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OZET

KARBAZOL TUREVI YILDIZ SEKILLi ILETKEN POLIMERLE
MODIFIYE EDILMIiS ELEKTROTLARIN BiYOSENSOR PLATFORMU
OLARAK KULLANIMLARI
YUKSEK LISANS TEZI
SIMGE DURUR
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. METIN AK)

DENIiZLi, EYLUL - 2018

Biyosensorler, saglik, kimya, biyoloji, c¢evre gibi ¢ok farkli bilim
alanlarinda kolay algilama, spesifik ve yiiksek hassasiyet gibi 6zellikleri sebebiyle
biiyiik ilgi ¢ceken arastirma konularindan biridir. Diger pahali yontemlere alternatif
olarak kullanilan biyosensorler, yiiksek tespit limiti ve secicilik ile substratin
varligimi yiliksek hassasiyetle algilayabilmektedirler. Bu tez ¢aligmasinda triazin
merkezli, simetrik ve asimetrik olarak farkli sayida karbazol tiirevleri ile
fonsiyonlandirilmis olan yildiz sekilli polimerlerin, amperometrik enzim
elektrotlari ile biyosensor uygulamasi ¢aligilmastir.

Bu tez kapsaminda, literatiirde ilk kez, farkli sayida karbazol ve hidrazin
ile fonksiyonlandirilmis triazin merkezli monomerler sentezlenmistir. i¢erdikleri
karbazol sayisina gore CT1, CT2 ve CT3 olarak adlandirilan monomerlerin
yapilart FT-IR ve !H-NMR spektroskopileri ile karakterize edilmistir.
Elektropolimerizasyon islemi ile grafit elektrot ylizeyinde olusturulan iletken
polimerler, gluteraldehit (GAL) ve Glukoz oksidaz (GOx) enzimi immobilize
edilerek, modifiye elektrotlar olusturulmus ve amperometrik olarak glukoz tayini
amaciyla kullanilmistir. Bu amagla hazirlanan sensor platformlar1 karakterize
edilmis, gercek Orneklerle test edilerek biyosensodr uygulamalarindaki kullanim
potansiyelleri incelenmistir.

ANAHTAR KELIMELER:iletken polimer, polikarbazol, biyosensér, triazin



ABSTRACT

USE OF CARBAZOLE DERIVED STAR-SHAPED CONDUCTIVE
POLYMER AS A MODIFIED BIOSENSOR PLATFORM
MSC THESIS
SIMGE DURUR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR:PROF.DR. METIN AK)
DENIiZLi, SEPTEMBER 2018

Biosensors have attracted great interest due to their easy detection, specificity and
high sensitivity in many different scientific fields such as health, chemistry,
biology and environment. Biosensors which are used as an alternative system to
other expensive methods are able to sense the presence of substrate with a high
limit of detection, high sensitivity and selectivity. In this thesis, enzyme electrodes
based on star-shaped conductive polymers of symmetrical and asymmetrically
functionalized triazine with different number of carbazole have been prepared for
amperometric biosensor application.

In this thesisdifferent numbers of carbazole and hydrazine functionalized
triazine-based novel monomers have been synthesized for the first time. The
structures of the monomers named as CT1, CT2 and CT3 according to their
carbazole numbers have been characterized by FT-IR and *H-NMR spectroscopy.
Conducting polymers of this monomers have been synthesized electrochemically
on graphite electrode and sensor electrodes have been prepared by immobilization
GOx via gluteraldyhde on conducting polymer modified electrode surfaces to
amperometric detection of glucose.Biosensors platforms of modified enzyme
electrodes have been tested with real samples and characterized to evaluate their
potential to use in biosensor applications

KEYWORDS:conductive polymer,polycarbazole,biosensor,triazine
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1. GIRIS

Bilim diinyasinda farkli ¢alisma alanlarinda temel olan polimerler, cagimizin
degisen kosullarina birgok konuda katki saglamaktadir. Polimerler bir¢ok alana
uygun farkli 6zellikleriyle karsimiza ¢ikmaktadir. Elektriksel 6zellikleri bakimindan
iletken polimerler 6ne ¢ikan polimer ¢esitlerinden biridir. Genis uygulama alanlarina
sahip iletken polimerler, 1sik yayan diyotlar (LED) (Chen ve dig. 2009; Zhu ve dig.
2014) ve elektrokromik cihazlar (ECD'ler) (Giizel ve dig. 2015; Ak ve dig. 2006) ve
stiperkapasitorler dahil olmak iizere, genis yelpazedeki teknolojik alanlarda

kullanilmaktadir (Payne ve dig 2010; Krishnakumar ve dig. 2011)

Tibb1 alanda 6ne ¢ikan biyosensor ¢aligmalari tani ve proses kontrollerinde pratik,
dogrulugu kesin uygulamalari ile karsimiza ¢ikmaktadir. Triazin ile modifiye edilen
molekiiller, son zamanlarda arastirma odagi haline gelmistir (Guzel ve dig. 2016; Ak
ve Toppare 2009; Ak ve dig. 2013; Karatas ve Ucan 2017). Bu tiir yapilar tarafindan
olusturulan yildiz sekilli polimer tiirevleri, polimer yapisina bazi 6zel avantajlar
saglamistir. Lineer polimerler ile yildiz sekilli polimerler karsilagtirildiginda, yildiz
sekilli polimerler elektrokromik oOzellikleri ve elektrokimyasal kararlilik konulart
bakimindan daha istiin 6zelliklere sahiptir (Giizel ve dig 2017; Karatag ve dig.
2017). Bu nedenle, yildiz seklindeki triazin tiirevlerinin sentezi, son donemde dikkat
¢eken galigmalar arasina girmeye baslamistir. (Tugba Soganci ve dig, 2018).(Tugba
Soganci,Rukiye Ayranci ve dig.2018)



2. ILETKEN POLIMERLER

2.1 iletken Polimer Sentez Yontemleri

fletken polimerler, piroliz, Katalitik polimerizasyon, elektrokimyasal
polimerizasyon, kimyasal polimerizasyon gibi birgcok yontem kullanilarak
sentezlenebilmektedir. Giiniimiizde bu yontemlerin en yaygin kullanilanlar1 kKimyasal

polimerizasyon ve elektrokimyasal polimerizasyon yontemlerdir.

2.2  Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon, polimerizasyon isleminin basit, hizl,
tekrarlanabilir ve polimer kalinli§inin kontroliiniin saglanabildigi bir polimerizasyon

yontemidir.

Konjuge yapiya sahip olan polimerler igin elektrokimyasal polimerizasyon
islemi iki basamakta gergeklesir (Sekil 2.1). Bu basamaklardan ilki radikal katyonu
halinde bulunan monomerin, bir nétr monomer ile birlesip ikinci yiikseltgenme
sonrasi iki proton kaybederek nétral dimer olusturmasidir. ikinci basamak ise, ntral
dimer olustuktan sonra, ndtral dimerin olusmasini saglayan iki protonu kaybeden iki
katyon radikalinin birbirine baglanmasidir. Bu iki basamak gerceklestikten sonra
potansiyel uygulanmasina devam edilmesi sonucu noétral dimer yiikseltgenerek
calisma elektrodu tizerinde birikmektedir. Elektrokimyasal yontemle sentezlenen tiim
polimerler yiikseltgenme metodu ile sentezlenir ancak notral hale gegis yapmaktadir.
Iletken polimerlerin sentez gesitleri kiyaslandiginda; sentezlenen polimerlerin yapisal

olarak ayni oldugu ancak polimer morfolojilerinin farkli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2.1: Karbazoliin polimerlesmesi

2.3 Iletken Polimerlerin Uygulama Alanlar

Iletken polimerler optik ve elektrokimyasal ozelliklerinden dolayr birgok
alanda etkin olarak kullanilmaktadirlar (Fried 1995; Pratt 1996). Bu o6zellikleri
onlarin farkli alanlardaki kullanim potansiyellerinin aragtirilmasina sebep olmustur.
Iletken polimerler anti statik kaplama malzemesi, bilgisayarlarda elektromanyetik
koruyucu, 151k sacan diotlar (LED/OLED), radar algilama sistemleri, siiper kapasitor
gibi birgok alanda kendilerine yer bulabilmislerdir. Tibbi alanda kullanimlarindan
bahsetmemiz gerekirse, iletken polimerler biyosensér uygulamalarinda kullanilms,
seker gibi yapilarin kandaki derisiminin belirlenmesinde yer almis ve bu yontemin
basit, secici ve tekrarlanabilir bir yontem olmas1 sebebiyle bu alanda son yillarda

siklikla kullanilmuistir.



3. BIYOSENSOR

3.1 Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayan, biyolojik olayin
teshisine imkan taniyan Ol¢lim sistemlerine biyosensoér denmektedir. Biyosensor
sistemleri elektrokimyasal ve biyokimyasal olmak iizere iki ¢evirici sisteme sahiptir.
Biyokimyasal ¢evirici kisim analit ile etkileserek analiti tanir. Etkilesmenin
sonucunda biyokimyasal {iriin ortaya ¢ikar ve elektrokimyasal gevirici tarafindan
sayisal veriye doniistiiriilir (Sekil 3.1). Bu tanimdan yola ¢ikarak nitel ve nicel
analizler yapabilen ¢oklu sistemler biyosensor olarak adlandirilmigtir (Ak 2006;
Dubois ve dig. 1997; Hazer ve Kurt 1995; Kang ve dig. 2001; Sagak 2006) (Remziye
Olgac, 2017)
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Sekil 3.1: Biyosensoriin calisma prensibi

3.2 Enzim

Yiizden fazla aminoasidin birlesmesiyle olusan proteinlere enzim denir.
Enzimatik reaksiyonlar, substrat enzime baglanmadan ger¢eklesmez. Enzimler
birden fazla substrat ile iiriin olusturabilecekleri gibi tek bir substratla da reaksiyon

irlinii olusturabilirler.



Kimyasal reaksiyonlarin bir kismi1 kendiliginden gerceklesirken, bir kismi
belirli bir enerji bariyerini geg¢emediginden Kkatalizlenmesi gerekmektedir.
Katalizorler, kimyasal maddelerin bagka maddelere donilismesi sirasinda gerekli olan
enerji seviyesini azaltan molekiillerdir (Sekil 3.2). Bir baska deyisle katalizorler,
aktif bir gecis kompleksi olusturarak bu enerji seviyesini azaltip {iriin olusumunu

saglarlar (1lanes 2008).

Enerji

Reaksiyon Sureci

Sekil 3.2: Katalizor mekanizmasi

Canli organizmalardaki bir¢ok biyokimyasal reaksiyon, biyokatalizor sinifina
giren enzimler tarafindan saglanir. Metabolitik olaylarda (yapim, yikim, hidroliz,
elektron aktarimlari vs.) enzimler biiyiik rol oynar ve kimyasal katalizorlerle
kiyaslandiginda katalitik giicleri daha tstiindiir. Enzimler sadece canli ortamda degil
(in vivo) yapay kosullarda da (in vitro) aktivite gosterirler. Bu 06zellik onlar
laboratuvar ortaminda, yapay kosullarda belirlenen sartlar saglandiginda etkin olarak

kullanilmasini saglamaktadir (Kuzu 2008).



3.2.1 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler, reaksiyon tiplerine gore Uluslararas1 Biyokimya Ve Molekiiler
Biyoloji Biriminin (IUBMB) Isimlendirme Komitesi’nin tarafinda 6 grupta

smiflandirilmustir. Bunlar;

Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon temelli reaksiyonlar1 katalize

eden enzimlerdir.

Transferazlar: Hidrojen disinda bir dondrden (bir atomun veya atom

grubunun) bir akseptdre aktarilmasini katalizleyen enzimlerdir.

Hidrolazlar: Kimyasal baglarin su varliginda hirolizini katalizleyen

enzimlerdir.

Liyazlar: Kimyasal baglarin hidrolitik ve oksidatif olmayan ayrilma

reaksiyonlarini katalizler.

Izomerazlar: Molekiil icinde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini

degistiren enzimlerdir.

Ligazlar: Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine baglanmasini

saglayan enzimlerdir.

3.3  Biyosensorlerde Enzim immobilizasyonu

Biyosensor ¢alismalart gelistikge, enzimlerin 6mrii, aktivite kaybi ve stabilitesiyle
ilgili sorunlar da ortaya ¢ikmustir. Ideal biyosensérlerde bunlarin disinda cevap
stiresinin kisalig1 ve tek kullanimlik cihaz tasarimlarinin artmasi gibi durumlar s6z
konusu olmaktadir. Immobilizasyon teknikleri, bu sorunlar1 ¢dzmek igin
gelistirilmistir. Enzim sensOriiniin  performansi, iletken yiizeye yapilan enzim
immobilizasyonu yontemini dogrudan etkilemektedir (Ahuja 2007). Enzimin etkili

sekilde yiizeyde tutunabilmesi i¢in immobilizasyon yontemi;

e (evirici yiizey lizerindeki enzim kararli bir sekilde tutunmali,



e Enzim spesifik ve biyolojik 6zelliklerini etkilememeli

e Biyouyumlu ve kimyasal olarak inert olmas1 gerekir.

Enzim immobilizasyonu yapilirken, enzim denatiirasyonu en az olacak
sekilde ve uygulanan immobilizasyon yontemi kimyasal yapiyr degistirmeyip

enzimin aktivitesinde kayba neden olmamalidir.

3.3.1 Immobilizasyon Yéntemleri

3.3.1.1 Tasiyic1 Yiizeye Baglanma

Tasiyict yiizeye baglanma, bilinen en eski enzim immobilisazyon yontemidir.
Bu yontemde tasiyict enzim yiizeyinin Ozelligi, enzim miktarint ve immobilize
edilmis enzim aktivitesini dogrudan etkilemektedir. Sekil 3.3’te tasiyici ylizeye

baglanma ile immobilizasyon yontemi sematize edilmistir.

Sekil 3.3: Tasiyic1 yiizeye bagh enzimin sematik gosterimi

Tasiyict ylizey kararlastirilirken enzimlerin asagidaki 6zelliklerine dikkat edilir;

e Yiizey Alani
e Kimyasal Bilesim
e Partikiil biiytkligi

e Hidrofilik ve hidrofobik gruplarin molar oranm



Enzim aktivitesinin yiiksekligi, hidrofilik gruplarin fazlaligi ve enzim
miktarindaki artig ile dogru orantilidir. Enzim immobilizasyonu ile tasiyic yiizey
arasinda genellikle seliiloz, poliakrilamid jel, dekstran gibi maddeler kullanilir
(Goel 1994). Tasiyict ylizeyin baglanma yontemleri baglanma cesitlerine gore

cesitlilik gosterir.
Fiziksel Adsorbsiyon

Fiziksel adsorbsiyon metodu, enzim proteinin tasiyict iizerinde fiziksel
adsorbsiyonunu temel alir. Fiziksel adsorbsiyon, ne enzim molekiiliinii ne de aktif
bolgeyi etkilemeyen hem ucuz hem de kolaylikla uygulanabilen bir immobilizasyon
yontemidir. Ancak bu yontemin en biiyiik dezavantaji, enzim ve tasiyici arsinda olan
bag kuvvetlerinin zayif olup platformda birbirinden ayrilmasidir. Fiziksel
adsorbsiyon icin c¢alkalamak ve karistirma banyosunda bekletmek, reaktorde
bekletmek ve elektro-bosalim kullanilan teknikler arasinda yer alir. Fiziksel
adsorbsiyon tekniginin temel avantaji ise kimyasal bir baglanma s6z konusu
olmamast ve aktivasyonun da minimum enerji ile gerg¢eklesmesidir. Eger bu
yontemde kimyasal baglanmanin etkisi goriilseydi enzim proteinine zarari olabilirdi.
Kimyasal baglanma hidrojen baglari, ¢oklu tuz koprilleri ve Van der Waal’s
kuvvetlerinin olugmasin1 etkileyerek ortamda pH, sicaklik ve iyonik kuvvet
degisikliklerine yol agar ve tasiyici yiizey/enzim iliskisinde desorbsiyona neden olur.
Bir diger yandan fiziksel adsorbsiyon yontemi diger maddelerin enzim gibi

kullanilabilindiginden ¢ok spesifik bir 6zellik tasimamaktadir (Goel 1994).
Kovalent baglanma

Enzim ve tastyici ylizey arasinda kovalent bag olusumu, immobilizasyon
yontemlerinde 6ne ¢ikan bir tekniktir. Bu teknikte immobilizasyonun reaksiyon
teknigi secilirken; reaksiyon sartlarinda enzim aktivitesinin azalmamasit ve
reaksiyonda aktif bdlgenin negatif yonde etkilenmemesine dikkat edilmelidir. Bu
yontemin temeli suda ¢oziinmeyen tasiyict matriks ve enzimin kovalent olarak
baglanmasina dayalidir. Kovalent baglama yonteminde karboksil, amino, hidroksil
ver siilfidril gruplar olusabilir. Kovalent baglama yontemi, fiziksel adsorbsiyon ve
iyonik baglama yontemi ile karsilastirildiginda saglanacak ideal sartlari daha fazla ve

daha komplekstir. Ideal kosullar saglanirken enzimin konfirmasyonunun degismesine

8



ve aktif bolgedeki aktivite kaybinin azalmasina sebep olabilmektedir. Ancak enzim
ve tastyic yiizey arasindaki etkilesim kovalent baglanma ile saglaniyorsa baglanma
kuvvetleri ¢ok giicliidiir. Bu sebeple desorbsiyon olma gibi bir durum ile

karsilasilmaz.

3.3.1.2 Capraz Baglanma

Enzim proteinlerinin, protein molekiillerine ve fonksiyonel gruplara
molekiiller aras1 capraz baglanarak gerceklestigi yontemdir. Bu yontemde protein
molekiilleri, enzimler ¢apraz baglandiginda ana destek maddesi yerine geger. Bu
durum enzim aktivitesinin diismesine neden olur. Capraz baglama yontemi genellikle
enzim kararliligin1 saglamak ve enzimin ayrilmasini engellemek iginde tercih edilen
yontemdir. Capraz bagli enzim molekiiliiniin sematik gosterimi Sekil 3.4’te

verilmistir.

Sekil 3.4: Capraz bagh enzimin sematik gosterimi

Glutaraldehit, c¢apraz baglama yonteminde kullanimi yaygin olan bir
baglayicidir. Baglanma reaksiyonundaki kosullar enzimin aktif bdlgelerinde
degisiklige ugrayabilecegi gibi enzim aktivitesinin artmasina neden de olabilir. Sekil

3.5’te glutaraldehitin (GA) kimyasal yapis1 gosterilmektedir.



OWO

Sekil 3.5: Glutaraldehit’in kimyasal yapisi
y yap

3.3.1.3 Tutuklama

Tutuklama, enzim molekiillerinin 6rgii halinde matris iginde lokasyonunu
temel alir. Bu yontemde enzim substratinin difiizyonu saglanarak tutuklama yontemi
gerceklestirilmektedir. Diflizyonu saglanan yapilar iki tipte goriilebilir. Birincisi
kafes tipi, ikincisi ise mikro kapsiil tipidir. Tutuklama yonteminin 6rnek semasi Sekil

3.6°da verilmistir.

a) Kafes b) Mikro Kapsil

Sekil 3.6: Tutuklanms enzimlerin sematik gosterimi

Yontemde, enzimin jel ya da membrana baglanmasi saglanir. Matristeki
baglanmada, baglarin kovalent baglanmasi ya da capraz baglanmasi farkliliga neden
olarak genis kullanim alani saglanmis olur. Bu islemde kimyasal polimerisazyon
reaksiyonlar1 s6z konusu ise reaksiyonun kosullari, enzim aktivitesini azaltabilir.
Boyle bir sorunla karsilasmamak i¢in immobilizasyon sartlarinin optimizasyonu ¢ok

onemlidir.
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3.4  Biyosensorlerde Glukoz Oksidazin Ozellikleri

B-D-glukopiranoz’a baglanan glukoz oksidaz enzimi (GOx), (EC. 1.1.3.4, B-
D-glukoz: oksijen oksidorediiktaz) molekiiler oksijen igeren seker molekiilii ile
yiikseltgenerek, hidrojen peroksit (H202) ve glukono-o-laktonun (glukono-1,5-

lakton) olustugu reaksiyonun katalizlenmesini saglar (Ozyilmaz 2005).

Reaksiyon kosullarinda katalizlenmeleri benzer olsa da GOx degisik
kaynaklardan saflastirilir ve farkli kimyasal ozellik gosterir. Aspergillus Niger
referansli GOx molekiillerinin agirliklar1 80 kD olan disiilfit kdpriileriyle birbirlerine
baglanmis 2 es alt1 gruptan meydana gelmistir. Aspergillus Niger GOx 1 mol FAD
(Flavin Adenin Diniikleotit) her alt birimde bulunur. GOx’un yapisinda %74 protein,
%16 seker, %2’lik kisimda ise amino sekeri bulundurur. FAD molekiili ve
apoprotein, aralarinda kovalent bag olusturmadigindan dolay1 enzim denatiire FAD
molekiiliinden uzaklastirilir. Enzim biinyesinde tutulan karbonhidrat, enzimden
uzaklastirilsa bile aktivite disiikligiine neden olmaz fakat termal kararliligin
azalmasina sebep olur. GOx enzimi, B-D-glukoz icin secimlidir ve B-D-glukoz, a-D-
glukoza goére 157 kez daha hizli oksidasyona ugrar. Cu*?, Ag* ve Hg", GOx i¢in 6nde
gelen inhibitorleridir (Ozyilmaz 2005).

GOx, P-D-glukozu elektron alicisi olarak molekiiler oksijen atomunu
kullanarak, D-glukono-5-laktona ve H202’ye oksidasyonunu katalizleyen bir flavo
protein tiirtidiir. Bu reaksiyonda indirgeyici ve yiikseltgeyici olmak ftizere iki
basamak bulunmaktadir. Indirgeyici reaksiyonda GOx, B-D-glukozun, D-glukono-3-
laktona oksidasyonundaki gerekli olan enerji seviyesini disiiriir. Yikseltgeyici
reaksiyonda ise indirgenmis halde bulunan GOXx, oksijenin yardimiyla yeniden
yiikseltgenerek hidrojen peroksit (H202) agiga c¢ikarir. Bu reaksiyonu sematik
gosterimi Sekil 3.7’de verilmistir (Ozyillmaz 2005).

" H \ GOx 2 \ H:20: H )
o H - on H 0 ————— oy H COOH

HO H HO HO
H OH H OH H OH
B-D-glukoz D-glukono-8-lakton Glukonik asit

r()u r(m OH
H 40 OH H 10 H /-'VL““
\ “H

Sekil 3.7: GOx reaksiyonunun sematik gosterimi
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3.5  Biyosensorlerde Enzim Elektrotlar:

Elektrokimyasal sensor platformlarindaki elektrotlarin iizerine ince bir tabaka
olusturacak sekilde enzim immobilize edilmis elektrot tiirlerine enzim elektrotu adi
verilmektedir (Updike ve Hicks 1967). Bu tip elektrotlar enzim tabakasi ve elektrot
arasina, enzim tabakasi ve ¢Ozelti arasina ya da her ikisininde arasina yari gegirgen
membran modifiye edilerek olusturulabilmekte ve analiz edilecek olan 6rnek higbir
On isleme gerek kalmadan direkt olarak 6lgim yapilabilmektedir. Elektrotun, analit
cozeltisine daldirilmasiyla substrat, enzim tabakasina dogru hareket ederek difiizlenir
ve enzim elektrodu yilizeyinde gergeklesen reaksiyon sonucu substrat ve iiriin
konsantrasyonu degisir. Belirli bir siire sonrasinda substrat tiikketimi ve {iriin olusum
hiz1 esitlenir ve kararli bir konuma ulasilir. Gergeklesen reaksiyon sonucu agiga
¢ikan tiirlerin konsantrasyonlart amperometik veya potansiyometrik olarak izlenir ve
aciga cikan elektrokimyasal sinyal konsantrasyonlarin o6lgiilmesi hususunda
iligkilendirilir (Ilanes 2008). Enzim elektrotunun olusturulmasinda enzim ve elektrot
materyali olmak {izere iki temel yapt bulunmaktadir. Enzim elektrotunda
kullanilacak olan enzim secilirken gerceklesmesi beklenen tepkime ve g¢alisilacak
analit dikkate alinmaktadir. Oksidorediiktaz enzimleri olarak adlandirilan glukoz
oksidaz, alkoldehidrogenaz, iirecaz, katalaz, peroksidaz vb. enzimler, amperometrik
olarak gerceklestirilecek olan islemlere uygun oldugundan yaygm olarak
kullanilmaktadirlar. Elektrot materyalinin se¢ciminde ise sertlik ve iletkenlik 6nem
tagimaktadir. Bu yiizden kullanilan elektrotlar genel olarak ¢ubuk ya da yaprak
seklinde olup; altin, platin, karbon gibi rijit materyallerden olugsmaktadir. Modifiyeli
enzim elektrot sistemleri hizli ve hassasiyeti yiiksek Olclim yetenegine sahip
olduklarindan dolay1 ¢evre, tip ve kimya alanlarinda ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir. Enzim modifiye edilmis bir amperometrik elektrot sistemi g¢evirici
bir elektrottan, kimyasal olarak secici Ozellige sahip ince bir tabakadan olusan
enzimden, elektroda bagli olan bir giiclendiriciden (amplifikatdr) ve sonuglarin

okunabilecegi bir ekran bilesiminden olusur.
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3.5.1 Enzim Elektrodunun Karakteristik Ozellikleri

3.5.1.1 Enzim Elektrotunun Kararhhg

Elektrotun kararliligi, elektrotun kullanima uygunlugu ve maksimum ¢aligsma
stiresini ifade etmektedir. Kararlilig1 yiiksek ve raf émrii uzun olan bir elektrot ile
hem yapilacak olan analiz sayis1 artacak hemde maliyet diisecektir. Bununla birlikte
enzime uygulanan immobilizasyon teknigi ve enzimin safligida elektrotun
kararhiliginda énemli bir konudur. Ornek vermek gerekirse enzimin kimyasal olarak
immobilize edilmis oldugu enzim elektrotu, fiziksel olarak immobilize edilmis olan
bir enzim elektrotuna gore daha kararli olacak ve 6mrii daha uzun olacaktir. (Suelter

and Kricka 1992).

3.5.1.2 Enzim Elektrotunun Segiciligi

Enzim elektrotlarinda, kullanilan elektrotun iyi bir segicilige sahip olmasi1 en
onemli temel oOzelliklerden bir digeridir. Segicilik o6zellikleri kiyaslandiginda
enzimler, antikorlar ve niikleik asitlerden sonra yer almasina karsin mutlak 6zgiil

enzimler i¢in bu gecerli olmamaktadir.

Seciciligi etkileyen baglica degiskenler sensordeki girisimler, biyokatalizorde
olusan girisimler ve pH’tir ve bu degiskenlerin secicilige olan etkisini en aza
indirgemek iizere farkli yontemler kullamlir. Ornek olarak vermek gerekirse
biyokatalizérde olan girisimleri engellemenin en basit yolu analiz edilmesi beklenen
maddeye 6zgii olan bir biyokatalizor kullanilmasidir. Seciciligi etkileyen bir bagka
parametre de ortammm pH degeridir ve enzimin c¢alistigi en uygun pH,
immobilizasyon ve substrat etkisiyle degisiklik gosterebilir. Bu durumda calisilacak

optimum pH degeri deneysel olarak belirlenmelidir. Ol¢iim araliginin belirlenmeside
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secicilik konusunda 6nemli bir basamaktir. Girisimde bulunmasi beklenen substrat
haricindeki maddelerin girisim etkilerinin yok edilmesi igin ise hedef substrat
seyreltilir ve konsantrasyonlar1 diisiiriilerek Ol¢tim araliginin disarisina ¢ikarilir.

(Suelter and Kricka 1992).

3.5.1.3 Enzim Elektrotunun Cevap Siiresi

Analizi saglayacak olan elektrotun, analizi yapilacak madde ortamina girdigi
andan, ol¢iim sisteminde degerinin belirlenebildigi minimum siireye cevap siiresi
denmektedir. Calisilan elektrotta cevap siiresinin kisa olmasi bir enzim elektrotundan
istenilen en Onemli Ozelliklerdendir. Siirekli yapilacak rutin Olgiimlerde cevap
stiresinin kisalig1 pratiklik ve zaman kazanimi agisindan biiyiikk 6nem tagir. Cevap

stiresini etkileyen faktorler sunlardir;

e  Uriiniin elektrot yiizeyine dogru olan difiizyon hiz1
e Biyokatalizordeki aktif bolgenin substrat ile verdigi tepkimenin hizi

e Substratin zar yiizeydeki diflizyon hiz1

Yukarida bahsedilen ii¢ bashgida etkileyen pH, sicaklik, substrat
konsantrasyonu, karistirma hizi ve biyoaktif tabaka iizerinde zar varlig1 gibi unsurlar
mevcuttur. Bu unsurlar igerisinden substrat derisimindeki artis ve biyoaktif tabaka
tizerinde zar bulunmasi cevap siiresini uzatirken, pH ve sicaklik ve karigtirma

etkenleri cevap siiresini kisaltmaktadir.

3.6 Amperometrik Enzim Elektrotlar

3.6.1 Amperometrik Enzim Elektrot Sistemleri

Amperometrik sensor tasarimlari L. nesil, II. nesil ve III. nesil olmak {izere
tice ayrilmaktadir. Eger bu tasarimda redoks enzimi ve elektrotlar arasindaki baglanti
tirlinlin sahip oldugu elektroaktiviteyi ya da enzim substratin1 baz alirsa 1. nesil,

redoks medyatorlerinin immobilize olarak ya da serbest halde biyomolekiille
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kullanimin1 baz aliyorsa II. Nesil ve elektron yiizeyi ile enzimin redoks aktif bolgesi
arasinda direkt elektron transferini baz aliyorsa III. nesil biyosensorler olarak
tanimlanirlar. Sekil 3.8’de amperometrik enzim tipleri sematize edilmistir (Freire ve

dig, 2003 ; Tugce Yazic1 Tekbasoglu, 2017)

£ €
vV % s v

ELEKTROT ELEKTROT ELEKTROT

A B c

Sekil 3.8: @) I. nesil amperometrik elektrotlar, b) Il. nesil amperometrik elektrotlar,

c) I11. nesil amperometrik elektrotlar

I. nesil amperometrik biyosensdr tasarimlarinda uygulanan potansiyelin
degerinin yiiksek olmasi, bu tasarimlardaki en biiylik dezavantajdir. Bu dezavantaj
medyator ad1 verilen ve elektrot yiizeyi ile enzimin redoks aktif merkezi ve arasina
girerek elektron aktarimini saglayan ve ferrosen tiirevleri organik iletken tuzlar ya da
kinon gibi molekiillerin kullanilmasiyla giderilmektedir (II. Nesil). II. Nesil
amperometrik biyosensorlerde medyatér kullanilmast uygulanan potansiyelin
diismesine ve bu problemin ¢oziilmesini saglar. Medyator kullanimindaki bir diger
avantaj ise elektrotlarda lineer cevap araligini arttirmak ve elektrot Omriini
uzatmaktir. Medyatorlerin kullaniomdan dolayr sensor ortaminda hidrojen peroksit
(H202) agiga ¢ikmamakta bu da enzimin zarar gormesini engellemekte ve sensor
Omriinliniin uzamasina sebep olmaktadir. Fakat bununla birlikte medyatdriin varlig

farkli reaksiyonlarin gergeklesmesine sebep olabilmektedirler (Jusoh ve Aziz 2006).

Medyatorlerin, enzim molekiilleriyle kullanilmasinda bir¢ok farkli teknik
bulunmaktadir. Fakat kullandigimiz her immobilizasyon yontemi kinetik agidan
dezavantaja sahiptir. Kinetik agidan kisitlamaya sebebiyet veren konular ise

immobilize edilmis medyatoriin hareketinin engellenmesi ve medyator ve enzimin
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elektrot yiizeyinde asimetrik olarak yiiklenmesidir. Dizayn edilen elektrot heniiz
kullanilmamisken, medyator/enzim orani sabittir fakat elektrokimyasal proses devam
ettikge bu oran immobilize edilmis olan medyat6riin katyonik ve anyonik hallerinin
kararliligina bagli olarak degismeye baslar. Bu degisimin sebebide medyatdrlerin

¢Oziiniirligldiir. (Pandey 1997).

Biitiin immobilizasyon tekniklerinin amaci, indirgenme ve yiikseltgenmeye
ugrayan medyatorlerin, ¢oziiniirliigiinden dolay1 elektrot yiizeyinden ayrilmasini
onlemektir. Bundan dolayida son zamanlarda uygulanan c¢aligmalarda bu sorunu
c¢ozmek i¢cin medyatorlerin  yerini membranlar, iletken polimerler almigtir

(Vaillancourt ve dig 1998).

III. Nesil biyosensor tasarimlarinda ise elektron aktarimi, substratin katalitik
olarak tirtine doniismesiyle gerceklesmektedir. Yani kisaca redoks enzimi, substrat ve
elektrot arasinda medyator varligi olmadan elektron transferini gergeklestirerek, bir
elektrokatalizér islevi goriir. Bu tip biyosensorler ortamda gerceklesebilecek
reaksiyonlara sebebiyet vermeden enzimin redoks potansiyeline yakin bir
potansiyelde c¢alisarak daha iyl bir segicilik gosterir. Elektrot yilizeyi ve
biyomolekiiliin daha giiclii bir baglantiya sahip olmasi bu tip biyosensdrlerin
hassasligini arttirmaktadir. Son donemde gergeklestirilmis olan yiiksek performansh
biyosensor c¢alismalarr da yukarda bahsetmis oldugumuz elektron transfer sisteminin
gelistirilmesi lizerine odaklanmistir. Bu sistemlerin bir diger gelecegide, direk
elektron transferini temel alan enzim bazli amperometrik biyosensorlere dayanir
(Freire ve dig. 2003).

3.6.2 Amperometrik Glukoz Elektrotlar

Glukoz elektrotunda, indirgenme tepkimesinde GOx enzimi, D-glukoz’u
katalizleyerek, D-glukono-6-laktona doniistiiriir. Bu doniisiimden sonra GOx’taki
FAD halkasi, FADH2 haline indirgenir. Indirgenmis halde olan GOx enzimi,
yiikseltgeyici yari reaksiyonda oksijen yardimiyla tekrar yiikseltgenir ve ortaya H2O»
cikar. H202 agiga ¢ikmasi sonucu tasinan elektronlar bir elektrokimyasal gevirici
yardimiyla elektrokimyasal veri olarak elde edilir. (Korf ve dig., 2001; Guler ve
Soyleyici, 2014).

16



4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1  Kullamlan Kimyasal Maddeler, Cihazlar ve Teknikler

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Monomer sentezinde kullanilan malzemeler; 1,3,5 Triazin (C3H3N3z) (Merck),
Tetrahidrofuran (THF) (Sigma-Aldrich), 3-Amino-9-Etil Karbazol (AK)(Sigma),
Hidrazin Monohidrat (NH2NH2.H20) (%98+) (Alfa Aesar), Sodyumbikarbonat
(NaHCO3) (Sigma-Aldrich), Aseton (Sigma-Aldrich), Asetonitril (ACN) (Sigma-

Aldrich) firmalarindan temin edilmistir.

Biyosensor ¢alismalarinda Glutaraldehit (GA), (%25) D-Glukoz, Glukozoksidaz
(Aspergillus Niger. 200 U/mg, %36 a-D-Glukoz %64 -D-Glukoz) kullanilmustir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

4121 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Sentezlenen monomerlerin FT-IR spektrumlari, Perkin Elmer Attenuated Total
Reflection (ATR) aksesuarina sahip bilgisayar kontrollii Two DTGS model FT-IR

cthaz1 kullanilarak alinmis ve yapi analizi yapilmistir.

4122 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

Monomerler icin NMR analizleri Varian/400-MHz ile yapilmistir. ‘H-NMR
spektrumu i¢in DMSO-ds ¢oziicii olarak kullanilmis ve tetrametilsilan referansina

gore kimyasal kayma (0) degerleri verilmistir.
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4.1.2.3 Biyosensor Calismasinda Kullanilan Sistemler

Biyosensor cevaplarma ait veriler lvium potentiyostat/galvanostat (IviumStat,
Ivium Tech., The Netherlands) cihazi ile takip edilmistir. Enzim katalizi sonucu
aciga cikan oksijen -0,7 V potansiyelde takip edilmistir. Deneysel ¢aligsmalarda
olgtimler; karsit elektrot platin tel, ¢alisma elektrotu grafit, referans elektrot Ag/AgCl

ticlii sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.1.2.4 Potensiyostat

Polimerin  elektrokimyasal olarak  sentezlenmesi icin  elektrokimyasal
polimerizasyon sistemi kullanilmistir. Sistem, Potansiyostat-Galvanostat Cihazina
(Iviumstat, Hollanda) baglanmis hiicre ve tiglii elektrot diizeneginden olugmaktadir.
Bu sistemde ¢alisma elektrotu olarak grafit elektrot, referans elektrotu Ag/AgCl ve

karsit elektrotu platin tel olacak sekilde {iglii elektrot sistemi kullanilmistir.

4.2  Deneysel Prosediir

4.2.1 Monomer Sentezleri

421.1 CT1l [N-(4,6-dihidrazinil-1,3,5-triazin-2-il)-9-etil-9H-karbazol-3-
amin] Sentezi
Sentez i¢in oncelikle 0,368 g (2mmol) triazin 10 mL THF igerisinde 0-
5°C sicaklik araliginda ¢oziildii. Uzerine 0,42 g (2mmol) 3-Amino-9-Etil Karbazol
10 mL THF ¢oziilerek damla damla eklendi. 2 saat boyunca 0-5°C’de karigtirildi.
Ortama %10’luk NaHCO3 ¢ozeltisi ilave edildi. Ortamin pH degeri 7 olana kadar pH
kontrolii saglandi. 1 saatin sonunda ortama buz ilave edildi. Yarim saat bekledikten
sonra ¢okmenin basladig1 gézlendi. Reaksiyonda ¢okme basladiktan sonra tekrar buz
ilave edildi. Olusan yesil renkteki iiriin siiziildii. Bol miktarda soguk su ile yikandi.
(Ara tirtin: CT1-a Renk: yesil, 0,3009 g verim: %84 erime noktas1:190°C) (Rathavi

ve dig. 2013). Daha sonra reaksiyonun ilk basamagindan elde edilen CT1-a
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tirtiniinden 0,358 g (1mmol) tartild1 ve 45 mL ACN iginde ¢oziildii. Ayr1 yerde 1 mL
NH2NH2.H2.0 5 mL ACN iginde ¢oziildii. Coziilen NH2NH2.H20 “in tizerine CT1-
a’nin ACN’deki ¢ozeltisi eklendi. Geri sogutucu altinda 3 saat siiresince karigtirildi.
3 saatin sonunda ¢oziicii, diisiik basing altinda uzaklastirildi. Kalan kat1 siiziildii ve
yikama suyunun pH’1 7 olana kadar bol miktarda su ile yikandi (Sekil 4.1). (Renk:
beyaz, 0,3318 g verim: %95, erime noktas1:201-202°C) (Yaoting ve dig 2004,
Mahdy ve dig. 2016).

HN
el NH

N

jl\ i H /N\ H -
\ N

N /)

OO0 Q0 N OO
| NH,NH,H,0 NH
\)\ N N ¢l NHNH>H, ]

Cl N Cl N H,N

2

HyC HyC )

J

Sekil 4.1: CT1 maddesinin sentezi

4212 CT2 [N?  N*bis(9-etil-9H-karbazol-3-il)-6-hidrazinil-1,3,5-

triazin-2,4-diamin] Sentezi

CT2 maddesinin sentezi i¢in once 0,184 g triazin (I1mmol) 10 mL aseton da
0-5°C’de ¢oziildii. Sonra 0,168 g NaHCO3 (2 mmol) kat1 halde ortama ilave edildi.
Karigimin iizerine, 0,440 g 3-Amino-9-Etil Karbazoliin (2 mmol) 10 mL asetondaki
¢ozeltisi damla damla ilave edildi. 2 saat boyunca 0-5 °C’de karigtirildi. 2 saat
sonunda reaksiyon ortamina 20 mL soguk su eklendi ve ¢okme gozlemlendi. Daha
sonra karisim 4 saat oda sartlarinda karistirildi. Reaksiyon siiresince ortamin pH’1 7
ye ayarlandi. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin siiziildii. Soguk aseton-su (1:1) ile
yikandi. Desikatorde oda sartlarinda kurutuldu (Xue ve dig. 2011). (Renk: yesil,
0,4468g verim: % 84 erime noktas1:223-224 °C). Bu basamakta elde edilen CT2-a
maddesi, 0,532 g (Immol) 45 mL ACN i¢inde ¢ozildi. Ayn yerde 1 mL
NH2NH2.H2O 5 mL ACN iginde ¢oziildii. Coziilen NH2NH2.H20 “in tizerine CT2-
a’nin ACN’deki ¢ozeltisi eklendi. Geri sogutucu altinda 3 saat siiresince karistirildi.

3 saatin sonunda ¢oziicii, diisiik basing altinda uzaklastirildi. Kalan kat1 stiziildii ve
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yikama suyunun pH’1 7 olana kadar bol miktarda su ile yikand1 (Sekil 4.2). (Yaoting
ve dig 2004; Mahdy ve dig. 2016). (Renk: beyaz, 0,5012g verim: %95, erime
noktasi: 256.2 °C)

(CHs
3
a'n S
NNy NFCI-|3 © NH NH,NH,H,0 e
NoN  + 2 — - mN o NaNRRE N7 >N
A SN ) i
Ych, '*CH3

cr

Sekil 4.2: CT2 maddesinin sentezi

4213 CT3 [N?, N& NO-tris(9-etil-9H-karbazol-3-il)-1,3,5-triazin-2,4,6-

triamin] Sentezi

0,725 g (3,25mmol) 3-Amino-9-Etil Karbazol 10mL asetondaki ¢ozeltisi
tizerine, 0,4491 g (3,25mmol) K>COs kat1 olarak ilave edildi. 10 dakika 0-5°C’de
karistirildi. Daha sonra tizerine 0,184 g (1mmol) triazinin 10mL asetondaki ¢ozeltisi
damla damla ilave edildi. 0-5°C’de 2 saat boyunca, 2 saatte oda sicakliginda
kanistirildi. Oda sicakliginda ¢okmenin basladigr gozlendi. Cozelti rengi agilmaya
basladi. 48 saat reflux yapildi. Elde edilen kati kisim ¢oziildii. Aseton ile yikandi.
Sonra kati kisim suya alinarak siiziildii. Tekrar 10mL su/1mL asetik asit ¢ozeltisine
alindi. Tekrar ¢oziildii. Bol miktarda su ile yikandi ve daha sonra kurutuldu (Sekil
4.3). (Renk: yesil, 0,5928 g verim: %84 erime noktasi: 320°C)

20



\g 4 N \5‘ N o
CH,
PR CEENY
)
CcT3

Sekil 4.3: CT3 maddesinin sentezi

4.2.2 Elektrokimyasal Polimerizasyon

Grafit elektrot tiizerinde iletken polimer elde etmek igin sentezlenen
monomerler, doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak polimerlestirilmistir.CT1,
CT2 ve CT3 monomerlerine elektropolimerizasyon islemi uygulamak i¢in uygun
sartlar belirlenmistir. Oncelikle CT1 polimeri elde etmek igin; 10° M CT1 ve 0,1 M
LiCIO4#/ACN/BFEE destek elektrolit-¢oziicii igeren polimerlestirme hiicresi
icerisinde, 0,25 V/s tarama hiziyla, 0.1 ile 1.4 V potansiyel araliginda
polimerlestirme gergeklestirilmistir (Sekil 4.4).

H H H H
Ny Mo N, NN N,
N\?N Elektrokimyasal N\EN

NH Polimerizasyon - NH
O ACN/LiCIO,/BFEE ]
(- (N
e e

CcT1 P(CT1)

Sekil 2: CT1'in elektrokimyasal polimerizasyonu
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CT2 polimeri igin; 10° M CT2 ve 0,1 M LiClO4 /BFEE destek elektrolit-
¢oziicii igeren polimerlestirme hiicresi igerisinde 0.15 V/s tarama hiziyla,-0.5 ile 1.5

V potansiyel araliginda polimerlestirme gergeklestirilmistir (Sekil 4.5).

.NH;
NH, HN
HN”
L, @
N - ~ 1
I Elektrolimyasal HNZ °N” "NH
Pollmerlzasyon
O JCH3
BFEE H;C N
: \—N O
)
3
P(CT2)

Sekil 4.5: CT2'nin elektrokimyasal polimerizasyonu

Son olarak CT3 polimeri igin; 10° M CT3, 0,1 mM AK ve 0,1 M
LiCIO4/ACN destek elektrolit-¢oziicii igeren polimerlestirme hiicresi igerisinde, 0.20
V/s tarama hiz1 ve-0.5 ile 1.5 V potansiyel aralifinda polimerlestirme
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal kopolimerizasyon islemi tiglii elektrot sistemi

kullanilarak dontisiimlii voltametri teknigi ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.6).

O HoN Elektrokimyasal
Polimerizasyon
H
N

ACN/LiOCl,

P(CT3-co-3A9K)

Sekil 4.6: CT3'iin AK ile elektrokimyasal kopolimerizasyonu
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4.2.3 Enzim Elektrotlarinin Hazirlanmasi

Enzim elektrotu tasarlanirken elektrot malzemenin iletkenligi, sert yapisi
iletken polimer ile uyumlu olmasi ideal tasarimi ortaya koyar. Literatiirdeki
arastirmalar temel alindiginda karbon yapili elektrotlarin enzim immobilizasyonu ile
kullanildigr goriilmektedir. Bu bilgileri 1s1ginda, deneysel caligmada CT1, CT2
monomerlerinin  elektrokimyasal  polimerizasyonu ile CT3’in AK ile
kopolimerizasyonu doniisimlii  voltametri teknigiyle grafit elektrot {izerinde
gergeklestirilip iletken polimerleri olusturulmustur. Calismanin ikinci basamaginda
GOx, GA ile capraz baglanarak elektrot yiizeyine immobilize edilmistir. Platformu
hazirlanan ~ P(CT1/GOx), P(CT2/GOx), P(CT3-co-AK/GOx)  biyosensor
platformlarinin ideal performans sartlar1 optimize edilmis ve karakterizasyonu

yapilmistir.

4231 P(CT1) /GOx, P(CT2)/GOX, P(CT3-co-AK)/GOX Enzim

Sensoriiniin Hazirlanmasi

P(CT1) /GOx, P(CT2) /GOx, P(CT3-co-AK) /GOx enzim elektrotlarini
olusturmak igin, elektrot yiizeylerinde polimerlestirme gergeklestirildikten sonra
ideal enzim miktar1 belirlenmistir. Her elektrota 0,125 mg, 0,25 mg ve 0,5 mg GOx
miktart immobilize edilmis elektrotlar hazirlanarak en yiiksek cevap alinan enzim

miktar1 sec¢ilmistir.

P(CT1) /GOx, P(CT2)/GOx, P(CT3-co-AK) /GOx enzim elektrotlarmnin
degisen enzim miktarlarina karsi vermis oldugu akim degerlerinin grafigi verilmistir.
P(CT1)/GOx, P(CT2)/GOx, P(CT3-co-AK) /GOx enzim elektrodlar1 igin enzim
miktarina karsilik elektrot cevabi grafigini inceledigimizde ideal enzim miktari

belirlenmistir.
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4.2.3.2 Hazirlanan Enzim Sensorleri ile Ol¢iim ilkesi

Hazirladigimiz sensor platformu {glii elektrot sisteminde ¢alisma elektrodu
olarak kullanilmistir. Glukoz ilavesi Oncesi sistem oksijen takibi i¢in -0,7 V’ta
dengeye geldigi an akim degeri kaydedilmistir. Belirlenen bu akim degerinden sonra
glukoz (substrat) ilavesi yapilmistir. Enzimatik reaksiyon 6l¢iimde sabit bir noktaya
ulastiginda bu noktadaki akim degeri kaydedilmistir. Calismada glukoz ilavesinden
onceki akim degeri ve glukoz eklenmesinden sonraki kaydedilen akim degerinin
farki alinmis, sayisal olarak hesaplanan bu fark eklenen glukoz (substrat)
konsatrasyonuna karsilik, sensoriin vermis oldugu cevabi ifade etmistir. Birimi
nA/cm? ‘dir. Caligmada bu farklanmaya bagh olarak grafikler elde edilmis ve diger

parametrelerin sensor cevabina etkisi incelenmistir.

4.2.3.3 Sensoriin Cahsilacagi Optimum pH Degerinin Saptanmasi

Calismada, grafit elektrot yiizeyinde P(CT1), P(CT2) polimerleri ve P(CT3-
co-AK) kopolimeri sentezlenmis ve daha sonra GOx ve GA’nin immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Daha sonra hazirlanmis olan enzim sensoriiniin, farkli pH’larda
hazirlanmis ve azot gazi gecirilmis 50 mM fosfat-asetat tamponu ¢ozeltileri
icerisinde 2.5 mM glukoz eklenmesi sonrasi vermis oldugu akim degerleri bagil
degerlere gore hesaplanarak “pH-%biyosensor cevaplar1” grafikte belirtilmistir.
Grafik analiz edildiginde biyosensoér cevabinin en yiiksek oldugu pH degeri
belirlenmis ve diger parametreleri belirlemek i¢in bu pH degerinde hazirlanan ¢ozelti

kullanilmistir.

4.2.4 Enzim Sensorii Platformlarimin Karakterizasyonu

4.2.4.1 Dogrusal Tayin Arahklar:

Ug farkl1 sensor platformunun en yiiksek sensor cevabini verdigi pH’degerleri
ayr1 ayr belirlendikten sonra glukoz o6l¢iim araliklar belirlenmistir. Hazirlanan

enzim elektrotlarinda akim yogunlugunun substrat konsantrasyonuyla olan iligkisi
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incelenerek bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisinde eklenen
glukoz derisimine karsilik gozlenen akim degerleri arastirilarak olusturulan

platformlarin her bir enzim platformu igin glukoz derisimi aralig1 belirlenmistir.

4.2.4.2 Analiz Sonuclarinin Tekrarlanabilirligi

Calismada olusturulan P(CT1)/GOX, P(CT2)/GOX, P(CT3-co-AK)/GOX
platformlarinin kalibrasyon egrilerinden belirlenen dogrusal tayin araligmna giren
glukoz derisimi secilerek, her sensor platformu i¢in tekrarlanabilirlik caligmalar
secilen glukoz derisiminin sensdr cevabmin 15 kez tekrar Olglilmesiyle
gerceklestirilmistir. Calismaya ait standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayisi (c.v)

hesaplanmustir.

4.2.4.3 Ornek Uygulama Analizleri

Calismada tasarlanan biyosensdr platformlarinin uygulanabilirligini 6lgmek
amactyla ticari Uriin olarak satilan kola ve meyve suyundaki glukoz miktarlari
Olclilmiistiir. Deneysel calismada bulunan sonuglar, glukozun spektrofotometrik tayin

yontemiyle karsilastirilmistir.

4.2.4.4 Girisimci Testi

Hazirlanan sensor platformlarinda herhangi bir bilesigin girisim etkisini
incelemek icin girisim etkisi testleri uygulanmistir. Bu testler, 3-asetamidofenol ve
etanol kullanilarak yapilmistir. Oncelikle glukoz ¢ozeltisi reaksiyon ortamina
eklenip,sensor cevabi kaydedilmistiri. Daha sonra girisim etkisi gosterebilecek
bilesikler glukoz ile ayni reaksiyon ortamina eklenmis Ve sensdr cevaplari

kaydedilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1  Monomer Karakterizasyonu

5.1.1 CT1 Monomerine Ait FT-IR Spektrumu

CT1 monomerinin sentezinde kullanilan CT1l-a ve CT1 monomerinin

kimyasal yapist FT-IR, spektrumu ile karakterize edilmistir (Sekil 5.1).

100+
T ey " |
90- /I 2967cm'(Alkane-CH) Ii ,M |
3347cm [-NH) ‘ } |r
= 80+ 3047cm(ArC-H)
2 iy
704 1598em” (C=N) 625cm™1 (CC1 )
e
60 - 1552cm " (C-N,C4N3) |
sarcm"[gs."rriazine C-N)
50 L] L] L L L}
4000 3000 2000 1000 0
em™

Sekil 5.1: CT1-a monomerine ait FT-IR spektrumu

Monomer sentezindeki ara iiriin olan CT1-a maddesinin FT-IR spektrumu
incelendiginde CT1-a maddesine ait olan karakteristik -NH, C=N (CzN3), C-CI
gerilme titresimleri sirasiyla, 3347 cm™, 1598 cm™, 625 cm™? ‘de gdzlemlenmistir.
Ayrica yapiya ait olan ArC-H 3047 cm™, Alken C-H 2967 cm™ ve triazin halkas: ait

olan C-N gerilme titresimleri 1552 cm™ ve 847 cm™°de gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.2: CT1 monomerine ait FT-IR spektrumu

Elde edilen CT1 monomerin FT-IR spektrumu incelendiginde CT1
monomere ait olan Karakteristik 625 cm™’deki C-Cl bandinin kayboldugu

-1

gozlemlenmis olup 3324 cm ‘de CT1’in yapisina ait olan -NHz bandi

gozlemlenmistir (Sekil 5.2).

Ayrica yapiya ait olan ArC-H 3050 cm™, Alken C-H 2972 cm™?, -N-H 1622
cm™ ve triazin halkas1 ait olan C-N gerilme titresimleri 1578 cm™,1227 cm™ ve 814

cm™?°de gézlemlenmistir.
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5.1.2 CT2 Monomerine Ait FT-IR Spektrumu

CT2 monomerinin sentezinde ara iiriin CT2-a ve reaksiyonun son {irlinii

CT2’nin kimyasal yapis1 FT-IR, spektrumu ile karakterize edilmistir (Sekil 5.3).
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80- /,/ /43? em’ (Alken C-H)
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40-
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846 cm-1 (C-Cl str)
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I I

4000 3000 2000 1000 O
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Sekil 3: CT2-a monomerine ait FT-IR spektrumu

Monomer sentezindeki ara tiriin olan CT2-a maddesinin FT-IR spektrumu
incelendiginde CT2-a maddesine ait karakteristik -NH, C=N (CzN3z), C-CI
bandlarinin  pik siddetleri sirasiyla, 3349 cm?, 1598 cm?, 695 cm? ‘de
gdzlemlenmistir. Ayrica yaprya ait olan ArC-H 3044 cm™, Alken C-H 2967 cm™ ve
triazin halkas1 ait olan C-N gerilme titresimleri 1598 cm™ ve 846 cm™’de

gbzlemlenmistir.
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Sekil 5.4: CT2 monomerine ait FT-IR spektrumu

Elde edilen monomerin FT-IR spektrumu incelendiginde CT2 monomere ait
olan karakteristik 695 cm™°deki C-CI bandinin kayboldugu gdzlemlenmis olup 3387
cm " “‘de CT2’nin yapisina ait olan -NHz band1 gézlemlenmistir (Sekil 5.4).

Ayrica yapiya ait olan ArC-H 3062 cm™, Alken C-H 2976 cm™ -NH 1626
cmlve triazin halkasi ait olan C-N gerilme titresimleri 1566 cm-1,1228 cm? ve 815

cm™?°de gézlemlenmistir.
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5.1.3 CT3 Monomerine Ait FT-IR Spektrumu

Sentezi gergeklestirilen CT3 monomerinin kimyasal yapis1 FT-IR, spektrumu
ile karakterize edilmistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5: CT3 monomerine ait FT-IR spektrumu

Elde edilen monomerin FT-IR spektrumu incelendiginde monomere ait olan
karakteristik -NH, C=N (C3N3) bandlarina ait pik siddetleri sirasiyla 3357cm,
1587cm™ goézlemlenmistir. Ayrica yapiya ait olan ArC-H 3055 cm™, Alken C-H
2976 cm* ve triazin halkasi ait olan C-N gerilme titresimleri 1587 cm™ ve 801 cm’

1de gozlemlenmistir.
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5.1.4 CT1-a Monomerine Ait THNMR Spektrumu

Sentezi gergeklestirilen yesil renge sahip CT1-a monomerinin kimyasal yapist

'H-NMR, spektrumu ile karakterize edilmistir.

H-NMR spektrumu i¢cin DMSO-ds ¢oziicii olarak kullanilmis ve

tetrametilsilan referansina gore kimyasal kayma (&) degerleri Sekil 5.6’da verilmistir.
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Sekil 4: CT1 maddesinin tHNMR spektrumu

'H-NMR (CT1-a) (DMSO-d6): &/ppm= 1.47 (t, 3H, -CH3), 7.34-8.40 (m,7H, -
Arm-CH), 4.88 (m, 3H, -CH2-).
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5.1.5 CT2-a Monomerine Ait THNMR Spektrumu

Sentezi gergeklestirilen yesil renge sahip CT2-a monomerinin kimyasal yapist

'H-NMR, spektrumu ile karakterize edilmistir.

'H-NMR spektrumu icin DMSO-ds ¢oziicii olarak kullanilmis ve

tetrametilsilan referansina gore kimyasal kayma (&) degerleri Sekil 5.7°de verilmistir.
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Sekil 5.7: CT2-a maddesinin *HNMR spektrumu

IH-NMR (CT2-a) (DMSO-ds): 8/ppm= 1.46 (t, 6H, -CHs), 4.61 (m, 6H, -CHa-),

7.34-8.41 (M, 14H, -Arm-CH).
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5.1.6 CT3 Monomerine Ait 'THNMR Spektrumu

Sentezi gerceklestirilen yesil renge sahip CT3 monomerinin kimyasal yapisi

'H-NMR, spektrumu ile karakterize edilmistir.

'H-NMR spektrumu i¢in DMSO-ds ¢dziicii olarak kullanilmis ve tetrametilsilan

referansina gore kimyasal kayma (8) degerleri Sekil 5.8’de verilmistir.
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Sekil 5.8: CT3 maddesinin *HNMR spektrumu

: 300
t-280
260
t-240
: 220
+200

180
140

120

1100

k40

r20

20

IH-NMR (CT3) (DMSO-ds): &/ppm= 1.16 (t, 9H, -CHs), 6.78-8.34 (m, 21H, -Arm-

CH), 4.28 (m, 6H, -CHs-).
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5.1.7 P(CT1)/GOx Sensor Platformunun Yiizey Morfolojisi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), yiizey morfolojisinin aydinlatilmasinda
yaygin olarak kullanilan bir karakterizasyon yontemidir. SEM goriintiileri, sensor
platformunun tabakalarinin yiizey incelemelerinde yardimci olmaktadir (Olgag
2018)( Tugba Soganci,Yasemin Torlak ve dig. 2018). Bu amagla, grafit elektrot,
polimer kaplanmis yiizey P(CTI1), ve enzim immobilize edilmis yiizeyin
P(CT1)/GOx SEM goriintiileri alimmustir. Asagidaki sekilde alinan SEM goriintiileri
(yakinlastirma 10.00 K, 1 pm ¢apinda) gosterilmistir (Sekil 5.9).

Sekil 5.9: a) Grafit elektrodun SEM goriintiisii, b) P(CT1) polimeri kaplanmis grafit elektrodun
SEM gériintiisii, ¢) P(CT1)/GOx SEM gériintiisii

Bos grafit elektrot yiizeyi modifiye edilmis P (CT1) ile karsilastirildiginda, lifli bir
morfolojiye sahiptir. Grafit elektrotun tizerinde CT1 monomeri polimerlestirildiginde
(P(CT1)) ylizey homojen olmayan kiiresel yapi sergilemistir. Son olarak enzim
immobilize edilmis P (CT1)/GOx tabakasi, GOx enziminin polimere ¢apraz olarak

baglandig1 ve yiizeyi farklilagtirdigr Sekil 5.9’te goriilmiistiir.
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5.1.8 P(CT2) /GOx Sensor Platformunun Yiizey Morfolojisi

Grafit elektrot, polimer kaplanmis yiizey P(CT2) ve enzim immobilize
edilmis  yiizeyin (P(CT2)/GOXx) SEM goériintiileri  yiizey morfolojisinin

aydinlatilmasinda kapsaminda alinmistir. Asagidaki sekilde alinan SEM goriintiileri

(yakimlagtirma 10.00 K, 1 pm ¢apinda) gosterilmistir (Sekil 5.10).

Sekil 5.10: a) Grafit elektrodun SEM goriintiisii, b) P(CT2) polimeri kaplanms grafit
elektrodun SEM goriintiisii, ¢) P(CT2)/GOx SEM gériintiisii

Bos grafit elektrot yiizeyi modifiye edilmis P(CT2), ile karsilastirildiginda lifli
morfolojisine  sahiptir. Grafit  elektrotun  {lizerine CT2  monomeri
polimerlestirildiginde (P(CT2)) yiizey homojen olmayan kiiresel yap1 sergilemistir.
Son olarak enzim immobilize edilmis P(CT2)/GOx tabakas1t GOx enziminin polimere
capraz olarak baglandig1 ve bulutumsu sekilde yiizeyi farklilastirdigi Sekil 5.10°da

gorilmiistiir.

5.1.9 P(CT3-c0-AK)/GOx Sensor Platformunun Yiizey Morfolojisi
Grafit elektrot, polimer kaplanmis yiizey P(CT3), ve enzim immobilize edilmis

yiizeyin (P(CT3)/GOx) SEM goriintiileri alinmistir. Asagidaki sekilde alinan SEM
goriintiileri (yakinlastirma 10.00 K, 1 um ¢apinda) gosterilmistir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11: a) Grafit elektrodun SEM gériintiisii, b) P (AK) polimeri kaplanmis grafit
elektrodun SEM goriintiisii ¢) P (CT3-co-AK) polimeri kaplanmis grafit elektrodun SEM
goriintiisii, d) P (CT3-c0o-AK)/GOx SEM goriintiisii

Bos grafit elektrot yiizeyi, modifiye edilmis P(CT3-co-AK) ile
karsilastirildiginda lifli bir morfolojiye sahiptir. Ayrica kopolimerizasyon islemi
gerceklestirilen AK  monomerinin  SEM  gorlintiisii  ile  kiyaslanmustir.
Kopolimerizasyon islemi gerceklestirildikten sonra olusan P(CT3-co-AK) tabaka
morfolojisi homojen bir goriintiiye sahiptir. Son olarak Enzim immobilize edilmis
P(CT3-co-AK)/GOx tabakasi GOx enziminin polimere ¢apraz olarak baglandigi ve
kiimelesmis kiireler sekilde yiizeyi farklilastirdigi Sekil 5.11°de goriilmiistiir.

5.2 Sentezlenen Polimerlerin Elektrot Performans Calismalar:

5.2.1 Elektrot Yiizeylerine Kaplanan Polimerin Optimizasyonu

5211 Elektrot Yiizeylerine Kaplanan P(CT1) Polimerin Optimizasyonu

P(CT1)/GOx enzim sensorii olustururken, ilk olarak 10° M CT1 ve 0,1 M
LiCIO4#/ACN/BFEE destek elektrolit-¢oziicii igeren polimerlestirme hiicresi
icerisinde, 0.25 V/s tarama hiziyla, 0.1 ile 1.4 V potansiyel araliginda 6 dongi
boyunca doniisiimlii voltametri teknigiyle polimerlestirme gergeklestirilmistir. CT1’e

ait donlisiimli voltametri grafigi Sekil 5.12°de verilmistir.
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Sekil 5.12: P(CT1)’m CV Grafigi

Dontistimlii  voltametri  grafiginden CT1 monomerinin yiikseltgenme
baslangi¢ potansiyeli +0.86 V, P(CT1) polimerinin yiikseltgenme potansiyeli +0.75
V ve indirgenme potansiyelleri sirasiyla +0.64 V ve +0.89 V olarak belirlenmistir.
Akim degerlerinin, her bir dongiide artis gostermesi, polimer filminin grafit elektrot

yiizeyde iyi bir sekilde kaplandigini gostermektedir.

521.2 Elektrot Yiizeylerine Kaplanan P(CT2) Polimerin Optimizasyonu

P(CT2)/GOx enzim sensérii olustururken, ilk olarak 10° M CT2 ve 0,1 M
LiClIO4/BFEE destek elektrolit-¢oziicii igeren polimerlestirme hiicresi igerisinde, 0.15
V/s tarama hiziyla, 0.1 ile 1.4 V potansiyel araliginda 5 dongii boyunca doniistimlii
voltametri teknigiyle polimerlestirme gergeklestirilmistir. CT2’e ait doniisiimlii

voltametri grafigi Sekil 5.13’de verilmistir.
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Sekil 5.13: P(CT2)’in CV Grafigi

Dontigiimlii  voltametri  grafiinden CT2 monomerinin yiikseltgenme
baslangi¢ potansiyeli +0.65 V, P(CT2) polimerinin yiikseltgenme potansiyeli +0.58
V ve indirgenme potansiyelleri sirasiyla +0.20 V ve +0.53 V olarak belirlenmistir.
Akim degerlerinin, her bir dongiide artig gostermesi, polimer filminin grafit elektrot

yiizeyde iyi bir sekilde kaplandigini géstermektedir.

5213 Elektrot Yiizeyine Kaplanan P(CT3-co-AK) Polimer Oramimmin
Optimizasyonu

P(CT3-co-AK) /GOx enzim sensérii olustururken, ilk olarak 10°M CT3 ve 0.1M
AK monomerleri 0,1M LiClIO4/ACN destek elektrolit-¢oziicii iceren polimerlestirme
hiicresi igerisinde, 0.20 V/s tarama hiziyla, -0.5 ile 1.5 V potansiyel araliginda 5
dongii boyunca doniistimlii voltametri teknigiyle polimerlestirme gerceklestirilmistir.

CT3-co-AK’e ait doniisiimlii voltametri grafigi Sekil 5.14’te verilmistir.
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Sekil 5.14: P(CT3-co-AK)’min CV Grafigi

P(CT3-co-AK)’iin doniisiimlii voltametri grafigi incelendiginde, yapida
polimerlesebilir iki farkli grubun varligindan dolay1 (AK ve CT3) farkh
yiikseltgenme ve indirgenme pikleri gozlenmektedir. Akim yogunlugu degerleri
incelendiginde, her bir dongiide akim yogunlugu degerlerinin artisi,

kopolimerizasyonun gerceklestigini dogrulamaktadir.

5.2.2 Elektrotlarin Enzim Miktar1 Optimizasyonu

5221 P(CT1/GOX, P(CT2)/GOX ve  P(CT3-co-AK)/GOX

Elektrotlarinin Enzim Miktar1 Optimizasyonu

Enzim tabanli sensor platformlarinda GOx (glukoz oksidaz) enzimi

kullanirken izlenen yol asagida agiklanmistir.

Ik olarak grafit elektrot yiizeyi temizlenerek polimerizasyon islemine hazir
hale getirilmistir. Daha sonra 102 M CT1 ve 0. M ACN/BFEE/LiClO4 ¢oziicii-
destek elektrolit ¢ozeltisi icerisinde doniisiimlii voltametri teknigi 0.1 V ve 1.4 V
potansiyel araliginda, tarama hizi 0.25 V/s ve 6 dongii boyunca uygulanarak
polimerizasyon islemi gerceklestirilmis ve P(CT1) iletken polimeri grafit elektrot
yiizeyinde elde edilmistir. Son olarak Sekil 5.15’teki grafige gore belirlenen enzim
miktart 0.25 mg GOx enziminin, pH’1 7.0 olan 50 mM fosfat tamponundaki
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cozeltisinden 5 pL elektrota immobilize edilmis ve kurumasi saglanmistir.
Immobilize edilen GOx kuruduktan sonra elektrodun iizerine 5 pL %1’lik GA
¢ozeltisi immobilize edilmistir. Immobilizasyon islemleri sonrasinda tamamlanan

platform, oda sartlarinda 2 saat kurumaya birakilmistir.

m
N
o

= =
o o
1 1

Elektrot Cevabi (

o
1

0.125 mg GOx/5 yLGA 0.25 mg GOx/5uL GA 0.5 mg GOx/5uL GA

Enzim Miktari

Sekil 5: P(CT1) /GOx enzim elektrotunun degisen enzim miktarina karsi vermis
oldugu akim degerlerinin grafigi

P(CT2)/GOx enzim sensoOr platformu hazirlanirken grafit elektrot yiizeyi
temizlenerek polimerizasyon islemine hazir hale getirilmistir. 10° M CT2/BFEE
iceren polimerizasyon hiicresi icerisinde grafit elektrota -0.5 V ve 1.5 V potansiyel
araliginda tarama hizi 0.15 V/s olacak sekilde 5 dongli boyunca doniisiimlii

voltametri teknigi uygulanarak polimerizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Platform i¢in bu basamaktan sonra Sekil 5.16’de belirlenen enzim miktari
0.125 mg GOx enziminin, pH’1 7.0 olan 50 mM fosfat tamponundaki ¢6zeltisinden 5
uL elektrota immobilize edilmis ve kurumasi saglanmistir. 5 pL %1°lik GA ¢ozeltisi
de grafit elektrota immobilize edilmistir. Immobilize edilen GOx kuruduktan sonra
elektrodun iizerine 5 uL %1°lik GA ¢ozeltisi immobilize edilmistir. Immobilizasyon
islemleri sonrasinda tamamlanan P(CT2) /GOx modifiye edilmis sensor platformu,

oda sartlarinda 2 saat kurumaya birakilmistir ve calismaya hazir hale getirilmistir.
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Sekil 5.16: P(CT2) /GOx enzim elektrotunun degisen enzim miktarina
kars1 vermis oldugu akim degerlerinin grafigi

P(CT3-co-AK) /GOx sensor platformu hazirlanirken ilk grafit elektrot yiizeyi
temizlenerek polimerizasyon islemine hazir hale getirilmistir. Daha sonra grafit
elektrot yiizeyinde kopolimerizasyon islemini gerceklestirmek iizere 10° M CT3
monomerinin 0,1 M ACN/LICIO4 ¢oziicii-destek elektrolit igeren ¢ozeltisinden ve
10° M 3-Amino-9-Etil Karbazol monomerinin 0,1M ACN/LiCIO4 ¢oziicii-destek
elektrolit iceren ¢6zeltisinden, 1/1 oraninda hiicre igine alinmis ve hiicre igerisindeki
grafit elektrota dontisiimlii voltametri teknigi, 0.20 V/s tarama hizi ve -0.5 V/-1.5 V
potansiyel araliginda 5 dongli boyunca uygulanarak kopolimerizasyon islemi

gerceklesmistir.

Bu basamaktan sonra Sekil 5.17’de belirlenen 0.25 mg GOx enziminin, pH’1
7.0 olan 50 mM fosfat tamponundaki ¢ozeltisinden 5 pL elektrota immobilize
edilmis ve kurumasi saglanmistir. Immobilize edilen GOx, kuruduktan sonra
elektrodun iizerine 5 uL %1°lik GA ¢dzeltisi immobilize edilmistir. Immobilizasyon
islemleri sonrasinda tamamlanan platform, oda sartlarinda 2 saat kurumaya

birakilmustir.
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Sekil 5.17: P(CT3-co-AK) /GOx enzim elektrotunun degisen enzim miktaria
karsi vermis oldugu akim degerlerinin grafigi

5.3  Elektrotlarin pH Optimizasyonu

5.3.1 P(CT1)/GOx Sensér Platformu icin pH Optimizasyonu

P (CT1/GOx) enzim sensoriiniin farkli pH’larda eklenen glukoz derisimine
verdigi amperometrik cevaplar, bagil degerlere doniistiiriilerek, pH’a karst %
biyosensér cevabi grafigi olusturulmustur. Sekil 5.18’de P(CT1/GOx) enzim

sensOriiniin en yiiksek cevap verdigi pH degeri belirlenmistir.
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Sekil 5.18: P(CT1/GOx) enzim sensoriiniin pH grafigi

Belirlenen pH degeri enzim ve substratin (E-S) asit gruplarinin ya da baz
gruplarmin iyonlagma hallerini, ayrica enzim ve substratin olugsma hizinm
belirlemektedir. E-S kompleksinin olugmasi i¢in en verimli pH degeri (pH:4) caligma
pH degeri olarak belirlenmistir. Belirlenen pH degeri disinda E-S komplekslerinin

olugmas1 tepki hizinin diismesiyle zorlasacak, akim cevaplar diisecektir.

5.3.2 P(CT2) /GOx Sensor Platformu i¢cin pH Optimizasyonu

P(CT2/GOx) enzim sensoriiniin farkli pH’larda eklenen glukoz derisimine
verdigi amperometrik cevaplar, bagil degerlere doniistiiriilerek, pH’a kars1 %
biyosensor cevabi grafigi olusturulmustur. Sekil 5.19°da P(CT2/GOx) enzim

sensoriiniin en yliksek cevap verdigi pH degeri belirlenmistir.
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Sekil 5.19: P(CT2/GOx) Enzim Sensériiniin pH Grafigi

E-S kompleksinin olugmasi i¢in en verimli pH degeri (pH:6) calisma pH degeri
olarak belirlenmistir. Belirlenen pH degeri disinda E-S komplekslerinin olusmasi

tepki hizinin diismesiyle zorlasacak akim cevaplari diisecektir.

5.3.3 P(CT3-co-AK)/GOx Sensér Platformu i¢in pH Optimizasyonu

P(CT3-c0o-AK)/GOx enzim sensoriiniin farkli pH’larda eklenen glukoz derisimine
verdigi amperometrik cevaplar, bagil degerlere dontstiiriilerek, pH a karst %
biyosensor cevabi grafigi olusturulmustur. Sekil 5.20°de P(CT3-co-AK)/GOx enzim

sensOriiniin en yiiksek calistigi pH degeri belirlenmistir.
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Sekil 5.20: P(CT3-co-AK) /GOx Enzim Sensoriiniin pH Grafigi

E-S kompleksinin olugmasi i¢in en verimli pH degeri (pH:5) calisma pH degeri
olarak belirlenmistir. Belirlenen pH degeri disinda E-S komplekslerinin olusmasi

tepki hizinin diismesiyle zorlasacak akim cevaplari diisecektir

5.4  Elektrotlarin Kalibrasyonu

54.1 P(CT1)/GOx Sensor Platformunun Kalibrasyonu

P(CT1)/GOx elektrotunun kalibrasyon grafigi yorumlandiginda, 0.05 — 1.5
mM glukoz konsantrasyonu araliginda, sensoriin, glukoz derisimine dogrusal olarak
cevap verdigi belirlenmistir. Substrat doygunlugu, 2.5 mM'den daha yiiksek glukoz
konsantrasyonunda gozlenmistir. Bu degerden sonra, eklenen glukoza karsilik
sensOriin sabit bir cevap verdigi belirlenmistir. Bu durum, olusturulan sensor
platformunun doygunluga ulastigini gostermektedir. Elde edilen kalibrasyon
egrisinin, 0.05-1.5 mM glukoz konsatrasyonu araligi, dogrusal bdlge olarak tespit
edilmistir ve bu araliktaki glukoz degerlerinin olusturulan sensor platformu ile tayin
edilebilecegi ortaya konulmustur. Cizilen kalibrasyon egrisinin denklemi ve tutarlilik

degeri; y = 11.44x + 3.056, 1> = 0.996 olarak belirlenmistir (Sekil 5.21). Ayrica, elde
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edilen sensoriin kalibrasyon egrisinden, minimum tayin sinir1 (LOD) ve duyarliligi

sirasiyla, 0.007 mM ve 27.67 pAmM “cm? olarak hesaplanmistir.

30
e " - .
25 -
T
0 20 n 20
2 I &
3 g 16
= 15‘ u <
= , E 1 S
£ - < Sas-
= 104 | £ o e
< = <
| 4
. | |
54 = 0.0 04 08 12 1.6
H Glukoz (mM)
O T T

0 50 100 150 200 250 300
Glukoz (mM)

Sekil 5.21: P(CT1/GOx) Enzim Elektrotunun Kalibrasyon Egrisi

5.4.2 P(CT2) /GOx Sensor Platformu Kalibrasyonu

P(CT)/GOx elektrotunun kalibrasyon grafigi yorumlandiginda, 0.05 — 1.5
mM glukoz konsantrasyonu araliginda, sensoriin, glukoz derisimine dogrusal olarak
cevap verdigi belirlenmistir. Substrat doygunlugu, 2.5 mM'den daha yiiksek glukoz
konsantrasyonunda gézlenmistir. Bu degerden sonra, eklenen glukoza karsilik

sensoOriin sabit bir cevap verdigi belirlenmistir. Bu durum, olusturulan sensor

platformunun doygunluga ulastigin1 gostermektedir. Elde edilen kalibrasyon

egrisinin, 0.05-1.5 mM glukoz konsatrasyonu araligi, dogrusal bolge olarak tespit
edilmistir ve bu araliktaki glukoz degerlerinin olusturulan sensor platformu ile tayin
edilebilecegi ortaya konulmustur. Cizilen kalibrasyon egrisinin denklemi ve tutarlilik
degeri; y = 11.219x + 10.026, r> = 0.9905 olarak belirlenmistir (Sekil 5.22). Ayrica,
elde edilen sensoriin kalibrasyon egrisinden, minimum tayin sirt (LOD) ve

duyarliligs sirastyla, 0.004 mM ve 52.85 pAmM “*cm? olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.22: P(CT2/GOx) Enzim Elektrotunun Kalibrasyon Egrisi

5.4.3 P(CT3-c0-AK) /GOx Sensor Platformu Kalibrasyonu

P(CT3-coAK) /GOx elektrotunun kalibrasyon grafigi yorumlandiginda, 0.05
— 1.0 mM glukoz konsantrasyonu araliginda, sensoriin, glukoz derisimine dogrusal
olarak cevap verdigi belirlenmistir. Substrat doygunlugu, 2.5 mM'den daha yiiksek
glukoz konsantrasyonunda gézlenmistir. Bu degerden sonra, eklenen glukoza karsilik
sensOriin sabit bir cevap verdigi belirlenmistir. Bu durum, olusturulan sensor

gostermektedir. Elde edilen kalibrasyon

platformunun doygunluga ulastigini
egrisinin, 0.05-1.0mM glukoz konsatrasyonu araligi, dogrusal bolge olarak tespit

edilmistir ve bu araliktaki glukoz degerlerinin olusturulan sensor platformu ile tayin
edilebilecegi ortaya konulmustur. Cizilen kalibrasyon egrisinin denklemi ve tutarlilik
degeri; y = 15.963x + 1.5463, r> = 0.9906 olarak belirlenmistir (Sekil 5.23). Ayrica,
elde edilen sensoriin kalibrasyon egrisinden, minimum tayin st (LOD) ve

duyarlilig1 sirastyla, 0.006 mM ve 32.88 pAmM “‘cm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.23: P(CT3-co-AK/GOx) Enzim Elektrotunun Kalibrasyon Egrisi

5.5  Analiz Sonuclarinin Tekrarlanabilirligi

Tez kapsaminda hazirlanan enzim sensorleri i¢in ¢alisma kosullari belirlenmis ve
enzim sensorlerinin dogrusal tayin araliklarina giren glukoz derisimi tespit edilmistir.
Tekrarlanabilirlik uygulamasi icin, dogrusal tayin araligina giren glukoz degeri

secilerek ve bu degerle 15 6l¢tim alinmistir.

P(CT1)/GOx enzim sensorii i¢in standart sapma (S.S) £0.02651 mM (n=15) ve
varyasyon katsayisi (cv) %0.1773 (n=15) olarak hesaplanmistir (Sekil 5.24).
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Sekil 5.24: P(CT1) /GOx’a Ait Tekrarlanabilirlik Grafigi

P(CT2)/GOx enzim sensorii i¢in standart sapma (S.S) £0.01457 mM (n=15) ve
varyasyon katsayisi (cv) %0.0677 (n=15) olarak hesaplanmistir (Sekil 5.25).

Biyosensor

12345678 9101112131415
Olciim Sayisi

Sekil 5.25: P(CT2) /GOx’a Ait Tekrarlanabilirlik Grafigi
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P(CT3-c0-AK/GOx) enzim sensorii i¢in standart sapma (S.S) +0.02099 mM
(n=15) ve varyasyon katsayisi (cv) %0.1240 (n=15) olarak hesaplanmistir (Sekil
5.26).

> 104
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Biyosensor Cevabi
N

Sekil 5.26: P(CT3-co-AK)’a Ait Tekrarlanabilirlik Grafigi

5.6 Girisimci Etkisi

Enzim sensorlerinde alinacak olan cevabi negatif etkileyen énemli etmenlerden
biri de girisim etkisi gosterebilecek bilesiklerin ¢alisilan ortamdaki varligidir.
Alkollii igceceklerde etanol, meyve sularinda fenolikler glukoz tayini i¢in potansiyel

girisimci maddeleridir.

P(CT1)/GOx, P(CT2)/GOx ve P(CT3-co-AK)/GOx elektrotlartyla enzim
sensoriinde farkli Ornekler lizerinde analizi yapilmadan Once etanol ve fenolik

bilesiklerin biyosensor cevabina etkisi analiz edilmistir.
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Tablo 5.1 . P(CT1)/GOx Enzim Sensériine Girisim Etkisi

M e g,
Glukoz(1mM) 14.95+0.01 ]
Glukoz+3-AAF 21.51+0.05 99.89
14.86+0.1 99.30

Glukoz+Etanol

P(CT1)/GOx enzim

sensoru

icin Tablo 5.1°te

glukoz analizinde 3-

asetamidofenoliin girisim etkisi goriilmemistir. P(CT1)/GOx enzim sensoriiniin

etanole girisim etkisi goriilmemistir.

Tablo 5.2 . P(CT2) /GOx Enzim Sensoriine Girisim Etkisi

(l?.i:‘flsl\i/lk) Biyozr%n)as\?;‘nf;;:vabl % Girisim
Glukoz(1mM) 21.5+0.01 i
Glukoz+3-AAF 21.51+0.005 100

21.52+0.01 100

Glukoz+Etanol

P(CT2)/GOx enzim

sensori

icin Tablo 5.2’te

glukoz analizinde 3-

asetamidofenoliin girisimci etkisi goriilmemistir. Etanoliin P(CT2)/GOx enzim

sensOriine girisim etkisi goriilmemistir.
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Tablo 5.3. P(CT3-co-AK) /GOx Enzim Sensoriine Girisim Etkisi

Bilesik Biyosensor Cevabi 0/ (iiios
(1 mM) (MA/cm?) Yo Girisim
16.9+0.02 -

Glukoz(1mM)

GluKoz+ 3. AAF 16.9:0.05 100

Glukoz+Etanol 16.91+0.01 99.9

P(CT3-co-AK)/GOx Enzim Sensorii i¢in Tablo 5.3’da glukoz analizinde 3-
asetamidofenoliin  girisimci  etkisi  goriilmemistir. P(CT3-co-AK)/GOx enzim

sensoriiniin etanole girisim etkisi goriilmemistir.

5.7  Ornek Uygulama

Deneysel calismalarda kullanilan enzim sensorlerinin iki farkli ticari 6rnek
tizerinde analizleri yapilmistir. Enzim temelli sensor platformlar1 i¢in, ticari
orneklerde 6n hazirlama islemi uygulamasi gerekli degildir. Ornek direk substrat
olarak kullanilir. (P(CT1)/GOx i¢in pH:4.0 50mM, P(CT2)/GOx i¢in pH:6.0 50mM,
P(CT3-co-AK/GOx) i¢in pH:5.0 50mM)

Asagidaki tablolarda (Tablo 5.4, Tablo 5.5 ve Tablo 5.6) her bir elektrot igin
GOx-enzim sensorii ve spektrofotometrik yontem karsilagtirilarak, farkli iki ticari

ornegin glukoz analizi sonuglari verilmistir.
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Tablo 5.4 . P(CT1)/GOx igin Enzim Sensérii Ve Spektrofotometrik Yéntem Kullanilarak Tki Farkl:

Ornekte Glukoz Analizi

Glukoz (g/l) *

ORNEK Spektrf)fotometrlk P(CT1/GOx) % Geri Kazamim
Yontem
VISNE SUYU 0.732+0.001 0.743+0.03 97.06
KOLA 0.997+0.001 1.028 +0.06 99.45

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n:3).

Tablo 5.5 . P(CT2)/GOx i¢in Enzim Sensérii Ve Spektrofotometrik Yontem Kullanilarak iki Farkli

Ornekte Glukoz Analizi
Glukoz (g/l) *
ORNEK Spektrpfotometrlk P(CT2/GOx) % Geri Kazamim
Yontem
VISNE SUYU 0.728+0.001 0.733 +£0.06 99.28
KOLA 1.004+0.001 1.004 +0.01 100

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n:3).
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Tablo 5.6 . P(CT3-co-AK)/GOx I¢in Enzim Sensérii Ve Spektrofotometrik Yéntem Kullanilarak Tki
Farkli Ornekte Glukoz Analizi

Glukoz (g/l) *

. _ 0 :
ORNEK Spektrf)fotometrlk P (CT3-co-AK /GOX) YoGeri
Yontem Kazanim
VISNE SUYU 0,385+0,001 0,385+0,001 99.44
KOLA 0,479+0,001 0,479+0,001 98.45

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir (n:3).

Tablolardaki sonuclar analiz edildiginde, hazirlanan sensor platformlarindan
alman sonuglarin spektrolektrokimyasal sonuglar ile karsilastirildiginda, sonuglar
birbiri arasinda %97’in lizerinde tutarhilik gostermektedir. Bu sebeple tez
kapsaminda tasarlanan sensor platformlarinin gercek Orneklerde kullanilabilecegi

kanitlanmustir.
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6. SONUC

Bu tez kapsaminda literatiirde ilk kez triazin merkezli, yapilarinda farkli
sayida karbazol tiirevi igeren simetrik ve asimetrik olarak fonksiyonlandirilmig CT1,
CT2 ve CT3 kodlu monomerler sentezlenmis, *H-NMR, spektrumu ve FT-IR
spektrumu ile karakterize edilmistir. Tezin kapsami geregi, sentezlenen
monomerlerin iletken polimerleri ACN ve BFEE c¢oziiciileri igerisinde

elektrokimyasal yolla grafit elektrot tizerinde olusturulmustur.

Caligmada, iletken polimer modifiye elektrotlar yiizeyinde GOX enziminin
immobilizasyonu iletken polimer zincirlerinde bulunan amino grubu ile GOx enziminin
gluteraldehit yardimiyla c¢agraz baglanma reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. CT3
monomerinde serbest amin grubu bulunmadigindan immobilizasyon islemi amino grubu
iceren AK monomeri ile kopolimerizasyon reaksiyonu sonucunda elde edilmistir.
Dolayisiyla grafit elektrotlarin yiizeyinde P(CT1), P(CT2), P(CT3-co-AK) polimerleri
ile modifiye edilmis yiizeylere glukoz oksidaz (GOx) enzimiyle immobilize edilerek
sensor platformlar1 hazirlanmigtir. Biyosensor platformunu igin ideal ¢alisma sartlar ve

analitik karakterizasyonu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak sentezlenen monomerlerin grafit elektrot yiizeyinde
elektrokimyasal polimerizasyonu ile olusturulan modifiye yilizeylere GOx enzimi
immobilize edilmesiyle olusturulan sensor platformlarinin P(CT1)/GOx, P(CT2)/GOx ve
P(CT3-c0o-AK)/GOx sensor ozellikleri Tablo 5.7°te verilmistir.

Tablo 5.7. Sensor Platformlarinin Ozellikleri

Sensor Enzim | Ph | Lineer LOD Duyarhlik | Varyasyon
Platformu Miktan Range (nAmM1cm?) | (nAmMicm?) | Katsayisi
(mg) (mM) %
P(CT1)/GOx 0,25 |4.0| 0,05-1,5 0,007 27,67 0,1773
P(CT2)/GOx | 0,125 |6.0 | 0,05-1,5 0,004 52,85 0,0677
P(CT3-co-AK) 0,25 |5.0] 0,05-1,0 0,006 32,88 0,1240
/1GOX
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Hazirlanan P(CT1)/GOx, P(CT2)/GOx ve P(CT3-c0o-AK)/GOx enzim sensorleriyle -
0,7 V’da elde edilen amperometrik cevaplarin bagil degerleri, pH’ya karsi grafige
gecirilerek elektrotlarin en yiikksek akim cevabi1 sirasiyla pH 4,0; 6,0; 5,0 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglara gore diisiik pH’larda ¢alismalar i¢in en uygun elektrodun
CT1 kodlu monomerle hazirlanan sensor platformunun oldugu saptanmistir. CT1 kodlu
monomerde iki amino grubunun bulunmasi hazirlanan sensor platformu yiizeyindeki
serbest amino gruplarinin sayisinin fazla olmasina yol agarak asidik ortamda yiizeydeki
pH degerini dengeleyerek diger platformlara gore daha diisiik pH degerlerinde de islev
gordiigii diistintilmektedir.

Her bir enzim sensoril i¢in, substrat konsantrasyonuna karsilik akim yogunlugu
etkisi incelenerek kalibrasyon egrileri olusturulmustur. P(CT1)/GOx enzim sensoriiniin
0.05-15 mM araliginda dogrusal artisga sahip oldugu, 2.5 mM glukoz
konsantrasyonundan sonra sabit bir degere sahip oldugu gozlenmistir. Dogrusal
bolgede orta deger olarak belirlenip, tekrarlanabilirlik ¢alismasit yapilmistir. Cizilen
kalibrasyon egrisinin denklemi ve tutarlilik degeri; y = 11,44x + 3,056, r*> = 0.996
olarak belirlenmistir. Ayrica, elde edilen sensoriin kalibrasyon egrisinden, minimum
tayin sinir1 (LOD) ve duyarliligi sirastyla, 0.007 mM ve 27.67 pAmM “cm2 olarak
hesaplanmistir. P(CT2)/GOx enzim sensoriniin 0.05 — 1.5 mM araliginda dogrusal
artisa sahip oldugu, 2.5 mM glukoz konsantrasyonundan sonra sabit bir degere sahip
oldugu gozlenmistir. Dogrusal bolgede orta deger olarak belirlenip, tekrarlanabilirlik
caligmas1 yapilmistir. Cizilen kalibrasyon egrisinin denklemi ve tutarlilik degeri; y =
11,219x + 10,026, r?> = 0.9905 olarak belirlenmistir. Ayrica, elde edilen sensoriin
kalibrasyon egrisinden, minimum tayin sinir1 (LOD) ve duyarlilig1 sirasiyla, 0.004
mM ve 52.85 pAmMlcm? olarak hesaplanmgtir. P(CT3-co-AK)/GOx enzim
sensoriiniin 0,05 — 1,0 mM araliginda dogrusal artisa sahip oldugu, 2.5 mM glukoz
konsantrasyonundan sonra sabit bir degere sahip oldugu goézlenmistir. Dogrusal
bolgede orta deger olarak belirlenip, tekrarlanabilirlik ¢alismast yapilmistir. Cizilen
kalibrasyon egrisinin denklemi ve tutarlilik degeri; y = 15,963x + 1,5463, r2 = 0.9906
olarak belirlenmistir. Ayrica, elde edilen sensoriin kalibrasyon egrisinden, minimum
tayin sinir1 (LOD) ve duyarlilig1 sirastyla, 0.006 mM ve 32.88 pAmM ‘cm2 olarak

hesaplanmastir.
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Optimum belirlenmis ¢alisma sartlarinda hazirlanan P(CT1)/GOx enzimatik sensor
i¢in, dogrusal tayin araligindaki glukoz konsantrasyonu (I mM) kullanilarak, 15 tekrar
dleiim alinmustir. Olgiilen degerlere gore ¢izilen kalibrasyon grafikleriyle, standart sapma
(S.S) +£0.02651 mM (n=15) ve varyasyon Kkatsayisi (cv) %0.1773 (n=15) olarak
hesaplanmigtir. P(CT2) /GOx enzim sensorii i¢in dogrusal tayin araligindaki glukoz
konsantrasyonu (1 mM) kullanilarak, 15 tekrar dl¢iim almmustir. Olgiilen degerlere gore
cizilen kalibrasyon grafikleriyle, standart sapma (S.S) +0.01457 mM (n=15) ve
varyasyon katsayisi (cv) %0.0677 (n=15) olarak hesaplanmistir. P(CT3-co-AK) /GOx
enzim sensOrii i¢in dogrusal tayin araligindaki glukoz konsantrasyonu (1 mM)
kullamilarak, 15 tekrar 6l¢iim almmustir. Olgiilen degerlere gore cizilen kalibrasyon
grafikleriyle, standart sapma (S.S) +£0.02099 mM (n=15) ve varyasyon katsayisi (cv)
%0.1240 (n=15) olarak hesaplanmuistir.

Tiim sensor platformlariin sensor cevaplar incelendiginde glukoz konsantrasyonuna
gore sensOriin cevaplarinin dogrusallik gosterdigi aralik tiim platformlar i¢in benzer
oldugu goriilmiistiir. CT1 kodlu platformun diger platformlarla karsilastirildiginda diisiik
pH’larda yiiksek akimlar elde edildigi saptanmistir. Enzim immobilizasyonu
calismalarinda ise enzim miktar1 optimizasyon calismasinda CT2 kodlu malzemeye
immobilize edilen enzim miktar1 digerlerine gore %50 daha az olmasina karsin diger

platformlara gére LOD ve duyarlilik sonug¢larinin daha iyi oldugu saptanmastir.

P(CT1)/GOx enzim sensori, iki farkli ticari ornekte (Kola, Visne Suyu) glukoz
analizi yapilmistir. ki farkli ticari drnekte glukoz analizini spektrofotometrik olarak
yapilmis ve degerler hesaplanmistir. Kola igin, spektrofotometrik olarak yapilan analizde
deger 0.99740.001, hazirlanan P(CT1)/GOx enzim sensorilyle yapilan analizde deger
1.028 +0.06 bulunmus ve % geri kazanim 99,45 olarak hesaplanmistir. Visne suyu igin
ise, deger 0.732+0.001, hazirlanan P(CT1)/GOx enzim sensoriiyle yapilan analizde
deger ise 0.743+0.03 bulunmus, % geri kazanim 97.06 olarak hesaplanmstir.
P(CT2)/GOx enzim sensoril i¢in elde edilen sonuglar degerlendirildiginde sirasiyla kola
icin spektrofotometrik deger 1.004 +0.01 , P(CT2) /GOx sensorii ile yapilan analiz
degeri 1.004 £0.01 bulunmus ve % geri kazanimi 100 olarak hesaplanmistir. Vigne
suyu i¢in ise, deger 0.732+0.001 hazirlanan P(CT2) /GOx enzim sensoriiyle yapilan

analizde deger ise 0.733 £0.06 bulunmus, % geri kazanim 99.28 olarak hesaplanmustir.

P(CT3-c0o-AK)/GOx enzim sensorii i¢in elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
sirastyla kola igin spektrofotometrik deger 0.479+0.001, P(CT3-co-AK)/GOx sensorii
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ile yapilan analiz degeri 0,479+0,001 bulunmus ve % geri kazanimi 98.45 olarak
hesaplanmistir. Visne suyu igin ise, deger 0.385+0,001 hazirlanan P(CT2)/GOx enzim
sensoriiyle yapilan analizde deger ise 0.385+0,001 bulunmus, % geri kazanim 99.44
olarak hesaplanmistir. Boylelikle hazirlanan {i¢ sensor platformunun basarili bir sekilde

gercek orneklerde glukoz tayini i¢in kullanilabilecegi saptanmustir.

Biyosensorlerin - farkli  6rneklerde uygulanabilirligi engelleyen en Onemli
faktorlerden biri de girisim yapabilecek maddelerin varhigidir. Alkollii i¢eceklerde
glukoz tayini yaparken etanol, meyve sularinda glukoz tayini yaparken ise fenolikler,
girisim etkisi yapan maddelerdir. P(CT1)/GOx, P(CT2)/GOx ve P(CT3-co-AK)/GOx
enzim sensorleri, etanol ve fenolik bir bilesiklerin sensor cevabina etkisi test edilmistir.
Calismada potansiyel girisimei  olabilecek  3-asetamidofenolin  P(CT1)/GOx,
P(CT2)/GOx ve P(CT3-co-AK)/GOx enzim sensorlerine herhangi bir girisim etkisi
goriilmemistir. Ayni sekilde etanolin P(CT1)/GOx, P(CT2)/GOx ve P(CT3-co-

AK)/GOx enzim sensorlerine de herhangi bir girisim etkisi goriilmemistir.
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