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OZET

Nanoteknoloji, fonksiyonel materyaller elde etmek amaciyla nanopartikiillerin
tasarlanmasint  ve sentezlenmesini amaclayan multidisipliner bir bilim dalidir.
Nanopartikiiller (1-100 nm) sahip olduklari fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 pek
cok alanda kullanilmaktadir. Nanopartikiil sentezi kimyasal, fiziksel ve biyolojik teknikler
kullanilarak yapilabilmektedir. Kullanilan kimyasal yontemlerin toksik olma, iiretim hizinin
diisik olmasi, maliyetin ¢ok olmast ve verimin diisiik olmas1 gibi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bu nedenlerle ¢evre dostu ve diisiik maliyetli yesil sentez yontemi, Kimyasal
ve fiziksel yontemlere alternatif olarak gelistirilmistir. Yesil sentez yonteminde bitkiler,
bakteriler, algler ve mantarlar kullanilmaktadir. Sehirlesmenin artmasiyla birlikte evsel kati
atiklar yerlesim merkezlerinde karsilasilan en biiyiik sorunlardan biri haline gelmis ve
atiklarin bertaraf edilmesi ile teknoloji alanina kazandirilmasi olduk¢a 6nem kazanmustir.
Yapilan bu calismada, evsel ¢ay atigi Oziitii kullanilarak glimiis nanopartikiillerin
biyosentezi gergeklestirilmistir. Nanopartikiil olusumu ¢6zelti renginin sarimsi turuncudan
koyu kahverengiye doniigsmesi ile gézlenmistir. Glimiis nanopartikiil karakterizasyonu UV-
Vis spektroskopisi, FTIR ve SEM ile yapilmistir. UV-Vis spektrospisi ile 450 nm’de
maksimum absorbans verdigi, partikiil boyutlaninin ortalama 70 nm oldugu tespit edilmistir.
Karakterize edilen giimiis nanopartikiil ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot
hazirlanmistir. Hazirlanan karbon pasta elektrot ylizeyine glukoz oksidaz enzimi ¢apraz
baglama yontemi ile immobilize edilmistir. Glukoz tayini, hazirlanan enzim elektrotun
ylizeyinde gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan hidrojen peroksidin +0,4 V ‘da
yiikseltgenmesi esasina dayanilarak yapilmistir. Glukoz tayinine pH ve sicaklik etkisi
incelenmis ve dogrusal calisma aralig1 1,0x107 - 1,0x10°® M olarak belirlenmistir. Km(goz)
ve Imax degerleri sirasiyla 0,0129 pM ve 38,5 pA olarak bulunmustur. Ayrica enzim
elektrotun tekrar kullanilabilirligi ve raf 6mrii tayin edilmistir. Hazirlanan biyosensor cevabi
lizerine girisim yapabilecek maddelerin etkileri incelenerek, biyosensor meyve suyunda ve
sentetik kan Orneginde glukoz O6l¢iimii igin test edilmistir. Glukoz miktart sentetik kan
numunesinde 1,0+(0,0014)x10°® M, meyve suyunda 44,37 + 4,14 g/L olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

Nanotechnology is a multidisciplinary branch of science that aims to design and synthesize
nanoparticles in order to obtain functional materials. Nanoparticles (1-100 nm) are used in
many fields due to their physical and chemical properties. Nanoparticle synthesis can be
performed using chemical, physical and biological techniques. The chemical methods used
have disadvantages such as being toxic, low production speed, high cost and low efficiency.
For these reasons, it has been developed as an alternative to chemical and physical methods
with an environmentally friendly and low-cost green synthesis method. Plants, bacteria,
algae and fungi are used in the green synthesis method. With the increase in urbanization,
household solid waste has become one of the biggest problems encountered in residential
centers, and it has become very important to dispose of waste and bring them to the
technology field. In this study, the biosynthesis of silver nanoparticles was carried out using
household tea waste extract. Nanoparticle formation was observed by changing the color of
the solution from yellowish orange to dark brown. Silver nanoparticle characterization was
performed by UV-Vis spectroscopy, FTIR and SEM. It was determined by UV-Vis
spectroscopy that it gives a maximum absorbance at 450 nm and the average particle size is
70 nm. A modified carbon paste electrode was prepared with the characterized silver
nanoparticle. The prepared carbon paste was immobilized on the electrode surface by the
glucose oxidase enzyme cross-linking method. Glucose determination was made on the basis
of oxidation of hydrogen peroxide at +0.4 V, which was formed as a result of enzymatic
reaction on the surface of the prepared enzyme electrode. The effect of pH and temperature
on glucose determination was studied and the linear operating range was determined as
1.0x107— 1.0 x 10® M. The Km and Imax values were found to be 0.0129 uM and 38.5 pA,
respectively. In addition, the reusability and shelf life of the enzyme electrode were
determined. By examining the effects of substances that may interfere with the prepared
biosensor response, the biosensor was tested for glucose measurement in fruit juice and
synthetic blood sample. The amount of glucose was found to be 1.0+£(0.0014)x10® M in the
synthetic blood sample and 44.37 + 4.14 g/L in fruit juice.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nano Ol¢ekte yeni malzemeler iiretmeyi amaglayan bir bilim dali olmakla
birlikte teknolojideki uygulamalar ile gelisen bir alandir (Rajeshkumar, Bharath ve Geetha,
2019). Ayrica nanoteknoloji, yaklasik 1 ila 100 nm arasinda degisen nanopartikiillerin
sentezi ve uygulamalari ile ilgilenen 6nemli bir modern arastirma alanidir. Nanopartikiillerin
ve nanomalzemelerin yeni uygulama alanlari; boyutlarina, dagilimlarina ve morfolojilerine
gOre tamamen yeni veya gelistirilmis fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle
cesitli alanlarda hizla artmaktadir. Saglik, kozmetik, biyomedikal, gida ve yem, ilag-gen
dagitimi, cevre, saglik, mekanik, optik, kimya endiistrileri, elektronik, uzay endiistrileri,
enerji bilimi, kataliz gibi ¢ok sayida alanda 6nemli bir yere sahip olmaktadir (Zhang, Liu,
Shen ve Gurunathan, 2016).

Genel olarak nanopartikiiller, c¢esitli biyolojik risklerden sorumlu toksik ve tehlikeli
kimyasallarin kullanimin1 igeren, olduk¢a pahali ve gevre icin potansiyel olarak tehlikeli
olan gesitli kimyasal ve fiziksel yontemlerle sentezlenir (Ahmed, Ahmad, Swami and Ikram,
2016). Genellikle nanopartikiil sentezinde yer alan iki yaklasim bulunmaktadir. Bu
yontemler yukaridan asagiya sentez ve asagidan yukariya sentez yontemidir. Asagidan
yukariya sentez yonteminde nano Olcekli bir parcaciga doniisen atomlarin, kendi kendine
toplanmasiyla birlikte kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilarak sentezlenebilir. Bu
yontemin en biiyilk avantajlarindan biri, ¢ok miktarda nanopartikiiliin kisa siirede
sentezlenebilmesidir. Bu sentez sirasinda kullanilan kimyasallar toksiktir ve ¢evre dostu
olmayan yan {irlinlere yol acar. Yukaridan asagiya sentezde nanopartikiiller genellikle
atmosfer basicinda bir tiip firin kullanilarak buharlasma-yogusma ile sentezlenir. Bu
yontemde ise uygulama esnasinda genis alan kaplanmakta ve ortam sicakligi cok
yiikseltilmektedir. Bu sicaklik artis1 icin fazlaca enerji gerektirmesi bu sentez yonteminde
dezavantaj olusturmaktadir. Genel olarak bu yontemlerin belirli sinirlamalart  ve
dezavantajlart bulundugundan yerlerini ¢evre dostu olan yesil senteze birakmaktadirlar
(Singh ve digeri, 2018). Yesil sentez yontemi atiklarin 6nlenmesine yardimci olmast, kirliligi
azaltmasi, siirdiiriilebilir olmasi, diisiik maliyetli olmasi, yiikksek verim saglamasi ve toksik
olmamasi gibi yenilik¢i ozellikleriyle one ¢ikmaktadir (Thakkar ve digerleri, 2010). Yesil
sentezde indirgeyici ajan olarak genellikle bitkiler, mantarlar, algler ve bakteriler
kullanilmaktadir (Rafique ve digerleri, 2017). Yapilan ¢aligmalarda bitkilerin tiim kisimlari

nanopartikiil sentezinde kullanilabilmektedir. Nanopartikiillerin olusumu i¢in bitki



kullanmasinin ¢esitli avantajlar1 vardir. Bunlar bitkilerin kolayca erisilebilir olmasi,
kullaniminin siklikla giivenli olmasi ve metal iyonunun azaltilmasini ilerletebilecek genis
bir aktif madde yelpazesine sahip olmasidir. Bitki atiklarindan yesil sentez yontemiyle

nanopartikiil sentezi de son zamanlarin dikkat ¢geken konularindandir (Basavegowda, 2013).

Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte niifus ¢ogalmakta ve sehirlesme artmaktadir. Bunun
dogal bir sonucu olarak atik miktar1 da giin gegtikge cogalmaktadir. Tiirkiye’de 2018 yilinda
kisi basina diisen atik miktar1 giinliik 1,16 kg dir. Ug biiyiik sehirde ise toplanan kisi basi
giinliik ortalama atik miktarinin izmir igin 1,36 kg, Ankara igin 1,18 kg ve Istanbul igin 1,28
kg oldugu tespit edilmistir. 2020 yilinda ise kisi basina diisen atik miktar1 1,13 kg’dir (URL-
1). Bu atik miktarin1 azaltmak ve hatta atik olusumunu 6nlemek amaciyla pek ¢ok proje
yiirlitiilmekte ve farkindalik olusturulmaya calisilmaktadir. Tiirkiye c¢ay tiikketiminde
diinyada 1. sirada yer aldigindan ¢ay atig1 da tilkemizde 6nemli miktarda agiga ¢ikmaktadir.
S6z konusu cay atiginin geri kazanimi da olduk¢a onemli olmaktadir. Bu nedenle bu
calismada cay atig1 nanopartikiil sentezinde kullanilmis olup s6z konusu nanopartikiiller

biyosensor tasariminda kullanilmistir.

Biyosensorler, analitlerin konsantrasyonuyla orantili dlgiilebilir sinyal liretmek amaciyla
biyolojik bir tanima elemanini bir fiziksel doniistiiriicli ile kombine eden biyoanalitik
cihazlardir. Bir biyosensoriin genel semasinda, biyolojik tanima eleman1 hedef bilesige yanit
verir ve doniistiirlicii s6z konusu biyolojik yaniti elektrokimyasal, mekanik, optik, akustik,
kalorimetrik veya elektronik olarak Olg¢iilebilen ve daha sonra analit konsantrasyonu ile
iliskilendirilebilen, saptanabilir bir sinyale dontstirir (Su, Jia, Hou ve Lei, 2011).
"International Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) tanimlarina gore ise
“biyosensorler, sinyal liretmek icin biyolojik reaksiyon kullanan kimyasal sensorlerdir”

seklinde tanimlanmaktadir (Faridbod, Ganjali, Larijani, Norouzi ve Hosseini, 2014).

Biyosensoriin kullanildigi alanlara tip, ilag, ¢evre, miihendisligin pek ¢ok dali, biyoloji,
kimya, fizik ve nanoteknoloji Ornek verilebilmektedir (Arslan ve Keskin, 2020).
Biyosensorler; tip alaninda teshis ve tedavide yiiksek duyarlilik ve hizli cevap siiresine sahip

olmanin yani sira basit ve ucuz olmasinin sagladigi avantajlar sayesinde kullanilmaktadir.

Glukoz, viicudumuzda meydana gelen pek ¢ok metabolik olayda 6nemli bir role sahip

olmasinin yaninda, viicudun enerji iiretiminde aktif rol oynamakta olup viicut dokularinin



bakimi ve biiyiimesi i¢in gerekli metabolik ara maddelere doniistiiriiliir. Bununla birlikte
glukoz bitkilerde fotosentez esnasinda da ¢ok dnemli bir yere sahiptir (Erbas, 2023). Tiim
canlilar igin kritik 6neme sahip boylesi bir molekiiliin tayini de biiyiik 6nem tasimaktadir.
Insanlarda kanda glukoz tayini pek ¢ok hastaligin teshis ve tedavisinde énemli bir yere
sahiptir. Kandaki glukoz seviyesindeki bozukluklar ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir. Bu
hastaliklar i¢erisinde en ¢ok karsilasilan ise Diabetes Mellitustur. Diabetes mellitus, modern
diinyada en sik goriilen maliyetli ve DALY ’si yliksek olan hastaliklardan biridir (Karagollu
ve digerleri, 2013). Beslenme bozukluklar1 ve hareketsiz yasam ile birlikte her gecen giin
insanlarin diyabet hastaligina yakalanma ihtimali artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii yaptigi
arastirmaya gore 2020 yilinda diinya iizerinde 171 milyon kisinin diyabet hastasi oldugunu
belirtirken bu saymin 2030 yilinda 366 milyona yaklasacagini 6ngérmiislerdir (URL-2). Bu
nedenle glukoz biyosensorlerinin gelistirilmesine diyabet hastaliginin tedavisinin dogru
sekilde yapilabilmesi ve kontrolii i¢in kan sekerinin hizli ve dogru sekilde tespitine olanak
sagladigindan ve ayn1 zamanda mali agidan avantajli oldugundan ¢ok 6nem verilmekte ve

caba harcanmaktadir (Arslan, Ustabas ve Arslan, 2011).

Bu tez calismasinda, yiiksek miktarda olusan evsel atiklarin saglik ve teknoloji alaninda
kullanim potansiyelini de ortaya c¢ikarabilmek amaciyla yesil sentez yontemiyle glimiis
nanopartikiiller sentezlenerek biyosensor tasariminda kullanildi. Bu amagla iilkemizde ve
diinyada sudan sonra en ¢ok tiiketilen ikinci igecek olan ¢ayin atig1 olan siyah cay posasi
nanopartikiil sentezinde giimiis iyonlarmi indirgeyici olarak kullanildi (Vinson, Teufel ve
Wu, 2004). Sentezlenen nanopartikiiller Ultraviyole Goriiniir Spektrofotometri (UV-VIS
Spektroskopisi) , Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagitimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDX) ile karakterize
edilerek yeni bir biyosensor tasariminda kullanildi. Ardindan giimiis nanopartikiil
kullanilarak karbon pasta elektrot modifiye edildi. Modifiye karbon pasta elektrodun

ylizeyine glukoz oksidaz enzimi capraz baglanarak immobilize edildi.

Glukoz tayini, enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin +0,40 V’da
yiikseltgenmesi esasina dayanilarak yapildi. Bu amagla elektrodu modifiye etmede
kullanilan optimum giimiis nanopartkiil miktar1 belirlendi. Giimiis nanopartikiil modifiye
edilmis glukoz biyosensoriiniin optimum ¢aligma kosullar1 belirlendi. Tasarlanan glukoz
biyosensoriin cevabina pH, sicaklik ve substrat derisimi etkisi incelendi. Biyosensdriin tekrar

kullanilabilirligi ve raf dmrii ¢alismasi yapildi. Hazirlanan biyosensoriin dogrusal ¢alisma



araligl, Kmsz) Ve Imaksesz) degerleri tespit edildi. Biyosensoriin cevabina girisim yapan
tiirlerin etkisi aragtirildi. Hazirlanan biyosensoriin gercek bir numuneye uygulanabilirligini
belirlemek amaciyla hem sentetik kan serumunda hem de meyve suyunda glukoz miktar1
test edildi. Atik ¢ay kullanilarak giimiis nanopartikiil eldesi ve elde edilen nanopartikiillerin
glukoz biyosensorii tasariminda kullanilmast tez c¢aligmasini yenilik¢i ve 06zgiin
yapmaktadir. Bu ¢alisma ayrica Siirdiiriilebilir Kalkinma Amaglarina (SKA) ve Toplumsal

Katk1 Onceliklerine de hizmet etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nanopartikiil

Nanoteknoloji, nano dlgekte yeni malzemeler iiretmeyi amaglayan bilim ve teknolojideki
uygulamalarla yiikselen ve biiyiiyen bir alandir (Rajeshkumar ve digerleri, 2019). Bu alan
pek ¢ok alan uygulamasina yardimci olmaktadir. Nanoteknoloji terimi Tokyo Bilim
Universitesi'nden Taniguchi tarafindan 1974 yilinda ortaya atilmistir (Vadlapudi ve
Kaladhar, 2014).

Sekil 2.1. Lycurgus kupast.

Sekil 2.1.’te goriilen Lycurgus kupasi, 4. yiizyll Roma donemine aittir ve bu cam kupa,
icinden aydinlatildiginda renk degistirmektedir. Bunun nedeni, camda nanometre
boyutlarinda yer alan altin ve glimiis parcaciklarinin igeriden gelen 151k ile etkilesime

girdiginde renginin degigmesidir.

Nanoteknoloji; nano boyutta maddeleri inceleyen, arastiran ve bir¢cok alana uygulamalariyla
yenilikler katan bir bilim alanidir. Nanoteknoloji alaninin yapitasi olan maddeler, boyutu 1-
100 nm arasinda olan nanopartikiillerdir (Parthiban, Manivannan, Ramanibai ve
Mathivanan, 2019). Nanopartikiillerin son yillarda ¢ok biiyilk 6neme sahip oldugu
goriilmektedir. Nanopartikiiller neden bu kadar ilging sorusunun cevabi ise, sahip olduklar

fiziksel, kimyasal ve biyolojik benzersiz 6zelliklerde yatmaktadir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Roma_%C4%B0mparatorlu%C4%9Fu
https://tr.wikipedia.org/wiki/Alt%C4%B1n
https://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BCm%C3%BC%C5%9F

"Nano", son derece kii¢iikk anlamina gelen ciice ile es anlamli Yunanca bir kelimedir
(Vadlapudi ve Kaladhar, 2014). Matematiksel olarak kullanildiginda ise 10 anlamina
gelmektedir. Nanometre (nm) bir metrenin milyarda biri veya kabaca ii¢ atomun yan yana
uzunlugudur. Bir DNA molekiilii 2,5 nm genisligindedir, bir protein yaklasik 50 nm ve bir
grip viriisli yaklagik 100 nm’dir. Bir insan sag1 yaklasik 10.000 nm kalinhigindadir (Thakkar
ve digerleri, 2010). Nanopartikiiller farkli boyut, sekil ve yapiya sahiptirler. Kiiresel,
silindirik, konik, spiral ve boru seklinde olabilirler (Ealia ve Sravanakumar, 2017).
Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar; nano ince filmler, nanotiipler,
nanokristaller, nanopartikiiller, nanoteller veya nanocubuklar gibi farkli siniflara

ayrilmaktadir (Bekem ve digerleri, 2023).

Nanopartikiiller genel olarak organik ve inorganik nanopartikiiller olarak ikiye ayrilabilir.
Karbon nanopartikiiller (quantum dotlar, fullerenler, nanotiirler) organik nanopartikiiller
iken; yar1 iletken nanopartikiiller (ZnS, CdS, ZnO gibi), metalik nanopartikiiller (Ag, Au,
Al, Cu gibi) ve manyetik nanopartikiiller (Co, Ni, Fe gibi) inorganik nanopartikiillerdir
(Rafique ve digerleri, 2017).

Altin ve glimiis gibi metal nanopartikiillere, fonksiyonel ¢ok yonliiliikle iistiin malzeme
ozellikleri sagladiklari i¢in artan bir ilgi vardir. Bu metalik nanopartikiiller en umut verici
ve dikkat c¢ekici biyomedikal ajanlardir. Nanopartikiillerin sentezi i¢in glimiis, aliiminyum,
altin, cinko, karbon, titanyum, paladyum, demir, fullerenler ve bakir rutin olarak
kullanilmistir. Nanopartikiil gelistirmede yesil sentez ve diger biyolojik yaklasimlarla ¢cevre
dostu stirecler gelistirmeye artan bir ihtiyag¢ vardir (Vadlapudi ve Kaladhar, 2014; Rafique
ve digerleri, 2017).

Gilimiis nanopartikiiller (AgNPs), ayn1 kimyasal bilesime sahip daha biiyilik pargaciklara
kiyasla kayda deger biyokimyasal reaktivite, katalitik aktivite ve atomik davranisa yol agan
onemli bir yiizey bolgesine sahiptir (Zhi, 2006). AgNP'ler, gesitli alanlarda uygulanmalari
nedeniyle Onemli ilgi gormiistiir (Stefan ve Maier, 2001) Kataliz (Kamat, 2002),
optoelektronik (Boncheva, Gracias, Jacobs ve Whitesides, 2002), biyolojik sensorler (Cao,
Jin ve Mirkin, 2001; Han, Gao, Su ve Nie, 2001), antimikrobiyal aktiviteler (Savithramma,
Rao, Rukmini ve Devi, 2011; Rai, Yadav ve Gade, 2009), DNA dizilimi (Cao ve Mirkin,
2001), Yiizey Arttirllmis Raman Sagilmasi (SERS) (Matejka ve digerleri, 1992), iklim

degisikligi ve kontaminasyon kontrolii (Shan ve digerleri, 2009), temiz su teknolojisi



(Savage ve Diallo, 2005), enerji tiretimi (Zach, Hagglund, Chakarov ve Kasemo, 2006),
bilgi depolama (Caruthers, Wickline ve Lanza, 2007) ve biyomedikal uygulamalar
(Hullmann, 2007) bu nanopartikiillerin potansiyelini ortaya koyarak nanoteknoloji alaninda

bize kayda deger gelismeler saglamistir ve saglamaya devam edecektir.

2.1.1. Nanopartikiillerin sentezi

Genel olarak nanopartikiiller, birtakim biyolojik risklerden sorumlu toksik ve tehlikeli
kimyasallarin kullanimini iceren, oldukca pahali ve ¢evre igin potansiyel olarak tehlikeli
olan ¢esitli kimyasal ve fiziksel yontemlerle hazirlanirlar. Nanoyapidaki malzemeler kendi
ozelliklerine gore siniflara ayrilmaktadir. Bu yapilarin sentez yontemleri birbirinden

farklidir. Glimiis nanopartikiiller, inorganik nanomateryaller sinifinda yer alan metalik

nanopartikiillerdir.
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Sekil 2.2. Nanopartikiillerin siniflandiriimasi



Genellikle metalik nanopartikiillerin sentezinde iki farkli temel sentez yontemi
bulunmaktadir. Birincisi yukaridan agagiya sentez (top down), ikincisi asagidan yukariya

sentez (bottom up) yontemidir (Ahmed ve digerleri, 2016).

Yukaridan asagiya sentez

Fiziksel veya kimyasal araglar kullanilarak uygun bir baslangic malzemesi boyut olarak
kiigiiltiiliir. Bu yontemde uygulama esnasinda genis alan kaplanmakta ve ortam sicakligi cok
yiikseltilmektedir. Bu sicaklik artis1 i¢in fazlaca enerji gerektirmesi bu sentez yonteminde
dezavantaj olusturmaktadir. Yukaridan asagiya yaklasimin diger bir dezavantaji ise, yiizey
yapisindaki kusurudur. Uretilen yapilarin yiizeyindeki bu kristolografik kusurlar, yiiksek en
boy orani nedeniyle metalik nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri ve yiizey kimyasi iizerinde
onemli bir etkiye sahip olabilir. Metalik nanopartikiillerin fiziksel sentezi i¢in, yaygin olarak
kullanilan yipranma ve piroliz dahil olmak {izere cesitli yontemler kullanilabilir (Thakkar ve

digerleri, 2010).

Nanopartikiiller; litografik teknikler, mekanik 6giitme, asindirma ve pliskiirtme gibi ¢esitli
sentez yaklagimlari ile de hazirlanir (Thakkar ve digerleri, 2010).

Asagidan yukariva sentez

Atom veya molekiillerin kiimelenmesi seklinde gerceklesir. Bu yaklasimda, baslangicta
nanopartikiiller olusturulur ve daha sonra sentez i¢in kimyasal veya biyolojik prosediirler
kullanilarak nihai malzemeye monte edilir. Asagidan yukariya yaklasimin belirgin bir
avantaji, nispeten daha az kusur ve daha homojen kimyasal bilesimler ile metalik
nanopartikiiller elde etme olasiliginin arttirilmasidir (Thakkar ve digerleri, 2010). En biiyiik
avantajlarindan birisi de, cok miktarda nanopartikiiliin kisa siirede sentezlenebilmesidir. Bu
sentez sirasinda kullanilan kimyasallar toksiktir ve ¢evre dostu olmayan yan iirlinlere yol
acar (Ahmed ve digerleri, 2016). Kimyasal buhar biriktirme, sol-jel yontemi, sprey piroliz,

lazer piroliz ve atomik/molekiiler yogunlagsma asagidan yukariya sentez yontemleridir.
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Sekil 2.3. Nanopartikiillerin sentez yontemleri

Nanopartikiillerin sentezi, genis uygulama yelpazesi nedeniyle bilim diinyasinda biiyiik ilgi
gormektedir. Yesil sentez yonteminin benimsenmesinden 6nce genel olarak nanopartikiiller,
cesitli biyolojik risklerden sorumlu toksik ve tehlikeli kimyasallarin kullanimini igeren,
olduk¢a pahali ve ¢evre i¢in potansiyel olarak tehlikeli olan ¢esitli kimyasal ve fiziksel
yontemlerle hazirlanirken genel olarak bu yontemlerin belirli sinirlamalar1 ve dezavantajlari
bulundugundan yerlerini ¢evre dostu olan yesil senteze birakmaktadirlar (Singh ve digeri,
2018). Nanopartikiillerin sentezi igin biyolojik deneysel siireglerin gelistirilmesi,

nanoteknolojinin 6nemli bir dalina doniismektedir.
2.1.2. Yesil kimyanin ilkeleri

e Onleme: Atiklar1 onlemek, olusumu sonrasi aritmaya ya da temizlemeye tercih

edilmelidir.
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e Enerji Verimliligi Amaciyla Tasarlama: Kimyasal siire¢lerin enerji ihtiyaglart en diisiik
seviyeye indirilmelidir.

e Tiirevleri Azaltin: Gereksiz tiirevlendirme en diisiikk seviyeye indirilmeli, hatta
onlenmelidir.

e Atom Ekonomisi: Tiim malzemeler islemde kullanilirken nihai iirline dahil edilmesi
durumu en iist diizeye ¢ikarilmali bunun i¢in sentetik yontemler olusturulmalidir.

e Yenilenebilir Hammaddelerin Kullanimi: Ekonomik ve teknik agcidam uygulanabilir her
hammdde yenilenebilir olmalidir.

o Kataliz: Katalitik reaktifler kullanilmalidir.

e Daha Giivenli Kimyasallar Olusturmak: Islevlerini gerceklestirirken toksisiteleri en
diisiik seviyede olan kimyasallar tasarlanmalidir.

e Bozulma igin Tasarlama: Islevlerinin gerceklesmesi sonucunda kimyasal maddeler,
zararsiz bozunma iirlinlerine ayrilacak ve ¢evrede kalmayacak bigimde olusturulmalidir.

e Daha Giivenli Coziiciiler ve Yardimc1 Maddeler: Miimkiin olan her yerde yardimci
madde (¢oziiciiler, ayirma maddeleri vb.) kullanimi zararsizlastiriimalidir.

e Kaza Onleme I¢in Dogal Olarak Daha Giivenli Kimya: Kimyasal kaza potansiyelini en
aza indirecek bicimde kimyasal siliregte kullanilacak olan maddeler seg¢ilmelidir

(Ivankovi¢ ve digerleri, 2017).

2.2. Yesil Sentez

Yesil sentez, nanopartikiillerin sentezinde yenilik¢i bir yaklagim olarak kullanilmaya
baslanmigstir. Diger sentez yontemlerinin ¢esitli zararlarinin aksine yesil sentez yontemi doga

ve insan dostudur (Thakkar ve digerleri, 2010).

Yesil sentez yontemi ile giimiis, altin, ¢inko oksit, bakir oksit, bakir, palladyum gibi bir¢cok
metal ve metal oksit nanopartikiil sentezlenmektedir. Yesil sentez yontemi ile sentezlenen
nanopartikiiller ilaglarda ve klinik uygulamalarda 6nemli rol oynamaktadir (Shadab Ali
Khan, 2013). S6z konusu nanopartikiiller ©Onemli antikanser, antimikrobiyal ve

antibankteriyel etkiye sahiptir (Geetha ve digerleri, 2013).
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Nanopartikiil sentezlemede asagidan yukariya sentez yontemi ve yukaridan asagiya sentez
yontemlerinin zararli ve zaman alic1 6zellikleri nedeniyle ¢evre dostu “yesil sentez” yontemi

kullanilmaya baslanmistir.

2.2.1. Yesil sentezin avantajlari

e Auklarin 6nlenmesi

e Kirliligin azaltilmasi

e Toksik olmayan malzemelerin kullanilmasi
e Siirdiiriilebilir olmasi

¢ Diisiik maliyetli olmas1

e Yiiksek verimli olmasidir (Thakkar ve digerleri, 2010).

2.2.2. Yesil sentezde kullamilan indirgeyiciler

e Mantarlar
e Bakteriler
e Algler

e Bitkiler
Mantarlar

Metal/metal oksit nanopartikiillerin mantar aracili biyosentezi, nanopartikiillerin tiretilmesi
icin ¢ok etkili bir iglemdir. Cesitli hiicre i¢i enzimlerin varligindan dolay1r metal ve metal
oksit nanopartikiillerinin hazirlanmas1 i¢in olduk¢a iyi biyolojik ajanlar olarak gorev
yaparlar (Wang ve digerleri, 2009). Mantarlar, bakterilere kiyasla daha biiyiik miktarlarda
nanopartikiil sentezleyebilirler (Mohanpuria ve Yadav, 2008). Dahasi, mantarlarin hiicre
yiizeylerinde enzim/protein/indirgeyici bilesenler bulunmasi nedeniyle diger organizmalara
gore bircok faydasi vardir (Narayanan ve Sakthivel, 2011). Metalik nanopartikiillerin
olusumu i¢in muhtemel mekanizma, hiicre duvarinda veya mantar hiicresinin i¢inde
enzimatik indirgemedir. Birgcok mantar tiirii giimis, altin, titanyum dioksit ve ¢inko oksit

gibi metal/metal oksit nanopartikiiller sentezlemek i¢in kullanilir (Singh ve digerleri, 2018).
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Bakteriler

Bakteriler, metal iyonlarmi azaltma yetenegine sahiptir ve nanopartikiillerin
hazirlanmasinda Onemli biyosentez araglaridir (Iravani, 2014). Nanopartikiillerin
hazirlanmasi i¢in ¢esitli bakteri tiirleri kullanilir. Prokaryotik bakteriler ve aktinobakteriler,
metal/metal oksit nanopartikiilleri sentezlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Farkli
boyut/sekil morfolojilerine sahip biyorediiklenmis giimiis nanopartikiillerin sentezi igin
yaygin olarak kullanilan bazi bakteri sus 6rnekleri sunlardir: Escherichia coli, Lactobacillus
casei, Bacillus cereus, Aeromonas sp., Phaeocystis antarktika, Pseudomonas proteolytica,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus indicus, Bacillus cecembensis, Enterobacter cloacae,
Geobacter spp., Artrobacter gangotriensis, Corynebacterium sp. ve Shewanella oneidensis

(Remya ve digerleri, 2017).

Algler

Metalik nanopartikiillerin sentezi i¢in “biyofaktdr” olarak kullanilan alglerin raporlart azdir.
Diinyanin her bdlgesinde bulunan deniz mikroorganizmalart olan algler metal
nanopartikiilleri olusturmak amaciyla indirgeyici ajan olarak islem yapan hidroksil,
karboksil ve amin fonksiyonel gruplarina sahip biyoaktif molekiiller bakimindan zengindir
Son zamanlarda, nanopartikiil sentezinde alglerin kullanildig: raporlar artmaktadir (Shankar

ve digerleri, 2016).

Bitkiler

Bakteriler, aktinomisetler, mayalar ve mantarlar gibi mikroorganizmalar metalik
nanopartikiillerin sentezinde arastirllmaya devam edilmektedir. Benzer nanopartikiil
biyosentez metodolojileri i¢in bitkilerin tiim kisimlarinin  kullanilmasi, nispeten
kesfedilmemis ve yeterince kullanilmamig olmasmin heyecan verici bir durum oldugu
bilinmektedir (Thakkar ve digerleri, 2010). Yapilan galismalarda bitkinin tiim kisimlari
nanopartikiil sentezi ¢alismalarinda ¢okca biyofaktdr olarak kullanilmaya baslanmistir

(Basavegowda ve Lee, 2013).

Nanopartikiillerin olusumu i¢in bitki kullanmanin faydalari, bitkilerin kolayca erisilebilir

olmasi, kullanimimin giivenli olmasi ve metal iyonunun azaltilmasini ilerletebilecek genis
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bir aktif madde yelpazesine sahip olmasidir. Esas olarak kokler, lateks, govde, tohumlar ve
yapraklar gibi bitki kisimlari nanopartikiil sentezi i¢in kullanilmaktadir (Thakkar ve
digerleri, 2010).

Bitki 6ziitliniin se¢ilmesinden sonra, 6ziit konsantrasyonu, sicaklik, metal tuzu, pH ve temas
stiresi de nanopartikiil sentezinin optimum kosullarin belirlenmesinin diger parametreleridir.
Olusum parametrelerine ek olarak asil konu, ekstraktin kullanilabilecegi bitkinin

secilmesidir (Rafique ve digerleri, 2017).

Nanopartikiillerin olusumunu etkileyen ana bilesikler olan biyomolekiiller; terpenoidler,
polisakkaritler, fenolikler, alkaloidler, flavonlar, amino asitler, alkollii bilesikler, enzimler
ve proteinlerdir. Benzer sekilde klorofil pigmentleri ve quinal, metil chavicol, linalool,
kafein, 6jenol, askorbik asit, teofilin ve diger vitaminler de arastirilmistir (Sharma ve

digerleri, 2009).

Bitki ve bitki 6zleri kullanilarak yapilan yesil sentezin diger mikroorganizmalara gore
nanopartikiil sentezinin daha hizli oldugu arastirilmaktadir. Bitki kullanilarak sentezlenen
AgNP’ler, bakteri veya mantar kullanilarak sentezlenen AgNP’ler ile karsilastirildiginda,
bitki ozii ile Ag* iyonlarinin azalmasi olduk¢a hizl gergeklesmektedir (Thakkar ve digerleri,
2010).

Bakteri ve mantarlar gibi, bitki ve bitki 6zlerinin de yesil sentezde kullanimi; hizli bitylime
saglamasi, nanopartikiil sentezinin tek adimli ve ekonomik olmasi, patojenik olmamasi ve
cevre dostu olmasi nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Rafique ve digerleri, 2017).

2.2.3. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda pek cok yontem kullanilmakla beraber bu tez

caligmasinda kullanilan yontemler bu bdliimde agiklanmaktadir.

Ultraviyole goriunir (UV Goruiniir) spektrofotometri

UV-Vis 15181n molekiil tarafindan emildigi bir tlir absorpsiyon spektroskopisidir. Cozeltide

yer alan bir bilesen tarafindan emilen goriiniir ya da ultraviyole radyasyon miktarini dlger.
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UV ile goriilebilen bolgedeki iki 151k demetinin yogunlugunun oranini veya oraninin islevini
Olger (Rajeshkumar ve digerleri, 2019). Metalik nanopartikiiller, sentezlenen
nanopartikiillerin boyutundan, morfolojisinden, seklinden, bilesiminden ve dielektrik
ortamindan etkilenen yiizey plazmon rezonans bantlarini goriintiileyerek UV goriiniir
spektrofotometre ile tanimlanabilir ve karakterize edilebilir. Reaksiyon karisimindaki
elektronlarin yiizey plazmon rezonansi zirveyi belirler. Cok sayida c¢alisma glimiis
nanopartikiillerin, UV goriiniir spektrumlarinin yaklasik 200-800 nm'de absorpsiyon
bantlarma katkida bulundugunu gostermistir ve 400-450 nm araliinda giimiis

nanopartikiiller spesifik bir absorbans verirler (Sriranjani, 2016).

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), yiiksek enerjili bir elektron 1sm1 kullanan
goriintiileme teknigidir. Ancak 151n yiizey iizerinde taranir ve elektronlarin geri sagilmasi
gozlenir. SEM, morfolojik ve yiizey karakterizasyonunu incelemek ve metal pargaciklarinin
boyutunu nano ila mikro diizey 6l¢eginde incelemek i¢in kullanilan yaygin bir tekniktir. Bu
teknik biiyiik bir alan derinligi saglar, bu da numunenin odakta ayn1 anda goriintiilenebilen
alaninin oldukc¢a biiyiikk oldugu anlamma gelir (Rajeshkumar ve digeleri, 2019). SEM
analizi, yiksek ¢oziiniirliiklii goriintiileme ve biiyiitme, kiiclik pargaciklarin boyutu, sayisi
ve morfolojisinin belirlenmesini saglayarak malzemelerin 6zelliklerinin tespit edilmesini

saglar.

Enerji dagitimli X-Isin1 spektroskopisi (EDX)

Enerji dagitict X-151n1 spektroskopisi, analiz edilen numunenin temel bilesimini belirlemek
amaciyla SEM ile kombinasyon halinde kullanilan analiz yontemidir. EDX, EDS ve EDAX
olarak adlandirilir. EDX teknigi, bir elektron 1s1n1 ile bombardiman sirasinda numuneden
yayilan X 1sinlarint algilar ve EDX X 151n1 detektorii, bosaltilan X 1ginlarinin enerjilerine

gore nispi bollugunu Slger (Rajeshkumar ve digeleri, 2019).

Fourier donusiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi, metal nanopartikiil ylizey kimyasinin

karakterizasyonu i¢in ¢ok yararlidir ¢iinkii metal nanopartikiillerin yiizeyinde hangi organik
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fonksiyonel gruplarin yer aldigimin belirlenmesini saglar (Jabbar, 2020). Bir numuneden
kizil6tesi radyasyon gecirildiginde, radyasyonun bir kism1 numune tarafindan emilirken bir
kismi1 icinden gecer. Elde edilen spektrum, numunenin kimligini temsil eden bir 6rnek
molekiiler parmak izi olusturarak absorpsiyon ve iletimi ifade eder. Ayrica FTIR, glimiis,
karbon nanotiipler, grafen ve altin nanoparcaciklarina kovalent olarak asilanmis fonksiyonel
molekiillerin dogrulanmas1 veya katalitik iglem sirasinda enzim ve substrat arasinda
meydana gelen etkilesimler gibi nano 6lgekli malzemelerin incelenmesine de olanak saglar

(Zhang ve digerleri, 2016).

Bu yontemlerin yanisira X-Isin1 Kirinim Analizi (XRD), Dinamik Isik Sagilmasi (DLS) ve

Zeta Potansiyel Olgiimii de nanopartikiil kararkterizasyonunda kullanilabilmektedir.

2.2.4. Nanopartikiillerin kullanim alanlar

Teknolojinin gelismesi ve teknolojik iiriinlerin hayatimizdaki roliiniin artmasi ile birlikte
nanoteknoloji alani da giin gegtikce dikkatleri lizerine gekmektedir. Nanoteknoloji alaninda
caligmalarin artmasinin sonucu olarak; nanoteknolojinin temel unsuru nanopartikiillerin ise

yogun ilgi gormesine neden olmaktadir (Zhang ve digerleri, 2016).

Kimya

2 .
®g

Sekil 2.4. Nanoteknolojinin iliskili oldugu bilim dallar1 (Gurunathan, 2015)

Nanopartikiiller, elektriksel, termal ve optik yliksek elektriksel iletkenlik ve biyolojik
ozelliklerindeki benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle Sekil 2.3’te gorildiigii

iizere tip, gida, saglik hizmetleri, tiiketici ve endiistriyel amaglar dahil olmak iizere cesitli
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alanlarda her gegen giin daha fazla kullanilmaktadir (Gurunathan, Park, Han ve Kim, 2015).
Kendine 6zgii 6zellikleri dolayisiyla, endiistriyel, evsel ve saglikla ilgili iiriinlerde, tiiketici
iirlinlerinde, tibbi cihaz kaplamalarinda, biyosensor uygulamalarinda, optik sensorlerde ve
kozmetiklerde, ila¢ endiistrisinde, gevre, tekstil, kimya endiistrileri, uzay endiistrisi, enerji

bilimi gibi alanlar da hizla kullanim1 artmaktadar.

Nano boyuttaki metalik parcaciklar benzersizdir ve ylizey-hacim oranlarindan dolay1
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri 6nemli 6lgiide degistirebilir. Bu nedenle, bu

nanopartikiiller ¢esitli amagclar i¢in kullanilmistir (Zhang ve digerleri, 2016).
2.2.5. Giimiis nanopartikiil
Glimiis nanopartikiiller essiz 6zellikleri nedeniyle tarihler boyunca yiliksek éneme sahip

olmakla birlikte, hayatimizin pek ¢ok boliimiinde yer almaktadir. Sekil 2.5’te giimiis

nanopartikiillerin uygulamasinin ¢esitli alanlarda kullanimi vurgulanmaktadir.

Gilimiis Nanopartikil

Anti- Anti-
anjivonik tumor

ilag .

Sekil 2.5. Glimiis nanopartikiillerin kullanim alanlar1 (Zhang ve digerleri, 2016).

Yaygin uygulamalar1 nedeniyle, bilimsel topluluklar ve endiistri, AgNP'lerin arastirma

konusuna 6zel 6nem vermistir.
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Sekil 2.6. Glimiis nanopartikiiller konusunda yayimlanmis aragtirma makalelerindeki egilim.

Sekil 2.6 bu alandaki yaymlanmig aragtirma makalelerindeki egilimin istatistiksel veri
analizini gOstermektedir. Bu veritabanlari, ‘glimiis nanopartikiil’ anahtar kelimesini
kullanarak ‘ISI Web of Science’dan 30 Eyliil 2012 ye kadar toplanmistir. Toplam 18825
kayit oldugu tespit edilmistir. 2001'den 2011'e kadar gecen 10 yil boyunca, yayimlanan
makale sayis1 yaklasik % 93 artmustir (2001'e kadar 247 makaleden 2011'e kadar 3603

makaleye).

= Molekiiler Biyokimya
= Elektrokimya

= Spektroskopi

= Optik

= Polimer Bilimi

Mihendislik
m Diger alanlar
= Fizik
= Malzeme Bilimi
® Kimya

Sekil 2.7. Glimiis nanopartikiillerin aragtirma alanlar1 (Tran ve Le, 2013)
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Sekil 2.7. AgNP'lerle ilgili arastirma alanlarinin konusunu gostermektedir. Kimya (% 55),
malzeme bilimi (% 40,4), fizik (% 27,3), miithendislik (% 5,7), polimer bilimi (% 4,6), optik
(% 4,1), spektroskopi (% 3.,6), elektrokimya (% 3,0), molekiiler biyokimya (% 2,6) ve diger
konular (% 2,1). Kimya ve malzeme bilimi su anda AgNP'lerin arastirma alanlarinda en

biiytigtidiir.

= ABD

= Cin
Hindistan

= Gliney Kore

= Japonya
Almanya

= Fransa

m Tayvan

® ispanya

= Rusya

Sekil 2.8. Nanopartikiil ile ilgili yayimlanan makalalerin iilkelere gore dagilimi (Tran ve Le,
2013)

Veri analizi ayrica 96 farkli iilkeden yaymlanmis makaleleri de igermektedir. Sekil 2.8.’de
makalelerin iilkelere gore dagilimini gostermektedir. AgNP’ler konusunda toplam 4434 (%
23,6) ile Cin'in en ¢ok yayinlanmis makaleye sahip oldugunu, bunu ABD 3809 (% 20,7),
Hindistan 1842 (% 9,8), Giiney Kore 1331 (% 7,1), Japonya 1283 (% 6,8), Almanya 1079
(% 5,7), Fransa 770 (% 4,1), Tayvan 669 (% 3,6), ispanya 540 (% 2,8) ve Rusya 539 (%
2,8). Cin ve ABD su anda AgNP'lerle ilgili yayinlanmis makalelerde en biiyiik iilkelerdir.
Bu sentezlerin ve Ozelliklerin incelenmesine paralel olarak tiiketici iriinlerinde AgNP

kullanan ¢ok sayida pratik uygulamanin gelistirildigi vurgulanmaktadir (Tran ve Le, 2013).

2.3. Atik

Atik kavrami ilk kez 2872 sayili Cevre Kanununda “herhangi bir faaliyet sonucunda olusan,
cevreye atilan veya birakilan her tiirli madde” seklinde tanimlanmistir (Cevre Kanunu,
1983. 1 Temmuz 1983 Tarihli 18132 Sayili Resmi Gazete). Yine atik kavrami 2015 yilinda

yayimlanan Atik Yonetimi Yonetmeliginde ise “ireticisi veya fiilen elinde bulunduran



19

gercek veya tiizel kisi tarafindan ¢evreye atilan veya birakilan ya da atilmasi zorunlu olan
herhangi bir madde veya materyal,” olarak tanimlanmistir (Atik Yonetimi YOonetmeligi,

2015).

Atiklar, zaman igerisinde kullanicisina fayda saglamis olan ancak zamanla Onemini
kaybeden, artik kullanicist tarafindan faydasi goriilmeyen insan eliyle ve dogal yollarla

kurtulmak istenen maddelerdir.

Artan niifus ve gelisen teknoloji ile birlikte tiretilen maddelerin ¢esitliligine bagli olarak atik
miktar1 her gegen giin artmaktadir. 23 Aralik 2021 yilinda Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
tarafindan yayimlanan rapora gore termik santraller, imalat sanayi alanlari, organize sanayi
bolgeleri (OSB), maden isletmeleri, saglik merkezleri ve hane halklarinda 2020 y1li boyunca
toplamda 104,8 milyon ton atik olusurken bunun 30,9 milyon tonu tehlikeli atiktir. Toplam
atik miktari ise 2018'e gore %10,5 artmigtir (URL-1).

Tiirkiye i¢in 2018 yilinda kisi basina diisen atik miktar1 giinliik 1,16 kg’dir. Ug biiyiik sehirde
ise toplanan kisi bas1 giinliik ortalama atik miktarmn Istanbul icin 1,28 kg, Ankara igin 1,18
kg ve Izmir icin 1,36 kg oldugu tespit edilmistir. 2020 yilinda ise kisi basmna diisen atik
miktart 1,13 kg’dir. 2020 yilinda geri kazanim ve atik bertaraf tesislerinde islenen 127,4
milyon ton atigin 49,1 milyon tonu geri kazanilirken, 78,3 milyon tonu bertaraf edilmistir.

2018'e gore toplam iglenen atik miktar1 %22 artis gostermistir (URL-1).

Atiklar 6zelliklerine gore kati, sivi ve gaz atiklar olarak 3 gruba ayrilmaktadir. Kati atiklar
ozelliklerine, bilesimine ve kaynagina gore smiflandirilabilmektedir. Bu ayrim atiklarin

dogru sekilde degerlendirilmesi i¢in dnemlidir.

Kat1 atiklar bilesimine gore; kompostlanabilir ve yanabilir organik atiklar (bitkisel,
hayvansal, kagit, tekstil atiklari), biyokimyasal ayrigsmasi imkansiz ya da ¢ok yavas olan
organik atiklar (lastik, kemik, plastik atiklar) ve inert maddeler (cam porselen, tas, kil
atiklar) seklinde 3 gruba ayrilmaktadir (Milli Egitim Bakanligi, 2009; Cevre Koruma Kati
Atik Toplama).
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Sekil 2.9. Evsel atik

Evsel kat1 atiklar

Sehirlesmenin artmasiyla birlikte evsel kati atiklar yerlesim merkezlerinde karsilasilan en
biiyiikk sorunlardan biridir. Bu grubun igerisine; evlerde meydana gelen atiklar, ambalaj
atiklari, posetler, bahge ve yiyecek atiklari, cam, gazete, dergi atiklari, kagitlar, plastikler,

kiyafet parcalar1 ve tekstil atiklar1 girmektedir.

Organik kat1 atiklar, evsel atiklarin %68 ini olusturuyorken; kalan %32 sini karton, kagit,
plastik, agac, tekstil, deri ve kiyafet, metal, kiil ve cam gibi maddeler meydana getirmektedir
(Sarag, 2015).

Atik onleme

Sifir atik olarak da bilinen atik 6nleme, kaynaklarin en verimli sekilde kullanilmasini, olusan

atik miktarinin azaltilmasini ve atiklarin geri doniisiimiinii kapsayan yaklasimdir (URL-3).
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Sekil 2.10. Sifir atik projesi gorseli (URL-3)

Atik miktar artiginin 6nlenmesinin veya atiklarin geri kazaniminin son derece dnemli oldugu
her gecen giin goriilmektedir. Siirdiilebilir Kalkinma Amaclarindan olan “siirdiiriilebilir
sehirler ve topluluklar” ve “sorumlu iiretim ve tiiketim” ilkeleri kapsaminda her insanin atik
olusumuna katkida bulunmasinin yaninda, dnlenmesine de katkisi bulunmalidir. Bu amagla
pek ¢ok calisma ve proje yiiriitiillmektedir. Sifir atik projesi de son zamanlarda yliriitiilen

projelerden biridir.

2.3.1. Cay bitkisi atig

Cay, ilk defa Hindistan ve Cin arasinda kalan bolgelerde goriildiigiinden anavataninin bu
bolge oldugu kabul edilmektedir. Ilk zamanlarda cay icecegi, caymn yas yapraklarmin
kaynatilmasi ile hazirlanirken, sonrasinda ise kurutulup demleme ile igilmeye baglanmistir
(Demir, 2018).

Sudan sonra Diinya’da en ¢ok tiiketilen ikinci i¢ecek olan ¢ay, Camellia sinensis bitkisinin
yapraklarindan tiretilmektedir (Meng ve digerleri, 2019). Cayin bilesimi mevsime, yapragin
yasina, iklime, bahgecilik uygulamalarina ve iiretim tekniklerine gore degisir (Vinson ve

Dabbagh, 1998).


http://www.sifiratik.gov.tr/
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Sekil 2.11. Cay bitkisi (URL-4)

Camellia sinensis’ ten iiretilen fermente edilme oranlarina gore ayrilan ti¢ farkli gay tiirii
vardir: yesil cay (fermente edilmemis), oolong ¢ay (kismen fermente edilmis) ve siyah ¢ay
(tamamen fermente edilmis) (Vinson ve digeleri, 2004) . Diinya iizerinde iiretilen ¢ayin %

2’si oolong gay, %22’si yesil ¢ay, % 76’s1 ise siyah ¢aydir (Tiftik, 2006).

Caym kimyasal yapisinda pek ¢ok bilesik bulunmaktadir (Demir, 2018). Bunlar:

e Enzimler; polifenol oksidaz enzimi, peroksidaz enzimi, dehidroksihikimat rediiktaz
enzimi, peptidaz enzimi, fenilalanin amonyak liyaz enzimi, klorofilaz enzimi, leusin-a-
kettoglutarat transaminaz enzimi, pektin metilesteraz enzimidir.

e Polifenoller; flavoneller, flavanoller ve flovonol glukozidler, flavonlar, asitler ve
despitlerdir.

e Alkoloidler; Kafein, teobromin ve teofilindir.

e Azotlu Bilesikler; proteinlerdir.

e Karbohidratlar,

e Kilorofil ve pigmentler,

e Vitaminler,

e Ucucu Maddeler,

e Mineral Maddeler.

Diinya ¢ay iiretiminin %41’ine Cin, % 2’sine Hindistan, % 8‘ine Kenya, % 5’ine Sri Lanka,

% 4’iine Tiirkiye, % 4’iine Vietnam, % 2’sine Endonezya, % 2’sine iran ve %13’liik paya


http://www.sifiratik.gov.tr/
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ise diger tilkeler sahiptir (FAO, 2018). Cay tiiketiminde ise Tirkiye; yillik kisi bas1 3,5 kg

cay tiiketimi ile Diinya’da ilk sirada yer almaktadir.

Bu nedenle bu ¢alismada iilkemizde sudan sonra en ¢ok tiiketilen ikinci i¢ecek olan siyah
cay atig1 kullanildi ve siyah cay atiginin teknoloji ve saglik alinana kazandirilmast

amaclandi.

2.4. Biyosensorler

Biyosensorler, sec¢ici bir analizin temeli olarak biyokimyasal molekiiler tanima 6zelliklerini

kullanan kiigiik cihazlardir (Wang, 2005).

Genel olarak biyosensorler, biyokimya, biyoloji, kimya, fizik ve miihendislik gibi pek ¢ok
bilimsel alan bilgisini multidisipliner bir anlayis gergevesi araciligiyla kullanarak hem
modern elektronik tekniklerin siire¢ yeteneklerini hem de biyolojik molekiillerin veya
sistemlerin segicilik Ozelliklerini birlestirerek gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak
bilinmektedir (Kurbanoglu, 2020).

Her canli organizma ¢evresindeki degisimleri algilama ve yanit olusturma merkanizmalarina
sahiptir. Canlilarin sahip olduklar1 bu islevsellik, biyosensorlerin gelistirilmesinin temelini
olugturmaktadir. Canli varliklarda uyarilart algilamaya olanak saglayan biyolojik
maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensor teknolojisinin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Yasamaya devam edebilmek i¢in tiim organizmalar ¢evrelerindeki degisiklikleri
hemen algilayarak uyarlamaya caligirlar. Biyosensdrlerin in vitro olarak kullanilmasi i¢in bu

algilama mekanizmasi temeli olusturur.

Canli organizmalar, teknoloji uzmanlarinin hayal edemeyecegi olaganiistii duyarlilik
ozelliklerine sahiptir. Ornegin, baz1 kpeklerin koku alma duyusu insana oranla yiiz bin kat
fazladir. Yilan baligi, bin litre suda ¢ok az miktarda bulunan yabanci maddeyi hemen
hissedebilir. Kelebekler, ortaklarinin saldigi bazi molekiilleri hissedebilir. Algler toksik
maddelere kars1 olduk¢a hassastir. Canli organizmalarin bu tiir diirtiileri analiz sistemleriyle
algilamasint  saglayan  biyolojik  maddelerin  kombinasyonu,  biyosensorlerden

kaynaklanmaktadir (Kurbanoglu, 2020).
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Biyosensorler, analitlerin konsantrasyonuyla orantili 6l¢iilebilir bir sinyal olustirmak icin
biyolojik tanima elemanini fiziksel doniistiiriicii ile kombine eden biyoanalitik bir cihazlardir
(Su ve digerleri, 2011). "International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC)
tamimlarina gére ise “biyosensorler, sinyal iiretmek igin biyolojik reaksiyon kullanan

kimyasal sensorlerdir” seklinde tanimlanmaktadir (Faridbod ve digerleri, 2014).

Bir biyosensoriin genel semasinda, biyolojik tanima eleman1 hedef bilesige yanit verir ve
dontistiiriici s6z konusu biyolojik yanit1 elektrokimyasal, mekanik, optik, akustik,
kalorimetrik veya elektronik olarak oOlgiilebilen ve daha sonra analit konsantrasyonu ile

iligkilendirilebilen, saptanabilir bir sinyale doniistiiriir (Su ve digerleri, 2011).

2.4.1. Biyosensorlerin tarihcesi

Clark’1n bir oksijen elektrodunu meydana getirmesi ve bu elektrot ile insan vuciidunda yer
alan ¢esitli analitlerin 6l¢iilmesi ile biyosensoérlerin tarihi 1956 yilinda baslamis oldu. Sekil
2.12°de goriilen ¢alismayla oksijen temelli bir biyosensérde bir diyaliz membrani
kullanilmasi ile glukoz oksidasyonu ve oksijenin konsantrasyonundaki azalmanin 6l¢iilmesi

ile glukoz konsanstrasyonu tespit edilmistir.

gliko: oksidaz

glikoz + O,+H,0 —  glikonik asit + H,0, (2 1)
O+ e +2H » H0;
Ag anot
o
Pt katot
o -

Glikoz oksadaz ' O: gegirgen
Igeren enzun \ ' membran
tabakas:

Elektrolit

Oy :
H.O» Glikoz

Sekil 2.12. Glukoz tespiti i¢in bir Clark enzim elektrotunun sematik diyagrami

Clark ve Lyon, 1962'de glukoz tespiti igin ilk biyosensorii gelistirdiginden beri

biyosensorler; halk saglig1 ve cevresel izlemeden, i¢ gilivenlik ve gida giivenligine kadar
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cesitli uygulamalarda yogun bir sekilde calisilmis ve yaygin olarak kullanilmistir (Su ve
digerleri, 2011).

N
%‘ ' ' Mlkroblal .
Ore biyosensor igne elektodu . - .
biyose 1982 e
—— vy i Fluoresans biyosensor

blyosensor
1962

1969 2010

1990 2000

nanoblyosensor

1956 1967 1974 1976 1983 ;
Oksijen Enzim Termal | biostator immunosensSe %
: : CNTs o

biyosensdr elektrot prob
A &
.‘ %

NPs
Sekil 2.13. Biyosensorlerin tarihsel gelisimi (Morris, 2015)

2.4.2. Biyosensorlerin yapisi

Biyosensorler genellikle bir biyoreseptdr, bir doniistiiriicii (transducer) ve bir sinyal isleme
biriminden olusan ii¢ elementli bir sistem olarak tanimlanmaktadir. Analit, biyoreseptor ile

etkilesime girdiginde, dl¢iilebilir bir sinyal iiretilmektedir (Goode ve digerleri, 2015).

Biyoreseptor Transduser
ey Elektriksel
kimyasal 5
& iharal sinyal
Analit: sinya
substrat \ ?
[\ T PN

immobilize enzim

Sekil 2.14. Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi (Sassolas, Blum ve Leca-Bouvier,
2011)
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Bivyoreseptorler

Biyosensorlerde hedef analitle segici bir bigcimde etkilesime giren maddeler
biyoresoptorlerdir (biyoajan). Biyosensoriin segiciliginde ve hassasiyetinde etkili olan
biyoreseptdrler tek substrat ile etkilesimde olmalidir. Bu nedenle diger substratlara karsi
herhangi bir hassasiyet gostermemelidir. Biyoreseptorler, analiz edilecek olan hedef
maddeye Ozgii olmali ve hedef maddeyi biyolojik sistemde kolayca tanimalidir.
Biyosensorlerin reseptor bolgelerinde algilayici olarak en ¢ok tercih edilen maddelerden biri

de yiiksek spesifik 6zellik gosteren enzimlerdir (Gemici, 2019).

Donistiirticti (Transducer)

Biyolojik algilayici ile hedef analit arasindaki etkilesmeye bagli olarak meydana gelen
fiziksel cevabi, Olgiilebilir sinyale doniistiiren cihazlardir. Hedef analit ile biyoreseptor
arasinda meydana gelen kimyasal reaksiyon, 1s1 olusumu, renk degisimi, 1s1ma, iletkenlik

ozelligindeki degisim ya da bir osilatoriin frekansindaki degisim gibi bir sinyal iiretmektedir.

Biyosensoriin olusturulmasi asamasinda, biyolojik algilayici ile doniistiiriiciinlin se¢imi
sirasinda birbirlerine uyumlu olmalar1 gerektiginden se¢im buna gore yapilir. Ornegin; 1s1
degisimine bagl olarak elektriksel sinyal {iretimi yapan bir termometrik donistiiriiciniin
kullanilmast igin, analit ile biyolojik algilayici arasinda meydana gelen reaksiyon sonucunda

entalpi degisimi olmasi gerekmektedir (Birnur Sagdas, 2009).

rack g iyoreseptor Nanomaterya i Sinyal tletimi
Ornek Biy pti N yal Sinyal il
>" Antikor
‘ Karbon nanotiipler ! ot .
o >__ Aptamer :» Btk Dontsturicd Elektrik sinyali
‘ Metal nanoparcaciklar | ! S °
Bakteri Elektroaktif = Elektrot
= > Siliks nanopartikiller | HE |
‘ i Hilere i [s1 firetimi = Termometre
Polimer nanopartikitller | !
o % : )— Exizim P ‘ Istk firetimi  w Fotodedektisn
i Kuantum noktalar i S
‘ i >__ Protemn g rat3 : ] i Kiitle degisimimgp Elektronkustik cihaz Sinyal isleme
° i Grafen bezhi malzemeler |
\ ssDNA ‘ pH degisimi wp Yan iletken elektrot
° ‘ : >— Dk ZnO nanoyapilan :
| ‘0
oK [
> = Bilgl
*x -

Sekil 2.15. Biyosensorlerin yapisi ve bilesenleri (Di Pietrantonio, 2019)
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2.4.3. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler biyobilesenine ve doniistiiriiciisiine gore iki sinifta siniflandirilabilir.

Sekil 2.16. Biyosensorlerin siniflandiriimasi (Perumal, 2013)

Elektrokimyasal biyosensorler

Ortamdaki biyoreseptor ile analit arasindaki sinyali elektrokimyasal bir yanita
doniistiirebilen cihazlardir. Cogunlukla bir referans elektrot, karsit elektrot ve ¢alisma
elektrodundan olusan {i¢lii sistemlerdir. Elektrokimyasal yontemlerden en ¢ok kullanilan

ikisi potansiyometrik ve amperometrik yontemlerdir (Wang, 2005).

Amperometrik biyosensorler

Amperometrik biyosensorler, sabit uygulanan potansiyel {izerine iiretilen redoks
reaksiyonlarindan kaynaklanan akim degisimini O6lcer. Yani analiz edilecek maddenin
yiikseltgenmesi veya indirgenmesi i¢in gerekli olan sabit potansiyel elektronik hiicreye
uygulanir ve akimda keskin bir yiikselme veya diisme meydana gelir. Bu zirvenin yliksekligi,
elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu ile orantilidir. Ayrica amperometrik Ol¢limlerde

zamanin bir fonksiyonu olarak akim degisimi takip edilir (Uzun, 2014).
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Biyomalzemeler ve elektrot yiizeyi arasindaki elektron transfer mekanizmasinin
tanimlanmasi, bir amperometrik biyosensoriin tasarlanmasinda ve tretilmesinde kilit role
sahiptir. Oksidazlar ve dehidrojenazlar, 6l¢timlerde katalitik molekiiller olarak yaygin olarak
kullanilir. Bu enzimler, aktif taraflarindaki kofaktorleri veya metal tiirleri ile oksidasyon-
indirgeme reaksiyonlarini onaylarlar. Bdylece bu redoks reaksiyonlar1 sonucunda olusan

elektronlar elektrot yiizeyine aktarilir.

Biyosensor tasarimindaki bir¢ok karmasik algilama mekanizmasinin yani sira, analitteki
azalmanin veya redoks tarafindan iretilen iiriindeki artisin dogrudan izlenmesi en basit
yontemlerdir. Ayrica, enzimatik reaksiyonlarda elektron transferini arttirmak igin bir

arabulucu katilabilmektedir (Gerard, 2001).

Enzim biyosensorleri

Flzikokunvasal reakssyon
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Sekil 2.17. Enzim esasl biyosensorlerin ¢alisma semasi (Campafia, 2019)

Belirli reaksiyonlar i¢in enzimler, biyolojik katalizorler olarak goérev yaparlar. Kendilerini
spesifik bir substrata baglayabilirler. Bu Kkatalitik etki, enzim esasli biyosensoérlerde
kullanilir. Enzim bazli biyosensorlerin temel 6zelliklerini ve uygulamalarini anlamak icin
enzimin biyo algilama teknolojisindeki roliinii bilmek esastir. Biyolojik elementler olarak
enzimler, biyosensorlerde ana segici elementi saglar. Bu biyolojik elementler, kendilerini
belirli bir alt tabakaya baglayabilen ancak baskalarina baglayamayan maddeler olmalidir.

Bunu yapabilen dort ana malzeme grubu enzimler, antikorlar, niikleik asitler ve
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reseptorlerdir. Biyosensorlerde kullanilan enzimler igin etki sekli, elektrokimyasal olarak

tespit edilebilen oksidasyon veya indirgemeyi igerir.

Enzim bazli biyosensorlerin tasariminda en yaygin kullanilan enzim tiirleri peroksidazlar,
polifenol oksidazlar, oksidorediiktazlar ve amino oksidazlardir (José Antonio Contreras
Pérez, 2018).

2.4.4. Biyosensorlerin immobilizasyonu

Biyosensorlerin ¢alisma prensibinde, transduser ve biyobilesenlerin birlikte ¢alismalart yer
alir. Biyobilesenler, uygun bir immobilizasyon yontemiyle transdusere baglanir.
Biyobilesenin yapisina uygun olarak immobilizasyon yontemi segilir. Immobilizasyon,
enzimin katalitik akvititesinde degisiklige sebep olmadan, tekrar kullanilmasina izin verecek
bicimde kat1 destege/tastyiciya baglamasi ya da tutuklanmasi islemidir. Bunun i¢in ¢ok
cesitli immobilizasyon yontemleri vardir. Adsorpsiyon, capraz baglama, tutuklama ve
kovalent baglama yontemleri bulunmaktadir. Bunlardan tutuklama ve adsorbsiyon fiziksel
yontemlere dayanirken, capraz baglama ve kovalent baglama kimyasal yoOntemlere

dayanmaktadir (Bhardwaj, 2014).

E E
E
E
E
i{ E E
Tutuklama Adsorpsiyon Kovalent
£ 3 \ +\ E
= e
R :
E — e
E
Capraz baglama : fyonik

Sekil 2.18. Immobilizasyon teknikleri, E: enzim, P: protein (Sassolas, Blum ve Leca-
Bouvier, 2011)
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Kovalent baglama

Kovalent immobilizasyon dogrudan transduser yiizeyine veya transduser {izerine
sabitlenmis ince bir zar {lizerine gerceklestirilen kimyasal bir immobilizasyon yontemidir.
Bu nedenle biyokatalizorler, igerdikleri ve katalitik aktivitede rol oynamayan fonksiyonel

gruplar araciligiyla yiizeye baglanirlar (Sassolas, Blum ve Leca-Bouvier, 2011).

Kat1 destege baglanma islemi enzimler icin sirasiyla, cok islevli reaktifler (6rnegin
glutaraldehit veya karbodiimid) kullanilarak yiizeyin ilk aktivasyonunun gergeklesmesi,
ardindan enzimin aktif destege baglanmasi, sonrasinda ise fazla olan ve baglanmayan

biyomolekiillerin uzaklastirilmasiyla gergeklestirilir.
Tasiyict destek, dogal polimer (6rnegin seliiloz) veya sentetik polimer (6rnegin naylon) ya
da inorganik bir malzeme (6rnegin kontrollii gdzenekli cam) olabilir. Onceden aktive edilmis

immiinodin ve ultrabind gibi membranlar da kullanilmistir.

Adsorpsiyon yontemi

Adsorpsiyonu agiklamanin en basit yolu, atomlarin, iyonlarin, biyomolekiillerin ya da gaz,
s1v1 veya ¢Oziinmiis kat1 molekiillerin bir ylizeye yapismasidir. Bu, algilama molekiilii ve
ylizey arasindaki elektrostatik, van der waals, hidrofobik gibi kovalent olmayan
etkilesimlerle gercgeklestirilir. Bu etkilesimler daha zayif kuvvetlere bagli oldugundan
immobilizasyon islemi, ¢oziiciiniin sicakligi, pH'1, iyonik giicli ve polaritesi gibi ¢evresel
kosullar degistirilerek tersine ¢evrilebilir. Boylece biyosensorlerin biyo-tanima performansi,

kararlilig1 ve raf 6mrii bu kosullardan kolaylikla etkilenir (Bhardwaj, 2014).

Capraz baglama

Glutaraldehit, glyoxal veya hekzametilendiamin gibi iki islevli ajanlarla ¢capraz baglanarak
gergeklestirilen enzimlerin immobilizasyonu, biyosensorler gelistirmek igin iyi bilinen bir
baska yaklasimdir. Enzim ya birbiriyle ¢apraz baglanabilir veya sigir serum albiimini gibi
islevsel olarak inert bir proteinin varliginda olabilir. Bu yontem, sadeligi ve biyomolekiiller

arasinda elde edilen gii¢lii kimyasal baglanma nedeniyle ¢ekicidir. Ana dezavantaj, ¢apraz
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baglanma sirasinda aktif bolgenin kimyasal degisimleri ve aktif enzim konformasyonunun

bozulmasi nedeniyle aktivite kaybi olasiligidir (Sassolas ve digerleri, 2012).

Tutuklama

Tutuklama (Entrapment), biyolojik materyallerin elektrot yiizeyindeki iic boyutlu aga
sabitlenmesiyle saglanir. Bu teknikle yapilan immobilizasyon olduk¢a basit ve kolaydir.
Enzimler, bir elektropolimerize film, polidimetilsiloksandan (PDM'LER) olusan bir
amfifilik ag, bir fotopolimer, bir silika jel, bir polisakkarit veya bir karbon macunu gibi ii¢
boyutlu matrislerde hareketsiz hale getirilebilir. Bu immobilizasyonun gergeklestirilmesi
kolaydir. Enzim, aracilar ve katki maddeleri ayni anda aym algilama katmaninda
biriktirilebilir. Biyolojik elementin modifikasyonu yoktur, béylece immobilizasyon iglemi

sirasinda enzimin aktivitesi korunur.

Fiziksel olarak hapsolmus enzimlere dayanan biyosensorler genellikle artan operasyonel ve
depolama kararlilig1 ile karakterize edilir. Bununla birlikte, biyolojik bilesenin sizmasi ve
olas1 difiizyon engelleri gibi sinirlamalar, sistemlerin performanslarini kisitlayabilir

(Sassolas ve digerleri, 2012).

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore iistiinliikleri

Biyosensor ¢alismasinda, biyoaktif materyalin uygun olarak secilmesinden sonra birbirine
baglanmasi islemi karsilasilan en 6nemli problemlerden olup ¢6ziimlenmesi gerekmektedir.

Bu baglanma, biyosensér immobilizasyonu olarak bilinmektedir.

Serbest enzim ve immobilize enzim karsilagtirllmasi yapildiginda, immobilize enzim

istiinliikleri agagidaki gibi siralanabilir;

*Reaksiyon bitiminde bulundugu ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilir (santrifiij, stizme) ve
bununla beraber olusan tiriinlerin enzim sebebiyle Kirletilmesi miinkiin olmamaktadir.

*Birden fazla adimda gerceklesen reaksiyonlar i¢in uygundur.

*Cevre kosullarina (sicaklik, pH vb.) kars1 dayaniklilig: gii¢lenir.

*Kararlig1 daha ¢oktur.

*Uriin olusumu kontrollii olarak gerceklesebilir.
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*Baz1 durumlarda serbest enzimden daha iyi aktivite gosterebilirler.
*Uzun siire ve pek ¢ok kez kullanim imkani olur.
*Art arda devam eden islemlere uygulanabilir.

*Enzimin kendi kendini par¢alamasi olasilig1 azalir (Bodur, 2019).

2.5. Enzimler

Katalizorler, reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini azaltarak reaksiyon hizini artiran
maddelerdir. Enzimler, kendileri kalict bir degisime ugramadan reaksiyon oranlarini
hizlandiran katalizorlerdir (Nicholas ve Lewis, 1999). Ayrica enzimler, canli

organizmalardaki reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik katalizorlerdir.

2.5.1. Enzimlerin stmiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi, enzimlerin isimlendirilmesindeki uyumun ortadan kalkmasi
ve bilinen enzim sayisinin artmasi nedeniyle, enzim isimlendirmesi yapilmasi amaciyla
Enzim Komisyonu'nu (E.C) 1984 yilinda kurdu. Bu komisyon sistematik bir isimlendirme
onerdi. E.C, tiim enzimleri katalize ettikleri reaksiyona gore alt1 ana gruba ayirdi. Her enzim,
3.5.1.5 gibi dort birimden olusan sayisal bir kodla belirlendi. Ilk say1 ana grubu, ikinci ve
ticiincii say1 alt siniflar1 ve Son say1 enzimin reaksiyona girdigi substrati tanimlar. Katalize

edilen alt1 ana grup ve reaksiyon tiirii asagida verilmistir (Carr ve Mirkin, 2001).

1) Oksidorediiktazlar (EC1): Yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalize eder.

2) Transferazlar (EC2): Belirli bir grubun bir maddeden digerine transferini katalize eder.

3) Hidrolazlar (EC3): Cesitli baglar hidrolize edebilen enzimlerdir.

4) Liyazlar (EC4): Hidrolitik olmayan bag kirma tepkimeleri yoluyla kimyasal gruplarin
eklenmesini veya ¢ikarilmasini katalize eder.

5) izomerazlar (EC5): Molekiil i¢i yeniden diizenlemeleri veya izomerizasyon tepkimelerini
katalize eder.

6) Ligazlar (EC6): Hiicresel diizeyde merkezi metabolizmada biyolojik olarak gerekli

tepkimelerde yer alir.

Bu 6 kategoriye Agustos 2018’de yeni bir sinif olan translokazlar (EC7) eklenmistir (Tao ve
digerleri, 2020).



33

2.5.2. Enzimlerin yapisi

Enzimler yiizyildan fazla bir siiredir bilinmektedirler. Enzimlerin katalitik etkileri ilk kez
1835°te Isvegli kimyager John Jacob Berzelius tarafindan taninmustir. ilk enzim iireaz,
1926'da James Summer tarafindan jack fasulyesinden izole edilmis ve Kristalize edilmistir.

Bu ¢alisma Summer’a 1947 yilinda Nobel Odiilii'nii kazandirmistir.

Tiim enzimler genellikle protein yapisindadir ve peptit baglari ile birbirine baglanan amino
asit zincirlerinden olusurlar. Molekiil agirliklar: 10.000 ile 2.000.000 arasinda olan yiiksek
molekiil agirligina sahip maddelerdir. Enzimler, koenzim ve apoenzim olarak adlandirilan
iki kisimdan olusur. Koenzim, enzimin protein olmayan kismi iken apoenzim enzimin
protein kismudir. Enzimin protein olmayan kismi metal iyonu ise kofaktor; organik bir
madde ise koenzim olarak adlandirilir. Tamamen aktif bir enzim olmak i¢in bu iki yapinin
da bulunmasi gerekir. Bu toplam aktif enzim sistemine tiim enzim veya haloenzim denir.
Substratina 6zgii olan her bir enzim, Fischer'in anahtar-kilit benzetmesi ile agiklanmaktadir
(Fischer, 1894). Bu benzetmeye gore, enzim bir kilit ve substrat ise bir anahtar olarak
distintilebilir. Anahtar kilide dogru sekilde gecerse, kilit agilacaktir. Bir baska deyisle, s6z

konusu enzimin aktif bolgesine uyan bir substrat, tirtine doniistiiriilecektir (Ekinci, 2006).

Enzimlerin tip, ilag, gida ve kimya endiistrilerinde kullanimi katalitik 6zelliklerinden dolayi
artmaktadir. Enzimler alkollii iceceklerde, ekmek yapiminda, peynir yapiminda,
tatlandiricilarda, biralarin, saraplarin ve meyve sularmin berraklastiriimasinda kullanilir

(Cil, 2006).

Enzim katalizli reaksiyonun kinetik 6zellikleri, enzim davranis1 hakkinda bilgi sahibi olmak
icin 6nemlidir. Enzim kinetigi ile ilgili ilk ¢calisma 1903' te Henri, 1913'te Michaelis ve
Menten tarafindan yapilmistir. Ayn1 model tizerinde ¢alismislar yapilmis olsa da Michaelis
ve Menten'in ¢aligmasi deneysel veriler ile belirlenmistir. Bu ¢caligsmalarin enzim kinetiginin
temeli olduguna inanilmaktadir. Enzimlerin kinetik mekanizmasi, Michaelis ve Menten

tarafindan Onerilen basit bir modelle tek substrat i¢in agiklanmaktadir.
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k: 2
E+S X ES =+ E+U

k2

—

Sekil 2.19. Enzimin substrat ile tepkimesi

Burada E serbest enzimi temsil ederken, S substrati, ES enzim substrat kompleksini ve U
iriinii gostermektedir. Substrat ilavesiyle enzim ve substrat birleserek ES kompleksini
olusturmaktadir. Bu kompleksin konsantrasyonu, tiim serbest enzim molekiilleri tiiketilene
kadar artacaktir. Substratin daha fazla eklenmesi, ES konsantrasyonunu ve reaksiyon hizini
ihmal edilebilir miktarlarda arttirmaktadir (Tze, 1975) Enzimatik tepkimenin hizini,
baslangic hiz1 (k1) belirlemektedir. ES kompleks yapismin E+S’ ye doniisme hiz1 (k2) E+U”
ye doniisme hizindan (ks) ¢ok daha fazladir.

- Vma}:s

V=10 Vi

Reaksiyon Hizi (V)

Km: Michaelis-Menten sabiti

Km Substrat Derigimi [S]

Sekil 2.20. Michaelis-Menten grafigi (Litwack, 2018)

Km (Michaelis sabiti), tepkime hiz1 ve substrat derisimi arasindaki baglantiy1 anlamak igin
kullanilmaktadir. Km, her enzim icin farkli bir degere sahiptir. Michaelis ile Menten
tarafindan tiiretilen asagidaki denklem Hiperbolik enzim-substrat doygunlugu olarak

tanimlanir (Akbiyik, 2022):
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_ Vmaks - [5]
~ Km+[5]

Burada Vmax, maksimum hizi tanimlar. Denklem ters ¢evrilirse asagidaki denklem bulunur:

1_ Km 1 1
V  Vmaks [S]  Vmaks

Bu son denklem Lineweaver-Burk denklemidir ve dogrusal bir gizime karsilik gelmektedir.
Baslangi¢ hizin tersinin (1/V); substrat derisiminin tersine (1/[S]) kars1 grafigi, dogrusal bir
cizgi vermektedir. S6z konusu dogrunun egimi Km/Vmaks’a esit olmaktadir. Dikey eksenle
kesisim noktast 1/Vmaks’a karsilik gelmekte iken yatay eksenle kesisim noktasi -1/Km'yi

vermektedir (Blanco ve Blanco, 2017).

Sekil 2.21. Lineweaver-Burk grafigi (Litwack, 2018)
2.5.3. Glukoz oksidaz enzimi
Glukoz oksidaz ilk olarak 1904 yilinda Maksimow tarafindan Aspergillus niger

ekstraktlarinda kesfedilmistir. Miiller ise 1928 yilinda enzimin oksidatif etkisi oldugunu

tespit etmistir. Glukoz oksidaz geninin DNA dizisi Kriechbaum ve digerleri tarafindan 1989
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yilinda (Kriechbaum ve digerleri, 1989) yapisi ise Wohlfahrt ve digerleri tarafindan
(Wohlfahrt ve digerleri, 1999) 1999 yilinda tespit edilmistir.

Glukoz oksidaz, kaynagina ve molekiiler kiitlesine bagli olarak 120 kDa ila 290 kDa arasinda
cesitlilik gosteren, dimerik veya tetramerik bir proteindir. Aspergillus niger kaynakli GOD

enzimleri ise molekiil kiitlesi 150 kDa ila 186 kDa arasinda degisen dimerik bir proteinlerdir.

Yapisal olarak glukoz oksidaz, her monomerinde kofaktor olarak kovalent baglanmamus iki
flavin adenin diniikleotidinden (FAD) olusan bir homodimerdir. FAD koenzimi kataliz
sirasinda elektron tastyict gorevi goriir (Wilson ve Turner, 1992). FAD olmaksizin apoenzim
biyolojik aktivite gosteremez. Ama dogal veya yapay olarak modifiye FAD kofaktorii tekrar

apoenzim molekiiliine baglanabilir.

Sekil 2.22. Glukoz oksidaz, Glukoz oksidaz iki alt birimi ile koyu ve agik mavi, FAD
koenzimi ise pembe olarak tasvir edilmistir (DS, 2006).

Glukoz oksidaz, baz1 mantarlar ve bocekler tarafindan dogal olarak iiretilen bir enzimdir.
Beklendigi gibi, dogal islevi katalitik aktivitesi ile yakindan ilgilidir. Glukoz oksidazin temel
islevi, hidrojen peroksit iiretimi yoluyla antibakteriyel ve mantar Onleyici ajan gorevi

gormektir (Wong, 2008).

Glukoz oksidaz, monosakkKaritleri, nitroalkanlar1 ve hidroksil bilesiklerini oksitleyebilir.
Glukozun reaksiyon hizini referans olarak kullanarak (%100), yalnizca 2-deoksi-D-glukoz
(%20-30), 4-O-metil-D-glukoz (%15) ve 6-deoksi-D-glukoz (%10) glukoz oksidaz
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tarafindan 6nemli bir oranda oksitlenir. Glukoz oksidazin diger substratlara karsi aktiviteleri

tipik olarak zayiftir ve reaksiyon oranlar1 glukozun %2' sinden dusiiktiir.

Glukoz oksidaz tepkime mekanizmasi

Sekil 2.23’te goriilen reaksiyon glukoz oksidazin, glukozu glukonik aside oksitleme
reaksiyonudur. Flavoenzimin oncesinde indirgendigi ve sonrasinda yiikseltgendigi iki
basamak iizerinden reaksiyon yiiriir. Indirgenmenin gerceklestigi yar1 basamakta glukoz 2
proton ve elektronu enzime aktarip glukonolaktona doniisiir. Yiikseltgenmenin gergeklestigi

yar1 basamakta ise enzim molekiiler oksijen ile yiikseltgenirken hidrojen peroksit olusur.

CH,OH CH,0OH
e O e ()
+GOD —— = K o +GODH,

D-Glukoz D-Glukono-1,5-lakton
GODH, + 0, —® GOD + H)0,

CH,0H CH,OH

—0 ——OH

o +H0 -~ COOH

D-Glukono-1.5-lakton Glukonmk asit

Sekil 2.23. Glukoz oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

Glukoz oksidaz enziminde bulunan FAD grubu iizerinden Sekil 2.23’deki reaksiyon
yiriimektedir. FAD molekiiliiniin kimyasal yapist Sekil 2.24’de verilmistir. FAD’in
indirgenme 06zelligi riboflavinin indirgenmesi prensibine dayanir. FAD elektron alicisi
olarak davranarak glukozu yiikseltger. Sonrasinda molekiiler oksijeni indirgeyerek hidrojen

perokside doniistiiriir ve FAD tekrar oksitlenmis haline doniisiir (Uzumer, 2015).
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Sekil 2.24. Glukoz oksidaz enziminde yer alan FAD grubu

2.6. Glukoz

Sakaritler dogada bulunan en yaygin organik bilesikler arasindadir ve glukoz agik ara en bol
bulunan monosakkarittir. Glukozun kimyasal formiilii CsH1206 seklindedir. D-glukoz, ¢ogu

meyvenin suyunda bulunan alt1 karbonlu sekerdir (Schenck, 2020).

CH,OH

Sekil 2.25. Glukozun molekiil yapisi

Saf glukoz ilk olarak 1747'de Alman Kimyager Marggraf tarafindan iizim suyundan elde
edilmistir. Proust, 1801'de {iziim suyundan D-glukoz kristallerini ¢okelten ilk kisilerden biri
olmustur. 19. Yizyilin sonunda glikozun genel yapisti Emil Fischer tarafindan
aydinlatilmistir (Schenck, 2020). Nisastadan iiretilen ilk tatlandirici, pirincin enzimatik

hidrolizi ile Cin'de MO 1000 civarinda yapilan disakkarit olan maltozdur.

Glukoz, viicudumuzda meydana gelen metabolik olaylarda 6nemli bir role sahiptir.

Organizmada enerji iiretiminde aktif bir rolii vardir. Glukoz kan dolasimina emilir, kan
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dolasgimina geger ve organizma tarafindan enerji {iretimi igin kullanilir. Organizma
dokularmin biliylimesi ve bakimi igin gerekli olan diger metabolik ara maddelere
dontstiiriiliir. Bu kadar 6nemli bir molekiiliin tayini de yine biiyiik bir 6nem tasimaktadir.

Oyle ki kanda bulunan glukozun tayini pek ¢ok hastaligin tespiti igin kritik dneme sahiptir.

Kandaki glukoz seviyesindeki bozukluklar ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir. Bu hastaliklar
icerisinde dogrudan olan ise Diabetes Mellitustur. Diabetes mellitus, modern diinyada en sik
goriilen maliyetli hastaliklardan biridir. Diabetes mellitus; mikrovaskiiler (retinopati,
nefropati ve noropati) ve makroveskiiler (kalp hastaligimin (IKH), hipertansiyon vb.)

komplikasyonlarin bas faktorleri arasinda yer almaktadir (Karagollu ve digerleri, 2009).

Yetersiz ve dengesiz beslenme ile hareketsiz yasam kaynakli her gecen giin insanlarin
diyabet hastaligina yakalanma ihtimali artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yaptig1
arastirmaya gore 2020 yilinda Diinya {izerinde 171 milyon kisinin diyabet hastas1 oldugunu
belirtirken bu saymin 2030 yilinda 366 milyona yaklasacagini Ongormiislerdir

ongormiiglerdir (URL-5).

Kandaki glukoz seviyesinin belirlenmesi, diabetes mellitusun erken teshisi ve yonetimi igin
kilit bir faktordiir. Glukzo tayini; spektrometri, HPLC, palometri, kapiler elektroferez gibi
geleneksel yotemler ile yapilabilmektedir. Ancak bu yontemler zaman alici, maliyetli,
numune i¢in 6n hazirhik ve tayin i¢in uzmanlik gerektiren yontemler oldugundan son
yillarda, hizli yamit vermeleri, kii¢iik boyutlari, yiiksek hassasiyetleri ve secicilikleri
nedeniyle biyosensorlerin tasarimina ve gelistirilmesine biiyiik ilgi olmustur. Bu nedenle,
kisa yanit siiresine sahip segici ve hassas glukoz biyosensorlerinin iiretilmesine onemli
miktarda bilimsel c¢aba harcanmistir. Diisiik maliyetli ve uzun Omiirli olmasi,

biyosensorlerin istenen diger 6zellikleridir (Colak ve digerleri, 2012).

2.7. Karbon Pasta Elektrotlar

Giliniimliz biyosensOr ¢alismalarinda camsi1 karbon elektrot, karbon nanotiip igeren
elektrotlar, kompozit elektrotlar, karbon fiber elektrot ve bizmut, altin, glimiis, platin gibi
metal elektrotlar ve karbon pasta elektrotlar kullanilmaktadir. Kendine 6zgii 6zellikleri

dolayisiyla karbon pasta elektrotlara sik¢a rastlanilmaktadir (Hocevar ve digerleri, 2005).


https://www.idf.org/
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Organik ve inorganik bilesiklerin analizi i¢in kullanilan karbon pasta elektrot (CPE), yaygin
olarak kullanilan elektrokimyasal bir detektordiir. CPE; diigiik akimi, genis potansiyel
araligl, diistik maliyeti, kolay hazirlanabilmesi ve toksik olmama gibi avantajlar
bulundurmaktadir. Ayrica yiizeyin tekrarlanabilirligi, stabilitesi ve yenilenebilirligi
sayesinde karbon pasta elektrotlar1 hazirlanmasi en g¢ekici malzemelerden biri yapar. EK
olarak, bu elektrotlarin modifikasyonu, degistiricinin karbon pasta ile karigtirllmasiyla elde
edilir. Bu nedenle, elektrokimyasal analiz tekniginin hassasiyetini ve se¢iciligini arttirmak
icin degistirici malzeme olarak ¢ok ¢esitli bilesikler (organik ve inorganik) kullanilabilir

(Piovesan ve digerleri, 2020).

Karbon pasta elektrot karbonun (grafit tozu) ve birlestirici malzemenin (parafin, nujol,
organik sivi veya bunlara benzer iletken olmayan bir minarel yag) karistirilmasiyla elde
edilir. Kullanilan birlestirici siv1 yiiksek viskozite, ugucu olmama ve topaklanmaya engel bir
yapiya sahip olmalidir. Bu nedenle nujol mineral yagi, karbon pasta elektrot hazirlamada

sikga tercih edilmektedir (Hocevar ve digerleri, 2005).

Karbon pasta hazirlarken karbonun ¢ogunlukla tercih edilmesi, genis bir yiikseltgenme
potansiyel aralig1, diisiik artik akim, tekrarlanabilir ylizey yapisi, diisiik elektriksel direng ve
sulu ortamda hem indirgenme hem yiikseltgenme alaninda uygun bir calisma araligi
saglamasidir. Bununla birlikte yaygin olarak kullanilan karbon tiirleri; yiiksek diizenlilikte
pirolitik grafit (HOPG), gomme karbon, karbon siyahi, lif karbon, tek kristalli grafit, camsi
veya seramik karbon ve toz grafittir. Bu caligmada ise; grafit tozunun yiiksek safliga sahip
olmasi, mikron boyutlarda partikiiller bulundurmas: ve diisiik sogurma kapasitesine sahip

olmas1 nedeniyle, toz haline getirilmis grafit tercih edilmistir.

Sekil 2.26. Karbon pasta elektrot
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Grafitler, altigen karbon dizilimi iceren levhaya benzeyen petek seklinde bir yapiya sahiptir
(Sekil 2.27). Bu yapisi sayesinde farkli tiirler karbon levhalar arasina degisik sekilde

konumlanabilirler.

Kovalent bag

Karbon

__Van der
7 waals
etkilesimleri

Sekil 2.27. Grafit molekiilii (Akbiyik, 2022)

2.8. Kaynak Arastirmasi

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada Satsuma mandalina (Citrus unshiu) kabugu kullanilarak
giimiis nanopartikiiller sentezlenmistir. Bol miktarda bulunan meyve kabugu atiklarina
dayanan bu uygun maliyetli, basit, hizli, toksik olmayan ve c¢evre dostu teknikle iiretilen
nanopartikiiller, c¢esitli standart analitik tekniklerle karakterize edilmistir. Bu giimiis
nanopartikiillerin biyomedikal alanda potansiyel uygulamalar1 oldugunu ve kullanilan basit
prosediiriin biiylik 6lcekli bir ticari liretim igin gesitli avantajlar1 olacagl savunulmustur

(Basevegowda ve Lee, 2013).

Umadevi ve digerlerinin 2011 yilinda yaptigi ¢alismada Daucus carota bitkisi giimiis
nanopartikiillerin biyosentezinde kullanilmistir. Gilimiis nanopartikiiller UV Goriiniir
Spektroskopisi, Fourier Doniistimii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR), X-Isin1 Kirmimi
(XRD) ve Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) o6l¢timleri ile karakterize edilmistir.

XRD 6lgtimleri, giimiis nanopartikiillerin ortalama boyutunun 20 nm oldugunu gostermistir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
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UV ile goriilebilen spektrumlar, giimiisin maksimum absorbas zirvesinin 415 nm'de
gozlendigini gostermistir. FTIR Olgiimleri, biyorediiklenmis giimiis nanopartikiillerin
azaltilmasindan sorumlu olan askorbik asidin Daucus carota ckstraktindaki varligini
gosterirken; TEM Olglimii, giimiis nanopartikiillerin ¢ogunun kiiresel bir sekle sahip
oldugunu gostermektedir. Tehlikeli ve toksik ¢oziiciilerin ve atiklarin varligindan kaginarak
verimli yesil nanokimya metodolojisi ile glimiis nanoyapilar iretilmistir (Umadevi ve

digerleri, 2012).

Vijayaraghavan ve digerlerinin 2012 yilinda yaptigi ¢alismada Trachyspermum ammi ve
Papaver somniferum'un sulu ekstraktlar1 kullanilarak giimiis nanopartikiiller i¢in yeni bir
biyosentez yolu denenmistir. Trachyspermum ammi’deki ana bilesenler timol, p-simen ve
terpinendir, Papaver somniferum ise morfin ve kodeinden olusur. Trachyspermum
ammi'deki ucgucu yagmn, biyouyumlu giimiis nanopartikiillerin olusumu ig¢in Papaver
somniferum'da bulunan alkaloidlerden daha iyi bir indirgeyici madde oldugu bulunmustur.
Sonuglar, ayni ekstrakt dozu i¢in Trachyspermum ammi'nin, 87 nm'den 998 nm boyutuna
kadar cesitli boyutlarda {icgen sekilli nanoparcaciklar: sentezledigini géstermistir. Papaver
somniferum’de, boyut olarak 3,2 ila 7,6 nm arasinda degisen neredeyse kiiresel sekilli
partikiiller goriilmiistiir. Reaksiyon durumunun optimizasyonuna dayanan ve boyuta 6zgii
nanoparcaciklarin sentezi gelecekteki arastirmalar icin ilging bir alan olacagini

belirtmislerdir (Vijayaraghavan ve digerleri, 2012).

Ngeontae ve digerlerinin 2008 yilinda yaptigi calismada giimiis nanopartikiiller
sentezlenerek glukoz biyosensoriinde potansiyometrik bir redoks markorii olarak
kullanilmigtir. H202 konsantrasyonu ile giimiis nanopartikiillerden serbest Ag* saliniminin
aktivitesi arasindaki dogrusal iliski dogrudan potansiyometri ile gozlenmistir. Calisma
dogrusal araligi 0,1-3 mM bulunmustur (10 mM magnezyum asetat tamponu pH 6). Alt
algilama sinir1 10° M bulunmustur. % RSD <7 ile ¢ok iyi tekrarlanabilirlik ve sensérden
sensore yliksek tekrarlanabilirlik sergilemistir. Bu nedenlerle igeceklerdeki glukozu iyi
dogruluk ve hassasiyetle belirlemek i¢in kullanilabilecegini savunmuslardir (Ngeontae ve

digerleri, 2009).

Ravichandran ve digerlerinin 2019 yilinda yayimlanan ¢alismasinda Parkia speciosa yaprak
Ozii aracili glimiis nanopartikiillerin yesil sentezi, karakterizasyonu, antibakteriyel,

antioksidan ve fotokatalitik aktivitesini incelmislerdir. Giimiis nanopartikiillerin (PAgNPs)


https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://en.wikipedia.org/wiki/Daucus_carota
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3358968/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3358968/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3358968/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3358968/
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yesil sentezi, Parkia speciosa yapragi sulu ekstresi kullanilarak glimiis nitratin biyo-
indirgenmesiyle saglanmistir. PAgNPs olusumu UV—Vis spektroskopisi ile dogrulanmis ve
cozeltideki sentezlenmis glimiis nanopartikiilleri, spektrofotometrik olarak 410.5 nm'de
maksimum absorpsiyon gostermistir. SEM, TEM ve DLS analizi, sirasiyla 31 nm, 35 nm ve
155.3 d.nm oldugu tespit edilen PAgNPs'lerin ortalama partikiil bitylikligiinii dogrulamak

icin kullanilmistir (Ravichandran ve digerleri, 2019).

Tarimsal atik olan Annona squamosa kabugu ekstresi ile glimiis nanopartikiiller yesil sentez
yonemi ile sentezlenmistir. Giimiis nanopartikiillerin kontrollii biiyiimesi 4 saat i¢inde oda
sicakliginda (25 °C) ve 60 °C'de olusturulmustur. Partikiil boyutlarinin 20 nm ile 60 nm
arasinda degisen diizensiz kiiresel AgNP'lerin olustugu ve ortalama partikiil boyutunun 32 +
5 nm oldugu ve XRD Scherrer denklemi ile elde edilen degerlerle tutarli oldugu belirtilmistir

(Kumar ve digerleri, 2012).

Giumiis nanopartikiillerin atik ¢im aracili yesil sentezi ile antikanser, antifungal ve
antibakteriyel aktivitelerinin degerlendirilmesi 2018 yilinda Khatami ve digerleri tarafindan
yapilmistir. AgNP'lerin antikanser, antifungal ve antibakteriyel etkisi in vitro olarak
incelenmistir. AgNP’lerin Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii'ye karsi
minimum inhibitdr konsantrasyonu yaklasik 3 pg/ml olarak hesaplanilmistir. AgNP’lerin
Fusarium solani'ye kars1 en yiiksek inhibitor etkisi, 20 pg/ml AGNP konsantrasyonunda %
90'a yakin bulunmustur. AGNP konsantrasyonunu 5 pg/ml'ye ¢ikararak kanser hiicresi
biiyiimesi tlizerinde engelleyici bir etkiye ulasilirken Kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi

yaklagik % 30 azalmistir (Khatami ve digerleri, 2018).

Saranyaadevi ve digerlerinin 2014 yilinda yaptig1 calismada ise AgNP’lerin sentezi i¢in
kolay, uygun maliyetli ve yetkin bir yol saglanmistir. Capparis zeylanica bitki yapraklari
kullanilarak AgNP’lerin sentezi igin ¢evre dostu, hizli bir biyolojik yaklagim
olusturulmustur. Biyolojik sentez, bitki yapraklarinin  kullanimin1  igermektedir.
Nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan bitki yapraklarinin baska bir kullanimi yoktur ve
iriin, atik olarak kabul edilmistir. Bu c¢alismada c¢ozeltinin goériinimii ve UV-vis
spektroskopisi ile AgNP’lerin gelisimi gézlenmistir. XRD paterni, sentezlenen AgNP’lerin
kristal dogast ile oldukg¢a kararli oldugunu dogrulamak icin kullanilmistir. FTIR analizi,
AgNP’lerin azaltilmasindan sorumlu olan yaprak ekstresinde bulunan fonksiyonel grubu

tamimlamak i¢in kullanilmistir. Hem SEM hem de TEM calismalar1 ile sentezlenen
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AgNP’lerin 50-90 nm araliginda kiiresel bir sekle sahip oldugunu dogrulanmistir
(Saranyaadevi ve digerleri, 2014).

Jia ve digerleri tarafindan giimiis nanopartikiil ile modifiye edilmis bir elektrot tasarlanmis
ve enzimatik olmayan glukoz algilamada uygulamislardir. Bu yontem, baska hicbir kimyasal
kullanilmadan kolay, diisiik maliyetli ve ¢evre dostudur. Giimiis iyonu implantasyonunun,
endiistriyel biiyiik 6lgekte AgNP ile modifiye edilmis elektrotlar1 imal etmenin kolay ve
etkili bir yéntem oldugu kamtlanmistir. Onerilen elektrot, glukoz tayinine yonelik yiiksek
elektrokatalitik aktivite sergilemis ve glukozun tespitinde genis bir dogrusal aralik
gostermistir. Bu rapor ile yeni yontemin, enzimatik olmayan glukoz biyosensorlerinin
gelistirilmesi igin arzu edilen bir platform saglayacagini gosterdigini savunmuslardir (Jia ve

digerleri, 2012).

Wang ve digerleri tarafindan 2012 yilinda giimiis nanotellere ve glukoz oksidaza dayali
amperometrik glukoz biyosensorii gelistirilmistir. Glukoz biyosensorii yiiksek hassasiyet,
diistik algilama siniri, hizli yanit ve iyi stabilite gostermistir. Ger¢gek numune analizinde;
insan kan serumundaki glukoz tayini igin biyosensor kullamilmustir. lyilesme, serum
ornegine farkli konsantrasyonlarda glukoz eklenerek arastirilmis ve iyilesme degerleri % 87-
92 araliginda bulunmustur. Bu sonuglar, modifiye edilmis biyosensoriin serumdaki glukozu

belirlemek i¢in kullanilabilecegini gostermistir (Wang ve digerleri, 2013).

Kausaite ve digerleri tarafindan 2020 yilinda, poli (1,10-fenantrolin-5,6-dion), poli (pirol-2-
karboksilik asit) (PPCA), altin nanopartikiilleri (AuNP) ve glukoz oksidazdan (GOx) olusan
nanobiyokompozite dayali yeni bir amperometrik glikoz biyosensorii tasarlanmistir. Bunu
basarmak ic¢in, 1,10 fenantrolin-5,6-dion (PD) igeren grafit cubuk elektrot, pirol-2-
karboksilik asit (PCA) ve kolloidal AuNP iceren bir tampon ¢o6zeltisi ile doldurulmus
elektrokimyasal hiicreye daldirilmis ve PD ve PCA'nin elektrokimyasal polimerizasyonu
siklik voltametri ile gerceklestirilmistir. Bu igslem esnasinda glukoz oksidaz enzimi kovalent
immobilizasyon yontemiyle immobilize edilmistir. Hazirlan biyosensér 0,2-150 mM
derisiminde genis dogrusal aralik gostermistir. BiyosensoOriin nispeten diisiik algilama
smirina 0,08 mM ve iyi tekrarlanabilirlige sahip oldugu belirtilmistir. 14 giin sonunda
baslangi¢ aktivitesinin % 3,98’ini kaybetmesi ile raf Omriiniin miikemmel oldugu

belirtilmistir. Urik asite kars1 girisim etkisi olmusmamistir (Kausatie ve digerleri, 2020).
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Izadyar ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptiklari calismada misirdan elde edilen
rekombinant bir enzim ve basit bir modifikasyon kullanarak, glukozu 6lgmek i¢in kolay,
hizl1 ve uygun maliyetli yeni bir biyosensor tiretmislerdir. Bitki tarafindan iiretilen mangan
peroksidaz ile glukoz oksidaz enzimleri kullanilmasi ile modifiye enzim elektrodu
hazirlanmis ve glukoz tespitinde kullanilmistir. 20,0 uM — 15,0 mM derisimleri arasinda
modifiye elektrodun ¢aligma araligi belirlenmistir. 2,9 pm'lik daha diisiik bir algilama
simiria sahip oldugu tespit edilmistir. Calismalar 0,1 M fosfat tamponunda, pH 7,0’de
yapilmis ve ¢alisma potansiyeli 0,84 V olarak belirtilmistir. Girisim etkisi askorbik asit ve
sitrik asit ile tayin edilmistir. Mevcut amperometrik yanit, bu biyosensoriin ¢ok ¢esitli glukoz
konsantrasyonlarint (3,1 pM ila 13,2 mM) tespit etme kabiliyetinin yiiksek oldugunu
gostermistir. Ayrica tekrar kullanilabilirligin yiiksek oldugu belirtilmistir (Izadyar ve
digerleri, 2022).

Yang ve digerleri 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada giimiis nanokiiplere (AgNC'ler), yaban
turpu peroksidazina (HRP) ve kitosan (CS) ile glikoz oksidaza (Gox) dayali bir
amperometrik glukoz biyosensdriinii tirettiklerini bildirmislerdir. Karakterizasyon, Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM), Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) ile gerceklestirilmistir. Elde edilen peroksit biyosensoriiniin
performansini incelemek ve optimize etmek i¢in siklik voltametri (CV) ve amperometrik
Ol¢timler kullanilmigtir. 10 pM - 1,5 mM derisim araliginda ve 0,6977 uM tespit sinir1 ile
glukoz 6l¢iimii yapilmistir. Hazirlanan elektrotun, yiiksek hassasiyet, diisiik algilama siniri,
hizli tepki gibi bir dizi ¢ekici 6zellik sundugu belirtilmistir. Optimum pH aralig1 6,0 — 8,5
aralig1 olarak belirlenmistir. Biyosensoriin raf dmrii incelemesinde 9 giin sonunda baglangic
aktivitesinin % 93’{linii, iki hafta sonunda ise % 70’ini korudugu belirlenmistir (Yang ve

digerleri, 2014).

Ren ve digerleri tarafindan 2004 yilinda biyosensoriin mevcut tepkisini arttirmak i¢in glimiis
nanopartikiiller ~ kullanmiglardir.  Giimiis  solusyonu iginde glukoz oksidazin
immobilizasyonuna dayanan bir amperometrik glukoz biyosensoriiniin fizibilitesi
arastirtlmistir. Glukoz oksidaz basit¢e glimiis nanopartikiilleri ile karistirilmis ve bir
polivinil biitiral ortaminda glutaraldehit ile capraz baglanmistir. Daha sonra karisik ¢ozelti
ile bir platin elektrot kaplanmistir. Kullanilan giimiis partikiil miktarinin, enzim elektrotlar
icin mevcut tepkiye gore etkileri incelenmistir. Kararli durum akimui tepkisine ulagma siiresi,

giimiis partikiilii olmayanlara gore li¢ kat daha az (60 saniyeden 20 saniyeye diisiis) tespit
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edilmigtir. Gilimiis nanopartikiilleri igeren enzim elektrodu, glimiis nanopartikiilleri
icermeyen elektrotlara kiyasla yanit akimini 6nemli Olciide arttirmistir. Biyosensdrlerin

yanit verme hiz1 da gelistirilmistir (Ren ve digerleri, 2005).

Sistani ve digerleri tarafindan 2014 yilinda yapilan ¢alismada giimiis nanopartikiiller
kullanilarak penisilin biyosensorii gelistirilmistir. Giimiis nanopartikiiller kullanilarak
penisilinin segici tespiti enzimatik biyosensore dayanmaktadir. XRD, TEM ve boyut dagilim
teknikleriyle aragtirilmig ve giimiis nanopartikiillerin ortalama boyutu 90+10 nm civarinda
oldugu belirtilmistir. Verilen sensoriin tekrarlanabilirligini arastirmak igin 5, 10, 20 ve 30
mM penisilin soliisyonlarindaki bes sensor elektrotunun hepsinin potansiyometrik yanitini
incelenmis ve bagil standart sapmanin %4'ten az oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
capraz  baglayici  olarak  penisilinaz =~ enzimi =~ ANB-NOS  (N-5-Azido-2-
nitrobenzoyloxysuccinimide) ile kullanilmistir. Penisilin i¢in, enzim-analit reaksiyonu,
onerilen sensor tarafindan segici olarak degerlendirilen yiiklii iyonlar i¢in de oldukga
karakteristik oldugu belirtilmistir. Penisilinaz, diger miidahale eden tiirlerin varliginda bile
penisilin ile reaksiyonda ¢ok 6zeldir. Sensériin Na*, K*, D-glukoz, askorbik asit, irik asit,
ire, sukroz, laktoz, glisin, penisilloik asit ve sefalosporinlerle kesin bir antagonisti tespit

edilmemistir (Sistani ve digerleri, 2014).

Khumngern ve digerleri 2021 yilinda yaptiklart c¢aligmada bir politiramin tabakasi
(AuNPs/Pty) iizerine adsorbe edilen altin nanopartikiiller {izerinde glikoz oksidazin (GOx)
immobilizasyonuna dayanan yeni bir oksidaz enzim sensorii Uretmislerdir. S6z konusu
biyosensorii iiretmek i¢in Prusya mavisi (PB) ile modifiye edilmis karbon elektrot {izerine
kaplanmistir. Amperometrik glukoz biyosensor yaniti -0,1 V’da Ol¢iilmiistiir. Gelistirilen
biyosensor, 1.0 pM—1.0 mM glukoz derisimi aralifinda dogrusallik ve 1.0 uM tespit sinir1
gostermistir. Michaelis sabiti Km 0.21 mM olarak tespit edilmis olup, immobilize edilmis
Gox'in glukoz i¢in yiiksek afiniteye sahip oldugu belirlenmistir (Khumngern ve digerleri,

2021).

Yang ve digerleri tarafindan 2009 yilinda FesOs nanopartikiillerine ve kitosan/nafion
kompozit filme dayali pratik bir glukoz biyosensorii hazirlanmistir. Yeni glukoz biyosensorii
nispeten hizli tepki, yliksek hassasiyet, genis dogrusal aralik, diisiik algilama siniri, iyi
tekrarlanabilirlik ve uzun siireli stabilite gostermistir. FesOs nanopartikiiller H202'nin

reaksiyonunu katalize edebileceginden, genis algilama aralig1 ve yiiksek hassasiyet ile akim



47

tepkisinin biyiikligiiniin yiikseltilmesini saglayabilecegi goriilmiistiir. Bu 6zelligin kandaki,
ilaglardaki ve gidalardaki glukozun belirlenmesinde cesitli karakteristik iyilestirmelerin
potansiyel uygulamasini agiklayacagini belirtmislerdir. Dahasi, bu biyosensoriin paraziti
neredeyse ortadan kaldirdig1 ve diger analitleri igeren numunelerdeki glukozu tespit etmek
icin faydali olabilecegi belirtilmislerdir. Bu nedenle, bu yeni biyosensor, diger basit ve pratik
biyosensorleri gelistirmek i¢in Fe3O4 nanopartikiilleri kullanilarak klinik olarak 6nemli diger

antijenlerin tespitine kolayca genisletilecegi belirtilmistir (Yang ve digerleri, 2009).

Cano ve digerleri 2007 yilinda, glukoz tayini i¢in PVC / TTF-TCNQ kompozit elektrota
dayal1 basit ve etkili bir amperometrik biyosensor tasarlanmistir. Glukoz oksidaz enzimi,
gluteraldehit ile ¢apraz baglama yontemiyle immobilize edilmistir. TTF-TCNQ tuzu, baska
bir maddenin eklenmesine gerek kalmadan iletken bir faz ve bir redoks aracis1 gorevi
gordiigii belirtilmistir. Hazirlanan biyosensdriin dogrusal araligi 0,1- 80 mM arasinda olup,
8,5 x 10° M tespit sinir1 oldugu belirtilmistir. Calisma potansiyeli +0,15 V olarak
belirlenmistir ve pH 7,4’ te calismalar gerceklestirilmistir. Kn= 9,0 + 0,5 mM olarak
hesaplanmigstir ve biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin iyi oldugu belirtilmistir (Cano ve

digerleri, 2008).

Wang ve digerlerinin 2009 yilinda yaptig1 ¢alismada glukoz oksidazin altin nanopartikiillerle
modifiye edilmis Pb nanotelleri iizerine immobilizasyonuna dayanan yeni bir glukoz
biyosensorii gelistirdigi belirtilmistir. Pb nanotelleri (Pb nw'ler), bir L-sistein destegi ile
sentezlenmis ve ardindan altin nanopargaciklar, nanotel yilizeyine tutturulmustur. Elde edilen
biyosensoriin elektrokimyasal performansini incelemek ve optimize etmek i¢in doniistimlii
voltametri ve kronoamperometri kullanilmigtir. Nanokompozit, glukoz oksidazin
immobilizasyonu i¢in miikemmel bir substrat saglayan genis aktif yilizey alanini islemistir.
Biyosensor miikemmel elektrokatalitik aktivite ve glukoza iyi yanit performansi
sergilemistir. Altin nanopartikiillerle modifiye edilmis Pb nanotellerin yiikksek hassasiyet,
diisiik tespit limiti ve iyi stabiliteye sahip biyosensorler tasarlamak igin ¢ok umut verici bir

platform sundugu belirtilmistir (Wang ve digerleri, 2009).

Yola ve digerleri 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada demir ve altin nanopartikiillerin dekore
edildigi grafen oksite dayali yeni ve hassas bir elektrokimyasal DNA biyosensorii
gelistirmislerdir. Diger elektrokimyasal DNA biyosensorleriyle karsilastirildiginda, 6nerilen

biyosensoriin basitlik, secicilik, kararlilik ve yiiksek hassasiyet gibi bir¢ok avantaji oldugu
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ve gelistirilen DNA biyosensoriiniin  bir dizi gercek numunenin analizi igin

kullanilabilecegini belirtmislerdir (Yola ve digerleri, 2014).

Tian ve digerleri tarafindan 2014 yilinda yapilan ¢alismada H>O» tespiti igin elektrokimyasal
sensor olarak azot katkili grafende glimiis nanopartikiillerin yesil sentezi ger¢eklestirilmistir.
Gilimiis nanopartikiiller katk1 maddesi olarak {iire indirgeyicisi askorbik asit kullanilmistir.
AgNPs/NG tabanli sensor, hizli tepki stiresi (<2 sn), genis dogrusal aralik (0,1-126,4 mM)
ve diisiik algilama sinir1 (1,2 M) sergilemistir. Ayrica, Onerilen sensor tatmin edici segicilik,
tekrarlanabilirlik ve kararlilik sergilemistir. Bu sonuglar, AgNPs/NG modifiye elektrotun,
H20: tespiti i¢in umut verici bir enzimatik olmayan sensor gorevi gorebilecegini gostermistir

(Tian ve digerleri, 2014).
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3. GEREKCE VE YONTEM
3.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler ve temin edildikleri tireticiler Cizelge 3.1.’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Temin Edildigi Uretici Firma
Grafit tozu Merck
Mineral yag (nujol) Sigma

Glukoz (C6H1206) Sigma-Aldrich
Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) Merck
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPQO.,) Merck

Glisin (C2HsNO>) Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck

Asetik asit (CH;COOH) Merck
Glutaraldehit (CsHsO>) Aldrich

S1g1r serum albiimin (BSA) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich
Ure Sigma

Urik Asit (C5H4N403) Sigma
Askorbik Asit (CsHsOg) Sigma

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Glukoz c¢ozeltisi: Glukoz katisindan belirli miktar tartildi ve tampon ¢ozeltide ¢oziilerek
glukoz ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti kullanilmadigi durumlarda buzdolabinda +4

°C’de tutuldu.

Enzim ¢6zeltisi: 100 tinite toplam aktiviteye sahip olan glukoz oksidaz enzimi alindi. Saf
suda ¢oziilmesinden Sonra 10 mL’ye hacim oOl¢iilii balonda tamamland: (10 iinite/mL).
Deneylerde kullanilacak olan hazirlanan enzim ¢ozeltisi buzdolabina koyuldu. Uzun siire

kullanilmadig durumlarda ise ¢6zelti derin dondurucuda tutuldu.

Glisin tamponu: 9,0 pH degeri olan tampon ¢6zelti hazirlamak i¢in glisin belirli bir miktar
tartild1 ve saf suda ¢oziildii. Hazirlanan tampon ¢ozeltinin pH’1, 0,1 M NaOH ile ayarlandi.

Tampon ¢ozeltiler kullanilmadigir durumlarda buzdolabinda +4 °C’de tutuldu.
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Fosfat tamponu: 6,0; 7,0; 8,0 pH degeri olan 0,1 M fosfat tamponu ¢ozeltileri hazirlamak
amaciyla monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) ile disodyum hidrojen fosfat
(NazHPOQOy4) belirli bir miktar tartildi ve saf suda ¢oziildii. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerin
pH’1 0,1 M NaOH ile ayarlandi. Tampon ¢6zeltiler kullanilmadigi durumlarda buzdolabinda
+4 °C’de tutuldu.

Glutaraldehit ¢ozeltisi: %5,0’lik glutaraldehit ¢ozeltisi, %25°1ik glutaraldehit ¢ozeltisinden
seyreltildi. Sonrasinda %2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisi %5,0’lik glutaraldehit ¢ozeltisinden
seyreltilerek hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda tutuldu.

Asetik asit - asetat tamponu: pH’1 5,0 olan tampon ¢6zelti hazirlamak igin sodyum asetat
belirli bir miktar tartildi ve saf suda ¢6ziildii. Hazirlanan tampon ¢6zeltinin pH’1, 1 M
CH3COOH ile ayarlandi. Tampon ¢ozeltiler kullanilmadigi durumlarda buzdolabinda +4
°C’de tutuldu.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 sodyum hidroksitten belirli bir miktar tartildi ve saf suda
¢oziilerek derisimi 0,1 M olarak ayarlandi.

Askorbik asit ¢ozeltisi: Askorbik asit katisindan belirli bir miktar tartildi ve tampon ¢ozeltide
¢oziilerek askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi durumlarda

buzdolabinda +4 °C’de tutuldu.

Urik asit ¢ozeltisi: Urik asit katisindan belirli bir miktarda tartildi ve tampon ¢ozeltide
coziilerek askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti kullanilmadigi durumlarda

buzdolabinda +4 °C’de tutuldu.

Gilimiis Nitrat ¢ozeltisi: 0,1 M derisimde glimiis nitrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kat1 glimiis
nitrattan belirli bir miktar tartildi ve saf suda ¢6ziildii. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi
durumlarda buzdolabinda +4 °C’de tutuldu.
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3.3. Deneylerde Kullamilan Cihazlar

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

Elektrokimyasal deneylerin tiimii bilgisayar baglantisi ile ¢alisan CHI firmasinin 1230-A

modeli elektrokimyasal analiz cihazi kullanilarak yapildi.

3.3.2. Hiicre ve elektrotlar

Deneyler esnasindaki tiim amperometrik 6lgiimler, {i¢ elektrotlu elektrokimyasal bir hiicrede
gerceklestirildi. Calisma elektrodu 0,3 cm c¢apindaki (malzemesi teflon olan ve 6zel olarak
hazirlanan) karbon pasta elektrot (Sekil 3.1), referans elektrot BAS RE-5B kodlu Ag/AgCl
ve karsit elektrot ise MW-1032 kodlu platin tel elektrottur. Calisma elektrodu
kullanilmadiginda durumlarda, c¢alismanin gerektirdigi sekilde saf suda veya tampon
¢Ozeltide buzdolabinda +4 °C’de tutuldu.

Sekil 3.1. Malzemesi teflon olan ve 6zel olarak hazirlanan karbon pasta elektrot

3.3.3. Su banyosu

Grant GD120 marka termostatli su banyosu isitma, sogutma ve su dongiisii gereken

caligmalarda kullanildu.
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3.3.4. pH metre

Hazirlanan ¢ozeltilerin pH’1, HANNA HI-8424 pH metre ile 6l¢iildii.

3.3.5. Mikro pipet

2,0 uL —1000,0 uL ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve ¢6zeltilerin hiicreye eklenmesinde Brand

marka +0,05 pL hassasiyeti olan mikro pipetler kullanildi.

3.3.6. Saf su cihaz1

GFL marka saf su cihazindan elde edilen saf su ile tim deneylerde kullanilan ¢ozeltiler

hazirlanip kullanilda.

3.3.7. SEM cihaz

ZEISS/Supra 40 VP markali cihaz kullanildi. Bilecik Seyh Edebali Universitesi Merkezi

Aragtirma laboratuvar1 uygulama ve arastirma merkezi (BARUM) hizmet alim1 yapildi.

3.3.8. FTIR cihaz

Thermo Fisher markali cihaz kullanildi.

3.3.9. Hassas terazi

Tiim agirlik tartimlar1 Radwag markali WAA 200/C/2 kodlu terazi ile gerceklestirildi.

3.3.10. UV-VIS spektroskopi cihazi

Absorbans ol¢iimleri Hach marka DR/4000U model cihaz ile yapildi.
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3.4 Nanopartikiil Sentezi

3.4.1. Cay ekstraktinin hazirlanmasi

Bu ¢alismada marketten temin edilen siyah ¢ay kullanilmistir. Siyah ¢ay atigi olusturabilmek
icin oncelikle oda sicakliginda kaynamis su ile demleme yapildi. Demleme sonrasi kalan gay

stiziilerek ¢ay posasi elde edildi. Elde edilen ¢ay posasi ile calismaya devam edildi.

3.4.2. AgNP’nin yesil sentezi

AgNP sentezi i¢in siyah ¢ay atig1 6ziitii ile glimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisi kullanildi. 100
gram cay 2 litre su ile 20 dakika demlendi. 20 dakika sonunda ¢ay siiziildii ve kalan ¢ay
posast ile calismaya devam edildi. Kalan posa, 300 mL saf su ile 4 defa ekstraksiyon yapildi.
Whatman No 1 filtre kagidi ile siiziildii ve buzdolabinda saklanarak deneylerde kullanilmak
iizere hazir hale getirildi. Buzdolabindan alinan bitki 6ziitiinden 1 litre alindi. Daha sonra
cozeltiye AgNOs ¢ozeltisi eklenerek 40 °C’ de 40 dakika boyunca karistirildi. Siirenin
sonunda birlikte ¢ozelti renginin koyulastigi gozlendi. Hazirlanan nanopartikiillii karigim
10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi karisim safsizliklardan
armdirilmak amaciyla saf su ile 2 kez yikanarak ayni igslem tekrarland1 ve siiziintii atilip elde
edilen nanopartikiil ¢okeltisi saat cami lizerine alinarak kurumaya birakildi. Bu sayede

glimiis nanopartikiiller yesil sentez yontemi ile elde edildi.

Taze ¢ay yaprah Atik siyah cay posast Cay atiginin sulu 0,1 M AghO,
gozedtisi ghreltisi

=

Glmirg nancpartikul Nanogpartikiilin Blyosentegi

Sekil 3.2. Siyah ¢ay atig1 6ziitii kullanilarak AgNP sentezi
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3.4.3. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Indirgeyici ajan olarak siyah cay atif1 oziitii kullanilarak, yesil sentez yontemi ile
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin sentezi gergeklestirildi. Fourier doniisiimii kizilotesi
spektroskopisi (FT- IR) ile bu giimiis nanopartikiillerin fonksiyonel gruplart hakkinda bilgi
edinildi. Giimiis nanopartikiillerin Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM-Scanning Electron
Microscope) ile SEM goriintiileri alindi ve nanopartikiillerin boyutlar1 belirlendi. Giimiis

nanopartikiillerinin UV-Vis spektrumu alinarak absorbans dl¢timii yapilda.

3.5. Glukoz Biyosensoriiniin Hazirlanmasi ve En Iyi Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin; glukoza duyarliligi, calisma potansiyeli, kullanilan AgNP miktari,
sicaklik etkisi, pH etkisi, girisim etkisi, glukoz derisiminin etkisi, glutaraldehit miktari, raf

omrii ve tekrar kullanilabilirlik degiskenleri incelenerek en iyi ¢alisma kosullar1 belirlendi.

3.5.1. Cahsma elektrodunun hazirlanmasi: Karbon pasta elektrot (CPE) ve modifiye
karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi

Karbon pasta elektrot hazirlamak igin belirli bir miktar grafit tozu, hassas terazide tartilip
saat cami tizerine koyuldu. Grafit tozunun dstiine birlestirme 6zelligi olan mineral yag
(nujol) mikro pipet ile damlatilarak belirli bir miktar eklendi. Grafit tozu ile nujol belirli bir
kivam alana kadar karistirildi. Hazirlanan bu karisim daha once saf su ile temizlenip
kurutulmus olan karbon pasta elektrot i¢indeki bosluga hi¢ madde kayb1 olmayacak bi¢imde
dolduruldu. Doldurma islemi tamamlandiktan sonra karbon pasta elektrodun yiizeyi 6zel bir
ped yardimiyla piiriizsiiz ve diiz duruma getirildi. Sonrasinda CPE saf su ile yikandi ve
kullanim i¢in hazir hale getirildi. Yapilan biitiin ¢alismalardaki CPE’ler, grafit tozu miktar1

(0,280 g) sabit ve nujol miktar1 170 puL olacak sekilde hazirlandi.

Modifiye karbon pasta elektrot; CPE’nin hazirlanmasindan farkli olarak, grafit ve nujol ile
hazirlanan karbon pastaya belirli bir miktar AgNP eklenerek karistirilmast ve elektroda

bosluksuz doldurulmasi ile hazirlandi. MCPE biitiin deneyler i¢in bu sekilde hazirlandi.
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"1 Electrochemical Analyzer

(potentiostat/gavancatat \mpedance
analyrer)

Caligma Hiicresi

RE: Referans Elektrot
CE: Calisma Elektrodu
KE: Kargit Elektrot

Sekil 3.3. MCPE hazirlanmas1 ve ¢aligma hiicresi semasi (Akbiyik, 2022)

3.5.2. Karbon pasta elektrodun sabit akima getirilmesi

Elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl
destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. Hiicreye ¢alisma elektrodu (MCPE), referans
(Ag/AQCI) ve karsit (Pt tel) elektrot yerlestirildi. Calisilacak belirli bir potansiyelde akim
sabitlenene kadar elektrot bekletildi. Bu sabitlenen akim degeri, denge akimi olarak

kaydedildi. CPE, biitiin deneylerde bu sekilde sabit akima getirildi.

3.5.3. CPE ve MCPE’nin Hidrojen Peroksite kars1 duyarhihg:

H20:2°in hiicrede olusturdugu anodik akimlarin kaydedilmesi ile karbon pasta elektrot ile
modifiye karbon pasta elektrot karsilastirildi. Elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan
0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL
koyuldu. Calisilan belirli bir potansiyelde, CPE ve MCPE’nin sabit akima getirilmesinden
sonra denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresindeki H207’in derisimi 1,0x107 - 1,0x10° M
araliginda olacak sekilde hiicreye eklemeler yapildi. Her ekleme sonrasi ¢ozelti 5 dk
boyunca manyetik karistirici ile karigtirildi. 200 s sonra 6lgiilen akim degerleri kaydedildi.

Artan derisimlerde yapilan H2O; ilavelerine karsi, artan akim farklar grafige gegirildi.
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3.5.4. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

MCPE’nin en iyi ¢alisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, +0,1 V - +0,7 V aralifinda
caligma potansiyellerinde ¢caligmalar yapildi ve akimlar kaydedildi. Elektrokimyasal hiicreye
pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit
cozeltisinden 1 mL koyuldu. Calisilan belirli bir potansiyelde, MCPE’nin sabit akima
getirilmesinden sonra denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresindeki H2O7’in derisimi
1,0x108 - 1,0x10° M araliginda olacak sekilde hiicreye eklemeler yapildi. Her eklemede
¢ozelti 5 dk boyunca manyetik karigtirici ile karistirildi. 200 s sonra 6l¢iilen akim degerleri
kaydedildi. Artan derisimlerde yapilan H20; ilavelerine karsi, artan akim farklar1 grafige

gecirildi. Bu islemler sirastyla ¢alisilan biitiin potansiyeller icin tekrarlandi.

3.5.5. MCPE’nin Hidrojen Peroksit duyarhiligina AgNP miktarimn etkisi

Modifiye karbon pasta elektrodun hazirlanmasi i¢in olusturulan karbon pasta igerisine,
karbon pasta elektrodun i¢ hacmine gore literatiirde yer alan Orneklerin nanopartikiil
miktarlari ile oranlanarak bulunan miktar olan 18 mg, 28 mg ve 38 mg AgNP ilave edildi ve
caligma elektrotlar1 hazirlandi. Elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat
tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. MCPE,
+0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve sonrasinda denge akimi kaydedildi. Sonrasinda
hiicreye artan derisimlerde (1,0x10® - 1,0x10° M) H.O; eklendi. Her eklemeden sonra
¢ozelti 5 dk boyunca karistirildi ve 200 s sonra akim degeri 6l¢iildii ve kaydedildi.
Kaydedilen akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki degerleri (A1) hesaplandi.
Calisma hiicresine eklenen H>O- derisimine kars1 akim farki (Ai) grafige gecirildi. Grafik
yorumlanarak en uygun AgNP miktar tespit edildi.

3.5.6. Enzimin MCPE’ye immobilizasyonu

Capraz baglama yontemi ile MCPE’ye glukoz oksidaz enzimi immobilize edildi. 2,0 mg
BSA (sigir serum albumin), 50,0 uL tampon ¢ozelti, 50,0 pL glukoz oksidaz ve 30,0 uL
gluteraldehitten (% 2,5) olusan bir karistm hazirlandi. Bu karigim, hazirlanan modifiye
karbon pasta elektrodun yiizeyinin her yerine esit miktarlarda olacak sekilde damlatildi ve
oda sicakliginda kurutuldu. Kuruyan enzim elektrot, yiizeye tutunamayan enzimin

elektrottan uzaklasmasi i¢in Once saf su sonrasinda tampon ¢ozelti ile yikandi.
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Kullanilmadigi durumlarda tampon ¢ozelti i¢inde +4 °C* de buzdolabinda tutuldu. Enzim

elektrot her deney asamasinda bu sekilde hazirlandi.

3.5.7. Gluteraldehit miktarinin etkisi

Capraz baglama i¢in kullanilan gluteraldehit miktarinin enzim immobilizasyonunda etkisi
incelendi. Bu amagla karisim igine hacimce % 2,5‘luk 20,0 pL, 30,0 uL ve 40,0 uL
gluteraldehit eklenmesiyle enzim elektrotlar hazirlandi. Hazirlanan enzim elektrotlar, +0,4
V potansiyelde sabit akima getirildi ve denge akimi kaydedildi. Sonrasinda hiicreye artan
derisimlerde (1,0x107 - 1,0x10 M) glukoz ¢ézeltileri eklendi. Yapilan her eklemeden sonra
cozelti 5 dk boyunca karistirildi. 200 s sonra akim degeri 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen
akim degerleri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki degerleri (Ai) hesaplandi. Calisma
hiicresine eklenen glukoz derisimine karsi akim farki (Ai) grafige gecirildi. Grafik

yorumlanarak en uygun gluteraldehit miktari tespit edildi.

3.5.8. Enzim elektrodun en iyi ¢calisma kosullarinin belirlenmesi

pH etkisi

Hazirlanan biyosensoriin cevap akimina pH etkisi incelendi. Bu amagla pH degeri 5,0 olan
asetik asit-sodyum asetat tamponu; pH degeri 6,0; 7,0; 8,0 olan fosfat tamponu (NaH2PO4 /
Na:HPO4) ve pH degeri 9,0 olan glisin tamponu ¢6zeltileri hazirlandi. Hiicre igindeki
derisimi 1,0x10* M olan glukoz ¢bdzeltileri, hazirlanan tampon cozeltiler ile ayn1 pH
degerlerinde hazirlandi. Elektrot, +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Sonrasinda hiicreye 1,0x10* M glukoz eklendi. Eklemeden sonra ¢ozelti 5 dk
boyunca karistirildi ve 200 s sonra akim degeri 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akim
degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki degeri (Ai) hesaplandi. Grafik yorumlanarak
her tampon ¢ozeltisi i¢in kaydedilen akim degerleri karsilastirildi. En uygun pH degeri

sonraki deney ¢aligmalarinda da kullanildi.

Sicaklik etkisi

Hazirlanan biyosensdriin cevap akimina sicakligin etkisi incelendi. Elektrokimyasal hiicreye

pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit
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¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. Elektrot, +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve denge
akimlart kaydedildi. Dolasimli termostatli su banyosu kullanilmasi ile hiicre ig¢indeki
¢ozeltinin sicaklign 20 °Cye ayarlandi. Sonrasinda hiicreye 1,0x10* M glukoz eklendi.
Eklemeden sonra ¢6zelti 5 dk boyunca karistirildi ve 200 s sonra akim degeri olgiildii ve
kaydedildi. Kaydedilen akim degeri, denge akimindan ¢ikarilarak akim farki degeri (Ai)
hesaplandi ve grafige gecirildi. Bu islem 30, 40, 50, 60 ve 70 °C igin de tekrarlandi. Grafik
yorumlanarak immobilize elektrodun en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degeri bulunsa da

sonraki deneyler oda sicakliginda gerceklestirildi.

Substrat derisimi etkisi

Hazirlanan biyosensoriin cevap akimina substrat derisimi etkisi incelendi. Elektrokimyasal
hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit
cozeltisinden 1 mL koyuldu. Elektrot, +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve denge
akimlar1 kaydedildi. Sonrasinda hiicre icerisine 1,0x10® - 1,0x10" M derisim araliginda olan
glukoz ¢ozeltileri eklendi. Her eklemeden sonra ¢ozelti 5 dk boyunca karistirildi ve 200 s
sonra akim degeri Olciildii ve kaydedildi. Kaydedilen akim degeri, denge akimindan
cikarilarak akim farki degeri (A1) hesaplandi ve grafige gecirildi (Michaelis-Menten egrisi).
Bu grafikten faydalanilarak biyosensoriin  kantitatif amagla glukoz tayini igin
kullanilabilecek ¢alisma araligi belirlendi. Lineweaver-Burk grafigi, enzimler igin spesifik

olan Km ve Vmax‘1 belirleyebilmek i¢in ¢izildi.

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Tekrarlanabilirlik i¢in; elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat
tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. Elektrot,
+0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve denge akimlar1 kaydedildi. Sonrasinda hiicre
icerisine 1,0x10°® M glukoz eklendi. Eklemeden sonra ¢dzelti 5 dk boyunca karistirildi ve
200 s sonra akim degeri 6l¢iildii ve kaydedildi. Arka arkaya 6l¢iimler alindi. Kaydedilen her
akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farklar1 degeri (A1) hesaplandi ve 6l¢iim

sayisina kars1 grafige gegirildi. Sonuglarin bagil standart sapmasi (RDS) hesaplandi.
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Bivosensoriin raf dmriiniin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin raf Omriiniin tayini i¢in, elektrokimyasal hiicre igerisine pH degeri
7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ve 1,0 M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi koyuldu.
Elektrot, +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve denge akimlar1 kaydedildi. Sonrasinda
belirlenen giinlerde hiicreye 1,0x10° M glukoz eklendi. Eklemeden sonra ¢dzelti 5 dk
boyunca karistirildi ve 200 s sonra akim degeri 6l¢iildi ve kaydedildi. Kaydedilen her akim
degeri denge akimindan gikarilarak akim farklari degeri (Ai) hesaplandi. Olgiimler
1.;3.;10.;15.;20.; ve 30. giinlerde tekrarlandi. Raf 6mrii siiresine karsi akim farklar1 grafige

gecirildi. Grafik yorumlanarak akim degisimleri yardimiyla aktivitedeki azalma hesaplandi.

3.5.9. Biyosensor iizerine girisim yapan tiirlerin etkisinin incelenmesi

Hazirlanan biyosensor lizerine kan serumunda yer alan, girisim etkisi bulunan bazi tiirlerin
glukoz tayini iizerine etkisi incelendi. Bu tiirler ve derisimleri; iirik asit (3,0x10™* M), iire
(2,5 x 10 M) ve askorbik asit (1,0x10* M) olarak siralanabilir. Glukoz derisimi 10 M’da
sabit tutuldu. Elektrot, +0,4 V’da sabit akima getirilerek ve denge akimi kaydedildi, daha
sonra hiicre icindeki derisimi 1,0 x 10® M olacak sekilde glukoz ¢dzeltisinden eklenerek
cevap akimi kaydedildi. Sonrasinda girisimi incelenen tiiriin belirtilen derisimdeki
cozeltileri ve 10 kat seyreltme olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltileri hiicreye ilave yapilip
tekrar bir cevap akimlart okundu. Olusan cevap akimi, hiicredeki glukoz ve caligilan
derisimdeki girisimi incelenen tiiriin olusturdugu cevap akimlarinin toplamidir. Calisilan
tiire karsilik gelen cevap akimi, toplam cevap akimi degerinden glukoza karsilik gelen cevap
akimi degerinin ¢ikarilmasi ile elde edildi. Hesaplanan ve ayristirilan cevap akimlar ile

girigimi incelenen tiirlerin yiizde olarak ne kadar girisim yaptig1 hesaplandi.

3.5.10. Gercek numunede glukoz tayini

Hazirlanan biyosensoriin ger¢ek bir numuneye uygulanabilirligini belirlenmek amaciyla

hem sentetik kan serumunda hem de meyve suyunda test edildi.

Meyve suyunda glukoz tayini LC/MS ve GC/MS yontemleri ile gerceklestirildi. i¢indeki
glukoz miktar bilinen meyve suyu drnegi referans olarak alindi. Oncelikle hiicre igerisine

pH degeri 7 olan 9 mL fosfat tamponu ve 0,1 M 1 mL NaCl eklendi. Hazirlanan biyosensor
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25 °C’de, +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve dengeye geldikten sonra denge akimi
kaydedildi. Hiicre i¢i glukoz derisimi 1,0x107 - 1,0x10°® M arasina denk gelen, dogrusal
caligma araliginda olan 4 farkli derisimde glukoz ¢o6zeltisi eklendi ve kalibrasyon grafigi
¢izildi. Meyve suyu 6rnegi ise kalibrasyon araligina girebilmesi icin 5 x 10 kat seyreltme
yapilarak hiicre icerisine eklendi. Akim degisimi Olgiildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu
akimdan denge akimi cikarilarak akim farki (Ai) hesaplandi. S6z konusu islem 3 kez
tekrarlandi. Yapilan bu islemler sonucunda kalibrasyon grafiginden glukoz derisimi

hesaplandi.

Serumda bulunan girisim yapan ¢esitli tiirlerin Boliim 3.5.”te belirtilen derisimlerini igeren
sentetik kan ¢ozeltisi hazirlandi. Oncelikle hiicre igerisine pH degeri 7 olan 9 mL fosfat
tamponu ve 0,1 M 1 mL NaCl eklendi. Hiicre igerisindeki glukoz derisimi 1,0 x 10° M
olacak sekilde hiicre igerisine ilave edildi. Hazirlanan biyosensor 25 °C’de, +0,4 V
potansiyelde sabit akima getirildi ve dengeye geldikten sonra denge akimi kaydedildi.
Calisma hiicre igerisinde, 10 kat seyreltme olacak bigimde sentetik kan numunesinden ilave
edilerek akim degisimi 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak
akim fark1 (A1) hesaplandi. S6z konusu islem 3 kez tekrarlandi ve kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Grafikten yararlanilarak glukoz derisimi hesaplanda.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Calisma sonuglarinin literatiir ile karsilastirilmasi
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Bu tez calismasinda elde edilen sonuglarin literatiir verileriyle karsilastirilmasi ¢izelge

4.1.”de verilmistir. Deneysel ¢alismalar ile yesil sentez yontemiyle atik siyah ¢cay posasindan

giimlis nanopartikiiller sentezlendi ve bu partikiiller glukoz biyosensoérii tasariminda
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kullanildi. Bu amagla oncelikle, karbon pasta elektrot, glimiis nanopartikiil (AgNP) ile
modifiye edildi. Sonra bu elektrot; glukoz oksidaz enzimi, BSA ve gluteraldehit ile

immobilizayon islemi ¢apraz baglama yontemi ile yapildi.

Oksijen varliginda glukozun, glukoz oksidaz ile temas etmesiyle glukonik asit ve hidrojen
peroksit olugmaktadir. S6z konusu enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen hidrojen
peroksit, elektrot yiizeyinde sabit bir potansiyelde yiikseltgenmektedir. Hidrojen peroksidin

anodik akimindaki artig glukoz derisimiyle orantilidir.

glukoz + O, — H,0, + glukonik asit
HgOg —> Og =p 2H$ +2e

4.1. Ag Nanopartikiiliin Yesil Sentez Sonug¢lar:

Biyolojik kaynak olarak siyah g¢ay Oziitli kullanilarak yesil sentez yontemiyle giimiis
nanopartikiiller sentezlenmistir. S6z konusu nanopartikiillerin olusumu renk degisimi ile
gozlenmistir. Baslangigta sar1 — turuncu olan siyah cay atigi1 oziitii ile 0,1 M AgNOs
karistminin  rengi, sentez bitiminde koyu kahverengiye dontismiistiir. Bu islemde

gozlemlenen renk degisimi nanopartikiil olusumunu géstermektedir.

Sekil 4.1. AgNP’nin renk doniigiimii
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4.2. Giimiis Nanopartikiiliin Karakterizasyonu

4.2.1. Ag nanopartikiiliiniin FT-IR karakterizasyonu

Siyah cay atig1 oziitii kullanilarak sentezlenen Ag nanopartikiillerine ve siyah cay atigi
oziitiine ait FT-IR spektrumu Sekil 4.2.°de sunulmustur. Gergeklestirilen FT-IR analizi
sonucunda AgNP'lerin sentezinde kullanilan atik ¢ay Oziitiinde bulunan ve giimiis
nanopartikiillerin  indirgenmesinden sorumlu olan fonksiyonel gruplarin varlig
gosterilmistir. Atik cay oziitinde 3330,81 cm™’de gozlemlenen bant, sentezlenen
AgNP’lerde 3317,70 cm™ degerine kaymaktadir. Bu hafif yayvan bant sentezde kullanilan
bitki ekstraktindan kaynakli alkol ve fenollerdeki -OH gruplar1 arasindaki molekiillerarasi
hidrojen baginin varligini ifade etmektedir. Cay oziitinde 1633,87 cm™’den AgNP’de
1634,08 cm™’ye kayan bant -CO karbonil grubunun -NH amid baglantisina bagh gerdirme
modlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica fenolik ve flavonoid bilesikler de bu dalga boyunda
giiclii titresim gosterir (Jabbar ve digerleri, 2020). 600 nm'deki pikin ise alkil halojeniirlere
C-Cl germe titresimlerine karsilik gelmektedir (Sadeghi ve Gholamhoseinpoor, 2015).
Ayrica elde edilen bu sonuglar literatiirdeki diger Ag nanopartikiil sentezi yapilan ¢aligmalar
ile uyumludur (Geoprincy ve digerleri, 2013). Siyah cay atig1 6ziitli ile giimiis nanopartikiil
igeren ¢ay Oziitli numune spektrumlari arasinda absorpsiyon bantlarinda kiigiik degisiklikler
ortaya ¢ikarir, £1-10 cm™ arasinda kaymaya neden olur. Bu karsilagtirmaya gore
nanopartikiillerin bitki 6ziitii ile sentezinin aminler, alkoller, ketonlar, aldehitler ve
karboksilik asitler gibi bazi metabolit fonksiyonel gruplar1 tarafindan yapildigim

gostermektedir (Sadeghi ve Gholamhoseinpoor, 2015).
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(@)

(b)
Pik Numarasi 1 (cm™) 2 (cm?) 3(cm?t) 4 (cm?)
Atik cay Oziitii 3380,81 1633,87 646,23 600,09

Nanopartikiil karisimi [3317,70 1634,08 646,25 600,39

(©

Sekil 4.2. a) AgNP’lere ait FTIR spektrumlari b) Cayin sulu ektresine ait FTIR spektrumlari
c) a ve b sekillerindeki pik tablosu

4.2.2. Ag nanopartikiiliiniin SEM karakterizasyonu
Siyah cay atig1 6ziitii kullanilarak sentezlenen Ag nanopartikiillerine ait Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) goriintiisii Sekil 4.3.’te sunulmustur. Gergeklestirilen SEM analizi ile

giimiis nanopartikiillerin morfolojisi ve boyut ayrintilar1 hakkinda bilgi edinildi. Genel
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olarak yuvarlak sekilli nanopartikiiller goriildii. Giimiis nanopartikiillerin boyutu yaklagik

59-93 nm arasinda gozlenmistir.

Saranyaadevi ve digerlerinin Capparis zeylanica yaprak Oziitii kullanarak glimiis
nanopartikiilii sentezledikleri ¢alismada, glimiis nanopartikiilin SEM analizine kiiresel ve
nispeten diizgiin sekilli goriilen nanopartikiiller 50-90 nm arasinda goriilmiistiir

(Saranyaadevi ve digerleri, 2014).

Yate 129 May 2023 Time -16:50:12

Sekil 4.3. AgNP’lerin SEM analizi

4.2.3. Ag nanopartikiilin EDX Karakterizasyonu

Siyah cay atig1 6ziitii kullanilarak sentezlenen Ag nanopartikiillerine ait Enerji Dagitiml X-
Istm1 Spektroskopisi (EDX) goriintiisii Sekil 4.4.°te sunulmustur. EDX analizi, SEM ile
kombine gergeklestirilir. Giimiis nanopartikiiller i¢in EDX analizi, zayif karbon, oksijen ve
azot pikleriyle birlikte yiizey plazmon rezonanslarindan dolayr genellikle EDX
spektrumlarindaki karakteristik pikleri yaklasik olarak 3 keV dolaylarinda gézlenmektedir.
Bu ¢alismada da glimiis nanopartikiiller 3 keV'de giiglii bir sekilde iyi tanimlanmis bir sinyal

gosterdi.
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Moodly ve digerlerinin Moringo aleifera yaprak o6ziiti kullanarak glimiis nanopartikiilii
sentezledikleri ¢aligmada, elde edilen giimiis nanopartikiillerinin EDX spektrumu 3 keV’de

gbzlenmistir (Moodley ve digerleri, 2018).

Anandalakshmi ve digerlerinin pedalium murex yaprak Oziitii kullanarak glimiis
nanopartikiilii sentezledikleri bir bagka ¢alismada, elde edilen glimiis nanopartikiillerinin

EDX spektrumu 3 keV’de gézlenmistir (Anandalakshmi ve digerleri, 2016).

Sekil 4.4. AgNP’lerin EDX analizi

4.2.4. Ag nanopartikiillerinin UV-VIS spektroskopisi

Cay atig1 ozitii kullanilmasi ile sentezi yapilan AgNP’lerin sentezi, renk degisimi ve
spektroskopik analiz ile dogrulanmistir. Reaksiyon bitiminde ¢ozelti renginin sarimsi
turuncudan, koyu kahverengiye doniisimii gozlenmistir. Bu renk degisimi giimiis
nanopartikiil olusumunun giiclii bir gostergesidir ve glimiisle iliskili nanopartikiilde yiizey

plazmonun uyarilmasina atfedilir (da Silva Ferreira ve digerleri, 2017). S6z konusu durum
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iyonik formdaki giimiisiin (Ag"), metalik giimiise (Ag®) doniistiigiinii destekler niteliktedir.
AgNP’lerin 200 ve 800 nm araliginda UV-Goriiniir bolge absorpsiyon spektrumu alinmaigtir.
Sekil 4.5.°de verilen absorbsiyon spektrumu incelendiginde, AgNP’lerin 450 nm’de
maksimum absorbsiyona sahip oldugu goriilmektedir (Sriranjani ve digerleri, 2016). Giimiis
bazli nanopartikiillerin yilizey plazmon emiliminin beklenildigi gibi 450 nm de maksimum

yogunlukta oldugu tespit edilmistir.

Sadeghi ve digerlerinin Ziziphora tenuior bitkisinin 6ziitii kullanilarak sentezlenen giimiis
nanopartikiiliin, UV spektrumu 450-460 nm arasinda maksimum absorbans verdigi
goriilmiistir (Sadeghi ve Gholamhoseinpoor, 2015). Anandalakshmi ve digerlerinin
pedalium murex yaprak oziitii kullanarak giimiis nanopartikiilii sentezledikleri bir bagka
calismada, elde edilen glimiis nanopartikiillerinin UV spektrumu 430 nm’de maksimum

absorbans verdigi goriilmiistiir (Anandalakshmi ve digerleri, 2016).

3,805

0,244 450 nm
200.0 Anm 800.0

Sekil 4.5. AgNP’lerin UV-Goriiniir Bolge Spektrumu

4.3. Glukoz Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

4.3.1. CPE ve MCPE’nin H202’e duyarhliklarinin belirlenmesi

Modifiye karbon pasta elektrodun ve karbon pasta elektrodun H20.’ye duyarliliklarinin
karsilastirilmasi, H2O2’in galisma hiicresinde olusturdugu anodik akimlarin kaydedilmesi

yontemiyle gergeklestirildi. MCPE ve CPE +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve

sonrasinda denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi icerisindeki H2O2¢in derisimi 1,0x1073
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- 1,0x10® M araliginda olacak sekilde eklemeler yapildi. H2O2 derisimine kars: elde edilen
cevap akimlar grafige gecirildi (Sekil 4.6). Grafik incelendiginde CPE elektoda gore,
H>O2‘in anodik akimlarimin MCPE’de ¢ok daha yiiksek oldugu ve MCPE‘deki glimiis

nanopartikiiliin iletkenligi arttirarak akimlar1 yiikselttigi goriildii.

250

R2=0,9923 |
200 |

@ MCPE @CPE

R*=0,9236
1

—

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

H,0, Derisimi (mM)

H,0, 1,0x10° - 1,0x103 M

Sekil 4.6. MCPE ve CPE’nin H202 duyarlilig1

4.3.2. Caliyma potansiyelinin belirlenmesi

MCPE’in  HxO2’¢  duyarliligi incelenirken, H202’in yiikseltgenmesi igin farkli
potansiyellerde calismalar yapilarak H.O> derisimine kars1 akim degerleri grafige gegirildi
(Sekil 4.7.).

Grafige bakildiginda, diisiik potansiyeldeki akim degisimlerindense yiiksek
potansiyellerdeki akim degisimlerinin daha fazla oldugu goriildii. Calisma potansiyelinin
belirlenmesi esnasinda en diisiik potansiyel olarak +0,1 V kullanilmis olup, +0,1 V’dan elde
edilen akimlar ile calisilan diger potansiyellerden elde edilen akimlar karsilastirilirsa hem
akimlarin c¢ok diisiik kaldigi hem de lineer regresyon katsiyisin diisiikligi (R?)
gorliilmektedir. Ancak yiiksek potansiyeller ile ¢alisildiginda ise viicut sivisinda yer alan baz1
tiirlerin girisim etkisinin yiiksek oldugu bilinmektedir (S. Zhang, 2001). Bu nedenle yiiksek

cevap akimlarinin oldugu, R? degerinin yiiksek, dogrusalligin iyi ve girisim etkisinin
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yeterince diisiik olacagr +0,4 V’un g¢alisma potansiyeli olmas1 gerektigine karar verildi.

Sonraki tiim ¢aligmalar +0,4 V‘da gerceklestirilerek sonuclar elde edildi.

@06V R? = 0,9944
350
@05V R? = 0,9896 ;
300 @04V R? = 0,9902
250 | @03V R?=0,9274
—_ @02V R2=0,1608
< 200
c
- R2=0,012
< 150
100
50
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
H,0, Derisimi (mM
22 simi (mM) H,0, 1,0x10°- 5,0x10* M

Sekil 4.7. MCPE’un H202’e duyarlilig1 iizerine ¢calisma potansiyelinin etkisi
4.3.3. MCPE’nin H202 duyarhh@ina AgNP miktarinin etkisi

Hazirlanan modifiye karbon pasta elektrottaki AgNP miktarmin H202’e duyarliligimni
belirleyebilmek amaciyla hazirlanan pasta icerisine 18 mg, 28 mg ve 38 mg AgNP ilave
edildi ve calisma elektrodu hazirlandi. Hiicreye eklenen H>O> derisimlerine kars1 akim farki
(A1) grafigi ¢izildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8”de karsilastirilarak uygun AgNP miktari
bulundu. R? degeri ve dogrusalligin hazirlanan ii¢ elektrot igin de iyi olmasina karsin en iyi
cevap akimi 28 mg AgNP kullanilarak hazirlanan elektrot ile elde edilmis oldu. Bu sonugta
etkili olan ise optimum miktarda nanopartikiil ile karbon pasta elektrodun hazirlanmis

olmasidir.
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Sekil 4.8. MCPE‘deki kullanilan AgNP miktarinin H202 cevabina etkisi

4.3.4. Biyosensoriin glukoz duyarlihgina gluteraldehit miktarimin etkisi

Gluteraldehit, (CsHgO2) benzersiz ozellikleri sayesinde en etkili protein ¢apraz baglama
reaktiflerinden biridir. Capraz baglama maddesi olarak glutaraldehit; histokimya,
mikroskopi, sitokimya, deri endiistrisi, enzim teknolojisi, kimyasal sterilizasyon,
biyomedikal ve farmasétik bilimler gibi ¢esitli alanlarda genis uygulama bulmaktadir

(Migneault ve digerleri, 2004).

Fonksiyonel gruplarin molekiiler boyuta oraninin yiiksek olmasi nedeniyle, gii¢lii bir ¢capraz
baglanma kabiliyetine sahiptir. Glutaraldehit, enzimin yiizeyindeki amin gruplarina
baglanmaktadir. Hatta kiigiik boyutu nedeniyle yalnizca amin gruplarina baglanmakla
kalmaz, enzime dagilir ve i¢ amin gruplartyla reaksiyona girer. Bu durum aslinda istenmeyen
bir 6zellik olmaktadir. Ciinkii bir enzimin {i¢ boyutlu yapisi1 katalitik islevi i¢in gerekli
olmaktadir ve asir1 capraz baglanma ile enzimin aktif bolgesi bozulabilmektedir (Quan Xin,
1997). S6z konusu nedenlerle, eger c¢apraz baglanma gluteraldehit ile yapilacaksa

gluteraldehit miktarinin enzimin aktivitesine etkisi arastirilmalidir. Bu nedenle
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gluteraldehitin miktarinin aktiviteye etkisini belirlemek icin gluteraldehit miktar1 ¢aligmasi

yapilmustir.

Bu calismada hacimce 20,0 pL, 30,0 uL ve 40,0 pL gluteraldehit (%2,5luk) iceren 3 farkli
immobilize MCPE’ler hazirlandi. Hazirlanan MCPE’ler +0,4 V potansiyelde sabit akima
getirildi. S6z konusu elektrotlara ait glukoz derisimine kars1 Ai akim grafikleri ¢izildi (Sekil
4.9.). Bu sonug, 20,0 pL miktarindaki gluteraldehitin enzim immobilize etmek i¢in yeterli
olmamasindan kaynakl1 yapiy1 bir arada tutamadigi, 40,0 pL miktarindaki gluteraldehitin ise
cok fazla gelerek asir1 baglanma sonucu enzimin aktivitesinde kayba sebep oldugu seklinde
yorumlandi. Bu ¢aligsma i¢in en fazla aktivitenin 30,0 uL gluteraldehitten saglandig1 goriildii
ve bundan sonraki ¢alismalarda 30,0 uL gluteraldehit kullanarak modifiye karbon pasta

elektrotlar immobilize edilerek hazirlandi.

Glutaraldehit miktarinin etkisi (%2,5’luk glutaraldehit) —@—20 L
120 —8—30pulL
T 1
T ' —
100 b T @— 40 ulL
. 80
<
= .
= 60 - o
3 8 # ¥

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Glukoz Derigimi (mM)
Glukoz 1,0x108 - 1,0x10* M

Sekil 4.9. Glukoz duyarliligina gluteraldehit miktarinin etkisi
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4.3.5. Enzim elektrodun en iyi calisma kosullarinin belirlenmesi

Optimum pH

Enzim aktivitesi ¢esitli parametrelerden etkilediginden ¢ozelti pH'1 enzim aktivitesi igin
onemli faktorlerden biri olarak belirlenmektedir. Bu nedenle, ¢alisma ortami pH'1 uygun bir
degere ayarlanmalidir. Bu yiizden bu c¢alismada glukoz biyosensoriiniin performansina
pH’n etkisi incelendi. Oncelikle elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat
tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. Elektrot,
+0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi. Hazirlanan biyosensor farkli pH degerlerine (5,0;
6,0; 7,0; 8,0; 9,0) sahip tampon ¢ozeltilerde dengeye getirildi ve denge akimlar1 kaydedildi.
Sonrasinda hiicre igine derisimi sabit 1,0x10* M glukoz ¢ozeltisi eklenerek akim degisimi
olgiildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu akimdan denge akimi ¢ikarilarak akim farki (Ai)
hesaplandi. Bu islemden sonra pH degerlerine kars1 akim farklar1 (Ai) grafige gecirildi (Sekil
4.10.). Cizilen grafik incelendiginde en yiiksek akimin pH 7,0 tamponunda elde edildigi

goriildii ve bundan sonraki deney asamalarinda pH 7,0 degerinde ¢alisildi.

Literatiirde glukoz biyosensorii ¢alismalarinda farkli pH degerleri bulunsa da genel olarak
bu calisma ile uyumlu pH degerleri bulunmaktadir. Ornegin; pH 8,5; (Tashkhourian ve
digerleri, 2011), pH 7; (Aydogdu ve digerleri, 2013), pH 7; (Yang ve digerleri, 2006), pH
7,2; (Yang ve digerleri, 2009), pH 7; (Wu ve digerleri, 2004), pH 7; (Gade ve digerleri,
2006), pH 7 (Deng ve digerleri, 2006). Baz1 ¢alismalardaki pH degerlerinin farkli olmasinin
nedeninin; immobilize edilen materyalin ve immobilizasyon tiiriiniin farkli olmasindan

kaynaklanabildigi diisiiniilmektedir (Bodur, 2019).
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Sekil 4.10. Glukoz duyarliligina pH’1n etkisi

Optimum sicaklik

Sicaklik enzim aktivitesine etki eden parametrelerden bir digeridir. Enzim ile ¢aligma
yapildiginda aktivite kaybina ve denatiirasyona yol agmayan sabit bir sicaklikta yapilmasi
tercih edilmelidir. Sicaklik enzim aktivitesini belirli bir yere kadar artirmakta ve sicaklik
belli bir noktadan sonra artmaya devam ettiginde enzimler denatiire olmakta ve aktivitesini
kaybetmektedir (Daniel ve Danson, 2013). Her enzim i¢in optimum sicaklik degeri farklidir

ve bu nedenle sicakliga bagli cevap akimini tespit etmek énemli olmaktadir.

Tasarlanan glukoz biyosensoriiniin aktifligine sicakligin etkisi incelendi. Oncelikle
elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl
destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi.
Hazirlanan biyosensor farkli sicakliklarda (20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C) dengeye getirildi ve
denge akimlar1 kaydedildi. Sonrasinda hiicre igine derisimi sabit 1,0x10™* M glukoz ¢dzeltisi
eklenerek akim degisimi 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu akimdan denge akimi
cikarilarak akim farki (Ai) hesaplandi. Bu islem tiim sicakliklar i¢in uygulandi ve sonrasinda
sicakliga (°C) karst akim farklar1 (Ai) grafige islendi (Sekil 4.11). Cizilen grafik
incelendiginde en yiiksek akimin 50 °C’de oldugu goriildi.
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Sekil 4.11. Biyosensoriin glukoza duyarliligina sicakligin etkisi

Biyosensoriin 50 °C*de en yiiksek aktiviteye sahip oldugu grafikten goriillmektedir. Ancak
sicaklik ¢ok yiiksek oldugunda, enzim kolayca denatiire olur ve enzimatik aktivitesini
kaybetmektedir. Yanit 50 °C‘de iken aktivite en yiiksek olmasina ragmen, ¢ogu enzim
yiiksek sicaklikta denatiire olabildiginden, biyosensoriin dmriinii uzatmak igin pratik
nedenlerden dolay1 oda sicakliginin (25 °C) kullanilmas1 6nerilmektedir (Yang ve digerleri,
2006).

Literatiirde glukoz biyosensorii ¢alismalarinda bu sicaklik degerinden farkli sicaklik
degerleri de bulunmaktadir. Ornegin; (Aydogdu ve digerleri, 2013) 25; (Yang ve digerleri,
2006) 34,8; (Wu ve digerleri, 2004) 45 °C’de aktivitenin en yiiksek degere ulastigi
gortilmiistiir. Ancak Liuqing Yang ve arkadaglarinin yaptigi calismada FesO4 Np'leri ve
nafion filmleri modifiye edilmis elektrodun 65 °C’de verdigi yanit maksimuma ulasirken,
Fe3O4 Np'leri ve nafion filmleri olmayan elektrodun, sicaklik 45 °C'den yiiksek oldugunda
verdigi tepkinin azaldigi gosterilmistir. Biyosensére FesOs Np'leri ve nafion filmleri
modifiye edilmesinin iyi termodinamik stabiliteye ve uzun kullanim émriine neden oldugu
gosterilmistir (Yang ve digerleri, 2009). Bu nedenle bu ¢alismada da AgNP eklenmis

modifiye karbon pasta elektrot ile sicaklik 50 °C iken en iyi yanit alindig1 diistiniilmektedir.
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Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan biyosensdriin cevap akimma substrat derisiminin etkisi incelendi. Oncelikle
elektrokimyasal hiicreye pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponundan 9 mL ve 1,0 M NaCl
destek elektrolit ¢ozeltisinden 1 mL koyuldu. Elektrot,+0,4 V potansiyelde sabit akima
getirildi ve denge akimlari kaydedildi. Sonrasinda hiicre igine derisimi 1,0x10°® - 1,0x1073
M olan glukoz ¢6zeltileri eklendi. Her eklemeden sonra ¢ozelti 5 dk boyunca karistirildi ve
200 s sonra akim degeri 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akim degeri, denge akimindan
cikarilarak akim farki degeri (Ai) hesaplandi ve grafige gecirildi (Michaelis-Menten egrisi)
(Sekil 4.12.). Grafik incelendiginde 1,0x107 - 1,0x10° M (R?=0,9713) araliginda dogrusal
caligsma aralig1 bulundu (Sekil 4.13). Glukoz gozlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin sinirt
(LOQ) sirasiyla 5,0x10° M ve 1,6x108 M olarak bulunmustur. S6z konusu calisma
araliginda (1,0x107 - 1,0x10® M) dogrusalligi iyi oldugu ve bu ¢alisma araliginin kantitatif
tayinlerde kullanilabilir olduguna karar verildi. (1/glukoz derisimi)-(1/Ai) grafigi
(Lineweaver-Burk grafigi) enzimler icin spesifik olan Km (gozlenen) ve Imaks‘t
belirleyebilmek igin ¢izildi (Sekil 4. 14).

Grafikte egrinin x eksenini kestigi nokta -1/ Km degerini gosterir. Kmesz) degeri 1,29x10°
mM (0,0129 uM) olarak hesaplandi. Bulunan Km degeri enzimin substrata olan ilgisini
gosterir. Literatlirde verilen immobilize glukoz oksidaz i¢in Kmgs,) degerleri 18.0, 11.9, 9.34
mM'dir (Arslan ve digerleri, 2011; Shan ve digerleri, 2009; Xue, Shen ve Li, 2001). Grafikte

egrinin y eksenini kestigi nokta ise Imaks degeri 38,5 pA olarak hesaplandi.
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Sekil 4.12. Biyosensoriin amperometrik cevabina karsi Glukoz derisiminin etkisi (0,1 M pH
7,0 fosfat tamponu, 25 °C, +0,4 V)
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Sekil 4.13. Glukoz biyosensoérii i¢in kalibrasyon grafigi (0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu, 25

°C,+0,4 V)
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Sekil 4.14. Biyosensoriin amperometrik cevabina Glukoz derisiminin etkisi (Lineweaver-
Burk grafigi, 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu, 25 °C, +0,4 V)

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Glukoz biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi incelendi. Bu amagla 6ncelikle hiicre
icerisine pH degeri 7 olan 9 mL fosfat tamponu ve 0,1 M NaCl eklenmistir. +0,4 V
potansiyelde sabit akima getirildi. Dengeye geldikten sonra denge akimi kaydedildi. Daha
sonra hiicre icine derigimi sabit 1,0x10% M glukoz cozeltisi ilave edilerek akim degisimi
Ol¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu akimdan denge akimi ¢ikarilarak akim farki (Ai)
hesaplandi. Bu islem 12 kez tekrarlandi. 12 6l¢iime karsi, akim farki (Ai) degerleri grafige
gecirildi (Sekil 4.15.). Olgiim sonuglari yorumlandiginda, bagil standart sapma % 3,97
olarak hesaplandi. 12 tekrar sonunda ise biyosensoriin baslangic aktivitesinin % 9,19

kaybettigi gortildi.
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Sekil 4.15. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

BivosensOriin raf 6mriiniin belirlenmesi

Glukoz biyosensdriiniin raf dmrii incelendi. Oncelikle hiicre icerisine pH degeri 7 olan 9 mL
fosfat tamponu ve 0,1 M NaCl eklendi. +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve dengeye
geldikten sonra denge akimi kaydedildi. Sonrasinda hiicre igine derisimi sabit 1,0x10° M
glukoz ¢ozeltisi ilave edilerek akim degisimi 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu akimdan
denge akimi ¢ikarilarak akim farki (Ai) hesaplandi. Bu islem 30 giin siiresince belirli zaman
araliklarinda (1., 3., 10., 15., 20., 25., 30. giin) gerceklestirildi. 30 giin boyunca biyosensor
kullanilmadig1 durumlarda tampon ¢6zelti igerisinde buzdolabinda +4 derecede tutuldu. Giin
sayisina karsi, akim farki (Ai) grafige gecirildi (Sekil 4.16.). Grafik yorumlandiginda,
biyosensoriin aktivitesinde 30.’u giine kadar diizenli olarak diisiis goriildii. Biyosensoriin 30
glinlin sonunda baglangi¢ aktivitesinin %35’ini korudugu goriildii. Mevcut sonuglar literatiir
degerlerine bakildiginda biyosensor i¢in beklenen araliklarda goriilmektedir (Yadav ve

digerleri, 2011).
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Sekil 4.16. Biyosensoriin raf dmriiniin belirlenmesi

4.3.6. Glukoz tayinine girisim yapan tiirlerin etkisi

Biyosensor caligmalarinda iizerinde durulmasi gereken bir baska basamak ise girisim
konusudur. Ciinkii gercek numuneler ile ¢alisma yapildigi esnada, ger¢ek numunenin
yaninda bir de girisim yapabilecek maddelerde bulunabilir. Kanda bulunan ve girisim yaptigi
literatiir arastirmasi ile bilinen lirik asit, askorbik asit ve tiredir. Kanda bulunan derisimleri

ise; 3,0x10* M iirik asit, 2,5x10° M iire ve 1,0x10* M askorbik asittir (Bodur, 2019).

Calisma hiicresi iginde glukoz ve kanda bulunan bu maddelerde bulunabileceginden, ¢alisma
elektroduna yiiksek bir anodik potansiyel uygulandigi durumda glukoz ile birlikte bu
maddeler de yiikseltgenirler. Sonug olarak glukozun kandaki gercek degerinden daha yiiksek
bir cevap akimi elde edilmesine sebep olur (Uzumer,2015). Girisim yapan maddelerin etkisi
seyreltme ile Onlenebilmektedir ve biyosensor c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir

(Park, 2019).

Bu nedenle kanda bulunan ve girisim yapan bu tiirlerin glukoz biyosensdrii lizerine girigim
yapma etkisi incelendi. Oncelikle hiicre icerisine pH degeri 7 olan 9 mL fosfat tamponu ve
0,1 M NaCl eklendi. +0,4 V potansiyelde sabit akima getirildi ve dengeye geldikten sonra
denge akimi1 kaydedildi. Hiicre igine derisimi sabit 1,0x10° M glukoz ¢dzeltisi ilave edilerek
akim degisimi 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimlardan denge akimi ¢ikarilarak akim

farki (Ai) hesaplandi. Daha sonrasinda girisim yapan maddelerden belirli bir miktar hiicreye
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eklendi. Girisim yapan maddeler eklendikten sonra da akim degisimi 6lgiildii ve kaydedildi.
Kaydedilen son akimdan denge akimi ¢ikarilarak elde edilen akim farkindan, glukozun akim
farki ¢ikarilarak girisim yapan maddenin girisim orani hesaplandi (Cizelge 4.2). Deney, 10

kat seyreltme yapilarak girisim yapan maddeler eklenmesi ile yapildi.

Cizelge 4.2. Biyosensoriin glukoz tayinine girisim yapan maddelerin girisim oranlari

Girigim orant
Askorbik asit %71,09
Urik asit girisim yok
Ure girisim yok

4.3.7. Ger¢ek numunede glukoz tayini

Hazirlanan biyosensdriin gercek bir numuneye uygulanabilirligini belirlenmek amaciyla

hem sentetik kan serumunda hem de meyve suyunda test edildi.

Meyve suyunda glukoz tayini

Biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirligini belirlenmek igin LS/MS ve GC/MS
yontemleri kullanilarak icerigindeki glukoz miktar1 tespit edilen meyve suyu markasina
ait drnek referans olarak kullanildi. Oncelikle hiicre igerisine pH degeri 7 olan 9 mL fosfat
tamponu ve 0,1 M 1 mL NaCl eklendi. Hazirlanan biyosensoér 25 °C’de, +0,4 V potansiyelde
sabit akima getirildi ve dengeye geldikten sonra denge akimi kaydedildi. Hiicre i¢i glukoz
derigimi 1,0x107 - 1,0x10® M arasina denk gelen, dogrusal calisma araliginda olan 4 farkli
derisimde glukoz ¢dzeltisi eklendi. Meyve suyu drnegi ise 5 x 107 kat seyreltme yapilarak
hiicre i¢erisine eklendi. Akim degisimi 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu akimdan denge
akimi ¢ikarilarak akim farki (A1) hesaplandi. S6z konusu islem 3 kez tekrarlandi. Yapilan bu

islemler sonucunda kalibrasyon grafiginden glukoz derisimi hesaplandi.

Literatiirden elde edilen, Walker ve digerlerinin yapmis oldugu, LC/MS ve GC/MS
yontemleri kullanilmasi ile yapilan ¢alismada kullanilan meyve suyundaki glukoz miktari
45,50 g/L’dir. Hazirlanan biyosensor ile 6lgiim sonucunda, glukoz miktar1 kalibrasyon

grafiginden yararlanilarak 44,37 + 4,14 g/L olarak bulunmustur (Walker ve digerleri, 2014).
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Sentetik kan numunesinde glukoz tayini

Kan serumunda bulunan girisim yapan cesitli tiirlerin Boliim 3.5.’te belirtilen derisimlerini
iceren sentetik kan ¢ozeltisi hazirlandi. Oncelikle hiicre igerisine pH degeri 7 olan 9 mL
fosfat tamponu ve 0,1 M 1 mL NaCl eklendi. Hiicre igerisindeki glukoz derisimi 1,0 x 10
M olacak sekilde hiicre igerisine ilave edildi. Hazirlanan biyosensor 25 °C’de, +0,4 V
potansiyelde sabit akima getirildi ve dengeye geldikten sonra denge akimi kaydedildi.
Calisma hiicre igerisinde, 10 kat seyreltme olacak bigimde sentetik kan numunesinden ilave
edilerek akim degisimi dl¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak
akim farki (Ai) hesaplandi. S6z konusu islem 3 kez tekrarlandi ve kalibrasyon grafigi ¢izildi.
Grafikten yararlanilarak glukoz miktar1 1,0+(0,0014)x10° M olarak bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda ilk olarak yesil sentez yontemiyle siyah g¢ay atigindan giimiis
nanopartikiil olusumu saglandi. Olusan nanopartikiiller asagida belirtilen yontemler ile

karakterize edildi:

e Sari-turuncu renkten kahverengi renge doniistim ile nanopartikiil olustugu gortldii.

e UV-Vis spektroskopisi ile glimiis nanapartikiil igeren ¢6zeltinin maksimum absorbansi
450 nm’de goriildii.

e FTIR analizi ile giimiis nanapartikiil i¢eren ¢ozeltideki fonksiyonel gruplar tayin edildi.

e SEM analizi ile 59-93 nm arasinda nanopartikiiller olustugu goriildii.

e EDX ile giimiis nanopartikiil olusumu kanitlandi.

Ardindan c¢aligmada elde edilen glimiis nanopartikiil kullanilarak glukoza duyarli bir

biyosensor hazirlandi. Sonuglar asagida siralanmistir:

e Biyosensoriin tasariminda kullanilan giimiis nanopartikiiller, glukoz biyosensoriiniin
performansini arttirdi.

e (alisma potansiyeli +0,4 V olarak belirlendi.

e Dogrusal ¢alisma aralig1 1x107 M — 1x10°® M, R2=0,9713 olarak bulundu. Bu sonuca
gore glimiis nanopartikiil modifiye edilen biyosensor ile bu aralikta kantitatif analizlerin
yiiksek hassasiyette yapilmasina ve diisiik derisimlerde glukoz tayinine olanak sagladigi
sOylenebilir.

e Hazirlanan glukoz biyosensorii diisiik tayin smirina sahiptir (1,6x108 M). Diisiik tayin
siir1, kiiciik derisimlerde madde miktar1 tayinine olanak tanimasi agisindan oldukca
onemlidir. Biyosensoriin cevap siiresi ise 200 s olarak belirlenmistir.

e Optimum ¢alisma pH’1 7,0 fosfat tamponu olarak belirlenmistir. Optimum sicaklik ise
50° C olarak belirlenmis olup biitiin deneysel ¢calismalar oda sicakliginda yapilmistir.

e Hesaplanan Kmgs, degeri 1,29x10° mM (0,0129 uM) ve Imakss,) degeri 38,5 pA
bulundu. Literatiirdeki diger glukoz biyosensorlerine ait Km degerleri ile
karsilastirildiginda biyosensoriimiize ait bulunan degerin oldukga diisiik oldugu goriildii.
Biyosensorde Km degerinin kiigiik olmasi; giimiis nanopartikiiliin enzimin substrata olan

ilgisini arttirdig1 goérilmiistiir.
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e 12 Olglim sonrasinda biyosensoriin aktivitesinin yaklasik %90,81’ini muhafaza ettigi
gorlilmiistiir. Bu deger literatiir degerleri ile kiyaslandiginda tekrar kullanilabilirlik
degerinin yiiksek oldugu gostermektedir.

e Raf Omrii incelemesinde, 30 giin sonunda biyosensdriin baslangic amperometrik
cevabinin yaklasik %35’ini korudugu goriilmiistiir.

e Biyosensor ¢alismalarinda sik¢a rastlanan bir sorun olan girisim etkisi, bu ¢calismada bazi
maddeler i¢in tamamen ortadan kaldirilmasa da diisiik girisim yiizdeleri (Urik asit;

girisim yok, Ure; girisim yok, Askorbik asit; %1,09) elde edilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda siyah ¢ay atig1 kullanilarak yesil sentez yontemiyle glimiis
nanopartikiil sentezi yapildi. Atik cay kulanilarak {ilkemizde c¢ok tiiketilen ¢ayin
kullanilmasindan geriye kalan atiginin teknoloji alanina kazanilmasi amaglandi. Bu amagla
sentezlenen glimiis nanopartikiiller glukoz biyosensorii tasariminda kullanildi. Yesil sentez
yontemiyle atik caydan nanopartikiil sentezi kolay, ekonomik, pratik ve ¢evre dostu olmasi
nedeniyle bilim diinyasinda dikkatleri tizerine c¢ekmektedir. Sentezlenen bu
nanopartikiillerin modifiyesi ile hazirlanan glukoz biyosensoriiniin uygun cevap siiresine,
genis ¢alisma araligina, diigiik tayin sinirina, iyi tekrarlanabilirlige ve uzun raf émriine sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenlerle biyosensor calismalarinda, yesil sentez yontemiyle elde
edilen nanopartikiiller ile modifiye edilerek hazirlanan biyosensorler yenilik¢i olup kullanim
alanim1 da genigletmektedir. Ayrica nanopartikiil modifiye edilmis biyosensoriin
hazirlanmas1 az maliyetli ve pratik olmasi nedeniyle de giin gegtikce kendine daha fazla yer

bulacaktir.
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