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SERYUM OKSIT ESASLI HiBRIT MATERYALIN PEROKSIDAZ
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

OZET

“Nanozimler” olarak adlandirilan yapay enzimler, enzim benzeri katalitik aktivitelere
sahiptirler. Kolay, diisiik maliyetli sentez, ayarlanabilir morfoloji ve katalitik aktivite,
giiclii stabilite, zorlu kosullar altinda ytiksek katalitik aktivite ve zengin ylizey kimyasi
gibi istlin Ozellikleri nedeniyle biyosensorlerde destek malzemeleri, cevresel
kirleticilerin par¢alanmasi, hastalik teshisi gibi ¢esitli alanlarda arastirma yapan bilim
insanlarinin ilgisini ¢gekmektedir.

Gilinlimiizde gida endiistrisinde, biyofarmasoétikte, ¢evresel analizlerde ve klinik
teshiste hizli, stabil ve hassas H20» tespiti biiyiik 6nem tasimaktadir. H.O> analizi i¢in
kolorimetri, kemiliiminesans/floresan bazli sistemler, yiliksek performansh sivi
kromatografisi ve elektrokimyasal sistemler dahil olmak {izere bir¢ok yontem
kullanilmustir.

Peroksidazlar, hiicresel ortamda sitotoksik H>O>'nin par¢alanmasini katalize eder. Son
zamanlarda, tek adimli kolorimetrik ol¢iim platformlar1 tiretmek igin peroksidaz
benzeri aktivite gosteren malzemeler Onerilmektedir. H2O2’in miktar tayini igin
nanozimlerin kullanilmasi uygun goriilmektedir.

Karbonlu malzemeler, MOF'ler, metal nanomalzemeler, kalkojenitler, metal oksitler
dahil olmak iizere ¢esitli nanomalzemelerin peroksidaz benzeri aktivite gosterdigi
bulunmustur.

Bunlar arasinda metal oksitler, morfolojik olarak kontrol edilebilir {iretimleri, yiiksek
stabiliteleri ve {istiin peroksidaz benzeri aktivite gostermeleri nedeniyle daha fazla ilgi
gormustur.

Bu calismada, cam slayt iizerinde altin nanopartikiilleri kapli CeO> ters opal fotonik
kristallerinden (IOPC'ler) olusan hibrit nanozim, avantajli bir sekilde gozenekli
morfolojiye sahip olarak iiretildi. Yiizeydeki seryumun farkli degerlik durumlari,
yiiksek yiizey alani ve buna bagli olarak bol miktarda aktif bolge icermesi nanozimin
avantajlar1 arasindadir. Nanozimin oksidaz ve peroksidaz enzim aktiviteleri, H2O>
varhginda gozle fark edilebilir bir sekilde kromojenik substrat 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS)'nin katalitik oksidasyonuyla incelenmistir.
Ce3* ve Ce*"'dan olusan CeO, IOPC’ler ve Au NP'ler peroksidaz benzeri aktivite
gostererek H202 varliginda ABTS'yi oksitledigi gozlemlendi. Nanozimin peroksidaz
benzeri aktivitesi, hibritin 1518a duyarli dogasi nedeniyle 151K varliginda biiyiik dl¢tide
tyilestirildi. Nanozimin peroksidaz benzeri aktivitesi, 2,7 uM LOD ile 0,009 ila 500
uM araliginda H>O2'nin dogrusal tespitini miimkiin kildi. Kabul edilebilir nanozim
aktivitesi muhtemelen H2O2'nin nanozimin aktif bdlgelerine kolay erisiminden
kaynaklanmaktadir.  Go6zenekli  yapi, reaktanlarin  ve {riinlerin  kolayca
yonlendirilmesini sagladi. Nanozimin periyodik yapisi ayni zamanda iyi bir
tekrarlanabilirligi de miimkiin kildi. Islevsellestirme olmadan nanozim, hidrojen
peroksit 6l¢iimleri i¢in peroksidaz enzimlerine iyi bir alternatif olabilir.
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DETERMINATION OF PEROXIDASE ACTIVITY OF CERIUM OXIDE
BASED HYBRID MATERIAL

SUMMARY

Enzymes are mostly sophisticated proteins that catalyze biological transformations and
have substantial selective catalytic activity towards biologically, forensically, and
environmentally important substances.

However, enzymes have some limitations including high-cost purification, labor-
intensive preparations, high susceptibility to pH, temperature, ionic strength, organic
solvents, surfactants, and low recyclability which hamper their widespread use.
Additionally, proteases can digest the enzymes.

Artificial enzymes called “nanozymes” can resemble enzyme-like catalytic activities
and have received increasing interest from researchers in various areas, such as support
materials in biosensors, degradation of environmental pollutants, and disease
diagnosis, owing to their superior properties such as facile, low-cost synthesis,
adjustable morphology and catalytic activity, strong stability, high catalytic activity
under harsh conditions, and rich surface chemistry.

Nowadays, fast, stable, and sensitive H20. detection in food industry,
biopharmaceutical, environmental analysis, and clinical diagnosis is of great
importance. H>O> accumulation in biological fluids leads to biological harm that
results in the development of progressive neurodegenerative diseases, Alzheimer's and
Parkinson's diseases, cancer, etc.

Different methods have been utilized for H20. analysis, including colorimetry,
chemiluminescence/fluorescence-based systems, high-performance liquid
chromatography, and electrochemical systems.

Peroxidases catalyze the breakdown of cytotoxic H2O> in the cellular environment.
Recently, peroxidase-mimicking materials have been proposed to fabricate one-step
colorimetric sensing applications. H20. monitoring is likely to be viable by using
nanozymes.

Various nanomaterials, including carbonaceous materials (graphene oxide(Das ve ark,
2019), fullerenes, carbon nanotubes), MOFs, metal nanomaterials (Au NPs, Au NCs,
Pd NPs, Pd nanosheets, Pt NPs), metal oxides (FesOs, Mn30s, V205, CuO, SnOy,
C0304, CeO,, CoFe20s MNPs), chalcogenides (CuS, MoSe> nanosheets, PtS
nanosheets), hemin etc. have been found to display peroxidase-like activity.

Among them, metal oxides gained more attention due to their controllable fabrication,
high stability, and superior peroxidase-mimicking activity.

Nanozymes have integrated the outstanding merits of engineered nanomaterials and
natural enzymes since the breakthrough work, which revealed the intrinsic peroxidase-
like activity of magnetic Fe3O4 NPs.
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The nanozymes are promising substitutes for high-cost enzymes due to their
substantial catalytic stability and activity.

The catalytic activity of nanozyme can be adjusted by precise morphology
engineering, surface functionalization, heterogeneous atom doping, NP size, and
surface defects, viz. ledges, kinks, adatoms, and vacancies, which are coordinatively
unsaturated and reactive.

The presence of dual oxidation states of the metal ions is favorable and the redox state
of metal ions on the surface plays a pivotal role in redox enzyme-like activities.

However, nanozymes cannot catalyze one specific substrate as selectively as
enzymes. The potential challenges guide the de novo nanozyme design and synthesis
of nanozymes with uniform size and atomically precise structures.

Additionally, the catalytic activity of nanozymes has been boosted by enhancing the
surface area, which can expose more active sites and preferential exposure of
catalytically active atoms.

Among the oxidase-mimicking nanozymes, CeO with multiple oxidation states has
garnered attention due to its low-cost production, substantial catalytic activity, rich
chemical versatility, low toxicity, high stability, environmental friendliness, and
extraordinary electronic and optical properties.

However, the improvement of enzyme mimicking activity of CeO; is one of the
potential challenges, and utilization of different morphologies can overcome this
problem.

Noble metal nanoparticles such as Au NPs and their alloys have revealed oxidase-like
activity owing to their substantial oxygen reduction catalytic activity and peroxidase-
like activity. Au NPs have been widely used to catalyze glucose oxidation by
molecular oxygen by generating H20:..

Encouragingly, the catalytic performance and/or versatile activity of nanozymes have
been significantly improved by functionally assembling several nanozymes, which
show the same and/or different enzyme-mimicking activity for concurrent tandem
catalysis and more sensitive-selective sensing of analytes.

To our knowledge, there is no report on IOPCs-based nanozyme material. Motivated
by above consideration, we modified the morphology to increase the enzyme-
mimicking activity, and the resulting hybrid nanomaterial showed promising
peroxidase-like activity.

H>0> measurement was successfully carried out with a good sensing performance by
using the coupled CeO, IOPCs/Au NPs nanozyme as a substitute for oxidase-
peroxidase enzymes, and light energy enhanced the nanozyme activity.

Also, enzyme-mimicking behavior was surveyed by putting forward a mechanism of
nanozyme activity. The study can give an impetus to develop IOPCs-based
nanozymes.

In this study, the hybrid nanozyme gold nanoparticles deposited CeO- inverse opal
photonic crystals (IOPCs) on the glass slide were fabricated by bestowing the hybrid
with the beneficial porous morphology with its unique advantages: its surface valence
states, high surface area, and copious active sites.
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The oxidase and peroxidase-mimicking activity was studied by observing the catalytic
oxidation of chromogenic substrate 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid (ABTS) in the presence of H202, which can be visualized by the eyes.

Au NPs and CeO, IOPCs consisting of Ce®" and Ce** can oxidize ABTS in the
presence of H20> by mimicking peroxidase enzymes. The peroxidase-like activity of
nanozyme was substantially improved by introducing light irradiation due to the
photosensitive nature of the hybrid. The peroxidase-like activity of nanozyme enabled
H20:> linear detection over the range 9 to 500 uM, with a LOD of 2.7 uM.

Since CeO, IOPCs and Au NPs exhibit peroxidase-like activity to some extent, the
assembly of these nanozymes revealed remarkable H>O> sensing performance.

The use of IOPCs grants access to high number of catalytically active sites and
enhanced the catalytic activity. The high accuracy and precision results from the
facilitated and rapid access of H2O> to the proximity of the sensor surface. The hybrid
nanozyme has been successfully utilized to detect H.Oz, and the introduction of visible
light substantially increased the detection sensitivity.

This work proves the simple and sensitive nanozyme based assays for detection of
various analytes and the nanozyme research will find its unique niche in the sensor
area.

An outstanding light-assisted nanozyme for hydrogen peroxide detection was
fabricated with the distinct merits of simplicity and low cost. The solution-based
nanozymes have an undesired interfering effect for measuring light absorption.

On the other hand, the free-standing nanozymes can be removed from the post-reaction
medium and negate this interference. While individual CeO2 and Au NPs have been
found to be excellent superoxide dismutase (SOD) and glucose oxidase substitutes, the
hybrid of these materials exhibited remarkable peroxidase-like activity.

CeO2 IOPCs and Au NPs-based materials can also act as photocatalysts, implying that
the hybrid can harvest solar energy for photocatalytic reactions. The color generation
of chromogenic colorless substrate ABTS was visible to the naked eye, such that the
oxidized green product was discernible for hydrogen peroxide concentrations as low
as 30 uM.

Ce0O».-based nanomaterials have rich redox properties depending on their morphology
and multiple enzyme-mimicking activity. CeO> nanozymes can catalyze H>O; to
generate reactive oxygen species under acidic conditions by showing peroxidase-like
activity.

The acceptable nanozyme activity is probably owing to the easy access of H.O; to the
active sites of nanozyme. The porous architecture led to the easy channeling of
reactants and products.

The periodic architecture of the nanozyme also led to decent reproducibility. Without
functionalization, the nanozyme can be a promising alternative to peroxidase enzymes
for hydrogen peroxide measurements.
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1. GIRIS

Enzimler cogunlukla biyolojik doniisiimleri katalize eden ve biyolojik, adli ve ¢evresel
acidan 6nemli maddelere kars1 6nemli segici katalitik aktiviteye sahip olan kompleks
proteinlerdir (de Jesus ve ark, 2013; Gross ve ark, 2017; Holzinger ve ark, 2021).
Bununla birlikte, enzimlerin, yiiksek maliyetli saflastirma, yogun emek gerektiren
hazirliklar, pH'a, sicakliga, iyonik kuvvete, organik ¢oziiciilere, yiizey aktif maddelere
kars1 yliksek duyarlilik ve diisiik geri doniisiim gibi bazi sinirlamalar1 vardir ve bunlar
yaygin kullanimlarin1 engellemektedir (Bornscheuer, 2003; Cakiroglu ve ark, 2023;
Dicosimo ve ark, 2013). Enzimler, proteazlar tarafindan sindirilebilirler (D. Li ve ark,
2010).

“Nanozimler” olarak adlandirilan yapay enzimler, enzim benzeri katalitik aktivitelere
sahiptirler. Kolay, diisiik maliyetli sentez, ayarlanabilir morfoloji ve katalitik aktivite,
giicli stabilite, zorlu kosullar altinda yiiksek katalitik aktivite ve zengin ylizey
kimyasina sahip olma gibi istiin ozellikleri nedeniyle biyosensorlerde destek
malzemeleri, cevresel kirleticilerin pargalanmasi, hastalik teshisi gibi c¢esitli
alanlardaki arastirmacilarin artan ilgisini ¢ekmektedir (Ganganboina & Doong, 2018;
Mou ve ark, 2020; W. Wu ve ark, 2020).

Gilinlimiizde gida endiistrisinde, biyofarmasdtikte, ¢evresel analizlerde ve klinik
teshiste hizli, stabil ve hassas H20: tespiti biiyiik nem tagimaktadir (J. Zhang ve ark,
2021). Biyolojik sivilarda H>O> birikmesi, ilerleyici norodejeneratif hastaliklarin,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin, kanserin vb. gelismesine yol acan biyolojik
hasara neden olur (R. Li ve ark, 2023). H2O. analizi igin kolorimetri,
kemiliiminesans/floresan esash sistemler, yiiksek performansli sivi kromatografisi ve
elektrokimyasal sistemler dahil olmak iizere farkli yontemler kullanilmistir (Zou ve
ark, 2023). Peroksidazlar hiicresel ortamda sitotoksik H>Oz2'nin par¢alanmasini
katalize eder (B. Luo ve ark, 2023). Son zamanlarda, tek adimli kolorimetrik 6lgtim
platformlar1 iiretmek i¢in peroksidaz benzeri aktivite gosteren malzemeler dnerilmistir
(J.-Q. Li ve ark, 2023; R. Li ve ark, 2023). H202 miktar1 nanozimler kullanilarak
belirlenebilir. Karbon esasli malzemeler (grafen oksit (Das ve ark, 2019), fullerenler



(Hong ve ark, 2022), karbon nanotiipler (Gallay ve ark, 2020)), MOF'ler (Q. Chen,
Zhang, ve ark, 2020), metal nanomalzemeler (Au NP'ler (Siddiqui ve ark, 2021), Au
NC'ler (J. Chen ve ark, 2019), Pd NP'ler (R. Li ve ark, 2023), Pd nanotabakalar1 (Y.
Tang ve ark, 2020), Pt NP'ler (H. Wang ve ark, 2021)), metal oksitler (Fes04 (Gao ve
ark, 2007), Mn30O4 (Siddiqui ve ark, 2021), V20s (André ve ark, 2011), CuO (W. Chen
ve ark, 2011), SnO2 (Zou ve ark, 2023), Co304 (X. Zhang ve ark, 2020), CeO2 (Amalraj
ve ark, 2022), CoFe;O4 MNP'ler (Shi ve ark, 2011)), kalkojenitler (CuS (B. Luo ve
ark, 2023), MoSe; nanotabakalar1 (X. Wu ve ark, 2018), PtS; nanotabakalar1 (W.
Zhang ve ark, 2021)) ve hemin (J. Zhang ve ark, 2021) dahil olmak iizere ¢esitli
nanomalzemelerin peroksidaz benzeri aktivite gosterdigi bulunmustur. Bunlar
arasinda metal oksitler, kontrol edilebilir iiretimleri, yliksek stabiliteleri ve iistiin

peroksidaz benzeri aktiviteleri nedeniyle daha fazla ilgi gormiistiir (Shi ve ark, 2011).

Nanozimler, manyetik FesO4 NP'lerin 6zgiin peroksidaz benzeri aktivitesini ortaya
cikaran ¢igir agict ¢aligmadan bu yana, tasarlanmis nanomateryallerin ve dogal
enzimlerin islevlerini entegre etmistir (Gao ve ark, 2007). Nanozimler, 6nemli katalitik
stabiliteleri ve aktiviteleri nedeniyle, yiiksek maliyetli enzimlerin yerine umut vaat
eden alternatiflerdir (J. Chen ve ark, 2019; P. Zhang ve ark, 2019). Nanozimin katalitik
aktivitesi, morfoloji miihendisligi, yiizey fonksiyonellestirmesi, heterojen atom
katkisi, NP boyutu ve yiizey kusurlari (koordinat olarak doymamuislik ve reaktif olan
cikintilar, kivrimlar, adatomlar ve bosluklar) gibi faktore gore ayarlanabilir (Park ve
ark, 2021; Z. Wang ve ark, 2020). Metal iyonlarmin ikili oksidasyon durumlarinin
varlig1 istenen bir ozelliktir ve yilizeydeki metal iyonlarinin redoks durumu, redoks
enzimi benzeri aktivitelerde ¢ok 6nemli bir rol oynar (Tian ve ark, 2015). Ancak
nanozimler belirli bir substrati enzimler kadar segici bir sekilde katalize edemezler (Q.
Wang ve ark, 2018). Potansiyel zorluklar, 6zgiin nanozim tasarimina, tekdiize ve
atomik olarak kusursuz yapilara sahip nanozimlerin sentezine yoneltmistir (Q. Chen,
Li, ve ark, 2020; Lu ve ark, 2021; W. Wu ve ark, 2020).

Ek olarak, nanozimlerin katalitik aktivitesi, daha aktif bolgeleri agiga ¢ikarabilecek ve
katalitik olarak aktif atomlarin agiga c¢ikmasini saglayabilecek yiizey alaninin
retilmesiyle artirilmistir (Mou ve ark, 2020). Peroksidaz aktivitesi gosteren
nanozimler arasinda ikili oksidasyon durumuna sahip CeO,, diisiik maliyetli tiretimi,
onemli katalitik aktivitesi, kimyasal cok yonliiliigli, diisiik toksisitesi, yiiksek

stabilitesi, ¢evre dostu olmasi ve olaganiistii elektronik ve optik 6zellikleri nedeniyle



dikkat ¢ekmistir (Gordeev ve ark, 2023; Ma ve ark, 2022; G. Tang ve ark, 2022).
Ancak CeO'nin enzim taklit aktivitesinin gelistirilmesi potansiyel zorluklardan biridir
ve farkli morfolojilerin kullanilmasi bu sorunun tistesinden gelebilir (Gordeev ve ark,

2023).

Au NP'ler ve bunlarin alagimlari gibi soy metal nanopartikiilleri, dnemli oksijen
indirgeme katalitik aktiviteleri nedeniyle oksidaz (H. Zhang ve ark, 2018) ve
peroksidaz (Alle ve ark, 2022) benzeri aktivite gostermistir. Au NP'ler, H2O: tireterek
molekiiler oksijenle glukoz oksidasyonunu katalize etmek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir (J. Chen ve ark, 2019).

Nanozimlerin katalitik performansi, farkli enzim aktiviteleri, eszamanli tandem
katalizi ve analitlerin daha hassas-segici algilanmasi ayni ve/veya farkli enzim benzeri
aktivite gosteren birkag nanozimin islevsel olarak kombine edilmesiyle 6nemli 6l¢iide
iyilestirilmistir (Q. Chen, Zhang, ve ark, 2020; Mou ve ark, 2020; Siddiqui ve ark,
2021).

Bildigimiz kadariyla IOPC esasli nanozim materyali hakkinda herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu durumdan hareketle, enzim benzeri aktiviteyi artirmak igin
morfolojiyi degistirdik ve ortaya ¢ikan hibrit nanomateryal, oldukca iyi bir peroksidaz
benzeri aktivite gosterdi (Sema 1.B). H20; 6l¢limii, peroksidaz enziminin yerine hibrit
CeO2 IOPC'ler/Au NP'ler nanozimi kullanilarak iyi bir 6l¢tim performansiyla bagsarili
bir sekilde gerceklestirildi ve 151k enerjisi nanozim aktivitesini artirdi. Ayrica, nanozim
aktivitesinin olas1 bir mekanizmasi ortaya konularak enzim benzeri davranisi

arastirildi. Calisma, IOPC bazli nanozimlerin gelistirilmesine ivme kazandirabilir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanozimler

Etkin biyokatalizorler olan enzimler esas olarak proteinlerden olusurken, birkagi da
katalitik aktivite gosteren RNA molekiillerinden olusur (Breaker, 1997). Tipik
kimyasal katalizorler veya endiistriyel katalizorler siklikla yiiksek sicaklik, yiiksek
basing, organik ¢oziiciiler ve ekstrem pH ortamlar1 gibi zorlu kosullarda kullanilirken,
enzimler esas olarak biyomolekiillerin doniisiimiinii katalize etmek i¢in kullanilir ve
bu reaksiyonlar genellikle ekstrem olmayan kosullar altinda gergeklestirilir (Franssen
ve ark, 2013). Yiiksek katalitik aktiviteleri ve substrat spesifikligi nedeniyle enzimler
endiistriyel, tibbi ve biyolojik alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Sheldon &
Van Pelt, 2013). Enzimler avantajlarina ragmen, genellikle hazirlama ve
saflagtirmanin yliksek maliyeti, diisiik ¢alisma stabilitesi, katalitik aktivitenin ¢evre
kosullaria duyarliligi, geri doniisiim ve yeniden kullanimdaki zorluklar gibi yapisal
eksiklikleri vardir (Rodrigues ve ark, 2013). Bu dezavantajlarin tiimii gida isleme,
biyoalgilama, g¢evre koruma, biyotip vb. alanlardaki ileri uygulamalarini

siirlamaktadir (Huang ve ark, 2019).

Bu eksikliklerin iistesinden gelmek i¢in arastirmacilar uzun siiredir yapay ve enzim
benzeri aktiviteleri olan “nanozimlerin” arastirilmasma odaklanmislardir. 2007'de
FesOs manyetik nanopartikiillerinin yabanturpu peroksidazi (HRP) benzeri
aktivitesinin kesfinden bu yana, siirekli olarak nanozimler {izerine ¢ok sayida ¢alisma
ortaya ¢ikmistir (Gao ve ark, 2007). Nanozimler, enzimatik katalitik 6zelliklere sahip
bir tlir nanomalzemedir. Dogal enzimlerle karsilastirildiginda nanozimler, endiistriyel,
tibbi ve biyolojik alanlarda 6nemli 6zellikler olan diisiik maliyet, yiiksek stabilite ve

dayaniklilik gibi avantajlara sahiptir (Karim ve ark, 2018).

Gectigimiz son yillarda calismalar, genis bir uygulama yelpazesinde dogal enzimlere
basit, kararli, yliksek performansli alternatifler olarak enzim benzeri 6zelliklere sahip
nanomalzemeler olan nanozimlere odaklandi. Karbon esasli nanomalzemeler (Sun ve
ark, 2018), CeO2 (Ma ve ark, 2022), Coz04 (Ma ve ark, 2022), Au (J. Chen ve ark,
2019), Fe3O4 (Duan ve ark, 2015a), Mn304 (Z.-J. Chen ve ark, 2021), Pt (H. Wang ve



ark, 2021), V05 (Vernekar ve ark, 2014) ve MOF yapilarin1 (H. Wang ve ark, 2021)
iceren gesitli inorganik nanomalzemeler, dogal enzimlerin aktivitesini gostermek igin
onemli 6l¢iide kullanilmistir. Bu nanomalzemeler biiylik 6l¢iide enzim benzeri aktivite
gostermislerdir ve nano arastirmalardaki biiyiik gelismeler nedeniyle bu alanda biiyiik

ilerlemeler kaydedilmistir.

2.2. Nanozimlerin Siiflandirilmasi

Enzimlerin dogal yasamdaki o6nemi ve eksiklikleri g6z oOniine alindiginda
alternatiflerinin aragtirilmasi biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Cok yogun arastirmalarla
birlikte, calisilan bir¢ok nanomateryal pratik uygulamalar i¢in enzimlere iyi bir
alternatif olarak goriilmektedir. Isleyislerine gére nanozimleri 2 ayr1 Kategoriye
aywrabiliriz: (1) oksidorediiktaz smifi (oksidaz, peroksidaz, katalaz, siiperoksit
dismutaz ve nitrat rediiktaz) ve (2) hidrolaz sinifi (niikleaz, esteraz, fosfataz, proteaz)

(Huang ve ark, 2019).

2.3. Peroksidaz Enzimleri

Peroksidaz enzimlerin bir¢ogu icin en iyi substrat hidrojen peroksittir, ancak lipid
peroksitler gibi organik hidroperoksitler de kullanilmaktadir. Peroksidazlar aktif
bolgelerinde bir hem kofaktorii bulunur. Alternatif olarak redoks-aktif sistein veya
selenosistein gruplari igerebilir (Yi ve ark, 2000). Elektron alicisinin dogasi enzimin
yapisia onemli dlgiide baghdir. Ornegin HRP, cesitli organik bilesikleri elektron
verici ve alici olarak kullanabilir. HRP’nin kolay erisilebilir bir aktif bolgesi vardir ve
substrat molekiilleri reaksiyon bolgesine kolayca ulasabilir. Ote yandan sitokrom ¢
peroksidaz i¢in elektron veren bilesikler, aktif bolgesinin yapisindan dolayr oldukga
spesifiktir (J. Wang ve ark, 2002).

Peroksidaz enzimleri endiistriyel atik sularmn aritilmasinda kullamlabilir. Ornegin,
onemli kirleticiler olan fenoller, HRP kullanilarak enzim katalizli polimerizasyon
yoluyla giderilebilir. Sonug¢ olarak fenoller, fenollerden daha az toksik olan
polimerlerin ve oligomerlerin iiretildigi reaksiyonlara katilan fenoksi radikallerine
oksitlenir (Cooper & Nicell, 1996). Aymi sekilde, peroksidaz enzimleri toksik
maddeleri daha az toksik maddelere doniistiirmek i¢in de kullanilabilir. Yapistiricilar,
bilgisayar ¢ipleri, araba pargalari, varil ve teneke kutu kaplamalar1 gibi bir¢ok imalat

prosesinde peroksidaz enzimlerinin kullanimina iliskin ¢alismalar bulunmaktadir.



Farkli ¢aligmalar, peroksidazlarin organik solvent matrislerinde anilinleri ve fenolleri
polimerize etmek i¢in basariyla kullanilabilecegini gostermistir (Dordick ve ark,
1987). Peroksidazlar bazen de histolojik belirtegler olarak kullanilabilir. Sitokrom ¢
peroksidaz, sitokrom ¢ oksidaz i¢in ¢oziinebilen ve kolayca saflastirilabilen bir model

olarak kullanilabilir.

2.4, Peroksidaz Aktivitesi Gosteren Nanozimler ve Kataliz Mekanizmalari

Gao ve ark. (Gao ve ark, 2007) 2007 yilinda ¢igir agici galismalarinda, FesO4 manyetik
nanopartikiillerinin (MNP’ler) bir dizi substratin oksidasyonunu katalize etmek i¢in
peroksidaz enziminin yerine kullanilabilecegini buldular. Kararli durum kinetik
sonuglarina gore, substrat konsantrasyonuna bagli Lineweaver-Burk grafikleri
paraleldi. Bu deneysel veriler, Fe30s MNP’lerinin katalitik mekanizmasinin pinpon
mekanizmasin1 gore isledigini dogruladi. FesO4, ara triin olan *OH radikallerini
olusturmak icin birinci substrat H,O> ile birlesir. Uretilen *OH daha sonra hidrojen
elektron vericisinden, 6rnegin tetrametilbenzidin (TMB)'den bir H* koparacaktur.
Reaksiyon sirasinda olusan *OH radikalleri elektron spin rezonans (ESR) analizi ile
belirlenmistir. Nanozimlerin oksidaz, peroksidaz (POD), siiperoksit dismutaz (SOD),
katalazlar (CAT) gibi enzimlerin aktivitesini gosteren tiirleri vardir ve bu tiirlerin her

biri kendine 6zgii reaksiyon mekanizmasina ve kinetigine sahiptirler.

Simdiye kadar ¢ok sayida karbon esasli nanomalzemelerin istiin peroksidaz benzeri
aktivite gosterdigi bulunmustur (Mou ve ark, 2020). Grafen oksit ve oksijen gruplari
iceren karbon nanotiipiin, H2O> varliginda TMB ve ABTS gibi kromojenik
substratlarin oksidasyonunu katalize ederek iistiin peroksidaz benzeri aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir. Ancak katalitik mekanizmalarin1 aydinlatan az sayida ¢alisma
vardir. Bir ¢alismada, katalitik mekanizmay1 aydinlatmak i¢in model olarak grafen
kuantum noktalarimi1 (GQD'ler) kullanildi. Teorik hesaplamalar deneysel verilerle
birlestirildiginde, —C=0 ve —O=CO-— gruplarinin sirasiyla katalitik aktivite bolgesi ve
substrat baglanma bolgesi olarak gorev yapabilecegi ileri siirildii. Bu gruplarin
GQD'ler tizerine modifikasyonu, Kkatalitik aktiviteyi etkili bir sekilde gelistirebilir.
Ayrica, —C—OH gruplarinin varhigi katalitik aktiviteyi diistirdiigii bulundu(Sun ve ark,
2015).

Farkli bir caligmada peroksidaz aktivitesi gosteren nanokarbon oksitlerin dogasini

ayrintili arastirtldi (Zhao ve ark, 2015). Bu ¢alismada yogunluk fonksiyonel teorisi ile



molekiiler seviyedeki arastirmalar yapildi. Mekanizmaya gore, biiyiik aromatik
bolgelerin, peroksidaz benzeri aktivite igin onemli bir rol oynadigi ve karboksil
gruplarinin, H2O2'nin *OH radikallerine katalitik olarak dontisiimii i¢in aktif bolgeler
olarak gorev alabilecegi diistiniildii (Zhao ve ark, 2015). Ayrica bu ¢alismayla, karbon

esaslt peroksidaz nanozimlerinin gelistirilmesine biiytik katki saglandi.

2.5. Nanozimlerin Katalitik Aktivitesinin Ayarlanmasi

Enzimler gibi nanozimlerin enzim benzeri aktiviteleri de pH, sicaklik, ortamdaki metal
iyonlar1 gibi birgok faktorle degisebilir. Ornegin, 1s1kla birlikte uyarilan sterik etki,
nanozimler ve bunlarin substratlar: arasindaki temas: azaltarak katalitik aktivitenin
azalmasina yol agabilir (F. Wang ve ark, 2018). Bununla birlikte, partikiil boyutu,
malzemenin morfolojisi, bilesimi, yilizey modifikasyon gruplari, pH, sicaklik, substrat
seciciligi, reaksiyon ortamindaki molekiillerin veya iyonlarin nanozimlerin

aktivitelerine 6nemli bir etkisi bulunmaktadir (Asati ve ark, 2011).

2.5.1. Nanozim aktivitesine morfolojinin etkisi

Malzemenin morfolojisi nanozimin enzim benzeri katalitik performansi en fazla
etkileyen parametreler arasindadir (Z. Wang ve ark, 2020). Morfolojinin aktivite
tizerine etkisini incelemek i¢in, iki farkli morfolojiye sahip Pd nano kiipler ve Pd
oktahedronlar tiretildi (Ge ve ark, 2016). ESR analiziyle, daha diisiik yiizey enerjisine
sahip Pd oktahedronlarin, Pd nanokiiplere gore daha fazla SOD ve CAT benzeri enzim
aktivitesine sahip oldugu bulundu. Hiicre deneylerinde, ayni kosullar altinda Pd
oktahedronlarin, Pd nanokiiplere gore daha fazla reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
giderebilecegi gozlemlendi ve teorik hesaplamalar deneysel verilerle tutarli bulundu.
Bahsedilen ¢alisma, oksidatif strese kars1 yiiksek katalitik etkiye sahip nanozimlerin
onemini gostermektedir (Ge ve ark, 2016). Nanozim malzemesinin yapiminda porlu
yapiin tercih edilmesi de nanozim aktivitesini artiran en 6nemli faktorlerden biridir.
Porlu malzemelerin dar gézenek boyutu dagilimi, genis yiizey alani (>500 m?/g),
biyouyumluluk ve diisiik toksisitesi gibi birgok istenen 6zelligi vardir (Cakiroglu ve
ark, 2023).

2.5.2. Nanozim aktivitesine partikiil boyutunun etkisi
Nanozimlerin enzim benzeri katalitik aktiviteleri, materyalin boyutuyla iligkilidir.

2007 yilinda yapilan ilk nanozim ¢alismasinda farkli boyutlardaki FesOs MNP lerinin



katalitik aktivitesi incelenmistir ve bunun igin 30, 150 ve 300 nm ¢apli Fe3Os MNP leri
secilmistir (Gao ve ark, 2007). Deneysel veriler, partikiil boyutu biiyiidiikge katalitik
aktivitenin distiigiinli géstermistir. Bu bulgunun nedeni, nanopartikiillerin boyutunun
kiigtildiik¢e ylizey/hacim oraninin artmasidir (Wei & Wang, 2013). Bundan dolayi,
nanomateryallerin katalitik aktiviteleri boyutlar1 degistirilerek belirlenebilir (Q. Wang
ve ark, 2018). Farkli bir galismada, Au NP'lerin glukoz oksidaz (GOXx) benzeri katalitik
aktivitesinin partikiil boyutuna bagli oldugu bulunmustur. 13, 20, 30 ve 50 nm
caplarindaki Au NP'lerin ayn1 kosullar altinda aktiviteleri karsilastirarak, Au NP'lerin
katalitik aktivitelerinin partikiil boyut artisiyla azaldigint bulunmustur (J. Chen ve ark,
2019; W. Luo ve ark, 2010).

2.5.3. Nanozim aktivitesine sicaklik ve pH etkisi

Ortamin pH degeri de nanozimlerin katalitik aktivitesini etkileyebilir. Au NP'leri
asidik pH’de peroksidaz aktivitesi gosterirken, nétr ve bazik pH’de CAT veya SOD
benzeri katalitik aktivite gostermektedir (S. Wang ve ark, 2012). Farkli bir ¢alismada,
Fe3sO4 MNP’ lerinin, asidik pH’de H20>'i radikal *OH'ye katalize etmek i¢in peroksidaz
benzeri aktivite gosterdigi bulunmustur (Gao ve ark, 2007). Olusan *OH radikalleri,
kanser hiicrelerini yok edebilir ve timoriin bityiimesini etkili bir sekilde engelleyebilir.
Bununla birlikte, nétr fizyolojik pH’de, FesOas, zararli H202'i su ve oksijene
parcalamak i¢in CAT benzeri aktivite gostermektedir. Benzer sekilde ortam sicakligi

da nanozimlerin katalitik aktivitelerini etkileyebilir.

2.5.4. Nanozim aktivitesine yiizey modifikasyonunun etkisi

Literatiire gore nanomalzeme kaplamanin kalinligi, fonksiyonel gruplar ve yiizey
yiikleri gibi yiizey faktorleri nanozimlerin katalitik aktivitelerini etkileyebilir. Bir
caligmada (S. Wang ve ark, 2012), farkli ylizey modifikasyonlariyla sentezlenen Au
NP'lerin peroksidaz benzeri aktivitelerini karsilagtirildi. Bunun igin modifiye
edilmeyen, amino ve sitrat ile modifiye edilmis Au NP'lerden yararlanilmistir.
Deneyler sonucunda, modifiye edilmeyen Au NP'lerin modifiye edilmis Au NP'lerden
daha fazla katalitik aktivite sergiledigi bulunmustur. Substrat olarak TMB
kullanildiginda, sitratla modifiye edilmis Au NP'ler, aminoyla modifiye edilmis Au
NP'lerden daha yiiksek peroksidaz benzeri aktivite sergiledigi bulunmustur. Substrat
olarak ABTS secildiginde bu durum tersine bulunmustur (S. Wang ve ark, 2012).
Sonuglar igin farkli agiklamalar belirtilmistir. ilk agiklamaya gore, Au NP'lerin
yiizeyindeki altin atomlar1 katalitik aktiviteye katkida bulunabilir. Ikinci agiklamaya
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gore, yiizey kaplamasinin ve substratlarin elektriksel yiik 6zellikleri katalitik reaksiyon
icin ¢ok Onemli olabilir. Ayrica, yiizey modifikasyonuyla, nanozimlerin Kkatalitik

merkezleri kapanabilir ve bu da katalitik aktivitenin azalmasina yol agabilir.

2.5.5. Nanozim aktivitesine hibrit malzeme olusumunun etkisi

Literatiire gore hibrit nanomalzemeler, avantajli yapilari, gelismis performanslariyla
yogun ilgi gérmektedir. Bundan dolay1r nanozimler, hibrit malzeme seklinde de
olusturulmaktadir. Her ne kadar Au NP’leri alternatif bir peroksidaz nanozimi olabilse
de, enzim benzeri aktiviteleri ortam pH degeri ile sinirhidir. Genis bir pH araliginda
katalitik aktiviteyi korumak igin, grafen oksit (GO)-Au nanokiimeleri (NC) hibrit
nanozimleri olusturulmustur (Tao ve ark, 2013). Hibrit malzemedeki GO, Au
nanokiimelerinin peroksidaz aktivitesini iyilestirmek i¢in kullanilmistir. GO’in yiiksek
yiizey alani ve hidrofobik molekiiller i¢cin giiclii afiniteye sahip olmasi, TMB gibi
kromojenik substrati etkili bir sekilde adsorbe etmesine neden olur (D. Wang ve ark,
2020). Bu durum, Au nanokiimelerinin substratla temasini artirir ve bundan dolay1 Au

nanokiimelerinin peroksidaz benzeri aktivitesi artabilir.

2.6. Nanozimlerin Kullanim Alanlari

Nanozimlerin tanisal tipta, hedefe yonelik tedavi ve biyosensor alanlarinda 6nemli bir
uygulama alami vardir (Liu ve ark, 2017). ELISA ile antijen-antikor ve diger
proteinlerin tayininde, FesOs nanopartikiilleri iistiin HRP aktivitesi gosterdigi igin
HRP yerine kullanilmistir(Duan ve ark, 2015b). Au NP’leri enzim benzeri
aktivitesinden dolayr DNA biyosensorlerinde kullanilmistir (Wei & Wang, 2013).
Nanozimler, kanser hiicrelerinin tespiti i¢in de kullanilabilir. Bunun igin, asidik
ortamda CeO2 NP'lerinin baz1 organik substratlarin oksidasyonu i¢in oksidaz benzeri
aktivite gostermesinden yararlanilmistir (D. Jiang ve ark, 2019). Bir¢ok nanozimin
noronal hiicreleri oksidatif hasardan korumada etkili oldugu ve dolayisiyla bazi
norolojik hastaliklar1 Onleyebildigi veya iyilestirebildigi bulunmustur. Hiicre
sisteminde katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, peroksiredoksin gibi
cesitli antioksidan enzim tiirleri vardir. Birgok nanomalzeme antioksidan enzim
benzeri katalitik aktivitelere sahip oldugundan, hiicre i¢i asir1 miktarda salinan ROS'u
uzaklastirmak i¢in nanozimlerin kullanilmast uygun olabilmektedir (Vernekar ve ark,
2014).
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Atik sulardaki cesitli kirleticilerin par¢alanmasini katalize etmek i¢in yaygin olarak
HRP kullanilmigtir. HRP’nin H20:'yi katalizinden olusan ara firiinler olan *OH
radikalleri, fenoller ve aromatik aminler gibi birgok organik Kkirleticiyi ¢okeltilere
oksitleyebilmektedir (Q. Chen, Zhang, ve ark, 2020). Bundan dolay1 peroksidaz
benzeri enzim aktivitesi gosteren nanozimlerin kullanilmasi, su kirliliginin

giderilmesinde 6nemli bir yol olarak goriilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Stiren (>%99), etanol (susuz, >%99,8), sodyum dodesil siilfat (SDS), potasyum
persiilfat, D-(+)-glukoz monohidrat, hidrojen peroksit (%30), sitrik asit, tert-butanol,
trisodyum sitrat Merck'ten satin alindi. Seryum (III) nitrat hekzahidrat (%99),
kloroaurik asit, L (+) askorbik asit, sodyum iyodiir, p-benzokinon, sigir karacigerinden
katalaz (1000 birim/mg protein), sakkaroz, laktoz, maltoz, galaktoz ve iirik asit Sigma-
Aldrich'ten satin alindi. Sodyum piruvat (>%99) Acros Organics'ten satin alindi. 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit (ABTS), Roche Diagnostics'ten
(Almanya) satin alindi. Asetat tampon ¢ozeltisi (ABS), glasiyel asetik asit (Merck) ve
sodyum asetat (Sigma-Aldrich) kullanilarak hazirlandi. Tiim kimyasallar alindig1 gibi
kullanilmis ve Labconco Water Pro BT aritma sisteminden deiyonize su (DS) elde
edildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Morfolojik 6zellikler, 15 kV hizlanma voltajinda calisan bir FEI Quanta 450 FEG
kullanilarak alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FESEM) ile karakterize
edildi. Hibrit bilesenlerin kristal yapisi, Cu Ka radyasyonu ile X-1gin1 kirinimi (XRD,
RIGAKU D/Max 2200, 300 kV, 40 mA, Tarama hizi: 3°/dak.) ile arastirildi. Nanozim
bilesenlerinin optik 6zellikleri ve UV-vis absorbans ve reflektans spektrumlari, UV-
vis reflektans (referans olarak BaSOs) ve spektrofotometri (Shimadzu UV-2600
Spektrofotometre) ile analiz edildi. Polistiren kiirelerin pargacik boyutu dagilimi bir
nanopartikiil analizoriinde (Nano Plus, Micromeritics) izlendi. Nanozimin zeta
potansiyeli olgtimleri bir Nano Plus-3 (Micromeritics) kullanilarak gergeklestirildi.
CeO2 IOPC'lerin Raman spektrumu, 785 nm lazer uyariminda c¢alisan bir Raman
spektrometresi (Kaiser RAMANRXN1) kullanilarak kaydedildi. Fotoelektrokimya ve
dogrusal tarama voltametrisi (LSV) dl¢limleri, ¢calisma elektrotu olarak nanozim kaplh
indiyum kalay oksit (ITO) cam substrat, kars1 elektrot olarak platin tel ve referans
elektrotu olarak KCI ile doyurulmus bir Ag/AgCl'den olusan ¢ elektrotlu bir
konfigiirasyon hiicresine sahip Gamry Interphase 1000 potansiyostat iizerinde



gerceklestirildi. Aydilatma kaynagi olarak 15 cm mesafede 500 W halojen lamba
(dalga boyu aralig1 350 nm'den baglar ve NIR bolgesini icerir) kullanildu.

3.3. Yontem

3.3.1. Polistiren kiirelerin (PS) sentezi

PS kiirelerini sentezlemek i¢in emiilsiyon polimerizasyon reaksiyonu gerceklestirildi.
Bunun i¢in, 0,15 g potasyum persiilfat ve 0,1125 g SDS, ortam sicakliginda DS (75
mL) ve etanol (30 mL) karisimi igerisinde ¢oziildii. 350 rpm'de karigtirildiktan ve
karistmin 20 dakika boyunca havasi giderildikten sonra, karigima 9 mL stirenin
eklenmesiyle polimerizasyon baslatildi ve 70 °C'de 19 saat boyunca kuvvetli manyetik

karistirma altinda tutuldu.

3.3.2. PS sablonunun imalat1 ve CeO2 IOPC'lerin hazirlanmasi

1 cm? yiizey alanina sahip cam slaytlar, 15 dakika boyunca aseton, etanol ve DS
icerisinde sonikasyon yoluyla dnceden temizlendi, ardindan vakumlu bir firinda
kurutuldu. PS sablonlar1 dikey biriktirme islemi kullanilarak kendiliginden kaplandi.
Iyi dagilmis PS siispansiyonu igeren bir tankta cam substratlar dikey olarak
yerlestirildi. Tank daha sonra cam substratlar iizerinde kendiliginden birlesmis bir PS
opal fotonik kristal elde etmek amaciyla ¢6ziiclinlin buharlagsmasi i¢in 24 saat boyunca

70 °C'de bir firma yerlestirildi.

CeO2 IOPC'ler daha 6nce yayimlanan bir ¢caligmaya gore bazi degisiklikler yapilarak
tiretildi (Waterhouse ve ark, 2008). Bu amagla, PS sablonlarindaki bosluklar seryum
sol-jel 6ncii ¢ozeltisi olarak kullanilan etanol (5 mL) iginde Ce(NOz)3.6H20 (0.525 Q)
ve sitrik asit (0.574 g) ile dolduruldu. Doldurulan sablonlar hidrolize olmasi1 ve
jellesmesi i¢in 24 saat boyunca 25 °C'de havada tutuldu. CeO2/PS kompozitleri daha
sonra PS sablonlarini ¢ikarmak ve kristallendirmek i¢in su sekilde kalsine edildi:
kompozitler havada 2 °C dk™'de 25'ten 300 °C'ye yiikseltildi; 300°C'de 2 saat siireyle
tutuldu; 2 °C dk™*'de 300'den 400 °C'ye yiikseltildi; 400°C'de 2 saat siireyle tutuldu; ve
sonunda oda sicakligina sogumaya birakildi. Ayrica nanozim aktivitesini
karsilagtirmak igin PS sablonu kullanilmadan ayni yontemle CeO2 ince filmi

hazirlandi.
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3.3.3. CeO2 IOPC'lerde altin nanopartikiillerin (Au NP'ler) kaplanmasi

CeO2 IOPC kapl slaytlar, 50 mL 0,25 mM kloroaurik asit ¢ozeltisine daldirildi.
Cozeltiyi 1sitirken 2,5 mL 20 mg. mL ™ trisodyum sitrat ¢ozeltisi eklendi ve Au NP'ler
CeO IOPC'ler tizerine kaplandi. Hibrit malzeme CeO. IOPC'ler/Au NP'ler olarak

belirlenmistir. Karakterizasyon ¢aligmalar1 icin Au NP kolloidi de alind.

3.3.4. Peroksidaz benzeri aktivite ol¢iimleri

Hidrojen peroksitin tespiti i¢cin 0,2 M ABS (pH 3,8) igerisinde 2 mL 1 mM ABTS
alikotlart1 hazirlandi. Yukaridaki ¢ozeltiye O ila 1000 uM arasinda cesitli
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit ¢6zeltileri ilave edildi ve daha sonra reaksiyonun
oda sicaklifinda tamamlanmasini i¢in nanozim kapli substrat ile bir kiivet i¢inde 9
dakika siireyle inkiibe edildi. Nanozim kapli substrat reaksiyon ortamindan ¢ikarildi
ve absorbans dl¢iimleri maksimum 730 nm dalga boyunda gerceklestirildi. Her deney

en az li¢ kez tekrarlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Nanozim Kaph Substratinin Karakterizasyonu

Hidrojen peroksit tespiti i¢in 151k destekli nanozim, Sekil 4.1.A'da gosterildigi gibi,
sadelik ve diisiik maliyet gibi baz1 avantajlarla tiretildi. Cozelti esasli nanozimler, 151k
emiliminin 6l¢iilmesinde istenmeyen bir girisim etkisine sahiptir. Ote yandan, destek
materyaline kapli nanozimler reaksiyon sonrasi ortamdan ¢ikarilabilir ve bu girisimi
ortadan kaldirabilir. Tek olarak CeO2 ve Au NP'lerin miikemmel SOD (Korsvik ve
ark, 2007) ve glukoz oksidaz (H. Zhang ve ark, 2018) aktiviteleri gosterdigi
bulunurken, bu malzemelerin hibriti iyi bir peroksidaz benzeri aktivite gosterdi. CeO:
IOPC'ler ve Au NP bazli malzemeler ayn1 zamanda fotokatalizor gorevi de gorebilir,
bu da hibritin fotokatalitik reaksiyonlar icin gilines enerjisini kimyasal enerjiye
dontiistiirebilecegini gosterir. Kromojenik substrat ABTS'nin renk olusumu gozle ayirt
edilebildi; oksitlenmis yesil iriin, 30 uM kadar disiik hidrojen peroksit

konsantrasyonlari igin fark edilebildi.

CeOz esasli nanomalzemeler, morfolojilerine ve pH’ye bagli olarak birden fazla enzim
benzeri aktivite gostermeleriyle birlikte zengin redoks ozelliklerine sahiptir. CeO>
nanozimleri, asidik kosullar altinda peroksidaz benzeri aktivite gostererek reaktif

oksijen tiirleri olusturmak igin H2O>'yi katalize edebilir (Ma ve ark, 2022).

Nanozim materyalinin FESEM gortintiisii, bol miktarda aktif bolgeye isaret eden
gozenekli bir morfolojiyi ortaya c¢ikardi (Sekil 4.2.A) ve morfoloji ayarlamasi,

nanozim aktivitesini iyilestirebilmektedir.

PS parcacik boyutu dagilimi Sekil 4.2.B'de verildi. PS'nin ortalama ¢ap1 169,9 nm ve
diisiik bir parcacik dagilim degeri ile bulundu. Sekil 4.2.B (i¢), opal fotonik kristal

yapisindan dolay1 PS sablonunun opalligini gostermektedir.



a b

B £ H:0: H:0 0,” -HO ABTS  ABTS+

Au NP:

Ce**

Ce‘& 0/ \O/Ce“*\ o/ \O/Ce"*\ O/ \O/

Peroksidaz benzeri aktivite

\j H.0. 'HO ) . =N
[ ABTS — ABTS** |

Isik destekli peroksidaz benzeri aktivite

Redoks potansiyeli ekseni

elektron

1440V |- - transferi

Sekil 4.1. A. Kapli nanozimin {iretimi: a. PS sablonunun kendi kendine birikimi, b.
Seryum oksit onciiliiniin infiltrasyonu, c. Seryum oksitin kalsinasyonu ve
PS'nin uzaklastirilmasi, d. Au NP kaplama, B. Kapli nanozim kullanilarak
tek adimda kolorimetrik hidrojen peroksit 6l¢timii, C. CeO2 IOPC'lerin/Au

NP'lerin peroksidaz benzeri aktivitesi i¢in varsayilan mekanizma.
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Distribution Results
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2. 236003
Avg. Eror {%)
a1
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Sekil 4.2. Nanozim materyalinin listten FESEM goriintiisii (i¢ resim: Au NP'lerin
kolloidi), B. PS pargacik boyutu dagilim grafigi (i¢ resim: PS sablonunun

opalligi)
Sekil 4.3, CeO2'nin XRD grafigini gdstermektedir. XRD, (111), (200), (220), (311) ve
(222) diizlemlerine karsilik gelen 26 = 28.38°, 32.9°, 47.31°, 56.26° ve 59.2°'de pikler
sergiledi. Bu pikler seryumun kiibik florit fazina iyi indekslenmistir ve standart
verilerle aynidir (JCPDS Kart No. 34-0394). 20=38,1°, 44,3°, 64,5° ve 77,7°'deki ek
kirinim pikleri, yiliz merkezli kiibik metal altin yapisinin (111), (200), (220) ve (311)
diizlemlerine atfedilebilir (ICDD: 04-0784). Genis kirinim pikleri, yiiksek kristallige
sahip nano boyutlu gozenek duvarlarina atfedilebilecek kiiciik tane boyutlu CeO-
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tirliniiniin olusumunu dogrulamaktadir (Patil ve ark, 2006). Belirli bir yiizeydeki iyi

bir elektron transferi, nanozim aktivitesini artirmaktadir.

kirmiaz diizlemler: Au

Siddet (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (derece)

Sekil 4.3. Cam {izerine kapli CeO2 IOPC'lerin/Au NP'lerin XRD spektrumu

Ce3* yapisal kusurlar, pozitif yiik eksikligini telafi eden oksijen bosluklarmin
olusmasina yol agar. Seryumun peroksidaz benzeri aktivitesi muhtemelen katalitik bir
bolge olarak yiizeydeki Ce®" tiirlerinden ve Ce®" ile Ce*" arasinda tersine cevrilebilir
hizli gecisten kaynaklanmaktadir (Tian ve ark, 2015). Gozenekli seryum oksit genis
bir yiizey alanina ve buna bagl olarak daha fazla Ce3* yiizey bolgelerine ve oksijen
bosluklarina sahiptir, bu da peroksidaz benzeri aktiviteyi artirabilir. Boylece CeO2
ylizeyinin kimyasal 6zellikleri Raman ve UV-Vis spektroskopisi ile belirlendi. Sekil
4.4, 785 nm uyarma dalga boyunda CeO: IOPC'lerin Raman spektrumunu
gostermektedir. 463 cm™'deki yogun bant Fog moduna atfedilir ve 575 cm™'de
merkezlenen genis emilim band1 (530-700 cm™) oksijen bosluklarindan kaynaklanir
(L. Jiang ve ark, 2021; Y. Yang ve ark, 2016). CeO2'nin UV-Vis spektrumundaki 250
nm'deki absorpsiyon bandi Ce3*'ya, 319 nm'deki keskin absorpsiyon band: ise Ce**'ya
atfedilir (Singh & Singh, 2015). CeO, IOPC'leri i¢in Ce®* absorpsiyon bandi
gdzlenmedi (Sekil 4.5), bu da CeOz'nin kristal yapisindaki diisiik Ce®" icerigini

gosterir.

CeO2 I0OPC'ler/Au NP nanoziminin UV-Vis spektrumunda, 516 nm'deki karakteristik
ylizey plazmon absorpsiyonu nano Ol¢ekli Au NP kaplamasini gosterirken, CeO-

IOPC'ler tek basina bu dalga boyunda herhangi bir absorpsiyon bandi gdstermedi
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(Sekil 4.6). Bir kontrol olarak, Au NP'lerin kolloidi Sekil 4.1.A'da (i¢) gosterilmis ve

absorbans spektrumu Sekil 4.7'de verilmistir.

2700
Fzg*
2550 -
35
<
— 2400 -
[1]
=
= .
o oksijen bosgluklari
2250 - *
2100

400 500 600 700 800
Raman kaymasi (cm '1]

Sekil 4.4. CeO IOPC'lerin Raman spektrumu

1.2 1

1.0

Absorbans (a.u.)

0.6 1

0.4

200 300 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.5. CeO, IOPC'lerin UV-vis spektrumu
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Sekil 4.6. CeO, IOPC'lerin ve CeOz IOPC'lerin/Au NP'lerin UV-goriinir alan
absorbans spektrumlari
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o
=]
1

0.4

Absorbans (a.u.)

0.2

0-0 T T T T T
300 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm)
Sekil 4.7. Au NP'lerin UV-goriiniir alan absorbans spektrumu

Nanozim yiizeyi ile ABTS arasindaki etkilesimleri acgiklamak i¢in pH’ye kars1 zeta
potansiyeli egrisi belirlendi. Nanozimin zeta potansiyel egrisi pH: 6'ya kadar pozitif
yiikli bir yiizey gosterdi. Ancak kromojenik substrat ABTS, ¢alisma pH'si 3.8'de
negatif yiikli bir molekiil formundadir. Bu nedenle, ¢alisma kosullarinda nanozim ve
substrat arasindaki elektrostatik etkilesimler meydana gelir ve bu da daha yiiksek

katalitik verimle sonuglanmaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Nanozimin pH grafigine kars1 zeta potansiyeli grafigi

Reflektans bantlari, farkli gézenek caplarina sahip ardisik IOPC yapilarinin fotonik
durdurma bantlarin1 (PSB) temsil eder. CeO2 IOPC'nin 445 nm'deki PSB konumu,
nanopartikiiller IOPC'nin gozenek boyutlarint daralttigindan Au NP'lerin birikmesi
tizerine hafif¢e 441 nm'ye kaymustir (Sekil 4.9).

Uretilen malzemelerin optik bant araliklar1 Tauc esitligi kullanilarak belirlendi (denk.

4.1) (C. Yang ve ark, 2017):
ahv = A.(hv — Eg)" (4.2)

burada Eg optik bant araligini temsil eder, o malzeme tarafindan emilen 151k miktarini
ifade eden absorplama katsayisidir, A oranti sabitini temsil eder, hv 151k enerjisini
temsil eder ve n iissii ge¢is tiirline baglidir ve CeOz i¢in 2'ye karsilik gelir (izinli dolayl
gecis) (Tiwari ve ark, 2018). a = F(R).s denklemiyle Tauc grafigini elde etmek igin
reflektans verileri kullanildi. Burada F(R): Kubelka-Munk fonksiyonu; R: reflektans,
s: sagilma katsay1s1 ve bant aralig1 enerjileri, hv’ye kars1 (ohv)'™ grafiginden egrinin
dogrusal kisminin enerji eksenine ekstrapolasyonuyla bulunabilir (Sekil 4.10). Bant
bosluklar1 CeO2 IOPC'ler ve CeO2 IOPC'ler/Au NP'ler i¢in sirasiyla Eg = 2,81 eV
(~441 nm) ve Eg = 2,77 eV (~447 nm) bulundu. Au NP'lerin birikmesi bant araligini

azaltt1, bu da gorliniir 1s1ktan daha fazla yararlanma i¢in avantajlidir.
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Sekil 4.9. E. CeO2 IOPC'ler ve CeO2 IOPC'ler/Au NP'lerin yansima spektrumlari
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Sekil 4.10. Kubelka-Munk fonksiyonu ve CeO2 IOPC'ler ve CeO IOPC'ler/Au NP'ler
icin 151k enerjisi grafikleri

Uygun reaksiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla optimizasyon ¢alismalar1 yapildi.
ABTS'nin zamana bagli absorbans siddeti, 9 dakikalik inkiibasyondan sonra
maksimuma ulasti; bu, ABTS ile nanozim arasindaki redoks isleminin yiizey aracili
bir reaksiyon oldugunu gosterir (Sekil 4.11). Ortam pH etkisi, 200 mM ABS'de pH 2
ile 4 arasinda degisen ¢esitli pH degerlerinde izlendi ve aktivite, pH'ye volkan seklinde
baglilik gosterdi (Sekil 4.12). Hibrit nanozim genis bir sicaklik araliginda (4-37 °C)
stabildi ve peroksidaz aktivitesini optimum pH 3,8 ile pH 2 ila 4 arasinda korudu (Sekil
4.13). 1 mM ABTS'den sonra absorbans onemli Olgiide degismedi, bu nedenle
ABTS’nin optimum konsantrasyonu 1 mM segildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.11. Optimum reaksiyon siiresi

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
pH
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Sekil 4.14. Optimum ABTS konsantrasyonu

4.2. Nanozimin iki Enzim Benzeri Aktivite Mekanizmasi

Sekil 4.15, farkli sistemlerdeki absorbans spektrumlarmi gostermektedir. H>O»
varliginda maksimum 730 nm dalga boyunda bir absorbans gozlemlendi, H202
yoklugunda ise absorbans degeri onemsizdi; bu da CeO> IOPC'lerin peroksidaz
benzeri aktivitesini dogruladi. Ek olarak hibrit malzeme, yalniz CeO2 IOPC'lere gore
730 nm'de artan bir absorbans gostermistir; bu, hem CeO2 IOPC'lerin hem de Au
NP'lerin peroksidaz benzeri aktiviteyi artirdigini gostermektedir(Alle ve ark, 2022).
Bu nedenle hem CeO2 IOPC'ler hem de Au NP'ler peroksidaz benzeri aktivite gosterdi.
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Ayrica gozenekli malzeme ince film malzemesinden daha iyi performans gosterdi.
Goriiniir 151k altinda, hibrit materyalin peroksidaz benzeri aktivitesi karanlik kosullar
altinda gozlemlenen aktiviteden yaklasik iki kat daha yiiksek bulunmustur, bu da

fotokatalizin nanozim aktivitesini 6nemli dlgiide artirabildigini dogruladi.

0.30 ] Ce0210PCs
{ ——Ce0210PCs-Au NPs

0254 | | —ceOzince film-Au NPs

——Ce0zIOPCs-Au NPs vesik

0.20 -

0.15

Absorbans (a.u.)

0.10 -

0.05

d-l':lﬂ I 45Iﬂ I 560 55Iﬂ EL:ID | EEID I TL:ID 750

Dalgaboyu (nm)
Sekil 4.15. H;0, varliginda 9 dakikalik reaksiyondan sonra farkli reaksiyon
sistemlerinde  ABTS'nin  nanozim katalizli oksidasyonunun UV-vis
absorbans spektrumlari: (a) CeOz IOPC'ler, (b) CeO2 IOPC'ler/Au NP'ler,

(c) CeOz ince film/Au NP’ler, (d) Optimum kosullar ve 151k altinda CeO-
IOPC'ler/Au NP'ler

CeO2 IOPC'ler/Au NP'lerin 151k destekli enzim benzeri aktivite mekanizmasini ortaya
cikarmak ve olusan reaktif tiirleri bulmak amaciyla model substrat olarak glukoz
iceren reaksiyon ortamina ¢esitli siiptiriictiler eklendi (Sekil 4.16). Peroksidaz benzeri
aktivite, H2O2'nin suya ve O2'ye ayrisma reaksiyonunu katalize eden bir enzim olan
katalazin eklenmesinden sonra dikkate deger sekilde inhibe oldu ve glukoz
oksidasyonu sonrasi olusan ara {irtin H2O2'nin {iretimini bu sekilde belirlendi. Ayni
sekilde, H20: icin etkili bir siipiiriici olan sodyum piriivatin varligi, nanozim
aktivitesini etkiledi. Ayrica, 1518a duyarli nanozimin aktivitesi sitrik asit, askorbik asit
veya KI varliginda azaldi; bu da 1sikla tretilen elektron bosluklarinin (h*) katalitik
reaksiyonlar i¢in oksidatif tiirlerden biri oldugunu dogruladi. Hidroksil radikallerinin
(*OH) siipiiriilmesi i¢in tert-biitanol ilavesi (Jin ve ark, 2015), absorbansi bir dereceye
kadar azaltt1; bu, *OH'nin kataliz sirasinda iiretildigini gosterir. Ek olarak, maksimum
dalga boyundaki absorbans, siiperoksit anyonlariin (O2™) etkili bir siipiiriiciisii olan
benzokinonun eklenmesinden sonra 6nemli dl¢ilide azaldi; bu, siiperoksit anyonlarinin

ayn1 zamanda katalitik reaksiyonda olusan reaktif tiirler oldugunu ortaya ¢ikardi.

27



Enzim benzeri aktiviteyi daha iyi anlamak igin kataliz {izerindeki oksijen etkisi
arastirildi. ABTS absorbansi, 10 dakika boyunca O ile doyurulan tampon ¢ozeltisinde
yuksek oranda artirilmistir; bu, oksijenin bir reaktan olarak katalizde yer aldigini
gosterir. Ayrica ABTS™ absorpsiyon yogunlugu, argon gegirilmis ¢ozeltide 6nemli

Olciide %12'ye diistii; bu da o6nceki ifadeyi dogruluyor.

Siipiiriicti etkisi c¢aligmalarina dayanarak, hibrit materyalin ¢oklu enzim benzeri
aktivitelerinin mekanizmasi deneysel olarak agiklandi. Au NP'lerin CeO2 10PC'ler
tizerinde birikmesi, Au NP'lerin yiizey plazmon rezonansindan dolay1 hibrit
malzemenin goriiniir bélgedeki 15181 absorbe etmesini saglar. Goriliniir 151k uyarimi
tizerine, CeO2 IOPC'lerin degerlik band1 (VB) elektronlari, dogrudan CeO2 IOPC'lerin
iletim bandina (CB) aktarilir ve ardindan Au NP'lere geger ve ABTS ile dogrudan
reaksiyona girmek i¢in CeO; tizerinde elektron bosluklar1 birakir (esi.4.2). Bu arada,
bir elektron alicisi olarak ¢oziinmiis oksijen, CeO2 IOPC'lerin CB'sindeki uyarilmis
elektronlart ve Au NP'lerin iizerinde olusan plazmonun indiikledigi arayiizey yiik-
transfer gecisinin sicak elektronunu yakalayarak O2" radikalleri iiretir (denk. 4.3) (Jin
ve ark, 2015).

CeO,+ hv — CeO, (egp+ hyp) (4.2)
Ce0, (epg) + 0, — CeO, + 02" (4.3)

Oksijen ve ABTS'nin ilk adsorpsiyonlari, ¢oklu enzim benzeri aktiviteler igin
gereklidir. Au NP'ler, O2'yi H202'ye (eq.4.4) indirgeyerek glukozu fotokatalitik olarak
oksitleyen GOx benzeri bir nanozim olarak gorev yapabilir (P. Zhang ve ark, 2019).
CeO,, Ce*/Ce®*=1,44 V standart indirgeme potansiyeline sahip oksitleyici bir
malzemedir (Baltzer ve ark, 1984). CeO,, ABTS gibi redoks potansiyeli kendi
indirgeme potansiyelinin altinda olan herhangi bir substrattan bir elektron alabilir
(ABTS'nin ABTS**'ya indirgenme potansiyeli +0,472 V'dir) (Bourbonnais ve ark,
1998). Boylece CeO2 IOPC'lerdeki Ce**, ABTS'den elektronlari yakalar ve daha sonra
ABTS'yi yesil bir tiireve oksitleyerek Ce*'ya doniisiir. Redoks potansiyeli hidrojen
peroksitten daha diisiik olan CeOz2 gibi malzemeler termodinamik olarak elektronlarini
H20.'ye aktarmaya uygundur. Boylece CeO2'deki Ce®*, elektronlar1 yerinde iiretilen
H>0O>'ye aktararak O-O baglarini parcalar ve HO2¢ (O2") radikallerini (esit. 4.5 ve 4.6)
iiretir (S. Zhang ve ark, 2021), daha sonra 151k altinda HRP'yi taklit ederek Ce**'ya geri

doner. Daha sonra, O2" radikalleri hizli bir sekilde HO'ye déniisiir ve Ce3* ile
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reaksiyona girerek yesil renk olusumunu artirarak *OH tiretir (esitlik 4.6, 4.7 ve 4.8)
(S. Zhang ve ark, 2021). Burada fotokatalizden gelen O™ radikalleri de renk
olusumuna katkida bulunur. Dolayisiyla nanozimin peroksidaz aktivitesi, ara reaktif
oksijen tiirlerinin yardimiyla ABTS ve H2O, arasinda elektron aktarma yeteneginden
kaynaklanmaktadir. Ek olarak, CeO2 IOPC'ler/Au NP'ler ¢oklu enzim benzeri aktivite
gosterdi. Denklem 4.4'te Au NP'ler, literatiirde bildirilen ve iyi bilinen bir GOx
nanozimi olan glukoz oksidasyonunu katalize eder. Ayrica denklem 4.6'da CeO;
IOPC'ler, literatiirde bildirildigi gibi SOD benzeri aktiviteyi ortaya koymaktadir. Bu
Oneri dogrultusunda bu calisma, hibrit nanozimin her bir bilesenin 6zelliklerini

birlestirebildigini de dogruladi.

Yukaridaki sonuglara dayanarak, 1sik destekli peroksidaz benzeri aktivite

mekanizmasi asagidaki gibi onerildi.

Glukoz + Oz + 2H" + 2e- — Glukonik asit + H20» (4.9)
H20;, + Ce®* — HOy (O27) + Ce** + H* (4.5)
20," + 2H20 — Oz + Hz02+ 20H- (4.6)
H20, + Ce®* — "OH + Ce*" + OH" (4.7
ABTS (renksiz) + ‘OH + H* — ABTS™" (yesil) + H20 (4.8)

Peroksidaz benzeri aktivite asagidaki faktorlere atfedilebilir. Ters opal CeOz'nin iyi
tanimlanmuis i¢ bosluklara sahip agik gdzenekli mimarisi, yiiksek ylizey alanini ve bol
miktarda katalitik olarak aktif bolgeleri tasir. Gozenekler, enzim benzeri kataliz
sirasinda  substratlarin  erisilebilirligini  kolaylastirabilir. Kanallarda, glukoz
oksidasyonu, metabolik bir ara madde olarak H20-'yi iiretir; bunun, dagilmak yerine
ROS olusumuyla sonuglanan sirali bir reaksiyon adimina ugramasi daha olasidir.
Ayrica, hibrit nanozimin emici 6zelligi, ilgilenilen hedef molekiilii nanozimin yakinina
getirir ve reaktanlarin ve ara {riinlerin kiitle transfer siirecini iyilestirerek kademeli
reaksiyonlar1 birbirine yakinlastirir. Ayrica, belirli bir kristal yiizeyde meydana gelen

onemli elektron transferi, enzim benzeri aktivitesinin artmasina yardimeci olur.
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Sekil 4.16. Hibrit nanozimin ¢oklu enzim taklit edici aktiviteleri {izerinde siipliriicii ve
aktivator etkisi

CeO. IOPC'lerin ve CeO; IOPC'lerin/Au NP'lerin 1sikla indiiklenen elektron
transferini arastirmak icin foto akimlar, seffaf ve iletken ITO kapli elektrotlar
kullanilarak alindi. Isiga duyarli nanozim malzemelerinin foto akimlarinin goriiniir
151k altinda hizl yiikselisi, hibrit malzemede hizli foto-uyarimli yiik olusumunu ve
ayrilmasint gosterir (Sekil 4.17). CeOz IOPC'lerin iletim bandi (CB), LSV ile
hesapland1 (Sekil 4.18) ve -0,66 V (Ag/AgCl'ye kars1) olarak bulundu; bu, O2'nin
indirgeme potansiyelinden (0,046 V'ye kars1t NHE) daha negatiftir (Jin ve ark, 2015).
Bu nedenle, CeO2 IOPC'lerin CB'sindeki foto-uyarimli elektronlar, ¢oziinmiis O2'yi

termodinamik olarak yakalayarak reaktif tiirler olarak O>" radikallerine indirgeyebilir.
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Sekil 4.17. Goriiniir 151k (A > 400 nm) altinda 0,1 M NazSOs ¢ozeltisinde 0 V
potansiyelde (Ag/AgCl'ye karsi1) fotoakim olusumlari
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Sekil 4.18. 5 mV/s'de CeO, IOPC'lerin katodik LSV 6lglimii

4.3. Nanozimin Kararh Durum Kinetik Analizi
H20:> ol¢iimleri i¢in tipik Michaelis-Menten egrisi elde edildi ve Michaelis-Menten

sabiti (Km) ve reaksiyonun maksimum baslangi¢ hizi (Vmax) gibi kinetik

parametreler, asagida denklem 4.9 kullanilarak bulundu:

=g (L) (4.9)

V() Vmax K M

Denklem 4.9’daki baslangig reaksiyon hizi (Vo), Lambert-Beer yasasi (denk. 4.10) ve
esitlik 4.11 kullanilarak bulundu:

A =¢elc (4.10)
Vo=Ac/At (4.12)

burada A absorbanstir, ¢ ABTS iiriiniliniin sulu ¢ézeltide 730 nm'de molar absorbans
katsayisidir (12,947 Mtcm™?) (Cano ve ark, 2000), 1 kiivetin optik yol uzunlugudur (1
cm) ve c ise H20. konsantrasyonuna esdeger olan oksitlenmis ABTS
konsantrasyonudur. Nanozime ait Km ve Vmax degerleri sirastyla 0,116 mM ve 1,011
uM.min? olarak bulunmustur (Fig. 4.19). Km'nin substrata olan afinitenin bir
gostergesi oldugu goz Oniine alindiginda, daha diisiik Km arzu edilirken Vmax
degerleri reaksiyonun hizini temsil ettiginden, daha yiiksek hiz degeri istenir. Dogal
HRP'nin Ky degeri H202 igin 3,7 mM'dir (Gao ve ark, 2007), bu da yaklasik olarak
tiretilen nanozimden 32 kat daha yiiksektir ve nanozimin H2Oz'ye kars1 daha yiiksek
afinitesine isaret etmektedir. K, su anda lizerinde ¢alisilan Co304/M0Q3, (0,134 mM)
(X. Zhang ve ark, 2020), MoSe; nano tabakalar1 (0,155 mM) (X. Wu ve ark, 2018)
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gibi nanomateryallerle karsilastirilabilir diizeydeydi ve CuO NP'leri (85,6 mM)(W.
Chen ve ark, 2011), Fe304s MNP'lerinden (154 mM) (Gao ve ark, 2007), PVP/PtRu’dan
(36 mM) (Park ve ark, 2021) daha diisiiktiir ve iiretilen nanozimin pratik uygulamalar

i¢cin dikkate deger Km degerini belirtir.

5 —
B
=
E
=
M
£
5041 f.
= ] .
£ .
w 0.2
& ]
] ! —a—Michaelis-Menten egrisi
0.0 - y

00 02 04 06 08 1.0
Hz20:2 konsantrasyonu [S] (mM)

Sekil 4.19. Sabit ABTS konsantrasyonunun aktivite verilerinden Michaelis-Menten
egrisi

4.4. Nanozimin Kolorimetrik Hidrojen Peroksit Tespiti ve Sensor Performansi

H202'nin belirlenmesi i¢in nanozimin peroksidaz benzeri aktivitesi kullanildi. Sekil
4.20 absorbansa karsi hidrojen peroksit konsantrasyon egrisini gostermektedir.
Hidrojen peroksit konsantrasyonu, dogrusalligi gelistirmek icin logaritmik Olcege
dontstiirildii (Sekil 4.21). Cam substrat tizerindeki CeO2 IOPC'ler/Au NP'ler, H20>
konsantrasyonlar1 i¢in 9 ila 500 uM (y=0,08x — 0,1, R2 = 0,9927) arasinda dinamik
bir dogrusal aralik sergiledi. Oksitlenmis ABTS'nin rengi, 0,03 mM H20>
konsantrasyonuna kadar ¢iplak gozle goriilebiliyordu. Tespit sinir1 (LOD), 3x(20 bos
Ol¢iimiin standart sapmasi/dogrusal araligin egimi) formiiliine gdére 2,7uM olarak
belirlendi. Olgiim smir1 (LOQ), 10x(20 bos dlgiimiin standart sapmasi/dogrusal
araligin egimi) formiiliine gore 9uM olarak hesaplandi. Tablo 4.1'de bildirilen
caligmalarla karsilastirildiginda daha diisiik LOD, materyallerin sinerjistik etkisi ve
yapisal optimizasyondan kaynaklanabilir (Z. Wang ve ark, 2020). Ayrica gozenekli
malzemenin yiiksek ylizey alani muhtemelen dinamik 6l¢iim araligin1 daha yiiksek

degerlere ulastirmistir.
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Sekil 4.21. Hidrojen peroksit tespiti i¢in kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.1. Peroksidaz aktivitesi gosteren nanozimlerin performans karsilastirmasi

Nanozim Metot LOD Dogrusal Stire  Ref.
(LM) aralik (dk)
(LM)
rCSA!-hemin Kolorimetrik 2.39 2.5-500 30 (J. Zhang ve
NPs ark, 2021)
Pd»s-BGP NPs?  Kolorimetrik 2.04 20-320 5 (R. Li ve ark,
2023)
Cu-Sn0; Elektrokimyasal 0.067 0.2-745ve ay. (Zou ve ark,
745-5345 2023)
Co304@Co-Fe Kolorimetrik 20 0.02-600 15 (Q. Chen,
oksit DSNCs?® Zhang, ve ark,
2020)
Mns;Os—Au Raman sagilim1 2 0.005-10 5 (Siddiqui  ve
SNC* ark, 2021)
C0304/M003 Kolorimetrik 0.08 0.1-200 20 (X. Zhang ve
ark, 2020)
CoFe;0s MNPs  Kemiluminesans 0.01 0.1-10 ay.® (Shi ve ark,
2011)
Au NCs Kolorimetrik 10 30-5000 40 (J. Chen ve
Floresans 0.5-200 60 ark, 2019)
MoSe; Kolorimetrik 0.408 10-160 ay. (X. Wu ve
nanotabakalar ark, 2018)
PtS; nanotabaka Kolorimetrik 0.2 0.5-150 10 (W. Zhang ve
Ultraince Pd Kolorimetrik/isikta  13.4 10-100 15 ark, 2021)
(Y. Tang ve
CeO, IOPCs-Au  Kolorimetrik/igikta 2.7 9-500 9 ark, 2020)
NPs Bu ¢alisma

! rekombinant deve serum albumin proteini, 2ac1 kabak polisakkariti, 3¢ift kabuklu nanokafes,
4ig nanokampositi, Sagiklama yok.

Secicilik, nanozimin 0,5 mM H20- ¢6zeltisine ve 10 kat daha diisiik konsantrasyonda
glukoz, laktoz, galaktoz, siikroz, maltoz ve tirik asit gibi analoglar1 ile kombinasyon

halinde maruz birakilmasiyla arastirildi (Sekil 4.22). Hibrit nanozim bir dereceye

34



kadar oksidaz aktivitesi gosterebildigi i¢in bagil standart sapma (RSD) %17,8 olarak
bulunmustur. Nanozim platformunun stabilitesi 4 hafta boyunca 730 nm’de absorbans
degeri olgiilerek test edildi. Nanozimin peroksidaz benzeri aktivitesi, ortam kosullarda
saklandiktan sonra 1.3'liik bir RSD ile 6nemsiz bir degisiklige sahipti; bu, nanozimin
dogal enzimlere kiyasla {istiin stabilitesini ortaya koyuyor (Sekil 4.23). Ayni kosullar
altinda bagimsiz olarak {iretilen bes farkli nanozim platformu grubu, %3,3'liik bir RSD

ile iyi bir tekrarlanabilirlik sergiledi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.22. Hibrid nanozimin, glukoz ve glukoz analoglarina maruz birakildiginda
hidrojen peroksit tespiti i¢in seciciligi

100 -

80 -

60

40

Bagil aktivite (%)

20

0 1 2 3
Hafta

Sekil 4.23. Nanozimin stabilitesi
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Sekil 4.24. Nanozimin tekrar iiretilebilirligi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ozetle, CeO2 IOPC'lerin/Au NP'lerin cam slayt iizerindeki 151k destekli peroksidaz
benzeri aktivitesi, kolorimetrik hidrojen peroksit tespiti i¢in tasarland1 ve arastirildi.
CeO2 IOPC'ler ve Au NP'ler bir dereceye kadar peroksidaz benzeri aktivite
sergilediklerinden, bu nanozimlerin birlestirilmesi olaganiisti H202 algilama
performansi ortaya c¢ikardi. IOPC'lerin kullanimi, ¢ok sayida katalitik olarak aktif
bolgeye erisim saglar ve katalitik aktiviteyi artirir. Yiiksek dogruluk ve hassasiyet,
H202'nin sensor yiizeyine kolay ve hizli erisiminden kaynaklanir. Hibrit nanozim,
H20.'yi tespit etmek igin basariyla kullanildi ve goriiniir 15181in eklenmesi, tespit
hassasiyetini 6nemli dl¢ilide iyilestirdi. Bu calisma, cesitli analitlerin tespiti i¢in basit
ve hassas nanozim esasli analizleri dogrulamaktadir ve nanozim arastirmasi, sensor

alaninda kendine 6zgii bir yer bulacaktir.

Oneri olarak, IOPC farkli caplarda sentezlenerek c¢ap uzunlugunun nanozim

aktivitesine etkisi ayrintili incelenebilir.
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