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Bu arastirmada; biyosensorlerin elektrolitik ortamdaki elektrokimyasal
davranist incelenip, elektrokimyasal metot kullanimi ile yiizey yapi olusumu
goriintiilenerek uygulamaya yonelik kullanilabilecek bir biyosensor elde edilmistir.
Bu biyosensor yardimiyla cesitli formlardaki deterjanlarin igerisinde dogal
biyolojik katalizor ve temizleme ajan1 olarak kullanilan mindr girdi lipaz enziminin
miktar1 ve varligi tespit edilmistir. Burada enzimi taniyabilecek bir kimyasal sensor
varligindan s6z edemedigimiz i¢in biyosensdr zorunlulugu olusmustur.
Polimerlerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinden yararlanarak bu 6zel ihtiyag
dogrultusunda uyarlanmis polimer kapli biosensér yardimiyla lipaz enzimi tespiti
yapilmigtir. Yine bu g¢aligmada tutturma materyali olarak altin elektrot, karsi
elektrot olarak ise platin elektrot kullanilmistir. Bu durum elektrokimyasal olarak
ele almms olup yapilacak Dbiyosensoriin kimyasal c¢evreye verdigi
elektriksel/kimyasal tepki tizerine 6lglimler yapilmistir. Bu ¢alismada; Lipaz varligi
ve miktar1 bilinen numunenin deneysel Olglimii ile tekrarlanabilir, tam miktar
tespiti yapilabilmistir. Yapilan testlerde olusan kimyasal ¢evrede sitokiyometrik
degisimler Olciilmiis ve deterjan icerisinde lipaz enzimi varligr ile miktar
belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Platin, Altin, Elektrot, Biyonsesor, Tiyofen, Elektrokimya,
Lipaz, Elektrokimyasal Teknikler, Deterjan, biyoreseptor,
Transdiiser
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In this study; The electrochemical behavior of the biosensors in the
electrolytic environment, electrochemical methods and surface morphology were
visualized and a biosensor that could be used for application was obtained. With
the help of this biosensor, the amount and presence of lipase enzyme, which is the
minor input used as a natural biological catalyst and cleaning agent in detergents in
various forms, has been determined. Since we cannot talk about the existence of a
chemical sensor that can recognize the enzyme, the necessity of a biosensor has
arisen. By using the physical and chemical properties of the polymers, lipase
enzyme detection was made by means of a polymer-coated sensor adapted for this
special need. Again in this study, gold electrode was used as attachment material
and platinum electrode was used as counter electrode. This situation was handled
electrochemically and measurements were made on the electrical/chemical
response of the biosensor to the chemical environment. In this study; the presence
and amount of lipase can be replicated by experimental measurement of the known
sample. Exactly quantifiable results were obtained. In the tests performed, the
cytoichiometric changes in the chemical environment were measured and the
presence and amount of lipase enzyme in the detergent was determined.

Keywords: Platinum, Gold, Electrode, Biosensor, Thiophene, Electrochemistry,
Lipase, Electrochemical Techniques, Detergent, Bioreceptor, Transducer
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GENISLETILMIS OZET

Sensorler kimyasal ve fiziksel sinyallari algilama 6zelligi olan birimlerden
olusan sistemlerdir. Sensorlerin belirli kisimlar1 sinyallerin olugsmasina yardime1
olurken diger kisimlar1 algilanan sinyalleri tanimlanabilir ve Slgiilebilir sinyallere
doniistiirmekte gorevli yapi elemanlaridir. Sensoriin dedektoér kisimlart antikor,
hiicre reseptdrii veya canli doku gibi biyolojik bir olusum tanimlayici ise bu tiir
sensorler biyolojik sensor olup biyonsensor adini almaktadir. Biyosensorlerde
biyolojik kisim sensoriin belirli bir kisminda sabitlenir. Nanopartikiiller ayrica
yiizey Ozelliklerini gelistirmek ve biyolojik olarak parcalanabilenleri stabilize
etmek icin ayrica doniistiiriicliler olarak cesitli nanoyapilart stabilize etmek icin
kullanilabilir. Bu durumda sensoér Nanosensér adini alir. Sensorler saglik,
endiistriyel siireclerin kontrolii ve gesitli ¢evresel degiskenlerin o6l¢iimii alaninda
¢ok fazla uygulamaya sahiptirler.

Fiziksel ve kimyasal g¢evreyi anlamak, onlara uygun yanitlar1 vermek
canlilarin hayatta kalma becerisidir. Buna 6rnek olarak dil, gozler, deri, parmak
uclari, burun gibi viicudun algilayicilart biyosensorlere d6rnek olarak verilebilir. Bu
ornekler cogaltilmak istenirse mikroyapidaki organizmalarinda kendilerine ait
biyosensor yapilart oldugu goriilebilir. Mesela bakteriler ¢evresinin kimyasini
algilayip tepki vermesi ve duyargalar1 yardimiyla ¢evre kontrolii ve tepki siirecini
baslatmas1 dogal biyosensorlere drnek gosterilebilir. Cevresini bilen ve ona karsi
olusturacagi savunma mekanizmas: genetik aktarimin daha saglikli yapilmasina
katki saglamakla birlikte olas1t mutasyonlar ve iireme, kendini koruma alma gibi
hayati dogiileri saglayarak canliligin1 siirdiirebilme gibi hayati faaliyetleri
gerceklestirebilmesini saglamaktadir.

Bu dogal biyosensor yapilarn incelenerek yasam kimyasi incelemesi ve
arastirmalari i¢in yeni biyosensor gelistirme ¢aligmalarina 11k tutmaktadir.

Bu c¢alismada; Tiyofen, Gluteraldehit ve Lipaz enzimi ile olusturulan

biyosensoriin ¢alisma Orneklerindeki trigliserit miktar1 azalmasi ile Lipaz enzimi
11T



varlig1 ve konsantrasyonu incelenmistir. Calismada {i¢ elektrot teknigi kullanilarak,
dongiisel voltametri yardimiyla voltomogramlar elde edilmistir. Calismada
biyosensor olusturulurken calisma elektrodu olarak Altin, karsi elektrot olarak
platin elektrot ve pH elektrot kombinasyonu kullanilmistir. Altin ¢alisma elektrot
yilizeyinde; Tiyofen kaplamasi, tiyofen + enzim kaplamasi, tiyofen + enzim +
gluteraldehit yapilar1 olusturulmus ve bu ylizeyler SEM goriintiileriyle
incelenmistir. Elde edilmis sonuglarla konsanstrasyon degisimlerine bagli olarak
sitokiyometrik hesaplamalar yapilmus, trigliserit degisimleri ile lipaz aktivitesi ve

konsantrasyonu belirlenmistir.
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1. GIRIS Fatih ERDEM

1.GIRIS

1.1. Biyosensorler

Biyosensorler; dogal kimyasal cevreyi anlamak icin kullanilan selektif
algilayict yapilardir. Biyolojik tabanli yapilar olup canlilarin biyokimyasal
reaksiyonlari iizerine olusturulmustur.

Bir biyosensor ¢evre kimyasini elektrik sinyallere doniistirmede araci
olarak rol oynar. Bu elektriksel sinyalleri algilayip anlamli veriye doniistiirmek i¢in
bir biyosensor yapisinda reseptér ve fizikokimyal c¢eviriciyi bulundurmak
zorundadir. Bu yapilar yardimiyla analiz edilecek analitte istenilen konsantrasyon
degisimi ya da varligin Slciilebilmesi miimkiin kilinabilmektedir. Biyosensorlerin
yapisi olusturulurken biyomateryal secimi ¢ok 6nemli olup tiim ¢aligma bu yapilar
iizerinden enerji degisimleriyle yapilabilmektedir. Kimyasal ¢evrede olusan bir
enerjiden diger enerjiye gecis Olciimil yapilirken bu enerji degisimini algilayacak
uygun Olgliim sistemleri ¢aligmalarin basariya ulagsmasi ve sonuglarin tekrarlanabilir

olmasinda etkin rol oynamaktadir.

Reseptarler

| [/ Elektroaktif Materyal =s=b Elektrot 3\
0 e Ej 1 Eni B
(‘* ] hem | pH degigimi = Yariletken \‘
o 8 = Antibody — PH Elektrot \\
* y o
* ] 9 — Mikdorganma Sicaklik =) Termistor /| Elektriksel Sinyal
0 " 0 ‘ — /
| Hiere | Isik =) Foton /
U 8 \ _— _
\ Kiitle Deigimi ) Piezoelektrik |
. J
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Sekil 1.1. Bir biyosensoriin yapisi ve bilesenleri.
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1.1.1. Iyi Bir Biyosensorde Olmasi Gereken Ozellikler

Hassasiyet: Bir biyosensoriin hassasiyeti analitin derisim degisikliklerini
algilama yetenegi ile dogru orantilidir.

Secicilik: Bir biyosensoriin karmasik bir matriks icindeki analiti diger
tiirdeki analitlerden etkilenmeden 6l¢me yetenegidir.

Analiz  smri:  Bir biyosensoriin  tayin  edebilecegi minumum
konsantrasyonu ifade eder. Bu sinir1 etkileyen faktorler ise elektrot yiizeyi, affinite
ve immobilize edilen maddedir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni sartlarda elde edilen sonuglarin birbiri arasindaki
uyum derecesidir. Tekrarlanabilirlik sonuclari ne kadar birbirine yakin ise
biyosensoriin giivenilirligi o kadar fazladir.

Kalibrasyon Ihtiyac:: Iyi bir biyosensor kalibrasyona ihtiyag
duymamalidir.

Ucuzluk: Iyi bir biyosensor tasarimi basit ve ucuz olmalidr.

Kullamm Omrii: Iyi bir biyosensér; cihazin analiz edilen analitin
miktarina verdigi yanitin belirli bir siirede ayn1 kalma siiresidir. Ayni kalma siiresi
ne kadar uzun ise biyosensoriin 6mrii o kadar yiiksektir.

Minimize etme ve Sanitizasyon: Bir biyosensorde kullanilan segici
kimyasallarin az kullanilmasi siirdiiriilebilirlik ve kullanim agisindan 6nemli bir
Ozelliktir. Ayrica elektrot ylizeylerinin hijyen edilmesi verilen yanit siirelerinin

kisaltilmasi, efektif ve tekrarlanabilir sonuglar i¢in 6nemli bir 6zelliktir.

1.2. Biyosensoérlerin Kullanim alanlar

Biyosensorler ¢ok genis kullamim alanlarina sahip olup giliniimiiz
teknolojileriyle birlestiginde ¢ok fazla uygulama alani bulmustur kendisine. Yapi
olarak incelendiginde ve kullanim alanlarina bakildiginda biyosensorler daha ¢ok
insan saglhigm ilgilendiren analitlerin teshisinde daha fazla kendine yer
bulmaktadir. Bir biyosensoriin kullanim alanlarindan bazilari;

. Belirli alanlarda yayilan bulagici hastaliklarin tespiti igin,
2
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. Eser miktarda analitlerin tespiti i¢in,

. Antijen — Antikor sistemlerini kullanarak hastalik tanilarinin
konulmast igin,

. Tedavilerde kullanilan ilag dozajlarmin  zaman igindeki
konsantrasyon degisimlerini 6lgmek i¢in,

. Viicuttaki hayati kimyasallarin baz1 efektler karsisindaki
konsantrasyon degisimlerinin 6l¢iilmesi i¢in,

. Biyolojik ajanlar yardimiyla bunlara cevap verebilen analitleri

tespit etmek i¢in,

1.2.1. Biyosensorlerin Tarihcesi ve Ozellikleri

Ilk biyosensér 1950 yili ortalarinda L.C Clark’m Cincinnati
Hastahanesinde (Ohaio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarinin bir elektrot
yardimiyla konstantrasyon degisimi izlenerek ortaya konulmustur 1962 yilinda L.C
Clark ve Lyons Glikozoksidaz biyoyapisint O, elektrodu ile birlestirerek kandaki
Glikoz miktarmi 6l¢ebilmiglerdir. Bu 6l¢lim sonrasi konstanrasyon degisimi ile
yenibir kimyasal yapi olugsmustur. Bu sistem bir yandan biyolojik diizenegin
yiiksek spesifikligini yani enzimlerin ¢alismasini diger yandan ise fiziksel sistemin
(elektrotlarin) hassasligin1 birlestirerek biiyiikk Ol¢ekli bir uygulama alam

saglamustir.

Calisma mekanizmast;
Glikoz oksidaz
Glikoz + O, — Glukonik asit + H,O,

Biyolojik igerigi olan ya da biyolojik bir materyaldeki glikoz ve oksijen
elektrot etrafindaki zardan gecerek elektrot yiizeyine ulagtiginda, glikoz glukonik
aside doniislir ve reaksyion sirasinda oksijen tiiketilmeye baslanir. Mevcuttaki

Glikozun tamami bitirildiginde oksijen tiiketimi sonlanir. Bu kimyasal degisimin
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tamamlanmasindan sonra baglangictaki ve sondaki Oksijen konsantrasyon farki

hesaplanarak Glikoz miktarinin hesabi yapilir.

————— DONUSTORUCU >
(Positive Vapp vs Ag/AgCf)
N N 20T .

0. Hz(‘)2

SUBSTRAT URUN

immobilize Enzim

Sekil 1.2. Elektrot ylizeyinin gosterimi.

Normal Elektrokimyasal yontemle Anyon ve katyon belirleme sensorleri
yapilabilirken sisteme biyolojik materyallerin eklenmesiyle bircok kimyasalin
analiz edilebilmesi i¢in metot gelistirilebilmenin 6nii agilmaktadir. Lyons ve Clarck
tarafindan kesfedilen ilk biyosensorde e alicis1 Oksijen kullanilirken, sonraki
iretilen yeni nesil biyosensorlerde Oksijen yerine enzimin ylikseltgenme ve
indirgenme ortamindan elektrot yiizeyine elektron tastyabilen bir redoks araci araci
madde (Mediator) tercih edilmeye baslanmstir.

GOD - FADH, + Myx GOD-FAD + M, + 2H,

Medoks = Moksjien = redoks medyatoru

1.3 Biyosensorlerin Yapisini Olusturan Kisimlar
1.3.1 Biyoreseptorler

Biyosensorlerin  anayapisin1  olusturan  biyoyapilar yaygin  olarak
biyoreseptor olarak adlandirilirlar. Biyoreseptdr olarak en fazla Enzimler ve
Antikorlardir kullanilmaktadir. Antikor i¢in Antijen, Enzim icin reaksiyon
taniyicist  Siibstrat, sistemlerinin aragtirilmasinda ilk etapta analitlerin ilgili

proteinlere baglanmasidir. Bu baglanma sirasinda sinyal olusturacak biyoaktif
4
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materyallerde biyoresptor olarak adlandirilirlar. Enzimler, mikroorganizmalar,
antikorlar, dokular ve kesitleri, niikleik asitler, organaller ve hiicre zarlar1 birer

biyoreseptore drnektirler.

1.3.2. Transdiiserler (Doniistiiriiciiler)

Transdiiserler biyolojik baglanma sirasinda olusan kimyasal reaksiyon
sirasindaki elektron degisimini dlciilebilir sinyallere doniistiiren araglardir. Olgiim
sirasinda kullanilan elektrotlar Amperometrik ve Potansiyometrik analizlerin
Olciim degerlerinini elde edilmesinde kullanilirlar. Optik sensorlerde hedef 11k
olup, piezoelektrik sensorlerde ise amag kristal yapinin salinim rezonansinin kiitle
yiiklenmesinin degismesidir. Bunlar haricinde devre elemanlar1 olan termistorler ve

transistorler sinyal doniistiirii olarak kullanilirlar.

1.3.3. Biyoreseptor immobilizasyonu
Biyoreseptorlerin  elektrotlar {izerinde immobilizasyonu fiziksel ve
kimyasal tutturma yoOntemleriyle gerceklestirilir. Kimyasal tutunmaya kovalent
baglanma ve c¢apraz baglanma ornek verilebilir. Fiziksel olan tutturma yontemleri
i¢in ise adsorpsiyon, polimer matrikste tutuklanma vb. islemler 6rnek verilebilir.
Bir biyokompanenti immobilize edebilmek i¢in baz1 gereklilikler vardir, bu
gereklilikler saglanmadan iyi bir biyosensor varligindan s6z etmek miimkiin olmaz.
Bunlardan bazilars;
+ Biyokompanentin uzun siireli stabil kalabilme yetenegi olmasi
« Biyoreseptor aktivitesinin immobilizasyondan sonra da devam
edebilmesi
% Kullanilacak  enzim ve  diger  biyosensorlerin  etkilesim
hassasiyetlerinde degisiklik olmamas1
« Biyoreseptor aktif bolge blokaji olmamasi icin uygunluk tespiti

yapilmis olmasi
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Immobilize edilmis biyoresptorler, ¢dziiniir biyosensdrlere gore daha
avantajlidir. Bu avantajlar; stabil olmasi, ekonomik olmasi ve ¢dziinme

problemlerini ortadan kaldirmasi olarak siralanabilir.

~ ~
f/ ENZIM iIMMOBILIZASYON YONTEMLER] \
S~ -
4 R \ — —_—
TASIVICI CAPRAZ MATRIKSTE MEMBRANDA
- BAGLAMA TUTUKLAMA
BAGLAMA TUTUKLAMA

Kovalent Homajen

| Mikrokapsdl
\ Baglama | " Capraz leme
iyonik adeorbei Ko-capraz Sertlesebile Membran
' Baglama ) " Baglama hon Jelde ‘ Reaktérleri  /
Sekil 1.3. immobilizasyon metotlar1.
Adsopsiyon Jelde Tutuklama Kovalent Baglama Capraz Baglama

Sekil 1.4. immobilizasyon metotlarinda molekiillerin gdsterimi.
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1.3.3.1 Immobilizasyon Yéntemleri

A-Baglama

A-1 Tasiyic1 Baglama

Tastyic1 baglama ydntemi tarihsel olarak en eski immobilizasyon metodu
olup bu tarz baglamalar kimyasal ve fiziksel baglamalardir, yani daha 6zel bir
tabirle, kimyasal olan baglamalar iyonik ve kovalent baglamalar, fiziksel olan
baglamalar ise adsorbsyion olarak tanimlanir. Tastyicinin uygun olarak secilmesi
immobilizasyon isleminin performanst agisindan 6nemli bir parametredir ve
tasiyict secimini ise enzim cesidi etkilemektedir. Iyi bir tasiyic1 segimi

yapilabilmesi i¢in baz1 kriterler 6ne ¢ikmaktadir, bunlardan bazilari;

.0

% Yiizey alanin genis olmasi

Hidrofilik ya da hidrofobik karakteri

X3

%

X3

%

Kimyasal yapisi

X3

%

Molekiil boyutu ve sekli
Sertlik

X3

%

X3

%

Aktif bolgeleri olmasi ve fonksiyel gruplar icermesi

X3

%

Sanitize edilebilmesi ve mikrobiyal kontaminasyona kars1 direngli olmasi

X3

%

Rejenerasyon yetenegi

X3

%

Gegirgenlik

A-1.1 Adsorbsiyon ile immobilizasyon

Adsorbsiyon; bir maddenin diger bir madde ylizeyinde veya iki faz
arasindaki ara yiizeyde konsantrasyonunun artmast ya da bir bagka ifadeyle
molekiillerin temas ettikleri yiizeydeki ¢ekme kuvvetlerine bagl olarak o yilizeyle
birlesmesidir. Bu tanimla birlikte biyorbiyoreseptoriin elektrot yiizeyine, Van Der
Walls, Hidrojen baglari, tuz kopriileri gibi kovalent olmayan etkilesimler ile
tutturulmasi esasia dayanir. En basta gelen adsorbanlar, selliiloz, kollajen, silikajel

ve bazi regineler vb. kimyasallardir.
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Adsorbsiyon ile immobilizasyon yonteminde, suda c¢oziinmeyen ve
adsorptif etkilere sahip, aktifligi olan tasiyici ile enzim uygun sartlarda (pH,
affinite vb.) inkiibe edildiginde adsorptif immobilizasyon gergeklesmis olur.
Enzimin asir1 varligi perdeleme ve analite dogru ¢dziinme sorunlarina neden
olacagi i¢in enzim konsantrasyonu iyi secilmelidir. Yontemin dezavantajlar
oldugu kadar avantajlarida vardir, bu avantajlar; hiz, ucuzluk, basitlik ve ¢cok fazla

sayida tasiyici kullanma segenegi olarak siralanabilir (Sekil 1.4).

A-1.2 Kovalent baglama ile immobilizasyon

Kovalent baglama ile immobilizasyon yontemi; tastyict ve enzim arasinda
bir bag olusturulmasi esasina dayanir. Kovalent baglarin olusabilmesi i¢in igerigi
bilinen biyokompanentte veya baglanilacak yilizeyde reaktif gruplarin olmasi
gerekmektedir. Bag olusumu; tasiyici yiizeyindeki fonksiyonel gruplarla enzimde
bulunan aminoasit fonksiyonel gruplarinda olur. Bu gruplara 6rnek olarak -COOH,
-OH, -NH, verilebilir.

Kovalent baglama ile immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar eger
reaksiyoner degillerse yardimci bir ajan ya da enzimle reaskiyoner hale
getirilmelidirler. Biyokompanentler direk aktiflestirilmis ylizeyde tutturulan yapiya
baglanacagi gibi daha 6nceden hazirlanmig immobilize bir ince tabaka sistemi ile
ileticiyide baglanabilir.

Kovalent baglama islemiyle biyokomponent pH, iyon giicli, 1s1 gibi dis
etkenlere daha dayanikli hale gelir ve biyosensorlerde saglam yapi olusturulmus
olur. Ayrica tasiyicisi iyi se¢ilmis bir immobilizasyon isleminde enzim aktiviteside

yiikselebilmektedir (Sekil 1.4).

A-1.3 iyonik baglama ile immobilizasyon
Bu immobilizasyon yonteminde iyonik degistirme yetenegi olan, suda
¢oziinme Ozelligi olmayan tasiyiclarla iyonik baglama yapilmaktadir. Iyonik

baglanma kolay gerceklesebildiginden enzim yapisinda ve aktif bolgesinde
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degisiklik meydana gelmez fakat olusan bu bag kovalent bagdaki gibi giiglii
degildir. Giicli bir etkilesim olmadigindan enzimin kagmasi durumu
gozlenebilmekte bu da enzim kaybina neden olabilmektedir. Bu yontemde
trietilaminometil (TEAE) tiirevleri, karboksimetil (KM) tlirevleri ve
dietilaminometil (DEAE) tiirevleri destek yapisi olarak kullanilmaktadir. Baglanma
sonrasinda enzimde ¢ok fazla konformasyonel degisiklik olusabildigi icin

aktivetesinde yiikselme artis1 goriilebilmektedir.

A-2 Capraz Baglama

Capraz baglamanin amac iki ya da ¢ok fazla molekiiliin kovalent olarak
birbirlerine baglanmasidir. Bu baglamada birden fazla fonksiyonel grubu olan
kimyasallar kullanilmakta ve bu molekiiller arasinda suda ¢oziinmeyen yapilarin
olusmas1 saglanmaktadir. En fazla kullanilan capraz baglayict kimyasallar
Gluteraldehit, Epiklorohidrin vb. bifonksiyol bilesikler olup ¢apraz baglama orani
ve immobilizasyon yetenegi pH’a, enzim ¢esidine, reaktif ve protein
konsantrasyonuna baglidir. Ayrica yapida intermolekiiler baglanmalar yaninda
intramolekiiler baglanmalarda goriilebilmektedir. Capraz baglamalar 2 gesit olup

Homo-Capraz ve Ko-Capraz baglamalar olarak adlandirilmaktadirlar.

A 2.1-Gluteraldehit ile capraz baglama

Gluteraldehit C-1 ve C-5’te aldehit yapisina sahip 5 karbonlu pentandan
olusan bir dialdehittir. Capraz baglama o6zelligi ve fiksatif rolii vardir. Amin ve
amin 0zelligi gosteren bilesikler ile reaksiyona girerek bir Schiff bazi olusturur.
Gluteraldehitin bir u¢ kismindann elektrot yiizeyindeki aminlere diger ugtaki
karbondan ise proteinlerdeki N ucuna baglanarak bu yapilarda baglanmay1

gerceklestirir.
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H H
0=C- (CH,);-C=0

CiFT TARAFLI BAGLAYICI OLARAK GLUTERALDEHIT

H H
N=C- (CHz)g -C=
Ss— NS

YUZEYDEKI YUZEYDEKI
AMi GRUBU GA MOLEKULU

Sekil 1.5. Gluteraldehit-amin ¢apraz baglanma mekanizmasi.

A-2.2 Epiklorhidrin ile ¢capraz baglama

Epiklorhidrin, metildeki hidrojenlerden birinin klor ile yerine kullanildigi
1,2-epoksipropen olan bir epoksit bilesigidir. Bir organoklor bilesigi ve bir epoksit
olup 1,2-epoksipropandan tiiretilmistir. Parlama noktast 87 °F, Yogunluk 9,8 1b/gal
dir ve polimerizasyon reaksiyonuna sokulabilir. Epiklorhidrin yapisinda bulunan
hem epoksit halkasindan hemde reaktif 6zellik gosteren klor ile reaksiyon verebilir.
Bu sebeble bir den fazla sayida hidroksil grubu (-OH) igeren kimyasal bilesiklerle
birlikte capraz baglayici olarak kullanilabilirler.

B-Tutuklama

B-1 Matrikste tutuklama yontemi ile immobilizasyon

Cogunlukla jel yapida olan makromolekiiler matriksler tutuklamada
tasiyict ajan olarak kullanilabilir. Biyoresptorler jel matriks, yarigergirgen
membranlarda, mikrokapsiil veya polimerlerde tutuklanarak hareketsizlestirilirler
Polimerize edilmis matriks; enzimlerin disar1 diffiize olmasini engellerken
katalizlenecek maddelerin igeri girip ¢ikmasina izin verebilecek yapida olmasi
gerekmektedir. Immobilize edilmis enzim istenilen formda modifiye edilebilmekte
jel olan matrislerin sertlestirilmesinde ise farkli yontemler kullanilabilmekte ve bu
yontemlere 6rnek olarak Capraz bagli polimerde tutuklama ile sertlesebilen jelde

tutuklama ornek olarak verilebilmektedir.
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B-2 Membranda tutuklama yontemi ile immobilizasyon

Membran ile tutuklamada enzim igeren sulu ortam ve yarigegirgen
membran ile ii¢ boyutlu yap1 olusturur. Bu yapilarda kullanilan membranlar analit
cozeltisindeki reaktiflerin ge¢cmesine izin verecek yapida olmalidir aksi takdirde
substrat molekilleri membrandan enzimin oldugu alana gecemez ve reaksiyon
olusmaz bu nedenlerden Otiirii substratlar1 biiyiik olan molekiiller icin (Ornek
olarak Proteaz) bu yontem uygun degildir.

Enzimlerin birbirinden farkli yap1 ve ozellikleri olmasi, ayrica kullanilan
iiriin ve substratin farkli kimyasal yapida olmasi nedeniyle tiim enzimlerle ayni
yontemin kullanilmast miimkiin olmamaktadir. Bu baglamda yontemdeki avantaj
ve dezavantajlar1 nedeniylede immobilize edilecek enzim i¢in farkli ya da kombine
yontemlerin se¢ilmesi gerekli hale gelebilmektedir.

Immobilizasyon yontemleri secilirken islem oncesi ve sonrasi aktif
bolgelerin zarar gormemesine dikkat edilmelidir, isleme baslamadan Once
kullanilacak enzim yapist iyi arastirilmali, baglanmalar1 aktif bolge {izerinden
yapmayacak tasiyicilar ile kombine edilmelidir. Buradaki en o6nemli husus
biyokompanentlerin  aktif bdlgelerinin korunmasi ve dogal yapilarinin
bozulmamasidir.

Yontem ve materyal segilirken giivenirlilik, maliyet, kararlilik,
temizlenebilirlik, aktivitenin korunmasi gozoniinde bulundurulmalidir. Ozellikle
kovalent baglanmalarda kullanilan reaktiflerin zararli ve zehirli yapilar olusturacagi
diistiniildiigiinde secilecek sistem gida, saglik ve ilag¢ sektoriinde efektif olmayacagi

icin se¢imi ¢ok dikkatli yapilmalidir.
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Cizelge 1.1. Enzim immobilizasyon metotlarinin karsilagtirilmasi.

Ozellik Taslyiclya Baglama Tutuklama | Cagraz

Adsorbsiyon | Iyonik Kovalent Baglama
Baglama | Baglama

Enzim aktivitesi | Dusuk Yuksek Yuksek Yuksek Orta

Hazirlama Kolay Kolay Zor Yuksek Orta

Substrat Degismez Degismez | Degisebilir | Degismez | Degisebilir

spesifikligi

Bag gucu Zayif Orta Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli

Rejenerasyon Mumkun Mumkin | Mdmkun MUmkin Mumkin

degil degil degil

immobilizasyon | Diisiik Dusuk Yuksek Dusuk Orta

giderleri

Genel Dislk Orta Orta Yiksek Dusik

uygulanabilirlik

1.3.4. Biyosensor Cesitleri

1.3.4.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler elektron sistemi ile ile c¢alisan, elektron
transferi veya azalmasi/artmasi ile Enzimatik katalizlenme reaksiyonu prensibine
dayanir. Bu tip enzimler elektron alip verebilen enzimler (redoks enzimler) olup
substrat olarak onciil yani Enzime has kimyasal maddeler kullanilmaktadir.
Elektrokimyasal alanda; alan etkili, iletkelik,

biyosensorler en genis

Potansiyometrik, voltametrik ve amperometrik olarak baslica gruplandirilabilir.

1.3.4.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometri; ¢caligsma elektrotu ve karsilastirma elektrotu ile olusturulan,
elektrokimyasal bir haznede olgiilen potansiyel degerlerin kullanilarak hiicrenin
cozeltisindeki iyonlarin Sl¢limsel analizine denir. Burada elektrot potansiyeli
dogrudan analitin derigsimini tanimlar. Bu biyosensorlerde uygun bir transdiiser ile
uygun bir biyoreseptdr kombine edilir, iyonlari iyonofora baglanmasiyla olusan
elektriksel gerilimdeki degisiklikler dlgiiliir. Bu dlglimler biyokompanenti i¢eren
elektrokimyasal hiicre bir substratin aktivitesi

icinde ¢ogunlukla ya da

elektrokimyasal degisimdeki tepkime veren maddenin aktivitesinini geriliminin
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Olclilmesi ile yapilir. Bu gerilim ise Nernst denklemiyle gosterilir.
Potansiyometrinin dezavantajlar1 diisiik hassasiyet, farkli etkilesimlerin ve cihaz
sinyallerinin alinmas1 olarak verilebilir ayrica potansiyometrik Ol¢iimlerde bir
referans ve bir indikator elektrot bir araya getirilip hiicre olusturulduktan sonra
aradaki potansiyel fark Olciildiigli icin giiriiltii nedeniyle sinyallerde kirlilik ¢ok
fazla olusmaktadir.

Nernst denklemi asagida verildigi sekilde ifade edilmektedir.
RT
E=Eo+ [—] Ina
nF

E=V birimi ile dl¢iimlenen gerilim
Eo=a= 1 mol/L i¢in standart gerilim
R = Gaz Sabiti

T = Kelvin cinsinden sicaklik

F = Faraday sabiti

n = Elektron transfer sayisi

a = Ilgili iyonun nispi aktivitesi

1.3.4.3. Voltametrik Biyosensorler

Enzimatik reaksiyonlar, cogunlukla empedansta azalmaya, kapasitansta ve
iletkenlikte artmaya neden olur. Bu durum gozonline tutulursa rezistans,
kapasitans, iletkenlik ya da empedeanstaki degisiminin Ol¢iimiinii baz alan
sensorler bu grupta yer almaktadir denilebilir.

Voltametri ii¢ elektrotlu diizenekler kullanilarak istenilen ¢ozeltilerin nicel
ve nitel analizlerinin yapilmasii saglayan bir elektrokimyasal yontemdir. Bu
yontemde referans elektrot, calisma elektrotu ve karsi elektrot olmak sartiyla ti¢
elektrotlu diizenekte ve diizenli olarak degistirilen ya da ayarlanan potansiyel igin

inceleme yapilir. Kombine edilen bu ii¢ elektrotun saglikli inceleme yapabilmesi ve
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bu incelemeyi korele ederek anlamli verilere doniistiirmesi i¢in Potansiyostat adi
verilen cihaz kullanilir. Bu cihazda; Calisma elektrotunun oOlgtiigli potansiyel
referans elektrotun (karsilagtirma elektrotdu) ¢alisma elektrotu {izerinden yardimci
bir elektrot araciliiyla 6l¢iilen degere ulasana kadar akim gecirilir. Bu akimin
Olciisii calisma elektrotunun oOlgtiigii  potansiyele karsi grafigi ¢izilerek
voltamogram adi verilen potansiyel-akim grafigi olusturulur. Bu grafikten
yararlanilarak her tiirlii redoks redoks potansiyeli belirlenebilirken olusan pikin
biiylikliigli araciligiyla ilgili tiirin analizi gerceklestirilebilmektedir. Voltametrik
Yontemler; dongiisel voltametri (CV/DV), dogrusal taramali voltametri
(LSV/DTYV), diferansiyel puls voltametri (DPV), kare dalga voltametrisi (KDV)

seklinde siralanabilir
1.3.4.3.1. Dongiisel Voltametri
Dongiisel voltametride (Dongilisel Voltametri, CV), karistirllmayan bir

¢oOzeltide kiiglik durgun bir elektrodun akim cevabi {iggen dalga sekilli bir

potansiyel ile uyartlir.

Potansiyel

4

Sekil 1.6. Tek ¢evrim olarak uygulanan potansiyelin zamanla degisimi (E-t).
14
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Potansiyel

-
L4

1. gevrim 2.gevrim

Zaman

A g
Sekil 1.7. iki ¢evrim olarak uygulanan potansiyelin zamanla degisimi (E-t).

Dongiisel voltammetri yontemi elektrokimyasal yontemler arasinda en
fazla kullanilan yontem olup potansiyel zaman ile dogrusal olarak degistirilip bu
degisimde tarama hizi olarak isimlendirilir. Potansiyel taramasi E1 baslangic
potansiyelinden E2 potansiyeline dogru yapilir iken doniiste ise yine ayni hizla
tarama hizinda baslangi¢c potansiyeline dogru ters tarama yapilir, ters yondeki
potansiyeller dondiirme potansiyeli adini alir ve redoksun meydana geldigi
potansiyeldir. Bu ters tarama baslangi¢ potansiyelinde sonlandirilacagi gibi farkli
bir potansiyeldede sonlandirilabilmektedir. Taramalar sonrasinda elektrot
reaksiyonlari ile ortaya ¢ikan akim ile potansiyelin grafigi cizilerek egriler elde
edilmektedir. Ayrica ileri taramalarda anodik reaskiyon gerceklesmis ise geri
taramada katodik reaksiyon gerceklesecektir. Bu teknikte elektrot mekanizmalarai
aragtirthirken miktar analizi yapilamaz fakat analiz edilecek maddenin hangi
potansiyelde daha iyi yanit verdigi ile ilgili bilgi edinilebilmektedir. Potansiyeller
disinda tarama sayisi ve tarama hizida gergeklesecek reaksiyon mekanizmalari ve
yapisi hakkinda arastirmalarda kolaylik saglamaktadir. Baglangi¢ taramasinin yonii
pozitif veya negatif olabilir. Bu da Omegin icerigine baglidir. Daha negatif

potansiyeller yoniinde bir tarama ileri tarama, zit yondeki tarama da ters tarama
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olarak adlandirilir. Uggen dalga uygulandiginda Sekil 1.10°daki gibi bir

voltamogram elde edilir.

20
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==
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= J —
=71
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Potansiyvel, W, I DKE" a3 Icars:

Sekil 1.8. Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltamogram (I-E).

Bu grafiksel egri soyle yorumlanir; giderek artan bir katodik gerilim
uygulandiginda egrinin A-B-D-F kismu elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir
katodik akim gozlenir (B noktasi). B’den D’ye kadar olan bolgede indirgenebilen
maddenin yiizey derisimi gittikce kiigiiliirken, akimda hizli bir artma olur. Pik
akimu iki yapidan meydana gelir. Biri, analitin yiizey derisimini Nernst esitligi ile
verilen denge derisimine esitlemek icin gerekli kapasitif akim artisidir. ikincisi ise
normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk akim, diflizyon tabakasi elektrot
yiizeyinden uzaklastikca hizla azalir (D noktasindan F noktasina). F noktasinda
uygulanan katodik gerilim azalma egilimi gostermeye baslar. F-H bolgesinde
indirgenebilen maddenin indirgenmesi devam eder. Ancak indirgenmis madde
derigsimi azalmig oldugundan akim da azdir. Potansiyel yeteri kadar pozitif
oldugunda indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da

anodik yapiya ulasir. Anodik akim, ileri yondeki tarama sirasinda yiizey
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yakinlarinda biriken indirgenmis maddenin yeniden yiikseltgenmesi sonucu olusur.
Bu anodik akim pik yapar ve sonra biriken indirgenmis maddenin anodik reaksiyon

yoluyla tiiketilmesiyle azalir.

Dongiisel voltametrinin biyosensor sistemlerinde kullanimi

Iletken olan bir maddeyi iceren bir ¢ozeltide, ¢alisma elektrotuna zamanla
dogrusal bir sekilde artan bir potansiyel verildiginde akim-potansiyel egrisinin bir
pik sekli olustugu goriiliir. Bu yontemde potansiyel taramasi ileri yonde belli
potansiyel degerine varinca tekrardan dogrusal bir sekilde azalarak ters cevrilirse,
bu teknik dongiisel voltametri (CV) olarak adlandirilir. Dongiisel voltametride ileri
ve geri yone dogru potansiyel tarama hizlar1 ayni tutulabilir ve istenilirse farkli
tarama hizlar1 da kullanilabilir. Ayrica ileri ve geri yone dogru olan taramalar
istenilirse bir¢ok kez uygulanabilir ya da bir kez yapilabilir.

CV yontemi ¢ok fazla alanda kullanilmaktadir. Bunlardan birkagt: elektrot
reaksiyonlarinin  kinetiklerinin  incelenmesi, kantitatif analizler, ¢esitli
fizikokimyasal sabitlerin bulunmasi (D, i, E, K, a...) yiizey modifikasyonu,
adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi, kompleks yapilarin belirlenmesi, elektrot
reaksiyonlarinin mekanizmalarinin incelenmesi, biyosensorlerde immobilizasyon
basamaklarinin incelenmesi gibi uygulama alanlar1 vardir. (Tekin 2008). Dongiisel
voltametrinin ~ biyosensoér uygulamasindaki  kullanimlari, immobilizasyon
kademelerinin incelenmesi ve biyoanalitin baglanmadigini gézlemleme amaclhdir.
Dongiisel voltametri metodu ile yapilan Ol¢iimlerde meydana gelen katodik ve
anodik pikler, biyosensor lizerinde gercgeklestirilen tim islem sonuclar1 farklilik
gostermektedir. Pik farklarinin azalmasi veya artmasi elektrot yiizeyinde yapilan

islemin yanlis ya da dogru oldugu hakkinda kesin veriler saglamaktadir.

1.3.4.3.2. Dogrusal Taramah Voltametri (LSV/DTYV)
Dogrusal voltametri; potansiyel taramanin tek yonlii uygulandigi bir

voltametrik yontemdir. Burada potansiyel, baslangic potansiyeli V; olup bitis
1/
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potansiyeli olan V, ye sabit hiz ile degistirilir. Potansiyel degisimine karsi akimlar
Olgiilerek dogrusal Potansiyel-Zaman grafigi elde edilir. Grafigin sifir noktasindan
baslatilmamasinin nedeni; analitin reaksiyon vermesi beklenen potansiyelden
onceki durum kontrolii yapilmasi, olast girisim ya da giiriilti durumunun
gozlenmesidir. V, potansiyeli analizi yapilacak maddenin reaksiyon vermesi
diisiiniilen potansiyelidir. Potansiyel tarama V; potansiyelinden tepkimenin
gerceklestigi Vo potansiyelinin {istiinde bir potansiyele (V,) ulasincaya kadar

surdiralir.

Potansivel

il

N2

FZaman

-

Sekil 1.9. LSV Potansiyel uygulama grafiksel gosterimi (E-t).

1.3.4.3.3. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Elektroaktif olmayan bir madde olmadan ve ¢ozici ile iletkenligi
saglamak i¢in ortama eklenen yardimci elektrolitli ¢ozeltide gézlenen akima artik
akim denilmektedir. Bu akim; yiiklenme yani kapasitif akim ile hiicrede bulunan
elektroaktif —safsizliklarin  olusturdugu akimlarin  toplamidir.  Voltametrik
yontemlerde ¢ozeltilerde bulunan yiikseltgenen bir potansiyel altinda elektrotta
bulunan yiizeyden belirli miktarda elektron alarak (n kadar) indirgenir ve
indirgenmis tiirii olusturur. Olusan akim ise Faradayik akim olarak adlandirilir. Bu

yontemde hassasligi belirleyen artik akim olup duyarhiligin artitilmasida
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potansiyelin puls seklinde uygulanmasiyla gerceklestirilir. Puls olarak uygulanan
akim kapasitif ve faradayik akimlar zamanla azalir ve belirli bir siire sonra (t siire)
kapasitif akim sifira ulasirken faradayik akim belirli bir degerde sabit kalir. Puls
Omriinlinii sonuna yaklagildiginda akim 6l¢iimiinde kapasitif akimin sifir oldugu ve
tamamen faradayik akimin olustugu goriiliir. Bu sekilde pulsun sonunda 6l¢tim
almmasi normal puls voltametri olarak bilinir fakat bu O6l¢iimler sirasinda azda
kapasitif akim bulunur, bu akimin etkisinin azaltilmasi, segiciligin arttirilmasi i¢in
puls uygulamasindan 6nce ve sonra akim Ol¢limleri almnip farklarinin alinmasi
yontemi kullanilir bu yonteme ise diferasnyiel puls voltametri (DPV) ad1 verilir.
Akimin iki kere dl¢iilmesi DPV’nin genis ve hassas bir kullanim alan1 bulmasinda

onemli rol oynar.

o

Sekil 1.10. Kapasitif akim ve Faradayik akim-zaman degisim grafigi(I-t).
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1.3.4.3.4. Kare Dalga Voltametrisi (KDV)

Kare dalga voltametrisi diferansiyel puls voltametri (DPV)den daha fazla
tercih edilen elektrokimyasal voltametri metodudur. KDV olarak kisaltilir ve
calisma elektrotuna uygulanan potansiyel biiyiik genislikli ve adimsal(diferansiyel)
teknik 6zelligi kazandiran simetrik kare dalgalar seklindedir.

Her kare dalga déngii siirecinde akim iki kere olgiiliir. Ik &lgiim ileri
adimdaki pulsun sonunda (t,) ikinci 6l¢tim geri adimdaki pulsun sonundadir(ty). t,
ve t, arasindaki fark, uygulanmis potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafik
cizildiginde kare dalga voltomogrami elde edilmis olur (Sekil 1.14).

Bu yontemin en biiylik avantaji hizli bir metot olmasidir. Etkin tarama hizi;
basamak yiiksekligi (AEs) ve dalganin frekansinin (f) degistirilmesiyle belirlenir,
bu da voltomogramlarin saniyeler icinde kaydedilmesine olanak verir. DPV gibi
dakikalar alan metotlarla kiyaslandiginda fazla Sl¢lim sonucu alinan deneylerde
saglayacagl yarar yadsinamaz. Diger bir avantaji ise kare dalga ile katedilen yolun
toplam akima kapasitif etkilerin diigiiriilmiis olmasidir. Bu islem uygulandiginda

tarama hiz1 ciddi bir sekilde arttirilabilidigi gibi 1/V’lik tarama hiz1 kolayca

yakalanabilir.
1
= —
s
§ AE¢ + Eqy
= — 2
(-
|
7T —l Ai=i,— i,

Zaman

Sekil 1.11. Puls tipi uyarma voltomogrami(E-t).
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1.3.4.4. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorler tercih edilen biyosensor gesitlerinden biridir.
Genel manada Amperometri herhangi bir potansiyeldeki akim degisikligini
Olciilmesi temeline dayanir. Amperometrik biyosensdrler analiz edilecek kimyasal
icerigin ve biyoigerik arasindaki etkilesim sonucu olugan tiirlerin indirgenmesine
veya ylikseltgenmesine bagli olarak c¢alisma yapilan elektrotta olusan akimin
Olciildiigii biyosensor cesididir. Cogunlukla amperometrik biyosensorler derisim
bagimli akimlar1 biyoaktif materyallerle kapl elektrotlarla 6lgerler. Amper-metrik
doniistiirme; elektro olarak aktif ve oksidatif tiirlerin elektrot yiizeyinde
indirgenmesi ile yapilmaktadir. Analit derisimi ile elektriksel akim arasindaki

bagint1 Cottrell denklemiyle gdsterilmektedir.
1/2
i=nF.ACo [?c]
i =0lgiilecek akim
n=transfer edilmis elektron sayisi
F=faraday sabiti
A=elektrot yiizey alan1
C,=analit konsantrasyonu
D=difiizyon sabiti
I1=pi sabiti

t=potansiyel uygulandiktan sonra gegen siire

1.3.4.5. iletkenlik Biyosensorleri

Bu biyosensorler; analiz edilecek kimyasal igerik ile biyobilesen arasinda
olusan etkilesimden sonra meydana gelen iletkenlikteki farkin 6l¢iilmesi temeline
dayanir yani elektriksel alandaki farkli degiskenler olgiilebilmektedir. Bu
degiskenler ¢ozeltinin veya hiicrede kullamilan araci kimyasallarin  genel
iletkenliklerini ve elektrot ylizeyine oturtulmus ayni anda impidemetrik reaksiyon

gosterebilme yansitilabilen kapasite degisimi olarak siralanabilir.
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Birgok etkilesim ¢ozeltinin yapisinda iletkenlik temelinde degisiklik
meydana getirir. Bu degisiklikler olusan yeni kimyasal baglarin karakterine baglh
olarak degiskenlik gosterebilir. Bu yiizden iltkenlik biyosensorleri yeni olusan
kimyasal ¢ozeltideki cogu degisikligi kolaylikla tespit edebilir.

Ik dénem iletkenlik biyosensorleri hedef analitlerin sebep oldugu ve
aracilar tizerindeki iletkenlik degisikliklerini incelemis fakat ¢ozelti direnci
ortamdaki tiim iyonlarin hareketi ile belirlendiginden iletkenlik Ol¢timlerinin
cogunlukla nispeten belirsiz oldugu diisiiniiliir. Bu sorun mikroelektronik hiicreler
icinde sabitlenmis enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar sonucu olusan iletkenlikte
meydana gelen degisikliklerin izlenmesiyle ¢oziilebilir.

Direng¢ ve impedans, indiiktans ve kapasitans arasindaki iligkinin
gosterildigi baginti su sekildedir;

Z=R+jX=R+jX,—X,)
Z = impedans, kompleks say1
R = direng
X =reaktans
X = kapasitif reaktans = (2r £ C)-1, olup f = frekans ve C = kapasitans
Xy = induktif reaktans

j = imajiner birim

1.4. Voltametrik Yontem Cihazlarinda Kullanilan Elektrotlar
1.4.1 Referans (Karsilastirma) Elektrotlar:

Yar hiicre potansiyeli bilinen ve diger elektrotlarin potansiyellerinin bu
elektrot kaynak alinarak Ol¢liimlendigi elektrotlardir. Elektrodun bilinen bu
potansiyel degeri, analit konsantrasyonundan bagimsiz olmak zorundadir. Ideal bir
karsilastirma elektrodu bazi 6zellikleri sahip olmasi gerekmektedir.

Ilk olarak tersinir olmali ve mutlaka Nernst denklemi ile prensibiyle

uyumlu olmalidir. Bununla birlikte gerilimi zamanla degiskenlik gdstermemelidir
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ve tekrarlanabilir olmalidir. Aym1 zamanda gerilimin sicaklikla degisim katsayis1 da

miimkiin oldugunca kiiciik olmalidir ve polarize olmamalidir.

1.4.1.1. Yaygin Olarak Kullanmilan Karsilastirma (Referans) Elektrotlar
1.4.1.1.1. Doygun Kalomel Elektrot (SCE)

Kloriir Kalomel elektrotlar, konsantrasyonu bilinen potasyum kloriir (KCI)
icinde doygun civa (I) kloriir (Hg,Cl,) ile etkilesen civadan olugsmaktadir.

%> Hg,Cl, + e <> Hg )+ CI yar1 tepkimesi veren elektrodun gosterimi

Hg/ Hg,Cl, (doyeun), KC1 (xM) seklindedir.

Yalniz kloriir iyonunun aktifligine bagl olan elektrot gerilimi sicaklikla az
da olsa degisim gostermektedir. Kolay hazirlanmasi analitik kimyada fazlaca tercih

edilmesini saglar.

| Pt tel
— delik

Hgs Hg, Cl; + KCI

cam yonu
delik
KCI (doygun)
KCl (katr)
W — cam duvar
. pordz taba ( tuz koprisi )

Sekil 1.12. Doygun Kalomel elektrodun gdsterimi.

1.4.1.1.2. Giimiis-Giimiis Kloriir (Ag/AgCl) Elektrot:

Gilimiis-Giimiis Kloriir (Ag/AgCl) Elektrotlar, konsantrasyonu belli
potasyum kloriir (KCl) igerisinde giimiis kloriir ile kaplanmis bir glimiis telden
meydana gelmektedir.

Karsilagtirma elektrotlarinin kullanilmasinda, giimiis ya da civa (I) iyonlar

ile analit cozeltisi arasindaki reaksiyonu engellemek icin elektrot ¢ozeltisi
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miktarinin 6rnek ¢ozeltinin {istiinde olmast lazimdir. Bu durum ayni zamanda
elektrot ¢ozeltisinin kontaminasyonunu da 6nleme amaclidir.

AgCl + ¢ & Ag + CI yan tepkimesine gosteren elektrodun reaksiyonik
gdsterimi;

Ag/AECl (goyeun, 3 M KCI seklindedir.

1.4.2. Kars1 (Yardimcal) Elektrotlar

Iki elektrotlu yapilardaki kutuplanmayan elektrot, {istiinden akim
gectiginden yliksek akimlarda kutuplanir. Ayrica eger ¢ozelti direnci yiiksek ise bu
direnci yenmek i¢in gerekli potansiyel ciddi bir diizeye cikacagindan caligsma
elektrodunun polarizasyon potansiyeli yanlis algilanabilir. Bu karisikligin
Onlenmesi i¢in tiglincii bir elektrotun varligi gerekir. Calisma elektrodu ve yardimci
elektrottan akim gegirilip c¢alisma elektrodunun potansiyeli karsilagtirma
elektrotuna karsi sifir akim altinda tespit edilir. Akim yardimcr elektrot iizerinden
gectigi icin bu elektrotlarin tantal, grafit, tungsten ve platin gibi soymetal olmalari
gerekmektedir.

Sarmal sekilde sarilmis bir Pt tel, elektrigin kaynaktan gelerek cozelti
icinden mikroelektroda aktarilmasini saglayan yardimci elektrot olarak gorev alir.
Burada yardimci elektrotun calisma elektrotundaki reaksiyona etkisi olmayip

sadece ona elektron transferinde goérev alir.

1.4.3. Genel olarak kullamlan indikator (Calisma) Elektrotlart
1.4.3.1. Civa Elektrotlar

Civa kokenli elektrotlarin ¢ogunlukla kullanilmasimin birden fazla sebebi
vardir. Bunlardan biri civa elektrodun genis bir potansiyel araliginda c¢alisabilir
olmasidir. Bu 0zelliginden dolayr negatif potansiyellerde de rahatlikla
kullanilabilmektedir. Ayrica siirekli yeni bir yiizey olusturabildigi i¢in Onceki
islemlerden  kalan  kirlilikler civa yiizeyinden uzaklagtirilabilmektedir.

Tekrarlanabilir civa damlalarinin olusmasi sonucunda da tekrarlanabilir akimlar
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elde edilebilmektedir. Bu elektrot sayesinde birgok metal civa ile amalgam
olusturarak indirgenmektedir. Bu esnada kendisi kolay yiikseltgendiginden fazlaca
zehirli etki meydana getirmektedir ki bu da civa elektrotlarin olumsuz yonleri
olarak goriilmektedir.

Civa elektrotlarda civanin akis hizi mekanik bir igne yardimiyla
ayarlanmaktadir. Bu ignenin kontrolii ise ya yercekimi ivmesi (haznenin
yiiksekliginin degistirilmesi) ile ya da manyetik etki ile yapilmaktadir. Civa
damlasinin diigiiriilmeside mekanik bir ¢ekic araciligi ile yapilmaktadir.

Dort sinifta incelenebilen Civa Elektrot gesitleri;

1- Damlayan Civa Elektrotu

2- Asili Civa Damla Elektrotu

3- Durgun Civa Damla Elektrotu
4- Civa Film Elektrotu

1.4.3.2. Solid (Kat1) Elektrotlar

Civa elektrotlarin anodik gerilim simirmin algak degerlerde olmasindan
dolay1 kolay yiikseltgenebilen bilesiklerin davraniglarii incelemek kati
elektrotlarla ¢ok kolay degildir. Bu bilesikler icin daha genis bir anodik gerilime
sahip olan kati elektrotlarin kullanimi daha fazla 6ne ¢ikmaktadir. Kati elektrotlarin
donen durgun ve titresen cesitleri mevcuttur. Bu elektrotlar disk, tel ve levha
halinde tasarlanabildigi icin kati elektrotlarda yanitin verimi ve tekrarlanabilirligi
elektrot yiizeyine baglidir. Homojen olmayan bir yiizeye sahip olmalarindan dolay1
kullanim &ncesinde bu elektrotlara elektrot temizleme ve parlatma islemleri
mutlaka yapilmalidir. Bu iglemler elektrodun tiiriine gore degisiklik gostermekle
birlikte donglisel gerilim taramasi ve mekanik parlatma en ¢ok kullanilan
yontemlerdir. Ayrica ylizey aktivitesinin uyarilmasini saglamak igin termal ylizey

yontemleri, kimyasal, elektrokimyasal yontemler de kullanilmaktadir.
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Solid (Kati1) elektrotlarda enfazla 2 ¢esit elektrot kullanilir, bunlar;
1-Metal Elektrotlar
2-Karbon Elektrotlar

1.4.3.2.1. Metal Elektotlar

Metal elektrotlar, soy metaller kullanilarak tasarlanmis elektrotlardir. Metal
elektrot tasariminda en fazla kullanilan soy metaller platin ve altindir. Nadirde olsa
nikel, glimiis, bakir da kullanilabilir. Bunlarla birlikte indiyum, ¢inko, rutenyum,
iridyum gibi metallerin oksitlerinin kullanildig1 ¢alismalara da rastlanmaktadir.
Ortammin pH’ina gore c¢ok kiiciik negatif gerilimlerde (0,2V/0,5V)
kullanilabilmektedirler. Ozellikle platin ve altin elektrotlarin  biyosensdr
tasarimindaki kullanimi son yillarda artis gdstermis olup bunun nedeni ise tiyol

gruplarinin bu elektrotlara olan ilgisi ve degistirilebilir olmalaridir (Wang, 2000).

1.4.3.2.2. Karbon Elektotlar

Karbon temelli elektrotlar, elektrokimyasal analizlerde en fazla tercih
edilen kati elektrotlardir. Ciinkii karbon elektrotlar genis bir gerilim araligina
sahiptir. Ayrica yiizeyinin zengin bir bilesime sahip olmasi ve pahali olmamasida
tercih nedenlerinden birkacgidir. Karbon elektrotlar kimyasal tepkimelere karsi
isteksiz ve diisiik artik akim vermeleri ile yiiksek duyarliliga sahip olmalari
acisindan da cok kullanilan elektrotlardir. Metal elektrotlarla kiyaslandiginda
elektron aktarim hizlar ¢ok disiiktiir. Karbon elektrot yiizeyindeki grafit tozunun
kimyasinda var olan aromatik halkalarin aktif oksijen uglari, ¢esitli fonksiyonel
guruplart (karboksil gruplari, hidrojen, hidroksil gruplar1 ve kinonlar) karbon
yilizeyine baglayarak elektrot yiizeyinin kirlenmesine sebebiyet vermektedir.
(Wang, 2000)

Karbon Elektrotlar 5 grupta incelenebilir, bunlar;

1. Cams1 karbon elektrot

2. Perde baskili karbon elektrot
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3. Karbon-fiber elektrot
4. Karbon pasta elektrot
5. Kalem grafit elektrot
1.4.3.2.2.1. Cams1 Karbon Elektrot (Glassy Carbon Electrode — GCE)

Camsi karbon elektrotun kullanim alani ¢ok genistir. Genis kullanim alani
olmasinin en 6nemli sebeblerinin basinda elektriksel ve mekaniksel 6zelliklerinin
iyl olmas1 gelmektedir. Ayrica gerilim calisma araliginin genis olmasi, kimyasal
acidan reaksiyona girme istegi olmamasi (inert yapida olmasi) ve
tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi da genis kullanim alanina sahip olmasi
nedenleri arasinda sayilabilir. Elektrot govdesi inert bir malzemeden olusur. Camsi
karbon, bu govde icine elektrot ylizeyinden 12 mm konumuna kadar sikistirilarak
tasarlanmaktadir. Cams1 karbon elektrot ya poliakrilonitrilin yiiksek sicaklik (1000-
3000 °C) ve basing altinda karbonizasyona ugratilmasi ya da fenolformaldehit
polimerlerinin kontrollii 1sitilmasiyla (300-1200 °C) ile elde edilmektedir. Bu
elektrot ylizey On islemine tabi tutulursa, elektrodun analitik performansinda artis
goriiliir. (Wang, 2000; Sahingi, 2005)

v
[l 075em

7.5

-—

6 mm

Sekil 1.13. Cams:1 karbon ¢alisma elektrodu yap1 gosterimi.
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1.4.3.2.2.2. Karbon Pasta Elektrot (Carbon Paste Electrode, CPE)

Karbon pasta elektrotlar da ¢ogunlukla kullanilan elektrotlardandir. En
onemli tercih sebeblerinden biri kolay yenilenebilir olmalar1 ve ylizeylerinin
tasarlanabilir olmasidir. Olusturduklari artik akimin diisiik olmasi ve ucuz olmalari
da tercih edilmesinde Oncelikli olmasi nedelerindendir. Bu elektrotlarda karbon
pastasi denilen bolge, grafit tozunun suda karismayan gesitli organik baglayicilarla
(silikon yagi, parafin yagi, mineral yag, bromonaftalin) karistirilmasi ile
hazirlanmaktadir. Bu karisim camdan yapilmis elektrot govdesi igerisine uygun
sekilde yerlestirilir. Yerlestirme sirasinda iletken olan bir tel de gévdenin 2/3 iine
kadar yerlestirilirerek iletkenlik kazandirilmis olur.

Karbon pastas1 ad1 verilen kismin igerigi, elektrodun aktifligini fazlasiyla
etkilemektedir. En iyi performansi veren karigim, grafit ve mineral yag karisimdir.
Genis bir gerilim araliginda c¢alismaya imkan veren karbon pasta elektrot, kolay
hazirlanabilen ve hazirlanmasi kisa siire alan bir elektrottur. Fakat obiir elektrotlara
gore tekrarlanabilirligi diisiiktiir. Ayrica, kullanmilan karigim yiiksek oranda organik
¢Oziicili iceriyorsa, karbon pastasi ¢ozeltide bozunabilmektedir. (Kalcher, 1990;

Urbaniczky ve Lundstrom, 1984; Wang, 2000)

lletken Tel

Cam Tup

Karbon Pastasi
(Mineral yagi Grafit)

Sekil 1.14. Karbon pasta elektrot.
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1.4.3.2.2.3. Perde Baskili Karbon Elektrot (Screen Printed Carbon Electrode,
SPCE)

Gelecegin elektrotlar olarak gosterilen perde baskili elektrotlarin, 6zellikle
biyosensor teknolojisinde dnemi biiyiiktiir. Perde baskili karbon elektrotlar, ¢esitli
miirekkeplerin poliester esnek film, seramik ya da plastik materyaller iizerine
baskisindan olusur. Calisma elektrodunu baskilamak i¢in genellikle karbon ve
platin miirekkep baskili olanlar kullanilirken, karsilagtirma elektrodunun baskisinda

giimiis baskili olanlar daha ¢ok tercih edilmektedir.

wardirmct
Elektrot

Calhisma
Elektrodu

Elektrot
Baglantilamn

Sekil 1.15. Perde baskili karbon elektrot.

1.4.3.2.2.4. Karbon Fiber Elektrot (Carbon Fiber Electrode, CFE)

Karbon fiber elektrotlar, ¢ok kiigiik boyutlara sahip olmalarindan dolayi,
mikro ve nano problarin iretilmesini olanakli hale getirmekte ve bu da belli
kolayliklar saglamaktadir. Orrnek verilecek olursa bu elektrotlarn tek hiicre gibi
kiiciik hacimli ortamlarda kullanimi canli doku incelemelerinde kullanilan diger
problara gore (Ornegin mikrodiyaliz problar) daha az zarar vermektedir.
Elektrokimyasal uygulamalarin ¢ogunda 5-20 pm ¢apinda karbon fiberler

kullanilmaktadir.  Bunlar istenilen ydnde diflizyonun  gerceklesmesini
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saglamaktadir. Karbon fiber elektrot, kiiciik boyutlar1 nedeniyle c¢esitli mikro,
cevresel Olgiimlerin yapilmasina katki saglamaktadir (Wang, 2000).

1.4.3.2.2.5. Kalem Grafit Elektrot (Pencil Graphite Electrode, PGE)

Elektrot olarak capi ve sertligi degisiklik gosteren mekanik kursun kalem
uclart kullanilir. Bu uglar, balmumu ve kil karisimi igerisinde grafit tozunun
dagilmasi1 ve sonrasinda 1s1 verilerek sekillendirilmesi ile iiretilir. Burada kil yerine
seliiloz kullanilarak oksijensiz ortamda yanma iglemi uygulanirsa, seliiloz karbona
doniisiir ve esnek bir yap1 olusur. PGE’ler, karbon pasta ve pirolitik karbon kadar
kirilgan olmayip camsi karbon kadar da sert degillerdir. Tiim kati elektrotlarda
oldugu gibi karbon elektrotlarla calisilirken de bazi bilesiklerin yiikseltgenme
iirlinleri elektrot iizerinde birikerek ince bir film tabakasi olusturur. Bu tabaka
Olclimiin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini azaltir. 20. yiizyilin sonlarindan bu
yana el-yapimi kalem ucu (kalem grafit) elektrotlar (PGE) diger karbon elektrotlara
gore daha fazla kullanilmaktadir (Wang ve Kawde, 2001; Wang 2000). Tek
kullanimlik  olmalari1  ve  kolaylikla yeni bir elektrot yiizeyinin

olusturulabilmesinden dolay elektrot temizleme islemlerine gerek yoktur.

iletken tel

eaityicey /

(Kalem ucu)

Sekil 1.16. Kalem Grafit Elektrot ve grafit elektrodun yiizeyinin taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmesi.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Tocco ve ark., (2018) Lipaza dayali serum numunelerinde trigliseritlerin
(TG) belirlenmesi igin bir elektrokimyasal biyosensdriin gelistirilmesi i¢in ¢aligma
yapmiglardir. Bu ¢alismada trigliseritlerin miktar tayini, amperometrik 6l¢iimlerle
yapilmig olup Onerilen elektrokimyasal biyosensoér, TG'lerin kantifikasyonu ig¢in
gelistirilen diger yontemlerin performansini iyilestirdigi gozlenmistir. TG'lerin
belirlenmesi, serum numunelerinin 6n isleme tabi tutulmasim gerektirmedigi
caligmalarda sonug¢ olarak verilmis ve TG'lerin nicellestirilmesi i¢in PLS-1
algoritmas1 kullanilmigtir. Bu algoritmaya gore, saptama ve niceleme limitleri
3,2x107° gL' ila 3,6x10° gL™" ve 9,6x107° ila 1,1x10 gL~ arasinda olup,
duyarlilik 1,64x107° gL ™" bulunmustur. Onerilen elektrokimyasal biyosensér, ¢ok
iyi bir performans, 20 giinliik bir stabilite, cok iyi tekrarlanabilirlik sergilemis ve
insan serumu klinik 6rneklerinde TG'lerin belirlenmesi i¢in ¢ok iyi bir alternatif
olarak sunulmustur.

Zhang ve ark., (2014), sensoriin performansini énemli 6lgiide iyilestirmek
i¢in bir polidopamin ve altin nanopargacik hibritine (GNPs@PDA) dayal1 tributirin
tespiti i¢in yeni bir elektrokimyasal algilama stratejisi gelistirilmis, yapiskan hibrit,
HAuCl4 mevcudiyetinde dopaminin oksidatif polimerizasyonu yoluyla yerinde
kolayca sentezlenmistir. Lipaz daha sonra GNPs@PDA ile kolayca konjuge edilip,
enzimatik olarak aktif birakilmis ve tributirinin hidrolizini katalize ettigi
bulunmustur. Biyomimetik malzeme PDA burada hem sensor yiizeyine baglanmak
icin ideal bir baglayici ajan hem de enzim lipazinin agilanmasi igin iyi bir platform
olarak iyi bir performans sergiledigi goriilmistiir. GNPs@PDA platformunda 50
ila 300 mg dL™' arasinda degisen dogrusal bir yanit ve 0,84 mg dL™' kadar diisiik bir
tributirin saptama limiti, hizli yanit siiresi (20 s) ile elde edilmis olup goriiniir
Michaelis Menten sabitinin (K*",)) degeri, lipazin tributirine yiiksek afinitesini
gosteren 7,94 mg dL™ olarak bulunmustur. Sensoriin uzun bir raf émriiniin yani

sira giiclii parazit onleme 6zelligine sahip oldugu ayrica insan serum drneklerindeki
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trigliserit konsantrasyonunu saptamak i¢inde kullanildigi ve dogru sonuglar verdigi
ortaya konulmustur.

Phongphut ve ark., (2013) Calismalarinda, serigrafi baskili karbon
elektrotlar (SPCE'ler) {izerine Au/PEDOT-PSS nanokompozit miirekkep
pliskiirtmeli baskiya ve lipaz, gliserol kinaz ve gliserol-3-fosfatin birlikte
hareketsizlestirilmesine dayanan yeni ve son derece hassas, tek kullanimlik bir
amperometrik trigliserit (TG) biyosensor ¢alismasi yapilmistir. Oksidaz, Miirekkep
plskiirtmeli baski ile biriktirilen bir adim kimyasali olarak sentezlenmis
Au/PEDOT-PSS nanokompozitinin SPCE yiizeyinde nanogubuk yapilarinda
oldugu gosterilmistir. Elektrokimyasal tepkilerin Au nanopartikiiller tarafindan
onemli oOlciide arttirildigi ve elektrokimyasal tespit icin altin nanopartikiil
olusumunun optimal hazirlama kosullarinin 0,015 M EDOT ve 6,25 mM altin
oncisili oldugu bulunmustur. Kandaki TG'lerin belirlenmesi i¢in, 5 kat miirekkep
piiskiirtmeli baskilt Aw/PEDOT-PSS nanokompozit iceren SPCE elektrotu, 0,1 M
sodyum fosfat tampon pH"1 7,0'da 0,4 V galisma potansiyeli ile ¢alistirildiginda
optimum performans saglamis, genis dinamik aralik (0-531 mg/dL), orta hassasiyet
(2,66 pA/mM), orta diizeyde yanit siiresi (30 s), disiik algilama st (7,88
mg/dL), diisiik parazit, iyi tekrarlanabilirlik ve tatmin edici kullanim émrii (40 %, 4
°C'de 30 giinliikk depolamadan sonra % yanit akimi kaybi) elde edilmistir. Bu
nedenle, SPCE'ler iizerinde miirekkep piiskiirtmeli baskili AwPEDOT-PSS
nanokompoziti, TG'lerin belirlenmesi igin umut verici bir yontem oldugu ortaya
konulmustur.

Aidil ve ark., (2021) Altin nanoparcacik fonksiyonellestirilmis ekran
baskil1 elektrot kullanilarak tributirinin elektrokimyasal tespiti baslig1 altinda bir
calisma yiiritmiiglerdir. Bu calismada yag icerigi hacmi ve varliginin belirlenmesi
gida giivenligi ve beslenme saglig1 sektoriinde biiyiik rol oynamasi1 géz oniinde
bulundurulmugtur. Tributirin, gidalarda sivi yag gorevi goren trigliserit
gruplarindan biri oldugundan ¢alisma bu kimyasal lizerinden yiiriitiilmiistiir. Lipaz

ile immobilize edilmis grafen (GPH) ve altin nanopartikiiller (GNP) ile
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fonksiyonellestirilmis ekran baskili elektrot (SPE) iizerine bir arastirma yapilmigtir.
GPH'nin iki boyutlu formu ve GNP'nin {i¢ boyutlu yapisi, enzim immobilizasyonu
icin  uygun  bir yiizey olusturdugu  gozoniinde  bulundurularak
GPH/GNP/Lipase/SPEnin dongiisel voltametri (CV) dl¢limii reaksiyon incelenmis,
raksiyonun varligt tespiti yapilmistir. 0,1 mg/ml ila 1000 mg/ml arasindaki
tributirin konsantrasyonu araligi olg¢iilmiis ve 0,1 mg/ml'lik saptama sinirina
ulagilabildigi goriilmiistiir. GPH/GNP/Lipaz/SPE'nin mevcut yaniti, oksidasyon
zirvesinde 1V noktasinin altinda alinan tributirin konsantrasyonuyla orantili olarak
almmis olup bu sonuglar, GPH/GNP/Lipaz/SPE'yi 6zellikle trigliserit tespiti
alaninda kaliteli bir biyoelektrot yapilacagini géstermistir.

Nirbhaya ve ark., (2021) gida toksini tespiti i¢cin nanoyapilt grafit karbon
nitriir  bazli  ultrasensing (ultra algilama) elektrokimyasal biyosensor
gelistirmiglerdir. Bu c¢alismada Gida toksini (Aflatoxin B1, AfB1) tespiti igin
tiyonin ile islevsellestirilmis grafit karbon nitriir nano tabakalarina dayali
ultrasensing platformunun {iretimi ile ilgili ¢alismalarin sonuglari ortaya
konulmustur. Grafit karbon nitriir nano tabakalarimin (g-C3N4) sentezi, melaminin
polikondenzasyonu ve ardindan kimyasal pulcuklu dokiilme ile gergeklestirilmistir.
Ayrica, g-C3N4'lin (Thn/g-C3N4) islevsellestirilmesi i¢in tiyonin kullanilmis ve
indiyam kalay oksit (ITO) kapli cam elektrot iizerine elektroforetik olarak
birakilmig, iiretilen Thn/g-C3N4/ITO elektrotu, EDC-NHS kimyast ile anti-
aflatoksin B1 (anti-AfB1) ile kovalent olarak immobilize edildi, ardindan BSA
molekiilleri kullanilarak spesifik olmayan bolgelerin blokaji  yapilmustir.
Sentezlenen nano malzemelerin ve fabrikasyon elektrotlarin yapisal, morfolojik,
fonksiyonel ve elektrokimyasal 6zelliklerinin analizi i¢in; X-151m1 kirimimi, taramali
elektron mikroskobu, transmisyon elektron mikroskobu, Fourier doniisiimii
kiz1ltesi spektroskopisi, atomik kuvvet mikroskobu ve dongiisel voltametri
teknikleri  kullanilmuigtir.  Uretilen  biyoalgilama  platformunun  (BSA/anti-
AfB1/Thn/g-C3N4/ITO) elektrokimyasal tepki calismalari, dongiisel voltametri

teknigi kullamilarak AfB1 antijeninin saptanmasina ydnelik gerceklestirilmistir.
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Elde edilen elektrokimyasal sonuglar, 0,328 fg mL™" alt algilama limiti ile 1 fg mL"
ile 1 ng mL™" arasinda lineer algilama araligs ile 4.85 pA log olup hassas bir sekilde
AfB1'i tespit etme yetenegine sahip biyoalgilayici elektrotun 7 haftaya kadar
stabilitesi oldugu tespiti yapilmustir.

Rakyova ve ark., (2021) siitte tetrasiklinlerin ger¢ek zamanli tespiti igin
elektrokimyasal sensor gelistirmis olup bu calismada inek siitiindeki tetrasiklinlerin
tespiti icin mevcut literatiir gdzden gecirilmistir. ilk olarak, siit matrisinin karmasik
yapisi agiklanarak ticari kullanimdaki test stratejileri ana hatlariyla verilmistir.
Bunu takiben, diisiik maliyetli biyosensorler alaninda ortaya cikan biyosensorler,
elektrokimyasal biyosensorlere odaklanarak birbirleriyle karsilagtirilmistir. Stitteki
antimikrobiyal kalintilar1 tanimlayan mevcut ticari testler, biiylik Olciide beta-
laktam tespiti veya spesifik olmayan mikrobiyal inhibisyon tespiti ile sinirli ve
tetrasiklin kalintilarina 6zgii testler daha az yaygin oldugu vurgulanmistir. Burada,
tetrasiklinler igin, bu agig1 kapatma ve mevcut testlerle baglantili, endiistri
zorluklarim ele alma potansiyeline sahip, ortaya c¢ikan bir dizi elektrokimyasal
biyosensor algilama stratejisi gozden gegirilmistir.

Rezvani ve ark., (2017) aktif karbonun sifir noktasi yiikiine dayali
trigliserit tributirinin tespiti i¢in amperometrik biyosensore yonelik caligma
yapmiglardir. Grafit ¢ubuklar aktif karbon (AC) ile modifiye edilmis ve lipaz
immobilizasyonu i¢in destek olarak, Kitosan (CHIT) ise biyoelektrot tizerinde film
olusturmak ve hareketsizlestirilmis enzimi tutmak i¢in kullanilmigtir. TG
saptamasinin lineer araligin1 genisletmek i¢in AC, AC'nin izoelektrik noktasini
gelistirmek i¢in karboksil ve ardindan amin gruplar1 (AAC) ile islevsellestirilmesi
yapilmis, olusturulan grafit/ AAC/lipaz/CHIT biyoelektrodu, dongiisel voltametri
ve alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) kullanilarak karakterize
edilmistir. Gelistirilen biyosensoriin dogrulugu, tampon c¢ozeltisinde farklh
tributirin (TB) konsantrasyonlariin belirlenmesi yoluyla degerlendirilerek TB
konsantrasyonu i¢in 50 ila 350 mg dL™' arahginda, 9,9 mg dL "lik bir saptama

limiti ile dogrusal tepkiler bulunmustur. Biyosensor 0,16 pA mg dL"lik iyi bir
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hassasiyet gosterdiginin tespiti yapilmig, olusturulan biyosensdriin kullanildigi
birka¢ insan serum Orneginde saptanan TG seviyesi, otomatik bir biyokimyasal
analiz cihazinin sonuglariyla iyi bir uyum icinde oldugu gériilmiistiir. Uretilen
biyosensoriin ¢ogu insan serum materyalinden etkilenmedigive gii¢lii bir parazit
Oonleme yetenegi oldugunu ortaya konulmustur. Tekrar firetilebilirlik ve
tekrarlanabilirlik testlerindeki nispi standart sapmanin sirasiyla %3,46 ve %?2,94
oldugu bulunmustur.

Dhand ve ark., (2010) polianilin/tek duvarli karbon nanotiipler kompozit
bazli trigliserit biyosensériinii tasarlamislardir. Indiyum kalay oksit (ITO), cam
plaka {izerine elektroforetik olarak kaplanmis PANI-SWCNT kompozit filme
dayali amperometrik trigliserit biyosensor iretilmistir. LIP ve GDH, EDC NHS
kimyas1 kullanilarak PANI-SWCNT/ITO elektroduna kovalent olarak immobilize
edildi.CV ve EIS caligmalar1 hizli sarj1 ortaya koymus, SWCNT, PANI zincirleri
arasinda iletken kopriiler sagladigindan ve ayni zamanda sarj atlama merkezleri
olarak gorev yaptigindan, benzer PANI sistemine kiyasla PANI-SWCNT
sisteminde tagimanin 2 kat oldugu goriilmistiir. Bu gelistirilmis elektrokimyasal
davranig; daha 1iyi biyoalgilama oOzellikleri elde etmek igin enzimlerin
biyoelektrokatalitik aktivitesini arttirmak i¢in kullanilmistir. Elektrokimyasal tepki
calismalari;; NADH (GDH enzimi igin kofaktor) ve TB (diisiik elektrokimyasal
potansiyelde NADH'nin oksidasyonunu katalize eden redoks aracisi) varliginda
LSV teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tepki ¢alismalarinin sonuglari, bu
biyoelektrodun 50-400 mgdL™" gibi genis bir konsantrasyon araliginda tributirini
(trigliserit) iyilestirilmis stabilite (13 hafta) ve diisiik K, """ degeri (1,13 mM) ile
tespit edebildigini ortaya koymustur. Dusiik K" degeri, bu nanokompozit matris
iizerine immobilize edilen enzimlerin tributirine kars1 yiliksek afinitesini gosteriyor
olup 4.28710 4mAmg 1dL'lik yiiksek hassasiyet ve 12 s'lik diisiik tepki siiresi,
PANI-SWCNT matrisinin 6nemli elektroaktif davranisi nedeniyle elektronlarin
biyokimyasal reaksiyon bdlgesinden elektrot yiizeyine hizli ve kolay transferini

ortaya c¢ikarmistir. LIP-GDH/PANI-SWCNT TB/ITO biyoelektrotunun serum
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ornekleriyle yeniden tepkisi, ticari uygulamalar i¢in biyosensdriin gelistirilmesine
yonelik etkilerini gosterilmistir. Lipoproteinler, iirik asit ve troponin vb. dahil
olmak {izere diger biyobelirtecleri saptamada bu verimli kompozit matrisi
kullanmak i¢in ¢alismalarin ve arastirmalarin yapilmasi gerekliligi vurgulanmustir.
Mondal ve ark., (2017) Trigliserit tespiti i¢cin son derece hassas gozenekli
karbon ve metal/karbon iletken nanofiber bazli enzimatik biyosensor
gelistirmiglerdir. Bu calismada elektro-spinning, bir poliakrilonitril (PAN) ve
giimiis nitrat harmani ve ardindan karbonizasyon kullanilarak bir Ag nanopargacigi
(NP) ile emprenye edilmis, kismen hizalanmis ve serbest duran karbon nanolifleri
(CNF'ler) sentezlemek i¢in kullanilmistir. PAN/AgNO; harmaninin pirolizlenmesi
nanogozenekli CNF'leri iiretigi ve Ag NP'leri, AgNO;'iin termal bozunmasi yoluyla
CNF'ler icinde biiyiitiildiigii, sentezlenen CNF'lerin fiber caplar1 130 ila 190 nm
arasinda degistigi ve emdirilmis Ag NP'lerin boyutu ~30 nm oldugu gosterilmistir.
Ag NP'lerin varligi, Ag NP'lerin sablonlama etkisi yoluyla CNF'lerin elektrik
iletkenligini arttirdigi ve grafitizasyonunu destekledigi ortaya konulmustur.
Sentezlenen bu CNF'ler ve AgCNF'ler nanokompoziti, trigliserit molekiillerinin
tespiti icin indiyum kalay oksit elektrotlar1 {izerine elektroforetik olarak
yerlestirilmistir. CNF'lerin ve AgCNF'lerin yiizeylerinin oksijen plazma iglemi,
lipaz ve gliserol dehidrojenaz bienzimlerinin daha fazla yiiklenmesiyle sonuglanis
AgCNF nanokompoziti, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve dongiisel
voltametri ¢alismalar1 ile desteklendigi gibi, CNF'lerden daha hizli elektron
transferi sergiledigi bulunmustur. Bir nanogdzenekli CNF yiizeyinde 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid/N-hidroksisiiksinimit birlestirme kimyas1 yoluyla
kovalent islevsellestirme, fabrikasyon biyosensoriin trigliserit saptamasina karsi
daha yiiksek stabiliteye ulastigi gorilmiistiir. Duyarliligin genis bir algilama
araliginda (25-500 mg dL™") oldugu goriilmiistir. Bu biyosensorlerle yapilan
calismalarda miikemmel segicilik, iyi tekrarlanabilirlik ve daha hizli tepki (10 s)ler
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, AgNP'lerin dahil edilmesiyle nanogdzenekli

CNF'lerin gelistirilmis grafitizasyonu ve elektriksel iletkenligi, trigliserit (TG)
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biyomolekiillerinin tespiti igin ¢aligma olacagi ve arastirmalarinin yapilmasi sonug

olarak verilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

Bu c¢alismada, lipaz bazli bir enzim biyosensorii kullanarak c¢ozelti
fazindaki trigliserit miktarin1 dlgmeye calisilmistir. Bu bdliimde genel olarak sarf
malzemeleri, biyosensér yapma yontemi ve test yontemi tanitilmaktadir.

Aragtirmada kullanilan kimyasallar, ara¢ ve gerecler sunlardir:

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka

Aliminyum Klorur Merck

Aseton Merck
Asetonitril Sigma Aldrich

Tetra Butil Amonyum Hekza Floro Fosfat Aldrich
Lipaz Enzimi Sigma Aldrich
Gluteraldehit Sigma Aldrich

Trigliserit Kale Kimya

Triton X100 Merck

Sodyum Klortr Merck

Potasyum Kilortr Merck

Disodyum Hidrojen Fosfat Merck

Potasyum Dihidrojen Fosfat Merck

Potasyum Ferri Siyanir Merck

Sodyum Hidroksit Merck

Sitrik Asit Merck

Tiyofen Merck

Lityum Perklorat Aldrich

Enzim: Canlilarin yapisinda bulunan organik bilesikler olup aktivasyon

enerjisini diigiirerek reaksiyonhizini arttiran biyolojik katalizorlerdir. Bu ¢alismada
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Lipaz enzimi kullanilmistir. Lipaz enzimi ve substrati olan trigliseritin reaksiyon

mekanizamasi asagida verilmistir;

W PPN

0

L AAAAN g M0 j\/\/\,

Li k=—0H
30 ipaz

0
bOJL/\/\/\/ LOH

Trigliserit Gliserol Yag Asidi

Sekil 3.1. Lipaz ile trigliserit hidroliz reaksiyonu.

Ayrica lipazlar siibstratlarla etkilesir ve bu etkilesim iki basamakta
gerceklesir. Tlk basamakta enzim-acil yapis1 olusurken ikinci basamakta ise birinci
basamakta olusan enzim-acil yapisinin hidrolizi olmaktadir. Birinci basamakta
aktif bolgedeki oksijen atomlar1 eksi yiiklenerek zincirdeki iki tane NH grubunun
kararli yapiya ulasmasi saglanir. ikinci basamakta ise olusan olusan kalmtilar
niikleofilik su molekiiliinii aktif hale getirir bu nedenle reaksiyon ikinci basamakla

devam eder. Asit yapidaki iiriin ortamdan ayrilarak enzim serbest hale geger.
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Sekil 3.2. Lipazin katalizleme reaksiyonu.

Calisma Elektrodu: Altin elektrot elektrot icerigi %99,99 altin. Altin

nanotaneciklerin miitkemmel elektrik iletkenliklerinden dolay1 ¢alisma elektrodu

olarak secilmistir.

Referans Elektrod: Ag/AgCl referans elektrot
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Kars1 Elektrot: 1 cm’® Platin Levha, kimyasal bilesimi: %100 platin. Bu
caligmada platin  elektrot kullanilmasinin  nedeni;  yiiksek iletkenlik,
asinmaya(korozyon) ve deformasyona dayanikliliktir.

Elektrokimyasal Analiz Cihazi (CHI 660 C): Dongiisel voltametri
yontemi yardimiyla elektrokimyasal olarak enzimlerin elektrot yiizeyine
oturtulmasi i¢in kullanilmaistir.

Manyetik Kanistirici: Cozeltileri karistirmak i¢in kullanildi.

pH-Metre: Cozeltilerin pH’1n1 6lgmek i¢in kullanildi.

Analitik terazi: Cozelti hazirlamada kimyasal maddelerin tartilmasi
icin,0,1 mg’a duyarl analitik terazi kullanildi

Ultrasonik banyo: Cozeltileri hazirlarken, ¢6ziinenin ¢oziinme hizini
arttirmak i¢in kullanildi.

Dijital termometre: Cozeltilerin sicakliklarini 6lgmek amaciyla kullanildi

Taramah Elektron Mikroskobu (SEM): Hazirlanan tiim ¢aligma

elektrotlarin yiizey morfolojisinin incelenmesinde kullanildi.

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamiglari
3.2.1. PBS (Fosfat Buffer Solusyonu) hazirlanmasi

PBS ¢ozeltisi 8 gr Sodyum Kloriir, 0,2 gr Potasyum Kloriir, 1,44 gram
Disodyum Hidrojen Fosfat ve 0,245 gr Potasyum Dihidrojen Fosfat tartilarak 1000
ml hacme saf suyla tamamlanarak yapilmistir. Bu ¢6zeltinin elektron aligverigini
kolay yapmasi i¢in igine konsantrasyonu 5 milimolar olacak sekilde Potasyum
Ferro Siyaniir eklendi. Cozeltinin pH s1 Sodyum Hidroksit (0,1 N) ve Sitrik Asit
(0,1 M) yardimiyla 7,4 olacak sekilde ayarlandi

3.2.2. Gluteraldehit
Glutaraldehit, dezenfektan, ilag, koruyucu ve sabitleyici olarak kullanilan
renksiz, yagli, kotii kokulu bir sividir. Glutaraldehit, diyaliz aletleri, bronkoskoplar,

endoskoplar ve bogaz, kulak ve burun ekipmanlar1 gibi 1s1ya duyarli ekipmanlari
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dezenfekte etmek ve temizlemek igin kullanmilan soguk bir sterilizatordiir.
Glutaraldehit, yiiksek dezenfektan 6zelliklerine sahiptir ve sporlar da dahil olmak
izere ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde etkilidir.

Bu kimyasal histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda doku sabitleyici ve
radyografik goriintiilemede sertlestirici ajan olarak kullanilir.

Glutaraldehit, biyomalzemelerin stabilizasyonundaki etkinligi nedeniyle en
yaygin kullanilan ¢apraz baglama maddesidir ve kolay erisilebilir, ekonomiktir ve
sulu c¢ozeltileri, kolajen dokular1 etkin bir sekilde ¢apraz baglayabilir.

Bu calismada Gluteraldehitin %25 lik ¢ozeltisi ¢apraz baglayici olarak
kullanilmistir. Bunun icin elektrotlar hazirlandiktan sonra 1 damla gluterladehit

elektrot ylizeyine damlatilmis olup ve kurumasi icin bir giin bekletilmistir.

Sekil 3.3. Glutaraldehitin yapisi.

3.2.3. Trigliserit Emiilsiyonunun hazirlanmasi

Cozeltiyi hazirlamak icin 0,5 g trigiliserit ve 0,4 g Triton X-100
emiilsifiyer olarak 10 ml saf suya ilave edilmis olup, sonra ¢6zeltinin sicakligt 60
°C ye ¢ikarilip, hacim ise saf suyla 50 ml’ye tamamlanmis olup buz dolabinda

bekletilmistir. Trigiliseritin yapis1 Sekil 3.4’de verilmistir.
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O
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Sekil 3.4. Trigliserit yapisi.

3.2.4 Elektrolit ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Tiim denemeler sivi fazinda yapilmis olup ve kullanilan elektrolit
potasyum fosfat tamponu (PBS, 50mM) idir. Tamponda 5mM [Fe(CN)¢]*"™*

eklenmistir ve biyolojik ortami simiile etmek i¢in pH, 7,4 olarak ayarlanmustir.

3.2.5 Deneyde Kullanmilan Kontrollii 6rneklerin hazirlanmasi

Deneyde kullanilan &rnekler; lokal bir tedarik¢inin formiil catisi
kullanilarak hazirlanan, Otomatik makinalarda c¢amasirlar1 temizleme amaclh
yikama yapmak i¢in kullanilan Sivi Camasir deterjanlaridir. Bu Sivi ¢amasir
deterjanlart laboratuvarda kontrollii olarak hazirlanmig olup %0,0, %1,0, %1,5,
%2,0 ve %2,5 oranlarinda Lipaz enzimi ihtiva edecek sekilde tasarlanmigtir. Bu
ornekler hazirlanirken Sigma Lipaz enzimi (Sigma, Lipase Ec 3.1.2.3, Type VII)
kullanilmugtr.

3.2.6 Triton X-100

Hidrofilik bir polietilen oksit zincirine ve bir aromatik hidrokarbon
lipofilik ya da hidrofobik gruba sahipiyonik olmayan yiizey aktif bir madde olup bu
calismada emiilsifiyer olarak kullanilmistir. Viskoz ve berrak bir sivi olup ¢oziicii

olarak ¢ok fazla kullanim alani bulmaktadir.
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H3C n
H3C
H3C H3C CHj

Sekil 3.5. Triton X-100 yapist.

Goriiniir Michaelis-Menten sabitinin hesaplanmasi
Bir enzimatik reaksiyonda, enzim-substrat kinetigi, Michaelis-Menten

denklemi ile tahmin edilebilir. Kinetik basit¢e su sekilde tanimlanir:

_ umax$
=k+s

Bu denklemi bir enzimatik biyosensor i¢in modelleyerek, bu denklem bir

yenileme olarak yeniden yazilabilir:

imax C
l:
Km+C

Yukaridaki denklemde i, akim pikinin miktari, imax, en yiiksek akim analit
ile doymus sartlarda, C analitin derisimi ve Km Michaelis-Menten sabiti olarak
isleme alinmistir.

Bu denklemi ters ¢evirdiginde Linveir-Berck denklemi elde edilir:

1 Km1 1
+

i imaxC imax

Enzimatik biyosensor i¢in, goriinen Michaelis-Menten sabiti, dongiisel
voltametrik akimin tepe tepkisini analit konsantrasyonu ile ters c¢evirerek ve

diyagramin baglangicindan ¢izgi egimi ve genisligi kullanilarak hesaplanir. Elde
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edilen deger ne kadar diisiikse, enzim istenen analite o kadar fazla egilim

gosterecektir.

3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar
3.3.1 Taramali elektron mikroskobu

Alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FEI, Quanta 650 Field
Emission SEM) Cukurova Universitesi Merkez Arastirma Enstitiisii'nde, iiretilen
biyoelektrot yiizeyinin morfolojisini incelemek icin kullanildi. Yediyiizbin kat
biiylitmeli bu mikroskop, nanometre 6lgeginde yiizey arastirmalarina olanak tanir.
Yiiksek biiylitme araligi ve iyi ¢Oziiniirliikk, yiiksek goriintii alan derinligi gibi
avantajlara sahip bir taramali elektron mikroskobu, yiizey topografyasinin

caligmasina izin vermektedir.

3.3.2. Dongiisel voltammetri yontemiyle elektropolimerizasyon

Bu projede, biyosensoriin performansini degerlendirmek igin, statik
cozeltiye daldirilmis bir elektrota iiggen bir potansiyel uygulayan ve daha sonra
ortaya ¢ikan akimi potansiyel degisiklikler agisindan kaydeden bir dongiisel
voltametri teknigi kullanilmistir. Uggen potansiyel yontemi genellikle baslangic
(E;), doniis (E,), son (E) potansiyelleri ve belirli tarama hizi (V.sec™) ile
gerceklestirilir. Zamanin bir fonksiyonu olarak uygulanan potansiyeli agagidaki

gibidir.

E=Ei+vt gidis dongiisii i¢in

E=Es - vt donis dongiisii igin

Bu arastirmada voltametrik deneyler igin referans elektrot olarak
giimiis/glimiis kloriir elektrot, yardimci elektrot olarak platin elektrot ve galigma
elektrotu olarak modifiye altin elektrot olmak tiizere ii¢ elektrotlu bir sistem

kullanan model 660C CHI potansiyostat/galvanostat cihazi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada; Tiyofen, Gluteraldehit ve Lipaz enzimi ile olusturulan
biyosensoriin ¢alisma Orneklerindeki trigliserit miktar1 azalmasi ile Lipaz enzimi
varlig1 ve konsantrasyonu incelenmistir. Calismada ti¢ elektrot teknigi kullanilarak,
Dongiisel Voltametri yardimiyla Voltomogramlar elde edilmistir. Calismada
biyosensor olusturulurken calisma elektrodu olarak Altin, Karsi elektrot olarak
Platin elektrot ve pH elektrot kombinasyonu kullanilmigtir. Altin ¢alisma elektrot
yiizeyinde; Tiyofen kaplamasi, tiyofen + enzim Kaplamasi, Tiyofen + Enzim +
Gluteraldehit yapilar1t olusturulmus ve bu vyiizeyler SEM goriintiileriyle
incelenmistir. Elde edilmis sonuclarla Konsanstrasyon degisimlerine bagli olarak
sitokiyometrik hesaplamalar yapilmis, Trigliserit degisimleri ile Lipaz aktivitesi ve
Konsantrasyonu belirlenmistir.

Bu c¢alismadaki sonuglar 6zellikle deterjan sektoriinde galisan firmalarda
ileri diizey enzim analizlerine 151k tutacak olup gelisen piyasa kosullarim takip
ederek formiiliizasyon kontrolleri, enzim derisimleri kolaylikla firmalar tarafindan
tespit edilebilecektir. Ayrica firmalarda kullanilan patentli ve igerik bilgisi
paylasilmayan mix enzimlerin yapisindaki miktarsal enzim ve ilgili enzim varlig
tespiti analizleri yapilabilecek olup yeni karisim enzim formulasyonlarinda

kullanicilara destek olacaktir.

4.1 Tiyofenin Elektropolimerizasyonu ve Altin Elektrot Yiizeyine
Tutturulmasi

Caligmanin esasii Altin elektrot ylizeyine Gluteraldehit ¢apraz baglayici
ile Lipaz enziminin immobilizasyonu olusturmaktadir.

Sekil 4.1 de verilen grafik; 660C CHI potansiyostat cihazi ile altin elektrot
yiizeyine  Elektropolimerizasyon  yontemiyle  Tiyofen = monomerlerinin
polimerlestirilerek oturtulmasi sirasinda 80 sweep (dongii) kullanilmigtir. 80 dongii

sonrasinda Altin elektrot yilizeyinde siyah goriintiide tiyofen polimerleri
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gozlemlenmistir. Yine sekil 4.3 de altin yiizeye oturtulmus tiyofen polimerlerinin
SEM goriintiisii verilmistir

1,1V civarlarinda Tiyofen monomerleri Altin elektrot yiizeyinde
polimerize olur, her dongli sonrasinda (S$ekil 4.1) de grafikte akim artisi
izlemesiyle konsantrasyonun arttig1 goriilmektedir.

Her dongii sonrasinda ince tabaka seklinde altin elektrot yiizeyine tiyofen
monomerleri, tiyofen polimerleri olarak oturmaktadir bu nedenle bir sonraki
dongiide hem yeni polimerlerin olusmas1 hemde 6nceki oturmus ince tabakadaki
polimerlerin indirgeme tepkimesinden dolay1 akim artig1 goriilmiistiir.

Bu polimerizasyon islemi geri doniistiiriillemez bir reaksiyon oldugu icin

anodik dongiide indirgemeye karsi gelen oksidasyon pikleri grafik {izerinde

goziikmemektedir.
1.3
1.6
.
=~ 02
g 06 1
O pal
= 07
(- o ]
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0.6
':.E T T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 4 1.6
E (V vs. Ag/Ag(Cl)
Sekil 4.1. Tiyofen monomerlerinin dongiisel voltametri ile

elektropolimerizasyon voltamogrami (I-E).
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Sekil 4.2’de Elektropolimerizasyon iglemi uygulanmamig altin elektrot

yiizeyinin SEM goriintiisii gosterilmistir.

Sekll 4. 2 Tek kullalrnhk altln elektrot ylizeyinin SEM goruntusu (1000x
¢Oziintirlik).

Sekil 4.3’ de Elektropolimerize olmus Tiyofenin altin elektrot ylizeyine

tutturulmas1 sonrast SEM goriintiisiinii gosterilmektedir. Polimerin tam homejen

olarak altin ylizeyine oturdugu goriilmektedir.

>21 HY HEW | u ag [ ) det [ 300 nm
PM | 20.00kV | 1.73 pym | 5 4 Pi | 2400005 | 913 i Cukurova University

Sekil 4.3. Elektropohmerlze t1yofen1n SEM goriintiisii (240 000 x ¢ozliniirliik).
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4.1.1. Tiyofen Polimerleri ile Kaplanmis Altin Elektrot Yiizeyine Lipaz Enzimi
Tutturulmasi ve Gluteraldehit ile Capraz Baglama Yapilmasi

660C CHI Potansiyostat cihaz1 ile altin elektrot ylizeyine
Elektropolimerizasyon yontemiyle tiyofen momomerleri tiyofen polimerleri olarak
oturtulduktan sonra 1 gilin boyunca kurumaya birakilmistir. Tam kuruma islemi
gerceklesen elektrot ylizeyine Lipaz enzimi (Sigma, Lipase Ec 3.1.2.3, Type VII)
yiizeyi tamamen kaplayacak miktarda damlatilmistir. Enzimin tiyofen polimer
yiizeyinde tam tutunmasinin saglanmasi i¢in 1 giin kurumaya birakilmistir. Kuruma
islemi gerceklestikten sonra Tiyofen polimerleri iizerine tutturulan Lipaz (Sekil
4.4) enzimiyle ¢apraz baglanma yapacak olan gluteraldehit kimyasali Capraz
baglama yaparak immobilizasyon islemi yapilabilmesi i¢in damlatilmistir.
Gluteraldehitin ylizeyde tam kurumasi icin 1 giin beklenildikten sonra elektrot
calisma elektrodu olarak kullanima hazir hale getirilmistir (Sekil 4.5). Her asamaya
ait SEM goriintiilerinde Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 da verildigi gibi homojenizasyon

goriilmektedir.

Sekil 4.. Elektropohmerlze t1yofen + 1paz En21m1 SEM goruntusu (SOOOX
¢Oziinlirlik).
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s 9/17/2021 [y, | HPw re . mag [ )
o | 3:22:20 PM | 20.00 kV | 41.4 pm | 1.94e-3 Pa | 10 000 x | 9.0 mm

Sekil 4.5.Elektropolimerize tiyofen + Lipaz Enzimi+Gluteraldehit SEM goriintiisii
(10.000x ¢oziintirliik).

4.2 Lipaz enziminin kontrollii numunelerde tayini

Burada Sivi g¢amasir deterjaninda kullanilan Lipaz enziminin farkli
konsantrasyonlarda Ddngiisel Voltametri yontemiyle Voltomogramlar1 elde
edilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.6-4.11).

Yontemde Trigliseriti ¢6zmek i¢in kontrollii olarak hazirlanan numuneler
kullanilmis olup deneyde trigliserit ve sivi camasir deterjam1 1:1 oraninda

kullanilmustir.
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L

1

== OO0 0 OOQOO i )

oNoOxahivONROANONRA®D

2

0.4

0.6 0.8
E (V vs. Ag/AgCl)

1.0

1.2

1.4

%1,0 Lipaz enzimi iceren Sivi Deterjanin Ddnglisel Voltametri

Voltamogrami (I-E).



4. BULGULAR VE TARTISMA

Fatih ERDEM

I(1e-6A)

Sekil 4.8.
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Sekil 4.9.
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%1,5 Lipaz enzimi iceren Sivi Deterjanin Ddngiisel Voltametri

voltamogrami (I-E).
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Sekil 4.10. %2,5 Lipaz enzimi igeren Sivi Deterjanin Dongiisel Voltametri
voltamogrami (I-E).
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Sekil 4.11. Farkli Lipaz enzimi derisimlerine sahip Sivi Deterjanlarin
cakistirilmis voltamogrami (I-E).
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Dongiisel Voltametri yontemiyle alinan voltommogramlarda pik akim
sonugclari ile kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.12). Grafikte enzimin miktari ile
akimin  dogrusal baglantis1 oldugu goriilmektedir. Bu dogrusallik R* den
goriilmektedir. Sonug olarak bu metot kullanilarak igerigi bilinmeyen numunelerde

Lipaz enzim varlig1 ve miktar1 tayini yapilabilir.

Deterjandaki Lipaz Miktari
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Sekil 4.12.  Farkli Lipaz enzimi derisimlerine sahip sivi deterjanlarin kalibrasyon
egrisi (I-% derigim).

4.3. Elektropolimerize edikasrsitimis Tiyofenin Karakterizasyonu

Karakterizasyon islemleri igin Gaussian 09W ve ara ylizey i¢in Gauss
View 6 ile yogunluk fonksiyonel metodu DFT/ B3LYP ve 3-21G temel seti
kullanilmistir. Diffizyon ve orbital girisimleri ihmal edilmistir

C-NMR grafigi yorumlamasinda Tiyofen polimerinde bulunan 2 cesit
karbon piki incelenir. Bu karbonlardan biri Tiyofen halkasinda bulunan C-C bagh
karbon olup digeri ise C-S bagl karbonlardir. Her iki bag yapnus karbonlar SP*
hibritlesmesi yapmis olup ikiside 100-150 ppm de pik vermektedir. Grafige
bakildiginda C-C bag yapan karbonlar 100 ppm civarinda pik vermis olup C-S
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bag1 yapan karbonlar 89 ppm de pik vermistir. Bu diisiis ise kiikiirtteki (S) serbest
elektronlarin etkisiyle oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13).

H-NMR da Vinil karbonlarina bagli hidrojenler 4,5-6,5 ppm de pik
vermektedir. Grafige bakildiginda 6,2 ppm de tiyofen polimeri halkasindaki Vinil
Karbonlarina bagli hidrojenler pik vermistir (Sekil 4.14).

C-NMR ve H-NMR dogrulamalar1 grafiklerde verilmektedir.

SCF GIAO Method
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Sekil 4.13. Tiyofen Polimerinin >C NMR spekturumu.

SCF GIAO Method
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Sekil 4.14. Tiyofen Polimerinin 'H NMR spekturumu.
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Tiyofen polimerinde FT-IR spektrumu incelendiginde; 1033-1058 cm™ piki
C—H sayfa yoniindeki bagi titresimini, 1440-1490 cm™ piki tiyofen halkasinin
esnemesini, 1630 cm'piki tiyofen polimerindeki C=C ¢ift bagim gostermektedir
(Sekil 4.15).

Tiyofen polimerinde Raman spektrumu incelendiginde; 1100-1200 cm™
piki C—H biikiilmesini, 1600-1700 cm™ piki tiyofen halkasmin C=C ¢ift bagim
gostermektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Tiyofen Polimerinin FT-IR spekturumu.
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Sekil 4.16. Tiyofen Polimerinin Raman spektroskopisi.
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Sekil 4.17. Tiyofen Polimerinin Sterik Optimizasyonu.

Sterik optimizasyonda Tiyofen molekiiliiniin en uygun uzaysal dizilimi
hesaplanmistir. Burada olas1 sterik etkiler ihmal edilmis olup en uygun

konfigiirasyon Sekil 4.17° de konfigiire edilmistir.

Sekil 4.18. Tiyofen Polimerinin MEP (Molecular Electrostatic Potential) Haritast.
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Sekil 4.19. Tiyofen Polimerinin Counter diagrami.

Molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP); haritalar1 molekiillerin yapisini
belirmede ¢ok kullanigh tic boyutlu diyagramlardir. Molekiiler yiikler ve bu
yiiklerin dagilimin1 goriiniir hale getirilmesini ve gorsellestirilmesini saglamakta,
molekiiliin boyutu ile seklini anlamamizda yardimeci olmaktadir. Ayrica organik
kimyada karmagik molekiillerin davranisini ve molekiiliin ¢evre kimyasini tahmin
etmede biiyiik rol oynamaktadir. MEP haritasi olusturmak i¢in baz1 verilere ihtiyag
duyulmaktadir bu ihtiyaglar yapiy1 anlamak i¢in molekiillerin ¢ekirdekten belirli
bir uzakliktaki elektrostatik potansiyel enerjiyi hesaplamakla baslayip belirli
konumlardaki yiiklerin, c¢ekirdeklerin ve elektronlarin giicliniin 6Sl¢iilmesiyle
sonlanir. Tim bu veri setleri Schrodinger denkleminden tiiretilen elektron
yogunlugu modeliyle korele edilerek bilgisayar programi araciligiyyla MEP
haritalart olusturulur. Bu MEP haritalarinda verileri anlamlandirmak ve anlagilar
hale getirebilmek i¢in diisiik potansiyel enerjiler i¢in kirmizi renkler yiiksek
potansiyel enerjiler i¢cin mavi renkler kullanilir, bdylece renklendirme ile elektron
yogunlugu kodlanmis olur. Molekiillerdeki elektron yogunlugu bolgesi; bir

molekiildeki elektron yogunlugunun verebilecegi yaklasik en fazla mesafeyi

59



4. BULGULAR VE TARTISMA Fatih ERDEM

gosteren yiizeydir (Bu yiizeylere Van Der Waals yiizeyleride denilmektedir). Bir
molekiilin MEP haritastyla molekiildeki niikleofilik ve elektrofilik reaksiyonlarin
gerceklesebilecegi bolgelerin belirlenmesinde ve molekiil i¢lerinde olugan hidrojen
bagi/baglarinin olusumu hakkinda ¢ogu bilgiyi saglamaktadir.

Bu haritalarda kirmizi ile gosterilen bolgeler molekiile ait dis elektronlari
siddetle iten elektronca yiiksek, diisiik potansiyel enerji ve elektronegatif
potansiyellerin oldugu bélgelerdir. Mavi ile gosterilen bolgeler ise elektronca fakir
olan bolgelerdir.

Bu calismada tiyofene ait MEP haritasi ¢ikarilmig olup mavi bolgelerde
elektron yogunlugu gozlenmemis olup bu bolgeler hidrojen atomlarimi
gostermektedir. Tiyofen polimerinde bulunan ve tekrarl sirayla dizilen Kiikiirt (S)
molekiilleri sar1 bolgelerde konuslanmis olup elektron ¢iftlerinden dolay:
elektronegatiflik gdsteren alan olarak tanimlanmistir. Molekiil 360 derece kendi
ekseni etrafinda dondiirildiigiinde iistte ve altta bulunan kiikiirt elektron
ciftlerinden dolayi sar1 bolgeler goriilebilmektedir. Kirmizi bolgelerin olmamasinin

nedeni ise molekiilde asir1 elektronegatif alanlarin olugsmamasi kaynaklidir.

Sekil 4.20. Tiyofen Polimerinin Muliken yiik dagilim.
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Polimerize edilmis tiyofenin Mulliken yiik dagilimlarina bakildiginda S-C
bagindaki kiikiirtiin atomik yiikii 0,685 coulomb, S-C ve C-C bagindaki karbonun
atomik yiikii — 0,422 coulomb, halka i¢indeki C-C bagindaki karbonun atomik
yiikii -0,192 coulomb, C-H bagindaki hidrojenin atomik yiikii 0,271 coulomb
olarak bulunmustur. Bu sekle bakarak Elektropolimerize edilmis tiyofenin en
optimize yiik dagilimlari ve polimerizasyondan sonraki atom yiikleri tespit

edilmistir
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Altmn elektrot ylizeyinde; tiyofen, lipaz enzimi ve gluteraldehit kullanilarak

enzim immbolizasyonu yapilmis olup deterjanlarin igerisindeki lipaz enziminin,
trigiliserit konsantrasyon degisiminin dl¢iilmesi esasina gore, varligi ve miktarsal
tayini yapilmistir.
Kontrollii olarak iiretilen sivi ¢amasir deterjanlarinda lipaz enzimi varligr ve
miktart belirlenmis, olusturulan biyosensoriin tim asamalarindaki ylizey
morfolojileri taramali elektron mikroskobisiyle incelenmistir. Yapilan bu
caligmalar sonucunda;

1. Altin elektrot yiizeyinde kiikiirt iceren tiyofen polimerlerlerinin ¢ok iyi
baglandigi, yiizeyden ayrilmadigi goriilmiistiir. Bu baglanma kontrolii ¢alismalar
10 sweep(dongii) den baslayip 80 dongiiye kadar incelenmis en uygun yapinin 80
dongii de oldugu tespit edilmistir. 60 dongiinden sonra altin elektrot ylizeyinde
tiyofen polimerleri gozle goriiliir ve homojen yapi almis olup 80 dongiiye kadar
devam ettirilen baglamada en uygun tiyofen polimer konsantrasyonu yakalanmistir.
80 dongliden sonra elektrot yiizeyinde saglam baglanma miktarinin azaldigi,
yiizeyden ayrilmalarin oldugu goriilmiistiir.

2. Lipaz enziminin kontrolli numuneler artan konsantrasyon
voltmogramlarindan  kalibrasyon egrisi ¢izilerek miktarmin hesaplanmasi
yapilmustir.

3. Taramal1 elektron mikroskopisi goriintiileri incelendiginde Tiyofen
polimerlerinin altin elektrot ylizeyinde baglanma yaptigi gozlenmistir. Bu
calismada altin elektrot ve tiyofen uyumu incelenmis yiizey morfolojik
goriintiilerle uyum tespit edilmistir.

4. Lipaz enzim aktivitesinin en iyi 7,4 pH ve 25 °C sicaklikta optimal
sonuclar verdigi goriilmiis olup ¢alisma bu degerlerde yapilmistir. Calismanin diger
sicakliklarda ve farklt pH larda incelenmesi farkli optimal sartlarin olabilme

durumunun belirlenmesine katki saglayacagin ortaya koymustur.
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5. Bu galismada kullanilan PBS ¢ozeltisi icerisine eklenen potasyum ferro
siyaniir ilavesinin elektron aligverisini hesaplanabilir oranda arttirdig1 gozlenmistir.
Potasyum ferro siyaniiriin zararlari go6zoniinde bulunduruldugunda elektron
aligverisinin kolaylastirilmas1 i¢in farkli kimyasallar kullanarak daha fazla
calismanin sonuglarinin goézlenmesi gerekmektedir. Yapilacak caligmalar yesil
kimya ve siirdiiriilebilirlik i¢in 6nem arzetmekte olup yeni ¢aligmalara 151k tumasi
acisindan onemlidir.

6. Biyosensorlerin ucuzluk prensibine gore; altinin pahali olmasi farkl
metaller ve elektropolimerizasyona uygun monomerlerin tespiti icin farkl
calismalarin yapilmasinin gerekliligini ortaya koymustur.

7. Deterjan sektoriinde {riin ambalajlarinda yer alan {irlin igerik
bilgisindeki enzim varligi ve miktarsal tayini icin ¢calisma 6nemli olup R* degerinin
0,9681 olarak hesaplanmasi caligmanin  deterjan  sektoriinde  gilivenle
kullanabilecegini ortaya koymustur. Bu konu firmalarin tirettigi tiriinlerinin analiz
edilebilir parametrelerinin arttirilmasi i¢in dnemli olup proses kontrolii ve rakip
iriin analizleri gibi verilerin ortaya konulabilmesi i¢in 6nemlidir.

8. Bu ¢alismada; R* degerinin 1’¢ yaklastirilmasi igin calisma kimyasal
hiicrelerde girisim yapan kimyasallarin, yapilarin ve durumlarin degerlendirilmesi
icin farkli yontemler belirlenmesi gerekliligi ortaya konulmustur. Bu durum
deterjan sektoriindeki ARGE c¢aligmalarindan biri olan formiil c¢atilarinin
gelistirilmesi i¢in dnem arzetmektedir.

9. Bu calismada olusturulan biyosensor i¢in en uygun ¢apraz baglayicinin
gluteraldehit oldugu tespit edilmis olup calismanin farkli gapraz baglayicilarla

denenmesi ¢aligmalarinin oniinii agmaktadir.
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