan
dogrusal potansiyel uygulanir. Genellikle 10-1000 mVs™® potansiyel araliginda
dogrusal potansiyel taramasi yapilir. Dogrusal taramali voltametride elde edilen akim
potansiyel egrileri elektrodun tiiriine gore degisir ve olusan akim kiitle taginim tiiriine
baglidir. Hiicrede olusan akim zamanin ve dolayisiyla da uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak Olgiiliir. Polarografi ve hidrodinamik voltametri olarak iki

uygulamasi vardir.
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Sekil 2.1.Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

2.1.1.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Voltametrinin duyarliligi artik akimin giderilmesine baghdir. Gerilimlerin
puls seklinde uygulanmasi artik akimin giderilmesine ve duyarliligin artirilmasina
neden olur. Uygulanan potansiyel pulslara karsilik olusan akim, bu pulslarin 6mri
siiresinde zamanin fonksiyonu olarak ol¢iiliir. Normal ve diferansiyel puls olmak

tizere iki tiptir.

Calisma elektroduna puls seklinde gerilim uygulandiginda artik akimin
kapasitif bileseni neredeyse sifir gibidir. Bdylece pulsun sonundaki artik akim,

faradaik akimdan kaynaklanmaktadir.

Normal puls voltametrisinde puls sonundaki artik akim az da olsa kapasitif
akim icerir. Kapasitif akimin artik akim i¢indeki payi azaltmak, duyarligr artirmak
amaciyla pulsun baslangicinda ve sonunda Olgiilen akimlarin farklar1 alinmis ve
diferansiyel puls voltametrisi adinda yeni bir teknik elde edilmistir. Bu teknik normal

puls voltametrisinden daha duyarli olup, bu duyarlik 10"— 10® M diizeyindedir.

Pulslar, giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslar

bindirilerek uygulanabilecegi gibi, sabit dogru bir potansiyele giderek artan genlikli



pulslar bindirilerek de uygulanabilir. Puls uygulanmasindan 6nce ve sonra akim
Olciilerek, iki akim arasindaki fark alinmak suretiyle bulunan akim degeri potansiyele

kars1 grafige gecirilir.
2.1.1.3. Kare Dalga Voltametri (SWV)

Kare dalga voltametrisi ilk defa Barker tarafindan gelistirilen son derece hizl
ve duyarli bir metottur. Kare dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda potansiyel-
zaman dalga sekli, Sekil 2.2°de goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi
potansiyel-zaman dalga sekli simetrik kare dalgalardan olusur. Bir kare dalganin
tamamlanma siiresi olan periyod, t ile gosterilir. Birbirini takip eden kare dalgalar
arasindaki yiikseklik farkina basamakli adim yiiksekligi adi verilir ve AEg ile
gosterilir. Kare dalga genligi (Esw), herbir dalganin alt ve {ist noktalar1 arasindaki
farkin yarisina esittir. Puls genisligi (tp), ©/2°ye esittir. Genellikle periyod yerine 1/1°
a esit olan frekans (f) kullanilir. Frekansin artmasi ve buna bagli olarak periyodun
azalmasi ile kare dalga pik akimi ve hassasiyet artar. Kare dalga voltametrisinde
deneysel parametreler belirli araliklarda secilir. Deneylerde frekans genellikle 10 <
< 1000 Hz veya periyod 1 < t < 100 ms araliginda olmalidir. Basamakli adim
yiiksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n) bagl olarak AEs=10/n mV esitliginden

bulunur. Egy ise genelde 50/n mV’dur.

Sekil 2.2. Kare Dalga Voltametrisi i¢in potansiyel- zaman dalga sekli ve akim ol¢timii



Kare dalga voltametrisinde akim Olglimleri ileri ve geri pulslarin sonuna
dogru ts kadar bir zaman araliginda yapalir. ileri puls igin 6l¢iilen akim iy, geri puls
i¢in Olgiilen akim i olmak tizere her bir kare dalganin net akimi Ai = i; — i2’ye esittir
ve ileri fark akimi olarak adlandirilir. Ai farki potansiyele karsi grafige gecirilerek
voltamogram olusturulur. Kare dalga voltametrisinde O6l¢iim son derece hizh
yapildigindan birka¢ voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin
kesinligini artirmak miimkiindiir. Bu metodun tayin simrlar1 107 ile 10° M arasinda
oldugundan dolay1 bu teknik en hassas ve hizli elektroanalitik teknikler arasindadir

[14].
2.1.1.4. Dongiilii (Cevrimli) Voltametri (CV)

Elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgi alinabilcek
voltametrik yontemdir. Calisma elektroduna iliggen dalga formunda potansiyel
taramasi1 uygulanir (Sekil 2.3.b). Dogrusal olarak artan potansiyel en yiiksek degerine

ulasir sonra ayn1 hizda baslangi¢ noktasina geri doner.

/ \
Vil---mmmmmm e

Sekil 2.3. a) Cevrimli voltamogram, b) Cevrimli voltametride uyarma sinyali [15]

Dongiilii voltametri elektrokimyasal islemler hakkinda kantitatif bilgiler
saglayan temel yoOntemlerdendir. Potansiyel tarama hiz1 degistirilerek pik
yiiksekliklerinin tarama hiz1 ile degismesi incelenir. Bu durum géz Oniine alinarak,

Fick’in ikinci kanundan hareketle Ransles-Sevcik (2.1) esitligi tiiretmistir.

I, = 0,4463nF (nFRT)Y/?C,D*/?v*/? (2.1)



Bu esitlikte L,: Akim yogunlugu, n: Elektron sayisi, F: Faraday sabiti, R: Gaz
sabiti, D: Diflizyon katsayisi, v: Tarama Hizi, C: elektroaktif maddenin derisimidir.
Esitlikten goriildiigii gibi pik akimi elektroaktif maddenin derisimi ve tarama hizinin
karekokiiyle dogru orantilidir. Boylelikle dongiilii voltamogram verileri ile bir
reaksiyonun tersinirligi belirlenebilir. Eger I, — v/ grafigi dogrusal ise ve orjinden
gecerse sistem tersinirdir. Buna ek olarak, anodik pik potansiyeli ile katodik pik
potansiyeli arasinda 59 mV fark olmali, pik pontansiyeli tarama hizindan bagimsiz
olmali, anodik pik akiminin katodik pik akimina orani 1’e esit olmalidir [16]. CV’de
elde edilen pik akiminin biiytikliigii elektroaktif maddenin konsantrasyonu, aktarilan

elektron sayisi, elektrot yiizey alani ve difiizyon katsayisi ile degisir.

2.1.2. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik yontemlerde olgiimler; elektrokimyasal hiicre, analit ve destek
elektrolitine daldirilmis {i¢ elektrot ile yapilmaktadir. Hiicrede bulunan ii¢ elektrottan
birisi mikroelektrottur. Bu elektroda indikator elektrot veya calisma elektrodu denir.
Analizler sirasinda bu elektrodun potansiyeli, zamana bagli olarak dogrusal bir

sekilde degistirilir.

Hiicrede ikinci elektrot doymus kalomel elektrot veya giimiis elektrodu gibi
bir referans elektrottur. Referans elektrotlarin potansiyeli o6l¢iimler siiresince
degismez. Hiicredeki tiglincii elektrot karsi elektrottur. Bu genellikle platinden
yapilmis genis ylizeyli elektrot olup kaynaktan ¢ozeltiye, oradan da mikroelektroda

gecirgenligi saglar.

2.1.2.1. Voltametride Kullanilan Referans Elektrotlar

Referans elektrotlarin potansiyeli c¢aligmalar sirasinda dis ortamdan
etkilenmez. ideal bir referans elektrot; tersinirdir, Nerst esitligine uyar, zamanla
degismeyen bir potansiyeli vardir, ufak bir akima maruz kaldiktan sonra orijinal

potansiyeline doner ve sicaklik degisimi ile ufak bir histeris gosterir.

Elektrokimyada ilk olarak standart hidrojen elektrodu referans elektrot olarak
kullanilmigtir. Ancak elektrot diizeneginin kurulmasinin ve calistirilmasinin ¢ok gii¢
olmasi nedeniyle giinliik islerde kullanilmaz. Bunun disinda yaygin olarak kalomel

ve giimiis-giimiis klorir referans elektrot kullanilmaktadir.



Glimiig-glimiis kloriir referans elektrotlar, bir giimiis elektrodun gilimiis
kloriirle doyurulmus potasyum kloriir ¢ozeltisine daldirilmasiyla elde edilir. Bir

glimiis elektrot kisaca,

Ag|AgCl(doy), KCl(xM)|| (2.2)

seklinde gosterilir. Doygun KCIl ¢ozeltisi kullanildiginda standart hidrojen
elektroduna gore potansiyeli + 0,222 V’dur [11].

2.1.2.2. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlari

Calisma elektrodu inert bir metal (platin ya da altin), karbon, pirolitik grafit
ya da camsi karbon, yar1 iletken (kalay oksit ya da indiyum oksit gibi) veya civa
filmi ile kaplanmis bir metalden yapilmis olabilir. Her bir elektrodun calisma
potansiyel aralig1 farklidir. Bu potansiyel aralig1 elektrot tiirline, ¢6ziiciiye, kullanilan

elektrolit tiirtine ve pH’ya bagl olarak degisir.

Cok sert, akimi iyi ileten ve pek ¢ok korozif ortama direngli bir malzeme olan
camsi karbon; fenol/formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin 1000°C -
3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratilmasi ile elde edilir. Cok iyi
elektriksel ve mekanik 6zelliklere sahip olmasi ve genis bir potansiyel aralig1 olmasi,
kimyasal tepkimelere girmemesi ve genellikle tekrarlanabilir ylizeyler saglamasi
nedeniyle sik¢a kullanilmaktadir. Ultrasonik olarak ayristirmak ya da elektrot
yiizeyinin modifiye edilmesi gibi ilave islemler uygulanarak analitlerin tanima sinirt
diisirilmektedir [17]. Yaygin olarak kullanilan camsi karbon elektrot modifiye
edicileri: Organik maddeler, makrosiklik bilesikler, polimerler, bioaktif bilesikler ve
nanotiiplerdir [18]. Metal-organik madde, polimer metal, polimer-organik madde,
polimer-organik madde-metal gibi farkli madde bilesimleri de camsi karbon elektrot

ylizey modifikasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Modifiye elektrotlarin biiyiik bir boliimiinii polimer kapli camsi karbon
elektrotlar olusturmaktadir. Elektrot yiizeyinde polimer film elde etmek i¢in birkac
damla polimer ¢ozeltisi elektrot yiizeyine damlatilabilir ya da ¢ozelti igerisindeki
monomerin  yiikseltgenmesine  dayanan  elektrokimyasal ~ polimerizasyon

uygulanabilir.



2.2. Kiitle Aktarimi

Bir elektrot sadece yiizeyindeki ¢ok ince bir ¢ozelti tabakasinda etkili
olabildiginden, faradayik akim, ana ¢ozeltiden elektrot yiizeyinde reaksiyona giren
tirlerin devamli kiitle aktarimini gerektirir. Eger araylizeyde elektron transferi ve
elektrot boyunca elektron iletim mekanizmalarinin ikisi de hizliysa, elektroaktif

tiirlerin hareketi yiik akig hizin1 sinirlar.

Elektrokimyasal hiicrenin c¢aligmasi sirasinda maddenin elektrot yiizeyine
aktarimina kiitle aktarimi bagka bir deyisle konsantrasyon polarizasyonu denir ve
elektrot-¢ozelti ara fazinda bir molekiiliin elektrokimyasal indirgenmesi veya
yiikseltgenmesiyle gerceklesir. Kiitle transferi, difiizyon, migrasyon (gb¢) ve

konveksiyon olmak {izere ii¢ ayri mekanizma ile incelenir [19].

2.2.1. Difiizyon

(Cozeltide bulunan bir tiiriin katotta indirgenmesi veya anotta yiikseltgenmesi
sonucu ¢ozeltinin iki bolgesi yani katot/anot bolgesi ve ¢ozeltinin biiyiik kismi (bulk)
arasinda, indirgenen tir bakimindan bir derisim farki meydana gelir. Bu fark
nedeniyle ¢ozeltinin derisimi biiyiikk olan ana kisimdan, katot/anot bolgesine dogru
bir iyon veya molekiil hareketi olur. Boyle harekete diflizyon denir. Diflizyon i¢in bir

tiirlin derisiminin ¢ozeltinin iki ayri yerinde farkli olmasi gerekir.
Difilizyon hiz1 (dc/dt) olmak iizere;
dc/dt = k (c-co) (2.3)

bagintisiyla verilir. Burada c, ¢dzeltinin biiyiik kisminda bulunan ve tepkimeye giren
tirtin derisimini, Co, ayni tiiriin elektrot ylizeyinde kurulan dengedeki derigimini
gosterir. Bagintida gegen, k ise bir orant1 Katsayisidir. Daha 6nce gosterildigi gibi co,
elektrot potansiyeliyle tespit edilen bir deger olup Nernst denkleminden hesaplanir.
Eletroda daha yiliksek potansiyeller uygulandigi zaman co derisimi diismeye,
difiizlenmeyse artmaya baslar. Sonunda cy derisimi ¢ derisiminin yaninda ihmal

edilebilir bir hale gelir, co —0 olur. Bunun sonucu difiizlenme hizi,

de/dt = ke (2.4)

10



seklini alir. Bu durumda derisim polarizasyonu tamamlanmis olur ve elektrot

polarizlenmis ideal bir elektrot haline gelir.

2.2.2. Gog

Bir ¢ozeltide bulunan iyonlarin, elektrostatik alanin ¢ekim etkisinde hareket
etmesi olaymna go¢ etme denir. Yiik aktarilmasinda veya kiitle aktarilmasinda en
etkin olay budur. Burada s6z konusu olan elektrostatik alan, bir elektrodun meydana
getirdigi alandir. Bu alan ortamda bulunan biitiin iyonlar iizerinde etkilidir. Ancak,
iki yuikli bir iyon lizerine olan etkisi, tek yiiklii bir iyon lizerine olan etkisinden daha
biiyiiktiir. Bir elektrodun kimyasal tepkimeye istirak eden bir iyon iizerindeki etkisi
ortamin toplam iyon derisimi arttikca azalir. Elektrot tepkimelerinde rolii olan bir
iyon derigimi, ortamda bulunan iyonlarin toplam derisimi yaninda ¢ok kiiciik kalirsa

(1/100 gibi), elektrodun bir iyon {izerindeki ¢ekim etkisi sifira yaklasir.

2.2.3. Konveksiyon

Tepkimeye giren iyon, ¢ozeltinin biiyiikk kismindan ¢ok ince olan elektrot
tabakasina konveksiyonla tagmir. Konveksiyonla taginma ikiye ayrilir: Mekanik
tasinma ve dogal tasinma. Mekanik taginma c¢ozeltinin elle veya bir motorla
karistirtlmasiyla olur. Boylece elektrot iizerindeki derisim polarizasyonu biiyiik

olgiide 6nlenir. Dogal konveksiyon, sicaklik veya yogunluk farkindan ileri gelir [11].

2.3. Kimyasal Olarak Modifiye Edilmis Elektrotlar

Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar, ¢esitli organik ve inorganik
modifiye edicilerin, elektrot ylizeyine uygun bir metod ile yerlestirilmesi ile
hazirlanir. Hazirlanan bu modifiye edilmis elektrodun; mekanik olarak dayanikli,
kimyasal olarak kararli, tekrarlanabilir, hizli yanit siiresine sahip olmasi, yeniden
kullanilabilir olmasi, elektrot yapiminin basit ve giivenli olmas1 gibi 6zelliklere sahip
olmasi istenir. Kimyasal olarak modifiye edilmis bir elektrodun elektrokatalitik etki
gostermesi elektrot modifikasyonu i¢in 6nemli bir uygulama alanidir. Elektokatalitik
modifiye elektrotlar, bir redoks modifiye edicinin yiizeye sabitlenmesi ve analit ile

elektrot arasindaki elektron transferini saglamasi esasina dayanir [20].
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2.3.1. Kimyasal Olarak Modifiye Edilmis Elektrotlarin (CME) Hazirlanmasi

Modifiye edicinin; ¢iplak elektrot yiizeyine dogrudan adsorplanmasi, elektrot
ylizeyine kovalent baglanmasi, bir polimerin elektrot ylizeyine ince film seklinde
kaplanmasi, bir modifiye edicinin karbon pasta gibi iletken bir matriks igine
katkilanmas1 gibi yontemlerle kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar (CME)
hazirlanabilir. Murray’a gore modifiye elektrotlarin hazirlanmasi dort ana bashk

altinda incelenebilir [21].

1. Tutunma esasl elektrotlar

2. Kovalent modifiye elektrotlar

3. Redoks polimer kaplama elektrotlar (Tek tabaka)
4

Heterojen ¢oklu tabaka elektrotlar

Tutunma esasli kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlarda, fiziksel ve
kimyasal etkilesim 6zelliklerinden tek tabakali yapilar olusturmak icin yararlanilir.
Kolay yiizey modifikasyonu ve fonksiyonel grup baglanmasi bu yontemin 6nemli
avantajlaridir. Elektrot ylizeyinin kovalent modifikasyonu da CME hazirlanmasinda
onemli bir ilgi alamdir. Ornegin camsi karbon elektrotta olusan >C=0O ve >C-O
fonksiyonel gruplari ve oksit elektrotlarda olusan —OH grubundan bir¢ok
uygulamada yararlanilir [22]. Bununla beraber, tek tabaka kaplama elektrot
yiizeyindeki aktif bilesenlerin miktarin1 kisitlamaktadir. Alternatif olarak polimer
esasl ¢ok tabaka CME’lar bu problemi ¢6zmek i¢in uygun bir yontem sunarlar. Bu
tiir CME’ler homojen ya da heterojen sartlar altinda hazirlanabilirler. Homojen ¢ok
tabaka hazirlanmasi, iyonomerler, redoks polimerler, inorganik polimerler
mediyatorlerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi gibi yontemleri icerir. Heterojen
sistemlerin hazirlanmasinda ise, CME’ler kil, zeolit, sol-jel, karbon pastasi, epoksi

regineleri ve diger polimerik sistemlerle desteklenirler [23].

2.3.1.1. Fiziksel Tutunma Esash Modifiye Elektrotlar

Tutunma esash kimyasal modifiye elektrotlarin hazirlanmasi, saf organik ya
da organometalik komplekslerin susuz ¢ozeltilerinin, gozenekli karbon yapilarin

tizerine damlatildiktan sonra ¢6ziiciiniin buharlastirilmasi esasina dayanur.
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2.3.1.2. Kimyasal Tutunma Esash Modifiye Elektrotlar

Fiziksel tutunma esaslt sistemler analitik uygulamalar ic¢in kullanisl olsalar
da kararlilik bu elektrotlar i¢in 6nemli bir problemdir. Bu kararlilik problemi
Kimyasal tutunma yontemi ile ¢6ziilebilir. Bu yontemde genellikle altin elektrot, tiyol
ve etanol ¢ozeltisine daldirilarak, fonksiyonel gruplarin (-SH ve —OH) tek tabakali

olarak elektrot yiizeyine tutunmastyla modifiye edilir.

2.3.1.3. Kovalent Bagh Modifiye Elektrotlar

Modifiye edilecek elektrot yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, sentetik
yontemlerle ya da ylikseltgenme / indirgenme potansiyelinin kontrol edilmesiyle
degistirilerek kovalent bagli modifiye elektrotlar hazirlanabilir. Karbon yiizeyi

degistirilebilir yilizey yapisi nedeniyle bir¢ok ¢alismada bu amagla kullanilmaktadir.

2.3.1.4. Homojen Coklu Tabaka Modifiye Elektrotlar

Elektrokimyasal polimerizasyon, elektrot modifikasyonunda kullanilan
yaygin yontemlerdendir. Onceki calismalarimizda, bazi fenol tiirevli monomerlerin
elektropolimerizasyonuyla elde edilen modifiye elektrotlarin, iirik aside kars1 segici
gecirgen oldugu gosterilmistir [6, 24]. Bazi durumlarda ise hazirlanan polimerik
ylizey, incelenen analite karsi katalitik etki gosterebilir. Ancak bazi polimerlerin
yiiksek molekiillii ag yapilar1 ve diizensiz zincir yapilari nedeniyle mobilitelerinin
diisiik olmasi bir dezavantajdir. Bu sorunun ¢o6ziimiinde; nano katkili polimerik

elektrotlardan yararlanilmaktadir.

2.3.1.5. Heterojen Coklu Tabaka Modifiye Elektrotlar

Karbon pasta elektrotlar heterojen ¢oklu tabaka modifiye elektrot olarak
yaygin kullanim alanina sahiptir. Kat1 haldeki destek malzemesinin bir baglayici ile

birlestirilmesiyle hazirlanirlar [25].

2.4. Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektropolimerizasyon tek basamakta elektrot yilizeyinin kaplanmasi igin

alternatif bir metoddur. Bu vinil, amin gibi polimerlesebilen elektroaktif gruplar
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igeren bir tiiriin elektropolimerizasyonu ile yapilir. Aromatik, heterosiklik, benzoid

tiirevleri igeren monomerler elektropolimerizasyon i¢in yaygin olarak kullanilirlar.

Elektropolimerizasyon; ¢oziicii, monomer konsantrasyonu, elektrolit tiiri,
sicaklik, pH, elektrot malzemesi ve uygulanan elektriksel sartlar gibi bir¢ok deneysel
degisken icerir. Polimer, potansiyostatik, galvonostatik veya dongiilii potansiyel
taramast yontemleri kullanilarak, farkli elektrot yiizeylerinde biriktirebilir.
Uygulanan elektriksel sartlar ve deneysel degiskenler polimerizasyonun hizini,
olusan filmin morfolojisi ve ozelliklerini etkilemektedir. Elektropolimerizasyonda

genellikle monomerin milimolar diizeyindeki konsantrasyonu yeterlidir.

Elektrobiriktirme gerilimi her bir elektropolimerik monomer igin spesifiktir.
Polimerler direkt olarak yiikseltgenmis halde, elektrotun yiizeyinde birikir.

Elektrokimyasal polimerizasyonun diger tekniklerden iistiinliikleri;

e Tepkimenin oda sicakliginda ger¢eklesmesi,
e Potansiyel ve akim degistirilerek film kalinliginin kontrol edilebilmesi,
e Polimer filmlerin homojen olmasi ve elektrot yiizeyinde birikmesi,

e Polimer katkilanmasinin film olusumu ile es zamanli ger¢eklesmesi

olarak  siralanabilir. ~ Pirol,  tiyofen ~ve anilin  gibi  monomerlerin
elektropolimerizasyonu ile iletken modifiye elektrotlar hazirlanabilmektedir. Elektrot
tizerinde basarili bicimde elektroaktif-iletken filmler veren aromatik bilesikler i¢in
iki 6zellikten bahsedilir. Emsallerine gore daha diisiik potansiyelde yiikseltgenirler
ve elektrofilik yerdegistirme reaksiyonlarina yatkindirlar. Elektrokimyasal yoldan
baslatilan polimerlesme reaksiyonu ile iletken polimerlerin haricinde bir¢ok polimer

de sentezlenebilir.

Elektrokimyasal yontemle baglatilmis katilma polimerlesmesinde aktif
tirlerden biri katyon, anyon ya da serbest radikal vermek {izere elektrot yiizeyinde
reaksiyona girer. Ornegin anodik aktif aromatik monomerlerden pirol ve tiyofenin
polimerlestirilmesinde momomer katyonu radikale yiikseltgenmektedir. Meydana
gelen rezonans yapi, radikalin kararliligimi artirir. Momomer radikalleri, dimeri
olusturur. Olusan dimerin yiikseltgenme potansiyeli monomerinkine gore daha diisiik
oldugundan dimer biiyiir, siirekli katilmalarla pasiflesme olmadan polimerlesme

meydana gelir ve bu polimerler elektrot tizerine birikir.

14



Polimer film elektrotlariin ayirt edici o6zelligi, polimer filmlerinin
elektrokimyasal aktif merkezler igeriyor olmalaridir. Elektrokimyasal aktif
merkezler, elektrot ile substrat arasindaki elektron transfer reaksiyonlarini yliriitiirler.
Elektrot yiizeyi belirli bir kalinliktaki polimer filmi ile kaplanmis bu elektrotlar,
elektrokimyasal bir sisteme sahiptir. Bu tiir elektrotlarda birinci sira iletken olarak
genelde bir metal, ikinci sira iletken bir ¢ozelti ve bu ikisinin arasinda
elektrokimyasal olarak aktif bir polimer tabakasi bulunmaktadir. Bu polimer tabakasi
genelde elektronik ve iyonik iletkenlik ozelliklerinin her ikisine de sahiptir.
Cozeltideki tiirlere elektronlarin transferi iki ara yiiz (metal-polimer ve polimer-
¢ozelti ara yiizleri) dahilinde ve filmin i¢inde oldugu diisiiniilen bir reaksiyon vasitasi
ile yiirlir. Polimer film elektrotlarindaki film kalinligr pum hatta nm seviyesindedir

[26].
2.5. Kimyasal Sensorler

Kimyasal sensorler, analiz edilen numunenin derisiminden yararlanarak elde

edilen kimyasal bilgiyi analitik olarak yararli bir sinyale doniistiiren sistemlerdir.

Ornek

4/,0

—> Sinyal

Sekil 2.4. Elektrokimyasal sensoriin sematik gdsterimi

Bir kimyasal sensor iki kisim igerir. Bunlar, fiziksel doniistiiriicii (¢evirici) ve
kimyasal ara ylizey (alic1) tabakasidir. Kimyasal ara yiizeyde; analit bir kimyasal
aktif yiizey ile kimyasal olarak etkilesir. BOylece fiziksel / kimyasal 6zelliklerde bir
degisme meydana gelir. Bu degisiklikler, fiziksel doniistiiriicti ile oOlgiilebilir bir
duruma getirilir. Degisiklikler, elektriksel sinyal ile iligkili olarak meydana gelir ve

monitérden okunur.

Kimyasal sensorlerin bazi 6zellikleri;
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1. Kimyasal sensorlerde duyarli bir tabaka analit ile kimyasal etkilesim
icindedir.

2. Sensoriin yiizeyinde bulunan bu duyarli tabakada, analitle etkilestikten sonra
kimyasal bir degisiklik olmamalidir.

3. Minyatiirize edilebilir olmalidirlar. Hazirlanan sensorlerin 6zellikle klinik
kimya i¢in uygun boyutlarda iiretilebilmesi olduk¢a dnemlidir.

4. Tek bir fiziksel ya da kimyasal 6zelligin 6l¢iilmesi gerekli degildir.

5. Ayni kimyasal dl¢timler i¢in kullanilan cihazlardan daha az masraflidir.

2.5.1. Kimyasal Sensorlerin Simiflandirilmasi

Doniisiim mekanizmalarina gore kimyasal sensoOrler; manyetik, 1s1ma,
elektrokimyasal, mekanik ve termal olarak smiflandirilmistir. Biitiin sensor
kategorilerinde, arayiizlerdeki reaksiyonlarin katalitik ya da absortif oldugu goriiliir.
Arayiizlerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin tiirlerine gore sensorleri
diizenlemek daha kullanishidir. Bu kimyasal reaksiyonlarin her biri hemen hemen her

doniistiiriicii platform tizerinde kullanilir [27].

2.5.2. Elektrokimyasal Sensorler

Analitik kimyada olduk¢a yaygin kullanim alani olan elektrokimyasal

sensorler i¢in IUPAC tarafindan literatiirde belirtilen tanimlama ise su sekildedir:

“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara secici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve
derisime bagimli  elektriksel sinyaller olusturan kiigiiltiilmiis  cihazlara

elektrokimyasal sensorler denir ” [28].

Elektrokimyasal sensorler, kimyasal sensorlerin en eski ve en genis grubudur.
Bu sensorlerin  bircogu gelisme safhasinda olup, bazilar1 ticari olarak

kullanilmaktadir.

Ideal bir sensoriin sahip olmasi gereken oOzelliklerden bazilari asagida

agiklanmustir.

Secicilik: Sensor incelenen analite karsi spesifik bir sinyal vermeli, ortamda bulunan
diger tiirlerin yanitlar1 girisim yapmamalidir. Sensor yeterli dlclide secici degilse bu

eksikligi ortadan kaldirmak i¢in ilave islemlerin yapilmasi gereklidir.
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Tekrarlanabilirlik: Ayni kosullarda, ardarda yapilan 6l¢iimlerde analit igin birbirine
cok yakin degerlerin okunmasi istenir. Elektrot ylizeyinde meydana gelen degisimler

/ bozulmalar pratikte bu 6l¢iimleri miimkiin kilmamaktadir.

Kararhhk: Bir sensoriin kararlilig1 kalitesini gosteren en 6nemli faktorlerden biridir.
Hazirlanan sensor ile sabit bir dl¢im yapilmasi sirasinda, hep ayni sinyal degeri
alimmas1 sensoriin kararliligini gosterir. Sensoriin doniistiiriici kismin1 olusturan
materyalin fiziksel dayanikliligi, 1s1, nem, pH gibi parametreler kararliligi

etkilemektedir.

Kullanim Omrii: Déniistiiriiciiniin aktivitesindeki azalma ya da materyalin zamanla
asinmast ya da yiizeyden diismesi gibi sorunlar kullanim 6mriinii kisaltmaktadir. Bu
durum ayni1 zamanda sensoriin kalibrasyonunu, kararliligini ve tekrarlanabilirligini de

etkilemektedir.

Genis Ol¢iim Arahgi: Sensorden alinan akim- derisim grafiklerinin dogrusal oldugu

derisim aralig1 6l¢iim araligi olarak adlandirilmaktadir.

Yamt Siiresi: Sensor ornek ile etkilestigi andan itibaren, geviriciden sinyalin
alinmasina kadar gecen siire yanit siiresi olarak tanimlanabilir. Akim zaman
grafiginde elde edilen egride basamaklarin sekli basik ve genisse cevap zamani uzun

(yavas), tersi s0z konusu ise cevap zamant kisa (hizli)’dir.

Basitlik ve Ucuzluk: ideal bir sensériin kullanimi rahat, tasarimi basit ve maliyetinin

diisiik olmasi gerekir.

2.6. Niikleik Asitler ve DNA

Deoksiriboniikleik asit (DNA) kalitm molekiilidiir. Cok sayida
deoksiriboniikleotid birimlerinden olusmus, ¢ok uzun ipligimsi bir makromolekiildiir.
DNA’daki piirin ve pirimidin bazlar1 genetik bilgiyi tasirken, seker ve fosfat
gruplarinin yalniz yapisal 6zellikleri vardir. DNA dort ¢esit baz ihtiva eder: adenin

(A) ve guanin (G) piirinleri ile timin (T) ve sitozin (C) pirimidinleri.

DNA ve RNA molekiillerini i¢ine alan niikleik asitler, bir bagska deyimle,
poliniikleotidler 1872 yilinda kesfedilmistir. 1953 yilinda ise James Watson ve
Francis Crick, DNA’nin ii¢ boyutlu yapisini ortaya ¢ikarmislardir. Bu modelin

onemli yonleri sOyle siralanabilir:

17



1. Iki antiparalel poliniikleotid zinciri ortak bir eksen cevresinde sag el

yoniinde sarilir.

2. Piirin ve pirimidin bazlar1 sarmalin i¢ tarafinda yer alirken, fosfat ve

deoksiriboz birimleri dis taraftadir.

3. Sarmalin c¢api 20 A’dur. Komsu bazlarm sarmal ekseni boyunca

aralaridaki mesafe 3,4 A olup, 36°’lik bir donme yapmuslardir.

4. Iki zincir, baz ¢iftleri arasidaki hidrojen baglari ile bir arada tutulur. Adenin

daima timin ile guanin de sitozin ile eslesir.

5. Bir poliniikleotid zinciri boyunca bazlarin siralanisi higbir sekilde

siirlandirilmamaistir ve bu siralama genetik bilgiyi tasir.

DNA ¢ift sarmalinin en 6nemli 6zelligi baz ciftlerinin sipesifikligidir. Watson
ve crick, zincirler arasi mesafe ve hidrojen bagi faktorlerinden dolayir adeninin

timinle (A-T), guaninin sitozinle (G-C) eslestigini ortaya ¢ikarmustir.

2.6.1. DNA Molekiillerinin Sulu Cézeltilerdeki Ozellikleri

DNA molekiilleri sulu ¢ozeltilerde kendilerine has bazi 6zellikler gosterirler.

Bunlardan bazilar1 agagidaki gibidir;

1. Asit-baz ozellikleri: Komsu mononiikleotidler arasinda koprii gorevi goren
sekonder fosfat gruplar1 olduk¢a diisiik pKa degerlerine sahiptir. Bu yilizden DNA,
pH 4’ilin iizerinde tamamen iyonlasmis, ¢ok protonlu bir asittir. Bu fosfat gruplari
sarmalin ¢evresinde tamamen suya yonelmis haldedir. Baz giftleri pH 4,0-11,0
arasinda maksimum kararliliga sahiptir. Bu sinirlarin disinda DNA sarmal1 bozulur

ve agilir.

2. Viskozite: Cift sarmalin saglamhigi ve kiiciik ¢apina oranla ¢ok fazla uzunlugu,

cok seyreltik DNA ¢dzeltilerinin bile viskozitesinin yiiksek olmasina yol agar.

3. Sedimentasyon o6zellikleri: DNA numunelerinin sedimentasyon katsayilar1 ve
molekiil agirliklari, proteinlerde oldugu gibi ultrasantrifiij kullanilarak elde edilir.
Bununla birlikte, DNA molekiillerinin olaganiistii uzunluklar1 ve ¢ozeltilerin viskoz

olmalar1  yiiziinden sedimentasyon dOlglimleri  bir seri  diisik DNA
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konsantrasyonlarinda yapilir ve sonra sifir konsantrasyona ekstrapolasyon yapilarak

molekiil agirliklar tesbit edilir.

4. DNA’nin denatiirasyonu: DNA’nin ¢ift sarmal yapisi; yiksek ve diisiik
pH’larda, sitilinca, alkoller ve benzeri ¢oziinenlere maruz birakilinca agilarak
bozulur. DNA denatiirasyonu esnasinda omurgadaki kovalent baglardan higbiri

pargalanmaz [29].

2.6.2. Niikleik Asitlerin Elektrokimyasi

Niikleik asitlerin analitiksel olarak kullanilabilir yiikseltgenme — indirgenme
sinyalleri TUrettikleri ilk olarak 1950’lerin sonlar1 ve 60’11 yillarin baslarinda
bildirilmigtir. Bu sinyallerin DNA ve RNA’daki baz kalintilarindan oldugunun
anlasilmasiyla bu alandaki sensor calismalar1 baslamistir. DNA’daki guanin
kalintilari, guanin indirgenme {iriinlerinin yiikseltgenmesine bagli anodik sinyaller
tiretirken, adenin ve Sitozin kalintilar1  indirgenme sinyalleri Tretirler.
Elektrokimyasal analiz, DNA denatiirasyonu ve DNA yapisindaki ufak degisiklikleri
duyarlilikla yansitmaktadir.

Guanin
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B . —— MH
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</ | i.. 1‘% /l\ +dH* # de
-— —
N -’}I\ N N NH
N NH, ! W
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Sekil 2.5. Guanin ve adenin yiikseltgenme mekanizmalari [30]

Niikleik asitler elektrot ylizeyine genellikle kuvvetle adsorbe olurlar. RNA ve
/ veya DNA’nin tersinmez adsorpsiyonu civa, karbon ve diger elektrotlarda
gozlenmektedir. DNA modifiye civa ya da karbon elektrotlar, ¢iplak elektrodun
DNA c¢ozeltisine kisa bir siire daldirilmasiyla kolaylikla hazirlanabilmektedir.
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Niikleik asitlerin civa ve karbon elektrotlara adsorpsiyonu, altin ve ITO elektrotlarla

kiyaslandiginda daha zayiftir.

Niikleik asit bazlar1 arasinda guanin kolaylikla yiikseltgenebilmektedir. ilk
defa 1981 yilinda altin elektrotlarda piirin bazlarinin yiikseltgenebildigi Hinnen ve
arkadaslar1 tarafindan yaymlanmistir [31]. Ozellikle yaslanma ve birgok hastalikta
bliyiik biyolojik oneme sahip oldugu i¢in guaninin redoks reaksiyonlari, yogun

olarak calisilmustir.

2.7. Es Zamanh Guanin ve Adenin Tayini Literatiir Calismalar

Gao ve arkadaslart GCE yiizeyine gozenekli yapist olan polipirol/grafen
filmini ¢evrimli voltametri yontemiyle kaplamislardir. Polimer igerisindeki grafen
elektroaktif ylizey alanimi artirarak duyarliligr gelistirmistir. Hazirlanan sensor ile
adenin ve guanin i¢in en diisik tayin s sirayla 0,02 uM ve 0,01 pM olarak
belirlenmistir. Analitiksel sensér uygulamasi i¢in calf thymus DNA kullanilmig ve

G/A orani % 2,59’1luk hata ile hesaplanabilmistir [41].

Fan ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada kimyasal olarak sentezledikleri
TiOy-grafen nanokompozit dispersiyondan GCE ylizeyine damlatarak modifiye
elektrot hazirlamislardir. Hazirlanan sensor ile adenin ve guanin icin en diisiik tayin
sinir1 sirayla 0,1 uM ve 0, 15 uM olarak belirlenmistir. iki hafta boyunca kararlilig
incelenen sensoriin, ikinci haftanin sonunda baslangi¢c degerinin %92’sini devam
ettirdigi goriilmiistiir. Analitiksel sensor uygulamasi i¢in termal denatiire DNA

kullanilmis ve G/A oran1 % 3,89’luk hata ile hesaplanabilmistir [42].

Ensafi ve calisma grubu Pt-Pd/por6z silikon nanokompozit malzemeyi karbon
nanotlip pasta elektroda katkilayarak modifiye elektrodu hazirlamislardir. Hazirlan
sesnsOr ile DPV teknigi kullanilarak 0,10-10 ;,lML'1 derisim araliginda adenin ve
guanin ig¢in eszamanl tayin yapilabilmistir. Modifiye elektrodun analitiksel
uygulamasi i¢in termal denatiire DNA kullanilmis ve G/A orani %5,19’luk hata ile

hesaplanabilmistir [43].

Chatterjee ve caligma arkadasi camsi karbon elektrot yiizeyinde nanoyapilt
ince platin filmini elektokimyasal biriktirmesine dayali modifiye elektrot

hazirlamiglardir. Hazirlanan sensér 0,1 — 500 uM derisim araliginda guanine
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dogrusal yanitlar vermistir. 45 giin siire ile kararliligi incelenen sensoriin

yanitlarindaki azalma %10 olarak belirtilmistir [44].

Wang ve calisma arkadaslar1 guanin ve adeninin es zamanl tayini igin b-
cyclodextrin katkili karbon nanotiip modifiye elektrotlar hazirlamislardir. Guanin ve

adenin i¢in tayin siuri sirayla 0,2 ve 0,25 pML™ olarak hesaplanmustir [45].

Shahrokhian ve caligma grubu adenin ve guaninin es zamanli tayini i¢in
Fe3O4 nanopargaciklari igceren multi-walled karbon nanotiip esasl yeni bir biyosensor
hazirlamiglardir. Elektrokimyasal biyosensor adenin ve guanin i¢in sirayla en diisiik
tayin smnirt 1 nM ve 5 nM olarak 0.01-10 uM ve 0.05-8 puM dogrusal derisim
araliginda yanit vermistir. Hazirlanan yeni biyosensoriin analitiksel uygulamasi icin

balik sperm DNA kullanilmis ve G/A orani 0,81 olarak hesaplanmistir [46].

Pruneanu ve calisma grubu sentezledikleri grafen ve platin nanopargaciklari
altin elektrot yiizeyine damlatarak modifikasyon yapmislardir. Hazirlanan sensoriin
guanin ve adenin i¢in elektrokatalitik etki gosterdigini g¢evrimli voltametri ve

dogrusal taramal1 voltametri yontemleri ile gostermislerdir [47].

Zhang ve calisma arkadaslar1 guanin ve adeninin es zamanli tayini i¢in, nano-
bakir oksit modifiye camsi karbon elektrot tasarimini elektrokimyasal biriktirme ile
yapmuslardir. Hazirlanan sensér ile guanin ve adenin igin tayin simri sirayla 6 x 107
uM ve 9 x 102 uM olarak belirlenmistir. Analitiksel sensoér uygulamast igin calf

thymus DNA kullanilmis ve G/A oram 0,81 olarak hesaplanmustir [48].

Liu ve calisma grubu adenin ve guaninin es zamanli tayini igin sensor
tasarimin1 iki basamakli olarak yapmislardir. Ilk basamakta altin nanopargacik
(NPAuU) / multi-walled karbon nanotiip (MWNTS) kompozitini camsi karbon elektrot
yiizeyinde biriktirmislerdir. Ikinci basamakta ise NPAU/MWNTS/GCE yiizeyinde
tioninin elektropolimerizasyonu gercgeklestirilmistir. Guanin ve adenin igin tayin
sinirt sirayla 1 x 10® M ve 8 x 10° M olarak bulunmustur. . Analitiksel sensdr
uygulamasi i¢in calf thymus DNA kullanilmis ve G/A oram1 0,79 olarak
hesaplanmistir [49].

Niu ve ¢alisma arkadaslar1 dopamin, iirik asit, adenin ve guaninin es zamanli

tayini icin; Oncelikle cams1 karbon elektrot yiizeyinde safranin T’nin
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elektropolimerizasyonunu gergeklestirmiglerdir. Bu elektrot farkli pargacik boyutuna
sahip altin nanoparcacik c¢ozeltisine daldirilarak 10 saat daha sonra ds-DNA
cozeltisine daldirilarak 2 saat daha bekletilmigstir. Son olarak tekrar altin ¢ozeltisine
daldirilarak 2 saat bekletilmistir. DA, UA, G ve A i¢in tayin smirlari sirayla 0,2, 8,0,
0,5 ve 4,0 nM olarak belirlenmistir. Modifiye elektrodun analitiksel uygulamasi igin
termal denatiire DNA kullanilmis ve G/A orani standart deger olan 0,77’ye ¢ok yakin
olarak 0,78 hesaplanmistir [40].

Li ve grup arkadaslar1 dopamin, iirik asit, adenin ve guaninin es zamanli
tayini i¢in melamin monomeri ve Ag iyonlarini ¢evrimli voltametri ile cams1 carbon
elektrot yiizeyinde kopolimerizasyonunu gergeklestirmislerdir. Kare dalga
voltametrisi 1ile 1lgili dort tirlin net olarak piklerinin birbirinden ayrildig
gosterilmistir. DA, UA, G ve A i¢in tayin simirlar1 sirayla 10, 100, 8 ve 8 nM olarak
belirlenmistir. Sensoriin kararlilik testleri incelendiginde 2 hafta sonunda DA, UA, G
ve A icin pik akimlar sirayla % 90,2, % 89,8, % 94,6 ve % 93,5 azaldig
goriilmiistiir [30].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneysel Arag ve Gerecler

Elektrokimyasal analizér olarak BAS (BioanalyticalSystems, Inc) 100W
kullanilmustir.  Analizor masatistiic bir bilgisayara baglanarak cihazin program
arayiiziiniin  kontrolii ve verilerin depolanmas: gergeklestirilmistir.  Ol¢iim
cozeltisinden gaz gegirilmesi ve c¢ozeltinin karistirilmas: da yine ilgili cihaz

yardimiyla yapilmistir. Analizér genel hatlartyla Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. BAS 100W elektrokimyasal analizor

Faraday kafesi gorevini goren C2 hiicre kafesi (cellstand) sayesinde dl¢iim
ortami, dis elektrik ve manyetik etkilerden yahitilmistir. Kullanilan referans elektrot,
periyodik olarak kontrol edilmistir. Cozelti pH’lari, Jenway 3010 pH metre ile
ayarlanmigtir. Kimyasallarin  tartimi  igin  Mettler Toledo Ab204-S terazi

kullanilmustir.

Calismalarda asagida gosterilen, yaklasik 10 mL hacimli pyrex cam hiicreler

kullaniimig; 6l¢tim ¢ozeltisinin hacmi ise 5 mL olarak tutulmustur.
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Sekil 3.2. Mikro hiicre ve montaji; A: yardimc elektrot, W: ¢alisma elektrodu, R: referans
elektrot [32]

3.1.1. Elektrotlar

Calisma elektrodu olarak modifiye edilmis GCE (CHI) elektrot, referans
elektrot olarak 3 M KCI iginde Ag/AgCI (CHI) ve yardimci elektrot olarak da platin

tel kullaniimistir.

3.1.1.1. Elektrotlarin Temizligi

Calisma elektrodu olarak kullanilan GCE elektrotlarin  temizliginde,
tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in her dlclimden Once elektrot ylizeyi asagida
gosterildigi sekilde temizlenmistir:

1. Zimpara temizleme pedi bir miktar distile su ile slatildiktan sonra 1pm
gozenek boytundaki aliimina ped tizerine aktarilmis ve camsi karbon elektrot dairesel
hareketlerle bir siire ¢evrilmistir. Ayn1 islem naylon ve kadife ped {izerinde sirasiyla
0,3 um ve 0,15 pum aliimina kullanilarak tekrarlanmistir.

2. Elektrot yiizeyi her temizleme pedi 6ncesinde distile su ile temizlenir. Son
olarak yiizeyde kalmis olabilecek aliimina parcaciklarini uzaklagtirmak icin
ultrasonik banyoda 5 dakika boyunca distile su i¢erisinde bekletilir.

3. Belirtilen siire soununda elektrot yiizeyi distile su ve etil alkolle
temizlenerek kurumaya birakilir.

4. Bu temizleme islemi polimerik yapiy1 yiizeyden yeterince temizlemeye
yetmedigi icin elektrot dnce HNOj3 (1:1) igerisinde ultrasonik banyoda 30 dakika
boyunca bekletilmis ve bu siire sonunda sirastyla saf su ve etil alkol ile yikanarak

kurutulmustur.
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5. Kurumus olan elektrodun 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi igerisinde -500 ile +1500
mV arasinda 20 taramalik CV’si alinarak elektrokimyasal olarak temizlenmistir [33].
Referans elektrotlar distile su ile yikanmis ve kullanilmadigi zaman 3 M KCI
cozeltisi iginde saklanmstir. Yardimci elektrot olarak kullanilan platin elektrotlarin

temizligi ise atesle 1sitilarak yapilmistir.

3.1.2. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

Nano-Au/PA/GC Elektrotlar: Temiz GCE yiizeyine destek elektroliti olarak KCl
igeren anilin ¢ozeltisinden g¢evrimli voltametri yontemi ile elektropolimerik film
kaplanmistir. Cevrimli voltametri 0 V ile (+1.7 V) potansiyel araliginda, 50 mV/s
tarama hizinda gergeklestirilmistir. Polimerik film tizerine H,SO, igeren HAuCly
¢Ozeltisinden yine c¢evrimli voltametri yontemi ile altin nanoparcacik kaplamasi
yapilmistir. Burada kullanilan ¢evrimli voltametri parametreleri ise 0 V ile (+1.2 V)
potansiyel araligi, 100 mV/s tarama hiz1 olarak kullanilmistir. Her iki deneysel agsama

icin ¢cevrim sayisiyla film kalinliklar1 degistirilmistir.

Nano-Au/PNMPyY/GC Elektrotlar: Temiz GCE yiizeyine destek elektroliti olarak
KClI igeren N-metilpirol ve HAUCI, ¢ozeltisinden es zamanl elektropolimerizasyon
¢evrimli voltametri yontemi ile yapilmistir. Cevrimli voltametri (-1.5 V) ile (+2.5 V)
potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hizinda gerceklestirilmistir. Cevrim sayisi

degistirilerek nanokompozit karakterdeki sensoriin film kalinliklar: degistirilmistir.

Nano-Au/PASA/GC Elektrotlar: Temiz GCE yiizeyine destek elektroliti olarak
KCl igeren anilin-2-siilfonik asit c¢ozeltisinden c¢evrimli voltametri yontemi ile
elektropolimerik film kaplanmistir. Cevrimli voltametri (-1.0 V) ile (+ 1.0 V)
potansiyel araliginda, 50 mV/s tarama hizinda gerceklestirilmistir. Polimerik film
tizerine H,SO, igeren HAuCl, ¢ozeltisinden yine ¢evrimli voltametri yontemi ile
altin nanopargacik kaplamasi yapilmistir. Burada kullanilan ¢evrimli voltametri
parametreleri ise 0 V ile (+1.2 V) potansiyel araligi, 100 mV/s tarama hiz1 olarak
kullanilmigtir. Her iki deneysel asama i¢in ¢evrim sayisiyla film kalinliklari

degistirilmistir.
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3.1.3. Modifiye Elektrotlarin Analiz Amach Kullanim

Hazirlanan modifiye elektrotlar ile analitlerin tayini 0,1 M fosfat tamponunda
(PBS) DPV teknigi ile gergeklestirilmistir. PBS farkli pH’larda hazirlanarak ilgili
sensOr icin  optimizasyon yapildiktan sonra deneyler optimum pH’da
gerceklestirilmistir. DPV i¢in kullanilan 6l¢iim parametreleri ise (-0.2 V) ile (+1.7 V)
potansiyel araliginda, 20 mV/s tarama hizinda, puls genligi 50 mV, 6rnek genisligi
20 ms, puls genisligi 50 ms, puls periyodu 200 ms’dir. Hazirlanan modifiye
elektrotlar kullanilmadiklar1 zamanlarda PBS igerisinde bekletilerek muhafaza

edilmistir.
3.1.4. 0,1 M Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

Olgiimler sirasinda kullanilan 0,1 M fosfat tampon ¢dzeltisi litresinde 27,22 g
(0,2 mol) KH;PQy4, 14,20 g (0,1 mol) Na;HPO,, 2,24 g KCI (0,03 mol) ve 73,05 g
NaCl (1,25 mol) igermektedir. Cozeltinin pH’s1 gerekliyse, 0,1 N NaOH ve / veya
0,1 N HCl ilavesiyle ayarlandi.

3.1.5. DNA orneklerinin Hazirlanmasi ve Baz Oranlarinin Hesaplanmasi

10 mg balik spermine ait DNA 1 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra kaynamakta
olan su banyosuna yerlestilmistir ve 60 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
buz banyosuna alinarak denatiirasyon tamamlanmstir. Olgiimlerde kullanilmak {izere
denatiirasyonu tamamlanan ¢ozeltiden 50 pL alinarak PBS ile son hacim 5 mL

olacak sekilde seyreltilmistir.

Baz oranlarinin hesaplanmasinda standart katma yontemi kullanilmistir.
Derisimi bilinmeyen ve son hacim 5 mL olacak sekilde hazirlanan tek sarmal DNA
(ssDNA) iizerine her seferinde 5 uM guanin ve 5 uM adenin olacak sekilde
enjeksiyonlar yapilmis ve DPV’leri alinmistir. Her DPV sonucundan elde edilen
adenin ve guanine ait pik akimlar1 derisime kars1 grafige ge¢irilmis ve sifir derigim

noktasina ekstrapole edilerek adenin ve guanin derisimleri okunmustur.
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3.2. Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve alindiklar1 firmalar

Madde Adi Maddenin Satin Alindig1 Firma

N-metil Pirol Merck

Guanin Acros Org.

Dopamin Alfa Aesar

HAuUCI, Alfa Aesar

KCI Sigma

KH,PO, Sigma
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Polianilin Altin Nanopar¢acik Modifiye Elektrot

Sekil 4.1.”de cams1 karbon elektrot yiizeyinde olusturulan kompozit film

sematik olarak gosterilmistir.

Nazno-AvPA/GCE

Current pA

£
g

Adenin
Urik Asit
Dopamin

Potental Vv

Sekil 4.1. Polianilin/NanoAu/GC elektrodun sematik gosterimi [34]

Asidik sulu ortamda hazirlanan anilin ¢ozeltisinden ¢evrimli voltametri
yontemi ile cams1 karbon elektrot yiizeyinde elektropolimerik film olusturulmustur.
Sekil 4.2°de anilinin elektropolimerizasyonu i¢in olast bir mekanizma gdosterilmistir.
Film kalinligi g¢evrim degistirilerek kontrol edilmistir. Daha sonra hazirlanan
elektropolimerik film {izerine HAuCly c¢ozeltisinden yine cevrim sayisi kontrol
edilerek altin nanoparcacik biriktirilmek suretiyle, nanokompozit elektrot

hazirlanmustir.
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Sekil 4.2. Anilinin elektrokimyasal polimerizasyon mekanizmasi i¢in sematik gosterim [35]

4.1.1. Altin Nanoparcacik Modifiye Polianilin Elektrodun Hazirlanmasi

Temiz GCE yiizeyinde hazirlanmasi planlanan polimerik filmin guanin,
adenin, dopamin ve iirik aside karsi elektokatalitik etkisini arastirmak igin; 0,5 M
H,SO, igerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCI) 20 mM anilin ¢6zeltisinden ¢evrimli
voltametri ile 4 g¢evrimlik film olusturulmustur. Elektropolimerizasyon 6ncesinde
monomer  ¢Ozeltisinden 10 dakika boyunca N; gazi gecirilmis ve
elektropolimerizasyon esnasinda ¢ozelti yiizeyinde bir katman olusturacak sekilde
hiicreye N, gazi gonderilmistir. Her polimerizasyon 6ncesinde ve esnasinda ayni
islem tekrarlanmustir. Sekil 4.3 incelendiginde aniline ait +0,9 V’ luk yiikseltgenme

potansiyeli ikinci ¢evrimde +0,5 V’a kaymustir. Ikinci ¢evrimde pik potansiyelinin
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kaymasiyla birlikte olusan yeni pik akimi, ylizeyde iletken polimerik filmin
olustugunun gostergesidir. Hazirlanan polimerik elektrot ile 100°er uM’lik guanin,
adenin, dopamin ve {rik asit yanitlar1 incelendiginde; bu dort tiirin pik
potansiyellerinin birbiriyle ¢akismayacak sekilde ayrildigi goriilmiistiir. Bu filmin
tizerine 0,5 M H,SO, igerisinde 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinden 2 ¢evrimlik altin
nanoparcacik kaplanarak bahsedilen analitlerin yanitlar1 tekrar incelendiginde;
mevcut elektrodun hem elektrokatalitik etki gosterdigi hem de altin nanopargacik
sayesinde pik akimlariin arttigr gézlenmistir. Pik akimlariin artmasi daha kiigiik
derisimlerde ¢alismaya olanak saglamakta yani hazirlanan sensoriin duyarliligini
artirmaktadir. Bu asamadan sonra guanin yanitina etki edebilecek parametreler

sistematik olarak c¢aligilarak optimizasyon yapilmistir.
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Sekil 4.3. 0,5 M H,SO, igerisindeki (destek elektroliti 0,1 M KCI) 20 mM anilin ¢ozeltisinin
cevrimli voltamogrami
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Sekil 4.4. PA/GCE yiizeyinde 0,5 M H,SO, icerisinde 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinin ¢evrimli
voltamogrami
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Sekil 4.5. Nano-Au/PA/GC elektrodun PBS pH 7°de 100 uM adenin, guanin, {irik asit ve
dopamine ayr1 ayr1 DPV yanitlar

4.1.2. Film Kalinhgimin Etkisi

Elektrokatalitik etkiyi incelemek amaciyla hazirlanan polimerik filmin ¢evrim
sayist referans alinarak, farkli ¢evrim sayisi ile olusturulan farkli kalinliklardaki
filmlerin guanin yanitlar1 kiyaslanmistir. Bu asamada HAUCIl, derisimi ve ¢evrim
sayis1 sabit tutularak elektroda altin nanoparcacik kaplanmasi yapilmistir. Cevrimli

voltametri teknigi ile 0,5 M H,SO;, icerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCI) 20 mM

31



anilin ¢ozeltisinden 2, 4, 6, 8 ve 10 ¢evrimlik filmler olusturularak, her birinin
tizerine 2 mM HAUCI, ¢ozeltisinden 2 ¢evrimlik altin nanopargacik kaplanmistir.
Elektropolimerizasyon igin alinan voltamogramlar 0 - +1700 mV potansiyel
araliginda 50 mV/s tarama hizinda gerceklerstirilmistir. altin  nanoparcgacik
kaplanmasi sirasinda alinan votamogramlar ise 0 - +1200 mV arasinda 100 mV/s

tarama hizinda gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.6.0,5 M H,SO, igerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCI) 20 mM anilin ¢dzeltisinin
GCE yiizeyinde 4 ¢evrimlik voltamogrami

=125

+75 B

+25 - -

=25 -

Current,uA

=75 B

-128 T T T T T
1.2 +1.0 -0 8 =068 +0 4 -0.2 [+]

Potential,V

Sekil 4.7. PA/GCE yiizeyinde 0,5 M H,SO, icerisinde 2 mM HAuCl, ¢dzeltisinin 2
cevrimlik voltamogrami
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Hazirlanan elektrotlar ile guanin, adenin, iirik asit ve dopamin yanitlar1 ayri
ayr1 incelenmistir. Optimizasyon i¢in guanin yanitlar1 esas alindigindan, 4 ¢evrim
olarak hazirlanan filmde guanin yanitinin daha biiyiik oldugu goriilmistiir. Adenin,

dopamin ve {irik asit yanitar1 da sekil 4.9’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. 20 mM anilin ¢ozeltisinden (destek elektroliti 0,1 M KCI) a) 2, b) 4, ¢) 6, d) 8, )
10 gevrim olarak hazirlanip iizerine 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinden 2 ¢evrim nano-Au kaplanan
elektrodun 100 pM guanin yanitlari
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Sekil 4.9. Film kalinligiin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlar iizerine etkisi

4.1.3. Monomer Derisiminin Etkisi

Film kalinli§i optimize edildikten sonra, monomer derisimini optimize
edebilmek igin HAUCI, ¢ozeltisinin derisimi ve ¢evrim sayisi sabit tutulmustur.
Farkli monomer derisimleriyle hazirlanan 4 ¢evrimlik filmlerin iizerine yapilan altin
nanopargacik kaplamasindan sonra guanin yanitlart esas alinarak optimizasyon
gergeklestirilmistir. Bu amacla 0,5 M H,SO, icerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCl)
10, 15, 20, 25 ve 30 mM olarak hazirlanan monomer ¢ozeltilerinden 4 ¢evrimlik
polianilin filmi olusturulmus iizerine 2 mM HAuCl, ¢6zeltisinden 2 ¢evrimlik nano-
Au kaplanarak 100 uM guanin, adenin, dopamin ve lirik asit yanitlar1 incelenmisir.
Sekil 4.12°de goriilen guanine ait voltamogramlar kiyaslandiginda 25 mM monomer
cozeltisinden hazirlanan elektrodun guanin yanitinin daha biyiik oldugu

goriilmiistiir. Adenin, dopamin ve iirik asit yanitlari ise sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. 0,5 M H,SOy, igerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCl) 20 mM anilin ¢6zeltisinin
GCE yiizeyinde 4 ¢evrimlikvoltamogrami
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Sekil 4.11. PA/GCE yiizeyinde 0,5 M H,SO, icerisinde 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinin 2
cevrimlik voltamogrami
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Sekil 4.12.0,1 M KCl igerisinde a) 10 mM, b) 15 mM, c) 20 mM, d) 25 mM, e) 30 mM
anilin ¢6zeltisinden hazirlanan nano-Au/PA/GC elektrodun 100 uM guanin yanitlari
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Sekil 4.13. Monomer derisiminin guanin, adenin, dopamin ve {irik asit yanitlar1 iizerine
etkisi

4.1.4. Polimerizasyon Ortamindaki Destek Elektrolit Derisimi Etkisi

Film kalinligt ve monomer derisimi optimize edildikten sonra HAUCI,
¢ozeltisinin derisimi ve gevrim sayisi sabit tutularak polimerizasyon ortamindaki
destek elektrolit derisimini optimize edebilmek i¢in, 0,5 M H,SO, igerisinde farkli
derisimlerde KCl ¢ozeltileri hazirlanmistir. 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,4 M KCI olacak
sekilde hazirlanan 25 mM anilin ¢dzeltisinden 4 ¢evrimlik filmin {izerine 2 mM
HAuCl, ¢ozeltisinden 2 c¢evrimlik film kaplanmistir. Hazirlanan nanokompozit
elektrot ile 100 pM guanin, adenin, dopamin ve flrik asit yanitlar1 ayri ayri
incelenmistir. Sonugclar kiyaslandiginda 0,1 M KCI ortaminda elektropolimerize olan
filmle hazirlanan nanokompozit elektrodun guanin yanitlarinin daha biiyiik oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4.14.0,5 M H,SO;, igerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCI) 20 mM anilin ¢dzeltisinin
GCE yiizeyinde 4 ¢evrimlik voltamogrami
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Sekil 4.15. Polianilin/GCE yiizeyinde 0,5 M H,SOy, igerisinde 2 mM HAuCl, ¢6zeltisinin 2
cevrimlik voltamogrami
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Sekil 4.16. a) 0,025 M, b) 0,05 M, ¢) 0,1 M, d) 0,2 M, €) 0,4 M KCl icerisinde 25 mM

anilin ¢ozeltisinden hazirlanan nano-Au/PA/GC elektrodun 100 uM guanin yanitlar
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Sekil 4.17. Elektrolit derisiminin guanin, adenin, dopamin ve {irik asit yanitlar {izerine etkisi

4.1.5. Altin Nanoparcacik Kalinhgimin Etkisi

Film kalinligi, monomer derisimi ve destek elektrolit derisimi optimize
edildikten sonra polimerik film iizerine kaplanan altin nanopargacik tabakasinin
kalinliginin gunain yanitlar tizerine etkisi arastirilmistir. 0,5 M H,SO4 (destek
elektroliti 0,1 M KCI) igerisinde 25 mM anilin ¢ozeltisinden 4 ¢evrim olarak
hazirlanan filmin tizerine 2 mM HAUCI, ¢6zeltisinden 2, 4, 6, 8 ve 10 ¢evrim nano-
Au kaplanarak 100 uM guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlar1 incelenmistir.
Guanin yanitlarina ait voltamogramlar incelendiginde 6 ¢evrim olarak hazirlanan

filmin guanin yanitinin daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.18. 0,5 M H,SO, igerisinde (destek elektroliti 0,1 M KCl1) 20 mM anilin ¢dzeltisinin
GCE yiizeyinde 4 ¢evrimlik voltamogrami
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Sekil 4.19. PA/GCE yiizeyinde 0,5 M H,SO, igerisinde 2 mM HAuCl,; ¢ozeltisinin 6
cevrimlik voltamogrami
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Sekil 4.20. PA {izerine 2 mM HAuCl, ¢6zeltisinden a) 2, b) 4, ¢) 6, d) 8, €) 10 ¢evrim nano-
Au kaplanan elektrodun 100 pM guanin yanitlari
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Sekil 4.21. Cevrim sayisinin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlar {izerine etkisi

4.1.6. HAUCI, Derisimin Etkisi

Film kalinligi, monomer derisimi, destek elektrolit derisimi ve altin
nanoparcacik kalinlig1 optimize edildikten sonra, 0,1 M KCl igerisinde 25 mM anilin
¢Ozeltisinden 4 ¢evrim olarak hazirlanan filmin {izerine 6 ¢evrim 1, 1,5, 2, 2,5 ve 3
mM HAUCI, ¢ozeltisinden nano-Au kaplanarak 100 uM guanin, adenin, dopamin ve
irik asit yanitlar1 ayr1 ayri incelenmistir. Elde edilen voltamogramlardan 2,5 mM
HAUCI, ¢ozeltisi kullanarak hazirlanan filmin guanin yanitinin daha biiyiik oldugu

gOriilmiistiir.
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Sekil 4.22. PA film iizerine a) 1, b) 1,5, ¢) 2, d) 2,5, €) 3 mM HAuUCI, ¢6zeltisinden 6 ¢gevrim

nano-Au kaplanan elektrodun 100 uM guanin yanitlar
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Sekil 4.23. HAuCl, derisiminin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlari iizerine etkisi

4.1.7. Guanin Yamt1 Uzerine pH EtKkisi

Optimum sartlarda (0,1 M KCI igerisinde 25 mM anilin ¢ozeltisinden 4
cevrim olarak hazirlanan filmin {lizerine 2,5 mM HAuCl, ¢ozeltisinden 6 ¢evrim
nano-Au) hazirlanan nanokompozit elektrot ile farkli pH’larda 100 uM’lik guanin,
adenin, {rik asit ve dopamin igeren karistm ortaminda guanin yanitlar

kiyaslanmustir.
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Sekil 4.24. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun a) pH 4, b) pH 5, ¢) pH 6, d) pH 7, )
pH 8, f) pH 9°da 100 uM’lik guanin, adenin, irik asit ve dopamin igeren karigima ait

yanitlari

Voltamogramlardan elde edilen sonuglar, asagida tablo halinde sunulmustur.

pH arttikca pik potansiyelleri negatif potansiyellere dogru kaymaktadir. Pik

akimlarinda ise gunain ig¢in en yiiksek yanitin pH 5’ te oldugu sekil 4.24’de

goriilmektedir.
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Tablo 4. 1. Guanin, adenin, dopamin ve iirik asit pik potansiyel ve pik akimlarinin
pH’la degisimi

pH
Analitle 4 5 6 ! 8 9
G . 857 mV  728mV 704 mV 468mV 448mV 448mV
uanin
532uA  11,56pA 10,82 pA 5,88 puA 586 pA 6,04 pA
Adeni 1143 mV 1040mV 1012mVv  780mV 756mV 748mV
enin
7,92 A 554 pA 584 pA 54 pA 562 A 6,02 pA
. 229 mV  196mV 164mV -60mV -80 mV -76mV
Dopamin
6,47 uA 4,66 pA 510 puA 2,88 uA 29 pA 2,717 pA
- . 460 mV  332mV 300mV 56mV 40mV 28mV
Urik Asit
821 pA 4,66 pA  426pA  2,07pA 1,08 pA 2,16 pA

4.1.8. Guanin, Adenin, Urik Asit ve Dopaminin Eszamanh Tayini

Optimum sartlarda hazirlanan nanoAu/PA/GC elektrodun ilgili analitlerin
eszamanl tayininde kullanilabilirligini aragtirmak i¢in; her bir analit 100 uM olacak
sekilde bir karistm hazirlanmistir. Bu karisimin {izerine stok guanin ¢ozeltisinden
ortama guanin enjeksiyonu yapilarak, karisim ortaminda farkli derisimlerde guanin
cozeltileri elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin yanitlart DPV teknigi ile incelendiginde,
guanin derisimindeki artisa karsilik guanine ait pik akimlarimin da arttigi, diger
bilesenlerin pik akimlarinin ise degismedigi gozlenmistir. Yani ortamda guaninle
birlikte bulunan adenin, dopamin ve iirik asidin guanin yanitlar1 tizerine bir girisimi
bulunmamaktadir. Voltamogramlardan elde edilen farkli derisimlerdeki pik akinlar
yardimiyla ¢izilen kalibrasyon grafiginde ise, guanin 100-500 pM derisim araliginda
pik akimlarinin olduk¢a dogrusal olarak arttig1 gdzlenmistir. Ayni islem adenin, lirik
asit ve dopamin i¢in tekrarlandiginda, ortamda bir tiirin derisiminin artirilmasinin,

diger tiirlerin yanitlarini degistirmedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.25. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 uM’lik guanin,
adenin, {irik asit ve dopamin i¢eren karigimda artan guanin derisim yanitlar
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Sekil 4.26. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 puM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin iceren karisimda artan adenin derisim yanitlar
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Sekil 4.27. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 uM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin igeren karigimda artan dopamin derigimi yanitlari
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Sekil 4.28. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 puM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin i¢eren karigimda artan {irik asit derisim yanitlari

4.1.9. Kararhhk

Optimum sartlarda hazirlanan nano-Au/PA/GC elektrodun zamanla guanin
yanitin1 incelemek amaciyla; optimize elektrodun ii¢ giinde bir 100 uM guanin
yanitlar1 incelenmistir. Elektrot, kullanilmadigi zamanlarda PBS (pH 5) igerisinde
bekletilmistir. Asagidaki grafikte giin bazinda, guanin yanitlar1 gosterilmistir. Her

siitun 3 guanin 6l¢limiiniin ortalamasidir.
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Sekil 4.29. Optimize elektrodun kararlilig

4.1.10. DNA Ornekleri

Gercek DNA oOrneklerindeki guanin ve adenin derisim oranlarim
hesaplayabilmek i¢in balik spermine ait DNA kullanilmistir. Cift sarmal olan DNA
termal denatiirasyon ile tek sarmal haline getirilmis ve optimize nanoAu/PA/GC
elektrot kullanilarak, standart ekleme yontemiyle hazirlanan ¢ozeltilerin DPV’leri
alinmustir.

10 mg balik spermine ait DNA 1 mL saf suda ¢oziildiikten sonra kaynamakta
olan su banyosuna yerlestilmistir ve bir saatin sonunda buz banyosuna alinarak
denatiirasyon tamamlanmistir. Denatiirasyonu tamamlanan ¢ozeltiden 50 uL alinarak
PBS (pH 5) ile son hacim 5 mL olacak sekilde seyreltilmistir. Bu ¢ozeltinin optimum
kosullarda hazirlanan nanoAu/polianilin/GC elektrot ile DPV’si alinmigtir. Ayni
cOzelti lizerine her seferinde 5 uM guanin ve 5 pM adenin olacak sekilde
enjeksiyonlar yapilmis ve standart katma yontemiyle DNA’daki guanin ve adenin

derisimleri bulunarak, guanin derisiminin adenin derisimine orani hesaplanmustir.

50



0 1 1 1 1 | L 1 1 1
10 =
< a i
3,— 20 -7 L
—_— g 6
c i 2 L
E g s R*=0,996
= -304 i - -
3 - —— Guanin
4 2
U 7 o1 = Adenin -
40 0 -
Q 5 10 15 0
a Derisim (uM) B
-50 . | : ; : , . | :
1.8 +1.4 1.0 +0.6 0.2 -0.2

Potential,V

Sekil 4.30. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de a) zemin, b) 50uL
SSDNA, ¢) 5 uM Guanin ve Adenin, d) 10 uM Guanin ve Adenin, ¢) 15 pM Guanin ve
Adenin, f) 20 uM Guanin ve Adenin DPV yanitlar1

Elde edilen kalibrasyon grafiginden DNA’daki guanin derisimi 18,497 uM,
adenin derisimi ise 23,61 uM olarak bulunmustur. Guanin derisiminin adenin
derisimine orani ise 0,7834 olarak hesaplanmistir. Literatiirde bu degerin 0,77 [36,
37] oldugu disiiniildiigiinde, bulunan sonucun oldukg¢a anlamli ve yakin oldugu

goriilmektedir.
4.2. Altin Nanoparcacik Modifiye Poli(N-Metil Pirol) Camsi Karbon Elektrot

Iletken elektropolimerik filmler olusturdugu bilinen N-Metil pirol [38, 39] ile
polimerik film iizerinde yiikseltgenme ylizeylerini arttirarak daha duyarli 6l¢timlere
olanak saglayan altin nanoparcacik parcalarindan, nanokompozit elektrotlar
hazirlanmistir. N-metil pirol monomer ¢ozeltisi ve HAuCly ¢ozeltisinden es zamanl
olarak c¢evrimli voltametri yontemi ile camsi karbon elektrot ylizeyinde kompozit
elektropolimerik film olusturulmustur. Asagida sematik olarak hazirlanan bu elektrot

gosterilmektedir.

51



N-Metilpirol ~ HAuCl
o 0
o,

L]

Sekil. 4.31. Altin nanopargacik modifiye PNMPYy elektrodun sematik gosterimi

4.2.1. Altin Nanoparcacitk Modifiye Poli (N-metil pirol) Elektrodun

Hazirlanmasi

0,2 M KCl igerisinde 30 mM N-metilpirolden 10 dk N, gaz1 gegirildikten sonra

yine azot atmosferinde ¢evrimli voltametri ile GCE yiizeyinde 6 g¢evrimlik film

olusturulmustur.

Current,mA

-6.0 T T T
+2.5 +2.0 +1.5 +1.0 +0.5 o -0.5

Potential,Vv

Sekil 4.32. a) 0,2 M KCI igerisinde 30 mM N-metil pirol ¢6zeltisinin GCE yiizeyinde

¢evrimli voltamogrami b) 0,2 M KCI igerisinde 30 mM N-Metil pirol ve 2 mM HAuCI,
iceren ¢ozeltinin GCE ylizeyinde ¢evrimli voltamogrami
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Sekil 4.33. 0,5 M H,SO, icerisinde 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinin PNMPY/GCE ylizeyinde
¢evrimli voltamogrami

Karsilagtirma yapabilmek amaciyla, hazirlanan 6 g¢evrimlik filmin {izerine
nanoAu kaplamasi yapilmadan 6nce 100 uM’lik guanin, adenin, dopamin ve iirik asit
yanitlar1 ayri1 ayr1 incelenmistir. Daha sonra, GCE ylizeyinde 6 cevrim olarak
hazirlanan PNMPy filminin f{izerine 0,5 M H,SO. igerisinde 2 mM HAuCly
cozeltisinden 6 cevrimlik nano-Au kaplamasi yapilmistir. Hazirlanan nanokompozit
elektrot ile 100 puM’lik guanin, adenin, dopamin ve {rik asit yanitlar1 ayri ayri

incelenmis ve PNMPy kapli GCE ile kiyaslanmustir.

Voltamogramlar kiyaslandiginda altin nanoparg¢acik kapli PNMPy/GC
elektrotda guanin yanit1 7,025 pA iken, PNMPy /GC elektrotda guanin yanit1 8,992
uA’dir. Bu nedenle elektropolimerik film tizerine altin nanopargacik kaplamanin
yiizeyin iletkenligini diigiirdigii disiinilmiistir. Bunun yerine N-metil pirol ve
HAUCI, ayn1 ortamda iken GCE ylizeyinde es zamanli elektropolimerizasyon ile yeni
bir film olusturulmustur. Hazirlanan nanokompozit elektrot ile 100 uM guanin yaniti
incelendiginde, 10,51 pA oldugu goriilmistiir. Bu nedenle elektropolimerik filmin
lizerine altin nanoparcacik kaplamasi yapmak yerine, HAUCl; ve monomer

¢Ozeltisinin es zamanli elektropolimerizasyonu yapilmistir.
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Sekil 4.34. PBS pH 7°de 100uM Guanin yaniti a) PNMPy filmin iizerine 0,5 M H,SO,
igerisinde 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinden 6 ¢evrimlik nano-Au kaplanarak hazirlanan GCE, b)
0,2 M KCl igerisinde 30 mM N-metil pirol ve 2 mM HAUCI, ¢6zeltisinden eszamanl olarak
hazirlanan 6 ¢evrimlik GCE, c) 0,2 M KCI igerisinde 30 mM N-metil pirol ¢ézeltisinden 6
¢evrimlik hazirlanan GCE

4.2.1 Guanin Yamt1 Uzerine Kompozit Film Kahnhgmin Etkisi

Guanin yanitlarinin {izerine nanokompozit filmin kalimligmin etkisini
aragtirmak amaciyla, 0,2 M KCl igerisinde 30 mM N-metil pirol ve 2 mM HAuCI,
¢ozeltisinden 2, 4, 6, 8 ve 10 ¢evrimlik filmler olusturularak, 100 uM’lik guanin,
adenin, {irik asit ve dopamin yanitlar1 ayri ayr1 incelenmistir. Sonuglar
kiyaslandiginda, guanin yanitinin 8 g¢evrim olarak hazirlanan kompozit filmde daha

biiylik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.35. 0,2 M KCl igerisinde 30 mM N-Metil pirol ve 2 mM HAUCI, ¢6zeltisinden a) 2,
b) 4, ¢) 6, d) 8, ) 10 gevrim olarak hazirlanan elektrodun 100 uM guanin yanitlari
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Sekil 4.36. Cevrim sayisinin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlari iizerine etkisi

4.2.2. Monomer Derisimi Etkisi

Film kalinlig1 optimize edildikten sonra, guanin yaniti iizerine monomer
derisiminin etkisini incelemek i¢in HAuCly; derisimi sabit tutularak, farkl
derisimlerde hazirlanan N-metil pirol g¢ozeltisinden elektropolimerik filmler elde
edilmistir. Hazirlanan elektrot ile 100er uM’lik guanin, adenin, dopamin ve {irik asit
yanitlar1 ayr1 ayr1 incelenmistir. Sekil 4.38’de kiyaslama yapmak i¢in guanin

yanitlar1 esas alinmistir.

0,2 M KClI igerisinde 10, 20, 30, 40 ve 50 mM N-Metil pirol ve 2 mM
HAUCI, igeren ¢ozeltilerden 8 gevrimlik nanokompozit filmler olusturularak 100 uM
guanin, adenin, dopamin ve {rik asit yanitlar1 ayr1 ayr1 incelenmisir. Sonuglar
kiyaslandiginda 30 mM monomer ¢ozeltisinden hazirlanan elektrodun guanin

yanitinin daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.37. 0,2 M KCl igerisinde a) 10, b) 20, ¢) 30, d) 40, ) 50 mM N-Metil pirol ve 2 mM

HAuUCI, ¢ozeltisinden 8 ¢evrimlik hazirlanan filmlerin 100 uM guanin yanitlar
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Sekil 4.38. Monomer derisiminin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlar {izerine
etkisi

4.2.3. HAUCl,; Derisimin Etkisi

Film kalinligi ve monomer derisimi optimize edildikten sonra, HAUClI,
derisiminin guanin yanitlari iizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla; 0,2 M KCI
icerisinde 30 mM N-Metil pirol ve 1, 1,5, 2, 25 ve 3 mM HAUCI, igeren
cozeltilerden 8 ¢evrim olarak hazirlanan nanokompozit filmlerin 100 uM guanin,
adenin, dopamin ve {rik asit yanitlar1 ayr1 ayri incelenmistir. Sonuglar
kiyaslandiginda 30 mM N-Metil pirol ve 1,5 mM HAUCI,igeren ¢6zelti kullanilarak

hazirlanan kompozit elektrodun guanin yanitinin daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.39. 0,2 M KCl igerisinde 30 mM, N-Metil pirol ve a) 1, b) 1,5,¢) 2,d) 25vee) 3
mM HAUCI, ¢6zeltisinden 8 ¢evrimlik hazirlanan filmlerin 100 pM guanin yanitlari
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Sekil 4.40. HAuUCI, derisiminin guanin, adenin, dopamin ve tirik asit yanitlar1 {izerine etkisi

4.2.4. Polimerizasyon Ortamindaki Destek Elektrolit Derisiminin EtKisi

Film kalinligi, monomer derisimi ve altin derisimi optimize edildikten sonra
polimerizasyon ortamindaki destek elektroliti olan KCI’nin derisiminin guanin

yanitlari {izerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

0,1, 0,15 0,2, 0,25 ve 0,3 M KCl igerisinde hazirlanan 30 mM N-Metil pirol
ve 1,5 mM HAUCI, iceren ¢ozeltiden GCE yiizeyine 8 ¢evrimlik filmler kaplanarak
100 uM guanin, adenin, dopamin ve {iirik asit yanitlar1 ayr1 ayri incelenmistir. Elde
edilen voltamogramlar kiyaslandiginda 0,2 M KCl ortaminda hazirlanan

nanokompozit elektrodun guanin yanitlarinin daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.41. a) 0,1, b) 0,15, ¢) 0,2, d) 0,25 ve e) 0,3 M KCl igerisinde 30 mM, N-Metil pirol
1,5 mM HAUCI, ¢ozeltisinden 8 gevrimlik hazirlanan filmlerin 100 pM guanin yanitlart
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Sekil 4.42. Destek elektroliti derisiminin guanin, adenin, dopamin ve irik asit yanitlari
iizerine etkisi

4.2.5. Guanin Yamtlar1 Uzerine pH EtKisi

Film kalinligi, monomer derisimi, HAuCls; derisimi ve destek elektrolit
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derisimi optimize edildikten sonra 0,2 M KClI igerisinde 30 mM N-Metil pirol ve 1,5

mM HAUCI, ¢ozeltisinden 8 gevrim olarak hazirlanan optimize elektrodun farkli

pH’larda hazirlanan 100 pM’lik guanin, adenin, iirik asit ve dopamin iceren karigim

ortaminda guanin yanitlar1 kiyaslanmistir.
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Sekil 4.43.0ptimize sartlarda hazirlanan nanokompozit elektrodun a) pH 4, b) pH 5, ) pH 6,
d) pH 7, ¢) pH 8, f) pH 9’da 100 uM’lik guanin, adenin, {irik asit ve dopamin igeren karigima

ait DPV yanitlan
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Sekil 4.44. Optimize sartlarda hazirlanan nanokompozit elektrodun a) pH 4, b) pH 5, ¢) pH
6,d) pH 7,¢) pH 8, f) pH 9°da 100 uM’lik guanin yanitlart

Guanin yanitinin pH 5’te maksimum oldugu ve pik potansiyelinin ise pH

4’ten pH 9’a dogru negatif potansiyellere dogru azaldig1 goriilmektedir.

4.2.6. Guanin, Adenin, Urik Asit ve Dopaminin Eszamanh Tayini

Ayni ortamda bulunan guanin, adenin, dopamin ve iirik asit elektrot ylizeyini
kirletebilmekte ya da girisim yapabilmektedir. Optimum sartlarda hazirlanan
nanokompozit elektrot ile bu etkilerin ortadan kalktigini gostermek i¢in ayni ortamda
bulunan analitlerden birinin derisimi artirilarak digerleri sabit tutulmustur. Her bir
analit 100 uM olacak sekilde bir karisim hazirlanmis ve yanitlar DPV teknigi ile
incelenmistir. Artan guanin derisimine karsilik yalnizca guanine ait pik akimlarinin
artt1g1, diger bilesenlerin pik akimlarinin ise degismedigi gozlenmistir. Buna bagh
olarak c¢izilen kalibrasyon grafiginde ise guanin pik akimlarinin 100-400 uM derisim
araliginda oldukga dogrusal olarak arttig1 gézlenmistir. Ayni islem, adenin, iirik asit
ve dopamin i¢inde tekrarlanmis ve analitlerin derigim artislarinin diger analitlerinin

pik akimlarimi degistirmedigi gosterilmistir.
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Sekil 4.45. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 uM’lik guanin,
adenin, trik asit ve dopamin igeren karigimda a) 100, b) 200,

guanin yanitlar

c) 300, d) 400,

e) 500uM
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Sekil 4.46. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 puM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin i¢eren karigimda artan adenin derigim yanitlari
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Sekil 4.47. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 puM’lik guanin,
adenin, tirik asit ve dopamin igeren karisimda artan dopamin derisim yanitlari
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Sekil 4.48. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de 100 puM’lik guanin,
adenin, {rik asit ve dopamin igeren karigimda a) 100, b) 200, ¢) 300, d) 400 ve e) 500 uM
iirik asit yanitlar
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4.2.7. Kararhhk

Optimum sartlarda hazirlanan nano-Au/PNMPY/GC elektrodun zamanla guanine
yanitlarini incelemek amaciyla, optimize nanokompozit elektrodun tiger giinliik
araliklarla guanin (100 uM) yanitlar1 6l¢iilmistiir. Hazirlanan elektrot kullanilmadigi
zaman PBS pH 5 igerisinde bekletilmistir. Asagidaki diyagramda her siitun 3 guanin
Ol¢imiiniin ortalamasidir. 90 giiniin sonunda guanin yanitlarinda 6nemli bir azalma
olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.49. Optimize elektrodun kararliligi

4.2.8. DNA Ornekleri

Hazirlanan nanokompozit elektrot ile balik sperm DNA’sindaki guanin ve
adenin derisimlerini hesaplayabilmek i¢in standart katma yontemi uygulanmustir. Cift

sarmal DNA’dan tek sarmal DNA eldesi termal denatiirasyon ile saglanmigtir.

10 mg balik spermine ait DNA 1 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra kaynamakta
olan su banyosuna yerlestilmis ve bir saatin sonunda buz banyosuna alinarak
denatiirasyon tamamlanmistir. Denatiirasyonu tamamlanan ¢ozeltiden 50 pL alinarak
PBS (pH 5) ile son hacim 5 mL olacak sekilde seyreltilmistir. Bu ¢dzeltinin optimum
kosullarda hazirlanan nanoAu/PNMPyY/GC elektrot ile DPV’si alinmistir. Ayni
¢ozelti lizerine her seferinde, derisim 5 uM guanin ve 5 uM adenin olacak sekilde
enjeksiyonlar yapilmis ve standart katma yontemiyle DNA’daki guanin ve adenin

derisimleri hesaplanarak, G/A bulunmustur.
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Sekil 4.50. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 5’de a) zemin, b) 50uL
sSDNA, ¢) 5 uM Guanin ve Adenin, d) 10 uM Guanin ve Adenin, €) 15 uM Guanin ve
Adenin, f) 20 uM Guanin ve Adenin, g) 25 pM Guanin ve Adeninin DPV yanitlar

Kalibrasyon grafiklerinden; balik spermine ait DNA’daki guanin derigimi 27,78
uM, adenin derisimi ise 30,5 uM olarak bulunmustur. Guanin derisiminin adenin
derisimine orani ise 0,9108 olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon grafiklerinde oldukca
yiiksek R? degerlerleri elde edilmesine ragmen bulunan bu oran literatiirle

uyusmamaktadir.

4.3. Altin Nanoparcacik Modifiye Poli (Anilin-2-Siilfonik Asit) Elektrot

GCE yiizeyinde elektropolimerizasyon yontemi ile olusturulan poli(anilin-2-
stlfonik asit) (PASA) filmi iizerine ¢evrimli voltametri yontemiyle altin
nanopargaciklart modifiye edilerek nano kompozit elektrot hazirlanmistir. Asagidaki

sekilde hazirlanan elektrot sematik olarak gosterilmistir.

68



Anilin-2-siilfonik asit

S

0
Poli{ Anilin-2-siilfonik asit) + HAuCl ‘

|

GCE

. ‘_‘-“H
Guanin /\f

Sekil 4.51. Altin nanopargacik modifiye poli(anilin-2-siilfonik asit) elektrodun
sematik gosterimi
4.3.1. Altin Nanoparcacik Modifiye Poli (anilin-2-siilfonik asit) Elektrodun

Hazirlanmasi

0,2 M KClI igerisinde 30 mM monomer ¢ozeltisinden GCE yiizeyinde CV
teknigi ile 4 c¢evrimlik film olusturularak PBS pH 7’de 100 uM guanin yanitlari
incelenmistir. Ayrica, polimerik film iizerine 0,5 M H,SO, igerisinde 2 mM HAuUCI,
¢ozeltsinden 4 ¢evrimlik altin nanopargacik film kaplanmis ve PBS (pH 7)’de 100
uM guanin yanitlar1 incelenmistir. Polimerik film ve nanokompozit film igin s6z
konusu guanin yanitlart kiyaslandiginda, nanokompozit filmin guanin yanitlarinin

daha biiyiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.52. 30 mM anilin-2-siilfonik asit ¢ozeltisinin (destek elektroliti 0,2 M KCI) GCE
ylizeyinde ¢evrimli voltamogrami
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Sekil 4.53. 0,5 M H,SO, igerisinde 2 mM HAuCl, ¢6zeltisinin PASA/GCE ylizeyinde
cevrimli voltamogrami
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Sekil 4.54. a) 0,2 M KCl igerisinde 30 mM anilin-2-siilfonik asit ¢6zeltisinden 4 ¢evrim
hazirlanan GCE’un, b) 0,2 M KCl igerisinde 30 mM anilin-2-siilfonik asit ¢6zeltisinden 4
¢evrim hazirlanip tizerine 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinden 4 ¢evrim nano-Au kaplanan GCE’un
100 uM guanin yanitlari

4.3.2. Film Kalinhgimin Etkisi
Camsi karbon elektrot yilizeyinde yapilan nanokompozit film ile guanin,
adenin, dopamin ve iirik asit pik potansiyellerinin ¢akismadigi ve ¢iplak / polimerik

film kapli elektrot yiizeyine gore guanin yanitinin daha biiyiik oldugu belirlendikten
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sonra guanin yanitlari

uzerine

elektropolimerik filmin kalmhigimin etkisi

incelenmistir. Bu amagla, 0,2 M KCI igerisinde 30 mM anilin-2-siilfonik asit

¢oOzeltisinden 2, 4, 6, 8 ve 10 gevrimlik filmler olusturularak, her birinin iizerine 2

mM HAUCI,; ¢ozeltisinden 4 ¢evrimlik altin nanoparcacik kaplanmis ve ilgili

analitlerin yanitlar1 ayr1 ayri1 incelenmistir. Sonuglar kiyaslandiginda, guanin

yanitinin 8 ¢cevrim olarak hazirlanan filmde daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.55. 0,2 M KCl igerisinde 30 mM anilin-2-siilfonik asit ¢6zeltisinden a) 2, b) 4, c) 6,
d) 8 ve e) 10 gevrim olarak hazirlanip iizerine nano-Au kaplanan elektrodun 100 uM guanin

yanitlari
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Sekil 4.56. Cevrim sayisinin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlari iizerine etkisi

4.3.3. Monomer Derisiminin Etkisi

Film kalinlig1 optimize edildikten sonra, kompozit elektrot yanittna monomer
derisiminin etkisini incelemek i¢in, farkli derisimlerde monomer ¢ozeltileri ile

elektropolimerik filmler hazirlanmistir.

0,2 M KCI igerisinde 6, 8, 10, 12, 14, 20 ve 30 mM olarak hazirlanan
monomer ¢ozeltilerinden 8 ¢evrimlik poli(anilin-2-siilfonik asit) filmi olusturularak
tizerine 2 mM HAuCly ¢ozeltisinden 2 ¢evrim nano-Au kaplanmis ve bu elektrotlarin
100 uM guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlart ayr1 ayr1 incelenmisir. Guanin
yanitlart kiyaslandiginda, 10 mM monomer ¢6zeltisinden hazirlanan nanokompozit

elektrodun guanin yanitinin daha biiytik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.57. 0,2 M KCl igerisinde a) 6, b) 8, ¢) 10, d) 12, e) 14, f) 20 ve g) 30 mM anilin-2-
stilfonik asit ¢ozeltisinden 8 ¢evrim olarak hazirlanip iizerine nano-Au kaplanan elektrodun

100 uM guanin yanitlar
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Sekil 4.58. Monomer derisiminin guanin, adenin, dopamin ve {rik asit yanitlar1 tizerine
etkisi

4.3.4. Polimerizasyon Ortamindaki Destek Elektrolit Derisiminin EtKisi

Film kalinlig1 ve monomer derisimi optimize edildikten sonra, 0,1, 0,15, 0,2,
0,25 ve 0,3 M KCl igerisinde hazirlanan 10 mM anilin-2-siilfonik asit ¢ézeltisinden 8
cevrimlik filmin iizerine 2 mM HAuCly ¢ozeltisinden 2 c¢evrimlik film kaplanarak
hazirlanan elektrotlarin, 100 pM guanin, adenin, dopamin ve {rik asit yanitlari
incelenmistir. Sonuglar kiyaslandiginda, 0,15 M KCl ortaminda hazirlanan

elektrodun guanin yanitlarinin daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.59. a) 0,1 M, b) 0,15 M, ¢) 0,2 M d) 0,25 M, e) 0,3 M KCl igerisinde 10 mM anilin-
2-stilfonik asit ¢ozeltisinden 8 ¢evrim olarak hazirlanip {izerine nano-Au kaplanan

elektrodun 100 uM guanin yanitlar
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Sekil 4.60. Destek elektrolit derisiminin guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yanitlar
iizerine etkisi

4.3.5. Altin Nanoparc¢acik Kalinhginin Etkisi

Film kalinligi, monomer derisimi ve destek elektrolit derisimi optimize
edildikten sonra, 0,15 M KCl igerisinde 10 mM anilin-2-siilfonik asit ¢6zeltisinden 8
cevrim olarak hazirlanan film tizerine 2, 4, 6, 8 ve 10 ¢cevrim 2 mM HAuCly
¢ozeltisinden nano-Au kaplanmis ve bu sekilde hazirlanan elektrotlarin 100 uM
guanin, adenin, dopamin ve irik asit yanitlar1 incelenmistir. Elde edilen
voltamogramlardan 6 ¢evrim olarak hazirlanan filmin, guanin yanitinin daha biiyiik

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.61. PASA film {izerine 2 mM HAuCl, ¢ozeltisinden a) 2, b) 4, ¢) 6, d) 8, e) 10
¢evrim nano-Au kaplanan elektrodun 100 uM guanin yanitlari
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Sekil 4.62. Guanin, adenin, dopamin ve iirik asit yaniti iizerine ¢evrim sayisinin etkisi

4.3.6. HAUCI,; Derisimin Etkisi

Film kalinligi, monomer derisimi, destek elektrolit derisimi ve altin
nanoparcacik kalinligr optimize edildikten sonra 0,15 M KCI igerisinde 10 mM
anilin-2-siilfonik asit ¢ozeltisinden 8 ¢evrim olarak hazirlanan filmin {izerine 6
¢evrim 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM ve 3 mM HAuUCI, ¢ozeltisinden nano-Au
kaplanarak hazirlanan elektrotlarin, 100 uM guanin, adenin, dopamin ve {rik asit
yanitlart incelenmistir. Elde edilen voltamogramlardan, 2 mM HAuUCI, ¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanan filmin guanin yanitinin daha biiyiik oldugu goriilmistiir.
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Sekil 4.63. PASA film iizerine a) 1 mM, b) 1,5 mM, c) 2 mM, d) 2,5 mM, e) 3 mM HAuCI,
¢ozeltisinden 6 ¢evrim nano-Au kaplanan elektrodun 100 pM guanin yanitlari
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Sekil 4.64. Guanin, adenin, dopamin ve tirik asit yanitlar1 tizerine HAUCI, derisiminin etkisi

4.3.7. pH Etkisi

Film kalinligi, monomer derisimi, destek elektrolit derisimi, altin
nanopargacik kalinligi ve HAuCl, derisimi optimize edildikten sonra 0,15 M KCl
igerisinde 10 mM anilin-2-siilfonik asit ¢ozeltisinden 8 g¢evrim olarak hazirlanan
filmin tizerine 2 mM HAuCly ¢6zeltisinden 6 ¢evrim nano-Au kaplanarak hazirlanan
elektrotlarin, farkli pH’larda hazirlanan 100 uM’lik guanin, adenin, iirik asit ve
dopamin igeren karigim ortamindaki guanin yanitlart DPV teknigi ile incelenmistir.
Voltamogramlar kiyaslandiginda pH 4’te guanine yanitinin en biiylik oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.65. Optimize elektrodun a) pH 3, b) pH 4,¢) pH 5,d) pH 6, ¢) pH 7, f) pH 8, g) pH
9’da 100 uM’lik guanin, adenin, iirik asit ve dopamin igeren karisima ait DPV yanitlari

4.3.8. Guanin, Adenin, Urik Asit ve Dopaminin Eszamanh Tayini

Optimize nano-Au/PASA/GC elektrodun, guanin, adenin, dopamin ve {irik
asitin eszamanli tayininde kullanilabilirliginin test edilmesi amaciyla, her bir analit
derigiminin 100 uM oldugu ¢o6zelti hazirlanmis ve yanitlar incelenmistir. Artan

guanin derisimi ile guanin pik akimlarinin arttigi, diger analitlerin pik akimlarinin ise
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degismedigi gozlenmistir. Buna bagl olarak elde edilen kalibrasyon grafigi, guanin
pik akimlarmin olduk¢a dogrusal bir sekilde arttigin1 géstermistir. Ayni islem adenin,
tirik asit ve dopamin igin de tekrarlanmig ve ilgili analitin derisim artisina parelel

olarak yanitinin arttig1, diger analitlerin pik akimlarinin ise degismedigi gézlenmistir.

_-I D 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-25 - —
3 a0 s
b —
= i <L L
E 2
L -55 E |
S % 20 R%=0,987
E [ T T T 1
-70 7 100 200 300 400 500 [
500 ph
= Derisim (uM) -
-25 . I . | . I . |
+1.8 +1.4 +1.0 +0.G +0.2 -0.2

Potential,\VV

Sekil 4.66. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 4’de 100 uM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin i¢eren karigimda artan guanin derisim yanitlar
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Sekil 4.67.0ptimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 4’de 100 uM’lik guanin,
adenin, {irik asit ve dopamin i¢eren karigimda artan adenin derigim yanitlar
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Sekil 4.68. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 4’de 100 uM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin i¢eren karigimda artan dopamin derigim yanitlari
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Sekil 4.69. Optimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 4’de 100 pM’lik guanin,
adenin, iirik asit ve dopamin igeren karisimda artan {irik asit derisim yanitlar

4.3.9. Kararhihk

Optimum sartlarda hazirlanan sensoériin ne kadar siire ile incelenen analite

yanit verdigini arastirmak amaciyla, optimize nano-Au/PASA/GC elektrodun tger
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giin ara ile 100 uM guanin yanitlar1 incelenmis ve 60. giin sonunda da hazirlanan
elektrodun guanine yanit verdigi gézlenmistir.

Optimize elektrot kullanilmadigi zamanlarda PBS (pH 4) igerisinde
bekletilmistir. Asagidaki grafikte guanin yanitlar1 giin bazinda gosterilmis olup, her

stitun 3 guanin dl¢iimiiniin ortalamasini temsil etmektedir.
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Sekil 4.70. Optimize elektrodun kararliligi

4.3.10. Optimum Elektrodun DNA uygulamasi

Diger nanokompozit elektrotlarda uygulanan DNA baz derisimlerinin
hesaplanmasinda kullanilan prosediir, bu elektrot i¢in de uygulanmistir. 10 mg ¢ift
sarmal balik sperm DNA’s1 1 mL saf suda ¢oziindiikten sonra termal denatiirasyon
ile tek sarmal DNA’ya denatiiriize edilmistir. Optimize nanoAu/PASA/GC
elektrodun, 50 pL ssDNA’nin, 5 mL PBS (pH 4)’ye seyreltilmesiyle hazirlanan
cozeltideki DPV’si alinmigtir. Ayn1 ¢6zelti iizerine her defasinda 5 uM guanin ve 5
uM adenin olacak sekilde enjeksiyonlar yapilarak, standart katma yontemi ile
DNA’daki guanin ve adenin derisimleri bulunmus, guanin derisiminin adenin

derisimine orani hesaplanmistir.
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Sekil 4.71.0ptimum sartlarda hazirlanan elektrodun PBS pH 4’te a) zemin, b) 50uL sSDNA,
C) 5 uM, d) 10 uM, €) 15 uM, f) 20 uM @) 25 upM Guanin ve Adenin DPV yanitlari

Standart ekleme yontemi ile olusturulan kalibrasyon grafiginden; guanin
derisimi 39,42 uM ve adenin derisimi ise 50,5 uM olarak hesaplanmistir. Balik
sperm DNA baz dizisindeki guanin derisiminin adenin derisimine orani ise 0,7805
olarak hesaplanmistir. Bulunan bu oranin, litaratiir ile olduk¢a uyumlu oldugu

goriilmiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Iletken polimerler olusturdugu bilinen anilin, pirol ve tiirevleri ile ilgili
yapilan pekgok sensor ¢aligmasi mevcuttur. Par¢acik boyutunun kontrol edilebilir
olmasi, kimyasal dayanikliliklar, yiiksek katalitik aktiviteleri ve ylizeye
tutunabilirlikleri gibi iistiinliikleri Sebebiyle, bazi1 soy metal nanopargaciklari sensor
duyarliligin1 artirmak amaciyla kullanilabilmektedir. Bu amagla camsi karbon
elektrot yiizeyinde 4 ¢evrim olarak hazirlanan polianilin, 8 ¢evrim olarak hazirlanan
poli(anilin-2-siilfonik asit) polimerlerinin iizerine ¢evrimli voltametri yontemi ile 6
cevrim altin nanopargaciklar modifiye edilmistir. Cevrimli voltamogramlar
incelendiginde; artan ¢evrim sayisiyla birlikte pik potansiyel ve akimlarin degistigi
ancak yok olmadiginin goriilmesi GCE yiizeyinde iletken yapilarin olustugunun bir
gostergesidir. Hazirlanan nanokompozit elektrot ile guanin, adenin, dopamin ve iirik
asit yanitlart DPV teknigi ile incelendiginde, ilgili dort tiiriin yiikseltgenme piklerinin
birbiriyle ¢akismiycak sekilde ayrildigi ve nanopargacik igermeyen elektropolimerik
sensore gore yanitlarin arttigi gozlenmistir. Bu baglamda; optimum ¢evrim sayisinin
az olmasi nedeniyle nanoAu/PA/GC elektrot, nanoAu/PASA/GC elektroda gore daha
kolay hazirlanmaktadir. Anilin monomeri igin elektropolimerizasyon potansiyel
araligi1 0 V ile (+1,7 V), anilin-2-siilfonik asit monomeri i¢in ise (-1,0 V) ile (+1,0
V)’dur. Anilin monomeri daha dar bir potansiyel araliginda polimerlesebildigi i¢in
daha kolay ve kisa siirede polimerlesmesi sebebiyle avantajlidir. Ayni1 prosediirle
hazirlanan  nanoAu/PNMPy/GC  elektrodunda ise nanopargacik igermeyen
elektropolimerik sensdre gore yanitlarin daha diigiik oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle
elektrot ylizeyine altin nanoparcacik ve polimerik film 8 ¢evrim olarak es zamanlh
kaplanmistir. Hazirlanan nanokompozit elektrodun guanin yanitlar1 iki tabaka
(PNMPy/nanoAu) ve tek tabaka (PNMPy) olarak hazirlanan elektrotlarla
kiyaslandiginda, es zamanli polimerizasyonla hazirlanan elektrodun guanin
yanitlarinin daha biyiik oldugu goriilmistiir. Tek basamakli elektrokimyasal
biriktirme yontemiyle hazirlanan bu sensor daha az islem basamagi gerektirmesi ve
daha kisa siirede hazirlanmasiyla nanoAu/PA/GC ve nanoAu/PASA/GC elektroda

gore daha avantajlidir.
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Bir ya da iki basamakli biriktirme ile hazirlanmalari, oda sicakliginda
polimerlesebilmeleri, ¢evrim sayisi ile yiizeydeki kalinliklarinin kontrol edilebilir

olmas1 nanokompozit karakterdeki bu elektrotlarin en biiyiik avantajlaridir.

Her bir elektrot i¢in optimum film ve altin nanopargacik kalinliklarina karar
verildikten sonra sensor karakteristiklerini etkileyen parametreler (monomer
derisimi, polimerizasyon ortamindaki destek elektroliti derisimi, HAuCly derisimi ve
pH) sistematik olarak incelenmek suretiyle, optimizasyon yapilmistir. Oncelikle
polimerik filmin morfolojisine etki edebilecek parametrelerin optimizasyonu

tamamlanmistir. Kiyaslamalarda 100 uM guanin yanitlar1 esas alinmstir.

e Anilin i¢in optimum monomer derigimi 25 mM, N-metil pirol i¢in 30 mM ve
anilin-2-siilfonik asit i¢in ise 10 mM olarak belirlenmistir.

e Polimerizasyon ortamindaki destek elektroliti derisimi i¢in bulunan optimum
degerler ise anilin, N-metil pirol ve anilin-2-siilfonik asit monomerlerinde
sirayla 0,1 M, 0,2 M, ve 0,15 M olarak belirlenmistir.

e Altin nanopargacik kaplamasi sirasinda kullanilan HAuCl4 derisimi igin
bulunan optimum degerler ise; PA/GCE i¢in 2,5 mM, PNMPy/GCE ig¢in 1,5
mM, PASA/GCE igin ise 2 mM olarak bulunmustur. Burada maliyet
acisindan kiyaslama yapildiginda PNMPy/GCE daha diisiik derisimde altin
gerektirmesi sebebiyle, PASA/GCE ise daha az miktarda monomer

gerektirmesi sebebiyle daha avantajlidir.

Nanokompozit elektrodun hazirlanmasi sirasindaki tiim parametler optimize
edildikten sonra guanin ic¢in Ol¢lim ortami olan farkli pH’lardaki 0,1 M PBS’nin
guanin yaniti lizerine etkisi incelenmistir. Bu 6l¢iimler ortamda her bir analit (guanin,
adenin, dopamin, irik asit) 100 puM olacak sekilde hazirlanan c¢ozeltilerde
gerceklestirilmistir.  NanoAu/PA/GCE ve nanoAu/PNMPy/GCE i¢in pH 5,
NanoAu/PASA/GCE i¢in ise pH 4 olarak belirlenmistir. Ayrica artan pH ile birlikte
hidrojen iyonu derigiminin azalmasindan dolay1 pik potansiyelleri pH arttik¢a daha

negatife kaymustir.

Optimizasyonu tamamlanan elektrotlarin kararlilik testleri incelendiginde ise;
nano Au/PA/GC ve nano Au/PNMPyY/GC elektrodu igin 90 giin, nanoAu/PASA/GC

elektrodu i¢in 60 giin siire ile siirlandirilmistir. 90 giin sonunda guanin yanitindaki
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azalma nanoAu/PA/GCE i¢in % 26,83, nanoAu/PNMPy/GCE i¢in ise % 19,12
olarak hesaplanmistir. NanoAu/PASA/GC ise 60. giin sonunda guanin yanitlarinda
%23,7’ lik bir artis oldugu goriilmektedir. Bu artisin PBS igerisinde bekletilen
elektrodun yilizey morfolojisinin degismesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu
baglamda bakildiginda nanoAu/PASA/GC elektrot guanin yanitinda azalma
olmamasi sebebiyle daha avantajlidir. Ayrica literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda
kararlilik deneyi maksimum 45 giin ile sinirlandirilmis ve guanin yanitindaki azalma
%10 olarak belirtilmistir [44]. Her li¢ nanokompozit elektrot igin elektropolimerik
filmlerin cams1 karbon elektrot yiizeyine kuvvetle tutundugu, elektrot yiizeyinden
uzun siire diismedigi ve bir asmmaya ugramadigi diistiniilmektedir. Ayrica

hazirlanan nanokompozit elektrotlar ile en az 270 kez 6l¢iim alinabilmistir.

Optimize elektrotlar ile balik sperm DNA’sindaki guanin ve adenin

derigimlerinin hesaplanmasinda ise standart katma yontemi kullanilmistir.

e NanoAu/PA/GC elektrot icin balik sperm DNA’sindaki guanin derisimi
18,497 uM ve adenin derisimi 23,61 pM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.30).
Guanin derisiminin adenin derisimine orani ise 0,7834 olarak hesaplanmustir.
Literatirde bu degerin 0,77 [36,37,46] oldugu disiiniildiigiinde nano
Au/PA/GC elektrot ile DNA baz derisimleri orani % 1,71’lik hata ile
yapilabilmektedir. Ayni zamanda elde edilen sonuglardan; hazirlananan
nanokompozit elektrot ile yanit alinan en diisiik guanin derisiminin de
yaklagik 18,5 pM oldugu goriilmektedir.

e NanoAu/PASA/GC elektrot icin balik sperm DNA’sindaki guanin derisimi
39,42 uM, adenin derisimi 50 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.71). Guanin
derisiminin adenin derisimine orani ise yine literatiirdeki degerere ¢ok yakin
bir sonu¢ olan 0,7805 oldugu goriilmektedir. Hazirlanan bu nanokompozit
karakterdeki elektrot ile DNA baz oranlart % 1,34’likk hata ile
hesaplanabilmektedir.

e NanoAu/PNMPy/GC elektrot icin balik sperm DNA’sindaki guanin derigimi
27,78 uM, adenin dersimi ise 30,5 uM olarak hesaplanmistir. Guanin derigimi
adenin derisimine oranlandiginda bulunan 0,9108 oran literatiirdeki degerden
sapmaktadir. Bunun sebebinin adenin derisimi i¢in elde edilen grafigin

dogrusalliginin diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
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nanokompozit elektot ile de balik sperm DNA’sindaki baz oranlart %

15,4611k hata ile hesaplanmistir.

Calisilan iic nanokompozit elektrot icerisinde en diisiik hata ile balik sperm
DNA’sindaki baz oranlarinin hesaplamasimin yapilabilmesi ile NanoAu/PASA/GC
elektrot 6ne ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda bu hata pay1 literatiirdeki bir ¢ok ¢aligmadan
daha avantajhidir. [41-44,46,48,49]

Sonu¢ olarak ¢alismada tasarimi yapilan elektropolimerik nanokompozit
elektrotlar ile balik sperm DNA’sinda Olglimler yapilmasi miimkiin olmustur.
Literatiirde guanin, adenin, dopamin ve iirik asidin es zamanli tayinine yOnelik
olarak, son ii¢ yil icerisinde iki adet ¢alisma bulunmaktadir [30,40]. Yapilan bu
calismalarda, elektrot hazirlama yontemi, ya kimyasal polimerizasyon ya da
karmasik elektrokimyasal islem basamaklar1 gerektirmekte ve yapilan ¢alismalarin
sadece bir tanesinde gercek DNA Ornekleri ile ilgili uygulama bulunmaktadir. Bu
baglamda hazirlanan nanokompozit elektrotlarin kolay hazirlanabilir olmalar1 ve
ilgili dort tiiriin es zamanlh tayinine olanak saglamalar1 sayesinde, literatiirdeki kisith

sayidaki ¢alismalara 6nemli alternatifler olusturdugu diisiiniilmektedir.
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