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OZET

ETKIN BiYO-ANOT VE BiYO-KATOT ELEKTROTLARIN
GELISTIRILMESI

Murat TUTUM

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Ulkii ANIK
Aralik 2012, 156 sayfa

Bu caligmada biyo-anot elektrot, camimsi1 karbon pasta elektrodun (GCPE) glikoz
oksidaz (GOx) ve farkli nanoyapilarla modifiye edilmesiyle olusturulmustur. Enzim
redoks merkezi ile elektrot arasinda elektron transferi i¢in p-benzokinon medyatorii,
substrat olarak glikoz analiti kullanilmistir. Farkli nanopartikiillerle modifiye edilen
biyo-anot elektrotlara iliskin substrat miktari, medyatér derisimi, enzim miktari,
sicaklik ve pH gibi g¢alisma parametreleri voltammetrik yontemlerle optimize
edilmistir. Biyo-katot elektrot olarak ise farkli nanoyapilar ile modifiye GCPE’lar
denenmis ve lakkaz (Lac) modifiye GCPE segilmistir. Bu elektroda iliskin enzim
miktar1 ve pH gibi ¢alisma parametreleri optimize edilmistir. Daha sonra nanoyapi
modifiye biyo-anot elektrotlar ile Lac modifiye yalin biyo-katot elektrot
birlestirilerek tek hiicreli biyo-yakit hiicre (BFC) ve katyon degistirici olarak tuz
kopriisiin kullanildigr ¢ift hiicreli BFC olusturulmustur. Olusturulan BFC’lerin
performanslar1 bir multimetre yardimiyla degerlendirilmistir.

Performans ¢aligsmalar1 sonucu tek hiicreli BFC’lerde max akim ve gii¢ yogunluklar1
cift hiicreli BFC’lere gore ¢cok daha yiiksek iken acik devre potansiyeli ¢ift hiicreli
BFC’lerde ¢ok daha yiiksektir. Bu tez ¢aliymasinda enzim modifiye GCPE’larin
BFC’lerde kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica bu elektrotlara kolay bir sekilde
nanoyapilar modifiye edilerek daha pratik ve etkili elektrotlar gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyo-Yakit Hiicre, Biyo-Anot, Biyo-Katot



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF EFFiIiCIENT BiO-ANODE AND BiO-CATHODE
ELECTRODES

Murat TUTUM

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ulku ANIK
December 2012, 156 pages

In this work bio-anode electrode was obtained by modification of glassy carbon paste
electrode (GCPE) with glucose oxidase (GOx) and different nano-structures. P-
Benzoquinone mediator was used for the electron transfer between enzyme redox
center and electrode where glucose analyte was used as substrate. Optimization of
experimental parameters (e.g. substrate concentration, mediator concentration,
enzyme amount, temprature and pH) of bio-anode that was modified by different
nanoparticles were carried out by voltammetric methods. Nanostructure modified
GCPEs were examined and laccase (Lac) modified plain GCPE was choosen as bio-
cathode electrode. Experimental parameters like enzyme amount and pH of this
electrode were optimized. Then nanostructure modified bio-anode electrodes and Lac
modified plain bio-cathode electrode were combined to fabricate single cell bio-fuel
cell (BFC) and double cell BFC in which salt bridge was used as cation exchanger.
Performances of developed BFCs’ were analyzed with multimeter.

As a result after performance studies single cell BFCs showed better maximum
current and power densities but lower open circuit potential than double cell BFCs. It
is showed that enzyme modified GCPEs can be used at BFCs in this thesis. Also
more practical and effective electrodes were developed by easy modification of these
electrodes by nano-structures.

Key Words: Bio-Fuel Cell, Bio-Anode, Bio-Cathode



ONSOZ

Yiiksek lisans tez ¢aligmam boyunca ¢ok biiyiik destegini gordiigiim, calismalarim
sirasinda bilimsel katkilar1 ile bana yardimei olan, egitim siiresince her konuda
yardimlarini esirgemeyen, gerekli bilgiye ulagsma ve bana yoniimii belirleme yetenegi
kazandiran tez danmismanim degerli hocam Dog. Dr. Ulkii ANIK’A tesekkiir eder,
gosterdigi ilgi, sabir ve anlayistan dolay1 siikkranlarimi sunarim.

Aragtirma siiresince yardimlarmi gordiigiim, bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim,
ilgi ve destektekleriyle caligmalarim boyunca yanimda olan nanosensing ve
nanobiosensing arastirma laboratuar1 grubu c¢alisma arkadaslarrm Meliha
CUBUKCU, Serdar CEVIK, Sema ASLAN, Yeliz YAVUZ, Ozge TOKUL ve Sinan
CEMGIL SULTAN a tesekkiirlerimi sunarm.

Hep yanimda olduklarin1 bildigim, yasamimin her doneminde daima bana destek ve
fedakarliklarda bulanan canim annem, babam, biricik ablalarim ve her seyden ¢ok
sevdigim kardesime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Enerji talebini karsilamak i¢in kaynagi tiilkenmek {iizere olan fosil yakitlarin
kullanimi, sera gazi emisyonuna biiyliik bir katki yaparak biyo-cesitliligin kaybi,
deniz seviyelerinde artis, buzullarin erimesi ve iklim degisikligi gibi bir¢ok olumsuz
etkiye yol agmaktadir. Enerji tiiketiminde ve sera gaz emisyonundaki artis ile
geleneksel fosil yakitlarin hizla tiiketilmesi, daha az emisyona sahip, ekonomik,
etkili, siirdiiriilebilir ve yenilenebilir alternatif enerji kaynaklarmni kullanmay zorunlu
kilmistir (Nigam ve Singh, 2011). Elektrokimyasal Y akit/Biyo-yakit hiicreleri bir tiir
alternatif enerji kaynagidir (Cracknell vd., 2008). Biyo-yakit hiicreler (BFCs),
biyokatalizorlerin katalizledigi reaksiyonla kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine
dontistiiren sistemlerdir (Moehlenbrock ve Minteer, 2008). Bu hiicrelerde
yenilenebilir kaynaklardan uygun substratlar kullanilarak elektrik iiretilirken, zararsiz

yan triinler olusur (Mohan vd., 2008).

BFC’ler biyokatalizorlerine gore smiflandirilabilirler. Mikrobiyal yakit hiicreler
(MFCs) mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi sayesinde biyo-kiitleyi elektrik
akimina doniistiiren biyo-elektrokimyasal cihazlardir (Arechederra vd., 2009 ;
Arechederra and Minteer, 2009; Kim HJ, 2002). Enzimatik yakit hiicreler (EFCs) ise
katalizor olarak izole edilmis spesifik enzimleri kullanarak kimyasal enerjiyi elektrik
enerjisine doniistiiriirler (K. Kendall, 2002). Yiikseltgen olarak oksijenin ve yakit
olarak glikozun kullanildigi BFC, enzimler ile ¢alisan BFCS’nin en ¢ok kullanilan
turtidiir. Glikoz anotta, Glikoz oksidaz (GOX) enzimi tarafindan glukanolaktona
yiikseltgenirken, oksijen molekiilii katotta bilirubin oksidaz (BOD) veya lakkaz (Lac)

gibi spesifik enzimler tarafindan suya indirgenir (Robert, 2002).

Enzimlerin redoks merkezleri protein yapisimnin iginde gomiiliidiir. Bu durum
elektroda dogrudan elektron transferini (DET) engellemektedir (Giroud vd., 2011).
Aktif biyo-katalitik bolgelerden elektrotlara elektron transferine aracilik eden ve

sistemin i¢ine katilan molekiillere medyatdr denir. Bircok medyatdr elektron



transferini kolaylastirmak icin gelistirilen elektrot sistemlerine katilmaktadir (Robert,
2002). Nano-teknolojinin gelisimi ile birlikte bircok nanoyapi elektrokimyasal
sistemlerin modifikasyonunda kullanilmaktadir. Kimyasal materyallerle sinerji
yaratan bu nanoyapilar, sistemlere entegre edildigi zaman, enzim aktivasyonunu ve
elektrot kararliligini artirirlar. Nanoyapilarin genis yiizey alanlari elektron iletim

hizin1 artirmakta ve sonu¢ olarak BFCs’in gii¢ yogunlugunu artirmaktadir (Kim vd.,
2006).

Bu ¢aligmada, BFCs’de kullanilmak tizere etkin biyo-anot ve biyo-katot elektrotlar
gelistirildi. Enzim olarak biyo-anotta GOXx, biyo-katotta Lac kullanildi. Anot
medyatorii olarak ise yiiksek verimliliginden dolay1 p- Benzekinon (BQ) tercih
edildi. Biyo-anot ve biyo-katot elektrot olarak kullanilmak tizere farkli elektrotlar,
degisik kombinasyonlarda voltammetrik olarak incelendi. En iyi yanit alinan
kombinasyondaki elektroda farkli nanoyapilar da eklenerek voltammetrik olarak
karaterize edildi ve optimum kosullar belirlendi. Optimize edilen nanoyapt modifiye
biyo-anot ile biyo-katot elektrotlar tek ve ¢ift hiicreli BFCs’de performanslari

degerlendirildi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enerji ve Tiirleri

Enerji, insana yonelik yasamsal faaliyetlerin devam edebilmesi i¢in gerekli temel
kaynaktir. Insanligin gelisimi ile birlikte enerji ihtiyaci siirekli olarak artarken sinirli
rezervi olan fosil yakitlar da her gecen giin tiikenmektedir. Giliniimiizde gelismis ve

gelismekte olan iilkelerin en 6nemli gereksinimi enerjidir.

Enerji, temelde birincil ve ikincil enerji kaynaklar1 olmak tizere iki smifa ayrilir.

Cizelge 2.1.°de enerji kaynaklarmi simiflandirilmasi gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Enerji kaynaklarimin simflandirilmasi

Yenilenemeyen Enerji | Komiir, petrol, dogalgaz gibi fosil yakitlar ve niikleer

Kaynaklar enerji...

Birincil - Enerji Yenilenebilir ~ Enerji | Biyo-kiitle, riizgar, hidrolik, jeotermal ve giines

Kaynaklar Kaynaklar enerjisi. ..
Alternatif Enerji | Bunlarin yerine gegebilecek enerji kaynaklari.
Kaynaklar

s, .. | Elektrik (termik santraller, niikleer santraller, barajlar); 1s1 enerjisi (kazanlar,
Ikincil Enerji
Kaynaklar1 Ozel niikleer santraller); mekanik enerji (fosil yakitli motorlar)...

Birincil enerji kaynaklar1 dogadan ¢iktiklar: ilk halleriyle kullanilabilinen enerji
kaynaklaridir. Komiir, petrol, dogal gaz gibi fosil yakitlar ve niikleer enerji vb.
yenilenemeyen enerji kaynaklari ile su, jeotermal, biyo-kiitle, riizgdr ve giines

enerjisi  vb.  yenilenebilir  enerji  kaynaklarmmn  timini i¢ermektedir.




Alternatif enerji kaynaklari ise yenilenebilir ve yenilenemeyen tiim enerji kaynaklari

yerine gecebilecek kaynaklari olarak tanimlanabilir.

Ikincil enerji kaynaklari ise birincil enerji kaynaklarinim fiziksel durumu farkli olacak
sekilde doniistiiriilerek tiiketime hazir hale getirilmis enerji kaynaklaridir. Elektrik
enerjisi (termik santraller, niikleer santraller, barajlar); 1s1 enerjisi (kazanlar, 6zel
niikleer santraller) ve mekanik enerji (fosil yakitli motorlar) gibi enerji kaynaklar1
ikincil olarak olusan enerji kaynaklar1 arasinda yer alr (Kurtcephe, 2006;
Biiyliknohutgu, 2006; EIA, 2008).

2.1.1. Enerjinin genel durumu ve yeni alternatifler

Diinyada motorlu araglar ve endiistri alanindaki ilerleyis hampetrol temelli yakitlarin
talebinde ayn1 oranda artisa neden olur (Agravawal, 2007). Bugiin diinyada tiiketilen
birincil enerjilerin %80’ini fosil yakitlar olusturur ki bunlarin yalnizca % 58’1 tagima
sektorii ile tiiketilmistir (Escobar vd., 2009). Bu fosil yakitlarin kaynagi tiikkenmek
tizeredir ve enerji talebini karsilamak igin fosil yakitlarin tiikketimi ise sera gazi
emisyonuna major bir katkida bulunarak, biyo-gesitliligin kaybi, deniz seviyelerinde
artig, buzullarin erimesi, iklim degisikligi ve hava kirliligi gibi bircok olumsuz etkiye
yol agar (Gullison vd., 2007; Prasad vd., 2007; Zhao vd., 2009a; Singh vd., 2010).
Enerji talebindeki artis ham petrol bedelinde bir artisa yol agar. Bu durum global
ekonomi faaliyetini dogrudan olarak etkiler (He vd., 2010). Enerji tiiketimindeki ve
sera gaz emisyonundaki artig ile geleneksel fosil yakitlarin azalmasinda ilerleme,
daha az emisyon ile uygun maliyetli, etkili, stirdiirtilebilir ve yenilenebilir alternatif
enerjiler bulma konusunu giindeme getirmistir (Prasad vd., 2007; Singh vd., 2010;
Nigam ve Singh, 2011).

Enerji, herhargi bir sekilde, modern diinyada en 6nemli rolii oynar. Enerjiye, elektrik
enerjisi basta olmak iizere Ornegin ekmek kizartma makinesinden demir celik
fabrikasinin ¢aligmasina gilinliik yasamimizda ihtiya¢ duyariz. Enerji sarfiyati
iilkelerin gelismisligini belirleyen faktor haline gelmistir. Olduk¢a uzun bir zaman
komiir ve petrol gibi geleneksel enerji kaynaklarina tamamen muhtactik. Yeniden
doldurulamayan bu iki kaynagin enerjisi, tiiketimimizin biiyilk bir kismini

olusturmaktadir. Diinya enerji talebinde, bu yakitlara olan ilginin her gecen giin
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artmasindan dolay1 hizla kit hale gelmesi yavasca yaklasan bir sahnedir. Giinlimiizde
rezervleri azalan, g¢evreyi kirleten fosil enerji kaynaklarinin yerine doga ile dost,
yenilenebilir kaynaklarin kullanimi giindeme gelmistir. BFCs, enerji iiretmek ic¢in
dogal yollarin kullanilmasi sayesinde biitiin bu problemlerin olas1 ¢6ziimii olarak

ortaya ¢ikmaktadir. (Mohan vd., 2008).

Uluslararasi Enerji Ajansi‘nin yayinladigi rapordaki tahmine goére, diinyanin enerji
thtiyac1 2005 yilindan 2030 yilma kadar %350 oraninda biiylime gosterecektir (EIA,
2008).

Sonug olarak diyebiliriz ki, giinlimiizde artan niifusla beraber enerjiye olan talep te
hizla artmakta, mevcut enerji kaynaklarmin yetersizligi nedeniyle alternatif ener;ji
kaynaklarma ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum, giderek biiyiiyen ¢evre problemlerini
de dikkate alarak teknolojik, bilimsel ve sektorel anlamda yeni, temiz, yenilenebilir

enerji kaynaklar1 bulunmasi ve kullanilir hale getirilmesi gibi beklentiler yaratmustir.

2.2. Yakat Hiicreleri

Enerji ihtiyacinin biiyiik boliimii kaynagi tikkenmekte olan ve gevresel probleme yol
acan fosil yakitlardan temin edilmektedir. Artan enerji ihtiyaci son yillarda global
olarak tlizerinde en ¢ok tartigilan 6nemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle temiz, glivenli ve yiiksek verimli olmasi gibi 6zellikleri i¢inde barindiran
yakit hiicreleri, gelecekte ihtiya¢ duyulan enerjinin biiyiik bir kismini karsilamasi

beklendiginden arastirmalar bu yondedir (Oguz, 2006; Biiyiiknohutgu, 2009).

Yakit hiicreleri hidrojeni oksijen veya hava kullanarak oksidasyon yolu ile dogrudan
elektrik tiretiminde kullanilirlar. Sekil 2.1°de hidrojen/oksijen yakit hiicresinin
calisma mekanizmasi gosterilmistir. Yiiksek verimle gii¢ iiretimi ve diisiik cevresel
zarara yol agmalari, gelecegin enerji kaynagi olarak sayilmasinda biiyiik pay1 olan iki
onemli 6zelligidir. (Appleby and Foulkes, 2004; Edwards vd., 2008; Biiyiiknohutgu,
2009; Oncel, 2009).
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Sekil 2.1. Klasik bir yakit hiicresinin sematik gosterimi

Yakit hiicrelerinin, farkli yakitlarin kullanildigi geleneksel elektrik tiretimine gore en
onemli ustiinliigli kimyasal, termal ve mekanik basamaklar olmaksizin, hidrojeni
oksijen yardimiyla dogrudan -elektrige doniistiirebilmeleridir. Verimliliklerinin

yiiksek olmas1 da bu nedenledir (Zegers, 2006; Yang, 2008; Oncel, 2009).

Ozellikle ulasim sektdriinde kullanilan icten yanmali sistemlerle karsilastirildiginda
yakit hiicreleri, yiiksek verimlerinin yanisira diisiik gaz emisyonlari, ses kirliligi,
hareketli par¢a icermemeleri, modiiler olmalari, kullanim pratikligi bakimindan da
ustiindiir. Gelisen teknoloji ile sistemlerin ekonomik maliyetlerinin azaltilmasi,
toplum bilincinin gelismesi ile kullanim yaygmnliginin artma potansiyeli gliniimiizde
yakit hiicrelerine verilen 6nemi arttirmistir (Ross, 2006; Qi vd., 2007; Moch and
Schmitt, 2009; Oncel, 2009).



2.2.1. Yakat hiicrelerinin tarihsel gelisimi

Yakit hiicreleri 150 yildir bilinmesine ragmen gii¢ iiretimi alaninda kullanimi ancak

son yillarda 6nem kazanmustir (Ar, F.F., 1988; Saritas, 2004).

Yakiat hiicre fikri ilk olarak, 1839 yilinda suyun elektrolizi konusunda arastirmalar
yapan William Grove tarafindan ortaya atilmistir. Elektrolizin tersine ¢evrilmesiyle
hidrojen ve oksijenden elektrik enerjisi iretilebilecegini gostermistir. Gelistirdigi
hiicreyle yaklasik 1.8 volt civarinda gerilim ve 12 amperlik akim iiretmistir. 1882
yilinda Lord Rayleigh platin elektrotlarin verimini arttirmak i¢in kati elektrot, gaz ve
stvi arasindaki islem ylizeyini arttirarak ve yakit olarak komiir gazi kullanarak
calismalar yapmistir. 1889 yilinda Kudwing Mond ve asistan1 Charles Langer,
oksijen kaynagi olarak havayi, hidrojen kaynagi olarak da endiistriyel komiir gazini
kullanarak 1.5 W giig tireten ve % 50 verimle ¢alisan bir yakit hiicre gelistirmislerdir
ve ilk olarak literatiire yakit hiicresi (fuel cell) terimini geg¢irmislerdir. 1893°de
Wilham Oswalt komiir tiirevli yakitlar ile ¢calisan bir elektrokimyasal hiicre yapmistir
Oswalt’in yakit hiicresinin kimyasiyla ilgili agiklamalar1 daha sonraki arastirmalara
temel teskil etmistir. Yakit hiicreleri konusunda en 6nemli bilim adamlarindan biri
olan Francis T. Bacon 1930 yillarinda ¢alismalarina baglamis 1939 yilinda hidrojen-
oksijen hiicre ve alkalin elektrolitin kullanildig1 ilk basarili yakit hiicreyi gelistirmis
ve o donemde bir¢ok projeye imza atmustir. 1959‘da Bacon, Mond ve Langer, daha
sonralar1 modifiye edilerek Amerikan uzay programlarinda kullanilacak olan, 5
kW<hik gii¢ iireten bir yakit hiicre yapmiglardir. Ayni yilin sonunda Harry Karl
Ihring, 20 beygir (yaklasik 15 kW) giiciinde yakit hiicreyle ¢alisan traktor tasarlamis
ve ginimiizdeki modern yakit hiicreyle c¢alisan makineler i¢in bir ilki
gerceklestirmistir  (Biyikoglu, 2003; Cavusoglu, 2006; Yildizbilir, 2006;
Biiyiiknohutgu, 2009).

1960'da NASA, hafif, giivenli ve yan iiriin olarak su tiretmeleri yani sira; diisiik
gliriltii ve titreme, yiikksek verim ve enerji yogunlugu gibi avantajlarindan dolay1
uzay caligmalar1 igin olduk¢a muazzam bu yeni teknolojiye ciddi yatirimlar
yapmustir. Apollo ve Gemini, uzay mekiklerinde elektrik ve su iiretiminde yakit
hiicrelerini kullanmis ve ilk olarak Gemini uzay aracinda General Elektrik tarafindan
tiretilen PEM yakit hiicresini kullanmistir (Oguz, 2006; Cavusoglu, 2006; Yildizbilir,
2006; Biiyiiknohutgu, 2009).



21. yiizyilda artik bilim ve teknoloji alaninda gelismis devletler, gelecege doniik
enerji yatirimlarmin biiyiik kismini yakit hiicre teknolojisi yoniinde yapmaktadirlar.
Gelecekte yakit hiicrelerinin  geleneksel gii¢ kaynaklarinin yerini almasi
beklendiginden hem kanunlarla hem de tesviklerle bu teknolojinin bir an dnce iilke
capinda yayilmasi cabasi igerisindedirler. (Cavusoglu, 2006; Yildizbilir, 2006;
Biiyliknohutgu, 2009).

2.2.2. Yakat hiicrelerinin calisma prensibi ve tiirleri

Yakit hiicre, kimyasal reaksiyon enerjisini dogrudan elektrik enerjisine doniistiiren

elektrokimyasal bir cihazdir.

Anot boliimiinde hidrojen, katot bolimiinde ise yiikseltgeyici elektrokimyasal
indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarimin gergeklesmesini saglar. Elektrolitler
asit, baz, tuz, polimer veya seramik gibi farkli iletkenlerden olusabilmektedir.
Elektrolit, elektrotlar arasinda iyon transferine olanak saglarken elektronlar dis
direng tizerinden gegerek elektrik akimi (dogru akim) ve 1s1 olusturur. Protonlar

katotta oksijenle birleserek yakit tiiriine gore su ve/veya karbondioksit aciga ¢ikarir

(Smitha vd., 2005; Barbir, 2006; Oncel, 2009).

Giintimiizde kullanim alanlarma yonelik yakit hiicreleri arasinda farkliliklar olmakla
birlikte tiim yakit hiicreleri temel olarak birbirlerinden kat1 veya siv1 bir elektrolit ile

ayrilan iki elektrottan (anot ve katot) olusmaktadir (Oncel, 2009).

Yakit hiicreleri, bilim ve teknoloji alaninda gergeklestirilen arastirmalar ve yasanan
gelismeler sonucunda gesitlenmistir. Calisma sicakligi ve basincina, kullanilan yakit
ve oksitleyicinin tiirline, yakitin dolayli veya dogrudan verilmesine ve ayrica
kullanilan elektrot ve elektrolit cinsine bagli olarak yakit hiicreleri siiflandirilirlar

(Linden, 1984; Biiyiiknohutgu, 2009).

2.2.2.1. Calisma sicakligina gore yakit hiicreleri

» Diisiik sicaklikta ¢alisan yakit hiicreleri (0-150 °C)
» Orta sicaklikta ¢alisan yakit hiicreleri (150-500 °C)
» Yiiksek sicaklikta ¢alisan yakit hiicreleri (500-1000 °C)
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2.2.2.2. Calisma basincina gore yakit hiicreleri

» Diisiik basingta ¢aligsan yakit hiicreleri

» Orta basingta ¢alisan yakit hiicreleri

» Yiiksek basingta ¢alisan yakit hiicreleri

2.2.2.3. Kullandiklar: yakita ve oksitleyiciye gore yakit hiicreleri

» Gaz girdili yakit hiicreleri (hidrojen, amonyum, hava ve oksijen vb.)

» Swvi yakith yakit hiicreleri (alkoller, hidrokarbonlar vb.)

» Kati yakith yakat hiicreleri ( komiir, hibritler vb.)

2.2.2.4. Kullandiklar: elektrolit tiiriine gore yakit hiicreleri

YV V. V V V

Alkali yakit hiicreleri
Fosforik asit yakit hiicreleri
Erimis karbonat yakit hiicreleri)

Kat1 oksit yakit hiicreleri

Polimer elektrolit (proton degisim) membranli (PEM) yakit hiicreleri

PEMFC

AFC
PAFC

MCFC

SOFC

Reaksiyon fazlasi
YAKIT ve diger gazlar

2H, +2C0,% - 2C0O, 2H, + 4e’
2C0 +2C0.* - 4CO, + de”

2H, + 207 = 2H,0 + 4
2C0 +20% - 2C0, + 4"
1/2CH, + 20% - 1/2C0, + 2H,0

YAKIT —>

| Reaksiyon fazlasi
——>0,/HAVA ve H,0

Sekil 2.2. Elektrolit tiiriine gore simflandirilmis yakit hiicrelerinin ¢calisma prensipleri
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2.3. Biyo-Yakit Hiicreler

BFC’ler genis anlamda, kimyasalin biyo-kimyasal metabolik yol iizerinden dogrudan
elektrik enerjisine doniisimiinii yapabilen sistemlerdir. Enerji {iretimi, anotta
yiikseltgenme reaksiyonu ile katotta indirgenme reaksiyonunun eslesmesiyle

basarilmistir (Katz vd., 2003; Shukla vd., 2004; Bullen vd., 2006; Osman vd., 2011)

Geleneksel anorganik yakit hiicreleri 6rnegin; PEM, dogrudan-metanol ve kati-oksit
sistemler pahali nadir metal katalizorlere yada iyilestirilmis fosil yakitlara ihtiyag
duyarlar. BFC’lerde ise kimyasal reaksiyonlar, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir enerji
kaynaklarmin, yani glikoz ya da etil alkol gibi yakitlar1 ve katalizor olarak da enzim
ya da mikroorganizmalar1 kullanarak elektriksel gili¢ tretirler. Biyo-yakitlarin
uretim/tiiketim dongiisii notral karbon (karbon dongiisii) olarak nitelendirilir ve
prensipte geleneksel yakit hiicrelerinden daha siirdiiriilebilirdirler. Yakit hiicreleri
pahali metal katalizorlere ihtiyac duyarken, BFC’lerde katalizor olarak spesifik
enzimler ve mikroorganizmalar kullanilir. N6tral pH ve diisiik calisma sicakligi gibi

avantajlara sahiptirler (Larminie ve Dicks, 2003; Osman vd., 2011).

BFC’ler iliman kosullarda galisma, biyo-uyumluluk, yiiksek verim ve membran
gereksinimini ortadan kaldiracak substratta segicilik gibi avantajlara sahiptir. Bu
sayede potansiyel uygulama alanlari tasinabilir cihazlarin, mesela mobil telefon veya
gps, medikal uygulamalarda giic kaynagi olarak, kalp cihazlar1 i¢in, norolojik
uygulamalarda koklear tedavisinde, mikrobik ilaglar gibi alanlara genislemistir
(Giroud vd., 2011). Bu 6zelliklere sahip olmasiyla geleneksel enerji sistemlerinden
timiiyle farkli olan BFC’ler bilimsel aragtirmalarin ve gelistirme ¢alismalarinin odak
noktast olmustur. Bu ve benzeri dikkate deger oOzellikleri ve cesitli alanlarda
gerceklestirilen garpict uygulamalar1 arastirmacilart BFC teknolojisini gelistirmeye
motive etmistir (Inamuddin vd., 2009; Biiyiiknohutcu, 2009).

2.3.1. Biyo-yakit hiicrelerinin tarihsel gelisimi

Biyolojik reaksiyonlar ile elektrokimyasal olaylarm birbiriyle baglantis1 ilk olarak

1780°1i yillarda Galvani‘nin yaptig1 deney sirasinda statik elektrik liretecinden ¢ikan

10



akimin bir kurbaganin bacaginda segirmeye yol agtigimmi kesfetmesiyle ortaya
cikmistir (Galvani, 1791). Bundan sonra ise biyolojik bir prosesin elektriksel enerji
kazanimi i¢in kullanilabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Bu konuda atilan ilk adim 1910
yilinda Potter tarafindan gelistirilmis, mikroorganizma (Escherichia coli) kullanarak
elektrik tireten bir yar1 pil yapilmistir. Bu sonuglar 1931 yilinda sonra siklagmis ve
35 V gerilim tireten mikrobiyal yakit hiicresi Cohen tarafindan genis bir sekilde rapor
edilmistir (Cohen, 1931). 1960°‘larin sonuna dogru, BFCs'inde serbest enzim
kullanim1 baslamis ve kalict implant kalp icin giic kaynagi olusturma fikrinin

temelleri atilmistir (Wingard vd., 1982).

BFC kavrami ilk olarak 1982 yilinda Wingard ve ekibi tarafindan one siiriilmiis ve
bu alanda aragtirmalara yon verilmistir (Wingard vd., 1982). Daha sonra Aston ve
Turner 1984‘te enzimler ile elektrotlarin elektriksel iligkilerini incelemisler, ancak
caligmalarinda enerji iretiminden ¢ok biyosensor tasarim ve kullanimma
odaklanmiglardir (Aston and Turner, 1984). Van Dijk ve ekibi bir sonraki yil
yaptiklar1 galismalarda enzim katalizli BFC’leri, bunlarin elektro-sentezlerini ve
amperometrik biyosensorleri incelemislerdir (Van Dijk vd., 1985). 1960’larda NASA
uzay mekiginde insan atigindan enerji  iretimi iizerine c¢alismalarmni
yogunlastrmistir. BFC gelisiminde R&D’nin c¢abalar1 genig bir alana ilham
vermistir. Metan ve iire gibi cesitli substratlardan enerji tireten BFC olusturulmus ve
belirli araliklarla test edilmistir. ilk enzim tabanli BFC, yakit olarak glikoz ve anot
katalizorii olarak GOX’in kullanimi1 1964°te bildirilmistir (Yahiro vd., 1964; Kim
Vd., 2006). Palmore ve Whitesides, 1994 yilinda 6nemli bir giris yaptiktan sonra
1985 ve 1992 yillar1 arasinda yapilmis foto-MFC deneylerini de igeren mikrobiyal ve
EFC ile ilgili calismalarmin bir 6zetini yayinlamiglardir. Palmore ve ekibi enzimleri
tek-tabakali veya ¢ok-tabakali seklinde yeniden yapilandirirarak ve baglayici
kofaktorleriyle kullanarak biyosensor elektrotlarma baglanmasi i¢in uygulanacak
metotlar1 aragtirmiglardir  (Palmore and Whitesides, 1994). 1998 yilinda da
mikroperoksidazi altin katot iizerine immobilize ederek, GOX ve Kkinon ile katodu
modifiye ederek bir yakit hiicre tasarlamislardir (Willner vd., 1998a,b). Katz ve ekibi
1999 yilinda bir yakit hiicrede, anot ile katotu yari gecirgen bir membran ile
ayrrmanin zorunlu olmadigmi gdstermigler ve yine ayni sene igerisinde GOX ile
immobilize edilmis anot ve sitokrom c oksidaz baglanmis katottan olusan bir BFC

olusturmuslardir (Katz vd., 1999b). 1999‘da Cosnier daha ¢ok biyosensor agisindan
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yaklagimlarda bulunmakla birlikte biyo-molekiillerin  elektrot yiizeylerine
tutuklanmas1 ya da elektrokimyasal polimerizasyonla olusturulmus filmlere

baglanmas1 konusunda ¢aligmalar yapmistir (Cosnier, 1999).

Son yillarda BFC c¢alismalarinda atilan en biiyiikk adim medyatér kullanimriyla
saglanan elektron transferi (MET) yerine DET saglayan sistemin tasarlanmasi
olmustur. DET sistemi daha Once bazi elektro-analitik uygulamalarda yer alsa da
BFCs’inde ilk olarak 2006 yilinda uygulanmistir. Bu ¢alismalar, Lac kullanilarak
oksijenin indirgendigi biyo-katot gelistirilmesi (Yan vd., 2006), BOD kullanilarak
oksijenin indirgendigi biyo-katot gelistirilmesi (Duma and Minteer, 2006) ve GOXx
kullanan biyo-anot gelistirilmesi (Ivnitski vd., 2006) konular1 ile literatiirde yer

almigtir.

Ulasilan bir diger biiylik gelisme immobilize edilen enzimlerin aktif yasam
stirelerinin uzatilmast olmustur. Tampon ¢6zelti igerisinde 8-20 saat kadar aktif
yasam siirelerinin oldugu bilinen enzimlerin dmiirleri hapsetme (tuzaklama) yoluyla
elektrot ylizeyine tutuklanmasi, kimyasal baglanma ve capraz-baglanma yontemleri
kullanilarak 7-20 giine kadar uzatilabilmektedir (Kim vd., 2006). Giiniimiizde
enzimlerin aktivitesi misel yapisindaki polimerler i¢ine hapsetme yontemiyle 1 yila
kadar uzatilabilmistir. Bu tip polimerler fiziksel olarak enzimi hapsederek, saglanan
biyo-uyumlu hidrofobik ortamda enzimi denaturasyondan korurlar (Moore vd., 2004;
Topcagic vd., 2004; Akers vd., 2005; Biiyiiknohutgu, 2009).

2.3.2. Biyo-yakait hiicrelerinin ¢alisma prensibi

BFCs, yenilenebilir kaynaklardan uygun substratlar kullanarak biyokatalizorlerin
yardimiyla biyo-kimyasal metabolik yol tizerinden elektrik enerjisi ile birlikte
zararsiz yan Urlin olusturan aygitlardir (Mohan vd., 2008). Sekil 2.3°te bir BFC’nin

calisma mekanizmasi sematik olarak gozterilmistir.
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Sekil 2.3. BFC’nin ¢cahisma prensibi

Bir BFC’de anot ve katot olmak iizere iki bolim bulunmaktadir. Bunlardan anot
boliimdeki anot elektrotta yakit, biyolojik bilesen (miroorganizma veya enzim)
tizerinde yiikseltgenir (oksidasyon) ve ag¢iga ¢ikan elektronlar dogrudan ya da
medyator yardimiyla katot boliimdeki katot elektroda transfer olur. Pozitif yiik ise
elektrolit icerisinden katoda gecerek anottan gelen elektron ve oksijenle birleserek su

olusturur ve boylece devre tamamlanarak elektrik iiretilmis olur.

2.3.3. Biyo-yakait hiicrelerinin tiirleri

BFC’ler temelde “MFC’ler” ve “EFC’ler” olmak iizere ikiye ayrilir. Bunlarin her biri
yine kendi iclerinde -elektron transferine araci olarak medyator kullanilip
kullanilmadigina gére de medyatorlii ve medyatorsiiz olmak iizere ikiye ayrilir. Bazi
durumlarda BFCs yukaridaki siniflandirmalarin yaninda, yine onlarida kapsayacak

sekilde tek hiicreli ve ¢ift hiicreli olmak tizerede ikiye ayrilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. BFC tiirlerinin sematik gosterimi

2.3.3.1. Mikrobiyal yakit hiicresi

BFCs’de mikroorganizmalarin kullanimi 6zglin enzimlerin izalasyonunu ortadan
kaldirir boylece biyolojik yakit hiicreleri igin ucuz substratlar saglar (Mohan vd.,
2008).

MFCs’de kullanilan mikroorganizmalar, biinyesinde birden ¢ok enzim ve substrat
sistemi barindirdigindan, bu organizmalarin bir yakit hiicresinde kullanima,
enzimlerin tek basina yakit hiicre sistemlerinde isleyisine oranla daha yiiksek bir
verim saglamaktadir. Ciinkii tek baglarina kullanimlarinda, enzimlerin ihtiyag
duyulan yalitim problemi ortadan kalkmaktadir. Organizmalarin biinyesinde bu biyo-
aktif materyaller kendi dogal ortamlarinda ve optimum kosullarda ¢aligmaktadirlar

(Katz vd., 2003; Bullen vd., 2006; Biiyiikknohutcu, 2009).

MFC’ler, mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi sayesinde biyo-kiitleyi elektrik
akimma dontistiiren biyo-elektrokimyasal cihazlardir (Ieropoulos vd., 2005). Bir
MFC, oksijensiz anot boliimii, oksijenli katot boliimii ve bir katyon degistirici olmak

iizere 3 dnemli kisimdan olusur. Sekil 2.5°te MFC gosterilmistir.
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Sekil 2.5. MFC’nin ¢calisma prensibi

Anot boliim, uygun mikroorganizmalarin yetismesi icin gerekli biitlin sartlarin
saglandig1 gelisim kompartimanidir (Kim vd.,2002). Boliim, MFC’nin anodu olarak
gorev alan elektrot, organizma ve biiylime ortamu ile beslenir. Bu boliimdeki
bakteriyal gelisim, metabolik reaksiyonlar boyunca gerekli olan elektronlar1 ve

protonlar1 iretir (Liu ve Logan, 2005).

Katot boliim; protonlar, oksijen molekiilleri ve kullanilmis (etkisiz) elektronlar igin
yeniden birlesim kompartimanidir. Katot boliim; kullanilmis elektronlar, protonlar ve
oksijen molekiilleri arasindaki reaksiyonu katalizleyen platin yada karbon elektrottan
meydana gelir (Oh vd., 2004).

Katyon degistirici, reaksiyonun tamamlanmasi i¢in anot ve katot boliimleri arasinda
ara duvar (bolme) olarak gorev alir. En yaygin kullanilan katyon degistirici Nafion
zardir ki bu bir proton degistirici zar olarak hareket eder. Proton degistirici zarlar
floropolimer (florin i¢eren polimer) zarlardir ki bunlarda protonlar, daha diistik bir
indirgenme potansiyel bolgesinden daha yiiksek bir indirgenme potansiyel bdlgesine
transfer edilir (Kim vd., 1999). Bu amagla kullanilan diger katyon degistiriciler;
diyaliz zarlari, tuz koprisi, karbon kagitlar, likit nafyon katman vb’dir (Min vd.,
2005).
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2.3.3.2. Enzimatik yakit hiicresi

EFC’ler, katalizor olarak spesifik enzimleri kullanarak kimyasal enerjiyi elektrik
enerjisine donistiiriirler. Enzimatik yakit hiicreleri taginabilir cihazlar veya biyo-
medikal cihazlar i¢in gli¢ kaynagi olarak gii¢lii adaylardir. Yikseltgen olarak
oksijenin ve yakit olarak glikozun kullanildigi, enzimler ile c¢alisan BFCs’in
gelistirilmesinde yeni bir egilim vardir (Kendall, 2002; Robert, 2002). En ¢ok
karsilagilan EFC’lerinden biri olan “glikoz/O,” EFC’de; glikoz anotta, GOx enzimi
tarafindan glukanolaktona elektronik olarak yiikseltgenirken oksijen molekiilii
katotta, BOD veya Lac gibi spesifik enzimler tarafindan suya indirgenir (Zebda vd.,

2009). Sekil 2.6’da EFC’nin ¢alisma prensibi gdsterilmistir.

Vhiicre
V —

Sekil 2.6. EFC’nin ¢calisma prensibi

Enzim tabanli yakit hiicreleri, yenilenebilir katalizore sahip olma, yakit ¢esitliligi,
oda sicakligi ve basmci gibi normal kosullarda calisabilir olma ve benzeri
ozellikleriyle enerji doniisiimii i¢in ¢esitli avantajlar saglamaktadir. Buna ragmen, bu
tip yakit hiicreleri kisitli 6miir, diisiik giic yogunluklar1 ve daha az etkili yakit
oksidasyonu gibi kisitlamalara da sahiptir. Bilim ve teknolojinin EFC alaninda

lizerinde yogunlastigi ¢alismalar bu tip kisitlamalari ortadan kaldirmaya yoneliktir ve
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hedef daha uzun Omiirlii, daha yiiksek giic yogunluklu EFC’lerdir (Minteer vd.,
2007; Biiyiikknohutgu, 2009).

MFC’lerde kullanilan mikroorganizmalar biinyesinde birden ¢ok enzim ve substrat
sistemi barmdirirken EFC’lerde enzim, tek basma katalizleyecegi hedef substrat (ya
da yakit) icin spesifik olarak secilebilmesi, yakit hiicre sistemlerinde membran
ihtiyacini kaldirabilmesi ve ¢esitli durumlarda daha yiiksek verimlere ulasilabilmesi

gibi avantajlar saglamaktadir (Katz vd., 2003; Biiyiiknohutgu, 2009).

EFC’lerin en etkili uygulamsi giiglii implantlardir. Enzim gibi biyokatalizorler,
sicaklik ve pH gibi ¢esitli uygun biyolojik sartlar altinda etkili redoks reaksiyonlari
yapabilirler ve canli hiicrelerde bir dizi reaksiyonu gerceklestirebilen biyolojik olarak
uygun tiirlerdir. Katalizor olarak enzimlerin kullanimi boyle sartlar altinda giiglii
avantajlara sahiptir ¢iinkii soy metal katalizér kullanilmasi durumuna kiyasen
organizmaya implant olarak uygulanabilirdirler. Ek olarak, genellikle
biyokatalizrler notrale yakin pH ve biyolojik olarak uygun sicakliklarda (25-50 °C)
yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu yiizden biyo-katalitik elektrotlarin fizyolojik sivilardan
yalitilmasi veya ayrilmasi gerekmez. Bu sayede daha basit hiicre dizayn edilebilirken
hemde konveksiyon (aktarim) ortaminin varhigindan dolay1 kiitle transfer oranlarini

yiikseltmeye yardimci olur (Barton vd., 2004; Lee vd., 2011).

2.3.4. Biyo-yakit hiicrelerinin uygulama alanlari

Alternatif enerji olarak BFC’lerin gelisimi iizerine yogun c¢alismalar yapilmasi,
gelecekte ilerleyen teknolojiyle beraber  birgok alanda kullanimma olanak
tantyacaktir. Bu uygulama alanlari; ulasim, tasmabilir cihazlar, sensorler,
mikrogipler, implant edilebilen cihazlarda gii¢ kaynagi, sensorler, atik su aritilarak
enerji liretimi, robotlar ve daha degisik alanlar1 da kapsayan ¢ok genis bir yelpazeyi

kapsamaktadir.

Yakit olarak karbonhidratlarm kullanildigi BFC’ler gelistirildigi takdirde bu alanda
enerji problemleri de en aza indilecektir. 1L derisik karbonhidrat ¢6zeltisinin
(Glikoz) bir arabaya 25-30 km gidebilecek kadar gii¢ saglayabilecegi hesaplanmistir
(Shukla vd., 1999). Bu gibi alanlarda BFC kullanimi ¢evresel problemleri ortadan

17



kaldiracag: gibi, trafik kazalari sonucu yakitin taginimindan dogan yangin tehlikesini

de ortadan kaldiracaktir (Biiyiikknohutcu, 2009).

BFC’ler i¢inde 6zellikle EFC’lerin minyatiiriize edilebilme, notral pH ve vucut
sicakliginda calisabilme gibi avantajlar1 vardir. Calismasi i¢in gerekli yakit ve
oksijeni de yakin gevrelerinden saglanabildiginden canli sistemlerde kullanilabilme
potansiyelleri yiiksek olan EFC’ler implant edilebilen medikal aletlerde gii¢ kaynagi
olarak kullanilabilirler. Ornegin, glikoz tayini icin, anot olarak GOx ve katotta
sitokrom c¢’nin  kullanildigi bir biyosensor, elektrik akimi {iretmek {izere
gelistirilmistir. Bu proses 1-80 mM araliginda glikoz derisiminin Glglimii igin
biyosensor olarak kullanilabilirdir. (Katz vd., 2001; Biiyiiknohutgu, 2009).

Enerji ihtiyacim1 BFC’lerden saglayan robotlar gelistirilerek insanlarin yasayamadigi
sartlarda kullanilmas1 diisiincesi uzun yillardir tartisilan bir konudur. Kendi enerji
ihtiyacin1 kendi karsilayan Slugbot isimli robot bu alanda ilk 6rneklerden biridir.
Salyangoz avlayan Slugbot, avladigi bocekleri yakit olarak kullanarak bir MFC gibi
davranip kendi enerjisini kendisi tiretebilmistir (Kelly, 2003). Bir digeri Chew-Chew
olarak isimlendirilen robot besini tiiketerek kendi enerjisini tiretebilmektedir. (Davis

ve Higson, 2007; Biiyiiknohutgu, 2009).

BFC’ler hem atik sularin aritilmasinda hemde bu suyu aritirken enerji elde
edilmesinde kullanilabilir. iki faydali ama¢ icin gerceklestirilecek bu prosediirde
yapilan bir hesaba gore 150000 kisilik bir kasabanin atik suyu, potansiyel olarak
%100 verimlilik varsayimi ile 2,3 MW ‘a kadar gii¢ iiretmek iizere kullanilabilir. Atik
suyun kimyasal oksijen ihtiyacinin yaklasik %80 kadar1i bir MFC’de aritim ile
uzaklastirilabilir ve bu sekilde {iretilen elektrigin ileride atik su aritimina giic

saglamada da kullanilabilmesi olasidir (Logan, 2005; Biiyiiknohutgu, 2009).

BFC’lerin gercek uygulamalarinda kisa omiir ve diisiik glic yogunlugu asilmasi
gereken en 6nemli problemdir. Bunlar1 gidermek i¢in 6nemli gelismeler son 10 yil
icinde olmustur. Ornegin GOx ve mikroperoksidaz-11, altin elektrot iizerine tek
katmanda kaplayarak “glikoz/cumene” peroksit BFC olusturulmustur (Katz vd.,
1999a). Projektif (izdiisimsel) elektrot bdlgesine dayali 4,1mW/cm® ye esdeger
510uW’lik bir gii¢ ¢ikist gozlenmistir. Hacim veya alan basina gii¢ yogunlugu
iyilesmesi ise minyatiir “glikoz/O,” BFC’ler ile basarilmistir (Heller, 2004). Baska
bir calismada biluribin oksidaz ve GOx gibi enzimler karbon lifin yiizeyine
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Osmiyum iceren redoks polimerlere tuzaklanmis 1,63 mW/mm?®’lik bir ¢ikis giicii

basarilmistir. Diger bir ¢alismada modifiye nafyon zarda tuzaklanan enzimler 45 giin

boyunca aktivitesini stirdiirmiistiir (Minteer vd., 2004; Moore vd., 2004; Kim vd.,

2006).

20 wyidir tzerinde c¢alisilan BFC’lerin performanst ile kiyaslandiginda, son

zamanlarda gelisen BFC’lerin gii¢c yogunlugu cok daha iyi diizeydedir. Bu gelismeler

BFC teknolojisini ticari uygulamar yoniinde bir adim daha ileri tasimistir. Hatta

ImW/cm®den daha fazla gii¢ yogunlugu ile zaten BFC’ler cep telefonu sarzinin

yapimi i¢in yeterli giice sahiptir (Narayanan ve Valdez, 2003; Schroder vd., 2003;
Niessen vd., 2004a,b; Kim vd., 2006).

Cizelge 2.2. EFC uygulamalari

Yakit/'Yakit Enzimler Medyatorler  Giig Yakit Kaynaklar
Anot/Katot ~ Anot/Katot  Anot/Katot Yogunlugu Konsantrasyonu
(WW/em?) (mM)
Glikoz/O, GOx/COX, PQQ/- 5 1 Katz vd., 1999b
Sitokrom ¢
Glikoz/O, GOx/Lac Ferrosen/- 15,8 10 ggggb vd,,
Glikoz/O, GOx/BOD HQS/ABTS 42 10 ZHSé)gioux vd.,,
Glikoz/O, GOx/Lac TFF/ABTS 7 15 ZNSSSWK vd.,,
Glikoz/O, GOx/Lac Os polimer/Os  137-350 15 Chen vd., 2001;
polimer Mano — vd,
2003;
Soukharev vd.,
2004
Glikoz/O, GOx/BOD Os polimer/Os  50-480 15 Kim vd., 2003;
polimer Mano ve
Heller, 2003;
Mano vd.,
2003; Mano
vd., 2004
Glikoz/H,0, GOx/MP-11  PQQ/- 160 1 \{\égIBner vd.,,
a
Glikoz/H,0, GOx/HRP Ferrosen/ 0,15 1 Pizzariello vd.,
Ferrosen 2001
Glikoz/O, GDH/Lac Azino boya/-  58/38,7 45/60 Li vd., 2008;
Zhou vd., 2009
Glikoz/O, GDH/BOD  Azino boya/-  52/53,9 40 Gao vd., 2007;
Li vd., 2009
Glikoz/O, GDH/BOD VKa/Ferrisiya 1450 400 Sakai vd., 2009
nit
Glikoz/O, CDH/- Os polimer/- 157 100 Tasca vd., 2008
Laktoz/O, CDH/Lac Os  polimer/ 1,9 34 Stoica  vd,
Os polimer 2009
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Cizelge 2.2.0%a™

Yakit/'Yakit  Enzimler Medyatorler Giic Yakat Kaynaklar
Anot/Katot ~ Anot/Katot  Anot/Katot Yogunlugu  Konsantrasyonu
(WW/em®) (mM)
Fruktoz/O, FDH/Lac -/- 850 200 ZKSQ;itaka vd.,
Fruktoz/O, FDH/BOD -/- 126 200 Wu vd., 2009
Metanol/O, ADH/- Benzilviyolojen/- 670 100 i’glgngore vd.,
C
Etanol/H,0, PQQ- -/- 1,5 25 Ramanavicius
ADH/AOx vd., 2008
MP-8
Etanol/O, ADH Poly(Metilen 460 1 Topcagic  ve
AIdDH/BOD  yesili)/Ru(bpy)s Minteer., 2004
Gliserol/O, PQQ-ADH Poly(Metilen 1320 100 Arechederra ve
PQQ- yesili)/- Minteer, (2009)
AldDH/OOx
Piriivat/O, PDH/- Poly(Metilen 930 100 Sokic-Lazic
yesili)/— vd., 2009

2.3.5. Biyo-yakit hiicrelerinin avantaj ve dezavantajlar

* EFC’ler daha kiiciik uygulamalara olanak verecek, bu sayede kiiclik cihazlarda

kullanilabilecek ve giindelik yasama daha kolay adapte edilebileceklerdir.

* Spesifik olma 6zelliginden dolay1 geleneksel yakit hiicrelerindeki membran

gereksinimi ortadan kalkmaktadir.

* Biyokatalizorler, geleneksel ve kiymetli metal katalizorlerden daha avantajlidir.

Notral pH ve diistik sicaklik gibi 1liman kosullarda ¢alisabilirler.

* Bazi durumlarda ¢evreye zarar vermedigi gibi aksine faydasi olan bir enerji

kaynagidir.

* Mikroorganizmalarm kullanildig: yakit hiicrelerindeki ¢esitli sthhi tehlikeler

enzimin spesifikligi sayesinde substrat ile dogrudan etkilesim s6z konusu

oldugundan 6nlenmektedir.

* Sl enzim dmrii ve aktivitesi, bu tip yakit hiicrelerinin gelistirilmesi gereken

yonlerindendir.

* Halen gii¢ yogunlugu ve ¢aligma kararliligi kosullarinda BFC’lerin performansi

kimyasal (inorganik) yakit hiicrelerinin ¢ok altinda kalmaktadir (Kim vd., 2006;

Biiyliknohutgu, 2009).



2.3.6. Biyo-yakat hiicrelerinde elektron transferi

2.3.6.1. Dogrudan elektron transferi (DET)

BFC uygulamarinda en oOnemli gelismelerden biri siiphesiz ki DET’dir. DET
sayesinde medyator kullanimi ortadan kalkarak enzim reaksiyonu sonucu olusan
elektronlar, ilave basamaklar olmadan elektrot ile enzim aktif merkezi arasinda
dogrudan olarak alinip verilir. (Pas, 2007). Elektrot ile dogrudan elektron aktarimi
yapabilme Ozelligine sahip bazi enzimler bulunmaktadir (Allen ve Hill, 1987;
Biiyliknohutgu, 2009). Sekil 2.7°de DET sematik olarak gosterilmistir.

Enzim Substrat
(Yikseltgenmis)
Enzim Oriin
(indirgenmis)

Sekil 2.7. DET’nin sematik gosterimi

Elektrot ve enzim arasinda DET mikroperoksidaz igeren birkag peroksidaz ve
sitokrom c, Lac, hidrogenaz gibi yalnizca birka¢ enzimle saglanabildigi gézlenmistir
(Varfolomeec vd., 1996; Ghindilis vd., 1997; Schuhmann, 2002; Freire vd., 2003).
Elektrot ylizeyi ile enzim aktif bolimiiniin yakin temas: DET igin Kritiktir. Lac
katalizorii ile oksijenin dogrudan elektro-indirgenmesi igin elektrot ylizeyi ve enzim
aktif boliimii arasindaki kritik uzaklik 20A° olmasi Onerilmistir (Yaropolov vd.,
1981). Bu kritik uzakliktan daha fazla bir uzaklikta tiim reaksiyon yavaslar ki bu
elektron iletimi karsisinda hiz belirleyici basamak olur, halbuki elektron iletimi daha
kisa bir uzaklikta yapilmis olsa enzim reaksiyon kinetigi bir hiz belirleme basamagi
haline gelerek daha etkili olabilir. Benzer bir durum ayrica, kritik uzakligi 18 A°olan
horseradish peroksidaz (yaban turbu peroksidazi) i¢in de s6z konusudur (Kulys ve
Samalius, 1984; Kim, 2006).
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2.3.6.2. Medyatorlii elektron transferi (MET)

MET, enzim ile elektrot arasindaki elektron transferini hizlandirarak yakat
hiicresindeki verimliligi ve giic yogunlugunu artirmaktadir (Pas, 2007). Sekil 2.8de
MET sematik olarak gdsterilmistir.

Medyator _
(indirgenmis) Enzim Substrat
(Yiikseltgenmis)
”Medyatﬁr : B e
(Yiikseltgenmis) lindir=enmls)

Sekil 2.8. MET’nin sematik olarak gosterimi

Medyatorler, enzimatik reaksiyon sonucu olusan elektronlari alarak elektroda tedarik
etmek i¢in spesifik derisimlerde ortama eklenen redoks molekiilleridir (Shukla vd.,
2004). Aymi zamanda ilerideki hiicre reaksiyonlarindan bile daha diisiik redoks
potansiyeline sahiptir (Mohan vd., 2008).

Bir¢cok durumda DET, enzim aktif boliimiine konuk olan yogun ve yalitkan protein
kilif tarafindan sinirlanmistir. Bu bariyerin asilmasi i¢in enzimler, kimyasal
modifikasyon yoluyla iletken forma doniisebilirler (Willner vd., 1996; Guiseppi-Elie
vd., 2002; Zhao vd., 2002; Cai ve Chen, 2004). Diger bir strateji ise, elektrotlarin
yiizeyi ile enzim aktif bolimii arasinda elektron mekigi gibi davranan ve
elektronlarin taginmasii kolaylastiran redoks medyatorlerinin kullanilmasidir. Bu
yaklagsim hem MFC hemde EFC’ler i¢in ¢ok 6nemlidir (Lewis, 1966; Govil ve Saran,
1982; Palmore ve Whitesides, 1994; Katz vd., 2003). Redoks reaksiyon zincirinde
yakittan elektron iiretiminde medyatorler, ilave bir reaksiyon basamagi olustursalar
bile BFC’lerin ¢ok daha yiiksek etkinligi genellikle gozlenmistir. MET teki en temel
sorun, bir BFC’ye yakitin siirekli beslenmesi gerekliliginde medyatoriinde
stirekliligini saglamaktir (Kim vd., 2006).

Ayrica enzim igerisinde dibe gomiilii redoks merkez ile elektrotlar arasinda elektron

transferi yavas oldugundan, oksijen ve hidrojen peroksit gibi yan substratlarin varligi
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elektron kaybina neden olmaktadir. Medyatorler, enzimatik reaksiyon sonucu agiga
cikan elektronlar1 yan substratlarla etkilesime girmeden enzimden dis devreye veya
cozeltiye elektron gegisi i¢inde kullanilabilirler. Medyatorler serbest oksijen
sistemleri i¢in gereklidir ve medyatoriin se¢imi onemlidir. Literatiir incelendiginde
ferrosen ve kinon tiirevleri yaygim olarak kullanilan medyatorlerdendir (Willner ve
Katz, 2000; Yu ve Sundmacher, 2007; Harper vd., 2008). Ferrosen (Long vd., 2009),
quersetin (Chen vd., 2009), BZQ (Lau vd., 2003) ve bunlardan tiiretilen (Babkina
vd., 2006) medyatorler girisimcilerin elenmesi ve algilama potansiyelini azaltmasi

gibi ilave avantajlar saglarlar. (Nien vd., 2010).

Medyator kullanilan BFC sistemi kurulurken bazi 6nemli parametrelere dikkat etmek
gerekir ki bunlar, uygun yakit, enzim, medyatér ve elektrot kombinasyonunu
saglamaktir. Yakit segiminde yiikseltgenme potansiyeli ve maliyet 6nemlidir.
Medyatoriin ise hizli1 elektrokimyasal kinetige sahip olmasi, enzimle girisim
yapmayacak yiikseltgenme seviyesi ve kimyasal kararlilik gibi 06zellikleri
barindirmalidir. Ayrica kullanilan yakitin potansiyeline yakin bir potansiyelde redoks
tepkimesine sahip medyatér se¢imi gii¢ yogunlugunu artiracaktir (Liu ve Dong,
2007, Biiyiiknohutgu, 2009).

2.3.7. Biyo-yakait hiicre dizaym

Biyo- yakit hiicreler kullanilan enzim, mikroorganizma, substrat ve malzemelere
gore sistem performansinin artilmasi igin farkli sekillerde dizayn edilebilir (Zhang
vd., 2009; Fan vd., 2007; Osman vd., 2010).

2.3.7.1. Tek hiicreli biyo-yakit hiicreler

Indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerinin gergeklestigi anot ve katot elektrotlarin
tek bir hiicreye daldirilarak reaksiyonlarini siirdiirdiigii yakit hiicre tipidir. Bu sekilde
tasarlanan edilen BFC’de yakit, oksidan ve elktrolit ortam birbirinden ayrilmaz. Bu
sartlarin olusturulmasinda bazi nanoyapilardan faydalanildigi (CNT vb.) gibi katot
elektrodun ayni ¢ozelti igerisinde olmasina ragmen zarla muhafaza edildigi
calismalar da vardir (Klotzbach ve Minteer, 2007). Sekil 2.9’da tek hiicreli BFC’ye
ornek gosterilmistir.
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2.3.7.2. Cift hiicreli biyo-yakit hiicreler

Bu tip BFC’lerde anot ve katot elektrotlar birbirlerinden cam tozu, tuz kopriisii,
proton degistirici zar vb. katyon degistiricilerle (nafyon vb.) ayrilmislarlardir
(Klotzbach ve Minteer 2007; Mohan vd., 2008). Anot ve katot elektrotlarda
reaksiyonlar ayni sartlarda gerceklesmedigi durumlarda bu ayirim s6z konusudur.
Bazen anotta oksijen istenmezken katot i¢in gerekli olabildigi gibi anot ve katot
elektrolitlerinin farkli olmasi gerekebilir yada kullanilan ¢esitli malzemeler
(medyator, nanoyap1) birbirine girisim yapabilir. Buda BFC’de gii¢ kaybina yada
calismamasina neden olabilir. Sekil 2.9°da ¢ift hiicreli BFC’ye 0Ornekler

gosterilmistir.

=~

|

Tuz Koprusu

N

Gozenekli

Anot Tikag Katot

Cozeltisi Cozeltisi

Anot Katot Anot Katot

Anot Katot
Cozeltisi Gozenekli  Cozeltisi Anot Katot
Anot Cam Katot Cozeltisi Nafyon Cozeltisi
Hamuru Anot PEM Katot

Sekil 2.9. Tek ve cift hiicreli BFCs’e érnekler
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2.3.8. Biyo-yakit hiicre performansi

Teorik olarak BFC’ler, yakit ve oksitleyici temin edildigi siirece ¢alismasini siirdiiriir
ve enerji tiretmeye devam eder. Ancak pratik uygulamalara gecildiginde ise yakit
hiicrenin performansi1 farkli olabilir; elektrot, elektrolit ve biyolojik bilesenin
kalitesine bagl olarak BFC performansi beklenen performanstan ¢ok daha diisiik

olabilir (Erdal, 2008).

2.3.8.1. Yakat hiicresinde voltaj diisiis sebepleri

Yakit pilinin  karakteristik voltaj-akim (V-I) grafigindeki akim arttikca voltaj

diisiisiine neden olan kayiplar asagida verilmistir.

Aktivasyon kayiplari: Bu kayiplar elektrot yiizeyindeki reaksiyonlarin yavas

gerceklesmesinden kaynaklanmaktadir.

Yakit gecisi ve icsel akimlar: Bu kayiplarda elektrolitten katot tarafina gecen yakit

katot tarafinda elektrokimyasal reaksiyona girerek bolgesel kisa devre
olusturmasindan ve ideal olarak sadece iyon gecirmesi gereken elektrolitin ayni

zamanda bir miktarda elektron gecirmesinden kaynaklanmaktadir.

Ohmik kayiplar: Bu kayiplar elektrot malzemelerinin, akim toplayic1 vb.

malzemelerin elektron gecisine ve elektrolitin iyon gecisine olan direncinden

kaynaklanmaktadir. Ohmik kayiplar akim yogunlugu ile dogru orantilidir.

Kiitle tasimimi va da derisim kayiplari: Bu kayiplar elektrot yiizeyinde yakit ve
oksijen derisiminin degismesinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle yiiksek akim

yogunluklarinda katalitik ylizeyde reaksiyon ¢ok hizli oldugu igin gézenekli elektrot
yapisindan dolayr katalizor yiizeyine yeterince malzeme tasmamamaktadir. Bu
nedenle reaksiyon i¢in gerekenden daha az yakit veya oksijen olmas1 gerektigi kadar

voltaj tiretilememesine neden olmaktadir (Kurtcephe, 2006).

2.3.8.2. Polarizasyon egrisi

Genel olarak yakit hiicrelerinde sistem verimliligi yakittan ne kadar giic elde

edildigine baghdir. Daha fazla gii¢ eldesi daha fazla akim ¢ekmek anlamina gelir ki
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bu da yakit hiicresindeki kayiplar1 artirarak verimin diismesine yol agar. Kayiplar
genelde hiicrede voltaj diisiisii olarak kendini gdsterir. Hiicre potansiyelindeki diisiis
verimle iligkilendirilebildiginden, yakit hiicre polarizasyon egrileri hiicre verimliligi
hakkinda onemli gostergelerdir (Biiyiiknohutgu, 2006; Kurtcephe, 2006). Sekil

2.10’da yakit hiicre polarizasyon egrisi 6rnegi gosterilmistir.

1 *
Aktivasyon
Kaybi
0,8 ¥
t
Ohmik Diisme
Pil Gerilimi 0°
(V) T
04 Derisim
Kaybi
0,2
0900 200 300 400 500 600 700 800 900 Y1000
Pil Akim Yogunlugu
(mA/cm?2)

Sekil 2.10. Yakat hiicre polarizasyon egrisi

Yakit hiicresi calistiginda elde edilen voltajin, teorikteki degerden epeyce kiigiik
oldugu goriiliir. Yakit hiicrenin Karakteristik voltaj-akim (V-I) grafigindeki akim

arttikca voltaj diisiisiine neden olan kayiplar Sekil 2.10‘da goriilmektedir.

2.3.8.2. Gii¢ yogunlugu

Bir yakit hiicreden elde edilen elektriksel giic voltaj ve akimm carpimina esittir.
Yakit hiicre polarizasyon egrisi potansiyel ve akim arasindaki iliskiyi verdiginden
giic egrisi tliretmek i¢in kullanilabilir. Polarizasyon egrisin altinda kalan alan anlhik

giic degerini verir. Sekil 2.11°de bir yakit hiicrenin gii¢ egrisi verilmistir.
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Sekil 2.11. Yakait hiicre giic egrisi

2.4. Enzim

Kendiliginden gerceklesmeyen reaksiyonlarin belirli bir hizda gerceklesebilmeleri
icin katalizlenmeye ihtiyaglar1 vardir. Katalizorler, substratin kimyasal olarak bagka
bir maddeye doniisiimiinii saglamak icin gerekli enerji bariyerini diisliren
molekiillerdir. Katalizorler reaksiyon sirasinda harcanmazlar ya da degisime
ugramazlar. Prensipte substratin iirline doniisiimiinde smirsiz olarak kullanilirlar,

ancak pratikte bu katalizoriin stabilitesiyle smirhidir (Illanes, 2008; Bilge, 2010).

Enzimler ise protein yapisinda canli organizmalarda meydana gelen biyo-kimyasal
reaksiyonlar sirasinda tiiketilmeyen katalizorlerdir.  Organizmadaki  gesitli
molekiillerin yapimini, yikimimi ve yeniden diizenlenmesini saglayan reaksiyonlar1
hizlandirarak; organizmalarm fonksiyonlarmi ve canliligmi siirdiirmesi i¢i gerekli
enerji ve maddeleri saglarlar. Enzimler enerji agisindan miimkiin olan bir¢ok
biyolojik reaksiyon arasinda substratlar1 segici olarak belirli bir reaksiyona
yonlendirirler. Boylece enzimler biitiin metabolik olaylar1 yonlendirirler (Chanp ve
Harvey, 1997). Enzimleri, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin ilimli kosullarda

gerceklesmesini saglayan ‘“biyokatalizorler” olarak da tanimlayabiliriz. Bununla
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birlikte; vyeterli kosullar saglandiginda etkilerini canli organizma diginda da
gosterebilmeleri, dogal ortamlarinin disinda pek ¢ok alanda yararlanabilme imkanini

ortaya ¢ikarmaktadir (Chanp ve Harvey, 1997; icli, 2008).

Endiistrinin @~ hemen  her  alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni: mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin
cok daha yiiksek olmalari, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha istikrarli ve

ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (igli, 2008).

Cizelge 2.3. BFCs’de kullamlan indirgeyici/yiikseltgeyici enzimler (Beilke vd., 2009)

Yakit Enzim Kofaktor
Anot
Metanol Alkol Dehidrogenaz NAD*
Formaldehit Formaldehit Dehidrogenaz NAD*
Format Format Dehidrogenaz NAD*
Etanol Alkol Dehidrogenaz NAD*
Alkol Dehidrogenaz PQQ
Asetaldehit Aldehit Dehidrogenaz NAD*
Aldehit Dehidrogenaz PQQ
Glikoz Glikoz Oksidaz FAD
Glikoz Dehidrogenaz NAD'/PQQ
Glikoz Dehidrogenaz PQQ
Fruktoz Fruktoz Dehidrogenaz NAD*
Laktat Laktat Dehidrogenaz NAD*
Katot
Oksijen BOD Bakir
Lakkaz Bakiar
Peroksit Horseradish Peroksidaz Heme
Mikroperoksidaz-11 Heme

2.4.1. Enzim yapisi ve spesifikligi

Enzimler ylizlerce amino asidin meydana getirdigi proteinlerdir. Bu amino asitler
birbirlerine peptid bagi ile kovalent olarak baglanmiglardir. Radikal grubunun
ozelligine gore amino asitler hidrofilik ya da hidrofobik 6zellik gdsterebilirler.
Amino asitlerin protein molekiilii iizerindeki dagilimlar1 molekiiliin davranigini
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belirler. Proteinlerin birincil yapisini amino asit dizilimi belirler. Birincil yapiy1
belirleyen amino asitlerin dizilimi ise yapidaki deoksiriboniikleotid dizilimi ile
belirlenir. Proteinin ii¢ boyutlu yapisi genetik olarak belirlenir fakat ortamdaki
molekiillerle de etkilesim i¢inde oldugundan cevresel faktorlerden de etkilenir.
Proteinin ikincil ti¢ boyutlu yapisi hidrojen baglar1 etkilesimleri sonucu olusur.
Tersiyer ti¢ boyutlu yap1 hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler ile siki ve sarmal bir
konfigiirasyon olusturmalar1 sonucu olusur. Proteinin biyolojik fonksiyonu igin
tersiyer yapi temeldir. Kuaterner yap1 ise farkli polipeptid zincirlerinin etkilesimi
sonucunda olusur . Diizenleyici proteinlerinde i¢inde oldugu bazi enzimler kuaterner

i¢ boyutlu yapiya sahiptir. (Bugg, 2004; Bilge, 2010).

Enzimlerin ¢ok azi belirli bir substrat i¢in spesifiktir. Bazi enzimler sadece bir tek
substrata etki edebilirler. Ornegin, iireaz sadece iireye, karbonik anhidraz karbonik
aside ve fumaraz yalniz fumarik aside etki eder. Enzimlerin bazilar1 ise stereo
spesifiklik gosterirler. Bunlar substratlarmin stereo izomerlerine etki etmezler.
Ornegin arginaz sadece L-arginini hidroliz eder, D izomerine etki etmez. Enzim
molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir bosluk bulunur. Aktif bolge substratin
yapisina spesifik aminoasit yan zincirleri icerir. Aktif bolge, yalnizca bu substrati

baglayarak bir enzim substrat (ES) kompleksi meydana getirebilir (I¢li, 2008).

2.4.2. Enzim smiflar ve isimlendirilmesi

Her enzime iki isim verilmistir. Birincisi, glinliik kullanim i¢in olan kisa, 6nerilen
isimdir. ikincisi, enzimin detayli olarak tanimlanmas1 gerektiginde kullanilan daha
kapsamli sistematik isimdir (Chanp ve Harvey, 1997). Onerilen isim olusturulurken

2 (133 29 (13

reaksiyonun substratina, 6rnegin “glikozidaz”, “lireaz”, “siikraz” veya yapilan isin
tanimina, “laktat dehidrojenaz”, “adenilat siklaz” gibi “az” eki eklenmistir (Chanp ve
Harvey, 1997). Enzimler etkili oldugu substratin sonuna “litik” eki getirilerek de
isimlendirilirler. Ornegin proteinleri pargalayan enzimlere “proteazlar” denildigi gibi
“proteolitik enzimler” de denilir. Uluslararas1 Biyo-kimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB), enzimlerin her birinin sayisiz alt grup igeren alti ana sinifa
boliindiigii bir isimlendirme sistemi gelistirmistir. [UBMB isimleri net ve bilgi
vericidir fakat genel kullanim igin oldukca zordur (Chanp ve Harvey, 1997; icli,

2008).
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Enzimler baslica alt1 sinifa ayrilir. Bunlar kisaca sunlardir:

1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon yani yiikseltgenme-indirgenme
tepkimelerini katalize eden enzimlerdir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun transfer tepkimesini katalizleyen
enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir.

4. Liyazlar: Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglarin1 hidrolizler ve
oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave
ederler.

5. izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani
izomerizasyon tepkimelerini katalizlerler.

6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olusmasini

saglayan enzimlerdir (Telefoncu ve Dingkaya, 1997).

2.4.3. Enzimlerin etki mekanizmasi

Enzimlerin katalitik etki gosteren kismi proteinin polipeptid zinciridir. Bir g¢ok
enzimin katalitik etki gosterebilmesi i¢in proteinden baska metal iyonuna, bazilarinin
protein olmayan bir organik bilesige, bazilarmin ise her ikisine de ihtiyac1 vardir. Bu
iyon veya bilesige genel olarak “kofaktor” adi verilir. Enzimlerin protein kismina
“apoenzim” denir. Organik bilesik, enzimin protein kismi ile kovalent bagla bagli ve
ayrilmiyorsa “prostetik grup” c¢ok siki birlesmemis, ayrilabiliyorsa “koenzim” adini
alir. Koenzimi ile birlesik halde bulunan apoenzim-koenzim biitiiniine “haloenzim”
ad1 verilir. Yani haloenzim, koenzim veya kofaktorii ile birlikte katalitik olarak aktif
durumdaki halidir. Protein yapilar1 farkli, fakat Kkatalizledikleri kimyasal
reaksiyonlar1 ayni olan enzimlere “izoenzim” veya “izozim” adi verilmektedir.
Ornegin piriivik asidin laktik aside doniisiimiinii katalizleyen laktat dehidrogenaz
enziminin 5 tane izoenzimi vardir. Enzimin spesifik olarak etki ettigi maddeye veya
madde karisimina bu “enzimin substratr” denir. Reaksiyon sonunda meydana gelen

maddeye ise “iiriin” ad1 verilir (I¢li, 2008).
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Enzimlerin aktif merkezi yogun protein kilif tarafindan sarilmustir. Aktif merkez,
enzim molekiilii tizerindeki kofaktor ve koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat
kompleksinin sekillendigi dar bir bolgede bulunur. Enzimlerin etki mekanizmasi iki
farkli agidan ele alinabilir. Bunlardan birincisi tepkime siiresince ger¢eklesen enerji
degisikliklerinin, digeri ise kataliz sirasinda aktif bolgedeki yapisal degisikliklerin
incelenmesi ile iliskilidir (Kokliikaya, 2008).

2.4.3.1. Aktivasyon enerjisi

Molekiillerin birbirleri ile tepkimeye girerlerken disaridan enerji alirlar yada disariya
enerji verirler. Disaridan enerji gerektiren (ekzotermik) kimyasal tepkimelerde
aktivasyon enerjisi (Ea) olarak bir enerji bariyerinin asilmasi1 gerekmektedir.
Tepkime hizini artirabilmek igin sisteme kimyasal veya biyolojik bir katalizor ilave
edilebilir. Katalizor substrat ile ES kompleksi yaparak aktivasyon enerjisini asagilara
cekebilir. Tepkime sonunda serbest kalan enzim ortamdaki diger substrat
molekiillerine baglanarak onlarin da aktivasyon enerjisini diisiirecek ve onlarinda
irline donlisgimiinii hizlandiracaktir. Enzimle katalizlenen tepkimelerin ¢ogu
katalizlenmeyen tepkimelere gore ¢cok daha hizli olarak gergeklesir. Tipik olarak bir
enzim molekiilii saniyede 100-1000 substrat molekiiliinii iiriine ¢cevirme yetenegine

sahiptir (Tekman ve Oner, 1994; Tiiziin, 1997; K&kliikaya, 2008).

Sekil 2.12°de katalizor mekanizmasi gosterilmistir. Ea, katalizlenmemis reaksiyonun
aktivasyon enerjisi; Ea’, katalizlenmis reaksiyonun aktivasyon enerjisi; AG,

reaksiyonun serbest enerjisindeki degisim (Illanes, 2008; Bilge, 2010).
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Sekil 2.12. Reaksiyon siirecinde serbest enerji degisimi

2.4.3.2. Aktif bolgedeki degisiklikler

Aktif merkez, bir enzimin substrata yapistigi bolge ile kataliz olaymin

gergeklestirildigi bolge (katalitik yer) olmak iizere 2 kisimdan olusur.

Aktif merkez substrata uyumlu olan iig-boyutlu yiizey olusturan aminoasit
yanzincirleri igerir. Aktif merkez ile substrat, bir anahtar Kilit gibi birbirine uygunluk
gosterir. Bu sekil Emil-Fischer’in tarif ettigi “anahtar-kilit” modeli durumuna uyar
(Sekil 2.13). Enzim ile substratin bulusmasindan sonra enzimin 06zel yapisini
almasiyla substrat aktif bolgeye baglanir ve enzim-substrat kompleksi olusur.
Substrat {iriin yapisina ¢evrilir ve sonra iiriinden enzim ayrilir. Bir enzimatik tepkime
su sekilde gerceklesmektedir (Tiiziin, 1997; Onat vd., 2002; Aksoy ve Yanardag,
2003; Kokliikaya, 2008).

E+S—H>ES—>E+U

Bu tepkimeye gore enzim (E), substrati (S) enzimi ile birleserek bir ES kompleksi
olusturmakta, daha sonra da bu ES kompleksinden (U) iiriin olusmaktadir, enzim ise

tepkime ortaminda tekrar serbest hale gegmektedir (Oztan, 2007; Kokliikaya, 2008).
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Sekil 2.13. Substratin enzime baglanma modelleri

Aktif merkezin bazi 6zelikleri:

» Aktif merkez enzimin protein kisminda yer alir.

» Aktif merkez belirli say1 ve diziliste aminoasitlerden olugmustur.

» Substrat aktif merkeze H-baglari, van-der Waals ve elektrostatik gii¢lerle ¢ok
zayif olarak baglanmaktadir.

» Bazi enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir.

» Aktif merkez enzimin toplam hacminin ¢ok kiiglik bir bo limiinii

olusturmaktadir (Telefoncu, 1986; Kokliikaya, 2008).

2.5. Enzim Immobilizasyonu

Immobilizasyon kelimesi “hareketi sinirlandirma-sabitleme” anlamma gelmektedir.
Immobilize enzimler, katalitik aktivite gosterecek sekilde bir destege tutturularak
yada hapsedilerek, siirekli ve tekrar tekrar kullanilabilen enzimler olarak tanimlanir
(Igli, 2008).

Biyosensorler ve EFC’lerin gelisimi, enzimin aktivite kaybi, omrii ve stabilitesiyle
ilgili problemlerin ¢6ziimiine baglidir. Bu problemlerin iistesinden gelebilmek igin

farkli immobilizasyon yontemleri gelistirilmistir. Iletken bir yiizey iizerine enzim
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immobilizasyonu yapilirken uygulanan yontem olusturulan elektrokimyasal cihazin

performansini artiracaktir (Ahuja vd., 2007; Bilge, 2010).

Enzim molekiilinin etkin bir sekilde yiizeyde tutunabilmesi igin uygulanan

immobilizasyon yontemi;

» Enzimin iletken yilizeye etkili ve kararli bir sekilde tutunmasinin saglamasi,
» Enzimin biyolojik 6zelliklerini (aktivite) etkilememesi,

» Biyo-uyumlu ve kimyasal olarak inert olmasi gerekmektedir.

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan
adsorpsiyon yontemiyle yapilmistir. immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk
kullanim1 ise Grobhofer ve Scheilth (1954) tarafindan yapilmistir (Aksoy, 2003;
Gokgoz, 2006).

2.5.1. Enzim immobilizasyonunun biyo-yakiat hiicrelerindeki 6nemi

BFC’lerin Oomriinii pratik uygulamalarinda da etkili olan birka¢ faktor diizenler.
BFC’de kullanilan redoks medyatorlerinin 6mrii ise bagka bir problemdir (Allen ve
Bennetto, 1993; Barton vd., 2004). Hatta ¢ogu durumda, biyokatalizorlerin kararliligi
BFC’nin 6mriinii belirleyen faktéor durumundadir. EFC’lerin ¢ogu genellikle birkag
giin dayanmaktadir. Immobilizasyon, enzimlerin 6mriinii uzatmak igin yardimc1

olabilir (Willner vd., 1998b; Katz vd., 1999a; Kang vd., 2004).

Osmium redoks polimeri iceren GOX-BOD immobilize bir minyatiir BFC aktivitesini
37°C’de 20 giin devam etmistir (Mano vd., 2002). Moore ve arkadaslar
Dehidrogenaz tuzaklayan tetrabiitiamonyum bromid modifiye nafyon zarlar
kullanilarak daha iyi sonuglar elde edilmistir (Moore vd., 2004). Dogal kaynakli
enzimin yar1 omrii ¢ozeltide yalnizca 7-8 s iken, immobilizasyondan sonra 45
giinden daha fazla aktif bir 6mre ulagilmistir. Hatta immobilizasyon tekniginden
faydalanilan BFC’lerin, birka¢ hafta boyunca siirekli ¢alistiginda kayda deger bir gii¢
kayb1 gozlenmemistir (Kim vd., 2006).
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2.5.2. Iimmobilize enzimlerin avantaj ve dez-avantajlari

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gére pek c¢ok islevsel avantajlarr vardir.
Bunlardan en onemlileri su sekilde siralanabilir (Mosbach, 1976; Zaborsky, 1973;
Pitcher, 1978).

» Reaksiyon bitiminde ortamdan, siizme veya santifiiriij gibi basit teknikler
kullanilarak kolaylikla uzaklagtirilabilmektedir. Boylelikle iirtinlerin enzim
tarafindan kirletilmesi engellenmis olur.

Stirekli proseslere uygulanabilir.

Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Cevre kosullarma (pH, sicaklik v.b.) kars1 daha dayaniklidir.

Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

YV V. V V V V

Immobilize enzim preparatlarinin mikrobiyal kontaminasyona karsi direnci,
serbest enzime gore daha yiiksektir.
» Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

» Enzimin kendi kendini pargalamasi (otoliz) olasiligi azalir.

Immobilize enzimlerin bazi dezavantajlar1 da vardir. Bunlar da su sekilde

siralanabilir (Trevan, 1980; Durante vd., 2004).

> Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.

» Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim karalilig1 smirlidir.

» Enzim tastyicilarinin maliyeti yiliksektir.

» Kimyasal islemler sonucunda aktif bolge zarar gorebilir (Telefoncu ve
Dingkaya, 1997; Kicheol vd., 2005; Gokgdz, 2006, Icli, 2008).

2.5.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

19601 yillardan bu yana enzimlerin immobilizasyonu i¢in bircok immobilizasyon
yontemleri gelistirilmistir. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak ydntemi
secerken, immobilizasyon sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif
merkezinin zarar gérmeyecegi bir yontem olmasma dikkat edilmelidir. Boyle bir

se¢cim yaparken enzimin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda
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herhangi bir baglanma s6z konusu ise bu baglanmanin, aktif merkez iizerinden
gerceklesmeyecegi destekler secilmeli ya da immobilizasyon iglemi sirasinda aktif
merkez korunmalidir (Telefoncu, 1986; Wiseman, 1986; Chase ve Yang, 1998;
Kokliikaya, 2008).

Enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik sekillerde
smiflandirilmalara karsin fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki ana baglik altinda

toplanabilir (Sekil 2.14).

Immobilizasyon
Yontemleri
I
I ]
Kimyasal Fiziksel
Yontemler Yontemler
I I
[ ] [ ]
Kovalent Capraz Hapsetme .
Baglama Baglama (Tutuklama) Adsorbstyon
Mikrokapsiil tipi Kafes tipi

Sekil 2.14. immobilizasyon yéntemlerinin sematik gosterimi

2.5.3.1. Kimyasal immobilizasyon yontemleri

Kimyasal immobilizasyon yontemlerinde suda ¢oziinmeyen aktiflestirilmis destek
maddesi ile enzim arasinda kovalent bag olusumu yada birden fazla enzim molekiili
arasinda capraz bag olusumu s6z konusudur. Kimyasal yontemler cogunlukla
tersinmezdir. Yani serbest enzimin tekrar geri kazanimi miimkiin degildir (Zaborsky,
1973; Srere ve Uyeda, 1976).

Kimyasal yontemlerle immobilizasyonda, enzimin ¢ok kararli olmasi ve destek
maddesinin dayanikli olmas1 gibi avantajlar vardir. Ancak immobilizasyon veriminin

siirlt olmasi, 6zel reaksiyon sartlar1 gerektirmesi, kimyasal olarak inert olan destek
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maddelerine uygulanmasi i¢in aktivasyon islemi gerektirmesi gibi sorunlar da s6z

konusudur.( Smith, 1985; Gokgoz, 2006).

Kovalent Baglama: Enzim ile suda ¢ozlinmeyen aktiflestirilmis destek arasinda

kovalent bag olusumu enzimlerin immobilizasyonu i¢in oldukga sik kullanilan bir
tekniktir. Bu teknik enzim tiirevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢ozeltiye
gegmesini engeller (Zaborsky, 1973; Saburo ve Atsuo, 1985). Kovalent baglanma,
genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarmmin bilindigi durumlarda
kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri, aktif bolgesi, pH, sicaklik
ve organik ¢oziicli gibi faktorlerden dolayi sinirli sayida yontem kullanilabilir (Srere,
ve Uyeda, 1976).

Kovalent bagli destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden farkl
olabilir. Bu farkin biiylikliigii tagiyict materyalin bicim ve biiyiikligiine, etkilesme
yonteminin dogasina, tasityict materyalin bilesimine, enzim yapisina ve tepkime

sirasindaki spesifik sartlara baglidir (Dumitriu vd., 1988)

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklestirilir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent
baglanmasi seklindedir (Sekil 2.15). Destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino,
tiyol gibi fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisma baglh
olarak siyanojen bromiir, epiklorhidrin, glutaraldehit, karbodiimit, siyaniirik kloriir
gibi ¢esitli aktifleyici maddeler kullanilabilir (Kokliikaya, 2008).

- = 4
—  Aktiflestirme —Y  Enzim E!
= > - |
- —X

— X f!

Aktiflesmis Enzim Bagl
Destek S
Destek Destek

Sekil 2.15. Kovalent baglanma yontemi ile immobilizasyon

Capraz baglama: Enzim molekiilleri herhangi bir tasiyic1 destek maddesine ihtiyag

duymadan, kendi aralarinda molekiil i¢i veya molekiiller arasi ¢apraz baglar yaparak
immobilize olabilirler (Sekil 2.16). Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu
cok basit olmasina ragmen enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayici

37



olarak kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin se¢imi ve kurulmasi zordur (Gaffield

vd., 1979).

Sekil 2.16. Capraz baglanma yontemi ile immobilizasyon

Enzim aktifligi, reaksiyon siiresi, sicaklik, iyon siddeti, pH, ¢apraz baglayict madde

ve enzim derisimi gibi faktorlere ve bunlar arasindaki dengeye baghdir.

Bu metodun en 6nemli avantaji, tek bir islemde enzimleri immobilize etmek i¢in iki
yada ¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Bu metodun dezavantaji ise
yiiksek aktiflik gosteren immobilize enzim elde etmek i¢in molekiiller arasi ¢capraz
baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki zorluklardir. Capraz baglayici olarak
enzim immobilizasyonun da kullanilan maddeler, diazobenzidin, 1,5-1,7difloro-2,4-
dinitrobenzen, gluteraldehit, triklor-s-triazin, hekzametilendiizosiyanat, 2,4-

diizotiyosiyanotoluen dir (Telefoncu ve Dingkaya, 1997; Gokgoz, 2006).

2.5.3.2. Fiziksel Immobilizasyon Yontemleri

Bu yontemlerde enzim herhangi bir kimyasal bag olmadan, destek maddesine
tutturulur  veya  hapsedilir. Immobilizasyon, baz1  fiziksel  kuvvetlerin
etkilestirilmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi, iyonik baglarin olusumu
vb.) enzimin destek maddesindeki bosluklar igerisinde veya gozenekli membranlarda
tutturulmasiyla saglanir. Fiziksel immobilizasyon metotlar1 tersinirdir. Ancak bazi
calismalarda, tersinmez bag olusumlari da gozlenmistir. Fiziksel immobilizasyon
metotlart adsorbsiyon ve hapsetme/tuzaklama olarak iki gruba ayrilabilir (Gokgoz,
2006).
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Adsorbsiyon: Suda ¢6ziinmeyen bir tasiyici iizerinde enzimin fiziksel olarak
tutunmasini temel alir (Sekil 2.17). Enzim proteininin aktif bolgesinde hemen hemen
hicbir hasara ve konformasyonal degisime yol agmayan bir immobilizasyon

yontemidir.

Sekil 2.17. Adsorbsiyon yontemi ile immobilizasyon

Uygun bir tasiyici yiizey bulunursa hem ucuz hem de kolay olabilmektedir. Bu
yontemde enzim ve tasiyici ylizey arasindaki kuvvetlerin zayifligindan dolay1 enzim
kaybt s6z konusudur. Enzimlerin fiziksel adsorbsiyonu i¢in uygulanan bazi

yontemler asagidaki gibidir.

» Statik islem

» Elektro-bosalim

> Reaktorde bekletme
>

Calkalama ya da karistirma banyosunda bekletme

Bu metodun en 6nemli avantaji baglama i¢in kimyasal madde kullanilmamasi ve
aktivasyon i¢in minimum basamaga ihtiya¢ duyulmasidir. Adsorbsiyonda baglanma,
hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri ve Van der Waal’s kuvvetleriyle oldugundan
kimyasal baglama yOntemlerine gore enzim aktif boliimiine daha az zarar
vermektedir. Yontemin en biiylik dezavantaji ise olusan zayif baglardan dolayi ortam
pH’mim, sicakligin, iyonik kuvvetlerin degisimiyle ve substrat varhigiyla enzimin
desorbsiyonu ¢ok kolaydir. Bir diger dezavantaj ise ¢ok spesifik bir yontem
olmamasindan dolay1 istenmeyen maddelerin de immobilize edilebilmesi ve girisime
neden olmasidir. Bu durum immobilize enzimin o6zelliklerini degistirmekte ve

reaksiyon hizini diisiirmektedir (Bilge, 2010).
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Adsorpsiyon yonteminde en ¢ok kullanilan adsorbanslar; anyon ve katyon degistirici
recineler, aktif karbon, sentetik ve dogal polimerler, silikajel, nisasta, killer, aliimina,

bentonit, seramikler ve gozenekli camlardir (Carr ve Bowers, 1980, Gokgoz, 2006).

Tutuklama /Hapsetme: Bu yontemle immobilizasyonda enzim, bir polimer matriks

orgli yapist i¢inde veya etrafi gevrili bir membran i¢inde hapsedilmesi esasmna
dayanir (Dumitriu vd., 1988). Polimer matriksin yapisi, substrat giris ve ¢ikigina izin
verirken enzimin disariya sizmasini engelleyecek yapidadir. Bu yontemin kovalent
ve c¢apraz baglanma yoOntemlerinden farki enzimin jel matriks, tasiyici yiizey,
membran yada birbirine bagh olmamasidir. Her tiir enzimi, biyokatalizorleri, bazi
canl1 hiicreleri ve farkli buytklikteki mikroorganizmalar1 hapsetmek i¢in

kullanilabilen genel bir yontemdir.

Cok kolay uygulanabilen bu fiziksel yontemde kimyasal baglanma olmadigindan
yiklii tastyicilara ihtiya¢ yoktur. Ancak enzimin immobilizasyon islemi sirasinda

inaktive olabilmesi gibi sorunlar s6z konusudur.

Enzim hapsetme yontemi i¢in organik ve anorganik yapiya sahip partikiil, tiip,
membran ve fiber seklinde bir¢ok tastyict destek maddesi kullanilabilir. Cizelge
2.4.’te enzim hapsetme yonteminde yaygin olarak kullanilan bazi polimerler

gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Enzim hapsetme yonteminde kullanilan bazi destek maddeleri

Dogal Destek Maddeleri Sentetik Destek Maddeleri
Polisakkarit Kokenliler Poliakrilatlar

Seliiloz polistiren

Aljinat Vinil ve alil polimerler
Karragenan Poliamitler

Protein Kokenliler Maleik andrit bazli kopolimerler
Kollajen

Enzim hapsedilmesi i¢in tasiyict destek maddesi secilirken; fiziksel form, sertlik ve

dayaniklilik gibi mekanik 6zellikler, kimyasal ve mikrobiyal etkilere kars1 direng,
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hidrofilik/hidrofobik u¢ orani, gecirgenlik, ylizey alani, maliyet ve kolay

bulunabilirlik gibi faktorleri géz 6niinde bulundurmak gerekir.

Hapsetme ile immobilizasyon yontemi, mikrokapsiil ile hapsetme, kafes tipi

hapsetme olarak iki sekilde yapilir (Gokgoz, 2006).

Kafes tipi tutuklama/hapsetme: Kafes tipi hapsetme yontemi, capraz bagl iletken

polimerlerin bosluklar1 iginde enzimin hapsedilmesi esasina dayanir. Bu yontemde
enzim iceren monomer yada polimer ¢ozeltilerine UV veya gama (y)-ismlari
uygulayarak yiliksek oranda c¢apraz baghh bir polimer agi olusturulur. Enzim
molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes igerisinde hapsedilir ve jel matriksinin
disina ¢ikamazken, substrat ve iriin siirekli kafes i¢ine giris-¢ikis yapabilir (Sekil

2.18).

Sekil 2.18. Kafes tipi tutuklanmis/hapsedilmis enzimlerin sematik gosterimi

Capraz bagli polimer olusturarak enzim hapsedilmesinde en ¢ok kullanilan polimer,
N,N-metilen-bis-akrilamit ile ¢apraz baglanarak olusturulan poliakrilamittir
(Karadag, 2001).

Bu yontemin avantajlar1 su sekilde siralanabilir (Kaetsu vd., 1979; Michael, 1980;
Saburo ve Atsuo, 1985; Arica ve Hasirci, 1987);

» Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV isinlar1 enzimin yapisini ve
aktifligini kimyasal metotlara gore daha az etkiler.

» Ortamdaki monomer ve ¢apraz baglayici derisimi degistilerek, farkli bityiikliikte
gozenek boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir.

» Polimerlesme kolay ve hizli bir sekilde gergeklesebilmektedir.

Metodun dezavantajlar1 ise;
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» Capraz bagl polimer aglarindan enzimin sizmasi,
» Kiigiik hacimli enzimler igin sinirli olmasi,

» Makromolekiiler substrat i¢in diisiik aktiflik gostermesidir (Gokgoz, 2006)

Mikrokapsiil tipi tutuklama: Bu yontemde enzim molekiilleri, 10-1000 pm ¢aph

yar1 gegirgen membranlara hapsedilir. Yar1 ge¢irgen membran, biiyiikk protein veya
enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasina engel olurken, kiigiik substrat ve iiriin
molekiillerinin  serbestge giris-¢ikisina izin verir (Sekil 2.19). Enzimlerin
mikrokapsiillenmesi igin iki yontem kullanilir. Bunlar faz ayrimi ve ara ylizey

polimerizasyonudur.

*

Sekil 2.19. Mikrokapsiil tipi tutuklanmis/hapsedilmis enzimlerin sematik gosterimi

Faz ayrimi yonteminde, enzim ve mikrokapsiil olusturacak ¢ozelti damlalar seklinde
¢oktiriiciiye ilave edilir. Ara yilizey polimerizasyonun da ise enzimin sudaki
¢ozeltisi, suyla karismayan organik ¢ozelti igerisinde emiilsiye edilir. Ortama eklenen
polimer ¢ozeltisi, enzim mikro damlalarinin etrafinda membran olusturur. Boylece

enzim polimerik membran tarafindan sarilarak mikrokapsiillenmis olur.

Mikrokapsiilleme yonteminde herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan enzim
aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir (inam vd., 2001). Mikrokapsiil olusumu
sirasinda yiiksek protein derisimine itiya¢ olmasi ve yiiksek molekiil agirlikli substrat

ve Uriinler gerektirmesi gibi dezavantajlar s6z konusudur (Kdkliikaya, 2008).

2.5.4. immobilizasyon yonteminin se¢imi

Basarili bir immobilizasyon i¢in asagidaki faktorler gdzoniinde bulundurulmalidir
(Mosbach, 1976).
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» Destek materyalinin mekanik 6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve mekanik
kararlilig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.

» Enzim, tepkimenin yliriitiilecegi kosullarda kararl olmalidir.

» Capraz baglayici reaktifler, enzimin aktif uglar1 ile tepkimeye girmemelidir
veya capraz baglayict reaktif, enzimin aktif ucuna niifuz etmemesi igin
olabildigince biiylik olmalidir.

> Miimkiinse enzimin aktif ucu bir sekilde korunmalidir. Ornegin siilfidril
enzimleri, glutatiyon veya sistein ile tepkimeye sokularak korunabilir ve daha
sonra enzim tekrar aktiflestirilebilir.

» Immobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklastirmak i¢in uygulanan yikama
islemi enzimi etkilememelidir.

> Immobilize enzim, baz1 kimyasal tepkimelerde devamli olarak kullanilacak ise
immobilizasyon yontemini se¢gmeden Once tepkimenin dogasi gdz Oniinde

bulundurulmalidir.

Immobilizasyon yonteminin seciminde enzimin baglanacagi destek materyalinin

yapisi da dikkate alinmalidir (D’Souza ve Godbole, 2002; Kokliikaya, 2008).

2.5.3.1. Enzim destek materyali

Destek materyaline baglanmada enzim molekiiliiniin protein yapisindan yararlanilir.
Enzim molekiilii iizerindeki fonksiyonel gruplar, baglanmada etkilidir. Bunlarin
yaninda immobilizasyonda kullanilacak destek materyallerinde de bazi 6zellikler

aranir, bunlar su sekilde siralanabilir (Karadag, 2001; Gokgoz, 2006);

> Hidrofilik karakter

Suda ¢6ziinmeme

Gozenekli yap1

Mekanik dayaniklilik ve uygun partikiil biiytikliigii
Kimyasal ve termal dayaniklilik
Mikroorganizmalara kars1 direngli olma

Ucuzluk

Zehirsizlik

YV V V V V V V
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2.5.5. Enzim immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi

Aragtirmacilar, enzim immobilizasyonu i¢in birgok farkli yontem uygulamis ve
onermistirler. Ancak enzimlerin birbirlerinden farkli kimyasal karakteristigi olmast,
ayrica kullanilan substrat ve iirliniin farkli kimyasal 6zellikleri nedeniyle biitiin
enzimler i¢in ve her sartta uygulanabilecek kesin bir yontem belirlemek miimkiin
degildir. Ayrica her immobilizasyon yOnteminin uygulama  sartlarna gore
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir (Kahn, 1999). Bu nedenle immobilizasyon islemi
sirasinda  veya immobilizasyondan sonra aktif merkezin zarar gormeyecegi,
aktivitenin smirlanmadig1 ve girisimlere engel olan bir yontem se¢ilmelidir. Boyle
bir se¢imin saglikli olabilmesi i¢in enzimin yapismin ve girisimcilerin ¢ok 1yi
bilinmesi gerekir (Zaborsky, 1973; Kahn, 1999). Cizelge 2.4’te kisaca

immobilizasyon yontemleri kiyaslanmistir.

Cizelge 2.5. immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi (Kokliikaya, 2008)

Yontem Kovalent Adsobsiyon Capraz Baglama Tutuklama
Baglama

Destek Maddesi | Agoroz, fyon Degistirici Fonksiyonel Olarak | Aljinat,
Seliiloz, Regine, Inert Karegeenan,
PVC, Aktif Komiir, Poteinler Kolojen,
fyon Degistirici | Silika Jel, Poliakrilamit,
Regine, Kil, Jelatin,
Gozenekli Cam | Gozenekli Cam Silikon Kauguk

Poliiiretan
Baglanmanin Tersinir Tersinir, Gluteraldehit, Fiziksel
Sekli Baglanma pH’a gére | Bisizosiyanat, Hapsetme

degisken, 1}’0nik Bisdiazobenzidin ile
siddetin  yiiksek | capraz baglama
olmas1 ile enzim

ayrilabilir
Hazirlama Zor Kolay Orta Zor
Enzim Aktifligi | Yiksek Orta Diisiik Diisiik
Substrat Degisebilir Degismez Degisebilir Degismez
Spesifikligi
Rejenerasyon Miimkiin degil Miimkiin Miimkiin degil Miimkiin degil
Destegin Tekrar | Nadiren Miimkiin Imkansiz Imkansiz
Kullanilabilirligi
Immobilizasyon | Yiiksek Diisiik Orta Orta
Maliyeti
Kararhhk Yiiksek Diisiik Yiiksek Yiiksek
Genel Orta Diisiik Diisiik Yiiksek

Uygulanabilirlik
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2.6. Glikoz Oksidaz (GOXx)

GOx, Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan salgilanan bir enzim tirtidiir . (Dai
vd., 2002; Clark vd., 2006) En ¢ok bu funguslarin etrafin1 ¢evreleyen hiicre disi
stvida ve miisilaj tabakasi i¢cinde bir kismi1 da hiicre duvarinda bulunur. Funguslarin
yiizeyinde bakteriyel enfeksiyona karsi ve dogal koruyucu olarak da balda bulunur
(Petuccioli vd., 1999; Miron vd., 2002). GOx, yikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarimi Katalizleyen oksidorediiktaz enzim smifinin bir iyesidir. GOX’1n
sistematik adi1 B-D-Glikoz:Oksijen 1-Oksido rediiktaz, EC 1.1.3.4" tiir (Wolhfarht
vd., 2004; I¢li, 2008).

GOx, pB-D-glikoz’un D-glukono-1,5-lakton ve hidrojen peroksit’e (H,0,)
oksidasyonunu katalizler. D-glukono-1,5-laktonda eszamanli olarak glukonik asite

hidrolize olur. Sekil 2.20 bu reaksiyonlar1 gostermektedir.

Glukoz Oksidaz OH
o H
> H_O
FAD FADH,
HO o)
H OH
HO
H202 H2 H
D-Glukonolakton

D-Glukonolakton D-Glukonik Asit

Sekil 2.20. GOx’in reaksiyon mekanizmas1 (Wolhfarht, 2004)

GOx aktivitesi ilk defa 1904’de Maksimow tarafindan  Aspergillus niger’de

saptanmistir. Enzimin oksidatif etkisi oldugunu belirleyen Miiller (1928),

saflastirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, biinyesindeki prostetik gruptan (flavin

adenin diniikleodit, FAD) kaynaklandigini 6ne stirmiistiir. Keilin ve Hartree (1948),
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oksidasyonun FAD tarafindan gerceklestirildigini; enzimin agiga ¢ikardigr H,O, ile
antimikrobiyel aktivite gosterip antibiyotik olarak davrandigmi belirlemislerdir.
Enzim ticari olarak ilk kez 1952 yilinda iiretilmeye baslanmustir. (Ozyilmaz, 2005;
Can, 2010).

2.6.1.GOx’in genel ozellikleri

GOx enzimi ilk defa 1928 yilinda Muller tarafindan Aspergillus niger ve Penicillium
glaucum’da  kesfedilmistir. Dana sonra Aspergillus oryzae, Penicillium
anagaskienseve ve Penicillium notatum gibi diger kiiflerde de rastlanmistir. Yiiksek
organizmal1 bitkilerde ve hayvanlarda rastlanmamustir. Farkli kaynaklardan elde
edilen GOx enzimleri benzerlik gosterirler. Molekiil agirliklar1 yaklasik 160 kDa 180
kDa arasindadir. Bir mol enzim 2 mol FAD igerir ve izoelektrik noktalar1 yaklasik
pH 4,2’dir. Calismalarda en yaygin kullanilan GOX, A.Niger’den elde edilen molekiil
agirhigr 186 kDa olan dimerdir. Sekil 2.21°de A.Niger kokenli GOx’in 3 boyutlu
yapisi gosterilmistir (Richardson and Finley, 1985; Bilge, 2010).

Sekil 2.21. A.Niger kokenli GOx’1n 3 boyutlu yapisi

46



2.6.1.1. Aktif merkezi

GOx iki 6zdes alt birimden olusan (MA 160 kDa) dimerik bir proteindir. Her
monomer 583 amino asit kalintisindan olusan tek polipeptid zincirine sahiptir.
Monomerler tuz kopriileri ve hidrojen baglariyla birlesirler (Wolhfarht vd., 2004).
Monomerler kendi iclerinde katlanarak iki bolge olustururlar. Bolgenin birine
substrat (f-D-Glikoz) baglanirken diger bolgeye giiclii bir yiikseltgeyici ajan olarak
FAD kofaktorii sikica baghdir (Haouz, 2001). Her monomer bir mol demir igerir.
Katalitik reaksiyonun merkezi FAD’n izoalloksazin halkasmin N5 pozisyonudur. Bu
reaksiyon merkezini Ortecek kadar yakinda yalniz {ic amino asit yan zinciri vardir

(Wolhfarht vd., 2005).

2.6.1.2. Substratiar

GOx enzimi yiiksek derecede B-D-glikoza spesifiktir. Ama baska monosakkaritleri
de diistik hizlarda oksitleyebilir (El-Enshasy, 1998; Egi, 2009). GOx’in farkli

substratlara kars1 olan bagil oksidasyon hizlar1 Cizelge 2.6’da gosterilmistir.

Cizelge 2.6. GOX’in farkl substratlara karsi olan bagil oksidasyon hizlar1 (Raba ve Mottola,

1995)

Sekerler Bagil Oksidasyon Hizi
B-D-Glikoz 100
2-Deoksi-D-Glikoz 25
6-Deoksi-6-Floro-D-Glikoz 3
6-Metil-D-Glikoz 1,85
4,6-Dimetil-D-Glikoz 1,22
D-Mannoz 0,98
D-Ksiloz 0,98
a-D-Glikoz 0,64
Tetraloz 0,28
Maltoz 0,19
Galaktoz 0,14
Melobioz 0,11
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2.6.1.3. Aktivatorleri

Aktivatorler arasinda; Blue dekstran, Kazein, CaCl,, CuClI2, KCN ve NaF gibi ¢esitli

molekiiller bulunmaktadir. Bazilarinin aktivasyon etkileri asagida agiklanmistir.

>

>

>

Blue dextran: Enzime baglanmasi sonucu aktivitesi % 40 oraninda artar
(Solomon vd., 1981).

CuCly: Ortama eklendiginde phanerochaete chrysosporium’den elde edilen
GOx enziminin aktivitesini % 23 oraninda arttirir (Kelley ve Reddy, 1986).
KCN: Ortama eklendiginde phanerochaete chrysosporium’den elde edilen
GOx enziminin aktivitesini % 35 oraninda arttirir (Shin vd.,1993; Kelley ve
Reddy, 1986).

2.6.1.4. Inhibitorleri

Inhibitérler arasmda; Adenin nukleotid, 2-Deoksi-D-glikoz, Hidrazin, hidroksilamin,

8-Hidroksikinolin, D-Arabinoz, dimedon, Fenilhidrazin, o-Fithalat, Putresin, sodyum

kolat,

NacCl,

Semikarbazid, Ag®, Br’, CI, F, AgNOs, CuCl,, CuSO4, FeSO4, H,0,, HgCl,,
NaF, NaHSO, ve NaNO; gibi molekiiller bulunmaktadir. Bunlardan

bazilarmin inhibisyon etkileri asagida ac¢iklanmustir.

>

Adenin nukleotid: Apoproteine FAD-baglanmasini inhibe eder (Swoboda,
1969).

Br—, Cl-, F—: Bu iyonlar diisiik pH’ta kompetitif inhibisyona sebep olurlar
(Bright ve Porter, 1975).

NaNOjs: Mikronemiilsiyonda ve sulu ortamda non-kompetitif inhibisyona
neden olur (Gupta vd., 2003).

Sodyum kolat: Mikroemiilsiyon igerisinde non-kompetitif inhibisyona neden
olur (Gupta vd., 2003).

H20,: Enzimin 1-palmitoil-2-oleil-sn-glisero-3-fosfokolin igerikli lipozom
icerisinde enkapsiilasyonu sonucu enzim stabilitesi artar. Ciinkii bu fosfokolin
glikoz oksidasyonu sonucu olusan H;O;’in neden oldugu Kkatalitik

inhibisyonunu azaltir (Yoshimoto vd., 2004).
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2.6.1.5. Optimum sicaklik ve termal kararlilik

Kaynagima bagli olarak GOX enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 28 °C (Witt et al.,
1998) ila 65 °C (Semashko vd., 2003) araliginda degismektedir. Aspergillus
niger’den elde edilen GOX enzimi 60 °C de 15 dakika igerisinde aktivitesinin
%80’lik kismini yitirmektedir (Jan ve Husain, 2004). Aspergillus niger’den elde
edilen GOx enziminin koruyucu olmaksizin yar1 dmrii; 67 °C de 4,5 dakika; 63 °C de
7,5 dakika; 60 °C de 13 dakika ve 56 °C de 86 dakika oldugu belirlenmistir (Gouda
vd., 2003).

2.6.1.6. Optimum pH

Kaynagima bagl olarak GOx enzimi i¢in optimum pH degeri pH 4 (Rando vd., 1997;
Semashko vd., 2003) ila pH 6 (Karube vd., 1977; Kim ve Schmid, 1991; Garzillo
vd., 1995; Ko vd., 2002) araliginda degisim goOstermektedir. Aspergillus niger
kaynakli GOx enzimlerinde ise optimum pH araligi pH 5-6 arasindadir (Egi, 2009).

2.6.2. GOX’in reaksiyon mekanizmasi

GOx enzimi glikozu, glukonik aside oksitler. Reaksiyon flavo enzimin o6nce
indirgendigi, sonra da yiikseltgendigi iki basamakta gerceklesir. indirgenme yari
basamaginda glikoz iki proton ve elektronu enzime aktarip glukonolaktona doniisiir.
Yiikseltgenme yar1 basamaginda ise enzim molekiiler oksijen ile ylikseltgenir ve
H202 olusur. Reaksiyon mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olmakla beraber,
aktif bolgede bulunan His 516, His 559 ve Glu 412 aminoasit artiklarmin redoks
reaksiyonda rol aldiklar1 bilinmektedir (Weibel ve Bright, 1971).

2.6.3 GOX’in aktifliginin saptanmasi

Spektrofotometrik olarak,

v' B-D glikoz, Horce Radish Peroksidase, o-toluidin varliginda (olusan H,0, ile

renkli {irtin olusur.) 410 nm’de absorbans 6l¢iiliir (Cosnier vd., 2002).
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v B-D glikoz, benzokinon, sodyum sitrat varliginda (enzimatik indirgenmeyle
hidrokinon olusur) 290 nm’de absorbans artis1 6l¢iiliir (Eryomin vd., 2006).

v' B-D glikoz, horce radish peroksidase, o-dianisidin varliginda (olusan H,O; ile
renkli iiriin olusur.) 460 nm’de absorbans 6lgiiliir (Hestekin vd., 2002; Karmali
vd., 2004; Wolhfarht vd., 2004).

v" B-D glikoz, p-hidroksibenzoik asit, 4-aminoantipiridin, NaN3, HRP, potasyum
fosfat varliginda ( renkli {iriin olusur) 500 nm’deki absorbans olgiiliir (Rauf vd.
2006).

Coziinmiis oksijen metoduyla,

v B-D glikoz varhiginda oksijenin tiiketiminden yararlanilir. Sulu glikoz
¢ozeltisinden saf oksijen gegirilerek belli bir derisimde ¢6ziinmiis oksijen
saglanir. Bir oksimetre kullanilarak ¢oziinmiis oksijen derisimindeki azalma

Ol¢iiliir (Tomotani ve Vitolo, 2005).
Glikoz derisiminin azalmasi Olgiilerek,

v’ Deney ¢ozeltisinden alinan 6rnekler bir HPLC cihazi kullanilarak analiz edilir.

Zamanla glikoz derisimindeki azalma dl¢iiliir (Hestekin vd., 2002; I¢li, 2008).

2.6.4. GOx’in kullanim alanlarn

GOx, disiik maliyeti ve yiiksek stabilitesi nedeniyle endiistriyel, biyo-medikal ve
biyo-teknolojik arastirmalarda kullanilan, yiiksek ticari 6nemi sahip bir enzimdir.
Baslica GOx enziminin kullanildig1 uygulama alanlari; glikoz tayini, glikoz giderimi,

oksijen giderimi ve bazi maddelerin (glukonik asit,hidrokinon ve karvon) sentezidir.

GOx enzimi kanda, tirede, gidalarda ve diger biyolojik sistemlerde glikozun analitik

olarak olciilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

GOx’mn hem tek basma hem de katalaz ile polivinilalkol jeli icerisinde membran
formunda pamuk iizerine immobilizasyonu gida ve farmakoloji endiistrilerinde

kullanilmaktadir (Kozhukharova vd., 1988; Egi, 2009).

Hipoglisemi ve hiperglisemiye neden olan kandaki glikoz derisimlerinin
degisimlerini izlemek igin glikoz biyosensorlerinde kullanilirlar (Eryomin vd., 2006).
GOx, yiyecek ve iceceklerin raf dmriinii uzatmak amaciyla iglerinde bulunan artik
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glikoz ve oksijeni ¢ikarmak i¢in kullanilir (Karmali vd., 2004; Eryomin vd., 2006;
Rauf vd., 2006; Mislovicova vd., 2007).

Enzim tarafindan tretilen H,O, iyi bir bakterisit olarak is yapar ve daha sonra H,O»,
katalaz enzimiyle ortadan kaldirilabilir (Karmali vd., 2004; Rodriguez-Nogales,
2004). Ayrica yiyeceklerde renk ve aroma kaybimi onler (Clark vd., 2006). H,O,
tekstil sanayisinde beyazlatmada kullanilan bir kimyasaldir. GOxm trettigi H,O;

tekstil beyazlatma proseslerinde kullanilir (Tzanov vd., 2002).

Sarap tretiminde glikozun bir kismi GOx tarafindan D-glukono-1,5-lakton’ a
dontstirillerek glikozun tamamen alkole doniisiimii engellenir. Bdylece alkol
icerigini ayarlar ve bakterisit etkisiyle sarabin bozulmasini Onleyerek sarabin
kalitesini artirir (Karmali vd., 2004; Eryomin vd., 2006; Rauf vd., 2006).

GOx, agizda bulunan ve dis ¢ilirimelerine neden olan bakterilere karsi bakterisit
etkisiyle agiz bakim iiriinlerinde antimikrobiyal ajan olarak kullanilir (Petucciolivd.,

1999; Rodriguez-Nogales, 2004).

GOx bir de glukonik asit liretiminde kullanilir (Betancorvd., 2006; Eryomin vd.,
2006; Rauf vd., 2006). Glukonik asit, yiyecek iiriinlerinde beyazlatici ve asit
diizenleyici gorevi vardir. Sterilizasyon soliisyonlarinda ve ilaglarin bilesimine giren
bir tuz olarak kullanilir. Insaat endiistrisinde anormal hava kosullarina kars: stabilite

ve direng artisin1 saglayan bir ¢imento katkisidir. (I¢li, 2008).

Pek ¢ok GOx biyosensorii ile glikoz derisiminin belirlenmesi enzimatik reaksiyon
sirasinda tiiketilen oksijenin indirgenme akimmin veya ag¢iga ¢ikan H,O;’nin
yiikseltgenme akimmin izlenmesiyle gergeklestirilmektedir (Adeloju ve Moline,
2001; Can, 2010).
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2.7. Lakkaz (Lac)

Lac (EC 1.1.3.2, p-difenol; dioksigen okidoreductase) 70 kDa molekiil agirliginda bir
polifenol oksidazdir (Sakurai, 1992; Feng, 1996). Molekiiler oksijenin 4e” unun suya
indirgenmesini katalizleyebilen bir grup mavi ¢oklu bakir oksidaz ailesinin tiyesidir.
Molekiiler oksijenin indirgenmesi indirgen substratin le” oksidasyonu ile birlikte
yuriitiiliir (Piontek, 2002). Fenol i¢in organik solventlerdeki gibi analitik biyosensor
uygulamalari, BFCs’de oksijen katotlarinin gelistirilmesi, tekstil boyalarinin
degredasyonu, organik sentezler, immunoassay labelling, lignin giderimi, metil
giderimi ve kagit hamuru beyazlatilmasi gibi ¢esitli biyo-teknolojik ve ¢evresel
kullanimlar1 bulunmaktadir (Bourbonnais ve Paice, 1992; Bourbonnais vd., 1995;
Feng, 1996; Call ve Mucke, 1997; Li vd., 1999; Mayer ve Staples, 2002; Novotny
vd., 2004).

Lac enzimi 19. yy’dan bu yana iizerinde ¢alisilmig enzimlerden biridir (Levine,
1965). ilk olarak 1883 yilinda Yoshida tarafindan japon Lacquer (vernik) agac1 olan
Rhus vernicifera’nin regine kanal sivilarindan ekstrakte edilmistir (Levine, 1965;
Thurston, 1994). izolasyonu ve piirifikasyonundan yaklasik 10 yil sonra “lakkaz”
ismini almistir (Bertrand, 1894). Sonrasinda 1896 yilinda Bertrand ve Labord, Lac’in
funguslar tarafindan da salgilanan bir enzim oldugunu bulmustur. Coriolus
versicolor, Dichomitus squalens, Junghuhnia separabilma, Phanerochaete
crysosporium, Phlebia ochraceofulva, Phlebia radiata, Rigidoporus lignosus ¢ok
calisilmis ve dnemli beyaz c¢iiriik¢ilil funguslardan bazilaridir (Call ve Mucke, 1997).
Lac aktivitesi gosteren tek bakteri de Azospirillum lipoferum’dur. Lac ayrica agag,
lahana, salgam, seker pancari, elma, seftali, kugkonmaz gibi bircok sebzede de teshis
edilmistir ( Thurston, 1994). Cizelge 2.6’da lac enzimine ait fiziksel Ozellikler

gosterilmistir.
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Cizelge 2.7. Lac enziminin fiziksel ozellikleri (Call ve Mucke, 1997)

Ozellik Lakkaz (Genel) Lakkaz (Trametes)

Optimum pH 3-75 36-53

Optimum Sicaklik (°C) 40-80 60

Molekiil Agirh@ (kDa) 60 - 390 60 - 65

Molekiil Bagina Bakir Icerigi 2-16 4

Redoks Potansiyeli (mV) 180 -800 T1(pH 55) 785
T3 (pH 5,5) 782

izozimlerinin S >5 Farkli Genlerde 2 -3

#OAmIETIIR Sayist Kramotografik Formda
Bulunabilir

izoelektrik Nokta (pI) 26-18 3,1,33,4,6,6,8

Karbonhidrat icerigi 10-45 14

inhibitorleri -CN; -Ns; -F; Halojen ve Anyonlar; pH; Dietilkarbomik Asit;

Tiyoglikolik Asit; Fenil Tiyolire EDTA, Coniferyl Alkol

Metil, Metoksi ve Karboksil Giderimi; Fenoksi Radikallerinin

Katalizledigi Reaksiyonlar Olusumu; C,-Cp Yarilmasi; Aril Alkil Yarilmasi; C, Oksidasyonu

-0 ve-p difenol; polifenol; Aminofenol; klorofenol, Askorbik Asit;

Substratlar Ferrosiyanit

2.7.1. Lakkaz enziminin yapisal ozellikleri

Aktif formu olarak Lac molekiili dimer veya tetradimer yapisinda bir
glikoproteindir. Genellikle monomer basina, li¢ redoks bdlgesine bagh dort bakir
atomu igerir. Monomer smiflarinm molekiil agirligi 50-100 kDa arasmdadir. Onemli
bir 6zelligi de yapisinda bulunan % 10-45 oranindaki karbonhidrat kisminin enzime

yiiksek stabilite saglamasidir (Duran vd., 2002; Dizge, 2007).

Lakkazlar monomerik veya multimerik bakir igeren enzimlerdir ve bu enzimlerde
bakir atomu 6nemli bir prostetik gruptur (Call ve Mucke, 1997). Monomerik lakkaz
molekiillerinin ¢ogu yapilarinda 4 tane bakir atomu icerir ve yapilar1 UV/visible ile
elektron paramanyetik rezonans spektroskopi teknikleri kullanilarak ti¢ gruba

ayrimustir:
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» Tip I bakir (T1); enzimin 600 nm’ de gdzlenebilen yogun mavi renginden
sorumludur ve elektron paramanyetik rezonans ile belirlenebilir. T1 bakiri
cogunlukla iki histidin aminoasitinin iki azotu ve sistein amino asitinin de
kiikiirt grubu ile bag yapmis durumdadir (Sekil 2.22). Lac enziminin
karakteristik mavi renginden Tipl bakirin, sistein (Cys) aminoasidinin kiikiirt (S)
grubu ile yaptig1 bag sorumludur (Ducros vd., 1998; Dizge, 2007).

» Tip II bakir (T2); renksizdir. Gortiniir bolgede ¢ok zayif absorbans vermesine
karsin EPR ile belirlenebilir,

» Tip II bakir (T3); iki ¢ekirdekli konformasyonda bir ¢ift bakir atomu igerir.
T3 bolgesinin iki bakir1 yakin UV’de 330 nm’de verdigi zayif absorbans
bandiyla karakterize edilirken elektron paramanyetik rezonansda sinyal
vermeyen bir ¢ift bakir atomu igerir (Thurston, 1994; Duran vd., 2002, Piontek
vd., 2002; Dizge, 2007).
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Sekil 2.22. Lakkazin bakir merkezleri
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2.7.2. Lakkaz enziminin Kristal yapisi

Lakkazin miikemmel sekildeki elektron yogunlugu dort bakir atomunun tamami ve
toplamda da 7 N-asetil glikozamin kismi ile 5 ayr1 N-glikozilasyon bdlgesinin
polipeptidinin tamammin modellenmesine izin verir (Erwin vd., 1993). Trametes
versicolor kaynakli lac yapisi monomerdir. Sahip oldugu ii¢ domainin boyutlari
yaklasik olarak 65 x 55 x 45 Ao’dur. Her domain benzer B-barel yapisina sahiptir
(Piontek vd., 2002; Dizge, 2007). Sekil 2.23’te Trametes versicolor kaynakli lac

enziminin 3 boyutlu yapis1 gériinmektedir.

Sekil 2.23. Trametes Versicolor kaynakli lac enziminin 3 boyutlu yapisi

» Domain 1: iki adet dort stranddan olugan B-sheet ve 4 tane 310-helix igerir.

» Domain 2: bir adet alt1 iplikli ve bir tane de 5 iplikli B-sheet igermesinin
yaninda 1. domaindeki gibi {i¢ tane 310-helix igerir.

» Domain 3: B-barrel formunda 2 tane bes iplikli ve bir tane iki iplikli B-sheet
icerir. a-helix ve B-sheet ile birlikte T1 bakirinin yerlestigi bir bosluk olusturur

(Piontek vd., 2002; Dizge, 2007).
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2.7.3. Lakkaz katalizli reaksiyonlar

Lakkazlar, fenolik bilesik ve aromatik amin substratlarinin ¢ok biiyiik bir miktarmin
le" oksidasyonunu katalizleyen hem mono hem de multi bakir igeren
oksidazlardandir. (Ducros vd., 1998). ABTS gibi belirli substratlar potansiyel olarak
iki elektronunu verebilmesine ragmen lakkazlar sadece 1le” oksidasyonunu
tamamlayabilmektedirler. Bu nedenle sonradan olusan enzimatik olmayan

reaksiyonlarla radikaller olusturulur (Mester ve Tien, 2000; Dizge, 2007).

Lakkazin katalitik mekanizmasinda bakir atomlar1 6nemli rol oynarlar. Lakkaz

katalizli reaksiyonlar {i¢ ana basamaktan olusurlar.

v’ Indirgen substratin kendisi yiikseltgenirken T1 bakirmi indirger.

v’ Agiga ¢ikan elektron T1 bakir bolgesinden ti¢ ¢ekirdekli olarak kiimelenmis T2
ve T3 bakir bolgelerine tasimnir.

v" Ug ¢ekirdekli olarak kiimelenmis T2 ve T3 bakir bdlgesinde molekiiler oksijen

suya indirgenir.

2.7.4. Lakkaz enzimi ile ilgili yapilan ¢cahsmalar

Lakkaz enzimi oksidorediiktaz bir enzim olarak 6zellikle fenoller gibi aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu molekiiler oksijeni suya indirgeyerek Kkatalizler
(Thurston, 1994; Karam ve Nicell, 1997; Gianfreda ve Bollag, 1997; Sulak 2009).
Delanoy ve arkadaslar1 T. Versicolordan elde edilen Lakkazin, farkli miktarlarda
kitosan (CS) ile konjuge etmisler ve konjuge Lakkazlarm aktivitelerine pH ve
sicakligin etkisini inceleyip, kinetik parametreleri belirlemislerdir (Delanoy vd.,
2005; Gokgoz, 2006).

Jiang ve arkadaslari, siispansiyon yontemi ile CS mikro kiirelerini GA c¢apraz
baglayarak hazirlamislar ve kiirelerin tizerine Lac enzimini immobilize etmislerdir.
Immobilize enzimin, immobilizasyon sartlar1 incelenmis ve bunlarla baglantili olarak

pH, sicaklik ve kinetik parametreler tayin edilmistir (Jiang vd., 2005; Gokgoz, 2006).

Rogalski ve arkadaslari, Cerrena unicolor’dan fiiretilen lakkazi poroz cam yiizeyine
immobilize etmisler ve immobilize enzimin 8 farkli substrata gore aktifligini
etkileyen parametreleri incelemislerdir (Rogalski vd., 1999; Gokgoz, 2006).
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Timur ve arkadaslar1 Lakkazi polianilin matriksine immobilize ederek ince film

hazirlamislar ve farkli fenoller kullanarak bu sensoriin 6zelliklerini incelemislerdir

(Timur vd., 2004; Gokgoz, 2006).

Lakkaz enzimi yaygin bir sekilde BFC’nin katodu olarak oksijenin Kkatalitik
indirgenmesinde kullanilmaktadir (Zebda vd., 2009; Nien vd., 2010; Lee vd., 2011).

2.8. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji kelimesini ilk defa kullanan Tokyo Bilim Universitesi’nden Norio
Taniguchi olmustur. Nanoteknoloji 6l¢ii olarak “nanometre” adi verilen (kisa sekli
nm) bir 6lgcme birimini kullanir. Bir nanometreyse, metrenin bir milyarda birine esit
bir uzunluk birimidir. Insan sa¢ teli ¢apinm yaklasik 100,000 nanometre oldugu
disiiniiliirse ne kadar kiigiik bir 6lgekten bahsedildigi daha rahat anlasilir. Bir bagka
deyisle, bir nanometre igine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilir; yaklasik 100-1000

atom bir araya gelerek nano 6l¢eklerde bir nesneyi olusturur (Cubukgu, 2010).

Nanoteknolojide de atomlar veya molekiiller tek tek almnip hassas sekilde
birlestirilerek istenen iiriin elde edilir. Bilindigi gibi biitlin maddeler atomlardan
olusmustur. Ozelliklerini de atomlarmin dizilislerinden alirlar. Atomlar1 hareket
ettirebilecek boyutlarda aletler gelistirilebildigi takdirde, dogadaki atomik dizilim
taklit edilerek her sey kopyalanabilir. Maddeler nano boyutta farkli davraniglar
gosterir. Olagan halde elektrigi ve 15181 iletmeyen maddelerin, nano boyutta tam tersi

Ozellikler gostermesi giiniimiizde nanoteknolojiyi giindeme getirmistir (Yavuz,
2011).

2.8.1. Nanoyapilar

Nanopartikiiller 100nm’den kiigiik ve boyutlarma 6zgiil 6zelliklere (elektron tutucu
etki, gecici miknatishk, yiizey plazmon rezonansi gibi) sahip bilesiklerdir.
1970’lerden beri bilim adamlar1 bunlari incelemekte ve anlamaya g¢aligmaktadir.
Baglarda optik ve elektronik cihazlar tizerinde ¢alismalar ilerlerken simdilerde biyo-

Ol¢limler iizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Boyutlar1 ve bu 6zellikleri nedeniyle
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biyolojik sistemlere kolayca entegre olabilirler. Biyo- dl¢iimler igin ilk uygulamalar1
1970’lerde 5-50nm capli kollaidal altin kullanimi ve elektron mikroskop icin
immunositokimyasal prob kullanimi ile baglamistir (Hayatt, 1989; Yildirim, 2009).

Nanopartikiiller ile modifiye edilmis elektrotlar, elektroanaliz i¢in kullanildiklarinda
ciplak elektrotlara gore dort onemli avantaj saglamaktadirlar: bunlar genis ylizey
alani, etkin kiitle taginimi, kataliz ve kontrol edilebilirlik olarak siralanabilir (Katz

vd., 2004).

Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikiiller,
nanotiipler, nanoteller, nanocubuklar veya nano ince filmler olarak

siniflandirilmaktadir (Yavuz, 2011).

Metal/metal-oksit nanopartikiiller, genis ylizey alanina sahip olduklar1 ve boyutlarina
bagli olarak 6nemli fiziksel ve kimyasal Ozellikler sergiledikleri i¢in modifiye
elektrotlarda ve biyosensorlerde kullanilmaktadirlar (Fernandez-Garcia vd., 2004;
Rodriguez ve Hrbek, 2010). Titanyum dioksit (TiO;) nanopartikiiller genis yilizey
alana sahiptirler ve ayrica biyo-uyumlu ve iletken malzemelerdir TiO, np haricinde
mangan (IV) oksit nanopartikiiller de (MnO; np) biyosensoérlerin yapiminda
kullanilmaktadir. MnO, np modifiye elektrotlarm H,O,’e karsi elektrokimyasal
anlamda katalitik etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (Raoof vd., 2009; Yavuz,
2011).

2.8.1.1. Mangan (1V) oksit nanopartikiiller

MnO, np genis bir aralikta cesitli kristal yapilara ve ayni zamanda yiiksek
elektrokimyasal aktiviteye sahip diisiik maliyetli, toksik olmayan nanopartikiil
cesididir (Malisi¢ vd., 2010).

MnO, np’lerin toz olarak elde edilen MnO, ye gore farkli kimyasal ve fiziksel
ozelliklere sahip oldugu gézlemlenmistir. MnO; tozlarinin sulu ¢ozeltilerde dagilimi

zor iken nanopartikiil hali oldukg¢a kolay dagilmaktadir (Yao vd., 2006).

MnO; nanoyapilar potansiyelleri nedeniyle ayirma, kimyasal algilama cihazlari,
biyoloji ve elektronik de dahil olmak iizere bir ¢ok alanda ilgi gormektedir (Li vd.,
2007). Ayrica MnO; np kataliz, iyon degisimi, molekiiler adsorpsiyon ve ozellikle

enerji depolama uygulama yelpazesine sahip olmasi yaninda diisiik maliyetli ve
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cevre dostu olmasi nedeniyle de oldukga ilgi g¢ekici bir inorganik metal oksittir
(Yavuz, 2011).

2.8.1.2. Altin nanopartikiiller

Son yillarda nanopartikiillerin 6nemli 6zellikleri hakkindaki gelismeler biyosensor
alanlarinda bu materyallerin uygulanabilirligi ve elektrokimyasal davraniglari
hakkindaki ilgiyi arttirmistir. Biiytik yiizey alani, iyi elektronik 6zellikler ve redoks
proteinlerinin dogrudan elektron transferine katki saglamasi biyosensor yapimindaki

kullanilabilirligini arttrmistir. (Cubukgu, 2008).

Enzim biyosensoriiniin performansinin sadece enzim molekiiliiniin dogasina degil
ayni zamanda immobilizasyon yoluyla bu molekiillere uygulanan etkilere baglh
oldugu bilinir. Biyo-molekiillerin belirli yiizeylere immobilizasyonunda Au np etkin
rol oynamaktadirlar (Bharathi ve Nogami, 2001; Xiao vd., 1999). Ciinkii bu yapilar
immobilizasyon esnasinda biyo-molekiiller i¢in dogal ortamlarina yakin bir ¢evre
Olustururlar. Crumbliss ve c¢alisma arkadaslari pek ¢ok enzimin Au np ile
immobilizasyonunda enzimatik ve elektrokimyasal aktivitelerini devam ettirdiklerini
gostermistir (Wang ve Wang, 2004; Zhaoi vd., 1992; Yildirim, 2009).

Au np ylizey morfolojisi, nanopartikiiller arasindaki uzaklik ve elektrot yiizeyi,
elektrot materyali ve redoks proteini arasindaki elektriksel baglantinin meydana
getirilmesinde rol oynayan O6nemli faktorlerdir. Au np’lerin nanometrik smuirlari,
elektron transferi i¢in biyo-molekiil redoks kismim ve elektrot arasindaki uzakligi
azaltmasi yoluyla hafifce protein igine girer. Au np’ler kendilerine has optik,
elektronik ve molekiiler tanima 6zellikleri yiiziinden cesitli alanlarin uygulamalari ile
birlikte elektronik, nanoteknoloji ve onemli 6zellikteki yeni materyallerin sentezini

iceren arastirmalarin da konusu olmustur. (Mena, 2005; Cubukgu, 2008).

2.8.1.3. Karbon nanotiip (CNT)

Karbon nanotiipler olduk¢a onemli yapisal, mekaniksel ve elektronik Ozelliklere
sahip nanomateryallerdir. Karbon nanotiiplerle yapilan iletimde, polifenilen esash
zincirlerden 10 ila 100 kat daha fazla akim iletimi saglanmaktadir. Karbon
Nanotiiplerin 1s1l iletkenlikleri, en iyi 1s1l iletken olan elmasmn 2 katidir ve bakir
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telden 1000 kat daha fazla elektrik tasiyabilir. I¢c veya dis yiizeylerinin, atom veya
molekiilleri soguracak Ozellikler tasimasi, CNT’leri daha kullanish hale

getirmektedir.

Nanotiiplerin li¢ farkli sinifi vardir: tek-duvarli karbon nanotiipler (SWCNT), ¢ift-
duvarli karbon nanotiipler (DWCNT) ve ¢ok-duvarli karbon nanotiipler (MWCNT),

(Sekil 2.24) bunlardan ¢ok ve tek duvarli karbon nanotiiplerin uygulama alani daha

genistir.

Sekil 2.24. CNT’ lerin siniflari; (A) Tek-duvarh karbon nanotiip (SWCNT), (B) Cok-duvarh
karbon nanotiip (MWCNT), (C) Iki-duvarh karbon nanotiip (DWCNT)
CNT lerin kii¢iik ¢aplarindan dolayr kuantum mekanik etkileri elektronik yapilarini
belirler. Bunun anlami kuantizasyon sartlarinm nanotiip ¢evresi boyunca nanotiipiin
metal ya da yari-iletken olarak davranip davranmadigmi belirler. CNT’lerin en
onemli uygulamalarindan birini gosteren bu ozellikler gelecekte nano-elektronigin
temelini olusturacagi disiiniilir (Merkogi vd., 2005). Karbon nanotiipler,

geometrilerine baglh olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gosterirler. Hi¢ bir katki

60



maddesi olmaksizin,  geometrik parametrelerinin degistirilmesiyle, elektronik

ozellikleri de degistirebilir (Cubukg¢u, 2008).

Son yillarda CNTs’in en 6nemli kullanim alanlarindan biri de biyosensorlerdir.
Farkli 6zellikte birgok enzim elektrodunun hazirlanmasinda karbon nano tiipler ¢ok
farkli sekillerde kullanilmaktadir. Son caligmalar gosteriyor ki CNT’ler giiclii bir
elektrokatalitik aktivite gosterirken elektrokimyasal cihaz {izerinde yiizey
bozulmasinin azalmasina yardimei olmaktadir (Wang ve Musameh, 2003). Sistemin
bir baska avantaji ise BFC yapimma uygulabiliyor olmasidir. Sistemde diger
enzimler ve biyo-molekiiller kullanilarak yeni biyosensorler, BFC’ler ve biyo-
elektrokimyasal aletler gelistirilebilir (Liu vd., 2006; ¢ubukgu, 2008; Sulak, 2009).

Zheng ve c¢aligsma arkadaslar1 CNT ile modifiye edilmis GCE ve Lac arasindaki DET
dontistimli voltammetri yontemini kullanarak 0,1 M fosfat ortaminda ¢alismislardir.
Caligmalar sonucu elde edilen formal potansiyel (+530 mV) lakkaz enziminde
bulunan T1 bakir merkezinin potansiyeline olduk¢a yakindir. Lakkaz katalizli
oksijen indirgenmesinin muhtemel uygulamasi ‘“askorbat/O,” BFC yapilarak
orneklendirilmistir (Zheng vd., 2008; Sulak, 2009).

2.8.1.4. Manyetik nanopartikiiller

Manyetik nanomateryaller giiclii manyetik 6zellikleri, yiiksek ayirma etkinligi, genis
yiizey alani, doga dostu olmalar1 ve zehirleyici olmamalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle
son zamanlarda ilgi gormektedir (Du vd., 2011; Qiu vd., 2009). Disaridan bir
manyetik alan uygulanarak i¢inde bulunduklar1 reaksiyon karisimindan ayrilmalari
saglanabilir. Bu 0Ozellik sayesinde substrat yiizeylerine enzimlerin immobilize
edilebilmesi (Dyal vd., 2003) ve boylece manyetik olarak kontrol edilebilen biyo-
elektrokimyasal sistemlerin gelistirmesi olanagi tanimaktadir (Hirsch vd., 2000; Katz
ve Willner, 2002; Willner ve Katz, 2003; Katz ve Willner, 2005).

FesO4 np’ler biyo-uyumluluklari, gii¢lii paramanyetizmi, diisiik toksitidesi ve hazirlik
stirecinin kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadirlar. (Li ve Gao, 2008).
Manyetik nanopartikiiller enzim, antikorlar ve deoksiribo niikleik asitlerin
immobilizasyonu ile biyosensorlerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Liwvd, 2010; Yavuz, 2011).
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Au-Fe304 np’ler, FesO4 np lizerine Au np’lerin biriktirilmesiyle {iretilen korsel
yapidaki manyetik nanoparikiillerdir. Au np’lerin benzersiz Ozellikleri yani sira
Fe304 np’lerin manyetik 6zelligini bir arada bulundururlar. Bu korsel yap1 yiiksek
aktif immobilizasyon kapasitesi ve magnetik 6zelligi sayesinde genis bir uygulama
alaninda kendine yer edinmistir (Wu, 2010; He ve Zeng, 2010; Li vd., 2011).

2.8.1.5. Seramik oksit (Al,03.TiO,)

Al,03.TiO; 1s1l genlesme katsayisin, 1s1l iletkenlik ve Young modiili’niin disiik
olmasindan kaynaklanan miikemmel 1s1l sok direnci gostermesi ve iyi derecede
kimyasal dirence sahip olmasi gibi Ozellikleriyle tanman bir seramik oksittir.
Gegtigimiz on yilda, yeni Al,Os-temelli “6zellikle TiO, igeren” nanokompozit
kaplamalar tizerinde genis bir ¢alisma yiiriitiilmiistiir (Shav vd., 2000; Gell vd., 2001,
Goberman vd., 2002; Lin vd., 2003; Yang vd., 2009; Dejang vd., 2010) Al,03.TiO;
kaplamalar monolitik Al,O3 kaplamalara kiyasla daha iyi dayaniklilik ve asinma

direnci gostermeleri sebebiyle arastirmalarin ilgi odagi olmustur (Fervel vd., 1999).

2.9. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Elektrot yiizeylerinde gercgeklestirilen iletken polimer, enzim ve ¢esitli nanoyapilarin
modifikasyonu islemlerinden sonra elektrokimyasal yontemlerle yiizeylerin

performansi degerlendirilebilir.

2.9.1. Voltammetri ve voltammetrik yontemler

Voltammetri, akim-gerilim ve derisim iliskilerinin ¢alisma elektrodu denilen ve bu
elektrodun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak 6l¢iilmesinden faydalanarak analit hakkinda bilgi edinilen, bir
grup elektro analitik metotlara verilen isimdir. Akim-gerilim egrileri, iki ya da {i¢
elektrotlu sistemlerle elde edilir. Voltammetride degisik tiirden ¢alisma elektrotlari

kullanildig1 gibi, degisik tlirden gerilim kaynaklar1 da kullanilmaktadir. Bunlar1
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dogru akim, dogru akima bindirilmis alternatif akim, kare dalga akim, degisik tiirden

pulslu akimlar ve dongiisel akim seklinde siralayabiliriz.

Voltammetrik yontemde ¢alisma elektrotu tizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda akim olusur. indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik
akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Bu yontemle
herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranismnin incelemesi elektrota
uygulanabilecek gerilim araligmin sinrlarina, kullanilan ¢aligma elektrotuna,
kullanilan ¢dziicii ve destek elektrolitin tiiriine baghdir (Ozcan, 2008; Cubukeu,

2008; Cevik, 2009; Can, 2010; Yavuz, 2011).

2.9.1.1. Dogrusal Taramalr Voltammetri

Dogrusal taramali voltammetride (LSV) elektroaktif bir madde igeren durgun bir
cozeltide bir calisma elektrotu ile karsilagtirma elektrotu arasina zamanla dogrusal
olarak degisen bir gerilim uygulanir ve ¢aligma elektrotu ile karsit elektrot arasinda
olusan akim Olgiiliir. Elde edilen akim-gerilim cevap egrisine  “dogrusal
voltammogram” denir. LSV yonteminde 6nemli bir deneysel degisken olan gerilim
tarama hizi, 0,01-1,00 V/s arasinda degistirilebilmektedir. Calisgma elektrotuna
uygulanan gerilim elektroaktif maddenin indirgenme veya yiikseltgenme gerilimine
ulaginca elektrot yiizeyindeki maddenin ¢ok hizli tiiketilmesi akimda artisa neden
olur. Bu islem elektrot yiizeyi ile ¢6zelti arasinda bir derisim farki dogurur. Bunun
sonucu olarak c¢oOzeltiden elektrot yiizeyine difizyonla kiitle aktarimi basglar.
Diflizyonla kiitle aktarimi, elektron aktarim isleminin hizi ile yarisamadigindan

akimda tstel bir diisiis gozlenir ve bir pik elde edilir (Sekil 2.25) (Can, 2010).
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Sekil 2.25. LSW’de (a) gerilimin taramasinin zamanla degisimi ve (b) elde edilen voltammogram
2.9.2. Voltammetride kullanilan elektrotlar

Voltammetride iki ya da ii¢ elektrotlu sistemler kullanilabilir, yaygmn olarak ii¢

elektrotlu sistemler kullanilmaktadir.
2.9.2. 1. Yardimci elektrot

Akim, c¢alisma elektrodu ile yardimci elektrot arasindan gecirilir ve c¢alisma
elektrodunun potansiyeli karsilastirma elektroduna kars1 sifir akim altinda saptanir.
Kaynaktan gelen elektrigin ¢Ozeltinin iginden gecerek elektroda aktarilmasini
saglayan yardimci elektrot diger bir deyisle karsit elektrottur (Tural vd, 2006
Cubukgu, 2008; Cevik, 2009; Yavuz, 2011).

2.9.2.2. Referans elektrotlar

Potansiyeli deney siiresince sabit kalan elektrot, referans elektrottur. Referans
elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel elektrottur. Polarize olmayan bu
elektrotlar, akim siddeti artinca ideal konumlarindan saparak reaksiyon boyunca
potansiyelleri degismeden sabit kalmaktadir (Tural vd, 2006 Cubukcu, 2008; Cevik,
2009; Yavuz, 2011).
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2.9.2.3. Calisma elektrotlar

Voltammetride kullanilan elektrotlarin hem kimyasal hem de elektrokimyasal
ozellikleri 6nemlidir. Potansiyeli degisen elektrot, indikator elektrot veya calisma
elektrodu adini alir. Genel olarak, kullanilan ¢aligma elektrotlarinda, polarizasyonu

arttirmak icin yiizey alanlari kiiciik tutulur (genellikle 1cm?” den kiigiik).

Voltammetride ¢ok ¢esitli tiir ve sekilde ¢alisma elektrotlar: kullanilmaktadir. Bunlar
cwva, platin, altin, bizmut, ve karbon kokenli kati elektrotlar ile modifiye
elektrotlardir. Bizim ¢aligmalarimizda kullandigimiz karbon bazli elektrotlar,

“camims1 karbon pasta” ve “camimsi karbon” elektrotlardir.

Sabit ya da dondiiriilerek kullanabilecegimiz ¢alisma elektrotlarin hepsinin kendine
has potansiyel ¢aligma aralig1 vardir. Bu aralik elektrot tiiriine bagli oldugu gibi,
coOziiciiye, kullanilan elektrolit tiiriine ve pH’ye de baghdir (Tural vd, 2006;
Cubukgu, 2008; Cevik, 2009; Yavuz, 2011).

2.9.2.4. Karbon bazli elektrotlar

Karbon bazli elektrotlar, hizli yanit veren, ekonomik, farkli konfigiirasyon ve
caplarda kolaylikla olusturulabilen elektrotlardir. Camims1 karbon (GC) ve karbon
pasta (CP) en yaygim kullanilan karbon elektrotlaridir. CP ¢ok diisiik zemin akimina,
yenilenme ve modifikasyon kolaylig1 igeren kompozit dogasi gibi avantajlara
sahipken, GC elektrot dnemli elektrokimyasal reaktiviteye, iy1 mekaniksel katiliga ve
thmal edilebilir gozeneklilige sahiptir. Karbon elektrotlarin bu 6nemli 6zellikleri
karbon temelli elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde biiylik 6neme sahiptir

(Anik-Kirgoz vd., 2001; Yeliz, 2011).

Camims1 karbon pasta elektrot: GCPE, camimsi karbon mikro partikiillerin

organik pasta sivist ile karistirilmasmi iceren hazirlanmasi kolay yeni bir karbon
elektrot tiriidiir, bu 0zelligi kompozit elektrotlar ile birleserek kolaylikla

hazirlanabilmektedir.

GC’ nin ylizey modifikasyonu ile karsilastirildiginda GCP elektrotlarinin hazirlanma
kolayligi, biyosensor olarak bu elektrot materyalinin kullaniminda 6nemli avantaj
saglamaktadir (Anik-Kirgoz vd., 2004; Yeliz, 2011).
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Camims1 karbon elektrot: Karbon genis bir anodik potansiyel araligma, diisiik

elektriksel dirence, diisiik artik akima ve tekrarlanabilir yiizey yapisina sahip olusu
gibi bircok dzellikleri ile ideal bir elektrot malzemesidir. Camimsi karbon elektrotlar
0zel yontemle gozenek biiyiikligli azaltilarak elde edilir. Kimi polimerlerin
1800°C’de 1s1l bozundurulmalar1 sonucu olusturulurlar. +0,65 voltta 6n polarizasyon
islemi uygulanarak kullanima hazir hale getirilir. Duragan ve donen disk seklinde

kullanilabilirler. Calisma potansiyel sinirlar1 +1,00 V ile -0,75 V dur.

2.10. Kompozit

2.10.1. Kompozit malzeme

Iki veya daha fazla sayidaki aym1 veya farkli gruptaki malzemelerin, en iyi
ozelliklerini bir araya toplamak yada ortaya yeni bir 6zellik ¢ikarmak amaciyla, bu
malzemelerin makro seviyede birlestirilmesiyle olusan malzemelere “Kompozit

Malzeme” denir (Cubukcu, 2008).

2.10.2. Nanokompozit

Nano boyuttaki malzemelerin bir araya gelerek yeni bir yap1 olusturmasidir. Nano
boyuttaki malzemelerin degisik kombinasyonlarmin karistirilmasiyla hazirlanan
elektrotlar farkl elektrokimyasal 6zellikler gosterebilmektedir. Bu sekilde hazirlanan
nanokompozit yapilar sayesinde elektrokimyasal Olgtimler igin elektrotlar
gelistirilebilmektedir (Cubukcu, 2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar

Elektrot  performanslarmin  degerlendirilmesi  i¢cin  yapilan  dlglimlerde,
elektrokimyasal Potentiostat/Galvonastat 6l¢iim cihazlart AUTOLAB PGSTAT 12
(Sekil 3.1) ve u-AUTOLAB TYPE I (Sekil 3.2.) kullanilmagtir.

Sekil 3.2. p-AUTOLAB TYPE 111

Bilgisayar kontrollii olan AUTOLAB PGSTAT 12 ve u-AUTOLAB TYPE Il
cihazlarunmn sinyalleri GPES Windows 4.9 ve Nova 1.8 yazilimi ile

degerlendirilmistir.
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Yakit hiicresi performans denemelerinde akim-gerilim Slgiimleri i¢in Autoranging

Mini Multimeter (MN16A) cihazi kullanilmistir.
Deney siiresince kullanilan diger cihazlar ve kullanim amaglar1 soyledir:

v' 25 °C’de pH 7 ve pH 7,5°da standart elektrot ¢ozeltileriyle kalibre edilmis
ORION STAR SERIES (Sekil 3.3.a) model pH metre ile pH &lciimleri
yapilmistir.

v' Kimyasal ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kat1 kimyasallarin tarttm1 PRECISA XR
205SM-DR (Sekil 3.3.b) model hassas terazi ile yapilmistir.

Sekil 3.3. (a) ORION STAR SERIES model pH, (b) PRECISA XR 205SM-DR model hassas
terazi

v' Kat1 elektrotlar1 temizlemek ve zor ¢dziinen maddeleri ¢ozmek amaciyla
BANDELIN SONOREX (RK 102 H ) model sonikatér (Sekil 3.4)

kullanilmaistir.

Sekil 3.4. BANDELIN SONOREX (RK 102 H ) model sonikator
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v' Karistirma ve 1sitma islemlerinde IKA-RH basic 2 kullanilmustir.

3.2. Kullanilan Elektrotlar

Deneyler oda sicakliginda 10 ml’ lik hiicrede Metrohm {i¢lii elektrot sistemi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Metrohm iiclii elektrot sistemi

Enzim ve ¢esitli nanoyapilar ile modifiye GCE ve GCPE’lar ¢alisma elektrodu olarak
kullanilmustir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl (Metrohm), yardimei elektrot olarak
ise Pt elektrot (Metrohm) kullanilmustir.

3.3. Kimyasallar ve Reaktifler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik safliktadir.

Biitiin elektrokimyasal Olgiimler ve BFC denemelerinde elektrolit ¢ozelti olarak,
cesitli pH’larda fosfat (PBS) (KH2PO4, %99.995 saflikta, Merck) ve asetat
(CH3COOH, %100 saflikta, Merck) tamponu kullanilmistir. Tampon hazirlanirken
tizerine 1 M NaOH (%97 saflikta, Merck) ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmistir.
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Biyo-anot elektrodun tasariminda, enzim olarak GOx (Aspergillus niger kokenli,
39,8 U/mg, Sigma), substrat1 Glikoz (D(+) Glikoz monohidrat, Merck) ve medyator
olarakta p-Benzokinon (%98 saflikta, Merck) kullanilmistir.  Elektrodun
modifikasyonunda; Au-np (gold colloid, 0,75 Asyo units/mL, conc. : ~0,01 % as
HAuCl,, Sigma), Aluminum titanate (Nanopowder <25 nm (BET) %98,5, Sigma),

laboratuarimizda tiretilen MnO, np ve Au-Fe304 korsel nano yapist kullanilmagtir.

Biyo-katot elektrodun tasarimmda, enzim olarak lakkaz (Trametes versicolor
kokenli, 21 U/mg, Sigma) kullanilmigtir. Elektrodun modifikasyonunda MWCNT
(diam.=110-170 nm, length=5-9 micron, 90+%, Aldrich) kullanilmustir.

GCPE hazirlanmasi i¢in glassy carbon spherical powder (2-12 micron, %99.95,
metal basis, Merck) mikro partikiilleri ve pasta kivamina getirmek i¢in mineral yag

(Sigma- Aldrich) kullanilmustir.

Cift hiicreli BFC’de katyon degistirici olarak kullanilan tuz kopriisiinde potasyum
kloriir (KCL, %100,4 saflikta, Kimetsan), agar-agar (Agar Powder, Kimetsan) ve u

borusu kullanilmaistir.

Immobilize GCE hazirlanmasi igin, jelatin (Bovine skin kdkenli Type B, Sigma) ve
kitosan (Orta molekiil agirliginda, Aldrich) kullanilmistir. Elektrodun capraz
baglanmasinda Glutaraldehit ¢o6zeltisi (Grade |11 %25, Sigma-Aldrich) ve

parlatilmasinda aliiminyum tozu 0,05-0,3-1p (CH Instruments, Inc) kullanilmistir.

3.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Destek elektrolit tampon cozeltisinin hazirlanmasi

3.4.1.1. Fosfat tamponu ¢ozeltisinin (PBS) hazirlanmast

Destek elektrolit olarak 100 mM PBS tamponu, KH2PO4’den gerekli miktarda tartim
almarak ¢6zelti hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilerek hazirlanmistir.

Destek elektrolite NaOH ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmustir.
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3.4.1.2. Asetat tamponu ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Destek elektrolit olarak 100 mM asetat tamponu, CH3COOH’tan gerekli miktarda
tartim alinarak ¢6zelti hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilerek
hazirlanmistir. Destek elektrolite NaOH ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmustir.

3.4.2. Reaktiflerin hazirlanmasi

3.4.2.1. Medyator ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilmak amaciyla BQ ¢d6zeltisi, istenilen derisimlerde gerekli
miktarda tartim alinarak ¢ozelti hacmi 10 mL olacak sekilde tampon ¢ozeltisi ve
glikoz ilavesiyle hazirlanmistir. Medyator ¢ozeltisi her kullanim igin taze

hazirlanms, 6l¢time kadar karanlik ve oksijensiz ortamda saklanmaistir.

3.4.2.2. Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilmak amaciyla 1M glikoz ¢ozeltisi, gerekli miktarda tartim
alinarak ¢6zelti hacmi 10 mL olacak sckilde tampon ¢o6zeltisi ilavesiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan substrat ¢ozeltisi yarim saat karistirildiktan sonra

kullanilmak tizere dolapta (+4°C) saklanmustir.

3.4.3. Cahsma hiicresinde kullanilan ¢ézeltinin hazirlanmasi
Daha o6nceden hazirlanmis olan reaktif ve destek tampon ¢ozeltilerinden gerekli

miktarlarda alinarak son hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanmustir.

3.5. Enzimatik Elektrotlarin Hazirlanmasi

3.5.1. Kompozit elektrotlarin hazirlanmasi

Sekil 3. 6’da kompozit elektrotlarin hazirlama asamalar1 sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Kompozit elektrot hazirlama basamaklari

3.5.1.1. Anot elektrotlarin hazirlanmasi

GCPE (80:20 (w/w) % kat1 malzeme (farkli kombinasyon ve miktarlarda, camims1
karbon mikropartikiil + GOx, BQ, Al,03-TiO;)/mineral yag (MnO, np, Au np ve Au-
FesO4 eger eklenekse, ilaveten katilmistir) bir spatiil yardimi ile karistirilmasiyla
hazirlanmigtir. Daha sonra hazirlanan pasta, elektrot bosluguna (4 mm ¢apinda, 3
mm derinliginde) iyice doldurulmustur. Elektriksel baglant1 bir bakir tel yardmm ile
saglanmistir. Olgiim yapilmadan once, elektrot yiizeyi uygun siirtme kagidi ile

diizeltilmistir.

3.5.1.2. Katot elektrotlarin hazirlanmasi

GCPE (80:20 (w/w) % kat1 malzeme (farkli kombinasyon ve miktarlarda, camimsi
karbon mikropartikiil + Lakkaz, MWCNT)/mineral yag, bir spatiil yardimi ile
karistirilmasiyla hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan pasta, elektrot bosluguna (4
mm ¢apinda, 3 mm yiiksekliginde) iyice doldurulmustur. Elektriksel baglant1 bir
bakir tel yardimu ile saglanmistir. Olgiim yapilmadan 6nce, elektrot yiizeyleri uygun

kagitlara stirtiilerek parlatilmistir.
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3.5.2. immobilize elektrotlarin hazirlanmasi

Sekil 3.7°de immobilize elektrotlarin hazirlama asamalar1 sematik olarak

gosterilmistir.

Immobilizasyon
Matriksinin eklenmesi

\

Immobilizasyon Homejen IS
Cozeltisi Cozelti At
_ S
/ A
38°C v
e
g . El?ktmt } Capraz baglama
immobilizasyonu
_
% .
‘ 5 dk

Sekil 3.7. immobilize elektrot hazirlama basamaklar

3.5.1.1. Anot elektrotlarin hazirlanmasi

GCE once farkli boyutlardaki aliimina tozunda parlatildiktan sonra ultrasonik banyo
icerisinde saf su ile temizlenmistir. Daha sonra bu elektrot iizerine, uygun
miktarlarda GOx, jelatin ve tampon ¢ozeltisinin (Fakli kombinasyon ve miktarlarda
BQ, Al,03-TiO;, MnO; np, Au np ve Au-Fe;O, ilaveten katilmistir) homejen
karigim1 (Su banyosunda enzim aktifligini kaybetmeyecek sicaklikta hazirlanmigtir)
bir mikropipet vasitasiyla damlatilmistir. Hazirlanan elektrot bir saat buz dolabinda

(+4°C) bekletildikten sonra c¢apraz baglanmanin gerceklesmesi icin 5 dk GA
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¢ozeltisine daldirilmistir. immobilize GCE kullanilmak iizere tampon ¢ozeltisinde

buz dolabinda (+4°C) saklanmustir.

GCPE ise uygun miktarlarda GOx, jelatin ve tampon ¢ozeltisinin (Fakh
kombinasyon ve miktarlarda BQ, Al,O3-TiO, MnO; np, Au np ve Au-Fes;O, ilaveten
katilmistir) homejen karigimi (Su banyosunda enzim aktifligini kaybetmeyecek
sicaklikta hazirlanmistir) bir mikropipet vasitasiyla damlatilmistir. Hazirlanan
elektrot bir saat buz dolabinda (+4°C) bekletildikten sonra ¢apraz baglanmanin
gerceklesmesi i¢in 5 dk GA ¢ozeltisine daldirilmistir. immobilize GCPE kullaniimak

tizere tampon ¢ozeltisinde buz dolabinda (+4°C) saklanmustir.

3.5.1.2. Katot elektrotlarin hazirlanmasi

GCE once farkli boyutlardaki aliimina tozunda parlatildiktan sonra ultrasonik banyo
icerisinde saf su ile temizlenmistir. Sonra bu elektrot {izerine, 2 pL lakaz ¢ozeltisi
(42 U/ml) damlatilarak kurutulmustur. Daha sonra bu elektrot tizerine 2 pL. CS (50
ml, 2 M asetik asit ¢ozeltisinde ¢éziinmiis CS pargaciklar1) damlatilarak, 2 pL. CS
damlatilip sonra 2 pLL. GA damlatilarak ve 2 uLL CS damlatilip kurutulduktan sonra 2
uL GA damlatilarak olmak iizere 3 farkhi elektrot hazirlanmistir. Daha sonra bu

elektrotlar kullanmadan 6nce buz dolabinda 4 saat bekletilmistir.

3.6. Elektrotlarin Performans Cahsmalari

Elektrotlarin performans ¢aligmalar1 LSV yontemiyle 10 ml’lik voltammetrik
hiicrede metrohm 3’lii elektrot sistemiyle gerceklestirilmistir. Anot ve Kkatot

elektrotlar farkli parametrelerde degerlendirilmistir.

3.6.1. Anot elektrot performans calismalar

LSV olgtimleri destek elektrolit ve reaktif ¢ozeltilerin varliginda, 10 mV/s tarama

hizinda, -200mV ile 1200mV potansiyel araliginda yiiriitiilmiistir.
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3.6.2. Katot elektrot performans calismalarn

LSV olgiimleri destek elektrolit ve reaktif ¢ozeltilerin varliginda, 10 mV/s tarama

hzinda, -100mV ile -1000mV potansiyel araliginda yiiriitiilmistiir.

3.7. Biyo-Yakit Hiicre Calismalar

Elektrot performans c¢aligmalari sonucu optimize edilen biyo-anot ve biyo-katot
elektrotlar olusturulan tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde bir multimetre yardimiyla ve
farkli direnglerin baglanmasiyla test edilmistir. Sekil 3.8’de tek hiicreli (tuz kopriilii)
ve ¢ift hiicreli BFC’ler gosterilmistir.

Sekil 3.8. (a) Tuz kopriilii BFC, (b) Tek hiicreli BFC

3.7.1. Biyo-yakit hiicre kurulumu

Optimize biyo-anot ve biyo-katot elektrotlar tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde test
edilmigtir. Elektriksel baglant1 bakir ile saglanmistir. Akim ve gerilim Slglimleri bir

multimetre yardimiyla ve ¢esitli direnglerin baglanmasiyla saglanmustir.
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3.7.2. Biyo-anot

Tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde biyo-anot olarak GOx ile 4 farkli nanoyap1 modifiye ve
yalin GCPE kullanilmistir. Bu elektrotlar i¢in optimize edilen elektrolit ve tampon

cozeltilerin varhiginda galigilmistir.

3.7.3. Biyo-katot

Tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde biyo-katot olarak lakkaz modifiye yalin GCPE
kullanilmistir. Bu elektrotlar i¢in optimize edilen elektrolit ve tampon ¢ozeltilerin

varhiginda calisilmistir.

3.7.4. Acik devre potansiyeli

OCP, olusturulan BFC’lerde elektronik devreden hi¢ akim ge¢mezken Olgiilen

gerilimdir. OCP yakit hiicrelerinin karakterize edildigi parametrelerden biridir.

3.7.5. Kisa devre akim yogunlugu

Kisa devre akim yogunlugu, olusturulan BFC’lere farkli direngler uygulanarak elde

edilen en yiiksek akimin birim elektrot yiizeyine diisen akim degeridir.

3.7.6. Polarizasyon ve gii¢c yogunlugu egrileri

Polarizasyon egrisi, BFC performansi ve performans kayiplarinin degerlendirildigi,
uygulanan farkli direnglerde hiicre potasiyelinin akim yogunluguna karsi degisim
egrisidir.

Gili¢ yogunlugu, BFC’de elektrotlarin birim yilizey alan basmma sagladigi gii¢
miktaridir. Bir BFC’de gii¢ (P), akim (I) ve gerilim (V) carpima esit oldugundan gii¢
yogunlugu, giiciin elektrot alanina boliimiine esittir.

Gli¢ yogunlugu egrisi ise giic yogunlugunun degisen hiicre potansiyeline karsi

grafige gecirildigi egridir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Uygun Biyo-Anot Elektrodun Belirlenmesi

Biyo-anot olarak kullanmak iizere elektrot belirlerken GC ve GCP elektrotlar farkli
modifikasyonlarla degerlendirilmistir. Bu elektrotlar, medyatoriin  immobilize
edildigi ve ¢ozeltiye eklendigi sistemlerde denenmistir. En uygun elektrot segilerek

optimizasyon islemleri yapilmstir.

BQ immobilize GC elektrot: 1,2 mg GOx/4 mg jelatin ve 100 mM PBS’de farkli

derisimlerde BQ igeren c¢ozeltinin 80uL’si daha 6nce immobilize elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Daha sonra bu elektrot LSV yontemiyle -0.2mV ile 0,8mV potansiyel araliginda 10
mV/s tarama hizinda test edilmistir. Bu amagla 20 mM glikoz i¢eren 10 ml’lik
hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7) ¢alisilmustir.

Sekil 4.1°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2°de buna ait

akim degerleri gosterilmistir.
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BE-B |- —— 20 mM BQ (u3AUTT1120)
— 50 mM BQ (u3aUTT1120)
8BS - —— 400 mM BQ (p3AUTT1120)
4E-5 |-
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Fotential applied (V)
Sekil 4.1. BQ immobilize GCE’nin voltammogramlari
Cizelge 4.1. BQ immobilize GCE
BQ (mM) imb. GCE (nA)

100 28,066

50 75,988

20 35,29

10 19,942

5 13,131

1 2,058

Zemin 1,58
80
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__50
0
T 30
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0
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Sekil 4.2. BQ immobilize GCE
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BQ ve GOx’in immobilize edildigi GCE ile glikoz ve medyatére karsi yanit

alimmustir.

BQ immobilize GCP elektrot: 1,2 mg GOx/4 mg jelatin ve 100 mM PBS’de farkli

derisimlerde BQ iceren c¢ozeltinin 80uL’si daha Once immobilize elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Daha sonra bu elektrot LSV yontemiyle -0.2mV ile 0,8mV potansiyel araliginda 10
mV/s tarama hizinda test edilmistir. Bu amagla 20 mM glikoz i¢eren 10 ml’lik
hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7) ¢alisiimustir.

Sekil 4.3’de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4’de buna ait

akim degerleri gosterilmistir.

T T T T T T ]
E —— Zemin (p3AUTT1120) ]
00003 F — qmmM BQ (u3AUTT1120) E
: 5 mM BQ (u3AUT71120)
a.0002F — 10 mM BQ (u3AUTT1120) =
= E —— 20 mM BQ (3AUTT1120)

I oooorf —— 50 MM BQ (U3AUT71120) E
o E —— 100 mM BQ (3AUTT1120) ]
3 ; ]
= oF E
= ]
= : 5
-0.0001 — _
-0.0002 — _

1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1

0.z 0 0.2 0.4 0.5 0.8
Fotential applied (W)

Sekil 4.3. BQ immobilize GCPE’nin voltammogramlari

Cizelge 4.2. BQ immobilize GCPE

BQ (mM) imb. GCPE (uA)

100 173,41

50 171,91

20 82,525

10 42,556

5 20,806

1 6,005

Zemin 4,648
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Sekil 4.4. BQ immobilize GCPE

BQ ve GOx’in immobilize edildigi GCPE ile glikoz ve medyatore karst yanit

alinmustir.

BQ cozeltide GC elektrot: 100 mM PBS’de 1,2 mg GOx/4 mg jelatin igeren

cozeltinin 80uL’si daha once immobilize elektrotlarin hazirlanmasinda anlatildig:

gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Daha sonra bu elektrot LSV yontemiyle -0.2mV ile 0,8mV potansiyel araliginda 10
mV/s tarama hizinda test edilmistir. Bu amagla 20 mM glikoz ve BQ’nun farkli

derisimlerini igeren 10 ml’lik hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7) ¢alisiimustir.

Sekil 4.5°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6’de buna ait

akim degerleri gosterilmistir.

T T T T T T
o00s L —— Zemin (U3AUT71120) i
' — 1 mM BQ (3AUTT1120)
5 mM BQ (u3AUT7 1120}
[ — 10mM BQ (u3AUTT1120)
= ses| — 20mMBQ (U3AUTT1120) ]
= L — 50 mM BQ (u3AUTT1120)
@ — 100 mM BQ (u3AUTT1120)
R
= of i
o _
=
-5E-5 - -
| L | L 1 L | L | L |

032 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Potential applied (V)

Sekil 4.5. BQ ¢ozeltideyken GCE’nin BQ voltammogramlari
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Cizelge 4.3. BQ ¢ozeltideyken GCE

BQ (mM) cozelti GCE (nA)
100 1,75

50 37,336

20 55,527

10 60,24

5 54,995

1 50,389

Zemin -
70
60
50
i 40
= 30
20
10
0
0 20 40 60 80 100 120
BQ (mM)

Sekil 4.6. BQ cozeltideyken GCE

BQ ¢ozeltide iken GOx’in immobilize edildigi GCE ile glikoz ve medyatdre karsi

yanit alinmastir.

BQ cozeltide GCP elektrot: 66:14:20 (% w/w) GCP/GOX/MY karigimi1 daha 6nce

kompozit elektrotlarin hazirlanmasinda anlatildigi gibi kullanima hazir hale
getirilmistir.
Daha sonra bu elektrot LSV yontemiyle -0.2mV ile 0,8mV potansiyel araliginda 10

mV/s tarama hizinda test edilmistir. Bu amagla 20 mM glikoz ve BQ’nun farkl

derisimlerini igeren 10 ml’lik hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7) ¢alisilmustir.

Sekil 4.7°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8’de buna ait

akim degerleri gosterilmistir.
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Fotential applied (V)
Sekil 4.7. BQ ¢ozeltideyken GCPE’nin voltammogramlari
Cizelge 4.4. BQ cozeltideyken GCPE
BQ (mM) cozelti GCPE (nA)
100 183,42
50 325,84
20 313,93
10 286,81
5 226,42
1 150,61
Zemin 137,47
400
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- 250
3 200
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100
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0
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Sekil 4.8. BQ ¢ozeltideyken GCPE

82



BQ c¢ozeltide iken GOx modifiye GCPE ile glikoz ve medyatore karst yanit

alimmustir.

4.1.1. Uygun biyo-anot elektrotlarin karsilastirmasi

Biyo-anot elektrot olarak kullanilmak tizere 4 farkli kombinasyonda hazirlanan
elektrotlar nova programi yardimiyla st iste cakistirilmis ve akim degerleri
karsilastirilmistir. Denemeler sonunda en uygun biyo-anot elektrot olarak BQ’nun

cozeltide oldugu 313,93 pA akimm elde edildigi GCPE secilmistir.

Sekil 4.9°da biyo-anot elektroda ait voltammogramlarin karsilastirilmasi ve Cizelge

4.5’te buna ait akim degerleri gosterilmistir.

g
i
= i
Q) 40.0005 5
% I = GCPE BQ ¢oz. (U3AUTT1120)
= — GCEBQ ¢dz. (3AUTT1120)
i — GCPE BQimb. (p3AUT71120)
£.001 — GCEBQimb. (p3AUTT1120)
[ — ivs E(p3AUTT1120) ]
] " ] n ] L ] n ] N ]
42 0 0.2 0.4 0.6 0.8

Fotential applied (V)
Sekil 4.9. Biyo-anot elektrotlarin voltammogramlari

Cizelge 4.5. Biyo-anot elektrotlarin karsilastirilmasi

Elektrotlar GCPE (pA)
GCPE BQ imb. 82,525
GCE BQ imb. 35,29
GCE BQ ¢éz. 55,527
GCPE BQ ¢éz. 313,93

Zemin 8,65
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4.1.2. Biyo-anot elektrodun ¢alisma kosullarinin optimizasyonu

BFC’de kullanilmak iizere tercih edilen biyo-anot elektrot, farkli nano yapilar ile
modifiye edilmistir. Nanoyapit modifiye kompozit elektrotlarin optimize edilen

parametreleri asagida verilmistir.

4.1.2.1. Medyator derigimi optimizasyonu

Farkli nanoyap1 modifiye kompozit elektrotlarin BQ derisim optimizasyonu LSV
yontemiyle -0.2mV ile 0,8mV potansiyel araliginda 10 mV/s tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Bu amagla 20 mM glikoz ve farkli derisimlerde BQ igeren 10
mL’lik hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7) ¢aligilmistur.

Yahn elektrot: Yalin GCPE, 66:14:20 (% w/w) GCP/GOx/MY karisimi daha 6nce

kompozit elektrotlarin hazirlanmasinda anlatildigi gibi kullanima hazir hale
getirilmistir.
Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda 20 mM BQ derisiminden sonra akim degerlerinde

anlaml bir artis olmadigindan ve diisiis gerceklestiginden 20 mM BQ derisimi

optimum medyator derisimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.10°da bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.6 ve Sekil 4.11°de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

I . I . T i T i T ' I
0.0005 [~ ]
o[ ]
= [ ]
+= -0.0005 [ -
@
5! oot b — Zemin (u3ALUTT1120) E
= : — 1 mM BQ (p3AUTT1120) i
% - 5 mM BQL (u3AUTT1120)
0.0015 |- — 10 mM BQ (u3AUTT1120) 5
— 20 mM BQ {(u3AUTT1120)
2 002 — 50 mM BQ (u3AUTT1120)
- L = 100 miM BQ (u3AUT71120)
| n | n 1 . 1 n 1 n |

0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Fotential applied (V)

Sekil 4.10. Yalin elektrodun BQ optimizasyon voltammogramlar:

84



Cizelge 4.6. Yalin elektrodun BQ optimizasyon akim degerleri

BQ (mM) GCPE (nA)
100 215,85
50 325,84
20 313,93
10 286,81
5 226,42
1 150,61
Zemin 128,37
350 -
300 -
— 250 -
<
2
= 200 -
150
100 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
BQ(mM)

Sekil 4.11. Yalin elektrodun BQ optimizasyon grafigi

MnO, np modifive kompozit elektrot: MnO, np modifiye GCPE, 66:14:20 (%
w/w) GCP/GOx/MY ve 2uL MnO; np karistmi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢alismalar1 sonunda 10 mM BQ derisiminden sonra akim degerlerinde
diisiis gerceklestiginden 20 mM BQ derisimi optimum medyator derisimi olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.12°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.7 ve Sekil 4.13’de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.12. MnO, modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon voltammogramlar:

Cizelge 4.7. MnO2 modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon akim degerleri

MnO,’li BQ Cézeltide (mM) GCPE (10°pA)
100 117,01
50 126,32
20 157,48
10 228,00
5 186,80
1 138,60
Zemin 48,58
250 -+
200 A
— 150 -+
g
= —
= 100 -
50 -
0 T T T T T 1
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Sekil 4.13. MnO, modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon grafigi
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Au-Fe,Os; modifiye kompozit elektrot: Au-Fe,O; modifiye GCPE, 66:14:20 (%
w/w) GCP/GOx/MY ve 2ul. Au-Fe,O3 karigimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalart sonunda 10 mM BQ derisiminden sonra akim degerlerinde
diisiis gerceklestiginden 10 mM BQ derisimi optimum medyatdr derisimi olarak
belirlenmistir.

Sekil 4.14’te bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.8 ve Sekil 4.15°te buna ait

akim degerleri gosterilmistir.
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= o -
=
]
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Fotential applied W)

Sekil 4.14. Au-Fe,O; modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon voltammogramlar:

Cizelge 4.8. Au-Fe,0; modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon akim degerleri

Au-Fe304 np BQ Cizeltide GCPE (10°nA)
100 197,52
50 215,87
20 239,85
10 244,91
5 212,82
1 153,41
Zemin 115,39
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Sekil 4.15. Au-Fe,O3; modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon grafigi

Al,Os-TiO, modifiye kompozit elektrot: Al,O5-TiO, modifiye GCPE, 46:14:20:20
(% wiw) GCP/GOX/MY/AI,O3-TiO, karisimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢alismalar1 sonunda 20 mM BQ derisiminden sonra akim degerlerinde
disiis gerceklestiginden 20 mM BQ derisimi optimum medyatdr derigimi olarak
belirlenmistir.

Sekil 4.16’da bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.9 ve Sekil 4.17°de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

o.001 [ ' ' : : .
0.0005 |- ]
z o :
o ¥
5 ey — Zemin (u3AUT71120)
= —— 100 mM BQ (p2AUTT1120)
% 000 — 50 mM BQ (p3AUTT1120)
i — 20 mM BQ (p3AUTT1120) ]
-0.0015 |- — 10 mM BQ (p3AUTT1120)
[ 5 mh BQ (u3AUTT1120) 1
000z | — 1 mMBQ (u3AUTT1120)
L | L 1 N | N 1 N | N 1

0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Fotential applied (V)

Sekil 4.16. Al,Os3-TiO, modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon voltammogramlari

88



Cizelge 4.9. Al,03-TiO, modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon akim degerleri

Al-TiO2 np BQ Cézeltide (mM) GCPE (nA)
100 506,2
50 558,9
20 616,15
10 488,84
5 363,24
1 254,02
Zemin 110,85
700 -
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500 - —
= 400 -
=
= 300 -
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100 -
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Sekil 4.17. Al,O;-TiO, modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon grafigi

Au elektrot np modifiye kompozit elektrot: Au np modifiye GCPE, 66:14:20 (%
w/w) GCP/GOx/MY ve 2uL. Au np karigimi daha once kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon c¢alismalar1 sonunda 20 mM BQ derisiminden sonra akim degerlerinde
anlamli bir artis olmadigindan ve diislis gerceklestiginden 20 mM BQ derisimi

optimum medyatdr derisimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.18’de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.10 ve Sekil 4.19°da buna

ait akim degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Au np modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon voltammogramlar:

Cizelge 4.10. Au np modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon akim degerleri

Au,BQ Cézeltide (mM) GCPE (uA)

100 321,56

50 339,97

20 328,63

10 2755

5 188,94

1 118,91
400
350

300 - —*
250
3 200
~ 150
100
50
0 : : : : : .
20 40 60 80 100 120
BQ(mM)

Sekil 4.19. Au np modifiye kompozit elektrodun BQ optimizasyon grafigi
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4.1.2.2. Enzim miktari optimizasyonu

Daha onceki ¢alismalarda optimize edilen GOx miktar1 (55,7 Unit) bu ¢alismada da

optimum enzim miktar1 olarak kullanilmistir (Anik, 2012).

4.1.2.3. Substrat derigimi optimizasyonu

Medyator derisimi optimizasyonundan sonra farkli nanoyapit modifiye kompozit
elektrotlarin substrat derisimleri LSV yontemiyle -0.2mV ile 1,2mV potansiyel
araliginda 10 mV/s tarama hizinda optimize edilmistir. Bu amagla optimum BQ
derigimi ve farkli derisimlerde glikoz iceren 10 mL’lik hiicrede 100 mM PBS’de (pH
7) calisilmustir.

Yahn elektrot: Yalin GCPE, 66:14:20 (% w/w) GCP/GOx/MY karigimi1 daha 6nce

kompozit elektrotlarn hazirlanmasinda anlatildigi gibi kullanima hazir hale
getirilmistir.
Optimizasyon c¢aligmalart sonunda 250 mM glikoz derisiminden sonra akim

degerlerinde anlamli bir artis olmadigindan ve diisiis gerceklestiginden 250 mM

glikoz derisimi optimum substrat derisimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.20°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.11 ve Sekil 4.21°de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

0.0005

— Zemin (U3AUT71120)
— 1 mM Glukoz (43AUTT1120)
— 5 mM Glukoz (u3AUTT1120)
— 10 mM Glukoz (U3AUT71120)
20 mM Glukoz (U3AUTT1120)
— 50 mM Glukoz (p3AUT71120)
— 100 mM Glukaz (u3AUT71120)
1 — 250 mM Glukoz (u3AUTT1120)
— 500 mM Glukoz (u3AUT71120)
— 1000 mM Glukoz (u3AUT71120)

WE1). Current (A

40,0005

1 L ] . ] . ] . ] . ] L ] . ]
42 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Fotential applied (V)

Sekil 4.20. Yalin elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari
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Cizelge 4.11. Yalin elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Glikoz Derisimi (mM) Akim (pA)
Zemin 209,91
1 226,61
5 239,56
10 259,81
20 301,78
50 297,18
100 389,56
250 473,91
500 480,22
1000 435,88
600 -
500 - N
—t
400 -
3 300 -
200
100 -+
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Glukoz (mM)

Sekil 4.21. Yalin elektrodun substrat optimizasyon grafigi

MnO, np modifiye kompozit elektrot: MnO, np modifiye GCPE, 66:14:20 (%
w/w) GCP/GOX/MY karisimi daha 6nce kompozit elektrotlarin hazirlanmasinda

anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda 250 mM glikoz derisiminden sonra akim
degerlerinde anlamli bir artis olmadigindan ve diisiis gerceklestiginden 250 mM

glikoz derisimi optimum substrat derisimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.22°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.12 ve Sekil 4.23’de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.
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WWECT) . Current (A

0.0008

-0.0005

— Zemin (u34UT71120)

—

— 1 mM Glukoz (p3AUTT1120)

— 5mM Glukoz (u3AUTT1120)
— 10 mM Glukoz (L3AUTT1120)
20 mM Glukoz (p3AUTT1120)
— 50 mM Glukoz (L3AUTT1120)
— 100 mM Glukoz (u3AUTT1120)
— 250 mM Glukoz (u3AUTT1120)
— 500 mM Glukoz (u3AUTT1120)
— 1000 mM Glukoz (L3AUTT1120)

0.2 0.4 06
Fotential applied (V)

0.z

Sekil 4.22. MnO, np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari

Cizelge 4.12. MnO, np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Glikoz Derisimi (mM) Akim (pA)

Zemin 113,47

1 137,06

5 165,32

10 182,64

20 195,54

50 201,9

100 232,5

250 306,87

500 322,56

1000 320,88
350

300 — —
250
g 200
= 150
100
50
0 - T T T T T )
0 200 400 600 800 1000 1200
Glukoz (mM)

Sekil 4.23. MnO, np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi
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Au-Fe,O3; modifiye kompozit elektrot: Au-Fe,O; modifiye GCPE, 66:14:20 (%

w/w) GCP/GOx/MY ve 2uLl. Au-Fe;O3 karisimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda 500 mM glikoz derisiminden sonra akim

degerlerinde diisiis gerceklestiginden 500 mM glikoz derisimi optimum substrat

derisimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.24’te bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.13 ve Sekil 4.25°te buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002

WWECT ) .Current (A)

-0.0002

-0.0004

4 = Zemin (U3AUTT1120)
— 1 mM Glukoz (U3AUTT1120)
— 5 mM Glukoz (U3AUTT1120)
— 10 mM Glukoz (u3AUT71120)
20 mM Glukoz (U2AUTT1120)
— 50 mM Glukoz (u3AUT71120)
— 100 mM Glukoz (u3AUTT1120)
= 250 mM Glukoz (u3AUTT1120)
== 500 mM Glukoz (u3AUTT1120)
= 1000 mM Glukoz (u3AUTT1120)

| |
0.2 0.4 0.6
Potential applied (V)

0.8 1 12

Sekil 4.24. Au-Fe,O; modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon veltammogramlari

Cizelge 4.13. Au-Fe,O; modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Glikoz Derisimi (mM) Akim (pA)
Zemin 148,68
1 170,61
5 178,42
10 186,5
20 187,02
50 248,95
100 339,79
250 399,74
500 454,2
1000 443,7
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Sekil 4.25. Au-Fe,O; modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi

Al,Os-TiO, modifiye kompozit elektrot: Al,O3-TiO, modifiye GCPE, 46:14:20:20
(% wiw) GCP/GOX/MY/AI,O3-TiO, karisimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢alismalari sonunda 20 mM glikoz derisiminden sonra akim
degerlerinde anlamlhi bir artis olmadigindan ve diisiis gergeklestiginden 20 mM

glikoz derisimi optimum substrat derisimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.26°da bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.14 ve Sekil 4.27°de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

0.001

0.0005

— Zemin (u3AUT71120)

— 1 mM Glukoz (u3AUT71120)

1 — 5mMGlukoz (u3AUTT1120)

— 10 mM Glukoz (U3AUTT1120)
20 mM Glukoz (u3AUT71120)

— 50 mM Glukoz (U3AUTT1120)

— 100 mM Glukoz (u3AUTT1120)

— 250 mM Glukoz (u3AUTT1120)

— 500 mM Glukoz (u3AUTT1120)

— 1000 mM Glukoz (u3AUT71120)

WWECT L Current (A0

.0005 -

0,001

] L ] . ] . ] . 1 . ] . 1 . ]
4.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Fotential applied (V)

Sekil 4.26. Al,O3-TiO, modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari
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Cizelge 4.14. Al,03-TiO, modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Glikoz Derisimi (mM) Akim (pA)
Zemin 363,03
1 387,92
5 388,84
10 362,66
20 368,2
50 310,64
100 307,48
250 281,57
500 -
1000 -
450
400
350
300 - >— o
< 250 -
3
= 200 -
150 -
100 -
50 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Glukoz (mM)

Sekil 4.27. Al,O;-TiO, modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi

Au np modifive kompozit elektrot: Au np modifiye GCPE, 66:14:20 (% w/w)
GCP/GOxX/MY ve 2uL Au np karisimi daha oOnce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda 250 mM glikoz derisiminden sonra akim
degerlerinde anlamli bir artis olmadigindan ve diisiis gerceklestiginden 250 mM

glikoz derisimi optimum substrat derigsimi olarak belirlenmistir.

Sekil 4.28°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.15 ve Sekil 4.29°da buna

ait akim degerleri gosterilmistir.
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WET).Current (A)
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400005
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Fotential applied (V)

— Zemin (p3AUTT1120)
— 1 mM Glukoz (u3AUT71120}
— 5 mM Glukoz (u3AUT71120}
— 10 mM Glukoz (u3AUTT1120)

20 mM Glukoz (p3AUT71120)
50 mM Glukoz (u3AUT71120)
100 mM Glukoz (U3AUTT1120)
250 mM Glukoz (u3AUTT1120)
500 mM Glukoz (u3AUTT1120)
1000 mM Glukoz (3AUT71120)

Sekil 4.28. Au np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari

Cizelge 4.15. Au np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Glikoz Derisimi (mM) Akim (pA)
Zemin 200,88
1 233,65
5 241
10 254,06
20 261,96
50 304,72
100 391,69
250 470,36
500 474,3
1000 426,95
600 -
500 - ¢
400 -
3 300 -
200
100 -
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Glukoz (mM)

Sekil 4.29. Au np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi
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4.1.2.4. Sicaklik optimizasyonu

Medyator derisimi ve substrat derisimi optimizasyonlarindan sonra farkli nanoyap1
modifiye kompozit elektrotlarin LSV yontemiyle -0.2mV ile 1,2mV potansiyel
araliginda 10 mV/s tarama hizinda sicaklik optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu
amacgla optimum BQ ve substrat iceren 10 mL’lik hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7)
farkli sicakliklarda calisilmistir.

Yahn elektrot: Yalin GCPE, 66:14:20 (% w/w) GCP/GOx/MY karigimi1 daha 6nce

kompozit elektrotlarin hazirlanmasinda anlatildigi gibi kullanima hazir hale
getirilmistir.
Optimizasyon ¢alismalar1 sonunda en yiiksek akim degeri 37°C’de godzlenmistir

ancak calisma kosullarinin kolayligindan dolayi, oda sicakhigi (25°C) optimum

sicaklik olarak belirlenmistir.

Sekil 4.30°da bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.16 ve Sekil 4.31°de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

T i T z T T T . | . . | . |
- = Zemin (5 *C) (u3AUTT1120)
o001l — 5°C(U3AUTT1120) |
[ 15 *C (U3AUTT1120)
- L = 25*C (U3AUT71120)
CI: — *
= oooos| 37 *C (u3AUT71120) |
] — 45*C (u3AUT71120)
3 [ — 55C (U3AUT71120)
= o IR )
i} I
=
-0.0005 - :
I . | : I : I ) | . | . : . |

02 0 0.2 0.4 0.6 08 1 1.2
Potential applied (V)

Sekil 4.30. Yalin elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari
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Cizelge 4.16. Yalin elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Sicakhik (°C) Akim (nA)
Zemin (5) 199,43
5 564,17
15 712,75
25 790,61
37 800,47
45 674,48
55 472,08
65 342,03
850 -
750 -
650 -
< 550 -
= 450 -~
350 -
250 ~
150 T T T )
0 20 40 60 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.31. Yalin elektrodun substrat optimizasyon grafigi

MnO, np modifive kompozit elektrot: MnO, np modifiye GCPE, 66:14:20 (%
w/w) GCP/GOx/MY ve 2uL. MnO; np karisimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon caligmalar1 sonunda en yiiksek akim degeri 15°C’de gozlenmistir
ancak calisma kosullarinin kolayligindan dolayi, oda sicakligi (25°C) optimum

sicaklik olarak belirlenmistir.

Sekil 4.32°de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.17 ve Sekil 4.33’te buna

ait akim degerleri gosterilmigtir.
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Potential applied (V)

Sekil 4.32. MnO, np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari

Cizelge 4.17. MnO, np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Sicaklik ( °C) Akim (pA)
Zemin (5) 106,17
5 427,71
15 427,52
25 415,27
37 295,82
45 90,19
55 -
65 -
500 -
450 - '
400 - ¢
350 -
< 300 -
2 250 -
200 -
150 -
100 -
50 -
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Sicaklik (°C)

Sekil 4.33. MnO, np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi
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Au-Fe,Os; modifiye kompozit elektrot: Au-Fe,O; modifiye GCPE, 66:14:20 (%
w/w) GCP/GOx/MY ve 2ul. Au-Fe,O3 karigimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon caligmalar1 sonunda en yiikksek akim degeri 55°C’de gozlenmistir
ancak caligma kosullarinin kolayligindan dolayi, oda sicakligi (25°C) optimum

sicaklik olarak belirlenmistir.

Sekil 4.34’te bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.18 ve Sekil 4.35’te buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

0.0004 F T : T - I . , : : , | . | . | -
[ —— Zemin (5 *C) (p2AUTT1120)
P 5*C (U3AUTT1120) :
0.0003 15*C (p3AUTT1120) E
. o= 25*C (U3AUTT1120) ]
= [o— 37 *C (U3AUTT1120) _
S pooozf — 45°C (U3AUT71120) i
'S = H5*C (3AUTT1120) ]
= — G5*C (3AUT71120)
% 0.0001 ;
L | . | . | n | N | ) | . ! . i

0.3 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Fotential applied (V)

Sekil 4.34. Au-Fe,O; modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari

Cizelge 4.18. Au-Fe,O; modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Sicaklik ( °C) Akim (pA)
Zemin (5) 1,60
5 12,86
15 37,65
25 104,33
37 149,19
45 163,25
55 197,22
65 144,20

101



250 ~

200 -
T 150 -
2
~ 100 -
50 -
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik (°C)

Sekil 4.35. Au-Fe,O3; modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi

Al,Os-TiO, modifiye kompozit elektrot: Al,Os-TiO, modifiye GCPE, 46:14:20:20
(% wiw) GCP/GOX/MY/AI,O3-TiO, karisimi daha 6nce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda en yiiksek akim degeri 25°C’de gozlendiginden
hemde c¢alisma kosullarinin kolayligindan dolayi, oda sicakligi (25°C) optimum

sicaklik olarak belirlenmistir.

Sekil 4.36°da bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.19 ve Sekil 4.37°de buna

ait akim degerleri gosterilmistir.

0.0008 F T " T T T ) T T T " T i T " T il
- — Zemin (5 *C) (u3AUT71120)
0.0006 — 5+C (u3AUTT1120) T
15°C (U3AUTT1120)
OO0t — 25+C (u3AUTT1120) ]
S ol — 37°CWBAUTTII20)
S | — 45°C(U3AUTT1120) —
5 [ — ssecusautri e ]
2 | — 65 ‘CuanePRFT0)
£ 00002 .
0.0004 | =
-0.0006 - -
| . | . | . | . | . | . | . |

02 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Fotential applied (V)

Sekil 4.36. Al,O3-TiO, modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari
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Cizelge 4.19. Al,O;-TiO, modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Sicakhik ( °C) Akim (pA)

Zemin (5) 260,08

5 354,76

15 379,86

25 430,67

37 429,99

45 405,55

55 338,23

65 218,59
500 -
450 -
400 -~
350 -
< 300 -
2 250 -
200 -
150 -~
100 -
50 A

O T T T 1
0 20 40 60 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.37. Al,O;-TiO, modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi

Au np modifive kompozit elektrot: Au np modifiye GCPE, 66:14:20 (% w/w)
GCP/GOxX/MY ve 2uL Au np karistimi daha oOnce kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda en yiiksek akim degeri 5°C’de gdzlenmistir ancak
calisgma kosullarinin kolayligindan dolayi, oda sicakligi (25°C) optimum sicaklik

olarak belirlenmistir.

Sekil 4.38’de bu elektroda ait voltammogramlar, Cizelge 4.20 ve Sekil 4.39°da buna

ait akim degerleri gosterilmistir.
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Potential applied (V)

Sekil 4.38. Au np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon voltammogramlari

Cizelge 4.20. Au np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon akim degerleri

Sicaklik (°C) Akim (pA)
Zemin (5) 120,23
5 330,88
15 316,09
25 310,54
37 186,36
45 124,68
55 -
65 -
350 -~
300 - e
250 -
< 200 -
= 150 -
100 -~
50 -
0 T T T T )
0 10 20 30 40 50
Sicaklk (°C)

Sekil 4.39. Au np modifiye kompozit elektrodun substrat optimizasyon grafigi
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4.1.2.5. pH optimizasyonu

Medyator derigimi, substrat derisimi ve sicaklik optimizasyonlarmdan sonra
GCPE’nin pH’1 LSV yontemiyle -0.2mV ile 1,2mV potansiyel araliginda 10 mV/s
tarama hizinda optimize edilmistir. Bu amagla 20 mM BQ ve 250 mM glikoz igeren
10mL’lik hiicrede yalin GCPE ile oda sicakliginda (25 °C) farkli pH’lardaki 100
mM PBS’de calisilmistir. Optimizasyon caligmalar1 sonunda en yiiksek akim degeri
pH 7.5°de goézlenmistir ancak bu pH’ta medyat6riin kararliligi diisiik oldugundan
dolay1 pH 7, optimum pH olarak belirlenmistir.

Sekil 4.40°ta optimum elektrotlara ait farkli pH’taki voltammogramlar, Cizelge 4.21

ve Sekil 4.41°de buna ait akim degerleri gosterilmistir.

T | I | I I | T
0.0008 [ -
0.0006 [ -
=
E 0.0004 - —
5
o
= 0.0002- pH 5.5 (p3AUTT1120)
% pH 6 (u3AUTT1120)
o pH 6.5 (U3AUTT1120) |
pH 7 (U3AUTT1120)
y — pH 7.5 (p3AUTT1120)
0.0002 | — pH & (U3AUTT1120)
| L | L | L | L | L | L | L |

0.2 0 0.2 0.4 0.5 0.8 1 1.2
Fotential applied (V)

Sekil 4.40. pH optimizasyon voltammogrami

Cizelge 4.21. pH optimizasyon akim degerleri

pH Akim (pA)
5,5 315,58

6 346,91
6,5 362,24

7 404,85
7,5 466,58

8 421,17
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Ph

Sekil 4.41. pH optimizasyon grafigi

4.1.3. Optimize edilmis biyo-anot elektrotlarin karsilastirilmasi

Optimize edilmis tiim elektrotlar, performanslarini karsilastirmak i¢in nova programi

yardimiyla st iiste cakistirilmistir. En yliksek akim degeri (470,36 uA) Au np

modifiye

GCPE’ta  gozlenmistir.  Sekil 4.42°de  optimum elektrotlarin

voltammogramlar1 karsilastirilmistir ve Cizelge 4.22°de buna ait akim degerleri

gosterilmistir.

WED L. Current i)

0.0005 -

-0.0005 -

= Yahn (P3AUT1120}

— MnOC2 np (UIAUTT1120)
— Au-Fe304 (P3AUTT1120)
AI203-TIOZ2 (PIAUTTI120)
— Aunp (U3AUTT1120) B

= Zemin (H3AUT1120)
L O NN |

0 0.5 1
Fotential applied (V)

Sekil 4.42. Optimum elektrotlarin voltammogramlari
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Cizelge 4.22. Optimum elektrotlarin akim degerlerinin karsilastirilmasi

pH Akim (pA)
Zemin 20,28
Yalin 431,73
Aunp 470,36
MnO, np 248,51
Au-Fe;0, 399,74
Al,O3-TiO, 228,39

4.2. Uygun Biyo-Katot Elektrodun Belirlenmesi

Biyo-katot olarak kullanmak iizere elektrot belirlerken GC ve GCP elektrotlar farkl
modifikasyonlarla degerlendirilmistir. Bu amacgla Yalm GCE, Lakkaz modifiye
GCPE ve immobilize katot eleltrotlarin hazirlanmasinda bahsedilen 3 farkli sekilde

modifiye edilen lakkaz modifiye GCE’lar denenmistir.

Bu elektrotlar LSV yontemiyle -0.1 mV ile -1000 mV potansiyel araliginda 10 mV/s
tarama hizinda test edilmistir. Bu amagla 10 ml’lik hiicrede 100 mM PBS’de (pH 7),
O2’nin varhiginda ve ortamdan N, gazi1 gegirilerek ¢alisilmistir. Uygun elektrot olarak
en yiksek akmmin gozlendigi (9,35 pA) lakkaz modifiye GCPE secilerek

optimizasyon islemleri yapilmstir.

Sekil 4.43’te biyo-katot olarak kullanilabilecek elektrotlarin voltammogramlari ve

Cizelge 4.23’te buna ait akim degerleri gosterilmistir.

D -_ —_

-5E5 [ - -
-1E-5 :— // _:

= : ]
T -1.555 Yvalin GCE =
5 s GCPE+Lac (u3ALUTT1120) ]

2E-5 F —— GCE+lac+CS+GA kurutarak -]
— GCE+H +E548, ]
-2.5E-5  —— GoFYlac+CsS -
— Femin (u3AUT7T1120) ]
-2E-5 [ —— Eemin -

| 1 1 | |

-1 -0.& 05 0.4 0.2

Fotential (W)

Sekil 4.43. Biyo-katot elektrotlarin voltammogramlari
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Cizelge 4.23. Biyo-katot elektrotlarin karsilagtirilmasi

Elektrot Akim (nA)
Zemin (N2’li ortam) -
GCE + Lak. + Chi. 0,606
GCPE + Lak. 9,350
GCE + Lak. + Chi. + GA + kur. 1,158
GCE + Lak. + Chi. + GA 0,541
GCE (Yalin) 1,568

4.2.1. Farkh nanoyap1 modifikasyonu

Biyo-anot elektrot optimizasyon calismalarinda da kullanilan nanoyapilarin ayni
miktarlari, GOx yerine lakkaz enzimi ile modifiye edilerek biyo-katot elektrot olarak
denenmistir. Burada ek olarak MWCNT (Karisima %4 eklenmistir) modifiye GCPE

da kullanilmistir.

Daha sonra bu elektrotlar LSV yontemiyle -0.1 mV ile -1000 mV potansiyel
araliginda 10 mV/s tarama hizinda test edilmistir. Bu amacla 10 mI’lik hiicrede 100
mM PBS’de (pH 7), Oz’nin varliginda ve ortamdan N, gazi gegirilerek ¢aligilmustir.
Sadece yalin ve MWCNT modifiye GCPE’ta O’nin indirgenmesine dayali pik akimi
gozlenmistir. Daha yiiksek akimin gézlendigi (7,78 pnA) yalin (Lakkaz modifiye
GCPE) elektrot BFC’nin biyo-katodu olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.44°te farkli nanoyap1 modifiye elektrotlarin voltammogramlari ve Cizelge

4.24’te buna ait akim degerleri gosterilmistir.

T T T T T
D — —]
L N / ]
i
=) 4E-5 |- —
=
x
> -6E-5 |- —
E = MIWCINT (p3ATUTY
o ses —— AIRO3-TiO2 (p3AU 200 |
— An-Fe304 (p3ATUTTIT
. = hinO4d np (p3IATTTTI12 |
' —— Aunp (u3AUTT1I120)
— Yalm (p3AUTT1I120)
“o.0o012 | L 1 ! I L =

-1 -0.8 0.5 -0.4 0.2
Fotential applied (W)

Sekil 4.44. Farkli nanoyap1 modifiye biyo-katot elektrotlarin voltammogramlari
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Cizelge 4.24. Farkh nanoyapr modifiye biyo-katot elektrotlarin akim degerleri

Modifiye Akim (pA)
Lak. 7,78
Lak. + Aunp -

Lak. + MnO, np -
Lak. + Au-Fe;0, -
Lak. + Al,O5-TiO, -
Lak. + MWCNT 6,32

4.2.2. Biyo-katot elektrotlarin ¢cahsma kosullarinin optimizasyonu

4.2.2.1. Enzim miktari optimizasyonu

Elektrot: toplam 10mg, 8mg kati1 (enzim + GCP) + 2mg MY Lakkaz farkli miktarlari

ile caligilmistir.

Lakkaz modifiye GCPE: 80:20 (% w/w) GCP+Lakkaz/MY karigimi, lakkaz ve

GCP oranlar1 degistirilerek daha ©once kompozit elektrotlarin hazirlanmasinda

anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

Daha sonra bu elektrot LSV yontemiyle -0.1 mV ile -1000 mV potansiyel araliginda
10 mV/s tarama hizinda test edilmistir. Bu amagla 10 ml’lik hiicrede 100 mM
PBS’de (pH 7), Oz’nin varhiginda ve ortamdan N, gazi gecirilerek c¢aligilmustir.
Optimizasyon ¢alismasi sonunda en yliksek akimin (9,35 pA) elde edildigi 1,2 mg

(25,2) lakkaz, optimum enzim miktar1 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.45°te lac modifiye GCPE’nin enzim miktar1 optimizasyon voltammogramlari,

Cizelge 4.25 ve Sekil 4.46°da buna ait akim degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.45. Biyo-katot elektrodun lac miktar1 optimizasyon voltammogramlar:

Cizelge 4.25. Biyo-katot elektrodun lac miktari optimizasyon akim degerleri

Enzim miktar1 (Unit) Akim (pA)

21 2.879

25,2 9,350

29,4 7,570

33,6 7,360

42 6,530

52,5 5,915
10
9
8
7
- 6
T,
= 4
3
2
1

0 T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60

Lakkaz (Unit)

Sekil 4.46. Biyo-katot elektrodun lac miktar: optimizasyon grafigi
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4.2.2.2. pH optimizasyonu

68:12:20 (% w/w) GCP/Lakkaz/MY karisimi daha once kompozit elektrotlarin

hazirlanmasinda anlatildig1 gibi kullanima hazir hale getirilmistir.

pH optimizasyonu LSV yontemiyle -0.1 mV ile -1000 mV potansiyel araliginda 10

mV/s tarama hizinda gergeklestirilmistir.

Fosfat tamponunda: 10 ml’lik hiicrede oda sicakhiginda (25 °C) farkli pH’lardaki

100 mM PBS’de (pH 7) ¢alisilmistir. Optimizasyon ¢aligmalar1 sonunda ¢alisilan pH
araliginda, pH distiikce pik akim degerlerinin yani enzim aktivitesinin arttigi

gbzlenmistir.

Sekil 4.47°te lac modifiye GCPE’nin PBS’de pH optimizasyon voltammogramlari,

Cizelge 4.26 ve Sekil 4.48’de ise bu voltammogramlara ait akim degerleri

gosterilmistir.
T T " T y T z T .
SE6 |- — pH 6 (U3AUTT1120) ]
[ —— pH 5,5 (W3AUTT1120) ]
[ —— pH 6,5 (U2AUTT1120)
"B —— pH T (U3AUTT1120) .
= pH 7.5 (U3AUT71120)
S -ises | — PH 8 (U3AUTY R
= i
=
E -2E-5 |- n
=
-2.5E-5 :— -
aEs |- .
| | 1 1 1 | d

-1 -0.5 -0.5 -0.% -0.2
Fotential applied (W)

Sekil 4.47. Biyo-katot elektrodun PBS’de pH optimizasyon voltammogrami

Cizelge 4.26. Biyo-katot elektrodun PBS’de pH optimizasyon akim degerleri

pH Akim (pA)
5,5 6,810
6 3,423
6,5 2,658
7 2,564
7,5 2,278
8 2,070
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Sekil 4.48. Biyo-katot elektrodun PBS’de pH optimizasyon grafigi

Asetat tamponunda: 10 ml’lik hiicrede oda sicakliginda (25 °C) farkli pH’lardaki

100 mM asetat tamponunda (pH 7) calisilmistir. Optimizasyon ¢alismalar1 sonunda
calisilan pH araliginda, pH 3,5’te en yiiksek pik akimi (0,364 pA) gozlenmistir.

Sekil 4.49°da lac modifiye GCPE’nin asetat tamponunda pH optimizasyon
voltammogramlari, Cizelge 4.27 ve Sekil 4.50’de ise bu voltammogramlara ait akim

degerleri gosterilmistir.
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[ | n | n | . | n |
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Sekil 4.49. Biyo-katot elektrodun asetat tamponunda pH optimizasyon voltammogram
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Cizelge 4.27. Biyo-katot elektrodun asetat tamponunda pH optimizasyon akim degerleri

pH Akim (pA)
3 -
3,5 0,364
4 0,249
4,5 0,145
5 -
55 -
6 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
_ 0,25 -
3 02 -
~ 0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 . 4 4 .
2 3 4 5 6 7
Ph

Sekil 4.50. Biyo-katot elektrodun asetat tamponunda pH optimizasyon grafigi

4.3. Biyo-Yakit Hiicre Cahsmalar

Optimize edilen biyo-anot ve biyo-katot elektrotlar, tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde
elektriksel devre bakir tel ile tamamlanarak bir multimetre yardimiyla performanslari

incelenmistir.

4.3.1. Optimize edilmis biyo-anot biyo-katot sistemlerin tek-hiicreli biyo-yakit

hiicrede performanslarinin incelenmesi

Optimize biyo-anot ve biyo-katot elektrolarin her ikisininde ayni hiicreye daldirilarak
performanslarinin izlendigi sistemdir. 10 ml’lik hiicrede her bir anot elektrot i¢in
daha dnce optimize edilen medyator ve substrat derisimlerinde 100 mM PBS’de (pH

7) ¢alisilmastir.
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4.3.1.1. A¢ik devre potansiyeli

Olusturulan 5 farkli tek hiicreli BFC’de devreden hi¢ akim gegmezken OCP, 24 saat

stireyle bir multimetre yardimiyla izlenmistir. OCP 6l¢iimiin ilk anlarinda hizli bir

yiikselis ve sonra diisiisten 2 saat kadar sonra her elektrot i¢in sabit bir potansiyelde

kaldig1 gozlenmistir. Al,O3.TiO, modiye biyo-anot ile kurulan BFC’de 5 saatten

sonra OCP gozlenmemistir. BFC’ler arasinda max OCP’si en yiiksek (294 mV) olan

MnO, np modifiye biyo- anot ile kurulan BFC’dir. Asagida her bir elektrodun max

OCP verilmistir. Sekil 4.51°de 24 saat boyunca izlenen OCP’nin ilk 6 saati

verilmistir, 6. saatten sonra 6nemli bir diislis gézlenmemistir.

» Yalin Biyo-anot maxVocp: 117mV
» Au np Biyo-anot maxVocp: 188mV
» Al,03-TiO; Biyo-anot maxVocp: 115mV
» MnO; np Biyo-anot maxVocp: 295mV
» Au-Fe;0, Biyo-anot maxVocp: 218mV
350
300
Gox
250
—GoX + Au
— 200
>
£ 150 ——Gox + Al-Ti02
a
8 100 — Gox + MnO2 np
50
——@Gox + Au-Fe304
0
100 200 300 400
Zaman (dk)

Sekil 4.51. Tek hiicreli BFCs’nin OCPs’i
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4.3.1.2. Polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri

Olusturulan 5 farkli tek hiicreli BFC’lere farkli direngler (1 Q-10 MQ) uygulayarak
akim degerleri bir multimetre yardimiyla Sl¢tilmiistiir. Uygulanan dirence karsilik
Olgiilen akim degerlerinden hiicre potansiyeli (Vpicre=I<R) hesaplanmistir. Hiicre
potansiyeli ile akimin ¢arpimmdan (P=Vicrex1) glic hesaplanmistir. Akim yogunlugu
(i=I/A) ve gli¢ yogunlugu (W=P/A) ise giic ve akim degerlerinin elektrodun birim
alanina (0,126 cm?) bolinerek bulunmustur. Hesaplanan bu degerlerden 5 farkli

elektrot i¢in polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri olusturulmustur.

Yahin elektrot: Sekil 4.52’de yalin biyo-anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun

kullanildig: tek hiicreli BFC’den elde edilen polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri
gosterilmistir. Tek hiicreli BFC performans ¢aligmasi 10 m1’lik hiicrede yalin biyo-
anot i¢in optimum sartlarda 100 mM PBS’de (pH 7) gerceklestirilmistir.
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140 -
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— -4 &
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< 80 33
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= 60 -y E
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Sekil 4.52. Tek hiicreli BFC’de yalin biyo-anot elektrotlu sistemin polarizasyon ve gii¢
yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 137,30 pA/cm® max akim yogunlugu ve 4,87 pW/cm® (67

mV) max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.

MnO, np modifiye kompozit elektrot: Sekil 4.53’te MnO, np modifiye biyo-anot

elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: tek hiicreli BFC’den elde edilen

polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri gosterilmistir. Tek hiicreli BFC performans
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caligmasi 10 mI’lik hiicrede MnO; np modifiye biyo-anot i¢in optimum sartlarda 100
mM PBS’de (pH 7) gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.53. Tek hiicreli BFC’de MnO, np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin polarizasyon ve
gii¢c yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 99,21 pA/cm® max akim yogunlugu ve 4,57 pW/em? (76 mV)

max giic yogunlugu elde edilmistir.

Au-Fe,O5; modifiye kompozit elektrot: Sekil 4.54’te Au-Fe,O; modifiye biyo-anot

elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: tek hiicreli BFC’den elde edilen
polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri gosterilmistir. Tek hiicreli BFC performans
caligmasi 10 ml’lik hiicrede Au-Fe,O3 modifiye modifiye biyo-anot igin optimum
sartlarda 100 mM PBS’de (pH 7) gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.54. Tek hiicreli BFC’de Au-Fe,O; modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin polarizasyon ve
gii¢c yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 103,97 pA/cm® max akim yogunlugu ve 4,66 pW/cm? (66

mV) max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.

Al,Os-TiO, modifiye kompozit elektrot: Sekil 4.55’te Al,O3-TiO, modifiye biyo-

anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildigi tek hiicreli BFC’den elde
edilen polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri gosterilmistir. Tek hiicreli BFC
performans ¢aligmasi 10 ml’lik hiicrede Al,O3-TiO, modifiye modifiye biyo-anot

icin optimum sartlarda 100 mM PBS’de (pH 7) ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 4.55. Tek hiicreli BFC’de Al,O;-TiO, modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin polarizasyon
ve gii¢ yogunlugu egrileri
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Olusturulan sistemden 65,87 pA/cm® max akim yogunlugu ve 1,41 pW/em? (36 mV)

max gli¢ yogunlugu elde edilmistir.

Au np elektrot np modifiye kompozit elektrot: Sekil 4.56’da Au np modifiye biyo-

anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildigi tek hiicreli BFC’den elde
edilen polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri gosterilmistir. Tek hiicreli BFC
performans caligmasit 10 ml’lik hiicrede Au np modifiye modifiye biyo-anot i¢in

optimum sartlarda 100 mM PBS’de (pH 7) gerceklestirilmistir.
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160 .
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Sekil 4.56. Tek hiicreli BFC’de Au np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin polarizasyon ve gii¢
yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 154,76 uA/cm2 max akim yogunlugu ve 6,70 pW/cm? (92

mV) max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.

Au elektrot Asetat Tamponunda pH 4: Sekil 4.57°de Au np modifiye biyo-anot

elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: tek hiicreli BFC’den elde edilen
polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri gosterilmistir. Tek hiicreli BFC performans
calismasit 10 ml’lik hiicrede Au np modifiye modifiye biyo-anot igin optimum

sartlarda 100 mM asetat tamponunda (pH 4) gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.57. Tek hiicreli BFC’de Au np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin Asetat
tamponunda polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri
Olusturulan sistemden 174,60 uA/cm2 max akim yogunlugu ve 4,88 ]JW/CHIZ (59

mV) max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.

4.3.2. Optimize edilmis biyo-anot biyo-katot sistemlerin ¢ift-hiicreli biyo-yakit

hiicrede performanslarinin incelenmesi

Optimize biyo-anot elektrot optimum medyatér ve substrat varhiginda anot olarak ve
biyo-katot elektrolarin her ikisininde ayni hiicreye daldirilarak performanslarmnin
izlendigi sistemdir. 10 ml’lik hiicrede her bir anot elektrot icin daha 6nce optimize

edilen medyator ve substrat derisimlerinde 100 mM PBS’de (pH 7) calisiimustir.
4.3.2.1. A¢ik devre potansiyeli

Olusturulan ¢ift hiicreli BFC’de devreden hi¢ akim ge¢cmezken OCP, 24 saat siireyle
bir multimetre yardimiyla izlenmistir. OCP 6lgiimiin ilk anlarindan itibaren yavas bir
yiikselis 2 saat kadar sonra her elektrot i¢in potansiyelde yavas bir diisiis
gbzlenmistir. MnO, np modiye biyo-anot ile kurulan BFC’de max OCP 445 mV, Au
np modiye biyo-anot ile kurulan BFC’de max OCP 479 mV’tur. Sekil 4.58’de 24

saat boyunca izlenen OCP’leri verilmistir.
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Sekil 4.58. Cift hiicreli Au ve MnO, np modifiye biyo-anot iceren BFCs’nin OCPs’i

4.3.2.2. Polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri

Olusturulan ¢ift hiicreli BFC’lere farkli direngler (1 Q-10 MQ) uygulayarak akim
degerleri bir multimetre yardimiyla izlenmistir. Uygulanan dirence karsilik elde
edilen akim degerlerinden hiicre potansiyeli (Vpiere=I¥R) hesaplanmistir. Hiicre
potansiyeli ile akimidan (P=VyeXI) glic hesaplanmistir. Akim yogunlugu (i=I/A)
ve giic yogunlugu (W=P/A) ise gii¢ ve akim degerlerinin elektrodun birim alanina
(0,126 cm? boliinerek bulunmustur. Hesaplanan bu degerlerden ¢ift hiicreli BFC’ler

i¢cin polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri olusturulmustur.

MnO, np modifiye elektrot PBS tampon pH 7: Sekil 4.59°da MnO, np modifiye

biyo-anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: ¢ift hiicreli BFC’den
elde edilen polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri gosterilmistir. Cift hiicreli BFC
performans ¢alismasi 10 ml’lik hiicrelerde MnO, np modifiye biyo-anot igin
optimum sartlarda 100 PBS’de (pH 7) ve biyo- katot sadece 100 mM PBS’ye (pH 7)
daldirilarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.59. Cift hiicreli BFC’de MnO, np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin biyo-anot ve
biyo-katot PBS’de iken polarizasyon ve gii¢c yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 7,94 pA/cm? max akim yogunlugu ve 0,08 pW/cm? (33 mV)
max giic yogunlugu elde edilmistir.

1 saat sonra: Sekil 4.60°da bir onceki ¢calismada kullanilan ayni elektrotdun 1 saat

sonraki polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri gosterilmistir.
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Sekil 4.60. Cift hiicreli BFC’de MnO, np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin biyo-anot ve
biyo-katot PBS’de iken polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 25,40 pA/cm® max akim yogunlugu ve 1,19 pW/cm?® (100

mV) max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.
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MnO, np modifiye elektrot Asetat tampon pH 4: Sekil 4.61’de MnO; np modifiye

biyo-anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: ¢ift hiicreli BFC’den
elde edilen polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri gosterilmistir. Cift hiicreli BFC
performans caligmast 10 ml’lik hiicrelerde MnO, np modifiye biyo-anot igin
optimum sartlarda 100 PBS’de (pH 7) ve biyo- katot i¢in ise sadece 100 mM asetat
(pH 4) tamponuna daldirilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.61. Cift hiicreli BFC’de MnO, np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin biyo-anot PBS
ve biyo-katotun asetat tamponundayken polarizasyon ve gii¢c yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 18,25 pA/cm® max akim yogunlugu ve 0,32 pW/cm? (36 mV)

max giic yogunlugu elde edilmistir.

Au np modifiye elektrot PBS tampon pH 7: Sekil 4.62’de Au np modifiye biyo-

anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: ¢ift hiicreli BFC’den eclde
edilen polarizasyon ve giic yogunlugu egrileri gosterilmistir. Cift hiicreli BFC
performans ¢alismasi 10 ml’lik hiicrelerde Au np modifiye biyo-anot i¢in optimum
sartlarda 100 PBS’de (pH 7) ve biyo- katot sadece 100 mM PBS’ye daldirilarak
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.62. Cift hiicreli BFC’de Au np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin biyo-anot ve biyo-
katot PBS’de iken polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri

Olusturulan sistemden 15,87 pA/cm?® max akim yogunlugu ve 0,19 pW/em? (40 mV)

max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.

Au np modifiye elektrot Asetat tampon pH 4: Sekil 4.63’te Au np modifiye biyo-

anot elektrot ve yalin biyo-katot elektrodun kullanildig: ¢ift hiicreli BFC’den elde
edilen polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri gosterilmistir. Cift hiicreli BFC
performans ¢alismasi 10 ml’lik hiicrelerde Au np modifiye biyo-anot i¢in optimum
sartlarda 100 PBS’de (pH 7) ve biyo- katot igin ise sadece 100 mM asetat (pH 4)

tamponuna daldirilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.63. Cift hiicreli BFC’de Au np modifiye biyo-anot elektrotlu sistemin biyo-anot PBS ve
biyo-katotun asetat tamponundayken polarizasyon ve gii¢ yogunlugu egrileri
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Olusturulan sistemden 13,49 pA/cm? max akim yogunlugu ve 0,39 pW/cm? (245

mV) max gii¢ yogunlugu elde edilmistir.

4.3.3. Biyo-yakit hiicrede elektrotlarin kararhhg:

En iyi performanslarin gézlendigi tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde sistemin kararliligi
24 saat siireyle sabit bir dig direng (1 kQ) altinda devreden gecen akim izlenerek
belirlenmistir. Bu amagla tek hiicreli BFC’de Au np modifiye biyo-anot ve yalin
biyo-katot optimum kosullarda ve 100 mM PBS’de ¢alisma yapilmstir. Cift hiicreli
BFC’de ise Au np modifiye biyo-anot elektrot 100 mM PBS’de (pH 7) ve yalin biyo-
katot elektrot 100 mM asetat tamponunda (pH 4) iken ¢alisilmistir. Sekil 4.64°te 24

saat ve sekil 4.65°te ise ilk 2 saat i¢cin zamana bagli akim degisimi gosterilmistir.

Tek hiicreli BFC’nin akim yogunlugunda sistem ¢alismaya basladigi anda hizli bir
diistis gerceklesmis ve birinci saatten sonra bu diisiis yavaslamistir. 24 saat sonunda
aktivitesinin %96,8’in1 kaybetmistir. Cift hiicreli BFC’de ise akim yogunlugu, yavas
bir artigtan sonra yavas bir diisiise gegmis ve bastaki cok diisiik akim yogunluguna
ragmen birince saatten sonra tek hiicreli BFC’den daha yiiksek bir degerde diisiistinii
stirdiirmiistiir. 24 saat sonunda aktivitesinin %67,7’sini kaybetmistir. 24 saat sonunda

kurulan iki BFC’nin akim yogunluklar1 esitlenmistir.
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Sekil 4.64. Tek ve ¢ift hiicreli BFCs’de akim yogunlugunun zamanla degisimi
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Sekil 4.65. Tek ve ¢ift hiicreli BFCs’de akim yogunlugunun zamanla degisimi
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4.4. Sonuc¢

Bu c¢alismada BFC’lerde kullanilmak tizere biyo-anot ve biyo-katot elektrotlar
gelistirilmigtir. Bu amacgla biyo-anot olarak kullanmak iizere GOx modifiye,
immobilize GC ve kompozit GCP elektrotlarin medyator ve substrat derigimlerine
olan yanitlari incelenmistir. En iyi yanitin alindigi GOx modifiye GCPE farkli
nanoyapilar ile modifiye edilmistir. GOx ve farklt nanoyap1 modifiye GCPE’larin
enzim miktari,substrat derisimi, medyator derisimi, sicaklik ve pH gibi parametreleri
optimize edilmistir. Daha sonra biyo-katot elektrot olarak kullanilmak iizere Lac
modifiye, immobilize GC ve kompozit GCP elektrotlarn O;’yi indirgeme
performanslar1 incelenmistir. En iyi yanitin alindigi Lac modifiye GCPE farkli
nanoyapilar ile modifiye edilmis ve en iyi yanitin Lac modifiye yalin GCPE ile
alindig1 gozlenmistir. Lac modifiye GCPE’nin enzim miktar1 ve pH’1 optimize
edilmistir. Optimizasyonlar sonucunda BFC’nin biyo-anodu olarak GOx ve farkli
nanoyapilar ile modifiye GCPE’lar ve biyo-katot olarakta Lac modifiye yalin GCPE

kullanilmstir.

Olusturulan tek hiicreli BFC’lerde kullanilmak {iizere secilen biitiin elektrotlarin
performanslari bir multimetre yardimiyla izlenmistir. Bu amagla her elektrodun OCP
Olciilmiis ve c¢esitli dis direnglerin baglanmasiyla, akim ve gii¢ yogunluklar1
hesaplanmistir. Daha sonra katyon degistirici olarak tuz kdpriisiiniin kullanilmasiyla
¢ift hiicreli BFC olusturulmustur. Bu BFC’de anot ve katot hiicrelerde ayni ve farkh
pH’larda performanslar degerlendirilmistir. Biyo-anot olarak Au ve MnO, np ile
GOx modifiye GCPE, biyo-katot olarakta Lac modifiye yalin GCPE kullanilmistir.
En son olarakta en iyi performanslarin alindigi tek ve ¢ift hiicreli BFC’lerde
kararlilk deneyi yapilmistir. Cizelge 4.29°da BFC’den elde edilen sonuglar

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.28. Tek ve cift hiicreli BFCs’de elektrot performanslarimin karsilastirilmasi

. . OCP Max AKim Max Gii¢
BEC Biyo-anot||Biyo-katot V) Yogunlugu Yogunlugu
(nA/cm®) (WW/em?)
GOx/GCPE||Lac/GCPE 117 137,30 4,87
100 MM PBS pH 7 (67 mV)
GOx/MnO,/GCPE||Lac/GCPE 295 99,21 4,57
100 MM PBS pH 7 (76 mV)
Tek GOXx/Au-Fe,03/GCPE||Lac/GCPE 218 103,97 4,66
L 100 MM PBS pH 7 (66 mV)
Hiicreli
BFC GOXx/Al,05-TiO,/GCPE||Lac/GCPE 115 65,87 1,41
100 MM PBS pH 7 (36 mV)
GOx/Au/GCPE||Lac/GCPE 188 154,76 6,70
100 MM PBS pH 7 (92 mV)
GOx/Au/GCPE||Lac/GCPE - 174,60 4,88
100 mM Asetat tamponu pH 4 (59 mV)
GOx/MnO,/GCPE||Lac/GCPE 445 7,94 0,08
100 mM PBS pH 7||100 mM PBS pH 7 (98 mV)
GOx/MnQO,/GCPE||Lac/GCPE - 25,40 1,19
100 mM PBS pH 7||100 mM PBS pH 7 (100 mV)
Cift (1 saat sonra)
Huerel GOX/MnO,/GCPE]|Lac/GCPE - 18,25 0,32
BFC
100 mM PBS pH 7||100 mM Asetat pH 4 (36 mV)
GOx/Au/GCPE||Lac/GCPE 479 15,87 0,19
100 mM PBS pH 7||100 mM PBS pH 7 (40 mv)
GOx/Au/GCPE||Lac/GCPE - 13,49 0,39
100 mM PBS pH 7||100 mM Asetat pH 4 (245 mV)

Yukaridaki ¢izelge incelendiginde tek hiicreli BFC’de en yiikksek OCP MnO2/GOx

modifiye GCPE ile elde edilirken en yiiksek max akim yogunlugu Au/GOx modifiye

GCPE (Asetat tamponu pH 4) ve en yiiksek max gii¢ yogunlugu Au/GOx modifiye
GCPE (PBS pH 7) ile elde edilmistir.
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Cift hiicreli BFC’de ise en yiiksek OCP Au/GOx modifiye GCPE ile elde edilirken
en yiiksek max akim yogunlugu MnO,/GOx modifiye GCPE (PBS pH 7 || Asetat
tamponu pH 4) ve en yiiksek max gii¢ yogunlugu Au/GOx modifiye GCPE (PBS pH
7 || Asetat tamponu pH 4) ile elde edilmistir.

Sonuglar incelendiginde tek hiicreli BFC’lerde sistemden diisiik OCP ile yiiksek
akim ve gii¢ yogunlugu saglanmistir. Ancak bu etkinligini uzun siire
stirdiirememistir. Cift hiicreli BFC’lerde ise sistemden yiiksek OCP ile diisiik akim
ve glic yogunlugu elde edilmistir. Bu sistemde ise zamanla etkinlik artarak dengeye
gelmistir. Bu degisimlerin, hazirlanan kompazit pasta elektrotlardaki enzimlerin
cozeltiye gegmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Kompozit pasta elektrotlara
enzimler iletken polimerlerle tuzaklanarak bu sistemin daha etkili olmasi

saglanabilir.

Bu sonuglar bize gostermistir ki, enzim ile modifiye kompozit pasta elektrotlar
BFC’lerin biyo-anot ve biyo katot elektrodu olarak kullanilabilirdir. Ayrica bu
elektrotlara kolay bir sekilde nanoyapilar modifiye edilebilerek daha pratik ve etkili

biyo-anot ve biyo-katot elektrotlar elde edilebilecegi gosterilmistir.
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