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Anahtar Kelimeler Ozet: Bu calismanin amaci grafit tozu ve parafin yagimin Kkaristirilmasi ile elde

Elektrokimyasal biyosensdr,  edilen karbon pastanin, 3D yazicida bastirilan 6zel boyutlardaki ABS elektrot

Karbon pasta elektrot, govdesine yerlestirilmesi ve bu yapmin iletken bir tel ile temas ettirilmesi

3D yazia1 sonucunda ucuz maliyetli karbon pasta c¢alisma elektrodunun (KPE)
tasarlanmasidir. Kitosan-altin nanotanecik-tirozinaz enziminden  (K-Gnp-T)
olusan biyokompozit film ile kaplanan elektrot yiizeyi elektrokimyasal yontemlerle
karakterize edilmis ve gelistirilen biyosensoriin (KPE*) analitik performansi
fenolik bir bilesik olan katesoliin amperometrik tayini ile test edilmistir. Ticari
camsl karbon elektrot (CKE) ve bu elektrot ylizeyinin K-Gnp-T biyokompozit filmle
kaplanmas: ile gelistirilen biyosensor (CKE*) ayrica karakterize edilmis ve elde
edilen tiim sonuglar birbirleri ile karsilastirilmistir. Ekonomik agidan ticari
elektrotlara gore ¢ok daha ucuz bir maliyetle dizayn edilen KPE nin CKE ile benzer
elektrokimyasal ozellikler gosterdigi ve KPE*nin 0.987 korelasyon katsayis ile
katesolii yliksek hassasiyette (0.909 A/M) ve CKE* ya gore daha genis dogrusal
aralikta (0-100 pM) tespit ettigi bulunmustur. Ayrica tasarlanan elektrot bir
platform niteliginde oldugundan farkl bir¢ok sayida biyosensoriin gelistirilmesine
onciiliik edebilecek potansiyele sahiptir.

The Design and Characterization of Carbon Paste Electrode for Electrochemical
Biosensors

Keywords Abstract: The aim of this study is to design the low cost carbon paste electrode

Electrochemical biosensor, (KPE) as a result of the placing the carbon paste obtained by mixing the graphite

Carbon paste electrode, powder and paraffin oil into the ABS electrode body in special dimensions printed

3D printer in 3D printer and contacting this structure with a conductive wire. The surface of
the electrode coated with biocomposite film composed of chitosan-gold
nanoparticle-tyrosinase enzyme (K-Gnp-T) was characterized by electrochemical
methods and the analytical performance of the developed biosensor (KPE*) was
tested by amperometric detection of catechol, a phenolic compound. The
commercial glassy carbon electrode (CKE) and the biosensor (CKE*) developed by
coating this electrode surface with a K-Gnp-T biocomposite film were also
characterized and all of the results obtained were compared with each other.
Economically, KPE, which is designed at a much cheaper than commercial electrodes,
shows similar electrochemical characteristics to CKE, and KPE* detected the catechol
at high sensitivity (0.909 A/M) with the correlation coefficient of 0.987 and wider
linear range (0-100 uM) with respect to the CKE*. In addition, the designed electrode
has the potential to lead in the development of many different biosensors due to being a
platform.

1. Giris tip, sanayi, savunma, gida vb. bir¢ok alanda analiz

amacgh kullanilmaktadirlar. Biyosensorler
Hassas ve hizli tayin 6zelligi bulunan biyosensérler, elektrokimyasal, kalorimetri, optik veya piezoelektrik
sensOr  sistemlerinin  biyolojik maddeler ile esasli olmak iizere 4 gruba ayrilir. Elektrokimyasal
kombinasyonu sonucu elde edilirler ve giiniimiizde biyosensorler amperometrik veya potansiyometrik
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Olciime dayali olabilir. Amperometrik biyosensorler
potansiyometriklere oranla daha hizli ve hassas
6lciim sagladigl icin tercih edilir [1-3]. Amperometrik
sinyalin olusumunu saglayan algilayici kisim, elektrot
ylizeyi lizerine kaplanmis bir biofilm tabakasidir. En
yaygin kullanilan elektrotlar karbon pasta elektrotlar,
cams1 karbon elektrotlar, karbon nanotiipler,
kompozit elektrotlar ve bizmut, altin, giimiis, platin
gibi metal elektrotlardir [4, 5]. Altin, platin ve karbon,
kimyasal ve mekanik olarak yiiksek Kkararhlikta
olduklarindan dolay1 elektrot yapiminda 6zellikle
tercih edilirler [5, 6]. Karbon, genis anodik potansiyel
araligl, diisik elektriksel direng, diisiik artik akim,
tekrarlanabilir yiizey yapisi ve sulu ortamda hem
indirgenme hem yiikseltgenme boélgesinde genis bir
calisma aralifl saglama gibi 6zelliklerinden dolay1
ideal bir elektrot malzemesidir [4].

Bir elektrotta olmasi gereken bir¢ok o6zellik ticari
camsl karbon elektrotlarda bulunmaktadir. Fakat
bunlarin pahali olmalar1 alternatif karbon calisma
elektrotlarinin  gelistirilmesi ihtiyacin1  giindeme
getirmektedir. ilgi cekici bir alternatif olan karbon
pasta elektrotlar karbonun nujol gibi organik bir sivi
ile karistirlmasi1 ve pasta haline getirilerek bir
elektrot govdesine doldurulup sikistirilmasiyla
hazirlanir. Elektriksel baglanti i¢in ise iletken bir tel
kullanilir [4].

Elektrot materyali olarak pek c¢ok karbon tiri
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan tiirler; yiliksek
duizenlilikte pirolitik grafit (HOPG), tek kristalli grafit,
gomme karbon, lif karbon, karbon siyahi, cams1 veya
seramik karbon ve toz grafittir. Grafitlerin petek
biciminde altigen karbon dizilimi iceren, levhaya
benzer tabakali bir yapist vardir. Bu ozellikleri
sayesinde, farkl tiirler karbon levhalarin arasina
degisik sekillerde yerlestirilebilir. Grafitler
anizotropktir yani farkli yonlerde farkli o6zellik
gosterirler. Ornegin levhanin paralel oldugu yerlerde
elektriksek iletkenlik daha fazladir. Elektrotlarda ¢ok
kullanilan bir diger karbon tiirii ise toz haline
getirilmis grafittir. Bunun nedeni grafit tozunun
yiksek safliga, diisik sogurma kapasitesine ve
mikron boyutlarda partikiillere sahip olmasidir.
Karbon pasta elektrotun diger onemli bileseni ise
pasta Dbaglayict sivilardir. Bu sivalarin  yiiksek
viskozite, hidrofilik, ugucu olmayan, organik
¢oziiciilere dayanikli olan ve topaklanmaya engel
olmayan bir sivi olmasi gerekir. Ayrica bu sivilar
elektroinaktif ve inert ozellikte olmalidir. Baglayici
sv1 olarak mineral yag1 veya parafin olarak da bilinen
nujol ve uvasol gibi yaglar bu ozelliklere sahip
olmalar1 bakimindan karbon pasta elektrotlarda
yaygin olarak kullanilir. Nujoliin yaninda baglayici
sivi olarak organofosfat sivilar, elektrolitik sivilar
veya silikon yagi da kullanilabilir [4-6]. Elde edilen
karbon pasta elektrotlar diisiik omik dirence sahip
olduklarindan (ytiksek iletkenlik) biiyiik sinyal orani
saglarlar. Baglayici sivinin suda ¢6ziinmeyen bir sivi
olmas1 karbon pasta elektrotlarin lipofilik 6zellige
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sahip olmalarini saglamistir. Dezavantaj olarak bu
elektrotlarin heterojen bir yapiya sahip olmalar1 ve
organik ¢oziiciilere karsi dayaniksiz olmalar
sayilabilir [4].

Kat1 elektrotlardan karmasik modifikasyonlar ile elde
edilen biyosensorlerin aksine, organik ve inorganik
bilesiklerin tayini i¢in kullanilan karbon pasta
elektrotlar ¢alismanin amacina uygun bir sekilde
daha kolay modifiye edilebilmekte ve bozularak
tekrar yapilabilmektedirler [7]. Bir elektrodu
modifiye etmenin belli bagh sebepleri vardir. Bunlar,
siyirma analizi sirasinda 06zderistirme islemini
saglamak, molekiilleri pastaya immobilize ederek
elektrot tepkimelerini gergeklestirmek icin ortam
hazirlamak, katalitik etkiyi gerceklestirmek ve
elektrotlarin  ylizey o6zelliklerini  degistirmektir.
Karbon pasta elektrotlarin modifikasyonu farkl
sekillerde olabilir. Elektrotlar modifiye edicinin
elektrot yiizeyine adsorplanmasi veya yiizeye
kovalent baglanmasi, modifiye edici polimerin ince
bir film seklinde elektrot yiizeyine kaplanmasi ve
coziinmeyen veya az ¢Oziinen modifiye edicinin
karbon pasta gibi iletken bir matriks i¢ine katilmasi
gibi metotlarla modifiye edilebilir. Modifikasyon
malzemesi degisik sekillerde karisima eklenebilir.
Modifikasyon malzemesi direk baglayici siv1 igcinde
coziindiirilebilir, grafit ve baglayici sividan olusan
karisima eklenebilir, modifikasyon malzemesi, grafit
ve baglayici sivi uygun bir ¢oziiciide karistirildiktan
sonra ¢o6ziicii uzaklastirilabilir son olarak da karbon
pasta elektrot hazirlandiktan sonra modifikasyon
malzemesi elektrot yilizeyine kaplanabilir [4].

Modifikasyon islemi i¢in kullanilan pek ¢ok malzeme
mevcuttur. Bunlar, kimyasal bilesikler ve analitik
reaktifler, iyon degistiriciler, kil mineralleri ve
zeolitler, humik maddeler, silika ve silika iceren
maddeler, biyolojik malzemeler ve nanopartikiiller
olabilir [4]. Nanopartikill modifiyeli karbon pasta
elektrotlarin, kolay ve hizli hazirlanmasi, diisiik
maliyetli olmasi, yapim ve ylzeylerinin
yenilenmelerinin kolay ve zaman alict olmamasi,
bir¢ok biyosensor materyalini ayni anda icerebilmesi,
genis bir potansiyel araligina sahip olmasi ve zemin
akimlarinin oldukg¢a diisiik olmasi gibi avantajlari
sayesinde kullanimlar1 son yillarda 6nemli o6l¢iide
artmistir  [2, 3]. Ozellikle altin nanotanecikler
miikemmel elektrik iletkenliklerinden dolay1 sensor
bileseni olarak dikkat cekmektedir [8].

Literatiirde modifiye karbon pasta elektrotlar
kullanilarak yapilan bazi ¢alismalar mevcuttur.
Hashemnia ve arkadaslar1 fenolik bilesik tayini icin
nafyon, mineral yag1 ve toz grafit kullanilarak karbon
nanotiip, siirfaktan ve tirozinaz enzimi ile modifiye
edilmis karbon pasta elektrot hazirlamislardir.
Sensoriin katesolil tespit etme sinir1 0.9 (uM), lineer
aralig1 2.0-15.0 (uM), korelasyon katsayisi 0.991, Ky
degeri 8.1 pM ve hassasiyeti 3.1 (A/M) olarak
belirlenmistir [9]. Vasjari ve Parroj'un calismasinda
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parafin, muz kabugu ve grafit tozu karisimiyla
hazirlanmis karbon pasta elektrot fenolik bilesik
tayinine yonelik kullanilmis ve hassasiyet degeri 1.17
mA/ppm, korelasyon katsayisi 0.98 ve tespit siniri
1.99 ppm olarak belirlenmistir [10]. Milan ve
arkadaslarinin yaptignt calismada toz karbon ve
mineral yag1 karisimi ile hazirlanan, tirozinaz enzimi
ve nafyon ile modifiye edilmis karbon pasta elektroda
ait akim degerinin difenol konsantrasyonu ile
dogrusal arttign gozlemlenmistir [11]. Silva ve
arkadaslar1 SisPic*Cl- ve grafit tozu kullanilarak
hazirlanmis, silsesquioxane polimer ile modifiye
edilmis karbon pasta elektrodun katesol icerisindeki
elektrokimyasal o0l¢iimlerinde 10-300 pM lineer
aralik, 0.997 korelasyon katsayisi, 10 pM tespit etme
sinir1 belirlemislerdir [12]. Apetrei ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada grafit tozu, karbon mikro kiireler,
karbon nanotiip ve mineral yag kullanilarak
hazirlanan karbon pasta elektrodun antioksidan
tayini i¢in katesol icerisinde yapilan amperometrik
Olciimleri sonucunda 0.0003 pA/mM hassasiyet
degeri, 0.95 korelasyon katsayisi, 5.47 pM tespit
etme sinir1 olarak belirlenmistir [13]. Ivan ve
arkadaslari fenolik bilesik tayini i¢in tirozinaz enzimi
ve bakir ile modifiye edilmis karbon pasta elektrodu
hazirlamislar  ve  kuinon olusumuna dayal
amperometrik 6l¢iimii sonucunda 5 x 108 M tespit
etme simir1 gozlemlemislerdir [14]. Hanifah ve
arkadaslar1 fenol tayini i¢in tirozinaz enzimi
tutturulmus ve altin  nano tanecikler ile
zenginlestirilmis membran filmler ile karbon pasta
baski elektrodu gelistirmislerdir.

Yaygin olarak kullanilan karbon pasta elektrotlar
cam, PV(, plastik siringa ya da teflon cubuk gévdeleri
kullanilarak hazirlanmaktadir [15]. Bu projenin
amac1 grafit tozlar1 ile parafin yag kullanilarak
hazirlanan karbon pastanin, alisilagelmis elektrot
govdeleri yerine 3D yazicida 6zel olarak tasarlanan
ABS elektrot govdesine doldurulmasi ve bu sekilde
karbon pasta c¢alisma elektrodu (KPE) elde
edilmesidir. Bu elektrodun ve ticari olarak satilan
camsl karbon elektrodun (CKE) lizerine kitosan-altin
nanotanecik-tirozinaz enziminden olusan (K-Gnp-T)
kompozit malzemenin kaplanmasi ve elektrokimyasal
yontem ile karakterize edilerek fenolik bir bilesik

olan katesol icin analitik performanslarinin
karsilastirlmas1 c¢alismanin diger bir amaci ve
katkisidir.

2. Materyal ve Metot

Mantar kaynakl tirozinaz (T3824, 25KU/4.3mg),
katesol, kitosan, altin nanopargaciklar (Gnp, 20 nm,
0.1mM fosfat tampon c¢ozeltisi i¢cinde siispansiyon
halde), grafit tozu (<20 mikron), potasyum nitrat
(KNO3) ve potasyum hegzasiyanoferrat (II) trihidrat
(K4[Fe(CN)¢]) Sigma Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Hidroklorik asit (HCl, %37), di-sodyum
hidrojen fosfat dihidrat (Na;HPO4+"2H,0) ve sodyum
dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,P0O4"H,0) Merck
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firmasindan, parafin yag Sial firmasindan. akrilonitril
biitadien stiren (ABS) Oo-kuma firmasindan temin
edilmistir. Tim c¢ozeltiler ultra saf su (18.2 MQ)
kullanilarak hazirlanmistir.

Elektrokimyasal ol¢iimler iclii elektrot sistemine
sahip (referans elektrot: Ag/AgCl, karsit elektrot: Pt,
¢alisma elektrodu: ticari 5 mm camsi karbon elektrot
“CKE” ve kendi tasarladigimiz karbon pasta elektrodu
“KPE”) Autolab potantiostat/galvanostat cihazi ile
elde edilmistir. Na,HPO42H,0 ve NaH;PO04'H,0
kullanilarak 50 mM pH:6.5 fosfat tampon c¢ozeltisi
(PBS) hazirlanmistir. Daha sonra enzim stok ¢ozeltisi
(4.3 mg/mL) ve 2 mM stok katesol ¢ozeltisi, pH: 6.5
PBS de, kitosan destek malzemesi ise 0.1 M HCI
icerisinde hazirlanmistir. Gnp soliisyonu
nanotaneciklerin topaklanmasini engelleyecek yeterli
stirede sonikasyon islemine tabi tutulmustur. 0.5 mM
Ks4[Fe(CN)e] iceren 0.5 M KNO3 ¢ozeltisi ise 18 MQ
cm - ultra saf su ile hazirlanmistir.

2.1. Karbon pasta elektrodun hazirlanmasi

Ticari olarak satilan cams1 karbon elektroda
alternatif olarak tretilen karbon pasta elektrotlarin
hazirlanmasindaki ilk asama elektrot goévdesini
hazirlamaktir. Bu amag¢ icin elektrot govdesinin
teknik resmi “Solid Works” programi kullanilarak
bilgisayar ortaminda c¢izilmis ve 3D yazicida ABS
hammaddesi kullanilarak Sekil 1 de gorildiigi gibi
basilmistir. Elektrot gévdesi tasarlanirken istenilen
sensor yiizey capl 7 mm olarak tercih edilmistir. Bu
asamada elektrot govdesinin istenilen boyutlarda
dizayn edilebilme avantaji oldugundan 3D yazici
kullanilarak farkll tasarimlar ve dolayisi ile farkli
biyosensorler gelistirmek miimkiin olmaktadir.
Projemizde ticari camsi karbon elektrot model olarak
alinmis ve karsilastirma imkani saglamak acisindan
tasarlanan karbon pasta elektrot gévdesinin miimkiin
oldugunca ticari camsi1 karbon elektroda esdeger
olarak 3D yazicida basilmasina dikkat edilmistir.

Sekil 1. “Solid Works” programi kullanilarak bilgisayar
ortaminda c¢izilmis Karbon pasta elektrot goévdesinin 3D
yazicida ABS hammaddesi kullanilarak basilmasi

Yazdirma islemi bittikten sonra biyokimyasal
reaksiyon sonucu elde edilen elektrokimyasal
sinyallerin takibini saglayacak bakir iletken bir tel
karbon pasta elektrot govdesinin icinden gegirilerek
Sekil 2'de gosterilen yapi elde edilmistir. Bu sayede
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hazirlanacak grafit pasta ile potantiostat/galvanostat
cihazi arasinda iletisim saglanmistir.

o
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Sekil 2. Bakir iletken tel gecirilmis karbon pasta elektrot
govdesi

Elektrodun diger bir hazirhk asamasi goévdede
bulunan bosluklu kisma grafit tozlarinin pasta
kivamina getirilerek siki bir sekilde doldurulmasidir.
Bu amag i¢in 7/3 agirlik oraninda grafit tozu parafin
yag ile kanistirllmis ve elektrot gévdesi lizerindeki
bosluklu kisma sikica doldurulmustur. Son olarak
elektrot yiizeyinin herhangi bir kagit iizerinde
dondiuriilerek parlatilmasi saglanmis ve tasarlanan
karbon pasta elektrot (KPE) kullanima hazir hale
getirilmistir (Sekil 3a). Ticari 5 mm cams1 karbon
elektrot (CKE) ylizeyi ise etanol ve ultra saf su ile
yikandiktan sonra 0.05 um alumina ile parlatilarak
film olusturmaya uygun bir hale getirilmistir (Sekil
3b).

D (b)
Sekil 3. (a) Tasarlanan elektrot “KPE” (b) ticari elektrot
“CKE”

2.2, Elektrot yiizeylerinin biyokompozit film ile
kaplanmasi

Hazirlanan  stok  ¢ozeltilerden  kitosan, altin
nanotanecik ve tirozinaz enzimi (K-Gnp-T) sirasi ile
1/1/4 hacim oranminda karistirilarak KPE ve CKE
tizerine 10 pl olacak sekilde damlatilmistir.
Elektrotlar 1 saat vakumlu etiivde 40 cm Hg basincta
ve  25°C  sicaklikta  kurumaya  birakilarak
biyokompozit filmin yiizeye tutturulmasi saglanmis
ve daha sonra elektrotlar, yilizeyde tutunmayan
enzimlerin uzaklastirilmas: i¢in 10 ml pH:6.5 PBS
¢ozeltisi icinde 200 RPM de 30 dakika yikama
islemine tabi tutulmustur. Bu sayede KPE ve CKE
elektrotlarinin biyokompozit film ile kaplanarak
KPE* ve CKE* biyosensorleri gelistirilmistir.

2.3. Tasarlanan biyosensérlerin elektrokimyasal
karakterizasyonu

Bu amaca yonelik elektrokimyasal empedans
spektroskopisi “EIS” ve dongiisel voltometri “CV”
metodu kullanilmistir. Empedans o6l¢iimleri 0,5 mM
(K4[Fe(CN)e]) iceren 0,5 M KNOs3 ¢ozeltisi icerisinde
105-0.1 frekans aralift ve 5 mV genlik degeri
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kullanilarak  alinmistir.  Dongilisel ~ voltametre
calismalar1 0.1 mM Katesol iceren ve icermeyen pH
6.5 PBS ¢ozeltisinde +0.6 volt potansiyel araligy, 0,01
v/s tarama hizinda gercgeklestirilmistir. Gelistirilen
biyosensorlerin (KPE* ve CKE*) optimum c¢alisma
potansiyelleri 0.1 mM katesol iceren ve icermeyen
PBS c¢ozeltisi icerisinde, +1 V potansiyel aralig1 ve
0,01 v/s tarama hizinda belirlenmistir. Enzimatik
sensorlerin fenolik bilesikleri tayin etme kapasitesi,
analitik performansi ve Kinetik parametreleri 0.2-145
uM katesol konsantrasyon degerleri aralifinda
kronoamperometrik metot ile test edildigi gibi tekrar

kullanilabilirlikleri 10 pM katesol ¢ozeltisi ile
belirlenmistir
3. Bulgular
Elektrokimyasal biyosensorler gelistirilirken
hazirlanan  biyokompozit filmlerin  araylizey

ozellikleri hem ticari hem de tasarlanan karbon pasta
elektrodu (KPE) icin empedans spektroskopisi ile
tayin edilmistir (Sekil 4).

T ] T
lg ¢
15000 - . @ Y0,=2.94p M0 7
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0F -
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R,=3.72kQ Y0,=109uM0O (@)
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Sekil 4. (a) CKE, CKE* ve (b) KPE, KPE* elektrotlarinin 0,5
mM (K4[Fe(CN)¢]) iceren 0,5 M KNOs3 ¢ozeltisi icerisindeki
empedans oOl¢limleri (Frekans Araligi: 105-0.1, Genlik:
0,005V)
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Ara yiizeyde meydana gelen elektrokimysal
reaksiyonlarin kinetik agidan degerlendirilmesini
saglayacak sayisal veriler elde etmek amac ile
Nyquist egriler kullanilmistir. Empedans o6lgtimleri
alinarak Nyquist egrileri c¢izdirilen bu filmler,
kaplandiklari elektrotlarin elektrokimyasal
davranislarint degistirmistir. Bu durum filmlerin
elektrot yiizeylerine basarili bir sekilde kaplandigini
gostermektedir. Sekilde goériilen yarim dairelerin
cap1 elektrot yiizeyindeki elektron transfer kinetigini
kontrol eden elektron transfer direnglerini temsil
ettiginden elektrokimyasal davranisin belirleyicisi
olarak hesaplanmaktadir [16, 17]. CKE yiizeyine K-
Gnp-T kaplandiktan sonra elde edilen biyosensoére ait
(CKE*) egri capinin arttiglt ve bunun biyokompozit
film iceriginde bulunan disiik iletkenlige sahip
kitosan ve enzimden kaynaklandig1 soylenebilir [18].
Ayni durum tasarlanan KPE elektrodu iginde
gozlemlenmistir. Her bir elektrot ve biyokompozit
film kaplandiktan sonra gelistirilen biyosensorler icin
elde edilen egriler, esdeger bir devre modeline
uydurularak ara ylizey mekanizmalar1 hakkinda daha
detayli bilgiler elde edilmis ve sistemi temsil
edebilecek en uygun esdeger elektriksel devre
elemanlar1 Dbelirlenmistir. Sensdr bilesenleri ile
kaplanan elektrotlarin impedans spektrumlari,
bilinen Randles devresi disinda sabit faz elemanini
(CPE) devresi ile daha iyi uyum saglayabilir. Ciinki
impedans deneylerinde kapasitorler ideal
davranmazlar. Diger bir degisle cift tabaka kapasitorii
gercek bir ornekte cift tabaka kapasitdriiniin ideal
olmadig1 sabit faz elemani gibi davranir [19].
Kullanilan egdeger devre modellerinde Rs ¢ozelti
direncini, R¢ elektron transfer direncini, Rf film
direncini, Y0, ve Y0, ise sabit faz elementini ifade
etmektedir. Tablo 1 de oOzetlenen bu elektriksel
parametrelere bakildiginda ¢6zelti direnci tiim
elektrotlar icin birbirlerine yakin bulunmustur.
Ayrica  elektrot  yiizeylerinin  K-Gnp-T  ile
kaplanmasindan sonra her iki elektrot icinde elektron
transfer direncinde (Rc) bariz bir artis (CKE igin 3.72
kQ dan 15.6 kQ'a, KPE i¢in 6.14 kQ dan 10.5 kQ’a)
gozlemlenmistir.

Tablo 1. CKE, CKE* KPE ve KPE* ait elektriksel
parametreler
Elektrot Rs Ret Y01 Y02
() (kQ) (nMQ)  (uMQ)

CKE 14.6 3.72 3.45 109

CKE* 14.8 15.6 2.94 98.0

KPE 14.6 6.14 1.65 178

KPE* 15.2 10.5 36.3 11

Sekil 5 CKE ve KPE elektrotlarinin 0.1 mM katesol
iceren ve icermeyen PBS (pH: 6.5) icerisindeki tipik
dongiisel voltamogramlarini gostermektedir.
Ortamda yalmz PBS varken beklendigi gibi CKE
elektroduna ait voltamogramda herhangi bir redoks
piki goriinmezken KPE elektrodu i¢in tipik bir zemin
cozelti davranmis1 ile olduk¢a kiiciik  pikler
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gozlemlenmistir. Bunun nedeni karbon pasta ¢alisma
elektrodu hazirlanirken elektrot yilizeyinde iz
miktarda sogurulmus oksijen kalmasi ve bundan
dolay1 az miktarda artik akimin olusabilmesidir [20].
0.1 mM katesol ortaminda ise reaksiyon iiriinii olarak
o-kuinon aciga ¢ikmaktadir ve ¢ikan iiriin (o-kuinon)
elektrokimyasal olarak tekrar katesole
indirgenmektedir [21].

Mekanizma 1: (EE: elektrokimyasal eletrokimyasal
mekanizma)
Katesol —» o-kuinon + 2H* + 2e- (elektrokimyasal)
o-kuinon + 2H* + 2e- — Katesol (elektrokimyasal)

Her iki elektrotta da aym1 mekanizmanin
gerceklesmesi KPE elektrodunun ticari elektrot (CKE)
performansinda tasarlandiginin bir gostergesidir.

T T T
400p CKE (0.1 mM katesol ortaminda) —
2.00p -
ver CKE |
200p (PBS ortaminda) |
z : : —
E qoouf -
z
-6.00p [ o —
| E 1008 El
soouf /) ?:ﬁ I
400p 14
420 | o7 0 i s
(a) I . Potansiyel(V) I
05 0 0.5
Potansivel(V)
wopf "KPE (0.1 mM'katesol ortaminda) '
0.00 4
KPE
A0.0p (PBS ortaminda) 7
200 s
=
£
£ 3000 =
o o p 1
-50.0 u 14
-60.0 - Potansiet 1) ®o4
| | | |

-0.2 0
Potansivel (V)

Sekil 5. (a) CKE ve (b) KPE elektrotlarin 0.1 mM katesol
iceren ve icermeyen PBS c¢ozeltisindeki dongiisel
voltamogramlar1 (Potansiyel: 0.6 V, Tarama Hizi: 0.01

v/s)

0.2 0.4 0.6

Elektrot yiizeylerine K-Gnp-T baglanmasi ile CE
mekanizmasi (Kimyasal elektrokimyasal) devreye
girmektedir (Sekil 6). Beklendigi gibi elektrotlar PBS
cozeltisinde herhangi bir indirgenme ytkseltgenme
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piki vermezken 0.1 mM Katesol icerisinde yapiya
enzim tutturuldugundan dolay1 belirgin indirgenme
pikleri vermektedirler. Katesol artik enzimatik yolla
o-kuinon Uriiniine déniismekte ve olusan o-kuinonlar
elektrokimyasal olarak tekrar katesole
indirgenmektedir. (CE mekanizmasi) [22-24].

Mekanizma 2: (CE)
Katesol + tirozinaz (%202)—o0-kuinon + H,0 (kimyasal:
enzimatik olarak)
o-kuinon + 2H* + 2e- — Katesol (elektrokimyasal)

Indirgenme pikleri karsilastirildiginda CKE* i¢in 17.2
naA, KPE* icin 21.9 pA akim farkinin olmasi KPE*
biyosensoriiniin ideal bir sekilde tasarlandigini ve
enzimin yapiya siki bir sekilde tutturuldugunu
gostermektedir. Bu calismada fenolik bilesik olarak
secilen katesol amperometrik yontem kullanilarak
tayin edilmis ve bu amaca ydnelik optimum ¢alisma
potansiyeli belirlenmistir.

T T T T T T T
CKE* (PBS ortaminda)
0.0 |- .
5.0p u
Z
E qouf .
g v
A5u | _
20 - .
g CKE* (0.1 mM Kkatesol ortaminda) (a)
| | | | | |
0.6 04 0.2 0 0.2 0.4 0.6
Potansiyel (A}
100 b T T T 7
KPE* (PBS ortaminda)
0.00 F 3
Anop 3
= 2 L
z —
2 wopk 4
3000 /. 7
------- /1) 21.9 pA
00w KPE* (0.1 mM katesol ortaminda) (b)
0.5 0 0.5

Potansivel (V)
Sekil 6. (a) CKE* ve (b) KPE* biyosensoérlerinin 0.1 mM

katesol iceren ve icermeyen PBS c¢ozeltisindeki dongiisel
voltamogramlari (Potansiyel: 0.6 V, Tarama Hiz1: 0.01 v/s)

Sekil 7 calisma potansiyelinin (Potansiyel aralik: +1
V, Tarama Hizi: 0.01 v/s) pH 6.5, 0.1 mM katesol
iceren ve icermeyen PBS ¢ozeltisindeki KPE* ve CKE*
biyosensorlerine ait amperometrik yanitlar iizerine
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olan etkisini gostermektedir. Gelistirilen bu
sensorlerin katesolii tayin etme performanslari
amperometrik yontemle tayin edilirken uygun bir
potansiyel degeri secilmesi gereklidir. Bu deger
katesol varliginda ve yoklugunda elde edilen
potansiyel farklarin en yiiksek oldugu degerdir [25].
Her iki biyosensor icin -0.1 V ile -0.7 V potansiyel
araliklarinda yiliksek potansiyel farklarin elde
edilmesi kronoamperometrik calisma icin ¢ok genis
bir secenek araligl sunarak bu araliktaki herhangi bir
potansiyelde calisabilme rahatlifi vermekte ve bu
durum KPE* biyosensoriiniin ticari olanla ayni
performansi gosterdigini kanitlamaktadir.

T T T T T
1004 [ E
CKE* (PBS ortaminda =y
0.00 |- r ]
.f’/——ﬁ _..-'.-
100p f 4
= CKE *(0.1 mM katesol ortaminda)

E -w0pk ; E

=l 4
-30.0p 3
400p 3

(@
-50.0m 1 1 1 1
- 0.5 0 0.5 1
Potansiyel (V)
T T T T T
2000 - -
KPE* (PBS ortaminda)
et
0.00 - -
-20.0p .
= 40.0p - -

E KPE* (0.1 mM kategsol ortaminda)

2 00wl Iy .
-80.0p [ .
00y -

: (b)
A0p [ I I I 17
-1 05 0 0.5 1
Potansivel V)

Sekil 7. Calisma potansiyelinin 0.1 mM katesol iceren ve
icermeyen PBS ¢ozeltisindeki (a) CKE* ve (b) KPE* sensorii
amperometrik yanitlar izerine etkisi

Gelistirilen sensdrlerin (CKE* ve KPE*) katesolii tayin
etme performanslari amperometrik yontemle 0.2-
145 pM katesol konsantrasyolarinda ¢alhisilmistir.
Akim zaman grafiklerinden elde edilen degerler ile
Sekil 8 de gosterilen katesole ait kalibrasyon egrileri
elde edilmis ve ayrica deneysel datalarin nonlineer
regrasyon metodu ile elde edilen model denkligine
uydurulmasi ile de kinetik parametreler de (Km, Im)
hesaplanmistir.

Her iki sensor icin yiiksek korelasyon katsayisinda
genis birer dogrusal aralik (CKE*: 0-50 uM, KPE*: 0-
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100 pM) elde edilmistir. Tasarlanan biyosensoriin
(KPE*) Kkatesol tayininde daha genis bir dogrusal
araliga sahip olmasi dikkat ¢ekmektedir (Tablo 2).
Ticari ¢alisma elektrodu ile elde edilen biyosensoriin
hassasiyeti (1.166 A/M) bu c¢alismada tasarlanan
elektrot ile elde edilen biyosensoriinkinden (0.909
A/M) biraz daha yiiksek olsa bile I, degeri tasarlanan
elektrot icin ¢ok daha yliksek ¢cikmistir.

20
20 | [=1,585705*k-0,012*k2+0,0000294804*k3
Rz:99.8
a0
Z 50 - %
=1 40 4 w=1,1658x
Ff=0,3904
5 3
30 A
20 4
10 - 10 20 30 40 S50 &0
Eatepol{pnl)
1} T T T T T
] a5 a0 75 100 125 150
Kat (M)
100
og | 1=0,044275+1,03681*k-0,000764104*k2-
- 0,0000153499*k3 . .
| R2:99.3 *
70 4
% 60
= a0
g 50 &0 7= 09085
= Re= 0,967
40 v
40
30 A 520
20 4 o
10 - 0 3 & s 1
Kategol{phl}
a T T T T T
] 5 50 T3 100 125 150
Kat (M)

Sekil 8. (a) CKE* ve (b) KPE* sensorleri kullanilarak elde
edilen katesole ait kalibrasyon grafikleri

Ayrica CKE* biyosensorii %3.1 standart sapma ile 10
kez arka arkaya kullanilabilirken KPE*
biyosensoriiniin %5.3 standart sapma ile 20 kez arka
arkaya  kullanilabiliyor = olmasi  tekrarlanabilir
Olcimlerin alindig1 bir biyosensoriin tasarlandigini
gostermektedir.

Tablo 2. KPE* ve CKE* biyosensoérlerinin katesoli tayin
etme performanslari

Parametre CKE* KPE*
Dogrusal aralik (uM) 0-50 0-100
Korelasyon Katsayisi 0.990 0.987
Hassasiyet (A/M) 1.166 0.909
Km (uM) 26.6 45.5
Im (nA) 68.5 88.3

4. Tartisma ve Sonug

Projemizde kullanilan elektrot goévdesi ABS ile
istenilen sekilde tasarlanarak ideal bir karbon pasta
elektrot hazirlanmis (KPE) ve bu calisma elektrodu
fenolik bir bilesik olan katesoliin tayin edilmesi icin
altin nanoparcaciklar ile zenginlestirilmis
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elektrokimyasal  bir enzim  sensér  olarak
gelistirilmistir (KPE*). Tasarlanan ve gelistirilen bu
elektrot EIS, CV ve amperometrik yontemlerle
karakterize edilmis ve elde edilen sonuglar ticari
cams1 karbon elektrot (CKE) ile gelistirilen enzim
sensoriinden (CKE*) elde edilen sonuglar ile
karsilastirilmistir.  Hazirlanan nanobiyokompozit
filmlerin (K-Gnp-T) her iki elektrot ylizeyine
tutundugu yapilan karakterizasyon islemlerinden
anlasildig1r gibi tasarlanan biyosensorlerin ticari
olanlara elektrokimyasal olarak benzer ozellikler
gosterdigi ve fenol tayini icin ¢ok iyi analitik
performans sergiledigi sonucuna varilmistir. KPE*
dan elde edilen sonuclar CKE* ile benzer ¢ikmis ve
KPE*, yliksek hassasiyette ve hatta daha genis bir
aralikta katesol konsantrasyonlarini tespit
edebilmistir.  Amaca uygun bir sekilde modifiye
edilebilme o6zelligine sahip olan KPE, ticari camsi
karbon elektrotlara (CKE) gore (yaklasik fiyat:3500-
5000 TL) ¢ok daha uygun bir maliyetle (Yaklasik 5
TL) imal edilebilmis ve bu sayede ekonomik anlamda
onemli bir avantaj saglanmistir. Tasarlanan elektrot
bir platform gibi tasarlandigindan farkli dolgu
malzemelerinin de (sadece karbon pasta yerine
platinyum, altin, ya da farkli nanotaneciklerle
zenginlestirilmis karbon pasta igerikleri) kullanimi ile
farkli enzim sensorlerinin gelistirilmesine onciilik
edebilecek bir vizyona sahiptir.
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