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OZET

ILETKEN POLIMER TABANLI AMPEROMETRIK BiYOSENSORLERIN
GELISTIRILMESI

Ayhan ALTUN

Doktora Tezi / Kimya Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Pnar CAMURLU

Ocak 2019; 133 Sayfa

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, g¢evre, savunma sanayi ve bir¢cok
endiistriyel alanda 6zellikle otomasyon ve kalite kontroliinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.
Ozellikle glikoz, fenol tiirevleri ve iire gibi insan saghgina olumsuz etkileri nedeni ile
kontrol altinda tutulmasi gereken bilesiklerin kolay, yiiksek hassasiyetli analizine ihtiyag
duyulmaktadir. Biyosensorlerin yiliksek spesifikliklerinin yaninda, renkli ve bulanik
cozeltilerde genis bir derisim araliginda dogrudan Ol¢meye olanak saglamak gibi
tistlinliikleri vardir. Literatiirde iletken polimerlerin amperometrik biyosensorlerde
kullanima ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmasina karsin hazirlanan sensorlerin segiciligi,
duyarliligi, Ol¢iim araligi, kararliligi, gozlenebilme smirt ve raf omrii gibi 6nemli
ozellikleri ticari, giincel uygulamalarda yer bulabilecek nitelikte olmadigindan yeni
biyosensorlerin iiretimi i¢in yogun caligmalar yapilmaktadir. Son donemde yapilan
calismalar, gelismis Ozelliklere sahip biyosensdrlerin hazirlanabilmesinin uygun
niteliklere sahip yeni polimerler matrislerinin kullanilmasina bagli oldugunu ortaya
koymustur.

Poli (2,5-ditiyenilpirol) (PSNS) ve polipirol (PPy) tiirevleri diisiik yiikseltgenme
potansiyeline sahip olmalari, kimyasal ve elektrokimyasal yontemler ile kolayca
sentezlenebilmeleri nedeniyle 6zellikle elektrokromik uygulamalar agisindan umut verici
niteliktedir. Tiim bu olumlu 6&zelliklerine karsin, PSNS tiirevlerini iceren enzim
biyosensdr uygulamalarinda polimer matrisi olarak kullanilmasi ile ilgili sinirh sayida
calisma bulunmaktadir. Ayrica, polimer yapisinin biyosensoriin 6zeliklerine etkileri
sistematik olarak incelenmemistir.

Tez kapsaminda farkli yapida bes SNS tiirevi ( SNS-An, SNS-Et, SNS-N3, SNS-
HE ve SNS-Fc) ve Py-Fc monomerleri sentezlenmistir. S6z konusu monomerler (SNS-
N3 ve Py-Fc harig) elektrokimyasal olarak polimerlestirilmis ve glikoz biyosensdrlerinde
elekro-aktif tabaka olarak kullanilmistir. Kopolimerizasyonun etkisini incelemek amaci
ile P(SNS-AN-ko-EDOT) elektrokimyasal yontem ile sentezlenmis ve glikoz
biyosensorii hazirlanmistir. Ayrica, PSNS-Fc ve P(SNS-Fc-ko-EDOT) kullanilarak tire
ve polifenol biyosensorleri de hazirlanmistir. S6z konusu calismalarda biyosensor
yapisinda karbon nano metaryel kullanilmasi ve karbon nano metaryelin tiiriiniin etkisi
de sistematik olarak incelenmistir.



Hazirlanan toplam 21 farkli biyosensoriin her biri i¢in uygun hazirlanma ve
calisma kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra her bir biyosensoriin analitik performansi
duyarlilik, 6l¢tim araligi, kararlilik, gozlenebilme sinir1, raf 6mrii gibi 6zelikleri agisindan
kronoamperometrik yontemle incelenmistir. Hazirlanan biyosensorler, ticari olarak
satilan ve /veya hastahane merkezi laboratuvarindan temin edilen numunelerde glikoz,
polifenol veya iire tayininde kullanilmis ve referans yontem ile karsilastirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Amperometrik biyosensérler, Enzim, Glikoz, letken
polimerler, Polifenol, Ure
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AMPEROMETRIC BIOSENSORS BASED ON
CONDUCTING POLYMER

Ayhan ALTUN
PhD. Thesis in CHEMISTRY
Supervisor: Prof. Dr. Ptnar CAMURLU
January 2019; 133 pages

Biosensors play a very important role in medicine, agriculture, food, pharmacy,
environment, and many industries such as defense, automation, and quality control.
Simple and highly sensitive analyses are needed for compounds, particularly glucose,
phenol derivatives, and urea, which are needed to be kept under control due to their
adverse effects on human health. In addition to their high specificity, biosensors have
other advantages such as the possibility of direct measurement in colored or cloudy
solutions in a wide concentration range. Even though there are many studies in literature
about the use of conductive polymers in amperometric biosensors, intensive studies have
been carried out for the production of new biosensors since the important characteristics
of the existing sensors such as selectivity, sensitivity, linear range, stability, detection
limit, and shelf life are not good enough for current commercial applications. Recent
studies have shown that designing biosensors with advanced properties involves use of
new polymer matrices with appropriate characteristics.

Poly (2,5-dithienylpyrrole) (PSNS) and polypyrrole (PPy) derivatives are
promising, especially for electrochromic applications, as they have low oxidation
potentials and can be easily synthesized by chemical and electrochemical methods.
Despite these favorable properties, there is a limited number of studies on the use of PSNS
derivatives as polymer matrices in enzyme biosensor applications. Additionally, the
effects of the polymer structure on the biosensor characteristics have not been
investigated systematically.

For this thesis, we have synthesized Py-Fc and five different SNS derivatives (SNS-
An, SNS-Et, SNS-N3, SNS-HE, and SNS-Fc). These monomers (except PSNS-Nz and
PPy-Fc) were polymerized electrochemically and used as the electroactive layer in
glucose biosensors. To investigate the effect of copolymerization, we electrochemically
synthesized P(SNS-AN-co-EDOT) and utilized in a glucose biosensor. We also prepared
urea and polyphenol biosensors by using PSNS-Fc and P(SNS-Fc-co-EDOT). The use of
accelerators in the biosensor structure and the effect of the accelerator type were also
investigated systematically in our studies.

The appropriate preparation and working conditions were determined for each of
the 21 different biosensors. Then, using chronoamperometry, the analytical performance
of each biosensor was examined in terms of their analytical characteristics such as



sensitivity, liner range, stability, lowest detection limit, and shelf life. Prepared biosensors
were used for glucose, polyphenol, or urea detection in commercially available samples
and/or samples obtained from a hospital central laboratory and the results were compared
with the reference method.

KEYWORDS: Amperometric biosensors, Conducting polymers, Enzyme, Glucose,
Polyphenol, Urea.
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ONSOZ

Biyosensorler insan hayatini olumsuz etkileyen bilesiklerin ¢ok az miktarda madde
ile hizl1 analizini saglamaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile glikoz, fenol tiirevleri ve iire gibi
insan sagligina olumsuz etkileri nedeni ile kontrol altinda tutulmasi gereken bilesiklerin
kolay, yiiksek hassasiyetli bir yontem ile analizine olanak saglanmasi1 hedeflenmistir. Bu
noktada kullanilmasi planlanan PSNS ve PPy tiirevi iletken polimer matrisler hedefe
yonelik tasarlanmis olup, polimer yapisi, kopolimerizasyon, medyat6r kulanimi, karbon
nano materyal tiirii ve takip edilen bilesen ile biyosensor ozellikleri arasindaki iliski
incelenmistir.

Doktora egitimim boyunca engin bilgisi, tecriibesi ile sabirla bana yol gosteren ve
yardimlarint esirgemeyen danisman hocam sayin Prof. Dr. Pmar CAMURLU’ya
tesekkiirlerimi sunarim. Calisma arkadasim Nese GUVEN’e monomerlerin sentezindeki
yardimlarindan dolayi tesekkiir ederim. Tez izleme komitesinde olup bana yardimci olan
saym hocalarim Prof. Dr. Erol AYRANCI ve Prof. Dr. Metin AK’a tesekkiir ederim.

Tiim egitim hayatimda oldugu gibi doktora egitimim boyunca yanimda olan aileme,
yogun ¢aligma sartlarinda gosterdigi listlin sabir ve desteginden dolayi sevgili esim Gozde
ALTUN’a tiim benligimle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS
1.1. iletken Polimerler

[k iiretilen polimerler yalitkanligindan dolay: elektrik kablolarinda gokga tercih
edilmislerdir. Bu polimerler kolay islenebilmeleri, esneklikleri, hafif olmalar1 gibi
Ozelliklere sahiptirler. Metaller yiiksek elektrik iletkenligi ve {istiin mekaniksel
ozelliklerine ragmen esnek olmamalari, agir olmalar1 ve islenmeleri zor olmas1 endiistride
kullanimlar1 sinirli kilmistir. Bu sebeple metallerin elektriksel iletkenlikleri ile polimerin
ozelliklerini barindiran yeni maddeleri iiretmek i¢in giiniimiize degin ¢esitli ¢aligmalar
yapilmistir. Bu ¢alismalar oncelikle polimerlerle metallerin kompozitinin yapilmasi
lizerine yogunlagmigsa da, daha sonraki ¢alismalar sonucunda iletken polimerler elde
edilmistir (Sagak 2010).

1974’te Shirakawa ve arkadaslari, Ziegler-Natta katalizorii kullanarak poliasetilen
film sentezlemiglerdir 1977°de yine ayni bilim insanlar1 poliasetilen filmlerinin halojen
buharlarma (iyot, klor veya flor) maruz birakildiginda bu polimerin yiikseltgendigini ve
iletkenliginin artarak 10° S/cm seviyesine ¢iktigmni kesfetmislerdir. Uygun kosullarda
katkilanan poliasetilen filmlerinin iletkenlik degeri bakir, giimiis gibi metallerin
iletkenligi olan 10° S/cm seviyesine ¢ok yakindir. Shirakawa, Hegeer ve MacDiarmid bu
calismalarindan dolay1 2000 yili Kimya Nobel 6diiliinii almislardir (Ugan 2015).

Polimer oOrglisiinde, elektronlarin zincir boyunca taginmasini saglayan uygun
elektroaktif merkezlerin bulunmasi halinde iletkenlik olusur. Iletken polimerler konjuge
yaptya sahip olmalarindan dolayi zincir iizerindeki elektronun tiim zincir tizerinde hareket
etmesini saglar, bdylelikle bazi polimerler yar1 iletken, hatta metalik 06zellik
gosterebilmektedir (Heeger 2001).

Konjuge polimerlerde zincir uzunlugu artik¢a degerlik bandi ile iletkenlik bandi
arasindaki bant araligi azalmaktadir. Ancak konjiige polimerlerde zincir uzamasiyla
konjugasyonun artirilmasi yiiksek iletkenlik igin yetersiz kalmaktadir. Yiiksek iletkenlik
katkilama (doplama) ile kimyasal ya da elektrokimyasal olarak uygulanmasiyla
saglanabilmektedir. Katkilama sonucu yapida olusan pozitif veya negatif ytiklii bolgeler
boyunca elektronlarin hareketi iletkenligin artmasii saglamaktadir. Elektrokimyasal
olarak katkilama potansiyel uygulanmasiyla saglanir. Polimer yapisindan bir elektron
ayrilmasi ile radikal katyon (polaron), ikinci elektronun ayrilmasiyla dikatyon (bipolaron)
olugmaktadir (Giiven 2016).

Poliasetilenin oksijen varliginda bozunmasi nedeni ile yeni iletken polimerlerin
sentezlenmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda 6zellikle polipirol, politiyofen,
polianilin ve benzeri polimerler 6ne ¢ikmistir. Politiyofenin iletkenlik degeri
poliasetilenin iletkenliginden az olmasma ragmen hava ortaminda oldukga kararli ve
dayanikliliga sahiptir. Ancak bu polimerlerin uygulanmasi ¢6ziiniirliik sorunlar1 nedeni
ile endiistride kullanilmasi sinirli kalmustir. Iletken polimerler kimyasal ydntemlerle
sentezlenebildigi gibi elektrokimyasal yontemlerle de sentezlenebilmektedirler.
Gliniimiizde iletken, kararli ve ¢oziinebilen iletken polimer sentezi iizerinde ¢aligmalar
devam etmektedir (Ucan 2015). Bazi iletken polimerlerin yapilart Sekil 1.1.°de
gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. iletken polimerler: a) Poliasetilen; b) Polipirol; c) Politiyofen; d) Polianilin

Iletken polimerlerin kullanim alanlari; transistorler (Horowitz 1998), 1sik sagan
diodlar (Burroughes 1990), giines pilleri (Cravino 2002), yar1 iletken g¢ipler,
elektrokromik cihazlar (Sommani 2002), hafif pil bilesenleri, sensorler, antistatik
kaplamalar, antistatik ambalaj ve paketleme seklinde siralanabilir (Sagak 2010). fletken
polimerlerin erime ve ¢oziinme sorunlari onlarin kullanim alanlarin1 kisitlamaktadir.
fletken polimerler biyosensorlerde immobilizasyon matriksi olarak kullanilmaktadir.
Biyomolekiillerin elektrot yiizeyine immobilize edilmesini saglamaktadir. iletken
polimerin iletkenliginin iyi olmasi elektrot yiizeyindeki elektron transferi i¢in dnemlidir.
Iletken polimerler biyomolekiil ve elektrot arasinda baglantiy1 saglar ve destek gdrevi
yapmaktadir (Ozéner 2010).

1.1.1. iletken polimerlerin sentez yontemleri

fletken polimerler i¢in en c¢ok tercih edilen sentez yontemleri kimyasal ve
elektrokimyasal polimerizasyon teknikleridir. Bu yontemler haricinde fotokimyasal
polimerizasyon, plazma polimerizasyonu, kati hal polimerizasyonu, katilma
polimerizasyonu ve piroliz yontemi gibi farkli yontemlerle de iletken polimerler
sentezlenebilmektedir (Kumar 1998).

1.1.1.1. Kimyasal yontem

Kimyasal polimerlesme yontemi monomerin uygun ¢oziicii, sicaklik ve katalizor
varliginda polimerlestirilmesi esasina dayanir. Bu yontemde katalizér monomerler ile
reaksiyona girerek once oligomer ve daha sonrada oligomerlerin birlesmesiyle de polimer
olugsmasini saglar. Bu yontemde konjuge baglarin korunmasina dikkat edilmesi gerekir.
Kimyasal polimerlesmenin avantaji ¢ok miktar polimerin iiretimine olanak saglamasi,
dezavantaji ise; sentez ortamindan meydana gelen yan irilinlerin uzaklastirilma
problemidir.

1.1.1.2. Elektrokimyasal yontem

Kimyasal yontemde baslatict kullanilmasina ragmen elektrokimyasal yontemde
baslatict olarak elektriksel alan etkisi kullanilmaktadir. Bu yontemde monomer uygun
cOziicii ortaminda destek elektrolitle beraber calisma elektrodu ylizeyinde
polimerlestirilir. Calisma elektrodu olarak altin, platin, karbon disk elektrot gibi ¢esitli
elektrotlar kullanilabilmektedir. Cogu konjiige polimerler elektrokimyasal yontemle elde
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edilebilir. Elektropolimerizasyon potansiyostatik, galvanostatik ve potansiyodinamik gibi
metotlarla yapilabilmektedir.

Elektrokimyasal yontemin diger yontemlere gore avantajlar;
e reaksiyon oda sicakliginda gerceklesebilmesi,
e polimer filmin kalinlig1 kontrol edilebilmesi,
e polimer elektrot ylizeyinde biriktiginden yiiksek saflikta elde edilebilmesi,

e optikge inaktif elektrotlar lizerinde homojen filmler elde edilebilmesi ve bunlarin
daha sonra spektroskopik yontemler ile karakterize edilebilmesi,

e az miktarda monomer kullanimina olanak saglamasi,
gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Ugan 2015).

Cogu iletken polimerler pirol, tiyofen, anilin ve furan gibi aromatik molekiillerin
elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesiyle olusurlar. Elektrokimyasal polimerizasyon
mekanizmasi ii¢ basamak igermektedir. Elektrokimyasal (E) basamak sisteme uygulanan
potansiyel ile ndtral monomerin yiikseltgenmesi ve radikal katyonun olusumudur.
Kimyasal (C) basamak onceki basamakta olusan iki radikal katyon birlesmesi ya da
radikal katyonu ile nétral bir monomer birleserek dimer olusturmasi igerir. Elektron
transfer reaksiyonunun hizi, ¢6zeltinin kiitle kismindan monomerin elektrot yiizeyine
difiizyon hizina gore fazla olmasi elektrot cevresinde radikallerin daha yiiksek
derisiminde bulunmasina sebep olur. Yani iki radikal katyonun birleserek dimer dikatyon
olusturma olasilig1 daha fazladir. Dimer dikatyon iki proton kaybetmesiyle dimer yap1
olusur. Konjugasyon artisindan dolay1 dimerin yiikseltgenme potansiyeli monomerinkine
gore diisiik olmasindan dolayr yiikseltgenme monomere gore dimerde daha kolay
gerceklesir. Son basamakta notral dimerin elektrokimyasal (E) olarak yiikseltgenmesi ile
radikal dimer katyonun olusumudur. (Roncali 1992; Giiven 2016). Elektrokimyasal
polimerizasyon siireci yukarda anlatilan ECE basamaklarinin biribirini takip etmesiyle
elektroaktif polimer olusmasi ve elektrot yiizeyinde film olarak birikmesine
dayanmaktadir. Tiyofen ve pirol gibi heteroaromatik yapilar i¢in Sekil 1.2.°de ECE
mekanizmasi goriilmektedir.
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Sekil 1.2. Elektropolimerizasyon sirasinda ger¢eklesen ECE mekanizmasi (X =S, O, NH)

Elektropolimerizasyon seyreltik monomer ve elektrolit igeren uygun ¢ozelti
icerisinde hem karsit elektrot hem de referans elektrodu varliginda potansiyel
uygulanmasiyla ¢alisma elektrodu yiizeyinde polimer film olusumuyla gergeklestirilir.
(Catalkaya 2011). Elektrokimyasal polimerizasyon sirasinda kullanilan ¢6ziiciiniin
dielektrik sabitinin yliksek olmasi, destek elektroliti ¢ozme ve iyonlart birbirinden iyi
ayirabilme 6zelliginin bulunmasi istenmektedir. En ¢ok kullanilan ¢oziiciiler asetonitril,
benzonitril, propilen karbonat, nitrobenzen gibi ¢oziiciilerdir. Elektropolimerizasyon
ortaminda destek elektrolit elektriksel iletkenligi saglayabilmek i¢in kullanilir. Elektrolit
secimi i¢in en onemli kriterler, elektrolitin ¢oziintirliigl, ayrisma derecesi ve niikleofilik
derecesidir. Destek elektrolit tiirti iletken polimer filmin elektrokimyasal morfolojisini ve
ozelligini etkilemektedir. iletken polimerlerin elektrokimyasal sentezinde genelilkle
ClO4, BF4 gibi anyonlarinin lityum ya da tetraalkilamonyum tuzlarini igeren destek
elektrolitler kullanilmaktadir (Reynolds 1989).

1.1.2. Poli (2,5-ditiyenilpirol) (PSNS) Tiirevleri

Bilindigi iizere iletken polimerlerin optik, elektronik ve morfolojik 6zellikleri
polimer ana zincir yapisinda bulunan gruplarin biiyiikliigiine ve elektron alici veya
elektron verici nitelikte olmasina gore degisim gostermektedir. Farkli 6zelliklere sahip
birimlerin tek bir monomer yapisi i¢inde birlestirilmesi, birimlerden kaynakli 6zelliklerin
sentezlenen polimerlere aktarilmasimni ve polimerin 06zelliklerinin degistirilmesini,
gelistirilmesini saglamaktadir. Elektrokromik cihazlar, biyosensorler gibi uygulama
alanlarinda kullanilabilecek nitelikte polimerlerin yapimi temel olarak baslangic
birimlerinin tasarimiyla ilgilidir.
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Polipiroller, kolay fonksiyonlandirilabilmeleri ve redoks 6zellikleri, politiyofenler
ise ylksek iletkenlik gostermeleri ve diger iletken polimerlerden daha kararli
olmalarindan dolayi ilgi ¢ekmislerdir. Bu polimerlerin 6zelliklerinin tek bir polimerde
birlestirilmesi i¢in yapisinda hem tiyofen hem de pirol gruplari igeren iletken polimerler
sentezlenmistir. S6z konusu polimerlerin elde edilebilmesi igin ilk olarak tiyofen ve pirol
monomerlerin uygun ortamda kopolimerizasyona tabi tutulmustur. Ancak iki monomerin
yiikseltgeme potansiyellerin birbirinden ¢ok farkli olmasi arastirmacilarin her iki
heterosiklik yapiyr da barindiran monomerler sentezlemelerine neden olmustur.
Yapisinda iiclii heterosiklik yap1 bulunan monomeri 1987 yilinda Ferraris ve grubu
tarafindan sentezlemistir (Ferraris 1987).

2,5-ditiyenilpirol (SNS) monomerlerinin tiirevlendirilmesi genellikle pirol tinitesi
tizerinden bazi gruplarin baglanmasiyla yapilmistir. SNS monomerlerinin sentezinin
kolay olmasi ve iiretilen polimerlerin iyi elektriksel, optik 6zellikler gostermesinden
dolay1 gesitli aragtirma gruplarinin ilgisini ¢ekmis ve ¢ok sayida calisma yapilmistir.
Bugiine kadar sentezlenen bazi SNS tabanli iletken polimerler Sekil 1.3.’te gosterilmistir.

4 ©
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CN

HoN

Sekil 1.3. Baz1 SNS tabanli iletken polimerler
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Sekil 1.4. SNS-An’in EDOT ile kopolimerlerine ait renkler (Y1ldiz 2008; Camurlu 2014)

Camurlu ve arkadaslar1 tarafindan 1-benzil-2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol (SNBS)
monomerinin EDOT (3,4 etilendioksitiyofen) ile kopolimerizasyonu sonucunda ¢ok iyi
Ozelliklere sahip multikromik polimerler (Camurlu 2008) elde edilmistir. Yildiz ve
arkadaglar1 P(SNS-An) homopolimerinin elektrokimyasal o6zelliklerini incelemistir.
Homopolimerinin n- ©* gecisine sahip oldugunu bant gap araliginin ise 2,12 eV oldugunu
bulunmustur. Homopolimer ylikseltgendiginde mavi ve indirgendiginde ise sari
renktedir. SNS benzenamin ile EDOT kopolimerinin bant gap araliginin 1,7 eV oldugu
belirlenmis, elektrokimyasal sentez kosullarinin degistirilmesi ile kopolimerin toplam 48
farkli tonda renklendirildigi gostermistir (Y1ldiz 2008). Sekil 1.4.’de SNS-An’in tiirevinin
EDOT ile yaptig1 kopolimerlere ait renkler ve kopolimerin yapisi gosterilmektedir.

Camurlu ve arkadaglari SNS tiirevi olan 1-(2-etil-hegzil)-2,5-di-tiyofen-2-il-2,3-
dihidro-1H-pirol (SNS-HE) sentezlemis ve elektrokimyasal oOzellikleri ag¢isindan
incelemisglerdir. Homopolimer ve kopolimerin 7- n* geg¢isine sahip oldugunu ve P(SNS-
HE), P(SNS-HE —co- EDOT) igin bant araliklarinin sirasiyla 2,59 ve 1,72 eV oldugu
bulunmustur. Homopolimerde sadece sari-mavi renk degisimi gdzlemlenirken,
kopolimerinde kirmizi kahverengi, yesil ve mavi renkler olmak {izere multikromik
davranig gozlemlenmistir. (Camurlu 2012)

M%M@i
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Sekil 1.5. P(SNS-HE) ve P(SNS-HE-co-EDOT) polimerlerinin yapilari

Bicil ve arkadaglari ferrosen grubu bagli SNS tiirevi olan SNS-Fc (4-ferrosenil-1-
[2-(2,5-di-tiyofen-2-il-pirol-1-il)-etil]-1H-[1,2,3]triazol) sentezlenmis ve bu polimerin
elektrokimyasal o0zellikleri incelenmistir (Sekil 1.6.). Sentezlenen polimer zinciri
tizerindeki ferrosen gruplarinin sirasi ile 0,56 V ve 0,44 V ‘da yiikseltgenip indirgendigi,
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polimerin ise yiikseltgenme ve indirgenme potansiyeleri sirasiyla 0,76 V ve 0,64 V
oldugu tespit edilmistir. Homopolimerin saridan maviye renk degisimi gézlemlenmistir.
Bu monomerin EDOT ile kopolimeri ise 4 farkli renk gostererek multikromik davranis
sergilemistir. Homopolimerin ve kopolimerin bant araligi sirastyla 2,61 ve 1,88 eV olarak
hesaplanmistir (Bicil 2013).

/ % P(SNS-Fc -ko- EDOT) P(SNS-Fc)
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Sekil 1.6. P(SNS-Fc) ve P(SNS-Fc —co- EDOT) polimerlerinin yapilari

PSNS tiirevleri elektrokromik malzeme olarak kullanilmasinin yanisira son
donemde oOzellikle amperometrik biyosensorlerde elektroaktif —matris olarak
kullanilmiglardir. Tuncagil ve arkadaslari poli (4-(2,5-di(tiyofenil-2-yl)-1H-pirol-1-1))
benzenamin [poli(SNSNH )] (Tuncagil 2011) ve poli(1-(4-nitrofenil)-2,5-di(2-tiyenil)-
1H-pirol) [poli(SNSNO2 )] (Tuncagil 2010) iletken polimerlerle glikoz oksidaz enzimi
immobilizasyonuyla glikoz biyosensoriine basariyla uygulamistir. Ayrica 4-(2,5-
di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)amidoferrosenilditiyo-fosfonat (SNS-NH2-Fc) (Ayranci
2015), 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)biitan-1-amin (TPA) (Soganci 2014), 4-
amino-N-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benzamid (HKCN) (Giiler 2014) gibi SNS
tabanli monomerlerden hazirlanan iletken polimerler ¢esitli biyosensor uygulamalarinda
kullanilmistir.
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1.2. Biyosensorler

Gida analizlerinde, saglik sektoriinde, ¢evre kirliligin izlenmesinde ve giivenlik
alaninda (biyoterorizm) biyolojik molekiilerin algilanmasi, izlenmesi ve taninmasinda
giivenilir, hizli ve ekonomik sistemlere gereksinim duyulmaktadir. Bundan dolayi gesitli
bilim dallarinda arastirma yapan bilim insanlar1 daha etkin ve gilivenilir yontemlerin
gelistirilmesi  i¢in ¢alismalarimi  siirdiirmektedirler. Biyosensorler temel olarak
biyomolekiillerin hedef analit ile etkilesimi sonucu meydana gelen bir degisimi
dontistiiriicii yardimiyla sinyal olarak veren cihazlardir (Colak 2014). IUPAC’ ye gore bir
biyosensor, biyokomponent kullanarak 6zgiin nicel veya yari-nicel analitiksel bilgiyi
saglama yetenegine sahip olan ve kendi kendine yeten cihaz olarak tanimlanir (Sahin
2014). Biyosensorlerin sematik gosterimi Sekil 1.7°de sunulmustur.

o

Analit Biyobilesen Fiziksel bilesen Veri Depolama
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Sekil 1.7. Analit, biyobilesen, fiziksel bilesen ve Ol¢iim cihazi gibi bilesenleri olan
biyosensorlerin sematik gosterimi

1.2.1. Biyosensorlerin Tarihi

1962 yilinda Cincinnati Cocuk Hastanesinde (Ohio, ABD) Clark ve Lyons’in enzim
elektrotlar ile yaptiklar1 ¢alismalar: ile biyosensorlerin tarihi baglamistir. Yari-gegirgen
bir diyaliz membran1 yardimiyla standart bir oksijen elektrodunun glikoz oksidaz ile ince
bir tabaka halinde kaplanmasiyla ilk enzim elektrodu hazirlanmistir. Elektrokimyasal
Olciimler, enzim katalizli tepkime ile tliketilen oksijen miktarmin takip edilmesini esas
almaktadir (Wang 2008). Guilbault ve Lubrano 1973 yilinda glikozun glikoz oksidaz
enzimi ile glukolaktona doniisiirken iiretilen hidrojenperoksidin 6lgiimiine bagli olarak
glikozun tayini i¢in biyosensor gelistirmislerdir (Guilbault 1973; Dwevedi 2016). Diyabet
hastalari i¢gin kan ve idrarda glikoz tayinine imkan veren glikoz oksidaz elektrodu ticari
olarak ilk iiretilen biyosensdr olup 1975 yilinda Yelloy Springs Instruments firmasi
tarafindan Model 23A Y SI olarak piyasaya siiriilmiistiir. Bu ticari liriiniin 6l¢iim prensibi,
glikoz oksidazin katalizledigi tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin amperometrik
olarak Olglimiine dayanmaktadir. Daha sonraki yillarda biyosensorlerin minyatiize
edilmesi ve basitlestirilmesi ile bireylerin yardima gerek duymadan kendi kendilerine
kandaki glikoz miktarin1 6lgebilecek cihazlar tasarlanmis ve piyasaya sunulmustur.
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Sekil 1.8. YSI firmasinin tarafindan hazirlanan biyosensér (Anonymous 1)

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, c¢evre, savunma sanayi ve bir¢ok
endistriyel alanda 6zellikle otomasyon ve kalite kontroliinde ¢ok 6nemli rol oynarlar.
Bugiine kadar 180’den fazla madde icin biyosensor ¢aligmasi yapilmis, ancak smirh

sayida ticari olarak iiretilmistir (Pinarbas1 2009; Telefoncu 2012).

1.2.2. Biyosensorlerin yapisi

Biyosensor, analite spesifik tanima mekanizmasina sahip biyobilesenin analit ile
etkilesmesinden olusan siiregleri elektronik sinyallere doniistiirebilen fiziksel bilesen ve
elektronik pargalardan olusmaktadir (Colak 2014). Sekil 1.9°da bir biyosensoriin yapisi

sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 1.9. Biyosensor yapisi
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1.2.2.1. Biyobilesenler

Biyobilesenler numune ile yiiksek spesifiklikte etkilesmesiyle analiz i¢in ilk
basamagi olustururlar. Biyobilesen olarak enzimler, antikorlar, niikleik asitler,
mikroorganizmalar, doku kiiltiirleri ve organeller kullanilmaktadir. Olgiilmek istenen
analite kars1 sensoriin segici olarak davranmasini saglamaktadirlar. Sekil 1.10’da bazi
biyobilesenlerin yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.10. Bazi biyobilesenlerin yapisi

1.2.2.2. Fiziksel bilesenler

Fiziksel bilesenler biyolojik reaksiyon sonucunda meydana gelen degisime bagli
olarak elde edilmek istenen sinyalin tiirtine gore elektrokimyasal, optik, kiitle ve 1s1 6l¢iim
sistemleri olmak iizere siniflandirilabilir.

1.2.3. Biyosensor tiirleri
1.2.3.1. Optik biyosensorler

Genel olarak optik lifler lizerine uygun bir yontemle uygun bir molekiiliin
immobilize edilmesiyle hazirlanan 6lgiim aygitlarina optik biyosensérler denir. Olgiilen
sinyal, 151k yansimasi, sagilimi veya yayilmasi sonucu olusan kimyasal ya da
fizikokimyasal bir degismeden kaynaklanmaktadir. Enzim esasli hazirlanan optik
biyosensorler temelde adsorbsiyon, floresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler
cercevesinde ¢alisirlar (Can 2010).

1.2.3.2. Piezoelektrik biyosensorler (QCM)

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
degisimleri belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan &rnegin kiitlesinin
Olglilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Kuvartz kristal mikrodenge
(QCM) olarak da bilinmektedir. QCM sisteminde kullanilmakta olan kuvartz kristallerin
yiizeyine baglanan madde miktarina gore sinyal tiretilir (Ayhan 2014). Sensor se¢imliligi,
kristal yiizeyindeki madde ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir.
Sensor yiizeyinde bir madde adsorblandiginda veya biriktiginde piezoelektrik kristalin
rezonans frekansindaki degismenin 6l¢iilmesiyle sonuca ulasilir.

10
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1.2.3.3. Termal biyosensorler

Kalorimetri esasli biyosensorlerde bir enzimatik reaksiyon sirasinda entalpi
degisiminden yararlanarak analit miktarinin tayini gerceklesir. Cok kiigiik sicaklik
degisimleri termal olarak izole ortamlarda termistor veya termofiller yardimiyla takip
edilmektedir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimleri ile substrat
derigimi arasindaki dogrusal iliskiden faydalanarak 6l¢iimler alinmaktadir (Can 2010).

1.2.3.4. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorlerin  temeli, biyo-etkilesim islemi siiresince
elektrokimyasal tiirlerin {iretilmesi veya tiiketilmesiyle olusan sinyalin elektrokimyasal
bir yontem ile Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Elektrokimyasal biyosensorler dedektor
sistemine gore ii¢ sinifa ayrilir (Chaubey 2002). Elektrokimyasal tepkimeler sonucunda,
elektrotlar arasindaki ortamin akimindaki degisiklik (amperometri), 6l¢iilebilir potansiyel
farki (potansiyometri) veya Olgiilebilir iletkenlik degisimi (kondiiktometri) meydana
gelmektedir (Colak 2014). Elektrokimyasal biyosensdrler hizli, pratik ve ekonomik
olmalar1 gibi avantajlarindan dolay1 diger fiziksel bilesenlere sahip tiirlere gore daha fazla
tercih edilmektedir.

1.2.3.4a. Potansiyometrik biyosensorler

Bu yontem temel olarak bir ¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasindaki
potansiyel farkmin &lgiilmesine dayanmaktadir. Olgiilen potansiyel Nernst Esitligi
uyarinca analit derisiminin logaritmasi ile orantilidir (Ayranci 2013). Potansiyometrik
biyosensorlerde kullanilan temel sensorler pH veya tek degerlikli iyonlara duyarli cam
elektrotlar, karbondioksit ya da amonyaga duyarh elektrotlar ve anyon ya da katyonlara
duyarli iyon sec¢imli elektrotlardir (Yiicel 2013).

1.2.3.4b. Konduktometrik biyosensorler

Kondiiktometrik biyosensorler mikro elektrotlardan olusmus kapasitorlerdir.
Kondiiktometrik biyosensorlerde dl¢lim analitin secici ajana baglanmasiyla immobilize
filmin iletkenliginin degismesine dayanmaktadir. Immobilize filmin iletkenliginin
degismesi analit derisimi ile orantili akimin olugmasina sebep olmaktadir (Catalkaya
2011).

1.2.3.4c. Amperometrik biyosensorler

Genel olarak sabit bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limiinii esas alan sensorler
amperometrik biyosensor olarak siniflandirilir. Calisma elektrodunda yiikseltgenen veya
indirgenen elektroaktif tiirlerin derisimlerinin bir fonksiyonu olarak akim siddeti takip
edilir. Analitin yapisina gore calisma elektrodun anot veya katot olarak
kullanilabilmektedir. Ornek olarak glikoz oksidaz enzimi ile hazirlanmis glikoz
biyosensorii verilebilir, glikozun oksidasyonu siiresince tliketilen oksijen izlenebilecegi
gibi enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojenperoksitin takibi de miimkiin
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olabilmektedir (Timur 2001). Amperometrik biyosensorler, potansiyometrik olanlara
gore daha hizli, hassas, kesin ve dogrudur. Amperometrik sensorlerin segiciligi var olan
elektroaktif tiirlerin redoks potansiyelleri dikkate alinarak artirilabilir.

Enzim tabanli amperometrik biyosensorler medyatoriin yapisina ve enzimin
immobilizasyon yoOntemine bagli olarak birinci, ikinci ve tgiincii nesil olarak
siiflandirilabilirler (Sekil 1.11.) (Castillo 2004).

Birinci nesil biyosensorlerin temeli, enzimatik reaksiyonlar sirasinda tiiketilen ya
da olusan tiirlerin Gl¢iimiine dayanmaktadir. Birinci nesil biyosensorlerde yiiksek
potansiyel uygulamasi bir dezavantajdir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak igin ikinci
nesil biyosensorlerde kiigiik redoks aktif molekiiller olan, enzimin aktif merkezi ile
elektrot ylizeyi arasinda elektron transferini saglayan aracilarin (medyator)
kullanilmasiyla asilmaktadir. Medyatorler, metallerin organik veya inorganik
kompleksleri, organik maddeler ve polimerler olabilmektedir. Medyatorlere 6rnek olarak
ferrosen tiirevleri, ferrosiyanid, iletken organik tuzlar ve kinonlar verilebilmektedir.

Ucgiincii nesil biyosensorlerde medyatérsiiz olarak enzimin aktif merkezi ile elektrot
yiizeyi arasindaki elektron transfer dogrudan olarak gergeklesmektedir. Bu sistemde
enzimin redoks merkezi ile elektrot ylizeyi arasinda direkt bir etkilesim bulunur ve
substrat enzim sayesinde liriine doniisiirken dogrudan elektron transferi gerceklesir.
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Sekil 1.11. Amperometrik enzim elektrodu siniflart a) I. Nesil Amperometrik elektrotlar;
b) Il. Nesil Amperometrik elektrotlar; c) I1l. Nesil Amperometrik elektrotlar (Wang
2008)

1.2.4. Amperometrik biyosensorlerin analitik performanlarin degerlendirilmesi

Hazirlanan biyosensoriin belirlenen hedefler i¢in kullanilabilmesi i¢in uygun
performans faktor testlerini ge¢mesi gerekmektedir. Bu sebeple biyosensorlerde tayin
araligi, gozlenebilme sinir1, duyarlilik, kullanim kararliligi, segicilik, cevap siiresi ve raf
Omrii gibi performans parametreleri takip edilir.

1.2.4.1. Dogrusallik ve tayin arahg:

Hiicre igerisine eklenen analit miktarina karsi denge halindeki akimin 6l¢iilmesi ve
analit derisimine kars1 grafige gecirilmesi ile kalibrasyon grafigi elde edilir. Bu grafikte
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analit derigimi ile biyosensdr cevabi arasindaki iligskinin dogrusal oldugu araliga dogrusal
calisma aralig1 denir. Biyosensoriin kullanilabilmesi i¢in analit derisiminin biyosensor
cevabinin dogrusal oldugu derisim araliginda olmasi gerekir (Colak 2014). Biyosensoriin
analit derisiminin dogru ve kesin olarak Olgebildigi aralik tayin araligi olarak
tanimlanmaktadir. Bahsi gecen aralik kalibrasyon grafigi ile belirlenen dogrusal araligin
iist ve alt sniridir (Yiicel 2013). Biyosensoriin dogrusal ¢alisma araliginin genis olmasi
numunenin seyreltilmesi gibi 6n islemler yapilmadan analizin ger¢eklesmesini saglar.

1.2.4.2. Gozlenebilme smir1 (LOD)

Gozlenebilme sinir1 (limit of dedection (LOD)) bir biyosensorle belli bir giiven
seviyesinde rapor edilebilir en kiigiik derisim degeri olarak adlandirilir. LOD “3 s/m”
formiilii ile verilir. Burada “m” analit igin hazirlanmis kalibrasyon grafiginin tayin
araligindaki egimini, “s” ayni derisimdeki analitin biyosensor hiicresine eklenmesiyle
okunan cevaplar arasindaki standart sapma degerini verir (Skoog 2004). Diisiik LOD
biyosensor i¢in bir avantajdir. Gozlenebilme siniri, elektrot tipi ve yiizeyinin biiytikligi,
biyolojik materyalin analite kars1 ilgisi ve biyolojik materyalin immobilizasyonunda
kullanilan polimerin cinsi ve kalinligina baglidir.

1.2.4.3. Duyarhhk

Hiicre ortamma eklenen analit derisimi ile elde edilen akim degerleri iceren
kalibrasyon egrisinin egiminin biiylikliigiiniin elektrot yiizey alanina bdliinmesiyle
biyosensoriin duyarliligi bulunur. Duyarlilik artikga ortama eklenen az bir analit
miktarindaki degismeyi taniyabilme kabiliyetini artirirken, LOD degerini de
distirmektedir.

1.2.4.4. Kullanim kararhhg:

Bir biyosensorde kullanim kararlili§1 caligmasi, ayni1 kosullar altinda ayni analit
derisimi ile art arda 6l¢lim yapilmasi ve kararli haldeki degerlerin standart sapmasininin
hesaplanmasin1 igermektedir. Kullanim kararhiliginin degerlendirilmesinde standart
sapma, varyans ve varyans katsayisi olarak ti¢ 6l¢iit kullanilmaktadir (Skoog 2004).

Kararliligin yiiksek olmasi ig giicii ve ekonomik acidan avantaj saglamaktadir.
Enzim sensoriiniin kararliligini; pH, sicaklik, nem, matrisin 6zellikleri (Colak 2014 ) ve
enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi etkilemektedir (Bas 2011).

1.2.4.5. Secicilik

Biyosensoriin seciciliginin yiiksek olmasi, biyomolekiiliin hedef analite karsi
duyarli olmas1 ve ortamda bulunabilecek diger maddelerden etkilenmemesi anlamina
gelmektedir. Secici bir biyosensér kompleks bir matriks igerisinde yalnizca istenilen
analite duyarli olmalidir. Aksi durumda ozellikle gergek numune analizinde analit
derisiminin tayininde hata olusur.
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1.2.4.6. Raf omrii

Biyomolekiiliin  aktivitesindeki degisimin bir Olglisii  olarak raf oOmrii
tanimlanmaktadir. Biyosensoriin normal sartlar altinda duyarliligini koruyabildigi uzun
bir kullanim 6mriine sahip olmasi énemli bir 6zelliktir. Uygun calisma ve saklanma
kosullarinin olusturulmasi biyosensoriin aktivitesinin korunmasini ve biyosensoriin raf
Omriiniin uzun olmasini saglar. Bir biyosensoriin raf émri incelenirken biyosensoriin
optimum kosullarda belirli giinlerde hiicre igerisinde dengeye geldikten sonra kalibrasyon
grafiginde doygunluga yakin bir derisimde substratin eklenmesiyle elde edilen
kronoamperometrik cevaplar kaydedilir. Elektrodun bekletme siiresine Kkarsi
kronoamperometrik akimlar grafige gecirilir ve bu grafikten dl¢lilen kronoamperometrik
cevaplarin  degisimleri  kullanilarak ~ biyosensoriin ~ aktivitesindeki  azalma
hesaplanmaktadir.

1.2.5. Amperometrik biyosensorlerin avantaj ve dezavantajlari

Biyosensorlerin yiiksek spesifikliklerinin yaninda, renkli ve bulanik ¢ozeltilerde
genis bir derisim araliginda dogrudan 6lgmeye olanak saglamak gibi {istlinliikleri vardir.

Biyosensorlerin gergek zamanli ve yerinde takip etme olasiligi, uzun islem
basamaklar1 gerektirmemesi, ucuz, hizli, yiiksek secicilik, diisitk miktarlari tayin
edebilmesi, minyatiirize edilebilmesi, renkli ve bulanik c¢ozeltilerde dogrudan
Olciilebilmesi, ayn1 anda birden fazla analiti 6l¢ebilmesi, liretimin kolay olmasi, hastanin
kendi 6l¢iimiine olanak saglamasi ve portatif tayine uygun olmasi diger analitik tekniklere
gore avantajlaridir. (Dorst 2010; Sahin 2014). Dezavantajlar ise, biyobilesenin membran
yiizeyinden gecebilen maddelerden etkilenmesi, biyobilesenin (enzim, hiicre, antikor,
vb.) kararliliginin ortam sartlarindan (pH, sicaklik, vb.) etkilenmesi, biyobilesenin
denatiirasyonundan dolayr 1s1 ile sterilize edilememesi ve biyouyumluluk olarak
siralanabilmektedir (Colak 2014).
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1.3. Enzimler

Enzimler proteinlerden olusmus biyolojik olarak aktif ve oldukg¢a spesifik
katalizorlerdir. Enzimlerin 6nemli 6zelligi, katalizor olarak katildiklari tepkime tiirlerine
ve substratlara karsit se¢ici davranmalaridir. Bundan dolay1r enzimler hiicre iginde
tepkimelerin hizli ve yan {irlin olusturmadan gerceklesmesini saglarlar. Enzimlerin
reaksiyonlar1 hizlandirmasina Ornek verilmesi gerekirse, iirenin NHz ve COz’e
parcalandig1 tepkimenin hiz sabiti 3,0x1071° s olmasina ragmen iireaz enzim varhginda
hiz sabiti 3,0x10* s’ dir. Ureaz enzimi bu tepkimenin 10** kat daha hizli gerceklesmesini
saglamistir (Beskan 2011, Colak 2014). Katalizledikleri tepkimenin tiirline gore enzimler
alt1 ana grupta incelenmektedir.

Oksidorediiktazlar : iki substrat arasindaki redoks (yiikseltgenme, indirgenme)
reaksiyonlarimi  kataliz ederler. Bu gruba dehidrogenaz, oksidaz, rediiktaz,
transhidrogenaz ve hidroksilaz enzim tiirleri girmektedir.

Transferazlar : Bir atom grubunun veya molekiiliin diger molekiile aktarilmasini
saglarlar. Yani molekiiller aras1 grup transferini katalizlerler.

Hidrolazlar : Ester, eter, peptit, C—C, P-N baglarinin hidrolizini katalizlerler.

Liyazlar : Hidroliz disindaki mekanizmalar ile substratlardan bazi gruplarin ¢ikisini
saglayan enzim tiirleri bu gruba girer. Genellikle, C—C, C-O, C—N, C-S baglarina etki
ederler. Cift bag olusum ve katilma reaksiyonlarini katalizlerler.

Izomerazlar : Molekiildeki izomerlesme reaksiyonlarini saglayan enzimlerdir.

Ligazlar : Bu enzim tiirleri ATP’de bulunan pirofosfat baginin parcalanmasina bagli
olarak meydana gelen enerji ile iki molekiiliin birbirine baglanmasini, yani molekiillerin
sentezlenmesi reaksiyonlari kataliz ederler (Bas 2011; Telefoncu 2012).

1.3.1. Glikoz oksidaz (GOX) enzimi

1904 yilinda Maksimow tarafindan glikoz oksidaz (GOX) enzimin aktivitesi
Aspergillus niger’de saptanmasina ragmen ilk olarak 1952 yilinda enzim ticari olarak
tiretilmeye baslanmistir (Ucan 2015). Glikoz oksidaz enzimi kaynagi olarak ilk baglarda
Penicillum notatum ve Penicillum glaucum kullanilmasina ragmen giinimiizde
Aspergillus niger ve Penicullum amagasakienese kullanilmaktadir (Ozyilmaz 2005).
Glikoz oksidaz yaklasik olarak 130 ile 175 kDa aradinda molekiil agirligina sahiptir.
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Sekil 1.12. Glikoz oksidazin yapisi

Glikoz oksidaz, glikozun oksijen ile yiikseltgenip glukono-d-lakton ve hidrojen
peroksidin (H202) olusmasini saglayan enzimdir. Enzim katalizorliigiinde glikozun
yiiksetgenmesiyle olusan lakton sulu ortamda hidroliz olarak glukonik aside doniisir.
GOX B-D-glikoz i¢in oldukga spesifiktir. Reaksiyon Sekil 1.13’de gosterildigi gibidir.
Reaksiyon sirasinda indirgenmis olan GOX oksijen tarafindan yeniden yiikseltgenir ve
hidrojen peroksit olusur (Bankar 2009; Colak 2014). Olusan hidrojen peroksit ya
kendiliginden yada distan bir etki ile su ve oksijene doniistiiriiliir.

_ GOX
Glikoz + O, —— > Glukolakton + H,0,

H,O

Glukonik Asit

2 H202 _— 2 HZO + 02
Sekil 1.13. Glikoz oksidaz enziminin isleyis mekanizmasi

Glikoz oksidaz enzimi bulundugu ortamdaki oksijeni kullandigindan endiistriyel
olarak yiyeceklerin raf dmiirlerinin uzatilmasinda, tatlarinin ve renklerinin korunmasinda,
pisirme islemlerinde, sarap yapiminda, biyoyakit hiicrelerinde kullanilmaktadir. Saglik
ve endiistriyel sektorde idrar, kanda ve gidalarda glikoz tayini i¢in glikoz oksidaz
kullanilmaktadir. Enzim kataliz6rliigiinde hidrojen peroksit olustugundan, antibakteriyal
ve antifungisit olarak da kullanilmaktadir (Wong 2008; Bankar 2009).

1.3.2. Ureaz enzimi

James B. Summer 1926 yilinda iireaz (urea amidohydrolase EC 3.5.1.5) enziminin
kristallerini elde ederek, enzimin ¢ogunun protein oldugunu kanitlamistir. Viicutta
bagirsak bakterileri tarafindan salinan iireaz sadece iireye etki etmektedir. Ureyi amonyak
ve karbondioksite hidrolize eden iireaz, nikel igeren bir enzimdir. Enzimlerin hidrolazlar
grubunda bulunan tireazin etki mekanizmasi asagidaki gibidir (Sekil 1.14.).
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o

Ml Urease
H2N—C—NH2 -+ 3H20

2NH,* + HCO3 + OH~

e
NH4+ + OH——~ » NH3 + Hzo

Sekil 1.14. Ureazin etki mekanizmasi

1.3.3. Polifenol oksidaz (PPO) enzimi

Tirosinaz enzimi 1856 yilinda Schobenbein tarafindan mantar i¢inde kesfedilmistir.
Bakir igeren bir enzim olan tirosinaz enzimlerin oksidorediiktaz grubundandir. Tirosinaz
enzimi hem fenolleri o-difenollere doniistirerek monofenolaz aktivitesi hem de o-
difenolleri o-kinonlara doniistiirerek difenolaz aktivitesine sahiptir. Bu enzim muz,
patates, mantar, avakado ve elmada bulunmaktadir. Tirosinaz enzimi genelde sarap, bira,
meyve sularinda ve atik sularda fenolik bilesiklerin analizlerinde kullanilmaktadir (Cil
2016). Notr tampon ve oda sicakliginda kararl olan tirosinaz, fenolleri katalizlemektedir.
Sekil 1.15°de tirosinaz enziminin isleyis mekanizmasi gosterilmektedir.

OH OH (o}
Tirosinaz Tirosinaz
— _—
OH 0
Fenol Katekol o-Kinon

Sekil 1.15. Tirosinaz enziminin isleyis mekanizmasi

1.3.4. Enzim Kinetigi

Leonar Michaelis ve Maud Menten isimli arastirmacilar, enzim varliginda
gerceklesen reaksiyonlar icin reaksiyon hizi ile substrat derisimi arasindaki iligkiyi
tanimlamiglardir. Tek substrathi reaksiyonlar ic¢in gecerli olan bu model, enzim
kinetiklerinin kantitatif analizleri i¢in gelistirilmistir. Bu modele gore tersinir olarak sabit
bir hizla substratla [S] birlesen enzim [E], 0Once enzim-substrat [ES] kompleksini
olusturur. [ES] kompleksi daha sonra ya sabit bir hizla yeniden E ve S’a doniisiir ya da
ileri yonde sabit hizla iiriin [U] olusurken enzim de serbestleserek temel haldeki yapisina
doner. Bu olayda hiz1 kisitlayan enzimdir. Tepkime kosullar1 ve enzim derigimi sabit iken
tepkime maksimum hiza ulastiktan sonra substrat derisimi artirilirsa bile tepkime hizi
degismez. Bu da enzimin enzim-substrat kompleksinin olusumunda kisitlayic1 rol
oynamasindan kaynaklanmaktadir. Asagidaki sekil 1.16’da Michaelis- Menten hiperbolik
grafigi ve bu grafikten tiiretilmis Lineweaver-Burk egrisi gosterilmektedir.

k
ES —  » U+E

ES kompleksinin olusum ve pargalanma hiz1 agagidaki gibidir:
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19[ES]Olusum = k4[E][S] (3.1)
19[ES]Par(;alanma = k; [ES] + ks [ES] (3.2)
Denge aninda [ES] nin olusumu ve parcalanma hizi ayn1 oldugundan,
ki[E][S] = k2[ES] + k3[ES]
diizenlenme yapilirsa,
_ kalE][S]
[ES] = otk (3.3)
seklinde olur.
Toplam hiz esitligi(3.4.); V = ks [ES] (3.4)
ve ortamdaki serbest enzim miktar1 asagidaki gibidir.
[E] = [Edo] - [ES] (3.5)
3.3 ve 3.5 esitlikleri denklem 3.4’te yerine konuldugunda [ES],
k1 (|Eg]— [ESDIS
[ES] = 1 ([Eo]l - [ESDIS] 356)
ko+ k3
__ k4lS][Eo]
ES] = k1[S]+ky+ ks 37)
halini alir. Buna gore tepkime hizi v,
o113 | 1 R 2 12 I 1 |5
; ki[S]+ ko + ks [(ky + k3)/ki]+ [S]  Kp + [S]
k k
olur. Km = 2}:_ 3 olarak alinirsa,
1

Buradaki tepkime hiz1 [S] >> K oldugunda maksimum olur dolayisi ile,

Umax = k3 [Eq] olur,
Tepkime hizi;

9 = YUmax!S]

Michaelis-Menten Esitligi
Km+[S]

(3.8)

olarak elde edilir. Bu esitlik Michaelis-Menten esitligi olarak bilinir. Bu esitlige gore

hizin substrat derisimine gore degisimi Sekil 1.16°daki gibidir.
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Sekil 1.16. a) Michaelis-Menten egrisi; b) Lineweaver-Burk grafigi

Michaelis-Menten esitligi hiperbolik olmasindan dolayi karakteristik noktalari
belirlemek giigtiir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in esitlik tersine ¢evrilip yeniden diizenlenmistir.
Bu diizenleme sonucunda 1/[S] degerlerine karsilik 1/U0 degerleri grafige gecirilirse
Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 1.16b) elde edilir. Bu grafigin egimi Km/Umax Olarak
bulunur.

1_ Km 1 N 1
1'9 79max [S] 19max

(3.9)

Elektrokimyasal olarak hiz yerine akim(l) yazildigindan esitlik 3.9 asagidaki sekilde
diizenlenir.

1 K 1 1
I

Imax [S] Imax

(3.10)

Km (Michaelis-Menten Sabiti): En yiiksek hiz (Umax) degerinin yarisina ulagsmak
icin gerekli substrat miktaridir. Km degerini tam olarak bulabilmek i¢in farkli derisimlerde
substrat kullanilmalidir. Km, enzimin substratina ilgisini (affinitesi) gosteren, enzim-
substrat iligkisinde bir dl¢iidiir. Km degeri diisiik olan bir enzim, substratina ytiksek ilgi
(affinite) gosterdigini ve diisiik substrat derisiminde doygunluga ulagtigini belirtir. Biiyiik
Kmise enzimin substratina ilgisinin az oldugunu gostermektedir ve mol/L biriminde ifade
edilir.

1.3.5.  Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzimlerin serbest olarak kullanildig: ¢aligmalarda, enzimin reaksiyon ortamindan
uzaklastirmasi gii¢ oldugundan reaksiyonun kontrolii ¢ok zor olur ve enzimler yeniden
kullanilamaz hale gelirler. Ayrica, endiistriyel atik olarak dogaya serbest halde birakilan
enzimler pek ¢ok yan etki yapabilirler. Enzimlerim pahali olmas1 ve serbest enzimin tiim
bu dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak igin enzimin immobilize edilmesi gerekmektedir.
Enzim immobilizasyonu, enzimlerin aktif bolgelerini muhafaza ederek, siirekli olarak
kullanilmast amaciyla ¢esitli matrikslere baglanmasiyla hareketinin sinirlandirilma
islemidir. Biyomolekiiliin kimyasal yapist ve fiziksel durumuna gore uygun
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immobilizasyon yontemi belirlenmektedir. Enzimler, suda ¢oziinmeyen polimerlerde
tutuklanarak, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak
immobilize edilebilirler.

Immobilize enzimin avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir:
e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir olmasi,
e Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) kars1 daha dayanikli olmast,
e Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir olmasi,
o Siirekli sistemlere uygulanabilir olmasi,
e Dogal enzime gore daha kararli olmasi,
e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygun olmasi.

Enzim immobilizasyon yontemleri fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki ana sinifa
ayrilir. Fiziksel immobilizasyon yontemi adsorpsiyon ve tutuklama olmak iizere iki ana
smifta incelenirken, kimyasal immobilizasyon yontemi iyonik, kovalent ve capraz
baglama olarak siniflandirilir.

Enzim inmobilizasyon Yontemleri

N

Kimyasal Yontemler

LN

Fiziksel Yontemler

Adsorpsiyon Tutuklama Capraz Kovalent "Ym|“°nik
Baglanma Baglanma Baglanma

| @ W
AT s ¥ | P Ve ¢

Sekil 1.17. Enzim immobilizasyon yontemleri

1.3.5.1. Adsorpsiyon yontemi

Bu yontemle biyobilesenin film veya tabaka yiizeyine adsorbe edilmesi saglanir.
Enzimin tasiyiciya baglamada Van der Waals kuvvetleri etkilidir (Ozyilmaz 2005).
Adsorbsiyon immobilizasyonun en biiyiik dezavantaji adsorbe olan biyobilesenin hizla
desorbe olmasidir. Desorbsiyondan dolay1 biyosensoriin raf dmrii genel olarak ¢ok kisa
olmaktadir.
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1.3.5.2. Tutuklama (Hapsetme) yontemi

Biyobilesenin bir tabaka icerisinde hapsedilmesi ile enzim bulundugu yerden
disartya ¢ikamaz. Bu yontemde enzim molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak
herhangi bir tasiyiciya baglanmaz. Enzimler, organeller, hiicreler ve antikorlar polimer
jel tabakalarda veya diyaliz membranlarda tutuklanabilirler

1.3.5.3. Iyonik baglama yéntemi

Bu yontemin temeli, iyon degistirme yetene§ine sahip suda ¢dzlinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik baglanmasidir. Enzim ile tastyict arasindaki bag kovalent bag
kadar giiclii olmadigindan aktivitesini kisa siirede kaybettigi bilinmektedir.

1.3.5.4. Kovalent baglama yontemi

Kovalent baglanmada en énemli husus tasiyici ile enzim arasindaki baglanmanin
aktif merkezde bulunan amino asitler ile olusmamasidir. Bu durum amino asitlerin enzim
aktivitesi icin Onemli olmasi ve analit ile etkilesmesine sterik olarak engel
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Kovalent baglanma enzim molekiilii tizerindeki
fonksiyonel gruplar lizerinden gerceklesir.

1.3.5.5. Capraz baglama yontemi

Capraz baglama yontemi tutuklama ve kovalent baglama yOntemlerinin
kombinasyonu seklinde uygulanir. Bu yontemde, kiigiik molekiillii iki veya daha ¢ok
fonksiyonel gruplar1 olan reaktifler enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda
coziinmeyen kompleksler meydana getirirler. Capraz baglayici olarak iki fonksiyonlu
reaktiflerden gluteraldehit, hekzametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen, bis
maleimidohekzan, disiiksinilsuberat en c¢ok kullanilmaktadir (Sekil 1.18.). Capraz
baglanma yontemi, biyobilesen ve reaktif derisimine, pH’a ve immobilize edilecek
biyobilesenin ozelliklerine baghidir (Ozyilmaz 2005). Bu ydntem enzimler yaninda
organeller, hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanabilir.

(0] O O (6]
gﬁ\/\/\/\ﬁ HOMOYW\/YONOH
A J N O O . O O

Sekil 1.18. Siklikla kullanilan bazi ¢apraz baglayicilar a) diflorodinitrobenzen;
b) hekzametilen diizosiyanat; c¢) gluteraldehit; d) 1,6-bis(maleimido)hekzan;
e) disiiksinilsuberat
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2. KAYNAK TARAMASI

Guilbault ve Lubrano 1973 yilinda kan sekerinin amperometrik olarak serbest
hidrojen peroksitin belirlenmesine dayanan bir enzim elektrodu tarif etmislerdir
(Guilbault 1973).

H,0,—— O, + 2H" + 2¢

1980’lerde biyosensorlerin popiiler hale gelmesiyle biyoteknoloji alanindaki
gelismeleri tetiklemistir (Wang 2001). 1986°da Foulds ve Lowe platin elektrot yiizeyine
GOX varliginda elektropolimerizasyon yontemi ile polipirol kaplamislardir. Pt/PPy/GOX
biyosensoriin 0,7 V uygulama potansiyelinde 0,5 - 10 mM araliginda dogrusal davranis
gOstermistir. Biyosensoriin raf 6mrii 21 giin olarak tespit edilmistir (Foulds 1986). Daha
sonralart polianilin, politiyofen, poli(3,4-etilendioksitiyofen) gibi iletken polimerler
biyosensorlerin yapiminda kullanilmislardir (Guimard 2007).

2005 yilinda Pan ve arkadaslar1 GOX tabanli poliaminofenol ve karbon nano tiip
(CNT) kompozit biyosensorii yapmiglardir. CNT’nin yiiksek yiizey alani ve mitkemmel
elektriksel iletkenliklerinden dolayr Au/POAP/CNT/GOX elektrodu gozlenebilme sinir
(LOD) 0,01 mM olarak tespit edilmistir. Ayrica, biyosensor hizli cevap siiresi ve genis
cevap akimi olusturmustur (Pan 2005; Malhotra 2006).

2006 yilinda Nien ve arkadaslart PEDOT tabanl glikoz biyosensorii yapmislardir.
Pt/PEDOT/GOX biyosensorii 0,35 V uygulama potansiyeli ile 0,1 — 10 mM araliginda
dogrusal davranig gostermis olup, LOD 0,13 mM olarak tespit edilmistir. Biyosensoriin
raf Omrii 18 giin olarak tespit edilmistir (Nien 2006)

Ming ve arkadaslart PEDOT ve CNT tabanli Pt/PEDOT/CNT/AO/Nafion L-
askorbik asit biyosensorii yapmislardir (Sekil 2.1.). Bu biyosensoér 0,4 V uygulama
potansiyeli ile 0,001-18 mM dogrusal aralikta 28,5 mA M™cm? duyarliliga sahip iken
Pt/PEDOT/AQ ise 19,5 mA M-lcm™. LOD degeri sirastyla 0,7 ve 1,53 uM olup, K 18,35
mM olarak hesaplanmistir. Bu biyosensor i¢in yapilan raf émrii ¢aligmasinda 60 giin
sonunda %75 aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.(Ming 2011)
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Sekil 2.1. Askorbik asit biyosensoriiniin hazirlanist (Ming 2011)
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Polipirol ve politiyofen tiirevlerinin avantajl 6zelliklerinden dolay1 bu iki yapiy1 da
barindiran iletken polimerler sentezlenmesi igin ¢aligsmalar yapilmistir. Bu tip polimerler
arasinda SN tiirevleri diisiik oksidasyon potansiyeli, listiin elektriksel ve optik 6zellikleri
ve kolay polimerlesebilmeleri gibi avantajlar1 nedeni ile 6ne ¢ikmaktadir. Bugiine degin
yapilan biyosensor ¢aligmalarinda bazi PSNS tiirevi kullanilmistir.
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Tuncagil ve arkadaslari platin elektrot yiizeyine P(SNS-NO>) ile modifiye ettikten
sonra pirol varliginda tirosinaz enzimi immobilize edilmesiyle fenol biyosensorleri
hazirlamiglardir. Pt/ P(SNS-NO>)/PPy/PPO biyosensoriin -0,7 V uygulama potansiyeli ile
katekol ve L-tirosin substratlar1 igin biyosensoriin analitik Ozelikleri incelenmistir.
Biyosensoriin katekol ve L-tirosinaz substratlari i¢in sirasiyla 0,05-0,5 mM 0,8-2,5 mM
araliginda dogrusal davranis gosterdigi tespit edilmistir. Biyosensoriin raf 6mrii katekol
ve L-tirosinaz substratlari i¢in sirasiyla 35 ve 60 giin olarak tespit edilmistir (Tuncagil
2010).

Tuncagil ve arkadaslar1 diger bir ¢calismada grafit ¢ubuk yiizeyini P(SNS-An) ve
altin nano partikiilleri ile modifiye ettikten sonra glikoz oksidaz enziminin immobilize
edilmesiyle GE/CP/AuNP/GOx glikoz biyosensorii olusturmuslardir. GE/CP/AuNP/GOx
biyosensoriiniin analitik performanslarini Ag/AgCl referans elektroduna karst -0,7 V
uygulama potansiyelinde incelemislerdir. Bu inceleme sonucunda biyosensor 0,002-5,0
mM araliginda dogrusal davranig gosterdigi ve gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,0021 mM
oldugu tespit edilmistir. Bu modifiye elektrot ile baz1 meyve sularindaki glikoz miktarlar
test edilmis ve basarili olarak rapor edilmistir (Tuncagil 2011).

Ozdemir ve arkadaslar1 karbon pasta elektrot yiizeyine 4-(2,5-di(tiyofenil-2-il)-1H-
pirol-1-1))benzenamin (SNS-An) elektropolimerizasyon yontem ile kaplamislardir.
fletken polimer kapli elektrot karbon nanotiip modifiye edildikten sonra glikoz oksidaz
enzimi  immobilizasyonu ile CPE/P(SNS-An)/CNT/GOX glikoz biyosensori
tasarlanmistir. Bu biyosensor -0,7 V uygulama potansiyeli ile 0,1-2,0 mM araliginda
dogrusal davranig gostermistir. Ayrica, bazit meyve sularinda basarili bir sekilde test
edilmistir (Ozdemir 2011).

Kanik ve arkadaslari pestisit tayini igin grafit elektrot ve poli(SNS-An) kullanilarak
asetilkolinesteraz enzimi ve kolin oksidaz enzimi ile GE/P(SNS-An)/AChE-ChO
biyosensorii hazirlamiglardir. Biyosensor -0,7 V uygulama potansiyelinde 0,12-10 mM
araliginda dogrusal davranig gostermis olup, LOD 0,11 mM olarak tespit edilmistir.
Biyosensoriin raf omrii 4 hafta olarak tespit edilmis ve paraokson-etil pestisitinin
tayininde kullanilmistir (Kanik 2013).

Giiler ve arkadaslar1 4-amino-N-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benzamid
(HKCN) kullanilarak piranoz oksidaz enzimi ile GE/HKCN/PyOx glikoz biyosensorleri
hazirlamislardir. Bu biyosensor -0,7 V uygulama potansiyeli ile kesik sistemde ve akigkan
sistemde 0,05-1,0 MM ve 0,01-1,0 mM araliginda dogrusal davranis gostermistir. Gergek
numune analizi i¢in hazirlanan biyosensorler ile metal ve karton kutulu bazi meyve
sularindaki glikoz miktar1 tayin edilmistir. Analiz sonuclart ile spektrofotometrik
yontemle elde edilen degerlerle karsilastirmis ve biyosensoriin basarili oldugunu rapor
edilmistir (Gtiler 2014).

Soganci ve arkadaglar ferrosenilditiyofosfonat (TPFc) ve 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-
1H-pirol-1-il)biitan-1-amin (TPA) igeren bir kopolimer ve glikoz oksidaz enzimi ile
GE/P(TPFc —co- TPA)/GOX glikoz biyosensdriinii tasarlamiglardir. Bu biyosensor +0,45
V uygulama potansiyeli ile 0,075-75 mM araliginda dogrusal davranig géstermis olup,
duyarliligt ve LOD degeri 0,1 pA/mM ve 0,03 mM olarak tespit edilmistir. Ayrica
biyosensoriin baz1 meyve sularinda glikoz i¢in basarili bir sekilde kullanilabilecegini
rapor edilmistir (Soganci 2014).
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Kesik ve arkadaglar1 grafit cubuk yiizeyine P(SNS-NH2) ve karbon nanotiip
modifiye ettikten sonra asetilkolinesteraz enziminin immobilize ettirmesiyle pestisit
tayini i¢in, GE/P(SNS-NH)/CNT/AChE—ChO biyosensorii tasarlamiglardir. Biyosensor
+0,1 V uygulama potansiyeli ile 0,05-8,0 mM araliginda dogrusal davranis gdstermis olup
ve LOD 0,09 mM olarak tespit edilmistir. Hazirlanan biyosensor ile suda pestisit tayini
yapmislardir. Biyosensoriin raf 6mriinii 45 giin oldugu tespit edilmistir (Kesik 2014).

Ayranci ve arkadaslari, 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il) amidoferrosenilditiyo
-fosfonat ve 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benzenamin igeren bir kopolimer ile
glikoz oksidaz enzimi ile GE/P(SNS-NH2 —ko- SNS-NH: —F¢)/GOx glikoz biyosensorii
tasarlamiglardir. Bu biyosensor 0,45 V uygulama potansiyeli ile 0,5-5,0 mM araliginda
dogrusal davranig gostermis olup, LOD 0,18 mM olarak tespit edilmistir. Biyosensoriin
bazi meyve sulariin glikoz tayininde basarili bir sekilde kullanilabilecegini rapor
edilmistir (Ayranci 2015).

Dervisevi¢ ve arkadaglari, SNS-NH. ve di-amino-ferrosen (DAFc) monomerleri
tabanli PGE/P(SNS-NH,)/P(DAFc)/Ureaz iire biyosensorii gelistirmislerdir. Urenin
substrat olarak kullanildigi kronoamperometrik ¢alismalar sonucunda 0,1-8,5 mM
dogrusallik araliginda 0,54 pA/mM duyarlilik bulunmustur. LOD degeri 12 uM olan
biyosensor kan ve idrarda iire tayinine olanak sagladigini bildirilmistir (Dervisevi¢ 2017).

Tekbasoglu ve arkadaslari, 4-amino-N-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benz
amid(HKCN) ve 1,3-Bis(2-piridilimino)isoindolin 3,4-etilendioksitiyofen palladyum
kompleksi (EDOT-PdBPI) P(EDOT- PdBPI-co-HKCN)/GOx ile -0,7 V sabit potansiyel
ile 0,25-2,5 mM dogrusal araliginda 10,871 pA duyarlilik ve LOD degeri 0,176 mM
olarak bulunmustur. Raf 6émrii i¢in 8 hafta sonunda %87 cevap verdigini ve real analiz
sonugclari ile biyosensoriin basarili oldugunu rapor edilmistir. (Tekbasoglu 2017)

Literatiirde iletken polimerlerin amperometrik biyosensorlerde kullanimu ile ilgili
pek c¢ok calisma bulunmasina karsin hazirlanan sensorlerin segiciligi, duyarliligi, 6l¢tim
araligi, kararliligi, gézlenebilme sinir1 ve raf dmrii gibi 6nemli 6zellikleri ticari, giincel
uygulamalarda yer bulabilecek nitelikte olmadigindan yeni biyosensorlerin {iretimi i¢in
yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Son donemde yapilan ¢aligmalar, gelismis 6zelliklere
sahip biyosensorlerin hazirlanabilmesinin uygun niteliklere sahip yeni polimerler
matrislerinin kullanilmasina bagli oldugunu ortaya koymustur.

Tez ¢alismasinin amaci poli(2,5-ditiyenilpirol) (PSNS) ve polipirol (PPy) tabanli,
literatiirde bulunmayan ¢esitli biyosensorlerin hazirlanmasi, bu biyosensorlerin
ozeliklerinin incelenmesi, optimizasyonu ve gercek numunelerde analiz yapilmasidir.
Yapilan bu ¢alisma ile glikoz, fenol tiirevleri ve iire gibi insan sagligina olumsuz etkileri
sebebi ile kontrol altinda tutulmasi gereken bilesiklerin kolay, yiiksek hassasiyetli bir
yontem ile analizine olanak saglanmasi hedeflenmistir. Bu noktada kullanilmasi
planlanan PSNS ve PPy tiirevi iletken polimer matrisler hedefe yonelik tasarlanmis olup,
polimer yapist ile biyosensor Ozellikleri arasindaki iliskinin ortaya koyulmasi
planlanmistir. Ayrica kopolimerizasyon, medyator kullanimi, takip edilen bilesen tiiriiniin
hazirlanan  biyosensorlerin  analitik  performanslarmma  etkilerinin  incelenmesi
hedeflenmistir
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Glikoz oksidaz (GOX, EC 1.1.3.4. Aspergillus niger, Type X-S, 128 U/mg),
Tirosinaz (PPO, mushroom, 2687 U/mg), glikoz, tire, katekol (1,2 dihidroksibenzen),
askorbik asit, fruktoz, hidrojen peroksit ve ¢ok duvarli karbon nanotiip(CNT(O.DxL 6-9
nm x Spm, >%95 karbon) Sigma-Aldrich’den satin alimmustir. Ureaz ( Jack beans) Alfa
Aesar firmasindan temin edilmistir.

Sakkaroz ve sitrik asit Analar firmasindan, urik asit Across, laktik asit ABCR, HCI,
NaOH, monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfat Merck firmasindan
temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cozeltiler

Hidrojen peroksit: % 35’lik 6=1,13 kg/L olan hidrojen peroksitten belirli bir
miktar alinarak derisimi 1 M olacak sekilde 100 mL stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha
sonra gerekli goriilen derisimlerde hidrojen peroksit cozeltileri suyla seyreltilerek
hazirlanmustir.

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfat belli
miktarlarda tartilarak saf suda ¢6zlilmiis, hazirlanan ¢ozeltinin pH’ s1 1,0 M NaOH ve 1,0
M HCl ile ayarlanmis ve ¢ozeltideki analitik derisimi 0,1 M olacak sekilde seyreltilmistir.
Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in ayni yol izlenmistir.
Tampon ¢ozelti buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

Enzim cozeltileri: Stok enzimden hassas terazide gerekli olan miktar tartilarak
birim icerisinde 5 Unit/uL olacak sekilde saf su ile ayarlanmistir. Deney sirasinda
kullanilacak olan enzim ¢6zeltisi buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra kullanilmayan
enzim ¢ozeltileri derin dondurucuda saklanmastir.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 sodyum hidroksitten belli bir miktar alinip saf
suda ¢oziilerek 0,1 M 100 mL ¢6zeltisi hazirlanmustir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HC1” den belli bir miktar alinip uygun sekilde
seyreltilerek 0,1 M 100 mL HCI ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Askorbik asit ¢ozeltisi: Kat1 askorbik asitten 1 M, 1 mL balon jojede ultra saf su
icerisinde hazirlanmistir. Aynmi sekilde girisim etkisi ¢alismasi i¢in fruktoz, sakkaroz,
sitrik asit, iirik asit, laktik asit ¢ozeltileri hazirlanmustir.

Glikoz Cozeltisi: 1 mL balon jojede 1 M’lik ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu hazirlanan
stok ¢Ozeltiden 0,4, 0,1 ve 0,02 M’ lik ¢ozeltiler hazirlanmastir.

Ure Cozeltisi: Substrat olarak kullanilan ire 1 M’ lik ¢ozeltisi stok olarak
hazirlanmistir. Daha sonra gerekli miktarlarda seyreltilerek yeni ¢ozeltiler hazirlanmastir.
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Katekol Cozeltisi: Katekol belli miktarda hassas terazide tartilarak 1 mL’lik balon
jojede 1 M olacak sekilde her giin taze hazirlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozeltiden 0,1 ve
0,02 M lik ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.3. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Elektrokimyasal ¢alismalarda GAMRY Reference 600 Potansiyostat / Galvanostat
elektrokimyasal analiz cihazi be Basi C3 standi kullanilmistir.

Sekil 3.1. Calisma diizenegi

Tampon ¢ozeltilerinin pH’larinin dl¢lilmesinde Mettler Toledo Model five easy pH-
iyonmetre cihazi kullanilmistir.

2,5 uL — 10 pL ve 100 pL ¢ozelti ilaveleri i¢in Eppendorf marka + 0,05 pL
hassasiyeti olan mikro pipetler kullanilmistir. Yikamada ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
kullanilan saf su; millipure marka saf su cihazindan saglanmstir.

Katilarin ¢ozelti igerisinde iyi ¢dzlinmesini veya dispers olmasini saglamak
amaciyla ultrasonik banyo olarak bandelin sonorex aleti kullanilmistir.

Elektrokimyasal olarak sentezlenen iletken polimer filmlerin hem enzim
immobilize edilmis hem de enzim immobilize edilmemis yilizeyleri SEM ile
incelenmigtir. ITO elektrot yiizeyinde sentezlenmis filmler ¢oziicii ile birka¢ kez
yikanarak tizerindeki destek elektrolitlerden temizlenmistir. Bu filmlerin ylizeyleri Zeiss
marka Leo 1430 model SEM cihazi ile yiizeylerinin analizi yapilmistir. Enzim
immobilize edilmis filmler ise tampon ¢ozelti ile yikanarak immobilize olmamis enzimler
ortamdan uzaklagtirilmistir.
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3.4. Hiicre ve Elektrotlar

Elektrokimyasal islemlerde Sekil 3.1°de gosterilen Basi C3 hiicre stand1 ve {i¢li
elektrot sistemi kullanilmigtir. Referans elektrot olarak Basi marka MF-2052 no’lu
Ag/AgCI, karsit elektrot olarak platin tel ve ¢alisma elektrotlari olarak 0,25 cm? (0,5 cm
x 0,5 cm) yiizey alanli platin levha, platin disk ve camsi karbon elektrot (GCE)
kullanilmustir.

Platin disk, GCE eclektrotlar1 ¢iplak ve iletken polimer kapli olarak c¢alismalar
yapilmistir. Bu elektrotlar substrat olarak hidrojen peroksit i¢in amperometrik ¢calismalar
sonucunda ¢alisma araliginin dar olmasi, tekrarlanabilirliginin az olmasi ve sinyallerin
diizgiin olmamasindan dolay1 sonraki ¢alismalarda ¢alisma elektrodu olarak platin levha
elektrodu kulanilmistir.

3.5. Platin Levhalarin Temizlenmesi

Platin levhanin ylizeyi mekanik olarak temizlendikten sonra saf su ile yikanip ve
aleve tutularak {iizerindeki tiim safsizliklarin yanarak yiizeyden uzaklastirilmasi
saglanmigtir. Elektrokimyasal olarak ise 0,5 M siilfiirik asit igerisinde (-2,0 — 2,0 V)
arasinda 10 dongili uygulanarak temizlenmistir. Daha sonra saf su ardindan etanol ile
yikanmis, kurutulmus ve tekrar saf su ile yikanarak kaplamaya hazir hale getirilmistir.

3.6. Tarama Hiz1 Calismasi

fletken polimer kapli elektrot monomersiz elektrolit ortaminda farkli tarama
hizlarinda (10, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100 mV/s vb.) donisiimlii voltamogramlari
incelenmistir. Polimerlerin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyelleri belirlenmistir.
Polimerin tarama hizi c¢alismalar1 sonucunda anodik ve katodik pik siddetleri tarama
hizina kars1 grafige gegcirilmistir.

3.7. SNS Tiirevlerinin Sentezi
3.7.1. 1,4-di-tiyofen-2-il-biitan-1,4-dion sentezi

Stokiyometrik olarak aliminyum kloriir, diklorometan igerisinde 15 °C’de
kanigtirllmistir. Tiyofen, siiksinil kloriir ve diklorometan igeren karisim reaksiyon
ortamina kademe kademe eklenmistir. Reaksiyon boyunca sicaklik 15 °C’ de sabit
tutulmustur. Tepkime, hidroklorik asit igeren buzlu suya yavas yavas eklenerek
sonlandirilmistir. Bu karisim doygun NaHCOg3 ¢ozeltisi ve doygun NaCl ¢ozeltisi ile
yikanmig ve MgSOs ile kurutulmustur. Ham {irtin kolon kromatografisi ile
saflastirilmistir.
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Sekil 3.2. SNS tabanli monomerlerin sentezi

3.7.2. Paal-Knorr tepkimesi ile SNS tiirevlerinin sentezi

Monomerler 1,4-di-tiyofen-2-il-biitan-1,4-dion ile 2-etil-hegzilamin, etanolamin ve
p-diaminbenzen yapilari ile ayr1 ayr1 uygun kosullarda Paal-Knorr tipi bir tepkime ile
sentezlenmistir. Sentezler sonucunda sirasiyla Sekil 3.2’de belirtilen 1-(2-etil-hegzil)-
2,5-di-tiyofen-2-il-1H-pirol (SNS-HE) (Camurlu 2012), 2-(2,5-di-tiyofen-2-il-pirol-1-il)-
etanol (SNS-Et) ve 2-(2,5-di-tiyofen-2-il-pirol-1-il)-benzenamin (SNS-An) (Yildiz 2008)
sentezlenmistir.

3.7.3. 1-(2-azido-etil)-2,5-di-tiyofen-2-il-H-pirol sentezi (SNS-N3) sentezi

Uygun stokiyometride toluen-4-siilfonik asit 2-(2,5-di-tiyofen-2-il-pirol-1-il)-etil
ester dimetilformamid’ de ¢6ziilmiistiir. Reaksiyon ortamina 5 mmol sodyum azid parca
parca eklenmis ve sicaklik 50 °C’ye getirilmistir. Reaksiyon sonlandirilmis ve
diklorometan / su ile ekstrakte edilmistir. Doygun NaHCOs3 ve doygun NaCl ¢ozeltisi ile
yikanmig ve MgSOs ile kurutulmustur. Kolon kromatograsi ile saflastirilmistir (Topgu
2011).

7\ /\
\ AN N // TSC| DCM M NaN3 O/@\O
DMAP, TEA

O
_g=0 3

O/
SNS-EtOH Q SNS-N3

Sekil 3.3. 1-(2-azido-etil)-2,5-di-tiyofen-2-il-H-pirol sentezi
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3.7.4. SNS-Fc sentezi

Sekil 3.4’deki yontem ile sentezlenen SNS-N3 ve etinil ferrosen tetrahidrofuran
igerisinde ¢oziilmiis ve daha sonra sirasi ile su, 1 M CuSO4-5H20 ve 1 M sodyum
askorbat ilave edilmistir. 3 saat reaksiyondan sonra ¢oziicii uzaklastirilmis ve tepkime
karisimi diklorometan ile ekstrakte edilmistir. Kolon kromatografisi ile saflastirilan SNS-
Fc maddesinin yapisi spektroskopik yontemlerle karakterize edilmistir (Bicil 2013).

CuS0,4-5H,0
\ /N\ oK _ 45Hz N /N\ 2
S 2 S Fe sodyum askorbat S S
N3 N
NB\@
SNS-N; Etinil ferrosen N 1
SNS-Fc <

Sekil 3.4. SNS-Fc sentezi
3.7.5. 4-ferrosenil-1-(4-pirol-1-il-biitil)-1H-[1,2,3]triazol (Py-Fc) sentezi

Tetrahidrofuran (THF) igerisinde uygun stokiyometride Py-N3 ve etinil ferrosen
oda sicakliginda ve azot atmosferinde 5 dakika karistirilmigtir. Reaksiyon ortamina 5 mL
saf su eklenip karistirilmis ve sonra 1 M CuSOs-5H20 c¢ozeltisinden 0,1 mL ilave
edilmistir. 1 M’lik sodyum askorbat ¢6zeltisinden 0,17 mL eklenmis ve reaksiyon oda
sicakliginda 3 saat karistinllmistir. Cozgen uzaklastirllmis ve tepkime karigimi
diklorometan ile ekstrakte edilmistir. Madde Kolon kromatografisi ile saflastirilmistir.
Py-Fc Sekil 3.5’de gosterildigi gibi sentezlenmistir (Camurlu 2016). Sekil 3.6° da tez
kapsaminda sentezlenen tiim monomerlerin yapilar1 gosterilmistir.

Iy Ly
N . $ __ CuSO,5H,0 N

Fe sodyum askorbat
N3 N\’\\\l
XN
Py-N3
=
Py-Fc

Sekil 3.5. 4-ferrosenil-1-(4-pirol-1-il-biitil)-1H-[ 1,2, 3]triazol (Py-Fc) sentezi
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Sekil 3.6. Tez kapsaminda sentezlenen ve kullanilan monomerler

3.8. iletken Polimerin Sentezi

Iletken polimerlerin sentezinde 0,1 M 1,5 mL LiClIO4/ACN ortaminda SNS veya
pirol tiirevi monomerlerin elektrokimyasal polimerizasyonu gergeklestirilmistir.
Sentezlenen iletken polimerler tarama hizi caligmasi ve biyosensor g¢alismalarinda
kullanilmistir. Ayrica SNS-An ve SNS-Fc monomerleri ile 3,4-etilendioksitiyofen
varliginda elektrokimyasal kopolimerizasyon gergeklestirilmis ve ilgili kopolimerler
biyosensor uygulamasina uygunlugu ¢alisilmistir.

/ \ / \ / Elektropolimerizasy(in / \ / \ / \
S T S S T S "

R
SNS-R P(SNS-R)

Sekil 3.7. Elektrokimyasal polimerizasyon

3.9. P(SNS-AnN) Sentezi

Karsit elektrot olarak Pt telin, referans elektrot olarak giimiis telin ve c¢alisma
elektrodu olarak platin levha kullanildig: hiicre igerisine 0,1 M LiClO4 ve 0,1 M NaClO4
asetonitrilde hazirlanmistir. Elektrokimyasal polimerizasyon ortama 5,0 mg/mL SNS-An
monomer varliginda (-0,5 — 1,2 V) arasinda 100 mV/s tarama hizi ile potansiyometrik
olarak gerceklestirilmistir. Polimer kapli elektrot ylizeyinde bulunan monomer ve
oligomerlerin uzaklastirilmasi i¢in 10 dk boyunca saf asetonitrilde bekletilmistir.

3.10. P(SNS-Fc), P(SNS-Et), P(SNS-HE) Homopolimerlerinin Sentezi

Temizlenmis ve hazirlanmis elektrot sistemi ile cam hiicre igerisine destek elektrolit
olarak 0,1 M 1,5 mL LIiCIO4#/ACN ¢ozeltisinin iizerine 1,5 mg/mL SNS-R/ACN,
monomeri ile eklendikten sonra homopolimer potansiyodinamik olarak (0,0 - 0,9) V
araliginda dontistimlii voltamogram ile sentezlenmistir. Polimer kapli elektrot saf
asetonitrilde yikanmistir.
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3.11. P(SNS-N3) Sentezi

Temiz platin levha elektrot yilizeyine ti¢lii elektrot sisteminde ACN igerinde LiClO4
ve TBAPFe elektrolitleri varliginda 0,01 M SNS-N3 monomeri eklenmistir. Elektrot
yiizeyinde polimerlestirme potansiyodinamik olarak (0,0-1,0) V araliginda doniistimlii
voltamogram ile yapilmistir (Camurlu 2013). Daha sonra yapilan ¢alismalarda polimerin
biyosensor i¢in yeterince kaplanmadigi kanisina varilmis ve biyosensor caligmasi
yapilamamigtir.

3.12. P(Py-Fc) Sentezi

Temiz olarak hazirlanmis platin levha elektrot yiizeyine t¢lii elektrot sisteminde
ACN igerisinde TBAPFs elektrolit varliginda 0,01 M Py-Fc monomeri eklenmistir.
Elektrot yiizeyinde polimerlestirme potansiyodinamik olarak (-0,6 - 1,0) V araliginda
dontisimlii  voltamogram ile yapilmistir (Camurlu 2013). Daha sonra yapilan
calismalarda polimerin biyosensor igin yeterince kaplanmadigi kanisina varilmis ve
biyosensor ¢aligsmasi yapilamamastir.

3.13. P(SNS-An —ko- EDOT) Kopolimerinin Sentezi

Daha 6nce mekanik ve elektrokimyasal olarak temizlenen platin levha ¢alisma
elektrodu, Ag/AQCI elektrot referans elektrot ve karsit elektrot olarak platin tel
kullanilmistir. Cam hiicre igerisine destek elektrolit olarak 0,1 M LiClO4 ve 0,1 M
NaClO4 koyulmus ve 5,0 mg/mL SNS-An/ACN, 3,0 uL EDOT monomerleri eklendikten
sonra kopolimer potansiyodinamik olarak sentezlenmistir. Polimer kapli elektrot
yiizeyinde bulunan monomer ve oligomerlerin uzaklastirilmasi i¢in 10 dk boyunca saf
asetonitrilde bekletilmistir.

3.14. P(SNS-Fc-ko-EDOT) Kopolimerinin Sentezi

Temizlenmis ve hazirlanmis elektrot sistemi ile cam hiicre icerisine 1,5 mL 0,1 M
LiCIO4/ACN ile 1,5 mg/mL SNS-Fc/ACN, 3,0 uL EDOT monomerleri eklendikten sonra
kopolimer potansiyodinamik olarak (0,0-0,9) V araliginda doniistimli voltamogram ile
sentezlenmistir. Polimer kapli elektrot saf asetonitrilde yikanmistir.

3.15. Biyosensorlerin Hazirlanmasi

Iletken polimer (CP) kaplanmis elektrotun iizerine 1 mg MWCNT/ 1 mL etanol
karisimindan 10 pL damlatilmis ve oda sartlarinda kurutulmustur. Daha 6nce tampon
igerisinde hazirlanmis enzim ¢dzeltilerinden optimum olarak belirlenen miktar1 kadar
iletken polimer kapli elektrot yiizeyine damlatilmis ve yaklagik 1 saat oda sartlarinda
kurumasi beklenmistir. En son asamada ise % 1’ lik gluteraldehit ¢ozeltisinden optimum
olarak belirlenmis miktar damlatilmis ve oda kosullarinda kurumasi beklenmistir.
Hazirlanan enzim elektrotlar1 0,1 M fosfat tamponu ile yikanarak kullanima hazir hale
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getirilmistir. Enzim elektrotlar1 kullanilmadiginda 0,1 M, pH=7,0 fosfat tamponu
igerisinde +4°C’de saklanmustir.

3.16. Olgiim Teknigi

Hazirlanan enzim elektrotlarinin substrata olan cevaplart kronoamperometri
yontemi ile incelenmistir. Optimum pH ortaminda 3 elektrotlu ¢alisma hiicresine 10 mL
0,1 M fosfat tamponuna koyulup, 1,2 mg/ mL olacak sekilde sodyum dodesil siilfat (SDS)
koyulmustur. Olgiimler enzim elektrotu icin belirlenen optimum potansiyelin sabit olarak
uygulanmasiyla ve 200 rpm karistirma hiziyla gerceklestirilmistir. Substrat eklenmeden
once elektrodun akim cevabinin sabitlenmesi beklenmistir. Daha sonra eklenen substrat
miktarina kars1 akimdaki degisiklikler kaydedilmistir.

Glikoz tayini i¢in hazirlanan elektrot yiizeyinde glikoz ile glikoz oksidaz enzimi
arasindaki reaksiyon 3.1°de verilmistir. 3.2°de ise enzimatik reaksiyon sonucu olusan
hidrojen peroksitin yiikseltgenmesi verilmistir. Amperometrik yontemlerde genellikle
olusan hidrojen peroksitin yilikseltgenmesiyle elde edilen akimlarin glikoz derigsimine
bagliligindan tayin edilmistir. Bir diger yontemde ise enzimatik reaksiyon sonucu
tiiketilen oksijenin indirgenmesiyle elde edilen akimlarin glikoz derisimine bagliligindan
tayin edilmistir.

. GOX
D-Glikoz + O, ———— D-Glukolakton + H,0, — Glukonik Asit (3.1)

H202—> 02 + 2H+ + 2¢€ (32)

Tez g¢aligmasinda glikoz sensorlerinin hem H20. yiikseltgenme hem de O:
indirgenme potansiyellerinde ¢aligmalar yapilmistir.

Ure biyosensérlerinde iire iireaz enzimi ile hidroliz olmaktadir. Bu hidroliz sonucunda
olusan amonyum iyonunun takibi ile analiz yapilmaktadir (Dhawan 2009).

Ureaz
NHZ_CO_NHZ +3 Hzo (E— . 2 NH4+ + HCOg_ + OH"

Fenollerin tayini kinon iirlinlerinin salinmasinin izlenmesi ya da oksijen tiikketiminin
izlenmesine dayanmaktadir (Zeyrek 2010). Bu calismada katekoliin enzim ile

etkilesmesinden olusan o- kinonun elektrokimyasal etki ile yeniden katekola doniisiimii
takip edilmistir (Sekil 3.8).

(@) OH
o OH

O-kinon katekol

Sekil 3.8. Polifenollerin 6l¢iim mekanizmasi
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3.17. Calisma Parametrelerin Belirlenmesi
3.17.1. Cahisma potansiyeli ve pH etkisi

Calisma  potansiyelinin ~ belirlenmesi  i¢in  kronoamperometrik  yontem
kullanilmistir. Burada ¢alisma elektrodu olarak enzim elektrodu, referans elektrot olarak
Ag/AgCl elektrodu ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilan tiglii elektrot sisteminde,
pH’17,0 olan 10 mL 0,1 M fosfat tamponunda gerceklestirilmistir. Her bir potansiyel i¢in
ayr1 ayr1 dlgiimler almmustir. Ornegin 0,7 V sabit potansiyel igin ¢alisma elektrodu iiglii
elektrot sisteminde 0,7 V sabit potansiyelde dengeye geldikten sonra hiicre i¢i derigimi 1
M olacak sekilde substrat ¢ozeltisi eklenmis ve denge akimi kaydedilmistir. Bu islemler
belirlenen diger potansiyeller i¢in de tekrarlanmistir.

Hazirlanan elektrodun aktivitesine pH etkisini incelemek i¢cin pH’1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0
ve 7,5 olan fosfat tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ornegin pH=7,0 fosfat tampon ¢dzelti
icin ticlii elektrot sisteminde optimum potansiyelde kararli hale geldikten sonra hiicre i¢i
1 mM sabit substrat derisiminde 50 saniye sonundaki denge akimi kaydedilmistir. Bu
islemler belirlenen diger tamponlar i¢in de tekrarlanmistir. Kaydedilen akim degisimleri
pH’a kars1 grafige gecirilmis ve optimum pH degeri belirlenmistir.

3.17.2. Enzim miktar1 ve gluteraldehit miktar: etkisi

Biyosensor i¢in optimum enzim miktarin1 bulmak i¢in farkli miktarlarda enzim
immobilize edilmistir. Glikoz oksidaz enzimi ile yapilan ¢alismalarda iletken polimer
kapl elektrot yiizeyine 25-150 iinite arasinda enzim yiiklenmistir. Ureaz enzimi ile
yapilan ¢alismalarda 10-100 tinite ve tirosinaz enzimi ile 20-100 {inite arasinda optimum
calismasi yapilmistir. Enzim yiikklenmis elektrotlar gluteraldehit ile ¢capraz baglanmis ve
daha sonra buzdolabinda +4°C’de pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde muhafaza edilmistir.
Bu hazirlanan elektrotlar optimum potansiyelde dengeye getirildikten sonra ortamda 0,5
veya 1 mM substrat olacak sekilde kronoamperometrik Sl¢iimler alinmstir. Olgiilen akim
degisimleri enzim miktarina kars1 grafige gegirilmis ve optimum enzim miktari (iinite)
belirlenmistir.

Daha once pH=7,0 fosfat tamponu igerisinde % 1’lik gluteraldehit ¢ozeltisi
hazirlanmustir. Tletken polimer kapli platin elektrotlarin her bir yiizeyine énce CNT daha
sonra enzim yiiklenmis kurumasi i¢in oda kosullarinda ve desikator igerisinde 1 saat
beklenmistir. Pt/CP/CNT/GOX elektrotlarinin her bir yiizeyine hazirlanan gluteraldehit
¢ozeltisinden 7,5, 10, 12,5 ve 15 pL miktar1 damlatilmis ve desikatérde kurumasi i¢in
yaklasik 2,5 saat beklenmistir. Hazirlanan elektrotlar pH=7,0 fosfat tamponunda +4°C’de
kullanilmadiginda saklanmistir. Farkli miktarlarda gluteraldehit yiliklenmis enzim
elektrotlar1 optimum tamponda ve sabit potansiyel altinda dengeye gelmesinden sonra
Hiicre igerisinde substrat derisimi 0,5 veya 1 mM olacak sekilde her bir elektrodun verdigi
cevaplar  kaydedilmis.  Gluteraldehit miktarina karst  substrat  varligindaki
kronoamperometrik cevaplari grafige gecirilerek optimum miktar belirlenmistir.
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3.17.3. Karbon nanotiip (CNT) etkisi

Daha once etanol igerisinde 1 mg CNT/ mL olarak hazirlanan karisim ultrasonik
banyoda 1 saat dispers edilmistir. iletken polimer kapli platin elektrotlarn her bir
yiizeyine 5, 10 ve 15 pL CNT ¢ozeltisinden damlatilmis ve kurumasi igin oda
kosullarinda ve desikator igerisinde 1 saat beklenmistir. Uzerine 6nce optimum
miktarlarda enzim ve gluteraldehit yliklenerek enzim elektrodu hazir hale getirilmistir.
Farkli miktarlarda CNT yiiklenmis enzim elektrotlari optimum tamponda ve sabit
potansiyel altinda dengeye gelmesinden sonra hiicre igerisinde substrat derisimi 0,5 veya
1 mM olacak sekilde her bir elektrodun verdigi cevaplar kaydedilmis ve birbirleriyle
karsilastirilarak optimum miktar belirlenmistir.

3.17.4. Fulleren (Ceo) etkisi

P(SNS-An —ko- EDOT) kopolimeri ile yapilan glikoz biyosensoriinde karbon
nanotiip yerine sinyal artirici olarak fulleren kullanilmistir. Bunun i¢in Once etanol
igerisinde 1 mg Ceo / mL olarak hazirlanan ¢6zelti ultrasonikasyon banyoda 1 saat
sonunda dispers edilmistir. iletken polimer kapl: platin elektrotlarin her bir yiizeyine 10
uL Ceo ¢ozeltisinden damlatilmis ve kurumasi i¢in oda kosullarinda ve desikator
icerisinde 1 saat beklenmistir. Uzerine optimum miktarlarda enzim ve gluteraldehit
yiiklenerek enzim elektrodu hazir hale getirilmistir. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/Cso/GOX
biyosensoriiniin  analitik  performanslart  incelenmistir.  Biyosensoriin  analitik
performanslar1 sonucunda karbon nanotiiple yapilan biyosensoriin performansiyla
karsilastirilmistir. Degerlendirme sonucunda bu ¢alisma igin karbon nanotiipiin daha
uygun oldugu disiiniilmiis ve sonraki caligmalarda sinyal artirict olarak CNT
kullanilmasina karar verilmistir.

3.18. Biyosensorlerin Analitik Performanslarinin Degerlendirilmesi
3.18.1. Substrat derisiminin etkisi

Substrat derisiminin hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevabina etkisini
incelemek i¢in optimum kosullarda dengeye getirilen ¢alisma hiicresine uygun miktarda
substrat eklenmis ve 50 saniye sonundaki kronoamperometrik cevaplari kaydedilmistir.
Amperometrik ol¢iim sonunda elde edilen akim degisimleri substrat derisimlerine karsi
grafige gecirilmistir.

3.18.2. Gozlenebilme siir1 (LOD)

Gozlenebilme smurt (limit of dedection (LOD) bir biyosensdrle belli bir giiven
seviyesinde rapor edilebilir en kiiciik derisim degeri olarak adlandirilir. LOD degerini
tespit etmek i¢in hazirlanan biyosensoriin sinyal/goriiltii oranin 3 oldugu ve substrat
derisiminin diisiik oldugu ¢alisma ile akim degisimleri belirlenmistir. Diisiik derisimde
S/N=3 oldugu sistemde 10 Ol¢limdeki akim degisimleri kaydedilmis ve bu akim
degisimlerinin standart sapmasi (s) hesaplanmistir. Hazirlanan biyosensoriin LOD degeri
i¢in bulunan standart sapma “3 s/m” formiiliinde yerine konularak hesaplanmistir.
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3.18.3. Enzim elektrotlarin kullanim kararhhgi

Uclii elektrot sisteminde hazirlanan hiicre i¢inde optimum sartlarda dengeye
getirilen biyosensoriin tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin 1 mM substrat
derisiminde elde edilen amperometrik cevaplar kaydedilmistir. Olgiimler ayn1 giin i¢inde
ve arka arkaya yapilmustir. Ol¢iimler sonucu elde edilen akimdaki bagil degisimlerine
kars1 Ol¢iim sayis1 grafige gecirilmis ve aktivitedeki bagil azalma asagidaki esitlikten
hesaplanmistir. Alp ilk Ol¢limde kaydedilen akim degisimi ve Aln 6lgiim sonunda
kaydedilen akim degisimi olarak ifade edilir.

% bagil aktivite = jﬁ * 100 (3.11)

Iy
3.18.4. Biyosensoriin raf 6mriiniin belirlenmesi

Uclii elektrot sisteminde hazirlanan hiicre icinde optimum sartlarda dengeye
getirilen biyosensoriin raf omriinii belirlemek i¢in kalibrasyon grafiginde doygunluga
yakin bir derisimde substratin eklenmesiyle elde edilen amperometrik cevaplar
kaydedilmistir. Amperometrik dlgiimler belirli periyotlarla tekrar edilmistir. Olgiimler
sonucu elde edilen akim degisimlerine karst zaman grafige ge¢irilmis ve aktivitedeki
bagil azalma belirlenmistir. Hazirlanan biyosensor kullanilmadiginda pH=7,0 fosfat
tamponu igerisinde +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.18.5. Girisim etkisinin incelenmesi

Daha 6nce hazirlanmis ve dengeye getirilmis biyosensdriin optimum sartlarda 0,5
mM substrat derigimi ile elde edilen amperometrik cevap akiminin dengeye gelmesi ile
gercek numune analizinde girisim etkisi yapabilecek maddeler ortama esmolar eklenerek
girisim etkileri incelenmistir. Girisim etkisi i¢in askorbik asit, fruktoz, sakkaroz, sitrik
asit, Urik asit, vb. maddeler kullanilmistir.

3.18.6. Ger¢ek numune analizi

Hazirlanan biyosensoriin ticari olarak uygulanabilirligini incelemek amaciyla
glikoz biyosensorii i¢in baz1 meyve sularindaki glikoz miktarlar1 belirlenmis ve bulunan
sonuglar spektroskopik tayin yontemiyle elde edilen sonuglarla kiyaslama yapilmistir.
Ure biyosensérii igin gergek numune olarak hastanede iire tayini yapilmis idrar numunesi
alinmig ve bulunan cevaplar Siemens Advia 2400 model spektroskopik cihaz ile elde
edilen degerlerle karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda Oncelikli olarak calisma elektrot tiiriinlin belirlenmesi igin
literatlirdeki ¢aligsmalar esas alinarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu noktada polimer
olarak PPy tercih edilmis ve GOX igeren ve igermeyen elektrotlar hazirlanmis ve H20>
takibi i¢in kullanilmistir. Platin disk ve GCE elektrotlar ile ¢iplak ve iletken polimer
kapli halde ¢alismalar yapilmistir. Bu elektrotlar ile yapilan amperometrik calismalar
sonucunda c¢aligma araliginin dar olmasi, tekrarlanabilirliginin az olmasi ve sinyallerin
diizglin olmamasindan dolay1 tez kapsaminda calisma elektrodu olarak 0,5 x 0,5 cm
kesitinde platin levha elektrotu kulanilmasina karar verilmistir.

Platin levha tizerine SNS tiirevli (SNS-An, SNS-HE, SNS-Et, SNS-N3 ve SNS-Fc¢)
ve Py-Fc monomerleri elektrokimyasal olarak polimerlesmesiyle matris olarak
kaplanmustir. Iletken polimer kapli elektrotlar {izerine sinyal artirict olarak CNT
yiiklendikten sonra gluteraldehit ¢apraz baglayic ile enzim ( GOX, PPO ve iireaz)
immobilize edilmistir. P(SNS-An —ko- EDOT) kopolimer ile yapilan ¢alismada CNT
yerine fulleren (Ceo) yiiklemis ve karbon nanometaryel etkisi incelenmistir. CNT {in
sinyal artic1 etkisi fullerene gore daha fazla oldugundan sonraki ¢aligmalarda CNT tercih
edilmigtir. Sonraki calismalarda monomer yapisinin etkisini incelemek iizere farkli
PSNS’ler ile glikoz biyosensorleri hazirlanmistir. Biyosensorlerin degerlendirmesi
genelde ya enzimatik reaksiyon sonucu olusan H>O: iirliniiniin yiikseltgenmesinin
izlenmesi ya da bu enzimatik reaksiyonda tiiketilen Oz nin indirgenmesi reaksiyonunun
takip edilmesiyle yapilmaktadir. Hazirlanan biyosensorlerin ¢alisma potansiyeli, pH,
enzim miktari, gluteraldehit miktar1 ve CNT miktar1 gibi parametreler optimize edilmistir.
Biyosensorlerin ~ optimizasyon c¢aligmalarindan  sonra  analitik  performanslari
incelenmistir.

Karbon natotiipler (CNT)’in ¢elikten ¢ok daha gili¢lii olmalari, iyi termal ve
elektriksel iletkenlik tasimalari, bu nanometaryellerin avantajlar1 olarak sayilmaktadir.
CNT’ler tek duvarli (SWCNT), iki duvarli (DWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT) yapilar
bulunmaktadir. Karbon nanotiipler ¢ok 1yi elektriksel iletkenlikleri ve genis yiizey alanina
sahip olmalarindan dolay1 elektrokimyasal biyosensorlerde duyarlilik ve segiciligi artirict
olarak kullanilmaktadir (Merkogi 2013). CNT kullanimi amperometrik enzim
sensOrlerinde enzimin redoks aktif merkezi ile elektrot arasinda dogrudan elektron
transferinin gergeklesmesine yardimci olabilmektedir (Banica 2012).

Glikoz oksidaz enzimi ile P(SNS-An), P(SNS-Fc), P(SNS-Et) ve P(SNS-HE)
homopolimerlinin yanisira P(SNS-An -ko- EDOT) ve P(SNS-Fc -ko- EDOT)
kopolimerleriylede glikoz biyosensorleri hazirlanmistir. Ayrica, P(SNS-Fc) ve P(SNS-Fc
—ko- EDOT) kullanilarak iire ve polifenol biyosensorii hazirlanmustir.
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4.1. P(SNS-An) Tabanh Glikoz Biyosensorleri ile ilgili Bulgular
4.1.1. P(SNS-AnN) sentezi

Sekil 4.1°de SNS-An’nin LiClO4- NaClO4/ACN igerisinde 100 mV/s tarama hiziyla
kayit edilen doniistimlii voltamogrami verilmistir. SNS-An monomerinin yiikseltgenme
potansiyelleri 0,64 ve 0,84 V olarak belirlenmis olup polimerin yiikseltgenme ve
indirgenme potansiyelleri sirasiyla 0,66 ve 0,27 V bulunmustur ve sonuglar literatiir ile
uyumludur (Yildiz 2008). Grafikten goriilecegi gibi her dongii de akim siddetinin artmasi
monomerin elektrot yiizeyinde polimerlestigini gostermektedir. Optimum film
kalinliginin belirlenmesi i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu kapsamda potansiyometrik
dongii sayist 10, 15, 20 ve 30 olarak degistirilmis ve 15’in lizerindeki dongii sayilarinin
kaplama kalitesine olumsuz yonde etki yaptig1 belirlenmistir. Bundan dolayr PSNS-An
sentezinde -0,5 — 1,2 V araliginda 15 doéngiiniin optimum kosul oldugu kabul edilmistir.

4
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Sekil 4.1. ACN/LICIO4- NaClO4 ortaminda, a) SNS-An’in 100 mV/s’deki dontisiimlii
voltamogrami; b) P(SNS-An)’in farkli tarama hizlarindaki dontisiimlii voltamogramlari;
c) P(SNS-An)’in anodik ve katodik akimlarin tarama hiz1 ile degisimi grafigi
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4.1.2. Biyosensoriiniin analitik performansinin hidrojenperoksit dl¢iimiine bagh
olarak incelenmesi

4.1.2.1. Caliyma potansiyeli ve pH etkisi

Tezin deneysel kisminda belirtildigi sekilde hazirlanan Pt/SNS-An/CNT/GOX
elektrodu optimum potansiyel ve pH kosullarinin belirlenmesi i¢in gesitli ¢alismalara
tabii tutulmustur. Pt/SNS-An/CNT/GOX elektrodu i¢in 0,4- 0,7 V arasinda sabit glikoz
derisiminde 4 farkli potansiyelde akim siddetleri 6l¢iilmiis ve potansiyele karsi akim
siddeti degisimi grafige gecirilmistir (Sekil.4.2a). pH optimizasyonu i¢in ise 5,5, 6,0, 6,5,
7,0 ve 7,5 pH degerlerinde fosfat tamponlar1 hazirlanmis ve sabit glikoz derisimi ile
Ol¢timler yapilmistir. P(SNS-An)/CNT/GOX i¢in en yiiksek akim degerinin dl¢iildigi
0,7 V ve pH 7,0 degerleri sonraki c¢alismalarda uygun c¢alisma kosulu olarak
belirlenmistir.

0,651 3,8

0,60 h 4

3,74
0,55
0,50

3,6 ]

Al(nA)
.\

14
0,35 /
3,44

T T T T T T
0,40 0,45 0,50 0,55 0,60 0,65 0,70

T T T T T
55 6,0 6,5 7,0 7.5

Potansiyel(V)
pH

Sekil 4.2. Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX biyosensorii i¢in @) akim — potansiyel; b) akim — pH
grafikleri (oda kosularinda, 1 mM glikoz, 0,1 M fosfat tamponu)

4.1.2.2. Kronoamperometrik bulgular

Hazirlanan Pt/PSNS-An/CNT/GOX biyosensorii igin substrat derisiminin akim
yogunluguna etkisi incelenmis ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Sekil 4.3.a’da Pt/PSNS-
An/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,7 V sabit potansiyel icin glikoz derisimi artik¢a akim
degerinin artig1 goriilmektedir. Biyosensor kalibrasyon grafiginin y=5,331x + 0,122
(R%=0,992) esitligine uydugu ve bu biyosensér icin dogrusal araligin 0,05 — 1,2 mM
oldugu bulunmustur. Ayrica, biyosensér duyarliligi 10,66 pA/(mM.cm?) olarak
Olctilmiistiir.

Calismanin  bir sonraki asamasinda biyosensoriin  kinetik parametrelerini
belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk(LB) tipi esitlige gore 1/S’ye karsilik 1/1 grafigi
cizilmistir (Sekil 4.3d). Bilindigi gibi grafigin egimi Km/Imax, kayim noktasi ise 1/Imax
degerini vermektedir. Buna gore Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX biyosensoriiniin LB
grafiginden Y=0,182x + 0,032 (R? 0,996) esitligi i¢in Km Ve Imax sirasiyla 5,56 mM ve
30,49 pA olarak hesaplanmustir.

38



BULGULAR A.ALTUN

16+ 16 .
a) 1v .
144 14 = "
] m
124 124 a"
] n
104 104 u®
_— 2,
8 8
2 2 "
- 64 < 64
44 4]
00 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zaman (s) P C (mM)
n d n
6 C) n )
n
5 . 3
-
4 | |
.
=
24
§_ 3 - =
= L o [ ]
"
=
- 14
1 u -
- n
n
01. f
U LJ L L L L) L) 0 v L] T LJ L L L L L U 1
00 02 04 06 038 1,0 1,2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
C (mM) 11C

Sekil 4.3. Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX igin @) 0,7 V’da akim — zaman; b) glikoz derisimi
ile akim siddetindeki degisim; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,7 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )

4.1.2.3. Raf omrii

Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX biyosensorlarinin raf omrii 0,7 V sabit potansiyelde
toplam 9 hafta boyunca haftada bir takip edilmistir. Sekil 4.4. incelendiginde
biyosensoriin 44. giin %80 ve dokuzuncu hafta (63. giin) sonunda %68 oraninda baslangi¢
aktivitesini korudugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.4. Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf émrii (0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponu, 0,70 V, I mM glikoz, oda sicaklig1)

4.1.3. Biyosensoriiniin analitik performansinin oksijen oOlciimiine bagh olarak
incelenmesi

4.1.3.1. Kronoamperometrik bulgular

Bilindigi {iizere, hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevabi  H202’in
yiikseltgenmesi iizerinden takip edilebilecegi gibi, enzimatik tepkime sonucu olusan
O2’nin indirgenmesi tizerindende takip edilebilir. Bu sebeple ¢alismamizin bir sonraki
asamasinda literatlir verileri dikkate alinarak c¢alisma potansiyeli -0,7 V olarak
kullanilmistir.

Sekil 4.5.’de goriildiigii lizere biyosensorun katalitik akimi artan glikoz derisimiyle
artmaktadir. Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX glikoz biyosensoriin kalibrasyon grafiginin
y=31,96x + 0,71 (R?>=0,997) esitligne gore dogrusal aralig1 0,05 — 0,7 mM ve duyarliligi
63,92 nA.mMt.cm™ olarak bulunmustur (Sekil 4.5¢). literatiirde ayni iletken polimer ve
enzim ile yapilan ¢calismadan dogrusal aralik 0,1- 2,0 mM (Ozdemir 2011) olarak dar ama
duyarlilik olarak daha iyi deger elde edilmistir. Pt/P(SNS-ANn)/CNT/GOX biyosensorii
icin LB grafiginden y= 0,0213x + 0,0203 (R?=0,994) esitligi ile Km ve Imax degerleri
strastyla 1,05 mM ve 49,3 pA olarak bulunmustur.

4.1.3.2. Raf omrii

Pt/P(SNS-AN)/CNT/GOX biyosensorlarinin raf 6mrii tayini igin elektrodun
aktivitesi -0,7 V sabit potansiyelde 35 giin boyunca takip edilmistir. Sensdriin
aktivitesinin %20’sini ilk bir hafta i¢erisinde kaybettigi, buna karsin ikinci haftasinda
%82’sini ve besinci hafta (35. giin) sonunda baslangi¢ aktivitesinin %64 {inii korudugu
belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX igin a) -0,7 V’da akim — zaman; b) glikoz derisimi
ile akim siddetindeki degisim; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (-0,7 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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Sekil 4.6. P(SNS-An)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf émrii grafigi (0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponu, - 0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicaklig1)
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4.2. P(SNS-An —ko- EDOT) Tabanh Glikoz Biyosensérleri ile ilgili Bulgular
4.2.1. P(SNS-An —ko- EDOT) sentezi

Sekil 4.7’de SNS-An ve EDOT karisiminin ACN/LiCl04- NaClO4 ortaminda 100
mV/s tarama hiziyla doniisiimlii voltamogramlar1 verilmistir. Sekilden goriilecegi gibi her
dongii de akim degerlerinin artmas1 monomerlerin elektrot yiizeyinde polimerlestigini ve
olusan kopolimerin iletken oldugunu gostermektedir (Y1ildiz 2008).

I(mA)

T T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Potansiyel (V)

Sekil 4.7. EDOT ve SNS-An’in ACN/LiICIOs- NaClOs ortaminda, 100 mV/s’deki
dontisiimlii voltamogrami

Sekil 4.8.°de aynm1 tarama hizinda ve dongii sayisinda kaplanan PSNS-An ve
kopolimerin monomersiz ortamdaki voltamogramlar1 verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi
monomerin yiikseltgenme piki 0,99 V olup kopolimerin indirgenme (0,05 V) ve
yiikseltgenme (0,85 V) potansiyelleri homopolimere gore daha diisiiktiir. Bu durum SNS
birimlerinin arasina EDOT birimlerinin katilmasi ile olusturuldugu diistiniilmustiir.

4.2.2. P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensdorii ile ilgili bulgular

4.2.2.1. Biyosensoriin analitik performansinin hidrojenperoksit 6l¢ciimiine bagh
olarak incelenmesi

4.2.2.1a. Uygun calisma kosullarimin belirlenmesi

Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorii i¢in uygun ¢alisma kosullarinin
belirlenmesi amaci ile 0,3- 0,7 V arasinda sabit glikoz derisiminde 7 farkli potansiyelde
akim artiglart Ol¢lilmiis ve potansiyele karst akim siddeti grafige gegirilmistir. Sekil
4.9.°da goriildiigii gibi en yiiksek akim degerinin 6l¢tildiigii 0,6 V optimum potansiyel
olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmistir.
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Sekil 4.8. Pt/P(SNS-An) ve Pt/P(SNS-An -ko —-EDOT) elektrotlarin ACN/LiCIO4
ortaminda, @) kopolimerin farkli tarama hizlarindaki doniistimlii voltamogramlari; b)
anodik ve katodik akimlarin tarama hizi ile degisimi; ¢) homopolimer ve kopolimerin 100
mV/s’daki doniisiimlii voltamogramlart
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Sekil 4.9. Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorii i¢in a) akim — potansiyel;
b) akim - pH grafikleri (oda kosularinda, 0,1 M fosfat tamponu,(m) 0,5 mM ve (e)1mM
glikoz)
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Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin aktivitesine ortam pH’nin
etkisini arastirmak maksadiyla gesitli pH’larda (5,5 — 7,5) 0,1M fosfat tamponlari
hazirlanmis ve 0,6 V da 0,5 mM ve 1 mM glikoz ¢ozeltilerine kars1 gosterdigi akim siddeti
Olctilerek Al’e kars1 pH grafigi hazirlanmistir. Sekil 4.9b’de goriilecegi gibi en yiiksek
akim artis1 pH=6,5’de gdzlenmistir. Buna ragmen akim degerlerinin yakin olmasi,
kullanim kolaylig1 ve dnceki bulgular ile kolay karsilastirilabilmesi amaci ile optimum
pH 7,0 olarak tercih edilmistir.

4.2.2.1b. Kronoamperometrik bulgular

Calisma elektrodu yilizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksit 0,6 V sabit potansiyelde Ag/AgCl referans elektroduna karsi 6l¢iilmiistiir. Sekil
4.10a’da glikoz biyosensoriin 0,6 V sabit potansiyelde her glikoz eklenmesinden sonraki
akim degerlerinin zamana kars1 grafigi incelenmistir. Biyosensoriiniin katalitik akimi
artan glikoz derisimiyle artig1 gézlenmistir.

Sekil 4.10b’de glikoz biyosensorii i¢in 0,6 V sabit potansiyeldeki akim degisimine
kars1 glikoz derisimini gosteren Kkalibrasyon grafigi goriilmektedir. Sekil 4.10b
incelendiginde 5,0 mM’dan daha yiiksek miktarda glikoz eklenmesinin dogrusal
davranistan sapmaya neden oldugu gorilmistir. Amperometrik analiz sonucu
biyosensoriin y= 3,4089x — 0,9817 (R*=0,993) esitligine gore 0,02 — 5,0 mM arasinda
dogrusal davranig gosterdigi ve gozlenebilme derisiminin ise 6,2 uM oldugu
bulunmustur. Biyosensériin duyarlilig1 6,86 pA/(mM.cm?) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX 0,6 V’da a) akim — zaman; b) akim
degisimi - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,6 V; pH=7,0;
0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin  Michaelis-Menten
grafiginden Lineweaver Burk egrisi ¢izilmis (Sekil 4.10d) ve hazirlanan biyosensor LB
esitligi y= 0,2682x + 0,0515 (R?=0,997) i¢in Km Ve Imax degerleri sirasiyla 2,63 mM ve
10,53 pA olarak hesaplanmustir.

4.2.2.1c. Kullamim kararhhg:

Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorlarinin tekrar kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi 25 °C’de bir giinde 25 6l¢iim yapilarak ¢alisiimistir. Alinan
Olciimler sonucunda standart sapma +0,122 ve varyasyon katsayisi (cv) % 6,3 (n=25)
olarak hesaplanmistir. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX elektrodu yiiksek kullanim
kararlilig1 gostermis olup ardisik 25. kullanimda bile % 90 aktivite gostermektedir.

4.2.2.1d. Raf 6mrii

Biyosensoriin raf mriiniin belirlenmesi i¢in optimum sartlar altinda belirli giinlerde
yapilan deneylerden elde edilen amperometrik cevap akimlari giine karsi grafige
gecirilmistir (Sekil 4.11). Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorlarinin raf
omrii tayini i¢in 0,6 V sabit potansiyel de aktiviteler birinci ve ikinci giin ard arda kontrol
edildikten sonra haftada bir kontrol edilmis ve 75 giin boyunca aktivitelerinin kontroliine
devam edilmistir.

Sekil 4.11 incelendiginde biyosensoriin 40. giin sonunda aktivitede yalnizca
%10’luk kayip oldugu goriilmektedir. 68. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %84°l
oraninda biyosensoriin cevap verdigi ve 75. giin sonunda ise %64 cevap verdigi
gbzlemlenmistir. Enzimin aktivitesinin azalmasi sicakligin, havanin ve bazi kimyasal
maddelerin etkisi ile agiklanabilir. Biyosensoriin aktivitesinde zamanla meydana gelen
azalma beklenen bir sonuctur. Biyosensoriin raf omriinliin uzun olmas: kullanilan
immobilizasyon yonteminin 1yi oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.11. Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf 6mrii (0,10 M pH
7,0 fosfat tamponu, 0,60 V, 1 mM glikoz, oda sicaklig1)
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4.2.2.2. Biyosensoriin analitik performansinin oksijene bagh olarak incelenmesi
4.2.2.2a. Kronoamperometrik bulgular

Sekil 4.12b ve c’de glikoz biyosensorii i¢in -0,7 V sabit potansiyeldeki akim
degisimine kars1 glikoz derisimini gosteren kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Amperometrik
analiz sonucu biyosensoriin dogrusal calisma aralign y= 52,48x + 2,723 (R?=0,9975)
esitligi i¢in 0,02 — 0,6 mM ve LOD degeri ise 1,9 uM olarak bulunmustur. Duyarlili1
104,96 nA/(mM.cm?) olarak bulunan Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensér
LB esitligi y= 0,0096x + 0,0193 (R?=0,992) i¢in Km Ve Imax degerleri sirasiyla 0,49 mM

ve 51,81 pA olarak hesaplanmistir(Seli 4.12d).
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Sekil 4.12. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX -0,7 V’da a) akim — zaman; b) akim
degisimi - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (-0,7 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )

4.2.2.2b. Kullamm kararhhg

Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorlarinin tekrar kullanilabilirligi 25
°C’de bir giinde 20 6l¢tim yapilarak calisilmistir. Alinan 6l¢limler sonucunda standart
sapma +0,896 ve varyasyon katsayist (cv) % 6,57 (n=20) olarak hesaplanmistir.
Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX elektrodu 20. kullanimda bile % 82 aktivite
gostermektedir.
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4.2.2.2¢. Raf omri

Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorlarinin raf émrii tayini igin -0,7
V sabit potansiyelde aktiviteler haftada bir kontrol edilmis ve 57 giin boyunca
aktivitelerinin kontroliine devam edilmistir. Sekil 4.13 incelendiginde biyosensoriin 44.
giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 83 oraninda biyosensoriin cevap verdigini ve
sekizinci hafta (57. giin) sonunda ise % 44 aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf 6mrii (0,20 M pH
7,0 fosfat tamponu, - 0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicaklgr)

4.2.3. P(SNS-An —ko- EDOT)/Cs0/GOX biyosensorii ile ilgili bulgular

Yapilan ¢alismada biyosensore sinyal artirict nano materyal etkisi incelemek igin
karbon nanotiip yerine fulleren (Ceo) kullanilmis ve Pt/P(SNS-An —co- EDOT)/ Ceo/GOX
biyosensor hazirlanmistir. Bu elektrot i¢in dnce potansiyel ve pH caligsmasi yapilmis ve
optimum calisma potansiyeli 0,55 V ve pH 7,0 olarak goriilmiistiir. Ceo kullaniminin
calisma potansiyelini nispeten azaltigi ve calisma pH’1na ise etki etmedigi goriilmistiir.
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Sekil 4.14. Pt/P(SNS-An- co —EDOT)/C60/GOX biyosensorii i¢in @) akim — potansiyel;
b) akim — pH grafikleri (oda kosularinda, 2 mM glikoz, 0,1 M fosfat tamponu)
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4.2.3.1. Biyosensoriin analitik performansinin hidrojenperoksit ol¢iimiine bagh
olarak incelenmesi

4.2.3.1a. Kronoamperometrik bulgular

Calisma elektrodu yiizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksit 0,55 V sabit potansiyelde Ag/AgCl referans elektroduna karsi 6l¢tilmistiir. Sekil
4.15°de glikoz biyosensorii icin 0,55 V sabit potansiyeldeki akim degisimine kars1 glikoz
derisimini gosteren kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Sekil 4.15¢ incelendiginde 5,0 mM’da
daha yiiksek miktarda glikoz eklenmesinin dogrusal davranistan sapmaya neden oldugu
gorilmiistiir. Amperometrik analiz sonucu biyosensoriin y=0,7445x + 0,2075 esitligi i¢in
0,02 — 5,0 mM arasinda akim substrat miktar1 arasinda dogrusal iliski oldugu ve
duyarlilig1 1,5 pA/(mM.cm?) olarak bulunmustur. Biyosensoriin LOD degeri 22,3 uM
olarak hesaplanmistir. Bu biyosensor i¢in ¢izilen LB grafiginden (Sekil 5.15d) y=0,7626x
+0,1521 esitligi ile Km Ve Imax sirastyla 5,01 mM ve 6,57 pA olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.15. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/C60/GOX biyosensoriiniin 0,55 V’daki a) akim —
zaman,; b) akim degisimi - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri
(0,55 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

4.2.3.1b. Raf omrii

Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/C60/GOX biyosensorlarnin raf émrii tayini igin 0,55 V
sabit potansiyel de aktiviteler 20 giin boyunca kontrol edilmis ve Sekil 4.16
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incelendiginde biyosensoriin 20. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 70’1 oraninda
cevap verdigi goriilmistiir.
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Sekil 4.16. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/C60/GOX biyosensoriiniin raf dmrii (0,10 M pH
7,0 fosfat tamponu, 0,55 V, 1 mM glikoz, oda sicakligi)

4.2.3.2. Biyosensoriin analitik performansinin oksijen ol¢iimiine bagh olarak
incelenmesi

4.2.3.2a. Kronoamperometrik bulgular

Sekil 4.17°de glikoz biyosensorii i¢in -0,7 V sabit potansiyeldeki akim degisimine
kars1 glikoz derisimini gosteren kalibrasyon grafigi cizilmistir. Amperometrik analiz
sonucu y=33,913x + 1,611 (R?= 0,989) esitligi i¢in 0,025 — 0,6 mM arasinda dogrusallik
ve duyarlilik ise 67,82 pA/(mM.cm?) olarak bulunmustur. Biyosensoriin LOD degeri 51,7
uM olarak hesaplanmistir. LB grafiginden (Sekil 4.17d) y= 0,019x + 0,019 (R?=0,986),
Kn 1 mM ve Imax ise 52,63 upA olarak hesaplanmigtir. Pt/P(SNS-An -ko-
EDOT)/C60/GOX biyosensor tasariminda fulleren etkisi incelendiginde ¢ok duvarli
karbon nanotiipe gore duyarliligi disiik oldugu tespit edilmis ve bundan sonraki
calismalarda karbon nanotiip kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.3.2b. Raf 6mrii

Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/C60/GOX biyosensorlarinin raf dmrii tayini i¢in -0,7 V
sabit potansiyelde aktiviteler 18 giin boyunca kontrol edilmis ve Sekil 4.18 incelendiginde
biyosensoriin 18. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 60’1 oraninda biyosensoriin
cevap verdigi gorilmiistiir.
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Sekil 4.17. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/C60/GOX biyosensoriiniin -0,7 V’da a) akim —
zaman,; b) akim degisimi - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri
(-0,7 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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Sekil 4.18. Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/C60/GOX biyosensoriiniin raf 6mrii (0,10 M pH
7,0 fosfat tamponu, - 0,70 V, 1 mM glikoz, oda sicakligr)
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4.2.4. P(SNS-An) ve P(SNS-An —ko- EDOT) biyosensorlerinde girisim etkisi ve
gercek numune analizleri ile ilgili bulgular

Bilindigi gibi meyve sular gibi gergek numunelerde glikoz ile birlikte askorbik asit
(AA), sakkaroz, friiktoz, sitrik asit (SA) gibi maddeler de bulunmaktadir. Biyosensoriin
glikozdan baska maddelere verdigi tepkinin incelenmesi amaci ile girisim etkisi
caligmalar1 yapilmistir.

Bu c¢alisma igin amperometrik Olglimler sirasinda glikoz yerine bu maddeler
calisma hiicresine eklenmistir. Sekil 4.19 incelendiginde askorbik asidin hidrojenperoksit
takibi yapilan ¢alismalarda % 11,7 ve oksijen takibi yapilan ¢alismalarda % 4,4 girisim
etkisi yaptig1 saptanmistir. Sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit i¢in ise hem pozitif hem de
negatif tarafta kayda deger cevap almmamistir. Bununla birlikte esmolar glikoz
eklenmesiyle, glikozdan dolay1 agik bir sekilde sinyal gézlemlenmistir. Biyosensoriin -
0,7 V da yapilan ¢aligmalarinda baska maddeler varliginda bile glikoza kars1 segici
davrandigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. Pt/P(SNS-AnN -ko- EDOT)/GOX biyosensoriiniin a) 0,6 V; b) -0,7 V ¢alisma
potansiyelinde askorbik asit (AA), sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit (SA) girisim etkisi

Meyve sularinda yapilan glikoz analizi sonunda Olgiilen amperometrik cevap
akimlarma denk gelen derisim degerleri kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemler
kullanilarak hesaplanmistir. Tasarlanan biyosensorler ile Cappy Ramazan Serbeti ve
Tamek %100 elma suyu ticari meyve sularinda glikoz tayini yapilmis ve referans metod
ile genel olarak tutarli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Igeceklerde glikoz tayini

Ornek Ramazan | G.K. | Elma G.K.
Serbeti suyu
(mg/L) (mg/L)
HPLC 30,250 15,720
Pt/P(SNS-An—ko-EDOT)/CNT/GOX 31,43 103,1 | 16,24 103,3
(0,6V) +1,36 +1,25
Pt/P(SNS-An)/CNT/GOX (0,7V) 31,128 102,9 | 15,466 98,4
Pt/P(SNS-An-ko-EDOT)/CNT/GOX 29,97 £3,9 | 99,0 16,02 +0,6 | 102,0
(-0,7V)
Pt/P(SNS-AN)/CNT/GOX (-0,7V) 44,12 146 26,43 168

GK: Geri kazanim
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4.3. P(SNS-Et) Tabanh Glikoz Biyosensorleri ile ilgili Bulgular
4.3.1. P(SNS-Et) sentezi

Sekil 4.20°de SNS-Et’lin LiClO4/ACN igerisinde 100 mV/s tarama hiziyla kayit
edilen doniisimlii voltamogrami verilmistir. SNS-Et monomerinin yiikseltgenme
potansiyeli 0,85 V ve polimerin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyelleri sirastyla 0,79
ve 0,65 V olarak belirlenmistir. Grafikten goriilecegi gibi her dongii de akim siddetinin
artmast monomerin elektrot yiizeyinde polimerlestigini gostermektedir. Optimum film
kalinliginin belirlenmesi igin gesitli ¢aligmalar yapilmistir. Bu kapsamda potansiyometrik
dongii sayist 15, 20 ve 30 olarak degistirilmis ve 15’in lizerindeki dongii sayisinin
kaplama kalitesine olumsuz yonde etki yaptigi belirlenmistir. Bu sebeple PSNS-Et
sentezinde (0,0 — 0,9)V araliginda 15 dongiiniin optimum kosul oldugu kabul edilmistir.

I(mA)

L] L] L] L] L]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Potansiyel (V)

Sekil 4.20. SNS-Et’in ACN/LiClO4 ortaminda, 100 mV/s’deki doniisiimli voltamogrami
(Calisma ve Karsit elektrot: Pt levha, Pt tel, Referans elektrot: Ag/AgCl)

P(SNS-Et) homopolimerinin tarama hizi ¢alismasindan elde edilen Sekil 4.21°e
bakildiginda tarama hizindaki artis ile akim yogunlugunun dogrusal olarak arttig1
goriilmektedir. Literatiir de bu durum, film yiizeyinde aktif merkezlerin oldugu ve redoks
stireglerinin difiizyon kontrollii olmadiginin kanit1 olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 4.21. ACN/LICIOs ortaminda, a) P(SNS-Et)’in farkli tarama hizlarindaki
doniistimlii voltamogramlari; b) P(SNS-Et)’in anodik ve katodik akimlarin tarama hizi
ile degisimi

4.3.2. Uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi

Bilindigi iizere, hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevabi  H202’in
yiikseltgenmesi tizerinden takip edilebilecegi gibi, enzimatik tepkimede harcanan O2’nin
indirgenmesi lizerindende takip edilebilir. H2O2’in yiikseltgenmesi ilizerinden yapilan
calismalarda duyarliligin ¢ok az olmasi ve verilerin tutarsiz olmasindan dolay:
calismamizin bir sonraki asamasinda calisma potansiyeli O2’in indirgenmesine ait olan -
-0,7 V olarak kullanilmistir.

4.3.2.1. pH etkisi

Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriin aktivitesine ortam pH’nin etkisi arastirmak
maksadiyla ¢esitli pH’larda (5,5 — 7,5) 0,1M fosfat tamponlar1 hazirlanmistir. Sabit 1 mM
glikoz derisiminde daha once hazirlanmis degisik pH fosfat tamponun da -0,7 V sabit
potansiyel uygulandiginda kararli haldeki akim degerleri Olciilerek Al’e kars1 pH grafige
gecirilmistir. Grafik 4.22°de goriilecegi gibi en yliksek deger pH=7,0’de elde edilmis ve
bu pH optimum deger olarak ¢alismalarda kullanilmistir.
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Sekil 4.22. Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriiniin akim-pH grafigi (0,10 M fosfat
tamponu, -0,70 V, oda sicaklig1)

4.3.2.2. Enzim ve gluteraldehit miktar etkisi

Yiizeye tutunan enzim miktar1 akim degisimini etkiledigi icin biyosensorn
yapiminda optimize edilmesi gereken dnemli parametrelerden birisi enzim miktaridir. Bu
sebepten dolay1 en uygun enzim miktari belirlemek i¢in diger tiim etkenler sabit tutularak
25, 50, 75 ve 100 iinite GOX varliginda elektrotlar hazirlanmistir. Elektrotlar uygun
kosullarda dengeye getirildikten sonra ortama 0,5 mM glikoz eklenmis ve gézlemlenen
akim degisimleri kayit edilmistir. Sekil 4.23a’ya bakildiginda 50 U GOX enzimi ile
hazirlanan elektrodun maksimum akim degisimi gosterdigi tespit edilmistir. Bundan
sonraki ¢aligmalarda 50 iinite GOX enzimi ile elektrotlar hazirlanmistir.

Gluteraldehit etkisini incelemek igin diger tiim etkenler sabit tutulmus ve % 1
gluteraldehit ¢ozeltisinden elektrotlar ylizeyine 7,5, 10, 12,5 ve 15 pL damlatilmistir.
Hazirlanan elektrotlar dengeye getirildikten sonra ortama 0,25 ve 0,5 mM glikoz
eklenmis ve kronoamperometrik cevaplart kaydedilmistir. Olgiilen akima karsi
gluteraldehit miktar1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.23b’de goriilecegi gibi optimum
gluteraldehit miktari i¢in %1°lik ¢ozeltiden 12,5 pL kullanilmasi uygun bulunmustur.

4.3.3. Kronoamperometrik bulgular

Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX c¢alisma elektrodu yiizeyindeki enzimatik reaksiyon
sonucu tiiketilen oksijenin indirgenmesine dayanilarak -0,7 V sabit potansiyelde Ag/AgCI
referans elektroduna karsi Ol¢iilmiistiir. Glikoz biyosensoriiniin dogrusal araligr y=
50,628x — 0,307 esitligi ile 0,01 — 0,6 mM arasinda ve duyarlilig ise 101,26 pA.mM~
lem? olarak bulunmustur (Sekil 4.24). LOD degeri 1,7 pM olan Pt/P(SNS-
Et)/CNT/GOX biyosensor LB esitligi y= 0,0126x + 0,0203 ig¢in Km Ve Imax degerleri
sirastyla 0,62 mM ve 48,92 pA olarak hesaplanmastir.
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Sekil 4.23. Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriiniin @) akim-enzim miktart; b) akim-
gluteraldehit miktar1 grafikleri (0,20 M pH 7,0 fosfat tamponu, -0,70 V, oda sicakligi)
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Sekil 4.24. Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriiniin @) akim — zaman; b) akim - glikoz
derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,20 M pH 7,0 fosfat tamponu,
-0,70 V, oda sicakligr)
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4.3.4. Kullanim kararhhg:

Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensorlarinin tekrar kullanilabilirlik bakimindan
degerlendirilmesi 25 °C’de bir glinde 20 o6l¢iim yapilarak c¢alisilmistir. Buna gore
sekizinci Ol¢lim sonunda standart sapma =+0,193, varyasyon katsayisi 2,597 olarak
bulunmustur. 20 6l¢iim sonunda standart sapma +0,531 ve varyasyon katsayist % 7,681
olarak hesaplanmigtir. Bu ¢alisma ile biyosensoriin ard arda sekiz kez kullanilabilecegi
distinilmiistiir.
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Sekil 4.25. Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik grafigi
(0,20 M pH 7,0 fosfat td amponu, -0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicakligr)

4.3.5. Girisim etkisi ve gercek numune analizi ile ilgili bulgular

Biyosensoriin glikozdan baska maddelere verdigi tepkinin incelenmesi amaci ile
girigsim etkisi ¢calismalar1 yapilmistir. Bu calisma i¢in amperometrik 6l¢iimler sirasinda
glikoz eklendikten sonra meyve sularinda bulunan askorbik asit (AA), sakkaroz, fruktoz
ve sitrik asit (SA) calisma hiicresine eklenmistir. Biyosensoriin oksijen takibi yapilan
calismalarda Sekil 4.26’da gorildiigi gibi girisim etkisi olmadigi saptanmuistir.
Biyosensoriin -0,7 V da yapilan ¢alismalarinda baska maddeler varliginda bile glikoza
kars1 se¢ici davrandig tespit edilmistir.

Ticari meyve sularimin ger¢gek numune olarak kullanildigi ¢aligmalarda Slgiilen
amperometrik cevap akimlarma denk gelen derisim degerleri kalibrasyon grafigi
kullanilarak hesaplanmistir. Tasarlanan biyosensorler ile Cappy visne ve Cappy karisik
ticari meyve sularinda glikoz tayini yapilmis ve -0,7 V potansiyelde referans metod ile
tutarl sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.2.).
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Sekil 4.26. Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriine askorbik asit (AA), sakkaroz,
fruktoz ve sitrik asit (SA) in girisim etkisi (-0,7V)

Cizelge 4.2. P(SNS-Et) ile hazirlanan biyosensorlerle i¢eceklerde glikoz tayini

Ornek Visne suyu | Geri Kansik Geri
(mg/L) kazammm | meyve suyu | kazanim
(mg/L)
HPLC 44,714+0,122 32,6+0,027
Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX | 44,297+1,24 | 99,08 32,387+0,91 | 99,08
4.3.6. Raf omrii

Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf 6mrii tayini igin elektrodun aktivitesi
-0,7 V sabit potansiyelde 67 giin boyunca takip edilmistir. Sekil 4.27°de gosterildigi gibi
ilk 15 giinde ¢ok az aktivite kayb1 gerceklesmis ve 15 gilin sonunda % 93 aktivite
gostermistir. Daha sonraki giinlerde daha hizli aktivite kayb1 gozlenmis ve 67 giin
sonunda % 60 aktivite gdstermeye devam etmistir.
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Sekil 4.27. Pt/P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf émri grafigi (0,20 M pH 7,0
fosfat tamponu, -0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicakligi)
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4.4. P(SNS-HE) Tabanh Glikoz Biyosensorleri ile ilgili Bulgular
4.4.1. P(SNS-HE) sentezi

Sekil 4.28’de SNS-HE’in LiCIO4/ACN igerisinde 100 mV/s tarama hiziyla kayit
edilen doniistimlii voltamogrami verilmistir. SNS-HE monomerinin yiikseltgenme
potansiyeli 0,78 V, polimerin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyelleri sirasiyla 0,9 ve
0,94 V olarak belirlenmis olup bu degerler literatiir ile uyum igerisindedir (Camurlu
2011). Optimum film kalinliginin belirlenmesi i¢in gesitli ¢alismalar yapilmistir. Bu
kapsamda potansiyometrik dongii sayist 20, 30, 40, 50 ve 60 olarak degistirilmis ve 50’in
tizerindeki dongili sayilarimin  kaplama kalitesine olumsuz yonde etki yaptigi
belirlenmistir. Bu sebeple PSNS-HE sentezinde (0,0 — 1,0)V araliginda 50 dongiiniin
optimum kosul oldugu kabul edilmistir.
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Sekil 4.28: SNS-HE’in ACN/LiCIO4 ortaminda, 100 mV/s’deki homopolimerin
doniistimlii voltamogramlari

Tarama hiz1 ¢alismasi i¢in monomersiz ortamda iletken polimer kapli elektrotun -
0,4 — 1,3 V araliginda 10, 25, 50 ve 100 mV/s tarama hiziyla dongiisel voltametri
calisilmistir (Sekil 4.29a). Polimerin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyellerindeki
akim degerleri tarama hiz1 ile grafige gecirilmistir. Sekil 4.29b’de P(SNS-HE)’nin tarama
hizindaki artig ile akim yogunlugunun dogrusal olarak arttig1 goriilmektedir. Literatiirde
bu durum, film yiizeyinde aktif merkezlerin oldugu ve redoks siire¢lerinin diflizyon
kontrollu olmadiginin kanit1 olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 4.29. ACN/LICIOs ortaminda, a) P(SNS-HE)’in farkli tarama hizlarindaki
dontigiimlii voltamogramlari; b) akim-tarama hizi grafikleri

4.4.2. Uygun calisma kosullarinin belirlenmesi
4.4.2.1. Calisma potansiyeli ve pH etkisi

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin optimum potansiyelinin belirlenmesi
icin 0,5-0,7V araligindaki potansiyellerde kronoamperometrik cevaplar kaydedilmistir.
Sekil 4.30°de goriilecegi gibi cevaplarin 0,5 V’dan 0,7 V’a dogru artig1 saptanmis ve
sonraki calismalarda 0,7 V kullanilmasina karar verilmistir.

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriine pH etkisini incelemek i¢in 5,5-9,0 pH
araliginda farkli tamponlardaki 0,5 mM glikoze verilen cevaplar kaydedilmistir. pH’a
kars1 akim degimleri (AI) grafige gecirilmis ve optimum pH degerinin 7,5 oldugu
belirlenmistir.

1,24
1,44 a) b)

e v W
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Sekil 4.30. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin a) akim-potansiyel; b) akim-pH
grafikleri (0,10 M fosfat tamponu, 0,70 V, oda sicakligr)
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4.4.2.2. Enzim ve gluteraldehit miktar: etkisi

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensdriiniin performansina enzim miktari etkisini
incelemek i¢in 30, 50, 60 ve 70 {inite enzim yiiklenmis elektrotlarin 0,5 mM glikoza
verdikleri cevaplar kaydedilmistir. Enzim miktarna karsi akim degerleri (Al) grafige
gecirilmis ve optimum enzim miktarinin 60 {inite oldugu belirlenmistir.

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriine eklenen ¢apraz baglayic1 etkisini
incelemek i¢in daha once % 1’lik ¢ozeltisinden elektrot yiizeyine 15, 20, 25 ve 30 uL
gluteraldehit yiiklenmis ve elektrotlarin optimum ortamdaki 0,5 mM glikoza verdikleri
cevaplar kaydedilmistir. Caligma sonucunda optimum gluteraldehit miktarinin 20 pL
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.31. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin a) akim-enzim miktari; b) akim-
gluteraldehit miktar1 grafikleri (0,10 M pH 7,5 fosfat tamponu, 0,70 V, oda sicaklig)

4.4.2.3. CNT miktanr etkisi

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriinde kullanilan CNT miktar1 etkisini
incelemek i¢in 1 mg/mL CNT/etanol karisimindan 5, 10 ve 15 pL CNT yiiklenmis
elektrotlarin 0,5 mM glikoza verdigi cevaplar kaydedilmistir. CNT miktarina kars1 akim
degisimleri (Al) grafige gegirilmis (Sekil 4.32) ve optimum CNT miktarmin 10 pL oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 4.32. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin akim-CNT miktar1 grafigi (0,10
M pH 7,5 fosfat tamponu, 0,70 V, oda sicakligi)

4.4.3. Biyosensoriin analitik performansinin hidrojenperoksit odl¢ciimiine bagh
olarak incelenmesi

4.4.3.1. Kronoamperometrik bulgular

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX c¢alisma elektrodu yiizeyindeki enzimatik reaksiyon
sonucu olusan hidrojenperoksitin yiikseltgenmesine dayanilarak 0,7 V sabit potansiyelde
Ag/AgCI referans elektroduna karsi olglilmiistiir. Biyosensoriin katalitik akimi artan
glikoz derisimiyle artmaktadir. Glikoz biyosensoriiniin cevaplart y=3,53x + 0,0786
(R%=0,998) esitligine uydugu belirlenmistir. Bu biyosensoriin dogrusal aralig1 0,01 — 0,8
mM ve duyarliligi 7,06 pA.mM.cm? olarak bulunmustur (Sekil 4.33). LOD degeri 1,85
uM olan Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensérnun LB esitligi y=0,174x + 0,213
(R?=0,998) denklemine gore Km Ve Imax degerleri sirasiyla 0,82 mM ve 4,5 pA olarak
bulunmustur (Sekil 4.33).

4.4.3.2. Kullamim kararhhg:

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensorin 0,7 V’da tekrar kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi oda kosullarinda bir giinde 20 o&lglim yapilarak
calisilmistir. Alinan Slgiimler sonucunda standart sapma + 0,071 ve varyasyon katsayisi
% 3,24 olarak hesaplanmig ve elektrodun 20. kullanimda bile % 93 aktivite gosterdigi
tespit edilmistir.
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Sekil 4.33. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin a) akim—zaman; b) akim - glikoz
derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,20 M pH 7,5 fosfat tamponu,

0,70 V, oda sicakligr)
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Sekil 4.34. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik grafigi
(0,10 M pH 7,5 fosfat tamponu, 0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicaklig1)
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4.4.3.3. Raf omrii

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensorlarinin raf omrii tayini i¢in 0,7 V sabit
potansiyelde aktiviteler 50 giin boyunca kontrol edilmis ve Sekil 4.35 incelendiginde
biyosensoriin 18. giin sonuna kadar baslangig aktivitesini korudugu daha sonra ise aktivite
kaybettigi gozlemlenmistir. Yedinci hafta sonunda biyosensor % 74 oraninda aktivite
gostermistir.
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Sekil 4.35. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf émrii grafigi (0,10 M pH 7,5
fosfat tamponu, 0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicakligi)

4.4.4. Biyosensoriin analitik performansinin oksijen o6l¢iimiine bagh olarak
incelenmesi

4.4.4.1. Kronoamperometrik bulgular

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX c¢alisma elektrodu yiizeyindeki enzimatik reaksiyonda
oksijenin indirgenmesine dayanilarak -0,7 V sabit potansiyelde Ag/AgCl referans
elektroduna kars1 olgiilmiistiir. Glikoz biyosensoriiniin cevaplarinin y=35,88x + 0,714
(R%=0,991) esitligine uydugu belirlenmistir. Bu biyosensoriin dogrusal aralig1 0,05 — 0,5
mM ve duyarliligr 71,762 pA.mMt.cm olarak bulunmustur (Sekil 4.36). LOD degeri
19 uM olan Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin LB esitligi y=0,021x + 0,021
(R?=0,993) denklemine gore Km Ve Imax degerleri sirasiyla 1 mM ve 47,62 pA olarak
bulunmustur.

4.4.4.2. Kullammm kararhhg:

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriin  -0,7 V’da tekrar kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi oda kosullarinda bir giinde 20 0&lgiim yapilarak
calisilmigtir. Alinan 10 6l¢lim sonucunda standart sapma + 0,232 ve varyasyon katsayisi
% 2,77 olarak hesaplanmis ve elektrodun 20. kullanimda bile % 80 aktivite gosterdigi
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tespit edilmistir. Bu biyosensoriin -0,7 V

da 10 kez tekrar kullanilabilecegi

distinilmiistiir.
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Sekil 4.36. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin @) akim — zaman; b) akim - glikoz
derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,20 M pH 7,5 fosfat tamponu,

-0,70 V, oda sicaklig1)
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Sekil 4.37. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik grafigi
(0,20 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicakligi)
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4.4.4.3. Raf omrii

Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensorlarinin raf 6mrii tayini ig¢in -0,7 V sabit
potansiyelde aktiviteler 49 giin boyunca kontrol edilmis ve Sekil 4.38 incelendiginde
biyosensoriin 14 giin boyunca baslangi¢ aktivitesini korudugu, 7. hafta sonunda ise
baslangi¢ aktivitesinin % 61 oraninda cevap verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.38. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf émrii grafigi (0,10 M pH 7,0
fosfat tamponu, -0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicaklig)

4.4.5. Girisim etkisi ve ger¢cek numune analizi ile ilgili bulgular

Biyosensoriin hidrojen peroksit takibi ¢aligsmalarinda sadece askorbik asite %5,6
oraninda cevap verdigi ama diger maddeler ile etkilesimde bulunmadigi goériilmiistiir.
Biyosensoriin oksijen takibi yapilan ¢aligmalarinda Sekil 4.39°da gortildiigi gibi girisim
etkisi olmadig1 saptanmistir. Biyosensoriin -0,7 V’da yapilan c¢aligmalarinda baska
maddeler varliginda bile glikoza kars1 secici davrandigr tespit edilmistir.

sakkaroz SA.
a) 581b)
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Sekil 4.39. Pt/P(SNS-HE)/CNT/GOX biyosensoriinin a) 0,7 V; b) -0,7 V calisma
potansiyelinde askorbik asit (AA), sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit (SA) girisim etkisi
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Meyve sularinda yapilan analizler sonunda 6l¢iilen amperometrik cevap akimlarina
denk gelen derisim degerleri ilgili denklemler kullanilarak hesaplanmistir. Tasarlanan
biyosensorler ile Cappy visne, Cappy karisik ve Cappy ramazan serbeti ticari meyve
sularindaki glikoz tayini yapilmistir. 0,7 V’da ¢alismalarda askorbik asit etkisinden dolay1
glikoz beklenilenden yiiksek ¢ikmuistir. -0,7 V potansiyeldeki ¢aligmalar referans metot
ile daha tutarli sonuglar vermistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. P(SNS-HE) ile hazirlanan biyosensorlerle iceceklerde glikoz tayini

Ornek Visne suyu | GK | Kanisik GK | Ramazan | GK

(mg/L) meyve suyu Serbeti

(mg/L) (mg/L)

HPLC 44,710,124 32,640,027 30,25
Pt/P(SNS-HE) 46,19+0,34 103,3 | 34,39+0,21 105,5 | 31,70+0,12 | 105,1
CNT/GOX 0,7 V
Pt/P(SNS-HE) 44,18+1,43 98,8 | 32,99+0,98 101,2 | 31,21£1,09 | 103,2
CNT/GOX -0,7

G.K: Geri kazanim
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4.5. P(SNS-Fc) Tabanh Glikoz Biyosensorleri ile ilgili Bulgular

Bu boliimde homopolimer {izerine hem CNT varliginda hem de CNT olmadan
GOX immobilize edilmis biyosensorler ile iki farkli potansiyelde ¢alismalar yapilmustir.
Yani Pt/P(SNS-Fc)/GOX ve Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensorlerinin hem 0,4 V hem
de 0,6 V’daki performanslart incelenmistir. Bu noktada biyosensor cevabinin medyator
ve H;0; iizerinden takip edilmesi ve karsilagtirilmasi hedeflenmistir.

4.5.1. P(SNS-Fc) sentezi

Sekil 4.40°da SNS-Fc’nin LiClO4/ACN igerisinde 100 mV/s tarama hiziyla kayit
edilen donilisimlii voltamogrami verilmistir. SNS-Fc monomerinin yiikseltgenme
potansiyeli 0,75 V olarak belirlenmistir. Voltamogramda her dongii de akim siddetinin
artmas1 monomerin elektrot yiizeyinde polimerlestigini géstermektedir.

I(mA)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potansiyel (V)

Sekil 4.40. SNS-Fc’in ACN/LICIO4 ortaminda, 100 mV/s’deki doniisiimlii voltamogrami

Sekil 4.40°da verilmis olan voltamogram ile monomerin yiikseltgenme potansiyeli
0,75 'V, ayrica ferrosen biriminin yiikseltgenme potansiyeli 0,32 V ve indirgenme
potansiyeli ise 0,24 V olarak belirlenmistir. Polimer zinciri lizerindeki ferrosen
gruplarinin sirast ile 0,52 V ve 0,17 V’da yiikseltgenip indirgendigi ve polimerin
yiikseltgenme potansiyelinin 0,65 V ve polimerin indirgenme potansiyelinin 0,48 V
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. P(SNS-Fc)’in ACN/LIiCIO4 ortaminda, a) farkli tarama hizlarindaki
doniigiimlii voltamogramlari; b) akim-tarama hizi grafikleri

P(SNS-Fc)’nin tarama hiz1 ¢alismasina (Sekil 4.41b) bakildiginda tarama hizindaki
artis ile akim yogunlugunun dogrusal olarak artig1 goriilmektedir. Literatiirde tarama hizi
ile akim yogunlugunun dogrusal olmasi film ylizeyinde aktif merkezlerin varlig1 ve
diftizyon kontrollu olmadigin1 gostermektedir.

Optimum film kalinliginin belirlenmesi igin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bu
kapsamda potansiyometrik dongii sayist 10, 15, 20 ve 25 olarak degistirilmis ve 20’in
tizerindeki dongii sayisinin kaplama kalitesine olumsuz yonde etki yaptig1 belirlenmistir.
Bu sebeple PSNS-Fc sentezinde (0,0 — 0,9 V) araliginda 20 dongiiniin optimum kosul
oldugu kabul edilmistir.

4.5.2. Uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi
4.5.2.1. Calisma potansiyeli ve pH etkisi

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin optimum potansiyeli i¢in 0,3-0,8 V
araligindaki potansiyellerde kronoamperometrik cevaplar kaydedilmistir. Sekil 4.42a’da
goriilecegi gibi cevaplar 0,3 V’dan 0,8 V’a dogru artig1 saptanmig ve sonraki ¢aligmalarda
0,6 V kullanilmasina karar verilmistir. Ancak, biyosensoriin 0,6 V’da gozlemlenen
girigim etkisini bertaraf etmek i¢in 0,4 V’da da ¢alismalar yapilmistir. Dolayisi ile SNS-
Fc homopolimer igeren ¢aligmalar hem medyator (0,4 V) hem de H2O> (0,6 V) takibine
dayali olarak ¢aligsmalar yapilmistir.

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin ~ aktivitesine ortam pH’nin etkisi
arastirmak maksadiyla gesitli pH’larda (5,5 — 7,5) 0,1 M fosfat tamponlart hazirlanmistir.
Sabit 0,5 mM glikoz derisiminde daha dnce hazirlanmis degisik pH fosfat tamponunda
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0,4 V sabit potansiyel uygulandiginda kararli haldeki akim degerleri 6lgiilerek Al’ya karsi
pH grafige gecirilmistir (Sekil 4.42b). Grafikten goriilecegi gibi en yiiksek deger
optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir.

18-
7 a) i/* b)
H/ .
6 v
N 6] \*
5 /%
/ : 151
3 :
5 g 141
34
134
12
]
14
T T T T T T 1’1 ' ' ' T T
03 04 05 06 07 08 55 60 65 70 5
Potansiyel (V) pH

Sekil 4.42. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensorii igin @) akim-potansiyel; b) akim- pH
grafikleri (oda kosularinda, 0,5 mM glikoz, 0,1 M fosfat tamponu)

4.5.2.2. CNT miktanr etkisi

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriinde kullanilan CNT miktart etkisini
incelemek i¢in daha 6nce hazirlanan 1 mg/mL CNT/etanol karisimindan 5, 10 ve 15 pL
CNT yiiklenmis elektrotlarin optimum ortamda 0,4 V ve 0,6 V sabit potansiyeldeki 0,5
mM glikoza verilen cevaplari kaydedilmistir. CNT miktarina kars1 akim degisimleri (Al)
grafige gecirilmis (Sekil 4.43) ve uygun CNT miktarinin 10 pL oldugu belirlenmistir.

4.5.2.3. Enzim ve gluteraldehit miktar etkisi

Bu tezde GOX enziminin immobilize edilmesiyle amperometrik glikoz biyosensor
tasarlanmistir.  Biyosensoriin  yapiminda optimize edilmesi gereken Onemli
parametrelerden birisi de enzim miktaridir. Yiizeye tutunan enzim miktart akim
degisimini etkilemektedir. Bu sebeple en uygun enzim miktar: belirlemek igin diger tiim
etkenler sabit tutularak 25, 50 ve 75 iinite GOX varliginda elektrotlar hazirlanmistir. Sekil
4.443’ya bakildiginda 50 U GOX enzimi ile hazirlanan elektrodun maksimum akim
degisimi gosterdigi tespit edilmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda 50 {inite GOX enzimi
ile elektrotlar hazirlanmistir. Enzim miktarinin artmasiyla akim degerlerinin azalmasi
literatiirde sOyle acgiklanmaktadir; enzim miktar1 artirildiginda enzim tabakasi
kalinlagarak substrat ile etkilesmesi azalir ve boylece elektron transferi azalir.
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Gluteraldehit etkisini incelemek i¢in diger tiim etkenler sabit tutulmus ve % 1
gluteraldehit ¢ozeltisinden elektrotlar yiizeyine 7,5, 10, 12,5 ve 15 pL damlatilmistir.
Hazirlanan elektrotlar dengeye getirildikten sonra ortama 0,5 mM glikoz eklenmis ve
kronoamperometrik cevaplar1 kaydedilmistir. Olgiilen akima kars1 gluteraldehit miktari
grafige gecirilmistir. Sekil 4.44b’de goriilecegi gibi optimum gluteraldehit olarak %1°lik
¢ozeltiden 10 pL kullanilmasi oldugu tespit edilmistir.

2,2
2,0
1,8 o

1,6 -

Al(uA)

1,4

1,2 -

L] L] L] L] L] L]
4 6 8 10 12 14 16
CNT miktar (uL)

Sekil 4.43. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensorinde CNT  miktarinin
amperometrik cevaba etkisi (oda kosularinda, pH=7,0, 50U enzim miktari, 0,5 mM
glikoz, (w)0,4 ve (#)0,6 V, 0,1 M fosfat tamponu)
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Sekil 4.44. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin a) akim- enzim miktari; b) akim-
gluteraldehit miktar1 grafikleri (oda kosularinda, pH=7,0, 10 uL. CNT miktari, 0,5 mM
glikoz, 0,4 V, 0,1 M fosfat tamponu)
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4.5.3. P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kronoamperometrik bulgular:

Calisma elektrodu yilizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksit 0,6 V sabit potansiyelde Ag/AgClI referans elektroduna karsi 6l¢iilmiistiir. Sekil
4.45°de glikoz biyosensoriin 0,6 V sabit potansiyelde her glikoz eklenmesinden sonraki
akim degerlerinin zamana kars1 grafigi verilmistir. Biyosensoriin katalitik akimi artan
glikoz derisimiyle artig1 gozlenmistir.

Sekil 4.45°de Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriiniin 0,6 V sabit potansiyel igin
y=9,732x + 0,094 (R?=0,999) esitligi ile verilen dogrusal araliz1 0,01 — 1,0 mM olarak
bulunmustur. Ayrica, biyosensdr duyarliligi ve LOD degeri sirasiyla 19,46 pA/(mM.cm?)
ve 0,43 uM olarak bulunmustur. Buna gére Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriin LB esitligi
y=0,0655x + 0,040 (R?=0,997) olarak bulunmus ve Km, Imax degerleri sirasiyla 1,63 mM
ve 24,94 pA olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.45. Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’daki a) akim — zaman; b) akim -
glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,6 V; pH=7,0; 0,1 M
fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )

4.5.4. P(SNS-Fc¢)/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kullamim kararhihg

Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensorlarinin  tekrar kullanilabilirlikleri bakimindan
degerlendirilmesi 25 °C’de 0,6 V potansiyel uygulanarak bir giinde ard arda 20 6l¢iim
yapilarak calisilmistir. Alinan Slgiimler sonucunda standart sapma +0,133 ve varyasyon
katsayis1 % 2,12 (n=20) olarak hesaplanmistir. Sekil 4.46’da goriildiigii izere Pt/P(SNS-
Fc)/GOX elektrodu yiiksek kullanim kararliligi gdstermis olup 20. kullanimda bile % 94
aktivite gostermektedir.
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Sekil 4.46. Pt/P(SNS-Fc) /GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik grafigi (0,6 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

4.5.5. P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki kronoamperometrik bulgulari

Sekil 4.47°de Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriinin 0,4 V’da y=7,12x + 0,05
(R?=0,998) esitligi i¢in dogrusal aralig1 0,01 — 1,0 mM arasinda bulunmustur. Ayrica,
biyosensor duyarlilig ve LOD degeri siras1 ile 14,22 pA/(mM.cm?) ve 0,61 uM olarak
bulunmustur. Buna goére Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensorii LB esitligi y=0,065x + 0,147
(R%=0,997) i¢in Km Ve Imax sirastyla 0,44 mM ve 6,8 pA olarak bulunmustur. Michaelis-
Menten sabitinin kiiclik olmasi enzimin substrata karsi ilgisinin biiyiik oldugunu
gostermistir.

4.5.6. P(SNS-Fc¢)/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki kullamim kararhihg

Pt/P(SNS-Fc)/GOX  biyosensorlarinin ~ tekrar ~ kullanilabilirlik  bakimindan
degerlendirilmesi 25 °C’de 0,4 V potansiyel uygulanarak bir giinde 20 6l¢tim yapilarak
calisgilmigtir. Alinan dlglimler sonucunda standart sapma +0,091 ve varyasyon katsayisi
(cv) % 2,76 (n=20) olarak hesaplanmistir. Sekil 4.48°de goriildiigii izere Pt/P(SNS-Fc)
/GOX elektrodu yiiksek kullanim kararliligi gdstermis olup 20. kullanimda bile % 96
aktivite gostermistir.

4.5.7. P(SNS-Fc¢)/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki raf omrii

Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensorlarinin raf 6mrii tayini igin 0,4 V sabit potansiyel de
aktiviteler haftada bir kontrol edilmis ve 145 giin boyunca aktivitelerinin kontroliine
devam edilmistir. Sekil 4.49 incelendiginde biyosensoriin 106. giin sonunda baslangig¢
aktivitesinin % 97 oraninda cevap verdigi ve yirmibirinci hafta (145. giin) sonunda ise %
71 aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.47. Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki a) akim — zaman; b) akim -
glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,4 V; pH=7,0; 0,1 M
fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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Sekil 4.48. Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriin ard arda kulanilabilirlik grafigi (0,4 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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Sekil 4.49. Pt/P(SNS-Fc)/GOX biyosensoriiniin raf émrii grafigi (0,4 V; pH=7,0; 0,1 M
fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

4.5.8. P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kronoamperometrik
bulgulari

Sekil 4.50°de Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V sabit potansiyelde
glikoz derisimi artik¢a akim degerinin artig1 goriilmiistiir. Biyosensor y=11,608x + 0,142
(R%=0,999) esitligi i¢in dogrusal aralik 0,01 — 1,5 mM arasinda bulunmustur. Ayrica
biyosensédr duyarliligi ve LOD degeri sirast ile 23,12 nA/(mM.cm?) ve 1 uM olarak
bulunmustur. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensorii LB esitligi y=0,0553x + 0,0685
(R?=0,996) i¢in Km Ve Imax strastyla 0,8 mM ve 14,7 pA olarak bulunmustur.

4.5.9. P(SNS-Fc)CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kullanim kararhhg:
Alinan Slgiimler sonucunda standart sapma +0,261 ve varyasyon katsayisi (cv) %

4,37 (n=20) olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.51°de goriildiigii tizere Pt/P(SNS-Fc) /GOX
elektrodu 20. kullanimda bile % 95 aktivite gostermektedir.
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Sekil 4.50. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’daki @) akim — zaman; b)
akim - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,6 V; pH=7,0; 0,1
M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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Sekil 4.51. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda kullanilabilirlik grafigi
(0,6 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

76



BULGULAR A.ALTUN

45.10. P(SNS-Fc)CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki kronoamperometrik
bulgular

Sekil 4.52°de Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V sabit potansiyel i¢in
kalibrasyonu y= 9,367x + 0,119 (R?=0,998) esitligi ile verilen dogrusal aralik 0,01 — 1,2
mM olarak bulunmustur. Ayrica, biyosensdriin duyarliligi 18,73 pA/(mM.cm?) olarak
bulunmustur. Sinyal/giiriiltii oran1 3 olarak degerlendirildiginde, LOD degeri 0,7 uM
olarak hesaplanmistir. Sekil 4.52d’e goriilebilecegi gibi Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX
biyosensérii LB esitligi y=0,0769x + 0,1092 (R?>=0,996) i¢in Km V€ Imax sirastyla 0,76 mM
ve 9,17 pA olarak bulunmustur.
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Sekil 4.52. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki @) akim — zaman; b)
akim - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,4 V; pH=7,0; 0,1
M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )

4.5.11. P(SNS-Fc¢)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki kullanim kararhihg:

Alinan dlgiimler sonucunda standart sapma +0,125 ve varyasyon katsayisi (cv) %
3,02 (n=20) olarak hesaplanmistir. Sekil 4.53’de goriildiigii tlizere Pt/P(SNS-
Fc)CNT/GOX elektrodu yiiksek kullanim kararliligi gostermis olup 20. kullanimda bile
% 93 aktivite gdstermektedir.
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4.5.12. P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki raf 6mrii

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriin raf dmrii tayini i¢in 0,4 V sabit potansiyel
de biyosensor haftada bir kontrol edilmis ve 135 giin boyunca aktivitelerinin kontroliine
devam edilmistir. Sekil 4.54 incelendiginde biyosensoriin 112. giin sonunda baslangi¢
aktivitesinin % 94’i oraninda cevap verdigi ve ondokuz hafta (135. giin) sonunda ise %
69 aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.53. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik grafigi (0,4
V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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Sekil 4.54. Pt/P(SNS-Fc)CNT/GOX biyosensoriiniin raf 6mrii grafigi (0,4 V; pH=7,0; 0,1
M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

4.5.13. Girisim etKisi ile ilgili bulgular

Biyosensoriin, glikozdan baska madelere verdigi tepkimenin degerlendirilmesi
amaci ile girisim caligmasi yapilmistir. Bu etkiyi belirlemek i¢in, 0,1 mM — 0,5 mM
derisim araliginda askorbik asit, sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit gibi tiirlerin etkilesimleri
calistlmistir. Bu maddelerden sakkaroz, fruktoz ve sitrik asitin anlamli etkilesimi
olmadigi goriilmistiir. Buna karsin P(SNS-Fc) biyosensoriinii 0,4 V’da %1,5 iken 0,6 da

78



BULGULAR

A.ALTUN

%4,1 askorbik aside tepki verdigi goriilmiistiir. P(SNS-FC)/CNT ise 0,4 V igin % 2,1 ve
0,6 V i¢in % 4,6 askorbik etkisi oldugu hesaplanmistir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX biyosensériiniin @) 0,6 V; b) 0,4 VV’da ve Pt/P(SNS-
Fc)/GOX biyosensoriin, ¢) 0,4 V; d) 0,6 V’da askorbik asit, sakkaroz, fruktoz ve sitrik

asit girisim etkisi

4.5.14. Gercek numune analizi ile ilgili bulgular

Meyve sularinda yapilan glikoz analizi sonunda Olgiilen amperometrik cevap
akimlarma denk gelen derisim degerleri kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemler
kullanilarak hesaplanmistir. Tasarlanan biyosensorler ile Cappy vigne, Cappy karisik ve
Tamek %100 elma suyu ticari meyve sularinda glikoz tayini yapilmis ve 0,4 V’da referans
metot ile tutarl sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. P(SNS-Fc) ile hazirlanan biyosensorlerle igeceklerde glikoz tayini

Visne GK Elmasuyu | GK Karnisik GK
Ornek suyu (mg/L) meyve

(mg/L) suyu

(mg/L)

HPLC 43,2 £0,12 15,72 32,3 +0,03
P(SNS-Fc)/ 58,14 134,6 19,1 £0,9 121,6 | 49,8 153,8
CNT/GOX +1,53 +3,7
0,6V
P(SNS-Fc)/ 41,98 97,2 15,38 97,84 | 32,23 +0,84 | 99,8
CNT/GOX +1,03 +0,35
0,4V
P(SNS-Fc) 53,1 1,23 | 1229 19,10 £1,1 | 121,5 | 37,84 +0,57 | 117,2
/GOX 0,6V
P(SNS-Fc) 45,7 +1,17 | 105,8 | 15,84 100,8 | 31,1+0,82 |96,3
/GOX 0,4V +0,23

GK: Geri kazanim
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4.6. P(SNS-Fc -ko- EDOT) Tabanh Glikoz Biyosensorleri ile ilgili Bulgular

Bu boéliimde kopolimer iizerine hem CNT varliginda hem de CNT olmadan GOX
immobilize edilmis biyosensorler ile iki farkli potansiyelde (0,6 ve 0,4 V) caligmalari
yapilmustir.

4.6.1. P(SNS-Fc -ko- EDOT) sentezi

Sekil 4.56’da SNS-Fc ve EDOT karisiminin ACN/LiClOg4 igerisinde 100 mV/s
tarama hiziyla doniistimlii voltamogramlar1 verilmistir. Sekilden goriilecegi gibi her
dongii de akim degerlerinin artmas1 monomerlerin elektrot yiizeyinde polimerlestigini ve
olusan polimerin iletken oldugunu gostermektedir. Kopolimer doniisiimli
voltamograminin (CV) homopolimer CV’sinden farkli olmasi kopolimerizasyonun
oldugunu gostermektedir. Grubumuzun daha 6nceki ¢alismalarda P(SNS-Fc -ko- EDOT)
sentezlenmis ve optoelektronik 6zellikleri agisindan incelenmistir.

I(mA)

0.4 0.6 0.8
Potansiyel (V)

Sekil 4.56. SNS-Fc ve EDOT monomerlerin ACN/LiCIO4 ortaminda, 100 mV/s’deki
doniistimlii voltamogrami

Kopolimerin yiikseltgenme Ve indirgenme potansiyeli sirasi ile 0,77 V ve 0,46 V
olarak tespit edilmistir. Ayrica, Fc biriminin yiikseltgenme potansiyeli 0,24 V ve
indirgenme potansiyeli ise 0,20 V olarak belirlenmistir (Sekil 4.57a). P(SNS-Fc —ko-
EDOT)’in tarama hiz1 ¢alismasina (Sekil 4.57b) anodik ve katodik piklerine bakildiginda,
tarama hizindaki artig ile akim yogunlugunun dogrusal olarak artig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.57. P(SNS-Fc —ko- EDOT)’un ACN/LIiCIOs ortaminda, a) farkli tarama
hizlarindaki doniisiimlii voltamogramlari; b) akim-tarama hiz1 grafigi

4.6.2. Uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi
4.6.2.1. Calisma potansiyeli ve pH etkisi

Kopolimer ile hazirlanan biyosensorler i¢in ¢calisma potansiyeli homopolimerlerde
oldugu gibi 0,4 V ve 0,6 V olarak secilmistir. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX
biyosensor aktivitesine ortam pH’nin etkisi arastirmak i¢in ¢esitli pH’larda (5,5 — 7,5)
0,IM fosfat tamponlar1 hazirlanmistir. Sabit 0,5 mM glikoz derisiminde daha &nce
hazirlanmis degisik pH fosfat tamponun da 0,4 V sabit potansiyel uygulandiginda kararl
halde ki akim degerleri dlgiilerek Al’e kars1 pH grafige gecirilmistir. Grafikten goriilecegi
gibi en yiiksek degerin goriildiigi pH 7,0 uygun calisma kosulu olarak belirlenmistir
(Sekil 4.58).

4.6.2.2. CNT etkisi

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensor aktivitesini artirmak igin sinyal artiric
olarak ¢ok duvarli karbon nanotlip kullanilmigtir. CNT miktarinin etkisi aragtirmak
maksadiyla 1 mg CNT/ 1 mL etanol ¢ozeltisinden 5, 10 ve 15 pL eklemelerle gesitli
elektrotlar hazirlanmistir. Bu elektrotlar sabit 0,5 mM glikoz derisiminde fosfat tamponun
da 0,4 V ve 0,6 V sabit potansiyel uygulandiginda kararli hal akim degerleri olgtilerek
ATD’e kars1 eklenen CNT miktar grafige gecirilmistir. Grafikten goriilecegi gibi en yiiksek
deger olan 10 uL optimum kosul olarak belirlenmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.58. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin a) akim —potansiyel;
b) akim- pH grafikleri (oda kosularinda, 0,5 mM glikoz, 0,1 M fosfat tamponu)
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Sekil 4.59. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriinde CNT miktarmnin
amperometrik cevaba etkisi (oda kosularinda, pH=7,0, 50 U enzim 0,5 mM glikoz, (m)0,4
V ve (V¥)0,6 V, 0,1 M fosfat tamponu)

4.6.2.3. Enzim miktar ve gluteraldehit miktar etkisi

Biyosensor yapiminda optimize edilmesi gereken 6nemli parametrelerden birisi de
enzim miktaridir. Bu sebepten dolayr uygun enzim miktarinin belirlemek i¢in diger tiim
etkenler sabit tutularak 25, 50 ve 75 linite GOX igeren elektrotlar hazirlandi. Sekil 4.60a
incelendiginde 50 U GOX ile hazirlanan elektrodun maksimum akim degisimi gosterdigi
tespit edilmistir.

Gluteraldehit etkisini incelemek igin tiim diger etkenler sabit tutulmus ve % 1
gluteraldehit ¢ozeltisinden elektrot yiizeylerine 7,5, 10, 12,5 ve 15 pL. damlatilmistir.
Hazirlanan elektrotlar dengeye getirildikten sonra ortamda 0,5 mM glikoz eklenmis ve
kronoamperometrik cevaplari kaydedilmistir. Olgiilen akima kars1 gluteraldehit miktar1
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grafige gecirilmistir. Sekil 4.60b’de goriilecegi gibi optimum gluteraldehit olarak %1°lik
¢ozeltiden 10 pL bulunmustur.

1,70 4 ] b)

1,65

1,60 + 114 +
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Sekil 4.60. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin @) akim-enzim miktari;
b) akim - gluteraldehit miktar1 grafikleri (oda kosularinda, pH=7,0, 10 uL CNT miktari,
0,5 mM glikoz, 0,4V, 0,1 M fosfat tamponu)

4.6.3. P(SNS-Fc -ko- EDOT )GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kronoamperometrik
bulgular

Calisma elektrodu yiizeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
peroksit 0,6 V sabit potansiyelde Ag/AgCl referans elektroduna karsi ol¢iilmiistiir. Sekil
4.61a’da biyosensoriin glikoz eklenmesi ile gosterdigi akim degisimi zamana kars1 grafigi
verilmistir.

Sekil 4.61c’de Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensoriin 0,6 V sabit potansiyel
i¢in glikoz derigsimi artik¢a akim degerinin artigi gériilmektedir. Biyosensor kalibrasyonu
y= 4,948x + 0,002 (R?=0,999) esitligi ile 0,01 — 1,0 mM arasinda dogrusallik
gostermektedir. Ayrica, biyosensdr duyarliligt ve LOD degeri sirast ile 9,43
pA/(mM.cm?) ve 1,2 uM olarak bulunmustur.

Biyosensoriin  kinetik parametrelerini belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk(LB)
esitlige gore 1/S’ye karsilik 1/1 grafigi hazirlanmigtir (Sekil 4.61d). Buna gore Pt/P(SNS-
Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensérii LB esitligi olan y=0,210x + 0,128 (R?>=0,998) icin Km
Ve Imax strastyla 1,64 mM ve 7,81 pA olarak bulunmustur.

4.6.4. P(SNS-Fc —ko- EDOT )/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kullamim kararhhgi

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensorlarinin  tekrar  kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi 25 °C’de 0,6 V potansiyel uygulanarak bir giinde ard arda
20 6l¢tim yapilarak ¢alisilmistir. Alinan 6lgtimler sonucunda standart sapma +0,118 ve
varyasyon katsayist (cv) % 5,28 (n=20) olarak hesaplanmistir. Sekil 4.62°d goriildiigii
tizere Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT) /GOX elektrodu yiiksek kullanim kararliligi géstermis
olup 20. kullanimda bile % 92 aktivite gostermektedir.
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Sekil 4.61. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’daki @) akim — zaman;
b) akim - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,6 V; pH=7,0;

0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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20

Sekil 4.62. Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT) /GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik
grafigi (0,6 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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4.6.5. P(SNS-Fc —ko- EDOT )/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki kronoamperometrik
bulgulari

Sekil 4.63a’da glikoz biyosensoriin 0,4 V sabit potansiyelde her glikoz
eklenmesinden sonraki akim degerlerinin zamana kars1 grafigi incelenmistir. Biyosensor
katalitik akim1 artan glikoz derigimiyle artigi gézlenmistir. Biyosensor igin dogrusal
aralik 0,01 — 1,0 mM arasinda bulunmusken, duyarliligit ve LOD degeri sirasi ile 7,48
pA/(mM.cm?) ve 1,1 pM olarak bulunmustur. Biyosensoriin kinetik parametrelerini
belirlenmesi igin Sekil 4.63d’de Pt/P(SNS-Fc- ko- EDOT)/GOX biyosensorii igin Km ve
Imax strastyla 1,79 mM ve 8,28 pA olarak bulunmustur.
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Sekil 4.63. Pt/P(SNS-Fc -ko— EDOT)/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki a) akim — zaman;
b) akim - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,4 V; pH=7,0;
0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )

4.6.6. P(SNS-Fc — ko- EDOT )/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki kullanim kararhhg

Pt/P(SNS-Fc- ko —EDOT)/GOX biyosensoriin tekrar kullanilabilirlik bakimidan
degerlendirilmesi sonucunda standart sapma +0,081 ve varyasyon katsayisi(cv) % 2,41
(n=20) olarak hesaplanmistir. Sekil 4.64’de goriildiigii tizere Pt/P(SNS-Fc- ko —
EDOT)/CNT/GOX elektrodu yiiksek kullanim kararlilig1 gostermis olup 20. kullanimda
bile % 93 aktivite gostermektedir.
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4.6.7. P(SNS-Fc —ko- EDOT )/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki raf 6mrii

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensoriin raf émrii tayini i¢in 0,4 V sabit
potansiyelde aktiviteler haftada bir kontrol edilmis ve 47 giin boyunca aktivitelerinin
kontroliine devam edilmistir. Sekil 4.65 incelendiginde biyosensoriin 6. giin sonunda
baslangi¢ aktivitesinin % 90 oraninda biyosensdriin cevap verdigini ve yedinci hafta (47.
giin) sonunda ise % 68 aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.64. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensoriiniin ard arda kulanilabilirlik
grafigi (0,4 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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Sekil 4.65. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT) /GOX biyosensdriiniin raf omrii grafigi (0,4 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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4.6.8. P(SNS-Fc -—ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki
kronoamperometrik bulgular:

P(SNS-Fc —ko- EDOT) tabanli biyosensorlerin analitik performansina CNT nin
etkisini degerlendirilmesi amaci ile Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT hazirlanmis ve ayni
kosullar altinda incelenmistir. Calisma elektrodu yiizeyindeki enzimatik reaksiyon
sonucu olusan hidrojen peroksit 0,6 V sabit potansiyelde Ag/AgCl referans elektroduna
kars1 Olctilmiistiir. Sekil 4.66a’da glikoz biyosensoriin 0,6 V sabit potansiyelde her glikoz
eklenmesinden sonraki akim degerlerinin zamana kars1 grafigi incelenmistir. Biyosensor
icin dogrusal aralik 0,01 — 1,0 mM arasinda bulunmustur. Ayrica, biyosensor duyarliligt
ve LOD degeri sirast ile 13,24 pA/(mM.cm?) ve 1,7 uM olarak bulunmustur.

Calismanin bir sonraki asamasinda biyosensor kinetik parametrelerini belirlenmesi
icin Lineweaver-Burk (LB) esitlige gore 1/S’ye karsilik 1/1 grafigi hazirlanmistir (Sekil
4.66d). Buna gore Pt/P(SNS-Fc- ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorii i¢in Km Ve lImax
sirastyla 0,565 mM ve 4,97 nA olarak bulunmustur.
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Sekil 4.66. Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’daki a) akim —
zaman; b) akim - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,6 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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4.6.9. P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,6 V’ daki kullanim
kararhhg:

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriin tekrar kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi 25 °C’de 0,6 V potansiyel uygulanarak bir giinde 20 6l¢tim
yapilarak c¢alisilmistir. Alinan Slglimler sonucunda standart sapma +0,135 ve varyasyon
katsayist (cv) % 3,36 (n=20) olarak hesaplanmistir. Sekil 6.67°de goriildiigii {lizere
Pt/P(SNS-Fc —ko-EDOT)/CNT/GOX elektrodu yiiksek kullanim kararliligi gdstermis
olup 20. kullanimda bile % 96 aktivite gostermektedir.
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Sekil 4.67. Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda
kulanilabilirlik grafigi (0,6 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

4.6.10. P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki
kronoamperometrik bulgular:

Sekil 4.68a’da glikoz biyosensoriin 0,4 V sabit potansiyelde her glikoz
eklenmesinden sonraki akim degerlerinin zamana kars1 grafigi verilmistir. Hazirlanan
Pt/PSNS-Fc/CNT/GOX biyosensorii igin substrat derisiminin akim yogunluguna etkisi
incelenmis ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Biyosensor kalibrasyonu i¢in dogrusal aralik 0,01 — 1,0 mM arasinda bulunmustur.
Ayrica biyosensdr duyarliligi ve LOD degeri sirasi ile 11,58 pA/(mM.cm?) ve 2,2 uM
olarak bulunmustur. Biyosensor kinetik parametrelerini belirlenmesi i¢in Lineweaver-
Burk (LB) esitlige gore 1/S’ye karsilik 1/ grafigi hazirlanmistir (Sekil 4.68d). Buna gore
Pt/P(SNS-Fc- ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorii i¢in Km Ve Imax sirasiyla 1,43 mM ve
11,38 pA olarak bulunmustur.
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Sekil 4.68. Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’daki a) akim —
zaman; b) akim degisim - glikoz derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri
(0,4 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )

4.6.11. P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki kullanim
kararhhg:

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriin tekrar kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi 25 °C’de 0,4 V potansiyel uygulanarak bir giinde 20 l¢iim
yapilarak calisilmistir. Alinan 6lgiimler sonucunda standart sapma +0,15 ve varyasyon
katsayist (cv) % 5,16 (n=20) olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.69’da goriildigi lizere
Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX elektrodu yiiksek kullanim kararliligi gostermis
olup 20. kullanimda bile % 86 aktivite gdstermektedir.

4.6.12. P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin 0,4 V’ daki raf 6mrii

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensor i¢in 70 giin boyunca diizenli
olarak haftada bir yapilan 6lgiimler sonucunda Sekil 4.70 gizilmistir. Raf 6mrii olarak ilk
37 giin sonunda % 95 aktivite gosterirken 70. glin sonunda % 84 aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.
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BULGULAR
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Sekil 4.69. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin ard arda

kulanilabilirlik grafigi (0,4 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)
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Sekil 4.70. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin raf dmri grafigi (0,4
V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C)

4.6.13. Girisim etKkisi ile ilgili bulgular

Girisim etkisini belirlemek i¢in, 0,1 mM — 0,5 mM derisim araliginda askorbik asit,
sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit gibi ticari tirtinlerde bulunan katki maddelerinin etkileri
calisilmistir. P(SNS-Fc —ko- EDOT) kopolimer ile yapilan elektrotlar i¢in amperometrik
Olctimler sirasinda glikoz yerine bu tiir maddeler ¢alisma hiicresine eklemeler yapilmaistir.
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Sekil 4.71. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/GOX biyosensoriiniin a) 0,4 V; b) 0,6 V ve
Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensoriiniin ¢) 0,4 V; d) 0,6 V askorbik asit,
sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit girisim etkisi

P(SNS-Fc —ko- EDOT) CNT kullanilmadan hazirlanan biyosensorlerde askorbik
asit etkisi 0,4 V’da % 3,4 ve 0,6 V igin % 8,7 olarak hesaplanmistir. Ayrica, P(SNS-Fc —
ko- EDOT) ve CNT igeren biyosensorlerde ise 0,4 V’da %3,1 ve 0,6 V igin % 6,4 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.71).

P(SNS-Fc —ko- EDOT) kopolimeri ile yapilan biyosensorler onceki boliimde
P(SNS-Fc) homopolimeri ile yapilan elektrotlar gibi, hidrojenperoksit takibi yapilan
calismalarda askorbik aside tepki verdigi belirlenmistir. Sakkaroz, fruktoz ve sitrik asit
ise cevap alinmamustir. Ancak, meyve sularinda bulunan askorbik asitin glikoza oranla
¢ok az oldugundan bu etkinin ihmal edilebilecek diizeyde oldugu diistiniilmiistiir.
Biyosensoriin 0,4 V’da yapilan ¢aligmalarinda baska maddeler varliginda bile glikoza
kars1 se¢ici davrandig tespit edilmistir.
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4.6.14. Gercek numune analizi ile ilgili bulgular

Meyve sularinda yapilan glikoz analizi sonunda Olgiilen amperometrik cevap
akimlarina denk gelen derisim degerleri kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemler
kullanilarak hesaplanmistir. Tasarlanan biyosensorler ile Cappy visne, Cappy karisik ve
Tamek %100 elma suyu ticari meyve sularinda glikoz tayini yapilmis ve 0,4 V’da referans

metot ile tutarl sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. P(SNS-Fc -ko- EDOT) ile hazirlanan biyosensorlerle i¢eceklerde glikoz

tayini
Ornek Visne GK |Elma GK | Kansik GK
suyu suyu meyve
(mg/L) (mg/L) suyu
(mg/L)
HPLC 43,2 15,72 32,3 £0,03
+0,12
Pt/P(SNS-Fc-ko- 51,7 1194 | 232+ 1,4 | 1476|363 +1,1 |1124
EDOT)/CNT/GOX | +0,52
0,6V
Pt/P(SNS-Fc-ko- 42,63 98,7 | 16,18+ 102,9 | 30,9 £0,8 | 95,7
EDOT)/CNT/GOX | £0,25 0,32
0,4V
Pt/P(SNS-Fc—ko- 47,06 108,9 | 21,25+ 1,6 | 135,2 | 39,8 +1,95 | 123,2
EDOT) GOX 0,6V | +0,31
Pt/P(SNS-Fc-ko- 42,68 98,8 | 16,13+ 102,6 | 30,92 95,8
EDOT) GOX 0,4V | 0,67 0,73 +1,27

GK: Geri Kazanim
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4.7. P(SNS-Fc —-ko- EDOT) Tabanh Ure Biyosensérleri ile ilgili Bulgular

4.7.1. Uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi
4.7.1.1. Potansiyel ve pH calismasi

Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensorii igin -0,3 ile 0,0 V araliginda
potansiyel calismasi yapilmigtir. Bu ¢alismada 0,25 mM iire varliginda 6lgiilen akimlar
kaydedilmis olup potansiyele kars1 Al grafigi cizilmistir. Sekil 4.72a’da gorildiigi gibi
maksimum akim degisiminin goriildiigii nokta optimum potansiyel olan -0,2 V olarak
belirlenmistir.

Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensorii igin pH 6,0 ile 8,0 araligindaki
0,25 mM iire varliginda dl¢iilen akimlar kaydedilmistir. pH’e kars1 Al degerleri ile grafik
¢izilmis ve Sekil 4.72b’de goriildiigii gibi maksimum akim degisimin gorildigi nokta
olan pH=7,5 optimum olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.72. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensériiniin a) akim — potansiyel;
b) akim — pH grafikleri (0,10 M fosfat tamponu, -0,20 V, oda sicaklig1)

4.7.1.2. Enzim miktar1 ve gluteraldehit miktar etkisi

Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensdriiniin analitik performansina
enzim miktarinin etkisini incelemek amaci ile 10, 20, 30 ve 40 iinite enzim yiiklenmis
elektrotlar hazirlanmistir. Bu elektrotlarin her birinin 0,2 mM iireye karsi gostermis
oldugu akim degisimleri kayit edilmis ve enzim miktarina karst Al degerleri ile grafik
cizilmistir. Sekil 4.73a’da goriildiigi gibi maksimum akim degisiminin goriildiigi nokta
olan bulunan 30 U optimum olarak belirlenmistir.
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Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensorii igin gluteraldehit etkisini
incelemek icin diger tiim etkenler sabit tutularak ve % 1 gluteraldehit ¢ozeltisinden
elektrotlarin yiizeyine 7,5, 10, 12,5 ve 15 uL damlatilmigtir. Hazirlanan elektrotlar
dengeye getirildikten sonra ortama 0,2 mM iire eklenmis ve 6l¢iilen kronoamperometrik
cevaplar1 kaydedilmistir. Gluteraldehit miktarina karsi Al degerleri ile grafik ¢izilmistir.
Sekil 4.73°de goriildiigii gibi tepe nokta olarak gozlemlenen 12,5 uL optimum olarak
belirlenmistir.
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Sekil 4.73. Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensoriiniin a) akim-enzim
miktart; b) akim-gluteraldehit miktar1 grafikleri (0,10 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,20 V,
oda sicakligr)

4.7.2. Kronoamperometrik bulgulari

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensoriiniin kronoamperometrik
caligmalari igin daha 6nce belirlenen optimum kosullardaki reaksiyon hiicresine belli
miktarlarda tire eklenmistir (Sekil 4.74). Bu biyosensor i¢in 0,01-0,15 mM (y= 6,743x +
0,03) dogrusal aralik ve 13,49 pA/(mM.cm?) duyarlilik bulunmus ve LOD degeri 1,9 pM
olarak hesaplanmistir. LB grafigi (y=0,108x + 0,428) ¢izilmis ve Km Ve Imax degerleri
strasiyla 0,252 mM ve 2,34 nA olarak hesaplanmstir.
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Sekil 4.74. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensériiniin a) akim — zaman; b)
akim - tire derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,10 M pH 7,5 fosfat
tamponu, -0,20 V, oda sicakligr)

4.7.3. Biyosensoriin kullanim kararhhg:

Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensériin tekrar kullanilabilirlik
bakimindan degerlendirilmesi oda sicakliginda bir giinde ard arda 20 olglim yapilarak
calisilmistir. Calisma sonucunda standart sapma +0,095 ve varyasyon katsayis1 (cv) %
2,67 (n=8) olarak hesaplanmis ve elektrodun 8. 6l¢iim sonunda % 96 aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Daha fazla kullanimda ise aktivitede azalma yasandigi belirlenmis ve
biyosensoriin 20. kullanimda % 61 aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.75).

4.7.4. Biyosensoriin raf omrii

Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensorii i¢in daha once belirlenen
optimum kosullarda 54 giin boyunca haftada bir 0,15 mM fire ile 6lgiim alinmustir.
Olgiimlerden elde edilen akim degisimleri zamana karsi grafife gecirilmistir. Sekil
4.76’da goriilecegi gibi iire biyosensoriinde ilk 10 giinden sonra ¢ok hizli olarak aktivite
kaybr yasandig1 goriilmektedir. Raf dmrii ¢caligmasinda 10 giin sonunda %95 aktivite
olmasina ragmen 54. giinde % 20 aktivite goriilmiistiir. Bu sonuglar tire biyosensoriin 10
giinliik raf 6mrii oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.75. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensoriiniin - ard arda
kulanilabilirlik grafigi (0,20 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,20 V, oda sicaklig)
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Sekil 4.76. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensér raf émrii grafigi (0,10 M
pH 7,5 fosfat tamponu, -0,20 V, oda sicakligi)
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4.8. P(SNS-Fc) Tabanh Ure Biyosensérleri ile ilgili Bulgular
4.8.1. Kronoamperometrik bulgular

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz biyosensoriin kronoamperometrik ¢alismalar1 kopolimer
iceren biyosensor i¢in bulunan optimum kosullarda reaksiyon hiicresine belli miktarlarda
tire eklemesi ile kayit edilmistir (Sekil 4.77). Bu biyosensor i¢in 0,05-0,2 mM (y= 1,25x
+ 0,15) dogrusal aralik ve 2,5 pA/(mM.cm?) duyarlilik bulunmus ve LOD degeri 52,8
uM olarak hesaplanmistir. LB grafigi (y=0,177x + 1,634) ¢izilmis ve Km Ve Imax degerleri
sirasiyla 0,1 mM ve 0,612 pA olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.77. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz biyosensériiniin a) akim — zaman; b) akim - {ire
derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,210 M pH 7,5 fosfat tamponu,

-0,20 V, oda sicakligr)

4.8.2. Kullanim kararhhg:

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz biyosensdriiniin tekrar kullanilabilirliginin
degerlendirilmesinde iigiincii 6lgiimden itibaren aktivite kaybinin basladigi ve altinci
Olciim sonunda S.D. 0,032 ve cv ise 3,36 oldugu belirlenmistir. Bu biyosensor i¢in 20.
olgiim sonunda % 50 aktivite kayb1 oldugu goriilmiistiir. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz
biyosensorii i¢in ard arda 6 kullanimin uygun oldugu diisiiniilmiistiir (Sekil 4.78).
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Sekil 4.78. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz biyosensériiniin ard arda kulanilabilirlik grafigi
(0,10 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,20 V, oda sicakligi)

4.8.3. Girisim etKisi ile ilgili bulgular

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz ve Pt/P(SNS-Fc¢ —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensorleri
icin gercek numune analizinde ortamda bulunabilecek baz1 maddelerin (glikoz, iirik asit,
askorbik asit ve laktik asit) girisim etkisi incelenmistir (Sekil 4.79). Pt/P(SNS-
Fc)/CNT/Ureaz biyosensoriine glikoz ve laktik asit girisim yapmazken, askorbik asit %
8,1 ve lirik asit %16,2 oraninda etki yapmustir. Bu durum gergcek numune analizinde %
25,98’lik  hata olmasma sebep olmustur (Cizelge 4.6). Pt/P(SNS-Fc —ko-
EDOT)/CNT/Ureaz biyosensdriinde yine glikoz ve laktik asit etkisi olmamasina ragmen
askorbik asit % 1,4 ve iirik asit % 6,4 oraninda etki yapmustir. Idrarda yapilan dlgiimlerde
% 104 geri kazanim ile sonug alinmistir. Cizelge 4.6’da goriilecegi gibi kopolimer ile
yapilan {ire biyosensoriiniin homopolimer ile yapilan biyosensore gore daha yiiksek
dogrulukta oldugu anlasilmstir.
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Sekil 4.79. a) Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz; b) Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz
biyosensorlerinin askorbik asit, glikoz, iirik asit ve laktik asit ile girisim etkisi

4.8.4. Ger¢ek numune analizi ile bulgular

Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkezi Laboratuvarindan alian idrar numunesi
ile yapilan analizler sonucunda o6lgiilen amperometrik cevap akimlarina denk gelen
derisim degerleri kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemler kullanilarak
hesaplanmistir. Tasarlanan biyosensorler ile idrardaki iire tayini -0,2 V potansiyelde
yapilmis ve Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz enzim sensdrii ile referans metod
(Siemens marka Advia 2400 model) ile tutarli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.6)
Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz biyosensdr ise girisim etkisi boliimiinde anlatildigi gibi
askorbik asite kars1 yiiksek duyarliligindan dolay: referans metodan sapma gostermistir.

Cizelge 4.6. Ure biyosensorlerinin gercek numune analizleri

Ornek Spektroskopik Pt/P(SNS-Fc-ko- Pt/P(SNS-Fc)/

(UV) EDOT) /CNT/Ureaz CNT/Ureaz
Idrar 8,997+0,09 9,362+0,38 11,334+0,32
Geri Kazanim %104,0 00125,98
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4.9. P(SNS-Fc) Tabanh Polifenol Biyosensorleri ile ilgili Bulgular

Optimum ¢alisma kosullarini belirlemek tizere ¢alisma potansiyel, pH, enzim
miktari ve gluteraltehit miktar1 etkisi incelenmistir. Karbon nanotiip ise 6nceki ¢caligmalar
baz alinarak 1 mg/mL CNT/etanol ¢6zeltisinde 10 pL elektrot yiizeyine damlatilarak
kullanilmistir.

4.9.1. Uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi
4.9.1.1. Calisma potansiyeli ve pH etkisi

P(SNS-Fc)/CNT/PPO ile yapilan c¢alismalar igin substrat olarak katekol
kullanilmigtir. Optimizasyon ¢alismalarinda -0,2 ile 0,05 V arasindaki potansiyeller i¢in
incelenmis ve Sekil 4.80a’da goriilecegi gibi maksimum nokta olan -0,15 V optimum
caligma potansiyeli olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmigtir. Daha sonra
biyosensoriin 5,5 ile 8,0 pH araliginda 0,2 ve 0,4 mM katekole karsi gosterdigi
amperometrik sinyaller incelenmistir. Sekil 4.80b” de goriildiigii tizere her iki derisim igin
de pH 7,5’da en yiiksek akim artis1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.80. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO biyosensoriiniin a) akim-potansiyel (m)0,2mM ve
(0)0,5mM; b) akim - pH grafigi (m)0,2mM ve (@)0,4mM grafikleri (0,10 M fosfat
tamponu, -0,15 V, oda sicakligr)

4.9.1.2. Enzim ve gluteraldehit etkisi

Enzim miktarinin biyosensoriin analitik performansina etkisini incelemek i¢in
P(SNS-Fc)/CNT igeren elektrotlara 40, 60 ve 100 iinite PPO immobilize edilmistir. Bu
elektrotlarla substrat olarak 0,5 mM katekol varliginda alinan cevaplar Sekil 4.81a’daki
gibi grafige gecirilmistir. Optimum enzim miktar1 60 iinite olarak belirlenmis ve sonraki
caligmalarda kullanilmistir.
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Biyosensor icin capraz baglayict miktarmin etkisini incelemek iizere % 1’lik
gluteraldehit ¢ozeltisinden 7,5, 10, 12,5 ve 15 uL elektrot yiizeyine damlatilmistir.
Elektrotlarin 0,5 mM katekole verdigi cevaplar Sekil 4.81b’de gosterildigi gibi grafige
gecirilmis ve optimum olarak 10 pL gluteraldehit miktar1 belirlenmistir.

0,65 2 0s2] b) %
0,604 ) 0,60 -
0,554 0,58 4
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i g 0,54
0,454 =
20 : .
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Enzim miktan (Unite) Gluteraldehit miktari (pL)

Sekil 4.81. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO biyosensoriiniin @) akim -enzim miktari; b) akim -
gluteraldehit miktar1 grafikleri (0,20 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,15 V, oda sicakligi)

4.9.2. Kronoamperometrik bulgular

Hazirlanan biyosensoriin -0,15 V sabit ¢alisma potansiyelinde degisen substrat
derigimine bagli akim grafikleri ve ilgili kalibrasyon egrileri Sekil 4.82°de gosterilmistir.
Biyosensoriin katekole karst y= -3,41x — 0,007 (R?=0,996) denklemine gore degistigi ve
biyosensoriin dogrusal araliginin 0,02 — 0,25 mM arasinda oldugu bulunmustur.
Biyosensoriin duyarliligi ve LOD degerleri siras1 ile 6,82 pA/(mM.cm?) ve 3,9 uM olarak
tespit edilmistir. Biyosensoriin Kinetik parametrelerini belirlenmesi i¢in Lineweaver-
Burk(LB) esitlige gore 1/C’ye karsilik 1/1 grafigi hazirlanmistir (Sekil 4.82d). Buna gore
Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO biyosensorii i¢in y= -0,311x — 0,356 (R?=0,992) denklemiyle
Km Ve Imax sirasiyla 0,874 mM ve 2,81 pA olarak bulunmustur.
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Sekil 4.82. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO biyosensoriiniin @) akim — zaman; b) akim - katekol
derisimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,20 M pH 7,5 fosfat tamponu,

-0,15 V, oda sicakligr)
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4.10. P(SNS-Fc -ko- EDOT) Tabanh Polifenol Biyosensorii ile ilgili bulgular

Kopolimer tabanli PPO biyosensorlerinin analitik performanslarin1 incelemek
tizere P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO elektrodu hazirlanmistir. Bu noktada 6ncelikle
calisma potansiyeli, pH, enzim ve gluteraldehit miktarmin etkileri incelenmistir. Daha
onceki caligmalar dikkate alinarak CNT 1 mg/mL CNT/Etanol ¢ozeltisinde 10 pL elektrot
yilizeyine damlatilarak gerceklestirilmistir.

4.10.1. Uygun ¢calisma kosullarinin belirlenmesi
4.10.1.1. Calisma potansiyeli ve pH etkisi

P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO ile yapilan ¢aligmalar igin substrat olarak katekol
kullanilmistir. Uygun ¢alisma potansiyelinin belirlenmesi i¢in -0,2 ile 0,05 V arasinda
caligilmistir. Sekil 4.83a’da goriilecegi gibi tepe nokta olan -0,15 V optimum potansiyel
olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmistir. Daha sonra biyosensoriin 5,5
ile 8,0 pH araliginda 0,2 ve 0,4 mM katekole kars1 gosterdigi amperometrik tepkiler
incelenmistir. Sekil 4.83b’de goriildiigii izere her iki derisim i¢inde pH 7,5’da en yiiksek
akim artis1 gostermistir.

06 @)
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Sekil 4.83. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensoriiniin a) akim-potansiyel
(m)0,2mM ve (#)0,5mM; b) akim - pH grafigi (m)0,2mM ve (0)0,4mM (0,10 M fosfat
tamponu, -0,15 V, oda sicaklig1)

4.10.1.2. Enzim ve gluteraldehit etkisi

P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/PPO ile enzim miktar1 ¢alismasi i¢in elektrotlara 30,
60 ve 120 tinite PPO enzimi immobilize edilmistir. Bu elektrotlarla substrat olarak 0,5
mM katekol varliginda alinan cevaplar Sekil 4.84a’daki gibi grafige gegirilmistir.
Optimum enzim miktar1 60 {inite olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda
kullanilmustir.
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Sekil 4.84. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensoriiniin &) akim-enzim miktari;
b) akim - gluteraldehit miktar1 grafikleri (0,10 M pH 7,5 fosfat tamponu, -0,15 V, oda
sicaklig)

Capraz baglayici etkisini incelemek igin % 1°lik gluteraldehit ¢ozeltisinden 7,5, 10,
12,5 ve 15 pL elektrot yiizeyine damlatilmistir. S6z konusu elektrotlarin 0,5 mM katekol
varligindaki cevaplari Sekil 4.84b’de gosterildigi gibi grafige gecirilmis ve 10 uL
gluteraldehit optimum kosul olarak belirlenmistir.

4.10.2. Kronoamperometrik bulgular

Hazirlanan Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensoriiniin -0,15 V sabit
calisma potansiyelinde degisen substrat derisimine baglh akim grafikleri ve kalibrasyon
egrileri Sekil 4.85°de gosterilmistir.

Biyosensor igin y= -2,5x — 0,001 (R?=0,995) denklemine gore dogrusal aralik 0,02
— 0,25 mM arasinda bulunmustur. Ayrica biyosensor duyarliligi ve LOD degeri sirast ile
5,0 pA/(mM.cm?) ve 2,1 uM olarak hesaplannustir. Biyosensoriin kinetik parametrelerini
belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk(LB) esitlige gore 1/C’ye karsilik 1/1 grafigi
hazirlanmustir (Sekil 4.85d). Buna gore Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensorii
i¢in y= -0,385x — 0,299 (R?=0,992) denklemiyle Km Ve Imax sirasiyla 1,29 mM ve 3,34
RA olarak bulunmustur.
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Sekil 4.85. Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensoriiniin @) akim — zaman; b)

akim - katekol derigimi; c) kalibrasyon; d) Lineweaver-Burk grafikleri (0,20 M pH 7,5
fosfat tamponu, -0,15 V, oda sicaklig)

106



TARTISMA A.ALTUN

5. TARTISMA

Tezin amaci poli(2,5-ditiyenilpirol) (PSNS) ve polipirol (PPy) tabanl, literatiirde
bulunmayan ¢esitli  biyosensorlerin  hazirlanmasi,  6zelliklerinin  incelenmesi,
optimizasyonu ve ger¢ek numunelerde analiz yapilmasidir. Yapilan bu ¢alisma ile glikoz,
fenol tiirevleri ve iire gibi insan sagligina olumsuz etkileri nedeni ile kontrol altinda
tutulmas1 gereken bilesiklerin kolay bir yontem ile analizine olanak saglanmasi
hedeflenmistir. Bu noktada kullanilmasi1 planlanan PSNS ve PPy tiirevi iletken polimer
matrisler hedefe yonelik tasarlanmis olup, polimer yapisi ile biyosensor ozellikleri
arasindaki iligkinin ortaya koyulmasi ve sonuglarin bilim diinyas: ile paylasilmasi
amaclanmistir. Bu tez calismasi ile monomer yapisi degisimi, kopolimerizasyon,
medyator kullanimi, sinyal artirict kullanimi, takip edilen bilesen gibi degiskenlerin
hazirlanan biyosensorlerin performanslarina etkileri incelenmistir.

PSNS tiirevleri son donemde 6zellikle amperometrik biyosensorlerde elektroaktif
matris olarak kullanilmislardir. Tuncagil ve arkadaslari poli (4-(2,5-di(tiyofenil-2-il)-1H-
pirol-1-il)) benzenamin [poli(SNSNH> )] (Tuncagil 2011) ve poli(1-(4-nitrofenil)-2,5-
di(2-tiyenil)-1H-pirol) [poli(SNSNO2 )] (Tuncagil 2010) iletken polimerlerle glikoz
oksidaz enzimi immobilizasyonuyla glikoz biyosensdriine basariyla uygulamistir. Ayrica
4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)amidoferrosenilditiyo-fosfonat (SNS-NH2-Fc)
(Ayranc1 2015), 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)biitan-1-amin (TPA) (Soganci
2014), 4-amino-N-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benzamid (HKCN) (Giiler 2014)
gibi SNS tabanli monomerlerden hazirlanan iletken polimerler cesitli biyosensor
uygulamalarinda kullanilmistir.

Tez kapsaminda farkli yapida bes SNS tiirevi (SNS-An, SNS-Et, SNS-N3, SNS-
HE ve SNS-Fc) ve Py-Fc monomer olarak sentezlenmistir. Biyosensor hazirlanmasi i¢in
platin levhalar iletken polimerlerle uygun kosullarda kaplanmis ve daha sonra bu
elektrotlarin bazilarinin iizerine sinyal artirict olarak CNT veya Ceo yiiklenmistir. En son
olarak analiz edilecek analite gore GOX, PPO veya iireaz enzimleri gluteraldehit ¢apraz
baglayici ile immobilize edilmistir. Hazirlanan tiim biyosensorler i¢in polimer film
kalinlig1, sinyal arttirict miktari, enzim miktari, ¢alisma potansiyeli ve pH dikkate
alinarak uygun hazirlama ve kullanim kosullar1 belirlenmistir. Ayrica her bir biyosensor
analitik performanslar1 yoniinden degerlendirilmis ve gergek numune analizinde
kullanilmistir. Sentezlenen monomerlerden SNS-N3 ve Py-Fc’nin elektrokimyasal
polimerizasyonun sonucu hazirlanan iletken polimer filmlerin biyosensor hazirlanmasina
imkan saglayacak nitelikte olmadig1 goriilmiistiir.

5.1. Glikoz Biyosensorleri

Tez kapsaminda poli(2,5-ditiyenilpirol) (PSNS) tiirevli iletken polimer matrisleri
ile yapilan biyosensorlerin polimer i¢in kullanilan monomerin yapisiyla iligkisi
incelenmistir. Bilindigi gibi birinci nesil glikoz biyosensorlerin ¢alisma prensibi genelde
enzimatik reaksiyon sonucu olusan H>O; {irliniin yiikseltgenmesinin izlenmesi ya da bu
enzimatik reaksiyonda tiiketilen O2’nin indirgenmesi reaksiyonun takip edilmesi esasina
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gore analiz yapilmaktadir. Bu baglamda biyosensor igin yeterli oranda elektrot yiizeyine
kaplanabilen P(SNS-An), P(SNS-Et), P(SNS-HE) ve P(SNS-Fc) iletken polimerleri ile
glikoz biyosensorleri hazirlanmis ve bu biyosensorlerin 6zelliklerine hem hidrojen
peroksitin ylikseltgenmesi hem de kullanilan oksijenin takip edilmesiyle incelenmistir.

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan H20:‘in yiikseltgenmesinin takip edildigi
caligmalarda Sekil 5.1°deki grafikten goriilecegi gibi en yiiksek duyarliligi gosteren
sensOr P(SNS-Fc)/CNT/GOX’dir. Bu biyosensor 0,6 ve 0,4 V calisma potansiyelinde
sirasiyla 23,12 ve 18,42 pA/ (mM. cm?) duyarlilik gostermistir. Ikinci sirada 10,66
pA/(mM. cm?) (0,7 V’da) duyarlilik ile P(SNS-An)/CNT/GOX, iiciincii sirada 7,06
nA/(mM. cm?) (0,7 V’da) duyarhilik ile P(SNS-HE)/CNT/GOX ve en son sirada ¢ok
diisiik degerlere sahip oldugundan tez kapsaminda degerlendirilmeyen P(SNS-
Et)/CNT/GOX bulunmaktadir. S6z konusu veriler monomer yapisina ferrosen
baglanmasiyla ¢alisma potansiyelinin énemli 6l¢iide azaldigin1 ve duyarliligin artigin
gostermistir. Bunun sonucu olarak girisim etkisinin ithmal edilecek seviyeye diistiigii ve
seciciligini artirdig1 gorilmistiir.
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Sekil 5.1. H20; takibi yapilan biyosensorlerin karsilastiriimasi

Literatiir caligmalarinin 6nemli bir kismi enzimatik reaksiyonlarda kullanilan
oksijenin takip edildigi calismalar olup onemli bir kisminda duyarlilik degerleri
hesaplanmigtir. Tezde elde edilen bulgularin literatiir ile karsilastirilabilmesi igin
yayinlarda sunulan kalibrasyon esitliklerinden yararlanilmistir. Buna gére; Tuncagil vd.
yaptiklar ¢aligmada y= 1,597x + 0,264 esitli§inden 1,597 pA/ mM (Tuncagil 2011),
Ozdemir vd. yaptiklar1 calisma ile y=8,582x + 2,945 esitliginden 8,582 pA/ mM
(Ozdemir 2011) ve Tekbasoglu vd. calismalar1 sonucu y=10,871x + 5,959 esitliginden
10,871 pA/ mM (Tekbasoglu 2017) olarak hesaplanmaistir.

Tez kapsaminda oksijen takibi yapilarak incelenen biyosensorler arasinda P(SNS-
An —ko- EDOT)/CNT/GOX ve P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensorlerinin duyarliliklar
sirastyla 104,96 ve 101,26 pA/(mM. cm?) olarak 6ne ¢ikmaktadir (Sekil 5.2). Soz
konusu yiiksek duyarlilik degerleri Ugan vd.’nin ¢alismalari harig (237,1 pA/(mM. cm?)
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(Ugan 2014)) diger c¢alismalardan {stiin  niteliktedir.  P(SNS-An  —Kko-
EDOT)/CNT/GOX ve P(SNS-Et)/CNT/GOX biyosensorlerinin LOD degerleri sirasiyla
1,9 ve 1,7 uM gibi diisiik degerler bulunmustur. Literatiirdeki 2,1 uM (Tuncagil 2011),
2,29 uM (Uzun 2013), 903 uM (Ayranci 2015), 25 uM (Kesik 2013), 50 ve 10 uM
(Emre 2011), 19 uM (Demirci 2012), 30 uM (Ekiz 2010), 176 uM (Tekbasoglu 2017)
gibi degerlerden daha iyi sonuglar bulunmustur.
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Sekil 5.2. Oksijen takibi yapilan biyosensorlerin karsilastirilmasi (-0,7 V)

Kopolimerizasyon, polimerlerin ¢esitli 6zelliklerini degistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilan en kolay uygulanabilir yontemlerden biridir. iletken kopolimerler kullanarak
hazirlanan biyosensorler, (1) elektrot yiizeyinde kolay ve dogrudan birikim, (2) kalinlik
kontrolii, (3) redoks iletkenligi gibi bircok olumlu o6zellikten dolayr geleneksel
yontemlere alternatif olarak Onerilmistir (SOylemez 2013). Kopolimer bazh
biyosensorlerin olusturulmasi igin ana motivasyon sadece homopolimerinkinden daha iyi
ozellikler elde etmek degil ayn1 zamanda farkli analitler izlemek i¢in hassas, basit ve
secici bir arag gelistirmektir (Turan 2014).

Bu sebeple tez galismasi1 kapsaminda biyosensorlerde elektroaktif katman olarak
kopolimer kullanilmasinin etkisi de arastirilmistir. Bu kapsamda P(SNS-An) ve P(SNS-
An —ko- EDOT) glikoz biyosensorleri calisgilmistir. Sekil 5.3’de goriildigi gibi
hidrojenperoksit 6l¢iimiine bagli ¢alismalarda kopolimer kullanilmasinin dogrusal araligi
genisledigi ve oksijen dlgiimiine bagh ¢alismalarda ise duyarlilig artirdigr goriilmiistiir.
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Sekil 5.3. Glikoz biyosensorlerinde kopolimer etkisi @) 0,7 V; b) -0,7 V

Biyosensorlerde fulleren (Ceo) Ve ¢ok duvarli karbon nanotiip (CNT) elektron
transferine katki saglamalari nedeni ile sinyal artirict olarak kullanilmislardir (Patolsky
1998). Bu sebeple tez galismasinda incelenen bir diger konu ise bu tip malzemelerin
biyosensor performansina etkisi olmustur. Bu kapsamda P(SNS-Fc)/GOX, P(SNS-Fc —
ko- EDOT)/GOX, P(SNS-Fc)/CNT/GOX ve P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX enzim
sensorleri hazirlanmis ve Ozellikleri incelenerek karsilastinnlmistir. Sekil 5.4’de
goriilebilecegi gibi CNT yiiklenmis elektrotlarin duyarliliklari daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 5.4. SNS-Fc ile hazirlanan elektrotlarin @) 0,4 V; b) 0,6 V kalibrasyon grafiklerinin
karsilastirilmasi

Ayrica, P(SNS-An —ko- EDOT) tabanli glikoz biyosensoriine karbon nano mataryel
olarak Cego yiiklenmis ve hem -0,7 V hem de 0,55 V’da analitik performansi incelenmistir.
Biyosensoriin -0,7 V ¢aligma potansiyelindeki duyarliligi, Km ve LOD degeri sirasi ile
67,82 pA/ (MM. cm?), 1,0 mM ve 51,7 uM hesaplanmustir. Bu biyosensor i¢in bulunan
duyarlihigm literatiirdeki 3,02 pA/ (mM. cm?) (Gavalas 2000), 0,23 pA/ (mM. cm?)

110



TARTISMA A.ALTUN

(Zheilei 2009) ve 35,46 pA/ (MM. cm?) (Zhong 2012) diger ¢alismalardan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Biyosensoriin LOD degeri 51,7 uM olarak bulunmus ve literatiirdeki
13 uM (Gavalas 2000), 10 uM (Chang ve Shih 2000) ve 1,0 uM (Zhong 2012) ¢alismalara
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu biyosensor i¢in hidrojenperoksit takibi
yapilan ¢alismada ise 0,55 V potansiyelde duyarlilik 1,5 pA/ (MM. cm?), Kn= 5,01 mM
ve LOD degeri 22,3 uM olarak hesaplanmustir.

P(SNS-An —ko- EDOT) tabanli glikoz biyosensorlerinde yapilan ¢alismalar
sonucunda CNT ile hazirlanan biyosensoriin duyarliliginin fulleren igeren biyosensore
gore daha yiiksek oldugu (Sekil 5.5) tespit edilmistir. Bilindigi gibi duyarliligin yiiksek
olmasi se¢iciligi artirdigindan sonraki ¢calismalarda CNT kullanilmistir.
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Sekil 5.5. P(SNS-An —ko- EDOT) ile hazirlanan glikoz biyosensorlerde CNT ve Ceo
karsilagtirmasi a) 0,6 V; b) -0,7 V

Ferrosen ve tiirevleri miikemmel redoks davranisindan dolayr elektroanaliz
alaninda yogun ilgi uyandirmistir. Ferrosen, elektrokimyasal olarak popiiler aktif
gruplardan biri olmasi ve Fc*/Fc redoks reaksiyonunun tersinir olmasindan dolayi
elektrotlarin modifikasyonunda kullanmiglardir (Zhilei 2009; Elanchezhian 2009; Qiu
2009; Raoof 2009). Sentezlenen P(SNS-Fc) maddesinin ferrosen igermesi biyosensor igin
iletici sistem olabilecegi diislincesini dogurmus ve c¢alismanin ikinci kisminda
kullanilmistir.

Ferrosen medyatorii igeren biyosensor olarak tasarlanmis Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX
enzim elektrodun 0,4 ve 0,6 V daki duyarliliklari sirastyla 18,73 ve 23,12 pA/ (mM. cm?)
bulunmustur. Bulunan duyarlilik degerlerinin literatiirdeki ¢aligmalara 1,796 pA(mM.
cm?) (Senel 2011), 3,6 ve 10,9 pA/ (MM. cm?) (Zhang 2010), 6,54 pA/ (MM. cm?)
(Zamora 2007) 18,2 pA/ (MM. cm?) (Mertins 2009), 19,21 pA/ (mM. cm?) (Palomera
2011) gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ferrosen igeren monomerin (SNS-FcC)
ferrosen gibi katalitik redoks 6zelligi gosteren bir medyator igeriyor olmasi biyosensor
uygulamasi i¢in avantaj teskil etmis ve bu biyosensoriin hem birinci hemde ikinci nesil
biyosensor olarak kullanilabilecegi diistintilmiistiir.
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Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX enzim elektrodun 0,4 ve 0,6 V daki LOD degeri sirasiyla
1,0 ve 0,7 uM olarak S/N degeri 3 baz alinarak (n=10) hesaplanmistir. Bu LOD degerleri
literatlirdeki ferrosen igeren glikoz biyosensorleri ile yapilmis calismalar ile
karsilastirilacak olursa 180 uM (Ayranct 2015), 30 uM (Soganct 2014), 2,7 uM
(Dervisevig¢ 2015), 3,0 uM (Senel 2010), 170 uM (Palomera 2011) gibi ¢alismalardan
daha 1yi sonuglar elde edilmistir.

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX enzim elektrodun 0,4 ve 0,6 V daki Michaelis-Menten
sabiti (Km) sirasiyla 0,76 ve 0,8 mM olarak hesaplanmistir. Bu Km degerleri literatiirdeki
ferrosen iceren glikoz biyosensorleri ile yapilmis ¢alismalar ile karsilastirildiginda 3,86
mM (Ayranct 2015), 20,23 mM (Soganci 2014), 1,6 mM (Palomera 2011), 4,73 mM
(Senel 2011), 1,14 mM (Senel 2010), 3,97 mM (Abasayanik 2010), bu ¢alismalardan
daha diisik deger bulunmustur. Michaelis-Menten (Km) sabiti enzim ve substrat
arasindaki ilgiyi ifade etmektedir. Diisiik substrat derisimlerinde enzimi doyurmak ancak
enzim ile substrat arasindaki ilginin fazla olmasiyla miimkiin olabilmektedir (Colak
2014). Km degerinin diisiikk olmasi enzim ile substrat arasindaki ilginin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Ayrica, hazirlanan biyosensorlerle ticari olarak satilan meyve sularinda (Cappy
visne suyu, Cappy karisik meyve suyu, Cappy ramazan serbeti, Tamek % 100 elma suyu)
glikoz tayini yapilmistir. Analiz sonuglar1 referans metot ile uyumlu sonuglar elde
edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Ferrosen medyatorii ile hazirlanan biyosensorlerin (0,4 V’da) gergek numune
analiz sonuglari

Ornek Visne GK | Elmasuyu | GK | Kansik GK
suyu (mg/L) meyve
(mg/L) suyu
(mg/L)
HPLC 43,2 +0,12 15,72+0,08 32,3 +0,03
P(SNS-Fc) /GOX | 45,7 +1,17 | 105,8 | 15,84 100,8 | 31,1 +0,82 | 96,3
+0,23
P(SNS-Fc)/ 41,98 97,2 |15,38 97,84 | 32,23 +0,84 | 99,8
CNT/GOX +0,51 +0,35
P(SNS-Fc-ko- 42,68 98,8 |16,13 102,6 | 30,92 £1,27 | 95,8
EDOT)/GOX +0,67 +0,73
P(SNS-Fc-ko- 42,63 98,7 |16,18 102,9 | 30,9 +0,8 95,7
EDOT)/CNT/GOX | £0,25 +0,32

GK: Geri kazanim.

Tiim biyosensorlerin tekrar kullanilabilirlikleri bakimindan degerlendirilmesi 25
°C’de optimum sartlarda bir giinde ard arda 20 6l¢iim yapilarak caligilmistir. Alinan
Olctimler sonucunda genel olarak varyasyon katsayilar1 3,0 ile 5,6 arasinda degistigi
goriilmiistiir. En iyi sonucu Pt/P(SNS-Fc)CNT/GOX elektrodu ile elde edilmis ve

Olctimler sonucunda standart sapma +0,125 ve varyasyon katsayist (cv) % 3,02 (n=20)
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olarak hesaplanmistir. Bu elektrot yiiksek kullanim kararliligi gostermis olup 20.
kullanimda bile % 93 aktivite gostermistir.

Tim biyosensorlerin aktivitelerinin optimum kosullarda haftada bir kontrol
edilmesi ile raf dmrii tayini yapilmistir. Genel olarak oksijen tiiketiminin takip edildigi
elektrotlarin raf omrii kisa bulunurken, hidrojenperoksit takibi yapilan enzim
elektrotlarinin raf dmiirlerinin daha uzun oldugu saptanmistir. En iyi sonuglar Pt/P(SNS-
Fc)/CNT/GOX enzim elektrodu ile elde edilmis ve 135 giin boyunca aktivitelerinin
kontroliine devam edilmistir. Biyosensoriin 112. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %
94 oraninda aktivite gosterdigi saptanmistir. Uzun Omiirlii biyosensor is giicli ve maliyet
acisindan avantaj saglamaktadir (Giiler 2015). Bu durum PSNS yapisi ile ferrosenin bir
araya getirilmesinin 6nemi vurgulamaktadir.

5.2. Ure Biyosensorleri

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz ve  Pt/P(SNS-Fc  —ko-  EDOT)/CNT/Ureaz
biyosensorleri hazirlanmis ve optimize edilerek analitik 6zellikleri incelenmistir. Yapilan
calisma sonucunda duyarlilik, LOD ve Michaelis-Menten sabitine bakilarak Pt/P(SNS-
Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensdriin homopolimer ile hazirlanan biyosensére gore
gelismis ozelliklerde oldugu saptanmistir (Sekil 5.6).

Pt/P(SNS-Fc  -ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensdriin  kronoamperometrik
calismalar1 sonucunda 0,01-0,15 mM dogrusal aralig1 i¢in 13,49 pA/(mM. cm?) duyarlilik
bulunmus olup bu deger literatiirdeki 0,8 pA/ (MM. cm?) (Masafara 2009), 12 pA/ (mM.
cm?) (Meibodi 2014), 0,54 pA(mM. cm?) (Dervisevic 2017), 1,085 pA/ (mM. cm?)
(Dervisevig, E 2017) ve 2,8 pA/ (mM. cm?) (Kuralay 2005) gibi ¢ogu galismanin
duyarliligindan yiiksektir.
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Sekil 5.6. Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz ve Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz
biyosensorlerinin a) akim — derisim; b) dogrusal aralik grafikleri
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Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensérii icin LOD degeri 1,9 uM olarak
hesaplanmistir. Bu deger, literatiirdeki 5,0 uM (lvanova 2012), 40 (Meibodi 2014), 12
(Dervisevic 2017), 50 (Dervisevig E 2017) gibi iire igin yapilan ¢aligmalarin ¢ogundan
daha diisiiktiir. Bu biyosensor i¢in Michaelis- Menten sabiti Km degeri 0,252 mM
hesaplanmis ve bu degerin literatiirdeki diger veriler olan 2,2 mM (Meibodi 2014), 4,6
mM (Masafara 2009), 25,4 mM (Kuralay 2005) calismalardan daha iyi oldugunu
belirlenmistir.

Bu biyosensor i¢in raf omrii 10 giin i¢in %95 iken 31 giin de %50 seviyesine
inmistir. Bu durum literatiirdeki bazi ¢aligmalarla (15 giin %50 (Meibodi 2014)) benzerlik
gosterirken 30 giin % 70 (Ivanova 2012) ve 30 giin % 90 (Senel 2017) aktivite gésteren
caligmalarin gerisinde kalmistir. Bu biyosensdr ile idrarda iire tayininde referans metot
ile uyumlu sonug elde edilmistir.

5.3. Polifenol Biyosensorleri

Polifenol oksidaz enzimi ile Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO ve Pt/P(SNS-Fc —ko-
EDOT)/CNT/PPO biyosensorleri hazirlanmistir. Bu biyosensorler kurulum ve ¢alisma
kosullar1 agisinda optimize edilmis ve analitik performanslari incelenmistir.

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO biyosensorii igin LOD degeri 3,9 uM olup bu deger
literatiirdeki bazi ¢alismalardan 7,6 uM (Perez-Lopez 2011), 6,0 uM (Tembe 2007) ve
25 uM (Cevik 2013) daha kiigiik (daha iyi) ama 0,17 uM (Vicentini 2015), 0,84 uM
(Apetrei 2011) gibi ¢alismalardan daha biiyiiktiir. Bu biyosensor igin duyarlilik 6,82
pA/(mM. cm?) bulunmus ve literatiir ile karsilastirildiginda 3,5 pA/ (mM. cm?) (Rajesh
2004), 6,1 pA/ (mM. cm?) (Yildiz 2007), 4,8 nA/ (mM. cm?) (Perez-Lopez 2011) gibi
calismalardan daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensorii i¢in 0,02-0,25 mM dogrusal
arahikta duyarlilig1 5,0 pA/(mM. cm?) ve LOD degeri 2,1 uM bulunmusken, Pt/P(SNS-
Fc)/CNT/PPO biyosensérii icin ise 6,82 pA/(mMM. cm?) duyarlilik ve LOD degeri 3,9 uM
olarak bulunmustur. P(SNS-Fc) ile yapilan biyosensoriin Ky degeri 0,87 mM iken
kopolimer ile yapilan biyosensoriin 1,29 mM hesaplanmistir. Duyarlilik ve Km degerine
bakildiginda P(SNS-Fc) homopolimeri ile yapilan biyosensoriin daha uygun oldugu
distintiilmiistiir.
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Cizelge 5.2. Tasarlanan biyosensorlerin analitik performanslari

Biyosensor Takip edilen | Potansiyel | Duyarhhk Dogrusal Km Imax LOD
bilesen (V) (nA.mM1.cm?) | aralik (mM) (nA) (nM)
mM
P(SNS-Fc)/GOX H20, 0,6 19,46 ( 0,0%-1,0 1,63 24,94 0,43
P(SNS-Fc)/GOX Medyator 0,4 14,22 0,01-1,0 0,44 6,8 0,61
P(SNS-Fc)/CNT/GOX H20: 0,6 23,12 0,01-1,5 0,8 14,7 1,0
P(SNS-Fc)/CNT/GOX Medyator 0,4 18,73 0,01-1,2 0,76 9,17 0,7
P(SNS-Fc-EDOT)/GOX H20, 0,6 9,43 0,01-1,0 1,64 7,81 1,2
P(SNS-Fc-EDOT)/GOX Medyator 0,4 7,48 0,01-1,0 1,79 8,28 11
P(SNS-Fc-EDOT)/CNT/GOX H20; 0,6 13,24 0,01-1,0 0,56 4,97 1,7
P(SNS-Fc-EDOT)/CNT/GOX Medyator 0,4 11,58 0,01-1,0 1,43 11,38 2,2
P(SNS-AN)/CNT/GOX H20, 0,7 10,66 0,05-1,20 5,56 30,49
SNS-An/CNT/GOX 02 -0,7 63,92 0,05-0,60 1,05 49,3
P(SNS-An-co-EDOT)/ CNT/GOX H20, 0,6 6,86 0,02-5,0 2,63 10,53 6,2
P(SNS-An-co-EDOT)/ CNT/GOX 02 -0,7 104,96 0,02-0,6 0,49 51,81 1,9
P(SNS-An-co-EDOT)/ Ceo/GOX H20, 0,55 1,50 0,02-5,0 5,01 6,57 22,3
P(SNS-An-ko-EDOT)/ Ceo/GOX 02 -0,7 67,82 0,025-0,6 1,00 52,63 51,7
P(SNS-Et)/CNT/GOX 02 -0,7 101,26 0,01-0,6 0,62 48,92 1,7
P(SNS-HE)/CNT/GOX H20, 0,7 7,06 0,01-0,8 0,82 4,50 1,8
P(SNS-HE)/CNT/GOX 02 -0,7 71,76 0,05-0,5 1,0 47,62 19
P(SNS-Fc-EDOT)/CNT/Ureaz NH4* -0,2 13,49 0,01-0,15 0,252 2,34 1,9
P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz NH4* -0,2 2,50 0,05-0,2 0,10 0,612 52,8
P(SNS-Fc)/CNT/PPO Katekol -0,15 6,82 0,02-0,25 0,874 2,81 3,9
P(SNS-Fc-EDOT)/CNT/PPO Katekol -0,15 5,00 0,02-0,25 1,29 3,34 2,1
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada platin levha yiizeyine SNS tiirevi (SNS-An, SNS-HE, SNS-Et ve
SNS-Fc) iletken polimerlerle kaplanmistir. iletken polimer kapli elektrotlarin bazilarina
sinyal artiric1 olarak CNT veya Ceo yiiklendikten sonra gluteraldehit ¢apraz baglayici ile
enzim (GOX, PPO ve lireaz) immobilize edilmistir. Glikoz biyosensorleri hem enzimatik
reaksiyon sonucu olusan HO.’in yiikseltgenmesinin takibi hem de bu enzimatik
reaksiyonda tiiketilen O2’nin indirgenmesinin takip edilmesiyle analiz yapilmistir. Ayrica
ferrosen igeren sistemlerde medyatdr iizerindende glikoz analizi yapilmistir. Hazirlanan
elektrotlarla optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmis ve bu biyosensorlerin analitik
performanslar1 incelenmistir. Sentezlenen monomerlerden SNS-N3 ve Py-Fc ile yapilan
caligmalarda ilgili iletken polimerlerin elektrot yiizeyine biyosensor g¢alismasi igin
yeterince kaplanmadig1 goriilmiistiir.

Hazirlanan glikoz biyosensorlerinde -0,7 V da yapilan 6l¢iimlerde genel olarak 0,02
— 0,6 mM araliginda dogrusalik ve LOD degeri genel olarak 1,7-1,9 uM bulunmustur.
Duyarlilik olarak 104,96 nA/ (mM. cm?) deger ile Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX
elektrodunun en iyi biyosensor oldugu belirlenmistir. Ayrica, Michaelis- Menten sabiti
olarak kiigiik deger (0,49 mM) olarak bu biyosensor i¢in hesaplanmugtir.

Glikoz biyosensorlerde H202‘in yiikseltgenmesinin takip edildigi caligmalarda
genel olarak duyarlilik 7,06-23,12 pA/ (MM.cm?) araliginda ve LOD degeri 0,43-6,2 uM

Homopolimer ile hazirlanan biyosensorler arasinda en yiiksek duyarliligi gosteren
sensOr P(SNS-Fc)/CNT/GOX’dir. Bu biyosensor 0,6 ve 0,4 V calisma potansiyelinde
sirastyla 23,12 ve 18,42 uA/ (mM.cm?) duyarhilik gdstermistir. Ikinci sirada 10,66 pA/
(mM. cm?) (0,7 V’da) duyarlilik ile P(SNS-An)/CNT/GOX, iigiincii sirada 7,06 pA/ (MM.
cm?) (0,7 V’da) duyarlilik ile P(SNS-HE)/CNT/GOX ve en son sirada P(SNS-
Et)/CNT/GOX bulunmaktadir. S6z konusu veriler monomer yapisina medyator olarak
ferrosen baglanmasiyla duyarliliin artigini géstermistir.

P(SNS-An —ko- EDOT) tabanli glikoz biyosensorlerinde CNT ve fulleren etkisi
incelenmistir. CNT yiiklenmis glikoz biyosensoriiniin duyarliliginin ytiksek ve LOD
degerinin daha diisiik oldugu goriilmiis ve daha sonraki c¢alismalarda CNT tercih
edilmistir.

SNS-An ile EDOT kopolimeri ile hazirlanan biyosensér H.O> takibi yapilan
caligmalarinda 0,01-5,0 mM araliginda 6,86 pA/(mM. cm?) duyarlihiga sahipken P(SNS-
An)/CNT/GOX biyosensérii i¢in 0,05-1,2 mM araliginda 10,66 nA/(mM. cm?) duyarlilik
hesaplanmigtir. P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorii oksijen takibi yapilan
calismada 0,02-0,55 mM dogrusal araliginda 104,96 pA/ (MM. cm?) duyarlihia sahip
iken, P(SNS-An)/CNT/GOX biyosensorii ise 0,05-0,6 mM dogrusal aralikta 63,92
pA/(MM. cm?) duyarhlik gdstermistir. Biyosensorlerde kopolimer kullanilmas1 oksijen
takibinde duyarlilig1 olduk¢a artirmis ve hidrojenperoksit takibinde ise dogrusal araligi
genisletmistir. Ayrica, kopolimer tabanli biyosensorlerin raf émrii daha uzun oldugu
belirlenmistir.

P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensorii i¢in (0,4 V) duyarlilhik 11,58
pA/(mMM. cm?), Km 1,63 mM ve LOD degeri 2,2 uM bulunmusken, P(SNS-

116



SONUCLAR A.ALTUN

Fc)/CNT/GOX igin duyarlilik 18,73 pA/(mM. cm?), Km 0,76 mM ve LOD degeri 0,7 uM
hesaplanmustir. Yukaridaki degerlerden anlasildigi tizere biyosensoriin kopolimer tabanli
olarak yapilmasi medyator olan ferrosenin 6zelligini azaltigi goriilmiistiir. P(SNS-Fc) ile
yapilan ¢aligmalarda SNS birimine ferrosen bagli olmasinin elektron transferinin hizlh
gerceklesmesini sagladigi, geri dontisiimlii elektron prosesini ger¢eklesmesini sagladigi
ve kararliligr artirdigi gézlemlenmistir.

Tasarlanan biyosensorler ile ticari meyve sular1 kullanilarak glikoz tayini yapilmis
ve dort biyosensorde (Pt/P(SNS-Fc)/GOX, Pt/P(SNS-Fc)/CNT/GOX, Pt/P(SNS-Fc —ko-
EDOT)/GOX ve Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/GOX)) de 0,4 V sabit potansiyelde
referans metot ile daha tutarli sonuglar elde edilmistir.

Tez calismasinda  Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz  ve  Pt/P(SNS-Fc  —ko-
EDOT)/CNT/Ureaz biyosensorleri hazirlanmis ve analitik dzellikleri incelenmistir. Bu
calismalar sonucunda Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/Ureaz biyosensdriiniin duyarliligi
13,49 pA/(mM. cm?) ve LOD degeri 1,8 pM olarak tespit edilmis ve genel olarak
kopolimer ile hazirlanan biyosensoriin homopolimer ile hazirlanana gore daha iyi
performans gosterdigi belirlenmistir. Merkezi laboratuvardan alinan idrar numunesi ile
yapilan analiz sonucunda referans metotla uyumlu sonuglar bulunmustur.

Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO ve Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO polifenol
biyosensorleri hazirlanmistir.  Analitik  performanslarimi  incelenmistir.  P(SNS-
FC)/CNT/PPO biyosensoriin duyarlilik 6,82 pA/(mM. cm?), LOD degeri 3,9 uM ve Km
0,874 mM olarak bulunmus ve Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO biyosensorii igin
duyarliligi 5,0 pA/(mM. cm?), LOD degeri 2,1 uM ve Km degeri 1,29 mM bulunmustur.
Sonuglar karsilastirildiginda kopolimer ile yapilan polifenol biyosensoriiniin daha iyi
performans gosterdigi belirlenmistir.
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8. EKLER

8.1.GCE ve Pt Disk Calismalar1

Platin disk ve GCE elektrotlar1 ¢iplak ve iletken polimer (PPy veya P(SNS-An))
kapli olarak ¢aligmalar yapilmistir. Bu elektrotlar ile yapilan amperometrik ¢aligmalar
sonucunda c¢aligma araliginin dar olmasi, tekrarlanabilirliginin az olmasi ve sinyallerin
diizgiin olmamasindan dolay1 daha sonraki ¢alismalarda ¢aligma elektrodu olarak 0,5 x
0,5 cm kesitinde platin levha elektrodu kulanilmustir.
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Sekil 8.1: GCE/P(SNS-An- ko -EDOT)/CNT/GOX igin akim — zaman grafigi (0,7 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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Sekil 8.2. Ptdisk/P(SNS-An- ko -EDOT)/CNT/GOX i¢in akim — zaman grafigi (0,7 V;
pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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8.2. Pt/P(SNS-An- ko —EDOT)/CNT Biyosensorii icin Hidrojenperoksitin Substrat
Olarak Kullanildig1 Calismalar

Elektrodun H;O2’¢ karsi duyarliligmin incelenmesi i¢in, GOX igermeyen bir
calisma elektrodu hazirlanmis ve 3 elektrotlu hiicrede sabit miktarda H2O- ile muamele
edilmistir. Sekil 8.3.’de ilgili ¢aligmanin akim-zaman grafigi goriilmektedir. Elektrodun
katalitik akimi artan H2O> derisimiyle artmaktadir. Amperometrik analiz sonucu 0,05 —
18,0 mM arasinda dogrusal aralik bulunmustur.
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Sekil 8.3. Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT elektrodun H2O> substrata karsi gosterdigi
akim — zaman grafigi (0,7 V; pH=7,0; 0,1 M fosfat tamponu, oda kosularinda 25°C )
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Sekil 8.4. Pt/P(SNS-An -ko- EDOT)/CNT elektrodun H20: ile elde edilen kalibrasyon
grafigi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, 0,70 V, oda sicaklig1)
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Sekil 8.5. Pt/P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX biyosensor ile ard arda kulanilabilirlik
grafigi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, -0,70 V, 0,5 mM glikoz, oda sicakligi)
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8.3.SEM Goruntiileri

EWT=1500kV  ZoneMag= S00KX (o) EMT=1500kV  ZoneMag= 500KX [y

2
EHT=1500kV  Zone Mag = 500 KX &~ EHT=1500kV  Zone Mag = 500 KX f‘i"|

Sekil 8.6. a P(SNS-An), b P(SNS-An)/CNT/GOX, ¢ P(SNS-An —ko- EDOT) ve d
P(SNS-An —ko- EDOT)/CNT/GOX elektroduna ait SEM goriintiileri

EMT=1500KY  ZoneMag = 500 KX ﬂ EMT=1500kV  Zone Mag = 500 KX 2

Sekil 8.7. a P(SNS-Et) ve b P(SNS-Et)/CNT/GOX elektroduna ait SEM goriintiileri
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EMT=1500kV  ZoneMag= 500KX [ EMT=1500kV  ZoneMag = 500KX [

Sekil 8.8. a) P(SNS-HE) ve b) P(SNS-HE)/CNT/GOX elektroduna ait SEM goriintiileri

EHT =15.00 kV Zone Mag = 500 KX fﬂ EHT = 15.00 kv Zone Mag = 5.00 KX 'zim|

EHT=1500KV  ZoneMag= 500KX [

Sekil 8.9. a) P(SNS-Fc ), b) P(SNS-Fc )/GOX c) P(SNS-Fc )/CNT/GOX filmlerin SEM
goriintiileri
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EMT=15000/  ZoneMag= SO0KX o] EMT=15000/  ZoneMag= S00KX [

EHT =15.00 kv Zone Mag = 500 KX ﬂ

Sekil 8.10. a) P(SNS-Fc —ko- EDOT ), b) P(SNS-Fc —ko- EDOT)/GOX ve c¢) P(SNS-Fc
—co- EDOT )/CNT/GOX filmlerin SEM goriintiileri

EHT=1500kV  ZoneMag= 500KX (o) EMT=1500k/  ZoneMag= 500KX [0

Sekil 8.11. a) Pt/P(SNS-Fc)/CNT/Ureaz ve b) Pt/P(SNS-Fc -ko- EDOT) /CNT/Ureaz
biyosensorlerinin SEM goriintiileri

132



EKLER A.ALTUN

2

EHT =15.00 kV Zone Mag = 5.00 KX Hm EHT =15.00 kV Zone Mag = 5.00 KX ﬂ

Sekil 8.12. a) Pt/P(SNS-Fc)/CNT/PPO ve b) Pt/P(SNS-Fc —ko- EDOT)/CNT/PPO
biyosensorlerin SEM goriintiileri
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