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OZET

Iletken bir polimer olan poli[4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benzenamin]
(poli(SNS-NH»)) ve yeni esnek hidrofilik bir polimer olan
poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen (PPA) kullanilarak yeni bir
amperometrik glukoz biyosensdrii basarili bir sekilde hazirlanmistir. iletken bir
matris elde ederek doniistiiriicii yilizeyindeki enzimin tutuklanmasini iyilestirmek
amaciyla, poli(SNS-NH;) elektrokimyasal polimerizasyon yontemiyle grafit bir
elektrot ylizeyinde polimerlestirilmistir. Ayrica enzim tutuklamasini daha da
giiclendirmek i¢in fonksiyonel aldehit grubu tasiyan bir polifosfazen tiirevi
sentezlenmis ve glukoz oksidazin tutuklanmasinda kullanilmistir. Sadece poli(SNS-
NH;,)’deki amino gruplart degil PPA’daki aldehit gruplar1 da tutuklama islemi
esnasinda hem biyomolekiiliin PPA ag1 igerisinde hapsedilmesine hem de kovalent
bag ile enzimin tutuklanmasina katkida bulunmustur. Bu sayede glukozun etkili ve
uzun Omirlii analizi saglanmistir. Amperometrik Ol¢iimler, pH 4.5°de 50 mM
sodyum asetat tamponu icinde Ag/AgCl" referansina gore -0,7V’da
gergeklestirilmigtir. Ky™ (0.677 mM), Inax (20.91 pA) ve LOD (1.3 uM) olarak
belirlenmigtir. Ayrica, bu amag¢ ic¢in sentezlenmis, oldukca esnek hidrofilik

polifosfazen tutuklama matrisi sayesinde biyosensér, (237,1 pA mM"' cm™

son
derece yliksek hassasiyet gostermistir. Son olarak, hazirlanan biyosensor ¢ok sayida

icecek orneginde glukoz igeriginin belirlenmesinde basarili bir sekilde uygulanmaistir.

Bilim Kodu: polifosfazen, iletken polimer, glukoz biyosensor, kovalent bag,

immobilizasyon
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ABSTRACT

An amperometric glucose biosensor was prepared successfully based on a
conducting polymer; poly[4-(2,5-di(thiophen-2-yl)-1H-pyrrol-1-yl)benzenamine]
(poly(SNS-NH;)) and a new flexible hydrophilic polyphosphazene polymer,
poly[(methoxyethoxy)ethoxy-co-3-formylphenoxy]phosphazene (PPA). Poly(SNS-
NH2) was electrochemically polymerized on a graphite electrode to achieve a
conducting immobilization matrix to improve the enzyme immobilization on the
transducer surface. Moreover, to enhance the immobilization, a polyphosphazene
derivate bearing functional aldehyde group was designed, synthesized and used in
the immobilization of glucose oxidase. Not only the amino groups in the structure of
poly(SNS-NH2), but also the aldehyde groups in PPA were contributed to the
covalent immobilization as well as the entrapping the biomolecules in PPA network
during the immobilization process. This afforded an effective and long-life analysis
to glucose. Amperometric measurements were conducted at -0.7 V vs. Ag/AgCl in
50 mM sodium acetate buffer at pH 4.5. Ky™ (0.677 mM), Inax (20.91 pA) and
LOD (1.3 uM) values were determined. Moreover, biosensor showed an extremely
high sensitivity as 237.1 pA mM™' cm™ owing to the newly synthesized and
combined highly flexible hydrophilic polyphosphazene immobilization matrix.
Finally, the proposed biosensor was successfully applied for determination of

glucose content in several beverages.
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1. GIRIS

Polimer kimyast ve teknolojisi, molekiill ve malzeme biliminin temel
arastirma alanlarindan birini olusturmaktadir. Bu alan elektronik teknolojisinden
tibba, film, fiber, elastomer ve diger yapt malzemelerine kadar yasamin her alaninda

etkisini hissettirmektedir.

Giliniimiizde kullanilan sentetik plastiklerin ve elastomerlerin hemen hemen
hepsi organik polimerlerdir. Ana zincirlerinde karbon atomu bulunduran bu
polimerlerin ana kaynagi petrol olmakla birlikte, az miktarda bitkilerden,
hayvanlardan ve mikroorganizmalardan da elde edilmektedir. Bu polimerler, liretim
kapasiteleri yliksek, islenmeleri kolay, maliyetleri diisiik, sert ve hafif malzemelerdir.
Ancak oksijen ve azot ortaminda bozulmalari, organik ¢oziiciilere ve sicakliga olan
duyarhliklari, bu malzemelerin kullanimi sirasinda problemlere neden olmaktadir.
Organik polimerlerin sahip oldugu bu dezavantajlar ve petrole bagli olmaksizin

liretim arayiglari ““ anorganik polimerleri” giindeme getirmektedir.

Anorganik polimerlerin gelistirilmesinde ilk olarak; bor, silisyum, azot,
kiikiirt, fosfor, kalay, oksijen, antimon, arsenik, selenyum ve telliir gibi ana grup
elementleri kullanilmigtir. Sentezlenen ilk anorganik polimer polisiilfiir olup, ticari
acidan bir 6nemi bulunmamaktadir. Ana zincirinde silisyum ve oksijen atomlari
iceren polisiloksan iiretilen ilk ticari oneme sahip anorganik polimerdir. Ana zinciri
azot ve fosfor atomlarindan olusan polifosfazenler ise yan gruplarinin, basit sentez
teknikleri kullanilarak ¢ok genis bir yelpazede ¢esitlendirilmesiyle; elastikiyet, 1s1l
kararlilik, reaktif kimyasallara ve ¢oOziiclilere karst direng gibi Ozellikler
kazanabilmektedir. Bu nedenle polifosfazenler ¢ok farkli uygulamalar i¢in polimer

kimyasinda 6zel bir yere sahiptirler.'?

Bugiine kadar 700’den fazla fosfazen polimer ve kopolimer c¢esidi
bulunmaktadir. Bu sayede, kimyasallara, yanmaya, radyasyona, 1siya, indirgen ve
yiikseltgenlere  kars1  dayanakli  vb. c¢esitli  polimerler tasarlanmis ve

sentezlenmislerdir.Polifosfazen  polimerlerin  biyomalzemeler, 1s18a  duyarh



substratlar  (fotokromikler, fotoresistorler, fotostabilizorler, fotoinhibitorler),
membranlar, sivi kristaller, lineer olmayan optik maddeler, yanmaz fiberler, filmler,
hibrid malzemeler, katalizorler, yiiksek performansli elastomerler, lityum-iyon ve
proton-ileten membranlar (bataryalar ve yakit hiicreleri), elektronik malzemelerde
biyosensor ve organometalik kimyada reaktif olarak kullanimi gibi bir¢ok uygulama

alanlar1 vardir.”?

Bu c¢alismada yasayan katyonik polimerlesme yontemini kullanarak enzim
tutuklamasinda platform olarak kullanilmasina yonelik amaciyla yeni bir
polifosfazenin sentezi hedeflenmistir. Sentezlenen polimerin sulu ortamda enzimin
aktivitesini kisitlamasi amaciyla adina ana zincirinde suyu seven yan gruplar
barindiran ve enzim ile kovalent olarak etkileserek tutuklama isleminin daha iyi
gerceklesebilmesini  saglayan aldehit gruplari da igeren yeni bir polifosfazen
tasarlanmistir. Bu amagla poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen

(PPA) polimeri sentezlenmis ve biyosensor hazirlanmasinda kullanilmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. POLIMERLERIN TANIMI

Polimerler, ¢ok yiiksek molekiil agirligina sahip maddelerdir. Birbiri ile
kovalent baglarla bagli ¢esitli yap1 birimlerinden olusurlar. Polimerde tekrar eden bu

birimlere ‘mer’ ‘segment’ gibi isimler verilir.

Polimerler, monomer olarak adlandirilan maddelerin uygun sartlarda
birbirleriyle reaksiyonu sonucu olusurlar. Bu reaksiyonlara polimerlesme

reaksiyonlar1 denir.
2.2. POLIFOSFAZENLER

Fosfazenler, yapilarinda tekrarlayan —P=N- birimleri igeren, her bir fosfor
atomunda iki yan grubun, (R) bagli bulundugu diisiik molekiil kiitleli oligomerlerden
yiiksek molekiil kiitleli polimerlere kadar bir¢cok bilesigi kapsayan diiz zincirli ve

halkal bilesiklerdir.’

Ana zincir yapisit inorganik olan polifosfazenlerin; yan gruplari organik,
organometalik veya inorganik {initeler olabilir. Organik yan grup igeren bu
polifosfazenler inorganik-organik makromolekiiller olarak bilinen polimer sinifinin
bir boliimiidiir *. Polifosfazenler ya bir polimerin ana zincir yapisinda ya da yan

gruplarinda Sekil 2.1°de goriilen iskelet yapisina sahip makromolekiillerdir.

R
N=P
R n
Sekil 2.1. Polifosfazenlerin genel yapisi

2.2.1. Polifosfazenlerin Tarihsel Gelisimi

Sentezlenen ilk fosfazen bilesigi, amonyumkloriir ve fosforpentakloriir

arasindaki reaksiyon sonucunda, 1834 yilinda Liebg’ ve Rose® tarafindan elde edilen



hekzaklorosiklotrifosfazendir. Ancak, kristallendirdikleri ve organik ¢d6ziiciilerde
¢Oziinen bu bilesigin yapisini tam olarak aciklayamamislardir. 19. yiizyilin sonlarina
dogru Gerhardt’, Laurent®, Gladstone’ ve Wichelhaus'® yaptiklari galismalar
sonucunda trimeri (NPCly); izole ederek yapisini agiklamig ve mol Kkiitlesini
bulmuslardir. Stokes,'' 1895-1898 yillari arasinda yaptig1 calismalarda, (N=PCl,); ve
(N=PCl,)s (Sekil 2.2) siklik yapilarin1 6nermis ve ayrica (NPCl,), yapisindaki bu
bilesiklerden n=4, 5, 6 ve 7 bilesiklerini ayirmstir.

cl

Cl. ¢l i i
-4 Cl—P=N-P-Cl

“ N

PCls+NH; —=CIs L 1 _Cl * N N
ClI” N ~ci CI=P-N=P-Cl

cl

(a) (b)

Sekil 2.2. (a) (N=PCl,); trimeri ve (b) (N=PCl,)4 tetramerinin yapilari.

Bu tiirlerin polimerik formu ilk kez Stokes tarafindan hazirlanmistir. 1897
yilinda Stokes hekzaklorosiklotrifosfazen bilesiginin 1sitildiginda ¢oziinmeyen,
hidrolitik olarak kararsiz ve “inorganik kaucuk™ olarak isimlendirilen elastomerik
polimerlere doniistiiglinii bulmustur 1d Ayni zamanda elde ettigi bu inorganik
kaugugu tekrar 1sittiginda trimer veya tetramere doniistiigiinii (depolimerizasyon)
gosterebilmistir. Capraz bag iceren bu polimer daha sonraki reaksiyonlarda
kullanilamamustir. Hidrolitik olarak karasiz olan ve ¢oziiclilerde sisen fakat
¢Oziinmeyen ¢apraz bagli bu materyallerin gelistirilmesi; ¢6zlinebilen ve ¢apraz baglh

olmayan formlarmnin sentezine kadar beklemek zorunda kalmustir.'?

Meyer, Lotmar ve Pankow'> 1936 yilinda X-1sinlar1 difraksiyonu deneyleri ile
bu materyalin Sekil 2.3’deki tekrar eden tiniteleri igeren dogrusal polimerik zincirler
oldugunu onerdiler. Fakat bu polimerlerin bilinen c¢oziiciilerde ¢oziinmemesi ve

atmosferdeki hidrolitik karasizlig1 bu materyallere olan ilgiyi azaltmistir.

Allcock, 1960’11 yillarin ortalarinda yaptiklar1 caligmalarla su sonuglara

ulasmuslardir.'



i) Inorganik elastomerin hidrolitik kararsizlig1 fosfor-klor baglarmmn yiiksek
reaktivitesini gosterir. Bu reaktiviteden, yararlanilarak klor atomlariyla organik
gruplar yer degistirebilir ve bodylece hidrolitik kararli tiirevleri elde edilebilir.
Ornegin suya kars: tepkisiz organometalik bilesikler ile klor atomlar1 yer degistirirse
polimer hidrolize dayanikli ya da istemsiz hale getirilebilir. Bu sekilde halojenik
polimere istenen Ozellikler yer degistirme reaksiyonu ile verilebilir ve organik
polimerler gibi genis bir alanda kullanim1 saglanabilir. Fakat bu malzemelerin genel

coziiciilerde ¢oziinmemesi nedeniyle yer degistirme tamamlanamamustir.

i1) Coziinmeme ve sisme ¢apraz bagli polimerlerin bir 6zelligidir. Bu ylizden
capraz bagli olmayan polimerlerin hazirlanmasina ihtiyag vardir. Sicaklik ve
zamanin kontrolii, halkali trimerin yliksek saflig1 ve polimer doniisiimiiniin yaklasik
% 70’¢ ulagsmadan reaksiyonun sonlandirilmasiyla benzen, toluen veya
tetrahidrafuran gibi organik c¢oziiclilerde c¢o6ziinebilen yiliksek molekil kiitleli
dogrusal polimerler elde edilmistir. Fakat bu polimerlerin daha ytiksek sicakliklara

1s1tilmasi ¢apraz bagl tiirevlerin olusumuna neden olabilmektedir (Sekil 2.3).

Cl,

P\
Cl< N 'I CI {‘ %
P n

cl” N \
n=15.000

baT
n
Sekil 2.3. Halkali trimerin polimerlesmesi ve ¢apraz baglanisi

ii1) Capraz bagli olmayan poli(dikloro fosfazen) uygun bir c¢oziiclide
¢oziindiigiinde, iyi bir makromolekiiler reaktif olarak davranmaktadir. Alkol veya
fenollerin sodyum tuzlar1 gibi organik niikleofiller ile veya primer ve sekonder
aminlerle muamele edilerek, klor atomlarmin tamami polimer zinciri boyunca

organik birimlerle yer degistirebilmektedir.



iv) Farkli yan gruplarin varligi ile tiiretilmis polimerler ise hidrolitik kararlilik
ve bircok kullanigh 6zellikler saglar. Bu polimerlerin 1sitma ve yiiksek enerjili
isinlara karst kararli oldugu bulunmustur. Capraz bagli olmayan poli(dikloro
fosfazen)’in sentezi polifosfazen kimyasinin gelismesindeki en 6nemli ilk gelismedir.
Fosfor-klor baglarmin organik polimerlerdeki karbon hidrojen veya karbon klor
baglarina gore niikleofilik ataklar i¢in daha reaktif olmasi bu polimerlerin 6nemini

arttirmistir.

2.2.2. Dogrusal Poli(Organo Fosfazen)’lerin Elde Edilis Yontemleri

Dogrusal poli(organo fosfazen)’ler farkli yontemlerle sentezlenebilir. Bunlar:
(1) (NPClp)s’lin halka acilma polimerlesmesi ve makromolekiiler yerdegistirme
yontemi, (ii) Organometalik veya organo grubu bulunduran siklofosfazatrienin halka
acilma polimerlesmesi, (iii)) Kondenzasyon reaksiyonlar1 ile poli(organo
fosfazenler)’in sentezi, (iv) Organosiibstitiie N-sililfosforaniminin (Me;SiN=PR,Cl)
organoslibstitiie polimerler vermek iizere kondenzasyon polimerizasyonu, (v) R,PN3
gibi organofosforazidlerin bozunma reaksiyonlari, (vi) Polifosfazen zincirlerinde var

olan organik yan gruplar {izerinden yiiriitiilen ikincil reaksiyonlar.

Bu sekilde, farkli yontemlerle dogrusal poli(dikloro fosfazen) veya dogrudan
poli(organo fosfazen) sentezi gergeklestirilmektedir. Poli(dikloro fosfazen),
yapisinda reaktif P-Cl baglar1 igermektedir ve kararsizdir. Bu nedenle uygun yan
grup(lar) kullanarak makromolekiiler yer degistirme yontemiyle hedeflenen polimer
yapisi elde edilmektedir. Dogrusal polifosfazenlerin sentezinde yukarida agiklanan
yontemlerden en yaygm kullanilanlar1 1s1l halka agilma polimerlesmesi ve

kondenzasyon polimerizasyonu yontemleridir ve asagida kisaca 6zetlenmislerdir.

2.2.2.1. Halka agilma polimerlesmesi

Hekzaklorosiklotrifosfazen endiistriyel 0Olcekte, fosfor pentakloriir ile
amonyum kloriirtin klorobenzen gibi organik bir ¢oziiclideki reaksiyonuyla elde

edilir. Bu bilesik dikkatlice saflastirilir. Atmosferik korozyondan iyice izole edilir ve
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eriyik fazda 210-250 °C araliginda polimerlesmeye birakilir. Polimerlesmenin



fosfordan klor atomunun ayrilmasi ve bunu takip eden katyonik zincir biiylimesi

seklinde gerceklestigi diisliniilmektedir (Sekil 2.4).

Cl C)
CI\ /CI \P® CI
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C'jP’N‘P/ ~,P1N Cl< /N\P/Ccl:l\ Cl
| | - h N T
cl NI\ _N CI! IFI’/Cl Cl”n I{l \N
\ Cl” °N” ~cClI )= /6
ClI" ¢l s\ P
Cl N y=p@ CI
Cl Cll N P\

Sekil 2.4. Trimerin 1s1l halka agilma reaksiyonu

Dolayisiyla burada iki nokta ¢ok énemlidir. Birincisi, polimerlesme isleminin
baslamasi ic¢in yapidan ayrilacak olan halojen atomlarinin halkada bulunmasi
gerekmektedir. Bu nedenle bir, iki veya ii¢ organik yan grup igeren halkali bilesikler
kolaylikla polimerlesebilirken, alt1 organik yan grubun bulundugu trimer
bilesiklerinin, halka gerginligi nedeniyle inorganik yapisi1 kararsiz hale gelmedikce
polimerlesemedikleri belirlenmistir. Halkadaki gerginlige karbon, siilfiir gibi
heteroelementlerin veya trans-anniiler organik veya organometalik yan gruplarin

yapida bulunmasi neden olmaktadir.'®

Bir¢ok spiro-siklotrifosfazen bilesiklerinin 1sitildiklarinda polimerlesmeye
kars1 direng gosterdikleri bilinmekle birlikte, eger halka acilmasi gergeklesirse,

¢apraz bag icermeyen polimerlerin olustugu saptanmustir.”
2.2.2.2. Kondenzasyon polimerizasyonu ile poli(dikloro fosfazen) sentezi

PCl;s ile amonyagin kondenzasyonu: Fosforpentakloriir ile amonyak (veya
amonyum kloriir) arasindaki reaksiyon basamakli bir bicimde ilerler ve hidrojen
klorlir'iin ortamdan uzaklastirilmasiyla monomer olusur. Dogrusal dimer, trimer,
tetramer olusarak reaksiyon ilerler (Sekil 2.5). Dimer olusumundan sonra
reaksiyonun herhangi bir basamaginda halkali klorofosfazen vermek {iizere

halkalagsma reaksiyonu meydana gelebilir. Pratikte belirli bir zincir uzunlugundan
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sonra zincirlerin daha fazla biiylimesi daha diisiik bir ihtimaldir. Bu islem nispeten
daha  diisik  molekiiler  agirlikli  poli(diklorofosfazen) eldesi  i¢in
kullanilabilmektedir.'”

NH; veya
©  NH,CI
PC%*-PCM+PC@———+-CbP =NH
-HCI' monomer
-PCls
® O
PCI4PClg

® © NH
|clp=N-PCl;] | PCly | ——= ClaP=N-PCL=NH
dimer

® ©
PCI,PClg

® S NHs
ClP=N-PCL=N-PCls|  [PCls | —» ClP=N-PCl,=N —PCl,=NH

/ .
P trimer

polimer

Sekil 2.5. Poli(dikloro fosfazen) olusum basamaklari

OCLPN=PCI;’iin kondenzasyonu: De Jacger ve arkadaslari OCI,PN=PCl;
monomerinin polimerlesmesi iizerine kapsamli g¢alismalar yl'iriitml'is‘a'jr.l’17 Farkli
yontemlerle hazirladiklart monomerden 240-290 °C arasinda ve atmosferik basingta
fosforilkloriir, (POCIl;), ayrilmasi ile poli(diklorofosfazen) hazirlamislardir (Sekil
2.6).

NH,CI
(NH4)2SO4 ¢ cl
PC|5 > O P N PC|3 —»P
-HCI CI
-HCI
PCls
NH,CI

Sekil 2.6. OC1,PN=PClI; sentezi ve kondenzasyon polimerlesmesi



N-Sililfosforanimin’in (Me3;SiN=PCl3) monomerinin yasayan katyonik
polimerizasyonu: Poli(dikloro fosfazen) sentezlemek iizere, Allcock ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen en yeni kondenzasyon reaksiyonu; N-Sililfosforanimin
monomerinin oda sicakliginda, baslatici olarak ¢ok az miktarda lewis asitlerinin
kullamldigr kiitle (bulk) veya ¢ozelti polimerlesmesidir.'® Bu monomer Sekil 2.7°de
gosterilen Ui farkli  yontemle  sentezlenebilmektedir. Bu  monomerin
polimerlestirilmesiyle elde edilen baslangi¢c polimerinin heterojenlik indisinin kii¢iik
olmas1 ve baglatic1 oran1 ile molekiil kiitlesinin ayarlanabilmesi nedeniyle, aragtirma
amagli birgok ¢alisma grubu tarafindan kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da

polifosfazenlerin sentezleri i¢in bu yontem kullanilacaktir.

25 Cl
PCls -78 N:Fq
cin

N(SiMe3)3 > C|3P:NSiMe3 >

~Me;SiCl
%
LiN(SiMes), — Pcl, SO2Cl

Cl

Sekil 2.7. N-Sililfosforanimin (Me;SiN=PCl;) monomerinin sentezi ve
polimerizasyonu

2.2.3. Makromolekiiler yer degistirme reaksiyonlart:

Polidiklorofosfazen benzen, toluen ya da THF gibi aprotik bir ¢oziicl
icerisinde, niikleofiller ile hizla reaksiyona girebilmektedir. Biitiin halojen
atomlarinin organik gruplarla yer degistirmesi gerekmektedir. Ciinkii yapida kalan
klor veya flor atomlar1 polimerin kararsiz olmasina neden olmaktadir. Eger klor
gruplart1 ile yer degistirecek grup trifloroetoksit, n-propiloksit veya
metoksietoksietanol’lin sodyum tuzu gibi kiiclik yapilar ise her bir zincir boyunca
biitlin halojen atomlarinin bu gruplar ile tamamen yer degistirmesi miimkiindiir.
Fakat gelen niikleofil dietilamin, sodyum-2-feniloksit gibi biiyiik gruplar ise sterik

engellilikten dolay1r biitiin halojen atomlarinin bu niikleofiller ile tamamen yer



degistiremedikleri bulunmustur. Bu gruplar genellikle bir halojen atomunun yerine
gecebilir, diger halojen atomlar1 kiicliik ve daha reaktif olan alkoksit veya amin

gruplart ile yer degistirirler ve sonugta karisik siibstitlientli polimerler elde edilir

(Sekil 2.8).

CI\ cl

/
~ ~

CI\E E/cn
CI” "N~ ~CI

Me3S|N:PC|3

Sekil 2.8. Tek ve karisik siibstitiientli polifosfazenler.

Poliflorofosfazenler, organometalik bilesikler veya Grignard reaktifleri gibi
giicli niikleofiller ile fosfor atomu {izerinden yer degistirme reaksiyonlari
verebilirler. Ornegin poli[bis(fenil) fosfazen] sentezlenirken, poli(dikloro fosfazen)
kullanildiginda organometalik bilesikler, baslangi¢ polimeri ana zincirindeki fosfor
azot (P=N) baglarinin kirilmasina sebep olur. Bu da polimerlesme derecesini
diistiriir. Bu nedenle poli(dikloro fosfazen) kullanilabilmesine ragmen bu reaksiyon
icin daha c¢ok poli(difloro fosfazen) tercih edilmektedir. Flor atomlarinin
elektronegatifligi fazla oldugu icin fosfora bagli azot atomlarindaki elektronlari
kendisine ¢ekerek olusan elektron boslugunu giderir. Fosfor ile azot arasindaki bag
kuvvetlenir. Dolayisiyla organometalik bilesik bagi kiramaz ve polimerlesme

derecesi yiiksek olan polimerler elde edilir."
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2.4. ILETKEN POLIMERLERIN SENTEZI

Elektrik, elektronik, manyetik ve optik karakterleriyle metal ozellikleri
gbsteren organik malzemeler “Iletken Polimer” olarak adlandirilir. “Sentetik
Metaller” olarak da bilinen iletken polimerler konjiige yapiya sahiptirler. Bu sayede
zincir lizerindeki elektron fazlaligi veya eksikligi kiigiik bir gerilimle tiim zincir
boyunca hareket ederek polimere iletkenlik 6zelligini kazandirir. Iletken polimerleri
metallerden ayiran en 6nemli 6zellik ise bu tiir malzemelerin iletkenlik degerine
miidahale edilebilmesidir. iletkenlik degeri istenilen degerde tutulabilir ya da

uygulanan gerilim degistirilerek yeni bir iletkenlik degeri elde edilebilir.”

Iletken polimerler konusundaki ilk ¢alismalar anilinin yiikseltgenmesi ile
baslamis ve sentezlenen polianilin i¢in ilk defa "anilin siyahi" terimi kullanilmistir.*!
Birka¢ yil sonra, aromatik aminlerin kimyasal yiikseltgenmesi ile polimerler

sentezlenmistir.

Daha sonraki yillarda siilfirik asit (HSO4) ¢6zeltisinde anilin elektrokimyasal
olarak yiikseltgenerek platin elektrot iizerinde koyu kahverengi bir polianilin elde

edilmistir.”?

Shirakawa, 1974’te Ziegler-Natta katalizorii kullanarak glimiis renginde
ancak yeterince iletken olmayan poliasetilen film sentezlemistir. 1977 yilinda yine
Shirakawa, poliasetilen filmlerin iyot, flor veya klor buharlarina tutularak
yiikseltgendiginde, iletkenligini 10 kat arttirarak 10° S/cm diizeyine c¢iktigini
gozlemisler ve boylece bu yiiksek iletkenlik sayesinde “Plastik Elektronik™ devrini
baslatmis ve “Iletken Polimer” terimi ortaya atilmistir. Elde edilen iletkenlik degeri,

giimiig bakir gibi metallerin iletkenligi olan 10° S/cm diizeyine yakindir.”

Poliasetilen yiiksek iletkenlik degerine sahip olmasina karsin oksijen
ortaminda cabuk bozuldugundan, ¢alismalar farkli iletken polimerlerin sentezine
kaymis ve bu calismalarda 6zellikle polipirol, politiyofen, polianilin ve benzeri
polimerler sentezlenmistir. Ornegin politiyofen her ne kadar iletkenlik degeri olarak

poliasetilenin iletkenlik degerine ulasamamis olsa da hava ortaminda oldukca
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dayanikli ve kararli bir davramig goOstermektedir. Ancak sentezlenen bu tiir
malzemelerin ¢oziinmemeleri ve bundan dolay1 da endiistride kullanim alanlarinin
sinirli olmasi biiyiik bir dezavantajdir. Bu nedenle 6zellikle giiniimiizdeki ¢alismalar
kararli, iletken ve ¢Oziinlir polimerler sentezi {izerinde yogunlasmlstlr.20 Iletken
polimerler kimyasal veya elektrokimyasal yontemlerle sentezlenebilirler. Kimyasal
yontemde tetikleyici madde monomerin bir zincir halkasi gibi acilip bir sonraki
halkaya kapanmasini saglar. Elektrokimyasal yontemde ise bu tetikleyici maddenin

yerini bir potansiyel veya akim degeri alir
2.4.1. Kimyasal Polimerlesme

Kimyasal polimerlesme yontemi monomerin uygun bir ¢oziicii ve katalizor
kullanilarak ytiikseltegenip indirgenmesiyle olusan anyon yada katyonlarin u¢ uca
eklenmesi esasina dayanir. Cok fazla miktarda polimerin iiretilmesi amaclaniyorsa
kimyasal polimerlesmenin kullanilmasi avantajlidir. Kimyasal polimerizasyonun en
onemli dezavantaji ortamdan dolayr meydana gelen kirlilik nedeniyle, polimerin

sliziilmesi, yikanmasi ve kurutulmasi islemlerinin zorlugudur.
2.4.2 Elektrokimyasal Polimerlesme

Elektrokimyasal yontem, iletken polimer sentezinde sik¢a kullanilan eski bir
yontemdir giiniimiizde de degisik tekniklerle uygulanmaktadir. Bu metotta, monomer
uygun bir ¢oziicli veya destek elektrolitle beraber polimerlesme hiicresine konularak
yapilan elektroliz sonucunda, elektrot ylizeyinde veya c¢ozeltide polimer elde

edilebilmektedir.?’

Elektrokimyasal polimerlesmenin diger yontemlere gore bircok avantaji
vardir: Bu avantajlar soyle siralanabilir: (i) Reaksiyonlar oda sicakliginda
gergeklestirilir, (i1) filmin kalinlig1 gerilim ve akimin zamanla degisimi ile kontrol
edilebilir ve (iii) polimer filmleri dogrudan dogruya elektrot yiizeyinde elde
edilebilir. Boylece elde edilen polimerin ayristirilmast gibi  bir islem
gerekmemektedir, (iv) homojen filmler olusturmak miimkiindiir, (v) istenen iyonla

polimerin katkilanmasi aymi anda gergeklesir, (vi) kopolimer elde edilmesi
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miimkiindiir. (vii) herhangi bir ¢6ziiciide ¢oziinmeyen iletken polimerlerin, elektrot
ylizeyinde film olusumu sirasinda spektroskopik yontemlerle karakterize edilebilmesi

. e ge 20
mumkindiir.

Cok sayida potansiyel uygulama bigimleri vardir. Iletken polimerin
sentezinde, ortamda bulunan maddelerin ¢alisma elektrotuna uygulanan potansiyelde
elektroaktif olmamasi gerekir. Bu kosullar saglandiginda polimerlesme dogrudan
monomerin anot ya da katotta verecegi tepkimeler tizerinden kontrollii bir sekilde

baslar.**

Sabit akim metodunda ise iki elektrotlu hiicre kullanilir ve elektroliz boyunca
akim sabit tutulur. Yalnizca anot ve katot arasina dogrudan akim uygulanir. Metot,
uygulamada basit olmasina ragmen, bazi1 dezavantajlara sahiptir. Potansiyel kontrolii
olmadigindan ortamda monomer disinda bulunan ¢oziicii ve elektrolit gibi
maddelerin yiikseltgenmesi sonucu istenmeyen iirlinler olusabilmektedir. Ayrica
ortamda olusan {iriiniin daha ileri ylkseltgenmesi veya indirgenmesi de

. v e 24
mumkindiir.

Bir¢cok konjiige polimer elektrokimyasal olarak sentezlenebilir. Uygun bir
¢oziicii elektrolit ortaminda monomer optimum bir gerilimde yiikseltgenerek anot

{izerinde elektropolimerizasyon ile polimer filmi biriktirilebilir (Sekil 2.9).%°
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7\ +\ —»—»—» polimer + pH*

Sekil 2.9. Tiyofenin elektrokimyasal olarak polimerlesmesine ait reaksiyon
mekanizmasi

2.5. BIYOSENSOR UYGULAMALARI

2.5.1. Biyosensorlere Genel Bakis

Genel anlamda biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, miihendislik
gibi pek c¢ok bilim alanimin bilgi birikiminden yararlanilarak ve biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin se¢imlilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin
islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak
tanimlanabilirler. 1960’1 yillardan sonra hizla gelisen biyosensor teknikleri farkli

biyomateryaller de kullanilmasiyla ¢ok sistemli hale gelmistir.

2.5.2. Biyosensorler ve Bilesenleri

Biyosensorler biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal ozellikteki iki
ceviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal kisminin gorevi analiz edilecek maddeyi
tanimaktir elektrokimyasal kisminin gorevi ise bu tanima islemine uygun bir sinyal

vererek sonucu dlgiilebilir degerlendirilebilir bir hale getirmektir (Sekil 2.10)
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Sekil 2.10. Biyosensoriin genel sematik gosterimi

2.5.3. Biyoajanlar

Biyoajan bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
olan kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve seciciliginde etkilidir. Bu reseptorler tek
bir substrati baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak o6zellikte olmalidir;
temel olarak biyoajanlar biyokatalitik ve biyoaffinite olmak ilizere 2 grup altinda

incelenirler.”
2.5.4. Sinyal ileticiler (Transduserler)

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi1 belirlenebilir sinyale
doniistiirebilen sistemlere transduser denir. Bir substrat i¢in komponentin aktivitesi
O, tiiketimiyle, H>O, olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans,
absorbsiyon, pH degisimiyle, kondiiktivite, sicaklik ya da kiitledeki degisimle

izlenebilmektedir.?

Transduserler temelde dort grup altinda toplanirlar; elektrokimyasal
transduserler (amperometrik, potansiyometrik veya kondiiktometrik), optik

. 2
transduserler, akustik transduserler ve termal transduserler.?’

Bu tez ¢alismasinda amperometrik esasli bir biyosensor kullanilmastir.
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2.5.5. Biyoaktif Tabakanin Elektrot Yiizeyine Immobilizasyonu

Genel olarak biyoajanlar uygun bir sekilde immobilizasyonla transdusere
baglanir. immobilizasyon metodu immobilize edilecek biyoajanin yapisina gére
belirlenir. Kullanilan transdiiksiyon elementi ve analitin fiziksel durumu da secilecek
immobilizasyon metodu ic¢in Onemli faktorlerdir. Genel olarak 4 yaygin

immobilizasyon metodu kullanilmaktadir. Bunlar asagida agiklanmistir.

1-Adsorbsiyon: Hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri, van der Walls baglari
ve elektron tranzisyon kompleksleri olusumu sayesinde baglanma gergeklesir.
Kararlilig1 az oldugundan biyosensorlerde pek tercih edilmeyen bir immobilizasyon

metodudur.

2-Tutuklama: Biyomolekiilii igeren ¢ozelti icinde polimerik jel hazirlandigi
zaman jelin donmasiyla biyomolekiil jel matriks icinde tutuklanmis olur.
Poliakrilamid, nisasta, naylon ve siliastik jel biyomolekiillerin tutuklanmasi i¢in

biyosensorlerde kullanilabilir.

Bu tez caligmasinda yukarida bahsedilen polifosfazen tutuklama igin

kullanilmistir.

3-Capraz baglama: Glutaraldehit, hekzametilen di-izosiyanat, 1,5-difloro,
2,4 nitrobenzen ve bis-diazobenzidin-2,2-disiilfonik asit gibi bifonksiyonel ve
multifonksiyonel reaktiflerin kullanilmasiyla biyomolekiillerin intermolekiiler ¢capraz
baglanmasi saglanir. Bu reaktifler, kat1 desteklere biyomolekiilleri baglayabilirler. Bu

nedenle de biyosensorlerde sik kullanilan immobilizasyon yontemlerinden biridir.

4-Kovalent baglama: Enzimde katalitik aktivite i¢in gerekli olmayan
fonksiyonel gruplarin baglanmasi yoluyla gergeklestirilir. Genellikle proteinlerin
aminoasit yan zincirlerinde bulunan amino, karboksil, imidazol, tiyol, hidroksil gibi

niikleofilik fonksiyonel gruplarla kovalent baglama yapilir.*®
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2.5.6.Enzim Biyosensorleri

Enzimler kimyasal tepkimelere katildiklarinda bir¢ok Olgiilebilir reaksiyon
iiriinii meydana getirdiklerinden, (proton, elektron, 151tk ve 1s1 gibi) biyoreseptor
olarak kullanilan popiiler biyomolekiillerdir.*’ Biyosensér hazirlamada enzimleri
kullanmak spesifiklik bakimindan avantajli ancak saf enzimin pahali olusu da

dezavantajhdir.

Bilinen enzimlerin yanm1 sira bilinmeyenlerin potansiyel varlii, piyasada
ylizlerce ticari enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu saymin her gecen giin
yiikselmesi enzim sensorlerinin tartigilmaz istiinliigiiniin devam edeceginin bir

gostergesidir.*
2.5.6.1.Enzimler

Enzimler, organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak,
tepkimeyi hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Baska bir deyisle, enerji acisindan
normal kosullarda hi¢ ger¢ceklesemeyecek ya da c¢ok yavas gerceklesebilecek
kimyasal tepkimelere katilarak, kendileri bir degisiklige ugramadan, bu tepkimelerin
cok hizli bir sekilde gergeklesmesini saglarlar. Kuramsal olarak bir enzim belli bir
tepkimeye girip bir degisiklige ugramadan ¢iktig1 i¢in, siirekli olarak ayni tiirden
tepkimelere katilabilmelidir. Ancak gercekte durum boyle degildir, ¢linkii enzimlerin

C . 31
de bir 6mru vardir.

Enzimlerin en o6nemli Ozelliklerinden birincisi, katalizledikleri reaksiyon
tiplerine ve tiriine dontistlirdiikleri substratlara kars1 son derece spesifik olmalaridir.
Bundan dolay1 enzimler hiicre iginde reaksiyonlarin hatasiz ve higbir yan {iiriin
olusturmadan vyiiriimelerini  saglarlar. ikincisi ise laboratuvar sartlarinda
gerceklesmesi cok zaman alan ve birgok basamaga ihtiya¢ duyan, bazen de yiiksek
sicaklik, yiiksek basing, asir1 bazik ve asidik ortam gerektiren reaksiyonlarin,
enzimler sayesinde hiicre ici sartlarda ¢ok kisa bir zamanda meydana gelmesini

saglayan katalizleme giicleridir.**
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Insanlar gercekte binlerce yil oncesinden bu yana enzimlerden
yararlanmislardir. Ornegin; alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi islemler
ilk biyoteknolojik caligmalar olarak tanimlanabilir. Buna karsilik enzimler hakkinda
bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak gectigimiz ylizyilda goriilmeye
baslanmigtir. 1783 yilinda Spallanzani’nin atmaca mide suyunun eti ¢dzebilecegini
bulmasi, 1811 yilinda Kirrchoff’un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve diger
bilesiklerine doniistiigiinii belirlemesi enzimoloji konusundaki ilk ¢aligmalar olarak

gosterilebilir. >

Enzimlerin Yapisi: Enzimler protein yapili maddelerdir ve her enzimde
proteini olusturan aminoasitlerin sayisi, dizilisi ve molekiillerin konformasyonu

belirli bir diizen i¢indedir.

Enzimlerde 1siya dayaniksiz protein kisma ‘apoenzim’ adi verilir. Enzim bu
durumda inaktif haldedir. Baz1 enzimler yalnizca protein yapisiyla aktivite saglarken,
bazi enzimlerin aktif hale gegebilmeleri i¢in protein yapida olmayan bir aktivatore
ithtiyac1 vardir. Apoenzimi aktive eden ve protein yapida olmayan bu yapilara
‘prostetik grup’ denir. Prostetik grup bir metal iyonu ise ‘kofaktdr’ , 1siya dayanikli
organik bir bilesik ise ‘koenzim’ olarak adlandirilir. Olusan apoenzim-kofaktor
biitlinline ‘haloenzim’ denir. Apoenzim, enzimin hangi substrata etki edecegini
belirler. Kofaktdor ve koenzim ise enzimi aktive eder. Bu prostetik gruplarin
gerekliligi, enzimin verimliligi ve siirekli proseslerde kullanimi i¢in oldukca
onemlidir. ~ Klinik  vakalarin  biiyiilk  bir  kismi  enzimlerin  islevini
gerceklestirememesinden veya koenzimlerin yetersiz ya da islevsiz olusundan
kaynaklanmaktadir. Ornek olarak A vitamini gérme tepkimelerini katalizleyen
enzimin pargast oldugundan, yoklugunda ya da eksikliginde gece korligli ortaya

cikar.*

1959 yilinda Koshland, indiiklenmis uyum modeliyle anahtar-kilit teorisine
katkida bulunmustur. Bu teori, enzimin aktif alaninin sert, kat1 (rigid) bir yapida
oldugunu reddeder. Enzim, substrata baglandiginda bir uyum elde etmek icin bazi
yapisal degisiklikler gosterir. Buda enzimin aktif alaninin esnek bir yapida oldugunu

kanitlar.>*
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Giliniimiizde enzimler, “International Union of Biochemists (IUB)” tarafindan
alt1 ana fonksiyonel sinifa ayrilmistir. Bu smiflandirmaya gore enzimler, sirasiyla
tepkime tiirii, spesifik tepkime, substrat veya substratlari niteleyen dort basamakli bir

. 33
numara ile tanimlanir.””?*

| |
o+
= = -
Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Urtin
kompleksi

+

Sekil 2.11. Enzim substrat kompleksi

Enzimlerin Katalitik Ozellikleri: Enzimler, inorganik katalizdrlerle
karsilastirildiklarinda, enzim molekiiliiniin belirli bir bélgesinde belirli aminoasitlerin
olusturdugu bir kisim bulunur. Enzimin katalitik aktiviteden sorumlu olan bu kismina

‘aktif bolge’ denir.***

Enzimler, hiicrede bulunan substrati degisiklige ugratarak iiriine
doniistiirtirler.  Dolayisiyla ~ ortamda  substrat  konsantrasyonu  azalmasi
konsantrasyonunun artmasi enzimin aktivitesini gosterir. Enzimlerin katalitik
aktiviteleri, katalizledikleri tepkimenin hiz1 saptanarak belirlenir ve enzim aktivitesi
enzim birimi olarak ifade edilir. Enzim birimi International Unit (IU) olarak
bilinmektedir ve standart kosullarda 1 dakikada 1 pmol substratin iiriine donlismesi

icin gerekli olan enzim miktaridr.”

Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler: Enzimle katalize edilen bir
tepkimede rol oynayan baglica faktorler; (i) enzim konsantrasyonu, (ii) substrat
konsantrasyonu, (iii) sicaklik, (iv) pH,(v) inhibitdr etkisi ve (vi) reaksiyon {iriinii

seklinde siralanir.

Enzim Konsantrasyonu: Ortamda yeteri kadar substrat varsa enzimatik

reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonuyla dogrusal olarak artar.
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Substrat Konsantrasyonu: Belirli bir miktarda enzim bulunduran reaksiyonun

hizi, substrat konsantrasyonuna bagli olarak artar. Enzim reaksiyonu bu durumda
birinci dereceden bir kinetik gosterir. Baslangicta bu artis dogrusal olarak devam
ederken, bir siire sonra substrat konsantrasyonu ne kadar artirilirsa artirilsin enzim
aktivitesinde bir degisiklik gozlenmez. Bdyle bir durumda enzim substrata karsi
doymus demektir. Bu durumda ise enzim reaksiyonu sifirinci dereceden bir kinetik
gosterir. Bu noktada enzim tepkime hizi, maksimum hiza (Vmax) ulasmistir (Sekil
2.12). Enzim molekiillerinin yaris1 enzim-substrat kompleksi halinde iken yani yaris1
calisitken gozlenen tepkime hizi, maksimum tepkime hizinin yarisidir. Bu
maksimum hizin yarisin1 veren substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten sabiti
(Km) denir. Bir enzimin Ky degeri, enzimin substrata olan afinitesini

(ilgisini)gosterir. Enzimin substrata olan ilgisi yiiksekse Km degeri kiigiiktiir **°

Tepkime Hizi

[S]
Sekil 2.12. Substrat konsantrasyonunun tepkime hizina etkisi.

Sicaklik: Birgok kimyasal reaksiyona benzer sekilde, enzim-kataliz
reaksiyonlarinin hizi da sicaklikla birlikte artar. Sicakligin her 10 °C artmasina
karsilik enzim reaksiyonu bir kat daha hizlanir. Ancak, belli bir sicaklik degerine
ulagildiginda enzim molekiilleri yapisal bazi degisikliklere ugrar ve reaksiyon ya
yavaglar ya da tamamen durur. Hayvansal kaynakli enzimler genel olarak 40-50 °C
arasinda optimum sicakliga, enzimin en iyi calistig1 sicaklifa, erisirken, bitkisel
kaynakli enzimler 50-60 °C’de optimum sicaklia erigir. Bu sicakliklarin {istiinde
enzim aktivitesi azalma gosterir. Bu durumun sebebi, enzimin protein yapisinin 1stya

bagl olarak denatiire olmasidir.>*"<3¢
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pH: Enzimlerin katalitik olaylar1 pH’ya bagimlidir. Enzimler protein yapili
maddeler olduklarindan amin ve karboksil gruplari ortamin pH derecesine gore az
veya ¢cok miktarda iyonlasirlar. Meydana gelen bu iyonlagmalar enzimin sekonder
(ikincil) ve tersiyer (li¢iinciil) yapilarinin kararliligini etkiler. Dolayisiyla enzimin
aktif bolgesinde bir degisim meydana gelir. Bunun sebebi, enzimlerin yalnizca belirli
pH araliginda aktivite gostermeleridir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya
o enzimin optimum pH’s1 denir (Sekil 2.13). Optimum pH’nin her iki tarafinda da
enzim reaksiyonu yavaslamaktadir. Bu sebeple enzim ¢alismalarinda pH’y1
optimumda tutmak i¢in tamponlar kullanilmaktadir. Birgok enzim ¢an egrisi seklinde
bir pH-aktivite grafigi verir. Grafikte negatif ve pozitif yiikler arasinda aktivitenin
maksimum oldugu deger optimum pH’y1 verir. Enzimin optimum pH’ sinin tahmini
icin, enzimin aktif bolgesinin karakteristigi bilinmelidir. Fakat bu olduk¢a zordur. Bu

yiizden optimum pH genellikle deneysel olarak belirlenir.>**¢%7

pH azahs pH artisa

COOH coo~ coo
L — y —>
NH, NH, NH

Aktivite
\\\
/

pH
Sekil 2.13. pH’nin enzim aktivitesine etkisi.

Inhibitor Etkisi: Tepkime ortaminda bulunduklarinda, enzimatik tepkimenin

hizin1 yavaslatan maddelere ‘inhibitér’ denir. Inhibitorler tersinir ve tersinmez olarak
ikiye ayrilir. Tersinmez inhibitorler, enzim molekiiliiniin konformasyonunu
degistirerek veya enzimin aktif bolgesine dogrudan baglanarak, aktif bolgeyi
tamamen bozarlar. Bu maddeler enzimin etkinligini tiimiiyle yok ederler. Tersinir
inhibitorler ise, enzimle ara bilesik olustururlar ve Michaelis-Menten sabitini ya da

maksimum tepkime hizini azaltic1 etki yaparlar.®®
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Reaksiyon Uriinii: Uriin konsantrasyonunun giderek artmasi, belirli

konsantrasyon degerlerinden sonra geriye doniik bir kontrol mekanizmasiyla

reaksiyonun durdurulmasina neden oldugundan tepkime hizin1 diisiiriicii islev goriir.

Glukoz Oksidaz Enziminin Ozellikleri Ve Glukoz Tayininin Onemi: Glukoz
oksidaz, molekiiler kiitlesi ve kaynagina baglh olarak 120 kDa ile 290 kDa arasinda
cesitlilik gosteren, dimerik veya tetramerik bir proteindir. Kaynagina ve tiiriine bagh
olarak enzim molekiilii %10-24 araliginda degisim gosteren karbonhidrat bilesimine
sahiptir. Karbonhidrat birimlerinin yaklasik %80’ini mannoz birimi olusturur.
Mannoz Asparagin ( Asn ), Treonin ( Thr ) ve Serin ( Ser ) artiklar1 izerinden N ve O

atomlarina baghidir.*’

Glukoz oksidaz (GOx) enziminin aktivitesi ilk defa 1904 de Maksimow
tarafindan Aspergillus niger’de saptanmustir. Enzimin oksidatif etkisi oldugunu
belirleyen Miiller (1928), saflastirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, biinyesindeki
prostetik gruptan (flavin adenin dintikleotid, FAD) kaynaklandigini 6ne siirmiistiir.
Keilin ve Hartree (1948) oksidasyonun FAD tarafindan gerceklestirildigini; enzimin
aciga cikardigi H,O, ile antimikrobiyal aktivite gosterip antibiyotik olarak

davrandigim belirlemislerdir.*’

GOx’nin glukozu glukonik aside oksitledigi reaksiyon Sekil 2.14’de
goriilmektedir. Reaksiyon flavoenzimin Once indirgendigi ve sonra da
yiikseltgenmesinin meydana geldigi iki basamak iizerinden yiiriir. Indirgenme yari
basamaginda glukoz 2 proton ve elektronu enzime aktarip glukonolaktona doniisiir.
Yiikseltgenme yar1 basamaginda ise enzim molekiiler oksijen ile yiikseltgenir ve

hidrojen peroksit olusur.*'

22



CH,OH CH,OH
0 0
+ GOx —_— > (@) + GOXH2
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Glukonik asit

D-Glukono-1,5-lakton

Sekil 2.14. Glukoz oksidazin katalizledigi reaksiyon

Sekil 2.14°de verilen tepkime Glukoz oksidaz enziminin biinyesinde bulunan

FAD grubu iizerinden ylriimektedir. Sekil 2.15°de FAD molekiiliiniin kimyasal

yapis1 verilmistir.

a 0
N CH
N 2
Zt[ I
(@) N N CH
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Sekil 2.15. Glukoz oksidaz enziminin yapisinda bulunan FAD grubu
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FAD’nin indirgenme 06zelligi riboflavin molekiiliinlin indirgenmesi esasina
dayanir. FAD elektron akseptorii olarak davranarak glukozu yiikseltger; ardindan
molekiiler oksijeni indirgeyerek hidrojen perokside doniistiiriir ve kendisi tekrar

oksitlenmis formuna doniisiir'"®

Glukoz oksidaz, glukoz tayininde analitik reaktif olarak, oOzellikle enzim
elektrot uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Basta viicut sivilarinda
olmak tizere, iceceklerde ve diger bazi gidasal tiriinlerde, glukoz tayini glukoz enzim

elektrotlar1 kullanilarak yapilmaktadir '*.
2.7. POLIFOSFAZENLERIN BIYOSENSOR OLARAK KULLANIMI

Inorganik ana zincire sahip polimerler, iistiin 6zelliklerinden 6tiirii gectigimiz
yillarda biiytik ilgi toplamistir. Her bir yinelenen birime iki tane farkli yan grubun
takilabildigi polifosfazenler de, bu 6zelliklerinde dolayr diger inorganik polimerlere
gore Ozel bir yere sahiptirler. Yan gruplardaki bu esneklik, farkli fiziksel ve kimyasal

ozelliklere sahip polifosfazenlerin sentezine imkan saglamaktadir.'™

Polifosfazenlerin bu 6zelligi, sentezlenen farkli mimarideki bu malzemelerin
cok farkli uygulama alanlarinda kullanilmasina imkan saglamistir. Bunlardan bir
tanesi de biyomedikal uygulamalar olup konuyla ilgili ¢esitli derlemeler ulagsmak
miimkiindiir.** Fakat bu zamana kadar yapilan enzim immobilizasyonlari
calismalarinda, polifosfazen kullanilarak yapilan ¢alismalarinin sayist oldukca az

sayidadir ve asagida 6zetlenmistir:

Glukoz-6-Fosfat dehidrojenez ve tripsin enzimlerinin
poli(difenoksifosfazen) ile immobilizasyonu: Bu calismada glukoz-6-dehidrojenez
ve tripsin enzimlerinin aliimina yilizeyine ince bir film olarak kaplanmis
poli(difenoksi fosfazen)’de immobilizasyonu arastirilmistir. Bu baglamda ilk olarak
poli(diklorofosfazen) den baglanarak polidifenoksifosfazen sentezlenmistir.(Sekil

2.16).%
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Sekil 2.16. Poli(difenoksifosfazen) sentezi

Glutarik dialdehit esliginde, maksimum immobilizasyon orani glukoz-6-
fosfat icin %8-10 ve tripsin i¢in %50-60 bulunmustur. Her ikisi i¢in de enzim
aktivitelerinin bircok dongii sonrasinda korundugu bulunmustur. Bu enzimlerin,
polifosfazen kaplanmamis aliimina yiizeyinden kolayca yikanip atildigi da
belirlenmistir. Ayrica immobilizasyon sonucunda enzimlerin, ¢ozelti igerisinde
muhafaza edilen serbest enzimden ¢ok daha uzun bir siire saklanabilecegi de rapor

edilmistir

Biyolojik aktif maddelerin polifosfazen tasiyicilara imobilizasyonu:
Matsuki** tarafindan yapilmis bu patent ¢alismasinda, enzim, antibadi ve reaktif
olmayan hidrofilik gruplarin {izerinde uygun fonksiyonel gruplar barindiran
polifosfazenler ile baglanabilecegi ve bu polimerlerin potansiyel platform olarak
kullanilabilecegine dikkat ¢ekilmistir. Ornegin NaOCH,CH,NH, ile aktiflestirilmis
poli[bis(trifloroetoksi) fosfazen] [NP(OCH,CF;)] vylizeyinde immobilizasyon

sonucunda yiiksek invertaz aktivitesi elde edilmistir.

Ure aminohidrolazin  poli[bis(metoksietoksi) fosfazen] jellerinde
tutuklanmasi: Bu calismada poli[bis(metoksietoksi) fosfazen] ve flire enzimi
pH=7"de sulu ¢ozeltide homojen olarak karistirilmig ve ¢oziiclii uzaklastirildiktan
sonra *Co y-1s1nlarina maruz birakilmistir. Bu sekilde {ire enzimi ¢apraz baglanmis
matris igerisinde hapsedilmistir. Daha sonra bu malzemeden alinan o6rnekler su
icerisinde sisirilip hidrojeller elde edilse de enzim aktivitelerinin birkag dongii

- . .4
sonrasinda azaldig1 rapor edilmistir.*
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Alkol dehidrojenaz ve lipaz enzimlerinin polifosfazen platformunda
immobilizasyonu: Uzerinde amin grubu barindiran polifosfazen
NP[O2C2H75(NH2)o5]n sentezlenmis ve alol dehidrojenaz ve lipaz enzimleri bu
platforma kovalent olarak baglanmis ve biyokatalizor O6zellikleri incelenmistir.
Hazirlanan sistemin hem sulu hem de organik c¢oziicii ortamlarinda kullanim
potansiyeli savunulmustur. Ozellikle alkol dehidrojenaz sisteminin sulu ¢dzeltilerde
keton ¢ozeltilerinin segici indirgenmelerinde kullanilan diger ticari katalizér kadar
etkili calistig1 ve ili¢ ay saklama sonrasinda bile ciddi bir aktivite kaybr olmadigi
rapor edilmistir. Ayrica bu sekilde hazirlanan lipaz enzim sisteminin organik
coOziiciilerde kinetik ¢Oziiniirliigiiniin serbest enzimden daha 1iyi oldugu da

belirtilsmistir.*®
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Baeyer-Villiger monooksijenaz enziminin polifosfazen platformunda
immobilizasyonu: Yine Cuetos tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Baeyer-
Villiger monooksijenaz enzimi yine yukaridaki sekilde verilen polifosfazene
kovalent olarak baglanarak biyokatalizér hazirlanmistir. Immobilizasyon sonucunda
bu sistemin servest monooksijenaz ile benzer segicilik gosterdigi bulunmus olsada

déngii kararliiginin gelistirilme gerekliligi vurgulanmustir.”’
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2.8. ARASTIRMA MOTIVASYONU

Bu arastirmada ilk defa iletken bir polimer ve suyu seven bir polifosfazen
esliginde glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Bugiine
kadar polifosfazenlerle ilgili yapilmis ve yukarida 6zetlenmis az sayidaki ¢alismada
iletken polimer kullanimma rastlanmamistir. Buna ek olarak kullanilan
polifosfazenler genelde aromatik ve suyu sevmeyen orneklerden se¢ilmistir. Su ile
etkilesen tek polifosfazen 6rneginde ise ¢alisilan enzim hazirlanan polifosfazen jel
icerisinde fiziksel olarak hapsedilmis ve dolayisiyla uzun vadeli bir enzim aktivitesi

elde edilememistir.*’

Bu c¢alismada, iletken polimer amperometrik dlgiimlerde elektron transferini
gelistirme gorevi olsa da lizerinde barindirdig1 amin gruplar ile de enzimin kovalent
olarak baglanmasini saglamaktadir. Buna ek olarak hem enzim ile kovalent bag
olusturabilecek hem de sulu ortamda sisip genisleyebilecek yeni bir polifosfazen
yapisi tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bu polimer mimarisindeki amag, enzimin hem
kovalent olarak immobilizasyonu hem de hedeflenen sistemin sulu ortamda siserek
fiziksel olarak enzimin serbest ortamina benzer bir ortamda daha serbest ¢alismasini
saglamak olmustur. Bu hedef dogrultusunda yapilan ¢aligsmalar ve sonuglar1 sonraki

boliimlerde detayli olarak verilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 KIMYASALLAR VE CIHAZLAR

Aspergillus niger’den elde eilen glukoz oksidaz (B-D-glukoz: oksijen 1-
oksidorediiktaz, EC 1.1.3.4, 17,300 birim/g), D-glukoz (% 99.5, Sigma-Aldrich),
asetonitril (ACN, % 99,8, Sigma-Aldrich), glutaraldehit (Sigma-Aldrich) ve
tetrabiitilamonyum heksaflorofosfat (TBAPFg, %99, Sigma-Aldrich) alindigi gibi
kullanildi.

Polifosfazen sentezinde biitiin reaksiyonlar kuru azot atmosferinde vakum
altinda Schlenkline teknigi ile gerceklestirildi. Tetrahidrofuran (THF,% 99,0,
Merck), toluen (% 99,8, Sigma-Aldrich) ve pentan (% 99,0, Merck), kullanimdan
once sodyum benzofenon ketil iizerinde damitilmistir. Sodyum hidrit (NaH, mineral
yag icinde % 60 dispersiyon Sigma-Aldrich), fazlasi petrol eteri (kaynama araligi 40-
60 °C, Merck), ile yikanmis, kurutulmus ve kuru argon gazi altinda Glove-box iginde
saklandi. Fosfor pentakloriir (PCls,% 99,0, Merck), siiblimlestirildi ve Glove-box da
sakland1. 3-Hidroksibenzaldehit (% 97, Sigma-Aldrich) argon gazi altinda Glove-
Box’da saklandi. Dietilen glikol metil eter (% 98,0, Merck), aktive edilmis molekiiler
elekler (4A tipi) i¢inde muhafaza edildi ve daha fazla aritilmadan kullanildi.

Amperometrik calismalar ve siklik voltametri 6lgiimleri i¢in, Palm Enstriiman

potansiyostat (PalmSens, Houten, Hollanda) kullanildu.

Tiim elektrokimyasal Ol¢iimlerde calisma elektrodu olarak grafit elektrot
(Ringsdorff Werke GmbH, Bonn, Almanya, tip RW001, 3,05 mm c¢apinda ve 13%
gozenekli), karsit elektrot olarak platin elektrot, referans elektrot olarak Ag / AgCl
elektrot (AgCl ile doymus 3 M KCl) (Metrohm, Isvigre) kullanildi. Amperometrik
analizlerde, Ol¢lim sonuglar1 {i¢ Ol¢limiin ortalamasi olarak verildi ve standart
sapmalar = SD olarak kaydedildi. Biitiin Olglimler oda kosullarinda (25°C)
gerceklestirildi. Yiizey goriintiileme caligmalar1 i¢in taramali elektron mikroskobu

(SEM), JEOL JSM-6400 modeli kullanildi.
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NMR spektrumlari, Bruker Spectrospin Avance DPX-400 spektrometre ve
Bruker Biospin Ultrashield TM 300 MHz spektrometre kullanilarak o6lciildii.
Spektrumlarda ¢oziicii olarak CDCl; ve standart referans olarak tetrametilsilan
(TMS) kullanildi. Polimerlerin molekiil agirliklar1 ve molekiiler agirlik dagilimlar
(GPC) jel gegirgenlik kromatografisi, Viscotek TDA Maks (Malvern Instruments) ile
tespit edildi kolon polistiren standartlar1 ile kalibre edildi. Akis hiz1 tetrahidrofuran
icinde 1 mL/dak idi. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ile polimerin camsi
gecis sicakligi (Tg) ve polimerin temel gegisleri belirlendi. DSC termogramlari, kuru
azot atmosferi altinda, -150 °C ve + 150 °C arasinda 10 K/dakikalik bir 1sitma
oraninda bir Perkin Elmer elmas, diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)
kullanilarak kaydedildi. Ikinci 1sitma calismast camsi gecis sicakligi (Tg)
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Polimer ve polimer elektrolit FT-IR spektrumlari,

Varian 1000 FTIR spektrometre ile 6l¢iilmiistiir.
3.2.SENTEZLENEN MALZEMELER

Bu c¢aligmada grafit elektroda glukoz oksidaz (GOx) enziminin
immobilizasyonu i¢in bir iletken polimer 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-
il)lbenzenamin (poli(SNS-NH2)) ve esnek hidrofilik polifosfazen polimer,
poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen (PPA) sentezlendi. (GOx)
kovalent baglama immobilizasyon teknigi ile polimer iceren transduser ylizeyine
tutuklandi. Amperometrik Olglimler sirasinda elektron transferini artirmak igin
iletken polimer poli(SNS-NH,) kullanildi; bunun yani sira polifosfazendeki aldehit
gruplarinin olmasiyla da biyosensoriin kararliligi ve duyarliligi desteklendi. Ayrica
suda ¢ozilinebilen PPA polimeri ile enzim molekiilleri arasinda daha iyi bir etkilesim
sagland1 bdylece kolay ve verimli bir immobilizasyon gerceklesti. Immobilizasyon
sirasinda enzim molekiilleri polifosfazen jeline hapsedildi polimer de bulunan aldehit
gruplari ile enzimde bulunan amin gruplar1 kovalent bag ile birbirine tutundu kararh
ve etkili bir immobilizasyon gerceklesti. Yapilan biyosensor optimize edildi ve
karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi. Onerilen biyosensdr glukoz miktar1 bilinen bazi

icecekler i¢in uygulandi referans degerlere yakin sonuglar bulundu.
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Sekil 3.1. Glukoz biyosensor hazirlanmasi

3.2.1.SNS-NH2 Monomerinin Sentezi

4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il (SNS-NH2) monomeri literatiire gore
sentezlenmistir.”® 1,4-di(2-tienil)-1,4-butandion ile baslanarak ve propiyonik asit
varliginda, benzen-1,4-diamin ile tepkime ger¢eklestirilmis, kolon kromatografisi ile

saflastirilmistir. Uriin, agik sar1 bir kat1 olarak elde edilmistir.
3.2.2. Trikloro(trimetilsilil)fosforimin (Monomer) Sentezi

Trikloro(trimetilsilil)fosforimin bir kapta ticari olarak temin edilebilen reaktif
maddeler kullanilarak sentezlendi. Lityum bis(trimetilsilil)amit, bir deney kabinda
tartildi ve daha sonra bir buz + tuz karisimi icine batirildi pentan ile ¢oziildii ve
sicaklik, sentezin sonuna kadar muhafaza edildi. Yeni damitilmis fosfor trikloriir
(PCl3) ¢ozeltiye damla damla eklendi. (Sekil 3.2). Elde edilen ¢ozeltiye siilfiiril
kloriir (SO,Cl,) de damla damla ilave edildi ve yarim saat karistirildi. Olusan tuzu

ortadan kaldirmak i¢in selit lizerinde siiziildii. Coziicii inert ortamda uzaklastirildi.

Pentan
-16 °C

PCl3 + Li—N(SiMes), Cl,P—N(SiMeg), + LIiCI(s)

Pentan
-16 °C

Cl,P—N(SiMe3), + SOLCl, » CI;P=NSiMe; + SO,(g)
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Sekil 3.2. Trikloro(trimetilsilil)fosforimin sentezi

3.2.3 Poli(dikloro fosfazen) Sentezi

Polimerizasyon Allcock ve calisma arkadaslari tarafindan detayli olarak
arastirilmistir. Polimerizasyona sicaklik, monomer konsantrasyonu, baslatict orani,
kullanilacak ¢ozelti gibi cesitli parametrelerin etkisini incelemisler. Bu ¢alismaya
gore PCls polimerizasyon baslaticist olarak se¢ilmis, monomer baslatict oran1 350:1
ve baslatict konsantrasyonu 0,027 mol/L’dir. Polimerizasyon toluen igerisinde

gerceklestirilmis poli(dikloro fosfazen) elde edilmistir.(Sekil 3.3).

cl Toluen cl
CI—P=NSiMe; + 2 PCl; ~——== CI—P=N-PCl3* PCls"
! -Me;SiCl '
Cl Cl
n C|3P:NSiMe3

-n Me3SiCl

(|3I
CI{IIDZN}PCI{' PClg
Cl /yn

Sekil 3.3. Oda sicakliginda yasayan katyonik polimerizasyon ile PCls
katalizorliigiinde poli(dikloro fosfazen) sentezi.

3.2.3. Poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen Sentezi

3-Hidroksi-benzaldehit (0,437 g, 3,59 mmol), 10 mL THF iginde ¢oziilmiis ve
NaH 5 mL THF icindeki bir siispansiyonu (0,086g, 3,59 mmol) buz banyosunda
yavag yavas 250 mL yuvarlak tabanl iic boyunlu siseye ilave edilmistir. Daha sonra
karigim, reaksiyonun tamamlandigindan emin olmak i¢in, oda sicakliginda yarim saat
sire ile karnstirlmistir. Bu ¢ozeltiye 40 mL THF icinde bulunan poli (dikloro
foshazene) (4,15 g, 35,85 mmol) ilave edilmis ve reaksiyon karisimi, 6 saat boyunca
reflux edilmis ve sonrasinda oda sicakligima kadar sogutulmustur. 65 ml THF
icindeki NaH(1.96 g, 81.7 mmol) dispersiyonu iizerine dietilen glikol metil eter (10,3
g, 88,5 mmol) buz banyosu esliginde yavas yavas eklenemis ve seffaf bir ¢ozelti elde

edene kadar (30 dakika) refluks edilerek sodyum tuzu hazirlanmistir. Bu ¢6zelti daha
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sonra yavas yavas reaksiyon karigimina ilave edilmis ve 18 saat daha refluksa devam
edilmistir. Elde edilen ¢ozelti iki giin suda iki giin 0.1 M NaOH ¢o6zeltisinde sonra
bir giin tekrar suda diyaliz islemine sokuldu. Cozelti filtre edildi ve ¢oziicii vakum
altinda uzaklastirildi. Elde edilen polimer THF icinde ¢o6ziildii petrol eter iginde
coktiriildii ve sabit bir agirlik elde edilene kadar, en az iki giin boyunca yiiksek

vakum altinda kurutuldu.

(Fl (PI
CI—P=N — \LFI’:N7L
Cl  Si(CH3); c "

(1) ()

A~_O o~ O/\/O\/\ o~

0]
fVI'D:N\ [FI’:NJf
| /Og \ | 0.1
0] Y 0] 0] y
~TNoTTNN

3)
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Sekil 3.4. Poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen’in sentezi

3.2.4. Poli(SNS-NH2)/PPA/GOx Biosensor hazirlanmasi

Iletken polimer, poli(SNS-NH2), elektrokimyasal polimerizasyon ydntemi ile
daha 6nce zimparalanmis ve temizlenmis grafit elektrotlar lizerinde sentezlenmistir.
Polimer dongiisel voltametre ile 0,1 M NaClO4/LiClIO4/ACN elektrolit/¢oziicii
icerisinde elektrot iizerine -0,5V ve +1.2V arasinda 40 dongl yaptirildi.
Polimerizasyondan sonra polimer kapli elektrot ylizeyi organik safsizliklardan
kurtulmak i¢in deiyonize su ile yikandi. Polimerizasyonun ilk 20 dongiisii Sekil

3.5’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. SNS-NH2’nin grafit {izerinde 100 mVs™"' tarama hizinda elektrot
ylizeyine 0,1 M NaClO4/LiCl104/ACN elektrolit-¢oziicli sisteminde
polimerlesmesinin dongiisel voltamogrami (20 dongi).

GOx’in immobilizasyonu i¢in, dnce PPA saf suda ¢oziinerek 91,5mg/mL
PPA ¢ozeltisi hazirlanmis, berrak bir ¢ozelti elde etmek i¢in 15 dakika ultrasonik
banyoda tutulmustur. PPA ¢ozeltisi 50 mM fosfat tamponu ile 1:1 oraninda
seyreltilmigtir. Bu ¢dzelti her bir immobilizasyondan once taze olarak hazirlanmistir.
GOx’1n immobilizasyonu i¢in 5,0 pL PPA ¢d6zeltisi GOx ¢ozeltisi (5,0 uL igerisinde
2,60 mg 45,0 U GOx, 50 mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7.0)) ile vial igerisinde
karigtirtlmis ve. 5.0 pL 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) i¢inde %1.0’lik
glutaraldehit c¢ozeltisi esliginde, poli(SNS-NH,) kapli grafit elektrot ylizeyine
immobilize edilmistir. Hazirlanan elektrot, ¢o6zilicliniin uzaklasmasi i¢in oda
sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Enzim elektrot, serbest enzim ve c¢apraz baglayici
ajandan kurtulmak i¢in saf su ile yikanmistir. Elektrotlar bir gece boyunca 4 °C’de
bir buzdolabinda muhafaza edilmistir. Cozeltiler, biyosensorlerin hazirlanmasinin

oncesinde taze hazirlanmistir.

33



3.2.5.Elektrokimyasal Olgiimler

Amperometrik Slgiimler, igerisinde 10 mL 50 mM sodyum asetat tamponu
bulunan bir hiicrede gergeklestirilmistir. Hazirlanan biyosensor hiicre igerisinde
hafifce karistirllmig ve dlgiimler sabit bir potansiyel altinda (-0.7 V’da Ag/AgCl’ye
kars1) yapilmistir. Akim denge durumuna ulastiginda substrat c¢ozeltisi (glukoz)
uygun miktarda hiicre igerisine yavasca enjekte edilmis ve akim degisimi takip
edilmistir. Bu reaksiyonda, p-D-glukoz asit ilk olarak glukonolaktona
yiikseltgenmekte ve sonrasinda glukonik asite hidroliz olmaktadir. Ayni zamanda,

oksijen, hidrojen peroksit olusturmak igin tiiketilir.*’
B-D-Glukoz + GOx(FAD) ———> B-D-Glukonolakton + Gox(FADH,)
GOx(FADH,) + O, — > GOx(FAD) + H,0,

Belirlenen potansiyelde, oksijen tiiketimi takip edilmis ve biyosensoriin
aktivitesini gosteren amperometrik dlgiimlerle iliskilendirilmistir. Hiicrede kullanilan
tampon ¢ozeltisi her dl¢glimden sonra yenilenmis ve biyosensor her dl¢limden sonra
saf su ile yikanmstir. Stok glukoz ¢dzeltisi tampon ¢6zlti igerisinde hazirlanmis ve

Olgiimden sonra karanlikta ve buzdolabinda saklanmustir.
3.2.6. Ornek Uygulama

Biyosensor cesitli igeceklerin glukoz miktarini test etmek i¢in kullanilmistir.
Kullanilan igeceklere herhangi bir 6n islem uygulanmamistir. Test esnasinda daha
once bahsettigimiz hiicre icerisine glukoz yerine 6l¢limii yapilacak igecekten enjekte
edilmis, sabit bir potansiyel uygulanarak grafikler takip edilmis ve sonuclar
kaydedilmistir. Glukoz i¢in bir kalibrasyon egrisi ¢izilerek glukoz miktarlar
hesaplanmistir. Aynm1 ornekler, glukoz Sl¢iimii i¢in ticari enzim kitleri (HUMAN
10260, Glucose Liquicolor, Wiesbaden, Germany) kullanarak da test edilmistir.
Enzim kiti GOx-PAP yontemine gore glukoz oksidaz, peroksidaz, fenol ve 4-
aminofenazon’u da igermektedir. Kolorimetrik test, glukozun glukoz oksidaz

esliginde enzimatik oksitlenmesine baglidir. Hidrojen peroksit (iirlin), peroksidaz
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esliginde fenol ve 4 aminofenazon ile tepkimeye girerek kinonimine renk indikatorii

sayesinde kirmizi-menekse renk vermektedir.”
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. POLIFOSFAZENIN(PPA) KARAKTERIZASYONU

Polimerin NMR, FT-IR, DSC ve de GPC ile incelenmistir. Hedeflenen
polimer yapisindaki oligoeter yan gruplar suda ¢oziiniirliigii garanti ederken, az
miktarda bulunan aldehit gruplari da enzim ile kimyasal etkilesimi saglanustir. 'H
NMR spektrumunda, beklendigi iizere baglica oligoeter yan grubun karakteristik
sinyalleri gozlenmis, 3-formilfenoksi yan grubunun sinyalleri olduk¢a zayif
goriinmektedir (Sekil 4.1). '"H NMR’da metil gruplarimin 3.28 ppm’de, aldehit
gruplarmin ise 9.9 ppm’de sinyal verdigi goriildi ve bu iki grup arasindaki

istatistiksel oran (metil/aldehit=30), NMR sinyallerinin integrasyonuyla belirlemistir.
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Sekil 4.1. Poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen’in CDCl;
icerisindeki 'H NMR spektrumu.

Proton NMR sinyalleri, sentezlenmis polifosfazen yapisi hakkinda fikir
veriyor olsa da 31P NMR sonuclar1 hedeflenen polimerin yapisi, yan gruplarin

baglanma diizeni ve daha da 6nemlisi makromolekiiler yerdegistirme tepkimelerinin
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tamamlanip tamamlanmadig1r konularinda ¢ok daha faydali bilgiler icermektedir
(Sekil 4.2). Oncelikle, baslangi¢ polimerine ait olan -18 ppm’deki sinyalin tamamen
kaybolmasi biitiin klor atomlarinin anazincirden ayrildigini gostermektedir. Buna
ilaveten beklendigi lizere yaklasik -2,82 ppm ve -7,71 ppm’de iki yeni fosfor sinyali
ortaya ¢ikmistir. Fosfor NMR’inda goriinen biiylik sinyal tamamen oligoeter yan
gruplart baglanmis fosfor atomlarina ait olup,” beklendigi iizere cok daha kiiciik
gorlinen -2,82 ppm’deki sinyal ise iki farkli yan grup igeren fosfor atomlarina
atanmigtir. Tekrarlanan birimlerin oran1 bu iki sinyalim integrasyon degerlerinden
yola ¢ikilarak 0,91/0,09 olarak hesaplanmis ve bu deger hedeflenen polimerin

istatistiksel olarak olmas1 gereken 0,90/0,10 oranina ¢ok yakin bulunmustur.
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Sekil 4.2. Poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen’in CDCl;
icerisindeki *'P NMR spektrumu.

Sentezlenen polifosfazenlerin say1 ve agirlik oratalama molekiil kiitleleri GPC
ile polistrene bagli olarak hesaplanmistir. Yasayan katyonik polimerizasyon
yontemiyle sentezlenen ve monomer:baglatict orani 350:1 olarak ayarlanan
polimerlesme sonrasinda polimer zincirlerinin dar bir dagilima sahip olmasi ve her

bir zincirin istatistiksel olarak (her iki baslatic1 ancak bir zincir olusturdugundan) 700
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yinelenen birim igermesi beklenmektedir. Bu varsayima gére mol kiitlesinin yaklasik
olarak 2x10° D olmasi beklense de GPC &l¢iimleri sonucu ¢ok daha yiiksek bir mol
kiitlesi tahmin edilmistir (6x10° D). Polifosfazenlerde, ger¢ek mol kiitlesi degerinin
istatistiksel orandan ¢ok daha yiiksek ¢iktig1 bilinmektedir. Bu durum ya
polimerlesme esnasinda baslaticinin belirli bir kisminin aktifligini yitirmesi (bu
durumda zincir basina baslatici oram1 diisece§inden mol kiitlesi artar) ya da
makromolekiiler yer degistirme tepkimeleri sirasinda genellikle su vb. reaktif
safsizliklardan dolay1 ziincirlerin ¢apraz baglanmasindan (ki bu durumda da hem mol
kiitlesi hem de heterojenlik indisi artar) kaynaklanabilmektedir. GPC ol¢timleri
sonucunda heteojenlik indisinin 1,06 gibi olduk¢a diisiik bir deger olarak
Olciilmesinden dolayi, yukaridaki aciklamalardan sadece birincisinin mevcut durum
icin gecerli olacag: diisiiniilebilir. Elde edilen polimerin, THF, dioksan ve kloroform

gibi genel organik ¢oziiciilerde ve suda tamamen ¢dziinmesi bu ongoriiyli ayrica

desteklemektedir.
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Sekil 4.3.  Poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi]  fosfazen’in
kizil6tesi spektrumu.
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Yapi, ayn1 zamanda kizilotesi spektrumla da dogrulanmustir (Sekil 4.3). 1231
cm ’deki sinyal, P=N gerilmesi yiiksek mol kiitleli polifosfazenin varligma isaret
etmektedir. 1200 cm™ ve 1046 cm™’de gériinen sinyallerde beklendigi iizere P-O-C
yapisina atanmistir. Oligoeter yan gruplarin varligi ise 1107 cm™*de goriinen giiglii
C-O-C gerilme sinyallerine atanmistir. 3-formil fenoksi yan grubu orani oldukca
diisiik oldugundan, aldehit gruplar i¢in 1700 cm™ civarinda beklenen sinyal, 1640
cm’ civarinda gelen genis oligoeter sinyalinin yaminda kiigiik de olsa kendini
gostermektedir.
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Sekil 4.4. Poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen’in DSC
termogrami

Polimerin termal ozellikleri ayrica DSC kullanilarak incelenmistir.
Beklendigi iizere, polimerin termograminda herhangi bir kristallenme
gozlenmemistir. Polimerin 7, degeri, -81,5 °C olarak belirlenmis ve bu deger sadece
oligoeter yan grup igeren polifosfazen tiirevinin literatiirde verilen 7, degerine ¢ok

yakin bir degerdir.*
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4.2. BIYOSENSORDE OPTIMIZASYON CALISMALARI

Bir biyosensor uzun vadede kullanima yonelik tasarlanmis olup gercek drnek
uygulamalar i¢in kararl ve tekrar iiretilebilir olmalidir. Béyle bir biyosensor elde
etmek icin biyosensoriin performansini etkileyen tiim kosullar (PPA miktari,
poli(SNS-NH,) filminin kalinligi, glutaraldehit mikatari, pH degeri) optimize
edilmelidir. Bu nedenle, biyosensor aktivitesini etkileyen biitiin parametreler

optimize edilmis ve dl¢limler esnasinda sabit tutulmustur.

Ozellikle enzim bazl1 biyosensorlerde, immobilizasyon matrisi yani enzimin
tutuklanacagi ajanin biyosensoriin kalitesi ve performansi agilarindan énemli bir yere
sahiptir. Iyi tasarlanmis bir matris onun hapsettigi enzimlerin ii¢ boyutlu yapisini
koruyarak biyosensériin raf omriinii uzatabilir. Iletken polimerler, enzimi canlh
tutabildikleri ve ayni zamanda transduser yiizeyinde sabitleyebildiklerinden bu

baglamda ideal adaylardir.”’

Bu calismada, kovalent baglanma ve hapsederek hareketsiz kilma teknikleri
bir arada kullanmilmistir. Bir destek malzemesinin enzimle ¢ok fazla kovalent bag
yapmasi, biyomolekiiliin dogal konformasyonunun tersizmez olarak degismesine
neden olabilmektedir. Bu nedenle, kovalent bag immobilizasyonunda enzimin
tutuklanacagr malzemeyi se¢mek nispeten zor olabilir. Membran benzeri
malzemeler, hem biyomolekiilleri elektrod yiizeyinde tutmali hem de substratin
kolay hareket ederek enzimin aktif bolgelerine ulasabilmesine imkan saglamalidir.
Her iki tekniginde artilar1 ve eksileri vardir. Ancak uygun bir sekilde kombinasyon
halinde bunlarin kullaniulmalarinin ayr1 ayri kullanildiklar1 yontemlere gore daha

verimli sonug iiretecegi diistiniilmiistiir.

Enzimin, amino fonksiyonel gruplar1 igeren poli(SNS-NH;,) iletken
polimerinin yiizeyine baglanmasi ve uygun yonlenmesini saglamak ig¢in, polimer
kalinligi optimize edilmistir. Bu olay, elektropolimerizasyon esnasinda
gerceklesmistir. Dongli sayisi, polimer yiizeyindeki yiik sayisini dolayisiyla polimer
filminin kalinligmi belirlemektedir. Optimun kalinligr belirlemek ig¢in, diger

parametreler sabit tutulurken, poli(SNS-NH,) grafit elektrot yiizeyine 25, 40, 55 ve
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70 dongli yaptirilarak polimerlestirilmistir (Sekil 4.5). Ayn1 miktarda glukoza karsi
biyosensordeki yanitlar1 kaydedilmis ve karsilastirilmistir. En yiiksek biyosensor
performansi, 40 dongiide elde edilen elektrotta saglanmistir. Bu durum, polimer
filminin kalinlagsmasindan dolay1 yiizeyde artan amino grup sayisindan kaynaklanan
asirt kovalent baglanma sonucu aktivitenin diismesi seklinde agiklanabilir. Bunun
tam tersine, polimer filmi beklenenden daha ince oldugunda ise immobilizasyon tam
anlamiyla gerceklesmediginden, enzim aktivitesi yine diisiik ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
Sonug olarak, 40 dongiiniin elektropolimerizasyonda optimum sartlar1 sagladigi
belirlenmistir. Bu durumda elde edilen filmlerin kalinlig1 64,0 nm’ye (2.80 mC sarj
esdegeri) karsilik gelmektedir ve bundan sonraki calismalara bu sartlar kullanilarak

devam edilmistir.
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Sekil 4.5. Poli(SNS-NH2) kalinliginin biyosensore etkisi (pH = 5,5, 50 mM

sodyum asetat tamponu, 25 °C,-0,7 V, [Glucose]: 0,7 mM). Hata g¢ubuklari, ii¢
Ol¢limiin standart sapmasini (SD) gostermektedir.

Enzim immobilizasyonunu daha etkili hale getirmek amaciyla bir
polifosfazen tiirevi olan poli [(metoksietoksi) etoksi-ko-3-formilfenoksi| fosfazen

(PPA), iletken polimer ile birlikte kullanilmistir. PPA sahip oldugu serbest aldehit
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gruplariyla ve suda ¢oziinebilme 6zelligiyle immobilizasyon i¢in ideal bir polimer
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Suda kolayca ¢6ziinmesi enzim ile ylizeye kolay kombine
edilmesi i¢in bir avantaj olmustur. Ayrica enzim ile polifosfazenin ayn1 fazda
homojen olarak karigmasi, yilizeye kolayca uygulanmasini saglamistir. Yiizeyindeki
suyun buharlasmasiyla enzim ile polimer arasinda olusan bag enzimin yiizeyde uzun
siire kalmasma ve yapi igerisindeki gozeneklerin enzimin polimer i¢inde kolay
hareket etmesini saglamistir. Ayrica, sentezlenmis Polifosfazen de serbest aldehit
gruplar1 bulunmaktadir ve enzimde bulunan amin gruplari ile polifosfazende bulunan
aldehit gruplar1 imin baglari olusturur.’> Bu nedenle immobilizasyon kovalent bag ile

desteklenmektedir.

Biyosensorden en yiiksek sinyalleri alabilmek i¢in enzim ile karigtirilacak
PPA miktar1 optimize edilmistir. Elektrot yiizeyi poli(SNS-NH2) ile kaplandiktan
sonra farkli miktarlarda PPA igeren elektrotlar hazirlanmistir. 9,51 mg/mL PPA
cozeltisi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0) ile 0,5:1, 1:1, 1,5:1, 2:1 oranlarinda
seyreltilmistir. Bu sekilde % 33, 50, 60, 67 oranlainda PPA tampon c¢ozeltileri elde
edilmistir. Bu c¢ozeltilerden 5 pL almp 45.0 U GOx ile kanstirilnig ve
immobilizasyonda kullanilmistir. Farkli glukoz konsantrasyonlari i¢in kaydedilen
biyosensor yanitlar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir. Burada polifosfazenin biyosensor
duyarliligina oldukca yiiksek bir katki sagladigi goriilmektedir. Ancak PPA oranlari
karsilastirildiginda ilk ii¢ oran icin pek fark olmadig: tespit edilmistir. % 50 PPA
iceren biyosensorde digerlerine gore daha yliksek sinyaller alinmig ve daha diisiik
glukoz konsantrasyonlarinda bile tayin yapmanin miimkiin oldugu bulunmustur.
Fazla capraz baglanma sonucu enzimin olduk¢a siki immobilizasyonundan
kaynaklandig1 diislintilen % 67 PPA iceren biyosensor daha diisiik sinyal vermistir.
Bunun sebebinin, bu sartlardaki diflizyon ve muhtemel denatiirasyon
problemlerinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak, % 50 PPA miktari

ideal PPA miktari olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Biyosensoriin iizerinde polifosfazen miktarinin etkisi (pH 4,5, 50
mM sodyum asetat tamponu 25 ° C, -0,7 V). Hata cubuklar, {i¢ 6l¢iimiin standart
sapmasini (SD) gdstermektedir.

Yiiksek bir biyosensor sinyali elde etmek icin enzim miktar1 da optimize
edilmelidir. Immobilizasyon matrisi belli bir enzim kapasitesine sahip oldugu igin
asir1 enzim miktarinda sinyaller diistii. Bunun aksine diisiik enzim miktarlarinda ise
daha diisiik bir tepki alinacagindan, bu da diisiik susbstrat miktarlarinin belirlenmesi
icin yeterli olamayacaktir. Biitlin bu durumlar géz oniinde bulundurularak, enzim
miktarlart1 37,2 U ve 50,9 U (2,15-2,94 mg) GOx arasinda degisen dort farkli elektrot
hazirlanmistir. Olgiim sonuglar1 Sekil 4.7°de goriilmektedir. En yiiksek 6l¢iim
sonugclari, 45,0 U GOx kullanarak hazirlanan polimerik matris ile elde edilmistir. Bu

nedenle, 45,0 U enzim daha sonra yapilacak deneysel agamalar i¢in kullanilmigtir.
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Sekil 4.7. Enzim miktarinin biyosensor yanitina etkisi (pH = 4,5, 50 mM
sodyum asetat tamponu, 25 ° C, -0,7 V). Hata ¢ubuklari, {i¢ Ol¢limiin standart
sapmasini (SD) gdstermektedir.

Glutaraldehit (GA), biyosensor hazirlanmasinda ¢apraz baglama ajani olarak
kullanilmigtir. PPA matris ve enzimler arasindaki imin bagi olusumuna ek olarak,
ylksek aktiviteye sahip GA esliginde iletken polimerin amino fonksiyonel gruplarini
baglama yoluyla immobilizasyon desteklenmistir. Dahasi, uzun zincirli yapisiyla
capraz baglama 0zelligi, immobilizisyon sonunda uygun enzim konformasyonunu
engellemez ve enzimin molekiillerinin polimer iizerindeki kompakt yapisini
bozmamaktadir. Yapilan deneylerle, % 0,25, 0,5, 1,0 ve 1,3 GA degerleri test edilmis
ve optimum deger % 1 GA ile elde edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Biyosensor yanitina ¢apraz baglayict (GA) etkisi (pH 4,5, 50 mM
sodyum asetat tamponu, 25 ° C, -0,7 V, [Glukoz] = 0,7 mM). Hata ¢ubuklari, {i¢
6l¢iimiin standart sapmasini (SD) gostermektedir.

Bundan baska, calisma ortamimin pH degeri de biyosensor performansini
etkiler. Uygun olmayan pH degerlerinde yapilan biyosensér enzim molekiillerinin
denatiirasyonuna neden olabilir. Biyosensor yanitlarinin pH’ya bagimlilig1 4,0-6.5
degerleri arasinda 25 °C’ta incelenmistir. Bu amagla, pH = 4,0-5,5 araliginda 50 mM
sodyum asetat tamponu, pH = 6,0-6,5 degerleri arasinda ise 50 mM fosfat tamponu
kullanilmistir. Sekil 4.9°da gosterildigi gibi, en iyi sonug, sodyum asetat tampon

cozeltisiyle pH = 4,5’te elde edilmistir.
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Sekil 4.9. pH degisiminin biyosensore etkisi (pH = 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 i¢in 50
mM sodyum asetat tamponu ve pH = 6,0, 6,5 i¢in 50 mM fosfat tamponu 25 °C’ta
kullanilmistir. -0,7 V, [Glucose] = 0,7 mM). Hata ¢ubuklari, ii¢ 6l¢iimiin standart
sapmasini (SD) gostermektedir.

Son olarak, immobilizasyon matrisin etkinligini, diger bilesenlerin 6nem ve
katkilarin1 gormek icin li¢ farkli biyosensdr hazirlanmis ve sonuclar Sekil 4.10°da
gosterilmigtir. Bunlardan sadece enzimin ¢iplak elektrot yilizeyine kaplandiginda
(GO celektrot) yeterli bir sinyal almamamistir. Poli (SNS-NH2) tek basina
kullanildig1 zaman, oldukga diisiik sinyaller elde edilmistir. PPA immobilizasyon
matrisi i¢inde yer aldiginda ise, sinyalleri biiyiik 6l¢iide belirgin hale gelmistir. Elde
edilen dogrusal aralik ve dl¢iimlerdeki hassasiyet, kombine immobilizasyon platform

(Poli(SNS-NH2)/PPA/GOx) kullaniminin etkinligini agikca gostermektedir.

46



—a— GOx
16 | —d— Poly(SNS-NH,)/GOx

—— Poly(SNS-NH,)/PPA/GOx

o-f-—'—"_".’_'._'—_f/—.

1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1:2

Glucose (mM)

Sekil 4.10. Optimize edilmis kosullar altinda biyosensor {iizerinde
immobilizasyon matris etkisi (pH 4,5, 50 mM sodyum asetat tamponu 25 ° C, -0,7
V). Hata ¢ubuklari, {i¢ 6l¢iimiin standart sapmasini (SD) gostermektedir.

4.3 KARAKTERIZASYON

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) teknigi, her degisikenden sonra biyosensor
morfolojik ozelliklerini analiz etmek i¢in kullanilmistir. Her bir modifikasyon
basamaginin malzeme morfolojisi tizerine etkisi incelenmistir (Sekil 4.11); (A)
Sadece polifosfazeni (PPA) gostermektedir, B) GOy ve PPA birlikte goriilmektedir.
PPA’nin suda ¢oziiniirliigli nedeniyle, GOx ve PPA birbirini ¢ok iyi entegre olmus ve
olduk¢a zengin bir ara ylizey etkilesimi goriilmiistiir, C) GOy’in poli(SNS-NH2)
lizerine tutuklanmasi goriilmektedir. Bir onceki resimle karsilagtirildiginda, daha
homojen bir morfoloji elde edilmistir. Elektrot yiizeyini homojen olarak kaplayan
iletken polimerlerin, enzim immobilizasyonu i¢in ideal malzemeler olduklar1 burada
bir daha anlagilmaktadir. D) poli(SNS-NH2) / PPA iizerine tutuklanmalari sonrasinda
elde edilen SEM goriintiistidiir. Gézenekli ve girintili yapist bu immobilizasyon
platformda, enzimin serbestce hareket ettigini ve 3D yapisini immobilizasyon

isleminden sonra korudugunu gostermistir. Bu immobilizasyonda matris olarak
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platformun etkinli§ini gdstermektedir. Immobilizasyon sonrasi, biyosensoriin
calisabilmesi i¢in, enzimin aktivitesini ve dolayisiyla ii¢ boyutlu yapisini korumasi

gerekmektedir. Ayrica goriildiigi gibi PPA biyotabakay1 ¢ok fazla ortmek yerine

enzimi uygun bir sekilde tutarak enzim aktivitesini desteklemektedir.

Sekil 4.11. Yiizey karakterizasyonu; (A) Sadece polifosfazen (PPA) ve
GOy’in B) PPA, C) poli(SNS-NH2) ve D) poli(SNS-NH2) / PPA iizerine
tutuklanmalar1 sonras1 SEM goriintiileri.

Glukoz biyosensoriin analitik karakterizasyonu glukoz i¢in bir kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasi ile yapilmistir. Degisen glukoz konsantrasyonlari igin
biyosensor yanitlar kaydedilmistir ve bir dogrusal dizi ile kalibrasyon egrileri elde
edilmistir (Sekil 4.12). Biyosensor, 0,01-0,9 mM gibi genis bir glukoz konsantrasyon
araliginda ¢ok miikkemmel bir dogrusallik gdstermistir. Genis bir dogrusallik araligi

her biyosensor icin aranan bir 6zelliktir. Ru-Py-HRP-GOx/Nafion mikrosensoriiniin
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0,01-0,5 mM,> Nafion/GO,/Ag-Pdop@CNT/GCE biyosensoriiniin 0,05-1,1 mM>*
ve  GO-CS/AgNWs/GCE  biyosensoriinin =~ 0,01-0,8 mM>  degerleriyle
karsilastirildiginda, burada c¢aliglilan poli(SNS-NH2)/PPA/GOy biyosensdriinde elde

edilen dl¢tim araliginin oldukca tatmin edici oldugu sdylenebilir.

Glukoz ig¢in tipik bir biyosensor yaniti Sekil 4.12°de kalibrasyona ek olarak
verilmistir. Immobilizasyonun matris istiinliigii nedeniyle, substrat kolaylikla
elektrot yiizeyine enzim molekiillerinin etkin bolgelerine ulagabilmekte ve reaksiyon,
enzim ile katalize edilmektedir. Bundan dolay1, immobilizasyon matrisi yardimi ile
substrata yanit 19 saniyede goriilebilmektedir. Tayin sinirinin (LOD) da gosterdigi
gibi biyosensor yliksek kapasite ile ¢ok kii¢iik miktardaki substratlar1 bile tayin
edebilmektedir. Sinyal /giiriiltii oran1 3 olarak diisiiniildiigiinde, LOD degeri 1,3 uM
olarak hesaplanmistir ki bu deger diger calismalarla kiyaslandiginda oldukca
diisiiktiir. Ornegin diizenli mezogdzenekli karbon ile desteklenmis platin
nanoparcaciklariyla hazirlanmis bir glukoz oksidaz biyosensoériinde LOD degeri 50
uM olarak verilmistir.”® Baska bir 6rnekte ise elektrokimyasal olarak yiizeyi
polivinilferrosenyum ile kaplanmis platin nanoparcaciklar iizerinde o-fenildiamin ile
GO, immobilizasyonunda ise LOD degeri 18 puM olarak bulunmustur.’’ Buna ek
olarak, 237,1 mA/M cm’ gibi oldukca yiiksek duyarhilik elde edilmistir. Bu deger,
ornegin grafen-nano Au-GOx-GCE biyosensérﬁ58 icin 56,93 mA/M cmz, GOx-In,O3-
¢itosan/GCE biyosensorii’ icin 7,3 mA/M cm® ve GO,/TCS-TiO,/¢itosan/GCE

biyosensori® icin ise 23,2 mA/M cm? olarak belirlenmistir.

Michaelis-Menten sabiti (Kyy) reaksiyon kinetiginin anlasilmasi i¢in kullanilir
ve enzimin substratina afinite gostergesi olarak kabul edilir. Immobilizasyondan
sonra enzim aktivitesini ya da biyoyararliligin1 anlamak i¢in kullanilabilir. Poli(SNS-
NH2)/PPA/GOy biyosensorii i¢in, Michaelis-Menten sabiti (Ky*) 0,676 mM ve Lax
degeri 20,91 pA olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamalar, Lineweaver-Burk
denklemine gore yapilmistir.®' Diisik Ky degeri iyi bir immobilizasyon oldugunu
ve GOy molekiillerin glukoza kars1 yiiksek afinitesinin oldugunu gostermektedir.
Burada ¢alistigimiz biyosensor igin elde edilen Ky™" degeri yapilan diger benzer
caligmalarla kiyaslandiginda elde edilen diger 9,85 mM, 5,46 mM, 11,1 mM, 10,0

mM ve serbest GOx degerlerinden ¢ok daha diisiik bir degere sahiptir.*”"%*
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Calisilan biyosensoriin, duyarlilik, tepki siiresi ve LOD degeri gibi acilardan
listiin performans gostermesi biyosensér matrisine ve biyosensoriin hazirlanma
teknigine baglanabilir. Iletken polimer, sadece elektrot yiizeyini biiyiiterek daha etkili
bir immobilizasyon degil aym1 zamanda elektroaktifligi sebebiyle elektrot
ylizeyindeki katalitik tepkimelere de katki saglamaktadir. Bunun yaninda,
polifosfazen ise barindirdig1 aldehit gruplar ile enzime kovalent bag yaparak cok
daha etkili bir sekilde immobilizasyonu saglamasinin yaninda suyu seven yan
gruplart sayesinde enzim molekiiliiniin bulundugu ortamda etkinligini fazla

kaybetmeden ¢aligmasina imkan vermektedir.
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Sekil 4.12. Glukoz i¢in kalibrasyon egrisi (pH = 4,5, 50 mM sodyum asetat
tamponu 25 °C, -0,7 V). Hata cubuklari, ii¢ Ol¢cliimiin standart sapmasini (SD)

gostermektedir. (Glukoz igin tipik bir biyosensor yaniti 0,70 mM glukoz pH = 4,5 50
mM sodyum asetat tamponunda).
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4.4. KARARLILIK VE GIRISIM CALISMASI

Poli(SNS-NH2)/PPA/GOx  biyosensor  optimize  edildikten  sonra
biyosensoriin kararlilig1 ve tekrarlanabilirligi test edilmistir. Bunun i¢in 0,7 M glukoz
cozeltisi ile 8 saat boyunca art arda 10 dl¢tim yapilmis ve bagil standart sapma degeri
% 4,86 olarak bulunmustur. Bu deger tekrarlanabilirlik acisindan oldukga iyi bir
degerdir. Biyosensoriin raf dmrii ve depolama kararliligi, 37 giin boyunca her giin 0,5
mM glukoz iginde biyosensdér yamtlar1 kayit edilerek belirlenmistir. Olgiimler
arasinda, biyosensor 4 °C'de muhafaza edilmistir. Bu siire sonunda, biyosensor
aktivitesinin % 95’1 korunmustur (Sekil 4.13). Bu kararliligin nedeni organik ve
inorganik polimerlerin kombinasyonu ile temin edilen miikemmel mikro-ortam
olabilir. Ayrica polifosfazenin zar benzeri yapist ve elektrot ylizeyindeki GOy’in
yapist ve aktivitesine katki saglamistir. Biitiin bu bulgular, biyosensoriin, uzun siireli

caligmalar i¢in elverigli oldugu ortaya koymustur.
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Sekil 4.13. 37 giin boyunca biyosensor yanitlar1 (pH = 4,5, 50 mM sodyum
asetat tamponu, Glikoz: [0,5 mM], 25 °C, -0,7 V). Hata ¢ubuklari, ii¢ dl¢iimiin
standart sapmasini (SD) gostermektedir.
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Giivenilir ve gecerli bir biyosensor, etkilesimlerden bagimsiz ¢calismalidir. Bu
etkiyi belirlemek icin, 0,01 mM — 0,1 M konsantrasyon araliginda askorbik asit,
kolesterol ve iire gibi yiikseltgenmeye yatkin tiirlerin etkilesimleri calisilmistir.
Etkilesimleri gormek icin, amperometrik Ol¢timler sirasinda glukoz yerine bu tiir
maddeler biyosensor hiicresine enjekte edilmistir. Biyosensor, enjekte edilen bu
maddelerden higbirisine yanit vermemistir (Sekil 4.14). Bununla birlikte, glukozun
cesitli miktarlarda eklenmesiyle, glukozdan dolay1 ¢ok agik sinyal gézlenmistir. Bu
durum, biyosensoriin bdyle etkilesim verme ihtimali olan maddelerin varliginda bile

secici davranip sadece glukoza tepki verdigi bulunmustur.

1 mM
1mM Urea
Ascorbic 1 mM 0.2 mM
0 acid Cholesterol | Glucose
Y — s
01mM o imm  O.1mMM 004 mm
Ascorbic U
acig  Cholesterol 828  Glucose

J

Current (uA)

T T

L T Y T L T L T T * T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Time (s)

Sekil 4.14. Biyosensoriin glukoz ve olas1 girisim tiirlerine tepkisi (pH = 4,5,
50 mM sodyum asetat tamponu, 25 °C, -0,7 V).

4.5. ORNEK UYGULAMA

Biyosensor potansiyel bir dedektdr olarak kullanilmis ve gergek orneklere
uygulanabilirligini belirlemek tizere ¢esitli ticari igeceklerin analizinde kullanilmistir.
Numunelerin glukoz icerigi, herhangi bir 6n islem olmaksizin glukoz yerine hiicreye

enjekte edildikten sonra amperometrik dl¢limler yapilarak belirlenmistir. Tablo 1 'de
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gosterildigi gibi, tespit edilen glukoz miktarlar1 enzimatik katalitik spektrofotometre

ile elde edilen degerlere yakin bulundu. Sonuglar biyosensoriin gercek drnekler igin

uygulanabilecegini giivenilir ve dogru sonuglara ulasila bilinecegini gosterdi.

Tablo 1. igeceklerde glikoz tespiti (Tiim &lgiimler ii¢ kez yapilmistir;
Standart sapmalar1 hesaplanmis ve + olarak verildi)

Ornek Glukoz(M)
Spektrofotometrik | Poli(SNS-NH2)/PPA/GOy
Soda 0.076 0.077 £0.0071
Limonata 0.183 0.170 = 0.0030
Soguk cay 0.035 0.052 +£0.0110+
Portakal suyu 0.107 0.100 £ 0.0108
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada, yeni esnek bir hidrofilik polifosfazen tiirevi olan
poli[(metoksietoksi)etoksi-ko-3-formilfenoksi] fosfazen (PPA) sentezlenmis ve
iletken bir polimer olan poli[4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)benzenamin] (poli
(SNS-NH2)) ile enzim immobilizasyonunda birlikte kullanilmistir. Grafit elektrot
iletken polimerle kaplanmis ve sonrasinda enzim, suda ¢oziiniir PPA ile birlikte
elektrot ylizeyine enjekte edilmistir. PPA’daki aldehit gruplart ile GO’deki amino
gruplar1 kovalent bag olusturmustur. immobilizasyon sartlar1 bir seri sistematik
deney sonucu optimize edilmistir. Biyosensor yiizey morfolojisi, dl¢gtim araligi, tespit
sinir;, kararlilik ve afinite acilarindan karakterize edilmistir. Bu denemeler
sonucunda, biyosensoriin glukoza karst mitkemmel duyarlilik ve afinite gosterdigini
bulunmustur. Bu durumun, yeni tasarlanmis immobilizasyon matrisine etkinligi ve
performansina bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica, hazirlanan bu biyosensor,
glukoz igeren icecekler iizerinde de test edilmistir, bulunan degerlerin spektroskopik
degerlerle ¢ok iyi Ortiistiigli belirlenmistir. Son olarak, askorbik asit, kolesterol ve lire
gibi ylikseltgenmeye yatkin tiirlerin glukoz ortaminda biyosensorle etkilesimlerine
bakilmis, sonugta gelistirilen biyosensoriin glukoza karsi segici oldugu ve yeterli

performans gosterdigi bulunmustur.

Elde edilen bu sonuglar, immobilizasyon matrisinin 6nemini bir daha ortaya
cikarmaktadir. Bu sekilde, uygun iki veya daha fazla polimer tasarlanarak
immobilizasyon isleminin oldukga etkili bir sekilde gerceklestirilebilecegi ve ¢ok iyi
calisabilecek biyosensorlerin tasarlanabilecegi gosterilmistir. Bu dogrultuda, farkli
iletken polimerler ve uygun mimaride tasarlanacak inorganik polimerler kullanilarak,

yeni biyosensor tasarimlarinin gerceklestirilebilecegi sdylenebilir.
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polyphosphazene polymer, poly[{methoxyethoxyjethoxy-co-3-formylphenoxy|phosphazene  (PPA).
Poly{SNS-NH3 ) was electrochemically polymerized on a graphite electrode to achieve a conducting
immobilization matrix to improve the enzyme immobilization on the tansducer surface. Moreover,
to strengthen the immaobilization, a polyphosphazene derivate bearing functional aldehyde group was
designed, synthesized and used inthe immobilization of glucose oxidase. Not only the amino groups in the
structure of poly( SNS-NH; ), but also the aldehyde groups in PPA were contributed to the covalent immo-
bilization as well as the entrapping the biomolecules in PPA network during the immobilization process.
This afforded an effective and long-life analysis of glucose. Amp ic were conducted
at —07V vs. Ag/AgCl in 50 mi sodiurn acetate hnl‘fer at pH 4.5. Km‘W (0677 mM), Ine (20,91 pA),
LOD (1.3 M) values were d d. M or sh d an extremely high sensitivity as
237.1 pAmM-! em~? owing to the newly »ymheﬁmd and combined highly flexible hydrophilic poly-
meric immobilization matrix. Finally, the proposed biosensor was successfully applied for determination
of glucose content in several beverages, successfully.
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1. Introduction

Over the past decade, major advances have occurred in the
development of enzymatic biosensors and they started to be used
as alternatives or complementary devices in detection and quan-
tification of certain substances. Biosensors are easy to construct and
use, cheap, rapid, selective, sensitive and generally do not require
sample pre-treatment. Nevertheless, the crux in the preparation
of a new enzyme-based biosensor is the selection and fabrication
of immobilization matrix for the enzyme molecules in order to
have a long-life, sensitive and stabile biosensor. Nowadays, mate-
rial science is the heart of all scientific applications. The choice
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of true material for an application is the most crucial step of the
point of operation. In an enzyme-based amperometric biosen-
sor, a convenient immaobilization matrix must not only fix the
enzyme molecules onto the transducer surface in a proper confor-
mation for an efficient catalytic activity, but also keep the enzyme
functional during the measurements as long as possible with-
out denaturation or loss of activity. Immobilization matrix firstly
has to serve as an appropriate platform for the enzyme, secondly
transfer the electrons efficiently in electrochemical measurements.
Hence, to provide and enhance the electron transfer between active
site of enzymes and electrode, numerous materials such as metal
nanoparticles [1.2], carbon nanotube derivatives | 34| or inorganic
or palymeric nanocompaosite materials | 5,6 | were used in biosensor
fabrications. Here, we developed a novel immobilization platform
based on the polymers with organic and inorganic backbones for
an efficient and durable enzymatic biosensor.

Polymers with inorganic backbone have attracted a growing
interest during the last few decades due to their superior prop-
erties. Polyphosphazenes, bearing two side chains attached via
macromolecular substitution reactions to each phosphorous atom

EKk 1. Yiiksek Lisans ¢aligmalarindan iiretilen makalenin ilk sayfasi
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» Polifosfazenler, polisiloksanlar gibi ylksek i1sil ve kimyasal kararliia sahip
olduklarindan birgok arastirmacimin ilgisini ¢ekmekte ve yofun bir sekilde
calisimaktadir ! 2!

Deneysel Bulgular

——PPA

» Monomer (ClLP=NSi(CHs);) sentezi uygun sarflarda yiksek verimle &
gerceklestirilebilmektedir.l' 2! T z

> polimeri fosfazen)ynin reaktif fosfor-klor E ¢ i
baglan cnk degigik fonksiyonel gruplar yardimiyla yan gruplann polimere 3 * §
takilabilmesini saglamakta, bu sekilde cok farkl fiziksel ve kimyasal dzelliklerde =
polimerlerin sentezlenmesine imkan saglamaktadir.[2 -

» Gegligimiz on yil icinde enzimatik biyosensér uygulamalann buyuk i o0 01 02 03 4 05 o8 07 of R R TR R R
yasanmistir. Polifosfazenin uygulama alanlarindan biri de enzimatik biyosensor Glucose (mM) Glucose (mM)
uygulamalandir.?!

» Farkh  glikoz derigimlerinde, » Farkh enzim miktarlarina gére de
biyosensor tepkileri  dlciimus, optimizasyon deneyleri sonucu,
optimum PPA oram %50 olarak 45,0 U (2.6 mg) glikoz oksidazin
belirlenmistir. en yiksek biyosensor tepkisi

Biyosensorler, biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin

kiguk

verdigi bulunmustur.

algilayici clhaz\ardw Birbiri icine gegrms biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal

ozellikteki iki ¢ y kismin gérevi analiz edilecek
maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanlma olayinin sonucunda bir biyokimyasal
Urin de olugabilmektedir. Biyosensorin ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise bu
tanima olayini okunabilir (5l¢Qlebilir) bir sayisal degere gevirmekle gorevlidir.

e mEen

Anatit Biyobilegen

@ lletken P

o
I

@ Polifosfazen (PPA) Sentezi:
=] . c

Current Density f ma cm™

%o | 7 Glikoz  oksidaz  enziminin,
el | poli(SNS-NH,) ve PPA matrisi
igerisinde tutuklanmasi sonucu
yeni bir amperometrik glikoz
biyosenséril elde edilmistir.

» Suda sisebilen, oldukga esnek
hidrofilk PPA matris sayesinde
ylksek enzim aktivitesi
hedeflenmistir.

16 —a— Poly(SNS-NH,JGOx
—+— Poly(SNS-NH JPPA/GOx

Current (uA)

00 0z 04 05 08 10 12 oo 02 @4 08 08 fo 12
Glucose (mM) Glucose (mM}

» Poli(SNS-NH;) ve PPANIN > Farkh glikoz derisimlerinde biyosensér
biyosenstr tepkisine katkisi tepkisi ve kalibrasyon egrileri
incelenmistir. belirlenmistir

» Hedef matrisin, biyosensdrin > Hazilanan  biyosensérin  oldukga

hassasiyetini arttirdigi géraimastar. yiksek hassasiyet (2371 pAmM-'cm?)

gésterdigi bulunmustur.

-
s

i
»

TN TN A

@
S

> Hedef matris ile hazidanan
biyosensar, bir ay sonra baglangig
aktivitesinin % 95'ini korumustur.

Biosensor Response ()
e =
s @

o

» Her bir modifikasyon basamaginin
malzeme morfolojisi (zerine etkisi
incelenmigti,  (A)  Polifosfazen
(PPA), B) Glikoz oksidazin PPA
Uzerine, C) Glikoz oksidazin
poli(SNS-NH,) izerine ve D)
poli(SNS-NH;) / PPA uzerine
tutuklanmalar  sonrasi  SEM
gorntileri.

s Appn:albnsafFoﬁypha'phazerws John Wiley & Sons, 2003
Ienﬂ R. de Jaeger, 5: A Worldwide Insight, Nova Science Publishers, 24
-an, F. Ekiz Kan| Tnppnre Sensors & Actuafors B: Chemical, 201

Bu proje kismen Ahi Evran Universitesi PYO-FEN.4003/2.13.004 nolu projeden desteklenmistir.

» Bir ay boyunca ard arda alinan diglimlerde biyosensér akfivitesi %95 oraninda

» H i , farkl

# Yeni suda ¢ozlndr, esnek bir polifosfazenin (PPA), biyosensor uygulamalaninda

platform olarak kullaniimak y

sentezi g

> Glikoz oksidazin, polifosfazen ve iletken bir polimerden olugan matris igerisinde
tute ! , ok yilksek hassasiyet gdstermistir.

korunmustur.

# Hazirlanan biyosensar, glikoz disindaki diger substratlara tepki vermemistir.

ve glikoz icerigi basarili clarak
belirlenmistir.

EKk 2. Yiiksek Lisans ¢aligmalarindan iiretilen poster
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